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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность работы 

Проблема лечения острых и хронических ран мягких тканей с повреждением крупных 

сосудов сохраняет чрезвычайную актуальность на фоне возрастающего бытового травматизма, 

в том числе вследствие старения населения и накопления в популяции хронических 

заболеваний, распространения локальных вооружённых конфликтов с применением 

вооружения с большой поражающей силой, природных и техногенных катастроф.  

Кожные раны представляют собой одну из ведущих медико-социальных и клинических 

проблем [D. Sivaraj, 2021; H.R. Samaee, 2023]. Они могут быть разделены на две большие 

группы, объединенные как особенностями клинического течения, так и патофизиологическими, 

организационными обстоятельствами: острые и хронические. Острые кожные раны, вызванные, 

как правило, ожоговым или механическим повреждением, хирургическим вмешательством, 

склонны к более быстрому заживлению. Напротив, хронические раны, если и заживают, то этот 

процесс растягивается на месяцы, сопровождается высокой частотой инфекционно-

воспалительных осложнений и грубым рубцеванием. Часто хронические раны являются 

следствием некачественного лечения острых, особенно при наличии таких сопутствующих 

состояний, как сахарный диабет, болезни периферических сосудов, пожилой и старческий 

возраст и др. [D.S. Masson-Meyers, 2020]. Все это обусловливает высокую социально-

экономическую и финансовую нагрузку как на систему здравоохранения, так и на общество в 

целом.  

«Золотым стандартом» лечения особенно обширных повреждений все еще остается 

аутотрансплантация участков кожи [S.R. Nussbaum, 2018]. Вместе с тем, достигнутое за 

последние годы впечатляющее технологическое развитие медицинской отрасли в области 

биоинженерии и регенеративной медицины предложило целый ряд новых и перспективных 

подходов закрытию дефектов кожи [M. Conese, 2020]. Эти подходы учитывают меж- и 

внутриклеточные особенности кооперации в процессе формирования и заживления тканевых 

дефектов, в том числе роль сигнальных молекул и путей метаболической активации [T. Velnar, 

2009]. В целом, методы биоинженерии и регенеративной медицины предлагают применение 

новых биоматериалов, стволовых клеток, факторов роста, и других средств для активации 

закрытия тканевых дефектов. В последние годы в научной периодике появились 

многочисленные исследования методов применения тканеинженерных и клеточноинженерных 

конструктов [F. Zarei, 2018; H. Nosrati, 2021]. Одной из наиболее перспективных технологий 

выступает использование лазера в медицинских целях, в том числе для безопасного и 

физиологичного соединения тканей, таких как кожа и кровеносные сосуды. 



4 
 

Наряду с достижениями в клеточных технологий большие перспективы открываются 

при использовании нанотехнологий в регенеративной медицине, в том числе ранозаживлении. 

Уникальные биологические свойства наноматериалов, в частности, широкие колебания 

величины в наноразмерном диапазоне, высокое соотношение площади поверхности к объему 

частиц, различная задаваемая геометрия позволяют рассматривать наноматериалы с точки 

зрения рассматриваемой клинической имплементации. Так, была показана способность 

наноматериалов стимулировать клеточную пролиферацию, ограничивать воспалительные 

реакции, управлять миграционной активностью отдельных популяций клеток [B. Blanco-

Fernandez, 2021;  S.N. Naidi, 2022 ]. 

Степень разработанности темы исследования 

В России и мире последние годы ознаменованы повышением внимания ученых и 

представителей практической медицины к биологическим свойствам наночастиц оксида церия 

(НОЦ). Многочисленные публикации описывают различные подходы к биосинтезу наночастиц 

диоксида церия с использованием микроорганизмов, растений, других живых продуктов [H. 

Nosrati, 2023; М.А. Миронов, 2019]. В то же время работ, касающихся применения НОЦ для 

ранозаживления, все еще крайне мало. Мы не обнаружили опубликованных исследований, 

касающихся применения наночастиц церия в составе биологических припоев в лазерных 

способах соединения тканей. 

Вместе с тем, известно, что наночастицы диоксида церия обладают уникальной 

совокупностью свойств, среди которых следует назвать противовоспалительную, 

противомикробную, активность, способность НОЦ стимулировать образование новых сосудов 

и сдерживать обороты перекисного окисления липидов. 

В нашей лаборатории М.А. Мироновым, Д.В. Пахомовым и А.Б.С. Алхататнех получены 

чрезвычайно ценные результаты по ранозаживляющей активности лекарственных форм, 

содержащих НОЦ, на моделях диабетических ран у животных с сахарным диабетом 1 и 2 типов, 

а также инфицированных и ожоговых ран [М.А. Миронов, 2019; Д.В. Пахомов, 2022]. В своей 

фундаментальной работе А.И. Соколов показал возможность in vivo использования лазерной 

пайки у лабораторных животных [А.И. Соколов, 2023]. 

Эти результаты позволили нам выдвинуть принципиально новую научную идею об 

эффективности применения НОЦ для повышения эффективности лазерных технологий 

соединения тканей, что определяет актуальность настоящей диссертации. 

Цель работы 

На основании комплексного изучения биологических свойств топического применения 

жидких сред, содержащих наночастицы углерода и церия, в сочетании с лазерным 
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излучением обосновать возможность хирургического соединения дефектов кожи и сосудов в 

эксперименте.  

Задачи исследования 

1. Определить цитотоксические свойства наночастиц диоксида церия, полученных 

методом лазерной абляции, и биологического состава, содержащего сывороточный альбумин 25 

масс.%, индоцианин зелёный 0,1 масс.%, одностенные углеродные нанотрубки 0,1 масс.%, 

воду, в диапазоне концентраций от 0,001 до 100,0 мг/мл, в культурах фибробластов и клеток 

эндотелия пупочной эмбриональной вены человека. 

2. Определить проникающую способность наночастиц диоксида церия, полученных 

методом лазерной абляции, через клеточную мембрану в культурах фибробластов в 

зависимости от их размера. 

3. Изучить зависимость внутриклеточной продукции реактивных форм кислорода – 

пероксида водорода и супероксид-аниона, активности фермента-антиоксиданта 

супероксиддисмутазы, а также функциональной активности эндотелиоцитов, – от концентрации 

наночастиц диоксида церия в культурах фибробластов и клеток эндотелия пупочной 

эмбриональной вены человека. 

4. Определить биомеханические характеристики лазерного соединения кожи и брюшной 

аорты кролика с использованием биологического состава, содержащего сывороточный 

альбумин 25 масс.%, индоцианин зелёный 0,1 масс.%, одностенные углеродные нанотрубки 0,1 

масс.%, воду при топическом нанесении на область повреждения наночастиц диоксида церия. 

5. Оценить динамику, активность воспалительного и регенеративного процессов в 

области раневого дефекта при комплексном использовании биологического состава и 

наночастиц диоксида церия при лазерном соединении кожи крыс. 

6. Оценить в динамике эффективность закрытия полнослойного дефекта участка 

брюшного отдела аорты лабораторного кролика при помощи лазерного соединения с 

биологическим составом на основе нануглеродоных трубок и топического применения НОЦ на 

область соединения. 

Научная новизна 

Впервые в отечественной науке проведено комплексное изучение биофизических 

свойств и применимости наночастиц диоксида церия в комплексе с лазерным излучением и 

биологическим составом на основе углеродных нанотрубок для хирургического соединения 

тканей – кожи и артериального кровеносного сосуда.  

Наночастицы диоксида церия проникают внутрь фибробластов человека: мелкие 

фракции наночастиц размером до 15 нм не требуют для попадания внутрь клетки активного 
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механизма, тогда как для транспорта крупных фракций НОЦ в фибробласты необходима 

активации мембрано-зависимого транспорта – эндоцитоза. 

В опытах in vitro, посвященных изучению влияния различных концентраций наночастиц 

диоксида церия и биологического состава для лазерного соединения на выживаемость и 

функциональную активность основных популяций клеток – фибробластов и эндотелиоцитов, 

вовлеченных в регенерацию кожной раны и сосудистого дефекта, были получены следующие 

принципиально новые данные: НОЦ не обладают цитотоксическими свойствами в широком 

диапазоне концентраций от 0,001 до 1,0 мг/мл, снижение выживаемости клеточных популяций 

наблюдается при увеличении присутствия наночастиц диоксида церия в среде культивирования 

до 10,0 – для эндотелиоцитов и 100,0 мг/мл – для фибробластов. Использование лазерного 

излучения на жидкие среды на основе углеродных нанотрубок в культуре клеток фибробластов 

не только не снижает количество живых фибробластов, но и приводит к их активной 

пролиферации к 2 и 3 суткам. 

Рост концентрации НОЦ сопровождается повышением активности 

свободнорадикальных реакций и продукции пероксида водорода и супероксид-аниона, 

подавлением функциональной активности эндотелиоцитов (в концентрации 100,0 мг/мл), что 

приводит к компенсаторному росту экспрессии фермента – антиоксиданта СОД, 

сдерживающего негативные последствия внутриклеточной стресс-реакции. 

Экспериментально-хирургическое изучение качества тканевого соединения на моделях 

кожной раны лабораторных крыс, что использования 1% НОЦ приводит к повышению 

прочности послеоперационного рубца при узловом соединении, а сочетанное применение 

лазера с БС и локального воздействия НОЦ на область лазерного соединения, по сие на разрыв 

сопоставимо с узловым швом на 21 сутки наблюдения. При этом патоморфологически в 

области соединения воспалительный компонент выражен в меньшей степени, а явления 

регенерации и миграции прокератиноцитов начинаются раньше и более активно, чем в случае 

использования БС без локального применения НОЦ. 

Лазерное соединение полнослойного дефекта брюшной аорты с биологическим составом 

как с НОЦ, так и без него не приводит к тромбообразованию, деформации и сужению просвета 

сосуда, увеличению  скорости кровотока в сравнении с узловым швом. Топическое 

использование НОЦ позволяет снижать воспаление в области сосудистого соединения и 

развитие спаечного процесса в области оперативного вмешательства. 

Научно-практическая значимость работы 

Методом лазерной абляции наработаны наночастицы диоксида церия с размером частиц 

от 10 до 15 нм; на их основе получена жидкая топическая лекарственная форма 1% спрей. 
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Определен диапазон безопасных нетоксичных концентраций наночастиц диоксида 

церия, полученных методом гидротермального синтеза, для клеточных популяций 

фибробластов и эндотелиоцитов человека. Показано, что появление цитотоксичности НОЦ в 

концентрациях свыше 10,0 мг/мл обусловлено ростом продукции реактивных форм кислорода.  

Для безопасного и эффективного соединения неосложненных дефектов кожи и 

непроникающих повреждений кровеносных сосудов может быть применен альтернативный 

узловому сшиванию метод лазерного шва с применением биологического состава на основе 

углеродных нанторубок, альбумина с топическим применением на область соединения 

наночастиц диоксида церия. 

Методология и методы исследования 

При планировании настоящего диссертационного исследования мы основывались на 

принципах комплексности методических подходов, единстве замысла и методов его 

реализации, в связи с чем диссертационная работа методологически включала два больших 

раздела – in vitro исследование в культурах клеток человека и на тканях лабораторных 

животных, и in vivo исследование на лабораторных животных двух видов – лабораторных 

крысах и кроликах. 

Этапность реализации плана работы состояла из инициальной глубокой теоретической 

проработки научной задачи, реферирования литературных источников, подготовки обзора, 

выбора адекватных поставленным задачам методов исследования, составления базы данных 

исследования на платформе Excel.  

На экспериментально-хирургическом этапе была разработана и осуществлена 

лабораторная технология получения наночастиц на основе диоксида церия методом лазерной 

абляции, проведена наработка субстанции в количествах, достаточных для проведения 

исследовательской работы, а также создан лабораторный образец топической лекарственной 

формы НОЦ в виде 1% спрея, проведена правовая защита способа получения рассматриваемого 

вида НОЦ в виде получения патентов Российской Федерации [Патент на изобретение RU 

2790837 C2, 28.02.2023, Патент на изобретение RU 2848812 C1, 21.10.2025]. 

Экспериментально-биофизический раздел исследования был выполнен in vitro. Его 

целесообразность была продиктована тем, что НОЦ были синтезированы новым способом, что 

требовало тщательного и всестороннего изучения токсических свойств наночастиц диоксида 

церия в культурах тех клеток, которые преимущественно вовлекаются в репарационный 

процесс при сшивании сосудов и кожи – эндотелиоцитов и фибробластов. Цитотоксичность 

оценивали в диапазоне концентраций от 0,001 до 100,0 мг/мл при помощи МТТ-теста. 

Регистрацию внутриклеточной концентрации перекиси водорода проводили в реакции с 

дихлородигидрофлюоресцеина диацетатом, О2
.-
 – с дигидроэтидием, с последующей 
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фотометрической регистрацией продукта реакции. Активность супероксиддисмутазы (СОД) в 

фибробластах оценивали с помощью SOD assay kit.  

На экспериментально-хирургическом этапе работы изучили эффективность лазерного 

шва кожной и сосудистой раны с использованием биологического состава на основе 

углеродных нанотрубок в комбинации с топическим нанесением жидкой спрей-формы НОЦ на 

область соединения краев раны. Для этого провели серии экспериментальных хирургических 

операций на лабораторных крысах и кроликах. Изучали заживления раны с помощью 

морфологических методов исследования, биомеханические свойства соединения кожи, 

герметичность и полноценность соединения кровеносного сосуда, скорость кровотока с 

использованием допплерографии, выживаемость животных. Активность воспалительной и 

регенеративной реакций оценивали морфологически, в том числе методами иммуногистохимии 

(ИГХ). На завершающем этапе работы провели анализ полученных результатов, их описание, 

статистическую обработку с применением методов описательной и сравнительной статистики, 

сформулировали выводы, положения и практические рекомендации. 

Связь диссертации с основными научными темами. Внедрение результатов работы 

Выполнение настоящей диссертационной работы было частично поддержано грантом 

Президента Российской Федерации для государственной поддержки ведущих научных школ 

Российской Федерации НШ-843.2022.3, федеральной программой «Приоритет – 2030» ФГАОУ 

ВО «НИЯУ МИФИ», крупным научным проектом Минобрнауки России (Соглашение № 075-

15-2024-555 от 25.04.2024 г.), FSMR-2024-0003 МИЭТ. 

Основные положения и выводы настоящей диссертационной работы используются в 

учебной работе кафедры фундаментальной медицины и медицинской физики ИФИБ ФГАОУ 

ВО «НИЯУ МИФИ», оперативной хирургии и топографической анатомии Института 

клинической медицины им. Н.В. Склифосовского, ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И.М. 

Сеченова Минздрава России (Сеченовский Университет) (Москва), а также используются в 

работе научного семинара лаборатории молекулярно-клеточных технологий и 

экспериментальных исследований ИФИБ ФГАОУ ВО «НИЯУ МИФИ» и лаборатории 

«Биомедицинские нанотехнологии» НИУ МИЭТ. 

Основные положения, выносимые на защиту 

1. НОЦ проникают внутрь клетки, причем наибольшей проникающей способностью 

обладают наночастицы церия размером от 15 до 100 нм. НОЦ не обладают цитотоксическими 

свойствами в диапазоне концентраций от 0,001 до 1,0 мг/мл, снижение выживаемости 

клеточных популяций наблюдается при увеличении присутствия наночастиц диоксида церия в 

среде культивирования до 10,0 мг/мл – для эндотелиоцитов и 100,0 мг/мл – для фибробластов. 

Токсический эффект НОЦ на клетки проявляется повышением активности 
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свободнорадикальных реакций и продукции пероксида водорода и O2
.-
, подавлению 

функциональной активности эндотелиоцитов (в концентрации 100,0 мг/мл), что приводит к 

компенсаторному росту экспрессии фермента – антиоксиданта СОД, сдерживающего 

негативные последствия внутриклеточной стресс-реакции. 

2. Использование биологического состава, содержащего углеродные нанотрубки в 

концентрации 0,1 масс.% при лазерном воздействии в комбинации с 1% НОЦ приводит к 

повышению прочности соединения кожи  к 21 суткам, сопоставимой со значениями показателя 

узлового шва. При этом топическое применение спрея НОЦ повышает прочность 

традиционного узлового шва кожи. В области лазерного соединения НОЦ приводит к 

сдерживанию воспалительно-деструктивных изменений тканей, активирует клеточную 

регенерацию, а также сопровождается формированием более плотного контакта краев раны, 

повышает гомогенность шовного соединения. 

3. В условиях in vivo лазерное соединение стенки брюшной аорты кролика с 

использованием биологического состава, содержащего углеродные нанотрубки в комбинации с 

1% НОЦ обеспечивает формирование надежного тканевого соединения, не деформирующего 

просвет сосуда и не нарушающему гемодинамику в сосуде, но уступающего по прочности 

интактному сосуду. Использование 1% НОЦ снижает воспаление в области сосудистого 

соединения и развитие спаечного процесса в области оперативного вмешательства, не приводит 

к термическому повреждению тканей, не вызывает тромбообразования. 

Степень достоверности 

Достоверность полученных результатов определяется совокупностью как 

методологических, так и организационных обстоятельств. Первые включают оптимальный 

выбор объектов исследования, использование описанных в литературе подходов к получению 

наночастиц диоксида церия и воспроизведению модельных патологических процессов, 

применение культур клеток, условий их культивирования и оценки функционального состояния 

общепринятыми методами, выполнение экспериментально-хирургических интервенций в 

условиях, соответствующих клинической практике, формирование групп и экспериментальных 

серий, позволяющих получить репрезентативные данные и осуществить сравнительный анализ. 

Организационная основа достоверности связана с тщательно выверенным планом проведения 

исследования, регистрацией всех событий исследования в базе данных, корректно проведенным 

анализом полученных результатов. 

Апробация диссертационной работы 

Апробация диссертационной работы проведена на совместном расширенном 

межучрежденческом заседании кафедры фундаментальной медицины №99, лаборатории 

бионанофотоники, лаборатории молекулярно-клеточных технологий и экспериментальных 
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исследований инженерно-физического института биомедицины федерального государственного 

автономного образовательного учреждения высшего образования «Национальный 

исследовательский ядерный университет «МИФИ»,  лаборатории «Биомедицинские 

нанотехнологии» федерального государственного автономного образовательного учреждения 

высшего образования «Национальный исследовательский университет «Московский институт 

электронной техники», протокол №10 от 10.10.2025 г.  

Результаты проведенного диссертационного исследования обсуждались и докладывались 

на многочисленных всероссийских конференциях и конгрессах с международным участием, а 

именно: на Международном конгрессе «Здоровье и образование в XXI веке» (Москва, 2024, 

2025), XIII Российской научно-практической конференции с международным участием 

студентов и молодых ученых «Авиценна-2022» (Новосибирск, 2022), 3-й Ассамблее детской 

хирургии головы и шеи (Светлогорск, 2025), XII Съезде хирургов России (Москва, 2025). 

Личный вклад автора 

Автор самостоятельно выдвинул научную гипотезу и сформулировал исследовательский 

вопрос, легший в основу настоящего диссертационного исследования. Автор лично 

спланировал работу, разработал первичные регистрационные формы событий исследования. 

Автор включенно участвовал в выполнении исследования цитотоксичности НОЦ в культурах 

клеток, а также в изучении функциональной активности фибробластов и эндотелиоцитов в 

зависимости от концентрации наночастиц диоксида церия. Лично автором проведены все 

исследования на изолированных фрагментах кожи и кровеносных сосудов. Автор 

самостоятельно провел все экспериментально-хирургические операции на лабораторных 

крысах и кроликах. При проведении морфологического и иммуногистохимического 

исследований автор непосредственно участвовал в подготовке препаратов, их окрашивании, 

морфологической верификации. Автор самостоятельно систематизировал полученные данные и 

провел анализ результатов. Диссертант принимал самое деятельное участие в написании 

публикаций и апробации данных на конференциях различного уровня. Автор самостоятельно 

подготовил рукопись диссертации и автореферат. 

Публикации по теме диссертационной работы 

По теме настоящей диссертационной работы автор опубликовал в соавторстве 11 

научных работ, из которых 7 полнотекстовые статьи, опубликованы в рецензируемых научных 

изданиях, рекомендованных ВАК при Министерстве науки и высшего образования Российской 

Федерации, в том числе 5 – в журналах, индексируемых международными цитатно-

аналитическими системами Scopus, получено 2 патента на изобретение Российской Федерации.  
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Объём и структура работы                                                                                                       

Диссертация оформлена по традиционному плану и состоит из следующих разделов: 

введение; глава 1 – литературный обзор; глава 2 – материал и методы исследования; главы 3 и 4 

включены в раздел «Результаты собственных исследований»; глава 5 «Заключение» обобщает и 

критически анализирует полученные научно-практические результаты, намечает перспективы 

дальнейшего развития темы исследования; выводы; практические рекомендации; список 

сокращений и условных обозначений; библиографический список. 

Диссертация изложена на 133 страницах компьютерного текста, иллюстрирована 

двадцатью тремя рисунками и семью таблицами. Библиографический список содержит 

выходные данные 132 работ, из которых 12 работ отечественных и 120 – зарубежных авторов. 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Материалы и методы исследования 

Дизайн диссертационный работы включал несколько этапов. На первом этапе была 

разработана и осуществлена лабораторная технология синтеза наночастиц на основе диоксида 

церия. Второй раздел исследования был выполнен in vitro: были изучены токсические свойства 

наночастиц диоксида церия и биологического состава с углеродными нанотрубками в 

культурах тех клеток, которые преимущественно вовлекаются в репарационный процесс 

сосудов и кожи – эндотелиоцитов и фибробластов. Качественно и количественно была оценена 

проникающая способность НОЦ в фибробласты.  На экспериментально-хирургическом этапе 

изучили эффективность лазерного соединения кожной и сосудистой раны при помощи 

биологического состава, содержащего углеродные нанотрубки при топическом нанесении 

жидкой спрей-формы НОЦ на область соединения краев кожной раны и сосуда.  

Метод получения наночастиц диоксида церия был разработан нами совместно с 

коллегами лаборатории бионанофотоники ИФИБ ФГАОБУ ВО «НИЯУ МИФИ». Использовали 

метод фемтосекундной лазерной абляции в воде с последующей лазерной фрагментацией (лазер 

Avesta TETA-20 (Россия)).  

Цитотоксичность оценивали при 24-часовой инкубации клеток в присутствии 

наночастиц диоксида церия и биологического состава в культуре фибробластов и 

эндотелиоцитов. Оценку выживаемости клеток по уровню митохондриальной активности 

проводили в тесте с триметилтетразолием хлоридом. Для определения активности фермента – 

антиоксиданта в культуре фибробластов человека под действием наночастиц диоксида церия 

применяли диагностический набор SOD assay kit (Merck Sigma Aldrich, Германия). Влияние 

НОЦ на внутриклеточную продукцию реактивных форм кислорода в виде пероксида водорода 

(Н2О2) и супероксид-аниона (О2
.-
) проводили при  инкубации клеток эндотелия: через 24 часа 
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после инкубации культур клеток в присутствии НОЦ клетки трижды отмывали в забуференном 

0,9% изотоническом растворе хлорида натрия, после чего инкубировали в течение 5 часов с 

реактивом Грисса, после образования продукта реакции проводили измерение оптической 

плотности среды при длине волны 540 нм. При помощи флюоресцентной и конфокальной 

сканирующей микроскопии определили способность трансмембранного перемещения 

меченных флюоресцентной меткой НОЦ различного размера в культуре фибробластов. 

Для проведения операций по сшиванию сосудистой стенки и кожи нами была 

использована специальная установка, разработанная и сконструированная специалистами НИУ 

МИЭТ, состоящая из нескольких основных модулей. Для осуществления лазерного соединения 

мягких тканей с учеными НИУ МИЭТ был разработан биологический состав, содержащий 

бычий сывороточный альбумин (чистота 99%, BioClot, Германия) с концентрацией  25% (по 

весу), индоцианин зеленый (Merck Sigma-Aldrich, США) c концентрацией 0,1% (по весу), 

одностенные углеродные нанотрубки (Институт проблем химической физики РАН, 

Черноголовка, Россия) c концентрацией 0,1% (по весу) и дистиллированная вода. 

Экспериментально-хирургический этап был выполнен на 60 лабораторных беспородных 

белых крысах обоего пола и 60 лабораторных кроликах-самцах породы «Советская шиншилла», 

приобретённых в питомнике «Столбовая» — филиале ФГБУН НЦБМТ ФМБА России. 

Животных были разделены на  четыре группы: традиционный узловой шов Prolene 5.0; шов с 

ежедневным нанесением 1% спрея НОЦ; лазерное соединение краёв с биологическим составом 

(БС); лазер + БС + НОЦ (таблица 1).  

Таблица 1 – Краткая характеристика экспериментально-хирургических групп животных 

Вид животных Экспериментальная серия n Проводимые исследования 

Восстановление целостности кожи 

Лабораторные 

беспородные 

белые крысы 

обоего пола 

Узловой шов 15 Скорость заживления раны 

Прочность соединения на разрыв 

Морфологическая и 

иммуногистохимическая картина 

области раневого дефекта 

Биомеханический и структурный 

анализ соединения 

Узловой шов + НОЦ местно 15 

Лазерное соединение + БС 15 

Лазерное соединение + БС + 

НОЦ местно 
15 

Восстановление целостности кровеносного сосуда 

Кролики-самцы  

породы 

«Советская 

шиншилла» 

Узловой шов 15 Оценка герметичности 

Оценка выживаемости 

экспериментальных животных 

Биомеханический и структурный 

анализ соединения, скорость 

кровотока 

Узловой шов +НОЦ 15 

Лазерное соединение + БС 15 

Лазерное соединение + БС + 

НОЦ местно 
15 

 

Для исследования лазерного соединения кожи на крысах моделировали линейную 

полнослойную рану 3 см (рисунок 1).  На область раны в 3-й и 4-й группах наносили БС и 

воздействовали лазерным излучением. Животных из эксперимента выводили на 7, 14 и 21 
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сутки. Прочность соединений оценивали с помощью Mini Bionix II tensile testing machine, часть 

материала направляли на морфологические, иммуногистохимические и иммуноферментные 

исследования. 

   

Формирование линейной 

раны 

Нанесение БС, содержащего 

углеродные нанотрубки 

Лазерное соединение 

 

Рисунок 1 – Этапы лазерного соединения кожи 

Для лазерного соединения брюшной аорты кроликов создавали продольный 

полнослойны дефект сосудистой стенки 5 мм (рисунок 2) , животные распределялись на пять 

групп: ложнооперированные (ЛО), узловой шов (УШ), УШ+НОЦ, лазерный шов с БС (ЛШ), 

ЛШ+НОЦ (таблица 1). После восстановления кровотока контролировали герметичность, 

профилактически вводили гепарин (10 ЕД/кг). Вывод проводили на 7, 14 и 21 сутки, участки 

аорты направляли на морфологию и оценку прочности. 

   

Выделение брюшной аорты Лазерное соединение 

 
Вид лазерного соединения 

Рисунок 2 – Этапы лазерного соединения кровеносного сосуда  

 

Фрагменты кожи лабораторных крыс и участки брюшной аорты кроликов фиксировали в 

забуференном 10% формалине, после стандартной дегидратации в спиртах восходящей 

концентрации заливали в парафин. Для морфометрической оценки воспалительной реакции и 

регенерации применяли программу ImageJ 8.0 (США) с использованием балльной шкалы: 0 — 

неизменённые ткани; 1 — слабые изменения; 2 — изменения средней тяжести; 3 — 

выраженные повреждения; 4 — тяжёлые нарушения. 
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Иммуногистохимический анализ проводили на автоматическом стейнере Ventana (Roche, 

Швейцария) с применением коммерческих наборов первичных антител: мышиных — к 

ламинину α-1, кроличьих — к Caspase-3 (клон E87, Genetex, разв. 1:100), а также анти-PCNA 

(клон PC10, Dako, разв. 1:100). Инкубацию с первичными антителами выполняли 30 минут 

согласно инструкциям производителей. Оценку ИГХ-реакции проводили в десяти случайных 

полях зрения при увеличении ×400. Количество позитивно окрашенных клеток по маркерам 

Caspase-3, PCNA и Laminin подсчитывали, определяли их долю от общего числа клеток и 

выражали результат в процентах. 

Скорость кровотока в брюшной аорте кроликов оценивали на УЗИ-аппарате 

ветеринарного назначения Toshiba (Япония) на 7-е, 14-е и 21-е сутки после экспериментального 

вмешательства по соединению магистрального сосуда. Бодрствующего кролика фиксировали в 

положении на спине на подогреваемой поверхности операционного стола и в допплеровском 

режиме регистрировали показатели кровотока в зоне выполненного шва при помощи линейного 

датчика. При анализе полученных результатов использовали методы описательной и 

сравнительной статистики.  

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

In vitro исследования                                                                                                                        

Метод получения НОЦ обеспечивает частицы разных размеров, что важно, поскольку 

биологический эффект зависит от диаметра. Исследование эндоцитоза крупных фракций (15–

100 нм) в фибробластах с использованием флюоресцеиновых меток показало, что мелкие 

частицы до 15 нм свободно проникают пассивной диффузией, а более крупные — через 

эндоцитоз, активность которого подтверждалась ингибированием аминазином (рисунок 3). 

 
Рисунок 3 – Интенсивность флюоресценции (в % к контрольным значениям) в культуре 

фибробластов человека при 2-чсовой инкубации в присутствии FICT-CeO в зависимости 

от размера фракций наночастиц (n = 3 для каждой концентрации); * различия достоверны 

при сравнении с предыдущими группами (тест Крускала-Уоллиса) 

 

При определения цитотоксичности 1% НОЦ в диапазоне концентраций от минимальной 

0,001 мг/мл до 10,0 мг/мл в клеточных культурах фибробластов и эндотелиоцитов было 
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показано: наночастицы диоксида церия не вызывают статистически значимых изменений доли 

выживших клеток в культуре фибробластов по сравнению с культурой, не подвергавшейся 

воздействию НОЦ. Увеличение концентрации до 100,0 мг/мл приводит к небольшому росту 

цитотоксичности со снижением доли выживших клеток до 95 ± 1%, однако имеющему 

статистическую значимость при сравнении как с интактной культурой (рисунок 4 А). 

  

А Б 

Рисунок 4 – Выживаемость фибробластов (А) и эндотелиоцитов (Б) человека при 24-

инкубации в присутствии НОЦ в диапазоне концентраций от 0,001 до 100,0 мг/мл (n = 3 

для каждой концентрации); * различия достоверны при сравнении с точками 0,001 и 10,0 

мг/мл (тест Крускала-Уоллиса) 

 

В культуре эндотелиоцитов пупочной вены человека жизнеспособность сохранялась при 

концентрациях 0,001–1,0 мг/мл, при 10–100 мг/мл отмечалось снижение выживаемости до 82 ± 

1%  (рисунок 4Б). 

Биологический состав с лазерным облучением (сывороточный альбумин 25%, 

индоцианин зелёный 0,1%, углеродные нанотрубки 0,1%) не снижал выживаемости, а к 2–3 

суткам стимулировал пролиферацию (рисунок 5).  

  

А Б 

Рисунок 5 – Изображения сканирующей электронной микроскопии образцов, 

образованных в результате воздействия лазерного излучения на жидкие среды на основе 

углеродных нанотрубок при разном увеличении (А); количество клеток фибробластов на 

образце относительно контрольного образца через 24 и 48 ч после начала 

культивирования (Б); * р < 0,05 t-тест 
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Влияние НОЦ на активность супероксиддисмутазы (СОД) фибробластов показывало 

стабильные показатели при 0,001–1,0 мг/мл. Повышение концентрации НОЦ до 10,0 мг/мл 

приводило к статистически значимому росту внутриклеточной активности 

супероксиддисмутазы до 56 ± 8%. Это может означать, что повышение объема наночастиц с 

высокой поверхностной активностью сопровождается повышением образования активных 

форм кислорода и вызывает гиперэкспрессию СОД как внутриклеточный компенсаторный 

механизм. 

Продукция H₂O₂ и супероксид-аниона повышалась с ростом концентрации НОЦ до 10–

100 мг/мл на 23–59%. Внутриклеточная концентрация оксида азота возрастала при НОЦ 0,001–

1,0 мг/мл и снижалась до 87–69% при 10–100 мг/мл. 

In vivo исследования 

Эффективность сочетанного использования лазерного излучения с БС и НОЦ в 

восстановлении целостности кожной раны лабораторной крысы  

На 7  и 14 сутки после проведение экспериментально-хирургического вмешательства 

прочность на разрыв кожного соединения составила в группе узлового шва в среднем 0,03 ± 

0,001 Мпа и 0,036 ± 0,015 МПа. Топическое применение 1% спрея, содержащего наночастицы 

диоксида церия, один раз в сутки, не сопровождалось статистически значимым ростом 

прочности шва. Использование лазера для соединения краев полнослойного кожного дефекта 

приводило к значительному снижению прочности шва на 7 и 14 сутки до 0,021 ± 0,001 МПа и  

0,024 ± 0,002 МПа. Локальное применение 1% НОЦ на область лазерного воздействия 

повышало прочность соединения (таблица 2). В связи с естественным течением процесса 

ранозаживления показатели прочности соединения на 21 сутки росли во всех группах. Следует 

при этом подчеркнуть, что местное применение НОЦ в сочетании с узловым швом является 

более эффективным способом повышения прочности соединения, чем орошение НОЦ области 

лазерного соединения. 

 

Таблица 2 – Прочность соединения кожи (в МПа) на 7, 14 и 21 сутки после 

экспериментальной операции в исследуемых группах 

Группы Сутки наблюдения 

7 14 21 

Узловой шов 0,03±0,001 * 0,036±0,015 * 0,057±0,018 * 

Узловой шов+2% НОЦ 0,031±0,003 * 0, 038±0,006 * 0,072±0,016  

Лазерное воздействие с БС 0,021±0,001 *
a
 0,024±0,002 *

a
 0,048±0,021 * 

Лазерное воздействие с БС+1% НОЦ 0,024±0,004 * 0,028±0,002 * 0,051±0,023 * 

Примечания: * р < 0,05 при сравнении с интактной кожей; 
a 

р < 0,05 – с узловым швом 

(критерий Крускала-Уолиса) 
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На 7-е сутки после ушивания однорядными узловыми швами в образцах кожи 

определялись участки дефекта с зонами пролиферации многослойного ороговевающего 

эпителия, умеренное воспаление в сосочковом слое дермы, сегментоядерные лейкоциты, 

единичные мононуклеарные клетки и фокусы коагуляционного некроза в местах проколов 

(рисунок 6). Топическое нанесения 1% НОЦ на зону узлового шва приводило к пролиферации 

многослойного плоского ороговевающего эпителия. В области эпидермально-дермального 

сочленения и сосочковом слое дермы обнаруживались единичные сегментоядерные лейкоциты. 

При лазерном соединении с БС площадь дефекта была меньше, наблюдались 

выраженная пролиферация эпителия и зоны гиперкератоза. Добавление НОЦ сопровождалось 

умеренным отёком, лимфо-плазмоцитарной инфильтрацией и начальной реэпителизацией краёв 

раны. Морфометрическая оценка тяжести поражения показала, что на 7-е сутки преобладали 

деструктивно-воспалительные изменения: узловой шов — 3,4 ± 0,3; узловой шов + НОЦ — 3,1 

± 0,3; лазер + БС — 3,7 ± 0,2 (р = 0,04); лазер + БС + НОЦ — 2,8 ± 0,2 (р = 0,001). На 14-е сутки 

в группах с узловым швом наблюдалось восстановление эпидермиса до 2/3 поверхности, 

преобладали незрелые кератиноциты, умеренное количество фибробластов и кровеносных 

сосудов. В группе лазерного соединения с БС и НОЦ выявляли увеличение объёма рубцовой 

ткани, параллельную ориентацию коллагеновых волокон и выраженную активность 

фибробластов. Тяжесть воспаления снижалась во всех группах, наиболее выражено в группе  

лазерного воздействия в комбинации с 1% НОЦ. 

На 21-е сутки эпидермис полностью восстановлен во всех группах. В образцах лазерного 

соединения с БС и НОЦ наблюдалось большее количество фибробластов, плотная волокнистая 

соединительная ткань, сохранность кровеносных сосудов и волосяных фолликулов, 

минимальная клеточная инфильтрация (рисунок 7). 

 

 

Рисунок 6 – Комплексная оценка степени воспалительной реакции и активности 

процессов тканевой регенерации при проведении морфометрического анализа с 

использованием луколичественной шкалы в исследуемых группах на 7 и 14 сутки 

ранозаживления; * различия достоверны при р < 0,05 при сравнении с узловым швом + 
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НОЦ; ** с лазером без НОЦ, с узловым швом и лазером без НОЦ (ANOVA, с 

последующим применением теста Тьюки) 

 

 

Узловой шов Узловой шов+1% 

НОЦ 

Лазерное воздействие 

с БС 

Лазерное 

воздействие с 

БС+1% НОЦ 

    
 

Рисунок 7 – Патоморфологическая картина области соединения кожной раны 

крысы с использованием узлового шва и лазерного воздействия  с использованием БС и 

1%  НОЦ  соединений на 21 сутки ранозаживления; гематоксилин и эозин, х 200 

 

Анализ функционального состояния кератиноцитов основывается на характеристике их 

пролиферации и апоптоза, а также маркера межклеточных контактов, оцененных 

иммуногистохимическим методом с антителами к PCNA и Caspase 3 и ламинин соответственно.  

При иммуногистохимическом исследовании эпидермиса интактной группы Caspase 3-

позитивных кератиноцитов составило 29,2 %. На 7 сутки эксперимента во всех группах 

сохранялась высокая апопточиеская активность кератиноцитов, особенно в области краев 

раневой поверхности, что носит вероятно реактивный характер (таблица 4). К 14 суткам данный 

показатель уменьшался, к 21 приближался к значениям интактной группы в экспериментальных 

группах узловой шов + НОЦ. 

Таблица 4 – Иммуногистохимические реакции с антителами к Caspase 3  и к PCNA в 

кератиноцитах исследуемых групп, %  

Примечания: 
a 

р < 0,05 при сравнении с интактной кожей; b р < 0,05 при сравнении с интактной 

кожей и узловым швом (критерий Крускала-Уолиса) 

 

Количество PCNA-позитивных кератиноцитов в области дефекта заметно было 

повышено в образцах кожи всех опытных групп на 7-и сутки, и более выражены был в группах 

Группы 
 

Caspase 3, %, M±SD PCNA, %, M±SD 

7 сутки 14 сутки 21 сутки 7 сутки 14 сутки 21 сутки 

Интактная кожа 29,3±0,2 34,8±0,2 

Узловой шов 78,2±0,1
a
 53,3±0,2

a
 31,2±0,7

a
 62,2±0,1

a
 44,2±0,2

a
 49,2±0,9

a
 

Узловой шов 

+НОЦ 

59,2±0,3
a
 43,3±0,4

a
 21,2±0,2

a
 71,2±0,4

a
 49,2±0,3

a
 35,1±0,4

b
 

Лазерное 

соединение БС 

57,2±0,2
b
 48,1±1,1

b
 39,1±0,4

b
 52,2±1,1

b
 38,2±0,1

b
 35,1±0,1

b
 

Лазерное 

соединение  

БС+НОЦ 

54,2±0,4
b
 49,1±0,9

b
 31,1±0,5

b
 68,2±0,1

b
 44,2±0,2

b
 32,1±0,2

b
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УШ и УШ+НОЦ, что соответствует активной стадии пролиферации заживления кожной раны. 

К 21 первым суткам во всех исследуемых группах данный показатель приближался к интактной 

коже. Анализ состояния клеточных элементов эпидермиса и дермы, прежде всего сосочкового 

слоя, также проводили оценивая межклеточные коммуникации иммуногистохимическим 

методом с антителами к эпителиальному маркеру Laminin. Laminin, обеспечивает поддержание 

межклеточного взаимодействия кератиноцитов, формируя клеточный пласт и обеспечивающий 

гистоархитектонику кожи. Напротив, частичная или полная потеря экспрессии Laminin, говорит 

о патологическом процессе в структурах кожи, особенно в эпидермисе. Количество Laminin-

позитивных кератиноцитов заметно было снижено в группах с узловым швом (48,1 ± 0,4%, p 

<0,05) в первых точках эксперимента. Это указывает потерю коммуникаций между клетками 

после действия повреждающего фактора. В тоже время количество Laminin-позитивных клеток 

в сосочковом слое дермы практически не изменялось или местами незначительно повысилось 

по сравнению с интактной группой. В начальной временной точке, в образцах группы 

лазерного соединения с БС и БС+НОЦ, количество Laminin-позитивных кератиноцитов, были 

также снижены по сравнению с интактной группы. На протяжении всего эксперимента выявили 

положительную динамику восстановлении межклеточной коммуникации кератиноцитов 

практически во всех опытных группах, особенно в группе лазерного соединения, начиная с 14 

суток. Количество Laminin-позитивных кератиноцитов и других клеток (фибробласты и др.) в 

группе лазерного соединения на 21 сутки точках практически соответствовало значениям 

данных маркеров в интактной группы (таблица 5).  

Эффективность сочетанного использования БС и НОЦ в восстановлении целостности 

сосудистой стенки лабораторного кролика 

Перед выведением животных из эксперимента была проведена допплерография  

Таблица 5 – Иммуногистохимические реакции с антителами к Laminin в кератиноцитах 

исследуемых групп, % 

Группы 

 

Laminin, %, M±SD 

7 сутки 14 сутки 21 сутки 

Интактая кожа  86.2±0.4 

Узловой шов 51,1±0,1
a
 59,2±0,2

a
 69,2±0,2

a
 

Узловой шов +НОЦ 50,9±0,4
a
 56,7±0,2

a
 59,7±0,4

a
 

Лазерное соединение БС 65,1±0,9
b
 71,1±0,1

b
 79,1±0,4

b
 

Лазерное соединение БС+НОЦ 61,9±0,1
b
 68,1±0,5

b
 71,1±0,9

b
 

Примечания: 
a 

р < 0,05 при сравнении с интактной кожей; b р < 0,05 при сравнении с интактной 

кожей и узловым швом (критерий Крускала-Уолиса) 

 

брюшной аорты. В группе ЛО животных скорость кровотока составляла 17 ± 2 см/с. На 7 сутки 

после закрытия дефекта брюшной аорты скорость кровотока возрастала во всех группах и 

приближалась к интактным значениям только в группе ЛШ+НОЦ  (рисунок 8). К 21 суткам во 
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всех группах значений скорости кровотока не достигало значений интактного сосуда. 

Максимальная скорость кровотока была зарегистрирована в группе с УШ и составила 37,3 ± 3 

см/с, что свидетельствует о развитие сужения в области оперативного вмешательства. 

 

  

А Б 

Рисунок 8 – Диаметр  сосуда лабораторного кролика (А) и  Скорость кровотока в 

брюшной аорте кролика при использовании разных  типов соединения на 7,14 и 21 сутки; 

статистическая достоверность различий определена при помощи ANOVA, с последующим 

применением теста Тьюки 

 

При измерении диаметра просвета сосуда в области его соединения нами были получены 

следующие результаты (рисунок 8). Сопоставимого диаметра сосуда с группой ЛО животных 

на удалось добиться ни на одном сроке наблюдения. К 21 дню наблюдения в группе УШ, 

наблюдали наибольшее из всех групп сужение просвета сосуда до 17 ± 4% по сравнению с 

интактной группой, УШ+НОЦ до 15 ± 3%. В группе ЛШ и ЛШ+НОЦ до 9 ± 3% и 7 ± 4% 

соответственно. Данные результаты коррелируются с результатами определения скорости 

кровотока в брюшной аорте кроликов после восстановления сосудистой стенки к 21 суткам. 

Сила разрыва стенки интактного сосуда составила 0,062 ± 0,012 МПа. К 21 суткам 

наблюдения прочность узлового шва составляла 0,057±0,018 МПа. Орошение области узлового 

соединения спреем с НОЦ не влияло на прочностные показатели соединения на 7 и 14 сутки, 

однако приводило к восстановлению прочностных характеристик сосудистой стенке к концу 

наблюдения. Применение лазерной технологии сшивания сосудов во всех группах уступало 

узловому шву. Прочность на разрыв не восстанавливалась до уровня интактных тканей к 21 

суткам эксперимента вне зависимости от применения спрея с наноцерием. 

Макроморфологическая картина (рисунок 9) в области наложения швов у групп УШ и 

ЛШ характеризовалась разрастанием соединительной ткани вокруг зоны оперативного 

вмешательства, фиксирующего сосуд к задней брюшной стенке к 21 суткам.  
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Рисунок 9 – Патоморфологическая картина области закрытия дефекта аорты кролика 

узловым швом и лазерным воздействием с использованием БС, НОЦ на 21 сутки 

 

Спаечный процесс был меньше в группах животных, где применяли спрей, содержащий 

2% НОЦ, на область как узлового шва, так и лазерного соединения с использованием 

биологического состава.  

Микроморфологическая картина стенки брюшной аорты при узловом соединении на 14 

и 21 имела нарушение нормальной структуры сосудистой стенки, в отличие от ЛО группы. 

Также были обнаружены деформация просвета, утолщение стенки сосуда, нарушение 

целостности эндотелия, дегенерация волокон в мышечном слое. В адвентициальном слое были 

обнаружены очаги воспаления.  
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В группе ЛШ также было обнаружено нарушение нормальной структуры стенки сосуда. 

Воспаления в адвентициальном слое по сравнению с группой УШ выраженно меньше, однако, 

обращало на себя внимание наличие пигментных включений, которые были расценены как 

скопления индоцианина зеленого, входящий в биологический состав. Использование 1% НОЦ 

как при узловом шве, так и при лазерном соединении с биосоставом в большей степени влияло 

на адвентицию, снижало воспаление и патологического разрастания соединительной ткани. Бал 

по полуколичественной шкале для УШ+НОЦ составил – 5, для ЛШ+НОЦ -3.  

При окрашивании трихромом по Массону интенсивность синий окраски преобладала в 

группах УШ+НОЦ и ЛШ+НОЦ. Что свидетельствует о зрелости соединительной ткани. 

ВЫВОДЫ 

1. В диапазоне концентраций от 0,001 до 10,0 мг/мл наночастицы диоксида церия не 

оказывают цитотоксического эффекта на культуру фибробластов человека; повышение 

концентрации до 100,0 мг/мл приводит к снижению выживаемости клеток.  

2. Рост цитотоксичности НОЦ в культуре эндотелиоцитов эмбриональной пупочной 

вены при повышении концентраций до 10,0 – 100,0 мг/мл сопровождается нарастающим 

повышением продукции пероксида водорода и активных форм кислорода. Установлена прямая 

средней силы корреляционная зависимость между активностью СОД в культуре фибробластов 

и активностью реактивных форм кислорода в культуре эндотелиоцитов в сопоставимых 

концентрациях: коэффициент корреляции Спирмена составил 0, 64.  

3. Использование биологического состава, содержащего углеродные нанотрубки в 

концентрации 0,1 масс.% при лазерном воздействии в комбинации с 1% НОЦ приводит к 

повышению прочности соединения кожи к 21 суткам, сопоставимой со значениями показателя 

узлового шва. Топическое применение спрея НОЦ повышает прочность традиционного 

узлового шва кожи.  

4. В области лазерного соединения НОЦ приводит к сдерживанию воспалительно-

деструктивных изменений тканей, активирует клеточную регенерацию, а также сопровождается 

формированием более плотного контакта краев раны, повышает гомогенность шовного 

соединения  

5. Биологический состав, содержащий углеродные нанотрубки, сывороточный альбумин, 

индоцианин зелёный, воду при лазерном воздействии обеспечивает формирование надежного 

тканевого соединения, не деформирующего просвет сосуда и не нарушающему гемодинамику в 

сосуде, но уступающего по прочности интактному сосуду. Топическое использование 1% НОЦ 

снижает воспаление в области сосудистого соединения и развитие спаечного процесса в 

области оперативного вмешательства, не приводит к термическому повреждению тканей, не 

вызывает тромбообразование  
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ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

1. При доклиническом исследовании биофизических свойств наночастиц диоксида церия 

целесообразно проводить оценку внутриклеточной концентрации перекиси водорода и 

активных форм кислорода с одновременной регистрацией активности супероксиддисмутазы и 

оксида азота в культурах фибробластов и эндотелиоцитов. 

2. Для повышения эффективности и безопасности соединения краев кожной раны с 

помощью метода лазерной пайки локально на область соединения следует наносить 

наночастицы диоксида церия размером 7-16 нм в виде 1% спрея. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

БС – биологический состав, 

ИГХ – иммуногистохимия, 

ЛО – ложнооперированные 

животные, 

ЛШ – лазерный шов, 

МПа – мегапаскаль, 

НОЦ – наночастицы диоксида церия, 

СОД – супероксиддисмутаза, 

УШ – узловой шов. 


