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Аннотация 
Разработана простая и надежная микрофлюидная система для получения альгинатных микрогелей со сложной струк-

турой и живыми клетками под действием отрицательного давления. Метод обеспечивает высокую воспроизводимость, кон-
троль размера (80–120 мкм) и жизнеспособность клеток более 80 %, что перспективно для использования в регенеративной 
медицине и модели 3D клеточной культуры для тестирования лекарств.

Abstract 
A simple and  reliable microfluidic system has been developed for  producing alginate microgels with  a  complex structure 

and living cells under negative pressure. The method provides high reproducibility, size control (80–120 μm) and cell viability of more 
than 80 %, which is promising for use in regenerative medicine and 3D cell culture models for drug testing.

3D-культуры клеток, включая клеточные сфероиды и  органоиды, являются отличным инструментом 
в  современных биомедицинских исследованиях благодаря их способности более точно имитировать усло-
вия in vivo [1–3]. Гидрогели являются наиболее часто используемыми материалами для создания 3D-культур 
клеток, искусственных тканей и органоидов. Благодаря сходству с нативным внеклеточным матриксом, клет-
ки, загруженные в гидрогель, пролиферируют с его замещением собственным внеклеточным матриксом [4]. 
Одним из  недостатков объемных гидрогелевых структур является ограничение диффузии питательных ве-
ществ и кислорода к клеткам и отсутствие удаления токсичных продуктов метаболизма [5]. Для преодоления 
предела диффузии в последнее десятилетие все больше внимания уделяется гидрогелевым микрочастицам 
(микрогелям), размер которых обычно не превышает 300 мкм. Такие микрогели воспроизводят внеклеточную 
среду так же хорошо, как и стандартные гидрогели, при этом скорость диффузии достаточна для длительного 
культивирования клеток благодаря максимальному пределу диффузии кислорода 200 мкм [6]. Поэтому микро-
гели находят многочисленные применения в фундаментальных исследованиях клеток в трехмерной среде [7], 
а  также в регенеративной медицине для доставки лекарств и клеточной терапии поврежденных и больных 
тканей [8, 9]. 

В  настоящее время существует довольно много методов получения микрогелей. Среди них одним 
из наиболее перспективных методов получения микрогелей является эмульгирование водных растворов пре-
курсоров гидрогелей в несмешивающемся масле в генераторе микрофлюидных капель [10]. После генерации 
раствор гидрогеля сшивается внутри капель «вода-в-масле», превращая их в сферические гидрогелевые ми-
крочастицы. 

Главным преимуществом такого подхода является идеальный контроль размера и структуры микроге-
лей в диапазоне от 30 до 300 мкм с относительно низким распределением по размерам и высокой производи-
тельностью.

Однако для стабильного получения микрогелей со сложной внутренней структурой и живыми клетками 
требуется точная регулировка всех потоков жидкости и поддержание их постоянной скорости на протяжении 
всего процесса. Поэтому установка, обычно основанная на прецизионных шприцевых насосах или регулято-
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рах давления, становится громоздкой и  дорогой, требуя высококвалифицированного специалиста в  области 
микрофлюидики [11]. Это является серьезным препятствием для расширения области применения микрогелей 
для создания трехмерных клеточных культур, тканевой инженерии и биопечати в исследовательских и клини-
ческих целях.

В данном исследовании был использован трехэтапный экспериментальный подход для разработки гене-
раторов капель с фокусировкой микрофлюидного потока, в которых жидкости вводятся под действием отрица-
тельного давления в выходной резервуар для получения микрогелей со структурой «ядро — оболочка» и «янус» 
с  живыми клетками. Такие микрофлюидные чипы требуют простой экспериментальной установки, просты 
в эксплуатации, надежны и дают воспроизводимые результаты. Это происходит потому, что размер и структура 
генерируемых частиц определяются конструкцией микроканалов, в  то время как единственный управляющий 
параметр — давление в выходном резервуаре — задает частоту генерации микрогелей. Чтобы продемонстри-
ровать широкий спектр применения нашего подхода, были получены альгинатные микрогели со  структурой 
«ядро — оболочка» и «янус» размером от 80 до 120 мкм с инкапсулированными клетками аденокарциномы тол-
стого кишечника мыши CT26 и гепатомы печени HepG2 со скоростью генерации до 200 мкл/ч и жизнеспособно-
стью клеток более 80 % в течение 12–15 дней культивирования. Эти результаты открывают новые перспективы 
для автоматизации и масштабирования синтеза гидрогелевых микрогелей для применения в тканевой инженерии 
и 3D-биопечати.
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