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Аннотация
Краткий обзорно-лекционный материал посвящен одному из ключевых направлений 
регенеративной медицины — тканевой инженерии с использованием стволовых и муль-
типотентных клеток. Среди рассматриваемых технологий: классическая тканевая 
инженерия с  использованием скаффолдов, сфероидные подходы, клеточные пласты. 
В статье рассматриваются и освещены базовые принципы тканевой инженерии (триада 
компонентов, основные технологии) и ограничения, связанные с использованием дан-
ной группы подходов в клинической практике.
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Abstract
This brief overview and lecture focuses on one of the key areas of regenerative medicine: tis-
sue engineering using stem and multipotent cells. The technologies discussed include clas-
sical tissue engineering using scaffolds, spheroid approaches, and cell sheets. The article ex-
amines and highlights the basic principles of tissue engineering (the triad of components and 
key technologies) and the limitations associated with the use of this group of approaches in 
clinical practice.
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Список сокращений:
ВВ — внеклеточные везикулы
ВКМ — внеклеточный матрикс
ГСК — гематопоэтическая стволовая клетка
дВКМ — децеллюляризованный внеклеточный матрикс
КИ — клиническое исследование
КП — клеточный пласт
МСК — мезенхимные стромальные клетки
РМ — регенеративная медицина
СК — стволовая клетка
ТИ — тканевая инженерия
ТИК — тканеинженерная конструкция
ФР — фактор роста
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1.  Теоретические основы и актуальное состояние 
развития методов тканевой инженерии 
в регенеративной медицине

В XXI веке регенеративная медицина (РМ), эво-
люционировав из классических направлений 
медицины, превратилась в  обширную междис-
циплинарную область. Она охватывает изучение 
процессов дифференцировки, миграции и  про-
лиферации клеток, а  также создание искусст-
венных органов, клеточных и тканеинженерных 
конструкций (ТИК) с целью восстановления тка-
ней и преодоления дефицита органов [1].

В РМ долгое время наибольшие ожидания воз-
лагались на клеточную терапию  — ее методи-
ческая основа заключается в выделении и куль-
тивировании клеток человека с  последующим 
введением в  организм для регенерации повре-
жденных органов, что позволяет восстановить 
их функциональность.

Открытие негемопоэтических тканеспецифич-
ных стволовых клеток (СК) и разработка мето-
дов их культивирования подтолкнули к новым 
исследованиям в  этой сфере. Способность СК 
к  дифференцировке в  специализированные 
типы вкупе с  самообновлением посредством 
асимметричного деления являются ключевы-
ми факторами их участия в  поддержании об-
новления и  восстановлении тканей на протя-
жении всей жизни [2].

Постнатальные СК сохраняются в человеческом 
организме с  момента внутриутробного разви-
тия как небольшие пулы слабодифференциро-
ванных клеток. Тканеспецифичные СК были 
обнаружены в паренхиматозных органах, коже, 
центральной нервной системе, легких и  ки-
шечнике  [3]. Использование фенотипических 
характеристик, основанных на поверхностных 
маркерах и  кластерах дифференцировки, по-
зволило точно идентифицировать СК в рамках 
поисковых исследований и при характеристике 
для клинического применения [4].

Одним из важнейших этапов в развитии РМ ста-
ло начало применения мультипотентных мезен-
химных стволовых/стромальных клеток (МСК). 
С 1990-х годов это направление сохраняет свою 
актуальность и  сегодня. Однако проведенные 
клинические исследования (КИ) с  использова-
нием резидентных СК и МСК из разных источ-
ников подняли и ряд проблем, заставивших РМ 
частично переориентироваться в область созда-

ния ТИК. Проанализируем данный методологи-
ческий переход с позиции его причин и пробле-
матики данного направления в целом.

2.  Регенеративная медицина и тканевая инженерия
Технологии тканевой инженерии (ТИ) направ-
лены на создание и выращивание живых, фун-
кциональных тканей и  органов вне организма 
для последующей трансплантации. Цель этой 
технологии — заменить поврежденные структу-
ры или стимулировать регенерацию в организ-
ме пациента. Главное отличие ТИ от клеточной 
терапии заключается в том, что она предпола-
гает восстановление трехмерной архитектуры 
ткани за счет организации клеток под воздей-
ствием специфических условий. Применение 
ТИ рассматривается как перспективный под-
ход к решению проблем, связанных с инъекци-
онным введением культивированных клеток, 
а  также как потенциальный способ преодоле-
ния дефицита донорских органов, который ак-
туален для современной трансплантологии, 
и для решения других важных вопросов в этой 
области.

В начале 1990-х годов возникла концепция ис-
пользования регенеративного потенциала 
и  морфогенетических программ СК для созда-
ния тканей за пределами организма [5]. В отли-
чие от культуры, где успех терапии определяет-
ся внутренними свойствами клеток, методы ТИ 
фокусируются на создании для клеток специфи-
ческого комплекса условий и сигналов, которые 
способствуют их функционированию в составе 
искусственной биоподобной структуры.

В целях создания ТИК с трехмерной структурой 
широко применяются различные скаффолды (от 
англ. scaffold, «помост»). Это материалы, кото-
рые имитируют тканевую организацию клеток 
и поддерживают целостность комплекса до мо-
мента трансплантации или замены нефункци-
онирующих органов и  тканей. Для модуляции 
микроокружения в  состав скаффолдов могут 
быть включены регуляторные молекулы: ФР 
и  цитокины. Часть окружения в  составе ТИК 
составляют и  сами клетки, которые инкапсу-
лированы в  применяемый материал  [6]. Соче-
тание клеток, скаффолдов и  сигнальных моле-
кул именуется «триадой ТИ» и рассматривается 
как фундаментальный компонент разработки 
эффективного и  физиологически релевантно-
го подхода к  созданию искусственных тканей 
или органов для трансплантации [7].
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В области ТИ существует особая группа подхо-
дов, известных как биореакторные методы. Био
реакторы — это инженерные системы, которые 
могут имитировать широкий спектр условий: 
парциальное давление кислорода, перфузию, 
напряжение сдвига, механические воздействия 
(сжатие и сдавление), а также комбинированные 
воздействия в  переменным режиме  [8]. Важно 
подчеркнуть, что на данный момент возможно-
сти этих методов в РМ не достигли уровня пра-
ктического медицинского применения. Одним 
из главных преимуществ биореакторов являет-
ся возможность контролируемого моделирова-
ния условий, имитирующих физиологические 
процессы, что способствует эффективной диф-
ференцировке клеток, что в перспективе позво-
лит создавать сложные и  близкие к  естествен-
ным органам и тканям [9].

За последнее десятилетие подходы с  исполь-
зованием биореакторов продемонстрировали 
впечатляющие достижения в области создания 
искусственных органов  — были разработаны 
потенциально применимые в  клинической 
практике эквиваленты печени, кожи, костной 
ткани, хрящей  [10]. Несмотря на то что воз-
можности биореакторов в создании тканей вне 
организма значительно превосходят традици-
онные методы, их принцип действия остается 
неизменным: они основаны на использовании 
скаффолдов и клеточного материала, который 
заселяет эти структуры. Проанализируем ос-
новные принципы и базовые методы ТИ, при-
меняемые в РМ.

2.1.  Скаффолды — критическое звено 
элементов тканевой инженерии
В ТИ скаффолды определяют как трехмерные 
конструкции из разных материалов. Их зада-
ча — имитировать условия ткани для простран-
ственной организации клеток и  поддержания 
их функции, в том числе дифференцировки [11]. 
С точки зрения физиологии свойства скаффол-
дов в  большой степени имитируют функции 
ВКМ  — сложной структуры из макромолекул, 
которая окружает клетки всех тканей организ-
ма, за исключением крови. ВКМ не только фор-
мирует каркас ткани, но и  выступает как сиг-
нальный комплекс, предоставляющий клеткам 
позиционные инструкции и  поддерживающий 
их жизнедеятельность.

Хотя состав ВКМ может меняться в зависимости 
от типа ткани, его основные физиологические 

задачи остаются универсальными для различ-
ных тканей [12]:

1)  обеспечение адгезии клеток, управление 
их  направленной миграцией и  передача сиг-
налов о взаимодействии клеточных элементов 
с тканью;

2)  придание ткани необходимых механиче-
ских свойств (жесткость, упругость и вязкость) 
за счет укладки ВКМ. Это определяет растяжи-
мость ткани, а  минерализация ВКМ отвечает 
за ее твердость [13];

3)  сигнальные домены белков ВКМ определяют 
пространственную ориентацию клеток в тканях 
за счет позиционных сигналов;

4)  для эффективной рецепции клетками регу-
ляторных молекул, таких как ФР и  цитокины, 
необходимо обеспечить их достаточные удель-
ные концентрации. Исследования показали, 
что компоненты ВКМ аккумулируют ФР и цито-
кины, облегчая их взаимодействие с рецептора-
ми или димеризацию, необходимую для пере-
хода некоторых ФР в активную форму;

5)  формирование динамически меняющихся ус-
ловий, обеспечиваемых управляемой перестрой-
кой, разрушением и  синтезом ВКМ, что имеет 
особое значение при масштабных процессах 
с  изменениями структуры ткани: морфогенезе, 
васкуляризации, заживлении после поврежде-
ния и фиброзировании.

Учитывая перечисленные функции, логичным 
выбором скаффолда является образец ВКМ орга-
на, предназначенный для воссоздания. Но из-за 
сложной структуры и укладки, а также изменчи-
вости нативного ВКМ полное воспроизведение 
его свойств в  лабораторных условиях оказалось 
практически невозможным. При этом скаффолд 
должен создавать пространство, благоприятное 
для васкуляризации, роста и  перестройки буду-
щих тканей, но не препятствуя диффузии пита-
тельных веществ и  интеграции ТИК в  организм 
реципиента.

Несмотря на это, применяя ключевой для РМ 
принцип биоподобия, были определены свойст-
ва скаффолдов, комбинация которых обеспечи-
вает их применимость в  тканевой инженерии. 
Среди этих свойств можно выделить следую-
щие ключевые [7].
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1.  Биосовместимость  — данное свойство озна-
чает, что введение скаффолда в организм и его 
успешная интеграция зависят от взаимодейст-
вовия с живыми структурами. Важно, чтобы ар-
хитектура и механические свойства скаффолда 
были максимально приближены к  характери-
стикам органа или ткани, которые планируется 
восстановить.

2.  Биоактивность скаффолда заключается в его 
способности, подобно нативному ВКМ, модули-
ровать активность клеток посредством сигна-
лов (например, ФР и цитокинов), которые либо 
присутствуют в его структуре, либо выделяют-
ся в процессе культивирования клеток и после 
трансплантации.

3.  Скаффолды характеризуются определенны-
ми показателями жесткости и упругости и при-
званы имитировать свойства целевой ткани, 
а  также стабилизировать ее дефекты. Важно 
отметить, что механические свойства скаффол-
дов могут существенно влиять на жизнеспособ-
ность и  дифференцировку клеток, поскольку 
клетки обладают механизмом механочувстви-
тельности [14].

4.  Биодеградируемость означает способность 
материала скаффолда растворяться или разру-
шаться под воздействием ферментов. Ключе-
вым моментом является то, что скорость разру-
шения должна приближаться к  скорости роста 
новых тканей, а продукты распада должны вы-
водиться из организма без образования токсич-
ных отходов [15].

Прогресс в  области биоорганической химии 
и  материаловедения открыл широкий выбор 
материалов для применения в  ТИ. Ключевым 
моментом при создании тканеинженерной кон-
струкции является тщательный подбор скаф-
фолда, отвечающего ряду необходимых условий. 
В  большинстве случаев скаффолды, используе-
мые в РМ, состоят из природных или синтетиче-
ских полимеров [7].

К природным скаффолдам относятся целлюло-
за, мажорные белки ВКМ (коллагены различных 
типов, фибронектин), альгинаты, хитозан и его 
сополимерные формы, гиалуроновая кисло-
та  [16, 17]. Однако одним из недостатков этих 
материалов является их сравнительно низкая 
механическая прочность, что ограничивает 
их использование для восстановления тканей, 

которые должны выдерживать значительные 
механические нагрузки. Тем не менее высокая 
биосовместимость и  низкая токсичность дела-
ют их перспективным материалом для ТИ кожи 
и создания на их базе эквивалентов органов, та-
ких как печень, поджелудочная железа и сердце.

Синтетические скаффолды чаще всего фор-
мируют из неорганических соединений (ги-
дроксиапатит, трикальцийфосфат, гипс, сте-
клокерамика) или органических полимеров 
(алифатические полиэфиры, полиэтиленгли-
коль, полилактид-ко-гликолид). Благодаря сво-
ей высокой механической прочности многие 
из них подходят для создания тканей с  твер-
дой структурой, например для ТИ костей. Хотя 
синтетические полимеры отличаются низкой 
иммуногенностью, их структура и химический 
состав не всегда способствуют эффективно-
му прикреплению клеток в  процессе создания 
тканеинженерных конструкций. В  отличие 
от биологических материалов синтетические 
и  минеральные скаффолды часто имеют низ-
кую совместимость с  тканями организма ре-
ципиента, что ограничивает их использование 
в  медицине. Чтобы преодолеть эту проблему, 
разрабатываются методы модификации скаф-
фолдов, например за счет нанесения белковых 
покрытий. К  наиболее распространенным та-
ким белкам относятся фибронектин и  колла-
ген I  типа. Нанесение ВКМ на синтетический 
скаффолд способствует адгезии клеток. Кроме 
того, эта обработка придает скаффолду биоак-
тивные свойства за счет активации сигнальных 
путей, которые запускаются при связывании 
клеточных рецепторов с ВКМ. Благодаря таким 
биомиметическим методам инертный мате-
риал с  точки зрения физиологии может регу-
лировать процессы дифференцировки и  про-
лиферации клеток, а  также их секреторную 
функцию [18, 19].

Одним из возможных недостатков, ограничива-
ющих использование натурального или синте-
тического скаффолда, является риск развития 
воспалительной реакции в  зоне транспланта-
ции ТИК. Введение чужеродного объекта может 
спровоцировать избыточную выработку вос-
палительных цитокинов, что, в  свою очередь, 
помешает заживлению и интеграции ТИК. В ре-
зультате вокруг имплантированной конструк-
ции может развиться фиброз, а  в случае био-
разрушаемых носителей может произойти их 
быстрая деградация и потеря целостности [20].
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Формирование крупных ТИК может осложнять-
ся тем, что центральная часть таких структур 
часто подвергается некрозу из-за недостатка 
кислорода и питательных веществ [21]. В насто-
ящее время поиск и создание материала, способ-
ного стать идеальным скаффолдом и преодолеть 
проблемы фиброза и  ограниченности объемов 
конструкций, является ключевым направлени-
ем практических исследований. Частично эта 
задача была решена благодаря применению 
методов, которые предполагают получение на-
тивного ВКМ, то есть синтезируемого самими 
клетками. К  таким методам относятся децел-
люляризация тканей, формирование сфероидов 
и пластов, которые будут рассмотрены далее.

2.2.  Использование децеллюляризованного 
ВКМ в тканевой инженерии
Децеллюляризованный ВКМ (дВКМ) создается 
из тканей человека или животных с  примене-
нием методик, направленных на удаление кле-
точного компонента при сохранении матрик-
са максимально неизменным. Готовый дВКМ 
представляет собой плотную структуру, состо-
ящую из белков, протеогликанов и фибрилляр-
ных элементов, которые были синтезированы 
клетками во время формирования ткани. Од-
ним из главных преимуществ дВКМ являет-
ся точная имитация естественной структуры 
и  окружения нативных тканей, что облегчает 
интеграцию трансплантируемых клеток. Также 
нативный ВКМ более эффективно подвергается 
физиологическому и восстановительному ремо-
делированию. Благодаря этому децеллюляризо-
ванные формы дВКМ демонстрируют лучшую 
приживаемость и  заселение клетками как in 
vitro, так и  после трансплантации в  организм 
пациента  [22]. Этот подход находит широкое 
применение в  тканевой инженерии для созда-
ния клапанов сердца, сосудов, нервов, сухожи-
лий и связок, что подтверждается исследовани-
ями [23–25].

Процедура начинается с  децеллюляризации, 
которая выполняется с  применением различ-
ных физических и химических методов. Выбор 
оптимального метода очистки дВКМ играет 
ключевую роль в разработке эффективного ме-
тода ТИ, причем в идеале он должен также со-
хранять специфических лиганды и сигнальные 
молекулы, что впоследствии оказывает вли-
яние на интеграцию клеток и  формирование 
ТИК. Для разрушения клеточных мембран при-
меняются физические методы: ультразвуковая 

обработка, механическое воздействие, давле-
ние и  замораживание/оттаивание при конт
ролируемых температурах. Оставшееся после 
этих манипуляций содержимое клеток вымы-
вается буферными растворами, оставляя за со-
бой плотную массу уложенного дВКМ той ткани 
или органа, который был взят для его получе-
ния. Иногда для дополнительной обработки 
применяются щелочи, кислоты и  хелатирую-
щие вещества, среди которых широко исполь-
зуется этилендиаминтетрауксусная кислота 
(ЭДТА). Мягкая дополнительная ферментатив-
ная обработка может включать применение 
протеаз (чаще всего трипсина) или эндонуклеаз 
для удаления нежелательных остатков макро-
молекул [26].

После получения дВКМ следующим ключевым 
этапом является рецеллюляризация, представ-
ляющая собой заселение скаффолда живыми 
клетками. Этот процесс может осуществляться 
с  применением биореакторов или перфузион-
ных машин и  может занять значительное вре-
мя — вплоть до нескольких недель.

Разработка и оценка ТИК на основе дВКМ из жи-
вотных тканей, в  первую очередь свиней, кро-
ликов, крыс и  мышей, является предметом 
множества исследований. Среди наиболее за-
метных достижений в этой области следует от-
метить исследование Ott и его коллег, которые 
в  2008  году успешно продемонстрировали воз-
можность ex vivo создания биоритмичного сер-
дца на основе дВКМ мыши  [27]. Впоследствии 
группа Barakat продемонстрировала успешную 
интеграцию и  функциональную работоспособ-
ность человеческих гепатоцитов при их введе-
нии в дВКМ, полученный из свиной печени [28].

Хотя применение дВКМ обладает набором преи-
муществ, его клиническое использование сдер-
живается рядом объективных ограничений. Од-
ним из главных препятствий является процесс 
получения дВКМ, в  ходе которого остаточные 
химические соединения и ферменты могут за-
грязнять готовый тканеинженерный орган. 
Это может привести к  токсическим эффек-
там на организм пациента-реципиента. Также 
при конструировании искусственных органов 
с сложной тканевой структурой (например, по-
чек) на базе дВКМ не получается реализовать 
полноценную программу морфогенеза, которая 
свойственна поэтапному развитию в  эмбрио
генезе. В  результате созданные таким обра-
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зом органы не демонстрируют той же степени 
сложности и  организации, как нативные  [29]. 
Несмотря на заселение матрикса СК с высоким 
дифференцировочным потенциалом и их соче-
тание с клетками сосудистой и нервной систем, 
в большинстве случаев результатом становится 
неполноценная структура, которая может иметь 
различные аберрации. В  связи с  этим искусст-
венный орган не способен соперничать с донор-
ским, а трансплантация его сопряжена с риском, 
который значительно превышает потенциаль-
ную пользу. К существенным недостаткам этой 
технологии относится и  ее длительность: весь 
процесс, начиная с забора органа для децеллю-
ляризации и  заканчивая получением готового 
тканеинженерного эквивалента, заселенного 
клетками, может затянуться на срок до полуто-
ра месяцев, а для его осуществления необходи-
мы несколько сложных и трудоемких стадий.

Эти методы представляют собой одно из самых 
перспективных направлений в  данной обла-
сти, но создание на их основе искусственных 
органов, способных решать актуальные задачи 
трансплантологии, в  настоящее время еще не-
достижимо. Несмотря на это, в последнее время 
наблюдается значительный прогресс в  исполь-
зовании дВКМ для трансплантации хряща, су-
хожилий, жировой ткани и кожи, что открыва-
ет возможность разработки новых продуктов 
для РМ [30].

2.3.  Сфероиды — пионеры в области тканевой 
инженерии
Сфероиды представляют собой самоорганизу-
ющиеся шарообразные структуры, состоящие 
из клеток, объединенных белками ВКМ, ко-
торые играют ключевую роль в  поддержании 
стабильности сфероидов. Их формирование 
во многом определяется балансом сил межкле-
точной адгезии и  ассоциацией с  поверхностью 
культурного пластика, которую для этого ста-
раются минимизировать.

В 2003  году Kelm  [31] представил метод сборки 
сфероидов, основанный на культивировании 
в «висячей капле». Этот метод предполагает вы-
ращивание клеток на дне перевернутой чашки 
Петри, где они помещаются в  каплю объемом 
20–30 микролитров. Благодаря силе гравитации 
и  поверхностному натяжению клетки собира-
ются в  шарообразный агрегат, который удер-
живается активными взаимодействиями между 
ними.

В связи с этим формирование сфероида можно 
разделить на три этапа [32]:
•	 в капле рассеянные клетки будущего сферои-

да компоненты посредством взаимодействия 
интегринов с молекулами ВКМ;

•	 агрегированные клетки увеличивают продук-
цию кадгеринов, что, в свою очередь, приво-
дит к усилению межклеточной адгезии за счет 
более плотных соединений;

•	 повышение количества плотных кадгерино-
вых связей ведет к образованию и стабилиза-
ции структуры сфероида [33].

Сфероиды обладают существенным преимуще-
ством по сравнению с заселенными скаффолда-
ми: их структура, включающая комплекс ВКМ 
и нативные межклеточные контакты, более точ-
но имитирует ткани, что способствует лучшему 
выживанию, дифференцировке и  интеграции 
клеток после имплантации [34].

Однако конструкции, созданные таким образом, 
имеют ограничение по объему, поскольку жиз-
неспособность клеток в  сфероиде неоднородна: 
от краев к центру она снижается. Это обусловле-
но тем, что многослойная структура сфероида 
препятствует эффективному поступлению пи-
тательных веществ и кислорода, а также выведе-
нию продуктов обмена.

Формирующийся градиент приводит к  дефи-
циту питательных веществ для клеток, изме-
нению пропорции живых и мертвых элементов, 
а  также к  функциональной неоднородности 
клеток внутри сфероида. В  структуре сферо-
ида можно различить страты клеток, находя-
щихся в разных фазах: пролиферирующие, по-
коящиеся и мертвые (см. рис. 1). Внешний слой 
состоит из клеток с неповрежденными ядрами, 
которые активно делятся и  получают доста-
точное количество кислорода и  питательных 
веществ. Благодаря меньшей доступности ки-
слорода и  питательных веществ клетки, нахо-
дящиеся в  глубине сфероида, демонстрируют 
сниженную метаболическую активность. В цен-
тре же сфероида по достижении радиуса более 
80–100 мирон часто формируется ядро, которое 
характеризуется как некротическое, с большим 
количеством погибших клеток и  дебриса, низ-
ким pH и высоким уровнем лактата [35].

Большое значение для состояния клеток, вхо-
дящих в  состав сфероида, имеют не только 
его диаметр, но и  количество клеток, а  также 



41–58 ОБРАЗОВАТЕЛЬНЫЙ ЛАНДШАФТ РЕГЕНЕРАТИВНОЙ МЕДИЦИНЫ
Макаревич П.И., Александрушкина Н.А. 
Основные подходы тканевой инженерии

41–58

48 |  Регенерация органов и тканей. 2026;4(1)

продолжительность культивирования. Счита-
ется, что чем больше клеток содержится в сфе-
роиде и чем более длительное время они нахо-
дятся в  культуре, тем выше риск образования 
некротического ядра с признаками, описанны-
ми выше [36].

В части А  схематически показаны различные 
зоны: зона пролиферации (зеленая), зона поко-
ящихся клеток (оранжевая) и  зона некротиче-
ского ядра (красная). В частях Б и В представле-
ны микрофотографии аналогичных сфероидов: 
на Б  видны живые (зеленый) и  погибшие (кра-
сный) клетки, а  на В  — изображение, получен-
ное методом сканирующей электронной микро-
скопии. Иллюстрация адаптирована из [35].

Сфероиды широко используют в  исследовании 
процессов канцерогенеза и  для фармакологи-
ческой оценки лекарственных препаратов. Их 
ключевыми преимуществами являются трех-
мерная структура и  естественный состав, со-
зданный клетками ВКМ. Некоторые исследо-
ватели считают гетерогенность клеточного 
состава преимуществом этого типа ТИК, по-
скольку она имитирует анизотропию условий, 
свойственную здоровым тканям и  солидным 
опухолям.

Применение сфероидов, созданных из ство-
ловых и  зрелых клеток, в  настоящее время ог-
раничено. Это обусловлено рядом факторов, 
среди которых наличие зон некроза и  недо-
статочное понимание морфофункциональных 
свойств клеток, входящих в структуру сферои-
да. Формирование в ядре сфероидов градиента 

гипоксии, ацидоза и  низкой васкуляризации 
в значительной степени имитирует условия, ха-
рактерные для канцерогенеза, что порождает 
опасения в  отношении безопасности данного 
типа ТИК.

2.4. Биопринтинг (биопечать) и сферы 
его использования
Концепция 3D-печати была впервые сформу-
лирована Jones в  1974  году, а  уже в  1981  году 
Kodama представил протокол использования 
фотоотверждаемых термореактивных полиме-
ров для создания трехмерных объектов из пла-
стика, что стало одним из первых примеров так 
называемого аддитивного процесса, который 
предполагал изготовление моделей с помощью 
специального процесса.

Методы 3D-печати классифицируются на небио­
логическую и 3D-биопечать в  зависимости от ис-
пользуемых материалов и технологий производ-
ства. 3D-биопечать, в свою очередь, предполагает 
позиционирование микрообъектов биоматериа-
лов, биохимических соединений и живых клеток 
для создания трехмерных структур, имитирую-
щих ткани [37].

Последние годы ознаменовались публикацией 
ряда обстоятельных обзорных статей, посвя-
щенных прогрессу в  области 3D-биопечати. 
Среди них выделяется работа Murphy и  соав-
торов, которая представляет собой системати-
ческий обзор, охватывающий практически все 
аспекты 3D-биопечати: от принципов и методов 
визуализации и дизайна до технологий и выбо-
ра материалов [38].

Рис. 1. Структура сфероида из опухолевых стволовых клеток

Fig. 1. Structure of a spheroid made from tumor stem cells
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В сфере 3D-биопечати применяются три ключе-
вых метода: струйная, лазерная и  экструзион-
ная. Из-за сложности реализации и  специфики 
каждого метода мы сосредоточимся на основных 
сферах применения 3D-биопечати в  РМ и  рас-
смотрим существующие ограничения этой тех-
нологии

В отличие от небиологической 3D-печати, которая 
создает бесклеточный скаффолд, 3D-биопечать 
направлена на формирование структур с механи-
ческими и  биологическими характеристиками, 
позволяющими им взаимодействовать с  живы-
ми клетками  [38]. 3D-биопечать позволяет точ-
но распределить и  обеспечить гетерогенность 
плотности клеток, а  также является масштаби-
руемой и  экономически выгодной. Несмотря 
на потенциал, применение 3D-биопечати в  РМ 
пока не получило широкого распространения из-
за ряда проблем. В первую очередь выбор подхо-
дящих биоматериалов остается ограниченным. 
Также существующие методы 3D-биопечати ну-
ждаются в  совершенствовании для повышения 
скорости и  точности. Кроме того, обеспечение 
необходимых биологических функций без ком-
промиссов в  механических свойствах требует 
от 3D-принтеров уровня разрешения, которого 
пока достичь невозможно.

Для реализации этих методов применяются так 
называемые биочернила — специальные составы, 
предназначенные для 3D-биопечати и служащие 
основой ТИК. Заселение клетками может проис-
ходить как во время биопечати, так и в напеча-
танную конструкцию, после чего готовую ТИК 
трансплантируют в организм реципиента [39].

3D-биопечать стремительно набирает популяр-
ность как массовая отрасль благодаря широко-
му спектру возможностей и перспективам при-
менения. В области биопечати можно выделить 
две ключевые категории: первая связана с реге-
нерацией тканей, например печатью кровенос
ных сосудов, сердечных клапанов, элементов 
опорно-двигательного аппарата, печени, нервов 
и кожи; вторая — с биомедицинскими приложе-
ниями, такими как поиск и тестирование новых 
лекарственных препаратов [40].

Создание сосудистых сетей с  характеристика-
ми, приближающимися к  физиологическим, 
в  области печати представляет собой сложную 
задачу. Это обусловлено наличием у  артерий 
и вен специфических свойств, присущих только 

им. Несмотря на это, некоторые успехи были до-
стигнуты в 3D-печати сосудистых сетей. В част-
ности, была разработана технология 3D-печати 
сосудистой сети из метакрилового желати-
на  [41], а  также биочернил на основе Pluronic 
F127. После завершения печати эти чернила за-
стывали при охлаждении и удалялись, оставляя 
за собой открытые сосудистые каналы разме-
ром до 45  микрон  [42]. Несмотря на впечатля-
ющие результаты, эти работы остаются увле-
кательными экспериментальными находками, 
но пока далеки от практического применения.

В области биопечати сердечных клапанов ключе-
вую роль играют биочернила на основе гидроге-
лей различной природы. С их помощью удалось 
создать аналог трехстворчатого клапана, исполь-
зуя гиалуроновую кислоту, желатин и интерсти-
циальные клетки аортального клапана человека, 
причем в  течение недели в  составе ТИК сохра-
нялась высокая жизнеспособность клеток  [43]. 
Несмотря на очевидные технические успехи, 
гидрогели и биочернила, созданные на их осно-
ве, не могут полностью воспроизвести гибкость 
и  эластичность нативной ткани, а  их механи-
ческие характеристики остаются недостаточно 
близкими к ее параметрам [44].

Производство искусственной кости может осу-
ществляться с  применением как небиологиче-
ских, так и  3D-биопечатных технологий. Для 
решения этой задачи исследователи применяют 
двухфазный фосфат кальция, гидроксиапатиты 
и трикальцийфосфат. Несмотря на то что в не-
которых исследованиях структурная точность 
скаффолдов, созданных на основе двухфазно-
го фосфата кальция, превысила 96,5%, их кли-
ническое применение пока не получило ши-
рокого распространения  [45]. Использование 
минерализованного ВКМ, полученного из ме-
зенхимальных стволовых клеток нижней но-
совой раковины человека, в  качестве добавки 
к  3D-биопечатным каркасам из полилактид-
ко-гликолида и  β-трикальцийфосфата показа-
ло перспективные результаты, открывая новые 
возможности для развития данной технологии. 
Этот скаффолд продемонстрировал высокие 
остеоиндуктивные и  остеокондуктивные ха-
рактеристики, при этом сохраняя органические 
и  неорганические компоненты костной ткани 
после имплантации в организм [46].

3D-биопечать открывает возможности для созда-
ния хрящевых эквивалентов: в  качестве чернил 
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для этой задачи успешно применялись полика-
пролактан, гиалуроновая кислота и  альгина-
ты [47]. Все они продемонстрировали эффектив-
ность в  обеспечении выживаемости клеток (до 
80–90%) и их дифференцировки в хондро- и ади-
погенных направлениях. В  соответствующих 
работах также было показано и накопление зна-
чительных количеств гликозаминогликанов  — 
ключевого компонента зрелого хряща — в тече-
ние нескольких недель культивирования  [48], 
что является важным показателем формирова-
ния функционального эквивалент хряща. Ин-
тересно, что гидрогелевые эквиваленты хряще-
вой ткани демонстрировали незначительную 
активацию провоспалительных генов в  макро-
фагах. Более того, они даже способствовали 
снижению смоделированной острой иммунной  
реакции [49].

Хотя 3D-биопечать достигла успехов в  созда-
нии ТИК с  структурой, имитирующей дерму, 
печень, щитовидную железу и  другие органы, 
эти подходы пока не достигли клинического 
применения. Это обусловлено использовани-
ем в  их составе химических полимеров и  не-
соответствием архитектуры ТИК нативной 
структуре. В связи с этим данное направление 
рассматривается как перспективное, но еще 
не ставшее полноценным практическим реше-
нием. 3D-биопечать в настоящее время находит 
главное применение в  скрининге лекарствен-
ных средств и моделировании тканей ex vivo, где 
этот метод является незаменимым. В  перспек-
тиве ожидается активное внедрение методов 
3D-биопечати в моделирование тканей человека 
на чипах, что существенно повысит эффектив-
ность фармакологических исследований и пои-
ска новых мишеней лекарственных препаратов.

2.5.  Клеточные пласты — минимальные 
адгезионные тканеинженерные конструкции
Клеточные пласты (КП) представляют собой 
минимальные ТИК, которые состоят из одного 
или нескольких типов живых клеток. Эти клет-
ки объединяются в  культуре с  помощью соб-
ственного матрикса, который также обогащен 
растворимыми факторами, встроенными в  его 
структуру [50, 51].

В конце 1990-х годов группа Okano разработала 
технологию получения КП, которая на момент 
своего появления стала методом неинъекцион-
ной доставки клеток для терапии без примене-
ния скаффолдов или искусственных носителей. 

Эта инновация была направлена на решение 
проблемы аноикиса и  снижения жизнеспособ-
ности клеток, возникающей при их фермента-
тивном отсоединении от субстрата или носите-
ля, как подробно обсуждалось выше.

Компоненты матрикса, входящие в  состав КП, 
поддерживают передачу межклеточных сигна-
лов и сигнализацию от рецепторов интегринов 
на ВКМ. Это предотвращает активацию аноики-
са при удалении КП с поверхности культураль-
ной посуды, сохраняя тем самым жизнеспособ-
ность клеток.

Получение КП стало возможным благодаря раз-
работке культуральных сосудов с  термочувст-
вительным покрытием из поли-N-изопропил
акриламида. Это покрытие обладает уникальной 
способностью изменять свои характеристики 
в  зависимости от температуры. При темпера-
туре культивирования, равной 37 °С, оно про-
являет гидрофобные свойства, что способству-
ет прикреплению клеток к поверхности сосуда. 
Когда температура опускается ниже 32 °С, по-
лимер меняет свое состояние на гидрофильное. 
Молекулы воды проникают внутрь материала, 
вызывая его набухание и образование набухше-
го полимерного слоя между пластиком и  ТИК, 
в результате чего происходит отделение пласта 
(см. рис. 2).

Поли–N-изопропилакриламид образует осно-
ву для клеточных культур. При температуре 
37 °С (А) клетки удерживаются вместе благода-
ря межклеточным контактам и адгезии к поли-
мерному покрытию через внеклеточный мат-
рикс. Использование протеаз для открепления 
клеток (Б) разрушает матриксные белки и меж-
клеточные контакты. Открепление пласта (В) 
при снижении температуры до 32 °С, вызванное 
набуханием полимера, позволяет сохранить 
структуру матрикса и межклеточные контакты. 
Изображение адаптировано из [52].

В отличие от конструкций на основе скаффол-
дов КП обладают рядом значимых технических 
преимуществ. В  первую очередь их создание 
не подразумевает использования сложных и  до-
рогих технологий и  реагентов, что делает воз-
можным их получение в любой клеточной лабо-
ратории. Во-вторых, КП состоят исключительно 
из клеток, а  также из нативных компонентов, 
синтезированных ими в  культуре ВКМ, исклю-
чая ксеногенные и синтетические элементы  [53]. 
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В  отличие от скаффолдов, которые изготавли-
ваются из искусственных материалов или обра-
ботанных нативных матриц (например, дВКМ), 
механическая прочность КП достигается за счет 
белков ВКМ и  взаимодействий между клетка-
ми  [54]. Благодаря этому применение КП исклю-
чает проблемы, связанные с  разрушением син-
тетического материала, которое может привести 
к высвобождению токсичных веществ и развитию 
воспаления [55]. ВКМ, входя в состав КП, не толь-
ко служит естественным каркасом для клеток, 
но и  функционирует как структура, регулиру-
ющая регенеративные процессы  [56]. Важно от-
метить, что матрикс содержит секретируемые 
клетками факторы роста (ФР) и цитокины, а так-
же везикулы, несущие микроРНК и  другие ком-
поненты, которые могут активировать регене-
ративные программы  [57]. Таким образом, ВКМ 
участвует в регуляции регенерации на нескольких 
уровнях. Кроме того, клетки в составе КП получа-
ют более равномерное снабжение питательными 
веществами и кислородом из культуральной сре-
ды по сравнению с клетками сфероида.

Вначале данный метод применялся преимуще-
ственно для получения КП из эпителиальных 
клеток, выделенных из различных тканей: рого-
вицы [58], слизистой оболочки рта [59] и кожи [60]. 

В  клинической практике такие ТИК показали 
свою эффективность в заживлении небольших по-
верхностных повреждений кожи, травм роговицы 
и восстановлении слизистой оболочки пищевода 
после удаления опухолей. В ходе развития данной 
технологии были созданы КП из различных ти-
пов клеток: эндотелиальных (ЭК), кардиомиоци-
тов, первичных фибробластов и  миобластов  [61]. 
Кардиомиоциты, используемые для создания КП, 
демонстрировали способность к  стимулирован-
ной и  спонтанной пульсации. Важно отметить, 
что послойная организация нескольких таких 
конструкций в течение 45 минут приводила к воз-
никновению электромеханического сопряжения 
с синхронизированной пульсацией за счет обра-
зования щелевых контактов, соединяющих слои 
клеток [62], что имитирует работу сердца.

Возможность создания крупных ТИК на базе КП 
в будущем может быть реализована посредством 
префабрикации, которая обеспечивает получе-
ние васкуляризованных структур  [63]. Напри-
мер, сокультивирование КП из кардиомиоцитов 
с ЭК приводит к формированию васкуляризован-
ных конструкций, а их плотность увеличивается 
in  vivo после пересадки у  животных, что способ-
ствует выживанию клеток [64, 65]. Это указывает 
на потенциал префабрикации для решения задачи 

Рис. 2. Процесс формирования клеточных пластов на поверхности термочувствительного покрытия

Fig. 2. The process of formation of cell layers on the surface of a heat-sensitive coating
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создания крупных ТИК. Эти конструкции мо-
гут быть перенесены самостоятельно, приводя 
к образованию значительных объемов «плюс-тка-
ни», а также применяться в пластической хирур-
гии полых органов или для создания их аналогов 
за пределами организма.

3.  Кризис клеточной терапии и его причины
Во многих опытах на животных было показано, 
что постнатальные СК и МСК обладают потенци-
алом для восстановления тканей при заболева-
ниях или травме. Однако после культивирования 
стволовые и  прогениторные клетки утрачивают 
свою способность к  регенерации, а  попытки со-
здать полноценные эквиваленты in vitro с  помо-
щью методов ТИ пока не увенчались успехом. 
Существенной проблемой остается то, что даже 
при комплексном воздействии гормонов (ФР) 
в тканеспецифичных СК не удается активировать 
полноценные программы органо- или гистогене-
за. В  качестве примера можно привести хорошо 
изученные сателлитные клетки-предшествен-
ники, которые после выделения из скелетной 
мускулатуры способны активироваться in vitro 
и  экспрессировать ряд факторов транскрип-
ции, необходимых для слияния и формирования 
мышц [3]. Тем не менее это не приводит к полно-
ценному развитию мышечной ткани ex vivo даже 
при появлении ряда важных функциональных 
признаков  — например, сократимости такого 
рода синцитиальных ТИК. Структуры, напомина-
ющие миофибриллы, не обладают регулируемой 
сократительной активностью и  не могут после 
трансплантации соединяться с  мышечной тка-
нью [66]. Как и в случае с введением большинства 
типов СК и МСК, полученных из тканей взрослых 
организмов, локальная или системная инъекция 
не приводит к ожидаемому результату — регене-
рации значительного объема поврежденного ор-
гана или его функциональных частей.

Причиной этого является отсутствие у  культи-
вируемых СК способности к  автономной регу-
ляции дифференцировки вне контекста ткани 
и  присущей ей физиологической регуляции. 
Эволюция данных представлений привела 
к  пониманию, что функциональной единицей 
регенерации является не сама СК, а  комплекс, 
состоящий из СК и  специфической регуля-
торной ниши  [67]. В  современной концепции 
регенеративного процесса ниша выполняет 
функцию рецепции сигналов, активирующих 
дифференцировку, и  участвует в  контроле СК 
на всех ее этапах. Важно отметить, что ниша, 

помимо самой СК, включает в себя растворимые 
ФР, цитокины, белки внеклеточного матрикса 
и  стромальные клетки, которые обеспечивают 
ее структурную целостность  [67]. Отсутствие 
в  культуре этих компонентов может привести 
к снижению или полному блокированию ключе-
вых свойств СК, необходимых для регенерации.

Эффективность применения клеточной тера-
пии была низкой также из-за резкого падения 
жизнеспособности СК и  МСК во время их вве-
дения в организм. Для снятия клеток традици-
онно используют протеолитические ферменты, 
которые разрушают ВКМ и межклеточные кон-
такты. В результате этого развивается аноикис — 
состояние, при котором клетки лишаются сво-
его «дома». Этот термин обозначает механизм 
программируемой гибели клетки при разрыве 
связей с матриксом и окружающими клетками. 
Впервые предложенный в 1994 году [68], он по-
лучил широкое распространение в  литературе 
и отражает ключевое свойство многоклеточных 
организмов: способность предотвращать пере-
мещение и  интеграцию клеток из одной части 
тела в  другую. Аноикис характерен для всех 
клеток человеческого организма за исключени-
ем форменных элементов крови, поскольку их 
суспендированное состояние является услови-
ем функционирования системы крови.

Инъекция клеток, снятых с  культуральной по-
суды, в  поврежденные ткани приводит к  их 
стремительной гибели за счет активации ано-
икиса. Клетки, попадая в поврежденную ткань 
с  присущей ей гипоксией, воспалением, высо-
кой концентрацией свободных радикалов и по-
тенциально чужеродными микроорганизмами, 
испытывают стресс, который может оказаться 
для них фатальным. Исследования показали, 
что в  первые 2–3  дня после введения суспен-
дированных клеток около 75% клеток погибают 
вследствие апоптоза, а  к 4–5-му  дню в  тканях 
выживает лишь небольшая часть (около 10%) 
введенного материала [69, 70].

Таким образом, базовые предпосылки для разра-
ботки методов клеточной терапии с помощью СК 
и МСК были обоснованными, однако эффектив-
ность этих методов в  РМ оказалась ограничен-
ной. Важно подчеркнуть, что с 1995 по 2015 год 
было разработано и доведено до стадии КИ более 
200 препаратов клеточной терапии. Эти исследо-
вания предоставили ценную информацию о без-
опасности, потенциальных рисках и  побочных 
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эффектах их использования, а также стимулиро-
вали поиск оптимальных показаний и протоко-
лов применения в практике [71, 72]. Достижения 
этого «золотого века» клеточной терапии стали 
основой для развития современных методов ле-
чения в  онкологии, гематологии и  при орфан-
ных заболеваниях крови и  иммунной системы. 
В  частности, они позволили создать такие под-
ходы, как CAR-T лимфоциты и  дендритно-кле-
точные вакцины, которые сегодня применяются 
с успехом.

4.  Заключение
В настоящее время ТИ обладает обширным и дей-
ственным набором методов, применимых в РМ. 
Принимая во внимание перспективы методов 
с использованием биореакторов и 3D-биопечати, 
наиболее вероятные для внедрения в  практику 
достижения в ближайшем будущем будут осно-
ваны на использовании автономных свойств 
клеток в культуре.

Важную роль играют их способности синтези-
ровать ВКМ, создавать относительно простые, 
но функциональные для трансплантации ТИК, 
а  также управлять процессами дифференци-
ровки и  выживаемости клеток в  составе этих 
структур. Несмотря на имеющиеся ограниче-
ния, существующие методы ТИ (сфероиды, 
КП) эффективно решают ключевую проблему 
клеточной терапии  — обеспечение выживае-
мости трансплантируемых клеток и  регули-
рование их дифференцировки и  интеграции 
в организм.

В составе ТИК формируются регуляторные и сиг-
нальные связи, отсутствующие в простых куль-
турах и особенно в суспензиях клеток. Это озна-
чает, что статус трансплантированных в составе 
ТИК клеток (в том числе СК и МСК) существенно 
отличается от их статуса в  обычных клеточных 
препаратах.

Следует, несомненно, упомянуть и  статус кли-
нических разработок в  ТИ, которая охватывает 
ортопедию, кардиологию, неврологию и  пла-
стическую хирургию. В ортопедии ТИК для вос-
становления костей и  хрящей показали много-
обещающие результаты в  лечении критических 
по размеру дефектов костей и остеохондральных 
повреждений. Использование в  этих работах 
ТИК на основе МСК способствовало усилению 
регенерации костей и  восстановлению хрящей, 
улучшая клинические результаты [73, 74].

В кардиологии разработка биоинженерных со-
судистых трансплантатов и клеточных пластов 
предлагает потенциальные решения для сер-
дечно-сосудистых заболеваний, обеспечивая 
улучшенную биосовместимость и  снижение 
риска отторжения трансплантата по сравнению 
с синтетическими альтернативами. Интеграция 
фактора роста эндотелия сосудов (VEGF) и дру-
гих ангиогенных факторов в  эти конструкции 
еще больше повысила их регенеративную спо-
собность, способствуя неоваскуляризации и ин-
теграции ТИК в структуру ткани [75, 76].

В пластической и  реконструктивной хирургии 
тканеинженерные конструкции из кожи, жира 
и  мышц предлагают инновационные решения 
для сложных дефектов, улучшая как функцио
нальные, так и  эстетические результаты  [77]. 
Использование ССК в  этих областях примене-
ния оказалось особенно эффективным, обеспе-
чивая эффективность регенерации и поддержа-
ние механических свойств ткани.

В настоящее время ключевой задачей направле-
ния является создание и апробация оптималь-
ных платформ ТИ, то есть многофункциональ-
ных подходов, основанных на воспроизводимых 
и  удобных методах, в  том числе принимая 
во внимание возможность индустриального 
масштабирования данных технологий.
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