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ВлиЯНие триПСиНА НА БиОХиМичеСКие 
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Цель работы: исследовать влияние включения в протокол децеллюляризации суставного хряща свиньи 
стадии предобработки его трипсином на способность к восстановлению биохимического состава и функ-
циональных свойств полученной мелкодисперсной тканеспецифической матрицы при сокультивировании 
с мезенхимными стромальными клетками жировой ткани человека (МСК ЖТч). Материалы и методы. 
Суставной хрящ свиньи микронизировали до размеров не более 250 мкм. Полученные микрочастицы 
суставного хряща свиньи (МХс) обрабатывали раствором трипсина (0,05; 0,25; 0,50%) / ЭДТА при +37 °С 
в течение 24 часов. Далее МХс последовательно инкубировали в течение 24 часов в трех растворах поверх-
ностно-активных веществ, содержащих 0,1% додецилсульфат натрия и повышающуюся концентрацию 
Triton Х-100 (1, 2, 3%), при комнатной температуре и в растворе ДНКазы I типа при +37 °C в течение 
48 часов. Затем оценивали степень изменения биохимического состава и способность децеллюляризо-
ванных МХс (ДМХс) матриц в составе клеточно-инженерных конструкций (КИК) поддерживать адгезию 
МСК ЖТч, их пролиферацию, а также потенциальную способность оказывать стимулирующее регене-
рационное воздействие. В ДМХс и КИК исследовали содержание ДНК, гликозаминогликанов (ГАГ) и 
коллагена. Морфологию образцов исследовали с использованием гистологического и иммуногистохими-
ческого окрашивания. Результаты исследования. Гистологический анализ показал отсутствие клеток и 
детрита в образцах ДМХс. При предварительной обработке МХс раствором с наименьшим содержанием 
трипсина (0,05%) / ЭДТА в образцах сохранилось 5,14 ± 0,87 нг/мг ДНК, при этом снизилось содержание 
ГАГ до 5,34 ± 0,9 мкг/мг и коллагена до 154 ± 34 мкг/мг. К 28-м суткам культивирования КИК выявлена 
наработка адгезированными клетками собственного внеклеточного матрикса (ВКМ), содержащего ГАГ 
и коллаген. Количество ДНК в нем составляло 6,30 ± 0,11 мкг/КИК, а количество ГАГ 19,36 ± 0,73 мкг/
КИК. Заключение. Предобработка трипсином позволяет достичь равномерной полной децеллюляриза-
ции МХс. Вместе с тем наступившие изменения состава ВКМ свидетельствуют о снижении способности 
МСК ЖТч в процессе сокультивирования с ДМХс синтезировать ГАГ и коллаген II типа. Увеличение 
пролиферативной активности адгезированных МСК ЖТч, а также тканеспецифичность ДМХс-матрицы 
позволят продолжить исследования в направлении создания гидрогелевой формы матрикса, способной 
повысить специфический и стимулирующий регенераторный потенциал в процессе сокультивирования 
с клетками того же фенотипа.
Ключевые  слова:  хрящевая ткань,  децеллюляризация, трипсин, мезенхимные  стромальные клетки, 
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ВВедеНие
Перспективным терапевтическим решением 

проблемы восстановления структуры и функций 
по врежденной хрящевой ткани являются техноло-
гии малоинвазивного внутрисуставного введения 
клеточно-инженерных конструкций (КИК), состо-
ящих из резорбируемых биосовместимых матриц 
(скаффолдов, носителей), нагруженных стволовыми 
или тканеспецифическими клетками, и биоактивных 
молекул. Многообещающими выглядят матрицы из 
децеллюляризованных тканей, способные не только 
удерживать клетки в зоне повреждения хряща, но и 
обеспечивать им необходимые для жизнедеятель-
ности условия.

Децеллюляризацией называют процесс, при 
котором происходит полное разрушение клеток и 
удаление клеточного материала из ткани или органа 
под определенным воздействием. При этом важной 
задачей децеллюляризации является максимально 
возможное сохранение компонентов внеклеточного 
матрикса (ВКМ), что позволяет тканеспецифическо-

му скаффолду поддерживать адгезию, пролиферацию 
и дифференцировку клеток [1].

В настоящее время тканеспецифические скаф-
фолды получают из децеллюляризованного цельно-
го органа (печени, почек, сердца, легких, поджелу-
дочной железы) [2–6] или из децеллюляризованных 
микрофрагментов органа [7, 8] с использованием 
физических, химических и ферментативных спо-
собов обработки [9]. Достаточно часто применяют 
сразу несколько способов обработки. Например, при 
децеллюляризации хрящевой ткани к стандартной 
обработке поверхностно-активными веществами 
(ПАВ) добавляют циклы замораживания/оттаива-
ния, обработку ДНКазой I типа [10] и сверхкрити-
ческим диоксидом углерода (ск-CO2), что позволяет 
облегчить диффузию децеллюляризующих агентов 
в объем ВКМ [11] и тем самым обеспечить более 
эффективный лизис клеток [12], сократить время и 
повысить однородность обработки ткани.

Одним из методов децеллюляризации органов 
и тканей служит обработка их хелатирующими 

effecT Of TrYPSin On BiOchemical and funcTiOnal 
PrOPerTieS Of decellulariZed POrcine arTicular 
carTilaGe
A.D. Kirillova, E.A. Nemets, A.M. Grigoriev, L.A. Kirsanova, V.A. Ryzhikova, E.A. Volkova, 
Yu.B. Basok, V.I.  Sevastianov
Shumakov National Medical Research Center of Transplantology and Artificial Organs, Moscow, 
Russian Federation

Objective: to study the effect of trypsin pretreatment in the porcine articular cartilage decellularization protocol 
on the ability to restore the biochemical composition and functional properties of the resulting finely dispersed 
tissue-specific scaffold when co-cultured with human adipose-derived stem cells (hADSCs). Materials and 
methods. Porcine articular cartilage was micronized to a maximum size of 250 μm. The resulting porcine arti-
cular cartilage microparticles (CMps) were treated with trypsin (0.05, 0.25, 0.50%) / EDTA solution at +37 °C 
for 24 hours. Then, the CMps were successively incubated for 24 hours in three surfactant solutions containing 
0.1% sodium dodecyl sulfate and increasing concentration of Triton X-100 (1, 2, 3%) at room temperature and in 
DNase I solution at +37 °C for 48 hours. The degree of change in the biochemical composition and the ability of 
decellularized CMps (DCMps) scaffolds within cell-engineered constructs (CECs) to support hADSC adhesion 
and proliferation, as well as their potential ability to exert a stimulatory regenerative effect, were then assessed. 
DNA, glycosaminoglycans (GAGs) and collagen content in the DCMps and CECs were examined. The morpho-
logy of the samples was examined using histological and immunohistochemistry staining. Results. Histological 
analysis showed that there were no cells and detritus in the DCMp samples. Pretreatment of CMps гыштп a so-
lution with the lowest content of trypsin (0.05%) / EDTA in the samples retained 5.14 ± 0.87 ng/mg DNA in the 
samples, while GAG content decreased to 5.34 ± 0.9 μg/mg and collagen to 154 ± 34 μg/mg. By day 28 of CEC 
cultivation, adherent cells had produced their own extracellular matrix (ECM) containing GAGs and collagen. 
The amount of DNA in it was 6.30 ± 0.11 μg/CEC and that of GAGs was 19.36 ± 0.73 μg/CEC. Conclusion. 
Pretreatment with trypsin allows achieving uniformly complete decellularized CMps. At the same time, onset 
of changes in the ECM composition indicates a decrease in the ability of hADSCs to synthesize GAGs and type 
II collagen during co-culturing with DCMps. The increased proliferative activity of adherent hADSCs, as well 
as the tissue specificity of the DCMp scaffold will allow further research towards a hydrogel matrix capable of 
enhancing the specific and stimulating regenerative potential when co-cultured with cells of the same phenotype.
Keywords:  cartilage  tissue,  decellularization,  trypsin, mesenchymal  stromal  cells,  tissue  engineering.
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агентами, такими как этилендиаминтетрауксусная 
кислота (ЭДТА). ЭДТА способствует диссоциации 
клеток от белков ВКМ путем связывания ионов 
металлов [13, 14]. Так как даже при интенсивном 
перемешивании одних хелатирующих агентов для 
удаления клеток недостаточно [15], то их обычно 
используют в сочетании с ферментами, в том числе 
с трипсином [16, 17].

Трипсин обычно используется в качестве фермен-
тативного агента децеллюляризации для отделения 
клеток от структурных белков ВКМ, разрушения уль-
траструктуры тканей и улучшения диффузии в объем 
последующих децеллюляризующих агентов [16, 17]. 
Степень удаления клеток и компонентов ВКМ под 
действием трипсина зависит от срока инкубации. 
Полная децеллюляризация только трипсином может 
потребовать длительной инкубации (не менее 24 ча-
сов) даже для неплотных тканей [18]. Заметим, что 
белки обладают ограниченной устойчивостью к рас-
щеплению трипсином [19], поэтому длительное воз-
действие трипсина даже в концентрации 0,03–0,05% 
способно существенно снизить концентрацию био-
молекул ВКМ (гликозаминогликанов (ГАГ), колла-
гена, эластина), нарушить его структуру и изменить 
механические свойства [20–22].

Таким образом, для улучшения эффективности 
процесса децеллюляризации на начальном этапе при-
меняют сочетание двух агентов – трипсина и ЭДТА. 
При этом для минимизации негативного влияния 
трипсина на белки ВКМ концентрацию трипсина 
снижают, добавляя в процесс децеллюляризации и 
другие методы, например обработку ткани ПАВ или 
ДНКазой. Особенно это актуально для полного уда-
ления клеточных ядер из плотных тканей, например 
хряща [23].

Несмотря на то что предварительная обработка 
трипсином описана в ряде протоколов децеллюляри-
зации хряща [24, 25], эти исследования ограничива-
ются лишь анализом биохимических и механиче ских 
свойств децеллюляризованной матрицы, а также 
оценкой ее цитотоксичности in vitro и функциональ-
ной эффективности in vivo. При этом влияние су-
щест венного снижения содержания ГАГ и коллагена 
в децеллюляризованной ткани хряща на способность 
адгезированных мезенхимных стромальных клеток 
жировой ткани человека (МСК ЖТч) при сокульти-
вировании синтезировать ГАГ и коллаген II типа не 
исследовали.

Целью настоящей работы являлось исследование 
влияния включения в протокол децеллюляризации 
суставного хряща свиньи стадии предобработки его 
трипсином на способность к восстановлению био-
химического состава и функциональных свойств 
полученной мелкодисперсной тканеспецифической 
матрицы при адгезии МСК ЖТч в процессе их со-
культивирования.

МАтериАлы и МетОды
Объект исследования

Объект исследования, суставной хрящ тазобед-
ренных и коленных суставов свиньи, получен от 
ООО «АПК «ПРОМАГРО» г. Старый Оскол после 
забоя здоровых животных. После транспортировки в 
охлажденном виде (+4 °С) хрящ удаляли с суставных 
поверхностей скальпелем, нарезали фрагментами 
размером не более 5 × 5 × 5 мм, замораживали при 
–20 °С и хранили при этой температуре до момен-
та начала криопомола. Для получения микрочастиц 
хряща свиньи (МХс) применяли метод криопомола 
с использованием криомельницы CryoMill (Retch, 
Германия).

Определение размеров частиц
Распределение по размерам МХс в суспензии оп-

ределяли методом лазерной дифракции с использова-
нием проточной ячейки лазерного дифракционного 
анализатора SALD-7101 (Shimadzu, Япония). Для 
проведения измерения размеров микрочастиц ис-
пользовали коэффициент преломления 1,35. В качес-
тве дисперсной среды был выбран глицерин. Обра-
ботку данных проводили при помощи программного 
обеспечения WingSald II (Shimadzu, Япония).

режимы децеллюляризации
Навеску 100 мг МХс помещали в раствор трипси-

на 2500 ед/мг (Sigma-Aldrich, США) в концентрации 
0,05; 0,25 и 0,50% с 0,53 мМ ЭДТА (Sigma-Aldrich, 
США) и инкубировали при +37 °С и периодическом 
перемешивании на магнитной мешалке (3 раза в сут-
ки по 1 часу при скорости 200 оборотов в минуту) в 
течение 24 часов.

Затем МХс обрабатывали в трех сменах раство-
ра фосфатно-солевого буфера pH = 7,4 («ПанЭко», 
Россия), содержащего 0,1% додецилсульфат натрия 
(SDS) (Sigma-Aldrich, США) и повышающуюся кон-
центрацию Triton Х-100 (Sigma-Aldrich, США), при 
комнатной температуре и периодическом переме-
шивании:
1) раствор, содержащий 1% Triton X-100 + 0,1% 

SDS – 24 часа;
2) раствор, содержащий 2% Triton X-100 + 0,1% 

SDS – 24 часа;
3) раствор, содержащий 3% Triton X-100 + 0,1% 

SDS – 24 часа.
Для достижения полноты децеллюляризации МХс 

дополнительно инкубировали в растворе ДНКазы 
I типа («СайСторЛаб», Россия) в течение 48 часов 
при температуре +37 °C.

Для отмывки децеллюляризованных микрочастиц 
хряща свиньи (ДМХс) от децеллюляризующих аген-
тов применяли водный раствор антибиотика (ампи-
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циллин, 20 мкг/мл) и антимикотика (амфотерицин В, 
2 мкг/мл).

Отмытые образцы ДМХс-матриц стерилизовали 
γ-облучением дозой 1,5 Мрад.

Количественное определение дНК
Выделение ДНК проводили с использованием 

набора DNeasy Blood&Tissue Kit (QIAGEN, Герма-
ния) согласно инструкции производителя. Для опре-
деления двухцепочечной ДНК использовали набор 
для анализа с флуоресцентным красителем Quant-iT 
Picogreen dsDNA Assay Kits and dsDNA Reagents 
(ThermoFisherScientific, США) в соответствии с 
инструкцией производителя. Дальнейший анализ 
проводили с использованием планшетного спектро-
флуориметра Spark 10M (Tecan Trading, Швейцария) 
при длине волны 520 нм.

Количественное определение ГАГ
Для анализа содержания ГАГ образцы предва-

рительно инкубировали в растворе папаина (Sigma-
Aldrich, США) при +65 °С в течение 12 часов. Для 
определения ГАГ использовали катионный краситель 
1,9-диметилметиленовый синий (DMMB) (Sigma-
Aldrich, США). Окрашивание проводили в 96-лу-
ночном планшете: в лунку добавляли 20 мкл лизата 
и 200 мкл рабочего раствора красителя и затем оп-
ределяли содержание ГАГ на планшетном спектро-
флуориметре Spark 10M (Tecan Trading, Швейцария) 
при длине волны 525 нм.

Количественное определение коллагена
Содержание коллагена определяли с применением 

набора Sircol Soluble Collagen Assay (Biocolor, Вели-
кобритания) в образцах исходной ткани и в децеллю-
ляризованных микрочастицах хряща свиньи (ДМХс). 
Для экстракции коллагена все образцы лизировали 
в растворе 0,01 М HCl, содержащем 1 мг/мл пепси-
на (Sigma-Aldrich, США), в течение 12 часов при 
комнатной температуре. Полученные лизаты обраба-
тывали реагентами из набора согласно инструкции 
производителя. Оптическую плотность в каждом 
образце определяли в 96-луночных планшетах при 
длине волны 556 нм на планшетном спектрофлуори-
метре Spark 10М (Tecan Trading, Швейцария).

исследование функциональных свойств 
дМХс-матрицы

Функциональная эффективность тканеспецифи-
ческой ДМХс-матрицы заключается в поддержании 
адгезии, пролиферации и функциональной активнос-
ти тканеспецифических клеток in vitro. Мы исследо-
вали способность ДМХс и МСК ЖТч при сокульти-
вировании образовывать КИК, содержащую ГАГ и 
коллаген. Источником МСК ЖТч была подкожная 

жировая клетчатка здорового донора, полученная 
при информационном добровольном согласии.

Каждая КИК включала 5 мг стерильных ДМХс и 
5 × 105 МСК ЖТч, полученных в асептических усло-
виях. Матрикс заселяли клетками в пробирках с пол-
ной ростовой средой (ПРС) на орбитальном шейкере 
MultiBio 3D (Biosan, Латвия) и затем инкубировали в 
стандартных условиях в течение 3 суток. ПРС содер-
жала DMEM/F12 («ПанЭко», Россия) (1 : 1) с добав-
лением 10% фетальной сыворотки крупного рогатого 
скота (HyClone, США), 1% антибиотика-антимико-
тика (Gibco, США) и 2 мМ L-глютамина («ПанЭко», 
Россия). Затем ПРС заменяли на хондрогенную диф-
ференцировочную среду, включавшую DMEM HG 
(Gibco, США), 10% ITS+ (Corning, США), 1% пиру-
вата натрия (Gibco, США), 0,25% аскорбат-2-фос-
фата (Sigma-Aldrich, США), 0,0001% дексаметазона 
(Sigma-Aldrich, США), 0,002% трансформирующего 
фактора роста бета 1 (TGF-β1) (PeproTech, США) 
и 1% антибиотика-антимикотика (Gibco, США), и 
культивировали в течение 28 суток. Замену среды 
осуществляли каждые вторые сутки. В эксперименте 
использовали клетки третьего пассажа.

Оценку жизнеспособности МСК ЖТч в составе 
КИК проводили методом прижизненного окраши-
вания с применением набора LIVE/DEAD Viability/
Cytotoxicity Kit (Thermo Fisher Scientific, США) и 
инвертированного микроскопа Leica DMi8 Thunder 
(Leica Microsystems, ФРГ). Морфологию образцов 
исследовали с использованием гистологического и 
иммуногистохимического окрашивания.

Гистологическое 
и иммуногистохимическое исследование

Образцы фиксировали в 10% растворе формали-
на, промывали в проточной воде и обезвоживали в 
спиртах восходящей концентрации, выдерживали в 
смеси этанола с хлороформом, затем в хлороформе 
и заливали в парафин. Срезы депарафинировали, 
регидратировали и окрашивали DAPI, гематокси-
лином и эозином, альциановым синим и по методу 
Массона. Иммуногистохимическое исследование на 
коллаген II типа проводили с использованием Novo-
castra Lyophilized Rabbit Polyclonal antibody Collagen 
Type II, для визуализации применяли систему детек-
ции Novocastra Concentrated Peroxidase Detection Sys-
tem (Leica Biosystems, ФРГ). Анализ и фотосъемку 
полученных препаратов проводили с использованием 
инвертированного микроскопа Nikon EclipseTi (Ni-
kon, Япония).

реЗУльтАты и ОБСУЖдеНие
На рис. 1 представлены результаты измерений 

5 образцов ДМХс. Размер микрочастиц не превышал 
220 мкм, что позволяет разрабатывать для использо-
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вания малоинвазивную инъекционную форму КИК 
на основе ДМХс-матрицы.

Ранее мы показали [10], что применение только 
ПАВ не обеспечивает эффективной степени децел-
люляризации МХс. Было высказано предположение, 
что введение стадии предварительной обработки 
МХс раствором трипсина/ЭДТА с последующей 
инкубацией образцов в растворах ПАВ и ДНКазы 
позволит повысить полноту децеллюляризации.

В настоящем исследовании при гистологиче ском 
анализе в ДМХс независимо от использованной кон-
центрации трипсина клетки обнаружены не были 
(рис. 2). Также не визуализировались ядерный ма-
териал и клеточный детрит, что свидетельствует о 
равномерной децеллюляризации МХс (рис. 2, д, и, н). 
Отсутствие ядерного материала во всех ДМХс-мат-
рицах (рис. 2, з, м, р), в отличие от исходного состо-
яния ткани (после криодеструкции) (рис. 2, г), было 
подтверждено при окрашивании образцов флуорес-
центным красителем DAPI.

При окрашивании по Массону ВКМ исходной тка-
ни гомогенно окрашивался исключительно в синий 
цвет благодаря присутствию коллагена [26]. Вместе 
с тем при окрашивании ДМХс-матрицы тем же спо-
собом выявлялась метахромазия, увеличивающаяся 
по мере роста концентрации трипсина (рис. 2, е, к, о), 
что свидетельствует о биохимических изменениях в 
децеллюляризованном ВКМ.

Нативный ВКМ суставного хряща интенсивно 
окрашивался альциановым синим на ГАГ (рис. 2, в), 
в отличие от образцов ДМХс-матриц, в которых 
качественным методом ГАГ обнаружены не были 
(рис. 2, ж, л, п).

Данные проведенного гистологического анализа 
подтвердили высокую эффективность децеллюляри-
зации ткани суставного хряща – отсутствие клеток 
и клеточного детрита независимо от концентрации 

трипсина в диапазоне от 0,05 до 0,50%. Поэтому, 
принимая во внимание, что ферментативные методы 
децеллюляризации, в частности трипсин, снижают 
остаточное количество ГАГ в децеллюляризованных 
тканях [27], дальнейшие исследования мы проводили 
только с ДМХс-матрицей, обработанной минималь-
ной концентрацией трипсина (0,05%), позволяющей 
свести к минимуму отрицательное воздействия трип-
сина на состав ВКМ.

Еще одним показателем эффективности выбран-
ного метода децеллюляризации служат результаты 
определения концентрации остаточного количества 
ДНК в образцах ДМХс-матриц по сравнению с исход-
ной тканью суставного хряща. После предобработки 
трипсином (концентрация 0,05%) / ЭДТА содержание 
ДНК в ДМХс-матрице значительно снизилось – с 
366,85 ± 53,03 нг/мг ткани в исходных образцах до 
5,14 ± 0,87 нг/мг в ткани после децеллюляризации.

Ранее мы исследовали влияние включения в про-
токол децеллюляризации МХс различных дополни-
тельных этапов обработки. Было установлено, что 
оптимальным с точки зрения удаления ДНК, клеток 
и клеточного детрита, а также сохранения биохи-
мического состава ДМХс является протокол, вклю-
чающий помимо ПАВ и ДНКазы дополнительную 
обработку ультразвуком (УЗ). При таком способе об-
работки МХс остаточное количество ДНК составило 
1,8 ± 0,6 нг/мг ткани [28].

Остаточное количество ДНК в ДМХс-матрицах, 
дополнительно обработанных как трипсином, так и 
УЗ [28], составляло менее 50 нг/мг ткани, что явля-
ется минимальным критерием для удовлетворения 
цели децеллюляризации [13]. Кроме того, види-
мый ядерный материал на гистологических срезах 
ДМХс-матриц, окрашенных гематоксилином и эози-
ном и DAPI, отсутствовал, что свидетельствовало о 
низкой иммуногенности ДМХс-матриц.

Рис. 1. Распределение децеллюляризованных микрочастиц суставного хряща по размерам в суспензии

Fig. 1. Microparticle size distribution in suspension
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В настоящем исследовании резкое снижение 
(практически полное отсутствие) ГАГ в ДМХс было 
подтверждено результатами количественного опре-
деления: установлено содержание ГАГ 5,34 ± 0,9 и 
154 ± 22 мкг/мг в ДМХс и исходной ткани соответ-
ственно.

Содержание фибриллярного коллагена после 
децеллюляризации хряща с трипсином также сни-
зилось до 154 ± 34 мкг/мг по сравнению с его коли-
чеством в исходной ткани хряща – 508 ± 103 мкг/мг,  
что указывает на значительный ферментативный 
гидролиз коллагена в составе ДМХс при обработ-
ке их трипсином в течение суток при температуре 
+37 °С [29]. Можно предположить, что сокращение 

времени и/или снижение температуры инкубации 
ДМХс позволит повысить сохранность структуры 
фибриллярного коллагена в ДМХс.

Применение дополнительной обработки мик-
рочастиц УЗ позволило нам ранее [12] минимизи-
ровать потерю ГАГ и фибриллярного коллагена в 
ДМХс-матрице: их содержание составило 58 ± 12 и 
417 ± 47 мкг/мг соответственно.

Таким образом, введение стадии ферментативной 
предобработки трипсином в минимальной концен-
трации 0,05% в процесс децеллюляризации хряща 
позволяет удалить клетки и их фрагменты, а также 
существенно снизить содержание ДНК в ДМХс до 
5,14 ± 0,87 нг/мг (более чем на 90%), что было не-

Рис. 2. Гистологическое исследование исходной и децеллюляризованной хрящевой ткани: а, б, в, г – исходная ткань; 
д, е, ж, з – децеллюляризация с использованием 0,05% трипсина; и, к, л, м – децеллюляризация с использованием 
0,25% трипсина; н, о, п, р – децеллюляризация с использованием 0,50% трипсина; а, д, и, н – окрашивание гематок-
силином и эозином; б, е, к, о – окрашивание по методу Массона; в, ж, л, п – окрашивание альциановым синим; г, з, м, 
р – окрашивание DAPI. Синие и белые стрелки – микрочастицы, красные стрелки – клетки, зеленые стрелки – пустые 
лакуны. Размер масштабной линейки 100 мкм

Fig. 2. Histological examination of original and decellularized cartilage tissue: а, б, в, г – original tissue; д, е, ж, з – decellu-
larization using 0.05% trypsin; и, к, л, м – decellularization using 0.25% trypsin; н, о, п, р – decellularization using 0.50% 
trypsin; а, д, и, н – H&E stain; б, е, к, о – Masson’s trichrome stain; в, ж, л, п – alcian blue stain; г, з, м, р – DAPI stain. Blue 
and white arrows indicate microparticles, red arrows show cells, and green arrows indicate empty lacunas. Scale bar = 100 μm
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возможно достигнуть при использовании ПАВ без 
дополнительных способов обработки [10]. Однако 
одновременно со снижением ДНК в ДМХс снизилась 
концентрация фибриллярного коллагена (на 70%) 
и ГАГ (на 97%), что свидетельствует о значитель-
ном деструктивном воздействии трипсина на ВКМ. 
Значительное снижение ГАГ мы наблюдали при ис-
пользовании и других протоколов децеллюляризации 
суставного хряща [28].

Следующим этапом работы было проведение 
исследования функциональных свойств ДМХс-мат-
рицы. В связи с этим нами был проведен экспери-
мент по созданию КИК, состоящих из ДМХс и ад-
гезированных МСК ЖТч, с последующей оценкой 
жизнеспособности этих клеток в процессе сокуль-
тивирования, а также выполнением биохимических 
и гистологических исследований КИК.

В предыдущем исследовании нами было показа-
но, что иммунофенотипический профиль экспрессии 
маркеров в клетках, выделенных из жировой ткани, 
соответствовал критериям Международного обще-
ства клеточной терапии и подтверждал принадлеж-
ность этих клеток к мультипотентным МСК. Пер-
вичная культура клеток характеризовалась высоким 
уровнем экспрессии CD29, CD44, CD49b, CD73 и 
CD90, при этом в культуре не наблюдалось экспрес-
сии CD34, CD45 или HLA-DR [30].

Выполненная нами прижизненная флуоресцент-
ная микроскопия показала, что к 21-м суткам куль-
тивирования МСК ЖТч происходило увеличение 
количества клеток на поверхности матрикса (рис. 3). 

Мы наблюдали слияние ДМХс и образование еди-
ного конгломерата. В основной массе окрашенных 
в зеленый цвет живых клеток определяются также 
мертвые клетки, имеющие красный цвет.

При проведении гистологического исследования 
в КИК мы наблюдали микрочастицы ДМХс, соеди-
ненные адгезированными и вновь наработанными 
клетками ВКМ в единый конгломерат, а также выра-
женную клеточную пролиферацию (рис. 4).

В центральной зоне к 14-м суткам культивиро-
вания наблюдаются участки клеточного некроза, 
сопровождающиеся образованием продуктов ка-
риорексиса. Это можно объяснить недостаточным 
поступлением питательных веществ вглубь КИК. 
При этом с увеличением срока культивирования 
возрастало и количество гиперхромных ядер, что 
говорит о нарушении структуры клеточного ядра, и 
соответственно, о возрастании количества клеток в 
состоянии деградации. В поверхностной зоне КИК 
естественные деструктивные клеточные процессы 
мы наблюдали лишь к 21-м суткам культивирования. 
При окрашивании по Массону были видны равно-
мерно распределенные коллагеновые волокна. При 
окрашивании альциановым синим визуализировался 
наработанный клетками ВКМ, содержащий ГАГ. При 
этом с увеличением срока культивирования равно-
мерность окрашивания ВКМ возрастала, что говорит 
об увеличении наработки ГАГ адгезированными и 
вновь образованными клетками.

При иммуногистохимическом окрашивании ВКМ 
на коллаген II типа через 28 суток культивирования 

Рис. 3. Исследование жизнеспособности клеток в КИК: а – 14-е сутки; б – 21-е сутки. Окрашивание LIVE/DEAD. 
Размер масштабной линейки 100 мкм

Fig. 3. Study of cell viability in CECs: а – day 14; б – day 21. Live/Dead stain. Scale bar = 100 μm

а б
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КИК было выявлено положительное окрашивание 
(рис. 5). Однако окрашивание было неинтенсивным, 
что свидетельствует о слабой наработке адгезирован-
ными и вновь образованными клетками основного 
типа коллагена суставного хряща.

Биохимическое исследование КИК после 28 суток 
культивирования включало определение в них кон-
центрации ДНК и ГАГ. Оказалось, что количество 
ДНК возросло с 5,14 ± 0,87 нг/мг в ДМХс до 6,30 ± 
0,11 мкг/КИК, а количество ГАГ также увеличилось 
с 5,34 ± 0,9 мкг/мг в ДМХс до 19,36 ± 0,73 мкг/КИК. 
На основании этих данных был рассчитан уровень 
продукции ГАГ в расчете на единицу ДНК – он со-
ставил 3,07 ± 0,61 ГАГ, мкг/ДНК, мкг.

Ранее [28] нами было проведено сравнительное 
исследование эффективности нескольких протоко-

лов децеллюляризации МХс относительно полноты 
удаления клеток и генного материала при максималь-
но возможном сохранении основных компонентов 
ВКМ и дана оценка функциональных свойств КИК. 
Оказалось, что при сокультивировании МСК ЖТч 
с ДМХс-матрицей, децеллюляризованной предоб-
работкой 0,05% трипсином/ЭДТА, количество ДНК 
на 28-е сутки, отражающее появление новых кле-
ток, было выше, чем при использовании протоколов 
с другими дополнительными видами воздействия 
(циклы замораживания/оттаивания, ск-CO2, УЗ). Од-
нако количество ГАГ, наработанных адгезирован-
ными клетками на ДМХс-матрицах, было ниже, что 
свидетельствовало о негативных последствиях об-
работки ВКМ трипсином/ЭДТА. Уровень продукции 
ГАГ в расчете на единицу ДНК был также минималь-

Рис. 4. Гистологическое исследование КИК: а, б, в – 14-е сутки культивирования; г, д, е – 21-е сутки культивирования; 
ж, з, и – 28-е сутки культивирования; а, г, ж – окрашивание гематоксилином и эозином; б, д, з – окрашивание по мето-
ду Массона; в, е, и – окрашивание альциановым синим. Синие стрелки – микрочастицы ДХс, зеленые стрелки – ВКМ, 
наработанный адгезированными и вновь образованными клетками. Размер масштабной линейки 100 мкм

Fig. 4. Histological examination of CEC: а, б, в – day 14 of cultivation; г, д, е – day 21 of cultivation; ж, з, и – day 28 of cul-
tivation; а, г, ж – H&E stain; б, д, з – Masson’s trichrome stain; в, е, и – alcian blue stain. Blue arrows indicate decellularized 
porcine articular cartilage microparticles, green arrows indicate ECM produced by adherent and newly formed cells. Scale 
bar = 100 μm
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ным (3,07 ± 0,61 ГАГ, мкг/ДНК, мкг) по сравнению 
с другими протоколами (замораживание/оттаивание: 
13,6 ± 2,2 ГАГ, мкг/ДНК, мкг, ск-CO2: 7,1 ± 1,2 ГАГ, 
мкг/ДНК, мкг, УЗ: 8,4 ± 1,6 ГАГ, мкг/ДНК, мкг).

Эти результаты культивирования МСК ЖТч в со-
ставе КИК подтвердили, что при введении в прото-
кол децеллюляризации предобработки трипсином/
ЭДТА ДМХс-матрица более эффективно поддержи-
вает адгезию клеток и рост пролиферации клеток по 
сравнению с другими протоколами, но способствует 
снижению наработки клетками ГАГ в ВКМ [28].

Аналогичные данные были получены и в других 
работах [31–33], где исследовалось влияние добавле-
ния в процесс децеллюляризации бычьего и свиного 
хряща стадии обработки трипсином на свойства по-
лученного матрикса. При дополнительной обработке 
трипсином в них отмечалось значительное снижение 
содержания ГАГ, однако децеллюляризованная ткань 
сохраняла свои механические и биосовместимые 
свойства. Кроме того, из децеллюляризованного ре-
берного хряща был получен биобезопасный и меха-
нически прочный матрикс, имеющий большой потен-
циал для клинического применения в ринопластике.

Трипсин применялся для децеллюляризации и 
других видов специализированных тканей, например 
ткани миокарда свиньи [34], где был показан рост и 
пролиферация эндотелиальных клеток на децеллюля-

ризованном матриксе при потере компонентов ВКМ 
и отсутствии экспрессии кардиомаркеров адгезиро-
ванными клетками.

Деструктивное воздействие трипсина на биохи-
мический состав ВКМ при децеллюляризации тканей 
путем снижения ГАГ и коллагена показано в полу-
ченных результатах и подтверждено литературными 
данными. Вместе с тем установлено, что частичная 
потеря основных компонентов ВКМ не оказывает 
негативного влияния на использование децеллюля-
ризованных трипсином тканей в качестве биосовмес-
тимых каркасных имплантатов в таких областях, как 
ринопластика и трахеопластика [32, 33].

Ранее при разработке технологий тканевой ин-
женерии и регенеративной медицины для лечения 
патологических изменений хрящевой ткани нами 
было указано на два возможных способа применения 
КИК [35]: стимулирование физиологической регене-
рации поврежденных тканевых структур и частичная 
или полная временная замена функции поврежден-
ных тканевых структур.

Нами было показано, что КИК на основе ДМХс 
(тканеспецифического миметика ВКМ), полученного 
по протоколу децеллюляризации, включающему в 
себя несколько способов обработки [28], способен 
формировать тканевой эквивалент хрящевой тка-
ни более эффективно, чем гидрогелевый миметик 
ВКМ – биополимерный микрогетерогенный колла-
генсодержащий гидрогель (БМКГ). Вместе с тем 
стимулирующее воздействие КИК на основе ДМХс 
на процессы физиологической регенерации оказа-
лось ниже по сравнению с КИК, изготовленными на 
основе БМКГ [36].

Обобщая результаты проведенных нами исследо-
ваний, можно предположить, что выявленное уве-
личение пролиферативной активности клеток при 
включении в протокол децеллюляризации МХс этапа 
предобработки трипсином, а также сохраняющая-
ся тканеспецифичность ДМХс-матрицы позволят 
продолжить исследования в направлении создания 
гидрогелевой формы матрикса, обладающей более 
высоким специфическим (хондрогенным) и про-
лонгированным стимулирующим регенераторным 
воздействием.

ЗАКлЮчеНие
Полученные результаты свидетельствуют о том, 

что предобработка трипсином позволяет достичь рав-
номерной и полной децеллюляризации МХс. Однако 
изменения биохимического состава, возникающие в 
полученных ДМХс-матрицах, снижают способность 
адгезированных МСК ЖТч и вновь образованных 
клеток при их сокультивировании в составе КИК 
синтезировать ГАГ, коллаген II типа и формировать 
ВКМ – среду жизнедеятельности клеток. Между тем 
при включении в протокол децеллюляризации МХс 

Рис. 5. Иммуногистохимическое исследование КИК на 
коллаген II типа. На 28-е сутки культивирования в КИК 
содержится мало коллагена II типа. Синие стрелки – мик-
рочастицы ДХс, зеленые стрелки – ВКМ, наработанный 
адгезированными и вновь образованными клетками, 
красные стрелки – наработанный клетками коллаген 
II типа. Размер масштабной линейки 100 мкм

Fig. 5. Immunohistochemical study of CECs for type II col-
lagen. On day 28 of cultivation, CECs contained little type II 
collagen. Blue arrows indicate decellularized porcine articu-
lar cartilage microparticles, green arrows indicate ECM pro-
duced by adherent and newly formed cells, red arrows indi-
cate type II collagen produced by cells. Scale bar = 100 μm



85

РЕГЕНЕРАТИВНАя мЕдИцИНА И КЛЕТОчНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ

стадии предобработки трипсином/ЭДТА возрастает 
пролиферативная активность адгезированных МСК 
ЖТч. Увеличение пролиферативной активности, а 
также тканеспецифичность ДМХс-матрицы позволят 
продолжить исследования в направлении создания 
гидрогелевой формы матрикса, способной повысить 
специфический и стимуляционный регенерацион-
ный потенциал ВКМ в процессе сокультивирования 
с клетками того же фенотипа.
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