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Цель  — изучение влияния трансплантации стромально-васкулярной фракции (СВФ), культивированных мультипотент-
ных мезенхимальных стволовых клеток (ММСК) жировой ткани и введения паракринных факторов кондиционной среды, 
полученных при культивировании ММСК, на течение тяжелых местных радиационных поражений кожи . Методика. Крыс 
инбредной линии Wistar-Kyoto облучали на рентгеновской установке в дозе 110 Гр, при мощности дозы 20,0 Гр/мин . Напря-
жение на трубке 30 кВ, ток 6,1 мА, фильтр Al толщиной 0,1 мм, площадь поля облучения составляла 8,5 см2 . Трансплантацию 
клеток СВФ жировой ткани проводили двукратно в дозах 2,2 х 106 и 3,0 х 106 на 28-е и 35-е сут после облучения, соответ-
ственно . Культивированные ММСК вводили в дозах 2,8 × 106 и 3,4 × 106 на 28-е и 35-е сут после действия радиации . Пара-
кринные факторы кондиционной среды вводили пятикратно с 1-х по 10-е сут после облучения, подкожно по 1,0 мл (общий 
белок 8 мг/мл) . Тяжесть лучевого поражения кожи и эффекты терапии оценивали в динамике по клиническим проявле-
ниям, с помощью планиметрии и патоморфологических методов . Результаты. Выбранный режим радиационного воздей-
ствия вызывал тяжелые лучевые поражения кожи с длительно (до 5 мес) незаживающими язвами . Площадь лучевых язв у 
крыс контрольной группы в период с 28-х до 84-х сут медленно уменьшалась от 2,73±0,17 см2 до 1,52±0,17 см2, а через 4 и 
5 мес после облучения составляла 0,52±0,15 см2 и 0,05±0,04 см2, соответственно . Во всех опытных группах после 84-х сут 
отмечалась тенденция к снижению площади лучевых язв, а через 4 мес после облучения уменьшение площади язв и сни-
жение тяжести поражения в опытных группах по сравнению с контролем были статистически значимыми (р < 0,05) . У 70-80 
% крыс в опытных группах через 4 мес после облучения наблюдалась полная эпителизация радиационных ран с образо-
ванием атрофического рубца, а в контрольной группе в этот период атрофические рубцы наблюдались лишь у 40% крыс . 
Заключение. Трансплантация СВФ жировой ткани или культивированных ММСК, а также введение паракринных факто-
ров кондиционной среды способствуют усилению регенераторных процессов в пораженной ткани, и могут быть в равной 
степени эффективны при терапии тяжелых лучевых поражений кожи в эксперименте .
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Aim. To study effects of stromal-vascular fraction (SVF) transplantation, cultured multipotent mesenchymal stem cells (MMSC) of 
adipose tissue, and administration of paracrine factors of the conditioned MMSC culture medium on the course of severe, local 
radiation lesions of the skin . Methods. Wistar-Kyoto rats were irradiated with X-rays at a dose of 110 Gy and a dose rate of 20 .0 
Gy/min . The tube voltage was 30 kV, current – 6 .1 mA, filter –0 .1 mm thick A1, and irradiation field area – 8 .5 cm2 . Transplanta-
tion of adipose tissue SVF cells was performed twice at doses of 2 .2 x 106 and 3 .0 x 106 on the 28th and 35th days after irradiation, 
respectively . Cultured MMSC was administered at doses of 2 .8 x 106 and 3,4 x 106 on the 28th and 35th days after irradiation . Para-
crine factors of the conditioned medium were administered five times from the 1st to the 10th day after irradiation at a dose of 
1 .0 ml, s .c . (total protein, 8 mg/ml) . Severity of radiation damage of the skin and effects of the therapy were followed up by clin-
ical manifestations using planar geometry and pathomorphological methods . Results. Radiation exposure under the specified 
conditions caused severe radiation injuries of the skin with nonhealing ulcers that persisted for up to 5 months after irradiation . 
In control rats the area of radiation ulcers slowly decreased between the 28th and 84th days from 2 .73 ± 0 .17 cm2 to 1 .52 ± 0 .17 
cm2, respectively, and was 0 .52 ± 0 .15 cm2 and 0 .05 ± 0 .04 cm2 at 4 and 5 months after irradiation . In all experimental groups, the 
healing was more intensive after the 84th day with a tendency to decrease the area of radiation ulcers; at 4 months after irradia-
tion, statistically significant decreases in the area of ulcers and severity of lesions were observed in the experimental groups com-
pared to the control (p <0 .05) . At four months after irradiation, 70-80% of rats in the treatment groups showed complete epithe-
lialization of radiation wounds with formation of an atrophic scar whereas in the control group during the same period, atrophic 
scars were observed only in 40% of rats . Conclusion. Transplantation of adipose-derived SVF or cultured adipose tissue MMSC 
as well as administration of paracrine factors of the conditioned medium contributed to the enhancement of regenerative pro-
cesses in the affected tissue and can be equally effective in the treatment of severe experimental radiation lesions of the skin .
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Введение
Широкое применение радиотерапии, радиологи-

ческих процедур и радиоактивных материалов в ядер-
ной медицине, а также использование источников ио-

низирующих излучений в промышленности может со-
провождаться увеличением числа случаев локальных 
радиационных поражений. Тяжелые лучевые пораже-
ния кожи характеризуются развитием длительно неза-
живающих, хронических язв на фоне нарушения тро-
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фики облученной ткани, степень деструкции которой 
имеет прямую зависимость от мощности, дозы и вида 
излучения [1-3]. Лечение хронических радиационных 
язв с применением обычных консервативных методов 
или пересадки кожи является очень сложной задачей. 
Даже при оптимальных условиях процесс заживления 
приводит к фиброзу и формированию атрофических 
рубцов. Кроме того, радиационные язвы часто инфи-
цированы, что может приводить к сепсису [1, 4]. Зна-
чимость и высокая распространенность хронических 
язв при радиационных поражениях обусловливает ак-
туальность разработки эффективных способов лече-
ния. 

В последние годы накоплено большое количество 
экспериментальных и клинических данных, которые 
показывают, что перспективным способом лечения 
местных лучевых поражений является применение 
клеточной терапии с использованием мультипотент-
ных мезенхимальных стволовых клеток (ММСК), вы-
деленных из костного мозга или жировой ткани [5-9], 
причем жировая ткань является предпочтительным 
источником стволовых клеток. Стволовые клетки жи-
ровой ткани могут применяться как в виде культиви-
рованных ММСК [6, 7], так и в виде стромально-ва-
скулярной фракции (СВФ) [8, 9]. Высокая концен-
трация ММСК в СВФ позволяет получать необхо- 
димое для трансплантации количество стволовых кле-
ток без наработки их в культуре. Трансплантация 
стволовых клеток жировой ткани способствует зна-
чительному ускорению заживления кожных ран [8-
10]. Считается, что благоприятный эффект транс-
плантации ММСК при различных видах патологиче-
ских процессов связан с трофическим действием про-
дуцируемых ферментов, цитокинов и ростовых фак-
торов, необходимых для регенерации тканей [11, 12]. 
Установлено, что паракринные факторы, выделяемые 
стволовыми клетками в процессе культивирования, 
могут проявлять стимулирующий эффект на регене-
рацию при лечении химических и термических пора-
жений [13]. 

Цель – сравнительное изучение эффектов стро-
мально-васкулярной фракции жировой ткани, куль-
тивированных ММСК и паракринных факторов кон-
диционной среды при терапии тяжелых лучевых пора-
жений кожи в эксперименте. 

Методика  
Работу с животными проводили в соответствии с 

«Правилами надлежащей лабораторной практики», ут-
вержденными приказом Министерства здравоохране-
ния РФ № 199н от 01.04.2016. Исследование было одо-

брено локальным этическим комитетом института. 
Эксперименты были выполнены на 40 крысах-самцах 
инбредной линии Wistar-Kyoto массой 250-280 г, по-
лученных из питомника лабораторных животных 
ФИБХ РАН (г. Пущино).  Животные содержались в 
оптимальных для данного вида условиях, на стандарт-
ном рационе с свободным доступом к питьевой воде. 
Условия содержания и процедура эксперимента соот-
ветствовали общим правилам работы с использовани-
ем экспериментальных животных.

Крыс подвергали локальному воздействию рентге-
новского излучения в подвздошно-поясничной обла-
сти спины на установке ЛНК-268 (РАП 100 – 10) в до-
зе 110 Гр при мощности дозы 20,0 Гр/мин, напряже-
нии 30 кВ, силе тока 6,1 мА, фильтр 0,1 мм Al, площадь 
поля облучения на поверхности кожи составляла 8,5 
см2. Данные условия лучевого воздействия сопрово-
ждаются тяжелыми лучевыми поражениями кожи с 
длительно незаживающими язвами у крыс [14]. После 
облучения животные были разделены на 4 группы по 
10 крыс в каждой: 

1-я группа – облученный контроль;
 2-я группа – крысы с введением СВФ;
 3-я группа – крысы с введением культивирован-

ных ММСК;
 4-я группа – крысы с введением паракринных 

факторов кондиционной среды.
Жировую ткань для получения СВФ при каждой 

трансплантации брали от интактных крыс, которые не 
использовались в дальнейшем. При заборе биоматери-
ала животных наркотизировали внутрибрюшинным 
введением препарата «Золетил» (10 мг/кг, Virbac, 
Франция). Выделение СВФ проводили путем фермен-
тативной обработки размельченной жировой ткани в 
0,015 % растворе коллагеназы IA для растворения кол-
лагеновых волокон и освобождения клеток. После цен-
трифугирования и отмывки от фермента получали очи-
щенную СВФ [15, 16]. Клетки СВФ вводили двукрат-
но на 28-е и н 35-е сут после облучения в дозах 2,2 х 106 

и 3,0 х 106, соответственно. 
Для изучения влияния культивированных ММСК 

жировой ткани использовали клетки второго пассажа, 
полученные от интактных крыс и наработанные in vi-
tro [16].  Культивированные ММСК вводили двукрат-
но в дозе 2,8 × 106 и 3,4 × 106 на 28-е и 35-е сут после 
действия радиации, соответственно. Подсчет и оцен-
ку жизнеспособности клеток проводили на автомати-
ческом счетчике клеток Countess (Invitrogen, США). 
Содержание живых клеток перед трансплантацией во 
всех экспериментах составляло 87-95%. Суспензию 
клеток СВФ или культивированных ММСК в 1 мл сте-
рильного раствора Хенкса вводили под кожу в 5 точек 
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(по 0,2 мл на точку), вокруг лучевой язвы, отступив 5 
мм от края. Паракринные факторы кондиционной сре-
ды культивированных ММСК получали по методу [17] 
и вводили подкожно в объеме 1,0 мл (общий белок 8 
мг/мл) в 5 точек вокруг лучевой язвы на 1-е, 3-е, 6-е, 
8-е и 10-е сут после облучения. Сроки введения кле-
ток и паракринных факторов определены на основа-
нии ранее проведенных экспериментов. После облу-
чения крыс проводили наблюдение за процессом раз-
вития местного лучевого поражения и эффективностью 
терапии. Течение лучевого поражения кожи оценива-
ли в динамике по клиническим проявлениям, с ис-
пользованием балльной шкалы оценок [18] и с помо-
щью планиметрии. Планиметрию проводили ежене-
дельно, начиная с 8-х сут после облучения. У каждой 
крысы в фиксированные отрезки времени измеряли 
площадь лучевого поражения. Для этого проводили 
фотосъемку цифровой камерой Canon с последующей 
обработкой изображений и определением площади яз-
венной поверхности с помощью программы AutoCad 
14. Анализировали динамику изменения площади ра-
диационных ран и тяжести поражения у животных 
опытных групп по сравнению с облученным контро-
лем. 

Животных выводили из эксперимента через 5 мес 
после облучения. Пораженный участок кожи по пло-
щади и глубине вырезался с захватом здоровых тка-
ней. Материал фиксировали в 10% забуференном 
формалине и заливали в парафин. Срезы, толщиной 
4-5 мкм окрашивали гематоксилином и эозином. 
Морфометрическое исследование включало подсчет 
клеток воспалительного инфильтрата, и среди них – 
фибробластов и фиброцитов, и рассчитывали отно-
шение фибробластов к общему числу клеток. При ана-
лизе проводилась сравнительная количественная 
оценка клеточного состава созревающей грануляци-
онной ткани в центре и на периферии дна рубцую-
щихся язв. 

Количественную обработку данных проводили с 
помощью программы Image Tool for Windows, v. 3.0 
(«UTHSCSA», США). После проверки выборки на нор-
мальность распределения вычисляли среднюю ариф-
метическую величину и стандартное отклонение сред-
ней арифметической. Проверку статистической зна-
чимости различий осуществляли по критерию 
Стьюдента (t). Математическую обработку количе-
ственных данных гистологических препаратов прово-
дили с использованием непараметрической статисти-
ки с вычислением медианы и межпроцентильного раз-
маха. Сравнение групп проводили при помощи метода 
множественных сравнений Krusal-Wallis (пакет стати-
стических программ Statistica-8. «StatSoft»). 

Результаты и обсуждение 
В начальный период после воздействия рентгенов-

ского излучения в дозе 110 Гр при указанных в мето-
дах параметрах клиническая картина поражения кожи 
у всех животных была сходна. Так, на 8-11-е сут после 
локального облучения отмечались проявления сухого 
дерматита, а к 14-16 сут начиналась экссудация, и су-
хой дерматит переходил во влажный. Во всех экспери-
ментальных группах к 21-28-м сут на коже крыс обра-
зовывались глубокие лучевые язвы, покрытые плот-
ным струпом темно-коричневого цвета. Далее в 
контрольной группе животных наблюдалось очень 
медленное заживление с неравномерным у разных осо-
бей течением патологического процесса. Площадь лу-
чевых язв у крыс контрольной группы в период с 28-х 
до 84-х сут после облучения снижалась в пределах от 
2,73±0,17 см2 до 1,52±0,17 см2, соответственно (рис. 1). 
У некоторых животных контрольной группы язвы со-
хранялись более 5 мес после облучения, и средняя пло-
щадь радиационных ран через 4 и 5 мес после облуче-
ния составляла 0,52±0,15 см2 и 0,05±0,04 см2, соответ-
ственно. 

Динамика изменений площади лучевых язв у крыс 
в опытных группах, как при трансплантации СВФ или 
ММСК, так и с введением паракринных факторов, до 
3-х мес после облучения значимо не отличалась от по-
казателей у облученных контрольных животных. За-
тем у крыс опытных групп происходило более интен-
сивное заживление и наблюдалась тенденция к сни-
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Рис. 1. Изменения площади лучевых язв после облучения в дозе 110 
Гр у крыс контрольной и опытных групп с трансплантацией СВФ, куль-
тивированных ММСК и введением паракринных факторов .

По оси ординат – площадь поражения, см2; по оси абсцисс – время 
после облучения (мес); * – статистически значимые различия по 
сравнению с контролем (р < 0,05).
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жению площади лучевых язв, а через 4 мес после 
облучения уменьшение площади лучевых язв у крыс в 
опытных группах по сравнению с контролем достигло 
статистически значимого уровня (р < 0,05).  На 140-е 
сут после облучения средняя площадь ран в группах с 
трансплантацией клеток СВФ, культивированных 
ММСК или введением паракринных факторов состав-
ляла 0,004±0,002 см2, 0,004±0,003 см2 и 0,02±0,02 см2, 
по сравнению с 0,05±0,04 см2 в облученном контроле, 
соответственно.

По динамике тяжести клинических проявлений лу-
чевого поражения, выраженной в баллах, животные 
опытных групп отличались от контрольной группы бо-
лее легким течением (рис. 2). Начиная с 84-х сут после 
облучения, различия тяжести поражения в контроль-
ной и опытной группах были статистически значимы-
ми (p < 0,05). Визуально струпы у крыс в опытных груп-
пах были более тонкими и поверхностными, чем в кон-
трольной группе. Через 4 мес после облучения у 70-80 
% крыс в опытных группах наблюдалась полная эпи-
телизация ран с образованием атрофического рубца, а 
в контрольной группе в этот период атрофические руб-
цы наблюдались лишь 40% крыс. 

Для оценки состояния пораженной кожи по ис-
течении 5 мес после облучения и видимого заживле-
ния лучевых язв проводили гистологические иссле-
дования (рис. 3). Во всех группах крыс отмечена пол-
ная эпителизация поврежденной кожи. Ново- 
образованный эпидермис характеризовался много-
рядностью и содержал роговой слой. Подлежащая 
рубцующаяся ткань была неравномерной толщины, 
с участками гиалиноза. Наиболее широкий рубцо-
вый слой отмечался у животных контрольной груп-
пы. В поверхностных участках выявлены сосуды с 
утолщенными стенками. Придатки кожи в области 
заживших язв отсутствовали во всех группах живот-
ных. В подкожной мышце выявлялись деформиру-
ющие рубцовые изменения с умеренной диффузной 
круглоклеточной инфильтрацией. Из-за разраста-
ния фиброзной ткани в глубоких отделах язвенных 
дефектов, жировой клетчатке количество липоцитов 
было снижено, наиболее отчетливо грубые склеро-
тические изменения выявлены у животных кон-
трольной группы. 
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Рис. 2. Тяжесть течения патологического процесса после облучения в 
дозе 110 Гр  у крыс контрольной и опытных групп с трансплантацией 
СВФ, культивированных ММСК и введением паракринных факторов . 

По оси ординат – тяжесть поражения, баллы; по оси абсцисс – вре-
мя после облучения (мес); * –  показатели статистически значимо 
отличающиеся от контроля (р < 0,05).

Таблица 

Количественная оценка клеточных популяций в участке пораженной кожи у животных различных групп через 5 мес после облучения

 Группы  Показатели Me (25;75 процентили)

Контроль, облучение 110 Гр
Все клетки воспалительного инфильтрата 238,5 (177; 375)

Фибробласты,  фиброциты 127,5 (102,5; 171,5)
Отношение фибробласты, фиброциты / все клетки 0,53 (0,43; 0,59)

Облучение + СВФ
Все клетки воспалительного инфильтрата 167,5 (139,5; 193)

Фибробласты,  фиброциты 123 (102,5; 154)
Отношение фибробласты, фиброциты / все клетки 0,79 (0,7; 0,85)

Облучение + ММСК
Все клетки воспалительного инфильтрата 185 (148,5; 199,5)

Фибробласты,  фиброциты 151 (111; 177,5)
Отношение фибробласты, фиброциты / все клетки 0,88 (0,83; 0,93)

Облучение + Паракринные
факторы

Клетки воспалительного инфильтрата 177 (134,5; 247,5)
Фибробласты, фиброциты 130 (97; 187,5)

Отношение фибробласты, фиброциты / все клетки 0,74 (0,71; 0,8)
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Рис. 3. Микропрепараты периферической (А) и центральной зоны (Б) радиационного повреждения кожи у крыс из контрольной и опытных 
групп - с трансплантацией СВФ, культивированных ММСК и введением паракринных факторов . 

Окраска гемотоксилином и эозином. Увеличение ×40.

A Б
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Количественные морфометрические исследования 
показали, что в соединительной ткани дермы у леченых 
животных выявлено снижение численности иммуноком-
петентных клеток и относительное увеличение содержа-
ния фибробластов и фиброцитов (таблица). Эти данные, 
свидетельствуют о снижении воспалительной реакции и 
ускорении созревания грануляционной ткани в коже ле-
ченых животных, что создает благоприятные условия для 
завершения регенераторных процессов.

В настоящее время возможности применения 
ММСК жировой ткани для стимулирования заживле-
ния ран и регенерации тканей были продемонстриро-
ваны на различных экспериментальных моделях [4-9]. 
Вместе с тем, окончательно не выбран оптимальный ис-
точник стволовых клеток для эффективной терапии тя-
желых местных лучевых поражений. В эксперименте и 
клинике применялись как культивированные ММСК, 
так и СВФ жировой ткани, причем наличие гетероген-
ного клеточного состава СВФ может приводить к луч-
шим терапевтическим результатам, которые наблюда-
лись в сравнительных исследованиях на животных [19-
21]. Преимуществом применения СВФ по сравнению с 
использованием культивированных ММСК является 
то, что, обладая противовоспалительными и иммуно-
модулирующими свойствами, влиянием на ангиогенез, 
эти клетки могут быть получены без проведения допол-
нительной обработки и создания специальных условий 
культивирования. Роль ММСК в заживлении кожных 
ран, по-видимому, связана с их противовоспалитель-
ными свойствами, которые опосредуются высвобожде-
нием растворимых паракринных факторов. 

Проведенное исследование показывает, что у жи-
вотных, подвергнутых очень высоким дозам облуче-
ния (110 Гр), введение паракринных факторов конди-
ционной среды может оказывать стимулирующее вли-
яние на заживление лучевых язв, сопоставимое с 
эффектами трансплантации стволовых клеток жиро-
вой ткани. Возможно, что все 3 терапевтических воз-
действия (введение после облучения СВФ, ММСК или 
паракринных факторов)  осуществляются через меха-
низмы, связанные с усилением регенерационных про-
цессов в связи с освобождением ткани от поврежден-
ных структур, причем выраженность регенерации мо-
жет иметь свои пределы, что и проявляется в сходстве 
эффектов на течение лучевых поражений.

Полученные данные позволяют предполагать, что 
применение препарата, содержащего паракринные 
факторы кондиционной среды, при комбинированном 
лечении тяжелых местных радиационных поражений 
кожи может уменьшить степень воспалительной реак-
ции, и создать благоприятные условия для проведения 

клеточной терапии с использованием мезенхимальных 
стволовых клеток. 

Таким образом, трансплантация СВФ и культиви-
рованных ММСК жировой ткани, а также введение па-
ракринных факторов кондиционной среды могут в рав-
ной степени стимулировать восстановление кожи при 
тяжелых местных лучевых поражениях, и способствуют 
более раннему заживлению хронических лучевых язв.  
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