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Рак пищевода, врожденные аномалии, травматические по-
вреждения и  протяженные деформации пищевода, зачастую, 
требуют радикального оперативного лечения с  последующей 
многоэтапной реконструкцией органа. Такие операции трав-
матичны, а использование донорского пищевода связано с не-
обходимостью длительной иммуносупрессии. Для замещения 
поврежденных отделов этого органа могут быть применены тка-
неинженерные конструкции, изготовленные путем совмещения 
малодифференцированных или специализированных клеток 
и натуральных либо синтетических матриксов-носителей, кото-
рые способны имитировать структуру и функции нативного орга-
на. Такие конструкции не только перспективны для клинической 
практики, но  также могут быть успешно использованы в  каче-
стве так называемых «органоидов» для изучения развития ор-
ганов, патогенеза заболеваний и доклинического тестирования 
лекарственных препаратов.

В  настоящем обзоре описываются возможности примене-
ния органоидов пищевода, систематизируются литературные 
данные по  созданию органоидов и  тканеинженерных прототи-
пов пищевода и их трансплантации in vivo.

Ключевые слова: пищевод, органоид, тканеинженерные 
прототипы, каркас, тканевая инженерия.

Esophageal cancer, congenital anomalies, traumatic injuries 
and prolonged deformities of  the esophagus often require radical 
surgical treatment followed by  multi-stage organ reconstruction. 
Such operations are traumatic for the patient, and the use of the 
donor esophagus is  associated with the need for prolonged im-
munosuppression. To replace a damaged tissue of the esophagus 
tissue-engineering structures can be  applied. These tissue-engi-
neering structures are based on the use of the association of differ-
entiated or stem cells and natural or synthetic scaffolds, to create 
an artificial organ in vitro that can mimic an organ. Such formula-
tions can be successfully used to study the development of organs, 
pathogenesis of  diseases and preclinical studies of  drugs as  so-
called “organoids”, and may also have a  prospect for clinical use 
as tissue-engineered prototypes of the esophagus.

This review describes the possibilities of using esophageal or-
ganoids, systematizes the literature data on  studies on  the cre-
ation of organoids and tissue-engineered prototypes and their ef-
fect on the experimental model in transplantation.

Keywords: esophagus, organoid, tissue-engineered prototype, 
scaffold, tissue engineering.

Введение
В  России ежегодно увеличивается распространён-

ность заболеваний органов пищеварения, среди которых 
отмечается превалирование патологии верхних отделов 
желудочно-кишечного тракта, в частности, пищевода. При 
этом ряд заболеваний пищевода требует проведения ра-
дикальных операций с одномоментной или последующей 
реконструкцией. Среди таких заболеваний наиболее рас-
пространен рак пищевода  — по  частоте возникновения 
он  занимает восьмое место среди всех онкологических 
заболеваний и  третье место среди опухолей пищевари-
тельного тракта [1]. В России только в 2016 г. было за-
регистрировано 8060 случаев рака пищевода, при этом 
прирост за  десятилетний период составил 9,25 %  [2]. 
Реконструктивных операций требуют также врожденные 
аномалии развития пищевода, такие как атрезия, которая 
встречается у 1 из 2500 новорожденных [3, 4]. С гастро-
эзофагеальной рефлюксной болезнью в  России в  раз-
личные периоды своей жизни сталкивается 18–46 % 
населения [5]. Ахалазия кардии, хроническое нервно-мы-
шечное заболевание, приводящее к  застою пищи в  пи-
щеводе, встречается в  10  случаях на  100  000 человек 
населения и  достигает пика в  возрастной группе 30–
60 лет. Данные заболевания ведут к развитию эзофаги-
та, который, в  свою очередь, способствует формирова-
нию стриктур пищевода и  онкологической патологии  [6, 
7]. Доброкачественные стриктуры пищевода чаще всего 
бывают вызваны гастроэзофагеальной рефлюксной бо-
лезнью и  в  80–90 % случаев успешно поддаются лече-
нию эндоскопической дилатацией  [8]. Однако в  случае 

намеренного или случайного проглатывания разъедаю-
щих веществ чаще образуются множественные протя-
женные кольцевые стриктуры и глубокие некрозы тканей 
верхних отделов пищеварительного тракта, требующие 
реконструктивных операций [9].

Реконструктивные операции на пищеводе, обычно под-
разумевающие замещение органа или его части фрагмен-
том желудка либо кишки, весьма травматичны и, зачастую, 
проводятся в несколько этапов, что сопряжено с высоким 
риском осложнений, ростом интра- и  послеоперацион-
ной заболеваемости и  смертности  [10]. Трансплантация 
донорского пищевода не  представляется оптимальным 
подходом не  только ввиду необходимости длительной 
иммуносупрессии, но  и  вследствие технической сложно-
сти формирования сосудистых анастомозов для кровос-
набжения органа мелкими сосудами из  различных бас-
сейнов [11]. В литературе приводятся данные о высокой 
частоте фиброзирования и  отсутствии сократительной 
способности аллотрансплантата, что также ограничивает 
применение метода [12]. Альтернативным подходом явля-
ется замещение ткани пищевода синтетическими матери-
алами, однако используемые на данный момент изделия 
не обладают оптимальными биосовместимостью и биоме-
ханическими свойствами, поэтому их применение сопря-
жено с высоким риском развития серьезных осложнений, 
таких как несостоятельность анастомоза, перфорация, 
отторжение имплантата  [10–13]. Исследования биосов-
местимых материалов важны в  разработке биодегради-
руемых и нерезорбируемых стентов для лечения стриктур 
пищевода, пришедших на  смену ранее применявшимся 
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голометаллическим стентам, которые вызывали большое 
количество осложнений, включая гиперпластический ре-
стеноз, являющийся следствием реакции тканей на  не-
оптимальный материал стента  [14]. Новое направление 
в  реконструктивной хирургии основано на  применении 
тканеинженерных конструкций, представляющих собой 
совмещение собственных или донорских клеток и бескле-
точного матрикса-носителя натурального или синтетиче-
ского происхождения, с помощью которых создается ис-
кусственный прототип органа in vitro.

Еще одним новым направлением в  тканевой инже-
нерии является создание «органоидов»  — миниатюр-
ных трехмерных (3D) структур, имитирующих орган 
in  vitro  [15–17]. Органоиды пищевода чрезвычайно 
перспективны для изучения патогенеза различных за-
болеваний и  оценки действия разрабатываемых лекар-
ственных препаратов in vitro. Однако также представля-
ет интерес и  моделирование полноразмерных органов 
на  основе технологии органоидов для их  применения 
в трансплантологии и реконструктивной хирургии.

Прототипы тканей, созданные in  vitro, могут быть 
получены из  собственных клеток пациента. В  отли-
чие от  трансплантации донорских органов, созданные 
по принципу органоидов аутогенные ткани не будут вызы-
вать реакции отторжения и требовать иммуносупрессии. 
Таким образом, настоящий обзор посвящен изготовле-
нию тканеинженерных прототипов пищевода на  основе 
технологии органоидов. Необходимо отметить, что дан-
ное направление тканевой инженерии только начинает 
развиваться и предстоит решить еще много задач, отно-
сящихся к созданию полноразмерных органов.

Создание органоидов пищевода и их применение
Применение 3D клеточных культур в  исследованиях 

направлено на  устранение ограничений, существующих 
в  2D клеточных модельных системах, основу которых 
составляют иммортализованные или трансформирован-
ные клеточные линии. На сегодняшний день известен це-
лый ряд технологий 3D клеточных культур, среди которых 
можно назвать органные культуры (эксплантаты), сферо-
иды, органоиды, органотипические культуры на гидроге-
лях и твердых носителях, биочипы и структуры, создава-
емые методом 3D биопечати  [18]. Все они имеют свои 
преимущества и недостатки.

Органные культуры были одними из первых известных 
культур клеток. Основным их преимуществом является со-
хранение естественной тканевой архитектоники in  vitro, 
наличие и  взаимодействие всех видов клеток, характер-
ных для органа. Однако органная культура неизбежно бо-
лее сложна, чем любая другая 3D клеточная культура, она 
не  поддается пересеву и  генетическим манипуляциям, 
а пролиферация различных видов клеток in vitro отличает-
ся от таковой in vivo. Для получения сфероидов существуют 
отработанные методики, отличающиеся хорошей воспро-
изводимостью и  поэтому подходящие для скрининговых 
исследований. Однако морфологическая организация 
сфероидов весьма примитивна и далека от органной струк-
туры  [15–17]. Органотипические культуры на гидрогелях 
и твердых носителях также являются весьма упрощенны-
ми моделями органов. 3D биопринтинг может обеспечить 
более точное воссоздание структуры органов и тканей, что 
перспективно для применения в  персонализированной 
регенеративной медицине, однако требует тщательного 
подбора биочернил, отвечающих требованиям биосовме-
стимости с  культивируемыми клетками и  одновременно 
обеспечивающих адекватные биомеханические свойства 
моделируемой ткани. Проблема васкуляризации и иннер-
вации в  целом характерна для всех вышеперечисленных 

3D клеточных культур. Пожалуй, лишь в биочипах вопрос 
васкуляризации решается за счет применения микропото-
ковых систем, обеспечивающих постоянную контролируе-
мую доставку питательных веществ и отведение продуктов 
клеточного метаболизма с возможностью их последующе-
го анализа. Однако технология микрочипов сложна, и, за-
частую, требует разработки нового устройства под каждый 
конкретный моделируемый объект.

Органоиды также являются одной из разновидностей 
3D клеточных культур. Они представляют собой агрегаты 
различных типов клеток, которые способны к самообнов-
лению, самоорганизации и  проявлению функциональ-
ности того органа, который они имитируют. Органоиды 
имеют клеточный состав и  строение, характерное для 
ткани, из  которой они происходят, при этом различные 
типы клеток занимают свои ниши, что обеспечивает 
их  взаимодействие, напоминающее физиологическое. 
Также органоиды содержат небольшое количество само-
обновляющихся стволовых клеток, которые могут диффе-
ренцироваться в клетки всех основных клеточных линий 
с частотой, аналогичной в физиологическому состоянию, 
создавая модель органогенеза, подобие процессов реге-
нерации и одновременно стабильную систему, пригодную 
для длительного культивирования [15–17].

В  целом, органоиды пищеварительного тракта и  пи-
щевода, в частности, можно классифицировать следую-
щим образом: органоиды, получаемые на основе первич-
ных культур клеток (только эпителиальные органоиды, 
эпителиально-соединительнотканные и  эпителиально-
мышечные органоиды) и получаемые путем de novo диф-
ференцировки плюрипотентных стволовых клеток [19].

Эпителиальные органоиды
Отличительной особенностью эпителиальных клеток яв-

ляется их природная способность к самоорганизации в тка-
неподобные структуры — органоиды [20]. Например, I. Tait 
с соавт. (1994) показали, что клеточная суспензия из ки-
шечного эпителия крыс при подкожном введении способна 
самоорганизовываться в трехмерную трубчатую структуру, 
морфологически схожую с нормальным эпителием тонкой 
кишки, имеющим крипты, ворсинки, бокаловидные клетки, 
и просветом, заполненным слизистым секретом [21]*.

Эпителий пищевода не имеет четко определенной ниши 
стволовых клеток. А. DeWart с соавт. (2014) обнаружили, 
что базальные клетки пищевода мыши  — гетерогенная 
популяция, именно они являются источником обновления 
эпителия пищевода  [22]. Авторы продемонстрировали 
способность Itgb4+, CD73+-стволовых клеток базального 
слоя пищевода под воздействием питательной среды, со-
держащей B27, N-ацетил-L-цистеин, гастрин, никотинамид, 
эпидермальный фактор роста, ноггин и  Wnt3A, образо-
вывать трехмерные органоиды, морфологически сходные 
с нативной тканью пищевода, имеющие крипты, и состоя-
щие из трех слоев — базального, контактирующего с вне-
клеточным матриксом, промежуточного слоя с  шипова-
тыми клетками и центрального — с плоскими покровными 
клетками. В этой работе иммуноцитохимическим методом 
было выявлено наличие пролиферирующих CK14+, p63+, 
CK13+-клеток в  полученных структурах  [22]. Таким обра-
зом, органоиды пищевода, полученные in  vitro, отражают 

*	 Примечание редакции: основные закономерности преобра-
зования тканей после подобных манипуляций были изучены 
в первой половине ХХ века Ф.М. Лазаенко и его сотрудни-
ками. Их данные были обобщены в посмертной монографии 
Ф.М. Лазаренко, Закономерности роста и превращения тка-
ней и органов в условиях культивирования (имплантации) их 
в организме, М., 1959.
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архитектонику ткани in vivo и содержат субпопуляции кле-
ток, дифференцирующихся в различных направлениях.

Важную роль для правильного формирования пище-
вода играют сигнальные пути Wnt и Sox2, которые контро-
лируют нишу стволовых клеток в органоидах in vitro [23, 
24]. Исследование проводилось на  суспензии клеток 
в матригеле при добавлении среды, лишенной агонистов 
Wnt (Wnt3a/R-Spondin 2). Органоиды генерировались 
с  одинаковой эффективностью как в  эксперименталь-
ной, так и  в  контрольной группах, где использовалась 
полная среда. Однако после диссоциации органоидов 
на отдельные клетки и попытки их репликации было об-
наружено, что для самообновления клеток необходимы 
экзогенные Wnt-агонисты. Для определения влияния 
сигнального пути Sox2  были выделены эпителиальные 
клетки пищевода мыши, из которых методом проточной 
цитофлуориметрии отобрали EpCam+/Sox2+ и  EpCam+/
Sox2– клетки, после культивирования которых было най-
дено, что только Sox2+-клетки могут образовывать орга-
ноиды. Было доказано, что для клеток, экспрессирующих 
маркеры базальных клеток — интегрин b1 (Itgb1, CD29) 
и  p75, характерен фенотип Sox2+  [25]. Таким образом, 
были охарактеризованы стволовые клетки пищевода 
и обнаружено, что их источником служат базальные клет-
ки, имеющие фенотип Itgb1+/CD29+/p75+/Sox2+.

V. Giroux с соавт. (2017) на модели органоидов пище-
вода показали, что активность промотора Krt15  явля-
ется маркером долгоживущей субпопуляции базальных 
клеток в  пищеводе, способных к  генерации всех линий 
клеток плоского эпителия пищевода [26]. Также к марке-
рам базальных прогениторных клеток пищевода относят 
рецепторы нейротрофина p75NTR, интегрины β4  и α6, 
продукт гена ABCG2 [27].

Y. Kasagi с соавт. (2018) получили органоиды пищево-
да мыши и органоиды на основе клеток EPC2-hTERT чело-
века, используя модифицированный протокол А. DeWart 
с соавт. (2014) [22] и изучили влияние сигнального пути 
Notch на их организацию [28]. Авторы доказали, что инги-
бирование Notch-сигнализации увеличивает содержание 
базальных клеток в органоидах пищевода и влияет на гра-
диент дифференцировки. При этом нарушается процесс 
дифференцировки эпителиальных клеток, что приводит 
к накоплению недифференцированных базальных клеток 
и гиперплазии. Также было обнаружено, что уровень Ca2+ 
в  питательной среде является ключевым для поддержа-
ния оптимального соотношения процессов пролиферации 
и дифференцировки пищевода ex vivo за счет улучшения 
формирования межклеточных контактов посредством 
молекул адгезии, таких как E-кадгерин. Кроме того, было 
выявлено, что для разных видов млекопитающих (мышь 
и человек) условия, необходимые для получения и культи-
вирования 3D органоидов пищевода, различны [28].

Анализируя перечисленные работы, можно заключить, 
что органоиды, в отличие от обычных 2D клеточных культур, 
обладают рядом важных свойств, сближающих их с натив-
ными органами, вследствие чего проведение эксперимен-
тов на  органоидах больше соответствует исследованиям 
in vivo. Процессы органогенеза, воздействие потенциаль-
ных лекарственных/токсических веществ на  целостные 
ткани и органы обычно изучаются на животных, что не ли-
шено недостатков, связанных с  возможным влиянием 
других систем организма на процессы в конкретной ткани 
или органе. Органоиды же более удобны для манипуляций 
благодаря тому, что являются изолированными модель-
ными системами, обладающими определенной тканеспе-
цифической архитектоникой и  регенеративным потенци-
алом за счет способности к самообновлению [29]. Также 
данные клеточные эквиваленты могут быть подвергнуты 

криоконсервации и  практически неограниченно размно-
жены за  счет самообновления, способности стволовых 
клеток дифференцироваться и  самоорганизовываться. 
Таким образом, органоидные 3D системы могут стать важ-
ным переходным звеном между исследованиями in  vitro 
и  in vivo, играя большую роль в моделировании развития 
органов, патогенеза заболеваний, а также в in vitro тести-
ровании новых лекарственных препаратов.

Эпителиальные органоиды пищевода могут служить 
моделью для изучения фундаментальных процессов 
онкологической трансформации и  метаплазии (напри-
мер, при пищеводе Барретта) посредством воздействия 
на процессы пролиферации и дифференцировки в этой 
системе, а  также использоваться в  персонализирован-
ной медицине при подборе противоопухолевой терапии 
с целью достижения лучших результатов при минимиза-
ции побочных эффектов [30].

Для успешного проектирования 3D структур пищево-
да имеют значение все виды клеток данного органа, так 
как только их  взаимодействие может обеспечить функ-
ции пищевода: эпителиальные клетки пищевода выпол-
няют барьерную функцию, фибробласты участвуют в син-
тезе внеклеточного матрикса и сохраняют механические 
свойства ткани, мышечные клетки необходимы для пери-
стальтики [31]. Данный аспект приводит к необходимости 
генерации органоидов пищевода, имеющих не только эпи-
телиальный компонент, а  к  созданию эпителиально-со-
единительнотканных и  эпителиально-мышечных органо-
идов. Ввиду особенностей организации соединительной 
и мышечной тканей такие образования морфологически 
более сходны с  так называемыми органотипическими 
культурами, нежели с органоидами, получаемыми на ос-
нове только эпителиальных клеток. Органотипические 
культуры, в свою очередь, по организации близки к тка-
неинженерным прототипам пищевода. Как для первых, 
так и для вторых необходимы клетки и каркасный матери-
ал — их носитель, имитирующий внеклеточный матрикс. 
Компоненты внеклеточного матрикса отвечают не только 
за механические свойства ткани, но и чрезвычайно важ-
ны для самоорганизации и  функционирования эпители-
альных клеток. В  условиях in  vitro на  примере культуры 
клеток эпителия молочной железы было продемонстри-
ровано, что при добавлении компонентов внеклеточного 
матрикса клетки приобретали нормальную полярность 
и секретировали белок молока [32]. Существенные отли-
чия между органотипическими культурами и тканеинже-
нерными прототипами органов заключаются в размерах 
готового изделия и в требованиях к свойствам материала 
каркаса. Таким образом, многие тканеинженерные прото-
типы пищевода могут являться органотипическими куль-
турами на этапе их исследования in vitro.

Эпителиально-соединительнотканные 
органоиды (органотипические культуры)
H. Miki с  соавт. (1999) обнаружили, что совместное 

культивирование эпителиальных клеток и  фибробла-
стов способствует увеличению количества эпители-
альных слоев  [33]. В  работе J. Kalabis с  соавт. (2012) 
описывается процесс создания эпителиально-соедини-
тельнотканных 3D структур пищевода in vitro на основе 
коллагена, покрытого слоем фибробластов, смешанных 
с коллагеном I типа и матригелем, и образующих через 
7  сут. культивирования подобие мезенхимы пищевода, 
и  эпителиальных клеток различного происхождения  — 
из  пищевода мыши и  человека, иммортализованных 
эпителиальных клеток пищевода человека и  клеток 
рака пищевода  [34]. Среда для трехмерной культуры 
клеток включала в  себя бычью сыворотку, L-глутамин, 
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гидрокортизон, ITES (инсулин, трансферрин, этаноламин 
и  селен), O-фосфорил-этаноламин, прогестерон и  трий-
одтиронин. C  1  по  10  сут. культивирования 3D структу-
ру полностью заливали питательной средой. На  11  сут. 
для создания жидкостно-воздушного взаимодействия 
только часть 3D культуры покрывали средой и  не  по-
крытый эпителий подвергался воздействию воздуха. 
Изменяющиеся условия культивирования способство-
вали возникновению эпителиальной многослойности 
и  дифференцировке клеток. Гистологический анализ 
полученной 3D культуры выявил зрелый многослойный 
эпителий с  подлежащими фибробластами, эпителиаль-
ный слой содержал CK4+ и  CK13+ клетки, базальный 
слой — Ki-67+ клетки. Следует отметить, что в 3D культу-
ре с  эпителиальными клетками мыши образовывалось 
меньшее количество слоев, чем в 3D культуре, включав-
шей клетки человека, а при использовании для создания 
3D культуры трансформированных эпителиальных кле-
ток и клеток раковой линии возникала дисплазия эпите-
лия и наблюдался инвазивный рост [34].

K. Whelan с соавт. (2018) [27] использовали многие 
линии клеток пищевода в  органотипических культурах, 
однако иммортализованные эпителиальные клетки пи-
щевода и  фетальные фибробласты пищевода человека 
при совместном культивировании лучше других проде-
монстрировали правильное формирование всех слоев 
эпителия пищевода по протоколу, детально описанному 
в работе J. Kalabis с соавт. (2012) [34]. Таким образом, 
правильное формирование эпителиального слоя пище-
вода существенно зависит от его взаимодействия с под-
лежащими структурами, в  частности, фибробластами, 
так как они производят компоненты базальной мембра-
ны, такие как коллаген IV, ламинин, гликопротеины [35].

Эпителиально-мышечные органоиды 
(органотипические культуры)
Y. Nakase с соавт. (2008) создали многослойный тка-

неинженерный прототип пищевода, состоящий из слоев 
эпителиальных клеток и фибробластов, культивируемых 
на амниотической мембране человека, и гладкомышеч-
ных клеток, культивируемых на  носителе из  полиглико-
левой кислоты, обернутых вокруг полимерной трубки для 
предотвращения деформации конструкции  [36]. Такую 
трубчатую структуру трансплантировали в брюшную по-
лость собакам, оборачивая фрагментом большого саль-
ника. Через 3  нед. после трансплантации конструкция 
имела просвет, покрытый плоским эпителием, и толстый 
мышечноподобный слой. Полученный тканеинженерный 
прототип пищевода подшивали собакам на  место ча-
стично резецированного пищевода. В течение 420 сут. 
наблюдения за  животными трансплантированный про-
тотип пищевода нормально проводил пищу, имел мы-
шечный и  эпителиальный слои, толщина которых была 
эквивалентна таковой для нативного пищевода, а также 
перистальтировал, чего не наблюдалось изначально по-
сле трансплантации в  большой сальник. В  исследова-
нии также изучалась конструкция, основанная только 
на слое мышечных клеток, без слоев эпителия и фибро-
бластов, однако трансплантация такого тканеинженер-
ного прототипа приводила к  формированию стриктур 
в  течение 3  нед.  [36]. Авторы предположили, что для 
уменьшения межклеточных пространств в слое поверх-
ностных клеток и  осуществления эпителием пищево-
да барьерной функции при трансплантации в  большой 
сальник может оказаться эффективным воздействие 
воздуха на внутреннюю поверхность такой конструкции 
посредством введения сетчатого стента, соединенного 
трубкой с внешней средой [36]. Эта работа показывает 

важность комбинированного применения различных 
видов клеточных популяций пищевода для создания 
тканеинженерных прототипов, а  также зависимость 
процесса перистальтики от  функциональной нагрузки. 
Примечательно, что с помощью предварительной транс-
плантации конструкции в  большой сальник, авторы 
решали одну из  сложнейших задач тканевой инжене-
рии  — обеспечение васкуляризации, которая является 
ключевым фактором выживания трансплантата.

В  работе T. Jensen с  соавт. (2015) были выделены 
эпителиальные и гладкомышечные клетки из пищевода 
крыс, их  культивировали на  синтетических матриксах-
носителях из  поли(молочной-кo-гликолевой) кислоты 
и  поликапролактон/поли(молочной-кo-гликолевой) кис-
лоты, полученных методом электроспиннинга, в  био-
реакторе и  через 14  сут. обнаружили эпителиальные, 
гладкомышечные и  глиальные клеточные фенотипы. 
Таким образом, 3D культуры являлись тканеинженер-
ными прототипами пищевода, они были ортотопически 
трансплантированы крысам, интегрировали в  нативную 
ткань, поддерживали функцию проведения пищи в тече-
ние 2 нед. и сохраняли все три клеточных фенотипа [37]. 
Этот пример демонстрирует возможность успешного 
применения синтетических каркасов, имеющих хорошую 
биосовместимость как с клетками in vitro, так и с тканями 
ортотопического ложа in vivo. Также в рамках персонали-
зированного подхода эпителиальные и гладкомышечные 
клетки могут быть получены из  аутопищевода, что обе-
спечит их идеальную иммунологическую совместимость 
с реципиентом при дальнейшей трасплантации.

В  целом, органотипические культуры служат для ис-
следования т. н. эпителиально-мезенхимального взаи-
модействия, взаимодействия клеток с  внеклеточным 
матриксом, процессов инвазивного роста, а  также для 
изучения тканеинженерных прототипов пищевода in vitro.

Тканеинженерные прототипы пищевода 
и особенности матриксов-носителей
Далеко не  любая органотипическая культура может 

стать тканеинженерным прототипом органа, что связано 
прежде всего с требованиями к материалу матрикса-но-
сителя. Если речь идет лишь об органотипической куль-
туре, то основные требования к носителям клеток — это 
обеспечение механической поддержки и адгезии клеток, 
их  интеграции и  взаимодействия разных видов клеток, 
отсутствие цитотоксичности, проницаемость для ну-
триентов и  продуктов метаболизма. Матрикс-носитель 
тканеинженерных прототипов органов, помимо выше-
указанного, не  должен являться иммуногенным, кан-
церогенным или тератогенным  [38], однако, в  первую 
очередь, он  должен имитировать биомеханические 
свойства природной ткани [39].

Такие матриксы-носители могут быть натуральными 
и  синтетическими, как биодеградируемыми, так и  не-
резорбируемыми (табл.)  [40]. К  натуральным относят 
децеллюляризованную ткань, когда из  исходного мате-
риала удаляются клеточные и  генетические элементы 
и остается только внеклеточный матрикс, а также изде-
лия на  основе натуральных белков, в  основном компо-
нентов внеклеточного матрикса, таких как коллаген, эла-
стин, фибронектин, фибрин.

A. Saxena с  соавт. (2009) показали формирование 
морфологически зрелого эпителия пищевода после 
14  сут. культивирования эпителиальных клеток пище-
вода крыс на  3D-коллагеновых матриксах  [41] и  после 
18  сут. культивирования эпителиальных клеток пище-
вода овец [42], при этом пласты клеток крыс сохраняли 
жизнеспособность в культуре до 8 нед.
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A. Bhrany с соавт. (2006) создали тканеинженерный 
прототип пищевода крыс на  основе внеклеточного ма-
трикса пищевода, подвергнутого гипотоническому ли-
зису, многократной децеллюляризации и  расщеплению 
нуклеиновых кислот  [43]. Полученный матрикс in  vitro 
засевали эпителиальными клетками пищевода крыс, 
которые хорошо пролиферировали и  через 11  сут. об-
разовывали многослойную структуру, характерную 
для пищевода. При подкожной трансплантации через 
30  сут. наблюдали васкуляризацию матрикса и  мини-
мальный воспалительный ответ. Недостатком этого ма-
трикса являлась пониженная механическая прочность 
на разрыв [43].

B. Beckstead с соавт. (2005) успешно культивирова-
ли эпителиальные клетки пищевода на  коммерческом 
матриксе из  трупной дермы (AlloDerm). Через 18  сут. 
был обнаружен пролиферирующий базальный слой 
из  5–6  слоев шиповатых клеток эпителия. В  исследо-
вании было выявлено, что натуральный матрикс обе-
спечивал лучшие условия для культивирования клеток 
по  сравнению с синтетическими матриксами на основе 
поли(L-молочной), поли(молочной-кo-гликолевой) и поли-
капролактон/поли(L-молочной) кислот [44].

Матриксы-носители на основе децеллюляризирован-
ных тканей имеют полное сходство по архитектонике с со-
единительнотканным «каркасом» замещаемого органа, 
под действием клеточных ферментов постепенно биоде-
градируют и  замещаются тканями реципиента, а  также 
могут высвобождать факторы роста и пептиды, стимули-
рующие ремоделирование тканей и ангиогенез [45, 46]. 
Однако такие материалы имеют и ряд недостатков, в том 
числе потребность в донорском материале [47], длитель-
ность процедур обработки тканей, вероятность инфекци-
онных, иммунных осложнений и ухудшения механических 
свойств в процессе изготовления [48].

Синтетические каркасы могут быть хорошей аль-
тернативой натуральным, потому что их можно заранее 
изготовить в  достаточных количествах, смоделировать 
необходимую пористость, биомеханические свойства 
и параметры поверхности для обеспечения клеточной ад-
гезии. Синтетические матриксы-носители для тканевой 
инженерии чаще всего получают из различных полиме-
ров, таких как поли-L-молочная кислота, поливинилиден-
фторид, полиамид, поликапролактон и  др.  [49] метода-
ми электроспиннинга, фазовой сепарации или методом 
замораживания-высушивания.

Считается, что для целей тканевой инженерии мате-
риал матрикса-носителя должен быть способен к  био-
деградации и постепенно замещаться вновь образован-
ными тканями реципиента. В  идеале пустоты в  каркасе 
должны увеличиваться с  такой же  скоростью, с  какой 
делятся клетки и  заполняют каркас новыми тканями, 
то  есть скорость биодеградации материала должна со-
ответствовать темпам пролиферации клеток в ходе про-
цессов регенерации, причем образующиеся продукты 
распада должны быть нетоксичными, метаболизировать-
ся и выводиться из организма [50].

H. Makadia с  соавт. (2011) создали тканеинженер-
ные прототипы пищевода на  основе синтетических 
матриксов-носителей из  поли(молочной-кo-гликолевой) 
и  поликапролактон/поли(молочной-кo-гликолевой) 
кислот, полученных методом электроспиннинга  [51]. 
Поли(молочной-кo-гликолевая) кислота — биодеградиру-
ющий полимер, на скорость разрушения которого влияют 
его молекулярная масса, кислотность среды, присутствие 
воды и ферментов [51], вследствие чего скорость его био-
резорбции в условиях функциональной нагрузки, харак-
терной для пищевода, может быть труднопредсказуема. 

Данный полимер обеспечивает хорошую адгезию клеток, 
однако и адгезия микроорганизмов, обитающих в поло-
сти рта, достаточно высока, что может способствовать 
инфицированию тканеинженерной конструкции  [52]. 
P. Kuppan с  соавт. (2014) методом электроспиннинга 
получили нановолокнистые носители на  основе поли(3-
гидроксибутирата-ко-3-гидроксивалерата) и  культи-
вировали на  них эпителиальные клетки пищевода, 
которые нормально функционировали  [53]. Поли(3-
гидроксибутирата-ко-3-гидроксивалерат) представляет 
собой полимер, подвергающийся деградации под дей-
ствием ферментов бактерий, и, к сожалению, служащий 
источником энергии для микроорганизмов, что делает 
его потенциально опасным с  точки зрения инфекцион-
ных осложнений при использовании в качестве матери-
ала для тканеинженерных прототипов пищевода. Кроме 
того, он  обладает недостаточной механической прочно-
стью, являясь хрупким и не эластичным [54]. L. Hou с со-
авт. (2015) методом термической фазовой сепарации 
создали трубчатый пористый каркас пищевода на осно-
ве поли(L-лактид-ко-капролактона), покрытый фибрином 
для улучшения адгезии клеток, и  продемонстрировали 
его биосовместимость с  первичной культурой эпители-
альных клеток in vitro [55].

Кроме полностью синтетических или натуральных, 
описывается применение комбинированных каркасов, 
состоящих из  синтетических полимеров и  натуральных 
компонентов  [56]. Например, M. Fan с  соавт. (2014) 
получили тканеинженерный прототип пищевода на  ос-
нове подслизистой оболочки тонкой кишки в сочетании 
с  поли(3-гидроксибутират-ко-3-гидроксигексаноатом) 
и  поли(молочной-кo-гликолевой) кислотой и  доказали 
его биосовместимость с мезенхимальными стромальны-
ми клетками костного мозга. Поли(3-гидроксибутират-
ко-3-гидроксигексаноат)  — биодеградируемый по-
лимер, который разлагается микроорганизмами, 
подобно поли(гидроксибутират-ко-гидроксивалерату), 
однако обладает лучшими механическими свой-
ствами. Недостатком поли(3-гидроксибутират-ко-3-
гидроксигексаноата) является довольно сложный и  до-
рогостоящий метод изготовления [57].

Существует альтернативное мнение, что для дли-
тельной трансплантации тканеинженерных конструкций 
в  областях, которые подвержены интенсивному меха-
ническому  [58], химическому и  ферментативному воз-
действию  [59], предпочтительно использовать небио-
резорбируемые материалы. Например, J. Lynen с соавт. 
(2004) показали, что матриксы-носители на основе сет-
ки из  поливинилиденфторида способствовали локаль-
ной регенерации тканей пищевода, в  то  время как при 
имплантации биодеградируемой сетки из  полиглактина 
910  наблюдалась высокая частота несостоятельности 
анастомоза  [60]. Небиодеградируемый материал по-
лиамид-6 обладает хорошей механической прочностью, 
гибкостью, устойчивостью к  химическим веществам 
и  давно используется для производства медицинских 
изделий, например, протезов сосудов. Zhuravleva M. с со-
авт. (2016) методом электроспиннинга получили матрик-
сы из полиамида-6, обнаружили, что они биосовместимы 
при имплантации приматам в область дефекта пищево-
да, и  наблюдали восстановление эпителиального слоя 
и отсутствие нарушения функции пищевода [61].

При разработке синтетических матриксов для тка-
невой инженерии важно учитывать размер волокон. 
Микроволоконная структура обеспечивает хорошие 
механические свойства и  высокую проницаемость для 
питательных веществ, однако обладает слабой адгезив-
ностью для клеток. В  тканевой инженерии пищевода 
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существенную проблему представляет формирование 
функционирующего эпителиального слоя, предотвра-
щающего попадание микроорганизмов и  жидкости 
в  подлежащие ткани. У  нановолокнистой поверхности 
адгезивность для эпителиальных и эндотелиальных кле-
ток выше по  сравнению с  микроволоконной структурой 
каркаса [62]. В связи с этим H. Yoon с соавт. (2010) раз-
работали комбинированные микро-нановолоконные ма-
триксы, сочетающие эти свойства [63].

Другой проблемой синтетических матриксов, ограни-
чивающей взаимодействие с  ними клеток, является от-
сутствие на  их  поверхности биологически активных мо-
лекул — центров связывания с клеточными молекулами 
адгезии. Для решения этой проблемы и улучшения био-
совместимости синтетических материалов возможно ис-
пользовать различные покрытия, наиболее популярными 
из которых являются коллаген [64] и фибронектин. Так, 
например, Y. Zhu с  соавт. (2007) продемонстрировали, 
что эпителиальные клетки пищевода свиньи пролифе-
рировали на  покрытых фибронектином поли-L-лактид 
капролактоновых каркасах и  синтезировали коллаген 
IV типа — компонент базальной мембраны [65]. Каркасы 
также могут быть дополнительно обогащены различ-
ными факторами роста для улучшения пролиферации 
и  (или) дифференцировки клеток  [45, 46]. Т. Тенчурин 
с  соавт. (2017) разработали методику функционализа-
ции волоконных матриксов путем введения в  структуру 
волокон эпидермального фактора роста. Было показано, 
что данный модифицированный матрикс стимулировал 
пролиферацию клеточной линии MCF7 [66].

Организационная гетерогенность натуральных тка-
ней оказалась особенно сложной для имитации в усло-
виях in  vitro. Большинство методов культивирования 
и  со-культивирования позволяют получить лишь весь-
ма упрощенную многослойную структуру. Различные 
методы конструирования материалов-носителей раз-
решают создавать материал с  относительно однород-
ными или неоднородными по размеру и расположению 
порами и волокнами, но без четко заданного располо-
жения отдельных элементов  [67]. Данная проблема 
может быть частично решена методами 3D-биопечати. 
Так, C. Chua с  соавт. (2017) использовали метод 3D 
биопечати при создании тканеинженерного прототипа 
пищевода для нанесения внутреннего эпителиального 
слоя на  внутреннюю поверхность поли(L-лактид-кo-e-
капролактоновых) носителей, покрытых мышечными 

клетками  [68]. Однако многие компоненты внеклеточ-
ного матрикса не подходят для биопринтинга в их есте-
ственном виде и  требуют существенной модификации 
либо применения других материалов. Также  методом 
биопринтинга сложно создавать ткани с высокой плот-
ностью клеток. Основным недостатком экструзион-
ного биопринтера является низкая разрешающая 
способность печати, весьма далекая от размеров оди-
ночной клетки. В  этом отношении перспективным 
представляется исследование M. Todhunter с  со-
авт. (2015), в  котором для воссоздания трехмерной 
структуры эпителиальных и  стромальных тканей раз-
личных участков пищеварительной трубки in  vitro 
из  клеточной суспензии успешно использовали метод 
ДНК-программирования клеток, позволяющий с  вы-
сокой точностью задавать пространственную ориен-
тацию клеток. Метод ДНК-программирования клеток 
основан на  включении химически функционализиро-
ванной деградируемой олигонуклеотидной последова-
тельности в  диссоциированные клетки, что позволяет 
обеспечивать специфичную и  обратимую клеточную 
адгезию к  другим поверхностям, покрытым компле-
ментарными последовательностями ДНК. С  помощью 
поэтапной ДНК-запрограммированной сборки авторы 
создали 3D-массивы тканей длиной несколько санти-
метров  [69], однако на  сегодняшний день получение 
полноразмерного тканеинженерного прототипа пище-
вода на основе данной методики представляется весь-
ма отдаленной перспективой.

Адекватное кровоснабжение  — один из  ключевых 
факторов выживания тканеинженерных конструк-
ций. Внутри организма большинство клеток находятся 
на расстоянии не более чем 100–200 мкм от ближай-
шего капилляра, что обеспечивает необходимую диф-
фузию кислорода, питательных веществ и  продуктов 
метаболизма для поддержания жизнеспособности кле-
ток. Когда ткани, выращенные в  лаборатории, транс-
плантируются в  организм, это ограничение диффузии 
позволяет выжить только тем клеткам, которые рас-
полагаются в  пределах 100–200  мкм от  ближайшего 
капилляра. Наиболее распространенным способом обе-
спечения кровоснабжения таких конструкций представ-
ляется стимуляция роста сосудов посредством внесе-
ния в их состав факторов роста, которые активизируют 
миграцию предшественников эндотелиальных клеток 
и  их  дифференцировку. Наиболее изученным из  таких 

Таблица. Разновидность матриксов-носителей и способы их получения

Матриксы-носители Способ получения

Натуральные Децеллюляризированные (экстрацеллюлярный 
матрикс) [43]
На основе белковых компонентов: коллаген, 
эластин, фибронектин, фиброин шелка, 
гиалуроновая кислота, хитозан, альгинаты 
и т. д. [41]

Электроспиннинг [51–53]
Фазовая сепарация [55]
3D биопечать (стереолитография, 
лазерная печать, струйная печать 
и т. д.) [67]
Децеллюляризация [43]
ДНК-программирование [68]
Сверхкритическая флюидная 
пластификация полимеров [82]
Ультрадиспергирование [82]
Гель-сублимация [82]
Гальванизация [82]
Выщелачивание [82]
Селективное лазерное спекание [83]

Синтетические Биодеградируемые [57]: поли(L-молочная 
кислота), полиэтиленгликоль, полиглактин 910, 
поли(капролактон).
Небиодеградируемые: поливинилиденфторид, 
полиамид-6 [61]

Комбинированные Содержат искусственные и натуральные 
компоненты: совмещение подслизистой оболочки 
тонкой кишки с поли(3-гидроксибутират-ко-
3-гидроксигексаноатом) и поли(молочной-кo-
гликолевой) кислотой [55]
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биологически активных веществ является сосудистый 
эндотелиальный фактор роста (VEGF) [70]. Для адгезии 
и пролиферации эндотелиальных клеток большую роль 
играют белки внеклеточного матрикса, поэтому покры-
тие матриксов-носителей или включение в их состав та-
ких веществ как коллаген, фибронектин, фибрин, жела-
тин, гиалуроновая кислота или минимальных пептидных 
последовательностей, необходимых для связывания 
с интегринами, может способствовать васкуляризации 
in vivo. Проектировать расположение сосудов в матрик-
се возможно посредством методов фотолитографии, 
микроконтактной печати, микромолдинга и  лазерной 
фотолитографии, которые позволяют контролировать 
размещение ангиогенных биомолекул [71].

Теоретические, тканеинженерные трансплантаты 
можно применять для замещения тканей пищевода 
как в  ходе открытого оперативного вмешательства, 
так и  при малоинвазивной эндоскопической рекон-
струкции участков поврежденной слизистой оболоч-
ки органа. Использование тканеинженерных транс-
плантатов, изготовленных из  различных материалов 
и  видов клеток для трансплантации как мелким, так 
и  крупным животным, приводило к  положительным 
исходам в  виде восстановления нормальной струк-
туры и  функции пищевода  [72–75]. Так, T. Ohki с  со-
авт. (2012) описывают наложение клеточных пластов, 
полученных при культивировании клеток слизистой 
оболочки щеки, на  область язвенного дефекта пище-
вода с полной эпителизацией в течение 3–5 нед. без 
формирования стриктур  [74]. A. Nieponice с  соавт. 
(2009) использовали трубчатые каркасы из децеллю-
ляризированного мочевого пузыря свиньи в  модели 
циркулярной резекции слизистой пищевода собаки 
с адекватным ремоделированием пищевода без фор-
мирования стриктур до 8 нед. [75].

Мы  не  обнаружили работ, посвященных трансплан-
тации непосредственно эпителиальных органоидов 
пищевода с  целью его замещения, однако проведен 
ряд успешных трансплантаций органоидов разных от-
делов пищеварительного тракта животным в  область 
повреждения.

V. Agopian с  соавт. (2009) трансплантировали орга-
ноиды из  эмбриональных тканей слизистой оболочки 
кишки на  носителе из  полигликолевой кислоты в  под-
вздошную кишку собак. Через 4 нед. гистологическими 
методами было подтверждено восстановление нормаль-
ного строения слизистой оболочки кишки [76].

Схожие результаты были продемонстрированы в ра-
боте S. Yui с соавт. (2012), которые трансплантировали 
GFP-меченные органоиды из Lgr5+- клеток толстой киш-
ки в  область поверхностного дефекта толстой кишки 
мыши. Через 4 нед. в области трансплантации гистоло-
гически выявляли однослойный эпителий, формирую-
щий характерные крипты. Трансплантаты показали хоро-
шую приживаемость и существовали более 6 мес.  [77]. 
J. Avansino с соавт. (2006) получили функционирующую 
слизистую оболочку тонкой кишки при трансплантации 
органоидов из  эпителиальных клеток слизистой под-
вздошной кишки в  область дефекта слизистой тонкой 
кишки. При этом новая слизистая оболочка содержала 
4  вида клеток: клетки Паннета, каемчатые, бокаловид-
ные и энтероэндокринные клетки [78].

R. Choi с  соавт. (1997) методом ферментативной 
дезагрегации тонкой кишки создали эпителиально-
соединительнотканные органоиды на  матриксах-но-
сителях из  полигликолевой кислоты на  основе так на-
зываемых органоидных единиц  — структур, весьма 
далеких от классических, описанных выше органоидов, 

и представляющих собой фрагменты эпителия и подле-
жащей соединительной ткани. Они трансплантировали 
полученные структуры в сальник крыс и через 8 нед. на-
блюдали образование бокаловидных клеток и структур, 
напоминающих ворсинки кишечника  [79]. Аналогично, 
R. Spurrier с соавт. (2015) трансплантировали в сальник 
мышам органоидные единицы пищевода на  носителях 
из полигликолевой кислоты/поли-L-молочной кислоты, 
покрытых коллагеном. Такой тканеинженерный прото-
тип пищевода имел эпителиальный слой с  дифферен-
цированными эпителиальными и  пролиферирующими 
базальными клетками, нервные клетки и  подлежащий 
мышечный слой, который демонстрировал спонтанную 
перистальтику в культуре [80].

Учитывая сходное строение пищевода и  других от-
делов пищеварительного тракта, можно предположить, 
что органоиды пищевода также могут быть использова-
ны для замещения поверхностных дефектов слизистой 
оболочки пищевода и для создания функционирующего 
эпителия в  полнослойных тканеинженерных прототипах 
пищевода по  аналогии с  созданием тканеинженерных 
конструкций других отделов пищеварительного тракта.

Заключение
Несмотря на  ряд преимуществ органоидов по  срав-

нению с  традиционными клеточными линиями, они все 
же  представляют собой весьма упрощенные структуры: 
хотя органоиды и содержат несколько видов клеток, в них 
не хватает клеток, присутствующих в in vivo системах (на-
пример, нейронов, эндотелиальных клеток или клеток 
иммунной системы), которые, однако, могут быть внесе-
ны в процессе культивирования.

Органоиды могут иметь различия в  зависимости 
от  методики и  источников их  получения, что значитель-
но влияет на  воспроизводимость результатов. Данная 
проблема может быть минимизирована путем создания 
органоидов из  стволовых клеток, так как для этих це-
лей используются хорошо изученные популяции клеток 
и стандартизированные протоколы дифференцировки.

Моделирование полноразмерных прототипов ор-
ганов пищеварительного тракта, в  целом, и  пищевода, 
в  частности, на  основе технологии органоидов на  се-
годняшний день носит экспериментальный характер, 
а  практическое применение таких подходов является 
весьма отдаленной перспективой, что связано с  ря-
дом трудностей. Например, использование органоидов 
в  персонализированной медицине и  тканевой инжене-
рии представляется ограниченным в  связи с  тем, что 
поддержание культур органоидов является затратным, 
так как требует дорогостоящих факторов роста для до-
стижения значительной биомассы материала. Кроме 
того, необходимо поддерживать массу живой ткани 
в трехмерном пространстве, которая зависит от ангио-
генеза, а  поскольку формирование полноценных сосу-
дов  — процесс сложный и  длительный, толщина новых 
конструкций не превышает 1 см [81].

Подводя итог, необходимо отметить, что тканевая ин-
женерия пищевода является перспективным направле-
нием, однако предстоит решить множество задач на пути 
к клинической трансляции результатов.
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