
75

Журнал клинической и экспериментальной ортопедии им. Г.А. Илизарова Том 24, № 1, 2018 г.

Экспериментальные исследования

 Щудло Н.А., Варсегова Т.Н., Сбродова Л.И., Щудло М.М. Влияние микроинъекций обогащённой тромбоцитами плазмы на 
приживление и гистоструктуру продлённых кожно-фасциальных лоскутов с осевым кровоснабжением // Гений ортопедии. 
2018. Т. 24. № 1. С. 75-80. DOI 10.18019/1028-4427-2018-24-1-75-80

© Группа авторов, 2018

УДК 591.111.1-003.93:[616.5+616.75]-089.843-073.43-092.9

DOI 10.18019/1028-4427-2018-24-1-75-80

Влияние микроинъекций обогащённой тромбоцитами плазмы 
на приживление и гистоструктуру продлённых 

кожно-фасциальных лоскутов с осевым кровоснабжением 
Н.А. Щудло, Т.Н. Варсегова, Л.И. Сбродова, М.М. Щудло

Федеральное государственное бюджетное учреждение 
«Российский научный центр «Восстановительная травматология и ортопедия» им. акад. Г.А. Илизарова»  

Министерства здравоохранения Российской Федерации, г. Курган, Россия

Effect of platelet-rich plasma microinjections on the healing and histostructure of 
extended fasciocutaneous flaps based on axial blood supply

N.A. Shchudlo, T.N. Varsegova, L.I. Sbrodova, M.M. Shchudlo
Russian Ilizarov Scientific Center for Restorative Traumatology and Orthopaedics, Kurgan, Russia

Цель. Выявление возможного влияния обогащённой тромбоцитами плазмы на приживление и гистоструктуру продлённых кожно-фасциальных 
лоскутов с осевым кровоснабжением. Материалы и методы. У 24 крыс на основе поверхностной нижней эпигастральной артерии (SIEA) 
сформирован лоскут, продлённый в краниальную сторону, по шаблону площадью 18 см2. Клипированием бедренной артерии у места отхождения 
SIEA моделировали временную (полуторачасовую) ишемию, затем лоскут был реперфузирован и реплантирован. После операции выполнено 
6 равномерно распределённых по площади лоскута субдермальных микроинъекций (по 0,1 мл) обогащённой тромбоцитами плазмы, в группе 
сравнения – аналогичные инъекции физиологического раствора. Контроль – лоскуты без инъекций. Условная норма – контралатеральные участки 
кожи. Через 12 дней после операции животные эвтаназированы. Методы: компьютерная планиметрия, гистоморфометрия, иммуногистохимия. 
Результаты. По сравнению с нелеченым контролем и плацебо достигнуто более чем десятикратное уменьшение площади дефектов эпидермиса, 
связанных с замедленным раневым заживлением и некротическими осложнениями. Полиморфноклеточная инфильтрация дермы в условиях 
применения микроинъекций ОТП по сравнению с контролем уменьшилась в 1,7 раза, численная плотность капилляров субпапиллярного 
сплетения увеличилась вдвое, а количество сосочков дермы – в 1,5 раза. Обсуждение. Усиление капилляризации поверхностных структур кожи 
протекало на фоне торможения воспалительных реакций и, вероятно, было обусловлено прямым действием ростовых факторов тромбоцитов 
на эндотелиальные клетки. Вывод. Микроинъекции обогащённой тромбоцитами плазмы позволяют эффективно профилактировать частичный 
некроз продлённого кожно-фасциального лоскута с осевым кровоснабжением, ускоряют эпителизацию раны по периметру лоскута, 
поддерживают нормопластическое состояние эпидермиса. Значимого влияния препарата на состояние глубоких структур лоскута (подкожную 
жировую клетчатку и придатки кожи) не отмечено.
Ключевые слова: васкуляризованный кожно-фасциальный лоскут, обогащённая тромбоцитами плазма, ангиогенез

Purpose To reveal a possible effect of platelet-rich plasma (PRP) on healing and histostructure of extended fasciocutaneous flaps with axial blood supply 
Materials and methods A flap based on the superficial inferior epigastric artery (SIEA) and extended to the cranial side according to a template with an 
area of 18 cm2 was produced in 24 rats. After one-and-half hour femoral artery clipping for temporary ischemia, it was re-perfused and re-planted at the site 
of SIEA origination. After the operation, six microinjections of platelet-rich plasma (0.1 ml) were performed subdermally that were equally distributed on 
the flap. Comparison group had injections of saline in the similar number and zones. Control group had flaps without injections. Reference norm sites were 
skin contralateral areas. Twelve days after the operation, the animals are euthanized. Methods of the study were computer planimetry, histomorphometry, 
and immunohistochemistry. Results When compared with the control and placebo groups, a more than ten-fold reduction in the area of epidermal defects 
that were associated with delayed wound healing and necrotic complications was achieved. Polymorphic cell infiltration of the dermis decreased 1.7 times 
under the conditions of PRP microinjections when compared with the control group. Numerical density of capillaries in the subpapillary plexus doubled, and 
the number of dermal papillae increased 1.5 times. Discussion Enhancement of capillarization of the superficial skin structures proceeded with inhibition 
of inflammatory reactions and was probably caused by direct action of growth factors of platelets on endothelial cells. Conclusion PRP microinjections 
are able to effectively prevent partial necrosis of the extended fasciocutaneous flap based on axial blood supply, accelerate epithelization of the wound 
along the flap perimeter, and maintain the normal plasticity of the epidermis. There was no significant effect of the drug on the state of deep flap structures 
(subcutaneous fat and skin appendages).
Keywords: vascularized fasciocutaneous flap, platelet-rich plasma, angiogenesis

ВВЕДЕНИЕ

Лоскуты с осевым кровоснабжением широко исполь-
зуются в реконструктивной хирургии и травматологии-
ортопедии [1]. При их пересадках осложнения в виде 
частичного некроза встречаются в 7–20 % случаев, при 
транспозициях – в 20–30 % [2]. Основные причины не-
кроза – повреждения сосудистой ножки, недостаточная 
васкуляризация наиболее удалённых от неё участков, 
микротромбозы кровоснабжающих сосудов, активация 

провоспалительных медиаторов. Для разработки ме-
тодов превентивного лечения этих осложнений иссле-
довались гипербарическая оксигенация, ишемическое 
прекондиционирование, фармакологическая поддержка, 
а также применение биомолекулярных регуляторов – 
факторов роста [3, 4]. Множество ростовых факторов 
и цитокинов, играющих важную роль в раневом за-
живлении и приживлении, содержится в препаратах 
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обогащённой тромбоцитами плазмы (ОТП); среди них 
PDGF – тромбоцитарный фактор роста; TGF-β – транс-
формирующий фактор роста β, IGF-I – инсулиноподоб-
ный фактор роста I типа, PDEGF – эндотелиальный 
фактор роста тромбоцитов, PDAF – тромбоцитарный 
фактор ангиогенеза, VEGF – фактор роста сосудистого 
эндотелия [5]. Возможность изготовления препаратов 
ОТП из аутологичной крови обеспечивает безопасность 
и экономичность метода. Обзоры по применению ОТП 
в пластической хирургии свидетельствуют о положи-
тельном влиянии её применения на раневое заживле-
ние, приживление жировых и костных трансплантатов; 
помимо стимуляции регенерации отмечено уменьшение 

отёка, экхимоза и болевого синдрома [6]. В единичных 
публикациях отмечено улучшение приживления кож-
ных лоскутов с рандомическим типом кровоснабжения 
под влиянием инъекций ОТП, опосредованное усилени-
ем экспрессии матричных РНК проангиогенных генов 
[7]. Неизвестно, как влияет ОТП на приживление кож-
но-фасциальных лоскутов с осевым типом кровоснаб-
жения, в том числе в тех случаях, когда их площадь пре-
вышает территорию кровоснабжающей артерии.

Цель исследования – выявление возможного влия-
ния обогащённой тромбоцитами плазмы на приживле-
ние и гистоструктуру продлённых кожно-фасциальных 
лоскутов с осевым кровоснабжением. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Эксперименты проведены на 24 крысах-самцах ли-
нии Вистар (вес от 380 до 560 г, возраст 8–12 месяцев) 
с соблюдением требований Приказа МЗ РФ № 267 от 
19.06.2003. Под общим наркозом в асептических усло-
виях операционной формировали и репонировали кож-
но-фасциальный лоскут на основе a. epigastrica inferior 
superficialis (SIEA) с использованием шаблона размера-
ми 3×6 см. Выкраивание лоскута выполнено скальпелем 
по ориентирам: медиальный край – отступя 0,5 см от 
белой линии живота, краниальный – по нижнему краю 
рёберной дуги, каудальный – параллельно краниально-
му, отступая от него на 6 см, латеральный – параллельно 
медиальному в 3 см от него. Питающую ножку (SIEA, 
сопровождающие вены и нервы) выделяли с окружаю-
щими тканями. Краниальная часть лоскута относилась 
к ангиосому a. thoracica lateralis и после формирова-
ния лоскута не перфузировалась ею (рис. 1, а, б). Мо-
делирование релевантной клиническим операциям по 
пересадке и транспозиции лоскутов полуторачасовой 
ишемии выполнено путём клипирования питающей ар-
терии в течение 90 минут. Крысы были рандомически 
распределены на 3 группы: негативный контроль – без 
терапевтических воздействий на процесс приживления 
(n = 10), группа сравнения – 6 микроинъекций физио-
логического раствора по 0,1 мл, равномерно распреде-
лённых (рис. 1, в) по площади лоскута (n = 8), опытная 
группа – аналогичные инъекции ОТП (n = 6). 

С целью получения аутогенной ОТП крысам опыт-
ной группы за полчаса до операции вводили подкожно 
в область холки 2 мл физиологического раствора, а за-
тем из хвостовых вен забирали 2 мл крови, которую по-
мещали в вакутайнеры с 3,2 % цитратом натрия. Кровь 

центрифугировали со скоростью 1500 оборотов/мин. 
в течение 15 минут при комнатной температуре. Из 
вакутайнера в инсулиновый шприц с иглой отбирали 
преимущественно надосадочные слои плазмы в коли-
честве 0,6 мл.

Через 12 дней после операции крыс эвтаназиро-
вали. В масштабированных полноцветных цифровых 
изображениях кожной поверхности лоскутов методом 
компьютерной планиметрии определена степень их 
контракции (% от площади шаблона). Состояние ло-
скутов оценивали визуально и стереологически – по 
результатам расчета доли (%) дефектов эпидермиса в 
площади лоскута методом точкосчетной планиметрии. 

Для гистологического исследования иссекали стан-
дартные фрагменты лоскутов у крыс контрольной и 
опытной групп. Условная норма (позитивный кон-
троль) – образцы контралатеральных участков кожи. 
Парафиновые срезы толщиной 5–7 мкм окрашивали по 
ван Гизону и гематоксилином-эозином, часть помеща-
ли на стёкла с адгезивным покрытием (поли-L-лизин), 
определяли экспрессию белков ki-67 (маркёра проли-
ферации) и vWF (маркёра эндотелиоцитов) по прото-
колу фирмы-производителя с использованием систем 
визуализации Novolink Polymer (Novocastra, Вели-
кобритания). Препараты изучали с помощью стере-
омикроскопа «AxioScope.A1» с цифровой камерой 
«AxioCam» (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Герма-
ния). Гистоморфометрия выполнена в компьютерной 
программе «ВидеоТесТ Мастер-Морфология, 4.0», 
статобработка – в программе Attestat 9.3.1 (разработ-
чик – И.П. Гайдышев) с применением критериев Ман-
на-Уитни и интервального критерия рандомизации. 

Рис. 1. Схема эксперимента: а – клипирование артерии, питающей продлённый лоскут с осевым кровоснабжением; б: А – ангиосом-
ная, М – межангиосомная части лоскута; в – топография субдермальных микроинъекций ОТП (в опытной группе) и физиологическо-
го раствора (в группе сравнения)
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Количество тромбоцитов в полученных образцах 
ОТП составляло от 900000 до 1174000/мкл (в среднем 
превышало вдвое их содержание в нативной перифе-
рической крови, которое варьировало от 475000 до 
615000/мкл).

В первую неделю после операции опытная группа 
отличалась от контроля и плацебо менее выраженным 
послеоперационным отёчно-воспалительным синдро-
мом, более быстрым восстановлением ориентировоч-
но-исследовательского рефлекса и двигательной актив-
ности. К 12 суткам после операции в опытной группе 
у всех животных отмечены незначительные признаки 
неполного раневого заживления (табл.1), но некроти-
ческих осложнений не наблюдалось ни у одного, что 
значимо отличало её от групп без фармакологических 
воздействий (p < 0,05 по критерию Барнарда). 

Доля дефектов эпидермиса в площади лоскутов со-
ставила в среднем 13,72 ± 9,17 % в контрольной группе, 
в группе плацебо – 11,33 ± 3,68 %, а в группе ОТП – 
0,95 ± 0,25 %. Разница контроля и плацебо по этому па-
раметру не достигла уровня статистической значимости, 
опыт значимо отличался от контроля и плацебо (p < 0,05).

Примеры исходов реплантации продлённого SIEA-
лоскута крыс через 12 дней после полуторачасовой 
ишемии-реперфузии в группе сравнения и в опытной 
группе представлены на рис. 2 и 3. Визуальные меж-
групповые отличия раневого заживления заключают-
ся в том, что в контроле и в группе сравнения у крыс с 
замедленным заживлением преобладают незажившие 
межшовные промежутки (рис. 2, в), а в опытной груп-
пе при практически полном заживлении межшовных 
промежутков остаются незажившими лигатурные ка-
налы (рис. 3, б).

Микропрепараты животных опытной группы ви-
зуально отличались от контроля признаками активной 
эпителизации раны по периметру лоскута (рис. 4, а), 
хорошей сохранностью сосочков и капилляров дермы, 
умеренными постишемическими изменениями гипо-
дермы (рис. 4, б) Вариативность размеров адипоцитов 
гиподермы, участки её полиморфноклеточной инфиль-
трации и фиброзного замещения были более выраже-
ны в контроле. Состояние эпидермиса в разных участ-
ках лоскута варьировало (рис. 4, в) как в опыте, так и в 
контроле, что определялось состоянием дермы. 

Рис. 2. Варианты исходов реплантации лоскутов в группе сравнения (инъекции физиологического раствора): а – некроз межангиосом-
ной зоны; б – выраженный краевой некроз; в – неполное раневое заживление межшовных промежутков

Таблица 1
Исходы реплантации продлённого лоскута с осевым кровоснабжением через 12 суток после операции

Критерий/группа Полное приживление 
и раневое заживление

Дефекты заживления и приживления
неполное раневое 

заживление
+ краевой некроз 
(эпидермолизис)

+ некроз 
межангиосомной зоны

ОТП (n = 6) 0 6 0 0
Контроль (n = 10) 1 3 5 1
Плацебо (n = 8) 0 3 5 2

Рис. 3. Варианты исходов реплантации лоскутов в опытной группе (инъекции ОТП): а – участок неполного раневого заживления в 
межшовном промежутке (толстая стрелка); а, б, в –– неполное раневое заживление лигатурных каналов (тонкие стрелки)
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Рис. 4. Фрагменты парафиновых срезов прижившихся лоскутов в опытной группе: а – эпителизация раны по периметру лоскута, б – 
умеренные постишемические изменения гиподермы, в – изменения выраженности слоёв эпидермиса в разных участках среза лоскута

Сохранность папиллярного сосудистого сплете-
ния и, соответственно, выраженность сосочков дермы 
предопределяли нормопластическое состояние эпи-
дермиса, которое характеризовалось наличием 5–6 
клеточных слоёв и локализацией фигур митоза и ki-67-
позитивных клеток в базальном слое. В участках атро-
фии сосочков дермы эпидермис истончался за счёт 
уменьшения количества клеточных слоёв и размеров 
клеток, в базальном слое не только уменьшалось ко-
личество пролиферирующих клеток, но и появлялись 
пикнотичные ядра. В участках фиброзного постнекро-
тического замещения дермы происходило утолщение 
(гиперплазия) эпидермиса за счёт увеличения количе-
ства слоёв шиповатых, а иногда и зернистых клеток 
(постпролиферационный акантоз и гипергранулёз). 
Гистограммы распределения частоты промеров тол-
щины эпидермиса (рис. 5) позволяют обнаружить, что 
контрольная группа характеризуется большим пред-
ставительством гипотрофичного эпидермиса (первый 
класс, 40 % против 21 % в опытной группе), в опытной 
группе встречается чаще нормотрофичный эпидермис 
(второй класс, 64 % в опыте и только 41 % в контро-
ле). Суммарная частота гипертрофичного эпидермиса 
в опыте составляет 15 %, а в контроле 19 %, причём 

в контроле 8 % промеров приходится на классы, где 
толщина эпидермиса в два–три раза превышает норму.

По сравнению с контролем в опытной группе уве-
личены средняя толщина эпидермиса – на 8,7 %, коли-
чество сосочков дермы в 1 мм длины среза – на 56,5 %, 
численная плотность капилляров дермы – на 94,9 %, 
толщина гиподермы – на 38,5 %, при этом клеточность 
дермы уменьшена на 40,3 % (табл. 2). 

Рис. 5. Частотное распределение промеров толщины эпи-
дермиса в контроле и опытной группе (ОТП): абсциссы – 
размерные диапазоны (мкм), ординаты – частота диапазо-
нов (%)

Таблица 2
Гистоморфометрические характеристики кожи лоскутов

Группа Параметр (М ± m)
негативный контроль ОТП условная норма

Толщина (мкм)
эпидермиса 16,12 ± 0,61 17,53 ± 0,24*! 22,14 ± 1,90
дермы 543,43 ± 7,38 533,36 ± 6,58 527,08 ± 19,22
гиподермы 200,69 ± 3,40 278,01 ± 4,63*! 351,03 ± 42,82
Количество
сосочков дермы (в 1 мм длины среза) 5,89 ± 0,37 9,22 ± 0,64*! 12,82 ± 0,40

Численная плотность (в мм2 площади)
клеток дермы 2112,25 ± 354,05 1261,11 ± 66,81* 1285,57 ± 110,93
придатков кожи 16,69±1,95 18,80 ± 2,67 37,54 ± 5,70
капилляров дермы 34,87±5,13 67,95 ± 7,03*! 32,53 ± 2,69
капилляров гиподермы 111,33±9,18 108,73 ± 7,23 113,85 ± 9,24

Примечание: * – различия между опытом и контролем, ! – различия между опытом и условной нормой достоверны по критерию Вилкоксона 
для независимых выборок (р < 0,05).

ДИСКУССИЯ

Как свидетельствует анализ литературы, в боль-
шинстве исследований эффектов ОТП, выполненных 
на животных, для её получения использовался двух-
этапный протокол центрифугирования, содержание 
тромбоцитов в полученном препарате было в 2,46–6,9 

раза больше, чем в крови [6]. В клинических исследо-
ваниях нередко применяют одноэтапный протокол цен-
трифугирования на обычной лабораторной центрифуге 
[6, 8], что исключает затраты на приобретение специа-
лизированного оборудования и расходных материалов, 
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но в то же время позволяет получить ОТП с эффектив-
ной концентрацией тромбоцитов порядка 1 млн./мкл. 
Меньшая концентрация обеспечивает субоптимальные 
эффекты, а большая может привести к ингибированию 
регенераторных процессов [9].

В выполненном нами исследовании при одно-
этапном протоколе центрифугирования концентрация 
тромбоцитов в ОТП превысила вдвое их концентрацию 
в крови. По сравнению с нелеченым контролем и пла-
цебо достигнуто более чем десятикратное уменьшение 
площади дефектов эпидермиса, связанных с замедлен-
ным раневым заживлением и некротическими ослож-

нениями. Как показало гистологическое исследование, 
полиморфноклеточная инфильтрация дермы в услови-
ях применения микроинъекций ОТП по сравнению с 
контролем уменьшилась в 1,7 раза, однако численная 
плотность капилляров субпапиллярного сплетения 
увеличилась вдвое, а количество сосочков дермы – в 
1,5 раза, что свидетельствует о не связанном с воспале-
нием ангиогенном эффекте воздействия. Аналогичное 
снижение воспалительной клеточной инфильтрации и 
ангиогенный эффект отмечены в лоскуте с рандомиче-
ским типом кровоснабжения в условиях применения 
богатой, но не бедной тромбоцитами плазмы [7].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Микроинъекции обогащённой тромбоцитами плазмы 
позволяют эффективно профилактировать частичный 
некроз продлённого кожно-фасциального лоскута с осе-
вым кровоснабжением, ускоряют эпителизацию раны по 

периметру лоскута, поддерживают нормопластическое 
состояние эпидермиса. Значимого влияния препарата на 
состояние глубоких структур лоскута (подкожную жиро-
вую клетчатку и придатки кожи) не отмечено.
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