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В обзоре отражена история появления и усовершенствования клеточных моделей и 
различных способов и систем культивирования клеток животных и человека для иссле-
дований биологической активности различных веществ in vitro. Культуры органов и тра-
диционные двухмерные культуры диссоциированных клеток различных типов, таких как 
первичные, опухолевые, индуцированные плюрипотентные, стволовые и другие, имеют 
преимущества и недостатки, однако зачастую не являются адекватными моделями для 
изучения биологических процессов, происходящих в живых организмах. В настоящее 
время на ранних фазах разработки лекарственных препаратов для отбора наиболее ак-
тивных соединений и оценки их цитотоксического действия широко используется высо-
копроизводительный клеточный скрининг с применением различных способов детекции 
сигнала: оптических на основе колориметричесих, люминесцентных и флуоресцентных 
методов и электрохимических. Использование животных в качестве моделей для тести-
рования препаратов все больше подвергается критике из-за низкой степени корреляции 
между результатами, получаемыми в исследованиях с их использованием, и результатами, 
получаемыми на человеке, а также из-за дороговизны и этических вопросов. Поэтому 
много усилий направлено на создание моделей на основе клеток человека. Так появи-
лись культуры c трехмерным каркасом для имитации архитектуры тканей in vivo, а затем 
и микроинженерные конструкции на основе законов микрогидродинамики, объединяю-
щие несколько типов клеток, так называемые “органы-на-чипах”, позволяющие воссоз-
давать физические и химические параметры микроокружения клеток в естественных ус-
ловиях. Таким образом, экспериментальные клеточные системы с момента появления 
прошли путь от культивируемых в питательной среде целых органов до практически 
полной реконструкции органов in vitro с использованием различных типов клеток и пе-
редовых инженерных решений, что позволяет в настоящее время воссоздавать in vitro 
сложные биологические процессы и более успешно изучать влияние на них различных 
химических веществ и физических факторов. 
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Культивирование клеток и органов млекопи-
тающих in vitro имеет более чем столетнюю исто-
рию. Культивирование целых органов является од-
ним из самых ранних способов культивирования 
тканей и датируется 1897 г., когда Лео Леб, один из 
первых исследователей канцерогенеза, поддержи-
вал печень, почки, щитовидную железу и яичник 
кролика на небольших сгустках плазмы ex vivo до 
трех дней [1]. Уже в 1908 г. ученые смогли проде-
монстрировать культивирование клеток животных 
отдельно от организма в течение дней и даже ме-
сяцев. Однако еще несколько десятилетий после 
этих первых шагов сложная технология культиви-
рования, недостаток информации о физических и 
химических требованиях к данному процессу и 
среде культивирования и просто отсутствие коли-

чественных методов оставались серьезной прегра-
дой для развития этого направления клеточной био-
логии. В 40-е гг. XX века Уилтон Ерл, Дж. О. Гей и 
их коллеги показали, что клетки из различных 
тканей можно успешно поддерживать in vitro в до-
статочно простой по составу среде, однако строго 
придерживаясь определенных принципов культиви-
рования. Начиная с того времени, клеточная куль-
тура стала незаменимым объектом для исследований 
клеточного цикла, взаимодействий цитоплазмы и 
ядра, заражения различными патогенами, отноше-
ний хозяин-паразит, канцерогенеза, действия ра-
диации, выработки различных веществ, в том числе 
гормонов, клетками, а в дальнейшем и для широ-
чайшего спектра исследований на молекулярном 
и биохимическом уровне. 
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Уже на заре развития техники культивирова-
ния клеток вне организма клеточные и органные 
культуры использовались для изучения биологиче-
ской активности различных химических веществ, 
включая фармацевтические препараты. Померат и 
Лик [2] исследовали токсичность более 100 различ-
ных веществ на первичных эксплантатах из различ-
ных органов куриных эмбрионов и кожи взрослых 
людей. В своей статье 1954 г. они отмечают ряд 
преимуществ использования клеточных и органных 
культур для тестирования лекарственных препара-
тов по сравнению с исследованиями, проводимыми 
на животных. К этим преимуществам относятся 
возможность более тщательного контроля условий 
проведения эксперимента, получение из одного 
источника достаточно однородного материала, ис-
пользование которого позволяет осуществлять ста-
тистический анализ результатов, относительная 
простота методологии, используемых вспомога-
тельных материалов и оборудования, возможность 
наблюдения на клеточном уровне и получения ди-
намических результатов. 

С тех пор методы изучения влияния на орга-
низм различных веществ и факторов, используемые 
in vitro, претерпели значительные изменения. В по-
следние десятилетия в связи с быстрым развитием 
комбинаторной химии и биологии количество и 
разнообразие соединений, рассматриваемых в ка-
честве лекарственных препаратов, стремительно 
увеличивается. Путь от “открытия” препарата до 
его коммерциализации занимает около десяти лет, 
а затраты составляют сотни миллионов долларов 
США [3, 4], даже не смотря на то что для ранних фаз 
разработки лекарственных препаратов в настоящее 
время используется быстрый, селективный и на-
дежный высокопроизводительный скрининг (ВПС).

С середины 90-х гг. прошлого столетия ВПС 
дал возможность десятикратного уменьшения стои-
мости тестирования так называемых библиотек сое-
динений в поисках кандидатов на взаимодействие 
с белками-мишенями. Скрининг – это оптимизи-
рованная конвейерная и зачастую роботизирован-
ная процедура, в ходе которой большое количество 
химических соединений (более 10 тыс.) одновре-
менно проверяется на аффинность или активность 
по отношению к специальной тестовой системе, 
имитирующей биологическую. Его принцип за-
ключается в следующем: в специальные планшеты 
с сотнями лунок малого объема, содержащими тес-
товую систему (например, иммобилизованную ми-
шень или специальным образом модифицированные 
целые клетки), робот раскапывает минимальные ко-
личества исследуемых веществ или смеси веществ. 
После внесения пробы данные с планшета считы-
ваются, и выявляются лунки с биологической ак-
тивностью [5]. В зависимости от используемой тех-
нологии может детектироваться радиоактивный 
сигнал, флуоресценция, биолюминесценция, поля-
ризация излучения и т.д. Два самых распространен-
ных вида ВПС – это так называемый фармаколо-

гический скрининг и скрининг с использованием 
живых клеток in vitro. Мишень-ориентированный 
фармакологический скриниг основан, главным 
образом, на реакциях ингибирования ферментов и 
связывания лигандов с рецепторами, которые про-
водят в тестовой системе без участия живых кле-
ток. Необходимо отметить, что активность молекул 
лекарственных средств, наблюдаемая при таком виде 
скрининга, отличается от их активности в живых 
клетках in vitro и тем более in vivo. Поэтому компании, 
проводящие тестирование токсичности препаратов, 
постепенно переходят к ВПС с использованием кле-
ток, который имеет три основных разновидности: 
анализ вторичных мессенджеров, анализ генов-ре-
портеров и анализ клеточной пролиферации [6]. 
Данный вид скрининга проводится в более реле-
вантном микроокружении и, таким образом, явля-
ется компромиссным вариантом между тестирова-
нием на целом организме и фармакологическим 
скринингом.

Модели культивирования in vitro для ВПС 
с использованием живых клеток

Органная культура/культура эксплантатов

В органной культуре отдельные органы или их 
кусочки (эксплантаты) культивируют на границе 
раздела фаз жидкость-газ на плотике из ацетата 
вискозы, металлической сетке или гелевой под-
ложке, поскольку многочисленные эксперименты 
показали, что большинство органов или их фраг-
ментов растут на твердом субстрате лучше, чем 
в жидкости, а воздушная среда предотвращает раз-
витие в них некрозов. При этом они сохраняют, по 
крайней мере, частично, структурно-функциональ-
ные характеристики, что позволяет изучать ex vivo 
происходящие в них нативные процессы. Эксплан-
таты или срезы ткани сходны по свойствам и воз-
можностям с культурой целых органов, но имеют 
ряд преимуществ, в частности, они больше подхо-
дят для исследований, которые требуют визуальной 
оценки, иммуногистохимического окрашивания 
и т.д. Основными ограничениями использования 
органной культуры и эксплантатов на практике 
являются высокая трудоемкость их получения, от-
сутствие протоколов, гарантирующих удовлетво-
рительную жизнеспособность тканей после цикла 
замораживание-размораживание, и невозможность 
долгого их поддержания in vitro. Поэтому их при-
менение при ВПС ограничено. 

Органотипическая культура

При данном способе совместно культивируется 
несколько типов клеток. Могут использоваться как 
клетки с ограниченным митотическим потенциа-
лом, так и иммортализованные. Органотипические 
культуры могут также включать в себя поддержи-
вающий матрикс или трехмерный каркас для ими-
тации архитектуры и морфологии тканей in vivo. 
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Было показано, что комбинирование различных 
типов клеток имеет решающее значение для соз-
дания определенной клеточной организации, при 
которой клетки функционируют практически так 
же, как в естественных условиях, т.е. в целом орга-
низме. Модели кожи – это достаточно хорошо 
охарактеризованные органотипические системы, 
которые могут служить так называемым живым 
эквивалентом кожи (ЖЭК) в клинической прак-
тике. О них мы хотели бы рассказать подробнее.

ЖЭК – это тканевая трехмерная конструкция, 
состоящая из слоя кератиноцитов и лежащего под 
ним слоя фибробластов, погруженных в матрицу, 
имитирующую внеклеточный матрикс [7]. Сейчас 
существуют и широко применяются несколько ком-
мерческих вариантов ЖЭК, пригодных для изучения 
токсического действия веществ in vitro: StrataTest®, 
EpiDerm®, EpiSkin®, EST-1000®, эпидермальная 
модель кожи Лейдена [8]. Необходимость создания 
этих моделей была продиктована, с одной стороны, 
запретом тестирования косметической продукции 
на животных в Европе, а с другой стороны, ре-
зультатами исследований, показавшими, что реак-
ция кожи животных на различные химические 
раздражители отличается от реакции на них кожи 
человека. Так, например, только пять из 16 раздра-
жителей являются сходными для кожи человека и 
кролика [9]. Перечисленные ЖЭК стандартизованы 
и дают одинаковые результаты испытаний вне за-
висимости от партии, что является их весомым 
преимуществом. Они обладают морфологической 
структурой, схожей с таковой кожи человека, но, 
как правило, имеют более тонкий слой ороговева-
ющего эпителия [7]. Эпидермис этих ЖЭК имеет 
хорошую барьерную функцию, что и позволяет ис-
пользовать их в дерматологических исследованиях.

Обширное применение ЖЭК находят в иссле-
дованиях, посвященных изучению коррозии кожи 
под влиянием различных раздражителей. Одним 
из критериев для оценки действия веществ на кожу 
служит уровень экспрессии в  ней провоспалитель-
ного цитокина интерлейкина 1, альфа, секретируе-
мого кератиноцитами и нейтрофилами. Он индуци-
рует спонтанное воспаление, вызывает различные 
поражения, стимулирует пролиферацию клеток и 
ангиогенез [10]. Другим критерием является коли-
чество живых клеток после воздействия раздражи-
теля. Согласно международным нормам, вещество 
считается безвредным, если выживаемость нижних 
слоев кератиноцитов после трех минут его воздей-
ствия на роговой слой кожи составляет больше 
50%, а после 60 мин. – больше 15%. Много работ 
посвящено изучению влияния додецилсульфата на-
трия (sodium dodecyl sulfate, SDS) на моделях ЖЭК. 
SDS — сильный детергент, широко используемый 
в косметической и бытовой промышленности, вы-
зывающий при воздействии на кератиноциты кожи 
экспрессию провоспалительных цитокинов и вос-
палительных хемокинов по сигнальному пути фак-
тора некроза опухоли [11]. При воздействии в тече-

ние 4 ч 1%-ным SDS на EST-1000® процент живых 
клеток составил более половины от изначального 
количества, что говорит о хорошей барьерной функ-
ции данной модели [12]. Результаты исследований 
влияния SDS на StrataTest® также свидетельствуют 
о возможности применения этого вида ЖЭК для 
изучения действия раздражителей разной силы на 
кожу человека [13].  

В исследованиях воздействия озона (О3) на 
ЖЭК, которое вызывало в клетках EpiSkin® обра-
зование карбоксильных соединений и большого 
количества окисленных белков, продемонстриро-
вано антиоксидантное действие витамина C, ти-
ольных производных и растительного экстракта 
зеленого чая [14].

В эксп ериментах со StrataTest® были получены 
аналогичные результаты. Кроме того, был изучен 
окислительный стресс в результате воздействия на 
StrataTest® сигаретного дыма. Дым одной сигареты 
вызывал увеличение концентрации активных форм 
кислорода в клетках почти в 4 раза [13]. Таким об-
разом, при помощи StrataTest® и EpiSkin® можно 
моделировать окислительный стресс и изучать эф-
фективность действия антиоксидантов на кожу 
человека in vitro. 

StrataTest® также использовали в эксперимен-
тах по изучению негативного действия ультрафио-
летового излучения (УФ), которые показали, что 
этот ЖЭК реагирует на УФ аналогично коже чело-
века. При этом экранирование УФ с помощью солн-
цезащитного крема, наносимого на StrataTest®, 
способствовало снижению в его клетках уровня 
образования активных форм кислорода и тимино-
вых димеров, свидетельствующих о повреждении 
ДНК [13]. 

Приведенные выше данные говорят о том, что 
коммерческие модели эквивалентов кожи являются 
адекватной системой для фармакологических и ток-
сикологических исследований.

Культура диссоциированных клеток

В настоящее время основной моделью клеточ-
ной биологии, использующейся в том числе для 
исследования воздействия различных веществ и 
факторов на живые системы in vitro, является дис-
социированная двухмерная клеточная культура 
(2D-культура). Успех применения данной модели 
обусловлен свойством большинства видов клеток 
животных и человека пролиферировать вне орга-
низма в специальных питательных средах и обра-
зовывать однородные колонии. К преимуществам 
культуры диссоциированных клеток можно отнести 
простоту поддержания in vitro, большое количе-
ство доступных на рынке расходных материалов, 
специальных сред, наборов, оборудования для по-
лучения и поддержания культур в искусственных 
условиях, возможность заказа тысяч различных про-
веренных и охарактеризованных клеточных линий 
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в специальных клеточных банках, наличие разно-
образных молекулярных методик, позволяющих мо-
дифицировать линии, изменять в них транскрипцию 
и трансляцию генов, и, конечно, возможность ис-
пользовать их при ВПС.

Первичные клеточные линии – культуры клеток, 
полученные в результате диспергирования ткани 
или органа протеолитическими ферментами или 
механическими средствами. В русскоязычной ли-
тературе первичной культурой называют гетеро-
генную совокупность клеток после их выделения 
из ткани и до первого пассажа, однако за рубежом 
первичной культурой чаще считают любые линии/
штаммы клеток, обладающие ограниченным мито-
тическим потенциалом и, как следствие, ограни-
ченной продолжительностью жизни. Из-за этого, 
а также потому, что эти линии достаточно сложно 
культивировать и трансфицировать, их применение 
для различных исследований ограничено. Однако 
они обладают определенными преимуществами, 
такими как неизмененные биохимические или 
структурные свойства и фенотип, и часто реагируют 
на внешние воздействия так же, как клетки in vivo 
[15].

Линии иммортализованных (спонтанно или ис-
кусственно трансформированных первичных) клеток 
широко используются для скрининга препаратов, 
потому что они дешевы, надежны и воспроизводи-
мы, их легко наращивать и поддерживать в куль-
туре, они хорошо переносят криоконсервацию и 
при размораживании не теряют своих свойств. 
Обычно иммортализованные, т.е. “бессмертные” 
клетки получают из первичных путем генетиче-
ских модификаций. Однако необходимо отметить, 
что в результате генетических преобразований эти 
клетки перестают быть фенотипически идентич-
ными первичным, часто становятся анеуплоидны-
ми, дедифференцируются и в итоге лишь незначи-
тельно похожи на своих предшественников, т.е. 
сильно отличаются по характеристикам от анало-
гичных клеток in vivo [16, 17]. Поэтому при их ис-
пользовании в качестве модели для изучения каких-
либо биологических процессов или скрининга 
лекарств необходимо обязательно проводить оценку 
адекватности и репрезентативности данной модели.

Линии опухолевых клеток представляют собой 
клетки той опухоли, из которой они произошли, и 
широко используются для скрининга противора-
ковых препаратов в фармацевтических исследова-
ниях [18]. Впервые в 1951 г. из клеток опухоли, вы-
деленных у человека, была получена клеточная 
линия, названная HeLa (клетки карциномы шейки 
матки), которая до сих пор поддерживается и ис-
пользуется в исследованиях. Несмотря на популяр-
ность, линии опухолевых клеток также не являются 
идеальной моделью для исследований, поскольку 
имеют и накапливают мутации, которые могут по-
влиять на результаты экспериментов с их использо-

ванием. Например, клеточная линия рака молочной 
железы MCF-7 не экспрессирует фермент кас пазу-3, 
который участвует в индукции апоптоза [19]. 

Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) и ин-
дуцированные плюрипотентные стволовые клетки 
(иПСК) человека обладают неограниченной спо-
собностью к самообновлению и могут быть диф-
ференцированы в любой тип клеток. Таким обра-
зом, из них можно получить достаточное для ВПС 
и токсикологических исследований количество нор-
мальных клеток. Использование ЭСК в биологии, 
фармацевтике и медицине ограничено из-за этиче-
ских вопросов, поскольку необходимо разрушать 
эмбрион при выделении этих клеток. Поэтому по-
лучение первых иПСК произвело практически 
революцию в области стволовых клеток и их при-
менения [20]. иПСК представляют собой плюрипо-
тентные клетки, искусственно получаемые из 
дифференцированных соматических клеток путем 
индукции функциональных генов плюрипотент-
ности. Эти клетки теряют свойства соматических 
и становятся похожими на ЭСК с точки зрения мор-
фологии, пролиферации, профиля генной экспрес-
сии и дифференцировочного потенциала. Поскольку 
иПСК могут быть получены от пациентов с гене-
тическими заболеваниями, они расширяют возмож-
ности для разработки лекарств [21].

Системы культивирования клеток

Несмотря на более чем вековой опыт по иссле-
дованию на клеточных культурах in vitro влияния 
различных химических соединений и физических 
факторов, животные до сих пор используются в ка-
честве моделей для проверки критериев “ADMET” 
(абсорбции, распространения, метаболизма, эли-
минации и токсичности) при тестировании соеди-
нений во время их регистрации в качестве лекар-
ственных препаратов. Хотя данный подход дает 
возможность анализировать физиологические ре-
акции на уровне целого организма, в исследова-
ниях достаточно часто отмечается низкая степень 
корреляции между результатами, получаемыми на 
животных, и результатами, получаемыми на чело-
веке, поскольку имеются значительные межвидовые 
различия в вызванных болезнью ключевых каска-
дах реакций и изменениях профилей экспрессии 
генов [22, 23]. Кроме того, тестирование препара-
тов на животных дорогое, низкопроизводительное 
и, как отмечалось выше, часто не удовлетворяет 
этическим нормам. Также становится все более оче-
видным, что традиционные 2D-культуры не могут 
в полной мере воспроизводить биологические 
свойства тканей in vivo, которые существуют в ор-
ганизме в трехмерном (3D) пространстве [24]. 

Все это подчеркивает критическую потребность 
в еще более усовершенствованных подходах к мо-
делированию условий in vitro, специфичных для 
человеческого организма. 
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Сравнение 2D- и 3D-способов культивирования

Автоматизированный скрининг с использова-
нием 2D-культуры клеток в многолуночных план-
шетах может давать ошибочные результаты при 
прогнозировании тканеспецифичных ответов, т.к. 
клетки в монослое теряют свою исходную морфо-
логию и по-другому взаимодействуют с матриксом 
и между собой. Известно, что клетки, выращенные 
на двухмерных плоских поверхностях, ведут себя и 
дифференцируются не так, как клетки в 3D-сис-
темах или тканях in vivo [25]. Третье измерение 
обеспечивает дополнительное направление меж-
клеточных взаимодействий, миграции клеток и их 
морфогенеза, которые имеют решающее значение 
для регулирования клеточного цикла и функциони-
рования ткани in vivo. Так, на 2D-культурах было 
показано, что гемцитабин является эффективным 
ингибитором пролиферации опухолевых клеток тол-
стой кишки и яичников. Однако в экспериментах 
на 3D-системах это не подтвердилось. Более того, 
клетки рака толстой кишки в 3D-культурах оказа-
лись в 180 раз более устойчивыми к противоопухо-
левым препаратам, чем в 2D-культурах [26]. По-
добные результаты позволяют полагать, что при 
тестировании противораковых препаратов с помо-
щью 3D-моделей опухолей можно получать более 
достоверную информацию. В целом приведенные 
выше данные свидетельствуют о том, что 3D-куль-
тура клеток (3D-культура) является более подхо-
дящей платформой для разработки лекарственных 
средств. 

Статичные и перфузионные 
клеточные культуры

Широко распространенные платформы ВПС 
с использованием многолуночных планшетов пред-
полагают анализ в статичном микроокружении: 
среда заливается в лунки и удаляется из них дис-
кретно и порционно. Такая система не дает воз-
можности долгосрочного поддержания культуры 
клеток. Кроме того, смена среды в лунках приводит 
к большим колебаниям параметров микроокруже-
ния культуры [27]. Хотя дальнейшая миниатюри-
зация подобных систем могла бы иметь большой 
потенциал для повышения производительности, 
относительно высокое отношение площади поверх-
ности к объему жидкости в микролунках приведет 
к неконтролируемому испарению жидкости и, таким 
образом, к нежелательным условиям культивиро-
вания. Поэтому были предложены модифицирован-
ные многолуночные планшеты с интегрированной 
микрогидродинамической (микрофлюидной) сис-
темой, которые показали еще большую производи-
тельность при скрининге лекарственных соединений 
[28] и оценке цитотоксичности противоопухоле-
вых препаратов [29]. Такие перфузионные системы, 
в которых достигается компенсация испарения 
жидкости, могут поддерживать культуру клеток в те-

чение длительного времени и использоваться для 
оценки длительного воздействия на нее лекарств. 

Помимо поддержания стабильности клеточной 
культуры посредством непрерывного обеспечения 
питательными веществами и удаления отходов жиз-
недеятельности перфузия также может использо-
ваться для создания градиентов концентрации ле-
карственного средства, определенного физического 
микроокружения (например, напряжения сдвига 
или интерстициального потока жидкости) и созда-
ния системы циркуляции веществ для более точ-
ной имитации условий in vivo [28]. Например, при 
сравнении хондрогенеза в статичной и перфузи-
онной культуре в последней была выявлена более 
активная пролиферация хондроцитов и более ин-
тенсивный синтез внеклеточного матрикса [30]. 

Методы подсчета клеток и определения 
клеточной активности

Неспособность выявить токсическое действие 
соединений на ранних фазах разработки новых ле-
карственных препаратов приводит к тому, что около 
30% новых кандидатов на роль лекарств в итоге 
отвергается [31]. Поэтому тестирование на цито-
токсичность, которое обычно основывается на 
подсчете числа клеток и определении их жизнеспо-
собности, стало одним из наиболее важных этапов 
разработки лекарственных препаратов. Для обыч-
ных способов подсчета количества клеток, которые 
являются трудоемкими и времязатратными, исполь-
зуют гемоцитометр, счетчики клеток или проточную 
цитометрию. В то же время методы определения 
жизнеспособности клеток, основанные, например, 
на выбросе живыми клетками трипанового синего 
сразу после его поглощения или на поглощении 
(без выброса) нейтрального красного после добав-
ления данных веществ в среду культивирования, 
требуют, соответственно, инвазивного применения 
химических реактивов. Эти методы достаточно низ-
копроизводительны и, следовательно, плохо подхо-
дят для использования при ВПС. Также при ВПС 
отбор проб ограничен небольшими объемами [32], 
поэтому необходимо применять прижизненные 
методы исследования. Методы детектирования, ис-
пользуемые при ВПС на основе клеточных культур, 
можно разделить главным образом на две группы: 
электрохимические и оптические. 

Электрохимические методы

Электрохимические методы могут быть осно-
ваны на выявлении изменений внутриклеточных 
процессов, барьерных свойствах клеток или образо-
вании электрического потенциала определенными 
видами клеток [33]. Для данных методов были раз-
работаны различные электрохимические биосенсо-
ры, которые объединяют элементы биологического 
распознавания и электрохимического преобразо-
вания сигнала.
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Электрохимический методы, основанные на вы-
явлении изменений внутриклеточных процессов. Жи-
вую клетку можно рассматривать как электрохи-
мическую систему [34]. Образование электронов и 
перенос заряда, вызванные окислительно-восста-
новительными реакциями, изменение состава и 
концентрации ионов в живых клетках могут быть 
использованы для характеристики жизнеспособ-
ности клеток в гомогенном растворе [35]. Помимо 
этого клеточный метаболизм вызывает изменения 
продуктов обмена (например, молочной кислоты 
и углекислоты) или субстратов (например, глюкозы 
и растворенного в цитоплазме кислорода). Различ-
ные электрохимические биосенсоры были разрабо-
таны для выявления изменений среды культивиро-
вания и самих клеток в результате их метаболизма 
[36–38]. Электрохимические методы, основанные 
на клеточной активности, включают потенциомет-
рию и амперометрию. Известно, что на метаболи-
ческую активность клеток может влиять множе-
ство неконтролируемых факторов окружающей 
среды, что ограничивает применение данного под-
хода для ВПС на основе клеточных культур.

Электрохимический метод, основанный на барь-
ерных свойствах клеток. Ионный состав среды 
вокруг погруженного в нее электрода изменяется 
в присутствии клеток. Как правило, клетки с изо-
лирующими свойствами значительно увеличивают 
сопротивление электрода [39]. Поэтому жизне-
способность, морфологию, количество клеток, их 
апоптоз и адгезию, можно оценивать с помощью 
метода электрохимической импедансной спектро-
скопии. Например, для количественного анализа 
живых клеток был разработан новый датчик сопро-
тивления, встраиваемый в дно планшета. С помо-
щью данного устройства можно проводить оценку 
цитотоксичности и острой токсичности веществ 
в режиме реального времени [39].

Электрохимический метод, основанный на воз-
буждении/записи электрического потенциала клеток. 
Такие клетки и ткани, как сердечная мышца, бета-
клетки поджелудочной железы, нервные клетки, спо-
собны генерировать биоэлектрические сигналы, 
возникающие в результате организованной работы 
ионных каналов клеточной мембраны [33]. Реги-
страция этих биоэлектрических сигналов может 
использоваться при тестировании лекарств против 
сердечной аритмии, гипертонии, болезни Паркин-
сона, диабета, нейропатической боли и т.д. Данный 
метод обладает высокой производительностью, вы-
сокой чувствительностью, простотой использова-
ния и хорошо подходит для неинвазивной детек-
ции клеточной активности электрогенных клеток 
с возможностью длительного их культивирования.

Хотя электрохимические методы являются не-
инвазивными и достаточно производительными, 
они не позволяют получать информацию о кон-
кретных клеточных реакциях, непосредственно 
связанных с определенными функциями клеток, 
биомаркерами или сигнальными путями, которая 

важна для понимания механизмов действия ле-
карственных препаратов. Более того, электрохи-
мические методы не применимы для 3D-культур, 
поскольку требуют прямого контакта клеток с элек-
тродом. 

Оптические методы 

Анализ жизнеспособности клеток и подсчет их 
количества при ВПС на основе клеточных культур 
обычно проводят с помощью колориметрических, 
люминесцентных или флуоресцентных методов.

Колориметрический метод основан на измене-
нии цвета среды после реакции клеточных метабо-
литов со специальными химическими реагентами. 
Разработаны колориметрические анализы с исполь-
зованием рутениевого красителя [40] и аламарового 
синего [41]. Однако низкая чувствительность ру-
тениевого красителя и низкая надежность алама-
рового синего ограничивают их применение при 
ВПС. В продаже имеются наборы для оценки ме-
таболической активности клеточной культуры с 
использованием солей тетразолия, таких как МТТ 
(3-(4,5-диметил-2-тиазолил)-2,5-дифенил-2Н-
тетразолий бромид) [42], МТS (3-(4,5-диметил-
тиазол-2-ил)-5-(3-карбоксиметоксифенил)-2-(4-
сульфофенил)-2Н-тетразолий) [43] и XTT (2,3-
бис-(2-метокси-4-нитро-5-сульфофенил)-2H-тет-
разолий-5-карбоксанилид), которые восстанавли-
ваются активно растущими клетками до цветного 
продукта формазана, количественно определяе-
мого при помощи спектрофотометра.

Несмотря на популярность, данные колоримет-
рические методы требуют многократного добавле-
ния в культуру химических веществ по определенной 
схеме, что может нарушать жизнедеятельность 
клеток [44]. Эти методы являются инвазивными, 
трудоемкими и времязатратными, а также имеют 
относительно низкую чувствительность. Кроме того, 
они обычно позволяют получить данные только 
в конечной точке эксперимента, что является су-
щественным недостатком для тестов на цитоток-
сичность in vitro. Предпочтительными являются 
динамические данные, которые более подробно опи-
сывают реакции клеток на воздействие лекарств. 

Люминесцентные методы. Окисление люцифе-
рина, катализируемое ферментом люциферазой, 
дает свечение, которое можно детектировать при 
помощи светочувствительных аппаратов, таких как 
люминометр или оптический микроскоп [45]. Лю-
цифераза светлячков широко используется в ка-
честве репортера в трансфицированных клетках, 
в которые введен ген люциферазы под контролем 
интересующего промотора для оценки его транс-
крипционной активности [46]. Во многих коммер-
ческих наборах на основе анализа клеточной актив-
ности киназ люцифераза используется в качестве 
репортера. Ее можно также применять для опреде-
ления клеточного уровня АТФ при тестировании 
жизнеспособности клеток. Кроме того, некоторые 
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ферменты, такие как каспаза и цитохром Р450, 
способны превращать в люциферин специальные 
молекулы-предшественники. Таким образом, ак-
тивность этих ферментов может быть обнаружена 
в совмещенном или двухступенчатом анализе на 
люциферазу [47].

Недостатком люминесцентных методов явля-
ется то, что на интенсивность биолюминесценции 
помимо количества люциферазы может влиять мно-
жество других факторов, таких как неучтенное по-
глощение люциферина, наличие кофакторов, про-
зрачность и рН культуральной среды или буфера, 
вызывающих расхождения между детектируемым 
уровнем сигнала и фактическими изменениями 
клеточной активности [48].

Флуоресцентные методы по сравнению с лю-
минесцентными имеют более высокую чувстви-
тельность, и их легче адаптировать для работы 
с очень малыми объемами проб при высокопроиз-
водительном анализе токсичности химических со-
единений, клеточных реакций на экзогенные сти-
мулы и активации сигнальных путей [49]. Недавно 
в качестве флуоресцентных меток стали широко 
использоваться наночастицы, такие как “квантовые 
точки”. Эти полупроводниковые нанокристаллы 
легко вводить в клетки, они фотохимически устой-
чивы, могут обеспечивать узкое и регулируемое 
излучение и возбуждаться светом любой длины 
волны. Различные цвета эмиссии могут быть одно-
временно получены с использованием наночастиц 
разного размера, возбуждаемых одноволновым 
светом [50, 51]. Недостатком “квантовых точек” 
является то, что они могут обладать клеточной ток-
сичностью. Кроме того, как и при колориметриче-
ских методах, их можно использовать только для 
количественного анализа клеток или клеточной 
активности в конечной точке, что не дает возмож-
ности оценивать динамику клеточной пролифера-
ции или гибели.

Разработка методов на основе репортерных 
генов с использованием зеленого флуоресцентного 
белка (green fluorescent protein, GFP) позволила про-
водить неинвазивный автоматизированный анализ 
клеточной пролиферации и специфических клеточ-
ных функций в реальном времени [52]. Впервые 
такой анализ был продемонстрирован на клетках 
яичника китайского хомячка (линия CHO), экс-
прессирующих GFP под контролем промотора 
цитомегаловируса человека (CMV) [53]. Со време-
нем GFP и его мутантные формы были получены 
с цветами эмиссии от синего до желтого. GFP 
обычно нетоксичен для клеток. Кроме того, GFP 
может сочетаться с красным флуоресцентным 
белком Discosoma species (dsRed) для двухцветных 
или мультиплексных анализов [54].

В дополнение можно отметить, что техника на 
основе эффекта FRET (резонансного переноса энер-
гии), при котором наблюдается изменение длины 
волны излучения комплекса из двух флуорофоров 
при разрушении связи в виде небольшого пептид-

ного линкера между ними, может использоваться, 
например, для изучения активации протеазы ка-
спазы-3 в процессе апоптоза [55]. 

В целом, системы детекции флуоресценции 
в живых клетках являются неинвазивными и отве-
чают требованиям простоты и скорости для приме-
нения при ВПС, а также могут использоваться для 
получения динамических данных. В современных 
коммерческих ВПС подобного типа используют 
лазерные сканирующие системы с флуоресцентной 
микроскопией и количественной обработкой изо-
бражений для проведения кинетических анализов 
на основе живых клеток с высоким пространствен-
ным и временным разрешением. Их можно приме-
нять для изучения событий, происходящих в живых 
клетках, количественного определения сшитых 
с флуоресцентными репортерами внутриклеточных 
белков и наблюдения за их транспортом, а также 
за некоторыми субклеточными структурами [56]. 
Однако высокая стоимость и относительно низкая 
производительность данных ВПС ограничивают 
их использование поздними фазами исследований 
лекарственных препаратов [57]. Более того, системы 
визуализации на основе флуоресценции ограничены 
анализом плоских изображений клеток в 2D-куль-
турах.

ВПС на основе 3D-культур 
для разработки лекарственных препаратов

Флуоресцентный анализ с использованием 
3D-культур

Нужно отметить, что недостаточно мощные 
сигналы флуоресценции экспрессирующих GFP 
клеток в 2D-культуре могут маскироваться высо-
ким уровнем флуктуирующих фоновых сигналов, 
наблюдаемым благодаря различным неспецифи-
ческим эффектам [58]. Это ограничение можно 
преодолеть путем культивирования трансфициро-
ванных клеток в каркасе из волокнистого поли-
этилентерефталата (ПЭТ) в модифицированных 
лунках, что значительно увеличивает общее коли-
чество клеток на единицу площади и уменьшает 
фоновые шумы [59]. Такая 3D-культура может 
обеспечить в 20 раз более высокий уровень кле-
точной флуоресценции и значительно улучшить 
соотношение сигнал/шум, поскольку клетки кон-
центрируются в каркасе в центре лунки, а фоно-
вую флуоресценцию можно измерить отдельно и 
вычесть из общего показателя для получения вели-
чины истинного сигнала живых клеток. Эта новая 
платформа флуоресцентной 3D-культуры может 
давать возможность получения воспроизводимых 
кинетических данных, которые можно с большей 
степенью надежности использовать для оценки воз-
действия лекарств на пролиферацию клеток. Она 
была успешно применена для изучения цитоток-
сичности химических веществ и лекарств от рака, 
демонстрируя возможность использования на ран-
них стадиях разработки лекарственных препаратов. 
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Клеточный анализ с использованием 
микрогидродинамики

Микрогидродинамика – междисциплинарная 
наука, описывающая поведение малых (порядка 
микро- и нанолитра) объемов и потоков жидко-
стей, находящаяся на стыке физики, гидравлики, 
динамики, химии, биологии и инженерных знаний. 
Ее развитие способствовало возникновению тех-
нологии манипулирования малыми объемами жид-
костей с использованием микроструктур, способ-
ной произвести революцию в области клеточных 
исследований. Контролируемое управление микро-
гидродинамическими устройствами при их разме-
рах, близких к размерам клетки и биомолекул, позво-
ляет использовать их на клеточном уровне, а сеть 
микроканалов, из которых они состоят, воссоздает 
микроокружение клеток in vivo [28]. Микрогидро-
динамические системы обладают возможностью 
очень быстрой доставки веществ клеткам для до-
стижения высоких скоростей реакций и анализа и 
возможностью строго контролировать перемеще-
ние жидкостей и концентрацию в них веществ. 
Микрогидродинамические системы, оснащенные 
механизмами внешнего контроля и детекции в ре-
альном времени, могут быть полностью автомати-
зированы при ВПС.

Были продемонстрированы микротехнологи-
ческие устройства на основе культур гепатоцитов 
[60], клеток легких [61] и др. на поверхностях си-
ликонов и полидиметилсилоксана (ПДМС). Ханг 
с коллегами впервые разработал микрогидродина-
мическую систему, оснащенную генератором гра-
диента концентрации веществ и способную к дли-
тельному клеточному мониторингу [62]. Данное 
устройство состоит из генератора концентрации и 
массива микроячеек 10×10 штук, что позволяет 
проводить параллельно 100 экспериментов с уни-
кальными условиями в каждой ячейке. Подобные 
устройства можно применять для изучения влияния 
компонентов и рН культуральной среды, плотно-
сти клеток и скорости перфузии на экспрессию 
белков культурой. 

Большинство микрогидродинамичесих плат-
форм изготавливается с использованием ПДМС, 
который является оптически прозрачным, газо-
проницаемым и биосовместимым полимером [28]. 
Однако из-за своих гидрофобных свойств он мо-
жет поглощать молекулы гидрофобных веществ. 
Су с соавт. тестировал цитотоксичность на культуре 
клеток HEK с использованием устройств с микро-
каналами из трех различных пластиков: полисти-
рола (ПС), циклоолефинового полимера (ЦОП) 
и ПДМС. Оказалось, что ПС и ЦОП могут быть 
более подходящими материалами при тестирова-
нии гидрофобных лекарственных препаратов, чем 
ПДМС [63].

Описанные выше устройства на основе микро-
гидродинамики все же не являются идеальной аль-

тернативой обычной клеточной культуре, поскольку 
все вещества и клетки в них расположены во взаи-
мосвязанной сети замкнутых микроканалов, что 
затрудняет внесение новых клеток в данную сис-
тему. Для решения этой проблемы применяется 
цифровая микрогидродинамика, которая представ-
ляет собой технологию работы с каплями объемом 
порядка нанолитра на открытой поверхности группы 
электродов. Например, Барбулович-Над с колле-
гами представил первую платформу “лаборатория-
на-чипе” с использованием данной технологии, 
способную реализовать основные этапы культиви-
рования клеток млекопитающих: посев клеток, на-
ращивание биомассы, снятие клеток и их пересев 
на новую поверхность [64]. 

Микрогидродинамические системы на основе 
3D-культур и “органы-на-чипах”

Изначально микрогидродинамические устрой-
ства заполнялись 2D-культурами. Затем появились 
микроустройства на основе 3D-культур. Последние 
являются релевантной биологической моделью для 
проведения микромасштабных исследований на 
основе клеток и для тестирования лекарственных 
средств. “Органы-на-чипе”, самый продвинутый 
на сегодняшний день вид данных систем, представ-
ляет собой микроинжинерную систему, которая 
имеет в своем составе ключевые функциональные 
единицы органов человека. Обычно эти системы 
состоят из прозрачных полимерных 3D-микро-
каналов, выстланных живыми клетками, и, как и 
органы in vivo, обладают трехмерной микроархи-
тектурой, определяемой пространственным распре-
делением нескольких типов клеток и обеспечиваю-
щей их функциональное взаимодействие, а также 
сложным органоспецифическим микроокружением 
клеток с конкретными биохимичесиким и физиче-
скими параметрами [65–70]. Эти системы позво-
ляют достаточно точно моделировать in vitro слож-
ные биологические процессы.

В последние годы данный подход был исполь-
зован для конструирования моделей, воссоздающих 
сложную структуру и функциональность таких орга-
нов, как печень, сердце, легкие, кишечник, почки, 
мозг и кости [65, 71–73]. Весьма показательным 
примером является микроустройство “легкое-на-
чипе”, которое воспроизводит механически актив-
ный альвеолярно-капиллярный барьер [66]. Эта 
модель создана на основе разделенной на отсеки 
трехмерной микрогидродинамической системы, 
в которой альвеолярные эпителиальные клетки 
культивируются в тесном контакте с легочными 
микрососудистыми эндотелиальными клетками на 
тонкой пористой высокоэластичной искусственной 
мембране, образуя подобие альвеолярно-капил-
лярной мембраны in vivo. Эта система имеет кон-
тролируемый компьютером механизм на основе 
отрицательного давления, который обеспечивает 
циклическое растяжение альвеолярно-капиллярной 

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2017. T. 72. № 4



 195ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ КЛЕТОЧНЫЕ СИСТЕМЫ

мембраны для имитации дыхательных движений. 
Важно отметить, что данное устройство позволяет 
воспроизводить и визуализировать комплексные 
интегрированные реакции на уровне органов, ко-
торые невозможно наблюдать в обычных моделях 
клеточной культуры, такие как увеличение коли-
чества иммунных клеток, мигрирующих из кровя-
ного русла в ответ на бактериальное заражение, их 
фагоцитарную активность, появление воспалитель-
ных цитокинов и попадание наночастиц из окру-
жающей среды [66]. Более того, способность этой 
модели воссоздавать механическую активность 
легкого позволила выявить неизученное ранее от-
рицательное влияние растяжения легочной ткани 
на ее повреждение и развитие в ней воспалитель-
ных процессов.

Ученые продолжают работы в направлении 
создания искусственных “органов-на-чипах”, рас-
ширяя свои модели путем добавления в систему 
нескольких “органов”, которые имеют тесную взаи-
мосвязь, и получения практически автоматизиро-
ванного “тела-на-чипе” с максимально возможной 
функциональностью [74, 75]. 

Таким образом, благодаря развитию химии, фи-
зики и инженерных технологий, в том числе появ-

лению нанотехнологий, биологи, начав в конце 

XX в. эксперименты по культивированию in vitro 

с культивирования целых органов, пройдя стадию 

2D- и 3D-культивирования диссоциированных кле-

ток, в конце концов снова пришли к “органной” 

культуре, уже представляющей собой биоинженер-

ное устройство. Новая органная культура, “орга-

ны-на-чипах”, создается из живых и искусственных 

элементов по определенным принципам с учетом 

огромного опыта, накопленного на данный момент 

в области биологии и смежных наук, чтобы макси-

мально приблизить функциональность данной сис-

темы к функциональности органов in vivo, но при 

этом контролировать в ней каждый элемент. Такой 

подход должен обеспечить в итоге получение иде-

альной модели, точно воссоздающей in vitro слож-

ные биологические процессы для более успешного 

изучения влияния на них различных химических 

веществ и физических факторов и более эффек-

тивной разработки лекарственных препаратов.

Работа выполнена в рамках дополнительного 

государственного задания Института биологии раз-

вития им. Н.К. Кольцова РАН по программе раз-

вития биоресурсных коллекций ФАНО на 2017 г.
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OVERVIEW OF CELL MODELS: FROM ORGANS CULTURED IN A PETRI DISH TO 
“ORGANS-ON-CHIPS”
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1Koltzov Institute of Developmental Biology, Russian Academy of Sciences, 
Vavilov ul. 26, Moscow, 119334, Russia;

2Pirogov Russian National Research Medical University, 
Ostrovitianov ul. 1, Moscow, 117997, Russia

*e-mail: alpeeva_l@mail.ru

In this review, we tried to elucidate the origin and development of different animal and hu-
man cell culture methodologies used to evaluate the effects of various factors and substances in 
vitro. Organ cultures and conventional two-dimensional cultures of dissociated cells of various 
types, such as primary, tumor, induced pluripotent, stem, and etc. have their advantages and 
drawbacks but usually do not represent accurate models for studying biological processes that 
take place in living organisms. Nowadays high-throughput cell assays on the basis of various 
methods of signal detection (optical utilizing colorimetric, luminescent and fluorescent methods 
of detection and electrochemical) are widely used at early stages of drug development for selec-
tion of the most active compounds and evaluation of their cytotoxic effects. The use of animals 
as models for drug testing is being criticized because of the lack of correlation between the results 
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obtained in studies on them and on humans, and also because of the high cost and ethical issues. 
Therefore, much effort is put to create models based on human cells. This is how cultures 
emerged that utilize a three-dimensional network to simulate the architecture of tissues in vivo, 
and then so-called “organs-on-chips” – microfluidic microdevices combining several types of 
cells, that replicate physical and chemical parameters of the microenvironment of cells in living 
organisms. In summary, experimental cell models have come a long way from the whole organs 
cultivated in a growth medium to almost complete reconstruction of organs in vitro based on the 
cutting-edge engineering approach with the use of different cell types. This currently enables to 
replicate complex biological processes and study the influence of different substances and factors 
on them more successfully.

Keywords: cell culture, tumor cells, primary cells, induced pluripotent stem cells, organotypic 
culture, living skin equivalent, high-throughput assay, drug testing, 3D culture, microfluidics, Or-
gans-on-chips
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