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РЕФЕРАТ

Цель: Сравнить результаты применения мезенхимальных стромальных клеток (МСК) слизистой ткани десны человека и МСК
слизистой ткани десны крысы, их кондиционированных сред и оценить их влияние на регенерацию тканей при местных лучевых
поражениях (МЛП).

Материал и методы: В исследование включено 120 белых крыс-самцов линии Wistar массой 210 ± 30 г в возрасте 8–12 нед,
рандомизированых на 6 групп (по 20 животных в каждой): контроль (К), животные не получали терапию; контроль с введением
концентрата культуральной среды (КС) трехкратно на 1, 14, 21 сут; введение МСК слизистой десны человека (ДЧ) в дозе 2 млн на
1 кг трехкратно на 1, 14, 21 сут; введение концентрата кондиционированной среды МСК слизистой десны человека (ДЧКС) в рас-
четной дозе 2 млн клеток на 1 кг трехкратно на 1, 14, 21 сут; введение МСК слизистой десны крысы (ДК) в дозе 2 млн на 1 кг трех-
кратно на 1, 14, 21 сут; введение концентрата кондиционированной  среды МСК слизистой десны крысы (ДККС) в расчетной дозе
2 млн клеток на 1 кг трехкратно на 1, 14, 21 сут. Каждое лабораторное животное наблюдали 17 раз: на 1, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56,
63, 70, 77, 84, 91, 98, 105, 112-е сут после моделирования ожога. Проводили гистологическое (окраска гематоксилином-эозином) и
иммуногистохимическое (СD31, СD68, VEGF, PGP 9.5, MMP2,9, Collag 1, TIMP 2) исследования. Моделирование МЛП проводили
на рентгеновской установке в дозе 110 Гр. Культивировали МСК по стандартной методике до 3–5 пассажа, осуществляли забор
кондиционированной среды и концентрировали ее в 10 раз. Иммунофенотип МСК (CD34, CD45, CD90, CD105, CD73, HLA-DR) и
жизнеспособность (7‑ADD) определяли с помощью проточной цитофлуориметрии.

Результаты: При сравнительном анализе с контрольной группой (К) начиная с 42-го дня исследования наблюдали тенденцию
уменьшения площади язвы кожи животных во всех группах, несмотря на то, что не во все дни статистические значимые различия
были выявлены. На 112-е сут полное заживление язвы кожи в группе КС отмечалось у 40  % животных в группе ДЧ – у 60 %, в
группе ДЧКС – у 20  % животных, в группе ДККС – 20 %, а в группах К и ДК не было ни одного животного с затянувшейся раневым
дефектом. 

Положительная экспрессия маркера VEGF отмечалась в группах К и КС на 28-е сутки и в опытных группах (ДЧ, ДЧКС, ДК,
ДККС) на 112-е сутки. Статистически значимое увеличение маркера CD68 отмечено в группах К, ДК и ДККС, а в остальных группах
отмечено уменьшение количества макрофагов.

Заключение: Таким образом, все использованные методы лечения, включая введение МСК, концентратов культуральной и кон-
диционированных сред в дозе 2 млн на 1 кг были эффективны при МЛП кожи и приводили к сокращению площади поражения,
ускоренному заживлению язвы, улучшению регенеративных процессов. Кроме того, применение мезенхимальных стромальных
клеток слизистой ткани десны человека приводило к улучшению васкуляризации и уменьшению воспалительных процессов в очаге
лучевого поражения в большей степени, чем введение аналогичных клеток, полученных от крысы.
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Введение
Благодаря широкому использованию радиоактивных

материалов в медицинских, промышленных, сельскохо-
зяйственных, военных и исследовательских целях иссле-
дователи пытаются найти новые методы лечения послед-
ствий воздействия ионизирующего излучения.  Чаще
всего воздействию радиации подвергается естественный
защитный барьер организма – кожа, которая является ра-
диочувствительным органом, т.к. цикл обновления клеток
эпидермиса составляет 4–20 сут. Сложность лечения
местных лучевых поражений (МЛП) (длительный и бо-
лезненный период заживления) связана с гибелью клеток
базального слоя эпидермиса, включающего основную
массу стромальных клеток и около 70 % всех пролифе-
рирующих клеток кожи [1–3]. 

Основное лечение МЛП направлено на восстановле-
ние погибших базальных клеток, волосяных фолликулов
и фибробластов [4]. Одним из направлений лечения кож-
ных ран в настоящее время является использование кле-
точных технологий применения мезенхимальных стро-
мальных клеток (МСК) и их продуктов, в частности

кондиционированной среды МСК. МСК отличаются низ-
кой иммуногенностью, что позволяет проводить их ал-
логенную трансплантацию [5]. Хорошо известно, что
продуцируемые клетками цитокины могут регулировать
по принципу обратной связи функциональный статус и
активность как тех клеток, которые их синтезируют, так
и окружающих клеток (аутокринные и паракринные эф-
фекты). Паракринные факторы, выделяемые МСК (кон-
диционированная среда), обеспечивают пролифератив-
ную и репаративную функцию клеток в системах
клеточного обновления [6–8].

На сегодняшний день известно несколько источников
мезенхимальных стромальных клеток, например, пупо-
винная кровь, жировая ткань, костный мозг и др. Инте-
ресным источником МСК является слизистая ткань
десны. Слизистая ткань десны – это легко доступный ис-
точник МСК, обладающий высоким пролиферативным
и регенеративным потенциалом. Результаты применения
МСК слизистой ткани десны при лечении МЛП мало из-
учены, единичны [1, 6, 8], исходя из чего представленное
исследование является актуальным.
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Целью настоящего исследования являлось сравнение
результатов применения мезенхимальных стромальных
клеток (МСК) слизистой ткани десны человека (ДЧ) и
МСК слизистой ткани десны крысы (ДК), их кондицио-
нированных сред и оценка их влияния на регенерацию
тканей при МЛП.

Материал и методы
Планирование эксперимента. В исследование

включены 120 белых крыс-самцов линии Wistar массой
210±30  г. в возрасте 8–12 нед, полученных в специали-
зированном питомнике лабораторных животных «Пу-
щино», имеющих соответствующее ветеринарное свиде-
тельство, прошедших карантин. Исследование было
одобрено на заседании секции Ученого совета (выписка
№ 43А от 25.09.2017) и локальным биоэтическим коми-
тетом (Протокол № 8б от 10.11.2012) ФМБЦ им А.И.
Бурназяна ФМБА России.

Лабораторные животные были разделены на 6 групп
по 20 крыс в каждой:

1-ая группа – контроль (К), в которой животные не
получали терапию; 

2-ая группа – контроль с интрадермальным введением
0,4 мл концентрата культуральной среды (КС) трехкратно
на 1, 14, 21 сут вокруг МЛП;

3-я группа – интрадермальное введение 0,4 мл МСК
слизистой ДЧ в дозе 2 млн на 1 кг трехкратно на 1, 14, 21
сут вокруг МЛП; 

4-ая группа – интрадермальное введение 0,4 мл кон-
центрата кондиционированной среды (ДЧКС) МСК сли-
зистой десны человека в расчетной дозе 2 млн клеток на
1 кг трехкратно на 1, 14, 21 сут вокруг МЛП;

5-ая группа – интрадермальное введение 0,4 мл МСК
слизистой ДК в дозе 2 млн на 1 кг трехкратно на 1, 14,
21 сут вокруг МЛП; 

6-ая группа – интрадермальное введение 0,4 мл кон-
центрата кондиционированной среды (ДККС) МСК сли-
зистой ДК в расчетной дозе 2 млн клеток на 1 кг трех-
кратно на 1, 14, 21 сут вокруг МЛП.

Каждое лабораторное животное наблюдали 17 раз: на
1, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, 77, 84, 91, 98, 105, 112-
е сут после моделирования радиационного ожога. При
осмотре проводился мониторинг состояния лабораторного
животного с оценкой его поведения, движений, сердечно-
сосудистой и/или респираторной функций, изменения ап-
петита и веса; температуры тела; состояния поверхности
кожи и течения раневого процесса (глубина повреждения
кожных покровов, их размеры (длина, ширина), общая пло-
щадь измененной кожи, площадь открытой раневой поверх-
ности, наличие отделяемого, пузырей, струпа, слущенного
эпидермиса, цвет обнажённой дермы, фибриновый налет).

Вывод животных из эксперимента осуществляли на 28,
42, 56, 70, 91 и 112-е сут с начала эксперимента. Проводили
гистологическое и иммуногистохимическое исследование.

Моделирование МЛП 
Моделирование МЛП проводили на рентгеновской

установке ЛНК-268 (РАП100-10) (ООО «Диагностика-
М», Россия) с режимом радиационного воздействия в
дозе 110 Гр с алюминиевым фильтром 0,1  мм, напряже-
нием 30 кВп, током пучка 6,1 мА, мощностью дозы 21,4
Гр/мин, неопределенностью измерения дозы ±6 % по
предложенной раннее методике, приводящей к длительно
текущим поражениям кожи (язв) у лабораторных живот-
ных. После облучения животных рассаживали по инди-
видуальным стерильным боксам с автономной системой
вентиляции Smart Flow (Tecniplast Group, Италия), обес-
печивая свободный доступ к воде и еде.

Получение МСК и кондиционированной среды 
В эксперименте были использованы неперсонифи-

цированные образцы МСК слизистой десны человека,
находящиеся на длительном криохранении в биобанке
и образцы МСК слизистой десны крысы, полученные
от самцов белых нелинейных крыс породы Wistar. Все
МСК (на 3 пассаже) культивировались в среде без ксе-
ногенных компонентов – xeno-free (Stem Cell, Канада) с
добавлением 100 Ед/мл пенициллина 100  Ед/мл стреп-
томицина, 2 мМ глютамина. МСК культивировали до 5
пассажа. Проводили тестирование полученной клеточной
суспензии (оценивали количество, иммунофенотип и
жизнеспособность). Забор КС МСК проводили в сте-
рильные пробирки на 3–5 пассаже при достижении
80–90 % конфлюентности. Для получения КС использо-
вали лабораторную систему фильтрации в тангенциальном
потоке LabScale, разработанную для концентрирования,
диафильтрации и микрофильтрации. КС помещали в
систему фильтрации в тангенциальном потоке и осу-
ществляли ее концентрирование в 10 раз с установкой
входного давления 40–52 psi (фунтов на дюйм квадратный)
и выходного давления 8–12 psi. Полученный объем про-
пускали через нейлоновый шприцевой фильтр с размером
пор 0,22 мкм (Corning, США). Для клинического при-
менения расчет дозы введения КС проводили с учетом
концентрации клеток.

Иммунологическая характеристика МСК 
Иммунофенотип МСК определяли до 5-го пассажа с

помощью проточной цитофлюориметрии. Экспрессию
поверхностных маркеров оценивали с помощью мечен-
ных флуорохромами антител против CD34, CD45, CD90,
CD105, CD73, HLA-DR (BD Biosciences и Becman Coulter,
США) на проточном цитофлуориметре FACSCanto II
(Becton Dickinson CA, США) в соответствии с инструк-
цией производителя.

Жизнеспособность МСК 
Жизнеспособность оценивали с помощью красителя

7-ADD, поникающего через цитоплазматическую мем-
брану клетки и связывающегося с ДНК. Определяли ко-
личество 7-ADD позитивных клеток на проточном ци-
тофлуометре FACS Canto II (Becton Dickinson CA, США)
в соответствии с инструкцией производителя.

Планиметрический анализ 
Фотографии с МЛП кожи лабораторных животных

анализировали в программе ImageTool. Для расчёта пло-
щади выделенного повреждения МЛП кожи животного
задавали необходимый масштаб изображения в про-
грамме.

Гистологическое исследование
Материал иссеченных образцов пораженных участков

кожи (область раневого дефекта с прилежащей кожей и
подлежащими мышцами) фиксировали в 10  %-м нейтраль-
ном формалине. Дальнейшая обработка производилась по
стандартной общепринятой унифицированной методике.
Гистологическое исследование биоптатов проводили с при-
менением стандартной окраски гематоксилин-эозином. Ис-
следование гистологических препаратов проводилось в
световом микроскопе при увеличениях от ×40 до ×400. 

Иммуногистохимическое исследование 
Анализировали следующие маркеры: антиген СD31 –

маркер тромбоцитарно-эндотелиальной молекулы адге-
зии, антиген CD68  – маркер гистиоцитов (макрофагов)
и VEGF – маркер эндотелия кровеносных сосудов, 
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антиген PGP 9.5 – маркер повреждения нервов, MMP 2,9
– матриксные металлопротеиназы, разрушающие белки
(преимущественно коллаген) внеклеточного матрикса,
уровень коллагена 1, входящего в состав соединительной
ткани и кожи, антиген  TIMP 2 – тканевой ингибитор ме-
таллопротеиназ (Roche, Франция). Экспрессия VEGF,PGP
9.5, MMP 2,9, Collag 1, TIMP 2 оценивалась в эндотели-
альных клетках сосудов и клетках стромы, в т.ч. воспа-
лительных, в области дна раны полуколичественно в бал-
лах от 0 до 3, где 0 – отсутствие экспрессии, а 3 –
выраженная экспрессия. 

Статистический анализ результатов проводили с по-
мощью программного обеспечения Microsoft Office Excel
2007, Statistica 6, ImageTool.

Результаты 
Оценка МСК
При анализе иммунофенотипа МСК на 4 пассаже с

помощью проточной цитометрии во всех культурах кле-
ток выявлялась высокая экспрессия маркеров МСК
(CD73, CD90, CD105), маркеры гемопоэтического и лим-
фоцитарного происхождения отсутствовали (CD34, CD45,
HLA-DR). Иммунофенотип соответствовал требованиям
Международной организации клеточной терапии, предъ-
являемым к МСК человека [9]. При дальнейших пассажах
клетки в течение нескольких часов прикреплялись к пла-
стиковой поверхности культуральных флаконов и сохра-
няли высокую пролиферативную активность и жизне-
способность (98±1,2 % 7-ADD) на протяжении всего
периода культивирования.

Планиметрический анализ
На 3-и сут наблюдения после облучения у животных

появлялась первичная эритема, сопровождающаяся на-
рушением нормального тонуса кожи. 

На 7-е сут у животных всех групп прослеживались
признаки появления демаркационной линии, у 24,25 %
из них отмечалось развитие сухого дерматита в области
облучения. При планиметрической оценке измененной
кожи животных на 7-е сут в группах ДЧКС и ДККС пло-
щадь была достоверно больше по сравнению с осталь-
ными группами К, КС, ДЧ, ДК (р ≤ 0,05) (табл. 1).

На 14-е сут у всех животных отмечалось появление
влажного дерматита, а также увеличение размеров обла-
сти пораженной кожи с формированием открытой ране-
вой поверхности, покрытой плотным струпом. Вокруг
раны определялась зона перифокального воспаления,
некротический эпидермис ограничивался демаркацион-
ной линией. В группе КС площадь открытой раневой
поверхности была достоверно меньше по сравнению с
другими группами К, ДЧ, ДЧКС, ДК, ДККС (р ≤ 0,05)
(табл. 1).

Таблица 1

Динамика заживления МЛП у лабораторных животных, в см2

Dynamics of LRI healing in laboratory animals, in cm2

Радиационная безопасностьМедицинская радиология и радиационная безопасность. 2021. Том 66. № 3.

На 21-е сут у всех животных зарегистрировано по-
явление отслоившегося некротизированного эпидермиса
(язва), покрывающего раневую поверхность кожи. В
группе КС площадь язвы была достоверно меньше по
сравнению со всеми группами К, ДЧ, ДЧК, ДКС, ДККС
(р ≤ 0,05) (табл. 1). 

До 42-х сут исследования во всех группах отмечалась
динамика уменьшения площади язвы кожи животных.
Площадь язвы кожи была меньше в группе КС при
сравнении с остальными группами (р ≤ 0,05).

С 91-х сут и до конца наблюдения (112-е сут) стати-
стически достоверных различий по общей площади из-
мененной кожи и площади язвы во всех группах отсут-
ствовали (табл. 1).

На 112-е сут полное заживление язвы кожи в группе
КС отмечалось у 40  %, в группе ДЧ – у 60  %, в группе
ДЧКС – лишь у 20 % животных, в группе ДККС – 20 %,
а в группах К и ДК не было ни одного животного с затя-
нувшейся раневым дефектом (табл.1, рис. 1, 2).

Гистологические исследования
В группе К при гистологическом исследовании иссе-

ченных образцов пораженных участков кожи у всех ла-
бораторных животных отмечались гнойно-геморрагиче-
ские изменения с участками краевой эпителизации на
протяжении всего наблюдения. Воспаление дермы с при-
знаками инфильтрации сохранялось на протяжении всего
исследования, при этом фиброз дермы всех образцов от-
мечался с 42-х сут. Зачатки волосяных фолликулов при-
сутствовали у 66 % животных в 28 и 42-е сут исследова-
ния, в последующие сут не выявлялись. Во все сутки
наблюдения у животных наблюдали краевое утолщение
эпидермиса с явлениями дистрофии эпителиоцитов, ино-
гда с явлениями акантоза и дегенеративными измене-
ниями кератиноцитов. Подкожная мышца в период всего
наблюдения была с признаками лимфоцитарной инфильт-
рации, а начиная с 42-х сут регистрировался фиброз. Сла-
бую пролиферацию сосудов на протяжении эксперимента
наблюдали в 61 % образцов (рис. 3). 

В группе КС до 56-х сут исследования отмечалось
уменьшение гнойно-геморрагической поверхности, по-
крытой темно-коричневой корочкой. До 70-х сут площадь
эпителизированной поверхности не изменялась, а затем
в некоторых случаях наблюдались рецидивы (уменьше-
ние площади эпителизации и увеличение гнойно-гемор-
рагических поверхностей). Воспаление дермы с призна-
ками инфильтрации сохранялось на протяжении всего
исследования. Волосяные фолликулы и их зачатки (1–3
фолликула в поле зрения) начинали активно появляться
с 56-х сут и последующие сут наблюдения. В подкожно-
жировой клетчатке и подкожной мышце явления отека и
инфильтрации (до 70-х сут) сменялись фиброзированием

Примечание: * – достоверные различия по сравнению с контролем (К) (р ≤ 0,05),
** – достоверные различия по сравнению с группой КС (р ≤ 0,05),
(*) – достоверные различия по сравнению с контролем (К) (р ≤ 0,01),

(**) – достоверные различия по сравнению с группой КС (р ≤ 0,01)
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Рис 1. Динамика заживления МЛП у лабораторных животных
Fig 1. Dynamics of LRI healing in laboratory animals

Рис. 2. Динамика заживления МЛП у лабораторных животных
Fig. 2. Dynamics of LRI healing in laboratory animals
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(с 91-х сут). Краевое утолщение эпидермиса и дистрофия
эпителиоцитов отмечались во всех образцах иссеченной
ткани в 28 и 42-е сут и у 33 % образцов в период с 70 по
112-е сут наблюдения (рис. 3).

В группе ДЧ на протяжении всего исследования со-
хранялось гнойно-геморрагическое повреждение кожи,
уменьшение или отсутствие его с увеличением площади
эпителизированной поверхности отмечалось только в
112-е сут наблюдения. В подлежащей дерме до 56-х сут
наблюдали процессы лимфо-плазмоцитарной инфильт-
рации, наличие некрозов и отеков, с 70-х сут отмечали
уменьшение этих процессов и фиброз дермы. Воспаление
с инфильтрацией и отеком в подкожно-жировой клетчатке
и подкожной мышце в исследуемых образцах сохраня-
лось до 70-х сут с последующим очаговым разрастанием
соединительной ткани. Отмечались увеличение количе-
ства зачатков волосяных фолликулов с 56-х сут и до конца
наблюдения. Краевое утолщение эпидермиса с вакуоль-
ной дистрофией наблюдали на 28, 56, 70 и 91-е сут. Уве-
личение количества сосудов микроциркуляторного русла
отмечали с 70-х суток и до конца наблюдения (рис. 3).

В группе ДЧКС с 28 до 56-х сут наблюдалось гнойно-
геморрагическое повреждение кожи. На 70-е сут язвы
были полностью эпителизированы, а на 91 и 112-е сут
снова наблюдалось формирование язвенных поверхно-
стей. Процессы краевой эпителизации были выявлены
на 28-е сут и сохранялись на протяжении всего исследо-
вания. Подлежащая дерма во все сут наблюдения была с
признаками фиброза, лимфоцитарной инфильтрации, а
также с грануляциями и некрозом. В 28, 42, 56-е сут ги-
стологического исследования в подкожно-жировой клет-
чатке и подкожной мышце обнаружены инфильтрации и
отеки, а в 112-й день они не выявлены. Волосяные фол-
ликулы обнаружены на 91 и 112 дни наблюдения у 66 %
животных. С 70 дня у всех животных развивалось краевое
утолщение эпидермиса и гиперкератоз (рис. 3). 

В группе ДК на протяжении всего исследования со-
хранялось гнойно-геморрагическое повреждение кожи,
уменьшение или отсутствие его с увеличением площади
эпителизированной поверхности отмечалось только в

112-е сут наблюдения. В подлежащей дерме до 56-х сут
наблюдали процессы лимфо-плазмоцитарной инфильт-
рации, наличие некрозов и отеков, с 91-х суток отмечали
уменьшение этих процессов и фиброз дермы. Воспаление
с инфильтрацией и отеком в подкожно-жировой клетчатке
и подкожной мышце в исследуемых образцах сохраня-
лось до 91-х сут с последующим очаговым разрастанием
соединительной ткани. Краевое утолщение эпидермиса
с вакуольной дистрофией наблюдали на 28, 42, 56, 70 и
91-е сут. На 112-е сут отмечался обширный дефект кожи,
покрытой гнойно-некротической корочкой, дно дефекта
с некротизированными дермой, большой подкожной
мышцей, подкожной жировой клетчаткой, по периферии
некротизированной ткани – «ободок» из скоплений ней-
трофилов, скоплений колоний микроорганизмов, соеди-
нительная ткань с участками фиброзирования, с отеком,
выраженной лимфо-гистиоцитарной с примесью нейтро-
филов инфильтрацией, грануляциями с выраженной про-
лиферацией микрососудов. Прилежащий к раневому де-
фекту эпидермис утолщен (до 10–12 слоев клеток) с
дегенеративными изменениями кератиноцитов с немно-
гочисленными (до 4–5 клеток в 1 поле зрения) внутри-
эпидермальными лимфоцитами. 

В группе ДККС с 28 до 56-х сут наблюдалось гнойно-
геморрагическое повреждение кожи. На 70-е сут язвы
были полностью эпителизированы, а на 91 и 112-е сут
снова наблюдалось формирование язвенных поверхно-
стей. Процессы краевой эпителизации были выявлены
на 28-е сут и сохранялись на протяжении всего исследо-
вания. Подлежащая дерма во все сут наблюдения была с
признаками фиброза, лимфоцитарной инфильтрации, а
также грануляциями и некрозом. В 28, 42, 56-е сут ги-
стологического исследования в подкожно-жировой клет-
чатке и подкожной мышце обнаружены инфильтрации и
отеки, а в 91 и 112 дни они не выявлены. Волосяные
фолликулы обнаружены на 70, 91 и 112 дни наблюдения
у 66 % животных. С 70 дня у всех животных развивалось
краевое утолщение эпидермиса и гиперкератоз. На 112-е
сут отмечался обширный дефект кожи, достигающий
подкожно-жировой клетчатки, покрытый гнойно-некро-

Рис. 3. Морфологические изменения в биоптате кожи с МЛП. Увеличение ×100 и ×200, окраска гематоксилин-эозин
Fig. 3. Morphological changes in skin biopsy from LRI. Magnification × 100 and × 200, staining with hematoxylin-eosin
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тической корочкой, дно и края его представлены соеди-
нительной тканью и поперечно-полосатой мышечной тка-
нью с фиброзированием, грануляциями, выраженной про-
лиферацией сосудов микроциркуляторного русла,
выраженной лимфоплазмоцитарной с примесью нейтро-
филов инфильтрацией. Прилежащий эпидермис был
утолщен до 6–7 слоев клеток, с признаками выраженной
дистрофии с немногочисленными (до 3 клеток в 1 поле
зрения) внутриэпидермальными лимфоцитами (рис. 3).

Таким образом, моделированное МЛП у лаборатор-
ных животных контрольной группы (К), группе с МСК
десны крысы (группа ДК) и группе с концентратом кон-
диционированной среды МСК десны крысы (группа
ДККС) протекало по типу неполной регенерации с обра-
зованием рубцовой ткани, и на протяжении почти всех
сроков наблюдения сохранялась полиморфноклеточная
воспалительная инфильтрация. Применение МСК сли-
зистой ткани десны человека (группа ДЧ) и также кон-
центрата кондиционированной среды МСК десны чело-
века (ДЧКС) приводило к ускорению образования
грануляционной ткани и ускорению сроков заживления. 

Иммуногистохимическое исследование
Также при иммуногистохимическом исследовании

определяли маркер макрофагов CD68. Статистически
значимое увеличение количества макрофагов выявлено
в контрольной группе (К) и группе ДК с 28 по 112-е сут –
11,7±1,4 и 24,73±2,4, (p ≤ 0,05) и, 16,6±2,3 и 31,1±3,9,
(p≤0,05) соответственно, а в группе КС уменьшение –
22,1±1,6 и 13,07±1,8 (p≤0,05). (табл. 2).

В ходе исследования отмечено значительное увеличе-
ние количества новообразованных сосудов по данным
антигена СD31: на 28-е сут в группе ДЧ среднее количе-
ство сосудов в поле зрения составило 6,0±1,2, а на 112-е
сут – 12,75±2,1 (p≤0,05), в группе ДЧКС– 19,10±1,1 и
28,6±2,7 (p≤0,05), в группе ДК – 5,53±0,9 и 17,87±1,8
(p≤0,05) соответственно.

Уровень маркера ранней дифференциации нейронов
PGP 9.5 повышался в контрольных группах (К, КС) прак-
тически в 3 раза (с 28 по 112-е сут, p≤0,05).

Положительная экспрессия маркера VEGF в эндоте-
лиальных клетках и клетках стромы отмечалась при им-
муногистохимическом исследовании иссеченных образ-
цов пораженных участков кожи во всех групп животных,
а выраженная экспрессия (3 балла) – в группах К и КС
на 28-е сут и в группах опытных группах (ДЧ, ДЧКС,
ДК, ДККС) на 112-е сут (табл. 2). 

Было отмечено снижение экспрессии маркера MMP
2 во всех группах, что возможно свидетельствует о по-
вреждении тканей и воспалительных процессах на про-
тяжении всего процесса регенерации.

Во всех группах отмечалось снижение экспрессии
маркера MMP 9.

Увеличение количества коллагена 1 наблюдалось во
всех группах, что свидетельствует о процессах регене-
рации кожи.

Уровень маркера TIMP 2 во всех группах повышался
с 28 до 112-х сут, кроме группы ДККС, в которой его
уровень оставался неизменным, что демонстрирует по-
давление пролиферации эндотелиальных клеток (за счет
ингибирования MMP) во всех группах, кроме ДККС.

Обсуждение
Местные лучевые поражения, впервые описанные

еще в 1895 г., являются самым первым выявленным ви-
дом радиационных поражений человека. Поэтому на про-
тяжении многих десятилетий проблема лечения МЛП,
связанная с радиационно-индуцированными кожными
реакциями, находится в центре внимания врачей и ра-
диобиологов. 

Применение клеточной терапии направлено на вос-
становление погибших базальных клеток, волосяных
фолликулов и фибробластов, снижение воспалительных
процессов в дерме, привлечение собственных клеток ор-
ганизма в очаг поражения для регенерации поврежденной
ткани за счет цитокинов МСК [2, 10].

Статистически значимая разница в площадях ожого-
вых ран отмечалась на 42–56 сут. Наибольшее количество
случаев полного заживления язвы кожи животных к концу
периода наблюдения (112-е сут.) было выявлено в группе

Таблица 2

Экспрессия маркеров в биоптате кожи с МЛП (иммуногистохимическое исследование)
Expression of markers in skin biopsy with LRP (immunohistochemical study)

Примечание: (*) – р ≤ 0,05
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ДЧ (60 %) и отмечалось в группах КС, ДЧКС и ДККС
(40, 20 и 20 % соответственно), но не в группе К и ДК
(рис. 2).

На сегодняшний день имеются единичные публика-
ции, касающиеся сравнения регенеративного потенциала
МСК крысы и человека [11, 12]. Известно, что МСК че-
ловека продуцируют широкий спектр цитокинов [13], но
исследования по качественному составу продуцируемых
МСК крыс паракринных факторов на сегодняшний день
отсутствуют.

По результатам гистологического исследования от-
мечали уменьшение воспалительных процессов и фиб-
роза дермы, увеличение количества зачатков волосяных
фолликулов и количества сосудов микроциркуляторного
русла в группе ДЧ в отличие от других групп, в которых
эти изменения были не столь заметны. Одновременно с
этим, в группах ДЧ, ДК и ДЧКС отмечалась выраженная
экспрессия маркера VEGF в эндотелиальных клетках и
клетках стромы. Более того, при оценке маркера CD31 в
нашем исследовании показано увеличение абсолютного
количества сосудов микроциркуляторного русла в груп-
пах Д, ДК и ДКС. Во всех группах отмечалась выражен-
ная экспрессия коллагена 1-го типа и увеличение уровня
белка PGP 9.5. Все эти данные могут свидетельствовать
об интенсивных регенеративных процессах и успешном

заживлении ран после применения клеток и концентрата
их кондиционированной среды.

В группах лабораторных животных К, ДК и ДККС в
ходе исследования отмечалось увеличение экспрессии мак-
рофагов CD68 с 28-го дня до 112-е сут (p≤0,05), тогда как
в группах КС, ДЧ и ДЧКС отмечали снижение экспрессии
макрофагов CD68 с 28-го дня до 112-х сут, и также во всех
группах отмечалось увеличение уровня MMP 2, что со-
гласуется с нашими результатами планиметрического ана-
лиза воспаления в очаге поражения, что может быть свя-
зано со снижением воспалительного процесса (табл. 2).

Заключение
Таким образом, все использованные методы лечения

(введение МСК, концентратов культуральной и конди-
ционированных сред в дозе 2 млн на 1 кг) были эффек-
тивны при МЛП кожи и приводили к сокращению пло-
щади поражения, ускоренному заживлению язвы,
улучшению регенеративных процессов. Кроме того, при-
менение мезенхимальных стромальных клеток слизистой
ткани десны человека приводило к улучшению васкуля-
ризации и уменьшению воспалительных процессов в
очаге лучевого поражения в большей степени, чем ана-
логичных клеток, полученных от лабораторных живот-
ных (крысы). 
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ABSTRACT

Background: To compare the results of the use of mesenchymal stromal cells (MSCs) of human gingival mucosa and MSCs of rat
gingival mucosa, their conditioned media, and to evaluate their effect on tissue regeneration in local radiation injury (LRI).

Material and methods: The study included 120 white male Wistar rats weighing 210 ± 30 g at the age of 8–12 weeks, randomized into 6
groups (20 animals each): control (C), animals did not receive therapy; control with the introduction of culture medium concentrate (CM)
three times for 1, 14, 21 days; administration of human gingival mucosa MSCs (HM) at a dose of 2 million per 1 kg three times for 1, 14, 21
days; administration of human gingival mucosa MSCS conditioned medium concentrate (HMCM) at a calculated dose of 2 million cells per
1 kg three times for 1, 14, 21 days; administration of rat gingival mucosal MSCs (RM) at a dose of 2 million cells per 1 kg three times for 1,
14, 21 days; administration of rat gingival mucosal MSCS (RMCM) conditioned medium concentrate at a calculated dose of 2 million cells
per 1 kg three times for 1, 14, 21 days. Each laboratory animal was observed 17 times: on 1, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, 77, 84, 91,
98, 105, 112 day after the burn simulation. Histological (hematoxylin-eosin staining) and immunohistochemical (CD31, CD68, VEGF, PGP
9.5, MMP2,9, Collag 1, TIMP 2) studies were performed. LRI was modeled on an X-ray machine at a dose of 110 Gy. MSCs were cultured
according to the standard method up to 3–5 passages, the conditioned medium was taken and concentrated 10 times. The immunophenotype
of MSCs (CD34, CD45, CD90, CD105, CD73, HLA-DR) and viability (7‑ADD) were determined by flow cytofluorimetry.

Results: In a comparative analysis with the control group (C), starting from the 42nd day of the study, a tendency to reduce the area of
skin ulcers in animals in all groups was observed, despite the fact that not all days had statistically significant differences. On day 112th, com-
plete healing of skin ulcers in the CM group was observed in 40 % of animals in the HM group – in 60 %, in the HMCM group – in 20 % 
of animals, in the RMCM group–20 %, and in the C and RM groups there were no animals with a prolonged wound defect.

Positive expression of the VEGF marker was observed in groups C and CM on the 28th day and in experimental groups (HM, HMCM,
RM, RMCM) on the 112th day. A statistically significant increase in the CD68 marker was observed in groups C, RM, and RMCM, while
the remaining groups showed a decrease in the number of macrophages.

Conclusion: Thus, all the treatment methods used, including the administration of MSCs, culture concentrates and conditioned media at
a dose of 2 million per 1 kg, were effective in treating skin LRI and led to a reduction in the lesion area, accelerated ulcer healing, and improved
regenerative processes. In addition, the use of mesenchymal stromal cells of the human gum mucosa led to an improvement in vascularization
and a decrease in inflammatory processes in the focus of radiation damage to a greater extent than similar cells obtained from a rat.

Key words: mesenchymal stromal cells, local radiation lesions, conditioned medium, cell technologies, X-ray radiation, skin
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