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СПИСОК ИСПОЛЬЗУЕМЫХ СОКРАЩЕНИЙ 

Prx1-6 – пероксиредоксин 1-6 

АФК – активные формы кислорода  

ОС – окислительный стресс 

GPx – глутатионпероксидаза 

GSH – восстановленный глутатион 

GSSG – окисленный глутатион  

SOD – супероксиддисмутаза 

Trx - тиоредоксины 

АТФ – аденозинтрифосфат 

ПОЛ – перекисное окисление липидов 

МДА – малоновый диальдегид 

МСК - мезенхимальные стволовые клетки 

кМСК – кондиционированная культуральная среда МСК (паракринные 

факторы МСК) 

TNF – фактор некроза опухоли  

EGF - эпидермальный фактор роста 

HGF - фактор роста гепатоцитов 

KGF - фактор роста кератиноцитов 

FGF - фактор роста фибробластов 

IGF - инсулиноподобный фактор роста 

VEGF - фактор роста эндотелия сосудов 

EPO - эритропоэтин 

TPO - тромбопоэтин 

PDGF - тромбоцитарный фактор роста 

NFκB - транскрипционный фактор  

IL 1-10 - интерлейкины 1-10 

ТХУ – трихлоруксусная кислота 
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ВВЕДЕНИЕ 
Заживление кожных ран различной этиологии является одним из давно 

изучаемых разделов медицины. Несмотря на обилие препаратов для местного 

лечения ожогов и ран, совершенствование методов их лечения по-прежнему 

остается актуальной задачей [Li Y. et al., 2017; Marshall C.D. et al., 2018; 

Еськова А. Ю. и др., 2018].  

Для эффективного заживления ран кожи необходимо решить две 

проблемы: уменьшить тяжесть поражения и ускорить процессы 

восстановления ткани. 

1. Одним из факторов, определяющих тяжесть поражения, является 

мощный окислительный стресс, связанный с гиперпродукцией активных 

форм кислорода (АФК), который сопровождает большинство патологий 

[Mathieu D. et al., 2006; Ланкин, В.З. и др., 2001; Han Y. et al., 2018; Li D.J. et 

al., 2018]. В связи с этим для нейтрализации окислительного стресса обычно 

используют различные антиоксиданты [Chelombitko M.A. et al., 2017;  Pielesz 

A. et al., 2018; Ahmed O.M. et al., 2018]. В этом отношении заслуживают 

особого внимания ферменты-антиоксиданты класса пероксиредоксинов, 

которые способны нейтрализовать широкий спектр АФК (неорганические и 

органические гидропероксиды, пероксинитриты и т. д.). В настоящей работе 

в качестве антиоксиданта предполагается использовать пероксиредоксин 6 

(Prx 6), высокая эффективность которого была показана ранее при лечении 

ряда патологий [Волкова А.Г. и др., 2014; Гордеева А.Е. и др., 2014; Lee D.H. 

et al., 2017; Fisher A.B. et al., 2018]. 

2. В процессе заживления раны перед организмом стоит задача 

восполнения утраченной целостности кожи в области дефекта, 

приближенного по строению к первоначальной ее структуре [Velnar T. et al., 

2009]. Известно, что процессы регенерации поврежденной ткани 

регулируются различными эндогенными факторами, такими как VEGF, KGF, 

FGF, EGF и др. [Maddaluno L. et al., 2017; Xu H.L. et al., 2017; Choi S.M. et al., 

2018; Tsui H.Y. et al., 2018]. В данной работе в качестве активатора 
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регенерационных процессов использовались паракринные факторы 

мезенхимальных стволовых клеток (МСК), в состав которых входят 

перечисленные факторы в разном соотношении, в результате чего они 

обладают прорегенеративным, противовоспалительным и 

антиапоптотическим действиями [Khubutiya T.S. et al., 2014; Kim J.M. et al., 

2018]. 

 

Цель исследования: выявить регенеративные и протекторные 

эффекты экзогенного пероксиредоксина 6 и паракринных факторов 

мезенхимальных стволовых клеток при лечении химических и механических 

травм кожи 

 

Задачи исследования:  

1. Провести сравнительную характеристику динамики регенерации 

кожного покрова при химическом ожоге и механической полнослойной 

кожной ране; 

2. Оценить эффективность применения экзогенного пероксиредоксина 

6 и паракринных факторов МСК на процессы регенерации тканей при 

лечении химического ожога и механической полнослойной кожной раны; 

3. Оценить эффективность совместного применения экзогенного 

пероксиредоксина 6 и паракринных факторов МСК в процессе регенерации 

тканей при лечении химического ожога и механической полнослойной 

кожной раны. 

 

Теоретическая и практическая значимость работы 

Результаты проведенных исследований имеют фундаментальное 

значение для расширения представлений о важности нейтрализации 

окислительного стресса в минимизации повреждения кожи и ускорения 

процессов пролиферации в процессе заживления ран различной этиологии.  
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Результаты данной работы могут быть применены при разработке 

препаратов для стимуляции процессов регенерации кожных повреждений 

различной этиологии.  

Научная новизна 

1. Впервые установлено протекторное и регенеративное действия 

экзогенного фермента-антиоксиданта пероксиредоксина 6 при заживлении 

химической и механической кожной раны, при этом антиоксидантный 

эффект пероксиредоксина 6 в процессе заживления ран кожи определяется 

его пероксидазной активностью. 

2. Впервые выявлено мощное прорегенеративное действие 

паракринных факторов мезенхимальных стволовых клеток при заживлении 

как химической, так и механической кожной раны. Использование 

паракринных факторов мезенхимальных стволовых клеток увеличивало 

содержание фибробластов в ране и тем самым ускоряло процесс созревания 

грануляционной ткани, что способствовало сокращению сроков заживления 

ран. 

3. Впервые показан эффект совместного применения фермента-

антиоксиданта пероксиредоксина 6 и паракринных факторов 

мезенхимальных стволовых клеток на заживление химической и 

механической полнослойной кожной раны. Совместное использование 

пероксиредоксина 6 и паракринных факторов мезенхимальных стволовых 

клеток обеспечивает наиболее оптимальные условия для заживления 

ожоговых и механических ран. 

Положения, выносимые на защиту  

1. Как химический ожог, так и механическая полнослойная рана кожи в 

первые сутки вызывает разрушение тканей, которое сопровождается 

мощным окислительным стрессом, увеличением концентрации оксида азота 

и увеличением уровня клеточного апоптоза в пораженной коже.   

2. Пероксиредоксин 6 в процессе заживления химической и 

механической кожной раны способствует нейтрализации окислительного 
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стресса, снижению уровня клеточного апоптоза, уменьшению концентрации 

воспалительных цитокинов, а также улучшению васкуляризации 

грануляционной ткани в пораженной коже. 

3. Эффект пероксиредоксина 6 определяется его пероксидазной 

активностью, что показано при использовании его мутантного аналога 

Prx6C47S, не обладающего пероксидазной активностью. 

4. Паракринные факторы МСК в процессе заживления химической и 

механической кожной раны способствуют снижению уровня апоптоза и 

повышению пролиферации клеток, а также – к уменьшению концентрации 

провоспалительных цитокинов и увеличению содержания фибробластов в 

области раневого дефекта. 

5. Совместное использование пероксиредоксина 6 и паракринных 

факторов МСК обеспечивает наиболее оптимальные условия для заживления 

ожоговых и механических травм кожи, а именно: подавляет окислительный 

стресс, уменьшает уровень апоптоза, увеличивает пролиферацию клеток, а 

также уменьшает концентрацию провоспалительных цитокинов в 

пораженной ткани, способствуя сокращению сроков регенерации в 2–3 раза и 

оказывая тем самым наилучший терапевтический эффект.  

6. Эффективность используемых препаратов зависит от типа 

поражения кожи:  пероксиредоксин 6 – при химическом ожоге кожи, 

препарат паракринных факторов МСК – при механической полнослойной 

кожной ране. Третий же препарат – комбинация фермента антиоксиданта 

пероксиредоксина 6 и паракринных факторов мезенхимальных стволовых 

клеток, – независимо от этиологии раны оказывает наилучшее 

терапевтическое действие. 

Личный вклад автора  

Все экспериментальные исследования, описанные в работе, 

статистическая обработка результатов, а так же анализ литературных данных 

выполнены автором самостоятельно.  
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I. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1. Морфология, функции и особенности регенерации кожи 

Кожа - самый большой орган тела. Она составляет около 15% от общей 

массы тела взрослого человека и обеспечивает защиту от внешних 

физических, химических и биологических агентов. Она также играет роль в 

терморегуляции. Кожа состоит из трех слоев: эпидермиса, дермы и 

гиподермы (подкожно-жировая клетчатка) (рис. 1). 

 

 
Рис. 1. Строение кожи [Gartner L.P. and Hiatt J.L.; 2007] 

 

1.1. Морфология кожи 

Кожа является высоко васкуляризированным органом. Существует 

обширная сеть кровеносных сосудов и капилляров, которые простираются от 

региональных отделений системного кровообращения до местных мест по 

всей кожной подкожной клетке и дерме, соответственно. Кроме того, 

существует обширная лимфатическая структура, которая протекает вдоль 
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многих кровеносных сосудов кожи, особенно тех, которые прикреплены к 

венозному концу капиллярных сетей. [Harvey C., 2005] 

Эпидермис состоит из эпителиальных клеток. Среди этих клеток 

можно найти как живые клетки, так и мертвые (рис.2). Новые клетки на дне 

эпидермиса быстро делятся и подталкивают старые клетки вверх. В 

эпидермисе нет прямого источника кровеносных сосудов для обеспечения 

питания. Питательные вещества поступают в эпидермис за счёт диффузии 

необходимых молекул из сосудистой сети, лежащей в основе дермы. 

Эпидермальные клетки связаны десмосомами. Десмосомы находятся в 

контакте с внутриклеточными кератиновыми пленками, которые производят 

кератин. Кератиновые клетки накапливаются и сшиваются с другими 

кератиновыми клетками в цитозоле во время их созревания. После того, как 

более старые клетки погибают, эта сеть кератиновых фиброзов остается и 

обеспечивает мощный защитный слой в эпидермисе, называемый защитным 

ороговевшим слоем. Этот слой водонепроницаем и герметичен. Это 

предотвращает попадание и вывод большинства веществ. В пораженной 

коже, особенно ожогах, разрушается эпидермис, приводящий к 

потенциальной потере жидкости организма и повышению восприимчивости 

к микробным инфекциям, что приводит к смертельным последствиям  

[Sherwood L., 2007].  

Типы клеток эпидермиса: 

 Кератиноциты -  это основные типы клеток в эпидермисе (95% клеток) 

 Меланоциты -  это клетки-пигменты-продуценты, которые обнаружены 

в базальном слое эпидермиса 

 Клетки Лангерганса - эти клетки являются важными 

иммунологическими клетками, так же могут также находиться в дерме 

 Клетки Меркеля - эти клетки находятся в базальном слое эпидермиса и 

являются частью системы предшественника амина и 

декарбоксилирования.  
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Эпидермис состоит из пяти слоев, а именно изнутри наружу: 

базальный, шиповатый, зернистый, блестящий и роговой слои (рис. 2).  

Роговой слой является самым большим слоем эпидермиса и имеет 

толщину 10-20 мкм (в сухом состоянии) и 40 мкм (при гидратации). Роговой 

слой имеет структуру «кирпича и раствора». В этой модели кератин-богатые 

карнеоциты (кирпичи) сидят во внутриклеточной липид-богатой матрице 

(растворе) [El Maghraby G.M. et al., 2008]. Корнеоциты (кирпичи) создают 

85% рогового слоя, а внутриклеточные липиды (15%). Роговой слой состоит 

из 70% белков, 15% липидов и только 15% воды [Nino M. et al., 2010]. 

 

 
Рис.2. Структура эпидермиса [Бетехтин М.; 2016] 

 

Молекулы могут проникать через кожу двумя разными путями. Первый 

путь называется трансапендегелярным маршрутом. На этом пути молекулы 

должны проникать сквозь кожу, проникая сквозь потовые железы и через 

волосяные фолликулы. Количество молекул, которые могут проникать через 

этот путь, очень ограничено. Второй путь проникновения через кожу - это 

трансепидермальный путь. В этом пути молекулы должны проходить через 
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роговой слой как многослойный барьер двумя способами: внутриклеточным 

и трансцеллюлярным путем [El Maghraby G.M. et al., 2008]. 

Базальная  мембрана является границей между эпидермисом и 

дермой. Основными компонентами базальной мембраны являются коллаген 

типа IV, ламинин, протеогликан сульфата гепарина и энактин. 

Мезенхимальные и эпителиальные клетки секретируют компоненты 

базальной мембраны и, таким образом, ответственны за его синтез и развитие 

[Ko M.S. and Marinkovich M.P., 2010]. Хотя основная функция базальной 

мембраны заключается в закреплении клеток эпидермиса, лежащих в основе 

дерме, взаимодействия между компонентами базальной мембраны и 

эпителиальными клетками оказывают важное влияние на клеточную 

функцию, включая пролиферацию, миграцию и дифференцировку. Базальная 

мембрана также является значительным фактором ангиогенеза, и, таким 

образом, её белки ускоряют дифференцировку эндотелиальных клеток.  

Дерма расположена под эпидермисом и характеризуется множеством 

эластиновых волокон, которые обеспечивают растягивающую способность, а 

также много коллагена, который обеспечивает прочность кожи. Кровеносные 

сосуды, обнаруженные в дерме, обеспечивают питательные вещества как для 

дермы, так и для эпидермиса. Дерма также играет важную роль в 

регулировании температуры. Нервные окончания, присутству ющие там, 

ответственны за давление и болевые ощущения [Sherwood L., 2007]. 

Толщина дермы составляет 3-5 мм. Помимо эластиновых волокон, 

кровеносных сосудов и нервных окончаний, частью дермы также являются 

межфибриллярный гель гликозаминогликана, соли, воды, лимфатические 

клетки и потовые железы [El Maghraby G.M. et al., 2008].  

Типы клеток дермы: 

 Фибробласты - клетки, продуцирующие коллаген 

 Макрофаги – защитные клетки 

 Тучные клетки - ответственны за иммунологические реакции и 

взаимодействия с эозинофилами 
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Дерма играет важную роль по отношению к другим слоям кожи. 

Изменения в обмене веществ в дерме могут влиять на целостность роста 

эпидермиса, волосяных фолликулов и кожных желез [Noble W.C., 1993]. 

Гиподерма - это внутренний слой кожи,  контактный слой между 

кожей и основными тканями тела, такими как мышцы и кости  [Sherwood L., 

2007]. 

Экзокринные железы кожи и волосяные фолликулы: потовые 

железы, сальные железы и волосяные фолликулы охватывают эпидермис, но 

они происходят из дермы. Потовые железы выпускают разбавленный 

солевой раствор на поверхность кожи, испарение этого раствора делает кожу 

прохладной, и это важно для регулирования температуры как тела, так и 

кожи. Потовые железы присутствуют по всему телу. Количество 

выделяемого пота зависит от температуры окружающей среды, количества 

тепловой генерации активности скелетных мышц и различных 

эмоциональных факторов. Сальные железы производят кожное сало. Кожное 

сало - жирная жидкость, выделяющаяся в волосяные фолликулы, а оттуда - 

на поверхность кожи, оно защищает волосы и кожу от высыхания и 

обеспечивает водонепроницаемый слой [Sherwood L., 2007]. 

1.2. Основные функции кожи 

Основные функции кожи подразделяются на несколько широких 

категорий: 

1. Защитная. Кожа обеспечивает физический барьер против 

термических и механических оскорблений, таких как силы трения и против 

большинства потенциальных патогенов и другого материала. 

Микроорганизмы, которые проникают в живые лимфоциты кожи и 

антигенпредставляющие клетки кожи и иммунный ответ. Темный пигмент 

меланин в эпидермисе защищает клетки от ультрафиолетового излучения. 

Селективная проницаемость кожи позволяет некоторым липофильным 
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препаратам, таким как определенные стероидные гормоны и лекарства, 

вводиться через участки кожи.         

2. Сенсорная. Многие типы сенсорных рецепторов позволяют коже 

постоянно контролировать окружающую среду, а различные 

механорецепторы со специфическими местами кожи важны для 

взаимодействия организма с физическими объектами.         

3. Терморегуляторная. Постоянную температуру тела обычно легче 

поддерживать благодаря изолирующим компонентам кожи (например, 

жировому слою и волосам) и его механизмам для ускорения потери тепла 

(производство пота и плотная поверхностная микроциркуляция).         

4. Метаболическая. Клетки кожи синтезируют витамин D3, 

необходимый для метаболизма кальция и правильного формирования костей, 

благодаря локальному воздействию ультрафиолетового света на 

предшественника витамина. Избыточные электролиты могут быть удалены с 

потом, а подкожный слой хранит значительное количество энергии в виде 

жира [Mescher A.L., 2016].  

1.3. Особенности физиологической регенерации кожи 

Физиологическая регенерация эпидермиса – это естественный процесс 

обновления клеток. Наружные слои эпидермиса заменяются в тысячу раз в 

течение человеческой жизни.  
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Рис. 3. Жизненный путь кератиноцита [Alberts B. et al., 2002] 

 

Эпидермис постоянно обновляется путем производства новых клеток 

(кеатиноцитов) в базальном слое. Кератиноциты находятся в постоянном 

движении (рис.3). Юные кератиноциты появляются при делении 

зародышевых клеток базальной мембраны, расположенной на границе 

эпидермиса и дермы. По мере взросления, кератиноцит из рогового слоя 

перемещается в верхние слои, сначала в шиповатый слой, затем в зернистый. 

При этом в клетке синтезируется и накапливается кератин, особо прочный 

белок. Достигнув зернистого слоя, кератиноциты начинают терять свое ядро 

и цитоплазматические органеллы через механизм деградации, который 

включает частичную активацию аппарата апоптоза; таким образом, клетки 

превращаются в корнеоциты - плоские чешуйки, образующие роговой слой, 

отвечающие за барьерную функцию эпидермиса. Корнеоцит, достигнув 

поверхности кожи, отшелушивается, а его место занимает новый. Обычно 

жизненный путь кератиноцита длится 2 - 4 недели. В молодом возрасте 

процесс обновления кератиноцитов идет более активно, а с возрастом 

замедляется [Alberts B. et al., 2002]. 
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2. Кожные раны и их классификация 

2.1. Классификация ран 

Классифицировать раны в зависимости от решаемых задач можно по 

разным признакам. В данной работе раны будут классифицироваться по 

повреждающему фактору. По повреждающему фактору раны принято 

разделять на:  

Механические (травматические) раны возникают в результате самых 

различных физических воздействий (операционные раны, раны военного 

времени и т. д.).  

В ране различают края, стенки, дно и полость. Края раны - кожа, стенки 

- фасция, рыхлая соединительнотканная клетчатка, мышцы и другие 

тканевые структуры. Дно, в зависимости от глубины и локализации раны, 

может состоять из мягких тканей или кости.  

Термические и химические раны возникают в результате воздействия 

тепла и холода, повреждающего ткани излучения, действия кислот или 

щелочей. 

Ожоговые раны кожи приводят к потере её защитной функции в 

качестве барьера для микроорганизмов, приводящих к высокому риску 

заражения. Таким образом, пациент с ожоговой раной сталкивается с 

высокой заболеваемостью, чаще всего приводящей летальным исходом. 

Правильное лечение ожогов важно, поскольку могут возникнуть такие 

проблемы, как инфекция, электролитный дисбаланс, шок и респираторные 

заболевания. Лечение ожога включает в себя удаление мертвых тканей, 

перевязку раны, восстановление жидкости, введение антибиотиков и 

прививку кожи [Patric R.M. and Gregory R.D., 2012].  



19 
 
Трофические язвы кожи. В отличие от острых ран они обычно 

возникают не из-за травматических воздействий извне, а из-за локальных 

нарушений питания кожи, вызванных сосудистыми расстройствами 

венозной, артериальной природы или воздействием длительного локального 

давления.  

2.2. Химический ожог 

Химические ожоги являются одними из тяжелейших травм человека и 

представляют собой повреждение тканей при непосредственном воздействии 

агрессивных химических агентов. Основными веществами, вызывающими 

ожоги, являются химически активные вещества (щёлочи, кислоты, 

гидроперекиси и т.д.) и тяжесть поражения кожи и слизистых оболочек при 

химическом ожоге зависит от типа химического агента, его концентрации и 

длительности его действия на ткани.  

По данным Всемирной Организации Здравоохранения термические 

ожоги занимают третье место среди прочих травм, в Российской Федерации 

на их долю приходится 10 – 11%. Химические ожоги происходят гораздо 

реже, чем термические, и составляют по данным разных авторов от 2,4% до 

10,7% случаев в общей структуре ожогового травматизма [Hardwicke J. et al., 

2012].    

При воздействии на кожу концентрированных кислот и щелочей 

происходит быстрая денатурация белков поверхностных тканей  и как 

следствие — нарушение постоянства внутренней среды клеток и их гибель. 

Клиническим проявлением химического ожога является некроз, 

возникающий практически немедленно после попадания кислоты или 

щелочи на кожу [Cartotto R.C. et al., 1996;  Stewart C.E., 1985; Sykes R.A. et al., 

1986]. Разрушение ткани под влиянием химического вещества продолжается 

и после прекращения непосредственного соприкосновения с ним, так как 

всасывание химического вещества на обожженном участке продолжается 

еще некоторое время.  
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При химических ожогах лечение, прежде всего, направлено на 

возможно быстрое удаление или уменьшение концентрации химического 

агента и на нейтрализацию его, а в последующем на ускорение регенерации. 

Один из важных факторов лечения ожога — обеспечение адекватных 

комфортных условий для собственной регенерации. Повысить качество 

лечения пациентов с ожогами различной этиологии возможно путем 

совершенствования методологии местной терапии в зависимости от фазы 

течения раневого процесса, за счет разработки эффективных антимикробных 

средств, раневых повязок, [Sterling et al., 2010].  

 

3. Особенности заживления ран и современные препараты  

3.1.  Механизмы заживления ран 

Механизмы заживления ран можно разделить на три категории: 

Заживление первичным натяжением является типичным в случаях, 

когда края раны соприкасаются. Эти раны заживают самостоятельно и 

приводят к образованию рубцов, ориентированных вдоль линий Лангера 

(выравнивание коллагеновых волокон внутри дермы) [Atiyeh B.S. et al., 

2002]. Заживление первичным натяжением возможно при условиях: 

небольшой зоне повреждения, плотном соприкосновении краев раны, 

сохранении их жизнеспособности, отсутствии очагов некроза и гематомы, 

асептичности раны. Морфологическая картина заживления первичным 

натяжением сводится к незначительно выраженным гиперемии и отеку 

тканей в стенках раны, пролиферации фибробластов и новообразованию 

капилляров путем эндотелизации каналов и щелей в сгущающемся фибрине 

(аутохтонный механизм) от одного края раны к противоположному. Очень 

быстро, уже к 6—8-м суткам, грануляционная ткань прочно соединяет стенки 

раны; к этому времени обычно заканчивается и эпителизация. 
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Заживление вторичным натяжением. (заживление через нагноение, 

заживление через гранулирование) происходит в определенных условиях: 

при ранах с обширной зоной повреждения, наличии в ране 

нежизнеспособных тканей, гематомы, развитии инфекции. Такие раны 

заживают естественным репаративным процессом через грануляцию [Atiyeh 

B.S. et al., 2002]. Фазы заживления обычно более выражены, чем при 

первичном натяжении, и обычно приводят к увеличению образования 

рубцов. Механизм заживления раны отражает репаративную регенерацию — 

биологический процесс восстановления тканей, прерванного внешним 

воздействием (в отличие от восстановления тканей после физиологических 

процессов). При вторичном заживлении эпителизация отсутствует до тех 

пор, пока не завершится полностью замещение раневого дефекта 

грануляциями до уровня кожи. 

Заживление под струпом (третичным натяжением) происходит при 

незначительных повреждениях типа поверхностных экскориаций только 

кожи или даже эпидермиса, возникающих при ссадинах, потертостях, ожогах 

I—II степени. Раневой процесс начинается свертыванием излившейся крови, 

иногда одной лишь лимфы, которая подсыхает с образованием струпа. 

Первичное или третичное заживление ран предпочтительнее вторичного 

заживления, поскольку вторичное натяжение предполагает более тяжелое и 

длительное сокращение раны и образование рубцов.  

3.2. Фазы заживления ран и их особенности 

Заживление ран в коже инициируют фибробласты, которые образуют 

временную тканевую матрицу. За этим следует воспаление и повторная 

эпителизация кератиноцитами. Дальнейшая реваскуляризация раны, наряду с 

образованием внеклеточного матрикса, ангиогенезом и ремоделированием, 

завершается заживлением и восстановлением раны [Harvey C.,2005; Wu et al., 

2007] (рис.4). 
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Раны, которые не проходят через упорядоченное и своевременное 

восстановление структурной и функциональной целостности, часто приводят 

к хроническим. Как правило, сосудистая недостаточность, влияние местного 

давления и состояния, такие как сахарный диабет, наряду с нарушением 

питания или иммунологическим статусом, являются основными причинами 

незаживающих ран кожи. На заживляющую способность раны влияет 

старение, что приводит к снижению прочности и эластичности кожи, 

снижению притока крови к конечностям и психологическому стрессу [Cole-

King A. and Harding, K.G., 2001; Walburn J. et al., 2009]. 

После повреждения кожи поврежденная ткань восстанавливается 

посредством координированной передачи сигналов, которая представляет 

собой реакцию кожного заживления. Этот кожный ответ протекает в три 

этапа: воспалительная фаза, фаза пролиферации и фаза ремоделирования 

(рис.1). 

Воспаление. Воспалительная фаза заживления раны обычно 

начинается сразу после ранения [Gurtner G.C. et al., 2008] и длится в течение 

первых четырех дней [Rhett J.M. et. al., 2008]. Данная фаза начинается с 

коагуляции крови (гемостаза) (рис. 4А), что приводит к образованию сгустка 

крови, который обеспечивает временный щит против патогенов, а также 

потерю жидкости. В то время как сгусток крови временно закрывает рану, 

тромбоциты секретируют цитокины и факторы роста (например, PDGF, EGF, 

TGF-β1 и 2), которые инициируют воспалительную реакцию [Diegelmann 

R.F. and Evans M.C, 2004] (рис.4Б). За этим следует увеличение кровотока в 

областях, прилегающих к ране, сопровождающеесяхся набуханием и 

краснотой из-за повышенной проницаемости сосудов местными 

воспалительными агентами, приводящими к экстравазации плазмы и 

образованию фибриновой матрицы [Harvey C., 2005]. Из-за накопления 

воспалительных медиаторов и простагландинов, TNF-α, TNF-β, IL-1, TGF-β 

инициируют скопление нейтрофильных гранулоциов и макрофагов в области 

раны. Моноциты мигрируют в отечную область, и с течением времени 
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накапливается достаточное количество макрофагов для перехода раны от 

воспалительной фазы к фазе грануляции. Они стимулируют, с одной 

стороны, ангиогенез через VEGF, FGF и TNF-α, а также образование 

соединительной ткани через различные медиаторы и синтезируют оксид 

азота [Witte M.B. and Barbul A., 2002]. Нейтрофильные гранулоциты 

являются первыми лейкоцитами в ране. Они удаляют зараженные патогены 

фагоцитозом и дополнительными провоспалительными цитокинами, 

например, IL-1 и TNF-α, а также выделяют АФК [Yager D. R. and Nwomeh B. 

C., 1999; Segal A.W., 2005; Wild T. and Auböck J., 2007]. Моноциты, 

проникающие в зону ранения, дифференцируются в макрофаги. Эти 

фагоцитарные патогены, а также мертвые нейтрофильные гранулоциты и 

инициируют фазу грануляции путем секреции дополнительных цитокинов и 

факторов роста [Mahdavian Delavary B. et al., 2011]. 

Пролиферация. После воспалительной фазы, в промежутке между 5-

20 сутками, стимулируется пролиферация сосудистых эндотелиальных 

клеток и фибробластов за счет секреции факторов роста воспалительными 

клетками (рис. 4В). Матрица фибрина постепенно замещается коллагеном, 

секретируемым фибробластами. Фибробласты могут дифференцироваться в 

миофибробласты, экспрессирующие актин, что приводит к сокращению и 

уменьшению площади раны. Смежные здоровые ткани, а также 

эндотелиальные предшественники инициируют ангиогенез, что приводит к 

инвазии в сосудистые эндотелиальные клетки и капилляры и как следствие, к 

образованию «грануляционной ткани» [Harvey C.,2005]. Гипоксия в ткани 

вызывает высвобождение оксида азота (NO) из эндотелиальных клеток, 

которые, в свою очередь, стимулируют их собственное высвобождение 

VEGF и вызывают расширение кровеносных сосудов с протекторным 

эффектом для ткани [Goldman и др., 2004; Witte M.B. and Barbul A., 2002]. 

Затем следует миграция кератиноцитов с краев раны на поверхность 

грануляционной ткани ниже кровяного сгустка [Usui M.L.et al., 2008; Rhett, 

J.M. et. al., 2008].  Фаза миграции завершается, как только кератиноциты, 
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мигрирующие с полей раны, касаются центра раны, образуя однослойный 

клеточный слой. Фибробласты, привлеченные с помощью PDGF и EGF из 

тромбоцитов и макрофагов в рану, пролиферируют, а также синтезируют 

временный коллаген типа III (позже также коллаген типа 1). Обработанный 

коллаген накапливается в коллагеновых фибриллах, которые на следующей 

стадии сшиваются ферментами лизилоксидазой и тем самым значительно 

стабилизируются [Canty E.G. and Kadler K.E., 2005].  

 

 
Рис.4. Стадии (фазы) заживления ран [Sun B.K. et al.; 2014] 
Лечение ран классически разделяется на четыре стадии: (A) гемостаз, (Б) 

воспаление, (В) пролиферацию и (Г) ремоделирование. Каждый этап характеризуется 

ключевыми молекулярными и клеточными механизмами и координируется множеством 

секретируемых факторов.  
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Ремоделирование. Так без всякого перехода начинается третья фаза 

течения раневого процесса фаза реорганизация рубца и эпителизация. В 

процессе рубцевания коллаген типа 3, преимущественно синтезированный в 

фазе грануляции, ферментативно деградирует и заменяется коллагеном типа 

1 [Li M. et al., 2009; Gurtner G.C. et al., 2008]. Это превращение коллагена с 

дополнительным переплетанием коллагеновых фибрилл приводит к 

увеличению механической несущей способности раны. Трансформация ткани 

осуществляется матричными металлопротеиназами, активность которых 

контролируется концентрацией факторов, таких как IL-1, PDGF, TGF-β и 

EGF в ткани. Напротив, IL-6 и TGF-β стимулируют высвобождение 

металлопротеиназ из фибробластов, что снижает активность протеиназ 

металлических матриц [Henry G. and Garner W.L., 2003]. Во время последней 

фазы, ремоделирования, происходит повторная эпителизация раны (рис. 4Г), 

а дерма восстанавливает свою прочность. Тем не менее, шрам может 

оставаться от нескольких месяцев до нескольких лет [Harvey C., 2005].  

3.3. Митоз и миграция клеток в процессе заживления ран 

Метаболически активные клетки базального слоя, способные 

участвовать в процессе заживления ран, по-видимому, обладают 

неограниченным потенциалом митотического деления, который в 

нормальных условиях подавляется тканеспецифическими ингибиторами, так 

называемыми кейлонами, но в случае повреждения проявляется в полной 

мере. Таким образом, если после повреждения эпителия внеклеточный 

уровень кейлонов резко падает в результате потери многочисленных 

кейлонопродуцирующих клеток в области раны, проявляется соответственно 

высокая митотическая активность клеток базального слоя и запускается 

необходимый для закрытия дефекта процесс клеточного размножения. 

У миграции клеток тоже есть свои особенности. В то время как при 

физиологическом созревании эпидермиса клетки мигрируют из базального 

слоя к поверхности кожи, репаративное замещение клеток происходит путем 
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перемещения клеток в горизонтальном направлении в сторону 

противоположного края раны. Эпителизация, идущая от края раны, 

начинается немедленно с момента нарушения целости эпидермиса. 

Оторванные друг от друга эпителиальные клетки за счет активных 

амебовидных движений, напоминающих движения одноклеточных, ползут 

навстречу друг другу, пытаясь закрыть разрыв. Однако это удается только в 

случае поверхностных ран. При всех других ранениях кожи миграция 

эпителия края раны связана с заполнением тканевого дефекта 

грануляционной тканью, так как клетки эпителия не проявляют никакой 

тенденции спускаться в углубление или раневой кратер — они могут ползти 

только по ровной, плоской поверхности. Миграция расположенных на краю 

клеток идет не равномерно, а этапами, вероятно связанными с состоянием 

грануляции в ране. За первоначальным нарастанием краевого эпителия 

следует фаза утолщения исходного однослойного эпителия за счет 

надвигания клеток друг на друга. С этого момента быстро становящиеся 

многослойными эпителиальные покрытия становятся более прочными и 

плотными. 

Заключительная фаза заживления раны в зависимости от морфологии 

тканей продолжается от нескольких недель до года. Длительность течения 

фазы созревания зависит от различных факторов, в том числе от 

генетических особенностей пациента, его возраста, локализации раны, типа 

травмы, срока существования воспалительного процесса [Бордаков В.Н., 

2014]. 

3.4. Сигнальные пути во время заживления ран 

После травмы клетки, участвующие в заживлении ран, 

взаимодействуют друг с другом для координации самых разнообразных 

задач. В процессе взаимодействия во время заживления раны 

преимущественно участвуют два типа клеток: кератиноциты и фибробласты 

[Werner S. et al., 2007]. 
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На ранних стадиях после травмы провоспалительные медиаторы, такие 

как IL-1 с кератиноцитом, доминируют в взаимодействиях кератиноцитов и 

фибробластов. В это время активность TGF-β сильно повышается в 

кокультурах фиробластов кератиноцитов, но активация NFκB в 

фибробластах блокирует передачу сигналов TGF-β. IL-1 реагирующие гены, 

такие как гены для связывания EGF, KGF, IL-6, эндотелин-1 (ЕТ-1) и 

гранулоцитарно-макрофагально колониестимулирующий фактор (GM-CSF) 

активируются в фибробластах. Эти факторы могут затем стимулировать 

пролиферацию и дифференцировку кератиноцитов. Субстратные 

мембранные компоненты экспрессируются как кератиноцитами, так и в 

меньшей степени фибробластами. В середине фазы взаимодействия 

кератиноцитов и фибробластов баланс эффектов, вызванных кератиноцитом 

IL-1 и TGF-β, начинает меняться. Активация NFκB в фибробластах 

снижается, и экспрессия гена TGF-β-зависимого гена становится выше. 

Фибробласты начинают увеличивать синтез компонентов базальной 

мембраны. Механическое натяжение сильно развито в фибробластах в 

непосредственной близости к кератиноцитам. IL-1, полученный из 

кератиноцитов, все еще присутствует, но оставшаяся активация NFκB в 

фибробластах, по-видимому, лишь незначительно блокирует передачу 

сигналов TGF-β. Компоненты базальной мембраны сильно выражены в 

фибробластах и способствуют образованию организованной зоны базальной 

мембраны. [Werner S. et al., 2007]. 

3.5. Окислительный стресс и регенерация раны 

Клетки в аэробных организмах постоянно производят активные формы 

кислорода (АФК) во время нормальных метаболических процессов, и их 

производство повышается при патологических состояниях. В то время как 

АФК поддерживают различные физиологические процессы, они часто 

вызывают опасный для жизни ущерб. В процессе заживления ран 

физиологическая роль и молекулярные механизмы реакций, связанных с 
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АФК, были исследованы при различных патологиях [Sen C.K. and Roy S., 

2008; Schäfer M. and Werner, S., 2008]. В частности, хорошо изучена 

патологическая роль АФК в воспалительной фазе. В воспалительной фазе 

нейтрофилы и макрофаги, достигая раневого поражения, начинают выделять 

большие количества АФК наряду с провоспалительными цитокинами 

[Goldman R., 2004] и протеолитическими ферментами, такими как 

матриксная металлопротеиназа [Gill S.E. and Parks W.C., 2008]. NADPH-

оксидаза экспрессируется на высоких уровнях в плазматических мембранах 

воспалительных клеток и активируется во время фагоцитоза, что приводит к 

получению большого количества супероксидных радикальных анионов 

[Bedard K. and  Krause K.H., 2007]. Сгенерированные АФК непосредственно 

атакуют инвазивные патогены и убивают их, чтобы помочь фагоцитозу. 

Однако чрезмерно продуцируемый супероксид повреждает окружающие 

ткани. Супероксид дисмутируют до перекиси водорода (H2O2) и 

молекулярного кислорода либо супероксиддисмутазой (SOD), либо 

спонтанной реакцией. H2O2 детоксифицируют пероксидазами, такими как 

каталаза, глутатионпероксидаза (GPX) и пероксиредоксин (Prx), чтобы 

избежать реакции Фентона, которая возникает в присутствии ионов 

переходных металлов, таких как железо или медь, и образует гидроксильные 

радикалы, наиболее вредные АФК.  

По сравнению с иммунными клетками, АФК продуцируются другими 

клетками на гораздо более низких уровнях. Низкие уровни АФК играют 

физиологическую роль, в частности, как клеточную сигнализацию [Rhee 

S.G., 2006; Marinho H.S. et al., 2014]. Роль сигналов АФК в ангиогенезе 

хорошо изучена  [Bretón-Romero, R. and Lamas, S., 2014]. Умеренные уровни 

H2O2 регулируют производство фактора роста эндотелия сосудов (VEGF), 

ключевого ангиогенного фактора роста в кератиноцитах и приводят к 

ускорению ангиогенеза [Roy S. et al., 2006]. Оксиды кисорода играют 

решающую роль в модулировании пролиферации сосудистых 

эндотелиальных клеток, но они дифференцируются в васкулогенезе 



29 
 

посредством генерации АФК [Jiang F. et al., 2011]. АФК также участвуют в 

эпителизации. H2O2 запускает активацию рецепторов эпидермального 

фактора роста (EGF) и фактора роста кератиноцитов (KGF) [Marchese C. et 

al., 2003] и индуцирует продукцию TGFα (члена EGF) в фибробластах 

[Vivekananda J., 1994]. Таким образом, H2O2 может поддерживать миграцию 

и пролиферацию эпидермальных клеток. Сигнальная роль H2O2 на самом 

деле демонстрируется in vivo [Niethammer P. et al.,2009]. Так, происхождение 

H2O2 объясняется активностью двойной оксидазы (Duox) в эпителиальных 

клетках. Снижение концентрации Duox1 уменьшает производство H2O2 

вокруг места раны и одновременно ухудшает поставку лейкоцитов на место 

раны. Однако чрезмерное количество АФК оказывают замедляющее 

действие на ангиогенез. В некоторых ферментах, участвующих в сигнальных 

путях, таких как фосфотирозинфосфатаза, сульфгидрильные остатки, 

которые действуют как каталитический центр, очень чувствительны к 

окислительной модификации и имеют тенденцию страдать от окислительной 

инактивации [Cho S.-H. et al., 2004].  

Таким образом, избыточное количество АФК сигнализирует о 

несбалансированном редокс-гомеостазе, что приводит к нарушению 

заживления ран. Диабет, старение, иммунодефицит и недоедание являются 

типичными причинами отсроченного заживления ран. В этих патологических 

состояниях возникает окислительно-восстановительный дисбаланс и 

наблюдается повышенное окислительное повреждение [Rasik A.M. and 

Shukla A., 2000]. 

 

3.6. Современные препараты для лечения кожных ран 

Чтобы точно выбрать способ лечения той или иной раны,  необходимо 

точно оценить  поражение, тщательно идентифицируя стадию заживления 

[Das S. and Baker A.B., 2016]. Кроме того, оценка преимуществ и затрат 

является одним из аспектов, которые следует учитывать при выборе типа 



30 
 

лечения, который должен соответствовать характеру, расположению и 

размеру раны. Несмотря на то, что существует широкий выбор средств для 

регенерации кожных покровов, ни один тип не соответствует требованиям, 

предъявляемым ко всем типам кожных поражений. [Brölmann FE. et al., 2012;  

Dissemond J. et al., 2012; Heyer K. et al., 2013; Klein S. et al., 2013]. Кроме того, 

обычно возникает необходимость применения дезинфицирующих и 

антисептических средств для предотвращения бактериального и 

механического загрязнения раны.   

Альгинат (альгинатные повязки) состоят из рыхлой повязки. После 

контакта с натриевыми солями, присутствующими в крови или в раневых 

выделениях, альгинатные волокна поглощают выделения для образования 

влажного гидрофильного геля [Walker M., 2003]. Альгинаты используются 

для глубоких ран, либо для их очистки или содействия грануляции. Согласно 

исследованию, ионы кальция, присутствующие в альгинатах, увеличивают 

пролиферацию фибробластов. Отсутствие кальция в экссудате вызывает 

быструю деградацию альгинатного геля, в то время как наличие 

определенной концентрации кальция предотвращает деградацию геля в 

течение одного месяца [Wang L., 2003]. 

Гидрогели  - это препараты, содержащие до 95% воды, наряду с 

органическими добавками, такими как пектин и крахмал, или желирующие 

агенты. Гидрогели могут обеспечивать влагу ране, а также абсорбировать 

избыточный раневой экссудат. Они особенно подходят для сухих ран, чтобы 

облегчить аутолитическую деменцию. Гидрогели можно также 

комбинировать с различными другими перевязочными материалами, чтобы 

сохранить эти или другие структуры влажными. Однако гидрогели имеют 

низкую механическую прочность и, следовательно, могут привести к 

накоплению жидкости и разрушению здоровых тканей [Blair S. D., 1990]. 

Гидроколлоидные повязки состоят из комбинации гелеобразующих 

агентов (карбоксиметилцеллюлоза, желатин и пектин), эластомеры и 

адгезивы. Когда повязка поглощает экссудат раны, гидроколлоидная масса 
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сжижается с образованием вязкого геля. В форме геля они быстро становятся 

проницаемые для воздуха и воды. Гидроколлоиды используются главным 

образом для поверхностных ран с небольшим количеством экссудатов, для 

содействия гранулированию или эпителизации [Inngjerdingen K., 2004].  

Губчатые (абсорбирующие) повязки состоят из полиуретановой пены 

и имеют клейкие границы. Повязки поддерживают оптимальную влажную 

среду с теплоизоляцией, обладают хорошими абсорбирующими свойствами и 

удобны для ношения [Lay-Flurrie K., 2004]. Пористая структура повязок 

делает их гибкими в использовании. Они могут использоваться для лечения 

полнослойных кожных ран, также используются для лечения 

гранулирующих ран [Martin L., 2002]. Из-за влагопоглощающих и 

изоляционных свойств, они используются в качестве первичных раневых 

повязок. 

Хитозан является биополимером, который получен из хитина. Он 

доступен в раневых повязках или в виде спрея. Считается, что он 

способствует различным аспектам заживления ран, учитывая его 

положительно заряженную поверхность. Продукты хитозана могут 

использоваться на всех этапах обработки раны после выполнения адекватной 

оценки. Они также могут быть использованы для достижения гемостаза 

после хирургического вмешательства. Хитозановые повязки превосходят по 

свойствам синтетические [Mian M., 1992]. 

Гиалуроновая кислота образует гидрофильный гель при контакте с 

раневым экссудатом. Средства, содержащие гиалуроновую кислоту, часто 

используются для ран с большим количеством экссудатов для содействия 

грануляции и для очистки раны. В зависимости от типа раны и количества 

экссудата гиалуроновая кислота может применяться в сухой форме или в 

сочетании с раствором Рингера; образование геля абсолютно необходимо для 

высвобождения гиалуроновой кислоты. Также были получены пленки 

гидрогеля сшитой гиалуроновой кислоты [Ishihara M., 2002].  
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Гемоглобин (свиной) в форме аэрозоля - инновационный продукт, 

который может быть нанесен непосредственно на раневую поверхность 

вместе с обычными продуктами раны. Предполагается, что аэрозоль 

переносит кислород из воздуха в рану и, следовательно, подходит для всех 

типов гипоксических ран [Arenbergerova M. et al., 2013].  

Протеолитические ферменты безопасны, быстро и легко 

применяются. Однако лечение может занять очень много времени. В 

настоящее время доступна мазь с коллагеназой и гель со стрептодормазой / 

стрептокиназой. Препараты наносят после механической раневой очистки 

слоем 2-5 мм.  

Искусственная кожа заменяет потерянную ткань, а также облегчают 

заживление ран [Luo Y., 2000]. Сообщается, что использование «умных» 

полимеров в естественной биологической форме или полусинтетических 

формах может имитировать нормальные физиологические реакции во время 

заживления ран [Voinchet V., 2006]. Тканевые синтетические заменители 

кожи можно классифицировать как бесклеточные и содержащие клетки. 

Ацеллюлярные производятся либо из синтетического коллагена, либо в 

сочетании с гиалуроновой кислотой [Pruitt B.A. and Levine N.S., 1984]. Когда 

они вводятся в организм, начинают разлагаться и оставляют за собой 

матрицу соединительных тканей, имеющих сходные с кожей свойства 

[Andreadis S. T., 2006]. Сообщалось о воздействии коллагена на заживление 

кожной раны и его комбинацию с антимикробными агентами [Horch R.E., 

2005]. Было замечено, что оно увеличивало образование грануляционной 

ткани во время заживления ран. К недостаткам относятся высокие затраты, 

связанные с производством тканеинженерных заместителей кожи, этические 

проблемы, касающиеся культур клеток и риск заражения.  

Факторы роста играют важную роль в процессе нормального 

заживления ран [Werner S. and Grose R., 2003]. Таким образом, местное 

введение ростовых факторов непосредственно в рану интенсивно изучалось 

как потенциальная регенеративная терапия, особенно для незаживающих ран. 
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GF, EGF, PDGF, TGF-β и FGF-7 (также называемые фактором роста 

кератиноцитов, KGF) были рассмотрены как потенциальные агенты для 

терапии [Hardwicke J.et al., 2008; Mansbridge J., 2008]. Однако для 

клинического применения имеется только несколько одобренных FDA 

продуктов. Regranex gel содержит человеческие рекомбинантные PDGF и 

продуцируется с использованием технологии рекомбинантной 

дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК). Он способствует ангиогенезу и 

ускоряет заживление ран при диабетических язвах [Sibbald R.G. et al., 2003]. 

Другой продукт под названием AutoloGelTM содержит аутологичные PDGF, 

полученные из собственной крови пациента [Driver V.R. et al., 2006]. В 

рандомизированном клиническом исследовании было показано, что 

хронические раны положительно реагируют на лечение AutoloGelTM [Carter 

M.J. et al.; 2011]. Существуют некоторые ограничения, связанные с терапией 

факторами роста. Прежде всего, не ясно, эффективно ли применение одного  

фактора роста или смеси. С другой стороны, производство рекомбинантных 

ростовых факторов является очень трудоемким и дорогостоящим. Еще одна 

серьезная проблема заключается в том, что протеолитические ферменты в 

экссудате раны могут лизировать применяемые белки. Таким образом, 

количество факторов роста, вводимых в рану, должно быть большим, чтобы 

получить какой-либо эффект. Например, лечение Regranex требует дозы 100 

мкг/см2 через день [Niezgoda J.A. et al., 2005]. 

В настоящее время используемые факторы роста так же включают 

тромбоцитарный фактор роста (PDGF), который доступен в виде геля 

(RegranexTM, Janssen-Cilag) для лечения синдрома диабетической стопы, а 

также эпидермального фактора роста (EGF) (NeodermTM, Trimedicales) [Perry 

B.H. et al., 2002]. 

Антиоксиданты. Существует ряд исследований, которые показали 

потенциальное снижение времени заживления ран, связанное с местным 

применением антиоксидантов. В борьбе с АФК участвуют как 

неферментативные, так и ферментативные антиоксиданты [Halliwell B.,1996]. 
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Низкомолекулярные соединения, например, глутатион, билирубин, 

убихинон, витамин С (аскорбиновая кислота), витамин Е, каротиноиды и 

фенольные соединения, функционируют как неферментативные 

антиоксиданты. Антиоксидантные ферменты включают SOD, GPX, PRDX и 

каталазу. Кроме того, гемоксигеназа (HO) также оказывает косвенную 

защитную роль против окислительного стресса. По сравнению с небольшими 

антиоксидантными соединениями антиокислительные ферменты обладают 

следующими преимуществами. Например, эффективность пищевых 

антиоксидантов в значительной степени зависит от количества потребления и 

скорости превращения в активную форму в желудочно-кишечном тракте 

[Ratnam D.V. et al., 2006]. Кроме того, неферментативные антиоксиданты 

реагируют с ROS стехиометрически и после реакции превращаются в 

неактивные формы. Действительно, в кожных ранах у грызунов уровни 

витамина Е, С и глутатиона значительно снижаются по сравнению с здоровой 

кожей [Shukla A., 1997]. С другой стороны, антиоксидантные ферменты, 

обильно присутствующие в коже, особенно SOD, PRDX, GPX и каталаза, 

играют важную роль в детоксикации АФК в коже во время процесса 

заживления ран.  

Другие средства. Цель средств, содержащих коллаген и целлюлозу 

(PromogranTM; Systagenix), нано-олигосахаридный фактор (NOSF, 

UrgoStartTM, Urgo) или полигидратированные ионогены (PHI-5, TegadermTM 

Matrix, 3M), заключается в прямом снижении матричных металлопротеиназ 

(MMP) [Meaume S. et al., 2012; Weindorf M. et al., 2012]. В настоящее время 

также предлагается тестовая процедура (WoundchekTM; Systagenix) для 

обнаружения повышенных уровней различных протеаз. Существует также 

паста, содержащая модифицированный крахмал (полоксамер), который 

предназначен для снижения уровня рН раны (CadexomerTM, Smith & 

Nephew) [Körber A., 2006].  

Другие средства содержат, например, амелогенин внеклеточного 

матрикса  (XelmaTM, Mölnlycke) [Vowden P. et al, 2006], фактор свертывания 
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XIII (FibrogramminTM, CSL Behring) [Wozniak G. et al., 2002], анальгетик 

ибупрофен (Biatain IbuTM, Coloplast) [Gottrup F. et al., 2008], тензиды 

(PolymemTM, Mediset) или отрицательно заряженные микрочастицы 

(PolyHealTM, Mediwound). Многие из основных идей и терапевтические 

подходы, связанные с этими продуктами для ухода за ранами, очень 

интересны. Однако в настоящее время все еще не хватает научных данных, и 

для подтверждения их клинической эффективности требуются 

высококачественные и контролируемые клинические испытания [Heyer K. et 

al., 2013; Klein S. et al., 2013; Palfreyman SJ. et al., 2006]. 

 

4. Окислительный стресс и антиоксидантные системы кожи 

Взаимодействуя с окружающей средой, кожа постоянно подвергается 

механическим и химическим повреждениям, которые в свою очередь 

сопровождается формированием активных форм кислорода (АФК), таких как 

перекись водорода, оксирадикалы или органические гидропероксиды. 

Активные формы кислорода – продукты нормального клеточного 

метаболизма, которые включены в физиологические процессы.  

Эндогенные АФК образуются в ходе общих метаболических 

процессов, например, в дыхательной цепи. Особенно большие количества 

АФК продуцируются воспалительными клетками в раненых и воспаленных 

тканях в качестве защиты от бактериальной инфекции [Darr D. and Fridovich 

I., 1994; Thannickal V.J. and Fanburg B.L., 2000]. Поскольку чрезмерное 

накопление АФК может привести к старению клеток, тяжелым 

повреждениям клеток и даже злокачественной трансформации, клетки кожи 

содержат в себе ряд антиоксидантных ферментов для противодействия 

окислительному стрессу и поддержания их окислительно-

восстановительного баланса. Особое значение имеет экспрессия АФК-

детоксицирующих ферментов. К последним относятся, например, различные 
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типы глутатионпероксидаз, супероксиддисмутаз (SOD), а также 

пероксиредоксины (Prx). 

4.1. Ферменты-антиоксиданты и их роль в заживлении кожных ран 

Супероксиддисмутазы, каталазы и пероксидазы объединяют в первую 

линию защиты от АФК. Она предусматривает детоксикацию потенциально 

опасных АФК: О2
- и Н2О2, что позволяет предотвратить образование 

гидроксил радикала в реакциях Фентона и Хабера-Вайса [Ланкин В.З. и др., 

2001]. 

Супероксиддисмутаза (SOD) катализирует дисмутацию супероксида в 

кислород и пероксид водорода (КФ 1.15.1.1).  

2О2
• + 2H→ Н2О2 + О2 

Супероксиддисмутаза среди ферментов обладает самой высокой 

каталитической скоростью реакции (~ 109 M-1 s-1), которая лимитирована 

только частотой столкновения супероксид аниона с ферментом, благодаря 

чему супероксиддисмутаза эффективно защищает клетку от повреждающего 

действия супероксида.  

Существует три формы супероксиддисмутаз в эукариотических 

организмах, которые классифицируются в зависимости от типа переходного 

металла – кофактора активного центра фермента (Cu, Zn, Mn) [Nozik-Grayck 

E. et al., 2005].  

Следует отметить, что при работе SOD образуется H2O2 и очень 

большое значение имеет предотвращение её накопления в организме. 

Основную роль в этом играет ферменты каталаза и пероксидазы.  

Каталаза (КФ 1.11.1.6) разлагает пероксид водорода на воду и 

газообразный кислород, для этого ей не требуется донор электронов: 

2 H2O2 → 2 H2O + O2 

В организме млекопитающих максимальное содержание данного 

фермента обнаружено в печени, почках и эритроцитах, хотя другие органы 

также экспрессируют данный фермент [Schrader M. et al., 2006]. Одна 
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молекула каталазы восстанавливает 50000 - 1000000 молекул H2O2 за одну 

секунду (скорость реакции ~ 106 M−1s−1). Отмечается, что такая высокая 

активность фермента каталазы наблюдается лишь при высоких 

концентрациях H2O2. [Chelikani P. et al., 2004]. При более низких 

концентрациях H2O2 работают селеновые и неселеновые пероксидазы, а 

именно глутатионпероксидазы и пероксиредоксины. 

Глутатионпероксидаза (GPX) (КФ 1.11.1.9) относится к семейству 

селеновых пероксидаз. Она катализирует восстановление пероксида 

водорода, а также гидроперекисей липидов и жирных кислот (LOOH). 

Скорость реакции ~ 108 M−1s−1. В качестве субстрата выступает глутатион 

(GSH). Для эффективной работы этого фермента необходимо 

функционирование глутатион-редокс-цикла. Для восстановления 

окисленного глутатиона необходимы реакции с участием глутатионредуктаз 

(GRXs) и систем регенерации НАДФ+ [Ланкин В.З. и др., 2001]. 

Тиоредоксины (Trx) – это дитиоловые оксидоредуктазы, они 

катализируют восстановление дисульфидов -S-S-в аминокислотных остатках 

белков до сульфгидрилов -S-H-. При этом собственные тиоловые группы 

тиоредоксина окисляются до дисульфида, которые далее восстанавливается 

тиоредоксин-редуктазой с участием NADPH. Кроме этого, тиоредоксины 

выступают донорами электронов для рибонуклеотидредуктаз, тиоредоксин-

пероксидаз (пероксиредоксинов I - V), метионин-сульфоксид-редуктаз 

[Arner, S., 2000].  Тиоредоксин-редуктазы млекопитающих – это селен-

зависимые димерные флавопротеины с широкой субстратной 

специфичностью. По сравнению с другими антиоксидантами, концентрация 

тиоредоксина в клетке низка. 

Пероксиредоксины (Prx)  разрушают гидропероксиды как 

органической, так и неорганической природы, в том числе пероксинитриты 

(КФ 1.11.1.15) [Hofmann B. et al., 2002]. Это наиболее древние пероксидазы, 

которые по аминокислотной последовательности не проявляют гомологии с 

другими пероксидазами и SOD. Пероксиредоксины могут иметь различную 
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локализацию в клетке и составляют до 1% от растворимой формы белка в 

клетке [Karplus P.A. et al., 2007]. Для катализа эти пероксидазы используют в 

активном центре консервативный остаток цистеина (Cys), а так же не 

содержат каких-либо окислительно-восстановительных. Скорость реакции ~ 

105 M−1s−1. Кроме пероксидазной активности, некоторые пероксиредоксины 

проявляют шаперонную и фосфолипазную активность [Fisher A.B., 2011; 

Chae H.Z. et al., 2012]. Имеется большое количество работ, указывающих на 

важное место представителей этого семейства в антиоксидантной защитной 

системе различных органов [Kinnula V.L. et al., 2004; Kümin, A. et al., 2007; 

Power J. et al., 2008; Volkova A.G. et al., 2014, Gordeeva A.E. et al., 2015; 

Palutina O.A. et al., 2015; Gordeeva A.E., 2015]. Данный аспект требует 

рассмотрения этого семейства пероксидаз подробнее. 

4.2. Пероксиредоксины 

Современная классификация пероксиредоксинов основана на числе 

цистеинов в активном центре и особенностях механизма катализа и включает 

три подсемейства: 1Cys (Prx6), типичные 2Cys (Prx 1-4) и атипичные 2Cys 

(Prx5). Аминокислоты, которые формируют пероксидазный каталитический 

центр для всех пероксиредоксинов весьма высококонсервативны [Wood Z.A. 

et al., 2003].  

Несмотря на отличия в аминокислотной последовательности, 

характерной чертой семейства пероксиредоксинов (Prxs) является 

консервативная тиоредоксиновая укладка, которая включает в себя три α-

спирали и четыре β-структуры. Структурные различия между представителя 

наблюдается на уровне четвертичной структуры. Так 1Cys Prx – это 

гомодимеры, атипичные 2Cys Prx – мономерные формы фермента, в то время 

как типичные 2Cys Prx могут быть или гомодимерами, или олигомерами 

[Karplus P.A. et al., 2007; Ren G. et al., 2009; Chae H.Z. et al., 2012]. 

Пероксидазная активность Prxs обусловлена наличием консервативных 

остатков цистеина (Cys) в N-концевом и С-концевом положениях 
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полипептидной цепи. Ключевым для катализа является N-концевой 

пероксидазный остаток цистеина (CP) в положении 47. Однако для 

«атипичных» Prxs требуется и остаток цистеина в С-концевой области – это 

дополнительный восстанавливающий остаток цистеина (СR). Пероксидазный 

остаток цистеина окружен тремя консервативными для Prxs 

аминокислотными остатками: Pro44, Thr48 Arg27 (нумерация для 2Cys Prx). 

Остаток Pro44 прикрывает пероксидазный остаток от растворителя, а Thr48 и 

Arg127 образуют с атомом серы этого остатка водородные связи, способствуя 

активации этого цистеина. Таким образом, Thr48 и Arg127 необходимы для 

пероксидазной активности пероксиредоксина [Wood Z.A. et al., 2003; Perkins 

A. et al., 2013].  

Каталитический цикл, в котором происходит ферментативная 

деградация органических и неорганических гидропероксидов включает три 

этапа [Chae H.Z. et al., 2012]. На первом этапе, происходит взаимодействие 

перекиси с пероксидазным цистеином. При этом в результате восстановления 

пероксида, тиольная группа (-SH) пероксидазного цистеина (Ср) окисляется 

до сульфеновой кислоты (–SOH), возможно и дальнейшее её окисление до 

сульфиновой (CP-SO2H) и сульфоновой (CP-SO3H) кислот. При этом только 

сульфеновая кислота восстанавливается тиолами до реакционоспособной 

формы CP-SH, в то время как CP-SO3H – это необратимо окисленная форма. 

Именно восстановление сульфеновой кислоты происходит на втором этапе 

каталитического цикла, при этом образуется внутри или межмолекулярная 

дисульфидная связь. Типичные 2Cys Prx образуют дисульфидную связь 

между цистеинами двух мономеров (CP-S-S-CR), атипичные 2Cys Prx 

образуют внутримолекулярную в пределах одной полипептидной цепи (CP-

S-S-CR), а 1Cys образуют связь с низкомолекулярными тиолами (CP-S-S-R). 

Наличие этой реакции предохраняет пероксидазный центр Prx от 

дальнейшего необратимого окисления субстратом, тем самым поддерживая 

активность фермента. На третьем этапе, дисульфидные связи 

восстанавливаются тиолами. В случае типичных и атипичных 2Cys Prx для 
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восстановления связей часто служит тиоредоксин (Trx). В настоящее время 

процесс восстановления Cp-S-S-R групп для 1Cys Prx недостаточно изучен. 

Показано, что Cp-SOH, может быть восстановлен некоторыми 

низкомолекулярными тиолами, например, глутатионом, с помощью 

глутатион S-трансферазы π.  

Это может быть связано с тем, что в результате взаимодействия 1Cys 

Prx и глутатион S-трансферазы π активный центр 1Cys Prx разворачивается и 

становится доступным для молекулы глутатиона [Woo H.A. et al., 2003; 

Manevich Y. et al., 2007; Chen H.Z. et al., 2013]. 

Подобно перекисям, пероксинитрит является окислителем для 

белковых SH-групп, и приводит к образованию нитрита и сульфенатов, 

которое в присутствии конформационно доступных остатков цистеина могут 

образовывать внутримолекулярные дисульфиды. Пероксинитриредуктазная 

активность в отличие от пероксидазной, не является характерной для всех 

представителей семейства. Она была показана для Prx5 и Prx2 человека 

[Dubuisson H. et al., 2004; Manta B. et al., 2009], для Prx 1 и Prx 2 дрожжей 

[Ogusucu R. et al., 2007], для Prx6 [Peshenko I.V. et al., 2001]. 

Активность Prxs регулируется на уровне транскрипции генов для Prx. 

Основным фактором, который влияет на уровень экспрессии генов - 

окислительный стресс [Bertoletto P.R. et al, 2012; Tahmasbpour Marzony E et 

al., 2016]. Показано изменение экспрессии генов Prx при травмах [Huang S. et 

al, 2015], новообразованиях [Lee E.Y. et al., 2015; Peroja P., 2016] при 

дифференцировке клеток [Ma Y. et al., 2014; Xi H. et al., 2014]. 

Регуляция активности Prxs происходит также и на уровне 

пострансляционных модификаций, которые включают фосфорилирование, 

ацетилирование, глутатионилирование и тиольное окисления [Requier S. et 

al., 2014]. Пострансляционные модификации связанные с 

фосфорилированием, приводят к ингибированию активности фермента из-за 

формирования структуры, неблагоприятной для осуществления 

ферментативной реакции [Jeon Y.J. et al., 2014]. Пероксиредоксины, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ogusucu%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17210445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tahmasbpour%20Marzony%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27266564
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нейтрализуя перекиси и пероксинитриты, проявляют антиоксидантную 

активность. [Wood Z.A. et al., 2003; Requier S. et al., 2014; Rhee S. G. et al, 

2016]. 

4.2.1. Роль пероксиредоксинов в защите клеток от окислительного 

стресса 

Среди пероксиредоксинов позвоночных наиболее 

охарактеризованными являются Prxs млекопитающих. У млекопитающих 

обнаружено 6 представителей этого семейства, которые разделены на три 

подсемейства: типичные 2Cys (Prx1–4), aтипичный 2Cys (Prx5) и 1Cys (Prx6). 

В настоящее время представителям этого семейства отводится незаменимая 

роль в защите от окислительного стресса при различных патологиях [Peroja 

P. et al, 2016; Knoops B. et al., 2016]. 

Пероксиредоксин 1 -  белок, имеющий молекулярную массу 22 кДа, 

широко представленый как в норме, так и при различных патологиях 

практически во всех органах и тканях млекопитающих. В клетках Prx1 

локализуется в цитоплазме, ядре, митохондриях и пероксисомах [Immenschuh 

S. et al., 2003]. Окислительный стресс играет главную роль в усилении 

экспрессии генов Prx1 [Huang S. et al, 2015; Tahmasbpour Marzony E et al., 

2016]. Высокий уровень экспрессии Prx1 в тканях млекопитающих 

наблюдается при онкологиях: пищевода, поджелудочной железы, легких, 

щитовидной железы [Ishii T. et al., 2012; Lee E.J. et al., 2015; Park M.H. et al, 

2016]. Было показано, что внеклеточная форма Prx1 человека связывается с 

рецептором TLR4 и стимулирует секрецию TNFα и IL6 макрофагов мыши 

(или незрелых дендритных клеток), действуя как провоспалительный фактор. 

Связывание с рецептором TLR4 не зависит от пероксидазной активности 

Prx1 [Ishii T. et al., 2012].  

Пероксиредоксин 2 - состоит из 198 аминокислотных остатков, и в 

отличие от Prx1 не содержит дополнительного остатка цистеина (Cys83). В 

клетке имеет цитозольную локализацию. Это основной антиоксидантный 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tahmasbpour%20Marzony%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27266564
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фермент эритроцитов человека [Benfeitas R. et al., 2014]. Большая часть работ 

по исследованию Prx2 в клетке указывает на его роль в опухолевых 

процессах. Сверхэкспресия белка приводит к увеличению устойчивости 

клеток к действию различных протиопухолевых препаратов и защищает 

опухолевые клетки от окислительного стресса и апоптоза [Park Y.H. et al., 

2015; Kwon T. et al., 2016; Peroja P. et al., 2016]. 

Пероксиредоксин 3 (c-myc, miR-383 или miR-23b target gene) - состоит 

из 257 аминокислотных остатков. На N-конце Prx3 имеет сигнальную 

последовательность для проникновения в митохондрии, где он локализован. 

Prx3 является незаменимым ферментом для нормального функционирования 

митохондрий, а уменьшение его уровня вызывает сильные морфологически и 

функциональные нарушения органелл [Wonsey D.R. et al., 2002]. Экспресиия 

гена для Prx3 индуцируется окислительным стрессом и защищает клетки от 

гиперпродукции АФК [Liu M.H., 2015; Tahmasbpour Marzony E. et al, 2016]. 

Пероксиредоксин 4 – состоит из 271 аминокислотного остатка и 

доминирует в печени, семенниках, яичниках и мышцах. Prx4 локализуется во 

внеклеточном пространстве и внутри клеток, например, внутри 

эндоплазматической сети [Tavender T.J. et al., 2008]. Prx4 играет важную роль 

в защите организма от окислительного стресса. Показана протекторная роль 

Prx4 в сперматогенезе/овогенезе и его необходимость для созревания 

сперматозоидов и фолликул у млекопитающих [Iuchi Y. et al., 2009; Qian Y. et 

al., 2016]. У трансгенных мышей с гиперэкспрессией Prx4 в модели сахарного 

диабета 1 типа, β - клетки поджелудочной железы имели низкие показатели 

апоптоза, что указывало на важную роль Prx4 в снижение их поражения 

[Ding Y. et al., 2010]. 

Пероксиредоксин 5 – состоит из 214 аминокислотных остатков и 

представлен в цитоплазме, митохондриях, пероксисомах и ядре. От других 

представителей 2 Cys пероксиредоксинов его отличает механизм 

ферментативной реакции и наименьший молекулярный вес (22кДа - 

непроцессированная форма, а также 17 кДа – форма после отщепления 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peroja%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26983700
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tahmasbpour%20Marzony%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27266564
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tavender%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18052930


43 
 

сигнального пептида). Для ферментативного катализа требуется 

дополнительный остаток цистеина в С-концевой области – 

восстанавливающий остаток цистеина (СR). [Wood Z.A. et al., 2003]. Prx5 

восстанавливает пероксид водорода и алкилгидропероксиды, помимо этого 

также, как Prx2 и Prx6, способен к восстановлению пероксинитрита 

[Dubuisson H., et al., 2004]. Значительные уровни Prx5 были обнаружены в 

микроглии при воспалительных процессах. Индуцированная экспрессия 

белка опосредовала снижение активации микроглии и генерации оксида 

азота и модулировала АФК-зависимый сигнальный каскад [Sun H.N. et al., 

2010]. 

Пероксиредоксин 6 - представитель 1-Cys Prx, содержащий только 

один активный остаток цистеина (Cys47). Протекторный эффект 

пероксиредоксина 6 был показан при патологиях кожи [Kümin A. et al., 2007; 

Zhang S. et al., 2014], легких [Fisher A.B. et al., 2014] глаз [Tulsawani R. et al., 

2010]. Показан нейропротекторный эффект этого белка [Yun H.M. et al., 2015; 

Buonora J.E. et al., 2015]. Помимо непосредственного участия эндогенного 

пероксиредоксина 6 в защите клеток от окислительного повреждения, 

применение экзогенного Prx 6 успешно используется для повышения 

антиоксидантного статуса в ткани при различных свободно-радикальных 

патологиях [Novoselov V.I. et al., 2008; Gordeeva A.E. et al., 2015; Palutina 

O.A. et al., 2015]. 

4.2.2. Пероксиредоксины и их роль в заживлении кожных ран 

Из-за использования ошибочных систем анализа в ранних 

исследованиях предполагалось, что пероксидазная активность Prx была 

ниже, чем глутатонпероксидазы и каталазы. Теперь, однако, Prx признаны в 

качестве преобладающего пероксид-восстанавливающего фермента 

[Winterbourn C.C.; 2008; Karplus P.A. and Poole L.B., 2012]. Prx1 в основном 

локализуется в цитозоле и ядре. Уровень белка Prx1 снижается на ранней 

стадии процесса заживления ран [Iuchi Y. et al., 2010; Woo H.A. et al., 2010]. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yun%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26327204
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Buonora%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25938937
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Между тем тирозиновый остаток Prx1 фосфорилируется, что вызывает 

переходную инактивацию активности пероксидазы [Woo H.A. et al., 2010]. В 

результате происходит локальное накопление перекиси и поддерживается 

сигнализация фосфорилирования из тирозинкиназы для рецептора фактора 

роста посредством окислительной инактивации фосфотирозинфосфатаз (рис. 

2). Следовательно, рост клеток протекает в течение длительного периода в 

результате повышенного пероксида во время инактивации Prx1. Prx4 

уникален среди семейства Prxs, поскольку он обладает гидрофобным N-

концевым сигнальным пептидом, который приводит к его секреции из клеток 

и преобладающей локализации в эндоплазматическом ретикулуме (ER). 

Небольшая индукция мРНК Prx4, которая возникает во время 5-го дня 8-го 

дня заживления ран, указывает на то, что Prx4 участвует в заживлении ран 

[Kümin A. et al., 2007]. Было бы интересно посмотреть, наблюдается ли у 

мышей с дефицитом Prx1- или Prx4 аномальный фенотип, такой как 

нарушение заживления ран.  

У пожилых трансгенных мышей, сверхэкспрессирующих Prx6 в 

кератиноцитах, заживление раны усиливается по сравнению со старыми 

мышами дикого типа [Kümin A. et al., 2006]. У мышей с дефицитом Prx6 

грануляционная ткань подвергается тяжелым кровоизлияниям [Kümin A. et 

al., 2007]. Этот фенотип кровоизлияния, по-видимому, вызван увеличением 

уровней АФК в воспалительных и эндотелиальных клетках в результате 

отсутствия Prx6. 

На модели повреждений кожи крысы вследствие радиоактивного 

облучения показано, что стимуляция экспрессии Prx6 приводит к 

уменьшению апоптоза клеток и способствует сохранению целостности 

митохондрий после облучения. Трансфекция Prx6 in vivo снижает 

концентрацию малонового диальдегида и уменьшает индуцированные 

радиацией повреждения кожи у крыс. При этом в присутствии Prx6  

наблюдается понижение содержания появившихся в результате облучения 
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АФК в клетке [Zhang S. et al., 2014]. Таким образом, доказана 

антиоксидантная эффективность Prx6.   

4.3. Пероксиредоксин 6  

Среди представителей семейства Prxs особый интерес представляет 

перексиредоксин 6 (Prx6). Это полифункциональный фермент. Наряду с 

пероксидазной активностью он обладает также фосфолипазной активностью 

и способен восстанавливать гидроперекиси фосфолипидов [Fisher A.B., 2011; 

Rahaman H. et al., 2012.]. Описана также его пероксинитритрудуктазная 

активность [Peshenko I.V. et al., 2001] 

Пероксиредоксин 6 имеет широкое распространение в организме и 

доминирует в цитоплазме эпителиальных клеток многих тканей. 

Максимально его содержание отмечается в верхних дыхательных путях и 

легких, в обонятельном эпителии и эпидермисе кожи [Novoselov S.V. et al., 

1999; Liu N.N. et al., 2015]. В коже максимальное содержание белка 

обнаружено в сальных железах волосяных фолликул и в слое гранулярных 

клеток эпидермиса [Novoselov S.V. et al., 1999]. 

Пероксиредоксин 6 имеет тиоредоксиновую укладку. Пероксидазный 

каталитический центр формируется тремя высококонсервативными 

остатками: His39, Cys47 и Arg132, расположенными на N-конце 

полипептидной цепи (рис. 5). Пероксидазная активность Prx6 проявляется в 

отношении широкого спектра пероксидов, включая H2O2, органические 

гидропероксиды, такие как гидропероксид трет-бутила и гидропероксид 

кумена, гидропероксиды жирных кислот и гидропероксиды фосфолипидов. 

При этом Prx6 способен восстанавливать свободные молекулы 

гидропероксидов жирных кислот, в том числе в составе фосфолипидов 

[Peshenko I.V. et al, 2001]. 

В то время как Prx 1-5 содержат два реакционноспособных цистеина и 

используют тиоредоксин и / или глутатион в качестве субстрата [Hofmann B. 

et al., 2002; Rhee S.G. et al., 2001; Wood Z.A. et al., 2003]. Prx6 или 1-Cys-
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пероксиредоксин имеет один окислительно-восстановительный цистеин и 

использует глутатион для каталитического восстановления пероксида 

водорода [Manevich Y. et al., 2004] и различных органических пероксидов 

[Manevich Y. and Fisher A.B., 2005]. Кроме того, показано, что Prx6 обладает 

фосфолипазной активностью [Chen J.W. et al., 2000; Wu Y.Z. et al., 2005]. 

Предыдущие исследования показали, что избыточная экспрессия Prx6 в 

разных типах клеток защищает от цитотоксичности, индуцированной АФК. 

 
Рис. 5. Тиоредоксиновая укладка пероксиредоксина 6.  
Пероксидазный центр сформирован аминокислотами: His39, Cys47, Arg132. 

Фосфолипазный центр (iPLA2) располагается на поверхности молекулы и включает в 

себя: His26, Ser32, Asp140. 
Следует подчеркнуть, что пероксидазная активность Prx6 эффективно 

проявляется даже при малых концентрациях перекисей (1–100 мкМ), при 

которых другие низкомолекулярные антиоксиданты малоэффективны [Fisher 

A.B., 2011]. Пероксидазная активность человеческого Prx6 в присутствии 

молекул GSH и πGST составляет 1.8 - 5 мкмоль/мин/мг белка [Manevich Y. et 

al., 2009].  

Наличие дополнительной фосфолипазной активности отличает Prx6 от 

других представителей семейства. Аминокислоты, отвечающие за 

фосфолипазную активность, располагаются на N-конце полипептидной цепи 

(риc. 6). Таким образом, Prx6 – уникальный, бифункциональный фермент, 
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который может быть так же и пероксидазой, защищая от действия 

пероксидов, а благодаря активности аiPLA2 способен участвовать и в 

метаболизме мембранных фосфолипидов [Manevich Y. et al., 2009; Fisher 

A.B., 2011].  

Полифункциональность Prx6 включается в себя его способность 

взаимодействовать с рецептором TLR4 плазматической мембраны клетки 

[Kuang X. et al., 2014; Wang X. et al., 2015]. Показано, что Prx6 способен 

формировать в плазматической мембране катион-селективные ионные 

каналы кластерного типа [Grigoriev P.A. et al., 2016]. Такие особенности 

пероксиредоксина 6 делают его непосредственным участником клеточной 

сигнализации.  

Однако основной цикл работ по исследованию Prx6 в 

функционировании организма указывает на его доминирующую роль в 

защите от окислительного поражения органов [Volkova A.G. et al., 2014, 

Gordeeva A.E. et al., 2015; Palutina O.A. et al., 2015].  

Применение экзогенного Prx6 успешно используется для повышения 

антиоксидантного статуса в ткани при свободно-радикальных патологиях 

[Novoselov V.I. et al., 2008; Volkova A.G. et al., 2014, Gordeeva A.E. et al, 2015; 

Palutina O.A. et al., 2015]. Этот аспект применения Prx6 основан на том, что в 

условиях гиперпродукции АФК собственная антиоксидантная система, не 

способна в полной мере справится с нормализацией свободно-радикальных 

процессов [Меньщикова Е.Б. и др., 2008]. В этом случае одним из способов 

снижения избытка АФК является повышение антиоксидантного статуса в 

повреждаемой ткани, путем применения экзогенных ферментов-

антиоксидантов и других агентов, обладающих антиоксидантными 

свойствами. 

Подтверждена высокая эффективность использования экзогенного Prx6 

в терапии целого ряда экспериментальных патологий (химические и 

термические ожоги органов дыхания, И-Р поражение почек и др.). Кроме 
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того, Prx6 является мощным природным радиопротектором [Шарапов М.Г. и 

др., 2016]. 

 

При выборе экзогенного фермента-антиоксиданта особую роль играет 

его субстратная специфичность (способность нейтрализовать различные 

классы активных форм кислорода). В этом отношении наиболее 

предпочтительным является пероксиредоксин 6.  

Во-первых, по сравнению с обычными низкомолекулярными 

антиоксидантами он эффективнее нейтрализует АФК. Во-вторых, по 

сравнению с каталазой пероксиредоксин 6 нейтрализует как неорганические, 

так и органические гидропероксиды; по сравнению с глутатионпероксидазой 

Prx6 не требует для своего функционирования систем восстановления, типа 

глутатиона. В-третьих, это мажорный антиоксидант в большинстве тканей, 

особенно в верхних дыхательных путях. В-четвертых, в настоящее время 

существует достаточно много данных, которые дают основания полагать, что 

пероксиредоксины могут применяться в терапии заболеваний, патогенез 

которых связан с окислительным стрессом [Новоселов В. И., 2011]. 

 

Известно, что при различных травмах кожи наблюдается активация 

свободнорадикальных реакций, что сопровождается перекисным окислением 

липидов биологических мембран, снижением их прочности и разрушением 

[Казимирко В.К и др., 2004]. В результате этого снижается активность 

ферментных систем, расположенных в мембранах, и, как следствие, 

наблюдается ослабление синтеза макроэргических соединений, что приводит 

к торможению процессов синтеза белков, нуклеиновых кислот, и замедлению 

процессов регенерации. Именно поэтому, снижение активности 

свободнорадикальных реакций и активация антиоксидантной системы 

целесообразно в комплексной терапии многих патологических процессов, в 

том числе и при травмах [Казимирко В.К и др., 2004; Al-Jawad F.H. et al.; 

2008]. В связи с этим, наличие антиоксидантной активности у препарата или 
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фармакологического сочетания, как правило, позитивным образом 

сказывается на их регенеративном действии. 

 

С нашей точки зрения, выбор в качестве пероксидаз для данного 

исследования именно пероксиредоксинов (в частности перексиредоксина 6) 

является наиболее предпочтительным. Это определяется несколькими 

факторами: 

1. Пероксиредоксин 6 обладает способностью нейтрализовать как 

неорганические, так и органические гидропероксиды. Каталаза такой 

способностью не обладает. 

2. Кинетические характеристики ферментативных реакций 

показывают, что при малых концентрациях гидпропероксидов 

пероксиредоксин 6 существенно эффективнее в их нейтрализации, чем 

каталаза или глутатионпероксидазы, что позволяет Prx6 нейтрализовать 

гиперпродукцию АФК в начальной стадии их образования [Fisher A.B., 

2011].  

3. Пероксиредоксин 6 – единственный представитель 

пероксиредоксинов, который, являясь секреторным белком, способен 

защищать клетки от внешних источников гидропероксидов. 

4.     Пероксиредоксин 6 является одним из основных антиоксидантов 

кожи, локализуясь приемущественно в верхнем слое эпидермиса, волосяных 

фолликуллах и сальных железах.   

 

5. Факторы, регулирующие процессы регенерации в 

эпителиальных тканях 

На разных стадиях дифференцировки клеток эпителия в процессе 

регенерации активируются рецепторы к различным цитокинам, которые 

являются основными регуляторами репарации. Цитокины продуцируются 

альвеолярными макрофагами, нейтрофилами, эпителиальными клетками, 



50 
 

лимфоцитами и фибробластами. К фиброгенным цитокинам относятся 

трансформирующий фактор роста бета (TGF-β), фактор роста 

тромбоцитарного происхождения (PDGF), гранулоцитарно-макрофагально 

колониестимулирующий фактор (GM-CSF) и основной фактор роста 

фибробластов (FGF). Альвеолоциты II типа могут пролиферировать и 

генерировать как себе подобные клетки, так и альвеолоциты I типа, а также 

факторы роста, такие как фибропластический фактор роста (FGF) и его 

семейство (FGF1), фактор роста кератиноцитов (KGF или FGF7), фактор 

роста гепатоцитов (HGF), эпителиальный фактор роста (EGF) [Чучалин А. Г., 

2007].  

Прогенераторное влияние экзогенного эпидермального фактора роста 

(EGF) на эпителий показано, например, на модели раны (царапины) 

слизистой оболочки голосовой складки. В присутствии экзогенного EGF 

скорость регенерации эпителия увеличилась в два раза по сравнению с 

контролем. Кроме этого, при использовании EGF в прилегающих к ране 

тканях обнаружено увеличение концентрации белка Ki67, что 

свидетельствует об интенсификации пролиферации клеток эпителия [Palencia 

L. et al., 2015].  

Таким образом, в регуляции репарационных процессов в эпителии 

ключевое значение имеют такие факторы роста, как эпидермальный фактор 

роста (EGF), фактор роста кератиноцитов (KGF), фактор роста гепатоцитов 

(HGF), факторы роста фибробластов (FGF).  

 

5.1. Паракринные факторы мезенхимальных стволовых клеток 

На сегодняшний день существует много работ, посвящённых 

использованию мезенхимальных стволовых клеток (МСК) для регуляции 

воспалительных процессов при повреждениях тканей, в послеоперационном 

периоде и в других случаях. Как правило, эффективность применения МСК 

подтверждается на примерах различных тканей: при почечной, печёночной и 
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лёгочной патологиях, рассеянном склерозе, инфаркте миокарда. При этом 

было показано, что использование кондиционированной среды МСК при 

лечении острых патологических состояний не уступает применению самих 

МСК. Например, Deng и группа исследовали терапевтический эффект 

применяемых раздельно МСК и кондиционированной среды, в которой 

культивировались эти клетки, при лечении тех мышц и нервов крыс, которые 

чаще всего повреждаются при родах. Результаты позволили авторам сделать 

вывод о равнозначном позитивном эффекте этих препаратов. Авторы пришли 

к заключению о том, что эффективность МСК при таком типе повреждений 

полностью определяется эффективностью их паракринных факторов [Deng 

K. et al., 2015]. К аналогичному выводу пришла группа, изучавшая эффект 

МСК костного мозга человека и их паракринных факторов на модели 

кишечной невропатии у морских свинок. При ректальном введении этих 

препаратов в обоих случаях наблюдается уменьшение потерь нейронов 

мышечной оболочки кишечника, снижение нарушений моторики толстой 

кишки и предотвращение значительной потери в весе животного [Robinson 

A.M. et al., 2014].  

Таким образом, можно говорить о паракринном терапевтическом 

эффекте МСК, который подразделяют на три аспекта: 

противовоспалительное, антиапоптотическое и прогенеративное действия 

[Temnov A. A. et al., 2010].  Прогенераторный эффект паракринных факторов 

МСК связан с высокой концентрацией среди них факторов роста, таких, как 

HGF, VEGF, KGF, FGF, EGF. Интенсивность секреции этих факторов 

повышается в ответ на повреждение. Например, показано, что паракринный 

эффект МСК можно усилить путём предварительного воздействия на 

стволовые клетки ФНОα, IL-1β и оксидом азота. Усиление паракринного 

терапевтического эффекта в этом случае  проявляется в увеличении 

продолжительности жизни крыс, подвергнутых радиоактивному облучению 

[Chen H. et al., 2015]. По сравнению с фибробластами кожи, МСК костного 

мозга более обильно секретируют EGF, KGF, IGF-1, VEGF-α, PDGF-BB, EPO 
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и TPO, но менее обильно – IL-6 и остеопротегирин [Chen L. et al., 2008]. 

Создавая вокруг себя среду, насыщенную факторами роста, МСК создают 

хорошие условия для пролиферации клеток.  

Противовоспалительный эффект связан со снижением концентрации 

провоспалительных цитокинов: IL1, IL6 и TNF-α [Rawlins E.L. et al., 2007].  

Антивоспалительное действие белков кондиционированной среды 

МСК костного мозга было продемонстрировано на примере фиброза лёгких, 

сопровождающегося воспалением лёгких, отложением коллагена и 

клеточным апоптозом [Shen Q. et al., 2014]. В in vitro модели диабета, при 

АФК-опосредованном угнетении миграции и пролиферации кератиноцитов 

глюкозой и липополисахаридами, использование белков среды МСК также 

имело положительный эффект. Под воздействием паракринных факторов 

была снижена продукция АФК, что привело к восстановлению нормальной 

функции кератиноцитов. Авторы исследования пришли к выводу о том, что 

белки среды МСК могут лечь в основу новой стратегии по ускорению 

заживления ран кожных покровов [Li M. et al., 2015].  

Антиапоптотические свойства паракринных факторов МСК были 

показаны Huang и его группой. Астроциты головного мозга, подвергнутые in 

vitro кислородно-глюкозному голоданию, были, в одном случае, 

реперфузированы кондиционированной средой МСК, в другом – 

культивировались вместе с МСК в течение 24 часов. В обоих случаях 

наблюдается уменьшение апоптоза астроцитов, повышение активности 

клеточного метаболизма и снижение сверхэкспрессии глиального 

фибриллярного кислого белка. Эффект от совместной культивации оказался 

выше эффекта от реперфузии [Huang W. et al., 2015].   

Эмбриональные человеческие МСК секретируют белок, связывающий 

инсулин-подобный фактор роста (IGFBP), которые уменьшают количество 

свободного инсулин-подобного фактора роста, что приводит к 

ингибированию роста клеток гепатоцеллюлярной карциномы. Таким 

образом, белки кондиционированной среды МСК могут оказывать 
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специфический антипролиферативный эффект на опухолевые клетки 

[Yulyana Y. et al., 2015].  
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II. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

1. Материалы 

1.1. Животные и этика 

Исследования были проведены на белых крысах-самцах линии Wistar 

массой 250 – 300 г, возрастом 8-10 недель, 80 особей, полученных из вивария 

ИБК РАН г. Пущино. Работа с лабораторными животными проводилась в 

соответствии с положениями «Европейской конвенции о защите 

позвоночных животных, используемых для эксперимента и других научных 

целей, 1986» и руководством по работе с лабораторными животными ИБК 

РАН №57.30.12.2011.  

Протокол эксперимента включал введение животного в длительный 

наркоз смесью растворов Zoletil® 100, «Virbac Sante Animale» (Франция) и 

Rometar, «Bioveta» (Чехия). Наркоз вводился внутримышечно.  

1.2. Рекомбинантный человеческий пероксиредоксин 6  

Рекомбинантный пероксиредоксин 6 был получен в лаборатории 

механизмов рецепции Института биофизики клетки РАН.  

Рекомбинантный пероксиредоксин 6 (Prx6),  содержащий His-tag домен 

на  карбоксильном конце, получен в лаборатории с помощью стандартных 

генно-инженерных методик. Конструкция, содержащая белок-кодирующие 

последовательности пероксиредоксина 6 человека экспрессирована в клетках 

E.coli. Выделение и очистка фермента проводилась стандартными 

биохимическими методами (аффинная хроматография) до высокой степени 

чистоты (не менее 95% согласно SDS-электрофорезу) [Шарапов М.Г. и др., 

2009]. 

Удельные активность Prx6 - His-tag составляют: пероксидазная – 90-

120 нмоль/мг/мин по Н2О2 и 60-80 нмоль/мг/мин по трет-бутил-

гидропероксиду.  
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Рис. 6. Структура пероксиредоксина 6 и его мутанта (Prx6C47S) 

 

В качестве контроля использовали мутантный Prx6 (Prx6C47S) (рис. 6), 

в котором проведена точечная замена в активном центре рекомбинантного 

Prx6 человека, а именно цистеин в 47 положении замещен на серин. Данная 

мутация C47S полностью ингибирует пероксидазную активность Prx6, но не 

приводит к структурным изменениям белка [Wood Z.A. et al., 2003]. 

Мутантная форма Prx6 также содержала His-tag на карбоксильном конце. 

Мутантный белок очищали по аналогичной схеме для Prx6. 

Минимальная концентрация, которую возможно использовать в случае 

лечения кожных ран 100 мкг/мл, что соответствует диапазону максимальной 

эффективности белка in vivo (20-200 мкг/мл). Учитывая возможные потери 

белка и предыдущие опыты in vitro [Волкова А.Г. и др., 2014; Гордеева А.Е. и 

др., 2014] для лечения ран кожи была выбрана концентрация белка 1 мг/мл, 

которая не вызывает токсического эффекта у животных. 

Основные реактивы для биохимических, гистологических, 

иммунохимических и др. исследований указаны в соответствующих разделах 

методов. 

1.3 Паракринные факторы МСК 

Получение стволовых клеток костного мозга 

Для выделения МСК костный мозг получали из бедренной кости крыс 

линии Wistar, находящихся под общим наркозом. Мононуклеарную фракцию 
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клеток костного мозга выделяли на градиенте плотности с использованием 

стандартного раствора Lympholyte-H (Cedarlane, Канада). После получения 

суспензии  мононуклеарных клеток их высевали на чашки Петри и 

культивировали в среде DMEM c добавлением 10% эмбриональной телячьей 

сыворотки. 

Для подтверждения свойств получаемых клеток были проведены тесты 

по остеогенной, хондрогенной и адипогенной дифференцировке по 

стандартной методике [Владимиров Ю.А., 2000]. Остеогенная 

дифференцировка (с добавлением 10% эмбриональной телячьей сыворотки, 

100 мкМ дексаметазона, 0,1 мМ аскорбиновой кислоты и 10 нМ β-

глицерофосфата), была подтверждена наличием щелочной фосфатазы в 

культуре клеток с использованием стандартных реактивов (Sigma-Aldrich, 

USA). Хондрогенная  дифференцировка (с добавлением 10% эмбриональной 

телячьей сыворотки, 100 мкМ дексаметазона и 0,1 мкг / мл TGF-β), была 

подтверждена с использованием окраски альциановым голубым. 

Адипогенная дифференцировка (с добавлением 10% эмбриональной телячьей 

сыворотки, 10 мкМ дексаметазон, 10 мкг/мл инсулина, и 100 мкг/мл IBMX) 

была подтверждена окрашиванием с использованием Oil Red-O. 

 После получения клеточного монослоя проводили полную смену 

культуральной среды и через 3 суток кондиционированную культуральную 

среду объединяли с лизатом МСК. Клетки разрушали, используя метод 

замораживания-оттаивания. Содержание белка в кондиционированной среде 

МСК составила 10,0±0,3 мг/мл. Пероксидазные удельные активности – 40 

мкм/мг/мин по Н2О2 и 25 мкм/мг/мин по трет-бутил гидропероксиду. 

 

Получение кондиционированной среды МСК 

После получения клеточного монослоя проводили полную смену 

культуральной среды и через 3 суток кондиционированную культуральную 

среду (кМСК) объединяли с лизатом МСК, которые испльзовали 
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непосредственно в экспериментах. Клетки разрушали, используя метод 

замораживания-оттаивания.  

Полученный препарат смешивали в стерильных условиях с 

метилцеллюлозой для получения стерильного геля.  

 

2. Методы 

2.1. Модель ожога трихлоруксусной кислотой  

После депиляции паравертебральной области спины, создавали 

контактный ожог II-IIIa степени, который сопровождается повреждением 

эпидермиса и подлежащего слоя с сохранением сальных и потовых желёз 

(данный ожог не требует хирургического вмешательства, например, 

пересадки кожи). Контактный ожог осуществляли пропитанной в 50% 

трихлоруксусной кислоте фильтровальной бумагой. Площадь ожога 

составляла 10×10 мм2 (рис. 8А). Время экспозиции пропитанной бумаги 

составило 3 минуты, после чего место нанесения ожога промывалось 

проточной водой 15 секунд. 

 
Рис. 8. Модель химического ожога ТХУ  

 

 

А

Б 
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После нанесения ожога через 2 часа в депилированную 

паравертебральную область спины внутрикожно были введены препараты 

(300 мкл, 10 введений по 30 мкл), площадь обкалывания 15×15 мм2. 

Подопытных животных разделили на контрольную и 3-и опытные группы в 

зависимости от исследуемого препарата (рис.8Б).  

В контрольной группе, в область вокруг раны вводили 

физиологический раствор (300 мкл). 1-й группе - Prx 6 (2 мг/мл, 300 мкл). Во 

2-й группе -  кондиционированная среда МСК (раствор, 10мг/мл, 300мкл). В 

3-й группе –кМСК (10 мг/мл, 150 мкл) + Prx 6 (4 мг/мл, 150 мкл). 

2.1. Модель механической полнослойной кожной раны 

Моделирование раневого процесса кожи предусматривало иссечение 

полнослойного кожного лоскута до фасции (диаметр 10 мм) в свободной от 

шерсти межлопаточной области (рис.7). Так же производилось вшивание под 

кожу интактной области пластикового кольца для предотвращения 

контракции краевого эпителия, которое помещалось между фасцией и 

кожным лоскутом [Galiano R.D. et al., 2004; Heidari F. et al., 2016; Du H.C. et 

al., 2017; Lee J.W. and Song K.Y., 2018]. Кольцо было извлечено на 14-е сутки 

эксперимента.  

Подопытных животных разделили на контрольную и 3-и опытные 

группы в зависимости от исследуемого раневого препарата. Для 

предотвращения бактериального заражения в ранах во всех группах в 

исследуемые растворы был добавлен антибиотик гентамицин (1 мг/мл). В 

контрольной группе, на рану капали физиологический раствор (200 мкл). 1-й 

группе - Prx 6 (1 мг/мл, 200 мкл). В 2-й группе на рану наносили 

метилцеллюлозный гидрофильный гель, содержащий кондиционированную 

среду (кМСК) 200мкл. В 3-й группе – гель с кМСК (100 мкл) + Prx 6 (1 мг/мл, 

100 мкл).   
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Рис. 7. Модель раневого дефекта (механическая рана) 

 

Далее, во всех четырех группах, поверх препарата, накладывали 

вырезанную по форме раны коллагеновую пленку и закрывали трубку 

резиновой пробкой для предотвращения механического загрязнения раны.  

Нанесение препаратов производилось ежедневно в течение 14 суток 

после нанесения травмы (до снятия кольца). 

2.3. Планиметрические методы исследования 

Восстановление целостности кожного покрова определяется сроками 

заживления раны, что связано со скорость течения фаз раневого процесса. 

Скорость заживления представляет собой величину, характеризующую 

изменение площади раны за единицу времени. Проведение 

планиметрического исследования осуществлялось по фотографиям 

экспериментальных ран в масштабе 1:1. Количественные исследования 

проводили с помощью программы Image Tool for Windows, v. 3.0 

(«UTHSCSA», США). 
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2.4. Приготовление парафиновых срезов 

Для проведения морфологических исследований вывод животных из 

эксперимента осуществляли на 3, 7, 10-е  сутки методом декапитации. 

Производили полное иссечение раны с захватом интактных тканей. 

Полученный материал фиксировали в фиксаторе Myrsky’s Fixative («Merck», 

USA) 24 часа, промывали проточной водой и отмывали в PBS. 

Затем образцы для обезвоживания проводили через батарею растворов 

этилового спирта (70% – 2 раза, 80%, 96%, 100% – 2 раза; в течение 1 часа) 

при t = 37ºC в термостате. После образцы проводили через смесь этиловый 

спирт – ксилол (в соотношении 1:1), ксилол (2 раза) в течение 1 часа при t = 

37ºC в термостате. Затем через смесь ксилол – парафин (в соотношении 1:1), 

парафин (2 раза) в течение 1 часа при t = 56ºC в термостате, после чего 

заливали в парафин в специальные формочки.  

Полученные блоки резали на микротоме («Thermo Electron 

Corparation», USA), толщина срезов 10 мкм. Далее образцы помещали на 

стекла с адгезивным покрытием HistoBond («Marienfeld Laboratory 

Glassware», Germany), расправляли на термостолике OTS 40 («SMT», 

Germany) при t = 42ºС и высушивали в термостате при t = 37ºC в течение 1 

часа (для надежной фиксации на стеклах). 

Депарафинизация срезов: стекла с фиксированными срезами проводили 

через ксилол (2 раза), этиловый спирт – ксилол, этиловый спирт (100% – 2 

раза, 96%, 70%), дистиллированная вода. 

2.5. Гистологический анализ 

Срезы окрашивали гематоксилин-эозином (Hematoxylin-Eozin according 

to Ehrlich, «Fluka», USA), просветляли и заключали в смолу Histofluid 

(«Marienfeld Laboratory Glassware», Germany), затем накрывали покровными 

стеклами («Menzel-Glaser», Germany). 

Микроскопический анализ проводили на микроскопе Leica DM 6000, 

фотографии получали с помощью цифровой камеры для микроскопии Leica 
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DFC 490. Количественные исследования проводили с помощью программы 

Image Tool for Windows, v. 3.0 («UTHSCSA», США). 

2.6. Иммуногистохимический анализ  

Для ИГХ-исследований использовались парафиновые срезы толщиной 

10 мкм, полученные стандартным методом. В качестве первичных антител 

использовались моноклональные антитела против Ki–67, в качестве 

вторичных антител – антикроличий конъюгат с щелочной фосфотазой. Для 

правильной постановки ИГХ реакций ставили положительные и 

отрицательные контроли. В качестве отрицательных контролей брали 

образцы исследуемых срезов, которые подвергались стандартной процедуре 

иммуногистохимической реакции, но без добавления первичных антител. 

Положительные контроли для каждого антитела выбирали в соответствии со 

спецификациями от фирмы-производителя. Микроскопический анализ 

проводили на микроскопе Leica DM 6000, фотографии получали с помощью 

цифровой камеры для микроскопии Leica DFC 490. 

2.7. Иммуноферментный анализ  

Цитокины определяли через 24 часа после нанесения ожога. Кусочки 

ткани раны замораживали при t=-40° С. В день определения активности 

ткань размораживали и гомогенизировали на холоде в PMSF 

(фенилметилсульфонилфторид), 0.2 мМ. Затем гомогенаты тканей 

центрифугировали при 40° С и 14 000 об/мин 15 минут. В надосадочной 

жидкости проводили стандартный иммуноферментный анализ (ИФА). 

Образцы сорбировали на 96-луночный планшет в течение 1 часа при 370С. 

После четырехкратного промывания PBS, блокировали сайты 

неспецифического связывания 2% фетальной сывороткой, разведённой в PBS 

в течение  30 мин при 370С. Затем в лунки вносили кроличьи антитела к IL-1, 

IL-8, IL-10, Cas3 и Ki-67, а также мышиные антитела к интерлейкину 6 (IL 6) 

с разведением 1:500 в 2% растворе фетальной сыворотки в PBS. Планшет с 



62 
 

первичными антителами оставляли на ночь при температуре +4о С. Затем 

лунки промывали фосфатным буфером и наносили раствор антител к 

иммуноглобулинам мыши и кролика, конъюгированных с пероксидазой 

хрена в разведении 1:1000 и инкубировали в термостате при 370С  в течение 

трёх часов. Планшет промывали, связавшиеся антитела детектировали с 

помощью субстрата для пероксидазы хрена – ABTC (2,2’-азинобис(3-

этилбензиазолин-6-сульфоновая кислота)), растворённого в цитратно-

фосфатном буфере с добавлением перекиси водорода. Затем измеряли 

оптическую плотность на мультискане при 450 нм (Labsystems Multiskan 

Plus, Финляндия). Концентрацию интерлейкинов, Cas 3 и Ki-67 рассчитывали 

на мг белка. Концентрацию белка в ткани определяли методом Бредфорда.  

2.8. Измерение концентрации оксида азота в сыворотке крови 

Продукцию NO в поврежденной коже крысы измеряли по 

концентрации нитритов, являющихся конечным продуктом метаболизма 

короткоживущего соединения NO. Количество нитритов измеряли с 

использованием реактива Грисса, содержащего 0,1% раствора N-нафтил-

этилендиамин дигидрохлорида в 2,5% растворе фосфорной кислоты и 1% 

раствора сульфаниламида в 2.5% фосфорной кислоты в соотношении 1:1. 

Кусочки ткани размораживали и гомогенизировали на холоде в PMS, 0.2 мМ. 

Затем гомогенаты тканей центрифугировали при 40°С и 14 000 об/мин 15 

минут. Образец надосадочной жидкости помещали в 96-луночный планшет 

(100 мкл на лунку), добавляли 100 мкл свежеприготовленного реактива 

Грисса и инкубировали 10 мин при комнатной температуре. Оптическую 

плотность измеряли на приборе Multiscan (Labsystem Plus, Финляндия) при 

длине волны 546 нм. 

2.9. Определение малонового диальдегида 

Предварительно замороженную в кельвинаторе (-80˚С) ткань (кожу) 

размалывали до пылеобразного состояния (с использованием жидкого азота). 
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К 100 мг образца добавляли 3 мл 1% H3PO4 и 1 мл 0,8% водного раствора 

тиобарбитуровой кислоты (ТБК), нагревали смесь на кипящей водяной бане в 

течение 45 мин. После охлаждения добавляли 4 мл н-бутанола и отделяли 

слой бутанола путем центрифугирования. Оптическую плотность определяли 

при длине волны 535 нм относительно контроля без добавления ткани. 

2.10. Биохимический анализ крови 

Взятие образцов крови для биохимического анализа проводили через 

24 часа после нанесения ожога. Взятие крови производилось после 

выведения животного из эксперимента методом декапитации. Полученный 

биологический материал центрифугировали в течение 5 минут, 14000 

об./мин., для проведения биохимического теста отбирали сыворотку крови 

(30мкл), помещали на специализированные тест-полоски с соответствующей 

маркировкой (Тест-полоски Рефлотрон®-плюс, «Roche», USA).  

Биохимический анализ проводили на биохимическом экспресс-

анализаторе Reflotron Plus («Roche Diagnostics», Switz.) в течение 2 минут. 

Измеряли активность аланинаминотрансферазы (АЛТ) и 

аспартатаминотрансферазы (АСТ). 

2.11. Статистический анализ 

Статистический анализ выполняли с использованием программы 

Microsoft Excel 2010. После проверки выборки на нормальность 

распределения вычислялась средняя арифметическая величина (М) и 

стандартное отклонение средней арифметической (m). Данные выражали как 

M±m с указанием количества экспериментов (N). Проверка достоверности 

различий осуществлялась по критерию Стьюдента (t-критерий). 

Математическая обработка морфометрических данных гистологических 

срезов проводилась с использованием метода непараметрической статистики 

(U-критерий Манна-Уитни для малых выборок).  
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III РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

1. Химический ожог кожи, вызванный трихлоруксусной кислотой 

1.1. Динамика регенерации химического ожога кожи (без 

использования каких-либо препаратов) 

В данной работе был исследован химический ожог II и IIIа степени, 

который сопровождается повреждением эпидермиса и подлежащего слоя с 

сохранением сальных и потовых желёз (данный ожог не требует 

хирургического вмешательства, например, пересадки кожи). Оценку 

динамики регенерации ожоговой раны производили на 1, 3, 7, 10, 14 и 21 

сутки. Полное закрытие ожоговой раны наблюдалось на 20-24 сутки.  

1.1.1. Морфология раневого процесса при химическом ожоге 

Визуальная оценка состояния зоны химического ожога у животного 

показала, что  первые сутки наблюдается отделение пораженного слоя 

эпидермиса, визуально ожог в течение  24 часов практически не изменяется. 

Так как ожог был сделан трихлоруксусной кислотой, которая на месте 

контакта с тканями вызывает денатурацию белков с развитием 

коагуляционного некроза и обезвоживания тканей, в третьи сутки, на месте 

ожога сформировался плотный, темный, поверхностный струп, при котором 

некроз не распространяется вглубь. Степень оволосенения зависит от 

возраста экспериментальных животных. Так, у более молодых особей рост 

волос происходит намного быстрее, чем у более взрослых. К десятым суткам 

в контрольной группе наблюдается частичное отшелушивание струпа (рис.9), 

к двадцать первым суткам практически полная эпителизация (Таблица 1).  
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Рис. 9.  Динамика заживления химического ожога   
A – 3 сутки; Б – 7 сутки; В – 10 сутки; Г – 14 сутки; Д – 21 сутки  

 

Таблица 1 

Динамика изменения площади ожоговой раны (M ± m, мм2) 
время, сутки 1 3 5 7 9 10 12 14 21 

площ, мм2 92,1±17,4 91,7±12,0 89,3±9,7 88,8±10,1 80,6±9,9 64,9±14,4 49,5±18,3 27,1±9,0 6,3±2,1 

 

 

Через 24 часа в ожоговой ране наблюдается язвенный дефект (рис. 

10А). Дно пораженной ткани представлено молодой грануляционной тканью 

с микроабсцессами, очагами некроза и явлениями отека. 

На 3 сутки после нанесения ожоговой раны на дне раны наблюдается 

диффузно-очаговая макрофагальная инфильтрация с очагами некроза и 

формированием молодой грануляционной ткани. Поверхность раны 

представлена струпом (рис. 10Б).  

На 10 сутки после нанесения ожога (рис. 10В) дно поверхностного 

язвенного дефекта представлено молодой фиброзной тканью с диффузно-

очаговой лимфоцитарной инфильтрацией, на которую наползает с краев 

новообразованный эпидермис. 

На 21 сутки (рис. 10Г) эпителизация полностью завершена, эпидермис 

покрыт роговым слоем. 
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Рис. 10. Морфологическая картина динамики заживления 

ожоговой раны 
A – 1 сутки после ожога; Б  – 3 сутки; В - 10 сутки; Г -  21 сутки.  

Окраска гематоксилином и эозином. ×200, N=15 

 

1.1.2. Уровень клеточного апоптоза в ожоговой ране 

Каспазы играют важную роль в процессах апоптоза, некроза и 

воспалительных процессах. При стрессовых условиях и воздействии на 

клетку повреждающих веществ активируется процесс контролируемой 

клеточной гибели – апоптоз. Результатом апоптоза является постепенное и 

медленное избавление от «ненужных» в функциональном отношении на 

данный момент клеток, например, с серьезными нарушениями структуры или 

функции генетического аппарата. Когда же на клетку оказывают воздействия 

повреждающие факторы в чрезмерных дозах, апоптоз переходит в стадию 

неконтролируемой клеточной гибели, т. е. некроз. Так, вследствие, 

химического ожога сначала в ткани происходит процесс энергозависимого 
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апоптоза, когда же концентрация повреждающего химического агента  

воздействующего на ткань увеличивается, и количество разрушенных клеток 

начинает превышать количество пролиферирующих, происходит нарушение 

гоместостаза клеточных популяций и в организме наступает стадия некроза. 

Так как каспаза 3 (Cas 3) является ключевой эффекторной каспазой, в 

процессе апоптоза, её можно использовать в качестве  основного маркера 

клеточной гибели. 

 
Рис. 11.  Концентрация Cas 3 в пораженной коже в разные сроки 

после нанесения химического ожога 
*- достоверно по отношению к контролю (здоровая кожа) (р<0,05), N=15 

 

В данной работе показано (рис. 11), что концентрация Cas 3 через 1 час 

после нанесения ожоговой раны в 2,3 раза выше, чем в здоровой коже и 

составляет 10,9±0,3 нг/мг белка. Через 24 часа (1 сутки) после нанесения 

ожога концентрация Cas 3 составляет 8,2±0,4 нг/мг белка и к третьим суткам 

падает незначительно. Через неделю после нанесения ожога концентрация  

Cas 3 в ожоговой ране падает до уровня достоверно незначимого 

относительно концентрации Cas 3 здоровой кожи крысы.  

 

1.1.3. Уровень клеточной пролиферации в ожоговой ране 

Универсальным маркером для оценки клеточного цикла является 

ядерный белок – антиген Ki-67, по экспрессии которого можно исследовать 
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пролиферативную активность клеток. Ki-67 – белок, который синтезируется 

в ядрах только тех клеток, которые находятся в процессе деления. 

 

 
Рис. 12.  Концентрация Ki-67 в ожоговой ране в разные сроки после 

нанесения химического ожога 
*- достоверно по отношению к контролю (здоровая кожа) (р<0,05), N=15 

 

Концентрация Ki-67 в здоровой коже (рис.12) составляет 6,3±0,2 нг/мг 

белка. Через 1 час после нанесения ожоговой раны уровень Ki-67 

повышается и становится равен 8,3±0,4 нг/мг белка, а через 24 часа - 10,3±0,1 

нг/мг белка, что в 1,6 раз больше, чем в здоровой коже. К третьим и седьмым 

суткам концентрация маркера пролиферации незначительно падает и 

составляет 9,3±0,5 нг/мг белка и 9,3±0,3 нг/мг белка соответственно.  

 

1.1.4. Степень окислительного стресса в ожоговой ране 

Малоновый диальдегид (МДА) — один из продуктов 

свободнорадикального окисления липидов, накопление которого отражает 

степень окислительного стресса в организме. Оценка этого показателя 

необходима для определения динамики развития того или иного 

патологического процесса.  
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Рис.13.  Концентрация малонового диальдегида в пораженной коже 

в разные сроки после нанесения химического ожога 
*- достоверно по отношению к контролю (здоровая кожа) (р<0,05), N=15 

 

Исследование показало (рис. 13), что концентрация МДА в здоровой 

коже крысы находится на уровне  59,3±6,0 нмоль/г ткани. Через 1 час после 

нанесения ожога концентрация МДА в коже возросла в 2,5 раза и составила 

145,4±7,8 нмоль/г. Через сутки концентрация в ожоговой ране уменьшилась и 

составила 76,6±4,6 нмоль/г. На третьи сутки концентрация МДА в ране 

составляла 74,5±8,9 нмоль/г, что статистически незначимо по сравнению со 

здоровой кожей крысы.  

Таким образом, химический ожог на первом этапе сопровождается 

мощным окислительным стрессом, который, по-видимому, увеличивает 

тяжесть поражения ткани и, соответственно, приводит к увеличению сроков 

заживления раны [Soneja, A. et al., 2005].  

 

1.1.5. Интерлейкиновый профиль ожоговой раны 

В результате ожога в пораженной области возникает процесс 

воспаления, при котором белки плазмы и лейкоциты крови переходят из 

микроциркуляторных сосудов в очаг воспаления. Ход воспалительного 

процесса управляется медиаторами воспаления – эндогенными веществами, 
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которые появляются в очаге воспаления. Одним из важнейших медиаторов 

воспаления является IL-6. Он продуцируется фибробластами, 

активированными моноцитами, нейтрофилами и макрофагами. Уровень ИL6 

коррелирует с глубиной поражения площадью ожога. Иммунологическое 

действие IL-6 включает увеличение В-клеточной пролиферации и продукции 

иммуноглобулинов [Kita M. et al., 1992]. Синтез IL-6 повышается под 

влиянием IL-1. В свою очередь, IL-6 тормозит образование IL-1.  IL-1 и IL-3 

запускают синтез IL-8, основная функция которого выступать в качестве 

хемоаттрактанта, т. е. обеспечивать хемотаксис в зону воспаления различных 

типов клеток: нейтрофилов, моноцитов, эозинофилов, Т-клеток и 

лимфоцитов. IL-8 способен вызывать миграцию клеток участвующих в 

воспалении и способствовать их адгезии делают его активным участником 

острой воспалительной реакции в местах поражения ткани. 

Кроме цитокинов, стимулирующих воспаление, существуют цитокины, 

действующие в противовоспалительном направлении. В качестве такого 

цитокина выступает IL-10. Секреция этого цитокина не позволяет 

воспалению приобрести неконтролируемый характер. IL-10 продуцируется 

Т-клетками, моноцитами, макрофагами и В-клетками. Как 

противовоспалительный цитокин, IL-10 угнетает продукцию 

провоспалительных цитокинов IL-1, IL-6, IL-8.  IL-10, в присутствии IL-3 и 

IL-4, может оказывать иммуностимулирующие эффекты через 

инициализацию роста тучных клеток и других клеток-предшественников. В 

то же время IL10 усиливает пролиферацию В-клеток, защищает их от 

апоптоза, повышает синтез IgM и IgA, стимулирует IgE.  

Таким образом, проанализировав цитокиновый профиль химического 

ожога кожи можно сделать вывод об интенсивности процессов воспаления и 

заживления в поврежденной ткани и проследить динамику регенерации 

ткани в целом.   
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Рис. 14.  Концентрация цитокинов в ожоговой ране в разные сроки 

после нанесения ожоговой раны 
*- достоверно по отношению к контролю (здоровая кожа) (р<0,05), N=15 

 

Концентрация провоспалительных цитокинов (рис. 14) в здоровой коже 

IL-1, IL-6 и IL-10 равен 7,4±0,2; 5,8±0,3 и 7,7±0,4 нг/мг белка соответственно. 

Через один час после нанесения ожога уровень провоспалительных 

цитокинов увеличивается в 1,5-2 раза: IL-1 в 1,4 раза (10,4±0,3 нг/мг белка); 

IL-6 в 1,9 раз (10,8±0,6 нг/мг белка); IL-8 в 1,7 раз (12,9 ±0,5 нг/мг белка). 

Далее уровень провосполительных цитокинов уменьшается. В первые сутки 

после ожога уровень IL-1 равен 10,1±0,2 нг/мг белка; IL-6 – 9,9±0,3 нг/мг 

белка; IL-8 – 11,2±0,5 нг/мг белка. В третьи сутки: IL-1 – 9,3±0,3 нг/мг белка; 

IL-6 – 8,9±0,3 нг/мг белка; IL-8 – 11,1±0,3 нг/мг белка. На седьмые сутки:  IL-

1 – 8,8±0,3 нг/мг белка; IL-6 – 6,1±0,4 нг/мг белка; IL-8 – 9,4±0,2 нг/мг белка.  

Концентрация противовоспалительного цитокина IL-10 в коже 

здоровой крысы составляет 4,6±0,1 нг/мг белка. В первые сутки после ожога 

уровень IL-10 возрастает в 2,1 раза и составляет 9,7±0,3 нг/мг белка. Далее 

уровень противовоспалительного цитокина резко снижается и составляет в 
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первые сутки после нанесения ожога 6,1±0,2 нг/мг белка; в третьи сутки 

5,8±0,2 нг/мг белка; на седьмые сутки 4,8±0,3 нг/мг белка. 

Концентрация IL-6 и IL-10 значительно увеличивается в первый час 

после нанесения ожоговой травмы, через неделю после нанесения 

химического ожога соответствует здоровой коже, что говорит об 

уменьшении интенсивности процесса воспаления. 

 

 1.1.6. Уровень оксида азота в ожоговой ране 

Оксид азота (NO) —эффективный регулятор систем кровообращения в 

организме человека на всех его уровнях, от центральной системы до 

микроциркуляции в кожных тканях. Низкий уровень конституциональной 

генерации NO играет роль оптимального регулятора и поддерживает 

близкую к физиологической норме скорость микроциркуляции. 

 
Рис. 15.  Концентрация оксида азота в пораженной коже в разные 

сроки после нанесения химического ожога  
Данные выпажены в процентах (среднее значение) относительно контроля 

(здоровая кожа) ± SE (стандартная ошибка). N=15. Контроль принят за 100%. 

*- достоверно по отношению к контролю (р<0,05) 
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В коже NO активно участвует в синтезе коллагена. При 

воспалительных процессах в коже, воздействии УФ, инфекциях или при 

повреждениях кожи происходит интенсивное выделение NO и его генерация 

превышает нормальный функциональный уровень.  

В нашем исследовании было показано (рис. 15), что концентрация 

оксида азота через 1 час после нанесения химического ожога увеличивается 

на 85,3%, относительно здоровой кожи. Через сутки после нанесения ожога 

уровень оксида азота в ране увеличивается еще на 62,5%, что на 147,8% (в 2,5 

раза) выше, чем в здоровой коже. К третьим суткам уровень оксида азота в 

ране понизился и достоверно не отличался от здоровой кожи здоровой коже.  

Поскольку резкое повышение уровня оксида азота свидетельствует о 

воспалительном процессе, можно сделать вывод о том, что пик фазы 

воспаления в разы происходит в первые сутки после нанесения ожоговой 

раны. Далее, уровень оксида азота в ране снижается.  

 

1.1.7. Биохимические показатели крови при химическом ожоге 

Для получения более информативной картины общего состояния 

организма после химического ожога, были получены результаты активности 

цитолитических ферментов АЛТ и АСТ в сыворотке крови. Известно, что 

повышение концентраций АЛТ и АСТ в крови может происходить в 

результате различных повреждений тканей, приводящих к острому 

воспалению и некрозу клеток, в том числе и при химических ожогах.  
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Рис. 16.  Активность ферментов AСT и AЛT в сыворотке крови 

крысы после нанесения химического ожога кожи  
*- достоверно по отношению к контролю (здоровая кожа) (р<0,05), N=15 

 

Экспериментально было показано (рис.16), что ферментативная  

активность АЛТ и АСТ в крови здоровой крысы составляет 29±5 U/L и 115±8 

U/L соответственно. В первые сутки после нанесения химического ожога 

активность АЛТ увеличивается в 2,3 раза и составляет 66±8 U/L, активность 

АСТ увеличивается в 2,4 раза и составляет 280±21 U/L. К третьим суткам 

ферментативная активность АЛТ и АСТ в крови падает и составляет 46±3 

U/L и 186±13 U/L соответственно. 
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1.2. Влияние экзогенного пероксиредоксина 6 (Prx6) и 

паракринных факторов МСК (кМСК) на динамику заживления 

химического ожога кожи 

В данной модели исследуемые препараты вводились внутрикожно в 

прилегающий к ожогу участок здоровой кожи, поскольку образование 

достаточно твёрдого струпа при ожоге препятствует проникновению в кожу 

и под кожу лекарственных веществ.  

1.2.1. Влияние Prx6 и кМСК на морфологию ожоговой раны 

Оценка состояния зоны химического ожога показала, что в первые и 

третьи сутки визуальное и морфологическое различие от использования 

различных препаратов по сравнению с контрольной группой 

(физиологический раствор) не наблюдается. К десятым суткам в контрольной 

группе наблюдается частичное отшелушивание струпа (рис.17), однако 

процесс регенерации протекает достаточно медленно. В группах с введением 

исследуемых препаратов наблюдается практически полное очищение 

ожоговой раны от струпа (табл.2). 

 

 
Рис. 17.  Внешний вид ожоговой раны на 10 сутки при 

использовании Prx 6 и кМСК  
А –физ. р-р (контроль); Б – Prx 6, В –кМСК, Г – Prx 6 + кМСК  
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Таблица 2 

Динамика изменения площади ожоговой раны (M ± m, мм2) 

Сутки после 

нанесения 

ожога 

Контроль 

(физ. 

раствор) 

 

Prx 6 

(группа 1) 

факторы 

МСК 

(группа 2) 

Prx6+ 

факторы 

МСК 

(группа 3) 

3 93,4±4,0 94,2±3,9 95,8±4,1 95,1±2,5 

4 91,6±4,7 88,9±3,2 89,3±2,9 90,7±3,7 

5 88,8±6,5 86,2±5,2 85,4±3,6 84,6±4,8 

6 88,0±6,9 80,8±5,9 82,5±5,1 80,1±6,7 

7 85,8±8,6 72,6±7,1 79,8±5,9 71,3±7,5 

8 85,1±8,8 57,1±7,7*x 77,9±6,8#ǂ 55,8±9,1*x 

9 83,8±7,1 46,1±8,9*x 69,7±7,5*ǂ 39,7±8,9*x 

10 81,6±7,6 38,6±7,1*x 66,8±9,7*xǂ 34,3±9,5*x 
 * – достоверно по сравнению с контролем, р < 0,05. 

#  – достоверно по сравнению с группой 1, р < 0,05. 

х – достоверно по сравнению с группой 2, р < 0,05. 

ǂ – достоверно по сравнению с группой 3; р < 0,05. 

 

В группе с применением физиологического раствора (рис. 18А) дно 

поверхностного язвенного дефекта подрыто и представлено молодой 

фиброзной тканью с диффузно-очаговой лимфоцитарной инфильтрацией, на 

которую наползает с краев новообразованный эпидермис. В прилежащих 

участках резкие новообразованные волосяные фолликулы с пролиферацией 

липоцитов в шеечных отделах.  

     В группе с применением Prx 6 (рис. 18Б) дно поверхностного 

язвенного дефекта подрыто наползающим эпидермисом. В дне молодая 

фиброзная ткань, инфильтрированная лимфоцитами с примесью макрофагов. В 

прилежащих участках наблюдается новообразование немногочисленных 

волосяных фолликулов с пролиферацией липоцитов. 
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Рис. 18. Морфологическая картина состояния ожоговой раны на 10 

сутки при использовании Prx 6 и кМСК 
А – физ. раствор (контроль), Б – Prx 6, В –кМСК, Г – Prx 6 + кМСК 

Окраска гематоксилином и эозином. ×200, N=15 

 

     Использование паракринных факторов мезенхимальных стволовых 

клеток показало (рис. 18В), что дно язвенного дефекта эпидермизировано, с 

роговым слоем. Под эпидермисом наблюдается узкий слой фиброзной ткани, 

инфильтрированный лимфоцитами, волосяных фолликулов достаточно много. 

     При совместном использовании Prx 6 и паракринных факторов МСК 

(рис. 18Г) дно язвы не прослеживается. Поверхность препарата на всем 

протяжении эпителизирована, эпидермис покрыт роговым слоем. 

Субэпителиальные участки дермы в виде узкой полоски склерозированы. 

Волосяных фолликулов много (существенно больше, чем контроле и с 

применением препаратов по отдельности). В шеечных отделах фолликулов 

наблюдается пролиферация липоцитов. 
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1.2.2. Влияние Prx6 и кМСК на уровень апоптоза в ожоговой ране 

 

В анализе на наличие фермента Cas 3, индуцирующего процессы 

апоптоза (рис. 19), было отмечено, что в группах, где после ожога 

использовались препараты пероксиредоксина 6 и паракринных факторов 

МСК, относительная концентрация Cas 3 была ниже, по сравнению с 

группой, где использовался физиологический раствор более, чем в 2 раза и 

был достоверно значим уровню Cas 3 в здоровой коже. 

 
Рис. 19. Концентрация Cas 3 в ожоговой ране при использовании 

Prx 6 и кМСК 
Относительная концентрация Cas 3 в ране через 24 часа после нанесения ожога ТХУ. 

Данные рассчитаны относительно контроля (здоровая кожа) ± SE (стандартная ошибка). 

N=15. Контроль принят за 100%. 

*- достоверно по отношению к контролю (р<0,05) 

 

Из этого можно сделать вывод, что препараты с Prx 6 и факторами МСК 

уменьшают содержание Cas 3 в клетках поражённой ткани, что означает 

снижение уровня апоптоза.  

Кроме того, можно отметить, что наименьшее количество Cas 3 

содержится в коже животных, в которыой присутствует  экзогенный 

фермент-антиоксидант Prx6.  
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1.2.3. Влияние Prx6 и кМСК на уровень пролиферации в ожоговой 

ране  

Сравнивая эффект применения препаратов на основе фермента-

антиоксиданта Prx 6, паракринных факторов МСК, а также совместного 

применения двух препаратов при химическом ожоге кожи, заметим, что во 

всех трех группах наблюдается повышение концентрации Ki-67 в 2 раза, 

относительно группы с применением физиологического раствора (рис. 20). 

 
Рис. 20. Концентрация Ki-67 в ожоговой ране при использовании 

Prx 6 и кМСК 
Относительная концентрация Ki-67 в ране через 24 часа после нанесения ожога 

ТХУ. Данные рассчитаны относительно контроля (здоровая кожа) ± SE (стандартная 

ошибка). N=15. Контроль принят за 100%. 

*- достоверно по отношению к контролю (р<0,05) 

 

По иммуногистохимическому анализу на выявление Ki-67  можно 

сделать выводы о пролиферативной активности клеток эпидермиса и дермы 

кожи на третьи сутки после ожога. Так как наличие Ki-67 в клетках ткани 

свидетельствует об интенсивности пролиферации, в тканях, где наблюдается 

повышенная экспрессия Ki-67, присутствует интенсивная синяя окраска, 

окрашивающая клетки, находящиеся в фазе деления. 

Результаты иммуноферментного анализа подтверждаются данными 

иммуногистохимического анализа на маркер клеточной пролиферации Ki-67 

(рис.21).  
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Рис. 21. Распределение Ki-67 в ожоговой ране 
Иммуногистохимическое окрашивание с антителами к Ki-67 в ране через 24 часа 

после нанесения ожога ТХУ. х200 

А – физ. раствор (контроль), Б – Prx 6, В –кМСК, Г – Prx 6 + кМСК 

Области интенсивного иммунного сигнала отмечены стрелками.  

 

В контрольной группе (рис. 21А) синяя окраска наблюдается в области 

волосяных фолликулов, где большинство клеток наружного и внутреннего 

корневых эпителиальных влагалищ волосяных фолликулов проявляли 

слабую реакцию на наличие Ki-67 - позитивных клеток, что свидетельствует 

об их нахождении в состоянии замедленной пролиферации. Напротив, в 

группах, где использовались помогающие заживлению ожога препараты, 

отмечается повышение интенсивности окраски не только клеток волосяного 

фолликула, но и клеток базального и шиповатого слоев эпидермиса кожи. 

Наибольшую пролиферативную активность проявляют клетки кожи в группе, 

где использовался препарат Prx 6 с факторами МСК. В этой группе в 
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состоянии активного деления кроме клеток волосяного фолликула находятся 

также клетки верхнего слоя дермы и клетки базального и шиповатого слоёв 

эпидермиса, где идёт активная пролиферация кератиноцитов и нарастание 

эпителия. За счёт высокой пролиферации клеток эпидермиса в данной группе 

область нарастания эпителиального клина (регенерата) больше, по 

сравнению с другими группами. 

В группе с Prx 6 (рис. 21Б) также наблюдается повышение 

интенсивности пролиферации эпителиальных клеток влагалищ волосяных 

фолликулов, по сравнению с контрольной группой. В области эпидермиса и 

дермы отмечается равномерное распределение делящихся клеток, особые 

локации с активно пролиферирующими клетками выделить нельзя. Область 

нарастания эпидермиса выражена слабо. 

В группе с факторами МСК (рис. 21В, 21Г) реакция на наличие Ki-67 - 

позитивных клеток активно выражена также в областях волосяных 

фолликулов, также можно отметить наличие пролиферирующих клеток в 

сосочковом слое дермы и нижних слоях эпидермиса. 

 В целом, исходя из иммуногистохимического анализа ожога кожи, 

можно сделать вывод о том, что вводимые препараты положительно влияют 

на регенеративные процессы в ткани. Наибольшая пролиферативная 

активность клеток и нарастание массы эпидермиса было отмечено в 

препарате с Prx 6 и факторами МСК, следовательно, нейтрализация 

окислительного стресса в ткани с помощью пероксиредоксина 6 и 

последующее стимулирование клеток к делению факторами МСК лучше 

всего подходит для регенерации кожи после химического ожога. 

 

1.2.4. Роль Prx6 в нейтрализации окислительного стресса в 

ожоговой ране 

Через 1 час после ожога при использовании Prx 6 концентрация МДА в 

ожоговой ране уменьшается в 1,5 раза по сравнению с контрольной группой 
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(физический раствор). К третьим суткам концентрация МДА в контрольной и 

опытной группе одинакова и соответствует концентрации МДА в здоровой 

коже (рис. 22).  

 
Рис. 22.  Концентрация малонового диальдегида в ожоговой ране 

при лечении Prx 6 (уровень перекисного окисления) 
*- достоверно по отношению к контролю (здоровая кожа) (р<0,05), N=15 

 

Таким образом, нейтрализация окислительного стресса с помощью 

ферментов-антиоксидантов в начальной стадии заживления полнослойной 

механической раны также является важным фактором для ускорения их 

заживления. 

1.2.5. Влияние Prx6 и к МСК на интерлейкиновый профиль 

ожоговой раны 

Анализ цитокинового профиля (рис. 23) показал, что в группе с 

препаратом Prx 6 относительное содержание всех исследуемых цитокинов 

была ниже, чем в группе с применением физиологического раствора.  

Наблюдается меньший рост концентрации интерлейкинов IL 6 и IL 10 в 

группе с препаратом паракринных факторов мезенхимальных стволовых 

клеток. 
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В группе с препаратом фермента-антиоксиданта Prx6 совместно с 

паракринными факторами МСК, можно наблюдать динамику снижения 

относительной концентрации цитокинов, уровень цитокинов при этом 

достоверно значим относительно контроля (здоровая кожа). При этом 

концентрация противовоспалительного цитокина IL-10 выше, чем 

провоспалительного IL-6. 

 
Рис 23. Концентрация интерлейкинов в ожоговой ране при 

использовании Prx 6 и кМСК 
Относительная концентрация интерлейкинов в ране через 24 часа после нанесения 

ожога ТХУ. Данные рассчитаны относительно контроля (здоровая кожа) ± SE 

(стандартная ошибка). N=15. Контроль принят за 100%.   

*- достоверно по отношению к контролю (р<0,05) 

 

Исходя из результатов анализа профиля цитокинов, также можно 

сделать вывод о том, что в группе с препаратом Prx6 и паракринными 

факторами МСК активнее всего проходят процессы клеточной пролиферации 

и заживления ткани, так как общих уровень цитокинов, стимулирующих 

воспаление, в данной группе снижен. Данный вывод также подтверждает 

уровень относительной концентрации противовоспалительного IL-10, 
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который повышен в тканях, где наблюдается активный процесс воспаления и 

некроз.  

 

1.2.6. Влияние Prx6 и кМСК на биохимические показатели крови 

при химическом ожоге кожи 

Поскольку активность ферментов АЛТ и АСТ в крови бывает 

повышена из-за различных физических травм, включая ожоговые и иные 

раны, то снижение активности данных ферментов может свидетельствовать 

об уменьшении воспаления в очаге поражения.  

  

  

Рис 24. Активность ферментов AСT и AЛT в сыворотке крови 

крысы при химическом ожоге через 24 часа после нанесения ожога ТХУ  
*- достоверно по отношению к контролю (здоровая кожа) (р<0,05), N=15 

 

Было показано, что активность ферментов АЛТ и АСТ в сыворотке 

крови здоровой крысы составляют 29±5 U/L и 115±8 U/L соответственно. 

При химическом ожоге (рис. 24) в группе с физиологическим раствором 

активность АЛТ и АСТ составляла 50±2 U/L и 282±21 U/L соответственно. 

Во всех группах, где проводилось введение препаратов, активность 

АЛТ и АСТ сильно снижена, по сравнению с группой, в которой лечение 
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ожога проводилось физиологическим раствором. Так, активность АЛТ в 

опытных группах снижена более чем в 2,5 раза (Prx 6 - 19±5 U/L; кМСК - 

14±2 U/L; Prx 6 +кМСК - 17±3 U/L). Применение исследуемых препаратов 

при химическом ожоге кожи ведет к нормализпции показателей активности 

АСТ в крови крысы, причём он ниже активности АСТ здоровой крысы. 

Исходя из результатов биохимического анализа крови, применение Prx 

6 и паракринных факторов МСК способствует снижению ферментативной 

активности  АЛТ и АСТ, что указывает на положительный эффект 

применения данных препаратов на заживление ожоговой раны и организма в 

целом.  

1.2.7. Роль пероксидазной активности экзогенного Prx6 при 

химическом ожоге кожи 

В связи с тем, что Prx6 является полифункциональным ферментом, 

(обладает как пероксидазной, так и фосфолипазной активностями, и способен 

взаимодействовать с Toll-подобными рецепторами) [Fisher A.B., 2011] был 

исследован эффект мутантного Prx6, не обладающего пероксидазной 

активностью, (с сохранением фосфолипазной активности и взаимодействием 

с TLR4-рецептором). В работе был использован Prx6C47S (мутантный Prx6), 

в котором проведена точечная замена в активном центре Prx6 человека 

цистеина в 47 положении на серин. Данная мутация C47S полностью 

ингибирует пероксидазную активность Prx6, но не приводит к структурным 

изменениям белка. 
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Рис. 25.  Внешний вид ожога на 10 сутки после применения Prx 6 и 

Prx6C47S А –Prx 6; Б – Prx6C47S 

Применение мутантного белка Prx6C47S, который не обладает 

пероксидазной активностью, не оказывает положительного влияния на 

процесс заживления ожоговой раны. Так, ожоговая рана на 10 сутки с 

использованием Prx 6 практически полностью эпителизирована, в то время 

как использование Prx6(C47S) не даёт значимых результатов (рис.25).  

Поскольку мутантный Prx6, не обладающий пероксидазной 

активностью, не влиял никаким образом на процессы заживления кожных 

ран, именно пероксидазная активность Prx6 является основной в данном 

процессе. 
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2. Влияние экзогенного Prx6 и паракринных факторов МСК 

(кМСК) на динамику заживления механической полнослойной кожной 

раны 

Оценка влияния экзогенного Prx6 и паракринных факторов МСК была 

так же проведена на модели механической полнослойной кожной раны. 

Данная модель отличается от модели химического ожога  в первую очередь 

по механизму заживления раны. Механическая рана заживает посредством 

вторичного натяжения, а химический ожог – под струпом. 

2.1. Влияние Prx6 и кМСК на морфологию механической раны 

В контрольной группе отмечается минимальная динамика образования 

грануляционной ткани в первые 14 дней (в присутствие 

антиконтракционного кольца) и низкая скорость уменьшения площади раны 

в последующие дни (после удаления кольца) (рис. 26А). Следует отметить, 

что после извлечения устройства из раны, ее заживление происходило от 

краев раны к центру (рис. 1А).  

Применение Prx 6 позволило сократить время заживления раны. В 

первые дни наблюдалось обилие гнойного экссудата, от которого рана 

очищалась к 4–5 суткам. Активировались репаративно-регенераторные 

процессы и возросла скорость образования грануляционной ткани. 

Замещение раневого дефекта  после удаления кольца из раны произошло в 

меньшие сроки (рис. 26Б) по сравнению с контролем.  

Кондиционированная среда МСК благотворно влияла на ход процесса 

регенерации, увеличивая скорость образования грануляционной ткани. При 

этом следует отметить, что закрытие раневого дефекта полсе удаления 

кольца происходило посредством контракции, что характерно для 

заживления ран первичным натяжением (рис. 26В).  

Комбинированное использование двух компонентов достоверно 

ускоряло заживление раны, как относительно контроля, так и по сравнению с 

опытными группами 1 и 2 (рис.26Г).  
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Рис.26. Заживление механической полнослойной раны при 

использовании Prx 6 и кМСК 
Верхний ряд – вид раны сверху после удаления антиконтракционного кольца (14 

дней после травмы); нижний ряд – вид раны сверху через 14 дней после удаления 

антиконтракционного кольца (28 дней после травмы). 
А –физ. р-р (контроль); Б – Prx 6, В –кМСК, Г – Prx 6 + кМСК 

 

Таблица 3  

Динамика изменения площади ожоговой раны (M ± m, мм2) 
Сутки после 

травмы 

Контроль 

(физ.раствор) 

Prx 6 

(группа 1) 

кМСК (группа 2) Prx 6 + кМСК 

(группа3) 

14 78,6±1,0 78,5±0,9 77,5±1,2 78,1±0,3 

16 78,1±1,3 76,1±1,9* 74,0±3,4* 75,5±1,8* 

18 70,5±3,1 63,4±3,6* 59,8±2,4* 58,6±3,1* 

20 58,9±4,5 53,0±5,6* 42,9±3,3*# 38,4±3,7*# 

22 47,1±4,1 38,3±2,7* 26,2±4,5*# 18,3±4,1*# 

24 34,0±4,1 21,4±2,3* 14,2±2,0*# 9,2±1,3*#x 

26 24,7±4,4 12,2±2,8* 9,8±1,0* 5,3±0,9*#x 

28 18,2±1,0 9,6±1,8* 5,4±0,6*# 2,3±0,5*#x 

* – достоверно по сравнению с контролем, р < 0,05. 
#  – достоверно по сравнению с группой 1, р < 0,05. 

х – достоверно по сравнению с группой 2, р < 0,05. 

ǂ – достоверно по сравнению с группой 3; р < 0,05. 
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Результаты количественных исследований (таблица 3) показали, что 

после снятия устройства, в результате совместного применения кМСК  и Prx 

6 площадь раны на 28 сутки значительно уменьшилась, регенерация 

практически завершена. Применение Prx 6 и кМСК так же оказывает 

положительное действие, по сравнению с контрольной группой.  

Заживление травматических повреждений мягких тканей – хорошо 

организованный процесс, который принято разделять на 4 фазы, 

характеризирующие стадию заживления дефекта, что позволяет судить об 

эффективности применения препарата. Первой фазой течения раневого 

процесса считают фазу воспаления, ее пик приходится на 3 сутки. 

 

 
Рис.27. Морфологическая картина состояния механической 

полнослойной раны на 3 сутки при использовании Prx 6 и кМСК 
Окраска гематоксилином и эозином.  Дно раны (х200) , N=15 

А –физ. р-р (контроль); Б – Prx 6, В –кМСК, Г – Prx 6 + кМСК 

 



90 
 
На 3 сутки в контрольной группе дно язвенного дефекта представлено 

молодой грануляционной тканью с микроабсцессами, очагами некроза и 

явлениями отека (рис.27А). Поверхность грануляционной ткани покрыта 

слоем тканевого детрита с примесью гнойного экссудата.  

В группе животных, где применялся Prx 6 дно язвенного дефекта 

представлено грануляционной тканью с наличием микроабсцессов и покрыто 

тканевым детритом и гнойным экссудатом (рис.27Б). Более зрелая 

грануляционная ткань определяется в глубоких отделах (среди мышечной 

ткани), где также встречаются участки абсцедирования.  

В группе, где применялись паракринные факторы МСК дно язвенного 

дефекта алогично контрольной группе и группе с использованием Prx 6 

(рис.27В). Грануляционная ткань представляется в этой зоне более зрелой 

(больше фибробластов, меньше явления отека).  

В группе, где совместно применялись Prx 6 и кМСК дно язвы 

представленно молодой грануляционной тканью (рис.27Г). В глубоких 

отделах наблюдается отек, по краям язвенного дефекта – новообразование 

эпидермиса. В глубоких отделах более зрелая грануляционная ткань, степень 

зрелости соответствует группе, где применяли Prx 6. 

После заполнения дня раны грануляционной тканью начинается этап 

эпителизациии. Для оценки влияния препаратов в фазу ремоделирования 

животных выводили из эксперимента на 14 сутки. 

В контрольной группе дно раны представлено грануляционной тканью, 

богатой мелкими сосудами в поверхностных участках (рис. 28А). 

Некротического слоя не наблюдается. Присутствует новообразованный 

эпидермис с явлениями акантоза и обилием новообразованных волосяных 

фолликулов. 

В группе, где применялся Prx 6 дно раны представленно созревающей 

грануляционной тканью, богатой сосудами, без некротического слоя (рис. 

28Б).  
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В группе, где использовали кМСК дно язвы представлено созревающей 

грануляционной тканью без некротического слоя на поверхности грануляций 

(рис. 28В).  

В гпуппе с использованием комбинациии Prx 6 и кМСК дно язвы 

представлено созревающей грануляционной тканью, богатой 

новообразованными мелким сосудами в поверхностных участках (рис. 28Г). 

Некротического слоя не наблюдается.  

 

 
Рис. 28. Морфологическая картина состояния механической 

полнослойной раны на 14 сутки при использовании Prx 6 и кМСК 
Окраска гематоксилином и эозином. Дно раны (х200) , N=15 

А –физ. р-р (контроль); Б – Prx 6, В –кМСК,  Г– Prx 6 + кМСК.  

 

Таким образом, на  3 и 14 сутки во всех исследованных группах вблизи 

краев антиконтракционного кольца под узким воспалительно-некротическим 

слоем отмечено большее по сравнению с центральными отделами раны 

скопление полиморфноядерных лейкоцитов (ПЯЛ). После удаления 
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антиконтракционного кольца количество ПЯЛ снижалось и соответствовало 

центральным отделам раны.  Другая особенность заживления кожных ран, 

выявленная в группах с использованием кМСК – диффузно-очаговая 

макрофагальная реакция. Преимущественно в поверхностных участках раны 

отмечены скопления макрофагов, наиболее отчетливо макрофагальная 

реакция была отмечена на 14 сутки применения препаратов.  

В краях раневого дефекта кожи отмечена пролиферация клеток 

базального слоя эпидермиса, наползающего, по мере формирования и 

созревания грануляционной ткани, на её поверхность. В участках кожи 

краевой зоны во всех группах отмечена пролиферация липоцитов шеек 

волосяных фолликулов. Наиболее отчетливо пролиферативная активность 

липоцитов отмечена в группе с применением паракринных факторов МСК и 

совместном использовании кМСК и Prx 6.  

В опытных группах к 28 суткам эпителизация полностью завершена, 

эпидермис покрыт роговым слоем.  Раневой дефект замещен созревающей 

фиброзной тканью. В группах, где применялись паракринные факторы МСК 

фиброзная ткань представляется более зрелой, её разрастания  полностью 

достигают высоты предсуществующей кожи (рис. 29В, 29Г). В краевой зоне 

кожи выявлены новообразованные волосяные фолликулы с 

пролиферирующими шеечными липоцитами и новообразованием волос.  

Наибольшее их количество обнаружено так же в группах, где применяли 

кМСК. При комбинированном использовании Prx 6 и кМСК к 28 суткам 

отмечено более активное новообразование волосяных луковиц в пограничной 

зоне кожных краев. 
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Рис. 29. Морфологическая картина состояния механической 

полнослойной раны на 28 сутки при использовании Prx 6 и кМСК 
Окраска гематоксилином и эозином. Дно раны (х200) , N=15 

А –физ. р-р (контроль); Б – Prx 6, В –кМСК,  Г– Prx 6 + кМСК 

 

Для объективизации степени созревания грануляционной ткани мы 

провели количественные исследования центральных участков кожных ран. В 

ходе исследования фиксировали общее количество клеток, появление 

рассеянных фибробластов, врастание в поверхностный слой 

новообразованных сосудов, развитие вертикальных сосудов и формирование 

слоя горизонтальных фибробластов глубокого слоя, а также 

пролиферативная активность эпителия в краях кожной раны. Было отмечено, 

что созревание грануляционной ткани в экспериментальных группах 

происходит быстрее, а сама ткань выглядит более зрелой, особенно через 28 

суток после нанесения повреждения. Полученные результаты приведены в 

таблицах 4 и 5.   
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Таблица 4  

Количество клеточных элементов и сосудов грануляционной ткани 

в единице площади препарата, М±m 
Группы исследования Общее количество 

клеток 

Количество фибробластов 

и фиброцитов 

Количество 

сосудов 

14 сутки 

Контроль (физ.р-р) 452±55 107±48 15±5 

Группа 1 (Prx6) 453±59 112±11 19±6 

Группа 2 (кМСК) 568±92 201±54*ǂ 17±5 

Группа 3 (Prx6+кМСК) 516±84 161±21ǂ 20±8 

28 сутки 

Контроль (физ.р-р) 371±64 128±33 11±3 

Группа 1 (Prx6) 385±99 184±62 21±7* 

Группа 2 (кМСК) 328±51 258±50*ǂ 11±2ǂ 

Группа 3 (Prx6+кМСК) 314±93 217±61*ǂ 12±5 

*- достоверно по отношению к контролю (р<0,05) 

ǂ- достоверно по отношению к группе 1 (р<0,05) 

 

Индекс созревания грануляционной ткани  выявил наибольший эффект 

при использовании паракринных факторов МСК (таблица 5). 

 

Таблица 5 

Индекс созревания грануляционной ткани в кожной ране 

Группы исследования 
Индекс созревания грануляционной ткани 

14 суток 28 суток 

Контроль (физ.р-р) 0,24 0,35 

Группа 1(Prx6) 0,25 0,48 

Группа 2 (кМСК) 0,35 0,79 

Группа 3 (Prx6+кМСК) 0,31 0,79 
 Коэффициент (индекс) созревания грануляционной ткани  - отношение количества 

фибробластов/ к общему количеству клеток в единице препарата.  
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Таким образом, применение Prx 6 улучшало васкуляризацию 

грануляционной ткани, через 14 и 28 суток (таблица 5), что свидетельствует о 

благоприятном действии данного фермента на заживление ран. Наибольший 

эффект наблюдается в первые дни, что, по-видимому, связано с 

нейтрализацией окислительного стресса. Использование паракринных 

факторов МСК увеличивало процентное содержание фибробластов в ране и 

тем самым ускоряло процесс созревания грануляционной ткани.  

 

2.2. Влияние Prx6 и кМСК на уровень апоптоза в механической 

ране 

Сравнивая эффект применения Prx 6, паракринных факторов МСК, а 

так же их совместного применения на механической кожной ране во всех 

трех группах наблюдается понижение относительной концентрации Cas 3 в 2 

раза, относительно группы с применением физиологического раствора (рис. 

30).  

 
Рис. 30.  Концентрация Cas-3 в механической ране при 

использовании Prx 6 и кМСК 
Относительная концентрация Cas-3 в ране через 24 часа после нанесения ожога 

ТХУ. Данные рассчитаны относительно контроля (здоровая кожа) ± SE (стандартная 

ошибка). N=15. Контроль принят за 100%. 

*- достоверно по отношению к контролю (р<0,05) 
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Концентрация Cas 3 в группах с использованием препаратов Prx6 и 

кМСК достоверно незначима относительно контрольной группы (здоровая 

кожа).  

Таким образом, Prx 6 и паракринные факторы МСК уменьшают 

выделение Cas 3 в клетках поражённой ткани, а следственно снижают 

интенсивность апоптоза. 

 

2.3. Влияние Prx6 и кМСК на уровень пролиферации в 

механической ране 

Концентрация Ki-67 позволяет судить о процессе пролиферации, 

который происходит на краях раны.  
 

 

Рис. 31.  Концентрация Ki-67 в механической ране при 

использовании Prx 6 и кМСК 
Относительная концентрация Ki-67 в ране через 24 часа после нанесения ожога 

ТХУ. Данные рассчитаны относительно контроля (здоровая кожа) ± SE (стандартная 

ошибка). N=15. Контроль принят за 100%. 

*- достоверно по отношению к контролю (р<0,05) 

 

В анализе на наличие Ki-67 было отмечено, что в группах, где после 

нанесения раны использовались Prx 6 паракринные факторы МСК и 

сочетание Prx6 и паракринных факторов МСК, относительная концентрация 

была выше в 2 раза по сравнению с группой, где применялся 
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физиологический раствор. Применение Prx 6 так же ведёт к увеличению Ki-

67 в ране (рис. 31).  Таким образом, Prx 6 и паракринные факторы МСК 

увеличивают степень пролиферации, причём наибольший эффект 

наблюдется при их совместном применении. 

2.4. Влияние Prx6 и кМСК на биохимические показатели крови 

после нанесения механической раны 

После нанесения механической полнослойной кожной раны, в 

контрольной группе (физический раствор) через 24 часа активность АЛТ и 

АСТ составляла 59±5 U/L и 361±14 U/L соответственно (рис. 32). 

Во всех группах, где проводилось нанесение препаратов на зону 

поражения, активность ферментов АЛТ и АСТ сильно снижены, по 

сравнению с группой, где применялся физиологический раствор. Активность 

АЛТ в группах с применением препаратов снижена в 3 и более раза (Prx 6 - 

24±4 U/L; кМСК - 15±2 U/L; Prx 6 +кМСК - 17±2 U/L). Применение 

исследуемых препаратов так же ведет к значительному снижению 

активности АСТ в крови (Prx 6 - 138±10 U/L; кМСК - 111±6 U/L; Prx 6 

+кМСК -129±7 U/L).  

  
Рис 32. Активность ферментов AСT и AЛT в сыворотке крови 

крысы после нанесения механической раны при использовании Prx 6 и 

кМСК через 24 часа  
*- достоверно по отношению к контролю (р<0,05), N=15 
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Исходя из результатов биохимического анализа крови, применение Prx 

6 и паракринных факторов МСК способствует снижению активности 

ферментов АЛТ и АСТ, что свидетельствует о положительном влиянии 

данных препаратов на общее состояние организма в целом, и как следствие 

на улучшение процессов регенерации в поражённой ткани. Эти данные 

соотносятся с данными, полученными для модели химического ожога кожи.  
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IV. ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ 
 

В данной работе для ускорения заживления ран были исследованы (1) 

вклад экзогенных ферментов-антиоксидантов в нейтрализацию 

окислительного стресса и (2) вклад паракринных факторов мезинхимальных 

клеток в ускорение процессов пролиферации клеток.  Как упоминалось 

ранее, в работе были использованы две принципиальные модели заживления 

раны: заживление раны проходило под струпом (химический ожог) и путем 

вторичного натяжения (механическая рана). 

Оценка динамики регенерации кожи при химическом ожоге показала, 

что окислительный стресс наблюдался в течение первых 7 дней после 

нанесения ожога. Эти результаты согласуются с другими исследованиями, в 

которых сообщается об увеличении перекисного окисления липидов в 

течение первых двух недель после нанесения ожоговых травм [Дубинина 

Е.Е. и др.; 2001]. Более того наблюдалось снижение активности 

антиоксидантных ферментов, связанных с нарушением микроциркуляции, 

истощением антиоксидантной системы и, соответственно, усугублением 

степени поражения ткани вследствие окислительного стресса. 

Концентрация одного из продуктов свободно-радикального окисления 

липидов, малонового диальдегида (МДА), накопление которого отражает 

степень окислительного стресса в организме, в коже через 1 час после 

нанесения химического ожога вырос в 2,5 раза. Через сутки концентрация 

МДА в ожоговой ране уменьшилась, а к третьим суткам была статистически 

незначимой по сравнению со здоровой кожей. Оценка данного показателя в 

ожоговой ране показала, что при химическом ожоге в коже возникает 

мощный окислительный стресс, который губительно действует на клетки, 

препятствуя нормальному течению процесса заживления кожной раны.  

Таким образом, химический ожог на первом этапе сопровождается 

мощным окислительным стрессом, который увеличивает тяжесть 
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поражения ткани, и соответственно, приводит к удлинению сроков 

заживления раны. 

В частности, химический ожог сопровождается увеличением уровня 

основного маркера клеточной гибели каспазы 3 и незначительным 

увеличением фактора пролиферации Ki-67. Это приводит увеличению сроков 

регенерации кожных ран, а так же большой вероятности образования 

большого рубца. Концентрация каспазы 3, основного маркера клеточной 

гибели, в коже крысы через 1 час после нанесения ожоговой раны в 2,3 раза 

выше, чем в здоровой коже, к седьмым суткам уровень каспазы 3 в 

пораженной коже падает. Уровень Ki-67 в поражённой коже достигает 

максимума лишь через 24 часа, а далее постепенно уменьшается по мере 

заживления раны.  

Уровень провоспалительных цитокинов IL-1, IL-6, которые 

высвобождаются тканевыми макрофагами и моноцитами в ответ на любое 

повреждение, и противовоспалительного цитокина IL-10 в коже 

увеличивается в 1,5-2 раза после нанесения химического ожога. Цитокин  IL-

1 способствует активации фагоцитов и их миграции в очаг воспаления, 

участвует в индукции апоптоза. Под влиянием IL-1 повышается синтез IL-6, 

важнейшего медиатора острой фазы воспаления, который продуцируется 

фибробластами, активированными моноцитами и макрофагами.  Цитокин IL-

10 функционирует в антивоспалительном ключе, секреция этого цитокина не 

позволяет воспалению приобрести неконтролируемый характер. При 

воспалительных процессах в коже помимо выделения цитокинов, происходит 

интенсивное выделение NO и его генерация превышает нормальный 

функциональный уровень, что подтвердилось в данном исследовании на 

модели химического ожога кожи.  

 

В данном исследовании в качестве фермента-антиокиданта для 

нейтрализации окислительного стресса был выбран экзогенный человеческий 

рекомбинантный Prx 6. Визуальная и гистологическая оценка эффективности 
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применения Prx 6 при химическом ожоге показала, что использование 

данных препаратов значительно увеличивает скорость регенерации 

поражённой кожи, чем в контрольной группе (в 2-3 раза). Это обусловлено 

нейтрализацией окислительного стресса (по малоновому диальдегиду), 

уменьшением апоптоза (по каспазе 3), увеличением пролиферации клеток (по 

Ki-67) в ткани раны при применении фермента-антиоксиданта, уменьшением 

уровней провоспалительных и противовоспалительных цитокинов (IL-6, IL-8, 

IL-10).   

Для выявления роли именно пероксидазной активности Prx6 ) [Fisher 

A.B., 2011] в прорегенеративных и протекторных эффектах был использован 

мутантный Prx6, который не обладает пероксидазной активностью 

(Prx6C47S). Было показано, что использование Prx6C47S не оказывало 

никакого влияния на регенерацию ожоговой раны. Именно это указывает на 

основную роль пероксидазной активности в протекторных и 

прорегенеративных свойствах фермента Prx6, а так же говорит о том, что 

чрезмерное формирование АФК является одной из основных причин для 

массивного повреждения клеток при травме кожи. Аналогичные результаты 

были получены ранее при ожоге трахеи [Volkova A.G. et al., 2014]. Следует 

отметить, что Prx6, взаимодействуя с рецептором TLR4, может влиять на 

различные внутриклеточные процессы. Однако, мутантный Prx6, не 

обладающий пероксидазной активностью, не влиял никаким образом на 

процессы заживления кожных ран, именно пероксидазная активность Prx6 

является основной в данном процессе.  

Аналогичный эффект экзогенного Prx6 был так же показан на модели 

механической полнослойной кожной раны. Гистологический анализ показал, 

что в механической полнослойной ране на 14 сутки на  краях раневого 

дефекта кожи отмечена пролиферация клеток базального слоя эпидермиса, 

наползающего, по мере формирования и созревания грануляционной ткани, 

на её поверхность. В участках кожи краевой зоны отмечена пролиферация 

липоцитов шеек волосяных фолликулов.  
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В механической ране Prx 6 уменьшает выделение Cas 3 в клетках 

поражённой ткани, а следственно снижают интенсивность апоптоза, а так же 

увеличивают степень пролиферации. Применение Prx 6 улучшало 

васкуляризацию грануляционной ткани, через 14 и 28 суток, что 

свидетельствует о благоприятном действии данного фермента на заживление 

ран. Наибольший эффект наблюдается в первые дни, что, вероятнее всего, 

связано с нейтрализацией окислительного стресса. 

Действительно, нейтрализация окислительного стресса с помощью 

ферментов-антиоксидантов в начальной стадии заживления полнослойной 

механической раны также является важным фактором для ускорения их 

заживления. Следует отметить, что поскольку Prx6 является белковой 

молекулой, то соответственно, по-видимому, он не может проникать через  

клеточную мембрану. Отсюда следует, что Prx6 нейтрализует, в первую 

очередь, избыточные формы кислорода в межклеточном пространстве, 

защищая мембраны клеток от ПОЛ.  

Оценка эффективности применения паракринных факторов МСК при 

химическом ожоге показала, что использование данных препаратов 

значительно увеличивает скорость регенерации поражённой кожи, чем в 

контрольной группе (в 1,5-2,5 раза). Это обусловлено уменьшением апоптоза 

(по каспазе 3) и увеличением пролиферации клеток (по Ki-67) в ране, 

уменьшением уровней провоспалительных и противовоспалительных 

цитокинов (IL6, IL8, IL10).   

Эффект паракринных факторов МСК был так же показан на модели 

механической полнослойной кожной раны. аракринные факторы МСК 

снижают интенсивность апоптоза, а также увеличивают степень 

пролиферации. Наиболее отчетливо пролиферативная активность липоцитов 

отмечена в группе с применением паракринных факторов МСК. 

Использование паракринных факторов МСК увеличивало процентное 

содержание фибробластов в ране и тем самым ускоряло процесс созревания 

грануляционной ткани. 
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Таким образом, паракринные факторы МСК показали свою 

эффективность на обеих моделях заживления ран, при этом наибольший 

эффект наблюдался при их использовании при заживлении механической 

полнослойной раны. По-видимому, это связано с тем, паракринные факторы 

МСК способствуют миграции фибробластов в зону поражения, которые, в 

свою очередь, синтезируют коллаген, что играет ведущую роль в 

заживлении механической полнослойной раны. 

Если в случае Prx6 его эффект связан с пероксидазной активностью, 

то в случае с паракринными факторами МСК этот вопрос по-прежднему 

остается открытым. Это объясняется тем, что в культуральной среде 

МСК содержатся различные факторы, в частности, HGF, VEGF, KGF, 

FGF, EGF и др. Поэтому, в настоящее время трудно объяснить, какие из 

факторов МСК являются ведущими при заживлении ран.  

Поскольку и Prx6, и паракринные факторы МСК проявляли 

положительный эффект при заживлении ран, и при этом они имели, по-

видимому, разный механизм действия, то целесообразно было рассмотреть 

их совместный эффект на обеих моделях кожных ран. Действительно, 

совместное использование Prx 6 и паракринных факторов МСК при 

химическом ожоге значительно увеличивает скорость регенерации 

поражённой кожи (в 2-3 раза), что обусловлено нейтрализацией 

окислительного стресса, уменьшением апоптоза, увеличением пролиферации 

клеток. Анализ профиля противовоспалительных и провоспалительных 

цитокинов IL-6, IL-8, IL-10 в пораженной ткани также свидетельствует, что в 

группе с применением Prx6 и паракринными факторами МСК активнее всего 

проходят процессы клеточной пролиферации и заживления ткани. 

В механической ране совместное применение Prx 6 и паракринных 

факторов МСК уменьшает выделение Cas 3 в клетках поражённой ткани, а 

следственно снижают интенсивность апоптоза, а также увеличивают степень 

пролиферации. При совместном использовании паракринных факторов МСК 

и Prx 6 при наиболее отчетливо отмечена пролиферативная активность 
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липоцитов, к 28 суткам фиброзная ткань представляется более зрелой, её 

разрастания полностью достигают высоты предсуществующей кожи. В 

краевой зоне кожи выявлены новообразованные волосяные фолликулы с 

пролиферирующими шеечными липоцитами и новообразованием волос. 

Таким образом, совместный эффект пероксиредокина 6 и паракринных 

факторов МСК не является синергетическим, однако данный эффект 

приводит к наилучшему терапевтическому результату при лечении как 

химического ожога, так и механической полнослойной кожной раны.  

На основании полученных данных предлагается схема, 

демонстрирующая механизм протекторного действия Prx6 и 

прорегенеративного действия паракринных факторов МСК при 

механических и химических травмах кожи (рис. 33). 

Воспаление является ключевым процессом, который может определить 

не только скорость заживления раны, но и степень фиброза. Воспалительная 

фаза начинается с коагуляции крови, за этим следует увеличение кровотока в 

областях, прилегающих к ране, сопровождающееся набуханием и краснотой 

из-за повышенной проницаемости сосудов местными воспалительными 

агентами (в том числе IL-1) [Harvey C., 2005], которые в свою очередь 

инициируют скопление нейтрофилов и макрофагов в области раны. 

Моноциты, проникающие в зону ранения, дифференцируются в макрофаги и 

стимулируют ангиогенез и синтезируют оксид азота (NO) [Witte M.B. and 

Barbul A., 2002]. Нейтрофилы удаляют зараженные патогены фагоцитозом, а 

так же выделяют АФК  [Segal A.W., 2005; Wild T. and Auböck J., 2007]. 

Однако чрезмерное накопление АФК приводит к окислительному стрессу, 

который, в свою очередь, замедляет процесс ангиогенеза и усиливает апоптоз 

(рис. 30А). 
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рис. 33. Особенности заживления кожной раны при использовании Prx 6 и 

паракринных факторов МСК (кМСК). А – заживление раны без использования Prx 6 

и кМСК; Б – заживление раны с применением Prx 6 и кМСК. 

Условные обозначения: АФК – активные формы кислорода; ОС – окислительный стресс; 

NO – оксид азота; Cas 3 – Caspase 3 (маркер апоптоза); Ki 67 – маркер клеточной 

пролиферации; IL 1 – интерлейкин 1 (провоспалительный интерлейкин); IL 6, 10 – 

интерлейкины 6, 10 (противовоспалительные интерлейкины). 

После воспалительной фазы стимулируется пролиферация сосудистых 

эндотелиальных клеток и фибробластов. Смежные здоровые ткани, а также 

эндотелиальные предшественники инициируют ангиогенез, что приводит к  

образованию «грануляционной ткани» [Harvey C., 2005]. Затем следует 

миграция кератиноцитов с краев раны на поверхность грануляционной ткани 

[Rhett, J.M. et. al., 2008].  Фибробласты синтезируют коллаген. Во время 

последней фазы, ремоделирования, происходит повторная эпителизация 
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раны, а дерма восстанавливает свою прочность. Тем не менее, шрам может 

оставаться от нескольких месяцев до нескольких лет [Harvey C., 2005] (рис. 

30А). 

Prx6 нейтрализует окислительный стресса в ране. Снижение 

гиперпродукции АФК опосредует уменьшение апоптоза, увеличение 

регенеративной способности ткани, а также увеличению васкуляризации 

сосудов (рис.30Б). Паракринные факторы МСК, в свою очередь, 

способствуют выработке большего количества противовоспалительных 

цитокинов, таких как IL-6 и IL-10, снижению концентрации воспалитеьных 

цитокинов, регулируя тем самым процесс воспаления. Cовместное 

применение как Prx 6, так и паракринных факторов МСК способствовало 

сокращению сроков закрытия раневой поверхности. Фермент-антиоксидант 

Prx 6 стимулировал ангиогенез, а паракринные факторы МСК 

способствовали миграции фибробластов в зону поражения, тем самым, 

регулируя выработку коллагена. Таким образом, совместное действие Prx 6 и 

паракринных факторов МСК на этапе пролиферации направлено на 

стимуляцию образования грануляционной ткани, способствуя сокращению 

сроков регенерации поврежденной ткани.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Полученные данные свидетельствуют о том, что и химическое, и 

механическое повреждение кожи сопровождается окислительным стрессом и 

увеличением уровня провоспалительных биомаркеров в поражённом участке 

кожи.  

Применение пероксиредоксина 6 улучшало васкуляризацию 

грануляционной ткани, что свидетельствует о благоприятном действии 

данного фермента на заживление ран. Таким образом, нейтрализация 

окислительного стресса с помощью ферментов-антиоксидантов в начальной 

стадии заживления полнослойной механической раны является важным 

фактором для ускорения их заживления. Следует отметить, что поскольку 

пероксиредоксин 6 является белковой молекулой, то, по-видимому, он не 

может проникнуть в клеточную мембрану. Отсюда следует, что 

пероксиредоксин 6 нейтрализует, в первую очередь, избыточные формы 

кислорода в межклеточном пространстве, защищая мембраны клеток от 

перекисного окисления липидов. 

Паракринные факторы МСК также показали свою эффективность на 

обеих моделях заживления ран, при этом наибольший эффект наблюдался 

при их использовании при заживлении механической полнослойной раны. 

По-видимому, это связано с тем, что паракринные факторы МСК 

способствуют миграции фибробластов в зону поражения, которые, в свою 

очередь, синтезируют коллаген, что играет ведущую роль в заживлении 

механической полнослойной раны. 

Установлено, что эффект пероксиредоксина 6 связан с пероксидазной 

активностью, тогда как механизм действия паракринных факторов МСК пока 

не выяснен из-за многочисленных регуляторных факторов в культуральной 

среде МСК. 

Совместное использование пероксиредоксина 6 и паракринных 

факторов мезенхимальных стволовых клеток, благодаря их протекторному и 
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прорегенеративному эффекту вызывает наилучший терапевтический эффект, 

ускоряя процесс заживлении ран.  

Таким образом, в данной работе показано действие трех разных типов 

препаратов для заживления кожных ран. Было показано, что в зависимости 

от типа поражения, целесообразно использование того или иного препарата: 

пероксиредоксина 6 – при химическом ожоге кожи, препарата паракринных 

факторов МСК – при механической полнослойной кожной ране. Третий же 

препарат – комбинация фермента антиоксиданта пероксиредоксина 6 и 

паракринных факторов мезенхимальных стволовых клеток, оказывает 

наилучшее терапевтическое действие, независимо от этиологии раны, 

являясь наиболее перспективным средством для заживления кожных ран. 
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ВЫВОДЫ 
1.  Как химический ожог, так и механическая полнослойная рана кожи 

в первые сутки вызывает разрушение тканей, которое сопровождается 

окислительным стрессом (увеличение концентрации МДА в 2,5 раза), 

увеличением уровня оксида азота в 2,5 раза, увеличением уровня клеточного 

апоптоза (по Cas 3 в 2,3 раза) в пораженной коже.   

2. Внутрикожное введение Prx 6 при химическом ожоге уменьшает 

концентрацию МДА в 1,5 раза, снижает уровень клеточного апоптоза более 

чем в 2 раза (по Cas 3) и повышает пролиферацию клеток в 2 раза (по Ki-67); 

уменьшает уровни провоспалительных цитокинов в 2 раза в пораженной 

ткани. Аппликации Prx 6 в процессе заживления механической раны 

способствуют снижению уровня апоптоза в 2 раза (по Cas 3) и повышению 

пролиферации в 1,5 раза (по Ki-67), а также улучшают васкуляризацию 

грануляционной ткани в пораженной коже. Эффект пероксиредоксна 6 

определяется его пероксидазной активностью, что показано при 

использовании его мутантного аналога Prx6C47S, не обладающего 

пероксидазной активностью. 

3. Применение паракринных факторов МСК при химическом ожоге 

кожи приводит к снижению в 2 раза уровня апоптоза (по Cas 3) и повышению 

пролиферации клеток в 2 раза (по Ki-67), а также к уменьшению уровней 

провоспалительных цитокинов в пораженной ткани. Использование 

паракринных факторов МСК при заживлении полнослойной механической 

кожной раны в 2 раза снижает уровень апоптоза (по Cas 3) и в 2 раза 

повышает пролиферацию клеток (по Ki-67), а также увеличивает содержание 

фибробластов в ране в 2 раза, ускоряя процесс созревания грануляционной 

ткани в области раневого дефекта. 

4. Совместное использование Prx 6 и паракринных факторов МСК 

обеспечивает наиболее оптимальные условия для заживления ожоговых и 

механических ран, а именно: подавляет окислительный стресс, уменьшает в 2 

раза уровень апоптоза (по Cas 3), в 2 раза увеличивает пролиферацию клеток 
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(по Ki-67), а также уменьшает уровни провоспалительных цитокинов в 

пораженной ткани, способствуя сокращению сроков регенерации в 2–3 раза и 

оказывая тем самым наилучший терапевтический эффект.  

5. Эффективность того или иного препарата зависит от типа 

поражения: пероксиредоксин 6 – при химическом ожоге кожи, препарат 

паракринных факторов МСК – при механической полнослойной кожной 

ране. Комбинация пероксиредоксина 6 и паракринных факторов 

мезенхимальных стволовых клеток, – независимо от этиологии раны 

оказывает наилучшее терапевтическое действие. 
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