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ДЕВИТАЛИЗИРОВАННЫЕ СОСУДИСТЫЕ ПРОТЕЗЫ: 
ИССЛЕДОВАНИЕ IN VIVO
Бызов Д.В., Чиж Н.А., Михайлова И.П., Пушкова Е.Н., Сынчикова О.П., 
Сандомирский Б.П.
Институт проблем криобиологии и криомедицины НАН Украины, г. Харьков, Украина

Для девитализации внутренних грудных артерий свиней использовали низкие температуры и облучение 
потоком электронов. Полученные соединительнотканные сосудистые скаффолды в данном исследовании 
были использованы в качестве протезов артерий малого диаметра (≤6 мм). В работе изучали биосовме-
стимость, степень иммуногенности, тромбогенность девитализированных артерий. Приведены результа-
ты электронной микроскопии. Показано снижение иммуногенности девитализированных ксеноартерий. 
Экспериментальные операции продемонстрировали их адекватное функционирование в течение 6 мес.
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DEVITALIZED VASCULAR PROSTHESES: IN VIVO STUDY
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Porcine intrathoracic arteries were devitalized by application of low temperatures and electron beam irradiati-
on. The resulted connective tissues vascular scaffolds could be used as the prosthesis of small diameter arteries 
(≤6 mm). Biocompatibility, immunogenicity degree and thrombogenicity were estimated in the study. Results of 
electron microscopy are presented. Described treatment reduces an immunogenicity of xenoarteries, their ade-
quate functioning during 6 months was shown by means of experimental surgeries.
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Протезирование или шунтирование артерий ма-
лого диаметра (≤ 6 мм) давно применяются при раз-
личных видах сосудистой патологии: ишемическая 
болезнь сердца [16], облитерирующие поражения со-
судов нижних конечностей [19], острая травма [20]. 
Следует отметить, что на сегодняшний день дан-
ные манипуляции широко используются и в качестве 
вспомогательных хирургических методов в комплек-
се лечения других патологий: формирование гемоди-
ализных артерио-венозных шунтов [12], сосудистые 
вставки при радикальных операциях и органных 
трансплантациях [6, 10, 15]. Аутологичные сосуды 
наиболее широко применяются в качестве проте-
зов артерий малого диаметра и являются общепри-
знанным «золотым стандартом» [13]. Однако около 
30% пациентов, нуждающихся в сосудистом проте-

зировании, по различным причинам не имеют подхо-
дящих для трансплантации аутографтов [5, 21]. Кро-
ме того, использование аутологичных сосудов ча-
сто ограничено их недостатками [1, 2, 7, 14]. Кон-
цепция нашего исследования базируется на исполь-
зовании двух физических факторов: низкие темпе-
ратуры и облучение электронами для девитализации 
ксеногенных артерий с целью создания аниммуно-
генных сосудистых биопротезов, которые могут ре-
шить проблему дефицита сосудистых графтов ма-
лого диаметра. В наших публикациях мы описыва-
ли данные оптической микроскопии и прочностные 
характеристики артерий малого диаметра на этапах 
девитализации [3, 4, 11]. Цель настоящего исследова-
ния – изучение ультраструктурных изменений и пла-
стичности сосудистой стенки после замораживания 
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и действия ионизирующего облучения; определение 
степени иммуногенности, оценка биосовместимости 
и функциональности девитализированных артерий.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования выбраны внутригруд-

ные артерии половозрелых свиней, выделенные в 
асептических условиях в течение 30 мин после за-
боя, при соблюдении всех правил биоэтики, в соот-
ветствии с «Европейской конвенцией о защите по-
звоночных животных, используемых для экспери-
ментальных и других научных целей» (Страсбург, 
1985). После препарирования и удаления излиш-
ков адвентиции сосуды трижды промывали охлаж-
денным до 4 °С физиологическим раствором с до-
бавлением антибиотиков (100 МЕ/мл пеницилли-
на, 100 мг/мл стрептомицина, 6 мг/мл флуконазо-
ла). Артерии помещали в стерильные криостойкие 
контейнеры («Eurotubo, Deltalab», Испания), кото-
рые погружали в пары жидкого азота. После ото-
грева на водяной бане при 37 °С сосуды подвер-
гали ионизирующему облучению по эксперимен-
тальному режиму. Облучение образцов проводили 
на базе Национального научного центра «Харьков-
ского физико-технического института» на установ-
ке ЛУЭ-2000. Временной интервал от момента ото-
грева артерий до облучения не превышал 90 мин.

Ультраструктуру сосудистой стенки исследовали 
с помощью электронного микроскопа ПЭМ-125К 
(Россия) при ускоряющем напряжении 75 кВ.

Упругость сосудистой стенки определяли путем 
последовательного ступенчатого растяжения арте-
рий на универсальном деформирующем устройстве 
FP 100/1 (VEB TIW Rauenstein, Германия) с реги-
страцией прилагаемой нагрузки и соответствующе-
го ей показателя деформации (рис. 1). На основе по-
лученных данных высчитывали относительную де-
формацию сосудистой стенки по следующей фор-
муле:

где L – первоначальная длина артериального сег-
мента; L1 – длина деформированного артериально-
го сегмента при определенной нагрузке.

Для оценки биосовместимости и степени имму-
ногенности выполняли имплантацию участка сосу-
да под кожу крысам линии Вистар. Операции про-
изводили под масочным эфирным наркозом. Сроки 
наблюдения – 3-и, 7-е сут, 2, 4 и 8-я нед. Оценивали 
выраженность клеточной инфильтрации извлечен-
ных имплантов.

Для изучения функциональности и тромбоген-
ности девитализированных артерий нами было вы-
полнено 8 операций по протезированию сегмента 
брюшной аорты с использованием в качестве сосу-
дистых графтов девитализированных артерий. Опе-
ративные вмешательства выполняли беспородным 
кролям под инъекционно-ингаляционным наркозом 
при соблюдении всех правил биоэтики. Следует от-
метить, что антикоагулянты применяли только ин-
траоперационно и не использовали в послеопераци-
онном периоде.

Вид и количество выполненных исследований 
приведены в табл. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
По данным электронной микроскопии, замора-

живание и последующий отогрев артерий свиньи 
приводят к значительному разрыхлению и очаго-
вой десквамации эндотелия (рис. 2, а). В сохранив-

Рис. 1. Схематическое отображение измерения пластич-
ности сосудистой стенки

Таблица
Общая схема выполненных исследований

Группы 
артерий

Методы исследования

Электронная 
микроскопия

Пластич-
ность

Биосовместимость, иммуногенность и функциональность
Имплантация под кожу (сроки 

наблюдения: 3-и, 7-е сут; 2, 4 и 8-я нед)
Протезирование сегмента 

брюшной аорты
Нативные 5 25 20 –
После 
замораживания 5 25 20 –

После заморажива-
ния и облучения 5 25 20 8
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шихся эндотелиоцитах наблюдалось набухание 
ядер (Я), деструкция органелл и разрывы цитолем-
мы. Базальная мембрана, располагающаяся под эн-
дотелием, в основном сохранялась. Структура вну-
тренней эластической мембраны (ВЭМ) не изме-
нялась. Структура коллагеновых волокон (КВ) не 
претерпевала грубых структурных нарушений. 
Для гладкомышечных клеток (ГМК) было харак-
терно изменение формы и ультраструктуры ядер 
(рис. 2, б).

Анализ ультраструктуры артерий после замора-
живания и облучения продемонстрировал полное 
отсутствие эндотелиального слоя в этих образцах 
(рис. 3, а). Базальная мембрана преимущественно 
сохранялась. Большинство гладкомышечных кле-
ток содержали деформированные ядра с различны-
ми включениями (рис. 3, б). Эти изменения, веро-
ятно, являются результатом структурной модифи-
кации ДНК под действием ионизирующего облуче-
ния. В околоядерной зоне определялись разрушен-

ные клеточные компартменты. В средней части ме-
дии между соседними эластическими мембранами 
(ЭМ) обнаруживались микрополости с фрагмента-
ми разрушенных гладкомышечных клеток. Эласти-
ческие мембраны и пучки коллагеновых волокон 
экстрацеллюлярного матрикса в основном сохраня-
ли свою структуру (рис. 4).

Механические свойства играют наиболее важ-
ную роль в функционировании артерий и зависят в 
основном от взаимного расположения, структурной 
целостности и молекулярных конформаций колла-
геновых и эластиновых волокон сосудистой стен-
ки. Усредненные по всем измеренным образцам 
кривые зависимостей «напряжение – деформация» 
нативных артерий и артерий после девитализации 
приведены на рис. 5. Как видно, все кривые име-
ют характерную для соединительно-тканных струк-
тур форму с четко дифференцируемыми участками, 
соответствующими вязкому течению и упругой де-
формации, являющейся проявлением удлинения во-

Рис. 2. Ультраструктура артерий после замораживания. Стрелкой обозначена базальная мембрана
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Рис. 3. Ультраструктура артерий после замораживания и последующего облучения. Стрелкой обозначена базальная 
мембрана
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Рис. 4. Ультраструктура артериальной медии после замораживания и последующего облучения. Стрелкой обозначе-
на граница микрополости с фрагментами разрушенных ГМК

а б 0,3 m2 m
КВ

КВ
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Рис. 5. Упругость сосудистой стенки на этапах девита-
лизации. Указаны средние значения. В группе нативных 
артерий данные приведены в виде: среднее значение ± 
стандартная девиация.

локон коллагена. Начальный этап деформации арте-
рий характеризуется значительным удлинением при 
малых нагрузках, что преимущественно связано 
со скольжением фибрилл относительно друг дру-
га (вязкое течение). Следующий более крутой уча-
сток кривой характеризует удлинение волокон кол-
лагена и является линейным (упругая деформация). 
Следует отметить наличие широкой вариабельно-
сти показателя упругости в группе нативных сосу-
дов. При этом крутизна областей упругой деформа-
ции, характеризующая жесткость сосудистой стен-
ки, сопоставима во всех исследуемых группах арте-
рий. Показатели упругости артерий на этапах деви-
тализации находятся в пределах вариабельности на-
тивных артерий.

При оценке степени реакции на имплантирован-
ные под кожу участки артерий получены следую-
щие данные.

К 3-м суткам после имплантации в группе на-
тивных артерий и артерий после замораживания-
отогрева отмечается полный лизис собственных 
клеточных элементов сосудистой стенки и начало 
лейкоцитарной адгезии (рис. 6). Артерии после за-
мораживания и облучения характеризуются замед-
ленным лизисом оставшихся клеточных фрагмен-
тов, которые четко визуализируются на гистоло-
гических препаратах, что объясняется уплотнени-
ем соединительно-тканной структуры сосудистой 
стенки под действием облучения. При этом призна-
ки лейкоцитарной реакции отсутствуют.

К 7-м суткам нативные артерии характеризуют-
ся формированием массивного лейкоцитарного вала 
вокруг имплантата, отграничивающего сосудистую 
стенку от окружающих тканей (рис. 7). В группе ар-
терий после замораживания / отогрева отмечается на-
личие четко выраженной лейкоцитарной адгезии пре-
имущественно по внутренней поверхности сосуди-
стой стенки и формирование очагов инфильтрации в 
сосудистой медии. В группе замороженных и облу-
ченных артерий инфильтрация сосудистой стенки и 
окружающих тканей отсутствует, при этом собствен-
ные клеточные фрагменты не визуализируются.

Через 2 недели после имплантации в группе на-
тивных артерий отмечается сохранение массивно-
го лейкоцитарного вала (рис. 8). Артерии после за-
мораживания / отогрева характеризуются наличием 
очагов инфильтрации сосудистой стенки и прилега-
ющих тканей. В группе замороженных и облучен-
ных артерий острые клеточные реакции не наблю-
дались, инфильтрация сосудистой стенки и окружа-
ющих тканей отсутствует.

Через 4 недели отмечается сохранение выра-
женной лейкоцитарной реакции окружающих им-
плант тканей и прогрессирование инфильтрации со-
судистой стенки (рис. 9). Артерии после заморажи-
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Рис. 6. Имплантация под кожу. 3 суток после операции: а – нативные артерии; в – артерии после замораживания; 
в – артерии после замораживания и облучения. Окраска гематоксилином и эозином, ×200

100 m 100 m 100 mа б в

Рис. 7. Имплантация под кожу. 7 суток после операции: а – нативные артерии; б – артерии после замораживания; 
в – артерии после замораживания и облучения. Окраска гематоксилином и эозином, ×200

Рис. 8. Имплантация под кожу. 2 недели после операции: а – нативные артерии; б – артерии после замораживания; 
в – артерии после замораживания и облучения. Окраска гематоксилином и эозином, ×200

100 m 100 m 100 mа б в

100 m 100 m 100 mа б в

вания / отогрева характеризуются формированием 
умеренной клеточной инфильтрации. В группе за-
мороженных и облученных артерий инфильтрация 
не наблюдается. Отмечается формирование макро-
фагальных «островков» в сосудистой стенке.

Через 8 недель после имплантации в группе на-
тивных артерий выявляется выраженное разволок-

нение коллагеновых и эластических волокон сосу-
дистой стенки. Отмечается также умеренная макро-
фагальная реакция окружающих тканей реципиен-
та. Сосудистая стенка инфильтрирована макрофага-
ми и фибробластоподобными клетками.

Артерии после замораживания / отогрева харак-
теризуются склеротическими изменениями сосуди-
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стой стенки, происходит ее заселение макрофага-
ми. Отмечается сохранение умеренной клеточной 
инфильтрации окружающих тканей. В группе за-
мороженных и облученных артерий отмечается за-
селение сосудистой стенки макрофагами и фибро-
бластоподобными клетками. Реакции воспаления и 
отторжения в области имплантации не отмечались 
(рис. 10).

Таким образом, выраженные различия между 
группами имплантированных подкожно участков 
артерий наблюдались в ранние сроки (3, 7 суток). 
Острые клеточные реакции на замороженные и об-
лученные артерии не отмечались. К 4-й и 8-й неде-
лям наблюдения сосудистая стенка во всех иссле-
дуемых группах заселена макрофагами и фибробла-
стоподобными клетками, т. е. наблюдались процес-
сы ремоделирования биоимплантов. При этом вы-
раженная клеточная инфильтрация окружающих 
тканей в группе нативных артерий сохранялась на 
всех сроках наблюдения.

Для изучения биосовместимости и функцио-
нальности девитализированных артерий были вы-
полнены операции сосудистого протезирования. 

Основные этапы оперативного вмешательства: 
1. Выделение инфраренального отдела брюшной 

аорты кролика (рис. 11, а). 
2. Пережатие и пересечение аорты (рис. 11, б). 
3. Наложение проксимального и дистального сосу-

дистых анастомозов (рис. 11, в). 
4. Снятие сосудистых клип и выполнение оконча-

тельного гемостаза (рис. 11, г).
В послеоперационном периоде в одном случае 

мы наблюдали стойкое нарушение двигательной 
функции задних конечностей животного и призна-
ки неврологических тазовых расстройств, при этом 
глубокие рефлексы были сохранены. Следует от-
метить, что признаки тромбоза аортального проте-
за отсутствовали, кровоснабжение нижних конеч-
ностей было адекватным. Двигательные и чувстви-
тельные функции передних конечностей были со-
хранены в полном объеме. Из литературных данных 
известно, что еще Н.И. Пирогов продемонстриро-
вал развитие временного паралича задних конечно-
стей у кролика после пережатия брюшной аорты на 
протяжении 30 мин, который самопроизвольно про-
ходил в течение 1 суток. Если пережатие продолжа-

Рис. 9. Имплантация под кожу. 4 недели после операции: а – нативные артерии; б – артерии после замораживания; 
в – артерии после замораживания и облучения. Окраска гематоксилином и эозином, ×200

100 m 100 m 100 mа б в

Рис. 10. Имплантация под кожу. 8 недель после операции: а – нативные артерии; б – артерии после замораживания; 
в – артерии после замораживания и облучения. Окраска гематоксилином и эозином, ×200

100 m 100 m 100 mа б в
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лось дольше, восстановление двигательных функ-
ций задних конечностей не наступало [9]. В дру-
гой серии опытов перевязывались обе подвздош-
ные артерии в течение более длительного време-
ни. При этом наступало только легкое ослабление 
функций конечностей и их похолодание, т. е. при-
знаки нарушения кровоснабжения на периферии. 
Эти исследования показали, что паралич конечно-
стей у животных был связан в наибольшей степе-
ни с ишемией спинного мозга, а не периферических 
нервов и самих мышц [17]. В дальнейшем пережа-
тие брюшной аорты стало классическим приемом 
экспериментальной ишемии спинного мозга и по-
лучения паралича задних конечностей у животных 
[22]. Были подробно изучены механизмы происхо-
дящих деструктивных изменений в спинном мозге 
при пережатии аорты [18]. Учитывая вышеуказан-
ные факты и данные литературы [17, 18, 22], нами 
был сделан вывод о наличии у прооперированно-
го животного ишемического деструктивного по-
ражения поясничного отдела спинного мозга, вы-
званного длительным пережатием брюшной аорты. 
В дальнейшем при выполнении оперативных вме-

шательств мы стремились пережимать аорту мак-
симально дистальнее. При этом было установлено, 
что наложение атравматических клип ниже отхож-
дения пари етальной поясничной ветви (r. lumbalis 
aortae), которая располагается между почечными 
(aa. renalis) и нижней мезентериальной артериями 
(a. mesenterica inferior), длительностью до 90 мин 
не приводило к развитию клинически значимых не-
врологических нарушений. В ближайшие часы по-
сле операции животные полностью восстанавлива-
ли двигательную активность, функции тазовых ор-
ганов не нарушались. Приведенные данные позво-
ляют сделать вывод о существенной роли r. lumbalis 
aortae в кровоснабжении поясничного отдела спин-
ного мозга кроликов и отсутствии развитой сети 
коллатерального кровоснабжения. Несмотря на ши-
рокий литературный анализ, выявленные нами ана-
томические особенности кровоснабжения не были 
найдены в литературных источниках [8, 17, 18, 22].

Нами было выполнено 8 операций по протези-
рованию сегмента брюшной аорты. 2 животных по-
гибли в течение первых суток послеоперационно-
го периода из-за острого тромбоза, вызванного гру-

Рис. 11. Основные этапы выполненных операций по протезированию аорты

а

в

б

г
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быми техническими ошибками в виде прошивания 
задней стенки сосудистого анастомоза или значи-
тельного его сужения. Гистологическое исследова-
ние девитализированных протезов в 1-е сутки по-
слеоперационного периода продемонстрировало 
отсутствие инфильтрации сосудистой стенки и зна-
чительную степень лизиса собственных клеточных 
фрагментов (рис. 12, а).

Через 7 суток после операции внутренняя по-
верхность протеза оставалась гладкой, тромботи-
ческие массы отсутствовали на всем протяжении 
(рис. 13). Реакции отторжения и иммуногенного 
воспаления не отмечались. Соединительно-тканная 
структура протеза была полностью сохранена, 
собственные клеточные фрагменты отсутствова-
ли (рис. 12, б). Края протеза соединены со стенкой 
аорты прослойками новообразованной соедини-
тельной ткани (рис. 12, в). Импрегнация серебром 
межклеточных границ продемонстрировала форми-
рование очагов эндотелизации протеза со стороны 
зоны анастомоза (рис. 14).

В настоящее время длительность наблюдения 
составляет 6 месяцев. Признаки тромбозов и вы-
раженных стенозов отсутствуют. Физиологическая 
активность экспериментальных животных полно-
стью сохранена. Следует отметить, что проопери-
рованная самка кролика успешно забеременела че-

Рис. 12. Девитализированный протез на разных сроках наблюдения: а – 1-е сутки после операции; б – 7-е сутки после 
операции; в – зона анастомоза, 7-е сутки после операции. Окраска гематоксилином и эозином, ×200

100 m 100 m 100 mа б в

Рис. 13. Внутренняя поверхность протеза, 7-е сутки 
после операции

Рис. 14. Эндотелиальный слой артерий, 7 суток после операции. Импрегнация межклеточных границ серебром: 
а – аорта кролика, зона рядом с анастомозом; б – девитализированный протез. Обозначен очаг эндотелизации приле-
гающей к анастомозу зоны. ×200

100 m 100 mа б



89

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

рез 1 месяц после операции. Период вынашива-
ния и родов протекал без осложнений, что свиде-
тельствует о полноценном функционировании тазо-
вых органов и сохранении адекватного кровотока в 
условиях высокой физиологической нагрузки.

ВЫВОДЫ
5. Комбинирование замораживания / отогрева и ио-

низирующего облучения приводит к полной де-
витализации артерий свиньи при сохранении 
структуры эластических мембран и коллагено-
вых волокон, а также их пространственных вза-
имосвязей.

6. Изучаемые физические факторы не вызывают 
значимых изменений пластичности сосудистой 
стенки.

7. Описанная обработка снижает иммуногенные 
свойства ксеногенных артерий.

8. Результаты трансплантации продемонстрирова-
ли отстутствие тромбогенности и реакций от-
торжения. Девитализированные ксеногенные ар-
терии полноценно интегрируются в организм ре-
ципиента и адекватно функционируют.

9. Экспериментально установлено, что пережа-
тие брюшной аорты кролика ниже отхождения 
r. lumbalis aortae длительностью до 90 мин не 
приводит к параличу задних конечностей живот-
ного.
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Одной из основных проблем в современной 
сердечно-сосудистой хирургии остается отсутствие 
функционально надежных сосудистых протезов ма-
лого диаметра, необходимых для аортокоронарного 
шунтирования при ишемических болезнях сердца 
(не более 3,5 мм) и для протезирования малых ар-
терий (вен) при заболеваниях периферической со-
судистой системы (не более 5 мм).

Предлагаемая авторами консервация ксеноген-
ных артерий в сочетании с их стерилизацией, осно-
ванная на последовательном использовании двух 
физических способов обработки, относится к одно-
му из подходов в создании тканеинженерных кон-
струкций сосудистых биопротезов малого диаме-
тра без использования клеточных технологий. Не-
смотря на положительные результаты исследова-
ний in vivo, полученных, однако, на малой выбор-
ке животных, трудно оценить эффективность раз-
работанного авторами способа обработки биотка-
ни (к сожалению, авторы не приводят диаметр по-
лученных ими образцов) без сравнительного ана-
лиза с существующими химическими способами 
консервации биотканей. Например, такими как ан-
титромбогенная модификация глютар- или эпок-
си обработанной биоткани, НИИ комплексных про-
блем сердечно-сосудистых заболеваний СО РАМН, 
Кемерово [1–3], модификация глютаробработанной 
биоткани самогепаринизируемым покрытием, ФГУ 
«ФНЦ трансплантологии и искусственных органов 
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