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Децеллюляризация органов и тканей считается 
перспективной технологией регенеративной меди-
цины, позволяющей решить проблемы органного 
донорства и назначения пожизненной иммуносу-
прессивной терапии [1, 2]. Получение в условиях 
in vitro биологических бесклеточных матриксов, 
рецеллюляризация их собственными клетками 
реципиента с последующей ортостатической им-
плантацией являются основными этапами соз-
дания тканеинженерных конструкций. При этом 
особенное внимание необходимо уделять стериль-
ности имплантируемых каркасов [3]. Уровень сте-
рильности 10–6 является “золотым” стандартом 
при выполнении хирургических операций [4]. Для 
обработки имплантируемых материалов и дости-
жения требуемого уровня стерильности использу-
ются различные химические соединения: надук-
сусная кислота, хлорид меди (II), перекись водо-
рода и сверхкритическая двуокись углерода [1, 5]. 
Однако упомянутые соединения способны влиять 
на целостность трансплантатов, обладают цито-
токсическими и иммунотоксическими свойства-
ми и не применимы для биологических объектов 
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[6–8]. Обработка матриксов надуксусной кисло-
той, например, приводит к снижению содержания 
коллагена типа IV и эластина во внеклеточном ма-
триксе [9]. В условиях потери эластичности после 
децеллюляризации дополнительное повреждение 
волокон внеклеточного матрикса (ВКМ), особен-
но для таких органов, как лёгкие, является крити-
ческим [10]. В связи с этим поиск новых методов 
обработки биологических матриксов, не влияю-
щих на структурные и биомеханические свойства, 
а также на рост и пролиферацию клеток, остаётся 
важной проблемой регенеративной медицины. 

Целью настоящего исследования явилось  
изучение влияния октенисепта и хлоргексидина 
в разных концентрациях на биологические ма-
триксы лёгких крыс для выбора оптимального 
способа дезинфекции биологических каркасов. 

Для исследования эффектов воздействия анти-
септиков на биологические матриксы лёгких крыс 
выбрано четыре группы образцов: нативные образ-
цы (группа а); образцы лёгких после децеллюляри-
зации, не обработанные растворами антисептиков 
(группа б); образцы децеллюляризированных лёг-
ких, обработанные раствором октенисепта в разве-
дении 1 : 6 (группа в); образцы децеллюляризиро-
ванных лёгких, обработанные раствором хлоргек-
сидина в разведении 1 : 10 (группа г). Концентрации 
антисептиков мы выбрали после проведения в со-
ответствии с международными рекомендациями 
[4] оценочных тестов на жизнеспособность клеток, 
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размещённых на каркасах. Эксперименты выпол-
няли после одобрения протоколов исследования 
Локальным этическим комитетом. Децеллюляри-
зацию лёгких осуществляли детергент-энзимати-
ческим методом путём последовательной перфузии 
через лёгочную артерию 1%-го водного раствора 
дезоксихолата натрия и 0,1%-го раствора тритона 
Х-100 в сочетании с вентиляцией атмосферным 
воздухом через трахею [11]. 

После децеллюляризации и обработки анти-
септиками состояние матриксов оценивали путём 
определения биомеханических и цитотоксических 
свойств каркасов; эффективность дезинфекции — 
микробиологическим методом, а также с помощью 
регистрации хемилюминесценции. Учитывая, что 
использованный протокол детально описан нами и 
верифицирован [11], дополнительное исследование 
морфологических свойств рутинными гистологиче-
скими методами и определение резидуальной ДНК 
не проводили. Спонтанную и H2O2-индуцирован-
ную хемилюминесценцию, позволяющую получить 
данные о соотношении прооксидантных и антиок-
сидантных факторов без повреждающего действия 
на биологические матриксы [12, 13], исследовали 
с помощью аппаратно-программного комплекса  
Хемилюминометр Lum-5773 (разработан на кафедре 
медицинской биофизики МГУ им. М.В. Ломоносо-
ва) для регистрации и анализа сверхслабых свето-
вых потоков. Диаметр исследуемых образцов ткани 
лёгкого составил 6,0 ± 0,1 мм, толщина 4,0 ± 0,2 мм. 
При подготовке к исследованию регистрировали 
фоновое свечение (ФС) хемилюминометра — из-
мерение интенсивности свечения контрольного 
источника в пустом кюветном отделении. Опре-
деляли площадь собственной хемилюминесцен-
ции (ПСХ) объекта, позволяющую оценить общее 
количество радикалов, образовавшихся в течение 
времени измерения, и площадь индуцированной 
хемилюминесценции (ПИХ) при введении в кювету 
100 мкл 0,3%-го раствора H2O2. Для стандартизации 
полученных результатов измерения проводили в те-
чение 100 с. Показатель ПСХ за 100 с (ПСХ100) опре-
деляли по формуле: ПСХ100 = ПСХ – ФС в воль-
тах (В). Величину ПИХ рассчитывали по формуле: 
ПИХ = ПИХt – ПСХt, где t — продолжительность 
вспышки ИХ до её выхода на плато. 

Биомеханические исследования левых долей лёг-
ких крыс проводили с помощью универсальной 
разрывной машины Instron 5965 (“Instron”, Вели-
кобритания). Перед испытаниями образцы дефор-
мировали 4 раза в фосфатном буфере на 20% от 
начальной высоты образца для удаления остатков 
воздуха. Циклические испытания на одноосное 
сжатие образцов проводили 1000 раз с предвари-
тельной нагрузкой 0,05 Н, частотой 20 циклов/мин, 

амплитудой циклов 30–70% от начальной высо-
ты образца. Испытания проводили при 30°C после 
7 дней инкубации в фосфатном буфере для групп а 
и б и в растворах антисептиков для групп в и г. 

Цитотоксические свойства каркасов оцени-
вали с помощью красителя ХТТ (2,3-бис-(2-ме-
токси-4-нитро-5-сульфофенил)-2H-тетразоли-
ум-5-карбоксанилид) согласно рекомендаци-
ям производителя (Cell proliferation assay XTT, 
“AppliChem GmbH”, Германия) через 72 ч куль-
тивирования после статической рецеллюляриза-
ции опытных и контрольных образцов крысины-
ми мультипотентными стромальными клетками. 
Цитотоксический индекс рассчитывали по мето-
дике [14], и его величину выражали в процентах.

В микробиологических исследованиях исполь-
зовали стандартные тест-штаммы микроорга-
низмов (Bacillus subtilis АТСС 6633, Escherichia coli 
АТСС 25922, Pseudomonas aeruginosa АТСС 9027, 
Staphylococcus aureus АТСС 6538-P, Candida albicans 
АТСС 885-653) в разведении 1 : 1000 стерильным 
физиологическим раствором, которые инкубиро-
вали с исследуемыми образцами в течение 14 сут. 
Контролем служили 5 образцов (по одному на 
каждый тест-штамм) питательной среды DMEM 
(“Sigma-Aldrich”, США) без добавления антими-
кробных препаратов [15].

Статистическую обработку полученных резуль-
татов проводили с использованием пакета GraphPad 
Prism, v. 6.04. Достоверность различий определяли 
с помощью критерия t Стьюдента. Статистически 
значимыми считали различия при p ≤ 0,05.

В результате микробиологических исследований 
мы установили, что при добавлении в питательную 
среду хлоргексидина и октенисепта в разведении 
соответственно 1 : 10 и 1 : 6 видимых невооружен-
ным глазом признаков роста тест-штаммов микро-
организмов на протяжении всего срока наблюде-
ния мы не зарегистрировали. Таким образом, сре-
да DMEM, содержавшая антисептики в указанных 
концентрациях, обладала бактериостатическим 
и фунгистатическим действием. 

При проведении XTT-теста мы обнаружили, 
что цитотоксический индекс каркасов группы б 
составил 21,36%, в — 60,1%, г — 7,9%. Значитель-
ное увеличение цитотоксичности матриксов при 
обработке октенисептом негативно влияет на воз-
можность рецеллюляризации, препятствует кле-
точной пролиферации на каркасах.

При исследовании биомеханических свойств 
мат риксов мы установили, что начальные пико-
вые нагрузки первых циклов образцов групп а и б 
были одинаковы: 1,25 ± 0,15; n = 5 (рис. 1). Затем 
в группе а мы зарегистрировали плавное падение 
пиковых нагрузок, что, возможно, обусловлено 
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постепенным разрушением связей коллагенового 
каркаса и клеток. У образцов группы в после на-
чального падения уровень пиковых нагрузок прак-
тически не менялся. В образцах, обработанных 
хлоргексидином и октенисептом, мы наблюдали 
падение пиковых нагрузок в начале испытаний 
(циклы 2–50), и затем уровень пиковых нагрузок 
оставался стабильным. Указанные изменения био-
механических свойств могут свидетельствовать о 
механической устойчивости образцов и отсутствии 
дополнительного повреждения коллагенового кар-
каса в результате обработки антисептиками.

При оценке хемилюминесценции (рис. 2) на-
тивных лёгких достоверных отличий показателей 
ПСХ100 по сравнению с децеллюляризированны-
ми образцами мы не выявили. После добавления 
раствора пероксида водорода наблюдали досто-
верное увеличение ПИХ децеллюляризированно-
го матрикса на 96,2% (p = 0,027). При воздействии 
раствора октенисепта в разведении 1 : 6 мы не 

обнаружили достоверных изменений параметров 
хемилюминесценции по сравнению с таковыми 
интактной ткани децеллюляризированных лёг-
ких, в то время как при обработке хлоргексидином 
в разведении 1 : 10 мы зарегистрировали увеличе-
ние ПСХ100 в 4,1 раза по сравнению с этим показа-
телем в образцах группы б (p = 0,010) при одновре-
менном снижении ПИХ на 51,4% (p = 0,010). Уве-
личение ПСХ100 при анализе хемилюминесценции 
децеллюляризированных матриксов после добав-
ления хлоргексидина может быть обусловлено све-
чением матрикса, возникающим при образовании 
гипохлорита в результате разрушения внеклеточ-
ных антиоксидантных факторов. 

Данные микробиологических исследований, 
изучение цитотоксических свойств каркасов, 
их биомеханической прочности и интенсивно-
сти хемилюминесценции позволяют считать 
концентрацию хлоргексидина при разведении 
1 : 10 достаточно эффективной для дезинфекции 

Рис. 1. Колебания пиковых нагрузок при циклическом нагружении образцов нативных лёгких (группа а), децел-
люляризованных лёгких (группа б), децеллюляризированных лёгких, обработанных хлоргексидином (группа в) 
и октенисептом (группа г) с визуализацией плотности распределения кривых при 95%CI и 50%CI (n = 5 для ка-
ждой группы).
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матриксов при наименьшем токсическом влия-
нии на клеточные линии при рецеллюляризации, 
а также оказывающей минимальное повреждаю-
щее действие на волокна ВКМ.

Источник финансирования. Работа выполнена 
в рамках комплексной НИР лаборатории фун-
даментальных исследований в области регенера-
тивной медицины ГБОУ ВПО Минздрава России 
“Клеточные механизмы регенерации интратора-
кальных органов и тканей. Разработка тканеин-
женерных конструкций с использованием био-
логических и синтетических каркасов” (приказ 
№ 145 от 29.02.2016 г.) и при поддержке Государ-
ственного задания Министерства образования и 
науки РФ (проект № 6.5882.2017/БЧ).
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Рис. 2. Показатели хемилюминесценции ткани исследуемых образцов лёгких. Обозначение групп как на рис. 1.
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In order to select the optimal method for disinfecting the scaffolds prior to decellularization using 
morphological methods (studying the biomechanical strength of extracellular matrix fibers) and analyzing 
chemiluminescence in rats, the effect of octenisept and chlorhexidine was studied at different concentrations 
on the biological matrices of the lungs before and after decellularization. Chlorhexidine at a dilution of 1:10 
possessed the least damaging properties for the matrix and most contributed to the decontamination of the 
cages for further storage and experimental studies.
Keywords: decellularization, chlorhexidine, chemiluminescence, biomechanical strength of fibers, biological 
framework.


