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АННОТАЦИЯ
Цель. Характеристика морфоиммуногистохимического статуса импланта из полимолочной кислоты (ПК), расположенного в дерме.
Материалы и методы. Исследование выполнено на крысах (30 особей) с субдермальным введением препарата 
в объеме 0,05 мл. Оценку результатов проводили спустя две недели, 1 и 2 месяца после инъекции. Срезы окраши-
вали гематоксилином и эозином, по Ван-Гизону, с помощью реакции Маллори и Массона. Коллагеновые волокна 
изучали после окраски пикросириусом красным в поляризованном свете. Для определения экспрессии ИГХ марке-
ров использовали моноклональные антитела СД68 и антитела к виментину. 
Результаты. Показано, что темп синтеза коллагена на различных участках дермы разнится. Так вокруг импланта 
имеет место резкое увеличение обьема волокнистого компонента, а в самом импланте – лишь тенденция к уве-
личению синтеза. При этом увеличение объёма экстрацеллюлярного матрикса связано с коллагеном I и III типов. 
Заключение. Выявленная активация синтеза коллагена фибробластами может быть использована в качестве ре-
гулятора объема матрикса, что весьма актуально для современной регенеративной медицины.
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ABSTRACT
Aim. The study was conducted for the characteristics of the morphoimmunohistochemical status of the implant from 
polylactic acid (PLA) located in the dermis.
Materials and methods. The study was performed on rats (30 individuals) with subdermal administration of the drug in 
a volume of 0,05 ml. The results were evaluated after two weeks, 1 and 2 months after the injection. The sections were 
stained with hematoxylin and eosin, according to Van Gieson, with the help of Mallory and Masson reaction. Collagen fibers 
were studied after the staining with picrosirius red under polarized light. Monoclonal antibodies of CD 68 and antibodies to 
vimentin were used to determine the expression of immunohistochemical markers.
Results. It is shown that the rate of collagen synthesis varies in different parts of the dermis. There is a sharp increase in 
the volume of the fibrous component around the implant, and there is only a tendency to increase in the synthesis in the 
implant itself. In this case, the increase in the volume of the extracellular matrix is   associated with type I and III collagen. 
Conclusion. The detected activation of collagen synthesis by fibroblasts can be used as a regulator of the volume of the 
matrix, which is very important for the modern regenerative medicine.

Keywords: dermis, polylactic acid, implant, filler, neocollagenogenesis in the dermis

Âведение
Современная регенеративная медицина ак-

тивно использует методы клеточной терапии для 
стимуляции процессов регенерации, а также для 
восстановления функции тканей в условиях их 
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повреждения. При этом наиболее эффективны-
ми считаются клетки фибробласты, реализующие 
способность к дифференцировке в нескольких на-
правлениях [1, 2, 3]. Трафик фибробластов в ме-
сто повреждения и их участие в регенеративном 
процессе может проходить по типу естественного 
ответа, присущего фибробласту – это активация 
синтеза компонентов экстрацеллюлярного матрик-
са и, прежде всего, коллагена. При этом продук-
ция коллагена в дерме регулируется структурным 
состоянием ее экстрацеллюлярного матрикса. 
Многочисленные исследования, проводимые кос-
метологической медициной, направлены, прежде 
всего, на изучение механизма активации старею-
щей дермы, когда инъекция филлера стимулирует 
локальную пролиферацию фибробластов, вклю-
чая значительное число реакций, приводящих к 
увеличению механической силы дермы [4, 5].

Рассматриваемая нами проблема синтеза кол-
лагена фибробластами (неоколлагеногенез) – это 
не только частный случай изменения объема дер-
мы, но и перспектива возможности регулирования 
заданного количества продуцируемого экстрацел-
люлярного матрикса.

Среди значительного числа филлеров, исполь-
зуемых для изменения объема мягких тканей, 
особое внимание привлекают биодеградирующие 
синтетические полимеры, разработанные на осно-
ве α-полимолочной кислоты, клинический эффект 
которой реализуется за счет развития контролиру-
емого воспаления с медленным разрушением вво-
димого импланта и отложением в ткани коллагена 
[6]. 

Цель исследования: характеристика мор-
фоиммуногистохимического статуса импланта из 
полимолочной кислоты (ПК), расположенного в 
дерме. 

Материалы и методы
В настоящем исследовании для изучения эф-

фекта стимуляции фибробластов дермы мы ис-
пользовали препарат полимолочной кислоты 
(AestheFill, Korea), который интерпретируется как 
биологически совместимый компонент, не вызы-
вающий отторжения, обладающий механическими 
свойствами, которыми можно управлять. Этот про-
дукт полностью резорбируется и элиминируется 
из организма естественным путем [7]. 

Объектом исследования послужили беспород-
ные крысы-самцы весом 200-250 г. (30 особей, 
ПЛЖ «Рапполово» Ленинградской области). Экс-
перимент проводился с разрешения Этического 
комитета ФГБОУ ВО КубГМУ Минздрава России 
с соблюдением «Правил проведения работ с ис-
пользованием экспериментальных животных». 
Крыс содержали в стандартных условиях с кон-
тролируемым режимом температуры и свободным 
доступом к воде и пище. Всем животным вводили 
препарат полимолочной-α-кислоты субдермально 
в объеме 0,05 мл в заднюю часть шеи (холку). В 

группе интактных животных (контроль) использо-
вали стерильный физиологический раствор в той 
же дозе. Оценку результатов проводили спустя две 
недели, 1 и 2 месяца после инъекции. Для мор-
фологического изучения использовали биоптаты 
кожи, которые подвергали стандартной гистологи-
ческой обработке. Полученные срезы окрашивали 
гематоксилином и эозином, по Ван-Гизону, а также 
с помощью реакций Маллори и Массона [8]. Для 
типирования фибриллярных структур дермы ис-
пользовали окраску пикросириусом красным [9] с 
последующим изучением микропрепаратов в по-
ляризованном свете при скрещенном анализаторе 
и поляризаторе микроскопа МП-8, где превалиро-
вание красного спектра в поляризованном свете 
интерпретировали как показатель наличия колла-
гена I типа, а превалирование зеленого спектра – 
как факт присутствия коллагена III типа. Изучение 
количественного соотношения коллагенов I и III 
типа в препаратах, окрашенных с пикросириусом 
красным, проводили, используя автоматизиро-
ванный морфометрический метод определения 
содержания компонентов внеклеточного матрикса 
и количественной оценки ядерных антигенов [10]. 

С целью определения экспрессии ИГХ мар-
керов использовали моноклональные антитела 
СД68 (LabVision), виментин (LabVision) и системы 
визуализации Ultra Vision LP (LabVision). Иссле-
дование проводили на серийных парафиновых 
срезах толщиной 4 мкм с полилизиновым покры-
тием. Постановку гистохимической реакции осу-
ществляли согласно протоколам, прилагаемым к 
используемым антителам. Для завершения окра-
шивания осуществляли фоновое контрастирова-
ние срезов Hematoxylin II (Roshe, Швейцария). С 
целью контроля окраски использовали эталоны 
позитивных и негативных образцов. Для морфо-
метрической характеристики доли объема аморф-
ного и волокнистого компонентов дермы и имплан-
та использовали микропрепараты, окрашенные по 
Ван-Гизону. При этом микрофотографии в форма-
те TIF получали с помощью цифровой камеры для 
микроскопии DCM 310 и программы Scion Image. 
Соотношение аморфного и волокнистого компо-
нента рассчитывали как процент площади виде-
оизображения микропрепарата при увеличении 
40х10. Измеряемая площадь составляла 100х100 
пиксел компьютерного монитора класса SVGA при 
его разрешении 600х800 пикселей. Все цифровые 
данные подвергались статистической обработке 
по программе Microsoft Excell.

Результаты и обсуждение
Изучение микропрепаратов после инъекции по-

лимолочной кислоты (ПК) в субдермальную зону в 
срок, соответствующий 2 неделям, показало, что 
при окраске стандартными гистологическими кра-
сителями участок введения четко типируется за 
счет окружающей его капсулы. Она сформирована 
рыхлой соединительной тканью с большим коли-
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чеством кровеносных сосудов с явлением стаза. 
На наружной стороне капсулы, обращенной к при-
лежащим тканям, типируется большое число кол-
лагеновых волокон. В некоторых случаях различия 
в толщине капсулы, окружающей имплант, отсут-
ствуют. С пролонгированием срока наблюдения до 
1 месяца в центре импланта появляются группы 
коллагеновых волокон, разделяющих его на от-
дельные территории. Структура этих прослоек со-
ответствует капсуле, окружающей имплант. В зоне 
самого импланта типируются различного размера 
вакуоли, окруженные моноцеллюлярным слоем. 
Форма вакуолей, окружающих микросферы с ПК, 
различна, в некоторых из них видно оксифильно 
(или базофильно) окрашенное содержимое. Меж-
ду микро-сферами располагаются элементы ма-
трикса с достаточно большим коли-чеством кле-
ток, различных по форме (уплощенные, округлые) 
и величине. С удлинением срока наблюдения до 
2-х месяцев происходит снижение размеров им-
планта и уменьшение объема полости микросфер.

Морфометрия объема волокнистого и аморф-
ного компонентов на участках импланта и дермы, 
прилежащей к нему, показали, что для импланта 
соотношение названных компонентов меняется 
лишь ко 2-му месяцу наблюдения с увеличением 
объема фибриллярного компонента до 34,2±1,4 
(24±2,1 в контроле) при р<0,05. На участке дермы 
над имплантом объем волокнистого компонента 
также нарастает, составляя 31,1±1,4, и это разли-
чие по отношению к норме статистически досто-
верно (р <0,001). Объем аморфного компонента в 
этих условиях снижается.

Результаты выявления коллагенов I и III типов 
в окраске пикросириусом красным и последую-
щая поляризационная микроскопия показали, что 
спустя 2 недели после введения ПК в зоне вокруг 
импланта дифферен-цируется капсула. При этом 
капсула содержит волокна, которые обнаружива-
ют свечение от желтого к красному спектру, что 
указывает на присутствие в ней коллагена I типа. 
Более тонкая наружная капсула с короткими фи-
бриллами дает свечение красного и желтого цве-
тов, последний в виде «штрихов». Спустя 1 месяц 
после введения импланта, эффект свечения в 
зоне капсулы сохраняется с превалированием в 
ее составе коллагена I типа. Однако во внутрен-
ней части этой капсулы появляются волокна зеле-
ного цвета, что указывает на присутствие коллаге-
на III типа (рис. 1).

Через 2 месяца внутри импланта появляются 
волокна, обнаруживающие свечение красного, 
желтого и зеленого цветов, но эти волокна доста-
точно короткие. Местами типируются микросфе-
ры, ограниченные желто-красны-ми волокнами, 
формирующими стенку отдельных микросфер. 
Результаты морфометрического изучения доли, 
занятой коллагеном I и III типов, показали, что в 
срок, соответствующий 2 неделям после инъек-
ции, капсула, окружающая имплант на поверхно-

сти, обращенной к дерме (внутренняя), содержит 
17,2 % коллагена III типа и 82,8 % – I типа. Наруж-
ная капсула обнаруживает сочетание этих типов 
коллагена 31,7 % и 68,27 % соответственно.

Участок дермы над имплантом характеризует-
ся присутствием изученных коллагенов в равных 
соотношениях: первого 48,6 % и третьего типа – 
51,4%. С удлинением срока наблюдения в зоне 
внутренней части капсулы изменения типов кол-
лагена связаны с увеличением доли коллагена III 
типа (41,08 %) и снижением содержания коллагена 
I типа (58,92 %). В тоже время соотношение этих 
коллагенов на участке наружной капсулы практи-
чески не меняется. На участке дермы с удлине-
нием срока наблюдения соотношение изученных 
типов коллагена сохраняется.

При иммуногистохимическом обнаружении ви-
ментина спустя 2 недели после инъекции в зоне 
импланта выявляется большое число микросфер, 
стенки которых окрашены в темно-коричневый 
цвет. Между микросферами видны диффузно 
окрашенные округлые или вытянутые клетки, ин-
тенсивность реакции высокая. В стенке кровенос-
ных сосудов окрашены эндотелиальные клетки.

На участке дермы, находящейся над поверх-
ностью импланта, в зоне сосочкового слоя выяв-
ляется большое количество уплощенных отрост-
чатых клеток, окрашенных в темно-коричневый 
цвет. Клетки этого типа инфильтрируют все участ-
ки дермы и стенки кровеносных сосудов. Спустя 
один месяц, число интенсивно окрашенных клеток 
в зоне и сосочкового, и сетчатого слоев нарастает.

Для зоны импланта характерно нарастание 
уровня содержания виментина во всех его струк-
турных компонентах: в отростчатых клетках, в 
зоне вокруг сосудов, в клетках между микросфе-
рами. При этом реакцию обнаруживают перифе-
рическая часть импланта, в центральной его части 
упомянутые компоненты не окрашены (рис. 2). 

Рис. 1. Участок дермы через 1 месяц после введения 
импланта. Коллагены I и III типов в окраске пикросириусом 
красным. Поляризационная микроскопия. (Об.40×; Ок.10×) 

Fig. 1. Section of the dermis 1 month after the implantation. 
Collagen types I and III in the staining with picrosirius red. 
Polarization microscopy. (O.40×; Ok.10×)



117

Kubanskij nauchnyj m
edicinskij vestnik  2018;  25 (6)

Через 2 месяца при иммуногистохимическом 
выявлении виментина в зоне дермы над имплан-
том количество положительно окрашенных клеток 
снижается, но сохранившиеся клетки обнаружива-
ют такую же интенсивную реакцию. Имплант окра-
шивается по всей площади, сохраняя очень интен-
сивную реакцию, в нем окрашиваются оболочки 
микросфер, их содержимое, расположенные меж-
ду микросферами клетки, сосуды и встречающие-
ся гигантские клетки инородных тел (рис. 3). 

В клетках этого типа много ядер, они типиру-
ются как пустоты на фоне интенсивно окрашенной 
цитоплазмы.

При избирательном выявлении макрофагов с 
CD68 оказалось, что спустя 2 недели клетки это-
го типа в зоне импланта отсутствуют,однако их 
доста-точно много в зоне дермы над имплантом. 
Располагаются они в основном между кровенос-
ными сосудами. Спустя 1 месяц клетки с CD68 
смещаются в зону границы сосочкового и сетчато-
го слоев дермы. Содержимое их имеет вид гранул, 
окрашивающихся умеренно. 

Единичные клетки появляются и в самом им-
планте. К концу второго месяца клетки, экспресси-
рующие CD68, удается увидеть лишь в дерме над 
имплантом.

Полученные данные показали, что спустя две 
недели после инъекции полимолочной кислоты 
имплант уже отграничен от зоны дермы капсулой. 
С учетом данных литературы, за этот срок на по-
верхности биоматериала и вокруг него происходит 
каскад реакций, связанных с адсорбцией и десор-
бцией белков крови, что, в конечном счете, приво-
дит к формированию «временной матрицы» с на-
бором веществ, обеспечивающих в дальнейшем 
реакцию ткани на инородное тело, а затем и про-
цесс заживления [7, 11]. Исходом такой реакции 
следует считать факт формирования биологиче-

ской системы, способной к модуляции активности 
макрофагов, а также к пролиферации и активации 
фибробластов, задействованных в воспалитель-
ной реакции, а затем и в процессе заживления.

Начало образования грануляционной ткани 
относится к концу 2-й недели, то есть к изучен-
ному нами сроку наблюдения. При этом, между 
микро-сферами ПК появляются фибробласты, 
капилляры и отдельные кол-лагеновые волокна. 
Изменения прослеживаются и в зоне импланта, 
и в дерме над ним. Так, на второй неделе после 
введения импланта, вокруг него появляется сое-
динительнотканная капсула с преимущественным 
содержа-нием коллагена I типа. В зоне импланта 
вокруг микросфер формируется капсула, образо-
ванная одним слоем уплощенных клеток. Между 
микросферами много клеток макрофагального 
типа. На участке дермы, прилежащем к импланту, 
появляются фибробласты. 

Спустя 1 месяц имплант содержит уже до 40 % 
микросфер, а остальной объем составляет сфор-
мированная грануляционная ткань. При этом ми-
кросферы импланта полностью инкапсулированы, 
оболочка их сформирована фиброцитами и кол-
лагеновыми волокнами. Число макрофагов снижа-
ется. Можно считать, что имплант стимулирует вы-
работку коллагена, который не только окутывает 
микросферы, но и формирует капсулу импланта. 

Полимолочная кислота стимулирует процесс 
неоколлагеногенеза, при этом механизм ее дей-
ствия сопоставим с индуцированием воспали-
тельной реакции. Одним из этапов этого воспа-
ления может служить эффект инкап-сулирования 
микросфер за счет синтеза фибробластами кол-
лагена [12]. Эти данные перекликаются с резуль-
татами исследований, проведенных Lamperle et al 
[13]. Авторы утверждают, что инъекция ПК может 
сформи-ровать «живой скафолд», в котором про-

Рис. 2. Зона введения ПК, видны микросферы, окружен-
ные макрофагами и фибробластами, положительно окра-
шенные на виментин. Иммуногистохимическая реакция 
(Об.20×; Ок.10×). 

Fig. 2. The zone of introduction of polylactic acid, micro-
spheres surrounded by macrophages and fibroblasts, posi-
tively stained for vimentin, are visible. Immunohistochemical 
reaction (О.20×; Ok.10×).

Рис. 3. Зона введения ПК, видны микросферы и гигант-
ские клетки инородных тел положительно окрашенные 
на виментин. Иммуногистохимическая реакция (Об.20×; 
Ок.10×).

Fig. 3. The zone of introduction of polylactic acid, mi-
crospheres and giant cells of foreign bodies are positively 
stained for vimentin. Immunohistochemical reaction (Ob.20×; 
Oks.10×).
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цесс синтеза соединительной ткани с постоянным 
клеточным обновлением интегрируется с доста-
точно хорошим кровоснабжением.

Характер участия макрофагов c CD68 в разы-
грывающемся процессе может быть представлен 
как один из ранних этапов реакции на инородное 
тело [14, 15]. Последующее участие макрофагов 
в ремоделировании экстрацеллюлярного матрик-
са дермы, скорее всего, связано с секрецией ими 
белков c формированием фиброза. Отдельные 
макрофаги объединяются в гигантские клетки ино-
родного тела, и этот эффект можно интерпретиро-
вать как макрофагальная реакция с пролонгиро-
ванным механизмом удаления инородного тела.

Заключение
На участке дермы, прилежащей к импланту, 

эффект индукции проявляется увеличением чис-
ла фибробластов и уровня содержания в них ви-
ментина. Фибробласты заполняют не только со-
сочковый, но и сетчатый слои дермы, их много и 
вокруг волосяных фолликулов. При этом высокое 
содержание виментина удерживается до двух ме-
сяцев, а затем снижается. Фибробласты с высо-
ким уровнем содержания виментина характерны 
для сосочкового слоя, а с низким или умеренным – 
для сетчатого. В некоторых случаях фибробласты, 
нагруженные виментином, мигрируют в зону эпи-
дермиса, достигая в нем зернистого слоя. В свя-
зи с имеющимися в литературе данными [3] роль 
этих промежуточных филамент для фибробласта 
видится в активации их пролиферации, а также в 
синтезе ими фактора TGF-β1. Все описанные из-
менения позволяют считать участие ПК в синтезе 
коллагена. 

Таким образом, выявленная активация синтеза 
коллагена фибробластами может быть использо-
вана в качестве регулятора объема матрикса, что 
весьма актуально для современной регенератив-
ной медицины.
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