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После удаления распространенных злокачественных опухолей гортаноглотки и гортани образуются дефек-
ты верхних пищеварительных путей, для устранения которых необходимы слизистая оболочка и мышечный 
компонент. Целью данного исследования является разработка методики реконструкции гортаноглотки с 
использованием преламинированных пекторальных лоскутов с аналогом эпителия слизистой оболочки из 
аутологичных эпителиальных пластов. Материалы и методы. Девяти пациентам выполнена реконструк-
ция гортаноглотки биоинженерными преламинированными пекторальными лоскутами с восстановлением 
слизистой оболочки тканеинженерными аутологичными эпителиальными клеточными пластами, которые 
были получены путем культивирования in vitro клеток, выделенных из предварительно полученных у паци-
ентов биоптатов кожи. Результаты. Во всех случаях было восстановлено пероральное питание. У одного 
(11%) пациента был выявлен стеноз глотки. Многослойный плоский эпителий на фасции пекторального 
лоскута выявлен в 67% случаев через 2 недели после преламинации, в 89% случаев – через 4 недели 
после реконструкции и в 100% случаев – через 3, 6, 12, 24 месяца после реконструкции. Заключение. 
Реконструкция с использованием преламинированных биоинженерных лоскутов позволяет воссоздать 
анатомическую целостность и функцию гортаноглотки.
Ключевые  слова:  дефекты  гортаноглотки,  реконструкция,  преламинированный пекторальный 
лоскут, тканевая инженерия,  эпителиальные пласты,  кератиноциты.
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After removal of metastatic malignant tumors of the hypopharynx and larynx, hypopharyngeal defects are for-
med. To restore the hypopharynx, a mucosa and a muscular component are needed. The objective of this study 
is to develop a hypopharyngeal reconstruction technique using prelaminated pectoralis major flap with mucosal 
epithelium analogue from autologous epithelial layers. Materials and methods. Nine patients underwent recon-
struction of the hypopharynx using bioengineered prelaminated pectoralis major flaps. The mucosa was restored 
by tissue-engineered autologous epithelial cell layers that were obtained by culturing in vitro cells isolated from 
skin biopsies that were previously obtained from patients. Results. Oral nutrition was restored in all cases. 
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ВВедеНие
Пациенты с запущенными стадиями рака гор-

таноглотки и гортани (III и IV стадии) чаще всего 
являются кандидатами на комбинированное онко-
логическое лечение, сочетающее обширную хирур-
гическую резекцию и реконструкцию с адъювант-
ной лучевой или химиолучевой терапией. Иногда 
операция ограничивается удалением опухоли без 
реконструктивного этапа в связи с наличием выра-
женных сопутствующих заболеваний или лечением 
в неспециализированных клиниках.

Для реконструкции гортаноглотки применяют 
различные варианты лоскутов, в том числе местные 
с области шеи, перемещенные регионарные с области 
грудной клетки, перемещенные висцеральные, сво-
бодные микрохирургические кожно-фасциальные, 
кожно-мышечные, висцеральные и др. [1, 2]. Основ-
ным недостатком кожных лоскутов является рост во-
лос в просвет глотки. Висцеральные лоскуты непри-
менимы у соматически отягощенных пациентов; их 
применение ограничено сопутствующей патологией 
органов брюшной полости и ранее выполненными 
вмешательствами на органах брюшной полости.

Идеальным материалом для реконструкции явля-
ется аутологичная идентичная ткань, формирование 
которой включает минимально инвазивные процеду-
ры на донорском участке. Известны попытки решить 
эти вопросы методами тканевой инженерии. Фраг-
менты эпителия слизистой оболочки были культи-
вированы для использования в качестве биоматери-
алов [1]. Описано использование культивированных 
эпителиальных клеток для восстановления слизистой 
оболочки верхних отделов пищеварительного тракта. 
После резекции опухоли ротовой полости и эндо-
скопической резекции пищевода хирурги импланти-
ровали тканеинженерные эпителиальные клеточные 
пласты на подлежащую ткань [3–5]. Важно отметить, 
что эпителиально-стромальное взаимодействие явля-
ется ключевой детерминантой фенотипической дина-
мики эпителия при гомеостазе и при повреждении. 
На эпителий и на направление дифференцировки 
эпителиальных стволовых клеток влияют подлежа-
щие стромальные клетки, продуцирующие комплекс 
сигнальных молекул [6, 7].

Преламинация превращает нативный аксиальный 
лоскут в многослойный путем добавления соответ-
ствующих структур для композитной реконструк-

ции [8]. Это процесс, включающий имплантацию 
тканей или конструктов в кровоснабжающее мик-
роокружение до их переноса непосредственно в об-
ласть дефекта [8–10].

Цель настоящего исследования – разработка ме-
тодики реконструкции гортаноглотки преламиниро-
ванными лоскутами с восстановлением слизистой 
оболочки тканеинженерными аутологичными эпи-
телиальными клеточными пластами.

МАтериАлы и МетОды
Заявление об этике

Проведено проспективное исследование с ян-
варя 2018-го по декабрь 2019 года в МНИОИ им. 
П.А. Герцена – филиале ФГБУ «НМИЦ радиологии» 
Минздрава России. Исследование было рассмотрено 
и одобрено локальным этическим комитетом. Все 
пациенты подписали информированное согласие.

Пациенты
В исследование включены 9 пациентов с дефекта-

ми гортаноглотки после хирургического лечения по 
поводу злокачественных опухолей гортани. Они не 
были кандидатами на микрохирургическую реконс-
трукцию из-за сопутствующей патологии. Во всех 
случаях реконструкция выполнялась отсроченно.

Характеристики пациентов представлены в таб-
лице: восемь мужчин и одна женщина; возраст от 
57 до 82 лет (медиана: 69,5). При гистологическом 
исследовании во всех случаях был плоскоклеточ-
ный рак. Шесть пациентов имели первичные опухоли 
III и IVA стадий. Шести пациентам с первичными 
опухолями гортани послеоперационная стадия была 
определена в соответствии с классификацией TNM 
8-го пересмотра (разработанной и принятой Амери-
канским объединенным комитетом по исследованию 
рака AJCC и Международным союзом по борьбе с 
раком UICC). Опухолевый процесс у этих пациентов 
соответствовал индексам: T4a (n  =  4), T3 (n  =  2), N0 
(n  =  5), N2c (n  =  1). Три пациента были с рециди-
вами опухолей после химиолучевой терапии. Всем 
пациентам выполняли ларингоэктомию, резекцию 
гортаноглотки и одностороннюю и/или двусторон-
нюю лимфаденэктомию в зависимости от состояния 
шейных узлов. Восьми пациентам проведена лучевая 
или химиолучевая терапия в соответствии с этапами 
противоопухолевого лечения до реконструктивного 

Pharyngeal stenosis was detected in one (11%) patient. A stratified squamous epithelium on the pectoral fascia 
was revealed in 67% of cases at week 2 after prelamination, in 89% of cases at week 4 after reconstruction and 
in 100% of cases at month 3, 6, 12 and 24 after reconstruction. Conclusion. Reconstruction using prelaminated 
bioengineered flaps allows recreating the anatomical integrity and function of the hypopharynx.
Keywords:  hypopharyngeal  defects,  reconstruction,  prelaminated pectoralis major flap,  tissue  engineering, 
epithelial  layers,  keratinocytes.
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этапа. Большинство пациентов имели сопутствую-
щую патологию по индексу ACE-27. Дефект горта-
ноглотки после удаления опухоли был частичным с 
сохранением фрагмента слизистой оболочки задней 
стенки глотки во всех случаях (рис. 1, а).

изготовление пластов аутологичных 
клеток

Для выделения аутологичных эпителиальных кле-
ток использовали биоптат кожи с волосистой части 
головы пациента. Резекцию фрагмента кожи выпол-
няли под местной анестезией, рану ушивали узловы-
ми швами нитью Vicryl® 3,0. После взятия биоптата 
его помещали в специальный контейнер с транс-
портной средой (DMEM с 0,4 мг/мл гентамицина) 
и транспортировали в Институт биологии развития 
РАН. Процедуру выделения эпителиальных клеток 
проводили в день взятия биоптата. Все процедуры 

выделения, культивирования и переноса клеточных 
культур на биополимерные матрицы проводили стро-
го в асептических условиях в лаборатории.

Выделение эпидермальных 
кератиноцитов

Биоптаты кожи, полученные от донора, разрезали 
на полоски шириной 3 × 10 мм, промывали раство-
ром PBS, помещали в 0,2% раствор диспазы (Sigma) 
и инкубировали при 4 °С в течение 18 часов. После 
ферментации эпидермис отделяли от дермы по линии 
базальной мембраны, промывали раствором PBS и 
проводили дополнительную ферментацию раство-
ром трипсина в течение 10 минут для получения 
одноклеточной суспензии. Суспензию центрифуги-
ровали при 1000 об/мин в течение 6 минут, удаляли 
надосадочную жидкость, а осадок суспендировали в 
культуральной среде для кератиноцитов.

Таблица
Демографические данные, методы лечения и периоды наблюдения

Demographic data, treatment modality, and follow-up periods
Пациент Возраст Пол Локали-

зация 
опухоли

Стадия TNM Первичная 
или 

рецидив

ЛТ/ХЛТ 
(Гр)

Предоперационная 
коморбидность 

(ACE-27)

Период 
наблюдения 

(мес.)
1 65 М гортань IVА T4aN0M0 Перв. ЛТ (40) Тяжелая Grade 3 27
2 59 Ж гортань IVА T3N2cM0 Перв. ЛТ (50) Тяжелая Grade 3 25
3 57 M гортань IVА T4aN0M0 Перв. ЛТ (46) Умеренная Grade 2 24
4 61 M гортань IVA T4aN0M0 Перв. ХЛТ (59, 6) Тяжелая Grade 3 20
5 60 M гортань IVA T4aN0M0 Перв. ЛТ (50) Тяжелая Grade 3 27
6 65 M гортань III T3N0M0 Перв. Тяжелая Grade 3 22
7 63 M гортань rT4aN0M0 Рец. ХЛТ (66) Умеренная Grade 2 27
8 70 M гортань rT4аN0M0 Рец. ЛТ (50) Умеренная Grade 2 24
9 82 M гортань rT4аN0M0 Рец. ХЛТ (70) Тяжелая Grade 3 10

Примечание. ЛТ – лучевая терапия; ХЛТ – химиолучевая терапия; Гр – Грей.

Note. ЛТ – radiation therapy; ХЛТ – chemoradiotherapy; Гр – Gray.

Рис. 1. Первый этап реконструктивной операции: а – пациентка с фарингостомой после комбинированного лечения 
рака гортани IVA стадии; б – хирургиче ский доступ для преламинации; в – имплантация пласта эпителиальных кле-
ток на фасцию большой грудной мышцы; г – изоляция пласта эпителиальных клеток пленкой

Fig. 1. The first stage of reconstructive surgery: a – patient with pharyngostomy after combined treatment of stage IVA laryn-
geal cancer; б – surgical access for prelamination; в – implantation of epithelial cell layer on the pectoral fascia; г – isolation 
of epithelial cell sheet with film

а б в г
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Культивирование эпидермальных 
кератиноцитов

Суспензию кератиноцитов высевали во флаконы 
для культивирования площадью 75 см2 (Costar) в кон-
центрации 2 × 105 клеток/мл по 15 мл. Клетки куль-
тивировали в CO2-инкубаторе при 37 °C и влажности 
насыщения в среде Keratinocyte-SFM (Gibco). Клетки 
выращивали при регулярной смене среды (каждые 
2 дня) в течение 3–6 недель до образования субкон-
флюентного слоя. Дату фарингопластики назначали 
в зависимости от скорости роста клеток пациента.

иммуногистохимический 
и иммунофлуоресцентный анализ

Клетки фиксировали 4% параформальдегидом 
в течение 15 минут, после чего проводили имму-
нофлуоресцентное определение маркера керати-
ноцитов с использованием первых антител фирмы 
Abcam против цитокератина 14 (ck14) (ab181595) и 
маркера стволовых и ранних прогениторных клеток 
эпидермиса – р63 (ab124762) по рекомендованной 
производителем методике. После инкубации препа-
раты промывали PBS, а затем для визуализации до-
бавляли раствор вторых антител, конъюгированных 
с флуорохромом Alexa Fluor 555 и Alexa Fluor 488 
(ThermoFisher).

Иммуногистохимическое выявление маркеров 
кератиноцитов на поверхности мышечного лоскута 
проводили на гистологических препаратах, которые 
были окрашены на маркер общих цитокератинов – 
PanCk (ab7753) и р63 (ab124762). Были использованы 
первичные антитела фирмы Abcam по рекомендо-
ванной производителем методике, для визуализации 
продуктов реакции был использован пероксиазный 
метод и вторые антитела с комплексом стрептовидин-
DAB, с последующим докрашиванием гематоксилин-
эозином.

Посадка и выращивание клеточных 
культур на матрице

Для формирования клеточного слоя культивиру-
емые кератиноциты высевали на поверхность мат-
рицы, представляющей собой пластину толщиной 
0,3–0,5 мм, состоящую из гиалуроновой кислоты и 
коллагена. Эпидермальные кератиноциты отделяли 
от культурального флакона с помощью смеси раство-
ров трипсина и Версена (1 : 1). Суспензию эпидер-
мальных кератиноцитов высевали в чашку Петри с 
помещенной в нее матрицей плотностью 4 × 105 кле-
ток/см2. Затем полученный пласт с кератиноцитами 
инкубировали в стандартных условиях, при 37 °С, 
5% СО2. Биоинженерный аутологичный пласт был 
готов к использованию примерно через 5–7 дней, в 
течение которых эпидермальные колонии образовы-

вали конфлюентный слой на поверхности матрицы. 
Количество клеток по истечении этого срока должно 
быть 80 ± 20 × 105 клеток/см2. Готовые эпителиаль-
ные пласты на матрице упаковывали в стерильную 
упаковку и использовали в течение 12 часов.

Оценка жизнеспособности клеток 
на поверхности эпителиальных клеточных 
пластов

Фрагмент готового клеточного пласта помещали 
в лунку 48-луночного планшета и добавляли 0,5 мл 
рабочего раствора Calcein AM (BD Pharmingen). 
После 30-минутной инкубации клеточный пласт ви-
зуализировали под флуоресцентным микроскопом 
Olympus IX73 (оборудование ЦКП, Институт биоло-
гии развития РАН). Полученные микрофотографии 
позволили оценить морфологию жизнеспособных 
клеток и их распределение на поверхности матрицы.

реконструктивные этапы
На первом этапе выполняли преламинацию био-

инженерного мышечно-эпителиального лоскута.
Вначале формировали хирургический доступ 

к большой грудной мышце (рис. 1, б). Трансплан-
тат, выращенный из аутологичных эпителиальных 
клеток пациента на матрице, имплантировали на 
фасцию большой грудной мышцы и фиксировали 
нитью Vicryl 5.0 (рис. 1, в). На него накладывали 
латексную пленку и фиксировали нитью Prolen 3.0 
(рис. 1, г). Пласты эпителиальных клеток оставляли 
таким образом приживаться на 3 недели.

На втором этапе выполняли реконструкцию гор-
таноглотки. Вначале проводили мобилизацию краев 
фарингостомы (рис. 2, а). При формировании пре-
ламинированного пекторального мышечно-эпите-
лиального лоскута большая грудная мышца была 
мобилизована от грудной стенки и перемещена на 
область дефекта, как при традиционной хирургиче-
ской технике (рис. 2, б). Размер мышечного фрагмен-
та пекторального лоскута определяли в соответствии 
с размером дефекта мягких тканей шеи. Поверхность 
большой грудной мышцы с преламинированным кле-
точным пластом (биоинженерный мышечно-эпите-
лиальный лоскут) ориентировали так, чтобы она 
была направлена в просвет гортаноглотки (рис. 2, в). 
Биоинженерный фрагмент моделировали по разме-
рам дефекта слизистой оболочки гортаноглотки и 
фиксировали с помощью нити Vicryl 2.0 к мобилизо-
ванным краям слизистой оболочки гортаноглотки по 
периметру фарингостомы (рис. 2, г). Мягкие ткани 
восстанавливали мышечной частью лоскута.
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Послеоперационный период
Перед началом перорального питания всем паци-

ентам выполняли рентгенографию гортаноглотки и 
шейного отдела пищевода для определения состоя-
тельности, проходимости вновь сформированного 
органа и оценки функции глотания. При отсутствии 
признаков выхода контрастного препарата за конту-
ры верхних пищеварительных путей назогастраль-
ный зонд удаляли, и пациенты начинали питание 
через рот. Оценка результатов проводилась через 2, 
4 недели и 3, 6, 12, 24 месяца после фарингопласти-
ки. Выполнялась рентгенография глотки и пищевода 
с контрастным препаратом и видеофарингоскопия 
с биопсией. Биопсию биоинженерного фрагмента 
преламинированного лоскута с гистологическим ис-
следованием проводили через 3 недели после пре-
ламинации, 2, 4 недели и 3, 6, 12, 24 месяца после 
фарингопластики.

Статистический анализ
Для анализа лечения и результатов использова-

лась только описательная статистика. Автор и соавто-
ры имели доступ к данным, рассмотрели и одобрили 
окончательный вариант рукописи.

реЗУльтАты
Всем пациентам была выполнена реконструкция 

гортаноглотки с использованием биоинженерного 
преламинированного мышечно-эпителиального пек-
торального лоскута, как описано выше.

Клетки, полученные от пациентов, проходящих 
курс противоопухолевой терапии, в первые несколько 
суток после выделения показывают низкую скорость 
роста и высокую чувствительность к условиям куль-

тивирования, поэтому для наращивания необходимой 
клеточной массы их выращивали в культуральных 
флаконах на специальной низкокальциевой, стиму-
лирующей пролиферацию среде культивирования 
(рис. 3, а, б). Иммунофлуоресцентное исследование 
на этапе формирования клетками стабильной моно-
слойной культуры выявило наличие типичных клеток 
эпителия, экспрессирующих маркер кератиноцитов – 
ck14 и большого количества клеток, положительных 
по маркеру стволовых и ранних прогениторных кле-
ток эпидермиса р63 (рис. 3, б). После того как клетки 
формировали нормальный эпителиальный пласт, их 
переносили на биосовместимую матрицу. Основа 
используемой матрицы – коллагены и гиалуроновая 
кислота, толщина 0,5 мм. Таким образом, для каж-
дого пациента создавали аутотрансплантат эпители-
альной ткани площадью от 60 до 80 см2 (рис. 3, в). 
Контроль наличия живых клеток в составе транс-
плантата осуществляли на флуоресцентном микро-
скопе, предварительно окрашивая небольшой учас-
ток трансплантата витальным красителем Calcein 
AM (рис. 3, г).

При гистологическом исследовании через 3 не-
дели после преламинации выявлены участки с ко-
лониями кератиноцитов на поверхности мышечного 
лоскута (рис. 4). Положительная экспрессия цито-
кератинов (рис. 4, б) и специфического белка р63, 
характерная для кератиноцитов базального слоя кожи 
(рис. 4, г), указывает на принадлежность этих клеток 
к клеткам эпителиальной ткани. Это подтверждает 
то, что кератиноциты присутствовали на большой 
грудной мышце в течение 3 недель после трансплан-
тации. Таким образом, через 3 недели предваритель-
ной подготовки мышечно-эпителиального лоскута 

Рис. 2. Реконструкция глотки с использованием преламинированного биоинженерного пекторального лоскута: а – мо-
билизованные края фарингостомы; б – преламинированный биоинженерный пекторальный лоскут; в – перемещение 
на шею биоинженерного пекторального лоскута; г – фиксация преламинированного участка лоскута к мобилизован-
ным краям слизистой оболочки по периметру фарингостомы

Fig. 2. Pharyngeal reconstruction using a prelaminated bioengineered pectoral flap: a – mobilized edges of the pharyngosto-
ma; б – prelaminated bioengineered pectoral flap; в – movement of the bioengineered pectoral flap to the neck; г – fixation of 
the prelaminated flap section to the mobilized mucosa edges along the perimeter of the pharyngostoma

а б в г
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мы считали его готовым к реконструктивному этапу 
операции.

Средний период послеоперационного наблюде-
ния составил 23,1 месяца (диапазон 10–27 месяцев). 
Видеофарингоскопия глотки и пищевода больных 
показала, что область имплантации эпителиально-
клеточных пластов через 3, 6, 12, 24 месяца макро-
скопически неотличима от окружающей слизистой 
оболочки (рис. 5, а, в).

При гистологических исследованиях мы наблю-
дали многослойный плоский эпителий на фасции 
пекторального лоскута через 2 недели после фарин-
гопластики в 78% случаев, через 4 недели после фа-
рингопластики – в 89% случаев (рис. 5, б), через 3, 

6, 12, 24 месяца после фарингопластики – в 100% 
случаев (рис. 5, г).

Питание через рот было восстановлено во всех 
случаях. Общее среднее время до возобновления 
питания составило 18 дней после операции (диапа-
зон 14–22 дня). Средняя продолжительность после-
операционного пребывания в стационаре составила 
17,5 дня (от 16 до 19 дней). Голосовая функция была 
восстановлена за счет имплантации голосового про-
теза в 78% случаев.

Некрозов лоскутов не зарегистрировано. Свищ 
наблюдали у 4 пациентов (44%). Причиной замед-
ленного заживления ран и формирования несостоя-
тельности швов в области швов глотки могла быть 

Рис. 3. Подготовка клеточного трансплантата. Культура аутологичных кератиноцитов больного через 4 недели культи-
вирования: а – фазовый контраст; б – иммунофлуоресцентное обнаружение специфического маркера кератиноцитов – 
ck14 (зеленое окрашивание), специфического эпидермального фактора транскрипции p63 (красное окрашивание), 
ядра окрашены DAPI (синее окрашивание); в – готовый к использованию трансплантат, внешний вид; г – микро-
фотография кератиноцитов человека, выращенных на поверхности матрицы, выявление жизнеспособных клеток с 
помощью витального красителя Calcein AM (зеленое окрашивание)

Fig. 3. Cell graft preparation. Culture of patient’s autologous keratinocytes at week 4 of cultivation: a – phase-contrast; б – im-
munofluorescence identification of keratinocyte-specific marker ck14 (green staining), specific epidermal transcription factor 
p63 (red staining), nuclei stained with DAPI (blue staining); в – ready-to-use graft, appearance; г – micrograph of human 
keratinocytes grown on matrix surface, detection of viable cells using viability dye Calcein AM (green staining)

а б

в г
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проведенная до фарингопластики лучевая/химио-
лучевая терапия и алиментарная недостаточность. 
У всех пациентов свищи формировались в области 
анастомоза между верхним краем лоскута и основа-
нием языка, закрывались в течение 7–10 дней после 
проведенной консервативной терапии и перевязок 
без необходимости дополнительного хирургического 
вмешательства. У одного пациента был стеноз горта-
ноглотки в области нижнего края фиксации лоскута. 
Выполнено бужирование области стеноза, в результа-
те чего просвет гортаноглотки достиг диаметра 1 см. 
У этого пациента имеются трудности с глотанием 
только твердой пищи. Нагноение донорской облас-
ти наблюдали у одного пациента, после проведения 
консервативной терапии и перевязок рана зажила.

ОБСУЖдеНие
Реконструкция верхних отделов пищеваритель-

ных путей после ларингэктомии с резекцией горта-
ноглотки остается серьезной проблемой для хирур-
гов, занимающихся опухолями головы и шеи, так как 
в большинстве случаев выполняется после лучевой/
химиолучевой терапии у соматически отягощенных 
пациентов [11]. Для устранения обширных дефектов 
после хирургического лечения применяются различ-
ные варианты реконструкции [12]. Метод реконс-
трукции зависит от состояния здоровья пациента, 
возможностей клиники, размера и состава дефекта, 
лучевого анамнеза, предшествующих операций. Со-
матически отягощенные пациенты с высоким риском 
послеоперационных осложнений редко являются 

Рис. 4. Биоптат мышечного среза через 3 недели преламинации с эквивалентом эпителиальной ткани: а – фрагмент 
мышечной ткани из зоны трансплантации, окраска гематоксилином и эозином, ×100; б – иммуногистохимическое 
исследование, экспрессия общих цитокератинов, окрашивание DAB, ×100; в – цитологическое исследование поверх-
ности мышечного лоскута с готовым аналогом, окраска гематоксилином и эозином, ×1000; г – иммуногистохимиче-
ское выявление эпидермального фактора транскрипции p63 в ядрах клеток, окрашивание ДАБ, ×1000

Fig. 4. Biopsy of muscle slice at week 3 of prelamination with epithelial tissue equivalent: а – a fragment of muscle tissue 
from the transplantation area (H&E staining, 100×); б – immunohistochemistry, expression of common cytokeratins (DAB 
staining, ×100); в – cytological study of muscle flap surface with a ready-made analog (H&E staining, 1000×); г – immuno-
histochemical detection of epidermal transcription factor p63 (DAB, 1000×) in cell nuclei
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в г



142

ВЕСТНИК ТРАНСПЛАНТОЛОГИИ И ИСКУССТВЕННЫХ ОРГАНОВ том XXIV   № 4–2022

приемлемыми кандидатами для микрохирургиче ских 
операций. Из-за этих ограничивающих факторов пе-
ремещенные лоскуты остаются предпочтительным 
методом [13]. Биоинженерный лоскут в ряде случаев 
может быть хорошей альтернативой стандартным 
кожно-мышечным лоскутам. Развитие биоинже-
нерных технологий позволяет создавать тканевые 
аналоги слизистой оболочки, используемые для вос-
становления слизистой оболочки верхних отделов 
пищеварительного тракта, полости рта, уретры, моче-
вого пузыря, влагалища и роговицы. Восстановление 
поврежденной эпителиальной ткани в таком случае 
происходит за счет того, что в составе трансплан-
тата есть аутологичные низкодифференцированные 
клетки базального слоя эпидермиса, которые могут 

пролиферировать и встраиваться в место дефекта. 
При этом окружающие биоинженерную конструк-
цию ткани оказывают влияние на входящие в его 
состав клетки. В частности, было установлено, что 
клетки роговицы способны к трансдифференцировке 
в клетки эпидермиса под действием сигналов из эмб-
риональной дермы [14]. Пластичность эпидермаль-
ных кератиноцитов наблюдали и в опытах по транс-
плантации клеток в уретру. Показано, что через три 
недели после трансплантации в уретру аутологич-
ных EGFP-экспрессирующих кератиноцитов кожи 
кроликов они восстанавливают уротелий, проявляя 
признаки экспрессии специфического маркера [15]. 
Недавно была продемонстрирована способность 
клеток пищевода к дифференцировке в кожном на-

Рис. 5. Данные послеоперационных исследований: а – видеофарингоскопия через 4 недели после фарингопласти-
ки; б – при 100-кратном увеличении показан многослойный плоский эпителий, окраска гематоксилином и эозином;  
в – видеофарингоскопия через 24 месяца после фарингопластики; г – при 100-кратном увеличении показан много-
слойный плоский эпителий с пролиферацией базальных слоев, окраска гематоксилином и эозином

Fig. 5. Postoperative data: a – videolaryngoscopy at week 4 after pharyngoplasty; б – H&E, at 100× magnification shows 
stratified squamous epithelium; в – videolaryngoscopy at month 24 after pharyngoplasty; г – H&E, at 100× magnification 
shows stratified squamous epithelium with basal layer proliferation
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в г
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правлении под влиянием стромы взрослой кожи [16]. 
Поскольку собственно гортаноглотка выстлана не-
ороговевающим многослойным плоским эпителием, 
было резонно предположить, что эпидермис весьма 
пригоден для его замены. В увлажненной микросреде 
эпидермальные кератиноциты теряют способность к 
ороговению, как это происходит в культуральных ус-
ловиях. Таким образом, они вполне могут выполнять 
функции эпителия глотки. Ранее было опубликовано 
исследование, в котором для реконструкции горта-
ноглотки использовали перемещенный мышечный 
трансплантат, состоящий из большой грудной мыш-
цы с предварительно имплантированным тканевым 
эквивалентом слизистой оболочки, созданным на 
основе культивированных донорских кератиноци-
тов. Донорские клетки, исользуемые в качестве эпи-
телиального слоя в таких конструкциях, способны 
временно выполнять функцию барьерного эпителия, 
обеспечивая надежное приживление трансплантата в 
зоне реципиентных тканей, а также модифицирова-
ли раневую поверхность, стимулируя собственную 
эпителизацию раны [5].

При устранении дефектов гортаноглотки после 
удаления местнораспространенных опухолей необ-
ходимо комплексное восстановление мягких тканей и 
слизистой оболочки, а также нормального функцио-
нирования пищеварительного тракта и голосовой 
функции. Преламинация культивированных клеток 
на хорошо кровоснабженную ткань большой груд-
ной мышцы позволяет создавать лоскуты с требуе-
мыми свойствами: на поверхности мышцы успевает 
сформироваться слой эпителиальных клеток, кото-
рые вместе с мышечной тканью возможно форми-
ровать по размерам существующего дефекта. Мы 
использовали биоинженерные преламинированные 
лоскуты для реконструкции обширных дефектов гор-
таноглотки. Использование выращенного из кожи 
пациента эпителиального пласта вместо полнослой-
ного аутодермолоскута позволяет избежать таких 
осложнений, как врастание волос в просвет гортани, 
стенозирование просвета верхних пищеварительных 
путей в послеоперационном периоде. Осложнения 
в виде свищей, наблюдаемые у пациентов в нашем 
исследовании, составляют 44%, что сопоставимо с 
известной из литературных данных частотой сви-
щей у пациентов, получивших предоперационное 
облучение, которое колеблется от 13 до 50% [17]. 
У 56,5% пациентов после реконструктивных опера-
ций с использованием кожно-мышечных лоскутов 
описывают затруднение глотания твердой пищи, а у 
21,7% – трудности при глотании как твердой, так и 
жидкой пищи [17]. В нашем исследовании у 1 (11%) 
больного был стеноз глотки, который после прове-
дения бужирования стал причиной проблем с глота-
нием только твердой пищи. На основании проведен-

ных послеоперационных наблюдений можно сделать 
вывод, что разработанная нами методика позволяет 
восстановить анатомию и функции гортаноглотки 
идентичными тканями.

ЗАКлЮчеНие
Использование методики реконструкции горта-

ноглотки преламинированным биоинженерным лос-
кутом позволило воссоздать анатомическую целост-
ность и функцию гортаноглотки во всех описанных 
9 клинических случаях.
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