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Впервые было проведено исследование устойчивости к кальцинозу яремных вен быка (ЯВБ) с хи-
тозановым и бисфосфонатным покрытиями, нанесенными из растворов в среде системы вода/суб-
критический диоксид углерода (угольная кислота). Были исследованы образцы после гибридной
децеллюляризации в сверхкритическом СО2, а также с покрытиями, нанесенными из растворов в
угольной кислоте под давлением (P = 30 МПа) и комнатной температуре. Было выявлено снижение
кальциноза обработанных вен, особенно для вен с бисфосфонатным покрытием, на Δ = 90 ± 5%,
p < 0.05, по сравнению с общепринятым “золотым стандартом” (ЯВБ, сшитые глутаровым альдеги-
дом и децеллюляризованные с помощью додецилсульфата натрия). Установлено, что для значи-
тельного подавления кальциноза ЯВБ необходимо сочетание комбинированных свойств покрытия,
а именно: способности маскировать свободные альдегидные группы и способности подавлять рост
патогенной микрофлоры (антимикробной активности).
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В настоящее время в кардиохирургической
практике широко применяются девитализован-
ные яремные вены быка (ЯВБ) в качестве альтер-
нативы ксеногенным кондуитам (трубка на осно-
ве животного биоматериала с протезом клапана
артерии) легочной артерии человека. Общепри-
нятым “золотым стандартом” таких кондуитов
является ЯВБ, децеллюляризованная в растворе
полярного детергента – 1%-го раствора додецил-

сульфата натрия с последующей химической ста-
билизацией в 0.625%-ном растворе глутарового
альдегида. Согласно данному протоколу произ-
водят широко распространенные кондуиты
“Contegra”, получаемые из яремных вен крупного
рогатого скота, разработанные компанией “Ven-
Pro Corp.” (США) в 1999 г. как альтернатива ле-
гочным аллотрансплантатам [1]. Эффект девита-
лизации биоткани, в случае применения ионных
детергентов – додецилсульфата натрия (ДСН)
или дезоксихолата натрия, основан на разруше-
нии клеточных мембран и денатурации белков [2]
при взаимодействии с молекулами детергентов.
Однако вследствие денатурации белков может
происходить также и разрушение гликозамино-
гликанов и факторов роста, что нарушает уль-
траструктуру внеклеточного матрикса [3, 4].

Весьма перспективной выглядит концепция
обработки вен в среде суб- и сверхкритического
диоксида углерода (ск СО2), поскольку позволяет
быстро и в щадящем режиме децеллюляризовать
ткань вен с сохранением структуры внеклеточно-
го матрикса. В литературе представлены некото-
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рые протоколы с применением сверхкритическо-
го диоксида углерода с добавлением этанола и во-
ды в качестве полярных сорастворителей для
децеллюляризации некоторых видов биотканей
[5, 6].

Ранее нами была разработана методика ги-
бридной децеллюляризации ЯВБ, сочетающая
экспресс-отмывку в растворе додецилсульфата
натрия с последующей экспозицией в многоком-
понентной системе, включающей воду, неполяр-
ный детергент (Твин-80, “Sigma-Aldrich”, США)
и этанол в растворе ск СО2, которая подробно
описана в работе [7]. Была показана эффектив-
ность такого подхода с точки зрения децеллюля-
ризации и сохранения механико-прочностных
характеристик ткани вен. Дополнительно был
разработан комбинированный способ модифика-
ции ЯВБ: гибридная децеллюляризация с после-
дующим нанесением протекторного хитозаново-
го покрытия из растворов в системе вода/субкри-
тический диоксид углерода под давлением
(угольная кислота). Было доказано улучшение
механико-прочностных характеристик таких
ЯВБ [7]. Кроме того, хитозановое покрытие явля-
ется абсолютно биосовместимым, придает анти-
микробные [8] и антитромбогенные [9] свойства
биоматериалу, что позволяет рассматривать де-
целлюляризованные ЯВБ с хитозановым покры-
тием как альтернативу нативному, вышедшему из
строя сосуду.

Известно, что кальциноз коллагеновых мат-
риц биопротезов в основном возникает в резуль-
тате иммунного ответа организма на наличие ксе-
ногенных клеток и клеточных компонентов, а
также контакта тока крови со свободными оста-
точными группами глутарового альдегида на по-
верхности биоматериала [10]. Поэтому можно
предположить, что, применяя комбинированный
подход децеллюляризации с последующим нане-
сением покрытия, экранирующего матрицу от
контакта с током крови, удастся устранить два ос-
новных фактора развития кальциноза – фосфо-
липиды, клетки и клеточные элементы, а также
закрыть свободные остаточные группы глутаро-
вого альдегида [10]. Помимо полимерного про-
текторного покрытия могут быть использованы
покрытия на основе бисфосфонатов, эффектив-
ность которых с точки зрения подавления каль-

циноза перикардиальной ткани биопротезов хо-
рошо известна [11]. Поскольку ранее мы показали
эффективность метода нанесения протекторного
хитозанового покрытия из растворов в угольной
кислоте под давлением на перикард, то ожидает-
ся, что и в случае модификации ЯВБ с целью сни-
жения кальциноза данный метод нанесения по-
крытий будет наиболее предпочтителен.

Целью настоящей работы являлось исследова-
ние устойчивости ткани модифицированных
ЯВБ к кальцинозу с помощью специальной in vivo
модели. Согласно данной модели, крысам под-
кожно имплантировались образцы модифициро-
ванных вен, которые находились в организме жи-
вотных в течение 12 нед. с учетом специальной
кальций-промоутирующей диеты. После экспо-
зиции образцы извлекались и исследовались на
количество солей кальция спектрофотометриче-
ским методом.

В качестве антикальциевых модификаторов
использовали полимер хитозан (# 448869, “Sig-
ma-Aldrich”, США) и низкомолекулярный бис-
фосфонат – алендронат натрия (# 121268-17-5,
“Sigma-Aldrich”, США), структурные формулы
которых приведены на рис. 1.

Использовали ЯВБ, прошедшие этап лабора-
торного отбора и механической очистки. Кон-
трольные и опытные образцы вен группы 1 (“ГА”,
табл. 1) проходили цикл предобработки, включа-
ющий сшивку в 0.625%-ом водном растворе глу-
тарового альдегида (ГА, “Merck”, Германия) в бу-
фере HEPES (“Sigma-Aldrich”, США) и обработ-
ку 1%-м водным раствором додецилсульфата
натрия. Затем опытные образцы группы 1 подвер-
гали протоколу гибридной децеллюляризации,
подробно описанной в работе [7], согласно кото-
рому вены предварительно отмывали в течение
1 ч в 1%-ом водном растворе ДСН и затем прово-
дили экспозицию в растворе многокомпонент-
ной системы: ск СО2/этанол/вода/Твин-80 в ква-
зидинамическом режиме с закачкой и сбросом
СО2 (“Гибрид”, табл. 1). Экспозицию в растворе
ск СО2 проводили в установке с объемом реакто-
ра 300 мл “SFT-150” (“Supercritical Fluid Technol-
ogies Inc.”, США). После герметизации в реактор
нагнетали СО2 (чистота >99.997%, АО “Линде Газ
Рус”, Россия). В течение экспозиции в реактор

Рис. 1. Антикальциевые модификаторы ЯВБ: хитозан (а), алендронат натрия (бисфосфонат) (б).

O O
HO

HO

OH

(а) (б)

NH2

O
HO

OH

NH2

OO
HO

OH

NH2n

P P

OHH2N

O

HO
HO

O

OH
ONa

3H2O
OH



ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. ХИМИЯ, НАУКИ О МАТЕРИАЛАХ  том 496  2021

ИССЛЕДОВАНИЕ УСТОЙЧИВОСТИ К КАЛЬЦИНОЗУ ЯРЕМНЫХ ВЕН БЫКА 79

парциально впрыскивали 95%-й этанол (ООО
“Константа-Фарм М”, Россия) через вспомога-
тельный насос со скоростью1 мл мин–1. Опытные
образцы группы 2 проходили стадию гибридной
очистки (аналогично образцам группы 1) с после-
дующим нанесением хитозанового покрытия или
хитозанового покрытия с наночастицами серебра
(“Гибрид + Хитозан” или “Гибрид + Хитозан/Ag”
соответственно) из 1%-го раствора полимера в
системе вода/субкритический диоксид углерода
(угольная кислота) под давлением 30 МПа при t =
= 23–25°C в течение 3 ч (группы 3 и 4, табл. 1).
Образцы вен группы 5 проходили стадию экспо-
зиции в 1%-м растворе алендроната натрия (“Sig-
ma-Aldrich”, США) в угольной кислоте под дав-
лением 30 МПа при t = 23–25°C в течение 3 ч по-
сле стадии гибридной децеллюляризации
(“Гибрид + Бисфосфонат”, табл. 1).

Исследования кальциноза образцов модифи-
цированных ЯВБ проводили на крысах, которые,
благодаря быстрому метаболизму их организма,
могут служить удобной моделью для экспресс-те-
стирования in vivo. Модифицированные образцы
ЯВБ с площадью 2–3 см2, покрытых хитозаном
(наносили из растворов углекислоты), импланти-
ровали подкожно самцам крыс породы “Wis-
tar” (возраст 1 мес, вес 90–115 г) под наркозом.

После имплантации животные содержались в
нормальных условиях и получали пищу ad libitum.
Через 4 мес. после имплантации образцы ЯВБ
были извлечены из животных и промыты в фи-
зиологическом растворе для удаления остатков
крови животных. Содержание кальция в образцах
определяли атомно-абсорбционным спектрофо-
тометром “ААС-5100/Zeeman” (“Perkin-Elmer”,
Германия). Количественные данные анализиро-
вали с помощью двухвыборочного независимого
t-критерия (α = 0.05) с использованием “Origin 8”
(“OriginLab Corp.”, США).

С целью доказательства наличия антикальцие-
вых покрытий были проанализированы ИК-спек-
тры нарушенного полного внутреннего отраже-
ния (НПВО) поверхностей образцов ЯВБ. Для де-
целлюляризованных гибридным методом вен [7]
удалось детектировать типичные для коллагена
пики в области 3292–3305 см–1 (OH, NH, амид A),
3078 см–1 (амид B), 2928 см–1 (CH2) [10], 1651–
1633 см–1 (тройной пик C=O) [12] и 1234 см–1 (NH,
пролин, амид III). Характерные для хитозана пи-
ки отчетливо видны на спектрах образцов с поли-
мерным покрытием в области 3440 см–1 (OH и
NH), 1658 см–1 (CO) и 1598 см–1 (амид II, NH2)
[13]. Спектр вены с покрытием из алендроната
натрия содержал отчетливые пики в области

Таблица 1. Результаты анализа способности к подавлению кальциноза вен, обработанных с помощью суб- и
сверхкритического диоксида углерода (M ± m, N = 27)

№ группы, образец Описание обработки
Концентрация

Са, мг г–1

Нормализованное 
содержание Са 
относительно
контроля, %

1. “ГА” (“золотой стандарт”) Вены, сшитые в 0.625% растворе ГА и 
отмытые в 1% ДСН в течение суток

31.0 ± 6.0 11.0 ± 3.0

2. “Гибрид” Вены, отмытые в 1% ДСН (1 ч) + обра-
ботка в ск СО2 с детергентом Твин-80

23.0 ± 3.0 8.0 ± 2.0

3. “Гибрид + Хитозан” “Гибрид”, сшитые в 0.625% растворе ГА, 
+ нанесение хитозана из 1% раствора 
полимера в угольной кислоте

24.0 ± 5.0 8.0 ± 2.0

4. “Гибрид + Хитозан/Ag” “Гибрид”, сшитые в 0.625% растворе ГА, 
+ нанесение хитозана с наночастицами Ag 
из 1% раствора полимера со стабилизиро-
ванными наночастицами в угольной кислоте

19.0 ± 3.0 6.0 ± 1.0

5. “Гибрид + Бисфосфонат” “Гибрид”, сшитые в 0.625% растворе ГА, 
+ экспозиция в 1% растворе алендроната 
натрия в угольной кислоте

2.5 ± 1.0 1.0 ± 0.5
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1240–1280 см–1, а также системы пиков в области
900–1100 см–1 (рис. 2г), что характерно для обла-
сти колебаний PO-группы [14, 15]. Сложность в
выделении характерных пиков алендронатного
покрытия связана с их перекрыванием с колеба-
тельной областью третичного углерода COH [14]
(≈1100–1210 см–1), однако для вен с покрытием
пики в данной области более выражены, чем для
обычных очищенных вен (рис. 2а,г), что косвен-
но подтверждает наличие бисфосфонатного по-
крытия, адсорбированного на ткань ЯВБ.

Поскольку ранее была доказана эффектив-
ность децеллюляризации вен после гибридной
обработки [7], то как отсутствие клеток и клеточ-
ных компонентов в тканях вен, так и наличие
маскирующего полимерного или бисфосфонат-
ного покрытия, экранирующего коллагеновую
матрицу от тока крови, позволяют ожидать сни-
жение степени кальциноза вен по сравнению с
существующим “золотым стандартом”.

Действительно, было показано существенное
понижение степени связывания солей кальция
венами, претерпевшими гибридную очистку с по-
мощью ск СО2, на Δ = 30 ± 10% (сравнение групп
1 и 2, табл. 1 p < 0.05, где p – уровень значимости,
вероятность того, что сравниваемые группы в
табл. 1. статистически неразличимы). Несмотря
на наличие хитозанового покрытия в достаточно
большом количестве (∼1 вес. % хитозана от веса
биоткани [7]), способность к подавлению каль-
циноза у вен с полимерным покрытием не отли-
чается от вен без такового (сравнение групп 2 и 3,
табл. 1, p > 0.05). Однако для вен с покрытием с
внедренными наночастицами серебра и усиленны-
ми антимикробными свойствами наблюдалось зна-
чительное подавление кальциноза на Δ = 45 ± 10%
по сравнению не только с “золотым стандартом”
(сравнение групп 1 и 4, табл. 1, p < 0.05), но и по
сравнению с децеллюляризованными в ск СО2 ве-
нами (на Δ = 25 ± 10%, сравнение групп 2 и 4,

Рис. 2. ИК НПВО спектры алендроната натрия (б) и ЯВБ: после гибридной децеллюляризации (а); после гибридной
децеллюляризации с хитозановым покрытием, нанесенным из растворов в угольной кислоте (в); после гибридной де-
целлюляризации с бисфосфонатным покрытием, нанесенным из растворов в угольной кислоте (г).
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табл. 1, p < 0.05). Бисфосфонатное покрытие, в от-
личие от хитозанового, вызывает значительное сни-
жение кальциноза биоткани ЯВБ (на Δ = 85 ± 5%) в
сравнении с венами после гибридной децеллюля-
ризации (сравнение групп 2 и 5, табл. 1, p < 0.05),
и на Δ = 90 ± 5% по сравнению с “золотым стан-
дартом” (сравнение групп 1 и 5, табл. 1, p < 0.05).

Известно, что наночастицы серебра обладают
повышенной антимикробной активностью [16].
Также и алендронат натрия подавляет рост неко-
торых грамотрицательных патогенов [17]. Следо-
вательно, при использовании в качестве имплан-
тируемых биопротезов ЯВБ с нанесенными для
подавления кальциноза защитными покрытия-
ми, экранирующими свободные остаточные аль-
дегидные группы, необходимо обеспечить также
и наличие у протезов выраженных антимикроб-
ных свойств. Важность данного аспекта, скорее
всего, связана с особенностью строения яремных
бычьих вен, которые имеют выраженную разрых-
ленную волокнистую адвентицию. Вероятность
адсорбции патогенов на такую ткань значительно
повышается, что определяет усиленный иммун-
ный ответ со стороны организма, проявляющий-
ся, в том числе, в кальцификации биоткани про-
теза, которую предпочтительно было бы предот-
вратить.

СОБЛЮДЕНИЕ СТАНДАРТОВ 
РАБОТЫ С ЖИВОТНЫМИ

Все применимые международные, национальные
и/или институциональные принципы ухода и исполь-
зования животных были соблюдены.
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For the first time, a study of the resistance to calcinosis of bull jugular veins (BJVs) with chitosan and bis-
phosphonate coatings applied from solutions in the medium of the water/subcritical carbon dioxide (carbonic
acid) system was conducted. Samples of veins after hybrid decellularization in supercritical CO2, as well as with
chitosan and bisphosphonate coatings applied from solutions in carbonic acid under pressure (P = 30 MPa) and
at room temperature were studied. There was a decrease in calcification of treated veins, especially for veins
with bisphosphonate coating – by Δ = 90 ± 5%, p < 0.05 compared to the generally accepted “gold standard”
(BJVs crosslinked with glutaraldehyde and decellularized with sodium dodecyl sulfate). It was established that
for significant suppression of calcification of the surface, a presence of combined properties of the coating is
necessary, namely: 1) the ability to mask free aldehyde groups and 2) the ability to suppress the growth of
pathogenic microflora (antimicrobial activity).

Keywords: supercritical carbon dioxide, carbonic acid, bioprostheses, decellularization, calcinosis, chitosan,
bisphosphonates
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