
43w w w . r e a n i m a t o l o g y . c o mG E N E R A L  R E A N I M AT O L O G Y,  2 0 2 3 ,  1 9 ;  1

Экспериментальные исследования 

https://doi.org/10.15360/1813-9779-2023-1-2292

3D сфероиды — клеточная модель для изучения воздействия 
гипоксии на эпикардиальное микроокружение 

К. В. Дергилев1*, З. И. Цоколаева1,2, И. Б. Белоглазова1, 
Д. О. Трактуев3, М. Т. Расулова4, Е. В. Парфенова1 

1 Лаборатория ангиогенеза, Институт экспериментальной кардиологии,  
Национальный медицинский исследовательский центр кардиологии им. акад. Е. И. Чазова Минздрава России, 

Россия, 121552, г. Москва, ул. 3-я Черепковская, д. 15а 
2 НИИ общей реаниматологии им. В. А. Неговского 

Федерального научно-клинического центра реаниматологии и реабилитологии, 
Россия, 107031, г. Москва, ул. Петровка, д. 25, стр. 2, 

3 Отделение регенеративной медицины центра кардиоваскулярной медицины медицинского института Флориды,  
США, Флорида, 32610, Гейнсвилл, M421, 1600 SW Арчер рд. 

4 Ферганский медицинский институт общественного здоровья,  
Узбекистан, 150100, Ферганская область, г. Фергана, ул. Янги Турон, д. 2А 

Для цитирования: К. В. Дергилев, З. И. Цоколаева, И. Б. Белоглазова, Д. О. Трактуев, М. Т. Расулова, Е. В. Парфенова. 
3D сфероиды — клеточная модель для изучения воздействия гипоксии на эпикардиальное микроокружение. 
Общая реаниматология. 2023; 19 (1): 43–49. https://doi.org/10.15360/1813-9779-2023-1-2292 [На русск. и англ.] 

*Адрес для корреспонденции: Константин Владимирович Дергилев, doctorkote@gmail.com 

Резюме 
Фундаментальные исследования последних лет позволили переосмыслить молекулярные и кле-

точные механизмы онтогенеза сердца и его репарации после повреждения. Особую актуальность 
приобретает изучение эпикарда — наружного, плотно примыкающего к миокарду слоя сердечной 
стенки, образованного гетерогенной популяцией клеток эпикардиального мезотелия, коллагено-
выми и эластическими волокнами, являющегося важным участником репаративных процессов. Из-
учение эпикарда затруднено в связи с анатомическими ограничениями и отсутствием релевантных 
клеточных моделей.  

Цель исследования. Разработка 3D модели эпикардиального микроокружения и оценка влияния 
гипоксии на ее характеристики.  

Материал и методы. Сборку сфероидов проводили в V-образных культуральных чашках с низко-
адгезионным покрытием. Характеристику сфероидов выполняли с использованием иммунофлуорес-
центного окрашивания криосрезов, гистологических методов, ПЦР в реальном времени.  

Результаты. Культивирование клеток в низкоадгезионных условиях в V-образных культуральных 
чашках ведет к формированию сфероидов, имеющих размер 136±21 мкм и показатели жизнеспособ-
ности клеток более 98%. Клетки в составе сфероидов, культивированных в условиях нормоксии, об-
разовывали плотные межклеточные контакты, характеризовались низким уровнем пролиферации 
и способностью синтезировать белки внеклеточного матрикса. В условиях гипоксии клетки сферои-
дов частично утрачивали межклеточные контакты, приобретали веретенообразную форму, экспрес-
сировали HIF1a, SNAI1, ACTA2, FN1, COL1A1 и накапливали коллаген, что указывает на признаки ак-
тивации мезотелиально-мезенхимального перехода и сходные черты с клеточным ответом эпикарда 
на острое ишемическое повреждение in vivo. 

Заключение. На основе клеточного сфероида разработали и охарактеризовали модель эпикарда, 
которая может реализовать клеточный ответ на воздействие гипоксического стимула и быть исполь-
зована для изучения механизмов регуляции эпикардиального микроокружения, тестирования ле-
карственных препаратов направленного действия. 
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Summary 
Fundamental research in recent years has allowed us to reassess the molecular and cellular mechanisms 

of cardiac ontogenesis and its repair after damage. The epicardium, the outer, tightly adjoining layer of the 
cardiac wall formed by epicardial mesothelial cells, collagen and elastic fibers, has gained special relevance as 
an important participant of reparative processes. Better insight into poorly understood epicardial function is 
challenged due to anatomical issues and lack of relevant cellular models. 

The aim of this study was to develop a spheroid 3D model of the epicardial microenvironment and deter-
mine responses of spheroids to hypoxia.  

Materials and methods. Spheroids were harvested in V-shaped culture dishes with a low adhesion coating. 
Immunofluorescent staining of cryosections, histological methods and real-time PCR were used for charac-
terization of cultured spheroids. 

Results. We demonstrated that cultivation of cells under low adhesion conditions in V-shaped culture 
dishes resulted in the formation of spheroids with an average size of 136+21 µm and cell viability rates of over 
98%. The cells in the spheroids cultured under normoxic conditions formed tight junctions and were charac-
terized by a low level of proliferation and the ability to synthesize extracellular matrix proteins. Under hypoxia 
cells in the spheroids showed partial loss of intercellular contacts, acquired a spindle shape, started to express 
HIF1a, SNAIL, COL1Al and accumulate collagen. All these features demonstrated the activation of mesothe-
lial(endothelial)-mesenchymal transition strongly resembling epicardial cellular responses to ischemia in vivo. 

Conclusion. An epicardial spheroid cell culture model suitable for study cellular responses to hypoxic en-
vironment was developed. This model can be used to clarify mechanisms regulating epicardial microenviron-
ment and test new targeted candidate drugs. 
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Введение 
На протяжении нескольких десятков лет 

сердечно-сосудистые заболевания занимают 
лидирующие позиции среди причин заболе-
ваемости и смертности населения в России и 
во всем мире [1]. Важнейшим фактором про-
грессирования большинства этих заболеваний 
является фиброз, связанный с избыточным 
отложением белков внеклеточного матрикса, 
в частности — фибриллярного коллагена, что 
ведет к повышению жесткости миокарда, по-
тере систолической функции и развитию вы-
раженных структурно-морфологических изме-
нений [2, 3]. В последние годы появились сви-
детельства того, что активацию процессов фиб-
роза может вызывать множество различных 
факторов, которые реализуют разноплановое 
воздействие на клетки, что определяет особен-
ности и скорость течения патологического про-
цесса [4]. Ключевым индуктором, запускающим 
развитие фиброза, является гипоксия [5, 6]. Ее 
воздействие вызывает стабилизацию гипоксия-
индуцированных факторов (HIF) в фибробла-
стообразующих клетках, в частности — в клет-
ках эпикарда, обеспечивает их активацию, фор-
мирование фибробластов и прогрессирование 
фиброза [7–9]. Однако механизмы такой регу-
ляции остаются малоизученными в связи с 
анатомическими ограничениями для доступа 
к эпикарду и отсутствием релевантных кле-
точных моделей.  

Цель исследования — разработка 3D мо-
дели эпикардиального микроокружения и оцен-
ка влияния гипоксии на ее характеристики.  

Материал и методы 
Животные. В работе использовали мышей ли-

нии C57b/6 (самцы, возраст 8 нед), содержавшихся в 
виварии ФГБУ НМИЦ Кардиологии им. ак. Е. И. Ча-
зова. План экспериментальной работы был одобрен 
этическим комитетом института экспериментальной 
кардиологии ФГБУ НМИЦ Кардиологии им. ак.  
Е. И. Чазова. 

Моделирование инфаркта миокарда. Экспери-
ментальный инфаркт миокарда у мыши выполнили 
в соответствии с протоколом, описанным ранее [10].  

Получение культуры клеток эпикардиального 
мезотелия. Выделение клеток эпикарда из сердца 
мыши проводили в соответствии с протоколом, опи-
санным ранее [11].  

Сборка сфероидов на основе клеток эпикарда 
мыши. Для сборки эпикардиальных сфероидов ис-
пользовали V–образные чашки с низкоадгезионным 
покрытием GravityTRAPTM ULA Plate («Insphero», 
США). Для получения сфероидов суспензию клеток 
(5000 клеток) высаживали в лунки планшета, осаж-
дали с помощью центрифугирования (200g, 2 мин) и 
культивировали 72 ч (в среде IMDM с добавлением 
1% фетальной сыворотки теленка) в стандартных 
условиях инкубатора (37°С, 5% СО₂). 

Оценка жизнеспособности клеток в составе 
сфероидов. Жизнеспособность клеток, формирую-



45w w w . r e a n i m a t o l o g y . c o mG E N E R A L  R E A N I M AT O L O G Y,  2 0 2 3 ,  1 9 ;  1

Экспериментальные исследования 

щих сфероиды, оценивали с помощью коммерче-
ского набора LIVE/DEAD™ Viability/Cytotoxicity Kit 
(«Invitrogen», США). 

Моделирование нормоксии/гипоксии. Для мо-
делирования нормоксии и гипоксии использовали 
инкубатор New Brunswick TM Scientific («Eppendorf», 
США). Культивирование сфероидов в условиях нор-
моксии и гипоксии (3% O₂) проводили в течение 72 ч. 

Характеристика криосрезов сердец и сферои-
дов. Для оценки структуры сфероиды окрашивали 
в соответствии с ранее описанным протоколом [12]. 
Для проведения экспериментов по иммунофеноти-
пированию сфероидов использовали криосрезы 
сфероидов. Срезы фиксировали в 3,7% растворе па-
рафармальдегида, отмывали в растворе фосфатно-
солевого буфера, преинкубировали в растворе сы-
воротки донора вторичных антител, окрашивали ан-
тителами к маркеру пролиферации Ki-67 («Abcam», 
США), ZO-1 («Abcam», США), коллагену 1 типа («Ab-
cam», США), TCF21 («Abcam», США) и HIF1a («Abcam», 
США) в течение 1 ч, затем промывали и окрашивали 
антителами, конъюгированными с Alexa Fluor 488 
или 594 («Invitrogen», США). Ядра клеток окрашивали 
с помощью DAPI («Sigma», США). Морфометрический 
анализ сфероидов проводили в программе Image J 
(«NIH», США). 

Подготовка образцов кДНК и ПЦР в реальном 
времени. РНК выделяли из клеток с помощью набора 
Quiagen (Quiagen). Реакцию обратной транскрипции 
проводили с использованием набора реагентов Max-
ima First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Sci-
entific). ПЦР в реальном времени выполняли на ам-
плификаторе Step One Plus Real-Time PCR System 
(Thermo Fisher Scientific) по стандартному протоколу 
с использованием праймеров: SNAIL (ACATCCGAAGC-
CACACG; GTCAGCAAAAGCACGGTTG), ACTA2 (CCCA-

GACATCAGGGAGTAATGG; TCTATCGGATACTTCAGCGT-
CA), FN1 ( GGAATGGACCTGCAAACCTA; GTAGGGCTTTTC-
CCAGGTCT), бета актин (CTAAGGCCAACCGTGAAAAG; 
ACCAGAGGCATACAGGGACA), Col1A1 (CCGCTGGTCAA-
GATGGTC; CTCCAGCCTTTCCAGGTTCT). 

Микроскопия и анализ изображений. Анализ 
клеток и криосрезов миокарда проводили с использо-
ванием флюоресцентного микроскопа Axiovert 200 M 
(«Carl Zeiss», США) и программного обеспечения Ax-
ioVision 4.8 («Carl Zeiss», США).  

Статистический анализ. Статистическую значи-
мость различий между выборками оценивали с по-
мощью непараметрического критерия Манна–Уитни. 
Статистическую обработку результатов проводили 
с помощью программы Statistica 8.0 (StatSoft, Inc.). 
Данные представили в виде среднего значения±стан-
дартное отклонение (М±SD). 

Результаты 
Проведенные исследования показали, что 

культивирование клеточной суспензии в низ-
коадгезионных условиях (V-образных чашках 
с низкоадгезионным покрытием GravityTRAPTM 
ULA Plate) обеспечивает ускоренное формиро-
вание агрегатов и самоорганизацию клеток в 
сфероиды. Обнаружили, что в процессе сборки 
сфероидов клетки проходят несколько стадий: 
первоначально образуется клеточное скопле-
ние, которое впоследствии компактизируется 
с формированием глобулярной структуры 
(рис. 1, a). Исчезновение клеточных отростков 
на поверхности сфероида и формирование от-
носительно правильной сфероидной структуры 
наступает через 72 ч после посадки клеточной 
суспензии, что является индикаторов оконча-
ния сборки сфероидов и готовности исполь-

Рис. 1. Характеристика сфероидов, сформированных на основе клеток эпикарда.  
Примечание. а — репрезентативное изображение сфероида, сформированного на основе клеток эпикарда мыши; b — 
графики количественной оценки экспрессии генов SNAI1, ACTA2, FN1, COL1A1 после культивирования сфероидов в усло-
виях нормоксии и гипоксии. * — p<0,05. 



зования для последующего тестирования. Ито-
говый размер сформированных сфероидов со-
ставил 136±21 мкм, а жизнеспособность клеток 
в его составе — более 98%. 

Разрабатываемая модель эпикардиального 
микроокружения с определенной долей допу-
щения должна соответствовать принципу ор-
ганизации зоны неповрежденного эпикарда. 
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Рис. 2. Сравнительная характеристика организации зоны эпикарда в неповрежденном сердце и в составе сфероида.  
Примечание. Репрезентативные изображения окрашивания криосрезов зоны эпикарда в неповрежденном сердце и сфе-
роида гематоксилин-эозином (а, b, соответственно), антителами к белку плотных контактов ZO1 (c, d, зеленый), коллагену 
1 (e, f, зеленый). Ядра клеток окрашены DAPI (синий). 
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Рис. 3. Сравнительная характеристика организации зоны эпикарда в постинфарктном сердце и в составе сфероидов 
после гипоксического воздействия.  
Примечание. Репрезентативные изображения окрашивания криосрезов зоны эпикарда в неповрежденном сердце и сфе-
роида гематоксилин-эозином (а, b, соответственно), антителами к маркеру гипоксии HIF1a (c, d, зеленый), ZO-1 (e, f, зеле-
ный), коллагену 1 (g, h, зеленый). Ядра клеток окрашены DAPI (синий). 
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Для этого сравнили структурную организацию 
зоны эпикарда в интактном/неповрежденном 
сердце и в составе сфероида (рис. 2). Показали, 
что сфероид представлен клетками эпикарда, 
взаимодействующими между собой посредством 
ZO-1+ плотных контактов, имеющий низкий 
уровень экспрессии маркеров фибробластов 
(рис. 2 c, d) и коллагенового матрикса (рис. 2, e, f), 
что соответствует организации зоны эпикарда 
в неповрежденном сердце. Моделирование экс-
периментального инфаркта вызвало формиро-
вание обширной зоны ишемии и появление кле-
ток, экспрессирующих HIF1a в зоне эпикарда/суб-
эпикарда (рис. 3, c, d). После острого ишемиче-
ского воздействия наблюдали дезорганизацию 
плотных контактов между эпикардиальными 
клетками, перераспределение, миграцию ме-
зотелия в нижележащие слои сердечной стенки, 
что сопровождалось утолщением эпикардиаль-
ной области, накоплением фибробластов и по-
вышением продукции коллагенов (рис. 3, e, g). 
Похожие изменения наблюдали и в сформи-
рованных сфероидах, культивированных в усло-
виях гипоксии. Гипоксическое воздействие 
приводило к потере межклеточных контактов 
(рис. 3, f), клетки приобретали веретенообразную 
форму (рис. 3, b), экспрессировали HIF1a и на-
капливали коллаген. Выявленные изменения 
сопровождались повышением экспрессии генов, 
связанных с активацией мезотелиально-мезен-
химального перехода (ММП) (SNAI1, ACTA2, FN1, 
COL1A1) и их дифференцировкой в направлении 
фибробластов/миофибробластов (рис. 1, b). 

Обсуждение 
В неповрежденном сердце клетки эпикар-

да преимущественно находятся в состоянии 
«покоя»: они характеризуются низким уровнем 
пролиферации, не проявляют признаков вступ-
ления в ММП и имеют сниженную способность 
синтезировать белки внеклеточного матрикса. 
И напротив, острое ишемическое повреждение 
оказывает активирующее воздействие на эпи-
кардиальный пул клеток, что ведет к их вступ-
лению в ММП, повышению секреторной ак-
тивности и их миграции в нижележащие от-
делы сердечной стенки для участия в репара-
тивных процессах. Несмотря на высокий прак-
тический интерес к изучению механизмов ре-
паративного ответа эпикарда на повреждение, 
его изучение затруднено в связи с отсутствием 
релевантных моделей. В настоящее время в 
научной литературе описана единственная мо-
дель на основе трехмерных органотипических 
эпикардиальных срезов сердца свиньи  [13], 
которая обладает значительными ограниче-
ниями для широкого использования в связи 
со сложностью создания, коротким временем 

жизни ex vivo и невозможностью применения 
для моделирования гипоксического воздей-
ствия. Предложенная в данной работе клеточ-
ная модель лишена вышеуказанных недостат-
ков. 3D модель может быть легко сформиро-
вана с использованием коммерчески доступных 
материалов/реагентов и с определенной долей 
допущения способна воспроизводить измене-
ния, производящие в зоне эпикарда в условиях 
нормоксии и гипоксии. В базовом состоянии 
сфероид организован клетками эпикардиаль-
ного мезотелия, взаимодействующими между 
собой посредством ZO-1-содержащих плотных 
контактов и имеющих низкий уровень экс-
прессии маркеров фибробластов и коллаге-
нового матрикса, что соответствует организа-
ции зоны эпикарда в неповрежденном сердце. 
Под действием гипоксии происходит стабили-
зация HIF1a, клетки эпикардиального мезо-
телия вступают в ММП, приобретают фибро-
бластоподобные свойства и активируют про-
дукцию белков внеклеточного матрикса, что 
соотносится с репаративным ответом эпикар-
диальных клеток, возникающим в острую фазу 
после ишемического повреждения сердца. Эти 
данные соотносятся с исследованиями других 
научных групп, которые показали, что гипоксия 
является важным регулятором фиброза в тка-
нях. Воздействуя через HIF-1 сигнальный ме-
ханизм, гипоксия вызывает активацию ММП, 
что ведет к потере межклеточных контактов 
на основе Е-кадгерина, реорганизации цитос-
келета и в конечном итоге приводит к образо-
ванию фибробластоподобных клеток  [14–17]. 
Напротив, подавление экспрессии HIF-1α пре-
пятствовало формированию фибробластов и 
уменьшало накопление ВКМ [18]. Помимо воз-
действия на ММП, гипоксия может стимули-
ровать фиброгенез через транскрипционную 
регуляцию экспрессии генов, связанных с об-
меном ВКМ. Гипоксия индуцирует формиро-
вание коллагена I типа, снижает уровень мат-
риксной металлопротеиназы 2 (ММР-2), уве-
личивает экспрессию ингибитора активатора 
плазминогена-1 (PAI-1), тканевого ингибитора 
металлопротеиназы-1 (TIMP-1) и фактора роста 
соединительной ткани (CTGF) через HIF-зави-
симые механизмы [19–21]. 

Заключение 
В рамках данного исследования разрабо-

тали и охарактеризовали клеточную 3D модель 
эпикарда, которая может реализовать клеточ-
ный ответ на воздействие гипоксического сти-
мула и использоваться для изучения механизмов 
регуляции эпикардиального микроокружения, 
тестирования лекарственных препаратов на-
правленного действия.
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