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В эксперименте in vivo изучены закономерности регенерации повреждений роговицы на фоне интрастромального вве-
дения аутологичных мононуклеаров крови. Показано, что локальное применение мононуклеарных клеток значительно 
уменьшает продолжительность и выраженность воспалительного процесса и, как следствие, ускоряет процесс регенерации 
поврежденной роговичной ткани. 
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In experiment in vivo laws of regeneration of damages of a cornea on background intrastromal introductions of autologus 
mononuclear blood are studied. It is proved, that local application of mononuclear cells significantly reduces the duration and ex-
pressiveness of inflammatory process and as consequence, is accelerated process of regeneration of the damaged corneal tissue. 
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Введение  

Медико-социальная значимость воспалительных 
заболеваний глаз определяется их чрезвычайно высо-
кой распространенностью, а также тяжелыми зритель-
ными исходами [3, 8]. Несмотря на применение самой 
современной медикаментозной терапии, часто воспа-
лительный процесс в роговице носит торпидный, за-
тяжной характер, а гнойные язвы роговицы отличают-
ся агрессивным течением и часто приводят к гибели 
глаза вследствие эндофтальмита [3, 4]. 

Трудности лечения воспалительных заболеваний 
роговицы связаны с ростом количества резистентных к 
антибиотикам штаммов микроорганизмов, а также на-
личием у таких больных тех или иных нарушений в 
иммунной системе, что и обусловливает необходи-
мость поиска новых методов лечения данной патоло-
гии. 

В последние годы результаты исследований мно-
гих офтальмологов доказали ведущую роль цитокинов 

в иммунопатогенезе заболеваний глаз как активных 
биорегуляторов воспалительных и регенераторных 
процессов [2, 5, 6, 9]. Цитокины, вырабатываемые пре-
имущественно мононуклеарами крови, представляют 
собой единую самостоятельную систему регуляции 
функций организма, обеспечивающую развитие защит-
ных реакций и поддержание гомеостаза при внедрении 
патогенов и нарушении целостности тканей [7]. На ме-
стном уровне цитокины ответственны за все последова-
тельные этапы развития адекватного ответа на внедре-
ние инфекционного агента, обеспечение его удаления, а 
также за восстановление структуры поврежденной тка-
ни [7, 13]. 

Цель исследования — в эксперименте in vivo изу-
чить регенераторные процессы повреждений рогови-
цы на фоне интрастромального введения аутологич-
ных мононуклеаров крови. 

Материал и методы 
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Выполнена серия экспериментов на 20 кроликах 
породы Шиншилла массой тела 2,5—4,0 кг. В услови-
ях операционной под наркозом каждому животному 
выполнялась тотальная деэпителизация роговицы и 
механическое повреждение стромы и эндотелия роговой 
оболочки одного из глаз. В зависимости от способа ле-
чения, которое начинали через сутки после индуциро-
ванного повреждения роговой оболочки, животные бы-
ли разделены на две группы (в каждой по 10 особей).  

Животным основной группы наряду с инстилля-
циями раствора ципролета 6 раз и корнерегеля 3 раза в 
день в строму роговицы однократно вводили аутоло-
гичные мононуклеары крови. Мононуклеары, взятые из 
крови экспериментального животного непосредственно 
перед манипуляцией, выделяли методом фракциониро-
вания в градиенте плотности (1,067—1,077 г/мл) на раз-
деляющем растворе фиколл-верографина [5]. Чистота 
клеток составляла 96—98%. Жизнеспособность клеточ-
ного материала оценивали в тесте с трипановым синим. 
Окрашенные (погибшие) элементы составляли 1,5—2%, 
что не превышало допустимое (не более 3%) количест-
во. 

Животным группы сравнения после повреждения 
роговицы выполнялись только инстилляции ципроле-
та 6 раз и корнерегеля 3 раза в день.  

Общая продолжительность эксперимента состави-
ла 21 сут. В ходе эксперимента проводились наруж-
ный осмотр, биомикроскопия переднего отрезка глаз-
ного яблока для оценки динамики клинической карти-
ны, флюоресцентная проба для оценки степени 
эпителизации роговицы, фоторегистрация. Забор ма-
териала производился на 3, 7, 14, 21-е сут от начала 
эксперимента. Из каждой группы с помощью глубоко-
го наркоза выводили по два животных с последующей 
энуклеацией обоих глаз. Забой экспериментальных 
животных осуществляли с соблюдением правил и 
норм, прописанных в директивах Европейского сооб-
щества (86/609 ЕЕС) и Хельсинкской декларации. По-
лученный материал фиксировали для световой микро-
скопии. В качестве фиксирующей смеси использовали 
жидкость Карнуа. После приготовления парафиновых 
срезов препараты окрашивали гематоксилином и  
эозином и по методу ван Гизона. Морфологическое 
исследование включало подсчет клеточных элементов 
в окулярной рамке на площади 900 мкм2.  

Цифровой материал обрабатывали общеприняты-
ми методами вариационной статистики с расчетом 

среднего арифметического значения М и ошибки сред-
него m. Для оценки достоверности различий при срав-
нении средних величин использовали непараметриче-
ский критерий Манна—Уитни. Статистически значи-
мыми считали различия при уровне p < 0,05. 

Результаты  

Анализ экспериментального изучения эффектив-
ности интрастромального введения аутологичных мо-
нонуклеаров крови при сочетанном лечении язв рого-
вицы выявил следующие показатели. Средний срок 
купирования воспаления у животных основной груп-
пы сократился в отличие от группы сравнения в 1,7 
раза (р<0,05), составив (9,2 ± 0,2) и (16,3 ± 0,2) сут 
соответственно. Резорбция перифокального отека и 
инфильтрация стромы роговицы ускорились на 42%, 
завершившись к (9,5 ± 0,2) сут. В группе сравнения 
данный процесс завершился лишь к (17,2 ± 0,2) сут 
(р < 0,05). Эпителизация роговицы у животных основ-
ной группы наступила в достоверно более ранние сроки, 
чем в группе сравнения, (7,2 ± 0,2) и (11,0 ± 0,2) сут 
соответственно (р < 0,05).  

На фоне интрастромального введения аутологич-
ных мононуклеаров крови при лечении повреждений 
роговицы отмечено сокращение числа осложнений 
заболевания в 5 раз. Так, у животных основной груп-
пы лишь в 1 глазу (10%) наблюдалось развитие дес-
цеметоцеле. У животных группы сравнения развитие 
десцеметоцеле наблюдалось в 3 глазах (30%), в 2 гла-
зах (20%) возникла перфорация роговицы, завершив-
шаяся в исходе субатрофией глазного яблока. 

В ходе морфологических исследований получены 
следующие данные. 

На 3-и сут от начала эксперимента у животных 
основной группы эпителий роговицы был представлен 
5—6 слоями плоских клеток. Подлежащая погранич-
ная мембрана визуализировалась на всем протяжении. 
Основное вещество роговой оболочки содержало пуч-
ки коллагеновых волокон, расположенных несколько 
неупорядоченно. В строме отмечалась диффузная мо-
нонуклеарная инфильтрация ((96,0 ± 1,0) клетки в по-
ле зрения), занимающая около трети толщины рого-
вицы. Десцеметова мембрана и эндотелий определя-
лись не на всем протяжении.  

У животных группы сравнения эпителий рогови-
цы был представлен дистрофически измененными 
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эпителиоцитами. Передняя пограничная мембрана 
визуализировалась не на всем протяжении. Подлежа-
щая строма роговицы характеризовалась выраженным 
отеком, коллагеновые волокна в ней располагались в 
виде рыхлой сети. В области лимба воспалительная 
инфильтрация была представлена преимущественно 
большим количеством полиморфно-ядерных лейко-
цитов ((95,0 ± 1,0) клетки в поле зрения). Эндотелий 
роговицы на большем протяжении десквамирован. 
Просвет передней камеры глаза заполнен окси-
фильными массами с примесью лимфоцитов и лей-
коцитов. 

На 7-е сут у животных основной группы эпителий 
роговицы был представлен 5—6 слоями плоских кле-
ток. Базальные эпителиоциты активно пролифериро-
вали. Передняя пограничная мембрана хорошо визуа-
лизировалась на всем протяжении. В строме роговицы 
ход коллагеновых пучков становился упорядоченным. 
В области лимба сохранялось диффузное скопление 
мононуклеарных фагоцитов ((78,0 ± 1,0) клеточного 
элемента в поле зрения) и обнаруживались единичные 
расширенные сосуды краевой петлистой сети. Эндо-
телий роговицы сохранялся практически на всем про-
тяжении и был представлен одним слоем пролифери-
рующих эпителиоцитов.  

У животных группы сравнения клетки эпителия 
располагались в 6—7 слоев и имели кубическую фор-
му. На поверхности эпителия обнаруживались очаго-
вые отложения фибрина. В области лимба поверх-
ностный слой эпителиоцитов характеризовался вы-
раженными дистрофическими изменениями: клетки 
содержали в цитоплазме светлые вакуоли, оттесняв-
шие ядра к периферии. В передней трети стромы от-
мечалось уменьшение отека, в задней части роговицы 
пучки коллагеновых волокон были расслоены отечной 
жидкостью и имели волнообразный ход. В собствен-
ном веществе роговой оболочки обнаруживались по-
линуклеарные ((68,4 ± 1,0) клетки в поле зрения) и 
мононуклеарные фагоциты ((23,7 ± 0,1) клетки), а 
также тонкостенные новообразованные сосуды. Эндо-
телий роговицы представлял собой один ряд плоских 
клеток, местами был слущен.  

На 14-е сут у животных основной группы эпите-
лий роговицы содержал 4—5 слоев плоских клеток. 
При этом эпителиоциты базального слоя имели куби-
ческую форму, в ядрах единичных из них наблюда-
лись митозы. В строме роговицы отмечалось умень-

шение численности мононуклеаров ((27,0 ± 0,1) кле-
точного элемента в поле зрения), которые 
располагались в виде очаговых скоплений вблизи 
лимба. Строма роговицы содержала упорядоченно 
расположенные пучки коллагеновых волокон. Эндо-
телий был представлен одним слоем призматических 
клеток.  

У животных группы сравнения эпителий рогови-
цы состоял из 4—5 слоев плоских клеток, базальные 
эпителиоциты имели высокопризматическую форму и 
гиперхромные ядра. В задней трети стромы собствен-
ное вещество роговицы было гомогенным, при этом 
дифференцировать волокнистые структуры не пред-
ставлялось возможным вследствие деструкции основ-
ного вещества. В области лимба в строме роговицы 
обнаруживались сосуды, некоторые из них имели 
утолщенную стенку за счет циркулярного расположе-
ния гладких миоцитов, что свидетельствует о форми-
ровании артериол. В клеточном составе преобладали 
мононуклеарные фагоциты ((59,4 ± 0,1) клетки в поле 
зрения), располагающиеся в виде скоплений вокруг 
сосудов. Количество полиморфноядерных лейкоцитов 
сокращалось до (15,3 ± 0,2) клетки. 

На 21-е сут у животных основной группы эпите-
лий роговицы содержал 4—5 слоев плоских клеток. 
Передняя и задняя пограничные мембраны определя-
лись на всем протяжении. В области лимба сохраня-
лась незначительная мононуклеарная инфильтрация 
((5,3 ± 0,2) клетки в поле зрения). Строма роговицы 
имела нормальное строение и была представлена упо-
рядоченно расположенными коллагеновыми волокна-
ми (рис. 1). 

 
Рис. 1. Упорядоченно расположенные коллагеновые волокна стро-
мы роговицы у животного основной группы на 21-е сут после меха-
нического повреждения роговой оболочки и интрастромального 
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введения аутологичных мононуклеаров крови. Окраска гематокси-
лином  
 и эозином. Ув. 150 

У животных группы сравнения эпителий рогови-
цы имел нормальное строение. Передняя погранич-
ная мембрана определялась на всем протяжении, 
однако была несколько утолщенной. На уровне пе-
редних двух третей стромы отмечались активное об-
разование коллагеновых волокон и новообразованные 
сосуды, вокруг которых сохранялись очаговые скоп-
ления мононуклеарных клеток ((14,5 ± 0,1) клетки в 
поле зрения). В задней трети стромы сохранялись отек 
и гомогенизация волокон, дифференцировать волок-
нистые структуры или ядра клеток было невозможно 
(рис. 2). 

 
Рис. 2. Сохраняется утолщение передней пограничной мембраны, 
отек и гомогенизация коллагеновых волокон в задней трети стромы 
роговицы у животного группы сравнения на 21-е сут после механи-
ческого повреждения роговой оболочки. Окраска гематоксилином  
 и эозином. Ув. 150  

Обсуждение 

Цитокины представляют сложную сеть иммуно-
медиаторов (порядка двухсот), которые регулируют  
и определяют природу иммунного ответа [1, 2, 6].  
В норме цитокины вырабатываются редко, являясь 
медиаторами иммунного ответа, пролиферации и ре-
генерации. Продуцентами цитокинов, как правило, 
являются клетки моноцитарно-макрофагального ряда. 
Стимуляция их продукции происходит в ответ на дей-
ствие инфекционного агента, при этом цитокины дей-
ствуют по каскадному принципу [1, 2, 5, 7, 11—13].  

При интрастромальном введении аутологичных 
мононуклеаров крови при заболеваниях роговицы соз-
дается локально высокая концентрация клеток данной 

популяции в патологическом очаге, что позволяет на-
правленно воздействовать на определенные стадии 
патологического процесса. 

Можно предположить, что благодаря действию та-
ких провоспалительных цитокинов, как интерлейкины-
1, -6, -8, фактор некроза опухолей α и α-интерферон, 
происходит рекрутирование в очаг воспаления поли-
морфно-ядерных лейкоцитов с развитием респиратор-
ного взрыва, стимуляцией дегрануляции, индукцией 
синтеза и секреции лизосомальных ферментов, фор-
мированием аутокринного пути регуляции клеток [2, 
5, 10, 12, 13]. 

Вследствие функциональной кооперации экзоген-
но введенных мононуклеарных клеток и мигрирую-
щих под их влиянием полинуклеарных фагоцитов в 
патологическом очаге существенно ускоряется смена 
клеточных фаз и переход воспаления в фазу репара-
ции, что подтверждается результатами эксперимен-
тального исследования. Установлено, что поврежде-
ние роговицы на фоне интрастромального введения 
аутологичных мононуклеаров крови сопровождается 
развитием менее выраженной местной воспалитель-
ной реакции в сравнении с традиционным лечением. 
Так, например, клеточная плотность инфильтрации в 
зоне повреждения у кроликов основной группы начи-
ная с 7-х сут была в 1,2 раза меньше, чем у животных 
группы сравнения (р < 0,05). Такая тенденция сохра-
нялась в течение всего периода наблюдений, и на 14-
е сут данный показатель был в 2,8 раза, на 21-е сут — 
в 2 раза меньше, чем у животных группы сравнения 
(р < 0,05). 

Необходимо отметить, что фибропластический 
процесс, который находится под контролем множест-
ва механизмов, зарождается в недрах клеточной ин-
фильтрации в очаге воспаления. Прежде всего фибро-
пластический процесс зависит от структурно-
функциональных параметров самих фибробластов, а 
также от формирующихся сложных каскадов межкле-
точных взаимодействий. Среди них важная роль при-
надлежит тандему макрофаг — фибробласт и триаде 
лимфоцит — макрофаг — фибробласт [2]. Связующей 
фигурой в указанных взаимодействиях является мак-
рофаг. Мононуклеары, как отмечалось выше, пред-
ставляют собой источник многочисленных биорегуля-
торов, в том числе факторов, стимулирующих проли-
ферацию и другие функции фибробластов [2, 7,  
12, 13]. Это обеспечивает один из центральных меха-
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Заключение 

На основании проведенных экспериментальных 
исследований показано, что на фоне интрастромаль-
ного введения аутологичных мононуклеаров крови и 
традиционной фармакотерапии при повреждениях 
стромы роговицы значительно уменьшается продол-
жительность и выраженность воспалительного про-
цесса и, как следствие, ускоряется процесс регенера-
ции поврежденной роговичной ткани. 

13. Шаимова В.А. Роль провоспалительных цитокинов при 
заболеваниях глаз // Цитокины и воспаление. 2005. Т. 4, 
№ 2. С. 13—15. 
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