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ТКАНЕВАЯ РЕКОНСТРУКЦИЯ ПОВРЕЖДЕНИЙ КОЖИ  
И МЯГКИХ ТКАНЕЙ МЕТОДАМИ РЕГЕНЕРАТИВНОЙ МЕДИЦИНЫ

Методом электроформования получен композиционный материал на осно-
ве нановолокон из алифатического сополиамида и композиционных наново-
локон из хитозана и нанофибрилл хитина. Проведено исследование in vivo раз-
работанного материала в качестве раневого покрытия при лечении обширной 
многослойной кожной раны спины крысы. Показано, что на 28-е сутки на-
блюдения в опытной группе происходила полная эпителизация раневой по-
верхности. Гистологическое исследование рубцовой ткани показало наличие 
лишь небольшого количества сосудов капиллярного типа, а также незначитель-
ного количества клеток инфильтрата. Выживаемость составляла 100%, тогда 
как в контрольной группе наблюдалась летальность в 11 % случаев, а гнойные 
осложнения составляли 100%. Для повышения темпов регенерации ткани и 
снижения вероятности инфицирования при лечении ран использовали тром-
боцитарный гель, полученный из периферической крови пациента. Показано, 
что лечебный эффект возрастает при одновременном применении раневых по-
крытий и аутологичных продуктов сепарации крови – тромбоцитарного геля и 
богатой тромбоцитами плазмы.

АЛИФАТИЧЕСКИЙ СОПОЛИАМИД, ХИТОЗАН, НАНОФИБРИЛЛа ХИТИНА, ЭЛЕКТРО-
ФОРМОВАНИЕ, РАНЕВОЕ ПОКРЫТИЕ, КОМПОЗИЦИОННОЕ НАНОВОЛОКНО.

Введение 

Проблема заживления повреждений 
кожи и мягких тканей с помощью хирур-
гических и консервативных методов в на-
стоящее время еще не решена полностью. 
Основными факторами, препятствующими 
процессам эпителизации и грануляции, яв-
ляются дистрофия ткани, окислительные 
повреждения, дисбаланс влажности раны, 
инфицирование и другие осложнения в 
зоне хирургической резекции, травмы или 
ожога. Образование рубцовой ткани или 
других структурных изменений на месте 
раны снижает качество жизни пациента. В 
настоящее время существует ряд методик, 
которые направлены на интенсификацию 
процесса заживления ран и улучшение 
структурно-функциональных свойств вновь 
образующейся ткани. Большинство из них 
использует раневые покрытия, различные 

по составу компонентов и функциональ-
ным особенностям [1 – 3].

 Оптимальное раневое покрытие должно 
обеспечивать газо- и влагообмен, которые 
необходимы для полноценной интеграции 
и жизнедеятельности клеток. Также не-
обходимо воспроизводить рельеф раневой 
поверхности, т. е. материал должен обла-
дать эластичностью и удобством при мани-
пуляциях. Важное свойство современных 
раневых покрытий – это их атравматич-
ность: при отделении покрытия от раны 
образовавшийся слой эпителия не должен 
травмироваться и разрушаться. Наконец, 
оптимальное раневое покрытие способ-
но препятствовать инфицированию раны 
путем проникновения патогенной микро-
флоры из внешней среды. Также нужно не 
допустить инкубирования региональных 
патогенных микроорганизмов, а для этого 
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покрытие должно обеспечивать эффектив-
ное отведение экссудата.

Такими свойствами обладают пористые 
пленочные материалы на основе полимер-
ных нановолокон, полученных методом 
электроформования. Этот метод позволяет 
получать волокна с диаметром от 50 до 4500 
нм из целого ряда полимеров. Пленочные 
материалы на основе нановолокон харак-
теризуются низкой плотностью, высокой 
пористостью, водо- и газопроницаемостью 
[4 – 7], размером пор от десятков до сотен 
микрометров.  

В последнее время пористые пленочные 
материалы нашли применение в качестве 
матриц для клеточных технологий. Хими-
ческий состав и пористая структура мате-
риалов способствует адгезии стволовых или 
соматических клеток на поверхности во-
локон, обеспечивает обменные процессы, 
необходимые для эффективных пролифе-
рации, движения и дифференцировки кле-
ток. 

Получение нановолокон из спирто-
растворимого алифатического сополиа-
мида (СПА) – сополимера поли(ε-капро-
лактама)

[– NH – (CH2)5 – CO –]n

и поли(гексаметилендиаминадипината)

[– NH(CH2)6NHCO(CH2)4CO –]n

описано нами в более раннем исследова-
нии [5].

Вторым полимером, который широко 
применяется для материалов биомедицин-
ского назначения, является хитозан. Это 
биосовместимый и биодеградируемый по-
лимер, производный полисахарида, ма-
кромолекулы которого состоят из β-(1–4)
D-глюкозаминовых и N-ацетил-D-глюко-
заминовых мономеров. Продукты биоде-
градации хитозана нетоксичны и по мере 
разложения хитозана включаются в есте-
ственные обменные реакции организма. 

Однако известно [8 – 10], что процесс 
электроформования нановолокон из рас-
твора хитозана затруднен ввиду его поли-
электролитных свойств. Для стабилизации 
процесса электроформования нановолокон 
на основе хитозана в раствор вводят водо-

растворимые полимеры, такие как поли-
этиленоксид (ПЭО), поливиниловый спирт 
(ПВС), метилцеллюлоза (МЦ), поливинил-
пирролидон (ПВП) [8–10]. Добавка этих 
полимеров в количестве до 50 мас. % от ко-
личества хитозана  (это необходимо делать 
для стабильного формования нановолокон) 
негативно влияет на свойства готового ма-
териала: возрастает его гигроскопичность, 
снижаются механические свойства.

В работе [11] показано, что композици-
онные волокна из хитозана, содержащие 
нанофибриллы хитина диаметром 20 нм и 
длиной 600 – 800 нм, характеризуются по-
вышенными прочностными и упругими ха-
рактеристиками. Кроме того, введение на-
нофибрилл хитина в прядильный раствор 
хитозана стабилизирует процесс формова-
ния.  Аналогичный положительный эффект 
описан и при электроформовании наново-
локон, содержащих нанофибриллы хитина 
[12].  

Исходя из вышеизложенного, в настоя-
щей работе предложен способ   получения 
двухслойного раневого покрытия, которое 
состоит из внешнего слоя нановолокон на 
основе СПА и внутреннего слоя из компо-
зиционных нановолокон на основе хито-
зана и нанофибрилл хитина. Нановолокна 
из нерезорбируемого СПА обеспечивают 
необходимые механические характеристи-
ки покрытия, а также обменные процессы 
с внешней средой. Слой нановолокон из 
хитозана и нанофибрилл хитина, непосред-
ственно контактирующий с поверхностью 
раны, одновременно обеспечивает гемоста-
тическое и бактерицидное действия, атрав-
матичность покрытия, а при интеграции с 
активной биологической средой происхо-
дит постепенная резорбция полимера. При 
снятии повязки с раневой поверхности от-
деляется нерезорбируемый слой из СПА, 
в то время как хитин-хитозановый слой 
остается и способствует процессу эпители-
зации. 

Реконструкция более глубоких ран, в ко-
торых кроме кожных покровов повреждены 
и мягкие ткани, требует мер по простран-
ственной реконструкции и стимуляции 
процессов регенерации в объеме дефекта. 
В этом случае продуктивно использование 
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тканеинженерных препаратов, состоящих 
из полимерной матрицы, клеточных ком-
понентов и продуктов секреции клеток 
[13]. Авторами данной работы для увели-
чения эффективности регенерации ткани 
и достижения большего гемостатического, 
антимикробного и анальгезирующего дей-
ствия предложено сочетать использование 
экспериментального раневого покрытия с 
продуктами сепарации крови пациента.

Богатая тромбоцитами плазма и другие 
продукты сепарации крови используются в 
медицине и ветеринарии уже более 20 лет. 
В многочисленных исследованиях показан 
их лечебный эффект, основанный на ис-
пользовании биологической активности 
факторов роста, содержащихся в тромбо-
цитах.

Известно, что тромбоциты содержат как 
специфические, так и неспецифические 
факторы роста, инициирующие митоге-
нез и процесс регенерации соединитель-
ной ткани. Важнейшими из них являются 
тромбоцитарный фактор роста (PDGF), 
трансформирующий фактор роста (TGF-β), 
фактор роста эндотелия сосудов (VEGF), 

фактор роста эпителия (EGF), фактор ро-
ста фибробластов (FGF), инсулиноподоб-
ный фактор роста (IGF) [14].

Богатая тромбоцитами плазма и ее геле-
образное производное – тромбоцитарный 
гель – широко используют при заживлении 
костной и мягких тканей в восстановитель-
ной и реконструктивной хирургии, стома-
тологии, травматологии, ортопедии [15]. 

Целью данной работы являлась разра-
ботка раневого покрытия на основе нано-
волокон из СПА и композиционных нано-
волокон на основе хитозана и нанофибрилл 
хитина, а также испытание технологии его 
применения in vivo в синергии с аутологич-
ными продуктами сепарации крови.

Материалы и оборудование

Материалы на основе нановолокон из 
СПА получали способом, описанным в 
работе [5]. Нановолокна из хитозана, со-
держащие ПЭО и нанофибриллы хитина, 
получали методом электроформования. 
Способ получения нановолокон из хитоза-
на и свойства материалов на их основе при-
ведены в работе [12]. 

Рис. 1. Получение аутологичных продуктов сепарации крови: периферическая кровь  
пациента с антикоагулянтом (а) и тромбоцитарный гель из периферической крови (b)

а) b)



132

Научно-технические ведомости СПбГПУ. Физико-математические науки № 4(253) 2016

Раневое покрытие получали методом 
электроформования на поверхность пори-
стой пленки из нановолокон СПА компо-
зиционных нановолокон из хитозана, со-
держащих 10 мас. % нанофибрилл хитина, 
Толщина слоя нановолокон СПА составляла 
150 мкм, слоя из нановолокон  хитозана –  
50 мкм. Электроформование нановоло-
кон производили на установке NANON 
01 (Япония). Использовали напряжение  
U = 18 кВ, расстояние между электродами 
составляло 0,15 м. 

Для интенсификации тканевой рекон-
струкции использовали аутологичные про-
дукты сепарации крови. Богатую тромбо-
цитами плазму получали методом двойного 
центрифугирования из 80 мл перифериче-
ской крови. Для получения тромбоцитар-
ного геля (рис. 1) богатую тромбоцитами 
плазму активировали путем добавления 
аутологичного тромбина и 10%-го хлорида 
кальция [16].

Испытание композиционных раневых 
покрытий на основе нановолокон проводи-
ли на скальпированных полнослойных ранах 
кожи. Для этого была разработана методика 
получения модельного раневого поврежде-
ния кожи и подлежащих мягких тканей на 
мелких лабораторных животных (крысах).  
Скальпелем наносили разрез на спине жи-
вотного, после чего с использованием нож-
ниц и хирургического пинцета производили 
отделение кожи от поверхностной фасции. 
Кожные края раны фиксировали узловыми 
кожно-мышечными инвертирующими шва-
ми к собственной фасции (рис. 2). Ингаля-
ционный наркоз животных осуществлялся 

эфиром. Данная методика позволяет избе-
жать преждевременного закрытия ран пер-
вичным натяжением и достоверно оценить 
эффективность средств их заживления.

Эксперимент проводили на 18 самцах 
крыс линии «Wistar-Kyoto» весом 200 –  
250 г. Животные были разделены на две 
группы: контрольную и эксперименталь-
ную, по 9 животных в каждой. В экспери-
ментальной группе после моделирования 
полнослойной механической раны кожных 
покровов (10 % от площади поверхности 
тела животного) на раневую поверхность 
накладывали хитозан-сополиамидные по-
крытия. Наблюдение за животными осу-
ществляли в течение четырех недель. 

Морфологическое исследование обра-
зовавшейся рубцовой ткани проводили по-
сле 28 суток наблюдения; животных выво-
дили из эксперимента и отбирали образцы 
ткани из области раны. Образцы фиксиро-
вали 10%-м раствором нейтрального фор-
малина на фосфатном буфере (рН = 7,4) в 
течение суток, после чего обезвоживали в 
растворах этанола с возрастающей концен-
трацией и заливали в парафиновые блоки. 
Парафиновые срезы толщиной 5 мкм окра-
шивали гематоксилином и эозином (Bio-
Optica, Италия). Микроскопический ана-
лиз и фиксацию изображения проводили с 
использованием микроскопа Leica DM750 
(Германия).

Экспериментальные результаты  
и их обсуждение

Наблюдение за животными контроль-
ной группы показало, что в 11 % случаев 

а) b)

Рис. 2. Формирование скальпированной раны у крысы до (a) и после (b) наложения швов 
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наблюдалась летальность, гнойные ослож-
нения составляли 100 % случаев, причем в 
11% случаев наблюдалось обширное ско-
пление гноя под струпом (рис. 3, а). Ги-
стологическое исследование рубцовой тка-

ни (рис. 4, a) показало наличие большого 
количество сосудов капиллярного типа и 
плотного инфильтрата. 

В экспериментальной группе выжи-
ваемость составляла 100 %, площадь рубца  

Рис. 3. Внешний вид раневой поверхности травмированных животных из контрольной (а)  
и экспериментальной (b) групп;  особям экспериментальной группы после травмирования  

накладывали композиционное раневое покрытие

а) b)

Рис. 4. Микрофотографии  гистологических срезов ткани  
в области рубца у крыс контрольной (a) и экспериментальной (b, c) групп. 

Увеличение в 10 (a, c) и в 5 (b) раз 

b) c)

а)
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была значительно меньше, по сравнению с 
таковой в контрольной группе. Во всех слу-
чаях этой группы животных наблюдалась 
полная эпителизация раневой поверхности 
(рис. 4, b, с). Гистологическое исследование 
рубцовой ткани также показало наличие 
небольшого количества сосудов капилляр-
ного типа, а также незначительного коли-
чества клеток инфильтрата (рис. 4, b, c).

Морфологическое исследование пока-
зало, что в контрольной группе в области 
формирования рубца отмечалось преобла-

дание нейтрофильных лейкоцитов над дру-
гими клетками инфильтрата, созревание 
грануляционной ткани менее выражено. 
Эта ткань занимает относительно большую 
площадь по сравнению с эксперименталь-
ной группой.

В экспериментальной группе толь-
ко в отдельных случаях наблюдали пол-
ную эпидермизацию раневой поверхности  
(рис. 4, b, c) и формирование молодой со- 
единительной ткани. Последняя имела от-
носительно меньшую площадь, по срав-

Рис. 5. Результат применения реконструктивных и регенеративных технологий  
для лечения травмированной лошади:

а – повреждение костей черепа, кожи и мягких тканей головы, b – аппликация тромбоцитарного геля  
в зону дефицита тканей, c – использование раневого покрытия, d – положительный результат лечения

c) d)

a) b)
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нению с контролем.  Данные морфологи-
ческие признаки свидетельствуют о более 
интенсивной регенерации раневой поверх-
ности у экспериментальных животных в 
результате использования разработанного 
раневого покрытия. 

Эффективность использования тромбо-
цитарного геля для регенерации ткани по-
казана в приведенных ниже клинических 
случаях.

Описание клинических случаев

Случай 1. В результате аварии лошадь 
получила обширную травму черепа, вклю-
чающую повреждение кожи и подлежащих 
мягких тканей головы (рис. 5, a). После 
проведения хирургической реконструкции 
для более эффективной регенерации были 
использованы технологии регенеративной 
медицины. На участок с дефектом кожи и 
мягких тканей был апплицирован аутоло-
гичный тромбоцитарный гель (рис. 5, b), 
сверху повреждение было закрыто раневым 
покрытием (рис. 5, c). Кроме того, по гра-
нице раны проведены два раунда (с проме-
жутком в две недели) подкожных инъекций 
аутологичной, богатой тромбоцитами плаз-

мы. В результате проведенного лечения 
наблюдалось заживление повреждения  в 
течение одного месяца и эффективная реа-
билитация животного (рис. 5, d). 

Случай 2.  В результате несчастного слу-
чая лошадь получила рваную рану в дис-
тальном отделе конечности (рис. 6, а). К 
моменту проведения лечения рана была ин-
фицирована. На участок с дефектом кожи и 
мягких тканей был апплицирован аутоло-
гичный тромбоцитарный гель, сверху по-
вреждение было закрыто эксперименталь-
ным раневым покрытием. Кроме того, по 
границе раны проведены два раунда (с про-
межутком в две недели) подкожных инъек-
ций аутологичной, богатой тромбоцитами 
плазмы.     

Результатом лечения стало угнетение ин-
фекционных процессов в ране и быстрая ре-
генерация в месте повреждения (рис. 6, b).

Заключение

Полученные результаты лечения с ис-
пользованием экспериментов in vivo и кли-
нических случаев из ветеринарной прак-
тики свидетельствуют об эффективности 
применения описанных технологических 

Рис. 6. Рваная рана на дистальной части конечности лошади (а)  
и результат применения регенеративных технологий (b)

a) b)
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подходов для лечения повреждений кожи и 
мягких тканей различной этиологии.  Скон-
струированное комбинированное раневое 
покрытие на основе нановолокон СПА и 
хитозана обладает всеми необходимыми 
свойствами: биосовместимостью, удобством 
использования, антимикробным и способ-
ствующим регенерации тканей действием. 
Лечебный эффект возрастает при одновре-
менном применении аутологичных продук-
тов сепарации крови – тромбоцитарного 
геля и богатой тромбоцитами плазмы. До-
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Smirnova N.V., Petrova N.O., Lebedeva I.O., Popryadukhin P.V., Dobrovalskaya 
I.P., Yudin V.E. TISSUE RECONSTRUCTION OF SKIN FAILUES AND SOFT-TISSUE 
INJURIES USING REGENERATIVE MEDICINE METHODS.

The electrospinning technique has been used to manufacture  the composite material based on nanofibers 
made of aliphatic copolyamide and  composite nanofibers made of chitosan and chitin nanofibrils. Experimental 
in vivo studies of the material worked out as wound covering were carried out to treat the vast and multilayered 
wound on the rat’s back. After 28 days and nights of observation the complete epithelialization of the wound 
surface was established to occur  in the experimental  rat group. Histological analysis of scar tissue showed 
the presence of small minority of capillaries and a low amount of infiltrate cells. The survival of animals was 
100 %. At the same time, in the control group of animals, the lethality was observed in 11 % of cases, and 
suppurative complications were observed in 100 % of cases. To increase the rate of tissue regeneration, and 
to reduce the infection probability the thrombocyte gel prepared from the peripheral blood of the patients 
was used. The curative effect was proved to increase when applied  simultaneously the wound coatings and 
autologous blood product separation – thrombocyte gel and platelet-rich plasma.

Aliphatic copolyamide, сhitosan, chitin nanofibrilla, electrospinning, wound covering, 
composite nanofiber. 
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