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Тучные клетки циклически осуществляют синтез и выведение в экстрацеллюлярный матрикс ши-
рокого спектра продуктов биогенеза с различной биологической активностью и являются регуляторами 
местного гомеостаза как в норме, так и при патологии – воспалении, онкогенезе и др. Относительная спе-
цифичность классических гистохимических методов выявления тучных клеток по отношению к хромо-
генным субстратам вызывает определенные затруднения в селективном исследовании компонентов сек-
ретома тучных клеток, например, гепарина, гистамина, химазы или триптазы. Поэтому большую попу-
лярность приобрели иммуноморфологические методики, выявляющие конкретные субстраты и позво-
ляющие дифференцировать компоненты секретома тучных клеток. Медиаторы, вырабатываемые тучны-
ми клетками, способствуют неоангиогенезу, фибриллогенезу и реэпителизации во время процесса репа-
рации. 

Целью нашей работы было изучение триптазного профиля популяции тучных клеток кожи крыс 
при раневом процессе с помощью оригинальной комбинированной методики иммуногистохимического 
окрашивания. 

Материал и методы. В эксперименте приняли участие 12 крыс линии Wistar с разделением на 
две группы – интактную (n=6) и с имеющимся раневым процессом кожи в области холки (n=6). Триптаз-
ный профиль тучных клеток оценивали на 7-е сутки раневого процесса в сравнении с группой контроля. 

Результаты. Полученные результаты показали существенное возрастание количества триптаза-
позитивных тучных клеток на 7-е сутки раневого процесса в коже на фоне общего увеличения популяции 
тучных клеток. Достоверно повышался интрагранулярный резерв триптазы. В отличие от контроля, где 
тучные клетки с единичными триптаза-позитивными гранулами доминировали, при раневом процессе в 
коже практически не выявлялись клетки данного типа (43.69±2.9% и 8.55±0.9%). Уровень содержания 
триптаза-позитивных тучных клеток с полным заполнением цитоплазмы в контрольной группе и группе 
животных с раневым процессом составил 14.24±1.2% и 38.03±2.9% соответственно. 

Заключение. Таким образом, при моделировании раны выявляется увеличение синтеза триптазы 
как в отдельно взятых ТК, так и внутри всей популяции ТК. Данный факт показывает, что протеазы туч-
ных клеток могут стать потенциальной терапевтической мишенью для улучшения регенерации ран за счет 
коррекции иммуногенеза, воспаления и волокнообразования. 
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Mast cells cyclically synthesize and excrete a wide range of biogenesis products with different biological ac-
tivities into the extracellular matrix and are regulators of local homeostasis both in normal conditions and in pa-
thology – inflammation, oncogenesis, etc. The relative specificity of classical histochemical methods for detecting 
mast cells in relation to chromogenic to substrates causes certain difficulties in the selective study of the compo-
nents of the secretome of mast cells, for example, heparin, histamine, chymase or tryptase. Therefore, immuno-
morphological techniques have become very popular, which identify specific substrates and allow differentiation 
of the components of the mast cell secretome. Mediators produced by mast cells promote neoangiogenesis, fibril-
logenesis and re-epithelialization during the repair process. 

The aim of our work was to study the tryptase profile of the mast cell population of rat skin during the 
wound process using an original combined method of immunohistochemical staining.
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Material and methods. The experiment involved 12 Wistar rats divided into two groups – intact (n=6) 
and with the existing wound process of the skin in the withers (n=6). The tryptase profile of mast cells was as-
sessed on the 7th day of the wound process in comparison with the control group. 

Results. The results obtained showed a significant increase in the number of tryptase-positive mast cells 
on the 7th day of the wound process in the skin against the background of a general increase in the population of 
mast cells. Intragranular tryptase reserve was significantly increased. In contrast to the control, where mast cells 
with single tryptase-positive granules dominated, during the wound process, cells of this type were practically not 
detected in the skin (43.69±2.9% and 8.55±0.9%). The content of tryptase-positive mast cells with complete fill-
ing of the cytoplasm in the control group and the group of animals with a wound process was 14.24±1.2% and 
38.03±2.9%, respectively. 

Conclusion. Thus, when modeling a wound, an increase in tryptase synthesis is detected both in individ-
ual MCs and within the entire MC population. This fact indicates that mast cell proteases can become a potential 
therapeutic target for improving wound regeneration by correcting immunogenesis, inflammation and fiber for-
mation. 
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Введение 
 

Тучные клетки (ТК) представляют собой 
повсеместно распространенный пул клеток 
соединительной ткани, наиболее часто встре-
чающийся функционально значимых облас-
тях кожи, дыхательной системы и слизистой 
оболочке желудочно-кишечного тракта, для 
оптимального функционального взаимодей-
ствия с иммунокомпетентными и стромаль-
ными клетками, а также экстрацеллюлярны-
ми структурами специфического тканевого 
микроокружения [1, 12]. ТК представлены вы-
соко гетерогенной популяцией клеток с зави-
симыми от подтипа различиями в морфоло-
гии, гистохимических свойствах, экспрессии 
протеаз и функции. ТК обладают широкими 
полифункциональными свойствами, связан-
ными с высвобождением множества предва-
рительно сформированных медиаторов, фа-
гоцитозом, обработкой антигенов, продукци-
ей цитокинов и др. [6–11, 14]. Известен факт 
накопления ТК и высвобождения провоспа-
лительных и иммуномодулирующих медиато-
ров в месте раневого участка кожи [11,14]. ТК 
способны модулировать биосинтетическую 
активность фибробластов и кератиноцитов, 
участвующих в регенерации раневой поверх-
ности [13]. В функцию раневого заживления в 
организме входит целый комплекс местных и 
общих реакций, которые включаются в мо-
мент получения раны и продолжаются до эта-
па ее заживления, характеризующийся скоор-
динированными и перекрывающимися фаза-
ми воспаления, регенерации и ремоделирова-
ния [11, 14]. Медиаторы, вырабатываемые ТК, 
включая триптазу, трансформирующий рос-
товой фактор бета (TGF-β), фактор роста 
тромбоцитов (PDGF), фактор роста фибробла-
стов-2, фактор роста эндотелия сосудов 

(VEGF), фактор роста нервов (NGF), интер-
лейкин -4; -8 способствуют неоангиогенезу, 
фибриллогенезу и реэпителизации во время 
процесса репарации [6, 11, 14, 15]. В зависимо-
сти от синтеза специфических сериновых про-
теаз у человека различают 3 группы ТК: хима-
за-позитивные, триптаза-позитивные и с од-
новременном проявлением химазы и трипта-
зы [1, 4]. Эти протеазы участвуют в усилении 
дегрануляции ТК посредством аутокринного 
пути. Кроме того, увеличивают потенциал эо-
зинофилов и нейтрофилов [6]. 

Одна из протеаз ТК – триптаза, которая 
обладает высоким биологическим действием, 
участвуя в процессах формирования специ-
фического тканевого микроокружения [4, 6, 
10, 16]. Современные исследования указывают 
на значимость данного фермента. Знания о 
функциональных возможностях триптаз рас-
тут и доказывают актуальность их исследова-
ний в экспериментальной практике и в лече-
нии социально значимых заболеваний [16]. 

В связи с этим определение триптазного 
профиля органоспецифичных популяций ТК 
является важным показателем в фундамен-
тальных исследованиях и основой для изуче-
ния вклада протеаз в различные патологиче-
ские процессы. 
 

Материал и методы исследования 
 

Материалом для исследования служила 
кожа крыс линии Wistar массой 230±20 г. 
Животных содержалии в стандартных услови-
ях вивария в отдельных клетках. Работа вы-
полнялась на базе НИИ экспериментальной 
биологии и медицины ФГБОУ ВО «Воронеж-
ский государственный медицинский универ-
ситет имени Н.Н. Бурденко» Минздрава Рос-
сии в строгом соответствии с Конвенцией по 
защите позвоночных животных, используе-
мых для экспериментальных и других целей 
(г. Страсбург, Франция, 1986), приказом Мин-
здравсоцразвития РФ от 23.08.2010 № 708н 
«Об утверждении Правил лабораторной прак-
тики», приказом Минздрава СССР № 755 от 
12 августа 1977 года «О мерах по дальнейшему 
совершенствованию форм работы с использо-
ванием лабораторных животных».
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Первую группу составляли интактные 
крысы (n=6), вторую – с моделированием ра-
ны (n=6). Моделирование раны проводили по 
следующей схеме. На депилированном участ-
ке в области холки кожу крысы дважды обра-
батывали 0.05% водным раствором хлоргек-
сидина биглюконата и промывали физиоло-
гическим раствором. Под наркозом («Золе-
тил-100» 7.5 мг/кг массы животного) в асеп-
тических условиях у фиксированных живот-
ных по трафарету скальпелем иссекали кожу 
и подкожную клетчатку вместе с поверхност-
ной фасцией в виде эллипса диаметром 1.2 см 
и площадью – 1.13 см2. Заживление раны про-
исходило естественным путем. Расчет площа-
ди поверхности тела крысы с учетом массы 
проводили по формуле M. Lee (1929): 
S=12.4×M0.66, где S – площадь поверхности 
тела, а M – масса животного. У крыс массой 
230±20 г площадь поверхности тела составля-
ла 449–499 см2. Моделированная в ходе экс-
перимента рана площадью 1.13 см2 составляла 
0.25–0.4% от площади поверхности тела. Ло-
кализация в межлопаточной области выбрана 
исходя из невозможности самотравмирования 
в процессе жизнедеятельности животного. 
Измерение площади раневой поверхности 
проводили с использованием мобильного 
приложения «+WoundDesk» [5]. Вывод жи-
вотных из эксперимента проводился на 7-е 
сутки путем эвтаназии с применением пере-
дозировки ингаляционным анестетиком. 

Пробоподготовка для детекции ТК 
включала фиксацию биоматериала в ней-
тральном 10% забуференном формалине на 
протяжении 48 часов. Далее осуществляли 
гистологическую проводку по стандартному 
протоколу с использованием ряда спиртов, 
ксилола и парафина в гистопроцессоре кару-
сельного типа MTP-120 (SLEE Мedical, Герма-
ния) с последующей заливкой в парафиновые 
блоки на станции Tissue-Tek TEC 5 (Sakura, 
Япония). Из приготовленных парафиновых 
блоков изготавливали гистологические срезы 
толщиной 2 мкм на ротационном микротоме 
Accu-Cut SRM 200 (Sakura, Япония). 

Выявление ТК осуществляли в два эта-
па. На первом этапе проводили иммуногисто-
химическую детекцию триптазы согласно 
стандартному подходу [6]. Срезы инкубирова-
ли с мышиными моноклональными антите-
лами (#ab2378, разведение 1:2000) в течение 
12 часов. Затем наносили вторичные антите-
ла, коньюгированные с HRP (Goat anti-Mouse 
IgG H&L, #AS-M1-HRP), которые выявляли 
реагентом ImmPACTTM DAB Peroxidase 
Substrat Kit (#SK-4105) согласно инструкции 
компании производителя. По завершению 
первого этапа методики на микропрепаратах 
кожи выявлялись только триптаза-
позитивные ТК, свободно лежащие гранулы 
либо фрагменты цитоплазмы. На втором эта-
пе срезы дополнительно окрашивали толуи-

диновым синим или раствором Май–
Грюнвальда по общепринятым протоколам [1, 
3]. После этого срезы обезвоживали и заклю-
чали в постоянную монтажную среду. 

Планиметрический анализ микропре-
паратов содержал подсчет ТК на мм2 с опре-
делением метрической площади и количества 
ТК. Структуры, в которых ТК не могли нахо-
диться (волосяные фолликулы, просветы ве-
нул и др.), в расчет площади не включали. 
Среди ТК с метахромазией подсчитывали 
численность триптаза-негативных и триптаза-
позитивных клеток. На следующем этапе, по-
следние в зависимости от количества трипта-
за-содержащих гранул подразделялись на не-
сколько групп: ТК с единичными гранулами; 
ТК с гранулами, занимающими 1/3, 2/3 или 
весь объем цитоплазмы. Полученные абсо-
лютные значения переводили в относитель-
ные для процентного выражения пула ТК с 
различным содержанием триптазы. 

Окрашенные срезы кожи изучали на 
микроскопе ZEISS Axio Imager.А2 с системой 
фотодокументирования изображений, вклю-
чающей цветную цифровую камеру ZEISS 
Camera Axiocam 506 color (Carl Zeiss, 
Germany). Фотографии обрабатывали с помо-
щью программы ZEN 2.3 (Carl Zeiss, Germany). 
Для выявления достоверности различий ис-
пользовался t-критерий Стьюдента, поскольку 
полученный массив числовых данных пред-
ставлял собой нормальное распределение. 
 
 

Результаты и их обсуждение 
 

По данным морфометрического анали-
за кожи крыс контрольной группы выявлено, 
что большая часть метахроматических ТК не 
содержала гранул триптазы (рис.1, Б). 

В сетчатом слое дермы кожи обнаружи-
вались ТК большего размера с большим объе-
мом цитоплазмы и насыщенным содержани-
ем секреторных гранул в отличие от сосочко-
вого слоя. Отмечалась тесная солокализация 
триптаза-позитивных и триптаза-негативных 
ТК. (рис.1, В). Некоторые участки дермы кожи 
содержали группы ТК с экспрессией трипта-
зы, но чаще формировались кооперации ТК 
без нее. Так, содержание триптаза-негативных 
клеток с метахромазией в контрольной группе 
составило 60.1±3.2%, триптаза-позитивных 
клеток – 30.9±2.4% от общей популяции ТК 
кожи крыс (рис. 2). 

На 7-е сутки эксперимента в коже на 
фоне общего увеличения ТК в структуре попу-
ляции в 2 раза увеличивалось количество 
триптаза-позитивных ТК. Доля триптаза-
негативных клеток с метахромазией составля-
ла 29.2±0.9%, триптаза-позитивных клеток – 
70.8±4.1% от общей популяции ТК кожи крыс 
(рис. 2). Вместе с тем достоверно повышался 
резерв триптаза-позитивных гранул в ТК 
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Рис. 1. Экспрессия триптазы тучных клеток кожи крыс. Фиксация – 10% нейтральный формалин. Им-
муногистохимическое окрашивание на триптазу тучных клеток c докрашиванием раствором Май–
Грюнвальда (А, Б) или толуидиновым синим (В, Г). Обозначения: Б, В – группа контроля; А, Г – 7-е су-
тки раневого процесса. 
 

 

Рис. 2. Соотношение триптаза-
позитивных (Tryp+ ТК) и трип-
таза-негативных (Tryp- ТК) 
клеток в популяции тучных 
клеток (ТК) кожи крыс (% от 
общего числа тучных клеток, 
* – p<0.05 по сравнению с кон-
трольной группой). 

  

 

Рис. 3. Соотношение тучных 
клеток кожи крыс с различной 
экспрессией триптазы (% от 
общего числа триптаза-
позитивных тучных клеток, * – 
p<0.05 по сравнению с кон-
трольной группой). 



Журнал анатомии и гистопатологии. 2020; 9(4) ◊ Journal of Anatomy and Histopathology. 2020; 9(4) 

88 

 

(рис. 1,А; рис. 3). При этом происходило уве-
личение размеров самих гранул (рис.1, Г). 

При подсчете ТК с различным уровнем 
заполнения цитоплазмы триптазой обнару-
живали зависимость содержания данной про-
теазы от раневого процесса. В отличие от кон-
троля, где ТК с единичными гранулами доми-
нировали, кожа раневого процесса практиче-
ски не содержала клеток данного типа 
(43.69±2.9% и 8.55±0.9% соответственно). 
Преобладающими становились ТК с заполне-
нием 2/3 объема или полностью заполненной 
цитоплазмой триптаза-позитивными грану-
лами (рис. 3). По-видимому, раневой процесс 
активизировал биогенез триптазы в ТК с ак-
кумуляцией в цитоплазме и дальнейшим вы-
ведением в межклеточный матрикс. Доля 
триптаза-позитивных ТК с полным заполне-
нием цитоплазмы в контрольной группе и 
группе животных с раной от общего пула ТК 
кожи крыс составляла 14.24±1.2% и 
38.03±2.9% соответственно. Таким образом, 
вызванный типовой патологический процесс 
при моделировании раны приводил к сущест-
венной активизации экспрессии триптазы как 
в отдельных ТК, так и на уровне всей интраор-
ганной популяции. 

Полученные результаты соотносятся с 
литературными данными об участии ТК в 
процессах регенерации ткани [7, 16]. 
 

Заключение 
 

Результаты исследования показали, что 
большая часть метахроматических тучных 
клеток в коже интактных животных не содер-
жит гранул триптазы. Некоторые участки 
дермы кожи содержали скопления триптаза-
позитивных клеток, но чаще формировались 
кооперации тучных клеток без протеазы. На 
7-е сутки раневого процесса в коже происхо-
дило существенное возрастание триптазного 
профиля в структуре интраоорганной популя-
ции тучных клеток вместе с достоверным по-
вышением резерва триптаза-позитивных гра-
нул. Очевидно, изменения ткани, происходя-
щие при раневом процессе, приводят к значи-
тельному увеличению экспрессии триптазы 
как в отдельно взятых клетках, так и во внут-
риорганной популяции. Следовательно, кон-
троль активации тучных клеток и производи-
мых медиаторов, является потенциальной те-
рапевтической стратегией для улучшения ре-
генерации ран за счет коррекции иммуноге-
неза, воспаления, волокнообразования и био-
синтетических потенций клеток стромы в зоне 
альтерации. 
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