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Основной целью нашего исследования явились анализ и оптимизация существующих протоколов де-
целлюляризации пищевода на модели крысы, определение параметров, влияющих на качество децеллю-
ляризации и на сохранность исходных свойств ВКМ пищевода. Материалы и методы. Децеллюляри-
зацию пищевода крысы выполняли с использованием оригинального и модифицированного протоколов, 
детергент-энзиматическим методом с применением дезоксихолата натрия и ДНКазы. Качество децеллю-
ляризации оценивали с помощью рутинных гистологических методов исследования. Результаты. Мор-
фологические методы оценки полученного децеллюляризированного матрикса подтвердили отсутствие 
ядер и клеток при сохранности трехмерности, архитектоники каркаса и биомеханических свойств ВКМ. 
Заключение. Разработанный протокол децеллюляризации пищевода крысы является перспективной ос-
новой для получения тканеинженерных конструкций пищевода.
Ключевые слова: регенеративная медицина, пищевод, децеллюляризация, тканеинженерная 
конструкция, внеклеточный матрикс, каркас.
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The main aim of our investigation was analysis and optimization of the existing protocols of esophagus decel-
lularization in rats, identification of parameters affecting the quality of decellularization and intactness of the 
native properties of esophageal extracellular matrix (ECM). Materials and methods. We developed a modified 
decellularization protocol based on detergent-enzymatic method using sodium deoxycholate and DNAse. Re-
sults. Morphological evaluation of the obtained decellularized matrices demonstrated the absence of cells and
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ВВедеНие
Перспективы применения биологических карка-

сов, полученных при децеллюляризации органов, 
опосредованы способами их получения и оцен-
ки, и как правило, специфичны для каждой ткани. 
Именно поэтому так важен подбор персонифици-
рованного протокола децеллюляризации, при ко-
тором минимизируется структурное повреждение 
матрикса. Каркасы, биологические или искусствен-
ные, призваны воспроизводить структуру натив-
ной ткани и должны обладать соответствующими 
физическими, химическими и биомеханическими 
свойствами для обеспечения прикрепления, проли-
ферации и направленной дифференцировки аутоло-
гичных клеток реципиента с целью формирования 
трехмерной тканеинженерной конструкции (ТИК). 
Однако после децеллюляризации биохимический 
состав, архитектоника и биомеханические свойства 
внеклеточного матрикса (ВКМ) должны сохранять-
ся [1]. К примеру, просвет биологического каркаса 
пищевода не должен зиять в состоянии покоя, но 
при этом сохранять эластичность для обеспечения 
прохождения пищевого комка [2]. После ортотопи-
ческой имплантации рецеллюляризированный кар-
кас должен выдерживать низкое значение рН желу-
дочного сока и поддерживать перистальтические 
движения.

Протоколы децеллюляризации пищевода, пред-
ставленные в литературе, обладают как преимущес-
твами, так и недостатками. Исследования показали, 
что каркасы, полученные методом децеллюляриза-
ции с использованием мягкого детергента дезоксихо-
лата натрия и фермента ДНКазы, являются перспек-
тивной основой для получения ТИК пищевода [2]. 
Предложенные протоколы воздействия химических 
агентов способствуют сохранению биомеханичес-
ких свойств матрикса, однако продолжительность 
агрессивного химического воздействия при этом 
увеличивается [3–6], угрожая разрушением ком-
понентов внеклеточного матрикса и развитием 
бактериальной контаминации. В то же время со-
кращение времени протокола путем повышения 
давления перфузируемого раствора неизбежно при-
водит к ухудшению механических свойств каркаса.

Целью настоящего исследования явилась раз-
работка оптимального протокола децеллюляриза-
ции пищевода на модели крыс с учетом имеющихся 
на настоящий момент достижений тканевой инже-
нерии в этой области.

МАтериАлЫ и МетОдЫ
Все эксперименты на животных проводили пос-

ле одобрения протоколов исследования локальным 
этическим комитетом (протокол № 21/1) в лабора-
тории фундаментальных исследований в области 
регенеративной медицины на базе Кубанского го-
сударственного медицинского университета. В ра-
боте использовали 20 взрослых крыс-самцов линии 
Wistar весом 230 ± 35 г. Животные были разделены 
на 2 группы:
1) группа нативного контроля (n = 10), результаты 

которой использовались для дальнейшей стан-
дартизации проводимых морфологических ис-
следований;

2) опытная группа (n = 10), разделенная на две под-
группы в зависимости от протокола проведения 
децеллюляризации: исходный протокол (n = 5) и 
модифицированный (n = 5).

Эксплантация органов
Эвтаназию животных проводили интраперито-

неальным введением летальной дозы барбитуратов 
(150 мг/кг). За 2 часа до операции вводили 100 ЕД 
гепарина, после чего выделяли органокомплекс еди-
ным блоком с последующей диссекцией пищевода. 
Отсечение пищевода производилось как можно 
ближе к глотке (проксимальная часть) и пищевод-
но-желудочному переходу (дистальная часть) для 
выделения участка пищевода наибольшей протя-
женности. Проксимальную и дистальную часть пи-
щевода канюлировали для фиксации в биореакторе 
(Harvard Apparatus, Массачусетс, США).

децеллюляризация пищевода
Оригинальный протокол децеллюляризации тон-

кого кишечника свиньи детергент-энзиматическим 
методом [3] был модифицирован авторами c изме-
нением времени воздействия, состава и порядка 
перфузии децеллюляризирующими растворами 
для получения ацеллюлярного матрикса пищевода. 
После промывания раствором фосфатного буфера 
с добавлением 1% раствора пенициллина-стрепто-
мицина следовал цикл перфузии деионизирован-
ной водой (1 ч), затем 4% дезоксихолатом натрия с 
добавлением 800 мкл ЭДТА (2 ч), фосфатным бу-
фером (10 мин), фосфатным буфером с добавлени-
ем 2000 ЕД/мг свиной панкреатической ДНКазы-I 
(1 ч), после чего пищевод промывали раствором 

cell elements while mechanical properties of ECM were preserved. Conclusion. The developed protocol of eso-
phagus decellularization is a potential basis for obtaining of tissue-engineered esophagus scaffold constructions.
Key words: regenerative medicine, esophagus, decellularization, tissueengineered construction, 
extracellular matrix, scaffold.
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фосфатного буфера с добавлением 1% раствора 
пенициллина-стрептомицина (17 ч). Все растворы 
были стерильными, комнатной температуры. Ско-
рость подачи растворов составила 6 мл/мин.

Морфологический анализ
Образцы нативных и децеллюляризированных 

тканей пищевода для морфологического анализа 
фиксировали в 10% нейтральном забуференном 
формалине, дегидратировали с последующим за-
ключением в парафин при помощи гистопроцессо-
ра Leica TP1020 (Германия) по стандартной мето-
дике. Заливку в парафин выполняли на модульной 
установке EG1150H (Leica, Германия). Для обще-
гистологической оценки препаратов при помощи 
ротационного микротома RM2235 (Leica, Герма-
ния) получали парафиновые срезы толщиной 5 мкм 
с последующей депарафинизацией, гидратацией, 
окрашиванием гематоксилином и эозином (Histolab, 
Швеция) и флуорофором (4’,6-диамидино-2-фени-

линдола) DAPI (Sigma Aldrich, США). Качествен-
ную оценку компонентов внеклеточного матрикса 
проводили после окрашивания срезов пикрофук-
сином по Ван Гизону (Первая лабораторная компа-
ния, Санкт-Петербург). Сохранность эластических 
свойств каркаса после децеллюляризации оценива-
ли путем вычисления площади просвета пищевода 
до и после децеллюляризации на микрофотогра-
фиях поперечных срезов, полученных на микро-
скопе Olympus BX51 (Tokyo, Япония).При анализе 
изображений использовали метод подсчета числа 
пикселей зоны просвета пищевода с последующим 
переводом в мм2, согласно коэффициенту пропор-
циональности для данного микроскопа.

реЗУльтАтЫ
Окраска гематоксилином и эозином препара-

тов нативного пищевода (рис. 1, а, б) показала, что 
слизистая оболочка органа представлена много-
слойным плоским неороговевающим эпителием, 

Рис. 1. Нативный пищевод. Окраска гематоксилином и эозином (а, б). При окрашивании DAPI (в, г), отмечается ин-
тенсивное свечение ядерных структур во всех слоях пищевода. Парафиновые срезы; а, в – ×4; б, г – ×20

Fig. 1. Native esophagus. Hematoxylin-eosin staining (а, б). After DAPI staining (в, г) there is an intense luminescence of 
nuclear structures in all layers of esophagus. Paraffin sections; а, в – ×4; б, г – ×20

а б

в г



101

РЕГЕНЕРАТИВНАЯ МЕДИЦИНА И КЛЕТОчНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ

подслизистая основа – рыхлой волокнистой соеди-
нительной тканью, мышечная оболочка представ-
лена двумя слоями мышечной ткани (внутренний 
циркулярный и наружный продольный). Окрашива-
ние гематоксилином и эозином децеллюляризиро-
ванной по оригинальной и модифицированной ме-
тодике ткани пищевода не выявило наличия ядер и 
клеток (рис. 2, а, б; данные представлены для моди-
фицированного протокола). При окрашивании флу-
орофором DAPI в парафиновых срезах нативных 
органов отмечалось интенсивное свечение ядерных 
структур, в децеллюляризированных – свечение 
ядер отсутствовало (рис. 1, в, г; рис. 2, в, г).

Окраска пикрофуксином по Ван Гизону, тропная 
к соединительно-тканным волокнам, в нативной 
ткани позволила подробнее визуализировать во-
локна внеклеточного матрикса, их архитектонику 
и локализацию. Окрашенные соединительно-ткан-
ные волокна преимущественно локализовались в 

области базальной мембраны эпителия, в подсли-
зистом, а также в мышечном слоях (рис. 3, а). В де-
целлюляризированной по оригинальной и модифи-
цированной методике ткани внеклеточный матрикс, 
состоящий преимущественно из коллагена, оста-
вался неизмененным. Упорядоченная структура 
и преимущественно параллельное расположение 
коллагеновых волокон в матриксе были сохранены. 
Визуализировались неизмененные базальные мем-
браны сосудов. Набухания либо иных патологичес-
ких изменений структуры, нарушений ориентации 
волокон, изменения тинкториальных свойств со-
единительной ткани обнаружено не было (рис. 3, б).

В контрольной группе площадь просвета пи-
щевода составила 1,019 ± 0,043 мм2. Перфузия 
растворов через просвет пищевода приводила к 
растяжению и снижению эластичности органа, и 
соответственно, к увеличению площади просвета 
биологического каркаса. Площадь просвета при 

Рис. 2. Децеллюляризированный пищевод. Окраска гематоксилином и эозином (а, б). Окраска DAPI (в, г), свече-
ние ядер отсутствует; аутофлюоресценция компонентов внеклеточного матрикса. Парафиновые срезы; а, в – ×4;  
б, г – ×20

Fig. 2. Decellularized esophagus. Hematoxylin and eosin staining (а, б). After DAPI staining (в, г), there is no nuclei lumine-
scence; autofluorescence of extracellular matrix components. Paraffin sections; а, в – ×4; б, г – ×20

а б

в г
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использовании оригинального протокола состави-
ла 5,716 ± 0,256 мм2, модифицированного – 2,401 ± 
0,037 мм2.

ОБСУЖдеНие
Децеллюляризация – это процесс, направленный 

на удаление клеток из ткани с сохранением ВКМ и 
трехмерной структуры органа, с использованием 
различных методов воздействия на клетки. Под-
робное рассмотрение данной проблемы показало, 
что внеклеточные матриксы обладают всеми ха-
рактеристиками, необходимыми для создания ес-
тественного каркаса тканеинженерного органа или 
ткани [1].

Многочисленные попытки создания биоинже-
нерного трансплантата для замены ткани пищевода 
не привели к решению всех проблем тканевой ин-
женерии данного полого органа. Снижение имму-
ногенных свойств аллотрансплантата сопровожда-
лось возникновением новых проблем, связанных 
непосредственно с процессом децеллюляризации. 
Успех ортотопической трансплантации тканеинже-
нерного пищевода напрямую зависит от иммуноген-
ных свойств каркаса, но одной из первостепенных 
задач тканевой инженерии также является миними-
зация нежелательных эффектов процесса децеллю-
ляризации органа. Стремление к полному удалению 
клеточного материала в каркасе с использованием 
жестких параметров децеллюляризации приводит 
к значительному повреждению архитектоники и 
состава ВКМ. Биомеханическая прочность явля-
ется чрезвычайно важным параметром, поскольку 

пищевод постоянно подвергается растяжению и 
должен быть эластичным. Следовательно, тканеин-
женерный пищевод должен иметь характеристики, 
аналогичные нативному органу. Подбор наиболее 
щадящих параметров децеллюляризации способ-
ствует сохранению состава ВКМ, что благоприятно 
влияет на биомеханические свойства каркаса.

Результатом модификации протокола стало со-
кращение времени воздействия детергента и менее 
выраженное растяжение пищевода после децеллю-
ляризации. Сохранение физических свойств кар-
каса, в частности эластичности, является одной из 
ключевых задач тканевой инженерии пищевода, так 
как имплантат должен спадаться в состоянии покоя 
и при этом быть эластичным для обеспечения про-
хождения пищевого комка [2]. Необходимо отме-
тить, что при использовании авторского протокола 
децеллюляризации общая продолжительность про-
цедуры составила 21 ч 10 мин, в том числе время 
агрессивного воздействия детергента – 2 ч. Имен-
но продолжительность активного воздействия де-
целлюляризирующих агентов является решающим 
фактором для сохранения структуры ВКМ. Мак-
симальное сохранение гистологической структуры 
ВКМ пищевода и обеспечение щадящего режима 
обработки биологического материала являются 
ключевыми моментами при создании тканеинже-
нерного пищевода.

ЗАКлЮчеНие
Данное исследование позволило разработать 

протокол с возможностью решения одной из важ-

Рис. 3. Окраска по Ван Гизону: а – нативный пищевод; б – децеллюляризированный пищевод. Клетки и ядра отсут-
ствуют. Упорядоченная структура и преимущественно параллельное расположение волокон внеклеточного матрикса 
сохранены. Парафиновые срезы. ×40

Fig. 3. Van Gieson staining: a – native esophagus; б – decellularized esophagus. There are no cells and nuclei. The orde-
red structure and predominantly parallel arrangement of the fibers of extracellular matrix are preserved. Paraffin sections.  
×40

а б
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ных проблем тканевой инженерии пищевода – со-
хранение свойств ВКМ после завершения децеллю-
ляризации.

Работа проводилась при поддержке комплекс
ной НИР «Клеточные механизмы регенерации ин
траторакальных органов и тканей. Разработка 
тканеинженерных конструкций с использованием 
биологических и синтетических каркасов».
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