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Аннотация. Получение трехмерного скаффолда открывает широкие перспективы для инженерии биоискус-
ственных органов. В работе представлен метод перфузионной децеллюляризации печени крысы с анализом основ-
ных проблем и вариантов их решения. Перфузия донорской печени 0,1 %-ным раствором додецилсульфата натрия 
(SDS) позволяет получить качественный бесклеточный матрикс, характеризующийся сохранностью печеночной ар-
хитектоники, проходимостью сосудистого русла, остаточной ДНК менее 1 %, отсутствием признаков деструкции 
коллагеновых волокон и тканевого отека. Полученный предложенным методом скаффолд может использоваться для 
рецеллюляризации аллогенными клеточными культурами при создании объемных тканеинженерных конструкций.
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Abstract. Engineering a three-dimensional scaffold opens up great prospects for creation of manufacturing biological 
artificial organs. The article presents a method of perfusion decellularization of a rat liver, with the main problems and options 
for their solution being analyzed. Perfusion of a donor liver with 0.1 % a sodium dodecyl sulfate (SDS) solution allows obtain-
ing a high-quality cell-free matrix characterized by preserved hepatic architectonics, patent vascular bed, residual DNA of 
less than 1 %, no signs of collagen fibers destruction and tissue edema. The obtained scaffold can be used for recellularization 
by allogeneic cell cultures when creating volumetric tissue-engineered designs.
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Введение. Аллогенная трансплантация печени является общепринятым и единственным эф-
фективным методом лечения пациентов с терминальной стадией печеночной недостаточности 
[1; 2]. Интерес к поиску новых подходов лечения патологии печени в терминальной стадии про-
диктован неуклонным ростом частоты заболеваемости, эффективностью трансплантации в 60–
65 % случаев, необходимостью исключения пожизненной иммуносупрессирующей терапии, 
возрастающего дефицита донорского материала [1–5]. 

Активное развитие регенеративной медицины и ее отраслей, в первую очередь, тканевой ин-
женерии, позволяет надеяться на получение в ближайшем будущем практически значимых ре-
зультатов по разработке альтернативных методов терапии на основе тканеинженерных кон-
струкций (ТИК) и биоискусственных органов [6; 7]. 
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Для возможности сборки ТИК и биоискусственных органов необходим каркас для внесения 
клеточного материала, обеспечивающий возможность формирования трехмерной структуры ор-
гана, максимально идентичной естественному [8; 9]. Несмотря на то что в арсенале тканевой 
инженерии имеется широкий сектор биосовместимых материалов и технологий, проблема полу-
чения внеклеточных каркасов не является до конца решенной [10]. На данном этапе развития 
науки и технологий наибольший интерес представляют естественные скаффолды, полученные 
путем децеллюляризации. 

Децеллюляризация целого органа позволяет получить соединительнотканный каркас с со-
храненной архитектоникой печеночного матрикса и проходимостью сосудистого русла [11; 12]. 
На сегодняшний день разработано большое количество протоколов децеллюляризации натив-
ной печени физическими и химическими методами [13; 14]. Наиболее часто применяется подход, 
основанный на перфузии через сосудистое русло органа растворов SDS, Triton-X100 или их ком-
бинаций в различных концентрациях [8; 11–14]. Эффективность процесса децеллюляризации пе-
чени зависит от целого ряда факторов, основными из которых являются: техника забора органа, 
временная точка и концентрация вводимого антикоагулянта, полное или частичное удаление 
крови из сосудистого русла, применяемый детергент и его концентрация, скорость и направле-
ние подачи раствора детергента, среда в которой расположен орган, сопротивление сосудистого 
русла. Все вышеперечисленные факторы необходимо учитывать при разработке системы подачи 
раствора детергента, поскольку они способны приводить к возникновению осложнений, и, как 
следствие, вызывать повреждения внеклеточного матрикса, в последующем затрудняющие про-
цесс рецеллюляризации [15]. 

Целью данной работы являлась разработка методологии и оптимального протокола получе-
ния цельноорганного децеллюляризированного скаффолда печени перфузионным способом.

Материалы и методы исследования. Исследования проводили на половозрелых беспород-
ных лабораторных крысах обоих полов массой 220–280 г (n = 24) с соблюдением положений 
Европейской конвенции о защите позвоночных животных, используемых для экспериментов  
и в научных целях (Страсбург, 1991 г.). 

Для получения печени выполняли продольную лапаротомию, рассекали связочный аппарат, 
перевязывали и рассекали vv. phrenicae inferiores, v. renale dextra, v. pancreaticoduodenales, v. gastro-
lienalis. Катетеризировали (катетер G18) v. portae (VP) и v. cava inferior (VCI). Для удаления крови из 
сосудистого русла органа проводили перфузию 250–500 мл физиологического раствора с добав-
лением 500 ЕД гепарината натрия (РУП «Белмедпрепараты», Беларусь). По окончании обескров-
ливания перевязывали надпеченочную часть VCI, рассекали VP и VCI, удаляли остатки связоч-
ного аппарата. 

Далее печень взвешивали, рассчитывали объемные, весовые параметры и подключали к си-
стемам подачи раствора через катетеризированные сосуды. Перфузию растворов проводили при 
начальной скорости подачи 25 мл/мин через VP. В качестве децеллюляризирующего агента при-
меняли 0,1 %-ный раствор додецилсульфата натрия (SDS, Sigma, Германия). Для удаления де-
тергента скаффолд промывали 2000 мл дистиллированной воды (подготовленная по требовани-
ям ГОСТ 67092–72).

По окончании децеллюляризаци скаффолд печени переносили в емкость, заполненную физи-
ологическим раствором (РУП «Белмедпрепараты», Беларусь), и помещали в среду с 5 %-ным со-
держанием СО2 при 37 °С на 24 ч для экстракции SDS. Процентное содержание остаточного SDS 
определяли экстракционно-спектрофотометрическим методом по изменению окраски в реакции 
с метиленовым голубым при длине волны 620 нм.

Выделение остаточной ДНК проводили фенол-хлороформовым методом, для чего образцы 
децеллюляризированного скаффолда лизировали в 1 мл буфера (100 mM NaCl, 10 mM TrisHCL, 
25 mM EDTA, 0,5 % SDS) в течение 16–18 ч при 37 °C в условиях постоянного помешивания. Для 
экстракции ДНК из образцов добавляли 1 мл фенол-хлороформовой смеси (фенол–хлороформ–
изоамиловый спирт в соотношениях 25 : 24 : 1, pH = 7,5–8,5) с последующим интенсивным пере-
мешиванием и центрифугированием (1 мин, 3000 об/мин). Высаливание белка проводили в 7 М 
растворе ацетата аммония, преципитацию и отмывку ДНК – в изопропаноле и 70 %-ном раство-
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ре этилового спирта соответственно. Измерение концентрации остаточной ДНК осуществляли 
на спектрофотометре NanoDrop 2000C. Остаточную ДНК в образцах скаффолда рассчитывали 
как отношение массы, выделенной ДНК из 100 мг интактной печени, к массе ДНК, выделенной 
из 100 мг образцов скаффолда, умноженное на поправочный коэффициент изменения массы  
в процессе децеллюляризации.

Гистологическое исследование парафинизированных срезов скаффолда толщиной 3 мкм, 
окрашенных гематоксилин эозином, железным гематоксилином Вейгерта и красителем Ван-Ги-
зона, проводили на микроскопе Olympus BH-2 (Япония) c цифровой видеокамерой ToupCam 
(разрешающая способность 5,1 Мп) при помощи программы для анализа и обработки изображе-
ний ToupView версии 3.7.

Для оценки цитотоксичности срезы децеллюляризированного скаффолда размером 10 × 5 мм 
помещали в лунки 24-луночного планшета и вносили суспензию спленоцитов (5 × 105 клеток/
лунку), полученных путем центрифугирования гомогената селезенки на градиенте плотности 
фиколл-верографина (p = 1,083 г/см3, Sigma, Германия). Культивирование осуществлялось 13 дней 
в условиях 37 °С и 5 %-ной СО2 в питательной среде DMEM «Gibco», CША, содержащей 10 % 
инактивированной эмбриональной телячьей сыворотки (Capricorn Scientific, Германия), 2 мМ 
L-глутамина (Lonza, CША) и 1 % смеси антибиотиков – антимикотика (Lonza, CША).

Данные анализировались с использованием стандартного пакета прикладных программ 
Statistica 10.0 и представлены в виде медианы, 25-го и 75-го процентилей. Для оценки различий 
между двумя группами использовали непараметрический U-критерий Манна–Уитни с уровнем 
значимости (р) 0,05.

Результаты и их обсуждение. В рамках данного исследования проведено 24 децеллюляриза-
ции печени с различной эффективностью. 

На этапе гепатэктомии для последующей эффективной децеллюляризации критическими мо-
ментами являлись адекватная наркотизация и медикаментозная поддержка, техника и скорость 
проведения хирургических манипуляций, катетеризация и легирование сосудов, полнота обес-
кровливания печени, скорость подачи раствора при обескровливании. Так, неправильный расчет 
дозы наркоза и нарушение техники введения приводили к ранней гибели животного и активации 
свертывающей системы, что проявлялось в виде снижения эффективности удаления крови из 
сосудистого русла органа вследствие тромбоза, нарушения равномерности децеллюляризации, 
размытия и разрывов матрикса (рис. 1). 

Рис. 1. Критические моменты и основные проблемы гепатэктомии: a – интактная печень; b – печень, подключенная 
к перфузионной системе для удаления крови; c – обескровленная печень; d – разрывы тканей печени вследствие 

избыточного давления в сосудистой системе; e – неравномерно обескровленная печень;  
f – неравномерная децеллюляризация

Fig. 1. Critical moments and main problems of hepatectomy: a – intact liver; b – liver connected to a perfusion system to 
remove blood; c – exsanguinated liver; d – ruptures of liver tissue due to excessive pressure in the vascular system;  

e – unevenly exsanguinated liver; f – uneven decellularization

a b c

fed
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Также на этапе гепатэктомии важным является вопрос введения антикоагулянтов, в частно-
сти гепарината натрия. Большинство авторов предлагают введение препарата до начала проведе-
ния хирургической части [13; 14]. Основными недостатками данной тактики являются обильная 
кровопотеря, затрудняющая выполнение манипуляций по катетеризации и легированию сосу-
дов, рассечении связочного аппарата. Поэтому вводился раствор гепарина в более высоких дозах 
(до 1000 МЕ) непосредственно перед процедурой удаления крови из сосудистого русла печени, 
что позволяло сократить время на проведение гепатэктомии. Полностью обескровленную пе-
чень (рис. 1, с) удавалось получить после 200–250 мл перфузии физиологического раствора через 
систему воротной вены на скорости 25 мл/мин.

Для устранения проблемы, возникающей в случае нарушения оттока раствора через систему 
отведения и увеличения размеров органа, значительно превышающих естественные показатели 
(вследствие тромбоза), эффективным являлось трехкратное кратковременное изменение скоро-
сти подачи раствора в диапазоне от 15 до 30 мл/мин.

В процессе подключения обескровленной печени к системам подачи и отведения децеллюля-
ризирующего раствора основной проблемой являлась воздушная эмболия сосудистого русла, ко-
торая приводила к локальному нарушению децеллюляризации, образованию разрывов и поло-
стей размытия матрикса, отслоению капсулы (рис. 1, d–f; рис. 2, b–d, h–i). Избежать образования 

Рис. 2. Проблемы, возникающие на этапах подключения к перестальтической системе и перфузии: a – децеллюляри-
зированная печень; b – образование полости; c – очаги клеток; d – диффузно распространенное скопление воздуха;  
e – интактная печень, окраска гематоксилином эозином, ув. ×100; f – децеллюляризированная печень, окраска гема-
токсилином эозином, ув. ×100; g – децеллюляризированная печень, окраска по Ван-Гизону, ув. ×100; h – скопление 
клеточного дебриса в полости сосуда, окраска по Ван-Гизону, ув. ×400; i – скопление клеточных ядер на периферии 
органа, окраска гематоксилином эозином, ув. ×400; j – очаг не полной децеллюляризации, окраска гематоксилином 
эозином, ув. ×10; k – микроразрыв капсулы Глиссона, окраска гематоксилином эозином, ув. ×100; l – отслоение капсу-

лы Глиссона, окраска гематоксилином эозином, ув. ×100

Fig. 2. Problems arising at the stages of connection to the peristaltic system and perfusion: a – decellularized liver; b – cavity 
formation; c – foci of cells; d – diffusely widespread accumulation of air; e – intact liver, staining with hematoxylin eosin, 
magn. ×100; f – decellularized liver, staining with hematoxylin eosin, magn. ×100; g – decellularized liver, Van Gieson stain, 
magn. ×100; h – accumulation of cellular debris in the vessel cavity, staining according to Van Gieson, magn. ×400; i – accu-
mulation of cell nuclei at the periphery of the organ, staining with hematoxylin eosin, magn. ×400; j – focus of incomplete 
decellularization, staining with hematoxylin eosin, magn. ×10; k – micro-rupture of the Glisson capsule, staining with hema-

toxylin eosin, magn. ×100; l – detachment of the Glisson capsule, staining with hematoxylin eosin, magn. ×100

a b c d

hgfe

i j k l
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воздушных эмболов в сосудистом русле возможно при выполнении всех манипуляций в жидкой 
среде при включенной системе подачи раствора. 

Перфузия децеллюляризирующего агента является главным этапом в процессе получения 
цельноорганного матрикса печени, ее эффективность напрямую зависит от предыдущих этапов 
и адекватной стратегии ведения процесса. Для получения воспроизводимых результатов по де-
целлюляризации необходима стандартизация протокола перфузии с учетом индивидуальной ва-
риабельности объемно-весовых показателей образцов печени, полученных от разных особей.

Стандартизация объема используемого детергента проводилась с учетом весовых показате-
лей обескровленной печени. Объем детергента, проходящий через сосудистое русло, рассчиты-
вали по формуле V = 180m (где V – общий объем 0,1 %-ного раствора SDS, m – масса обескров-
ленной печени). Для увеличения эффективности удаления клеток весь объем детергента разде-
ляли на два равных этапа перфузии, между которыми проводили отмывку печени от клеточного 
дебриса стерильной дистиллированной водой в объеме 500 мл.

Скорость подачи раствора выбрана 25 мл/мин и, в последующем, ее изменение вследствие 
сопротивления сосудистой сети печени служило индикатором возникновения осложнений в про-
цессе децеллюляризации. 

На этапе перфузии растворов, как и на этапе подключения к перфузионной системе наиболее 
частым осложнением являлась воздушная эмболия. Кроме того, обнаруживались тромбоз сосу-
дистого русла клеточным дебрисом, разрыв капсулы Глиссона, локальные нарушения перфузии 
и разрывы матрикса, неполное или неравномерное удаление клеточного материала (рис. 2).

Возникновение осложнений было сопряжено с изменениями динамики процесса децеллюля-
ризации (рис. 3) и варьированием показателей скорости фактического расхода раствора детер-
гента более чем на 20 % по сравнению с расчетными показателями. Избежать возникновения 
осложнений удавалось при четком соблюдении техники выполнения манипуляций и заполне-
нии камеры для органа водной средой.

После полного удаления клеток (по визуальной оценке) проводили перфузию скаффолда рас-
твором стерильной дистиллированной воды для удаления остатков детергента с последующей 
постановкой качественной реакции на SDS в отработанном растворе. Отрицательная реакция на 
детергент в образцах промывочного раствора не означает его полного отсутствия в скаффолде  
и может создавать проблемы при последующей рецеллюляризации. Поэтому по окончании от-
мывки скаффолд заполнялся физиологическим раствором и инкубировали в течение 24 ч для 
экстракции. В полученных образцах, в которых по результатам гистологической оценки выявля-
лось скопление клеточного дебриса в полостях крупных сосудов, удавалось выявить остаточную 
концентрацию SDS в 3,0 % (2,8–3,3 %). 

Рис. 3. Изменение ткани печени в процессе децеллюляризации: а – без возникновения осложнений,  
b – при множественном тромбозе

Fig. 3. Changes in liver tissue during the process decellularization: a – without complications, b – with multiple thrombosis

a

b
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На основании полученных данных скорректирован протокол, позволивший устранить основ-
ные проблемы, возникающие в процессе децеллюляризации. Полученные данным методом 12 об-
разцов скаффолда по результатам визуальной оценки характеризовались прозрачностью и одно-
родностью с визуализирующимися контурами сосудов и сохранной капсулой Глиссона (рис. 2, a).

Гистологическая оценка скаффолда подтвердила отсутствие клеток, сохранность специфиче-
ской печеночной архитектоники. Взаимная ориентация волокон внеклеточного матрикса в де-
целлюляризированной ткани не отличалась от нативных органов, обнаруживались лишь еди-
ничные разрывы, отсутствовали патологические изменения соединительной ткани, признаки 
деградации коллагеновых волокон и тканевого отека (рис. 2, f, g).

Концентрация остаточной ДНК в скаффолдах не превышала 1 % от содержания в нативной 
печени, и в разных долях варьировала незначительно, что подтверждает равномерность децел-
люляризации. Анализ длины фрагментов остаточной ДНК свидетельствует о практически пол-
ном удалении из печеночных скаффолдов ДНК при использовании перфузионного детергентно-
го метода децеллюляризации. Электрофорез в 2 %-ном агарозном геле позволил установить, что 
длина основного количества фрагментов не превышала 200 пар нуклеотидов (рис. 4).

Децеллюляризированная ткань не обладала цитотоксичностью в отношении аллогенных 
спленоцитов. Так, на 4 день совместного культивирования количество некротических спленоци-
тов на сегментах скаффолда составляло 1–2 % (1,2 (0,8–1,6) %), количество апоптотических кле-
ток не превышало 13 % (10,6 (7,5–12,0) %), что соответствовало результатам, полученным в на-
тивных культурах спленоцитов (1,3 (0,5–1,5) % и 8,9 (6,3–11,2) % соответственно, р > 0,05).

Заключение. Метод перфузионной децеллюляризации печени 0,1 %-ным раствором SDS по-
зволяет получить качественный бесклеточный матрикс, характеризующийся сохранностью пе-
ченочной архитектоники, проходимостью сосудистого русла, остаточной ДНК менее 1 %, отсут-
ствием цитотоксичности по отношению к аллогенным культурам и признаков деструкции кол-
лагеновых волокон.

Образцы цельноорганного децеллюляризированного скаффолда печени, полученные описан-
ным методом, соответствуют требованиям, предъявляемым к клеточным носителям, что позво-
ляет использовать их в тканевой инженерии для создания многоклеточных тканеинженерных 
конструкций.

Рис. 4. Анализ остаточной ДНК

Fig. 4. Residual DNA analysis
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