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Основные положения
• Гибридная децеллюляризация аллографтов в сверхкритическом СО2 с малой добавкой детер-

гента Tween 80 эффективна в снижении кальциноза.
• Особое покрытие на основе наночастиц хитозана, полученных и нанесенных из растворов 

воды, насыщенной субкритическим СО2, позволяет снизить кальциноз стандартного ГА-стабили-
зированного перикарда.

ИССЛЕДОВАНИЕ ВЛИЯНИЯ ОБРАБОТКИ АЛЛО- И КСЕНОГЕННЫХ 
БИОМАТЕРИАЛОВ В СУБ- И СВЕРХКРИТИЧЕСКОМ ДИОКСИДЕ УГЛЕРОДА 

НА СПОСОБНОСТЬ К ПОДАВЛЕНИЮ КАЛЬЦИНОЗА

Цель
Сравнительный анализ антикальцификационных свойств имплантатов на 
основе алло- и ксеноткани после обработки в сверх- и субкритическом диок-
сиде углерода (СО2).

Материалы 
и методы

Выполнена модификация сосудов крыс методом гибридной децеллюляри-
зации в сверхкритическом СО2 с детергентами и перикарда телят методом 
прямого нанесения покрытия из хитозановых наночастиц с серебром из 
растворов воды, насыщенной диоксидом углерода под давлением (угольная 
кислота). Проведено исследование кальциноза на крысах (n = 10 для каж-
дого типа образца) in vivo. Для моделирования поведения биоматериала в 
организме человека применен подход имплантации крысам их аллогенных 
модифицированных аорт. Для определения кальция в извлекаемых образцах 
использован спектрофотометрический метод оценки концентрации кальция. 
Для оценки цитотоксичности образцов перикарда с нанопокрытием – метод 
измерения импеданса клеток, заселенных на образцы биоматериалов.

Результаты

Установлено, что обработка крысиных сосудов в сверхкритическом СО2 сни-
жает отложения солей кальция на 30% по сравнению с исходным аллограф-
том. Для перикарда с покрытием из наночастиц хитозана характерно еще 
большее снижение кальциноза – биоматрица с покрытием на основе наноча-
стиц хитозана с серебром содержит 0,015 ± 0,005 мас.% солей кальция, что 
значительно ниже, чем у ГА-стабилизированного перикарда (0,070 ± 0,015 
мас.%) после эксперимента. Установлено, что биокомпозиты с нанопокры-
тием характеризуются приблизительно одинаковым клеточным индексом 
по сравнению с образцом ксеноткани без покрытия. Все образцы проявля-
ли цитостатический эффект, в том числе с нанопокрытием, что доказывает 
инкапсуляцию серебра в полимерную матрицу и обеспечивает отсутствие 
негативного влияния на организм при нормальном функционировании. По-
крытие биоматрикса на основе «пустых» наночастиц хитозана способствует 
увеличению пролиферации клеток.

Заключение

Применение сверхкритической технологии для очистки биоматериалов, а 
также создания и нанесения полимерных протекторных покрытий с целью 
усиления способности к подавлению кальциноза представляется перспек-
тивным. Использование такого подхода модификации биопротезов является 
более выигрышной стратегией относительно стандартных общепринятых 
методов их химической модификации.

ONLINE
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Aim To conduct a comparative analysis of anticalcification properties of implants based on 
allo- and xeno-tissue after treatment in super- (scCO2) and subcritical carbon dioxide.

Methods

We have performed a modification of the following structures: a) rat vessels by 
hybrid decellularization in scCO2 with detergents b) calf pericardium by direct 
coating of chitosan nanoparticles with silver from the water/carbon dioxide 
system under pressure (carbonic acid). Following that we have performed an 
in vivo calcification study on rats (n = 10 for each type of sample). To model 
the behavior of biomaterial in the human body, we have implanted allogeneic 
modified aorta into rats. To determine the calcium in the extracted samples, we 
have used spectrophotometric method to estimate the concentration of calcium. To 
assess the cytotoxicity of nanocoated pericardium samples, we have measured the 
impedance of cells populated on biomaterial samples was used.

Results

The treatment of rat vessels in supercritical CO2 reduces the deposition of calcium 
salts by 30% compared to baseline allografts. Pericardium coated with chitosan 
nanoparticles can be characterized by a significant decrease in calcification – the 
biomatrix coated with Cht_Ag/TPP contains only (0.015 ± 0.005) wt.% of calcium 
salts, which is significantly lower compared with GA-stabilized pericardium with 
(0.070 ± 0.015) wt.% after the experiment. Biocomposites with nanocoating are 
characterized by similar cellular index compared to a sample of uncoated xeno-tissue. 
All samples exhibit a cytostatic effect, including nanocoated samples (Cht_Ag/TPP), 
which proves the encapsulation of silver in the polymer matrix and ensures the absence 
of negative effects on the body during normal functioning. The coating of biomatrix 
based on hollow chitosan nanoparticles contributes to an increase in cell proliferation.

Conclusion

The use of supercritical technology for the purification of biomaterials, as well as the 
creation and application of polymer protective coatings in order to enhance the ability 
to suppress calcification looks very promising. At the same time, the use of such a 
“green” approach to the modification of bioprostheses is a more advantageous strategy 
relative to the standard generally accepted methods of their chemical modification.

Keywords
Allografts • Bioprosthetic heart valves • Calcification • Supercritical technologies 
• Cytotoxicity • Nanoparticles • Chitosan • Carbonic acid • Supercritical carbon 
dioxide
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Highlights
• Hybrid decellularization of allografts in scCO2 with a small addition of the detergent Tween 80 is 

very effective in terms of reducing calcification.
• A special coating based on chitosan nanoparticles obtained and applied from the water/subcritical 

CO2 system makes it possible to significantly reduce calcification of the standard GA-stabilized 
pericardium.
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Список сокращений
ГА – глутаровый альдегид SDS – додецилсульфат натрия

Введение
По мере расширения возможностей современ-

ной сердечно-сосудистой хирургии растет и по-
требность в скаффолдах синтетического или био-
логического происхождения для замены тканей 
реципиента, которые утратили свои морфологи-
ческие и функциональные свойства [1]. Эта про-
блема актуальна и для биологических протезов 
сосудов. Для решения данной задачи исследовате-
ли ведут поиск оптимальных источников биомате-
риала и альтернативных подходов к повышению 
его биосовместимости, тромборезистентности и 
устойчивости к кальцинозу, а также снижению 
иммуногенности. 

Одними из основных источников материалов 
для биопротезов (скаффолдов) являются ксенопе-
рикард (перикард телят, коров, свиней) и аллоген-
ная донорская ткань. Такие биоматериалы имеют 
отличные гемодинамические и механико-прочност-
ные свойства. Однако демонстрируют и значимый 
недостаток, заключавшийся в низком сроке службы 
относительно механических аналогов, что суще-
ственно ограничивает применение имплантатов с 
биоматериалами. Основными причинами отдален-
ной дисфункции имплантированных аллографтов 
и ксеногенных биопротезов клапанов сердца явля-
ются кальциноз и тканевая дегенерация [2, 3], кото-
рая представляет собой постепенно развивающий-
ся процесс износа пересаженного клапана. Однако 
частота эндокардита для аллографтов достоверно 
ниже, чем после имплантации ксеногенных био-
протезов. Тем не менее основная стратегия увели-
чения срока службы обоих типов протезов клапанов 
заключается в применении подходов, снижающих 
кальциноз биоматериалов. Так, используют очистку 
биоматериалов от клеток донора и фосфолипидов 
(децеллюляризация) [4, 5] с целью снижения им-
мунного ответа со стороны организма реципиента 
или/и нанесение протекторного антикальциевого 
покрытия [6, 7].

«Золотым стандартом» децеллюляризации 
биоткани является последовательная химическая 
обработка. Традиционно после отмывки детерген-
том на водной основе (например, додецилсульфа-
том натрия (SDS)) следует обработка в растворе 
поверхностно-активного вещества и щелочи. Этот 
подход эффективен, но подготовка матрикса та-
ким образом может занимать до нескольких дней. 
Биоматериал приходится отмывать несколько раз, 
чтобы удалить агрессивные химические агенты 
из-за их токсических свойств, более того, показа-
но, что эти химические вещества повреждают со-
единительнотканный каркас во время децеллюля-

ризации [8, 9]. В частности, SDS, являясь мощным 
агентом для лизиса клеток, разрушает конфигура-
цию белка и нативную ультраструктуру, вызывая 
уплотнение коллагена в децеллюляризованных 
клапанах сердца [10, 11].

В последнее время повышенный исследова-
тельский интерес вызывает «зеленый» подход де-
целлюляризации биотканей с применением сверх-
критического диоксида углерода (СО2) в качестве 
растворяющей и очищающей среды. Особенность 
сверхкритического СО2 заключается в том, что 
доступный и дешевый диоксид углерода можно 
сравнительно легко перевести в сверхкритическую 
фазу, которая обладает сочетанием свойств жидко-
го и газообразного состояния агрегатного вещества. 
Действительно, уже при давлениях выше Рк = 7,28 
МПа и температурах выше Тк = 31,2 °C диоксид 
углерода переходит в сверхкритическое состояние, 
при котором обладает высокой плотностью, срав-
нимой с жидкими растворителями (ρ = 0,4–1,0 г/см3 
в зависимости от P и Т), и высокими значениями 
коэффициента диффузии, характерными для газов. 
Благодаря такому уникальному сочетанию свойств 
вкупе с отсутствием поверхностного натяжения 
сверхкритический СО2 может проникать в плот-
ные материалы и действовать как мощный раство-
ритель [12]. Данный растворитель в силу относи-
тельно мягких условий существования может быть 
применим для экологически чистой и деликатной 
очистки биоматериалов.

Тем не менее для полной децеллюляризации 
биоматериалов различной природы обработки в 
чистом сверхкритическом СО2 бывает недоста-
точно. Ранее нами показана эффективность ги-
бридного подхода децеллюляризации ксеноген-
ных яремных вен быка [13] и человеческих ал-
лографтов [14]. Суть такого гибридного подхода 
состоит в экспресс-предобработке в химическом 
детергенте SDS (1 ч) с последовательной цикли-
ческой обработкой в многокомпонентной системе, 
основу которой составляет сверхкритический СО2 
(~99 об.%) и малая добавка (1 об.%) неионогенно-
го биосовместимого детергента (Tween 80), воды 
и этанола. Гибридный подход позволил, с одной 
стороны, удалить клетки из ткани, а с другой, зна-
чительно изменить структуру и улучшить механи-
ко-прочностные свойства биоматериалов с точки 
зрения моделирования свойств нативного клапана 
человека. Ожидается, что, поскольку удается до-
биться эффективной децеллюляризации, модифи-
кация биоматериалов таким методом можно значи-
тельно снизить их кальциноз.

Другой основной стратегией снижения кальци-
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частиц из растворов воды, насыщенной диоксидом 
углерода под высоким давлением (угольной кисло-
той) (на модели ГА-перикарда).

Материалы и методы
Объектами исследования стали: крысиные ал-

лографты – аорты крыс – и образцы перикарда 
телят, стабилизированного ГА (матрицы ГА-ста-
билизированного перикарда), квадратной формы 
площадью 1 × 1 см2 и толщиной 0,4–0,5 мм. Об-
разцы аорты крыс модифицировали как химиче-
ским, так и новым гибридным методом с исполь-
зованием сверхкритического диоксида углерода. 
Для модификации использовали следующие мате-
риалы: детергенты – SDS, Tween 80 (Sigma-Aldrich, 
США), хитозан (#448869, Sigma-Aldrich, США), 
химические сшиватели – ГА и триполифосфат на-
трия. Также применяли нитрат серебра – AgNO3 
(Sigma-Aldrich, США; номер по каталогу 10220) – в 
качестве прекурсора металла. На протяжении всего 
эксперимента использовали сверхчистые CO2, H2 
(> 99,997%; Linde Gas Rus, Россия) и свежеионизи-
рованную воду (Milli-Q Synthesis, США).

Крысиные аорты извлечены из животных под 
наркозом, затем отмыты в стерильном физрастворе. 
Классическую химическую модификацию крыси-
ных аорт и перикарда телят производили согласно 
методике, одобренной для хирургической практики 
в ФГБУ «НМИЦ ССХ им. А.Н. Бакулева» Минздра-
ва России. Как правило, для ксеноперикарда этот ме-
тод включает первичную очистку биоматериала от 
остатков слизистой оболочки и крови, дальнейшую 
стабилизацию в 0,625% водном растворе ГА и про-
мывку (децеллюляризацию) 1% раствором додецил-
сульфата натрия и буфером HEPES (Sigma-Aldrich, 
США). Децеллюляризацию крысиных аорт прово-
дили в три этапа общей продолжительностью около 
70 ч. Первым этапом выполняли экспозицию аорт 
в растворе детергента дигитонина (0,1 об./об. %) 
и ЭДТА (10 ммоль/л) при комнатной температуре 
и атмосферном давлении в течение 48 ч. Вторым 
этапом аорты промывали от остатков растворителя 
в физиологическом растворе в течение 15 мин. На 
третьем этапе стерилизовали в растворе антибио-
тика в течение 24 ч. Затем образцы многократно 
отмывали и хранили для последующего подкожно-
го подсаживания крысам. Гибридный метод заклю-
чался в легкой кратковременной (1 ч) экспозиции 
образцов в растворе детергента SDS с последую-
щей очисткой в растворе сверхкритического СО2 
с добавлением смеси малого количества (1 об.%) 
биосовместимых сорастворителей (вода, этанол) и 
неионогенного детергента Tween 80. Обработку в 
сверхкритическом СО2 проводили в герметичном 
автоклаве объемом 300 мл двумя циклами по 45 
мин с накачкой давления до Р1 = 17 МПа и сбросом 
до Р0 = 9 МПа с выдерживанием температуры в си-

ноза является создание протекторного антикальци-
евого покрытия, которое предотвращает непосред-
ственный контакт с кровью коллагеновых фибрилл 
основы биопротеза. В литературе представлены 
исследования различных по составу и строению 
протекторных покрытий, которыми обрабатывали 
стабилизированный глутаровым альдегидом (ГА) 
ксеногенный перикард. Среди наиболее эффектив-
ных стоит выделить следующие полимерные по-
крытия: на основе альфа-аминоолеиновой кислоты 
– после 4 мес. имплантации обработанные данной 
кислотой створки кальцифицируются меньше, чем 
в контроле (5,5 ± 3,0 против 91,2 ± 19,5 мг/г соот-
ветственно; p = 0,0004) [15], гепарина – обработка в 
4–5 раз снижала кальциноз при подкожной имплан-
тации крысам [16], сочетания с ПЭГ [17], гиалуро-
новой кислотой, хитозаном – снижение кальциноза 
с 10,5 ± 1,3 до 1,1 ± 0,3 мг/г. Также эффективными 
могут быть покрытия на основе низкомолекуляр-
ных веществ, например покрытых солями металлов 
(FeCl3, AlCl3) [18, 19], или бисфосфонатами [20].

В целом подходы, основанные на модифика-
ции ГА-перикарда полимерами, более предпочти-
тельны, поскольку можно ожидать, что такое по-
крытие более устойчиво в силу цепного строения 
молекул и гибкости цепи. Нами ранее разработан 
метод нанесения хитозановых покрытий на ГА-пе-
рикард из самонейтрализующейся и биологически 
безопасной среды – угольной кислоты под давле-
нием [21]. Показано, что хитозановое покрытие 
почти на порядок относительно ГА-перикарда, 
децеллюляризованного с помощью SDS, снижает 
кальциноз, что обеспечивается как маскированием 
остаточных альдегидных групп, в том числе вну-
три микропористой матрицы, так и очисткой ткани 
в среде угольной кислоты. Перспективным выгля-
дит способ нанесения особого покрытия на основе 
хитозановых наночастиц, дополненных антими-
кробными веществами. Так, покрытие на основе 
наносфер хитозана с внедренными наночастицами 
серебра способно увеличить механическую проч-
ность матрицы, а также придать усиленный анти-
микробный эффект со свойством интеллектуаль-
ного отклика [22].

Исходя из представленных в литературе мето-
дов модификации биоматериалов для снижения 
кальциноза, можно сделать вывод, что научно-ис-
следовательский интерес представляют новые ме-
тоды и подходы с использованием нетоксичных 
растворителей. Целью настоящего исследования 
является изучение влияния обработки биоматериа-
лов растворителями на основе диоксида углерода 
под давлением (сверхкритический СО2, угольная 
кислота) на способность к подавлению кальциноза. 
При этом тестировали два подхода: гибридную де-
целлюляризацию (на модели крысиных аллограф-
тов) и нанесение покрытия из хитозановых нано-
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стеме 39 °С. Более детально метод очистки описан 
в опубликованной ранее работе [14].

Исследовали структуру поверхности аорт до и 
после децеллюляризации методом сканирующей 
электронной микроскопии с использованием по-
левого эмиссионного микроскопа Hitachi SU 8000 
(Hitachi, Япония). Образцы фиксировали в растворе 
2% ГА в 0,1 М буфере HEPES-NaOH (рН 7.2), про-
мывали тем же буфером и высушивали путем по-
степенной замена воды этанолом с последующим 
удалением этанола. Чтобы избежать поверхностных 
капиллярных эффектов, возникающих в результате 
обычного удаления этанола из образца ткани че-
рез границу раздела фаз жидкость/газ, этанол был 
удален потоком сверхкритического CO2 при деком-
прессии. Образец извлекали из реактора, устанавли-
вали на 25-миллиметровую алюминиевую заглушку 
и фиксировали с помощью токопроводящей угле-
родной краски. Поверхность была покрыта тонкой 
пленкой (7 нм) из сплава платина/палладий (80/20) 
методом магнетронного распыления [23]. Изобра-
жения получены в режиме вторичных электронов 
при ускоряющем напряжении 2 кВ на рабочем рас-
стоянии 8–10 мм. Поверхность образцов исследова-
ли при увеличении от × 100 до × 50 000.

Перикард телят стабилизировали и децеллюля-
ризировали согласно классическому методу с ис-
пользованием ГА и SDS. ГА-стабилизированные 
матрицы перикарда модифицировали путем на-
несения полимерного покрытия, основу которого 
представляли хитозановые наносферы с внедрен-
ными наночастицами серебра. Наночастицы хито-
зана получали методом ионного гелирования в рас-
творе угольной кислоты. Нанесение покрытия так-
же происходило в растворе угольной кислоты под 
давлением. Раствор наночастиц в угольной кислоте 
получали поэтапно в герметичном реакторе, в кото-
ром воду насыщали СО2 под давлением р = 30 МПа 
для получения 0,7 вес.% раствора хитозана. После 
растворения реактор вскрывали и добавляли пре-
курсор серебра (AgNO3) из расчета 1 ион серебра 
на 10 звеньев хитозана (образец низкомолекулярно-
го хитозана #448869 был использован для получе-
ния таких частиц). После раствор вновь насыщали 
СО2 до давления 30 МПа и выдерживали систему 
при 25 °C и перемешивании в течение 1–2 дней. За-
тем в раствор добавляли ионногенный сшиватель 
триполифосфат натрия так, чтобы соотношение 
сшивателя к полимеру было 1:6, дополнительно 
сначала закачивая Н2 до давления 1 МПа для ка-
тализа процесса формирования металлических на-
ночастиц, затем раствор насыщали СО2. Такое со-
отношение сшивателя выбрано исходя из выявлен-
ных оптимальных условий получения наночастиц 
в угольной кислоте с точки зрения их стабильно-
сти, по этой же причине был выбраны хитозановый 
материал низкой молекулярной массы и давление 

СО2 в бифазной системе p = 30 МПа. Покрытие на 
ГА-перикарде получали путем прямого нанесения 
из полученного раствора составных наночастиц 
хитозана в растворе угольной кислоты при p = 30 
МПа и температуре 25 °С, в результате чего были 
получены гибридные матриксы ГА-перикарда с 
новым покрытием. Детальное описание методики 
получения полимерных наночастиц и их нанесения 
на матрицы ГА-перикарда представлено ранее [22].

Из-за быстрого метаболизма крыс в качестве 
экспресс-тестирования in vivo с относительно 
короткими временными характеристиками каль-
цификации мы выбрали подкожные тесты. Об-
разцы биоматериалов (1 × 1 см2 для перикарда и 
1 см куски аорт) вместе с контрольными образ-
цами были подкожно имплантированы крысам 
линии Wistar массой 180 ± 10 г (рис. 1). Образцы 
перикарда попарно (образец с покрытием и без 
него), симметрично относительно позвоночника 
имплантированы в центральную область спины 
животного. Крысиные аорты имплантированы по-
парно (исследуемый образец – контрольный) для 
каждого типа образца симметрично относитель-
но позвоночника, в центральную область спины, 
в область лопаток и таза животного. На каждый 
тип образца приходилось по десять крыс. Каждая 
крыса получала одновременно два образца пери-
карда – ГА-перикард и ГА-перикард с покрытием 
на основе наночастиц хитозана с серебром – и три 
образца аорт (нативная, классическая, гибридная 
очистка). Операции проведены под анестезией 
золетилом. После имплантации животных содер-
жали в нормальных условиях, с кормлением ad 
libitum. В рацион входил регулятор кальция эр-
гокальциферол (витамин D2). Через 4 мес. после 
имплантации образцы были изъяты, у следов вос-
палительной реакции не обнаружено. 

Эксперименты с животными были выполнены 

Рисунок 1. Схема эксперимента: модификация ГА-пери-
карда прямым нанесением покрытия на основе наночастиц 
хитозана с серебром из раствора в угольной кислоте с по-
следующей подкожной имплантацией образцов крысам для 
проведения эксперимента in vivo
Figure 1. Design of the experiment: Modification of GA-
pericardium by direct coating with ChtAgTPP nanoparticles in 
carbonic acid solution, followed by implantation into rats for in 
vivo testing
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в соответствии с Директивой 2010/63/EU Европей-
ского парламента и Совета Европейского Союза от 
22 сентября 2010 г. о защите животных, исполь-
зуемых в научных целях. Протокол исследования 
одобрен ФГБУ «НМИЦ ССХ им. А.Н. Бакулева» 
Минздрава России в соответствии с внутренними 
рекомендациями по уходу и использованию лабо-
раторных животных.

Для определения кальция в извлекаемых об-
разцах использован спектрофотометрический ме-
тод оценки концентрации кальция. Образцы были 
полностью переведены в раствор путем кислотного 
гидролиза в 1 M HCl (соляная кислота). Образцы 
взвешивали и помещали в 300 мкл раствора 1 M 
HCl. Затем аликвоты гидролизата объемом 30 мкл 
помещали в отдельные микропробирки (1,5 мл) и 
высушивали в течение 24 ч при 50 °С для удаления 
избытка кислоты. К сухому остатку добавляли 100 
мкл реагента «Арсеназо III» (набор «Кальций АС 
ДиаС», АО «ДИАКОН-ДС», Россия). Далее образ-
цы помещали в шейкер-термостат и инкубировали 
5 мин при 37 °С. Затем аликвоты перемещали в 
96-луночный планшет и регистрировали оптиче-
скую плотность при 620 ± 25 нм на планшетном 
ридере Tecan Infinite F200 (Tecan, Швейцария). Рас-
чет концентрации проводили по калибровочному 
графику, используя стандартный раствор хлорида 
кальция (2,5 ммоль/л).

Для оценки возможной цитотоксичности по-
крытия на основе наночастиц хитозана с серебром 
применен метод измерения импеданса клеток, за-
селенных на биоматриксы. Для мониторинга про-
лиферации клеток в режиме реального времени ис-
пользован прибор xCELLigence RTCA-SP (Agilent 
Technologies, США). В лунку E-Plate со встроен-
ными золотыми электродами вносили суспензию 
320 мкл среды DMEM (с бычьей фетальной сыво-
роткой и раствором антибиотика-антимикотика), 
содержащей 3 × 105 клеток костномозговых моно-
нуклеаров. Затем определяли фоновый импеданс 
и помещали исследуемый образец коллагеновой 
ткани, модифицированной наночастицами. Опре-
деляли косвенное значение клеточного индекса, 
связанное с изменением значений импеданса при 
прохождении переменного тока через лунки с об-
разцами, что прямо пропорционально истинному 
значению клеточного индекса, то есть отношение 
прироста или снижения количества клеток к ис-
ходному количеству клеток. Измерения проводи-
ли в течение 96 ч. В качестве контроля по измене-
нию клеточного индекса использовали лунки без 
исследуемых образцов (только суспензия клеток в 
среде). Каждый образец изучали в 5 повторах.

Результаты
Мы применяли подход, моделирующий имплан-

тацию исходного аллографта, а также аллографта, 

прошедшего специальную очистку от клеток с ис-
пользованием сверхкритического СО2, на мелких 
лабораторных животных. Поскольку в настоящий 
момент в кардиохирургической практике широко 
используются два типа биопротезов – аллографты 
и химически стабилизированные ГА протезы из 
ксеногенного перикарда, исследовательский ин-
терес вызывает изучение возможности снижения 
кальциноза за счет обработки биотканей в специ-
альных растворителях на основе диоксида углеро-
да под высоким давлением. 

Получены статистически значимые различия в 
кальцинозе для модифицированных и немодифи-
цированных биоматериалов (рис. 2). Для очищен-
ных дигитонином и ЭДТА аллогенных аорт наблю-
далось снижение кальциноза на 15% (p = 0,03) по 
сравнению с нативными образцами, а для очищен-
ных гибридным методом – на 30% по сравнению с 
исходным аллографтом (p = 0,03).

Косвенно можно оценить эффективность де-
целлюляризации такого гибридного подхода при 
сравнении изображений поверхностей аллограф-
тов до и после модификации, полученных мето-
дом сканирующей электронный микроскопии 
(рис. 3). Действительно, поверхность аорты после 
обработки более детализированная, с отчетливым 
изображением коллагеновых фибрилл. Таким об-
разом, такой подход позволяет, с одной стороны, 
эффективно децеллюляризировать ткань, прямым 
следствием чего является значимое снижением 
кальциноза.

Для перикардиальных образцов с покрытием 
на основе наночастиц хитозана с серебром и без 
такового выявлено еще более значимое отличие 
в показателях кальциноза (p = 0,005). Количество 
нерастворимых солей кальция, отложившихся на 
разных типах образцов биоматериалов, статисти-
чески значимо различалось. Средние значения 

Рисунок 2. Относительное количество солей кальция, от-
ложившихся в аллографтах после модельного эксперимен-
та на крысах
Figure 2. Relative amount of calcium salts deposited into 
allografts after model experiment on rats
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количества солей кальция, адсорбированных на 
образцах перикарда с покрытием на основе нано-
частиц хитозана с серебром, и стандартного био-
материала, применяемого в качестве основы запи-
рательного элемента биопротеза (ГА-перикард), 
представлены на рис. 3. 

Обнаружено, ГА-перикард с покрытием на осно-
ве наночастиц хитозана с серебром содержит только 
0,011 ± 0,004 мас.% солей кальция после проведе-
ния 4-месячного модельного эксперимента in vivo 
на крысах. Это примерно на два порядка ниже, чем 
для нативного коллагенового матрикса, и на порядок 
ниже, чем для применяемого в настоящий момент 
ГА-перикарда без покрытия (0,070 ± 0,010 мас.%) со-
лей кальция (рис. 4). Для каждой конкретной крысы 
кальцификация в образцах с покрытием всегда была 
значительно ниже, чем в контрольных образцах.

Поскольку показано, что ГА-перикард с покры-
тием из составных хитозановых наночастиц об-
ладает выраженным антимикробным эффектом, в 
связи с токсичностью наночастиц Ag, инкапсули-
рованных в полимерные частицы, важно было про-
тестировать цитотоксичность образцов перикарда с 
данным покрытием.

Исследование цитотоксичности биоимплантов 
показало, что как образцы без покрытия, так и с 
покрытием на основе наночастиц биосовмести-
мы, так как в среднем их клеточный индекс выше 
индекса контрольного образца. Биокомпозиты с 
нанопокрытием характеризуются приблизительно 
одинаковым клеточным индексом по сравнению с 
образцом ксеноткани без покрытия. Все образцы 
проявляют цитостатический эффект, в том числе 
с покрытием на основе наночастиц хитозана с се-
ребром, что доказывает инкапсуляцию серебра в 
полимерную матрицу и обеспечивает отсутствие 
негативных эффектов для организма при нормаль-
ном функционировании. Покрытие биоматрикса на 
основе «пустых» наночастиц хитозана способству-
ет увеличению пролиферации клеток (рис. 5).

Обсуждение
Снижение количества солей кальция, отложив-

шихся в образцы аллографтов, децеллюляризиро-
ванных гибридным подходом в среде сверхкри-
тического СО2, связано с эффективной очисткой 
биоткани от клеточных остатков и фосфолипидов, 
являющихся потенциальными центрами развития 
кальциноза. Во время экспозиции биоматериала в 
автоклаве высокого давления в растворе сверхкри-
тического СО2 образуется высокомобильная и ко-
леблющаяся смесь мицелл из молекул детергента 
и воды по типу «вода в масле» – в этом случае с 

Рисунок 4. Относительное количество солей кальция, от-
ложившихся в ГА-перикарде без покрытия и с покрытием 
на основе наночастиц хитозана с серебром после модельно-
го экспериментах на крысах
Figure 4. The relative amount of calcium salts deposited into 
the GA-pericardium, with and without Cht_Ag/TPP coating 
after model experiments on rats

Рисунок 5. Зависимость клеточного индекса от времени. ▼ 
– контроль, без биоматрикса, ▲ – биоматрикс без покры-
тия, ● – биоматрикс с покрытием хитозан/триполифосфат 
натрия, ■ – биоматрикс с покрытием на основе наночастиц 
хитозана с серебром 
Figure 5. Dependence of the cellular index on time. ▼ – Control 
sample, without biomatrix ▲ – biomatrix without coating, ● – 
biomatrix with Cht/TPP coating, ■ – biomatrix with ChtAgTPP 
coating 

Рисунок 3. СЭМ-микрографии поверхностей нативного 
крысиного аллографта (A, C) до и после гибридной децел-
люляризации (B, D). Верхний ряд изображений – увеличе-
ние ×10 000, нижний ряд – ×20 000. 
Figure 3. SEM micrographs of native rat allograft surfaces (A, 
C) before and after hybrid decellularization (B, D). Upper row 
of images: magnification – ×10 k, lower row – ×20 k.
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нормальном давлении [26]. В настоящем способе 
влияние высокого давления, по-видимому, является 
значительным. Вероятно, высокое давление способ-
ствует проникновению хитозановых наночастиц в 
глубокие поры коллагеновой матрицы, обеспечивая 
тем самым особенно тщательную модификацию 
ткани. Кроме того, в среде угольной кислоты также 
идут процессы вымывания клеточных остатков и 
фосфолипидов, аналогично тем, которые протекают 
во время гибридной децеллюляризации в сверхкри-
тическом СО2.

Заключение
Исходя из проведенных исследований на моде-

ли крысиных аллографтов, можно заключить, что 
гибридная обработка аллографтов с применением 
сверхкритического СО2 наиболее предпочтительна 
с точки зрения снижения кальциноза, даже в срав-
нении с эффективными химическими методами 
децеллюляризации, поскольку позволяет очищать 
ткань, удаляя клетки, фосфолипиды и клеточные 
остатки, являющиеся потенциальными центрами 
кальциноза. При этом также эффективным остает-
ся подход прямого нанесения хитозановых нано-
частиц на биоткань под давлением из растворов в 
угольной кислоте на ГА-стабилизированную ткань 
перикарда. Такой способ позволяет значительно 
снизить кальциноз относительно стандартного 
ГА-стабилизированного перикарда. 

Таким образом, можно заключить, что синтез 
двух подходов, эффективной децеллюляризации 
аллографтов в сверхкритическом СО2 с последую-
щей сшивкой биоткани и нанесением протекторно-
го антикальциевого покрытия из растворов воды, 
насыщенной субкритическим СО2, обладает значи-
тельными перспективами в решении важной науч-
но-практической задачи повышения срока службы 
биопротезов, применяемых в кардиохирургии.
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тергента. Действительно, в сочетании со сверхкри-
тическим CO2 такая сложная система содержит на-
норазмерные капли воды, заключенные в мицеллы, 
которые благодаря высокому давлению обладают 
высокой проникающей способностью и эффектив-
но промывают ткань по всей толщине образца [13]. 
Эта полярно-неполярная смесь, по-видимому, эф-
фективна при экстракции полярных, неполярных и, 
в частности, амфифильных клеточных остатков, что 
также косвенно подтверждено сравнительным ана-
лизом СЭМ-микрографий поверхности образцов 
нативных аллографтов и обработанных в растворе 
системы со сверхкритическим СО2 (см. рис. 3). 

Нанесение протекторного полимерного покрытия 
на основе наночастиц из раствора угольной кислоты 
под давлением способствует не только улучшению 
механико-прочностных свойств биоткани, дополни-
тельному усилению антимикробных свойств [22], но 
и значительному (почти на порядок) снижению каль-
циноза. Важно отметить, что хитозан известен как 
биоразлагаемый материал. Тем не менее покрытие 
на основе наночастиц хитозана подавляет кальци-
фикацию в течение всего периода 4-месячных под-
кожных тестов на крысах, что является относительно 
длительным периодом, принимая во внимание бы-
стрый метаболизм крыс. Скорее всего, хитозановые 
наночастицы связаны с коллагеновой матрицей по-
средством связей основания Шиффа с остаточными 
группами ГА. Таким образом, ГА-перикард с покры-
тием на основе наночастиц хитозана представляет 
собой стабильный материал, устойчивый к возмож-
ному биологическому разложению [24].

Полученные нами данные о снижении кальци-
фикации перикарда, обработанного хитозановыми 
наночастицами, сопоставимы со значениями, полу-
ченными нами ранее при нанесении обычного хито-
занового покрытия [21], а также представленными 
ранее в работах, в которых использовали хитозан, 
растворимый при нейтральном рН, который вряд ли 
должен быть достаточно стабильным на биопроте-
зах клапанов сердца в магистральном кровотоке во 
время длительного периода функционирования [25]. 
Наше покрытие на основе наночастиц адсорбирует-
ся из углекислоты при высоком давлении. Хитозан 
самопроизвольно теряет заряд после декомпрессии 
– макромолекулы депротонируются. Таким образом, 
без какой-либо нейтрализации щелочью он боль-
ше не растворим в нейтральных средах, таких как 
плазма крови, и должен быть достаточно стабиль-
ным. Поэтому мы считаем, что этот метод является 
более перспективным по сравнению с ранее запа-
тентованным, при котором уменьшение кальцифи-
кации в 20–40 раз было достигнуто за счет нанесе-
ния электростатически стабилизированного бислоя 
производных хитозана из водных растворов при 
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