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Представлены результаты исследования показателей кинетики кле-

точного цикла клеток легких крыс, определяемых методом проточной ДНК-

цитометрии, после термического ожогового повреждения кожи и примене-

ния 0,9 % раствора NaCl через 1, 3 и 7 суток. Показатели клеточного цикла 

клеток легких у крыс без ожогового повреждения характеризовались значи-

тельным преобладанием клеток, находящихся в фазе G0G1, и наличием ба-

ланса между процессами синтеза (S-фаза) и апоптоза (интервал SUB-G0G1). 

Через 1 сутки после ожогового поражения преобладали процессы апоптоза 

(увеличение клеток в интервале SUB-G0G1) при сохраненной способности 

клеток к синтезу ДНК (S-фаза). При этом отмечалось увеличение доли кле-
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ток, находящихся в фазе G0G1, наряду с увеличением блока пролиферации и 

снижением индекса пролиферации за счет уменьшения количества клеток в 

фазе G2 + M. При дальнейшем развитии ожогового поражения (3 суток после 

ожога) зафиксировано уменьшение популяции клеток в фазе G0G1 и увеличе-

ние индекса пролиферации. Через 3 и 7 суток эксперимента сохранялись зна-

чительное количество клеток с фрагментированной ДНК и увеличенные по-

казатели блока пролиферации. На фоне ожогового поражения через 3 и 7 су-

ток наблюдалось увеличение показателя S-фазы в сравнении с аналогичными 

показателями группы животных без ожога.  

Ключевые слова: легкие, клеточный цикл, ожог, проточная ДНК-

цитометрия. 

______________________________________________________________________ 
 

The topic presents the results of the study of lung cell cycle kinetics parameters in 

rats, determined by method of flow DNA-cytometry with underlying thermal burn inju-

ries to the skin and administration of 0,9 % NaCl solution on 1
-st

, 3
-nd

 and 7
-th

 days after 

injury. It was found that the parameters of lung cell cycle in rats with no significant 

burn injuries were characterized by a predominance of G0G1 cells and the balance be-

tween the processes of synthesis (S-phase) and apoptosis (SUB-G0G1 interval). The 

apoptosis (increase in number of cells within SUB-G0G1 interval) while maintaining 

the ability of cells to DNA synthesis (S-phase) dominated within a day after burn inju-

ries. At the same time, a number of G0G1 cells also increased, along with an increase 

of proliferative unit and decrease of proliferation index, on account of reduction in 

number of G2 + M cells. We noticed a decrease in G0G1 cell population and increase 

of proliferation index under further development of burn injury within 3 days after reg-

istration of burns. A significant number of cells with fragmented DNA and increased 

parameters of proliferation unit remained on 3 and 7 day of the experiment. Also, we 

observed an increased S-phase index in animals with burn injuries 3 and 7 days after 

actual burns compared with the same index in animals with no burns. 

Key words: lung, cell cycle, burn, flow DNA-cytometry. 

 

Введение 

Общеизвестно, что поражение 

легких является достаточно частым 

осложнением вследствие термических 

ожогов тела, как в ранний, так и в 

поздний послеожоговый период, ко-

торое зачастую существенно усугуб-

ляет состояние больных, часто явля-

ется причиной смерти больного и 

требует интенсификации и модифи-

кации способов лечения [2]. Основной 

формой клинической патологии лег-

ких при ожоговой болезни является 

пневмония. Многие авторы считают 

пневмонию главной причиной смерти 

обожженных, указывая на то, что по-



 

27 

«НАУКА  МОЛОДЫХ» (Eruditio Juvenium) 

ражение легких становится главной 

причиной летальных исходов в пер-

вом периоде ожоговой болезни [5]. По 

данным литературы осложнения со 

стороны легких и дыхательных путей 

при глубоких ожогах наблюдались в 

38,5 % случаев, а некоторые исследо-

ватели приводят большие цифры – до 

60 %, а расхождение этих данных, 

очевидно, обусловлено отсутствием 

четких критериев диагностики пора-

жений легких на фоне ожогов [1]. 

Анализ клинической картины 

поражения легких на фоне ожогов 

указывает на разнообразие ее форм, 

но чаще выделяют две его основные 

разновидности. Первая из них связана 

с действием высоких температур на 

слизистую оболочку дыхательных пу-

тей. Эта форма воспаления легких не-

которыми авторами выделяется тер-

мином «первичная ожоговая пневмо-

ния». Вторая форма – вторичные по-

слеожоговые пневмонии – возникает 

вне непосредственной связи с дей-

ствием термического агента на респи-

раторный тракт. Именно ее патогенез 

развития и клеточные механизмы по-

ражения являются наименее изучен-

ными, что, в свою очередь, не позво-

ляет разработать адекватные и доста-

точно эффективные способы лечения 

данной патологии [3]. 

Немногочисленные исследова-

ния, посвященные клеточным основам 

поражения легких на фоне ожогов, 

описывают изменения клеточного 

цикла при прямом воздействии терми-

ческого фактора на клетки легких [6, 

7]. Установлено, что индекс апоптоза 

увеличивается уже через 2 часа после 

ожога и продолжает оставаться высо-

ким в последующее время, а индекс 

PCNA увеличивается через 12 часов 

после ожога и, достигнув наибольших 

значений на 3 день после ожога, оста-

ется на высоком уровне в более позд-

нем периоде. По мнению некоторых 

исследователей апоптоз не только иг-

рает роль повреждения при ожогах, но 

и является важным фактором в защите 

и восстановлении легочной ткани в 

более поздний период [8]. В литерату-

ре нам не удалось обнаружить данных 

об исследовании показателей клеточ-

ного цикла клеток легких на фоне тер-

мического ожога, что и обусловило 

цель нашего исследования. 

 

Цель исследования 

Методом проточной ДНК-

цитометрии определить показатели 

клеточного цикла и фрагментации 

ДНК клеток легких в ранний после-

ожоговый период (через 1, 3 и 7 су-

ток) после термического ожога кожи.  

 

Материалы и методы 

Экспериментальное исследова-

ние динамики показателей клеточного 

цикла и фрагментации ДНК клеток 

легких после ожоговой травмы кожи 

(через 1, 3 и 7 сутки) на фоне приме-

нения 0,9 % раствора NaCl (физиоло-
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гический раствор, ФР) было выполне-

но на 36 крысах-самцах линии Вистар 

массой 155-160 грамм на базе Вин-

ницкого национального медицинского 

университета имени Н.И. Пирогова. 

Содержание и манипуляции с живот-

ными проводились согласно «Общим 

этическим принципам экспериментов 

на животных», принятым на Первом 

национальном конгрессе по биоэтике 

(Киев, 2001), рекомендациям «Евро-

пейской конвенции о защите позво-

ночных животных, которые исполь-

зуются для экспериментальных и дру-

гих научных целей» (Страсбург, 1986) 

и положениям «Правил доклиниче-

ской оценки безопасности фармако-

логических средств (GLP)». Живот-

ные были разделены на 2 группы: I – 

крысы без термической травмы кожи, 

которым проводилась инфузия ФР; II 

– животные с ожогом кожи, которым 

также проводилась инфузия ФР. 

Ожог после соответствующей 

премедикации вызывали путем при-

кладывания к боковым поверхностям 

туловища животных четырех медных 

пластинок (по 2 пластинки с каждой 

стороны), которые предварительно 

держали 6 мин в воде с постоянной 

температурой 100 ºС. Общая площадь 

ожога у крыс указанной массы со-

ставляла 21-23 % при экспозиции 10 

сек, что является достаточным для 

формирования ожога II степени – 

дермального поверхностного ожога с 

развитием шокового состояния сред-

ней степени тяжести. 

ФР вводили внутривенно на 

протяжении 5-6 мин. в дозе 10 мл/кг 

массы тела. Инфузию производили в 

нижнюю полую вену, для чего вы-

полняли ее катетеризацию в асепти-

ческих условиях через бедренную ве-

ну. Катетер, установленный в бедрен-

ной вене, подшивали под кожу. Его 

просвет по всей длине заполняли тит-

рованным раствором гепарина (0,1 мл 

гепарина на 10 мл ФР) после каждого 

введения ФР. Первое введение ФР 

осуществляли через 1 час после моде-

лирования патологического состоя-

ния, последующие инфузии выполня-

ли ежедневно на протяжении 7 суток. 

Забор материала проводили под 

наркозом. У животных после декапи-

тации разрезали грудную полость и 

вырезали лезвием кусочки легких 

размером около 1 см
3
. 

Содержание ДНК в ядрах клеток 

легких определяли методом проточ-

ной цитометрии. Суспензии ядер кле-

ток легких получали с помощью рас-

твора для исследования ядерной ДНК 

CyStain DNA (Partec, Германия) соот-

ветственно протоколу-инструкции 

производителя. Данный раствор поз-

воляет быстро и одновременно вы-

полнять экстракцию ядер и помечать 

ядерную ДНК диамидинофенилиндо-

лом (сокр. англ. DAPI), который вхо-

дит в его состав. 
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В процессе изготовления ядер-

ных суспензий использовали однора-

зовые фильтры CellTics 50 мкм 

(Partec, Германия). 

Проточный анализ выполняли 

на многофункциональном проточном 

цитометре “Partec Pas” (Partec, Герма-

ния) в Научно-исследовательском 

центре Винницкого национального 

университета имени Н.И. Пирогова. 

Для возбуждения флуоресценции 

DAPI использовали УФ-излучение. Из 

каждого образца ядерной суспензии 

анализировалось 20 тыс. событий. 

Распределение ДНК, которое 

отображает клеточный цикл и фраг-

ментацию ДНК, представлено на 

странице с одной гистограммой с ис-

пользованием линейной шкалы. 

Анализ клеточного цикла произво-

дили средствами программного обеспе-

чения FloMax (Partec, Германия). Цифро-

вой результат показан в окне цикличе-

ского анализа клеток по алгоритму кле-

точного цикла вместе с графическим 

представлением фаз G0G1, S, G2 + M и 

экспериментальными данными. 

Количественные показатели 

клеточного цикла: 

G0G1 – процент клеток в фазе 

G0G1 по отношению к клеткам во 

всех фазах клеточного цикла. На 

ДНК-гистограммах участок G0G1 

обозначен как G1% и указывает долю 

ядер клеток с содержанием ДНК = 2с. 

S – процент клеток в фазе синте-

за ДНК по отношению к клеткам во 

всех фазах клеточного цикла. На 

ДНК-гистограммах показатель S обо-

значен как S% и указывает долю кле-

ток с содержанием ДНК > 2с и < 4c. 

G2 + M – процент клеток в фазе 

G2 + M по отношению к клеткам во 

всех фазах клеточного цикла. На 

ДНК-гистограммах показатель G2 + 

M обозначен как G2M% и указывает 

долю клеток, в которых происходит 

подготовка к делению (ДНК = 4с). 

Определение фрагментации 

ДНК выполнено программными сред-

ствами FloMax (Partec, Германия) пу-

тем выделения SUB-G0G1 участка на 

ДНК гистограммах – RN1 перед пи-

ком G0G1, который соответствует яд-

рам клеток с содержанием ДНК < 2c и 

указывает процент ядер клеток в со-

стоянии апоптоза. 

IP – показатель пролиферации 

(пролиферативный индекс), который 

определяется по сумме показателей S 

+ G2 + M.  

BP – блок пролиферации. Уве-

личение числа клеток в фазе G2 + M 

при низких значениях S –фазы свиде-

тельствует о задержке (блоке проли-

ферации) клеточного цикла в стадии 

G2 + M. Этот показатель оценивается 

по соотношению: S / (G2+M). 

Статистическая обработка полу-

ченных результатов была проведена в 

пакете “STATISTICA 6,1” с примене-

нием непараметрических методов. 

Оценивали правильность распределе-

ния признаков по каждому из полу-
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ченных вариационных рядов, средние 

значения каждого признака и его 

стандартное квадратичное отклоне-

ние. Достоверность различий значе-

ний между независимыми количе-

ственными величинами определяли с 

помощью U-критерия Манна-Уитни. 

 

Результаты и их обсуждение 

Результаты исследования свиде-

тельствуют об отсутствии достовер-

ных различий в показателях клеточ-

ного цикла клеток легких у животных 

контрольной группы (без ожогового 

поражения на фоне введения ФР) че-

рез 1, 3 и 7 сутки после начала экспе-

римента (таблица 1). Большинство 

клеток (около 80 %) в легких живот-

ных контрольной группы находилась 

в фазе G0G1, а сопоставимое количе-

ство клеток в фазе S и интервале 

SUB-G0G1 дает основание предполо-

жить существование определенного 

баланса между процессами синтеза и 

фрагментации ядерной ДНК в непо-

врежденной легочной ткани. 

В отличие от показателей кле-

точного цикла клеток легких живот-

ных группы контроля, на фоне ожога и 

применения ФР уже через 1 сутки ис-

следования были обнаружены суще-

ственные изменения, которые заклю-

чались в значительном увеличении до-

ли клеток, находящихся в фазе G0G1 

(р<0,01), а также клеток с фрагменти-

рованной ДНК (интервал SUB-G0G1) 

(р<0,01) на фоне уменьшения доли 

клеток в фазе G2 + M (р<0,01). При 

этом показатели S-фазы клеток легких 

группы животных через 1 сутки после 

ожога не отличались от показателей 

контрольной группы. Соответственно, 

были выявлены существенное умень-

шение индекса пролиферации IP 

(р<0,01) и нарастание блока пролифе-

рации BP (р<0,05) через 1 сутки после 

ожогового поражения по сравнению с 

показателями контрольной группы. На 

рис. 2 представлен пример ДНК-

гистограммы суспензии ядер клеток 

легких крысы через 1 сутки после 

ожога кожи на фоне применения ФР. 

На рисунке 1 представлен пример 

ДНК-гистограммы суспензии ядер кле-

ток легких крысы без ожогового по-

вреждения на фоне применения ФР. 

Через 3 суток после ожогового 

поражения кожи и применения ФР со-

хранялось уменьшение количества 

клеток в фазе G2 + M (р<0,05), наряду 

с повышенным содержанием в легоч-

ной ткани клеток SUB-G0G1 (р<0,01). 

При этом также сохранялся увеличен-

ным показатель BP (р<0,01) по сравне-

нию с аналогичным показателем кон-

трольной группы в соответствующий 

период. Через 3 суток после ожогового 

поражения, в отличие от показателей 

клеточного цикла клеток легких через 

1 сутки после ожога, наблюдалось су-

щественное уменьшение популяции 

клеток G0G1 и увеличение индекса 

пролиферации, которые, однако, не 

имели достоверных отличий от пока-

зателей контрольной группы  
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Таблица 1 

Показатели клеточного цикла клеток легких и фрагментации ДНК  

на фоне действия ожогового повреждения кожи и 

 коррекции 0,9 % раствором NaCl (М±σ) 
 

Сутки 
Группы 

животных 

Показатели клеточного цикла 

G0G1 S G2 + M IP 
SUB-

G0G1 
BP 

1 

0,9 % р-р NaCl 
80,09 

±3,69 

3,33 

±0,99 

16,58 

±2,93 

19,91 

±3,69 

4,49 

±1,44 

0,20 

±0,04 

Ожог + 

0,9 % р-р NaCl 

92,14 

±4,13 # 

2,54 

±1,66 

5,32 

±2,50 # 

7.86 

±4,14 # 

16.21 

±5,08 # 

0,44 

±0,11 # 

3 

0,9 % р-р NaCl 
81,26 

±2,31 

2,66 

±1,09 

16,08 

±2,51 

18,74 

±2,31 

3,77 

±1,03 

0,17 

±0,08 

Ожог + 

0,9 % р-р NaCl 

85,54 

±6,44 * 

4,59 

±2,31 

9,87 

±4,13 #* 

14,46 

±6.44 * 

16,61 

±5,42 # 

0,44 

±0,07 # 

7 

0,9 % р-р NaCl 
81,12 

±3,46 

3,04 

±1,01 

15,85 

±2,97 

18,89 

±3,45 

4,05 

±0,99 

0,20 

±0,07 

Ожог + 

0,9 % р-р NaCl 

81,81 

±5,22 * 

4,95 

±1,19 #* 

13,24 

±4,61 * 

18,19 

±5,22 * 

13,72 

±5,56 # 

0,40 

±0,11 # 

 

Примечание. # – статистически значимые различия с показателями соответствующей груп-

пы животных без ожога; * – статистически значимые различия с показателями группы животных 

через 1 сутки после ожога кожи. 

 

 
 

Рис. 1. ДНК-гистограмма ядерной суспензии клеток легких крысы без ожога кожи через 1 сутки 

после применения 0,9 % раствора NaCl. RN1 (SUB-G0G1, фрагментация ДНК) = 2,83 % 
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Рис. 2. ДНК-гистограмма ядерной суспензии клеток легких крысы через 1 сутки после ожога  

на фоне применения 0,9 % раствора NaCl. RN1 (SUB-G0G1, фрагментация ДНК) = 21,54 % 

 

(р>0,05). Сравнение показателей кле-

точного цикла клеток легких группы 

животных с ожоговым поражением 

через 1 и 3 суток показало, что на 

фоне снижения доли клеток фазы 

G0G1 и увеличения доли клеток фазы 

G2 + M существенно возрос индекс 

пролиферации (IP) (р<0,05). 

Через 7 суток в группе после ожо-

гового поражения и применения ФР 

зафиксировано дальнейшее уменьше-

ние числа клеток в фазе G0G1, увели-

чение популяции клеток, находящихся 

в фазе G2+M и, соответственно, увели-

чение индекса пролиферации. При этом 

данные показатели клеточного цикла 

клеток легких не отличались от анало-

гичных показателей контрольной груп-

пы через 7 суток эксперимента 

(р>0,05). Однако, вместе с тем, сохра-

нялось значительное увеличение доли 

клеток с фрагментированной ДНК 

(SUB-G0G1) (р<0,05) и показателя бло-

ка пролиферации (р<0,05) в сравнении 

с аналогичными показателями группы 

контроля. Достаточно неожиданным 

оказалось увеличение показателя S-

фазы через 7 суток после ожогового 

поражения по сравнению с этим же по-

казателем, определенным в контроль-

ной группе (р<0,05) и в группе живот-

ных через 1 сутки после ожогового по-

вреждения кожи (р<0,05). 

Результаты проведенного иссле-

дования свидетельствуют о достаточно 

стабильной картине показателей кле-
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точного цикла в клетках легких жи-

вотных без ожоговой травмы с преоб-

ладанием, с одной стороны, клеток, 

находящихся в фазе G0G1, и наличием 

определенного баланса между процес-

сами синтеза ядерной ДНК и апоптоза. 

На фоне ожогового поражения через 1 

сутки в клетках легких преобладают 

процессы апоптоза, о чем свидетель-

ствует существенное увеличение кле-

точной популяции с фрагментирован-

ной ДНК при сохранении доли клеток, 

синтезирующих ДНК. Наряду с этим 

через 1 сутки после ожога происходит 

увеличение доли клеток, находящихся 

в фазе G0G1, и блока пролиферации, а 

также снижение индекса пролифера-

ции за счет уменьшения числа клеток в 

фазе G2 + M. Не отрицая вероятности 

прямого воздействия токсинов как ос-

новного медиатора клеточных нару-

шений при ожогах, можем отметить, 

что в данном случае возможна и па-

раллельная защитная реакция орга-

низма на ожог путем снижения актив-

ной части пролиферирующих клеток и 

сохранения их популяции. Подобный 

механизм встречается при других ви-

дах поражения, например, радиацион-

ном, и позволяет сохранить основную 

массу клеток неповрежденной [4]. 

При дальнейшем развитии ожо-

гового поражения уже через 3 суток 

происходят изменения в сторону нор-

мализации показателей клеточного 

цикла, что проявляется в виде умень-

шения доли клеток в фазе G0G1 и уве-

личения индекса пролиферации. Мож-

но предположить, что некоторое вос-

становление показателей клеточного 

цикла клеток легких через 3 суток по-

сле ожога возникает еще до проявления 

гистологических признаков регенера-

ции, которые, по данным литературы, 

выявляются позднее [6]. На фоне ожо-

гового поражения (через 3 и 7 суток) 

сохраняется значительное количество 

клеток в состоянии апоптоза и наблю-

дается увеличение блока пролифера-

ции, что может указывать на недоста-

точность компенсаторных возможно-

стей организма к восстановлению. Не-

смотря на существование взглядов о 

защитной роли апоптоза после ожого-

вого поражения, сопоставление клини-

ческих данных других исследователей 

и полученных нами позволяет сделать 

заключение, что поражение легких мо-

жет происходить именно на фоне уси-

ления процессов апоптоза. Об этом 

может свидетельствовать увеличение и 

показателя S-фазы, выявленное через 7 

суток после ожогового поражения, что, 

в свою очередь, указывает на недоста-

точные процессы репарации клеток 

легких в ранний период течения ожого-

вого поражения. 

 

Выводы 

1. В легких крыс без ожоговой 

травмы на фоне применения 0,9 % рас-

твора NaCl наибольшая часть клеток 

легких (около 80 %), находится в фазе 

G0G1, а сопоставимое количество кле-
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ток в S-фазе и интервале SUB-G0G1 

свидетельствует о существовании опре-

деленного баланса между процессами 

синтеза и фрагментации ядерной ДНК в 

неповрежденной легочной ткани. 

2. У крыс с ожоговым пораже-

нием кожи через 1 сутки в клетках 

легких усиливаются процессы 

апоптоза при сохраненном показателе 

S-фазы, возрастает доля клеток в фазе 

G0G1 наряду с увеличением блока 

пролиферации и снижением индекса 

пролиферации за счет уменьшения 

популяции клеток в G2+M фазе.  

3. Через 3 суток после ожогового 

поражения проявляются признаки нор-

мализации показателей клеточного 

цикла в виде уменьшения доли клеток в 

фазе G0G1 и увеличения индекса про-

лиферации. Сохраняются значительное 

число клеток, находящихся в состоянии 

апоптоза, и увеличенные показатели 

блока пролиферации, что наблюдается 

и через 7 суток эксперимента.  

4. Существенное увеличение 

показателя S-фазы через 7 суток на 

фоне ожогового поражения, превы-

шающее этот показатель у животных 

контрольной группы и через 1 сутки 

после ожога, может свидетельство-

вать об активации синтеза ДНК в 

клетках легких и их пролиферации. 
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