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Аннотация
Введение. Связки выполняют важнейшую роль в организме, соединяя кости между собой. Разрывы связок 
представляют собой наиболее частые проявления серьезных костно-мышечных травм. Особенно это актуально 
для передней крестообразной связки коленного сустава. В травматологии и ортопедии функциональное 
восстановление связок может быть достигнуто при использовании аутотрансплантации, синтетических и 
биологических протезов. Большой интерес для хирургов представляет использование протезов из биотканей 
животного происхождения, так как они легкодоступны и при достижении качественной обработки безопасны, 
сохраняя при этом свою естественную структуру и прочность.
Цель исследования. Децеллюляризовать говяжье сухожилие в соответствии с нашей первоначально 
разработанной техникой и исследовать его эффективность с точки зрения наличия клеточных элементов, а 
также физических и механических параметров материала.
Материал и методы. Для изготовления прототипа изделия связочного протеза мы разработали технологию 
обработки сухожилия крупного рогатого скота, как наиболее схожего по структуре материала, 
включая его механическую обработку, химико-физические методы обработки и специальную обработку 
сверхкритическим флюидом диоксида углерода, содержащим неионогенное поверхностно активное вещество 
Твин-80 для децеллюляризации и извлечения органических компонентов в дополнение к коллагеновому каркасу 
при сохранении прочностных свойств. Были выполнены гистологические исследования для проверки остатков 
клеточных элементов, а также измерения физико-механических свойств материала.
Результаты. Гистологическое исследование показало, что после всех методов обработки в материале 
обнаруживались 0–2 клетки в поле зрения. Прочностные характеристики материала составляли 503 кгс/мм2 
до обработки и 605 кгс/мм2 после обработки.
Заключение. Данные, полученные в ходе исследования, подтверждают, что произведенная обработка 
качественно повлияла на выведение клеток, не ухудшила и даже повысила механическую прочность материала. 
Требуется дальнейшее изучение биосовместимых свойств материала.

Ключевые слова: протез связки, децеллюляризация, сухожилие, ксенотрансплантат, биосовместимость, 
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ПКС – передняя крестообразная связка СКФ-СО2 – сверхкритический флюид диоксида углерода

Введение

Связки выполняют важнейшую роль в орга-
низме, соединяя кости между собой. Они пред-
ставляют собой полосы плотной соединительной 
ткани, преимущественно состоящие из белков 
коллагена и эластина.

Наибольшее значение в травматологии имеет 
передняя крестообразная связка (ПКС), направ-
ленная от бедренной к большеберцовой кости. 
Она имеет среднюю длину 32 мм и ширину 
7–12 мм. Волокна внутри связки закручены под 
углом в 110°. Связка является главной структу-

рой в коленном суставе, так как она удерживает 
голень от смещения вперед и внутрь. До 50–70% 
всех травм опорно-двигательного аппарата 
составляют травмы коленного сустава; в основ-
ном у спортсменов – представителей физически 
сложных видов спорта, в том числе единоборств.

Разрыв ПКС является одной из наибо-
лее частых причин возникновения серьезной 
костно-мышечной травмы, характерной для 
физически активных людей [1]. Теоретически 
максимально допустимая нагрузка на ПКС нахо-
дится в пределах от 734 Н (73,4 кгс/мм2) до 1725 Н 
(172,5 кгс/мм2), а среднее значение нагрузки на 
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Abstract
Introduction. Ligaments play a critical role in the body, linking bones together. Ligament ruptures are the most common 
manifestations of serious musculoskeletal injuries. This is especially true for the anterior cruciate ligament of the knee 
joint. In trauma surgery, orthopedics, the ligament functional recovery can be achieved by using tissue autografting, 
synthetic and biological prostheses. Of great interest to surgeons is the use of prostheses made of biological tissues of 
animal origin, since they are easily available and, when high-quality processing is achieved, they are safe, retaining their 
natural structure and strength. 
Purpose of the study. To decellularize the bovine tendon according to our originally developed technique and to investigate 
its efficacy in terms of the presence of cellular elements and physical and mechanical parameters of the material.
Material and methods. To manufacture the prototype of the ligament prosthesis product, we developed the technique for 
processing the bovine tendon, as the most similar material by structure, including its mechanical processing, chemical 
and physical processing methods and a special treatment with supercritical carbon dioxide fluid containing nonionic 
surfactant Tween-80 for decellularization and extraction of organic components in addition to collagen framework, 
while maintaining strength properties. Histological studies were performed to check for the residues of cellular elements, 
and the measurements of the physical and mechanical properties of the material were made. 
Results. Histological examination of the material showed that after processing, 0–2 cells in the field of view were found 
in the material. The strength properties of the material were 503 kgf/mm2 before processing and 605 kgf/mm2 after 
processing.
Conclusion. The data obtained in the study confirmed that the  processing performed qualitatively affected the elimination 
of cells,  did not worsen  but even increased the mechanical strength of the material. Further study of the biocompatible 
properties of the material is required.
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ПКС для человека от 17 до 35 лет равно 1700 Н 
(170 кгс/мм2) [2].

Обычно повреждениям коленного суста-
ва подвержены лица наиболее трудоспособно-
го возраста, притом мужчины травмируют-
ся в среднем в 2 раза чаще, чем женщины [3]. 
Совершенствование технологии пластики ПКС, 
а также других видов связок коленного сустава 
либо других суставов имеет высокую актуаль-
ность для травматологов-ортопедов на протяже-
нии многих десятилетий.

Основной причиной интереса к проблеме раз-
рыва связок явилась не только сохраняющая-
ся тенденция к увеличению количества травм 
коленного сустава, сопровождавшихся разрыва-
ми связок, появление новых способов пластики и 
их технического оснащения, но и сформировав-
шаяся в профессиональном сообществе потреб-
ность определить преимущества, особенности и 
перспективы создаваемых новых технологий [4].

В артроскопической хирургии актуальным в 
настоящее время остается вопрос выбора транс-
плантата для пластики. Для этой цели исполь-
зуют ауто- и аллотрансплантаты, а также син-
тетические протезы. Из аутотканей наиболее 
пригодными для восстановления связок являют-
ся средняя треть собственной связки надколен-
ника с костными блоками, сухожилия «гусиной 
лапки» – полусухожильной и нежной мышц 
бедра, а также часть сухожилия четырехглавой 
мышцы бедра с костным блоком. В качестве алло-
трансплантатов применяются консервированные 
различными методами донорские сухожилия. 
Искусственные протезы связок изготавливают-
ся из очень прочных синтетических материалов, 
таких как капрон, лавсан, перилен, дакрон и 
полиэстер. К недостаткам аутопластики можно 
отнести увеличение длительности оперативного 
вмешательства и его травматичность, наличие 
донорской раны и связанных с ней осложнений.

Несмотря на значительные преимущества 
синтетических протезов, таких как: минимиза-
ция травмы, ранняя активизация больных, воз-
можность нагрузки и движения сразу после опе-
рации – им также свойственны и существенные 
недостатки: синовиты, прогрессирующий остео-
лиз вокруг каналов в мыщелках большеберцовой 
и бедренной костей, низкая способность к транс-
формации и быстрое нарастание дегенератив-
но-дистрофических изменений в коленных суста-
вах. Биологические протезы лишены этих недо-
статков. Однако использование алло- и ксено-
трансплантатов имеет риск передачи инфекции, 

для них характерен более выраженный остеолиз 
костных каналов вследствие иммунной реакции и 
большее снижение механических свойств транс-
плантата, особенно в первые 6 мес, неконтроли-
руемая биорезорбция и биодеградация, а также 
увеличение стоимости операции. Эти проблемы 
связаны прежде всего с недостаточным удале-
нием биологической составляющей, на которую 
отвечает организм реципиента, или с разруше-
нием коллагенового каркаса вследствие примене-
ния жестких методов химико-ферментативной 
обработки для удаления этих биокомпонентов из 
ткани [5]. Стоит обратить особое внимание на пла-
стические материалы биологического ксеногенно-
го происхождения, в основе которых находится 
естественный белок соединительной ткани – кол-
лаген. Эти биологические материалы обладают 
высокой схожестью по структуре с замещаемыми 
тканями организма и очень доступны.

Наиболее перспективным направлением в 
замещении дефектов ткани в реконструктивной 
хирургии на сегодняшний день является разра-
ботка биоимплантатов на основе таких колла-
генсодержащих биотканей, как децеллюляризо-
ванный ксеноперикард [6, 7]. Однако для проте-
за связки, в особенности крестообразной связки 
колена, требуется исходный материал с очень 
высокими изначальными прочностными харак-
теристиками, способный выдерживать как мини-
мум пороговые нагрузки, свойственные связкам, 
и по структуре наиболее сходный с ними, а также 
различную длину и площадь сечения для подбора 
клиницистами необходимых размеров протези-
руемого материала. Наиболее подходящим мате-
риалом по этим критериям являются сухожилия. 
Как уже было сказано, основными недостатками 
биологических материалов, в том числе и ксено-
генного происхождения, являются способность 
к провоцированию воспаления и отторжению, а 
также к инфицированию из-за наличия чуже-
родных клеточных элементов и других биологи-
ческих составляющих.

При создании ксенотрансплантатов снижение 
риска воспаления окружающих тканей и потен-
циального отторжения трансплантата являет-
ся приоритетной задачей и требованием пред-
имплантационной обработки донорской ткани. 
Одним из методов создания тканевых имплан-
тов, применяемых в реконструктивно-восстано-
вительной хирургии для улучшения репаратив-
ных процессов и обновления структурно-функ-
циональных элементов в поврежденных тканях 
и органах, является девитализация донорской 
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ткани животных. Девитализация решает следую-
щие задачи: предотвращение отторжения путем 
удаления либо разрушения клеток донора из 
имплантируемого образца (децеллюляризация), 
стабилизация структуры ткани (консервирова-
ние), сохранение адекватных биомеханических 
свойств и стерильность материала. Большинство 
способов получения тканевых биоимплантатов 
из ксеногенных тканей основаны на продолжи-
тельной обработке различными детергентно-эн-
зимными и консервирующими растворами (глу-
таровый альдегид, эпоксисоединения), гипо- и 
гипертоническими растворами, действие которых 
связано с разрушением биологических компо-
нентов ткани и ее структурной стабилизацией. 
Благодаря этим способам достигается продление 
функциональной полноценности тканевых биоим-
плантатов в постимплантационном периоде [8, 9].

Известны также способы обработки матери-
ала, в том числе говяжьего сухожилия, химико-
физическими методами, включающими примене-
ние солевых растворов, замораживание и раз-
мораживание, замачивание в растворе перекиси 
водорода с воздействием последнего на поверх-
ностно-активные вещества, погружение в сахар-
ный сироп [10, 11]. Стоит обратить отдельное 
внимание на использование сверхкритического 
флюида диоксида углерода (СКФ-СО

2
) совместно 

с поверхностно-активными веществами – детер-
гентами (такими как додецилсульфат и Твин-80 
с этиловым спиртом) для полноценного удаления 
органических составляющих с сохранением есте-
ственной архитектоники и прочностных свойств 
материала [12].

Метод сверхкритической флюидной экстрак-
ции является весьма перспективным известным 
подходом к децеллюляции ксеноматериала. СФК-
CO

2
, содержащий небольшое количество азео-

тропообразователя, является подходящей средой 
для извлечения ядер клеток и клеточных мем-
бран из искусственной ткани. Он способен глу-
боко проникать в материал и воздействовать на 
клетки. В мягких условиях экстракции (15 МПа, 
37°С) ядра клеток удовлетворительно извлекают-
ся из ткани в течение 1 ч. Напротив, эффектив-
ность удаления фосфолипидов сильно зависит 
от скорости переноса углекислого газа внутрь 
ткани. Механическая прочность ткани не снижа-
лась даже при такой длительной обработке [13]. 
Для предотвращения передачи инфекций любые 
ксенотрансплантаты, применяемые в качестве 
медицинских изделий, необходимо стерилизо-
вать. Ряд исследований, посвященных примене-

нию СФК-CO
2
 в обработке биоматериала, свиде-

тельствуют о его способности ко всему прочему 
и инактивировать многие штаммы патогенных 
микроорганизмов, вирусов и прионов, потенци-
ально передаваемых от биоматериала человеку, 
что является большим преимуществом данного 
агента [14–16].

Цель исследования состоит в разработке 
методики качественной децеллюризации говя-
жьего сухожилия с сохранением и повышением 
его прочностных свойств.

Материал и методы

Выбор сырья
Говяжье сухожилие является доступным 

сырьем для производства медицинских имплан-
тируемых изделий. Для изготовления протеза 
связки специально были отобраны сухожилия 
сгибателя и разгибателя пальца крупного рога-
того скота, прошедшего ветеринарный контроль 
перед забоем, как наиболее подходящие по типо-
размерам для решения поставленных клиници-
стами задач (рис. 1).

Рис. 1. Говяжье сухожилие разгибателя пальца до обра-
ботки

Fig. 1. Bovine toe extensor tendon before processing

Обработка
Сухожилия вырезали, отбирали равные 

участки со средним диаметром 0,5–1 мм, меха-
нически очищали от внешних пленок, тщательно 
промывали в дистиллированной воде, нарезали на 
равные отрезки, а затем выдерживали в раство-
ре хлористого натрия восходящей концентрации, 
далее тщательно промывали от соли, после чего 
дважды замораживали с оттаиванием при ком-
натной температуре, затем помещали в сахарный 
сироп, осушивали на нетканой салфетке, рас-
правляли по направлению волокон, помещали в 
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эмульгатор Твин-80, извлекали и, не промывая, 
помещали в реактор установки сверхкритиче-
ской флюидной экстракции, обрабатывали при 
заданном давлении и температуре, по окончании 
обработки материал извлекали из реактора, осу-
шивали салфеткой по поверхности и помещали 
в 1% раствор перекиси водорода, промывали и 
погружали в 0,1% раствор глютарового альдегида, 
после чего вновь тщательно промывали под стру-
ей дистиллированной воды до полного прекраще-
ния пенистости, замораживали и высушивали в 
лиофильной сушке, а затем снова обрабатывали 
СФК-CO

2
 при заданном давлении и температуре.

После обработки сухожилие имело следую-
щий вид (рис. 2).

Analyzer v.1.1. Таким образом был проведен ана-
лиз на наличие клеточных элементов. Из каждого 
образца микроскопически изучали поперечные 
срезы. Использовали увеличение в 200 раз.

Физико-механические свойства
Измерения производили на испытательной 

машине Instron 5900, производя не менее чем 
20 повторов (n > 20) на разрыв. Прочностные 
характеристики материала измеряли по кри-
терию Модуль Юнга в кгс/мм2. Было проведе-
но 5 серий экспериментов. Результаты измере-
ний представлены в виде среднего и его стан-
дартной ошибки. Статистическую значимость 
отличия определяли с использованием критерия 
Стьюдента. Были получены результаты проч-
ностных свойств материала со статической зна-
чимостью, приведенные ниже (p<0,05).

Результаты

Исследование на наличие клеток
Гистологический анализ показал, что матери-

ал, не обработанный при окрашивании гемато-
ксилином и эозином, включал клетки, преимуще-
ственно располагающиеся между пучками кол-
лагеновых волокон. Между отдельными волок-
нами также встречались клетки, но в меньшем 
количестве. Во всех случаях клетки имели четкие 
контуры (рис. 3).

Рис. 2. Говяжье сухожилие после обработки

Fig. 2. Bovine tendon after processing

Материал испытывали по следующим кри-
териям:

– наличие/отсутствие клеточных элементов;
– физико-механические прочностные свой-

ства.

Исследования на наличие
клеточных элементов

Гистологически на наличие клеток были 
исследованы фрагменты говяжьего сухожилия 
размером 10х10 мм из необработанного и обра-
ботанного до этапа стабилизации в глутаровом 
альдегиде материала. Указанные исследования 
срезов из контрольных и прошедших обработку 
образцов производили методом фиксированных 
и окрашенных препаратов. Ткани фиксировали в 
нейтральном 7% раствора формалина, проводили 
через батарею спиртов возрастающей концентра-
ции и заливали в парафин. Парафиновые срезы 
толщиной 5–7 мкм окрашивали гематоксилином и 
эозином. Используя микроскоп с цифровой фото-
насадкой Sony с разрешением 12 мегапикселей, 
из каждого гистологического препарата было 
получено по 5 микрофотографий с использовани-
ем программ Image View, Image Tool v.2.00, Image 

Рис. 3. Материал до обработки, окраска гематоксили-
ном и эозином, поперечный срез, увеличение × 200

Fig. 3. Material before processing, hematoxylin and eosin 
staining, cross section, (magnification, × 200)
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Материал после обработки при окрашивании 
гематоксилином и эозином имел клетки, распола-
гающиеся только между пучками коллагеновых 
волокон, в основном в области прохождения кро-
веносных сосудов, в количестве от 0 до 2 в поле 
зрения. Между отдельными волокнами клетки 
не встречались. Во всех случаях они имели раз-
мытые контуры, а частично были разрушены 
(рис. 4).

Обсуждение

Наличие/отсутствие клеток
Гистологическое исследование говяжье-

го сухожилия показывает, что после основных 
этапов его физико-химической обработки (до 
использования консервации глутаровым аль-
дегидом), направленных на децеллюляризацию 
материала и выведение биологически активных 
веществ, клеточных составляющих практически 
не остается, что в целом свидетельствует о дости-
жении эффекта децеллюляризации.

Физико-механические свойства
Как можно видеть из таблицы, после обра-

ботки прочность полученного материала на раз-
рыв не снижалась и даже становилась выше, чем 
у необработанного материала, и в целом значи-
тельно превосходила максимально допустимую 
нагрузку для ПКС. Это связано, прежде всего, с 
применением щадящих режимов обработки (без 
агрессивных химических сред), сочетающих уме-
ренное физико-химическое воздействие на мате-
риал. Кроме того, повышение прочности матери-
ала можно также объяснить его стабилизацией в 
глутаровом альдегиде.

Заключение

Примененная методика обработки говяжьего 
сухожилия дает высокие результаты его децел-
люляризации говяжьего сухожилия.

Прочностные характеристики говяжьего сухо-
жилия после предложенной его обработки говя-
жьего сухожилия не теряются и даже имеют 
тенденцию к незначительному улучшению, свя-
занному с этапом стабилизации материала в глу-
таровом альдегиде.

Предложенная методика обработки говяжьего 
сухожилия является перспективной для разра-
ботки протеза связки человека. Однако для оцен-
ки эффективности полученного материала требу-
ется произвести дальнейшие исследования для 
изучения биологической безопасности и функ-
циональных свойств на моделях in vitro и in vivo.

Рис. 4. Материал после обработки, окраска гематокси-
лином и эозином, поперечный срез, увеличение × 200

Fig. 4. Material after processing, hematoxylin and eosin 
staining, cross section, (magnification, × 200)

Физико-механические свойства
Физико-механические и прочностные свой-

ства материала до и после обработки от каждой 
группы в виде средних показаний группы образ-
цов представлены в таблице.

Таблица. Результаты исследования физико-механиче-
ских свойств материала

Table. The results of studying the physical and mechanical 
properties of the material

Показатели

Максимально 
допустимая 

нагрузка
на ПКС [2]

До 
обработки

После 
обработки

Модуль Юнга,
кгс/мм2 170 503±7 605±19
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