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Целью исследования была оценка изменений пролиферативной активности кератоцитов роговицы человека при 
совместном культивировании с биодеградируемыми конструкциями на основе фиброина шелка, содержащими гли-
альный нейротрофический фактор. 
Материалы и методы. Пролиферативную активность кератоцитов роговицы человека после культивирования с 
биодеградируемыми конструкциями на основе фиброина шелка изучали в ходе иммуноцитохимического исследова-
ния. В качестве клеточного маркёра пролиферации использовался белок Ki-67.
Результаты. На 1-е и 3-и сутки активность белка Ki-67 в культуре кератоцитов была статистически не значима. 
На 5-е и 9-е сутки наибольшая активность белка Ki-67 в культуре кератоцитов была определена при использова-
нии биодеградируемых конструкций, содержащих глиальный нейротрофический фактор в концентрации 250 нг/мл 
и 500 нг/мл (p < 0,05).
Заключение. Применение биодеградируемых конструкций на основе фиброина шелка, содержащих глиальный ней-
ротрофический фактор в концентрации 250 и 500 нг/мл, приводит к увеличению пролиферативной активности 
кератоцитов.
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Evaluation of the proliferative activity of keratocytes  
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The aim of the study was to evaluate changes in the proliferative activity of human corneal keratocytes during co-culturing with 
biodegradable structures based on silk fibroin containing glial neurotrophic factor.
Materials and methods. The proliferative activity of human corneal keratocytes after culturing with biodegradable constructs 
based on silk fibroin was investigated in an immunocytochemical study. The Ki-67 protein was used as a marker of cell proliferation.
Results. On the 1st and 3rd days, the activity of Ki-67 protein in the keratocyte culture was not statistically significant. On days 
5 and 9, the highest activity of Ki-67 protein in the keratocyte culture was detected with the use of biodegradable constructs 
containing glial neurotrophic factor at concentrations of 250 ng/ml and 500 ng/ml (p < 0.05).
Conclusion. The use of biodegradable structures based on silk fibroin containing glial neurotrophic factor at concentrations of 
250 and 500 ng/ml results in an increase in the proliferative activity of keratocytes.
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Современные исследования показали высокую те-
рапевтическую эффективность конструкций на основе 
фиброина шелка при добавлении в их состав факторов 
роста [1, 2]. Однако до сих пор остается малоизученной 
возможность добавления глиального нейротрофическо-
го фактора в состав биодеградируемых конструкций на 
основе фиброина шелка для стимуляции регенерации 
роговицы. Одной из центральных задач подобного ис-
следования становится изучение взаимодействия кле-
точных популяций человеческой роговицы с подобными 
биодеградируемыми конструкциями. В настоящее вре-
мя в научной литературе не представлены данные о вли-
янии глиального нейротрофического фактора в соста-
ве биодеградируемых конструкций на пролифератив-
ную активность кератоцитов, выделенных из стромы 
трупных донорских роговиц, что является актуальной 
проблемой, определившей цель данного исследования.

Цель: оценить изменение пролиферативной актив-
ности кератоцитов роговицы человека при совместном 
культивировании с биодеградируемыми конструкция-
ми на основе фиброина шелка, содержащими глиаль-
ный нейротрофический фактор.

Материалы и методы исследования

Пролиферативную активность кератоцитов рогови-
цы человека после культивирования с биодеградируе-
мыми конструкциями на основе фиброина шелка из-
учали в ходе иммуноцитохимического исследования. 
В качестве клеточного маркёра пролиферации исполь-
зовался белок Ki-67, по уровню экспрессии которого су-
дят об активности процесса пролиферации, поскольку 
данный белок определяется в околоядерном простран-
стве во всех активных этапах (S, G1, G2, M) клеточно-
го цикла. Присутствие экспрессирующегося Ki-67 по-
зволяет обнаружить клетки в активной фазе клеточного 
цикла. В работе использовались коммерческие анти-
тела к Ki-67 (Novocastra, Великобритания). Протокол 
проводимого иммуноцитохимического исследования 
состоял из стандартных этапов и проводился согласно 
инструкции фирмы-производителя антител, включая: 
фиксацию материала, пермобилизацию клеток, окраску 
первичными антителами, окраску вторично-меченны-
ми антителами, контрастирование клеточного ядра, за-
ключение исследуемого препарата под покровное стек-
ло. Исследование производили на инвертированном ла-
зерно-сканирующем конфокальном микроскопе FV10i 
(Olympus Corp., Япония).

В качестве исследуемого материала использовали 
кератоциты роговицы человека, выделенные из труп-
ных донорских роговиц Глазного тканевого банка ФГАУ 
«НМИЦ «МНТК «Микрохирургия глаза» им. акад. 
С.Н. Федорова» Минздрава России. Культивирование 
кератоцитов проводилось по стандартному культураль-
ному протоколу при t+37°С, 5% CO2.

Биодеградируемые конструкции представляли со-
бой пленки на основе фиброина шелка, которые бы-
ли получены из лаборатории бионанотехнологий  
ФГБУ «НМИЦ ТИО им. ак. В.И. Шумакова» Мин-
здрава России. 

Представленные пленки подразделялись в зависи-
мости от концентрации глиального нейротрофическо-
го фактора (GDNF) в их составе на: биодеградируемые 
конструкции на основе фиброина шелка без GDNF; 
биодеградируемые конструкции с концентрацией гли-
ального нейротрофического фактора, соответствен-
но, 50, 250 и 500 нг/мл. 

Затем проводили культивирование кератоцитов 
с указанными биодеградируемыми конструкциями 
соответственно созданным блокам: во 2-м, 3-м и 4-м 
блоках использовали биодеградируемые конструк-
ции на основе фиброина шелка, содержащие GDNF 
в концентрации 50 нг/мл, 250 нг/мл и 500 нг/мл, со-
ответственно; в 1-м блоке культивирование кератоци-
тов проводилось без биодеградируемых конструкций 
и без GDNF (контроль); в 5-м блоке – с биодегради-
руемыми конструкциями на основе фиброина шелка, 
без содержания GDNF.

Для оценки полученных данных использовали мето-
ды параметрической описательной статистики с опреде-
лением средней арифметической величины (М) и стан-
дартной ошибки (±SE). Статистическую значимость 
различий между группами оценивали с использовани-
ем дисперсионного анализа (ANOVA). Различия срав-
ниваемых показателей принимали достоверными при 
уровне значимости р < 0,05.

Результаты исследования

Результаты исследования активности белка Ki-
67 в клеточной культуре кератоцитов в блоках 1–5 
на 1-е, 3-и, 5-е и 9-е сутки представлены в табл. 1.

В результате проведенного анализа установлено, что 
на 1-е и 3-и сутки различий в активности белка Ki-67 
в культуре кератоцитов всех исследуемых блоков не об-
наружено (p > 0,05).
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На 5-е сутки активность белка Ki-67 в культуре ке-
ратоцитов при использовании биодеградируемых кон-
струкций, содержащих глиальный нейротрофический 
фактор в концентрации 250 нг/мл и 500 нг/мл была 
не только достоверно выше контроля (p < 0,05), но и по-
казателей 3-х суток культивирования собственного бло-
ка. Активность белка Ki-67 в культуре кератоцитов при 
использовании биодеградируемых конструкций без 
глиального нейротрофического фактора не отличалась 
от контрольных значений. 

На 9-е сутки культивирования наиболее высокая ак-
тивность белка Ki-67 в культуре кератоцитов также на-
блюдалась в присутствии биодеградируемых конструк-
ций на основе фиброина шелка, содержащих глиальный 
нейротрофический фактор в концентрации 250 нг/мл 
и 500 нг/мл (p < 0,05).

Обсуждение

В результате проведенной работы впервые установ-
лено, что применение глиального нейротрофического 
фактора (в концентрации 250 нг/мл и 500 нг/мл) в био-
деградируемых конструкциях приводит к увеличению 
пролиферативной активности кератоцитов по сравне-
нию контролем (биодеградируемые конструкции без 
GDNF).

Недавние исследования зарубежных ученых, про-
веденные in vivo на моделях дефекта эпителия у живот-
ного, также сообщают, что глиальный нейротрофиче-
ский фактор был связан с более быстрым заживлени-
ем роговицы [3-5]. 

Вероятно, более низкая пролиферативная актив-
ность кератоцитов после их совместного культивиро-
вания совместно с биодеградируемыми конструкциями 
на основе фиброина шелка с глиальным нейротрофиче-
ским фактором в концентрации 50 нг/мл и без глиаль-
ного нейротрофического фактора может быть связана 
с недостаточной концентрацией GDNF.

Также в течение процесса культивирования, по всей 
видимости, концентрация глиального нейротрофиче-
ского фактора постепенно снижается, что также при-
водит к торможению роста активности пролиферации 
кератоцитов.

Заключение

Таким образом, применение биодеградируемых 
конструкций на основе фиброина шелка, содержащих 
глиальный нейротрофический фактор в концентра-
ции 250 и 500 нг/мл, приводит к увеличению пролифе-
ративной активности кератоцитов по данным иммуно-
цитохимического исследования при сравнении с биоде-
градируемыми конструкциями без GDNF.

Список литературы
1. Агапова О.И., Агапов И.И. Биодеградируемые изделия на основе 

фиброина шелка для тканевой инженерии и регенеративной меди-
цины. Москва: Техносфера, 2018. 162 с.

2. Li R., Li D.H., Zhang H.Y., Wang J., Li X.K., Xiao J. Growth 
factors-based therapeutic strategies and their underlying signaling 
mechanisms for peripheral nerve regeneration. Acta Pharmacol. Sin. 
2020; 41(10): 1289–1300. DOI: 10.1038/s41401-019-0338-1

3. Chaudhary S., Namavari A., Yco L., Chang J.H., Sonawane 
S., Khanolkar V., Sarkar J., Jain S. Neurotrophins and nerve 
regeneration-associated genes are expressed in the cornea after 
lamellar flap surgery. Cornea. 2012; 31(12): 1460–1467. DOI: 
10.1097/ICO.0b013e318247b60e

4. Di G., Qi X., Zhao X., Zhang S., Danielson P., Zhou Q. Corneal 
Epithelium-Derived Neurotrophic Factors Promote Nerve 
Regeneration. Invest. Ophthalmol Vis. Sci. 2017; 58(11): 4695–4702. 
DOI: 10.1167/iovs.16-21372

5. Kim A., Lakshman N., Karamichos D., Petroll W.M. Growth factor 
regulation of corneal keratocyte differentiation and migration in 
compressed collagen matrices. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 2010; 
51(2): 864–875. DOI: 10.1167/iovs.09-4200

References
1. Agapova O.I., Agapov I.I. [Biodegradable products based on silk 

fibroin for tissue engineering and regenerative medicine]. Moscow: 
Technosphere, 2018. 162 p. (in Russian)

2. Li R., Li D.H., Zhang H.Y., Wang J., Li X.K., Xiao J. Growth 
factors-based therapeutic strategies and their underlying signaling 
mechanisms for peripheral nerve regeneration. Acta Pharmacol. Sin. 
2020; 41(10): 1289–1300. DOI: 10.1038/s41401-019-0338-1

3. Chaudhary S., Namavari A., Yco L., Chang J.H., Sonawane 
S., Khanolkar V., Sarkar J., Jain S. Neurotrophins and nerve 
regeneration-associated genes are expressed in the cornea after 
lamellar flap surgery. Cornea. 2012; 31(12): 1460–1467. DOI: 
10.1097/ICO.0b013e318247b60e

4. Di G., Qi X., Zhao X., Zhang S., Danielson P., Zhou Q. Corneal 
Epithelium-Derived Neurotrophic Factors Promote Nerve 
Regeneration. Invest. Ophthalmol Vis. Sci. 2017; 58(11): 4695–4702. 
DOI: 10.1167/iovs.16-21372

5. Kim A., Lakshman N., Karamichos D., Petroll W.M. Growth factor 
regulation of corneal keratocyte differentiation and migration in 
compressed collagen matrices. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 2010; 
51(2): 864–875. DOI: 10.1167/iovs.09-4200

Таблица 1
Показатель активации белка Ki-67 (в %) на 1-е, 3-и, 5-е и 9-е сутки культивирования с биодеградируемыми конструкциями на основе 

фиброина шелка, содержащими различные концентрации глиального нейротрофического фактора

Блоки 1-е сутки 3-и сутки 5-е сутки 9-е сутки

1 (кератоциты) 21 ± 1,6 32 ± 3,2 36 ± 4,2 43 ± 6,3
2 (50 нг/мл GDNF) 23 ± 1,8 35 ± 3,6 48 ± 5,2 51 ± 5,8
3 (250 нг/мл GDNF) 22 ± 1,9 37 ± 3,3 68±4,6 * 83±6,2 *
4 (500 нг/мл GDNF) 21 ± 1,6 39 ± 3,1 65±4,8 * 86±7,2 *
5 (контроль пленки) 22 ± 1,7 33 ± 3,3 39 ± 3,5 44 ± 6,2

Примечание: * – p < 0,05 по сравнению с контролем (блок 5)
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