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Трансмиссионная электронная микроскопия является одним из ключевых маркёров при рассмотрении патогенеза 
коллагенового кросслинкинга. Цель работы: оценить эффект кросслинкинга при фоторефракционной кератоабля-
ции с рибофлавином по данным трансмиссионной электронной микроскопии. Материал и методы. Эксперимен-
тальное исследование было выполнено in vivo на 16 глазах 16 кроликов породы Шиншилла, с массой тела от 2,5 до 3,5кг, 
в возрасте от 1 до 1,5 лет. Животные были разделены на контрольную и опытную группы по 8 животных на каждый из 
способов проведения трансэпителиальной фоторефракционной кератоэктомии (ТрансФРК), без и с предваритель-
ным насыщением стромы 0,25% изотоническим раствором рибофлавина. На светооптическом уровне исследовали 
эпителий, наружные и глубокие слои стромы в проекции оперативного вмешательства. По данным трансмиссион-
ной электронной микроскопии оценивали волокна и пучки коллагена, и их концентрацию на единицу площади, а также 
клеточный компонент стромы роговицы в проекции оперативного вмешательства. Результаты. На светооптиче-
ском уровне роговица кролика по завершению эпителизации сохраняла нормальную морфологию плоского многослой-
ного неороговевающего эпителия, с практически полным восстановлением стратификации слоев. В случае образцов 
после абляции с предварительным насыщением стромы раствором рибофлавина наблюдались единичные вакуоли 
в клетках базального слоя и появление псевдомногорядности. Комплексной морфологической оценкой установлено, 
что роговицы из экспериментальной группы (с предварительным насыщением стромы рибофлавином) были подвер-
жены изменениям соответствующим крослинкингу стромы с формированием стабильных поперечных сшивок колла-
геновых волокон. В роговицах контрольной группы без насыщения стромы рибофлавином морфологически выявлено 
полное восстановление структуры после лазерного воздействия без признаков кросслинкинга стромы. Заключение. 
После проведения эксимерлазерной абляции с рибофлавином обнаруженные при трансмиссионной электронной ми-
кроскопии стабильные сшивки в коллагеновых структурах стромы роговицы подтверждают наличие эффекта крос-
линкинга при таком способе фоторефракционной кератоэктомии. 
Ключевые слова: кросслинкинг роговицы; рибофлавин; фоторефракционная кератоэктомия; трансмиссионная элек-
тронная микроскопия.
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Transmission electron microscopy is one of the key methods in studying the pathogenesis of collagen crosslinking. Aim.  
To evaluate the effect of crosslinking induced by photorefractive ablation of the cornea with riboflavin using transmission electron 
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microscopy. Material and methods. This experimental in vivo study was performed on 16 eyes of 16 Chinchilla rabbits weighing 
from 2.5 to 3.5 kg, aged from 1 to 1.5 years. Animals were divided into control and experimental groups, including 8 animals for 
each of the transepithelial photorefractive keratoectomy (TransFRK) methods, with and without prior saturation of the stroma 
with a 0.25% isotonic riboflavin solution., The epithelium and outer and deep layers of the stroma were studied in the projection 
of surgery at the light-optical level. Based on data of the transmission electron microscopy, collagen fibers and bundles, and 
their concentration per unit area, and the cellular component of corneal stroma were evaluated. Results. The rabbit cornea 
studied at the light-optical level upon completion of epithelialization maintained a normal morphology of the flat multi-layered 
non-squamous epithelium with almost complete recovery of the layer stratification. In post-ablation samples with the prior 
saturation of stroma with riboflavin solution, isolated vacuoles were observed in cells of the basal layer along with emergence of 
pseudostratified epithelium. According to results of the complex morphological evaluation, corneas of the experimental group 
(with riboflavin pre-saturation of the stroma) showed changes corresponding to the stroma crosslinking with formation of 
stable cross-links of collagen fibers. In the cornea of the control group (without riboflavin saturation of the stroma), the stromal 
structure completely recovered after the laser treatment without any signs of stromal crosslinking. Conclusion. As detected 
by transmission electron microscopy, the stable cross-links in collagen structures of the corneal stroma induced by excimer 
laser ablation with riboflavin confirm the presence of the crosslinking effect in using the given method of the photorefractive 
keratoectomy.
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Введение

Трансмиссионная электронная микроскопия 
(ТЭМ) является одним из ключевых маркёров при 
рассмотрении патогенеза коллагенового кросслин-
кинга. Такие исследования приобретают особую 
значимость на этапах разработки новых методик 
роговичного кросслинкинга, применяемого в прак-
тической офтальмологии при эктазиях роговицы 
различной этиологии. Ослабление биомеханических 
свойств истонченной роговой оболочки имеет место 
после различных лазерных фоторефракционных опе-
раций. Особенно сильно прочностные свойства рого-
вицы нарушаются при операциях эксимерлазерного 
in situ кератомилёза с формированием поверхностно-
го лоскута на ножке посредством микрокератома или 
фемтосекундного лазера [1—2]. В последние годы 
проведение традиционного и ускоренного кросслин-
кинга в лазерной кераторефракционной хирургии 
роговицы предлагается в качестве метода профилак-
тики ослабления прочностных свойств роговицы и 
развития индуцированной ятрогенной кератоэктазии 
[3—7]. Однако наличие побочных эффектов самой 
методики кросслинкинга препятствует более широ-
кому его внедрению в клиническую практику. Одним 
из новых подходов к проведению кросслинкинга в 
фоторефракционной хирургии роговицы явился от-
каз от дополнительного облучения роговицы УФ из-
лучением. Для этого предлагается использовать для 
активации рибофлавина вторичное излучение, инду-
цируемое в ходе выполнения рефракционной фото-
абляции роговицы после предварительного насыще-
ния её стромы рибофлавином [8—11]. 

Цель работы: оценить эффект кросслинкинга при 
фоторефракционной абляции с рибофлавином по дан-
ным трансмиссионной электронной микроскопии.

Материалы и методы исследования

Экспериментальное исследование было выполне-
но in vivo на 16 глазах 16 кроликов породы Шиншил-
ла, с массой тела от 2,5 до 3,5кг, в возрасте от 1 до 1,5 
лет. Животным под наркозом (Золетил-100, в/в), в 
асептических условиях операционной ФГБУ Инсти-
тута Усовершенствования врачей им. Н.И. Пирогова, 
на эксимерлазерной офтальмологической установ-
ке Wavelight-Allegretto 200 (США) была выполнена 
трансэпителиальная фоторефракционная кератоа-
бляция (тФРК). Отбор, содержание и наблюдение 
животных в эксперименте осуществлялись в усло-
виях виварно-экспериментального комплекса НИИ 
Митоинженерии Московского Государственного 
Университета им. М.В. Ломоносова, согласно са-
нитарно-эпидемиологическим и этическим нормам 
центра для проведения экспериментальных иссле-
дований на животных SPF статуса (specified pathogen 
free). Все исследования на животных проводились в 
соответствии с международными стандартами GLP 
(Good Laboratory Practice, Надлежащая лабораторная 
практика). Перед проведением экспериментов все 
животные прошли ветеринарное и офтальмологиче-
ское обследование и признаны здоровыми.

Животные были разделены на контрольную и 
опытную группы, в каждой из которых было по 8 осо-
бей на каждый из способов проведения трансэпители-
альной ФРК (ТрансФРК) – без и с предварительным 
насыщением стромы 0,25% изотоническим раствором 
рибофлавина. В первой, контрольной, группе была 
выполнена трансэпителиальная фоторефракционная 
кератоэктомия по стандартному протоколу на глуби-
ну 50 мкм. Во второй, опытной, группе после деэпи-
телизации на каждом глазу проводилось предвари-
тельное аэрозольное насыщение стромы 0,25% изото-
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ническим раствором рибофлавина в течение 3 минут, 
после чего выполнялась кератоабляция 50 мкм. Для 
аэрозольного насыщения использовался небулайзер 
B.Well WN114 (Великобритания) с мембранно-сетча-
той (MESH) технологией дисперсирования раствора. 
Аэрозольное орошение 0,25% изотоническим раство-
ром рибофлавина с помощью ультразвукового небу-
лайзера позволило интенсифицировать насыщение 
стромы. Это было связано с высокой дисперсностью 
аэрозольных частиц, что способствовало их более бы-
строму и глубокому проникновению в строму рогови-
цы, повышению их фармакологической активности. 
Кроме того, при такой технологии исключалось обра-
зование неравномерного слоя раствора рибофлавина 
на поверхности стромы перед проведением её фото-
рефракционной абляции. 

Животных наблюдали, регистрировали клиниче-
ское состояние с описанием офтальмологического 
статуса на 1-е, 3-и, 7-е, 14-е, 21-е сутки, и выводили 
из эксперимента на 31-е сутки путем передозировки 
препарата для наркоза. Сразу после декапитации вы-
полнялась энуклеация исследуемых глаз с последую-
щим помещением их в герметичную влажную камеру, 
приготовленную на базе изотонического 0,9% раствора 
NaCl с температурой хранения 4°полутонких: стеклян-
ным ножом ~1 мкм; срезы переносились на предмет-
ное стекло, грелись на термостолике (60°ультратонких: 
пирамидки вырезались в областях интереса (опреде-
лены на полутонких срезах); срезы изготавливались 
с использованием алмазного ножа (DiATOME Ultra 
Diamond Knife 45), ловились на бленду с фармваровой 
подложкой (толщина среза 140 нм, подложка сделана с 
помощью 0,3% раствора формвара в хлороформе). 

Контрастирование срезов (по Рейнольдсу) – 1% 
водным раствором уранила ацетата. Визуализация: 
электронный микроскоп JEM-1400 (Jeol) при уско-
ряющем напряжении 80 киловольт. Увеличение от 
× 2500 до × 25000. 

Исследования ультраструктуры стромы рого-
вицы посредством трансмиссионной электронной 

микроскопии осуществляли на базах Научно-ис-
следовательского института физико-химической 
биологии имени А.Н. Белозерского Московского 
государственного университета имени М.В. Ломоно-
сова и Центра фундаментальных и прикладных меди-
ко-биологических проблем ФГАУ «НМИЦ «МНТК 
«Микрохирургия глаза» им. акад. С.Н. Федорова» 
Минздрава России.

На светооптическом уровне оценивался эпителий, 
наружные и глубокие слои стромы в проекции опера-
тивного вмешательства. По данным трансмиссионной 
электронной микроскопии оценивались волокна и 
пучки коллагена, и их концентрация на единицу пло-
щади, а также клеточный компонент стромы рогови-
цы в проекции оперативного вмешательства.

Результаты исследования

Обнаружено, что в обеих группах животных к 
концу периода постоперационного наблюдения на 
светооптическом уровне роговица имела характер-
ные признаки эпителизации с сохранением исход-
ной морфологии – плоского многослойного нео-
роговевающего эпителия, с практически полным 
восстановлением стратификации слоев. При этом в 
случае образцов после абляции с предварительным 
насыщением стромы раствором рибофлавина (рис. 1) 
наблюдались единичные вакуоли в клетках базально-
го слоя и появление псевдомногорядности. Строма 
представлена укладкой правильно ориентированных 
коллагеновых волокон без признаков отека, с уме-
ренным количеством кератоцитов. В передних слоях 
роговицы выявлен волнообразный ход стромальных 
волокон. Во всех случаях выявлена субэпителиальная 
фиброплазия различной степени выраженности. Все 
выявленные морфологические особенности могут 
соответствовать исходу изменений, вызванных ла-
зерным воздействием.

Роговицы кроликов из контрольной группы так-
же во всех случаях были с полной эпителизацией, 
с сохранением исходной морфологии – плоского 

Рис. 1. Полутонкие срезы роговицы кроликов экспериментальной 
группы с насыщением стромы рибофлавином. Окраска толуидино-
вым синим. Увеличение × 400.

Рис. 2. Полутонкие срезы роговицы кроликов контрольной груп-
пы без насыщения рибофлавином. Окраска толуидиновым синим. 
Увеличение × 400.
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многослойного неороговевающего эпителия, с пол-
ным восстановлением стратификации слоев (рис. 2). 
Строма представлена укладкой правильно ориенти-
рованных коллагеновых волокон без признаков оте-
ка, с умеренным количеством кератоцитов. Волноо-
бразного хода стромальных волокон не обнаружено. 
Субэпителиальная фиброплазия отсутствует. По 
данным световой микроскопии наблюдается полное 
восстановление структуры роговицы после лазерного 
воздействия. 

По данным трансмиссионной электронной ми-
кроскопии в экспериментальной группе с насыще-
нием стромы рибофлавином в передних слоях стро-
мы (прилежащих к зоне абляции) роговицы наблю-
даются укрупнение волокон и пучков коллагена. На 
снимке видно слияние (стрелка) новообразованного 

Рис. 3. Трансмиссионная электронная микроскопия роговицы кроликов экспериментальной группы с насыщением стромы рибофлави-
ном. Продольный срез пучков коллагена. А – слияние (стрелка) новообразованного пучка коллагена (НПК) вблизи активно синтезирую-
щего кератобласта (Кб) с предсуществующим пучком (ППК). Б – 2 варианта слияния пучков: бок в бок (ББ) и конец в бок (КБ). Увеличение 
× 5000.

А Б

Рис. 4. Трансмиссионная электронная микроскопия роговицы 
кроликов контрольной группы без насыщения стромы рибофла-
вином. Продольный срез пучков коллагена. Увеличение × 5000.

пучка коллагена (НПК) вблизи активно синтезирую-
щего кератобласта (Кб) с предсуществующим пучком 
(ППК) (рис. 3, А). Представлены 2 варианта слияния 
пучков: бок в бок (ББ) и конец в бок (КБ) (рис. 3, Б).

В контрольной группе без насыщения рибофла-
вином в строме роговицы ход коллагеновых волокон 
не изменен, визуализируются параллельные пучки 
с равномерной толщиной и однородной структурой 
(рис. 4). 

При рассмотрении поперечных срезов пучков 
коллагена образцов роговиц из экспериментальной 
группы определяется компактность упаковки во-
локон за счет увеличения количества поперечных 
сшивок (стрелки) (рис. 5, А). В контрольной груп-
пе подобные изменения не обнаружены (рис. 5, Б). 
При количественном сравнении расстояние между 
фибриллами в экспериментальной группе оказалось 
меньше, чем в контрольной группе, концентрация на 
единицу площади примерно в два раза больше.

Таким образом, по результатам комплексной мор-
фологической оценки установлено, что роговицы 
из экспериментальной группы (с предварительным 
насыщением стромы рибофлавином) были подвер-
жены изменениям соответствующим крослинкингу 
стромы с формированием стабильных поперечных 
сшивок коллагеновых волокон. В роговицах из кон-
трольной группы, без насыщения стромы рибофла-
вином, морфологически выявлено полное восста-
новление структуры после лазерного воздействия без 
признаков кросслинкинга стромы.

Обсуждение

Интрастромальные изменения роговицы, прису-
щие процедуре кросслинкинга, достаточно широко 
описаны в литературе. Однако, исходя из исследо-
ваний различных авторов, все эти изменения затра-
гивают практически все слои стромы, тогда как в 
нашем случае они были характерны лишь для зоны, 



ISSN 2310-0435 49

 

прилежащий к зоне абляции. В первую очередь это 
объясняется кратковременностью воздействия экси-
мерлазерного УФ-излучения, а также сравнительно 
неглубоким проникновением рибофлавина в стро-
му роговицу, что также обуславливается временем 
экспозиции фотосенсибилизатора (по сравнению со 
стандартным протоколом процедуры кросслинкин-
га). Однако, обнаруженные нами изменения в стро-
ме роговицы качественно полностью соответствуют 
таковым при процедуре кросслинкинга по стандарт-
ному протоколу. 

Теоретическое обоснование возможности дости-
жения эффекта кросслинкинга при короткой экспо-
зиции УФ облучения убедительно было показано в 
работе Semchishen и соавт. [12]. На основании про-
веденных авторами исследованиях была обоснована 
возможность значительного сокращения длительно-
сти УФ облучения до 70—80 с.

Мы полагаем, что при проведении кросслинкин-
га роговицы в условиях in vivo неизбежным было 
нарушение закона Бунзена-Роско о прямой корре-
ляционной зависимости эффекта кросслинкинга от 
длительности и суммарной дозы УФ излучения. Это 
было связано с тем, что in vivo имели место динами-
ческие растянутые во времени вторичные реакции, 
обусловленные, в частности, развитием в роговице 
оксидативного стресса и асептического воспаления. 
При этом накопление в строме окисных радикалов 
оказывало дополнительное воздействие на рибофла-
вин, что усиливало эффект кросслинкинга. Такой 
патогенетический механизм лазериндуцированного 
кросслинкинга при абляции стромы роговицы с ри-
бофлавином не противоречит данным литературы.

В предлагаемой технологии кросслинкинга в фо-
торефракционной хирургии роговицы время воз-
действия индуцированного абляцией вторичного 
излучения предопределялось объёмом кератэктомии 
и не превышало 60 с. Однако, как показали экспе-
риментальные исследования с биомеханическим 

тестированием, этого оказалось достаточно для ини-
циирования эффекта кросслинкинга в строме рого-
вицы, насыщенной 0,25% изотоническим раствором 
рибофлавина. При этом поглощение, трансформи-
рование и рассеивание эксимерлазерного излучения 
в роговице возбуждало вторичное излучение с флюо-
ресценцией коллагеновых белков. 

С позиций всего вышеизложенного может быть 
объяснён механизм лазериндуцированного кросс-
линкинга после фоторефракционной кератэктомии 
с рибофлавином, важным пусковым звеном которого 
является вторичное абляционное излучение. 

Заключение
По данным трансмиссионной электронной ми-

кроскопии после фоторефракционной абляции с 
предварительным насыщением роговицы 0,25% изо-
тоническим раствором рибофлавина в слоях стромы, 
прилежащих к зоне абляции, отмечаются ультра-
структурные изменения с формированием стабиль-
ных поперечных сшивок коллагеновых волокон, ука-
зывающие на наличие эффекта кросслинкинга. 
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