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Резюме. Известно, что заживление кожных ран различной этиологии — это многоступенчатый процесс, характеризую-

щийся определенными межклеточными взаимодействиями, влияющими на адгезию клеток дермы, их миграцию и дифференци-
ровку. Современная стратегия тканевой инженерии выступает за использование собственных клеток пациента для создания in 
vitro васкуляризованного внеклеточного матрикса, отличающегося отсутствием экзогенного материала, что приближает процесс 
регенерации к физиологическому. Целью настоящего исследования явилось изучение морфологических преобразований дермы 
в зоне ожога с использованием биодеградируемого кальцийсодержащего филлера, выступающего в роли динамичного и муль-
тифункционального регулятора клеточной активности дермы. Исследование выполнено на 30 лабораторных аутбредных крысах. 
Всем животным был нанесен ожог третьей степени, затем животных разделили на две группы: контрольную и опытную. На 14-й 
день после нанесения ожога крысам опытной группы вводили инъекционный препарат импланта на основе гидроксиапатита 
кальция «Radiesse». В группе контрольных животных использовали стерильный физиологический раствор. Биологический мате-
риал забирали в сроки, соответствующие 2 и 4 месяцам. Для оценки морфологического состояния зоны ожога гистологические 
срезы препаратов кожи окрашивали гематоксилином и эозином, по Маллори, Массону и Ван-Гизон. Иммуногистохимически 
определяли также коллаген І и ІІІ типов. Полученные данные позволяют считать, что использование кальцийсодержащего фил-
лера представляется перспективным для регенерации кожи после ожога и может обеспечить получение экстрацеллюлярного 
матрикса дермы, имеющего состав и архитектуру коллагеновой сети, приближенной к естественной. Дифференцированное вы-
явление коллагенов I и III типов подтвердило активацию темпа неоколлагеногенеза фибробластами как дермы зоны ожога, так и 
зоны импланта к концу второго месяца. Оценка показателя тканевой энтропии подтверждает общность структурной организации 
естественной и восстановленной после ожога и применения препарата дермы. Предлагаемая в эксперименте стратегия с исполь-
зованием собственных клеток организма для синтеза внеклеточного матрикса, аналогичного естественному, может явиться аль-
тернативой существующим методам лечения ожогов. 
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Summary. It is known that the healing of skin wounds of various etiologies is a multistage process characterized by certain 

intercellular interactions that affect the adhesion of dermal cells, their migration and differentiation. The modern strategy of tissue engi-
neering mostly attracted for the use of the patient's own cells to create in vitro a vascularized extracellular matrix, which is character-
ized by the absence of exogenous material, which brings the regeneration process identity to the physiological one. The aim of this 
study was the morphological transformations of the dermis in the burn area using a biodegradable calcium-containing filler, which acts 
as a dynamic and multifunctional regulator of the cellular activity of the dermis. The study was performed on 30 laboratory outbred 
rats. All animals were given a third-degree burn, then the animals were divided into two groups: control and experimental. On the 14th 
day after the application of the burn, the rats of the experimental group were injected with an injectable implant preparation based on 
calcium hydroxyapatite «Radiesse». In the group of control animals, sterile saline was used. Biological material was taken at the time 
corresponding to 2 and 4 months. To assess the morphological state of the burn zone, histological sections of skin preparations were 
stained with hematoxylin and eosin, according to Mallory, Masson and Van Gieson. Collagen types I and III were also determined by 
immunohistochemistry. The data obtained suggest that the use of a calcium-containing filler is promising for skin regeneration after a 
burn and can provide an extracellular matrix of the dermis with a composition and architecture of a collagen network close to natural. 
Differentiated detection of type I and III collagens confirmed the activation of the rate of collagen synthesis by fibroblasts in both the 
dermis of the burn zone and in the implant zone by the end of the second month. The assessment of the tissue entropy index confirms 
the similarity of the structural organization as dermis of the natural as restored after the burn and the use of the preparation. The strate-
gy proposed in the experiment, using the body's own cells to synthesize an extracellular matrix similar to the natural one, can be an 
alternative to existing methods of burn treatment. 
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Введение. Стадийность репарации 
кожи после ожоговой травмы описана в ли-
тературе достаточно подробно и постулиру-
ется как многоступенчатый процесс, вклю-
чающий в себя такие фазы, как воспаление, 
пролиферация и ремоделирование [1–3]. 
Каждая из названных фаз протекает с уча-
стием различных клеток дермы, что при-
водит к формированию определенного 
морфологического градиента [4–8]. При 
этом началом процесса регенерации счи-
тается эффект «закрытия» фибробластами 
раневого повреждения путем синтеза ими 
экстрацеллюлярного матрикса дермы (да-
лее - ЭЦМ). Введение в медицинскую 
практику современных методов лечения 
ожоговых травм с использованием биоин-
женерных заменителей кожной и клеточ-
ной терапии оставляют за собой проблему, 
связанную с восстановленными участками 
кожи, которые отличаются от здоровой 
степенью организации коллагеновой сети, 
не соответствующей здоровой дерме, а 
также отсутствием эластина, придатков 
кожи и полноценного эффекта диффе-
ренцировки фибробластов в миофиб-
робласты и изменением характера ремо-
делирования дермы с формированием 
грубого рубца [9–15]. Для решения этой 
проблемы могут быть использованы пре-
параты, способные восстанавливаться 
естественную архитектуру дермы. Такой 
подход представляется перспективным, 
ибо соответствует современной концеп-
ции регенеративной медицины, предла-
гающей использовать для реконструкции 
органов и тканей собственные ресурсы 
организма [16–18]. 

Целью исследования является 
изучение морфологических преобразова-
ний дермы в зоне ожога с использованием 
биодеградируемого инъекционный пре-
парата-импланта на основе гидроксиапа-
тита кальция «Radiesse», выступающего в 
роли динамичного и мультифункцио-
нального регулятора клеточной активно-
сти дермы.  

Материалы и методы исследова-
ния. Экспериментальное исследование вы-
полнено на 30 самцах беспородных крыс 
массой 200–250 грамм. Животных содержа-
ли в виварии с регулируемым световым 
режимом и свободным доступом к пище и 

воде, что соответствует ГОСТу РФ 33044-
2014 «Принципы надлежащей лаборатор-
ной практики». Содержание и дизайн ис-
следований согласованы с локальным эти-
ческим комитетом Кубанского госмедуни-
верситета (протокол № 54 от 11.10.2017). 
Исследование проводилось в течение 4 ме-
сяцев. Для моделирования ожоговой раны 
использовали латунный цилиндр с пло-
щадью рабочей поверхности 706 мм2 и 
массой 300 грамм, нагретый до 100 граду-
сов в кипящей воде. Цилиндр приклады-
вался рабочей поверхностью к депилиро-
ванной коже животного в области холки 
на 15 секунд, что обеспечивало формиро-
вание ожога III-й степени. Для анестезии 
использовали ингаляционный наркоз. 
Всех животных после ожога разделили на 
две группы: контрольную (10 животных) и 
опытную (20 животных). В рамках прото-
кола эксперимента на 14 день после нане-
сения ожога крысам опытной группы вво-
дили препарат «Radiesse». Введение фил-
лера проводили субдермально в объеме 
0,05 мл на границе визуально определяе-
мой интактной кожи. Этот день считали 
точкой отсчета эксперимента. В группе 
контрольных животных использовали сте-
рильный физиологический раствор. 

Объектом морфологического и им-
муногистохимического анализа явились 
фрагменты кожных покровов в центре ра-
невого дефекта и в участках неповре-
жденной кожи по краям ожоговой раны. 
Биологический материал забирали в сро-
ки, соответствующие 2 и 4 месяцам. Из па-
рафиновых блоков препаратов кожи изго-
тавливали серийные срезы толщиной 4–5 
микрон с использованием ротационного 
микротома. Для оценки морфологического 
состояния зоны ожога срезы окрашивали 
гематоксилином и эозином, по Маллори, 
Массону и Ван-Гизон. Для избирательного 
выявления коллагенов использованы им-
муногистохимические тесты с антителами 
к коллагену І и ІІІ типов. Общее содержа-
ние коллагена определяли путем компью-
терной морфометрии срезов, окрашенных 
по Маллори. Полученные изображения 
подвергали морфометрии c использовани-
ем программы ImageJ, при этом измеряли 
площадь, занятую цветным продуктом хи-
мической реакции, соответствующую сум-
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марному содержанию коллагена. Результа-
ты измерений выражали в квадратных ме-
гапикселях. Величину структурной ткане-
вой энтропии определялся по масштаби-
рованным до формата 640×480 мегапиксе-
лей микрофотографиям с использованием 
16-цветной палитры [19]. Все данные под-
вергались статистической обработке. Про-
верку характера распределения вариаци-
онных рядов производили с помощью па-
раметрического критерия Пирсона. Во 
всех исследованных вариационных рядах 
значения асимметрии и эксцессов немного 
отличались от нуля, поэтому можно было 
считать, что распределения показателей 
являются нормальными. Учитывая бли-
зость распределений значений к нормаль-
ному, дополнительно проводили сравне-
ние средних величин по критерию Стью-
дента на уровне различий р<0,05. Влияние 
фактора ожога на различие значений по-
казателей по времени проводили с помо-
щью однофакторного дисперсионного 
анализа по критерию Фишера на уровне 
различий р<0,001. 

Результаты исследования и об-
суждение. Проведенная нами сравни-
тельная морфологическая характеристика 
изменений, наблюдаемых в дерме в ответ 
на введение препарата и после его двухме-
сячного пребывания в дерме показало 
наличие импланта, окруженного соедини-
тельнотканной капсулой. Имплант выгля-
дит в виде совокупности микросфер 
округлой или овальной формы, ограни-
ченных тонкими фибриллами и одним 
слоем плоских оксифильно окрашенных 
клеток. Содержимое микросфер отсут-
ствует, лишь изредка в них определяется 
мелкодисперсная масса. Между микро-
сферами визуализируется небольшое чис-
ло клеток, окрашивающихся базофильно 
и оксифильно. Окраска по Маллори поз-
воляет увидеть коллагеновые волокна, по-
следних в зоне ожога достаточно много, 
они формируют пучки, местами разде-
ленные миофибробластами и гладкомы-
шечными клетками. Зона импланта со-
хранена и содержит много микросфер, 
вокруг каждой из них определяется ин-
тенсивно окрашенная капсула и содержи-
мое микросфер (рис. 1). Клетки между 
микросферами округлой формы, некото-

рые из них имеют пенистую цитоплазму 
(рис. 2). Эпидермис через 2 месяца после 
нанесения ожога восстановливает свою 
целостность и насчитывает от 5 до 6 четко 
дифференцированных слоев (рис. 3). 

 

 
 

Рис. 1. Микрофото препарата кожи зоны 
импланта через 2 месяца после введения 
филлера. Окр. гематоксилином и эозином. 
Ув.: ×400 
 
 

 
 

Рис. 2. Микрофото препарата кожи зоны 
импланта через 2 месяца после введения 
филлера. Окр. по Маллори. Ув.: ×400 
 

 
 

Рис. 3. Микрофото препарата кожи зоны 
введения импланта через 2 месяца. Окр. по 
Маллори. Ув.: ×400 
 

При сравнении микропрепаратов 
кожи животных экспериментальной груп-
пы с пролонгированным до 4-х месяцев 
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сроком пребывания в зоне дермы филле-
ра, окрашенных по Маллори также сохра-
няется высокий уровень содержания кол-
лагена, формирующего уже параллельно 
ориентированные фибриллярные пучки 
(рис. 4). Между коллагеновыми фибрил-
лами можно видеть значительное число 
миофибробластов. Поверхностный ком-
партмент дермы содержит сместившиеся в 
эту зону концевые отделы сальных желез. 
Эпидермис на участке ожога гипертрофи-
рован и насчитывает до 6–7 клеточных ря-
дов, которые покрывают высокие сосочки), 
меняющие рельеф поверхности кожи (рис. 
4).  

Дерма в зоне сосочкового слоя ха-
рактеризуется наличием большого числа 
фибробластов, располагающихся между 
плотно упакованными пучками коллагена 
(рис. 5). Участок импланта локально не 
выявлялся из-за его биодеградации. Ис-
пользование окраски по Ван-Гизон и Мас-
сону подтверждает выявленный эффект 
активации неоколлагеногенеза к сроку 
пребывания филлера в дерме до 2-х меся-
цев и сохранение его объема с последую-
щим увеличением в условиях пролонги-
рования воздействия филлера до 4-х меся-
цев. 

Проведенная морфометрия объема 
фибриллярного компонента экстрацеллю-
лярного матрикса показала, что в срок, со-
ответствующий двум месяцам после введе-
ния импланта происходит увеличение со-
держания коллагена в среднем на 61%. К 4-
му месяцу эксперимента уровень содержа-
ния коллагена становился выше исходного 
на 87%.  

Для оценки характера структурной 
организации вновь синтезированного фиб-
риллярного компонента ЭЦМ нами был 
использован показатель энтропии, который 
является мерой функциональной целостно-
сти ткани и неупорядоченности морфоло-
гических систем в условиях нормы и пато-
логии, что позволяет проводить сравнения 
и судить о динамике процесса. Оказалось, 
что участок дермы, регенерированный без 
импланта имеет показатель энтропии 
3,78±0,13, что указывает на его дезорганиза-
цию. Введение импланта заканчивается 
синтезом участка ЭЦМ с коэффициентом 
энтропии 2,98±0,06, что можно интерпрети-

ровать как эффект установления в этой зоне 
дермы морфофункциональной стабильно-
сти (рис. 6). 

 

 
 

Рис. 4. Микрофото препарата кожи зоны 
введения импланта через 4 месяца. Окр. по 
Маллори. Ув.: ×400 
 
 

 
 

Рис. 5. Микрофото препарата кожи зоны 
введения импланта через 4 месяца. Окр. по 
Маллори. Ув.: ×400 
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Рис. 6. Динамика объема коллагена в экстрацеллюлярном матриксе и уровня струк-
турной тканевой энтропии дермы в зоне термического ожога кожи контрольной и экспери-

ментальной групп животных в различные сроки исследования 
 
Изучение распределения коллагена 

с использованием иммуногистохимиче-
ского метода позволило охарактеризовать 
типы синтезируемого коллагена. Так, ока-
залось, что имплант в срок, соответствую-
щий двум месяцам, обеспечивает синтез 
коллагена I типа в количественном отно-
шении больше обычного в 2 раза, что под-
тверждает эффект неоколлагеногенеза на 
фоне введения препарата. При этом 
наиболее высоким уровнем экспрессии 
проколлагена характеризуются клетки 
фибробласты. Отдельные участки аморф-
ного компонента дермы окрашены диф-
фузно и экспрессируют низкий уровень 
синтеза коллагена. В зоне импланта визуа-
лизируются микросферы, стенки их опре-
деляются за счет единичных, тонких, сла-
бо окрашенных фибрилл. При выявлении 
коллагена I типа спустя 4 месяца после 
пребывания в зоне дермы импланта фиб-
робласты выглядят более крупными с 
большим числом отростков, что указывает 
на активацию в них процесса экзоцитоза 
проколлагена. Повышение уровня экс-

прессии коллагена I типа отмечается и в 
зоне ЭЦМ. 

Коллаген III типа в срок, соответ-
ствующий 2 месяцам наблюдения, накап-
ливается в дерме в большем количестве, 
чем коллаген I типа, в то же время зона 
экспрессии этих двух типов коллагена 
совпадает. Это, прежде всего, фибробла-
сты, заполненные тропоколлагеном. Чис-
ло этих клеток нарастает, но они мелкие, 
вытянутой веретеновидной формы с мно-
гочисленными отростками, заполненными 
секретом. В зоне импланта к этому сроку 
уровень экспрессии коллагена III типа 
умеренный. Обращает на себя внимание 
положительная реакция содержимого 
микросфер, которое выглядит в виде мел-
кодисперсной массы с умеренной экспрес-
сией коллагена III типа. В условиях про-
лонгирования срока пребывания препара-
та филлера до 4 месяцев, уровень экспрес-
сии коллагена III типа в зоне импланта не 
меняется, а в дерме над ним визуализиру-
ется большое число фибробластов с высо-
ким уровнем экспрессии коллагена III ти-
па. 
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Результаты наших экспериментов 
показали, что процесс регенерации ЭЦМ 
дермы, приуроченный к двум месяцам пре-
бывания филлера в дерме, индуцирует эф-
фект неоколлагеногенеза, регистрируемый 
при гистохимическом его выявлении по 
Маллори, при этом процесс неоколлагено-
генеза с пролонгированным действием 
филлера до 4-х месяцев нарастает. 

Дифференцированное выявление 
коллагенов I и III типов с использованием 
антител подтверждает активацию темпа 
неоколлагеногенеза фибробластами как 
дермы, так и импланта к концу второго 
месяца, причем этот факт прослеживается 
в распределении коллагена как I, так и III 
типа. Темп синтеза первого сохраняется 
достаточно высоким до 4-х месяцев пре-
бывания филлера в дерме. Что же касается 
коллагена III типа, то отмечается усиление 
темпа синтеза его в зоне дермы к сроку, 
соответствующему 2-м месяцам, к 4-м ме-
сяцам синтез его в зоне импланта снижа-
ется. В самой дерме характер распределе-
ния коллагена III типа остается высоким и 

соответствует картине двух месяцев пре-
бывания филлера в зоне ожога. 

Заключение. Таким образом, полу-
ченные данные позволяют считать, что 
использование биодеградируемого препа-
рата филлера на основе гидроксиапатита 
кальция «Radiesse» представляется пер-
спективным для регенерации дермы после 
ожога и может обеспечить получение 
ЭЦМ дермы, имеющего состав и сборку 
коллагеновой сети, приближенной к есте-
ственной. Использование показателя эн-
тропии подтверждает общность структур-
ной организации дермы. Не исключено, 
что выявленный тип формирования ЭМЦ 
может обеспечить становление межкле-
точных коммуникаций для фибробластов, 
макрофагов и кератиноцитов, что обеспе-
чит процесс модуляции синтезируемой 
дермы, аналогично имеющейся in vivо. 
Предлагаемая в эксперименте стратегия с 
использованием собственных клеток орга-
низма для синтеза внеклеточного матрик-
са, аналогичного естественному, может 
явиться альтернативой существующим 
методам лечения ожогов. 
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