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Замена сердечных клапанов механичес-
кими или биологическими протезами – 
основной способ лечения поражения кла-
панов сердца. Применение большинства 
искусственных протезов требует назначе-
ния пожизненной антикоагулянтной тера-
пии, что существенно влияет на качес-
тво жизни пациентов, ограничивает их 
применение у женщин репродуктив-
ного возраста и пациентов с нарушением 
системы гемостаза. Высокий процент пов-
торных операций связан с дисфункци-
ями протезов различной этиологии [1, 2].

В современной кардиохирургической прак-
тике растет частота применения аллогенных 
биологических клапанов сердца (аллограф-
тов). Их геометрические, биомеханичес-
кие и гемодинамические показатели наибо-
лее полно соответствуют физиологическим 
параметрам пациента. Однако аллогенные 
клеточные детерминанты трансплантата, 
а именно молекулы гистосовместимости 
I класса, являющиеся частью рецепторного 
репертуара клеточной стенки и распозна-
ющиеся свободно циркулирующими лим-
фоцитами реципиента как «чужеродные», 
могут вызывать локальные иммуноопосре-
дованные цитотоксические реакции, приво-
дящие к нарушению физиологической пол-
ноценности клапана и развитию локальных 

постимплантационных осложнений (вос-
паление, фиброз и кальцификация) [9].

Данные современных исследований пока-
зали, что использование в качестве биоло-
гических протезов соединительнотканных 
каркасов (СТК), полученных путем децеллю-
ляризации, имеет очевидное преимущество 
перед протезированием «живыми» тканями 
и органами [5]. В процессе создания идеаль-
ного тканеинженерного клапана важным 
этапом становится необходимость макси-
мально полно удалить клетки из исходного 
донорского материала, но с минимальным 
нарушением структурной и пространствен-
ной целостности соединительнотканного 
каркаса. Удаление жизнеспособных клеток 
донора, а также частей разрушенных клеточ-
ных стенок приводит к значительному сни-
жению иммуногенности имплантата и, сле-
довательно, риска постимплантационного 
воспаления, некробиоза и других дегене-
ративных процессов, запускаемых имму-
нокомпетентными клетками пациента.

Соединительнотканный каркас – это слож-
ная пространственно-ориентирован-
ная система структурных и функциональ-
ных белков экстрацеллюлярного матрикса 
(ЭЦМ), составляющих механическую основу 
ткани. Компоненты ЭЦМ, а это в основном 
коллаген и эластин, не имеют видоспеци-
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фичности и идентичны у большинства видов млекопи-
тающих [6]. Источники тканей, из которых получают СТК, 
методы децеллюляризации и итоговой стерилизации раз-
нообразны. Каждый из этих вариантов негативно влияет 
на строение и ультраструктуру матрикса, что в постимп-
лантационном периоде может проявиться дисфункцией 
и/или несостоятельностью клапана и коротким сроком 
службы. На сегодняшний день разработана масса спосо-
бов децеллюляризации материала, каждый из них имеет 
свои сильные и слабые стороны [7]. Согласно литератур-
ным источникам, для децеллюляризации клапансодержа-
щих сердечных аллографтов чаще других используют фер-
ментный и детергентный способы [10, 13, 14]. Цель нашей 
работы – изучение влияния детергентного и фермент-
ного способов децеллюляризации на морфологию и био-
механические свойства экстрацеллюлярного матрикса.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Материалом исследования послужили 30 клапансо-
держащих фрагментов легочных стволов (ЛС), получен-
ных из трупного материала с использованием «чистого», 
но не стерильного способа забора. Давность наступ-
ления смерти составляла в среднем 13±2 ч. Критерии 
забора тканей, противопоказания и параметры выбра-
ковки определены согласно рекомендациям Европейс-
кого банка тканей [11]. После процедуры микродиссекции 
полученные аллографты помещали в раствор «лече-
ния» на основе питательной среды RPMI-1640 («Биолот», 
Санкт-Петербург) с добавлением комплекса антимикроб-
ных препаратов широкого спектра действия в цитоток-
сических дозировках соответственно рекомендациям 
Европейского банка тканей [11]. Через 48 ч аллографты 
ополаскивали в фосфатном буфере (ФБ) с pH =  7,4 и 
переносили в растворы для децеллюляризации.

Детергентным способом была обработана I группа 
аллографтов, согласно A. Лихтенбергу и др. [13]. Легочные 
стволы (n = 10) помещали в раствор, содержащий 0,5% 
дезоксихолата натрия («��������������������������������Sigma���������������������������», США) и 0,5% додецилсуль-
фата натрия («Helicon», Россия) на 24 ч. Далее следовала 
6-кратная отмывка по 12 ч в ФБ для удаления остатков 
детергента и клеточного дебриса. Все этапы децеллюля-
ризации проводили в термошейкере при 3 °С при посто-
янном перемешивании со скоростью 160 об/мин. Фер-
ментным способом с собственными модификациями 
обработали II группу графтов (n = 10), согласно O. Тибкину 
и др. [14]. После ополаскивания в ФБ материал переносили 
в раствор Версена, содержащий 0,1% трипсина («Merck», 
Германия), и на 24 ч помещали в термошейкер при 37 °С, 
после чего графт снова переносили в свежую среду с трип-
сином еще на 24 ч. Далее следовала отмывка матери-
ала в ФБ при температуре 4 °С в течение суток при пос-
тоянном перемешивании. В качестве контроля (III группа; 
n  = 10) использовали размороженные криосохраненные 
аллографты, хранившиеся в питательной среде при 4 °С 
с добавлением комплекса антимикробных препаратов.

Морфологическое исследование материала прово-
дили по завершении процедуры децеллюляризации. 
Для этого с помощью криомикротома «Microm HM550» 
(«�����������������������������������������������������Carl������������������������������������������������� ������������������������������������������������Zeiss�������������������������������������������», Германия) получали серийные срезы толщи-
ной 10 мкм, которые окрашивали гематоксилином-эози-
ном. Для окраски ядерного материала использовали 
DAPI. Аппаратное обеспечение: микроскопы «Axiovert 
200M» с видеокамерой «Axiocam HRc» и «Axioskop 40FL» 
с видеокамерой «Axiocam MRc», комплект программного 
обеспечения «Axiovision 4.7» («Carl Zeiss», Германия).

Тензометрические испытания аллографтов проходили в 
филиале ЦКП «Механика» института гидродинамики им. 
М.А. Лаврентьева СО РАН. Физико-механические свойс-
тва аллографтов исследовали в условиях продольного 
растяжения однотипно приготовленных образцов. Фраг-
менты стенок ЛС в виде полосок со стандартной длиной 
рабочего сегмента вырезали с помощью специаль-
ного ножа. У всех образцов предварительно измеряли 
ширину и толщину. Исследование проводили на раз-
рывной машине ��������������������������������������Z�������������������������������������10 («��������������������������������Zwick���������������������������/��������������������������Roell���������������������», Германия). Одноос-
ное однородное растяжение образцов с постоянной ско-
ростью 10 мм/мин производили до момента появления 
видимого повреждения ткани. В результате эксперимен-
тов получали данные о разрушающей нагрузке и отно-
сительном удлинении, которые обрабатывали с помо-
щью программного обеспечения SPSS 17 («IBM», США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

При микроскопическом анализе срезов стенок ЛС, 
окрашенных гематоксилином-эозином, в I группе 
ядра или какие-либо другие клеточные элементы 
не определялись (рис. 1), при этом базальная мем-
брана практически полностью сохранена и четко 
визуализирована. Во II группе в срезах очагами 
присутствовал остаточный ядерный материал, 
базальная мембрана была сильно фрагментирована, 
а местами вовсе отсутствовала. Кроме того, отмечали 
разволокнение и набухание тканевых элементов.

Указанная тенденция сохранялась и была подтверж-
дена также после окраски ядерного материала препара-
тов с помощью �������������������������������������DAPI��������������������������������� на фоне аутофлуоресценции соеди-
нительнотканных волокон в двухканальном режиме 
(рис. 2). �����������������������������������������Во II группе ����������������������������сохранилось большое количес-
тво остаточного ядерного материала (показано синим 
цветом), а волокна СТК значительно изменены по своей 
конфигурации и взаимоориентации. В ������������������I����������������� группе при обра-
ботке детергентным способом компоненты ЭЦМ прак-
тически не изменены. Сохранена упорядоченная струк-
тура и радиальное расположение волокон. Однако 
необходимо отметить, что абсолютно полного удале-
ния ядерного материала все же добиться не удалось.

Проведенное физико-механическое исследование пока-
зало, что средние значения максимальной разрушаю-
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щей нагрузки в группах контроля и детергентной обра-
ботки составляли 16,07±3,06 и 13,33±2,04 Н и значимо 
не различались, в то время как в группе с обработкой 
трипсином максимальное разрывное усилие составило 
6,93±1,54 Н. Таким образом, мы можем говорить о выра-
женном снижении показателей прочностной харак-
теристики стенки ЛС после ферментной обработки. 
В целом, наши данные свидетельствуют о том, что обра-
ботка исследуемого материала детергентным способом 
является более щадящим и тканесохраняющим мето-
дом в сравнении с ферментной децеллюляризацией.

ОБСУЖДЕНИЕ

Замена сердечных клапанов – это широко используе-
мый метод хирургического лечения сердечной патоло-
гии. Несмотря на то что разработано большое количес-
тво видов протезов, зачастую именно реакция организма 
на чужеродный материал является самой большой про-
блемой. Именно этот фактор может резко ограничивать 
срок службы протеза. При использовании криосохра-
ненных аллографтов возможной причиной дегенера-
ции является иммунная реакция против живых клеток 
этих аллографтов. Соответственно, наша задача заклю-
чается в максимально полном удалении клеточной 
массы из исходного аллографта, но с максимально воз-
можным сохранением биомеханических свойств. Тка-
неинженерные протезы на основе СТК, заселенные 
аутологичными клетками пациента, могут быть перс-
пективны при создании нового типа клапана и лишены 
недостатков протезов предыдущих поколений.

Многие авторы используют ферментный способ децел-
люляризации биологической ткани с ее дальнейшим про-

цессингом как основной [3, 4, 14, 15]. Однако, согласно 
результатам наших исследований, децеллюляризация 
ферментным способом имеет существенные недостатки. 
Так, в погоне за полной элиминацией остатков ядерного 
материала клеток дальнейшее увеличение концентра-
ции трипсина и сроков экспозиции в растворе приводило 
к значительным повреждениям соединительной ткани, 
которые могли быть выявлены не только методами гис-
тологии и тензометрическими испытаниями, но и при 
обычном визуальном контроле. Обработка ферментами 
ткани аллографта агрессивна и приводит к поврежде-
нию матрикса с нарушениями в базальной мембране [8].

Использование детергентов, однако, требует тщатель-
ной процедуры отмывки, так как они являются извест-
ными клеточными токсинами [12]. Тем не менее биоме-
ханические свойства децеллюляризированного ЭЦМ, 
полученного по детергентной методике, более схожи 
с нативной тканью. Это дает нам основания предпо-
лагать, что тканевые структуры существенно не нару-
шены. Сохранение механической прочности матриксов 
клапанных аллографтов, обработанных таким спосо-
бом, может обеспечить более адекватное сопротив-
ление гемодинамической нагрузке в условиях физио-
логической циркуляции и будет способствовать более 
полной консолидации комплекса «сердце – аллографт» 
в организме и увеличению срока службы биологичес-
кого протеза клапана сердца нового поколения.

Таким образом, децеллюляризация аллографтов детер-
гентным способом (сочетание натрия дезоксихо-
лата и натрия додецилсульфата) является эффектив-
ным методом для удаления клеток из ткани аллографта 
в сравнении с ферментным способом. Получен-
ные таким способом аллографты по своим морфо-

Рис. 2.
Двухканальная 
съемка ЛС (сочетание 
флуоресцентной окраски 
клеточных ядер (DAPI)  
и аутофлуоресценции 
ЭЦМ; объектив ×10):  
а – контроль; децеллюля- 
ризация: б – детерген- 
тная; в – ферментная.

ба в

Рис. 1.
Поперечный срез 
стенки ЛС (окрашен 
гематоксилином-
эозином; объектив × 20): 
а – контроль; децеллю- 
ляризация: б – детерген- 
тная; в – ферментная.

ба в
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логическим и физико-механическим характеристи-
кам не отличаются от криосохраненных аллографтов.
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