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РЕФЕРАТ 
Ультрафиолетовый кросслинкинг роговицы (КЛР) является признанным методом стабилизации прогрессирующего 
кератоконуса. Несмотря на подтвержденную клиническую эффективность, фундаментальные аспекты влияния КРЛ 
на морфологию роговицы на ультраструктурном уровне требуют дальнейшего изучения. 
Цель. Комплексное электронно-микроскопическое изучение морфологических изменений роговицы кролика после 
КЛР.
Материал и методы. Эксперименты выполнены на 16 роговицах (8 кроликов) в 2 группах: левые глаза животных 
оставались интактными (1-я группа), правые — опытными (2-я группа), на которых проведен КЛР с деэпителизацией 
и инстилляциями раствора ДЕКСТРАЛИНК. УФ-облучение роговицы (3 мВт/см2 — 30 мин) проводили с использова-
нием устройства «УФалинк» λ=370 нм. Срок наблюдения — 14 сут. Материал для гистологического и электронно-ми-
кроскопического исследования готовили по общепринятой методике.
Результаты, В роговице опытной группы выявлены следующие морфологические изменения: восстановление уда-
ленного эпителия, отек стромы роговицы, сопровождающийся расслоением роговичных пластин, с одной стороны — 
гибель части кератоцитов и признаки незначительной лейкоцитарной инфильтрации, с другой — в клетках отмеча-
лись признаки активации синтетической активности неповрежденных кератоцитов. Во всех образцах роговицы кро-
ликов в слое эндотелиальных клеток отсутствовали значимые изменения.
Вывод. Отсутствие выраженных патологических изменений роговицы на ультраструктурном уровне подтверждает 
безопасность использованного протокола Ультрафиолетовый кросслинкинг роговицы.
Ключевые слова: ультрафиолетовый кросслинкинг роговицы, морфологические исследования роговицы, ультра-
структурный анализ роговицы
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ABSTRACT
Corneal Ultraviolet Cross-Linking (CXL) is a recognized method for stabilizing progressive keratoconus. Despite its proven clin-
ical efficacy, the fundamental aspects of how CXL affects corneal morphology at the ultrastructural level require further study.
Purpose. A comprehensive electron microscopic study of morphological changes in the rabbit cornea after CXL.
Material and methods. Experiments were performed on 16 corneas (8 rabbits) divided into 2 groups: the left eyes of the 
animals remained intact (group 1), while the right eyes were experimental (group 2) and underwent CXL with de-epitheliali-
zation and instillations of DEXTRAALINK solution. Ultraviolet irradiation of the cornea (3 mW/cm² for 30 minutes) was per-
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formed using a «UVALINK» device at λ=370 nm. The observation period was 14 days. Material for histological and electron 
microscopic examination was prepared according to the standard method.
Results. The following morphological changes were revealed in the corneas of the experimental group: restoration of the 
removed epithelium, corneal stromal edema accompanied by separation of corneal lamellae, on the one hand, the death of 
part of the keratocytes and signs of minor leukocyte infiltration, on the other hand, signs of activation of the synthetic activ-
ity of intact keratocytes were noted in the cells. In all samples of the rabbit corneas, no significant changes were observed 
in the layer of endothelial cells.
Conclusion. The absence of pronounced pathological changes at the ultrastructural level, including in the endothelial cells, 
confirms the safety of the CXL protocol used.
Keywords: corneal collagen cross-linking, morphological studies of the cornea, ultrastructural analysis of the cornea
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Ультрафиолетовый кросслинкинг роговицы (КЛР) яв-
ляется признанным методом стабилизации прогресси-
рующего кератоконуса [1]. Методика основана на фото-
химической реакции между ультрафиолетовым (УФ) из-
лучением с длиной волны 370 нм и фотосенсибилизато-
ром (рибофлавин), в результате которой образуются до-
полнительные внутри- и межфибриллярные коллагено-
вые связи в строме, существенно повышающие ее биоме-
ханическую жесткость [2]. В настоящее время при выпол-
нении КЛР чаще всего в качестве фотосенсибилизатора 
используется раствор, содержащий 0,1% рибофлавин с 
20% декстраном. В России для этих целей применяется 
отечественный препарат ДЕКСТРАЛИНК. Окулярные ин-
стилляции такого раствора, помимо фотосенсибилизи-
рующего и фотопротективного эффекта, опосредован-
ного рибофлавином, оказывают также противоотечное 
(обезвоживающее) действие на роговицу, сопровождаю-
щееся вместе с тем интраоперационным снижением тол-
щины стромы [3]. Это обстоятельство необходимо учи-
тывать при выполнении процедуры УФ-кросслинкинга у 
пациентов с истонченной роговицей (менее 450 мкм) [4].

Несмотря на подтвержденную клиническую эффек-
тивность, фундаментальные аспекты влияния КЛР на 
морфологию роговицы, особенно на клеточном и суб-
клеточном уровнях, требуют дальнейшего изучения. 

ЦЕЛЬ 

Комплексное электронно-микроскопическое изуче-
ние морфологических изменений роговицы кролика по-
сле УФ-кросслинкинга.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Исследование проведено на 16 роговицах (8 кроли-
ков). Правые глаза животных были опытными (2-я груп-
па), левые — оставались интактными (1-я группа). 

Все манипуляции с животными проведены в соот-
ветствии с правилами Локального этического комите-
та ФГБОУ ВО БГМУ Минздрава России (Приказ № 220 
от 30.12.2016) и установленными Европейской конвен-

цией по защите позвоночных животных, используемых 
для экспериментальных и других научных целей (Дирек-
тива Европейского парламента и Совета Европейского 
союза 2010/63/ЕС от 22.09.2010 о защите животных, ис-
пользующихся для научных целей) [5].

Хирургические вмешательства выполняли в операци-
онной вивария в условиях комбинированной анестезии, 
включавшей общий наркоз (внутримышечное введение 
препаратов Золетил/Ксилазин) и местные инстилляции 
(глазные капли Инокаин). Этап удаления эпителия рого-
вицы проводили с использованием микрохирургическо-
го шпателя под контролем операционного микроско-
па Carl Zeiss (Германия). Предварительно зона деэпите-
лизации была маркирована метчиком диаметром 7 мм. 

В опытной группе стандартную процедуру КЛР вос-
производили с использованием протектора роговицы 
ДЕКСТРАЛИНК (0,1% рибофлавина мононуклеотид и 
20% декстран Т500) и устройства офтальмологическо-
го «УФалинк». Параметры воздействия были следующи-
ми: длина волны — 370 нм, мощность УФ-А излучения — 
3 мВт/см², продолжительность облучения — 30 мин. 

В послеоперационном периоде проводилась местная 
антибактериальная терапия путем ежедневных инстил-
ляций препарата Левофлоксацин в течение 3–4 суток 
(до завершения эпителизации). 

Для морфологического исследования проводили эну-
клеацию глазных яблок кроликов на 14-е сутки после КЛР 
роговицы. Глазные яблоки фиксировали в 10% растворе 
нейтрального формалина. Затем их препарировали, вы-
полняя сагиттальный разрез через оптические среды. По-
лученные образцы проходили стандартную процедуру 
проводки: обезвоживание в спиртах возрастающей кон-
центрации, далее заливка в парафиновые блоки. Приго-
товление гистологических срезов осуществляли на ми-
кротоме LEICA RM 2145 (Германия). Срезы окрашивали 
гематоксилином и эозином для общего морфологиче-
ского анализа, а также по методу Ван Гизона — для ви-
зуализации соединительнотканных структур роговицы. 

Для электронно-микроскопического исследования 
образцы тканей фиксировали в 2,5% растворе глутарово-
го альдегида на какодилатном буфере (pH 7,2–7,4) с по-
стфиксацией в 1% растворе тетроксида осмия. Материал 
последовательно обезвоживали в серии спиртов возрас-
тающей концентрации, заливали в эпон-812. На предва-
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состоящими из параллельных пучков коллагеновых 
фибрилл. Между пластинами располагались кератоциты 
веретиновидной формы с развитым гранулярным 
эндоплазматическим ретикулумом в цитоплазме (рис. 
2 В). Задний отдел стромы роговицы ограничивала 
однородная Десцеметова мембрана, к которой 
прилегал монослой эндотелиальных клеток со светлой 

рительном этапе готовили полутонкие срезы толщиной 
1 мкм, которые окрашивали толуидиновым синим. Уль-
тратонкие срезы получали на ультратоме ЕМ UС 7 (Leica, 
Германия). Срезы контрастировали последовательно 2% 
водным раствором уранилацетата и цитратом свинца по 
Рейнольдсу. Микроскопирование результатов проводи-
лись на трансмиссионном электронном микроскопе JEM-
1011 (Jeol, Япония) при ускоряющем напряжении 80 кВ.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В 1-й группе (контроль) интактная роговица кро-
ликов демонстрировала обычное строение, характер-
ное для данного вида животного, состояла из несколь-
ких плотно прилегающих друг к другу слоев, что хорошо 
видно на гистологических препаратах (рис. 1). 

Передний многослойный эпителий роговицы состо-
ял из базального, шиповатого и поверхностного слоев, 
клетки которых соединялись десмосомами (рис. 2 Б). Ба-
зальные клетки посредством полудесмосом прикрепля-
лись к Боуменовой мембране (рис. 2 А), состоящей из 
аморфного вещества и беспорядочно расположенных 
тонких коллагеновых фибрилл.

Строма была образована плотно упакованными, 
строго ориентированными роговичными пластинами, 

Рис. 1. Строение роговицы интактного кролика. Окраска по Ван Гизону. 
Увел. ×100

Fig. 1. Structure of the intact rabbit cornea. Van Gieson’s stain. Mag. ×100

Рис. 2. Интактная роговица кролика. Электронная микрофотография. А — ультраструктура переднего эпителия. Боуменова мембрана (↑); Б — 
ультраструктура поверхностного слоя переднего эпителия; В — ультраструктура интактной роговицы кролика. Р — роговичные пластинки стромы; 
К — кератоцит; каналы гранулярного эндоплазматического ретикулюма в цитоплазме (↑); Г — ультраструктура интактной роговицы кролика. Э — клетки 
заднего эпителия; ДМ — Десцеметова мембрана. Увел. ×6000

Fig. 2. Intact rabbit cornea. Еlectron micrograph. A — ultrastructure of the anterior epithelium. Bowman’s membrane (↑); Б — ultrastructure of the superficial 
layer; В — ultrastructure of the intact rabbit cornea. P — corneal stromal lamellae; K — keratocyte; channels of the granular endoplasmic reticulum in the cy-
toplasm (↑); Г — ultrastructure of the intact rabbit cornea. E — cells of the posterior epithelium; DM — Descemet’s membrane. Magnification ×6000
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цитоплазмой и округлыми ядрами (рис. 2 Г).
Во 2-й группе (опыт) восстановление удаленного эпи-

телия наблюдали при биомикроскопии на 3–4-е сутки. 
Ультраструктурный морфологический анализ на 14-е сут-
ки после операции в роговице кролика не выявил значи-
мых изменений в эпителиальном слое, который был пред-
ставлен многослойным плоским эпителием с четко диф-
ференцируемыми слоями. Базальный слой состоял из кле-
ток призматической формы, которые посредством полу-
десмосом были плотно прикреплены к базальной мем-
бране. Межклеточные связи обеспечивались десмосома-
ми. Выше располагались 2–3 слоя шиповатых клеток, пе-
реходящих в несколько слоев уплощенных поверхност-
ных клеток. Волокнистые структуры Боуменовой мембра-
ны (БМ) были нечеткими, ее некоторые участки по плот-
ности выглядели несколько разнородными (рис. 3 А). 

 Кроме того, в строме роговицы отмечали слабо вы-
раженный отек, приводящий к незначительному рассло-
ению роговичных пластин. Однако общая структура и 
направленность пучков коллагеновых волокон по свое-
му внешнему виду не отличалась от картины, наблюдае-
мой в интактных роговицах. На ультраструктурном уров-
не в основном веществе роговицы визуализировались 
мелкозернистые осмофильные скопления — продукты 
деструкции матрикса, характеризующиеся плотной ци-
топлазмой. Их ультраструктура соответствовала типич-
ному строению фибробластических клеток: в цитоплаз-
ме присутствовали многочисленные расширенные кана-
лы гранулярной эндоплазматической сети, свободные 
рибосомы, полисомы, а также овальные митохондрии 
(рис. 3 Б). В некоторых стромальных зонах отмечалась 
повышенная плотность кератоцитов.

Признаки повышенной синтетической активности 
кератоцитов, которые выражались в гиперплазии грану-
лярной эндоплазматической сети и обилии рибосом в 
цитоплазме, могут быть связаны с репаративными про-
цессами, индуцированными в ответ на комбинирован-
ное рибофлавин-ультрафиолетовое воздействие с деэ-
пителизацией роговицы. Однако для установления при-
чинно-следственной связи и интерпретации данной 

морфологической картины требуются дополнительные 
целенаправленные исследования. 

Кроме того, наблюдали редукцию некоторого коли-
чества кератоцитов преимущественно передней стромы, 
но в части оставшихся клеток ультраструктура основных 
клеточных органелл сохранялась (рис. 4). В строме вы-
являлась незначительная инфильтрация сегментоядер-
ными лейкоцитами (рис. 5).

Структура Десцеметовой мембраны и клеток заднего 
эпителия не отличались от образцов контрольной груп-
пы. Десцеметова мембрана визуализировалась на задней 
поверхности стромы в виде гомогенной плотной поло-
сы, покрытой монослоем эндотелиальных клеток. Клет-
ки эндотелия имели вытянутую форму, светлую цито-
плазму и крупные овальные ядра. В цитоплазме клеток 
не наблюдались изменения патологического характера. 

ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенное исследование позволило выявить ком-
плекс ультраструктурных изменений в роговице кроли-
ков на 14-е сутки после процедуры КЛР с применением 
0,1% рибофлавина и 20% декстрана. Несмотря на кли-
нически подтвержденную эффективность методики, ее 
применение влечет ряд изменений, в т.ч. патологическо-
го характера, в частности, гибель кератоцитов. Вместе с 
этим КЛР может инициировать процессы ремоделиро-
вания в строме, требующие детального морфологиче-
ского анализа. 

Ключевым объектом воздействия, на который на-
правлен механизм рибофлавин-ультрафиолет-индуци-
рованного сшивания является роговичная строма. В на-
шем исследовании к 14-м суткам в строме наблюдался 
слабо выраженный отек и незначительное расслоение 
роговичных пластин, что согласуется с данными литера-
туры, описывающими послеоперационную воспалитель-
ную реакцию [1, 5]. Однако наиболее значимые измене-
ния были выявлены на ультраструктурном уровне. При-
сутствие в основном веществе стромы мелкозернистых 
осмофильных скоплений, интерпретируемых как про-

Рис. 3. Роговица кролика в опытной группе. Электронная микрофотография. А — гомогенизация Боуменовой мембраны; Б — мелкая зернистость в 
основном веществе стромы роговицы между фибриллами 

Fig. 3. Rabbit cornea in the experimental group. Electron micrograph. A — homogenization of Bowman’s membrane; Б — fine granularity in the ground sub-
stance of the corneal stroma between the fibrils

A Б
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Рис. 4. Роговица кролика в опытной группе. Электронная микрофотография. А — разрушение кератоцитов между роговичными пластинами; Б — 
частичное сохранение структуры органелл в цитоплазме кератоцита

Fig. 4. Rabbit cornea in the experimental group. Electron micrograph. A — destruction of keratocytes between corneal lamellae; Б — partial preservation of 
organelle structure in the keratocyte cytoplasm

Рис. 5. Роговица кролика в опытной группе. Сегментоядерный лейкоцит 
в строме роговицы. Электронная микрофотография

Fig. 5. Rabbit cornea in the experimental group. A segmented neutrophil in 
the corneal stroma. Electron micrograph

дукты деструкции матрикса, может быть прямым след-
ствием фотохимической реакции кросслинкинга, при-
водящей к деполимеризации компонентов внеклеточ-
ного вещества. Важным аспектом является реакция стро-
мальных кератоцитов на процедуру КЛР. С одной сторо-
ны, была отмечена редукция части клеточного пула, что 
является известным и ожидаемым эффектом в ответ на 
УФ-сенсибилизированное воздействие [2, 6, 7]. При этом 
некоторые кератоциты разрушались, а некоторые еще 
частично сохраняли целостность отдельных внутрикле-
точных органелл (рис. 4Б), что, возможно, в последую-
щем могло стать причиной индукции апоптоза дефек-
тных клеток [6–9]. С другой стороны, в сохранивших-
ся кератоцитах регистрировались признаки синтетиче-
ской активности: гиперплазия гранулярного эндоплаз-
матического ретикулума и обилие свободных рибосом 
и полисом. Это свидетельствует об их активации и уча-
стии в репаративных процессах, направленных на пе-
рестройку и упрочнение стромального матрикса, после 
индуцированного воздействия кросслинкингом. Наблю-
давшаяся в некоторых зонах повышенная плотность ке-
ратоцитов может указывать на начало процессов их ре-
популяции. Однако для однозначного подтверждения 
этой гипотезы и изучения механизмов апоптоза и про-
лиферации требуются дальнейшие исследования с при-
менением иммуногистохимических методов.

Незначительная лейкоцитарная инфильтрация, выяв-
ленная в строме, по всей видимости, является признаком 
умеренного воспалительного ответа в послеоперацион-
ном периоде, связанного с механической деэпителизаци-
ей роговицы и ее УФ-облучением. В предыдущих иссле-
дованиях было показано, что ранний постоперационный 
период после КРЛ у пациентов с кератоконусом сопро-
вождался повышением уровня ряда ростовых факторов 
и провоспалительных цитокинов в слезной жидкости [8].

Важным исходом КРЛ является отсутствие значимых 
патологических изменений в переднем эпителии, Боу-
меновой мембране, а также в Десцеметовой мембране 
и эндотелии. Сохранность эндотелиальных клеток, как 
известно, имеет особое физиологическое значение, так 
как уменьшение их плотности является причиной на-
рушения гидроосмотической функции роговицы и ее 

стойкого отека с существенным снижением зритель-
ных функций [10]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенные гистологические и электронно-ми-
кроскопические исследования показали, что процеду-
ра УФ-кросслинкинга роговицы с использованием 0,1% 
рибофлавина и 20% декстрана вызывает к 14-м суткам 
трансформацию стромы, характеризующуюся прямым 
воздействием на внеклеточный матрикс с признаками 
последующего его ремоделирования, разнонаправлен-
ным ответом кератоцитов, включающим гибель части 
клеточного пула и одновременную функциональную ак-
тивацию оставшихся клеток, вызывающих активацию 
репаративных процессов, умеренной воспалительной 
реакцией, сохранностью эндотелия и восстановлени-
ем ультраструктуры переднего эпителиального барьера. 

Отсутствие выраженных патологических изменений 
на ультраструктурном уровне подтверждает относитель-
ную безопасность использованного протокола УФ-крос-
слинкинга роговицы.
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Полученные данные вносят вклад в понимание фун-
даментальных механизмов заживления роговицы после 
УФ-кросслинкинга, свидетельствуют о необходимости 
дальнейших исследований методики для оптимизации 
параметров воздействия, минимизации сопутствующего 
ультраструктурного ущерба и сокращению сроков вос-
становления роговой оболочки. 
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