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AGE-RELATED CHANGES OF THE EPIDERMIS 
OF MEN'S SCALP

V.I. Nozdrin, M.V. Gorelova and T.A. Belousova

Histological, morphometric and immunocytochemical meth-
ods were used to study the autopsy samples of the interfollicular 
epidermis in the temporal region of scalp of male individuals 
aged from 7 months to 75 years. Monoclonal antibodies against 
Ki-67, involucrin and p53 were applied to eveluate the prolifera-
tive pool in the epidermis, the thickness of the layer of the cells 

which started the terminal differentiation, and the fraction of 
the apoptotic cells. Epidermis in children was thin; it had a low 
content of Ki-67- and p53-positive cells and small thickness of 
involucrin-positive cell layer. The highest proliferative activity 
and maximal thickness of the epidermis were detected at the age 
of 19–21 years. Thereafter the epidermis thinning was observed, 
together with the progressive decrease of keratinocyte prolif-
erative activiy and an increase of the fraction of p53-positive 
cells. Absolute thickness of the involucrin-positive cellular layer 
remained practically constant at different ages, while its propor-
tion in the total epidermal thickness uncreased.
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Мультипотентные стромальные клетки кост-
ного мозга (МСККМ), называемые также муль-
типотентными мезенхимальными стромальными 
клетками, с высоким пролиферативным и диффе-
ренцировочным потенциалом могут быть выде-
лены из костного мозга взрослого организма и 
культивированы in vitro до получения необходи-
мой клеточной массы. Развитие клеточных тех-
нологий в регенеративной медицине обусловило 

интерес к МСККМ в связи с перспективой их 
использования для улучшения процесса заживле-
ния при лечении переломов и повреждений боль-
ших участков костей, что было продемонстриро-
вано в ряде исследований, в том числе и в нашей 
лаборатории [2, 3, 5–7].

Ранее было показано, что при понижении 
содержания О2 до 5% в среде культивирова-
ния увеличивается пролиферативная активность 
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Проведен сравнительный гистологический и морфометрический анализ костной мозоли (КМ) через 14 и 30 сут у крыс, 
которым сразу после экспериментального перелома малоберцовой кости в область перелома вводили клеточные препа-
раты мультипотентных стромальных клеток костного мозга (МСККМ), называемых также мезенхимальными стромальными 
клетками. Культивирование МСККМ in vitro было проведено в условиях нормоксии (20% О2) и пониженного содержания 
кислорода (5% О2). Через 14 сут у крыс без МСККМ (контроль) и с МСККМ вновь образованная КМ состояла из фиброзной, 
хрящевой и грубоволокнистой костной тканей (ГВКТ). Доля КМ, занятая ГВКТ у крыс, которым вводили МСККМ (5% О2), 
была значимо больше, чем в других экспериментальных группах. Коэффициент утолщения КМ через 14 сут восстановления 
был в 1,3–1,4 раза больше у животных c МСККМ (5% О2) и МСККМ (20% О2, Р<0,05), чем у крыс без МСККМ. Через 30 сут 
у крыс с МСККМ КМ была более зрелой с гистологической точки зрения, а восстановление исходной толщины кости было 
более эффективным. Продемонстрировано улучшение формирования костно-хрящевого фрагмента и образования КМ 
после введения в область перелома кости у крыс аллогенных МСККМ, предварительное культивирование которых прове-
дено in vitro при различном содержании кислорода.
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МСККМ из костного мозга крыс и повышается 
их устойчивость к различным повреждающим 
факторам [1]. Через 14 сут после введения таких 
(5% О2) и нормоксических (20% О2) МСККМ в 
область экспериментального перелома малобер-
цовой кости крыс было обнаружено значимое по 
сравнению с контролем увеличение объема ново-
образованных тканей [2].

Цель настоящей работы — исследование фор-
мирования костной мозоли (КМ) у крыс после 
экспериментального перелома малоберцовой 
кости в разные сроки заживления при введении 
в область перелома МСККМ, предварительное 
культивировании которых было проведено при 
различном содержании О2.

Матери а л  и  ме т о ды .  МСККМ из костного мозга 
крыс выделяли и культивировали как описано ранее при 20% 
О2 (N-МСККМ) и 5% О2 (Hyp-МСККМ) [1]. Для анализа 
прироста клеток в культуре использовали метод видеоми-
кроскопии [2]. Иммунофенотипирование МСККМ на 2-м 
пассаже проводили с помощью антител к: CD45, CD44, 
CD54, CD73, CD90 (BD Bioscience, США), жизнеспособ-
ность клеток оценивали с помощью набора AnnexinV-FITC 
Kit (Immunotech, Франция) на проточном цитофлюориметре 
Epics XL (Beckman Coulter, США). Клеточные препараты 
готовили как было описано ранее [2]. Оперативный перелом 
малоберцовой кости в средней трети проводили в стерильных 
условиях у наркотизированных животных как было описано 
ранее [2, 4]. Наркотизацию животных осуществляли путём 
введения в левую икроножную мышцу 0,1% атропина и золи-
тил-100 в дозе 8 мг/кг.

64 самца крыс линии Вистар по 32 животных для 1-го 
этапа (14 сут) и 2-го этапа (30 сут) (массой около 250 г) 
были разделены на 4 группы: 1-я — контрольная, пере-

лом без каких-либо дополнительных воздействий (группа 
П), 2-я — перелом+введение в зону повреждения 0,25 мл 
культуральной среды (группа П+С), 3-я — перелом+0,25 мл 
среды + 5·105 N-МСККМ (группа П+N-МСККМ), 4-я — 
перелом+0,25 мл среды + 5·105 Hyp-МСККМ (группа П+Hyp-
МСККМ). Разрешение на проведение эксперимента получено 
от Комиссии ГНЦ РФ — ИМБП РАН по медицинской био-
этике физиологической секции Российского национального 
комитета по биоэтике.
Через 14 и 30 сут после оперативного вмешательства крыс 

декапитировали, выделяли оперированную кость, фиксиро-
вали в 4% параформальдегиде на 0,1 М фосфатном буфере 
(рН 7,0–7,2) с 2,5% сахарозы, при 4 °С. Декальцинацию 
в 10% этилендиаминтетрауксусной кислоте (ЭДТА) (рН 
7,0–7,2) проводили в течение 10 сут. Затем препараты обез-
воживали, заливали в гистопласт, изготовляли срезы тол-
щиной 5 мкм и окрашивали их гематоксилином–эозином, 
толуидиновым синим, пикрофуксином и морфометрировали 
каждый 5-й срез при помощи программы «SigmaScanPro». 
Через 14 сут на срезах определяли площадь, занимаемую 
КМ, грубоволокнистой костной тканью (ГВКТ), хрящевой 
тканью. Коэффициент утолщения (КУ) КМ определяли как 
отношение диаметров КМ и костных отломков. Через 30 сут 
определяли КУ КМ. Для оценки эффективности восстано-
вительного процесса использовали расчётный показатель: 
KУ30/14=КУ30 сут/КУ14 сут. Статистический анализ проводи-
ли, используя пакеты программ «Statistica 6.0» и «Microsoft® 
Excel 2000». Значимость различий оценивали с помощью 
критерия Манна—Уитни.

Ре з у л ь т а ты  и с с л е д о в а н и я .  Культи ви-
ро вание при 5% О2 приводило к увеличению про-
лиферативной активности МСККМ по сравнению 
с таковой при 20% О2. На 2-м пассаже коэффици-
ент прироста Hyp-МСККМ составлял 3,80±0,14, 
N-МСККМ2 — 2,7±0,3 (P<0,05).

Рис. 1.  Мультипотентные стромальные клетки костного мозга (МСККМ) крысы, культивированные при разном содержании 
кислорода.

а — клетки, культивированные при 5% О2, 5% СО2, 75% N2. Большая часть клеток имеют типичную для МСККМ веретеновидную 
форму; б — клетки, культивированные при 20% О2, 5% СО2, 80% N2. Преобладают сильно распластанные клетки неправильной 
формы. Фазовый контраст.

а
б500 мкм

500 мкм
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Культивируемые N-МСККМ и Hyp-МСККМ 
различались морфологически: в культурах 
N-МСККМ на 1-м пассаже преобладали силь-
но распластанные клетки, а среди Hyp-МСККМ 
было больше мелких вытянутых клеток (рис. 1). 
Иммунофенотип и жизнеспособность N-МСККМ 
и Hyp-МСККМ в сравниваемых культурах не раз-
личались.

Через 14 сут у крыс всех групп сформи-
ровалась веретенообразная КМ, скрепляющая 
проксимальные и дистальные отломки кости. 
Гистологическое исследование (рис. 2) показало, 
что КМ покрыта толстой, богатой фибробла-
стами надкостницей. Внутри КМ обнаружива-
лись дистальные и/или проксимальные отломки 
малоберцовой кости. Новообразованная кость 
располагалась проксимально и дистально отно-
сительно хряща. Поверхность трабекул покрыва-
ли остео бласты, пространство между которыми 
было заполнено соединительной тканью, с кро-
веносными сосудами различного диаметра. Таким 
образом, КМ во всех исследованных группах 
имела сходное строение и состав тканей, однако 
соотношение площадей на срезе, занятых опреде-
лённым видом ткани, в сравниваемых группах раз-
личалось. В группе П (см. рис. 2, а) КМ покрывала 
надкостница, от которой отходили тяжи фиброз-
ной ткани к центральной части мозоли. Хрящевая 

ткань в среднем занимала 20% КМ. ГВКТ зани-
мала 51,2% КМ. В группе П+С (см. рис. 2, б) 
зона хрящевой ткани занимала, в среднем, 17%, а 
ГВКТ — 48,3% КМ. В группе П+N-МСККМ (см. 
рис. 2, в) хрящевая ткань и ГВКТ составляли 24,2 
и 48,4% от площади среза КМ соответственно. 
В группе П+Hyp-МСККМ (см. рис. 2, г) хрящ 
занимал 16,4%, а ГВКТ — 61,9% КМ. Доля ГВКТ 
была значимо больше в этой группе животных, 
чем в группах П+С и N-МСККМ.

Через 30 сут в каждой группе у части живот-
ных были отмечены полное восстановление пла-
стинчатой костной ткани и реканализация, что 
свидетельствовало о завершении регенерации 
кости. У некоторых крыс отмечена задержка 
репаративного процесса. Образовавшиеся КМ 
были твёрдыми на ощупь, но в ряде случаев 
непрочными, что приводило к нарушению целост-
ности КМ при выделении. В группе П (см. рис. 2, 
д) у некоторых животных можно было видеть 
полное восстановление кости с завершённым про-
цессом реканализации и восстановлением пла-
стинчатой костной ткани. У других крыс были 
выявлены более ранние этапы регенерации, при 
которых отмечалось большое количество ГВКТ, 
наличие крупных очагов хрящевой ткани в зоне 
периостальной мозоли. Кроме этого, наблюдалась 
и более обычная гистологическая картина для 

500 мкм 500 мкм 500 мкм 500 мкма вб г

д е ж з
200 мкм

200 мкм 200 мкм 200 мкм

Рис. 2.  Репаративный остеогенез на 14-е (а–г) и 30-е (д–з) сутки после экспериментального перелома малоберцовой кости 
крыс.

а, д — группа П (операционный перелом без дополнительных воздействий); б, е — группа П+С (после перелома в зону повреждения 
вводили 0,25 мл культуральной среды); в, ж — группа П+N-МСККМ (вводили 0,25 мл среды, содержащей 5·105 мультипотентных 
стромальных клеток костного мозга — МСККМ, культивированных в стандартных условиях); г, з — группа П+Hyp-МСККМ (вво-
дили 0,25 мл среды, содержащей 5·105 МСККМ, культивированных в условиях гипоксии). Окраска пикрофуксином.
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этого срока регенерации: ГВКТ умеренно разви-
тая, хрящевая ткань в виде отдельных небольших 
островков внутри костных трабекул, начиналось 
формирование костномозгового канала. В группе 
П+С (см. рис. 2, е) также выявлялись индивиду-
альные отличия, но они были не столь значитель-
ны как в группе П. В области заживления у крыс 
в этой группе была умеренно развита ГВКТ, а в 
половине случаев был отмечен начальный этап 
реканализации кости. В группе П+N-МСККМ 
(см. рис. 2, ж) также была умеренно развита 
ГВКТ, в половине случаев наблюдался началь-
ный этап реканализации. В трабекулах ГВКТ 
встречались группы клеток хрящевой ткани с 
окружающим их метахроматически окрашенным 
хрящевым матриксом. В группе П+Hyp-МСККМ 
(см. рис. 2, з) степень зрелости КМ значительно 
варьировала. В большинстве случаев в трабеку-
лах ГВКТ встречались группы хрящевых кле-
ток с окружающим их матриксом. Трабекулы 
были покрыты слоем активных остеобластов. 
Межтрабекулярное пространство занимала соеди-
нительная ткань, в которой располагались сосуды 
различного диаметра.

КУ КМ через 14 сут после перелома в группах 
П+N-МСККМ и П+Hyp-МСККМ был значимо 
больше КУ в контрольных группах П и П+С. 
Через 30 сут репарации КУ в экспериментальных 

группах был меньше, чем в группе П (рис. 3). 
Соотношение КУ на 30-е и 14-е сутки может слу-
жить критерием эффективности восстановитель-
ного процесса: чем ближе это соотношение к 1, 
тем хуже прошло восстановление исходного раз-
мера кости. В группе П+N-МСККМ он составлял 
0,47, в группе П+Hyp-МСККМ — 0,5, в группе 
П+С — 0,57, в группе П — 0,85

Об с уж д е н и е  п о л у ч е н ны х  д а н ны х . 
Ус пеш ное использование ауто- и аллогенных 
МСККМ для регенерации было показано при 
сердечно-сосудистых заболеваниях [12], восста-
новлении хряща [9], диафиза бедра [13] не только 
на экспериментальных животных, но при регене-
рации суставного хряща у человека [14].

В настоящем исследовании была выбрана 
описанная ранее модель перелома малоберцовой 
кости [2, 4], которая позволяет моделировать наи-
более близкие к реальным условиям повреждения 
трубчатой кости. Ранее был отмечен положитель-
ный эффект от введения клеток в зону перелома, 
который выражался в увеличении объёма КМ, 
хрящевой ткани, КУ [2]. В данной работе мы 
продемонстрировали, что после введения гипок-
сических МСККМ через 14 сут восстановления 
доля КМ, занятая ГВКТ, была больше, чем при 
нормоксических МСККМ, а хрящом — меньше. 
Поскольку формирование ГВКТ характерно для 
более поздней стадии заживления, можно предпо-
ложить, что при введении Hyp-МСККМ регене-
рация была более успешной. Через 30 сут после 
перелома у крыс всех групп образованные КМ 
имели сходное строение и состав тканей.

Эффективность восстановления исходной 
толщины трубчатой кости в зоне перелома, что 
является существенным параметром репаратив-
ного процесса, была наиболее значима в группах 
П+N-МСККМ и П+Hyp-МСККМ и минималь-
на — в группе П, что также подтвердило целесоо-
бразность применения МСККМ.

В литературе описаны и другие положитель-
ные эффекты от введения стволовых клеток в 
область перелома: улучшение кровоснабжения [5] 
и усиление репаративного остеогенеза [3, 6]. При 
однократном введении клеток наиболее значимые 
результаты проявлялись на ранних этапах зажив-
ления [2, 3].

Преимущества введения именно Hyp-МСККМ 
в зону повреждения были продемонстрированы и 
другими исследователями [8, 10]. Эффективность 
использования Hyp-МСККМ объяснялась, в пер-
вую очередь, паракринным влиянием на такие 
параметры, как пролиферативная активность [10], 
хондрогенная и остеогенная дифференцировка 
[11]. В нашей работе мы оценивали параметры 

Рис. 3.  Коэффициент утолщения костной мозоли через 14 
(светлые столбики) и 30 сут (темные столбики) после 
экспериментального перелома малоберцовой кости 
крыс.

По горизонтальной оси: 1 — группа П; 2 — группа П+С; 
3 — группа П+N-МСККМ; 4 — группа П+Hyp-МСККМ; 
по оси ординат — коэффициент утолщения костной мозоли 
(отн. ед.). Различия значимы: * по сравнению с показателями 
в группе П первой серии экспериментов; ** в группе П+С 
первой серии экспериментов; # в группе П второй серии экс-
периментов. Расшифровку обозначений групп см. в подписи 
к рис. 2. Вертикальные отрезки — стандартное отклонение.
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заживления самой кости. Гистоморфометрический 
анализ выявил бόльшую долю ГВКТ в КМ в груп-
пе П+Hyp-МСККМ, чем в группе П+N-МСККМ, 
что можно объяснить увеличением доли остео-
генных, малодифференцированных клеток при 
культивировании в условиях гипоксии.

Таким образом, проведенное нами исследова-
ние показало эффективность введения суспензии 
аллогенных МСККМ из костного мозга, пред-
варительное культивирование которых проведе-
но in vitro, для улучшения формирования КМ 
при экспериментальном переломе малоберцовой 
кости у крыс. Значительных различий между 
Hyp-МСККМ и N-МСККМ по степени воздей-
ствия на процесс регенерации не обнаружено. 
Однако, учитывая свойства Hyp-МСККМ (высо-
кая пролиферативная активность и низкая степень 
коммитированости), можно говорить о том, что 
эти клетки являются более предпочтительными 
для применения в регенеративной медицине.
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REPARATIVE OSTEOGENESIS AFTER TRANS-
PLANTATION OF BONE MARROW MULTIPO-
TENT STROMAL CELLS CULTIVATED 
AT VARIOUS OXYGEN CONCENTRATIONS

L.B. Buravkova, M.P. Valiushkina, Ye.R. Andreyeva 
and V.I. Loginov

Comparative histological and morphometric methods were 
used to study the bone callus (BC) in rats 14 and 30 days after 
the experimental fibula fracture. Animals were infused with cell 
preparations of multipotent bone marrow stromal cells — BMSC 
(also known as multipotent mesenchymal stromal cells) in the site 
of injury immediately after the fracture. BMSC were cultivated 
in vitro under normoxic (20% O2) and hypoxic (5% O2) condi-
tions. 14 days after the fracture, in rats that received no BMSC 
(control group) and in animals injected with BMSC, newly 
formed BC contained fibrous tissue, cartilage and reticulofibrous 
bone tissue (RFBT). The portion of BC, occupied by RFBT 
was significantly greater in rats that received BMSC grown at 
5%O2, than in the other experimental groups. Thickening index 
of BC at day 14 was 1.3 and 1.4 times higher in animals treated 
with BMSC grown at 5% and 20%O2 (p<0.05) than in rats that 
received no BMSC. At day 30, BC was histologically more 
mature in rats that received BMSC infusion than in the control 
group, while the restoration of the initial bone thickness was also 
more effective in these animals. Thus, the results of this study 
demonstrated that the infusion of allogeneic BMSC, expanded in 
vitro at different oxygen concentrations, into the site of fracture 
improved osteocartilaginous fragment and BC formation and 
bone size restoration in rats with fibula fracture.

Key words: bone, regeneration, bone marrow multipotent 
stromal cells, hypoxy
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