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Резюме. Исследовано влияние местного нанесения бактериального липополисахарида, агониста 
Toll-подобного рецептора 4 на процесс эпителизации на модели резаных ран кожи у мышей. Пока-
зано, что местное применение липополисахарида ускоряет эпителизацию раневых дефектов, причем 
этот процесс ассоциирован с усилением секреции эпидермального фактора роста в области повреж-
денной кожи. 
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Influence of S. typhi lIpopolIsaccharIde upon epIthelIzatIon of skIn wounds 

and epIdermal growth factor secretIon
abstract. Influence of topical application of bacterial lipopolysaccharide (LPS), a Toll-like receptor 4 

agonist, upon epithelization process was investigated, using a murine incisional skin wound model. It was 
shown that topical LPS application accelerates wound epithelization, and this process was associated with 
increased levels of epidermal growth factor secretion in wounded skin area. (Med. immunol., 2012, vol. 14, N 3, 
pp 223-226)
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Введение
Бактериальная контаминация, неизбежная 

для ран кожи, оказывает существенное влияние 
на процесс заживления. С одной стороны, ране-
вая инфекция значительно замедляет процесс ре-
генерации поврежденных тканей; с другой сторо-
ны, полагают, что умеренная контаминация раны 
бактериями способствует заживлению, увеличи-
вая уровень инфильтрации иммунокомпетент-
ных клеток в области ранения, способствуя син-
тезу коллагена и образованию грануляционной 
ткани [1]. Недавние исследования показали, что 
изолированные структурные компоненты микро-

организмов (MALP-2 и CpG олигонуклеотид), 
являющиеся лигандами рецепторов врожденного 
иммунитета TLR-2 и TLR-9 соответственно, при 
местном нанесении значительно ускоряют про-
цесс ранозаживления [2, 3]. В исследовании Koff 
и соавт. [4] была показана способность бактери-
ального липополисахарида, ЛПС (лиганда Toll-
подобного рецептора 4, TLR-4), in vitro стимули-
ровать миграцию эпителиальных клеток, причем 
этот процесс был опосредован активацией ре-
цептора эпидермального фактора роста. Цель на-
стоящего исследования – оценить in vivo влияние 
местного нанесения ЛПС на процесс эпителиза-
ции резаных ран кожи. 

Материалы и методы
Эксперименты были выполнены на аутбред-

ных мышах ICR, самцах массой 18-20 г, по-
лученных из питомника «Столбовая» РАМН. 
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Бактериальный липополисахарид (ЛПС) был 
произведен и очищен в производственном фи-
лиале «Медгамал» ФГБУ НИИ эпидемиологии 
и микробиологии им. Н.Ф. Гамалеи (продуцент –
Salmonella typhi). Для местного нанесения на ра-
невый дефект ЛПС был растворен в глицерогеле 
следующего состава (вес. %): 4% натриевой соли 
карбоксиметилцеллюлозы (Sigma-Aldrich), 10% 
глицерина (Sigma-Aldrich), вода очищенная, 
свободная от эндотоксинов, полученная на уста-
новке Milli-Q® Advantage A10® (Millipore). Кон-
центрация ЛПС в основе, составляющая 10 мг/г, 
была выбрана в результате предварительных экс-
периментов. Плацебо (гель-носитель) было при-
готовлено аналогично, но без добавления ЛПС. 

Животные были анестезированы (45 мг/кг зо-
летила + 7,5 мг/кг ксилазина внутримышечно). 
После механической депиляции шерсти и об-
работки операционного поля 70% процентным 
этанолом была нанесена резаная рана в соот-
ветствии со стандартной методикой [5]. Кратко, 
на спине животных вдоль линии хребта при по-
мощи скальпеля были иссечены эпидермис, дер-
мис и подкожная клетчатка до фасции так, чтобы 
образовался разрез длиной 4 см. Разрез был зашит 
двумя швами для формирования трех раневых 
дефектов одинакового размера. После операции 
животные были размещены в клетках индивиду-
ально. Животные были разбиты на 2 группы: кон-
трольная группа – местное нанесения плацебо, 
экспериментальная группа – местное нанесение 
геля ЛПС. Терапия начата в первый постопераци-
онный день. Терапия заключалась в ежедневном 
местном нанесении на область раны по 150 мкл 
соответствующего препарата. По пять животных 
из каждой группы были выведены из экспери-
мента на 7-й, 14-й, 21-й день после первого нане-
сения препаратов. Для эвтаназии использовалась 
ингаляция диоксидом углерода. Отобранные по-
лоски кожи 1 × 2 см, содержащие раневый дефект, 
были зафиксированы в 10% формалине, приго-
товленном на изотоническом фосфатном буфере, 
рН = 7,2, заключены в парафин и использовались 
для гистологических исследований. Срезы были 
окрашены гематоксилином и эозином. Все слай-
ды были проанализированы профессиональным 
гистологом. Оценивались эпидермальные изме-
нения: толщина эпидермиса, акантоз, эрозия.

В дополнительной серии экспериментов биоп-
таты кожи, содержащие раневый дефект, были 
отобраны в следующие временные точки после 
первого нанесения препаратов: часы 4-й, 10-й, 
24-й, дни 3-й, 7-й, 10-й. В каждую временную 
точку из эксперимента было выведено по пять 
животных из каждой группы. Биоптаты были по-
мещены в буфер для экстракции T-PER® (Pierce, 
США), с добавлением смеси ингибиторов проте-

аз (Roche, Германия). Приблизительно 0,75 мл бу-
фера было использовано на 35 мг ткани. Образцы 
были гомогенизированы на установке FastPrep 
24 (MP Biomedicals, США) и центрифугированы 
при 12000 об/мин при 4 °С в течение 12 мин. Со-
держание белка в пробах было измерено по ме-
тоду Брэдфорд с использованием коммерческого 
набора (Силекс, Россия). В нормализованных 
по общему белку пробах было проведено изме-
рение концентрации эпидермального фактора 
роста (EGF) методом ИФА с использованием на-
бора (R&D Systems, США) в соответствии с ин-
струкцией производителя. Значимость отличий 
значений контрольной и экспериментальной 
групп была оценена с использованием диспер-
сионного анализа (ANOVA), различия считались 
значимыми при p < 0,05 (Statistica 6.0).

Результаты и обсуждение
В образцах, отобранных через неделю по-

сле первого нанесения препаратов, в экспери-
ментальной группе наблюдалась полная эпи-
телизация раневого дефекта акантотически 
утолщенным эпидермисом, в то время как в груп-
пе плацебо присутствовали язвенные дефекты 
эпидермиса с дном, образованным некротиче-
ским детритом, отграниченным от окружающей 
ткани лейкоцитарным валом. К концу второй 
недели эксперимента в экспериментальной груп-
пе количество слоев эпидермиса составляло 2-3 
слоя, тогда как в группе плацебо отмечалось на-
личие акантотически утолщенного эпидермиса. 
К концу третьей неделе количество слоев эпи-
дермиса во всех группах составляло 2-3 слоя, что 
соответствовало толщине эпидермиса интактных 
животных (рис. 1). Таким образом, наличие в об-
ласти раневого дефекта бактериального липопо-
лисахарида способствует раннему завершению 
эпителизации.

Для того чтобы оценить, коррелирует ли ди-
намика процесса эпителизации с секрецией 
эпидермального фактора роста, митогена и сти-
мулятора миграции кератиноцитов, была опре-
делена концентрация эпидермального фактора 
роста в гомогенатах биоптатов раневых дефектов. 
В соответствии с полученными данными, пред-
ставленными на рисунке 2, местное применение 
ЛПС способствовало усилению секреции EGF 
в зоне раневого дефекта. Статистически значи-
мые отличия в концентрации EGF между кон-
трольной и экспериментальной группами обна-
ружены на 8-й час, 7-й и 10-й дни эксперимента. 

Известно, что система врожденного иммуни-
тета играет важную роль в процессах регенерации 
ран, особенно значимую на воспалительном эта-
пе раневого процесса. Рецепторы врожденного 
иммунного ответа экспрессируются широким 
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Рисунок 2. Кинетика секреции EGF в области раневого дефекта
Примечание. Результаты представлены как среднее значение ± стандартное отклонение. * – p < 0,05. Временные точки представлены 
с момента первого нанесения препаратов.

спектром клеток, образующихся или присутству-
ющих в кожи, включая иммунокомпетентные 
клетки. В частности, рецептор TLR-4, лигандом 
которого является липополисахарид, экспрес-
сируется кератиноцитами, эндотелиальными 
клетками, макрофагами, фибробластами, ади-
поцитами и др. [6]. Активация TLR рецепторов 
инициирует ряд биохимических каскадов, что 
приводит к увеличению секреции провоспали-
тельных цитокинов, хемокинов, факторов адге-
зии, протеолитических ферментов, – факторов, 
принимающих участие в процессе регенерации. 

Так, была показана способность ЛПС инду-
цировать секрецию активных форм кислорода, 
активирующих TACE (tumor necrosis factor-α 
converting enzyme), при этом активная форма 
TACE обеспечивает шеддинг с поверхности кле-
ток TGF-α, одного из лигандов рецептора эпи-
дермального фактора роста (EGFR) [7, 8]. Акти-
вация EGFR инициирует ряд каскадов передачи 
сигнала, в основном МАРК, Akt и JNK пути, что 
приводит к синтезу ДНК и пролиферации клеток.

Мы предположили, что местное применение 
ЛПС на раневую поверхность может влиять так-
же и на секрецию эпидермального фактора роста. 
В соответствии с полученными результатами, 
местное применение липополисахарида уско-
ряет эпителизацию раневых дефектов, причем 
этот процесс ассоциирован с усилением секре-
ции эпидермального фактора роста в области по-
врежденной кожи. Известно, что EGF является 
мощным митогеном для кератиноцитов, а также 
ускоряет миграцию кератиноцитов, способствуя 
эпителизации [9]. В связи с этим, наблюдаемое 
ускорение процесса эпителизации может быть 

опосредовано увеличенным уровнем секреции 
EGF. 

Вместе с тем, сроки эпителизации раневого 
дефекта во многом определяются продолжитель-
ностью воспалительной фазы, скоростью обра-
зования грануляционной ткани и другими по-
казателями процесса ранозаживления, поэтому 
наблюдаемый эффект ускоренной эпителизации 
также может быть также связан с комплексным 
влиянием ЛПС на рану в течение различных фаз 
раневого процесса.
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Рисунок 1. Репрезентативные фотографии гистологических срезов: 1-я неделя (A – нанесение ЛПС, Б – нанесение 
плацебо), 2-я неделя (В – нанесение ЛПС, Г – нанесение плацебо), 3-я неделя (Д – нанесение ЛПС, Е – нанесение 
плацебо). Увеличение х40 (левая панель), х100 (правая панель)
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