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Аннотация. Цель исследования – c помощью метода иммуногистохимии оценить динамику 
экспрессии белков р53, casp3, bcl-2 в соединительнотканных клетках кожи крыс на этапах посттравмати-
ческого гистогенеза. Материал и методы. Эксперимент выполнен на крысах-самцах линии Wistar 
(n=40) массой тела 200–230 г, которым в области средней трети бедра острым скальпелем была нанесена 
глубокая поперечная резаная рана кожи. Взятие материала проводили через 12 ч, 24 ч, 2, 3, 6, 10, 15 и 
25 суток после нанесения травмы, по 5 животных на каждый срок. Контрольную группу составили 5 ин-
тактных животных. Иммуногистохимически выявляли экспрессию р53, casp3, bcl-2. Результаты обрабаты-
вали методами параметрической статистики. Результаты. При механическом повреждении соедини-
тельных тканей кожи (рыхлой и плотной неоформленной соединительной ткани в составе дермы и гипо-
дермиса, а также жировой ткани в составе гиподермиса) в перинекротической области раны активируются 
закономерные гистогенетические процессы, к которым относится программируемая клеточная гибель. 
Установлены особенности экспрессии белков р53, casp3, bcl-2. Выявлено динамическое соотношение экс-
прессируемых белков-маркеров апоптотической клеточной гибели в некротическую и воспалительную 
фазы раневого процесса, а также в пролиферативную, дифференцировочную и адаптивную фазы регене-
рационного гистогенеза. Заключение. Соотношение количества клеток, экспрессирующих белки р53, 
casp3 и bcl-2, изменяется в зависимости от фазы раневого процесса. Максимальное содержание casp3-
позитивных клеток выявлено в фазу воспаления, на 2-е сутки и в фазу дифференцировки тканевых эле-
ментов, на 10-е сутки. Максимальное содержание р53-иммунопозитивных клеток выявлено в фазу воспа-
ления, через 24 ч и на 3-и сутки, а также в фазу регенерационного гистогенеза, на 15-е сутки. Резкое уве-
личение количества bcl-2-позитивных клеток регистрируется через 24 ч, 6 и 15 суток после травмы. 
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Abstract. The aim was to use immunohistochemistry to assess the dynamics of p53, casp3, and bcl-2 
protein expression in rat skin connective tissue cells during the stages of post-traumatic histogenesis. Material 
and methods. The experiment was performed on male Wistar rats (n=40) weighing 200–230 g. A deep trans-
verse incisional skin wound was created in the middle third of the thigh using a sharp scalpel. Specimens were 
obtained at 12 hours, 24 hours, 2, 3, 6, 10, 15, and 25 days following injury, using 5 animals for each time interval. 
Five intact animals served as controls. Expression of p53, caspase-3, and bcl-2 was assessed immunohistochemi-
cally. Data analysis employed parametric statistical approaches. Results. When mechanical damage occurs in 
skin connective tissues – comprising both loose and dense irregular connective tissue of the dermis and hypo-
dermis, along with hypodermal adipose tissue – this induces predictable histogenetic processes in the perine-
crotic wound region, including programmed cell death activation. Key findings revealed distinct patterns of p53, 
casp3, and bcl-2 protein expression. The study demonstrated distinct expression patterns of apoptotic markers 
proteins during both: the necrotic and inflammatory phases of wound healing, and the proliferative, differentia-
tion, and adaptive phases of regenerative histogenesis. Conclusion. The proportion of p53-, casp3-, and bcl-2-
positive cells varied significantly across different wound healing phases. Maximal Casp3+ cell counts occurred at 
two  time  points:  during  the  acute  inflammatory  phase  (day 2)  and subsequently during tissue differentiation   
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(day 10). Peak p53+ cell counts were observed at three time points: during acute inflammation (24 h and day 3), 
and later during regenerative histogenesis (day 15). Significant peaks in Bcl-2 immunopositive cells were de-
tected at three time points: 24 hours, 6 days, and 15 days following trauma.  
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Введение 

 
Регенерационный гистогенез включает 

в себя несколько фаз –пролиферацию, диф-
ференцировку и адаптацию тканевых струк-
тур [1]. Каждый из этих этапов характеризует-
ся различной степенью проявления двух клю-
чевых процессов – клеточной гибели и про-
лиферации, а также сопровождающими эти 
процессы молекулярными сдвигами и акти-
вацией ряда ферментов и других биологиче-
ски активных веществ, регулирующих процес-
сы репарации. Регенерационному гистогенезу 
предшествует нанесение травмы и развитие 
воспалительной реакции. Современное разви-
тие морфологической науки позволяет уже на 
этом этапе объективизировать процессы, раз-
ворачивающиеся в поврежденных тканях. 
Наиболее информативным и часто исполь-
зуемым в клиниках и экспериментальных ла-
бораториях, считается метод иммуногистохи-
мии. С помощью широкого спектра маркеров 
можно установить скорость и эффективность 
репарации тканей после травмы, проанализи-
ровать нарушения процесса заживления и 
применять различные протоколы оптимиза-
ции при лечении ран. Благодаря высокой 
специфичности, иммуногистохимические ис-
следования являются точным и достоверным 
методом оценки внутриклеточных процессов. 

Работами научной гистологической 
школы Военно-медицинской академии пока-
зано, при регенерации кожных ран особое 
значение играют тканевые элементы пери-
некротической области [1, 2, 10]. В ней, в том 
числе, происходит активная пролиферация и 
миграция клеточных элементов, а степень 
выраженности этих процессов является про-
гностическим индикатором заживления ран 
[5]. На последовательных этапах репарации 
кожи целесообразно учитывать разные крите-
рии, характеризующие ход раневого процесса. 
В фазе воспаления (до 2 суток с момента по-
вреждения), информативным является опре-
деление содержания фибронектина: при его 
пониженной концентрации происходит на-
рушение миграции клеток в рану и замедле-
ние регенерации. С момента повреждения и 
до начала фазы пролиферации информатив-
ным критерием, отражающим течение ране-
вого процесса может быть уровень содержа-
ния интерлейкинов в области раны [15, 17, 19]. 
Во всех периодах заживления полезным для 
прогностического анализа является опреде-
ление уровня TGF-β. Известно, что увеличе-

ние его содержания на ранних этапах репара-
ции приводит к образованию грубых рубцов. 
Особыми являются маркеры, указывающие на 
нормальное развитие грануляционной ткани 
(такие как VEGF, FGF2 и TNF). Повышенные 
индексы экспрессии данных маркеров сопря-
жены с переходом острой воспалительной ре-
акции в хроническую, вследствие чего велика 
вероятность образования неполноценного 
рубца [18]. Известно, что адекватное соотно-
шение коллагенов I и III типов обусловливает 
образование правильно оформленного реге-
нерата, ввиду этого, информативным показа-
телем заживления может быть анализ кон-
центрации маркера MMPs [14]. На протяже-
нии всего процесса регенерации важна оценка 
клеточной пролиферации, поскольку данный 
показатель характеризует нормальный уро-
вень замещения поврежденных клеток здоро-
выми. На сегодняшний день существует це-
лый ряд антител к белкам-маркерам, участ-
вующим в реализации митотического цикла в 
клетке. Наиболее часто используются антите-
ла к белкам Ki-67, PCNA, а также в последнее 
время митотическую активность клеток опре-
деляют по экспрессии ядерного белка фосфо-
гистона Н3[13]. 

При всем многообразии прогностиче-
ских методов в исследовании течения ранево-
го процесса особую роль играет оценка про-
граммируемой гибели тканевых клеток, кото-
рая происходит в том числе в перинекротиче-
ской области раны на всех этапах заживления, 
независимо от травмирующих факторов [4, 6, 
8, 10]. Одной из форм клеточной гибели явля-
ется апоптоз, основным методом изучения 
которого является иммуногистохимия [3, 7, 
11]. Анализ литературы свидетельствует, что 
применение различных маркеров для детек-
ции программируемой клеточной гибели, да-
ет разные результаты, что необходимо учиты-
вать при интерпретации полученных данных 
[4, 9, 16, 20]. К маркерам, характеризующим 
апоптоз, относятся проапоптотические белки 
р53 и casp3, а также антиапоптотический бе-
лок bcl-2. Сравнительная характеристика ди-
намики экспрессии этих белков в перинекро-
тической области механической раны кожи в 
современной литературе не отражена, но она 
имеет важное значение для разработки мето-
дов коррекции течения гистогенетических 
фаз заживления ран различной этиологии. 

Цель исследования – c помощью метода 
иммуногистохимии оценить динамику экс-
прессии белков р53, casp3, bcl-2 в соедини-
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тельнотканных клетках кожи крыс на этапах 
посттравматического гистогенеза. 
 

Материал и методы исследования 
 

Место и время проведения иссле-
дования. Работа выполнена в условиях сер-
тифицированного вивария Государственного 
научно-исследовательского испытательного 
института военной медицины Министерства 
обороны РФ (cоглашение о научном сотруд-
ничестве № 15 между Военно-медицинской 
академией имени С.М. Кирова и ГНИИИ ВМ 
МО РФ от 13.09.2023 г.). 

Характеристика объекта исследо-
вания. Эксперимент выполнен на половоз-
релых крысах-самцах линии Wistar массой 
тела 200–230 г (n=45). 

Способ формирования выборки. 
Выборка для исследования формировалась 
случайным образом. 

Дизайн исследования. Животным 
под наркозом (внутримышечное введение 
смеси препаратов «Золетил 50» в дозе 
10 мг/кг, Virbac, Франция и ксилазина в дозе 
10 мг/кг, Pharmamagist Ltd., Венгрия) после 
предварительной восковой депиляции нано-
сили механическое повреждение острым не-
стерильным скальпелем в виде глубокого по-
перечного разреза кожи длиной ~ 2 см в об-
ласти средней трети бедра. Первичную хирур-
гическую обработку раны не проводили, асеп-
тические повязки не накладывали. Взятие ма-
териала (участок кожи размером ~ 2×1,5 см, 
включающий травмированная область с при-
лежащими визуально здоровыми тканями) 
проводили через 12 ч, 24 ч, 2, 3, 6, 10, 15 и 
25 суток после нанесения травмы (по 5 жи-
вотных на каждый срок). Контрольную группу 
составили 5 (интактных) животных, которым 
ранение не наносилось. Выведение животных 
из опыта осуществляли передозировкой ане-
стетика (золетил-ксилазиновой смеси). 

Методы. Пробоподготовку осуществ-
ляли по стандартной методике, кусочки кожи 
фиксировали в 10% растворе формалина, за-
ливали в парафин. С каждого блока делали 
несколько серийных срезов для последующей 
окраски гематоксилином и эозином, а также 
для постановки иммуногистохимических ре-
акций. 

Иммуногистохимия. Иммуногистохи-
мические реакции проводили с применением 
поли- и моноклональных антител с целью вы-
явления маркеров клеточной гибели р53 
(мышиные моноклональные антитела, клон 
DO-7, Dako, Дания, разведение 1:200, время 
инкубации – 1 ч); casp-3 (кроличьи поликло-
нальные антитела, ABclonal Biotechnology Co, 
Китай, разведение 1:700, время инкубации – 
20 мин) и bcl-2 (мышиные моноклональные 
антитела, Dako, Дания, разведение 1:70, время 
инкубации – 1 ч). После инкубации в первич-
ных анитителах и дальнейшей промывки на-

носили анти-кроличьи вторичные реагенты, 
конъюгированные с полимером и пероксида-
зой хрена для связывания первичных анти-
тел. Далее наносили рабочий раствор (Dako, 
Дания) для выявления продукта реакции. Под 
визуальным контролем получали оптималь-
ную интенсивность окрашивания. Докраску 
ядер проводили толуидиновым синим, после 
чего препараты заключали в монтирующую 
среду. 

Визуализация и количественный ана-
лиз. Визуализацию иммунопозитивных кле-
ток проводили с помощью светового микро-
скопа Zeiss Axio Scope.A1 (Carl Zeiss, Герма-
ния) со встроенной фотокамерой Zeiss 
Axiocam ERc 5s и программного обеспечения 
анализа изображений Zen 2.3. На каждом 
препарате считали меченые соответствующи-
ми маркерами клетки в 10 полях зрения 
(площадь 1 поля зрения – 0,159 мм2). 

Статистический анализ. Статисти-
ческую обработку проводили с помощью про-
граммного обеспечения Statistica 10.0 
(StatSoft, США). Тип распределения устанав-
ливали с помощью критериев Колмогорова–
Смирнова с поправкой Лиллиефорса и Шапи-
ро–Уилка. При нормальном распределении 
данных в группе по критерию «количество 
иммуноположительных клеток в поле зре-
ния» использовали однофакторный диспер-
сионный анализ (ANOVA) с апостериорным 
критерием Холма–Бонферрони для сравне-
ния средних значений между группами. Дос-
тигнутым уровень статистической значимости 
считали при р<0,05. 

Этическая экспертиза. Исследование 
проводили в соответствии с Приказом Мин-
здрава России №199н от 01.04.2016 г. «Об ут-
верждении Правил надлежащей лаборатор-
ной практики». Все действия с эксперимен-
тальными животными, проводились с соблю-
дением международных принципов Хель-
синкской декларации о гуманном отношении 
к животным (2008) и Европейской конвенции 
о защите позвоночных животных, используе-
мых для экспериментов или в иных научных 
целях (1986). Выполнение исследования 
одобрено независимым этическим комитетом 
при Военно-медицинской академии имени 
С.М. Кирова, протокол № 283 от 17.10.2023 г. 
 

Результаты и их обсуждение 
 

В соединительных тканях интактной 
кожи бедра крысы иммуногистохимически 
выявлялись клетки различных дифферонов 
(фибробласты, макрофаги, лаброциты, эндо-
телиоциты), экспрессирующие белки-
маркеры апоптоза р53 и casp3, а также анти-
апоптотический белок bcl-2 (рис. 1). Ввиду 
неспецифичности использованных маркеров 
к конкретному типу клеток, подсчитывали 
общее количество иммунопозитивных ткане-
вых элементов без учета их принадлежности к 
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Рис. 1. Положительная иммуногистохимическая 
реакция на белки casp3 (a), р53 (b), bcl-2 (c) в дерме 
(стрелки). Интактная кожа бедра крысы. Имму-
ногистохимические реакции с докраской толуи-
диновым синим; ×400 (a), ×200 (b), ×600 (с). 
Positive immunohistochemical reaction for casp3 (a), 
p53 (b), and bcl-2 (c) proteins in the dermis (arrows). 
Intact rat thigh skin. Immunohistochemical reactions 
with counterstaining by toluidine blue; ×400 (a), 
×200 (b), ×600 (c). 
 
тому или иному дифферону, принимая во 
внимание, что наиболее многочисленными в 
соединительных тканях дермы являются фиб-
робласты. Количество р53- и casp3-
иммунопозитивных клеток было примерно 
одинаковым и в среднем составляло 23,4±2,5 

и 23,8±2,9 клеток в поле зрения соответствен-
но, тогда как содержание bcl-2-
иммунопозитивных клеток было в 7,7 раза 
меньше (3,0±0,75; p<0,035). 

В течение первых суток после повреж-
дения в перинекротической области раны, 
распространяющейся центробежно от первого 
сохранившегося корня волоса, развивалась 
воспалительная реакция. Через 12 ч после 
травмы количество р53- и casp3-
иммунопозитивных клеток в этой области 
статистически значимо не изменялось по 
сравнению с контролем и составляло 25,0±2,5 
(p=0,732) и 23,2±0,15 (p=0,21) соответственно. 
При этом отмечалось крайне малое количест-
во клеток, меченных на белок bcl-2 (0,3±0,02). 

Через 24 ч после нанесения травмы ко-
личество клеток, экспрессирующих белки р53 
и bcl-2, в перинекротической области сущест-
венно возрастало по сравнению со сроком 12 ч 
после травмы (р=0,021 и р=0,038 соответст-
венно). В количестве casp3-иммуно-
позитивных клеток статистически значимых 
различий не наблюдалось (р=0,21) (рис. 2). 

Фаза воспаления продолжалась двое-
трое суток и непосредственно предшествовала 
раневому гистогенезу. На 2-е сутки после 
травмы в перинекротической области раны 
отмечалось перераспределение соотношения 
иммунопозитивных структур в пользу преоб-
ладания клеток, экспрессирующих casp3 
(81,1±0,32; р=0,013) по сравнению с предыду-
щим сроком исследования. Также по сравне-
нию с предыдущим сроком исследования 
происходило статистически значимое умень-
шение числа р53-позитивных клеток до 
14,4±2,2 (р=0,022). Численность клеток, мар-
кируемых bcl-2, статистически значимо не 
изменялась (24,5±2,8; р=0,143). 

К 3-м суткам содержание casp3-
позитивных клеток по сравнению с предыду-
щим сроком (2-е сут) статистически значимо 
уменьшалось (р=0,041), аналогичная динами-
ка прослеживалась в отношении bcl-2-
позитивных клеток (р=0,031); количество р53-
иммунопозитивных клеток возрастало в 
2,5 раза (р=0,001) (рис. 2). 

К 6-м суткам раневой дефект постепен-
но заполнялся грануляционной тканью, что 
соответствовало фазе дифференцировки тка-
невых структур. Ее основные клеточные ис-
точники мигрировали в область раневого де-
фекта из перинекротической области. Под-
счет иммунопозитивных клеток клеток в гра-
нуляционной ткани свидетельствовал, что на 
6-е сутки экспрессия белков р53 и casp3 в 
клетках уменьшалась, а количество bcl-2-
позитивных клеток, наоборот, возрастало. На 
10-е сутки в регенерате содержание casp3-
позитивных клеток в 4,5 раза превышало ко-
личество р53-позитивных клеток и в 10 раз – 
численность bcl-2-позитивных клеток. К 15-м 
суткам соединительнотканный регенерат со-
держал примерно равное количество клеток, 



Журнал анатомии и гистопатологии. 2025. Т. 14, №2. С. 31–37 ◊ Journal of Anatomy and Histopathology. 2025;14(2):31–37 

35 

 

Рис. 2. Соотношение соедини-
тельнотканных клеток различ-
ного иммунофенотипа в разные 
сроки после механической трав-
мы кожи. 
Fig. 2. The ratio of connective tis-
sue cells of different immunopheno-
types at various time points after 
mechanical skin injury. 

 
маркируемых на белки р53 и bcl-2, что было 
почти в 1,5 раза меньше количества клеток, 
экспрессирующих белок casp3. 

При анализе полученных результатов 
обращают на себя внимание два пиковых зна-
чения casp3-позитивных клеток (на 2- и 10-е 
сутки) и три пиковых значения р53-
позитивных клеток (через 24 ч, на 3-и и 15-е 
сутки) (рис. 2). Резкое увеличение количества 
bcl-2-позитивных клеток регистрировалось 
через 24 ч, 6 и 15 суток после травмы. Соглас-
но данным литературы, белок р53 контроли-
рует целостность генома и активирует гены, 
которые необходимы для запуска апоптоза [9, 
16, 20]. К внутриклеточным белкам, запус-
кающим апоптоз, относятся также каспазы – 
ферменты семейства цистеин-содержащих 
протеаз [4, 12]. Существует мнение, что инди-
кация каспазы-3 является одним из наиболее 
информативных методов диагностики апоп-
тотической гибели, поскольку синтез этого 
белка служит своеобразной «точкой невозвра-
та», после которой клетка неизбежно погиба-
ет. Обращает на себя внимание, что на всех 
сроках эксперимента, за исключением первых 
суток, casp3-позитивные клетки превалируют 
над клетками двух других иммунофенотипов. 
В противовес генам р53 и casp3 «работает» 
антиапоптотический ген bcl-2, экспрессия ко-
торого повышает выживаемость клеток [3]. 
Синтез белка bcl-2, подавляет апоптоз за счет 
контроля проницаемости митохондриальных 
мембран и связывания APAF1 (фактора, акти-
вирующего апоптоз) [3, 11, 16]. Результаты 
сравнительной характеристики динамики 
экспрессии белков свидетельствуют, что соот-
ношение количества клеток, экспрессирую-
щих белки р53, casp3 и bcl-2, изменяется в за-
висимости от фазы раневого процесса. 

Максимальное содержание casp3-
позитивных клеток выявлено на 2-е сутки в 
фазу воспаления и на 10-е сутки в фазу диф-
ференцировки тканевых элементов. Это озна-
чает, что соединительнотканные клетки пе-
ринекротической области, вступившие в 
апоптоз, на 2-е сутки претерпевают необрати-

мые изменения и гибнут. На 10-е сутки реге-
нерационного гистогенеза начинается посте-
пенная трансформация грануляционной тка-
ни в плотную соединительную (рубцовую) 
ткань, что неизбежно сопровождается гибе-
лью клеток, напрямую не соприкасавшихся с 
повреждающим фактором. Три пиковых зна-
чения содержания р53-иммунопозитивных 
клеток на сроках 24 ч и 3 суток (фаза воспале-
ния), а также на 15-е сутки (регенерационный 
гистогенез) указывают, что именно в эти сро-
ки происходит усиленная элиминация клеток 
с поврежденным геномом. Динамика экспрес-
сии антиапоптозного белка bcl-2 указывает на 
резкое возрастание количества bcl-2-
позитивных клеток, регистрируемое через 
24 ч, 6 и 15 суток после травмы, что свидетель-
ствует о наличии реактивных изменений в 
клетках, которые, однако, не являются необ-
ратимыми. Часть этих клеток сохраняет жиз-
неспособность при развитии фазы воспале-
ния, а также в фазе дифференцировки и адап-
тации тканевых структур. В целом, процессы 
программируемой клеточной гибели на эта-
пах заживления механической раны протека-
ют на основе различных механизмов, о чем 
свидетельствует динамическое соотношение 
экспрессируемых белков. 
 

Заключение 
 

Программируемая гибель клеток в пе-
ринекротической области раны является не-
отъемлемой частью регенерации кожи, устра-
няя генетически измененные клетки. На каж-
дом этапе она имеет определенные специфи-
ческие черты, а механизмы ее инициации мо-
гут различаться. Соотношение количества 
клеток, экспрессирующих белки р53, casp3 и 
bcl-2, изменяется в зависимости от фазы ра-
невого процесса. Максимальное содержание 
casp3-позитивных клеток выявлено в фазу 
воспаления, на 2-е сутки и в фазу дифферен-
цировки тканевых элементов, на 10-е сутки. 
Максимальное содержание р53-иммунопо-
зитивных клеток выявлено в фазу воспаления, 
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через 24 ч и на 3-и сутки, а также в фазу реге-
нерационного гистогенеза, на 15-е сутки. Рез-
кое увеличение количества bcl-2-позитивных 
клеток регистрируется через 24 ч, 6 и 15 суток 
после травмы. 

Механизмы запуска процессов про-
граммируемой клеточной гибели на этапах 
заживления механической раны различны и 
требуют дальнейшего исследования, о чем 
свидетельствует динамическое соотношение 
экспрессируемых белков. 
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