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Реферат

Клеточная терапия является перспективным направлением в медицине, которое может существенно улучшить результаты лечения 
различных заболеваний, включая местные лучевые поражения (МЛП). Цель исследования – сравнение результатов применения 
децелюляризованной амниотической оболочки человека изолировано и совместно с лиофилизатами кондиционированных сред 
мезенхимальных стромальных клеток (МСК) слизистой десны человека и МСК плацентарной ткани человека и их влияния на 
регенерацию тканей при МЛП. 
Материал и методы: В исследование включены 42 лабораторных животных (белые крысы-самцы линии Wistar), разделенные 
случайным образом на 6 групп: К – контрольная группа без терапии; на 21 сут после облучения группы с применением: Ам+ЛД 
– аппликационно лиофилизат кондиционированной среды МСК слизистой десны человека (ЛД) под децеллюляризованную амни-
отическую мембрану, Ам+ЛП – аппликационно лиофилизат кондиционированной среды МСК плацентарной ткани человека (ЛП) 
под децеллюляризованную амниотическую мембрану, Ам – аппликационно децеллюляризованную амниотическую мембрану,  
АмКл – аппликационно децеллюляризованную амниотическую мембрану с медицинским клеем БФ-6, Кл – аппликационно медицин-
ский клей БФ-6. Проводили моделирование МЛП у животных на рентгеновской установке ЛНК-268 в дозе 110 Гр и наблюдали до 112-е 
сут после облучения, проводился мониторинг язвенной поверхности кожи и течение воспалительного процесса МЛП с расчетом пло-
щади общей измененной кожи по программному обеспечению ImageTool. Проводили планиметрический и гистологический анализ.
Результаты: При сравнении с контролем использование децеллюляризированной амниотической мембраны при МЛП на 77 и 112-е 
сут после облучения увеличило скорость заживления в 4,6 и 18 раз соответственно; применение децеллюляризированной амниоти-
ческой мембраны с лиофилизатом кондиционной среды МСК плаценты увеличивало скорость заживления ран в 13,5 и 27 раз соот-
ветственно, а деллюляризированной амниотической мембраны с лиофилизатом МСК слизистой десны человека – к 100 % зажив-
лению. Заживление площади язвенной поверхности МЛП в 83,5 % у животных в группе Ам продемонстрировало эффективность 
применения изолированной децеллюляризованной амниотической мембраны даже в отсутствие лиофилизатов МСК человека. При 
этом заживление площади язвенной поверхности МЛП в группе АмКл составило в 20 % случаев, когда децеллюляризованная ам-
ниотическая мембрана фиксировалась медицинским клеем БФ-6, что было менее эффективно по сравнению с другими группами. 
Заключение: Предложенное комбинированное применение децеллюляризированной амниотической мембраны с лиофилизатами 
кондиционной среды МСК плаценты и слизистой ткани десны человека и изолированное применение децеллюляризированной 
амниотической мембраны приводило к полной эпителизации язвенной поверхности, выраженному благоприятному течению МЛП 
IIIb–IV степени у лабораторных животных и сокращению сроков заживления, отсутствию местных или системных осложнений, 
что можно рассматривать как перспективный метод консервативной терапии МЛП кожных покровов и новый терапевтический 
подход в лечении незаживающих  и хронических ран.
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Аbstract
Cell therapy is a promising direction in medicine, which can significantly improve the results of treatment of various diseases, including lo-
cal radiation injuries (LRI). The purpose of the study was to compare the results of using decellularized human amniotic membrane isolated 
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Введение
Клеточная терапия является перспективным на-

правлением в медицине, которое может существенно 
улучшить результаты лечения различных заболева-
ний, включая местные лучевые поражения [1]. Одним 
из направлений в разработке клеточных технологий 
для лечения кожных ран в настоящее время является 
использование мезенхимальных стромальных клеток 
(МСК) и их продуктов, в частности кондициониро-
ванной среды МСК [2–5]. Использование кондици-
онированной среды МСК в сочетании с амниотиче-
ской мембраной может значительно повысить эффек-
тивность лечения и ускорить процесс регенерации 
тканей [6, 7]. Кроме того, применение клеточных 
технологий позволяет избежать многих побочных эф-
фектов, связанных с использованием традиционных 
методов лечения [8]. 

Амниотическая мембрана (Ам) может служить под-
держивающей матрицей, обеспечивающей клеточный 
каркас и необходимые условия для размещения и функ-
ционирования клеток и их микроокружения [6, 8–10]. 

Кондиционированная среда МСК содержит разноо-
бразные факторы роста, цитокины и экзосомы, способ-
ствующие восстановлению, регенерации клеток и тка-
ней, снижению воспаления и стимуляции пролиферации 
клеток [2–5]. 

Исследования применения регенеративных техно-
логий (использование амниотической мембраны и кон-
диционированной среды) являются актуальными, пер-
спективными и имеют большой потенциал для лечения 
местных лучевых поражений (МЛП).

Цель настоящего исследования – сравнение резуль-
татов применения децелюляризованной амниотической 
оболочки человека изолировано и совместно с лиофили-
затами кондиционированных сред МСК слизистой дес-
ны человека и МСК плацентарной ткани человека и их 
влияния на регенерацию тканей при МЛП.

and together with lyophilisates of conditioned media of MSCs from the human gingival mucosa and MSCs from human placental tissue and 
their effect on tissue regeneration in LRI. 
Material and methods: The study included 42 laboratory animals (white male rats of the Wistar line), randomly divided into 6 groups: K 
– control group without therapy, on the 21st day after irradiation, groups using: Am+LD – application of lyophilisate of the conditioned 
medium of MSCs of the human gingival mucosa (LD) under the decellularized amniotic membrane, Am+LP – application of lyophilisate 
of the conditioned medium of MSCs of human placental tissue (LP) under the decellularized amniotic membrane, Am – application of the 
decellularized amniotic membrane, AmCl – application of the decellularized amniotic membrane with medical glue BF-6, Kl – application 
medical glue BF-6. Modeling of LRI in animals was carried out on an LNK-268 X-ray unit at a dose of 110 Gy and observed until the 112th 
day after irradiation, monitoring of the ulcerative surface of the skin and the course of the inflammatory process of LRI was carried out with 
calculation of the area of ​​the total changed skin in the ImageTool software. Planimetric and histological analyzes were performed. 
Results: It was demonstrated that, when compared with the control, the use of decellularized amniotic membrane in LRI on days 77 
and 112 after irradiation increased the healing rate by 4.6 and 18 times, respectively; decellularized amniotic membrane with lyophilis-
ate of placental MSC conditioned medium increased the rate of wound healing by 13.5 and 27 times, respectively; and a dellularized 
amniotic membrane with lyophilisate of MSCs from the human gingival mucosa to 100 % healing. Healing of the ulcer surface area 
of the LRI in 83.5 % of animals in the Am group demonstrated the effectiveness of using isolated decellularized amniotic membrane 
even in the absence of human MSC lyophilisates. At the same time, healing of the ulcer surface area of the LRI in the AmCl group 
was 20 % of cases, where the decellularized amniotic membrane was fixed with BF-6 medical glue, which was less effective compared  
to other groups.
Conclusion: The proposed combined use of decellularized amniotic membrane with lyophilisates of the conditioned medium of mesenchy-
mal stromal cells (MSCs) of the placenta and mucous tissue of the human gums and the isolated use of decellularized amniotic membrane 
led to complete epithelization of the ulcer surface, a pronounced favorable course of grade IIIb–IV LRI in laboratory animals and a reduction 
in healing time , the absence of local or systemic complications can be considered as a promising method of conservative treatment for LRI 
of the skin and a new therapeutic approach in the treatment of non-healing and chronic wounds.

Keywords: local radiation injuries, human decellularized amniotic membrane, cell therapy, mesenchymal stromal cells, conditioned 
medium, rats
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Материал и методы
В исследование включены 42 лабораторных живот-

ных (белые крысы-самцы линии Wistar с массой тела 
210,0±30,0   г. в возрасте 8–12 нед), полученных в спе-
циализированном питомнике лабораторных животных 
«Пущино», имеющих соответствующее ветеринарное 
свидетельство и прошедших карантин. Животных содер-
жали в стандартных условиях в соответствии с санитар-
но-эпидемиологическими правилами СП 2.2.1.3218-14 
«Санитарно-эпидемиологические требования к устрой-
ству, оборудованию и содержанию эксперименталь-
но-биологических клиник (вивариев)» и с директивой 
2010/63/EU Европейского парламента и совета Европей-
ского союза по охране животных, используемых в науч-
ных целях. Исследование одобрено на секции Ученого 
совета (выписка № 53 от 25.11.2020) и локальным био-
этическим комитетом ГНЦ ФМБЦ им А.И. Бурназяна 
ФМБА России (Протокол № 11 от 10.11.2021).

В зависимости от проводимой терапии лабораторные 
животные разделяли случайным образом на 6 групп:
•	 1-ая группа (n=7) (К) – контрольная группа (после 

облучения животные не получали специфического 
лечения).

•	 2-ая группа (n=7) (Ам+ЛД) – после облучения на 
язвенную поверхность МЛП аппликационно нано-
сили лиофилизат кондиционированной среды МСК 
слизистой десны человека (ЛД) под децеллюляризо-
ванную амниотическую мембрану, фиксированную 
узловыми швами на 21-е сут.

•	 3-ая группа (n=7) (Ам+ЛП) – после облучения на яз-
венную поверхность МЛП аппликационно наносили 
лиофилизат кондиционированной среды МСК пла-
центарной ткани человека (ЛП) под децеллюляризо-
ванную амниотическую мембрану, фиксированную 
узловыми швами на 21-е сут.

•	 4-ая группа (n=7) (Ам) – после облучения на язвен-
ную поверхность МЛП аппликационно наносили 
децеллюляризованную амниотическую мембрану, 
фиксированную узловыми швами на 21-е сут.
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•	 5-ая группа (n=7) АмКл– на язвенную поверхность 
МЛП аппликационно наносили децеллюляризован-
ную амниотическую мембрану с фиксацией меди-
цинским клеем БФ-6 (Кл) на 21-е сут.

•	 6-ая группа (n=7) (Кл) – на язвенную поверхность 
МЛП аппликационно наносили медицинский клей 
БФ-6 на 21-е сут.
Каждое лабораторное животное наблюдали на 

1, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, 77, 84, 91, 98,  
105, 112-е сут после моделирования МЛП. При осмотре 
проводился мониторинг язвенной поверхности кожи и 
течение воспалительного процесса МЛП. Проводили из-
мерение язвенной поверхности кожи (длина и ширина) 
МЛП с помощью линейки и цифрового фотоаппарата 
для дальнейшего расчета площади общей измененной 
кожи с использованием программного обеспечения 
ImageTool.

Вывод животных из эксперимента осуществляли на 
112-е сут после облучения.

Моделирование МЛП 
Моделирование МЛП тяжелой степени 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, напряжением 30 кВп, током пучка 6,1 мА, мощ-
ностью дозы 21,4 Гр/мин, погрешностью отпуска ±5 %, 
неопределенностью измерения дозы ±6 % по предло-
женной раннее методике [2]. Расстояние от источника 
излучения до зоны облучения составляло 15 см. Данная 
методика приводила к короткому латентному периоду и 
хронической язве кожи у лабораторных животных. По-
сле облучения животных рассаживали по индивидуаль-
ным стерильным боксам с автономной системой венти-
ляции Smart Flow (Tecniplast Group, Италия), обеспечи-
вая свободный доступ к воде и еде.

Получение децеллюляризированной 
амниотической мембраны человека
Амниотические мембраны получали от плацент здо-

ровых рожениц в возрасте от 22 до 39 лет (средний воз-
раст составил 29±3,7 года)  при отсутствии стандартных 
противопоказаний к донорам  с одноплодной, физиоло-
гически протекавшей беременностью, закончившейся 
нормальными родами после подписания добровольного 
информированного согласия. 

После выделения амниона в стерильных условиях, 
осуществляли его децеллюляризацию согласно ранее 

Рис. 1. Визуальная динамика заживления МЛП у крыс
Fig.1. Visual dynamics of MLP healing in rats
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разработанной методике получения бесклеточного ма-
трикса амниотической мембраны с сохранными струк-
турными компонентами внеклеточного матрикса [11]. 

Получение лиофилизата кондиционированной 
среды 
В исследовании использовали кондиционированную 

среду (КС) от неперсонифицированных образцов МСК 
слизистой десны человека, находящиеся на длительном 
криохранении в биобанке. Все МСК (на 3 пассаже) куль-
тивировались в среде без ксеногенных компонентов  – 
xeno-free (Stem Cell, Канада) с добавлением 100 Ед/мл 
пенициллина и 100   Ед/мл стрептомицина; 2 мМ глю-
тамина. МСК культивировали до 5 пассажа. Проводили 
тестирование полученной клеточной суспензии (оцени-
вали количество, иммунофенотип и жизнеспособность). 
Забор КС МСК проводили в стерильные пробирки на 
3–5-м пассаже при достижении 80–90 % конфлюентно-
сти. Для получения концентрата кондиционной среды из 
культуральной среды МСК использовали лабораторную 
систему фильтрации в тангенциальном потоке LabScale 
(США). Проводили лиофилизацию КС на лиофильной 
сушке Genesis SQ EL-85 фирмы VirTis (США). Для кли-
нического лиофилизат кондиционной среды разводили 
физиологическим раствором до дозы соответствующей 
концентрации МСК (2 млн на 1 кг) на введение.

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.

Гистологическое исследование
Биоптаты иссеченных образцов пораженных участ-

ков кожи (область раневого дефекта с прилежащей ко-
жей и подлежащими мышцами) на 112-е сут после облу-
чения фиксировали в 10  %-м нейтральном формалине. 
Гистологическое исследование биоптатов кожи МЛП 
проводили с применением окраски гематоксилин-эози-
ном по стандартной методике на световом микроскопе 
при увеличениях от ×40 до ×200. 

Статистический анализ результатов проводили с 
помощью программного обеспечения Microsoft Office 
Excel 2007, Statistica 8.0, ImageTool.

Результаты и обсуждение

Результаты планиметрического анализа
На 21-е сут у всех животных отмечали появление от-

слоившегося некротизированного эпидермиса (язва), по-
крывающего раневую поверхность кожи МЛП. В группе 
Ам+ЛД площадь язвенной поверхности кожи была до-
стоверно больше по сравнению со всеми остальными 
группами (р ≤ 0,05) (табл. 1).

До 42-х сут исследования во всех группах отмечалась 
динамика уменьшения площади язвенной поверхности 
кожи МЛП животных и была меньше в группе Ам+ЛД 
по сравнению с остальными группами (р ≤ 0,05).

Начиная с 42-х сут исследования наблюдали тенден-
цию уменьшения площади язвенной поверхности кожи 
МЛП животных в группах Ам+ЛД, Ам+ЛП, Ам, Кл по 
сравнению с контрольной группой (К). 

На 112-е сут полное заживление язвенной поверх-
ности кожи МЛП отмечали в группе с применением 
децеллюляризированного амниона и лиофилизата кон-
диционированной среды МСК слизистой десны челове-
ка (Ам+ЛД) в 100 % случаев, в группе Ам – в 83,5 % 

случаев, в группе Ам+ЛП – в 60 %, в группе АмКл –  
в 20 %, а в группах К и Кл не было ни одного животного 
с полностью затянувшимся язвенным дефектом.

Результаты гистологических исследований
На 112-е сут после облучения при гистологическом 

исследовании отмечали уменьшение дермы, увеличе-
ние количества зачатков волосяных фолликулов и ко-
личества сосудов микроциркуляторного русла в группе 
Ам+ЛД по сравнению с другими группами, в которых 
эти изменения были не столь выражены. В контроль-
ной группе лабораторных животных (К) отмечалась 
неполная регенерация с образованием рубцовой ткани. 
(рис. 2). Истончение дермы отмечали: у всех животных  
(100 %) в группе Ам+ЛД; у 20 % животных в группе 
Ам+ЛП; у 67 % в группе Кл, при этом у остальных жи-
вотных (33 %) этой группы были выявлены признаки 
гиперплазии.

В группах АмКл и Кл отмечались немногочисленные 
внутриэпидермальные лимфоциты в 80 и 67 % случаев 
соответственно.

Во всех группах (К, Ам+ЛД, Ам+ЛП, Ам, АмКл, 
Кл) наблюдалась умеренно выраженная лимфоцитарная 
инфильтрация и фиброз дермы, кроме того, в группах 
АмКл и Кл выявлено большое количество нейтрофилов 
и замещение дермы грануляционной тканью.

Больше всего волосяных фолликулов (40 %) было 
обнаружено в группе Ам+ЛД. В остальных группах 
выявлены единичные волосяные фолликулы: в груп-
пе Ам+ЛП – 20 %, в группах Ам и АмКл – 16,5 % 
случаев.

При гистологическом исследовании отмечали проли-
ферацию сосудов микроциркуляторного русла в неболь-
шом количестве в группах Ам (16,5 %) и АмКл (20 %).

Известно, что МСК и их кондиционированные сре-
ды являются потенциальными источниками паракрин-
ных факторов (эпидермальный рост. фактор, фактор 
роста кератиноцитов, инсулиноподобный фактор ро-
ста 1, VEGF-α, эритропоэтин, фактор 1) и усиливать 
ангиогенез (VEGF, гранулоцитарный колониестиму-
лирующий фактор, фактор роста гепатоцитов, хемо-
таксический фактор моноцитов. белок-1, интерлейкин 
6 и трансформирующий фактор роста (TGF) β1) при 
лечении хронических ран ускоряя процесс [12–15]. 
Децеллюляризованная амниотическая мембрана чело-
века является каркасом клеточной адгезии, миграции 
и пролиферации, обладает иммуномодулирующими и 
иммунными, антимикробными, противорубцовыми и 
противовоспалительными свойствами, усиливает фи-
брогенез и ангиогенез и увеличивает отложение вне-
клеточного матрикса [16-17]. Амниотическая мембра-
на человека содержит большое количество цитокинов 

Таблица 1
Средняя площадь язвы кожи животных  

в каждой группе на контрольные сут), см2

The average area of an animal skin ulcer  
in each group on the control day.), cm2

Сут / 
группа

21 42 56 77 112

К 3,91±0,20 1,90±0,28 3,07±0,53 3,91±0,97 2,15±0,57
Ам 3,94±0,26* 1,46±0,24 1,15±0,34 0,85±0,39 0,12±0,08*
Кл 3,31±0,32 2,74±1,18* 3,17±1,14 1,94±0,42 0,50±0,17*
АмКл 3,19±0,16 1,99±0,21 1,68±0,44 1,86±0,42 1,67±0,80
Ам+ЛД 5,20±0,19* 1,10±0,21 0,3±0,25* 0,0±0,0 0,0±0,0*
Ам+ЛП 3,89±0,26* 1,91±0,31 0,57±0,34 0,29±0,32 0,08±0,09*

Примечание: * –  р ≤ 0,05
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и факторов роста, включая эпидермальный фактор ро-
ста, основной фактор роста фибробластов, фактор ро-
ста кератиноцитов, VEGF, TGF-α, TGF-β, фактор роста 
тромбоцитов, фактор роста гепатоцитов и нервов. фак-
тор роста [18]. В настоящем исследовании показано, 
что применение децеллюляризованной амниотической 
мембраны человека с лиофилизатами кондициониро-
ванной среды МСК эффективно при заживлении МЛП 
и может быть использовано для лечения незаживаю-
щих  и хронических ранах.

В ранее проведенном единственном исследовании 
[12] показано, что использование децеллюляризиро-
ванной амниотической мембраны при МЛП на 80-е 
сут после облучения увеличило скорость заживления  
в 2,5 раза; использование децеллюляризированной ам-
ниотической мембраны с МСК костного мозга или ли-
офилизированными МСК костного мозга увеличивало 
скорость заживления ран в 4 раза.

В настоящем исследовании показано, что при 
сравнении с контролем использование децеллюляри-
зированной амниотической мембраны при МЛП на 77 
и 112-е сут после облучения увеличило скорость за-
живления в 4,6 и 18 раз соответственно; применение 
децеллюляризированной амниотической мембраны 
с лиофилизатом кондиционной среды МСК плацен-
ты увеличивало скорость заживления ран в 13,5 и 27 
раз соответственно, а деллюляризированной амнио-
тической мембраны с лиофилизатом МСК слизистой 
десны человека приводило к 100 %-му заживлению 
(рис. 3). Полученные результаты демонстрируют воз-
можное значительное положительное действие пара-
кринных факторов децеллюляризированной амниоти-
ческой мембраны изолированно и усиление действия 
при комбинации с кондиционными средами МСК на 
заживление и эффективность консервативной тера-
пии МЛП.

Заживление площади язвенной поверхности МЛП 
в 83,5 % у животных в группе Ам продемонстрировало 
эффективность применения изолированной децеллюля-
ризованной амниотической мембраны даже в отсутствие 
лиофилизатов МСК человека. При этом заживление пло-
щади язвенной поверхности МЛП в группе АмКл соста-
вило в 20 % случаев, где децеллюляризованная амнио-
тическая мембрана фиксировалась медицинским клеем 
БФ-6, что было менее эффективно по сравнению с дру-
гими группами. 

Как показано в нашем исследовании, при использова-
нии децеллюляризированной амниотической мембраны 
человека изолированно и в комбинации с лиофилизата-
ми кондиционной среды МСК воспалительная реакция 
была незначительная и экссудация отсутствовала, что, 
очевидно, связано с ее выраженными противовоспали-
тельными и барьерными свойствами. 

Следует отметить, что полное заживление язвен-
ной поверхности (100 %) МЛП на 112-е сут отмеча-
ли у животных в группе Ам+ЛД, в группе Ам+ЛП 
– у 60 %, что свидетельствовало о полноценной на-
правленной миграции продуктов жизнедеятельности 
МСК слизистой десны человека в область повреж-
дения, вероятно под действием провоспалительных 
цитокинов, которые активно участвуют в заживле- 
нии. 

Результаты гистологического исследования группы 
Ам+ЛД свидетельствуют о клеточной регенерации, ак-
тивной пролиферации сосудов микроцеркуляторного 
русла, а также об увеличении количества волосяных 
фолликулов в МЛП у лабораторных животных по срав-
нению с другими группами. 

В контрольной группе животных, не получавших те-
рапию и в группе с использованием клея БФ отмечали 
неполную репаративную регенерацию и образование 
толстой, грубой рубцовой ткани.

Рис. 2. Морфологические изменения в ране на 112-е сутки после нанесения МЛП. Увеличение ×40, окраска гематоксилин-эозин
Fig. 2. Morphological changes in the wound on the 112th day after application of MLP. Magnification ×40, hematoxylin-eosin staining
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Рис. 3. Динамика развития МЛП кожи у животных с 21 до 112 сут (на оси абсцисс Х – сутки эксперимента, на оси ординат У – площадь 
поражения, см2. Синим цветом обозначена площадь общей измененной поверхности, красным – площадь язвенной поверхности)

Fig. 3. Dynamics of development of skin MLP in animals from 21 to 112 days (on the x-axis X is the day of the experiment, on the y-axis Y is the affected 
area, cm2. Blue indicates the area of the total changed surface, red indicates the area of the ulcerative surface)
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Заключение
Предложенное комбинированное применение децел-

люляризированной амниотической мембраны с лиофили-
затами кондиционной среды мезенхимальных стромаль-
ных клеток (МСК) плаценты и слизистой ткани десны 
человека и изолированное применение децеллюляризи-
рованной амниотической мембраны приводило к полной 

эпителизации язвенной поверхности, выраженному благо-
приятному течению МЛП тяжелой степени у лаборатор-
ных животных и сокращению сроков заживления, отсут-
ствию местных или системных осложнений, что можно 
рассматривать как перспективный метод консервативной 
терапии МЛП кожных покровов и новый терапевтический 
подход в лечении незаживающих и хронических ран. 
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