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Морфологическая оценка изменений в роговице 
экспериментальных животных после ультрафиолетового 
кросслинкинга
А.Р. Халимов, Э.Л. Усубов 
ГБУ «Уфимский НИИ глазных болезней АН РБ», Уфа

РЕФЕРАТ

Цель. Исследовать динамику морфологических изменений в ро-
говице крыс после ее ультрафиолетового кросслинкинга с использо-
ванием различных растворов фотосенсибилизатора.

Материал и методы. Исследования проведены на 20 крысах в 
трех группах: в первой группе для насыщения использовали 0,1%-
й раствор рибофлавина, во второй  – 0,1%-й рибофлавин и 20%-й 
декстран; третья  – интактные (контроль). Воспроизводили модель 
стандартного УФ кросслинкинга (370 нм, 3 мВт/см2, 10 мин.) с деэ-
пителизацией роговицы диаметром 3 мм. Обработку гистоматериала 
проводили по общепринятой методике на 3, 7 и 30 сутки после вме-
шательства. Гистологические срезы толщиной 1-4 мкм готовили на ро-
тационном микротоме RM 2145 (Leica Microsystems, Германия), окра-

шивали гематоксилином-эозином и по методу Ван Гизона. Световая 
микроскопия проводилась с помощью микроскопа LEICA DM 2500 с 
цифровой фотокамерой LEICA DFC 450 (Leica Microsystems, Германия). 

Результаты. Основные морфологические изменения роговицы 
крыс после УФ кросслинкинга с 0,1%-м раствором рибофлавина были 
связаны с разрыхлением пучков коллагеновых волокон, обусловлен-
ные развитием отека стромы в ранний послеоперационный период 
(3-7 сут.), сохраняющегося до 30 суток эксперимента. Морфологиче-
ской особенностью применения раствора Декстралинк в процессе 
кросслинкинга роговицы является менее выраженное разволокне-
ние стромы, связанное с дегидратирующим эффектом декстрана. В 
обеих группах установлено снижение плотности кератоцитов стромы.
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роговицы, морфология роговицы. 
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ABSTRACT

Morphological assessment of changes in the cornea of experimental animals after ultraviolet corneal cross-
linking
A.R. Khalimov, E.L. Usubov
Ufa Eye Research Inst i tute ,  Ufa

Purpose. To investigate the dynamics of morphological changes in the 
rat cornea after its ultraviolet cross-linking using various photosensitizer 
solutions. 

Material and methods. Studies were conducted on 20 rats in 
three groups. In the first group, 0.1% Riboflavin solution was used 
for saturation, in the second  – 0.1% Riboflavin and 20% dextran; the 
third – intact (control). A UV cross-linking model (370 nm, 3 mW/cm2, 
10 min) with corneal deepithelization with a diameter of 3 mm was used. 
Histomaterial processing was performed according to the standard 
procedure on the 3rd, 7th, and 30th days after surgery. Histological 
sections 1-4 microns thick were prepared on a rotary microtome RM 
2145 (Leica Microsystems, Germany), stained with hematoxylin-eosin and 
using the van Gieson method. Light microscopy was performed using a 

LEICA DM 2500 microscope with a Leica DFC 450 digital camera (Leica 
Microsystems, Germany).

Results. The main morphological changes in the rat cornea after UV 
cross-linking with 0.1% Riboflavin solution were associated with loosening 
of bundles of collagen fibers. This was caused by the development of 
stroma edema in the early postoperative period (3-7 days), which persisted 
up to 30 days of the experiment. A morphological feature of the use of 
Dextralink solution in corneal cross-linking is less pronounced stroma 
disfoliation, which is associated with the dehydrating effect of dextran. In 
both groups, a decrease in the density of stroma keratocytes was found.

Key words: cornea, ultraviolet corneal cross-linking, corneal 
morphology. 
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Ультрафиолетовый кросслин-
кинг роговицы успешно при-
меняется с целью приоста-

новки прогрессирования кератэкта-

зий. Способ основан на комбиниро-
ванном воздействии ультрафиолето-
вого (УФ) излучения длиной волны 
370 нм и фотосенсибилизатора ри-

бофлавина на оптическую оболоч-
ку глаза [1]. В результате происходит 
повышение прочностно-механиче-
ских свойств роговицы за счет фо-
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тохимического «сшивания» коллаге-
новых фибрилл стромы [2]. 

Метод хорошо зарекомендовал 
себя в клинической практике, одна-
ко описаны случаи, в которых крос-
слинкинг мог быть причиной разви-
тия ряда осложнений, таких как ке-
ратомаляция, кератопатия или эн-
дотелиальная дистрофия [3, 4]. Было 
показано, что после кросслинкин-
га в наиболее чувствительной, лим-
бальной зоне роговицы наблюдает-
ся уменьшение числа жизнеспособ-
ных клеток [5] и снижается способ-
ность эпителиоцитов лимба к деле-
нию [6]. Вместе с тем имеются сведе-
ния, что УФ кросслинкинг не вызы-
вает значимого клеточного эпители-
ального повреждения, а лимбальные 
и эндотелиальные клетки не претер-
певают никаких превращений [7]. 

Очевидно, что морфологические 
и физиологические изменения в ро-
говице после кросслинкинга могут 
весьма отличаться [8]. S. Kling et al. [9] 
отмечают, что основными кросслин-
кинг-опосредованными факторами, 
влияющими на особенности функ-
ционального состояния оптической 
оболочки, являются ее исходная тол-
щина, флюенс УФ облучения и каче-
ство пропитывания стромы рибо-
флавином, которое зависит от тех-
ники деэпителизации роговицы [10]. 
Общепризнано, что в свете возника-
ющих противоречий при описании 
результатов УФ сшивания, необхо-
димы дальнейшие углубленные ис-
следования кросслинкинг-индуци-
рованных изменений в роговице, в 
частности, морфологического ха-
рактера. В связи с этим, с научной 
точки зрения весьма значимым мо-
жет быть воспроизведение экспери-
ментальных моделей кросслинкинга 
на лабораторных животных [9, 11]. 

ЦЕЛЬ

Исследовать морфологические 
изменения в роговице крыс после ее 
ультрафиолетового кросслинкинга с 
использованием различных раство-
ров фотосенсибилизатора.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Исследования проведены на 15 
крысах-самцах линии Вистар весом 

280-320 г. Животные были разделе-
ны на 3 группы: в первой (8 крыс, 16 
глаз) группе строму роговицы насы-
щали 0,1%-м раствором рибофлави-
на. Во второй (8 крыс, 16 глаз) груп-
пе в качестве фотосенсибилизато-
ра использовали раствор «Декстра-
линк», содержащий 0,1%-й рибофла-
вин и 20%-й декстран. И, наконец, 
третья (4 крысы, 8 глаз) группа была 
контрольной (интактные глаза). 

Модель стандартного УФ крос-
слинкинга роговицы глаза крыс in 
vivo воспроизводилась под нарко-
зом («Ксилазин», Беларусь) и мест-
ной анестезией («Инокаин», Ин-
дия). Деэпителизация проводилась 
микрохирургическим шпателем на 
участке роговицы, отмеченном мет-
чиком диаметром 3 мм с использо-
ванием операционного микроско-
па Carl Zeiss (Германия). Облучение 
роговицы выполнялось с помощью 
устройства «УФалинк» (Россия) дли-
ной волны 370 нм при мощности 3 
мВт/см2 в течение 10 минут. В по-
слеоперационном периоде двукрат-
но в течение 3 дней закапывались 
антибактериальные средства (0,5%-
й левофлоксацин). 

Энуклеацию глазных яблок про-
изводили у животных, предвари-
тельно выведенных из опыта пере-
дозировкой паров эфира, на 3, 7 и 
30 сутки после вмешательства. Эну-
клеированные глаза фиксирова-
ли в 10%-м нейтральном формали-
не. Производили обезвоживание ги-
стоматериала в спиртах возрастаю-
щей концентрации, проводку и за-
ливку в парафин выполняли по об-
щепринятым методикам. Гистологи-
ческие срезы толщиной 1-4 мкм го-
товили на ротационном микрото-
ме RM 2145 (Leica Microsystems, Гер-

мания), окрашивали гематоксили-
ном-эозином и по методу Ван Гизо-
на. Световая микроскопия гистоло-
гических срезов проводилась с по-
мощью микроскопа LEICA DM2500 с 
цифровой фотокамерой LEICA DFC 
450 (Leica Microsystems, Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Во всех группах животных на 2-3 
сутки после кросслинкинга наблю-
далось полное восстановление эпи-
телия роговицы, механически уда-
ленного перед выполнением этапа 
УФ облучения.

В роговице большинства экспе-
риментальных животных первой 
группы на 3-и сутки после проце-
дуры обнаруживали морфологиче-
ские изменения в виде выраженно-
го отека стромы и незначительной 
инфильтрации. В 2 случаях отмеча-
ли утолщение десцеметовой мем-
браны. В эпителии определялись все 
слои клеток (рис. 1 а). Седьмые сут-
ки после кросслинкинга роговицы 
крыс характеризовались снижени-
ем клеточной инфильтрации стро-
мы; сохранялись явления отека пуч-
ков коллагеновых волокон (рис. 2 а), 
который наблюдали до 30-х суток 
эксперимента. При этом регистри-
ровали снижение относительной 
плотности кератоцитов. Структура 
роговицы в целом соответствовала 
норме, эндотелиальные клетки – без 
изменений (рис. 3 а).

Во 2-й группе на 3-и сутки по-
сле УФ кросслинкинга с раствором 
Декстралинк визуализировался пол-
ностью восстановленный эпители-
альный покров с дифференциаци-
ей всех слоев. Однако имели место 

Рис. 1. Гистологическая картина роговицы крыс. 3-и сутки после УФ кросслинкинга с рибофлави-
ном изоосмотическим (а) и раствором Декстралинк (б). В обоих случаях отмечается отек стромы ро-
говицы, снижение плотности кератоцитов. Окраска по Ван Гизону (а), гематоксилином и эозином (б)

а б
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небольшие изменения формы кле-
ток базального слоя. Строма рогови-
цы была представлена пучками во-
локон коллагена с явлениями отека, 
выраженность которого была зна-
чительно меньше, чем в 1-й груп-
пе (рис. 1 б). На 7-е сутки видимых 
патоморфологических изменений 
в эпителии роговицы не отмечали. 
Архитектоника роговичных пластин 
стромы роговицы была близка к по-
казателям контроля. Сохранялось 
некоторое набухание пучков кол-
лагеновых волокон, которое в ряде 
гистопрепаратов затрагивало глу-
бокие ламелярные слои, прилегаю-
щие к десцеметовой мембране. Эн-
дотелий роговицы визуализировали 
в виде непрерывного слоя (рис. 2 б). 
На 30-е сутки эксперимента эпите-
лиальный покров роговицы имел 
обычное строение (рис. 3 б). Отеч-
ность стромы роговицы приобрета-
ла очаговый характер. Восстановле-
ния дооперационной популяции ке-
ратоцитов не отмечали. В эндотелии 
каких-либо патологических измене-
ний не обнаружено.

 
ОБСУЖДЕНИЕ

Основные морфологические из-
менения роговицы крыс после УФ 
кросслинкинга с 0,1%-м раствором 
рибофлавина были связаны с раз-
рыхлением пучков коллагеновых 
волокон, обусловленные развити-
ем отека стромы в ранний период 
(на 3-7-е сутки). При этом явления 
незначительного набухания стро-
мы сохранялись до 30 суток наблю-
дений. 

Имеются данные исследований 
кадаверных глаз человека ex vivo по-
сле стандартного УФ кросслинкин-
га, которые также показали наруше-
ние правильной архитектоники во-
локон коллагена с наличием разво-
локнения структуры стромы и ги-
бели кератоцитов в передних слоях 
роговицы [12]. 

G. Wollensak et al. [13] называют 
одним из главных патоморфологи-
ческих эффектов УФ кросслинкин-
га роговицы потерю кератоцитов, 
которую они наблюдали в пределах 

передней и средней (до 300 мкм) 
стромы роговицы кроликов в усло-
виях рибофлавин-УФ-дозозависи-
мого воздействия.

Особенностью морфологии ро-
говицы крыс после УФ кросслин-
кинга с препаратом Декстралинк 
был менее существенный, по срав-
нению с использованием обычно-
го раствора рибофлавина, отек сло-
ев стромы на 3-7-е сутки наблюде-
ния. Ранее было описано характер-
ное декстран-опосредованное сни-
жение гидратации тканей рогови-
цы под действием Декстралинка [14].

Методом конфокальной прижиз-
ненной микроскопии было показа-
но, что у пациентов с кератокону-
сом в раннем послеоперационном 
периоде (через 7 суток) после кросс-
линкинга с рибофлавин-декстраном 
определялись признаки эпителиопа-
тии с полиморфизмом клеток базаль-
ного эпителия. Отмечено снижение 
общего количества кератоцитов пе-
редних и средних слоев стромы [15].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Морфологические изменения ро-
говицы крыс после стандартного УФ 
кросслинкинга с раствором рибо-
флавина были связаны с разрыхле-
нием пучков волокон коллагена, об-
условленные развитием отека стро-
мы в ранний (3-7-е сутки) период 
наблюдений, сохраняющегося до 
30 суток эксперимента. Кросслин-
кинг с раствором Декстралинк вы-
зывает менее выраженное разволок-
нение стромы, обусловленное про-
тивоотечным эффектом полиме-
ра декстран. В обеих группах уста-
новлено снижение плотности кера-
тоцитов передних и средних слоев 
стромы роговицы.
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