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Введение. При поверхностных ожогах процесс репарации происходит благодаря активности стволовых клеток и клеток-
предшественников, сохранившихся в ране� Стимуляция миграционной, пролиферативной и секреторной активности этих 
клеток может быть инициирована с помощью компонентов, содержащихся в гранулах тромбоцитов� Значительно повы-
сить сохранность тромбоцитарных гранул можно путем предварительной стабилизации тромбоцитов с помощью нано-
частиц серебра� 
Цель исследования – изучение репаративного эффекта коллагеновых повязок, насыщенных тромбоцитами, при лече-
нии мышей с поверхностными ожогами� 
Методика. В работе использовались 3 типа раневых покрытий: коллагеновая повязка без тромбоцитов (контроль); повязка 
с нативными тромбоцитами (1-я опытная группа); повязка с тромбоцитами, предварительно стабилизированными 2,5 мкМ 
наносеребра (2 -я опытная группа)� Тромбоциты выделяли из венозной крови доноров-добровольцев, консервированной 
на ЭДТА� Для стабилизации тромбоцитов в исходную суспензию с тромбоцитами предварительно добавляли раствор нано-
серебра до достижения концентрации 2,5 мкМ и инкубировали при 22 °С в течение 1 ч� Во всех опытах общее количество 
тромбоцитов с гранулами (биологически полноценные тромбоциты) в повязках составило 30-31 млн� После нанесения тром-
боцитов раневые покрытия экспонировали в течение 30 мин при 37 °С, затем удаляли всю жидкую фракцию с неадгезиро-
вавшими тромбоцитами� Готовые повязки хранили при -40 °С и размораживали непосредственно перед экспериментом�
результаты. Через 3 сут у животных контрольной группы наблюдалась выраженная воспалительная реакция и значи-
тельная деформация коллагеновых волокон дермы, в опытных группах эти процессы были менее выражены� Использова-
ние коллагеновых повязок с тромбоцитами  существенно усиливало миграцию эпителиальных клеток из дериватов кожи, 
а также миграцию фибробластов из глубоких слоев дермы� Через 5 сут эпителизация раны в контроле была частичной, 
тогда как у опытных животных эпителий был непрерывным по всей площади раны� В опытных группах сохранялась высо-
кая миграционная активность эпителиальных клеток и фибробластов� Структурно деформированные волокна коллагена 
не выявлялись в опытных группах� Декомпактизация и отечность волокон в контрольной группе наблюдалась по всей глу-
бине дермы, тогда как в опыте отечные волокна присутствовали только в сетчатом слое дермы� 
Заключение. Использование коллагеновых повязок с тромбоцитами ускоряло процессы эпителизации и восстановления 
волокон дермы на фоне сохранения локальной инфильтрация раны воспалительными клетками�
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reparative process in superficial burns treated with wound cover, including collagen bands  
and platelets (experimental study)

N�V� Sklifosovsky Research Institute for Emergency Medicine, 
Bolshaya Sukharevskaya Ploshchad 3, Moscow 111218, Russian Federation

Activity of stem cells and primordial cells is the main reparative factor in healing of superficial burns� Components of platelet 
granules could stimulate cell migration, proliferation, and secretion� Survival of platelet granules can be enhanced by prior plate-
let stabilization with silver nanoparticles� the aim of this work was to study reparative effect of collagen bands, saturated with 
platelets, on mice with superficial burns� 
Methods. Three types of wound coatings were used: 1) collagen bands without platelets (control); 2) collagen bands with native 
platelets (1st experimental group); 3) collagen bands with platelets, prestabilized with 2�5 µM nanosilver (2nd experimental group)� 
Platelets were harvested from venous blood of volunteer donors preserved in EDTA� Platelet were stabilized by incubation with 
2�5 µM nanosilver at 22°С for 1 hr� In all experiments, the collagen bands contained 30-31 million platelets with granules, i�e�, bio-
logically normal platelets� Collagen bands were incubated with platelets at 37°С for 30 min, and then all solution with unadhered 
platelets was eliminated� Experimental bands were stored at -40°С and defrosted immediately before experimental treatment� 
results. After three days of treatment, the control group had a pronounced inflammatory reaction and significant deformation of 
dermal collagen fibers� In the experimental groups, these processes were less pronounced� Collagen bands with platelets signif-
icantly increased migration of epithelial cells from the skin derivatives and migration of fibroblasts from the deep dermal layers� 
After five days, the epithelization of wounds in the control group was partial, while in experimental groups, epithelium covered 
all areas of the wound� Experimental groups maintained high migration activity of epithelial cells and fibroblasts� Structurally 
deformed collagen fibers were detected sporadically in the control group and were not detected in the experimental groups� 
Decompactization and swelling of fibers in the control group were observed throughout the depth of the derma, while in the 
experiment groups, swollen fibers were present only in the deep dermal layer� 
conclusion. The use of collagen bands with platelets accelerated the processes of epithelialization and collagen remodeling 
associated with preserved local infiltration of the wound with inflammatory cells�
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Введение

Сокращение сроков эпителизации ран после по-
верхностного ожога (2 степень по МКБ-10) остаёт-
ся актуальной задачей. Она обусловлена выражен-
ным болевым синдромом в зоне поражения, потерей 
плазмы крови, утратой кожей барьерной функции, 
выражающейся в увеличении проницаемости для па-
тогенных агентов [1-5]. При этом эффективная эпи-

телизация должна сопровождаться восстановлени-
ем нормальной структуры подлежащих слоев дермы. 
Процесс репарации при поверхностном ожоге во мно-
гом происходит благодаря активности стволовых кле-
ток и клеток-предшественников, сохранившихся в 
ране [3, 5] поэтому стимуляция миграционной, про-
лиферативной и секреторной активности этих кле-
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ток очень важна для запуска репаративных процес-
сов. Неоднократно показано биокондуктивное дей-
ствие коллагеновых матриксов при лечении ран [2, 4]. 
Репаративный эффект коллагена дополнительно по-
вышается при насыщении его факторами роста кле-
ток. В НИИ СП им. Н.В. Склифосовского получен 
положительный опыт клинического применения ра-
невых повязок на основе коллагена I типа с тромбо-
цитарным фактором роста (PDGF-BB) при лечении 
поверхностных ожоговых ран. При этом сокращение 
сроков эпителизации ран и госпитализации проис-
ходит вне зависимости от площади поражения [5, 6]. 
В настоящий момент актуальным является подбор 
эффективных источников факторов роста клеток для 
комбинирования с коллагеновыми покрытиями. Из-
вестно, что тромбоциты человека содержат большой 
объем PDGF, а также широкий спектр других росто-
вых факторов [7, 8]. В норме эти компоненты содер-
жатся в составе тромбоцитарных гранул и выделяют-
ся в процессе активации тромбоцита, в том числе – 
при контакте с коллагеновыми матриксами. В итоге 
существенная доля рост-стимулирующих факторов 
может быть утрачена. С целью предотвращения поте-
ри потенциала роста разработана методика стабилиза-
ции тромбоцитов, способствующая сохранению (ста-
билизации) гранул внутри клеток при их адгезии на 
биологическом носителе [9]. В исследовании in vitro 
выявлено увеличение пролиферативной активности 
фибробластов при культивировании на коллагеновых 
повязках с тромбоцитами, стабилизированными на-
носеребром [10]. С учётом полученных данных следу-
ющим шагом стало настоящее исследование, целью 
которого явилось изучение особенностей эпителиза-
ции поверхностных ожогов при использовании ста-
билизированных или нестабилизированных тромбо-
цитов на коллагеновом раневом покрытии.

Методика 

Экспериментальное исследование репарации по-
верхностной раны эквивалентной ожогу II степени (по 
МКБ 10) проводили на линии беспородных белых мы-
шей массой 25-30 г, возраст 3-5 мес. При проведении 
эксперимента руководствовались Европейской кон-
венцией о защите позвоночных животных, использу-
емых для экспериментов или в иных научных целях 
№ 123 от 18.03.1986 г. и Приказом МЗ СССР № 755 от 
12.08.1975 г. Животных наркотизировали внутрибрю-
шинным введением кетамина (20 мкл/1 г массы мы-
ши). Животным наносили ожог стальной печаткой ди-
аметром 12 мм, которую предварительно нагревали до 
100 оС в кипящей воде. Через 5–10 мин после нанесе-

ния ожога эпидермис механически отслаивали от под-
лежащей дермы. Для предотвращения контракции ра-
ны у всех животных по краю раны подшивали полих-
лорвиниловое кольцо диаметром 12 мм. После этого на 
рану укладывали раневые покрытия и фиксировали их 
марлевыми тампонами. Контрольную группу состави-
ли животные, у которых в качестве раневого покрытия 
использовалась повязка на основе коллагена 1-го ти-
па без тромбоцитов. В 1-й опытной группе использо-
вали повязки с нативными (нестабилизированными) 
тромбоцитами, во 2-й тромбоциты перед нанесени-
ем на повязки предварительно инкубировали с нано-
частицами серебра (повязки со стабилизированными 
тромбоцитами). Сверху укладывали стерильные марле-
вые тампоны, которые фиксировали к кольцу швами.

Животных из эксперимента выводили летальной 
дозой кетамина на 3-и и 5-е сут после операции по 
5 мышей на срок. Макроскопически оценивали раз-
мер раны, наличие и выраженность признаков воспа-
ления, наличие и выраженность признаков эпителиза-
ции, восстановление волосяного покрова. Ткани обла-
сти раны иссекали для гистологического исследования. 
Препараты окрашивали  гематоксилином и эозином и 
по Ван Гизону. Для микроскопии использовали Nikon 
Eclipse 80i, совмещенный с флуоресцентной лампой. 
В проходящем свете оценивали интенсивность воспа-
лительной инфильтрации тканей, островковую и крае-
вую эпителизацию, миграцию фибробластов в область 
раны. Дополнительно оценивали уровень автофлуо-
ресценции коллагеновых волокон (λ возбуждения —  
510–560 нм, λ эмиссии — от 575 нм, время экспозиции 
– 1 с). Автофлуоресценция коллагена позволяет оце-
нить топографию межклеточного матрикса, его целост-
ность, наличие измененных или поврежденных структур 
[11]. В норме интенсивность автофлуоресценции кол-
лагеновых волокон кожи составляет 30–60 фут-кандел. 
Значение данного показателя ниже 30 фут-кандел сви-
детельствует о диссоциации волокон, превышение вы-
ше 60 фут-кандел – об их коагуляции вследствие хи-
мического или термического повреждения. В незрелых 
коллагеновых волокнах уровень автофлуоресценции 
заметно снижен по сравнению с нормой. Насыщение 
покрытий на основе коллагена I типа стабилизиро-
ванными или нестабилизированными тромбоцитами 
проводили заблаговременно до эксперимента. Тром-
боциты выделяли из венозной крови доноров-добро-
вольцев, консервированной ЭДТА, путём двухэтап-
ного центрифугирования при 300 и 700 g. В конечной 
суспензии концентрация тромбоцитов составляла не 
менее 1000*109/л. Для стабилизации тромбоцитов на-
ночастицами серебра в исходную суспензию с тром-
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боцитами предварительно добавляли раствор наносе-
ребра «Ag-Бион 2» («Наноиндустрия», Россия) до до-
стижения концентрации 2,5 мкМ и инкубировали при 
22 °С в течение 1 ч. Во всех опытах общий объем су-
спензии тромбоцитов, нанесенных на покрытия, со-
ставлял 150 мкл, количество тромбоцитов с гранулами 
(биологически полноценные тромбоциты) в повязках 
составило 30-31 млн. После нанесения тромбоцитов 
раневые покрытия экспонировали в течение 30 мин 
при 37 °С, затем удаляли всю жидкую фракцию с неад-
гезировавшими тромбоцитами. Готовые повязки хра-
нили при -40 °С и размораживали непосредственно пе-
ред экспериментом.

результаты

На 3-и сут после операции у животных всех групп 
марлевый тампон легко отделялся от раневого покры-
тия, которое было плотно фиксировано к ране. У жи-
вотных как в опытах, так и в контроле местные при-
знаки воспаления были выражены слабо, отёчность 
мягких тканей отмечена лишь на небольших участках, 
гиперемия кожи вокруг раны отсутствовала. 

При гистологическом исследовании у всех живот-
ных контрольной и опытных групп на большей части 
раны эпителий был заметно поврежден или отсутство-
вал. У животных контрольной группы во многих участ-
ках дермы отмечено заметное изменение структуры во-
локон межклеточного матрикса. Интенсивность ав-
тофлуоресценции отдельных коллагеновых волокон в 
дерме могла быть как повышенной (60-65 фут-кандел), 
так и сниженной (менее 30 фут-кандел). Волокна с 
уровнем автофлуоресценции выше 60 фут-кандел (при-
знак выраженного повреждения коллагена) встреча-
лись как на поверхности раны, так и в более глубоких 
слоях, в том числе в сетчатом слое дермы рядом с под-
кожно-жировой клетчаткой. Волокна со сниженным 
уровнем автофлуоресценции имели характерный отеч-
ный вид и выявлялись по всей глубине дермы в обла-
сти дна раны (рис. 1). 

У всех обследованных животных отмечена интен-
сивная инфильтрация дна раны и краевой части раны 
клетками воспаления, при этом воспалительный ин-
фильтрат имел смешанный состав. Интенсивная ин-
фильтрация отмечалась также в подлежащих тканях. 
В опытных группах повреждение межклеточных во-
локон дермы было выражено слабее, чем в контроле. 
Волокна с уровнем автофлуоресценции выше 60 фут-
кандел выявлялись лишь на поверхности раны или 
вообще не выявлялись, число отечных волокон было 
также более низким, по сравнению с контролем (рис. 
1). У 4 животных из 5 в группе лечения повязкой с не-

стабилизированными тромбоцитами (1-я группа) уро-
вень инфильтрации клетками воспаления был невысо-
ким как в дерме, так и в подлежащих тканях, отмеча-
лась выраженная миграция гистиоцитов, полнокровие 
сосудов. Отмечены как рост краевого эпителия, так и 
участки островковой эпителизации из волосяных фол-
ликулов (рис. 2). 

У животных в группе лечения повязкой со стаби-
лизированными тромбоцитами отмечена высокая ин-
фильтрация подлежащих тканей клетками воспаления, 
миграция макрофагов (рис. 2, Б) менее выражена, чем 
у животных 1-й группы. Также как и в 1-й группе от-
мечена интенсивная миграция эпителиальных клеток 
из волосяных фолликулов в сторону поверхности ра-
ны. При микроскопическом исследовании можно бы-
ло видеть большое количество фибробластоподобных 
клеток со слабо компактизированным хроматином 
(признак активных ядер), расположенных в подлежа-
щих тканях, а также в самой дерме. Таким образом, че-
рез 3 сут в опытных группах репаративные процессы 
происходили активнее по сравнению с контролем.

Через 5 сут отмечали полное в опытных группах и 
частичное в контрольной группе восстановление эпи-
телиального покрова. При гистологическом исследо-
вании в контрольной группе значительная область ра-
ны была покрыта однорядным неоэпителием, локально 
наблюдалось формирование многорядного эпители-
ального слоя (рис. 3, а). В опытных группах эпителий 
на большей площади содержал 2-3 слоя клеток с круп-
ными светлыми ядрами, (рис. 3, б, в), что указывает на 
низкую компактизацию хроматина и его активность. 
Стоит отметить, что в обеих опытных группах выявля-
лись участки, где эпидермис был рыхло связан с под-
лежащими тканями и легко травмировался. Инфиль-
трация клетками воспаления была неравномерной – во 
всех группах в области дна раны можно было выявить 
зоны как с низким, так и с высоким уровнем инфиль-
трации (рис. 3, рис. 4, а, в, д). Как и на 3-и сут, воспа-
лительный инфильтрат имел смешанный клеточный 
состав. В обеих группах в дерме отмечалась высокая 
миграционная активность фибробластов. 

У животных контрольной группы доля повреж-
денных волокон в дерме заметно снижалась, при этом 
многие волокна сохраняли отечность и были деком-
пактизированы, особенно в глубоких слоях дермы 
(рис. 4, а, б). 

Топография большинства волокон соответствова-
ла норме, однако по всей глубине раны выявлялись во-
локна с интенсивностью автофлуоресценции ниже 30 
фут-кандел, что указывает на их незрелость. Вместе с 
тем, в обеих группах в дерме можно было видеть во-
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рис. 1. Дно раны при лечении коллагеновой повязкой через 3 сут эксперимента� Ув� 100� Слева – окраска гематоксилином-эозином (а) и по Ван 
Гизону (в, д); справа – автофлуоресценция коллагеновых волокон� а, б – контроль (коллагеновая повязка без тромбоцитов); в, г – лечение по-
вязкой с нестабилизированными тромбоцитами; д, е – лечение повязкой с тромбоцитами, предварительно стабилизированными 2,5 мкМ на-
носеребра� Стрелками показаны участки с яркостью коллагена выше 60 фут-кандел (химически деформированные волокна), ДФ – деконден-
сированные фибриллы (волокна с нарушенной компактизацией коллагена и отечные волокна)

локна с нормальной яркостью, которые не имели нор-
мальной продольной ориентации и пересекали другие 
коллагеновые волокна. В группе лечения повязкой с 
нестабилизированными тромбоцитами волокна с по-
перечной ориентацией выявлялись как в сосочковом, 

так и в сетчатом слое дермы (рис. 4, г). В группе, где 
использовались повязки со стабилизированными тром-
боцитами, число поперечно ориентированных воло-
кон было заметно ниже по сравнению с 1-й опытной 
группой. Как и на 3-и сут, в обеих группах можно бы-
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ло выявить участки с отечными волокнами, однако в 
отличие от контроля, декомпактизированные волок-
на располагались только в сетчатом слое дермы (рис. 
4, е). В целом, через 5 сут лечения топография колла-
геновых волокон в опытных группах была заметно бли-
же к норме по сравнению с контролем, однако полно-

го восстановления коллагенового матрикса не наблю-
далось. Можно заключить, что через 5 сут лечения в 
опытных группах репаративные процессы были более 
выраженными, чем в контроле. В то же время, процесс 
репарации не был полностью завершен, сохранялась 
локальная инфильтрация раны клетками воспаления. 

рис. 2. Миграция эпителиальных клеток на поверхность раны через 3 сут лечения коллагеновой повязкой с нестабилизированными (а) и ста-
билизированными тромбоцитами (б)� Ув� 200� Окраска гематоксилин-эозином� 

рис. 3. Эпителизация поверхностной раны через 5 сут лечения колла-
геновой повязкой (контроль)� Ув� 100� Окраска гематоксилин-эозином� 
а – лечение коллагеновой повязкой без тромбоцитов (контроль); б – 
лечение повязкой с нестабилизированными тромбоцитами; В – лече-
ние повязкой со стабилизированными тромбоцитами�

а

в

б

а б
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Обсуждение

Идея использования тромбоцитов для ускорения 
регенерации тканей давно привлекает специалистов. 
Введение клеток в состав раневых покрытий позволя-

ет зафиксировать их в ране, не прибегая к инъекциям. 
При этом предпочтение отдают носителям, в составе 
которых присутствует коллаген [5, 6]. Это обусловле-
но тем, что коллаген способствует миграции клеток и 
используется ими в процессе восстановления повреж-

рис. 4. Дно раны при лечении коллагеновой повязкой через 5 сут эксперимента� Ув� 100� Слева – окраска по Ван Гизону, справа – автофлуорес-
ценция коллагеновых волокон� а, б – контроль (коллагеновая повязка без тромбоцитов); в, г – лечение повязкой с нестабилизированными тром-
боцитами; д, е – лечение повязкой с тромбоцитами, предварительно стабилизированными 2,5 мкМ наносеребра� Стрелками показаны участки 
с яркостью коллагена выше 60 фут-кандел (химически деформированные волокна), ДФ – деконденсированные фибриллы (волокна с нарушен-
ной компактизацией коллагена и отечные волокна)�
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денных тканей [2]. С другой стороны, коллаген явля-
ется естественным активатором тромбоцитов, что об-
уславливает их дегрануляцию при адгезии, и повыша-
ет  риск их потери. Предварительная стабилизация 
тромбоцитов наносеребром значительно сокращает 
выброс гранул при последующей адгезии, что, как мы 
ожидали, положительно отразится на клинической эф-
фективности. 

Проведенное нами исследование показало, что ин-
тенсивность эпителизации ран после поверхностных 
ожогов при применении коллагеновых раневых покры-
тий со стабилизированными или нестабилизированны-
ми тромбоцитами существенно не различалась между 
группами. При этом она значительно превосходила дан-
ные контрольной группы, в которой лечение проводи-
ли покрытием без клеток. Присутствие тромбоцитов в 
раневых покрытиях значительно увеличивало мигра-
цию фибробластов в область раны, стимулировало кра-
евой и островковый рост эпителия и восстановление во-
локон дермы. Это может быть обусловлено тем, что да-
же без стабилизации часть тромбоцитарных 
компонентов выделяется в составе цельных микрове-
зикул, которые, как и сами тромбоциты, способны за-
крепляться на коллагене [8]. Следует также отметить, 
что применение стандартных методик окрашивания ги-
стологических срезов не позволяет в полной мере оце-
нить степень повреждения коллагеновых волокон. Ис-
пользованный в нашей работе анализ автофлуоресцен-
ции волокон позволил  детально оценить их 
топографию, а также структурную целостность. Такой 
подход представляется весьма перспективным как для 
исследования репаративных процессов в дерме, так и 
для гистологического исследования архитектуры кол-
лагена в целом. С другой стороны, автофлуоресценция 
коллагена не отражает топографию других компонен-
тов межклеточного матрикса, что следует учитывать при 
выборе методов оценки морфологических особенно-
стей течения раневого процесса.

Выводы:
Использование коллагеновых повязок, насыщен-

ных тромбоцитами, в лечении поверхностных ожогов 
сопровождается заметным ускорением пролифератив-
ной и миграционной активности эпителиальных кле-
ток и фибробластов в дерме, что приводит к сокраще-
нию сроков эпителизации ран. 

Использование тромбоцитов в составе коллагеновых 
повязок ускоряет восстановление структуры коллагено-
вых волокон дермы и их трехмерной организации. 

При оценке раневого процесса не выявлено зна-
чимых различий при использовании повязок с натив-
ными или стабилизированными тромбоцитами. 

Оценка автофлуоресценции коллагена позволяет 
оценить топографию коллагеновых волокон и их 
структурную целостность.
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