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Artyku³ przegl¹dowy Review

Cytometria przep³ywowa (FCM-flow cytometry) jako
metoda badawcza znana jest od ponad 30 lat, jednak do-
piero w ostatnich 10 latach jest powszechnie stosowana
nie tylko w laboratoriach naukowych, ale równie¿ sta³a
siê niezbêdna w rutynowej diagnostyce klinicznej. Me-
toda ta jest wysoce zaawansowan¹ technologi¹ opart¹
na pomiarze parametrów fizycznych i chemicznych, ta-
kich jak: ugiêcie i rozproszenie �wiat³a oraz fluorescen-
cja. Cytometr przep³ywowy wraz z oprogramowaniem
komputerowym zapewnia wieloparametrow¹ ocenê ilo�-
ciow¹ oraz jako�ciow¹ pojedynczych komórek w spo-
sób szybki, precyzyjny i powtarzalny. Ogólna zasada
cytometrii przep³ywowej polega na identyfikowaniu
antygenów powierzchniowych lub wewn¹trzkomórko-
wych przy u¿yciu swoistych przeciwcia³ monoklonal-
nych sprzê¿onych z flourochromami. Znakowane fluoro-
chromami komórki przep³ywaj¹c przez komorê pomia-
row¹, s¹ na�wietlane wi¹zk¹ laserow¹, a nastêpnie roz-
praszaj¹ i emituj¹ �wiat³o, powoduj¹c zmiany jego natê-
¿enia. Mierzone jest jednocze�nie rozproszenie �wiat³a
oraz wzbudzone �wiat³o emitowane przez fluorochro-
my. Impulsy �wietlne przetwarzane s¹ na impulsy elek-
tryczne w systemie fotopowielaczy, a nastêpnie analizo-
wane za pomoc¹ komputera (1, 4, 10, 12).

Cytometria przep³ywowa jest metod¹ badawcz¹ umo¿-
liwiaj¹c¹ dokonanie charakterystyki populacji pojedyn-
czych komórek w zawiesinie. Mog¹ to byæ komórki krwi,
komórki niezwi¹zane z pod³o¿em w p³ynach tkankowych
lub komórki tkanek i narz¹dów celowo uwolnione z ota-
czaj¹cej je substancji miêdzykomórkowej. G³ówn¹ za-

let¹ cytometrii przep³ywowej jest prowadzenie badañ
z wykorzystaniem niewielkich próbek materia³u i do�æ
czêsto bez ich wstêpnej obróbki, a tak¿e mo¿liwo�æ jed-
noczesnego identyfikowania cytoplazmatycznych i po-
wierzchniowych markerów komórkowych. Podstawowe
w³a�ciwo�ci komórek, które mog¹ byæ okre�lone przy
u¿yciu cytometrii przep³ywowej to m.in.: ich wielko�æ,
molekularna z³o¿ono�æ budowy, zawarto�æ DNA i RNA,
ekspresja okre�lonych bia³ek powierzchniowych i we-
wn¹trzkomórkowych (1, 5, 8, 11).

Budowa i zasady dzia³ania cytometru
Cytometr przep³ywowy jest z³o¿onym aparatem po-

miarowym, w którym mo¿na wyró¿niæ trzy g³ówne uk³a-
dy, takie jak: hydrauliczny, optyczny i elektroniczny.
Uk³ad hydrauliczny dostarcza zawiesinê badanych ko-
mórek do komory pomiarowej. W czasie przechodzenia
przez komorê zawiesina komórek otoczona jest izoto-
nicznym p³ynem os³onowym (sheath fluid) i przep³ywa
równomiernie, co zapobiega zlepianiu siê komórek (1, 8).
Konstrukcja cytometru zapewnia laminarny przep³yw
komórek i ich dostatecznie niskie stê¿enie, tak, aby prze-
p³ywa³y one pojedynczo, dok³adnie w �rodku kana³u. Na
komórki przep³ywaj¹ce przez komorê pada prostopadle
do kierunku ich przep³ywu wi¹zka �wiat³a (ryc. 1). Naj-
czê�ciej stosowane �ród³o �wiat³a to lasery emituj¹ce fale
�wietlne o okre�lonej d³ugo�ci, np. argonowy (488 nm),
kryptonowy lub helowo-neonowy (4, 8, 10). W pierw-
szych cytometrach (np. ICP, Phywe) wi¹zkê �wiat³a
produkowa³y lampy rtêciowe, które obecnie s¹ rzadko
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stosowane. U¿ywa siê tak¿e cytome-
trów posiadaj¹cych wiêcej ni¿ jedno
�ród³o �wiat³a. Podczas przep³ywu
przez komorê pomiarow¹ pojedyncze
komórki przecinaj¹ wi¹zkê lasera,
a emitowane przez nie sygna³y fluore-
scencyjne s¹ odbierane przez detekto-
ry FS, SS oraz detektory fluorescencji
(ryc. 1). Sygna³y te s¹ wzmacniane
i przekszta³cane na cyfrowe, a nastêpnie
przedstawiane na ekranie komputera.
Komórki przecinaj¹c wi¹zkê lasera,
powoduj¹ ugiêcie i rozproszenie jego
promieni w ró¿nych kierunkach (6, 10).

Emitowane �wiat³o ugina siê na
brzegach badanej komórki w kierunku
biegu promieni (FS-forward angle
light scatter), dziêki czemu mo¿na
oznaczyæ jej wielko�æ (ryc. 2). Ugiêcie
�wiat³a lasera pod k¹tem prostym na
b³onie komórkowej i strukturach we-
wn¹trzkomórkowych (SS-side scatter,
RS-right-angle scatter) umo¿liwia wy-
krycie ziarnisto�ci komórki (ryc. 3) (7).

Je¿eli komórki zosta³y wcze�niej wyznakowane barw-
nikami fluorescencyjnymi, mierzona jest tak¿e intensyw-
no�æ fluorescencji zwi¹zanej z komórk¹ (6, 8). �wiat³o
lasera powoduje przesuniêcie elektronów na bardziej
zewnêtrzn¹ orbitê atomu, o mniejszej energii (wiêkszej
d³ugo�ci fali w porównaniu z d³ugo�ci¹ fali �ród³a �wiat-
³a). Fluorescencja o okre�lonej d³ugo�ci fali pojawia siê
na skutek powrotu elektronów na pierwotn¹ orbitê. Je-

¿eli �ród³em �wiat³a jest laser argonowy, tak jak w wiêk-
szo�ci cytometrów, zwi¹zki u¿ywane do znakowania
fluorescencyjnego (fluorochromy) powinny posiadaæ
maksima absorpcji w tym zakresie fali (7, 10).

�wiat³o o ró¿nych d³ugo�ciach fali zostaje rozdzielo-
ne za pomoc¹ specjalnych filtrów, a nastêpnie skierowa-
ne do czujników (detektorów), które s¹ czê�ci¹ uk³adu
elektronicznego. Te czujniki to w wiêkszo�ci fotopowie-
lacze (PMTs-photomultiplier tubes). Fotopowielacz prze-
kszta³ca falê �wietln¹ w impuls elektryczny. Impuls ten
jest wzmacniany na ró¿ne sposoby w celu uzyskania
bardziej czytelnych wyników. Zastosowanie wzmocnie-
nia czêsto jest powodem powstawania dodatkowych
impulsów, które pochodz¹ zwykle z zanieczyszczeñ.
Celem wyeliminowania tych sygna³ów mo¿na ustawiæ
minimaln¹ wysoko�æ impulsu dla jednego z sygna³ów,
tak zwany dyskryminator. Ustawianie warto�ci progo-
wej (dyskryminatora) pozwala operatorowi ustawiæ nu-
mer (poziom) kana³u, poni¿ej którego informacje nie
bêd¹ przetwarzane. Dyskryminator dla FS mo¿e byæ u¿y-
ty do wyeliminowania zanieczyszczeñ z analizy. U¿ycie
dyskryminatora na wykresie intensywno�ci fluorescen-
cji eliminuje s³ab¹, niespecyficzn¹ fluorescencjê. Zasto-
sowanie dyskryminatora czêsto znacznie poprawia otrzy-
mane rezultaty (8). Impulsy emitowane przez cz¹stecz-
ki, które znajd¹ siê powy¿ej poziomu dyskryminatora
zostaj¹ skonwertowane w warto�ci numeryczne zwane
kana³ami, których liczba okre�la rozdzielczo�æ cytome-
tru. Dziêki temu wszystkie zmierzone parametry komórki
(FS, SS, intensywno�æ fluorescencji w ka¿dym zakresie
widma) mog¹ zostaæ zarejestrowane w pamiêci kompu-
tera.

Przygotowanie próbek do analizy cytometrycznej
Technik¹ cytometrii przep³ywowej bada siê jedynie

komórki, które znajduj¹ siê w zawiesinie. Dlatego te¿
najdogodniejszym materia³em do badañ s¹ komórki krwi,

Ryc. 1. Schemat budowy cytometru przep³ywowego (wg Brown i Wittwer)
Obja�nienia: 1 � detektor �wiat³a rozproszonego pod k¹tem 90° (SS), 2-4 � detektory
fluorescencji

Ryc. 2. Schemat rozpraszania �wiat³a do przodu (FS) przez
badane komórki

Ryc. 3. Schemat rozpraszania �wiat³a w bok (SS) przez bada-
ne komórki
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p³ynów ustrojowych oraz niektórych linii komórkowych
stosowanych w badaniach in vitro. W przypadku koniecz-
no�ci analizy komórek zawartych w tkankach litych po-
brany materia³ biologiczny nale¿y dok³adnie rozdrobniæ,
tak ¿eby uzyskaæ pojedyncze i nieuszkodzone komórki
(2, 3). Kolejnym wa¿nym etapem jest w³a�ciwe przygo-
towanie próby do analizy cytometrycznej, szczególnie
gdy oceniane s¹ funkcje komórkowe. Procedura pobra-
nia i przygotowania próby jest zale¿na od typu komórek
i sposobu ich analizy. Krew do analizy cytometrycznej
nale¿y pobraæ do probówek zawieraj¹cych antykoagu-
lanty, takie jak: EDTA, cytrynian sodowy lub sole he-
paryny. W cytometrii przep³ywowej najbardziej miaro-
dajne wyniki uzyskuje siê, badaj¹c materia³ biologiczny
bezpo�rednio po pobraniu. Niekiedy istnieje konieczno�æ
przechowania pobranych próbek przez krótki czas. Wów-
czas w celu otrzymania obiektywnych wyników badan¹
próbê nale¿y przechowywaæ tak, aby komórki nie uleg-
³y degeneracji, poniewa¿ komórki martwe lub uszkodzo-
ne maj¹ zmienione w³a�ciwo�ci i inaczej rozpraszaj¹
�wiat³o, czego efektem jest zmiana parametrów FS i SS.
Ponadto takie komórki mog¹ niespecyficznie wi¹zaæ
przeciwcia³a monoklonalne i byæ przyczyn¹ otrzymywa-
nia fa³szywych wyników. Celem unikniêcia takich prob-
lemów, krew nale¿y przechowywaæ w temperaturze 4°C
i badaæ w ci¹gu 4 godzin po pobraniu lub po odpowied-
nim jej utrwaleniu dokonaæ analizy w ci¹gu kilku dni
(1, 3).

Wymagana do analizy objêto�æ krwi wynosi zazwy-
czaj 100 µl, a sposób jej przygotowania do oznaczenia
antygenów powierzchniowych lub wewn¹trzkomórko-
wych dla okre�lonych populacji leukocytów jest podob-
ny. W tym celu komórki inkubuje siê przez 30-60 minut
ze znakowanym fluorochromem przeciwcia³em mono-
klonalnym w ilo�ci 10-20 µl, skierowanym przeciwko
interesuj¹cemu nas antygenowi komórkowemu. Niekie-
dy komórki po inkubacji p³ucze siê, w celu pozbycia siê
nadmiaru niezwi¹zanego z komórkami przeciwcia³a.
Z regu³y odp³ukiwanie nadmiaru przeciwcia³a jest zbêd-
ne, gdy¿ cytometr rejestruje jedynie fluorescencjê zwi¹-
zan¹ z komórk¹. Skraca to czas przygotowania próbki
do analizy cytometrycznej.

W celu zidentyfikowania badanych komórek stosuje
siê odpowiednie zwi¹zki znakowane fluorochromami,
albo same barwniki fluorescencyjne. Przy oznaczaniu
antygenów powierzchniowych lub badaniu metabolizmu
komórek, mo¿na u¿ywaæ materia³u nie utrwalonego.
Natomiast, aby oznaczyæ zawarto�æ DNA lub bia³ek cy-
toplazmatycznych w komórce wówczas nale¿y j¹ utrwa-
liæ przy u¿yciu m.in. paraformaldehydu, prostaglandyny
E

1
 lub obni¿enia pH do 6,5 (1, 8). Jednak¿e utrwalanie

komórek mo¿e wp³ywaæ w sposób zasadniczy na wi¹za-
nie siê ich antygenów z okre�lonym przeciwcia³em, a tym
samym prowadziæ do uzyskania niemiarodajnych wyni-
ków.

W cytometrii przep³ywowej wa¿ne jest w³a�ciwe do-
branie przeciwcia³, odpowiednich warunków inkubacji
oraz rodzaju stosowanego barwnika fluorescencyjnego.
Warunki inkubacji maj¹ wp³yw na ¿ywotno�æ komórek,
zapocz¹tkowanie reakcji antygen�przeciwcia³o oraz in-

tensywno�æ fluorescencji zwi¹zanej z komórk¹. Na przy-
k³ad, izotiocyjanian fluoresceiny osi¹ga najwy¿sz¹ fluo-
rescencjê w pH obojêtnym, natomiast minimaln¹ w pH
kwa�nym. Ustawienia fluorescencji s¹ zwykle przysto-
sowywane do ka¿dej grupy próbek dziêki zastosowaniu
kontroli negatywnej � komórek inkubowanych z kon-
trolnym przeciwcia³em monoklonalnym. Intensywno�æ
fluorescencji komórek kontroli negatywnej nie jest rów-
na zeru z powodu niespecyficznego wi¹zania przeciw-
cia³ przez te komórki oraz wystêpowania zjawiska auto-
fluorescencji.

Dobór odpowiedniego barwnika zale¿y od tego, jakie
sk³adniki komórki s¹ poddane analizie cytometrycznej
(4). Powszechnie stosowanym barwnikiem jest izotio-
cyjanian fluoresceiny wykazuj¹cy bardzo du¿¹ stabilno�æ
przy przechowywaniu w 4°C. Czêsto stosuje siê tak¿e
jodek propidyny lub fikoerytrynê (1). Obecnie na rynku
dostêpnych jest wiele innych barwników fluorescencyj-
nych. Dziêki wprowadzeniu przeciwcia³ monoklonal-
nych do diagnostyki mo¿na wyodrêbniæ szereg subpo-
pulacji komórkowych poprzez uwidocznienie pojedyn-
czych epitopów antygenowych. Sygna³y fluorescencji s¹
proporcjonalne do ilo�ci barwnika fluorescencyjnego,
a ich cecha charakterystyczna to wysoka czu³o�æ i nis-
kie t³o. Dziêki zarejestrowaniu ilo�ci �wiat³a emitowa-
nego przez wyznakowane barwnikiem fluorescencyjnym
komórki mo¿emy oceniæ ilo�æ poszczególnych typów
bia³ek (receptorów) na powierzchni komórki. Do zna-
kowania komórek mo¿na zastosowaæ metodê bezpo�red-
ni¹ lub po�redni¹. Metoda bezpo�rednia polega na zna-
kowaniu komórek przeciwcia³em sprzê¿onym z fluoro-
chromem. Pozwala ona na zastosowanie jednocze�nie
dwu lub wiêcej przeciwcia³ znakowanych ró¿nymi barw-
nikami. W metodzie po�redniej, któr¹ stosuje siê w przy-
padku niskiego stê¿enia antygenu na powierzchni ko-
mórek, inkubuje siê komórki pocz¹tkowo z przeciwcia-
³em nie sprzê¿onym z fluorochromem, a nastêpnie ze
znacznikiem lub innym przeciwcia³em skierowanym
przeciw pierwszemu. Reakcja pierwszego przeciwcia³a,
zwi¹zanego wcze�niej z komórk¹ z przeciwcia³em do-
danym pó�niej pozwala na wykrycie badanego bia³ka
na powierzchni komórki. Metodê fluorescencji po�red-
niej stosuje siê, gdy ilo�æ epitopów na powierzchni ko-
mórek jest ma³a. Wysok¹ czu³o�æ mo¿na równie¿ osi¹g-
n¹æ, stosuj¹c pierwsze przeciwcia³o znakowane bioty-
n¹, a nastêpnie dodaj¹c streptawidyny lub awidyny sprzê-
¿onej z fluorochromem (8, 13).

Przedstawienie uzyskanych wyników
Wyniki pomiarów uzyskane w cytometrze przep³ywo-

wym mo¿na przedstawiæ w postaci dok³adnych danych
liczbowych o ka¿dej z mierzonych populacji komórek,
jak równie¿ w formie wykresów dwu- lub trójwymiaro-
wych (1, 9). Najczê�ciej wyniki s¹ prezentowane na
monitorze w postaci cytogramów lub histogramów. Cy-
togramem nazywany jest wykres, na którym badane ko-
mórki s¹ odzwierciedlone w postaci kropek, których
po³o¿enie w uk³adzie wspó³rzêdnych jest proporcjonal-
ne do wielko�ci mierzonego parametru (8). Wszystkie
komórki, które maj¹ taki sam model rozpraszania �wiat-
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³a, ukazuj¹ siê na cytogramie jako pojedyncza kropka.
Jedna kropka mo¿e zatem reprezentowaæ pojedyncz¹
komórkê lub kilka tysiêcy komórek (ryc. 4).

Je¿eli komórki s¹ wyznakowane barwnikiem fluores-
cencyjnym, intensywno�æ ich fluorescencji jest ukazy-
wana na oddzielnym wykresie. Do wizualizacji danych
zwi¹zanych z fluorescencj¹ komórek zazwyczaj u¿ywa-
ne s¹ wykresy zwane histogramami (1, 9). Umo¿liwiaj¹
one przedstawienie wybranych wyników w formie dwu-
lub trójwymiarowej (ryc. 5). Je�li w badanej próbie ozna-
cza siê wiêcej ni¿ jeden antygen, wówczas u¿ywa siê
dwu lub wiêcej przeciwcia³ monoklonalnych wyznako-
wanych ró¿nymi barwnikami. Sygna³y emitowane przez
te barwniki mog¹ zachodziæ na siebie, dlatego te¿ nale-
¿y stosowaæ kompensacjê przy u¿yciu cytogramu, na
którego pierwszej osi znajduje siê intensywno�æ fluo-
rescencji fluorochromu 1 (FL1), a na drugiej osi inten-
sywno�æ fluo-rescencji fluorochromu 2 (FL2). Na przy-
k³ad, po wyznakowaniu komórek równocze�nie fluo-
rescein¹ (FITC) (maksimum emisji 530 nm) i fikoery-
tryn¹ (PE) (maksimum emisji 575 nm), komórki znako-
wane fluorescein¹ s¹ dostosowywane pod wzglêdem
fluorescencji FL2 do komórek kontroli negatywnej

(ryc. 6). Z kolei komórki znakowane fikoerytryn¹ do-
stosowuje siê pod wzglêdem fluorescencji FL1. Zasto-
sowanie zbyt niskiej kompensacji prowadzi do przypo-
rz¹dkowania czê�ci sygna³u jednego z barwników dru-
giemu barwnikowi. Zbyt wysoka kompensacja sprawia,
¿e wyznakowane barwnikami fluorescencyjnymi komór-
ki znajduj¹ siê poza skal¹ cytometru.
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Ryc. 4. Przyk³adowy cytogram leukocytów krwi obwodowej
cz³owieka

Ryc. 5. Histogram przedstawiaj¹cy intensywno�æ fluorescen-
cji limfocytów znakowanych przeciwcia³em przeciwko anty-
genowi CD4. Na osi Y znajduje siê liczba komórek, które prze-
p³ynê³y przez uk³ad pomiarowy, a na osi X intensywno�æ fluo-
rescencji. Komórki posiadaj¹ce antygen CD4 zosta³y ujête
w bramce B

Ryc. 6. Schemat przedstawiaj¹cy nieprawid³owe i prawid³o-
we zastosowanie kompensacji w analizie cytometrycznej (wg
Owens i Loken)


