
ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2019, Т. 65, № 334

УДК 611.013.395.085.23

Морфофункціональні особливості фібробластів лінії 
L929 в умовах 3D-культивування
Г.А. Божок, А.І. Моісєєв, О.Л. Горіна, Т.П. Бондаренко
Інститут проблем кріобіології і кріомедицини НАН України, Харків;  
e-mail: ukrainanataliy@gmail.com

Метою роботи була стандартизація умов отримання життєздатних і функціонально повноцінних 
клітин у складі мультиклітинних сфероїдів (МС). Останні отримано в умовах 3D-культивування 
(7 діб) при висіванні фібробластів у концентраціях 1·105, 2·105 та 5·105 клітин/мл. Доведено, що 
посівна концентрація фібробластів впливає на розмір сформованих МС, а також на життєздат-
ність, морфологічні показники, проліферативну та адгезивну властивості клітин у їхньому складі. 
Максимальна використана концентрація негативно впливала на сфероїдоутворення, здатність 
клітин до адгезії, знижувала життєздатність клітин на 19%, коефіцієнт збільшення кількості 
клітин – в 4,25 раза та підвищувала кількість клітин з фрагментацією ядер і конденсацією хрома-
тину на 20% порівняно з посівною концентрацією 2·105 клітин/мл. При концентрації 1·105 клітин/
мл формувалися переважно поодинокі та малі (близько 10 - 20 мкм) МС, життєздатність клітин в 
яких становила 89,5 ± 1,2%. Фібробласти мали нормальні морфологічні ознаки, однак коефіцієнт 
збільшення кількості клітин був значно меншим щодо аналогічного показника при посівній концен-
трації 2·105 клітин/мл. Таким чином, встановлено, що концентрація 2·105 клітин/мл є оптимальною 
для формування МС з морфологічно і функціонально повноцінних фібробластів.
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ність, проліферативні та адгезивні властивості клітин у складі мультиклітинних сфероїдів.
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ВСТУП

Тенденції медико-біологічних досліджень 
останніх років вказують на переваги культи-
вування клітин в умовах 3D [1-4]. Розробка 
простих і інформативних культуральних 
модельних систем, в яких функціонування 
фібробластів максимально наближені до умов 
in vivo є актуальним завданням [5-9]. Зокрема, 
багатоклітинні сфероїди використовують для 
скринінгу препаратів, оскільки вони мають 
значну перевагу порівняно з моношаровими 
культурами: експериментатори отримують 
можливість проводити аналіз у просторо-
вому контексті взаємодій клітина-клітина і 
клітина-матрикс [5]. Однак відомо, що од-
ним з головних недоліком при формуванні 
мультиклітинних сфероїдів (МС), в будь яких 
умовах, є розміри сформованих клітинних 
конгломератів, які впливають на повноцінну 

дифузію поживних речовин, і відповідно, 
на їхню життєздатність [10]. Тому стан-
дартизація умов отримання життєздатних і 
функціонально повноцінних багатоклітинних 
агрегатів є актуальним завданням.  

Метою нашої роботи було з’ясування 
оптимальної посівної концентрації для 
отримання життєздатних і функціонально 
активних клітин у складі МС.

МЕТОДИКА

Дослідження виконані на перещеплюваній 
лінії фібробластів L929, яку підтримували 
протягом 4 пасажів. До цього культура була 
кріоконсервована згідно з протоколом та 
зберігалася у низькотемпературному банку 
ІПКіК НАН України. Клітинну лінію підтри-
мували живильним середовищем  DMEM/
F12 («Biowest», Франція), що містило 200 
Од/мл бензилпеніциліну («Arterium», Украї-
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на), 200 мкг/мл стрептоміцину («Arterium», 
Україна) та 10% фетальної телячої сироватки 
(«Biowest», Франція) при 37оС в атмосфері з 
5% СО2 в пластикових флаконах для культи-
вування («SPL Life Sciences», Корея). 

Для отримання МС використовували 
низькоадгезивну поверхню, для цього чаш-
ки Петрі обробляли 2%-м розчином агару 
(«Ferak», Німеччина). Посівна концентрація 
фібробластів становила 1·105, 2·105 та 5·105 

клітин/мл. Культивування проводили протя-
гом 7 діб, на 3-тю добу змінювали половину 
об’єму середовища. 

Оцінювали загальну кількість та жит-
тєздатність клітин на 3-тю та 7-му добу за 
загальноприйнятою методикою за допомогою 
забарвлення 0,4%-м розчином трипанового 
синього. Для цього МС дезінтегрували і пе-
ретворювали в суспензію клітин обробкою 
1:1 сумішшю 0,5%-го трипсину («Sigmа», 
США) і розчину Версену («PAA», США), 
витримували 5 хв та відмивали від фер-
ментного розчину середовищем DMEM/F12. 
Аналіз отриманих результатів проводили за 
формулою: життєздатність = –– ·100%, де 
а - кількість клітин, які не забарвлювалися; 
с - загальна кількість клітин [12].

Здатність МС до адгезії досліджували 
на 7-му добу експерименту перенесенням 
їх на пластикові чашки Петрі з адгезивною 
поверхнею.  Культивували МС протягом 48 
год в умовах, як описано вище. По закінченні 
підраховували в культуральному середовищі 
кількість МС, що не прикріпилися до по-
верхні культивування, за допомогою світло-
оптичного мікроскопа «AmScope IN300T-FL» 
(США). Результат оцінювали як відношення 
неприкріплених МС до посіяних та виражали 
у відсотках. 

Коефіцієнт збільшення кількості клітин 
МС оцінювали за відношенням кількості 
отриманих клітин до посіяних та виражали 
у відсотках (на 3-тю та 7-му добу). 

Досліджували  морфологічні особливості 
клітинних ядер та кількість некротичних клі-
тин у складі МС з використанням флуоресцент-

них барвників Hoechst 33342 («Sigmа», США) 
та йодиду пропідію PI («Sigmа», США). 
Аліквоти PI (7,5 мкмоль/л) та Hoechst 33342 
(9 мкмоль/л), розведені фосфатно-сольовим 
буферним розчином (PBS; рН 7,4), додавали 
до 1 мл PBS та змішували у співвідношенні 
1:1 з середовищем культивування, в якому 
знаходилися МС. Витримували 30 хв у тем-
ряві при кімнатній температурі та видаляли 
барвники розведенням до 5 мл PBS та цен-
трифугування. Інтенсивність флуоресценції 
реєстрували за допомогою конфокального 
лазерного скануючого мікроскопа («Carl 
Zeiss», Німеччина). Для візуалізації, підра-
хунку кількості забарвлених клітин та аналізу 
морфологічних ознак ядер використовували 
програми LSM 510 та LSM Image Examiner. 
Кількість клітин з ядрами, зафарбованими 
флуоресцентними барвниками, виражали у 
відсотках відносно загальної кількості фі-
бробластів (200 клітин). 

Статистичний аналіз результатів проводи-
ли за допомогою комп’ютерної обробки з ви-
користанням програмного пакету «Statgraphic 
plus for Windows» версії 2.1 за непараметрич-
ним критерієм Манна-Уітні. Наводили їх як 
середнє арифметичне ± середнє квадратичне 
відхилення. Відмінності між групами вважа-
ли статистично вірогідними при P<0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Слід відмітити, що при посівній концентрації 
фібробластів 1·105 клітин/мл на 3-тю добу 
культивування формувалися поодинокі МС, 
розміри яких не перевищували 5-10 мкм. При 
збільшенні концентрації до 2·105 клітин/мл 
підвищувалась ефективність сфероїдоутво-
рення, змінювалася кількість клітин у складі 
МС та, відповідно, розмір агрегатів, який 
становив 30-40 мкм. Підвищення посівної 
концентрації до 5·105 клітин/мл призводило 
до формування рихлих клітинних агрегатів 
різної форми з великою кількістю клітин, 
розміром 200-300 мкм, які мали тенденцію 
до злиття ( рис.1). 
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Після культивування фібробластів протя-
гом 7 діб при початковій  концентрації 1·105 
клітин/мл у культуральному середовищі 
спостерігалися переважно поодинокі МС роз-
міром 10-20 мкм. У деяких полях зору були 
виявлені МС неправильної форми, діаметр 
яких сягав 90-100 мкм. У разі концентрації 
2·105 клітин/мл поступово ущільнювалися 
клітинні агрегати, в результаті чого утворю-
валися численні МС діаметром 60-100 мкм. 
При збільшенні початкової концентрації до 
5·105 клітин/мл виявлено злиття численних 
МС, діаметром понад 500 мкм (рис. 2). 

Як було встановлено раніше [13, 14], 
структура, розмір та функціональні власти-
вості клітин, що формують МС, залежать від 
їхньої життєздатності. Тому на наступному 

етапі роботи досліджували цей критерій у 
культурі МС, отриманих з фібробластів лінії 
L929. У таблиці представлені результати 
щодо життєздатності клітин МС, оцінюваної 
методом забарвлення з трипановим синім, 
залежно від вихідної посівної концентрації. 
На 3-тю добу культивування не зареєстровано 
відмінностей цього показника між група-
ми. Однак при посівній концентрації 5·105 

клітин/мл на 7-му добу вірогідно знижува-
лась життєздатність до 68,3 ± 2,1% порівняно 
з іншими концентраціями.

Усвідомлюючи, що метод оцінки за три-
пановим синім має обмеження, особливо при 
дезінтеграції МС трипсином, для досліджен-
ня кількості нежиттєздатних (некротичних) 
клітин безпосередньо у складі МС був ви-

Морфофункціональні особливості фібробластів лінії L929 в умовах 3D-культивування

Рис. 1. Мультиклітинні сфероїди (МС) на 3-тю добу культивування при посівній концентрації фібробластів: а - 1·105; б - 
2·105 ; в - 5·105 клітин/мл. Тонкими стрілками позначені МС, товстою – зона злиття МС. Фазово-контрастна мікроскопія

Рис. 2. Мультиклітинні сфероїди на 7-му добу культивування при посівній концентрації фібробластів: а - 1·105; б - 2·105; 
в - 5·105 клітин/мл. Фазово-контрастна мікроскопія 
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користаний ДНК-барвник PI. Дослідження 
щодо життєздатності фібробластів за цим 
барвником узгоджується з результатами за 
трипановим синім. При всіх початкових 
концентраціях фібробластів на 3-тю добу 
культивування вірогідні відмінності показ-
ника були відсутні. На 7-му добу кількість 
PI-забарвлених клітин становила 20,2 ± 3,2 
та 13,1 ± 5,1% при посівних концентраціях 
1·105  та 2·105 клітин/мл відповідно. Порівня-
но з іншими групами кількість некротичних 
клітин збільшилася до 40,6 ± 4,2% (Р<0,05) 
при посівній концентрації 5·105 клітин/мл.

Для оцінки морфологічних змін ядер фі-
бробластів використовували флуоресцентний 
ДНК-барвник Hoechst 33342, який вільно 
проникає в усі клітини, незалежно від сту-
пеня пошкодження їх мембран. Значні мор-
фологічні зміни ядер були відзначені після 
культивування протягом 7 діб при вихідній 
концентрації клітин 5·105 клітин/мл. Зокрема 
ядра фібробластів у 80,0 ± 2,0% клітин змі-
нювали форму, однорідність забарвлення і у 
50,0 ± 1,3% спостерігалася фрагментація ядра 
і конденсація хроматину. При концентраціях 
1·105 і 2·105 клітин/мл культивування МС 
ядра фібробластів переважно у 70,0 ± 2,5 % 
мали округлу форму і однорідну структуру 
без ознак ушкодження.   

Одним з показників функціональної 
активності і повноцінності 3D- культур є 
адгезивні властивості МС. Зокрема було по-
казано, що дрібні та пухкі агрегати, утворені 
з нервових клітин, в процесі культивування 
практично не прикріпляються до поверхні 
[13]. У досліджені інших авторів [14] МС, 

сформовані з клітин пігментного епітелію 
сітівки, мали різну здатність до адгезії за-
лежно від форми. Ми перевіряли адгезивну 
здатність МС, що були утворені з фіброблас-
тів лінії L929 перенесенням їх на адгезивну 
поверхню після 7-ї доби 3D-культивування. 
З’ясувалося, що не всі МС прикріплювалися 
до поверхні. Максимальна кількість клітин 
(85,0 ± 2,2%), які були здатні до адгезії, спо-
стерігалася при посівній концентрації 2·105 

клітин/мл, що на 49,6% (P<0,05) перевищу-
вало значення цього показника при концен-
трації 5·105 клітин/мл, однак вірогідно не 
відрізнялася від концентрації 1·105 клітин/мл 
(72,3 ± 2,1%). З тих МС, що прикріплювалися, 
мігрували клітини, які з часом створювали 
ділянки моношару (рис. 3). 

Коефіцієнт збільшення кількості клітин 
є ще одним показником проліферативної 
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Життєздатність фібробластів лінії L 929  залежно від посівної концентрації за тестом забарвлення трипановим 
синім на 3-тю та 7-му добу культивування

Посівна концентрація культури Строк експерименту, доба
3 7

1·105 клітин/мл 94,3±0,9 89,5±1,2
2·105 клітин/мл 90,6±1,6 87,6±1,1
5·105 клітин/мл 92,9±1,2 68,3±2,1*,**

*P<0,05 порівняно з життєздатністю фібробластів у посівній концентрації 2·105 клітин/мл;  
**P<0,05 порівняно з життєздатністю фібробластів у посівній концентрації 1·105 клітин/мл

Рис.3. Мультиклітинні сфероїди, утворені при посівній 
концентрації фібробластів 2·105 клітин/мл, та перенесені 
на 7-му добу культивування в адгезивні умови. Стрілкою 
позначено формування моношару з клітин, які мігрують 
з МС. Фазово-контрастна мікроскопія
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активності клітинних культур. Встановлено, 
що при посівній концентрації 2·105 клітин/мл 
коефіцієнт збільшення кількості клітин на 
3-тю та 7-му добу культивування вірогідно 
був більшим за значення цього показника 
при посівних концентраціях 1·105  та 5·105 
клітин/мл (рис.4).

Концепція сфероїдоутворення вивчаєть-
ся ще з минулого сторіччя,  накопичений 
великий досвід дав змову пояснити деякі 
принципи та з’ясувати, що одним з домі-
нуючих чинників цього процесу є посівна 
концентрація клітин [10]. Спочатку дезінтег-
ровані у середовищі клітини наближаються 
одна до одної та слабко поєднуються між 
собою завдяки довгим ланцюгам волокон 
екстраклітинного матриксу. Початкова аг-
регація спричиняє підвищену експресію 
кадгерину сусідніми клітинами. Його нако-
пичення на мембранах клітин призводить до 
зміцнення зв’язків та ущільнення агрегатів, 
які набувають правильної сферичної форми. 
Виходячи з цієї концепції, кількість клітин 
у середовищі повинна бути достатньою для 

перших ключових кроків поєднання клітин. 
При зменшенні посівної концентрації кліти-
нам потрібно більше часу для утворення аг-
регатів, при цьому вони переважно дрібні та 
пухкі [10, 13]. У свою чергу було продемон-
стровано, що підвищення посівної концент-
рації приз водить до формування величезних 
за розміром клітинних агрегатів з великою 
кількістю некротичних клітин та зниженою 
здатністю до адгезії [10, 14, 15]. 

На фібробластах лінії L929 було під -
тверджено ці закономірності.  Зокрема 
вста новлено, що при посівній концентрації 
фіб робластів 5·105 клітин/мл порушуються 
про цеси сфероїдоутворення, на 7-му добу 
куль тивування значно зменшується життєз-
дат ність клітин, коефіцієнт збільшення 
кіль кості клітин та здатність МС до адгезії. 
Сут тєві морфологічні зміни клітинних ядер 
(фраг ментація і конденсація хроматину) були 
та кож відзначені у цієї культурі. Зменшення 
від сотка життєздатних клітин сповільнено в 
клі тинних агрегатах з посівними кон цен тра-
ція ми 1·105 та 2·105 клітин/мл. Од нак варто 
від зна чити той факт, що при концентра ції 
1·105 клі тин/мл розміри МС значно коли ва лися 
і агрегати були пе ре важно мало клітиними, 
пухкими і різної форми. 

При посівній концентрації фібробластів 
2·105 клітин/мл формувалися переважно 
округлі сфероїди, діаметр яких становив 
40-60 мкм і кількість збільшувалася до 50-
60 клітин, що не призводило до зниження 
їхньої життєздатності у складі МС. Показ-
ники функціональної активності (коефіцієнт 
збільшення кількості клітин та адгезивні 
властивості) при цій концентрації значно 
перевищували аналогічні показники МС, 
отримані при інших концентраціях. Можли-
во, таке явище пов’язане з тим, що на цьому 
терміні культивування і при такій посівній 
концентрації до складу МС входить опти-
мальна кількість клітин, яка не запобігає 
повноцінному забезпеченню їх поживними 
речовинами і є достатньою для активного 
синтезу міжклітинного матриксу. Це, з одного 

Рис. 4. Коефіцієнт збільшення кількості клітин, які були 
отримані з мультиклітинних сфероїдів на 3-тю та 7-му 
добу культивування при різних посівних концентраціях 
1·105 , 2·105 та 5·105 клітин/мл
*P<0,05 порівняно з життєздатністю фібробластів у по-
сівній концентрації 2·105 клітин/мл; 
**P<0,05 порівняно з життєздатністю фібробластів у 
посівній концентрації 1·105 клітин/мл
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боку, дає змову створювати міцні міжклітинні 
зв’язки, а з іншого – оптимізувати обмін речо-
вин та регуляторних факторів через щілинні 
контакти. 

Таким чином, посівна концентрація фі-
бробластів лінії L929 суттєво впливає на 
їхні морфофункціональні характеристики у 
складі МС, причому оптимальною для цієї 
мети є концентрація 2·105 клітин/мл. Для 
оцінки метаболічної активності фібробластів 
у складі МС потрібні подальші дослідження.
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Г.А. Божок, А.И. Моисеев, О.Л. Горина,  
Т.П. Бондаренко

МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ОСОБЕН-
НОСТИ ФИБРОБЛАСТОВ ЛИНИИ L929 В 
УСЛОВИЯХ 3D-КУЛЬТИВИРОВАНИЯ

Целью работы было изучение влияния концентрации фиб-
робластов клеточной линии L929 на жизнеспособность 
и функциональную полноценность клеток в составе 
мультиклеточных сфероидов (МС). Последние получали 
в условиях 3D-культивирования в течение 7 сут при посеве 
фибробластов в концентрациях 1·105, 2·105 и 5·105 клеток/
мл. Доказано, что начальная концентрация фибробластов 
влияет на размер сформированных МС, а также на жиз-
неспособность, морфологические показатели, пролифе-
ративные и адгезивные свойства клеток, находящихся в 
их составе. Максимально использованная концентрация 
отрицательно влияла на сфероидообразования, адгезию, 
снижала жизнеспособность клеток на 19%, коэффициент 
увеличения количества клеток – в 4,25 раза, приводила к 
увеличению количества клеток с фрагментацией ядер и 
конденсацией хроматина на 20% по сравнению с посевной 
концентрацией 2·105 клеток/мл. При концентрации 1·105 
клеток/мл формировались преимущественно единич-
ные и малые (около 10-20 мкм) МС, жизнеспособность 
клеток в которых составляла 89,5 ± 1,2%. Фибробласты 
имели нормальные морфологические признаки, однако 
их пролиферативная активность значимо была меньше в 
сравнении с аналогичным показателем при посевной кон-
центрации 2·105 клеток/мл. Таким образом, концентрация 
2·105 клеток/мл является оптимальной для формирования 
морфологически и функционально полноценных МС при 

3D-культивировании фибробластов линии L929. 
Ключевые слова: фибробласты линии L929; 3D-культиви-
рование; мультиклеточные сфероиды; жизнеспособность, 
пролиферативные и адгезивные свойства клеток в составе 
мультиклеточных сфероидов.

G.A. Bozhok, A.I. Moisieiev, O.L. Gorina,  
Т.P. Bondarenko

MORPHOFUNCTIONAL FEATURES OF 
FIBROBLASTS LINE L929 IN 3D-CULTURE 

The aim of the work was to standardize the conditions for 
obtaining viable and functionally complete cells in the 
composition of multicellular spheroids (MS). The latter were 
obtained in the conditions of 7 days 3D cultivation with fibro-
blasts seeding at concentrations of 1·105, 2·105 and 5·105 cells/
ml. It has been proved that the sowing concentration of fibro-
blasts affects the size of the formed MS as well as the viability, 
morphological parameters, proliferative and adhesive properties 
of cells they are composed of. The maximal concentration that 
have been used had a negative impact on spheroid formation, 
on the ability of cells to adhesion. This concentration reduced 
cell viability by 19%, coefficient of increasing the number 
of cells 4,25-fold and increased the number of cells with 
nuclear fragmentation and chromatin condensation by 20% in 
comparison with the sowing concentration of 2·105 cells/ml. 
At a concentration of 1·105 cells/ml, predominantly single and 
small (about 10-20 mkm) MS with a cell viability of about 89,5 ± 
1,2% were formed. The fibroblasts had normal morphological 
characteristics, but the coefficient of increasing the number 
of cells was significantly lower than the similar indicator at 
the sowing concentration of 2·105  cells/ml. Thus, it has been 
established that the concentration of 2·105  cells/ml is optimal 
for the formation of MS with morphologically and functionally 
complete fibroblasts.
Keywords: fibroblasts of L929 cell line; 3D-cultivation; 
multicellular spheroids; viability, proliferative and adhesive 
properties of cells in the composition of multicellular 
spheroids. 
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