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РЕГЕНЕРАЦИЯ АМПУТИРОВАНОЙ КОНЕЧНОСТИ ТРИТОНА 
ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ УЛЬТРАЗВУКА И CaCl29 

 
Цель исследования – установить влияние сочетанного воздействия ультразвука и CaCl2 на 

макро- и микроструктуру регенерирующих тканей грудной конечности тритона после 
ампутации. Определено, что после ампутации грудной конечности у тритона происходит 
поэтапная посттравматическая регенерация. Конечность восстанавливается полностью к 85-
м суткам и становится физиологически, макро- и микроструктурно равноценной исходной 
конечности. При стимуляции регенерации сочетанным воздействием ультразвука и CaСl2, 
добавленного в воду, процесс восстановление конечности протекает интенсивнее и 
завершается на 2–3 недели раньше, чем в контрольной группе. На 42-е сутки после ампутации 
длина регенерирующей культи в контрольной группе составляла 7,03±0,11 мм, а во второй 
группе, где применялся ультразвук, была длиннее, чем в контроле, на 13,3 % (Р ≤ 0,05) и 
достигала 7,97±0,11 мм. В третьей группе при сочетанном воздействие ультразвука и CaСl2 в 
течение 10 дней, экспозиция 30 с, длина культи превышала контрольное значение на 27,6 % 
(Р ≤ 0,05) и достигала 8,97±0,18 мм. На 42-е сутки на микроструктурном уровне сформированы 
кожа с ороговевающим эпителием и железами, поперечно полосатые мышцы и кости, 
представленные хрящевой тканью. При этом наиболее выраженные и завершенные процессы 
остеогенеза отмечались в группе, где применяли сочетанное воздействие ультразвука и CaCl2. 
Кости грудной конечности тритона после ампутации регенерируют за счет хрящевой ткани 
эпифизарных пластинок, сформировавшихся на месте мезенхимы. Хрящевая ткань 
представлена изогенными группами округлых хондроцитов, пространство между которыми 
заполнено безволокнистым матриксом – хондромукоидом. Стимуляция регенерации сочетанным 
воздействием ультразвуком и CaСl2 ускоряет лишь процесс регенерации, но сохраняет 
закономерности развития хрящевой кости в зоне эпифизарных пластинок из мезенхимы. 

Ключевые слова: тритон, регенерация, микроструктура грудной конечности, ультразвук, 
CaCl2. 
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AMPUTATED NEWT'S LIMB REGENERATION 
UNDER EXPOSURE TO ULTRASOUND AND CaCl2 

 
The aim of research is to establish the effect of the combined impact of ultrasound and CaCl2 on the 

macro- and microstructure of the regenerating tissues of newt 's thoracic limb after amputation. It was 
determined that after amputation of the thoracic limb, the newt undergoes a phased post-traumatic 
regeneration. The limb is fully restored by the 85th day and becomes physiologically, macro- and 
microstructurally equivalent to the original limb. When the regeneration is stimulated by the combined 
effect of ultrasound and CaCl2 added to the water, the process of limb recovery proceeds more intensively 
and ends 2–3 weeks earlier than in the control group. On the 42nd day after amputation, the length of the 
regenerating stump in the control group was 7.03 ± 0.11 mm, and in the second group, where ultrasound 
was used, it was longer than in the control, by 13.3 % (P ≤ 0.05 ) and reached 7.97 ± 0.11 mm. In the third 
group, combined exposure to ultrasound and CaCl2 for 10 days, exposition 30 s, the length of the stump 
exceeded the control value by 27.6 % (P ≤ 0.05) and reached 8.97 ± 0.18 mm. On the 42nd day, skin with 
keratinizing epithelium and glands, striated muscles and bones, represented by cartilaginous tissue, were 
formed at the microstructural level. At the same time, the most pronounced and completed processes of 
osteogenesis were noted in the group where the combined effect of ultrasound and CaCl2 was used. The 
bones of the newt 's thoracic limb after amputation are regenerated due to the cartilaginous tissue of the 
epiphyseal plates formed at the site of the mesenchyme. Cartilage tissue is represented by isogenic 
groups of rounded chondrocytes, the space between which is filled with a fibrous matrix – chondromucoid. 
Stimulation of regeneration by the combined effect of ultrasound and CaCl2 accelerates only the 
regeneration process, but retains the regularities of the development of cartilaginous bone in the zone of 
the epiphyseal plates from the mesenchyme. 

Keywords: newt, regeneration, microstructure of the thoracic limb, ultrasound, CaCl2. 
 

Введение. Поскольку механизм восстанов-
ления кости изучен недостаточно, в настоящее 
время проблема репаративной регенерации ко-
стной ткани является актуальной. Некоторые 
аспекты биохимических и морфологических ме-
ханизмов и процессов рассмотрены в работах 
А.А. Корж, Г.В. Сорокина [2, 3]. Важно понять 
причины нарушения обмена веществ в костной 
ткани и в целом в организме в процессе регене-
рации. Установление механизма репаративного 
остеогенеза и причин его нарушения поможет в 
решении этой проблемы.  

Способы и методы стимуляции репаратив-
ной регенерации делят на общие и местные. 
Также они подразделяются на физические (опе-
ративные), химические (медикаментозные) и 
биологические [3].  

В целях изучения стимуляции репаративного 
остеогенеза с 60-х гг. XX столетия началось ак-
тивное исследование физических методов, без 
применения дорогостоящего оборудования, но 
дающих хорошие результаты. В настоящее 
время положительное влияние на репаратив-
ный остеогенез оказывают такие методы, как: 
высокочастотное переменное электромагнитное 

поле; высокочастотное магнитное поле; посто-
янный ток; механо-акустические волны; ультра-
звук; ударно-волновая терапия; низкоинтенсив-
ное лазерное излучение [4]. 

Ультразвук является перспективным мето-
дом стимуляции репаративной регенерации, но 
недостаточно изученным [4]. J. Harle установил, 
что ультразвук способствует модулированию 
аденилатциклазы, простагландина Е, стимули-
рует экспрессию генов TGF [10]. R. Ramli пока-
зал, что ультразвук низкой интенсивности хоро-
шо стимулирует неоангиогенез [13].  

F.S. Oliver, Pires-De-Campos и другие зару-
бежные ученые получили хорошие результаты 
при использовании ультразвука малыми дозами 
на регенерирующую костную ткань [8, 12], также 
хорошие результаты дало применение ультра-
фонофореза (ультразвуковое воздействие через 
лекарственный препарат) [9]. Ультразвуковые 
колебания способствуют усилению проницаемо-
сти клеточных мембран и процессов диффузии, 
что обеспечивает более тщательное распро-
странение лекарственного препарата из контакт-
ной среды в ткани [7]. На данный эффект указы-
вают A. Azagury и K. Lii: отмечают возможность 
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применения лекарственных веществ в качестве 
контактной среды, при этом увеличивается воз-
можность трансдермального введения лекарства 
[6, 11]. Двойное воздействие лекарственным ве-
ществом и ультразвуковой волной улучшает об-
мен веществ, усиливает репарацию и регенера-
цию костной ткани [5, 14]. Однако вопросы соче-
танного воздействия ультразвука и CaCl2 на ре-
генерацию ампутированной конечности у трито-
нов исследованы недостаточно. 

Цель исследования: установить влияние со-
четанного воздействия ультразвука и CaCl2 на 
макро- и микроструктуру регенерирующих тканей 
грудной конечности тритона после ампутации.  

Объекты, материалы и методы исследо-
вания. Исследования проводились в гистологи-
ческой лаборатории кафедры анатомии, пато-
логической анатомии и хирургии Института при-
кладной биотехнологии и ветеринарной меди-
цины Красноярского государственного аграрно-
го университета в 2021 г. 

Объектом исследования послужили самки 
обыкновенного тритона (Triturus vulgaris Linnaeus).  

Материалом для исследования послужили 
ампутированная грудная конечность тритона, 
отросшая конечность (культя) при разных сро-
ках после ампутации.  

Ампутацию грудной конечности проводили на 
1–2 мм ниже плечевого сустава. Животное под-

вергалось гипотермии, понижению температуры 
воды с с 23 до 0 °С, тритоны впадали в состоя-
ние анабиоза, за счет чего снижалась двига-
тельная активность и чувствительность. Данный 
способ был выбран как физиологически ком-
фортный и привычный для тритонов [1], и он 
предотвращал кровопотерю.  

В случае использования препаратного нар-
коза (золетил или рометар) у тритонов открыва-
лось кровотечение в месте ампутации [1].  

Исследовали тритонов трех групп, в каждой – 
по три особи. Первая группа являлась кон-
трольной, после ампутации тритоны регенери-
ровали без каких-либо посторонних воздейст-
вий. Вторая группа на 28-й день после ампута-
ции была подвергнута воздействию ультразвука 
при помощи аппарата «Ретона АУТн-01» в те-
чение 10 дней, экспозиция 30 с. У третьей груп-
пы к стимуляции ультразвуком добавляли в во-
ду CаCl2 по 0,2 г на 10 л воды аквариума в те-
чение 10 дней.  

Результаты исследования. На месте ампу-
тации воспалительных процессов не наблюда-
лось, происходило постепенное формирование 
регенераторной мозоли, и спустя 14 дней она 
достигала 2–3 мм (рис. 1, 2). Две недели спустя 
ампутированная конечность достигла размеров, 
позволяющих проводить точечное воздействие 
УЗ (рис. 3). 

 

   

Рис. 1. 14-й день  
после ампутации 

Рис. 2. 28-й день  
после ампутации 

Рис. 3. УЗ-воздействие 

 
Достоверные различия в скорости регенера-

ции конечностей в контрольной и опытных груп-
пах наблюдались на 42-е сутки после ампута-
ции. Быстрее грудная конечность отрастала в 
третьей группе: длина ее составила около 
8,97±0,18 мм, что на 27,6 % (Р ≤ 0,05) больше, 
чем в контрольной группе, при этом видны за-
чатки пальцев (рис. 4). Во второй группе к этому 
периоду был сформирован лишь запястный 

сустав без пальцев, а полная длина регенери-
рующей конечности составила 7,97±0,11 мм, 
что по сравнению с контрольной больше на 
13,3 % (Р ≤ 0,05) (рис. 5). В первой группе (кон-
трольной) регенерирующая конечность имела 
клиновидную форму и включала в себя отрос-
шую плечевую кость, локтевой сустав и зачаток 
костей предплечья без запястья и костей паль-
цев и составляла 7,03±0,11 мм (рис. 6). 
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Рис. 4. Третья группа Рис. 5. Вторая группа Рис. 6. Первая группа 
 

Ампутированную конечность погружали в 9 % 
раствор забуференного нейтрального форма-
лина на 3 суток, затем – в 5 % водный раствор 
азотной кислоты на 5 суток, с ежедневной сме-
ной раствора. Далее следовала промывка в 
проточной воде и проводка через батарею изо-
пропиловых спиртов возрастающей концентра-
ции и вазелиновое масло (проводка через 4 па-

рафина и заливка в парафиновые блоки). На-
резка препарата производилась на микротоме.  

Полученные срезы окрашивали: гематокси-
лин-эозином, пикро-Маллори и Конго красным 
(рис. 7). При изучении контрольных препаратов 
с увеличением объектива 10× хорошо просмат-
риваются все структурные единицы конечности.  

 

   
Гематоксилин-эозин Пикро-Маллори Конго красный 

 
Рис. 7. Микроструктура регенераторной мозоли: а – ороговевающий эпителий; 

б – эпителиальные клетки; в – рыхлая соединительная ткань;  
г – экзокринные железы; д – надхрящница; е – хондроциты;  
ж – хондробласты; з – межклеточное вещество (матрикс);  

и – мышечные волокна 
 

Гистологически кожа представлена орогеве-
вающим эпителием, отслоившимся от поверх-
ности. Видны 2–4 ряда эпителиальных клеток с 
базофильно окрашенным ядром овальной фор-
мы. В коже хорошо видны крупные, округлые 
экзокринные железы, содержащие в себе сек-
рет. Стенки желез выстланы однослойным эпи-
телием. Далее рыхлая соединительная ткань 
переходит в мышечные волокна. Также при ок-

расе пикро-Маллори хорошо просматриваются 
коллагеновые и эластические волокна, пред-
ставляющие собой связочный аппарат. Связка-
ми мышцы крепятся к надхрящнице, состоящей 
из единичных хондробластов вытянутой формы 
с овальным крупным базофильным ядром. В 
более глубоких участках кости хондробласты 
становятся хондроцитами – округлыми крупны-
ми клетками со смещенными эксцентрично 
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круглыми ядрами. Хондроциты располагаются 
изогенными группами по 2–4 клетки в группе, 
пространство между ними заполнено матрик-
сом – хондромукоидом, окрашиваемым окси-
фильно. 

Наиболее яркая картина формирования 
хрящевой кости наблюдается на 28-е сутки ре-
генерации грудной конечности (рис. 8). 

 

 

  

Гематоксилин-эозин Пикро-Маллори Конго красный 
 

Рис. 8. Микроструктура регенераторной мозоли:  
МК – мезенхимные клетки; ХК – хрящевые клетки 

 
Эпидермис кожи представлен 2–6 рядами 

округлых эпителиальных клеток с ярко-
базофильными крупными ядрами. В соедини-
тельнотканной дерме обнаруживаются крупные 
экзокринные железы округлой формы, содер-
жащие вязкий оксифильный секрет. Стенки же-
лез выстланы однослойным низко призматиче-
ским эпителием. Глубже рыхлая соединитель-
ная ткань гиподермы переходит в эпимизий пуч-
ков поперечно-полосатых мышечных волокон, 
который в области эпифизов переходит в колла-
геновые волокна сухожилий. Хрящевая основа 
культи имеет четко выраженные границы. Клет-
ки в области эпифизарных пластинок на грани-
це суставов активно делятся, образуя точку рос-
та хрящевой ткани, и находятся на высоком 
уровне метаболизма. Кость растет за счет фор-
мирования хрящевой ткани, находящейся в 
эпифизах. В центре хряща хорошо видны ме-
зенхимные клетки, ориентированные поперек 
кости, проксимально и дистально мезенхимные 
клетки переходят в хондробласты и затем в 
хондроциты, формируя эпифизарные пластин-
ки. Мезенхимные клетки отростчатые, вытяну-
той веретенообразной формы. Совокупность 
клеток образует синцитий (соклетие), широкие 
отростки клеток переходят без заметных границ 
в отростки смежных клеток. Ядра мезинхимио-
цитов вытянуты вдоль длинной оси клетки. 

Межклеточное пространство слабовыраженное. 
В проксимальных и дистальных направлениях 
мезенхимные клетки округляются, ядра стано-
вятся шаровидными, структура синцития исче-
зает. Клетки отодвигаются друг от друга, между 
ними появляется хондромукоид, а ткань приоб-
ретает вид дефинитивной хрящевой ткани с ти-
пичными округлыми хондроцитами, располо-
женными группами, и межклеточным вещест-
вом. По краям эпифизарных пластинок отчетли-
во различимы хондробласты.  

Заключение. После тотальной резекции 
грудной конечности у самок тритона обыкновен-
ного происходит поэтапная посттравматическая 
регенерация. Конечность восстанавливается 
полностью к 85-м суткам и становится физиоло-
гически, макро- и микроструктурно равноценной 
исходной конечности. При стимуляции регене-
рации сочетанным воздействием ультразвука и 
CaСl2, добавленного в воду, процесс восстанов-
ления конечности протекает интенсивнее и за-
вершается на 2–3 недели раньше, чем в кон-
трольной группе. На 42-е сутки после ампутации 
длина регенерирующей культи в контрольной 
группе составляла 7,03±0,11 мм, а во второй 
группе, где применялся ультразвук, была длин-
нее, чем в контроле, на 13,3 % (Р ≤ 0,05) и дос-
тигала 7,97±0,11 мм. В третьей группе при соче-
танном воздействии ультразвука и CaСl2 в тече-
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ние 10 дней, экспозиция 30 с, длина культи пре-
вышала контрольное значение на 27,6 % 
(Р ≤ 0,05) и достигала 8,97±0,18 мм. На 42-е 
сутки на микроструктурном уровне сформиро-
ваны кожа с ороговевающим эпителием и желе-
зами, поперечно-полосатые мышцы и кости 
представлены хрящевой тканью. При этом наи-
более выраженные и завершенные процессы 
остеогенеза отмечались в группе, где применя-
ли сочетанное воздействие ультразвука и CaCl2. 
Кости грудной конечности тритона после ампу-
тации регенерируют за счет хрящевой ткани 
эпифизарных пластинок, сформировавшихся на 
месте мезенхимы. Хрящевая ткань представле-
на изогенными группами округлых хондроцитов, 
пространство между которыми заполнено без-
волокнистым матриксом – хондромукоидом.  

Стимуляция регенерации сочетанным воз-
действием ультразвука и CaСl2 ускоряет про-
цесс регенерации, при этом сохраняются общие 
закономерности развития хрящевой кости в зо-
не эпифизарных пластинок из мезенхимы. 
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