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Представлен обзор, посвященный культивированию клеток, выделенных из эндометрия, в 3D-моделях.
Описаны различные методики 3D-культивирования клеток эндометрия, представлены их характеристи-
ки, а также применение 3D-культур в сфере биомедицинских исследований. Рассматриваются возможно-
сти использования 3D-культур для изучения патогенеза и разработки методов терапии таких заболеваний,
как рак эндометрия и эндометриоз, анализируются результаты исследований, связанные с децидуализа-
цией эндометрия и имплантацией бластоцисты в 3D-системах.
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До недавнего времени большинство исследова-
ний на клеточных культурах эндометрия человека
проводили в монослое клеток, т.е. в двухмерной
(2D) модели. В Российской Федерации клеточная
культура эндометриальных мезенхимных стволовых
клеток впервые была получена из менструальной
крови в 2008 году в Национальном медицинском ис-
следовательском центре акушерства, гинекологии и
перинатологии им. В.И. Кулакова совместно c Ин-
ститутом молекулярной биологии им. В.А. Энгель-
гардта РАН (Мусина и др., 2008), а в 2012 г. эндомет-
риальные клеточные линии были получены из биоп-
татов эндометрия пациенток НИИ акушерства,
гинекологии и репродуктологии им. Д.О. Отта (Ай-
ламазян и др., 2012). Клеточные культуры эндомет-
рия рассматривается как перспективный источник
стволовых клеток для регенеративной медицины, а

также в качестве клеточной модели для изучения ре-
продуктивной функции человека, тестирования но-
вых аналогов женских половых стероидных гормо-
нов и персонализированной терапии гинекологиче-
ских заболеваний (Земелько и др., 2011; Домнина и др.,
2013; Петросян и др., 2017, 2019).

С развитием клеточных технологий появилась
возможность трехмерного культивирования (3D).
Растущие в 2D-условиях клетки обычно более плос-
кие и вытянутые по сравнению с клетками организ-
ма и трехмерных культур. Установлено, что в 2D- и
3D-культурах профили экспрессии генов (особенно
вовлеченных в регуляцию пролиферации, дифферен-
цировки и апоптоза) различаются (Edmondson et al.,
2014).

3D-модель характеризуется естественным ростом
клеток в трехмерном измерении, при котором сохра-
няются межклеточные взаимодействия, контакты с
внеклеточным матриксом и микросредой. Для эпи-
телиальных клеток эндометрия трехмерное окруже-
ние имеет большое значение, так как характерная
для них полярность создается благодаря специфиче-

Принятые сокращения: СКЭ – стромальные клетки эндомет-
рия; ХГЧ – хорионический гонадотропин человека; ЭКЛ –
эндометриальные клеточные линии; ЭКО – экстракорпораль-
ное оплодотворение; ЭКЭ – эпителиальные клетки эндомет-
рия; эМСК – мезенхимные стволовые клетки эндометрия.
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ским межклеточным контактам и поддерживается за
счет взаимодействия с базальной мембраной и вне-
клеточным матриксом. 3D-культуры на основе кле-
ток эндометрия могут использоваться для изучения
взаимодействия с патогенными бактериями, для мо-
делирования эндометриоза, воздействия лекар-
ственных препаратов на эндометриальные клетки,
моделирования процессов децидуализации и им-
плантации.

Представленный обзор на примере клеток эндо-
метрия рассматривает основные принципы созда-
ния 3D-моделей, их отличия от 2D-культур, а также
показывает широкие возможности использования
3D-моделей в биомедицинских исследованиях, на-
правленных на изучение проблем репродукции че-
ловека.

МЕТОДОЛОГИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ 
ПОЛУЧЕНИЯ 3D-КУЛЬТУР ЭНДОМЕТРИЯ

В отличие от гомогенных 2D-моделей, создание
3D-моделей является более сложным и трудоемким
процессом. Применение 3D-модельных систем поз-
воляет исследовать ряд процессов, изучение кото-
рых было возможно лишь на живых организмах, в
первую очередь на экспериментальных животных.

К определенным недостаткам 3D-культуры сле-
дует отнести длительное время формирования такой
структуры (20–30 сут), трудоемкость процесса и не-
высокую производительность, а также сложность
визуализации клеток внутри модельной системы и
применения нерутинных методических приемов,
которые необходимы для исследования морфологии
клеток, приготовления гистологических препаратов
и их окрашивания. С последней проблемой можно
справиться, используя конфокальную лазерную ска-
нирующую флуоресцентную микроскопию, которая
позволяет анализировать клетки в трехмерных усло-
виях (Дурнова и др., 2014).

Для создания 3D-клеточной системы, помимо
клеток, необходимо подобрать носитель (внеклеточ-
ный матрикс, скаффолд) к которому клетки при-
крепляются, или в который будут погружены. Этот
носитель должен имитировать естественные усло-
вия для клеток. В качестве внеклеточного матрикса
можно использовать различные материалы, как на-
туральные (коллаген, фибрин, гиалуроновую кисло-
ту, хитозан, алгинат), так и синтетические (полиэти-
ленгликоль, поливиниловый спирт) (Мингалеева и др.,
2013). Натуральные матриксы обладают необходи-
мой биоактивностью, но их нельзя стандартизиро-
вать и сложно определить их биологическое влияние
на клеточную культуру. Синтетические матриксы, с
одной стороны, обладают нейтральным составом, что
дает возможность стандартизировать параметры
культивирования. С другой стороны, они не позволя-
ют клеткам реализовать межклеточное взаимодей-

ствие в связи с отсутствием внеклеточных сигналь-
ных молекул.

Чаще всего предпочтение отдают биоматриксу
Матригелю – препарату, выделенному из базальной
мембраны клеток саркомы мыши линии Engelbreth−
Holm−Swarm (EHS), содержащий различные компо-
ненты внеклеточного матрикса (ламинин, коллаген
IV типа, энтактин, гепарансульфат-протеогликан)
(Kibbey, 1994). В зависимости от цели эксперимента,
возможно использование двух типов Матригеля –
включающих факторы роста (basement membrane
matrix) или без них (growth factors reduced matrigel).
Например, при исследовании влияния вводимого
компонента необходимо использовать Матригель
без факторов роста, чтобы исключить их совместное
воздействие (Семина и др., 2016).

3D-культуры, содержащие как стромальные
клетки эндометрия (СКЭ), так и эпителиальные
клетки эндометрия (ЭКЭ) начали получать в конце
90-х гг. XX в. Обобщенный протокол получения 3D-
культуры выглядит следующим образом. Клетки вы-
деляют из биопсии эндометрия здоровых женщин (с
регулярным менструальным циклом), полученной в
периоды ранней и средней пролиферативной фазы
цикла. Клетки получают методом ферментативной
диссоциации измельченных кусочков ткани c после-
дующей фильтрацией. Затем СКЭ помещают в мат-
рикс (бычий коллаген (Bentin-Ley et al., 1994) или фиб-
рин из плазмы крови человека с агарозой (Wang et al.,
2012), дают матриксу застыть и высеивают на него эпи-
телиальные железы целиком (Bentin-Ley et al., 1994)
или ЭКЭ, полученные также с помощью фермента-
тивной диссоциации (Wang et al., 2012). Культивиро-
вание проводят на вставках в планшете в среде с сы-
вороткой животных или в бессывороточной среде с
добавлением факторов роста, инсулина и трансфер-
рина.

На трехмерной модели было установлено (Yang et al.,
2002), что ЭКЭ иммунопозитивны к следующим ан-
тителам: цитокератину, интегрину (α1, α4 и β3),
циклооксигеназе (COX-1 и COX-2), матриксной ме-
таллопротеиназе (1, 2, 3 и 9), тканевому ингибитору
металлопротеиназ (TIMP-1 и TIMP-2). Этот же факт
справедлив для ЭКЭ in vivo (Yang et al., 2002). В неко-
торых СКЭ также были идентифицированы инте-
грины, циклооксигеназы и матриксные металло-
протеиназы.

Кроме нормального эндометрия, для создания
3D-моделей можно использовать эндометрий из эн-
дометриоидных гетеротопий, что позволяет изучить
патогенез этого заболевания в условиях, прибли-
женных к in vivo. В одной из работ были выделены и
культивированы ЭКЭ от 34-летней пациентки с ди-
агнозом эндометриоз яичников и от пациентки с пе-
ритонеальным эндометриозом (Brueggmann et al.,
2014). В этой работе авторы покрывали поверхность
чашек Петри 1.5%-ным гидрофильным веществом
полигидроксиэтилметакрилатом (polyHEMA; Sig-
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ma, США), которое препятствует клеточной адгезии
к подложке, поэтому сфероиды – клеточные агрега-
ты эпителиальных клеток – формировались само-
стоятельно. При анализе экспрессии генов, связан-
ных с эндометриозом, обнаружили, что в условиях
3D-культивирования первичные клеточные линии
ЭКЭ, полученные от пациенток с эндометриозом,
отличаются от монослойных культур и более точно
имитируют молекулярные и гистологические осо-
бенности эндометриоидных гетеротопий.

Для создания 3D-моделей эндометрия использу-
ются не только первичные клеточные линии, но так-
же перевиваемые линии опухолевых клеток. Так, для
изучения взаимодействия эпителия матки с коммен-
сальными и патогенными бактериями влагалища
(Lactobacillus crispatus, Gardnerella vaginalis, Neisseria
gonorrhoeae) использовали линию клеток высоко-
дифференцированной аденокарциномы эндомет-
рия человека HEC-1A (Łaniewski et al., 2017). Авторы
выращивали клетки HEC-1A на покрытых коллаге-
ном пористых микроносителях (Cytodex-3) в систе-
ме вращающейся клеточной культуры (RWV; биоре-
актор Synthecon). В начале ЭКЭ выращивали в виде
монослоя во флаконе, затем клетки снимали с под-
ложки и клеточную суспензию смешивали с микро-
носителями и переносили в биореактор. Через 21 сут
ЭКЭ полностью покрывали микроносители.

Исследование морфологической характеристики
трехмерных культур выполняли с помощью скани-
рующей и трансмиссионной электронной микро-
скопии. Было установлено, что клетки HEC-1A в
3D-культуре росли как один слой и по морфологиче-
ским характеристикам напоминали клетки эндомет-
рия в ранней пролиферативной фазе менструально-
го цикла. Клетки имели выпуклую апикальную фор-
му с варьирующим количеством пиноподий. Кроме
того, ЭКЭ, выращенные в 3D-системах, имели де-
смосомы и активно секретировали муцины, что ха-
рактерно для ткани in vivo. Экспериментально пока-
зано, что в ответ на заражение патогенными бакте-
риями Neisseria gonorrhoeae ЭКЭ в 3D-культуре
выделяют провоспалительные цитокины и хемоки-
ны (Łaniewski et al., 2017).

При образовании железы между эпителиальными
клетками возникает центральный просвет. С помо-
щью 3D-модели было показано, что сигнальный
путь ERK/MAPK играет важную роль в формирова-
нии этого просвета (Eritja et al., 2012). Авторы этой
работы обнаружили, что добавление глюкокортико-
идов вызывает образование нескольких просветов в
одной железе. Так как глюкокортикоиды угнетают
высвобождение цитокинов, в 3D-модели культиви-
рования было проведено исследование влияния
провоспалительных цитокинов интерлейкина-1α
(IL1α) и фактора некроза опухоли-α (TNFα) на по-
лярность эпителиальных клеток и просвет желез.
Была определена новая функция для цитокинов
IL1α и TNFα, а именно участие в образовании и

поддержании единственного центрального просве-
та, при этом показано, что эффект цитокинов регу-
лируется сигнальным путем ERK/MAPK; кроме то-
го, показано, что эстрогеновый рецептор участвует в
регуляции их экспрессии (Eritja et al., 2012).

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ 3D-КУЛЬТУРЫ 
ЭНДОМЕТРИЯ В БИОМЕДИЦИНСКИХ ЦЕЛЯХ

Менструальный цикл встречается только у чело-
века и некоторых видов высших приматов, что огра-
ничивает использование моделей грызунов для изу-
чения физиологических и фармакологических ас-
пектов биологии эндометрия и ставит вопрос о
необходимости разработки систем in vitro. Эпители-
альные и стромальные клетки могут быть легко вы-
делены из биоптатов ткани эндометрия и переведе-
ны в культуру.

В ряде исследований было показано, что в условиях
2D-культивирования эндометриальные клеточные ли-
нии (ЭКЛ) человека, полученные из первичных стро-
мальных клеток, под действием различных индукторов
способны к децидуализации (Irwin et al., 1989; Tang,
Gurpide, 1993; Kuroda et al., 2013; Sugawara et al.,
2014). Было разработано множество протоколов для
индуцирования децидуализации, в том числе с по-
мощью воздействия экзогенных аналогов цАМФ,
комбинации эстрадиола и прогестерона, а также его
аналогов, хорионического гонадотропина человека
(ХГЧ) и других индукторов (Gellersen, Brosens, 2014).

В исследованиях группы австралийских ученых
под руководством Okada (Okada et al., 2005) мезен-
химные стволовые клетки эндометрия (эМСК)
культивировали в монослое под воздействием эстра-
диола и прогестерона в течение 12 сут, в результате
чего клетки изменяли свою морфологию и демон-
стрировали увеличение экспрессии децидуальных
маркеров – пролактина и протеина-1, связывающе-
го инсулиноподобный фактор роста (IGFBP-1).
Увеличение экспрессии цАМФ было обнаружено при
культивировании эндометрия с релаксином, корти-
котропин-рилизинг-фактором или простагландином
E2, которые вызывали накопление внутриклеточного
цАМФ (Kajihara et al., 2013). Децидуализацию эМСК
также возможно стимулировать in vitro в течение ко-
роткого временного интервала (3 сут) путем актива-
ции цАМФ-пути, зависимого от протеинкиназы А
(Земелько и др., 2011). В этом случае уровни экс-
прессии пролактина и IGFBP-1 возрастают гораздо
больше, чем при культивировании с половыми сте-
роидными гормонами. Тем не менее, некоторые ис-
следования показали, что часть генов в ЭКЛ специ-
фически активируются прогестероном, но не цАМФ
(Shindoh et al., 2014). Идентификация экспрессии ге-
нов в ЭКЛ, которые индуцируются специфически-
ми гормонами, дает представление о молекулярных
событиях, лежащих в основе их разнообразных и
тканеспецифичных действий.
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Таким образом, ЭКЛ показали себя как отличная
in vitro модель для изучения изменения экспрессии
белков-маркеров децидуализации, важных для ре-
продуктивной функции эндометрия. Трансформи-
рованные в условиях in vitro эМСК дали представле-
ния об экспрессии таких белков как Hox-A10,
FOXO1, Hand2 и других (Pawar et al., 2014). Так, на-
пример, в недавних сообщениях упоминалось об
увеличении экспрессии РНК-мессенджера Hand2 в
зависимости от времени культивирования и концен-
трации прогестинов в процессе децидуализации
ЭКЛ человека (Li et al., 2011). В другом эксперименте
было показано, что небольшое интерферирующее
РНК-опосредованное отключение экспрессии Hand2
в ЭКЛ во время прогестин-индуцированной децидуа-
лизации ослабляет клеточную дифференциацию, сни-
жает секрецию специфических факторов децидуализа-
ции, включая пролактин и фибулин-1, а также экс-
прессию ядерного белка FOXO1 (Okada et al., 2018).

Моделирование и изучение процесса децидуали-
зации на монослойных культурах эндометрия было
информативно. Оно позволило выявить сигнальные
пути (цепь молекул, ведущих к факторам транскрип-
ции) в ответ на действие гормонов, факторов роста и
цитокинов, индуцирующих децидуализацию. Одна-
ко такие модели не могут быть использованы для
изучения сложных межклеточных взаимодействий
или тканевого ремоделирования и инвазии. Для этих
целей были разработаны и использовались наиболее
приближенные к реальной физиологии 3D-модели
(Kim et al., 2005; Sengupta et al., 2008; Meng et al.,
2009; Wang et al., 2013). С их помощью удобно имити-
ровать секреторную и менструальную фазы цикла. В
них можно наблюдать более тонкие морфологиче-
ские изменения, а также экспрессию децидуальных
и ангиогенных белков. Такие модели могут быть ис-
пользованы для изучения и выбора терапии синдрома
Ашермана, восстановления дефектов после удалений
лейомиомы, а также являются полезным инструмен-
том для изучения восприимчивости трофобласта и
имплантации бластоцисты (Schutte, Taylor, 2012).

Для исследований, связанных с патогенезом рака
эндометрия, 3D-культивирование дает более эф-
фективную рабочую площадку, чем 2D-культивиро-
вание. Трехмерная модель с первичными клетками
эндометрия мыши, состоящая из бессывороточной
среды (DMEM/F12) и 3%-ного Матригеля, включа-
ющая инсулин и эпидермальный фактор роста, поз-
волила воссоздать железы в модельной ткани, ана-
логичные железам in vivo (один слой ЭКЭ, имеющих
клеточную полярность, с просветом внутри), по-
скольку данная модель способна поддерживать ха-
рактерную апико-базальную клеточную полярность
и межклеточную адгезию (Eritja et al., 2010).

Для того, чтобы подтвердить эффективность сво-
ей 3D-модели для изучения канцерогенеза эндомет-
рия, в одной из работ авторы (Eritja et al., 2010) ис-
следовали, как влияет подавлениe генов CDH1 и

PTEN на образование желез в тканевой модели. Вы-
бор генов был связан с тем, что при канцерогенезе
эндометрия часто наблюдается ингибирование экс-
прессии гена CDH1, отвечающего за образование
белка Е-кадгерина, определяющего межклеточные
контакты, и гена PTEN, продуктом которого являет-
ся фосфатаза, регулирующая деление клеток. Для
подавления генов использовали лентивирусы, несу-
щие шпилечные РНК (E-cadherin-shRNA, PTEN-
shRNA). При ингибировании экспрессии гена CDH1
железы в модельной ткани сформироваться не смог-
ли. Подавление гена PTEN увеличивало образование
белка циклина D1, что вызывало пролиферацию
клеток в железах. Также было показано, что рост же-
лез находится в зависимости от сигнального ки-
назного пути PI3K/Akt, регулируемого белком
PTEN, который инактивирует передачу сигнала
(Eritja et al., 2010).

Аналогичную 3D-модель использовали при ис-
следовании поглощения аминокислоты глутамина
раковыми клетками эндометрия (Marshall et al.,
2017). В раковых клетках эндометрия обнаружена
высокая экспрессия фермента ASCT2, который свя-
зан с переносом глутамина внутрь клетки. При инги-
бировании этого фермента, происходит подавление
роста опухолевых клеток, что говорит о возможности
лечения рака эндометрия фармакологическими аген-
тами, направленными на исключение проникновения
этой аминокислоты в раковые клетки.

Существует острая необходимость в разработке и
оптимизации экспериментальных моделей для изу-
чения имплантации у человека. Целью таких иссле-
дований явилось создание 3D-культуральной систе-
мы, похожей на эндометрий человека, и изучение
механизмов прикрепления сфероидных клеток тро-
фобласта к клеткам культуры. Основным отличием
от описываемых ранее 3D-моделей являлось ис-
пользование в качестве матрикса плазмы человека.
Иммуноферментный анализ показал, что прикреплeн-
ные к клеткам культуры сфероиды секретируют ХГЧ,
при этом количество секрета было прямо пропорцио-
нально размеру клетки трофобласта (Wang et al., 2012).
Помимо ХГЧ сфероиды Jar секретируют 17β-эстра-
диол (Е2) и прогестерон (P4), что говорит о их фи-
зиологической активности. С увеличением времени
культивирования увеличивалось и количество сек-
ретируемых гормонов (Wang et al., 2013).

3D-культивирование может помочь прояснить
механизмы главных этапов имплантации эмбриона:
оппозиции, адгезии и инвазии в строму. Была пред-
ложена 3D-матрица на основе Матригеля, в которую
помещали эмбрионы макак-резусов (Macaca mulatta)
(Chang et al., 2018). В своем эксперименте эти авторы
наблюдали хэтчинг эмбрионов, их рост, миграцию
трофобластов во внеклеточную среду, секрецию
прогестерона и хорионического гонадотропина и
другую активность. Предложенная 3D-система поз-
воляет добавлять к Матригелю различные компо-
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ненты, иммунные клетки или факторы роста, что да-
ет возможность оценивать влияние этих веществ.

3D-культуры эндометрия также могут использо-
ваться для исследования и поиска новых фармако-
логических агентов. Так, было изучено влияние ве-
щества наркотина (narcotine) на эктопический эндо-
метрий у пациентов с эндометриозом и на
нормальный эндометрий, полученный от здоровых
фертильных женщин (Khazaeia et al., 2019). Этот пре-
парат является природным растительным алкалои-
дом, выделенным из Мака снотворного (Papaver som-
niferum). Для создания 3D-структуры использовали
фибриновый гель, состоящий из фибриногена и
тромбина. Развитие роста клеток оценивали визу-
ально. При действии высоких дозировок наркотина
(100–200 мкМ) наблюдали почти полное подавление
роста как эктопических, так и нормальных клеток
эндометрия. Таким образом, наркотин проявил себя
как препарат, который возможно использовать для
лечения эндометриоза (Khazaeia et al., 2019).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Методы 3D-культирования клеток эндометрия

более детально позволяют представить процессы,
протекающие in vivo, что значительно расширяет
возможности поиска решений для различных при-
кладных клинических задач, в том числе направлен-
ных на оптимизацию лечения гинекологических за-
болеваний – опухолей эндометрия, эндометриоза,
инфекционной патологии, а также на изучение ме-
ханизмов имплантации эмбриона, которые являют-
ся ключевыми для успеха процедуры ЭКО.
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The review presented the information about cultivating of cells isolated from endometrial tissue in 3D models. Var-
ious methods of 3D-cultivation of endometrial cells are described, their characteristics are presented, as well as ap-
plication of 3D-cultures in the field of biomedical research. Possibilities of using 3D cultures to study pathogenesis
and develop methods of therapy of diseases such as endometrial cancer and endometriosis are considered, research
results related to endometrial decidualization and blastocyst implantation in 3D systems are analyzed.
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