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В литературе описано множество при-
чин неудачных исходов тимпанопластики. 
[3, 4, 6, 7, 10, 18]. По данным ряда авторов, 
неудовлетворительные результаты состав-
ляют от 10 до 30% [1, 5, 11, 12, 15, 17]. От-
мечено, что состояние кожи, кости наруж-
ного слухового прохода, остатков барабан-
ной перепонки – тканей, из которых транс-
плантат должен изначально получать пита-
ние, во многом определяет результат тим-
панопластики. Под состоянием тканей сле-
дует понимать развитость сосудистого рус-
ла, способность к регенерации. Нами было 
высказано предположение, что состояние 
миграционной способности эпителия на-
ружного слухового прохода и барабанной 
перепонки могут косвенно свидетельство-
вать о регенераторной способности тканей и 
влиять на результат тимпанопластики [2]. 
Для определения миграционной способно-
сти нами был проведен тест с окрашивани-
ем наружного слухового прохода [2]. Для 
доказательства связи миграции эпителия и 
его регенераторной способности проведено 
исследование тканевых молекулярно-
биологических маркеров.  

Клеточные или тканевые молекуляр-
но-биологические маркеры определяются 
непосредственно в ткани. Большинство из 
них характеризуют определенные биологи-
ческие особенности ткани, специфику ее 
регуляции, могут быть использованы для 
дифференциальной диагностики заболева-
ний, также могут помочь в прогнозирова-

нии исхода заболевания и в индивидуализа-
ции лекарственного лечения. Одним из ас-
пектов практического использования ре-
зультатов изучения молекулярно-
биологических маркеров может быть разра-
ботка новых препаратов, направленно воз-
действующих на эти молекулы и блоки-
рующих регулируемые ими процессы. Этот 
подход особенно актуален тогда, когда ис-
следуемый маркер имеет непосредственное 
отношение к регуляции пролиферации кле-
ток или их восстановления при поврежде-
нии.  

Механизмы регуляции восстанови-
тельных процессов в эпидермисе осущест-
вляются под контролем цитокинов, отно-
сящихся к группе ростовых факторов. Рос-
товые факторы представляют собой эндо-
генные сигнальные молекулы, которые 
регулируют клеточные реакции на процесс 
заживления ран. Как только факторы роста 
секретируются, они действуют через ау-
токринные, паракринные или эндокринные 
механизмы, связываясь с мембранными 
или цитоплазматическими рецепторами 
[20]. Связывание с рецепторами приводит к 
каскаду событий, которые активируют кле-
точный механизм для облегчения заживле-
ния ран. Даже при низких концентрациях 
факторы роста могут оказывать заметное 
влияние на микроокружение раны, приводя 
к быстрому увеличению клеточной мигра-
ции, пролиферации и дифференцировки 
[14]. В исследованиях, посвященных ана-
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лизу незаживающих острых и хронических 
ран, была продемонстрирована дерегуля-
ция нескольких факторов роста (например, 
фактора роста тромбоцитов (PDGF), фак-
тора роста эндотелия сосудов (VEGF), фак-
тора роста фибробластов (FGF), эпидер-
мального фактора роста (EGF)) [9, 14, 16, 
19]. Семейство факторов роста EGF спо-
собствует реэпителизации путем стимуля-
ции пролиферации и миграции кератино-
цитов, отвечает за повышение прочности 
на растяжение новой кожи [8, 20]. Белки 
EGF секретируются фибробластами, тром-
боцитами и макрофагами и локализуются 
по всему эпидермису, особенно в его ба-
зальном слое [13]. Совсем недавно было 
обнаружено, что в хронических ранах на-
блюдается снижение уровня EGF [20], что, 
вероятно, связано с повышением уровня 
матриксных металлопротеиназ в местах 
хронического воспаления. Эти протеиназы 
препятствуют заживлению ран, осуществ-
ляя быстрый протеолиз факторов рос-
та. Таким образом, снижение уровня EGF в 
ткани является признаком угнетения реге-
нерационной способности тканей эпидер-
миса и одной из причин хронизации воспа-
лительного процесса.  

 
Материалы и методы 
Проведен анализ историй болезней 98 

пациентов с хроническим туботимпаналь-
ным средним отитом (2007-2017 гг.), кото-
рым предстояла тимпанопластика 1-го типа. 
Возраст пациентов составлял от 25 до 35 
лет. Сопутствующая соматическая патоло-
гия и стрессовые факторы у данной группы 
отсутствовали. Хронических заболеваний 
других ЛОР-органов не отмечалось. Слухо-
вая труба проходима. Методом исследова-
ния проходимости евстахиевой трубы яв-
лялся опыт Вальсальвы, функция среднего 
уха определялась на аппарате Interacoustics 
АТ235. Со стороны полости носа и носо-
глотки патологических изменений не визуа-
лизировалось. Носовое дыхание свободное. 
Общие анализы крови и мочи – в пределах 
нормы. Длительность заболевания состав-
ляла от 1 года до 20 лет, обострений отита 
не было минимум 2 года. Определялась 
смешанная тугоухость 2-й степени. При 
отоскопии визуализировалась центральная 

субтотальная перфорация, патологического 
отделяемого не отмечалось.  

Операция выполнялась одним хирур-
гом. В качестве трансплантата использовал-
ся раздавленный хрящ толщиной 0,5 мм. 
Всем пациентам перед операцией выпол-
нялся тест с окрашиванием. Для окрашива-
ния использовался ушной зонд с навивкой. 
На зонд накручивалась вата, затем он сма-
чивался раствором бриллиантового зелено-
го. Краситель равномерно, до полного ок-
рашивания, наносили на остатки барабан-
ной перепонки и костные стенки наружного 
слухового прохода. Всем пациентам прово-
дилась отомикроскопия (увеличение 1,6) на 
10; 20-21; 26-27; 31-40-е сутки. Ранее такой 
же тест с окрашиванием проводился паци-
ентам с закрывшимися и не закрывшимися 
посттравматическими перфорациями бара-
банной перепонки. Сроки очищения краси-
теля у этих групп пациентов отличались. 
Сроки очищения от красителя у пациентов с 
закрывшейся перфорацией были приняты за 
норму [2]. Они представлены в табл. 1. В 
том случае, если сроки очищения от краси-
теля укладывались в показатели «нормы», 
результат теста считался положительным, 
если нет – отрицательным. 

Сроки наблюдения в динамике и ха-
рактер очищения от красителя барабанной 
перепонки и кожи наружного слухового 
прохода у пациентов с хроническим тубо-
тимпанальным средним отитом представле-
ны в табл. 2 и 3. 

У 68 пациентов тест с окрашиванием 
был положительный, у 30 – отрицательный. 
Все пациенты после тимпанопластики были 
осмотрены через 6 мес. У группы пациентов 
с положительным результатом теста перфо-
рация отсутствовала у 65 человек (95,58%), в 
группе с отрицательным тестом – у человек 
(6,66%). У 28 пациентов с отрицательным 
тестом перед операцией и наличием перфо-
рации в барабанной перепонки после опера-
ции выполнялся повторный тест с окраши-
ванием. У всех пациентов данной группы 
результат теста с окрашиванием был отрица-
тельным. Пациентам данной группы прово-
дилось лечение, направленное на улучшение 
регенераторной способности эпителия бара-
банной перепонки и кожи наружного слухо-
вого прохода. После лечения проводилась 
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повторная тимпанопластика. В ходе тимпа-
нопластики у пациентов с хроническим ту-
ботимпанальным средним отитом произво-
дили забор фрагментов кожи наружного 
слухового прохода в костной части и остат-

ков барабанной перепонки для иммуноги-
стохимического исследования (ИГХИ).  

Характеристика использованного в 
исследовании первичного антитела пред-
ставлена в табл. 4. 

 
  

Таблица 1 
Динамика очищения от бриллиантового зеленого барабанной перепонки и стенок  

наружного слухового прохода у пациентов с закрывшейся посттравматической перфорацией 

 
 

Таблица 2 
Динамика очищения от бриллиантового зеленого барабанной перепонки и стенок  

наружного слухового прохода у пациентов с хроническим туботимпанальным  
средним отитом и незакрывшейся перфорацией 

 
 

Таблица 3 
Динамика очищения от бриллиантового зеленого барабанной перепонки и стенок  

наружного слухового прохода у пациентов с хроническим туботимпанальным  
средним отитом и закрывшейся перфорацией 

 
 

Таблица 4 
Характеристика использованного в исследовании первичного антитела 

Антитело Производитель Тип Источник Разведение 

Anti-EGF antibody Abcam Поликлональное Поликлональный 
кроличий IgG 1:300 

Сроки наблюдения 10-е сутки 20-21-е сутки 26-27-е сутки 31-40-е сутки 

Отоскопическая  
картина 

просветление в 
области барабанной 

перепонки  
от 2-4 мм 

барабанная  
перепонка  
полностью  
очистилась 

от красителя 

костная часть на-
ружного слухового 
прохода частично 

очистилась  
от красителя 

краситель в костной 
части наружного 

слухового прохода 
отсутствовал 

Сроки наблюдения 10-е сутки 20-21-е сутки 26-27-е сутки 31-40-е сутки 

Отоскопическая 
картина 

просветление в 
области остатков 

барабанной  
перепонки  

отсутствует 

просветление в 
области остатков 

барабанной  
перепонки  

отсутствует 

просветление в 
области остатков 

барабанной  
перепонки  

отсутствует 

просветление в 
области остатков 

барабанной  
перепонки  

отсутствует 

Сроки наблюдения 10-е сутки 20-21-е сутки 26-27-е сутки 31-40-е сутки 

Отоскопическая  
картина 

имелось просветле-
ние в области краев 

барабанной  
перепонки 

барабанная  
перепонка  
очистилась 

от красителя 

костная часть  
наружного слухово-
го прохода частично 

очистилась  
от красителя 

краситель в костной 
части наружного 

слухового прохода 
отсутствовал. 
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Для ИГХИ окрашивания срезы депа-
рафинировались в ксилоле, использовались 
2 смены по 10-15 мин. в каждой. Далее сре-
зы регидратировались в спиртах восходя-
щей концентрации, использовались 2 смены 
по 10-15 мин. в каждой с последующим 
промыванием в дистиллированной воде. 
Демаскировка антигенов выполнялась в 
печи СВЧ в 0,01 М цитратном буфере (рН 
6,0) в течение 10 мин. или на водяной бане 
примерно 40 мин., буфер предварительно 
нагревался для демаскировки. После окон-
чания обработки препараты остывали в рас-
творе при комнатной температуре не менее 
15-20 мин. Эндогенная пероксидаза блоки-
ровалась 3% перекиси водорода в течение 
20 мин. Инкубация с первичными антите-
лами проводилась во влажной камере при-
мерно 1 час при комнатной температуре или 
24 ч при температуре 12°С. Инкубация сре-
зов с визуализирующей системой с предва-
рительно внесённым достаточным количе-
ством конъюгата (HRP polymerconjugate) 
проводилась около 60 мин. при комнатной 
температуре. В качестве системы визуали-
зации использовалась Expose Mouse and 
Rabbit Specific HRP/DAB Detection IHC Kit 
(Abcam), содержащая комплекс вторичных 
антител и хромоген диаминобензидин 
(ДАБ). Далее на срезы наносился хромоген 
диаминобензидин (ДАБ) в концентрации 
1мг/мл с добавлением 0,02% раствора пере-
киси водорода. Время инкубации считали 
достаточным, если структуры, подлежащие 
окрашиванию, приобретали ярко-золотисто-
коричневый цвет, в то время как фоновое 
окрашивание отсутствовало. После каждой 
процедуры срезы споласкивали в несколь-
ких сменах фосфатно-солевого буфера 
(PBS). Препараты помещали в ксилол на 1 
мин., докрашивали гематоксилином Харри-
са и заключали в «канадский бальзам». Для 
контроля активности первичных антител 
(исключение ложноположительных и лож-
ноотрицательных результатов) в каждой 
серии проводилось 1 отрицательное и 1 по-
ложительное контрольное окрашивание. 
Для получения негативного контроля срезы 
вместо инкубации с первичным антителом 
покрывались 1% раствором бычьего сыво-
роточного альбумина. Для позитивного 
контроля исследовались препараты кожи. 

Количественная оценка экспрессии 
биомолекулярных маркеров выполнялась 
путем анализа цифрового изображения, по-
лученного с помощью микроскопа Leica 
DMLS с программным обеспечением (Гер-
мания) и цифровой камерой JVC (при уве-
личении в 200 раз и минимальном количе-
стве полей зрения 5 в каждом микропрепа-
рате), с использованием алгоритма «positive 
pixel count» и программы для морфометрии 
Aperio Image Scope. Результатом проведен-
ного анализа являлись данные о распро-
страненности и интенсивности коричневой 
окраски продуктов реакции ДАБ (красные 
поля – выраженная экспрессия, оранжевые 
– умеренно-выраженная, желтые – слабовы-
раженная, синяя и белая окраска – отсутст-
вие экспрессии). В дальнейшем индекс экс-
прессии (ИЭ) EGF рассчитывался по фор-
муле: 
 

ИЭ =
число позитивных пикселей

общее число пикселей
∙ 100 

 
Статистическая обработка результатов 

исследования проводилась с использовани-
ем пакета статистических программ «SPSS 
Statistics v.22». Для проверки нормальности 
распределения данных использовались ме-
тод Колмогорова-Смирнова, а также пока-
затели эксцесса и асимметрии. Различия 
между выборками оценивались с использо-
ванием U-теста Манна-Уитни. Представле-
ние результатов: Me (медиана) – значение, 
справа и слева от которого на оси значений 
признака располагаются равные количества 
значений признака данной выборки; 25; 75 
процентиль. Достоверным считалось разли-
чие при уровне значимости р< 0,05. 

 
Результаты 
Экспрессия EGF была представлена 

окрашиванием различной степени интен-
сивности – от светло коричневого до темно 
коричневого окрашивания поверхностных 
слоев эпидермиса (рис. 1-4). В группе удов-
летворительной миграции отмечалось пре-
имущественно выраженное линейно-
гранулярное окрашивание базального слоя 
и умеренно выраженное – блестящего и 
зернистого слоев эпидермиса (рис. 2). Слабо 
или умеренно окрашивалась цитоплазма 
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фибробластов соединительной ткани на-
ружного слухового прохода и барабанной 
перепонки всех исследуемых групп. 

Выявлены статистически значимые 
различия в уровне экспрессии EGF между 

группой удовлетворительной миграции и 
неудовлетворительной миграции (табл. 4). 
При удовлетворительной миграции эпидер-
миса в наружном слуховом проходе экс-
прессия EGF увеличивается (р<0,05). 

 
 

Таблица 4 
Сравнительная оценка экспрессии EGF в наружном слуховом проходе  

и барабанной перепонке при удовлетворительной и неудовлетворительной миграции 

ИЭ 
Наружный слуховой проход Барабанная перепонка 

Ме 
(25;75) Р Ме 

(25;75) Р 

Удовлетворительная миграция 13,99 
(10,39;17,01) 

Р<0,05 

17,92 
(11,79;22,69) Р>0,05 

 
Неудовлетворительная миграция 10,33 

(5,77;15,58) 
21,67 

(18,38;26,31) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 1. Экспрессия EGF, эпидермис наружного 
слухового прохода, неудовлетворительная мигра-
ция, ×400. 

Рис. 2. Экспрессия EGF, эпидермис наружного 
слухового прохода, удовлетворительная миграция, 
×400. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 3. Экспрессия EGF, микропрепарат барабан-
ной перепонки, удовлетворительная миграция, 
×400. 

Рис. 4. Экспрессия EGF, микропрепарат барабан-
ной перепонки, неудовлетворительная миграция, 
×400. 
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Проведенные исследования показа-
ли, что у пациентов с удовлетворительной 
миграцией эпидермиса наблюдается высо-
кий уровень экспрессии EGF и, напротив, 
EGF статистически значимо (р< 0,05) 
снижена у пациентов с низкой регенера-
торной активностью (неудовлетворитель-
ная миграция). 

 
Выводы 
1. Состояние миграционной способно-

сти эпителия наружного слухового прохода 
и барабанной перепонки косвенно свиде-

тельствуют о состоянии регенераторной 
способности этих тканей. 

2. Тест с окрашиванием может слу-
жить прогностическим критерием результа-
та тимпанопластики, так как оценивает со-
стояние регенераторной способности эпите-
лия наружного слухового прохода и бара-
банной перепонки. 

3. Применение теста с окрашиванием 
экономически обосновано, так как стои-
мость данного теста не сопоставима с тако-
вой при проведении иммуногистохимиче-
ского исследования. 
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ОЦІНКА РЕГЕНЕРАТОРНОЇ ЗДАТНОСТІ ТКАНИН ЗОВНІШНЬОГО СЛУХОВОГО ПРОХОДУ  
І БАРАБАННОЇ ПЕРЕТИНКИ У ХВОРИХ НА ХРОНІЧНИЙ ГНІЙНИЙ СЕРЕДНІЙ ОТИТ 
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А н о т а ц і я  

Актуальність: Відзначено, що стан шкіри, кістки зовнішнього слухового проходу, залишків бара-
банної перетинки, тобто тканин, з яких трансплантат повинен спочатку отримувати живлення, багато в 
чому визначає результат тимпанопластики. 

Метою даної роботи стало проведення оцінки регенераторної здатності тканин зовнішнього слухо-
вого проходу і барабанної перетинки у пацієнтів з хронічним гнійним середнім отитом. 

 Матеріали і методи: проведено дослідження міграційної здатності тканин зовнішнього слухового 
проходу і барабанної перетинки у 98 пацієнтів з хронічним гнійним середнім отитом. Всім пацієнтам пе-
ред операцією виконувався тест з фарбуванням барабанної перетинки і шкіри зовнішнього слухового про-
ходу. В ході тимпанопластики у пацієнтів виконувався забір фрагментів шкіри зовнішнього слухового 
проходу в кістковій частині і залишків барабанної перетинки для імуногістохімічного дослідження (ІГХІ). 

 Кількісна оцінка експресії біомолекулярних маркерів проводилась шляхом аналізу цифрового зо-
браження, отриманого за допомогою мікроскопа Leica DMLS з програмним забезпеченням (Німеччина) і 
цифровою камерою JVC (при збільшенні в 200 разів і мінімальній кількості полів зору 5 в кожному мікро-
препараті), з використанням алгоритму «positive pixel count» і програми для морфометрії Aperio Image 
Scope. 

Результати: відзначено, що у випадках, коли перфорація не закривалася, була порушена міграцій-
на здатність тканин. Встановлено кореляцію між регенераторною здатністю епітелію шляхом визначення 
тканинних біомаркерів і міграційною здатністю епітелію барабанної перетинки і шкіри зовнішнього слу-
хового проходу. При позитивному тесті з фарбуванням відзначається високий рівень EGF, що свідчить 
про хорошу регенераторну здатність; при негативному тесті з фарбуванням відзначається низький рівень 
EGF. Стан міграційної здатності епітелію зовнішнього слухового проходу і барабанної перетинки можуть 
опосередковано свідчити про регенераторну здатність тканин і впливати на результат тимпанопластики. 
Тест з фарбуванням може служити прогностичним критерієм результату тимпанопластики, так як оцінює 
стан регенераторної здатності епітелію зовнішнього слухового проходу і барабанної перетинки. 

Ключові слова: тимпанопластика, міграційна здатність, тест з фарбуванням. 
 
 
 
 

EVALUATION OF THE REGENERATIVE CAPACITY OF THE TISSUES OF THE EXTERNAL  
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A b t r a c t  

Relevance: It is noted that the condition of the skin, the external auditory canal bone, the eardrum residues, 
that is, the tissues, from which the graft must first receive nutrition, largely determine the myringoplasty result. 

Purpose: to assess the regenerative ability of the external auditory canal and tympanic membrane tissues in 
patients with chronic otitis media. 

 Materials and Methods: The migration ability of the external auditory canal and tympanic membrane tis-
sues study was carried out in 98 patients with acute tympanic membrane perforation using a tissue staining test. In 
patients with chronic otitis media the staining test was performed before the operation. The external auditory canal 
skin in the bone part and the tympanic membrane residues were taken in patients of all groups in myringoplasty 
for immunohistochemistry. 
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The quantitative assessment of the biomolecular markers expression was performed by the digital image 
analyzing. It was obtained by a Leica DMLS microscope with software (Germany) and a JVC digital camera (the 
magnification of 200 times and a minimum number of view fields 5 in each microslide) using «positive pixel 
count» and morphometry software Aperio Image Scope. 

Results: It was noted that in cases where the perforation was not closed, the migration ability of the tissues 
was impaired. A correlation was established between the regenerative ability of the epithelium by determining 
tissue biomarkers and migration ability. A high EGF level indicates a good regenerative ability and a positive test 
with staining. A low EGF level is noted in a negative test with staining. The state of the migratory ability of the 
external auditory canal epithelium and the tympanic membrane epithelium may indirectly indicate the regenera-
tive ability of tissues and affect the tympanoplasty result. The staining test can serve as a prognostic criterion for 
the myringoplasty result, because it evaluates the regenerative ability state of the external auditory canal epithe-
lium and eardrum epithelium. 

Keywords: myringoplasty, migration ability, staining test. 
 


