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Одно из направлений тканевой инженерии – разработка методик создания биоинженерных каркасов внутренних 
органов, сходных по основным биологическим характеристикам с нативными органами. Цель исследования – опи-
сать модифицированный детергент-энзиматический протокол с применением дезоксихолата натрия и ДНКазы для 
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Всвязи с дефицитом донорских органов про-
блема органной трансплантации в ближай-
шем будущем не будет решена кардинально. 

При этом трансплантации при ряде тяжелых за-
болеваний, таких как хроническая сердечная не-
достаточность, являются единственным эффек-
тивным способом лечения. В связи с этим ведутся 
разработки методик получения альтернативных 
донорских тканей и органов [1, 2]. Одним из пер-
спективных методов решения данной проблемы 
является тканевая инженерия, которая, в част-
ности, предлагает для этой цели использовать 
ацеллюлярные внеклеточные матриксы органов 
человека, засеянные аутологичными стволовыми 
клетками [3, 4, 5].

Разработка методик создания подобных орга-
нов – довольно длительный процесс, требующий все-
стороннего изучения и выбора способов получения 
тканеинженерных каркасов, их морфологических, 
механических свойств, возможности их последую-
щей рецеллюляризации и влияния, которое данные 
матриксы будут оказывать на стволовые клетки. 

Для этих целей на первом этапе исследований 
используют органы мелких лабораторных животных 
(мышей, крыс), далее результаты транслируют на 
модели более крупных животных, таких как свиньи и 
низшие приматы, и лишь на последнем этапе методи-
ка отрабатывается на человеческих органах [6, 7–10].

Цель исследования  – оценить результаты раз-
работки оптимального протокола получения ацел-
люлярного внеклеточного матрикса сердца низшего 
примата (Macaca mulatta) и прелиминарные данные 
морфологического анализа полученного каркаса. 

Материал и методы.
Децеллюляризация сердца. Для создания ацел-

люлярного матрикса сердца использовали органы 
4 самцов макак-резусов (Macaca mulatta), полученные 
во время аутопсии животных, умерших от естествен-
ных причин. Эксплантацию органов производили на 
базе Научно-исследовательского института меди-
цинской приматологии. Средний возраст животных 
составил 8,3±3,2 года, вес 15,2±3,1 кг. Сердца сразу 
после эксплантации были промыты физиологическим 
раствором и помещены в фосфатный буфер, содер-

жащий 1 % раствор пенициллина-стрептомицина при 
постоянной температуре +4 °С, для транспортировки 
в лабораторию фундаментальных исследований в об-
ласти регенеративной медицины на базе Кубанского 
государственного медицинского университета. Все 
протоколы исследования получили предварительное 
одобрение локальным этическим комитетом.

Перед началом децеллюляризации органы очища-
ли от окружающей жировой ткани, аорту канюлиро-
вали на расстоянии 8–10 см от сердца, левую общую 
сонную артерию, левую подключичную артерию и 
плечеголовной ствол лигировали, после чего фикси-
ровали орган в биореакторе ORCA (Harvard Apparatus, 
США). Три органа были использованы для проведе-
ния и отработки протокола децеллюляризации, чет-
вертый являлся нативным контролем.

Для децеллюляризации сердца низших приматов 
детергент-энзиматическим методом проводили ре-
троградную перфузию сердца через аорту деионизи-
рованной водой в течение 12 часов. Далее следовали 
2 цикла обработки 4 % раствором дезоксихолата на-
трия + 2mM раствор ЭДТА в течение 24 часов и фос-
фатным буфером без кальция и магния  – 6 часов, 
после чего орган перфузировали раствором свиной 
панкреатической ДНКазы-I в фосфатном буфере с 
кальцием и магнием в течение 24 часов. Завершали 
децеллюляризацию отмывкой органа от децеллю-
ляризирующих растворов фосфатным буфером без 
кальция и магния в течение 24 часов. Перфузию серд-
ца растворами в течение всей процедуры осущест-
вляли, поддерживая постоянное давление в аорте 
на уровне 110 мм рт. ст. Общая продолжительность 
обработки составила 120 часов. Все растворы были 
стерильными, комнатной температуры.

Морфологическая характеристика нативного и 
децеллюляризированного матрикса. Полученные 
образцы нативного и децеллюляризированного сердца 
фиксировали в 10 % нейтральном забуференном фор-
малине, дегидратировали и заключали в парафин по 
стандартной методике. С помощью микротома полу-
чали срезы толщиной 5 мкм. Для общегистологической 
оценки препаратов проводили окраску срезов гематок-
силином и эозином (Sigma-Aldrich, США). Клеточные 
ядра визуализировали с использованием флуорофора 

децеллюляризации сердца низшего примата. Результаты морфологических методов исследования подтвердили 
полное отсутствие клеток и клеточных ядер и сохранность основных структурных белков внеклеточного матрикса 
в сердце после проведения децеллюляризации. Указанный протокол может быть использован в исследованиях по 
рецеллюляризации биологического каркаса аллогенными и аутологичными стволовыми клетками низших приматов.
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One of the directions of tissue engineering is the development of techniques for the creating bioengineered scaffolds for 
inner organs similar to the native organs in major biological characteristics. The aim of the study was to describe a modified 
detergent-enzymatic protocol using sodium deoxycholate and DNase for decellularization of the heart of the non-human 
primate. Morphological methods of research demonstrated the complete absence of cells and cells nuclei in heart and in-
tactness of the major proteins of the extracellular matrix after decellularization. This protocol can be used in studies on the 
recellularization of biological scaffolds with allogenic and autologous stem cells of non-human primates. 
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(4’,6-диамидино-2-фенилиндола) DAPI (Sigma-Aldrich, 
США). Для изучения структуры внеклеточного матрикса 
срезы окрашивали по Ван Гизону (Первая лаборатор-
ная компания, Россия). Качественную оценку содержа-
ния гликозаминогликанов проводили после окрашива-
ния срезов альциановым синим (Richard-Allan Scientific, 
США). Для проведения иммуногистохимического ана-
лиза в качестве первичных были выбраны поликлональ-
ные антитела к коллагену I типа (ab6308, Abcam, США), 
коллагену IV типа (ab6586, Abcam, Англия), ламинину 
(ab11575, Abcam, США), фибронектину (ab6328, Abcam, 
США), эластину (ab21610, Abcam, США). В целях детек-
ции была выбрана система АВС с DAB-хромогеном. 
Препараты дополнительно докрашивали гематоксили-
ном Майера. Изучение микропрепаратов проводили на 
микроскопе «Olympus СX 41» (Япония).

Для количественной оценки результатов иммуно-
гистохимического исследования применили метод 
сравнительного морфометрического анализа с по-
мощью разработанной программы DAB Proteomics 
analyzer (свидетельство о государственной реги-
страции программы для ЭВМ № 2016660185 от 
08.09.2016). Алгоритм опубликован под свободной 
лицензией GPL v.3.0 (https://github.com/meklon/DAB_
analyzer). Было отобрано не менее 6 случайных полей 
зрения для каждого изучаемого белка в децеллюля-
ризированном и нативном органе соответственно. 
Перед автоматической обработкой микрофотогра-
фии нормализовали по экспозиции и балансу белого 
с помощью программы RawTherapee. На первом эта-
пе обработки с помощью разработанного програм-
много обеспечения выделяли канал DAB-хромогена в 
мультиокрашенных срезах с помощью алгоритма цве-
товой деконволюции. На втором – оценивали площа-
ди позитивно окрашенных DAB-хромогеном участков 
образцов с оптической плотностью выше пороговой. 
Полученные данные подвергались статистической 
обработке и сохранялись программой в соответству-
ющие файлы. 

Статистическую обработку полученных данных 
осуществляли дополнительно методами вариаци-
онной статистики с использованием программы 
GraphPad Prism 6.04 (GraphPad Software, США). Ре-
зультаты морфометрии образцов для каждой пары 
изучаемых белков оценивали на наличие статисти-
чески значимых различий с помощью t-теста Стью-
дента.

Работа выполнена в рамках государственного за-
дания МЗ РФ на научные исследования и разработки 
по теме «Разработка экспериментальных образцов 
тканеинженерных конструкций на основе децеллюля-
ризированных матриксов для применения в регене-
ративной медицине».

Результаты и обсуждение. По оригинальному 
протоколу, разработанному авторским коллекти-
вом для получения ацеллюлярного матрикса сердца 
крысы [11, 12], проводили обработку органа детер-
гент-энзиматическим методом с применением 4 % 
раствора дезоксихолата натрия и ДНКазы общей про-
должительностью 24 часа. Однако данная методика 
оказалась не применима для использования у прима-
тов. Ввиду разницы в размерах органов потребова-
лась значительная модификация процедуры. С этой 
целью были внесены коррективы в протокол децел-
люляризации. Во-первых, иные, чем в сердце кры-
сы, диаметр сосудов и масса миокарда потребовали 
в несколько раз увеличить время перфузии сердца 
детергентами и энзимами. Во-вторых, поддержание 
постоянного давления в аорте, равного системному 
артериальному давлению у взрослой особи макаки-

резуса, позволило улучшить доставку рабочего рас-
твора во все камеры сердца и избежать неполной 
децеллюляризации в отдаленных от устья коронар-
ных сосудов участках сердца, таких как верхушка и 
перегородка. В то же время действующие вещества 
и концентрация рабочих растворов в оригинальном 
протоколе позволяли максимально сохранять струк-
туру внеклеточного матрикса, поэтому указанные па-
раметры изменены не были.

Начальные морфологические макроскопические 
изменения в сердце произошли после первого цикла 
обработки раствором дезоксихолата натрия и были 
наиболее выражены в правом желудочке, имеющем 
наименьшую толщину стенки. Однако левый желудо-
чек был практически без изменений, что потребовало 
проведения повторного цикла перфузии детерген-
том и повлекло за собой увеличение общего времени 
проведения процедуры. Завершали децеллюляриза-
цию воздействием свиной панкреатической ДНКазы-I 
и последующей отмывкой матрикса фосфатным бу-
ферным раствором. Итогом проведения децеллюля-
ризации было получение ацеллюлярного сердечного 
скаффолда молочно-белого цвета, размером и фор-
мой не отличающегося от нативного сердца (рис. 1).

Ба
Рис. 1. Макроскопический вид нативного сердца (А) 
и сердца после проведения децеллюляризации (Б)

Окрашивание гематоксилином и эозином не выя-
вило сохранных клеток и клеточных ядер в полученном 
матриксе, а также его значительного повреждения в 
результате процедуры (рис. 2 А, Г). Окраска пикрофук-
сином по Ван Гизону, тропная к волокнам внеклеточно-
го матрикса, позволила визуализировать коллагено-
вые волокна как в нативном сердце, так и в полученном 
ацеллюлярном матриксе. В исходных образцах их ос-
новная локализация была вокруг кардиальных сосудов 
и вокруг кардиомиоцитов. В то же время в децеллюля-
ризированном матриксе также отчетливо визуализи-
ровались базальные мембраны сосудов и тонкая сеть 
коллагеновых волокон со сходной с нативной тканью 
ориентацией и взаимным расположением (рис. 2 Б, 
Д). Флуорохромирование ядерного материала DAPI 
подтвердило данные рутинных методик гистологи-
ческого окрашивания. В нативном матриксе клеточ-
ные ядра обнаруживали в большом количестве, а в 
ацеллюлярном была выявлена лишь незначительная 
аутофлуоресценция волокон, составляющих скаф-
фолд (рис. 2 В, Е). Гликозаминогликаны во всех полу-
ченных образцах были выявлены по положительному 
окрашиванию срезов альциановым синим (данные не 
представлены). Указанные данные полностью соот-
ветствовали критериям адекватной децеллюляриза-
ции тканей, определенным P. М. Crapo и соавт. [3].
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Дополнительно было проведено иммуногисто-
химическое исследование матрикса для изучения 
качественного и количественного белкового соста-
ва. Важным условием про-
ведения децеллюляризации 
органов и тканей является 
не только сохранение струк-
турных белков, но и миними-
зация их потерь и поврежде-
ния в результате процедуры. 
Было подтверждено наличие 
в матриксе следующих бел-
ков: коллагенов I, III, IV типов, 
ламинина, фибронектина и 
эластина. Для количествен-
ной интерпретации получен-
ных в результате иммуно-
гистохимического анализа 
данных была использована 
методика оценки площади 
позитивной реакции в раз-
ных полях зрения. 

Площадь окрашивания 
коллагеном I типа в нативном 
сердце составила 55,74 % (σ=2,98), в децеллюляри-
зированном – 39,12 % (σ=7,06). Коэффициент соотно-
шения сохранившегося коллагена I типа во внеклеточ-
ном матриксе после проведения децеллюляризации 
составил 0,7. Указанный коэффициент для коллагена 
III типа составил 0,76. Площадь окрашивания колла-
геном III типа в нативном сердце – 74,11 % (σ=3,39), 
в децеллюляризированном – 56,63 % (σ=3,17). Пло-
щадь окрашивания коллагеном IV типа в нативном 
сердце составила 72,45 % (σ=5,02), в децеллюляри-
зированном – 45,11 % (σ=11,11). Коэффициент соот-
ношения – 0,61. Площадь окрашивания фибронекти-
ном в нативном сердце составила 71,73 % (σ=8,19), в 

Ба В

едг

Рис. 2. Морфологическая характеристика сердца низшего примата до (А, Б, В) 
и после (Г, Д, Е) децеллюляризации: окрашивание гематоксилином и эозином (А, Г), 

пикрофуксином по Ван Гизон (Б, Д) и DAPI (В, Е). Увеличение: об х40; ок. х40

децеллюляризирован-
ном – 8,42 % (σ=7,06). 
Коэффициент соот-
ношения – 0,11. Пло-
щадь окрашивания 
ламинином в натив-
ном сердце состави-
ла 31,06 % (σ=3,43), в 
децеллюляризирован-
ном – 22,04 % (σ=6,89). 
Коэффициент соот-
ношения сохранив-
шегося ламинина во 
внеклеточном матрик-
се после проведения 
децеллюляризации со-
ставил 0,71. Указанный 
коэффициент для эла-
стина составил 0,55. 
Содержание эласти-
на в нативном серд-
це составило 88,25 % 

(σ=5,37), в децеллюляризированном – 44,72 % 
(σ=5,06) (рис. 3). Для каждой пары исследуемых бел-
ков различие было статистически значимо (P<0,05).

Заключение. Предложен модифицированный 
детергент-энзиматический протокол децеллюляри-
зации сердца низшего примата общей продолжи-
тельностью 120 ч, позволяющий удалить клетки и 
клеточные ядра, обладающие антигенной активно-
стью. Напротив, основные структурные белки внекле-
точного матрикса, такие как коллагены I, III, IV типов, 
ламинин, эластин, за исключением фибронектина, 
сохранялись в ацеллюлярном матриксе. Целью сле-
дующего этапа исследований будет тестирование 
цитотоксических свойств получаемого матрикса и 
дальнейшая оценка возможности его использования 
в тканевой инженерии.

Рис. 3. Количественный анализ белкового состава нативных и децеллюляризированных 
сердец: Н – нативное сердце; С – децеллюляризированное сердце; 

К1 – коллаген I типа; К3 – коллаген 3 типа; К4 – коллаген 4 типа; 
Л – ламинин; Ф – фибронектин; Э – эластин

Литература/references
1.  Gilbert T. W. Strategies for tissue and organ decellulariza-

tion. Journal of cellular biochemistry. 2012;113(7):2217-
2222. https://doi.org/10.1002/jcb.24130

2.  Guyette J. P., Gilpin S. E., Charest J. M. Perfusion decel-
lularization of whole organs. Nature protocols. 2014;9(6):
1451-1468. https://doi.org/10.1038/nprot.2014.097

3.  Crapo P. M., Gilbert T. W., Badylak S. F. An overview 
of tissue and whole organ decellularization proces-
ses. Biomaterials. 2011;32(12):3233-3243. https://
doi.org/10.1016/j.biomaterials.2011.01.057

4.  Scarritt M. E., Pashos N. C., Bunnell B. A. A review of 
cellularization strategies for tissue engineering of whole 
organs. Frontiers in bioengineering and biotechnology. 
2015;3:43. https://doi.org/10.3389/fbioe.2015.00043

5.  Weymann A., Loganathan S., Takahashi H. Develop-
ment and evaluation of a perfusion decellularization por-
cine heart model. Circ J. 2011;75(4):852-860. https://
doi.org/10.1253/circj.CJ-10-0717

6.  Friedrich L. H., Jungebluth P., Sjöqvist S. Preservation 
of aortic root architecture and properties using a de-
tergent-enzymatic perfusion protocol. Biomaterials. 



410410

original  research
Experimental  medicine

Оригинальные  исследования
Экспериментальная  медицина

2014;35(6):1907-1913. https://doi.org/10.1016/j.bio-
materials.2013.11.053

7. 	 Lee P. F., Chau E., Cabello R. Inverted orientation improves 
decellularization of whole porcine hearts. Acta Biomate-
rialia. 2017;49:181-191. https://doi.org/10.1016/j.act-
bio.2016.11.047

8. 	 Ott H. C., Matthiesen T. S., Goh S. K. Perfusion-decellu-
larized matrix: using nature’s platform to engineer a bio-
artificial heart. Nature medicine. 2008;14(2):213-221. 
https://doi.org/10.1038/nm1684

9. 	 Remlinger N. T., Wearden P. D., Gilbert T. W. Procedure 
for decellularization of porcine heart by retrograde cor-
onary perfusion. Journal of Visualized Experiments. 
2012;(70):50059-50059. https://doi.org/10.3791/50059

10. 	 Sánchez P. L., Fernández-Santos M. E., Costanza S. Acel-
lular human heart matrix: a critical step toward whole 
heart grafts. Biomaterials. 2015;61:279-289. https:// 
doi.org/10.1016/j.biomaterials.2015.04.056

11. 	 Маккиарини П., Губарева Е. А., Сотниченко А. С., Ги-
левич И. В. Способ моделирования биоинженерного 
каркаса сердца в эксперименте на крысе. Патент РФ 
на изобретение № 2550286. 03.06.14 [Makkiarini P., 
Gubareva E. A., Sotnichenko A. S., Gilevich I. V. Sposob 
modelirovaniya bioinzhenernogo karkasa serdtsa v ek-
sperimente na krise. Patent RU 2550286. 03.06.2014.  
(In Russ.)].

12. 	 Сотниченко А. С., Губарева Е. А., Гилевич И. В. Де-
целлюляризированный матрикс сердца крысы как 
основа для создания тканеинженерного сердца. 
Клеточная трансплантология и тканевая инженерия. 
2013;8(3):86-94. [Sotnichenko A. S., Gubareva E. A, Gi-
levich I. V. Decellyulyarizirovannij matriks serdtsa krisi kak 
osnova dlya sozdaniya tkaneinzhenernogo serdtsa. Kle-
tochnaya transplantologiya i tkanevaya inzheneriya. – Cell 
transplantology and tissue engineering. 2013;8(3):86-94. 
(In Russ.)].

Сведения об авторах:
Сотниченко Александр Сергеевич, кандидат медицинских наук, научный сотрудник лаборатории фундаментальных исследований 	
в области регенеративной медицины; тел.: 89628518962; е-mail: alex24.88@mail.ru 
Губарева Елена Александровна, кандидат медицинских наук, зав. лабораторией; тел.: 89181327857; е-mail: g_lena82@list.ru
Куевда Елена Вячеславовна, кандидат медицинских наук, научный сотрудник; тел.: 89189351760; е-mail: elenakuevda@yandex.ru 
Гуменюк Иван Сергеевич, научный сотрудник; тел.: 89183924111; е-mail: meklon@gmail.com 
Накохов Рамазан Заурбиевич, младший научный сотрудник; тел.: 89649169763; e-mail: nrz00009@gmail.com
Орлов Сергей Владимирович, доктор медицинских наук, директор; тел.: 89186034838; e-mail: orloff-sv@mail.ru

© Коллектив авторов, 2018 
УДК 616.313.014.01
DOI – https://doi.org/10.14300/mnnc.2018.13064
ISSN – 2073-8137

ИММУНОГИСТОХИМИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ БОЛЬШИХ  
СЛЮННЫХ ЖЕЛЕЗ КРЫС ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ПАРОДОНТИТЕ
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IMMUNOHISTOCHEMICAL FEATURES OF THE LARGE SALIVARY  
GLANDS OF RATS WITH EXPERIMENTAL PERIODONTITIS
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Представлены результаты комплексного гистохимического изучения белков и полисахаридов больших слюнных 
желез при экспериментальном пародонтите у крыс. Установлено, что концевые отделы околоушных желез выстла-
ны белковыми железистыми клетками, а концевые отделы подчелюстных желез образованы железистыми клетками 
двоякого рода – белковыми и слизистыми, отличающимися друг от друга как в функциональном, так и в морфологи-
ческом отношении. При пародонтите в составе секрета слизистых клеток имелось лишь незначительное количество 
белка, а белковые клетки интенсивно секретировали мукополисахариды, начиная уже с 10-х суток эксперимента. 
Установлено, что присутствие сиаловых кислот в слизистых клетках подчелюстной и подъязычной желез и в секре-
торных клетках околоушной железы является своеобразным маркером острого пародонтита, а отсутствие в указан-
ных структурах сиаловых кислот может быть одним из признаков хронизации воспаления в тканях пародонта. 

Ключевые слова: слюнные железы, пародонтит, эксперимент 

The paper presents the results of a complex histochemical study of proteins and polysaccharides of large salivary glands 
in experimental periodontitis in rats are presented. It was established that the terminal sections of the parotid glands are 
lined with protein glandular cells, and the terminal sections of the submandibular glands are formed of glandular cells of two 
kinds – protein and mucous, differing from each other, both in functional and morphological aspects. 

With parodontitis, only a small amount of protein was present in the secretion of mucosal cells, and protein cells intensively 
secreted mucopolysaccharides starting from the 10th day of the experiment. It was found that the presence of sialic acids in 


