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РЕФЕРАТ
Особенностью метода лазерной конфокальной микроскопии (КМР) 

является возможность прижизненной неинвазивной визуализации тон-
ких нервных волокон роговицы (НВР).

Цель. Провести сравнительный анализ результатов данных лазер-
ной конфокальной микроскопии и известных неврологических инстру-
ментальных методик (электронейромиографии, количественного сенсор-
ного тестирования); оценить возможности автоматизированного алго-
ритма анализа НВР в ранней диагностике диабетической полинейро-
патии (ДПН).

Материал и методы. Были обследованы 46 пациентов (85 глаз) с 
СД 1-го типа, где 24 пациента с субклинической, 22 – с клинической ста-
дией ДПН; 50 пациентов (87 глаз) с СД 2 -го типа, где 27 пациентов име-
ли субклиническую, 23 – клиническую стадию ДПН; контрольную группу 
составили 34 здоровых добровольца (68 глаз). Всем пациентам прово-
дились стандартные офтальмологические методы обследования, лазер-
ная конфокальная микроскопия с оценкой извитости нервов (вычисле-
ние коэффициентов анизотропии, KΔL и симметричности направленно-
сти нервов, Ksym) и межокулярной асимметрии, электронейромиография 
(ЭНМГ), количественное сенсорное тестирование (КСТ).

Результаты. При СД 1-го типа и субклинической стадии ДПН выявле-
ны достоверные корреляции коэффициента анизотропии (KΔL) с показате-
лями амплитуды М-ответа, РЛ и СРВ малоберцового нерва (r=0,486, p≤0,03; 
r=-0,469, p≤0,03; r=0,649, p≤0,002, соответственно), М-ответа большеберцо-
вого нерва (r=0,497, p≤0,02); коэффициента симметричности (Ksym) – со зна-
чениями амплитуды М-ответа (r=0,622, p ≤0,03), СРВ икроножного нерва 
(r=0,482, p ≤0,03). Значения Ksym коррелировали с показателями тепловой 
и холодовой чувствительности по данным КСТ (r=-0,678, p≤0,001; r=-0,475, 
p≤0,034). При СД 2-го типа и субклинической ДПН достоверные корреля-
ционные зависимости наблюдались между коэффициентом анизотропии 
(KΔL) и РЛ малоберцового нерва (r=0,51, p≤0,03), М – ответом большеберцо-
вого нерва (r=0,524, p≤0,025); корреляции коэффициента симметричности 
(Ksym) с показателем С-ответа икроножного нерва (r=0,647, p≤0,004) и поро-
гом восприятия холода (r=-0,561, p ≤0,015).

Заключение. Данные лазерной КМР коррелирует с ЭНМГ – / КСТ – пара-
метрами периферических нервов. Метод лазерной КМР может помочь выя-
вить изменения нервных волокон на ранней (субклинической) стадии ДПН.

Ключевые слова: лазерная конфокальная микроскопия, коэффици-
енты анизотропии, симметричности направленности нервов рогови-
цы, сахарный диабет, диабетическая полинейропатия. 
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A feature of the method of laser confocal microscopy (CCM) is the 
possibility of in vivo non-invasive imaging of the thin corneal nerve fibers (CNF).

Рurpose. To conduct a comparative analysis of the results of laser 
confocal microscopy and known neurological instrumental techniques 
(electroneuromyography, quantitative sensory testing); to evaluate the 
capabilities of the automated algorithm for the analysis of corneal nerves in 
the early diagnosis of DPN.

Мaterial and methods. We examined 46 patients (85 eyes) with type 1 
diabetes, where 24 patients with subclinical, 22 with the clinical stage of DPN, 
50 patients (87 eyes) with type 2 diabetes, where 27 patients had subclinical, 
23 clinical stage DPN, the control group consisted of 34 healthy volunteers 
(68 eyes). All patients underwent standard ophthalmic examination methods, 
laser confocal microscopy with nerve tortuosity assessment (calculation 
of anisotropy coefficients, KΔL and nerve orientation symmetry, Ksym) and 
interocular asymmetry, electroneuromyography (ENMG), quantitative sensory 
testing.

Results. Reliable correlations of the anisotropy coefficient (KΔL) with the 
parameters of the amplitude of the M-response, RL and SRV of the peroneal 

nerve (r=0.486, p≤0.03; r= -0.469, p≤0, were revealed in type 1 diabetes and the 
subclinical stage of DPN). 03; r=0.649, p≤0.002, respectively), M-response of 
the tibial nerve (r=0.497, p≤0.02); symmetry coefficient (Ksym) – with the values 
of the amplitude of the M-response (r=0.622, p≤0.03), SRV of the calf nerve 
(r=0.482, p≤0.03). Ksym values correlated with the indices of thermal and cold 
sensitivity according to KST (r=-0.678, p≤0.001; r=-0.475, p≤0.034). In type 2 
diabetes mellitus and subclinical DPN, significant correlation dependencies 
were observed between the anisotropy coefficient (KΔL) and the radial fibrous 
nerve (r=0.51, p≤0.03), and M was the response of the tibial nerve (r=0.524, 
p≤0.025); correlation of the symmetry coefficient (Ksym) with the C-response 
index of the gastrocnemius nerve (r=0.647, p≤0.004) and the threshold for 
cold perception (r=-0.561, p≤0.015).

Сonclusion. Laser confocal microscopy data correlates with ENMG – / 
CTF – parameters of peripheral nerves. Laser confocal microscopy can help 
detect changes in nerve fibers in the early (subclinical) stage of DPN.

Key  words:  laser confocal microscopy, anisotropy coefficients, 
symmetry of the orientation of the corneal nerves, diabetes mellitus, diabetic 
polyneuropathy. 
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На сегодняшний день совре-
менный алгоритм функци-
ональной диагностики диа-

бетической полинейропатии (ДПН) 
представлен рядом неврологических 
методик, включающих оценку чув-
ствительных, двигательных, вегета-
тивных симптомов, проведение элек-
тронейромиографического исследо-
вания, количественного сенсорного 
тестирования, кардиоваскулярных 
тестов для диагностики кардиальной 
автономной невропатии [1-3]. 

Прижизненная неинвазивная 
оценка потенциальных структур-
ных изменений тонких нервных во-
локон роговицы (НВР) при ДПН ста-
ла возможной благодаря внедрению 
в клиническую практику метода ла-
зерной конфокальной микроскопии 
роговицы (КМР). Анализ состояния 
НВР с помощью КМР наиболее бли-
зок к морфометрическому и сопо-
ставим с результатами, полученны-
ми в ходе исследования интраэпи-
дермальной плотности нервных во-
локон кожи (панч-биопсия) [4]. При 
этом метод лазерной КМР обладает 
некоторыми преимуществами: бы-
стротой исследования, воспроизво-
димостью, адекватной психологи-
ческой восприимчивостью пациен-
тами и неинвазивностью. Также ис-
следователи отмечают высокую чув-
ствительность (91%) и специфич-
ность (93%) КМР в диагностике пе-
риферической ДПН и кардиальной 
автономной нейропатии [5, 6]. 

Достоверные корреляции были 
получены между изменениями дли-
ны, плотности НВР и их ветвей и ре-
зультатами автономных тестов у па-
циентов с СД 1-го типа [7]. Уменьше-
ние длины и плотности нервов рого-
вицы у пациентов с СД 2-го типа вы-
явлено в другой работе, однако досто-
верных корреляционных взаимодей-
ствий между состоянием НВР и ин-
траэпидермальных нервов в иссле-
дуемых группах не получено. Авторы 
связывают неоднородность нейропа-
тических изменений тонких нерв-
ных волокон в различных органах и 
тканях организма особенностями па-
тофизиологических механизмов [8].

Таким образом, сложность диа-
гностики ДПН ставит перед исследо-
вателями задачу поиска новых и усо-
вершенствование существующих ме-
тодик, направленных на выявление 
ранних признаков ДПН. Разработ-

ка автоматизированных алгоритмов 
объективной количественной оцен-
ки нервных волокон по данным КМР 
исключает необходимость «ручного» 
выделения волокон на конфокальном 
изображении, позволяя минимизиро-
вать ошибки при анализе данных КМР. 
Для количественной характеристики 
НВР наиболее часто используют сле-
дующие параметры: длина, плотность 
волокон и их ветвей [9]. В единичных 
зарубежных исследованиях в качестве 
характеристики структурных измене-
ний нервного волокна авторы предла-
гают оценивать плотность и размер 
гранулярных структур НВР (Beading 
frequency, BF; number/0.1 mm; bead 
size, BS; μm2) [10]. В других работах ав-
торы используют коэффициенты ани-
зотропии и симметричности направ-
ленности НВР, характеризующих на-
правление хода и особенности струк-
туры нервного волокна [11-13]. 

ЦЕЛЬ

Провести сравнительный анализ 
результатов данных лазерной кон-
фокальной микроскопии роговицы 
и известных неврологических ин-
струментальных методик (электро-
нейромиографии, количественного 
сенсорного тестирования), оценить 
возможности автоматизированного 
алгоритма анализа нервных воло-
кон роговицы в ранней диагности-
ке диабетической полинейропатии.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Две основные группы исследова-
ния составили 46 пациентов (85 глаз) 
с СД 1-го типа (группа 1) и 50 паци-
ентов (87 глаз) с СД 2-го типа (группа 
2). Контрольная группа состояла из 34 
здоровых добровольцев (68 глаз) без 
нарушений углеводного обмена. 

Всем исследуемым было прове-
дено стандартное офтальмологи-
ческое обследование: рефрактоме-
трия, визометрия, пневмотономе-
трия, периметрия, биомикроскопия 
переднего отрезка глаза, офтальмо-
скопия глазного дна. Для визуали-
зации НВР использовали лазерную 
КМР (HRT III с роговичной насадкой 
Rostock Cornea). Полученные кон-
фокальные изображения обраба-
тывали с помощью авторского про-

граммного обеспечения Liner 1.2 S с 
автоматизированным вычислением 
характеристик извитости НВР – ко-
эффициентов анизотропии (KΔL) и 
симметричности (Ksym) направлен-
ности нервов роговицы [11-13]. 

С помощью общепринятых невро-
логических шкал ТSS (Total Symptom 
Score, общая оценка симптомов ней-
ропатии), NSS (Neurological Symptoms 
Scorе, оценка неврологических сим-
птомов), NDS (Neuropathy Disability 
Score, шкала нейропатического дис-
функционального счета) количе-
ственно регистрировали симптомы 
и признаки ДПН, проводили стан-
дартное неврологическое обследо-
вание с оценкой порога вибрацион-
ной, болевой, температурной чув-
ствительности.

Специализированная инстру-
ментальная диагностика была пред-
ставлена методами стимуляционной 
электронейромиографии (ЭНМГ) 
нижних конечностей на электро-
миографе фирмы MBN (Россия) с 
оценкой функции сенсорных и мо-
торных нервов и определением по-
казателей скорости распростране-
ния возбуждения (СРВ), амплитуды 
М-ответов моторных нервов, рези-
дуальной латентности (РЛ), ампли-
туды и СРВ сенсорных нервов. 

Метод количественного сенсорно-
го тестирования (КСТ) на аппарате 
TSA II (Termo-Sensory Analyzer) позво-
лил оценить функциональное состо-
яние тонких волокон А-дельта, С-во-
локон нижних конечностей, ответ-
ственных за проведение температур-
ной чувствительности. Нормальные 
средние значения порога восприятия 
холода составили 26,8–32,0o С, поро-
га восприятия тепла –32,0–41,8o С. 
Лабораторная диагностика включа-
ла определение уровня гликозили-
рованного гемоглобина (HbA1с, %).

Статистическая обработка дан-
ных проводилась с использованием 
программы PASW Statistics 22. Кор-
реляционный анализ проводил-
ся с использованием коэффициен-
та ранговой корреляции Спирмена. 
Уровень значимости (p) корреляции 
принимали равным 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В соответствии с общепринятой 
классификацией ДПН (Dyck P. B. et 
al, 1999) в группе 1 (СД 1-го типа) у 
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24 пациентов диагностирована суб-
клиническая (N1a-b), а у 22 боль-
ных – клиническая (N2a-b) стадия 
ДПН. В группе 2 (СД 2-го типа) суб-
клиническая и клиническая стадии 
ДПН определены соответственно у 
27 и 23 пациентов. 

По данным лазерной КМР выявле-
но достоверное уменьшение средних 
значений коэффициента анизотро-
пии направленности (KΔL) во всех 
группах пациентов с СД по сравнению 
с группой контроля. При этом изме-
нения коэффициента симметрично-
сти направленности (Ksym) оказались 
менее выражены. Снижение число-
вых значений коэффициента ани-
зотропии направленности (KΔL), сви-
детельствующее об изменении струк-
туры НВР в виде увеличения извито-
сти, отмечено уже на стадии субкли-
нической ДПН при СД 1-го и 2-го типа. 

При анализе показателей гликози-
лированного гемоглобина (HbA1c) 
отмечен более высокий уровень 
HbA1c при СД 1-го и 2-го типа по 
сравнению с контрольной группой с 
тенденцией к его увеличению на ста-
дии клинической ДПН. Достоверная 
корреляционная связь между показа-
телем гликозилированного гемогло-
бина (HbA1с) и значением коэффи-
циента направленности НВР: ани-
зотропия (r=0,52, p≤0,026) выявлена 
только в группе пациентов с СД 2-го 
типа и в субклинической стадии ДПН.

С помощью лазерной КМР патоло-
гические изменения НВР были обна-
ружены во всех случаях СД 1-го типа 
и в 81% – при СД 2-го типа. При этом 
изменения электрофизиологических 
характеристик периферических не-
рвов по данным ЭНМГ (снижение СРВ 
малоберцового и большеберцового 
нервов, увеличение РЛ) наблюдались 
в 7 случаях (29%). Согласно данным 
КСТ у 6 пациентов (25%) зарегистри-
рованы пограничные значения поро-
гов температурной чувствительности. 

В группе пациентов с СД 1-го типа 
и в субклинической стадии ДПН по-
лучены достоверные корреляции 
коэффициента анизотропии (KΔL) 
и следующими ЭНМГ-параметрами: 
с показателями амплитуды М-отве-
та, РЛ и СРВ малоберцового нерва 
(r=0,486, p≤0,03; r=-0,469, p≤0,03; 
r=0,649, p≤0,002, соответственно), 
М-ответа большеберцового нерва 
(r=0,497, p≤0,02). Также выявлены 
корреляции коэффициента симме-

тричности (Ksym) со значениями ам-
плитуды М-ответа (r=0,622, p≤0,03), 
СРВ икроножного нерва (r=0,482, 
p≤0,03). В этой же группе значения 
Ksym коррелировали с показателя-
ми тепловой и холодовой чувстви-
тельности по данным КСТ (r=-0,678, 
p≤0,001; r=-0,475, p≤0,034). 

В группе пациентов с СД 2-го 
типа и субклинической ДПН резуль-
таты были менее однородными: вы-
явлены достоверные корреляцион-
ные зависимости между коэффици-
ентом анизотропии (KΔL) и РЛ мало-
берцового нерва (r=0,510, p ≤0,03), 
М-ответом большеберцового нерва 
(r=0,524, p≤0,025). Отмечены кор-
реляции значений коэффициен-
та симметричности (Ksym) с показа-
телем С-ответа икроножного нерва 
(r=0,647, p≤0,004) и порогом воспри-
ятия холода (r=- 0,561, p≤0,015).

Полученные данные корреляци-
онного анализа позволяют сделать 
вывод об информативности диагно-
стики субклинических форм ДПН с 
помощью анализа извитости НВР 
методом лазерной КМР. В пользу ди-
агностической значимости данной 
методики также свидетельствует бо-
лее высокий уровень выявляемости 
изменений в структуре НВР по срав-
нению с результатами общеприня-
тых неврологических методов диа-
гностики оценки состояния перифе-
рических нервов (ЭНМГ, КСТ).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В отличие от инвазивных и име-
ющих определенные противопо-
казания методов диагностики ДПН 
(биопсия кожи или нерва), лазерная 
КМР позволяет быстро и неинвазив-
но визуализировать и оценивать со-
стояние нервных волокон. В настоя-
щем исследовании предлагается ис-
пользовать автоматизированную ко-
личественную оценку извитости 
нервного волокна, которая в отличие 
от ранее предложенной характери-
стики извитости (англ. CNF tortuosity 
– CNFT, общая абсолютная кривизна 
нервного волокна), оказалась инфор-
мативной уже на стадии субклиниче-
ской ДПН. Таким образом, метод ла-
зерной КМР может быть рекомендо-
ван для ранней диагностики невроло-
гических изменений у пациентов с СД 
1-го и 2-го типа. 
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