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Цель исследования — разработка и оценка модели мембраны круглого окна (мМКО) внутреннего уха человека, подходя-
щей для репрезентативных исследований прохождения и цитотоксичности лекарственных препаратов.

Биологическая часть исследования. Для изготовления мМКО были протестированы различные варианты подложек, 
включая 2 варианта коллагеновых мембран Viscoll («ИМТЕК», Россия) и многосоставную мембрану G-Derm (G-DERM, Россия). 
На мембраны были посажены только эпителиальные клетки линии HaCaT в первом варианте и первичные дермальные фибро-
бласты человека в комплексе с эпителиальными клетками линии HaCaT (последовательное нанесение) во втором варианте. 
Полученные мМКО оценены по морфологическим критериям при помощи гистохимических методов. В результате тестов было 
решено остановиться на мМКО, построенных на мембранах Viscoll с включением как первичных фибробластов, так и эпители-
альных клеток человека.

Инженерная часть исследования. На полученной мМКО проведена серия научных экспериментов, направленных на ис-
следование проницаемости и отработку режимов электрофизического воздействия на данный биологический барьер с сохра-
нением его морфологической и функциональной целостности, а также обеспечения ускоренного прохождения дексаметазона 
через нее. Для ускоренного прохождения дексаметазона через мМКО электрофизическая установка инициировала направлен-
ный ионофорез отрицательного заряженных молекул дексаметазона параллельно с электропорацией мембран клеток в составе 
образца. После воздействия проводилась оценка остаточной жизнеспособности мМКО при помощи гистохимической окраски 
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кальцеином и пропидий йодидом. Изменение концентрации дексаметазона после прохождения мМКО оценивали с использова-
нием высокочувствительного хроматографа.

Заключение. В ходе оптимизации протокола получения мМКО и отбора подходящих компонентов подложки и клеточного 
материала было решено остановиться на модели, построенной на тонкой коллагеновой мембране Viscoll в качестве подложки, 
а также на первичных дермальных фибробластах человека и эпителиальных клетках линии HaCaT в качестве клеточного мате-
риала. Полученные экспериментальные образцы мМКО представляют собой полунепроницаемую мембрану с живыми клетками 
на поверхности и являются альтернативным аналогом нативной структуры, поскольку воспроизводят  ее геометрические и мор-
фофункциональные характеристики.

Помимо этого, продемонстрирован способ применения мМКО для доклинических исследований электрофизических устано-
вок, обеспечивающих ускоренное прохождение через нее целевых веществ при помощи электропоративного и ионофоретиче-
ского воздействия.

Ключевые слова: мембрана круглого окна; нейросенсорная тугоухость; пассивная диффузия дексаметазона; модель мем-
браны круглого окна; фибробласты человека; кератиноциты.
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The aim of the investigation was to develop and evaluate a model of the human round window membrane (mRWM) of the inner 
ear that is suitable for representative studies of drug permeation and cytotoxicity.

Biological part of the study. Several substrate options were tested to create the mRWM, including 2 variants of Viscoll collagen 
membranes (IMTEK, Russia) and a multi-component G-Derm membrane (G-DERM, Russia). In the first variant, only HaCaT epithelial 
cells were seeded on the membranes, and in the second variant, primary human dermal fibroblasts were seeded together with HaCaT 
epithelial cells (sequential application). The obtained mRWM were evaluated by morphological criteria using histochemical methods. As a 
result, the decision was made to use mRWM constructed on Viscoll membranes with the inclusion of both primary fibroblasts and human 
epithelial cells.

Technical part of the study. A series of scientific experiments has been performed on the obtained mRWM aimed at studying the 
permeability and developing modes of electrophysical action on this biological barrier while maintaining its morphological and functional 
integrity and ensuring accelerated passage of dexamethasone through it. To accelerate the passage of dexamethasone across the 
mRWM, the electrophysical system initiated targeted iontophoresis of negatively charged dexamethasone molecules in parallel with 
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electroporation of cell membranes in the sample. After the exposure, the residual viability of mRWM was assessed by histochemical 
staining with calcein and propidium iodide. The change in dexamethasone concentration after passage across the mRWM was assessed 
using a highly sensitive chromatograph.

Conclusion. During the optimization of the mRWM fabrication protocol and the selection of suitable substrate components and 
cellular material, the model based on a thin Viscoll collagen membrane has been chosen as a substrate and primary human dermal 
fibroblasts and epithelial cells of the HaCaT line as a cellular material. The obtained experimental samples of mRWM represent a 
semipermeable membrane with living cells on the surface and are an alternative analog of the native structure, reproducing its 
geometric and morphofunctional characteristics. In addition, there has been demonstrated a method of using the for preclinical studies 
of electrophysical devices designed for accelerated passage of target substances through this membrane using electroporative and 
iontophoretic effects.

Key words: round window membrane; neurosensory bradyacusia; passive diffusion of dexamethasone; round window membrane 
model; human fibroblasts; keratinocytes.

Введение

Нарушения слуха и расстройства вестибулярного 
аппарата, возникающие на фоне негнойной патоло-
гии внутреннего уха, представляют собой огромную 
проблему, так как сильно ухудшают качество жизни 
человека. Лечение указанных заболеваний всегда 
включает медикаментозную терапию, где важной и 
сложной задачей является адресный транспорт ле-
карственных препаратов к очагу патологического про-
цесса. На решение этой задачи направлены усилия 
по разработке методов таргетной доставки синтетиче-
ских глюкокортикоидов и препаратов сосудисто-мета-
болического ряда через биологические барьеры улит-
ки [1]. Наиболее перспективным методом доставки 
препаратов через биологические мембраны среднего 
уха является использование генераторов электриче-
ского поля, которые вызывают фоноэлектрофорети-
ческий, электропоративный и ионофоретический эф-
фекты. Такой подход снижает процент оперативных 
вмешательств и риск инвалидизации пациентов, так 
как хирургические методы, как правило, сопровожда-
ются высокими рисками потери слуха [2–4].

При внедрении описанных методик в клиническую 
практику возникает серьезная проблема — трудность 
преодоления биологических барьеров (мембран) для 
создания необходимой терапевтической концентра-
ции в очаге поражения. Известно, что медикаментоз-
но можно воздействовать на функцию внутреннего 
уха, но ввести туда лекарственный препарат очень 
сложно [5]. Мембранные образования внутреннего 
уха препятствуют проникновению лекарств внутрь, 
что обусловлено их барьерной функцией, необ-
ходимой для защиты такого тонкого аппарата, как 
система слухового анализатора. Для безопасного 
преодоления биологических барьеров необходимы 
эксперименты по определению основных электро-
физических параметров воздействия на мембрану 
круглого окна (МКО) улитки и на морфологические 
структуры капилляров сосудистой полоски улитки 
для активного транспорта лекарственного препара-
та. Есть два основных подхода к испытаниям раз-
рабатываемых методик: использование модельных 
лабораторных животных и использование модель-

ных систем. Различные способы моделирования и их 
комбинирование с целью уменьшения использования 
в доклинических исследованиях животных уже на-
шли свое применение в испытании новых лекарст-
венных средств [6–8].

Критически важным для использования такой тех-
нологии является возможность создавать модели 
тканей, которые точно воспроизводят микроанато-
мию нативной ткани.

Мембранные образования внутреннего уха 
(овальное окно преддверия и круглое окно улит-
ки) относятся к естественным пограничным от-
верстиям в капсуле лабиринта височной кости. 
Опосредованно, через мембраны этих двух окон, 
перилимфа внутреннего уха контактирует со сред-
ним ухом. Анатомически ниша круглого окна улитки 
открывается в барабанную лестницу основного за-
витка улитки. Размеры ниши круглого окна очень ва-
риабельны. По данным разных авторов, стенки ниши 
образуют призму размерами 1,50–2,75×1,0–2,72 мм, 
глубиной 0,65–2,12 мм и площадью 2,0–3,32 мм2 
[9–15]. МКО служит барьером между полостью сред-
него уха и улиткой и играет важную роль в механике 
среднего уха и улитки как в норме, так и при патоло-
гии [16–19]. МКО считается основным путем проник-
новения потенциально фототоксичных веществ из 
полости среднего уха во внутреннее ухо. Кроме того, 
МКО может участвовать в секреции и абсорбции ве-
ществ [20, 21]. Эксперименты на животных показы-
вают, что МКО ведет себя как полупроницаемая мем-
брана. Было показано, что многие вещества как с 
низкой, так и с высокой молекулярной массой прони-
кают через МКО при помещении их в нишу круглого 
окна [9]. Вещества, помещенные на МКО, способны 
проходить через цитоплазму в виде пиноцитозных 
везикул или через разные каналы между клетками в 
эпителии. В слое соединительной ткани клетки мо-
гут фагоцитировать вещество и перемещать его в 
перилимфу и/или проникать в кровеносные или лим-
фатические сосуды в этом слое [22]. Теоретически, 
после того как вещество достигнет перилимфы, оно 
будет направляться в спинномозговую жидкость че-
рез улитковый акведук до барабанной лестницы или 
попадет в эндолимфу.
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Ранее уже были изучены точность и надежность 
моделей проницаемости МКО in vitro. Традиционно 
такими моделями служили изолированные участки 
улитки уха с круглым окном некоторых модельных жи-
вотных: МКО монгольской песчанки, морской свинки, 
шиншиллы, овцы и др. [23–26]. Еще один интересный 
пример моделирования формы МКО был описан в 
работе японских ученых [27]. Форму МКО у человека 
трудно исследовать из-за ее расположения глубоко 
в углублении (круглая оконная ниша). Тем не менее 
ученым удавалось получить препарат МКО вместе с 
участком прилегающих костей черепа. Помимо этого 
для лучшего понимания структуры и свойств МКО при 
помощи лазерной сканирующей микроскопии получе-
на ее трехмерная цифровая модель.

У человека и большинства животных МКО состо-
ит из трех слоев: наружного эпителия, обращенного 
к среднему уху; слоя соединительной ткани; внутрен-
него эпителия, примыкающего к внутреннему уху 
[28]. Слой соединительной ткани содержит коллаге-
новые волокна, а также другие эластические волок-
на и фибробласты. Все это обеспечивает основную 
структурную поддержку мембраны. МКО имеет утол-
щения по краям и более тонкую область ближе к цен-
тру. Эта разница толщины создает небольшую вы-
пуклость в направлении барабанной лестницы [10]. 
Средняя толщина МКО человека составляет пример-
но 70 мкм [28].

Для воссоздания живого эпителиального барьера 
МКО идеальным вариантом было бы культивиро-
вание на поверхности мембраны клеток эпителия 
среднего уха человека в сочетании с фибробла-
стами. Роль разных популяций фибробластов в 
поддержании функции и структуры коллагена и 
эпителия была нами изучена ранее [29]. Однако 
для получения культуры клеток мембранных обра-
зований среднего уха исследователям требуется 
постоянный доступ к донорскому человеческому 
материалу ввиду того, что первичные культуры че-
ловеческих эпителиальных клеток имеют ограни-
ченное количество генераций при культивировании 
in vitro. В случае, если задачей работы является 
наработка партий образцов моделей мембраны 
круглого окна (мМКО), возникает необходимость по-
добрать такой вариант эпителиального клеточного 
компонента, который был бы не только морфологи-
чески близким к оригиналу, но и легкодоступным, не 
слишком дорогим и простым в выращивании.

Цель исследования — разработка и оценка мо-
дели мембраны круглого окна внутреннего уха чело-
века, подходящей для репрезентативных исследова-
ний прохождения и цитотоксичности лекарственных 
препаратов.

Материалы и методы

Формирование мМКО. На подложки из коллагена 
Viscoll («ИМТЕК», Россия) (образцы 1 и 2) и комби-

нации коллагена высокой плотности и гиалуроновой 
кислоты G-Derm (G-DERM, Россия) наносили клетки 
линии HaCaT (по 100 000 на 1 см2) и культивирова-
ли в условиях 5% CO2 в среде DMEM/F12 («ПанЭко», 
Россия) с 10% FBS, глутамином (Gibco, США) и нор-
моцином (InvivoGen, США). Замену среды осуществ-
ляли каждые 3 дня. Через 10 сут культивирования 
клетки на поверхности подложки достигали монослоя 
и мМКО считали сформированной.

Приготовление гистологических препара-
тов мМКО. Для иммуноокрашивания мМКО через 
10 дней с момента посадки эпидермальных клеток 
трижды отмывали от среды раствором фосфатно-
солевого буфера (PBS) («ПанЭко», Россия), далее 
фиксировали при помощи 4% параформальдегида 
(Sigma, США) в течение 30 мин при комнатной тем-
пературе. После фиксации мМКО трижды промыва-
ли PBS («ПанЭКо», Россия) по 5 мин и затем про-
водили через 15 и 30% растворы сахарозы (Helicon, 
Россия). Далее мМКО погружали в коммерческую 
среду для замораживания тканей Tissue-Tek O.C.T. 
Compound (Sakura Finetek, Япония) и замораживали 
в жидком азоте. Криосрезы мМКО толщиной 7 мкм 
изготавливали на криостате Leica CM1900 (Leica 
Microsystems, Германия). После высушивания в те-
чение 1 ч на срезы наносили раствор гематоксили-
на Майера (BioVitrum, Россия) (инкубация в течение 
10 мин), а после промывки проточной водой — эо-
зин («БиоВитрум», Россия) (инкубация 30 с). После 
промывки дистиллятом срезы заключали в биомаунт 
(Bio Optica, Италия). Препараты визуализировали 
на инвертированном флуоресцентном микроскопе 
Olympus IX73 с камерой Olympus DP74 (Olympus, 
Япония). Изображения обрабатывали в программе 
ImageJ (https://imagej.net/).

Формирование финальной мМКО и оценка про-
ницаемости разных вариантов модели для дек-
саметазона. На перевернутые мембранные вставки 
с порами мембраны 0,4 мкм, находящиеся в лунках 
24-луночного планшета (SPL, Китай), во всех слу-
чаях были помещены коллагеновые мембраны. На 
поверхность этих мембран наносили клетки линии 
HaCaT — по 100 000 клеток на вставку в 100 мкл 
среды; в варианте с промежуточным слоем фибро-
бластов сначала на поверхность мембраны нано-
сили фибробласты человека — по 50 000 клеток на 
вставку в 100 мкл среды, а через 2 ч среду удаляли 
и наносили клетки линии HaСaТ по 100 000 клеток 
в 100 мкл среды. В варианте мМКО с фибробла-
стами на дне лунок 24-луночного планшета допол-
нительно помещали по 50 000 фибробластов чело-
века в 200 мкл среды. На следующие сутки в лунки 
со вставками наливали по 1 мл среды. Состав сре-
ды соответствовал среде, описанной выше (см. 
«Формирование мМКО»). Замену среды осуществ-
ляли каждые 3 дня. Через неделю с момента на-
чала эксперимента вставки с образцами мМКО, не 
отделяя мембраны от дна вставки, изымали из сис-
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СТМ ∫ 2025 ∫ том 17 ∫ №3   9

оригинальные исследования 

темы культивирования в 24-луночных планшетах и 
перемещали на 96-луночные планшеты для иссле-
дования проницаемости мембран. Для этого нижние 
лунки 96-луночного планшета заполняли PBS — по 
300 мкл на лунку, так, чтобы жидкость касалась мем-
браны, размещенной на поверхности лунок. Сверху 
каждой такой лунки помещали вставку с мМКО таким 
образом, чтобы образец соприкасался с жидкостью 
в лунке 96-луночного планшета. После разведения 
раствора дексаметазона для инъекций («Эллара», 
Россия) с концентрацией 4 мг/мл в PBS 1:1 полу-
ченный раствор заливали во вставки по 300 мкл на 
вставку с мМКО, обеспечивая пассивную диффузию 
через мМКО, прижимали вставки к плато крышкой 
от плато и оставляли на 1 ч в инкубаторе. Через 1 ч 
из нижних лунок раствор отбирали и определяли от-
носительную концентрацию дексаметазона. После 
получения числовых значений с трех повторов экс-
перимента рассчитывали среднее арифметическое 
и стандартное отклонение среднего. Оценку значи-
мости проводили при сравнении выборок значений 
остаточной относительной концентрации дексамета-
зона в экспериментальных группах и в двух контро-
лях (контроль без воздействия как электрофизи-
ческой установки, так и дексаметазона и контроль 
воздействия дексаметазона без установки).

Проведение эксперимента по ускорению про-
хождения дексаметазона через мМКО. Через 
10 сут после посева фибробластов и кератиноци-
тов мМКО подвергали воздействию электрического 
тока в экспериментальной электрофизической уста-
новке, разработанной в Институте электрофизики и 
электроэнергетики РАН [30], которая обеспечивает 
сквозной ионофорез и электропорацию мМКО. Сила 
постоянного тока в первой группе экспериментов со-
ставляла 1,0–1,3 мА, во второй — 0,5 мА. Сила им-
пульсного тока во всех экспериментах, где применя-
лась электропорация, составляла 400 мА. Частота 
импульсного тока в зависимости от эксперимента 
варьировала от 1 Гц до 10 кГц (указано далее для 
каждого эксперимента, где был задействован им-
пульсный ток). Сразу после воздействия мМКО воз-
вращали в культуральную среду и вновь помещали в 
условия СО2-инкубатора.

Оценка выживаемости клеток в составе 
мМКО после работы установки в режиме ионо-
фореза, электропорации или их совместного 
воздействия на образец. Контрольные образцы 
мМКО на разных типах подложек и эксперименталь-
ные образцы мМКО на базе G-Derm через 20 ч после 
обработки исследовали на жизнеспособность при по-
мощи флуоресцентных красителей. Для этого в лун-
ки с культивируемыми образцами вносили краситель 
кальцеин АМ (Servicebio, Китай) (зеленое окрашива-
ние живых клеток) в концентрации 1:2000 и пропи-
дий йодид (Invitrogen, США) (красное окрашивание 
ядер в погибающих клетках) в концентрации 1:3000. 
Окрашивание проводили в течение 1 ч, после чего 

среду заменяли на свежую, а мембраны визуализи-
ровали и делали фотографии на инвертированном 
флуоресцентном микроскопе Olympus IX73 с каме-
рой Olympus DP74 (Olympus, Япония).

Процент живых и мертвых клеток был подсчитан 
при помощи программы Image J в ручном режиме 
(плагин Cell counter notice). После получения число-
вых значений с тремя повторами эксперимента рас-
считывали среднее арифметическое и стандартное 
отклонение среднего. Оценку активности кальцеина 
проводили при помощи анализа интенсивности зеле-
ного света в поле зрения.

Определение количества дексаметазона, про
шед шего через мМКО. Для определения количества 
дексаметазона, прошедшего через эксперименталь-
ные образцы мембран, использовали высокоточный 
метод высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии. Проводили анализ проб, полученных после про-
хождения через разные варианты мМКО и через кол-
лагеновые мембраны без клеток и без разбавления 
на жидкостном хроматографе Agilent 1100 (Agilent 
Technologies, США), используя аналитическую ко-
лонку Thermo GOLD C18 (150,0×4,6 мм, 5 мкм; 
Thermo Fisher Scientific, США) с элюентом состава 
35/65 ацетонитрил/вода (HPLC grade), с расходом 
1 мл/мин. Температура термостата была установле-
на на 25°С, длина волны УФ-детектора — на 240 нм. 
Пробы вводили шприцем объемом 5 мкл (Hamilton). 
Объем вводимой в хроматограф пробы — 1 мкл. По 
полученным на хроматограммах площадям сигнала 
дексаметазона проводили предварительную оценку 
проницаемости мембраны при пассивной диффузии, 
сравнивая эти площади с площадью сигнала декса-
метазона в исходном растворе.

Статистическая обработка данных. При над-
лежность всех выборок к нормальному распределе-
нию проверяли при помощи теста Шапиро–Уилка 
в программе Jamovi (v. 2.3.28). Результаты со зна-
чениями p>0,05 подтверждали нулевую гипотезу 
о нормальности распределения. Статистическую 
значимость различий в значениях концентраций 
дексаметазона в растворах, а также в значениях 
измеренной активности кальцеина в поле зрения 
и количества пропидий йодид-позитивных клеток 
определяли с помощью однофакторного дисперси-
онного анализа (ANOVA) в программе Statistica 10.0 
(StatSoft, США). Результаты со значениями p<0,05 
считались статистически значимо отличающимися 
от нулевой гипотезы. Доверительные интервалы на 
всех графиках были построены на основе значений 
стандартного отклонения от среднего арифметиче-
ского в выборках.

Результаты и обсуждение

Выбор подложки для мМКО. В основе разра-
батываемой модели лежит воссоздание основных 
компонентов МКО человека: тонкой коллагеновой 
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мембраны и живых эпителиальных клеток, способ-
ных образовывать на ее поверхности равномерный 
монослой. Были выбраны и протестированы на ци-
тотоксичность и адгезивность три биополимерные 
подложки отечественного производства: две колла-
геновые мембраны Viscoll, созданные из коллаге-
на высокой плотности, и биополимерная пластина, 
состоящая из гиалуроновой кислоты и коллагена 
G-Derm (рис. 1). Мы протестировали все мембраны 
в культурах иммортализованных клеток человека ли-
нии HaCaT. Выявлено, что данная клеточная линия 
хорошо адгезирует к образцам и образует на них от-
носительно плотный слой, однако конфлюентный мо-
нослой формировался только на мембранах Viscoll 
(рис. 1, б).

У образцов из коллагена Viscoll структура на срезе 
выглядит более однородно, у образца G-Derm струк-
тура содержит большое количество слоев, полостей 
и неровностей (рис. 1, а). Есть вероятность, что та-
кая рыхлая слоистая структура мембраны будет об-
ладать повышенной проницаемостью для дексаме-
тазона, и это может искажать данные экспериментов 
на следующих этапах исследования. Тест жизне-
способности эпидермальных клеток, посаженных на 
мембраны, который основан на окраске витальными 
красителями — пропидий йодидом и кальцеином, 
продемонстрировал высокую жизнеспособность кле-
точного компонента в составе мМКО во всех экспери-
ментальных группах (см. рис. 1, б). Помимо этого вы-
явлено, что у всех тестируемых образцов толщина на 
срезе не превышает 200 мкм и сопоставима с толщи-
ной МКО человека. Таким образом, было принято ре-

шение в качестве матрицы-основы использовать кол-
лагеновые мембраны Viscoll, поскольку морфология 
и плотность пучков коллагеновых волокон у данного 
типа носителя похожа на таковые у МКО кошки, мор-
ской свинки и овцы, которые были описаны в литера-
туре [21, 26]. Известно, что в составе соединитель-
ной ткани круглого окна внутреннего уха человека 
присутствуют фибробласты, которые могут являться 
неучтенным фактором в оценке проницаемости кру-
глого окна для целевого вещества — дексаметазона 
[10]. Поскольку, согласно литературным данным, раз-
ные популяции фибробластов по-разному влияют как 
на состояние коллагенового матрикса, так и на более 
высокие показатели выживаемости эпителиальных 
клеток, было решено подготовить несколько вариан-
тов мМКО на основе тотальной фракции фибробла-
стов с разными вариантами эпителиомезенхимного 
взаимодействия двух типов клеток [29, 31, 32].

Оценка пассивной проницаемости разных 
мМКО для дексаметазона. Для оценки проница-
емости дексаметазона было сформировано 3 ва-
рианта мМКО в системе с мембранными вставками 
(рис. 2, а). После того, как на мембранах сформи-
ровался клеточный слой (рис. 2, в), мМКО счита-
ли завершенными и приступали к эксперименту по 
диффузии раствора дексаметазона в концентрации 
2 мг/мл по методу, описанному в главе «Материалы 
и методы» (рис. 2, г). После сбора и анализа проб 
было выявлено, что все варианты мМКО являют-
ся полупроницаемыми для дексаметазона, однако 
выполняют барьерную функцию и пропускают лишь 
часть вещества: дексаметазон был обнаружен во 

Рис. 1. Модели мембраны круглого окна (мМКО), 3-и сутки с момента посадки эпители-
альных клеток:
а — поперечные срезы мМКО, окраска гематоксилином и эозином; б — прижизненное выявле-
ние живых и мертвых клеток в составе мМКО: живые клетки окрашены кальцеином (зеленое 
окрашивание), мертвые клетки окрашены пропидий йодидом (красное окрашивание). Бар — 
100 мкм

Образец Viscoll 1 Образец Viscoll 2 Образец G‐Derm
а

б
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всех пробах, при этом его концентрация значительно 
снижалась. Результирующая концентрация дексаме-
тазона составила 13,5% в модели с одной коллаге-
новой мембраной без клеточного материала; 5,0% в 
мМКО с использованием только эпителиальных кле-
ток; 4,5% в мМКО с использованием человеческих 
фибробластов (чФБ) и эпителиальных клеток; 9,7% в 
мМКО с эпителиальными клетками при кокультивиро-
вании с чФБ (рис. 2, д). Таким образом, результиру-
ющая концентрация дексаметазона после прохожде-
ния через мМКО разных типов уменьшалась в 10–20 
раз относительно исходной. Согласно литературным 
данным, подобные тесты не проводили на аналогич-
ных моделях круглого окна среднего уха человека. 
В связи с этим мы сравнили результаты измерений 
пассивной диффузии дексаметазона в концентрации 
20 мг/мл через наши мМКО и МКО, извлеченные из 
уха морских свинок [33]. Через 60 мин после введе-
ния дексаметазона скорость диффузии в нашей мо-
дели была как минимум в 10 раз выше и наиболее 
близка в варианте мМКО с чФб и HaCaT. Разница в 
скорости пассивной диффузии может быть обуслов-
лена различиями во внеклеточном матриксе в со-
ставе мембраны.

Обобщая полученные данные, можно сделать 
вывод, что эпителиальный слой, формируемый 
клетками линии HaCaT, обеспечивает достоверное 
снижение проницаемости коллагеновой мембраны. 
Внесение в систему дополнительного клеточного 

типа очень незначительно усиливает эти свойства. 
Влияние фибробластов на выживаемость эпители-
ального слоя после электрофизического воздей-
ствия необходимо дополнительно исследовать в 
дальнейшем.

На следующем этапе работы созданные мМКО 
были использованы для контрольных испытаний 
экспериментальной электрофизической установки 
[30] (рис. 3, а), целью создания которой было уско-
рение процесса прохождения дексаметазона через 
мембрану, являющуюся моделью круглого окна вну-
треннего уха.

В ходе тестирования экспериментальной уста-
новки в разных режимах удалось определить, что 
режим работы установки с использованием только 
постоянного тока и только импульсного тока с часто-
той 10 кГц сильно снижает жизнеспособность клеток 
относительно контроля. Однако при комбинации по-
стоянного тока и импульсного тока с частотой 1 кГц 
жизнеспособность клеточного материала падает не 
столь значительно — примерно в 2 раза в центре 
мембраны (в участке непосредственного контакта 
мембраны с электродом) и на треть на периферии 
(в области, где не было контакта). Кроме того, в ходе 
оценки цитотоксичности чистого дексаметазона без 
воздействия установки было определено, что значе-
ния жизнеспособности статистически близки к группе 
с комбинированным воздействием, где использовали 
более низкий ток (рис. 3, б). Стоит отметить, что ко-

Рис. 3. Тестирование пассивной и активной диффузии дексаметазона через модели мембраны круглого 
окна (мМКО):
а — схема эксперимента;
б и в — относительная жизнеспособность клеток в поле зрения (активность кальцеина) и количество мертвых кле-
ток в мМКО (окраска пропидий йодидом) соответственно: в контрольной группе до воздействия; в группе с декса-
метазоном до воздействия (оценка влияния дексаметазона); в экспериментальных группах — после воздействия 
постоянного тока без электропорации (ионофорез без электропорации при постоянном напряжении), после воздей-
ствия электропорации с частотой импульсов 10 кГц (электропорация без ионофореза) и после воздействия посто-
янного напряжения в комбинации с импульсным напряжением с частотой импульсов 1 кГц (гибридный режим);
г и д — относительная жизнеспособность клеток в поле зрения (активность кальцеина) и количество мертвых кле-
ток в мМКО (окраска пропидий йодидом) соответственно: в контрольной группе до воздействия и в эксперименталь-
ных группах после воздействия электропорации с частотой импульсов 1, 10, 100, 200 Гц;
б–д — все выборки, использованные для построения гистограмм, прошли проверку на нормальность; * статисти-
ческая значимость результатов одностороннего дисперсионного анализа ANOVA на уровне р<0,05; доверительные 
интервалы отражают стандартное отклонение от среднего арифметического
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личество мертвых клеток достаточно велико во всех 
режимах работы установки и превосходит группу 
контроля в 10 раз. Разница между группами «ионо-
форез без электропорации», «электропорация 10 кГц 
без ионофореза» и «1 кГц» статистически незначи-
ма. Количество мертвых клеток в группах оценки 
действия дексаметазона и контроля не различается 
(рис. 3, в).

В ходе тестирования комбинированного режима 
работы установки с активными электропорацией и 
ионофорезом и с меньшей частотой импульсного 
тока (в пределах от 1 до 10 Гц) жизнеспособность 
клеток падает незначительно, при этом достоверной 
разницы в количестве мертвых клеток между этими 
двумя группами не наблюдается (рис. 3, г, д). В то 
же время большая частота импульсного тока (более 
100 Гц) приводит к значительному снижению жизне-
способности клеток и статистически значимому от-
носительно контроля повышению количества мерт-
вых клеток (до 2,5 раза относительно контроля) (см. 
рис. 3, г, д). Это может быть связано с нарушением 
осмотического давления клеток и сильным нагре-
вом образца при более высокой частоте импульсов. 
Большая жизнеспособность мМКО после воздейст-
вия может быть связана с более низким током (1 и 
10 Гц). В ходе длительного культивирования мМКО 
после воздействия установки с частотой импульс-
ного тока 1 и 10 Гц вокруг мембран на поверхности 
дна 6-луночных культуральных планшетов, в которых 
культивировали мМКО, были обнаружены колонии 
кератиноцитов и фибробластов. Это косвенно под-
тверждает хорошую остаточную жизнеспособность 
клеток в мМКО и их миграционный и пролифератив-
ный потенциал после воздействия установки на этих 
режимах.

Заключение

В ходе данного исследования удалось создать 
репрезентативную по своим физическим пара-
метрам мМКО внутреннего уха человека, а также 
разработать методику оценки жизнеспособности 
клеточного материала в составе модели после 
воздействия исследуемого фактора. Это особен-
но актуально в свете того, что достоверная оценка 
жизнеспособности нативной МКО практически не-
возможна ввиду проблем с ее извлечением в не-
поврежденном состоянии. Разработанная модель 
может быть использована для тестирования новых 
методов доставки лекарственных препаратов в эн-
долимфу и перилимфу внутреннего уха. В частно-
сти, в данной работе было показано, что мМКО де-
монстрирует удовлетворительную проницаемость 
для целевого вещества — дексаметазона в услови-
ях пассивной диффузии. Были также определены 
оптимальные в рамках сохранения жизнеспособно-
сти параметры работы ранее разработанной уста-
новки (частота импульсного тока), обеспечиваю-

щей ускоренное прохождение дексаметазона через 
мМКО при помощи ионофореза и электропорации. 
Данная модель, включающая фибробласты и кера-
тиноциты человека на плотном полупроницаемом 
коллагеновом матриксе, может быть использована 
в дальнейшем в фундаментальных исследованиях 
и в качестве тест-системы для фармацевтических 
разработок, поскольку способствует сохранению 
нативных взаимодействий между эпителиальной и 
мезенхимной клеточными фракциями, а также сти-
мулирует нормализацию матрикса посредством 
включенных в состав клеток.
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