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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность темы и степень ее разработанности 

Помутнение роговицы признано Всемирной организацией здравоохранения 

ведущей причиной утраты зрения, обусловившей к 2023 году свыше 5 миллионов 

случаев полной (двусторонней) и 6 миллионов случаев частичной (односторонней) 

слепоты в мировом масштабе [238]. Одной из причин развития помутнений 

роговицы является повреждение и последующее рубцевание конъюнктивы, 

которое может приводить к формированию фиброзной ткани и нарушению 

анатомического и физиологического взаимодействия между роговицей и 

окружающими тканями глаза [14, 29, 214, 215]. Конъюнктива - наибольшая по 

площади ткань глазной поверхности, состоящая из васкуляризированной 

соединительной ткани и многослойного неороговевающего эпителия с наличием 

бокаловидных клеток, обеспечивающих муциновый слой слезной пленки. Помимо 

барьерной и секреторной функций, данная ткань выступает в роли 

иммунокомпетентного органа, играя ключевую роль в поддержании гомеостаза 

слизистой оболочки глаза. В ответ на повреждение в конъюнктиве инициируется 

процесс репарации с последующим формированием фиброзной рубцовой ткани 

[18, 33, 34, 125, 167]. Тем не менее, различные заболевания и повреждения глазной 

поверхности (рецидивирующий птеригиум, рубцовый пемфигоид, исходы травм, 

ожогов различной этиологии и многократных операций) способны индуцировать 

грубую дезинтеграцию конъюнктивальной ткани. Центральным звеном патогенеза 

является прогрессирующий фиброз, приводящий к рубцеванию и укорочению 

сводов, что в свою очередь служит патогенетической основой для возникновения 

трихиаза, эрозий и язв роговицы [11, 12, 34, 40, 42, 151, 244]. Присоединение 

вторичной инфекции усугубляет состояние пациентов, приводя к снижению 

зрительных функций и стойкому болевому синдрому, что в совокупности 

обусловливает значительное снижение качества жизни.  
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Таким образом, реконструктивная хирургия конъюнктивы представляет собой 

метод выбора, направленный на восстановление анатомической целостности и 

барьерной функции глазной поверхности.  

Классическими являются методы реконструктивной хирургии конъюнктивы с 

применением аутологических слизистых оболочек [10, 117, 151, 160, 177, 244, 245, 

255]. В частности, современный алгоритм хирургического лечения птеригиума 

включает этапы иссечения патологически измененной ткани и реконструкции 

лимбальной зоны с помощью аутоконъюнктивального лоскута. Эта техника 

рассматривается в качестве предпочтительной в связи с меньшим (1,9–8%) уровнем 

рецидивов [115], тогда как иссечение конъюнктивы при птеригиуме, после 

которого остаются обнаженная склера и поврежденная лимбальная зона, приводит 

к высокой (38–88%) частоте рецидивов [43, 139].  

Применение аутологичных тканей в хирургии конъюнктивы сопряжено с 

рядом ограничений. При системных аутоиммунных заболеваниях использование 

аутопластики технически невозможно из-за недостатка собственной 

конъюнктивальной ткани, обусловленного её патологическим поражением. При 

использовании слизистых оболочек иных локализаций наблюдается 

несоответствие гистоархитектонических характеристик, что приводит не только к 

функциональным ограничениям, но и к формированию значительного 

косметического дефекта ввиду диспропорции в объеме, цвете и текстуре тканей 

[125, 151]. 

На сегодняшний день в сфере современной тканеинженерной технологии 

существует множество графтов биологического и синтетического происхождения 

[5, 161, 263]. Среди биологических материалов, применяемых в офтальмохирургии, 

амниотическая мембрана (АМ) является часто используемой для пластики 

конъюнктивы [2, 15, 18, 237]. Однако АМ обладает существенными 

ограничениями, включая потенциальный риск передачи гемотрансмиссивных 

инфекций и усиление воспалительной инфильтрации в зоне трансплантации [102, 

155, 164]. К тому же, применение АМ ассоциировано с более высоким уровнем 
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рецидивов птеригиума (6,4–42,3%) по сравнению с аутотрансплантацией 

конъюнктивы, где частота рецидивирования существенно ниже (3,3–16,7%) [80]. 

Согласно исследованию Schrader et al., материал для восстановления и 

регенерации конъюнктивальной ткани должен соответствовать ряду ключевых 

критериев: обладать необходимой механической прочностью, идентичной 

нативной ткани, что делает возможным использование материала в хирургических 

манипуляциях; иметь толщину, приближенную к архитектонике окружающих 

здоровых тканей; обладать достаточной эластичностью и биосовместимостью, 

подразумевающей минимальную воспалительную реакцию, отсутствие 

выраженного иммунного ответа и возможность адгезии и пролиферации 

эпителиальных клеток конъюнктивы (ЭКК) на поверхности материала [214]. Эти 

критерии были поддержаны несколькими другими исследователями [21, 159, 263].  

Альтернативой ауто- или аллогенной трансплантации является применение 

коллагена для восстановления анатомической структуры и функций конъюнктивы. 

Коллаген обладает рядом преимуществ в качестве эквивалента конъюнктивальной 

ткани для ее реконструкции, поскольку представляет собой нативный структурный 

компонент внеклеточного матрикса конъюнктивального субэпителиального слоя 

стромы, обеспечивая оптимальные условия для регенерации ткани. Также 

перспективным направлением является использование коллагеновых субстратов в 

качестве носителя для трансплантации конъюнктивальных клеток. Это 

обусловлено тем, что применение клеточной культуры в чистом виде трудно 

осуществимо ввиду невозможности обеспечения быстрой адгезии к подлежащим 

структурам. Решение данной проблемы достигается посредством применения 

тканеинженерных конструкций из коллагена для фиксации, пролиферации и 

миграции клеток. Клетки эпителия конъюнктивы человека, культивированные на 

коллагене, способны образовывать сливной и плотно сцепленный слой 

эпителиальных клеток. В исследовании Drechsler C et al. эпителиальные клетки 

сохраняли свою колониеобразующую способность и экспрессировали маркеры 

клеток-предшественников после 7-и дней культивирования [98].  
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Исходя из вышеизложенного и проанализировав отечественную литературу, не 

было найдено работ по восстановлению конъюнктивы с помощью идентичного 

эквивалента конъюнктивальной ткани на основе коллагена. Таким образом, 

применение материала на основе коллагена в виде коллагеновой мембраны (КМ) 

для реконструкции дефектов конъюнктивы является актуальным направлением в 

современной офтальмологии. 

 

Цель исследования - экспериментальное обоснование применения 

биополимерного материала на основе коллагена для реконструкции конъюнктивы. 

 

Для реализации цели исследовательской работы поставлены следующие 

задачи: 

1. Провести оценку морфологических изменений, сохранности фенотипа ЭКК 

и их выживаемости, культивируемых на КМ in vitro; 

2. Исследовать биомеханические свойства материала в виде КМ in vitro и 

сопоставить с реальными свойствами здоровой конъюнктивы;  

3. Создать и апробировать экспериментальную модель конъюнктивального 

дефекта in vivo;  

4. Разработать хирургическую технику имплантации КМ на основе 

коллагена I типа;  

5. В эксперименте на основе клинических, гистологических, 

биомеханических исследований провести оценку процессов восстановления 

конъюнктивы после имплантации КМ. 

 

Научная новизна исследования 

1. Впервые доказана биосовместимость и безопасность применения 

материала на основе коллагена I типа с повышенной концентрацией основного 

вещества (30 мг/мл) для культивирования ЭКК – данный материал не цитотоксичен 

для эпителия конъюнктивы и способствует сохранности молекулярных паттернов 

ЭКК. 
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2. Впервые показано, что исследуемый коллагеновый материал приближен 

по биомеханическим свойствам к бульбарной конъюнктиве. 

3. Впервые предложена и апробирована хирургическая техника, создающая 

подходящие условия для регенерации собственной конъюнктивальной ткани -

имплантации модифицированного материала в виде КМ с повышенной 

концентрацией коллагена для устранения конъюнктивальных дефектов. 

4. Впервые произведена оценка анатомо-функциональных особенностей 

конъюнктивы после имплантации КМ в зону дефекта in vivo. 

5. Разработан способ замещения дефекта бульбарной конъюнктивы с целью 

стимуляции регенераторного потенциала собственных тканей реципиента с 

применением материала на основе коллагена I типа в повышенной концентрации. 

 

Теоретическая и практическая значимость 

1. Обоснована перспективность применения материала в виде КМ с 

повышенной концентрацией коллагена в устранении конъюнктивальных дефектов. 

Имплантация материала приводит лишь к минимальной воспалительной реакции, 

кроме этого, отмечено, что происходит миграция конъюнктивальных клеток в 

толщу имплантируемого материала. 

2. Продемонстрировано, что на подложке из КМ с повышенной 

концентрацией нативного, химически немодифицированного коллагена I типа (30 

мг/мл) сохраняется морфология и фенотип ЭКК. 

3. Проведенные биомеханические исследования позволяют объективно 

оценить параметры жесткости, упругости и вязкости исследуемых образцов, а 

также спрогнозировать реакцию материала на нагрузки в интра- и 

послеоперационном периоде, что является критически важным для минимизации 

рисков таких осложнений, как прорезывание швов или деформация имплантата. 

4. Разработанная хирургическая тактика имплантации КМ дает 

возможность проводить реконструкцию конъюнктивы в случаях с возможным 

дефицитом требующегося объема собственной конъюнктивальной ткани.  
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5. Методы, примененные в рамках настоящего исследования, могут быть 

адаптированы, и обеспечивают переход на уровень клинических исследований в 

области реконструктивной хирургии конъюнктивы.   

 

Методология и методы диссертационного исследования 

Исследование основано на последовательном выполнении серии 

экспериментов, определенных поставленными задачами. Реализация каждой 

последующей задачи осуществлялась на основе результатов предыдущих этапов 

работы. В исследовании применялся комплекс качественных и количественных 

анализов. Работа выполнена в формате рандомизированного исследования на 

экспериментальных моделях с применением клинических, инструментальных, 

аналитических и статистических методов исследования. 

 

Положения, выносимые на защиту 

1. Установлены отсутствие цитотоксического воздействия и 

биосовместимость материала на основе нативного, химически 

немодифицированного коллагена I типа в повышенной его концентрации 30 мг/мл, 

с культурой ЭКК, проявляющаяся в сохранении клеточной морфологии, 

молекулярных паттернов, метаболической активности и способности к 

формированию сливного и плотного слоя клеток. 

2. Имплантируемый материал в виде КМ на основе коллагена I типа в 

повышенной его концентрации 30 мг/мл приближен по биомеханическим 

характеристикам к нативной бульбарной конъюнктиве, что позволяет данной КМ 

быть перспективной альтернативой для замены нативной ткани в 

реконструктивных целях. 

3. Разработанный метод моделирования конъюнктивального дефекта у 

животных, включающий иссечение лоскутов бульбарной конъюнктивы разных 

диаметров, демонстрирует высокую эффективность и управляемость, а также 

отличается простотой выполнения и хорошей воспроизводимостью. 
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4. КМ интегрировалась в ятрогенный дефект конъюнктивы с отсутствием 

выраженной воспалительной реакции окружающих тканей, поддерживала 

образование организованного монослоя регенерированных клеток эпителия на 

своей поверхности и миграцию клеток в толщу КМ, что создало условия для 

регенерации собственной конъюнктивальной ткани. 

 

Степень достоверности и апробация результатов 

Достоверность полученных результатов обеспечена применением 

репрезентативного объема выборок, использованием современных клинико-

инструментальных методов диагностики, а также применением статистических 

алгоритмов обработки данных. Анализ результатов проводился с использованием 

непараметрических методов статистического анализа в программных средах Prism 

10.0 (GraphPad Inc., США) и Microsoft Office Excel 2023 («Microsoft», США). 

Полученные выводы, научные положения и практические рекомендации 

эмпирически обоснованы и логически вытекают из результатов проведенного 

многоуровневого исследования. 

Основные положения и выводы работы были представлены для научного 

обсуждения на следующих международных мероприятиях: Всероссийская научно-

практическая конференция с международным участием «Федоровские чтения» 

(Москва, 2023); Всероссийская научно-практическая конференция с 

международным участием «Федоровские чтения» (Москва, 2024); Международный 

офтальмологический конгресс «Белые ночи» (Санкт-Петербург, 2025). 

 

Личный вклад автора в проведенное исследование 

Автором лично проведен сбор всего экспериментального материала, 

осуществлен полный цикл диагностических и экспериментальных процедур с 

последующей интерпретацией полученных данных и их статистической 

обработкой. Личное участие включало проведение хирургических вмешательств: 

забор материала для последующего исследования in vitro, моделирование 

конъюнктивальных дефектов и имплантацию КМ, в том числе под руководством 
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к.м.н. А.Ю. Андреева — при операциях на экспериментальных животных. В рамках 

экспериментов in vitro под руководством А.М. Суббот автор самостоятельно 

провел выделение и культивирование ЭКК, иммуноцитохимическое окрашивание 

клеток, и последующую подготовку препаратов для гистологического анализа. 

Самостоятельно выполнены пред- и послеоперационные обследования, включая 

биомикроскопию переднего отрезка глаза и фоторегистрацию, а также оптическую 

когерентную томографию исследуемой зоны. В рамках персонального вклада 

автор участвовал в осуществлении апробации результатов, разработке публикаций, 

научных сообщений и патентной документации по теме исследования. Текст 

диссертационной работы и ее оформление выполнены самостоятельно— от 

формирования концепции до финального представления материалов. 

 

Внедрение результатов работы 

Внедрение результатов исследования включает следующие направления: 1) 

интеграцию разработанных методик в учебный процесс кафедры глазных болезней 

ФГБНУ «НИИ ГБ им. М.М. Краснова»; 2) внедрение модели конъюнктивального 

дефекта конъюнктивы в программу экспериментальных доклинических 

исследований аспирантов. 

 

Публикации по теме диссертации 

По теме диссертационного исследования опубликовано 7 печатных работ, из 

них: 

- в изданиях их Перечня ВАК при Минобрнауки – 3 статьи, 

- в журналах, включенных в международные базы: Scopus – 3 cтатьи, Web of Science 

– 2 статьи, 

- в иных изданиях – 3 статьи. 

- Обзорных статей – 1.  

- Патент на изобретение – 1.  
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Структура и объём диссертационной работы 

Диссертационное исследование представлено в форме машинописного текста 

объемом 138 страниц и структурировано в соответствии с общепринятыми 

научными требованиями. Работа включает следующие разделы: введение, 

аналитический обзор литературы, описание материалов и методов, изложение 

результатов собственного исследования, заключение, выводы, практические 

рекомендации, перечень сокращений и условных обозначений, а также 

библиографический список. Визуализация данных обеспечена 5 таблицами и 23 

рисунками. Библиографический список работы состоит из 264 литературных 

источников, включая 44 русскоязычных и 220 иностранных.  
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КОЛЛАГЕНОВЫЙ МАТРИКС В РЕКОНСТРУКЦИИ КОНЪЮНКТИВЫ 

(ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ) 

 

1.1. Гистофизиологические особенности конъюнктивы: структурно-

функциональные аспекты 

Конъюнктива, являясь тонкой прозрачной слизистой оболочкой, проходит от 

лимба над поверхностью склеры и образует верхний и нижний своды век, тем 

самым обеспечивая плавное движение век относительно глазного яблока [180]. В 

процессе эмбриогенеза конъюнктива развивается в складках век из поверхностной 

эктодермы и ткани нервного гребня вдоль задней поверхности век вокруг 

развивающейся роговицы. Эпителий конъюнктивы дифференцируется от эпителия 

кожи и эпителия роговицы на 10 неделе. На 12 неделе происходит формирование 

слезной железы и добавочных слезных желез Вольфринга и Краузе в нижнем и 

верхнем сводах [180, 250]. 

Конъюнктива подразделяется на три анатомически и функционально 

непрерывных отдела: пальпебральную (тарзальную) конъюнктиву, выстилающую 

внутреннюю поверхность век; бульбарную конъюнктиву, покрывающую склеру; и 

конъюнктивальные своды, представляющие собой участки перехода 

пальпебральной конъюнктивы в бульбарную и формирующие конъюнктивальный 

мешок [97]. 

Бульбарная конъюнктива покрывает переднюю часть склеры. В области лимба 

конъюнктива плотно спаяна с подлежащими тканями глазного яблока на 

расстоянии до 3 мм от роговицы, дальше же от лимба под конъюнктивой имеется 

рыхлый слой эписклеральной ткани.  Эпителий бульбарной конъюнктивы, 

переходя в эпителий роговицы, уплощается, становясь многослойным плоским 

неороговевающим [30].  

Между соединительной оболочкой век и глазным яблоком имеется 

пространство в виде конъюнктивального мешка, дно которого образовано сводами 

конъюнктивы, имеющими вид слепых карманов. Своды конъюнктивы 

подразделяются на верхний и нижний и являются непрерывными в медиальном и 
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латеральном углах глаза [219]. Свод конъюнктивы рыхло прикрепляется к мышце, 

поднимающей верхнее веко, и к прямой мышце. С медиальной стороны находится 

полулунная складка – серповидная складка конъюнктивы, свободный латеральный 

край которой лежит на 3–6 мм латеральнее слёзного мясца. Полулунная складка 

предположительно играет роль в обеспечении неограниченных боковых движений 

глаз; структура также богата бокаловидными клетками (БК) и интерстициальными 

иммунокомпетентными клетками [116]. Слёзное мясцо размерами около 4–5 мм по 

горизонтали и 3–4 мм по вертикали располагается в медиальной части глазной 

щели. Подвижность слёзного мясца обусловлена его анатомической связью с 

полулунной складкой и соединительнотканными структурами медиального угла 

глаза. Оно смещается вместе с полулунной складкой при движениях глазного 

яблока и состоит из сально-волосяных включений, ткани добавочной слезной 

железы, фиброзно-жировой ткани, гладкомышечных волокон и эккринных желез 

[180]. Слёзное мясцо покрыто многослойным плоским неороговевающим или 

цилиндрическим эпителием и содержит рудименты тканей слезной и сальной 

желез [210]. Слезные точки в виде небольших отверстий в конъюнктиве век 

диаметром до 0,5 мм в медиальных углах верхнего и нижнего краев век 

поддерживают отток слезы [95, 97]. 

Конъюнктива век, выстилая внутреннюю поверхность век, делится на 

тарзальную и глазничную области. Через прозрачную пальпебральную 

конъюнктиву хорошо видны мейбомиевы железы века в виде желтых дольчатых 

образований, проходящих в толще хряща и идущих перпендикулярно краю века. В 

области слизисто-кожного соединения формируется липидная линия, 

представленная секретом мейбомиевых желёз, которая функционально отделяет 

сухую переднюю ороговевающую поверхность века от влажной задней 

неороговевающей слизистой части. 

В субконъюнктивальной толще в области верхнего свода находятся до 40 

добавочных слёзных желез Краузе, в нижнем своде – до 8, протоки которых 

открываются в свод конъюнктивы.  Между тарзальной и орбитальной частями 

конъюнктивы у верхнего края верхнего века и нижнего края нижнего века 
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расположены добавочные железы Вольфринга, секретирующие водный компонент 

слёзной плёнки и обеспечивающие увлажнение глазной поверхности. 

Одна из основных функций конъюнктивы — это секреция муцинового 

компонента слезной пленки [191]. Слезная пленка представляет собой защитный 

слой жидкости поверхности глаза толщиной примерно 3–4 мкм [148], содержащий 

липиды, белки и электролиты. Традиционно слёзную плёнку подразделяли на 

липидный, водный и муциновый слои [128, 129]. В настоящее время известно, что 

структура слезной пленки описывается в рамках двухфазной модели, в которой 

липидный слой предотвращает испарение водно-муциновой фазы, покрывающей 

гликокаликс, прочно связанный с эпителием поверхности глаза [246]. Липидный 

компонент секретируется мейбомиевыми железами века и образует поверхностный 

слой слезной пленки, а водный компонент преимущественно секретируется 

слезной железой и добавочными слезными железами век. Слизистый компонент в 

основном продуцируется БК конъюнктивы [97]. 

Конъюнктива богато снабжена кровеносными сосудами. Её сосудистая сеть 

формируется за счёт артериальных аркад век и передних цилиарных артерий. 

Конъюнктива век имеет двойное кровоснабжение: основное — из системы глазной 

артерии (надблоковая, надглазничная, слёзная, дорсальная артерия носа), и 

дополнительное — из ветвей наружной сонной артерии (лицевая, поверхностная 

височная, подглазничная). Бульбарная конъюнктива кровоснабжается 

преимущественно передними цилиарными артериями, отходящими от глазной 

артерии, а также периферическими тарзальными аркадами век; аналогичные 

источники характерны и для конъюнктивы сводов [219].   

Венозный отток конъюнктивы обеспечивается дренажной системой, 

состоящей из передних цилиарных и периферических конъюнктивальных вен, 

которая ведет к венозным сплетениям век, а затем соединяется с верхней и нижней 

глазными венами. Далее кровь из верхней глазной вены оттекает в пещеристый 

синус, нижняя глазная вена, делясь на две ветви, идет в пещеристый синус и в 

глубокую вену лица. Венозный отток пальпебральной конъюнктивы 
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осуществляется через глубокие лицевые ветви передней лицевой вены и 

крыловидное венозное сплетение [97]. 

Конъюнктива получает чувствительную иннервацию от надглазничного, 

надблокового, подблокового, подглазничного, слезного и длинного цилиарного 

нервов. Верхняя часть иннервируется надглазничным, надблоковым и 

подблоковым нервами. Подглазничный нерв иннервирует нижнюю часть 

конъюнктивы. Наконец, латеральная часть снабжается слезным нервом. 

Парасимпатические и симпатические нервные волокна проецируют свободные 

нервные окончания в кровеносные сосуды, эпителий, окружающий БК [91], и в 

клетки плоского эпителия. 

Гистологически конъюнктива состоит из эпителия, базальной мембраны и 

собственной пластинки слизистой оболочки (substantia propria) с подлежащей 

стромой [162]. Эпителий конъюнктивы представлен неороговевающим, 

многослойным плоским или цилиндрическим эпителием, покрывающим строму 

сосудов, состоящую из рыхлой соединительной ткани. В зависимости от 

анатомического расположения эпителий конъюнктивы имеет разное строение. 

Эпителий свода конъюнктивы имеет толщину от двух до трех слоев клеток на 

верхнем веке и от четырех до пяти слоев клеток на нижнем веке. Эпителий свода 

конъюнктивы столбчатый по своей природе, тогда как пальпебральный эпителий 

конъюнктивы имеет кубическую форму [149]. Конъюнктива переходных складок 

покрыта многослойным цилиндрическим эпителием. 

Бульбарная конъюнктива состоит из многослойного цилиндрического 

эпителия. В месте перехода от конъюнктивы к роговице эпителий приобретает 

характер многослойного плоского неороговевающего эпителия. Он прикрепляется 

к тонкой базальной мембране, местами прерывистой, небольшим количеством 

гемидесмосом. Эта конфигурация позволяет клеткам получить доступ к строме 

конъюнктивы [149]. Эпителий конъюнктивы также состоит из меланоцитов, 

интраэпителиальных дендритных клеток и лимфоцитов, и содержит собственный 

пул стволовых клеток, поддерживающих обновление многослойных 

плоскоклеточных и бокаловидных клеток [125, 263].  
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В зоне лимба, подобно пальпебральному краю века, наблюдается постепенный 

переход от многослойного неороговевающего столбчатого эпителия конъюнктивы 

к многослойному неороговевающему плоскому эпителию роговицы. 

Общепринято, что стволовые эпителия роговицы расположены в лимбальном 

эпителии, локализация стволовых клеток (СК) эпителия конъюнктивы является 

более спорной. Важным является тот факт, что эпителий роговицы и конъюнктивы 

принадлежит к двум отдельным дифференцированным клеточным линиям, 

которые возникают из разных популяций стволовых клеток [242]. В качестве 

возможной локализации СК были предложены следующие области конъюнктивы: 

область свода [243], лимб [192], бульбарная конъюнктива [193] и пальпебральная 

конъюнктива [76]. В исследовании Nagasaki et al. движение эпителиальных клеток 

конъюнктивы у мышей отслеживали in vivo с использованием клеток, меченных 

зелёным флуоресцентным белком (ЗФБ, GFP). Также исследовали скорость митоза 

GFP-положительных клеток и анализировали распределение сохраняющих метку 

клеток. Они показали, что эпителиальные клетки бульбарной конъюнктивы были 

митотически активны, что свидетельствовало о равномерном распределении 

эпителиальных стволовых клеток по всей поверхности конъюнктивы [178]. Эти 

выводы согласуются с результатами Pellegrini et al., первых исследователей, 

заключивших, что конъюнктивальные эпителиальные СК равномерно 

расположены в бульбарной конъюнктиве и сводах. Авторы продемонстрировали 

равномерное распределение клеток с высокой пролиферативной способностью, 

включая стволовые клетки, как в бульбарной конъюнктиве, так и в своде. Их 

результаты также показали, что БК конъюнктивы происходят от общего 

бипотентного предшественника, их дифференцировка происходит отсрочено, и 

они могут образовываться из транзиторных амплифицирующихся клеток [193]. В 

работе Stewart et al. авторы отметили, что область медиального угла глазной щели 

и нижнего свода содержат наибольшее количество стволовых клеток 

конъюнктивы, а также богаты БК, сосудистой сетью, меланоцитами и иммунными 

клетками, что характеризует данную область как возможную нишу для стволовых 

клеток конъюнктивы [228].  
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Существует несколько исследований, посвященных выявлению маркеров 

стволовых клеток конъюнктивы. Наиболее распространенными маркерами 

являются член 2 подсемейства G ATP-связывающей кассеты (ABCG2) и фактор 

транскрипции p63. ABCG2 — это трансмембранный белок-транспортер, 

экспрессируемый во многих популяциях взрослых стволовых клеток, включая 

лимбальные стволовые клетки. Его функция в снижении вероятности повреждения 

генома стволовых клеток в течение их жизненного цикла [69]. В конъюнктиве его 

экспрессия была обнаружена в скоплениях базальных клеток [68], области 

медиального угла и в области нижнего свода [228]. Фактор транскрипции p63 

экспрессируется лимбальными стволовыми клетками и ранними транзиентными 

амплифицированными клетками [99, 110, 123].  

В дифференцировке эпителиальных клеток глазной поверхности 

значительную роль играют цитокератины – маркеры, по своей природе 

филаментообразующие белки, ответственные за структурную целостность 

эпителия [201]. Основную роль специфических маркеров конъюнктивальных 

клеток играют цитокератины CK4, CK7, CK13, CK19 и CK15.  

CK7, CK13 и CK19 – распространенные маркеры эпителиальных клеток 

конъюнктивы. Более выраженные различия между поверхностным слоем роговицы 

и конъюнктивы были обнаружены при определении CK7. Данный белок выявлялся 

в поверхностном эпителиальном слое конъюнктивы, но отсутствовал в 

поверхностном слое лимба и роговицы. Ранее CK7 был описан Krenzer  и соавт. 

только в БК, а Elder и соавт. – в базальных и супрабазальных эпителиальных 

клетках центральной части роговицы [107, 150, 171]. В исследовании Ramirez-

Miranda авторы отмечают повышенную экспрессию CK13 и CK19 в конъюнктиве 

по сравнению с роговицей. По данным исследователей, CK13 экспрессируется 

только в супрабазальном эпителии лимба и во всех слоях эпителия конъюнктивы, 

и полностью отсутствует в роговице, тогда как CK19 есть в значительных 

количествах в зоне периферического эпителия роговицы, в эпителии лимба и 

конъюнктивы [201]. CK15 экспрессируется в базальных слоях лимбального и 

конъюнктивального эпителия, но отсутствует в эпителии роговицы [171, 257]. 
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Среди клеток эпителия конъюнктивы располагаются бокаловидные клетки, 

представляющие собой специализированные экзокринные муцин-секретирующие 

клетки, составляющие в среднем около 5–10% от общего числа ЭКК [179, 180]. Это 

объёмные, округлые клетки, базальная мембрана которых контактирует с 

базальной мембраной эпителия, при этом бокаловидная клетка простирается на 

всю толщину многослойного эпителия до апикальной поверхности, продуцируя 

муцины. Гранулы муцина заполняют клетку, оставляя тонкий ободок цитоплазмы, 

богатой аппаратом Гольджи, и ядром, смещенным к базальной клеточной мембране 

клетки. БК крупнее эпителиальных клеток конъюнктивы. Их цитоплазма плотно 

упакована мембраносвязанными секреторными гранулами, содержащими муцин 

5АС (MUC5AC), которые отделяются от апикальной поверхности апокринным 

образом [97]. Наибольшая плотность БК на площадь эпителия увеличивается от 

верхней височной к нижней носовой области конъюнктивального мешка [121]. 

Вблизи лимба плотность БК уменьшается. Данные клетки могут встречаться 

поодиночке или в скоплениях, и являются основным источником MUC5AC – 

растворимого муцина, обнаруженного в слезной пленке. Богатые цистеином 

домены на N- и С-концах MUC5AC придают субстанции вязкий, гелеобразующий 

характер, что позволяет ей служить основой для муцинового слоя слезной пленки 

[60]. В сочетании с трансмембранными муцинами MUC1, MUC4 и MUC16, 

которые экспрессируются эпителием конъюнктивы и роговицы, вещества играют 

важную роль в стабилизации слезной пленки и её равномерному распределению по 

поверхности глаза [231]. Эпителиальные клетки конъюнктивы также продуцируют 

белки, такие как лубрицин [213], кератин 7 [150] и клаудин 10 [258]. 

Отделенная от эпителия базальной мембраной, в конъюнктиве находится 

фиброваскулярная соединительная ткань, или строма конъюнктивы (substantia 

propria), напоминающая собственную пластинку других слизистых оболочек.  

Рыхлая соединительная ткань на всем протяжении имеет различную толщину и 

плотность в зависимости от локализации. В тарзальной конъюнктиве собственная 

субстанция тонкая, и крепче прилегает к хрящу верхнего века, чем к нижнему. В 

сводах данный слой толще и свободно прикреплен к глазному яблоку и глазничной 
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перегородке. У лимба ткань тонкая, сливается с теноновой фасцией и 

эписклеральными тканями [180]. Строма имеет два основных слоя: наружный 

аденоидный слой и внутренний фиброзный слой. Поверхностный слой 

собственной субстанции состоит из рыхлой, соединенной между собой 

соединительной ткани. Этот слой отсутствует при рождении и начинает 

формироваться в возрасте от 8 до 12 недель [163].  Аденоидный слой содержит 

лимфоциты, преимущественно В-клетки, которые существуют в виде скоплений в 

виде лимфоидных фолликулов и являются ключевым компонентом местной 

лимфоидной ткани слизистой оболочки, известной как лимфоидная ткань, 

ассоциированная с конъюнктивой (CALT). CALT вместе со слезной железой и 

системой эфферентных слезных протоков принимает участие в антимикробной 

защите глазной поверхности [191]. Более глубокий волокнистый слой содержит 

сосуды, лимфатические сосуды и нервы. Капилляры отходят от передних 

цилиарных артерий, являющихся ветвями глазной артерии, и впадают в 

эписклеральное венозное сплетение. Лимфатические сосуды также впадают в 

эписклеральное сплетение, которое соединяется с дренажной системой век, 

попадая в систему подчелюстных и предушных лимфатических узлов [97, 116, 180, 

191]. 

1.2.  Роль коллагенового матрикса в регенерации конъюнктивы 

Процесс регенерации при повреждениях конъюнктивы подчиняется общим 

закономерностям заживления ран, и характеризуется последовательным развитием 

воспалительной реакции, активацией фибробластических элементов, синтезом и 

последующей реорганизацией компонентов внеклеточного матрикса (ВКМ), что 

завершается тканевой контрактурой [73, 125, 144]. Данный динамический процесс 

можно разделить на четыре фазы: гемостаз, воспалительную, пролиферативную и 

ремоделирующую [28, 176, 260].  

Начальная фаза гемостаза включает последовательные этапы: 

вазоконстрикцию, формирование первичной тромбоцитарной пробки (первичный 

гемостаз), активацию коагуляционного каскада и образование фибринового 

сгустка (вторичный гемостаз) для поддержания целостности сосудистого русла и 
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стабилизации гемостаза [260]. Первичный тромбоцитарный агрегат формируется 

посредством активации тромбоцитов и эритроцитов. Адгезия тромбоцитов к 

обнаженному субэндотелиальному коллагену инициирует их агрегацию с 

последующей дегрануляцией, высвобождением хемокинов и ростовых факторов. 

Фибриновый матрикс, обеспечивая гемодинамический гомеостаз, служит 

временной структурой для клеточной миграции [44]. 

Воспалительная фаза раневого заживления характеризуется развитием 

острого воспаления, опосредованного инфильтрацией нейтрофилов и моноцитов в 

зону повреждения, и формированием гемостаза [260]. Травматическое воздействие 

(например, иссечение конъюнктивы) индуцирует деструкцию соединительной 

ткани и сосудистого эндотелия. Последующая экстравазация крови 

сопровождается проникновением в поврежденный участок плазменных белков и 

компонентов экстрацеллюлярного матрикса, что активирует каскад свертывания 

крови. Последующая активация тромбоцитов и системы коагуляции инициирует 

высвобождение широкого спектра биологически активных молекул: факторов 

роста, протеаз, метаболитов арахидоновой кислоты, и т.д. Продукты коагуляции и 

фибринолиза (продукты распада фибрина, калликреин) выступают в роли 

хемоаттрактантов, притягивая лейкоциты в очаг повреждения. Инвазия 

нейтрофилов происходит в течение первых часов посттравматического периода, на 

второй день преобладающими типами клеток, мигрирующими в конъюнктиву, 

являются макрофаги и лимфоциты [81, 203, 204]. Нейтрофилы, моноциты и 

тканевые макрофаги реализуют антимикробную защиту посредством фагоцитоза 

патогенов и участвуют в дебридменте раны, элиминируя некротический детрит. 

Данные клетки секретируют провоспалительные цитокины (включая интерфероны 

α и γ), а также продуцируют факторы роста, стимулирующие клеточную миграцию, 

пролиферацию, биосинтез матрикса и экспрессию матриксных металлопротеиназ. 

Затем наступает пролиферативная фаза, которая характеризуется активной 

реэпителизацией, неоангиогенезом и формированием грануляционной ткани, 

сопровождающимися значительной пролиферацией и активацией фибробластов 

[125]. Образованный из фибриногена плазмы фибрин служит структурой для 
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соединения раневых краев. Данная фаза опосредована двумя фундаментальными 

процессами: ангиогенезом (неоваскуляризацией) и фиброгенезом (синтезом 

незрелой соединительной ткани). Для реализации этих процессов необходимы 

факторы роста и цитокины. В частности, фактор роста эндотелия сосудов (VEGF) 

служит ключевым промотором неоангиогенеза, тогда как фактор роста 

тромбоцитов (PDGF) выступает активатором фибробластов [87]. Фибробласты, 

являющиеся ключевыми клеточными эффекторами синтеза коллагена, 

пролиферируют и мигрируют в раневое ложе, где осуществляют синтез 

коллагеновых фибрилл и их упорядоченную, преимущественно параллельную 

ориентацию [62]. Данная организация коллагеновых волокон является одним из 

морфологических отличий рубцовой ткани от интактной соединительной ткани, в 

которой коллагеновые волокна располагаются хаотично [118] 

Фактор роста тромбоцитов индуцирует экспрессию трансформирующего 

фактора роста-β (TGF-β) как в воспалительных клетках, так и в фибробластах. 

Учитывая то, что воспалительные заболевания, затрагивающие конъюнктиву, 

связаны с увеличением количества Т-лимфоцитов и макрофагов в конъюнктиве 

[59], при остром воспалении наблюдается повышенная экспрессия различных 

цитокинов, продуцируемых этими клетками. Среди них трансформирующий 

фактор роста-β (TGF-β) играет важную роль в заживлении (и рубцевании) 

конъюнктивы. TGF-β является мощным стимулятором пролиферации 

фибробластов и образования внеклеточного матрикса во всем организме, включая 

конъюнктиву [125]. Было отмечено, что фибробласты, выделенные из 

конъюнктивы пациентов с рубцовым пемфигоидом, пролиферировали с 

повышенной скоростью по сравнению с контрольной группой, что могло быть 

связано с повышенным уровнем TGF-β в конъюнктиве данной категории 

пациентов [207, 212]. Трансформирующий фактор роста-бета (TGF-β), реализуя 

аутокринный механизм действия, опосредует пролиферацию и миграцию 

фибробластов, а также индуцирует синтез коллагена. Кроме того, TGF-β 

детерминирует дифференцировку фибробластов в миофибробласты — 

контрактильный фенотип, характеризующийся экспрессией α-гладкомышечного 
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актина (α-SMA). Данные клетки потенцируют биосинтез компонентов ВКМ и 

опосредуют контракцию поврежденных тканей [260]. 

Третья, заключительная фаза – ремоделирование раневого процесса – включает в 

себя сокращение коллагеновых волокон, синтезируемых активированными 

фибробластами, и образование рубцовой ткани, формируя фиброваскулярные 

структуры в зрелый рубец [128]. Для этой фазы характерна активация матриксных 

металлопротеиназ (ММП), продуцируемых фибробластами, макрофагами и 

нейтрофилами. ММП представляют собой семейство ферментов, способных 

избирательно расщеплять компоненты внеклеточного матрикса [82]. Данный этап 

сопровождается замещением коллагена III типа на коллаген I типа с последующей 

его сшивкой и уплотнением, что трансформирует клеточную грануляционную 

ткань в плотный рубец.  

Важным пунктом является апоптоз-опосредованная элиминация 

миофибробластов; их персистенция служит ключевым патогенетическим 

фактором развития патологического фиброза [260]. Исход заживления 

определяется тяжестью первичного повреждения и особенностями тканевой 

реакции. Контроль активности фибробластов, особенно на пролиферативной 

стадии, представляет собой основной терапевтический механизм модуляции 

заживления ран конъюнктивы. Ключевые точки фармакологического 

вмешательства включают: миграционный потенциал, пролиферацию, 

трансдифференцировку в миофибробласты, коллагеногенез и индукцию процесса 

апоптоза. Вышеизложенный процесс схематически изложен на рисунке 1. 
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Рисунок 1. Схематическое изображение механизма заживления конъюнктивы 

[260]. На схеме представлены 4 основные фазы заживления раны и модуляторы 

раневого процесса, где ТФР-β – трансформирующий фактор роста бета, VEGF – 

фактор роста эндотелия сосудов, PDGF – тромбоцитарный фактор роста, ММП – 

матриксные металлопротеиназы. Подробности описаны в тексте. 

 

Таким образом, поствоспалительная конъюнктивальная рубцовая деформация 

является необратимым осложнением хронического воспалительного заболевания 

глазной поверхности. Рубцовая ткань формируется посредством отложения, 

созревания и организации вновь синтезированных однонаправленных 

коллагеновых волокон [125, 214].  

Исходя из вышеизложенного, в процессе регенерации конъюнктивы гомеостаз 

коллагена определяет исход восстановления: физиологическую регенерацию, или 

патологическое рубцевание. Коллаген, являясь частью ВКМ, состоит из трех 

альфа-цепей, которые спирально обвивают друг друга, образуя коллагеновые 

волокна. Три левосторонние спирали (пролин II), переплетенные и соединенные 

друг с другом, образуют длинную и прочную правостороннюю спиральную 

структуру, которая составляет нормальную молекулу коллагена, известную как 

тройная спираль [130, 136]. Структура коллагена и его тип определяются 

вариациями аминокислотной последовательности цепи [120]. Таким образом, 

сформированная коллагеновая сеть представляет собой метаболически активную 

структуру, в которой обмен коллагена в фазе ремоделирования протекает в среднем 



 25 

в течение 80–120 дней, и определяется равновесием между его синтезом и 

распадом, дисбаланс которых коррелирует с интенсивностью фиброза [153]. 

Количество продуцируемого коллагена зависит от фибробластов, в частности от 

фибробластов, дифференцировавшихся в миофибробласты [253].  

Понимание состава, микроструктуры и функций белков ВКМ, а также 

механизмов фиброгенеза, критически важно для разработки биоматериалов для 

реконструкции конъюнктивы. Отсутствие видовых ограничений в 

биосовместимости коллагена определяет его применение в разнообразных 

медицинских направлениях [4, 70, 187, 221, 241]. 

Следует акцентировать, что коллаген выполняет не только пассивную 

структурную роль в организации ВКМ. Коллаген I типа, как доминантный 

компонент стромы конъюнктивы, играет ключевую роль в разработке современных 

материалов, обеспечивая не только механическую поддержку, но и специфические 

сигналы для регенерации нативной ткани. Его биологическая значимость 

определяется способностью опосредовать лиганд-рецепторные взаимодействия с 

компонентами клеточных мембран и другими макромолекулами матрикса. 

Взаимодействие коллагена со специфическими мембранными рецепторами 

инициирует активацию внутриклеточных сигнальных каскадов, модулирующих 

фундаментальные клеточные процессы: миграцию, адгезию и пролиферацию. 

Среди рецепторов, опосредующих связывание с коллагеном, выделяют три 

основных семейства: интегрины, иммунные рецепторы коллагена и рецепторы с 

дискоидиновым доменом (discoidin domain receptors, DDR). Рецепторы DDR, 

относящиеся к рецепторным тирозинкиназам, демонстрируют высокую 

аффинность к фибриллярным коллагенам I–III типов. Их активация модулирует 

пролиферацию, дифференцировку клеток и ремоделирование матрикса, что 

критично для реализации процессов заживления дефектов [122, 185, 229].  

В процессе своего метаболизма, в момент распада коллаген также 

взаимодействует и с ферментами матриксных металлопротеиназ (ММП), которые 

способствуют его деградации [50]. Считается, что они участвуют в миграции 

клеток через ВКМ и участвуют в заживлении ран во всем организме. ММП 
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опосредуют воспаление, стимулируя фибробласты, изменяя проницаемость 

эндотелия и активируя VEGF [145, 240]. Описаны две различных ММП, которые 

участвуют в расщеплении коллагена. ММП-1 синтезируется фибробластами и 

проявляет одинаковое воздействие на коллаген I и III типов. Однако MMП-8, 

синтезируемая нейтрофилами, имеет более высокую аффинность к коллагену III 

типа [188, 221, 249]. При патологических процессах дисбаланс в активности MMП 

может привести к чрезмерному отложению коллагена матрикса или, наоборот, к 

его распаду [70, 241]. 

Помимо вышесказанного, кроме предотвращения образования рубцов и 

контрактур ран [79, 263], отмечено, что коллаген поддерживает рост ЭКК кролика 

и БК in vitro и in vivo [263]. В попытках решить проблему рубцевания 

конъюнктивы, в экспериментальном исследовании Hsu et al. применяли пористую 

матрицу из сополимера коллагена и гликозаминогликана в качестве трансплантата 

для замещения конъюнктивы сводов век [134]. Глубину свода измеряли на 1-й, 7-

й, 14-й, 21-й и 28-й день и сравнивали с дефектом без трансплантата на том же 

глазу. По сравнению с группой без трансплантата, применение сополимера 

значительно уменьшало укорочение свода на всех сроках исследования. 

Сополимер лизировался примерно до 45% от исходной площади на 14-й день 

наблюдений, и полностью – на 28-е сутки. В экспериментальной группе 

эпителизация занимала больше времени, чем в контрольной, предположительно из-

за уменьшения площади раны в контроле в результате ее контрактуры. Наиболее 

активный период сокращения ран приходился на первые 14 дней после операции, 

и в течение этого времени отмечалось присутствие фибробластов, положительных 

по α-SMA, что подтверждает гипотезу о том, что миофибробласты активно 

участвуют в сокращении раны [83]. Авторы сослались на предыдущие 

исследования [254], и предположили, что пористая структура исследуемого 

сополимера прерывает параллельный ход коллагеновых волокон и предотвращает 

их сокращение [134]. Аналогичные результаты получены в работе Lee et al., 

которые использовали пористый материал из поли(лактид-ко-гликолид) (PLGA), с 

добавлением коллагена и гиалуроновой кислоты [156]. Через четыре недели 
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отмечено меньшее укорочение свода по сравнению с контрольной группой. Как и 

в предыдущем исследовании, наблюдалось хаотичное расположение коллагеновых 

волокон, похожее на структуру волокон интактной конъюнктивы, в отличие от зон 

без трансплантации, которые показали параллельную направленность волокон. 

Однако биомеханические параметры материалов на основе коллагена, 

используемых в реконструктивных целях, могут быть неустойчивыми ввиду 

быстрого расщепления под воздействием протеаз, что лишает их дальнейшей 

пригодности для хирургического применения. Кроме того, используемый материал 

должен обеспечивать сохранение физиологического диапазона движений глазного 

яблока и адекватной функции моргания [159, 247]. Для повышения устойчивости к 

хирургическим манипуляциям применяются химическое сшивание коллагена 

(сшивающие агенты - карбодиимид, глутаровый альдегид, или проведение 

кросслинкинга) [27, 48]. Однако, помимо денатурации белка, это может повлиять 

на иммуногенность и спровоцировать повышение цитотоксичности материала: 

побочные продукты карбодиимидов (производные мочевины) и глутаровый 

альдегид являются токсичными веществами, негативно влияющими на 

пролиферацию клеток [194]. Следовательно, КМ, используемые для 

реконструкции конъюнктивальной ткани, требуют подбора необходимых 

биомеханических характеристик, сопоставимых с параметрами нативной 

конъюнктивальной ткани.  

Таким образом, коллагеновый матрикс выступает ключевым структурным и 

регуляторным компонентом в регенерации конъюнктивы, определяя как успешное 

восстановление тканей, так и развитие патологии. Дисбаланс синтеза и деградации 

коллагена, особенно I и III типов, напрямую коррелирует с осложнениями фиброза 

и нарушением эпителиальной барьерной функции. Основную роль в этом процессе 

играет активация сигнального пути TGF-β1, провоцирующая 

трансдифференцировку фибробластов в миофибробласты и избыточное отложение 

коллагена. Динамичное развитие методов тканевой биоинженерии открывает 

новые перспективы для профилактики фиброзных осложнений. В свою очередь, 

субстраты на основе коллагена I типа обеспечивают тканеспецифические 
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биологические сигналы для роста и дифференцировки клеток конъюнктивы. 

Учитывая недостатки в виде биомеханической нестабильности коллагеновых 

носителей под воздействием воспалительных цитокинов и протеаз, дальнейшие 

исследования должны фокусироваться не только на биосовместимости клеток 

конъюнктивы с применяемым материалом, но и на оптимизации их 

биомеханических свойств и разработке моделей in vivo, приближенных к 

клиническим условиям. 

 

1.3. Заболевания конъюнктивы, требующие реконструкции 

конъюнктивы 

Потеря функциональности тканей конъюнктивы или ее необратимое 

замещение фиброзной рубцовой тканью влечет за собой следующий 

патофизиологический каскад. Нарушение барьерной функции сопровождается 

снижением или полным прекращением продукции муцина, что служит 

патогенетической основой развития тяжелого синдрома сухого глаза (ССГ) 

преимущественно муциново-дефицитного типа [112, 146, 199]. Потеря функции БК 

и обусловленный ею дефицит слезной пленки являются лёгкой формой, в то время 

как терминальная стадия – анкилоблефарон и контрактура конъюнктивальной 

полости – являются наиболее тяжёлыми формами заболеваний конъюнктивы. В 

результате пациенты испытывают дискомфорт, боль и, как следствие, снижение 

остроты зрения и уровня качества жизни. Формирующиеся рубцовые изменения 

приводят к укорочению конъюнктивальных сводов, деформации век, а также 

патологическому сращению конъюнктивы век с конъюнктивой глазного яблока 

и/или роговицей (симблефарон, анкилоблефарон), что резко ограничивает 

подвижность глазного яблока и обусловливает хроническую травматизацию [72, 

88, 216]. 

Наиболее тяжелым осложнением, возникающим при вовлечении лимбальной 

зоны, является лимбальная недостаточность. Это состояние характеризуется 

гибелью или дисфункцией лимбальных стволовых клеток (ЛСК), ответственных за 

регенерацию прозрачного роговичного эпителия [85, 100, 259]. Следствием 
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является конъюнктивализация роговицы, проявляющаяся врастанием 

конъюнктивального эпителия и васкуляризацией, стойкими дефектами эпителия, 

изъязвлениями, перфорацией, помутнением и потерей зрительных функций [85, 

154]. Именно при таких необратимых повреждениях, когда консервативная 

терапия бессильна восстановить анатомию и функцию ткани, на первый план 

выходит реконструктивная хирургия конъюнктивы [8, 17, 21, 39, 146, 162, 247, 

255]. Основные патологии, диктующие эту необходимость, будут рассмотрены 

ниже. 

Заболевания конъюнктивы, требующие хирургической реконструкции, 

характеризуются полиэтиологичностью, тяжелыми морфофункциональными 

нарушениями и высокой медико-социальной значимостью [65, 162]. Помимо 

инфекционных и аллергических конъюнктивитов, данная группа патологий 

базируются на этиопатогенетическом, морфологическом и функциональном 

принципах, и включают травматические (механические, ожоговые) и 

аутоиммунные поражения.  

Синдром Стивенса-Джонсона и токсический эпидермальный некролиз (ТЭН) 

представляют собой крайне тяжелые варианты иммуноопосредованных 

заболеваний с потенциально летальным исходом, развивающихся по механизму 

реакции гиперчувствительности, чаще всего на лекарственные препараты (в 

особенности содержащих сульфа-группу, противоэпилептические и 

антибактериальные средства), или инфекции, характеризующееся обширным 

образованием пузырей, некролизом кератиноцитов кожи и слизистых оболочек [45, 

74, 197, 264].  Манифестация данной реакции гиперчувствительности замедленного 

типа обычно отсрочена; между воздействием причинного фактора и появлением 

симптомов существует латентный интервал, типично составляющий 4–28 дней 

[157, 216]. К числу основных фармакологических триггеров синдрома Стивенса-

Джонсона и ТЭН относятся сульфаниламидные антибиотики, карбамазепин, 

ацетазоламид, фенобарбитал, аллопуринол и нестероидные 

противовоспалительные препараты (НПВП) [173]. В качестве редких 

нелекарственных этиологических факторов описаны инфекции, вызванные 
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Mycoplasma pneumoniae или вирусом простого герпеса (ВПГ) [124, 175, 216]. 

Вследствие выраженной острой воспалительной реакции формируется 

хронический фиброз конъюнктивы, сопровождающийся потерей бокаловидных 

клеток, нарушением функции слёзной железы и повреждением ЛСК. 

Прогностическим фактором развития тяжелого хронического рубцового процесса 

является формирование мембран или псевдомембран на конъюнктиве. 

Псевдомембраны, фибринозные наложения, относительно легко удаляются с 

поверхности эпителия, в отличие от истинных мембран – плотно спаянных с 

подлежащей тканью фибринозных образований, при удалении которых обнажается 

кровоточащая раневая поверхность [74]. Кроме того, доминирующим процессом 

становится интенсивное рубцевание конъюнктивы, опосредованное действием 

провоспалительных цитокинов, хемокинов и, в особенности, TGF-β1 [260]. 

Одновременно происходит массовая потеря или значительное снижение функции 

БК, что в сочетании с системной (Синдром Шегрена) и аутоиммунной патологиями 

приводит к тяжелейшему течению ССГ, резистентному к стандартной 

консервативной терапии [224]. Далее возникающие хронические осложнения 

вызывают энтропион и трихиаз, которые могут повреждать эпителий поверхности 

глаза и приводить к стойким рецидивирующим эрозиям, образованию язв и 

вторичной бактериальной инфекции [65, 186]. Кроме того, нарушение слезной 

пленки и ССГ могут быть обусловлены нарушениями акта моргания, уменьшением 

объема слезного мениска, снижением количества БК и кератинизацией эпителия 

[199, 223]. В результате хронический воспалительный процесс приводит к 

истощению пула ЛСК [93], что инициирует процессы конъюнктивализации 

роговицы с последующей неоваскуляризацией, пролиферацией субэпителиальной 

фиброзной ткани и формированием стромальных рубцов [103, 215].  

Рубцующий пемфигоид слизистых оболочек – хроническое, 

прогрессирующее, потенциально инвалидизирующее аутоиммунное заболевание. 

В его основе лежит выработка аутоантител, чаще всего направленных против 

белков базальной мембраны (БМ) конъюнктивального эпителия. Нарушение 

иммунной толерантности к антигенам БМ индуцируется циркулирующими 
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аутореактивными Т-клетками у лиц с генетической предрасположенностью, 

ассоциированной с экспрессией HLA-DQB1*0301 [63, 84, 162]. Аутореактивные Т-

лимфоциты взаимодействуют с аутореактивными В-клетками в дренирующих 

лимфоидных органах, способствуя их активации и последующей дифференцировке 

в антитело-продуцирующие плазматические клетки, генерирующие 

циркулирующие аутоантитела изотипов IgG или IgA. Аутоантитела, направленные 

против структурных белков БМ, могут продуцироваться не только системно, но и 

локально плазматическими клетками, инфильтрирующими пораженную ткань. Эти 

антитела специфически связываются с ключевыми антигенами, включая ламинин-

332 (LM332), коллаген XVII типа (BP180/BPAG2), BP230 (BPAG1e) и компоненты 

интегрина α6β4 гемидесмосом [105, 162]. Белки ВКМ связывают эпителий с 

подлежащей собственной пластинкой, образуя клеточно-матриксные адгезии 

(гемидесмосомы) и межклеточные адгезии (десмосомы) [162]. Таким образом, 

связывание антител с антигенами активирует систему комплемента, привлекает 

воспалительные клетки, что приводит к повреждению БМ, отделению эпителия от 

стромы (субэпителиальное образование пузырей) и запуску хронического 

воспаления. И, как следствие, персистирующее воспаление, опосредованное 

цитокинами, приводит к активации конъюнктивальных фибробластов, их 

трансформации в продуцирующие коллаген миофибробласты и избыточному 

отложению дезорганизованного коллагенового матрикса под эпителием и в строме 

[207, 212]. Исходя из этого, заболевание характеризуется поражением базальных 

эпителиальных клеток, дермально-эпидермального соединения и/или подлежащей 

ретикулярной ткани.  

В структуре показаний к реконструкции травматические повреждения 

занимают лидирующее место [1, 20, 184, 190]. Согласно данным по Российской 

Федерации, травматические повреждения органа зрения обусловливают 16,3% всех 

случаев слепоты [3, 23]. Закрытые травмы глаза (ЗТГ), включающие контузии, 

ушибы и непроникающие ранения, вызывают субконъюнктивальные разрывы 

склеры, гипосфагмы, деформации сводов и лимбальную недостаточность, 

требующие пластики [6, 9, 13]. Среди этих травм ожоги глаза занимают ведущее 
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место (38,4%), характеризуясь тяжелым прогнозом и низкой эффективностью 

терапии [3, 23]. Половина пациентов, перенесших ожоговую травму глаза, 

становятся инвалидами по зрению [8, 16]. Ожоги глазной поверхности, особенно 

химические (щелочные и кислотные), представляют собой одну из самых тяжелых 

офтальмологических катастроф [57, 114]. Щелочи (аммиак, гидроксид натрия, 

известь) вызывают колликвационный некроз тканей, что обеспечивает их быстрое 

и глубокое проникновение в структуры глазной поверхности, вызывая 

денатурацию белков и коллагена стромы, тромбоз сосудов конъюнктивы и 

эписклеры с развитием глубокой ишемии. Кислоты (серная, соляная) вызывают 

коагуляционный некроз, который может частично ограничивать глубину 

проникновения, но масштабы повреждения все равно значительны [57, 114].  

Наибольшая детализация в систематизации ожогов глаз показана в 

классификации, разработанной Пучковской Н.А. [34]. В отечественной 

классификации выделены следующие критерии ожогов: 

1) по глубине поражения: 5 стадий (I,II,III,IV и V) – от начальной стадии 

с развитием первичного некроза и острых сосудистых расстройств (длительность 

от нескольких минут до нескольких суток) до васкуляризации, регенерации и 

рубцевания, которые могут сопровождаться вялотекущим кератоувеитом с 

эпизодами обострения (от 2-3 недель до 1 года и более) и исходом ожогового 

процесса; 

2) стадии тяжести ожогов (легкие, средней тяжести, тяжелые и особо 

тяжелые). 

 Кроме классификации Roper-Hall, за рубежом широкое признание получила 

классификация H.S. Dua, основывающаяся на оценке протяженности поражения 

лимбальной зоны и площади повреждения конъюнктивы [101, 209].  

При тяжелых ожоговых поражениях органа зрения возникает необходимость 

в хирургическом вмешательстве, направленном на восстановление перфузии в 

ишемизированных тканях переднего сегмента глаза. Реконструктивно-

пластические операции показаны для замещения дефектов, образовавшихся 

вследствие некроза конъюнктивальной ткани и поверхностных слоев роговицы [17, 
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34, 39, 111, 236]. Реконструкция после тяжелых ожогов (III-IV степень по 

классификациям Roper-Hall или Dua) многоэтапна и сложна. Ее задачи – 

устранение симблефарона и анкилоблефарона, восстановление глубины сводов, 

замещение обширных дефектов конъюнктивальной ткани и, что критически важно, 

лечение последующей лимбальной недостаточности. 

Обширные хирургические вмешательства на глазной поверхности, орбите или 

внутриглазные операции могут сами по себе становиться причиной значительного 

повреждения конъюнктивы или развития рубцовых осложнений, требующих 

последующей реконструкции [57, 128, 217]. Удаление крупных или 

рецидивирующих опухолей конъюнктивы (карцинома in situ, плоскоклеточный 

рак, меланома или лимфома), а также птеригиума (особенно при рецидивах, когда 

ткань более рубцовая и с активной васкуляризацией), часто приводит к созданию 

обширных дефектов конъюнктивальной ткани [182, 217]. Особенно сложными 

являются дефекты, затрагивающие лимбальную зону и распространяющиеся на 

своды. В таких случаях реконструкция необходима не только для закрытия дефекта 

и предотвращения обнажения склеры, но и для восстановления анатомических 

ориентиров, предотвращения развития симблефарона и для восстановления 

лимбального барьера при резекции лимба, что требует комбинированных подходов 

[174].  

Помимо вышеперечисленного, к осложнению в виде избыточного рубцевания 

конъюнктивы может приводить антиглаукомная операция (АГО), в частности 

трабекулэктомия, с формированием фильтрационной подушечки [24, 31, 36, 128]. 

АГО обычно выполняется пациентам с глаукомой, рефрактерной к максимальной 

медикаментозной терапии [260]. Успешность вмешательства зависит от неполного 

рубцевания в области вмешательства, обеспечивающего отток водянистой влаги из 

передней камеры глаза в субконъюнктивальное пространство. Это приводит к 

формированию фильтрационной подушки, а жидкость постепенно резорбируется 

сосудами конъюнктивы. Неэффективность АГО чаще всего обусловлена 

избыточным рубцеванием раны в операционной зоне [31]. Результатом является 

обструкция фильтрационного пути и неконтролируемый уровень внутриглазного 
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давления (ВГД). Помимо формирования фиброзной ткани, блокирующей отток 

водянистой влаги, другим осложнением может быть гиперфильтрация подушечки, 

приводя к гипотонии. Оба состояния могут потребовать ревизии с реконструкцией 

зоны фильтрации, часто с использованием дополнительной конъюнктивальной 

ткани или ее аналогов [36, 220].  

Ряд хронических воспалительных заболеваний глазной поверхности, при 

рефрактерности к консервативной терапии или в тяжелой форме, также может 

приводить к прогрессирующему рубцеванию конъюнктивы. Атопический 

кератоконъюнктивит (АКК), тяжелая форма аллергического конъюнктивита, 

ассоциированная с атопическим дерматитом, характеризуется хроническим, часто 

рефрактерным воспалением [61, 78]. В его патогенезе играют роль 

гиперреактивность тучных клеток, эозинофильная инфильтрация, активация Т-

хелперов [78]. Также и трахома, вызываемая серотипами A, B, Ba и C Chlamydia 

trachomatis, хотя и редко встречается в развитых странах, остается ведущей 

инфекционной причиной предотвратимой слепоты в мире, эндемичной для ряда 

регионов Африки, Азии, Ближнего Востока и Латинской Америки [54, 135, 200]. 

Хроническая рецидивирующая инфекция приводит к интенсивному 

фолликулярному конъюнктивиту, за которым следует фиброз тарзальной 

конъюнктивы [61].  

Суммируя все вышеизложенное, в таблице 1 кратко изложены основные 

заболевания, ассоциированные с необходимостью хирургического вмешательства 

[92].  

 

Таблица 1. Заболевания конъюнктивы, требующие хирургической 

реконструкции [92] 

Заболевание Механизмы конъюнктивального фиброза, 

обусловливающие необходимость реконструкции 

Инфекционные 

конъюнктивиты: 

– Аденовирусный 

Фиброз тарзальной конъюнктивы верхнего века может 

приводить к формированию кератопатии. Необходима 
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– Стрептококковый 

– Трахома 

эксцизия рубцовой ткани с последующей пластикой 

конъюнктивы. 

Атопические 

кератоконъюнктивиты: 

– Весенний (ВКК) 

– Атопический (АКК) 

Развитие фиброза при ВКК возможно, однако не 

относится к частым осложнениям. Хирургическое 

удаление крупных конъюнктивальных сосочков 

показано лишь в отдельных случаях; после их эксцизии 

возникает необходимость в пластике конъюнктивы. 

Рубцовый пемфигоид 

(РП) 

Прогрессирующий фиброз → укорочение сводов, 

симблефарон. Показана реконструкция в сочетании с 

лимбальной/роговичной трансплантацией. 

Иммуноопосредованные 

поражения: 

– Синдром Шегрена 

– Синдром Стивенса-

Джонсона (ССД) 

Формирование симблефарона и развитие кератопатии 

(наиболее характерно для ССД) могут потребовать 

выполнения пластики конъюнктивы, особенно при 

плановом проведении лимбальной трансплантации 

и/или кератопластики. 

Птеригиум  Замещение дефекта аутоконъюнктивальным лоскутом 

после иссечения (профилактика рецидива). 

Опухоли конъюнктивы: 

– Эпителиальные 

–Лимфоидные 

(гиперплазия/лимфома) 

– Меланоцитарные 

Реконструкция требуется после удаления обширных 

участков конъюнктивы. 

Травмы/последствия 

операций: 

– Ожоги 

–Повторные 

антиглаукомные 

операции 

–Периорбитальная 

реконструкция 

Если обширная рубцовая зона является показанием для 

иссечения ткани, в данном случае может 

рассматриваться трансплантация конъюнктивы или ее 

аналога 
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Таким образом, анализ представленных заболеваний позволяет выделить 

ключевые патогенетические механизмы, приводящие к хирургическому 

вмешательству:  

1) массивное физическое повреждение ткани: тяжёлые химические и 

термические ожоги, сопровождающиеся некрозом и утратой конъюнктивальной 

ткани, а также обширные онкологические резекции, приводящие к формированию 

ятрогенных дефектов [210, 217]; 

2) интенсивное и прогрессирующее рубцевание при аутоиммунных и 

хронических воспалительных состояниях;  

3) нарушение лимбальной функции при ожогах и хроническом 

воспалении [28, 30]. Лимбальная недостаточность не только сама по себе является 

показанием к реконструкции [21, 174], но и часто требует комбинированного 

подхода; 

4) потеря секреторной функции: массовая гибель и дисфункция БК 

приводит к тяжелому муциновому дефициту слезной пленки, усугубляющему ССГ 

и нарушающему заживление эпителия [112, 146, 199]. 

Учитывая вышеизложенное, реконструкция пораженной конъюнктивы 

направлена на разделение спаек, восстановление сводов век, замещение рубцовой 

конъюнктивы и, как следствие, восстановление условий для достаточного 

увлажнения глазной поверхности. Однако ввиду системного течения заболеваний, 

их двустороннего характера часто приходится сталкиваться с ограничениями 

доступности здоровых аутологичных тканей и риском рецидивов воспаления, что 

подчеркивает необходимость создания биосовместимых материалов. 

1.4. Современные стратегии в реконструкции конъюнктивы 

Выбор материала зависит не только от его индивидуальных характеристик, но 

и в том числе от имеющейся клинической картины у пациента, т. е. характера и 

степени основного заболевания и вызванной им повреждения конъюнктивы. 

Современные хирургические стратегии реконструкции конъюнктивальной ткани 
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объединяет ключевой принцип: иссечение рубцовых тканей с последующей 

пластикой дефекта. В арсенале хирургов имеются различные биоматериалы, 

включая аутотрансплантаты слизистой различной локализации и амниотическую 

мембрану (АМ) [161]. Кроме того, современная тканевая инженерия предлагает 

многообещающие разработки в области синтетических трансплантатов для 

реконструкции конъюнктивы. Критически важным аспектом является создание 

биоматериала, способного не просто замещать дефект, но и воссоздавать 

естественную архитектонику ткани. По мнению S. Schrader et.al., идеальный 

субстрат должен соответствовать нескольким ключевым требованиям: 1) 

механическая прочность - достаточная устойчивость к хирургическим 

манипуляциям; 2) тонкая структура - имитация морфологии здоровой нативной 

ткани; 3) эластичность - способность к адаптации при движениях глазного яблока; 

4) биосовместимость - минимальная воспалительная реакция окружающих тканей 

и отсутствие цитотоксичности [214]. Данные критерии нашли подтверждение в 

работах других исследователей [159, 263]. Современная хирургия демонстрирует 

динамичное развитие в области реконструкции конъюнктивы, где традиционные 

хирургические методики объединяются с инновационными достижениями 

тканевой инженерии с созданием новых эквивалентов конъюнктивальной ткани, 

что открывает принципиально новые возможности для персонализированного 

подхода к лечению обширных дефектов конъюнктивы.  

Ригидность и контрактура век, развивающиеся на фоне хронических 

заболеваний глазной поверхности, формируют порочный круг патологических 

изменений. Возникшие рубцовые изменения нарушают физиологическое движение 

век при моргании. Далее происходит каскад взаимосвязанных процессов: редукция 

слезного мениска, прогрессирующая потеря БК и кератинизация эпителия [75]. Эта 

цепь событий создает идеальные условия для развития персистирующего 

воспаления, образуя самоподдерживающийся патологический цикл, где каждое 

звено усугубляет следующее. Хронический воспалительный процесс запускает 

каскад патологических изменений, звеном которого становится истощение пула 

ЛСК. Данная утрата регенеративного потенциала инициирует ряд дегенеративных 
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изменений: неоваскуляризация роговицы, врастание фиброзной ткани и 

прогрессирующее рубцевание стромы, финальным этапом чего становится 

нарушение оптической прозрачности роговицы — формирование стойкого 

помутнения, приводящего к существенному снижению зрительных функций [112]. 

Учитывая это, восстановление прозрачности роговицы требует комплексного 

подхода, где ключевая роль отводится восстановлению анатомически сохранной и 

функционально полноценной конъюнктивальной ткани. Современные 

хирургические стратегии делают акцент на восстановлении динамической 

функции конъюнктивы, поскольку именно от её функциональной состоятельности 

напрямую зависит успех реконструкции переднего отрезка глаза [239]. В 

настоящее время используется широкий спектр биоматериалов, включая 

аутологичные ткани пациента, аллогенные трансплантаты, синтетические и 

комбинированные материалы. 

Аутотрансплантация конъюнктивального лоскута 

Аутотрансплантация конъюнктивального лоскута представляет собой 

классический метод реконструкции, идеально подходящий для устранения 

небольших дефектов конъюнктивы. Первое упоминание метода отмечено в работе 

Meller et al. в 1938 г., а позже - J. Barraquer на конгрессе в 1965 г [58, 170]. С 1985 

года методика стала доминирующим подходом в лечении птеригиума [143], а 

сегодня признана золотым стандартом благодаря низкому уровню рецидивов (1,9-

8%) по сравнению с простым иссечением [115]. Реконструкция донорской зоны 

может осуществляться либо путем заживления первичным натяжением без 

дополнительной пластики, либо посредством мобилизации соседнего 

конъюнктивального лоскута. Однако при больших по площади дефектах возникает 

необходимость в использовании альтернативных источников тканей [2]. Несмотря 

на высокую эффективность методики, ее применение сталкивается с 

принципиальными ограничениями при двусторонних поражениях конъюнктивы. 

Попытка Meller и соавт. использовать аутотрансплантаты конъюнктивы с другого 

глаза продемонстрировала несостоятельность при выраженных рубцовых 
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изменениях конъюнктивальной полости [170]. Ключевым условием успешной 

аутотрансплантации является наличие интактной конъюнктивальной ткани хотя бы 

на одном глазу, которая может служить аутологичным источником ткани [125]. 

Таким образом, двустороннее поражение конъюнктивы исключает возможность 

применения аутопластики, что обусловило разработку альтернативных 

реконструктивных методик со слизистыми оболочками другой локализации. 

Аутотрансплантация слизистой оболочки полости рта 

В российской офтальмологической школе ряд авторов применяли 

аутослизистую губы [7, 22, 32, 41], однако первым разработал показания к 

трансплантации слизистой губы К.М. Сапежко (1892 г.), успешно применявший 

данную методику при трихиазе, завороте век и рубцовой ретракции 

конъюнктивальных сводов [38]. Значительный вклад в лечении послеожоговых 

симблефаронов связан с работами Н.А. Пучковской и соавторов, разработавшей 

новую методику реконструкции при обширных и тотальных поражениях [34]. 

Исследователь предложила технику эписклерального шва, обеспечивающую 

надежную фиксацию через поверхностные слои склеры. Данный подход позволил 

предотвратить осложнения в виде сморщивания, смещения и некроз лоскутов 

слизистой губы [35].  

В 1920 г. R.Denig, расширивший показания к трансплантации слизистой 

оболочки губы, предложил её использование для замещения повреждённой 

конъюнктивы с профилактической целью — предупреждения формирования 

послеожогового симблефарона [86]. Данный подход предполагал иссечение 

поражённой конъюнктивальной ткани с последующей пластикой трансплантатом 

слизистой губы. Широкое внедрение трансплантатов слизистой оболочки полости 

рта в хирургическую практику реконструкции конъюнктивальных сводов началось 

с 1974 года [133]. Слизистая оболочка полости рта демонстрирует выраженную 

биологическую совместимость с конъюнктивальной тканью, что обусловливает её 

использование в качестве перспективного аутотрансплантата для 

реконструктивных вмешательств. Преимуществами методики являются 
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доступность донорской зоны, возможность многократного забора материала, а 

также отсутствие риска иммунного отторжения, характерного для аллогенных 

трансплантатов [160]. Однако применение слизистой оболочки полости рта может 

быть ограничено при системных аутоиммунных патологиях, сопровождающихся 

снижением муциновой секреции. В ситуациях выраженного ксероза при 

анофтальме или тяжелом синдроме сухого глаза возможно применение сочетанной 

трансплантации аутотрансплантата слизистой и малых слюнных желез.  В 1998 г. 

J. Murube впервые применил методику трансплантации слизистой оболочки губы в 

заднюю пластинку век у пациентов с тяжелыми формами ССГ, рефрактерным к 

традиционной консервативной терапии [177]. Несмотря на доступность зоны 

забора материала, морфологическая гетерогенность трансплантатов слизистой 

оболочки полости рта (различия в толщине, пигментации и архитектонике) может 

создавать выраженный косметический дефект по сравнению с нативной 

конъюнктивой. В практике отечественных хирургов успешно применена методика 

реконструкции с использованием аутологичных трансплантатов слизистой 

оболочки полости рта при тяжелых посттравматических поражениях 

конъюнктивы. В случаях частичной или полной замещенной рубцовыми 

изменениями конъюнктивальной ткани, данный подход продемонстрировал 

высокую эффективность в восстановлении подвижности глазного яблока и век [10]. 

Аутотрансплантация слизистой оболочки носовых раковин 

В отличие от слизистой оболочки полости рта, ткань носовых раковин 

содержит не только субэпителиальные муцин-секретирующие железы, но и 

популяцию БК, что обеспечивает синергетический эффект в увлажнении глазной 

поверхности. Важным клиническим аспектом является резистентность слизистой 

оболочки носа к системным воспалительным заболеваниям, поражающим другие 

слизистые оболочки. Впервые реконструкцию свода при помощи слизистой носа 

выполнили R. Kuckelkorn и соавторы у пациентов с последствиями химических и 

термических ожогов [151]. Результаты последующих исследований подтверждают, 

что применение слизистой оболочки носа способствует усилению продукции 
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муцина и сохранению популяции БК в трансплантате. В работе, проведенной H. 

Wenkel с соавторами, было установлено, что у 94% пациентов наблюдалось 

значительное уменьшение симптоматики после операции. Количественный анализ 

методом импрессионной цитологии показал увеличение плотности БК с исходных 

48/мм² до 432/мм² после успешной аутотрансплантации слизистой оболочки носа 

[244]. Несмотря на это, в исследовании, проведенном R. Neuhaus, был 

зафиксирован случай рецидива симблефарона через 30 дней после проведения 

реконструктивной операции с использованием слизистой оболочки носа [181]. 

Автор заключил, что применение трансплантатов слизистой носа для лечения 

симблефаронов не оказывает достаточной эффективности в долгосрочной 

перспективе. 

Основным лимитирующим фактором применения данной аутослизистой 

оболочки для замещения обширных конъюнктивальных дефектов является 

ограниченный объем доступного для трансплантации материала. Сам процесс 

изъятия трансплантата сопряжен со значительным объемом манипуляции, включая 

необходимость частичной резекции структур носовой раковины, удаления костной 

и кавернозной ткани с последующим истончением слизистого лоскута. Эти 

вмешательства существенно увеличивают продолжительность оперативного 

вмешательства и обусловливают длительный период послеоперационной 

реабилитации. 

Трансплантация амниотической мембраны 

Амниотическая мембрана гистологически организована в виде трехслойной 

структуры, состоящей из эпителиального монослоя, базальной мембраны (БМ) и 

аваскулярной стромы. БМ образована коллагенами II, IV и V типов в комплексе с 

гликопротеинами — ламининами, нидогенами и фибронектином. Стромальный 

слой характеризуется упорядоченной архитектоникой коллагеновых волокон, при 

этом компактный слой с параллельной ориентацией пучков коллагена прилегает к 

БМ. Структурная целостность всей системы обеспечивается за счет нитевидных 

соединений, которые связывают интерстициальный коллаген БМ, формируя 
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единый механический комплекс [161]. Самое первое использование АМ в 

офтальмологической практике относится к 1940 году, когда A. DeRoth впервые 

успешно применил данный биоматериал для лечения симблефарона [211]. Далее 

успешная трансплантация АМ была зафиксирована в 1995 г. [147]. В современной 

практике трансплантаты АМ нашли широкое применение в реконструкции 

конъюнктивы и восстановлении сводов. Биоматериал используется как в нативном 

виде, сохраняя целостность структуры, так и в качестве биологического каркаса 

для культивирования ЭК [140]. Существует несколько утвержденных протоколов 

обработки АМ, в т.ч. криоконсервация, лиофилизация с γ-стерилизацией и 

воздушная сушка с предварительной стерилизационной обработкой [2, 206]. 

Методы обработки приводят к удалению клеточных компонентов АМ, вследствие 

чего трансплантации подвергается исключительно её ВКМ в 

децеллюляризированном состоянии, лишённый жизнеспособных клеток, 

обладающих регенеративным потенциалом. 

Выбор хирургической техники применения АМ определяется клинической 

ситуацией. При использовании мембраны в качестве трансплантата с ориентацией 

БМ кнаружи создаются условия для миграции эпителиальных клеток с 

прилежащих участков глазной поверхности. В варианте биологической повязки с 

ориентацией стромального слоя кнаружи мембрана способствует процессу 

реэпителизации и уменьшению воспалительной реакции, что особенно значимо на 

стадии острых повреждений [168]. Биоактивный состав АМ включает множество 

факторов роста, в частности эпителиальный фактор роста и фактор роста 

кератоцитов, которые выделены из амниотического эпителия и ее стромы. АМ 

демонстрирует выраженное противовоспалительное действие за счет индукции 

апоптоза в воспалительных клетках. Антифиброзный эффект реализуется через 

подавление сигнального пути TGF-β и секрецию противовоспалительных 

цитокинов из эпителиального и стромального компонентов. Параллельно 

стимулируются процессы эпителизации посредством активации EGF-фактор [140, 

168, 206]. Ингибирование неоваскуляризации при использовании АМ обусловлено 

комплексным действием нескольких механизмов. Стромальный компонент АМ 
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содержит антиангиогенный фактор, способный индуцировать гемолиз 

эритроцитов, что создает неблагоприятные условия для формирования новых 

сосудов [18]. 

Тонкая и эластичная структура АМ обеспечивает выраженные косметические 

преимущества по сравнению с более объемными трансплантатами слизистой 

оболочки. Прозрачность материала делает его особенно ценным для закрытия 

конъюнктивальных дефектов после резекции опухолевых образований, поскольку 

позволяет осуществлять визуальный контроль за состоянием подлежащих тканей и 

своевременно выявлять возможные рецидивы патологического процесса [189]. 

Несмотря на широкое применение АМ в реконструктивной хирургии, 

использование данного вида аллотрансплантатов сопряжено с потенциальным 

риском передачи гемотрансмиссивных заболеваний [102]. Кроме того, существует 

разница в эффективности применения пластики АМ при птеригиуме: при АМ 

отмечается повышенная частота рецидивов (до 42,3%), в то время как в случае 

аутоконъюнктивальной пластики рецидивирование наблюдается лишь в 3,3-16,7% 

случаев [80]. АМ склонна к выраженному сокращению в условиях воспалительной 

реакции, что детерминирует ограниченную функциональную эффективность после 

хирургического вмешательства. В исследовании S. Barabino с соавторами была 

выполнена трансплантация АМ у девяти пациентов с терминальной стадией 

глазного рубцового пемфигоида. Несмотря на достигнутое увеличение глубины 

конъюнктивальных сводов, у четырех из девяти глаз наблюдался рецидив 

симблефарона в течение 28 недель после операции - примерно половина 

достигнутого хирургического эффекта была нивелирована вследствие развития 

рецидива контрактуры [56]. 

АМ может служить эффективным биологическим носителем для адгезии, 

миграции и пролиферации клеток, что показано в работе P. Prabhasawat и соавторов 

[195]. В исследовании было зафиксировано десятикратное увеличение плотности 

БК, культивированных на АМ, в сравнении с контрольной группой. Работа D. 

Meller и коллег показала, что прогениторные клетки конъюнктивы сохраняют 



 44 

жизнеспособность на АМ и способны дифференцироваться в БК в условиях 

пермиссивной стромальной среды in vitro [169]. 

На сегодняшний день также используется методика создания 

тканеинженерных конструкций на основе АМ с аутологичными ЭКК. В данном 

случае предполагается выполнение забор конъюнктивальной ткани у пациента-

донора с последующим размещением полученного материала на поверхности АМ 

для формирования культуры эксплантов [98]. Альтернативный подход 

предполагает создание суспензионной культуры, при котором клетки 

конъюнктивы подвергаются ферментативной диссоциации с последующим 

нанесением полученной клеточной суспензии на поверхность АМ [165]. Также 

трансплантация ЭК на основе АМ может быть выполнена при помощи методики 

COMET (Cultivated Oral Mucosal Epithelial Transplantation). Данный подход, 

основанный на использовании культивированных эпителиальных клеток 

слизистой оболочки полости рта, предполагает забор биоптата слизистой рта с 

последующим выделением, размножением in vitro и созданием монослойного 

клеточного пласта [138]. Несмотря на то, что COMET применяется для 

реконструкции роговицы, метод доказал свою клиническую эффективность в 

лечении симблефарона и восстановлении анатомической целостности 

конъюнктивальных сводов [196]. 

1.5. Биополимерные материалы в медицине: типы биополимеров, их 

биосовместимость, преимущества и ограничения 

Учитывая специфические характеристики каждого из методов 

трансплантации биологических материалов, прогресс в офтальмологической 

тканевой инженерии способствовал созданию инновационных биосинтетических 

аналогов. Эти разработки существенно расширили хирургические возможности 

реконструкции конъюнктивы и терапии патологий глазной поверхности. 
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Внеклеточный матрикс в реконструкции конъюнктивы 

 ВКМ каждого органа обладает уникальными тканеспецифическими 

характеристиками, которые определены молекулярным составом и 

пространственной организацией его структурных белков. Конъюнктивальная ткань 

требует особых биомеханических свойств, что обеспечивается специфической 

комбинацией и архитектоникой ключевых белков ВКМ: комбинации коллагена, 

ламинина, нидогена, тромбоспондина и фибронектина [55]. Децеллюляризованный 

матрикс обладает пригодностью в качестве биологического скаффолда для 

тканевой реконструкции, что обусловлено сохранением структурной и 

биохимической целостности ВКМ. Его биосовместимость и способность 

поддерживать клеточную адгезию и пролиферацию подтверждены применением в 

клинической практике, в частности при кардиоторакальных вмешательствах и 

реконструктивных операциях на мочевыводящих путях [202, 226]. Основываясь на 

структурных особенностях ВКМ, исследователи разрабатывали конструкции для 

культивирования ЭКК. Тканеинженерные подходы предусматривают три 

основных типа субстратов ВКМ: децеллюляризованные ВКМ, полученные из 

нативных тканей или клеточных культур; матриксы, с белками ВКМ в различных 

комбинациях; матриксы с пептидами ВКМ [132]. Процесс децеллюляризации 

направлен на полную элиминацию клеточных компонентов и иммуногенных 

детерминант при сохранении структурной организации и биохимического состава 

ВКМ [89]. В ряде работ описано успешное формирование многослойного 

конъюнктивального эпителия, содержащего БК на поверхности 

децеллюляризованного ВКМ конъюнктивы. [247, 262]. 

Альтернативная методология создания биологических скаффолдов 

предполагает лиофилизацию децеллюляризованного ВКМ с последующим его 

измельчением до порошкообразного состояния. Полученный порошкообразный 

матрикс затем добавляется в состав композитных биоматериалов [227]. Согласно 

данным, представленным L.A. Bosworth и соавторами, добавление ВКМ в 

лиофилизированной и измельченной форме в синтетические полимеры позволяет 
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создавать биоактивные носители. Данные конструкции демонстрируют 

способность поддерживать пролиферацию и стратификацию ЭКК с 

формированием до пяти клеточных слоев [66]. В качестве источника ВКМ 

использовались ткани мочевого пузыря свиньи и подслизистого слоя тонкой 

кишки. Перспективным направлением дальнейших исследований представляется 

оценка биологических свойств именно децеллюляризованной конъюнктивы, 

интегрированной в биополимерные матриксы. 

Применение децеллюляризованного ВКМ сопряжено с рядом ограничений, 

включая структурную гетерогенность материала, обусловленную междонорскими 

различиями, потенциальный риск передачи инфекций, а также возможность 

развития иммунологических реакций при использовании аллогенных или 

ксеногенных трансплантатов [132]. 

В качестве альтернативы аутологичным и аллогенным трансплантатам 

применяются биосовместимые полимеры природного происхождения, в частности 

фиброин шелка и кератины. Однако применение данных материалов требует 

предварительной модификации для обеспечения необходимых биомеханических 

свойств и биосовместимости [64]. Шелковый фиброин - белковый полимер, 

характеризующийся преобладанием повторяющихся аминокислотных 

последовательностей глицина, аланина и серина, благодаря чему существенно 

усиливается адгезивное свойство материала, что способствует эффективному 

прикреплению клеточных культур [198]. Нативный фиброин способен 

индуцировать воспалительную реакцию, при этом наличие серицина — 

клееподобного белка, обеспечивающего целостность фиброиновых мононитей, — 

потенцирует данный процесс. Первичный этап обработки предусматривает 

элиминацию серицина, что позволяет получить волокнистый материал, пригодный 

для растворения и последующего формирования структур с заданными 

физическими параметрами и оптической прозрачностью. В исследовании He et al. 

отмечено, что материал из фиброина шелка с RGD-пептидами или поли-D-лизином 

на его поверхности, обеспечивает условия для адгезии и пролиферации ЭКК 
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человека, включая популяцию БК, экспрессирующих CK7 [126]. Учитывая 

вышесказанное, фиброин уместно применять как армирующий элемент, что 

повысит механические характеристики носителей [158]. 

В арсенале отечественных офтальмохирургов особое место занимает 

биоматериал «Аллоплант», разработанный во Всероссийском центре глазной и 

пластической хирургии под руководством Э.Р. Мулдашева, и основанный на 

концепции аллотрансплантации как метода стимулирования регенеративных 

процессов у реципиента [25, 26, 37]. Данный аллогенный материал демонстрирует 

ряд клинически значимых преимуществ при реконструкции конъюнктивы, 

включая низкую антигенность, способность стимулировать регенерацию 

аутологичной ткани с формированием функционального эпителия и БК, а также 

продемонстрированную эффективность в профилактике рецидивов птеригиума.  

В то же время в доступной литературе отсутствуют данные стандартизированного 

сравнения биомеханических характеристик материала со здоровой бульбарной 

конъюнктивой. Кроме того, материал чаще используют при небольших площадях 

дефектов, и к ограничениям применения относится риск контрактуры при 

обширных дефектах. Несмотря на это, «Аллоплант» остается перспективной 

отечественной разработкой, представляющей альтернативу зарубежным аналогам 

благодаря уникальному биоинтеграционному потенциалу.  

Коллаген 

Коллаген представляет собой преобладающий компонент ВКМ стромы 

конъюнктивы, расположенный под эпителиальным слоем, и обладает 

существенными преимуществами в качестве субстрата для восстановления 

структуры конъюнктивальной ткани [49, 106, 119]. Ввиду этого применение 

коллагена в реконструкции дефектов конъюнктивы представляет собой 

биологически обоснованным подходом, поскольку ЭКК, культивируемые на 

коллагеновом материале, формируют монослой с плотными межклеточными 

контактами. Прямая трансплантация клеточных культур без носителя технически 

неосуществима из-за отсутствия механической поддержки и невозможности 
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обеспечения быстрой адгезии к поверхности реципиента. Решение данной 

проблемы достигается путем использования коллагенсодержащих конструкций, 

обеспечивающих трехмерную матрицу для адгезии и пролиферации клеток. Еще в 

1988 г. в ходе исследования, проведенного R.J. Tsai, осуществлялся сравнительный 

анализ различных субстратов, включая носителей на основе коллагена I типа, 

матригеля, предметных стекол и пластика. Полученные данные 

продемонстрировали существенную зависимость клеточной морфологии и роста 

клеток от типа используемого субстрата [234]. Первичные культуры клеток на 

пластике формировали монослой из мелких эпителиоподобных клеток на 7-е сутки 

культивирования. При последующем пассировании наблюдалось снижение 

пролиферативной активности с увеличением размера клеток, признаками 

плоскоклеточной метаплазии и прогрессирующим регрессом. Указанные 

морфологические изменения проявлялись более выраженно в культурах на 

предметных стеклах. В то же время клетки на коллагене формировали 

организованный монослой, когда как на матригеле демонстрировали интенсивный 

рост с образованием плотных межклеточных контактов и признаками 

формирования БМ. Авторы сделали вывод, что пролиферация и дифференцировка 

эпителиальных клеток детерминированы свойствами исследуемого материала. 

Коллагеновые носители характеризуются низкой механической прочностью, 

обусловленной рыхлой организацией коллагеновых фибрилл в их структуре. Это 

ограничение существенно сужает область их практического применения. Для 

решения данной проблемы R. Brown получили механически стабильные 

коллагеновые конструкции с помощью применения контролируемой дегидратации 

и пластической компрессии [67]. В исследовании C. Drechsler коллагеновый 

матрикс после метода пластической компрессии демонстрировал повышенную 

структурную стабильность, обеспечивающую его надежную фиксацию на глазной 

поверхности узловыми швами. После 7 суток культивирования ЭКК сохраняли 

колониеобразующую способность и экспрессировали маркеры клеток-

предшественников [98]. В ходе последующего исследования было установлено, что 

коллагеновые гели, уплотненные методом пластической компрессии, успешно 
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интегрировались в экспериментально созданные дефекты конъюнктивы у 

кроликов. Трансплантаты обеспечивали условия для стратификации 

эпителиального слоя, экспрессии БК и формирования произвольного 

распределения коллагеновых волокон, приближенного к нативной тканевой 

организации [248]. 

Гели на основе коллагена могут подвергаться не только уплотнению под 

оказываемым давлением, но и процессу витрификации, который направлен на 

целенаправленное изменение их плотности и упругости [263]. В исследовании 

Takezawa с соавт. был предложен метод конструирования гидрогелевых мембран 

на основе коллагена I типа, включающий три последовательные стадии: 

инициирование гелеобразования, витрификацию и заключительную регидратацию 

[232]. Ключевой этап витрификации заключается в контролируемой дегидратации 

матрикса, в процессе которой осуществляется реорганизация фибриллярной 

структуры коллагена с формированием дополнительных поперечных сшивок. 

Параметрами, определяющими эффективность стадии витрификации, являются 

температура, относительная влажность и продолжительность процесса. В 

результате данного процесса преобразования исходный непрозрачный 

коллагеновый гидрогель приобретает новые физико-механические 

характеристики: формируется тонкая, прозрачная и эластичная мембрана с 

повышенной плотностью упаковки волокон. Такой материал получил название 

«витригель». Как продемонстрировали в своей работе X. Calderón-Colón с 

коллегами, вариация этих параметров позволяет модулировать свойства 

получаемого витригеля. Авторами было установлено, что режим, при температуре 

40°C и влажности 40%, является оптимальным для синтеза материала, 

сочетающего высокие показатели прозрачности, механической прочности и 

эластичности [71]. Также отмечается, что имплантация витрифицированной КМ, 

предварительно с адгезированными клетками, в область дефекта конъюнктивы 

кролика статистически значимо ускоряла процесс реэпителизации с активным 

вовлечением БК по сравнению с контрольными группами, где использовалась 

бесклеточная мембрана, или где пластика раневого дефекта не проводилась [263]. 
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Синтетические материалы 

В связи с наличием ряда ограничений, присущих методикам аутологичной 

трансплантации, сформировалась актуальная потребность в создании 

синтетических материалов, обладающих стабильными и воспроизводимыми 

физико-химическими характеристиками. Синтетические полимеры 

рассматриваются в качестве перспективной альтернативы биологическим тканям 

благодаря комплексу свойств, включая контролируемую биоразлагаемость, 

механическую прочность и структурное сходство с ВКМ [222]. К дополнительным 

преимуществам данного класса материалов относятся: возможность 

масштабированного производства, пролонгированный срок хранения, а также 

способность к модификации состава для решения задач персонализированной 

медицины. Важными параметрами полимеров являются предел прочности при 

растяжении, модуль упругости и скорость лизиса, которые варьируются в 

зависимости от подбора химического состава носителя. Существенным 

преимуществом применения синтетических полимеров является исключение риска 

передачи гемотрансмиссивных инфекций и отсутствие риска развития тканевой 

несовместимости [225]. Среди наиболее часто используемых представителей 

данного класса материалов выделяются полилактид-гликолид (PLGA) и 

поликапролактон (PCL). 

Сополимер поли(L-лактида-ко-гликолида) (PLGA) представляет собой 

биодеградируемый полиэфир, синтезированный на основе молочной и гликолевой 

кислот [108]. В исследовании S. Hong с соавт. была реализована модель 

совместного культивирования первичных ЭКК человека и фибробластов 

теноновой капсулы in vitro на поверхности PLGA-носителя, модифицированного 

фибронектином с целью усиления адгезивных и пролиферативных свойств клеток 

[131]. Отмечено увеличение популяции пролиферирующих ЭКК в опытной группе 

с фибробластами, что было подтверждено активацией маркера пролиферации Ki67 

и экспрессией CK19. Кроме того, иммуногистохимический анализ выявил наличие 

специфических маркеров БК (MUC5AC) и эпителиального муцина (MUC1) в 
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формирующемся клеточном монослое. В последующей серии экспериментов in 

vivo было установлено, что применение тканеинженерной конструкции на основе 

PLGA с предварительно нанесенным пластом клеток способствовало двукратному 

ускорению реэпителизации роговицы в сравнении с контрольными группами. 

Поли(ε-капролактон) (PCL) — биосовместимый полиэфир, синтезируемый 

путем полимеризации ε-капролактона [53]. Период полной деградации данного 

материала in vivo может достигать трех лет, что обусловливает его применение в 

регенерации костной ткани и сухожилий [172]. Ввиду длительного времени 

резорбции, PCL представляет особый интерес для создания композитных 

материалов в комбинации с менее стабильными полимерами, позволяя точно 

модулировать скорость биодеградации конструкции. В исследовании Shin и соавт. 

была отмечена полная реэпителизация с формированием дифференцированных БК 

через две недели после имплантации материала на основе PCL in vivo, что было 

сопоставимо с результатами контрольной группы с АМ [218]. При этом нанесение 

покрытия из поливинилового спирта (PVA) на PCL снижало интенсивность 

воспалительной реакции, но ускоряло лизис материала до 14-и дней по сравнению 

с немодифицированным PCL, который замещался здоровой окружающей тканью 

спустя один месяц. 

Yao с соавт. применяли метод электроспиннинга для создания скаффолда на 

основе фиброина шелка и сополимера молочной кислоты с ε-капролактоном 

(PLCL) [256]. In vitro-анализ с помощью сканирующей электронной микроскопии 

и оценка пролиферации показали образование многослойного пласта ЭКК на 

данном субстрате. In vivo-трансплантация мышам выявила наличие 

дифференцированных клеток, экспрессирующих СК4, СК19 и муцин MUC5AC. 

Однако выраженные гидрофобные свойства материала требуют дополнительной 

модификации поверхности для повышения клеточной адгезии. В работе Ang были 

получены ультратонкие PCL-мембраны, обработанные гидроксидом натрия, что 

значительно улучшило адгезию и пролиферацию ЭКК in vitro по сравнению с 

контролем без какой-либо модификации. В экспериментальной группе 
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наблюдалось формирование многослойного эпителия с повышенной 

пролиферативной активностью [53].  

Несмотря на определённые преимущества синтетических полимеров, ни один 

из современных материалов не удовлетворяет комплексным требованиям, 

предъявляемым к идеальному субстрату для реконструкции конъюнктивы. 

Несмотря на то, что такие биодеградируемые синтетические полимеры, как PLGA 

и PCL, тщательно изучены in vitro и in vivo, механические характеристики данных 

материалов остаются неудовлетворительными. В частности, они существенно 

уступают нативной конъюнктивальной ткани по эластичности, что ограничивает 

их клиническое применение при пластике конъюнктивальных дефектов [53, 218].  

Резюмируя вышеизложенное и учитывая разнообразие описанных методов 

ауто-, алло- и ксеногенной реконструкции конъюнктивы, а также широкий спектр 

применяемых трансплантатов и синтетических материалов, для удобства 

сопоставления их основных характеристик, показаний и ограничений, данные 

обобщены в Таблице 2. 

Таблица 2. Характеристика методов реконструкции конъюнктивы и 

применяемых материалов. 

Материал Преимущества Ограничения 

Аутоконъюнктивальный 

лоскут 

Отсутствие риска 

отторжения; 

доступность (при 

односторонних 

заболеваниях) 

Ограниченный размер 

замещения дефектов; 

рубцевание в области 

забора ткани 

Аутотрансплантация 

слизистой оболочки 

полости рта 

Замещение крупных 

дефектов; доступность 

участка для повторного 

забора ткани; отсутствие 

Травматичность забора 

ткани; развитие рубцов 

слизистой полости рта; 
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иммунного отторжения; 

сохранение 

бокаловидных клеток  

косметический дефект 

после трансплантации 

Аутотрансплантация 

слизистой оболочки 

носовых раковин 

Замещение крупных 

дефектов; доступность 

донорского участка для 

повторного забора; 

отсутствие иммунного 

отторжения; сохранение 

бокаловидных клеток 

Травматичность забора 

ткани впоследствии с 

долгим восстановительным 

периодом; длительность 

операции 

Амниотическая 

мембрана 

Снижает риски 

рубцевания; 

эластичность ткани 

Высокий риск передачи 

гемотрансмиссивных 

заболеваний при 

недостаточной подготовке 

материала; ограниченный 

доступ 

Децеллюляризованная 

конъюнктива (алло-

/ксеногенная) 

Биосовместимость; 

функциональный каркас 

Технологические 

ограничения (неполная 

децеллюляризация, 

требуется 

специализированное 

оборудование) 

Внеклеточный матрикс 

(ВКМ) 

Риск инфицирования; 

риск развития 

иммунологических 

реакций 

Требует технологической 

оптимизации 
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Коллаген Биосовместимость 

(минимальный риск 

отторжения); 

естественный компонент 

конъюнктивальной 

стромы; оптимальный 

носитель для клеток в 

тканеинженерных 

конструкциях 

Механическая 

нестабильность (требует 

оптимизации) 

Синтетические 

полимеры (PLGA, PCL) 

Производство в 

неограниченном 

количестве; длительный 

срок хранения; 

прочность при 

растяжении; отсутствует 

риск передачи 

гемотрансмиссивных 

инфекций 

Длительное время 

резорбции; недостаточная 

эластичность 

Кератин, хитозан, 

фиброин 

Механическая 

стабильность 

В чистом виде вызывают 

воспалительную реакцию 

(требуется модификация 

перед трансплантацией) 

 

В заключение хотелось бы отметить, что реконструкция конъюнктивальной 

ткани представляет собой одно из ключевых направлений в восстановлении 

структур переднего отрезка глаза. Учитывая полифункциональный характер 

данной ткани, используемый материал должен соответствовать ряду определенных 
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критериев. Несмотря на разнообразие материалов для пластики конъюнктивы, их 

клиническое применение лимитировано несовершенством физико-химических и 

биологических свойств. На сегодняшний день создание универсальных материалов 

для лечения дефектов конъюнктивы представляет собой клиническую 

потребность. Ключевым научным вызовом является конвергенция технологий: 

разработка персонализированных биосинтетических аналогов с прогнозируемой 

интеграцией in vivo. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

Общий план работы 

Процесс исследования был организован в виде последовательности этапов, 

переход к каждому последующему из которых осуществлялся после завершения 

предыдущего.  

На первом этапе исследования была проведена последовательная серия 

экспериментов in vitro, целью которых являлось получение клеточных культур 

конъюнктивы эксплантным методом, их последующее культивирование, оценка 

жизнеспособности клеток и сохранения их фенотипических характеристик. На 

следующей стадии работы выполняли определение цитотоксического действия 

КМ, анализировали метаболическую активность клеток с использованием 

колориметрического MTS-теста с формазановым красителем, а также проводили 

иммуноцитохимическое окрашивание культур эпителиальных клеток. Далее были 

проведены исследования биомеханических показателей КМ и здоровой 

конъюнктивальной ткани человека с помощью статических и динамических тестов 

на испытательной машине-инденторе. Все исследования in vitro этапов были 

проведены на базе лаборатории фундаментальных исследований в офтальмологии 

ФГБНУ НИИГБ им. М.М. Краснова (под руководством к.м.н. Суббот А.М.).  

Эксперименты in vivo включали этапы моделирования дефекта бульбарной 

конъюнктивы, имплантации КМ для оценки скорости сокращения площади 

смоделированного дефекта и наступления полной эпителизации, а также 

выраженности воспалительной реакции окружающих тканей на 

имплантированный материал в предварительно созданную модель 

конъюнктивального дефекта. Экспериментальная часть исследования in vivo была 

выполнена в условиях симуляционной операционной WETLAB на базе кафедры 

Федерального государственного бюджетного научного учреждения "Научно-

исследовательский институт глазных болезней" имени М.М. Краснова. Все 

хирургические вмешательства проводились под руководством и контролем 

опытного хирурга (к.м.н. А.Ю. Андреев). В ходе эксперимента всем животным 
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регулярно проводили биомикроскопическое исследование с обязательной 

последовательной фоторегистрацией результатов и оптическую когерентную 

томографию переднего отрезка глаза (SOLIX, Optovue).  Вывод животных из 

эксперимента и забор материала бульбарной конъюнктивы на гистологическое 

исследование выполняли через 1, 3 и 6 месяцев. 

Экспериментальная часть работы выполнена на 32 кроликах породы 

Шиншилла обоих полов, со средней массой тела 3,5 кг и возрастом 6 месяцев. Все 

животные перед включением в исследование прошли клиническое обследование, 

подтвердившее отсутствие общесоматической и офтальмологической патологии 

по данным биомикроскопии. 

Для достижения цели настоящего исследования и решения поставленных 

задач экспериментальные животные были разделены на две группы: контрольная и 

экспериментальная, в каждой из которых моделировали дефекты бульбарной 

конъюнктивы диаметрами 4 мм, 5 мм и 6 мм (Таблица 3). В контрольной группе 

смоделированные дефекты конъюнктивы путем ее иссечения размерами 4, 5 и 6 мм 

были оставлены в интактном состоянии (без применения имплантации КМ). В 

послеоперационном периоде животным экспериментальной группы выполняли 

имплантацию коллагеновой мембраны (КМ) с концентрацией коллагена 30 мг/мл 

толщиной 100 мкм.  

Все оперативные вмешательства выполнялись в условиях операционной с 

соблюдением норм асептики с применением комбинированной анестезии. 

Предоперационная подготовка включала антисептическую обработку 

операционного поля по методу Пирогова–Гроссиха–Филончикова, установку 

блефаростата, местное обезболивание (двукратную эпибульбарную анестезию 

0,5% раствором проксиметакаина и субконъюнктивальное введение 2% раствора 

лидокаина [251, 252]), а также системную премедикацию — внутримышечное 

введение препарата «Золетил-50» (тилетамина гидрохлорид и золазепама 

гидрохлорид, 25 мг/мл каждого компонента) и Рометара 20 мг/мл (2% раствор 

ксилазина) в дозировках, рассчитанных в соответствии с массой тела животных. 

Все манипуляции проводились в соответствии с принципами минимизации 
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болевых ощущений и стрессового воздействия на животных на всех этапах 

эксперимента 

Для анализа результатов и оценки эффективности реконструкции в работе 

применялись офтальмологические, гистологические и иммуноцитохимические 

методы исследования, неинвазивная визуализация (ОКТ переднего отрезка глаза), 

фазово-контрастная микроскопия и гистологический анализ, что позволило 

проследить динамику заживления на структурном и клеточном уровнях.  

Таблица 3. Распределение животных в экспериментах.  

 Моделирование 

конъюнктивального 

дефекта (Контрольная 

группа) 

Имплантация 

коллагеновой 

мембраны 

(Экспериментальная 

группа) 

3 подгруппы: Количество глаз 

Дефект 4 мм 10 10 

Дефект 5 мм 10 10 

Дефект 6 мм 12 12 

Сроки наблюдения 1-е сутки, 7-е сутки, 14-е сутки, 30-е сутки, 90-е 

сутки, 180-е сутки 

 

Протокол эксперимента получил одобрение локального этического комитета 

ФГБНУ НИИГБ им. М.М. Краснова (заседание от 08.11.2022г., протокол №46/2). 

Исследование выполнено в соответствии с международными биоэтическими 

стандартами согласно положению Хельсинкской декларации, директивы 

Европейского Союза 2010/63/ЕС, национальных «Правил проведения работ с 

экспериментальными животными», а также в соответствии с нормативными 

требованиями Приказа МЗ СССР № 755 от 12 августа 1977 года «О мерах по 

дальнейшему совершенствованию форм работы с использованием 

«экспериментальных животных». 
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Статистическая обработка данных выполнялась с использованием 

программного обеспечения Prism 10.0 (GraphPad Inc., США) и Microsoft Office 

Excel 2023 («Microsoft», США). Анализ изображений проводился с применением 

пакета программ СellProfiler 4.2.8 (Broad Institute, США), ImageJ. 

 

2.1. Технология изготовления коллагеновой мембраны 

КМ изготавливали в соответствии с ранее опубликованным методом [19, 51]. 

С этой целью в лунки 24-луночного культурального планшета вносили по 0,2 мл 

стерильных растворов высокоочищенного нативного коллагена I типа, 

полученного методом кислотной экстракции из сухожилий свиней (Viscoll; ООО 

«ИМТЕК», Москва, Россия) в концентрациях 10 и 30 мг/мл. Для элиминации 

пузырей воздуха из коллагенового раствора планшеты подвергали 

центрифугированию на центрифуге Avanti J-26XP (Beckman Coulter, Inc., США) с 

использованием ротора качающегося типа JS-5.2. Процедуру проводили при 

температуре 4°C в течение 30 минут со скоростью 3200 об/мин. Для запуска 

процесса гелеобразования коллагеновых растворов планшеты подвергали 

воздействию паров аммиака в течение 12 часов при температуре 20°C. После 

завершения фазы гелеобразования сформированные коллагеновые гели извлекали, 

помещали в стерильную воду для инъекций (Solopharm, Россия) и выдерживали в 

течение 24 часов при температуре 20°C для стабилизации структуры.  

На следующем этапе гидрогели коллагена помещали между двумя 

тефлоновыми пластинами, одна из которых подвергалась постоянной нагрузке 3 кг 

до полной витрификации. Для длительного хранения полученные материалы 

регидратировали в воде для инъекций (Solopharm, Россия) в течение 5 мин. Затем 

КМ помещали на квадратную тефлоновую пластину и герметично упаковывали в 

стерильные первичные упаковки, соответствующие требованиям ISO 11607-1 

(«КЛИНИПАК», Россия). Материалы в первичной упаковке герметично 

запечатывали под вакуумом во вторичной вакуумной упаковке, что позволило 

хранить КМ при температуре от 4 до 10 °C в течение 12 месяцев с даты упаковки 

(Рисунок 2). Все манипуляции были проведены в асептических условиях. 
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Рисунок 2. Первичная стерильная (А) и вторичная герметичная (Б) упаковка 

коллагенового материала; В – снимок изготовленной коллагеновой мембраны. 

 

2.2. Экспериментальные исследования in vitro 

 

2.2.1. Получение культуры эпителиальных клеток конъюнктивы 

Комплекс исследований in vitro включал работы на первичной культуре ЭКК 

человека, которая была получена из кадаверного материала доноров эксплантным 

методом. Проводилось определение цитотоксичности и выживаемости ЭКК на 

исследуемом материале – КМ на основе коллагена I типа с концентрацией 30 мг/мл 

(производство «ИМТЕК», Россия).  

Первичные культуры ЭКК человека были получены эксплантным методом из 

кадаверного донорского материала. Фрагменты бульбарной конъюнктивы 

предоставлены глазным банком ФГБНУ «Научно-исследовательский институт 

глазных болезней имени М.М. Краснова» (материал, который не использовался в 

хирургической практике и подлежал утилизации). Фрагменты конъюнктивы 

трижды промывали в растворе Хенкса («ПанЭко», Россия) с антибиотиками 

(пенициллин/стрептомицин) и антимикотиком (амфотерицин B), измельчали 

скальпелем до размера 1–2 мм и располагали на поверхности культурального 

пластика (в чашке Петри диаметром 35 мм) в капле фетальной бычьей сыворотки 

(Global Kang Qinhuangdao Biotechnology Co., Китай), через сутки к ним добавляли 

питательную среду RPMI-1640 («ПанЭко», Россия) c 10% фетальной бычьей 
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сыворотки, глютамином и антибиотиком/антимикотиком. Клетки культивировали 

в стандартных условиях: при 5% СО2, температуре 37 °C и влажности 90%. Смену 

среды проводили каждые 2–3 дня. 

Миграция клеток из эксплантатов происходила на 4-5-е сутки 

культивирования, после чего питательная среда заменялась на DMEM/F12 

(«ПанЭко», Россия) с добавлением 5% фетальной бычьей сыворотки, 2 мМ L-

глутамина, антибиотиков (пенициллин/стрептомицин), противогрибкового 

препарата амфотерицина В, смеси инсулин-трансферрин-селенит (Gibco, США) и 

10 нг/мл эпидермального фактора роста (Sigma-Aldrich, США). Формирование 

конфлюэнтного монослоя отмечалось на второй неделе культивирования, после 

чего клетки пассировали с использованием трипсин-ЭДТА («ПанЭко», Россия) в 

соотношении 1:3 при плотности посева 10⁴ клеток/см². Подсчёт клеток проводили 

на автоматическом счётчике С100 (RWD, Китай).  

 

2.2.2. Исследование морфологии, метаболической активности и 

выживаемости культивированных  клеток 

Разделение на экспериментальную и контрольную группы происходило 

следующим образом. В контрольной группе ЭКК культивировали на 

культуральном пластике без обработки (12-луночный планшет (SPL, Корея), в 

экспериментальной группе — на фрагментах полученной мембраны из коллагена 

Viscoll с концентрацией 10 или 30 мг/мл (ООО Фирмы «ИМТЕК», Россия) 

размерами 3×3 мм и толщиной 100 мкм. Перед внесением клеток фрагменты 

мембраны трижды промывали раствором Хенкса. 

Наблюдение за морфологией и ростом клеток на всех этапах культивирования 

проводили в режиме фазового контраста на микроскопе AxioVert A1 (Carl Zeiss, 

Германия), также проведена фоторегистрация культур клеток. 

Для оценки фенотипа полученных клеток было выполнено 

иммуноцитохимическое окрашивание на маркеры ЭКК, а именно – окрашивали на 

филаментообразующий белок цитокератин 7 (CK7) и компонент секреторного 

аппарата муцин 5АC (MUC5AC). Были использованы моноклональные антитела к 
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CK7 (MA1-06315; Thermo Fisher Scientific, США) в разведении 1:100 и anti-Mucin 

5AC antibody (ARG59705; Arigobio, Китай). 

Для визуализации применяли вторичные антитела с меткой Alexa Fluor 594 (A-

11032; Invitrogen, США) в разведении 1:500 и Cy2 (ab6940; Abcam, CША) в 

разведении 1:100. Для контрастирования ядер использовали краситель Hoechst 

33342 («ПанЭко», Россия) в концентрации 1 мкг/мл. Анализ проводили с 

использованием интегрированной системы визуализации Celena X (Logos 

Biosystems, Южная Корея). Для оценки жизнеспособности ЭКК после посева на 

КМ применяли окрашивание кальцеином AM (Invitrogen, США) и красителем 

Hoechst («ПанЭко», Россия). Количественный анализ фотографий проводили путём 

подсчёта общего числа клеток с последующей дифференциацией на живых 

(зелёная цитоплазматическая флуоресценция) и мёртвых (интенсивное синее 

ядерное окрашивание). 

Для оценки функциональной активности митохондрий в контрольной группе 

и группе с КМ был применен колориметрический MTS-тест, основанный на 

восстановлении тетразолиевого соединения метаболически активными клетками. 

В основе данного метода лежит способность жизнеспособных клеток 

преобразовывать реагент CellTiter 96 Aqueous Non-Radioactive Cell Proliferation 

Assay (Promega, США) в окрашенный формазановый продукт. Интенсивность 

окрашивания, определяемая спектрофотометрически, коррелирует с количеством 

метаболически активных клеток в лунке. Клетки высевали в 24-луночный планшет 

на поверхность КМ и без них (контроль) за 24 часа до проведения анализа при 

плотности 10⁴ клеток/см². Чтобы учесть возможное взаимодействие MTS-реагента 

с носителем, для выполнения теста в каждую лунку с клетками на носителе и без 

него, а также в пустые лунки (бланк) вносили по 300 мкл свежей среды и 60 мкл 

реагента. Далее планшет убирали для развития реакции в инкубатор на 3 ч. По 

прошествии этого времени выдерживали планшет в течение 10 мин на орбитальном 

шейкере со скоростью вращения 250 rpm для равномерного распределения окраски 

по объёму лунки. Затем осуществляли перенос аликвот объемом 100 мкл из каждой 

лунки 24-луночного планшета в соответствующие лунки 96-луночного планшета 
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для последующего измерения оптической плотности на спектрофотометрическом 

анализаторе Multiskan FC (Thermo Fisher Scientific, США) при длине волны 492 нм. 

 

2.2.3. Сравнительный анализ биомеханических свойств бульбарной 

конъюнктивы и коллагеновой мембраны 

Оценку биомеханических свойств фрагментов бульбарной конъюнктивы 

доноров и образцов КМ с концентрацией коллагена 30 мг/мл проводили при 

помощи машины-индентора Nanovea, оснащённой наномодулем (Irvine, США) 

(рисунок 3А). В настоящем исследовании были выбраны нагрузки, наиболее часто 

используемые при исследовании биомеханических свойств методом 

наноиндентирования схожих коллагенсодержащих материалов [47, 104, 183]. 

Образцы располагали на поверхности предметного стекла и погружали в 

физиологический раствор для предотвращения высыхания во время тестирования 

(рисунок 3Б). Измерения проводили при комнатной температуре. Радиус 

сферического наконечника индентора — 3000 мкм. Выполняли статический и 

динамический механический анализ. В статическом режиме индентирование 

осуществляли при нагрузке 0,75 мН. Время выдержки при пиковой нагрузке 

составило 30 секунд. В динамическом режиме амплитуда составила 0,5 мН, частота 

0,25 Гц. Было выполнено 5 измерений на каждый образец. Поскольку конъюнктива 

считается упругим и эластичным материалом, в ходе испытаний оценивали модуль 

Юнга (показатель упругости), значения твёрдости и параметр, характеризующий 

вязкость (тангенс дельта). 
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Рисунок 3. А – Машина-индентор Nanovea, оснащенная наномодулем, Б – 

планшет с размещенными для исследования образцами бульбарной конъюнктивы. 

 

Результаты, полученные на in vitro этапе, послужили основанием для перехода 

к экспериментам in vivo. Дальнейшие эксперименты, проведенные на 

смоделированном конъюнктивальном дефекте, были направлены на оценку 

скорости сокращения площади дефекта и степени выраженности воспалительной 

реакции тканей, окружающих имплантированный материал. 

 

2.3. Экспериментальные исследования in vivo 

 

2.3.1. Моделирование дефектов бульбарной конъюнктивы in vivo 

На данном этапе исследования участвовали 32 кролика (64 глаза). Животные 

были разделены на две группы: контрольная (32 левых глаза) и экспериментальная 

(32 правых глаза), в каждой из которых моделировали дефекты бульбарной 

конъюнктивы диаметрами 4 мм, 5 мм и 6 мм. На левых глазах смоделированные 

дефекты конъюнктивы размерами 4, 5 и 6 мм были оставлены в интактном 

состоянии (без применения имплантации КМ), которые в дальнейшем и составляли 

контрольную группу. 

Моделирование дефекта конъюнктивы осуществлялось следующим образом. 

После субконъюнктивального введения 2% раствора лидокаина в 

А Б
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верхнелатеральном квадранте на расстоянии 2 мм от лимба (Рисунок 4А) трепаном, 

окрашенным маркером, отмечена зона иссечения бульбарной конъюнктивы.  Для 

полного удаления участка бульбарной конъюнктивы с собственным веществом и 

теноновой капсулой (Рисунок 4В,Г) до обнаженной склеры, помимо трепана, 

применялись конъюнктивальные ножницы (Рисунок 4Б). Завершение 

формирования дефекта осуществляли путем субконъюнктивального введения 0,3 

мл 0,4% раствора дексаметазона и инстилляцией раствора левофлоксацина 0,5% 

(Офтаквикс, Santen, Финляндия). С целью исключения инфекционных осложнений 

выполнялись инстилляции растворов левофлоксацина 0,5% 3 раза в день и раствора 

дексаметазона 0,1% (Офтан дексаметазон, Santen, Финляндия) по убывающей 

схеме в конъюнктивальный мешок в течение 2-х недель после операции. Для 

оценки эффективности моделирования конъюнктивального дефекта использованы 

неинвазивные методы визуализации (ОКТ, биомикроскопия) и гистологический 

анализ, что позволило проследить динамику заживления на структурном и 

клеточном уровнях.  
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Рисунок 4. Моделирование дефекта бульбарной конъюнктивы 

 (детали описаны в тексте). 

 

2.3.2. Хирургическая техника имплантации коллагеновой мембраны 

 

Формирование групп 

В рамках настоящего исследования для оценки эффективности применения 

коллагеновой мембраны (КМ) в регенерации конъюнктивальной ткани была 

сформирована экспериментальная группа животных следующим образом. Из 

общего количества кроликов с предварительно созданными конъюнктивальными 

дефектами экспериментальную группу составили животные с дефектами 

конъюнктивы на правых глазах, которые были разделены в зависимости от размера 

дефекта: 10 кроликов (10 правых глаз) с дефектом конъюнктивы 4 мм и 



 67 

имплантацией КМ в имеющийся дефект ткани; 10 кроликов (10 правых глаз) с 

дефектом конъюнктивы 5 мм и имплантацией КМ соответствующего размера в 

имеющийся дефект бульбарной конъюнктивы; 12 кроликов (12 правых глаз) с 

дефектом конъюнктивы 6 мм и имплантацией КМ размером 6 мм в дефект 

бульбарной конъюнктивы.  

Хирургические вмешательства всем животным экспериментальных групп 

выполнялись с соблюдением принципов асептики и антисептики под 

операционным микроскопом «Leica» (Германия). В качестве материала для 

реконструкции конъюнктивальных дефектов была выбрана КМ на основе 

высокоочищенного химически немодифицированного коллагена I типа с 

концентрацией 30 мг/мл (производство «ИМТЕК», Россия) (Рисунок 5В).   

Техника хирургического вмешательства была проведена следующим образом. 

На первом этапе производилась иссечение каллёзных (рубцово-измененных) краев 

раны существующего конъюнктивального дефекта с применением 

конъюнктивальных ножниц (Рисунок 5А,Б). После подготовки ложа дефекта в него 

помещался заранее выкроенный имплантат КМ, размеры которого соответствовали 

диаметру дефекта (4 мм, 5 мм или 6 мм) (Рисунок 5В,Г). Фиксация имплантата 

осуществлялась путем наложения непрерывного шва (Рисунок 5Д,Е). В качестве 

шовного материала использовалась монофиламентная нейлоновая нить 10/0 (Mani, 

Япония), обеспечивающая надежную адаптацию краев имплантата к окружающей 

конъюнктиве. Завершение оперативного вмешательства осуществляли путем 

закапывания раствора левофлоксацина 0,5% и субконъюнктивального введения 0,3 

мл 0,4% раствора дексаметазона в интактной от операции зоне с целью 

предотвращения послеоперационных инфекционных осложнений и минимизации 

воспалительной реакции. 
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Рисунок 5. Хирургическая техника реконструкции дефекта бульбарной 

конъюнктивы при помощи КМ у экспериментальных животных (подробное 

описание в тексте). 
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2.3.3.  Послеоперационное наблюдение и критерии оценки интеграции 

имплантированного материала 

Для всесторонней оценки эффективности имплантации КМ и процессов 

регенерации тканей после хирургического вмешательства всем животным 

экспериментальных групп был проведен комплексный послеоперационный 

осмотр. Наблюдение осуществлялось в течение длительного периода, 

охватывающего как ранние послеоперационные стадии, так и отдаленные сроки, 

что позволило проследить динамику заживления, интеграции имплантата и 

возможных осложнений. Контрольные осмотры с регистрацией клинической 

картины выполнялись в регламентированные временные точки: на 1-е, 7-е, 14-е, 

30-е, 90-е, 120-е и 180-е сутки после проведения иссечения конъюнктивальной 

ткани и имплантации КМ.  Данный временной ряд был выбран для фиксации 

ключевых фаз регенеративного процесса: острого воспалительного ответа (1-7-е 

сутки), ранней пролиферации и эпителизации (7-14-е сутки), формирования 

начальной зрелой ткани (30-е сутки) и долгосрочной стабильности и 

ремоделирования имплантата и окружающих тканей (90-180-е сутки).  

В течение всего экспериментального периода ежедневно осуществляли 

биомикроскопический контроль на фотощелевой лампе (Topcon, Япония), 

позволяющий фиксировать детально состояние зоны дефекта и области 

имплантации КМ. Критериями оценки эффективности метода служили следующие 

параметры: выраженность сосудистой инъекции в процессе заживления, сроки 

наступления полной эпителизации, адаптация имплантата КМ к склере, интеграция 

клеточных элементов в КМ и наличие фиброза в новообразованной ткани.  

Количественная оценка выраженности гиперемии бульбарной конъюнктивы 

проводилась с использованием фотографической шкалы McMonnies [166]. Данная 

шкала представляет собой набор эталонных фотографий конъюнктивы с различной 

степенью выраженности гиперемии сосудов, ранжированных от 0 до 5 баллов, где 

0 баллов соответствует полному отсутствию гиперемии (норма), а 5 баллов – 

максимально выраженной диффузной гиперемии. Оценка проводилась путем 

визуального сопоставления клинической картины в зоне оперативного 
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вмешательства и прилежащих участках с эталонными изображениями шкалы. 

Результат фиксировался в баллах для каждой временной точки наблюдения. 

Целостность эпителия оценивали посредством витального флюоресцеинового 

окрашивания. Применяли стандартизированные диагностические полоски Fluo® 

Strips (Contacare Ophthalmic and Diagnostics, Индия). Визуализацию зон 

окрашивания осуществляли методом биомикроскопической оценки с 

использованием щелевой лампы, оборудованной источником кобальтового синего 

освещения и желтым барьерным светофильтром. 

Особое внимание уделялось состоянию шовного материала (нейлон 10/0) – его 

целостности, отсутствию прорезывания, а также непосредственно 

имплантированному коллагеновому материалу. Оценивались его прозрачность, 

цвет, признаки его лизиса, стабильность положения в раневом ложе (отсутствие 

дислокации или деформации). 

Для неинвазивной визуализации структур переднего отрезка глаза, включая 

область имплантированной КМ, ее взаимоотношения с окружающими тканями 

конъюнктивы и склеры, а также оценки состояния эпителиального покрова на 

микроструктурном уровне, применялась оптическая когерентная томография 

(ОКТ). Исследование выполнялось на аппарате Optovue Solix (США) в 

послеоперационном периоде на 1-е, 7-е, 14-е и 30-е сутки. Использовались режимы 

сканирования, оптимизированные для визуализации роговицы и переднего 

отрезка: Corneal Line и Corneal Cross-line. Параметрами, оцениваемыми по данным 

ОКТ, являлись: степень адаптации КМ к краям конъюнктивального дефекта, 

стабильность положения имплантата в раневом ложе (отсутствие признаков 

смещения или деформации), отсутствие дислокации материала под конъюнктиву 

или в другие анатомические структуры, а также наличие и наличия слоя 

регенерированного эпителия, покрывающего поверхность КМ. 

Гистологическое исследование 

Выведение из эксперимента всех животных (с дефектами бульбарной 

конъюнктивы – контрольная группа, и имплантатом КМ – экспериментальная 

группа) проводили методом воздушной эмболии под общим наркозом для 
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гистологического исследования на 30-й, 120-й и 180-й день наблюдений. После 

энуклеации глаза фиксировали в 10% нейтральном растворе формалина в течение 

1-х суток. После производилась подготовка операционного материала врачом-

патологоанатомом, ориентируя его в горизонтальной плоскости. Далее материал 

проводили на изопропиловом спирте по стандартной гистологической проводке, 

заливался в парафиновые блоки и изготавливались срезы толщиной 4 мкм на 

микротоме Termo Microm HM 340 E (Thermo Fisher Scientific, Великобритания). 

Приготовленные гистологические срезы подвергали окрашиванию 

гематоксилином и эозином с целью изучения морфологических особенностей 

дефектов бульбарной конъюнктивы и участков бульбарной конъюнктивы с КМ. 

Анализ микропрепаратов проводили с использованием светового микроскопа Zeiss 

Scope (Carl Zeiss, Германия), оснащенного цифровой камерой Axiocam 105 color и 

программным обеспечением ZEN 3.0 для документирования и последующей 

обработки изображений.  

Статистическая обработка данных 

Статистический анализ экспериментальных данных выполнялся с 

использованием специализированного программного обеспечения для прикладной 

статистики Prism 10.0 (GraphPad Inc., США) и пакета Microsoft Office Excel 2023 

(корпорация «Microsoft», США). Достоверность полученных данных обеспечена 

репрезентативным объемом выборки, применением современных клинико-

инструментальных методов исследования, а также статистической обработкой 

результатов. Для сравнения групп в условиях in vitro использовали 

непараметрический U-критерий Манна-Уитни. При описании данных 

рассчитывали основные дескрипторы распределения: среднее арифметическое (M), 

стандартное отклонение (SD) и доверительный интервал (ДИ). Для оценки 

достоверности различий между зависимыми группами с нормальным 

распределением на этапе in vivo применяли парный t-критерий Стьюдента и 

однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA). Для оценки различия между 

зависимыми группами для переменных, имеющих распределение отличное от 

нормально, использовался критерий Вилкоксона.  
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ КОМПЛЕКСНОГО ИССЛЕДОВАНИЯ И 

ИСХОДЫ РЕКОНСТРУКЦИИ КОНЪЮНКТИВЫ С ИМПЛАНТАЦИЕЙ 

КОЛЛАГЕНОВОЙ МЕМБРАНЫ 

 

3.1. Взаимодействие клеточных культур с материалом in vitro 

 

3.1.1. Морфофункциональные особенности культивируемых клеток 

Перед началом эксперимента проводилась морфологическая верификация 

соответствия клеточной культуры эпителиальному фенотипу. В ходе исследования 

установлено, что миграция клеточных элементов из эксплантатов на 

культуральный пластик инициировалась на 3–4-е сутки культивирования (Рисунок 

6А). Клетки заполняли поверхность культуральной чашки, формируя монослой 

плотно прилежащих друг к другу клеток с плотными межклеточными контактами. 

На 7-е сутки формировался субконфлюэнтный монослой, содержащий мелкие ЭК 

в виде «булыжной мостовой» с высоким ядерно-цитоплазматическим 

соотношением (Рисунок 6Б). На указанном этапе проводили пассирование 

культуры на поверхность исследуемых мембран. 

 

Рисунок 6. Первичная культура эпителиальных клеток конъюнктивы при 

миграции из экспланта: А – эпителиальные клетки на поверхности 

культурального планшета на 4-й день; Б – эпителиальные клетки на поверхности 

культурального планшета на 7-й день, монослой клеток в виде «булыжной 

мостовой» с высоким ядерно-цитоплазматическим соотношением. Cветовая 

фазово-контрастная микроскопия. Бар – 100 мкм. 
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На 3-и сутки культивирования на КМ с концентрацией коллагена 10 мг/мл 

наблюдалась активная миграция ЭК в толщу коллагенового слоя (Рисунок 7В). В 

отличие от данной группы, на высококонцентрированном субстрате (30 мг/мл) ЭК 

располагались только его поверхностном слое. Отмечается более плотное 

расположение клеток друг к другу при засеве их на КМ с концентрацией коллагена 

30 мг/мл (Рисунок 7Б). 

 

 

Рисунок 7. Морфология первичных клеточных культур конъюнктивального 

эпителия (фазово-контрастная микроскопия): А – контрольная группа 

(культивирование на пластике); Б – культивирование на КМ в концентрации 30 

мг/мл; В – культивирование на КМ в концентрации 10 мг/мл. Бар – 100 мкм. 

 

Таким образом, продемонстрировано, что на подложке из КМ с повышенной 

концентрацией нативного, химически немодифицированного коллагена I типа (30 

мг/мл) сохраняется морфология и фенотип ЭКК. 

 

Молекулярный репертуар белков полученной культуры клеток 

Результаты иммуноцитохимического анализа продемонстрировали наличие 

экспрессии клеточных маркеров - цитокератина 7 и муцина 5AC - в первичной 

культуре клеток конъюнктивы уже на третьи сутки культивирования (Рисунок 8).  

Следует отметить, что появление экспрессии исследованных маркеров 

указывает на сохранение фенотипических характеристик клеток в условиях in vitro. 

Выявленное наличие экспрессии цитокератина 7, являющееся характерным 



 74 

маркером эпителиальных клеток, подтверждает успешную адаптацию и 

поддержание именно конъюнктивальных эпителиоцитов в первичной культуре. 

Одновременная экспрессия муцина 5AC, специфического маркера БК 

конъюнктивы, свидетельствует о наличии в культуре популяции 

дифференцированных секреторных клеток. Данная зафиксированная экспрессия 

маркеров в клетках как контрольной группы, так и в клетках, культивированных на 

КМ, не приводит к дедифференцировке ЭКК. 

 

 

Рисунок 8. Репрезентативные поля зрения при окрашивании культуры ЭКК на 

пластике (А) и на КМ с концентрацией коллагена 30 мг/мл (Б) на 3-и сутки после 

посева. Красное окрашивание – цитокератин 7; зелёное окрашивание – муцин 

5АC; синее окрашивание – ядра, меченные красителем Hoechst. Бар 100 мкм. 

 

Таким образом, КМ поддерживает конъюнктивальный клеточный фенотип 

культивируемых на ней клеток и не изменяет их молекулярный паттерн. Удалось 

получить популяцию ЭКК с сохранным молекулярным паттерном, нужных для 

дальнейшей оценки цитотоксичности и биосовместимости исследуемых КМ.  

 

3.1.2. Результаты выживаемости и метаболической активности 

культивируемых клеток 

Результаты оценки клеточной выживаемости на КМ методом окрашивания 

Calcein AM продемонстрировали сохранение высоких показателей на поверхности 
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КМ. Средние значения жизнеспособности клеток составили 95,21± 1,23% на 1-е 

сутки, 93,24±1,68% на 7-е сутки и 92,59± 1,069% на 14-е сутки культивирования. 

Статистический анализ с применением однофакторного дисперсионного анализа 

(F=4,066, P=0,0552) не выявил значимых различий в показателях 

жизнеспособности между временными точками исследования. Отсутствие 

статистически значимой динамики в сочетании с сохранением показателей 

жизнеспособности на уровне выше 90% позволяет сделать вывод об отсутствии 

цитотоксического действия исследуемого материала на культуру ЭКК. 

Полученные данные свидетельствуют о хорошей биосовместимости КМ и ее 

перспективности для использования в тканевой инженерии конъюнктивы, что 

визуализировано на Рисунке 9. 

 

 

Рисунок 9. Культура ЭКК третьего пассажа на 13-е сутки in vitro (метод 

эпифлуоресцентной микроскопии). Жизнеспособные клетки с зеленым 

окрашиванием (окраска кальцеином AM): А – контрольная группа; Б – 

экспериментальная группа на КМ с концентрацией коллагена 30 мг/мл. Бар - 100 

мкм. 

 

Сравнительный MTS-тест на метаболическую активность, проводимый 

спектрофотометрически при оптической плотности 490 нм, не выявил значимого 

различия между группами контроля (культуральный пластик) и КМ (критерий 

Манна-Уитни, U=7, P=0,8857). Полученный результат указывает на отсутствие 

снижения метаболической активности клеток и подтверждает биосовместимость 
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исследуемого материала и его потенциал для использования в тканевой инженерии 

(Рисунок 10). 

 

 

Рисунок 10. Графическое отображение результатов колориметрического 

формазанового теста: 1 – метаболическая активность клеток на пластике; 2 – 

метаболическая активность клеток на КМ с концентрацией коллагена 30 мг/мл. 

 

Таким образом, комплексный анализ полученных экспериментальных данных 

позволяет заключить, что клетки, культивируемые на КМ, сохраняют 

молекулярный профиль характерных белковых маркеров ЭКК и демонстрируют 

небольшое увеличение популяции специфических клеточных типов по сравнению 

с первичной культурой. Указанные наблюдения свидетельствуют об отсутствии 

цитотоксического воздействия КМ на функциональный метаболизм клеток и 

стимуляцию процессов их дифференцировки in vitro. 

 

3.2. Результаты исследования биомеханических свойств бульбарной 

конъюнктивы и КМ 

В результате сравнительного анализа биомеханических характеристик 

бульбарной конъюнктивы и КМ установлено, что модуль Юнга, характеризующий 

упругость КМ с концентрацией коллагена 30 мг/мл, сопоставим с аналогичным 

показателем бульбарной конъюнктивы, его значение составляет 
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0,0008739±0,0004332 и 0,0009472±0,001323 ГПа соответственно (Рисунок 11). 

Статистически значимых различий между ними не обнаружено, что позволяет 

сделать вывод о сходстве упругих свойств обоих исследуемых материалов 

(критерий Манна-Уитни, p=0,0549). 

 

 

Рисунок 11. Графическое отображение результатов наноиндентирования в 

статическом режиме: 1 – показатели модуля Юнга бульбарной конъюнктивы при 

нагрузке 0,75 мН; 2 – модуль Юнга КМ с концентрацией коллагена 30 мг/мл при 

нагрузке 0,75 мН. 

 

Результаты сравнительной оценки характеристик КМ с концентрацией 

коллагена I типа 30 мг/мл и образцов нативной бульбарной конъюнктивы выявили 

статистически значимые различия. При оценке показателя твердости (Hardness), 

отражающего сопротивление материала пластической деформации, были 

зафиксированы более высокие значения у КМ по сравнению с естественной тканью 

конъюнктивы: 0,0000056± 0,0000023 и 0,00000292±0,00000325 соответственно 

(p=0,0005, критерий Манна-Уитни) (Рисунок 12А). 

Напротив, оценка вязкостных свойств (тангенс дельта), характеризующих 

сопротивление материала течению или деформации под нагрузкой во времени, 

продемонстрировала противоположную тенденцию – показатель бульбарной 

конъюнктивы составил 0,8239±0,4338, а КМ 0,2363±0,06198, что показывает 
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значимо низкие показатели вязкости КМ по сравнению с аналогичными 

показателями нативной ткани (критерий Манна-Уитни p<0,0001) (Рисунок 12Б). 

 

 

Рисунок 12. Графическое отображение результатов наноиндентирования в 

динамическом режиме: А: 1 – показатели твёрдости бульбарной конъюнктивы 

при нагрузке 0,75 мН; 2 – показатели твёрдости КМ с концентрацией коллагена 30 

мг/мл при нагрузке 0,75 мН; Б: 3 – показатели вязкой составляющей бульбарной 

конъюнктивы при нагрузке 0,75 мН, 4 – показатели вязкой составляющей КМ с 

концентрацией коллагена 30 мг/мл при нагрузке 0,75 мН. * – статистически 

значимые отличия. 

 

Учитывая вышесказанное, можно сделать вывод о том, что исследуемая КМ 

обеспечивает необходимые условия для роста ЭК конъюнктивы: культивирование 

на КМ не вызывает снижения метаболической активности клеток, сохраняются 

пролиферативная активность и молекулярный репертуар белков ЭКК. Кроме того, 

биомеханические свойства изготовленной КМ сопоставимы с нативной 

конъюнктивой, что позволяет данной КМ быть перспективной альтернативой 

биологической ткани в реконструктивных целях.  
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3.3. Результаты экспериментов in vivo 

 

3.3.1. Особенности клинического течения заживления дефекта 

бульбарной конъюнктивы в зависимости от его площади in vivo 

 

Моделирование дефекта бульбарной конъюнктивы у кроликов диаметром 4, 5 

и 6 мм вышеуказанным методом позволило воспроизвести клинически значимый 

дефект с четкими границами и умеренным воспалительным ответом. Через 1 сутки 

после иссечения ткани при биомикроскопии во всех группах размер дефекта 

оставался прежним, также отмечалось отсутствие эпителизации, ярко выраженная 

гиперемия, зона дефекта полностью прокрашивалась флуоресцеином (Рисунок 

13Б). На 7-е сутки сохранялась конъюнктивальная инъекция (2 балла по 

McMonnies) и отсутствие эпителизации (Рисунок 13В), в первой группе отмечено 

уменьшение площади дефекта (3,84±0,304 мм).  

К 18-му дню наблюдается полное закрытие всех повреждений с 

окончательным восстановлением архитектоники конъюнктивальной ткани 

(Рисунок 13Д). Однако спустя 1 месяц после иссечения бульбарной конъюнктивы 

сохранялась стойкая инъекция (2 балла) в зоне иссечения (Рисунок 13Е).  
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Рисунок 13. Биомикроскопическая картина заживления конъюнктивального 

дефекта размером 5 мм. А – Разметка бульбарной конъюнктивы трепаном 

диаметром 5 мм и последующее ее иссечение конъюнктивальными ножницами, Б 

– 1-е сутки,  В – 7-е сутки, Г – 14-е сутки, Д – 21-е сутки, Е – 30-е сутки. 
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При моделировании дефекта бульбарной конъюнктивы разных диаметров 

отмечено значимое отличие динамики изменения размера дефектов: у животных с 

дефектами диаметром 4 мм сокращение размеров произошли в среднем к 12±3,0822 

дню после иссечения, у животных с дефектами диаметрами 5 и 6 мм - к 16±1,4142 

и 16,83± 1,16905 дням соответственно; у животных с диаметром дефекта 6 мм его 

наличие отмечалось в течение 18-и суток (критерий Вилкоксона, p<0,0001) 

(Рисунок 14).  

Для оценки динамических изменений сокращения размеров 

конъюнктивальных дефектов в исследуемых группах проведена статистическая 

обработка данных с помощью однофакторного дисперсионного анализа (one-way 

ANOVA) и критерия Вилкоксона. Проведенный анализ показал, что имеются 

статистически значимые различия в сокращении дефекта конъюнктивы различных 

диаметров в разные временные точки в течение 20-и дней наблюдения (F=8,625; 

p=0,0041; однофакторный дисперсионный анализ). 

 

 

Рисунок 14. Графическое отображение динамики заживления конъюнктивальных 

дефектов различного диаметра (4 мм, 5 мм и 6 мм) в контрольной группе 

(объяснение в тексте). 
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Статистический анализ выявил наличие достоверных различий в динамике 

уменьшения площади конъюнктивальных дефектов различного диаметра в 

различные временные интервалы на протяжении 20-дневного периода наблюдения. 

При проведении ОКТ переднего отрезка на 1-е и 7-е сутки наблюдения не 

визуализируются гипорефлективные зоны, соответствующие эпителиальному 

слою и собственному веществу бульбарной конъюнктивы (рис.15А,Б). К 14-м 

суткам, на фоне динамики регенерации, отмечается формирование 

гипорефлективного слоя эпителия с выраженной прилегающей гиперрефлективной 

полосой склеральной ткани значительной толщины (рис.15В). 

 

 

Рисунок 15. Результаты оптической когерентной томографии при заживлении 

дефекта бульбарной конъюнктивы: А – 1-е сутки, Б – 7-е сутки, В – 14-е сутки 

после иссечения, Г – 30-е сутки. 

 

3.3.2. Оценка эффективности имплантации коллагеновой мембраны в 

устранении дефектов бульбарной конъюнктивы in vivo 

 

Возникшие сложности при фиксации имплантируемого материала 

В ходе проведения начального экспериментального этапа in vivo с КМ в 

концентрации коллагена 10 мг/мл были выявлены значительные технические 

сложности, связанные с нестабильностью физических свойств материала и его 
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фиксацией. Эти трудности потребовали последовательной апробации различных 

методик фиксации, каждая из которых продемонстрировала определенные 

ограничения: 

1) Первичная фиксация узловыми швами: изначально КМ фиксировалась 

с использованием узловых швов (шелк 8/0). Однако было установлено, что после 

гидратации материала слёзной жидкостью происходит значительное увеличение 

его объема и изменение механических свойств (снижение жёсткости, выраженное 

набухание). Это привело к несостоятельности швов: нити прорезывались через 

размягченную КМ, что делало фиксацию неэффективной и не обеспечивало 

стабильной адаптации материала  (Рисунок 16А); 

2) Фиксация методом формирования интрасклерального кармана: в 

качестве альтернативы была предпринята попытка фиксации КМ путем ее 

имплантации в предварительно сформированный интрасклеральный карман. 

Данный метод предполагал механическое удержание краями кармана. Тем не 

менее, в раннем послеоперационном периоде наблюдалась тенденция к дислокации 

имплантата - КМ мигрировала из зоны дефекта (Рисунок 16Б). Вероятными 

причинами явились недостаточная глубина кармана или его размеры, не 

обеспечивающие плотного охвата КМ, а также продолжающиеся процессы 

гидратации (Рисунок 16Б); 

3) Интраоперационное осложнение при формировании кармана: техника 

формирования интрасклеральных карманов сопряжена с риском ятрогенного 

повреждения. Во время выполнения данной манипуляции в нескольких случаях 

произошла перфорация склеры (Рисунок 16В). Данное осложнение обусловлено 

особенностями анатомии исследуемых животных, а именно значительно более 

тонкой структурой фиброзной оболочки глаза по сравнению с человеческой, что 

повышает ее уязвимость при хирургических манипуляциях, что ограничивало 

применимость данного метода; 

4) Фиксация КМ с применением сульфакрилатного клея: учитывая 

недостатки механической фиксации, была опробована методика адгезивной 

фиксации КМ к склере при помощи цианоакрилатного офтальмологического 
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хирургического клея (N-бутил-2-цианоакрилата, сульфакрилата; АО 

«Федеральный научно-производственный центр «Алтай», Россия). Хотя клей 

продемонстрировал хорошую начальную адгезию, в послеоперационном периоде 

возникли значительные осложнения: отмечалось наличие обильного слизистого 

отделяемого белесоватого цвета в области имплантата, свидетельствующее о 

выраженной воспалительной реакции. Критическим недостатком явилось свойство 

клея к полимеризации с образованием жесткой, неэластичной пленки на 

поверхности конъюнктивы. Эта ригидная пленка не соответствовала естественной 

эластичности конъюнктивальной ткани, вызывая локальное раздражение, 

дискомфорт и, вероятно, нарушая трофику (Рисунок 16Г). Кроме того, жесткий 

полимерный слой мог механически препятствовать эпителизации краев раны и 

интеграции имплантата. 
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Рисунок 16. Биомикроскопическая картина бульбарной конъюнктивы: А – 

прорезывание узлового шва (вирджинский шелк 8/0, указано стрелкой); Б – 

имплантация КМ в предварительно сформированный интрасклеральный карман; 

В – перфорация склеры (видна сосудистая оболочка при формировании 

интрасклерального кармана после покрытия собственной конъюнктивой); Г- 

фиксация КМ при помощи сульфакрилатного клея. 

 

Ключевым решением стало повышение концентрации коллагена до 30 мг/мл 

для повышения прочностных свойств КМ и применение оптимального метода – 

узловой или непрерывной шовной фиксации КМ (Рисунок 17). Это исключило 

прорезывание материала даже при максимальном натяжении, обеспечило 

стабильную адгезию к бульбарной конъюнктиве и минимизировало многоэтапную 
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подготовку. Риск дислокации КМ при движениях глазного яблока был полностью 

устранен.  

 

 

Рисунок 17. Биомикроскопическая картина фиксации КМ с повышенной 

концентрацией коллагена (30 мг/мл), где А – фиксация КМ узловыми швами, Б – 

фиксация КМ непрерывным швом.  

 

Динамика послеоперационного течения и состояние имплантированной 

КМ 

Ранний послеоперационный период (1-е сутки). Важно подчеркнуть, что, 

как и при любом хирургическом вмешательстве, сопряженном с имплантацией 

инородного материала, у всех животных экспериментальных подгрупп на 1-е сутки 

послеоперационного периода регистрировались признаки выраженной местной 

воспалительной реакции. Данное состояние характеризовалось, прежде всего, 

выраженной конъюнктивальной инъекцией, оцененной как степень III-IV по шкале 

McMonnies, что указывало на значительное расширение поверхностных сосудов 

конъюнктивы и активную гиперемию тканей. Помимо инъекции, объективно 

отмечалось наличие незначительного количества слизистого отделяемого в 

конъюнктивальной полости, что является типичным проявлением ранней фазы 

воспалительного ответа на хирургическую травму и присутствие имплантата КМ, 
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фиксированной швами. Эти визуальные признаки соответствовали ожидаемой 

реакции тканей в ответ на операционное вмешательство (Рисунок 18А). На данном 

этапе не наблюдалось признаков несостоятельности фиксации имплантированной 

КМ или ее дислокации. 

Динамика регресса воспаления (7-е и 14-е сутки). К 7-м суткам 

послеоперационного периода отмечалась отчетливая положительная динамика в 

состоянии тканей оперированной зоны. Интенсивность конъюнктивальной 

инъекции существенно снизилась, достигнув степени I-II по шкале McMonnies 

(Рисунок 18Б), что свидетельствовало о постепенном угасании острой 

воспалительной реакции и начале процессов репарации. На 14-е сутки наблюдения 

отмечался значительный регресс инъекции конъюнктивы, которая сохранялась 

лишь в виде минимальных, едва различимых проявлений. Важным 

морфологическим критерием успешного заживления стала полная эпителизация 

операционной зоны, подтверждающая восстановление целостности 

поверхностного эпителиального барьера конъюнктивы. Параллельно с этим, 

полностью нивелировалось слизистое отделяемое, наблюдаемое в первые сутки 

(Рисунок 18В). Данная динамика соответствовала классическим этапам 

заживления ран конъюнктивы и свидетельствовала об отсутствии признаков 

хронического воспаления или реакции отторжения имплантированной КМ. 

Отдаленный послеоперационный период (1 месяц). Оценка состояния 

глазной поверхности через 1 месяц после операции подтвердила устойчивость 

достигнутых положительных результатов. Наблюдалось полное клиническое 

купирование гиперемии конъюнктивы в зоне имплантации. Сохранялась 

полноценная эпителия, что указывало на завершение активной фазы репаративных 

процессов и успешную интеграцию КМ с окружающими тканями (Рисунок 18Г). 

Особенности клинического наблюдения в отдаленном периоде (3 месяца) 

и состояние имплантата. При анализе состояния через 3 месяца после 

имплантации необходимо отметить следующее. Присутствие шовного материала 

(нейлон 10/0) в зоне операции в данный отдаленный срок (Рисунок 18Д) было 

обусловлено не клинической необходимостью, а исследовательскими целями. 
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Ввиду выраженной биосовместимости и интеграции КМ с окружающими тканями 

склеры и конъюнктивы, визуальная идентификация точной зоны имплантации без 

дополнительных маркеров становилась затруднительной. Таким образом, 

оставленные швы выполняли функцию топографических ориентиров, обеспечивая 

точную локализацию области имплантированной КМ для последующего 

гистологического анализа и корреляции макро- и микроскопической картины. 

Данные швы были удалены непосредственно перед энуклеацией и фиксацией 

глазных яблок в растворе формалина.  

Что касается шовного материала (нейлон 10/0), использованного для 

фиксации КМ и оставленного в качестве маркеров, его состояние также 

оценивалось как удовлетворительное. Отмечалось отсутствие признаков 

локального воспаления в непосредственной близости от швов. Шовный материал 

обеспечивал анатомически точную адаптацию краев конъюнктивальной раны с 

краями имплантированной КМ на протяжении всего периода (Рисунок 18Е).  

Таким образом, представленные данные о послеоперационной динамике 

свидетельствуют о типичном течении раневого процесса после имплантации КМ с 

выраженной, но транзиторной воспалительной реакцией в первые сутки, 

последующим быстрым ее регрессом и завершением процессов эпителизации. 

Стабильность состояния в отдаленном периоде (1 и 3 месяца), сохранение 

адаптации КМ и отсутствие воспалительной реакции на шовный материал 

подтверждают биосовместимость использованной модифицированной КМ и 

корректность примененной методики ее фиксации. Использование швов в качестве 

долговременных топографических маркеров доказало свою целесообразность для 

точной идентификации зоны имплантации без негативного влияния на течение 

послеоперационного периода. 
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Рисунок 18. Биомикроскопическая картина заживления конъюнктивального 

дефекта после имплантации КМ: А – 1-е сутки после имплантации КМ; Б – 7-е 

сутки: сохранение конъюнктивальной инъекции; В – 14-е сутки: снижение 

интенсивности гиперемии;  Г – 30-е сутки; Д – 3 месяца после имплантации КМ 

(часть узловых швов снята); Е – 6 месяцев, узловые швы удалены. 
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При сравнительном анализе сроков достижения полной эпителизации 

выявлено статистически значимое ускорение в экспериментальной группе по 

сравнению с контрольной (10,31±2,0723  и 15,94±2,608 суток соответственно; 

p<0,0001, критерий Вилкоксона) (Рисунок 19).  

 

Рисунок 19. Сравнительные сроки полной эпителизации в контрольной и 

экспериментальной группах – значительное ускорение эпителизации в 

экспериментальной группе по сравнению с контролем (p<0,0001, критерий 

Вилкоксона). 

 

Стратифицированный анализ показал, что при размере дефектов 4 мм сроки 

полной эпителизации достоверно различались: в контрольной – 12,6±3,438 дня, в 

экспериментальной группе – 8,2±1,229 дня (p=0,0007; критерий Манна–Уитни). 

Для дефектов диаметром 5 мм выявлена выраженная тенденция к сокращению 

времени эпителизации при имплантации КМ (16,6±1,075 и 10,0±1,886 дня в 

контрольной и экспериментальной группах соответственно; p<0,0001). 

Аналогичная закономерность установлена и для дефектов диаметром 6 мм: в 

экспериментальной группе отмечено статистически значимое сокращение сроков 

наступления эпителизации по сравнению с контролем (12,33±2,605 против 

17,5±0,522 дня; p = 0,0022; критерий Манна–Уитни) (Таблица 4). 
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Таблица 4. Сравнение сроков наступления полной эпителизации в 

контрольной и экспериментальной группах (критерий Манна–Уитни).   

Дни Диаметр дефектов 

4 мм 5 мм 6 мм 

Контроль Опыт Контроль Опыт Контроль Опыт 

Среднее 12,60 8,2 16,6 10,0 17,5 12,33 

Ст.отклонение 3,438 1,229 1,075 1,886 0,5222 2,605 

U 8 0 0 

P-значение 0,0007 <0,0001 0,0022 

 

Статистическая обработка данных для зависимых выборок 

продемонстрировала достоверно более низкие средние значения показателя 

инъекции в экспериментальных группах относительно контрольных. В сравнении 

с контрольной группой, в экспериментальной группе через 30 дней наблюдения 

отмечено отсутствие инъекции, отличия были статистически значимыми (критерий 

Стьюдента) (Таблица 5), а в контрольной группе спустя 1 месяц после иссечения 

бульбарной конъюнктивы в ряде экспериментов отмечалась стойкая инъекция 

(Рисунок 20).  

 

Таблица 5. Показатели инъекции конъюнктивы в контрольной и 

экспериментальной группах в течение 30 суток наблюдения (шкала оценки 

гиперемии по McMonnies, критерий Стьюдента). 

 

Баллы по 

шкале 

McMonnies 

Диаметр дефектов 

4 мм  5 мм 6 мм 

Контроль Опыт Контроль Опыт Контроль Опыт 

Среднее 2,2076923 1,8846154 2,2461539 1,8923077 3,0 2,6089744 

Ст.отклонение 1,249472 1,4285821 1,2392892 1,4745708 1,4940743 1,6946737 

t 3,256 4,297 4,267 

P-значение 0,0015 P<0,0001 P<0,0001 
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Рисунок 20. Графическое отображение сравнительной динамики 

конъюнктивальной инъекции, где дефект 4, 5 и 6 мм - контрольная группа, КМ 4, 

5 и 6 мм – экспериментальная группа.  

 

Результаты оптической когерентной томографии переднего отрезка глаза 

(AS-OCT) в динамике после имплантации КМ 

Проведение ОКТ переднего отрезка глаза на раннем сроке наблюдений – 1-х 

и 7-х суток после имплантации КМ, позволило оценить самые начальные этапы 

адаптации материала к склере. Томографически отмечалось плотная, равномерная 

адаптация КМ к поверхности подлежащей склеры на всем протяжении зоны 

имплантации (Рисунок 21А,Б), что подтверждается отсутствием визуализируемой 

гипорефлективной щели или зоны отслоения между КМ и склерой. Этот факт 

является объективным подтверждением эффективности примененной методики 

фиксации и коррелирует с данными макроскопического наблюдения об отсутствии 

ранней дислокации КМ. Отсутствие выраженных артефактов рассеяния или 

затемнения в интерфейсе также косвенно свидетельствует об отсутствии скопления 
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жидкости или геморрагического содержимого под КМ в раннем 

послеоперационном периоде. 

Последующая оценка КМ на более поздних сроках (7-е, 14-е и 30-е сутки после 

имплантации) выявила характерную и стабильную картину, отражающую 

процессы заживления. На всех указанных временных точках достоверно 

визуализировалось наличие конъюнктивального эпителия, покрывающего 

имплантированную КМ. Данный эпителиальный слой четко идентифицировался в 

виде непрерывной, тонкой, гомогенной полосы гипорефлективной (слабо 

отражающей свет) ткани, расположенной непосредственно по поверхности КМ 

(Рисунок 21В,Г,Д). Непосредственно под этим гипорефлективным слоем эпителия 

визуализировалась КМ, характеризующаяся отчетливо гиперрефлективным 

сигналом. Эта контрастность рефлективных свойств (гипорефлективный эпителий 

над гиперрефлективной КМ) позволяет четко дифференцировать слои и является 

надежным томографическим признаком сформированного конъюнктивального 

покрова над имплантатом. 

 

 

Рисунок 21. Результаты оптической когерентной томографии переднего 

отрезка глаза после имплантации КМ, где А – 1-е сутки после имплантации 

КМ, Б – 7-е сутки, В – 14-е сутки, Г – 30-е сутки.  

 

По данным гистологического исследования, на микропрепаратах 

экспериментальных групп через 3 месяца отмечено частичное замещение КМ 
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собственной тканью и миграция клеток в толщу имплантируемого материала без 

признаков выраженного воспаления (Рисунок 22А,Б). Через 6 месяцев наблюдения 

отмечалась полноценная эпителизация КМ многослойным плоским 

неороговевающим эпителием – произошла полная интеграция имплантата с 

формированием соединительной ткани, покрытой многослойным эпителием, с 

признаками миграции конъюнктивальных клеток в толщу новообразованной ткани 

при отсутствии признаков воспаления или рубцевания (Рисунок 22В).  

 

 

Рисунок 22. Графическое изображение гистологического микропрепарата после 

имплантации КМ: А,Б – спустя 3 месяца, миграция клеток в толщу КМ (указано 

стрелками) без признаков выраженного воспаления (A – Бар 100 мкм, B – Бар 50 

мкм); В – 6 месяцев: полное замещение новообразованной собственной тканью с 

миграцией клеток в ее толщу, отсутствие фиброзированной ткани, окраска 

гематоксилин-эозин. Бар – 400 мкм.  

 

При гистологическом исследовании микропрепарата дефекта бульбарной 

конъюнктивы в контрольных группах уже через 1 месяц визуализируется участок 

истончения эпителиального слоя, собственное вещество представлено параллельно 

ориентированными коллагеновыми фибриллами с зонами выраженного фиброза и 

гиалиноза. Данная структура коллагеновых волокон в контрольной группе 

демонстрирует ориентированную направленность, что является типичным 

признаком рубцовых тканей (Рисунок 23). 
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Рисунок 23. Графическое изображение гистологического микропрепарата дефекта 

бульбарной конъюнктивы: параллельная направленность коллагеновых волокон 

(отмечено стрелками), окраска гематоксилин-эозин. Бар – 50 мкм. 

 

Полученные данные позволяют заключить, что исследуемая КМ успешно 

интегрировалась в область ятрогенного дефекта конъюнктивы, обеспечивая 

формирование организованного монослоя регенерированных эпителиальных 

клеток на своей поверхности и стимулируя миграцию клеточных элементов в 

толщу имплантата. КМ создала оптимальные условия для восстановления 

собственной конъюнктивальной ткани, что было верифицировано методами 

иммуноцитохимического и гистологического анализа. 

Результаты исследования предоставляют объективные доказательства того, 

что исследуемая КМ на основе коллагенового нативного высокоочищенного 

материала в повышенной концентрации 30 мг/мл является биосовместимой и 

безопасной для культивирования ЭКК и применения в пластике конъюнктивы – 

данный материал не цитотоксичен для эпителия конъюнктивы и способствует 

сохранности сохранность молекулярных маркеров ЭКК. 

Разработанная и апробированная модель конъюнктивального дефекта глаза 

экспериментального животного является высоко воспроизводимым, 

контролируемым методом и демонстрирует возможность перехода на клинический 
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уровень исследований для дальнейшего хирургического применения изученной 

КМ в качестве эквивалента конъюнктивальной ткани. Проведенная оценка 

процессов восстановления конъюнктивы после имплантации КМ на основе 

выполненных клинических, гистологических и биомеханических исследований 

показывает перспективность хирургического применения изученной КМ в 

качестве полноценного аналога бульбарной конъюнктивальной ткани. 

 

3.4. Обсуждение 

Одним из основных осложнений хронического воспалительного процесса, 

сопутствующего различным заболеваниям глазной поверхности, являются 

развитие рубцовых изменений и контрактуры конъюнктивальной ткани. Особую 

актуальность данная проблема приобретает у пациентов с лимбальной 

недостаточностью, где рубцовые изменения создают неблагоприятные условия для 

успешной трансплантации ЛСК [137]. У данной категории больных 

восстановление роговичной поверхности не может быть эффективным без 

одновременного воссоздания глубокого и функционально полноценного 

конъюнктивального свода. 

В современной офтальмохирургической практике для реконструкции 

рубцовых дефектов конъюнктивы применяются различные виды пластических 

материалов, включая аутологичные и аллогенные конъюнктивальные 

трансплантаты, слизистую оболочку полости носа и рта, амниотическую мембрану, 

а также современные биосинтетические материалы. Несмотря на очевидные 

преимущества аутологичных тканей, связанные с отсутствием риска иммунного 

отторжения, их использование существенно ограничено: в случаях наличия 

обширных дефектов требуются объемные фрагменты трансплантируемого 

материала, забор которых при системных аутоиммунных патологиях ограничен 

ввиду пораженной аутологичной ткани [46, 142]. При иммунопатологических 

состояниях применение слизистых оболочек полости носа и рта, несмотря на их 

доступность, также демонстрирует ограниченную эффективность в связи с 

возможным вовлечением и этих тканей в патологический процесс [160]. АМ 
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человека широко применяется в практике для восстановления конъюнктивальных 

дефектов, в том числе после химических ожогов и при тяжелых системных 

заболеваниях [113, 168, 235]. Однако отмечались случаи быстрого лизиса и 

тенденции к образованию рубцовой ткани в зоне трансплантации [261]. Данное 

диссертационное исследование было сфокусировано на комплексной 

характеристике клеточных и биомеханических аспектов применения КМ в 

реконструкции конъюнктивы, разработке и апробированию экспериментальной 

модели конъюнктивального дефекта in vivo, а также разработке методике 

имплантации исследуемой КМ, после чего проводилась комплексная оценка 

анатомо-функциональных особенностей и динамики репаративных процессов.  

Для культивирования ЭКК in vitro в литературе были описаны различные 

методы, использующие либо суспензии отдельных клеток [193], либо экспланты 

ткани конъюнктивы [52, 90]. Преимущество эксплантного метода состоит в том, 

что при переходе на клинический уровень исследований у пациентов, у которых и 

так ограниченный объем здоровой ткани ввиду имеющихся заболеваний 

конъюнктивы, для выполнения культивирования ЭКК и их последующей 

трансплантации будет возможно получение минимального фрагмента биоптата. 

Последующие нами проведенные эксперименты in vitro демонстрируют, что клетки 

из эксплантной культуры сохранили морфофункциональные фенотипические 

характеристики ЭКК в условиях in vitro после пересева на исследуемую КМ. 

Материалы, разработанные на основе компонентов ВКМ, широко 

применяются для восстановления дефектов конъюнктивы за счёт высокой 

биосовместимости и структурного сходства с нативной тканью. До недавнего 

времени ВКМ рассматривался преимущественно как инертный каркас, 

обеспечивающий структурную поддержку клеток. За последние два десятилетия 

накоплены данные, свидетельствующие о его ключевой роли в регуляции 

фундаментальных процессов клеточной биологии [49, 119]. Среди материалов, 

используемых для создания биоматериалов, выделяют коллаген [98, 248], хитозан 

[230] и кератин [64]. Выбор коллагена I типа в ряде исследований аргументируется 

его значительным содержанием во внеклеточном матриксе конъюнктивальной 
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ткани [106]. Коллаген I типа играет ключевую роль в процессах тканевой 

регенерации, что обосновывает целесообразность его использования при 

разработке биоматериалов для реконструкции конъюнктивы. Дополнительным 

преимуществом является высокая биосовместимость и низкий риск иммунного 

ответа, что обосновывает его использование в качестве носителя в тканевой 

инженерии. В исследовании H. Zhou и соавт. были сравнительно изучены три типа 

субстрата: витрифицированный коллаген, стандартный коллагеновый гель и 

культуральный пластик, использованный в качестве контроля [263]. На всех трёх 

субстратах эпителиальные клетки конъюнктивы кролика демонстрировали 

высокий уровень жизнеспособности (>95%) через 5 дней культивирования, что 

было подтверждено окрашиванием live/dead. Авторы также отметили, что на 

витрифицированном коллагене плотность клеток превышала таковую на 

культуральном пластике более чем в два раза, что свидетельствует о повышении 

пролиферативной активности клеток на исследуемом материале. В нашем 

исследовании не оценивалась колониеобразующая способность клеток, как это 

делалось в предыдущих работах, однако проведенные тесты на цитотоксичность 

(окрашивание live/dead и оценка метаболической активности ЭК) показали её 

отсутствие, что подтверждает перспективный потенциал материала для 

применения в тканевой инженерии. 

Помимо способности материала поддерживать жизнеспособность и 

пролиферацию ЭКК, важным аспектом является его оптимальные 

биомеханические свойства. Значимым открытием стало установление того, что 

физические характеристики ВКМ способны направлять дифференцировку 

мезенхимальных и других типов стволовых клеток [94, 109].  Стоит отметить, что 

повышение концентрации коллагена сопровождается снижением способности 

клеток к миграции во внутренние слои субстрата и способствует формированию 

эпителиального монослоя. В то же время уменьшение концентрации коллагена в 

гидрогеле приводит к более выраженной интеграции клеток в структуру 

биополимерного материала [77].  Была выявлена аналогичная закономерность и в 

нашем исследовании при культивировании клеток на КМ с концентрацией 10 
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мг/мл. Полученные нами результаты согласуются с данными, представленными в 

ранее опубликованных исследованиях. Различия между материалами определялись 

концентрацией и источником коллагена, а также методом их производства. В 

частности, в работе C.C. Drechsler и соавт. ЭКК были рассеяны на КМ из раствора 

коллагена с низкой концентрацией (3 мг/мл) [98]. В нашем случае использовался 

Viscoll, материал на основе стерильного высококонцентрированного раствора 

коллагена. Такой подход позволяет получать прочные биополимерные материалы 

без использования химических сшивок, негативно влияющих на клеточную 

совместимость. Подобные результаты описаны и в экспериментах с 

фибробластами, засеянных на коллагеновый материал: на ранних этапах клетки 

приобретали звёздчатую форму, в дальнейшем трансформировались в 

веретенообразные структуры и формировали агрегаты, однако выраженность этого 

процесса снижалась по мере увеличения концентрации коллагена [96, 141, 208].  

Учитывая то, что как в нашем исследовании при использовании КМ с 

концентрацией 10 мг/мл, так и в работе C.C. Drechsler и соавт., были получены 

сопоставимые результаты — морфологические характеристики клеток и их 

молекулярный профиль после культивирования на КМ сохраняли признаки, 

свойственные конъюнктивальной ткани. Таким образом, можно заключить, что 

плотность матрикса не является критическим фактором, определяющим 

биосовместимость материала. В то же время с хирургической точки зрения, 

применение КМ в повышенной концентрации обеспечивает возможность ее 

надежной механической фиксации шовным материалом, что существенно 

облегчает процесс имплантации и повышает адаптационную стабильность 

имплантата [51]. Таким образом, в рамках настоящего исследования мы 

предприняли меры для преодоления указанных ограничений -  с целью оценки 

биомеханических характеристик были изучены и в дальнейшем применены на 

этапе in vivo КМ с концентрацией коллагена 30 мг/мл. 

Учитывая вышеизложенное, биомеханические характеристики материала 

представляют собой важный фактор. Согласно данным B. Trappmann и соавт., 

повышение жесткости полиакриламидных гидрогелей, ковалентно связанных с 
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коллагеном I типа, сопровождалось увеличением клеточной пролиферации 

эпидермальных стволовых клеток и уменьшением их дифференцировки в 

кератиноциты [233]. В настоящем исследовании не ставилась задача определения 

биомеханических характеристик, способствующих поддержанию именно 

стволовых клеток и дифференцировке БК конъюнктивы. Основное внимание было 

сосредоточено на предварительной оценке механических свойств КМ с точки 

зрения их применимости в реконструктивной хирургии. 

Также, в исследовании С.С. Drechsler и соавт. проводилось сравнительное 

изучение эластичности прессованного коллагена, АМ и нативной конъюнктивы. 

Авторы отметили значительное различие между прессованным коллагеном и 

конъюнктивой: прессованный коллаген характеризовался меньшей эластичностью, 

тогда как статистически значимых различий между АМ и конъюнктивой 

практически не наблюдалось [98]. По результатам нашего исследования можно 

заключить, что по сравнению с бульбарной конъюнктивой исследуемая КМ 

обладает сопоставимой упругостью и пониженной вязкостью, но повышенной 

твёрдостью, что обеспечивает её сопротивляемость деформации и сохранение 

формы. Полученные результаты позволяют рассматривать данный материал как 

перспективный для устранения дефектов конъюнктивы, при этом биомеханические 

свойства КМ могут быть дополнительно модифицированы в соответствии с 

индивидуальными клиническими задачами.  

Хотя разработка коллагеновых материалов достигла значительного прогресса, 

вопросы оптимизации их адаптации и минимизации рубцевания остаются 

актуальными. В физиологических условиях разрушение коллагена осуществляется 

главным образом под действием матриксных металлопротеиназ (ММП) [152]. 

Повышенная активность ММП-9 замедляет процесс заживления ран за счёт 

нарушения структуры белков БМ, что, в свою очередь, препятствует миграции 

кератиноцитов [205]. Таким образом, имплантируемый коллаген способен не 

только подвергаться полной деградации и усвоению организмом, но и связывать 

избыточные количества ММП в раневой зоне, ингибируя их активность и 

предотвращая дальнейшее разрушение ВКМ [127].  
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На этапе планирования экспериментов in vivo в качестве экспериментальных 

животных были выбраны кролики, что соответствует подходу, применяемому 

другими исследователями при изучении патологий конъюнктивы. Основной 

причиной выбора является анатомическое сходство бульбарной конъюнктивы 

кролика с человеческой, а также наличие зоны активной морфогенетической 

активности в области свода [28]. Применение коллагенового материала в условиях 

in vivo доказывает его выраженные регенеративные свойства: гистологическое 

исследование подтвердило формирование полноценного многослойного эпителия 

при отсутствии признаков значительного фиброза и контрактуры в области 

имплантации [248, 263]. Полученные в настоящем исследовании результаты 

согласуются с данными ранее опубликованных работ [248]. В исследовании Witt et 

al. наблюдалась частичная эпителизация имплантированного материала к 10-му 

дню, а полная эпителизация зоны имплантации наступала к 28-му дню наблюдения. 

В нашем исследовании среднее время эпителизации в контрольной группе 

составило 15,94±2,608 дней (диапазон 9–18 дней), тогда как эпителизация КМ 

происходила за 10,31±2,0723  дней во всех экспериментальных группах (от 7-и до 

16-и дней). Возможной причиной ускоренной эпителизации и интеграции КМ в 

окружающие ткани является использование высокоочищенного, химически 

немодифицированного нативного коллагена. В сравнении с этим, в исследовании 

Witt et al. применялся прессованный коллаген с химической сшивкой, что могло 

снижать клеточную совместимость материала. В контрольной группе наблюдалось 

более выраженная контрактура тканей вокруг дефектов, что приводило к 

сокращению площади дефекта, и могло способствовать ускоренной 

реэпителизации по сравнению с экспериментальной группой. Для повышения 

прочностных характеристик биоматериалов в ряде исследований разрабатывается 

витрифицированный коллаген. Так, в работе Zhou et al. авторы сравнивали три типа 

материала: витрифицированный коллаген (ВК), стандартный коллагеновый гель и 

культуральный пластик в качестве контроля [263]. Аналогично нашим 

результатам, начало эпителизации витрифицированного коллагена наблюдалось на 
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7-й день после имплантации, однако полная эпителизация наступала лишь к концу 

четвертой недели наблюдения.   

Ключевым преимуществом КМ является не только ускорение эпителизации, 

но и сохранение функциональной архитектоники ткани, что также подтверждается 

наблюдениями других исследователей, фиксировавших отсутствие выраженного 

укорочения свода [98, 248, 263]. Witt и соавт. отмечали сокращение 

конъюнктивального свода ввиду рубцевания менее 4% в группе с применением 

коллагенового материала, что было сопоставимо с контролем. В нашем 

исследовании в контрольной группе структура коллагеновых волокон 

демонстрировала направленную ориентацию, характерную для рубцовой ткани, 

тогда как в зоне имплантации КМ формировалась более хаотично ориентированная 

сеть фибрилл, близкая к нативной конъюнктиве. Эти данные свидетельствуют о 

том, что КМ создаёт благоприятную среду для восстановления поврежденного 

участка и может быть использована как бесклеточный трансплантат, 

способствующий регенерации конъюнктивальной ткани, схожей с естественной. 

Для комплексной оценки эффективности имплантации КМ и процессов 

регенерации тканей проводился систематическое наблюдение экспериментальных 

животных. Наблюдение охватывало ранние и отдаленные сроки после операции, 

что позволяло отслеживать динамику заживления, интеграцию материала и 

возможные осложнения. На сегодняшний день в офтальмологической литературе 

существующие современные стандартизированные шкалы для количественной 

оценки инъекции конъюнктивы отличаются субъективностью интерпретации, 

варьируются по числу градаций и критериям классификации, что затрудняет 

прямое сравнение результатов различных исследований. В большинстве случаев 

оценка выраженности сосудистой инъекции осуществляется визуально и 

субъективно, с опорой на эталонные изображения или описательные категории, что 

может приводить к значительной вариабельности данных. В нашем исследовании 

для оценки состояния конъюнктивы после имплантации КМ была применена 

стандартизированная фотографическая шкала McMonnies с количественной 

фиксацией степени инъекции на всех контрольных точках наблюдения. Такой 
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подход позволил обеспечить более объективную и воспроизводимую оценку 

сосудистой реакции, в отличие от большинства предыдущих работ, где 

наблюдения носили преимущественно качественный характер или выполнялись 

только на отдельных временных интервалах. Кроме того, в имеющихся 

исследованиях оптическая когерентная томография переднего отрезка глаза 

применялась выборочно и не охватывала все контрольные временные точки, что 

ограничивает возможность всестороннего анализа изменений структуры после 

имплантации КМ.  

Учитывая всё вышеизложенное, разработанный хирургический метод 

имплантации КМ различных размеров для устранения дефектов бульбарной 

конъюнктивы позволяет достичь высокой эффективности при минимальной 

инвазивности и технической простоте исполнения. Экспериментальная часть 

исследования in vivo позволила установить, что имплантация КМ в 

конъюнктивальный дефект служит в качестве субстрата для активации процессов 

клеточной регенерации, направленных на восстановление собственной ткани 

бульбарной конъюнктивы. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 104 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Проведенное исследование посвящено актуальной проблеме 

реконструктивной офтальмологии – разработке и экспериментальной оценке 

эффективности КМ для лечения обширных дефектов конъюнктивы. 

Анализ современных достижений тканевой инженерии свидетельствует о 

наличии значительного количества разработок в области создания 

биосовместимых носителей. Однако ни один из существующих материалов не 

лишён существенных ограничений, что диктует необходимость поиска новых 

решений. Важнейшими критериями при создании такого материала выступают: 

высокая биосовместимость, минимизирующая риски развития воспалительной 

реакции, способность поддерживать адгезию и метаболизм клеточных культур, а 

также соответствие биомеханических свойств нативной ткани. 

Экспериментальная часть работы продемонстрировала, что разработанный 

высококонцентрированная КМ (30 мг/мл) полностью удовлетворяет указанным 

требованиям. In vitro показана ее способность поддерживать метаболическую 

активность эпителиальных клеток конъюнктивы и их выживаемость без утраты их 

фенотипических характеристик. Установлено, что параметры упругости КМ 

статистически значимо не отличаются от здоровой конъюнктивы. 

В условиях in vivo на животной модели подтверждена эффективность 

применения изученной КМ. Полученные результаты свидетельствуют о 

значительном улучшении характеристик регенерации конъюнктивы в 

экспериментальной группе по сравнению с контрольной. Отмечено сокращение 

сроков наступления полной эпителизации, а также снижение частоты 

послеоперационных осложнений в виде воспалительной реакции и избыточного 

рубцевания. 

Таким образом, результаты данной исследовательской работы позволяют 

считать перспективным применение КМ в повышенной концентрации коллагена в 

реконструктивной хирургии бульбарной конъюнктивы. В качестве дальнейших 

направлений исследований представляется целесообразным изучение и разработка 
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новых методов применения КМ и изучению ее долгосрочных эффектов при 

патологических состояниях конъюнктивы. 
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 ВЫВОДЫ 

 

1. Впервые на основе репрезентативного материала, включающего  

лабораторные, инструментальные и экспериментальные (32 глаза кроликов породы 

Шиншилла) исследования, проведена комплексная оценка реконструкции 

конъюнктивальной ткани с помощью биополимерного материала.  

2. Доказана биосовместимость и безопасность применения коллагенового 

материала на основе нативного высокоочищенного коллагена I типа в его 

повышенной концентрации 30 мг/мл для культивирования конъюнктивальных 

эпителиальных клеток на основе следующих результатов: 

a) сохранности количества жизнеспособных эпителиальных клеток 

конъюнктивы на КМ в различные временные точки исследования (однофакторный 

дисперсионный анализ, F=4,066, P=0,0552); 

b) отсутствия снижения метаболической активности клеток на КМ в 

сравнении с контролем (критерий Манна-Уитни, U=7, P=0,8857); 

c) поддержания конъюнктивального клеточного фенотипа 

культивируемых на нем клеток и молекулярного паттерна.  

3. Проведена сравнительная оценка различных биомеханических 

показателей КМ и донорской бульбарной конъюнктивы: 

а) модуль Юнга КМ и конъюнктивы (характеризующий упругость) 

сопоставим и составляет - 0,0008739±0,0004332 ГПа и 0,0009472±0,001323 ГПа, 

соответственно (p=0,0549, критерий Манна-Уитни);  

б) показатель твёрдости (характеризующий жесткость конъюнктивы) ниже 

аналогичного показателя КМ и составляет 0,00000292±0,00000325 ГПа и 

0,0000056±0,0000023 ГПа, соответственно (p=0,0005, критерий Манна-Уитни); 

в) показатель тангенс дельта (характеризующий вязкость) конъюнктивы составил 

0,8239±0,4338 ГПа, а КМ - 0,2363±0,06198 ГПа, что свидетельствует о более низкой 

вязкости биополимерного материала (критерий Манна-Уитни, p<0,0001). 

4. Разработана модель хирургического формирования 

конъюнктивального дефекта у экспериментальных животных, обеспечивающая 
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стабильность размеров дефекта в течение 18-и суток и сохранение 

конъюнктивальной инъекции на протяжении 30-и суток наблюдения. 

5. Хирургическая техника полного покрытия конъюнктивального 

дефекта с шовной фиксацией КМ отличается эффективностью, малой 

травматичностью и простотой выполнения. 

а) установлено статистически значимое ускорение полной эпителизации в 

экспериментальной группе относительно контрольной (10,31 ± 2,63 и 15,69 ± 2,91 

суток, соответственно, p<0,0001, критерий Вилкоксона); 

б) установлено статистически значимое снижение инъекции в 

экспериментальной группе в сравнении с контрольной (критерий Стьюдента, p= 

0,0329, t=2,236); 

в) отмечена интеграция клеточных элементов в толщу имплантированного 

материала без признаков выраженного воспаления спустя 3 месяца после 

имплантации КМ; через 6 месяцев КМ были полностью замещены 

новообразованной конъюнктивальной тканью с многослойным плоским 

неороговевающим эпителием различной толщины на поверхности. 

6. Применение КМ с концентрацией коллагена I типа 30 мг/мл в качестве 

полноценного эквивалента конъюнктивальной ткани обеспечивает активацию 

процессов регенерации, направленных на восстановление собственной бульбарной 

конъюнктивы. 
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ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

 

1. Предложенная экспериментальная модель конъюнктивального дефекта 

применима при разработке и оптимизации хирургических подходов к лечению 

рубцовых изменений бульбарной конъюнктивы различной этиологии. 

2. Способ культивирования эпителиальных клеток конъюнктивы 

рекомендуется для первичной оценки и отбора перспективных стратегий в 

реконструкции конъюнктивы в фундаментальных и прикладных исследованиях 

взаимодействия клеток конъюнктивы с потенциальными имплантируемыми 

материалами. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

 

 

 

АГО                    Антиглаукомная операция 

АМ                      Амниотическая мембрана 

БК                        Бокаловидные клетки 

БМ                       Базальная мембрана 

ВГД                     Внутриглазное давление 

ВКМ                    Внеклеточный матрикс 

КМ                       Коллагеновая мембрана 

ОКТ                     Оптическая когерентная томография  

ССГ                     Синдром сухого глаза 

ЭК                        Эпителиальные клетки 

ЭКК                     Эпителиальные клетки конъюнктивы 

CK7                      Цитокератин 7 типа 

CK13                    Цитокератин 13 типа 

CK19                    Цитокератин 19 типа 

MUC5AC             Муцин 5АС 

PCL                       поликапролактон 

PLGA                    полилактид-гликолид 
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