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Цель работы: оценка изменения биомеханических свойств роговицы после проведения трансэпителиального кросслинкинга с предварительным приме-
нением 40 %-ного раствора глюкозы. Материалы и методы. Изучены биомеханические свойства роговицы шести кроликов породы Шиншила (12 глаз). 4 кро-
лика вошли в опытную группу, в которой на один глаз наносили раствор глюкозы непосредственно на роговицу и выдерживали в течение 10 минут, после 
чего проводили закапывание 0,1 % раствора рибофлавина в течение 30 минут. На парный глаз кролика наносили раствор рибофлавина без предварительной 
инстилляции глюкозы. Затем осуществляли процедуру облучения по стандартной технологии с воздействием УФ с длиной волны 370 мкм и энергией излуче-
ния 3.0 мВт / см². Два кролика (4 глаза) составили контрольную группу, в которой кросслинкинг не проводили. Через 1 месяц проводили эвтаназию животных 
с последующей энуклеацией для исследования роговицы на разрывной машине. В контрольной и опытной группе сравнивали кривые релаксации и анализи-
ровали следующие показатели: начальное напряжение (мПа), равновесное напряжение (мПа), модуль упругости. Результаты и обсуждение. После проведения 
кросслинкинга отмечался рост начального напряжения (в контрольной группе 0,7+0.1мПа, в опытной — 1,5+0.2 и 1,3+0.3 мПа, соответственно). Релаксация на-
пряжения проходила быстро (равновесное значение напряжения достигалось уже через 250 сек.), а после инстилляции глюкозы — примерно в течение 75 сек., 
что говорит о большей ригидности этой группы образцов. В опытной группе достоверно изменился и модуль упругости: его значения возросли приблизительно 
в 2 раза по сравнению с контрольными образцами. Равновесные значения напряжения в опытных группах стали отличными от нулевого значения, что также 
свидетельствовало об изменении химической структуры образцов. Выводы. Проведение трансэпителиального кросслинкинга с предварительной инстилля-
цией 40 % раствора глюкозы обеспечивает проникновение рибофлавина в строму роговицы и повышает её биомеханическую прочность. Полученные нами 
данные указывают на перспективность применения в клинике разработанной модификации трансэпителиального кросслинкинга.
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SUMMARY

The aim of the study was to evaluate changes in biomechanical properties of the cornea after conducting transepithelial 
crosslinking with the prior application of a 40 % glucose solution. Materials and methods. Just studied the biomechanical prop-
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ВВЕДЕНИЕ
В  последние годы для  стабилизации патологическо‑

го процесса при кератоконусе и ряде других заболеваний 
роговицы был предложен кросслинкинг  — способ лече‑
ния, в основе которого лежит «уплотнение» или увеличе‑
ние прочности роговицы, наступающее под воздействием 
низкоинтенсивного ультрафиолетового облучения стро‑
мы роговицы в  присутствии сенсибилизатора (рибофла‑
вина). Уплотнение ткани обусловлено повышением про‑
дукции синглетного кислорода, который, освобождаясь, 
вызывает образование связей — мостиков между разроз‑
ненными до  того коллагеновыми фибриллами стромы, 
объединяя их  в  единую прочную сеть, усиливая проч‑
ность роговицы в 3‑6 раз. Метод, разработанный T. Sell‑
er, G. Wollensak в 2003 г. [1], включает удаление эпителия 
в центральной 7‑миллиметровой зоне, инстилляции 0,1 % 
раствора рибофлавина в  течение 30  минут с  последую‑
щим воздействием ультрафиолетовым излучением с дли‑
ной волны 370 мкм и энергией излучения 3,0 mW / cm². Се‑
рьезным недостатком стандартного протокола кросслин‑
кинга является удаление эпителия роговицы, так как оно 
приводит к значительному послеоперационному диском‑

форту, затуманенности зрения, риску развития инфекци‑
онных кератитов. В связи с этим была предложена техно‑
логия трансэпителиального кросслинкинга, однако эф‑
фективность вмешательства при  данном способе сниже‑
на [2,3].

Нами была разработана собственная модификация 
трансэпителиального кросслинкинга [4]. Способ вклю‑
чает пропитывание роговицы глаза 0,1 %‑ным раство‑
ром рибофлавина и  последующее ее облучение ультра‑
фиолетовым светом с  длиной волны 365‑375  нм в  тече‑
ние 30  мин. При  этом перед пропитыванием роговицы 
рибофлавином на  нее наносят 40 %‑ный раствор глюко‑
зы на 9‑11 мин., затем остатки раствора удаляют, а на об‑
работанную глюкозой поверхность роговицы наносят 
0,1 %‑ный раствор рибофлавина на  30  мин. В  настоящее 
время мы проводим цикл исследований с целью обосно‑
вания применения данного метода в  клинической пра‑
ктике.

Целью данной работы явилась оценка изменения 
биомеханических свойств роговицы после проведения 
трансэпителиального кросслинкинга с предварительным 
применением 40 %‑ного раствора глюкозы.
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Таблица 1. Биомеханические показатели образцов роговицы после проведения кросслинкинга 
Table 1. Biomechanical parameters of the cornea samples after crosslinking

Группа образцов
Sample groupe

Начальное напряжение,МПА
Initial stretch, mPa

Equillibrium stretch, mPa
Модуль упругости, МПА

elastic modulus, mPa

Контрольная
Control

0,7+0.1 0+0.0 3,4+0.3

трансэпителиальный кросслинкинг
Transepithealial crosslinking

1,5+0.2 0,2+0.08 7,5+0.6

Инстилляция 40 %-ной глюкозы + трансэпителиальный кросслинкинг
40 % glucose instillations + Transepithealial crosslinking

1,3+0.3 0,2+0.06 6,5+0.5

erties of the corneas of six rabbits breed Chinchilla (12 eyes). 4 rabbit entered in the experimental group, in which in one eye 
glucose solution was applied on the cornea and allowed to stay for 10 minutes, followed by the instillation of 0.1 % Riboflavin 
solution for 30 minutes. On a couple of the rabbit eye was applied a solution of Riboflavin without prior instillation of glucose. 
Then carried out the procedure of irradiation according to the conventional technology with UV with a wavelength of 370 µm 
and a beam energy of 3.0 mW / cm2. Two rabbits (4 eyes) were included in the control group, in which crosslinking was not 
performed. After 1 month the euthanasia of the animals was performed with subsequent enucleation for corneal research on 
a tensile testing machine. In the control and experimental group compared, the relaxation curves and the following param-
eters were analyzed: initial stress (MPa), equilibrium stress (MPa) modulus of elasticity. Results and their discussion. After the 
crosslinking the rise of the initial stress (in the control group and 0.7+0.1 MPa, in the experimental and 1.5+0.2 1.3+0.3 MPa, 
respectively). The stress relaxation is fast (equilibrium stress value is reached after 250 sec.) and after the administration of 
glucose for approximately 75 seconds, which means a greater rigidity of experimental group of samples. In the experimental 
groups significantly changed and the modulus of elasticity: its value has increased approximately in 2 times in comparison 
with control samples. The equilibrium stress values in the experimental groups were different from the zero value that also 
indicates a change in the chemical structure of the samples. Conclusions. Holding transepithelial of crosslinking with prior 
instillation of a 40 % solution of glucose facilitates the penetration of Riboflavin into the corneal stroma and improves its bio-
mechanical strength. Our data indicate promising application in the clinic of this modification of transepithelial crosslinking.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Всего изучены биомеханические 

свойства роговицы шести кроликов 
породы Шиншила (12  глаз). 4  кроли‑
ка вошли в опытную группу, в кото‑
рой на  один глаз наносили раствор 
глюкозы непосредственно на рогови‑
цу и  выдерживали в  течение 10  ми‑
нут, после чего проводили закапыва‑
ние 0,1 % раствора рибофлавина в те‑
чение 30 минут. На парный глаз кро‑
лика наносили раствор рибофла‑
вина без  предварительной инстил‑
ляции глюкозы. Затем осуществля‑
ли процедуру облучения по  стан‑
дартной технологии с  воздейст‑
вием УФ излучения с  длиной вол‑
ны 370 мкм и  энергией излучения 
3.0 мВт / см². Два кролика (4 глаза) со‑
ставили контрольную группу, в  ко‑
торой кросслинкинг не  проводился. 
Через 1 месяц выполняли эвтаназию 
животных с  последующей энукле‑
ацией для  исследования роговицы 
на  разрывной машине. Применяли 
универсальную разрывную машину 
Р‑5. Режим исследований — темпера‑
тура 25°С, скорость движения ниж‑
него зажима 50 мм / мин., деформа‑
ция 30 %. Образцы исследования вы‑
краивали из  центральной части ро‑
говицы кроликов (длина 8 мм, ши‑
рина 4 мм). В  контрольной и  опыт‑
ной группе сравнивали кривые ре‑
лаксации и  анализировали следую‑
щие показатели: начальное напряже‑
ние (мПа), равновесное напряжение 
(мПа), модуль упругости.

Модуль упругости  — физиче‑
ская величина, характеризующая 
способность твёрдого тела упруго 
(то  есть не  постоянно) деформиро‑
ваться при приложении к нему силы. 
В  области упругой деформации мо‑
дуль упругости тела в  общем случае 
зависит от  напряжения и  определя‑
ется производной (градиентом) зави‑
симости напряжения от деформации, 
то  есть тангенсом угла наклона диа‑
граммы напряжений‑деформаций:

E =def ds⎯de 
, 

где E  — модуль упругости; σ  — 
напряжение, вызываемое в  образ‑

це действующей силой (равно силе, 
делённой на  площадь приложе‑
ния силы); ε — упругая деформация 
образца, вызванная напряжением 
(равна отношению изменения разме‑
ра образца после деформации к  его 
первоначальному размеру).

В  наиболее распространенном 
случае зависимость напряжения 
и  деформации является линейной 
(закон Гука):

E =  s⎯e  
.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Примеры типичных релаксаци‑

онных кривых в  опытных и  контр‑
ольной группе представлены 
на Рис.1‑3.

Характер релаксационных кри‑
вых во  всех 3‑х группах по  форме 
весьма близок и  напоминает лога‑
рифмическую кривую.

После проведения кросслин‑
кинга отмечается рост начально‑
го напряжения (в  контрольной 
группе 0,7+0.1мПа, в  опытных  — 
1,5+0.2  и  1,3+0.3  мПа, соответствен‑
но). Релаксация напряжения прохо‑
дит быстро (равновесное значение 
напряжения достигается уже через 
250  сек.), а  после инстилляции глю‑
козы  — примерно в  течение 75  сек., 
что  говорит о  большей ригидности 
этой группы образцов. В  опытных 
группах достоверно изменился и мо‑
дуль упругости: его значения возро‑
сли приблизительно в 2 раза по срав‑
нению с  контрольными образцами. 
Равновесные значения напряжения 
в  опытных группах стали отличны‑
ми от  нулевого значения, что  также 
свидетельствует об  изменении хими‑
ческой структуры образцов. Как пра‑
вило, увеличение значений равно‑
весных напряжений в опытах по ре‑
лаксации напряжения происходит 
за  счет образования поперечных 
сшивок.

Ранее сообщалось, что  интен‑
сивное пропитывание стромы ро‑
говицы рибофлавином необходимо 
для  изменения её биомеханических 
свойств при  проведении кросслин‑

кинга [2]. Хорошо известно, что  ин‑
тактный эпителий является препят‑
ствием для  диффузии рибофлавина 
[5]. В связи с этим, согласно традици‑
онному протоколу проведения крос‑
слинкинга, эпителий роговицы дол‑
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Рис. 1. Пример типичной релаксационной 
кривой в контрольной группе.
Fig.1  An example of a typical relaxation 
curve in the control group.

Рис.2. Пример типичной релаксационной 
кривой в  группе, где проводили только 
кросслинкинг
Fig.2  An example of a typical relaxation 
curve in the group, where the crosslinking 
was performed only

Рис.3  Пример типичной релаксацион-
ной кривой в группе, где перед кросслин-
кингом проводили инстилляции 40 %-ной 
глюкозы
Fig.3  An example of a typical relaxation 
curve in the group, where the crosslinking 
was performed after instillation of a 40 % 
glucose
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жен быть удален перед аппликацией раствора рибофла‑
вина. В то же время желательно сохранение эпителия ро‑
говицы, поскольку это позволяет уменьшить интра‑ и по‑
слеоперационные болевые ощущения, избежать исполь‑
зования лечебных контактных линз, уменьшить риск по‑
слеоперационных инфекционных осложнений и  сниже‑
ния прозрачности роговицы [6,7]. Возможность выпол‑
нения кросслинкинга транэпителиально была установле‑
на сравнительно недавно, но преимущества такой мани‑
пуляции недостаточно строго доказаны [8,9]. Проницае‑
мость эпителиального слоя для  рибофлавина можно по‑
высить несколькими способами: увеличением длитель‑
ности контакта с  рибофлавином, повышением проница‑
емости межклеточного матрикса или  изменением физи‑
ко‑химических свойств раствора рибофлавина [10]. Ра‑
нее нами было показано, что предварительная инстилля‑
ция 40 %‑ной глюкозы в  течение 10  минут позволяет до‑
биться достаточного пропитывания стромы роговицы 
без  удаления эпителия, что  помимо снижения операци‑
онного риска позволяет также уменьшить время прове‑
дения операции.

В данном исследовании оценивали влияние разрабо‑
танной нами модификации кросслинкинга на  биомеха‑
нические свойства роговицы.

После проведения кросслинкинга нами был выяв‑
лен отек стромы роговицы, который был несколько бо‑
лее выражен в  случае инстилляции раствора 40 %‑ной 
глюкозы. Это может объяснить тот несколько неожидан‑
ный факт, касающийся более низкой ригидности рогови‑
цы во  2‑й группе, что  теоретически может объясняться 

более интенсивным пропитыванием стромы рибофлави‑
ном [5]. Известно также, что кривизна и толщина рогови‑
цы влияют на её ригидность [11], однако отличия в груп‑
пах по этим показателям в нашей работе были слишком 
незначительны, чтобы повлиять существенным обра‑
зом на  полученные данные. Следует отметить, что  ма‑
лый размер выборки, вариации в уровне ВГД, вариации 
характеристик роговицы экспериментальных животных 
могут влиять на достоверность полученных результатов 
[12]. Для  того чтобы обосновать использование предва‑
рительных инстилляций с применением 40 %‑ной глюко‑
зы перед трансэпителиальным кросслинкингом, следу‑
ет также провести оптическую и электронную микроско‑
пию образцов роговицы после данной процедуры.

ВЫВОДЫ
1.  Проведение трансэпителиального кросслинкинга 

с предварительной инстилляцией 40 % раствора глюкозы 
обеспечивает проникновение рибофлавина в  строму ро‑
говицы и повышает её биомеханическую прочность.

2.  Полученные данные указывают на  перспектив‑
ность применения в  клинике разработанной модифика‑
ции трансэпителиального кросслинкинга. Для обоснова‑
ния её использования требуется выполнение оптической 
и электронной микроскопии роговицы, а также проведе‑
ние предварительных клинических исследований.

Мнение авторов может не  совпадать с  позицией 
редакции
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