
79 

                                Оригинальные научные публикацииНовые технологии в медицине 

Е. В. Баранов1, А. В. Буравский1, З. Б. Квачева2, И. Б. Василевич2,  
С. И. Третьяк1, И. Д. Волотовский2

ЛОКАЛЬНАЯ ТРАНСПЛАНТАЦИЯ МУЛЬТИПОТЕНТНЫХ 
МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК ЖИРОВОЙ ТКАНИ  

И ФИБРОБЛАСТОВ КОЖИ: ОСОБЕННОСТИ РЕГЕНЕРАЦИИ КОЖНОГО 
ПОКРОВА И СРАВНИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА ПОКАЗАТЕЛЕЙ ЗАЖИВЛЕНИЯ 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ РАНЕВЫХ ДЕФЕКТОВ
УО «Белорусский государственный медицинский университет»1,

ГНУ «Институт биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси»2

В статье представлены результаты экспериментальных исследований у лабораторных животных (n = 51) с мо-
делированной чистой раной диаметром 2,5 см, в лечении которых использовались мультипотентные мезенхималь-
ные стволовые клетки (ММСК), полученные из жировой ткани (ЖТ), и культивированные фибробласты кожи кры- 
сы (ФКК). Было сформировано 3 группы — по n = 17 животных в каждой: 1 контрольная (спонтанная регенерация 
раны) и 2 основных группы. Достоверно определено, что более высокий темп регенерации раневой поверхности на-
блюдался в группах с применением клеточного биоматериала по сравнению с контрольной. Выявлено, что течение 
процессов заживления в экспериментальных раневых дефектах зависело от условий трансплантации (применяемые 
клеточные биоматериалы) и от этапности применения клеток. 

В условиях эксперимента установлено, что локальное применение аллогенных ММСК ЖТ и ФКК приводит к ускорению 
смены фаз раневого процесса и к достоверному сокращению сроков эпителизации экспериментальных раневых дефектов.
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The article presents the results of experimental studies conducted in laboratory rats (n = 51) with models of clean wounds  
2.5 cm in diameter. We used multipotent mesenchymal stem cells (MMSC) derived from adipose tissue (AT), and cultured rat skin 
fibroblasts (RSF). Three groups (according to n = 17 animals in each) were formed: 1 — control (spontaneous regeneration of the 
wound) and 2 — major groups. It was reliably determined that a higher rate of wound regeneration was observed in groups with 
the use of cellular biomaterial. It was revealed that the course of the healing processes of the experimental wound defects depended 
on the conditions of transplantation (used cellular biomaterials) and on the stage-by-stage application of cells. It was found that 
the local application of RSF and MMSC led to an acceleration of phase change in the wound process and to a significant reduction 
in the duration of epithelialization of wound defects.
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Проблема лечения раневых дефектов кожи и мяг-
ких тканей, особенно хронических ран, не теряет 

своей актуальности. Вектор исследований направлен на 
изучение особенностей репарации поврежденных тканей 
и поиск способов активации течения раневого процесса 
и ускорения смены его фаз. Несостоятельность традицион-
ных методов лечения при длительно незаживающих ранах, 
по мнению ряда авторов, обусловлена предопределённым 
локальным «патологическим гомеостазом», при котором 
собственный регенераторный потенциал макроорганиз-
ма, как местный, так и системный оказывается недоста-
точным для закрытия раневого дефекта [1, 2, 7].

В ходе заживления рана и окружающие ткани претер-
певают ряд этапных изменений: имеют место как деструк-
тивные, так и восстановительные изменения эпителиаль-
ной, соединительной, мышечной, и в том числе и нервной 
тканей, образующей кожный дефект. В хирургической пра-
ктике при развитии раневого процесса кожных ран выде-
ляют три фазы: первая — фаза воспаления, вторая — фаза 
регенерации (пролиферации, образование грануляций), 
третья — фаза эпителизации (созревания, ремоделирова-

ния, образование рубца и его реорганизация) [2, 6, 7]. Вы-
деление отдельных фаз раневого процесса носит достаточ-
но условный характер, так как довольно трудно провести 
чёткую грань между завершением одной и началом дру-
гой стадии. Последовательность смены фаз при не ослож-
нённом течении ран является закономерным процессом: 
каждая фаза характеризуется определёнными функцио-
нальными и морфологическими изменениями, протекаю-
щими как в ране, так и окружающих тканях. В некоторых 
случаях временные параметры хронологической последо-
вательности смены этапов раневого процесса могут уве-
личиваться за счёт возникающих дефектов в цепи одной 
или нескольких из фаз заживления [1, 6]. Это может приво-
дить к увеличению продолжительности фазы воспаления, 
девиантному течению раневого процесса и формирова-
нию длительно незаживающего раневого дефекта кожи. 
Хронизации процесса заживления могут способствовать 
такие факторы как: нарушение баланса взаимодействия 
главных клеток раневого процесса между собой и клетка-
ми микроокружения, снижение митотической и биохими-
ческой активности этих клеток, нарушение их ответа на 
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регуляторные сигналы, дисбаланс продукции факторов ро-
ста, клеточных и экстрацеллюлярных компонентов, анти-
оксидантный стресс (окислительное повреждение свобод-
ными радикалами), увеличение количества «стареющих» 
клеток, а так же специфическое патогенетическое влия- 
ние [1, 4, 7]. Немаловажную роль в этом процессе играют 
локализация и характер повреждения, состояние макро-
организма, а так же методы и способы, применяемые при 
местном лечении раны. При дополнительной микробной 
контаминации раны микроорганизмы и продукты их жиз-
недеятельности ещё в большей степени способствуют уве-
личению продолжительности фазы воспаления, вызывая 
при этом сенсибилизацию макроорганизма и значительно 
угнетая процессы регенерации, как  местного так и сис-
темного уровней [8, 9]. В хронической ране (трофической 
язве) как правило, наблюдаются одновременно явления  
и признаки, характерные для всех фаз раневого процесса, 
что ещё больше усложняет выбор тактики при проведении 
местного лечения. Поэтому поиск новых методов лечения, 
направленных на корректировку «патологического гомео-
стаза» является весьма актуальным.

Одним из перспективных направлений в последнее 
десятилетие являются клеточные технологии, основанные 
на использовании мультипотентных мезенхимальных ство-
ловых клеток (ММСК) из жировой ткани (ЖТ) и фибробла-
стов кожи [2, 3, 4, 5, 10]. Всестороннее изучение биологии 
клеточных биоматериалов обосновывает актуальность ис-
следования процессов получения, культивирования, диф-
ференцировки этих клеток, что в конечном итоге имеет до-
статочно позитивные перспективы для их направленного 
применения при лечении ран. Немаловажным свойством 
недифференцированных стволовых/прогенераторных кле-
ток и фибробластов кожи является то, что они посредством 
секреции различных цитокинов и факторов роста, а также 
ответной реакцией на подобную экспрессию регуляторных 
белков другими клетками участвуют в поддержании кле-
точного гомеостаза и регуляции репаративных процессов 
в поврежденных органах и тканях [4, 7].

Цель исследования. Выявить особенности восста-
новления целостности кожного покрова и провести срав-
нительный анализ эффективности лечения эксперимен-
тальных раневых дефектов по изменению объективных по-
казателей заживления ран в динамике течения раневого 
процесса при локальной трансплантации мезенхимальных 
стволовых клеток, полученных из жировой ткани, и фибро-
бластов кожи крыс (ФКК).

Материалы и методы
Исследования in vitro

Выделение и культивирование ФКК. В эксперименте 
использовали новорожденных крыс линии Wistar. В сте-
рильных условиях забирали кожу в области спины. Пер-
вичную культуру дермальных фибробластов кожи крысы 
готовили методом эксплантов (Блинова М. И. 2006 г.) [5] 
в нашей модификации. Культивирование клеток прово-
дили в питательной среде DMEM (Sigma) с 10% содержа- 
нием сыворотки плодов коров (HyClon) в СО2-инкубаторе 
при +37 ºС, 5% СО2. Смену среды осуществляли каждые 
3—4 дня. После миграции клеток из эксплантов и образо-
вания первичного монослоя культуры выполняли субпас-
сирование в течение 3—6 пассажей для накопления необ-
ходимой биомассы клеток (25—30 миллионов). В экспери-
ментах использовались культуры ФКК на поздней стадии 
логарифмического роста после образования монослоя 

(4—5 сутки). Для перевода биоматерила из монослоя в сус
пензию культуры обрабатывали растворами 0,25% Трипси-
на и 0,02% Версена в соотношении 1:2. Для транспланта-
ции использовали суспензию дермальных фибробластов  
в концентрации 2,5×105 клеток/мл.

Выделение и культивирование ММСК ЖТ. Аллогенные 
ММСК получали путём липэктоми жировой ткани хирур-
гическим способом у лабораторных животных-доноров  
в максимально возможном объёме под внутрибрюшин-
ным тиопенталовым наркозом (40 мг/кг массы животно-
го). Все манипуляции по выделению и культивированию 
ММСК проводили по методике, описанной в работе (Zuk P. A.,  
Zhu M., Mizuno H. 2001), с небольшими модификациями [10]. 
Прежде всего, эксплантированную ЖТ измельчали, а го-
могенат ткани в дальнейшем подвергали ферментатив-
ной обработке в растворах коллагеназы и/или диспазы. 
Полученную клеточную суспензию фильтровали через ка-
проновый фильтр с диаметром пор 70 мкм, центрифуги-
ровали с целью отделения фракции стромальных клеток. 
Полученный клеточный осадок ресуспендировали в пол-
ной питательной среде и высевали на адгезионные пла-
стиковые чашки Петри (Sarstedt, Германия) и помещали в 
СО2-инкубатор. Полную смену ростовой среды проводили 
каждые 72 ч. При достижении 75%-ной конфлюэнтности 
монослоя клеток в первичной культуре ММСК пересевали. 
Плотность посадки клеток составляла 1,0×104 клеток на 
1 см2 поверхности культурального пластика. Для оценки 
жизнеспособности ММСК использовали 0,2—0,5% раствор 
красителя трипанового синего. Дальнейшую смену среды 
проводили каждые 3-4 дня. Культивирование клеток про-
водили в СО2-инкубаторе при 37 ºС во влажной атмосфере 
при постоянном давлении 5% СО2.

Морфологию клеток, способность формировать колонии 
оценивали ежедневно в динамике роста культуры с помо-
щью инвертированного микроскопа Биолам П2-1 (ЛОМО, 
Россия). Подсчет клеток проводили в камере Горяева. Ана-
лиз клеточного фенотипа проводили с использованием 
CD-маркеров на проточном цитофлуориметре «FACScanto II» 
(Becton Dickinson, США). Для идентификации и характе-
ристики культивируемых клеток был использованы набо-
ры моноклональных антител (CD105, CD90, CD44, CD34, 
CD45), которые являются маркерами, характерными для 
мезенхимальных клеток-предшественниц. Для трансплан-
тации использовали суспензию ММСК ЖТ (2-го и 3-го пас-
сажей) в концентрации 2,5×105 клеток/мл.

Исследования in vivo
При проведении экспериментальных исследова- 

ний (in vivo) были использованы белые крысы линии 
Wistar (n = 51) возрастом 8—10 недель обоего пола массой 
тела 180—200 г. Каждое животное размещали в отдельных 
боксах в стандартных условиях вивария со свободным до-
ступом к пище и воде. Условия кормления и содержания 
всех лабораторных крыс были одинаковыми. Операции  
и манипуляции во время проведения экспериментов вы-
полнялись с соблюдением правил асептики и антисептики 
с использованием щадящей методики обезболивания. Все 
исследования проводились с соблюдением правил биоэти-
ки и международных принципов и требований «Европей-
ской конвенции по защите позвоночных животных» (Страс-
бург, март 1986 г.) и Хельсинской декларации о гуманном 
отношении к животным.

Структура эксперимента. Всего было сформировано  
3 экспериментальных группы по 17 животных в каждой.  
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Из них 6 лабораторных животных выводились поэтапно  
в контрольных точках эксперимента для выполнения гисто-
морфологического исследования раны и околораневых тка-
ней. Остальные 11 крыс были предназначены для макроско-
пической оценки течения раневого процесса и восстановле-
ния раневых дефектов с применением планиметрического 
метода исследования, а также проведения статистического 
анализа значений динамических показателей заживления.

В первой группе (контроль, n = 17) заживление кож-
ного дефекта проходило посредством самостоятельной, 
не стимулированной регенерации (клеточные биопрепара-
ты не применялись);

Во второй группе (n = 17) каждой крысе выполняли ло-
кальную трансплантацию ФКК путём инъекции суспензии 
клеток по краю раневого дефекта и в центральную часть 
раны по 2,5×105 клеток два раза с интервалом 7 суток  
(на 3 и 10 сутки);

В третьей группе (n = 17) каждой крысе проводили 
локальную трансплантацию ММСК ЖТ путём инъекции су-
спензии клеток по краю раневого дефекта и в централь-
ную часть раны по 2,5×105 клеток два раза с интервалом  
7 суток (на 3 и 10 сутки);

Моделирование экспериментальной раны выполня-
ли по разработанной методике. После внутрибрюшинно-
го введения 0,5—0,7 мл 1% раствора тиопентала натрия, 
экспозиции 15—20 минут, крысу фиксировали на спине, 
выбривали участок кожи размерами 10—15 см2 и за-
тем перманентным маркером намечали контур будущей 
раны. Поверхность кожи дважды обрабатывали антисеп-
тиком, наносили рану округлой формы 2,5 см в диаметре, 
иссекая кожу, подкожную клетчатку и фасцию до мышц. 
Раневой дефект укрывали стерильным прозрачным пере-
вязочным покрытием, которое снижало вероятность кон-
таминации раны извне, обеспечивало адекватный влаго-  
и газообмен, а также позволяла визуально контролировать 
течение раневого процесса. Всем животным в наблюда-
емых группах с целью профилактики инфицирования ран 
проводили антибиотикотерапию. В течение первых 7 суток 
эксперимента ежедневно вводили внутримышечно по 5 мг 
препарата Цефтриаксон (из расчета 25 мг/кг).

Способы проведения трансплантации и оценка эффек-
тивности клеточной терапии. Раневую поверхность обраба-
тывали 3% раствором Н2О2, промывали стерильным физи-
ологическим раствором, затем животным основных групп 
в два этапа (3 и 10 сутки) осуществляли трансплантацию 
ММСК ЖТ или ФКК. Локальную пересадку клеточного био-
материала выполняли инъекционным методом по периме-
тру и в центральную область раневого дефекта. Количество 
трансплантируемого материала равномерно распределяли 
при введении в места инъекций. Общий объем введенной 
суспензии составил 5,0×105 клеток на одну крысу.

При наблюдении за состоянием раневых дефектов 
оценивали наличие признаков воспаления, характер и ко-
личество раневого отделяемого и т.д. и проводили фотосъ-
емку ран с линейкой с последующей компьютерной плани-
метрией с использованием программы Universal Desktop 
Ruler v3.3.3269 (3, 7, 14, 10, 21, 28, 35 сутки). Для выяв-
ления характера течения репаративных процессов в ис-
следуемых группах животных использовали данные, полу-
ченные методом компьютерной планиметрии, из которых 
по следующим формулам вычисляли показатели динамики 
заживления экспериментальных ран:

1. Показатель изменения площади раневой поверхно-
сти в динамике (ΔS, %):

0

0

( ) 100% ,nS S
S

- ×

где S0 — исходная площадь раны, Sn — площадь раны на 
n-е сутки.

2. Относительная скорость уменьшения площади ра-
невого дефекта (ʋзаж., %/сутки):

0

0
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×

где S0 — исходная площадь раны, Sn — площадь раны на n-е 
сутки, n — порядковый номер суток эксперимента.

3. Показатель скорости эпителизации раны (ʋэпит., 
см2/сутки):

0 ,nS S
T
-

где S0 — исходная площадь раны, Sn — площадь раны на n-е 
сутки, Т — число суток между измерениями.

Выводы о влиянии трансплантации ММСК ЖТ и ФКК 
на течение раневого процесса делали на основании срав-
нительной оценки результатов экспериментальных групп.

Животных контрольной и основных групп поэтапно 
выводили из эксперимента (однократное внутрибрюшное 
введение летальной дозы 3% раствора тиопентала натрия) 
на 7, 10, 14, 21, 28 и 35 сутки. В эти же сроки выполняли 
забор биоптата: иссекали полностью всю рану (дно раны 
на всю толщину и прилежащие участки кожи). Затем ткани 
помещали в 10%-ный нейтральный формалин в ёмкость 
достаточного объёма с целью предотвращения скручива-
ния гистологического материала. После фиксации образ-
цов ткани в течение 2-х суток выполняли выбор участков 
(центр и края раны) для морфологического исследования. 
Готовили серийные парафиновые срезы толщиной 5—6 мкм 
с последующим окрашиванием гематоксилином и эози-
ном. Морфологический анализ проводили в 5 полях зре-
ния с помощью светового микроскопа Axio Imager (ZEIZZ).

Статистические методы исследований. Статистическая 
обработка результатов исследований проведена с использо-
ванием непараметрических методов, данные представле-
ны в виде «медиана и квартили» — Me(Q25;Q75). Для сравне-
ния независимых выборок применяли U-критерий Манна-
Уитни (Mann-Whitney U-test), связанных — метод Фридмена 
(Friedman test) и критерий Вилкоксона (Wilcoxon matched 
pairs test) с поправкой Бонферрони. Различия считали ста-
тистически значимыми при вероятности безошибочного 
прогноза не менее 95% (p < 0,05).

Результаты и обсуждения
При сравнении значений площадей раневых дефектов 

(S, см2) на 3 сутки в экспериментальных группах было выяв-
лено отсутствие статистически значимых различий (p > 0,05 
во всех случаях). Это было важно для последу-ющей объек-
тивной оценки результатов исследования — статистической 
обработки и межгруппового сравнения полученных данных 
о динамике площадей экспериментальных ран (ΔS, %), а 
также скоростей заживления раневых дефектов (ʋзаж., ʋэпит.).

В результате динамического визуального (рисунок 1), 
планиметрического и гистологического контролей над со-
стоянием экспериментальных ран было установлено, что 
уже на 4 сутки после трансплантации клеточных биопрепа-
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ратов в выделенных для сравнения группах наступала от-
четливая разница в течение раневого процесса по сравне-
нию с группой контроля. Особенно отчётливо эти различия 
выявлялись, начиная с 10-х суток и последующие контр-
ольные сроки наблюдения.

При изучении морфологической картины в контроль-
ной группе (спонтанная регенерация) на 14 сутки было 
выявлено, что поверхность раны животных была представ-
лена погибающими нейтрофилами и характеризовалась 
неравномерным заживлением: в одних участках опреде-
лялась созревающая грануляционная ткань, содержащая 
беспорядочно расположенные формирующиеся коллаге-
новые волокна, в других — преобладали фибриноидные из-
менения, почти без присутствия коллагеновых волокон. В глу- 
боких слоях дермы отмечались в небольшом количестве 
эозинофилы. На 21 сутки наблюдения эпителизация раны 
отсутствовала. В микропрепаратах определялась патологи-
ческая послойность раны с уплотненной плазмой на поверх-
ности, выявлялись остатки некротизированной ткани с кар-
диорексисом и слоем нейтрофилов. Струп отграничивал со-
зревающую грануляционную ткань, в которой выявлялось 
большое количество фибробластов, гистиоцитов и коллаге-
новых волокон с горизонтальной ориентацией (рисунок 2).

Во второй группе животных (ФКК дважды по 2,5×105 
клеток) на 14 сутки наблюдения при исследовании гистоло-

Рис. 1. Динамика изменений раневых дефектов в сравниваемых 
группах (3-е сутки — начало проведения локальной клеточной 

терапии)

Окраска гематоксилин-эозин, ув. × 200
1 — уплотненная плазма, 2 — погибающие нейтрофилы, 3 — созревающая грануляционная ткань  

с горизонтальной ориентацией клеток и волокон
Рис. 2. Рана животного контрольной группы на 14 (А) и 21 (Б) сутки эксперимента

Окраска гематоксилин-эозин, ув. × 200
1 — краевая эпителизация, 2 — созревающая грануляционная ткань с горизонтальной ориентацией клеток и волокон

Рис. 3. Рана животного второй группы на 14 (А) и 21 (Б) сутки эксперимента
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гических срезов по краям раневого дефекта определялись 
участки нарастания многослойного плоского эпителия. В со-
зревающей грануляционной ткани отмечалось большое ко-
личество фибробластов, гистиоцитов, кровеносных сосудов, 
а так же коллагеновых волокон, ориентированных горизон-
тально. На 21 сутки определялась чистая поверхность раны, 
которая была представлена созревающей грануляционной 
тканью, где определялись кровеносные сосуды. Отмечалось 
значительное снижение воспалительных процессов. У кра-
ев раны наблюдалось более выраженное нарастание мно-
гослойного плоского эпителия (рисунок 3).

При исследовании срезов животных третьей группы 
(ММСК дважды по 2,5×105 клеток) на 14 сутки экспери-
мента в микропрепаратах определялся щелевидный ране-
вой дефект. Отмечалась выраженная краевая эпителиза-
ция. Поверхность повреждения была представлена зрелой 
соединительной тканью с небольшими очагами лимфоци-
тов и участками многослойного плоского эпителия в цент-
ральной части раны (рисунок 4).

У животных третьей группы (ММСК 2,5×105 дважды с ин-
тервалом 7 суток) полное заживление раневой поверхности 
наблюдалось к 17—18 суткам от начала эксперимента.

К 28 суткам площади раневых дефектов у животных 
первой (контрольной) и второй групп уменьшились на 
81,7(80,7;84,0)% и 95,7(94,8;97,9)% по отношению к исходным 
данным, а полное заживление ран наступило на 35—36 сут- 
ки и 29—30 сутки эксперимента соответственно (таблица 1).

Окраска гематоксилин-эозин, ув. × 200
1 — краевая эпителизация, 2 — зрелая соединительная ткань

Рис. 4. Рана животного третьей группы на 14 сутки эксперимента

Таблица 1. Динамика показателей ΔS в экспериментальных группах

Группа

Показатель изменения площади раневой поверхности в динамике ΔS, % — Me(Q25;Q75)

Сутки эксперимента
7 10 14 21 28

Первая
(контроль) (n = 11)

26,8
(25,9;28,8)

38,5
(36,6;43,7)

54,3
(52,7;56,1)

66,7
(64,5;70,5)

81,7
(80,7;84,0)

Вторая (n = 11)
29,7

(28,2;31,9)
*p = 0,019

45,2
(42,3;46,5)
*p = 0,015

70,0
(66,2;71,2)
*p = 0,000

85,1
(82,5;86,7)
*p = 0,000

95,7
(94,8;97,9)
*p = 0,000

Третья (n = 11)
38,2

(36,9;39,3)
*/**p = 0,000

53,7
(52,9:56,8)

*/**p = 0,000

95,7
(93,6;98,6)

*/**p = 0,000

100
*/**p = 0,000 —

П р и м е ч а н и е — Mann-Whitney U-test: * — значимость различий с группой 1; ** — значимость различий с группой 2.

Анализ полученных данных показал, что значения 
ΔS первой группы (контроль) были достоверно меньше 
(p < 0,05 во всех случаях) соответствующих показателей 
любой из опытных групп на всех этапах проведения экс-
перимента. При парном сравнении показателей ΔS мак-
симальные значения на 7, 10, 14 и 21 сутки (p < 0,05 

во всех случаях) зарегистрированы в третьей группе 
(трансплантация ММСК 2,5×105 дважды с интервалом  
7 суток).

Сравнительный анализ скорости заживления раневых 
дефектов в динамике позволил выявить значимые внут
ригрупповые различия показателей ʋзаж. (таблица 2).

Таблица 2. Динамика показателей ʋзаж. в экспериментальных группах

Группа

Относительная скорость заживления раневого дефекта ʋзаж., %/сутки — Me(Q25;Q75)

Friedman testСутки эксперимента
7 10 14 21 28

Первая
(контроль) (n = 11)

3,8
(3,7;4,1)

3,8
(3,6;4,4)

3,9
(3,7;4,0)

3,2
(3,1;3,4)

*/***p = 0,03
**p = 0,05

2,9
(2,9;3,0)

*/**p = 0,03
***p = 0,03

****p = 0,03

ANOVA
Chi Sqr. = 33,8

p = 0,000

Вторая (n = 11) 4,2
(4,0;4,6)

4,5
(4,2;4,6)

5,0
(4,7;5,1)

4,1
(3,9;4,1)

**p = 0,04
***p = 0,03

3,4
(3,4;3,5)

*-****p = 0,03

ANOVA 
Chi Sqr. = 33,8

p = 0,000

Третья (n = 11) 5,5
(5,3;5,6)

5,4
(5,3;5,7)

6,8
(6,7;7,0)

*/**p = 0,03

Рана зажила на 
17—18 сутки —

ANOVA
Chi Sqr. = 17,1

p = 0,000

П р и м е ч а н и е — достоверность различий по Wilcoxon matched pairs test с поправкой Бонферрони при сравнении с результата-
ми на: * — 7, ** — 10, *** — 14 и **** — 21 сутки.
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В первой и второй группах на протяжении 14 суток 
внутригрупповые показатели ʋзаж. находились на ста-
бильном уровне (p > 0,05 внутри каждой из групп), на 
21 и 28 сутки отмечено достоверное снижение скорости 
заживления. В третьей группе максимальные значения 
ʋзаж. были зарегистрированы на 21 сутки эксперимента 
(p < 0,05 с остальными контрольными точками).

В результате статистической обработки данных были 
также отмечены различия скоростей заживления между 
группами в контрольные сроки эксперимента (рисунок 5).

Минимальные значения ʋзаж. на контрольных вре-
менных этапах (7, 10, 14 и 21 сутки) эксперимента были 

зарегистрированы в первой группе (при сравнении с ре-
зультатами остальных групп p < 0,05 во всех случаях), в ко-
торой раневые дефекты зажили на 17—18 сутки. Значения  
ʋзаж. второй группы (трансплантация ФКК 2,5×105 дважды  
с интервалом 7 суток) во всех контрольных точках экс- 
перимента были достоверно больше, чем в первой группе 
(p < 0,05 во всех случаях).

В результате проведенного анализа были выявлены су-
щественные изменения, а также меж- и внутригрупповые 
различия показателей скорости эпителизации раневых де-
фектов ʋэпит. в процессе проведения эксперимента (табли- 
ца 3, рисунок 6).

А — 7 сутки; Б — 14 сутки; В — 21 сутки; Г — 28 сутки
Рис. 5. Скорость заживления ʋзаж. раневых дефектов в группах 

Пунктиром отмечен уровень ʋзаж. в контрольной группе, стрелкой обозначено полное заживление раневых дефектов в третьей группе.

Таблица 3. Динамика показателей ʋэпит. в экспериментальных группах 

Группа 

Скорость эпителизации раны ʋэпит., см2/сутки — Me(Q25;Q75)

Временные интервалы эксперимента
3—10 сутки 7—14 сутки 14—21 сутки 21—28 сутки

Первая (контроль) (n = 11)
0,37

(0,36;0,44)
0,26

(0,25;0,30)
*p = 0,003

0,11
(0,11;0,15)

*/**p = 0,003

0,16
(0,13;0,17)

*/**p = 0,003

Вторая (n = 11) 0,44
(0,43;0,48)

0,41
(0,34;0,42)
*p = 0,016

0,16
(0,14;0,19)

*/**p = 0,003

0,11
(0,10;0,12)

*/**p = 0,003
***p = 0,011

Третья (n = 11) 0,54
(0,51;0,57)

0,57
(0,56;0,58)

Рана зажила  
на 17—18 сутки —

П р и м е ч а н и е — достоверность различий по Wilcoxon matched pairs test при сравнении с результатами: * — интервала 
3—10 сутки, ** — интервала 7—14 сутки, *** — интервала 14—21 сутки
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Максимальные значения скорости эпителизации ʋэпит. 
в интервалах «3—10 сутки» и «7—14 сутки» были отмечены 
в третьей группе (p < 0,05 во всех случаях). В интервалах 
эксперимента «14—21 сутки» и «21—28 сутки» показатели 
ʋэпит. второй группы были достоверно больше (p < 0,05), чем 
первой (рисунок 6).

Таким образом, проведенные экспериментальные 
исследования показали, что при локальном использова-
нии клеточного биоматериала (ММСК и ФКК) отмечается 
значительное сокращение сроков заживления раневых 
дефектов у экспериментальных животных по сравнению с 
контрольной группой, где кожная рана заживала посредст-
вом самостоятельной (не стимулированной) регенерации. 
Ускорение процесса полного закрытия раны в основных 
группах животных мы связываем как с функциональной 
активностью фибробластов и мезенхимальных стволовых 
клеток, влияющих на скорость образования и созревания 
грануляционной ткани и эпителия, так и с непосредствен-
ным действием культивированных клеточных композиций 
на течение раневого процесса за счет выделения ими 
ряда цитокинов и факторов роста, которые оказывают ау-
токринные и паракринные эффекты.

Выводы

1. Результаты гистологических и планиметрических ис-
следований, а также данные визуального наблюдения, полу-
ченные при изучении влияния ММСК ЖТ и ФКК на течение 
раневого процесса экспериментальной раны, свидетель- 
ствуют об активации репаративных процессов вследствие 
как ускорения сроков созревания грануляционной ткани, так  
и стимуляции контракции раны, что приводит к увеличе-
нию скорости эпителизации и сокращению сроков полного 
заживления раневого дефекта.

2. При сопоставлении сроков заживления раневых де-
фектов достоверно более высокая скорость эпителизации 
на протяжении всего периода течения раневого процесса 
наблюдалась у экспериментальных животных с примене-
нием двухэтапной (с интервалом 7 суток) локальной транс-
плантации ММСК ЖТ по сравнению с таковыми в контр-
ольной группе (спонтанная регенерация) и при использо-
вании фибробластов кожи крысы.

3. Анализ результатов экспериментальных исследо-
ваний in vivo при локальном применении клеточных техноло-
гий продемонстрировал, что течение процессов заживления  

А — интервал 3—10 сутки; Б — интервал 7—14 сутки; В — интервал 14—21 сутки; Г — интервал 21—28 сутки

Рис. 6. Скорость эпителизации ʋэпит. раневых дефектов в группах

Пунктиром отмечен уровень ʋэпит. в контрольной группе, стрелкой обозначена полная эпителизация раневых дефектов в третьей группе.
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в экспериментальных ранах зависело от условий трансплан-
тации (применяемые клеточные биоматериалы) и от этап-
ности введения клеток. При кратном введении клеточного 
трансплантата наблюдались более высокие показатели (по 
сравнению с контролем) скорости заживления раневых де-
фектов (ʋзаж., ʋэпит.) как на протяжении первых 10 суток, так  
и на 14 сутки эксперимента с явной тенденцией к увеличе-
нию этих значений после проведения повторной трансплан-
тации клеток на 10 сутки эксперимента. При нормальном 
течении заживления суточное уменьшение площади раны, 
как правило, не превышает 4%/сутки. Проведенные исследо-
вания выявили, что скорость уменьшения площадей раневых 
дефектов (ʋзаж.) в основных группах с 7 по 14 сутки колеба-
лась от 4,2 до 5,0%/сутки после локальной трансплантации 
ФКК и от 5,5 до 6,8%/сутки при использовании ММСК ЖТ.

4. Использование мезенхимальных стволовых клеток 
из жировой ткани и фибробластов кожи является перспек-
тивным методом лечения для восстановления целостности 
кожных покровов и может рассматриваться как новый под-
ход к лечению пациентов с хроническими ранами различной 
этиологии, в том числе с трофическими язвами и длительно 
незаживающими ранами, в реконструктивной хирургии.
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В статье представлены результаты сравнительного анализа существующих методов получения тромбоцитар-
ных концентратов. Подробно освещены технологии получения обогащенной тромбоцитами плазмы, обогащенно-
го тромбоцитами фибринового матрикса. Определены перспективные направления развития методов получения 
тромбоцитарных концентратов.
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APPLICATION PLATELET CONCENTRATE IN REGENERATIVE MEDICINE.  
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The article presents the results of a comparative analysis of existing methods for the preparation of platelet concentrates. 
Details covered technology for obtaining platelet rich plasma, platelet rich fibrin matrix. Perspective directions of development 
methods for the preparation of platelet concentrate.
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Активное развитие регенеративной медицины по-
ложило начало формированию нового направ-

ления, основанного на использовании тромбоцитарных 
концентратов (ТК). 

Тромбоциты — одни из наиболее многочисленных кле-
ток, присутствующие в ране после повреждения и являю-
щиеся альтернативными источниками более 60 активных 
субстанций, которые регулируют ключевые аспекты за-
живления мягких тканей [2, 4, 5, 6, 9, 11]. 

В тромбоцитах выделяют 3 вида органелл хранения: 
α-гранулы, электронно-плотные тельца (δ-гранулы) и лизо-
сомы (γ-гранулы). Секретируемые факторы тромбоцитов 
присутствуют в тромбоцитах в 3 видах гранул хранения. 
Разные стимуляторы приводят к освобождению содержи-
мого гранул тромбоцитов. После активации тромбоциты 
выделяют α-гранулы, которые содержат факторы роста (ФР), 
коагуляционные белки, молекулы адгезии, цитокины и дру-
гие [7, 12]. 


