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Поток жидкости оказывает значительное влияние на морфофункциональное состояние большинства клеток в орга-
низме. Это может проявляться в миграции клеток под действием сдвиговой деформации или градиента питательных 
веществ. Мезенхимные стволовые фибробластоподобные клетки FRSN были культивированы в условиях воздействия 
постоянного потока жидкости в микрофлюидном чипе. Проведены исследования миграции клеток на разных стадиях ад-
гезии под действием потока в различных областях чипа. Обнаружены значительные перемещения клеток в режиме «stick-
slip» вдоль направления потока.
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The fluid flow exerts a significant effect on most cells in the body. This effect can involve cell migration under the action of shear stress or 
nutrient gradient. FRSN mesenchymal stem cells were cultured under the action of a constant fluid flow of low intensity in a microfluidic 
chip. The study of cell migration at different stages of adhesion was performed under the action of flow in different areas of the chip. 
Significant cell movements in a stick-slip mode along the flow direction were observed.
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Введение
Организм человека, как и большинство многоклеточ-

ных организмов, использует высокоэффективный массо-
перенос веществ для их доставки к клеткам с помощью 

потоков биологических жидкостей через сосудистые си-
стемы. В этой связи, клетки в составе тканей, органов и 
систем в той или иной степени контактируют с потоком 
жидкости, который оказывает в том числе механическое 
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действие на клетки, компонентом которого является 
сдвиговая деформация. В то время как в кровеносной 
системе величина сдвиговой деформации может дости-
гать 7 Па, интерстициальная жидкость характеризуется 
чрезвычайно низким потоком, обусловленным большим 
гидродинамическим сопротивлением внеклеточного ма-
трикса. Величина воздействия сдвиговой деформации 
на клетки со стороны интерстициальной жидкости не 
превышает 0,01 Па [1]. Тем не менее, даже слабый поток 
оказывает влияние на морфофункциональное состояние 
клеток. Так, поток интерстициальной жидкости играет 
важную роль в функционировании адвентициальных 
клеток – малодифференцированные клетки кровенос-
ных сосудов [2].

Сдвиговая деформация низкой интенсивности мо-
жет индуцировать или менять клеточную подвижность.  
В рамках данной работы нами была исследована способ-
ность к миграции мезенхимных фибробластоподобных 
клеток FRSN на разных стадиях их адгезии к субстра-
ту. При изучении воздействия сдвиговой деформации 
часто применяют технологии микрофлюидики. Одна-
ко зачастую их используют для исследования действия 
значительных величин сдвиговой деформации на высо-
коспециализированные механочувствительные клет-
ки, такие как эндотелиоциты [3]. В нашей работе мы 
применили микрофлюидный подход для моделирова-
ния слабых величин сдвиговой деформации, соответ-
ствующих воздействию интерстициальной жидкости 
на фибробласты.

Материалы и методы исследования
Клетки. В работе были использована клеточная 

культура мезенхимных стволовых клеток FRSN (Ин-
ститут цитологии РАН, Санкт-Петербург, Россия), 
имеющих фибробластоподобную морфологию, и 
близких по функциональным свойствам к фибробла-
стам. Для FRSN характерно репликативное старение 
после 60 удвоений клеточной популяции, т.е. срок 
жизни культуры ограничен. Для культивирования 
FRSN была использована среда DMEM с добавлени-
ем 4,5 г/л глюкозы, 10% инактивированной телячьей 
эмбриональной сыворотки, 50 мкг/мл гентамицина,  
2 ммоль/л L-глютамина. Культивирование проводи-
лось в инкубаторе («Sanyo», Япония) при 37°C в воз-
душной атмосфере с 5% CO2. Субкультивирование 
осуществлялось по достижении конфлюентности в 
полистироловых матрасах с площадью 75см2. Суб-
культивирование проводилось с частотой раз в 2-3 
дня. Для обновления культуры производилась ее кри-
оконсервация. Для поддержания pH среды во время 
длительных экспериментов на воздухе её дополни-
тельно забуферизовывали 20 мМ HEPES.

Оборудование. Исследование миграции клеток про-
водилось в микрофлюидных чипах для длительного 
культивирования (ООО «Микрофлюидные технологии», 
Москва, Россия) состоящих из 5 последовательно сое-
динённых камер полукруглой формы объёмом 700 мкл 
каждая и высотой 200 мкм. Эксперименты проводили  
в мини-инкубаторе, обеспечивающем термостатирова-

ние по объёму. Поток ростовой среды в чипе обеспечи-
вался многоканальной прецизионной системой подачи 
жидкостей Nemesys («Cetoni», Швейцария). Наблюде-
ние за ростом и миграцией клеток производили с по-
мощью инвертированного конфокального микроскопа 
EclipseTE 2000-u C1(«Nikon», Япония).

Результаты исследования и обсуждение
В подготовленную микрофлюидную систему за-

гружали суспензию клеток FRSN концентрацией око-
ло 1,5 млн. клеток в 1 мл среды. Загрузка осущест-
влялась через специальный порт чипа с помощью од-
норазового шприца объемом 1 мл. После заполнения 
внутреннего пространства первой камеры клеточной 
суспензией поддерживались статические условия, по-
зволяющие клеткам седиментировать и начать адге-
зию к поверхности. Временной интервал статических 
условий варьировал в зависимости от скорости пер-
вичного прикрепления клеток к субстрату и составлял 
не более 40 минут. Начиная со стадии предваритель-
ной промывки чипа ростовой средой и в течение всех 
экспериментов, в мини-инкубаторе поддерживалась 
температура 37°C. После прохождения начальной фа-
зы прикрепления клеток к поверхности в устройстве 
включали непрерывный поток среды со скоростью  
0,5 мкл/мин. Нами был отмечен повышенный детач-
мент (открепление) клеток при использовании более 
высокой объемной скорости. Фазу начального прикре-
пления клеток определяли по формированию псевдо-
подий и ведущего края клеток.

Согласно проведенным расчетам для данной кон-
струкции чипов, адгезировавшие в камере и находящи-
еся в поддерживающем потоке (объемная скорость до 
0,5 мкл/мин) клетки подвергаются сдвиговой деформа-
ции не более 0,01 Па (в области «перешейка» между 
камерами), что не приводило к ухудшению выживае-
мости и роста клеток на длительных (более 72 часов) 
временных интервалах инкубации. Сдвиговая дефор-
мация в 0,01 Па существенно не меняла морфологию 
клеток, которая соответствовала таковой при статиче-
ском культивировании.

Нами установлено, что поток в существенной степе-
ни направляет и стимулирует движение адгезировавших, 
но нераспластанных фибробластов. Таким образом, дан-
ный тип перемещения, или ползания клеток, так назы-
ваемый «stick-slip motion», может управляться потоком. 

Нами был проведен анализ единичных треков пе-
ремещения клеток в течение 100 мин. в областях ми-
крофлюидных чипов с разной величиной сдвиговой 
деформации, и была зарегистрирована анизотропия на-
правлений перемещения клеток: в треках Y-проекции, 
коаксиальные с направлением потока, преобладали над 
X-проекциями, особенно в областях с высокими значе-
ниями линейной скорости потока – таких, как перемыч-
ки между камерами (рис. 1).

Для распластанных клеток поддерживающий поток 
приводил к миграции единичных клеток (рис. 2, трек 
помечен стрелкой) в течение 100 мин. При этом переме-
щения большинства клеток были невелики. 
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Заключение
На примере фибробластоподбных клеток FRSN – 

традиционной модели для изучения движения клеток 
– нами показано, что задаваемая геометрией микрофлю-
идного чипа сдвиговая деформация в результате дей-
ствия потока способна направлять перемещение клеток. 
Наибольшая эффективность управления перемещением 
клеток достигается, когда клетки двигаются в режиме 
«stick-slip motion». При этом обнаруживается значитель-
ная анизотропия в направлениях миграции по и перпен-
дикулярно потоку.
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Рис. 1. Анализ подвижности клеток FRSN в микрофлюидном 
устройстве: вверху – треки направляемого потоком перемещения 
клеток в режиме «stick-slip motion», стрелкой показано направле-
ние потока; внизу –диаграмма X (Sx)- и Y (Sy)-проекций треков.

Рис. 2. Анализ подвижности распластанных клеток FRSN в микро-
флюидном устройстве: вверху – треки клеток, стрелкой показано 
направление потока; внизу –диаграмма X (Sx)- и Y (Sy)-проекций 
треков
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