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Хорошо известно, что для исследования реакции тканей на действие любых факторов лучше исполь-
зовать трехмерные клеточные модели, т.к. именно они обеспечивают физиологическое состояние 
клеточных популяций. В данной работе приведены результаты исследования показателей метабо-
лической активности и морфологических свойств трехмерных клеточных моделей (сфероидов), по-
лученных из фибробластов легкого эмбриона человека ФЛЭЧ-104 и фибробластов человека hTERT. 
Клеточные сфероиды получали методом низкоадгезивной поверхности. Для получения сфероидов 
использовали следующие концентрации клеток: 5, 8, 10, 15, 30, 60 тыс. клеток/сфероид. Оценку 
метаболической активности сфероидов проводили с помощью МТТ-теста. В работе выявлена зави-
симость исследуемых показателей сфероидов от типа клеточных линий, из которых они получены, 
а также от начальной концентрации клеток.
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Three-dimensional cellular models are known to be optimal for studying the response of tissues to ex-
ternal factors due to their ability to accurately replicate the physiological state of cell populations. The 
present study investigates the metabolic activity and morphological properties of three-dimensional cel-
lular models (spheroids) obtained from human embryo lung fibroblasts FLEH-104 and human fibroblasts 
hTERT. Cellular spheroids were obtained by means of the low-adhesive surface method using the follow-
ing cell concentrations: 5, 8, 10, 15, 30, 60 thousand cells/spheroid. The metabolic activity of the as-ob-
tained spheroids was assessed using an MTT-test. The study revealed the dependence of the studied 
parameters of spheroids on the type of cell lines from which they were obtained, as well as on the initial 
concentration of cells.
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Введение
Клеточные сфероиды являются одним 

из типов трехмерных клеточных моделей, 
которые частично способны воспроизво-
дить физиологические условия клеточных 
популяций [3]. Характерными особенно-
стями клеточных сфероидов являются на-
личие градиента кислорода, питательных 
веществ, продуктов метаболизма, гетеро-
генности состава [6]. Клеточные сферои-
ды из фибробластов — актуальная модель 
для исследования множества биологиче-
ских процессов. Так, например, теломери-
зованные фибробласты могут выступать 
в качестве объекта исследований патоло-
гических гипертрофических рубцов in vitro 
[5]. Клеточные сфероиды, полученные 
из фибробластов, способны имитировать 
механизмы, которые лежат в основе разви-
тия фиброза [4]. В связи c широким приме-
нением клеточных сфероидов из фибробла-
стов изучение закономерностей изменения 
их метаболических характеристик и разме-
ров от начальной концентрации клеток яв-
ляется особо актуальным.

Цель работы — оценить изменение ме-
таболической активности и размеров сфе-
роидов из различных клеточных линий 
фибробластов человека от начальной кон-
центрации клеток.

Материалы и методы
В качестве объекта исследования были 

выбраны фибробласты легкого эмбриона 
человека ФЛЭЧ-104 (FLEH-104) и теломе-

ризованные фибробласты человека hTERT 
(fb-hTERT).

Культивирование клеток в монослое 
проводилось по стандартной методике [2]. 
В виде монослоя клетки культивировали 
в пластиковых культуральных флаконах 
(“Corning”, США) в полной питательной 
среде DMEM («ПанЭко», Россия), содер-
жащей 10% фетальной сыворотки крупно-
го рогатого скота (“Gibco”, США), пени-
циллин (50000 ед./л) («ПанЭко», Россия), 
стрептомицин (50 мг/л) («ПанЭко», Россия) 
и глютамин (292 мг/л) («ПанЭко», Россия). 
Поддерживали жизнеспособность культур 
в СО2-инкубаторе при температуре 37°С 
(“CB 53 Binder”, Германия) и при 5% содер-
жании СО2.

Клеточные сфероиды получали мето-
дом культивирования на низкоадгезивной 
поверхности [1]. Для достижения усло-
вий низкой адгезии лунки 96-луночного 
планшета покрывали 1,5% р-ром агаро-
зы. Для создания сфероидов использо-
вали следующие концентрации клеток: 
5, 8, 10, 15, 30, 60 тыс. клеток/сфероид. 
Культивирование сфероидов осуществляли 
в течение 15 дней. Целостность агарозно-
го покрытия и морфометрические свойст-
ва сфероидов оценивали с помощью ин-
вертированного микроскопа «Микромед 
И». Метаболическую активность клеток 
в составе сфероида оценивали проведе-
нием МТТ-теста. Определение диаметра 
клеточных сфероидов проводили с помо-
щью описанного нами ранее метода, ос-
нованного на использовании технологий  
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компьютерного зрения [7]. Для каждой 
исследуемой концентрации сфероидов 
получено 30 сфероидов. Статистическую 
обработку полученных данных и их визуа-
лизацию проводили с помощью программ-
ного обеспечения GraphPad Prism 8.

Результаты и их обсуждение
Клеточные сфероиды, полученные 

из клеточной линии фибробластов чело-
века hTERT, имели ровный округлый край. 
Сфероиды сохраняли округлую форму 
до 15 сут культивирования. Сфероиды, по-
лученные из клеточной линии фибробла-
стов легкого эмбриона человека ФЛЭЧ-104,  
также имели ровный округлый край. 
Сфероиды сохраняли округлую форму 
до 15 сут культивирования.

На рис. 1 показано изменение диаметра 
сфероидов из клеточных линий ФЛЭЧ-104 
(панель А) и hTERT (панель Б) в процессе 
культивирования. В процессе культивиро-
вания у всех групп клеточных сфероидов 
отмечалось уменьшение диаметра. Это 
наблюдение соответствует современным 
представлениям о поведении трехмер-
ных клеточных культур. Примечательно, 
что степень компактизации клеточных 
сфероидов пропорциональна первоначаль-
ному количеству клеток: чем больше по-

севная концентрация, тем более выражено 
уменьшение диаметра. Уменьшение диа-
метра было замечено у сфероидов с мак-
симальной первоначальной концентрацией  
60000 кл./сфероид. Это может быть связа-
но с высокой концентрацией клеток, а сле-
довательно, большей их компактизацией. 
Выраженного уменьшения диаметра сфе-
роидов с остальными исходными концент-
рациями не наблюдали.

Выявлено, что сфероиды, полученные 
из теломеризированных фибробластов че-
ловека hTERT, имели меньший диаметр, 
чем сфероиды, полученные из фибробла-
стов легких ФЛЭЧ-104, это может быть обу-
словлено особенностями пролиферативной 
активности используемых клеточных линий 
и требует дополнительных исследований.

На рис. 2 показано изменение метаболи-
ческой активности сфероидов из клеточных 
линий фибробластов человека ФЛЭЧ-104 
(панель А) и hTERT (панель Б) в процессе 
культивирования.

Видно, что выраженный рост метаболи-
ческой активности наблюдался у сферо-
идов из клеток FLEH-104, образованных 
при посевной концентрации клеток 5000, 
8000, 10000, 15000 кл./сфероид. У сферо-
идов, образованных из 30000 кл./сфероид, 
снижения метаболической активности в те-

Рис. 1. Изменение диаметра сфероидов из клеточных линий ФЛЭЧ-104 (А) и фибробластов человека hTERT 
(Б) в процессе культивирования.
Fig. 1. Changes in the diameter of spheroids from cell lines FLECH-104 (A) and human fibroblasts hTERT (Б) during 
cultivation.
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Рис. 2. Изменение метаболической активности сфероидов из клеточных линий ФЛЭЧ-104 (А) и фибробластов 
человека hTERT (Б) в процессе культивирования.
Fig. 2. Changes in the metabolic activity of spheroids from FLECH-104 (A) cell lines and hTERT (Б) human fibroblasts 
during cultivation.

чение 15 сут не наблюдалось. Выраженное 
снижение метаболической активности 
было замечено на сфероидах, образованных 
из 60000 кл./сфероид. В процессе культиви-
рования клеточных сфероидов из клеток 
фибробластов человека hTERT метаболи-
ческая активность клеточных сфероидов 
снижается независимо от исходной концен-
трации клеток. Закономерное уменьшение 
количества метаболически активных кле-
ток может быть обусловлено формировани-
ем в составе сфероида фракции погибших 
клеточных популяций.

Выводы
В ходе проведенного исследования 

были получены трехмерные клеточные 
модели из фибробластов человека hTERT 
и фибробластов легкого эмбриона человека  
ФЛЭЧ-104 при различных посевных кон-
центрациях: 5000, 8000, 10000, 15000, 
30000 и 60000 клеток на сфероид. Основной 
целью работы было изучение влияния на-
чальной клеточной концентрации на ме-
таболическую активность и диаметр сфе-
роидов из клеточных линий фибробластов, 
что имеет важное значение для дальнейших 
исследований с использованием этих кле-
точных культур.

Было установлено, что чем выше началь-
ная клеточная концентрация, тем выше сте-
пень компактизации клеточных сфероидов. 
Установленные принципы изменения диаме-
тра сфероидов в зависимости от начальной 
клеточной концентрации важны для стан-
дартизации методов получения трехмерных 
клеточных культур, поскольку начальная 
концентрация клеток является способом 
регулирования размера клеточных сферо-
идов. Полученные результаты могут быть 
применены для создания клеточных сферо-
идов, которые будут использоваться в обла-
сти регенеративной медицины, в частности 
в 3D-биопринтинге, т.к. для этого необхо-
димы клеточные сфероиды определенных 
размеров. Диаметр клеточных сфероидов 
является одним из ключевых параметров, 
анализируемых в исследованиях для оценки 
эффектов действия терапевтических аген-
тов. Представленные результаты позволят 
избежать ложных выводов в анализе эф-
фектов изучаемых факторов, что является 
важным аспектом для дальнейших исследо-
ваний в области клеточной биологии и раз-
работке новых терапевтических подходов.

Результаты показали, что метаболическая 
активность клеточных сфероидов из ука-
занных клеточных линий фибробластов 
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человека зависит от начальной концентра-
ции клеток. Метаболическая активность 
сфероидов из фибробластов hTERT сни-
жается в исследуемом диапазоне от 5000 
до 60000 кл./сфероид. Напротив, метабо-
лическая активность клеточных сферо-
идов из фибробластов легкого эмбриона 
человека ФЛЭЧ-104 в начальных клеточ-
ных концентрациях 5000, 8000, 10000,  
15000 кл./сфероид повышается, при концен-
трации 30000 кл./сфероид — не изменяется. 
Для клеточных сфероидов из фибробластов 
легкого эмбриона человека 60000 кл./сфе-
роид характерно снижение метаболической 
активности в процессе культивирования. 
Выявленные закономерности имеют су-
щественное значение, поскольку характер 

изменения метаболической активности 
клеток в составе сфероида является крити-
чески важным параметром для применения 
в фармацевтических исследованиях, ре-
генеративной медицине и моделировании 
биологических процессов. Показанные 
различия в изменении метаболической ак-
тивности клеточных сфероидов из фибро-
бластов различного происхождения могут 
быть использованы при выборе объектов 
в соответствии с задачами исследований.

Таким образом, результаты нашего иссле-
дования не только подтверждают существу-
ющие представления о поведении трехмер-
ных клеточных культур, но и открывают 
новые горизонты для их применения в био-
медицинских исследованиях.
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