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Реактивные сдвиги клеток нейтрофильного ряда костного мозга 
и периферической крови после локального острого отморожения

Шутский Н.А., кашутин С.л., Шапчиц Н.л., мизгирёв Д.в., Феленко Н.С.

Федеральное государственное бюджетное образовательное учреждение высшего образования «Северный 
государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения Российской Федерации
163000, Архангельск, пр. Троицкий, д. 51

Известно, что нейтрофилы в ходе воспалительного процесса играют роль как в регуляции поведения клеток, уча-
ствующих в воспалении, так и в разрушении и удалении факторов, вызвавших воспаление, и поврежденных тканей. 
Однако сведения об участии нейтрофилов в разрушении внеклеточного матрикса дермы в количественном изме-
рении отсутствуют.
цель. Изучить механизм реактивного сдвига клеток нейтрофильного ряда красного костного мозга и перифериче-
ской крови при ремоделировании внеклеточного матрикса дермы на модели острого отморожения.
материалы и методы. Объектами экспериментальных исследований были выбраны 100 практически здоровых крыс с 
массой тела 180–200 г в возрасте 4–5 месяцев. Лабораторные животные, у которых моделировали острое отмороже-
ние, сформировали 5 групп (4 экспериментальные и 1 контрольная), каждая из которых включала по 20 особей. Всех крыс 
содержали в специальном помещении, свободном от патогенов, и поддерживали в условиях постоянной температуры 
(23–25°С), влажности (40–50%) и 12-часового цикла «свет/темнота». Контактное отморожение воспроизводили метал-
лической гирькой, охлажденной до температуры жидкого азота. Все этапы исследования проводились с использованием 
хлороформного наркоза по закрытому контуру. Вывод животных из эксперимента проводили на 3-и, 7-е, 14-е и 21-е сутки 
с последующим гистологическим исследованием поврежденной кожи, периферической крови и красного костного мозга.
Результаты. На 3-и сутки после острого локального отморожения в дерме формируется лейкоцитарный вал, со-
стоящий преимущественно из нейтрофилов, на фоне снижения процентного содержания коллагена дермы и тол-
щины его волокон. Процессы деградации внеклеточного матрикса дермы отрицательно коррелируют с повышени-
ем содержания в крови нейтрофилов с 3 и 4 сегментами в ядре. Увеличение содержания коллагена дермы и толщины 
его волокон на 7-е сутки и к концу эксперимента сопровождалось снижением уровня корреляционных связей.
заключение. С учетом полученных данных можно предполагать, что нейтрофилы, особенно содержащие 3 и 4 сег-
мента в ядре, задействованы лишь в деградации внеклеточного матрикса дермы, но не задействованы в непосред-
ственном синтезе коллагеновых волокон.
ключевые слова: экспериментальное острое отморожение; внеклеточный матрикс дермы; нейтрофилы; костный мозг; 
периферическая кровь.
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Reactive shifts in neutrophil cells of the bone marrow and peripheral blood  
after local acute frostbite

Shutskiy N.A., Kashutin S.L., Shapchits N.L., Mizgiryov D.V., Felenko N.S.

Northern State Medical University
Troitskiy av. 51, Arkhangelsk 163000, Russian Federation

It is known that neutrophils during the inflammatory process play a role both in regulating the behavior of cells involved in 
inflammation and in the destruction and removal of factors that cause inflammation and damaged tissue. However, there is no 
quantitative information on the participation of neutrophils in the destruction of the extracellular matrix of the dermis.
Aim. To study the mechanism of reactive shift of neutrophil cells of the red bone marrow and peripheral blood during remodeling 
of the extracellular matrix of the dermis on a model of acute frostbite.
Materials and methods. The 100 practically healthy rats with a body weight of 180–200 g at the age of 4–5 months were 
selected as objects of experimental research. Laboratory animals, in which acute frostbite was simulated, formed five groups, 
each of which included 20 individuals. The comparison group included 20 intact mongrel rats. All rats were kept in a special 
room free of pathogens and maintained at a constant temperature (23–25°С), humidity (40–50%) and a 12-hour light/dark cycle. 
Contact frostbite was reproduced with a metal weight cooled to the temperature of liquid nitrogen. All stages of the study were 
performed using closed-circuit chloroform anesthesia. The animals were removed from the experiment on the 3rd, 7th, 14th and 21st 
days, followed by histological examination of damaged skin, peripheral blood and red bone marrow.
Results. On the 3rd day after acute local frostbite, a leukocyte shaft is formed in the dermis, consisting mainly of neutrophils, 
against the background of a decrease in the content of collagen in the dermis and the thickness of its fibers. The processes of 
degradation of the extracellular matrix of the dermis negatively correlate with an increase in the blood content of neutrophils 
with segments 3 and 4 in the nucleus. An increase in the collagen content of the dermis and the thickness of its fibers on the 7th 
day and by the end of the experiment was accompanied by a decrease in the level of correlations.
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Conclusion. Based on the data obtained, it can be assumed that neutrophils, especially those containing segments 3 and 4 
in the nucleus, are involved only in the degradation of the extracellular matrix of the dermis, but are not involved in the direct 
synthesis of collagen fibers. 
Keywords: experimental acute frostbite; extracellular matrix of the dermis; neutrophils; bone marrow; peripheral blood.
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введение

Сведений об участии полиморфноядерных лейкоци-
тов в воспалительном процессе, исход которого во мно-
гом определяется реактивностью тех же нейтрофилов, 
накоплено достаточно много [1-4]. В свою очередь, ре-
активность нейтрофилов тесно связана с процессами 
пролиферации, дифференцировки и созревания са-
мих нейтрофилов, причем все эти процессы динамич-
ны и относительно скоротечны. Так, время их нахожде-
ния в костном мозге колеблется в пределах 13–15 суток, 
в крови – 6–7 часов, в тканях – в среднем 1–2 суток [5]. 
Различие в соотношении этих процессов определяет на-
личие фенотипической и функциональной гетерогенно-
сти клеток нейтрофильного ряда как в костном мозге, 
так и в крови [6]. В связи с этим представляет интерес 
интегральная оценка соотношения процессов проли-
ферации, дифференцировки и созревания нейтрофи-
лов в костном мозге и в крови в ходе воспаления и ре-
моделирования тканей.

Нейтрофилы в ходе воспалительного процесса игра-
ют роль как в регуляции поведения клеток, участвую-
щих в воспалении, так и в разрушении и удалении фак-
торов, вызвавших воспаление, и поврежденных тканей 
[7]. Однако сведения о разрушении внеклеточного ма-
трикса дермы в количественном измерении отсутству-
ют. Кроме того, учитывая фенотипическую и функцио-
нальную гетерогенность внутри нейтрофильного звена, 
представляет интерес определение типа субпопуляций 
нейтрофилов, участвующих в разрушении внеклеточ-
ного матрикса. Если механизмы разрушения и удале-
ния нейтрофилами поврежденных тканей изучены до-
статочно хорошо, то в доступной литературе отсутству-
ют чёткие представления о влиянии нейтрофильных 
лейкоцитов на процессы ремоделирования, в частно-
сти внеклеточного матрикса дермы. В связи с этим воз-
никает вопрос о непосредственной вовлеченности ней-
трофилов в процессы ремоделирования внеклеточного 
матрикса дермы, если это действительно происходит. 

Целью данной работы являлось изучение механизма 
реактивного сдвига клеток нейтрофильного ряда крас-
ного костного мозга и периферической крови при ре-
моделировании внеклеточного матрикса дермы на мо-
дели острого отморожения.

материалы и методы исследования

Исследование проведено с соблюдением положе-
ний Европейской конвенции о защите позвоночных жи-
вотных, которые используются для экспериментальных 
и других научных целей. Все манипуляции с животны-
ми проведены в соответствии с разрешением Локаль-
ного этического комитета ФГБОУ ВО СГМУ (город 
Архангельск) Минздрава России (протокол №05/06-18 
от 28.06.2018).

Объектами экспериментальных исследований бы-
ли выбраны 100 практически здоровых крыс с массой 
тела 180–200 г в возрасте 4–5 месяцев. Лабораторные 
животные, у которых моделировали острое отмороже-
ние, сформировали 5 групп, каждая из которых вклю-
чала по 20 особей. В группу сравнения были включе-
ны 20 интактных беспородных крыс. Всех крыс содержа-
ли в специальном помещении, свободном от патогенов, 
и поддерживали в условиях постоянной температуры 
(23–25°С), влажности (40–50%) и 12-часового цикла 
«свет/темнота». Все этапы исследования проводились 
с использованием хлороформного наркоза по закры-
тому контуру.

Моделирование острого отморожения. Воспроизве-
дение экспериментальной модели острого отмороже-
ния проводили после наступления наркотического сна 
с помощью металлической гирьки диаметром 2,5 см, ох-
лажденной до температуры жидкого азота, которую при-
кладывали к полностью депилированной коже спины 
крысы на 3 минуты [8]. Результатом такого воздействия 
у экспериментальных животных являлось контактное 
отморожение 3-й степени. В последующем обработ-
ка раневой поверхности включала ежедневную обра-
ботку 0,01% водным раствором хлоргексидина. Вывод 
животных из эксперимента проводили на 3-и, 7-е, 14-е 
и 21-е сутки (рис. 1) с последующим гистологическим 
исследованием поврежденной кожи, периферической 
крови и красного костного мозга.

Площадь поражения вычисляли по формуле  
S = d2π/4, где d – диаметр, а π – константа, равная 3,14. 
Площадь поражения составляла 4,9 см2, что составля-
ет приблизительно от 1,5 до 1,6% площади поверхно-
сти кожного покрова.
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Панч-биопсия кожи. Три участка повреждённой ко-
жи извлекали методом панч-биопсии, который позво-
лил извлечь образец заданного диаметра. В настоящем 
исследовании применяли панч-скальпель с диаметром 
Ø = 5 мм. Два образца погружали в 10% раствор забу-
ференного формалина с целью проведения фиксации. 

Один из них исследовали с помощью гистологических 
методов, а второй послужил объектом для выделения 
изолированных коллагеновых волокон. Третий обра-
зец, который погружали в дистиллированную воду и за-
мораживали, анализировали на содержание количества 
коллагена.

Определение содержания коллагена дермы. Содержа-
ние коллагена в коже определяли в соответствии с раз-
работанным способом, подробно описанным в работе 
[9]. Стоит отметить специфичность анализа количества 
коллагена, поскольку в методике использовали гидро-
литический фермент – коллагеназу (очищенный про-
дукт жизнедеятельности Clostridium hisctolyticum, I тип, 
лиофилизированный, ПанЭко, Россия), которая селек-
тивно разрушает определенные участки в аминокислот-
ной последовательности коллагена. Активность фермен-
та составляла 240 ед/мг.

Выделение коллагеновых волокон дермы. Выделение 
коллагеновых волокон осуществляли по разработан-
ному нами методу [10], после фиксации биоматериала 
в формалине в течение двух недель. После полного вы-
сушивания выделенные коллагеновые волокна, пере-
носили на двухсторонний скотч для дальнейшего ис-
следования в сканирующем электронном микроскопе.

Сканирующая электронная микроскопия. Сканирую-
щую электронную микроскопию полученного образца 
проводили с использованием SEM Sigma VP Zeiss (Carl 
Zeiss Microscopy GmbH, Германия). Перед проведени-
ем микроскопии, образцы подвергали напылению зо-
лото-палладиевым покрытием при помощи Q150T ES 
(Quorum Technologies Ltd, Великобритания) с целью 
увеличения контрастности и качества изображения. 
У образцов измеряли толщину коллагеновых волокон 
с помощью программного обеспечения SmartTiff (Carl 
Zeiss, Германия).

Определение содержания нейтрофильных лейкоцитов 
в крови и костном мозге. Забор периферической крови 
для гематологического исследования проводили после 
торакотомии путем пункции полости сердца перед вы-
ведением животного из эксперимента. Забор красного 
костного мозга осуществляли в соответствии с методом 
Е.И. Гольдберга, при котором использовали материал, 
непосредственно взятый из проксимального отдела бе-
дренной кости [11]. Мазки крови и костного мозга после 
фиксации окрашивали по Романовскому-Гимзе и под-
считывали лейкограмму и миелограмму соответствен-
но с учетом сегментограммы, дифференцируя нейтро-
филы на палочкоядерные, нейтрофилы с 2, 3, 4 и 5 и бо-
лее фрагментами ядра (рис. 2).

Статистический анализ. Статистическую обработ-
ку результатов проводили с помощью SPSS 13.0 для 
Windows. Распределение параметров отличалось от нор-
мального, в связи с чем описание выборок проводили 
с помощью подсчета среднего значения медианы (Мe) 
и межквартильного размаха (Q25; Q75). Вероятность 
различий оценивали по непараметрическим критериям 
Колмогорова-Смирнова (Z). Корреляционный анализ 

Рис. 1. Модель локального острого отморожения на лаборатор-
ных крысах.

Рис. 2. Микроснимки нейтрофилов периферической крови крыс: 
a – палочкоядерный, b – 2-сегментный, c – 3-сегментный, d – 4-сег-
ментный, e – 5-сегментный.
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проводился с определением коэффициента Кендалла 
(τ). Статистическая достоверность присваивалась при 
значении р < 0,05.

Результаты исследования

Патологическое состояние кожи после локального 
отморожения на 3-и сутки характеризовалось полно-
стью разрушенным эпидермисом, повреждением кон-
тактов базального слоя с базальной мембраной и меж-
клеточных контакты (рис. 3). 

Изменения в дерме сопровождались наличием не-
кротических и воспалительных процессов, полной ре-
организацией волокнистых структур вместе с разруше-
нием волосяных фолликулов и ассоциированных с ними 
сальных желез, скоплением клеток преимущественно 
нейтрофильного ряда, что сопровождалось значитель-
ным снижением содержания коллагена дермы с 71,4% 
до 21,7% и толщины коллагеновых волокон с 11,1 мкм 
до 3,4 мкм (рис. 4), как и было показано ранее [12].

Реактивные сдвиги в костном мозге на 3-и сутки 
восстановления после острого отморожения, в сравне-
нии с контрольной группой (рис. 5), заключались в ста-
тистически значимом увеличении концентрации ней-
трофильных метамиелоцитов (с 9,5% (6,2; 10,0) до 12,4% 
(10,6; 15,6); Z = 2,14; р = 0,001), в то время как измене-
ний в содержании миелоцитов не регистрировалось. 
В пуле зрелых нейтрофилов красного костного мозга 
регистрировали слабую тенденцию к снижению уров-
ня 2- и 3-сегментированных форм нейтрофилов ((с 5,3% 
(3,7; 6,6) до 3,6% (2,4; 5,8); Z = 1,04; р = 0,235) и (с 9,8% 
(6,6; 12,8) до 7,0% (5,8; 11,4); Z = 0,95; р = 0,326)) на 
фоне слабо заметного увеличения содержания нейтро-
филов с 5 и более сегментами в ядре (с 2,4% (0,6; 4,7) 
до 3,4% (2,2; 6,4); Z = 0,99; р = 0,280).

В крови выявили значительное увеличение обще-
го количества циркулирующих нейтрофилов (с 28,5% 
(23,0;34,0) до 35,5% (19,2; 49,2); Z = 1,36; р = 0,040) 
за счет статистически значимого увеличения кон-
центрации палочкоядерных (с 0,0% (0,0; 0,0) до 0,5% 
(0,0; 3,8); Z = 1,54; р = 0,010), а также 2- (с 0,0% (0,0; 0,0) 
до 4,0% (0,3; 5,8); Z = 2,27; р = 0,001), 3- (с 0,5% (0,0; 1,0) 
до 15,0% (11,3; 24,5); Z = 2,77; р = 0,001) и 4-сегмент-
ных форм нейтрофилов (с 3,0% (0,0; 4,0) до 27,0% 
(16,3; 32,0); Z = 2,27; р = 0,001) при снижении уров-
ня нейтрофилов с 5 и более сегментами в ядре (с 96,0% 
(92,0; 98,3) до 47,5% (39,0; 57,0) Z = 2,74; р = 0,001).

К 7-м суткам после начала процесса регенера-
ции, в результате миграции клеток в область повреж-
дения, сформировался барьер из лейкоцитов, преиму-
щественно состоящий из полиморфноядерных лейко-
цитов (рис. 6). 

Одновременно с этим, со стороны подкожной жи-
ровой клетчатки формировалась новая соединитель-
ная ткань, состоящая из тонких коллагеновых воло-
кон и клеток фибробластического дифферона. Это под-
тверждается увеличением содержания коллагена дермы 

Рис. 3. Пораженная кожа на 3-и стуки после острого отморожения. 
Об. ×5, ок. ×10.

непосредственно в зоне поражения (с 21,71 % до 31,15 
%). Также увеличилась толщина волокон коллагена — 
с 3,36 мкм до 5,65 мкм, что подтверждено значением 
Z = 1,93 при уровне значимости р = 0,001.

Изменения клеточного состава в костном мозге 
затронули содержание нейтрофильных миелоцитов: 
их уровень резко снизился (с 11,0% (7,4; 14,0) до 3,9 
(3,6; 4,3); Z = 2,02; р = 0,001), тогда как уровень мета-
миелоцитов не претерпел изменений (12,4% (10,6; 15,6) 
против 10,0% (7,0; 13,0); Z = 0,99; р = 0,320). Среди зре-
лых нейтрофилов красного костного мозга регистри-
ровали увеличение концентрации 2- (с 3,6% (2,4; 5,8) 
до 7,4% (5,4; 8,3); Z = 1,33; р = 0,050) и 3-сегмент-
ных форм нейтрофилов (с 7,0% (5,8; 11,4) до 13,5% 
(11,7; 15,2); Z = 1,45; р = 0,020) на фоне снижения ко-
личества нейтрофилов с 5 сегментами в ядре (с 3,4% 
(2,2; 6,4) до 0,7% (0,0; 1,3); Z = 1,78; р = 0,004). Уровень 
палочкоядерных и 4-сегментных форм изменений не де-
монстрировал.

В крови на 7-е сутки эксперимента изменений в со-
держании циркулирующих нейтрофилов не регистриро-
валось (35,5% (19,2; 49,2) и 40,0% (31,2; 50,0); Z = 0,94; 
р = 0,320). Зато в структуре сегментограммы наблюдали 
статистически значимое снижение концентрации ней-
трофилов с двумя (с 4,0% (0,3; 5,8) до 0,0% (0,0; 2,0); 
Z = 1,58; р = 0,010), тремя- (с 15,0% (11,3; 24,5) до 6,0% 
(4,0; 10,0); Z = 2,05; р = 0,001) и четырьмя (с 27,0% 
(16,3; 32,0) до 14,0% (8,3; 21,5); Z = 1,42; р = 0,030) сег-
ментами в ядре, что сопровождались увеличением со-
держания нейтрофилов, имеющих 5 и более сегмен-
тов (с 47,5% (39,0; 57,0) до 75,0% (64,5; 85,8); Z = 2,05; 
р = 0,001). 

На 14-й день в области повреждения сформиро-
валась корка (струп), и с её краёв начал расти новый 
эпителий. Под этой коркой развивалась грануляци-
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онная ткань, состоящая из множества тонких сое-
динительнотканных волокон, большого количества 
мелких сосудов и скопления различных клеток, к ко-
торым можно отнести иммунокомпетентные клетки 
(макрофаги, лимфоциты), клетки фибробластиче-
ского ряда, а также малодифференцированные клет-
ки. Преимущественная зона для миграции клеток 
наблюдалась в сетчатом слое дермы на границе с ги-
подермой (рис. 7). Указанные изменения сопрово-
ждались увеличением процентного содержания кол-
лагена (с 31,15% до 35,91%; Z = 1,24; р = 0,090) и тол-
щины его волокон (с 5,65 мкм до 6,99 мкм; Z = 1,75; 
р = 0,004).

На 14-е сутки после острого отморожения содержа-
ние нейтрофильных миелоцитов приобрело явную тен-
денцию к увеличению (с 3,9% (3,6; 4,3) до 7,0% (5,6; 9,4); 
Z = 1,79; р = 0,003), что отличалось от динамики кон-
центрации нейтрофильных метамиелоцитов: их уро-
вень остался прежним (10,0% (7,0; 13,0) против 12,2% 
(11,4; 2,8); Z = 0,81; р = 0,530). Из всех зрелых полимор-
фноядерных нейтрофилов только 2-сегментные фор-

мы имели тенденцию к увеличению (с 7,4% (5,4; 8,3) 
до 10,8% (9,2; 11,2); Z = 1,28; р = 0,070. Остальные ис-
следуемые субпопуляции нейтрофильных лейкоцитов 
динамики не показывали.

В крови на 14-е сутки эксперимента статистиче-
ски значимых изменений в общем содержании изуча-
емых нейтрофилов, а также в структуре сегментограм-
мы не зафиксировано. 

Рана после холодового воздействия полностью по-
крывалась эпителиальным слоем только через 21 день. 
В грануляционной ткани продолжались воспалитель-
ные процессы, и волокнистые структуры преоблада-
ли над клеточными элементами. Под эпителиальным 
слоем в основном находилась плотная рубцовая ткань. 
Иногда также наблюдались небольшие сальные железы. 
Волосяные фолликулы, являющиеся придатками кожи, 
практически не восстанавливались в сформировавшем-
ся регенерате. Гистологическое исследование показало, 
что количество клеток вернулось к значениям, которые 
были до контактного холодового воздействия (рис. 8). 
Процентное содержание коллагена и толщина его воло-

Рис. 4. Микроснимки выделенных коллагеновых волокон поврежденной кожи крыс после локального острого отморожения.
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кон хотя и увеличились, причем статистически значимо 
(до 52,27%; Z = 1,38; р = 0,040 и до 8,99 мкм; Z = 1,75; 
р = 0,004), но не достигли исходных значений (Z = 1,69; 
р = 0,007 и Z = 1,64; р = 0,009).

В костном мозге на 21-е сутки наблюдалось стати-
стически значимое снижение нейтрофильных метами-
елоцитов (с 12,2% (11,4; 2,8) до 6,0% (3,7; 7,8); Z = 1,52; 
р = 0,020), но не миелоцитов: 7,0% (5,6; 9,4) и 6,0% 

Рис. 5. Процентное соотношение клеток красного костного мозга и периферической крови в эксперименте.
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(3,7; 7,4); Z = 0,84; р = 0,470. Изменения в содержа-
нии зрелых нейтрофилов проявились снижением: если 
в отношении палочкоядерных регистрировали слабую 
тенденцию (с 0,8% (0,4; 1,4) до 0,4% (0,2; 0,5); Z = 1,01; 
р = 0,250), то 2-сегментные нейтрофилы снизились явно 
(с 10,8% (9,2; 11,2) до 4,8% (4,4; 5,4); Z = 1,85; р = 0,002). 
Противоположное направление наблюдали в отноше-
нии нейтрофилов с 4, а также с 5 и более сегмента-
ми в ядре: их уровень заметно вырос с 4,8% (3,2; 7,0) 
до 8,8% (7,2; 10,2); Z = 1,35; р = 0,050 и с 1,0% (0,2; 1,4) 
до 3,8% (2,8; 4,7); Z = 1,68; р = 0,007, соответственно. 
Следует отметить, что к 21-му дню эксперимента коли-
чество зрелых форм полиморфноядерных лейкоцитов 
не отличалось от контрольных цифр, чего нельзя сказать 
о миелоцитах и метамиелоцитах: их уровень еще не до-
стиг уровня контрольной группы: 9,9% (7,9; 11,6) про-
тив 6,0% (3,7; 7,4); Z = 1,41; р = 0,030 и 9,5% (6,2; 10,0) 
против 6,6% (6,3; 7,8); Z = 1,25; р = 0,080.

В крови на 21-е сутки эксперимента регистриро-
вали существенное снижение уровня циркулирующих 
нейтрофилов (с 40,5% (31,0; 43,0) до 28,5% (23,5;32,7); 
Z = 1,89; р = 0,001), сопоставимое с контрольными зна-
чениями (Z = 0,51; р = 0,950). В структуре сегментограм-
мы отмечалось статистически значимое снижение со-
держания 2-х (с 2,0 (0,3; 4,0) до 0,0  (0,0; 0,0); Z = 2,05; 
р = 0,001), 3-х (с 10,0% (6,0; 14,0) до 2,0% (1,0; 4,0); 
Z = 2,05; р = 0,001) и 4-х сегментированных форм ней-
трофилов (с 17,0% (8,5; 24,8) до 7,5% (6,3; 11,0); Z = 1,74; 
р = 0,005) на фоне увеличения концентрации нейтрофи-
лов с 5 и более сегментами в ядре (с 68,0% (54,5; 80,0) 
до 89,5% (84,3; 92,0)). Следует отметить, что к 21-му дню 
эксперимента содержание только палочкоядерных (0,0% 
(0,0; 0,0) и 0,0% (0,0; 0,0); Z = 0,0; р = 1,0) и 2-сегменто-
ядерных нейтрофилов (0,0% (0,0; 0,0) и 0,0% (0,0; 0,0); 
Z = 0,3; р = 1,0) достигло значений контроля. Уровни 
нейтрофилов с 3, 4, 5 и более сегментами в ядре ста-
тистически значимо отличались от уровней в опыт-
ной группе.

Обсуждение

На 3-е сутки после острого отморожения участка 
кожи на фоне разрушения эпителиального слоя ко-
жи, повреждения контактов с базальной мембраной, 
изменений в дерме, в том числе связанных со скопле-
нием клеток нейтрофильного ряда на площади 4,9 см2, 
происходят изменения в содержании нейтрофильных 
лейкоцитов как в крови, так и в костном мозге. Ста-
тистически значимые увеличения концентрации па-
лочкоядерных, 2-, 3- и 4-сегментоядерных форм ней-
трофилов в крови происходят на фоне незначительной 
тенденции к снижению уровней 2- и 3-сегментирован-
ных форм нейтрофилов в костном мозге. Вполне веро-
ятно, что эти изменения могут быть следствием выхо-
да 2-, 3- и 4-сегментированных полиморфноядерных 
лейкоцитов из костного мозга в кровь. Учитывая то, что 
снижение количества нейтрофилов с 2 и 3 сегментами 

Рис. 6. Пораженная кожа на 7-е стуки после острого отморожения. 
Об. ×5, ок. ×10.

Рис. 7. Пораженная кожа на 14 стуки после острого отморожения. 
Об. ×5, ок. ×10.

Рис. 8. Пораженная кожа на 21 стуки после острого отморожения. 
Об. 5, ок. 10.
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в костном мозге было только в виде тенденции, а в кро-
ви изменения носили статистически значимый харак-
тер, можно предполагать, что резервные возможности 
костного мозга задействованы далеко не в полном объ-
еме, тем более что уровни палочкоядерных форм и ней-
трофилов с 4 сегментами в костном мозге от контроля 
совсем не отличались. Возникает вопрос: за счет чего 
происходит пополнение резервных возможностей кост-
ного мозга? Слабые изменения со стороны содержания 
зрелых форм нейтрофилов сопровождались значимым 
снижением содержания нейтрофильных метамиело-
цитов, но не миелоцитов. Известно, что нейтрофиль-
ные метамиелоциты, в отличие от миелоцитов, вступать 
в митоз уже не способны [13]. Складывается впечатле-
ние, что формирование резерва зрелых нейтрофилов 
на 3-и сутки после острого локального отморожения 
связано с активизацией дифференцировки метамиело-
цитов без активизации митоза миелоцитов.

Таким образом, в ответ на острое холодовое по-
вреждение происходят реактивные сдвиги, как в кро-
ви, так и в костном мозге, заключающиеся в выходе 
зрелых нейтрофилов с 1, 2, 3 и 4 сегментами в ядре, 
но не 5-сегментных форм из костного мозга в перифе-
рическую кровь, и пополнении резерва зрелых нейтро-
филов за счет активизации дифференцировки метами-
елоцитов.

На 7-е сутки после острого отморожения в зоне не-
посредственного поражения сформировался лейкоци-
тарный вал преимущественно за счет полиморфноядер-
ных лейкоцитов, фибробласты активно синтезировали 
коллагеновые волокна. Если в крови наблюдали стати-
стически значимое снижение концентрации нейтро-
филов с 2, 3 и 4 сегментами в ядре, то в костном мозге, 
наоборот, содержания 2- и 3-сегментных форм увели-
чивались. Концентрация нейтрофилов с 4 сегментами 
в ядре также увеличивалась, но только в виде очень сла-
бой тенденции. Такая разнонаправленная реакция кро-
ви и костного мозга на 7-е сутки после острого локаль-
ного отморожения, предположительно может указывать, 
с одной стороны, на активную миграцию нейтрофи-
лов, особенно имеющих 2 и 3 сегмента в ядре, из пе-
риферической крови в зону повреждения кожи. С дру-
гой стороны, о накоплении в костном мозге резервов 
из 2- и 3-сегментоядерных нейтрофилов за счёт актив-
ной дифференцировки миелоцитов в метамиелоциты, 
о чём может свидетельствовать статистически значимое 
снижение нейтрофильных миелоцитов (с 11,0% до 3,9%) 
при отсутствии изменений в содержании метамиелоци-
тов (с 10,0% до 12,4%). Что касается нейтрофилов с 5-ю 
и более сегментами в ядре, то, учитывая существенное 
снижение их концентрации в костном мозге, сопрово-
ждающееся увеличением их количества в крови, может 
указывать на интенсивный выход их из костного мозга, 
а миграция их из периферической крови в ткань, нао-
борот, замедлена. Учитывая, что сегментация нейтро-
филов необходима для миграции из крови в ткань: чем 
выше уровень сегментации, тем миграция проходит лег-

че и быстрее, а также то, что фагоцитарная активность 
нейтрофилов тоже связана с сегментацией: наиболее 
активные те нейтрофилы, которые обладают 2 и 3 сег-
ментами в ядре [5], можно предполагать о вовлечении 
в миграционный процесс функционально активных, 
способных к фагоцитозу нейтрофилов, а не более сег-
ментированных.

Таким образом, на 7-е сутки при формировании 
клеточного вала в зоне поражения и активного синтеза 
фибробластами коллагеновых волокон активно проис-
ходит миграция, особенно нейтрофилов с 2 и 3 сегмен-
тами в ядре в ткань, что сопровождается накоплением 
резервов этих субпопуляций нейтрофилов в костном 
мозге за счет активной дифференцировки миелоцитов 
в метамиелоциты.

На 14-е сутки в зоне поражения клеточный состав 
изменился: стали преобладать макрофаги, лимфоци-
ты, фибробластические и малодифференцированные 
клетки. В крови и в костном мозге каких-либо значи-
мых изменений не фиксировали, кроме одного: уве-
личения концентрации нейтрофильных миелоцитов 
(с 3,9% до 7,0%), что, вероятно, может указывать на за-
медление процессов дифференцировки нейтрофильных 
миелоцитов в метамиелоциты. 

Таким образом, на 14-е сутки происходит замена 
полиморфноядерных лейкоцитов на лимфогистиоци-
тарные элементы без существенных изменений в кро-
ви, а также накопление в костном мозге миелоцитов, 
вполне вероятно, связанное с замедлением дифферен-
цировки из миелоцитов в метамиелоциты, уровень ко-
торых остался сравнимым с уровнем, регистрируемым 
на 7-е сутки.

На 21-е сутки, когда раневая зона покрылась эпи-
телиальным слоем, под которым стала определяться 
плотная рубцовая ткань, в крови произошла вторая 
волна снижения концентрации не только 2, 3 и 4-сег-
ментных форм нейтрофилов, но также палочкоядер-
ных нейтрофилов на фоне увеличения числа циркули-
рующих 5-сегментоядерных полиморфноядерных лей-
коцитов. Изменения в костном мозге, заключающиеся 
в снижении количества нейтрофилов с 2 сегментами 
в ядре и увеличении концентрации клеток с 4 и 5 сег-
ментами, в итоге привели к тому, что в контрольной 
и опытной группах различий в содержании зрелых ней-
трофилов уже не было. В то же время, в крови разли-
чия между контрольной и опытной группами ещё со-
хранялись, особенно в отношении нейтрофилов с 3, 4 
и 5 сегментами в ядре. Восстановление резерва зрелых 
полиморфноядерных лейкоцитов костного мозга на 21-е 
сутки, по всей вероятности, произошло за счет усилен-
ной дифференцировки метамиелоцитов в зрелые клет-
ки, о чем могут свидетельствовать их более низкие кон-
центрации (6,6% против 12,2%), которые так и не до-
стигли значений опытной группы (против 9,5%). Кроме 
того, к 21-му дню содержание нейтрофильных миело-
цитов также не достигло значений опытной группы 
(6,0% против 9,9%). 
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Таким образом, на 21-е сутки в костном мозге вос-
становление резерва зрелых нейтрофилов произошло, 
тогда как в крови реактивные сдвиги ещё продолжают-
ся за счёт усиленной дифференцировки незрелых форм 
– метамиелоцитов и миелоцитов, содержание которых 
еще не восстановилось.

заключение

На 3-е сутки после острого локального отмороже-
ния в дерме формируется лейкоцитарный вал, состоя-
щий преимущественно из нейтрофилов, на фоне сниже-
ния процентного содержания коллагена дермы (с 71,43% 
до 21,71%) и толщины его волокон (с 11,11 мкм до 3,36 
мкм). Снижение процентного содержания коллагена 
в зоне поражения отрицательно коррелируют с повыше-
нием содержания в крови нейтрофилов с 3 и 4 сегмента-
ми в ядре: τ = −0,88; р = 0,03 и τ = −0,91; р = 0,04. С уве-
личением процентного содержания коллагена дермы 
и толщины коллагеновых волокон на 7-е сутки корре-
ляционные связи становились слабыми и статистически 
недостоверными, а, в дальнейшем, на протяжении все-
го эксперимента они уже никак не проявлялись. С уче-
том полученных данных можно предполагать, что ней-
трофилы, особенно содержащие 3 и 4 сегмента в ядре, 
задействованы лишь в деградации внеклеточного ма-
трикса дермы, но не задействованы в непосредствен-
ном синтезе коллагеновых волокон, именно, в синте-
зе, поскольку о влиянии нейтрофилов на миграцион-
ную активность фибробластов сведения имеются [14].
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