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Актуальность: создание рассматриваемых в статье основных разновидностей биоинженерных бескле-
точных каркасов (внеклеточных матриксов, ВКМ) стало признанным методом в бурно развивающейся 
области регенеративной медицины.
Цель исследования: анализ источников литературы, рассматривающих проблемы создания искусственных 
трехмерных каркасов, имитирующих состав и функции ВКМ, для обеспечения микроокружения, близкого 
к естественному, в дискурсе сравнения преимуществ использования различных нативных ВКМ, взятых 
из тканей и органов, а также синтезированных in vitro клеточными культурами.
Материалы и методы: обзор источников литературы.
Результаты: рассмотрены свойства ВКМ in vivo и in vitro, а также основные разновидности современных 
методов децеллюляризации, с упором на органо- и тканеспецифичные разновидности ВКМ.
Выводы: проведено развернутое сравнение преимуществ и недостатков различных типов бесклеточных 
каркасов.
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Relevance: the production of the main tissue-engineered acellular scaffolds (extracellular matrixes, ECM) 
described in this article has become a recognized method in the rapidly developing field of regenerative medicine.
The aim of the study was to review current literature that analyzes problems of creating artificial three-dimensional 
scaffolds mimicing natural ECM composition and functions and to compare the advantages of using different 
native ECMs obtained from tissues and organs, as well as synthesized in vitro are compared.
Materials and methods: literature review.
Results: in this work the ECM characteristics in vivo and in vitro, as well as the varieties of modern techniques 
of decellularization, with an emphasis on organ- and tissue-specific ECMs, were analyzed.
Conclusions: a detailed comparison of the advantages and disadvantages of various types of acellular scaffolds 
was carried out.
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Тканевая инженерия, соединяющая воедино клет-
ки, биологически совместимый материал клеточных 
каркасов и биологически активные молекулы, заре-
комендовала себя в качестве многообещающего тера-
певтического подхода при лечении ряда заболеваний 
и травм, что особенно важно, учитывая разнообразие 
медицинских проблем, не поддающихся доступным на 
сегодняшний день методам лечения [1, 2].

Все трехмерные клеточные культуры по сути своей 
являются «органотипическими», в той или иной мере 
имитируют состав и функции внеклеточного матрик-
са (ВКМ), или бесклеточного каркаса определенной 
ткани. ВКМ не только представляют собой формо-
образующий фактор, но и контролируют функции 
клеток и стимулируют образование новых тканей [3]. 
Каркасы являются субстратом для засеянных на них 
клеток и обеспечивают физические и биологические 
сигналы, необходимые для адгезии и миграции клеток 
«на свои места», пролиферации и дифференцировки. 
С течением времени каркасы постепенно резорбиру-
ются, полностью замещаясь «родными» элементами 
ВКМ, синтезированными клетками. Для этого трех-
мерные каркасы должны быть биосовместимыми, био-
деградируемыми, при этом регулировать клеточную 
пролиферацию, морфогенез и дифференцировку, по-
добно нативным ВКМ [4, 5]. Другие важные направ-
ления тканевой инженерии – двухмерные плоские 
подложки, которые используются для пассажа in vitro 
культур соматических и стволовых клеток, а также 
их трехмерные производные. Подобные подложки 
должны обладать способностью обеспечивать макси-
мальный рост числа клеток, не влияя на их фенотип  
и генотип. 

Наряду с этим ВКМ способны модулировать сиг-
нальную трансдукцию, осуществляемую различны-
ми биологически активными молекулами, такими 
как факторы роста и цитокины [6]. Молекулярный 
состав и трехмерная структура ВКМ в каждой кон-
кретной ткани и органе индивидуальны, постоянно 
динамично меняются и перестраиваются. В идеале 
каркасы и подложки, используемые в тканевой ин-
женерии, должны обеспечивать для культивируемых 
клеток микроокружение, близкое к естественному. 
Естественные же ВКМ имеют очень сложную струк-
туру, так что, несмотря на многочисленные исследо-
вания в этой области [7], до сих пор не установлено 
строение целого ряда входящих в их состав белков 
и гликопротеинов. Помимо трудности имитации со-

става ВКМ столь же трудно воссоздать его сложную 
микроструктуру и архитектуру молекулярных сетей. 
Из-за перечисленных проблем в ближайшем будущем 
у тканевой инженерии нет иных перспектив, кроме 
использования уже готовых ВКМ – либо из натураль-
ных тканей и органов, либо синтезированных in vitro 
клеточными культурами.

Роль ВКМ in vivo 
ВКМ различных тканей представляют собой слож-

ные комплексы, состоящие из множества разнообраз-
ных полисахаридов, белков, гликопротеидов и протео-
гликанов. Адгезия клеток к ВКМ осуществляется с 
помощью специализированных рецепторов (интегри-
нов), благодаря чему in vivo поддерживается тканевая 
архитектура. ВКМ способны не только поддерживать 
тканевую архитектуру, но и регулировать функции кле-
ток несколькими способами [5]. Взаимосвязь между 
молекулами ВКМ и специфическими клеточными 
рецепторами напрямую активирует внутриклеточные 
сигнальные пути. Например, при отслойке клеток от 
матрикса сигнальная трансдукция, вызванная интегри-
нами, запускает апоптоз [8]. Интегрины непосредствен-
но активируют различные протеинкиназы [9] и даже 
Rho-киназу, тем самым вызывая сборку актиновых во-
локон [10]. Кроме прямой активации сигнальных путей 
ВКМ могут также активировать клеточные функции 
непрямыми способами. В настоящее время известно 
два таких способа: модуляция активности цитокинов 
путем их депонирования и связывания [11, 12], а также 
трансдукция механических сигналов [13].

Свойства ВКМ (состав, микроструктура и эластич-
ность) меняются в зависимости от типа ткани и опре-
деляют тканеспецифичные функции клеток [7]. Более 
того, состав и морфология ВКМ различаются в за-
висимости от стадий развития и при разнообразных 
патологических состояниях, таких как фиброз, даже в 
пределах одной и той же ткани [14, 15]. 

Виды бесклеточных матриксов  
и методы децеллюризации

Для получения бесклеточных каркасов, имити-
рующих естественные ВКМ, из тканей селективно 
удаляются все клетки путем разрушения межклеточ-
ных связей, клеточных мембран и высвобождения 
клеточного содержимого, которое затем вымывается. 
Методы децеллюляризации многочисленны и разно-
образны [16–21]:
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Физические методы:
 y встряхивание;
 y разрушение ультразвуком;
 y механическое растирание;
 y высокое гидростатическое давление (более 2500 
атмосфер);

 y замораживание/оттаивание.
Методы ферментативного воздействия: 
 y использование протеаз;
 y использование нуклеаз.

Химические методы:
 y обработка щелочами;
 y обработка кислотами;
 y обработка детергентами;
 y обработка органическими растворителями;
 y обработка хелатирующими реагентами;
 y обработка гипо- или гипертоническими раство-
рами.

У всех перечисленных методов имеется множество 
недостатков. С их помощью эффективно удаляются 
клеточные компоненты, но одновременно на состав, 
биологическую активность и биомеханические свой-
ства остающегося в результате внеклеточного матрикса 
оказывается ряд неблагоприятных воздействий. Как 
правило, используется комбинация различных методов, 
чтобы усилить суммарный децеллюляризирующий эф-
фект, одновременно ослабив возможное нежелательное 
воздействие на ВКМ. Считается, что для каждого ор-
гана и ткани методы децеллюляризации должны быть 
своими. 

В настоящее время в тканевой инженерии применя-
ются бесклеточные ВКМ-каркасы из большого числа 
разных тканей:

 y сердца [22];
 y сердечных клапанов [23];
 y кровеносных сосудов [24, 20];
 y подслизистой оболочки тонкой кишки [3];
 y легких [25, 26];
 y трахеи [27];
 y кожи [28];
 y нервов [29, 30];
 y роговицы [31];
 y пищевода [17, 32];
 y печени [33, 34];
 y почек [35];
 y мочевого пузыря [17, 36];
 y хрящевой ткани [37];
 y связок [21];
 y жировой ткани [38, 39];
 y амниотической оболочки [40].

Производство некоторых из упомянутых карка-
сов было поставлено на промышленную основу для 
применения в терапевтических целях. Из числа ком-
мерчески доступных бесклеточных ВКМ-каркасов 
наиболее широко используются продукты из подсли-
зистой оболочки кишечника и из производных кожной  
ткани. 

Культуральные ВКМ
При культивировании клеток in vitro молекулы 

ВКМ секретируются клетками на подложку в месте 
их прикрепления, благодаря чему образование, по-
добное ВКМ, может формироваться in vitro [41, 42]. 
После предварительной децеллюляризации такие ма-
триксы могут быть использованы в качестве субстрата 
для новой культуры клеток. Особенно перспективен 
этот метод в сочетании с различными искусственны-
ми биосовместимыми материалами, начиная от шелка 
и заканчивая трехмерными полимерными наносетками 
сложной структуры.

Сформированные культивируемыми клетками  
ВКМ описываются начиная с 1970-х годов [43]. 
В настоящее время существует множество их раз-
новидностей. Создан аналог базальной мембраны, 
образованный клетками легочного эпителия [44, 45], 
выращиваемыми на пластинах из высушенного колла-
гена с живыми фибробластами, или на так называемом 
матригеле – коллагеновых пластинках, обогащенных 
белками базальной мембраны, продуцированными 
культурой клеток саркомы. Под слоем клеток в куль-
туре образовывалась четко выраженная (электронно-
микроскопически определяемая) базальная мембрана. 
Полученный субстрат в дальнейшем использовали 
для культивирования гепатоцитов. При этом на такой 
модели базальной мембраны первичные гепатоциты 
поддерживали жизнеспособность дольше, а уровень 
синтеза альбумина и экспрессии гена цитохрома Р450 
был существенно выше, чем при других условиях куль-
тивирования [45].

Матриксы, формируемые клетками, могут исполь-
зоваться для модификации поверхностей биологически 
инертных материалов, например титана, сплавы кото-
рого не являются остеокондуктивными и имеют низкое 
сродство к клеткам. Для модификации титановых по-
верхностей на них культивировались остеобластопо-
добные клетки линии SAOS-2 [46]. После образования 
слоя белков ВКМ на металле клетки удаляли. Адгезия 
клеток к титану, покрытому бесклеточным матриксом, 
и рост культуры были существенно выше, чем при 
использовании чистых титановых и покрытых RGD-
пептидом или фибронектином поверхностей.

Тканеспецифичные ВКМ
Для исследования первичных культур подавляю-

щего большинства разновидностей клеток in vitro тре-
буются по крайней мере аналоги тканеспецифичных 
ВКМ. Например, синусоидальные клетки эндотелия, 
обладая тропностью к ВКМ-каркасам из тканей пе-
чени, не заселяют матриксы, полученные из подсли-
зистой оболочки тонкой кишки или базальной мемб-
раны мочевого пузыря [47]. Первичные гепатоциты 
в неподходящем микроокружении (в первую очередь 
при культивировании in vitro) теряют способность к 
синтезу альбумина и метаболизму лекарственных пре-
паратов. Потеря их специфических функций является 
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одной из главных проблем инженерии ткани печени. 
Первой успешной попыткой сохранения у первичных 
гепатоцитов специфических для клеток печени функ-
ций при культивировании был первичный матрикс из 
ткани печени, подвергнутой гомогенизации. К такому 
бесклеточному матриксу первичные гепатоциты мо-
гут прикрепляться, сохраняя при этом способность 
синтезировать альбумин в течение приблизительно 
3 месяцев [33]. 

Органные ВКМ
Бесклеточные ВКМ целых органов получают, де-

целюлляризируя целые органы растворами (в том 
числе сверхкритическими), в частности флюидом 
СO2 [48, 49] веществ-децеллюляризаторов, после чего 
пытаются «восстанавливать» их, заселяя различными 
типами клеток [26, 50].

Ott еt al. первыми получили бесклеточные матрик-
сы целых крысиных сердец [22] путем децеллюляции 
методом перфузии. После заселения матриксов нео-
натальными кардиомиоцитами уже через 4 недели 
невооруженным глазом наблюдались видимые сокра-
щения, а еще через 8 дней появилась даже насосная 
функция (правда, не более 1% от производительности 
живого сердца). Подобным же способом (длительная 
перфузия раствором с повышающейся концентрацией 
детергентов после замораживания/оттаивания) были 
получены бесклеточные матриксы, приготовленные 
из целой печени крысы [34]. После заселения гепато-
цитами и эндотелиальными клетками получившиеся 
«органы» демонстрировали характерные для печени 
функции: продукцию альбумина, синтез мочевины 
и детоксикацию; будучи гетеротопически подсаже-
ны крысам, успешно «работали» в течение 8 часов. 
В 2010 году три группы исследователей одновременно 
получили «восстановленное» легкое крысы из децел-
люляризированного матрикса [25, 26, 50]. Для децел-
люляции был также использован перфузионный метод. 
Полученные бесклеточные матриксы легких обладали 
относительно интактными структурами сосудистой 
сети, дыхательных путей и альвеол. После заселения 
(рецеллюляризации) клетками легочного эпителия 
и эндотелиальными клетками матриксы культивиро-
вали в биореакторе, имитирующем физиологические 
условия окружающей среды живого легкого. При орто-
топической трансплантации «восстановленные легкие» 
нормально кровоснабжались и поддерживали внеш-
нее дыхание и газообмен в течение нескольких часов. 
В 2009 году китайскими [51] и в 2010 году японскими 
исследователями [35] были получены бесклеточные ма-
триксы почек макак-резуса. «Восстанавливать» почки 
эти специалисты, впрочем, не пытались: первые просто 
показали возможность получения ВКМ перфузионным 
методом, а вторые выращивали на секциях полученного 
матрикса фетальные почечные эксплантаты, наблю-
дая хорошее прикрепление, миграцию и рост клеток 
на матриксе.

Медицинские перспективы  
применения ВКМ

Методик, пригодных для клинического приме-
нения, то есть с достаточной массой живых клеток 
«восстановленных псевдоорганов» больших размеров 
из обезьяньего, человеческого, свиного и коровьего 
трупного материала, в настоящее время не существу-
ет. Самые крупные рецеллюляризированные орган-
ные ВКМ – почки макак-резуса [52] и печень крыс 
[53, 54]. Сердца и легкие крыс также не требуют 
значительного количества кислорода и питательных 
веществ, особенно с учетом того, что клеточная плот-
ность «восстанавливаемых тканей» намного меньше, 
чем у здоровых органов, – все занимаются проверкой 
потенциальной применимости метода, а ни о каком 
практическом использовании речи идти не может. Тем 
не менее уже на этом уровне начинают проявляться 
лимитирующие свойства недостаточного содержа-
ния кислорода в культуральных средах, что порой 
заставляло исследователей включать в состав пер-
фузата эритроциты.

К сожалению, пока адекватной перфузионной сре-
ды с газотранспортной функцией не существует [55]. 
Недавно, однако, претензию на создание такой среды 
выдвинула французская биотехнологическая компа-
ния Hemarina S.A, разработавшая ряд препаратов на 
основе внеклеточного дыхательного пигмента мор-
ских полихет Arenicola marina [56, 57]: кислородо-
переносящую биодобавку к биотехнологическим 
средам HEMOXCell®/HEMUP-Stream®, аддитив для 
растворов консервации органов HEMO2life®, универ-
сальный кислородопереносящий кровезаменитель 
HEMOXYCarrier® и даже «оксигенирующий» перевя-
зочный материал HEMHealing® (как они его называют, 
«новое терапевтическое решение для язв диабетиче-
ской стопы и пролежней»).

Помимо отсутствия адекватной газотранспортной 
перфузионной среды [55] также имеются проблемы 
с доставкой клеточных элементов при попытках ре-
целлюляции ВКМ; к тому же способность к мигра-
ции присуща только некоторым специализированным 
клеточным типам, а не стволовым клеткам (послед-
ние к тому же обладают размерами, существенно 
превышающими просвет капилляров, зачастую вы-
зывая эмболии при системном внутрисосудистом 
введении), которые наиболее перспективны с точки 
зрения будущего медицинского применения [58], 
и потому рецеллюляция производится при помощи 
банальных игольных инъекций в толщу скаффол-
да [22, 34, 35] с соответствующими повреждениями 
его структур, что негативно сказывается на конечных  
результатах.

Именно этими двумя причинами, на наш взгляд, 
и обусловлено отсутствие попыток клинического 
применения рецеллюляризованных органных ВКМ 
крупных животных, несмотря на уже 30-летний стаж 
тканевой инженерии как науки.
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