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Цель: в эксперименте оценить динамику и интенсивность прорастания сосудов в роговице донора при кератопластике на фоне 
предсуществующего неоангиогенеза при применении кондиционированной среды мезенхимальных стволовых клеток (КС-МСК). 
Материалы и методы. Объектом исследования явились 15 кроликов (10 кроликов-реципиентов, 5 кроликов-доноров) породы 
серая шиншилла весом 2,5–3,2 кг. Эксперименты выполнялись в два этапа. На первом этапе 10 животным по отработанной 
ранее методике формировали термический ожог периферической зоны роговицы с захватом лимбальной зоны на левом глазу, 
правый глаз оставался интактным. Сквозная кератопластика проводилась по стандартной технологии на 15 сутки десяти экс-
периментальным животным. На втором этапе формировались опытная и контрольная группа по 5 кроликов (5 глаз) в каждой. 
В послеоперационном периоде в опытной группе в качестве лечения применяли инстилляции КС-МСК с 1-х по 30-е сутки 
четырехкратно. Кроликам-реципиентам контрольной группы проводилось лечение путем закапывания антибиотиков (Офтак-
викс) и кератопротекторов (Корнерегель) трехкратно в течение 30 дней. Методы исследования включали биомикроскопию, 
фоторегистрацию переднего отрезка глаза, исследование на приборе Pentacam AXL, гистологическое исследование. Сроки 
наблюдения составили 1, 3, 7, 14, 30-е сутки. Результаты. Клинические результаты послеоперационного лечения, а также 
заключение гистологического исследования показали наличие антиангиогенного эффекта КС-МСК. Отсутствие выраженной 
васкуляризации донорской роговицы, ослабление воспалительного процесса, а также формирование рубца на 30-й день в по-
слеоперационном периоде в основной группе подтвердили эффективность КС-МСК. В контрольной группе с седьмых суток 
развивалась болезнь трансплантата. Заключение. Полученные в ходе настоящей работы результаты представляются много-
обещающими. Применение раствора КС-МСК продемонстрировало достаточно выраженную эффективность по сравнению со 
стандартной медикаментозной терапией в послеоперационном периоде после сквозной кератопластики высокого риска у экс-
периментальных животных, проведенной на модели постожогового неоваскулярного бельма роговицы. 
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ABSTRACT

Purpose: to evaluate in experiment the dynamics and intensity of vascular sprouting in the donor cornea during keratoplasty 
against the background of pre-existing neoangiogenesis when using a conditioned medium of mesenchymal stem cells. Materials 
and methods. The object of the study was 15 rabbits (10 recipient rabbits, 5 donor rabbits) of the gray Chinchilla breed weigh-
ing 2.5–3.2 kg. The experiments were carried out in two stages. At the first stage, 10 animals were simulated with a unilateral 
thermal burn of the peripheral zone of the cornea with limbal involvement. Penetrating keratoplasty was performed using standard 
technology on the 15th day of the experiment. At the second stage, the recipient rabbits were divided into experimental and control 
groups. 5 rabbits, 5 eyes, in the control group and 5 rabbits, 5 eyes, in the main group. In the main group, instillations of parac-
rine factors of mesenchymal stem cells were used as postoperative treatment from the 1st to the 30th knocks four times. In the 
control group, treatment was carried out by instillation of antibiotics (Oftaquix) and keratoprotectors (Korneregel) three times for 
30 days. Research methods included biomicroscopy, photographic recording of the anterior segment of the eye, examination using 
a Pentacam AXL device, and histological examination. The observation periods were 1st, 3rd, 7th, 14th, 30th day. Results. The 
results of postoperative treatment at the second stage of the experiment, as well as the results of histology, showed a pronounced 
antiangiogenic effect of the conditioned medium of mesenchymal stem cells. This was confirmed by the absence of pronounced 
vascularization of the donor cornea, the attenuation of the inflammatory reaction and the formation of a scar on the 30th day of 
drug instillation. In the control group, graft disease developed from the seventh day. Conclusion. The results obtained during the 
work seem promising. The use of the conditioned medium of mesenchymal stem cells demonstrated a sufficiently pronounced ef-
fectiveness compared with standard drug therapy in the postoperative period after high-risk end-to-end keratoplasty in experimental 
animals performed on a model of post-burn corneal neovascularization.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

У 7,5–27  % пациентов, поступающих в  ожоговые 
отделения, наблюдается поражение глаз и  периорби‑
тальной области [1, 2]. В большинстве случае ожоговые 
повреждения глаз происходят у  молодого и  трудоспо‑
собного населения и  по разным данным составляют 
от 4,2 до 38,4 % всех глазных травм [3]. Ежегодно более 
2000 случаев кератопластики проводится в нашей стране 
при посттравматических, дистрофических и других па‑
тологиях роговицы различной этиологии. После сквоз‑
ной кератопластики ожидаемый уровень 10‑летней вы‑
живаемости трансплантата, по данным К. Inoue и соавт., 
составлял 79,3 %  [4]. Однако только в 20–45 % случаев 
получается достигнуть прозрачное приживление рого‑
вичного трансплантата у  пациентов группы высокого 
риска, например с постожоговыми бельмами [5]. 

Роговица  — аваскулярная прозрачная «иммунопри‑
вилегированная» ткань глаза [6]. Ожоговая травма при‑
водит к дисбалансу про‑ и антиангиогенных факторов, 
которые индуцируют неоваскуляризацию (НВ) рогови‑
цы [7]. Процесс НВ роговицы состоит из двух основных 
звеньев: ангио‑ и лимфангиогенеза, что приводит к на‑
рушению прозрачности роговицы, а при кератопластике 
угрожает прогнозу прозрачного приживления донор‑
ской ткани [8, 9]. Ангиогенез роговицы индуцируется из‑
быточным уровнем различных проангиогенных факто‑
ров (фактор роста эндотелия сосудов (VEGF), основной 
фактор роста фибробластов (bFGF), матриксные метал‑
лопротеиназы (ММП) и др.)  [10–15]. Сформированные 
новообразованные сосуды не обладают структурной 
целостностью и пропускают жидкость в интерстициаль‑
ное пространство, что может привести к кровоизлияни‑
ям, экссудативным реакциям и фиброзу.

Мезенхимальные стволовые клетки (МСК), обна‑
руженные в  тканях человека, обладают значительным 
пролиферативным потенциалом, способностью к само‑
обновлению и дифференцировке в другие типы клеток, 
а также воздействием на иммунную систему. Именно это 
свойство привлекло внимание к МСК в плане возмож‑
ности применения при терапевтическом лечении рого‑
вицы.

В экспериментальных работах МСК демонстриру‑
ют низкую экспрессию молекул главного комплекса ги‑
стосовместимости (ГКГС) класса II и  имеют свойство 
«ускользать» от контроля со стороны иммунной систе‑
мы [16, 17]. Существует также теория, согласно которой 
МСК способны дифференцироваться в  эпителиальные 
клетки роговицы  [18]. Есть предположение, что МСК 
ингибируют воспаление и  сопряженный с  ним ангио‑
генез  [19]. В  обзоре экспериментальных исследований, 
проведенном B. Bhujel и  соавт. (2023), было отмечено, 
что МСК считаются перспективным средством регене‑
рации роговицы, в том числе при ее тяжелых поврежде‑
ниях, вызванных физическими, химическими и генети‑
ческими факторами [20].

Применение МСК ограничено в  клинической прак‑
тике в  РФ, поэтому мы посчитали перспективным из‑
учить возможность применения при тяжелых поврежде‑
ниях роговицы кондиционированных сред, содержащих 
паракринные факторы МСК (КС‑МСК). Согласно име‑
ющимся данным, КС‑МСК обладает выраженным ре‑
генераторным потенциалом и  способствует активации 
процессов репарации. Применение КС‑МСК позволяет 
обойти ограничения, связанные с  клеточной терапией, 
что обеспечивает упрощенную технологию производ‑
ства, хранения и использования препарата. Кроме того, 
использование паракринных факторов МСК позволяет 
по‑новому взглянуть на возможности клеточной тера‑
пии с точки зрения проактивных белковых соединений, 
влияющих на процессы ангиогенеза.

Цель  — в  эксперименте оценить динамику и  ин‑
тенсивность прорастания сосудов в  роговице донора 
при кератопластике на фоне предсуществующего неоан‑
гиогенеза при применении КС‑МСК.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования явились 15 кроликов (10 кро‑
ликов‑реципиентов, 5  кроликов‑доноров) породы серая 
шиншилла весом 2,5–3,2  кг. Эксперименты выполнены 
в два этапа.

Термический односторонний ожог периферической 
зоны роговицы с  захватом лимбальной зоны форми‑
ровали на первом этапе у  10  кроликов‑реципиентов. 
Ожоговое повреждение роговицы индуцировалось 
по ранее отработанной методике [21]. По данным иссле‑
дования, проведенного группой авторов из Калужского 
филиала МНТК в 2021 г., при использовании указанной 
модели индуцирования термического повреждения 
роговицы к  7‑м суткам достигается интенсивное про‑
растание сосудов лимбальной сети в роговицу с обра‑
зованием неоваскулярного бельма на 14‑е сутки экспе‑
римента [22].

10 кроликам‑реципиентам на 15‑е сутки после моде‑
лирования термического ожога была выполнена сквозная 
кератопластика по стандартной методике под масочным 
ингаляционным наркозом. Предварительная обработ‑
ка операционного поля проводилась с  использованием 
0,5% раствора хлоргексидина двукратно.

Из роговицы глаза кролика‑реципиента посред‑
ством механического трепана выкраивали сквозной 
роговичный диск диаметром 8,0  мм и  удаляли его. 
При помощи механического трепана диаметром 8,25 мм 
донорский трансплантат выкраивали из роговицы кроли‑
ка‑донора, глаз которого предварительно энуклеировали. 
Полученный таким образом донорский трансплантат по‑
мещали на подготовленное роговичное ложе реципиента. 
Посредством четырех узловых провизорных швов 8‑0 до‑
норский трансплантат фиксировали к роговице реципи‑
ента. Далее накладывали 16 узловых швов 10‑0, после это‑
го провизорные швы снимали. Объем передней камеры 
восполняли, используя раствор NaCl 0,9 %.
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На втором этапе эксперимента кролики, перенесшие 
сквозную кератопластику, были случайным образом раз‑
делены на две группы: опытную и контрольную — 5 кро‑
ликов (5  глаз). Лечение животных, вошедших в  опыт‑
ную группу, в послеоперационном периоде заключалось 
в инстилляциях в конъюнктивальную полость КС‑МСК 
с частотой 4 раза в день, начиная с первых и заканчивая 
тридцатыми сутками после сквозной кератопластики. 
Лечение животных в  группе контроля в  послеопера‑
ционном периоде включало инстилляции антибиотика 
(Офтаквикс) и  кератопротектора (Корнерегель) 3  раза 
в день в течение 30 дней после сквозной кератопластики.

На 1, 3, 7, 14, 30‑е сутки животным обеих групп про‑
водили офтальмологическое обследование методом био‑
микроскопии, а также выполняли исследование на кор‑
неотопографе Pentacam AXL (Oculus, Германия), а также 
фоторегистрацию переднего отрезка глаза.

КС‑МСК получали по оригинальной методике, разра‑
ботанной в 2006 г. группой авторов: А.С. Ботин, Н.А. Они‑
щенко, А.А. Темнов [23].

Для проведения гистологического исследования 
в сроки 1, 3, 7, 14, 30‑е сутки из опыта и контроля выво‑
дили по одному животному.
РЕЗУЛЬТАТЫ

Учитывая отработанную и полностью охарактеризо‑
ванную модель термического ожога [21, 22], наибольший 
интерес в данном эксперименте представляли посткера‑
топластические результаты на фоне предсуществующего 
неоангиогенеза.

На момент проведения кератопластики индуциро‑
ванные неоваскуляризированное бельмо у  животных 
опытной и контрольной групп было идентично по пло‑
щади, глубине, плотности неоваскулярной сети.

Биомикроскопия, выполненная в  обеих группах 
на 1‑е сутки, выявила следующее: легкая светобоязнь, 
трансплантат роговицы умеренно отечный, фиксирован 
узловыми швами, швы чистые, состоятельные, передняя 
камера равномерная, средней глубины, влага прозрач‑
ная. Радужка структурная, диаметр зрачка 3 мм, экссу‑
дативная пленка в плоскости зрачка, хрусталик прозрач‑
ный, рефлекс незначительно снижен.

На 3‑и сутки в контрольной 
группе по сравнению с  основ‑
ной глаза экспериментальных 
животных были раздражены, 
наблюдалось умеренное слизи‑
стое отделяемое. Стромальный 
отек трансплантата в  опти‑
ческой зоне в  контрольной 
группе был более выражен 
по сравнению с  трансплан‑
татом роговицы в  основной 
группе. В обеих группах перед‑
няя камера оставалась равно‑
мерной средней глубины, влага 

прозрачная. В  основной группе сохранялись остаточ‑
ные фрагменты экссудативной пленки по зрачковому 
краю. В контрольной группе сформированная экссуда‑
тивная мембрана закрывала около 1/3 просвета зрачка 
с увеличением плотности по сравнению с первыми сут‑
ками эксперимента.

На 7‑е сутки у  животных в  контроле стромальный 
отек трансплантата значительно усилился по сравнению 
с  опытными животными. Узловые швы оставались со‑
стоятельными, однако появилось незначительное про‑
висание части швов. Сформировалась неоваскуляриза‑
ция донорской роговицы протяженностью с 3 до 9 часов 
с прорастанием в строму на 4 мм. В основной группе до‑
норская роговица оставалась прозрачной, без признаков 
неоваскуляризации.

При биомикроскопии на 14‑е сутки в опытной груп‑
пе сохранялась прозрачность трансплантата, при этом 
выявилось наличие в  нем единичных новообразован‑
ных сосудов с  прорастанием до 1  мм. Узловые швы 
по‑прежнему были состоятельны, хрусталик прозрач‑
ный, рефлекс розовый. В контрольной группе глаз был 
раздраженным, с  умеренным слизистым отделяемым. 
Выявлено увеличение стромального отека трансплан‑
тата, провисание узловых швов, нарастание неоваску‑
ляризации трансплантата роговицы с  прорастанием 
на 5–6 мм. В контрольной группе визуализация передней 
камеры, радужки, хрусталика была затруднена в  связи 
с непрозрачностью роговицы.

В опытной группе на 30‑е сутки состояние глаза оста‑
валось прежним, продолженного роста новообразован‑
ных сосудов в донорскую роговицу не выявлялось, транс‑
плантат роговицы был прозрачным (рис. 1а). При этом 
в  контрольной группе трансплантат характеризовался 
значительным отеком, был мутным, из собственной ро‑
говицы циркулярно прорастало множество поверхност‑
ных и  глубоких сосудов длиной 6–7  мм. Узловые швы 
провисали, отмечалось единичное прорезывание швов. 
Глубжележащие среды — за флером (рис. 1б).

По результатам гистологического исследования 
в  опытной группе наблюдался пролиферативный про‑
цесс на всех сроках эксперимента. Трансплантат во всех 

Рис. 1. Фотография переднего отрезка глаза кролика на 30-е сутки после кератопластики: 
а — опытная группа; б — контрольная группа

Fig. 1. Photograph of the anterior segment of the rabbit’s eye on the 30th day after keratoplasty: 
a — experimental group; б — control group

а б
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случаях был сохранен, с признаками различной степени 
клеточной инфильтрации и  неоваскуляризации, менее 
активной, чем в  контрольной группе. Обнаруживались 
единичные новообразованные сосуды капиллярного 
типа в передних слоях стромы трансплантата, особенно 
на поздних сроках эксперимента. К 30‑м суткам наблю‑
далась стабилизация процесса с  затуханием воспали‑
тельных явлений и организацией рубца (рис. 2а).

В контрольной группе отмечался более выраженный, 
чем в опытной, пролиферативный процесс на фоне ин‑
тенсивных воспалительных явлений. На ранних сроках 
(1–3‑и сутки) состояние трансплантата в обеих группах 
практически не отличалось, обращал на себя внимание 
застой и  полнокровие сосудов радужки. Имела место 
также значительная выраженность пролиферативных 
процессов в области раневых каналов с их расширени‑
ем даже на поздних сроках, признаков затухания этого 
процесса не наблюдалось, несмотря на уменьшение вос‑
палительных явлений. Исключением из общей динами‑
ки процессов можно считать 14‑е сутки эксперимента 
в  контрольной группе, в  которой воспалительные яв‑
ления привели к  деструктивному процессу, расплавле‑
нию роговицы и  ее фистулизации. Неоваскуляризация 
трансплантата в контрольной группе протекала активно 
и занимала около 2/3 стромы (рис. 2б).

ОБСУЖДЕНИЕ

Сквозная кератопластика является одним из ведущих 
способов хирургического лечения бельма роговицы, 
однако предсуществующая васкуляризация роговицы 
связана с повышенным риском отторжения трансплан‑
тата. На сегодня доказано, что стимуляция иммунных 
процессов является основной преградой для прозрач‑
ного приживления роговицы. Лимфатические сосуды 

облегчают транспортировку антиген‑презентирующих 
клеток (АПК) из трансплантата в  регионарные лимфо‑
идные ткани, где АПК затем могут «презентовать» ал‑
лоантигены недифференцированным Т‑клеткам хозяи‑
на. Развитие аллоотторжения, в  свою очередь, связано 
с  новообразованными кровеносными сосудами, кото‑
рые улучшают проникновение эффекторных Т‑клеток 
в трансплантат [24]. В связи с этим ангио‑ и лимфангио‑
генез при пересадке роговицы требуют особого внима‑
ния [7, 25–27].

Мезенхимальные стволовые клетки (МСК)  — класс 
мультипотентных клеток, обнаруженных в  различных 
тканях человека. Эти клетки способны дифференци‑
роваться в другие типы клеток, а также воздействовать 
на иммунную систему посредством секреции противо‑
воспалительных цитокинов. Именно это свойство при‑
влекло внимание к  МСК в  терапевтическом лечении 
повреждений роговицы  [28]. Недавние исследования 
продемонстрировали два разных механизма воздей‑
ствия МСК на регенерацию эпителия роговицы: прямая 
дифференцировка МСК в  эпителиоподобные клетки 
роговицы и  регенерация, косвенно опосредованная се‑
крецией противовоспалительных факторов и факторов 
роста, усиливающих регенерацию эндогенной поверхно‑
сти глаза [29–31].

Zhang и соавт. показали, что МСК способны умень‑
шать воспаление в роговице крыс, подвергшейся хими‑
ческому воздействию [32].

В исследовании Ма и  соавт. была продемонстриро‑
вана регенерация поврежденной роговицы крыс после 
обработки человеческими МСК (чМСК). Результаты 
исследования позволили предположить, что чМСК спо‑
собны ингибировать воспалительную реакцию и  со‑
путствующий ангиогенез. Экспрессия CD45, общего 

Рис. 2. Гистологические исследования роговицы кролика на 30-е сутки эксперимента: а — опытная группа, окраска гематоксилин-
эозин, ув. ×200; б — контрольная группа, окраска гематоксилин-эозин, ув. ×400

Fig. 2. Histological examination of the rabbit cornea on the 30th day of the experiment: a — experimental group, hematoxylin-eosin staining, 
magnification ×200; б — control group, hematoxylin-eosin staining, magnification ×400

а б
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лейкоцитарного антигена, и интерлейкина 2 (IL‑2) была 
значительно снижена, что является признаком проти‑
вовоспалительного действия. Кроме того, матриксная 
металлопротеиназа 2 (MMP‑2), являющаяся модуля‑
тором ангиогенеза, связанного с  воспалением, не была 
обнаружена в  поврежденной роговице крыс, обрабо‑
танной чМСК  [19] Другие исследования также проде‑
монстрировали экспрессию МСК некоторых маркеров 
эпителиальных клеток роговицы, таких как p63, CK3/12, 
β1‑интегрин, ABCG2  и  C/EBP‑дельта. Данные этих ис‑
следований доказывают потенциал МСК для индукции 
регенерации поверхности глаза на животных моделях 
с повреждением эпителия роговицы [33–38].

Законодательные ограничения по применению МСК 
в отечественной клинической практике, а также широ‑
кий потенциал кондиционированных сред, содержащих 
паракринные факторы МСК (КС‑МСК), инициировали 
проведение настоящего исследования. Ранее было до‑
казано, что лечебный эффект МСК, по крайней мере 
частично, обусловлен паракринными трофическими 
факторами, выделяемыми клетками, а  множественные 
факторы роста, цитокины и  белки внеклеточного ма‑
трикса, входящие в состав питательных сред МСК, также 
обладают терапевтическим эффектом [39].

Результаты послеоперационного лечения и гистологи‑
ческого исследования на втором этапе эксперимента до‑
казали выраженный антиангиогенный эффект КС‑МСК, 
что проявлялось отсутствием выраженной васкуляриза‑

ции трансплантата, снижением воспалительной реакции 
и  формированием рубца на 30‑й день применения пре‑
парата. В контрольной группе начиная с 7‑х суток наблю‑
дения постепенно развивалась болезнь трансплантата, 
проявляющаяся отеком и  уменьшением прозрачности 
роговицы, появлением выраженной неоваскуляризации 
трансплантата.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные в  ходе настоящей работы результаты 
представляются многообещающими. Применение рас‑
твора КС‑МСК продемонстрировало достаточно выра‑
женную эффективность по сравнению со стандартной 
медикаментозной терапией в  послеоперационном пе‑
риоде после сквозной кератопластики высокого риска 
у экспериментальных животных, выполненной на моде‑
ли постожогового неоваскулярного бельма роговицы. 
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