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Цель работы: исследовать влияние биоконструкции на основе коллагена I типа и клеток буккального 
эпителия на репаративные процессы в роговице кроликов после экспериментальной кератэктомии на разных 
этапах лечения (3-и, 7-е, 14-е и 30-е сутки).

Материал и методы. Исследование проведено на 20 кроликах породы шиншилла, на 40 глазах которых 
выполнена дозированная кератэктомия с формированием эпителиально-стромального дефекта роговицы. На 
роговицы опытных глаз помещали биоконструкцию с клетками буккального эпителия на матриксе из коллагена 
I типа. Роговицы контрольных глаз укрывали мягкой контактной линзой. После завершения операции на всех 
глазах проводили временную блефарорафию на 3 суток. Оценивали скорость сокращения дефектов роговицы. 
Макро- и микроскопическую оценку эффективности проводимой терапии осуществляли на 3-и, 7-е, 14-е и 30-е 
сутки эксперимента.

Результаты. При использовании биоконструкции с клетками буккального эпителия длительность полной 
эпителизации дефекта роговицы сокращается в среднем на 7 суток относительно результатов в группе 
сравнения. Предложенная биоконструкция ускоряет миграцию и пролиферацию клеток на ранних стадиях 
репарации (3–7 суток после начала лечения), а также уменьшает выраженность воспалительной реакции.

Заключение. Биоконструкция с клетками буккального эпителия на матриксе из коллагена I типа показала 
свою эффективность в лечении повреждений роговицы.
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The research objective was to study the reparative effects of the collagen type I bio-construct loaded with buccal 
epithelial cells, on the rabbit cornea after experimental keratectomy at various stages of treatment (on the 3rd, 7th, 14th, 
30th days).

Material and methods. The experiments were conducted on 20 rabbits of the Chinchilla breed that were operated 
on cornea of both eyes aiming to inflict epithelial and stromal cornea defects. The collagen-based bio-construct bearing 
buccal epithelial cells was placed over the cornea of the experimental eyes. The cornea of the control eyes was covered 
with smooth contact lens. After the surgery, a temporal blepharorrhaphy was performed and kept for 3 days. We studied 
macro- and microscopic pattern of corneal regeneration at 3, 7, 14, and 30 days of experiment.

Results. When using the collaged-based bio-construct containing buccal epithelial cells, the complete epithelialization 
of the corneal defect occurred at mean 7 days earlier compared to that in the control eyes. Thus, the offered bio-construct 
stimulated the cell migration and proliferation at early stages of treatment (3–7 days) reducing the inflammation activity.

Conclusion. The bio-construct comprising a collagen type I matrix loaded with buccal epithelial cells can provide an 
effective treatment option for corneal defects.
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Актуальность оптимизации лечения одной из 

наиболее часто встречающихся патологий перед-

него отрезка глаза, а именно эрозий и язв рого-

вицы различной этиологии, обусловлена, прежде 

всего, частотой развития таких осложнений, как 

возникновение рецидивирующей эрозии, десце-

метоцеле, перфорация роговицы, формирование 

стойкого помутнения и т.д., часто приводящих к 

инвалидизации [1, 2]. В настоящее время наиболее 

перспективным направлением в лечении пато-

логии роговицы представляется трансплантация 

прогениторных клеток [3]. В 2003 г. Nakamura и 

Kinoshita в эксперименте продемонстрировали 

высокий регенераторный потенциал культиви-

рованных клеток буккального эпителия при его 

трансплантации на поврежденную роговицу [4–7]. 

Отмечено, что клетки буккального эпителия под-

держивали пролиферативную активность соб-

ственной ткани роговицы без стимуляции керати-

низации. Даже при небольших сроках экспозиции 

культивированного аллографта слизистой щеки 

происходило достоверное ускорение процес-

сов регенерации ткани роговицы [8, 9]. Однако 

остается нерешенным вопрос о методе доставки 

клеток буккального эпителия и их удержания в 

месте дефекта. Наиболее рациональным реше-

нием этого вопроса может служить разработка 

биоконструкции, содержащей матрикс-носитель 

и клетки.

Оптимальным носителем для клеток могут 

служить коллагенсодержащие матриксы [10, 11]. 

К достоинствам коллагеновых матриксов относят-

ся эластичность, прочность, биодеградируемость, 

высокая способность привлекать и удерживать 

адгезирующие клетки, а также их микровези-

кулы [12]. Среди коллагеновых трансплантатов 

широко известны повязки на основе коллагена 

I типа, которые на фоне простоты и дешевизны 

их изготовления обладают выраженными репа-

ративными свойствами, особенно в комбинации с 

клеточным материалом. Репаративный эффект 

коллагеновых повязок с клетками проявляет-

ся при лечении ожоговых и укушенных ран и 

некоторых трофических язв [12–14]. Есть осно-

вания считать, что аналогичные биотрансплан-

таты будут также эффективны для стимуляции 

регенерации поврежденной роговицы, в то же 

время такой способ лечения требует значитель-

ной оптимизации.

Целью настоящей работы было исследовать 

влияние биоконструкции на основе коллагена 

I типа и клеток буккального эпителия на репа-

ративные процессы в роговице кроликов после 

экспериментальной кератэктомии на разных эта-

пах лечения.

Материал и методы

Для эксперимента использованы лаборатор-

ные животные – кролики породы шиншилла 

массой тела 2,0–2,5 кг. При проведении экспери-

мента руководствовались Европейской конвен-

цией о защите позвоночных животных, исполь-

зуемых для экспериментов или в иных научных 

целях № 123 от 18.03.1986 и Приказом МЗ СССР 

№ 755 от 12.08.1975 «О мерах по дальнейше-

му совершенствованию организационных форм 

работы с использованием экспериментальных 

животных».

Клиническую эффективность и регенератив-

ное действие биоконструкции исследовали на 

модели кератэктомии у кроликов. На 40 глазах 

20 кроликов после удаления третьего века про-

ведена дозированная кератэктомия диаметром 

8 мм; толщина удаляемого лоскута роговицы 

составила около 160 микрон. Далее на повре-

жденную роговицу правого глаза каждого кро-

лика помещали разработанную биоконструкцию 

с клетками буккального эпителия на матриксе 

из коллагена I типа. Роговицу парного левого 

глаза укрывали мягкой контактной линзой. После 

завершения операции на всех глазах проводили 

временную блефарорафию на 3 суток.

Глаза после трансплантации биоконструкции 

составляли опытную группу (20 глаз), глаза с 

покрытием мягкой контактной линзой исполь-

зовали в качестве группы сравнения (20 глаз). В 

послеоперационном периоде как в опытный, так 

и в контрольный глаза каждого животного про-

водили инстилляцию антибактериального препа-

рата (капли Офтаквикс по 1 капле 3 раза в сутки) 

в течение 10 дней.

После снятия швов оценивали размеры и 

глубину дефекта роговицы, а также скорость его 

сокращения относительно данных группы сравне-

ния. Срок наблюдения составил 30 суток. Макро- 

и микроскопическую оценку эффективности про-

водимой терапии осуществляли на 3-и, 7-е, 14-е 

и 30-е сутки эксперимента. Макроскопически 

определяли размер и глубину дефекта рогови-

цы, сравнивали скорость сокращения дефекта 

между группами. Для микроскопического ана-

лиза роговицы образцы глаз животных фикси-

ровали 10% формалином, изготавливали стан-

дартные гистологические препараты, окраши-

вали их гематоксилином и эозином, а затем ана-
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лизировали с помощью светового микроскопа. 

Оценивали состояние коллагеновых волокон, 

инфильтрацию клетками воспаления, эпители-

зацию. Структурную целостность коллагеновых 

волокон роговицы оценивали также по уровню 

их автофлюоресценции в гистологических препа-

ратах с помощью флюоресцентной микроскопии 

( возбуждения = 510–560 нм,  эмиссии – от 

575 нм, экспозиция – 1 секунда) [15].

В лечении кроликов использована разработан-

ная оригинальная биоконструкция на основе кол-

лагена I типа с клетками буккального эпителия. 

Биоконструкция включала три части:

– подложка – мягкая контактная линза iWear 

dr Comfort;

– матрикс-носитель из коллагена кролика 

I типа. Коллаген получали из сухожилий кро-

лика методом кислотной экстракции, затем для 

снижения концентрации уксусной кислоты био-

материал разводили стандартным водным 0,05% 

раствором хлоргексидина, лиофилизировали и 

стерилизовали путем ультрафиолетового облу-

чения. В результате получали губку толщиной 

1–2 мм, которую укладывали на контактную 

линзу;

– культивированные клетки буккального 

эпителия кролика. Концентрированную сус-

пензию с клетками (1 млн/мл в изотоническом 

0,9% растворе хлористого натрия) наносили на 

контактные линзы с коллагеновым матриксом в 

объеме 1–2 мл, после чего биоконструкцию сразу 

выдавали для использования [16].

Результаты исследования

При анализе результатов экспериментального 

клинического исследования по влиянию создан-

ной биоконструкции на процессы регенерации 

поврежденной роговицы на модели кератэктомии 

у кроликов получены следующие результаты.

На 3-и сутки после проведения кератэктомии 

на опытных глазах и глазах группы сравнения 

отмечали признаки воспаления, такие как гипере-

мия конъюнктивы, скудное слизистое отделяе-

мое, отек роговицы 1–2-й степени. Площадь эро-

зии в опытной группе была статистически значи-

мо меньше, чем в контроле, и составляла 24,48 ± 

2,18 мм2 против 32,92 ± 2,64 мм2 (t
эмп

 = 2,3 при 

p < 0,05). При этом в одном из глаз опытной груп-

пы отсутствовало прокрашивание дефекта флюо-

ресцеином.

На 7-е сутки наблюдения воспаление купиро-

вано на всех глазах. В опытной группе на 5 глазах 

из 15 сохранялся остаточный дефект площадью 

в среднем 3,73 ± 1,46 мм2. На остальных 10 гла-

зах имела место полная эпителизация, причем 

на 2 глазах из них роговица приобрела исход-

ные характеристики прозрачности и гладко-

сти. В группе сравнения дефект сохранялся на 

11 глазах из 15, его средняя площадь составила 

6,22 ± 2,21 мм2. На одном из глаз данной группы 

наблюдалась шероховатость эпителия в области 

дефекта. Отметим, что вероятность наступле-

ния эпителизации в опытной группе статистиче-

ски значительно выше, чем в группе сравнения 

(2 = 4,821 при р < 0,05).

На 14-е сутки площадь остаточного дефекта 

роговицы в опытной группе составляла 1,334 ± 

0,035 мм2, при этом полная эпителизация наблю-

далась на 6 глазах из 10. На 2 глазах выявлено 

формирование нежного облаковидного помутне-

ния (2–3-я степень по шкале Войно-Ясенецкого). 

В группе сравнения только 4 глаза из 10 были 

полностью эпителизированы, на остальных сред-

няя площадь дефекта составила 4,75 ± 0,1 мм2. 

При этом на 2 глазах обнаружен рецидив эрозии 

роговицы. На 6 глазах из 10 выявлено формиро-

вание облаковидного помутнения (3–4-я степень 

по шкале Войно-Ясенецкого).

На 30-е сутки наблюдения в опытной группе 

(5 глаз) в одном случае отмечен рецидив эрозии 

с площадью дефекта 0,78 мм2 и в 3 случаях – 

формирование нежного облаковидного помутне-

ния (2–3-я степень по шкале Войно-Ясенецкого). 

В группе сравнения (5 глаз) дефект рогови-

цы площадью 3,14 мм2 сохранялся на 1 глазу. 

Помутнение роговицы 3–4-й степени по шкале 

Войно-Ясенецкого выявлено на 3 глазах.

На гистологических препаратах через 3 суток 

(n = 5) в группе сравнения непрерывный эпи-

телий отсутствовал у всех животных, по краям 

раны в 4 случаях из 5 эпителий содержал только 

1 слой клеток (рис. 1), на большом протяжении 

роговицы на 2 глазах наблюдалось формирование 

базальной мембраны. В дне раны отмечены отек 

и эозинофилия коллагеновых волокон межкле-

точного матрикса, интенсивная инфильтрация 

клетками воспаления, преимущественно нейтро-

филами и эозинофилами, на фоне низкой мигра-

ционной активности кератоцитов. В опытной 

группе на 1 глазу эпителиальный слой выявлен 

по всей длине роговицы, на 2 глазах – эпите-

лий по краям раны имел 2–3 слоя клеток (рис. 

2). Также в 3 случаях из 5 в роговице отмеча-

лась интенсивная миграция кератоцитов со слабо 

конденсированным хроматином (синтетически 
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активные клетки); как правило, миграция шла 

вдоль глубоко лежащих волокон и десцемето-

ва слоя (рис. 2Б). Отечность волокон роговицы в 

опытных глазах была ниже, чем в группе срав-

нения, в то же время, как и в группе сравнения, 

наблюдались волокна с выраженной эозинофили-

ей. Повышенная эозинофилия коллагена рогови-

цы не связана с его декомпактизацией – в обеих 

группах эозинофильные волокна имели такой же 

уровень автофлюоресценции, что и нормально 

окрашенные волокна, тогда как у волокон с выра-

женным отеком этот показатель значимо сни-

жался. В целом общий рисунок межклеточных 

волокон стромы в области экспериментальной 

кератэктомии просматривался менее отчетливо, 

чем в областях без повреждений.

Через 7 суток формирование непрерывного 

эпителия на роговице отмечено на 1 глазу в груп-

пе сравнения и 3 глазах в опыте, и только в 1 слу-

чае в опытной группе эпителий имел 3–4 слоя и 

нормальную ориентацию клеток в их составе. У 

всех животных с полной эпителизацией выявле-

ны зоны, в которых количество слоев эпители-

альных клеток было выше нормы и можно было 

наблюдать поверхностные эпителиальные проли-

фераты (рис. 3). В опытной группе эпителиальные 

пролифераты отмечались также в строме (погру-

женные пролифераты), что указывает на более 

высокую интенсивность эпителиального роста 

по сравнению с таковым в группе сравнения (см. 

рис. 3Б). Сохранялась инфильтрация клетками 

воспаления (преимущественно эозинофилами), 

но в опытной группе уровень инфильтрации был 

ниже, чем в группе сравнения. В обеих группах 

наблюдалась миграция кератоцитов, главным 

образом в наружных слоях стромы (рис. 4). При 

этом как в опытных, так и в глазах группы срав-

нения наблюдались отек и нарушение ориента-

ции коллагеновых волокон.

Рис. 1. Гистологическая картина дефекта роговицы через 3 суток эксперимента в группе сравнения: А – дно 
дефекта, инфильтрация клетками воспаления; Б – край дефекта, один слой эпителия, эозинофилия волокон; 
В – отек стромы; Г – автофлюоресценция коллагеновых волокон стромы, отек. Окраска гематоксилином и эози-

ном. Увеличение х 200

А

В

Б

Г
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Через 14 суток, как и на 7-е сутки, в опытных 

глазах и глазах группы сравнения в эпителиаль-

ном слое отчетливо выявлялись поверхностные 

пролифераты с увеличенным количеством кле-

ток, погруженные пролифераты отсутствовали 

(рис. 5). Роговица в области кератэктомии была 

покрыта непрерывным эпителием, при этом в 

большинстве случаев волокна стромы, прилега-

ющие непосредственно к эпителию, были заметно 

тоньше, чем в норме, что являлось предраспо-

лагающим фактором для отслоения эпителия. 

Подобная истонченность волокон отмечена у всех 

животных группы сравнения и в 3 случаях из 

5 в опытной группе. Кроме того, на всех препа-

ратах по-прежнему выявлялись отечные волокна. 

На 2 опытных глазах отмечены полностью нор-

мальная архитектура межклеточного матрикса 

стромы и нормальное расположение кератоцитов. 

Миграционная активность клеток (в том числе со 

слабоконденсированным хроматином) в опытной 

группе к этому сроку наблюдения снижалась, что 

свидетельствовало о завершении процесса репа-

рации стромы. В группе сравнения, напротив, 

отмечали увеличение миграции клеток, преиму-

щественно в наружных слоях стромы.

Через 30 суток роговица была покрыта непре-

рывным эпителием (рис. 6) у 4 животных и в 

группе сравнения, и в опытной; в обеих группах 

на 1 глазу выявлены области, где эпителий рого-

вицы отсутствовал (контроль) или наблюдалось 

его отслоение (опыт). При этом необходимо отме-

тить, что у большинства животных на фоне пол-

ной эпителизации роговица имела выраженную 

неоднородность рельефа своей поверхности (см. 

Рис. 2. Гистологическая картина дефекта роговицы 
через 3 суток эксперимента в опытной группе: А – край 
дефекта, 2–3 слоя эпителия; Б – миграция недифферен-
цированных кератоцитов в строме. Окраска гематокси-

лином и эозином. Увеличение х 200

А

Б

Рис. 3. Формирование многослойного эпителия в рого-
вице через 7 суток эксперимента в глазу группы срав-
нения (А) и глазу опытной группы (Б). Окраска гемато-

ксилином и эозином. Увеличение х 200

Б

А



АКТУАЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ КЛИНИЧЕСКОЙ ТРАНСПЛАНТОЛОГИИ

ACTUAL ISSUES OF TRANSPLANTATION

ТРАНСПЛАНТОЛОГИЯ   3'2017   том  9 TRANSPLANTOLOGIYA  3'2017   vol. 9 231

рис. 6А): такая «бугристость» образована за счет 

выпячивания эпителия и стромы или наличия 

поверхностных эпителиальных пролифератов. 

Выраженные эпителиальные пролифераты отме-

чены на 3 глазах в группе сравнения и на 1 глазу 

в опыте (где также имело место отслоение эпите-

лия). Подлежащие волокна стромы были истонче-

ны, как и на предыдущих стадиях (7–14 суток), 

отек стромы сохранялся на всех глазах группы 

сравнения и на 3 опытных глазах. В целом нор-

мальная организации стромы роговицы отмечена 

только на 2 глазах опытной группы, у осталь-

ных архитектура межклеточных волокон и ори-

ентация клеток еще не соответствовали норме 

полностью. Инфильтрация клетками воспале-

ния наблюдалась в области контакта роговицы с 

конъюнктивой.

Проведенное исследование показывает, что 

предложенная биоконструкция ускоряет мигра-

цию и пролиферацию клеток на ранних стадиях 

репарации (3–7 суток после начала лечения), а 

также уменьшает выраженность воспалитель-

ной реакции. Это может происходить под дей-

ствием цитокинов, выделившихся из клеток 

буккального эпителия. При этом максимальная 

активность репарационных процессов роговицы 

отмечена в глазах опытной группы на 7-е сутки, 

а в глазах группы сравнения – на 14-е сутки. 

Рис. 4. Инфильтрация клетками воспаления и миграция кератоцитов на 7-е сутки эксперимента: А – глаз группы 
сравнения; Б – опытный глаз (увеличение х 200); В – глаз группы сравнения; Г – опытный глаз (увеличение х 400). 

Окраска гематоксилином и эозином

А

В Г

Б
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Отметим, что биоконструкция контактирует с 

глазом лишь непродолжительное время, и клет-

ки буккального эпителия дают выраженный, но 

непродолжительный эффект, который сглажива-

ется на более поздних сроках. Также выявлено, 

что формирование непрерывного эпителия шло 

явно быстрее, чем восстановление подлежащей 

стромы. В результате у большинства живот-

ных помимо отечности в строме были выявлены 

незрелые коллагеновые волокна. По всей видимо-

сти, именно наличие таких неполноценных воло-

кон в слоях, прилегающих к эпителию, и создает 

риск развития рецидивов. В литературе описано, 

что трансплантаты, насыщенные гормонами или 

компонентами культивируемых клеток, в 2 раза 

сокращают сроки эпителизации дефекта рого-

вицы; с другой стороны, в этих исследованиях 

никак не описывается состояние подлежащей 

стромы. Судя по всему, именно восстановление 

нормальной топографии и архитектуры стромы 

необходимо для полноценного устранения дефек-

та роговицы. Эпителий, благодаря высокому про-

лиферативному потенциалу его клеток, способен 

активно наращивать объем и заполнять откры-

тые зоны стромы, поэтому в процессе репарации 

роговицы необходимо добиваться в первую оче-

редь восстановления ее субэпителиальных слоев. 

Поверхностные эпителиальные пролифераты (с 

увеличенным количеством клеток) отмечены у 

многих животных и на 30-е сутки исследования. 

Вероятно, на макроуровне их наличие может 

проявляться в виде помутнения разной степени 

выраженности. Нельзя исключить, что присут-

ствие эпителиальных пролифератов в роговице 

носит лишь временный характер, и они исчезнут 

на более поздних сроках после травмы.

Рис. 5. Гистологическая картина дефекта роговицы через 14 суток эксперимента: А – группа сравнения (увеличе-
ние х 200); Б – группа сравнения (увеличение х 400); В – опытная группа (увеличение х 200); Г – опытная группа 

(увеличение х 400). Окраска гематоксилином и эозином
Примечание: Э – эпителий; ЭПр – эпителиальный пролиферат; КВ – клетки воспаления; МК – миграция кератоцитов.

А

Э

Э ЭПр
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Заключение

Разработанная биоконструкция на основе 

коллагена и буккального эпителия стимулирует 

репаративные процессы в роговице на ранних 

сроках лечения. Остается вопрос, насколько этот 

эффект является пролонгированным. Вероятно, 

для повышения эффективности лечения недоста-

точно однократного нанесения биоконструкции, 

и требуются повторные аппликации. Отработка 

методики лечения глубоких дефектов роговицы 

с помощью клеточно-тканевых трансплантатов 

является задачей будущих исследований.

Выводы

1. Предложенная биоконструкция на основе 

коллагена I типа с клетками буккального эпите-

лия значительно ускоряет репарацию дефекта 

роговицы на ранних стадиях лечения (3-и–14-е 

сутки). У животных опытной группы в течение 

3–14 суток площадь остаточного дефекта рогови-

цы была в 1,5–3,5 раза ниже, чем в группе срав-

нения, наблюдалась меньшая отечность волокон 

стромы и ее инфильтрация клетками воспаления. 

2. Использование биоконструкции уменьшает 

интенсивность помутнения роговицы на 14–30-е 

сутки лечения.

3. Для эффективной регенерации роговицы 

необходимо параллельное восстановление эпите-

лиальной выстилки и подлежащих волокон стро-

мы. Рецидив эрозии роговицы может быть обу-

словлен низкой скоростью регенерации  стромы.

4. Необходимо исследовать репаративный 

и регенеративный эффект предложенной био-

конструкции при повторных аппликациях.

Рис. 6. Гистологическая картина роговицы через 30 суток после начала лечения: А – группа сравнения; Б – опытная 
группа. Окраска гематоксилином и эозином (слева). Увеличение х 200

А Б
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