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Резюме 

В статье проведен обзор отечественной и зарубежной литературы, проанализированы различные 
методические протоколы формирования сфероидов в зависимости от типа культивируемых клеток и их ис-
пользование в качестве клеточного субстрата для применения в биологии, медицине и ветеринарии. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Необходимым инструментом иссле-

дований в различных областях биологии и 
медицины является метод культуры клеток 
in vitro, который широко применяется в об-
ласти биологии рака, фармацевтических и 
биохимических исследованиях, при разра-
ботке персонифицированных подходов в 
лечении и диагностике, а также создании 
биоимплантов. Однако используемый ме-
тод культивирования клеток в монослое 
имеет ряд существенных недостатков, та-
ких как отсутствие органотипичности, со-
кращение межклеточных и отсутствие кле-
точно-матриксных взаимодействий, а также 
нарушение метаболических градиентов и 
т.д. Многие их этих проблем решаются при 
использовании трехмерных моделей – 
мультиклеточных микросфер (сфероидов), 
которые в наибольшей степени отражают 
структурную организацию ткани. Кроме 
того, биохимические, метаболические и 
сигнальные пути в клетках в составе таких 
моделей наиболее активны по сравнению с 
2D-моделями [1]. Благодаря пространствен-
ной структуре клеточные сфероиды гораздо 
лучше моделируют условия in vivo, в том 
числе  прямые  клеточные  контакты, хими- 

ческие сигналы и взаимодействия клеток с 
внеклеточным матриксом, что обеспечива-
ет для образующих сфероиды клеток луч-
шую жизнеспособность и сохранение фе-
нотипа, который зачастую утрачивается в 
клеточной культуре [2]. 

Ключевую роль в образовании сфе-
роидов, как в эмбриональном развитии, 
так и в морфогенезе органов, играют моле-
кулы клеточной адгезии. Можно выделить 
три стадии в процессе формирования сфе-
роидов: на первой стадии клетки располо-
жены рыхло; следующая стадия связана с 
постепенным накоплением Е-кадгерина на 
поверхности клеток; на третьем этапе воз-
никают кадгерин-кадгериновые межкле-
точные контакты и образуется плотный 
агрегат в форме сфероида [3]. Сфероиды – 
это плотно упакованные агрегаты клеток 
шарообразной формы [2]. Отличительны-
ми особенностями сфероидов являются 
сложная внутренняя структура, отражаю-
щая все виды межклеточных контактов, а 
также взаимодействие клеток с внеклеточ-
ным матриксом; возможность формирова-
ния из разных типов клеток; способность к 
слиянию и образованию тканевых кон-
структов (матриц). 
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Первые упоминания о сфероидах как 
об округлых многоклеточных микроагрега-
тах, формируемых опухолевыми клетками, 
относятся к 1971 г. [2]. Однако свое настоя-
щее рождение сфероиды получили в конце 
XX – начале XXI века, после того, как, с 
одной стороны, к ученым пришло понима-
ние, что трехмерная микросреда влияет на 
восприятие и интерпретацию клетками био-
химических сигналов, что, в свою очередь, 
определяет тканевую и органную специ-
фичность [3, 4], а с другой стороны, нача-
лось бурное развитие тканевой инженерии 
[5, 6]. В настоящее время сфероиды занима-
ют прочное место в различных областях 
биологии и медицины, и с каждым годом 
спектр вопросов, для ответов на которые 
используются сфероиды, становится шире. 
Наиболее хорошо изученной областью при-
менения сфероидов является регенератив-
ная медицина [7]. Многими авторами науч-
но обоснована эффективность использова-
ния сфероидов при восстановлении хряща 
[8], нервной ткани [9], костной ткани [10], 
пародонта [11], регенерации волосяных 
фолликулов [12], ускорении заживления 
кожных ран [13], лечении возрастной маку-
лярной дегенерации [14]. Второй обшир-
ной, но гораздо менее изученной областью 
применения сфероидов является тканевая 
инженерия. Способность сфероидов к слия-
нию при непосредственном контакте друг с 
другом позволяет использовать их в каче-
стве строительных блоков для создания бо-
лее сложных структур [1]. Сформирован-
ные тканеинженерные конструкты могут 
быть эффективно использованы для различ-
ных целей биомедицины, таких как модели-
рование заболеваний, тестирование лекар-
ственных и косметических средств, транс-
плантация конструктов взамен утраченных 
органов и тканей [15]. Использование сфе-
роидов в качестве строительных блоков для 
тканевой инженерии является многообеща-
ющим направлением, требующим, с одной 
стороны, развития методов биофабрикации, 
а с другой – наличия систематического ана-
лиза биологических свойств сфероидов из 
различных типов клеток. 

Еще одной областью внедрения сфе-
роидов как перспективных исследователь-
ских моделей является фармакология [16, 
17]. Сфероиды используются для тестиро-
вания лекарственных соединений, исследо-
вания динамики  их  накопления  в клетках,  

анализа их цитотоксичности [18, 19]. Сфе-
роиды, сформированные из опухолевых 
клеток, дополнительно применяются для 
оценки эффективности различных методов 
воздействия на опухоли [20]. Обсуждая 
очевидную перспективность использова-
ния сфероидов в качестве 3D-моделей в 
фармакологии, необходимо отметить, что 
полученные результаты в значительной 
степени зависят от множества факторов, 
включающих в себя морфометрические и 
морфологические характеристики исполь-
зуемых сфероидов и условия их культиви-
рования. В связи с этим работы, направ-
ленные на развитие стандартизированных 
методов тестирования препаратов на сфе-
роидах, включая изучение взаимосвязи 
между биологическими свойствами сферо-
идов и наблюдаемой активностью лекар-
ственных соединений, обладают несомнен-
ной актуальностью. В работе Szot C.S. et 
al. [21] были проведены сравнительные 
исследования свойств опухолевых клеток в 
монослое, 2D- и 3D-культурах после тера-
певтического воздействия противоопухо-
левыми лекарственными препаратами. Бы-
ло установлено, что для подавления роста 
сфероидов требовались в 60 и более раз 
большие концентрации таких препаратов, 
как доцетаксел, цисплатин, гемцитабин, 5-
флуороурацил, камптотецин, чем для кле-
ток в монослое. Кроме того, при выявле-
нии клеток в состоянии апоптоза (по экс-
прессии активированной каспазы-3) зафик-
сировано их меньшее количество в 3D-
системе (в 2 и 2,5 раза для 5-флуороура-
цила и камптотецина соответственно), чем 
в монослойной культуре [21]. 

Данные, полученные авторами в ра-
боте [22], свидетельствуют о существен-
ных отличиях между самими опухолевыми 
клетками в условиях монослоя и трехмер-
ной культуры, где они связаны с экстрак-
леточным матриксом. Такая связь опухоле-
вых клеток в 3D-моделях обусловливает 
их повышенную лекарственную устойчи-
вость по сравнению с 2D-культурами, что 
свидетельствует о большей адекватности 
3D-модели роста реальным условиям про-
грессии опухоли в организме [22]. 

Метод получения трехмерных кле-
точных сфероидов, по мнению многих ав-
торов [19–23], является универсальным 
инструментом для изучения цитотоксиче-
ских свойств противоопухолевых соедине- 
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ний in vitro. В работе Л.Б. Даниловой с со-
авторами при сравнении 2D- и 3D-кле-
точных культур выявлены существенные 
различия между клетками, формирующими 
сфероиды, а именно клетки образуют осо-
бую микросреду с отличающимися от дву-
мерных структур характеристиками (зна-
чением pH, наличием и концентрацией 
аутокринных факторов, концентрацией 
кислорода и CO2). При этом клетки в таком 
микроокружении обладают своей морфоло-
гией, способностью к дифференцировке и 
пролиферации, а также реакцией на различ-
ные стимулы, тем самым имитируя поведе-
ние in vivo. Эти свойства клеток в сфероиде 
важны для исследования действия различ-
ных препаратов, так как созданная микро-
среда ограничивает их проникновение, по-
этому для достижения желаемого эффекта 
требуется увеличенная концентрация веще-
ства [23, 24]. 

Несмотря на постоянно растущее ко-
личество работ, посвященных изучению 
сфероидов, данные об их биологических 
свойствах до сих пор очень разрозненны, 
так как получены разными научными груп-
пами на сфероидах различного размера и 
срока культивирования, что делает невоз-
можным их сравнение между собой. Ориги-
нальные статьи и обзоры, в которых бы 
проводилось стандартизированное сопо-
ставление свойств сфероидов из разных ти-
пов клеток и выявление закономерностей 
их динамического поведения, отсутствуют. 

Преимущества сфероидов как 3D-
моделей для целей фармакологии и биоме-
дицины уже ни у кого не вызывают сомне-
ний [17]. Тем не менее данное направление 
содержит много проблем и открытых во-
просов, наиболее значимый из которых – 
вопрос размера используемых сфероидов. 
Известно, что максимальное расстояние, на 
которое возможно проникновение кислоро-
да и питательных веществ за счет пассив-
ной диффузии в неваскуляризированных 
тканях, составляет 100–200 мкм [25]. Из 
этого вытекает несколько важных след-
ствий. Во-первых, с одной стороны, сферо-
иды с диаметром более 300–400 мкм могут 
содержать некротическую зону в центре 
[26], а с другой – короткий гипоксический 
стресс может оказывать стимулирующее 
воздействие на клетки, например активиро-
вать потенциал мультипотентных мезенхи-
мальных стромальных клеток  [27].  Во-вто- 

рых, проникновение лекарственных препа-
ратов в сфероиды большого диаметра 
ограничено внешними слоями клеток [28]. 
В-третьих, гипоксия в центре сфероидов 
приводит к изменению рН среды, что вли-
яет на активность рН-зависимых соедине-
ний [28]. Все эти факты необходимо учи-
тывать при тестировании лекарственных 
соединений и интерпретации полученных 
результатов. 

Таким образом, на основании всего 
вышеизложенного очевидно, что сферои-
ды являются перспективной моделью, под-
ходящей как для фундаментальных иссле-
дований, так и для применения в различ-
ных областях биологии, медицины и вете-
ринарии. 

В современной литературе описано 
множество способов формирования сферо-
идов из тех или иных типов клеток, и все 
они имеют общие этапы и принципы. Сфе-
роиды получают из клеток, культивируе-
мых предварительно в виде монослоя или 
суспензии. Клетки из первичного материа-
ла опухоли получают по стандартным ме-
тодикам выделения клеток. Полную росто-
вую среду подбирают в зависимости от ти-
па культивируемых клеток [7–10]. 

Основные методические подходы  
формирования клеточных сфероидов  

1. Использование низкоадгезив-
ной посуды. Самая популярная и удобная 
технология производства сфероидов осно-
вана на размещении клеток на поверхности 
с низкими адгезивными свойствами [7, 13]. 
Это могут быть микропланшеты с низкой 
адгезией и U-образным дном (например 
NunclonSphera) [3], агарозные планшеты, 
полученные с помощью специальных форм 
(3D PetriDishes, Microtissue, США) [7], ли-
бо обычная посуда, дно которой покрыто 
раствором агарозы [6, 7, 10]. В одном из 
возможных вариантов данной технологии 
из гидрогеля, чаще всего агарозы, создают-
ся формы, в которые затем помещается 
суспензия клеток. Под действием силы тя-
жести клетки оседают на дно форм. Клетки 
не могут прикрепиться к неадгезивной по-
верхности, поэтому они вынуждены плот-
но взаимодействовать друг с другом и об-
разовывать сфероиды. Принцип их исполь-
зования сводится к высеванию клеток в 
оптимальной для конкретной линии кон-
центрации в полную ростовую среду и 
культивации в СО2 инкубаторе  при темпе- 
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ратуре 37 °С и 5 % СО2. Посевная плот-
ность клеток сильно варьирует в зависимо-
сти от типа клеток и конкретной методики. 
Показано, что наивысшая плотность и ок-
руглость сфероида из клеток линии HepG2 
наблюдается при плотности посева 3000 
клеток на лунку. Более высокая плотность 
посева приводила к неоднородным клеточ-
ным агрегатам, а также неблагоприятным 
изменениям формы и размера [19]. 

2. Формирование сфероидов в си-
стеме «висячая капля». Классический ва-
риант метода висячей капли – простой и 
дешевый способ формирования сфероидов, 
не требующий покупки специального куль-
турального пластика или реактивов. Сус-
пензия клеток наносится в виде капель объе-
мом 20–25 мкл на перевернутую крышку 
чашки Петри, после чего крышка перевора-
чивается и аккуратно надевается на чашку 
Петри [17, 18]. Под действием силы тяже-
сти клетки оседают на дно капель и форми-
руют сфероиды. В каждой капле таким об-
разом образуется по одному сфероиду. 
Данный метод позволяет четко контролиро-
вать количество клеток в каждой капле, а 
также получать сфероиды, состоящие из 
нескольких типов клеток. Однако в класси-
ческом варианте метод висячей капли явля-
ется очень трудоемким, его невозможно 
автоматизировать и масштабировать [1, 14].  

3. Микрокапсулированные опухо-
левые сфероиды. Метод основан на заклю-
чении клеточной суспензии в полупроница-
емые альгинат-хитозановые микрокапсулы, 
которые в дальнейшем культивируются в 
виде суспензии в обычной полной ростовой 
среде и стандартных условиях [16]. Данный 
метод позволяет легко получать в достаточ-
но большом количестве микрокапсулиро-
ванные мультиклеточные опухолевые сфе-
роиды заданного диаметра с узким распре-
делением по размерам. При этом можно 
получать сфероиды, состоящие из клеток, 
которые в суспензионной культуре вообще 
не способны формировать мультиклеточ-
ные агрегаты, следовательно, из них невоз-
можно получить опухолевые сфероиды без 
микрокапсулирования. Кроме того, предло-
женный метод с использованием микрокап-
сулирования может позволить осуществ-
лять совместное культивирование раковых 
клеток с другими типами клеток (фибро-
бласты, эпителиальные клетки, макрофаги 
и др.)  для  получения более адекватной мо- 

дели малых солидных опухолей in vivo по 
сравнению с классическими сфероидами 
[16]. Недостатками метода являются его 
сложность и необходимость наличия спе-
циальных реагентов и оборудования. 

4. Формирование многоклеточных 
микросфер с использованием цикло-
RGDfK (TPP) пептида. В современной 
литературе большое внимание уделяется 
новому методу формирования сфероидов 
опухолевых клеток с использованием цик-
ло-RGDfK (TPP) пептида. Данные литера-
турных источников свидетельствуют о 
том, что синтетические циклические RGD-
пептиды могут имитировать природные 
белки, найденные во внеклеточном мат-
риксе, для облегчения формирования трех-
мерной модели опухоли [17]. Пептид 
RGDfK способствует самосборке раковых 
клеток без поверхностной адгезии на кле-
точной пластинке [18]. 

5. Метод культивирования в полу-
жидкой среде. Этот метод используют для 
предотвращения неспецифической агрега-
ции клеток и получения сфероидов – по-
томков одной клетки [19]. Методика ана-
логична описанной выше методике форми-
рования сфероидов на низкоадгезивной 
посуде. Отличие состоит в том, что в пол-
ную ростовую среду добавляют 1 % метил-
целлюлозы и клетки высевают в низкой 
концентрации (2300 клеток/мл) [20]. Ме-
тилцеллюлоза – это разновидность длинно-
цепочечных полисахаридов, которые могут 
способствовать образованию компактной 
сетки в жидкой суспензионной среде, огра-
ничивающей движение отдельных клеток, 
но при этом достаточно мягкие, чтобы 
обеспечить формирование колоний [24]. 
Кроме того, разработаны разнообразные 
гели для удобства культивирования сферо-
идов, такие как GrowDex или Matrigel. 

Методические подходы исследования 
мультиклеточных сфероидов и клеток,  

диссоциированных из сфероида 
Cформированные сфероиды для 

удобства их визуализации переносят на 
посуду с обычным (адгезивным) покрыти-
ем на 24 ч, что позволяет оценить морфо-
логию диссоциированных из сфероида кле-
ток [25]. В некоторых случаях фиксация 
сфероидов проводится с использованием 
10%-ного формалина [8], 4%-ного пара-
формальдегида [10] и других методов, ис-
пользуемых также для культуры  клеток. В 
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случае формирования микросфер в полу-
жидкой среде для выделения сфероидов 
используются специальные растворители в 
соответствии с инструкцией к гелеобразу-
ющему препарату. Изучение состояния 
цельных клеточных сфероидов проводят 
по следующим критериям: 1) скорость об-
разования сфероидов в динамике; 2) ин-
декс эффективности сфероидообразования 
[26]; 3) оценка размеров сфероидов с помо-
щью фотографирования [27]; 4) оценка ци-
тотоксичности по относительной жизне-
способности клеток; 5) расчет коэффици-
ента формы, описывающей сферичность 
агрегатов [30]; 6) морфология клеток, со-
ставляющих сфероид [29]. 

Для анализа клеток, составляющих 
мультиклеточный сфероид, используются 
те же методы, что и для обычной культуры 
клеток. В литературе описаны такие мето-
ды, как иммунофенотипический анализ 
поверхностных CD-маркеров с использова-
нием проточной цитофлуориметрии и ана-
лиз жизнеспособности клеток методом 
МТТ-теста. Однако рядом авторов уста-
новлено, что клетки в составе трехмерной 
структуры значительно отличаются от кле-
ток, культивируемых в монослое, не толь-
ко по форме, но и интенсивностью проли-
ферации, устойчивостью к воздействию на 
них различных препаратов, уровнем диф-
ференциации, а также экспрессией различ-
ных генов (фенотипически) [22–25]. Для 
диссоциации клеток  из  сфероида  исполь- 

зуют раствор аккутазы либо 0,05%-ный 
трипсин и ЭДТА. Изучают пролифератив-
ную активность клеток, формирующих 
сфероиды. Индекс пролиферации рассчи-
тывают как отношение числа клеток, со-
ставляющих клеточные сфероиды в дан-
ный момент, к исходному числу клеток. 
Исходным считают число клеток в сферои-
дах, образовавшихся через 18–20 ч после 
перевода монослойной культуры в 3D-
условия и состоявших из плотно упакован-
ных клеток. Анализ пролиферативной ак-
тивности проводят через 24 и 48 ч после 
образования сфероидов [22, 29]. Также 
анализируют клоногенную выживаемость 
и частоту апоптотических клеток, выде-
ленных из сфероидов методом проточной 
цитометрии [25]. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Культивирование клеток в 3D-фор-
мате является современным и обоснован-
ным методом исследований in vitro. Гиб-
кость и разнообразие методик позволяют 
подобрать оптимальные протоколы для 
любых исследований в культуре клеток, а 
биологическая структура мультиклеточ-
ных сфероидов обеспечивает максималь-
ное приближение к исследованиям in vivo 
за счет обеспечения межклеточных и кле-
точно-матриксных взаимодействий, а так-
же приближения метаболического гради-
ента к естественному для органной струк-
туры. 
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