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3D-МОДЕЛИРОВАНИЕ КЛЕТОК ДЫХАТЕЛЬНОЙ СИСТЕМЫ ЧЕЛОВЕКА 
ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ ПРООКСИДАНТНЫХ, ПРОАПОПТОТИЧЕСКИХ 
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При оценке токсичности широкое распространение получила концепция “3Rs”, или концепция
“меньше животных–меньше болезненных процедур–применение альтернативных методов”. Кле-
точные 3D-модели являются дальнейшим развитием традиционных двумерных моделей. Разрабо-
таны клеточные 3D-модели дыхательной системы человека, состоящие из клеток бронхиального
эпителия BEAS-2B и фибробластов легких MRC5-SV40. Результаты исследования токсичности уг-
леродных нанотрубок (УНТ) на разработанных 3D-моделях продемонстрировали отсутствие про-
апоптотических и профиброгенных эффектов на концентрациях, соответствующих референтному
уровню воздействия. Однако начиная с концентрации УНТ 20 мкг/мл, значительно превышающей
концентрации, соответствующие референтному уровню воздействия, в клеточных моделях обнару-
жены признаки окислительного стресса. 3D-сокультуры демонстрировали меньшую чувствитель-
ность к УНТ по сравнению с 3D-монокультурами. Клеточные 3D-модели могут быть рекомендова-
ны в качестве более объективного скринингового метода для оценки токсичности УНТ при перехо-
де от традиционных экспериментов in vitro к исследованиям in vivo.
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ВВЕДЕНИЕ
Внедрение наноматериалов в различные от-

расли промышленности и медицины представля-
ет собой актуальную и перспективную задачу, од-
нако для обеспечения успешного и безопасного
использования необходимо проводить всесто-
роннюю оценку воздействия на окружающую
среду и здоровье человека. Углеродные нанотруб-
ки (УНТ), обладающие уникальными физико-хи-
мическими свойствами, являются объектом повы-
шенного интереса исследователей и индустрии. Эти
материалы имеют хорошие перспективы для при-
менения в различных областях, включая производ-
ство композитных материалов, строительство,
электронику и нанобиотехнологии [1–3]. Одна из
ключевых проблем гигиенического сопровождения
производственных процессов, связанных с синте-
зом и применением УНТ, – возможное токсиче-
ское воздействие на клетки дыхательной системы,
так как ингаляционный путь поступления в данных
обстоятельствах является основным.

Современные стандарты тестирования нано-
частиц (НЧ) для оценки острой и хронической
токсичности и потенциальной опасности для че-

ловека основаны на исследованиях in vivo, требу-
ющих значительных ресурсов и позволяющих
провести лишь ограниченное количество иссле-
дований за единицу времени. В настоящее время
при оценке токсичности широкое распростране-
ние получила концепция “3Rs” (Refinement, Re-
duction and Replacement), или концепция “мень-
ше животных–меньше болезненных процедур–
применение альтернативных методов” [4], пред-
полагающая применение культур клеток [5, 6].
Результаты, полученные с использованием 2D-
систем in vitro, имеют ограничения при экстрапо-
ляции на условия in vivo. Клеточные 3D-модели
являются развитием 2D-моделей, обладая рядом
существенных преимуществ.

В [7–13] утверждалось, что по сравнению с
обычными 2D-системами моделирования и in vi-
vo-моделями на животных 3D-платформы in vitro
более точно воспроизводят физиологию человека
и могут рассматриваться в качестве перспектив-
ной эффективной стратегии в многоуровневой
системе тестирования токсичности наноматериа-
лов [4, 14–16]. Системы 3D-культивирования бо-
лее близки к архитектурным и функциональным
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свойствам тканей in vivo. В них клетки подверга-
ются воздействию различных концентраций пи-
тательных веществ, факторов роста, кислорода
или цитотоксических агентов в зависимости от
локализации и коммуникации клеток. 3D-архи-
тектура, особенно при сокультивировании раз-
ных типов клеток, изменяет физиологические,
биохимические и биомеханические свойства кле-
точной системы, что может влиять на рост и вы-
живание клеток, дифференцировку и морфоге-
нез, миграцию клеток, свойства эпителиально-
мезенхимального перехода, механические реак-
ции и резистентность к терапии [7–13].

Разработка и тестирование 3D-моделей дыха-
тельных путей человека, восполняющих пробел
между традиционными клеточными культурами
in vitro и лабораторными животными, развивают-
ся с начала 2000-х гг. [7–9, 14]. В ранних протоко-
лах для создания клеточных моно- и 3D-сокуль-
тур использовались дендритные клетки, макро-
фаги и эпителиальные клетки дыхательных путей
человека. Коммерческая 3D-культура EpiAirwayTM

(MatTek Corporation, США) состоит из клеток
бронхиального эпителия и фибробластов челове-
ка [17], другая коммерческая система MucilAirTM

(Epithelix Sàrl, Швейцария) разработана на осно-
ве первичных бронхиальных клеток и имеет вари-
ации сокультур с фибробластами и макрофагами
[18]. Обе коммерческие модели дыхательных пу-
тей культивируются на разделе границ воздух–
жидкость. Также известен ряд более современных
лабораторных (“in home”) 3D-систем [15, 16, 19].

В последнее десятилетие клеточные 3D-моде-
ли стали тестироваться и для изучения токсиче-
ских свойств углеродсодержащих наноматериа-
лов. В [20] использовали сокультуру бронхиаль-
ных эпителиальных клеток человека 16HBE14o-,
макрофагов и дендритных клеток, полученных из
моноцитов крови человека, для оценки токсиче-
ских эффектов одностенных и многостенных уг-
леродных нанотрубок (ОУНТ, МУНТ). В [21] для
изучения токсичности МУНТ применяли сов-
местную культуру клеток человека, состоявшую
из клеток альвеолярного эпителия легких А549 в
сочетании с дендритными клетками и макрофа-
гами, полученными из периферической крови че-
ловека. В [15] использовали 3D-монокультуру
фибробластов человека WI38-VA13, которую под-
вергали воздействию шести типов УНТ и кри-
сталлического диоксида кремния. В [16] получи-
ли 3D-модель ткани легких человека при сокуль-
тивировании легочных фибробластов IMR-90,
эпителиальных клеток BEAS-2B и дифференци-
рованных до макрофагов клеток TNP-1, на кото-
рой провели изучение токсичности сажи, МУНТ
и асбеста. Похожая модель, состоявшая из трех
клеточных линий человека – альвеолярных эпи-
телиальных клеток A549, фибробластов MRC5 и

дифференцированных до макрофагов клеток
THP-1, была разработана в [19] для изучения ток-
сичности двух типов МУНТ – MУНТ-7 (MITSUI
& CO., LTD, Япония) и Nanocyl-7000 (Nanocyl
SA, Бельгия).

Основными эффектами УНТ, которые тести-
ровались на клеточных 3D-моделях, были цито-
токсичность [14, 19–21], провоспалительные [16,
19, 21] и профибротические [15, 16, 19] реакции, в
некоторых случаях – окислительный стресс [20,
21]. В доступной нам литературе практически от-
сутствуют исследования по изучению на 3D-моде-
лях маркеров апоптоза как одного из факторов
инициации повреждения клеточной ДНК, а также
генотоксичности УНТ. В [22] отмечено, что в от-
личие от моделей кожи, достигших продвинутого
уровня валидации после более 10 лет исследова-
ний, изучение генотоксичности на основе 3D-мо-
делей дыхательных путей является многообещаю-
щим, но находится на ранней стадии разработки.

Цель настоящего исследования – разработка
3D-моделей клеток дыхательной системы челове-
ка для изучения прооксидантных, проапоптоти-
ческих и профиброгенных эффектов как потен-
циальных факторов инициации повреждения
клеточной ДНК при экспозиции трех типов УНТ
российского производства.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве клеточных линий для 3D-культиви-
рования были выбраны клетки бронхиального
эпителия BEAS-2B (Cell Applications, Inc., США)
и фибробласты легких человека MRC5-SV40
(клеточная культура предоставлена Б.В. Черня-
ком, НИИ ФХБ им. А.Н. Белозерского МГУ).

Клетки подвергали воздействию очищенных и
неочищенных от металлических примесей УНТ
российского производства: ОУНТ TUBALLTM

(группа-компания OCSiAl, г. Новосибирск) и
МУНТ Таунит-М (ООО “НаноТехЦентр”,
г. Тамбов). Исследуемые УНТ различались по
физико-химическим характеристикам. Два типа
ОУНТ TUBALL™ различались между собой на-
личием металлических включений: содержание
железа 14 ± 1% для неочищенных ОУНТ и менее 1%
у очищенных ОУНТ; в остальном физико-химиче-
ские свойства ОУНТ были схожи: длина >5 мкм,
средний диаметр ~1.6 ± 0.4 нм. У МУНТ длина со-
ставила >2 мкм, средний диаметр ~8–15 нм, со-
держание кобальта менее 5%. Суспензии УНТ
готовили по ранее описанному протоколу [23].
Исследовали четыре концентрации УНТ (50,
20, 0.03, 0.0006 мкг/мл), концентрация УНТ
0.0006 мкг/мл, выбранная для исследования, со-
ответствовала рекомендуемому референтному
уровню воздействия [24].
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Изучение механизмов генотоксичности угле-
родных нанотрубок проводили в трех 3D-моде-
лях: моноклеточной сфероидной 3D-модели кле-
ток бронхиального эпителия BEAS-2B, монокле-
точной сфероидной 3D-модели фибробластов
легких MRC5-SV40 и совместной сфероидной
3D-модели клеток бронхиального эпителия и
фибробластов легких BEAS-2B+MRC5-SV40.

Культивирование клеточных линий проводи-
ли в СО2-инкубаторе (LAMSYSTEMS ИЛМ-170,
Миасс, Россия) при стандартных условиях: 37°С,
5% CO2, постоянная влажность. Монослойные
клеточные культуры эпителиальных клеток и фиб-
робластов культивировали в чашках Петри с ис-
пользованием культуральной среды DMEM
(ПанЭко, Россия) с добавлением 10% эмбриональ-
ной телячьей сыворотки (BioSera, Франция) и гото-
вой смеси антибиотиков пенициллина (25000 ЕД) и
стрептомицина (25 000 мкг) (ПанЭко, Россия).
По достижении 80–90% конфлюэнтности кле-
точного монослоя на третьем–пятом пассаже
проводили пересев клеток; кондиционирован-
ную культуральную среду полностью отбирали
пипеткой, промывали чашку 4 мл фосфатно-со-
левого раствора Дульбекко (ПанЭко, Россия) и
трипсинизировали из расчета 1 мл раствора трип-
сина-ЭДТА 0.25% (ПанЭко, Россия) на чашку в
течение 3–5 мин при 37°С. Далее добавляли куль-
туральную среду для нейтрализации фермента-
тивной реакции трипсина-ЭДТА и проводили ав-
томатический подсчет жизнеспособных клеток
после окрашивания трипановым синим (Bio-Rad,
США) с использованием счетчика клеток (C100,
RWD Life Science, Китай). Для дальнейших экс-
периментов использовали образцы клеток с жиз-
неспособностью не менее 70%.

Для формирования клеточных 3D-культур
был выбран способ культивирования сфероидов с
применением планшетов с поверхностью с низ-
кой клеточной адгезией. Принцип формирова-
ния сфероидов основан на тенденции адгерент-
ных клеток к агрегации. Сфероиды культивиро-
вали с использованием 96-луночных планшетов с
круглым дном и поверхностью с низкоадгезион-
ными свойствами (Cell Floater, SPL Lifesciences,
Корея), культуральной среды DMEM с добавле-
нием 10% эмбриональной телячьей сыворотки.
96-луночные планшеты дают возможность про-
водить высокопроизводительный анализ, напри-
мер, с помощью планшетных ридеров, что позво-
ляет использовать способ для скрининговых ток-
сикологических тестов in vitro. Визуализировали
сфероиды с помощью конфокального лазерного
микроскопа Zeiss LSM 780 (Zeiss, Германия) и
окрашивания с использованием набора реакти-
вов “LIVE/DEAD™ BacLight™” (Thermo Fisher
Scientific, США), при этом живые клетки приоб-
рели зеленое, а мертвые – красное свечение.

В моноклеточных и совместной 3D-моделях,
подвергшихся воздействию всех типов исследуе-
мых УНТ в концентрации 0.0006 мкг/мл в тече-
ние 72 ч, оценивали уровень мРНК генов BAX,
BCL2, P53 и TGFB1. Предварительно все сферои-
ды из 96-луночного планшета собирали в цен-
трифужную пробирку, центрифугировали при
1000 об./мин в течение 3 мин, из полученного
осадка выделяли суммарную РНК с использова-
нием реагента TRIzolTM (Invitrogen, США). Хра-
нили полученные образцы мРНК при –20°C. Ка-
чество и количество выделенной РНК оценивали
спектрофотометрическим методом на приборе
Nanodrop Lite (ThermoFisher, США) с расчетом
соотношения оптических плотностей при длинах
волн 260 и 280 нм. Для дальнейшего анализа ис-
пользовали образцы, для которых соотношение
A260/A280 находилось в рекомендуемых пределах
1.8–2.2 [25]. Синтез кДНК проводили с использо-
ванием набора MMLV RT kit (Евроген, Россия)
согласно инструкции фирмы-производителя.
Уровень мРНК оценивали методом ПЦР в реаль-
ном времени.

В качестве референсного гена был выбран ген
GAPDH (прямой 5'-GACCACAGTCCATGCCAT-
CA-3', обратный 5'-CCCGGAGGAAGTCCAGT-
GTC-3'). Использовали последовательности оли-
гонуклеотидных праймеров для исследуемых ге-
нов, которые синтезировала компания “Евроген”
(Россия): BAX (прямой 5'- GGGTGGTTGC-
CCTTTTCTACT-3', обратный 5'-CCCGGAG-
GAAGTCCAGTGTC-3'), BCL2 (прямой 5'-ATG-
GGGTGAACTGGGGGATTG-3', обратный 5'-
TTCCGAATTTGTTTGGGGCAGGTC-3'), P53
(прямой 5'-GACGGTGACACGCTTCCCTGGATT-
3', 5'-GGGAACAAGAAGTGGAGAATGTCA-3'),
TGFB1 (прямой 5'-GCTGAGGTATCGCCAG-
GAAT-3', обратный 5'-TACCTGAACCCGT-
GTTGCTC-3'). Амплификацию кДНК проводили
с использованием готовой реакционной смеси
для ПЦР “5x qPCRmix-HS SYBR” (Евроген, Рос-
сия) и термоциклера CXF96 (BioRad, США) при
условиях первой денатурации – 96°C в течение 3
мин; далее 40 циклов, включающих в себя денату-
рацию при 96°C в течение 10 с, отжиг и визуали-
зацию согласно подобранным температурам от-
жига для каждого отдельного праймера – 56°C
для BAX, BCL2, P53, 55.5°C для TGFB1, 63°C для
GAPDH, и мелтинг для оценки пройденной реак-
ции. Каждый образец исследовали в трех повторах.
Расчет оценки уровня мРНК генов проводили ме-
тодом 2–∆∆Ct [26] относительно контроля для каж-
дой клеточной линии с использованием формулы

(1)

где ОУЭГ – относительный уровень экспрессии
гена , Ct – пороговый цикл, ИО – изучаемый об-
разец, КО – контрольный образец, ГИИО – ген

( ) ( )( )− − − −= ГИИО GAPDH ИО ГИКО GAPDH КООУЭГ 2 ,Сt Ct Ct Ct
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интереса изучаемого образца, ГИКО – ген инте-
реса контрольного образца, гены интереса – BAX,
BCL2, P53, TGFB1.

Для количественной оценки активных форм
кислорода (АФК) в образцах живых клеток ис-
пользовали набор для анализа АФК “DCFDA –
Cellular Reactive Oxygen Species Assay Kit” (Abcam,
Великобритания). Исследовали четыре концен-
трации УНТ (50, 20, 0.03, 0.0006 мкг/мл) в трех ти-
пах клеточных 3D-моделей после 72-часовой экс-
позиции. В соответствии с инструкцией произво-
дителя указанного выше аналитического набора
для проведения положительного контроля из рас-
твора трет-бутилгидропероксида в концентрации
55 ммоль получали раствор в концентрации
250 мкмоль и наслаивали на сфероиды в количе-
стве 100 мкл на лунку за 4 ч до измерения уровня
АФК. В качестве отрицательного контроля ис-
пользовали клетки без воздействия. Сфероиды
культивировали в 96-луночном планшете, перед
измерением уровня АФК наслаивали 100 мкл рас-
твора DCFDA в концентрации 50 мкмоль, инку-
бировали 40 мин при 37°C. Флуоресценцию изме-
ряли при 485/535 нм на микропланшетном риде-
ре Varioskan LUX (ThermoFisher Scientific,
Германия). Уровень окислительного стресса вы-
ражали в виде кратного увеличения относительно
отрицательного контроля.

Полученные данные обрабатывали с помощью
программы Microsoft Excel 2016 и пакета R [26].
Для оценки достоверности различий изучаемых
выборок применяли t-критерий Стьюдента. При
р < 0.05 различия считали статистически значи-
мыми, при p < 0.1 результат рассматривали как

тенденцию. Полученные результаты представле-
ны в виде среднего арифметического значения
± стандартное отклонение.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для разработки протокола культивирования
моноклеточных 3D-моделей клеток бронхиаль-
ного эпителия и фибробластов легких с подбором
подходящей засевной концентрации был прове-
ден ряд экспериментов, в ходе которых в лунку
планшета добавляли 100 мкл клеточной суспен-
зии в среде DMEM, содержащей 0.005 × 105, 0.01 ×
× 105, 0.02 × 105, 0.03 × 105, 0.04 × 105, 0.05 × 105

клеток на лунку (500, 1000, 2000, 3000, 4000,
5000 клеток на лунку). Оценивали время форми-
рования сфероидов, их морфологические свой-
ства, продолжительность их жизни до формиро-
вания некротического ядра. Одним из важных
условий культивирования сфероидных клеточ-
ных моделей является подбор засевной концен-
трации, при которой клетки смогут расти доста-
точно долго для проведения токсикологических
экспериментов in vitro без появления некротиче-
ского ядра из-за гипоксии и недостатка нутриен-
тов для клеток в центре сфероида. В связи с этим
изучали изменения морфологии сфероидов во
временном промежутке до 120 ч культивирова-
ния, что является достаточной продолжительно-
стью жизни клеточной модели, используемой для
токсикологических экспериментов, при условии
добавления изучаемых веществ на первый–вто-
рой день культивирования и анализа экспозиции
до 72 ч. При засевной концентрации 3000 клеток
на лунку клеточные культуры BEAS-2B и MRC5-
SV40 через 24 ч культивирования формируют по-
добные сфероиду скопления клеток, контакты
между которыми уплотняются уже к 48 ч (рис. 1, 2).

На следующем этапе была проведена разра-
ботка совместной 3D-культуры, состоящей из
двух клеточных линий BEAS-2B+MRC5-SV40.
Для первичного подбора засевной концентрации
были выбраны условия с учетом полученных при
разработке моноклеточных сфероидов результа-
тов: засевные концентрации – 0.02 × 105, 0.03 ×
× 105, 0.04 × 105, 0.05 × 105 клеток (2000, 3000,
4000, 5000 клеток на лунку) на 100 мкл культу-
ральной среды DMEM с добавлением 10% эмбри-
ональной телячьей сыворотки, соотношение кле-
ток BEAS-2B и MRC5-SV40 – 1 : 1, культивирова-
ние в инкубаторе при условиях 37°С, 5% CO2 и
постоянной влажности. Жизнеспособность сфе-
роидов оценивали по количеству живых и мерт-
вых клеток при дифференциальном окрашива-
нии с использованием конфокальной микроско-
пии через 72 ч культивирования. Результаты
показали, что засевная концентрация 5000 клеток
на лунку не подходит для поддержания жизне-

Рис. 1. Конфокальная микроскопия моноклеточного
сфероида BEAS-2B в засевной концентрации 3000 кле-
ток на лунку через 48 ч культивирования.

100 мкм
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способности клеток в совместной сфероидной
культуре. При меньшей засевной концентрации,
равной 2000 клеток на лунку, процент жизнеспо-
собных клеток оказался выше. По-видимому, из-
менение соотношения клеток бронхиального
эпителия и фибробластов в совместной культуре
может улучшить свойства сфероида. В следую-
щем эксперименте была выбрана засевная кон-
центрация в 3000 клеток на лунку и различные со-
отношения выбранных клеток BEAS-2B и MRC5-
SV40: 1 : 5, 1 : 2, 1 : 1, 2 : 1, 5 : 1 соответственно.
При преобладании в лунке клеток бронхиального
эпителия BEAS-2B по сравнению с фибробласта-
ми MRC5-SV40 наблюдали снижение жизнеспо-
собности клеток и образование некротического
ядра через 72 ч культивирования. Однако при из-
менении соотношения клеток в сторону преобла-
дания фибробластов MRC5-SV40 такой картины
не наблюдалось. При изменении соотношения
клеток BEAS-2B и MRC5-SV40 в сторону умень-
шения количества клеток бронхиального эпите-
лия в совместной сфероидной культуре картина
практически не менялась.

Таким образом, подходящими условиями для
культивирования сфероидов двух клеточных
культур BEAS-2B и MRC5-SV40 в 96-луночных
планшетах с поверхностью с низкоадгезионными
свойствами являются: засевная концентрация –
3000 клеток на 100 мкл культуральной среды
DMEM с добавлением 10% эмбриональной те-
лячьей сыворотки, соотношение клеток – 1 : 2
(1000 клеток BEAS-2B и 2000 клеток MRC5-SV40),
культивирование в инкубаторе при условиях

37°С, 5% CO2 и постоянной влажности (рис. 3).
При проведении токсикологических экспери-
ментов добавление изучаемых веществ или мате-
риалов может быть осуществлено на первый–
второй день культивирования со временем экспо-
зиции до 72 ч.

В 3D-монокультуре клеток бронхиального
эпителия BEAS-2B, подвергшихся воздействию
всех исследуемых УНТ, уровни экспрессии генов
P53 и BAX по сравнению с контролем не повыша-
лись (рис. 4, 5). При этом после экспозиции с
МУНТ в концентрации 0.0006 мкг/мл наблюда-
лось повышение экспрессии антиапоптотическо-
го гена BCL2 (рис. 6). В 3D-монокультуре легоч-
ных фибробластов MRC5-SV40, инкубированных
в течение 72 ч с 0.0006 мкг/мл очищенных ОУНТ,
относительный уровень экспрессии гена P53 был
статистически значимо выше, чем в контроле
(рис. 4), что можно рассматривать как развитие
проапоптотического эффекта при низких кон-
центрациях, соответствующих рекомендуемому
референтному уровню [28]; при этом экспрессия
гена BAX не изменялась и наблюдалась тенденция
к повышению уровня экспрессии антиапоптоти-
ческого гена BCL2 (рис. 5, 6). Однако в 3D-со-
культуре клеток бронхиального эпителия BEAS-
2B и легочных фибробластов MRC5-SV40 при-
знаков апоптоза при экспозиции к каждому из
изучавшихся типов УНТ обнаружено не было
(рис. 4–6). Таким образом, результаты, получен-
ные с применением 3D-сокультуры клеток брон-

Рис. 2. Конфокальная микроскопия моноклеточно-
го сфероида MRC5-SV40 в засевной концентрации
3000 клеток на лунку через 48 ч культивирования.

100 мкм

Рис. 3. Конфокальная микроскопия сфероидов сов-
местной клеточной культуры BEAS-2B и MRC5-SV40
через 72 ч культивирования в засевной концентрации
3000 клеток в соотношении 1 : 2.

200 мкм
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Рис. 4. Относительный уровень экспрессии гена P53 в 3D-клетках BEAS-2B, MRC5-SV40 и BEAS-2B+MRC5-SV40 по-
сле 72-часовой экспозиции с исследуемыми материалами: среднее значение ± стандартное отклонение. * – p < 0.05 в
сравнении с контролем.
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Рис. 5. Относительный уровень экспрессии гена BAX в 3D-клетках BEAS-2B, MRC5-SV40 и BEAS-2B+MRC5-SV40
после 72-часовой экспозиции с исследуемыми материалами: среднее значение ± стандартное отклонение. * – p < 0.05
в сравнении с контролем.
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хиального эпителия BEAS-2B и легочных фиб-
робластов MRC5-SV40, не подтверждают данные,
полученные с применением 2D-культур [29] и
3D-монокультур в отношении проапоптотиче-
ских эффектов при низких дозах.

Аналогично в клеточных 3D-системах (как в мо-
нокультурах, так и в сокультуре) относительный
уровень экспрессии гена TGFB1 при воздействии
всех типов УНТ от контроля не отличался (рис. 7). 

Тем не менее клеточные 3D-системы показали
высокую чувствительность в отношении проок-
сидантных эффектов УНТ. Уровень АФК значи-
мо повышался по сравнению с контролем прак-
тически для всех типов изучавшихся УНТ начи-
ная с концентрации 20 мкг/мл (рис. 8). В 2D-
культурах клеток бронхиального эпителия BEAS-
2B и легочных фибробластов MRC5-SV40 стати-
стически значимое повышение АФК также про-
исходило начиная с 20 мкг/мл [29].

Ранее были описаны более выраженные цито-
токсические, провоспалительные и профиброти-
ческие эффекты в клеточных 2D-системах по
сравнению с 3D-системами. В [14] впервые пока-
зано, что ОУНТ не оказывают токсического дей-
ствия на клеточную 3D-модель моноцитов челове-
ка THP-1 после 24-часовой экспозиции. Напро-
тив, в клеточной 2D-культуре ОУНТ проявили
значительную цитотоксичность, а также повыси-
ли уровни секреции цитокинов IL-6 и TNF-α. И в
[21] в 3D-сокультуре клеток альвеолярного эпите-
лия A549 и двух типов иммунных клеток (дендрит-
ные клетки и макрофаги) не выявили цитотоксич-
ности или изменений в морфологии клеток, а так-
же значительного увеличения провоспалительных
маркеров при воздействии МУНТ. В [20] показа-
но отсутствие цитотоксичности в ответ на воздей-
ствие МУНТ и ОУНТ как в 2D-культурах бронхи-
альных эпителиальных клеток 16HBE14o-, мак-
рофагов и дендритных клеток, так и в 3D-
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сокультуре этих клеток. Во всех типах исследо-
ванных in vitro систем наблюдалось статистически
значимое дозозависимое увеличение выработки
фактора некроза опухоли TNF-α после воздей-
ствия УНТ в концентрациях до 0.02 мг/мл, но для
3D-сокультуры эффект был менее выражен, чем
для 2D-монокультур тех же клеток. Кроме того, в
3D-сокультуре был отмечен значительно более
высокий, чем в 2D-монокультурах, уровень акти-
вации антиоксидантной защиты, оцениваемой по
содержанию восстановленного глутатиона, при
экспозиции как с ОУНТ, так и МУНТ в диапазо-
не концентраций 0.005–0.02 мг/мл. Аналогично в
[19] на сокультуре альвеолярных эпителиальных
клеток A549, фибробластов MRC5-SV40 и макро-
фагов, дифференцированных из THP-1, подверг-
шейся воздействию двух типов МУНТ на границе
раздела воздух–жидкость с использованием си-

стемы VITROCELL® Cloud с учетом реалистич-
ных производственных доз, выявили только на-
чало провоспалительной реакции, но не цитоток-
сические эффекты или явную профибротическую
реакцию. Тем не менее в [16] показано, что
МУНТ-7 (MITSUI & CO., LTD, Япония) вызыва-
ют высвобождение воспалительных и профибро-
тических медиаторов, а также гистопатологиче-
ские изменения в 3D-модели легких. Разработан-
ная в настоящем исследовании клеточная 3D-
система проявила достаточно высокую чувстви-
тельность к прооксидантным эффектам УНТ.
Аналогичная тенденция, хотя и статистически
незначимая, была отмечена [21] – в клеточной
3D-системе, неоднократно подвергавшейся воз-
действию МУНТ в течение трех дней, показано
снижение уровня глутатиона. Необходимо обра-
тить внимание на возможность использования

Рис. 6. Относительный уровень экспрессии гена BCL2 в 3D клетках BEAS-2B, MRC5-SV40 и BEAS-2B+MRC5-SV40
после 72-часовой экспозиции с исследуемыми материалами: среднее значение ± стандартное отклонение. * – p < 0.05
в сравнении с контролем.
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Рис. 7. Относительный уровень экспрессии гена TGFB1 в 3D-клетках BEAS-2B, MRC5-SV40 и BEAS-2B+MRC5-SV40
после 72-часовой экспозиции с исследуемыми материалами: среднее значение ± стандартное отклонение. * – p < 0.05
в сравнении с контролем.
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монокультуры фибробластов человека для изуче-
ния отдельных аспектов фиброгенной токсично-
сти. В настоящем исследовании обнаружили
проапоптотическую реакцию 3D-монокультуры
легочных фибробластов. В [15] было показано,
что только 3D-монокультура фибробластов чело-
века WI38-VA13 позволила увидеть кластеризацию
миофибробластов, отложение и перестройку кол-
лагена, деление клеток и сокращение матрикса в от-
вет на экспозицию с УНТ, т.е. обнаружить процес-
сы, критически важные для фиброза in vivo. Отме-
тим, что в большинстве упомянутых исследований
[15, 16, 19–21] использовались концентрации зна-
чительно выше, чем в данной работе.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработаны 3D-модели клеток дыхательной

системы человека, включающие в себя монокле-
точную сфероидную 3D-модель клеток бронхи-

ального эпителия BEAS-2B, моноклеточную сфе-
роидную 3D-модель фибробластов легких MRC5-
SV40 и совместную сфероидную 3D-модель клеток
бронхиального эпителия BEAS-2B и фибробла-
стов легких MRC5-SV40.

Полученные данные свидетельствуют о том,
что традиционные клеточные 2D-модели могут
демонстрировать заниженные или завышенные
оценки токсичности материалов. Результаты ис-
следования токсичности УНТ на разработанных
3D-моделях продемонстрировали отсутствие
проапоптотических и профиброгенных эффектов
при концентрациях, соответствующих референт-
ному уровню воздействия. Однако начиная с кон-
центрации УНТ 20 мкг/мл, значительно превы-
шающей концентрации, соответствующие рефе-
рентному уровню воздействия, в клеточных
моделях были обнаружены признаки окислитель-
ного стресса. 3D-сокультуры демонстрировали

Рис. 8. Уровень АФК (по данным теста DCFDA) после 72-часовой экспозиции с исследуемыми материалами в cферо-
идных культурах: а – BEAS-2B, б – MRC5-SV40, в – BEAS-2B + MRC5-SV40. * – p < 0.05 по сравнению с контролем.
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меньшую чувствительность к УНТ по сравнению
с 3D-монокультурами. Отметим, что в некоторых
случаях при работе с УНТ не исключено наличие
концентраций УНТ в воздухе рабочей зоны, пре-
вышающих рекомендуемый уровень воздей-
ствия, что диктует необходимость изучения по-
тенциальных факторов инициации повреждения
клеточной ДНК в широком диапазоне концен-
траций УНТ.

Клеточные 3D-модели могут быть рекомендо-
ваны в качестве более объективного скрининго-
вого метода для оценки токсичности УНТ при пе-
реходе от традиционных экспериментов in vitro к
исследованиям in vivo.

Авторы выражают благодарность Междисци-
плинарному центру аналитической микроскопии
Казанского федерального университета за по-
мощь в проведении исследований.

Исследование выполнено при поддержке Рос-
сийского научного фонда (грант № 22-25-00512,
https://rscf.ru/project/22-25-00512/).
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