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Резюме
Введение. Одним из наиболее актуальных вопросов современной оториноларингологии является проблема формирования 
стойких дефектов голосовых связок и барабанной перепонки. Такое положение вещей связано с разнообразием причин, 
вызывающих развитие данных состояний, а также с тем, что лечение данных процессов, как правило, представляет собой 
технически сложную задачу и не всегда является эффективным.
Цель. Оценить возможности применения биоинженерных имплантов (БП) на основе мезенхимных стромальных клеток 
(МСК), полиэтиленгликолевого фибринового геля (ПЭГ-фибринового геля) и коллагеновой матрицы для восстановления 
дефектов вибрирующих тканей лор-органов – голосовых складок и барабанной перепонки.
Материалы и методы. Для эксперимента по восстановлению голосовой складки были отобраны 6 кроликов, разделенных 
поровну на 2 группы. После формирования рубца голосовой складки производилось имплантирование биоэквивалента: 
сфероиды на основе МСК + ПЭГ-фибриновый гель (группа – сфероиды ГС, n = 3) в объеме 0,5 мл, для группы контроля роль 
биоэквивалента выполнял физиологический раствор (группа – контроль ГС, n = 3). Для эксперимента по восстановлению 
барабанной перепонки были отобраны 6 шиншилл, разделенных поровну на 2 группы. Первым этапом создавалась стойкая 
перфорация, на которой либо не проводилось вмешательство (группа – контроль БП, n = 3), либо перфорация закрывалась 
с использованием биоэквивалента на основе сфероидов МСК, ПЭГ-фибринового геля и коллагеновой матрицы (группа – 
сфероиды БП, n = 3). 
Результаты и обсуждение. При морфологическом исследовании определялось более полное восстановление структуры 
ткани в группах воздействия по сравнению с контрольными группами.
Выводы. Имплантация разработанных биоэквивалентов в места повреждения голосовых складок и барабанных перепонок 
приводит к формированию ткани, морфологически приближающейся к строению интактных структур.

Ключевые слова: перфорация барабанной перепонки, хронический средний отит, рубцы голосовых складок, клеточные 
технологии, сфероид
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Abstract
Introduction. One of the most pressing issues of modern otorhinolaryngology is the problem of the formation of persistent 
defects of the vocal cords and tympanic membrane. This state of affairs is due to the variety of reasons that cause the devel-
opment of these conditions, as well as the fact that the treatment of these processes, as a rule, is a technically complex task 
and is not always effective.
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ВВЕДЕНИЕ

Среди множества нозологий, клинически проявля-
ющихся стойким нарушением голосовой функции и ту-
гоухостью, наиболее трудными для лечения являют-
ся заболевания, связанные с грубыми анатомическими 
изменениями барабанной перепонки (БП) и голосовых 
складок (ГС). Причины таких повреждений чрезвычайно 
многообразны, а в роли ведущего патофизиологическо-
го звена выступает хроническое воспаление или трав-
ма, которые приводят к появлению стойкой перфорации 
барабанной перепонки, ее фиброзным изменениям или 
рубцам и атрофии в случае голосовых складок. В клини-
ческой практике под эту категорию попадают такие забо-
левания, как хронический гнойный средний отит, рубцо-
вые стенозы гортани, рубцы голосовых складок, состояния 
после хордэктомии [1–10].

Для восстановления нормальной функции звукопро-
ведения и профилактики развития среднего отита и его 
осложнений любой дефект барабанной перепонки дол-
жен быть закрыт. Особенностью закрытия перфорации ба-
рабанной перепонки является не только необходимость 
восстановления ее целостности, но и возможность вос-
становления механоакустических свойств, которые играют 
важную роль в формировании слуха. Учитывая особенно-
сти индивидуальной анатомии и течения патологическо-
го процесса в среднем ухе, отохирургами было предложе-
но множество методик закрытия перфораций барабанной 
перепонки – мирингопластики или тимпанопластики 
с использованием различных аутотрансплантатов: фас-
циальный лоскут, перихондрий, фрагменты хряща, мно-
гослойные трансплантаты [3, 4, 11–15]. Эффективность хи-
рургического лечения зависит от многих факторов, в т. ч. 
толщины используемого трансплантата, опыта хирурга, 
тщательности деэпидермизации краев дефекта. Все это 
не исключает неполное приживление или отторжение 

трансплантата в  раннем и  позднем послеоперацион-
ном периодах и возникновения реперфорации барабан-
ной перепонки. Не всегда достигается успешное закры-
тие перфорации барабанной перепонки с оптимальными 
функциональными результатами [3, 4, 11, 12, 16]. 

В настоящее время лечебная тактика при рубцах го-
лосовых складок складывается на следующих принци-
пах. Консервативное лечение, как правило, является пер-
вой линией выбора: в профилактике и раннем лечении 
рубцов определенную роль играют глюкокортикостеро-
иды, антибиотики, муколитическая и  антирефлюксная 
терапия [8 17, 18]. Фонопедия показывает хорошие ре-
зультаты при небольших рубцах и применяется как изо-
лированно, так и дополнительно в послеоперационном 
периоде [10, 19]. 

Хирургическое лечение рекомендуется проводить 
не  ранее чем через 6 мес. после формирования руб-
ца [10, 19, 20]. Целью операций является увеличение объ-
ема и медиализация голосовой складки, улучшение ее 
эластичности. Для этого применяется обширный ряд хи-
рургических методик, включающих эндоларингеальные 
инъекционные и имплантационные медиализации, ме-
диализационную тиропластику, отсепаровку эпителия 
от рубца, внутрислизистые имплантации синтетических 
препаратов, например, на основе гиалуроновой кислоты 
и аутологичных тканей, таких как жир и фасции, а также 
различные комбинации этих техник и лазерное воздей-
ствие на рубцовую ткань [6, 22–28]. В случаях рубцового 
стеноза голосового отдела гортани эффективным является 
восстановление просвета с помощью пластики лоскутами 
слизистой оболочки на ножке, установка эндоларингеаль-
ных стентов, расширяющих просвет гортани и предотвра-
щающих контакт раневых поверхностей, использование 
CO2-лазера [5, 6, 29–35].

Несмотря на  разнообразие методик, их резуль-
тат в реабилитации голосовой функции непредсказуем 

Aim. Experimental evaluation of the possibility of using bioengineered implants based on MSCs, PEG-fibrin gel and collagen 
matrix to restore defects in vibrating tissues of ENT organs – vocal folds and tympanic membrane.
Materials and methods. For the experiment on vocal fold restoration, 6 rabbits were selected, divided equally into 2 groups. 
After the formation of the vocal fold scar, a bioequivalent was implanted: spheroids based on MSCs + PEG-fibrin gel (group – 
VF-spheroids, n = 3) in a volume of 0.5 ml, for the control group, the role of bioequivalent was performed by saline solution 
(VF-control group, n = 3). For the eardrum repair experiment, 6 chinchillas were selected, divided equally into 2 groups. At the 
first stage, a persistent chronic perforation was created, on which either no intervention was carried out (ED-control group, 
n = 3), or the perforation was closed using a bioequivalent based on MSC spheroids, PEG-fibrin gel and collagen matrix 
(ED-spheroid group, n = 3).
Results and discussion. Endoscopic and morphological examination revealed a more complete restoration of tissue structure 
in the treatment groups compared to the control groups. 
Conclusion. Implantation of the developed bioequivalents in the sites of vocal fold and tympanic membrane injury leads to the 
formation of tissue morphologically similar to the structure of intact structures.

Keywords: perforation of the tympanic membrane, chronic otitis media, vocal fold scars, cellular technologies, spheroid 
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и существенно ограничен. Данная проблема связана с тем, 
что существующие методы уменьшают потерю воздуха 
и усталость при фонации, но не восстанавливают струк-
туру собственной пластинки слизистой оболочки голосо-
вой складки, которая обеспечивает необходимые для ее 
вибрации биомеханические свойства, голосовая складка 
остается жесткой и неподвижной [8, 36–38].

Клеточные технологии и биоинженерия, относящие-
ся к регенеративной медицине, открывают для клиници-
стов новые перспективы в разработке методов лечения 
и профилактики рубцовых повреждений голосовых скла-
док и перфораций барабанной перепонки, и в послед-
нее время интерес к ее достижениям в мировой оторино-
ларингологии значительно возрос. Их идея заключается 
в восстановлении нормальной структуры и функции тка-
ней на клеточном и молекулярном уровне за счет целе-
направленной контролируемой активации пролиферации 
и дифференцировки клеток, нормализации синтеза ком-
понентов межклеточного матрикса и ограничения интен-
сивности воспалительного процесса. 

Важной чертой клеточных подходов для восстанов-
ления голосовых складок и барабанной перепонки ста-
новится активное исследование различных скаффолдов, 
используемых в качестве носителей для клеток. Их ис-
пользование может улучшать конечный результат восста-
новления за счет изменения свойств клеток, уменьшения 
их потери при имплантации и увеличения продолжитель-
ности их жизни [38]. В работах на ГС для этой цели с по-
ложительными результатами использовались скаффол-
ды на основе гиалуроновой кислоты и коллагена [39–42]. 
Также одним из перспективных клеточных носителей для 
клеточной терапии повреждений голосовых складок яв-
ляется фибрин. В in vitro исследовании H. Park et al. пока-
зано, что среди гидрогелей, которые могут использоваться 
для имплантации клеток в голосовые складки в культурах 
жировых мезенхимных стромальных клеток (МСК) с фи-
брином и с комплексами фибрина с гиалуроновой кис-
лотой и с коллагеном, было обнаружено в два раза боль-
шее количество общей ДНК, чем в культурах с коллагеном 
и ГК по отдельности; экспрессия эластина была значи-
тельно выше в клетках, выращенных в гелях на основе 
фибрина [43]. В работе J. Long et al. двухслойная ткане-
инженерная конструкция на основе фибрина и жировых 
МСК была способна поддерживать вибрации и обладала 
сходными вязко-упругими свойствами с тканью голосо-
вых складок [44]. Кроме того, немаловажными являются 
и кровоостанавливающие свойства фибрина, в ларинго-
логии препараты фибрина в качестве гемостатического 
средства широкого применяются в клинической практике, 
но наблюдается большой разброс в величине и эффектив-
ности гемостаза [45]. 

К настоящему моменту с целью закрытия как острых, 
так и хронических перфораций барабанной перепон-
ки также предприняты попытки использования большо-
го количества каркасов (скаффолдов). Достаточно часто 
с этой целью применяются коллагенсодержащие мате-
риалы, отличающиеся друг от друга некоторыми физико-
химическими свойствами. Наиболее распространено 

в клинической практике использование в качестве карка-
са коллагеновой или желатиновой губки, в т. ч. и в сочета-
нии с различными факторами роста [46–50]. Коллаген об-
ладает уникальными биологическими свойствами, губки 
на его основе продемонстрировали эффективность погло-
щения тканевого экссудата при контакте с раной, обеспе-
чивая влажную среду и защиту от инфицирования и меха-
нических повреждений. Следует отметить, что пористость 
данного материала позволяет транспортировать клетки 
и питательные вещества [51].

Цель данной работы заключалась в экспериментальной 
оценке возможности применения биоинженерных имплан-
тов на основе МСК, полиэтиленгликолевого фибринового 
геля (ПЭГ-фибринового геля) и коллагеновой матрицы для 
восстановления дефектов вибрирующих тканей лор-орга-
нов – голосовых складок и барабанной перепонки.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Подготовка биоинженерных имплантов
Биоматериал для выделения клеток был предостав-

лен Биобанком Сеченовского университета и получен 
от пациентов после получения информированного со-
гласия. В работе использовали первичные культуры ме-
зенхимальных стромальных клеток (МСК), выделенных 
из альвеолярной слизистой оболочки свободной дес-
ны человека. Выделение первичных культур проводи-
лось в соответствии со стандартными протоколами. Клет-
ки культивировали в  среде, содержащей DMEM/F12 
(1:1, Gibco, США), гентамицин (50 мкг/мл, Sigma-Aldrich, 
Германия), FBS (10%, Thermo Fisher, США), инсулин-
трансферрина-селенит (1:100, «БиолоТ», Россия) и bFGF 
(10 нг/мл, ProSpec, Израиль) при стандартных условиях 
(37 °С и 5% СО2). Эксперименты проводились с использо-
ванием клеток на 3–5 пассажах. 

Для формирования трехмерных сфероидов суспен-
зию МСК объемом 140 мкл помещали в агарозные план-
шеты с 256 лунками. Количество клеток на один сфероид 
составляло 2000. Далее агарозные планшеты с МСК куль-
тивировали в течение 3 сут. 

Гидрогелевая система состояла из желатина, фибри-
ногена, ПЭГ-метакрилата и рибофлавина. Для получения 
гидрогеля бычий желатин (75 мг/мл, Sigma-Aldrich, Гер-
мания) смешивали с бычьим фибриногеном (25 мг/мл, 
Sigma-Aldrich, Германия) в  фосфатно-солевом буфере 
(PBS). Затем в раствор добавляли гетеробифункциональ-
ный акрилат метилового эфира поли(этиленгликоля) 
(ПЭГ-метакрилат, 2,57 мг/мл, Sigma-Aldrich, Германия). Ре-
акцию конъюгации проводили в течение 2 ч при 37 °С 
в темноте. После инкубации в гидрогель добавляли рибо-
флавин в качестве фотоинициатора (0,02%, Sigma-Aldrich, 
Германия). Для получения биочернил клеточные сферои-
ды смешивали с гидрогелем для получения концентрации 
1000 сфероидов на мл и помещали в картридж биоприн-
тера со светозащитой. Картридж охлаждали до темпера-
туры 22 оС для застывания биочернил. 

Охарактеризованные коллагеновые мембраны подго-
тавливали для 3D-биопечати с помощью хирургических 
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ножниц и дерматологических панчей в стерильных ус-
ловиях. Полученные матрицы помещали в раствор сте-
рильного фосфатного буфера на 10 мин и затем перено-
сили в подготовленные 24-луночные планшеты. В работе 
использовали экструзионный биопринтер BIO X (CellInk, 
Швеция). Температуру биочернил внутри печатающей го-
ловки (BIO X temperature-controlled printhead, CellInk, 
Швеция) и после печати на столике-платформе также не-
прерывно поддерживали на уровне 22 °C. Для картрид-
жей использовали одноразовые сопла (диаметр соп-
ла 25 G, CellInk, Швеция).

Для оценки выживаемости сфероидов (рис. 1) и трех-
мерных биоэквивалентов (рис.  2) была использована 
комбинация методов определения жизнеспособности 
и пролиферации клеток. Метаболическую и пролифера-
тивную активность клеток оценивали с помощью тестов 
AlamarBlue (ThermoFisher Scientific, США) и PicoGreen 
(Quant-iT PicoGreen, ThermoFisher Scientific, США). Жизне-
способность клеток визуализировали с использованием 
окрашивания Live/Dead (Sigma-Aldrich, Германия), а ядра 
клеток контрастировали с помощью Hoechst 33258. Об-
разцы исследовали с помощью флуоресцентного микро-
скопа EVOS (ThermoFisher Scientific, США). Кроме того, 
для оценки морфологии клеток и сфероидов использова-
ли световой микроскоп с фазово-контрастным модулем 
ZEISS Axio Scope.A1 (Carl Zeiss, Германия).

Хирургические методы
Исследования на животных были одобрены локальным 

этическим комитетом Сеченовского университета (прото-
кол №11-23 от 15 июня 2023 г.). В экспериментах на голосо-
вых складках использовалась модель, состоящая из имплан-
тации клеточного продукта во вторичную рану голосовой 

складки кролика после резекции рубца, развившегося 
на месте первичного дефекта [52]. При восстановлении ба-
рабанной перепонки использовалась экспериментальная 
модель стойкой перфорации на шиншиллах [53]. По дизай-
ну данное исследование являлось контролируемым экспе-
риментом с параллельными группами (рис. 3). 

Создание модельного дефекта рубцового повреждения 
голосовых складок

Для обеспечения безболезненности манипуляций 
и  миорелаксации использовалась аналго-седация пу-
тем внутримышечного введения тилетамина/золазепама 
из расчета 10–15 мг/кг и раствора ксилазина 1–2 мг/кг. 
Для прямой ларингоскопии гортани использовался нео-
натологический клинок для оротрахеальной интубации 
по С. Miller №1, визуализация осуществлялась с помо-
щью ригидного эндоскопа KarlStorz – Hopkins 0° 4,0 мм. 
Во время 1-й операции (n = 6) создавался односторон-
ний дефект левой голосовой складки – удалялась сли-
зистая оболочка и собственная пластинка на протяжении 
1/3 голосовой складки с отступом 3–4 мм от передней ко-
миссуры с помощью чашеобразных щипцов длиной 18 см 
и диаметром захватывающей поверхности 2 мм. При не-
обходимости осуществлялась санация кровяных сгуст-
ков и гемостаз путем прижатия ватного тупфера на зонде 
с навивкой, смоченного раствором адреналина. 

Имплантация клеточных продуктов
 Через 3 мес. проводилась вторая операция, в ходе 

которой выполнялась идентификация рубца голосовой 
складки, затем рубец иссекался с помощью чашеобраз-
ных щипцов, границы рубца определялись визуально 
и тактильно. Непосредственно после этого выполнялась 

 Рисунок 1. Жизнеспособность сфероидов из МСК, культивируемых в агарозных планшетах в течение 3 сут. 
 Figure 1. Viability of spheroids from MSC cultivated in agarose plates for 3 days

Окрашивание Live/Dead (живые клетки окрашиваются кальцеином-АМ, мертвые – йодидом пропидия). Ядра контрастированы красителем Hoecsht 33258. Флуоресцентная и световая 
фазово-контрастная (на merge) микроскопия, масштабный отрезок 300 мкм. 

Кальцеин-АМ

Йодид пропидия

Hoechst 33258

Merge
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 Рисунок 2. Жизнеспособность напечатанных конструктов через 3 сут. культивирования
 Figure 2. Viability of printed constructs after 3 days cultivation

 Рисунок 3. Дизайн исследования
 Figure 3. Research design

Окрашивание Live/Dead (живые клетки окрашиваются кальцеином-АМ, мертвые – йодидом пропидия). Ядра контрастированы красителем Hoecsht 33258. Флуоресцентная микроскопия, 
масштабный отрезок 300 мкм.
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имплантация продуктов путем инъекции с помощью иглы 
для эндоскопической риносинусохирургии. Трем жи-
вотным был имплантирован биоэквивалент: сфероиды 
на основе МСК + ПЭГ-фибриновый гель (группа – сфе-
роиды ГС) в объеме 0,5 мл (1 x 103 сфероидов) – и трем 
животным — эквивалентный объем физиологического 
раствора (группа – контроль ГС). Подготовка имплантата 
проводилась непосредственно в операционной. Два ком-
понента геля: фибриноген, содержащий сфероиды МСК, 
и тромбин – смешивались в шприце 1,0 мл в пропорци-
ях 1:1 (по 0,25 мл), и через 60–90 с при визуальных при-
знаках начала полимеризации гель через иглу импланти-
ровался во вторичную рану голосовой складки. Ведение 
в послеоперационном периоде не отличалось от описан-
ного для первой операции. Из всех оперированных жи-
вотных ни в одном случае не отмечена гибель животного 
в результате развития каких-либо осложнений.

Экспериментальная модель хронической перфора-
ции барабанной перепонки создавалась 3 шиншиллам 
с левой и правой стороны. Модель разработана и опи-
сана коллективом авторов Сеченовского университе-
та [53]. Первым этапом в задненижнем квадранте фор-
мировалось миринготомическое отверстие с помощью 
микроиглы из стандартного отиатрического микрохи-
рургического набора. После чего тем  же инструмен-
том по окружности перфорации выполняются четыре 
радиальных надреза на 12, 3, 6 и 9 ч, и образованные 
лоскуты треугольной формы подворачиваются внутрь 
к медиальной поверхности барабанной перепонки. Да-
лее после подворачивания краев перфорации в дефект 
устанавливалась тимпаностомическая трубка на срок 
30 дней. Через 30 дней шунт удалялся, в последующем 
в течение 21 дня за сформированной перфорацией ба-
рабанной перепонки проводилось динамическое на-
блюдение с целью контроля отсутствия тенденции к са-
мостоятельному закрытию.

Вторым этапом у правосторонних хронических перфо-
раций (n = 3) была выполнена диссекция эпидермального 

края («освежение краев»), закрытие перфорации не про-
водилось, данные барабанные перепонки составили груп-
пу – контроль БП. Левосторонние дефекты (n = 3) после 
предварительного освежения краев закрыты с помощью 
биоэквивалента на основе сфероидов МСК, ПЭГ-фибри-
нового геля и коллагеновой матрицы: группа – сфероиды 
БП. Имплант с помощью микрощипцов и микродиссекци-
онной иглы устанавливался на поверхность барабанной 
перепонки в области перфорации таким образом, что-
бы края перфорации были перекрыты на 1 мм (рис. 4). 
В послеоперационном периоде выполнялось динамиче-
ское наблюдение за животными, медикаментозная тера-
пия не проводилась. 

Для оценки результатов эксперимента проводился эн-
доскопический контроль in vivo и морфологическое ис-
следование через 3 мес. после имплантации в голосовые 
складки и на 35-й день после установки импланта в об-
ласть перфорации барабанной перепонки.

Морфологическое исследование
Голосовые складки. Животные контрольных и экспе-

риментальных групп выводились из эксперимента че-
рез 3 мес. после 2-й операции путем внутримышечного 
введения летальной дозы раствора тилетамина и зола-
зепама. Гортанно-трахеальный комплекс иссекался, вы-
делялись голосовые складки с подлежащим щитовид-
ным хрящом. Препараты фиксировались в  10%-ном 
нейтральном забуференном формалине и заливались 
в апарфиновые блоки. Барабанные перепонки. Животные 
контрольных и экспериментальных групп выводились 
из эксперимента на 35-й день после деэпидермизации 
края стойкой перфорации путем внутримышечного вве-
дения летальной дозы раствора тилетамина и золазе-
пама. Проводилась блок-резекция височной кости с на-
ходящимися в ней фиброзным кольцом и барабанной 
перепонкой, для сохранения целостности барабанная 
перепонка отправлялась на гистологическое исследо-
вание и оценку вибрационных свойств. Фиксированные 

 Рисунок 4. Этапы эксперимента
 Figure 4. Stages of the experiment

Создание перфорации и установка  
тимпаностомической трубки

Освежение краев 
стойкой перфорации

Установка биоэквивалента  
(для группы – сфероиды БП)
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в 10%-ном нейтральном забуференном формалине тка-
ни декальцинировали в течение 1 нед., после чего зали-
вали в парафиновые блоки. 

Срезы препаратов голосовых складок и барабанных 
перепонок толщиной 4–5 микрометров окрашивали ге-
матоксилином и эозином, после чего исследовали с по-
мощью универсального микроскопа LEICA DM4000 B, ос-
нащенного видеокамерой LEICA DFC7000 T. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

При эндоскопическом исследовании в группе рубцов 
голосовых складок без имплантации на месте послеопе-
рационного дефекта визуально и тактильно определяется 
плотная рубцовая ткань. В группе имплантации биоэкви-
валента визуально ткань на месте дефекта малоотличима 
от противоположной правой интактной голосовой склад-
ки. Остатки импланта не определяются (рис. 5).

Морфологическое строение интактных голосовых 
складок в  группе чистого контроля имело типичную 
структуру для голосовых складок кролика. В централь-
ной части складка была выстлана неороговевающим 
многослойным плоским эпителием, сменяющимся на пе-
риферии многорядным мерцательным. Под эпителием 
находилась собственная пластинка слизистой оболоч-
ки, образованная рыхлой волокнистой соединительной 
тканью из продольно ориентированных пучков колла-
геновых волокон и расположенных между ними фибро-
бластов с  незначительным содержанием макрофагов 
и  лимфоцитов. Капиллярные сосуды были немного-
численны. Глубже располагался мышечный слой, в ко-
тором пучки поперечнополосатых скелетных мышеч-
ных волокон были разделены между собой тонкими 
соединительнотканными прослойками.

В группе без имплантации площадь сформированных 
рубцов в области дефекта была достаточно обширна. Об-
ласть дефекта голосовой складки была покрыта много-
слойным плоским эпителием, но с участками гипертрофии, 
атрофии и дистрофии. Под эпителием располагалась руб-
цовая ткань, состоящая из плотно и в основном продольно 
расположенных коллагеновых волокон, тогда как в более 
глубоком слое слизистой оболочки отмечалось их более 
рыхлое и беспорядочное расположение. Лимфо-макро-
фагальная инфильтрация и васкуляризация в этой группе 
были повышены по сравнению с нормой. Также выявлял-
ся выраженный фиброз мышечных волокон. 

В группе имплантации биоэквивалента на месте по-
слеоперационного дефекта выявлялись незначительные 
рубцовые изменения слизистой оболочки. По сравне-
нию с контрольными группами рубцы были относитель-
но узкими и занимали не большую площадь, чем интакт-
ная слизистая оболочка. Рубец был покрыт многослойным 
плоским эпителием с четким расположением слоев и без 
признаков дистрофических изменений. Коллагеновые 
волокна и фибробласты в основном имеют продольную 
ориентацию. Васкуляризация и лимфо-макрофагальная 
инфильтрация были слабыми и сравнимыми с нормой. 
Фиброзирование мышечного слоя не выявлялось (рис. 6).

 Рисунок 5. Эндоскопическая картина голосовых складок
 Figure 5. Endoscopic picture of the vocal folds
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Интактная БП Группа – контроль БП Группа – сфероиды БП

По результатам эндоскопического исследования за-
крытие правосторонних перфораций (n = 3) (БП, кон-
трольная группа) не наблюдалось ни у одного животного, 
что говорит о том, что перфорация, созданная по описан-
ному методу, является стойкой. На 35-е сут. у всех живот-
ных (n = 3 правосторонних БП) наблюдалась практически 
полная резорбция биоэквивалента, остатки материала 
удалены с помощью вакуумного отсоса. При эндоотоско-
пии визуализировали малозаметный рубец в зоне пер-
форации (рис. 7).

Морфология. Интактная БП
 На всем протяжении барабанная перепонка была 

очень тонкой и  немного утолщалась лишь в  краевых 
участках, в местах прикрепления к  кости. Ткань бара-
банной перепонки состояла из трех слоев: поверхност-
ный слой на наружной стороне был представлен мно-
гослойным плоским эпителием, глубже был расположен 
слой рыхлой волокнистой соединительной ткани и с вну-
тренней стороны находился однослойный кубический 
эпителий. В контрольной группе (стойкая перфорация) 

 Рисунок 6. Микроскопическая картина интактной и восстановленных голосовых связок
 Figure 6. Microscopic picture of intact and restored vocal cords

 Рисунок 7. Нативная и восстановленные барабанные перепонки: отоэндоскопическая и микроскопическая картины
 Figure 7. Native and reconstructed eardrums: endoscopic and microscopic pictures

Интактная голосовая связка Рубец без имплантации Рубец после имплантации биоэквивалента

Светлопольная микроскопия, окраска гематоксилин-эозином, увеличение 400x

Отоэндоскопическая картина (35-е сут.)

Светлопольная микроскопия, окраска гематоксилин-эозином, увеличение 400x

Интактная БП Группа – контроль БП Группа – сфероиды БП 
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барабанная перепонка была резко утолщена по всей 
длине, особенно в области дефекта (рис. 4), и состояла 
из фиброзной ткани разной степени зрелости. В более 
зрелых участках фиброзная ткань утончалась, уплотня-
лась и состояла из продольно ориентированных и плот-
но расположенных коллагеновых волокон и немногочис-
ленных фибробластов, клеток воспаления и кровеносных 
сосудов. В рыхлых зонах утолщения часто наблюдалась 
гиперплазия многослойного плоского эпителия, отмеча-
лось разволокнение компонентов барабанной перепонки 
в виде переплетающихся тяжей и тонких новообразован-
ных коллагеновых волокон, выявлялись многочисленные 
сосуды и высокая лимфо-макрофагальная инфильтрация, 
что свидетельствовало о тимпаните – воспалении бара-
банной перепонки после нанесения перфорации. В экс-
периментальной группе (биоэквивалент) барабанная пе-
репонка была незначительно утолщена по всей длине 
или в области дефекта. Большая часть барабанной пе-
репонки была представлена плотными участками из фи-
брозной ткани, состоящей из плотно и продольно распо-
ложенных коллагеновых волокон и немногочисленных 
фибробластов между ними. В фиброзной ткани отсутство-
вала воспалительная инфильтрация и содержание сосу-
дов было минимальным. Утолщение барабанной пере-
понки в области дефекта снаружи с обеих сторон было 
выстлано эпителием нормальной структуры, а внутри за-
полнено переплетающимися коллагеновыми пучками 
и фибробластами (рис. 7).

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время для восстановления целостности 
барабанной перепонки используются различные виды 
материалов [3, 4, 11–15], однако их применение во мно-
гом зависит от опыта хирурга, не обеспечивает полноцен-
ное восстановление функциональных особенностей тка-
ни, а также сопряжено с риском развития реперфорации. 

Аналогичной проблемой являются рубцовые измене-
ния голосовых складок – существующие методы лечения 
не позволяют полностью восстановить анатомическую 
структуру голосовых складок, что ограничивает их функ-
циональные возможности и не приводит к желаемым ре-
зультатам [5, 20, 29–35].

В настоящее время проводятся исследования по раз-
работке оптимального скаффолда для восстановления 
микроструктуры как барабанной перепонки, так и голо-
совых складок. Многие из них уже доказали свою эффек-
тивность [39–42].

В нашем исследовании в качестве скаффолда был вы-
бран ПЭГ-фибриновый гидрогель, содержащий МСК, т. к. 
данная конструкция уже доказала свою эффективность 
в ходе экспериментов [44, 45]. С помощью 3D-биопечати 
на основе коллагеновой матрицы создавались трехмер-
ные структуры клеток, в дальнейшем использующиеся 
в качестве биоэквивалента. 

Для закрытия стойкой перфорации барабанной пе-
репонки также использовались 3D-конструкты на основе 
коллагеновой матрицы и МСК человека. 

Целью данных экспериментов было оценить возмож-
ность и эффективность применение трехмерных биоэк-
вивалентов для восстановления дефектов вибрирующих 
тканей лор-органов – голосовых складок и барабан-
ной перепонки.

3D-клеточные биоэквиваленты показали хорошую 
биодеградируемость (через 3 мес. в группе – сферои-
ды ГС визуально ткань малоотличима от интактной ГС, 
на 35-е сут. в группе – сфероиды БП – практически пол-
ная резорбция биоэквивалента). 

Также многообещающими являются результаты ги-
стологического исследования: в группе – сфероиды ГС 
наблюдается более полное восстановление структуры ГС 
по отношению к группе – контроль ГС (рубцы узкие, кол-
лагеновые волокна и фибробласты имеют продольную 
ориентацию, наблюдается восстановление эпителия, 
по структуре практически не отличающегося от нативно-
го). В группе – сфероиды БП восстановленная ткань име-
ла структуру, более приближенную к нативной по срав-
нению с группой контроля (ткань БП состояла из плотно 
и  продольно расположенных коллагеновых волокон 
и фибробластов). Кроме того, принципиальным отличи-
ем было отсутствие воспалительной инфильтрации в фи-
брозной ткани в группе – сфероиды БП, в то время как 
в группе – контроль БП наблюдалась высокая лимфо-
макрофагальная инфильтрация. 

Таким образом, результаты, полученные в ходе дан-
ного эксперимента, открывают перспективу для даль-
нейших исследований применения клеточных техноло-
гий для восстановления близкой к нативной структуры 
вибрирующих органов, что обеспечит не только анато-
мическое восполнение дефекта, но также позволит вос-
станавливать функциональную активность органов, сни-
женную вследствие патологического процесса.

ВЫВОДЫ

Имплантация разработанных биоэквивалентов в ме-
ста повреждения голосовых складок приводит к фор-
мированию ткани, морфологически приближающейся 
к структуре интактных голосовых складок. Уменьшается 
размер, толщина и плотность рубцов, происходит вос-
становление архитектуры и строения коллагеновых во-
локон. Тканеинженерные имплантаты также показали 
высокую эффективность в регенерации дефектов бара-
банной перепонки — полное закрытие острых и хрони-
ческих перфораций в контрольных точках наблюдения. 
Следует отметить восстановление фиброзного слоя ба-
рабанной перепонки.

Дальнейшее развитие данного направления и раз-
работка технологий лечения на основе биоинженерных 
имплантов позволят повысить эффективность лечения 
пациентов с рубцовыми повреждениями голосового от-
дела гортани и тугоухостью.�
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