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Основные положения
• Технология предимплантационного хранения биопротезов играет ключевую роль в профи-

лактике послеоперационных осложнений в сердечно-сосудистой хирургии. Разработанный спо-
соб «сухого хранения» с применением глицерола позволяет исключить водную фазу, тем самым 
снижая риск повреждения коллагеновой матрицы при хранении и транспортировке биоматериала. 
Глицеролизация сохраняет ключевые физико-механические и гемосовместимые характеристики 
биоткани, не оказывая негативного влияния на ее биосовместимость.

СПОСОБ «СУХОГО» ХРАНЕНИЯ БИОЛОГИЧЕСКИХ ПРОТЕЗОВ ДЛЯ 
СЕРДЕЧНО-СОСУДИСТОЙ ХИРУРГИИ

Цель Разработка технологии «сухого хранения» биологической ткани с использо-
ванием глицерола и оценка эффективности технологии в эксперименте.

Материалы 
и методы

Ксеноперикардиальные лоскуты, консервированные диглицидиловым эфи-
ром этиленгликоля, предоставленные АО «НеоКор», погружали в 57%-ый 
раствор глицерина на 24 часа, затем выдерживали в вакуумной камере при 
отрицательном давлении 700 мбар в течение 6 часов. После полного высыха-
ния лоскуты ксеноперикарда подвергали стерилизации этиленоксидом при 
температуре 37 °С. Оценивали: физико-механические, гемосовместимые, 
цитотоксические свойства, кальций связывающий потенциал биоматериала 
после этапа глицеризации, а также циклостойкость и гидродинамические ха-
рактеристики в динамике до 200 млн. циклов. 

Результаты

Процесс глицеролизации не оказал негативного влияния на свойства биома-
териала. Относительно удлинение биоматериала увеличилось на 27,6% (p = 
0,02), при этом жесткость биоткани не изменилась. При подкожной имплан-
тации биоматериала крысам на сроках имплантации до 60 суток в образцах, 
обработанных глицерином, очагов кальцификации не обнаружено. Величина 
гемолиза эритроцитов после контакта с глицеролизованными образцами не 
превысила 0,2%, при допустимом показателе 2%. Процесс глицеролизации 
и последующей сушки не оказывает негативного влияния на тромбоциты и 
позволил значительно снизить цитотоксическое действие при условии крат-
ковременной, в течение 5 минут, отмывки биоматериала в физ. растворе. Био-
протезы клапана сердца «Юнилайн» 25 и 30 типоразмеров успешно прошли 
испытания в 200 млн. циклов. В тоже время для обоих протезов 19 размера 
отмечено исходно относительно высокие показатели среднего транспротез-
ного градиента, которые увеличились в 3–4,7 раза к отметке 200 мл. циклов. 

Заключение

Разработанная технология «сухого» хранения, основанная на глицеролиза-
ции биоматериала, не оказывает негативного влияния на физико-механиче-
ские, био- и гемосовместимые свойства биопротезов, не вызывает кальци-
фикации биоткани в эксперименте на лабораторных животных и не снижает 
устойчивость к циклическим нагрузкам в динамике до 200 млн. циклов.

Ключевые слова Биопротезы • Сердечно-сосудистая хирургия • Глицерол • Гемосовместимость 
• Кальцификация • Циклостойкость • Гидродинамические показатели
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Aim Development of a technology for “dry storage” of biological tissue using glycerol 
and evaluation of the effectiveness of the technology in an experiment.

Methods

Xenopericardial patches preserved with ethylene glycol diglycidyl ether, provided 
by NeoCor JSC, were immersed in a 57% glycerol solution for 24 hours, then 
kept in a vacuum chamber at a negative pressure of 700 mbar for 6 hours. After 
complete drying, the xenopericardial flaps were sterilized with ethylene oxide 
at a temperature of 37 °C. The following were assessed: physicomechanical, 
hemocompatible, cytotoxic properties, calcium-binding potential of the biomaterial 
after the glycerolization stage, as well as cycle resistance and hydrodynamic 
characteristics in dynamics up to 200 million cycles.

Results

The glycerolization process did not have a negative effect on the properties of the 
biomaterial. Relative elongation of the biomaterial increased by 27.6% (p = 0.02), 
while the rigidity of the biotissue did not change. During subcutaneous implantation 
of the biomaterial in rats at implantation periods of up to 60 days, no calcification 
foci were found in the samples treated with glycerol. The amount of hemolysis of 
erythrocytes after contact with glycerolized samples did not exceed 0.2%, with 
an acceptable rate of 2%. The process of glycerolization and subsequent drying 
does not have a negative effect on platelets and made it possible to significantly 
reduce the cytotoxic effect, provided that the biomaterial is briefly washed in 
saline for 5 minutes. The Uniline heart valve bioprostheses of sizes 25 and 30 have 
successfully passed tests of 200 million cycles. At the same time, for both size 19 
prostheses, initially relatively high values of the average transprosthetic gradient 
were noted, which increased by 3–4.7 times to the 200 ml cycles mark.

Conclusion

The developed technology of “dry” storage, based on glycerolization of 
biomaterial, does not have a negative effect on the physical and mechanical, bio- 
and hemocompatible properties of bioprostheses, does not cause calcification of 
biotissue in an experiment on laboratory animals and does not reduce resistance to 
cyclic loads in dynamics up to 200 million cycles.

Keywords Bioprostheses • Cardiovascular surgery • Glycerol • Hemocompatibility • 
Calcification • Cycle resistance • Hydrodynamic parameters
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гипоксантин, аминоптерин, тимидин

ОТП
ФСБ

–
–

обогащенная тромбоцитами плазма
фосфатно-солевой буфер

Введение
При хирургическом лечении врожденных и 

приобретенных пороков сердца, а также в сосу-
дистой хирургии активно и успешно применяют 

биологические протезы из тканей животного про-
исхождения [1–5]. У биологических протезов есть 
ряд преимуществ перед искусственными замени-
телями из синтетических материалов – низкий 

Highlights
• The technology of pre-implantation storage of bioprostheses plays a key role in the prevention of 

postoperative complications in cardiovascular surgery. The developed method of “dry storage” using 
glycerol allows to exclude the aqueous phase, thereby reducing the risk of damage to the collagen 
matrix during storage and transportation of the biomaterial. Glycerolization preserves the basic physical, 
mechanical and hemocompatible characteristics of the biotissue, without having a negative effect on its 
biocompatibility.
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го скота, консервированных диглицидиловым эфи-
ром этиленгликоля, предоставленные АО «НеоКор» 
(Кемерово, Россия). Ксеноперикардиальные лоску-
ты предварительно отмывали трижды в течение 15 
мин 3-х кратным количеством дистиллированной 
воды. Далее лоскуты подвергали глицеролизации 
по разработанной технологии [16], для чего био-
материал погружали в 57%-ый раствор глицерола 
на 24 часа. После завершения процесса глицеро-
лизации образцы биоматериала выдерживали в ва-
куумном эксикаторе (камере) при отрицательном 
давлении 700 мбар при комнатной температуре в 
течение 6 часов. После полного высыхания лоску-
ты ксеноперикарда помещали в двойную упаковку 
для стерилизации и подвергали стерилизации эти-
леноксидом при температуре 37 °С.

В качестве контроля использовали ксенопери-
кардиальные лоскуты без дополнительного этапа 
глицеролизации.

Оценка физико-механических свойств 
Испытания биоматериала проведены на универ-

сальной испытательной машине серии Z (Zwick/
Roell, Германия), с использованием датчика с но-
минальной силой 50 Н с пределом допустимой по-
грешности ± 1%, скорость перемещения траверсы 
при испытании 50 мм/мин. Предел прочности ма-
териала оценивали, как максимальное напряже-
ние при растяжении (МПа) до начала разрушения. 
Упруго-деформативные свойства материала оцени-
вали по относительному удлинению до начала раз-
рушения образца (%) и модулю Юнга (МПа), ко-
торый определяли в диапазонах физиологического 
давления (80–120 мм рт. ст.).

Оценка гемосовместимости глицеролизованных 
лоскутов ксеноперикарда

Определение величины гемолиза эритроцитов
Оценку гемолиза эритроцитов проводили по-

сле контакта с поверхностью глицеролизованных 
образцов ксеноперикарда. Для этого использовали 
свежую донорскую кровь с добавлением 3,8% ци-
трата натрия в соотношении 1:9 (цитрат: кровь). 
Исследуемые образцы размером 25 см2 в количе-
стве 10 шт. для каждого вида материала помещали 
в полипропиленовые емкости (бюксы), содержащие 
10 мл физиологического раствора. Бюксы ставили в 
термостат на 120 мин. при температуре 37 °С. В ка-
честве положительного и отрицательного контролей 
использовали физиологический раствор и дистил-
лированную воду, соответственно. Через два часа 
после инкубации в каждый бюкс добавляли по 200 
мкл цитратной крови и снова помещали в термостат 
на один час при 37 °С. После инкубации полимер-
ные образцы изымали из бюксов в соответствующие 
пробирки и центрифугировали в течение 10 минут 
при 2 800 об/мин с целью осаждения эритроцитов. 

риск тромбоэмболических осложнений, протез-
ного эндокардита, острых дисфункций, а также 
отсутствует необходимость в пожизненном прие-
ме антикоагулянтов [6–8]. Длительность и успеш-
ность функционирования биопротеза в организме 
пациента зависит от многих факторов, и частно-
сти, от технологий консервации биоматериала и 
предимплантационного хранения [8].

Доставка биологических протезов в сердеч-
но-сосудистые центры и хранение до момента им-
плантации пациенту, в большинстве случаев, осу-
ществляется в различных растворах – глутаровый 
альдегид [9], 2-3-бис(гидроксиметил)-хинокса-
лин-1,4-диоксид [10], парабены [11] и т.п. Приме-
нение водных растворов требует строгого соблюде-
ния температурного режима, т.к. температура ниже 
+5 °C может приводить к образованию кристаллов 
льда, и, как следствие, к риску повреждения кол-
лагеновой матрицы биопротеза и стать причиной 
дисфункции биопротеза в отдаленной послеопера-
ционном периоде. Помимо этого, при хранении в 
растворе консерванта или его аналогов, перед им-
плантацией необходима тщательная и длительная 
отмывка биопротеза от консервирующего раство-
ра. Данный этап предимплантационной подготовки 
увеличивает время наркоза и искусственного кро-
вообращения. В связи с этим, разработка техноло-
гий предимплантационной обработки и хранения 
биопротезов для сердечно-сосудистой хирургии с 
целью снижения риска повреждения биопротеза и 
сокращению времени подготовки к имплантации 
остается актуальной в настоящее время. В связи с 
этим разработка технологии «сухого хранения» без 
использования водной фазы представляет актуаль-
ное направление, способное упростить логистику, 
сократить время подготовки и снизить риски дегра-
дации материала.

В разработке биопротезов нашел свое приме-
нение глицерол/глицерин, который используется 
как для консервации тканей, так и для длительно-
го хранения предварительно обработанного био-
материала. Разработаны технологии консервации 
в растворе глицерола различных тканей для при-
менения в сердечно-сосудистой хирургии [12–15]. 
Глицерол также применяли для консервации и 
хранения сосудистых заменителей в эксперименте 
на крысах [15]. Известно о применении глицерола 
для длительного хранения биопротезов, в том чис-
ле и для транскатетерной имплантации [14]. 

Таким образом, целью настоящего исследова-
ния стало разработка технологии «сухого хранения» 
биологической ткани с использованием глицерола и 
оценка эффективности технологии в эксперименте.

Материалы и методы
Эксперименты проводили с использованием 

ксеноперикардиальных лоскутов крупного рогато-
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этого матриксы отмывали ФСБ с добавлением 0,1% 
Tween 20. Затем образцы инкубировали в течение 
1 часа при комнатной температуре со вторичными 
антителами козы к IgG кролика, конъюгированны-
ми с Alexa Fluor 488-conjugated (A11034, Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) и антителами 
козы к IgG мыши, конъюгированными с Alexa Fluor 
555-conjugated (A31570, Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, USA). Срезы повторно отмывали 
ФСБ с добавлением 0,1% Tween 20. Для анализа 
препаратов использовали конфокальный микроскоп 
(LSM700, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany).

Оценка цитотоксичности образцов
Цитотоксичность биоматериала оценивали на 

различных группах образцов: 
1. Контроль – ксеноперикардиальные пластины 

клинические, предоставленные АО «НеоКор».
2. Глицеролизованные образцы ксеноперикарда 

(24 час) без отмывки
3. Экстракт образцов группы 3 (п. 10.3.1. ГОСТ 

10993-12-2011)
4. Глицеролизованные образцы ксеноперикарда 

(24 час) после отмывки (однократно в физ. раство-
ре 5 минут)

5. Контроль клеток. 
Исследование проводили на культуре клеток 

Ea.hy 926, которая представляет собой линию ги-
бридомы, полученную из эндотелия человека и кле-
ток A549/8, и демонстрирует стабильные характе-
ристики эндотелия. В течение всего эксперимента 
клетки культивировали в стандартной питательной 
среде DME/F12 с добавлением 10% эмбриональной 
бычьей сыворотки, антибиотиков, глутамина, НАТ, 
амфотерицина.

Для проведения эксперимента выкраивали 
фрагменты биоматериала размером 0,5 × 0,5 см. 
Образцы группы 1отмывали в стерильном физио-
логическом растворе 3 раза с 5-минутной экспози-
цией. Образцы 4 группы отмывали в стерильном 
физиологическом растворе однократно с 5-минут-
ной экспозицией. 

Для приготовления экстрактов из образцов груп-
пы 3 (без отмывки) выкраивали фрагменты размером 
1 × 1,5 см, помещали в лунки стерильного культу-
рального планшета с 0,5 мл стандартной питатель-
ной среды и инкубировали в течение 24 ч. при 37 °С. 
Соотношение размера образца и культуральной сре-
ды подбирали в соответствии с ГОСТ 10993-12-2011.

В лунки специального планшета клеточного 
анализатора xCelligence (Agilent, США) вносили 
питательную среду, измеряли базовое сопротив-
ление. Затем в лунки добавляли клетки Ea.hy926 в 
количестве 10 000/лунку. Инкубировали в течение 
часа для осаждения и прикрепления клеток. Реги-
страция клеточного индекса происходила автома-
тически каждые 15 минут. После этого в вставки 

Оптическую плотность полученных растворов из-
меряли на спектрофотометре GENESYS 6 (Thermo 
SCIENTIFIC, США) при длине волны 545 нм. 

Степень гемолиза (Н) в % определяли по фор-
муле [15, 16]:

где, Dt – оптическая плотность пробы, инкуби-
руемой с исследуемым материалом;

Dne – оптическая плотность положительного 
контроля;

Dрe – оптическая плотность пробы после 100% 
гемолиза.

За полное отсутствие гемолиза принимали сред-
нее значение показателя оптической плотности при 
измерении физиологического раствора с кровью 
(положительный контроль), равное 0. За 100% ге-
молиз принимали среднее значение оптической 
плотности прибора при измерении дистиллирован-
ной воды с кровью (отрицательный контроль), ко-
торое составило 0,279.

Агрегация тромбоцитов 
Для получения обогащенной тромбоцитами 

плазмы (ОТП) свежую донорскую цитратную 
кровь центрифугировали в течение 10 минут при 
1 000 об/мин. Бедную тромбоцитами плазму (БТП) 
получали при помощи повторного центрифугиро-
вания ОТП в течение 20 минут при 4 000 об/мин. 
БТП использовали для калибровки прибора. В ка-
честве положительного контроля использовали ин-
тактную обогащенную тромбоцитами плазму.

В качестве индуктора агрегации тромбоцитов 
использовали аденозиндифосфат (АДФ) в концен-
трации 0,2 мМ/л (НПО «РЕНАМ», Россия). Соот-
ношение пробы и реагента составило 250 мкл ОТП 
+ 25 мкл АДФ. Время контакта исследуемых образ-
цов с ОТП составило 3 минуты.

Максимум агрегации и максимальную скорость 
агрегации тромбоцитов крови измеряли на полуав-
томатическом 4-канальном анализаторе агрегации 
тромбоцитов «АРАСТ 4004» (LABiTec, Германия).

Оценка адгезии тромбоцитов
Степень адгезии тромбоцитов оценивали после 

инкубации исследуемых образцов 0,25 см2 в тече-
ние одного часа при 37 °C с 300 мкл ОТП. С целью 
удаления неадгезированных тромбоцитов исследуе-
мые образцы промывали в фосфатно-солевом буфе-
ре (ФСБ, рН 7,4), затем препараты в течение 10 ми-
нут фиксировали в 4% растворе параформальдегида. 
Далее образцы инкубировали с кроличьими антите-
лами к CD41 (ab134131, Abcam, Cambridge, UK) и 
мышиными антителами к CD62P (ab54427, Abcam, 
Cambridge, UK) в течение 12 часов при 4 °С. После 
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ковых контейнерах при температуре –80 °C.
Для анализа объема микрокальцификации кри-

осрезы окрашивали ализариновым красным и кон-
трастировали 4′,6-диамидино-2-фенилиндолом 
(DAPI, D9564, Sigma-Aldrich). При окрашивании 
ализариновым красным незафиксированные кри-
осрезы подогревали до комнатной температуры и 
обезвоживали в 95% этаноле 30 минут с дальней-
шей отмывкой в 3 сменах бидистиллированной 
воды по 10 секунд. После отмывки на срезы нано-
сили ализариновый красный: 1% 70 секунд. После 
красителя срезы отмывали в 3 сменах бидистилли-
рованной воды по 10 секунд и в дальнейшем инку-
бировали с DAPI в течение 30 минут в закрытом 
коробе. После заключительной отмывки стекла 
были заключены в монтирующую среду на водной 
основе (ab64230, Abcam).

Визуализацию результатов проводили на флуо-
ресцентном микроскопе (AxioImager.A1, Carl Zeiss) 
при помощи светофильтров Fs09 – LP515 и объек-
тивов EC-Plan-NEOFLUAR 10x/0,3 Ph1 (Carl Zeiss) 
и EC-Plan-NEOFLUAR 20x/0,5 Ph2 (Carl Zeiss).

Оценка циклостойкости и гидродинамических 
характеристик в динамике

Испытания биопротезов клапанов сердца, пре-
доставленные АО «НеоКор», проводили на стенде 
испытаний на циклостойкость HighCycle (Vivitro 
Labs, Канада). В индивидуальные камеры помеща-
ли исследуемые биопротезы клапана сердца, запол-
няли раствором, поддерживающим осмолярность и 
стерильность, герметично закрывали и настраивали: 
среднее обратное давление равное 120 мм рт. ст., 
температура рабочего контура 37 °С, частота 20 Гц. 
Ежедневно проверяли параметры испытаний – тем-
пературу, завоздушенность камер, частоту и каждые 
три дня проводили проверку обратного давления.

Каждые 50 миллионов циклов биопротезы кла-
пана сердца извлекали и проводили оценку из-
менений функциональных (гидродинамических) 
свойств экспериментальных протезов в установке 
гидродинамического испытания Pulse Duplicator 
(«Vivitro Labs», Канада). Оборудование представ-
ляет собой модель «левой половины сердца», ими-
тирующей работу желудочка и предсердия. Иссле-
дование проводили при воспроизведении физиоло-
гического режима работы «сердца», определенного 
ГОСТ 31618.1-2012: ударный объем – 70 мл; ми-
нутный объем – 5 л/мин; частота «сердечных» со-
кращений – 70 уд/мин; среднее обратное давление 
на протез – 120 мм рт. ст. В качестве среды для ис-
пытания использован физиологический раствор. В 
ходе исследования регистрировали количественно: 
средний транспротезный градиент; эффективную 
площадь отверстия; объем регургитации. Все пока-
затели оценивали в течение 10 «сердечных» циклов 
в установившемся режиме для каждого протеза.

помещали предварительно подготовленные образ-
цы в количестве 4 шт. для каждого вида образца. 
Вставки устанавливали в планшеты с клетками. 
Экстракты вносили непосредственно в лунки план-
шета с клетками в соотношении 1:1 к объему име-
ющейся в лунке культуральной среды. Контроль 
представляли лунки с клетками, культивированны-
ми в аналогичном объеме питательной среды. Вре-
мя культивирования клеток с образцами составило 
72 часа. Регистрация клеточного индекса происхо-
дила автоматически каждые 15 минут.

Оценка кальций связывающего потенциала био-
материала после этапа глицеролизации

Оценку риска кальцификации проводили на мо-
дели ускоренной кальцификации с использованием 
лабораторных крыс линии Wistar. Все манипуляции 
лабораторным животным проводили под ингаляци-
онным эфирным наркозом в условиях чистой опе-
рационной с соблюдением «Правил проведения ра-
бот с использованием экспериментальных живот-
ных», «Правил по обращению, содержанию, обе-
зболиванию и умерщвлению экспериментальных 
животных», утвержденными МЗ СССР (1977) и МЗ 
РСФСР (1977) и в соответствии с требованиями 
приказов №1179 МЗ СССР от 10.10.1983 г., №267 
МЗ РФ от 19.06.2003 г. 

Для изучения кальций связывающего потенциала 
образцы ксеноперикарда имплантировали подкожно 
крысам весом 60–70 г на сроки 14, 30 и 60 суток. На 
каждую точку было использовано по 5 животных. 
Через всю толщину кожи вдоль позвоночника про-
изводили 4 разреза длиной 0,5 см, тупым способом 
формировали слепые каналы длиной 1 см. В каждый 
канал помещали образец биоматериала размером 7 × 
7 мм (глицеролизованный без отмывки и с предвари-
тельной 5-ти минутной отмывкой). После окончания 
эксперимента образцы пленок биоптировали вместе 
с окружающими тканями, и по 2 образца помещали 
в криосреду и по два фиксировали в 10% растворе 
забуференного формалина.

Гистологический анализ биоптатов
Оптимальным подходом к приготовлению сре-

зов для флуоресцентного окрашивания является 
моментальное замораживание образца в криосреде 
с последующей криотомной резкой. Вышеуказан-
ные комплексы тканей замораживали в специаль-
ной металлической форме с криогелем Tissue-Tek 
(4583, Sakura) при температуре –195 °C путем по-
гружения в сосуд Дьюара с жидким азотом. Полу-
ченные замороженные блоки хранились при темпе-
ратуре –80 °C до этапа подготовки серийных гисто-
логических срезов. Серийные срезы (по 4 стекла 
в серии) толщиной 7 мкм готовили при помощи 
криотома (CryoStar NX50, Thermo Scientific). До 
момента окрашивания стекла хранились в пласти-
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Оценка гемосовместимости и цитотоксично-
сти образцов

Определение величины гемолиза эритроцитов.
Результаты исследования: после контакта с гли-

церолизованными и высушенными образцами ве-
личина гемолиза была в среднем 0,2 ± 0,06%, при 
допустимом показателе – 2%. Полученные резуль-
таты подтверждают, что процесс глицеролизации 
и последующей сушки не оказывает негативного 
влияния на эритроциты. 

Агрегация тромбоцитов 
Показатели агрегации тромбоцитов до и после 

контакта с глицеролизованными образцами указа-
ны в табл. 1.

Как показывают результаты исследования, про-
цесс глицеролизации и последующей сушки не 
оказывает негативного влияния на тромбоциты, 
различия между группами недостоверны. 

Оценка цитотоксичности образцов
Время культивирования клеток с образцами со-

ставило 72 часа. Регистрация клеточного индекса 
происходила автоматически каждые 15 минут. В ходе 
исследования наблюдали нормальный график жизне-
способности клеток в контрольных образцах (рис. 2).

По результатам исследования выявили, что об-

Статистическая обработка данных
Статистическую обработку данных проводи-

ли в программе Statistica 10.0 (ООО «СтатСофт», 
Россия). Описательная статистика представлена 
как среднее и ошибка среднего. При сравнении 
двух групп использовали U-критерий Манна-Уит-
ни. Различия считали статистически значимыми 
при p < 0,05.

Результаты
Результаты подкожной имплантации биомате-

риала крысам подтвердили, что на всех сроках им-
плантации в образцах, обработанных глицерином, 
как с отмывкой, так и без, не обнаружено очагов 
кальцификации (рис. 1). 

Полученные результаты доказывают безопас-
ность разработанной технологии глицеролизации 
(режим – 24 часов глицеролизация/ 6 часов суш-
ка/стерилизация этиленоксидом) (сухое хранение) 
при изготовлении биопротезов для сердечно-сосу-
дистой хирургии. 

Таблица 1. Показатели агрегации тромбоцитов
Table 1. Platelet aggregation indices

Показатель / Indicator Интактные тромбоциты / 
Intact platelets

Тромбоциты после контакта с 
опытными образцами / Platelets after 

contact with experimental samples
р

Максимум агрегации / Maximum 
aggregation, % 70,79 ± 2,61 68,86 ± 4,14 0,756

Максимальная скорость агрегации, %/мин / 
Maximum aggregation rate, %/min 68,06 ± 7,36 66,51 ± 3,74 0,616

Рисунок 1. Гистологические срезы биоматериала. Срок им-
плантации 14 суток, 1 и 2 месяца. Образцы без отмывки и с 
5-ти минутной отмывкой. Окраска Ализариновым красным. 
Шкала 500 мкм
Figure 1. Histological sections of biomaterial. Implantation 
period 14 days, 1 and 2 months. Samples without washing and 
with a 5-minute wash. Staining with Alizarin red. Scale 500 µm

Рисунок 2. График жизнеспособности клеток после контак-
та с образцами. Обозначение: 1) перикард контроль; 2) пери-
кард глицеролизованный; 3) экстракт группы 2; 4) перикард 
глицеролизованный с однократной 5-ти минутной отмывкой; 
5) контроль клеток
Figure 2. Graph of cell viability after contact with samples. 
Designation: 1) pericardium control; 2) glycerolized pericardium; 
3) group 2 extract; 4) glycerolized pericardium with a single 
5-minute wash; 5) cell control
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условиях, аналогичных физиологическим. 
Все образцы отработали в ускоренном режиме 

200 млн. циклов. У одного протеза с посадочным 
диаметром 19 на отметке 84 млн. циклов обнару-
жили небольшую (d 2 мм) перфорацию в куполе 
створки (рис. 3). 

Наличие перфорации привело к изменению ги-
дродинамических показателей при промежуточ-
ном испытании протезов на этапе 100 млн. циклов, 
что негативно сказалось на объеме регургитации 
– она в два раза превысила допустимые значения, 
регламентированные ГОСТом (табл. 3). Несмотря 
на перфорацию, протез оставлен для прохождения 
испытаний далее, до полного разрушения створки. 
Однако необходимо отметить, что при достижении 
200 млн. циклов перфорация несколько увеличи-
лась в размере, но тем не менее, полного разрыва 
створки не произошло. Раскрытие створок было 
равномерным, что не привело к изменению эффек-
тивной площади открытия протеза. Второй протез 
19 типоразмера успешно прошел испытания. 

В тоже время для обоих протезов 19 размера от-
мечено исходно относительно высокие показатели 
среднего транспротезного градиента, которые уве-
личились в 3 раза для протеза клапана без перфо-
рации, и в 4,7 раза для протеза с таковой. Несмотря 
на то, что для данной гидродинамической характе-
ристики биопротеза клапана сердца нет требова-

разцы ксеноперикарда (1) обладали умеренным ци-
тотоксическим эффектом, выражавшемся в сниже-
нии жизнеспособности клеточной культуры. Образ-
цы ксеноперикарда после 1 ч. глицеролизации без 
отмывки (2) вызывали гибель культуры. При этом 
даже небольшая отмывка, в течение 5 минут, ниве-
лировала отрицательное воздействие: образцы этой 
группы (4) демонстрировали удовлетворительную 
жизнеспособность в течение всего эксперимента. 
Экстракты из этих образцов также не оказывали 
выраженного цитотоксического действия (3). 

Полученные результаты демонстрируют, что 
глицеролизация образцов ксеноперикарда позво-
ляет значительно снизить их цитотоксическое дей-
ствие, при условии использования после нее крат-
ковременной, в течение 5 минут, отмывки в физ. 
растворе. Для данного исследования не существует 
нормативов, которые бы позволяли определить до-
пустимый уровень цитотоксичности исследуемого 
материала. Нормальный уровень жизнеспособно-
сти клеточной культуры можно считать показатели, 
полученные в группах 1,3 и 4. 

Оценка механических свойств глицеролизован-
ного биоматериала

Механические испытания биоматериала прово-
дили с целью изучения его упруго-деформативных 
свойств. Оценивали такие параметры как: прочность 
на разрыв, относительное удлинение до момента 
разрыва и модуль юнга (жесткости). Результаты ис-
пытаний представлены в табл. 2 и демонстрируют, 
что процесс глицеролизации оказал положительный 
эффект на прочность и относительно удлинение 
биоматериала, при этом не увеличивая жесткость 
биоткани. Эластичность биоматериала достоверно 
увеличилась после этапа глицеролизации (p = 0,02).

Испытания глицеролизованного биоматериала 
на циклические нагрузки 

Всего оценивали по два образца каждого из 
следующих типоразмеров протеза: 30, 25, 19 мм – 
как наибольший, промежуточный и минимальный 
(итоговое n = 6). Предварительно, для всех про-
тезов оценивали гидродинамическое показатели в 
установке Pulse Duplicator (Vivitro Labs, Канада) в 

Таблица 2. Результаты физико-механических испытаний ксеноперикардиальных лоскутов до и после этапа глицеролизации
Table 2. Results of physical and mechanical tests of xenopericardial flaps before and after the glycerolization stage

Показатель / Indicator До глицеролизации / Before 
glycerolization, M ± m

После глицеролизации / After 
glycerolization, M ± m р

Прочность (разрушающее напряжение при 
растяжении), Мпа / Strength (tensile strength at 
break), MPa

8,77 ± 1,03 9,28 ± 1,28 0,754

Эластичность (относительное удлинение при 
растяжении) /  Elasticity (relative elongation 
under tension), %

48,10 ± 2,34 61,38 ± 3,95* 0,020

Модуль Юнга (жесткости), Мпа / Young's 
modulus (rigidity), MPa 9,87 ± 1,62 7,12 ± 0,52 0,131

Рисунок 3. Перфорация в куполе створки протеза клапана 
сердца ЮниЛайн 19/1 с дополнительной глицеролизацией 
через 84 млн циклов
Figure 3. Perforation in the dome of the UniLine 19/1 heart valve 
prosthesis with additional glycerolization after 84 million cycles
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преимуществ: снижение рисков при транспорти-
ровке, упрощение логистики и исключение необхо-
димости строгого температурного контроля. Выход 
за пределы допустимого температурного диапазо-
на, особенно ниже +5 °C, способен вызвать микро-
структурные повреждения коллагеновых волокон, 
не видимые при макроскопическом исследовании, 
что в клинической практике может привести к дис-
функции клапана после имплантации. Использова-
ние глицерина в качестве заменителя водной фазы 
снижает вероятность повреждения коллагеновых 
волокон при нарушении температурного режима.

Глицерол (глицерин) широко применяется в 
фармацевтической промышленности и представ-
ляет интерес при хранении биотканей [12, 13, 23], 
хотя необходимо отметить, что большинство техно-
логий пока не вышли за рамки экспериментов. В 
ходе экспериментов нами зафиксирован умеренный 
цитотоксический эффект при прямом контакте гли-
церолизованной поверхности с эндотелиальными 
клетками. Аналогичные эффекты наблюдались при 
варьировании параметров экспозиции в растворах 
криопротекторов, включая глицерол. Известно, 
что 50%-й глицерол способен индуцировать окис-
лительный стресс, апоптоз и митохондриальную 

ний в ГОСТ 31618.1-2012, полученные результаты 
считаем неудовлетворительными и связываем их 
с особенностями конструкции и моделирования 
створчатой конструкции на протез столь малого 
диаметра. 

Протезы 25 и 30 типоразмеров успешно прошли 
испытания в 200 млн. циклов (табл. 3). Для одного 
протеза 25 диаметра на отметке 200 млн. циклов 
увеличился средний транспротезный градиент и 
превысил на 10% допустимые 10 мл за цикл. При 
этом на отметке 150 млн. циклов данный показа-
тель не превышал 4 мл/цикл. 

Полученные результаты свидетельствуют, что 
глицеролизация не оказывает негативного влияния 
на гидродинамические показатели биопротезов в 
динамике до наработки ими 200 млн. циклов. 

Обсуждение
Совершенствование технологий консервации 

и предимплантационного хранения биопротезов 
остается актуальным направлением, особенно в ус-
ловиях роста применения биологических имплан-
татов, включая изделия для транскатетерной им-
плантации [17]. Технология «сухого хранения», ис-
ключающая наличие водной фазы, обладает рядом 

Таблица 3. Гидродинамические показатели протезов клапана сердца на основе глицеролизованного ксеноперикарда
Table 3. Hydrodynamic parameters of heart valve prostheses based on glycerolized xenopericardium

До 
испытания 
/ Before the 

test

50 млн. 
циклов / 
50 million 

cycles

100 млн. 
циклов / 

100 million 
cycles

150 млн. 
циклов / 

150 million 
cycles

200 млн. 
циклов / 

200 million 
cycles

Допустимый показатель 
по ГОСТ 31618.1-2012 
/ Permissible indicator 

according to GOST 
31618.1-2012

Типоразмер 19 мм / Size 19 mm
Эффективная площадь 
отверстия, см2 / Effective 
orifice area, cm2

0,9 0,9 1,0 1,0 1,0 Не менее 0,7 / 
Not less than 0.71,0 1,0 0,90 1,1 0,9

Средний транспротезный 
градиент, мм рт. ст. / Average 
transprosthetic gradient, mmHg

12,6 29,0 20,4 35,5 57,2 Нет требований / No 
requirements12,0 28,5 15,9 33,0 37,0

Объем регургитации, мл/цикл 
/ Regurgitant volume, ml/cycle 

2,1 1,1 12,9 40,3 34,2
Не более 6 / No more than 6

2,0 1,3 2,0 3,8 5,0
Типоразмер 25 мм / Size 25 mm

Эффективная площадь 
отверстия, см2 / Effective 
orifice area, cm2

1,8 2,0 1,7 2,0 1,8 Не менее 1,2 / Not less than 
1.21,8 2,0 1,7 1,7 2,1

Средний транспротезный 
градиент, мм рт. ст. / Average 
transprosthetic gradient, mmHg

4,1 7,4 4,9 6,6 7,3 Нет требований / No 
requirements3,8 7,4 5,2 9,0 7,8

Объем регургитации, мл/цикл 
/ Regurgitant volume, ml/cycle 

3,2 4,3 3,4 3,8 11,0 Не более 10 / No more than 
103,6 2,5 3,2 3,4 7,5

Типоразмер 30 мм / Size 30 mm
Эффективная площадь 
отверстия, см2 / Effective 
orifice area, cm2

2,1 2,0 2,7 2,2 1,9 Не менее 1,8 / Not less than 
1.82,4 2,1 2,6 2,0 2,6

Средний транспротезный 
градиент, мм рт. ст. / Average 
transprosthetic gradient, mmHg

3,7 2,5 2,5 5,4 2,7 Нет требований / No 
requirements2,6 2,0 1,8 4,3 2,0

Объем регургитации, мл/цикл 
/ Regurgitant volume, ml/cycle 

3,2 3,2 3,6 7,4 3,5 Не более 12 / No more than 
123,3 2,9 8,6 10,1 9,2
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гут способствовать локальной перегрузке створок 
и формированию дефектов при длительном цикли-
ческом воздействии.

В отношении высоких показателей среднего 
транспротезного градиента у протезов 19 диаметра 
в литературе отсутствуют данные, какие показате-
ли считать нормой. Для протезов, монтированных 
на жестком каркасе, доступны данные для размера 
21 мм [24] и показатели, полученные ходе нашего 
исследования сопоставимы 16,25 ± 0,62 и 12,0–12,3 
мм рт. ст. соответственно, перед началом исследо-
ваний на циклостойкость. В динамике, до достиже-
ния 1 млрд циклов, Sadri V. с коллегами не отмеча-
ли увеличения среднего транспротезного градиента 
[24]. Но, при этом они указывают, что площадь эф-
фективного открытия увеличивается в динамике и 
связывают это с тем, что створки становятся более 
гибкими из-за циклической нагрузки давлением в 
ускоренном тестере на износ с течением времени. 

В исследовании Raghav V. с соавторами [24] 
подвергали исследованию на циклостойкость био-
логические каркасные протезы 21 и 23 размера. В 
качестве критериев эффективности принимали со-
хранность площади эффективного открытия и объ-
ем регургитации. В ходе испытаний после отработ-
ки 100 млн. циклов на двух протезах 23 диаметра 
фиксировали формирование перфораций в области 
стоек каркаса и считают перфорации как артефак-
ты теста, поскольку в клиническом сценарии, по-
сле имплантации поверхность биоматериала по-
крывается белковыми отложениями и клетками па-
циента, что служит изолирующим фактором, сни-
жающим риск перфорации. Мы придерживаемся 
мнения, что перфорации связаны с особенностями 
конструкции протеза и производителю необходимо 
уделить пристальное внимание на данное событие. 

Заключение 
На основании проведенных исследований, мож-

но утверждать, что разработанная технология «су-
хого» хранения, основанная на глицеролизации 
биоматериала, не оказывает негативного влияния 
на физико-механические, био- и гемосовместимые 
свойства биопротезов, не вызывает кальцификации 
биоткани в эксперименте на лабораторных живот-
ных и не снижает устойчивость к циклическим на-
грузкам в динамике до 200 млн. циклов. 

Конфликт интересов
Ю.А. Кудрявцева входит в редакционную кол-

легию журнала «Комплексные проблемы сердеч-
но-сосудистых заболеваний». Е.А. Овчаренко за-
являет об отсутствии конфликта интересов. К.Ю. 
Клышников заявляет об отсутствии конфликта 
интересов. В.Г. Матвеева заявляет об отсутствии 
конфликта интересов. А.Ю. Каноныкина заявляет 
об отсутствии конфликта интересов. Т.Н. Акентье-

дисфункцию клеток [21, 22]. В то же время при 
минимизации концентрации или кратковременной 
отмывке токсическое воздействие значительно ос-
лабевает, что подтверждают полученные нами ре-
зультаты. Следовательно, при кратковременной от-
мывке (в течение 5 минут) или при использовании 
экстрактов, глицерол не оказывает выраженного 
цитотоксического действия. При этом, глицерол 
широко применяют в качестве криопротектора при 
заморозке эритроцитарной массы – защитный эф-
фект которого определяется модификацией меха-
нических характеристик плазматической мембра-
ны эритроцита [23]. 

Вышеописанные эффекты объясняют различие 
в полученных нами данных – цитотоксический эф-
фект при контакте с эндотелиальными клетками и 
минимальные показатели гемолиза при контакте 
с эритроцитами. Вероятно, это также связано и с 
количеством жидкости при проведении тестов – 
чем больше жидкости, тем меньше концентрация 
глицерола и меньше его токсический эффект. Это 
доказывает и отсутствие токсического воздействия 
глицерола при использовании однократной отмыв-
ки образцов перед экспериментом и при предвари-
тельной экстракции образцов. 

В тоже время мы не отметили различий от на-
личия отмывки от глицерола при имплантации об-
разцов биоматериала подкожно крысам – во всех 
образцах не было отмечено кальцификации и при-
знаков воспаления. Учитывая, что протезы для сер-
дечно-сосудистой хирургии размещаются в потоке 
крови, полученная нами цитоксичность глицероли-
зованных образцов без предварительной отмывки 
не будет оказывать каких-либо негативных послед-
ствий для пациента. 

Устойчивость к циклическим нагрузкам явля-
ется важным параметром для биопротезов клапана 
сердца и зависит от многих факторов – конструк-
ция каркаса, дизайн и моделирование створчатой 
части, исходные упруго-деформативные харак-
теристики материала. Требования к количеству 
миллионов циклов различаются по требованиям 
различных ГОСТ. Минимальным количеством яв-
ляется 200 млн. циклов, что равно 5 годам работы 
в сердце пациента. Полученные нами данные про-
демонстрировали перспективность разработанной 
технологии «сухого хранения» – через 200 млн. ци-
клов протезы демонстрируют удовлетворительные 
гидродинамические показатели.

Представляется, что выявленные единичные 
перфорации у биопротезов 19 типоразмера обу-
словлены особенностями конструкции каркаса и 
структурной организацией ксеноперикарда, а не 
влиянием технологии глицеролизации. Морфо-
логические параметры, такие как направление и 
плотность коллагеновых волокон, в сочетании с 
конструктивными элементами каркаса протеза, мо-
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А.Е. Костюнин

Комментарий к статье «Способ «сухого» хранения биологических протезов для 
сердечно-сосудистой хирургии»

Биологические протезы клапанов сердца, изго-
товленные из стабилизированных тканей животно-
го происхождения, являются самым часто исполь-
зуемым типом клапанных заменителей в мировой 
кардиохирургической практике. Популярность 
биопротезов обусловлена их значимыми преиму-
ществами перед механическими клапанами: низ-
кой тромбогенностью, не требующей назначения 
реципиенту пожизненной антикоагулянтной тера-
пии, устойчивостью к инфекционным осложнени-
ям и бесшумностью работы. Впрочем, биологиче-
ские протезы не лишены недостатков, главным из 
которых является их ограниченная долговечность, 
составляющая в среднем 10–15 лет для большин-
ства коммерчески используемых моделей. На сро-
ки функционирования биопротезов влияет множе-
ство факторов, в том числе применяемые при их 
эксплуатации технологии и условия хранения.

В этом контексте работа Ю.А. Кудрявцевой с 
соавторами привлекает особое внимание, посколь-
ку в ней описан оригинальный способ «сухого» 
хранения биологических клапанов, основанный на 
методе глицеризации. Потенциально, исключение 
водной фазы позволит существенно снизить риски 
при транспортировке этих медицинских изделий 
(например, исключить вероятность кристалли-
зации раствора для при выходе температурного 
режима в диапазон ниже 0 °C) и их длительном 
хранении (уменьшение вероятности контамина-
ции бактериальными агентами). В перспективе, 
это может способствовать не только упрощению и 
удешевлению логистики, но и положительно ска-
заться на долговечности протезов. 

Авторами выполнен ряд экспериментальных 
исследований для доклинической оценки безо-

пасности и эффективности разработанной техно-
логии. В частности, было показано, что глицери-
зованный биоматериал обладает высокой гемо-
совместимостью in vitro и низкой склонностью к 
кальцификации в крысиной модели подкожной им-
плантации. Хотя при инкубации клеток Ea.hy926 в 
присутствии образцов (анализ xCelligence) авторы 
отмечают высокую токсичность гицеризованного 
биоматериала, этот негативный эффект устраняет 
непродолжительная (5 минут) отмывка в физио-
логическом растворе. Данные по оценке механи-
ческих свойств глицеризованного биоматериала 
указывают на повышение его эластичности по 
сравнению с неизмененной тканью при сохране-
нии исходных прочностных характеристиках. На-
конец, авторы рассматриваемой статьи демонстри-
руют удовлетворительную долговечность протезов 
модели «ЮниЛайн» (АО НеоКор, Россия), подвер-
гнутых глицеризации и последующим испытаниям 
на циклостойкость в течение 200 млн. циклов. В 
целом, полученные авторами результаты показы-
вают, что предложенная ими технология хранения 
не ухудшает свойства как самой биоткани, так и 
изготовленных на её основе протезов.

На мой взгляд, представленный Ю.А. Кудрявце-
вой с соавторами метод хранения имеет неплохие 
перспективы для внедрения в практику производ-
ства и хранения отечественных биопротезов клапа-
нов сердца ввиду его неоспоримых преимуществ. 
Впрочем, для окончательного подтверждения воз-
можности его внедрения в клиническую практику 
требуются дальнейшие испытания в модели орто-
топической имплантации клапана крупному лабо-
раторному животному (овце или свинье).


