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Введение

Кальцификация химически модифицированного 

ксеногенного материала является одним из основных 

факторов, ограничивающих долговечность функциони-

рования биопротезов (БП) клапанов сердца в организме 

реципиента и, соответственно, лимитирующих их ши-

рокое клиническое применение. Развитие структурных 

дисфункций вследствие первичной тканевой несостоя-

тельности с отложением кальциевых депозитов в створ-

ках имплантированных протезов диктует необходимость 

выполнения повторных хирургических вмешательств у 

категории пациентов с ожидаемой продолжительностью 

жизни свыше десяти лет [1]. Несмотря на постоянное со-

вершенствование моделей БП и продолжающийся поиск 

эффективных способов предымплантационной обработ-

ки, повышающих их минералорезистентность, данная 

проблема все еще далека от своего разрешения.

Существует теория, что кальцификация мягких тканей 

представляет собой активный процесс, управляемый на 

клеточном и биохимическом уровнях [2, 3], при этом ста-

дийность его развития и сложная иерархия регулирующих 

факторов детально не исследованы. В настоящее время 

механизмы кальцификации (дистрофического обызвест-

вления) активно изучаются на моделях атеросклеротиче-

ского поражения сосудистой стенки и аортального сте-

ноза [4–6], однако работы, посвященные исследованию 

дегенеративных изменений БП клапанов сердца, крайне 

немногочисленны. Вместе с тем их результаты дают осно-

вание полагать, что на темпы формирования структурных 

дисфункций БП, помимо механических воздействий и 

характеристик имплантируемого устройства, оказывают 
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влияние особенности метаболического статуса реципи-

ента [2, 7, 8]. Из данных литературы известно о наличии 

идентичных патоморфологических изменений в атеро-

склеротических бляшках, створках нативного аорталь-

ного клапана и БП, консервированных глутаровым аль-

дегидом [6, 9, 10]. Приведенные выше факты позволяют 

предполагать существование универсальных механизмов 

патологической кальцификации мягких тканей [3, 6].

Целью настоящей работы явилось изучение клеточного 

состава эксплантированных эпоксиобработанных ксено-

аортальных БП клапанов сердца с позиций оценки воз-

можных механизмов развития структурных дисфункций, 

ассоциированных с кальцификацией ксеноткани.

Описание серии случаев

Исследованы эпоксиобработанные ксеноаортальные 

БП клапанов сердца (КемКор и Перикор, ЗАО Неокор, 

Кемерово), эксплантированные из митральной позиции 

у восьми пациентов (62,5% мужчин, n=5) по причине 

развития кальциевой дегенерации. Средний возраст ре-

ципиентов при первичных хирургических вмешатель-

ствах составил 58,1±7,8 года (от 43 до 66 лет). Преоблада-

ющим этиологическим фактором формирования порока 

митрального клапана явилась ревматическая болезнь 

сердца (87,5%, n=7), в одном случае (12,5%) имела место 

недостаточность митрального клапана на фоне синдро-

ма изолированной соединительнотканной дисплазии. 

Средний срок функционирования БП составил 8,75±2,8 

года (от 6 до 12 лет). На момент определения показаний 

к репротезированию у всех пациентов отсутствовали 

клинические и лабораторные признаки активности вос-

палительного процесса, данных за наличие инфициро-

вания ксеногенного материала клапанов, согласно ре-

зультатам эхокардиографических исследований, также 

получено не было. 

При макроскопическом исследовании удаленных БП 

кальциевые депозиты представляли собой белесовато-

желтые отложения, расположенные на поверхности и/

или в толще створчатого аппарата. Кальцификаты ча-

стично или полностью замещали биологическую ткань, 

что приводило к разрушению отдельных участков створки 

или тотальной ее деструкции.

Для гистологических исследований эксплантирован-

ные ксеногенные клапаны целиком фиксировали в 10% 

забуференном формалине, затем вырезали из них образцы 

створок и выполняли декальцинацию в 9% растворе ЭДТА 

при рН = 7,8. В последующем осуществляли стандартные 

методы заключения в парафин и изготовления гисто-

логических срезов с окраской полученных препаратов 

гематоксилином-эозином и по Ван-Гизону. Оценку ги-

стологической картины осуществляли методом световой 

микроскопии на микроскопе AXIO Imager A1 (Carl Zeiss, 

Германия). 

Ультраструктурные исследования проводили с ис-

пользованием оригинальной методики, позволяющей 

применять на одних и тех же образцах светооптическую 

и электронную микроскопию [11]. Уникальность данного 

метода состоит в возможности изучения биологических 

тканей без удаления кальциевых включений, что позво-

лило исследовать непосредственно кальциевые депозиты 

в местах их контактов с клетками при сохранении тонкой 

архитектоники объекта. Принцип метода основан на 

заключении исследуемого образца в эпоксидные смо-

лы, получении шлифов, окрашивании красителями для 

электронной микроскопии. Створки БП фиксировали 

в двух сменах 4% раствора параформальдегида, с 0,1 М 

фосфатным буфером по 12 ч в каждом, обезвоживали в се-

рии спиртов возрастающей концентрации и абсолютном 

ацетоне и пропитывали смесью ацетон-смола. Далее их 

погружали в заливочную смолу в системе вакуумной им-

прегнации CitoVac (Struers, Дания) на 36 ч, переносили в 

свежую порцию смолы и полимеризовали в специальных 

контейнерах. В качестве заливочной смолы использовали 

Эпон (Sigma-Aldrich, США). Полученные образцы шли-

фовали до необходимой глубины и полировали поверх-

ность при помощи прибора TegraPol-11 (Struers, Дания). 

Подготовленные пробы контрастировали уранилацета-

том и цитратом свинца, напыляли углеродом и исследо-

вали методом сканирующей электронной микроскопии 

(СЭМ) в отраженных и обратно-рассеянных электронах 

с использованием электронного микроскопа Hitachi S 

3400 N (Япония). Изображение, полученное в режиме 

обратно-рассеянных электронов, было аналогичным та-

ковому при проведении просвечивающей электронной 

микроскопии, но имело негативный контраст.

В створках эпоксиобработанных клапанов, удаленных 

по причине развития кальциевой альтерации, были выяв-

лены многочисленные и разнообразные по морфологии 

клетки с хорошо сохранившейся внутренней структурой. 

Наибольшую концентрацию клеточных элементов на-

блюдали в трех зонах: на поверхности образцов, в толще 

ксеногенной ткани в местах разволокнения и деструкции 

коллагена, а также вблизи отложений кальция.

На поверхности БП обнаруживали локальные кле-

точные скопления, как правило, в местах выраженной 

деструкции наружных слоев. В участках концентра-

ции клеток коллагеновые волокна были разрыхлены 

и частично фрагментированы, а их окончания ориен-

тированы перпендикулярно поверхности исследуемого 

образца (рис. 1а, б). Отмечены тесный контакт клеток 

с волокнами и их проникновение в толщу протеза в 

виде цепочек, расположенных вдоль волокон коллаге-

на (рис. 1 в). При этом наблюдали различную глубину 

инвазии клеток, в некоторых областях ограниченную 

лишь поверхностным слоем, в других — значительно 

распространяющуюся в ткань створки (рис. 1в, г). По 

морфологическим характеристикам клетки на поверх-

ности и в поверхностном слое БП могут быть отнесены 

Рис. 1. Локализация клеток на поверхности (а, б) и близлежащих слоях (в, г) биопротеза.  Условные обозначения: а, в, г — световая 

микроскопия, окраска по Ван-Гизону, ув. 400; б — сканирующая электронная микроскопия в обратно-рассеянных электронах, ув. 1000

а б в г
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к моноцитам крови. Судя по морфофункциональным 

критериям (крупным и интенсивно окрашенным ядрам 

с четкими контурами), данные клетки находились в 

состоянии метаболической активности, некоторые из 

них — в стадии деления (см. рис. 1 б). Кроме того, на 

поверхности створки и прилегающем к ней внутреннем 

слое наблюдали большое количество неклеточного мате-

риала, окрашенного в желтый цвет, предположительно 

фибрина (см. рис. 1 в, г). 

Отдельные участки поверхностного слоя протеза 

были покрыты эндотелиоподобными клетками. В про-

екции этих зон в толще створки наблюдали лишь еди-

ничные клеточные элементы. Исходя из этого можно 

предположить, что эндотелизация поверхности препят-

ствует взаимодействию моноцитов с тканью протеза и их 

миграции вглубь исследуемого образца (рис. 2).

Клетки, инфильтрирующие толщу створки, можно 

отнести к двум популяциям: элементам иммунной си-

стемы (макрофаги, гигантские многоядерные клетки, 

плазматические клетки, нейтрофилоциты) и клет-

кам соединительной и мышечной ткани (фибробла-

сты, фиброциты, эндотелиальные и гладкомышечные 

клетки).

Макрофаги обычно наблюдали в зонах выраженной 

деструкции соединительнотканной основы БП. Часто 

они образовывали большие скопления и находились в 

тесном контакте с волокнами. В местах концентрации 

макрофагов отмечали нарушение структуры сложного 

переплетения пучков и волокон. При этом межпучковые 

пространства были расширены, а фрагментированные 

волокна образовывали ячеистые сети. Также выявляли 

деградацию и лизис коллагеновых структур. В цито-

плазме макрофагов регистрировали большое количество 

вакуолей (рис. 3 а). Плазмоциты, нейтрофилы, эозино-

филы и гигантские многоядерные клетки располагались 

поодиночке в окружении волокон коллагена в толще 

исследуемых образцов (рис. 3 б).

Во внутренних слоях исследуемых створок БП обна-

руживали фибробласты различной степени зрелости, ко-

торые встречались группами или в виде отдельных кле-

Рис. 2. Эндотелиоподобные клетки на поверхности исследуемого 

образца, ув. 400, окраска по Ван-Гизону

а

б

Рис. 3. Макрофаги (а) и гигантские многоядерные клетки (б) в 

составе биопротеза. Ув. 400, окраска по Ван-Гизону

а

б

Рис. 4. Молодые фибробласты, заполняющие тканевые дефекты 

биопротеза. Условные обозначения: а — окраска гематоксили-

ном-эозином; б — окраска по Ван-Гизону. Стрелками показаны 

капилляры. Ув. 200
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ки. Свежеобразованные «заплаты» были представлены 

фибробластами и компактными пучками коллагеновых 

волокон, сохранившими извитость и менее интенсивно, 

чем окружающий ксеногенный материал, окрашиваю-

щихся по Ван-Гизону. В некоторых случаях вновь об-

разованная соединительная ткань занимала достаточно 

большой объем. 

Кроме того, в толще ксеногенных образцов были 

выявлены клетки, идентифицированные как эндотелио-

циты. Они выстилали щелевидные пространства между 

волокнами коллагена, образуя элементы, схожие с ка-

пиллярами. Нередко просветы таких новообразованных 

сосудов содержали эритроциты (рис. 5). Вблизи тканевых 

«заплат» наблюдали хорошо структурированные капилля-

ры, которые, как правило, близко примыкали к участкам 

регенерации тканей и, вероятно, принимали участие в их 

кровоснабжении.

Часть клеток, обнаруженных в створках экспланти-

рованных ксеногенных клапанов, по морфологическим 

признакам была отнесена к гладкомышечным. Они рас-

полагались как поодиночке, так и образовывали линей-

ные структуры или скопления, окруженные свободным 

пространством (рис. 6). 

При идентификации минеральных отложений от-

мечено, что наиболее распространенной локализаци-

ей являются внутренние слои створок БП, преиму-

щественно в области оснований. Депозиты кальция 

характеризовались разнообразием форм, размеров и 

клеточного окружения. В результате исследования 

взаимодействия минерального материала с биологи-

ческими структурами обнаружены два варианта взаи-

моотношений. В первом случае кальцинат контакти-

ровал лишь с ксенотканью самой створки, при этом 

наблюдали ее интеграцию в структуру кальцината, в 

составе которого визуализировали волокна коллагена 

(рис. 7а). Во втором варианте в местах контакта мине-

рального и биологического материала наблюдали при-

сутствие клеток (рис. 7 б, г). Они либо образовывали 

плотный слой на границе с кальцинатом, либо рас-

полагались диффузно, формируя губчатую структуру, 

заполняющую пространство между минеральным де-

позитом и собственной тканью БП (см. рис. 7 г). По 

морфологическим характеристикам клетки, окружаю-

щие кальцинат, можно отнести к моноцитарному ряду 

и фибробластической группе.

В ряде случаев в толще исследуемых образцов ство-

рок наряду с клеточными элементами отмечали нали-

а

б

Рис. 5. Капилляры (показаны стрелками) вблизи поверхности 

биопротеза. Условные обозначения: а — поперечный срез капил-

ляров, окраска гематоксилином-эозином, ув. 200; б — продоль-

ный срез через капилляр, окраска по Ван-Гизону, ув. 400

ба

Рис. 6. Гладкомышечные клетки в структуре биопротеза. Условные обозначения: а — окраска гематоксилином-эозином, б — окраши-

вание по Ван-Гизону, ув. 400

ток. Обычно они располагались между пучками волокон 

либо прикреплялись к стенкам полостей, образованных 

коллагеновыми структурами. В отдельных образцах в 

местах выраженной деструкции соединительнотканной 

основы и образования полостей большого объема отме-

чали фибробласты, активно формирующие новую ткань 

(рис. 4). Эта ткань образовывалась по типу своеобразных 

«заплат», закрывающих существующие дефекты створ-
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чие структурированных отложений, имеющих мор-

фологическое сходство с кристаллами холестерина 

(рис. 8).

Обсуждение

Современные подходы к решению проблемы прод-

ления сроков функционирования БП клапанов сердца 

реализуются в нескольких направлениях, включающих 

усовершенствование констуктивных и механических ха-

рактеристик имплантируемых клапанов, методов химиче-

ской обработки ксеноткани, а также исследование факто-

ров реципиента, способных оказывать влияние на темпы 

развития структурных дисфункций, и изучение тонких 

механизмов и процессов, лежащих в основе дистрофиче-

ского обызвествления.

На основании существовавшей ранее гипотезы о ре-

шающем влиянии на структурную стабильность ксено-

генной ткани особенностей консервирующего агента в 

клинике НИИ КПССЗ был разработан и внедрен альтер-

нативный способ обработки БП. Использование дигли-

цидилового эфира этиленгликоля вместо традиционного 

глутарового альдегида стало итогом длительной исследо-

вательской работы в области поиска путей повышения 

минералорезистентности биологических имплантатов, но 

отдаленные результаты наблюдений, к сожалению, не 

продемонстрировали ожидаемой устойчивости эпокси-

обработанных клапанов к биодеградации, ассоциирован-

ной с кальцификацией.

В настоящее время к проблеме патологической ми-

нерализации мягких тканей привлечено внимание ши-

рокого круга исследователей, однако работы, изучающие 

различные нюансы данного процесса, по большей части 

касаются механизмов развития атеросклеротического 

поражения сосудистой стенки и/или дегенеративного 

стеноза нативного аортального клапана [4–6]. В связи с 

потенциальным вовлечением клеточных механизмов в 

реализацию данного патологического процесса возникает 

особый интерес к изучению состава эксплантированных 

БП с дальнейшей оценкой возможного участия иденти-

фицированных клеток в развитии кальциевой альтерации 

эпоксиобработанной ксеноткани.

В настоящее время большинство исследователей раз-

деляют предположение, что темпы развития кальцифи-

кации биологических материалов, определяемые сово-

купным влиянием факторов имплантата и реципиента, 

Рис. 8. Кристаллические отложения холестерина. Ув. 200, окра-

ска по Ван-Гизону

Рис. 7. Распределение отложений кальция в биологическом 

материале протеза. Условные обозначения: а, в, г — отсутствие 

клеток на границе между кальциевыми включениями и мате-

риалом биопротеза; б, д — наличие клеток вблизи включений 

кальция; а, б — световая микроскопия, окраска по Ван-Гизону; 

г, д — СЭМ в обратно-рассеянных электронах; в — СЭМ в отра-

женных электронах. Стрелками показаны: а, в  — коллагеновые 

структуры в составе кальцификата; б, д — клетки. Ув: а, б — 400, 

в — 600, г — 500, д — 1000

а

б

в

г

д
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АКТУАЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ КАРДИОЛОГИИ И СЕРДЕЧНО-СОСУДИСТОЙ ХИРУРГИИ

подвержены активной регуляции на генетическом, кле-

точном и гуморальном уровне [12–16]. В свою очередь, на 

моделях атеросклероза и кальцинированного аортального 

стеноза убедительно продемонстрировано, что в основе 

кальцификации лежит проостеогенная клеточная транс-

формация, ассоциированная с экспрессией и транскрип-

цией тех же специфических маркеров и регуляторных 

белков, что и процессы физиологического остеогенеза 

[17–20]. Современная теория патологической минерали-

зации мягких тканей подразумевает существование суб-

популяций полипотентных клеток-предшественников, 

способных реагировать на внешние стимулы фенотипи-

ческой трансформацией в направлении проостеогенных 

линий [21–23].

Результаты проведенного исследования демонстри-

руют, что в процессе кальцификации происходит заселе-

ние БП клеточным материалом. Большое разнообразие 

и структурная сохранность клеток с высокой долей ве-

роятности позволяют предполагать их принадлежность 

реципиенту. В пользу данного утверждения также свиде-

тельствует выявленная миграция клеточных элементов 

с поверхности в глубину ткани створок. Установлено, 

что наиболее активное проникновение клеток из крови 

происходит в местах деструкции поверхностных слоев 

БП, откуда через образовавшиеся дефекты они переме-

щаются по ходу волокон. Еще одной морфологической 

особенностью взаимодействия клеток реципиента со 

структурами имплантированного клапана является на-

личие в зоне контакта фибрина, локализованного не 

только на поверхности, но и в прилегающем к ней слое 

исследуемых образцов створок. Имеющиеся данные не 

позволяют однозначно судить о роли фибрина в мигра-

ции клеток, однако не исключают его возможности обе-

спечивать адгезию клеточных элементов с поверхностью 

протеза.

Следует отметить, что среди клеток, инфильтрирую-

щих ксеноткань клапана, нейтрофилоциты, лимфоциты 

и плазмоциты составляют лишь небольшую часть. Таким 

образом, проявления иммуновоспалительной реакции 

организма реципиента на имплантат, на наш взгляд, 

нельзя считать достаточно убедительными. 

Наиболее представительной явилась группа клеток 

фибробластического дифферона, в том числе активно 

продуцирующих экстрацеллюлярный матрикс, что, веро-

ятно, может отражать течение процессов ремоделирова-

ния, проявляющихся образованием так называемых тка-

невых заплат. Наличие неоваскуляризации ксеногенного 

материала, в свою очередь, способствует поддержанию 

репопуляции БП и обеспечению нормального функцио-

нирования клеток.

Наряду с новообразованием соединительной ткани в 

толще исследуемых образцов створок наблюдали зоны де-

струкции, являющиеся местами концентрации элементов 

моноцитарно-макрофагальной системы, активно лизи-

рующих продукты деградации коллагена. Не исключено, 

что в одних участках данные клетки могли «уступать» ме-

сто предшественникам фибробластов, что закономерно 

завершается новообразованием волокнистых структур, 

а в других — полипотентным клеткам, дифференцирую-

щимся в направлении проостеогенных линий. В пользу 

последнего предположения свидетельствует обнаружение 

клеточных скоплений на границе кальцификата и мате-

риала БП. 

В настоящее время ряд авторов разделяет точку зре-

ния, что через дефекты поверхностного слоя БП в его 

толщу из системного кровотока наряду с мононукле-

арами могут проникать полипотентные предшествен-

ники, способные подвергаться фенотипической про-

остеогенной трансформации [6, 22, 23]. В данном случае 

девитализированная ткань протеза выполняет роль сво-

еобразной матрицы для фиксации стволовых и других 

клеток реципиента, циркулирующих в крови. Этот ме-

ханизм минерализации известен как «циркулирующая 

клеточная теория» [23]. В роли хемоаттрактантов для 

клеток-предшественников, по всей вероятности, могут 

выступать окисленные липиды и/или холестерин, содер-

жащиеся в ксеногенной ткани имплантируемых проте-

зов [24]. Присутствие кристаллов холестерина в тесном 

контакте с клеточными элементами образцов створок 

может либо подтверждать его роль в обеспечении про-

цессов клеточной миграции, либо свидетельствовать 

об идентичных механизмах, лежащих в основе патоло-

гической минерализации БП и атеросклеротического 

поражения стенок артерий. Последнее предположение 

совпадает с мнением исследователей о наличии универ-

сальных процессов, лежащих в основе патологической 

минерализации элементов сердечно-сосудистой систе-

мы и биоимплантатов [3, 6].

Таким образом, на основании полученных данных 

можно сделать вывод, что в изучаемом материале па-

раллельно протекают два разнонаправленных клеточно-

опосредованных процесса: санация ксеногенной ткани 

при участии макрофагов и ее структурная регенерация, 

ассоциированная с активностью фибробластов реципи-

ента. Можно ожидать, что удаление в процессе консерва-

ции и предымплантационной обработки протеза девита-

лизированных клеток и деструктуризированных участков 

экстрацеллюлярного матрикса должно способствовать 

подавлению его кальцификации [2]. С другой стороны, 

часть клеток реципиента из клеточного пула, активно 

заселяющего БП, способна, дифференцируясь в клетки 

остеобластического ряда, потенцировать возникновение 

кальцийассоциированных дисфункций.

Представленных данных, безусловно, недостаточно 

для установления роли идентифицированных клеточных 

элементов в развитии кальциевой альтерации образцов 

эпоксиобработанных створок. В свою очередь, выявлен-

ное многообразие клеток предполагает различные вари-

анты их контактов друг с другом и с окружающим ксено-

генным материалом, который, видимо, также способен 

оказывать модулирующее влияние на межклеточные вза-

имодействия [18, 25] и гуморальные сигналы регуляции. 

Для понимания сложных процессов клеточной инте-

грации и трансформации в направлении остеобластных 

или остеокластных фенотипов, безусловно, необходимо 

проведение дальнейших углубленных и масштабных ис-

следований.

Заключение

Полученные результаты позволяют подтвердить жиз-

неспособность известной теории об участии клеточно-

опосредованных механизмов в развитии дистрофического 

обызвествления биоматериалов в организме реципиента 

применительно к использованию эпоксиобработанных 

ксеноаортальных протезов клапанов сердца. Наличие 

многочисленных структурно сохранных клеток при ги-

стологическом исследовании кальцинированных образ-

цов створок может свидетельствовать о возможности 

реализации различных вариантов меж- и внутриклеточ-

ных взаимодействий, потенциирующих возникновение 

структурных дисфункций имплантированных клапанов. 

В свою очередь, параллелизм патоморфологических из-
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менений, наблюдаемых при исследовании нативных эле-

ментов сердечно-сосудистой системы и девитализиро-

ванных в процессе консервации БП, может предполагать 

наличие универсальных звеньев, составляющих патогене-

тическую основу развития минерализации мягких тканей. 

Последующие работы в данном направлении, в том числе 

исследования внутриклеточного проостеогенного сиг-

нального каскада и модулирующего влияния комплекса 

разнообразных экзогенных и эндогенных факторов, по-

зволят не только проникнуть в суть данных изменений, 

но и определить возможности их фармакологической 

коррекции.
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