
На правах рукописи 

 

 

КРИВОЛАПОВА ДИАНА АЛЕКСЕЕВНА 

 

 

РЕКОНСТРУКЦИЯ КОНЪЮНКТИВАЛЬНОЙ ТКАНИ  

С ПОМОЩЬЮ БИОПОЛИМЕРНОГО МАТЕРИАЛА 

(ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ) 

 

 

3.1.5. – Офтальмология 

 

 

АВТОРЕФЕРАТ 

диссертации на соискание ученой степени  

кандидата медицинских наук 

 

 

 

 

Москва – 2025 



 2 

Диссертационная работа выполнена в Федеральном государственном 

бюджетном научном учреждении «Научно-исследовательский институт глазных 

болезней имени М.М.Краснова». 

 

 

Научный руководитель: 

академик РАН, доктор медицинских наук, 

профессор                                                                         Аветисов Сергей Эдуардович 

 

 

Официальные оппоненты: 

Лоскутов Игорь Анатольевич, доктор медицинских наук, ГБУЗ МО 

«Московский областной научно-исследовательский клинический институт 

имени М.Ф. Владимирского», заведующий офтальмологическим отделением. 

 

Анисимов Сергей Игоревич, доктор медицинских наук, профессор, ФГБОУ ВО 

«Российский университет медицины» Министерства здравоохранения РФ, 

профессор кафедры глазных болезней. 

 

Ведущая организация: Федеральное государственное бюджетное военное 

образовательное учреждение высшего образования «Военно-медицинская 

академия имени С.М. Кирова» Министерства обороны РФ. 

 

 

Защита состоится 20 апреля 2026 г. в 14-00 часов на заседании диссертационного 

совета 24.1.174.01 при Федеральном государственном бюджетном научном 

учреждении «Научно-исследовательский ̆ институт глазных болезней имени 

М.М. Краснова» по адресу: 119021, г. Москва, ул. Россолимо д.11, корп. А, Б.  

 

С диссертацией можно ознакомиться в библиотеке и на сайте www.niigb.ru 

Федерального государственного бюджетного научного учреждения «Научно-

исследовательский ̆институт глазных болезней имени М.М. Краснова». 

 

Автореферат диссертации разослан «___» __________________ 2026 г. 

 

 

Учёный секретарь диссертационного совета,  

доктор медицинских наук                                                                     М.Н. Иванов 



 3 

ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

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 мире [Wang и др., 2023]. 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 [Запускалов И.В. и др., 2009; Куликов 

А.Н., Сосновский С.В., Шамрей Д.В. и др., 2019; Павленко Ю.А., 2022; Филатова 

И.А. и др., 2021; Schrader и др., 2009; Shapiro и др., 1981]. Конъюнктива - 

наибольшая по площади ткань глазной поверхности, и, помимо барьерной и 

секреторной функций, выступает в роли иммунокомпетентного органа, играя 

ключевую роль в поддержании гомеостаза слизистой оболочки глаза. В ответ на 

механическое повреждение конъюнктивы в ткани инициируется процесс 

репарации [Протопопов Б.В., 1964; Пучковская Н.А., Непомнящая В.М., 1973; 

Мулдашев Э.Р., 1993; Каспаров А.А., др., 2001; Meller и др., 2000; Hatton и др., 

2005]. Тем не менее, различные заболевания глазной поверхности способны 

индуцировать грубую дезинтеграцию конъюнктивальной ткани. Центральным 

звеном патогенеза травмы конъюнктивальной ткани является прогрессирующий 

фиброз, приводящий к рубцеванию и укорочению сводов век, что в свою очередь 

служит патогенетической основой для возникновения трихиаза, эрозий и язв 

роговицы [Филатов В.П., 1938; Дашевский А.И. и др., 1940; Ушаков Н.А., 1972; 

Даниличев В.Ф., 1973; Пучковская Н.А. и др., 1973; Каспаров А.А. и др., 2001; 

Kuckelkorn и др., 1996; Wenkel, 2000]. Присоединение вторичной инфекции 

приводит к снижению зрительных функций и стойкому болевому синдрому, что 

обусловливает значительное снижение качества жизни. 

Таким образом, реконструктивная хирургия конъюнктивы - метод выбора, 

направленный на восстановление анатомической целостности и барьерной 
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функции глазной поверхности. Классическими являются методы 

реконструктивной хирургии конъюнктивы с применением аутологических 

слизистых оболочек [Гущина М.Б. и др., 2022; Kuckelkorn и др., 1996; Wenkel и 

др., 1997; Murube и др., 1998; Wenkel, 2000; Fu и др., 2011; Mai и др. 2013; Yao и 

др., 2025]. 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%) процентом рецидивов по сравнению с традиционной техникой 

иссечения ткани, при выполнении которой остается обнажённая склера [Fonseca 

и др., 2018; Janson и др., 2014; Филатова И.А. и др., 2021]. Однако при системных 

аутоиммунных заболеваниях аутоконъюнктивальная пластика технически 

трудновыполнима ввиду 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 и цвете тканей [Hatton, 

Rubin, 2005; Kuckelkorn и др., 1996].  

Среди биологических материалов амниотическая мембрана (АМ) является 

часто используемым источником для пластики конъюнктивы [Каспаров А.А. и 

др., 2001; Абрамова И.А., 2005; Золотарёв А.В., 2007; Walkden, 2020]. Однако 

АМ обладает ограничениями, включая потенциальный риск передачи 

гемотрансмиссивных инфекций, а также усиливает воспалительную 

инфильтрацию в зоне трансплантации [Marangon и др., 2004; Dua и др., 2006; Lee 

и др., 2014].  

Материал для восстановления структуры конъюнктивы должен обладать 

биосовместимостью, обеспечивая возможность адгезии и пролиферации 

эпителиальных клеток на его поверхности. По мнению ряда авторов, помимо 

поддержания метаболической активности клеток, материал также должен 
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обладать необходимыми биомеханическими свойствами, идентичными 

нативной ткани [Куликов А.Н., Шамрей Д.В., Баранова Н.А., и др., 2018; Schrader 

и др., 2009; Zhou и др., 2014; Lu и др., 2015]. Один из наиболее часто 

используемых субстратов для реконструкции – коллаген I типа. В качестве 

эквивалента конъюнктивальной ткани коллаген обладает рядом преимуществ - 

высокой биосовместимостью и низкой иммуногенностью; как компонент 

внеклеточного матрикса (ВКМ) конъюнктивального субэпителиального слоя, 

коллаген обеспечивает подходящие условия для регенерации ткани [Мулдашев 

Э.Р.,1993]. Одним из перспективных направлений является использование 

коллагена в качестве носителя для трансплантации конъюнктивальных клеток. 

Показано, что эпителиальные конъюнктивальные клетки (ЭКК) человека, 

культивированные на коллагене, способны формироваться в плотный слой на его 

поверхности [Drechsler и др., 2017].  

Исходя из вышеизложенного и проанализировав отечественную и 

зарубежную литературу, не было найдено работ по восстановлению 

конъюнктивы с помощью материала на основе коллагена, эквивалентного 

бульбарной конъюнктиве. Таким образом, применение 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;  
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4. Разработать хирургическую технику имплантации КМ на основе 

коллагена I типа;  

5. В эксперименте на основе проведенных 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. 

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. 
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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.  

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 

биосовместимости 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.  
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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. 

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, статистических алгоритмов обработки 

данных. Полученные выводы, научные положения и практические 

рекомендации эмпирически обоснованы и логически вытекают из результатов 

проведенного исследования. Основные положения и выводы работы доложены 

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 цикл диагностических и экспериментальных процедур с 
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последующей интерпретацией полученных данных и их статистической 

обработкой; исследования in vitro проведены в т.ч. под руководством к.м.н. А.М. 

Суббот. Самостоятельно выполнены: моделирование конъюнктивальных 

дефектов и имплантация КМ, в т.ч. под руководством к.м.н. А.Ю.Андреева; 

пред- и послеоперационные обследования, включая биомикроскопию и 

фоторегистрацию, а также ОКТ исследуемой зоны и получение материала для 

гистологического исследования. Помимо вышеизложенного, в рамках 

персонального вклада автором осуществлена апробация результатов, разработка 

публикаций и патентной документации. Написание текста диссертационной 

работы выполнено самостоятельно — от формирования концепции до 

финального представления материалов. 

 

Внедрение результатов работы 

Результаты исследования внедрены в научно-исследовательскую работу и 

образовательный процесс ФГБНУ «НИИГБ им. М.М. Краснова». 

 

Публикации 

По теме диссертационного исследования опубликовано 6 печатных работ, 

из них – 3 в изданиях из перечня рецензируемых журналов ВАК. Подана заявка 

на выдачу патента РФ на изобретение.  

 

Структура и объем диссертационной работы 

Диссертация представлена на 138 страницах компьютерного текста и 

состоит из разделов: введения, трех глав (обзора литературы, описания 

материалов и методов, результатов проведенных исследований), заключения, 

выводов, практических рекомендаций, перечня сокращений и 

библиографического списка из 264 литературных источников, включая 44 

русскоязычных и 220 иностранных. Диссертация иллюстрирована 5 таблицами 

и 23 рисунками.  
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СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Общая характеристика работы 

Процесс исследования был организован в виде последовательности этапов, 

переход к каждому последующему из которых осуществлялся после завершения 

предыдущего. На этапе in vitro на базе лаборатории фундаментальных 

исследований в офтальмологии НИИГБ была проведена серия экспериментов с 

получением клеточных культур конъюнктивы с сохранной морфологией, их 

последующим культивированием и оценкой их жизнеспособности; выполняли 

определение цитотоксического действия КМ, анализировали метаболическую 

активность клеток с использованием колориметрического MTS-теста, 

иммуноцитохимическое окрашивание культур ЭКК; были исследованы 

биомеханические показатели КМ и здоровой конъюнктивальной ткани человека 

на испытательной машине-инденторе.  

Экспериментальная часть работы 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.  Работа 

выполнена на 32 кроликах (64 глаза) породы Шиншилла обоих полов, со средней 

массой тела 3,5 кг и возрастом 6 месяцев без клинических признаков 

офтальмологических и соматических заболеваний. Все оперативные 

вмешательства выполнялись 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 

0,4% раствором оксибупрокаина и субконъюнктивальное введение 2% раствора 

лидокаина [Wu S. и др., 2018; Wutthayakorn и др., 2024]), 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, 
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рассчитанных в соответствии с массой тела животных. Все манипуляции 

проводились в соответствии с принципами минимизации болевых ощущений у 

животных на всех этапах эксперимента. Эксперименты in vivo включали этапы 

моделирования дефекта конъюнктивы кролика, оценки скорости сокращения 

площади смоделированного дефекта и наступления полной эпителизации, а 

также имплантации КМ в предварительно созданную модель 

конъюнктивального дефекта и последующая оценка выраженности 

воспалительной реакции окружающих тканей на имплантированный материал  

Для анализа результатов и оценки эффективности реконструкции в работе 

применялись офтальмологические, гистологические и иммуноцитохимические 

методы исследования, неинвазивная визуализация (ОКТ), фазово-контрастная 

микроскопия и гистологический анализ. 

Статический анализ результатов проводился с помощью программ Prism 10.0 

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

Обработка изображений выполнена на компьютере при помощи программ 

СellProfiler 4.2.8 (Broad Institute, США), ImageJ. 

 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Исследование выполнено в соответствии с международными 

биоэтическими стандартами согласно положению Хельсинкской декларации, 

директивы Европейского Союза 2010/63/ЕС, а также национальных «Правил 

проведения работ с экспериментальными животными». Протокол эксперимента 

получил одобрение локального этического комитета ФГБНУ НИИГБ им. М.М. 

Краснова (заседание от 08.11.2022г., протокол №46/2), все манипуляции 

осуществлялись на базе кафедры глазных болезней указанного учреждения. 

Экспериментальные исследования in vitro 

Морфология культивируемых клеток, их метаболическая активность 

и выживаемость на КМ 

Комплекс исследований in vitro включал следующие работы на первичной 

культуре ЭКК человека: получение культур ЭКК с их сохранной морфологией 
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из кадаверного материала доноров эксплантным методом, их последующее 

культивирование и оценка их жизнеспособности; определение цитотоксичности 

и выживаемости ЭКК на исследуемом материале – КМ на основе коллагена I 

типа с концентрацией 30 мг/мл; анализ метаболической активности ЭКК с 

использованием колориметрического MTS-теста; иммуноцитохимическое 

окрашивание культур ЭКК. 

Первичные культуры ЭКК человека были получены эксплантным методом 

из кадаверного донорского материала. 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 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 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 0,25% трипсин-ЭДТА («ПанЭко», 

Россия) в соотношении 1:3 при плотности посева 10⁴  клеток/см². Подсчёт 

клеток проводили на автоматическом счётчике С100 (RWD, Китай).  

В контрольной группе ЭКК культивировали на культуральном пластике без 

обработки (12-луночный планшет (SPL, Корея), в экспериментальной группе — 

на фрагментах мембраны из коллагена Viscoll с концентрацией 10 или 30 мг/мл 
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(ООО Фирмы «ИМТЕК», Россия) размерами 3×3 мм и толщиной 100 мкм. Перед 

внесением клеток фрагменты мембраны трижды промывали раствором Хенкса. 

Для оценки фенотипа полученных клеток было выполнено 

иммуноцитохимическое окрашивание на маркеры ЭКК, а именно – окрашивали 

на филаментообразующий цитокератин 7 типа (CK7) (антитела MA1-06315; 

Thermo Fisher Scientific, США) и секреторный гликопротеин муцин 5АC 

(MUC5AC) (антитела 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 микрофотографий проводили 

путём подсчёта общего числа клеток с последующей дифференциацией на 

живые (зелёная цитоплазматическая флуоресценция) и мёртвые (интенсивное 

синее ядерное окрашивание). Для оценки функциональной активности 

митохондрий в контрольной группе и группе с КМ проводили 

колориметрический MTS-тест. Для этого клетки высевали в 24-луночный 

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

анализа. После инкубации в течение 3 ч с реагентом CellTiter 96 Aqueous Non-

Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega, США) аликвоту окрашенного 

раствора переносили в лунки 96-луночного планшета для измерения оптической 

плотности на спектрофотометрическом анализаторе Multiskan FC (Thermo Fisher 

Scientific, США) при длине волны 492 нм. 

Сравнительный анализ биомеханических свойств бульбарной 

конъюнктивы и КМ 

Оценку биомеханических свойств фрагментов бульбарной конъюнктивы 

доноров и образцов КМ с концентрацией коллагена 30 мг/мл проводили при 
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помощи машины-индентора Nanovea, оснащённой наномодулем (Irvine, США). 

Образцы располагали на поверхности предметного стекла и погружали в 

физиологический раствор. Выполняли статический и динамический 

механический анализ. В ходе испытаний оценивали модуль Юнга (показатель 

упругости), значения твёрдости и параметр, характеризующий вязкость (тангенс 

дельта). Результаты, полученные на in vitro этапе, послужили основанием для 

перехода к экспериментам in vivo. 

Экспериментальные исследования in vivo 

Моделирование дефекта конъюнктивы у экспериментальных 

животных 

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. 

После субконъюнктивального введения 2% раствора лидокаина в 

верхнелатеральном квадранте на расстоянии 2 мм от лимба трепаном диаметром 

4, 5 и 6 мм, окрашенным маркером, отмечена зона иссечения бульбарной 

конъюнктивы.  Для полного удаления участка бульбарной конъюнктивы с 

собственным веществом и теноновой капсулой до обнаженной склеры, помимо 

трепана, применялись конъюнктивальные ножницы. 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 и воспалительных 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 
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операции. Для оценки эффективности моделирования конъюнктивального 

дефекта выполняли ОКТ переднего отрезка глаза, биомикроскопию и 

гистологический анализ. 

Хирургическая техника имплантации КМ 

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 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.  

Техника хирургического вмешательства 

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). 

Операции выполнялись под микроскопом фирмы «Leica» (Германия). 

Производилось иссечение рубцово-измененных краев раны существующего 

конъюнктивального дефекта с применением конъюнктивальных ножниц. После 

подготовки ложа дефекта в него помещался заранее выкроенный имплантат КМ, 

размеры которой соответствовали диаметру дефекта (4 мм, 5 мм или 6 мм). 

Фиксация имплантата осуществлялась путем наложения узловых или 

непрерывных швов с сопоставлением краев имплантата и бульбарной 

конъюнктивы. В качестве шовного материала использовалась монофиламентная 

нить Нейлон 10/0 (производитель Mani, Япония). 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 развития воспалительной реакции. 



 16 

Послеоперационное наблюдение и критерии оценки интеграции 

имплантированного материала 

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 [McMonnies, Chapman-Davies, 1987].   

Вывод из эксперимента всех животных (с дефектами бульбарной 

конъюнктивы – контрольная группа, и имплантатом КМ – экспериментальная 

группа) проводился методом воздушной эмболии под общим наркозом для 

гистологического исследования на 30, 120 и 180 день наблюдений. После 

энуклеации глаза фиксировали в 10% нейтральном растворе формалина в 

течение 1 суток. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ 

Результаты экспериментов in vitro 

Морфофункциональные особенности культивируемых клеток  

Перед началом эксперимента проводилась морфологическая верификация 

соответствия клеточной культуры эпителиальному фенотипу. Миграция 

клеточных элементов из эксплантатов на культуральный пластик происходила 

на 3–4 сутки культивирования. Клетки заполняли поверхность культуральной 

чашки, формируя монослой прилежащих друг к другу клеток с плотными 

межклеточными контактами. На 7-е сутки формировался субконфлюэнтный 

монослой в виде «булыжной мостовой», содержащий мелкие ЭКК с высоким 

ядерно-цитоплазматическим соотношением. На указанном этапе проводили 

пассирование культуры на поверхность исследуемых мембран. 
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На 3-и сутки культивирования на КМ с концентрацией коллагена 10 мг/мл 

наблюдалась активная миграция ЭКК в толщу коллагенового слоя. В отличие от 

данной группы, на высококонцентрированном субстрате (30 мг/мл) ЭКК 

располагались только на его поверхности. Отмечается более плотное прилегание 

клеток друг к другу при засеве их на КМ с концентрацией коллагена 30 мг/мл. 

По результатам иммуноцитохимического окрашивания зафиксирована 

экспрессия цитокератина 7 и муцина 5AC в клетках как контрольной группы, так 

и в клетках, культивированных на КМ. Таким образом, культивирование на КМ 

не приводит к дедифференцировке ЭКК. 

Результаты оценки клеточной выживаемости на КМ продемонстрировали 

сохранение показателей жизнеспособности на поверхности КМ на высоком 

уровне. 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. 

Сравнительный MTS-тест на метаболическую активность не выявил 

значимого различия между группами контроля и КМ (критерий Манна-Уитни, 

U=7, P=0,8857).  

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 0,0008739±0,0004332 ГПа и 0,0009472±0,001323 ГПа соответственно. 

Статистически значимых различий между ними не обнаружено, что позволяет 

сделать вывод о сходстве упругих свойств обоих исследуемых материалов 

(критерий Манна-Уитни, p=0,0549). 
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При оценке твёрдости более высокие значения были зафиксированы у КМ с 

концентрацией коллагена 30 мг/мл по сравнению с бульбарной конъюнктивой 

(критерий Манна-Уитни p<0,0001). И наоборот, вязкостные свойства (тангенс 

дельта) продемонстрировали противоположную тенденцию – показатель 

бульбарной конъюнктивы составил 0,8239±0,4338 ГПа, а КМ 0,2363±0,06198 Гпа 

(критерий Манна-Уитни p<0,0001). 

Таким образом, комплексный анализ полученных данных позволяет 

заключить, что исследуемая КМ на основе химически немодифицированного 

коллагена в повышенной концентрации 30 мг/мл является биосовместимой и 

безопасной для культивирования ЭКК и применения в пластике конъюнктивы – 

данный материал не цитотоксичен для ЭКК и способствует сохранности их 

молекулярных маркеров. Кроме того, биомеханические свойства КМ 

приближены к свойствам нативной конъюнктивы, и в дальнейшем могут быть 

модифицированы под индивидуальные клинические задачи. 

Результаты экспериментов in vivo 

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. На 7-е сутки сохранялась конъюнктивальная инъекция (2 балла 

по McMonnies) и отсутствие эпителизации, в первой группе отмечено 

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

При моделировании дефекта бульбарной конъюнктивы отмечалась 

положительная динамика, проявлявшаяся уменьшением площади раневой 

поверхности. В контрольной группе животных с дефектом диаметром 4 мм 

сокращение размеров отмечено к 15-му дню после иссечения, тогда как при 
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дефектах 5 и 6 мм — к 18-му дню (критерий Вилкоксона, p<0,0001). 

Статистический анализ выявил наличие достоверных различий в динамике 

уменьшения площади конъюнктивальных дефектов в различные временные 

интервалы на протяжении 20-дневного периода наблюдения (F=8,625; p=0,0041; 

однофакторный дисперсионный анализ). Тем не менее, через 1 месяц после 

иссечения бульбарной конъюнктивы в области вмешательства по-прежнему 

отмечалась выраженная инъекция сосудов (2 балла). 

По данным ОКТ, на 1-е и 7-е сутки после вмешательства гипорефлективные 

структуры, соответствующие эпителиальному слою и собственному веществу 

бульбарной конъюнктивы, не определялись. К 14-м суткам появляется 

сформированный гипорефлективный эпителиальный слой, сопровождающийся 

выраженной гиперрефлективной полосой склеральной ткани значительной 

толщины. 

Динамика послеоперационного течения и состояние 

имплантированной КМ 

В послеоперационном периоде  на 1-е сутки в экспериментальной группе 

глаза были умеренно раздражены, отмечена выраженная конъюнктивальная 

инъекция в сочетании с небольшим количеством слизистого отделяемого 

(Рисунок 1А). В течение послеоперационного периода КМ сохраняла свою 

прозрачность, узловые швы оставались чистыми и обеспечивали адаптацию 

краёв раны. Через 7 суток сохранялась конъюнктивальная инъекция (Рисунок 

1Б). К 14-му дню глаз оставался слегка раздражённым, однако отмечалось 

уменьшение выраженности гиперемии и достижение полной эпителизации — 

поверхность не прокрашивалась флуоресцеином, слизистое отделяемое 

отсутствовало (Рисунок 1В). Через 1 месяц видно отсутствие гиперемии и 

сохранение полной эпителизации (Рисунок 1Г). Сохранение швов через 3 месяца 

после операции (Рисунок 1Д) было обусловлено необходимостью их 

использования в качестве ориентиров для последующего выявления зоны 

имплантации КМ. В отдалённые сроки без них идентификация участка 

имплантации была затруднительной, поэтому удаление швов выполняли после 
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проведения окрашивания и непосредственно перед фиксацией глазных яблок в 

формалине. 

 

Рисунок 1. Графическое изображение биомикроскопической картины заживления 

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

Б – 7-е сутки; В – 14-е сутки;  Г – 30-е сутки; Д – 3 месяца после имплантации КМ; Е – 6 

месяцев 

 

Наблюдавшаяся динамика биомикроскопических изменений совпадала с 

данными ОКТ переднего отрезка глаза: на 7-е сутки отмечена полная адаптация 

КМ к склере (рис.6Б), а на 14-е и 30-е сутки визуализировался сформированный 

конъюнктивальный эпителий в виде полосы гипорефлективной ткани, 

покрывающего гиперрефлективную зону имплантата. 

По данным гистологического исследования, на микропрепаратах 

экспериментальных групп спустя 3 месяца отмечено частичное замещение КМ 

собственной тканью и миграция клеток в толщу имплантируемого материала без 

признаков выраженного воспаления. По истечении 6 месяцев отмечалась 

полноценная эпителизация КМ многослойным плоским неороговевающим 

эпителием - произошла полная интеграция имплантата с формированием 
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соединительной ткани, покрытой многослойным эпителием, с признаками 

миграции конъюнктивальных клеток в толщу новообразованной ткани при 

отсутствии признаков воспаления или рубцевания. Полученные данные 

позволяют заключить, что исследуемая КМ успешно интегрировалась в область 

ятрогенного дефекта конъюнктивы и создала оптимальные условия для 

восстановления собственной конъюнктивальной ткани, что было 

верифицировано методами иммуноцитохимического и гистологического 

анализа. 

Учитывая вышеизложенное, разработанная и апробированная модель 

конъюнктивального дефекта глаза экспериментального животного является 

высоко воспроизводимым, контролируемым методом, отличающимся простотой 

выполнения. Возможен переход на клинический уровень исследований в 

условиях индивидуальных клинических ситуаций для дальнейшего изучения 

КМ в качестве полноценного аналога бульбарной конъюнктивальной ткани, о 

чем свидетельствуют данные биомеханического анализа и 

иммуноцитохимического тестирования. 

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: 

а) поддержания конъюнктивального клеточного фенотипа культивируемых 

на нем клеток и молекулярного паттерна; 
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б) сохранности количества жизнеспособных эпителиальных клеток 

конъюнктивы на КМ в различные временные точки исследования 

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

в) отсутствия снижения метаболической активности клеток на КМ в 

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

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 

стабильность размеров дефекта в течение 18-и суток и отсутствие 

конъюнктивальной инъекции на 30-е сутки 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); 
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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. 

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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