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В данной работе описывается методика выделения и получения аутогенного децеллюляризированного 
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Введение 
Одной из проблем реконструктивных опера-

ций в сосудистой хирургии остается выбор сосу-
дистого трансплантата, отвечающего ряду требо-
ваний и подходящего для конкретной клиниче-
ской ситуации. Многочисленные наблюдения по-
казывают, что использование синтетических сосу-
дистых протезов в ряде случаев осложняется 
тромбозами, отторжением сосудистого трансплан-
тата, формированием ложных аневризм в области 
анастомозов и инфекционными осложнениями [1]. 

Развитие современной клеточной и ткане-
вой инженерии позволяет получать in vitro транс-
плантаты из аутологичных клеток. Основными 
видами таких трансплантатов являются следую-
щие: 1) сосудистый трансплантат с применением 
синтетических каркасных основ в комбинации с 
аутологичными клетоками; 2) сосудистый транс-

плантат без синтетического каркаса с использова-
нием только аутологичных клеток [2]. 

Для создания аутотрансплантатов с исполь-
зованием синтетического каркаса чаще исполь-
зуется полипропиленовая сетка или уже готовый 
сосудистый синтетический протез, на которые 
наращивается слой аутологичных клеток. Одна-
ко перспективным направлением биоинженерии 
аутотрансплантатов сосудов — это создание его 
полностью из тканей пациента без применения 
синтетических материалов [4]. 

Аутотрансплантат без применения синте-
тической основы имеет наряду с  преимущест-
вами один значительный недостаток: тонко-
стенность и слабость его стенки, из-за чего он 
не способен выдерживать артериальное давле-
ние что значительно ограничивает его приме-
нение в практике. 
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В связи с этим нами предложен материал 
для каркаса сосудистого трансплантата в виде 
фасции. Однако при применении ее в качестве 
нативного материала для реконструкции сосу-
дов возможен риск тромбирования, что связа-
но с активацией тканевых факторов сверты-
ваемости. Для уменьшения содержания ткане-
вых факторов, а следовательно, повышения ее 
тромборезистентности применили метод де-
целлюляризации [5]. В результате децеллюля-
ризации из биологического материала остается 
только белковый матрикс с сохраненной архи-
тектоникой ткани. Полученный таким методом 
фасциальный материал может являться опти-
мальным для реконструкции  сосудов, так как 
не содержит тканевых факторов свертываемо-
сти и сохраняет высокую прочностью [3]. 

Однако, несмотря на положительные коа-
гуляционные и механические характеристики 
децеллюляризированного материала, остается 
вопрос о его дальнейшеем ремоделировании и 
приживлении в организме. 

Цель 
Оценить применение аутологичного де-

целлюляризированного фасциального лоскута 
при реконструктивных операциях на артериях 
в эксперименте. 

Материал и методы исследования 
Исследование проводилось эксперименталь-

но на 7 лабораторных животных (беспородные 
собаки весом 19 ± 4,5 кг). Имплантация децеллю-
ляризированного аутофасциального лоскута про-
водилась в бедренные артерии в виде заплаты. 

Экспериментальная часть выполнялась на 
базе патофизиологической группы НИЛ Бел-

МАПО, в стандартных условиях вивария. При 
работе с животными руководствовались мето-
дическими рекомендациями «Правила работы 
с использованием экспериментальных живот-
ных» (утв. 16.06.2004 г. ректором ГУО «Бело-
русская медицинская академия постдипломно-
го образования». До начала эксперимента жи-
вотные находились под карантинным наблю-
дением в течение двух недель в виварии. 

Подготовка и обработка фасциального лоску-
та, а также его децеллюляризация проводилась 
в условиях лаборатории эндокринологии и 
биохимии ГНУ «Институт радиобиологии НАН 
Республики Беларусь». 

Хирургические вмешательства по забору 
фасциального лоскута и по проведению ре-
конструктивных вмешательств на бедренных 
артериях проводились под комбинированной 
анестезией: 5 % раствор кетамина 6 мг/кг, 
тиопентал натрия 50 мг/кг, 0,005 % фентанил 
и 0,25 % дроперидол в соотношении 1:2. При 
проведении экспериментальных исследова-
ний руководствовались правилами гуманного 
обращения с животными. С целью профилак-
тики тромбоза внутривенное введение гепа-
рин 50 EД/кг. 

Для забора фасциального лоскута с перед-
них конечностей животное укладывалось на 
спину и фиксировалось. После подготовки 
операционного поля осуществлялся забор фас-
ции с двух сторон. Область взятия материала 
обрабатывалась 5% спиртовым раствором йо-
да. Производился разрез кожи с дальнейшим 
выделением фасции и выкраиванием свобод-
ного лоскута размером 2×3 см. 

 

                
Рисунок 1 — Забор фасциального лоскута с передней конечности 

 
 
Полученные фасциальные образцы отмы-

вали в PBS+ гепарин 20 ЕД/мл и хранили при 
–80 °С (24 ч) до проведения эксперимента. Даль-
нейшие манипуляции с фасциальными лоску-
тами осуществлялись в стерильных условиях. 
После разморозки при комнатной температуре 
образцы переносили в гипотонический буфер 
(Tris-HCl (10 mM, pH 8.0), 0,1 % ЭДТА (pH 8.0), 
10 KIU/мл апротинин (Гордокс), 100 Ед/мл пе-

нициллин, 100 мг/мл стрептомицин, 0,25 мкг/мл 
амфотерицин В, гепарин 20 ЕД/мл) и инкуби-
ровали в темноте при +4 °С 24 ч. 

Далее образцы переносили в индивиду-
альные полипропиленовые пробирки, содер-
жащие гипотонический буфер с детергентом 
(Tris-HCl (10 mM, pH 8.0), 0,1 % ЭДТА (pH 8.0), 
10 KIU/мл апротинин (Гордокс), 100 Ед/мл пе-
нициллин, 100 мг/мл стрептомицин, 0,25 мкг/мл 
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амфотерицин В, 2 % Тритон Х-100 (Roth)) и 
инкубировали в темноте при +4 °С в течение 2 су-
ток при постоянном перемешивании. Заменяли 
буфер каждые 24 ч. В дальнейшем проводили 
обработку образцов свободного фасциального 
лоскута ДНКазой I (0,2 мг/мл) 3 ч при +37 °С. 
Затем отмывали в течение 2 суток (ежеднев-
ная замена раствора) в деионизированной во-

де. На заключительном этапе образцы обра-
ботанного свободного фасциального лоскута 
помещали в PBS со 100 Ед/мл пенициллина, 
100 мг/мл стрептомицина, 0,25 мкг/мл амфо-
терицина В, гепарина 20 ЕД/мл. Транспорти-
ровка образцов осуществлялась в холодиль-
нике, при температуре +4 °С. Цикл децеллю-
ляризации составлял 8 суток. 

 

                      
                                                           а)                                                             б) 

Рисунок 2 — Полученные образцы свободного фасциального лоскута 
в условиях клеточной лаборатории на этапах децеллюляризации: 

а) первые сутки после забора фасциального лоскута; 
б) восьмые сутки после проведенной децеллюляризации 

 
 

Для имплантации в бедренные артерии полу-
ченного децеллюляризированного аутофасциаль-
ного лоскута экспериментальные животные фик-
сировались на операционном столе в положении 
«на спине». Затем операционные поля на внутрен-
них поверхностях бедер выбривались и обрабаты-
вались 5 % спиртовым раствором йода. После вы-

деления бедренной артерии проводилось внутри-
венное введение гепарина (50 ЕД/кг). Эксперимен-
тальный образец фасции имплантировался в арте-
риальное русло в виде заплаты при пластике бед-
ренной артерии. Затем - запуск магистрального 
кровотока, обеспечение гемостаза, послойный шов 
раны. Время ишемии конечности — 40 ± 12 мин. 

 

                    
                                         а)                                                      б)                                               в) 

                   
                                                        г)                                                                     д) 

Рисунок 3 — Этапы бедренной ангиопластики заплатой из децеллюляризированного 
аутологичного фасциального лоскута (увеличение × 3,5): 

а) выделение бедренной артерии; б) продольная артериотомия; в) формирование фасциальной заплаты; 
г) ангиопластика бедренной артерии децеллюляризированной аутофасциальной заплатой; 

д) состояние бедренной артерии поле ангиопластики 



Проблемы здоровья и экологии 63

В послеоперационном периоде для профи-
лактики гнойно-септических осложнений жи-
вотным вводили ципрофлоксацин 20 мг/кг/сут 
и кеторолак 1 мг/кг/сут в течение 5 дней. 

Полученный экспериментальный материал 
фиксировали в 10 % растворе забуференного 
формалина в течение 24–36 ч. Затем произво-
дилась гистологическая вырезка патологоана-
томических препаратов, которые помещались в 
гистологические кассеты. Проводка получен-
ного материала производилась на тканевом про-
цессоре Microm STP-120 (Thermo Scientific, 
Германия). Проведенный материал заливали в 
парафиновые блоки. На роторном микротоме 
Microm HM 304 E (Thermo Scientific, Герма-
ния) изготавливали срезы толщиной 3–4 мкм, 
которые затем монтировались на предметные 
несиланизированные стекла (Минимед, РФ). 
В дальнейшем проводилась окраска гематок-
силином и эозином по стандартной методике. 
Полученные гистологические препараты за-
ключали под покровные стекла с использова-
нием монтирующей среды Biomount (Bio 
optica, Испания). 

Результаты и обсуждение 
В послеоперационном периоде гнойно-сеп-

тических осложнений, а также летальности не 
было. Достоверных изменений в общем анализе 
крови в период эксперимента не выявлено. 

С целью морфологического контроля ме-
тодики децеллюляризации на всех этапах про-
водился забор участка фасциального лоскута. 

После первых суток децеллюляризации 
фасциальный лоскут представлен двумя слоями 
плотной регулярно соединительнотканной ткани 
с хорошо определяемыми ядрами в симпластах 
клеток. Пучки коллагеновых волокон плотно 
прилегают друг к другу и располагаются в на-
правлении растяжения. Аморфного вещества ма-
ло, и присутствуют только фибробласты, пере-
мешанные с эластическими волокнами. Волокна 
в слоях располагаются перпендикулярно друг 
другу. Данные слои покрыты рыхлой соедини-
тельной тканью с идущими в них кровеносными 
сосудами и нервными терминалями. В просвете 
единичных сосудов определялось полнокровие и 
сладж-феномен. По краям лоскута определялись 
участки компрессии с очагами кровоизлияний. 

 

 

Рисунок 4 — Участок фасциального лоскута после первых суток этапа децеллюляризации 
(Окраска: гематоксилин-эозин, увеличение ×200) 

 
 
На вторые сутки децеллюляризации в фас-

циальном лоскуте определялись сосуды и рых-
лая соединительная ткань без ядер, цитоплазма 
клеток данных тканей была гомогенной эозино-

фильной, выявлялись очаги мукоидного и фиб-
риноидного набухания слоя плотных регулярных 
соединительнотканных волокон. При этом в 
данном слое ядра в клетках сохранялись. 

 

 
Рисунок 5 — Участок фасциального лоскута после двух суток этапа децеллюляризации 

(Окраска: гематоксилин-эозин, увеличение ×100) 
 
 
Начиная с третьих суток и до конца цикла де-

целлюляризации изменений в структуре образцов 
не наблюдалось, фасциальный лоскут был пред-
ставлен гиалинизированными соединительноткан-
ными волокнами. Стенки гиалинизированных мел-

ких артерий и артериол утолщены за счет накопле-
ния в них гомогенных эозинофильных масс, просвет 
их значительно сужен или полностью закрыт. Со-
единительнотканные волокна содержат эозино-
фильные массы, ядра во всех волокнах отсутствуют. 
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Рисунок 6 — Участок фасциального лоскута на восьмые сутки этапа децеллюляризации 
(Окраска: гематоксилин-эозин, увеличение ×100) 

 
 
Для морфологической оценки имплантиро-

ванных экспериментальных децеллюляризиро-
ванных аутофасциальных лоскутов были вы-
браны участки бедренных артерий в местах ан-
гиопластики через 6 месяцев после операции. 

Через 6 месяцев стенка артерии в месте 
имплантации незначительно утолщена за счет 
гипертрофии интимы. Аутотрансплантат децел-
люляризированной фасции по периферии пред-
ставлен фрагментом гиалинизированной соеди-
нительной ткани с очагами бесклеточных нек-

розов. На данном фрагменте трансплантиро-
ванной фасции располагается широкий слой 
эластических соединительнотканных волокон, 
которые формируют часть стенки сосуда и 
врастают по краям наложения имплантации во 
внутреннюю эластическую мембрану и мышеч-
ные волокна интимы бедренной артерии. Меж-
ду фасциальным лоскутом и слоем эластиче-
ских соединительнотканных волокон опреде-
ляются vasa vasorum. Со стороны просвета слой 
эластических волокон покрыт эндотелием. 

 

             

Рисунок 7 — Участок аутологичного децеллюляризированного фасциального лоскута 
через 6 месяцев после имплантации в бедренную артерию (Окраска: гематоксилин-эозин, 

увеличение: A × 100; В, С ×200) 
 

                

Рисунок 8 — Монослой эндотелия, выстилающий внутреннюю поверхность 
имплантированного децеллюляризированного аутофасциального лоскута при ангиопластике 

через 6 месяцев (Окраска: гематоксилин-эозин, увеличение ×1000) 
 
 
Заключение  
В ходе эксперимента при промежуточном сро-

ке наблюдения через 6 месяцев после имплантации 
экспериментального образца просвет сосуда прохо-
дим, внутренняя стенка выстлана эндотелием, а 
также отсутствуют признаки перефокального вос-

паления по линии швов, что свидетельствует о его 
приживлении. Данные результаты позволяют сде-
лать предварительный вывод о возможности ис-
пользования децеллюляризированного фасциаль-
ного лоскута в качестве пластического материала 
при реконструктивных операциях на артериях. 
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ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ СОСТОЯНИЕ ТОЛСТОГО КИШЕЧНИКА КРЫС 
ПРИ ВВЕДЕНИИ В РАЦИОН ПИТАНИЯ ЦИТРУСОВОГО ПЕКТИНА 

Е. В. Марцинкевич1, С. Б. Кондрашова1, В. А. Седакова2, Т. М. Лукашенко1 
1Институт физиологии НАН Беларуси, г. Минск 

2Могилевский государственный университет имени А. А. Кулешова 

Цель: изучить функциональное состояние толстого кишечника крыс при введении в пищевой рацион 
цитрусового пектина. 

Материалы и методы. Эксперименты выполнены на самцах белых крыс (n = 45) в соответствии с прави-
лами гуманного отношения к лабораторным животным. В исследовании использовали рекомендуемую дозу пи-
щевых волокон, утвержденную Комитетом по гигиене РФ (2002 г.), исходя из физиологической нормы их по-
требления, которая составляла 1,25 г/животное/сутки, и дозу, увеличенную на 50 % — 1,875 г/животное/сутки. 
Микробиологические и биохимические исследования проводились по общепринятым методикам. 

Результаты. Установлено, что длительное (в течение 1 месяца) употребление цитрусового пектина в 
дозе 1,25 г/животное/сутки не сопровождается изменением титра положительной микрофлоры, однако вы-
зывает появление бактерий р. Citrobacter. Введение в рацион повышенного содержания добавки 
(1,875 г/животное/сутки) приводит к снижению удельной концентрации пробиотических микроорганизмов 
(лакто- и бифидобактерий), росту пула энтеробактерий и потенциально-патогенных грибов. В материале ве-
рифицируются бактерии р. Citrobacter и грибы р. Candida. 

При применении обеих доз цитрусового пектина зафиксировано возрастание концентрации уксусной и 
масляной кислот, отмечена кислая реакция содержимого кишечника, о чем свидетельствует снижение зна-
чений pH фекалий животных. 

Заключение. Экспериментальные данные позволяют констатировать, что при нормальном физиоло-
гическом состоянии регулярное длительное потребление цитрусового пектина в допустимой дозе 
(1,25 г/животное/сутки) не вызывает изменений пробиотической микрофлоры кишечника, но создает пред-
посылки для усиления колонизации условно-патогенными представителями. Превышение дозы исследуемой 
добавки приводит к значительному снижению значений рН содержимого кишечника и к усиленной проли-
ферации потенциально-патогенных микроорганизмов. 

Ключевые слова: пищевые волокна, цитрусовый пектин, толстый кишечник, короткоцепочечные жир-
ные кислоты. 

THE EFFECT OF CITRUS PECTIN ON THE FUNCTIONAL STATUS OF RATS` COLON 

E. V. Martsynkevich1, S. B. Kondrasheva1, V.A. Sedakova2, T. M. Lukashenko1 
1Institute of Physiology of NAS of Belarus, Minsk 

2Mogilev State University named after A. A. Kuleshov 

Objective: to study the effect of citrus pectin on the functional status of rats` colon. 
Material and methods. The experiments have been performed on male rats (n = 45) in accordance with the 

rules of the humane treatment of experimental animals. The doses of dietary fiber have been calculated by the 
physiological norm of human consumption, approved by the Committee on Health of the Russian Federation (2002) 
and accounted for 1.25 and 1.875 g/animal/day. Microbiological and biochemical studies have been carried out 
according to the conventional techniques.  

Results. It has been ascertained that long-term use (for 1 month) of citrus pectin at a dose of 1.25 g/animal/day 
leads to changes of the titer the positive microflora, but causes emergence of Citrobacter. The increase of pectin to 
1.875 g/animal/day leads to a decrease in the concentration of specific probiotic microorganisms (Lactobacillus ssp. 
and Bifidobacterium ssp.), an increase in the pool of Enterobacteriaceae and potentially pathogenic Fungi. The 
material verified Citrobacter and Candida, which were not found in control animals.  

Applying both the doses of citrus pectin we noted an increase in the concentrations of acetic and butyric acids, 
acidification of the intestinal contents, as evidenced by the decrease in the pH of the animals` faeces. 

Conclusion. The experimental data make it possible to state that regular long-term consumption of citrus pectin 
at the permissible dose (1.25 g/animal/day) in the normal physiological state does not cause any changes in the 
probiotic intestinal flora but creates preconditions for enhancing colonization by opportunistic agents. The excess 
dose of the studied additive results in a significant decrease of pH values of the intestinal contents and enhanced 
proliferation of potentially pathogenic microorganisms.  

Key words: dietary fibers, citrus pectin, colon, short chain fatty acids. 


