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Печень человека является уникаль-
ным жизненно необходимым орга-

ном, одновременно обеспечивающим син-

тетическую, метаболическую и детоксика-
ционную функции. Именно комплексность 
функционирования печени человека как 

DOI: https://doi.org/10.51922/1818-426X.2023.4.114

Д. Н. Садовский1, Д. Ю. Ефимов1, Е. А. Назарова1, 
Е. А. Примакова1, А. А. Сыманович1, Е. Г. Петровская1, 

А. М. Федорук1, Д. А. Федорук1, С. Н. Рябцева2, 
С. И. Кривенко1, А. Е. Щерба1, О. О. Руммо1

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ МАШИННОЙ ПЕРФУЗИИ 
ПРИ ДЕЦЕЛЛЮЛЯРИЗАЦИИ НЕПРИГОДНОЙ 
ДЛЯ ТРАНСПЛАНТАЦИИ ПЕЧЕНИ ЧЕЛОВЕКА 
ДЛЯ СОЗДАНИЯ БЕСКЛЕТОЧНОГО МАТРИКСА

ГУ «Минский научно-практический центр хирургии, 
трансплантологии и гематологии»1 

ГНУ «Институт физиологии НАН Беларуси»2

В настоящее время единственным методом, позволяющим заместить все функ-
ции печени, является органная трансплантация. Ввиду нехватки донорских орга-
нов, для временного замещения различных функций печени разрабатываются различ-
ные модели биоискусственной печени. Децеллюляризация непригодной для транс-
плантации печени от умершего донора является актуальной темой исследования. 
Приведены данные о технических особенностях подготовки печени к процессу де-
целлюляризации. Описан алгоритм получения бесклеточного матрикса печени че-
ловека и процесс проведения децеллюризации с помощью устройства для динами-
ческой консервации донорских органов с последующей оценкой методом электрон-
ной микроскопии.
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MACHINE PERFUSION FOR DECELLULARIZATION 
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Currently, the only method that can replace all the liver functions is organ trans- 
plantation. Due to the donor organs shortage, various bioartificial liver models are being 
developed. Decellularization of a liver unsuitable for transplantation from a deceased 
donor is a challenging topic of research. Data on the technical features of the preparation 
of the liver for the process of decellularization are given. An algorithm for obtaining 
a cell-free matrix of the human liver and the process of decellularization using a device 
for dynamic conservation of donor organs with subsequent evaluation by electron microscopy 
are described.
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органа создает значительные трудности 
для создания технологий по ее замеще-
нию у пациентов с печеночной недостаточ-
ностью [4, 5, 10]. Нарушение синтетической 
функции печени приводит к нарастанию 
коагулопатии, отсутствие детоксикационной 
функции к прогрессирующей энцефалопа-
тии, повреждению нейронов, повышению 
внутричерепного давления и отеку голов-
ного мозга. Всё перечисленное обусловли-
вает высокие цифры летальности пациен-
тов с острой печеночной недостаточностью, 
достигающие 40–80 % [8]. Ключевым аспек-
том в лечении данной группы пациентов 
является невозможность протезирования 
всех функций печени (метаболической, де-
токсикационной, синтетической). На дан-
ный момент единственным методом, позво-
ляющим адекватно заместить все функции 
печени, является органная трансплантация.

В мире параллельно с развитием орган-
ной трансплантации происходит разработ-
ка экстракорпоральных технологий «искус-
ственной печени». 

В настоящий момент в международ-
ных исследованиях особое внимание уде-
ляется получению внеклеточного матрик-
са печени человека, который может быть 
повторно заселён клеточной культурой ге-
патоцитов. Каждый из трёх компонентов – 
каркас или «скаффолд», клетки, биохимиче-
ские характеристики – имеют ключевое 
значение для функционирования конструк-
ции [7]. 

Печень человека является уникальным 
жизненно необходимым органом, одновре-
менно обеспечивающим синтетическую, 
метаболическую и детоксикационную функ-
ции. Именно комплексность функциониро-
вания печени человека как органа созда-
ет значительные трудности для создания 
технологий по ее замещению у пациентов 
с печеночной недостаточностью. Существует 
ряд вариантов экстракорпоральной био- 
искусственной печени, в которой бы соче-
тались культура клеток гепатоцитов и вне-

клеточный матрикс (в виде микросфер, 
нанофибрил, гидрогелей). Однако их клини-
ческое применение ограничено [3, 6, 9, 11].

В настоящее время применяются раз-
личные методики машинной перфузии транс-
плантата печени и показаны определён-
ные преимущества этого метода по сравне-
нию со статической холодовой ишемией [2]. 
В связи с этим использование машинной 
перфузии для децеллюляризации непригод-
ной для трансплантации печени является 
актуальной темой исследования.

Цель работы. Выполнить децеллюляри-
зацию непригодной к трансплантации до-
норской печени от умершего донора для по-
лучения аллогенного скаффолда с исполь-
зованием машинной перфузии.

Материал и методы 

При принятии решения о непригодно-
сти донорской печени для трансплантации 
во время выполнения операции по забору 
органов у умершего донора, печеночный 
графт эксплантируется по стандартной ме-
тодике, упаковывается в пакеты (три сте-
рильных пакета) с консервирующим рас-
твором и помещается в термоизоляцион-
ный контейнер со льдом для сохранения 
в условиях статического холода. На опера-
ции «back-table» выполняется поэтапное 
разделение печени на правую долю и ле-
вый латеральный сектор (сегменты 2 и 3) 
с поэтапным клипированием и перевяз-
кой сосудов, прошиванием желчных про-
токов, канюлируются долевые печеночные 
артерии и ветви воротной вены. Для перфу-
зии через воротную вену использовалась 
канюля для перфузии органов при эксплан-
тации производства ПУП «ФреБор», имею-
щая двухпросветную и перфорированную 
структуру [1]. Для перфузии через печё-
ночную артерию использовалась муфта 
инъекционная системы инфузионной ПР-01 
однократного применения производства 
ПУП «ФреБор». В дальнейшем децеллюля-
ризация осуществляется согласно разрабо-
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танному алгоритму: печень промывается 
физиологическим раствором натрия хло-
рида 0,9 % в объеме 2 литра, после этого 
орган помещается в холодильную камеру 
с температурой –18–22 °С. После размо-
раживания органа выполняется краевая 
биопсия (2 участка) для контрольного ги-
стологического исследования. Затем пе-
чень помещается в резервуар устройства 
для машинной перфузии с подключением 
канюль к перфузионному контуру универ-
сальной перфузионной системы.

Для децеллюризации печени от умерше-
го донора использовалось устройство для ди-
намической консервации органов, разра-
ботанное в ГУ «Минский научно-практи- 
ческий центр хирургии, трансплантологии 
и гематологии» совместно с ЗАО «СоларЛС» 
(рисунок 1). Устройство универсальное, 
используется для динамической консер-
вации и перфузии печени, почек, поджелу-
дочной железы в различных условиях.

Перфузия осуществляется с помощью 
насосов перистальтического типа с макси-
мальным давлением в перфузионной линии 
печеночной артерии не более 120 мм рт. ст. 
Перфузия донорского органа сначала 
осуществляется дистиллированной водой 
в объеме 40–50 литров до изменения 
цвета эффлюента, затем орган перфузи- 
руется 10 литрами раствора 4 % «Тритон-Х» 
на протяжении 2 часов периодическим 
изменением с положения органа 1 раз  
в час при комнатной температуре. После 
орган промывается дистиллированной во-
дой в объеме 50 литров с последующим 
помещением в холодильную камеру на 7 су-
ток в специальном контейнере с дистилли-
рованной водой, которая ежедневно обнов-
ляется. По истечении указанного времени, 
орган перфузируется раствором, содержа-
щим ДНК-азу, кальция хлорид и магния хло-
рид, при температуре 37–38 ºС на протя-
жении 6–8 часов. По окончании процесса 

Рисунок 1. Вид устройства для динамической консервации донорских органов
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деллюляризации печени человека выпол-
няется биопсия для последующего гисто-
логического анализа. В исследовании ис-
пользовались 2 фрагмента донорской пе-
чени – 2 левых латеральных сектора.

Для электронной микроскопии взяты 
6 участков печени: 3 контрольных и 3 опыт-
ных, до проведения децеллюризации и после 
ее выполнения, соответственно. Образцы 
печени фиксировались в течение 24–48 ча-
сов при +4 ºС в 2,5 % растворе глутаро- 
вого альдегида, разбавленном в фосфат-
ном буфере. Далее промывали буферным 
раствором трижды в течение 60 минут 
при +4 ºС. Постфиксация 2 % тетроксидом 
осмия проводилась в течение не менее 
двух часов при +4 ºС в защищённом 
от света месте. Затем образцы дегидрати-
ровали в двух порциях 96 ºС этилового 
спирта и двух сменах ацетона и затем за-
ключали в смесь эпоксидных смол. Поли-
меризацию блоков проводили в термоста-
те при 37 ºС в течение 2 суток и при 56 ºС 
в течение 4 суток. Полутонкие срезы толщи-
ной 1 мкм изготавливали на ультрамикрото-
ме PTPC PowerTome (RMC Boeckeler, США).

Исследование одобрено на заседании 
независимого этического комитета ГУ «Мин-
ский научно-практический центр хирур-
гии, трансплантологии и гематологии» от 
11.02.2022 № 1.

Результаты и обсуждение

После выполнения децеллюляризации 
непригодной для трансплантации донор-
ской печени (двух фрагментов) с исполь-
зованием машинной перфузии, получен 
скаффолд мягко-эластичной консистен-
ции с неповрежденной капсулой, элемен-
ты сосудов и стромы в паренхиме конту-
рируются на разной глубине от капсулы, 
паренхима имела оливковый цвет, арте-
рии и вены левого латерального секто- 
ра упругие и эластичные, без поврежде-
ний. Результат децеллюляризации отражен 
на рисунках 2, 3.

При электронной микроскопии получе-
ны следующие данные. Печеночная ткань 
контрольного образца характеризовалась 
сохранной ультраструктурой: гепатоциты 
формировали печеночные балки и желч-
ные протоки, были разделены синусоид-
ными капиллярами (рисунок 4). 

В опытных образцах ткань печени была 
представлена соединительным каркасом 

Рисунок 2. Вид донорской печени (левый 
латеральный сектор) после разделения ее 
на операции «back-table» на сегменты 2–3 

до децеллюляризации с канюлей для перфузии 
в ветви воротной вены

Рисунок 3. Вид сегментов 2–3 печени человека 
после децеллюляризации с использованием 
устройства для динамической консервации 

донорских органов
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с белково-жировыми каплями (рисунок 5, А). 
Тонкие волокна соединительной ткани си-
нусоидов печени переплетались друг с дру-
гом, формируя структуры напоминающие 
соты неправильной формы и размеров (ри-
сунок 5, Б).

Таким образом, опытный образец пе-
чени после процесса децеллюляризации 

с использованием устройства для динами-
ческой консервации донорских органов 
представлен соединительнотканным кар-
касом без клеточного компонента ткани 
печени. 

На основе разработанного алгоритма 
децеллюляризации донорской печени не-
пригодной к трансплантации проведена 

Рисунок 4. Ультраструктурная характеристика ткани печени контрольного образца: гепатоциты 
(короткие стрелки) печени контрольного образца разделены синусоидными капиллярами (длинные 

стрелки), увеличение ×1000,0 (А), ×2500,0 (Б), SEM (BSE), электроннограмма

Рисунок 5. Ультраструктурная характеристика ткани печени опытного образца: клетки не определяются, 
между соединительнотканными волокнами выявлены белково-жировые капли (короткая стрелка), 
соединительнотканная строма печени формирует полости в виде сото-подобных структур (длинные 

стрелки), увеличение ×1000,0 (А), ×3500,0 (Б), SEM (BSE), электроннограмма
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машинная перфузия двух фрагментов пе-
чени (левый латеральный сектор), получе-
ны скаффолды оптимальных характеристик. 
Положительной характеристикой разрабо-
танного алгоритма с применением ма-
шинной перфузии при помощи устройства 
для динамической консервации донорских 
органов явилась возможность получения 
скаффолда без использования дополни-
тельных вспомогательных устройств и в ми-
нимальный временной промежуток. Мето-
дом электронной микроскопии выполнена 
оценка в динамике и объективизирована 
эффективность процесса децеллюляриза-
ции с применением машинной перфузии. 
Так, на рисунках 4–5 показано оптималь-
ное состояние скаффолда, который был 
представлен соединительнотканным кар-
касом без клеточного компонента ткани 
печени, что является положительным ре-
зультатом и потенциалом для последу- 
ющего заселения культурой клеток гепа- 
тоцитов. 

Таким образом, поиск методов лечения 
пациентов с острой печеночной недоста-
точностью путем разработки и создания 
экстракорпоральных методов, включающих 
в себя биоинженерную печень, является 
важной медицинской научной задачей, 
решение которой позволит оптимизиро-
вать применение современных трансплан-
тационных технологий, снизить госпиталь-
ную летальность и повысить выживаемость 
пациентов с данной патологией. Непри-
годные для трансплантации и невостребо-
ванные в клинической практике печеноч-
ные графты от умерших доноров являются 
оптимальным ресурсом для создания алло-
генного децеллюляризированного внекле-
точного матрикса печени человека, имею-
щего значительный потенциал для исполь-
зования в качестве скаффолда для целей 
тканевой инженерии или регенеративной 
медицины. Разработан алгоритм децеллю-
ляризации печени человека с применением 
машинной перфузии, позволяющий в ми-

нимальный временной промежуток полу-
чить бесклеточный матрикс оптимальных 
характеристик.
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