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Цель — определение нормальной микроструктуры роговицы у кроликов породы шиншилла по данным конфокальной микро-
скопии. Материал и  методы. Конфокальная микроскопия роговицы выполнена у  10  кроликов-самцов породы шиншилла 
весом от 3500 до 4200 г. В исследование включали один (правый) глаз животного. Конфокальную микроскопию роговицы 
выполняли на лазерном сканирующем микроскопе HRT-3 (Heidelberg Engineering, Германия) с использованием специального 
роговичного модуля Rostock Cornea Module (RCM), с областью сканирования 400×400 мкм, поперечным и аксиальным раз-
решением 1–2 и 4 мкм соответственно, скорость сканирования — 30 кадров в секунду, размер получаемых изображений — 
384×384 пикселя. Результаты. В ходе проведения конфокальной микроскопии роговицы у всех животных удалось получить 
изображения с дифференцировкой ее субструктур. Толщина роговицы кроликов варьировала в пределах 340–359 мкм. По-
лученные данные конфокальной микроскопии показали, что структура роговицы кролика породы шиншилла не имеет суще-
ственных отличий от нормальной структуры роговицы человека. Заключение. Использование кроликов породы шиншилла 
целесообразно в экспериментальных моделях, связанных с имитацией заболеваний эпителия, стромы и эндотелия роговицы. 
При моделировании заболеваний и изучении патогенетических механизмов их развития на животных необходимо помнить о том, 
что одни и те же заболевания в организме лабораторных животных и человека могут развиваться по различным сценариям 
в связи с различиями в клеточном метаболизме.
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Микроструктура роговицы в норме у кроликов породы шиншилла по данным конфокальной...

В последние годы с развитием современных методов 
диагностики разрабатываются новые способы лечения 
заболеваний роговицы. Трансплантация роговицы и  ее 
современные модификации являются одним из основ‑
ных, а  иногда и  единственным эффективным методом 
лечения. Учитывая существующие во всем мире пробле‑
мы с недостатком донорской роговицы, необходимы до‑
полнительные усилия для разработки новых вариантов 
лечения. В  связи с  этим особую важность приобретает 
разработка адекватных экспериментальных моделей за‑
болеваний роговицы. Наиболее часто в  офтальмологи‑
ческих исследованиях в качестве модели для проведения 
экспериментов используются кролики различных пород.

Экспериментальное моделирование той или иной 
офтальмопатологии, а также оценка воздействия новых 
лекарственных веществ и  хирургических вмешательств 
на структуры глаза требуют тщательной оценки состоя‑
ния роговицы в норме. Объективный всесторонний ана‑
лиз структуры роговицы кролика на разных анатомиче‑
ских уровнях способствует более глубокому пониманию 
патологических процессов и  позволяет корректно оце‑
нивать эффективность проводимых вмешательств.

Различные обследования и  манипуляции, необхо‑
димые для экспериментальных исследований, нередко 
можно проводить с использованием тех же технических 

средств, которые применяются при обследовании людей. 
Это также позволяет максимально приблизить условия 
эксперимента и его результаты к реальной клинической 
практике.

Для оценки структуры роговицы in vivo при ее нор‑
мальных и  патологических состояниях у  человека ис‑
пользуются спектральная оптическая когерентная то‑
мография (СОКТ) и  конфокальная микроскопия (КМ). 
СОКТ позволяет визуализировать общую структуру ро‑
говицы, но имеет ограниченное разрешение для деталь‑
ного изучения микроструктуры [1–3].

Только конфокальная микроскопия  — неинвазив‑
ный контактный метод исследования с  использовани‑
ем светового или лазерного излучения  — позволяет 
получать высококачественные прижизненные изобра‑
жения роговицы, аналогичные гистологическим сре‑
зам, как в норме, так и при различной патологии органа 
зрения [4–7].

Структура роговицы человека детально изучена 
и  описана с  помощью конфокальной микроскопии. 
В  офтальмологической литературе также представле‑
ны работы, посвященные использованию этого метода 
для исследования микроструктурных нарушений и ре‑
паративных процессов в роговице на различных экспе‑
риментальных моделях животных [8–13].

ABSTRACT

Purpose: to evaluate the normal microstructure of the cornea in Chinchilla rabbits using confocal microscopy data. Material and 
methods. Confocal microscopy of the cornea was performed on 10 male Chinchilla rabbits. The weight of rabbits is from 3500 to 
4200 grams. One (right) eye of the animal was included in the study. Confocal microscopy of the cornea was performed on a laser scan-
ning microscope HRT-3 (Heidelberg Engineering, Germany) using a special corneal module Rostock Cornea Module (RCM). The scanning 
area is 400×400 µm, with transverse and axial resolutions of 1–2 and 4 µm, respectively, the scanning speed is 30 frames per second, 
and the size of the resulting images is 384×384 pixels. Results. During confocal microscopy of the cornea, it was possible to obtain 
images with differentiation of its substructures in all animals. The corneal thickness of rabbits varied within the range of 340–359 µm. 
The obtained data from confocal microscopy have showed that the structure of the cornea of ​​the Chinchilla rabbit does not differ sig-
nificantly from the normal structure of the human cornea. Conclusion. The use of Chinchilla rabbits is advisable in experimental models 
associated with the imitation of diseases of the epithelium, stroma and endothelium of the cornea. When modeling diseases and stu
dying the pathogenetic mechanisms of their development in animals, it is necessary to remember that the same diseases in the body 
of laboratory animals and humans can develop according to different scenarios due to differences in cellular metabolism.
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За рубежом проводились исследования, посвященные 
оценке структуры нормальной роговицы кролика с  ис‑
пользованием метода конфокальной микроскопии [14–17].

Однако в  представленных работах исследования вы‑
полнялись исключительно на новозеландских белых кро‑
ликах, тогда как в России для экспериментальных иссле‑
дований чаще используются кролики породы шиншилла.

Целью данного исследования является определение 
нормальной микроструктуры роговицы кроликов поро‑
ды шиншилла по данным конфокальной микроскопии.
МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Конфокальная микроскопия роговицы выполнена 
у  10  кроликов-самцов породы шиншилла, в  исследова‑
ние включали лишь один (правый) глаз животного. Вес 
животных варьировал от 3500 до 4200 г. Все животные 
были здоровы. При проведении световой биомикроско‑
пии не было выявлено признаков патологии роговицы 
и переднего отрезка глаза ни в одном случае.

Конфокальную микроскопию роговицы выполняли 
на лазерном сканирующем микроскопе HRT-3 (Heidel‑
berg Engineering, Германия) с использованием специаль‑
ного роговичного модуля Rostock Cornea Module (RCM) 
с  областью сканирования 400×400  мкм, поперечным 
и аксиальным разрешением 1–2 и 4 мкм соответственно. 
Скорость сканирования составляла 30 кадров в секунду, 
размер получаемых изображений — 384×384 пикселя.

Во всех случаях исследование проводилось под инга‑
ляционным масочным наркозом с  использованием газо‑
воздушной смеси с  севофлураном. Поскольку исследова‑
ние является контактным, для избежания нежелательных 
окулокардиальных и окулопульмональных реакций непо‑
средственно перед исследованием в  конъюнктивальную 
полость животного инстиллировали анестетик местно‑
го действия (проксиметакаин гидрохлорид 0,5 %). Далее 
на поверхность глаза животного устанавливали блефаро‑
стат таким образом, чтобы третье веко не мешало выпол‑
нению диагностических манипуляций и получению каче‑
ственных изображений. Для обеспечения оптимальных 
условий проведения исследования на поверхность глаза 
животного наносили глазной гель «Видисик» (карбомер 
0,2 %). Каплю геля наносили также в основание колпачка 
из полиметилметакрилата (TomoCam, (Heidelberg, Герма‑
ния)) перед его установкой на поверхность объектива. Гель 
в основание колпачка, а далее и на его поверхность наноси‑
ли таким образом, чтобы избежать появления в его толще 
воздушных пузырей. Затем, вращая объектив роговичного 
модуля, добивались получения на экране яркого отраже‑
ния лазерного луча с фокусировкой в диапазоне ±150 мкм. 
Для получения изображений использовали режим Section 
со скоростью съемки 1 кадр в секунду.

Оценивали толщину роговицы, характеристики каж‑
дого визуалируемого слоя, а также определяли особенно‑
сти и глубину залегания субэпителиального и стромаль‑
ного нервных сплетений. Плотность нервных волокон 
субэпителиального нервного сплетения, ядер кератоци‑

тов в толще передней и задней стромы, а также плотность 
клеток эндотелиального слоя рассчитывались с использо‑
ванием программного обеспечения прибора.

Полученные результаты были статистически проана‑
лизированы с  помощью пакета прикладных программ 
Statistica 13.3 (“Tibco Software Inc.”, США). Для оценки 
нормальности распределения использовали критерии 
Колмогорова — Смирнова и Шапиро — Уилка, а также 
асимметрию и  эксцесс  [18]. С  учетом отсутствия нор‑
мального распределения показателей с использованием 
критерия Колмогорова — Смирнова для характеристи‑
ки статистических рядов распределения использовали 
медиану (Ме), нижний и верхний квартили [Me (Q25%; 
Q75%)]. Статистически значимые различия для плот‑
ности кератоцитов в  передней и  задней строме опре‑
деляли с  помощью критерия непараметрической 
статистики для независимых выборок (критерий Ман‑
на — Уитни (U)). Условием определения статистически 
значимых различий считали значение p < 0,05.
РЕЗУЛЬТАТЫ

В ходе проведения конфокальной микроскопии рого‑
вицы у  всех животных удалось получить изображения 
с  дифференцировкой ее субструктур. По данным кон‑
фокальной микроскопии толщина роговицы кроликов 
варьировала в пределах 340–359 мкм.

Отмечалась четкая дифференцировка эпителия рого‑
вицы на поверхностный, промежуточный и  базальный 
слои. Размер клеточных элементов эпителия уменьшался 
от поверхностного к базальному эпителию.

Клетки поверхностного эпителия визуализировались 
в  виде крупных полигональных клеточных элементов 
с различной рефлективностью цитоплазмы и ядра, а так‑
же различались четкостью контуров (рис. 1А). Клетки 
поверхностного эпителия на этапе десквамации имели 
четкие границы с  высокорефлективной цитоплазмой 
и гиперрефлективным ядром, обрамленным эпинуклеу‑
сом со слабой рефлективностью. Клетки без признаков 
десквамации, напротив, как правило, не имели четких 
границ, отмечалась слабо выраженная рефлективность 
цитоплазмы и  ядра клетки. Плотность клеток поверх‑
ностного эпителия удалось оценить во всех случаях, 
медианное значение данного показателя составило 
1100,0 [862,0; 1235,0] клеток/мм².

При смещении фокусировки прибора на уровень про‑
межуточного эпителиального слоя (рис. 1Б) отмечалось 
существенное увеличение количества и уменьшение раз‑
мера клеточных элементов, которые характеризовались 
неправильной формой. Клетки имели четко определяв‑
шиеся гиперрефлективные границы, гипорефлективную 
цитоплазму и в 7 случаях — четко визуализирующиеся 
мелкие гиперрефлективные ядра. Межклеточные рас‑
стояния во всех случаях были равномерны.

В базальном эпителии (рис. 1В) определялось макси‑
мальное количество клеточных элементов, которые име‑
ли крайне малый размер и нечеткие границы, из-за этого 
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подсчет плотности клеток в данном 
слое был невозможен. Ядра клеток 
во всех случаях не визуализирова‑
лись, а цитоплазма клеток имела раз‑
личную степень рефлективности.

За базальным эпителиальным сло‑
ем визуализировалась гиперрефлек‑
тивная Боуменова мембрана (рис.  2), 
которая определялась на глубине 37–
44 мкм.

Строма, следовавшая за Боуме‑
новой мембраной, имела различные 
характеристики в передних и задних 
слоях. Отличия передней и  задней 
стромы были связаны с  различ‑
ной плотностью ядер кератоцитов 
и  формой. В  толще передней стро‑
мы плотность ядер была больше, 
варьируя в  пределах 550–714  кле‑
ток/мм², с  медианным показателем 
606  [562;  713] клеток/мм². Во всех случаях ядра были 
гиперрефлективны, имели бобовидную или овальную 
форму, а также меньший размер, чем в задней строме. 
По мере углубления в  толщу стромы количество ядер 
кератоцитов уменьшалось с вариацией в диапазоне 347–
440 клеток/мм², медианное значение данного показателя 
составило 411  [377; 417] клеток/мм². При этом размер 
ядер кератоцитов увеличивался, и они приобретали бо‑
лее вытянутую форму. Рефлективность ядер кератоци‑
тов в задней строме была неоднородной: определялись 
как высокорефлективные, так и изорефлективные ядра. 
В  некоторых случаях между ядрами отмечались тон‑
кие гипер- или изорефлективные перемычки. При сме‑
щении в более глубокие слои стромы в 4 случаях было 
выявлено усиление рефлективности кертатоцитов, 
за счет этого их ядра приобретали «звездчатую» форму, 
в данных случаях было отмечено фокальное снижение 

Рис. 1.  Эпителий роговицы кролика породы шиншилла по данным конфокальной микроскопии: А  — поверхностный эпителий;  
Б — промежуточный эпителий; В — базальный эпителий

Fig. 1.  Corneal epithelium of a Chinchilla rabbit according to confocal microscopy data: A — superficial epithelium; Б — intermediate epithe-
lium; В — basal epithelium

Рис. 2.  Боуменова мембрана роговицы 
кролика породы шиншилла по данным кон-
фокальной микроскопии

Fig. 2.  Bowman’s membrane of the cornea 
of ​​the Chinchilla rabbit according to confocal 
microscopy data

А Б В

рефлективности межклеточного ма‑
трикса с  формированием гипореф‑
лективных зон различного размера 
и формы.

При проведении сравнительно‑
го анализа плотности кератоцитов 
передней и  задней стромы было 
выявлено статистически достовер‑
ное ее уменьшение в задней строме 
(р = 0,0001) (рис. 3).

Десцеметову мембрану ни у  од‑
ного из животных визуализировать 
не удалось.

Эндотелиальный слой во всех 
случаях определялся четко в  виде 
гексагональной или полигональ‑
ной формы клеточных элементов, 
имевших четкие гипорефлективные 
границы и  отчетливо определяв‑
шееся во всех случаях гипореф‑

лективное ядро без эпинуклеуса. Цитоплазма клеток 
эндотелия была в  большей степени изорефлектив‑
ной. Плотность эндотелиальных клеток варьировала 
от 2347 до 3013 клеток/мм², медиана данного показате‑
ля составила 2798 [2690; 2942] клеток/мм² (рис. 4).

Субэпителиальное (суббазальное) нервное сплетение 
по данным конфокальной микроскопии роговицы визуа‑
лизировалось на глубине 40–46 мкм и было представлено 
резко истонченными изорефлективными, слабоизвиты‑
ми волокнами, имевшими вертикальный или косой ход. 
Плотность волокон суббазального нервного сплетения 
составляла 32–43 волокна/мм² (Ме 40,5 [37; 43]) (рис. 5).

Стромальное нервное сплетение было выражено 
в  большей степени. Стромальные нервы определялись 
на глубине от 45 до 251 мкм и имели различные харак‑
теристики. В  толще передней стромы визуализирова‑
лись преимущественно тонкие, не покрытые миелином 
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Рис. 3.  Структура стромы роговицы кролика по данным конфокальной микроскопии: А — поверхностные слои стромы; Б — средние 
слои стромы — уменьшение количества ядер кератоцитов, более вытянутая форма ядер; В — задние слои стромы — значительное 
снижение количества ядер кератоцитов, усиление рефлективности стромы с формированием сетчатой структуры

Fig. 3.  Structure of the rabbit corneal stroma according to confocal microscopy data: A — superficial layers of the stroma; Б — middle layers 
of the stroma — decrease in the number of keratocyte nuclei, more elongated shape of the nuclei; В — posterior layers of the stroma — sig-
nificant decrease in the number of keratocyte nuclei, increased reflectivity of the stroma with the formation of a mesh structure

Рис. 4.  Эндотелиальный слой роговицы 
кролика породы шиншилла по данным 
конфокальной микроскопии

Fig. 4.  Endothelial layer of the cornea of ​​
the Chinchilla rabbit according to confocal 
microscopy data

Рис. 5.  Нервные сплетения роговицы кролика по данным конфокальной микроскопии: А — суббазальное нервное сплетение; Б — стро-
мальное нервное сплетение в передних отделах стромы (тонкие нервные волокна, не покрытые миелинововой оболочкой); В — стро-
мальное нервное сплетение в задних отделах стромы (нервные волокна, покрытые миелиновой оболочкой)

Fig. 5.  Nerve plexuses of the rabbit cornea according to confocal microscopy data: A — subbasal nerve plexus; Б — stromal nerve plexus in 
the anterior parts of the stroma (thin nerve fibers not covered with a myelin sheath); В — stromal nerve plexus in the posterior parts of the 
stroma (nerve fibers covered with a myelin sheath)
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Микроструктура роговицы в норме у кроликов породы шиншилла по данным конфокальной...

нервные волокна, имевшие вертикальный или косой ход, 
в 3 случаях отмечалась выраженная извитость с рекур‑
рентным ходом нервных волокон. В толще средней стро‑
мы визуализировалось большее количество нервных 
волокон, а также определялась их наибольшая толщина 
из-за наличия миелиновой оболочки. В  большинстве 
случаев (9  из 10) хорошо визуализировалась бифурка‑
ция стромального нерва.
ОБСУЖДЕНИЕ

Информация о состоянии структур роговицы в нор‑
ме необходима исследователям для наилучшего понима‑
ния механизмов восстановления, метаболизма и  тече‑
ния патологических процессов. Данные о  нормальной 
структуре роговицы важны для трактовки микрострук‑
турных нарушений и  репаративных процессов в  ней 
на фоне воздействия различных механических, химиче‑
ских и биологических факторов.

Наиболее предпочтительными приборами для изуче‑
ния структуры роговицы в настоящий момент являются 
Confoskan-4 (Nidek, Япония), а  также HRT-3  с  исполь‑
зованием роговичного модуля Rostok (Heidelberg Engi‑
neering, Германия). Прибор HRT-3  — лазерный конфо‑
кальный микроскоп, источником излучения в  котором 
является гелий-неоновый лазер с длиной волны 670 нм. 
Лазерный конфокальный микроскоп в отличие от свето‑
вого позволяет получать более контрастные равномерно 
освещенные en-face-изображения, существенно повы‑
шая информативность получаемых результатов [3, 7, 19].

Конфокальная микроскопия in vivo широко использу‑
ется в исследовании патологических изменений роговицы 
более 25  лет. Данный метод позволяет получать тонкие 
срезы роговицы, параллельные поверхности эпителия 
(en-face изображения), аналогичные гистологическим 
срезам, без проведения хирургических манипуляций 
и использования красителей. Регистрируемые изображе‑
ния могут быть подвергнуты не только качественному, 
но и  количественному анализу при помощи программ‑
ного обеспечения прибора. Посредством конфокальной 
микроскопии роговицы возможно определить толщину 
каждого слоя и  уровень залегания нервных сплетений, 
а также оценивать плотность клеток в каждом слое. Одна‑
ко следует учитывать, что глубина сканирования, отобра‑
жаемая на экране, не является полностью объективной 
величиной, поскольку зависит как от навыков оператора, 
так и  от поведения исследуемого. Для получения объ‑
ективных результатов конфокальной микроскопии ро‑
говицы у животных необходимо использование наркоза 
(внутривенного или масочного), т.к. при его отсутствии 
дрожание и  избыточные движения исследуемого жи‑
вотного будут приводить к  некорректным показателям 
при оценке толщины роговицы и ее слоев, а также боль‑
шому количеству артефактов движения.

Результаты проведенного исследования показы‑
вают, что структура роговицы кролика породы шин‑
шилла не имеет существенных отличий от нормальной 

структуры роговицы человека [3, 7]. У кролика отмеча‑
ется четкая дифференцировка эпителия на поверхност‑
ный, промежуточный и  базальный слои, а  клеточные 
элементы в  каждом слое существенно не отличаются 
по своим характеристикам от клеток эпителия роговицы 
человека. Различие состоит лишь в том, что в базальном 
эпителиальном слое человеческой роговицы клетки ба‑
зального эпителия имеют, как правило, больший размер 
и более четкие контуры, что позволяет провести морфо‑
метрический анализ.

Боуменова мембрана в нормальной роговице кроли‑
ка хорошо визуализируется и  определяется как ткань 
с  высокой отражательной способностью, в  отличие 
от нормальной роговицы человека, в которой Боуменова 
мембрана по данным конфокальной микроскопии таких 
свойств не имеет и визуализируется лишь при наличии 
ее структурных нарушений. Полученные нами результа‑
ты согласуются с данными исследований, проводивших‑
ся ранее [20].

Строма роговицы кролика и  человека в  норме так‑
же имеет сходные характеристики: наибольшее количе‑
ство кератоцитов определяется в поверхностной строме, 
при смещении фокуса к задним отделам стромы их коли‑
чество уменьшается, а ядра кератоцитов меняют свои ха‑
рактеристики. Полученные нами данные по морфологии 
стромы и особенностям плотности кератоцитов хорошо 
согласуются с  результатами ранее проведенных иссле‑
дований по изучению роговицы новозеландских белых 
кроликов в  норме  [17, 20–22]. Однако в  проведенном 
исследовании мы получили бóльшую плотность кера‑
тоцитов как в передней, так и задней строме роговицы, 
что может быть связано с популяционной особенностью.

Эндотелиальный слой роговицы кролика представлен 
одним слоем полигональных и/или гексагональных кле‑
ток, имеющих такую же рефлективность границ, цито‑
плазмы и ядра, как и у человека. Однако плотность клеток 
в эндотелиальном слое оказалась меньше. Следует отме‑
тить, что плотность эндотелиальных клеток у людей яв‑
ляется изменяющейся величиной, с возрастом количество 
клеток эндотелиального слоя снижается. M.J. Doughty [23] 
опубликовал результаты исследования, в котором прово‑
дилась оценка плотности эндотелиальных клеток рогови‑
цы здоровых новозеландских белых кроликов в динами‑
ке. Наблюдения за животными продолжались в  течение 
трех лет. Авторы отметили снижение плотности эндоте‑
лиальных клеток с 4100 до менее чем 3000 клеток/мм² уже 
к 7–8 месяцу жизни животного и менее 2000 клеток/мм² 
к моменту завершения экспериментальной работы. В на‑
шем исследовании плотность эндотелиальных клеток со‑
ставила 2798 [2690; 2942] клеток/мм². Полученные данные 
могут быть обусловлены как возрастом животных, так 
и вероятностью различий данного показателя в популя‑
ции кроликов различных пород.

Что касается нервных сплетений, то субэпителиаль‑
ное сплетение у  кролика породы шиншилла выражено 
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плохо и визуализируется с большим трудом. Нервные во‑
локна суббазального сплетения очень тонкие и  изореф‑
лективные. Стромальное нервное сплетение, напротив, 
выражено гораздо лучше, чем в  нормальной роговице 
человеческого глаза, и  представлено различными нерв‑
ными волокнами (покрытыми и не покрытыми миелино‑
вой оболочкой), определяющимися не только в средних, 
но и в передних слоях стромы. Полученные нами данные 
о  морфологии суббазального и  стромального нервных 
сплетений у кролика в норме согласуются с результатами 
исследования, выполненного М. Reichard и соавт. [20].

Таким образом, проведенные исследования позво‑
ляют сделать заключение, что использование кроликов 
породы шиншилла целесообразно в экспериментальных 

моделях, связанных с имитацией заболеваний эпителия, 
стромы и эндотелия роговицы.

Кроме того, при моделировании заболеваний и изуче‑
нии патогенетических механизмов их развития на живот‑
ных необходимо помнить о том, что одни и те же забо‑
левания в организме лабораторных животных и человека 
могут развиваться по различным сценариям в связи с раз‑
личиями в клеточном метаболизме.
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