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Цель. Изучить влияние локальной циркуляторной компенсированной гипоксии, возникающей в 
дистрагируемом лоскуте при растяжении кожи, на активность процессов репаративной регенерации в об-
ласти раневого дефекта.

Материал и методы. Эксперимент проведен на  18 белых беспородных крысах. На верхней части 
спины животным наносили кожную рану  округлой формы. В основной группе кожу околораневой об-
ласти растягивали при помощи специального устройства в течение 5 суток, в контрольной  рана заживала 
без каких-либо внешних воздействий. Состояние кожных краев в области растяжения контролировали при 
помощи лазерной допплеровской флоуметрии: показатель микроциркуляции снижали не более чем на 50% 
от исходного. Активность регенерации тканей контролировали с помощью иммуногистохимического ис-
следования грануляционной ткани из области сформированной раны и дистрагируемой кожи. 

Результаты. В грануляционной ткани в области первичного дефекта при растяжении кожи около-
раневой области отмечалась повышенная пролиферативная активность клеток по сравнению с контролем: 
через 3-е суток растяжения кожи в грануляционной ткани раневого дефекта животных основной группы 
доля Ki-67-иммунопозитивных клеток  составила 57% (51;60), а в контрольной – 34% (30;42) (р=0,016). На 
5-е сутки моделирования локальной циркуляторной гипоксии сохранялись статистически значимые раз-
личия по этому признаку – 61% (55;66) в основной группе, против 42% (39;50) в контрольной (р=0,032). 
При иммуногистохимическом анализе образцов ткани дистрагируемого кожного лоскута также выявлены 
статистически значимые различия между активностью процессов регенерационной гипертрофии в основ-
ной и контрольной группах. 

Заключение. Локальная компенсированная гипоксия околораневой области стимулирует пролифе-
ративные процессы не только в области дистрагируемого лоскута, но и в области первичного раневого 
дефекта. Полученные новые знания существенно детализируют оценку гипоксического воздействия на 
организм, что способствует поиску методов контроля степени гипоксии в дистрагируемом лоскуте и новых 
хирургических способов воздействия на процессы регенерационной гипертрофии.
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Objectives. To study the  impact of local circulatory compensated hypoxia, occurring in the extensible flap in 
skin extension on the activity of the reparative regenerative processes in the area surrounding the wound.

Methods. The experiment was carried out on 18 white outbred rats. An oval skin wound was made in the 
upper part of the animals’ back. In the study group the skin of periwound area was being stretched by means of 
special device during 5 days; in the control group all wounds were well healed with no case of any external factors. 
The condition of the skin edges in the extension area was controlled by laser Doppler flowmetry: microcirculation 
index was reduced by no more than 50% from the original one. Activity of tissue regeneration was monitored by 
immunohistochemical studies of the granulation tissue from the expetrimental  wound and extensible skin.

Results. An increased proliferative activity of the cells was registered in the granulation tissue in the primary 
defect zone in the skin extension of the periwound area compared to the control: after 3 days of skin stretching 
the percent of Ki-67-immunopositive cells was 57% (51; 60), and in the control group – 34% (30; 42) (p=0,016) 
in the granulation tissue of the wound defect of the study group. On the 5th day of modeling of local circulatory 
hypoxia the statistically significant differences remained on the basis of  this criterion – 61% (55; 66) in the study 
group, compared to 42% (39; 50) in the control group (p=0,032). The statistically significant differences between 
the activity of regenerative hypertrophic processes have been revealed in the immunohistochemical analysis of tissue 
samples of the extensible flap in the study and control groups.

Conclusion. Local compensated hypoxia of the periwound area stimulates proliferative processes not only in 
the extensible flap, but also in the area of the primary wound defect. The obtained new data essentially specify effect 
of hypoxia on the body contributing the search of methods to control the degree of hypoxia in the extensible flap 
and new surgical methods affected on the process of regenerative hypertrophy. 

Keywords: hypoxia, wound, skin, stretching, proliferative processes,  regeneration, hypertrophy 
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Введение

Очевидно, что концентрация кислорода в 
тканях является значимым фактором, влияющим 
на процесс заживления ран. Долгое время счита-
лось, что продукция коллагена и скорость эпите-
лизации (два интегральных компонента раневого 
заживления) напрямую зависят от напряжения 
кислорода в тканях раны, при этом было показа-
но отрицательное влияние экзогенной гипоксии 
[1] и положительное влияние гипербарической 
оксигенации [2] на заживление ран. Однако 
существуют исследования, в которых доказано 
положительное влияние  гипоксии на ангиогенез 
и синтез коллагена в тканевой культуре in vitro 
[3, 4]. Опубликованы данные, указывающие на 
то, что процессы репаративной регенерации 
стимулируются в условиях гипоксии [5]. По 
всей видимости, это противоречие объясняется 
различными экспериментальными моделями, 
используемыми авторами, то есть условиями соз-
дания гипоксического состояния в тканях.  Осо-
бый интерес представляет эволюция взглядов на 
механизм  влияния гипоксии на раневой процесс. 
Влияние местных гуморальных факторов на репа-
ративные процессы исследовалось еще в начале 
ХХ века. «В период первой мировой войны М.Ю. 
Лорин-Эпштейн (1925) подметил более быстрое 
заживление повторных ранений, даже если они 
были более обширными, чем повреждения при 
первом ранении. Эти наблюдения военных лет 
М.Ю. Лорин-Эпштейн проверил в эксперименте 
на морских свинках и кроликах . Эти данные 
в последующем были подтверждены работами 
С.С. Гирголава (1926), Ю.Ю. Джанелидзе (1926) 
и др. Все названные авторы указывали на опре-
деленное значение в механизме заживления ран 
каких-то веществ, которые образуются вскоре 
после повреждения тканей и стимулируют про-
цессы регенерации. Эти вещества, именуемые 
большинством авторов «раневыми гормонами» 
(Р.И. Белкин, 1947 и др.), не удалось выделить 
в чистом виде, а потому природа их полностью 
не была открыта» (цит. по [6]).  

На наш взгляд, недостатком при обсужде-
нии и сопоставлении результатов исследований 
воздействия низкой, концентрации кислорода 
на раневой процесс является отсутствие точной 
характеристики гипоксического воздействия. В 
эксперименте [7] была предпринята попытка 
разрешить это противоречие. В этой модели 
животные находились в состоянии нормок-
сии, т.е. не страдали от недостатка кислорода 

во вдыхаемом воздухе, а гипоксия создавалась 
непосредственно над раной в изолированном 
контейнере. Авторы зафиксировали усиление 
процессов ангиогенеза, но отметили замедление 
заживления ран в условиях локальной экзоген-
ной гипоксии. 

В литературе мы не обнаружили результатов 
исследований воздействия локальной циркуля-
торной гипоксии на раневой процесс. То есть 
такого варианта гипоксии, когда животные со-
держатся в условиях нормальной концентрации 
кислорода, но, в отличие от экспериментальных 
моделей T. Hunt et al. [1] и H. Sano et al. [7], 
доступ кислорода непосредственно в рану не 
лимитируется, а гипоксия создается на огра-
ниченном участке околораневой области в 
результате локального компенсированного на-
рушения микроциркуляции при дозированной 
дермотензии.

Целью представленного исследования стало 
изучение влияния локальной циркуляторной 
компенсированной гипоксии, возникающей в 
дистрагируемом лоскуте при дермотензии, на 
активность процессов репаративной регенера-
ции в области раневого дефекта.

Материал и методы

Экспериментальные исследования прово-
дились в соответствии с приказом Министер-
ства здравоохранения и социального развития 
Российской Федерации от 23 августа 2010  г. 
№ 708н «Об утверждении Правил лабораторной 
практики». Дизайн исследования, основные 
правила содержания и ухода были согласованны 
с этическим комитетом при ГБОУ ВПО Ниж-
ГМА Минздрава России.

При проведении экспериментальных ис-
следований использовали 18 белых беспородных 
крыс-самцов  массой 250-300 г. Животные до 
начала исследования помещались в отдельную 
комнату на период адаптации (14 дней). Во 
время этого периода у животных контроли-
ровали проявление отклонений в состоянии 
здоровья согласно Стандартной операционной 
процедуре лаборатории (СОП) «Прием живот-
ных, карантин, адаптация». Все процедуры по 
рутинному уходу за животными выполняли в 
соответствии с СОП лаборатории. В комнате 
содержания животных поддерживались следу-
ющие условия окружающей среды: температура 
окружающего воздуха 18-24ºС; относительная 
влажность 30-70 %; автоматическая смена 12-ти 
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часового светового периода (6.00-18.00 – день, 
18.00-6.00 – ночь); 100 % вентилирование без 
рециркуляции со сменой воздуха 7-12 объемов 
комнаты в час. Животные содержались в от-
дельных помещениях в индивидуальных поли-
карбонатных клетках на подстиле. В качестве 
подстилки использовались опилки деревьев 
нехвойных пород, стерилизованные в сухожа-
ровом шкафу. Комбикорм полнорационный 
для лабораторных животных ПК-120-1 и К-122, 
производимый ООО «Лабораторснаб», давался 
ad libitum в кормовое углубление крышки клет-
ки. Корм сбалансирован по аминокислотному 
составу, минеральным веществам и витаминам, 
изготовлен из высококачественных компонен-
тов. Проведены лабораторные исследования 
на токсичность – корм не токсичен, эколо-
гически чистый продукт. Профильтрованная 
водопроводная вода давалась в стандартных 
автоклавированных питьевых бутылочках. В 
лаборатории проводился периодический ана-
лиз воды, подстилки и корма на микробио-
логическую контаминацию. Контаминации 
подстилки, корма и воды, способной повлиять 
на результаты исследования, не было. Экспери-
менты проведены в период ноябрь-февраль. Для 
выполнения анестезии использовали золетил 
(50 мг/кг веса, внутрибрюшинно), рометар (0,2 
мл/кг, внутрибрюшинно), в качестве местного 
анастетика 0,5%-ный раствор новокаина под-
кожно. Подобная анестезия выбрана в связи с 
тем, что она обеспечивает возможность прове-
дения эксперимента с сохранением спонтанного 
дыхания, обладает достаточной терапевтической 
широтой действия.

На верхней части спины удаляли шерсть, 
маркером через шаблон наносили контур бу-
дущей раны – окружность диаметром 18 мм, 

площадью 254 мм2. После чего размечали места 
наложения рамки и проведения игл и скальпе-
лем наносили кожную рану. День нанесения 
ран считали нулевым днем эксперимента. Объ-
ектом исследования явилась инфицированная 
рана мягких тканей на этапе ее закрытия при 
помощи дозированной спицевой дермотензии. 
Задачами  экспериментального исследования 
при моделировании дозированной спицевой 
дермотензии были: 

1) создание локальной циркуляторной 
компенсированной гипоксии в околораневой 
области; 

2) изучение процессов регенерационной 
гипертрофии (внераневой вставочный рост) в 
области дистрагируемого лоскута; 

3) изучение изменений, происходящих в 
области первичного раневого дефекта. Гипотеза 
состояла в том, что натяжение тканей око-
лораневой области, приводящее к локальной 
компенсированной циркуляторной гипоксии, 
ведет к повышению пролиферативной актив-
ности клеток в области раневого дефекта и 
ускорению регенерационной гипертрофии  
дистрагируемого лоскута (внераневого вставоч-
ного роста). Критерием, позволяющим оценить 
правильность гипотезы, явились скорость за-
живления раны, сроки  эпителизации, данные 
гистологического и иммуногистохимического 
исследования.

Для создания локальной циркуляторной 
гипоксии в дистрагируемом лоскуте разрабо-
тано специальное устройство, предназначенное 
для моделирования дозированной дермотензии 
в эксперименте на мелких млекопитающих. 
Устройство (рис. 1) содержит металлическую 
рамку ABCD размерами 3×5 см, выполненную 
из спицы Киршнера, изогнутой таким образом, 

Рис. 1. Устройство для моделирования дозированной дермотензии в эксперименте 
на мелких млекопитающих (объяснение в тексте)
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что одна из сторон длиной 5  см состоит из 
двух ветвей, между которыми перпендикулярно 
длинной оси рамки расположены четыре иглы 
(иглы медицинские для внутримышечных инъ-
екций), проведенные через кожу животного. 

Для лучшей фиксации свободные концы 
игл загибались вокруг рамки при помощи 
иглодержателя. Две ближние к центру иглы 
фиксировались между собой проволокой таким 
образом, что движение их от центра к перифе-
рии рамки исключалось. Для моделирования 
дермотензии выполняли тракцию  игл FG и PT, 
при этом растяжению подвергались перифери-
ческие участки кожи в границах рамки EFGH 
и PQST.  Тракция была направлена от раневого 
дефекта к периферии,  при этом  участок ткани 
с раневым дефектом (QEHS)  в центре рамки 
не подвергался действию сил растяжения.  
Фиксация игл в состоянии натяжения кожи 
осуществлялась проволокой, причем путем 
скручивания концов проволоки регулировалось 
натяжение тканей.  Устройство оставляли на 
ране на 5 суток. 

Все животные были разделены на две груп-
пы в зависимости от воздействия на раневой 
процесс. В контрольной группе (9 животных) 
после нанесения раны никаких дополнительных 
методов воздействия на раневой процесс не 
применяли, то есть шел естественный процесс 
заживления. В основной группе (9 животных) 
осуществляли дермотензию при помощи пред-
ложенного устройства. Состояние кожных краев 
в области растяжения контролировали при по-
мощи оксиметрии и лазерной допплеровской 
флоуметрии (аппарат ЛАКК-02). Для модели-
рования компенсированной циркуляторной 
гипоксии добивались снижения показателя 
микроциркуляции  на 50% по данным аппарата 
ЛАКК-02. 

Животных выводили из эксперимента 
путем декапитации под наркозом на 3-и, 5-е 
сутки эксперимента и после заживления раны.   
Материалом для гистологического и иммуноги-
стохимического исследований явились: грану-
ляционная ткань из области сформированной 
раны и кожа растягиваемого между спицами 
лоскута края раны. Методика иммуногисто-
химического окрашивания осуществлялась в 
соответствии с рекомендациями фирмы про-
изводителя Labvision (USA) с применением 
панели моноклональных антител к белку Ki-67 с 
последующим докрашиванием гематоксилином 
Майера.

С помощью системы анализа изображения 
был проведен подсчет индекса пролиферации 
(ИП), то есть относительного содержания Ki-67 
иммунопозитивных клеток. Измерения прово-

дили в среднем в 30 полях зрения. В каждом 
из полей зрения проводили автоматический 
подсчет количества ядер и цитоплазмы, специ-
фично окрашенных (коричневый цвет). Выбор 
объектов для подсчета осуществлялся автомати-
чески по цвету с 16-битной градацией глубины 
цветности. Индекс пролиферации определяли 
по формуле ИП = (n/N)×100%, где n – коли-
чество меченых ядер, N – общее число ядер в 
поле зрения микроскопа.

Для статистического анализа количествен-
ных данных в независимых выборках приме-
няли критерий U Манна-Уитни. Выборочные 
параметры, приводимые далее, имеют следую-
щие обозначения: Ме – медиана, Q1 – нижний 
квартиль, Q3 – верхний квартиль,  р – величина 
статистической значимости различий. 

Результаты

Проведенные исследования показали, что у 
животных обеих групп в процессе заживления 
ран наблюдались однонаправленные изменения 
локального статуса – очищение ран от некро-
зов и заполнение их грануляционной тканью с 
одновременным исчезновением местных при-
знаков воспаления. 

У животных основной группы в результате 
лечения на 7-е сутки площадь раневой поверх-
ности уменьшилась до (Ме) 50 мм2 (19,6% от ис-
ходной). На 10-е сутки площадь ран в основной 
группе составила 24 мм2, то есть уменьшилась 
на 90,5% по сравнению с исходными данными. 
На 19-е сутки площадь ран составляла 6 мм2, 
полная эпителизация раневого дефекта наблю-
далась к 21-м суткам лечения. 

В контрольной группе животных площадь 
экспериментальных ран на 7-е сутки составляла 
(Ме) 60 мм2. К 10-м суткам площадь ран умень-
шилась до 36 мм2, к 19-м суткам – до 11 мм2 

и полная эпителизация раневого дефекта на-
ступила на 24 сутки. При анализе результатов 
эксперимента выявлена статистически значимая 
разница в сроках полной эпителизации ран 
между основной (медиана составила 21 сутки)  
и контрольной (медиана – 24 суток) группами 
(р<0,001). 

При изучении образцов ткани, взятых у 
животных основной и контрольной групп из 
области раневого дефекта, установлено, что в 
области первичного дефекта в грануляционной 
ткани на 3-и и 5-е сутки дермотензии в усло-
виях локальной компенсированной гипоксии 
околораневой области отмечалась повышенная 
пролиферативная активность клеток по срав-
нению с контролем. Выявлены статистически 
значимые различия по признаку количества 
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клеток с высоким уровнем пролиферативной 
активности (количества клеток с окрашенными 
ядрами) (рис. 2, 3). 

Через 3-е суток дермотензии в грануляци-
онной ткани животных основной группы доля 
Ki-67-иммунопозитивных клеток  составила 
(Ме [Q1;Q3]) 57% (51;60), а в контрольной –  
34% (30;42) (р=0,016). На 5-е сутки модели-
рования локальной циркуляторной гипоксии 
сохранялись статистически значимые различия 
по этому признаку – 61% (55;66) в основной 
группе против 42% (39;50) в контрольной 
(р=0,032). Таким образом, сравнительное мор-
фометрическое исследование грануляционной 
ткани ран животных основной и контрольной 

групп  показало, что локальная компенсирован-
ная гипоксия околораневой области  изменяет 
динамику процессов репаративной регенерации 
в ткани раневого дефекта, что при макроскопи-
ческом исследовании проявляется в увеличении 
скорости заживления раны.

При иммуногистохимическом анализе об-
разцов ткани дистрагируемого кожного лоскута 
также выявлены статистически значимые разли-
чия между активностью процессов регенераци-
онной гипертрофии в основной и контрольной 
группах (рис. 4, 5). 

По данным морфометрического анализа 
иммуногистохимических препаратов кожи об-
ласти дистрагируемого лоскута индекс проли-

Рис. 2. Микрофото поперечного среза тканей ране-
вого дефекта животного контрольной группы на 3-и 
сутки эксперимента. Иммуногистохимический метод 
верификации белка с помощью меченых монокло-
нальных антител Ki-67, докрашивание гематоксили-
ном Майера. ИП для Ki-67 – 34%. Ув. ×400

Рис. 4. Микрофото поперечного среза тканей око-
лораневой области животного контрольной группы 
на 3-и сутки эксперимента. Иммуногистохимический 
метод верификации белка с помощью меченых моно-
клональных антител Ki-67, докрашивание гематок-
силином Майера. ИП для Ki-67 – 46%. Ув. ×400

Рис. 5. Микрофото поперечного среза тканей дис-
трагируемого лоскута околораневой области живот-
ного основной группы на 3-и сутки эксперимента. 
Иммуногистохимический метод верификации белка 
с помощью меченых моноклональных антител Ki-
67, докрашивание гематоксилином Майера. ИП для  
Ki-67 – 52%. Ув. ×400

Рис. 3. Микрофото поперечного среза тканей ра-
невого дефекта животного основной группы на 3-и 
сутки эксперимента. Иммуногистохимический метод 
верификации белка с помощью меченых монокло-
нальных антител Ki-67, докрашивание гематоксили-
ном Майера. ИП для Ki-67 – 57%. Ув. ×400
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ферации (Ki-67) на 3-и сутки в основной группе 
составил 52% (48;54), в контрольной – 46% 
(44;52) (р=0,028). На 5-е сутки доля иммуно-
позитивных пролиферирующих клеток увели-
чивалась в основной группе до 65% (60;67) и 
до 57% (53;60) в контрольной (р=0,032). Таким 
образом, с помощью иммуногистохимического 
анализа установлено, что при дозированной 
дермотензии в условиях локальной компенсиро-
ванной циркуляторной гипоксии существенно 
усиливается пролиферативная активность в 
тканях дистрагируемого лоскута.

Обсуждение

Подмеченный М.Ю. Лорин-Эпштейном 
(по [6]) около века назад эффект ускорения за-
живления раны под воздействием «раневых гор-
монов» из рядом расположенной раны подтвер-
дился и в случае создания локальной гипоксии 
в околораневой области. Поскольку раневой 
процесс сопровождается сложными многоком-
понентными взаимодействиями клеточных эле-
ментов, а взаимосвязь клеток осуществляется 
через цитокины,  можно с большой долей уве-
ренности предположить реализацию наблюда-
емого эффекта через цитокиновый механизм, в 
частности, через HIF (hypoxia-inducible factor –  
гипоксия-индуцибельный фактор), открытый 
в 1992 G.L. Semenza et al. [8]. Наиболее из-
ученным механизмом влияния гипоксии на 
клетки является активация фактора транскрип-
ции HIF-1α, приводящая к повышению в них 
экспрессии генов факторов, стимулирующих 
ангиогенез [9]. Принципиальным вопросом яв-
ляется уровень компенсированности локальной 
гипоксии. Наиболее целесообразно рассмотреть 
данные о динамике в дистрагируемых тканях 
непосредственно парциального напряжения 
кислорода. По нашим данным, совпадающим 
с литературными, в норме парциальное дав-
ление кислорода в коже находится в пределах 
60-90 мм рт. ст. По данным А.В. Покровского и  
А.В. Чупина [10], снижение показателя пар-
циального давления кислорода в абсолютных 
цифрах до уровня 35-45 мм рт. ст. или на 
50% от нормальных показателей в преобла-
дающем большинстве случаев обеспечивает 
неосложненное заживление раневого дефекта. 
В исследованиях [11] показано, что значения 
транскутанного парциального давления кис-
лорода и показатель микроциркуляции при 
ЛДФ коррелируют друг с другом и являются 
основными параметрами в определении жиз-
неспособности кожи краев раны мягких тка-
ней, в частности, подверженной дермотензии. 
В целом, в результате анализа литературных 

данных, можно сделать вывод, что снижение 
показателя микроциркуляции на 50%, но не 
менее чем до 2 пф.ед., приводит к компенси-
рованной гипоксии.  

Выводы

1. Компенсированная локальная циркуля-
торная гипоксия благоприятно сказывается на 
течении раневого процесса.

2. Локальная компенсированная гипоксия 
околораневой области стимулирует пролифера-
тивные процессы не только в области дистра-
гируемого лоскута, но и в области первичного 
раневого дефекта.

3. Полученные новые знания существенно 
детализируют оценку гипоксического воз-
действия на организм, что способствует как 
поиску методов контроля степени гипоксии в 
дистрагируемом лоскуте, так и новых хирур-
гических способов  воздействия на процессы 
регенерационной гипертрофии при местном 
лечении инфицированных ран мягких тканей.
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