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Аннотация
Введение. Трансплантаты сухожилий широко востребованы в реконструктивно-пластической хирургии. 
Аллогенные сухожилия потенциально имеют ряд преимуществ, однако методика длительного хранения 
аллогенных сухожилий на сегодняшний день не оптимизирована.
Цель. Выбор оптимального криоконсерванта для хранения аллотрансплантатов сухожилий человека в 
условиях сверхнизких температур, позволяющего сохранить нативную структуру ткани.
Материал и методы. В работе использовали трансплантаты сухожилий m. tibialis anterior, забранных 
от доноров тканей. В процессе криоконсервирования использовали эндоцеллюлярные/проникающие 
криопротекторы (диметилсульфоксид, полиэтиленгликоль-400, глицерол) и экзоцеллюлярные/непроникающие 
криопротекторы (раствор глюкозы, раствор альбумина). Для оценки сохранности сухожилий определяли 
свойства трансплантатов на разрыв и растяжение-сдвиг, микроскопически оценивали общую морфологию 
сухожилий, топографию, компактизацию и целостность коллагеновых волокон, сохранность клеточных 
элементов.
Результаты. Гистологический анализ показал, что сохранность коллагеновых и эластиновых волокон 
различалась в зависимости от используемого криопротектора. При этом во всех опытах микроскопически 
выявлялись микроразрывы коллагеновых волокон. В присутствии диметилсульфоксида, полиэтиленгликоля-400 
и их комбинации структура коллагеновых волокон и клеток не претерпевала видимых изменений по сравнению 
с контролем, тогда как во всех опытах с непроникающими криоконсервантами топография и ориентация 
волокон были явно нарушены, наблюдалась деформация многих клеток в составе сухожилий.
Выводы. Криопротекторы на основе диметилсульфоксида, полиэтиленгликоля и их комбинации позволяют 
сохранить структурную целостность аллогенных сухожилий при криоконсервировании. Непроникающие 
криопротекторы не позволяют сохранить целостность коллагеновых волокон и клеток в составе сухожилий 
и не могут быть рекомендованы для криохранения.
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Abstract
Introduction. Tendon grafts are widely demanded in reconstructive plastic surgery. Allogeneic tendons potentially have 
a number of advantages. However, the method of long-term storage of allogeneic tendons has not been optimized to date.
Aim. Selection of an optimal cryoprotectant for the storage of human tendon allografts at ultra-low temperatures, which 
allows preserving the native tissue structure.
Material and methods. We studied M. tibialis anterior tendon grafts taken from tissue donors. Endocellular/penetrating 
cryoprotectants (dimethyl sulfoxide, polyethylene glycol-400, glycerol) and exocellular/non-penetrating cryoprotectants 
(glucose solution, albumin solution) were used in the cryopreservation process. Tendon mechanical properties were 
evaluated using rupture and stretching-shear test, the general morphology of tendons, topography, dense and integrity 
of collagen fibers, preservation of cellular elements were microscopically evaluated.
Results. Histological analysis showed that the safety of collagen and elastin fibers differed depending on the cryoprotectant 
used. At the same time, micro-fractures of collagen fibers were microscopically detected in all the experiments. In the 
presence of dimethyl sulfoxide, polyethylene glycol-400 and their combination the structure of collagen fibers and 
cells did not undergo visible changes compared to the control, whereas in all the experiments with non-penetrating 
cryoprotectants the topography and orientation of the fibers were clearly disturbed, deformation of many cells in the 
tendons was also observed.
Conclusions. Cryoprotectants based on dimethyl sulfoxide, polyethylene glycol and their combinations allowed us to 
preserve the structural integrity of allogeneic tendons. Non-penetrating cryoprotectants did not effectively preserve the 
integrity of collagen fibers and cells in the tendons and cannot be recommended for cryopreservation.
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ДМСО – диметилсульфоксид
ММСК – мультипотентные мезенхимальные стромальные 

клетки

ПЭГ – полиэтиленгликоль
ЦКМ – целостность клеточных мембран

Введение

Проблема консервирования аллогенных тка-
ней человека вызывает все больший интерес, 
как с практической, так и с научной точки зре-
ния. Основной задачей консервирования являет-
ся продолжительное хранение трансплантатов, 
позволяющее сохранить нативную структуру 
ткани [1]. При консервировании аллогенных 
тканей, не содержащих живых клеток (кость, 

твердая оболочка головного мозга, перикард), 
целью всех методик является сохранение общей 
топографии ткани и ее механических свойств 
[2]. Консервирование тканей, содержащих жиз-
неспособные клетки (сухожилия, хрящи, кожа), 
требует гораздо более деликатного подхода и 
является технологически более сложным [3]. 
Этим объясняется тот факт, что на сегодняшний 
день не существует по-настоящему эффектив-
ных методик длительного хранения аллогенных 
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сухожилий. Трансплантаты сухожилий широко 
востребованы в реконструктивно-пластической 
хирургии [4], при этом по сравнению с аутоло-
гичным материалом использование аллогенных 
сухожилий имеет ряд преимуществ: отсутствие 
травмирования донорского участка, уменьшение 
времени хирургического вмешательства, сни-
жение послеоперационной боли, возможность 
заблаговременного производства трансплан-
татов нужного размера [5, 6]. Для сохранения 
функциональных и биомеханических свойств 
в сухожилиях должны постоянно присутство-
вать жизнеспособные клетки, осуществляющие 
синтез внеклеточного матрикса сухожилий – в 
первую очередь, коллагена. В связи с этим мето-
дики консервирования бесклеточных коллагено-
вых матриксов, широкодоступные в клинической 
практике, являются неприемлемыми в работе с 
трансплантатами сухожилий [7]. На сегодняш-
ний день единственным адекватным подходом 
к длительному хранению сухожилий является 
их криоконсервирование. В процессе работы с 
трансплантатами сухожилий необходимо учиты-
вать следующие факторы: соблюдение стериль-
ности, предотвращение аутолиза, сохранение 
пластических, структурных и функциональных 
свойств [8].

При исследовании трансплантатов сухожилий 
необходимо проводить комплексное исследова-
ние, которое включает морфологический анализ 
клеток и волокон в составе сухожилий, а также 
их биомеханические свойства [9].

Целью данной работы является выбор опти-
мального криоконсерванта для хранения алло-
трансплантатов сухожилий человека в условиях 
сверхнизких температур, позволяющего сохра-
нить нативную структуру ткани.

Материал и методы

В экспериментальное исследование включено 
80 трансплантатов сухожилий m. tibialis anterior, 
забранных от доноров тканей. 

Операцию по эксплантации трансплантатов 
осуществляли в условиях операционной с соблю-
дением правил асептики и антисептики. При 
помощи линейных разрезов по 2 см на передней 
поверхности голени и стопы в проекции сустав-
ной щели голеностопного сустава и энтезисов 
сухожилий выполняли хирургический доступ. 
Производили мобилизацию сухожилий, измере-
ние длинны и отсекали от мест прикрепления. 
После чего все трансплантаты механически очи-
щали от смежных тканей, помещали в стериль-
ные пакеты с раствором антибиотика (гентамицин 
4% 2 мл или ванкомицин 1000 мг) и до получения 
результатов анализа на наличие трансмиссивных 
инфекций карантинизировали при температуре 
+4°С. Затем сухожилия отмывали в физиологи-
ческом растворе хлорида натрия 0,9% в течение 
5–10 минут в ламинарном шкафу с соблюдени-
ем правил асептики и антисептики. После чего 
сухожилия закладывали в криопакеты, добавля-
ли 50 мл криоконсервирующего раствора, пакеты 
запаивали, маркировали и помещали в морозиль-
ную камеру при температуре -80°С.

В зависимости от типа криоконсерванта 
были сформированы четыре группы сравнения: 
1-я группа – необработанные, нативные ткане-
вые трансплантаты (контроль), которые не под-
вергались воздействию криопротекторов и не 
замораживались. Трансплантаты сухожилий, 
обработанные проникающими (2-я группа) или 
непроникающими криопротекторами (3-я груп-
па), а также их комбинацией (4-я группа), кото-
рые подвергали заморозке и хранению (таблица).

Все сухожилия 2–4-й групп заморажива-
ли и хранили при температуре -80°С в течение 
20 суток. После дефростирования сухожилия 

Таблица. Типы криопротекторов, используемых для криоконсервирования сухожилий

Table. Types of cryoprotectants used for tendon cryopreservation

1-я группа – без 
криопротекторов 
(контроль), 8 шт.

2-я группа – проникающие 
криопротекторы, 24 шт.

3-я группа – непроникающие 
криопротекторы, 32 шт.

4-я группа – комбинация 
криопротекторов, 16 шт.

8 сухожилий m. tibialis 
anterior dextra et sinistra, не 
обработанных криконсер-
вантом и не подвергнутых 
замораживанию

2.1) 10% раствор ДМСО, 8 шт.
3.1) 10% раствор глюкозы, 8 шт.

10% ПЭГ + 5% ДМСО, 8 шт.
3.2) 15% раствор альбумина, 8 шт.

2.2) 15% раствор ПЭГ-400, 8 шт. 3.3) 20% раствор альбумина, 8 шт. Глицерол 57,1% + 15% ПЭГ-
400, 8 шт.2.3) 10% раствор ПЭГ-400, 8 шт. 3.4) 5% раствор глюкозы, 8 шт.

Примечания: ДМСО – диметилсульфоксид; ПЭГ – полиэтиленгликоль
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отмывали изотоническим физиологическим 
раствором хлорида натрия 0,9%, оценивали их 
механические свойства, токсичность, а также 
морфологию на гистологических срезах.

Для оценки механических характеристик все 
образцы сухожилий тестировали при помощи 
разрывной машины «Метротекс» с использова-
нием датчика до 70 кг и динамического меха-
нического анализатора. Оценивали параметры 
зависимости нагрузки от растяжения, а также 
условный модуль деформации. Каждый образец 
испытывали на разрыв и растяжение-сдвиг не 
менее 3 раз.

Исследование токсичности трансплантатов 
сухожилий проводили в культуре мультипо-
тентных мезенхимальных стромальных клеток 
(ММСК) костного мозга тканевых доноров 3–9-го 
пассажа. Фрагменты трансплантатов сухожилий 
длиной 1,0–1,5 см помещали в опытные лунки 
6-луночного планшета и вносили суспензию, 
содержащую 50 тыс. ММСК. Параллельно 50 тыс. 
ММСК вносили в лунки без трансплантатов сухо-
жилий (контроль). Клетки культивировали в 
среде Dulbecco's Modified Eagle Medium с добав-
лением 10% фетальной сыворотки крупного рога-
того скота (Gibco, США) при 37°С и концентрации 
CO

2
 5% в течение 3 суток. Для микроскопического 

анализа клетки окрашивали витальным флуоро-
хромным красителем на основе трипафлавина и 
родамина С [10]. Оценивали общее число клеток 
(103/см2), их морфологию, целостность клеточных 
мембран (ЦКМ, в баллах).

Для микроскопического анализа тканей из 
всех трансплантатов отбирали образцы разме-
ром 1×1 см, фиксировали 10% раствором фор-
малина и готовили гистологические препараты 
по стандартной методике. Парафиновые срезы 
толщиной 5 мкм изготавливали на ротационном 
микротоме, окрашивали гематоксилином и эози-
ном, пикрофуксином по Ван-Гизон. Исследовано 
88 микропрепаратов, которые изучали светоопти-
чески с помощью светового микроскопа Olympus 
CX21. Кроме того, в гистологических препаратах 
оценивали уровень автофлуоресценции колла-
геновых волокон (λ-возбуждения — 510–560 нм, 
λ-эмиссии — от 575 нм, время экспозиции – 1 с) 
по методике, разработанной канд. биол. наук 
М.С. Макаровым [11].

Результаты

Оценка механических свойств транспланта-
тов показала, что во всех группах сухожилия 

сохраняли целостность при действии силы рас-
тяжения и сил, направленных на сжатие-сдвиг. 
Нужно признать, что в нашей работе величина 
предельной силы разрыва составляла 50–70 кг, 
что может быть недостаточным для оценки проч-
ности сухожилий. Тем не менее, во всех экспери-
ментальных группах не наблюдали полного раз-
рыва сухожилий после моделирования трехкрат-
ного растяжения образцов с максимальной силой 
разрывной машины, что указывает на достаточ-
ные прочностные характеристики и возможность 
многократного перерастяжения без нарушения 
целостности коллагеновых волокон. Из этого сле-
дует, что при цикловых многократных силовых 
воздействиях на образцы трансплантатов сухо-
жилий сохраняется устойчивость механических 
свойств.

Исследование in vitro показало, что все иссле-
дуемые типы трансплантатов не оказывали ток-
сического действия на клетки. В контроле и во 
всех опытных лунках через 3 суток культивиро-
вания формировался субконфлюэнтный монослой 
с плотностью клеток 17–18 тыс/см2. ММСК имели 
характерный веретенообразный вид, уровень 
ЦКМ во всех опытных составлял 34–36 баллов 
и статистически значимо не отличался от анало-
гичного показателя в контроле. Таким образом, 
трансплантаты аллогенных сухожилий после 
криоконсервирования с использованием разных 
видов криопротекторов были нетоксичны.

Гистологический анализ показал, что сохран-
ность коллагеновых и эластиновых волокон раз-
личалась в зависимости от выбранного криопро-
тектора. В опытах, где использовали проникаю-
щие криоконсерванты ДМСО 10%, ПЭГ-400 10% и 
15%, общая архитектура волокон (их ориентация, 
взаимодействие друг с другом и с клетками) не 
претерпевала видимых изменений по сравнению 
с контролем (рис. 1A, 1B). При использовании 
непроникающих криоконсервантов (3-я группа) 
топография и ориентация волокон были нару-
шены (рис. 1C). Морфологическое строение сухо-
жилия после криоконсервирования в комбинации 
криопротекторов ДМСО и ПЭГ-400 (4-я группа) 
было мало отличимо от нативного сухожилия, 
волокна организованы, однонаправлены, незна-
чительно отечны с минимальным количеством 
участков разрыва ткани (рис. 1D). Напротив, ком-
бинация глицерола с ПЭГ-400 отличалась гисто-
логически по сравнению с контрольными образ-
цами, волокна были отечны, прослойки рыхлой 
волокнистой соединительной ткани между пуч-
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ками (перитеноний) были расширены, участки 
разрывов ткани наблюдали по всему препарату.

Микроскопические разрывы коллагено-
вых волокон наблюдали во всех группах, кроме 
контрольной. В опытах, где использовали ДМСО, 
ПЭГ-400, средняя ширина разрывов составляла 
не более 25 мкм (рис. 2А), в то время как в опытах 
с растворами глюкозы и альбумина ширина раз-
рыва волокон превышала 40 мкм (рис. 2B). При 
выборе комбинации криопротекторов также отме-
чали наличие разрывов волокон в образцах сухо-
жилий. При этом комбинация ПЭГ с ДМСО ока-
залась предпочтительнее (рис. 2C). Повреждение 
волокон было единичным, а ширина разрывов не 
превышала 25 мкм. При использовании глицеро-
ла 57,1% в комбинации с ПЭГ-400 по всей ширине 
коллагеновых волокон отмечали множественные 
разрывы размером от 40 до 70 мкм, морфологи-
чески структура плотной волокнистой соедини-
тельной ткани была нарушена, наблюдали отек 
коллагеновых волокон.

Рис. 1. Оценка сохранности коллагеновых волокон 
после криоконсервирования аллогенных сухожилий 
разными способами. Слева – окраска гематокси-
лин-эозином, справа – автофлуоресценция коллагена. 
Увеличение ×200. А, А' – контроль (нативные сухожилия); 
B, B' – 2-я группа (проникающие криопротекторы) на при-
мере 10% раствора диметилсульфоксида; C, C' – 3-я группа 
(непроникающие криопротекторы) на примере 20% раствора 
альбумина; D, D' – 4-я группа (комбинация криопротекторов) 
на примере раствора диметилсульфоксида и полиэтилен-

гликоля-400

Fig. 1. Evaluation of collagen fiber integrity after 
cryopreservation of allogeneic tendons by various 
methods. On the left, hematoxylin-eosin staining; on the 
right, collagen autofluorescence. Magnification ×200. A, 
A' – control (native tendons); B, B' – 2nd group (penetrating 
cryoprotectants) using as an example 10% dimethyl sulfoxide 
solution; C, C' – 3rd group (non-penetrating cryoprotectants) 
using as an example 20% albumin solution; D, D' – 4th group 
(combination of cryoprotectants) using as an example a solution 

of dimethyl sulfoxide and polyethylene glycol-400

A

C

B

D

A'

C'

B'
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Рис. 2. Выявление разрывов коллагеновых волокон в 
аллогенных сухожилиях после криоконсервирования. 
Окраска гематоксилин-эозином, справа – автофлуо-
ресценция коллагена. Увеличение ×200. А – 2-я группа 
(проникающие криопротекторы) на примере 10% раство-
ра диметилсульфоксида; B – 3-я группа (непроникающие 
криопротекторы) на примере 20% раствора альбумина. 
C – 4-я группа (комбинация криопротекторов) на примере 

раствора диметилсульфоксида и полиэтиленгликоля-400

Fig. 2. Detection of ruptures of collagen fibers in allogeneic 
tendons after cryopreservation. On the left, hematoxylin-
eosin staining; on the right, collagen autofluorescence. 
Magnification ×200. A – 2nd group (penetrating cryoprotec-
tants) using as an example a 10% solution of dimethyl sulfox-
ide; B – 3rd group (non-penetrating cryoprotectants) using as 
an example a 20% albumin solution. C – 4th group (combination 
of cryoprotectants) using as an example a solution of dimethyl 

sulfoxide and polyethylene glycol-400

C

BA

Интенсивность флуоресценции коллагена 
по всей длине волокон соответствовала норме в 
контроле и в опытах с 10% ДМСО и ПЭГ – 400 
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(2-я группа), составляя в среднем 39±2 фут-кан-
дел (рис. 1B'). В группе с использованием комбина-
ции ПЭГ-400 с ДМСО (4-я группа) в большинстве 
своем волокна имели нормальную яркость све-
чения и составляли в среднем 35±2 фут-кандел 
(рис. 1D'). Напротив, в 3-й группе значительная 
часть волокон имела очень низкую яркость (от 7 
до 15 фут-кандел), среднее значение автофлуо-
ресценции составило 19±1 фут-кандел (рис. 1C'). 
Одновременно в трансплантатах 3-й группы 
наблюдали выраженную деконденсацию коллаге-
новых волокон с распадом на отдельные фибрил-
лы.

Во всех группах, включая контроль, отмечены 
зоны с выраженным отеком волокон, наиболее 
обширными такие участки отмечали при исполь-
зовании альбумина 15 и 20%. Отечность волокон 
может быть связана с периодом карантинизации, 
когда сухожилия находились в растворе антибио-
тика в течение 24 часов. Отечность волокон не 
сопровождалась нарушением структуры колла-
гена. Во всех образцах не было выявлено волокон 
с интенсивностью свечения свыше 60 фут-кан-
дел (пикринофильные волокна с выраженными 
признаками химического разрушения коллаге-
на). Морфология тендиноцитов в контроле, во 
2-й и 4-й группах была нормальной, тогда как в 
3-й группе наблюдали сморщивание многих кле-
ток и деформацию их ядра (рис. 3A–D).

Заключение

Таким образом, успех клинического примене-
ния аллотрансплантатов для пластики связочного 
аппарата человека во многом обусловлен выбором 
метода консервирования сухожилий. Коллаген 
обладает высокой способностью к самооргани-
зации и аутогезии [12], в то же время для долго-
срочного хранения сухожилий, которое позволит 
не повреждать структуры ткани необходим пра-
вильно подобранный консервант [13]. В этой связи 
наиболее перспективным методом сохранения 
нативной структуры сухожилий, с нашей точки 
зрения, является консервирование в условиях 
сверхнизких температур с применением крио-
протекторов. Однако проанализировав данные 
мировой литературы, можно утверждать, что не 
существует общепринятых методик консерви-
рования сухожилий, а значит эта тема до сих 
пор актуальна и требует дальнейшего изучения 
[14]. По результатам проведенного эксперимента 
можно сказать, что наиболее предпочтительным 
является использование проникающих криокон-

сервантов или их комбинация. Использование 
непроникающих криопротекторов, таких как аль-
бумин или глюкоза не позволяет сохранить как 
целостность коллагеновых волокон, так и сохран-
ность клеточных элементов плотной волокнистой 
соединительной ткани.

Рис. 3. Оценка клеточного компонента аллогенных сухо-
жилий после криоконсервирования разными способа-
ми. Окраска гематоксилин-эозином. Увеличение ×500. 
А – контроль (нативное сухожилие); B – 2-я группа (про-
никающие криопротекторы) на примере 10% раствора диме-
тилсульфоксида; C – 3-я группа (непроникающие криопро-
текторы) на примере 15% раствора альбумина; D – 4-я груп-
па (комбинация криопротекторов) на примере раствора 

диметилсульфоксида и полиэтиленгликоля-400

Fig. 3. Evaluation of the cellular component of alloge-
neic tendons after cryopreservation by various methods. 
Hematoxylin-eosin staining. Magnification ×500. A – control 
(native tendon); B – 2nd group (penetrating cryoprotectants) 
using as an example a 10% dimethyl sulfoxide solution; C – 3rd 
group (non-penetrating cryoprotectants) using as an example a 
15% albumin solution; D – 4th group (combination of cryopro-
tectants) using as an example a solution of dimethyl sulfoxide 

and polyethylene glycol-400

A B

C D

Выводы

1. Непроникающие криопротекторы не поз-
воляют сохранить целостность коллагеновых 
волокон и клеток в составе сухожилий и не могут 
быть рекомендованы для криохранения.

2. Проникающие криоконсерванты (10% 
раствор диметилсульфоксида и полиэтиленгли-
коля-400, а также комбинация 10% полиэтилен-
гликоля + 5% диметилсульфоксида) наиболее 
бережно сохраняют структуру коллагеновых 
волокон и клеточных компонентов, при этом не 
влияя на механические характеристики ткани, 
а следовательно, могут быть рекомендованы как 
оптимальные консервирующие растворы для 
длительного хранения нативных сухожилий.
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