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ТКАНЕВОЙ ЭКВИВАЛЕНТ КОЖИ – КЛЕТОЧНЫЙ ПРОДУКТ  
НА ОСНОВЕ КЕРАТИНОЦИТОВ И ФИБРОБЛАСТОВ КОЖИ ЧЕЛОВЕКА: 

СВОЙСТВА КОМПОНЕНТОВ ЭКВИВАЛЕНТА И ПЕРСПЕКТИВЫ 
ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ПРОДУКТА НА ПРАКТИКЕ 

Аннотация. В данной статье рассмотрены природа, способы выделения и культивирования in vitro кератиноци-
тов и фибробластов – основных клеточных компонентов кожи, использованных для изготовления нового биомеди-
цинского клеточного продукта – тканевого эквивалента кожи. Основное внимание уделено оптимизации накопления 
биомассы клеток кожи. Приведены основные характеристики клеточных культур: их пролиферативная активность, 
жизнеспособность и фенотип. Изучена генотоксичность фиб робластов – ключевого компонента биомедицинского 
клеточного продукта, а также биосовместимость клеток с органическими матрицами для определения оптимально-
го носителя клеточных элементов в составе тканевого эквивалента кожи. Описаны состав и процесс изготовления 
тканевого эквивалента кожи, а также перспективы его практического применения.
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 TISSUE DERMAL EQUIVALENT – A CELLULAR PRODUCT BASED ON HUMAN DERMAL 
KERATINOCYTES AND FIBROBLASTS: THE PROPERTIES OF EQUIVALENT COMPONENTS  

AND PERSPECTIVES OF PRACTICAL APPLICATION

Abstract. The nature and ways of isolation and cultivation in vitro of keratinocytes and fibroblasts, the main cellular 
components of skin to prepare a new biomedical product, tissue dermal equivalent were considered. The main attention was 
payed to optimization of upbuilding dermal cell biomass including selection of medium compositions and conditions  
of cultivation. The information was given on main parameters of cell cultures as proliferation activity, viability and phenotype 
of the cells. Genotoxicity of fibroblasts and biocompatibility of the cells with organic matrixes to find the optimal carrier for 
cellular elements of tissue dermal equivalent were studied. The composition, the process of preparation of tissue dermal 
equivalent and perspectives of its practical application were discussed.
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Введение. Проблема восстановления дефектов при заболеваниях и повреждениях кожи раз-
личной этиологии (трофические язвы, ожоги) постоянно привлекает внимание исследовате- 
лей, о чем свидетельствует значительное расширение арсенала медикаментозных средств и появ-
ление новых, технологически более совершенных методов лечения [1, 2]. Согласно мировым дан-
ным, около 6 млн жителей планеты ежегодно обращаются за медицинской помощью по поводу 
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ожоговых травм. В США число ожоговых пациентов приближается к 1 млн человек в год. В Рес-
публике Беларусь число пациентов с термической травмой составляет около 30 тыс. человек в год. 
По разным данным, инвалидами становятся порядка 6–9 % пациентов от общего числа получив-
ших медицинскую помощь. Следовательно, ввиду высокой распространенности ожогового трав-
матизма проблема лечения ожогов в Республике Беларусь остается актуальной. При обширных 
повреждениях кожи (ожоги IIIБ–IV степени) ее самостоятельное восстановление невозможно без 
дополнительного медицинского вмешательства, при этом восстановление кожного покрова 
длится месяцами и сопровождается образованием грубых патологических рубцов с развитием 
деформаций и контрактур, приводящих к инвалидизации.

Успехи в области клеточной биологии и в разработке клеточных технологий лечения, а так-
же их широкое применение в клинической практике способствовали развитию самостоятельно-
го медицинского направления ‒ регенеративной медицины [3–6]. Среди наиболее перспектив-
ных и успешных областей использования клеточных технологий следует особо выделить комбу-
стиологию, в рамках которой получило распространение лечение повреждений кожи, включая 
термические, с использованием дермальных кератиноцитов и фибробластов. Последние благо-
даря своей прогениторной активности обладают высокой терапевтической эффективностью. 
Впервые о клеточных технологиях с использованием клеток кожи упоминается в работах Грина 
с соавт. [7], опубликованных еще в конце 1970-х годов. 

В настоящее время в рамках рассматриваемой проблемы ключевое место занимают разра-
ботка и производство различных тканевых эквивалентов кожи (ТЭК), которые включают куль-
тивированные клетки кожи, например кератиноциты и фибробласты, биологически активные 
соединения, а также носители (матрицы) – имитаторы внутриклеточного матрикса кожи, состоя-
щие из коллагена, гликозаминогликанов и др. [1, 2, 8–16], используемые в виде гелей, пленок, 
губок, скаффолдов. Культивированные аутологичные и аллогенные кератиноциты и фибробла-
сты комплексируют с матрицей, приобретая ряд преимуществ по сравнению с изолированными 
клетками. В составе комплексов клетки достаточно долго находятся в активном функциональ-
ном состоянии, близком к их состоянию в ткани. Носители с добавками ростовых факторов и 
других биологически активных молекул поддерживают условия, при которых сохраняется жиз-
неспособность и функциональная активность клеток, входящих в состав тканевого эквивалента 
[1, 2, 10, 13]. Преимущество заменителя (эквивалента) кожи очевидно: из относительно неболь-
шого кусочка кожи можно выделить и нарастить в культуре большое количество клеток необхо-
димого типа, способных покрыть раневую поверхность, в тысячи раз превышающую площадь 
донорского кусочка кожи [4].

Кератиноциты, основной клеточный компонент эпидермиса [8, 10, 17], содержатся во всех 
слоях эпидермиса. В базальном слое они соседствуют с мезенхимальными стволовыми клетка-
ми, которые и дифференцируются в кератиноциты, благодаря чему обеспечивается регенерация 
эпидермиса. В составе эпидермиса кератиноциты соединяются между собой с помощью десмо-
сом, образуя друг с другом межклеточные контакты, за счет которых осуществляются передача 
сигналов и транспорт веществ между клетками. Основные функции кератиноцитов – структур-
ная и барьерная. Так, они формируют барьер, предотвращающий проникновение в организм из 
внешней среды микроорганизмов, вирусов, участвуют в терморегуляции и защищают организм 
от обезвоживания. Именно c кератиноцитами соседствуют меланоциты – клетки, содержащие 
пигмент меланин, который, являясь световым фильтром кожи, защищает организм от ультра-
фиолетового излучения. При контакте с вирулентными факторами кератиноциты синтезируют 
хемокины и цитокины и вместе с лейкоцитами обеспечивают иммунологический ответ. Кроме 
того, кератиноциты синтезируют структурные белки кератин, инволюкрин, кератолин и др., яв-
ляющиеся основой механической защиты кожи. При повреждении кожи происходит деление ке-
ратиноцитов и их миграция в травмированную область, в результате чего запускаются процессы 
эпителизации раневого дефекта. 

Дермальные фибробласты представляют собой основной клеточный компонент соединитель-
нотканной основы кожи, обеспечивающий ее гомеостаз и морфофункциональную организацию 
[2, 6, 8, 17–19]. Фибробласты дермы (ФД) имеют удлиненную веретенообразную форму с отрост-
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ками и плоское овальное ядро. Они активно участвуют в ангиогенезе: продуцируют многие па-
ракринные факторы (VEGFs, FGFs, TGF-β1, HGF/SF и ангиопоэтин-1), которые индуцируют диф-
ференцировку и миграцию эндотелиальных клеток, способствуют образованию и стабилизации 
кровеносных сосудов. Они вовлечены также в процессы нейроэндокринной регуляции кожи: син-
тезируют биологически активные пептиды − гормоны, биогенные амины, нейропептиды и ней-
ротрансмиттеры, идентичные таковым в центральной нервной и эндокринной системах, пролак-
тин, гормон роста, 17-β-эстрадиол; экспрессируют рецепторы андро- и эстрогенов, посредством 
которых осуществляется влияние этих гормонов на кожу человека.

Скорость роста и характеристики фибробластов в культуре зависят от их количества, возраста 
донора, источника их выделения (ретикулярная или сосочковая дерма) и анатомической области 
кожи, из которой получают клетки. На фибробласты in vitro оказывают влияние тромбоцитар-
ный фактор роста, эпидермальный фактор роста, различные гормоны, витамины, антиоксидан-
ты. В коже в результате дифференцировки фибробласты превращаются в зрелые клетки – фиб-
роциты [18].

Кератиноциты и фибробласты находятся в тесном взаимодействии друг с другом, обеспечи-
вая оптимальный уровень функционирования кожи как барьерного органа [6, 10]. Учитывая из-
ложенное выше, именно кератиноциты и фибробласты стали использовать в качестве клеточного 
материала при разработке клеточных технологий лечения заболеваний и травм кожи. Хороший 
клинический эффект, полученный при применении клеточных технологий в комбустиологии за 
рубежом [3, 5, 8], и отсутствие данного метода лечения в нашей стране определили необходи-
мость разработки нового биомедицинского клеточного продукта (БМКП) – ТЭК, а на его осно- 
ве ‒ нового метода лечения ожогов и других повреждений кожи. 

Целью исследования являлась разработка биомедицинского клеточного продукта – тканево-
го эквивалента кожи, включающего культивированные аутологичные или аллогенные кератино-
циты и фибробласты дермы, иммобилизованные на биодеградируемом носителе, и последующее 
использование данного клеточного продукта при лечении ожогов и их последствий. 

В ходе работы решались следующие задачи: 
1. Провести забор биоматериала (кожи) у пациентов, выделить из нее дермальные кератино-

циты и фибробласты и накопить их необходимую биомассу в условиях культуры. 
2. Охарактеризовать качество полученных кератиноцитов и фибробластов, оценить геноток-

сичность фибробластов, исследовать клетки на биосовместимость с полимерными носителями. 
3. Разработать протокол приготовления БМКП–ТЭК для применения в регенеративной меди-

цине. Подготовить лабораторный технический регламент на производство ТЭК на основе куль-
тивированных клеток кожи, иммобилизованных на биодеградируемом носителе. 

Объекты и методы исследования. Объектами исследования служили клетки кожи (керати-
ноциты и фибробласты) пациентов с ожоговой травмой. Забор биоптатов кожи у пациентов осу-
ществляли в отделении пластической и эстетической микрохирургии БелМАПО при их информи-
рованном согласии. Возраст доноров составлял от 29 до 60 лет. Все они проходили обследования, 
включая общие анализы крови и мочи, биохимический анализ крови, определение коагулограм-
мы, группы крови, наличие резус-фактора, а также анализы на вирусы гепатита В и С, ВИЧ/
СПИД и сифилис. У ожоговых пациентов производилась эксплантация участка кожи размером 
2×2 мм на удалении от ожоговых ран, после чего раны ушивали узловыми швами с соблюдением 
правил асептики и антисептики.

Биоптаты кожи доставляли в лабораторию Института биофизики и клеточной инженерии 
НАН Беларуси в стерильных флаконах с питательной средой или физиологическим раствором, 
помещенных в специальный контейнер при температуре не выше 4 ºС. Доставка занимала не 
более 4 ч от времени забора. 

Для выбора наиболее оптимального носителя для кератиноцитов и фибробластов при созда-
нии БМКП–ТЭК исследовали следующие полимерные органические соединения: 

1) кальциевую и натриевую формы окисленной целлюлозы в виде ткани и пленки, фосфат 
декстран в виде гидрогеля, стерилизованные гамма-излучением (Институт физико-химических 
проблем, БГУ, Минск); 
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2) полилактид (Институт порошковой металлургии, Минск), представляющий собой пленку 
толщиной 0,1–0,2 мм; 

3) «Хитомед» (ОАО «Завод горного воска», г. п. Свислочь, Беларусь) – стерильное заживляю-
щее раневое покрытие, изготовленное в форме прямоугольной пластины диаметром от 60 до 200 нм 
из нетканых материалов на основе полипропилена с нанесенным слоем нановолокон хитозана, 
плотность которых составляла 1,0‒2,0 г/м2; 

4) Коллост-гель (ЗАО «БиоФармхолдинг», Россия) – 7 %-ный стерильный биопластический 
коллагеновый материал нового поколения (получаемый из кожи телят коллаген I типа, который 
по биохимическому составу и структуре близок к человеческому коллагену) с полностью сохра-
ненной нативной структурой. 

Определение пролиферативной активности клеток. Пролиферативную активность клеток 
оценивали по их накоплению в трех культуральных флаконах в ходе трех пассажей культивиро-
вания одного и того же клеточного образца. Подсчитывали количество снятых с пластика кле-
ток на 1 мл среды и делили их на количество посеянных клеток, принимая полученную величи-
ну за индекс пролиферации. 

Определение жизнеспособности клеток. Для определения жизнеспособности клеток исполь-
зовали тест на окрашиваемость их красителем (0,5 %-ный раствор трипанового синего), который 
способен проникать через цитоплазматическую мембрану только погибших клеток и, следова-
тельно, их окрашивать. Количество (процентное содержание) нежизнеспособных (окрашенных) 
и жизнеспособных (неокрашенных) клеток подсчитывали под микроскопом с использованием 
камеры Горяева. 

Содержание апоптотических и некротических клеток в культуре оценивали методом проточ-
ной цитофлуориметрии (FACSCanto II, Becton Dickson, США) с использованием зондов флуорес-
цеин диацетата (FDA, Sigma) и пропидиум иодида (PI, Sigma). Для этого клетки инкубировали  
в течение 10 мин в темноте при комнатной температуре с 0,5 мкг/мл флуоресцеин диацетата 
(Sigma, США) и 5 мкг/мл пропидиум иодида (Sigma, США), а затем анализировали под флуорес-
центным микроскопом Olympus IХ71 (Япония), используя для возбуждения «зеленой» флуорес-
ценции (505‒560 нм) излучение в области 420‒495 нм, а для возбуждения «красной» флуорес-
ценции (620‒720 нм) излучение в области 520‒580 нм. Изображения регистрировали цифровой 
камерой DP72 (Япония) и изучали с помощью программного обеспечения Cell F (Olympus, 
Япония). Жизнеспособные клетки интенсивно флуоресцировали в зеленой области спектра, не-
кротические – в красной. Подсчитывали количество жизнеспособных и некротических клеток  
в 5 полях зрения микроскопа, среднее значение жизнеспособности выражали в процентах по от-
ношению к количеству всех проанализированных в пробе клеток.

Для идентификации кератиноцитов в культуре использовали антитела, меченные флуоро-
хромами к цитокератину 19 (К19) (Stem Cell Technologies, Канада), рабочее разведение 1:100, не-
стину (Sigma, США), рабочее разведение 1:50. Для идентификации фибробластов использовали 
моноклональные антитела, меченные флуорохромами к CD29, CD34, CD44, CD45, CD73, CD90, 
CD105 (Sigma, США), рабочее разведение 1:100; цитокератину 19, рабочее разведение 1:100; не-
стину (Sigma, США), рабочее разведение 1:50; виментину (Stem Cell Technologies, Канада), рабо-
чее разведение 1:100; фибронектину (Stem Cell Technologies, Канада), рабочее разведение 1:100. 
Измерения и анализ проводили методом проточной цитофлуориметрии и использованием флуо-
ресцентного микроскопа согласно инструкции фирмы-производителя. 

Оценка генотоксичности препаратов. Для определения генотоксических свойств клеточных 
элементов кожи ФД человека изучали методом ДНК-комет [20], с помощью которого определяли 
уровень повреждения ДНК лимфоцитов периферической крови (ЛПК) здоровых доноров после 
их сокультивирования с фибробластами кожи. Сокультивирование ФД и ЛПК проводили в пита-
тельной среде ДМЕМ с добавлением 10 % эмбриональной телячьей сыворотки в течение 24 ч  
и соотношении ФД/ЛПК, равном 1:1 и 1:5. Cокультивировали четыре культуры ФК с каждой из 
четырех культур ЛПК в двух соотношениях ФД/ЛПК и в двух повторах с последующим анали-
зом 96 образцов клеток, а также в трех повторах четырех культур ЛПК без ФД с последующим 
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анализом 12 образцов контрольных клеток и 12 образцов клеток, обработанных мутагеном  
(100 мкМ Н2О2). 

Контроль стерильности. Контроль стерильности осуществляли согласно Государственной фар-
макопее Республики Беларусь (ст. 2.6.27 «Микробиологический контроль клеточных продуктов»).

Статистическая обработка результатов. Использовали пакет программ STATISTICA 10.0 
(Version10-Index, StatSoft Inc., США). Статистическую значимость различий между показателя-
ми групп определяли с помощью рангового анализа вариаций Краскела‒Уоллиса (H-критерий). 
Различия считали достоверными при р ≤ 0,05 (вероятность выше 95 %) и высокодостоверными 
при р < 0,001 (вероятность выше 99,9 %). За нулевую гипотезу принято утверждение, что наблю-
даемые различия между одноименными признаками в исследуемых группах находятся в преде-
лах случайных отклонений, т. е. различия недостоверны.

Результаты и их обсуждение. Приготовление культуры кератиноцитов кожи человека. 
Культуру кератиноцитов готовили по разработанной нами методике (патент РБ № 18533). В на-
чале процесса эпидермис отделяли от дермы с помощью пинцета, а ткань эпидермиса обрабаты-
вали 0,1 %-ным раствором коллагеназы в течение 10 мин. Затем суспензию клеток фильтровали  
и центрифугировали при 1000 об/мин в течение 5 мин. Полученный осадок ресуспендировали  
в питательной среде ДМЕМ/F12, содержащей 10 нг/мл эпидермального фактора роста, 5 мкг/мл 
инсулина, 5 мкг/мл трасферрина, 6,7 мкг/мл селенида, 50 мкг/мл форсколина, 50 мкг/мл гента-
мицина сульфата и 5 % эмбриональной телячьей сыворотки. После этого взвесь клеток высевали 
на чашки Петри, дно которых было предварительно покрыто коллагеном I типа. Для культиви-
рования кератиноцитов использовали пластиковые культуральные флаконы, в каждый из кото-
рых высевали по 500 тыс. клеток/мл. Флаконы помещали в инкубатор с фиксированной темпера-
турой (37 оС) и влажной атмосферой, содержащей 5 % СО2. Морфологию клеток оценивали под 
инвертированным микроскопом СКХ 41 (OLYMPUS, Япония) в течение всего срока культивиро-
вания. Предлагаемый способ культивирования с использованием ростовой среды и добавок по-
зволил селективно выделить из образца кожи большее количество пролиферативно активных 
кератиноцитов и при их дальнейшем культивировании за тот же промежуток времени накопить 
значительно большее количество биомассы клеток. 

Кератиноциты в культуре были представлены гетерогенной популяцией. В культуре можно 
было выделить три группы клеток: голоклоны, параклоны и мероклоны. Голоклоны обладают 
максимальной способностью к пролиферации (могут претерпевать в культуре до 100 делений); 
параклоны представляют собой клетки с низким пролиферативным потенциалом (проходят не 
более 15 делений); группа мероклонов содержит клетки с разным пролиферативным потенциа-
лом, занимая промежуточное место. Предполагается, что голоклоны образованы стволовыми 
клетками с максимальным пролиферативным потенциалом, параклоны ‒ транзиторными клет-
ками, а мероклоны ‒ прогениторными клетками, обладающими меньшим пролиферативным по-
тенциалом, чем стволовые клетки [21]. Следует отметить, что в культуре одновременно культи-
вируются и фибробласты. Однако по мере нарастания биомассы фибробласты оттесняются на 
края культурального флакона, а в его центре оказывается наиболее однородная культура керати-
ноцитов.

Приготовление культуры фибробластов. Культуру фибробластов кожи человека готовили по 
разработанной нами методике (патент РБ № 18841). Кожный лоскут помещали в 0,2 %-ный рас-
твор диспазы и инкубировали при +40 °С в течение 12 ч, затем пинцетом удаляли эпидермис, 
дерму измельчали на фрагменты и помещали в стерильную стеклянную чашку Петри. В чашку 
добавляли ростовую среду, состоящую из ДМЕМ (Lonza, Канада), 20 мМ аскорбиновой кислоты 
(Sigma), антибиотика-антимикотика (StemCellTechnologies, Канада), 10 % эмбриональной теля-
чьей сыворотки (Lonza, Бельгия). Клетки культивировали при 37 °С в термостате в атмосфере, 
содержащей 5 % СО2, в течение от 14 до 21 дня до образования вокруг экспланта монослоя фи-
бробластов. Монослой клеток обрабатывали 0,25 %-ным раствором трипсина в 0,02 %-ном рас-
творе ЭДТА. Для накопления большей биомассы клеток в субпассажах фрагменты эксплантов 
переносили в другие чашки Петри и культивировали в ростовой среде до получения через 5‒7 сут 
монослоя клеток. Полученные клетки в количестве 10‒20 тыс. клеток/см2 высевали в новые чашки. 



396   Proceedings of the National Academy of Sciences of Belarus. Biological series, 2021, vol. 66, no. 4, pp. 391–401 

Таким образом, в ходе нескольких пассажей можно было накопить необходимую клеточную 
биомассу. После образования клеточного монослоя экспланты переносили в новые чашки с ро-
стовой средой и инкубировали до полной миграции клеток из экспланта. Каждый монослой сни-
мали и субпассировали в ростовой среде из расчета 20 тыс. клеток/см2. Используемая в данной 
работе методика выделения и культивирования фибробластов из папиллярного слоя дермы по-
зволила получить пул митотически активных фибробластов и сократить сроки формирования 
монослоя.

На рисунке представлены микрофотографии культур кератиноцитов и фибробластов кожи 
человека.

Жизнеспособность клеточных культур. При получении кератиноцитов кожи человека по 
описанной выше методике количество клеток в 1,0 см3 составило 3,5 млн, а жизнеспособность – 
92,3 ± 3,0 %. При этом среди нежизнеспособных клеток на долю апоптотических и некротиче-
ских клеток приходилось 2,8 ± 0,3 и 4,3 ± 1,5 % соответственно.

Оценка жизнеспособности фибробластов показала, что культуры ФД, судя по окрашиваемо-
сти клеток трипановым синим, характеризовались высокой жизнеспособностью: количество 
жизнеспособных клеток в пассажах составило (95–96,2) ± 1,5 %, а нежизнеспособных ‒ не более 
4 %, в том числе апоптотических – 0,8–1,8 %, некротических – 2,9–3,9 %. 

Фенотип фибробластов и кератиноцитов кожи в культуре. В настоящее время установлен 
ряд маркерных белков, находящихся на поверхности и внутри клеток. Они экспрессируются на 
определенной стадии дифференцировки кератиноцитов и фибробластов. Анализ данных про-
точной цитофлуориметрии показал, что фибробласты в культуре содержат маркерные белки, ха-
рактерные для мезенхимальных стволовых и прогениторных клеток (CD29, CD73, CD90, CD105),  
и не содержат в своей структуре маркерные белки, присущие гемопоэтическим стволовым клет-
кам (CD34 и CD45). Кроме того, выявлен высокий показатель содержания клеток, экспрессирую-
щих виментин (97,8 %) ‒ белок промежуточных филаментов соединительной ткани, и фибронек-
тин (от 28,2 % и более) ‒ белок, выполняющий интегрирующие функции в межклеточном про-
странстве и обладающий высокой адгезирующей способностью. Отмечено небольшое процентное 
содержание клеток (5–7 %), экспрессирующих белки промежуточных филаментов эпителиаль-
ных стволовых и прогениторных клеток – цитокератин 19, нестин. 

Анализ культуры кератиноцитов выявил высокое содержание клеток, экспрессирующих ци-
токератин 19 и нестин, и небольшое содержание клеток (3–5 %), имеющих маркеры мезенхи-
мальных прогениторных клеток.

Исследование генотоксичности фибробластов кожи. В отсутствие фибробластов кератино-
циты хотя и оказывают стимулирующее действие на собственные клетки реципиента, но прак-
тически не приживаются при трансплантации на гранулирующие ожоговые раны. В то же время 

     
                                                        a                                                       b

Микрофотографии кератиноцитов кожи (а) и фибробластов дермы (b) человека.  
Время культивирования клеток (2-й пассаж) – 7 сут. ×20

Microphotographs of dermal keratinocytes (а) and fibroblasts (b).  
Time of cell cultivation (second passage) ‒ 7 days. ×20
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трансплантация культивированных фибробластов при лечении ожогов значительно ускоряет эпи-
те лизацию ран и обеспечивает заживление пограничных ожогов уже через 6–8 сут после транс-
плантации [1]. Кроме того, аллогенные и аутологичные ФД стимулируют пролиферацию и диф-
ференцировку периваскулоцитов реципиента, которые, трансформируясь в фибробласты, способ-
ствуют пролиферации и миграции кератиноцитов. По литературным данным [1, 4, 5], применение 
аллогенных фибробластов в различных ожоговых центрах показало высокую эффективность 
метода и хорошую приживаемость клеточного трансплантата (в среднем 97 %). 

Известно, что нормальные фибробласты в культуре сохраняют диплоидный кариотип, спо-
собны расти только при прикреплении к поверхности культурального флакона, обладают фено-
меном контактного торможения и имеют ограниченную продолжительность жизни [2]. Кроме 
того, они не онкогенны и характеризуются низкой экспрессией антигенов гистосовместимости. 
Эти показатели были внесены в аналитический паспорт, и им должны соответствовать все куль-
туры, используемые для получения БМКП–ТЭК. Тем не менее, следовало проверить, обладают 
ли фибробласты генотоксичностью.

При изучении биобезопасности (генотоксичности) фибробластов методом ДНК-комет [22] 
были получены следующие результаты:

1. Уровень повреждения ДНК лимфоцитов периферической крови, культивированных в тече-
ние 24 ч в ростовой среде, составил 5,5–8,1 у. е., что соответствует фоновому уровню поврежде-
ний ДНК лимфоцитов здоровых доноров.

2. ЛПК проявлял высокую чувствительность к мутагенному действию перекиси водорода 
(100 мкМ, 1 мин), под ее влиянием уровень повреждения ДНК клеток возрастал до 89–108 у. е.

3. После сокультивирования ЛПК в присутствии ФД (аллогенные культуры, 24 ч) уровень 
повреждения ДНК лимфоцитов составил 4,8–8,0 у. е. при соотношении ФД/ЛПК, равном 1:1,  
и 4,9–7,8 у. е. при соотношении клеток, равном 1:5.

На основании результатов проведенных экспериментов можно заключить, что фибробласты, 
изолированные из кожи и культивированные в искусственной среде, не обладают генотоксиче-
ским действием, т. е. безвредны и поэтому могут использоваться при разработке клеточных про-
дуктов для их последующего применения в клинической практике. 

Биологическая совместимость клеток кожи с биодеградируемыми носителями. Сначала ис-
следовались клетки на биосовместимость с кальциевой и натриевой формами окисленной цел-
люлозы в виде ткани и с пленки и с фосфат декстраном в виде гидрогеля. 

Клетки кожи засевали в пластиковые чашки Петри (Sarstedt, Германия) с носителями в виде 
ткани или пленки в количестве 5·104 клеток на 1 см2 в 2 мл питательной среды. Инкубировали 2, 
4 и 6 ч. При исследовании биосовместимости фибробластов и кератиноцитов с носителями в виде 
геля 5·104 клеток смешивали с 2 мл носителя, предварительно нагретого до 37 °С, аккуратно пе-
ремешивали, заливали в чашки Петри и инкубировали в термостате при 37 °С в течение 2, 4 и 6 ч. 

Ткань и пленки кальциевой и натриевой формы окисленной целлюлозы обладали низкой 
биосовместимостью с клетками: после совместной инкубации в течение 2 ч этих препаратов  
с клетками было зарегистрировано появление значительного количества клеток (30‒40 %), про-
ницаемых для пропидиум иодида, что свидетельствовало о некротической гибели части клеток 
в культуре. Пленка из натриевой формы целлюлозы через 2 ч распадалась на фрагменты различ-
ных размеров, наблюдался сдвиг рН среды с 7,2 до 5,5, что отражалось на жизнеспособности 
клеток. После 6 ч инкубации количество некротических клеток составляло 75–100 %. 

Пленки из полилактида толщиною 0,1‒0,2 мм стерилизовались УФ-облучением в ламинар-
ном боксе в течение 18–24 ч с последующим микробиологическим контролем стерильности. 
Жизнеспособность сохранялась на уровне 80 %. Однако ввиду того, что полилактидная пленка 
непрозрачна, наблюдать за ростом клеток под инвертированным микроскопом не представля-
лось возможным. Жизнеспособность клеток сохранялась на уровне 80 %. 

При использовании геля из фосфата декстрана сдвига рН, как в случае с другими носителями, 
не наблюдалось, не было выраженной цитотоксичности носителя при инкубации с клетками. 
Клетки были не только жизнеспособны в субстрате, но и пролиферировали в данной среде.
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В растворе с 1 %-ным Коллост-гелем токсического его влияния на клетки не выявлено. Жиз-
не способность в течение всего времени инкубации сохранялась на уровне 92 %. 

Из перечисленных выше носителей для приготовления тканевого эквивалента кожи был вы-
бран коллагеновый гель как наиболее близкий по своим структурно-функциональным свой-
ствам к элементам кожи.

При лечении повреждений кожных покровов применяется раневое покрытие «Хитомед». 
«Хитомед-ранозаживляющие стерильное» представляет собой препарат, предназначенный в ка-
честве ранозаживляющего средства для восстановления кожных дефектов и трофических язв 
различного генеза при полном и частичном сохранении кожных дериватов, для ускоренной под-
готовки полнослойных кожных фрагментов к аутодермопластике, полноценного восстановления 
структуры донорских участков, быстрейшего заживления послеоперационных ран. Хитомед – 
это подложка из нетканых материалов на основе полипропилена в виде прямоугольных пластин 
диаметром от 60 до 200 нм с нанесенным лечебным слоем нановолокон хитозана. Поверхностная 
плотность нанесения нановолокон хитозана составляет 1,0–2,0 г/м2. Лечебный слой защищен 
антиадгезионной бумагой, необходимой для беспрепятственного извлечения раневого покрытия 
из индивидуальной упаковки и отделения от лечебного слоя перед непосредственным наложением 
на рану. Оно обладает ранозаживляющим, антибактериальным, кровоостанавливающим свой-
ствами, хорошей воздухонепроницаемостью и, следовательно, обеспечивает адекватный газо-  
и влагообмен на уровне раневой поверхности длительное время, сохраняя высокую жизнеспособ-
ность клеток (см. таблицу). 

Жизнеспособность клеток кожи, инкубированных с различными носителями, %

Viability of skin cells incubated with different matrixes, %

Носитель

Время инкубации

2 ч 4 ч 6 ч

ФД Кератиноциты ФД Кератиноциты ФД Кератиноциты

Ткань из целлюлозы Ca 70 ± 5,0 60 ± 2,0 56 ± 4,0 40 ± 3,0 35 ± 2,0 20 ± 1,2
Пленка из целлюлозы Na 60 ± 3,8 50 ± 2,3 25 ± 1,0 17 ± 2,4 8 ± 3,2 3 ± 2,0
Пленка из полилактида 90 ± 2,5 87 ± 1,8 86 ± 3,0 85 ± 2,0 80 ± 2,4 75 ± 1,0
Гель из фосфата декстрана 97 ± 1,0 96 ± 2,2 95 ± 2,1 92 ± 1,6 93 ± 1,0 89 ± 3,0
Коллост-гель 1 % 98 ± 2,0 95 ± 1,5 97 ± 1,3 92 ± 1,2 95 ± 0,8 90,5 ± 1,0
Раневое покрытие «Хитомед» 95 ± 0,5 93 ± 0,7 92 ± 1,1 90 ± 3,0 90 ± 3,5 87 ± 2,0

Приготовление тканевого эквивалента кожи. Приготовление тканевого эквивалента кожи 
проводили в асептических условиях в ламинарном боксе. Для приготовления ТЭК использовали 
клетки 2–3-го пассажа. Иммобилизацию кератиноцитов и фибробластов в соотношении 1:4 осу-
ществляли в 1 %-ный коллагеновый Коллост-гель, который наносился послойно на раневое по-
крытие из хитозана. Терапевтическая доза клеток зависела от площади повреждения кожи и со-
ставляла порядка 50 тыс. клеток на 1 см2 площади повреждения. 

По результатам проведенной работы подготовлен лабораторный регламент и технические ус-
ловия на производство ТЭК на основе культивированных клеток кожи, иммобилизованных на 
биодеградируемом носителе. 

Полученный клеточный продукт удовлетворял следующим параметрам: стерильная опалес-
цирующая взвесь клеток без видимых на глаз включений, содержание клеток не менее 5·103 кле-
ток/мл, содержание жизнеспособных клеток не менее 85 %. Согласно фенотипированию, содер-
жание маркеров фибробластов в клеточном продукте составляет: виментина ‒ не менее 95 %, 
фибронектина ‒ не менее 25 %. В случае кератиноцитов в продукте регистрируется содержание 
не менее 50 % маркера цитокератина 19 и не менее 25 % нестина. 

БМКП не подлежит длительному хранению. Срок годности при температуре от +5 до +10 °С 
составляет не более 4 ч, при температуре от +20 до +33 °С – не более 12 ч от момента изготовле-
ния. Поэтому сразу же после изготовления препарат пересылался в клинику. 
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Транспортирование ТЭК в медицинское учреждение осуществлялось в стерильном контей-
нере, замораживание исключалось. На заключительных этапах проекта была принято решение 
готовить клеточный продукт с использованием клеточных ингредиентов и носителей прямо  
в операционной и сразу же наносить его на ожоговую поверхность пациента. В УП Центр экспер-
тиз МЗ РБ было получено регистрационное удостоверение № БМКП-7.108662 «Эквивалент тка-
невой кожи человека» (TY BY100217351.011-2020, регистрационный номер БК-7.8-1910, разрешен 
к производству, реализации и медицинскому применению на территории Республики Беларусь  
в соответствии с инструкцией по применению). Совместно с кафедрой комбустиологии БелМАПО 
были проведены исследования эффективности применения БМКП на ожоговых пациентах, раз-
работана инструкция по применению № 173-1219 «Метод лечения ожогов кожи с применением 
аутологичных фибробластов и кератиноцитов», которая была утверждена Министерством здра-
воохранения Республики Беларусь. 

Заключение. Разработан биомедицинский клеточный продукт ‒ тканевой эквивалент кожи, 
состоящий из культивированных фибробластов и кератиноцитов в коллагеновом геле, послойно 
наносимых на биодеградируемое раневое покрытие «Хитомед», с жизнеспособностью клеток не 
менее 85 %. Определены критерии качества культивируемых клеток. Подготовлен лаборатор-
ный технологический регламент на производство БМКП. БМКП внедрен в ожоговом отделении 
Минской больницы скорой помощи. Клеточная терапия с применением БМКП–ТЭК может при-
меняться врачами комбустиологами-хирургами и специалистами, оказывающими хирургиче-
скую помощь пациентам с ожогами и их последствиями, и в других ожоговых отделениях уч-
реждений здравоохранения республиканского и областного уровней.
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