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Введение

Глубокие радиационные поражения кожи, обыч-
но сопровождающиеся угнетением функции клеток 
иммунной системы, в том числе клеток костного моз-
га и селезенки, приводят к развитию длительно неза-
живающих хронических лучевых язв, которые очень 
трудно поддаются консервативному лечению [1–3]. 

Поэтому нередко пострадавшим требуется хирурги-
ческое вмешательство, которое не всегда возможно 
из-за состояния организма и может приводить к не-
благоприятным последствиям. 

Включение в стандартную схему лечения методов 
клеточной терапии с использованием активирован-
ных (культивированных) мультипотентных мезенхи-
мальных стромальных клеток (ММСК) костного моз-
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реферат
Цель: Исследование в эксперименте эффективности син-

генных мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток 
(ММСК) при лечении тяжелых (глубоких) длительно незаживаю-
щих лучевых поражений кожи, вызванных относительно мягким 
рентгеновским излучением.

Материал и методы: Эксперименты были выполнены на 
крысах-самцах инбредной линии Wistar-Kyoto. Крыс облуча-
ли локально в пояснично-подвздошной области на рентгенов-
ской установке РАП 100-10 в дозе 110 Гр (напряжение на трубке 
30 кВ, ток 6,1 мА, фильтр Al толщиной 0,1 мм). Мощность дозы 
17,34 Гр/мин. На 84-е сут после воздействия радиации были ото-
браны 27 крыс из 40 облученных с незажившими лучевыми язва-
ми кожи. Эти животные были равномерно в соответствии с раз-
мерами и клиническим течением язв распределены в три группы. 
Двум группам крыс трансплантировали сингенные ММСК, вы-
деленные из костного мозга и наработанные in vitro: однократно 
(на 85-е сут) или двукратно (на 85-е и 93-е сут). ММСК (1,7×106 

клеток на одну инъекцию) вводили под кожу вокруг лучевой 
язвы. Третья группа являлась облученным контролем. 

Результаты: Показано, что двукратное введение сингенных 
культивированных ММСК стимулировало заживление длитель-
но незаживающих лучевых язв, что четко прослеживалось в пери-
од с 93-е по 111-е сут после облучения. 

Выводы: Полученные данные показывают, что сингенные 
ММСК могут быть эффективны при терапии глубоких длительно 
незаживающих лучевых язв кожи, так как способны в адекватной 
дозе индуцировать процессы восстановительной регенерации в 
поврежденной коже. Для получения лечебного эффекта необ-
ходима, по крайней, двукратная (с интервалом в неделю) транс-
плантация ММСК. 

ABSTRACT 
Purpose: The effectiveness of syngenic multipotent mesenchymal 

stromal cells (MMSC) in treatment of persisted radiation skin ulcers 
caused by relatively soft x-ray was studied.

Material and methods: Experiments were carried out on rats by the 
inbreed strain Wistar-Kyoto. Rats had been irradiated locally in lumbar-
iliac region using x-ray machine RAP 100–110 with the dose of 110 Gy 
(30 kV tube voltage, current 6.1 ma, thick Al filter 0.1 mm). Dose rate is 
17.3 Gy/min. 27 rats (from 40 being irradiated) with expanded radiation 
skin  ulcers of the were selected on day 84 after exposure to radiation. 
This group of animals were divided into three groups (in accordance 
with the dimensions and clinical course of ulcers)  Two groups of rats 
have been treated with transplantation of MMSC isolated from bone 
marrow and developed in vitro: once (in 85 days) or twice(on 85 and 93 
days). MMSC (1.7×106 cells per injection) was injected under the skin 
around the radiation ulcer. The third group was the control.

Results: The double imposition of syngenic MMSC stimulated 
healing of persisted radiation ulcers, that became clear from 93 to 111 
days after exposure. 

Conclusion: The findings suggest that singenic MMSC can be 
effective in the treatment of persisted radiation skin ulcers.. 
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га может являться перспективным способом лечения 
тяжелых лучевых ожогов. Экспериментальные и кли-
нические данные показывают, что стволовые/проге-
ниторные ММСК, выделенные из костного мозга и 
наработанные in vitro, могут использоваться для ле-
чения различных заболеваний. Они способны также 
замещать и восстанавливать функции поврежденных 
тканей (кожи, хрящей, скелетных мышц, сердечной 
мышцы, нервной ткани, печени и др.). Этот эффект 
обусловлен способностью ММСК выделять цитоки-
ны и регуляторные пептиды, стимулирующие регене-
раторные процессы в пораженных органах и тканях. 
В лаборатории радиационной патологии ФМБЦ им. 
А.И. Бурназяна в эксперименте была установлена 
способность аллогенных ММСК, выделенных из 
костного мозга, улучшать течение поверхностных 
лучевых поражений кожи после β-облучения источ-
ником 90Sr/90Y [4]. Описаны случаи успешного при-
менения ММСК при лечении поздних лучевых язв в 
клинике ФМБЦ, вызванных рентгеновским излуче-
нием [5, 6], что также свидетельствует о том, что ис-
пользование культивированных (активированных) 
ММСК может быть весьма эффективным в схеме ле-
чения тяжелых местных лучевых поражений.

Целью данного исследования является выявле-
ние в эксперименте эффективности культивирован-
ных сингенных ММСК костного мозга при лечении 
тяжелых (глубоких) длительно незаживающих луче-
вых поражений кожи, вызванных относительно мяг-
ким рентгеновским излучением.

Материал и методы

Эксперименты были выполнены на 40 кры-
сах-самцах инбредной линии Wistar-Kyoto массой 
240–260 г, полученных из питомника лабораторных 
животных ФИБХ РАН (г. Пущино). Животные этой 
линии генетически не отличаются друг от друга, что 
позволяет проводить трансплантации ММСК в син-
генной системе.

Предварительно фиксированных в положении на 
животе крыс облучали локально в пояснично-под-
вздошной области на рентгеновской установке РАП 
100-10 в дозе 110 Гр (напряжение на трубке 30 кВ, ток 
6,1 мА, фильтр Al толщиной 0,1 мм). Мощность дозы 
17,3  Гр/мин. Диаметр поля облучения на поверх-
ности кожи  — 3,2  см. Результаты дозиметрических 
измерений, проведенные с помощью тканеэквива-
лентного фантома, показали, что при таких условиях 
облучения в дозе 110 Гр доза рентгеновского излуче-
ния на глубине 2 мм была порядка 30 Гр, а на глубине 
5–10 мм — не более 10 Гр. Эти условия облучения по-
зволяли получать тяжелые лучевые поражения кожи 
с длительно незаживающими язвами у крыс породы 
Wistar [7].

Тяжесть течения лучевого поражения кожи оце-
нивали в динамике как по клинической картине, так 
и с помощью планиметрического метода, позволяю-
щего измерять площадь пораженного участка кожи. 
Для проведения измерений производили фотосъем-
ку лучевой язвы цифровой фотокамерой Canon. 
Площадь лучевого поражения кожи рассчитывали с 
помощью компьютерной программы AutoCad 14. 

На 84-е  сут после воздействия радиации были 
отобраны 27 крыс с незажившими лучевыми язва-
ми. Далее эти животные были равномерно (в соот-
ветствии с клиническим течением и размерами язв) 
распределены в три группы по 9 крыс в каждой: 1-я 
группа  — облученный контроль, 2-я группа  — кры-
сам однократно вводили ММСК в дозе 1,7×106 через 
85 сут после облучения, 3-я группа — крысам вводили 
ММСК в дозе 1,7×106 двукратно — через 85 и 93 сут 
после облучения. Суспензию ММСК в 1 мл стериль-
ного раствора Хенкса вводили под кожу в 5 точек (по 
0,2  мл на точку) вокруг лучевой язвы, отступив по 
2 мм от края очага.

Работа по выделению клеток костного мозга и 
ведению культур ММСК выполнялись в асептиче-
ских условиях в ламинарном боксе в соответствии 
с общими принципами проведения культуральных 
исследований. 

Для клеточной терапии использовали сингенные 
ММСК, полученные нами ранее из костного моз-
га крыс линии Wistar-Kyoto и помещенные в крио-
банк. ММСК размораживали согласно стандартному 
протоколу, ресуспендировали в полной среде и вы
сеивали в культуральные флаконы для наработки не-
обходимого для трансплантации количества клеток. 
Полную среду готовили на основе среды Iscov’MDM+ 
Glutamax + Hepes (Sigma, США) с добавлением эм-
бриональной сыворотки крупного рогатого скота  — 
до 15 % концентрации (HyClone, США), гентамици-
на (50 мг/л) и амфотерицина Б (2,5 мг/л). Суспензию 
размороженных клеток помещали в пластиковые 
культуральные флаконы с дном площадью 75  см2 
(Nunc, Дания) из расчета порядка 1,0×106 клеток на 
флакон и культивировали при 37 ºC в СО2-инкубаторе 
(Sanyo, Япония), в атмосфере с 5 % СО2 и 95 % влаж-
ности. Процесс культивирования клеток оценивали 
в динамике визуально с помощью инвертированно-
го микроскопа (Nikon, Япония), отмечая процент 
площади дна флакона, покрытого клетками. Клетки 
формировали на дне флакона монослой и имели фи-
бробластоподобную морфологию. Характеристика 
клеточной культуры, проведенная методом непрямой 
иммунофлуоресценции, показала, что в 100 % клеток 
выявлялся виментин  — белок цитоплазматического 
скелета стромальных клеток, коллаген I типа и кол-
лаген III типа — белок межклеточного матрикса, син-
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тезируемый ММСК различного уровня дифференци-
ровки. Смену среды производили каждые три дня. 
При достижении культурой 80–90  % конфлюентно-
сти клетки снимали (трипсин+ ЭДТА) со дна флако-
на, отмывали от фермента, подсчитывали количество 
выращенных клеток и далее их использовали в нуж-
ной концентрации (разведение раствором Хенкса) 
для последующей трансплантации.

Полученный цифровой материал обрабатывался 
методом вариационной статистики. Достоверность 
различий оценивали по t-критерию Стьюдента.

Результаты и обсуждение

Клинические проявления лучевого пораже-
ния кожи у крыс развивались не сразу. Только через 
8–11  сут после облучения у животных наблюдали в 
зоне поражения симптомы сухого дерматита. К 12–
15-м сут развивался влажный дерматит. К 3–4-ой не-
деле после воздействия ионизирующей радиации на 
коже крыс образовывались глубокие язвы, покрытые 
плотным струпом. Затем происходило постепенное, 
вяло текущее заживление язв. Процесс заживления 
лучевых язв четко прослеживался по изменению пло-
щади язв: так, на 27-е сут после облучения площадь 
была 3,51 ± 0,11; на 51  сут 1,81 ± 0,13; на 71-е  сут 
–1,51 ± 0,09 и на 83-е сут 1,20 ± 0,13 см2 (M±m).

На 84-е  сут после воздействия радиации были 
отобраны 27 крыс (из 40 облученных) с незажившими 
лучевыми язвами. Эти животные равномерно в соот-
ветствии с размерами и клиническим течением язв 
были распределены в три группы. Двум группам жи-
вотных трансплантировали ММСК: однократно (на 
85-е сут) или двукратно (на 85-е и 93-е сут).

Данные, представленные на рис. 1, показывают, 
что двукратное введение сингенных ММСК стиму-
лировало заживление длительно незаживающих лу-
чевых язв, что четко прослеживалось в период с 93-е 
по 111-е сут после облучения. Так, у леченых живот-
ных третьей группы площади лучевых язв с 104-е по 
111-е сут были достоверно (p ≤ 0,05) на 52–64 % мень-
ше, чем у облученного контроля.

Важно отметить, что лечебный эффект проявился 
только при двукратной трансплантации. Известно, 
что для реализации своего потенциала транспланти-
рованные ММСК должны попасть в соответствующее 
микроокружение или создать его [8]. По-видимому, 
первая трансплантация клеток создает благоприят-
ный плацдарм (микроокружение) для реализации при 
повторной пересадке ММСК своего стимулирующе-
го потенциала. Трансплантированные ММСК могут 
сформировать достаточно динамичную систему в 
дермальном слое кожи, состоящую из фибробластов, 
гистиоцитов, эндотелия, компонентов экстрацеллю-
лярного матрикса и цитокинов. При этом взаимо-

действие ММСК между собой и с другими клетками 
осуществляется через специфические рецепторы и 
молекулы адгезии [9–16]. Возможно, что усиление 
регенерации кожных ран после повторного введения 
ММСК костного мозга является результатом пере-
программирования мезенхимальными стволовыми 
клетками функции клеток тканевого микроокруже-
ния, способствуя их рекапитуляции (омоложению), 
усилению секреции регуляторных пептидов и повы-
шению регенераторного потенциала клеток в зоне 
длительно незаживающих лучевых язв. 

Выводы

Представленные данные показывают, что син-
генные ММСК могут быть эффективны при терапии 
глубоких длительно незаживающих лучевых язв, так 
как способны в адекватной дозе индуцировать про-
цессы восстановительной регенерации в поврежден-
ной коже. Для получения лечебного эффекта необхо-
дима по крайней двукратная (с интервалом в неделю) 
трансплантация ММСК.
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