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Аннотация. Индивидуальная устойчивость к гипоксии во многом определяет тяжесть течения 
воспалительных процессов и, вероятно, может отражаться на регенерации кожной раны. Цель исследо-
вания – изучить особенности репаративных и воспалительных изменений ран у крыс Wistar с разной ус-
тойчивостью к гипоксии. Материал и методы. Работа была выполнена на половозрелых самцах крыс 
Wistar массой тела 300–350 г. Перед проведением эксперимента определяли устойчивость животных к 
гипоксии. К высокоустойчивым к гипоксии (ВУ) относили крыс, у которых время до принятия бокового 
положения в барокамере «на высоте» 11500 м составляло более 360 с (n=5), к низкоустойчивым (НУ) – 
менее 40 с (n=5). Полнослойную рану диаметром 16 мм животным наносили в межлопаточной зоне спи-
ны. На 7-е сутки после нанесения раны проводили гистологическое и морфометрическое исследование. 
Пролиферативную активность клеток в грануляционной ткани раны определяли иммуногистохимически 
по маркеру Ki-67. Методом ПЦР в режиме реального времени оценивали уровень экспрессии генов Hif-1а, 
Nf-κB и Vegf. Результаты. Показано, что у крыс с высокой устойчивостью к гипоксии общее количество 
клеток и, среди них, число воспалительных было выше, чем у крыс с низкой устойчивостью к гипоксии. 
Однако показатели процентного содержания воспалительных клеток в сравниваемых группах статистиче-
ски значимо не различались. Пролиферативная активность клеток, определяемая по числу Ki-67 положи-
тельных клеток, была выше у крыс с высокой устойчивостью к гипоксии. В грануляционной ткани у высо-
коустойчивых к гипоксии крыс экспрессия гена Vegf была статистически значимо выше, чем у низкоус-
тойчивых животных, тогда как по уровню экспрессии генов Hif-1α, Nf- κB статистически значимых разли-
чий не выявлено. Заключение. У крыс с высокой устойчивостью к гипоксии на 7-е сутки заживления 
полнослойной кожной раны репаративные процессы в ней более выражены. В горизонтально располо-
женном слое фибробластов больше клеток и среди них воспалительных – гистиоцитов и макрофагов, что 
сочетается с более высоким количеством пролиферирующих Ki-67-положительных клеток и уровнем экс-
прессии фактора роста эндотелия сосудов (Vegf). 
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Abstract. Individual resistance to hypoxia largely determines the severity of inflammatory processes 
and, probably, can affect the regeneration of the skin wound. The aim was to study reparative and inflammatory 
changes in the wound in Wistar rats with different resistance to hypoxia. Material and methods. The study 
was performed on mature male Wistar rats weighing 300–350 g. Before the experiment, the resistance of ani-
mals to hypoxia was determined. Rats were classified as highly resistant to hypoxia (HR), in which the time to 
take a lateral position in the pressure chamber “at a height” of 11,500 m was more than 360 s (n=5), to low-
resistant (LR) – less than 40 s (n=5). A full-thickness wound with a diameter of 16 mm was applied to the ani-
mals  in  the  interscapular zone of the back.  On  the  7th  day  after  the infliction of the wound, a histological and   
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morphometric study was performed. The proliferative activity of cells in the granulation tissue of the wound was 
determined immunohistochemically using the Ki-67 marker. Real-time PCR was used to evaluate the level of 
expression of the Hif-1α, Nf-κB, and Vegf genes. Results. It was shown that in rats with high resistance to hy-
poxia, the total number of cells and, among them, the number of inflammatory cells was higher than in rats with 
low resistance to hypoxia. However, the percentage of inflammatory cells in the compared groups did not differ 
significantly. Cell proliferative activity, as measured by the number of Ki-67 positive cells, was higher in rats with 
high resistance to hypoxia. In the granulation tissue of highly resistant to hypoxia rats, the expression of the Vegf 
gene was statistically significantly higher than in low-resistant animals, while there were no statistically signifi-
cant differences in the level of expression of the Hif-1α, Nf-κB genes. Conclusion. In rats with high resistance to 
hypoxia, on the 7th day of healing of a full-thickness skin wound, reparative processes in it are more pronounced. 
In the horizontal layer of fibroblasts, there are more cells, among them inflammatory ones - histiocytes and 
macrophages, which is combined with a higher number of proliferating Ki-67 positive cells and the expression 
level of vascular endothelial growth factor (Vegf). 
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Введение 

 
Гипоксия – типовой физиологический и 

патологический процесс, который определяет 
развитие адаптивных реакций организма и 
является одним из основных патогенетиче-
ских механизмов практически любого заболе-
вания [4]. Гипоксия может вызывать развитие 
воспаления, а системный воспалительный от-
вет и локальные воспалительные реакции со-
провождаются кислородной недостаточно-
стью. На молекулярном уровне связь гипок-
сии и воспаления реализуется за счет актива-
ции транскрипционного фактора HIF-1α 
(Hypoxia Inducible Factor) и ядерного фактора 
NF-κB (nuclear factor kapps light chain-enhancer 
of activated B cells) [10, 11]. Белок HIF-1α про-
дуцируют все клетки организма, и он контро-
лирует ответ на гипоксическое воздействие 
путем повышения экспрессии адаптивных 
генов – эритропоэтина, генов принимающих 
участие в ангиогенезе, клеточной пролифера-
ции, метаболизме глюкозы, железа и др. [9, 
12]. Ранее в экспериментах нами было пока-
зано, что тяжесть течения системного воспа-
лительного ответа различается у животных с 
низкой и высокой устойчивостью к гипоксии. 
По сравнению с ВУ к гипоксии животными 
индуцированный введением липополисаха-
рида системный воспалительный ответ у крыс 
с НУ к гипоксии более выражен, что характе-
ризовалось высоким содержанием нейтрофи-
лов в межальвеолярных перегородках легких, 
большей площадью некрозов в печени и по-
вышенными  уровнем активности АЛТ, АСТ и 
содержанием С-реактивного белка [3]. 

В настоящее время в мире отмечается 
высокая распространенность длительно неза-
живающих ран, частота их в Западной Европе 
составляет от 1 до 4%, и она не изменяется в 
течение многих лет [2, 5]. На процессы за-
живления раны влияют многие факторы, та-
кие как возраст, наличие ожирения, курение, 
коморбидные заболевания, сахарный диабет, 
хроническая сердечно-сосудистая недоста-

точность и др. [8]. При заживлении ран клю-
чевую роль в репаративных процессах играет 
воспаление [7]. Одним из основных факторов, 
определяющих течение репаративных и вос-
палительных процессов в ране, является ус-
тойчивость к гипоксии. Однако, публикации, 
посвященные этой проблеме, в доступной ли-
тературе практически отсутствуют. 

Цель исследования – изучить особенно-
сти репаративных и воспалительных измене-
ний при заживлении ран у крыс Wistar с раз-
ной устойчивостью к гипоксии. 
 

Материал и методы исследования 
 

Работа была выполнена на половозре-
лых самцах крыс Wistar (n=10) массой тела 
300–350 г (филиал «Столбовая» НЦБМТ 
ФМБА России). На проведение эксперимента 
было получено разрешение биоэтической ко-
миссии НИИ морфологии человека имени 
академика А.П. Авцына (протокол № 12 от 
19.09.2021). Для определения устойчивости к 
гипоксии животных помещали в барокамеру 
на «высоту» 11 500 м, подъем осуществляли со 
скоростью 80 м/с. К высокоустойчивым к ги-
поксии относили крыс, у которых время до 
принятия бокового положения «на высоте» 
составляло более 360 с (n=5), к низкоустойчи-
вым – менее 40 с (n=5). Среднеустойчивых к 
гипоксии крыс в эксперименте не использо-
вали. При определении устойчивости к гипок-
сии была использована методика, описанная в 
статье Д.Ш. Джалиловой и соавт. [3]. Через 
месяц после определения устойчивости к ги-
поксии крыс наркотизировали внутримы-
шечным введением золетила 10 мг/кг 
(Virbac). Шерсть между лопаток животных в 
зоне нанесения раны выбривали, затем наме-
чали контуры раны с помощью трафарета 
диаметром 16 мм. Далее хирургическими 
ножницами иссекали круглый полнослойный 
кожный лоскут. После иссечения кожного 
лоскута животных помещали в индивидуаль-
ные клетки, в которых они находились до 
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Таблица 1 / Table 1 
Площадь кожной раны у крыс Wistar с различной устойчивостью к гипоксии,  

мм2 (Me [L25%–U75%]) 
Skin wound area in Wistar rats with different resistance to hypoxia,  

mm2 (Me [L25%–U75%]) 
 

Сроки после 
операции 

(сут) 
ВУ НУ Различия между группами (p) 

0 198 [181–230] 199 [178–223] 0,89 
1 280 [241–311] 219 [168–292] 0,68 
3 201 [187–205] 204 [182–205] 0,89 
7 183 [61–186] 96 [87–149] 0,68 

Примечание: ВУ – крысы с высокой устойчивостью к гипоксии; НУ – крысы с низкой устойчивостью к 
гипоксии. 
 
конца эксперимента. Подход к еде и воде был 
свободным. Небольшой фрагмент дермы бра-
ли из кожного лоскута для проведения поли-
меразной цепной реакции (ПЦР). 

Для оценки динамики заживления ран 
проводили морфологическое и морфометри-
ческое исследования. На цифровых изобра-
жениях измеряли площадь раны сразу после 
иссечения кожного лоскута, на 1-е, на 3-и и 7-е 
сутки после операции. 

Животных выводили из эксперимента 
передозировкой золетила 100 мг/кг (Virbac) 
на 7-е сутки после операции, т.к. этот срок ха-
рактеризуется интенсификацией секреторных 
процессов [1]. Небольшие тканевые фрагмен-
ты из центральной области раны брали для 
ПЦР исследования, иссекали ткани раны и 
фиксировали их в 10% растворе нейтрального 
формалина (Biovitrum, Россия). Обезвожива-
ние, проводку в спиртах возрастающих кон-
центраций, ксилоле и парафине осуществляли 
в автоматизированном гистологическом про-
цессоре Tissue-Tek VIP 5 Jr (Sakura, Япония), 
заливку блоков проводили в аппарате Tissue-
Tek TEС-5 (Sakura, Япония). Срезы изготавли-
вали на ротационном микротоме Microm 
GmbH HM-340 (Thermo Scientific, Германия). 
Гистологические срезы раны  окрашивали 
гематоксилином и эозином, в зоне горизон-
тально расположенных фибробластов подсчи-
тывали на стандартной площади среза 
128 мм2 число всех клеток и среди них воспа-
лительных – гистиоцитов и лимфоцитов. 

Для выявления пролиферирующих кле-
ток проводили иммуногистохимическую ре-
акцию с антителами к Ki-67 (ab66155, abcam, 
разведение 1/100), и системы детекции 
Donkey anti-Rabbit IgG (H+L) Highly Cross-
Adsorbed Secondary Antibody, HRP (A16035, 
Invitrogen, разведение 1/500). В зоне горизон-
тально расположенных фибробластов подсчи-
тывали число Ki-67 положительных клеток на 
1000 всех клеток и вычисляли их процентное 
содержание. 

Методом ПЦР в режиме реального вре-
мени определяли уровень экспрессии генов 
Hif-1а, Nf-kb и Vegf. Тотальная РНК из образ-
цов кожи крыс была выделена при помощи 
набора RNeasy Micro Kit (Qiagen, USA). Для 

постановки реакции обратной транскрипции 
со случайными гексануклетидными прайме-
рами использовали набор реактивов MMLV 
RT (Евроген, Россия). Амплификацию прово-
дили с использованием набора реактивов 5X 
qPCRmix-HS SYBR (Евроген, Россия) на при-
боре ДТ-48. Реакцию ставили в двукратных 
повторах. Для нормализации результатов из-
мерения экспрессии генов Hif-1α, Nf-κB, Vegf 
использовали ген b2m. 

Статистическая обработка цифрового 
материала была проведена с помощью ППП 
«STATISTICA» 10.0 StatSoft. Для оценки ста-
тистических различий между высокоустойчи-
выми и низкоустойчивыми животными ис-
пользовали непараметрический критерий 
Манна–Уитни. Результаты расчетов считали 
статистически значимыми при p<0,05. 
 

Результаты и их обсуждение 
 

Сразу после иссечения кожного лоскута 
внешний вид раны характеризовался блюдце-
образной формой, края ее находились выше 
уровня дна. На 1-е и 3-и сутки дно раны было 
тусклым, с точечными кровоизлияниями. На 
7-е сутки дно ран было покрыто красноваты-
ми корочками, в зонах их отслоения наблю-
далась мелкозернистая красноватая поверх-
ность, покрытая желтоватыми наложениями. 
В обеих группах наблюдения статистически 
значимых различий площади раны и ее доли 
от исходной во все сроки наблюдения не вы-
явлено (табл. 1, 2.) 

При гистологическом исследовании на 
7-е сутки после нанесения раны ее края и дно 
были покрыты тонким, местами прерывистым 
слоем фибрина и распадающихся лейкоцитов, 
под которыми по всей окружности определя-
лась грануляционная ткань, состоящая из 
кровеносных сосудов капиллярного типа, 
фибробластов, воспалительных клеток – гис-
тиоцитов, лимфоцитов и единичных нейтро-
филов и рыхлых неупорядоченно ориентиро-
ванных коллагеновых волокон. В гистологи-
ческих срезах в центральной зоне ран отмеча-
лось горизонтальное по отношению к поверх-
ности раны расположение петель кровенос-
ных сосудов и фибробластов, тогда как в 
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Таблица 2 / Table 2 
Динамика площади раны по отношению к исходной у крыс Wistar с различной  

устойчивостью к гипоксии (Me [L25%–U75%]) 
Dynamics of wound area relative to the initial one in Wistar rats with different resistance  

to hypoxia (Me [L25%–U75%]) 
 

Группа, сроки Доля от исходной площади раны (%) Различия между группами (p) 
ВУ, 1-е сут 125,29 [122,20–139,44] 
НУ, 1-е сут 97,72 [95,40–124,63] 

0,17 

ВУ, 3-и сут 90,40 [85,68–98,48] 
НУ, 3-и сут 111,16 [81,21–113,07] 

0,92 

ВУ, 7-е сут 80,60 [38,48–82,04] 

НУ, 7-е сут 42,08 [38,78–87,83] 
0,61 

Примечание: ВУ – крысы с высокой устойчивостью к гипоксии; НУ – крысы с низкой устойчивостью к 
гипоксии. 
 
 
 
 
 
 

 
Рис. 1. Фрагменты раны крыс с высокой (А, С) и низкой (В, D) устойчивостью к гипоксии. А–В – поверх-
ность раны представлена лейкоцитарными некротическими массами, под которыми определяется 
зона горизонтально расположенных фибробластов, а под ней – глубокая зона вертикально располо-
женных фибробластов; С – в зоне с горизонтальным расположением фибробластов много сосудов и 
воспалительных клеток; D – в зоне с горизонтальным расположением фибробластов небольшое коли-
чество сосудов и воспалительных клеток. Окраска гематоксилином и эозином. Масштабный отрезок 
– 200 мкм. 
Fig. 1. Wound fragments of rats with high (A, C) and low (B, D) resistance to hypoxia. A–B – the surface of the 
wound is represented by leukocyte necrotic masses, under which a zone of horizontally located fibroblasts is 
determined, a deep zone of vertically located fibroblasts is below; C – in the zone with a horizontal arrangement 
of fibroblasts there are many vessels and inflammatory cells; D – in the zone with horizontal fibroblasts there is 
a small number of vessels and inflammatory cells. Hematoxylin and eosin staining. Scale bar – 200 µm. 
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Таблица 3 / Table 3 
Общее количество клеток и содержание среди них воспалительных на 7-е сутки после  

иссечения кожного лоскута (Me [L25%–U75%]) 
The total number of cells and the content of inflammatory ones among them on the 7th day after 

excision of the skin flap (Me [L25%–U75%]) 
 

Показатели ВУ НУ Различия между 
группами (p) 

Все клетки (шт/S ст) 48,5 
[47,1–62,5] 

39,8 
[31,9–40,9] 

0,016 

Воспалительные клетки 
(шт/S ст) 

17,4 
[12,6–22,2] 

10,3 
[7,1–11,3] 

0,047 

Процентное содержание 
воспалительных клеток (%) 

32,3 
[26,6–36,9]% 

25,9 
[22,2–33,7]% 

0,175 

Примечание: ВУ – крысы с высокой устойчивостью к гипоксии; НУ – крысы с низкой устойчивостью к 
гипоксии. 
 

 
Рис. 2. А – Процентное содержание Ki-67-положительных клеток в зоне горизонтально расположенных 
фибробластов на 7-е сутки после нанесения полнослойной кожной раны. B – Фрагмент раны крысы с 
высокой устойчивостью (ВУ) к гипоксии. Ki-67-положительные клетки с окрашенными ядрами. Реак-
ция с антителами к Ki-67, докраска гематоксилином. 
Fig. 2. A – Percentage of Ki-67-positive cells in the zone of horizontally located fibroblasts on the 7th day after 
applying a full-thickness skin wound. B – Fragment of a rat wound with high resistance (HR) to hypoxia. Ki-67 
positive cells with stained nuclei. Antibodies to Ki-67, counterstaining with hematoxylin. 
 
подлежащем слое сосуды и фибробласты рас-
полагались перпендикулярно к поверхности 
раны. В глубокой зоне количество лимфоци-
тов, гистиоцитов и фибробластов было мень-
ше, чем в поверхностной. Эпидермис по кра-
ям раны был утолщен и врастал в массы фиб-
рина на поверхности раны. 

При сравнительном морфологическом 
исследовании раны у высокоустойчивых и 
низкоустойчивых к гипоксии животных на 7-е 
сутки наблюдения имели сходную структуру, 
определялись лейкоцитарно-некротический 
слой, слой грануляционной ткани, представ-
ленный зонами горизонтально и вертикально 
расположенных фибробластов. Воспалитель-
ная инфильтрация в горизонтальном слое 
фибробластов была менее выражена у высо-
коустойчивых к гипоксии крыс (рис. 1). В свя-
зи с этим, в горизонтально расположенном 
слое фибробластов подсчитывали количество 
всех клеток на стандартной площади среза и 
среди них – количество воспалительных, 
представленных лимфоцитами, гистиоцитами 
и единичными нейтрофилами (табл. 3). У 
крыс с высокой устойчивостью к гипоксии 
общее количество клеток и среди них число 

воспалительных было статистически значимо 
выше, чем у крыс с низкой устойчивостью к 
гипоксии, однако процентное содержание 
воспалительных клеток между группами ста-
тистически значимо не различалось. 

Показатель пролиферативной активно-
сти Ki-67-положительных клеток у крыс с вы-
сокой устойчивостью к гипоксии был стати-
стически значимо выше, чем у крыс с низкой 
устойчивостью (рис. 2). 

В интактном образце кожи экспрессия 
генов Hif-1α, Nf-κB и Vegf между группами 
высокоустойчивых и низкоустойчивых к ги-
поксии животных достоверно не различалась. 
На 7-е сутки после нанесения кожной раны в 
грануляционной ткани у высокоустойчивых к 
гипоксии крыс экспрессия гена Vegf была ста-
тистически значимо выше, чем у низкоустой-
чивых животных, а экспрессия генов Hif-1α, 
Nf-κB не различалась между эксперименталь-
ными группами (табл. 4) 

Таким образом, у крыс с высокой устой-
чивостью к гипоксии на 7-е сутки заживления 
полнослойной кожной раны репаративные 
процессы в ней более выражены. В горизон-
тально расположенном слое фибробластов 
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Таблица 4 / Table 4 
Экспрессия генов Hif-1а, Nf-kb, Vegf в интактной коже и в грануляционной ткани  

полнослойной раны на 7-е сутки после ее нанесения (Me [L25%–U75%]) 
Expression of the Hif-1a, Nf-kb, Vegf genes in intact skin and in the granulation tissue of a  

full-thickness wound on the 7th day after excision (Me [L25%–U75%]) 
 

Интактные Рана, на 7-е сут Ген 
ВУ НУ р ВУ НУ р 

Hif-1а 0,003 
[0,001–0,006] 

0,004 
[0,003–0,006] 

0,806 0,003 
[0,002–0,003] 

0,002 
[0,002–0,006] 

1,00 

Nf-kb 0,005 
[0,003–0,009] 

0,005 
[0,003–0,007] 

0,916 0,006 
[0,004–0,008] 

0,002 
[0,002–0,003] 

0,117 

Vegf 0,041 
[0,018–0,060] 

0,029 
[0,025–0,040] 

0,464 0,054 
[0,034–0,069] 

0,016 
[0,014–0,022] 

0,028 

Примечание: ВУ – крысы с высокой устойчивостью к гипоксии; НУ – крысы с низкой устойчивостью к 
гипоксии. 
 
регистрировалось больше клеток и среди них 
– воспалительных: гистиоцитов и макрофа-
гов, что сочеталось с более высоким количест-
вом пролиферирующих Ki-67-положительных 
клеток и уровнем экспрессии фактора роста 
эндотелия сосудов (Vegf). 
 

Заключение 
 

Воспалительный процесс, развиваю-
щийся в ране на 7-е сутки, сопровождается 
гипоксией вследствие нарушения тока крови в 
сосудах микроциркуляторного русла, обу-
словленного медиаторами воспаления и про-
воспалительными цитокинами – ФНОα и ИЛ-
1β и хемокинами [3]. Вследствие высокой ме-
таболической активности клеток в очаге вос-
паления гипоксия усугубляется. По данным 
литературы, гипоксическая среда в очаге вос-
паления способствует активации Hif и экс-
прессии зависимых генов, в частности Vegf. 
Однако различий в экспрессии Hif и связан-
ного с ним нуклеарного фактора Nf-κB мы не 
обнаружили как в интактной коже, так и на 7-
е сутки раневого процесса. Отсутствие разли-
чий в экспрессии этих генов, очевидно связа-
но с тем, что ткани кожи являются высокоус-
тойчивыми к гипоксии [6]. Экспрессия Hif-
зависимого гена Vegf на 7-е сутки раневого 
процесса была выше у высокоустойчивых к 
гипоксии животных, что наряду с высокой 
клеточностью грануляционной ткани раны и 
содержанием пролиферирующих Ki-67-
положительных клеток свидетельствует о бо-
лее выраженных репаративных процессах у 
высокоустойчивых к гипоксии крыс. 
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