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Одной из основных проблем урологии остается лечение стриктур уретры. Основным способом лечения
данных патологий является хирургический метод, при котором в качестве заместительного материала ис-
пользуют различные ткани пациента. Использование буккального лоскута в настоящее время имеет наи-
лучшие результаты. Однако у этого вида уретропластики есть целый ряд недостатков, которые можно ис-
ключить, используя альтернативные материалы, разрабатываемые с помощью методов тканевой инжене-
рии. В данном исследовании была разработана и приготовлена тканеинженерная конструкция на основе
двухслойного полимерного скаффолда, заселенного клетками буккального эпителия. Данные уретрогра-
фии и гистологический анализ продемонстрировали восстановление поврежденной ткани уретры кроли-
ка с сохранением просвета и структурной целостности уретры. Приготовленная тканеинженерная кон-
струкция обладала терапевтической эффективностью, сопоставимой с таковой при использовании ауто-
логичного буккального лоскута, что позволяет ей стать многообещающей альтернативой другим
материалам для заместительной уретропластики.
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Одной из основных проблем урологии остается
патология уретры, связанная с образованием стрик-
тур, которые существенно влияют на качество жиз-
ни пациентов. Распространенность стриктур уретры
составляет 229–627 случаев на 100 тыс. населения.
При этом возникновение данной патологии отмеча-
ется в различном возрасте, в том числе и после 55 лет
(Santucci et al., 2007). В связи с этим распространен-
ность данного заболевания достоверно не известна
(Lazzeri et al., 2016). Для лечения коротких стриктур
выполняют анастомотическую уретропластику. Ес-
ли длина стриктуры превышает 2 см, то ее относят к
группе протяженных или субтотальных стриктур.

Основным способом лечения данных патологий яв-
ляется хирургический метод, при котором в качестве
заместительного материала используют различные
ткани пациента, включая кожу, слизистые оболочки
мочевого пузыря, толстой кишки, а также щеки или
языка и др. (Cheng et al., 2007). Однако использова-
ние целого ряда перечисленных тканей эффективно
только в течение короткого периода, при долгосроч-
ном наблюдении часто происходит рецидив стрик-
туры, что требует проведения повторной операции.

Буккальная пластика (использование слизистой
оболочки щеки) в настоящее время имеет наилуч-
шие результаты и признана “золотым стандартом”
при протяженных стриктурах уретры, обеспечивая
до 90% удовлетворительных отдаленных результа-
тов. По сравнению с другими тканями слизистая

Принятые сокращения: БЛ – буккальный лоскут; БЭ – бук-
кальный эпителий; ТИК – тканеинженерная конструкция.
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оболочка щеки имеет целый ряд преимуществ, таких
как постоянный контакт с влажной средой, отсут-
ствие волосяных луковиц, устойчивость к механиче-
ским, термическим и другим воздействиям, врож-
денная антибактериальная иммунная защита, а так-
же достаточно простая процедура забора лоскута
(Gallegos, Santucci, 2016; Barbagli et al., 2017). Однако
у этого вида уретропластики есть целый ряд недо-
статков: осложнения в донорской зоне, дефицит
тканей, особенно при протяженных, рецидивных
стриктурах, и увеличение времени операции в связи
с необходимостью получения буккального лоскута
(БЛ) пациента (Atala et al., 2017).

В настоящее время с использованием методов
тканевой инженерии разрабатываются различные
альтернативные материалы, целью которых являет-
ся исключение перечисленных выше недостатков.
Эволюция тканевой инженерии в области урологии
началась с бесклеточных трансплантатов и затем
прогрессировала до тканеинженерных конструкций
(ТИК), заселенных различными типами клеток
(Sievert et al., 2000; Fu et al., 2007). Большое количе-
ство публикаций демонстрирует, что бесклеточные
материалы, используемые для лечения длинных
уретральных дефектов, часто приводят к фиброзу, в
то время как использование ТИК, заселенных клет-
ками, дает положительные результаты, что свиде-
тельствует о перспективности данного направления
(Bharadwaj et al., 2013; Liu et al., 2017).

Однако и до настоящего времени отдаленные ре-
зультаты операций с использованием ТИК, к сожа-
лению, остаются неудовлетворительными. Основ-
ной проблемой является разработка подходящих но-
сителей для клеток. Используемые для этих целей
материалы должны отвечать целому ряду требова-
ний: обладать био- и гистосовместимостью, не быть
токсичными и не вызывать иммунную реакцию ор-
ганизма, иметь адекватное время биодеградации,
обладать определенными механическими свойства-
ми для поддержания адекватного просвета уретры в
течение длительного времени, а также физическими
характеристиками (эластичность, растяжимость),
необходимыми для отведения мочи и сохранения
копулятивной функции органа (Vaegler et al., 2015).
Кроме того, одним из важных требований является
наличие определенных прочностных характеристик
материала, обеспечивающих возможность эффек-
тивной накладки первичного хирургического шва
без прорезывания лигатур.

Таким образом, одной из задач исследования яв-
лялась разработка двухслойного полимерного скаф-
фолда, который соответствовал бы всем требовани-
ям, предъявляемым к материалам для реконструктив-
ной хирургии уретры. Слои двуслойного скаффолда,
были приготовлены на основе различных полигид-
роксиэфиров и обладали разной скоростью деграда-
ции. Скорость деградации внешнего слоя, контакти-
рующего с мочой, была существенно ниже, и это

позволяло защитить клетки, заселенные на поверх-
ность внутреннего слоя скаффолда, от ее агрессив-
ного воздействия.

Другой важной составляющей ТИК является кле-
точный компонент. Необходимо сделать выбор
“правильного” типа клеток и сохранить их жизне-
способность после трансплантации in vivo. В послед-
нее время проводятся активные исследования, посвя-
щенные использованию клеток различного происхож-
дения (эмбриональные фибробласты, кератиноциты,
стволовые клетки, выделенные из костного мозга,
жировой ткани, уротелий и др.) для реконструкции
уретры (Culenova et al., 2019), выполнено несколько
клинических исследований с использованием ТИК,
заселенных аутологичными клетками буккального
эпителия (БЭ) и мочевого пузыря (Versteegden et al.,
2017; Vaddi et al., 2019). Следует отметить, что клетки
БЭ обладают некоторыми преимуществами по срав-
нению с другими типами клеток. Прежде всего, это
связано с малоинвазивностью метода получения
биоптата, который позволяет избежать дополни-
тельного травмирования пациентов. Кроме того,
клетки БЭ обладают большим морфологическим
сходством с клетками уротелия и успешно формиру-
ют неороговевающий многослойный эпителий.

Таким образом, второй задачей исследования было
сравнение терапевтической эффективности ТИК,
приготовленной на основе двухслойного скаффолда,
заселенного аутологичными клетками БЭ, с аутоло-
гичным буккальным лоскутом (БЛ) слизистой оболоч-
ки щеки при выполнении уретропластики кролику.
Для того чтобы проследить дальнейшую судьбу клеток
БЭ мы использовали суперпарамагнитные наночасти-
цы оксида железа, которые являются эффективным
маркером для долгосрочной визуализации импланти-
рованных клеток (Cromer et al., 2011; Kim et al., 2015;
Ramos-Gomez et al., 2016; Yudintceva et al., 2016, 2018).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Выделение и культивирование клеток буккального

эпителия (БЭ). В работе были использованы самцы
кроликов породы “Шиншилла” (n = 4). Все манипу-
ляции с животными проводили под общей анестези-
ей с использованием тилетамина гидрохлорид/зола-
зепама гидрохлорида (Zoletil, Virbac SA, Франция) в
дозе 25 мг/кг массы тела (внутримышечно) и ксила-
зина гидрохлорида (Bioveta, Чехия) в виде 2%-ного
раствора в объеме 1.0–1.5 мл (внутримышечно). По-
сле обработки слизистой ротовой полости кролика
0.05%-ным водным раствором хлоргексидина ост-
рым путем был взят биоптат слизистой оболочки
щеки размером 3 × 5 мм. Ткань транспортировали в
среде ДМЕМ (Биолот, Россия), содержащей раствор
гентамицина (Gibco, Великобритания) в рабочей
концентрации 100 мкг/мл. Затем биоптат в условиях
ламинарной скамьи переносили в новую пробирку и
трижды тщательно отмывали в растворе фосфатно-
солевого буфера PBS (137 мМ NaCl, 7 мM Na2HPO4,
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pH 7.4, 1.5 M КН2РО4, 2.7 мМ KCl; все реактивы ква-
лификации “oс. ч.”; Helicon, США), содержащем
смесь антибиотиков: пенициллина/стрептомицина
(200 ед./мл и 200 мкг/мл), гентамицина и амфотери-
цина (200 мкг/мл) (Gibco, США). Выделение клеток
выполняли по методу культивирования экспланта-
тов (Борзенок и др., 2019) с модификациями. Биоп-
тат переносили в чашку Петри эпителиальной сто-
роной вниз, с помощью микрохирургического пин-
цета и скальпеля отделяли подслизистую часть до
появления белесоватой прослойки перед слоем эпи-
телия. Измельчали биоптат на фрагменты размером
1 мм2. С целью предотвращения высыхания биопта-
та в чашку Петри вносили 50–100 мкл среды ДМЕМ,
содержащей гентамицин. Фрагменты эпителия пе-
реносили в лунки слайд-флаконов (IBIDI, Герма-
ния), так чтобы белесоватая прослойка находилась
на дне лунки. Планшет с открытой крышкой остав-
ляли на 1–3 мин для первичного “присыхания” в
условиях ламинарного бокса, затем на фрагменты
наносили по 50 мкл питательной среды DMEM/F12
c 1.05 мМ Са2+ (Sigma-Aldrich, США), 5%-ной фе-
тальной сывороткой (HyClone, США), инсулином
(5 мкг/мл), гидрокортизоном (5 мкг/мл) (Sigma-Al-
drich, США), эпидермальным фактором роста
(10 нг/мл) (ПанЭко, Россия), раствором гентамици-
на и помещали в стандартные условия CO2-инкуба-
тора на 2–3 ч. В каждую лунку аккуратно добавляли
по 500 мкл питательной среды DMEM/F12. Оценку
миграции клеток осуществляли с помощью инвер-
тированного микроскопа Nikon Eclipse TS100 (Япо-
ния), фиксировали на цифровую фотокамеру. Сме-
ну питательной среды выполняли с момента появле-
ния первых мигрирующих клеток и далее через 1 сут.
После достижения клетками 80–90% конфлуентно-
сти выполняли пересев посредством обработки
культуры 0.25%-ным раствором трипсин-ЭДТА
(Gibco, Великобритания). В экспериментах исполь-
зовали клетки 2–3 пассажей.

Интернализация наночастиц клетками БЭ. Супер-
парамагнитные наночастицы оксида железа (Fe3O4)
c размерами менее 50 нм были покрыты декстраном
с целью повышения их биосовместимости и сниже-
ния агрегации (Shevtsov et al., 2015а). Клетки, достиг-
шие состояния монослоя, инкубировали с наноча-
стицами с концентрацией 150 мкг/мл в течение 24 ч
в условиях СО2-инкубатора. После инкубации в
культуре клеток была выполнена смена среды на
свежую, а клетки, находящиеся на стеклах, были
трижды отмыты раствором PBS. Оценку жизнеспо-
собности клеток выполняли с помощью окраски
раствором 0.4%-ного красителя Трипановый синий
(Биолот, Россия). Дополнительно с помощью МТТ-
метода была проанализирована цитотоксичность
наночастиц. Был использован набор Vybrant® MTT
в соответствии с протоколом производителя (Life
Technologies, США).

Иммунофлуоресцентный анализ. Культуру клеток
БЭ в слайд-флаконах трижды промывали раствором
PBS и фиксировали раствором 10%-ного нейтраль-
ного формалина (Sigma-Aldrich, США) в течение
15 мин. Для пермеабилизации клеточной мембраны
вносили 0.1% раствор Тритон Х-100 (Sigma-Aldrich,
США) на 15 мин. Трижды отмывали и для блокиров-
ки сайтов неспецифического связывания в течение
1 ч инкубировали в растворе 0.2% БСА (бычий сыво-
роточный альбумин). В качестве первичных антител
в разведении 1 : 250 использовали антитела против
виментина (Anti-Vimentin antibody, RV202; Abcam,
США) для выявления промежуточных филаментов,
интегрина β1(Anti-Integrin β1 Antibody, clone B3B11;
Merck, США) для окраски базальных клеток эпите-
лия, APC anti-human Ki-67 (BioLegend, Германия)
для оценки пролиферации. Инкубацию клеток с ан-
тителами проводили в течение ночи при температу-
ре 4°С. В качестве вторичных антител в разведении
1 : 250 использовали иммуноглобулины козы (Goat
Anti-Mouse IgG; Abcam, США), коньюгированные с
FITC. Инкубирование со вторыми антителами вы-
полняли в течение 45 мин при комнатной темпера-
туре в темноте. После трехкратной отмывки препа-
ратов раствором PBS для окраски ядер на 10 мин
вносили краситель DAPI (4',6-diamidino-2-phenylin-
dole) (Thermo Fisher Scientific, США), затем в лунки
вносили раствор PBS. В качестве отрицательного
контроля использовали клетки, окрашенные только
вторыми антителами. Выявление иммунофлуорес-
ценции выполняли с использованием диодного ла-
зера (488 нм), ядра детектировали с помощью диод-
ного лазера (405 нм), для анализа внутриклеточной
локализации магнитных наночастиц применяли
сканирование отраженным лазером (504 нм). В ра-
боте был использован конфокальный микроскоп
(Olympus FV3000) с использованием конфокальной
системы Olympus IX83 microscope (Olympus Corpora-
tion, Япония).

Приготовление двухслойного полимерного скаф-
фолда (ПЛК−ПЛГ). Для приготовления двухслойно-
го скаффолда использовали полигидроксиэфиры.
Внешний слой был сформирован на основе поли-L-
лактид-капролактона (ПЛК) (85/15) (h = 1.66 дл/г,
Purac, Нидерланды), внутренний – поли-L-лактид-
гликолида (ПЛГ) (85/15) (h = 3.13 дл/г, Purac, Нидер-
ланды). Полимеры растворяли в трихлорметане
(Вектон, Россия) до конечной концентрации рас-
твора 2 мг/мл и равномерно наносили на стандарт-
ное предметное стекло с размерами 1.0 × 2.5 см
(Menzel, Германия). На первой стадии наносили
раствор ПЛК объeмом 1 мл и оставляли сушиться в
течение 15 мин на воздухе. Затем после частичного
испарения растворителя на первый слой полимера
ПЛК наносили раствор ПЛГ объемом 1 мл и также
оставляли сушиться на воздухе. После полного ис-
парения растворителя на воздухе полученный скаф-
фолд сушили при температуре 37°С до постоянной
массы (рис. 1). Затем на поверхности предметного
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стекла, не открепляя, с помощью скальпеля разреза-
ли скаффолд на 5 равных частей (1 × 0.5 см). После
этого каждый фрагмент скаффолда аккуратно от-
крепляли от поверхности покровного стекла и поме-
щали в чашку Петри. Стерилизацию скаффолда вы-
полняли методом озонирования в режиме: концен-
трация газообразного озона 200 ед./млн в течение
120 мин при относительной влажности 80%.

Заселение скаффолда ПЛК−ПЛГ клетками бук-
кального эпителия. Скаффолд помещали в чашку
Петри (диаметр 35 см2) внутренним слоем (ПЛГ)
вверх. Суспензию клеток в концентрации 1 × 106 в
объеме 200 мкл среды DMEM/F12, содержащей 5%
фетальной сыворотки, инсулин, гидрокортизон,
эпидермальный фактор роста, раствор гентамицина
наносили на поверхность внутреннего слоя и поме-
щали на 3–4 ч в условия СО2-инкубатора для адгезии.
Оценку адгезии клеток осуществляли с помощью ин-
вертированного микроскопа Nikon Eclipse TS100,
Япония. После того как клетки адгезировали на по-
верхность скаффолда, аккуратно добавляли 1.5 мл
среды и продолжали культивирование в течение 3 сут,
не прикрепившиеся клетки удаляли при смене среды.

Выполнение заместительной уретропластики. В ис-
следование было включено 10 кроликов породы
“Шиншилла” (питомник лабораторных животных

“Рапполово” РАМН, Санкт-Петербург). Животные
содержались в стандартных условиях согласно Сан-
ПиН 2.2.1.3218 – 14 “Санитарно-эпидемиологические
требования к устройству, оборудованию и содержанию
экспериментально-биологических клиник (вивари-
ев)” (ГОСТ 33215-2014 “Правила оборудования поме-
щений и организации процедур при работе с лабора-
торными животными”). Животные включались в
исследование после двухнедельного карантина, при
отсутствии внешних признаков патологии, измене-
ний в общеповеденческих реакциях, а также откло-
нений от нормы в лабораторных анализах крови и
мочи. Допустимым отклонением считалось присут-
ствие солей (фосфатов) в общем анализе мочи кро-
ликов, связанное с особенностями пищевого рацио-
на. Животные были разбиты на две эксперименталь-
ные группы: (1) экспериментальная группа с
использованием ТИК, заселенной аутологичными
клетками БЭ (n = 4); (2) экспериментальная группа с
использованием аутологичного БЛ (n = 4). У живот-
ных из второй экспериментальной группы выполня-
ли забор аутологичного БЛ (рис. 2а). Катетер Фолея
№ 6 заводили по уретре в полость мочевого пузыря.
Животным из обеих экспериментальных групп про-
изводили продольный разрез кожи полового члена,
на дорзальной поверхности создавали дефект слизи-
стой с размером 7 × 2 мм (рис. 2б). После чего ТИК, за-

Рис. 1. Внешний вид и параметры двухслойного скаффолда (ПЛК−ПЛГ).
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селенную аутологичными клетками БЭ, (рис. 2в) и
аутологичный БЛ (рис. 2г) фиксировали к краям де-
фекта отдельными узловыми викриловыми швами 6/0.
Накладывали послойный шов. В течение 5 сут по-
слеоперационного периода внутримышечно приме-
няли Цефазолин (10 мг/кг 3 раза в сут). Оценку ре-
зультатов производили через 12 нед. после выполне-
ния реконструкции.

Ретроградная уретрография. Выведение животных
из эксперимента осуществляли с использованием
препаратов тилетамина гидрохлорид/золазепама
гидрохлорид (Zoletil, Virbac SA, France) и миорелак-
санта ксилазина гидрохлорид (рометар, Bioveta, Че-
хия) в дозах, пятикратно превышающих терапевти-
ческую. После эвтаназии всем животным проводили

ретроградную уретрографию, при которой оценива-
ли следующие параметры: проходимость уретры, на-
личие/отсутствие сужения, а также затеки контраст-
ного вещества. Исследование проводили на рентге-
новском аппарате с использованием контрастного
вещества “Омнипак”. В качестве контроля исполь-
зовали интактных животных (n = 2).

Гистологический анализ. Стенку уретры фиксиро-
вали в 10%-ном растворе нейтрального формалина в
течение 24 ч, далее материал проходил стандартную
обработку в изопропиловом спирте и парафине для
изготовления гистологических и гистохимических
препаратов с толщиной серийных парафиновых сре-
зов 3–5 мкм. Для микроскопического исследования
срезы окрашивали гематоксилином и эозином. При

Рис. 2. Заместительная уретропластика. а – Забор аутологичного БЛ; б – частичная резекция дорсальной стенки уретры. Раз-
мер дефекта: 0.7 см × 0.2 см; в, г – реконструкция уретры с использованием ТИК, заселенной клетками БЭ и аутологичного
БЛ, соответственно.

а б

г д
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морфометрическом исследовании измеряли толщи-
ну эпителия, слизистой оболочки уретры, произво-
дили подсчет количества сосудов микроциркулятор-
ного русла на 1 мм2 и диаметр просвета сосудов в
подслизистой оболочке при помощи морфометри-
ческой линейки. Полуколичественно оценивали
степень выраженности воспалительного инфиль-
трата лимфоцитами, гистиоцитами и плазматиче-
скими клетками. Морфологическое исследование
гистологических препаратов и препаратов, окра-
шенных гистохимическим методом, проводили при
помощи светооптического микроскопа (Leica DM
LS, Германия) при увеличении микроскопа ×100 и
×200. Микрофотографирование проводили при по-
мощи цифровой фотокамеры (Leica DC320, Герма-
ния). В качестве контроля использовали интактных
животных.

Приготовление криосрезов. Для обнаружения кле-
ток, меченных наночастицами, образцы помещали в
Tissue-Tek® (Sakura Finetek Europe BV, Alphen an den
Rijn, Нидерланды) и хранили при –80°C. Срезы
(толщиной 5–7 мкм), полученные из этих блоков,
устанавливали на предметные стекла Superfrost ™
Plus (Thermo Fisher Scientific, США) и анализирова-
ли с помощью конфокального микроскопа Olympus
FV3000, Япония. Дополнительно срезы окрашива-
ли, используя антитела специфические для клеток
уротелия (Anti-cytokeratin AE1/AE3 antibody, Clone
AE1/AE3, Abcam, США) и для гладкомышечных
клеток (αSMA, Abcam, США) в разведении 1 : 100. В
качестве вторичных антител в разведении 1 : 250 ис-
пользовали иммуноглобулины кролика (Rabbit anti-
mouse FITC-labeled antibody, Sigma-Aldrich, США), ко-
ньюгированные с FITC. Срезы дополнительно окра-
шивали DAPI. Флуоресцентные изображения были
получены с использованием конфокальной системы
(Olympus FV3000, Япония) с использованием соот-

ветствующих лазеров (см. Иммунофлуоресцентный
анализ).

Статистический анализ. Гистологические данные,
полученные в результате исследования, подверга-
лись статистической обработке методами вариаци-
онной статистики при помощи программы Microsoft
Exel с определением показателей среднего значения
(М), ошибки среднего (m), достоверности различий
между группами сравнения с вычислением критерия
Стьюдента (t) и уровня значимости (α), доверитель-
ного интервала (р), различия считали достоверными
при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Через 3–5 сут после начала культивирования на-
чиналась миграция клеток БЭ из фрагментов ткани
(рис. 3а). Морфологические особенности пролифе-
рующих клеток соответствовали их классической мор-
фологии по типу “булыжной мостовой” (рис. 3б). В
связи с прозрачностью приготовленного скаффолда
присутствовала возможность визуальной оценки ха-
рактера адгезии клеток БЭ, посеянных на его внут-
ренний слой. После 24 ч культивирования клетки
распластывались и формировали монослой (рис. 3в).

В первичной культуре клеток БЭ была отмечена
экспрессия виментина (рис. 4а) и интегрина β1, сви-
детельствующая о присутствии в культуре клеток ба-
зального эпителия (рис. 4б), а также активная про-
лиферация клеток (рис. 4в). После того как клетки
БЭ образовывали монослой в питательную среду до-
бавляли наночастицы с концентрацией 150 мкг/мл и
инкубировали в течение 24 ч. Результаты конфо-
кальной микроскопии продемонстрировали высо-
кий уровень интернализации клетками наночастиц.
Поглощенные наночастицы располагались в цито-
плазме клеток, окружая ядро, но не проникая в него
(рис. 4г). Цитотоксическое влияние наночастиц на

Рис. 3. Морфология клеток БЭ. Прижизненные фотографии. Инвертированный световой микроскоп Nikon Eclipse TS100,
Япония. а – Миграция клеток БЭ из фрагмента слизистой оболочки щеки кролика; б – растущая культура клеток БЭ; в –
культура клеток БЭ на поверхности внутреннего слоя скаффолда (ПЛК−ПЛГ). Масштабная линейка: 300 мкм.
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клетки БЭ после совместной инкубации в течение
24 ч отсутствовало (данные не приведены). Отсут-
ствие цитотоксического действия на клетки при
внесении наночастиц в используемом режиме также
подтверждено нашими ранее опубликованными ис-
следованиями, в которых суперпарамагнитные на-
ночастицы оксида железа были применены как в ка-
честве метки, введенной в стволовые клетки (Yudint-
ceva et al., 2016; 2018), так и для диагностических
целей (Shevtsov et al., 2015б; 2016).

Через 12 нед. после операции, для того чтобы оце-
нить структурную целостность реконструированной
уретры, была выполнена ретроградная уретрогра-

фия. Полученные данные подтвердили отсутствие
затеков контрастного вещества в полость, а также
сохранение просвета и структурной целостности урет-
ры в обеих экспериментальных группах (рис. 5а, б).
После выведения животных из эксперимента на-
блюдали эффективную биоинтеграцию ТИК, засе-
ленной аутологичными клетками БЭ, и аутологич-
ного БЛ с окружающими тканями уретры (рис. 5г, д),
которая была сопоставима с контролем. В качестве
контроля использовали уретру интактного кролика
(рис. 5в, е).

Гистологический анализ также продемонстриро-
вал восстановление всех слоев поврежденной ткани

Рис. 4. Идентификация клеток БЭ. а – Виментин; б – интегрин β1; в – выявление пролиферирующих клеток БЭ с помощью
антител против Ki-67; г – интернализация суперпарамагнитных наночастиц оксида железа (красный цвет) клетками БЭ. Кон-
фокальный микроскоп Olympus FV3000, Япония. Выявление иммунофлуоресцентного мечения (зеленый цвет) выполняли с
использованием диодного лазера (488 нм). Ядра окрашивали DAPI (синий цвет) и детектировали с использованием диодного
лазера (405 нм). Для оценки интернализации магнитных наночастиц (красный цвет) применяли сканирование отраженным
лазером (504 нм). Масштабная линейка: а, в – 100 мкм; б, г – 50 мкм.
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в обеих экспериментальных группах. Стенка уретры
была представлена слизистой и мышечной оболоч-
ками. Слизистая оболочка на всем протяжении была
покрыта уротелием и собственной пластинкой сли-
зистой, которая состояла из рыхлой волокнистой со-
единительной ткани (рис. 6). Морфометрические по-
казатели не имели существенных различий как между
экспериментальными группами, так и по сравнению
с контролем. Васкуляризация в подслизистой обо-
лочке контрольного и экспериментальных образцов
была сопоставима. Фиброз слизистой оболочки был
слабо выражен в обеих группах, наблюдалась незна-
чительная лимфоцитарная инфильтрация, что сви-
детельствовало о невысокой степени воспалитель-
ного процесса, который не распространялся на
окружающие ткани (табл. 1). Скаффолд и шовный
материал в биоптатах не обнаружены, на этом сроке
произошла их полная деградация.

С целью выявления присутствия в биоптате кле-
ток, помеченных наночастицами, были приготовле-
ны криосрезы. Солокализация окрашенных и содер-
жащих наночастицы клеток на сроке 12 нед. свиде-
тельствует о возможной дифференцировке клеток
БЭ в клетки нео-уротелия. Подобной солокализа-
ции в мышечном слое не обнаружено (рис. 7). В

биоптатах с использованием БЛ и в интактных тка-
нях клеток, помеченных наночастицами, не обнару-
жено (рис. 7).

Полученные результаты свидетельствуют об уча-
стии клеток БЭ в восстановлении поврежденной
ткани уретры, что согласуется с литературными дан-
ными (Barbagli et al., 2015; Glybochko et al., 2015;
Chapple, 2019). Разработанный двухслойный скаф-
фолд ПЛК−ПЛГ обеспечивал механическую проч-
ность конструкции, а различия в скорости деграда-
ции слоев (Orchel et al., 2013; Xie et al., 2015), позво-
лили ему осуществить барьерную функцию и
сохранить жизнеспособность клеток. Таким обра-
зом, приготовленная ТИК, засеянная клетками БЭ,
продемонстрировала терапевтическую эффектив-
ность, сопоставимую с таковой при использовании
аутологичного БЛ и может стать многообещающей
альтернативой для уретропластики с использовани-
ем БЛ.

Окончательное лечение стриктур уретры остается
одной из самых сложных проблем в урологии. Не-
смотря на положительный результат применения
разработанной ТИК следует учитывать возможность
возникновения повторных стриктур и фиброза в ре-

Рис. 5. Оценка восстановленной уретры через 12 нед после выполнения реконструкции с использованием ТИК, заселенной
клетками БЭ (а, г) и аутологичного БЛ (б, д). а, б – Ретроградная уретрография, г, д – визуальная оценка внутренней поверх-
ности реконструированной ткани. Зона реконструкции – белый эллипс. в, е – Уретра интактного кролика (контроль).
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конструированном участке уретры на поздних сро-
ках наблюдения (Bhargava et al., 2008; Patterson et al.,
2011; Osman et al., 2014; Simsek et al., 2018). В уроло-
гическом научном мире до сих пор нет единого пред-
ставления о принципах и тактике лечения больных
со стриктурами уретры. Наличие на данный момент
многочисленных методик и техник реконструктив-
ных операций на уретре говорят о сложности, недо-
статочной изученности и несовершенстве данного
раздела реконструктивной хирургии.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Получение суперпарамагнитных наночастиц оксида
железа, оценка in vitro цитотоксических свойств наносус-
пензии с применением клеток БЭ производились при
поддержке проекта РФФИ № 20-38-70039. Эксперимен-

ты in vivo по изучению терапевтической эффективности
ТИК в реконструкции повреждений уретры у животных
выполнялись в рамках государственного задания
(№ 0103-2019-0012).

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Исследования проводились в соответствии с приказом
Министерства здравоохранения РФ от 1 апреля 2016 г.
№ 200н “Об утверждении правил надлежащей клиниче-
ской практики”, приказом N 512н от 8 августа 2018 г. “Об
утверждении Правил надлежащей практики по работе с био-
медицинскими клеточными продуктами” (ГОСТ Р 33044-
2014), ГОСТ 33216-2014 “Правила работы с лабораторны-
ми грызунами и кроликами” и ГОСТ Р 33044-2014
“Принципы надлежащей лабораторной практики”.

Рис. 6. Гистологическая оценка реконструированной ткани уретры кролика через 12 нед после операции. Окраска гематок-
силин–эозин. Контроль – уретра интактного кролика. Масштабная линейка: 200 мкм.

ТИК + БЭ БЛ Контроль

Таблица 1. Морфометрический анализ реконструированной уретры кролика

Примечание: * – достоверные отличия от контрольной группы интактных кроликов (Р ≤ 0.05).

Показатель
Группа

ТИК + БЭ БЛ Контроль

Толщина эпителия, мкм 44.0 ± 3.4 43.3 ± 1.2 46.7 ± 2.4

Толщина слизистой оболочки, мкм 456.7 ± 23.7 443.3 ± 62.6* 462.7 ± 15.2

Количество сосудов в слизистой оболочке на 1 мм2 11.3 ± 0.2* 11.7 ± 1.0 10.6 ± 0.2

Диаметр сосудов слизистой оболочки, мкм 28.3 ± 1.2 26.7 ± 2.4 28.3 ± 2.4

Толщина мышечной оболочки, мкм 2616.7 ± 112.9 2546.7 ± 118.3 2666.7 ± 170.6

Степень фиброза, баллы 1.3 ± 0.2* 1.0 ± 0.0* 0.0 ± 0.0
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APPLICATION OF THE TISSUE-ENGINEERING CONSTRUCTION SEEDED 
WITH BUCCAL CELLS FOR SUBSTITUTE URETROPLASTY
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One of the main problems of urology remains the treatment of urethral stricture. The method of treating these pa-
thologies is surgical, in which various tissues of the patient are used as substituted material. Using a buccal f lap cur-
rently has the best results. However, this type of plastic surgery has a number of disadvantages that can be eliminated
using alternative materials developed using tissue engineering methods. In present work, a tissue-engineering con-
struct based on a two-layer polymer scaffold seeded with buccal cells was developed and prepared. Urethrography
data and histological analysis demonstrated the recovery of damaged rabbit urethral tissue with preservation of the
lumen and structural integrity of the urethra. The prepared tissue-engineering construct had therapeutic efficacy
comparable to that of using an autologous buccal f lap and can be a promising alternative material for urethroplasty.

Keywords: buccal epithelium, buccal f lap, nanoparticles, scaffold, stricture, tissue engineering construct, urethro-
plasty
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