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Цель исследования — оценка защитных возможностей полимерного покрытия из поливинилового спирта для предотвра-
щения адгезии лейкоцитов к эпоксиобработанному бычьему перикарду, используемому в производстве ксеногенных биопротезов 
клапанов сердца.

Материалы и методы. Фрагменты неизмененного (контрольного) и модифицированного поливиниловым спиртом эпоксиобра-
ботанного бычьего перикарда инкубировали в специальных камерах, подключенных к системе пульсирующего потока (Ibidi GmbH, 
Германия). Инкубацию проводили в течение 48 ч в цельной донорской плазме, содержащей 3·106 клеток мононуклеарной фракции. 
Для моделирования потока плазмы на сторонах притока и оттока биопротеза в аортальной позиции устанавливали напряжение 
сдвига в 50 и 20 дин/см2 соответственно. После завершения эксперимента поверхность изучаемых образцов исследовали посред-
ством сканирующей электронной микроскопии и иммунофлуоресцентного метода с использованием антител к пан-лейкоцитарному 
маркеру CD45.

Результаты. Интенсивное осаждение лейкоцитов (CD45+) наблюдали и на серозной (имитация стороны оттока), и на фи-
брозной (имитация стороны притока) поверхностях контрольного эпоксиобработанного ксеноперикарда, тогда как обе поверхности 
материала, модифицированного поливиниловым спиртом, были свободны от иммунных клеток. Сканирующая электронная микро-
скопия подтвердила адгезию лейкоцитов к неизмененной биоткани: клетки, присутствующие на поверхности контрольного ксенопе-
рикарда, имели неправильную форму и образовывали многочисленные псевдоподии.

Заключение. Предложенная модификация эпоксиобработанного бычьего перикарда поливиниловым спиртом препятст-
вует адгезии иммунных клеток к его поверхности и потенциально может защитить биопротезы клапанов сердца от иммунного 
отторжения.

Ключевые слова: ксеногенные биопротезы клапанов сердца; поливиниловый спирт; иммунное отторжение; лейкоциты; ад-
гезия.
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The aim of the study is to assess protective capabilities of the polymer coating made of polyvinyl alcohol to prevent leukocyte 
adhesion to epoxy-treated bovine pericardium, which is used in production of bioprosthetic heart valves.

Materials and Methods. Fragments of unmodified (control) and modified with polyvinyl alcohol epoxy-treated bovine pericardium were 
incubated in the dedicated chambers connected to a pulsatile flow system (Ibidi GmbH, Germany). During 48 h incubation was conducted 
in whole donor plasma containing 3·106 of mononuclear fraction cells. To simulate plasma flow, the shear stress on the inflow and outflow 
sides of of bioprosthetic heart valve in the aortic position was set to 50 and 20 dynes/cm2, respectively. After the experiment was completed, 
the surface of the studied samples was subjected to scanning electron microscopy and immunofluorescence using antibodies to the pan-
leukocyte marker CD45.

Results. Adhesion of leukocytes (CD45+) was seen for both the serous (outflow side) and fibrous (inflow side) surfaces of the control 
epoxy-treated bovine pericardium, whereas both surfaces of the material modified with polyvinyl alcohol were clear of immune cells. 
Scanning electron microscopy confirmed the adhesion of leukocytes to intact biological tissue: the cells on the surface of the control 
xenopericardium were of an irregular shape and formed numerous pseudopodia. 

Conclusion. The suggested modification of epoxy-treated bovine pericardium with polyvinyl alcohol prevents the adhesion of immune 
cells to the implant surface and can potentially protect bioprosthetic heart valves from immune rejection.

Key words: bioprosthetic heart valves; polyvinyl alcohol; immune rejection; leukocytes; adhesion.

Введение

В последние десятилетия для протезирования не-
состоятельных клапанов сердца все чаще используют 
ксеногенные биологические протезы, изготовленные 
из химически стабилизированных тканей животных 
(свиных аортальных комплексов, перикарда быка или 
свиньи) [1]. Ксенобиопротезы характеризуются низкой 
тромбогенностью и не требуют пожизненного прие-
ма антикоагулянтов реципиентами [2]. В то же время 
из-за развития дегенеративных изменений в створча-
том аппарате долговечность клапанных заменителей 
этого типа лимитирована в среднем 15 годами [3]. 
Указанный недостаток ограничивает возможности био-
протезирования клапанов сердца у пациентов моложе 
65 лет, чья ожидаемая продолжительность жизни пре-
вышает средние показатели долговечности ксенобио-
протезов [4].

Одной из основных причин структурной дегенера-
ции биопротезов клапанов сердца является клеточно-
опосредованный воспалительный ответ [5]. Инвазия 
иммунных клеток (прежде всего нейтрофилов, макро-
фагов и гигантских многоядерных клеток) приводит к 
накоплению в биоматериале протезов производимых 
этими клетками матрикс-разрушающих и прокальци-
нирующих факторов: матриксных металлопротеиназ, 
катепсинов, миелопероксидазы нейтрофилов и дру-
гих ферментов, а также остеогенных связывающих 
кальций белков (остеопонтина, остеокальцина и сиа-
лопротеина кости) [6–9]. Взаимодействие перечислен-
ных веществ с биотканью створчатого аппарата ведет 
к фрагментации и минерализации ее коллагеновой 
основы. Несмотря на совершенствование подходов к 
обработке биоматериала, направленных на снижение 
его иммуногенности, решить проблему иммунного от-
торжения ксенобиопротезов пока не удалось [5].

Антиадгезивные свойства ксеноперикарда, модифицированного поливиниловым спиртом



42   СТМ ∫ 2024 ∫ том 16 ∫ №2

биотехнологии

В качестве наиболее перспективного современного 
направления в поиске способа устранить негативное 
влияние факторов реципиента (в том числе клеточных 
элементов иммунной системы) на ткань ксенобио-
протезов клапанов сердца выступает ее обработка 
биосовместимыми полимерами [10, 11]. Последние 
призваны сформировать гидрогель в межфибрилляр-
ном пространстве биоматериала, а также образовать 
защитную пленку на его поверхности, препятствуя им-
бибиции растворенных в крови веществ и инвазии им-
мунных клеток.

Ранее нами была разработана оригинальная моди-
фикация эпоксиобработанного поливиниловым спир-
том бычьего перикарда, которая существенно повыси-
ла устойчивость биоматериала к кальцификации, не 
ухудшая его механических и гемосовместимых свойств 
[11]. Принцип указанной модификации состоит в про-
питывании биологической ткани жидким поливинило-
вым спиртом и дальнейшей полимеризации последне-
го методом криоструктурирования. Конечным итогом 
этой процедуры служит получение композиционного 
материала, представляющего собой матрицу коллаге-
новых волокон ксеноперикарда, заполненную гидро-
гелем [11]. В настоящем исследовании мы оцениваем 
возможность использования указанного подхода для 
защиты биоматериала от адгезии иммунных клеток. 
Для этого разработана модель in vitro, позволяющая 
создавать на поверхности образца ламинарный поток 
плазмы, содержащей живые клеточные элементы.

Цель исследования. При реализации настоящего 
исследования мы преследовали две цели. Основная 
заключалась в оценке защитных свойств покрытия из 
поливинилового спирта для предотвращения адгезии 
иммунных клеток к эпоксиобработанному ксенопери-
карду, используемому в производстве ксенобиопроте-
зов клапанов сердца. Дополнительная цель состояла 
в тестировании оригинальной модели in vitro, которая 
имитирует поток крови с живыми клетками, омываю-
щей створки аортального клапана.

Материалы и методы
Исследуемый биоматериал. В качестве матери-

ала для исследования мы использовали фрагменты 
ксеноперикардиальных лоскутов «КемПериплас-Нео» 
(KPi7080M; «НеоКор», Россия) толщиной 0,6–0,7 мм, 
модифицированных 12% водным раствором поливи-
нилового спирта в соответствии с разработанной нами 
оригинальной методикой [11]. Группой контроля послу-
жили неизмененные перикардиальные лоскуты.

Моделирование потока плазмы, омывающей 
створки биопротеза. С целью изучения адгезив-
ных свойств эпоксиобработанного ксеноперикарда, 
модифицированного поливиниловым спиртом, нами 
была разработана специальная конструкция (рис. 1), 
позволяющая создавать на поверхности образца ла-
минарный поток плазмы, содержащей живые клеточ-
ные элементы (лейкоциты). Для этого мы использова-

ли бездонные канальные слайды (80168; Ibidi GmbH, 
Германия), к нижней самоклеящейся поверхности 
которых прикрепляли стерильные кастомизирован-
ные подложки из полилактида (002863; REC, Россия). 
Последние изготавливали методом послойного на-
плавления с помощью 3D-принтера Ender-3 S1 PRO 
(Creality, Китай). Образцы биоматериала помещали в 
желобок на дне подложки, а конструкцию подключали 
к системе пульсирующего потока Ibidi Pump System 
Quad (Ibidi GmbH, Германия) при помощи соответст-
вующего набора коннекторов для перфузии Perfusion 
Set Yellow/Green (10964; Ibidi GmbH, Германия). 
Следует отметить, что применяемое в настоящем 
исследовании оборудование (включая систему пуль-
сирующего потока и бездонные канальные слайды), 
как правило, используют для имитации условий in vivo 
при культивировании клеток в потоке (например, эн-
дотелиальных клеток кровеносных и лимфатических 
сосудов) [12, 13]. Благодаря изготовленным нами под-

Рис. 1. Конструкция камеры для создания ламинарного 
потока плазмы на поверхности образца:
а — схема конструкции камеры; б — внешний вид каме-
ры; в — камеры, подключенные к системе пульсирующе-
го потока
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ложкам для канальных слайдов система была адапти-
рована под задачи проводимого эксперимента.

Для моделирования потока на приточной стороне 
биопротеза в аортальной позиции устанавливали на-
пряжение сдвига в 50 дин/см2, для его моделирова-
ния на стороне оттока — 20 дин/см2 [14, 15]. На каж-
дый модуль системы потока использовали по 15 мл 
донорской плазмы. Одновременно подключали две 
камеры, содержавшие модифицированный и неизме-
ненный ксеноперикард, располагаемый к потоку фи-
брозной (имитация приточной стороны клапана) или 
серозной (имитация стороны оттока) поверхностью. 
Вышеописанную конструкцию помещали в углекис-
лотный инкубатор при 37°C. Продолжительность экс-
позиции образцов в экспериментах составила 48 ч. 
Все исследования проводили с использованием крови 
и клеточных элементов одного условно здорового до-
бровольца.

До начала работы с системой пульсирующего по-
тока было подготовлено 60 мл плазмы, полученной 
путем центрифугирования цельной крови в течение 
10 мин при 2000 g. До востребования плазма храни-
лась при –80°С.

Выделение лимфоцитов из крови проводили c по-
мощью метода осаждения в градиенте фиколла плот-
ностью 1,077 г/см3 (Р053; «ПанЭко», Россия). Для 
этого цельную кровь разбавляли в соотношении 1:1 
фосфатно-солевым буферным раствором Дульбекко 
без кальция и магния (1.2.4.7; «БиолоТ», Россия). 
Разбавленную кровь наслаивали на раствор фиколла 
из расчета 1,5 мл крови на 1 мл раствора и центри-
фугировали в течение 30 мин при 400 g и комнатной 
температуре. Затем мононуклеарную фракцию клеток 
крови, образующую белесую интерфазу на границе 
между раствором фиколла и плазмой, переносили в 
чистую пробирку и дважды отмывали буферным рас-
твором Дульбекко в течение 10 мин при 350 g, а за-
тем еще 10 мин при 300 g и комнатной температуре. 
Наконец, осадок лимфоцитов растворяли в заранее 
подготовленной плазме из расчета 3·106 клеток на 
один модуль системы потока.

Иммунофлуоресцентный анализ. Детекцию кле-
точных элементов, адгезировавшихся к исследуемым 
образцам ксеноперикарда, выполняли с помощью 
иммунофлуоресцентного анализа. Для этого фраг-
менты биоматериала в течение 10 мин фиксировали 
в 4% параформальдегиде при комнатной температу-
ре с двукратной отмывкой (по 10 мин каждая) в фос-
фатно-солевом буфере (pH=7,4) на шейкере Polymax 
1040 (Heidolph, Германия) при 50 об./мин. Блокировку 
неспецифического связывания антител выполняли пу-
тем инкубации образцов в 1% растворе бычьего сы-
вороточного альбумина в течение 1 ч. Первичные ан-
титела к пан-лейкоцитарному маркеру CD45 (ab10558; 
Abcam, Великобритания) разводили в 1% растворе 
бычьего сывороточного альбумина в соотношении 
1:1500. Затем в раствор помещали исследуемые 
образцы, где их инкубировали в течение 20 ч при 4ºC. 

После завершения инкубации образцов в растворе с 
первичными антителами их дважды отмывали в фос-
фатно-солевом буфере (по 10 мин) и инкубировали 
в 1% растворе бычьего сывороточного альбумина с 
добавлением вторичных противокроличьих антител 
(ab150074; Abcam, Великобритания; разведение в 
пропорции 1:500), конъюгированных с флуоресцент-
ными метками Alexa Fluor 555 (Thermo Fisher Scientific, 
США). После двукратной отмывки в фосфатно-соле-
вом буфере образцы 5 мин обрабатывали 70% эти-
ловым спиртом и еще 5 мин — реагентом для устра-
нения аутофлуоресценции (2160; Merck, Германия). 
После троекратной отмывки в 70% этаноле (по 1 мин 
на шейкере) фрагменты ткани инкубировали в раство-
ре 4’,6-диамидино-2-фенилиндола (0,1 мкг/мл) в тече-
ние 30 мин. Затем выполняли две отмывки в фосфат-
но-солевом буфере и одну — в бидистиллированной 
воде (по 10 мин каждая), закрепляя образцы на пред-
метных стеклах для дальнейшего изучения с помо-
щью лазерного сканирующего конфокального микро-
скопа LSM 700 (Carl Zeiss, Германия).

Обработку изображения проводили в программе 
Zen (Carl Zeiss, Германия). Для полуколичественной 
оценки адгезировавшихся лейкоцитов выполняли под-
счет клеток в 15 случайно выбранных полях зрения 
при 200-кратном увеличении.

Сканирующая электронная микроскопия. Для 
подтверждения адгезии лейкоцитов к изучаемому 
биоматериалу применяли метод сканирующей элек-
тронной микроскопии. С этой целью образцы пред-
варительно отмывали от неадгезировавшихся клеток 
в фосфатно-солевом буферном растворе (3 раза по 
5 мин) с последующей фиксацией в 2% глутаровом 
альдегиде в течение ночи. Далее производили отмыв-
ку образцов от глутарового альдегида в фосфатно-со-
левом буфере (3 раза по 15 мин) и однократно — в 
бидистиллированной воде (5 мин). После этого образ-
цы замораживали при –40°С и лиофилизировали 
с помощью установки FreeZone 2.5 Plus (Labconco 
Corporation, США) в течение суток. Потом образцы 
монтировали на специальные столики и формировали 
на их поверхности токопроводящие покрытия (Au/Pd) 
с помощью системы EM ACE200 (Leica Microsystems, 
Германия). Структуру поверхности образцов изучали 
на сканирующем электронном микроскопе S-3400N 
(Hitachi, Япония) в условиях высокого вакуума при 
ускоряющем напряжении 10 кВ в режиме вторичных 
электронов.

Статистический анализ. Статистическая обра-
ботка данных была выполнена в программе GraphPad 
Prism 8 (GraphPad Software, США). Тип распределе-
ния данных определяли по критерию Колмогорова–
Смирнова. Поскольку распределение в группах было 
отличным от нормального, данные представлены 
в виде медианы и квартилей [Q1; Q3], а также ми-
нимальных и максимальных значений (min–max). 
Межгрупповое сравнение проводили c примене-
нием критерия Краскела–Уоллиса с поправкой на 

Антиадгезивные свойства ксеноперикарда, модифицированного поливиниловым спиртом



44   СТМ ∫ 2024 ∫ том 16 ∫ №2

биотехнологии

множественное сравнение (FDR). Межгрупповые раз-
личия считали статистически значимыми при макси-
мально допустимой вероятности отвергнуть верную 
нулевую гипотезу р<0,05.

Результаты и обсуждение
Анализ исследуемых образцов биоматериала им-

мунофлуоресцентным методом продемонстрировал 
присутствие скоплений лейкоцитов (CD45+) на обе-
их поверхностях контрольного эпоксиобработанного 
ксеноперикарда (рис. 2). Полуколичественная оценка 
показала, что статистически значимо больше лейко-
цитов оседало на ворсистой фиброзной поверхности 
контрольного ксеноперикарда, нежели на гладкой се-
розной (14 [9; 84]; 5–231 против 3 [2; 10]; 0–43 соот-
ветственно, p=0,017). В то же время на поверхности 
образцов, обработанных поливиниловым спиртом, 
клеточные элементы практически отсутствовали. 
Подсчет адгезировавшихся клеток не выявил разли-
чий между серозной и фиброзной поверхностями мо-
дифицированного перикарда (соответственно 0 [0; 0]; 
0–1 и 0 [0; 0]; 0–2, p=0,292), однако образцы биома-
териала в экспериментальной группе резко отлича-
лись по этому показателю от контрольных образцов 
(p<0,0002; рис. 3).

Данные, полученные с применением сканирую-
щей электронной микроскопии, подтвердили адгезию 
лейкоцитов к немодифицированному (контрольному) 
ксеноперикарду: клетки, обнаруживаемые на поверх-
ности биоматериала, имели неправильную форму и 
многочисленные псевдоподии (рис. 4). В свою очередь 

на обработанных поливиниловым спиртом фрагмен-
тах ксеноперикарда иммунные клетки не обнаружены, 
поверхность образцов имела типичную для гидрогеля 
мелкоячеистую структуру [11].

В целом полученные результаты свидетельствуют 
о превосходных защитных свойствах покрытия из по-
лимеризованного поливинилового спирта: посколь-
ку гидрогель не имеет сайтов клеточной адгезии, 
лейкоциты не могут прикрепляться к поверхности 
модифицированного биоматериала и, соответствен-

Рис. 2. Визуализация лейкоцитов (CD45+) на поверхно-
сти контрольного и модифицированного поливинило-
вым спиртом ксеноперикарда. Бар — 50 мкм
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Рис. 3. Полуколичественная оценка лейкоцитов, адге-
зировавшихся к исследуемым образцам:
СК и ФК — соответственно серозная и фиброзная поверх-
ности немодифицированного эпоксиобработанного ксено-
перикарда (контроль); СМ и ФМ — соответственно серозная 
и фиброзная поверхности ксеноперикарда, модифициро-
ванного поливиниловым спиртом

Рис. 4. Электронная микроскопия поверхности конт-
роль ного и модифицированного поливиниловым 
спиртом ксеноперикарда
Многочисленные псевдоподии лейкоцитов свидетельству-
ют об адгезии клеток к биоматериалу. Желтые стрелки ука-
зывают на иммунные клетки, голубые — на псевдоподии 
лейкоцитов. Изображения в нижнем ряду являются увели-
чением изображений из верхнего ряда

Модифицированный перикардКонтрольный перикард
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но, проникать в его толщу. Таким образом, предло-
женная нами модификация потенциально способна 
решить проблему уязвимости современных биопро-
тезов клапанов сердца к воспалительной клеточной 
инфильтрации, что будет иметь решающее значение 
для увеличения долговечности рассматриваемых 
медицинских изделий. Впрочем, для подтверждения 
этих выводов требуются дополнительные испытания 
in vivo с участием крупных лабораторных животных 
(овцы или свиньи).

Следует отметить, что в известной нам литературе 
нет указаний о пригодности применяемого в настоя-
щем исследовании оборудования для изучения оса-
ждаемости лейкоцитов и других клеточных элементов 
крови (например, тромбоцитов, циркулирующих ство-
ловых клеток) на различных материалах, возможно, 
ввиду отсутствия соответствующих коммерческих 
камер для размещения тестируемых образцов. Наш 
опыт использования кастомизированных подложек по-
казывает возможности такого подхода, существенно 
расширяя рамки экспериментального моделирования 
in vitro.

Заключение
Результаты выполненных исследований продемон-

стрировали, что модификация эпоксиобработанного 
бычьего перикарда поливиниловым спиртом исклю-
чает адгезию циркулирующих иммунных клеток к его 
поверхности. Модифицированный биоматериал ока-
зывается защищен от инвазии лейкоцитов и иммун-
ного отторжения. Потенциально предложенная нами 
модификация может быть полезна для разработки 
биопротезов клапанов сердца следующего поколения, 
более устойчивых к структурной дегенерации по срав-
нению с современными моделями этих медицинских 
изделий.

Разработанные нами подложки, выполненные из 
полилактида и совместимые с бездонными канальны-
ми слайдами и системой пульсирующего потока Ibidi 
Pump System Quad (Ibidi GmbH, Германия), позволяют 
тестировать различные материалы на адгезию жи-
вых клеточных элементов (лейкоцитов, тромбоцитов, 
стволовых клеток), циркулирующих в кровотоке. Такой 
подход описан впервые.
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