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СОДЕРЖАНИЕ ÒУЧНЫХ КЛЕÒОК Â СÒРУКÒУРАХ ИШЕМИЗИРОÂАННОЙ 
МОДЕЛЬНОЙ РАНЫ НА 12 СУÒКИ ПОСЛЕ СÒИМУЛЯЦИИ 
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АННОТАЦИЯ
Присутствие в регенерате тучных клеток, как традиционных клеток регенеративного каскада, после трансплан-

тации ауто- и гетерофибробластов, а также тканевых конструкций на базе этих клеток остается мало изученным. 
Цель. Изучить морфологическое строение, коллагенообразование, ангиогенез и содержание тучных клеток в 

биоптатах новообразованного эпидермиса и дермы на 12-е сутки их восстановления в модельной ишемизирован-
ной ране после введения ауто- и гетерофибробластов, а также после трансплантации дермального эквивалента с 
гетерофибробластами. 

Материалы и методы. Исследование выполнено на 28 белых половозрелых мышах линии С57/В1 в возрасте до 1 
года. Вокруг и в дно хирургической модельной кожной раны в лопаточной области вводили 0,4 мл взвеси фибробластов и 
дермальный эквивалент в ростовой среде DMEM F12 (Lonza) в количестве 1,33 млн клеток. Рубец заливали в парафин, окра-
шивали гематоксилином и эозином, по Вейгерту-Ван-Гизону, набором для окрашивания тучных клеток фирмы «Биовитрум». 

Результаты. На 12-й день заживления модельной ишемизированной раны эпидермис достигает наибольшей 
толщины после введения аутофибробластов, а наибольшей выраженности дифференцировки после транспланта-
ции в рану дермального эквивалента с гетерофибробластами. Ангиогенез также наиболее активен после введения 
аутофибробластов. Продукция коллагеновых волокон клетками фибробластического ряда грануляционной ткани, 
ангиогенез, а также содержание функционально активных тучных клеток свидетельствует о наиболее благоприят-
ном воздействии на раневой процесс трансплантации в рану аутофибробластов. 

Заключение. Воздействие дермального эквивалента с гетерофибробластами также весьма значительное и 
отличается от воздействия аутофибробластов всего на несколько процентов: площадь коллагеновых волокон – на 
2%, индекс тучных клеток – на 5%, индекс дегрануляции тучных клеток – на 4%, что делает такие различия недо-
стоверными.

Ключевые слова: раневой процесс, грануляционная ткань, клеточные технологии, дермальный эквивалент, 
тучные клетки, фибробласт
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ABSTRACT
Mast cell is a traditional cell for wound healing, but their content in the wound after transplantation of auto- 

and heterofibroblasts and dermal equivalent on the basis of these cells remains poorly studied. 
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Aim. To study the morphological structure, collagen formation, angiogenesis and content of mast cells in 
biopsy materials of the newly formed epidermis and dermis on the 12th day of their recovery in a model ischemic 
wound after administration of auto- and heterofibroblasts and after transplantation of dermal equivalent with 
heterofibroblasts. 

Materials and methods. The study was performed on 28 white mature mice of the C57 / B1 line aged up to 1 year. 
0.4 ml of suspension with 1.33 million fibroblasts in growth medium DMEM F12 (Lonza) and in dermal equivalent were 
administered around and into the bottom of skin surgical model wound in the scapular region. The scar was embedded 
in paraffin and stained with hematoxylin and eosin, according to Weigert-Van Gieson, and kit for mast cells staining 
(Biovitrum). 

Results. On the 12th day epidermis is thicker after introduction of autofibroblasts, but it is more differentiated after 
transplantation of dermal equivalent with heterofibroblasts. Angiogenesis is also most active after the administration 
of autofibroblasts. Fibroblasts production of collagen fibers in granulation tissue, angiogenesis and the content of functionally 
active mast cells indicates the most favorable influence of autofibroblasts transplantation on the wound healing. 

Conclusion. The effect of dermal equivalent with heterofibroblasts differs from exposure autofibroblasts by several percent: 
the area of collagen fibers – by 2%, the area of blood vessels − by 5%, the index of degranulation of mast cells – by 4%.

Keywords: wound process, granulation tissue, cell technologies, dermal equivalent, mast cells, fibroblast

На сегодняшний день большинство иссле-
дователей сходится во мнении, что заживление 
острых ран проходит последовательно три фазы 
раневого процесса: воспаления, пролиферации 
с развитием грануляционной ткани и дифферан-
цировки или фиброзирования и сопровождается 
сложным каскадом клеточных и клеточно-ма-
триксных взаимодействий [1, 2, 3]. В хрониче-
ской ране фаза воспаления затягивается и од-
новременно могут присутствовать признаки всех 
трех фаз раневого процесса [4, 5]. Особое место 
в регенерации занимают тучные клетки, которые 
являются регуляторами сосудистых реакций в 
зоне травмы, иммунологических, защитных, ре-
паративных и воспалительных процессов [6]. На 
современном этапе развития медицины пред-
принимаются попытки стимулировать регенера-
торный потенциал при хронических ранах кож-
ных покровов с помощью тканевых технологий 
путем как введения в рану функционально актив-
ных фибробластов или мезенхимных стволовых 
клеток, так и тканеинженерных констрункций [7, 
8, 9]. В этом случае мало исследованными и не 
вполне ясными остаются вопросы присутствия в 
регенерате традиционных клеток регенеративно-
го каскада, таких как тучные клетки. Дерма кожи 
относительно богата крупными тучными клетка-
ми, в гранулах которых содержится большое ко-
личество гепарина [10]. Происхождение тучных 
клеток дискутабельно, в литературе имеются 
сведения о дифференцировке тканевых базо-
филов из фибробластов, из базофилов крови, 
из отдельной гемопоэтической клетки в составе 
красного костного мозга, из ретикулоцитов и лим-
фоцитов [11]. Только экспериментальный подход 
с использованием модельной раны у лабора-
торных животных позволяет адекватно оценить 
клеточные взаимодействия, которые разворачи-
ваются в разные сроки регенераторного гистоге-
неза после трансплантации ауто- и гетерофибро-
бластов, а также тканевых конструкций на базе 
этих клеток. 

Цель исследования: изучить морфологиче-
ское строение, коллагенообразование, ангиогенез 
и содержание тучных клеток в биоптатах новоо-
бразованного эпидермиса и дермы на 12-е сутки 
их восстановления в модельной ишемизирован-
ной ране после введения ауто- и гетерофибробла-
стов, а также после трансплантации дермального 
эквивалента с гетерофибробластами. 

Материалы и методы
Исследование выполнено на 28 белых поло-

возрелых мышах линии С57/В1 в возрасте до 1 
года, которые содержались в виварии Медицин-
ской академии имени С.И. Георгиевского. Жи-
вотные были разделены на контрольную группу 
в составе 7 особей и три экспериментальные 
группы по 7 особей в каждой. Эксперименты 
проводили со следованием всем принципам гу-
манности, содержащихся в директиве Европей-
ского Сообщества (86/609/ЕС), и в соответствии 
с «Правилами выполнения работ с привлечени-
ем экспериментальных животных». Во всех груп-
пах операцию по моделированию кожной раны в 
лопаточной области производили после внутри-
брюшинного введения 2,5% раствора авертина 
0,3-0,4 мл. Кожу однотипно иссекали в виде кру-
га диаметром 12 мм, к краям раны кожно-фас-
циальными узловыми швами фиксировалось 
силиконовое кольцо с наружным диаметром 12 
мм атравматичным шовным материалом «По-
липропилен» 5-0 для исключения возможности 
эпителизации раны и закрытия её мобильной ко-
жей области спины [12]. Ишемизацию раны про-
водили путем наложения кисетного шва нитью 
«Полипропилен» 5-0 на расстоянии 1,0 см лате-
ральнее наружного диаметра раны, что наруша-
ет циркуляцию крови в системе около лопаточ-
ных артерий мыши. Артериальный анастомоз 
вокруг лопаток образован ветвью подмышечной 
артерии a. Circularis scapula и ветвью попереч-
ной артерии шеи Ramus descendense, отходя-
щей от подключичного Truncus thiriocervicales. 
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Из иссеченной кожи мышей выделяли фиброб-
ласты в условиях стерильного бокса с ламинар-
ным потоком воздуха. Кусочки кожи после фер-
ментативного удаления эпидермиса помещали в 
среду DMEM F12 (Lonza) и измельчены сосуди-
стыми ножницами до размера 1-2 мм. Затем к 
кусочкам ткани добавляли равные объемы рас-
творов коллагеназы I типа (200 ед/мл, Sigma) и 
диспазы (30 ед/мл) (Gibco). Полученную смесь 
инкубировали в течение 1 часа при 37° С и по-
стоянном перемешивании. После фильтрации 
суспензии через фильтр диаметром 0,40мкм и 
центрифугирования в течение 7 мин. при 1000 
об/мин, фибробласты ресуспендировали и куль-
тивировали в среде DMEM F12 (Lonza) с добав-
лением 10% телячьей сыворотки (HyClone) и 50 
ед./мл пенициллина – стрептомицина (ПанЭко) в 
чашках Петри в инкубаторе при 37° и концентра-
ции СО2 – 5% до достижения 100% конфлюента. 
Для пересева клеток использовали 0,25% трип-
син − 0,02% ЭДТА.

В первой и второй экспериментальных груп-
пах интраоперационно в дно раны и вокруг нее 
вводили 0,4 мл взвеси фибробластов 1-го или 
2-го пассажа в ростовой среде DMEM F12 (Lonza) 
в количестве 1,33 млн клеток. В первой экспери-
ментальной группе вводили гетерофибробласты, 
во второй – аутофибробласты. В третьей экспе-
риментальной группе в рану трансплантировали 
дермальный эквивалент с гетерофибробласта-
ми, приготовленный на основе коллагена перво-
го типа из крысиных хвостов. Стерильный 0,34М 
раствор NaOH объединяли с концентрированной 
(х10) питательной средой 199 в соотношении 
1:1. Полученную смесь соединяли с охлажден-
ным раствором коллагена, после чего добавляли 
суспензию фибробластов в питательной среде 
DMEM F12, содержащей 10% эмбриональной сы-
воротки (HyClone). Полученную смесь инкубиро-
вали при 37° С в инкубаторе до полной полиме-
ризации геля [8, 13]. 

На 12-й день после операции у мышей всех 
групп интраоперационно иссекали образовав-
шийся рубец и фиксировали 10% забуференным 
формалином для морфологического исследова-
ния. Материал заливали в парафин и окрашива-
ли гематоксилином и эозином, а также по Вейгер-
ту-Ван-Гизону для визуализации эластических и 
коллагеновых волокон. Морфологическое иссле-
дование гистологических препаратов проводили с 
помощью светооптического микроскопа OLIMPUS 
СХ-31 с цифровой камерой OLIMPUS З5050Z. 
Присутствие тучных клеток определяли стандарт-
ным набором для выявления тучных клеток фир-
мы «Биовитрум», основанном на использовании 
толуидинового синего при рН 5,6. Индекс тучных 
клеток определяли путем подсчета количества 
клеток, окрашенных толуидиновым синим на 100 
клеток грануляционной ткани с последующим вы-
числением показателя в процентах в среднем по 

результатам изученных каждых 14-ти срезов биоп-
татов в контрольной и трех экспериментальных 
группах. Функциональную активность оценивали 
по индексу дегрануляции как отношение количе-
ства дегранулировавших клеток к общему их чис-
лу в процентах. Сравнения средней величины ин-
декса тучных клеток и индекса их функциональной 
активности проводили в процентах по отношению 
к контрольной группе.

Толщину эпидермиса, количество микрососу-
дов в срезах, площадь коллагеновых волокон и 
микрососудов в дерме биоптатов измеряли с по-
мощью программы "ImageJ" при увеличении объ-
ектива 40 и окуляра 10 по 50 замеров в каждой 
группе. Полученные цифровые данные (выра-
женные в пикселях) были переведены в мкм при 
помощи деления пикселей на коэффициенты, 
специально для этого выведенные: объективы 
×10 – 6379251, ×40 – 98911797. Статистическую 
обработку цифровых данных проводили с исполь-
зованием лицензионного программного обеспече-
ния MS Office Excel 2007, аналитического пакета 
приложения STATISTICA Enterprise (StatSoft Inc., 
США), с привлечением возможностей программы 
«STATGRAPH 5.1» («Microsoft», США). Сравне-
ния средней толщины эпидермиса, площади, за-
нимаемой коллагеновыми волокнами и сосудами 
грануляционной ткани, проводили в процентах по 
отношению к контрольной группе. Результаты ста-
тистической обработки сведены в таблице.

Результаты и обсуждение
У мышей контрольной группы самопроиз-

вольное отпадение силиконового кольца было 
зафиксировано в среднем на 12,4±0,10 сутки 
после операции по созданию модельной раны. 
Под толстыми остатками струпа обнаруживалась 
полная эпителизация раны. На срезах рубца 
эпидермис представлен не полностью сформи-
рованным многослойным эпителием толщиной 
51,73±0,12мкм (таблица). Имеется базальный 
слой и несколько рядов шиповатых клеток. Рого-
вой слой очень тонкий и находится на начальных 
стадиях дифференцировки клеток (рис. 1А). Над 
эпидермисом видны остатки струпа, в котором 
клеточные элементы уже отсутствуют. Дерма руб-
ца не образует сосочков вдающихся в эпидермис 
и граница между эпидермисом и дермой рыхлая 
и ровная. Под базальной мембраной заметен тон-
кий вал лейкоцитарной инфильтрации. Весь кож-
ный дефект заполнен развивающейся грануляци-
онной тканью, в которой встречаются тканевого 
и гематогенного происхождения клетки. Сосочко-
вый и сетчатый слои дермы не разграничиваются 
и образованы равномерно локализованными кол-
лагеновыми волокнами, между которыми присут-
ствуют клетки, преимущественно функционально 
активные фибробласты. Индекс тучных клеток 
составляет 26,15±0,10 при индексе дегрануля-
ции 27,18±0,12 (таблица). Индекс дегрануляции 
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Рис. 1.  Биоптаты кожи мыши. А – контрольная группа; Б – первая экспериментальная группа. 1 – эпидермис; 
2 – кровеносный сосуд; 3 – струп; 4 – лейкоцитарная инфильтрация; 5 – коллагеновые волокна. Окраска 
гематоксилином и эозином. Увеличение: ок. 10 об. 10.

Fig. 1.  Mice skin biopsies. A – control group; B – the first experimental group. 1 – epidermis; 2 – blood vessel; 3 – scab; 
4 – leukocyte infiltration; 5 – collagen fibers. Staining with hematoxylin and eosin. Magnification: approx. 10 vol. 10.

свидетельствует о функциональной активности 
тучных клеток, секреции гепарина и других био-
логически активных веществ, оказывающих сти-
мулирующем влиянии на фибробласты и усиле-
нии ими коллагенообразования, а также модули-

рующем воздействии на клетки воспалительного 
ряда [6, 14]. Коллагеновые волокна занимают в 
среднем 29,70±0,16 от площади дермы. Эласти-
ческие волокна отсутствуют. Немногочисленные 
кровеносные капилляры и венулы расширены и 

Таблица /Table 
Изменение площади сосудов, коллагеновых волокон, индекса тучных клеток 

и индекса дегрануляции тучных клеток в биоптатах мышей контрольной 
и экспериментальных групп 

Change in the area of vessels, collagen fibers, mast cell index and mast cell degranulation index 
in biopsies of mice of control and experimental groups

Грануля-
ционная 

ткань 
дермы

Изменение 
толщины 
эпидер-

миса 
по отноше-

нию 
к контролю 

в %*

Изменение 
площади 
сосудов 

по отноше-
нию 

к контролю 
в %*

Изменение 
площади 
коллаге-
новых 

волокон по 
отноше-

нию 
к контролю 

в %*

Индекс 
тучных 
клеток

Изменение 
индекса 
тучных 
клеток 

по отноше-
нию 

к 
контролю 

в %*

Индекс 
деграну-

ляции

Изменение 
индекса 
деграну-
ляции по 
отноше-

нию 
к контролю 

в %*

Контрольная 
группа 0 0 0 26,15±0,10 0 27,18±0,12 0

Первая 
эксперимен-

тальная 
группа

+15,86 +15,86 +11,16 22,43±0,11 -14,23 29,24±0,11 +7,05

Вторая 
эксперимен-

тальная 
группа

+51,42 +39,88 +27,13 19,66±0,10 -24,82 35,08±0,10 +22,52

Третья 
эксперимен-

тальная 
группе

+43,57 +33,00 +23,47 20,27±0,12 -22,49 33,41±0,11 +18,56

Примечание: * −  знак «-» означает снижение показателя по отношению к контролю, знак «+» 
означает повышение показателя по отношению к контролю.
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их площадь составляет в среднем 0,69±0,02. Во-
круг них просматривается слабая лейкоцитарная 
инфильтрация. 

У мышей первой экспериментальной группы 
эпителизация раны и отпадение силиконового 
кольца зафиксировано на один день раньше, чем 
в контроле, на 11,4±0,06 сутки после операции и 
введения взвеси гетерофибробластов на росто-
вой среде ДМЕМ F12. Струп полностью отделил-
ся. Толщина эпидермиса на 15,86% больше, чем в 
контроле, и составляет 61,48±0,14мкм (таблица). 
Эпидермис не полностью сформирован и состоит 
из мало дифференцированных трех слоев. Рого-
вой слой просматривается на отдельных участках 
(рис. 2Б). Базальная мембрана ровная, лейкоци-
тарная инфильтрация отсутствует. Грануляцион-
ная ткань под эпидермисом представлена тон-
кими пучками неориентированных коллагеновых 
волокон, кровеносными сосудами и клеточными 
элементами. Индекс тучных клеток уменьшился 
на 14,23% и составляет 22,43±0,11. Вместе с тем 
функциональная активность тканевых базофилов 
увеличилась на 7,05% (таблица). Коллагеновые 
волокна занимают в среднем 33,43±0,15% от пло-
щади дермы, что на 11,16% больше, чем в кон-
трольной группе. Эластические волокна отсутству-
ют во всех участках дермы. Площадь кровеносных 
капилляров увеличилась на 15,86% по сравнению 
с контролем и занимает 0,82±0,02% от площади 
дермы. 

У мышей второй экспериментальной группы 
на фоне введения взвеси аутофибробластов в 
ростовой среде ДМЕМ F12 эпителизация раны 
и отпадение силиконового кольца зафиксирова-
но еще раньше, чем в контроле и первой экспе-
риментальной группе, на 11,00±0,01 день после 
операции. Течение регенераторного гистогене-
за произошло более благоприятно. С поверх-

ности эпидермиса струп полностью отделился. 
Толщина эпидермиса на 51,42% больше, чем в 
контрольной группе. Значительно продвинулась 
дифференцировка слоев эпидермиса. На поверх-
ности заметен выраженный роговой слой (рис. 
2А). Наметилось появление сосочкового слоя 
дермы в виде волнистой границы между базаль-
ной мембраной эпидермиса и подлежащей гра-
нуляционной тканью. Грануляционная ткань ха-
рактеризуется усилением процессов ангиогенеза 
и коллагенообразования. Площадь, занятая кол-
лагеновыми волокнами увеличилась на 27,13% 
и составила 40,76±0,24 % от площади дермы, а 
сосудов – на 39,88% и составила 1,73±0,01% (та-
блица).

Лейкоцитарная инфильтрация отсутствует. 
Тучные клетки резко повысили выделение гра-
нул (22,52%), но уменьшились количественно 
(24,82%), что является ярким подтверждением 
стихания воспаления, завершения воспалитель-
ной фазы раневого процесса и усиления кол-
лагенообразования. Клеточные элементы фи-
бробластического ряда представлены крупными 
вытянутыми слегка отростчатыми клетками, что 
свидетельствует об их функциональной активно-
сти. Эластические волокна отсутствуют во всех 
участках дермы. 

У мышей третьей экспериментальной группы 
на 12-й день после трансплантации дермаль-
ного эквивалента с гетерофибробластами рана 
покрыта тонким слоем бесструктурного струпа. 
Отпадение силиконового кольца фиксировалось 
на 12,20±0,11 день после операции. Однако эпи-
дермис выглядит значительно более дифферен-
цированным, чем в предыдущих группах. При-
сутствуют и развиты все слои, кроме блестящего 
и зернистого. Толщина эпидермиса составляет 
91,67±0,14 мкм, что на 43,57% больше контроля. 

Рис. 2.  Биоптаты кожи мыши. А – вторая экспериментальная группа; Б – третья экспериментальная группа. 1 – 
эпидермис; 2 – кровеносный сосуд; 3 – волосяной фолликул; 4 – фибробласты; 5 – коллагеновые волокна; 6 – 
струп. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение рис.2А ок. 10 об. 10. Увеличение рис.2Б ок. 10 об. 20.

Fig. 2.  Mice skin biopsies. A – the second experimental group; B – the third experimental group. 1 – epidermis; 2 – 
blood vessel; 3 – hair follicle; 4 – fibroblasts; 5 – collagen fibers; 6 – scab. Staining with hematoxylin and eosin. 
Magnification in Fig. 2A approx. 10 vol. 10. Magnification in pic.2B approx. 10 vol. 20.
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Эпидермис образует выросты в подлежащую гра-
нуляционную ткань, являющиеся закладкой волос 
и сосочкового слоя дермы (рис. 2Б). Ангиогенез 
и коллагенообразование активны. Площадь, за-
нятая коллагеновыми волокнами увеличилась на 
23,47% % по сравнению с контролем и составила 
38,81±0,12%и от площади дермы, а сосудов – на 
33,00% и составила 1,03±0,01% (таблица). Тонкие 
неориентированные пучки коллагеновых волокон 
заполняют всю дерму рубца. Индекс тучных кле-
ток составил 20,27±0,12 и уменьшился на 22,49% 
по сравнению с контрольной группой. При этом 
индекс дегрануляции тучных клеток увеличил-
ся на 18,56% по отношению к контролю. Оба эти 
показателя не самые низкие из всех эксперимен-
тальных групп.

Заключение
Таким образом, на 12-й день заживления мо-

дельной ишемизированной раны эпидермис до-
стигает наибольшей толщины после введения 
аутофибробластов, а наибольшей выраженно-
сти дифференцировки − после трансплантации 
в рану дермального эквивалента с гетерофибро-
бластами. Ангиогенез также наиболее активен 
после введения аутофибробластов. Продукция 
коллагеновых волокон клетками фибробласти-
ческого ряда грануляционной ткани, ангиоге-
нез, а также содержание функционально актив-
ных тучных клеток свидетельствует о наиболее 
благоприятном воздействии на раневой про-
цесс трансплантации в рану аутофибробластов. 
Вместе с тем, воздействие дермального экви-
валента с гетерофибробластами также весьма 
значительное и отличается от воздействия ау-
тофибробластов всего на несколько процентов: 
площадь коллагеновых волокон – на 2%, индекс 
тучных клеток – на 5%, индекс дегрануляции туч-
ных клеток – на 4%, что делает такие различия 
недостоверными.
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