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МоРФоФУНКЦИоНалЬНЫЕ оСНоВЫ СоЗДаНИЯ ИСКУССТВЕННоЙ КоЖИ  
(ДЕРМалЬНЫХ ЭКВИВалЕНТоВ)

Статья представляет собой обзор литературных и собственных данных авторов  о строении кожи и ее структур-
ных компонентов –  эпидермиса, дермы и гиподермы. Приводятся данные об особенностях функций каждого из 
слоев, их структурно-функциональном взаимодействии. Особое внимание уделено дерме и ее основному надмолеку-
лярному компоненту – межклеточному матриксу и роли фибробластов в его формировании. Описывается молеку-
лярное строение коллагена, роль альфа-спиральных участков и зарядов в стабилизации структуры макромолекулы 
и  уровни надмолекулярной организации его макромолекул  в дерме. Рассмотрены строение и функции фибробла-
стов и особенности взаимодействия этого класса дермальных клеток с межклеточным матриксом. Описаны методы 
выделения и культивирования фибробластов и получения коллагена из биологического соединительнотканного ма-
териала. Анализируются морфофункциональные основы создания искусственной кожи (дермальных и тканевых  
эквивалентов). Дана оценка перспектив развития нового биотехнологического направления – создания искусствен-
ных дермальных и тканевых эквивалентов и их использования в клинической практике для лечения повреждений 
кожи, полученных в результате воздействия физических и химических факторов.
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MORPHOLOGY AND FUNCTION BASIS OF THE CREATION ARTIFICIAL SKIN  
(DERMAL EQUIVALENTS)

The review of literature data and own results of the authors  on skin structure, and skin structural components epidermis, 
derma and hypoderm are given. The special attention for derma intercellular matrix and role of fibroblasts in its shaping was 
paid. The methods of isolation and cultivation of fibroblasts and collagen isolation from connective tissue and development 
prospects of this biotechnology direction were described. The creation of artificial derma and tissue equivalents and its appli-
cation in clinic praxis to treat the skin damages under the action of chemical and physical factors were considered.
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Кожа – орган, выполняющий барьерные функции  между внешней и внутренней средами ор-
ганизма. Кожа участвует в дыхании, терморегуляции и является носителем  множества рецеп-
торов чувствительности (болевой, тактильной, температурной и др.), выполняя экскреторную, 
эндокринную, рецепторную, иммунную и метаболические функции. В последние годы в ряде на-
учных коллективов ближнего и дальнего зарубежья проводятся интенсивные исследования по со-
зданию модельных кожных покровов с целью их использования в клинике для лечения повреж-
дений кожи, полученных в результате воздействия факторов химической и физической природы.

Строение кожи. У взрослого человека площадь кожи составляет 1,5–2,3 м2, или 4–6 % от 
общей массы тела. Кожа состоит из трех структурных компонентов (рис. 1): наружного – эпидер-
миса, построенного из нескольких слоев ороговевающих  эпителиальных клеток (кератиноци-
тов), среднего  – дермы и внутреннего – гиподермы [1–3]. 

Эпидермис включает 5 слоев (зон) эпидермальных клеток кератиноцитов: базальный (рост-
ковый), шиповидный, зернистый, блестящий и роговой. В глубоких слоях эпидермиса клетки 
живые, они активно функционируют и делятся, постепенно передвигаясь к поверхности. По ги-
бая, эти клетки превращаются в чешуйки, которые постепенно удаляются с поверхности кожи. 
Таким образом происходит обновление клеточных эле ментов эпидермиса.
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Дерма несет основную функциональную нагрузку 
в коже, являясь ее структурно-клеточной опорой. 

Дерма состоит из двух слоев – папиллярного и ре-
тикулярного. В первом содержатся капилляры, нерв-
ные окончания, а во втором – кровеносные и лимфати-
ческие сосуды, нервные окончания, фолликулы волос, 
потовые железы. Структурные элементы, находящиеся 
в этом слое, формируют так называемый  межклеточный 
матрикс (МКМ), представляющий собой сложный над-
молекулярный трехмерный комплекс, организованный  
фибриллярными белками и связанными с ними клет-
ками. МКМ обладает ярко выраженными биомехани-
ческими свойствами и обеспечивает коже структур-
ную целостность.

В МКМ входят разнообразные белки и низкомоле-
кулярные биологически активные соединения, а имен-
но фибриллярные белки коллагены I–VII типов, глико-
протеины, металлопротеиназы, циклины и различные 
факторы роста. МКМ условно делится на фибрилляр-
ный (густую сеть фибрилл) и аморфный (собственно 
матрикс) компоненты. Второй по своей структуре сходен с гелем  и состоит из полисахаридов. 

Хотя каждый из коллагенов, входящих в состав дермы, кодируется своим геном, их вторич-
ная и третичные структуры имеют общие признаки. Макромолекулы коллагенов (третичная 
структура) состоят из трех полипептидных цепей, которые связаны друг с другом ковалентными 
связями и закручены в спираль. Они получили название тропоколлагенов. Каждая из цепей име-
ет свои аминокислотную последовательность, степень гидроксилирования и гликозилирования 
аминокислотных остатков. На один виток альфа-спирали приходится три аминокислотных остат-
ка. Молекулярная масса коллагена составляет 300 кДа, длина макромолекулы порядка 300 нм,  
а толщина 1,5 нм. Структурные единицы  коллагена (тропоколлагены) спонтанно объединяются  
в более крупные структуры – фибриллы, поддерживаемые межмолекулярными ковалентными 
связями. Фибриллы объединяются в пучки или тяжи, из которых образуются коллагеновые во-
локна, представляющие  более высокую структурную организацию коллагена. Надмолекулярная 
организация (толщина) коллагеновых волокон в папиллярном и ретикулярном слоях дермы раз-
ная. В папиллярном слое коллагеновые волокна тонкие и диссеминированные, а в ретикуляр-
ном – толстые, образующие  густую сеть. I, II, III и V  типы коллагенов, входящих в состав дер-
мы, несут и разную функциональную нагрузку [4, 5].

На долю коллагена I приходится примерно 90 % от всего содержащегося в дерме белка. 
Именно коллаген I является основным строительным материалом МКМ. Коллаген III ассоци и-
рован в дерме с кровеносными сосудами, коллаген IV формирует базальную мембрану, отделяю-
щую дерму от эпидермиса и содержащую стволовые и прогениторные клетки – предшественни-
ки кератиноцитов. Из коллагена VI   построены фибриллы, соединяющие эпидермис и дерму. 

Клеточные, белковые и небелковые компоненты дермы. Основным клеточным элементом 
дермы являются фибробласты. Они содержатся и в папиллярном, и в ретикулярном слоях дер-
мы, продуцируют коллагены I и III  типов. Фибробласты  папиллярного слоя дермы обладают 
более высокой синтетической активностью. Подсчитано, что один дифференцированный фибро-
бласт (фиброцит) синтезирует в сутки порядка 3,5 млн  молекул коллагена [4].

В дерме содержится также большое количество минорных белков, относящихся по своей 
природе к гликопротеинам (фибронектин, тромбоспондин, ламинин, энтактин, тенасцин) и про-
теогликанам (версикан, декорин). Их разделяют на две группы: а) белки, обладающие адгезив-
ными свойствами; б) белки, подавляющие адгезию клеток. Адгезивные белки стабилизируют 
трехмерную структуру МКМ, а  белки, подавляющие адгезию клеток, ее лабилизируют, выпол-
няя сигнальные функции.

Рис. 1. Схема строения кожи [1]
Fig. 1. The structure of skin [1]
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Важную фунциональную роль в дерме выполняют матриксные цинк-зависимые металлопро-
теиназы. Они относятся к классу ферментов эндопептидаз и контролируют деградацию коллаге-
новых нитей в процессе ремоделирования МКМ.

К небелковым компонентам МКМ относятся гиалуроновая кислота, различные цитокины 
(лейкотриены IL 1, 6, 10, фактор некроза опухолей a), хемокины,  факторы роста и медиаторы 
воспалительных процессов.  Особое место среди небелковых компонентов занимает гиалуроно-
вая кислота, которая отвечает за микровязкость дермы и участвует в ее гидродинамике. С помо-
щью  различных факторов роста  контролируются эпидермальный морфогенез и ангиогенез.

Практически все белки МКМ продуцируются фибробластами, являющимися основным кле-
точным компонентом дермы. Это коллагены, кислые мукополисахариды, биологически актив-
ные паракринные соединения.

Дерма содержит две большие популяции фибробластов: митотически активные (МАФ), т. е. 
активно делящиеся, и митотичеcки неактивные (МНАФ) [6, 7]. Предшественником фибробластов 
являются находящиеся в костном мозге мезенхимальные и гемопоэтические стволовые клетки,  
в ходе дифференцировки которых образуются сначала митотически активные, прогениторные 
фибробласты МАФ:  МКС→МАФ1→МАФ2→МАФ3, а затем неактивные (МНАФ) и постмитоти-
ческие (ПМАФ) зрелые фибробласты: МАФ3→МНАФ→ПМАФ. МАФ-клетки относятся к проге-
ниторной популяции, а ПМАФ – к необратимой  фиброцитарной популяции [7]. У последней 
наиболее низкий пролиферативный потенциал, но самая высокая экскреторная активность [7].  
Однако в пересчете на клетку финальные клетки ПМАФ и фиброциты продуцируют в 5–8 раз 
больше общего коллагена, чем МАФ1, МАФ2 и МАФ3 вместе взятые. Это означает, что по мере 
старения фибробластов специализация клеточных компонентов меняется, начиная с пролифера-
ции клеток (увеличения их численности в общем пуле) и заканчивая ростом их экскреторной 
активности (синтезом белков и различного рода небелковых биологически активных компо-
нентов).

 Самые ранние клеточные продукты дифферона поступают сначала из костного мозга в кро-
веносное русло [7], а затем в дерму, где и претерпевают ряд изменений. Последние клеточные 
продукты постмитотические фибробласты превращаются в конечный дермальный клеточный 
продукт – фиброцит. Согласно другой точке зрения, предшественниками фибробластов являют-
ся эмбриональные эндогенные клетки, которые появляются в дерме на стадии эмбриогенеза  
и сохраняют свои характеристики во взрослом организме [8]. Именно благодаря этому, фибро-
бласты и характеризуются дифференцировочной гетерогенностью.  Наконец, фибробласты дер-
мы, находящиеся в ее разных слоях, выполняют свой набор  экскреторных  и структурных функ-
ций, благодаря чему каждый из слоев  характеризуется особенностями  состава и организации 
структурных компонентов в МКМ. Что касается биомеханических свойств МКМ, то следует 
отметить, что они во многом определяются адгезионными свойствами фибробластов и их спо-
собностью эффективно взаимодействовать (комплексировать) с коллагеновыми тяжами. Эта спо-
собность проявляется и  in vitro. В культуре фибробласты способны прикрепляться к поверхно-
сти культуральной посуды, что является критическим условием проявления их высокой проли-
феративной активности. 

Фибробласты представляют собой гетерогенную клеточную популяцию, которая включает 
мультипотентные мезенхимальные стволовые клетки и в разной степени дифференцированные 
фибробласты [7–10]. Популяция этих клеток получила название фибропластического дифферо-
на. При этом клеточный пул МАФ1  обладает самым высоким пролиферативным потенциалом. 
Перед дифференцировкой в МАФ2 данные клетки претерпевают около 25–30 клеточных деле-
ний, в свою очередь клетки МАФ2 превращаются в клетки МАФ3 после 15–20 делений, а клетки 
МАФ3 перед переходом ПМАФ – всего лишь 5–8 делений. Видимо поэтому при посеве на твер-
дую питательную среду фибробласты образуют три типа колоний – диффузные, смешанные  
и  плотные, каждая из которых содержит  клетки, находящиеся на разных стадиях дифференци-
ровки. В целом, гетерогенность фибропластического дифферона зависит от нескольких факто-
ров: локализации фибробластов и тесно связанными с ней функциональными задачами, выпол-
няемыми клетками в том или ином слое кожи. Если рассматривать функциональные свойства 
фибробластов, следует отметить, что слои кожи заселены фибробластами, которые находятся на 
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разных уровнях дифференцировки и отличаются морфологией, пролиферативной активностью 
и молекулярными характеристиками [8].  

Иммуннофенотипический анализ «чистой» культуры фибробластов обнаруживает высокий 
(порядка 99 %) уровень экспрессии коллагенов I и III типов и  наличие на поверхности клеток 
белковых маркеров мезенхимальных клеток, обозначаемых как  CD73+, CD90+ и CD105+ (CD – 
claster of differentiation). Выявить содержание гемопоэтических стволовых клеток (CD34+ и CD45+) 
и эпителиальных маркеров (цитокератинов) практически невозможно. Иммунофенотипической 
особенностью фибробластов является также экспрессия виментина, фибронектина, эластина.  
К сожалению, ни один из перечисленных выше маркеров не эксклюзивен.

Гиподерма заполнена клетками жировой ткани адипоцитами, отделенными друг от друга 
тонкими соединительнотканными слоями. Гиподерма характеризуется развитой кровеносной 
системой, включающей артериолы, вены и кровеносные капилляры, лимфатические сосуды,  
нервы, которые в совокупности обеспечивают трофику и гиподермы, и дермы.

Уникальные свойства структурных элементов кожи и в первую очередь дермы определили 
актуальность разработки препаративных подходов их выделения и культивирования. При этом 
речь идет в первую очередь о фибробластах – основных клеточных компонентах кожи и коллаге-
не І типа, главном белке дермы – механической основе МКМ.

Технологии выделения и культивирования фибробластов. На сегодняшний день в литера-
туре описаны разные методики выделения и культивирования фибробластов [11–15]. Их смысл 
сводится в основном к следующему. Берется фрагмент  (эксплант) кожи размером 1–2 мм, а еще 
лучше дермы, и помещается в  стерильную искусственную питательную среду, в которой фибро-
бласты активно функционируют и эффективно делятся. Последний момент чрезвычайно важен, 
так как задачей культивирования является накопление как можно большего количества жизнеспо-
собных клеток (клеточной биомассы). В ходе инкубации фрагмента фибробласты мигрируют из 
экспланта в среду и размножаются. Другой методический подход предусматривает предваритель-
ную ферментативную обработку исходного биологического материала трипсином, коллагеназой, 
диспазой с целью его структурной дезинтеграции и выхода фибробластов за пределы МКМ.

В Институте биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси был выбран первый подход. 
Сначала из кожи (папиллярного слоя дермы) пациента выделяли небольшой фрагмент размером 
2×3 мм, помещали в чашку с ростовой средой, накрывали предметным стеклом с отверстием  
в центре и переносили в инкубатор на 2 недели. Ростовую среду готовили на основе DМЕМ  
(среда Дульбекко) с добавлением 10 % эмбриональной телячей сыворотки. Как только в чашке 
Петри образовывался сливной монослой, фрагмент переносили в другую чашку с ростовой сре-
дой того же состава для получения вторичного монослоя. Манипуляцию с эксплантом повторя-
ли несколько раз. Каждый образовавшийся монослой  снимали  и пересевали в ростовую среду, 
содержащую DМЕМ/F12 в соотношении 3:1 и 10 % от общего объема эмбриональной телячей 
сыворотки. На третьем пассаже перед трансплантацией  в ростовую среду фибробластов вместо 
телячей сыворотки добавляли 5 % собственной сыворотки пациента. Данный способ позволял  
в течение 1 мес. накопить в культуре большое количество пролиферативноактивных фибробла-
стов. Схема выделения и экспрессного наращивания фибробластов кожи  человека  представлена 
на рис. 2.

В стационарной стадии роста культура фибробластов представлена морфологически одно-
родными клетками (рис. 3), имеющими вытянутую форму. На поверхности клеток с помощью 
проточной  цитофлуориметрии выявлены  следующие поверхностные маркеры: CD90+  (92 %), 
CD 44+ (95 %), CD105+ (76 %), CD73+ (92 %) и белки виментин и фибронектин (97 и 28 % соот-
ветственно). Содержание других белков оказалось небольшим: К-19 (маркер эпителиальных кле-
ток – предшественников кератиноцитов) – около 4 % и  нестин (белок стволовых клеток) – 3–5 %. 
Содержание маркеров гемопоэтических стволовых клеток было незначительным: СD45+ – 2 %, 
СD34+ – 0,1 %. Впрочем, ввиду отсутствия у фибробластов эксклюзивных  фенотипических мар-
керов наблюдаемые показатели культуры фибробластов оказались, при сравнении с литератур-
ными данными, практически идентичными чистым культурам фибробластов.

Дополнительные исследования культуры фибробластов дермы на биобезопасность, выпол-
ненные с помощью измерений методом ДНК-комет, показали отсутствие у культивированных 
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клеток генотоксичности по отношению к лимфоцитам периферической крови. Проведены также 
специальные опыты на цитотоксичнось фибробластов. Для этого фибробласты сокультивирова-
ли с лимфоцитами периферической крови и оценивали долю некротических и апоптотических 
клеток в сокультуре. Эти показатели практически не отличались от контрольных величин. 
Клетки фибробластов не оказывали никакого сенсибилизирующего и раздражающего действия 
при нанесении на кожу животных и не обладали канцерогенным действием при введении под 
кожу иммуннодефицитным или иммунносупрессивным животным. В ходе наблюдения за жи-
вотными в течение 2,5 мес. и более опухоли в месте введения фибробластов не обнаруживались.

Моделирование межклеточного матрикса, создание искусственных дермальных экви-
валентов. Для восстановления целостности кожного покрова при его разрушении под влиянием 
физических и химических факторов очень важно вновь воссоздать  структуру дермы и его клю-
чевого структурного компонента межклеточного матрикса, что может быть взято за основу при 
разработке клеточной технологии лечения повреждений кожных покровов. 

Моделирование МКМ получило широкое распространение в странах ближнего, в первую 
очередь в Российской Федерации, и дальнего зарубежья [16–18]. Создаются модельные системы 
МКМ на основе коллагена I типа и фибробластов, получивших название дермальных или ткане-
вых эквивалентов (биомедицинских клеточных продуктов)  кожи.  Из простой смеси коллагена  

Рис. 2. Схема выделения и экспрессного наращивания фибробластов кожи человека в условиях культуры
Fig. 2. The scheme of isolation and express cultivation of human skin fibroblasts under culture conditions

    

Рис. 3. Монослойная  культура  фибробластов дермы  
человека, 2-й пассаж, 4-е  сутки роста. Фазово-контрастная 
микроскопия. ×100
Fig. 3. The monolay culture of human derma fibroblasts,  
2nd passage, 4th day of growth, Fase-contrast microscopy. ×100
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в виде пленки или мембраны с введенными в нее фибробластами самоорганизуется сложная 
надмолекулярная сеть из коллагеновых фибрилл и находящихся в ней фибробластов. При этом 
между фибриллами и фибробластами постепенно восстанавливаются интенсивные взаимодей-
ствия, присущие МКМ in vivo, что придает ранее поврежденной коже исходные или близкие  
к исходным биомеханические свойства. 

Коллаген выделяют из соединительной ткани животных (например, из сухожилий) согласно 
довольно простой процедуре, предложенной  П. Е. Анфимовым и Н. С. Красновой (патент Рос-
сийской Федерации на «Способ получения коллагена из биологического материала»). Материал 
с высоким содержанием коллагена разрезают на маленькие кусочки (0,5–1 см2) и помещают на 1 ч 
в 10–20 %-ный раствор NаОН или KОН. Затем фрагменты тщательно промывают проточной во-
дой  и помещают в 20 %-ную уксусную кислоту для растворения материала. После этого в рас-
твор добавляют, помешивая, ацетон. Коллаген выпадает в осадок. Сгусток коллагена  разрезают 
на небольшие кусочки, высушивают на воздухе и лиофилизируют.

В последние годы ведутся интенсивные работы по получению генно-инженерного коллагена 
человека. Следует отметить, что на рынке уже появился рекомбинантный белковый продукт – 
human like collagen recombinant protein (Novus Biological, США). Однако он представляет собой 
не трех-, а односпиральную полипептидную цепочку с молекулярной массой 90 кДа. Фирма-из-
готовитель предлагает его использовать не в клинической практике, а только в научно-исследова-
тельских целях. И хотя данный коллаген не вызывает аллергии и иммуннологически полностью 
совместим  с белками и тканями человеческого организма, его использование для создания, на-
пример, МКМ дермы вряд ли возможно. 

Учитывая данное обстоятельство, широко используется коллаген, получаемый из биологи-
ческого материала  животного происхождения. Животный коллаген не обладает какой- либо ток-
сичностью и не вызывает иммунологического конфликта при контакте с белками и тканями ор-
ганизма человека [19].

В некоторых лабораториях в модельную систему, состоящую из коллагена I типа и фибро-
бластов, добавляются кератиноциты в расчете на то, что они будут способствовать формирова-
нию в модели эпидермиса (полный эквивалент дермы) [19, 20]. Остается непонятным, в какой 
мере в качестве носителя вместо коллагена можно использовать другие биодеградируемые поли-
мерные матрицы (скаффолды), например производные молочной кислоты или хитозана [21]. Де-
ло в том, что и человеческий коллаген I типа, и фибробласты достаточно дороги. Биодегра ди-
руемые скаффолды заменить коллаген полностью не смогут, а без него МКМ не образуется. 
Однако, учитывая, что фибробласты сами синтезируют коллаген, формирование МКМ (правда, 
в течение более продолжительного времени) исключить нельзя [22] . Именно поэтому в ряде ра-
бот предлагается создание дермальных эквивалентов на основе неколлагеновых биодегради-
руемых скаффолдов. Зарубежные фирмы начали производить биомедицинские клеточные про-
дукты на основе коллагена и других биодеградируемых матриц под разными названиями, они 
доступны на рынке и используются в клинических условиях для лечения повреждений кожи  
и в первую очередь ожогов [20, 23].

Ввиду отсутствия юридической базы производимые в ряде научно-исследовательских уч-
реждений Российской Федерации дермальные эквиваленты [24–26] до настоящего времени не 
получили широкого использования в клинике. С 1 января 2017 г. вступил в силу Закон Российской 
Федерации «О медицинских клеточных продуктах», регламентирующий все аспекты производ-
ства и использования клеточных продуктов в медицинской практике. В 2014 г. внесены дополне-
ния в Закон Республики Беларусь «О здравоохранении», касающиеся  биомедицинских клеточ-
ных продуктов, и ряд положений о их разработке, оценке биологической активности и порядке 
регистрации.  В связи с этим в ближайшие годы клеточные технологии восстановления кожных 
покровов займут свое достойное место в арсенале протоколов лечения указанной патологии.
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