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Разработка методов культивирования клеток в трехмерных системах важна и необходима для развития ак-
туальных направлений современной клеточной биологии. При культивировании в системе 3D воспроиз-
водится тканеспецифическая архитектура, точнее воссоздается реальная микросреда и поведение клеток
in vivo. Мезенхимные стволовые/стромальные клетки человека (МСК) обычно выделяют и культивируют
как монослойную 2D-культуру. В данной работе мы разработали метод трехмерного культивирования и
тканеспецифической децидуальной дифференцировки МСК, выделенных из ткани эндометрия человека,
с использованием матрицы, полученной из децеллюляризированного яблока. Матрицы из децеллюляри-
зированного яблока обладают достаточной механической прочностью, биосовместимы, доступны, про-
сты в использовании и имеют широкие возможности для модификации поверхности. Данная система
культивирования клеток подходит как для их изучения методом конфокальной микроскопии, так и для
исследований с помощью проточной цитометрии. Разработанная нами модель может стать основой для
создания новых клеточных продуктов и тканеинженерных конструкций для нужд регенеративной биоме-
дицины.
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Мезенхимные стволовые (стромальные) клетки
человека (МСК) – один из наиболее часто использу-
емых типов клеток при разработке новых техноло-
гий регенеративной медицины. Традиционно МСК
выделяют и культивируют как монослойную дву-
мерную (2D) культуру, однако в настоящее время ак-
тивно исследуются возможности трехмерного (3D)
культивирования МСК (Haycock, 2011; Domnina et al.,
2018; Langhans, 2018; Jensen, Teng, 2020). Многими
исследователями вариант культивирования МСК в
3D-системах предлагается как способ повышения их
терапевтических свойств (Domnina et al., 2018, 2020;
Bou-Ghannam et al., 2021; Kouroupis, Correa, 2021).
Кроме того, культивирование в 3D-геометрии от-
крывает возможности для воспроизведения в систе-
ме in vitro архитектуры ткани, моделирования ткане-
специфического микроокружения и поведения кле-
ток (Jauković et al., 2020; Jensen, Teng, 2020; Bou-

Ghannam et al., 2021; Kouroupis, Correa, 2021). По-
этому разработка методов культивирования клеток в
3D-системах является актуальным направлением
современной клеточной биологии, стимулирующим
создание новых клеточных продуктов и тканеинже-
нерных конструкций.

Основные приемы культивирования в 3D-систе-
мах подразделяются на способы с использованием
каркаса для прикрепления клеток (скаффолда) и без
него (клеточные пласты, сфероиды) (Haycock, 2011;
Chen et al., 2015; Bartosh, Ylostalo, 2019). Матрицы
для культивирования клеток могут быть созданы как
на основе синтетических и природных полимеров
(коллагена, хитозана, полилактида, полиглицерол-
себаката и др.), так и путем децеллюляризации орга-
нов и тканей (Guruswamy Damodaran, Vermette, 2018;
Baruffaldi et al., 2021; Hu et al., 2022).

Для успешного культивирования клеток человека
на трехмерной матрице при ее создании необходимо
учесть ряд требований к исходному материалу. Он
должен обладать достаточной механической проч-
ностью, физико-химической устойчивостью, быть

Принятые сокращения: эМСК – эндометриальные мезенхимные
стволовые (стромальные клетки); EdU – 5-этинил-2'-дезокси-
уридин; PBS – фосфатно-солевой буферный раствор; PI – йоди-
стый пропидий.
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биосовместимым и биологически инертным. Кроме
того, целесообразно применять легкодоступные и
недорогие материалы. Одним из таковых является
биогенная целлюлоза. В частности, недавно в каче-
стве матриц для 3D-культивирования было предло-
жено использовать целлюлозные каркасы из децел-
люляризированных растений (Modulevsky et al.,
2014, 2016; Lee et al., 2019; Bilirgen et al., 2021).

Целлюлоза – компонент клеточной стенки расте-
ний и один из природных полимеров, удовлетворяю-
щий всем перечисленным критериям. Этот материал
дает возможность создавать матрицы разнообразной
формы и архитектуры, при этом поверхность матриц
можно химически модифицировать (Phan et al., 2020;
Bilirgen et al., 2021). Еще одним важным свойством
целлюлозных матриц является их устойчивость к
диссоциации в водных растворах, что позволяет
проводить длительное наблюдение за населяющими
их клетками. Одним из широко используемых ис-
точников целлюлозного материала для создания
трехмерных скаффолдов является целлюлоза, про-
дуцируемая бактериями (Svensson et al., 2005; Gorgie-
va, Trček 2019; Cherng et al., 2021).

МСК могут быть выделены из различных ткане-
вых источников, одними из наиболее доступных яв-
ляются МСК, получаемые из менструальной крови.
Эндометрий – это внутренняя оболочка матки, пре-
терпевающая более 400 циклов регенерации и вос-
становления в течение репродуктивных лет жизни
женщины. Каждый месяц 4–10 мм эндометрия от-
слаивается в течение пролиферативной фазы менстру-
ального цикла (Gargett, Masuda, 2010). Десквамиро-
ванный (отшелушившийся) эндометрий, содержа-
щийся в менструальной крови, оказался самым
неинвазивным источником МСК человека (эМСК)
(Meng et al., 2007; Мусина и др., 2008; Patel et al.,
2008, Земелько и др., 2011). эМСК обладают всеми
свойствами МСК из других тканевых источников –
экспрессией характерных поверхностных маркеров,
способностью к направленной остеогенной, адипо-
генной и хондрогенной дифференцировке, актив-
ной пролиферации, адгезивностью к пластику
(Meng et al., 2007; Мусина и др., 2008; Patel et al.,
2008, Земелько и др., 2011). Кроме этого, эМСК со-
храняют тканеспецифическую функциональность.
Основной функцией эндометрия является поддер-
жание беременности на всех этапах. Для поддержа-
ния беременности на ранних этапах, в ответ на воз-
действие индукторов, клетки эндометрия претерпе-
вают ряд морфологических и функциональных
изменений, называемых децидуальной трансформа-
цией. эМСК в культуре тоже сохраняют способность к
дифференцировке в децидуальные клетки, которые
характеризуются эпителиоподобной формой и увели-
чением секреции пролактина (Домнина и др., 2015).

В настоящей работе мы разработали технологию
трехмерного культивирования эМСК с использова-

нием матрицы из целлюлозы, полученной путем де-
целлюляризации яблока.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Подготовка матриц из целлюлозы. Целлюлозные

матрицы для культивирования клеток изготавлива-
ли из мезокарпия (мякоти) яблок. Для этого был
сконструирован прибор, состоящий из ломтерезки
(слайсера) и ножа, позволяющий придавать заготов-
ке из яблока удобную для дальнейшей работы форму
(рис. 1а). С использованием этого оборудования из-
готавливали заготовки из яблочного мезокарпия с
размером 10 × 10 × 2 мм, позволяющие обеспечить
матрице достаточную прочность для удобной работы
с ней (рис. 1б). Очистку целлюлозного каркаса от
клеточного содержимого (децеллюляризацию) произ-
водили путем обработки заготовок 0.5%-ным раство-
ром натрия додецилсульфата (SDS) на протяжении
48 ч в условиях покачивания пробирки с заготовками
на шейкере (скорость вращения 180 об./мин). Затем
производили очистку полученных матриц от детер-
гента. С этой целью матрицы помещали в фосфатно-
солевой буферный раствор (PBS) на 24 ч с покачива-
нием заготовок на шейкере (180 об./мин). После
этого стерилизовали матрицы обработкой 70%-ным
раствором этилового спирта в течение 1 ч с тем же
покачиванием заготовок на шейкере. Отмывку цел-
люлозных матриц от этанола производили интен-
сивным пипетированием в 2 мл PBS с 12-кратной за-
меной буфера. После 9-ого цикла пипетирования
матрицы переносили в новую стерильную пробирку,
в которой по окончании отмывки их хранили в сте-
рильном PBS до коллагенизации (не более 2 нед.).
На рис. 1б представлены матрицы после каждого
этапа обработки.

Для улучшения адгезивных свойств поверхности
для прикрепления клеток, матрицы обрабатывали
коллагеном I типа, важнейшим компонентом вне-
клеточного матрикса эМСК, с использованием ме-
тодики лиофильной сушки. Матрицы из целлюлозы,
покрытые раствором коллагена I типа (в концентра-
ции 2 мг/мл) в присутствии 0.1%-ной уксусной кисло-
ты, инкубировали при температуре –20°С в течение
24 ч. Затем на протяжении 8 ч производили лиофиль-
ную сушку матриц при температуре –50°С и давлении
0.1 мм рт. ст. Далее матрицы стерилизовали озонирова-
нием и промывали стерильным раствором PBS в тече-
ние 48 ч на шейкере ( с частотой 180 об./мин), после
чего помещали в новый стерильный PBS и хранили
до применения (не более 1 мес.).

Для оценки геометрии строения полученных мат-
риц с помощью флуоресцентной микроскопии ис-
пользовали окрашивание красителем Конго крас-
ный (Congo Red; Sigma-Aldrich, США). Для этого ис-
следуемые образцы инкубировали 10 мин при
комнатной температуре в водном 0.2%-ном растворе
Конго красного на шейкере (160 об./мин), после че-
го трехкратно промывали раствором PBS.
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КУНЕЕВ и др.

Подготовка эМСК для культивирования в трехмер-
ной системе. Для заселения в трехмерную матрицу
использовали эМСК из Коллекции культур клеток
позвоночных (ЦКП Института цитологии РАН,
Санкт-Петербург). эМСК были получены из фраг-
ментов эндометрия, содержащихся в менструальной
крови (Земелько и др., 2011). Клетки культивирова-
ли в среде DMEM/F12 (Gibco, США), содержащей
10% коровьей эмбриональной сыворотки, 1% глута-
мина и 1% смеси антибиотиков пенициллина и
стрептомицина (Gibco, США), и пересевали с помо-
щью 0.05%-ного раствора трипсина и ЭДТА (Invitro-
gen, США) в соотношении 1 : 3.

Для прижизненной визуализации эМСК в соста-
ве матрицы с помощью флуоресцентной микроско-
пии применяли полученную нами ранее с помощью
лентивирусной трансдукции линию эМСК, способ-
ную к экспрессии в цитоплазму YFP-содержащего
белка HyPer – биосенсора H2O2 (Lyublinskaya et al.,
2017). Флуоресценция HyPer в цитоплазме позволя-
ла оценить морфологию клеток, их жизнеспособ-
ность и метаболическую активность.

Для отдельных экспериментов ядра клеток до-
полнительно окрашивали красителем Hoechst
33342, интеркалирующим в ДНК живых клеток, со-
гласно протоколу производителя (Sigma-Aldrich,
США).

Заселение целлюлозных матриц эМСК. Для засе-
ления в матрицы эМСК по достижении ими моно-
слоя на пассажах 6–10 открепляли от подложки с по-

мощью 0.05%-ного раствора трипсина и ЭДТА, по-
сле чего центрифугировали при 1500 g в течение
5 мин. эМСК (2 × 106) ресуспензировали в 60 мкл ро-
стовой среды. Заселение модифицированных колла-
геном матриц проводили путем инъекции суспензии
клеток в матрицу с применением катетера “бабочка”
с инфузионной иглой 25G с последующим дополни-
тельным нанесением суспензии клеток на поверх-
ность матрицы (капельно). Затем заселенные матри-
цы в чашках Петри 3.5 см2 помещали в инкубатор
при 37°С и 5% CO2 на 45 мин, не добавляя ростовую
среду, для обеспечения частичной адгезии клеток к
матрице. После этого в чашки Петри добавляли по
2 мл свежей ростовой среды.

Оценка жизнеспособности и пролиферативной ак-
тивности эМСК в составе целлюлозной матрицы мето-
дом проточной цитометрии. Единичную клеточную
суспензию получали путем инкубации заселенной
матрицы при температуре 37°С в растворе TrypLE™
Express (Fisher Scientific, США) в течение 15 мин с
последующей промывкой матрицы ростовой средой
под давлением с использованием шприца 2 мл без
иглы. Клетки ресуспензировали (1 млн/мл) в раство-
ре PBS, содержащем 5% эмбриональной коровьей
сыворотки. Для мечения ядер мертвых клеток при-
меняли йодистый пропидий (PI) (Sigma, США) в ко-
нечной концентрации 50 мкг/мл. Суспензию эМСК,
извлеченных из целлюлозной матрицы, окрашивали
PI в течение 5 мин и далее оценивали жизнеспособ-

Рис. 1. Подготовка и визуализация целлюлозной матрицы из яблока. а –Ломтерезка (слайсер) для нарезки заготовок для мат-
риц из целлюлозы. б – Целлюлозные матрицы на разных стадиях децеллюляризации (ДЦ): 1 – матрица из яблока до ДЦ, 2,
3 – матрица после обработки 0.5%-ным раствором SDS в течение 24 и 48 ч соответственно; 4, 5 –матрица после обработки
0.1%-ным раствором SDS в течение 24 и 48 ч соответственно; 6 – ДЦ-целлюлозная матрица; в, г – матрица после ДЦ до и по-
сле окрашивания Конго красным соответственно.

200 мкм 200 мкм в  г 

 а  б 

1 2 3

4 5 6
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ность клеток с помощью проточного цитофлуори-
метра CytoFLEX (Beckman Coulter, США).

Для исследования распределения эМСК по фа-
зам клеточного цикла суспензию эМСК, извлечен-
ных из целлюлозной матрицы, пермеабилизовали
0.1%-ным раствором Тритона X-100 (Sigma-Aldrich,
США) и дополнительно окрашивали в течение 5 мин
4',6-диамидино-2-фенилиндолом (DAPI; Sigma-Al-
drich, США) в конечной концентрации 2 мкг/мл при
комнатной температуре. Число клеток в разных фа-
зах клеточного цикла определяли с помощью про-
точного цитофлуориметра CytoFLEX (Beckman
Coulter, США).

Оценка жизнеспособности и пролиферативной ак-
тивности эМСК в составе трехмерной конструкции ме-
тодом конфокальной микроскопии. Для анализа жиз-
неспособности эМСК после заселения в матрицу
использовали 3 флуоресцентных метки: HyPer (сен-
сор перекиси водорода), интеркалирующий ядер-
ный краситель Hoechst 33342, а также маркер ядер
погибших клеток PI (Sigma, США) в конечной кон-
центрации 50 мкг/мл. HyPer позволяет обнаружи-
вать живые клетки, метаболические пути которых в
текущий момент активны. Клетки, окрашенные PI
(красные), считали погибшими. Для наблюдений
использовали конфокальный лазерный сканирую-
щий микроскоп Olympus FV3000 (Olympus, США).

Для визуальной оценки пролиферативной актив-
ности эМСК в составе целлюлозных матриц исполь-
зовали коммерческий набор Click-iT™ EdU Cell Prolif-
eration Kit for Imaging (Invitrogen, США) согласно про-
токолу производителя. Через 16 ч после посева клеток
в ростовую среду добавлялся аналог тимидина 5-эти-
нил-2'-дезоксиуридин (EdU), который встраивается
в синтезируемую цепь ДНК в ходе репликации. Че-
рез 6 ч клетки фиксировали 4%-ным раствором па-
раформальдегида и метили Alexa Fluor 488 в форме
азида согласно протоколу производителя. Изображе-
ния матриц получали с использованием конфокально-
го лазерного сканирующего микроскопа Olympus
FV3000 (Olympus, США). Для дальнейшей обработки
изображений использовали программное обеспече-
ние ImageJ. Флуоресцирующие ядра считали, ис-
пользуя метод треугольников для определения поро-
гового значения флуоресценции (Zack et al., 1977).

Оценка экспрессии поверхностных маркеров эМСК
в составе целлюлозной матрицы методом проточной
цитометрии. Иммунофенотипический анализ по-
верхностных CD-маркеров эМСК, извлеченных их
матрицы, проводили с помощью проточного цито-
флуориметра Cytoflex (Beckman Coulter, США).
Клетки ресуспензировали (1 млн/мл) в растворе
PBS, содержащем 5% эмбриональной коровьей сыво-
ротки. Для анализа использовали антитела, конъюги-
рованные с фикоэритрином: CD44, CD73, CD90,
CD105. Все антитела, включая антитела изотипическо-
го контроля, были получены от Beckman Coulter
(США) и использованы по протоколу производителя.

Имуноцитохимическое окрашивание на виментин.
При проведении имуноцитохимического исследова-
ния матриц, заселенных эМСК, все манипуляции
проводили при покачивании матриц, помещенных в
чашки Петри, на шейкере (100 об./мин). Вначале
матрицы с эМСК промывали раствором PBS 4 раза по
5 мин, фиксировали в 4%-ном растворе параформаль-
дегида в течение 15 мин и снова промывали раствором
PBS 4 раза по 5 мин. Затем клетки пермеабилизирова-
ли 1%-ным раствором Тритона Х-100 в течение 30 мин,
после чего блокировали сайты неспецифического свя-
зывания в растворе, содержащем 1% бычьего сыворо-
точного альбумина (BSA), 5% нормальной сыворот-
ки козы и 0.3% Тритона X-100 в PBS в течение 1 ч.
Инкубацию с первичными моноклональными мы-
шиными антителами к виментину (MA5-11883; Invi-
trogen, США) в концентрации 2 мкг/мл (в присут-
ствии 1% BSA и 0.3% Тритона X-100 в PBS) проводи-
ли в течение ночи при 4°С. Далее осуществляли
промывку PBS, содержащим 0.3% Тритона X-100
4 раза по 5 мин и инкубировали со вторичными ан-
тителами козы к IgG мыши, коньюгированными с
Alexa Fluor™ 594 (A-11005; Invitrogen, США) в разве-
дении 1 : 500 (в присутствии 1% BSA и 0.3% Тритона
X-100 в PBS) в течение 40 мин в темноте с последую-
щей промывкой образца PBS 4 раза по 5 мин. Для
визуализации ядер клеток последнюю промывку
производили в присутствии 0.5 мкг/мл DAPI. После
окрашивания матрицы помещали в 4-луночную кю-
вету с дном из боросиликатного стекла и исследова-
ли методом конфокальной микроскопии.

Проведение децидуальной дифференцировки. Цел-
люлозные матрицы после заселения эМСК, экс-
прессирующими HyPer, культивировали в течении
10 сут в стандартной ростовой среде. Затем среду за-
меняли на среду без сыворотки на 24 ч. После этого
производили замену среды на среду, содержащую
2% коровьей эмбриональной сыворотки и 1 мМ ин-
дуктора децидуальной дифференцировки 8-Br-
cAMP (Sigma, США). Замену среды на свежую про-
изводили каждые третьи сут культивирования. Кон-
трольные матрицы с эМСК культивировали таким
же образом и в той же культуральной среде, но без
добавления 8-Br-cAMP. На 7 сут среду из контроль-
ных и дифференцируемых культур отбирали для
определения содержания пролактина. Содержание
пролактина определяли методом иммунофермент-
ного анализа (ELISA) с использованием коммерче-
ского набора согласно инструкции производителя
(Abcam, Великобритания). Концентрации пролак-
тина, определенные методом иммуноферментного
анализа, соотносили с числом клеток. Морфологию
клеток определяли с помощью конфокального ла-
зерного сканирующего микроскопа Olympus FV3000
(Olympus, США).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Основной целью данной работы стала разработка
методики трехмерного культивирования МСК в со-
ставе целлюлозных матриц и поиск подходов для
анализа клеток в составе 3D-систем культивирова-
ния. Матрицы были созданы с использованием
адаптированной нами методики Модулевского с
коллегами (Modulevsky et al., 2014) и разработанного
авторами работы слайсера для получения образцов с
заданными параметрами. Полученная матрица об-
ладала ячеистой структурой, морфологические осо-
бенности которой были оценены методами световой
и флуоресцентной микроскопии с применением
Конго красного, окрашивающего β-глюканы
(рис. 1в, г). Размер ячеек матрицы составляет 200–
300 мкм, ячейки взаимосвязаны и высокопористы,
поэтому матрица не создает препятствий для пере-
носа питательных веществ и кислорода, клеточной
пролиферации и миграции (Modulevsky et al., 2014).
Согласно данным из литературы, матрица из яблока
обладает наиболее подходящими для роста клеток
механическими свойствами по сравнению с целлю-

лозными скаффолдами, полученным из других рас-
тительных объектов (Lee et al., 2019).

Следующим этапом работы была разработка ме-
тодики заселения целлюлозных матриц МСК. В на-
стоящей работе в качестве клеточного компонента
3D-системы культивирования использовали эМСК
человека. Несмотря на высокую способность эМСК
к адгезии, при попытках заселения матрицы без до-
полнительной модификации ее поверхности не уда-
валось достичь эффективного заселения; эМСК не
прикреплялись к матрице и образовывали сфероиды
внутри целлюлозных ячеек (рис. 2а). Для увеличе-
ния клеточной адгезии была разработана методика
покрытия целлюлозной матрицы коллагеном I типа
с использованием метода лиофильной сушки.

Согласно данным из литературы, для заселения
матриц обычно наносят суспензию клеток в неболь-
шом объеме культуральной среды (20–40 мкл) на по-
верхность матрицы и недолго выдерживают (около 6 ч)
в стандартных условиях (37°С, 5% CO2) для лучшего
прикрепления клеток с последующим добавлением
культуральной среды до необходимого объема

Рис. 2. эМСК после заселения в целлюлозную матрицу. а – эМСК, сформировавшие сфероиды в не обработанной коллаге-
ном I типа целлюлозной матрице; б – эМСК, экспрессирующие в цитоплазме биосенсор H2O2 (HyPer, зеленый цвет), куль-
тивируемые в монослое; в – эМСК, экспрессирующие в цитоплазме биосенсор H2O2 (HyPer, зеленый цвет), культивируемые
в целлюлозной матрице, обработанной коллагеном I типа; г – эМСК, культивируемые в целлюлозной матрице, обработан-
ной коллагеном I типа, окрашенные до заселения в матрицу ДНК-интеркалирующим красителем Hoechst 33342 (синий); д –
3D-модель матрицы с клетками, собранная из серии изображений, полученных последовательно на разном фокусном рас-
стоянии; е – эМСК, экспрессирующие HyPer (зеленый), окрашенные Hoechst 33342 (синий) и йодистым пропидием (PI)
(красный) для визуализации погибших клеток.
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200 мкм 100 мкм

200 мкм 200 мкм

 г  д  е 

 а  б  в 
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(Modulevsky et al., 2014; Lee et al., 2019). Для увеличе-
ния плотности и равномерности заселения эМСК в
матрицы нами предложен комбинированный метод
посева эМСК, состоящий из введения клеточной
суспензии в толщу матрицы с помощью иглы-кате-
тера и дополнительного нанесения суспензии на по-
верхность матрицы. Матрицы после заселения кратко-
временно (45 мин) культивировали без добавления
культуральной среды для обеспечения частичной адге-
зии клеток в их составе. Данный инъекционно-капель-
ный метод заселения позволил увеличить эффектив-
ность посева до уровня свыше 85% от исходного числа
клеток, а также повысить равномерность распределе-
ния эМСК в целлюлозной матрице.

Несмотря на масштабность проводимых исследо-
ваний в области 3D-культивирования клеток, ос-
новное внимание уделяется выбору материала скаф-
фолда, служащего основой для роста клеток, улуч-
шению его адгезивных свойств, подбору клеточного
материала, совместимого с материалом скаффолда.
Однако вопросы, связанные с фундаментальными
характеристиками клеток, помещенных в 3D-окру-
жение, остаются в тени. Разработанная нами модель
культивирования эМСК в 3D-системе позволяет
охарактеризовать клетки.

Для визуализации живых эМСК с помощью кон-
фокальной микроскопии, в экспериментах исполь-
зовали линии клеток, экспрессирующие генетиче-
ски кодируемый биосенсор перекиси водорода Hy-
Per, который преимущественно применяется для
оценки редокс-статуса клеток. Известно, что пере-
кись водорода является одним из регуляторов внут-
риклеточного сигналинга, поэтому в интактной (без
добавления экзогенной перекиси водорода) клетке
поддерживается определенный базальный уровень
перекиси водорода, активирующий флуоресценцию
биосенсора HyPer. В настоящей работе мы исполь-
зовали этот флуоресцентный сигнал для визуализа-
ции метаболически активных клеток. Кроме того,
перед заселением в матрицу клетки были помечены
прижизненным ДНК-интеркалирующим красите-
лем Hoechst 33342 (рис. 2б, в). Это позволило оцени-
вать плотность заселения матриц, пролиферативную
активность, морфологические особенности и жиз-
неспособность клеток in situ без дополнительных ма-
нипуляций с помощью флуоресцентной микроско-
пии. Жизнеспособность оценивали, определяя чис-
ло PI-положительных клеток (рис. 2г). 3D-модель,
собранная из серии изображений, последовательно
полученных на разном фокусном расстоянии, отра-
жает равномерное распределение клеток на внут-
ренних поверхностях матрицы по всем трем направ-
лениям (рис. 2д). При оценке морфологии клеток
внутри матриц отмечали сохранение веретенообраз-
ной формы, характерной для эМСК, культивируе-
мых в виде монослоя (рис. 2е).

Оценку пролиферативной активности эМСК при
культивировании в матрицах проводили с использо-

ванием набора Click-iT™ EdU Cell Proliferation Kit,
позволяющего визуализировать флуоресцентный
сигнал меченого красителем аналога тимидина,
встраиваемого в ДНК в процессе репликации
(рис. 3а, б). Проведенный флуоресцентный анализ
выявил популяцию EdU-положительных клеток,
что свидетельствует об активной пролиферации
эМСК, населяющих скаффолд. Для подтверждения
этих наблюдений и изучения динамики заполнения
матрицы клетками осуществляли последовательную
съемку определенного фрагмента матрицы в
различные дни культивирования, участок  отмечали
механически, и все изображения получали на
одинаковой глубине относительно поверхностей
матрицы.

Для количественной характеристики свойств
эМСК, культивируемых в 3D-условиях, были разра-
ботаны протоколы, позволяющие извлекать засе-
ленные в матрицу клетки. Проведенная методом
проточной цитометрии оценка жизнеспособности
эМСК показала, что на 7 сут культивирования в мат-
рице доля жизнеспособной популяции составляла
более 86% (рис. 5а). При более длительном культи-
вировании (до 30 сут) в составе матрицы также опре-
деляли значительное количество живых клеток (дан-
ные не представлены). При анализе распределения
эМСК по фазам клеточного цикла было обнаруже-
но, что в популяции клеток, извлеченных из матри-
цы, соотношение фаз клеточного цикла было анало-
гично распределению в пролиферирующих моно-
слойных культурах эМСК (рис. 3б).

Кроме того, с помощью проточной цитометрии
была проведена фенотипическая характеристика
эМСК, культивируемых в матрицах. Экспрессия
ключевых поверхностных маркеров эМСК (рис. 5в)
соответствовала стандартным значениям, характер-
ным для МСК (Husein, Thiemermann, 2010).

Для подтверждения сохранения мезенхимных
свойств эМСК при культивировании в составе цел-
люлозных матриц, проводили иммуноцитохимиче-
ское окрашивание на наличие в клетках виментина,
одного из основных маркеров клеток мезенхимного
ряда. В результате было обнаружено характерное
окрашивание цитоскелета эМСК в составе матрицы
(рис. 6).

Помимо фенотипических признаков, одним из
ключевых маркеров МСК является их способность
к тканеспецифической дифференцировке (Hu-
sein, Thiemermann, 2010). МСК эндометриального
происхождения, в первую очередь, присуща спо-
собность к дифференцировке в децидуальные
клетки (Домнина и др., 2015). Как известно, ткань
эндометрия при завершении менструального цикла
децидуализируется, что обеспечивает возможность
последующей успешной имплантации бластоцисты
в ходе эмбрионального развития зародыша (Gargett,
Masuda, 2010). Культивирование эМСК внутри цел-
люлозной матрицы в присутствии индуктора деци-
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Рис. 3. Ядра эМСК, окрашенные красителем Hoechst 33342 и меченные EdU с последующим окрашиванием Alexa Fluor 488,
при культивировании в матрицах, обработанных коллагеном I типа. а – Ядра пролиферирующих эМСК флуоресцируют зе-
леным цветом (EdU), ядра не пролиферирующих эМСК окрашены только синим (Hoechst 33342). б - Сшивка изображений,
полученная в результате последовательной сьемки матрицы, заселенной эМСК, по которым производили подсчет окрашен-
ных Hoechst 33342 и меченных EdU с последующим окрашиванием Alexa Fluor 488 ядер пролиферирующих эМСК.

100 мкм 500 мкм

 а  б 

Рис. 4. Изображения флюоресцирующих зеленым цветом эМСК для визуальной оценки их пролиферативной активности в
целлюлозной матрице. Конфокальная микроскопия. а, б – Участок матрицы через 1 и 6 сут соответственно после заселения
ее эМСК, экспрессирующими флюоресцирующий биосенсор H2O2 (HyPer); показаны участок матрицы на глубине ближе к
поверхности (позиция 1) и ближе к середине (позиция 2).
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дуализации 8-Br-cAMP в ростовой среде повлекло за
собой морфологические и секреторные изменения.
Форма клеток изменилась с веретеновидной на бо-
лее округлую, что характерно для децидуально диф-
ференцированных эМСК (рис. 7а, б). Наблюдалось
увеличение секреции пролактина по сравнению с не
дифференцированными эМСК (рис. 7в).

По данным литературы, растительные целлюлоз-
ные матриксы, заселенные клетками, в основном
предлагаются для регенерации костной ткани, по-
этому авторы работ проводят дифференцировку в
остеогенном направлении (Bilirgen et al., 2021). Нами
впервые показана возможность использовать такие
модели для формирования других типов тканей, а
также показана возможность дифференцировать
эМСК в составе целлюлозной матрицы в тканеспе-
цифические децидуальные клетки.

Обсуждая полученные результаты и перспективы
использования созданных 3D-клеточных структур,

важно отметить, что разработанная нами технология
позволяет варьировать способы модификации по-
верхности матриц, применяя не только коллаген
I типа, но и другие компоненты внеклеточного мат-
рикса клеток человека, такие как фибронектин и
коллаген IV типа (Bilirgen et al., 2021). Она позволяет
создавать 3D-системы на основе других типов кле-
ток, используя их для моделирования заболеваний и
тестирования фармакологических препаратов, а также
развивать предложенный нами метод культивирова-
ния эМСК, реализуя амбициозную задачу восстанов-
ления архитектуры ткани эндометрия in vitro.

В итоге мы показали, что целлюлозная матрица,
полученная из мезокарпия яблока, может служить
подходящим каркасом для культивирования и диф-
ференцировки эМСК в 3D-системе. Эта модель под-
ходит как для изучения клеток методом конфокаль-
ной микроскопии, так и для исследований с помо-
щью проточной цитометрии. Благодаря достаточной

Рис. 5. Жизнеспособность и пролиферативная активность эМСК, культивируемых в матрицах, обработанных коллагеном
I типа. Проточная цитометрия. а – Гистограмма, показывающая долю живых и мертвых эМСК, извлеченных из матрицы; б –
распределение по фазам клеточного цикла эМСК, культивируемых в матрицах, обработанных коллагеном I типа (цифры над
столбцами указывают долю клеток); в – гистограмма проточной цитометрии, показывающая наличие поверхностных CD-
маркеров эМСК, культивируемых в целлюлозных матрицах (Iso – изотипический контроль).
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механической прочности, биосовместимости, до-
ступности и легкости в использовании, применение
матриц из децеллюляризированной ткани яблока,
заселенных МСК, может стать новой стратегией в
регенеративной медицине.
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Рис. 6. Иммуноцитохимическое окрашивание эМСК, культивируемых в целлюлозных матрицах, на виментин (красный
цвет). Ядра окрашены DAPI (синие).
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Рис. 7. Индукция тканеспецифической децидуальной дифференцировки эМСК, культивируемых в целлюлозных матрицах.
Дифференцировку (Диф.) индуцировали добавлением 1 мМ 8-Br-cAMP (Sigma, США) в культуральную среду. а – Недиффе-
ренцированные эМСК, б – изменение морфологии эМСК при дифференцировке. Стрелками указаны клетки, имеющие
наиболее характерные морфологические изменения. в – Секреция пролактина эМСК недифференцированных (контроль) и
при децидуальной дифференцировке (при добавлении 1 мМ 8-Br-cAMP); н.о. – не определяется.
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Development of Method for Three-Dimensional Cultivation of Human Mesenchymal 
Stem/Stromal Cells Using Cellulose Scaffolds
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The development of methods for culturing cells in three-dimensional systems is an urgent focus of modern cell bi-
ology. When cultured in the 3D system, a tissue-specific architecture is reproduced and the real microenvironment
and cell behavior in vivo are more precisely recreated. Human mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) are typically
isolated and cultured as a monolayer 2D culture. In this work, we developed a method for three-dimensional culti-
vation and tissue-specific decidual differentiation of MSCs isolated from human endometrial tissue using a matrix
derived from decellularized apple. Decellularized apple matrices have sufficient mechanical strength, are biocom-
patible, accessible, easy to use, and have ample scope for surface modification. This cell culture system is suitable for
both confocal microscopy and flow cytometry studies. The model we developed can become the basis for the cre-
ation of new cell products and tissue-engineering structures in the field of regenerative biomedicine.

Keywords: 3D cultivation, decellularized plants, endometrial mesenchymal stem/stromal cells, decidual differentia-
tion


