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Введение. Одним из актуальных и перспективных 
направлений в современной  экспериментальной ме-
дицине считается применение лазерных и нанотехно-
логий [21]. Среди множества современных способов 
моделирования ожоговой раны кожи, лучшим  пред-
ставляется использование высоинтенсивного лазера, 
что позволяет быстро воспроизвести ожоговую рану 
точно заданной площади и глубины поражения кожи 
экспериментального животного [16].

В литературе имеются единичные сообщения о 
применении низкоинтенсивного лазерного излучения 
(НИЛИ) и наночастиц в экспериментальной хирургии 
[1]. Высоко оценивают эффективность применения 
НИЛИ в комплексном лечении гнойных ран как отече-
ственные, так и иностранные исследователи [9, 20]. 
Лазерные методы могут применяться для управления 
внутритканевым транспортом биофункциональных 
наночастиц, при этом в 20 раз изменяется  гидропро-
ницаемость ткани  за счет образования каналов и пор 
[12]. Доказано, что лазерное воздействие,  ускоряет 
проникновение наночастиц  металлов в  ткани [14].

Использование НИЛИ при лечении гнойных 
ран  обеспечивает  антимикробное воздействие, 
стимулирует регенераторные процессы, улучшает 
микроциркуляцию [2–4, 7]. Кроме того, по данным 
морфологических исследований, применение НИЛИ 
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стимулирует макрофагальную реакцию, активирует 
биосинтетическую функцию фибробластов, опти-
мизирует процессы ангио- и фибриллогенеза, что 
способствует более быстрому созреванию грануляци-
онной ткани и её фиброзной трансформации, которая 
завершается к 7–8 суткам [6, 8]. Подобные данные 
получены иностранными авторами: применение 
НИЛИ способствует более быстрому очищению ран 
от гнойно-некротических масс, раннему образова-
нию грануляций, эпителизации раневых дефектов и 
сокращению сроков лечения [22, 23].

За последнее пятилетие установлено, что наноча-
стицы меди проявляют ярко выраженную биологиче-
скую активность, в том числе бактериостатическое и 
бактерицидное действие, причем это действие про-
лонгировано и менее токсично по сравнению с солями 
меди [1, 4]. При исследовании in vitro И.В. Бабушкиной 
[4] и А.А. Рахметовой [17] установлено, что наночасти-
цы меди обладают выраженным антибактериальным 
действием на клинические штаммы золотистого ста-
филококка. Наибольшим антимикробным влиянием 
на грамотрицательные микроорганизмы обладает 
суспензия наночастиц меди при концентрации 1 мг/
мл. Более высокие концентрации наночастиц ток-
сичны и представляют потенциальную опасность для 
организма [21, 22]. Таким образом доказано рано-
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заживляющее действие синтезированного ультра-
дисперстного порошка меди, который в отличие от 
антибиотиков не вызывает селекции резистентных 
штаммов, что позволяет в дальнейшем рекомендовать 
его для использования при лечении гнойных заболе-
ваний, вызванных полиантибиотикорезистентными 
штаммами [10, 11]. 

Сочетанное применение нанотехнологий и лазер-
ного излучения нашло применение в эксперимен-
тальной онкологии [19, 20]. Впервые о синергизме 
действия НИЛИ и наночастиц меди при лечении мо-
делированных абсцессов сообщалось В.В. Алиповым 
[1]. При этом способе обеспечивалось быстрое и 
эффективное подавление роста патогенных микро-
организмов и ускорение процессов регенерации. 
О первых результатах потенцирующего действия 
НИЛИ и наночастиц меди при ожоговых ранах кожи 
автором доложено в Ганновере в 2012 году [2]. Таким 
образом, актуальным направлением в хирургии при 
лечении ожогов кожи является экспериментальное 
обоснование эффективности применения наноча-
стиц металлов, поиск усиления их бактерицидного 
действия при инфицированных ожогах кожи, в том 
числе в сочетании с низкоинтенсивным лазерным 
воздействием на рану.

Цель исследования. Изучить выраженность анти-
микробного действия наночастиц меди, лазерного 
излучения и их сочетанного применения в экспери-
менте in vitrо. Разработать способ моделирования 
инфицированных ожоговых ран и в экспериментах 
на лабораторных крысах обосновать эффективность 
сочетанного применения наночастиц меди и низ-
коинтенсивного лазерного облучения для лечения 
инфицированных ожоговых ран кожи.

Материалы и методы. Исследования выполня-
лись в оперблоке кафедры оперативной хирургии и 
топографической анатомии Саратовского государ-
ственногой медицинского университета им. В.И. 
Разумовского (СГМУ). Работа поддержана грантом 
инновационно-инвестиционного фонда  Самарской 
области (2011). В ходе работы использованы «Правила 
проведения работ с использованием эксперимен-
тальных животных» (Приложения к приказу МЗ СССР 
от 12.08.1977 г. № 755) и Европейская конвенция о 
защите позвоночных животных, используемых для 
экспериментов или в иных научных целях (ETS № 
123), г. Страсбург, 18.03.1986 г. Исследование имеет 
рекомендацию и положительное заключение комите-
та по этике СГМУ (протокол № 1 от 5 сентября 2011 
г.). При выполнении всех манипуляций животным 
использовали внутримышечный наркоз (Sol. Zoletili 
0,5%) и его сочетание с местным введением 0,5% 
раствора новокаина в дозировках, рассчитанных по 
массе животного. 

В эксперименте на 50 белых лабораторных крысах 
массой 190–200 г разработан и запатентован новый 
способ моделирования ожоговой раны кожи [8]. По-
следний достигается тем, что на выбранный участок 

кожи накладывается насадка световода лазера, выпол-
ненная в виде медной пластинки необходимой формы 
и размера, и контактно воздействуют на нее лазерным 
излучением [16]. С целью инфицирования и нагное-
ния ожоговой раны под комбинированным наркозом 
дно раны подвергали размозжению зажимом Кохера 
и наносили суспензию с лабораторными штаммами 
Pseudomonas aeruginosa и Staphylococcus aureus. Для 
этого из суточных агаровых культур по оптическому 
стандарту мутности МакФарланда готовили суспензию 
в физиологическом растворе хлорида натрия в конеч-
ной концентрации 3×107 КОЕ/мл, которой однократно 
орошали рану в объёме 0,1 мл взвеси. 

Ультрадисперсный порошок меди получали тер-
молизом в токе оксида углерода оксалата меди. 
Последний синтезировали из ацетата меди и щаве-
левой кислоты. Таким способом удаётся получить 
ультрадисперсный порошок меди, состоящий из её 
кластеров, включающих фрагменты от 60 до 80 нм, 
обладающих повышенной устойчивостью на воздухе. 
Суспензию  наночастиц меди получали при соедине-
нии 0,8 мл стерильного подсолнечного масла с 1 мг 
наночастиц меди с конечной концентрацией 1 мкг/мл. 
Данное раневое покрытие наносили на поверхность 
инфицированной раны в указанной дозе ежедневно 
каждому животному. 

В результате проведенных 52 исследований с при-
менением лазерного аппарата АЛТ «Матрикс», тип 
МЛО1КР, определены параметры, пригодные для его 
использования как изолированно, так и в сочетании с 
суспензией нанопорошка меди: частота – 80 Гц, мощ-
ность излучения – 15 мВт, длина волны – 630 нм.

Выраженность антимикробного действия синте-
зированных наночастиц меди и НИЛИ в отношении 
Pseudomonas aeruginosa и Staphylococcus aureus оце-
нивали in vitro, используя бактериологичесикие мето-
дики. Использовали стандартизированную по оптиче-
скому стандарту мутности МакФарланда суспензию 
микроорганизмов, полученную смешением суточных 
культур Pseudomonas aeruginosa и Staphylococcus 
aureus (по 9×108 КОЕ/мл). Полученную суспензию 
поэтапно разводили стерильным физиологическим 
раствором до концентрации 3×105 КОЕ/мл. 

В первой серии экспериментов культуру микро-
организмов облучали 2 мин аппаратом «Матрикс» в 
режиме: частота – 80 Гц, мощность излучения – 15 
мВт, длина волны – 0,65 мкм, время облучения – 2 
мин. Во второй серии в культуру микроорганизмов  
вносили по 0,2 мл суспензии нанопорошков меди с 
конечными концентрациями 1000, 100, 10 и 1,0 мкг/мл. 
В третьей серии сочетали облучение лазером и вне-
сение указанных наночастиц меди в течение 12 суток 
местного лечения раны. Контролем служила культура 
микроорганизмов без воздействий и добавок. Сразу и 
через 1, 2, 3 ч культивирования производили мерный 
высев (по 0,1 мл) на чашки с мясо-пептонным агаром и 
через 24 ч инкубации при 37оС в условиях перемеши-
вания (50 оборотов в мин) подсчитывали количество 
выросших колоний.
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В эксперименте на 50 белых лабораторных крысах 
массой 190–200 г изучали сочетанное применение 
наночастиц меди и низкоинтенсивного лазерного 
излучения на ожоговую рану. Животным после созда-
ния инфицированной термической ожоговой раны в 
течение 14 дней проводили лечение НИЛИ (1-я серия), 
суспензией наночастиц меди (2-я серия), сочетанным 
воздействием НИЛИ и наночастиц меди (3-я серия), 
левомиколем, как препаратом сравнения (4-я серия). 
Контролем (5-я серия) служили животные, которым 
проводили только хирургическую обработку раны, 
включающую эвакуацию гноя, извлечение инфициро-
ванной марлевой салфетки, удаление некротической 
ткани и промыванием ее антисептиком. 

Хирургический этап лечения первой фазы раневого 
процесса включал проведение хирургической обработ-
ки в течение первых трех дней после нанесения ожога. 
Хирургическая обработка раны предусматривала не 
столько стерилизацию раны, а, скорее, сокращение 
микробной контаминации, удаление некротических 
тканей промыванием ее антисептиком, уменьшение 
уровня аутолитических ферментов в ране. Первичную 
некрэктомию выполняли еще до развития в ране об-
ширных воспалительных явлений ее антисептиком. 

После 3 суток хирургического лечения начинали 
второй этап специального лечения. Для комплекс-
ной оценки течения раневого процесса ежедневно 
оценивали общее состояние животных, использовали 
методы планиметрического и микробиологического 
исследования ран, которые осуществляли на 3-и, 5-е, 
7-е, 10-е и 14-е сутки. Бактериологическое исследо-
вание гнойных ран включало изучение качественного 
состава микробных возбудителей и количественный 
учет микроорганизмов.  Учитывали следующие пара-
метры течения раневого процесса: наличие и характер 
воспалительной реакции, состояние краев и дна раны, 
сроки очищения раны от некротических тканей и по-
явления грануляций, характер грануляционной ткани, 
сроки эпителизации ран. Через 12 дней лечения, что 
соответствовало 15-м суткам после воспроизве-
дения ожога, животных взвешивали и выводили  из 
эксперимента передозировкой эфирного наркоза. У 
животных забирали фрагменты кожи из центра и пери-
ферии ожоговой раны, (окраска парафиновых срезов 
гематоксилином-эозином и пикрофуксином). 

Статистическую обработку результатов прово-
дили с учётом принципов доказательной медици-
ны, с использованием параметрических (критерий 
Фишера–Снедекора) и непараметрических (критерий 
Манна–Уитни) методов.

Результаты и их обсуждение. Установлено, что в 
эксперименте 1-й серии через 1 и 2 ч культивирования 
после лазерного облучения отмечалось снижение 
количества колоний опытного штамма до 99±2,3 и 
1212±4,2 (p<0.05) соответственно, однако на третьем 
часе рост Staphylococcus aureus возобновлялся.

Во 2-й серии через 24 ч инкубации при 37°С высе-
янных на чашки Петри микроорганизмов, предвари-

тельно культивированных в течение 1 ч в присутствии 
ультрадисперсного порошка меди, отмечалось до-
стоверное снижение количества колоний до 423±60, 
1540±325 и 2446±530 соответственно, по сравне-
нию с контролем, где отмечался рост в виде газона 
(сплошной рост). Подобная тенденция сохранялась 
через 2 и 3 ч культивирования. Нанопорошок меди в 
концентрации 1 мкг/мл не оказывал влияния на рост 
опытных культур. Таким образом, показано, что опыт-
ные концентрации нанопорошков меди (1000–10 мкг/
мл) вызывают резкое сокращение количества микроб-
ных клеток Pseudomonas aeruginosa и Staphylococcus 
aureus уже в первые часы контакта с культурой при 
полном подавлении роста через 3 ч воздействия.

В 3-й серии сочетание лазерного облучения с 
опытными концентрациями нанопорошков 1мг, 100, 
10 и 1,0 мкг/мл через 1 ч культивирования привело к 
еще большему снижению количества клеток до  34±10, 
125±24 и 2267±149 с последующим отсутствием ко-
лоний уже на 2 ч культивирования в концентрациях 
1000, 100 и 10 мкг/мл нанопорошка меди. Через 3 ч 
облучения рост отсутствовал уже во всех концентра-
циях нанопорошка меди. Таким образом, выявлен 
синергизм антимикробного действия сочетанного 
использования наночастиц меди и низкоинтенсивного 
лазерного излучения при воздействии на культуры 
Pseudomonas aeruginosa и Staphylococcus aureus, что 
позволяет снизить концентрацию наночастиц меди 
до 1 мкг/мл.

Через сутки во всех сериях экспериментов в зоне 
термического воздействия обнаружены изменения, 
характерные для ожога IIIБ степени. На 3-и сутки в 
межлопаточной области у животных формировалась 
гнойная рана со всеми характерными признаками 
гнойного воспаления. Отмечался отек и гиперемия 
кожи в области нанесения раны, припухлость, у не-
которых животных между швами выделялся гной. 
При пальпации определялась местная гипертермия 
и флюктуация. Наличие инфицированности под-
тверждалось бактериологическим посевом раневого 
содержимого. В среднем перед началом лечения 
обсеменённость ран Pseudomonas aeruginosa и 
Staphylococcus aureus составляла 4300±512 КОЕ/мл 
раневого отделяемого. 

Выявлено, что при комбинированном хирургиче-
ском и специальном лечении ран (1-я и 2-я серии) 
раневое покрытие суспензией наночастицами меди 
обладает более эффективным лечебным действием, 
чем действие НИЛИ. Наиболее отчетливое умень-
шение площади ран и сокращение сроков лечениям 
отмечено при сочетанном применении НИЛИ и су-
спензии наномеди (3-я серия), по сравнению с 1-й, 
2-й и 4-й сериями (табл. 1). 

У животных, не получавших лечение, лишь к 10-м 
суткам наметилось очищение раны, а к 14-м – появ-
ление редких грануляций. Сопоставимыми являются 
результаты 2-й и 4-й серий с применением наносу-
спензий меди и левомиколя: частичная эпителизация 
констатирована на 13–14-е сутки лечения. Очищение 
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раны, появление грануляций и эпителизация в 3-й 
серии (сочетанное применение НИЛИ и наночастиц 
меди) зарегистрированы, сооветственно, на 5-е, 7-е 
и 10-е сутки, т.е. на 4 дня раньше, чем в 1-й, 2-й и 4-й 
сериях (табл. 2). 

Важным показателем заживления инфицированной 
ожоговой раны является динамика обсеменённости 
микроорганизмами. Бактериологическое исследова-
ние отделяемого из ран животных показало, что при 
сочетанном  лечении (3-я серия) происходит посте-
пенное линейное снижение количества микроорганиз-
мов в ране, максимально выраженное по сравнению 
с другими группам. Наиболее приближены к данной 
динамике показатели в группе животных, которым 
проводили лечение наномедью, что подтверждает 
выявленный в экспериментах in vitro факт усиления 
лазерным  излучением бактерицидного действия низ-
ких концентраций наночастиц меди. Однако данный 
эффект в эксперименте на животных был выражен в 
меньшей степени по сравнению с экспериментом in 
vitro. Это свидетельствует о необходимости назна-
чения оптимальных концентрации наночастиц меди 
и параметров НИЛИ при лечении  инфицированных 
ожоговых ран.

На 10–12-е сутки лечения у животных 3-й серии 
отмечен четкий переход фазы воспаления в фазу ре-
генерации и эпителизации раны. Визуально к этому 
времени отмечалась полная или частичная эпители-
зация раны без признаков рубцевания.

Заключение. Проведенные эксперименты in vitro 
свидетельствуют о том, что изолированное примене-
ние НИЛИ не обладает достаточно эффективным анти-
бактериальным действием. Установлено, что опытные 

концентрации нанопорошков меди (1000–10 мкг/мл) 
вызывают резкое сокращение количества микробных 
клеток Pseudomonas aeruginosa и Staphylococcus 
aureus уже в первые часы контакта с культурой, а в 
концентрации 10–1,0 мкг/мл обеспечивают полное 
подавление роста через 3 ч применения НИЛИ. Таким 
образом, выявлен синергизм антимикробного дей-
ствия сочетанного использования наночастиц меди 
и НИЛИ при воздействии на культуры Pseudomonas 
aeruginosa и Staphylococcus aureus. Это позволило по-
лучать антибактериальный эффект при более низких 
(1 мкг/мл) концентрациях наночастиц меди, снижая 
тем самым возможное токсическое действие данного 
вещества на организм в условиях in vivo. 

Показано, что к 14-м суткам послеоперационного пе-
риода при  местном применении НИЛИ площадь модели-
рованной инфицированной ожоговой раны сокращается 
на 75%, а при использвании наночастиц меди – на 82%. 
Бактериальная обсемененность раны ликвидируется к 
11-м суткам лазерного облучения и к 9-м суткам приме-
нения наночастиц меди. Частичная эпителизация раны 
отмечается через 13–14 суток лечения. 

При хирургическом лечении инфицированной 
ожоговой раны кожи с сочетанным использованием 
НИЛИ и наночастиц меди имеет место синергизм 
антимикробного действия, что приводит к отсут-
ствию микробной обсемененности тканей на 2±0,7 
суток раньше в сравнении с 1-й, 2-й и 4-й сериями 
экспериментов. В 1,5 раза сокращаются сроки грану-
лирования и эпителизации раны, появление которых 
отмечено к 11,8±1,0 суткам лечения.

Установлен терапевтический эффект местного 
лечения инфицированных ожоговых ран масляной 
суспензией наночастиц меди и НИЛИ. При этом мак-
симальный эффект терапии отмечен при сочетанном 
применении НИЛИ и наночастиц меди. Вместе с тем, 
наряду с перспективностью направления требуется 
продолжение дальнейших доклинических испытаний 
для доработки адекватных доз и рациональных схем 
проводимого лечения.
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V.V. Alipov, E.A. Dobrejkin, A.I. Urusova, P.A. Belaev

Evaluation of combined copper nanoparticles’ and low-intensity laser radiation application  
in surgical treatment infected burn wounds of the skin in experiments

Abstract. The results of combined use of copper nanoparticles and low-intensity laser irradiation in the surgical treatment of 
infected burn wounds of the skin in the experiment are represented. Application of laser and nanotechnologies is considered to 
be one of the most current and promising trends in modern experimental medicine. Low antibacterial lazer activity was noted; 
reliable decrease of the number of colonies was observed at nanocopper introduction. There was revealed reliable synergism of 
antimicrobial action of copper nanoparticles’ and lazer combined application. Using the developed laser radiation method, skin 
burns of controlled damage depth and area were modelled. Peculiarities of the simulated wound process development in skin 
burn wound infection, markedness of antibacterial effect of various copper nanoparticles’ concentrations and laser radiation 
parameters were detected. Combined local application of lazer radiation and copper nanoparticles in experimental animals 
of the group under observation provided by the 7th day of treatment discontinuation of pathogenic microflora inoculation, 
by the 4th day – appearance of granulations, and by the 14th day of treatment-wound epithelization. It was proved that the 
obtained findings of experimental studies with the use of planimetric and microbiological methods of investigation suggest 
rather high efficiency of combined application of copper nanoparticles and laser radiation, the effect surpassing that of 
standard methods of treatment in duration and adequacy of wound epithelization.
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