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В статье приведено описание разработки программы криоконсервации, которая обеспечивает 
охлаждение аортальных аллографтов со скоростью 1ºС в минуту до температуры -55ºС. 

Рассматриваются результаты оценки сохранности структуры аллографта с использованием 
гистологических и иммуногистохимических методов после размораживания при температуре 8-10ºС 
за один час.
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In the article we present cryopreservation programme, that enables aortic allograft freezing at a rate 
1ºС per minute up to -55ºС. Results of histologic and immunohistochemic studies of allograft structure 
after thawing at 8-10ºС for one hour are provided. 
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Бурное развитие кардиохирургии в 70-е годы XX-го столе-
тия привело к активному использованию аллографтов 

для коррекции пороков аортального клапана и восходящей 
аорты. Первые результаты применения аллографтов показа-
ли, что они адекватно корригируют внутрисердечную гемо-
динамику, существенно снижают риск тромбоэмболических 
осложнений, не требуют проведения пожизненной антикоа-
гулянтной терапии и улучшают качество жизни оперирован-
ных пациентов. Однако, первые попытки использования ал-
лографтов выявили  определённые  проблемы: 

1. Недостаточно широкая доступность аллографтов и 
сложность подбора донора, и, как следствие,  потребность в 
создании банка аллографтов;

2. Отсутствие способа длительного хранения натив-
ных клапанов, и, как следствие,  необходимость в изобрете-
нии методик консервации.

Появление методик криоконсервации, включая про-
граммированный метод замораживания, и разработка 
криопротекторов позволили хранить аллографт в течение 
длительного времени без изменения его морфологической 
и биологический структуры, что в дальнейшем дало возмож-
ность создать систему тканевых банков.

Безусловно, одним из самых важных этапов создания 
криоконсервированных аллографтов является непосред-
ственно сам процесс криоконсервации. Основная его цель  
– это сохранение жизнеспособности ткани  (восстановление 
нормальной функции клеток после их криоконсервации с по-
следующим размораживанием). Вода – основной компонент 
любой клетки – при криоконсервации превращается в лед, и 
метаболизм клетки прекращается. Вместе с тем, образова-
ние льда внутри клетки может приводить к ее повреждению. 
Повреждение клетки при криоконсервации являетя резуль-
татом воздействия двух основных факторов: кристаллиза-
ции воды и повышения концентрации оставшегося раствора 
во внеклеточной среде. При воздействии первого фактора 
степень повреждения криоконсервированной ткани зависит 
от количества свободной воды в клетке и межклеточном 
пространстве и от способности раствора к кристаллизации 
во время криоконсервации с образованием как внутри, так 
и вне клетки кристаллов льда, которые могут разрушать ее 
стенку и органеллы. 

Ряд исследований позволили выявить механизмы по-
вреждения клеток при криоконсервации с использованием 
различных скоростей оклаждения. Некоторыми авторами 
предлагалась скорость охлаждения 0,1ºС в минуту [1]. Счита-
лось, что при медленном охлаждении клетка в состоянии ни-
велировать потерю воды и поддержать баланс между вне- и 
внутриклеточной жидкостью. Однако, было доказано, что при 
медленном охлаждении образуются крупные кристаллы льда 
как внутри клетки, так и во внеклеточной среде, а поврежде-
ние клетки происходит из-за осмотического сморщивания. 
Время осмотического шока при этом оказывалось весьма 
продолжительным [2]. Другие исследователи использовали 
скорость криоконсервации 1,5ºС в минуту [3], а некоторые 
даже скорость 5ºС в минуту [4]. Если криоконсервация проис-
ходит очень быстро, внеклеточная вода кристализуется также 
очень быстро. Исследование такой скорости охлаждения по-
казало: концентрация солей во внеклеточном пространстве 
растет так быстро, что внутриклеточная вода не успевает вы-
йти во внеклеточное пространство и подвергается кристалли-
зации внутри клетки. Формирование кристаллов льда внутри 
клетки почти всегда приводит к ее гибели. Поэтому наиболее 
эффективной скоростью с точки зрения сохранения жизне-
способности клетки является средняя скорость, составляю-
щая 1ºС в минуту. Некоторые авторы предлагают на разных 
этапах криоконсервации использовать различные скорости 
этого процесса. Так, одни исследователи снижают температу-
ру в ткани до -40ºС со скоростью 1ºС в минуту, а затем до -80ºС 
со скоростью 5ºС в минуту. Другие используют следующую схе-
му: от 5ºС до -50ºС температуру снижают со скоростью 0,7ºС 
в минуту, выдерживают 5 минут, и затем от -50ºС до -80ºС 
температуру снижают со скоростью 1,4ºС в минуту. Между по-
гружением ткани аллографта в консервирующую среду и на-
чалом криоконсервации должно пройти от 30 до 45 минут. Во 
время этого периода аллографт не разрешается согревать, 
так как доказано, что воздействие тепла на человеческие фи-
бробласты может оказывать отрицательное воздействие на 
их жизнеспособность после размораживания [5].

В связи с вышеизложенным, нами было проведено ис-
следование, направленное на создание оптимальной про-
граммы криоконсервации аортальных аллографтов с после-
дующей оценкой их гистологических свойств.
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Рис. 1. График снижения температуры при охлаждении содержимого контейнера со скоростью 1ºС. Кривая А – температура в 
образце; кривая B – температура в камере.

Рис. 2. График снижения температуры при охлаждении содержимого контейнера по предложенной схеме. Кривая А – температура в 
образце; кривая B – температура в камере.
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Цель исследования. Создать программу криоконсер-
вации, обеспечивающую охлаждение аортальных аллограф-
тов со скоростью 1ºС в минуту до температуры -55ºС с оцен-
кой сохранности структуры аллографта с использованием 
гистологических и иммуногистохимических методов после 
размораживания при температуре 8-10ºС за один час.

Материал и методы

В исследование были включены 10 аллографтов аор-
тального клапана. 2 клапана были эксплантированы у доно-
ров с документированной смертью головного мозга во вре-
мя мультиорганного забора, 8 – от трупов в первые 12 часов 
после биологической смерти. Стерилизация аллографтов 
проводилась в растворе, содержащем 175,0 мл питательной 
среды RPMI 1640, 0,5 грамма цефазолина, 20,0 мл 0,5%-го 
раствора метронидазола и 50,0 мл 0,2%-го раствора флуко-
назола. Все аллографты помещались в указанный раствор 
на 24 часа при температуре 4°С. Нами использовался следу-
ющий состав среды для криоконсервации: 160 мл питатель-
ной среды RPMI 1640, 20 мл 10%-го раствора человеческого 
альбумина, 20 мл 10%-го раствора диметилсульфоксида.

Для измерения температуры внутри аллографта, находя-
щегося в растворе для криоконсервации в специальном за-
паянном пакете фирмы «Fresenius Kabi», в геометрический 
центр аллографта устанавливался датчик температуры.

Криоконсервацию аортальных аллографтов проводили 
в аппарате для криоконсервации «ICE CUBE 15M» фирмы 

«SY-LAB Gerate G.m.b.H.» (Aвстрия). Для криоконсервации 
аллографтов мы использовали скорость охлаждения 1ºС в 
минуту. Размораживание аллографтов происходило при тем-
пературе 8-10°С за один час (модификация РНПЦ «Кардио-
логия») [6].

Для оценки эффективности предложенной нами про-
граммы криоконсервации были проведены гистологические 
исследования аллографтов, подвергшихся криоконсерва-
ции и размораживанию в течении 1 часа при температуре 
8-10ºС.

Морфологически исследованы 10 аллографтов. Из 
каждого аллографта по стандартной схеме вырезали 6 
фрагментов, включающих аорту, артериальный слой синуса 
Вальсальвы, зону соединения со свободной заслонкой аор-
тального клапана и собственно свободную заслонку коро-
нарных (2) и некоронарного синусов.

Образцы обезвоживали в спиртах возрастающей кон-
центрации, заливали в среду «Гистамикс». Срезы толщиной 
4 мк окрашивали гематоксилином и эозином, орсеином по 
Харту (для выявления эластических волокон), MSB (для вы-
явления очагов повреждения), альциановым синим (для вы-
явления кислых гликозаминогликанов). 

Выполнялось иммуногистохимическое исследование 
с антителом анти-α-sma (для маркировки гладкомышечных 
клеток). Для иммуногистохимического окрашивания так-
же использовали срезы толщиной 4 мкм. В качестве базо-

А Б

ГВ
Рис. 3. Микроскопические особенности аллографтов при использовании разработанной программы криоконсервации: А – 

незначительное расширение спонгиозной зоны свободной заслонки АоК; Б – незначимое увеличение объема экстрацеллюлярного 
матрикса в меди артериального слоя; В – сохранность гладкомышечных клеток в медии артериального слоя; Г – сохранность 

эндотелиальных клеток в краевой зоне свободной заслонки АоК.
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вого применяли 0,05М Трис-буфер (pH 7,4) с добавлением 
сапонина (0,01%). Срезы депарафинизировали в ксилоле 
и затем регидратировали в батарее спиртов нисходящей 
концентрации, после чего промывали в дистиллированной 
воде. Демаскировку антигенов проводили в СВЧ-печи в те-
чение 7 минут при 800W, а затем 15 минут при 400W. В каче-
стве демаскировочных использовали буферы с рН 6,0 и 9,0. 
Эндогенную пероксидазу блокировали 3%-ым раствором 
пероксида водорода в течение 20 минут. С целью блокиро-
вания неспецифического связывания антител на срезы на 
30 минут наносили 1% раствор бычьего сывороточного аль-
бумина. Инкубацию с первичным антителом производили 
в течение 30 минут. В качестве визуализирующей системы 
применяли EnVision (DacoCytomation), в качестве хромогена 
– диаминобензидин (DacoCytomation) в концентрации 1мг/
мл с добавлением пероксида водорода (0,02%-го раствора). 
Препараты помещали в ксилол на 1 минуту, докрашивали 
гематоксилином Майера (Sigma) и заключали в «канадский 
бальзам». Перед окраской препаратов, вошедших в иссле-
дование, проводилась отработка иммуногистохимической 
окраски с подбором оптимального разведения первичных 
антител и режима демаскировки антигенов. 

Результаты и обсуждение

При охлаждении камеры со скоростью 1ºС в минуту до 
температуры -55ºС  температура содержимого контейнера 
не соответствовала изменению температуры охлаждающей 
камеры. Так, при охлаждении содержимого контейнера со 
скоростью 1ºС в минуту нами был получены следующие по-
казатели снижения температуры в аллографте (Рисунок 1). 

При снижении температуры в камере до -40ºС за 40 ми-
нут температура в аллографте снизилась всего лишь до -6ºС. 
Объяснение данному факту, а также более медленному ох-
лаждению аллографта по сравнению с уменьшением темпе-
ратуры в камере кроется в выделении латентного тепла при 
кристаллизации воды. Когда среда для криоконсервации на-
чинает замораживаться, установленная программа должна 
компенсировать тепло, выделяющееся в процессе кристал-
лизации воды. Нашим коллективом предложен следующий 
режим (программа) криоконсервации (Рисунок 2).

Для компенсации выделения латентного тепла при кри-
сталлизации воды температура в камере охлаждения долж-
на быстро снизиться за 10 минут до температуры -60ºС, с 
последующим поддержанием данной температуры в течение 
18 минут. Такое быстрое охлаждение позволяет ткани алло-
графта устойчиво охлаждаться со скоростью -1ºС в минуту, 
избегая эффекта колебания температуры, который приводит 
к повреждению клеток. Когда температура ткани аллографта 
достигнет -20ºС, большинство воды вне клетки будет в кри-
сталлизованном состоянии (тепло кристаллизации уже будет 
высвобождено), и температура ткани будет резко снижать-
ся. Для поддержания скорости замораживания в аллограф-
те -1ºС в минуту температура в камере должна увеличиться. 

Это достигается путем согревания камеры до температуры 
-45ºС в течение 7 минут и поддержания ее на этом уровне в 
течение 5 минут. Начиная с этой точки, температура в каме-
ре и в ткани аллографта начнет снижаться параллельно до 
температуры -55ºС.

После охлаждения до температуры -55ºС пакет с алло-
графтом переносится в сосуд Дюара для хранения в парах 
жидкого азота. Хранение аортальных аллографтов в парах 
жидкого азота при температуре -150°С является оптималь-
ным, так как обеспечивает целостность, прочность алло-
графтов и сохранность их гистологической структуры. [7]. 

Размораживание аллографтов проводилось при темпе-
ратуре 8-10°С за 1 час.

При микроскопическом исследовании срезов всех об-
разцов, подвергшихся криоконсервации с использованием 
предложенной нами программы, по сравнению с нативными 
(не подвергшимися криоконсервации, хранению и размо-
раживанию), выявлены минимальные структурные, каче-
ственные и количественные изменения. В свободном крае 
заслонки аортального клапана (АоК) отмечалось незначи-
тельное расширение спонгиозной зоны без нарушения со-
отношения и пространственной ориентации коллагеновых и 
эластических волокон, а также фибробластов (Рисунок 3А). 
В артериальном слое синуса Вальсальвы – незначительное 
увеличение объема кислых гликозаминогликанов без струк-
турной деформации интимы и медии (Рисунок 3Б). Эндотелий 
во всех анатомических отделах образцов оставался сохран-
ным на всем протяжении (Рисунок 3Г). Гладкомышечные 
клетки во всех исследованных структурах аллографта сохра-
няли свои качественные и количественные характеристики 
(Рисунок 3В).

Морфометрическое исследование демонстрирует 
полную сохранность клеточного матрикса во всех анато-
мических структурах аллографта при использовании пред-
ложенной программы криоконсервации. Сравнительная ко-
личественная характеристика сохраненных фибробластов, 
гладкомышечных клеток и эндотелиоцитов представлена в 
Таблице 1.

Таким образом, использование разработанной нами 
программы криоконсервации (температура в камере сни-
жается за 10 минут до -60ºС, в последующем поддержива-
ется таковой в течение 18 минут, затем осуществляется со-
гревание камеры до температуры -45ºС в течение 7 минут с 
поддержанием последней в течение 5 минут. Начиная с этой 
точки температура в камере и в ткани аллографта снижа-
ется параллельно до -55ºС со скоростью 1ºС в минуту) обе-
спечивает сохранение жизнеспособности и гистологической 
структуры ткани аллографта после криоконсервации и раз-
мораживания.

Практические рекомендации:

Не допускается прерывать цикл криоконсервации до 
достижения температуры -40ºС. Прекращение криоконсер-

Таблица 1. Сравнительная количественная характеристика клеточного состава анатомических структур алло-

графтов (по результатам морфометрического анализа).

Вид и локализация клеточных структур
Количество в мм²

Достоверность
Контроль Опыт

Гладкомышечные клетки в артериальном слое 992±133 881±74 Р<0,52

Фибробласты в свободной заслонке АоК 855±90 586±121 Р<0,11

Фибробласты в спонгиозной зоне синуса Вальсальвы 594±50 635±48 Р<0,57

Эндотелиоциты сосудистой стенки артериального слоя (на мм длины) 15±0,9 19±1,9 Р<0,08

Эндотелиоциты свободной заслонки (на мм длины) 28±1,7 20±1,7 Р<0,02
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вации при температуре -40ºС и ниже допустимо без повреж-
дения аллографта. Остановка цикла замораживания более 
чем на 5 минут не допускается.

В конце процесса криоконсервации профиль замора-
живания должен быть оценен на предмет нахождения гра-
фической кривой криоконсервации в допустимых пределах.

Пакеты, используемые для криоконсервации, могут раз-
личаться и иметь различную теплопроводность, что может 
привести к изменениям кривой криоконсервации. Для каж-
дого типа пакетов следует проводить коррекцию программы 
криоконсервации. 

Немалое значение имеет используемый объем среды 
для криоконсервации. Изменения кривой криоконсервации 
наблюдались в тех случаях, когда объем среды отличался бо-
лее чем на 5% [8]. 

Соотношение ткани аллографта и среды для криокон-
сервации в пакете также важно и может оказывать влияние 
на процесс криоконсервации. Доказано, что при использо-
вании одной и той же программы криоконсервации аорталь-
ные или пульмональные аллографты небольшого размера 
замораживаются быстрее, чем более крупные аортальные 
аллографты. В идеальных условиях аллографты различного 
размера должны подвергаться криоконсервации с исполь-
зованием различных программ.

Количество пакетов с аллографтами в заморажива-
ющей камере также влияет на процесс криоконсервации. 
Наши данные говорят о том, что оптимальным является од-
номоментная криоконсервация  только одного пакета, так 
как при одновременном замораживании даже двух пакетов 
происходит выделение значительного количества тепла кри-

сталлизации в камере, что не может быть компенсировано 
стандартной программой.

Необходимо изменять программу криоконсервации при 
использовании различных камер замораживания. Незначи-
тельные изменения в герметичности двери, скорости подачи 
жидкого азота и т. п. могут приводить к различным результа-
там криоконсервации. Программа процесса должна быть от-
калибрована при изменении используемого оборудования.
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МЕТОДЫ ПРОФИЛАКТИКИ И ЛЕЧЕНИЯ ГНОЙНО-СЕПТИЧЕСКИХ 
ОСЛОЖНЕНИЙ И БАКТЕРИАЛЬНОЙ КИШЕЧНОЙ ТРАНСЛОКАЦИИ 

У ПАЦИЕНТОВ  С ДЕСТРУКТИВНЫМ ПАНКРЕАТИТОМ
Государственное учреждение «432 ордена Красной Звезды главный военный 
клинический медицинский центр Вооруженных Сил Республики Беларусь»1,

Предложенные методики способствуют снижению гнойно-септических осложнений, продолжи-
тельности лечения и послеоперационной летальности.

Частота разнообразных инфекционных осложнений у больных с острым деструктивным пан-
креатитом (ОДП) колеблется в широких пределах – от 40 до 70%. 

Так, смертность при ОДП гораздо выше, чем при интерстициальном панкреатите, особенно в 
стадии гнойно-септических осложнений, летальность при которых парирует от 20 до 85,7% [23].

Ключевые слова: острый деструктивный панкреатит, бактериальная кишечная транслока-
ция, гнойно-септические осложнения, летальный исход.

A.V. Tarasenko
METHODS OF PREVENTION AND TREATMENT SEPTIC COMPLICATIONS AND 

BACTERIAL INTESTINAL TRANSLOCATION IN PATIENTS WITH DESTRUCTIVE 
PANCREATITIS

The proposed мethods help to reduce septic complications, duration of treatment and post-operative 
mortality.

Key words: acute destructive pancreatitis, intestinal bacterial translocation, purulent-septic com-
plications, death.

По мнению ряда исследователей [5,6,17,19,22,28], 
«ранние токсемические» и «поздние септические» про-

явления панкреатита сопровождаются полиорганной не-
достаточностью и являются основной причиной фатальных 
осложнений у этой категории больных. Инфекционные ос-
ложнения развиваются вследствие вторичного инфициро-
вания некротических участков поджелудочной железы и 

забрюшинной клетчатки, как результат транслокации бакте-
рий через здоровую слизистую желудочно-кишечного тракта 
в кровь и окружающие ткани. При этом наблюдается прямая 
зависимость между масштабом ОДП, его инфицированием, 
сроками заболевания, тяжестью состояния больного и исхо-
дом заболевания [1].

 Для лечения бактериальной кишечной транслокации 


