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Аннотация
Целью данной работы была разработка и  оптимизация методов получения и  культи-
вирования клеток эпителия эндометрия человека из неинвазивного источника  — мен-
струальной крови. Исследование направлено на создание персонализированных моделей 
эндометрия in vitro для изучения механизмов имплантации эмбриона, поиска маркеров 
рецептивности эндометрия и разработки новых подходов к лечению гинекологических 
заболеваний, включая бесплодие. Методы. Для получения клеток эндометрия использо-
валась менструальная кровь, собранная от здоровых доноров. Фрагменты эндометрия вы-
делялись с помощью фильтрации и ферментативной обработки. Культивирование клеток 
проводилось в различных условиях: в виде монослоя (2D), тканевой культуры и органои-
дов (3D). Для подтверждения эпителиального фенотипа использовалось иммуноцитохи-
мическое окрашивание на маркеры цитокератин и Е-кадгерин. Для исследования эндоци-
тоза рецептора эпидермального фактора роста (EGFR) в тканевой культуре использовался 
флюоресцентно-меченный эпидермальный фактора роста (EGF). Результаты. Было по-
казано, что менструальная кровь является доступным источником для получения жиз-
неспособных клеток эндометрия. Полученная тканевая культура эндометрия сохраняет 
архитектуру ткани и может служить моделью для исследования эндоцитоза рецептора 
эпидермального фактора роста (EGFR). Культивирование клеток эпителия эндометрия 
в  виде органоидов позволило сохранить эпителиальный фенотип и  пролиферативную 
активность клеток в течение длительного времени. Органоиды демонстрировали способ-
ность к самоорганизации и формированию однослойных клеточных структур, что под-
тверждает их пригодность для моделирования процессов, происходящих в эндометрии 
in vivo. В то же время культивирование в 2D-условиях приводило к быстрому старению 
клеток и потере их функциональных свойств. Заключение. Разработанные методы куль-
тивирования клеток эпителия эндометрия в  виде тканевой культуры и  органоидов от-
крывают новые возможности для изучения механизмов имплантации эмбриона и поиска 
маркеров рецептивности эндометрия. Полученные результаты имеют большое значение 
для развития персонализированной медицины, в частности для повышения эффективно-
сти программ вспомогательных репродуктивных технологий (ВРТ) и разработки новых 
терапевтических подходов к лечению гинекологических заболеваний.
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Abstract
The aim of this work was to develop and optimize methods for obtaining and culturing human 
endometrial epithelial cells from a non-invasive source — menstrual blood. The study aims to 
create personalized in vitro endometrial models to study embryo implantation mechanisms, 
search for markers of endometrial receptivity, and develop new approaches to treat gynecolo
gical diseases, including infertility. Methods. Menstrual blood collected from healthy donors 
was used to obtain endometrial cells. Endometrial fragments were isolated by filtration and 
enzymatic treatment. Cell culture was carried out under various conditions: as a monolayer 
(2D), tissue culture and organoids (3D). Immunocytochemical staining for the markers cyto
keratin and E-cadherin was used to confirm the epithelial phenotype. To investigate endocy-
tosis of the epidermal growth factor receptor (EGFR) in tissue culture, fluorescence-labeled 
EGF was used. Results. Menstrual blood has been shown to be an affordable source for produ
cing viable endometrial cells. The resulting endometrial tissue culture preserves tissue archi-
tecture and can serve as a model for the study of endocytosis of the epidermal growth factor 
receptor (EGFR). Cultivation of endometrial epithelium cells in the form of organoids made 
it possible to preserve the epithelial phenotype and proliferative activity of cells for a  long 
time. Organoids demonstrated the ability to self-organize and form single-layer cell struc-
tures, which confirms their suitability for modeling the processes occurring in the endome-
trium in vivo. At the same time, cultivation under 2D conditions led to rapid aging of cells and 
loss of their functional properties. Conclusion. The developed methods for culturing endo
metrial epithelial cells in the form of tissue culture and organoids open up new possibilities 
for studying the mechanisms of embryo implantation and searching for markers of endometri-
al receptivity. The findings have important implications for the development of personalized 
medicine, in particular for improving the effectiveness of assisted reproductive technology 
(ART) programs and developing new therapeutic approaches for the treatment of gynecologi-
cal diseases.

Keywords: personalized medicine, endometrium, endometrial epithelium, organoids, menstru-
al blood, embryo implantation, endometrial receptivity
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Список сокращений:
ЭКО — экстракорпоральное оплодотворение

ВРТ — вспомогательные репродуктивные технологии

LIF — Leukemia inhibitory factor (фактор, ингибирующий лейкемию)

PBS — Phosphate-buffered saline (фосфатно-солевой буфер)

DMEM/F12  — Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 (среда для 
культивирования клеток)

EGF — Epidermal Growth Factor (эпидермальный фактор роста)

EGFR — Epidermal Growth Factor Receptor (рецептор эпидермального фактора роста)

bFGF — basic Fibroblast Growth Factor (основной фактор роста фибробластов)

TGF-β — transforming Growth Factor beta (трансформирующий фактор роста бета)

BMP — bone Morphogenetic Protein (костный морфогенетический белок).

MAPK — mitogen-Activated Protein Kinase (митоген-активируемая протеинкиназа)

GSK-3 — glycogen Synthase Kinase-3 (киназа гликогенсинтазы-3)

DAPI  — 4’,6-diamidino-2-phenylindole (флуоресцентный краситель для окрашивания 
ядер клеток)

BSA — bovine serum albumin (бычий сывороточный альбумин)

ЭпК — эпителиальные клетки

ВКМ — внеклеточный матрикс

NAD — nicotinamide adenine dinucleotide (никотинамид-аденин-динуклеотид)

PARP — poly (ADP-ribose) polymerase (поли-АДФ-рибоз-полимераза)

ROCK — rho-associated protein kinase (Rho-ассоциированная протеинкиназа)

CK1 — casein kinase 1 (казеинкиназа 1)

ALK — activin receptor-like kinase (киназа, подобная рецептору активина)

Smad — small mothers against decapentaplegic (семейство белков, участвующих в передаче 
сигналов TGF-β)

HB-EGF — heparin-binding EGF-like growth factor (гепарин-связывающий фактор роста, 
подобный EGF)

c-ErbB — семейство рецепторов тирозинкиназ, включая EGFR

DKK1 — dickkopf-related protein 1 (белок, ингибирующий путь Wnt)

LRP6  — low-density lipoprotein receptor-related protein 6 (рецептор, связанный 
с липопротеинами низкой плотности 6)

Wnt — сигнальный путь, регулирующий клеточную пролиферацию и дифференцировку

TGF-β1 — transforming growth factor beta 1 (трансформирующий фактор роста бета 1)
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A83-01 — ингибитор рецептора TGF-β1

NOGGIN — антагонист BMP-4

CHIR99021 — ингибитор киназы GSK-3

R-spondin 1 — белок, активирующий путь Wnt

Ki67 — маркер пролиферации клеток

β-галактозидаза — фермент, используемый для определения клеточного старения

МСК — мезенхимные стволовые клетки

ЭнМСК — эндометриальные мезенхимные стволовые клетки

Введение
Достижения в области биотехнологии открыва-
ют новые возможности для диагностики и  те-
рапии многих заболеваний, а также для разви-
тия персонализированной медицины, которая 
предполагает индивидуальное лечение с  уче-
том биологической информации о  пациен-
те [1–5]. Данный подход повышает безопасность 
и  эффективность терапии при одновременном 
снижении побочных эффектов, что востребова-
но во многих областях медицины, в  том числе 
в гинекологии и репродуктологии [6–10]. Одна-
ко переход к  персонализированной медицине 
невозможен без разработки релевантных моде-
лей тканей на основе биологического материала 
пациента для индивидуального подбора мето-
дов лечения in vitro. Разработка функциональ-
ных моделей тканей женской репродуктивной 
системы является особо актуальной в силу спе-
цифического строения и  функционирования 
этой системы у человека [10–13].

Одним из основных компонентов женской ре-
продуктивной системы является матка, внутрен-
няя поверхность которой покрыта эндометри-
ем  — слизистой оболочкой, преимущественно 
состоящей из стромы, покрытой однослойным 
призматическим эпителием  [14–16]. Именно эн-
дометрий играет ключевую роль в наступлении 
и  развитии беременности. Под воздействием 
стероидных гормонов эстрогена и  прогестеро-
на на протяжении менструального цикла в  эн-
дометрии происходят характерные изменения, 
необходимые для имплантации эмбриона, воз-
можной только в  период «окна имплантации», 
продолжительность которого у человека в сред-
нем составляет 4 дня (обычно — с 20-го по 24-й 
день менструального цикла при 28-дневном 
цикле)  [14–17]. Ключевое значение в  процессе 
имплантации имеет так называемая рецептив-
ность эндометрия  — способность эндометрия 

воспринять бластоцисту и обеспечить необходи-
мые этапы имплантации  [18, 19]. В  этот период 
в эндометрии появляются характерные маркеры 
рецептивности, такие как образование эпители-
альными клетками пиноподий, на поверхности 
которых располагаются основные рецепторы 
для прикрепления бластоцисты [20–22]. Экспрес-
сируются белки клеточной адгезии, в частности 
интегрины, начинается секреция цитокинов, 
таких как LIF (Leukemia inhibitory factor, фактор, 
ингибирующий лейкемию) [23–26].

Считается, что рецептивный эндометрий также 
оказывает влияние на развитие бластоцисты. 
Было показано, что культивирование эмбрионов 
в  среде, полученной от эпителиальных клеток 
эндометрия, повышает частоту имплантации 
в циклах экстракорпорального оплодотворения 
(ЭКО) за счет активации паракринных факто-
ров, влияющих на функциональное созревание 
эмбриона [27, 28]. Несмотря на то что благодаря 
вспомогательным репродуктивным техноло-
гиям (ВРТ) удалось преодолеть многие репро-
дуктивные дисфункции, до 70% неудач в  про-
граммах ВРТ до сих пор связаны с нарушением 
имплантации эмбриона в  связи с  нерецептив-
ностью эндометрия [29–33].

В настоящее время продолжается поиск марке-
ров рецептивности эндометрия, которые позво-
лили бы прогнозировать успех программ ВРТ 
и  давали бы в  случае необходимости возмож-
ность оценить степень повреждения эндометрия 
и эффективность лечения бесплодия [30–32].

Кроме того, одной из проблем ВРТ является от-
сутствие способов терапевтического воздействия 
на нерецептивный эндометрий. Гормонотерапия 
нерецептивного эндометрия может быть недо-
статочно эффективна в связи с отсутствием пол-
ноценного рецепторного аппарата эндометрия, 
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низким уровнем синтеза рецепторных белков, 
молекул адгезии, структурными перестрой-
ками эндометриальных желез и  стромальным 
фиброзом в  эндометрии  [31, 34]. Поэтому акту-
альным является поиск новых способов воздей-
ствия на нерецептивный эндометрий с  целью 
активации пролиферации и  повышения уровня 
экспрессии рецепторов к гормонам. Однако про-
водимые исследования ограничены отсутстви-
ем релевантной лабораторной модели, посколь-
ку, несмотря на то что репродуктивная система 
млекопитающих устроена единообразно, между 
человеком и лабораторными животными все же 
есть существенные отличия  [35, 36]. В  отличие 
от распространенных лабораторных животных, 
эндометрий у  человека подвергается морфоло-
гическим изменениям и частичной десквамации 
в ходе каждого менструального цикла [14–17].

Вследствие отсутствия релевантных моделей 
роль эпителия в  имплантации у  человека из-
учена мало. Первый контакт между организмом 
матери и  бластоцистой опосредован именно 
эпителием эндометрия, но все исследования 
ранних этапов имплантации эмбриона прово-
дились с использованием доступных животных 
моделей (мышей) и  экстраполировались на че-
ловека из-за ограниченных возможностей на-
блюдения  [35–37]. Таким образом, получение, 
культивирование и последующее исследование 
свойств клеток эпителия эндометрия имеет 
большое значение для лучшего понимания ме-
ханизмов имплантации, а  также механизмов, 
регулирующих «окно имплантации» у  челове-
ка. Получение этих клеточных культур важно 
для создания пациент-специфичных моделей 
эндометрия человека in vitro для разработки 
персонифицированных методов лечения.

В основном для получения клеточных куль-
тур эпителия эндометрия человека используют 
образцы эндометрия, полученные в  результате 
биопсии или гистерэктомии. Данные процедуры 
являются травматичными для пациентов и огра-
ничивают возможности повторного взятия мате-
риала. Несмотря на то что участки эндометрия 
могут быть получены и не инвазивным путем — 
из менструальной крови доноров, в  литературе 
описаны лишь единичные исследования по ис-
пользованию данного источника для выделения 
эпителиальных клеток эндометрия. В основном 
в опубликованных работах представлены только 
методики получения клеток. Настоящее иссле-
дование было направлено на выделение клеток 

эпителия эндометрия человека из менструаль-
ной крови, разработку протоколов культивиро-
вания этих клеток как в 2D-, так и в 3D-системе, 
а также разработку протоколов кокультивирова-
ния совместно со стромальными клетками эндо-
метрия в виде тканевой культуры.

Материалы и методы
Получение биологического материала
Менструальная кровь была получена от 3-х здо-
ровых доноров в возрасте 32, 36 и 38 лет, не при-
нимающих гормональные препараты, в  рам-
ках совместных исследований с  ФГБУ «НМИЦ 
им. В. А. Алмазова» Минздрава России. От всех 
доноров было получено информированное со-
гласие на использование биологического мате-
риала, исследования были одобрены комиссией 
по биоэтике Института цитологии РАН (№ про-
токола КБЭ 04/24  от 06.06.2024). Сбор менст
руальной крови доноры проводили самостоя-
тельно с  использованием менструальных чаш 
с 20-го по 24-й час после начала менструального 
кровотечения. Перед каждым использованием 
менструальные чаши стерилизовали кипяче-
нием. Сбор образцов осуществляли в  течение 
4-х часов затем образцы менструальной крови 
(2–10 мл) переносили в пробирки с транспорти-
ровочным раствором, состоящим из раствора 
PBS (Росмедбио 2.1.1)., 10% смеси антибиотиков 
(пенициллина/стрептомицина) (Gibco 15070-
063), 4  мкг/мл антимикотика Амфотерицина 
(«Биолот», Россия), цитрата натрия, и в течение 
2 ч транспортировали для дальнейших манипу-
ляций. От каждого донора таким способом про-
изводили сбор менструальной крови в  течение 
3-х менструальных циклов.

Выделение клеток эпителия эндометрия 
человека
Полученные образцы менструальной крови 
разводили стерильным раствором PBS в  6  раз 
и  фильтровали через сетчатый фильтр с  разме-
ром пор 40  мкм (Biofil CSS013040). Оставшиеся 
на сетке фильтра фрагменты эндометрия про-
мывали раствором PBS несколько раз для уда-
ления оставшихся клеток крови, затем сетчатый 
фильтр переворачивали и  участки эндометрия 
вымывали в  50  мл центрифужные пробирки 
раствором PBS (Росмедбио 2.1.1). Далее образцы 
центрифугировали при ускорении 400  g в тече-
ние 5  мин. После этого сливали супернатант, 
осадок ресуспензировали в  2  мл среды DMEM/
F12 (Gibco, 42400010), содержащей 10% эмбрио-
нальной коровьей сыворотки (HyClone, SV30160), 
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1% антибиотика (пенициллина/стрептомицина), 
30 ед. диспазы (Worthington LS01209) и 0,5% кол-
лагеназы типа 1 (Gibco 17100-017), и инкубирова-
ли в течение 30 мин при температуре +37 °С.

После инкубации в  пробирку добавляли 10  мл 
среды DMEM/F12, содержащей 10% эмбриональ-
ной коровьей сыворотки, 1% смеси антибиоти-
ков (пенициллина/стрептомицина), и повторно 
фильтровали через сетчатый фильтр с  разме-
ром пор 40  мкм. В  результате крупные фраг-
менты эпителия эндометрия задерживались 
сеткой фильтра, в то время как суспензия еди-
ничных клеток стромы эндометрия проходила 
через ячейки сетчатого фильтра. Полученные 
кусочки вымывали в 50 мл центрифужную про-
бирку раствором PBS. Далее образцы центрифу-
гировали при 400 g в течение 5 мин. Супернатант 
заменяли на соответствующую культуральную 
среду либо на Матригель (BD Bioscience 354234).

Сокультивирование стромальных 
и эпителиальных клеток эндометрия человека
Для получения кокультуры собранные по про-
токолу, описанному выше, образцы эндометрия 
из менструальной крови без последующей обра-
ботки ферментами помещали на чашки Петри 
и культивировали со сменой среды каждые 3 дня 
и анализировали. Для культивирования исполь-
зовали среду DMEM/F12, содержащую 10% эм-
бриональной коровьей сыворотки, 1% смеси ан-
тибиотиков (пенициллина/стрептомицина).

Культивирование клеток эпителия 
эндометрия человека в виде монослоя
Для культивирования клеток эпителия в  виде 
монослоя полученные по протоколу, описан-
ному выше, фрагменты эпителия эндометрия 
высевали на лунки четырехлуночных культу-
ральных планшетов, предварительно покрытых 
Матригелем или коллагеном типа I. Для этого 
Матригель или коллаген типа I разбавляли сре-
дой DMEM/F12  до концентрации 100  мкг/см2, 
наносили по 300  мкл/лунку и  инкубировали 
при +37 °С в течение 30 мин, затем раствор сли-
вали, а лунки использовали для культивирова-
ния клеток в среде DMEM/F12, содержащей 10% 
эмбриональной коровьей сыворотки, 1% смеси 
антибиотиков (пенициллина/стрептомицина) 
или культуральную среду для кератиноцитов 
Keratinocyte-SFM (Gibco 10724-011), дополнен-
ную экстрактом BPE 50  мкг/мл (Solarbio E0050) 
и  рекомбинантным эпидермальным фактором 
роста (epidermal growth factor, EGF) 5 нг/мл (Cal-

biochem 324831). Клетки пересевали раствором 
TrypLe E (Gibco 12563-011). Культивирование 
проводилось в течение 2–3 пассажей.

Культивирование клеток эпителия 
эндометрия человека в виде органоидов
Для культивирования клеток эпителия в виде ор-
ганоидов фрагменты эпителия эндометрия (рис. 
1в), полученные по протоколу, описанному выше, 
переносили в чашку Петри в растворе PBS и под 
микроскопом разделяли на группы по 20  фраг-
ментов, после чего каждую из групп переносили 
в отдельную центрифужную пробирку и центри-
фугировали в растворе PBS при 400 g в течение 
5  мин. Затем тщательно удаляли супернатант 
и  осадок ресуспензировали в  концентрирован-
ном Матригеле на льду, затем помещали в виде 
капель по 30  мкл в  48-луночные планшеты. 
Далее планшеты помещали в инкубатор (5% СО2, 
+37 °С) на 15 мин для полимеризации Матригеля, 
затем добавляли 300  мкл культуральной среды 
(табл. 1). Культивирование проводили в течение 
16  дней с  заменой среды каждые 3  дня. Затем 
клетки пересевали следующим образом: из лу-
нок отбирали культуральную среду и добавляли 
холодный раствор Cell Recovery Solution (Corning, 
354253), в котором инкубировали при +4 °С в те-
чение 1 ч для деполимеризации Матригеля. После 
этого содержимое лунок пипетировали 2–3 раза 
с  помощью дозатора с  наконечником на 1  мл 
и центрифугировали при 200 g в течение 5 мин 
при температуре +40 °С. Супернатант отбирали, 
а к осадку добавляли 150 мкл среды DMEM/F12, 
в которой пипетировали органоиды с помощью 
дозатора с наконечником на 200 мкл для разде-
ления на агрегаты клеток. Затем доводили объем 
до 1 мл и центрифугировали при 400 g в течение 
5  мин, осадок клеток смешивали с  Матригелем 
1:20 на льду, далее культивировали, как указано 
выше.

Иммуноцитохимическое окрашивание
Кокультуры клеток эпителиальных и стромаль-
ных клеток эндометрия и клетки эпителия куль-
тивировали в монослое на предметных стеклах, 
затем промывали раствором PBS и фиксировали 
в  10%-ном формалине (Biovitrum, Россия) в  те-
чение 15 мин, после чего промывали раствором 
PBS 3  раза по 5  мин. Органоиды перед фикса-
цией вымывали из Матригеля с помощью охла-
жденного до +4 °С раствора Cell Recovery Solution, 
собирали в  микро пробирку 1,5  мл, осаждали 
при 250 об/мин +4 °С, а затем фиксировали в те-
чение 1 ч в 10%-ном формалине. Далее обработку 
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клеток и органоидов на стеклах проводили оди-
наковым образом по ранее описанной стандар-
тной методике [38]. Для окрашивания использо-
вали первичные кроличьи антитела против ki67 
(Abcam ab15580), vimentin (Abclonal A19607) и мы-
шиные антитела против pan-cytokeratin (C11, Ab-
cam ab7753), Е-cadherin (Abcam ab76055) в разведе-
нии 1:100, вторичные антитела козы к IgG кролика 
и  мыши, конъюгированные с  AlexaFluor™ 488 
(Invitrogen A11008) или DiLaight 594 (Invitrogen 
A11005) в  разведении 1:1000. Для визуализации 
ядер клеток последнюю промывку производили 
в присутствии 0,5 мкг/мл DAPI (Invitrogen D1306). 
После окрашивания стекла с клетками заключа-
ли в  среду Fluoromount-G (SouthernBiotech 0100-
01). Результаты анализировали с помощью лазер-
ного сканирующего конфокального микроскопа 
OLYMPUS FV3000 (Япония).

Стимуляция эндоцитоза EGFR и выявление его 
локализации в стромальных и эпителиальных 
клетках эндометрия человека 
при сокультивировании
Смешанную культуру эпителиальных и  стро-
мальных клеток после выделения культивиро-
вали в  среде DMEM/F12, содержащей 10% эм-
бриональной коровьей сыворотки, 1% смеси 
антибиотиков (пенициллина/стрептомицина) 
без добавления EGF. В культуральную среду до-
бавляли флуоресцентно-меченный EGF в  кон-
центрации 10 нМ на 30 минут согласно ранее опи-
санной методике [39]. Затем клетки фиксировали 
в  10%-ном формалине в  течение 15  мин и  про-
водили иммуноцитохимическое окрашивание 
по описанной выше методике. Для окрашива-
ния использовали первичные кроличьи антите-
ла против EGFR (Сell Signaling 4267) и мышиные 
антитела против pan-cytokeratin (Abcam ab7753) 
в  разведении 1:100, вторичные антитела козы 
к IgG кролика и мыши, конъюгированными с Al-
exaFluor 568 (Invitrogen A-11011) и AlexaFluor 488 
(Invitrogen A-11008) соответственно в разведении 
1:200. Для визуализации ядер клеток последнюю 
промывку производили в присутствии 0,5 мкг/мл 
DAPI. После окрашивания стекла с клетками за-
ключали в среду Fluoromount-G (SouthernBiotech, 
США). Результаты анализировали с помощью ла-
зерного сканирующего конфокального микро-
скопа OLYMPUS FV3000 (Япония).

Определение экспрессии, ассоциированной 
со старением β-галактозидазы
Клеточное старение оценивали с помощью окра-
шивания на активность β-галактозидазы, ис-

пользуя Senescence beta-Galactosidase Staining Kit 
(Cell Signaling, 9860S) согласно рекомендациям 
производителя. Оценка проводилась путем под-
счета доли позитивных клеток на изображениях, 
полученных с  помощью светового микроскопа. 
На серии изображений для каждого образца ана-
лизировалось не менее 50 клеток.

Результаты
Выделение фрагментов эндометрия  
человека из менструальной крови  
и их характеристика	
Образцы эндометрия получали наименее инва-
зивным способом — проводили сбор из менстру-
альной крови фрагментов ткани, десквамирован-
ных естественным путем. Согласно полученным 
нами ранее собственным данным  [38], а  также 
литературным данным  [40] сбор менструальной 
крови для получения фрагментов эндометрия оп-
тимально проводить на 1–2-й день от начала мен-
струального цикла. В данной работе для опреде-
ления наиболее подходящего времени для сбора 
наибольшего количества эндометрия доноры про-
водили забор менструальной крови в нескольких 
менструальных циклах в разные сроки от начала 
менструального кровотечения. Для получения 
фрагментов ткани собранные образцы менстру-
альной крови освобождали от клеток крови путем 
фильтрации и промывок раствором PBS согласно 
методике, описанной в  методическом разделе 
работы. В  результате визуальной оценки объема 
получаемой в результате фильтрации ткани было 
определено, что в  протестированной группе до-
норов наиболее подходящим сроком для получе-
ния клеток эпителия эндометрия является срок 
с 20-го по 24-й час от начала менструального кро-
вотечения.

Для определения возможности использования 
фрагментов эндометрия из менструальной крови 
в качестве трехмерной модели эндометриальной 
ткани in vitro проводили культивирование участ-
ков эндометрия, полученных после фильтрации 
крови, в  виде тканевой культуры. Идентифика-
цию эпителиальных и стромальных клеток в тка-
невой культуре осуществляли с помощью имму-
ноцитохимического окрашивания антителами 
против маркера эпителиальных клеток цитокера-
тина и маркера стромальных клеток виментина. 
На рисунке 1  представлены микрофотографии 
тканевой культуры эндометрия в  2D- условиях, 
окрашенной антителами против цитокератина 
и  виментина. С  помощью конфокального скани-
рования по оси, перпендикулярной поверхности 
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Рис. 1. Тканевая культура стромальных и эпителиальных клеток эндометрия человека на пластике. Эпителиальные 
клетки окрашены антителами к  цитокератину (красный), стромальные клетки окрашены антителами к  виментину 
(зеленый). Конфокальное сканирование по трем осям. Стрелками отмечено расположение эпителиальных клеток 
над стромальными. А — Об. 20x; Б — Об. 100x. Конфокальная микроскопия, микроскоп OLYMPUS FV3000

Fig. 1. Tissue culture of human endometrial stromal and epithelial cells on plastic. Epithelial cells are stained with anti-
cytokeratin antibodies (red), stromal cells are stained with anti-vimentin antibodies (green). Three-axis confocal scanning. 
Arrows indicate the location of epithelial cells above stromal cells. A — Ob. 20x; Б — Ob. 100x. Confocal microscopy, OLYM-
PUS FV3000 microscope

А

А

Б

Б

Рис. 2. Выявление рецептора эпидермального фактора роста (EGFR) в кокультуре стромальных и эпителиальных кле-
ток эндометрия человека. Клетки одновременно окрашивали антителами на пан-цитокератин и EGFR, флуоресцентно-
меченным Cy3  EGF и  маркером ядер DAPI, и  регистрировали флуоресценцию в  отдельных каналах. Далее каналы 
объединяли попарно и искусственно окрашивали структуры для большей наглядности: А — окраска на пан-цитокера-
тин (зеленый) и ядра (синий); Б — EGFR (красный) и флуоресцентно-меченный EGF (зеленый) в тех же клетках. Белые 
стрелки указывают на EGFR, локализованный на плазматической мембране эпителиальных клеток. Конфокальная ми-
кроскопия, микроскоп OLYMPUS FV3000

Fig. 2. Detection of epidermal growth factor receptor (EGFR) in human endometrial stromal and epithelial cell co-culture. 
Cells were simultaneously stained with pan-cytokeratin antibodies and EGFR, fluorescently labeled EGF Cy3 and a marker 
of DAPI nuclei, and fluorescence was recorded in separate channels. Further, the channels were combined in pairs and arti-
ficially stained the structures for greater clarity: A — staining for pan-cytokeratin (green) and nuclei (blue); Б — EGFR (red) 
and fluorescently labeled EGF (green) in the same cells. White arrows indicate EGFR localized to the plasma membrane 
of epithelial cells. Confocal microscopy, OLYMPUS FV3000 microscope
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Рис. 3. Получение культуры клеток эпителия эндометрия человека из менструальной крови: А — этапы обработки 
образцов менструальной крови донора для получения культуры клеток эпителия эндометрия человека; Б — участки 
эндометрия, полученные после первой фильтрации; В — агрегаты эпителиальных клеток эндометрия, полученные 
после второй фильтрации. Создано с помощью https://BioRender.com

Fig. 3. Obtaining a culture of human endometrial epithelial cells from menstrual blood: A — stages of processing the donor’s 
menstrual blood samples to obtain a culture of human endometrial epithelial cells; Б — endometrial tissue obtained after 
the first filtration; B — aggregates of endometrial epithelial cells obtained after the second filtration (created in https://
BioRender.com)

субстрата, удалось показать, что при культиви-
ровании в  тканевой модели сохраняется пре-
имущественно поверхностное расположение 
эпителиальных клеток эндометрия над стромаль-
ными (отмечено на рисунке белыми стрелками), 
что свидетельствует о сохранении тканевой архи-
тектуры, характерной для эндометрия при куль-
тивировании. В результате наблюдений было об-
наружено, что подобная тканевая культура может 
сохранять стабильное состояние в течение 5 дней. 
Далее стромальные клетки адаптируются к усло-
виям культивирования и начинают активно про-
лиферировать и мигрировать.

Для определения пригодности такой тканевой 
культуры в  качестве многоклеточной модели 
эндометрия была проведена оценка возможно-
сти использования данной культуры для изуче-
ния в  эндометриальных клетках сигнальных 
процессов, опосредованных ростовыми факто-
рами — в частности, эпителиальным фактором 
роста (EGF). Ранее мы показали, что выделен-
ные из десквамированного эндометрия челове-
ка культуры стромальных клеток экспрессиру-
ют рецептор EGF (EGFR) на уровне, сравнимом 

с  таковым в  линиях эпителиальных клеток 
опухолевого происхождения, таких как HeLa 
и А549, а добавление EGF стимулирует быструю 
интернализацию рецептора  [39]. В  соответст-
вии с  этими наблюдениями при окрашивании 
препаратов фиксированной кокультуры стро-
мальных и эпителиальных клеток эндометрия 
антителами к EGFR через 30 мин после стиму-
ляции с  помощью EGF (10нМ) мы обнаружили 
(рис. 2), что эндосомы, содержащие EGF-EGFR 
комплексы, выявляются в значительном коли-
честве как в  стромальных, цитокератин-нега-
тивных, так и в эпителиальных клетках. Кроме 
того, EGFR был обнаружен на плазматической 
мембране эпителиальных клеток. Таким обра-
зом, совместная культура стромальных и эпи-
телиальных клеток эндометрия может быть 
хорошей моделью для изучения роли ком-
понентов EGF-рецепторной системы в  норме 
и при ряде патологий эндометрия.

Получение и культивирование эпителиальных 
клеток эндометрия человека
Для получения культур эпителиальных клеток 
эндометрия (см. схему на рис. 3а) фрагменты 

А

Б В
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ткани, выделенные из менструальной кро-
ви после фильтрации (рис. 3б), обрабатыва-
ли смесью ферментов диспазы и  коллагеназы 
типа  1. Диспазу использовали для отделения 
эпителиальных клеток от базальной мембра-
ны, а  коллагеназу типа 1  — для разрушения 
внеклеточного матрикса стромы и  получения 
единичной суспензии стромальных клеток 
эндометрия. В  результате ферментативной 
обработки участки ткани разрушались с обра-
зованием суспензии стромальных клеток эн-
дометрия, а  также пластов эпителиальных 
клеток, которые сохранялись в  составе агре-
гатов, поскольку плотные контакты между 
эпителиальными клетками не нарушались 
ферментами. Затем полученную смесь филь-
тровали через сетчатый фильтр с  размером 
ячеек 40 мкм. При этом агрегаты эпителиаль-
ных клеток задерживались в фильтре (рис. 3в), 
а единичные стромальные клетки в клеточной 
суспензии проходили через ячейки. Агрегаты 
клеток с  сетчатого фильтра культивировали 
либо в 2D- условиях, либо в каплях матригеля 
в 3D-конфигурации.

При культивировании агрегатов эпителиальных 
клеток в  системе 2D (рис. 4а) эпителиальный 
статус полученных клеток был подтвержден 
иммуноцитохимическим окрашиванием на ха-
рактерные эпителиальные маркеры цитокера-
тин и  E-кадгерин. На рисунке 3  представлены 
микрофотографии 2D-культуры эпителиаль-
ных клеток с соответствующим окрашиванием 
клеточных структур. На ранних этапах культи-
вирования (пассаж 1) культура сохраняла спо-
собность к пролиферации, что подтверждается 
позитивным окрашиванием на маркер проли-
ферации Ki67 (рис. 4г). Дальнейшее культиви-
рование эпителиальных клеток в  2D-системе 
как в среде для роста МСК, так и в среде для эпи-
телиальных клеток (кератиноцитов) в  течение 
14  дней приводило к  остановке пролиферации 
и  значительному изменению морфологии кле-
ток (рис. 4д, е).

Тест на экспрессию ассоциированной со ста-
рением β-галактозидазы выявил окрашива-
ние 100% клеток, в  то время как после 4  дней 
культивирования позитивны были только 2% 
(рис. 4ж, з). Таким образом, полученные резуль-
таты свидетельствовали об индукции преждев-
ременного старения эпителиальных клеток 
эндометрия уже через 14  дней культивирова-
ния в  системе 2D. Для предотвращения этого 

эффекта, был опробован прием культивирова-
ния агрегатов эпителиальных клеток в  каплях 
концентрированного Матригеля в геометрии 3D 
с применением среды для культивирования ор-
ганоидов. Данные условия позволили получить 
эпителиальные органоиды, представляющие 
из себя сферы из одного слоя эпителиальных 
клеток. В  одной капле Матригеля образовыва-
лись множественные органоиды (рис. 5а). В те-
чение 16  дней после помещения в  капли орга-
ноиды увеличивались в  размерах и  достигали 
в диаметре 500 мкм (рис. 5б).

Эпителиальный фенотип полученных органо-
идов подтверждался иммуноцитохимическим 
окрашиванием на маркер эпителия Е-кадге-
рин (рис. 5д), а пролиферация клеток — обна-
ружением метафазных пластинок (рис. 5е). При 
конфокальном 3D-сканировании обнаружено, 
что органоид представляет собой однослой-
ную полую сферу (рис. 5е). В  процессе подго-
товки препарата для микроскопа с ограничен-
ным фокусным расстоянием данные сферы 
не способны поддерживать форму и  уплоща-
ются под покровным стеклом, образуя двух-
слойный диск. Полученные органоиды могут 
культивироваться до 10  пассажей с  пересевом 
каждые 14–16  дней и  могут быть переведены 
в  2D-культуру при необходимости. При этом 
клетки приобретают морфологию, характер-
ную для эпителиальных клеток, культивируе-
мых в 2D (рис. 5б).

Обсуждение
При разработке персонифицированных мето-
дов лечения и создании моделей ткани in vitro 
на основе клеток пациента важными аспекта-
ми являются доступность и наименьшая инва-
зивность получения биологического матери-
ала  [10–13]. Известно, что клетки эндометрия 
могут быть получены из биопсийного матери-
ала [41]. Несмотря на то что в этом случае ма-
териал может быть отобран на разных сроках 
менструального цикла, эта процедура являет-
ся хирургической и  может иметь осложнения 
в виде кровотечения, болезненных ощущений, 
воспаления [42]. Однако недавно было показа-
но, что клетки эндометрия для персонализи-
рованных моделей могут быть получены и не-
инвазивным путем из участков эндометрия, 
которые десквамируются естественным путем 
и выделяются вместе с менструальной кровью 
в  начале каждого менструального цикла  [38, 
43–45].
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Рис. 4. Культивирование клеток эпителия эндометрия человека в  2D-культуре: А  — клетки эпителия эндометрия 
человека в  2D-культуре; Б  — иммуноцитохимическое окрашивание клеток эпителия эндометрия человека на пан-
цитокератин; В — иммуноцитохимическое окрашивание клеток эпителия эндометрия человека на E-кадгерин (зеле-
ный), ядра окрашены DAPI (синий); Г — иммуноцитохимическое окрашивание клеток эпителия эндометрия человека 
на пан-цитокератин (красный), Ki-67 (зеленый), ядра окрашены DAPI (синий); Д — морфология клеток эпителия эндо-
метрия человека в 2D-культуре через 4 дня культивирования; Е — морфология клеток эпителия эндометрия человека 
в  2D-культуре через 14  дней культивирования; Ж  — отсутствие активности бета-галактозидазы, ассоциированной 
со старением, в клетках эпителия эндометрия человека в 2D-культуре через 4 дня культивирования; З — появление 
синего окрашивания, свидетельствующего о повышении активности ассоциированной со старением бета-галактози-
дазы в клетках эпителия эндометрия человека в 2D-культуре через 14 дней культивирования. Световая микроскопия, 
конфокальная микроскопия, микроскоп OLYMPUS FV3000

Fig. 4. Cultivation of human endometrial epithelial cells in 2D culture: A — human endometrial epithelial cells in 2D culture; 
Б — immunocytochemical staining of human endometrial epithelial cells for pan-cytokeratin; B — immunocytochemical 
staining of human endometrial epithelial cells for e-cadherin (green), nuclei stained with DAPI (blue); Г — immunocytochem-
ical staining of human endometrial epithelial cells for pan-cytokeratin (red), Ki-67 (green), nuclei stained with DAPI (blue); 
Д — morphology of human endometrial epithelial cells in 2D culture after 4 days of cultivation; E — morphology of human 
endometrial epithelial cells in 2D culture after 14 days of cultivation; Ж — absence of beta-galactosidase activity associated 
with aging in human endometrial epithelial cells in 2D culture after 4 days of cultivation; З — the appearance of blue stain-
ing, indicating an increase in the activity of aging-associated beta-galactosidase in human endometrial epithelial cells in 2D 
culture after 14 days of cultivation. Light microscopy, confocal microscopy, OLYMPUS FV3000 microscope
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Рис. 5. Культивирование эпителиальных клеток эндометрия человека в виде органоидов в условиях 3D: А — образо-
вание множественных органоидов в капле Матригеля; Б — увеличение размера органоида по мере культивирования; 
В — органоиды из эпителия эндометрия человека через 4 дня после перевода из 3D-системы в 2D; Г–Е: иммуноцитохи-
мическое окрашивание эпителиального органоида эндометрия человека: Г — ядра окрашены DAPI (синий), Д — харак-
терное окрашивание маркера эпителиальных клеток Е-кадгерина (зеленый), Е — совмещение. Выделенный фрагмент 
показывает метафазу. На Г–Е представлены оптические срезы в  трех плоскостях, выполненные на конфокальном 
микроскопе. Белые стрелки указывают на однослойную стенку органоида. Световая микроскопия, конфокальная ми-
кроскопия, микроскоп OLYMPUS FV3000

Fig. 5. Cultivation of human endometrial epithelial cells as organoids under 3D conditions: A — formation of multiple or-
ganoids in the Matrigel drop; Б — organoid size increase during cultivation; В — organoids from the human endometrial 
epithelium 4 days after transfer from the 3D system to 2D; Г–Е: immunocytochemical staining of human endometrial epi-
thelial organoid: Г — nuclei stained with DAPI (blue), Д — characteristic staining of E-cadherin epithelial cell marker (green), 
Е — alignment. The selection shows metaphase. Г–Е shows optical sections in three planes made on a confocal microscope. 
White arrows indicate single layer organoid wall. Сonfocal microscopy, OLYMPUS FV3000 microscope
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Менструации, помимо людей, присутствуют 
у  узконосых обезьян (включая человекообраз-
ных обезьян), некоторых видов летучих мы-
шей, слоновой землеройки и каирской иглистой 
мыши [35, 36]. У мышей вида Mus musculus и дру-
гих распространенных лабораторных животных 
менструации не происходит, у  них существует 
эстральный цикл, который состоит из четырех 
фаз: проэструс, эструс, метэструс и диэструс [35, 
36]. Это обстоятельство делает такие животные 
модели нерелевантными и подчеркивает необхо-
димость создания моделей эндометрия человека 
на основе человеческих клеток для фундамен-
тальных исследований свойств этой ткани. Для 
чего именно нужна менструация Homo sapiens, 
остается предметом дискуссии. Предполагается, 
что это связано с децидуализацией эндометрия 
под воздействием прогестерона в  секреторной 
фазе менструального цикла  [46, 47]. Высказыва-
ются мнения, что менструация нужна для конт
роля за качеством имплантирующихся эмбри-
онов  [48, 49]. Несмотря на важность процесса 
децидуализации эндометрия для имплантации 
эмбриона, имеется значительное количество 
клинических случаев, где имплантация эмбри-
она произошла вне эндометрия в  другой ткани 
брюшной полости, что, однако, привело к разви-
тию доношенной абдоминальной беременности 
и извлечению здорового плода в результате хи-
рургической операции [50–53].

Ранее нами было показано, что менструальная 
кровь представляет собой неинвазивный источ-
ник получения жизнеспособных участков эндо-
метрия, из которых могут быть выделены мезен-
химные стволовые/стромальные клетки (МСК) 
эндометрия человека, обладающие характерны-
ми свойствами МСК и  способные дифференци-
роваться в децидуальные клетки под действием 
гормональных стимулов  [38, 54]. В  настоящей 
работе нами было показано, что получаемые 
участки эндометрия могут в  течение ограни-
ченного срока (5–7 дней) поддерживаться в виде 
тканевой культуры, состоящей из клеток стромы 
и клеток эпителия, с сохранением характерного 
для эндометрия взаимного расположения эпите-
лиальных клеток поверх стромальных. Посколь-
ку данные тканевые фрагменты не подвергаются 
никаким ферментативным обработкам и  клет-
ки сохраняют свои нативные связи, получаемая 
тканевая культура может служить наиболее ес-
тественной персонифицированной моделью эн-
дометрия человека в  культуре для краткосроч-
ных экспериментов.

В настоящей работе мы определили принци-
пиальную возможность использования тка-
невой модели для изучения компонентов 
EGF-рецепторной системы. Данные тканевые 
культуры могут быть многократно получены 
от донора неинвазивным путем как в  разные 
сроки менструации одного менструального 
цикла, так и  в разные менструальные циклы, 
что имеет большое значение для получения 
биологического материала при подборе персо-
нифицированных методов лечения.

Кроме стромальных клеток из участков эндо-
метрия, содержащихся в  менструальной крови, 
может быть также выделена популяция эпите-
лиальных клеток эндометрия [55-57]. В основном 
в работах, посвященных культивированию эпи-
телия эндометрия, источником биологического 
материала служил эндометрий, получаемый в ре-
зультате полного удаления матки (гистерэкто-
мии) либо в результате биопсии [55–58]. В нашем 
исследовании культивирование в  2D-условиях 
клеток, выделенных из менструальной крови, 
показало, что на начальных пассажах в  культу-
ре присутствуют два типа клеток: стромальные 
и  эпителиальные (ЭпК), но при стандартном 
адгезивном культивировании в  2D на пластике 
стромальные клетки получают преимущества 
в  размножении и  после пересева преобладают 
в популяции эндометриальных клеток, а ЭпК бы-
стро теряют способность к размножению и ста-
реют через 14  дней, приобретая сенесцентный 
фенотип. Обработка Матригелем или коллаге-
ном I  типа культурального пластика не способ-
ствовала длительному размножению ЭпК на сре-
де для кератиноцитов в  условиях 2D. Поэтому 
для культивирования ЭпК мы протестировали 
технологию органоидной культуры [58–60].

Протокол создания органоидной культуры пред-
полагает культивирование эпителиальных кле-
ток на каркасе из внеклеточного матрикса (ВКМ) 
с использованием питательной среды, содержа-
щей набор митогенов, морфогенов и цитокинов, 
которые управляют самообновлением и  орга-
низованной дифференцировкой соматических 
стволовых клеток [61]. Стандартным субстратом 
для культивирования эпителиальных органо-
идов является Матригель  — матрикс базальной 
мембраны, очищенный от клеток саркомы мы-
шей Энглбрета  — Холма  — Роя  [62]. Основными 
компонентами Матригеля являются коллаген 
IV типа, ламинин, перлекан (протеогликан суль-
фата гепарана) и нидоген/энтактин [63, 64].
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Важным для культивирования органоидов эпи-
телия является и  состав питательной среды. 
Интересно, что культуральные среды для эпи-
телиальных клеток из разных тканей имеют 
схожий состав в  части добавляемых в  среду 
растворимых факторов. В  качестве факторов, 
поддерживающих самоорганизацию и  самооб-
новление эпителиальных органоидов, исполь-
зуют: R-спондин 1 (активатор канонического 
пути Wnt), факторы роста (эпидермальный EGF 
и  фибробластный bFGF, активирующие пути 
митоген-активируемой протеинкиназы MAPK), 
ингибиторы костного морфогенетического бел-
ка BMP (Noggin) и трансформирующего факто-
ра роста TGF-β (А83-01), а  также никотинамид 
(амидная форма витамина B3) [65].

В настоящей работе мы использовали Матригель, 
а  также вышеперечисленные факторы и  моду-
ляторы в составе питательной среды для полу-
чения и  поддержания 3D-культур эпителиаль-
ных клеток эндометрия человека. Для усиления 
передачи сигналов Wnt нами был использован 
ингибитор киназы гликогенсинтазы-3 (GSK-3) 
в  виде малой молекулы CHIR99021, добавляе-
мой в культуральную среду. Следует отметить, 
что только добавление CHIR99021 само по себе 
не обеспечивало возможность длительного 
культивирования как в  наших экспериментах, 
так и в других аналогичных исследованиях [66], 

а  добавление R-spondin 1  было необходимым 
условием. Согласно литературным данным, 
эндогенная экспрессия R-spondin 1 не была об-
наружена в  культурах человеческих эндоме-
триальных органоидов  [58], что подтверждает 
необходимость добавления в среду R-spondin 1 
при культивировании ЭпК. Весь набор исполь-
зованных в настоящем исследовании факторов 
перечислен в таблице 1.

Таким образом, в  данной работе была показа-
на принципиальная возможность получения 
и  культивирования тканевых культур эндоме-
трия человека, а также клеток эпителия эндоме-
трия человека как в виде монослоя, так и в виде 
3D-органоидов, выделенных из неинвазивного 
источника  — менструальной крови. Методом 
имуноцитохимического окрашивания было 
подтверждено наличие характерных маркеров 
эпителиальных клеток, таких как цитокератин 
и  Е-кадгерин. Был отработан протокол куль-
тивирования в  виде 3D-органоидов, который 
позволяет наращивать эпителиальные клетки 
эндометрия человека in vitro, пролиферативная 
активность была подтверждена наличием ме-
тафаз и  окрашиванием на Ki67. Подтверждена 
возможность использования тканевых культур 
эндометрия человека в краткосрочных экспери-
ментах, например при изучении компонентов 
EGF-рецепторной системы.

Таблица 1. Состав среды для культивирования органоидов из эпителия эндометрия человека

Table 1. Composition of Human Endometrial Epithelial Organoid Culture Medium

Компонент Количество Производитель / кат. номер

DMEM/F12 95% Gibco / 42400010

N2 1% Gibco / 17502-048

B27 1% Gibco / 17504-044

ITS 1% Sigma / 13146

Penicillin/Streptomycin 1% Gibco / 15070063

GluMax 1% Gibco / A12860-01

EGF 50 ng/ml Calbiochem / 324831

FGF2 100 ng/ml Millipore / GF003-AF

HGF 10 ng/ml Sci-store, Россия

Nicotinamide 1 mM Sigma / N0636

N-Acetyl-L-cisteine 1,25 mM Sigma / A9165

Noggin 100 ng/ml Sci-store, Россия

R-spondin1 200 ng/ml Solarbio / P00147

A83-01 0,5 μM Abcam / ab142092

CHIR 3 μM Abcam / ab120890
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В целом мы показали, что 3D-культивирование 
является необходимым условием для самоорга-
низации и размножения ЭпК-эндометрия. В бу-
дущем мы планируем подтвердить возможность 
спецификации клеток в  люминальный (про
светный) и гранулярный (железистый) эпителий, 

а также способность реагировать на гормональ-
ные стимулы. Полученные в  настоящей работе 
результаты имеют большое значение для разра-
ботки персонифицированных подходов к  лече-
нию гинекологических заболеваний и поиска но-
вых маркеров рецептивности эндометрия.
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