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На половозрелых мышах линии С57/В1определяли присутствие макрофагов в тканях регенерирующей модель-
ной кожной ишемизированной раны после введения ауто- и ксеногенных фибробластов, а также после транс-
плантации дермального эквивалента с ксеногенными фибробластами. Макрофаги идентифицировали по наличию 
антигена CD68 моноклональными антителами иммуногистохимическим методом. Индекс макрофагов оценивали 
в процентах от количества иммуномеченых клеток относительно всех исследованных клеток в грануляционной 
ткани. На 12-й день заживления экспериментальной ишемизированной раны гистологическое строение биоптата 
после обкалывания раны ауто- и ксеногенными фибробластами на ростовой среде DMEMF12 и после транспланта-
ции дермального эквивалента с ксеногенными отличаются от контроля уровнем развития эпидермиса и статисти-
чески достоверным снижением индекса макрофагов. Получены результаты, свидетельствующие о статистически 
достоверном сокращении сроков воспаления и более раннем и активном образовании грануляционной ткани при 
использовании аутофибробластов.
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Входе фиброгенеза при репарации острых 
ран решающую роль играют лимфоциты, ма-
крофаги и фибробласты. Другие клетки вы-

полняют вспомогательную роль [1, 2, 3]. И среди 
всех клеток на этапе ранозаживления основными 
действующими клетками являются макрофаги, 
которые принимают активное участие в очище-
нии раны от разрушенных клеток, бактериальной 
инфекции, стимулируют функции фибробластов 
за счет продукции факторов роста, белков ком-
племента и интерферона, а также тормозят актив-
ность фибробластов, выделяя медиаторы воспа-
ления и другие протеазы [4, 5]. 

Регулировать процесс репарации кожи возможно 
изменением активности макрофагов, в том числе бло-
кадой определенных рецепторов клеточных мембран 
[6, 7]. Однако научных работ, описывающих содержа-
ние и функции макрофагов в патогенезе репарации 
длительно незаживающих ран или в условиях стиму-
лирования регенераторного потенциала с помощью 
клеточных технологий, крайне мало. Только экспе-
риментальный подход с использованием модельной 
раны у лабораторных животных позволяет адекватно 
оценить клеточные взаимодействия, которые разво-
рачиваются в разные сроки регенераторного гисто-
генеза после трансплантации ауто- и ксеногенных 
фибробластов, а также тканевых конструкций на базе 
этих клеток [5, 8, 9]. 

Цель исследования – изучить содержание макро-
фагов в тканях регенерирующей модельной кожной 
ишемизированной раны на 12-е сутки после введе-
ния ауто- и ксеногенных фибробластов, а также по-
сле трансплантации дермального эквивалента с ксе-
ногенными фибробластами.

Материал и методы. Объектом исследования 
были 32 мыши линии С57/В1 в возрасте 5–7 меся-
цев, которые содержались в стандартных услови-
ях вивария. Была выделена контрольная группа из 
8 животных и три экспериментальные группы по 8 
мышей. Статистически достоверно между возрас-
том животных в контрольной и экспериментальных 

группах не было различий. Под внутрибрюшинным 
наркозом (2,5  % раствора авертина) кожу однотип-
но послойно удаляли, формируя овал и подшивая к 
его краям силиконовое кольцо для создания модели 
длительно незаживающей раны [10]. Ишемизацию 
раны проводили путем наложения кисетного шва 
нитью «Полипропилен» 5–0 на расстоянии 1,0 см ла-
теральнее наружного диаметра раны, что нарушает 
циркуляцию крови в системе окололопаточных арте-
рий мыши (рис.  1). Из иссеченной кожи мышей вы-
деляли фибробласты в условиях стерильного бокса 
с ламинарным потоком воздуха. Кусочки кожи после 
ферментативного удаления эпидермиса помещали 
в среду DMEM F12 (Lonza) и измельчали сосудисты-
ми ножницами до размера 1–2 мм. Затем к кусочкам 
ткани добавляли равные объемы растворов коллаге-
назы I типа (200 ед/мл, Sigma) и диспазы (30 ед/мл, 
Gibco). Полученную смесь инкубировали в течение 
1 часа при 37 °С и постоянном перемешивании. По-
сле фильтрации суспензии через фильтр диаметром 
0,40 мкм и центрифугирования в течение 7 мин при 
1000 об/мин фибробласты ресуспендировали и куль-
тивировали в среде DMEM F12 (Lonza) с добавлением 
10 % телячьей сыворотки (HyClone) и 50 ед/мл пени-
циллина – стрептомицина (ПанЭко) в чашках Петри в 
инкубаторе при 37 °С и концентрации СО2  – 5  % до 
достижения 100 % конфлюента. Для пересева клеток 
использовали 0,25 % трипсин-0,02 % ЭДТА.

В первой и второй экспериментальных группах 
интраоперационно в дно раны и вокруг нее вводи-
ли 0,4 мл взвеси фибробластов 1-го или 2-го пасса-
жа в ростовой среде DMEM F12 (Lonza) в количестве 
1,33  млн клеток. В первой экспериментальной груп-
пе вводили ксеногенные фибробласты, во второй  –  
аутофибробласты. В третьей экспериментальной 
группе в рану трансплантировали дермальный экви-
валент с ксеногенными фибробластами, приготов-
ленный на основе коллагена первого типа из кры-
синых хвостов. Стерильный 0,34М раствор NaOH 
объединяли с концентрированной (×10) питательной 
средой 199 в соотношении 1:1. Полученную смесь 

The presence of macrophages in the tissues of the regenerating model of skin ischemic wounds was determined on the 
mature C57/B1 mice after administration of auto- and xenogenic fibroblasts, and also after transplantation of the dermal 
equivalent with xenogenic fibroblasts. Macrophages were identified by the presence of the CD68 antigen by monoclonal 
antibodies by immunohistochemistry.On the 12th day of healing the experimental ischemic wound, the histological structure 
of the biopsy specimen after cutting the wound with auto- and xenogenic fibroblasts on the DMEM F12 growth medium 
and after transplantation of the dermal equivalent with xenogenic differ from the control by the level of development of 
the epidermis and statistically significant decrease in the macrophage index.The results obtained indicate a statistically 
significant reduction in the duration of inflammation and earlier and active formation of granulation tissue when using 
autofibroblasts.
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EGF	 – эпидермальный фактор роста
IGF-1	– инсулоподобный фактор роста-1
IL	 – интерлейкин 
PDGF	– тромбоцитарный фактор роста

SDF-1	 – человеческий фактор стромальных клеток-1 
TGF-β	– трансформирующий фактор роста бета
VEGF	– фактор роста эндотелия сосудов
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соединяли с охлажденным раствором коллагена, по-
сле чего добавляли суспензию фибробластов в пита-
тельной среде DMEM F12, содержащей 10  % эмбри-
ональной сыворотки (HyClone). Полученную смесь 
инкубировали при 37 °С в инкубаторе до полной по-
лимеризации геля [11].

По прошествии 12 суток от операции у лабора-
торных животных удаляли ткани заживающей раны 
для приготовления гистологических срезов. Образцы 
помещали на одни сутки в 10 % раствор нейтрально-
го забуференного формалина. После промывки от 
формалина и дегидратации материал пропитывали 
парафином и с помощью микротома получали сре-
зы толщиной 5–6 мкм. Срезы стандартно окраши-
вали гематоксилином и эозином. Изучение гистоло-
гических срезов осуществляли на светооптическом 
микроскопе «OLIMPUS СХ-31» с цифровой камерой 
«OLIMPUS З5050Z».

Присутствие макрофагов определяли иммуноги-
стохимическим методом по наличию в клетках анти-
гена CD68 (GeneTexInc (США) в разведении 1:100). 
Вторичные антитела, конъюгированные с перокси-
дазой хрена, наносили на срезы и инкубировали во 
влажной камере на протяжении 30 минут. Для ви-
зуализации клеток, в которых произошло связыва-
ние антител с антигенами, на каждый срез наноси-
ли 1–3 капли 3,3-диаминобензидина (DAB Substrate 
Chromogen) GeneTexInc (США). Для адекватного 
представления структуры ткани и ядер клеток срезы 
докрашивались гематоксилином Майера в течение  
3 минут. Было проведено контрольное исследование 
с целью исключения псевдопозитивных и псевдоне-
гативных результатов. 

Индекс макрофагов определяли путем подсчета 
количества CD68-позитивных клеток на 100 клеток 
грануляционной ткани при увеличении микроскопа 
×1350 с последующим вычислением показателя в 
процентах в среднем по результатам изученных сре-
зов в контрольной и трех экспериментальных группах. 
Сравнение средней величины индекса макрофагов 
проводили в процентах по отношению к контрольной 
группе.

Статистическую обработку цифровых данных 
проводили с использованием лицензионного про-
граммного обеспечения MS OfficeExcel 2007, анали-
тического пакета приложения STATISTICA Enterprise 
(StatSoft Inc., США). Рассчитывали средние арифме-
тические и стандартную ошибку средней, что отно-

сится к начальным параметрам 
распределения. Для сравнения 
двух выборок использовали 
t-критерий с уровнем значимо-
сти р<0,05. Сравнение средней 
величины индекса макрофагов 
в экспериментальных группах 
проводили в процентах по от-
ношению к контрольной груп-
пе, в которой средний индекс 
макрофагов принимали за 
100 %.

Результаты и обсужде-
ние. У мышей не леченной 
контрольной группы само-
произвольное отпадение си-
ликонового кольца было за-
фиксировано в среднем на 
12,4±0,10  сутки после опера-
ции по созданию модельной 
раны. Под остатками толсто-
го слоя струпа обнаруживали 
полностью эпителизированную 
рану. Эпидермис представлен 
несколькими рядами клеток, 
которые формируют базаль-
ный и шиповатый слои. Наи-
более поверхностные клетки на 

некоторых участках демонстрируют признаки диф-
ференцировки в кератиноциты, создавая тонкий ро-
говой слой (рис. 2а). Остатки струпа уже без клеток 
тонким слоем покрывают эпидермис. К эпидермису 
прилежит хорошо развитая грануляционная ткань, 
состоящая из сети коллагеновых волокон, между ко-
торыми имеются клетки, преимущественно активные 
фибробласты. Немногочисленные кровеносные ка-
пилляры и венулы расширены. Вокруг них визуализи-
руется слабая лейкоцитарная инфильтрация. Относя-
щиеся к макрофагам CD68-позитивные клетки лежат 
рядом с кровеносными сосудами или в их просвете, 
что подтверждает гематогенное происхождение ма-
крофагов (рис. 2б). Индекс макрофагов составляет 
17,21±0,02 %. Струп ярко окрашивается на антитела 
к CD68, возможно за счет присутствия компонентов 
погибших макрофагов.

После операции и введения взвеси ксеногенных 
фибробластов на ростовой среде DМЕМ F12 эпите-
лизация раны и отпадение силиконового кольца за-
фиксированы на один день раньше, чем в контроле, 
на 11,4±0,06 сутки (различия достоверны на уровне 
значимости р<0,05). Эпидермис не полностью сфор-
мирован и состоит из малодифференцированных 
трех слоев. Роговой слой просматривается местами 
(рис. 2в). Базальная мембрана ровная, лейкоцитар-
ная инфильтрация отсутствует. Показатель индекса 
макрофагов уменьшился на 10,03  % по сравнению 
с контролем и составил 15,14±0,02  % (различия до-
стоверны на уровне значимости р<0,05). В некоторых 
участках визуализируются макрофаги преимуще-
ственно вблизи развивающихся кровеносных сосудов  
(рис. 2г). Грануляционная ткань под эпидермисом 
представлена тонкими пучками неориентированных 
коллагеновых волокон, кровеносными сосудами и 
клеточными элементами. 

	 а	 б	 в

Рис. 1. Модельная ишемизированная рана на спине мыши:
а – с введенной взвесью аутофибробластов на ростовой среде DMEM F12.  

Края раны подшиты к силиконовому кольцу. Рана накрыта асептической повязкой 
«Воскопран» с левомиколем; б – с трансплантированным дермальным эквивалентом 
с гетерофибробластами. Края раны подшиты к силиконовому кольцу. Рана накрыта 

асептической повязкой «Воскопран» с левомиколем; в – эпителизированная рана  
на спине мыши после отпадения силиконового кольца на 12-е сутки  

после трансплантации дермального эквивалента с гетерофибробластами
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На фоне введения взвеси аутофибробластов в 
ростовой среде DМЕМ F12 эпителизация раны и от-
падение силиконового кольца зафиксированы на 
11,00±0,01 день после операции. Над эпидермисом 
струп отсутствовал. Значительно увеличилось коли-
чество рядов клеток в эпидермисе. На поверхности 
заметен выраженный роговой слой (рис. 2д), наме-

тилось появление 
сосочкового слоя 
дермы в виде волни-
стой границы между 
базальной мембра-
ной эпидермиса и 
подлежащей гра-
нуляционной тка-
нью. Лейкоцитар-
ная инфильтрация 
отсутствует. Ин-
декс макрофагов 
(9,75±0,03  %) сни-
зился почти наполо-
вину по сравнению 
с контролем – на 
43,35 % (р<0,05). Не-
многочисленные ма-
крофаги диффузно 
разбросаны в грану-
ляционной ткани не 
далеко от кровенос-
ных сосудов (рис. 2е). 
Клеточные элементы 
фибробластического 
ряда представлены 
крупными слегка вы-
тянутыми отростча-
тыми клетками, что 
свидетельствует об 
их функциональной 
активности. 

У мышей третьей 
экспериментальной 
группы после транс-
плантации дермаль-
ного эквивалента с 
ксеногенными фи-
бробластами рана 
покрыта тонким сло-
ем бесструктурного 
струпа. Отпадение 
силиконового коль-
ца происходило на 
12,20±0,11 день пос- 
ле операции (разли-
чия не достоверны 
по сравнению с кон-
трольной группой). 
Однако эпидермис 
выглядит значитель-
но более дифферен-
цированным, чем в 
предыдущих груп-
пах: присутствуют 
и развиты все слои, 
кроме блестящего и 
зернистого. Эпидер-
мис образует выро-
сты в подлежащую 
г р а н у л я ц и о н н у ю 
ткань, являющиеся 
закладкой волос и 

сосочкового слоя дермы (рис. 2ж). Макрофаги не-
многочисленны и по-прежнему встречаются рядом с 
кровеносными сосудами. Больше их в глубоких сло-
ях биоптата (рис. 2з). Индекс макрофагов составляет 
10,66±0,02 % и уменьшился на 38,06 % по сравнению 
с контролем (различия достоверны на уровне значи-
мости р<0,05).

Рис. 2. Кожа мыши, биоптат. 
Окраска: а, в, е, з – гематоксилин и эозин;  

б, г, д, ж – иммуногистохимическая реакция с антителами к CD68 (↑). Увеличение ×400.
Группы: а, б – контрольная; в, г – первая экспериментальная (I), после введение 

ксенофибробластов; д, е – вторая экспериментальная (II), после введение аутофибробластов; 
ж, з – третья экспериментальная (III), после трансплантации дермального эквивалента  

с ксенофибробластами. 1 – эпидермис, 2– кровеносный сосуд, 3 – струп,  
4 – лейкоцитарная инфильтрация, 5– коллагеновые волокна, 6 – закладка волоса
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Макрофаги (М1 и М2 типов) представляют собой 
основные клетки, определяющие эффективность 
воспалительного процесса и переход к последующей 
фазе раневого процесса  – образованию замести-
тельной грануляционной ткани. В условиях острого 
воспаления происходит увеличение числа иммуносу-
прессорных клеток – альтернативно-активированных 
макрофагов и регуляторных Т-клеток, которые кон-
тролируют воспаление за счет быстрого и продуктив-
ного устранения воспалительного стимула (синтеза 
антивоспалительных цитокинов TGF-β и IL-4, IL-10, IL-
13) и предотвращают избыточное повреждение ткани 
цитотоксическими факторами, вырабатываемыми в 
ходе воспаления [13, 14]. Кроме того, тканевые ма-
крофаги выделяют колониестимулирующий фактор 
(GM-CSF), влияющий на привлечение в область по-
вреждения мультипотентных клеток, клеток-предше-
ственников и фибробластов, которые обеспечивают 
следующую фазу раневого процесса – первичную ре-
парацию путем образования грануляционной ткани 
[15]. Вместе с фибробластами макрофаги создают 
грануляционную ткань, предварительно фагоцитиро-
вав отработавшие нейтрофилы. Продуктами секре-
ции макрофагов являются и факторы роста: VEGF, 
усиливающий ангиогенез, SDF-1, привлекающий 
стволовые клетки, PDGF, EGF и IGF-1 [16]. Введение 
различных видов фибробластов в первый день ране-
вого процесса уменьшает присутствие макрофагов 
в грануляционной ткани по сравнению с контролем, 
что свидетельствует о более раннем вступлении ра-
невого процесса в фазу пролиферации с образо-
ванием грануляционной ткани. Наиболее выражен 
противовоспалительный эффект после транспланта-
ции аутофибробластов. Вместе с тем транспланта-
ция ксеногенных фибробластов, заключенных в трех-

мерную конструкцию на основе коллагена первого 
типа  – дермальный эквивалент, оказывает противо-
воспалительный эффект, сопоставимый с введением 
аутофибробластов. Различие в индексе фибробла-
стов составляет всего 5 %. 

Заключение. На 12-й день заживления экспери-
ментальной ишемизированной раны гистологическое 
строение биоптата после обкалывания раны ауто- и 
ксеногенными фибробластами на ростовой среде 
DMEM F12 и после трансплантации дермального эк-
вивалента с ксеногенными фибробластами отлича-
ются от контроля уровнем развития эпидермиса и 
статистически достоверным снижением индекса ма-
крофагов, свидетельствующих о сокращении сроков 
воспаления и более раннем и активном образовании 
грануляционной ткани по сравнению с контролем. 
Статистически достоверно наибольшее влияние на 
эпителизацию раны и снижение индекса фибробла-
стов оказывают аутофибробласты.
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В РАЗЛИЧНЫЕ СТАДИИ РЕПАРАТИВНОГО ОСТЕОГЕНЕЗА  
В УСЛОВИЯХ ЛЕКАРСТВЕННОГО УЛЬТРАФОНОФОРЕЗА
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А. А. Андреев, Я. Н. Гарус, М. Г. Перикова

Ставропольский государственный медицинский университет, Ставрополь

ESTIMATION OF MECHANISMS OF BONE TISSUE  
MINERALIZATION IN DIFFERENT STAGES OF REPARATIVE  
OSTEOGENESIS IN THE CONDITIONS OF ULTRAFONOPHORESIS
Shchetinin E. V., Sirak S. V., Petrosyan G. G., Kochkarova Z. M.,  
Andreev A. A., Garus Ya. N., Perikova M. G.

Stavropol State Medical University, Russia

Представлены результаты исследования минерализации костного регенерата на различных стадиях репаратив-
ного остеогенеза в условиях стимуляции ультрафонофорезом с гиалуроновой кислотой. На 48 годовалых кроликах 
установлено, что ультрафонофорез с гиалуроновой кислотой оказывает благоприятное действие на процесс ми-
нерализации кости при заживлении перелома нижней челюсти. Механизм такого лечебного действия заключается 
в торможении протеолитических процессов в костной ткани, включая гидролитический распад коллагена, являю-


