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В связи с увеличением числа заболеваний, в основе которых лежит развитие новообразованных сосудов, в послед-
ние десятилетия возрос интерес к проблеме патологического ангиогенеза в различных тканях глаза. Традиционные 
консервативные методы лечения неоваскуляризации роговицы на данный момент недостаточно эффективны. 
Возможным путем решения проблемы неоваскуляризации роговицы может быть использование паракринных фак-
торов, выделяемых мезенхимальными стволовыми клетками в процессе культивирования в кондиционированную 
среду (КС). целью исследования является изучение влияния пептидов КС на сосудистое бельмо, которое сформи-
ровалось после химического ожога глаз крыс в эксперименте, и оценка влияния КС на функциональную активность 
нейтрофилов.
методы исследования. Исследование было выполнено на 48 крысах (48 глаз) в несколько этапов. На первом этапе 
всем животным был смоделирован химический ожог роговицы. На втором этапе проводилось лечение ожогов рого-
вицы. В зависимости от способа лечения на втором этапе была сформирована контрольная группа 22 крысы (22 
глаза) и опытная группа 22 крыс (22 глаза). Опытная группа была разделена на 2 подгруппы. В первой подгруппе было 
11 крыс (11 глаз), которым в качестве лечения применялись пептиды КС общей фракции. Во второй подгруппе также 
было 11 крыс (11 глаз), в качестве лечения применялся пептиды КС фракцией до 30 кДа. В контрольной группе для 
лечения ожогов мы применяли культуральную среду.
Результаты. По результатам офтальмоскопии и гистологических исследований на 14-е и 30-е сутки в контроль-
ной группе животных динамики не наблюдалось. Выявлялись множественные новообразованные сосуды роговицы 
(преимущественно крупные сосудистые стволы) со стромальными помутнениями в их проекции. Эпителий рого-
вицы был не изменен, однако, сама роговица была истончена. Наблюдалось сформированное васкуляризированное 
бельмо роговицы: субэпителиальная фиброплазия и неоваскуляризация роговицы. В опытной группе животных к 14-
м суткам инстилляций в конъюнктивальную полость пептидов КС офтальмоскопически мы наблюдали уменьше-
ние количества новообразованных сосудов, помутнения роговицы исчезли в проекции запустевших сосудов. На 30-е 
сутки лечения в опытных группах животных у большинства крыс новообразованных сосудов обнаружено не было, 
сохранялись лишь отдельные сосудистые стволы, которые ранее образовывали мощные анастамозы с другими но-
вообразованными сосудами. По результатам хемолюминесцентного анализа показано, что фракция до 30 кДа угне-
тает функциональную активность нейтрофилов, в том числе за счет изменения активности внутриклеточных 
мембранных ферментов, отвечающих за передачу рецепторных сигналов внутрь клетки. 
заключение. Полученные результаты свидетельствуют о перспективности применения препарата раствора 
пептидов для лечения такой сложной патологии, как неоваскуляризация роговицы. 
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In recent decades, due to increasing number of diseases associated with the development of newly formed vessels, the interest 
to pathological angiogenesis in eye tissues has been growing. Traditional, conservative methods for treatment of corneal 
neovascularization are not sufficiently effective. A possible solution may be the use of paracrine factors secreted by mesenchymal 
stem cells during cultivation in a conditioned medium (CW). The aim of this study was to assess the effect of CW peptides on 
vascular leukoma induced by chemical burn of rat eyes and to evaluate the effect of CW on the functional activity of neutrophils.
Methods. The study was performed on 48 rats (48 eyes) and included several stages. At the first stage, chemical corneal burn 
was modeled in all animals. At the second stage, corneal burns were treated. Based on the method of treatment at the second 
stage, a control group (22 rats, 22 eyes) and an experimental group (22 rats, 22 eyes) were formed. The experimental group was 
divided into 2 subgroups. The first subgroup rats (n = 11, 11 eyes) were treated with CW peptides of the entire fraction. The second 
subgroup rats (n = 11, 11 eyes) received a CW peptide fraction of up to 30 kDa. In the control group, the culture medium was used 
as a treatment.
Results. According to the results of ophthalmoscopy and histological studies on days 14 and 30, no changes were observed in 
the control group. Multiple newly formed corneal vessels (mainly large vascular trunks) with stromal opacities in their projection 
were detected. The corneal epithelium was unchanged; however, the cornea itself was thinned. A formed vascularized corneal 
leukoma was observed that was evident as subepithelial fibroplasia and corneal neovascularization. In the experimental group 
by the 14th day of CW peptide instillations into the conjunctival cavity, ophthalmoscopy showed a decrease in the number 
of newly formed vessels, and corneal opacities disappeared in the projection of the deserted vessels. In most of rats in the 
experimental groups on the 30th day of the treatment, newly formed vessels were not found; only individual vascular trunks 
remained, which had previously formed powerful anastomoses with other newly formed vessels. According to the results of 
chemiluminescence analysis, a fraction of up to 30 kDa inhibited the functional activity of neutrophils, including by changing the 
activity of intracellular membrane enzymes responsible for the transmission of receptor signals into the cell.
Conclusion. The results showed that the peptide solution is promising for the treatment of such a complex pathology as corneal 
neovascularization.
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введение

В настоящее время по оценкам экспертов 45 млн че-
ловек во всем мире страдают слепотой [1]. По данным 
эпидемиологического анализа, больные с патологией 
роговицы составляют от 10 до 50% среди общего числа 
слепых и слабовидящих [2]. В связи с увеличением чис-
ла заболеваний, в основе которых лежит развитие ново-
образованных сосудов, в последние десятилетия возрос 
интерес к проблеме патологического ангиогенеза в раз-
личных тканях глаза [3].

В основе роста новообразованных сосудов лежат 
сложные биохимические и иммунологические механиз-
мы [4-7]. Нарушение баланса между проангиогенными 
и антиангиогенными медиаторами неоваскуляризации 
на местном уровне может обусловливать или сопрово-
ждать развитие различных патофизиологических про-
цессов [7-13]. Такой сдвиг обеспечивает постоянную 
индукцию процесса неоваскуляризации.

Неоваскулогенез роговицы многие авторы рассма-
тривают как защитную реакцию на воспалительный 
агент [14, 15]. Данный процесс является повторением 
физиологического ангиогенеза, и одной из задач совре-
менной офтальмологии является исследование индуци-
рующих процесс неоваскулогенеза роговицы факторов. 
Однако традиционные консервативные методы лечения 
неоваскуляризации роговицы на данный момент недо-
статочно эффективны [3, 4, 15–17]. 

В настоящее время существуют сведения о влиянии 
VEGF на развитие новообразованных сосудов роговицы 
при различных ее заболеваниях [11, 16, 18].

Одним из перспективных направлений в лечении 
неоваскуляризации роговицы может быть использо-
вание стволовых или прогениторных клеток, получае-
мых как из костного мозга, так из лимбальной области. 
Паракринные факторы, выделяемые стволовыми клет-
ками, обладают противовоспалительным, антиапопто-
тическим и прорегенираторным действием [19]. Одна-
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ко, в литературе отсутствуют данные об эффективности 
стволовых клеток для лечения уже сформированных со-
судов в роговице.

Возможным путем решения проблемы неоваску-
ляризации роговицы может быть использование па-
ракринных факторов, выделяемых мезенхимальными 
стволовыми клетками (МСК) в процессе культивиро-
вания в кондиционированную среду (КС) [19].

Данные факторы оказывают противовоспалитель-
ное, иммуносупрессивное, антиапоптотическое дей-
ствие. Также одним из возможных механизмов, влияю-
щих на обратное развитие патологических сосудов ро-
говицы, по данным литературы, может быть изменение 
функциональной активности нейтрофилов, участвую-
щих в ангиогенезе на фоне воспаления. 

Целью исследования стало изучение влияния пепти-
дов КС на сосудистое бельмо, которое сформировалось 
после химического ожога глаз крыс в эксперименте, 
и оценка влияния КС на функциональную активность 
нейтрофилов.

материалы и методы исследования

Исследование заключалось в лечении уже сфор-
мированного неоваскулярного помутнения роговицы. 
Проводилось сравнение влияния раствора пептидов КС 
(опыт) и культуральной среды (контроль), которая ис-
пользуется при культивировании МСК на процессы ан-
гиогенеза в модели сформировавшегося постожогового 
неоваскулярного бельма роговицы крыс. Все процедуры 
с животными проводились в соответствии с «Правилами 
проведения работ с использованием экспериментальных 
животных» Хельсинской декларации и рекомендация-
ми Директив Европейского Сообщества (№ 86/609 ЕС).

Исследование было выполнено на 48 крысах 
(48 глаз) в несколько этапов.

На первом этапе всем животным был смоделирован 
химический ожог роговицы. Ожоговая модель форми-
ровалась на один глаз. Всего на первом этапе было за-
действовано 48 крыс (48 глаз). 4 животных выводились 
из эксперимента на 3-и, 7-е, 14-е и 30-е сутки для кон-
троля формирования бельма.

На втором этапе проводилось лечение ожогов рого-
вицы. Всего на этом этапе было задействовано 44 кры-
сы (44 глаза). В зависимости от способа лечения была 
сформирована контрольная группа 22 крысы (22 гла-
за) и опытная группа 22 крыс (22 глаза). Опытная груп-
па была разделена на 2 подгруппы. В первой подгруп-
пе было 11 крыс (11 глаз), которым в качестве лечения 
применялись пептиды КС общей фракции. Во второй 
подгруппе также было 11 крыс (11 глаз), в качестве ле-
чения применялись пептиды КС фракцией до 30 кДа. 
На 14-е и 30-е сутки животные выводились из экспери-
мента для проведения гистологического исследования.

Перед получением экспериментальной модели хи-
мического ожога роговицы выделяли стволовые клетки 
костного мозга крыс. В дальнейшем мы получали непо-

средственно препарат пептидов, который представляет 
собой прозрачную гомогенизированную жидкость ма-
линового цвета. 

Получение кондиционированной среды

Для выделения МСК костный мозг извлекали из бе-
дренной кости крыс линии Wistar, массой 220–240 г, 
находящихся под общим наркозом. Мононуклеарную 
фракцию клеток костного мозга выделяли на градиен-
те плотности с использованием стандартного раствора 
Lympholyte-H (фирма Cedarlane, Canada). После полу-
чения суспензию мононуклеарных клеток высевали на 
чашки Петри и культивировали в среде DMEM c добав-
лением 10% эмбриональной телячий сыворотки (Gibco).

Культивирование МСК: клеточный монослой куль-
тивировали в условиях гипоксии (10% О2 и 5% СО2). По-
сле получения клеточного монослоя проводили пол-
ную смену культуральной среды и через 3 суток полу-
чали КС, которая была использована в эксперименте. 

Получение фракций кондиционированной среды
Для разделения кондиционированной среды ис-

пользовали метод ультрафильтрации по стандартной 
методике. В работе были получены нормализованные 
по объему фракции содержащие преимущественно бел-
ки от 0 до 30 kDa.

Первый этап эксперимента

В качестве экспериментальной модели химическо-
го ожога роговицы применяли метод Обенбергера [4]. 
До нанесения ожога проводилась офтальмоскопия и оп-
тическая когерентная томография (ОКТ, ОСТ) перед-
него отрезка глаза с определением средней толщины 
роговицы. 

Химический ожог формировали под местной ане-
стезией (0,4% инокаином) аппликацией фильтроваль-
ной бумаги (в виде круга диаметром 5 мм), смочен-
ной 90% этанолом с экспозицией 60 с на роговицу 
и конъюнктиву. Предварительно перед моделирова-
нием ожога животных наркотизировали препаратом  
Золетил®100 (ВИРБАК, Франция). Площадь диска 
фильтровальной бумаги была достаточной для захвата 
роговицы и конъюнктивы подопытных животных. Дан-
ная модель химического ожога позволила уже к 7-м сут-
кам получить обильное прорастание сосудов лимбаль-
ной сети в роговицу опытных животных, а к 14-м сут-
кам получить формирование стойкого неоваскулярного 
бельма роговицы. 

Продолжительность эксперимента составила 30 дней. 
Динамическое наблюдение за животными проводили еже-
дневно утром и вечером. На 3-, 7-, 14- и 30-е сутки выпол-
нялась офтальмоскопия переднего отрезка глаза с по-
следующей фоторегистрацией и проведением оптиче-
ской когерентной томографии. 

С целью оценки динамики развития неоваскуляр-
ного помутнения роговицы определяли площадь ее по-
вреждения на 3-и, 7-е, 14-е и 30-е. Для этого использо-
валась программа IP Square. Первым шагом определя-
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лась общая площадь роговицы на каждом конкретном 
снимке. Вторым шагом выделялась площадь поражен-
ного участка. Данный процесс происходил вручную. 
Оценивалась зона помутнения поврежденной роговицы 
и очерчивалась ее граница. Третьим шагом программа 
высчитывала поврежденный участок роговицы и, с по-
мощью алгоритмов, заложенных в ней, выдавался про-
цент поврежденной зоны.

Для оценки морфологических изменений тканей ро-
говицы на 3, 7, 14 и 30 сутки животных выводили из экс-
перимента для проведения гистологического исследо-
вания роговицы. 

Второй этап эксперимента
В работе проводили лечение уже сформированного 

постожогового неоваскулярного помутнения роговицы 
путем ежедневной инстилляции растворов в конъюкти-
вальную полость. Лечение начинали на 30-е сутки по-
сле нанесения ожога, когда по данным гистологических 
и инструментальных исследований формирование со-
судистого бельма полностью завершено. 

На данном этапе экспериментального исследования 
животным опытной и контрольной групп на 14-е и 30-
е сутки проводилось OCT переднего отрезка глаза. Ис-
следования проводились после предварительной нар-
котизации животных препаратом Золетил®100 (ВИРБАК,  
Франция). С целью оценки динамики изменения нео-
васкулярного помутнения роговицы определялась пло-
щадь ее повреждения на 14-е и 30-е сутки с помощью 
программы IP Square. 

Животных обеих групп выводили из эксперимента 
на 14-е и 30-е сутки для оценки морфологических из-
менений в тканях роговицы. 

Методика гистологического исследования

Материал фиксировали в 10% растворе нейтраль-
ного формалина, промывали проточной водой обезво-
живали в спиртах восходящей концентрации и залива-
ли в парафин, выполняли серии гистологических срезов 
с применением окраски гематоксилин-эозином. Препа-
раты изучали под микроскопом фирмы Leica DM LВ2 
(Германия) при × 50, × 100, × 200, × 400, × 630 крат-
ном увеличении с последующим фотографированием.

Оценка влияния белково-пептидного комплекса на 
активность НАДФН-оксидазы

Влияние фракции пептидов до 30 кДа на функ-
циональную активность нейтрофилов (активности 
НАДФН-оксидазы) оценивали, используя хемилюми-
несцентный анализ перитониальных нейтрофилов.

Перитониальные нейтрофилы получали при моде-
лировании воспаления, путем внутрибрюшинной инъ-
екцией суспензии зимозана (5 мг/мл, 150 мкл на жи-
вотное). Через пять часов брюшную полость промыва-
ли 3 мл сбалансированного солевого раствора Хэнкса, 
не содержащего Ca2+ (HBSS, pH 7,4, 4°C), промывку 
центрифугировали в течение 5 мин (600 g при 4°C). Чи-
стота популяции полиморфноядерных нейтрофилов 

(PMN) превышала 95%, по оценке люминесцентной ми-
кроскопии (LeicaDM6500, ×40) с окрашиванием акри-
диновым оранжевым. Выживаемость клеток составля-
ла 97–99%.

Группе опытных животных одновременно с зимоза-
ном подкожно вводили 0,5 мл фракции до 30 кДа. Груп-
пе контрольных животных одновременно с зимозаном 
подкожно вводили 0,5 мл культуральной среды.

Активность НАДФН-оксидазного комплекса оце-
нивали по интенсивности генерации активных форм 
кислорода (АФК) в люминолзависимой хемилюми-
несценции.

После определения базового уровня интенсивно-
сти хемилюминесценции добавляли fMLF в концен-
трации 5 мкМ для инициирования респираторного 
взрыва. Запись велась последовательно для всех ми-
ни-чашек в течение 2,5 с и продолжалась 10–30  мин. 
Суммарную продукцию АФК рассчитывали, как пло-
щадь под кривой интенсивности хемилюминесцен-
ции во времени. Эффект БПК рассчитывали, как от-
ношение параметров клеток обработанных животных 
к параметрам клеток контрольных животных. Каждый 
независимый эксперимент проводился с клетками от-
дельного животного.

Статистический анализ

Статистический анализ полученных результатов 
проводили с использованием непараметрических кри-
териев: для сопоставления двух групп (основной и кон-
трольной) использовался критерий Манна-Уитни, для 
сравнения групп до и в различные сроки после опера-
ции использовался критерий Вилкоксона. Данные пред-
ставлены в виде медианы (Me), минимальных и макси-
мальных значений.

Результаты исследования
Первый этап эксперимента

Перед описанием результатов отдельно стоит отме-
тить, что моделирование неоваскулярного помутнения 
роговицы, играет большую роль в нашем эксперимен-
те. Нашей целью было получение стойкого помутне-
ния роговицы, значительно снижающего зрительные 
функции и не изменяющегося с течением времени. 

В первые часы от повреждения у крыс наблюда-
лась выраженная инъекция сосудов конъюнктивы, 
блефароспазм, эпителиопатия в виде его выражен-
ного отека.

На 1-е сутки (рис. 1, А) мы наблюдали усиление бле-
фароспазма, светобоязнь и выраженную конъюнкти-
вальную инъекцию сосудов. Эпителий роговицы был 
практически полностью слущен с сохранением отдель-
ных «островков» в парацентральной зоне. 

К 3-м суткам (рис. 1, Б) к сохраняющимся блефа-
роспазму, конъюнктивальной инъекции и слущенному 
эпителию присоединялась расширенная сеть лимбаль-
ных сосудов с единичным прорастанием новообразован-
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Рис. 1. Модель ожога. А – 1-е сутки; Б – 3-и сутки, В – 7-е сутки, Г – 
14-е сутки, Д – 30-е сутки.

А

В

Д

Б

Г

ных сосудов из этой сети по направлению к централь-
ной зоне роговицы.

Гистологически это соответствовало следующей 
картине: процесс эпителизации поврежденного участ-
ка был уже завершен, однако в центральной зоне новоо-
бразованный эпителий отслоен от подлежащей стромы 
с формированием псевдокисты, заполненной прозрач-
ной экссудативной жидкостью. В строме центральной 
зоны диффузный пластинчатый умеренный лифоцитар-
но-плазмоцитарный инфильтрат. На периферии кле-

точный компонент инфильтрата перемещен в передние 
слои стромы (субэпителиально), в его составе обнаруже-
ны единичные эозинофильные гранулоциты, возмож-
но эозинофилы (аллергический компонент), а также ак-
тивный неоваскулогенез с тенденцией прорастания ка-
пилляров по направлению к центру. Задний эпителий 
роговицы (эндотелий) без особенностей.  

На 7-е сутки (рис. 1, В) блефароспазм уменьшился, 
эпителий закрыл эрозированную поверхность, но у от-
дельных животных наблюдалось сохранение деэпите-
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лизированных участков в центральной области, кото-
рые не превышали диаметром 1,5 мм. По всей пара-
лимбальной зоне роговицы наблюдалось врастание 
паннуса из новообразованных сосудов в толщу стро-
мы на 1–2 мм. По данным гистологии в центральной 
зоне под эпителием сохранялись псевдокисты, запол-
ненные прозрачной экссудативной жидкостью, на 
фоне субэпителиальной фиброплазии. В строме на-
блюдался диффузный пластинчатый умеренный ли-
фоцитарно-плазмоцитарный инфильтрат на фоне не-
оваскуляризации с диапедезными кровоизлияниями. 
Задний эпителий роговицы (эндотелий) был без осо-
бенностей. 

К 14-м суткам (рис. 1, Г) мы не наблюдали блефаро-
спазма и конъюнктивальной инъекции сосудов. По ре-
зультатам офтальмоскопии мы отмечали полную эпите-
лизацию поверхности роговицы и формирование нео-
васкуляризированного помутнения роговицы. Сосуды, 
в свою очередь, имели различный ход. Отдельные ство-
лы были направлены к центральной зоне с формирова-
нием анастомозов между собой, другие сосуды оканчи-
вались в парацентральной зоне и имели меньший ди-
аметр.

К 30-м суткам (рис. 1, Д) различий в офтальмоло-
гическом статусе животных по сравнению с 14 сутками 
мы не выявляли. По данным гистологии мы наблюда-
ли истончение роговицы с признаками сформирован-
ного васкуляризированного бельма. Сосуды были экта-
зированы, полнокровны, строма умеренно отечна.  За-
дний эпителий роговицы без особенностей. 

По данным гистологического исследования 
(рис. 2) к 3-м суткам мы наблюдали отсутствие субэпи-
телиальных кист, активной фиброплазии не наблюда-
лось. В строме обнаруживалась слабая клеточная ин-
фильтрация в передних слоях, неоваскуляризация также 
затрагивала только передние слои роговицы, с единич-
ными экстравазальными эритроцитами. Задний эпите-
лий роговицы (эндотелий) также был без особенностей. 

Данные оптической когерентной томографии 
переднего отрезка глаза

По данным ОСТ переднего отрезка к 3-м сут-
кам мы наблюдали утолщение роговицы до 670,5 мкм 
[Мin 647,0; Мах 693,0] от исходных параметров интакт-
ных крыс, которые составляли в среднем 395 мкм.

В процессе дальнейшего наблюдения нами была 
проанализирована динамика толщины роговицы крыс 
в модели ожога роговицы. Оказалось, что с 14-х до 30-
е сутки у всех животных мы обнаружили неравномер-
ную толщину роговицы в зоне ожогового воздействия 
(формировалось центральное «плато», где роговица бы-
ла истонченной). Данные ОСТ переднего отрезка гла-
за были систематизированы и представлены в табл. 1.

В итоге, к 30-м суткам (рис. 3) толщина эпителиаль-
ного слоя была неравномерной, в назальном сегменте 
параоптической области, в толще стромы, определялось 
гиперрефлективное помутнение. В его проекции, пре-
имущественно в поверхностных слоях стромы, визуа-
лизировались множественные гипорефлективные по-
лости (кисты). УПК был тотально закрыт за счет пло-
скостной иридокорнеальной синехии.

Таким образом, было установлено, что, по данны-
ми оптической когерентной томографии, начиная с 14-
х суток от момента нанесения ожога динамики по пе-
реднему отрезку глаза не наблюдается.  

Исследование площади поражения роговицы

На данном этапе с помощью программы IP Square вы-
считывался поврежденный участок роговицы. Средние по-
казатели площади пораженной роговицы на 3-и, 7-е, 14-е 
и 30-е сутки обследования представлены в табл. 2.

Из табл. 2 видно, что на 7-е сутки наблюдалось ста-
тистически значимое (p = 0,005) увеличение поражен-
ной площади роговицы на 38%. Однако, уже на 14-е 
сутки отмечалось статистически значимое уменьше-
ние данного показателя на 10% (p = 0,005). Эта динами-

Рис. 2. Модель ожога, 30-е сутки. Гистологический препарат роговицы крысы. Окраска гематоксилин – эозин, ув. ×100.
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ка, вероятно, связана с уменьшением воспалительной 
реакции и снижением отека роговицы. На 30-е сутки 
площадь поражения не изменялась, сохраняя значения 
предыдущего периода наблюдения. Таким образом, по-
лученные данные свидетельствовали об отсутствии ди-
намики площади поражения роговицы уже с 14-х суток.

Второй этап эксперимента
По результатам офтальмоскопии на 14-е и 30-е сут-

ки в контрольной группе животных динамики не наблю-
далось. Мы выявляли множественные новообразован-

ные сосуды роговицы (преимущественно крупные со-
судистые стволы) со стромальными помутнениями в их 
проекции (рис. 4).

По данным гистологии (рис. 5) наблюдалась ана-
логичная ситуация. Эпителий роговицы был не из-
менен, однако, сама роговица была истончена. На-
блюдалось сформированное васкуляризированное 
бельмо роговицы, а именно субэпителиальная фи-
броплазия и неоваскуляризация роговицы. Причем 
в ее строме обнаруживались и запустевшие сосуды 
с признаками облитерации, и полностью функцио-

Таблица 1
Данные ОСТ переднего отрезка. Модель химического ожога

3-и сутки 7-е сутки 14-е сутки 30-е сутки

Модель ожога 
 роговицы

отек роговицы до 670,5 
[647,0–693,0] мкм;

отслойка десцеметовой 
мембраны

увеличение тол-
щины роговицы 
(до 581,0 [569,0 – 
593,0] мкм);

увелицение 
площади отслой-
ки десцеметовой 
мембраны;

преципитаты

неравномерная толщина 
роговицы (до 501,0 [494,0 –  
508,0] мкм),

сохранение отслоек десце-
метовой мембраны;

фибриновая мембрана на 
эндотелии;
иридокорнеальные си-
нехии

неравномерная толщина 
роговицы (494,0 [486,0 – 
503,0] мкм);

кистозная дегенерация 
роговицы;

фибриновая мембрана на 
эндотелии;
иридокорнеальные си-
нехии

Рис. 3. Модель ожога. 30-е сутки. Оптическая когерентная томография.

Таблица 2
Средние показатели площади поражения роговицы на третьем этапе эксперимента, %

Срок наблюдения 3-и сутки 7-е сутки 14-е сутки 30-е сутки
Площадь поражения роговицы, % 42,0 [38,0 –51,0] 69,0 [65,0 – 70,0] # 61,5 [59,0 – 63,0] # 61,0 [61,0 – 62,0]

Примечание: # – p < 0.05 при сравнении с предыдущим сроком обследования.
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нирующие. Задний эпителий роговицы (эндотелий) 
был без особенностей. 

В опытной группе животных к 14-м суткам ин-
стилляций в конъюнктивальную полость пептидов 
КС офтальмоскопически (рис. 6, А) мы наблюдали 
уменьшение количества новообразованных сосудов, 
помутнения роговицы исчезли в проекции запустев-
ших сосудов. Сохранившиеся новообразованные сосу-
ды имели меньший диаметр. Эпителий оставался со-
хранным, в передней камере патологии не наблюда-
лось. Гистологически это соответствовало следующей 
картине: в толще роговицы обнаруживались функцио-
нирующие и запустевшие сосуды с признаками обли-
терации. Задний эпителий роговицы (эндотелий) без 
особенностей.

На 30-е сутки лечения в опытных группах животных 
(рис. 6, Б) у большинства крыс новообразованных сосу-

дов обнаружено не было, сохранялись лишь отдельные 
сосудистые стволы, которые ранее образовывали мощ-
ные анастамозы с другими новообразованными сосуда-
ми. Отдельно стоит отметить, что помутнений в зонах 
сохранившихся новообразованных сосудов мы не на-
блюдали. Гистологически (рис. 7) это соответствовало 
следующей картине: эпителий был не изменен, строма 
так же без отека и малоклеточна, субэпителиально вы-
являлись единичные сосуды, капиллярного типа, ко-
торые были запустевшими и не содержали в себе эри-
троцитов. Задний эпителий роговицы (эндотелий) был 
без особенностей.  

Данные оптической когерентной томографии 
переднего отрезка глаза

В контрольной группе на протяжении всего срока 
наблюдения, то есть на 14-е и 30-е сутки существен-

Рис. 4. Результаты лечения ожога в контрольной группе, где применяли культуральную среду. А – 14-е сутки лечения, Б – 30-е сутки лечения.

Рис. 5. Контрольная группа. 30-е сутки лечения. Гистологический препарат. Окраска гематоксилин – эозин, ув. × 200.

А Б
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ных изменений по сравнению с данными, получен-
ными по окончанию третьего этапа работы выявле-
но не было.

В опытной группе по данным ОСТ переднего от-
резка к 14-м суткам наблюдался выраженный эпители-
ально-стромальный отёк роговицы с множественными 
субэпителиальными кистами, а также неравномерным 
увеличением рефлективности стромы на разных уров-
нях (преимущественно поверхностных ее слоев).

К 30-м суткам динамики относительно 14-х суток 
не наблюдалось. По данным ОСТ различий между дву-
мя опытными подгруппами на всех сроках наблюдения 
выявлено не было.

Исследование площади поражения роговицы

Анализ площади поражения роговицы проводился 
по аналогии с первым этапом исследования. Данные 
по доле поражения роговицы в опытной и контроль-
ной группах представлены в табл. 3.

На 14-е сутки наблюдалось незначительное, но стати-
стически значимое снижение площади пораженной ро-
говицы в контрольной группе (p = 0,005). На 30-е сутки 
площадь поражения роговицы уменьшилась ещё на 18,6% 
(p = 0,005). В опытных подгруппах на протяжении всех 
сроков наблюдения чётко прослеживалась тенденция 
к уменьшению площади поражения роговицы. На 14-е сут-
ки значительное статистически достоверное уменьшение 
показателя составило 89,2% и 88,4% в 1-й и 2-й подгруппах 
соответственно (p = 0,005). На 30-е сутки объем поражения 
незначительно уменьшился на 29,9% (p = 0,005) и 29,8% 
(p = 0,005) в опытной подгруппе 1 и 2 соответственно.

Показатели контрольной группы на 14-е и 30-е сут-
ки наблюдения были выше значений обеих опытных 
подгрупп. Так, на сроке 14 суток показатели контроля 
на 88,9 (p < 0,001) и 88% (p < 0,001) превышали показа-
тели 1-й и 2-й опытных групп соответственно. К кон-
цу срока наблюдения разница с контролем продолжи-
ла увеличиваться и достигла 90,4 (p < 0,001) и 89,6% 

Рис. 6. Результаты лечения ожога в опытной группе, с инстилляциями в конъюнктивальную полость пептидов КС. А – 14-е сутки лечения, 
Б – 30-е сутки лечения

Рис. 7. Опытная группа. 30-е сутки лечения. Гистологический препарат. Окраска гематоксилин – эозин, ув. × 200.

А Б
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(p < 0,001) соответственно. Между подгруппами стати-
стически значимых различий не выявлено.

Хемилюминесценция нейтрофилов

Продукция активных форм кислорода (АФК) яв-
ляется одной из основных функций нейтрофилов, 
обеспечивающих их антибактериальный и ремоде-
лирующий эффект. В работе было показано, что при 
использовании в качестве активатора формилового 
трипептида, воздействующего на инозитол-опосре-
дованный рецептор, в опытной группе наблюдает-
ся резкое снижение продукции АФК. Наблюдаемое 
снижение уровня наклона кривой вероятно связано 
с изменением активности НАДФН-оксидазы ключе-
вого фермента, участвующего в продукции кислород-
ных радикалов.

Статистически значимые отличия были отмечены 
для спонтанной хемилюминесценции, активности про-
теинкиназы С, суммарной продукции АФК и амплиту-
ды кривой (рис. 8).

Таким образом, фракция до 30 кДа угнетает функци-
ональную активность нейтрофилов, в том числе за счёт 

изменения активности внутриклеточных мембранных 
ферментов, отвечающих за передачу рецепторных сиг-
налов внутрь клетки. 

Обсуждение

В результате нашей работы с помощью данных ги-
стологического исследования было выяснено, что рого-
вица крыс при моделировании химического ожога пре-
терпевала изменения, связанные с замещением дефекта 
тканей, сопровождаемые воспалительно-пролифератив-
ными явлениями. Клеточная пролиферация была пред-
ставлена воспалительным и фибробластическим звеном. 
Лимфоцитарно-плазмоцитаный клеточный инфильтрат 
за счёт присутствия возможного аллергического компо-
нента на начальных сроках эксперимента равномерно 
распространялся между волокон стромы на всю ее тол-
щину – в центре, и ближе к передним слоям – на пери-
ферии. Нейтрофилы и макрофаги были единичны, так 
как деструктивные явления к 3-м суткам завершились 
и, возможно, некротические массы с поверхности по-
врежденной роговицы элиминировались. К 14-м суткам 

Таблица 3
Средние показатели площади поражения роговицы (этап 2), %

Группы
Срок наблюдения

1 сутки 14 сутки 30 сутки

Контрольная группа 61,0 [61,0 – 62,0] 59,2 [58,7 –60,1] * 48,0 [48,0 – 49,0] *
Опытная подгруппа 1 
(общая фракция) 61,0 [61,0 – 62,0] 6,6 [6,4 – 6,8] # ** 4,6 [4,6 – 4,8] **

Опытная подгруппа 2
(фракция до 30 кДа) 61,0 [61,0 – 62,0] 7,0 [6,8 – 8,2] # ** 5,0 [4,9 – 5,2] **

Примечание: # – p < 0.05 при сравнении с предыдущим сроком обследования; ** – p < 0,001 при сравнении с контрольной группой на том же 
сроке наблюдения.

Рис. 8. Кривая хемилюминесценции нейтрофилов крови опытной и контрольной группы.
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воспалительный процесс при моделировании химиче-
ского ожога был практически завершен. 

Пролиферативный процесс был представлен в виде 
субэпителиальной фиброплазии проявляющейся к кон-
цу 1-й недели эксперимента, и неоваскуляризацией – 
на протяжении всех последующих сроков наблюдения. 
К 30-м суткам диагностировалось васкуляризирован-
ное бельмо с истончением роговицы. 

Лечение химического ожога роговицы пептидным 
препаратом на втором этапе эксперимента имело ярко 
выраженный антиангиогенный эффект, что прослежи-
валось в отсутствии васкуляризации роговицы к 30-му 
дню инстилляций препарата. Этот факт подтверждается 
наличием субэпителиально единичных запустевших ка-
пилляров в опытных подгруппах. В контрольной группе, 
где применяли культуральную среду в качестве инстил-
ляций, сформировалось бельмо, приведшее к истонче-
нию роговицы, в котором отмечены разные по функци-
ональному состоянию сосуды (активные и с признака-
ми облитерации). 

заключение

Полученные результаты свидетельствуют о перспек-
тивности применения препарата раствора пептидов для 
лечения такой сложной патологии, как неоваскуляри-
зация роговицы. В нашей работе было показано, что 
пептидный препарат обладает противовоспалительным 
и ингибирующим ангиогенез эффектом. 

Однако необходимо проведение дальнейших иссле-
дований с целью более точного отслеживания цепоч-
ки внутриклеточных взаимодействий in vitro. Все это 
в перспективе может повысить эффективность прово-
димого лечения.
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