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РЕЗЮМЕ
Введение. В последние годы проявляется интерес к трёхмерным клеточным моделям, которые более 
точно отражают условия in vivo и могут стать альтернативой экспериментам на животных при оцен-
ке токсичности наноматериалов. Существует необходимость в разработке 3D-моделей дыхательных 
путей человека, которые смогут заполнить пробел между традиционными клеточными культурами 
in vitro и лабораторными животными.
Материал и методы. Разработаны моно- и совместные 3D-модели на основе клеток бронхиально-
го эпителия BEAS-2B и фибробластов легких MRC5-SV40. В качестве материалов для исследова-
ния использовали очищенные и неочищенные от металлических примесей углеродные нанотрубки 
(УНТ) российского производства: ОУНТ TUBALL™ и МУНТ Таунит-М. Диапазон исследуемых 
концентраций включал концентрации, соответствующие реальным производственным экспозици-
ям (0,0006–100 мкг/мл). Для оценки цитотоксичности УНТ в клеточных моделях определяли уро-
вень активности лактатдегидрогеназы (ЛДГ) через 72 ч экспозиции. 
Результаты. Цитотоксические эффекты УНТ в 2D- и 3D-клеточных моделях проявились в разных 
диапазонах концентраций: трехмерная модель клеток бронхиального эпителия оказалась более 
чувствительной к воздействию УНТ по сравнению с монослойной, тогда как в сфероидной моде-
ли фибробластов был отмечен более высокий порог цитотоксичности для многостенных углерод-
ных нанотрубок, по сравнению с традиционной клеточной культурой. В трехмерной совместной 
культуре клеток значимое повышение ЛДГ наблюдалось, начиная с более высоких концентраций, 
по сравнению с монокультурами. 
Ограничения исследования. Настоящее исследование было ограничено использованием одного типа 
теста на цитотоксичность при изучении влияния УНТ на клетки дыхательной системы.
Заключение. Разработан способ трехмерного культивирования клеток дыхательной системы челове-
ка для моделирования взаимодействия эпителиальных и стромальных клеток нижних дыхательных 
путей. Традиционные 2D-клеточные модели могут демонстрировать заниженные или завышен-
ные оценки токсичности материалов. Усовершенствованные 3D- модели in vitro, приближенные по 
своим свойствам и морфологии к нативной ткани, обладают большей надёжностью при определе-
нии токсических доз и мишеней. 
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Введение

Внедрение наноматериалов в различные от-
расли промышленности и медицины представ-
ляет собой актуальную и перспективную задачу, 
однако для обеспечения успешного и безопас-
ного использования необходимо проводить 
всестороннюю оценку воздействия на окружа-
ющую среду и здоровье человека. Углеродные 
нанотрубки (УНТ), обладающие уникальными 
физико-химическими свойствами, являются 
объектом повышенного интереса исследова-
телей и индустрии. Эти материалы демонстри-
руют высокий потенциал для применения  
в различных областях, включая производство 
композитных материалов, строительство, элек-
тронику и нанобиотехнологии [1–3]. Одной из 
ключевых проблем гигиенического сопрово-
ждения производственных процессов, связан-
ных с синтезом и применением УНТ, является 
возможное токсическое воздействие на клетки 
дыхательной системы, так как ингаляционный 
путь поступления в данных обстоятельствах  
является основным. 

В соответствии с принципами 3R (снижение – 
«reduction», уменьшение дистресса – «refinement», 
замена – «replacement») в отношении экспери-
ментов на лабораторных животных [4], акту-
альным является переход от исследований на 
моделях in vivo к передовым моделям in vitro, 
воспроизводящим реальные взаимодействия 
клеток в организме. Эксперименты in vitro дают 
возможность изучить механизмы токсического 
действия, однако традиционно используемые 
монослойные культуры клеток имеют суще-
ственные ограничения, включая искаженную 
морфологию клеток и отсутствие межклеточных 
взаимодействий. В последние годы наблюдается 
повышенный интерес к трехмерным культурам 
клеток, которые более точно отражают условия 
in vivo благодаря близкому к реальным условиям 
микроокружению и функциональной организа-
ции. Появляются усовершенствованные трех-
мерные клеточные модели, приближенные по 
своим свойствам и морфологии к живому орга-
низму и имеющие потенциал в качестве альтер-
нативы испытаниям на животных. Результаты 
современных исследований свидетельствуют 
о том, что существующие трехмерные модели 
кожи для изучения токсического действия вред-
ных веществ находятся на высоком уровне вали-
дации [5], тогда как модели клеток дыхательных 
путей ещё требуют дальнейшего изучения. 

На основе структурной организации выделяют 
три основных типа трёхмерных моделей культур 
клеток [6, 7]: 

1)	 каркасные системы – при культивирова-
нии данного типа моделей используют струк-
туры, имитирующие внеклеточный матрикс 
(скаффолд), чтобы создать нативную клеточную 
микросреду. В данном случае происходит попыт-
ка наиболее точно имитировать трехмерную про-
странственную архитектуру тканей. 

2)	 бескаркасные системы – в этом случае агре-
гация и самосборка клеток происходят естествен-
ным образом, без использования какой либо мат-
рицы. Примерами бескаркасных систем являются 
сфероиды и органоиды, которые культивируют 
методами «висячей капли», магнитной левитации 
и с использованием поверхностей с ультранизкой 
адгезией. 

3)	 гибридные системы – данный тип моде-
лей включает синтетическую матрицу и внешние 
физические опоры, которые способствуют более 
сложным взаимодействиям между клетками и 
внеклеточным матриксом.

Бескаркасные системы вызывают наибольший 
интерес в условиях развития высокопроизводи-
тельных подходов к исследованию токсичности, 
так как позволяют заполнить пробел между тради-
ционными 2D-клеточными культурами и натив-
ными тканевыми структурами in vivo без исполь-
зования каркасов и гидрогелей. Необходимо ука-
зать на различия сфероидов и органоидов, заклю-
чающиеся в характере используемых клеток [6].  
Сфероиды представляют собой трехмерные кла-
стеры клеток, которые растут в форме сферы, 
прилипая друг к другу. Органоиды – это более 
сложные 3D-системы, которые могут культиви-
роваться как в бескаркасных условиях, так и с 
использованием скаффолда, однако главной их 
отличительной особенностью является включе-
ние эмбриональных стволовых клеток, индуци-
рованных стволовых клеток, взрослых стволовых 
клеток и имитация функционирования органа. 

3D-модели клеток предоставляют альтер-
нативную и потенциально более эффективную 
платформу для тестирования и оценки индуци-
рованных наноматериалами токсических эффек-
тов [8, 9]. В 2011 г. D. Movia и соавт. исследова-
ли цитотоксичность одностенных углеродных 
нанотрубок (ОУНТ) в 2D- и 3D-моделях макро-
фагов THP-1 [10]. Было показано, что снижение 
жизнеспособности клеток и секреция провос-
палительных цитокинов оказались менее вы-
раженными в трёхмерной клеточной модели по 
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сравнению с монослойной, что демонстрирует 
важность использования тканеподобных много-
клеточных структур, приближенных по свой-
ствам к моделям in vivo. Hindman B. с соавторами 
использовали 3D-модели для изучения фибро-
генного потенциала ультрананочастиц с различ-
ными физическими свойствами и кристалли-
ческого кремнезема [11]. Был проведен анализ  
с использованием двух- и трехмерных (2D и 3D) 
in vitro-моделей, состоящих из фибробластов 
легких человека WI38-VA13. В работе исполь-
зовались УНТ и диоксид кремния; в качестве 
положительного контроля для индукции диф-
ференцировки фибробластов применялся белок 
TGF-β1. УНТ индуцировали дифференцировку 
миофибробластов как в 2D-, так и в 3D-культу-
рах. Однако 3D-культура позволила более деталь-
но исследовать такие процессы, как кластериза-
ция миофибробластов, отложение и перестройка 
коллагена, деление клеток и сокращение матрик-
са, которые критически важны для понимания 
фиброза в in vivo-условиях. Kabadi P.K. и соавт. 
изучали токсическое действие технического уг-
лерода, многостенных углеродных нанотрубок 
(МУНТ) и крокидолитовых асбестовых волокон 
в 3D-микроткани легкого, выращенной с исполь-
зованием гидрогеля и состоящей из клеток брон-
хиального эпителия легких BEAS-2B, фибробла-
стов IMR-90 и макрофагов THP-1 [12]. После 
воздействия наноматериалов была проведена ха-
рактеристика жизнеспособности микротканей,  
а также изучена морфология тканей и экспрес-
сия генов и белков, связанных с воспалением и 
ремоделированием внеклеточного матрикса. Ре-
зультаты данного исследования подчеркивают 
необходимость применения 3D-клеточных моде-
лей в прогнозировании долгосрочных эффектов 
наноматериалов на легочные ткани: полученные 
в трехмерных микротканях легких реакции ока-
зались аналогичными результатам, показанным 
при оценке легочной токсичности на грызунах. 
В другом исследовании 3D-модель лёгких, состо-
ящую из клеток альвеолярного эпителия А549, 
фибробластов MRC5 и макрофагов THP-1, экс-
понировали к двум типам МУНТ на границе 
раздела воздух–вода с использованием системы 
VITROCELL® Cloud [13]. Авторы продемонстри-
ровали инициацию провоспалительных реакций 
в клеточной модели при отсутствии цитотокси-
ческих и профиброгенных эффектов. Также сфе-
роидные модели представляют большой интерес 
в исследовании взаимодействия УНТ с тканями, 
так как монослойные модели дают ограниченную 

возможность оценки особенностей проникнове-
ния наночастиц в разные слои клеток. Показано, 
что УНТ обладают высокой скоростью проник-
новения внутрь трёхмерных клеточных структур 
[14], при этом большую роль в уровне поглоще-
ния УНТ клетками и сфероидами играют размер, 
форма, соотношение сторон, жесткость и состав 
поверхности частиц [15].

Цель работы – разработка 3D-сфероидной мо-
дели лёгочной ткани, состоящей из клеток брон-
хиального эпителия и фибробластов лёгких чело-
века, для последующей оценки цитотоксичности 
промышленных углеродных нанотрубок разных 
типов. 

Материал и методы
В качестве клеточных линий для трёхмерного 

культивирования были выбраны клетки брон-
хиального эпителия BEAS-2B (Cell Applications, 
Inc., США) и фибробласты лёгких человека 
MRC5-SV40 (клеточная культура любезно предо-
ставлена Б.В. Черняком, НИИ ФХБ им. А.Н. Бе-
лозерского МГУ). Взаимодействие выбранных 
эпителиальных и стромальных клеток в трехмер-
ной совместной культуре имитирует процессы, 
происходящие в нативной лёгочной ткани, аде-
кватно отражая воздействие вредных веществ на 
нижние респираторные пути.

Для формирования сфероидов использовали 
96-луночные планшеты с поверхностью с низ-
коадгезионными свойствами и круглым дном 
(Cell Floater, SPL Lifesciences, Корея), что поз-
волило имитировать приближенные к условиям 
in vivo морфологию клеток и межклеточные кон-
такты (рис. 1, см. на вклейке). При этом разраба-
тывались способы культивирования 3D-моделей, 
состоящих из одного типа клеток (монокультуры 
клеток бронхиального эпителия и монокульту-
ры фибробластов лёгких человека) и двух типов 
клеток (совместные культуры клеток бронхиаль-
ного эпителия и фибробластов). Монослойные 
культуры клеток и сфероиды культивировали в 
среде DMEM (Панэко, Россия) в инкубаторе при 
условиях 37 °С, 5% CO2 и постоянной влажности.

В качестве материалов для исследования исполь-
зовали очищенные и неочищенные от металли-
ческих примесей УНТ российского производства: 
ОУНТ TUBALL™ (производитель – группа-компа-
ния OCSiAl, г. Новосибирск) и МУНТ Таунит-М 
(производитель – ООО «НаноТехЦентр», г. Там-
бов). Диапазон исследуемых концентраций подби-
рался на основе анализа нетоксических и токсиче-
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ских концентраций по результатам других иссле-
дований, а также включал концентрации, соот-
ветствующие реальным производственным экс-
позициям [16]. Оценка целостности плазматиче-
ской мембраны проводилась путём исследования 
высвобождения фермента лактатдегидрогеназы 
(ЛДГ) с помощью набора LDH Assay Kit (Аbcam, 
UK) в культуральной среде клеток, подвергших-
ся воздействию УНТ в течение 72 ч. В экспери-
менте использовались 4 концентрации исследуе-
мых УНТ (100, 50, 0.03 и 0,0006 мкг/мл). Клетки 
без воздействия УНТ использовали в качестве 
отрицательного контроля, а клетки, подвергши-
еся воздействию 1% Triton X-100, – в качестве 
положительного контроля цитотоксичности.  
В каждую лунку добавляли 50 мкл образца (2 мкл 
супернатанта, разведенного буфером до нужного 
объема) и 50 мкл реакционной смеси. Каждый об-
разец оценивали в 3 повторах. Оптическую плот-
ность определяли на фотометрическом планшет-
ном ридере Multiskan (Thermo Fisher Scientific, 
США) при указанной в инструкции длине волны 
(450 нм). Измерение проводили каждые 10 мин  
в течение 1 ч. Активность фермента ЛДГ рассчи-
тывали по изменению количества восстановлен-
ного никотинамидадениндинуклеотида (НАДН) 
между 20 и 50 мин. Уровень цитотоксичности  
(в %) определяли по изменению активности ЛДГ 
в образцах и рассчитывали с учётом результатов 
для положительного и отрицательного контроля 
с помощью приведённого уравнения (1):

Цитотоксичность (%) = 

=
 ЛДГсреднее (клетки под воздействием УНТ) – ЛДГсреднее (отрицательный контроль) • 100.

ЛДГсреднее (позитивный контроль) – ЛДГсреднее (отрицательный контроль)

Полученные данные обрабатывали с помощью 
программного обеспечения Microsoft Excel 2016 
и R [17]. Различия считали статистически значи-
мыми при уровне значимости p < 0,05. 

Результаты
3D-модели монокультур и совместной культу-

ры выбранных клеток дыхательной системы 
человека представляли собой компактные сфе-
роиды, сохраняющие свою морфологию и жиз-
неспособность на протяжении всего периода ин-
кубирования.

В трёхмерной модели клеток бронхиально-
го эпителия BEAS-2B значимое повышение ак-
тивности лактатдегидрогеназы по сравнению с 
контролем было зафиксировано при воздействии 
МУНТ и ОУНТ во всем диапазоне концентра-

ций 0,0006-100 мкг/мл, включающем концен-
трации, соответствующие производственным 
экспозициям – 0,0006 и 0,03 мкг/мл (рис. 2, а). 
Ранее в наших публикациях были показаны ре-
зультаты оценки активности ЛДГ в монослойной 
культуре клеток BEAS-2B на тех же концентра-
циях с аналогичным временем экспозиции [18]: 
в 2D-культуре клеток бронхиального эпителия 
повышение ЛДГ было продемонстрировано при 
воздействии неочищенных ОУНТ и МУНТ толь-
ко в концентрации 100 мкг/мл, а неочищенных 
ОУНТ – в концентрациях 50 и 100 мкг/мл. Таким 
образом, сфероиды клеток бронхиального эпи-
телия оказались более чувствительными к воз-
действию УНТ по сравнению с монослойными 
культурами.

Для сфероидов фибробластов MRC5-SV40 по-
вышение уровня ЛДГ показано при воздействии 
очищенных и неочищенных ОУНТ на всех иссле-
дуемых концентрациях, однако для МУНТ цито-
токсические эффекты отмечены только начиная 
с высокой концентрации, равной 100 мкг/мл 
(рис. 2, б). При этом в монослойной 2D-культуре 
фибробластов MRC5-SV40 значимое увеличение 
ЛДГ было получено на всех исследуемых кон-
центрациях ОУНТ и МУНТ (0,0006–100 мкг/мл). 
Таким образом, при изучении цитотоксических 
эффектов ОУНТ 2D- и 3D-модели фибробластов 
показали сопоставимые результаты. Для МУНТ 
цитотоксические эффекты в трехмерной модели 
проявились на значительно более высоких кон-
центрациях по сравнению с монослойной культу-
рой клеток, что может быть связано с различиями 
в проникновении и накоплении МУНТ в зависи-
мости от пространственной организации клеток.

В совместной трехмерной культуре клеток 
BEAS-2B и MRC5-SV40 УНТ демонстрирова-
ли существенно более низкую цитотоксичность  
в сравнении с экспериментами на 3D-моно-
культурах: повышение активности ЛДГ было от-
мечено для МУНТ и неочищенных ОУНТ толь-
ко в концентрации 100 мкг/мл (рис. 2, в). Можно 
предположить, что взаимодействие эпителиаль-
ных и стромальных клеток и их обмен сигналами 
ведет к формированию наиболее приближенного 
к нативной ткани микроокружения и включения 
защитных механизмов при воздействии УНТ. Эта 
закономерность не наблюдалась в случае очи-
щенных ОУНТ, что может быть связано с разме-
рами агломератов или другими механизмами ре-
ализации цитотоксичности, что требует дальней-
шего исследования.

(1)
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Обсуждение
Полученные результаты демонстрируют су-

щественное влияние пространственной архи-
тектуры и морфологии, а также состава клеточ-
ных моделей на реализацию цитотоксических 
эффектов при воздействии углеродных нано-
материалов. При этом настоящее исследование 
было ограничено использованием одного типа 
теста на цитотоксичность, тогда как примене-
ние дополнительных тестов может подтвердить 
полученные результаты и углубить сложившееся 
понимание. Культивирование клеток в двумер-
ных или трехмерных условиях может определять 
особенности захвата и депонирования ими УНТ, 
а также включение различных сигнальных путей 
в ответ на токсическое воздействие. Существует 
необходимость изучения механизмов токсич-
ности, задействованных в клетках в зависимо-
сти от условий культивирования (монослойное, 
трехмерное с одним типом клеток, трехмерное 
совместное). 

Ограничения исследования. Настоящее иссле-
дование было ограничено использованием одно-
го типа теста на цитотоксичность при изучении 
влияния УНТ на клетки дыхательной системы.

Заключение
Разработан способ трехмерного культивирова-

ния монокультур и совместной культуры клеток 
бронхиального эпителия и фибробластов легких 
человека для моделирования взаимодействия 
эпителиальных и стромальных клеток нижних 
дыхательных путей. Принципы культивирования 
трехмерных клеточных моделей для оценки ток-
сичности углеродных наноматериалов могут быть 
использованы для решения других задач с учетом 
клеток-мишеней и особенностей изучаемых ма-
териалов.

Результаты данного исследования свидетель-
ствуют о том, что традиционные 2D- клеточные 
модели могут демонстрировать заниженные 
или завышенные оценки токсичности матери-
алов. Усовершенствованные 3D-модели in vitro, 
приближенные по своим свойствам и морфо-
логии к нативной ткани, обладают большей  
надежностью при определении токсических 
доз и мишеней. Такие модели можно рекомен-
довать для использования с другими методами  
оценки токсичности материалов, включая гено-
токсичность. 

Рис. 2. Цитотоксическая активность исследуемых матери-
алов (по данным ЛДГ-теста) после 72-часовой экспозиции в 
отношении сфероидов: а – клетки бронхиального эпителия 
BEAS-2B; б – фибробласты лёгких MRC5-SV40; в – совмест-
ная культура клеток BEAS-2B и MRC5-SV40. *p < 0,05 по 
сравнению с контролем.
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Рис. 1. Схематичное изображение монослойной культуры клеток и трёхмерной сфероидной модели монокультуры  
и совместной культуры клеток.

Fig. 1. Schematic representation of monolayer cell culture and 3D spheroid model of monoculture and co-culture of cells.
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