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За последние годы децеллюляризованные ткани превратились в новую, полноценную платформу для создания тканеинженер-
ных конструкций. Внеклеточный матрикс (ВКМ) каждой ткани создает уникальное тканеспецифическое микроокружение для рези-
дентных клеток, обеспечивая их структурой и биохимическими сигналами, необходимыми для их функционирования. Установлено, 
что децеллюляризованный внеклеточный матрикс (дВКМ) оказывает влияние на дифференцировку клеток.

В обзоре приводятся данные о составе и функциях ВКМ, методах получения децеллюляризованных тканей и применении их 
в тканевой инженерии в зависимости от физической формы (каркас, порошок или гидрогель). Рассматривается влияние источника 
матрикса, способа децеллюляризации и стерилизации на состав дВКМ. Обсуждаются механизмы регуляции дифференцировки 
клеток внеклеточным матриксом. Приводятся различия в белковом составе нативных и децеллюляризованных материалов. Рас-
сматривается применение дВКМ в составе биочернил для регенерации различных тканей с использованием технологий биопечати.

Делается вывод, что для успешного применения дВКМ в тканевой инженерии и регенеративной медицине необходимы посто-
янный и биологически приемлемый источник дВКМ, оптимизированные протоколы децеллюляризации тканей, улучшение механи-
ческих свойств биочернил на основе дВКМ и предотвращение иммунологической реакции организма.
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In recent years, decellularized tissues have evolved into a new, full-fledged platform for the creation of tissue-engineered constructions. 
Extracellular matrix (ECM) of each tissue provides a unique tissue-specific microenvironment for resident cells with the structure and 
biochemical signaling required for their functioning. The decellularized ECM (dECM) has been established to influence cell differentiation.

The review provides recent data on the composition and functions of the ECM, methods for obtaining decellularized tissues, and 
their application in tissue engineering depending on their physical form (scaffold, powder, or hydrogel). The effect of the matrix source, 
decellularization and sterilization techniques on dECM composition has been considered. Regulatory mechanisms of cell differentiation by the 
extracellular matrix are discussed. Differences in the protein composition of the native and decellularized materials are presented. Application 
of dECM in the bioink composition for regeneration of various tissues using bioprinting technologies is also considered.

It has been concluded that successful application of dECM in tissue engineering and regenerative medicine requires a permanent and 
biologically suitable dECM source, optimized tissue decellularization protocols, improved mechanical properties of dECM-derived bioinks, 
and prevention of immunological reaction of the organism.
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Введение

За последние годы децеллюляризованные ткани и 
органы превратились в новую, полноценную платфор-
му для создания тканеинженерных конструкций (ТИК) 
наряду с гидрогелями естественного и искусственно-
го происхождения и биоинертными полимерами [1, 
2]. Внеклеточный матрикс (ВКМ) — главный продукт 
децеллюляризации. Он может не только служить фи-
зическим каркасом, в который встраиваются клетки, 
но также способен регулировать многие клеточные 
процессы, включая рост, миграцию, дифференциров-
ку, гомеостаз и морфогенез [3–6]. ВКМ каждой ткани 
создает уникальное тканеспецифическое микроокру-
жение для резидентных клеток, обеспечивая их струк-
турой и биохимическими сигналами, необходимыми 
для функционирования в рамках конкретной ткани [7]. 
Таким образом, мы вправе ожидать, что децеллюля-
ризованные ткани должны оказывать определенное 
влияние на дифференцировку клеток в зависимо-
сти от того, из какой ткани был получен материал. 
Фактически применение децеллюляризованных тка-
ней (точнее — дВКМ) может являться не столько узко-

специализированной методикой создания ТИК, сколь-
ко полноценным направлением медико-биологических 
исследований в области регенеративной медицины и 
тканевой инженерии для контроля поведения клеток и 
развития ТИК в полноценную ткань [2].

Несмотря на очевидные преимущества исполь-
зования децеллюляризованного внеклеточного ма-
трикса (дВКМ) в качестве основного материала или 
добавки к ТИК (скаффолдам), существует ряд пре-
пятствий, ограничивающих его применение: напри-
мер, разная степень сохранения активных ингреди-
ентов в децеллюляризованной ткани, а также при 
последующей обработке, стерилизации, консервиро-
вании и других процессах. Подробный механизм вза-
имодействия ВКМ и клеток in vivo в настоящее время 
не ясен. До сих пор не известен конкретный состав 
дВКМ, который способствует определенному пове-
дению клеток, регенерации тканей и ангиогенезу, а 
соответствующие клеточные и молекулярные меха-
низмы также заслуживают изучения, как и иммунное 
отторжение in vivo [8].

Целью данного обзора является систематизация 
сведений о составе и функциях дВКМ, влиянии его на 
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дифференцировку клеток, способах получения и при-
менении в тканевой инженерии.

Свойства внеклеточного матрикса

Состав и функции

Все ткани и органы содержат клетки и неклеточные 
компоненты, которые образуют хорошо организован-
ные сети — ВКМ. ВКМ состоит из большого количе-
ства матричных макромолекул, точный состав и кон-
кретная структура которых меняются от ткани к ткани. 
У млекопитающих ВКМ состоит из примерно 300 бел-
ков, известных как основная матрисома [9]. Базовыми 
составляющими ВКМ являются белки с волокнистой 
структурой, такие как коллагены, эластин, фибронек-
тин, ламинины, гликопротеины, протеогликаны и гли-
козаминогликаны (ГАГ), которые представляют собой 
кислые гидратированные молекулы.

В зависимости от ткани (органа) разные типы 
коллагена присутствуют в разных пропорциях [10]. 
В большинстве тканей коллагены I и II типов явля-
ются основными составляющими ВКМ. Они связа-
ны с другими коллагенами, а также с белками ВКМ и 
протеогликанами, образуя большие фибриллярные 
структуры. Эти многомолекулярные структуры, запол-
няя пространство между клетками, создают сложную 
трехмерную матричную сеть [6]. Тканеспецифические 
сети модулируют миграцию клеток и передачу биоме-
ханических сил [11]. Коллагеновые фибриллы прида-
ют ВКМ прочность на разрыв и ограничивают растя-
жимость тканей. H.T. Aiyelabegan и E. Sadroddiny [12] 
сообщают, что из состава ВКМ проистекают и другие 
его физические характеристики, такие как местополо-
жение, нерастворимость, жесткость и пористость, ко-
торые определяют механическое поведение каждой 
ткани, равно как и клеток в ее составе.

Протеогликаны (подкласс гликопротеинов), такие 
как аггрекан, версикан, перлекан и декорин, представ-
ляют собой сердцевидные белки с присоединенными 
боковыми цепями ГАГ, которые рассредоточены сре-
ди коллагеновых фибрилл. Протеогликаны заполня-
ют межклеточное интерстициальное пространство и 
обеспечивают функции гидратации, связывая воду 
внутри ткани. ГАГ, особенно сульфаты гепарина, так-
же связывают многие факторы роста, изолируя их в 
ВКМ. Другие гликопротеины, такие как ламинины, эла-
стин, фибронектины, тромбоспондины, тенасцины и 
нидоген, выполняют разнообразные функции. Эластин 
является ключевой молекулой эластичности ткани; 
ламинины — основной компонент базальной мембра-
ны; фибронектин — гликопротеин, выполняющий сра-
зу несколько функций: клеточную адгезию, миграцию, 
рост и дифференцировку [10]. Помимо своей роли в 
сборке ВКМ гликопротеины также участвуют во взаи-
модействии ВКМ–клетка, действуя как лиганды для 
рецепторов клеточной поверхности, таких как интегри-
ны. В целом гликопротеины выступают как резервуар 

факторов роста, которые связаны с ВКМ и способны  
высвобождаться после протеолиза. При этом в ходе 
расщепления гликопротеинов могут образовываться 
фрагменты с функциями, отличными от функций ис-
ходного полноразмерного белка [13].

В работах [14, 15] показано, что ВКМ играет важную 
роль в развитии плода и определении дальнейшей 
судьбы стволовых клеток-предшественников, а так-
же влияет на форму, выживаемость и пролиферацию 
клеток. Функциональное значение ВКМ иллюстрирует-
ся широким спектром тканевых дефектов или, в тяже-
лых случаях, эмбриональной летальностью, вызван-
ной мутациями в генах, которые кодируют компоненты 
ВКМ. Исследования потери функции также показали 
важность белков ВКМ в процессах развития, посколь-
ку делеции в генах некоторых белков ВКМ, таких как 
фибронектин и коллагены, часто приводят к летально-
му исходу для эмбрионов [16].

A.D. Theocharis с соавт. [17] приводят данные о де-
лении ВКМ на два основных типа, которые различают-
ся по составу и структуре: интерстициальный и пери-
целлюлярный. Интерстициальный, или межклеточный, 
матрикс окружает клетки, тогда как перицеллюлярный 
находится с ними в тесном контакте. К последнему 
типу матрикса относится, например, базальная мем-
брана, находящаяся на границе раздела между парен-
химой и соединительной тканью, которая обеспечи-
вает анкерный пластинчатый слой для паренхимных 
клеток, чтобы они удерживались вместе, предотвра-
щая их разрыв. Базальные мембраны состоят из че-
тырех основных компонентов: коллагена IV типа, ла-
минина, нидогена/энтактина и перлекана [18]. Клетки, 
встроенные в ВКМ, взаимодействуют с этой макромо-
лекулярной сетью через свои поверхностные рецеп-
торы, такие как интегрины, рецепторы дискоидиновых 
доменов, протеогликаны на клеточной поверхности 
и рецепторы гиалуроновой кислоты CD44. Все типы 
клеток (фибробласты, эпителиальные, иммунные и 
эндотелиальные) синтезируют и секретируют макро-
молекулы матрикса под контролем множества сиг-
налов, таким образом участвуя в образовании ВКМ. 
Различные факторы роста, цитокины и хемокины, се-
кретируемые лектины C-типа, галектины, семафори-
ны, плексины и ферменты, модифицирующие ВКМ, 
которые участвуют в сшивании (например, трансглу-
таминаза, лизилоксидаза и гидроксилаза), не явля-
ясь частью матрисомы, важны при ремоделировании 
ВКМ [13]. Они накапливаются в матриксе посредством 
связывания с конкретными молекулами и могут вы-
свобождаться и действовать на определенных этапах 
физио логического развития [16, 19].

Установлено, что ВКМ имеет решающее значе-
ние для нормального гомеостаза [14], а его ремо-
делирование определяет регуляцию морфогенеза 
кишечника и легких, молочных и слюнных желез [13, 
20]. Нарушение регуляции состава, структуры, жест-
кости и количества ВКМ, а также процессов ремоде-
лирования связано с патологическими состояниями 
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и может усугубить прогрессирование заболевания. 
Например, аномальное отложение и жесткость ВКМ 
наблюдаются при фиброзе и раке [4], а чрезмерная 
деградация сопряжена с остеоартритом [21]. ВКМ 
заметно видоизменяется при таких патологиях, как 
атеросклероз, аутоиммунные и воспалительные за-
болевания. К болезням подобного рода относится и 
дистрофический буллезный эпидермолиз — генетиче-
ски детерминированное заболевание кожи, вызванное 
нарушением нормального функционирования колла-
гена VII типа [22]. В настоящее время считается, что 
микросреда, в которой прогрессируют заболевания, 
не менее важна, чем популяции клеток, участвующие 
в развитии патологических состояний [17]. Подробно 
структура, взаимодействие и функции компонентов 
ВКМ изложены в работах [14, 17, 20].

Влияние внеклеточного матрикса  
на дифференцировку клеток

Доказано, что децеллюляризованные материалы 
оказывают влияние на дифференцировку клеток. На 
сегодняшний день легкие, печень, почки, сердце, цен-
тральная нервная система, жировая ткань, сухожи-
лия, мышцы, хрящи и другие децеллюляризованные 
ткани показали признаки положительного влияния на 
дифференцировку клеток в лабораторных условиях 
[2]. Исследованы возможные механизмы этого про-
цесса [2, 23–26]. Так, в работе H. Ragelle с соавт. [27] 
показано, что каждая ткань имеет уникальный состав 
ВКМ, от которого зависит способ дифференциров-
ки клеток. Тканеспецифичность ВКМ формируется в 
процессе гисто- и органогенеза и впоследствии под-
держивается. A. Naba с соавт. [28] выявили, что по-
мимо структурных белков в построении и обновлении 
матрикса активное участие принимают ферменты, в 
первую очередь матриксные металлопротеиназы, об-
условливающие полимеризацию и созревание белко-
вых фибрилл, а также протеолиз белков ВКМ. Таким 
образом, ВКМ представляет собой тканеспецифичную 
сеть белковых полимеров, состав которой определяет 
его жесткость и упругость, пористость, степень гидра-
тации и способность взаимодействовать с клетками, 
внеклеточными везикулами и такими биологически 
активными молекулами, как факторы роста. Все эти 
свойства ВКМ обусловливают его способность регу-
лировать активность клеток и играть важную роль в 
определении их судьбы, в частности стволовых клеток 
постнатального организма [2, 13, 24].

P. Lu с соавт. [20] установили, что ремоделирова-
ние ВКМ — важный механизм, с помощью которого 
можно регулировать дифференцировку клеток, вклю-
чая такие процессы, как создание и поддержание ниш 
стволовых клеток, морфогенез ветвления, ангиогенез, 
формирование кости и заживление ран. Обновление 
многих тканей организма человека происходит бла-
годаря пролиферации и дифференцировке ткане-
специфичных стволовых клеток, которые в тканях 

располагаются в специализированных «нишах». 
Потенциально ВКМ должен способствовать диффе-
ренцировке стволовых клеток в клетки той ткани, из 
которой был выделен, таким образом он обладает 
тканеспецифичностью в поддержании определенной 
ниши для клеток [2]. ВКМ может обеспечивать адек-
ватное клеточное микроокружение, пролиферацию, 
поляризацию, миграцию клеток [23]. По свидетельст-
ву Y.M. Yamashita с соавт. [29], потенциальный меха-
низм, посредством которого ВКМ регулирует биоло-
гию стволовых клеток, заключается в поддержании 
клеточной полярности, ориентации митотического 
веретена и асимметричном клеточном делении. ВКМ 
связывает факторы роста и взаимодействует с ре-
цепторами клеточной поверхности, чтобы направ-
лять передачу сигналов и регулировать транскрип-
цию генов, управляя важными морфологическими и 
физиологическими функциями [30]. Таким образом, 
как состав, так и физические свойства ВКМ влияют 
на самоподдержание, пролиферацию и дифферен-
цировку стволовых клеток [24].

Получение децеллюляризованного 
внеклеточного матрикса

Децеллюляризация — процесс удаления клеток и 
генетического материала из ВКМ при максимально 
возможном сохранении его структурных, биохимиче-
ских и биомеханических свойств [10]. Помимо удале-
ния клеточного содержимого [31] и ядерного матери-
ала [32, 33] при сохранении нативной структуры ВКМ 
[34] процедура децеллюляризации также требует уда-
ления потенциальных загрязнителей и остаточных де-
тергентов [34]. Успешность процесса получения дВКМ 
зависит от типа исходной ткани, методов децеллюля-
ризации и последующих, завершающих процессов, 
например конечной стерилизации или химической мо-
дификации. Манипуляции и конкретные реактивы каж-
дого этапа производства оказывают заметное влияние 
на физические и биохимические свойства матрикса, а 
также на последующий клеточный ответ и, как следст-
вие этого, результат ремоделирования ткани [7].

Роль источника децеллюляризованного 
внеклеточного матрикса

Как известно, дВКМ получают путем децеллюля-
ризации и обработки исходных тканей, собранных у 
людей (аллогенный ВКМ) или животных (ксеногенный 
ВКМ) [35]. Для получения дВКМ чаще всего использу-
ют органы свиньи [36, 37]. Другими источниками тка-
ней могут служить крупный рогатый скот, козы и крысы 
[38]. дВКМ крыс и крупного рогатого скота широко при-
меняется для исследований, но не в клинической пра-
ктике [36, 37]. дВКМ человека может быть получен, на-
пример, из жировой ткани, взятой при липосакции, или 
пожертвованных органов, включая трупный материал 
[39]. M.C. Cramer и S.F. Badylak [7] установили, что мо-
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лекулы, составляющие ВКМ, высококонсервативны у 
млекопитающих. Это является одной из причин того, 
что ксеногенный дВКМ не вызывает неблагоприятной 
воспалительной реакции при имплантации человеку 
[7]. Среди протеинов наиболее эволюционно консер-
вативны белки базальной мембраны, такие как лами-
нин и коллаген IV типа [40]. Высокая межвидовая го-
мология наблюдается и для других компонентов ВКМ, 
включая коллагены, фибронектин, ГАГ и факторы ро-
ста [7]. В то же время, по свидетельству K. Dzobo с 
соавт. [37], ВКМ тканей животных одного вида может 
иметь различия в зависимости от возраста и пола. 
Возраст донора исходной ткани влияет не только на 
механические свойства ВКМ, но, главное, на состав 
получаемого дВКМ [41–44]. Z. Wang с соавт. [45] при-
водят данные, что ВКМ тканей плода и новорожден-
ных особенно богат ГАГ, такими как гиалуроновая 
кислота и фибронектин. Содержание ламинина [46], 
эластина [45, 46] и факторов роста [43] уменьшается 
с возрастом. Коллаген молодых животных содержит 
меньше поперечных сшивок, чем коллаген взрослого 
организма, что является фактором, способствующим 
более быстрой деградации ВКМ молодых животных 
по сравнению с ВКМ взрослых [43]. Авторы работ [47, 
48] обратили внимание на то, что ксеногенные источ-
ники дВКМ могут представлять потенциальную опас-
ность с точки зрения переноса болезней, общих для 
человека и животных.

Агенты децеллюляризации и их влияние  
на состав децеллюляризованного  
внеклеточного матрикса

Существующие методы децеллюляризации изло-
жены во многих работах [10, 35, 36, 49–52]. В зави-
симости от количества и типа клеток, толщины ткани, 
содержания липидов и др. в них используются различ-
ные агенты децеллюляризации [32, 36]. Упрощенно 
они могут быть разделены на четыре группы: 1) хи-
мические, включая кислоты и основания, детергенты, 
гипотонические и гипертонические растворы, спирты 
и растворители; 2) биологические, включая фермен-
ты, в том числе нуклеазы и хелатирующие агенты; 
3) физические, включая температуру, осмотическое 
давление, электропорацию и прямое воздействие 
силы; 4) комбинации двух или всех трех из перечи-
сленных методов [10, 32, 34–36, 49–52].

Продолжительность обработки может составлять 
от одного дня до недели и более. Известно, что аген-
ты влияют на состав дВКМ. Например, гидроксид 
аммония, додецилсульфат натрия и тритон X-100 — 
стандартные химические реагенты для децеллюля-
ризации, удаляют или повреждают компоненты ВКМ 
[32]. Обработка кислотой и щелочью, включая гидрок-
сид аммония и гидроксид натрия, может привести к 
удалению факторов роста и повлиять на прочность 
дВКМ (каркас органа). В то же время одним из пре-
имуществ использования кислотной и щелочной об-

работки является стерилизация окончательного про-
дукта. В отношении тритона X-100 в работах [35, 53] 
показано снижение в дВКМ количества фибронектина 
и ламинина и повреждение ультраструктуры матрик-
са в дополнение к удалению ГАГ. Гидроксид аммония 
и додецилсульфат натрия вызывают повреждение 
коллагенов [53–57]. Установлено негативное дейст-
вие додецилсульфата натрия на факторы роста [32]. 
К преимуществам последнего реагента можно отне-
сти возможность его применения для плотных тканей 
и органов.

Ферментативная децеллюляризация осуществля-
ется с помощью нуклеаз (ДНКаза, РНКаза) и протеаз 
(трипсин, диспаза). Однако слишком длительное воз-
действие трипсина на ткань и орган может привести 
к повреждению структуры матрикса и удалению таких 
белков, как коллаген, ламинин, фибронектин и эла-
стин, о чем сообщается в работах [32, 49, 53]. Таким 
же негативным действием на коллаген обладают ну-
клеазы, применение которых, кроме того, сопряжено с 
трудностями по их удалению из ткани или органа.

Физическая децеллюляризация, несмотря на мень-
шее нарушение структуры ВКМ, может привести к 
неполному удалению клеточного детрита, что в свою 
очередь может вызвать иммунные реакции, особенно 
если дВКМ используется для трансплантации.

Процедура децеллюляризации

Существует четыре способа обработки агентами 
органа или ткани: использование перфузии, градиента 
давления, сверхкритической жидкости, а также погру-
жения и перемешивания [36]. Большие органы обыч-
но децеллюляризуются путем перфузии [58]. Если нет 
необходимости в сохранении каркаса органа, напри-
мер при получении биочернил, ткани можно разрезать 
или измельчить на мелкие кусочки [59, 60], которые за-
тем подвергают действию агента децеллюляризации 
при встряхивании в течение различных периодов вре-
мени (от часов до дней, а иногда и недель) [32, 36, 53, 
61, 62]. Однако полное растворение является одним 
из основных недостатков использования небольших 
кусочков ткани или органа. В целом различия состава 
ВКМ в зависимости от вида организма, типа ткани и 
возраста донора, а также анатомического участка тре-
буют применения различных протоколов децеллюля-
ризации и обработки.

Децеллюляризация — это длительный процесс, 
который требует пристального контроля со стороны 
исследователя и большого процента операций, про-
водимых вручную. Поэтому получение больших коли-
честв функционального дВКM затруднено. По мнению 
D. Choudhury и соавт. [34], автоматизация процесса, 
а также интеграция различных протоколов позволят 
значительно сократить время, которое тратится на де-
целлюляризацию, и увеличить количество дВКM. Это 
будет способствовать более масштабному использо-
ванию матрикса в регенеративной медицине. Авторы 
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приводят описание современных систем, применяе-
мых для децеллюляризации. К сожалению, в настоя-
щее время большинство описанных систем по автома-
тизации и оптимизации процесса децеллюляризации 
используются ограниченным кругом исследователей в 
организациях, где эти методики и были разработаны.

Стерилизация децеллюляризованного 
внеклеточного матрикса

Заключительным этапом обработки является сте-
рилизация дВКМ. Наиболее часто для этих целей 
применяют этанол и перуксусную кислоту [37]. Гамма-
излучение в дозах от 1000 до 10 000 Гр (в среднем 
3000 Гр) также используют для стерилизации дВКМ 
[63, 64]. Альтернативным способом служит примене-
ние газообразного оксида этилена и диоксида углеро-
да [63, 65, 66]. Одна из основных проблем, связанных 
с этапом стерилизации, — возможное изменение со-
става полученного дВКМ [37], особенно это относится 
к действию гамма-излучения [64].

Критерии завершенности децеллюляризации

Основными недостатками всех протоколов децел-
люляризации остаются иммуногенность, тромбоген-
ность и изменение ВКM. Успешная децеллюляризация 
предполагает достижение сразу двух условий: уда-
ление клеточного материала и сохранение функцио-
нальности матрикса [10]. Универсальных и, главное, 
общепринятых стандартов для адекватной оценки 
завершенности децеллюляризации не существует. 
В настоящее время разные исследовательские группы 
используют разные оценочные методы [34]. P.M. Crapo 
и соавт. [32] предложили минимальные критерии для 
оценки удаления остаточной ДНК и генетического ма-
териала, которых, по их мнению, было бы достаточно 
для подтверждения децеллюляризации. Эти критерии 
предполагают следующее: 1) дВКМ должен содержать 
менее 50 нг ДНК на 1 мг сухой массы ВКМ; 2) длина 
фрагментов ДНК должна быть менее 200 пар нукле-
отидов; 3) на срезах ткани, окрашенных DAPI или 
гематоксилином и эозином, должны отсутствовать 
следы генетического материала. По мнению A. Gilpin 
и Y. Yang [67], чтобы процесс децеллюляризации счи-
тался успешным, должно быть достигнуто удаление 
по крайней мере 90% ДНК хозяина.

Некоторые другие методы определения завершен-
ности децеллюляризации — это количественная оцен-
ка остаточных детергентов, а также гистологические 
и биохимические исследования наличия компонентов 
ВКМ, таких как коллаген или ГАГ [34, 52]. Хотя эти кри-
терии могут быть полезны для оценки степени уда-
ления клеток,  требуются дальнейшие исследования, 
чтобы определить порог для индукции иммунного от-
вета после имплантации в организм хозяина [10].

Определение функциональности дВКМ должно 
включать композиционный, структурный и механиче-

ский анализы для оценки изменений, производимых 
в ВКM [10]. Обеспечение наличия после процесса 
децеллюляризации таких компонентов, как коллаген, 
эластин, ламинины и фибронектин, а также ГАГ, име-
ет ключевое значение для поддержания адекватной 
функциональности дВКM. Представляют интерес ме-
ханические свойства, такие как прочность на разрыв, 
модуль упругости, модуль вязкости, жесткость или 
предел текучести. Другой параметр, который следует 
учитывать, — это анизотропные или изотропные ха-
рактеристики ткани, поскольку они могут в некоторой 
степени контролировать ориентацию пересеянных 
клеток [10].

Обработка децеллюляризованного 
внеклеточного матрикса

В конечном итоге децеллюляризация направлена  
на получение двух различных продуктов: полного кар-
каса органа или рыхлой ткани дВКM. При децеллю-
ляризации всего органа его трехмерная структура со-
храняется, включая сосудистую сеть. Ее возможности 
потенциально могут быть реализованы при последу-
ющей рецеллюляризации [68–70]. Другой продукт — 
рыхлая ткань дВКМ, которая представляет собой 
очищенный и стерилизованный ВКМ, отделенный от 
органа [34]. Он может быть использован для получе-
ния порошка матрикса и/или биочернил.

Децеллюляризованный матрикс сам по себе пред-
ставляет основу для рецеллюляризации, которая 
может происходить до или после имплантации [71]. 
Установлено, что имплантированные «голые» кар-
касы из дВКМ будут инфильтрованы собственными 
клетками реципиента, которые со временем заменят 
децеллюляризованный матрикс вновь образован-
ным ВКМ [72–74]. При этом J.R.G. Etnel и соавт. [75] 
показали, что децеллюляризованные трансплантаты 
сами по себе могут привести к удовлетворительным 
клиническим результатам, и, следовательно, вопрос 
о том, нужно ли повторно заселять децеллюляризо-
ванный матрикс соответствующими клетками, оста-
ется открытым [10]. Материал дВКМ, который со-
храняет свою первоначальную структуру, обладает 
преимуществами: неповрежденной сосудистой се-
тью, точной формой производной ткани и сохранен-
ной механической прочностью. Хотя такие формы 
дВКМ подвергаются меньшему количеству стадий 
обработки, их клиническое применение несколько 
ограничено, поскольку структура затрудняет конфор-
мационную адаптацию [76].

Получение порошка

Децеллюляризованный ВКМ можно измельчить и 
получить порошок, который затем применяют в виде 
частиц или ферментативно растворяют и используют 
в виде жидкости или геля. Ферментативное перева-
ривание такого порошка требует кислой среды, по-
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этому для растворения обычно применяют соляную 
или уксусную кислоту и пепсин [76]. Для дальнейшего 
использования кислый раствор нейтрализуют до фи-
зиологического pH [76, 77]. Порошок и конструкции на 
основе жидких суспензий и гелей дВКМ могут запол-
нять области объемного повреждения и соответство-
вать контурам нативных тканей. Приспосабливаемая 
форма порошка и его растворенная форма позволяют 
проводить минимально инвазивную имплантацию, на-
пример инъекцию. В отличие от конструкций с фикси-
рованной структурой, которые проявляют склонность 
к сжатию, дВКМ в виде порошка и растворов сохраня-
ет принятую форму [78].

Приготовление порошка дВКМ включает в себя 
обширную обработку, состоящую из замораживания, 
лио филизации и дробления. Потенциально она изме-
няет биологическую целостность дВКМ. Этапы обра-
ботки могут повлиять на состав, механическую проч-
ность и ультраструктуру дВКМ [79]. Предположительно 
компоненты дВКМ разрушаются на каждом этапе 
изготовления и процесс может в свою очередь изме-
нить реакцию хозяина на имплантацию in vivo [80]. 
Несмотря на сообщения о конструкциях, демонстриру-
ющих желаемую биоактивность, тканеспецифические 
параметры для оптимального изготовления порошка 
не определены [76]. Для оптимизации применения 
порошка дВКМ следует учитывать, хотя и не ограни-
чиваясь этим, следующие моменты: количество и кон-
центрацию порошка, используемого в конструкциях; 
размер и морфологию частиц; растворение порошка 
и сшивание дВКМ. Все методы и протоколы должны 
быть воспроизводимыми, если конструкции будут ис-
пользоваться в клинических условиях [76].

Получение биочернил

С развитием технологий биопечати гидрогели на 
основе дВКМ получили новое применение в качестве 
биочернил. В определении F. Kabirian и M. Mozafari 
[35] биочернила — это основные строительные бло-
ки печатных конструкций, играющие решающую роль 
в поддержке и обеспечении соответствующей среды 
для встроенных клеток. Требования, которым должны 
соответствовать биочернила, изложены во многих ра-
ботах [57, 81–85]. Комбинация технологии биопечати 
и биочернил с дВКМ — многообещающий и логичный 
подход к созданию ТИК [51].

Гидрогели дВКМ состоят из функциональных, струк-
турных и сигнальных молекул, таких как коллаген, ла-
минин, фибронектин, ГАГ и факторы роста, которые 
могут сохраняться в дВКМ. Поэтому биочернила, по-
лученные из дВКМ, представляют собой биоматери-
ал, демонстрирующий наивысшую степень сходства 
с нативной тканью [51]. дВКМ может быть использо-
ван в качестве единственного компонента гидрогеля 
или с применением сшивающих агентов и создани-
ем композитов с дополнительными материалами [59, 
62, 78, 86–94]. Обычный метод изготовления гидро-

гелей с дВКМ в качестве единственного элемента в 
материале включает лиофилизацию, измельчение и 
переваривание дВКМ пепсином. Перед добавлени-
ем клеток рН доводят до нейтральных значений [91, 
92]. Гидрогель формируется при температуре +37°С 
[77]. Недостатком таких гелей является низкая вяз-
кость, что делает их малопригодными для печати [36]. 
Композиционные гидрогели могут быть изготовлены с 
использованием фотосшивания [84, 92, 95], химиче-
ского сшивания [96, 97] или путем добавления других 
материалов с целью улучшения механических и рео-
логических свойств [89, 93].

Различия в белковом составе  
нативного и децеллюляризованного 
внеклеточного матрикса

Белки являются наиболее важными компонентами 
ВКМ и отвечают за его биомиметические свойства. 
Однако состав белков до и после децеллюляриза-
ции будет отличаться. Белковый профиль некоторых 
тканей свиньи приведен у D. Choudhury и соавт. [36]. 
В работе D.O. Visscher и соавт. [95] отмечено сущест-
венное изменение протеома децеллюляризованного 
эластического свиного хряща из ушной раковины по 
сравнению с нативной тканью. Содержание коллагена 
и ГАГ в децеллюляризованной хрящевой ткани было 
значительно ниже, отсутствовал эластин — основной 
компонент эластического хряща. Протеомный анализ 
выявил 683 уникальных белка, содержащихся только 
в нативном хряще, 21 белок, со держащийся только в 
децеллюляризованом хряще и 412 белков, содержа-
щихся как в нативном, так и в децеллюляризованном 
хряще. Общее количество белков, идентифициро-
ванных в обеих тканях, составляло 1063±54 — для 
нативного и 427±129 — для децеллюляризованного 
хряща.

В то же время R.J. Nagao и соавт. [98] сообщают, 
что при децеллюляризации коркового слоя почек че-
ловека большинство нативных матриксных белков, 
таких как коллаген IV типа, ламинин и гепарансуль-
фат протеогликан (HSPG), а также их изоформы со-
хранялись в тех же пропорциях, что и в нормальных 
почках. Были обнаружены все шесть α-цепей колла-
гена IV типа. Процесс децеллюляризации сохранил 
не только цепи COL4A1 и COL4A2, которые повсе-
местно присутствуют во всех базальных мембранах, 
но также цепи COL4A3 и COL4A5, которые располо-
жены только в специализированных базальных мем-
бранах в пределах почечных клубочков. Количество 
коллагена I типа составляло 20,1±2,3% всех белков. 
Белок HSPG был обнаружен, несмотря на использо-
вание сильного анионного детергента; коллаген XVIII 
типа — компонент HSPG базальных мембран коры 
почек — также присутствовал в количестве около 
1%. Другие компоненты матрикса, такие как витро-
нектин, фибриноген и эластин, были обнаружены в 
2,4%, 0,4% и 0,3% соответственно [98].

Децеллюляризованный внеклеточный матрикс для тканевой инженерии
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Применение децеллюляризованного 
внеклеточного матрикса в тканевой инженерии

Для практического применения ВКM в настоящее 
время децеллюляризованы многочисленные ткани 
и органы, и дВКМ уже успешно используют в клини-
ческой практике для регенерации различных тканей. 
Биологические материалы, включающие дВКМ мле-
копитающих, используют в тканевой инженерии сер-
дечной мышцы [86, 87, 90, 99–101], хряща [92, 93, 95, 
100–105], сухожилий [106, 107], печени [59, 87, 91, 94], 
кожи [62, 88, 108, 109], роговицы [110], дыхательных пу-
тей [70], жировой ткани [100, 101, 111], кости [112, 113], 
мозга [96], почки [98]. В большинстве перечисленных 
работ гидрогель дВКМ является составной частью био-
чернил, а ТИК получены методом 3D-биопечати.

Можно выделить ряд наиболее интересных работ. 
F. Pati и соавт. [100] описан метод биопечати нагру-
женных клетками конструкций с биочернилами на ос-
нове дВКM, полученного из жировой ткани человека, 
хрящевой и сердечной тканей свиньи. Авторы наблю-
дали дифференцировку стволовых клеток человека 
и крысиных миобластов в необходимом направлении 
и формирование соответствующей ткани без добав-
ления экзогенных факторов роста. Однако, несмотря 
на сообщение о том, что 3% гель из дВКМ сохраняет 
форму после печати, при изготовлении конструкций с 
матриксом из хрящевой и жировой тканей авторы все 
же дополнительно применяли поддерживающий кар-
кас из поликапролактона.

Получение биочернил из дВКМ описано и в работе 
H. Kim и соавт. [110], в которой в качестве источника 
ВКМ использовали роговицу. Разработанные биочер-
нила имели сходные количества коллагена и гликоза-
миногликанов по сравнению с нативной роговицей и 
обладали необходимой прозрачностью для обеспече-
ния зрения.

Эффективность растворимой фракции дВКМ была 
показана B.B. Rothrauff и соавт. [105]. Биочернила на 
основе желатин метакрилоила, дополненные раство-
римой фракцией дВКМ из менисков телят, ускоряли 
хондрогенную дифференцировку мезенхимальных 
стволовых клеток человека при культивировании в 
хондрогенной среде, что было подтверждено анали-
зом экспрессии генов и повышенным образованием 
сульфатированных ГАГ. Однако здесь ТИК получали 
методом формовки, т.е. без использования 3D-печати.

Эффективность подхода была показана в исследо-
вании X. Zhang и J. Dong [114], где оценивались свой-
ства биочернил на основе фиброина шелка и дВКМ, 
полученного из хрящевой ткани коз. Биочернила, 
содержащие стволовые клетки костного мозга и до-
полненные трансформирующим фактором роста β3 
(TGF-β3), способствовали хондрогенной дифференци-
ровке стволовых клеток, а сама ТИК имела хорошую 
прочность и высокие темпы биодеградации.

В отдельных работах описано применение дВКМ в 
виде порошка, в основном для регенерации хрящевой 

ткани. Так, H. Yin и соавт. [104] показали, что стволо-
вые клетки костного мозга активно пролиферировали 
на поверхности частиц дВКМ и дифференцировались 
в зрелые хондроциты через 21 день без использова-
ния экзогенных факторов роста. По мере увеличения 
времени культивирования образовывались функцио-
нальные агрегаты микроорганных структур хряща, ко-
торые после имплантации в дефекты хрящевой ткани 
коленного сустава крыс способствовали более быс-
трому и лучшему заживлению по сравнению с конт-
рольными группами, где дефекты лечились только 
частицами дВКМ или только фибриновым клеем [104].

В работе J.E. Barthold и соавт. [115] порошок дВКМ 
добавляли в гидрогель гиалуроновой кислоты и на-
блюдали миграцию хондроцитов к гранулам. T. Thitiset 
и соавт. [112] показали, что деминерализованный кост-
ный порошок (размер частиц — 250–500 мкм) обеспе-
чивает клеткам надкостницы человека необходимый 
остеоиндуктивный стимул в отсутствие дополнитель-
ных экзогенных факторов роста. H.V. Almeida и соавт. 
[102] разработали инъекционный гидрогель фибрина, 
функционализированный микрочастицами дВКМ хря-
ща и TGF-β3, в качестве предполагаемого терапевти-
ческого средства для регенерации суставного хряща. 
После 28 дней культивирования in vitro композиты фи-
брин–дВКМ с добавлением TGF-β3 макроскопически 
напоминали хрящ.

Единичные работы сообщают о включении порош-
ка дВКМ в состав биочернил для получения ТИК. Для 
замещения суставного хряща применяли биочернила 
из порошка дВКМ хрящевой ткани свиньи (18% фор-
муляция), смешанного с раствором фиброина шелка 
(7%) [30]. Мезенхимальные стволовые клетки из кост-
ного мозга высевались сверху уже после процедуры 
3D-печати, что не позволяет считать эти биочернила 
истинными, так как клетки должны быть заключены в 
них до печати. В другом исследовании в роли биочер-
нил выступала композиция на основе гиалуроновой 
кислоты (3 мг/мл), желатина (37,5 мг/мл) и фибрино-
гена (3 мг/мл), дополненная порошком дВКМ свиной 
печени с размером частиц ~13,4 мкм [94]. Результаты 
показали хорошие механические свойства и, соответ-
ственно, пригодность для 3D-печати по сравнению 
с био чернилами из гидрогеля дВКМ, а также высокую 
био совместимость.

Нами приведена только часть опубликованных в ли-
тературе исследований, характеризующих основные 
тенденции применения дВКМ в тканевой инженерии. 
Из опубликованных данных можно заключить, что дей-
ствие дВКМ на дифференцировку клеток сомнению 
не подлежит. Однако степень, с которой каждая ткань 
может управлять клеточными линиями, различается. 
Сердце, печень и жировая ткань демонстрируют спо-
собность к дифференцировке при использовании толь-
ко дВКМ без внесения дополнительных факторов [59, 
87, 89, 91, 100, 101, 114, 116, 117]. В случае других тка-
ней, например легкого и почки, действия одного дВКМ 
на дифференцировку стволовых клеток в нужном на-
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правлении недостаточно и требуются дополнительные 
стимулы для образования новой ткани [118, 119].

Заключение
Тканеинженерные конструкции, включающие дВКМ 

млекопитающих, могут способствовать благоприятным 
процессам восстановления тканей в широком диапазо-
не клинических применений. Механизмы, с помощью 
которых дВКМ ремоделирует ткань, включают среди 
прочего деградацию и генерацию биоактивных моле-
кул, рекрутирование и дифференцировку эндогенных 
стволовых клеток и клеток-предшественников, а также 
модуляцию иммунного ответа. Эти положительные ре-
зультаты в решающей степени зависят от методов, ис-
пользуемых для получения дВКМ. Источник ткани, про-
токол децеллюляризации и включение дополнительных 
этапов обработки влияют на клеточный ответ и резуль-
тат ремоделирования скаффолда с дВКМ. Биочернила 
на основе дВКМ обеспечивают новый подход к созда-
нию биомиметических тканеинженерных конструкций.

Для успешного применения дВКМ в тканевой ин-
женерии и регенеративной медицине необходимы по-
стоянный и биологически приемлемый источник ВКМ, 
оптимизированные протоколы децеллюляризации 
тканей для предотвращения изменения состава мат-
рикса, улучшение механических свойств биочернил на 
основе дВКМ и предотвращение иммунологической 
реакции организма.
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