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БИОСОВМЕСТИМОСТЬ ДЕЦЕЛЛЮЛЯРИЗИРОВАННОГО  
СКАФФОЛДА ПЕЧЕНИ В ИССЛЕДОВАНИЯХ in vitro�1
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Создание многокомпонентных тканеинженерных конструкций на основе децеллюляризированного скаффолда – 
перспективная альтернатива органной трансплантации при терминальной стадии печеночной недостаточности. 
Представлена технология децеллюляризации печени крыс, заключающаяся в перфузии 0,1 % раствора додецил-
сульфата натрия через воротную вену. Установлено отсутствие цитотоксического эффекта децеллюляризирован-
ного скаффолда на аллогенные культуры спленоцитов и мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки. 
Полученные скаффолды печени обладают биосовместимостью, подтвержденной в культурах клеток, и соответ-
ствуют основным критериям, предъявляемым к клеточным носителям, что позволяет использовать их в тканевой 
инженерии для создания многоклеточных тканеинженерных конструкций печени.

Ключевые слова: децеллюляризация; перфузионно-детергентный метод; скаффолд печени; биосовместимость; 
мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки; спленоциты.
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The development of multicomponent threedimensional structures based on decellularized tissue is a perspective al-
ternative for organ transplantation in end-stage liver disease. The technology of rat liver decellularization is presented 
which consist in sequential perfusion of organ through the portal vein and use of 0.1 % sodium dodecyl sulfate as an active 
solution. The absence of the cytotoxic effect of decellularized scaffolds on allogeneic splenocytes and multipotent me
senchymal stromal cells was established. The obtained liver scaffolds are biocompatible in cells cultures and correspond 
criteria for cell carriers.

Keywords: decellularization; perfusion-detergent method; liver scaffold; biocompatibility; multipotent mesenchymal 
stromal cells; splenocytes. 
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Введение
На сегодняшний день использования стандартных терапевтических подходов при терминальной 

стадии заболеваний печени все еще недостаточно и смертность остается на уровне 80 – 90 %. Широ-
кое распространение ортотопической и вспомогательной (частичной) пересадки печени ограничено 
дефицитом донорских органов, отсутствием эффективных методик длительного хранения печени, 
плохой приживляемостью трансплантата, а  также частым развитием осложнений, связанных с от-
торжением или недостаточным функционированием органа. Использование эфферентных (аппарат-
ных) методов при терминальной печеночной недостаточности обеспечивает лишь временную деток-
сикацию организма и незначительно стимулирует регенеративные процессы [1; 2]. В связи с этим 
актуальной задачей выступает поиск альтернативных подходов, одним из которых является клеточ-
ная терапия [3–8].

Проведены как экспериментальные, так и клинические исследования трансплантации различных ти-
пов клеток (гепатоцитов [5–7], мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток (ММСК) [8] и др.) 
при острой и хронической печеночной недостаточности [5; 6; 8], наследственных метаболических нару-
шениях [7]. Однако практически во всех случаях клеточная терапия не обеспечивала стабильный тера-
певтический эффект: наблюдалась временная нормализация печеночных функций, продолжительность 
которой варьировалась от нескольких дней до 6–18 мес. Кроме того, отмечался крайне низкий уровень 
приживляемости клеток (менее 1 % от всех введенных клеток), что связано с отсутствием условий для 
их прикрепления и контактного взаимодействия с последующим формированием de novo анатомически 
функциональной структуры [1; 5–7].

Современный этап разработок в области терапии заболеваний печени связывают с использованием 
клеточных культур в составе тканеинженерных конструкций (скаффолдов) [9; 10]. Скаффолды должны 
обладать рядом свойств, дающих возможность сформировать полноценную ткань: биосовместимостью 
и отсутствием иммунологического отторжения, адгезивной поверхностью, способствующей прикреп
лению и пролиферации клеток, пористостью, нетоксичностью [3; 9; 10]. Каркасы из синтетических 
материалов не позволяют повторить необходимые архитектуру, микро- и наноструктурные особенности 
и функциональную активность нативных тканей [11]. В связи с этим в регенеративной медицине преи
мущество отдается биологическим конструкциям, включающим в себя компоненты нативной ткани, 
полученные различными методами децеллюляризации (экстракция детергентами или ферментами, про-
мывание гипотоническими и  гипертоническими растворами, разрушение ультразвуком, механическое 
давление, чередование циклов замораживание – оттаивание и т. д.) [12–15].

Децеллюляризация целого органа или его части позволяет получить соединительнотканный каркас 
с сохраненными архитектоникой печеночного матрикса и проходимостью сосудистого русла. При этом 
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в ткани сохраняются внеклеточные элементы (коллаген, фибронектин, ламинин, гликозаминогликаны, 
протеогликаны), выступающие в роли сайтов прикрепления, а также факторы роста, миграции и диф-
ференцировки клеток (эндотелиальный фактор роста сосудов, инсулиноподобный фактор роста, фак-
тор роста гепатоцитов и др.) [13]. Важным показателем децеллюляризированных скаффолдов является 
их биосовместимость, оцениваемая в культурах клеток и на экспериментальных моделях у лаборатор-
ных животных [16].

Цель исследования заключалась в модификации технологии децеллюляризации печени перфузионно-
детергентным методом и оценке биосовместимости полученных скаффолдов в аллогенных культурах 
клеток. 

Материалы и методы исследования
Дизайн исследования. Экспериментальное исследование включало следующие этапы: получение 

скаффолда методом децеллюляризации ткани печени, гистологическое исследование конечного про-
дукта, определение содержания остаточной ДНК, оценку биосовместимости в  клеточных культурах 
ММСК и спленоцитов.

Материалы и оборудование. В работе использовались гепаринат натрия (РУП «Белмедпрепара-
ты», Беларусь), 0,9 % раствор натрия хлорида (РУП «Белмедпрепараты»), вода дистиллированная, под-
готовленная по требованиям ГОСТ 6709-72, фиколл-верографин (Sigma, Германия), коллагеназа типа IV 
(Sigma), эмбриональная телячья сыворотка (Capricorn Scientific, Германия), минимальная среда Игла 
с низким содержанием глюкозы, модифицированная по способу Дульбекко (DMEM, Gibco, CША), смесь 
антибиотиков и антимикотика (бензилпенициллин натрия, стрептомицина сульфат, неомицина сульфат, 
Lonza, CША), L-глутамин (Lonza), додецилсульфат натрия (SDS, Sigma), диметилсульфоксид (Sigma), ге-
матоксилин (Россия), спиртовой раствор эозина (Россия), железный гематоксилин Вейгерта (Россия), 4ʹ,6-
диамидино-2-фенилиндол (DAPI, Sigma), набор Annexin V – FITC Apoptosis Detection Kit (BD Pharmingem, 
США), культуральные чашки Петри, пробирки культуральные на 15 и 50 мл, медицинские инструменты – 
пинцеты, зажимы, хирургические ножницы, периферический венозный катетер 18G.

Применяемое оборудование: ламинарный бокс класса защиты II (ОДО «Белаквилон», Беларусь), 
СО2-инкубатор СО2CELL  50 (MMM Group, Германия), перистальтический насос, центрифуга лабора-
торная Liston C 2201 (ООО «Листон», Россия), инвертированный флуоресцентный микроскоп BS-2036F 
(BestScope, Китай), проточный цитометр CytoFLEX (Beckman Coulter, США), дозаторы автоматические 
(Thermo Scientific, Россия).

Лабораторные животные. Экспериментальные исследования проводили на половозрелых лабора-
торных крысах (масса тела 220–280 г) с соблюдением положений Европейской конвенции о защите по-
звоночных животных, используемых для экспериментов или в иных научных целях (Страсбург, 1986), 
и в соответствии с Ветеринарно-санитарными правилами по приему, уходу и вскрытию подопытных 
животных в вивариях научно-исследовательских институтов, станциях, лабораториях, учебных заведе-
ниях, а также в питомниках (утверждены постановлением Министерства сельского хозяйства и продо-
вольствия Республики Беларусь от 21 мая 2010 г. № 36). 

Клеточные культуры. В работе использовались культуры ММСК, полученные согласно стандартно-
му протоколу ферментативной дезагрегации жировой ткани (0,075 % раствор коллагеназы типа IV) [17], 
а также спленоциты, выделенные путем центрифугирования гомогената селезенки на градиенте плотнос
ти фиколл-верографина (r = 1,083 г/см3).

Децеллюляризация печени крыс. На фоне тиопенталового наркоза (интракардиальное введение 
45 мг тиопентала натрия на 1 кг веса) проводили срединную и поперечную лапаротомию лабораторных 
животных, края раны фиксировали, катетеризировали нижнюю полую и воротную вены, на остальные 
сосуды накладывали швы. В сосудистую систему печени вводили 2000 ЕД гепарината натрия в охлажден-
ном до 4 °С растворе лактата Рингера. Далее печень отделяли от связочного материала, помещали в ем-
кость с дистиллированной водой и перфузировали 0,1 % раствором SDS. Подачу раствора со скоростью 
25 мл/мин осуществляли с помощью перистальтического насоса через катетер воротной вены. Систему 
отведения подключали к катетеру нижней полой вены. Перфузию останавливали при полной диссоциа
ции клеток печени, которую оценивали эмпирически на основе изменения окраски и прозрачности ор-
гана. Для очищения сосудистого русла от децеллюляризирующего раствора и тканевого детрита ткань 
перфузировали дистиллированной водой, содержащей 1 % смеси антибиотиков и антимикотика. 

Анализ содержания ДНК в децеллюляризированном скаффолде. Образцы децеллюляризирован-
ного скаффолда лизировали в 1 мл буферного раствора, содержащего 100 ммоль/л NaCl, 10 ммоль/л 
трис-HCL, 25 ммоль/л ЭДТА, 0,5 % SDS, в течение 16 –18 ч при 37 °C в условиях постоянного поме-
шивания. Далее образцы центрифугировали (1 мин, 3000 об/мин) в 1 мл фенол-хлороформной смеси 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%93%D0%B5%D0%BC%D0%B0%D1%82%D0%BE%D0%BA%D1%81%D0%B8%D0%BB%D0%B8%D0%BD
http://mshp.gov.by/documents/technical-acts/cb5d27ea51a49bea.html
http://mshp.gov.by/documents/technical-acts/cb5d27ea51a49bea.html
http://mshp.gov.by/documents/technical-acts/cb5d27ea51a49bea.html
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(фенол, хлороформ и изоамиловый спирт в соотношении 25 : 24 : 1, pH 7,5–8,5). Полученные водные фазы 
последовательно центрифугировали в 1 мл раствора 8 моль/л ацетата аммония (20 мин, 14 000 об/мин, 
4 °C) и 1 мл изопропанола (10 мин, 14 000 об/мин, 4 °C). Осадки ДНК отмывали в 0,7 мл 70 % раствора 
этилового спирта (10 мин, 14 000 об/мин, 4 °C). После удаления жидкой части и полного высыхания 
осадка (5–10 мин) к образцам добавляли 0,05 мл деионизированной воды. Измерение концентраций 
ДНК осуществляли на спектрофотометре серии NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) при длинах волн 260 
и 280 нм. 

Исследование биосовместимости скаффолда in vitro. На сегменты децеллюляризированного скаф-
фолда размером 10 × 5 мм, помещенные в лунки 24-луночного планшета, вносили ММСК первого пас-
сажа в концентрации 4 ⋅ 104 клеток на лунку или суспензию спленоцитов в концентрации 5 ⋅ 105 клеток 
на лунку. Культивирование осуществлялось 13 дней при условиях 37 °С и 5 % СО2 в питательной среде 
DMEM, содержащей 10 % инактивированной эмбриональной телячьей сыворотки, 2 ммоль/л L-глутамина 
и 1 % смеси антибиотиков и антимикотика. 

Оценка жизнеспособности клеток. Жизнеспособность ММСК оценивали методом флуоресцент-
ной микроскопии с использованием 1 мкг/мл DAPI (спектр возбуждения 360 –370 нм, диапазон эмис-
сии 420 – 470 нм). Спленоциты окрашивали пропидий йодидом и антителами к аннексину V, меченны-
ми флуоресцеином, с регистрацией результатов на проточном цитометре на 50 000 событий. 

Рецеллюляризация скаффолда печени. Рецеллюляризация скаффолда осуществлялась путем парен-
химатозного введения суспензии ММСК жировой ткани первого пассажа в полной питательной среде. 
Концентрация ММСК составляла 2,5 ⋅ 105 клеток на 1 мл в зависимости от объема используемого сегмен-
та. Рецеллюляризированные скаффолды на 72 ч помещались в среду DMEM (37 °С и 5 % СО2). 

Гистологическое исследование. Образцы децеллюляризированной ткани до и после рецеллюляри-
зации фиксировали в 10 % нейтральном забуференном формалине, обезвоживали в спиртах восходящей 
крепости и фиксировали в парафине. Изготовленные срезы толщиной 5 мкм окрашивали гематокси-
лином и эозином с последующей микроскопической оценкой результатов. Морфометрическое иссле-
дование проводили на микроскопе Leica DMLS (Германия) с цифровой видеокамерой JVC (Япония) 
(разрешающая способность 7 Мп) с помощью программы для анализа и обработки изображений Leica 
QWin (версия 1.56). Количество клеток подсчитывалось в шести неперекрывающихся полях зрения. 

Статистическая обработка результатов. Полученные результаты анализировались с использова-
нием стандартного пакета прикладных программ Statistica 8.0. Данные представляли в виде медианы, 
нижнего и верхнего квартилей (25–75-й процентили). Для оценки различий между двумя группами ис
пользовали непараметрический U-критерий Манна – Уитни. Различия считались статистически значи-
мыми при р < 0,05.

Результаты и их обсуждение
Процесс децеллюляризации органа направлен на удаление всех антигенных структур (нуклеиновых 

кислот, клеточных мембран, цитоплазматических структур и т. д.) из ткани без повреждения сети экс-
трацеллюлярного матрикса и нарушения его целостности. Степень удаления клеточных компонентов 
варьирует в зависимости от пути доставки перфузионного раствора в ткани, типа используемого детер-
гента и времени его экспозиции [12–15]. 

В рамках данного исследования образцы печени лабораторных крыс перфузировали 0,1 % раство-
ром SDS через воротную вену, что обеспечивало эффективную доставку анионного детергента к клет-
кам. При визуальном осмотре децеллюляризированные скаффолды характеризовались прозрачностью 
и однородностью с визуализирующимися в толще контурами сосудов и сохранной капсулой Глиссона 
(рис. 1, а). Согласно данным гистологического исследования взаимная ориентация волокон внекле-
точного матрикса в децеллюляризированной ткани не отличалась от таковой в нативных органах, об-
наруживались лишь единичные разрывы, отсутствовали признаки деградации коллагеновых волокон 
и тканевого отека (см. рис. 1, б – г). Сохранность сосудистой сети, наличие целостного внеклеточного 
матрикса, формирующего естественную клеточную нишу, а также пространственная архитектоника 
ткани скаффолдов позволяют в дальнейшем осуществлять их успешную рецеллюляризацию различны-
ми типами клеток (ММСК, гепатоцитами, эндотелиальными клетками, непаренхиматозными клетками 
печени и др.). 

Децеллюляризированные скаффолды не должны содержать клеток, включая клеточные компоненты – 
цитоплазму и ядра. Их присутствие в матриксе может приводить к нарушению клеточной биосовмести-
мости in vitro и вызывать нежелательные реакции в условиях in vivo. С. Ф. Бадилак с соавторами (2011) 
на основе результатов оценки эффективности применения скаффолдов на клеточном и организменном 
уровнях выделил следующие минимальные критерии для оценки децеллюляризации: содержание 
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ДНК менее 50 нг в 1 мг сухого веса внеклеточного матрикса; наличие фрагментов ДНК длиной менее 
200 пар нуклеотидов; отсутствие видимого ядерного материала в срезах ткани, окрашенных гематоксили-
ном и эозином или другими красителями [15]. Гистологическая оценка не выявила ядерного или цитоплаз-
матического окрашивания в полученных децеллюляризированных образцах (см. рис. 1, б – г) при сохран-
ной пористой структуре ткани. Концентрация ДНК в скаффолдах соответствовала 0,13 (0,08 – 0,35) нг/мг, 
что составляло менее 1 % от количества ДНК в нативной ткани (529,06 (527,03–541,09) нг/мг, р < 0,01) 
(см. рис. 1, д). 

При культивировании ММСК жировой ткани на подложке из децеллюляризированной ткани клетки 
адгезировались к скаффолду в течение 24 ч, что соответствует степени адгезии к лабораторному плас
тику. Кроме того, ММСК, культивируемые на децеллюляризированных скаффолдах, сохраняли типич-
ную для монослойных культур веретеновидную морфологию, а также характеризовались сходной с на-
тивными клетками пролиферативной активностью (рис. 2). Жизнеспособность ММСК в присутствии 
скаффолда варьировала от  92 до  99 % (95  (93–99)  % по медиане) и  не отличалась от аналогичного 
показателя для нативных культур (96  (92–99) %, р >  0,05). Морфологические особенности, высокая 
жизнеспособность и пролиферативный потенциал сохранялись в ММСК, культивируемых на подложке 
из децеллюляризированной ткани, на протяжении всего периода наблюдения.

Децеллюляризированная ткань не обладала цитотоксичностью в отношении аллогенных сплено-
цитов (рис. 3). На 4-й день совместного культивирования количество некротических спленоцитов на 
сегментах скаффолда составляло 1–2 % (1,2 (0,8 –1,6) %), количество апоптотических клеток не пре-
вышало 13 % (10,6 (7,5–12,0) %), что соответствовало результатам, полученным в нативных культурах 
спленоцитов (1,0 (0,5–1,5) и 8,9 (6,3–11,2) % соответственно, р > 0,05).

При культивировании ММСК в трехмерных условиях скаффолда также наблюдалось прикрепление 
клеток к соединительнотканным структурам матрикса (рис. 4). Выход клеток из скаффолда через 72 ч 
после его заселения путем паренхиматозной инъекции не превышал 10 % (8,0 (5,6 – 9,1) % по медиане). 
В гистологических препаратах рецеллюляризированных скаффолдов наблюдалось диффузное располо-
жение клеток, количество которых, по данным морфометрического исследования, варьировалось от 5 
до 17 (8 (6 –11) ММСК) в поле зрения.

Представленные данные свидетельствуют о биосовместимости полученных перфузионно-детер-
гентным методом децеллюляризированных скаффолдов печени с культурами клеток и указывают на 
отсутствие у них цитотоксических свойств, что возможно лишь в случае надлежащей элиминации из 
ткани печени клеточных элементов и детергентов, используемых для перфузии.

Рис. 1. Внешний вид (а) и гистологическая структура скаффолда (б – нативная ткань, увеличение ×20;  
в – децеллюляризированная ткань, увеличение ×20; г – децеллюляризированная ткань, увеличение ×5;  

окраска гематоксилином и эозином, световая микроскопия), содержание остаточной ДНК (д)
Fig. 1. The appearance (a) and the histological structure of the scaffold (b – native tissue, magnification ×20;  

c – decellularized tissue, magnification ×20; d – decellularized tissue, magnification ×5;  
hematoxylin eosin staining, light microscopy), residual DNA content (e)
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Рис. 2. Морфология ММСК, культивируемых в стандартных условиях в течение 10 дней  
в отсутствие (а) и в присутствии (б ) подложки из децеллюляризированного скаффолда печени.  

Фазово-контрастная микроскопия, увеличение ×40
Fig. 2. The morphology of MMSCs in the absence (a) and the presence (b)  

of a decellularized liver scaffold on the 10th cultivation day  
under standard conditions. Phase-contract microscopy, magnification ×40

Рис. 3. Репрезентативные диаграммы проточной цитометрии,  
отражающие экспрессию пропидий йодида и аннексина V в спленоцитах, культивируемых  

в отсутствие (а) и в присутствии (б ) скаффолда на основе децеллюляризированной ткани печени
Fig. 3. Representative flow cytometry diagrams of propidium iodide  

and annexin V expression in the absence (a) and the presence (b) of decellularized liver scaffold

Рис. 4. Структура децеллюляризированного скаффолда печени,  
заселенного путем паренхиматозного введения аллогенных ММСК жировой ткани:  

а – увеличение ×10; б – увеличение ×40. Окраска гематоксилином и эозином, световая микроскопия 
Fig. 4. The structure of the decellularized liver scaffold populated  

by parenchymal administration of allogeneic adipose-derived MMSC:  
a – magnification ×10; b – magnification ×40. Hematoxylin eosin staining, light microscopy
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Заключение
Метод децеллюляризации печени на основе перфузии органа анионным детергентом (SDS) через 

воротную вену обеспечивает практически полное удаление клеточных компонентов из нативной ткани, 
максимально сохраняя целостность внеклеточных волокон. Полученные скаффолды печени обладают 
биосовместимостью, подтвержденной в культурах клеток, и отвечают основным критериям, предъяв
ляемым к клеточным носителям, что дает возможность использовать их в тканевой инженерии для 
создания многоклеточных тканеинженерных конструкций печени.
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