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Цель. Определить оптимальный метод для длительного влажного хранения донорского материала (50 су-
ток после забора) с максимальной способностью к сохранению исходных механических характеристик. 
Материалы и методы. В качестве объектов исследования использовали фрагменты стенок аорт свиньи. 
Половина исходного материала была децеллюляризована детергентным методом. Весь материал (натив-
ный и обработанный) был помещен на 50 суток в биоцидные растворы: комплексный спиртовой раствор, 
смесь этанола и глицерина, смесь антибиотиков. Далее проведены испытания на механическую прочность 
нативных и децеллюляризованных образцов методом одноосного растяжения в продольном и окружном 
направлениях. Результаты. Хранение нативного материала во всех средах привело к достоверному уве-
личению значений прочности на разрыв. Так, в группе «комплексный спиртовой раствор» эта величина 
увеличилась в 1,38 раза, в смеси этанола и глицерина – в 1,72 раза, в «смеси антибиотиков» – в 1,62 раза 
в сравнении с нативным контролем при окружном растяжении. Также в группе «комплексный спиртовой 
раствор» децеллюляризованный материал был в 1,57 раза прочнее, чем нативный при окружном растяже-
нии. В группе «смесь антибиотиков» децеллюляризованный материал был в 1,33 раза менее прочным, чем 
нативный при продольном растяжении. По данным удлинения до разрыва достоверно большая пластичность 
отмечалась в группе хранения «этанол–глицерин» у децеллюляризованной стенки аорты в сравнении с 
контрольной группой (в 1,5 раза). Значения модуля Юнга достоверно не отличались от контрольных зна-
чений во всех экспериментальных группах вне зависимости от направления растяжения. При этом четко 
прослеживалась тенденция к повышению жесткости децеллюляризованных образцов при растяжении в 
окружном направлении. Заключение. Децеллюляризация стенки аорты свиньи детергентным методом 
и последующее хранение данных образцов в выбранных нами экспериментальных растворах в течение 
50 суток достоверно не влияет на упругостные свойства материала. Предложенные нами методы обработки 
частично увеличивают жесткость материала после хранения в спиртосодержащих растворах.
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ВВедеНие
В настоящее время одним из широко используе-

мых методов хирургического лечения патологии кла-
панов и ствола аорты, и легочной артерии является 
протезирование различными клапансодержащими 
кондуитами [1–3]. Золотым стандартом для замены 
поврежденных элементов сердечно-сосудистой сис-
темы является аллогенный донорский материал. Он 
имеет сходные гемодинамические характеристики 
с нативными клапанами, низкую тромбогенность и 
устойчив к потенциальному инфицированию [4, 5]. 
Кроме того, именно данный тип имплантатов обес-
печивает минимальный риск реопераций по причине 
структурной деградации [1, 5–7].

Основными типами сосудистых и клапанных кар-
касов для тканевой инженерии являются естествен-
ные каркасы (децеллюляризованная ткань и материа-
лы биологического происхождения) и синтетические 
конструкции, изготовленные из биоразлагаемых по-
лимеров [5, 8]. Основное преимущество децеллю-
ляризованных биологических матриксов состоит в 
сохранении механической анизотропии нативных 
клапанов и строении сосудистой стенки, что спо-

собствует их рецеллюляризации клетками самого 
реципиента [6].

Современные подходы к разработке методов про-
дления сроков службы донорских клапанов включа-
ют в себя улучшение конструктивных характерис-
тик, оптимизацию методов предимплантационной 
обработки, исследование факторов, влияющих на 
сохранение структурной организации соединитель-
но-тканного каркаса (СТК) и его исходных физико-
механических свойств [6, 9].

На подготовительном этапе (до имплантации па-
циенту) аллографт, как правило, либо подвергают 
криоконсервации, либо хранят в растворе антибак-
териальных и фунгицидных препаратов. Однако ана-
лиз современного состояния проблемы показывает 
отсутствие единого подхода к способу длительного 
сохранения протезного материала. При нарушении 
методики замораживания и/или оттаивания матери-
ала возможно появление зон микро- и макроповреж-
дения структуры аллографта, которые могут быть 
обнаружены только на хирургическом этапе или же 
скажутся на скорости деградации СТК и кальцифи-
кации графта после его установки [10–12]. Использо-
вание «влажного» хранения в коктейле антибиотиков 
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Objective: to determine the optimal method for long-term wet storage of donor material (50 days after collection), 
with maximum ability to preserve the original mechanical characteristics. Materials and methods. Porcine aortic 
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decellularized samples were carried out by the method of uniaxial longitudinal and circumferential stress. Re-
sults. Storage of native material in all media resulted in a significant increase in tensile strength. In the «complex 
alcohol solution», «ethanol and glycerol mixture», and «antibiotic mixture» group, tensile strength increased by 
1.38-, 1.72- and 1.62-fold compared to the native control in circumferential tension. Also, in the «complex alcohol 
solution» group, the decellularized material was 1.57-fold stronger than the native in circumferential tension. In 
the «antibiotic mixture» group, the decellularized material was 1.33-fold less strong than the native in longitudinal 
tension. According to elongation to rupture data, significantly greater plasticity was noted in the «ethanol-glycerol» 
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not reliably differ from those of control in all experimental groups regardless of the stress direction. Notably, 
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decellularization of the porcine aortic wall and subsequent storage of these samples in our chosen experimental 
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без криоконсервации способствует снижению часто-
ты реопераций, связанных с ранним повреждением 
протеза [7]. Однако на практике «влажное» хранение 
аллографтов в растворе антибиотиков применяется 
лишь в течение короткого срока – 2–14 дней [13, 14]. 
Также известно, что остаточные количества проти-
вомикробных препаратов в ткани аллографта могут 
являться причиной развития аллергических постим-
плантационных реакций или маскировать развитие 
инфицирования аллографта в послеоперационном 
периоде [15].

Согласно мировым тенденциям, большинство 
разработчиков отдает предпочтение заморажива-
нию материала [6, 12]. Однако разработка надежного 
способа длительного влажного хранения позволит 
избежать негативных влияний процессов, связан-
ных с криоконсервацией. В рамках изучения дан-
ной тематики ранее нами были выбраны биоцидные 
растворы, пригодные для длительного «влажного» 
хранения экспериментального материала [16].

Целью данной работы явилась оценка влияния 
децеллюляризации и последующего длительного 
(50 суток) хранения в биоцидных растворах различ-
ного состава на механические свойства тканей аорты.

МАтериАлы и МетОды
Состав исследуемых растворов

I – комплексный спиртовой раствор (КСР): смесь, 
содержащая 1,2-октандиол, феноксиэтанол, сорбино-
вую кислоту (1%) и этанол (20%) [17].

II – смесь антибиотиков (АБ): культуральная среда 
RPMI-1640 (ООО «БиолоТ», Россия), метронида-
зол 0,27 мг/мл, гентамицин 0,53 мг/мл, цефазолин 
6,66 мг/мл, ампициллин 2,22 мг/мл, оксациллин 
1,11 мг/мл, флуконазол 0,027 мг/мл. После первых 
48 ч раствор заменен на аналогичный свежий рас-
твор.

III – смесь этанола и глицерина (С-Г): этанол 
(10%) и глицерин (20%) в культуральной среде RPMI-
1640 (ООО «БиолоТ», Россия).

Получение и децеллюляризация тканей 
аорты

Фрагменты аорты свиней (дуга и нисходящий 
отдел) длиной 25–30 см забирали в цехе убоя скота 
мясокомбината. Полученные образцы помещали в 
охлажденный стерильный 0,9% раствор натрия хло-
рида и транспортировали в лабораторию.

Стенку аорты очищали от остатков прилегаю-
щих тканей и разрезали на несколько трубчатых 
фрагментов длиной 6–7 см. Половина полученных 
фрагментов была подвергнута детергентной децел-
люляризации.

Весь цикл удаления клеток и последующей от-
мывки выполняли в орбитальном термошейкере 
при 37 °С (Heidolf, Германия). Биоматериал на 24 ч 
погружали в стерильный фосфатно-солевой раствор 
(pH = 7,4), содержащий 0,5% додецилсульфата на-
трия и 0,5% дезоксихолата натрия (Sigma, США). 
Далее следовала 6-кратная отмывка образцов по 12 ч 
в стерильном фосфатно-солевом буфере (pH = 7,4) 
согласно одному из общепринятых протоколов [18]. 
Общая длительность обработки и отмывки соста-
вила 4 суток, в течение которых вторую половину 
образцов (нативные образцы) хранили при +4…8 °С 
в стерильном 0,9% растворе натрия хлорида с до-
бавлением комплекса антимикробных препаратов 
(метронидазол 0,27 мг/мл, гентамицин 0,53 мг/мл, 
цефазолин 6,66 мг/мл, ампициллин 2,22 мг/мл, окса-
циллин 1,11 мг/мл, флуконазол 0,027 мг/мл).

После окончания децеллюляризации по 20 натив-
ных и децеллюляризованных трубчатых фрагментов 
аорты использовали для механических испытаний 
при одноосном растяжении в окружном и продоль-
ном направлениях. Оставшийся материал каждой 
серии – нативный (n = 60) и децеллюляризованный 

Таблица
Список всех экспериментальных групп

List of all experimental groups
№ Аббревиатура Способ хранения Подгруппы

1
Контр

Контрольные образцы аорт свиней, 
свежий материал (для определения 
базовых механических свойств)

Контр.Н – нативный материал без дополнительных 
обработок

2 Контр.Д – децеллюляризованный материал 
без дополнительных обработок

3 КСР В комплексном спиртовом растворе 
(50 сут)

КСР.Н – нативная форма КСР
4 КСР.Д – децеллюляризованная форма КСР
5 АБ В смеси антибиотиков (50 сут) АБ.Н – нативная форма АБ
6 АБ.Д – децеллюляризованная форма АБ
7 С-Г В смеси этанола и глицерина (50 сут) С-Г.Н – нативная форма С-Г
8 С-Г.Д – децеллюляризованная форма С-Г
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(n = 60) – случайным образом был разделен на три 
группы и хранился в исследуемых биоцидных рас-
творах в течение 50 сут в стерильных условиях при 
+4…8 °С (в растворах АБ и С-Г), при комнатной 
температуре – в растворе КСР. Всего исследовали 
8 групп образцов (табл.). Перед началом проведе-
ния механических испытаний образцы промывали в 
стерильном 0,9% растворе натрия хлорида 20 минут 
при комнатной температуре.

исследование механических свойств
Механические испытания проводили в услови-

ях одноосного растяжения образцов после 50 суток 
хранения в исследуемых биоцидных растворах. 
Для получения контрольных значений использова-
ли материал стенок аорты свиней нативной груп-
пы (Контр.Н) и децеллюляризованного материала 
(Контр.Д) до хранения в соответствующих растворах.

Трубчатые фрагменты аорты каждой из 8 под-
групп разрезали вдоль и высекали образцы для ис-
пытаний с помощью стандартной вырубной матрицы 
в продольном (n = 10) и окружном (n = 10) направ-
лениях. Ширина и длина рабочей части образца со-
ответствовала размерам матрицы (9 и 28 мм соот-
ветственно). Толщину образца троекратно замеряли 
при помощи электронного цифрового толщинометра 
(Mitutoyo 547-500S, Япония).

Испытания выполняли на разрывной машине 
ESM301 (MARK-10, США). Скорость растяжения 
ткани составляла 30 мм/мин. Если разрыв проис-
ходил по месту закрепления образцов в зажимах, 
данные этого измерения при анализе исключали.

Прочность материалов оценивали по напряжению 
разрыва (σ, MПa):

  

где F – сила в момент разрыва (Н); h – средняя тол-
щина образца (мм); w – ширина (9 мм) образца.

О деформативной способности судили по показа-
телям максимального удлинения до разрыва (ε, %):

  

где ΔL – максимальное удлинение образца (мм); L – 
начальная длина образца (мм), равная расстоянию 
между зажимами (28 мм).

Жесткость определяли по величине модуля Юнга 
(E, MПa):

  

где Е – модуль Юнга (МПа); σ – напряжение разрыва; 
ε – удлинение фрагмента (мм) до разрыва образца.

Статистический анализ
Результаты исследования обработаны методом ва-

риационной статистики с использованием програм-
много обеспечения Statistica 13.0 (TIBCO Software, 
США). Нормальность распределения полученных 
данных и однородность дисперсии проверяли при 
помощи критерия Шапиро–Уилка. О достоверности 
различий судили по критерию Манна–Уитни. Дан-
ные на графиках представлены в виде медианы и 
межквартильного размаха (25-й и 75-й перцентили).

реЗУльтАты
толщина образцов

Толщина фрагментов децеллюляризованной аор-
ты контрольной группы в 1,22 раза выше, чем на-
тивной аорты контрольной группы (р < 0,01). Среди 
децеллюляризованных образцов после хранения 
выявлено уменьшение толщины в спиртосодержа-
щих подгруппах КСР.Д и С-Г.Д в 0,82 и 0,87 раза 
соответственно в сравнении с соответствующими 
контролями (р < 0,05) (рис. 1).

Упруго-прочностные свойства 
биоматериала

Прочность на разрыв недецеллюляризованных 
(нативных) образцов в окружном направлении до-
стоверно возрастала после хранения во всех иссле-
дованных растворах по сравнению с контролем (р < 
0,05): КСР.Н – в 1,38 раза; С-Г.Н – в 1,72 раза; АБ.Н – 
в 1,62 раза. Среди децеллюляризованных образцов 

Рис. 1. Значения толщины исследованных образцов. 
* – р < 0,05 в сравнении c соответствующей контрольной 
группой; # – р < 0,05, сравнение между недецеллюляри-
зованными и децеллюляризованными образцами внутри 
одной группы

Fig. 1. Values of the thicknesses of the investigated samples.  
* – p < 0.05 compared to corresponding control group; 
# – p < 0.05 comparison between non-decellularized and de-
cellularized samples within the same group
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наблюдали недостоверную тенденцию к увеличению 
значений напряжения разрыва в подгруппе КСР.Д в 
сравнении с контролем. В подгруппе С-Г.Д выявлено 
достоверное увеличение величины прочности на раз-
рыв в 1,5 раза (р < 0,05). При сравнении прочности 
нативных и децеллюляризованных образцов досто-
верные (р < 0,05) отличия были выявлены в группах 
Контр и КСР, где децеллюляризованный материал де-
монстрировал большую прочность в 1,47 и 1,57 раза 
соответственно (рис. 2, а).

Прочность на разрыв в продольном направлении 
как нативных, так и децеллюляризованных образцов 
не изменилась после хранения во всех видах рас-
творов по сравнению с контролем. При сравнении 
внутри каждой экспериментальной группы натив-
ных и децеллюляризованных образцов достоверное 
отличие было выявлено только в группе АБ (децел-
люляризованный материал был менее прочен, чем 
нативный, в 1,33 раза (р < 0,05) (рис. 2, б).

Значения удлинения до разрыва как нативных, 
так и децеллюляризованных образцов не измени-
лись после хранения во всех видах растворов по 
сравнению с контролем вне зависимости от направ-
ления растяжения (рис. 3). Исключение составляет 
подгруппа С-Г.Д, где при растяжении в окружном 
направлении было выявлено самое высокое значе-
ние удлинения по сравнению со всеми остальными 
подгруппами (Контр.Д / С-Г.Д в 1,5 раза, р < 0,01) 
(рис. 3, а).

Вне зависимости от направления растяжения 
отсутствовали достоверные различия между значе-
ниями модуля Юнга у нативных и децеллюляризо-
ванных тканей как внутри одной группы, так и при 

их сравнении с соответствующими контрольными 
значениями (рис. 4).

ОБСУЖдеНие
В настоящее время одним из распространенных 

способов длительного хранения аллогенного матери-
ала является криосохранение. Этот способ позволяет 
создать банк сердечных клапанных аллографтов, но 
требует тщательного соблюдения всех этапов замо-
розки и оттаивания материала, повышенной тех-
нической надежности оборудования, и возможно, 
поиска новых криоконсервирующих сред [12, 19].

Децеллюляризация аллографтных и ксенографт-
ных тканей представляется перспективным подходом 
к сохранению донорских тканей во влажном состоя-
нии [20–22]. В ряде работ для поддержания  жизне-
способности клеточных компонентов использовали 
культуральные среды [23, 24]. В других работах, где 
основной целью было сохранение соединительно-
тканного каркаса ткани без учета клеточного компо-
нента, рассматривали пригодность физиологического 
раствора с модификациями [25]. Так, было показа-
но, что сохранность механических и структурных 
свойств децеллюляризованного тканевого матрикса 
значимо не нарушается в течение длительного срока 
влажного хранения в стерильном физиологическом 
растворе (до 12 месяцев) [26]. В данной эксперимен-
тальной работе в качестве основы для сред хранения 
II (АБ) и III (С-Г) была выбрана питательная среда 
RPMI-1640. Многокомпонентная буферная среда и 
асептические условия позволили обеспечить ста-
бильность pH растворов и отсутствие контаминации 
материала в течение всего срока эксперимента.

 

Рис. 2. Значения напряжения разрыва исследованных образцов при растяжении: а – в окружном направлении; 
б – в продольном направлении. * – р < 0,05 в сравнении с нативным контролем; ** – р < 0,05 в сравнении с децеллю-
ляризованным контролем; # – р < 0,05, сравнение между недецеллюляризованными и децеллюляризованными образ-
цами внутри одной группы

Fig. 2. Values of the tensile stress of the investigated specimens stretching: a – in the circumferential direction; б – in the 
longitudinal direction. * – p < 0.05 in comparison with the native control; ** – p < 0.05 in comparison with the decellularized 
control; # – p < 0.05 comparison between non-cellular and decellularized samples within the same group

а б
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Рис. 3. Значения удлинения до разрыва исследованных образцов при растяжении: а – в окружном направлении; 
б – в продольном направлении. * – р < 0,05 в сравнении с контролем; # – р < 0,05, сравнение между недецеллюляризо-
ванными и децеллюляризованными образцами внутри одной группы

Fig. 3. Values of the elongation to break of the investigated specimens stretching: a – in the circumferential direction;  
б – in the longitudinal direction. * – p < 0.05 in comparison with the native control; # – p < 0.05 comparison between non-
cellular and decellularized samples within the same group

а б

Эффективность имплантации децеллюляризован-
ных сердечных клапанов во многом зависит от ком-
понентов самого метода удаления клеток (энзимный, 
детергентный и т. д.) и потенциального иммунного 
ответа после имплантации [27, 28]. Использованный 
нами вариант протокола децеллюляризации [18] при-
меняются и другими исследователями при создании 
тканеинженерных материалов на основе донорских 
тканей [20, 21].

В группе контроля после децеллюляризации воз-
росла толщина образцов – на 10–30% от исходных 
значений нативного материала. Возможным объяс-
нением данного факта может быть появление раз-
рыхленности межволоконных пространств в соеди-

нительно-тканном каркасе при удалении клеток и 
частичном вымывании малых межклеточных моле-
кул (протеогликанов, глюкозаминогликанов и других 
неколлагеновых белков) под действием детергентов, 
место которых занимают молекулы воды [29].

Прочность на разрыв при растяжении является 
одним из основных показателей, характеризующих 
механические свойства ткани, для количественной 
оценки которого используют величину разрушаю-
щего напряжения (напряжение разрыва) [30]. Со-
гласно нашим данным, децеллюляризация материала 
аорты вызывает достоверное повышение значения 
напряжения разрыва при растяжении в окружном 
направлении. При этом значение модуля Юнга также 

 

Рис. 4. Значения модуля Юнга для исследованных образцов: а – растяжение в окружном направлении; б – растяжение 
в продольном направлении

Fig. 4. Values of Young’s modulus for the studied samples: a – stretching in the circumferential direction; б – stretching in the 
longitudinal direction

а б
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возрастает, но без достоверного отличия от значений 
нативной группы контроля. После длительного хра-
нения в спиртосодержащих (КСР и С-Г) и водных 
(АБ) растворах основные изменения механических 
свойств также проявились при растяжении материала 
стенки аорты в окружном направлении. Практически 
все данные по механическим свойствам при продоль-
ном растяжении остались на уровне контрольных 
значений соответствующих подгрупп (децеллюля-
ризованных и недецеллюляризованных). Подобная 
анизотропия биомеханических свойств в соедини-
тельно-тканном каркасе стенки аорты объясняется 
особенностями трехмерной ориентации волокон 
СТК, обеспечивающей эффективную компенсацию 
внутрисосудистого давления жидкости для дальней-
шего активного продвижения крови. Ранее было по-
казано, что основная масса эластиновых волокон в 
стенке аорты расположена в среднем слое в составе 
эластиновых ламелей, которые расположены преиму-
щественно в окружном направлении. Ориентация же 
коллагеновых волокон направлена к оси сосуда под 
углом приблизительно 45°, в интиме и адвентиции 
направление более продольное [31–33].

При проведении испытаний на одноосное растя-
жение мы получали кривую удлинения–напряжения 
для каждого образца. График такой кривой состоит 
из 3 частей: область с низким модулем упругости, 
линейная область и область текучести или разры-
ва. Область с низким модулем упругости возникает 
из-за распрямления спиралевидных коллагеновых 
волокон согласно направлению прилагаемого усилия. 
Линейная область (состоит из двух частей) возникает 
в результате прямого растяжения фибрилл коллагена 
в ткани. Область разрыва кривой удлинения–напря-
жения связана с непосредственным повреждением 
фибрилл [33]. При определении величины прочнос-
ти на разрыв изначально фиксируют максимальное 
значение прилагаемого усилия, после которого идет 
разрушение образца. Фактически это зависит от того, 
как много и , главным образом, какого качества кол-
лагеновые волокна имеются в ткани.

Вероятнее всего, существенное возрастание про-
чности материалов при хранении в спиртосодержа-
щих растворах связано с изменением структуры 
молекул основных белков СТК – коллагена и элас-
тина. Известно, что под влиянием спиртов изменя-
ется трехспиральная структура коллагена, а также 
соотношение гидрофильных и гидрофобных сайтов 
белковых молекул [34].

Деформативную способность материала отража-
ют показатели относительного удлинения при рас-
тяжении. На данный показатель оказывают влияние 
структура и волокнистый состав ткани [35]. Из полу-
ченных нами результатов следует, что относительное 
удлинение материала при растяжении в окружном 
направлении во всех экспериментальных группах 

остается на уровне контрольных значений за исклю-
чением подгруппы С-Г. В данном случае показатель 
деформативной способности выше, чем у недецел-
люляризованного аналога (С-Г.Н), в 1,58 раза. Это 
можно объяснить влиянием компонентов раствора 
С-Г (глицерина как пластификатора) на структурную 
организацию волокон СТК стенки аорты. В рабо-
тах некоторых исследователей отмечаются схожие 
изменения биомеханических свойств материалов, 
хранившихся в растворах глицерина [36].

Модуль Юнга характеризует жесткость материала 
[36]. Вне зависимости от направления растяжения 
величины данного показателя во всех эксперимен-
тальных группах после хранения в исследуемых рас-
творах достоверно не отличаются от показателей на-
тивной ткани. При этом они имеют явную тенденцию 
к увеличению, что указывает на повышение жест-
кости ткани. Сравнение величин модуля Юнга при 
окружном и продольном растяжении внутри групп с 
одинаковым типом обработки тканей демонстрирует 
значимые различия в средних величинах. Этот факт 
также объясняется специфическим расположением 
различных волокон СТК в стенке аорты [31].

ЗАКлЮчеНие
Децеллюляризация стенки аорты свиньи детер-

гентным методом с последующим «влажным» хране-
нием образцов в исследованных растворах в течение 
50 суток достоверно не ухудшает упруго-эластиче-
ские свойства материала. Отмечается небольшое по-
вышение жесткости исследованного материала при 
растяжении в окружном направлении.
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