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Цель исследования – оценить перспективы использования процессов децеллюляризации и рецеллю-
ляризации легких крысы как начального этапа создания тканеинженерных конструкций. Материалы и 
методы. Децеллюляризацию легких крысы выполняли перфузионным детергент-энзиматическим мето-
дом при сопутствующей вентиляции трахеи атмосферным воздухом. Качество проведенной децеллюля-
ризации оценивали с использованием рутинных гистологических и иммуногистохимических методов 
исследования, количественное содержание ДНК определяли спектрофотометрически. Для статической 
рецеллюляризации и перфузионной рецеллюляризации целого органа в качестве модели для изучения 
поведения клеток на каркасе использовали мезенхимальные мультипотентные стромальные клетки с 
последующей оценкой метаболической активности клеток колориметрическим методом и их жизнеспо-
собности – путем окрашивания кальцеином и гомодимером этидия. Для качественной оценки матрикса 
легких после рецеллюляризации использовали иммуногистохимический анализ. Результаты. 92% ал-
логенной ДНК удалено при проведении децеллюляризации. Гистологическое окрашивание не выявило 
остаточных клеток и клеточных ядер при сохранности волокон внеклеточного матрикса, что подтверж-
далось иммуногистохимической реакцией матрикса с антителами к ламинину, эластину, фибронектину, 
коллагенам I и IV типов до и после проведения децеллюляризации. Каркас при заселении клетками не 
проявляет токсических свойств, поддерживает жизнеспособность и метаболическую активность клеток. 
Заключение. Полученный опыт децеллюляризации и рецеллюляризации легких крысы является перс-
пективной основой для разработки протоколов создания тканеинженерных легких.
Ключевые слова: децеллюляризация, рецеллюляризация, тканеинженерные легкие крысы.
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Aim. The main aim of our research is to evaluate the process of rat lung decellularization and recellularization 
as the initial step of tissue-engineered organs creation. Materials and methods. Rat lung decellularization was 
performed by perfusion with detergents and enzymes with concomitant atmospheric air ventilation through the 
trachea. The quality of decellularization was analyzed with routine histological and immunohistochemical stai-
ning techniques, DNA content was determined quantitatively by spectrophotometer. For static and whole organ
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ВВЕДЕНИЕ
Органная трансплантация на настоящий момент 

остается методом выбора при лечении пациентов 
с заболеваниями легких в терминальной стадии. 
Невозможность обеспечить донорским материа-
лом одновременно всех пациентов в листе ожида-
ния и этические проблемы, связанные с пересадкой 
трупных органов, приводят к росту летальности, 
обусловленной патологией со стороны легких и 
дыхательной системы в целом. Более того, в на-
стоящее время описаны эффекты развивающейся 
хронической дисфункции пересаженных органов, 
снижающих пятилетнюю выживаемость после про-
веденной операции почти у 50% прооперированных 
больных [1]. На фоне постоянного увеличения чис-
ла больных в терминальной стадии дыхательной 
недостаточности перспективным методом лечения 
является пересадка тканеинженерных легких, де-
целлюляризированных, а затем засеянных аутоло-
гичными клетками реципиента [2].

Техническая сложность выполнения процесса 
децеллюляризации с последующей рецеллюляри-
зацией требует проведения продолжительных до-
клинических исследований на мелких и крупных 
животных моделях с соблюдением установленных 
этических норм и правил. На настоящий момент 
предпочтение отдается децеллюляризированным 
биологическим каркасам, полностью лишенным 
клеточного и ядерного материала, не обладающим 
иммуногенностью и не требующим применения 
пожизненной иммуносупрессивной терапии [3, 4]. 
В качестве клеточного ресурса для рецеллюляриза-
ции легких широко используются как эндотелиаль-
ные и эпителиальные клетки, так и эмбриональные 
стволовые клетки, мезенхимальные мультипотент-
ные стромальные стволовые клетки (ММСК), инду-
цированные плюрипотентные стволовые клетки [5].

В данной статье представлен опыт проведения 
децеллюляризации и рецеллюляризации легких 
крысы в качестве доклинического этапа создания 
тканеинженерных легких на модели мелких лабора-
торных животных.

reseeding as a model of cells’ behavior mesenchymal multipotent stromal cells were used. Recellularization was 
followed by assessment of the cellular metabolic activity by colorimetric method; cell viability was analyzed by 
calcein and ethidium homodimer staining. Matrix qualitative evaluation after recellularization was performed 
using immunohistochemical staining methods. Results. 92% of allogeneic DNA was eliminated after decellula-
rization. Histological staining revealed no residual cells and cell nuclei; preservation of the fi bers of extracellular 
matrix was confi rmed by immunohistochemical staining for laminin, elastin, fi bronectin, collagen types I and 
IV before and after decellularization. The scaffold does not exhibit toxic properties after reseeding; cell viability 
and metabolic activity were proved after cultivation. Conclusion. The experience of rat lung decellularization 
and recellularization can be the prospective basis for protocols of organ recellularization and tissue engineered 
lungs creation.
Key words: decellularization, recellularization, rat tissue-engineered lungs.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Децеллюляризация легких крысы 
с последующей оценкой качества 
каркаса

Децеллюляризацию легких выполняли перфузи-
онным детергент-энзиматическим методом в соче-
тании с вентиляцией атмосферным воздухом через 
трахею, согласно разработанной нами методике, 
на 30 взрослых беспородных крысах-самцах весом 
200 ± 20 г. [3]. Процедуру забора органокомплексов 
«сердце–легкие» и последующие исследования на 
животных проводили в лаборатории Международ-
ного научно-исследовательского клинико-образо-
вательного центра регенеративной медицины на 
базе Кубанского государственного медицинского 
университета после одобрения протокола исследо-
вания локальным этическим комитетом (протокол 
№ 21/1). После эксплантации органокомплекс очи-
щали от жировой клетчатки, промывали раствором 
фосфатного буфера, канюлировали на расстоянии 
2,5–3 см от устья легочной артерии и фиксирова-
ли в биореакторе для последовательной перфузии 
растворами детергентов и ферментов. Процесс де-
целлюляризации легких начинали с использования 
1% раствора пенициллина-стрептомицина в фос-
фатном буфере в течение 1 часа; затем органокомп-
лекс перфузировали деионизированной водой 1 час; 
1% водным раствором дезоксихолата натрия с до-
бавлением 0,002М натриевой соли ЭДТА – 2 часа; 
деионизированной водой – 30 мин; 0,1% раствором 
Тритона Х-100 в течение 1 часа; 1% раствором пе-
нициллина-стрептомицина в фосфатном буфере – 
1 час, свиной панкреатической ДНКазой I (2000 ЕД 
фермента на 200 мл фосфатного буфера с добавле-
нием кальция и магния) – 3 часа. Общая продолжи-
тельность децеллюляризации составила 23 часа [6]. 
Вентиляцию легких атмосферным воздухом через 
трахею выполняли одновременно с перфузией ле-
гочной артерии с помощью системы Harvard Inspira 
Advanced Safety Ventilator (Harvard Apparatus, Мас-
сачусетс, США). Качество проведенной децеллю-
ляризации оценивали при проведении гистологи-
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ческого окрашивания и иммуногистохимического 
анализа, а также путем количественного определе-
ния содержания ДНК до и после проведения перфу-
зии. Содержание гликозаминогликанов и эластиче-
ских волокон внеклеточного матрикса (ВКМ) после 
децеллюляризации оценивали качественно после 
окрашивания срезов альциановым синим и пикро-
фуксином по Ван-Гизону. Содержание остальных 
белков ВКМ определяли при проведении иммуно-
гистохимического анализа. Первичными антитела-
ми были выбраны мышиные моноклональные анти-
тела к ламинину (1:100, ab 11575, Abcam, Англия), 
эластину (1:100, ab 21610, Abcam, Англия), фибро-
нектину (1:100, ab 6328, Abcam, Англия) коллагену 
IV типа (1:100, ab 6586, Abcam, Англия), коллагену 
I типа (1:100, ab 34710, Abcam, Англия). Количес-
твенное определение содержания ДНК выполняли 
на спектрофотометре NanoDrop ND-1000 (Thermo 
Fisher Scientifi c Inc., США) с использованием набо-
ра реагентов (Dneasy Blood and Tissue Kit, Qiagen, 
Швеция) по протоколу фирмы-изготовителя.

Рецеллюляризация легких крысы 
с последующей оценкой качества 
каркаса

Для оценки биосовместимости каркаса исполь-
зовали статический метод рецеллюляризации с по-
следующим выполнением XTT-теста через 48 часов 
культивирования в СО2-инкубаторе. Способность 
каркаса поддерживать клеточный рост также изу-
чали при статическом заселении каркасов легких 
крысы после проведения дифференциального ок-
рашивания живых и погибших клеток с использо-
ванием набора LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity 
Kit (Molecular Probes, США) согласно инструкции 
производителя. Рецеллюляризацию целого орга-
на проводили в модифицированном биореакторе 
Harvard Apparatus (Harvard Apparatus, Массачусетс, 
США), обеспечивающем стерильные условия для 
проведения процедуры. Однако указанный прибор 
не позволяет поддерживать постоянную концент-
рацию CO2 на протяжении всей рецеллюляризации. 
В целях обеспечения необходимых условий для 
жизнедеятельности клеток биореактор помещали 
в CO2-инкубатор. Непосредственно перед перфу-
зией питательной среды проводили асептическую 
обработку каркаса последовательной перфузией 
через легочную артерию 10% этанола в фосфат-
ном буфере, собственно фосфатным буфером PBS 
+/+ с 1% раствором антибиотика-антимикотика и 
средой для культивирования ММСК в течение 7 ч. 
Для моделирования поведения клеток на биоло-
гических каркасах легких были выбраны ММСК, 
полученные из костного мозга крыс. Указанные 

клетки культивировали до получения 4-го пассажа, 
снимали с флакона, центрифугировали и получали 
суспензию клеток согласно стандартным методи-
кам [7, 8]. Суспензию клеток вводили однократно 
в общем объеме 100 млн клеток. Смену среды про-
изводили каждые трое суток, общее время рецел-
люляризации составило 7 дней. Принадлежность к 
ММСК клеток, использованных при заселении кар-
касов, была верифицирована путем индукции диф-
ференцировки в три клеточные линии с помощью 
специализированных сред StemPro (Gibco, Thermo 
Fisher Scientifi c Inc., США) по стандартному про-
токолу производителя с последующей качествен-
ной детекцией [9]. Адипогенную дифференцировку 
выявляли с помощью красителя Oil Red O, хондро-
генную – при окрашивании толуидиновым синим 
сульфатированных гликозаминогликанов, кальци-
фикацию ВКМ при остеогенной дифференциров-
ке определяли при окрашивании ализариновым 
красным. Морфологическую характеристику ре-
целлюляризированного матрикса проводили после 
окрашивания гематоксилином и эозином и флуоро-
фором (4’,6-диамидино-2-фенилиндола) DAPI. Им-
муногистохимическое окрашивание с флюорохром-
ной детекцией позволило качественно определить 
содержание эндотелиального маркера VEGF и ак-
тина в образцах засеянного матрикса легких. В ка-
честве первичных были использованы антитела к 
VEGF (1:200, ab 46154, Abcam, UK) и актину (1:100, 
ab 14128, Abcam, UK), в качестве вторичных – поли-
клональные козьи антитела к кроличьему иммуно-
глобулину (Alexa Fluor® 488, Life Technologies, NY, 
USA) в разведении 1:500 (ab 150077, Abcam, UK). 
Детекцию флуоресценции производили на микро-
скопе Olympus IX51 (Токио, Япония). Количество 
клеток, прикрепившихся к каркасу в процессе ре-
целлюляризации, определяли и верифицировали с 
помощью программы CellProfi ler [10].

Статистический анализ
Статистическая обработка полученного матери-

ала произведена с использованием пакета программ 
MS Excel, v6.0, GraphPadPrism version 6.04 (источ-
ник www.graphpad.com). Результаты исследований 
оценены с использованием t-критерия Стьюдента. 
Доверительный интервал рассчитывался по табли-
це распределения Стьюдента. Достоверными при-
знавались различия при значениях р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Морфологическое исследование образцов децел-

люляризированных легких не выявило значимого 
повреждения альвеолярной структуры после про-
ведения децеллюляризации. При окраске гематок-
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силином и эозином интактные клетки и клеточные 
ядра не визуализировались, что подтверждалось 
данными, полученными при окраске флуорофором 
DAPI. Окрашивание пикрофуксином по Ван-Ги-
зону показало сохранность коллагеновых волокон 
ВКМ без патологических изменений структуры. 
Позитивное окрашивание срезов как нативных, так 
и децеллюляризированных легких свидетельствует 
о наличии слабокислых сульфатированных глико-
заминогликанов даже после воздействия растворов 
детергентов. Иммуногистохимическое окрашива-
ние не выявило качественных изменений структу-
ры компонентов ВКМ по сравнению с нативными 
образцами: коллаген I типа и эластин выявлялись 
преимущественно в строме, в то время как коллаген 
IV типа, фибронектин и ламинин представлены в 
базальных мембранах сосудов и бронхов. Количес-
твенное определение содержания остаточной ДНК 
подтверждало высокое качество децеллюляриза-
ции: около 92% ДНК элиминируется в процессе об-
работки (от 581,03 ± 18,42 нг/мг в нативной ткани 
до 24,73 ± 0,82 нг/мг – в децеллюляризированных 
образцах, p = 0,0467).

Клетки, использованные для рецеллюляризации 
децеллюляризированных биологических каркасов 
легких, при культивировании в специализирован-

ных средах позитивно окрашивались красителями 
Oil Red O, толуидиновым синим и ализариновым 
красным, что характерно для морфологической ха-
рактеристики прошедшей дифференцировки в три 
клеточные линии [11]. Указанная способность ин-
дуцированной дифференцировки является неотъем-
лемым признаком ММСК, что позволяет верифици-
ровать принадлежность использованных в процессе 
рецеллюляризации клеток к мезенхимным клеткам 
(рис. 1).

Количественное определение наличия живых, 
метаболически активных клеток на засеянном кар-
касе выполнено с использованием набора для оцен-
ки пролиферации клеток, содержащего раствор 
соли 2,3-бис-(2-метокси-4-нитро-5-сульфофенил)-
2H-тетразолия-5-карбоксанилида (XTT). Каркас не 
является токсичным, поддерживает клеточный рост 
и пролиферацию (p = 0,0024) (рис. 2). Наличие жиз-
неспособных клеток после культивирования на де-
целлюляризированном каркасе также выявляли при 
дифференциальном окрашивании кальцеином (жи-
вые клетки) и гомодимером этидия (погибшие клет-
ки) (рис. 3). Гистологические исследования после 
завершения процесса рецеллюляризации целого 
органа позволили оценить равномерность распре-
деления клеток. Согласно результатам окрашивания 

Рис. 1. Адипогенная, хондрогенная и остеогенная дифференцировка ММСК, пассаж 9. Липидные капли окрашены 
красным с использованием Oil Red O (а); толлуидиновый синий окрашивает ВКМ в фиолетовый цвет в процессе 
хондрогенной дифференцировки (б); кальциевые депозиты визуализируются ализариновым красным в виде красных 
пятен (в); контроль спонтанной дифференцировки в адипоциты (г), хондроциты (д), остеобласты (е). Увеличение: об. 
×10; ок. ×10

Fig. 1. Adipogenic, chondrogenic and osteogenic differentiation of MSCs, passage 9. The lipid droplets stained red with Oil 
Red O (a); tolluidine blue staines ECM violet in chondrogenic differentiation (б); calcium deposits visualized as red spots with 
Alizarin red (в); control of spontaneous differentiation into adipocytes (г), chondrocytes (д), osteoblasts (e). Magnifi cation ×10

а б в

г д е

50 μm

50 μm
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Рис. 2. Результаты ХТТ-теста. Метаболическая актив-
ность клеток, заселенных на каркас, сопоставима с про-
лиферацией клеток в контрольном образце и достоверно 
отличается от результатов исследования каркаса без кле-
ток (p = 0,0024)

Fig. 2. Results of XTT assay. Metabolic activity of the cells 
seeded on the scaffold is comparable to the proliferation of 
cells in a control group and is signifi cantly different from the 
results of the investigation of the scaffold without cells (p = 
0.0024)

Рис. 4. Распределение клеток при заселении целого органа после 7 дней культивирования

Fig. 4. Cells distribution in whole organ reseeding process after 7 days of cultivation

21% 30%

25% 46%

54% 24%

Рис. 3. Оценка жизнеспособности клеток на биологиче-
ском каркасе легкого крысы. Окрашивание кальцеином 
(зеленый) и гомодимером этидия (красный). Увеличение: 
а – об. ×10; ок. ×10; б – об. ×20; ок. ×10

Fig. 3. Estimation of cell viability on rat lung biological 
scaffold. Calcein staining (green) and ethidium homodimer 
staining (red). Magnifi cation: a – ×10; б – ×20

50 μm

20 μm

а

б
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гематоксилином и эозином, клетки проникли вглубь 
каркаса с преимущественным заселением базаль-
ных отделов легких (рис. 4). Распределение клеток 
верифицировано подсчетом количества клеточных 
ядер в программе CellProfi ler. Флуоресцентное им-
муногистохимическое окрашивание цитоскелета 
после рецеллюляризации позитивно для актина и 
маркера ангиогенеза VEGF.

ОБСУЖДЕНИЕ
Создание тканеинженерного органа основыва-

ется на децеллюляризации биологического каркаса 
с последующей рецеллюляризацией аутологичны-
ми клетками реципиента. Обязательным результа-
том первого этапа является максимально полное 
удаление клеток с целью снижения иммуногеннос-
ти каркаса при сохранении биохимического соста-
ва, морфо-биомеханических свойств и трехмерной 
структуры [12]. Рутинные гистологические и им-
муногистохимические методы окрашивания, а так-
же количественное определение содержания ДНК 
в нашем исследовании подтверждают отсутствие 
клеточных ядер и ядерного материала в децеллюля-
ризированном матриксе легких крысы. Основные 
структурные белки ВКМ (ламинин, фибронектин, 
эластин и коллагены I и IV) сохраняются после об-
работки детергентами без качественного измене-
ния состава. Статистически значимое снижение 
содержания ДНК в образцах после децеллюляри-
зации полностью соответствует предложенным 
критериям оценки качества полученного каркаса 
(содержание остаточной ДНК – менее 50 нг/мг тка-
ни) [13].

Успешное завершение первого этапа исследо-
вания позволило приступить к рецеллюляризации 

полученного биологического каркаса легких как 
в статичных условиях (тестирование токсических 
свойств каркаса и способности поддерживать про-
лиферативную активность клеток), так и при засе-
лении целого органа с использованием аллогенных 
ММСК костного мозга крыс. Результаты XTT-теста 
и исследования пролиферативной способности кле-
ток на каркасе позволили сделать вывод об отсутс-
твии цитотоксических свойств полученного мат-
рикса. Более того, клетки не только прикрепляются 
к волокнам ВКМ, но и сохраняют жизнеспособ-
ность в процессе культивирования, проявляя мета-
болическую активность. Рецеллюляризация целого 
органа демонстрирует относительную равномер-
ность распределения клеток на каркасе с некото-
рым преобладанием в базальных отделах легких. 
Результаты иммуногистохимического окрашивания 
позволяют говорить о некотором увеличении содер-
жания маркера VEGF после рецеллюляризации кар-
каса, что говорит о его проангиогенных свойствах 
(рис. 5).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Представленный опыт децеллюляризации легких 

крысы подтверждает перспективность использова-
ния данного метода получения для биологических 
каркасов, потенциально не обладающих иммуно-
генностью, но сохраняющих трехмерную структу-
ру, качественный и количественный состав ВКМ 
нативных органов. Успешная рецеллюляризация 
децеллюляризированных легких свидетельствует о 
биосовместимости и способности указанных кар-
касов обеспечивать надлежащее микроокружение 
и поддерживать клеточный рост на примере засе-
ления их ММСК. Представляется целесообразным 

Рис. 5. Содержание VEGF в левом (а) и правом (б) легком после 7 суток рецеллюляризации. Увеличение: об. ×40; 
ок. ×10

Fig. 5. VEGF content in the left (a) and right (б) lungs after recellularization. Magnifi cation ×40

а б

20 μm 20 μm
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продолжить исследование с использованием диф-
ференцированных клеточных линий или индукци-
ей клеточной дифференцировки для воссоздания 
структуры нативных легких.

Работа выполнена при поддержке государс-
твенного задания Министерства здравоохранения 
Российской Федерации (от 28.01.2015 г., ч. 1, раз-
дел 1) «Разработка экспериментальных образцов 
тканеинженерных конструкций на основе децеллю-
ляризированных матриксов для применения в реге-
неративной медицине».
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