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Резюме
Введение. Перспективным методом лечения острой посттравматической перфорации барабанной перепонки является при-
менение плазмы крови, обогащенной тромбоцитарными факторами роста (ПКОТФР).
Цель исследования. Изучить микроскопическую картину тканей перфорированной барабанной перепонки после введения в 
область перфорации барабанной перепонки плазмы крови, обогащенной тромбоцитарными факторами роста в эксперименте. 
Материалы и методы. Обследовали 36 крыс (72 барабанные перепонки). Животных поделили на 2 группы – основную и кон-
трольную. При помощи стерильной игры произвели перфорацию барабанной перепонки крысам обеих групп. Животным 
основной группы ввели однократно аппликационно аутоплазму крови, обогащенную тромбоцитарными факторами роста, в 
область перфорации барабанной перепонки. Животным контрольной группы произвели лишь динамическое наблюдение. 
Крыс вывели из эксперимента партиями по 6 особей на 5-, 10-, 15-е сут. после перфорации барабанной перепонки, затем 
произвели гистологическую оценку регенерации тканей барабанных перепонок. 
Результаты. У животных основной группы на 5-е сут. достоверно реже регистрировали отек, дезорганизацию соединительной 
ткани, чем у животных контрольной группы (р ≤ 0,05). Фибробластную инфильтрацию тканей барабанной перепонки досто-
верно чаще отмечали у крыс основной группы по сравнению с крысами контрольной группы (р ≤ 0,05). У крыс основной 
группы на 10-е сут. отек и дезорганизацию соединительной ткани барабанных перепонок отмечали достоверно реже, чем у 
крыс контрольной группы (р ≤ 0,05). Признаки фибробластной инфильтрации и неоангиогенеза в те же сроки у животных 
основной группы выявили достоверно чаще в отличие от крыс контрольной группы (р ≤ 0,05). У животных основной группы на 
15-е сут. фибробластную инфильтрацию и неоангиогенез выявили во всех случаях наблюдения, что достоверно превышало 
соответствующие показатели в контрольной группе, а лейкоцитарную инфильтрацию у крыс основной группы, в отличие от 
предыдущих этапов исследования, отмечали достоверно реже, чем у крыс контрольной группы (р ≤ 0,05). 
Заключение. Более раннюю и полную регенерацию поврежденных тканей барабанной перепонки в условиях ее травматической 
перфорации отметили у крыс основной группы под влиянием ПКОТФР. У крыс основной группы визуализировали более органи-
зованные коллагеновые волокна, наличие базофильных лейкоцитов, признаки неоангиогенеза и обширные поля фибробластов.

Ключевые слова: барабанная перепонка, травматическая перфорация, плазма крови, тромбоцитарные факторы роста, 
регенерация, крысы
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Abstract 
Introduction. Тo study the microscopic picture of the tissues of the perforated tympanic membrane after the introduction of blood 
plasma enriched with platelet growth factors into the perforated area of the tympanic membrane in the experiment.
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ВВЕДЕНИЕ

На сегодняшний день проблеме лечения острой пост-
травматической перфорации барабанной перепонки 
(ПБП) посвящено большое количество работ. Это обу-
словлено частотой встречаемости ПБП, полиэтиологич-
ностью и зачастую – неудовлетворительными результа-
тами лечения пациентов [1–3]. Используемые хирурги-
ческие методы в подобных случаях имеют как свои 
плюсы, так и существенные минусы: высокие финансо-
вые затраты на лечение и на обучение оперирующих 
ЛОР-врачей, травматизация «донорского» участка, воз-
можные постоперационные осложнения [4–10]. В каче-
стве альтернативы собственным тканям для закрытия 
ПБП активно внедряются синтетические материалы, 
однако они могут вызывать аллергические и воспали-
тельные реакции, а их биомеханические и физические 
свойства отличаются от свойств барабанной перепонки 
человека, что может негативно влиять на качество слуха. 
Поэтому все большее количество исследований в обла-
сти регенеративной медицины как альтернативы хирур-
гической помощи направлено на поиск улучшения меж-
клеточных коммуникаций [11, 12]. Перспективным мето-
дом является применение плазмы крови, обогащенной 
тромбоцитарными факторами роста (ПКОТФР), в основе 
которого лежит паракринное воздействие на различные 
типы клеток ростковых факторов, содержащихся в аль-
фа-гранулах тромбоцитов [13–17]. Ростковые факторы 
способны ускорить процесс пролиферации, включающий 
в себя ангиогенез, эпителизацию, тканевой анаболизм, 
остеоинтеграцию и дифференцировку клеток, участвую-
щих в регенерации тканей [18]. Данный метод прост и 
быстр в применении, не требует сложного оборудования, 
малотравматичен, безопасен с точки зрения переноса 
инфекции, не вызывает аллергии, т. к. ПКОТФР является 

аутотканью [19]. В ПКОТФР содержится оптимальное 
соотношение факторов роста по составу. 

На сегодняшний день опубликовано много работ, под-
тверждающих эффективность использования ПКОТФР в 
медицине, вместе с тем данных об опыте использования 
ПКОТФР в оториноларингологии во время оперативного 
вмешательства при закрытии травматической перфора-
ции барабанной перепонки на крысах нет [20, 21]. 

Таким образом, можно полагать, что использование 
ПКОТФР при закрытии острой посттравматической пер-
форации барабанной перепонки приведет к ускорению 
регенерации тканей, способствуя тем самым более 
быстрому восстановлению нормального слуха больных и, 
соответственно, сокращению продолжительности пост-
травматического периода. Применение данного метода 
возможно даже в условиях стационара дневного пребы-
вания и экономически выгодно.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Экспериментальную часть работы выполнили на кры-
сах самцах, линии Wistar, возраст 3 мес., массой тела 
230–250 г, в количестве 36 голов (оценивали 72 барабан-
ные перепонки). Все работы с животными провели в соот-
ветствии с законодательством Российской Федерации, 
положениями Директивы 2010/63/EU Европейского пар-
ламента и Совета Европейского союза от 22 сентября 
2010 г. по охране животных, используемых в научных 
целях (ст. 27). 

В ходе исследования выделили 2 группы лабораторных 
животных: основную  – 18 голов, 36 барабанных пере
понок и контрольную – 18 голов, 36 барабанных перепо-
нок. Рандомизацию животных проводили методом «кон-
вертов». Масса тела составила 239 ± 6 г и 242 ± 5 г в 
основной и контрольной группах соответственно. Перед 

Materials and methods. 36 rats (72 tympanic membranes) were examined. The animals were divided into 2 groups, the main and 
the control. The tympanic membrane was perforated in rats of both groups using sterile play. Animals of the main group were 
injected with a single application of autoplasm of blood enriched with platelet growth factors into the area of perforation of the 
tympanic membrane. The animals of the control group underwent only dynamic observation. The rats were withdrawn from the 
experiment in batches of 6 individuals on day 5, 10, 15 after the tympanic membrane perforation, then a histological assessment 
of the tissue regeneration of the tympanic membranes was performed.
Results. In animals of the main group on the 5th day after perforation of the tympanic membrane, edema and disorganization of 
connective tissue were significantly less frequently recorded than in animals of the control group (p ≤ 0.05). Fibroblastic infiltration 
of tympanic membrane tissues was significantly more often observed in rats of the main group compared with rats in the control 
group (p ≤ 0.05). In rats of the main group on the 10th day after perforation of the tympanic membrane, edema and disorganization 
of the connective tissue of the tympanic membranes were noted significantly less frequently than in rats of the control group (p 
≤ 0.05). Signs of fibroblastic infiltration and neoangiogenesis at the same time in animals of the main group were revealed sig-
nificantly more often, in contrast to rats in the control group (p ≤ 0.05). In animals of the main group, on the 15th day after perfora-
tion of the tympanic membrane, fibroblastic infiltration and neoangiogenesis were revealed in all cases of observation, which 
significantly exceeded the corresponding indicators in the control group, and leukocyte infiltration in rats of the main group, in 
contrast to the previous stages of the study, was noted significantly less frequently. than in rats of the control group (p ≤ 0.05).
Conclusion. Earlier and complete regeneration of damaged tissues of the tympanic membrane under conditions of its traumatic 
perforation was noted in rats of the main group under the influence of PCOTFR. In rats of the main group, more organized collagen 
fibers, the presence of basophilic leukocytes, signs of neoangiogenesis, and extensive fields of fibroblasts were visualized.

Keywords: tympanic membrane, traumatic perforation, blood plasma, platelet growth factors, regeneration, rats
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началом эксперимента провели отоскопию на предмет 
наличия перфорации барабанной перепонки, признаков 
воспаления, инородных тел в наружном слуховом проходе. 
Травматическую перфорацию барабанной перепонки в 
ходе эксперимента крысам обеих групп выполняли в усло-
виях общей анестезии стерильной иглой в задненижнем 
квадранте барабанной перепонки. Общую анестезию осу-
ществляли препаратами «Золазепам» и «Ксилазин» из 
расчета 5 мг каждого препарата/1 кг массы тела животного 
в/м стерильной иглой. 

Крысам основной группы произвели забор 1 мл ауто-
крови из хвостовой вены. Затем кровь помещали в сте-
рильную вакуумную пробирку с цитратом натрия 3,8%. 
Этап центрифугирования крови с 3,8%-ным цитратом 
натрия проводили в режиме 230 rpm 8 мин (центрифуга 
СМ-12-0-6, фабрика «НК Групп», Россия). После центрифу-
гирования осуществляли разделение крови на 3 части: 
плазма крови с тромбоцитами, лейкоцитами и эритроци-
тами. Часть плазмы крови, содержащую тромбоциты, 
отбирали с помощью стерильной пипетки Пастера, добав-
ляли катализатор (1 капля 10%-ного раствора CaCl2). 
Через 15 мин происходило образование сгустка, обога-
щенного тромбоцитарными факторами роста. Полученный 
тромбоцитарный сгусток вводили в наружный слуховой 
проход животным основной группы однократно, апплика-
ционно с помощью стерильной пипетки Пастера, который 
на следующий день после введения резорбировался. 
Крысам контрольной группы проводили лишь динамиче-
ское наблюдение за регенерацией ПБП. 

Для гистологического сравнения барабанных перепо-
нок в группах животных выводили из эксперимента, 
помещая их в камеру с CO2

1, по 6 крыс в каждой группе 
последовательно партиями (по 12 барабанных перепо-
нок в каждой группе) через 5 дней, через 10 и через 
15 дней после ПБП. Затем вскрывали буллы височных 
костей и помещали их в 10%-ный забуференный раствор 
формальдегида («Merkc», USA). Барабанные перепонки 
выделяли из височных костей тупым путем, образцы про-
мывали в 1% фосфатно-солевом буфере (pH 7,4), 
(Invitrogen, Mulgrave, Australia). Затем ткани обрабатыва-
ли с использованием тканевого прессора Leica (модель 
TP 1020) с последующей дегидратацией в спиртах в воз-
растающей концентрации, проведением через ортокси-
лол и заливкой в парафин. На ротационном микротоме 
готовили парафиновые срезы толщиной 5–6 мкм и фик-
сировали на адгезивных стеклах HistoBond (Marien-feld, 
Германия). Срезы депарафинировали с помощью ксилола 
и этилового спирта с последующей окраской обзорными 
гистологическими красителями: гематоксилином Майера 
и эозином. Далее, окрашенные срезы заключали в монти-
рующую среду Surgipath Sub-X Mounting Medium (Leica), 
покрывали покровными стеклами и оставляли для сушки 
на 24 ч, затем производили микроскопическую оценку 
исследуемых тканей. 

1 Красильщикова М.С., Семушина С.Г. Руководство по работе с лабораторными животны-
ми для сотрудников ГБОУ ВПО РНИМУ им. Н.И. Пирогова Минздрава России, занятых про-
ведением доклинических испытаний. М.: МЕД; 2015. 50 c. Режим доступа: http://rsmu.ru/
fileadmin/templates/DOC/Vivarium/Ruk_IACUC_RSMU.pdf.

Гистологическую оценку барабанных перепонок у 
крыс обеих групп проводили по параметрам: дезоргани-
зация соединительной ткани; отек соединительной ткани; 
фибробластная инфильтрация; лейкоцитарная инфиль-
трация; неоангиогенез. Учитывали наличие или отсут-
ствие параметров в группах. 

Статистическую обработку данных эксперименталь-
ной части исследования проводили в программе Statistica 
7.0 методом ANOVA. Для оценки достоверности различий 
каждого гистологического параметра между группами 
использовали U-тест Манна  – Уитни. Различия считали 
достоверными при р ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЯ

Данные (примеры) микроскопии тканей крыс обеих 
групп на 10-е сут. после перфорации барабанной пере-
понки представлены на рис. 1, 2. Динамика ряда гистоло-
гических признаков у крыс основной и контрольной 
групп представлена на рис. 3, 4, 5.

Из представленных на рис. 3 данных следует, что 
на 5-е сут. после перфорации барабанной перепонки у 
крыс основной группы достоверно реже регистрировали 
отек и дезорганизацию соединительной ткани (в 2 случа-
ях из 12 барабанных перепонок), чем в контрольной 
группе (во всех 12 случаях), (р ≤ 0,05). Фибробластную 
инфильтрацию тканей барабанной перепонки, напротив, 
достоверно чаще отмечали в основной группе (во всех 
12 случаях) по сравнению с контрольной группой (1 слу-
чай из 12 барабанных перепонок) (р ≤ 0,05). 

 Рисунок 1. Гистологическая картина барабанной перепонки 
крысы контрольной группы на 10-е сут. после перфорации 
барабанной перепонки

 Figure 1. Histological picture of the control group rat’s tympanic 
membrane on Day 10 after tympanic membrane perforation

Фрагмент барабанной перепонки крысы. Контрольная группа, 10-е сут. после перфора-
ции барабанной перепонки. Фрагмент барабанной перепонки с одной стороны покрыт 
многослойным плоским неороговевающим эпителием (стрелка А), с другой стороны 
покрыт однослойным кубическим эпителием (стрелка Б), свидетельствующими о на-
чале процесса регенерации тканей барабанной перепонки, однако все еще сохраня-
ются отек, дезорганизация соединительно-тканного матрикса (стрелка В), отсутствует 
структурированность тканей. Рыхлая воспалительная инфильтрация (стрелка Г). Окраска 
гематоксилином и эозином. Ув.: х200
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У крыс основной группы на 10-е сут. после перфо-
рации барабанной перепонки отек, дезорганизацию 
соединительной ткани барабанных перепонок отмеча-
ли достоверно реже, чем у крыс контрольной группы 
(в 1-м случае наблюдения в основной группе и во всех 
случаях наблюдений в контрольной группе) (р ≤ 0,05), 
а признаки фибробластной инфильтрации и неоангио-
генеза в те же сроки у животных основной группы 
выявили достоверно чаще: во всех случаях наблюде-
ний в основной группе по обоим параметрам и 4 слу-
чая фибробластной инфильтрации, ни одного случая 
неоангиогенеза из 12 барабанных перепонок в кон-
трольной группе (р ≤ 0,05) (рис. 4). 

На 15-е сут. после перфорации барабанной пере
понки фибробластную инфильтрацию и неоангиогенез 
выявили во всех 12 наблюдениях у животных основной 
группы, что достоверно превышало соответствующие 
показатели у крыс контрольной группы (7 случаев фибро-
бластной инфильтрации, 1 случай неоангиогенеза из 
12 барабанных перепонок у животных контрольной группы), 
а признаков лейкоцитарной инфильтрации у крыс основ-
ной группы, в отличие от предыдущих этапов исследова-
ния, отмечали достоверно реже, чем у крыс контрольной 
группы (р ≤ 0,05), рис. 5.

Кроме того, у животных основной группы, в отличие от 
контрольной, уже на 5-е сут. после перфорации бара
банной перепонки визуализировали более упорядочен-
ные параллельно идущие коллагеновые волокна, фибро-
бласты. Единичные макрофаги, базофильные лейкоциты 
на этом этапе эксперимента выявили только в препара-
тах крыс основной группы (в 11 из 12 препаратов). 
Базофильные лейкоциты, как известно, принимают актив-

ное участие в регуляции регенерации тканей и в восста-
новительных процессах [22]. Их активация в столь ранние 
сроки после аппликации ПКОТФР свидетельствует о 
быстром и очевидном стимулирующем влиянии тромбо-
цитарных факторов роста на регенеративные возможно-

 Рисунок 3. Динамика ряда гистологических признаков у 
крыс основной (n = 12) и контрольной (n = 12) групп на 5-е 
сутки эксперимента

 Figure 3. Dynamics of certain histological features in treatment 
group rats (n = 12) and control group rats (n = 12) on Day 5 of 
the experiment
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Примечание: * р ≤ 0,05, разница между основной и контрольной группами в тот же 
период наблюдения.

 Рисунок 4. Динамика ряда гистологических признаков у 
крыс основной (n = 12) и контрольной (n = 12) групп на 10-е 
сутки эксперимента

 Figure 4. Dynamics of certain histological features in treat-
ment group rats (n = 12) and control group rats (n = 12) on Day 
10 of the experiment
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Примечание: * р ≤ 0,05, разница между основной и контрольной группами в тот же 
период наблюдения.

 Рисунок 5. Динамика ряда гистологических признаков у 
крыс основной (n = 12) и контрольной (n = 12) групп на 15-е 
сутки эксперимента

 Figure 5. Dynamics of certain histological features in treat-
ment group rats (n = 12) and control group rats (n = 12) on Day 
15 of the experiment
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Примечание: * р ≤ 0,05, разница между основной и контрольной группами в тот же 
период наблюдения.

 Рисунок 2. Гистологическая картина барабанной перепонки 
крысы основной группы на 10-е сутки после перфорации 
барабанной перепонки

 Figure 2. Histological picture of the treatment group rat’s tym-
panic membrane on Day 10 after tympanic membrane perforation

Фрагмент барабанной перепонки крысы. Основная группа, 10-е сутки после перфора-
ции барабанной перепонки. Видны обширные поля фибробластов (стрелка А), которые, 
как известно, продуцируют белки, формирующие волокна соединительной ткани при 
регенерации; участки неоангиогенеза (стрелка Б), свидетельствующие о формировании 
питательных сосудов для тканей; диффузная лимфоцитарно-лейкоцитарная инфильтра-
ция (стрелка В), характерная для тканей в процессе регенерации. Полнокровие (стрелка Г). 
Окраска гематоксилином и эозином. Ув.: х200
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сти тканей перфорированной барабанной перепонки. На 
10-е сут. во всех 12 препаратах крыс основной группы 
визуализировали участки неоангиогенеза, полнокровные 
сосуды и обширные поля фибробластов, в отличие от 
12 препаратов крыс контрольной группы, где признаки 
фибробластной инфильтрации визуализировали лишь в 
4 случаях, а участки неоангиогенеза – ни в одном наблю-
дении (р ≤ 0,05). Как известно, фибробласты представля-
ют собой динамичную и разностороннюю популяцию 
клеток мезенхимального происхождения, участвующих в 
регенеративных процессах. Они отвечают за синтез и 
депонирование компонентов внеклеточного матрикса, 
таких как коллаген и эластин, формирующие волокна, а 
также протеогликаны и гликопротеиды основного аморф-
ного вещества. Благодаря фибробластам другие клетки 
способны оседать и мигрировать вдоль трехмерной 
опоры и тем самым создавать органо-специфичную 
архитектуру тканям. Кроме того, фибробласты производят 
биоактивные молекулы, которые участвуют в ангио
генезе и восстановлении тканей [23]. Образование новых 

кровеносных сосудов необходимо для роста и питания 
тканей [24], поэтому признаки неоангиогенеза и фибро-
бластной инфильтрации служат признаками начала реге-
нерации тканей под влиянием ПКОТФР уже на 10-е сут. 
эксперимента.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, анализируя полученные результаты, 
можно уверенно говорить, что более раннюю и полную 
регенерацию поврежденных тканей барабанной пере-
понки в условиях ее травматической перфорации отме-
тили у крыс основной группы под влиянием ПКОТФР. 
У крыс основной группы визуализировали более органи-
зованные коллагеновые волокна, наличие базофильных 
лейкоцитов, признаки неоангиогенеза и обширные поля 
фибробластов.�
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