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Цель работы – установить влияние кондиционированной среды и лизата культиви-
руемых аутологичных стромальных клеток костного мозга (КМСК), выращенных 
при 10% О2, на иммунологическую регуляцию заживления стенки маточного рога 
крысы линии Sprague – Dawley после сквозного хирургического разреза. В первой 
группе животных (n = 14) разрез маточной стенки перед ушиванием обрабатывали 
кондиционированной средой, во второй группе (n = 14) обработку разреза не прово-
дили. Область заживления исследовали на 5-е и 15-е сутки после операции гистоло-
гическими (окраски гематоксилин и эозин и по Маллори), иммуногистохимически-
ми (СD68, FABP4) методами и полимеразной цепной реакцией в реальном времени 
(ПЦР-РВ для IL-1β, IL-4, IL-6 и IL-10). Площадь зоны заживления в обработанной 
группе была ниже по сравнению с контрольной группой во все сроки мониторинга 
(p < 0.05). На 5-е сутки в обработанной группе экспрессия IL-4 и IL-10 была ниже, 
чем в контрольной, а на 15-е сутки IL-1b оказался ниже в контрольной группе. С 5-х 
на 15-е сутки экспрессия IL-1b, IL-4, IL-6 и IL-10 в контрольной группе снизилась 
(p < 0.05), в обработанной группе достоверных различий не обнаружено (p < 0.05). 
Количество CD68+ макрофагов снизилось на 15-е сутки в обработанной группе по 
сравнению с  5-ми сутками и  оказалось ниже, чем в  контрольной группе. Скопле-
ния FABP4+-клеток в  зоне поврежденного миометрия на 15-е сутки в обеих груп-
пах практически исчезли за исключением 2 животных в контрольной группе. В зоне 
поврежденного периметрия скопления FABP4+-клеток увеличились на  15-е сутки, 
а в обработанной группе снизились и оказались достоверно ниже, чем в контроль-
ной группе. Таким образом, применение КМСК привело к сокращению зоны между 
разобщенными в результате разреза слоями миометрия, снижению воспалительной 
реакции и ускорению восстановления маточной стенки. 
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ВВЕДЕНИЕ

Изучение процессов регенерации маточной стенки модельных животных, в частно-
сти грызунов, после сквозного хирургического разреза вызывает интерес как с позиции 
фундаментальной науки, накапливающей сведения об особенностях восстановления 
различных тканей и органов, так и с позиции клинической медицины, стремящейся ми-
нимизировать осложнения после кесарева сечения и гистеротомии. Поиск новых пре-
паратов, способствующих быстрому и  полноценному восстановлению стенки матки, 
выявление возможных побочных эффектов и  разработка наиболее эффективных схем 
применения лекарств представляют собой важные задачи экспериментальной морфоло-
гии и клеточной биологии. Терапевтическое воздействие на рану компонентов культиви-
рования мезенхимальных полипотентных стромальных клеток (МСК) различного про-
исхождения рассматривают как наиболее перспективный способ лечения хронических 
ран и  предотвращения патологического заживления  [1–3]. На особенности процесса 
заживления может оказать влияние как состав используемых продуктов культивирова-
ния, так и источник происхождения или условия культивирования МСК [4, 5]. Количест-
венные и качественные показатели секретома культивируемых МСК достаточно сильно 
зависят от условий культивирования. Влияние гипоксических условий культивирования 
МСК костномозгового происхождения на состав их секретома изучалось в ранее опу-
бликованных работах  [6–8]. Секретом МСК, который включает цитокины и  факторы 
роста, значительно изменяется при гипоксии. Гипоксические МСК продуцируют боль-
шее количество проангиогенных и противовоспалительных факторов по сравнению с их 
нормоксическими аналогами. Считается, что это изменение секретома усиливает тера-
певтический потенциал МСК в регенеративной медицине [9, 10]. Однако эффект ком-
понентов умеренно гипоксических МСК на иммунологическую регуляцию заживления 
поврежденной маточной стенки неизвестен. Целью исследования стало определение 
влияния кондиционированной среды и лизата МСК, культивированных в умеренно ги-
поксических условиях (10% О2 в атмосферном воздухе), на иммунологическую регуля-
цию заживления сквозного разреза стенки матки крыс.

Основное управление процессами заживления раны осуществляют макрофаги, ко-
торые участвуют во всех фазах заживления и регулируют как воспалительную реак-
цию, так и пролиферативную. В качестве метода оценки макрофагов в зоне заживления 
мы выбрали иммуногистохимическое исследование общего маркера макрофагов – бел-
ка CD68 [11]. Для оценки интенсивности воспалительной реакции в зоне заживления 
решено было изучить уровень экспрессии мРНК для провоспалительных цитокинов 
IL-1b и IL-6 [12, 13] и противовоспалительных IL-4 и IL-10 [14].

В отличие от кожных ран, доступность раны матки после ушивания ограничена. 
Поэтому единственным наименее травматичным методом применения препарата МСК 
после сквозного разреза маточной стенки является нанесение его на края раны до уши-
вания. В связи с этим возникает ограничение во времени влияния компонентов МСК 
на отдаленные стадии заживления, и основной эффект становится возможен, с одной 
стороны, только на первых этапах, но, с другой стороны, последствия могут значитель-
но изменить скорость и качество регенерации.

Данное исследование являлось экспериментальным, и в качестве модельного жи-
вотного была выбрана лабораторная крыса, что накладывает дополнительные ограни-
чения на использование результатов работы. Кроме того, маточная стенка подвержена 
значительному влиянию эстрального цикла, управляемого половыми гормонами, кото-
рые также влияют на воспалительную и пролиферативную реакции в процессе зажив-
ления [15, 16]. Оценка влияния препарата на уровень экспрессии цитокинов при за-
живлении маточной стенки осложнялась изменением их экспрессии в зависимости от 
фазы эстрального цикла. Мы попытались минимизировать влияние эстрального цикла 
на исследуемые показатели и проводили сквозной разрез только на одном маточном 
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роге крысы, а второй (неоперированный) использовали в качестве внутреннего (срав-
нительного) контроля для ПЦР-РВ. Для дополнительной стандартизации результатов 
эксперимента и минимизации влияния фазы эстрального цикла сквозной разрез вы-
полнялся всегда в фазу эструса.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные. Животных содержали в условиях вивария при естественном освеще-
нии и свободном доступе к воде и пище. С учетом этических соображений и сущест-
вующих данных литературы [9, 10], с целью снижения количества экспериментальных 
животных в работу не были включены контрольные группы, в которых рану обрабаты-
вали препаратами из МСК, культивированными в условиях атмосферной нормоксии 
(21% О2) или гипоксии (5% О2).

Фазы эстрального цикла определяли исследованием вагинальных мазков [17], окра-
шенных “Диахим-Дифф-Квик” (“Абрис+”, Россия).

Операция. Хирургическую операцию проводили, как описано ранее [18, 19]. Опе-
рировали под общим наркозом, вводили анестетик “Золетил” (Vibrac, Франция)  – 
10 мг/кг и седативный препарат “Ксиланит” (“Нита-Фарм”, Россия) – 0.1 мг/кг. Матку 
и брюшную стенку ушивали нитью “Ультрасорб USP 6/0” (ООО “Линтекс”, Россия), 
кожу – нитью “Моносорб USP 4/0” (ООО “Линтекс”, Россия). Половозрелым самкам 
крыс Sprague – Dawley (n = 28; возраст 4–5 месяцев, масса тела 260–320 г; длительность 
эстрального цикла 5–6 суток) в фазу эструса рассекали кожу и слои брюшной стенки, 
выводили правый рог матки из брюшной полости, наносили продольный сквозной раз-
рез (1 см) стенки с антимезометриальной стороны маточного рога, левый рог остав-
ляли интактным в  качестве контроля. Контрольной группе (Группа 1, n1  =  14) края 
раны не обрабатывали, особям экспериментальной группы (Группа 2, n2 = 14) в разрез 
вносили препарат кондиционированной среды (20 мкл), разрез матки и брюшную стен-
ку ушивали непрерывным обвивным швом нитью “Ультрасорб USP 6/0”, кожу – П-
образным узловым швом нитью “Моносорб USP 4/0”. Шов обрабатывали 0.05%-ным 
раствором “Хлоргексидин Биглюконат” (“ЮжФарм”, Россия) и спреем “Террамицин 
Аэрозоль” (IGS Aerosol GmbH, Германия). Для взятия материала животных выводили 
из эксперимента передозировкой эфирного наркоза на пятые сутки после операции – 
1-я контрольная точка для Группы 1 (n1.1 = 7) и Группы 2 (n2.1 = 7) и на 15-е сутки – 2-я 
контрольная точка для Группы 1 (n1.2 = 7) и Группы 2 (n2.2 = 7).

Препарат кондиционированной среды. Первичные мультипотентные стромальные 
клетки (КМСК) были извлечены из костного мозга бедренной кости крыс SD под об-
щим наркозом. Клетки культивировали в среде DMEM, содержащей 10% фетальной 
телячьей сыворотки (DMEM-FCS), до получения монослоя. Мультипотентность под-
тверждали методами, определяющими способность клеток к остеогенной, хондроген-
ной и адипогенной дифференциации. Клеточный монослой культивировали в условиях 
атмосферной гипоксии (10% О2, 5% СО2) в течение 3 суток, собирали культуральную 
среду и объединяли с растворимой фракцией клеточного лизата, который был получен 
после двух циклов замораживания-оттаивания для получения препарата кондициони-
рованной среды [20]. 

Гистология и  иммуногистохимия. Для морфологической оценки зоны заживления 
участок рога матки фиксировали в забуференном 10%-ном растворе формалина и готови-
ли парафиновые срезы толщиной 4 мкм. Срезы окрашивали гематоксилином и эозином, 
а также по Маллори. За площадь зоны заживления принимали площадь участка, огра-
ниченного разобщенными разрезом краями миометриальных слоев. Для иммуногисто-
химического исследования в качестве первичных антител использовали мышиные мо-
ноклональные антитела к CD68 (#ab31630, Abcam, Великобритания, разведение 1 : 200) 
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и кроличьи моноклональные антитела к FABP4 (#ab219595, Abcam, San Francisco, Кали-
форния, США, разведение 1 : 200). Перед нанесением первичных антител проводили те-
пловую демаскировку антигенов в цитратном буфере рН 6.0 в микроволновой печи при 
мощности 500 Вт в течение 5 мин. Перед заключением иммуногистохимические препа-
раты докрашивали гематоксилином Майера. Гистопрепараты исследовали под микро-
скопом Nexcope NE930 (Китай) с видеокамерой TUCSEN Michrome 5 Pro и с программ-
ным приложением Mosaic2.4 (Tucsen Photonics, Китай). В зоне заживления использовали 
программу QuPath ver. 0.5.0 (Эдинбург, Великобритания). 

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)  [21]. Для количественного определения 
экспрессии генов участки маточной стенки замораживали и  хранили при –70  °С. 
После размораживания и  гомогенизации получали тотальную РНК коммерческим 
набором “Проба-НК” (“ДНК-Технология”, Россия). Обратную транскрипцию про-
водили набором “Реверта-L” (“ИнтерЛабсервис”, Россия). Уровень экспрессии ге-
нов определяли с  помощью ПЦР в  режиме реального времени в  детектирующем 
амплификаторе ДТ-96 (“ДНК-Технология”, Россия) с  использованием готовой сме-
си для ПЦР 5х qPCRmix-HSSYBR (“Евроген”, Россия) и  со специфичными прай-
мерами (“Евроген”, Россия) для IL-1b (for 5’-CTGTCTGACCCATGTGAGCT-3’; 
rev 5’-ACTCCACTTTGGTCTTGACTT-3’), IL-4 (for 5’-ATGTAACGACAGCCCTCTGA-3’; 
rev 5’-AGCACGGAGGTACATCACG-3’), IL-6 (for 5’-TACATATGTTCTCAGGGAGAT-3’; 
rev 5’-GGTAGAAACGGAACTCCAG-3’), IL-10 (for 5’-GCCCAGAAATCAAGGAGCAT-3’; 
rev 5’-TGAGTGTCACGTAGGCTTCTA-3’) и  референс-ген rGAPDH 
(for 5’-GCGAGATCCCGCTAACATCA-3’; rev 5’‑CCCTTCCACGATGCCAAAGT-3’). 
Результаты анализировали в программе Real Time PCR 7.10 (“ДНК-Технология”, Рос-
сия). Относительную экспрессию мРНК определяли с помощью метода ΔΔCt, норма-
лизуя по референс-гену rGAPDH для ΔCt и по внутреннему контролю (интактный рог) 
для ΔΔCt. Кратность различий в экспрессии целевого гена в участке заживления отно-
сительно неоперированного рога матки выражали в 2^(- ΔΔCt).

Методы статистики. Статистическую обработку полученных результатов прово-
дили в программах STATISTICA (Ver.12, StatSoft Inc., Tulsa, Oклахома, США) и Prism 
(Ver.8.0, GraphPad Software Inc., San Diego, Калифорния, США). Распределение по-
казателей выборки оценивали через медиану (Ме) и квартили (Q1; Q3). Значимость 
различий при множественном сравнении определяли с помощью непараметрического 
критерия Краскела  – Уоллиса, используя для попарного сравнения критерий Данна. 
Различия считали статистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

К 5-м суткам после операции произошло полное смыкание маточной стенки. Пло-
щадь между разобщенными мышечными слоями у  группы, получившей препарат 
кондиционированной среды, была достоверно меньше по сравнению с  контрольной 
группой на 5-е (p < 0.05) и на 15-е сутки (p < 0.05). В контрольной группе площадь 
заживления увеличилась (p < 0.05). В контрольной и экспериментальной группах уве-
личение площади заживления с 5-х по 15-е сутки было недостоверным (p > 0.05), но 
в контрольной группе наблюдалась тенденция к увеличению (рис. 1a).

При иммуногистохимическом исследовании в экспериментальной группе на 15-е 
сутки наблюдалось уменьшение количества клеток, содержащих белок CD68 (CD68+ 
клетки) в зоне заживления. Кроме того, на 15-е сутки количество CD68+ клеток было 
ниже в экспериментальной группе по сравнению с контролем (рис. 2). 

При иммуногистохимическом исследовании белка FABP4 в зоне между поврежден-
ными слоями миометрия на  5-е сутки в  экспериментальной и  контрольной группах 
площадь скоплений клеток, содержащих FABP4, была больше по сравнению с 15-ми 
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сутками; несмотря на преимущественно большие показатели в контроле, на 5-е сутки 
достоверных различий между экспериментальной и контрольной группами не выявле-
но. В экспериментальной группе на 15-е сутки в зоне заживления между разобщенным 
миометрием скопления FABP4 отсутствовали, в экспериментальной группе только у 2 
животных (30%) присутствовали FABP4+-клетки (рис. 3).

Поврежденная зона маточной стенки со стороны брюшной полости во всех наблю-
дениях была покрыта жировой тканью, которая прикреплялась к периметрию. В зоне 

Рис. 1. Зона заживления на 5-е и 15-е сутки после сквозного разреза маточной стенки крысы, окраска по 
Маллори, х50; прерывистой линией обозначена вычисляемая зона заживления. (a) – Эксперимент на 5-е сут-
ки. (b) – Контроль на 5-е сутки. (c) – Эксперимент на 15-е сутки. (d) – Контроль на 15-е сутки. (e) – Площадь 
зоны заживления.
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прикрепления жировой ткани в периметрии на 5-е сутки в экспериментальной груп-
пе наблюдалась тенденция к  более обширным скоплениям (p  =  0.07) по сравнению 
с контролем. На 15-е сутки площадь FABP-скоплений была ниже в группе, получавшей 
препарат (р = 0.008). С 5-х по 15-е сутки в экспериментальной группе уровень FABP4 
снизился (р = 0.038), а в контрольной группе повысился (р = 0.018) (рис. 4).

Рис. 2. Иммуногистохимическое окрашивание клеток CD68+ в зоне поврежденного миометрия после сквоз-
ного хирургического разреза матки крысы, x400. (a) – Эксперимент на 5-е сутки. (b) – Контроль на 5-е сутки. 
(c) – Эксперимент на 15-е сутки. (d) – Контроль на 15-е сутки. (e) – Плотность клеток CD68 в зоне поврежде-
ния миометрия, число клеток CD68 в 105 мкм2.
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При исследовании экспрессии генов IL-1b, IL-4, IL-6 и IL-10 обнаружено их сниже-
ние на 15-е сутки в контрольной группе. На 5-е сутки отмечена более низкая экспрес-
сия IL-4 и IL-10 в экспериментальной группе по сравнению с контролем. На 15-е сутки 
отмечена более низкая экспрессия IL-1b и IL-6 в контроле (рис. 5).

Рис. 3. Скопления FABP4+-клеток в зоне поврежденного миометрия после сквозного разреза маточной стен-
ки, х200. (a)  – Эксперимент на  5-е сутки. (b)  – Контроль на  5-е сутки. (c)  – Эксперимент на  15-е сутки.  
(d) – Контроль на 15-е сутки. (e) – Площадь скоплений FABP4+-клеток в зоне повреждения миометрия. 
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Рис. 4. Скопления FABP4+-клеток в  зоне поврежденного периметрия после сквозного разреза маточной 
стенки, х200. (a) – Эксперимент на 5-е сутки. (b) – Контроль на 5-е сутки. (c) – Эксперимент на 15-е сутки.  
(d) – Контроль на 15-е сутки. (e) – Площадь групп клеток, содержащих FABP4, в зоне повреждения периметрия.



1109ВЛИЯНИЕ УМЕРЕННО ГИПОКСИЧЕСКИХ УСЛОВИЙ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ

Рис. 5. Уровень экспрессии интерлейкинов в зоне заживления после сквозного хирургического разреза ма-
точной стенки.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Для уменьшения влияния фазы эстрального цикла на сравнение показателей меж-
ду группами мы нормализовали показатель степени экспрессии генов в зоне заживле-
ния относительно неоперированного маточного рога для каждого животного. Таким 
образом, значение экспрессии гена в неповрежденной маточной стенке принималось 
за 1. Однако маточная стенка крысы – очень пластичный орган, быстро реагирующий 
на смену гормонального фона в коротком эстральном цикле изменением в экспрессии 
множества факторов, включая представленные в этом исследовании. Более того, гор-
мональный фон оказывает влияние на скорость восстановления стенки матки, поэтому 
длительность фаз заживления может отличаться в зависимости от фазы эстрального 
цикла, в  которую проводилась операция на  матке. Учитывая эти нюансы, воспали-
тельная фаза заживления при повреждении в фазу эструса совпадает с воспалитель-
ной реакцией маточной стенки в метэструсе, и последующее повышение эстрогенов 
оказывает дополнительный стимул для этапа пролиферации при регенерации [16, 17]. 
В нашем исследовании у крыс при заживлении после сквозного разреза в фазу эструса 
к 5-м суткам раневой канал полностью заполняется соединительной тканью, что со-
гласуется с ранее полученными результатами [18, 19]. Все животные в обеих группах 
показали восстановление целостности поврежденной стенки к 5-м суткам (рис. 1a, b), 
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что свидетельствует об отсутствии нарушений на первых этапах заживления при ис-
пользовании кондиционированной среды. Снижение площади новообразованной тка-
ни между разобщенными разрезом слоями миометрия (рис.  1) может отражать сни-
женную или ограниченную по продолжительности пролиферативную активность 
в зоне повреждения у экспериментальной группы, но достаточную для восстановления 
целостности органа. Косвенно о более раннем завершении фазы пролиферации или 
более раннем начале фазы ремоделирования в экспериментальной группе может сви-
детельствовать появление на 5-е сутки вокруг разобщенных мышечных слоев темно-
голубой плотной соединительной ткани (рис. 1a).

У крыс белок CD68 относят к общим маркерам макрофагов, однако в резидентных 
перитонеальных макрофагах его экспрессия обычно низкая и может значительно повы-
шаться в ответ на воспалительные стимулы. [11]. В матке крыс на распределение макро-
фагов влияют колебания уровней половых гормонов в течение эстрального цикла [22]. 
Информация о распределении макрофагов в матке грызунов противоречивая и, возмож-
но, связана с  используемыми маркерами. Во время эструса и  метэструса количество 
макрофагов F4/80+ выше, чем в диэструсе и проэструсе [23]. По другим данным, коли-
чество CD68+ макрофагов выше на стадиях диэструса и проэструса [24]. В наше исследо-
вание были включены животные со стабильным 5-дневным эстральным циклом, и на 5-е 
и 15-е сутки предполагалось, что крысы будут находиться в фазе эструса или в соседних 
фазах. Однако оперативное вмешательство могло спровоцировать индивидуальные от-
клонения от длительности цикла. Снижение на 15-е сутки CD68+‑клеток в эксперимен-
тальной группе определенно указывало на  восстановление иммунологической среды, 
соответствующей фазе эструса в этой группе. Высокое значение CD68 в контрольной 
группе на 15-е сутки не отличалось от значений на 5-е сутки в обеих группах и могло 
свидетельствовать о продолжающейся воспалительной реакции в процессе.

Связывающий жирные кислоты белок 4 (FABP4) интенсивно экспрессируется в ади-
поцитах и макрофагах, умеренно – в эндотелиоцитах и слабо – в других тканях и типах 
клеток, участвует в метаболизме и накоплении липидов. FABP4 широко используется 
в  качестве маркера дифференцированных адипоцитов  [25], но также экспрессируется 
в  адипогенных предшественниках  [26]. FABP4 усиливает пролиферацию и  миграцию 
эндотелиальных клеток, способствует ангиогенезу  [27]. Уровень экспрессии FABP4 
в адипоцитах примерно в 10000 раз выше, чем в макрофагах [25]. В макрофагах FABP4 
активирует провоспалительные сигнальные пути, приводя к выработке провоспалитель-
ных цитокинов, в том числе к высвобождению IL-1b [28]. Таким образом, выявленные 
на 5-е сутки в зоне заживления кластеры FABP4-клеток могут свидетельствовать о вос-
палительной реакции в зоне заживления, которая к 15-м суткам завершается. В экспери-
ментальной группе более низкий уровень FABP4 указывает на более раннее завершение 
фазы воспаления в маточной стенке. Сниженная экспрессия воспалительных цитокинов 
IL-1b и IL-6 в этой группе также подтверждает окончание фазы воспаления (рис. 5). В об-
ласти прикрепления жировой ткани площадь FABP4-кластеров в периметрии к 15-м сут-
кам снижается в экспериментальной группе, а в контрольной увеличивается, что также 
подтверждает модулирующее влияние препарата на воспалительную фазу заживления. 
Увеличение FABP4 к 15-м суткам в экспериментальной группе (рис. 4е) может говорить 
о продолжающихся процессах с затратой энергии (воспалительных или пролифератив-
ных) в этой локализации, что согласуется и с повышенным количеством CD68 в зоне 
поврежденного миометрия (рис. 2d, e). Ранее нами было показано участие жировой тка-
ни в  заживлении маточного рога у крыс после сквозного разреза  [18, 19, 29]. Полное 
окутывание поврежденного рога жировой тканью отмечается уже на 5-е сутки [18, 19]. 
Полное освобождение рога от жировой ткани происходит на 30–60-е сутки после повре-
ждения [29]. В этом исследовании жировая ткань покрывала поврежденный рог в обе-
их группах на 5-е и на 15‑е сутки, но FABP4 в зоне периметрия значительно снизился 
только в экспериментальной группе, что может свидетельствовать о завершающем этапе 



1111ВЛИЯНИЕ УМЕРЕННО ГИПОКСИЧЕСКИХ УСЛОВИЙ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ

воспалительной реакции и начале освобождения от жировой ткани. Увеличение этого 
маркера на границе соединения с жировой тканью в контроле на 15-е сутки может ука-
зывать на  активизацию процессов взаимодействия восстановленной маточной стенки 
с прикрепленной жировой тканью в этот период.

Уровень мРНК всех исследованных цитокинов на 5-е сутки был выше в контрольной 
группе, но только IL-4 и IL-10 показали достоверные различия с экспериментальными 
животными. На 15-е сутки в контрольной группе произошло снижение уровня всех ис-
следованных цитокинов, что также свидетельствует о процессах завершения воспали-
тельной фазы заживления. В экспериментальной группе фаза воспаления, по-видимому, 
завершилась к 5-м суткам, так как отличий в уровне цитокинов в точках мониторинга не 
отмечено. Более высокие значения на 5-е сутки по сравнению с 15-ми сутками прово-
спалительных и противовоспалительных цитокинов в контроле могут свидетельствовать 
об активном процессе разрешения воспалительной реакции на 5-е сутки. Это предполо-
жение поддерживает высокий уровень противовоспалительных цитокинов IL-4 и IL-10 
на 5-е сутки в контрольной группе по сравнению с экспериментальной, эти цитокины 
участвуют в переходе от воспалительной реакции к пролиферативной [14]. Интересно, 
что в экспериментальной группе к 15-м суткам в зоне заживления достоверно снизилось 
количество макрофагов, клетки, содержащие FABP4, исчезли, и исследованные интер-
лейкины находились на уровне физиологической нормы. 

Как уже было отмечено, мы попытались снизить физиологический вклад эстраль-
ного цикла на  уровень цитокинов, относящийся к  процессу заживления, используя 
в качестве внутреннего контроля неоперированный рог матки и вычитая его показате-
ли из показателей оперированного рога. На рис. 5 пунктирная линия указывает на по-
казатель неоперированного рога, равный 1. Значения уровня экспрессии цитокинов 
экспериментальной группы на 5-е сутки группируются вокруг этой линии, и медиана 
совпадает с показателями неоперированного рога, что свидетельствует о физиологи-
ческих значениях этих цитокинов. Значения IL-10 для всех наблюдений в эксперимен-
тальной группе на 15-е сутки находятся ниже физиологической нормы, так же как и ме-
дианы показателей IL-1b, IL-4 и IL-6, отражая продолжающийся процесс регенерации, 
однако достоверных различий с 5-ми сутками не достигают.

IL-1β играет решающую роль в переходе от воспаления к пролиферации во время 
заживления ран. Первоначально уровень IL-1β резко возрастает после повреждения 
ткани, достигая максимума в течение первых 12–24 ч, а затем возвращается к норме 
после завершения стадии пролиферации [30, 31]. В эстральном цикле IL-1β повышает-
ся в фазу проэструса и эструса и затем снижается в диэструсе [32]. Высокие значения 
IL-1b на  5-е сутки в  контрольной группе отражают продолжающуюся воспалитель-
ную реакцию, связанную с процессом заживления. К 15-м суткам воспалительная фаза 
в контрольной группе завершается.

IL-4 способствует пролиферации эндометриальных стромальных клеток [33], сти-
мулирует продукцию противовоспалительных цитокинов, активацию макрофагов 
М2  [34] и  ингибирует продукцию IL-1b, IL-6 и  других провоспалительных цитоки-
нов [14]. Различий в уровне IL-4 в матке грызунов в эстральном цикле не обнаруже-
но  [35]. Высокие уровни IL-6 могут способствовать воспалению и образованию ги-
пертрофических рубцов путем нарушения процесса ремоделирования внеклеточного 
матрикса [36]. В матке грызунов мРНК и биоактивность IL-6 достигают пика во вре-
мя проэструса и  эструса аналогично IL-1β  [37]. IL-10 относится к  противовоспали-
тельным цитокинам, способствует переходу от воспалительной к  пролиферативной 
фазе заживления раны  [14, 38]. Таким образом, высокие значения IL-1b, IL-4, IL-6 
и IL-10 в контроле на 5-е сутки могут свидетельствовать о переходе от воспалитель-
ной фазы к  пролиферативной. В  экспериментальной группе низкие значения этих 
цитокинов указывают на  завершившуюся к  5-м суткам воспалительную реакцию. 
Сниженные значения IL-1b и IL-6 на 15-е сутки в контрольной группе по сравнению 
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с экспериментальной и неповрежденным рогом указывают на продолжающийся про-
цесс регенерации и, возможно, активную фазу ремоделирования [39].

В предыдущих исследованиях было показано, что умеренно гипоксическая кон-
диционированная среда способствовала ингибированию воспалительных реакций 
в поврежденной печени [20] и снижению патологического ангиогенеза в роговице гла-
за [40]. Однако ее влияние на заживление маточной стенки после сквозного хирурги-
ческого разреза было установлено впервые. Наши результаты подтверждают способ-
ность кондиционированной среды снижать воспалительную реакцию.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Компоненты кондиционированной среды МСК костномозгового происхождения, 
культивированных при умеренных гипоксических условиях (10% О2), ускоряют зажив-
ление сквозного разреза маточной стенки в фазу эструса, снижают воспалительную ре-
акцию и способствуют полному завершению воспалительной фазы уже к 5-м суткам. 
Обработка кондиционированной средой раны до ушивания способствует уменьшению 
площади заживления и  восстановлению физиологического уровня интерлейкинов 
в поврежденном роге. Исчезновение FABP4+-клеток в области поврежденного миоме-
трия и снижение в периметрии в зоне взаимодействия с жировой тканью также указы-
вают на завершение процесса регенерации и, возможно, начало процесса освобожде-
ния от жировой ткани. Роль и механизмы взаимодействия эндогенной жировой ткани 
с поврежденной маточной стенкой исследованы недостаточно и требуют дальнейшего 
изучения. Однако результаты этой работы указывают, что компоненты кондициониро-
ванной среды умеренно гипоксических МСК могут влиять на характер взаимодействия 
поврежденной маточной стенки и эндогенной жировой ткани.
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Immunological Effect of Moderately Hypoxic Mesenchymal Stromal Cell Culture 
Conditions on Uterine Healing in Rats

N. B. Tikhonovaa, *, A. A. Temnovb, V. V. Aleksankinaa, T. V. Fokinaa, A. P. Aleksankina, 
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bInstitute of Cell Biophysics of the Russian Academy of Sciences, Pushchino, Russia

*E-mail: morpholhum@list.ru

The aim is to determine the influence of conditioned medium of autologous bone marrow 
stromal cells (CMSC) cultured at 10% O2, on the healing of the rat uterus after a thorough 
surgical incision. Methods: In the treated group of animals (n  =  14), the edges of the 
uterine wound were processed with a conditioned medium prior to suturing, in the control 
group of animals (n = 14), the incision was not processed. Results: On the 5th and 15th 
days after the operation, morphological studies of the healing zone were carried out. 
The number of macrophages CD68, FABP4+ cells and the level of mRNA expression 
of inflammatory cytokine IL-1b, IL-6 and anti-inflammatory IL-4, IL-10 were assessed. 
The healing area in the treated group was lower than the reference area in all monitoring 
periods (p < 0.05). From the 5th to the 15th day, the expression of IL-1b, IL-4, IL-6 and 
IL-10 in the control group decreased (p < 0.05), in the processed group no valid differences 
were found (p  <  0.05). On the 5th day in the treatment group, the expression of IL-4 
and IL-10 was lower than in the control, and on the 15th day the expression of IL-1b 
was lower in the control group. The number of macrophages of CD68 decreased by 15th 
day in the treated group compared to 5th day and was lower than in the control group. 
The FABP4 cell clusters in the area of damaged myometrium at 15 days in both groups 
were almost eliminated except for 2 animals in the control group. In the area of damaged 
perimetrium, FABP4 clusters increased in the control group by 15th day, and in the treated 
group decreased and was reliably lower than in the control group. Thus, the application of 
CMSC has resulted in a reduction of the damage area, reduced inflammatory response and 
accelerated recovery of the uterine wall.

Keywords: rat uterus, wound healing, conditioned medium, CD68, FABP4, IL-1b, IL-4, 
IL-6, IL-10


