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СОСУДИСТО-КЛАПАННЫХ БИОПРОТЕЗОВ 

 
 

Проведено исследование сердечных клапанов 4-6-месячных свиней для получения 
бесклеточного соединительнотканного каркаса с сохраненной матричной структурой и 
физико-механическими параметрами для изготовления сосудисто-клапанных биопроте-
зов. По результатам гистологических покрасок допускаем, что физиологическая 
целостность в ходе децеллюляризации не нарушена. Анализ физико-механических осо-
бенностей матрикса показал значительное сохранение им упругости и эластичности, что 
делает его пригодным для дальнейшего использования в качестве каркаса для протеза. 
 
Ключевые слова: тканевая инженерия, децеллюляризация, ксенографт, экстрацеллюляр-
ный матрикс. 

 
 
Ежегодно болезни системы кровообращения уно-
сят жизни миллионов людей, лидируя на протяже-
нии последних двух десятилетий среди причин 
смерти. Все чаще, обсуждая эту ситуацию, специа-
листы называют ее “эпидемией смертности от сер-
дечно-сосудистых заболеваний конца XX века”. По 
данным ВОЗ, в 2008 г. в мире от сердечно-сосудис-
тых заболеваний умерло 17,5 млн чел. (30 % всех 
заболеваний) [10]. Часто единственно возможным 
вариантом спасения жизни пациента является за-
мена поврежденного участка органа протезом. 

В настоящее время для практической кардио-
хирургии в качестве заменителей используются 
более 80 моделей искусственных клапанов: как 
механических, так и биологических. Механические 

клапанные протезы обладают неоспоримыми по-
ложительными качествами — достаточно высокой 
долговечностью и удобством имплантации. Одна-
ко биологические искусственные клапаны, вне за-
висимости от своей конструкции, обладают рядом 
неоспоримых преимуществ по сравнению с ними. 
Они позволяют избежать некоторых постопераци-
онных осложнений, имеющих место при использо-
вании механических заменителей клапанов; способ-
ны к формированию кровотока, по своей структуре 
близкого к физиологическому; обладают низкой 
тромбогенностью, естественной резистентостью к 
инфекции; менее подвержены риску развития реци-
дива эндокардита; обладают потенциалом к ремо-
делированию в организме реципиента [7]. 
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К основным недостаткам биопротезов можно 
отнести недостаточное их количество (если гово-
рить об аллогенном материале), а также ограни-
ченность срока службы, так как долговечность 
данного вида протезов зависит от возраста паци-
ента, активности процессов дегенерации и кальци-
фикации, приводящих к деструкции ткани [14, 16]. 
Сам по себе процесс кальцификации может играть 
положительную роль, например в восстановитель-
ной хирургии костных тканей, когда кальцифика-
ции подвергаются имплантированные конструк-
ции (штифты, протезы суставов и др.), но в случае 
кардиоваскулярных трансплантатов это приводит 
к потере функциональных свойств протезов и 
необходимости повторных операций [4]. 

На данный момент точные причины кальци-
фикации биологических протезов неясны. Однако, 
согласно одной из существующих теорий, причи-
ной кальцификации являются погибшие клетки 
[12, 15]. Данная теория основана та том факте, что 
ткань с отмершими в результате некроза клетками 
подвергается данному процессу быстрее, посколь-
ку погибшие клетки являются необходимым усло-
вием, приводящим к локальному изменению кон-
центрации кальция, фосфатов, белков, липидов, 
ферментов, что вызывает отложение растворимых 
форм фосфатов кальция и при определенных 
условиях переход их в нерастворимые [15]. В связи 
с этим в последние годы активно разрабатываются 
методы предварительной обработки биологичес-
кого материала (перед использованием его в ка-
честве трансплантата), обеспечивающей децеллю-
ляризацию донорской ткани.  

Важно отметить, что существует два основных 
пути отмирания клеток тканей и органов живот-
ных и человека — апоптоз и некроз. Некроз обыч-
но начинается с повреждения плазматической 
мембраны, приводящего к нарушению способ-
ности клеток сохранять свой ионный гомеостаз. 
Из-за разрывов плазматической мембраны содер-
жимое цитоплазмы, включая лизосомные энзимы, 
попадает во внеклеточное пространство, что in 
vivo вызывает значительные повреждения ткани и 
сопровождается активным воспалительным про-
цессом [12]. 

В отличие от некроза отмирание клеток путем 
апоптоза происходит и в физиологических услови-
ях. Апоптоз — запрограммированная клеточная 
гибель, энергетически зависимый, генетически 
контролируемый процесс, который запускается 
специфическими сигналами и избавляет организм 
от ослабленных, ненужных или поврежденных 
клеток. Данный тип гибели клетки характеризу-
ется активацией нелизосомных эндогенных эндо-
нуклеаз, которые расщепляют ядерную ДНК на 

маленькие фрагменты. Так, в развитии апоптоза 
выделяют три морфологически различимые ста-
дии: сигнальную (индукторную), эффекторную и 
стадию деградации (деструкции). Индукторами 
апоптоза могут быть как внешние (внеклеточные) 
факторы, так и внутриклеточные сигналы. Сигнал 
воспринимается рецептором и далее последова-
тельно передается молекулам-посредникам (мес-
сенджерам) различного порядка и достигает ядра, 
где происходит включение программы клеточного 
"самоубийства" путем активации летальных и/или 
репрессии антилетальных генов. В ядре регистри-
руются первые морфологические признаки апоп-
тоза: конденсация хроматина с формированием 
его осмиофильных скоплений, прилежащих к 
ядерной мембране. Позже появляются инвагина-
ции (вдавления) ядерной мембраны и происходит 
фрагментация ядра. В основе деградации хромати-
на лежит ферментативное расщепление ДНК [3, 
12]. После реализации этого этапа процесс стано-
вится необратимым. Затем наступает межнуклео-
сомная дезинтеграция ДНК, т. е. разрывы нитей 
ДНК, находящихся между нуклеосомами. Отде-
лившиеся фрагменты ядра, ограниченные мембра-
ной, называют апоптотическими тельцами. В ци-
топлазме происходит расширение эндоплазмати-
ческого ретикулума, конденсация и сморщивание 
гранул. Клеточная мембрана утрачивает ворсинча-
тость и образует пузыревидные вздутия. Клетки 
округляются и отделяются от субстрата. На по-
верхности клетки экспрессируются различные мо-
лекулы, распознаваемые фагоцитами: фосфосерин, 
тромбоспондин, десиалированные мембранные 
гликоконъюгаты, в результате чего in vivo проис-
ходит поглощение тела клетки, находящейся в со-
стоянии апоптоза, другими клетками (макрофа-
гами и соседними клетками) и ее деградация в ок-
ружении лизосом фагоцитарных клеток [3, 12]; 
причем, как уже упоминалось ранее, данный про-
цесс иммунологически инертен и не сопровожда-
ется воспалительной реакцией, а также разруше-
нием ткани [12].  

Одним из общепринятых методов децеллюля-
ризации посредством инициации апоптоза являет-
ся использование бескальциевого раствора этилен-
диаминтетрауксусной кислоты (ЭДТА). Он позво-
ляет избежать повреждения тканевого матрикса в 
процессе его децеллюляризационной обработки, а 
также его дегенерации вследствие кальцификации 
[1]. ЭДТА — хелат, способный связывать ионы 
кальция, вследствие чего взаимодействие кадгери-
нов нарушается и физическое соединение клеток в 
единую ткань ослабляется что приводит к диссо-
циации клеток. В то же время, согласно данным 
литературы, более высокие концентрации ЭДТА 
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способны инициировать процесс апоптоза [5, 11]. 
Кроме того, являясь хелатором кальция, магния и 
ряда других ионов металлов, ЭДТА используется 
для подавления накопления кальция и фосфатов в 
митохондриях в процессе клеточной гибели. 

Помимо децеллюляризации производство дол-
госрочно функционирующих кардиоваскулярных 
имплантатов предполагает значительную их схо-
жесть по структуре и функции с естественным кла-
паном или сосудом, что вполне реально благодаря 
развитию тканевой инженерии [2, 16]. То есть, для 
полноценного выполнения своих функций буду-
щий трансплантат, наравне с минимизацией кле-
точной составляющей донорской ткани, должен 
обладать неизмененной структурой внеклеточного 
каркаса.  

Экстрацеллюлярный матрикс играет роль сво-
его рода динамического соединения с резидентной 
клеточной популяцией, поддерживая, в то же вре-
мя, структуру и трехмерную форму соответствую-
щего органа. Помимо роли матрикса в развитии и 
поддержании гомеостаза он может быть использо-
ван в качестве индуктивного скаффолда, способ-
ствующего ремоделирующему ответу после хирур-
гической операции. Механизм данного ответа ле-
жит в высвобождении латентных пептидов, явля-
ющихся митогенами и хемоаттрактантами для эн-
догенных стволовых и прогениторных клеток, а 
также в модуляции врожденного иммунного от-
вета и обеспечении тканеспецифичных молекуляр-
ных стимулов для поддержания фенотипа и функ-
ции клеток [13]. Его значение для нормального 
функционирования органа сложно переоценить. 
Таким образом, при условии сохранения матрик-
сом его морфо-функциональных свойств, равно 
как и физико-механических, можно считать его 
пригодным для дальнейшего использования в ка-
честве каркаса сердечно-сосудистого протеза. 

Цель исследования — получение бесклеточно-
го соединительнотканного каркаса сосудисто-кла-
панного биопротеза с сохраненной матричной 
структурой, способного к адекватному упруго-
прочностному ответу на прогнозируемое физичес-
кое воздействие in vivo. 

 
Материал и методы. Исследование проводили 

с использованием сердечных клапанов 4-6-месяч-
ных свиней. Забор сердец осуществляли в усло-
виях операционной с выполнением требований 
“Европейской конвенции о защите позвоночных 
животных, используемых для экспериментов или в 
иных научных целях” (Страсбург, 18.03.1986) и по-
становления Первого национального конгресса по 
биоэтике (Киев, 2001). Клапаны выделяли в сте-
рильных условиях в среднем через 4 часа после 

забора сердца. В течение последующих двух суток 
полученные образцы были подвержены воздей-
ствию апоптозвызывающего раствора, в качестве 
которого использовали раствор ЭДТА (Sigma, 
США) в концентрации 10 ммоль/л. По истечении 
указанного времени экспозиции образцы тщатель-
но отмывали в среде с содержанием солей в кон-
центрации близкой к физиологической. Контроль-
ная группа образцов оставалась интактной, не под-
вергаясь действию апоптозвызывающего раствора. 

В дальнейшем полученный материал фиксиро-
вали в 10 % растворе забуференного нейтрального 
формалина в течение 24 часов. После дегидрата-
ции материал заливали в высокоочищенный па-
рафин с полимерными добавками (Richard-Allan 
Scientific, США) при температуре не выше 60 °С. Из 
парафиновых блоков на ротационном микротоме 
Shandon Finesse 325 (Thermo Scientific, США) делали 
срезы ткани толщиной 5 мкм. Микроскопическое 
исследование проводили с использованием мето-
дики серийных срезов. Срезы ткани помещали на 
предметные стекла и затем окрашивали по стан-
дартным методикам гематоксилином и эозином, а 
также по Вирхову (Вергофу) для оценки состояния 
эластических волокон и производили постановку 
PAS-реакции с целью исследования состояния кол-
лагеновых волокон. Специфические реакции на 
компоненты внеклеточного матрикса позволяют, 
прокрасив волокно, оценить целостность и неиз-
менность химического состава эластического или 
коллагенового волокна. Изучение препаратов в 
проходящем свете проводили на исследователь-
ском микроскопе Olympus AX70 (Япония) с циф-
ровой видеокамерой Olympus DP50, соединенной с 
персональным компьютером. 

Соединительная ткань сосудистой стенки 
представлена рыхлой волокнистой соединитель-
ной тканью, а створка клапана — это покрытые эн-
дотелием тонкие фиброзные пластинки из плот-
ной волокнистой соединительной ткани с неболь-
шим количеством клеток. В рыхлой соединитель-
ной ткани коллагеновые волокна располагаются в 
различных направлениях в виде изогнутых, спи-
ралевидно скрученных, округлых или уплощенных 
тяжей толщиной 1-3 мкм и более [6]. Длина их раз-
лична. Внутренняя структура коллагенового во-
локна опряделяется фибриллярным белком кол-
лагеном, синтезируемым на рибосомах грануляной 
эндоплазматической сети фибробластов, а также 
углеводным компонентом коллагенового волокна. 
Именно углеводный компонент, представленный 
веществом полисахаридной природы, окрашива-
ется в лиловый или лилово-красный цвет. 

Эластические волокна по прочности уступают 
коллагеновым. Форма поперечного разреза эласти-
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ческих волокон округлая и уплощенная. В рыхлой 
волокнистой соединительной ткани они широко 
анастомозируют друг с другом. Толщина эласти-
ческих волокон обычно меньше коллагеновых и 
достигает 1 мкм. В составе эластических волокон 
различают микрофибриллярный и аморфный ком-
поненты. Зрелые эластические волокна содержат 
90 % аморфного компонента эластических белков 
в центре, а на периферии волокна — микрофиб-
риллы. В отличие от коллагеновых в эластических 
волокнах нет структур с поперечной исчерчен-
ностью [6, 9]. 

При проведении окраски эластических воло-
кон по Вирхову эластические волокна окраши-
ваются в черный цвет, ядра клеток — сине-черные; 
коллаген, фибрин, глия и миелин — в розовый, 
эритроциты — в оранжево-красный. 

Помимо гистологического анализа после де-
целлюляризационной обработки образцы исследо-
вали по прочностным характеристикам. Физико-
механические свойства матрикса изучали при по-
мощи установки для измерения прочности и элас-
тичности сосудистой стенки внутренним давле-
нием [1]. При этом проходящий испытание графт 
крепился на ниппеле диаметром, соответствующем 
диаметру имплантата. Края сосуда плотно фикси-
ровали нитью. Через вентиль давление воздуха с 
малой скоростью подачи нагнетали в сосуд до 
момента его разрыва. В соответствии со значением 
давления, которое регистрировали при помощи 
блока аналого-цифрового преобразователя, на эк-
ране персонального компьютера строилась диаг-
рамма, отображающая процесс разрыва сосуда в 
координатах давление/время. Результаты такого 
рода проверки позволяют сделать предположения 
касательно того, сохраняет ли внеклеточный мат-
рикс графтов, прошедших девитализирующую об-
работку, свои упруго-прочностные свойства на 
достаточном для применения его in vivo уровне. 

 
Результаты и их обсуждение. Основываясь на 

том факте, что апоптоз имеет свои отличительные 
морфологические признаки как на светооптичес-
ком, так и на ультраструктурном уровне [8, 12], 
было проведено гистологическое исследование 
тканей образцов, прошедших этап децеллюляриза-
ции, а также тканей интактных (контрольных) об-
разцов. При этом в обработанных образцах отме-
чались упомянутые выше морфологические приз-
наки апоптоза: общее количество клеток снизи-
лось, большинство из них имело выраженные мор-
фологические изменения в ядрах (кариопикноз, 
кариорексис), что свидетельствует об успешной 
инициации апоптоза (рис. 1). Клетки контрольных 
(интактных) образцов имели нормальную морфо-

логию, характерную для фибробластов: вытянутые 
веретенообразной формы клетки с овальным 
ядром. 

 
Контроль После обработки ЭДТА 

  
Рис. 1. Гистологический анализ морфологии клеток ксе-

нографта (окраска гематоксилином и эозином, 
×400). 

 
Стоит отметить, что выбранный для исследо-

вания способ децеллюляризации с применением 
ЭДТА не позволяет достичь полного удаления 
погибших клеток, в особенности клеток из толщи 
матрикса. Очевидно, это связано с тем, что клетки 
могут мигрировать с поверхности обрабатываемой 
ткани в ее толщу в результате отрицательного хе-
мотаксиса. Тем не менее, данный вид децеллю-
ляризационной обработки индуцирует апоптоти-
ческую гибель клеток в трансплантатах, позволяя 
со временем полностью реализоваться процессу в 
условиях in vivo с участием макрофагов [5]. 

Согласно результатам гистологического анали-
за, полученным при специфических окрасках на 
составляющие экстрацеллюлярного матрикса, кол-
лагеновые и эластиновые волокна сохранили свою 
структуру после децеллюляризационной обработ-
ки. В срезах, сделанных из ткани аорты и фиброз-
ного кольца, наблюдалась PAS-позитивная реак-
ция (рис. 2), наиболее интенсивно выраженная в 
области створки клапана. 

 
Контроль После обработки ЭДТА 

  
Рис. 2. Результат гистологического анализа внеклеточно-

го матрикса (PAS-реакция на коллаген, ×300). 
 
После обработки эластических волокон по 

Вирхову участок стенки аорты окрасился в темно-
бордовый цвет, в области створки клапана препа-
рат был окрашен в малиновый цвет. Черным цве-
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том окрасились собственно эаластические волокна 
(рис. 3). 

 

 
Рис. 3. Результат гистологического анализа внекле-

точного матрикса; образец после обработки 
ЭДТА (окраска по Вирхову на эластин, ×300). 

 
Следует учитывать, что коллагеновые волокна 

в составе соединительной ткани определяют ее 
прочность, а эластические — эластичность и рас-
тяжимость. Позитивные результаты специфичес-
кой окраски внеклеточного матрикса дают основа-
ние полагать, что его физиологическая целост-
ность в ходе децеллюляризации не нарушена. Мат-
рикс сохраняет свои морфо-функциональные 
свойства и, следовательно, при условии равного 
сохранения им физико-механических свойств при-
годен для дальнейшего использования в качестве 
каркаса сердечно-сосудистого протеза. 

Согласно предварительным результатам иссле-
дования графтов, прошедших этап децеллюляриза-
ции на установке для измерения прочности и элас-
тичности сосудистой стенки внутренним давлением 
[1], физико-механические свойства экстрацеллюляр-
ного матрикса обработанных образцов сохраняются 
приближенными к таковым контрольных, что свиде-
тельствует о достаточной прочности стенки сосуда 
для выдерживания внутрисосудистого давления in 
vivo. Так, стенка аорты, прошедшей воздействие 
раствором ЭДТА по описанной выше схеме, вы-
держивает давление порядка 115-120 кПа (863-
900 мм рт. ст.), в то время как стенка контрольного 
образца (аорта), оставшегося интактным, выдер-
живает давление в 180-200 кПа (1350-1500 мм рт. ст.). 

Использование трехмерных экстрацеллюлярных 
тканевых матричных скаффолдов в качестве основы 
для аутологичных клеток с целью получения протеза 
сердечного клапана — это возможность решить про-
блему нехватки донорского материала, ускорить про-
цесс регенерации органа и улучшить качество жизни 
пациента после трансплантации. Одним из важных 
условий для этого является получение неповрежден-
ного децеллюлирующими агентами внеклеточного 
матрикса, сохраняющего свою архитектуру, состав и 
физические свойства и, как следствие, способного к 
полноценному выполнению своих физиологических 
функций. 
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Проведено дослідження серцевих клапанів 4-6-місячних свіней з отримання безклітинного сполуч-
нотканинного каркасу зі збереженою матричною структурою та фізико-механічними параметрами 
для виготовлення судинно-клапанних біопротезів. Згідно з результатами гістологічних фарбувань 
припускаємо, що фізіологічну цілісність у ході децелюляризіції не порушено. Аналіз фізико-ме-
ханічних властивостей матриксу показав значне збереження їм пружності та еластичності, що 
робить його придатним для подальшого використовування в якості каркасу для протезу. 
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Cardiac valves of 4-6-month-old pigs were studied with special reference to obtaining an acellular 
connective tissue frame with intact matrix and physical-mechanical parameters for making vessel-valvular 
biological prostheses. The results of histological dyeing showed that decellularization process did not 
disturb their physiological value. The analysis of physical-mechanical peculiarities of matrix revealed 
significant retention of its elasticity and flexibility. Therefore, the matrix can be used as a frame of 
prosthesis 

 
 




