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резЮме 

цель: Анализ цитотоксического действия слезозаместительных глазных капель с различными консервантами и без них на 
эпителиальные клетки конъюнктивы и роговицы в условиях in vitro. материалы и методы. Объектом исследования явились 
семь слёзозаместительных препаратов: Хилабак®, Теалоз®, Систейн Ультра®, Катионорм®, Офтолик®, Артелак® Баланс, Оптив®. 
В качестве тест-систем были использованы трансформированные клетки нормальных тканей глаза: постоянные трансформиро-
ванные клеточные линии конъюнктивы (Chang Conjunctiva, Clone 1-5c-4) и роговицы (HCEC) человека. Цитотоксичность «искус-
ственных слез» оценивали по жизнеспособности клеток, культивируемых в питательных средах, содержащих в своём составе 
исследуемые препараты в концентрации 1, 5 и 10%. О жизнеспособности клеток судили по их морфологии и метаболической 
активности. результаты. Наибольшую чувствительность к действию исследуемых слезозаместителей показала тест-система на 
основе клеток роговицы человека. Четыре из семи исследуемых препаратов (Артелак® Баланс, Оптив®, Катионорм®, Офтолик®) 
в концентрации 10% от объема питательной среды проявили высокую степень токсичности в отношении клеток роговицы. Глаз-
ные капли Систейн Ультра® оказали умеренное токсическое действие на клетки роговицы и конъюнктивы в концентрации 5 и 
10% от объема питательной среды. Слезозаместители Хилабак® и Теалоз® в этой концентрации не оказали цитотоксического 
действия на клетки ни одной тест-системы и показали наилучшие результаты при исследовании. Независимо от концентрации, 
наиболее токсичными для всех типов клеток оказались препараты Офтолик® и Артелак® Баланс. заключение. Установлена 
прямая зависимость между концентрацией исследуемых препаратов в питательной среде и их цитотоксичностью. Глазные кап-
ли Хилабак® и Теалоз®, не содержащие в своем составе консервант, не оказывали цитотоксическое действие на клетки обеих 
тест-систем при всех используемых концентрациях. Наименьшим токсическим эффектом из тестируемых слезозаместителей 
с «мягким» консервантом обладали глазные капли Систейн Ультра®, содержащие Поликвад®. Среди «искусственных слез» 
наибольшее токсическое действие на все типы клеток при всех используемых концентрациях было отмечено у глазных капель 
Офтолик (БАК 0,01%) и Артелак® Баланс (Оксид). Проведённые исследования показали принципиальную возможность исполь-
зования систем in vitro для сравнительной оценки цитотоксического действия слезозаместителей. 
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abstraCt

objective. The objective of the study is to evaluate in vitro the cytotoxic effect of different moisture eye drops (containing or without 
preservatives) on the epithelial cells of the conjunctiva and the cornea. materials and methods. The objects of the study are moisture 
eye drops: Hylabak®, Thealoz®, Sistane Ultra®, Kationorm®, Oftolik®, Artelak® Balance, Optiv®. As test systems there were used 
the transformed cells of normal eye tissues: constant conjunctiva transformed cell lines (Chang Conjunctiva, Clone 1-5c-4) and the 
human cornea (HCEC). The cytotoxicity of the “artificial tears” was assessed by the viability of cells, cultured in substratum containing 
the solutions of the objects at concentrations 1, 5 and 10%. Cell viability was assessed by their morphology and metabolic activity. 
results. The most sensitive to the investigated eye drops is considered to be the test system based on human corneal cells. Four 
of the seven investigated eye drops (Artelak® Balance, Optiv®, Kationorm®, Oftolik®) at a concentration of 10% (by volume) of the 
substratum showed a high degree of toxicity for cornea cells. Eyedrops Sistane Ultra® had moderate toxic effect on the cells of the 
cornea and conjunctiva at concentration 5 and 10% (by volume). Hylabak® and Thealoz® in this concentrations did not have any 
cytotoxic effect on the cells of all test system and showed the best results in the research. The most toxic of all cell types were eye 
drops Oftolik® and Artelak® balance. Conclusion. A direct relationship between the concentration of drug in culture medium and cell 
cytotoxicity was investigated. Eye drops Hylabak® and Thealoz®, that do not contain in its composition a preservative, had no cytotoxic 
effect on the cells of both test systems at all concentrations used. The lowest toxic effect of the test had eye drop Sistane Ultra® 
containing “soft” preservative Poliquad®. Among the “artificial tears”, the greatest toxic effect on all cell types at all concentrations 
used, was observed in eye drops Oftolik (BAK 0.01%) and balance Artelak® (containing “soft” preservative Oxide). Studies have shown 
the possibility of using in vitro cell systems for the comparative evaluation of the cytotoxic effect of mousture eye drops.
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введение
Синдром сухого глаза (ССГ) является актуальной 

проблемой, так как данная патология в настоящее время 
достаточно широко распространена среди взрослых и 
детей. По данным ряда исследователей ССГ в последние 
годы наблюдается у 4–8% подростков, 12–22% лиц старше 
40 лет, 30–34% — старше 65 лет [1,2]. Только в США от 
ССГ страдают более 10 миллионов человек [3]. Ключевым 
звеном в патогенезе ССГ является нарушение стабиль‑
ности прероговичной слезной пленки (ПСП), повышение 
ее испаряемости, что, в свою очередь, приводит к изме‑
нению осмолярности, развитию воспалительных про‑
цессов в клетках эпителия коньюнктивы и роговицы, и, 
соответственно, к его дегенерации и возникновению так 
называемого роговично‑конъюнк тивального ксероза, со‑
провождающегося не обратимыми морфологическими из‑
менениями [4]. Терапия ССГ должна основываться на па‑
тогенезе заболевания, включая противовоспалительную 
(в том числе, иммуносупрессивную), слезозаместитель‑
ную, метаболическую терапию, коррекцию осмолярности 
слезной пленки, а также другие лечебные мероприятия, в 
том числе, хирургические. Применение препаратов «ис‑
кусственной слезы» в лечении ССГ занимает существен‑
ное место в качестве средства, восполняющего дефицит 
влаги в конъюнктивальной полости, повышающего ста‑
бильность ПСП и снижающего осмолярность слезной 

жидкости, препятствуя дегидратации эпителия глазной 
поверхности. Слезозаместительные препараты использу‑
ют независимо от степени тяжести ССГ. Состав «искус‑
ственных слез» включает, как правило, три компонента: 
лубриканты, наполнители (буферы) и консерванты. Кон‑
центрация последних в составе глазных капель является 
относительно низкой, однако кумулятивная доза за весь 
период использования, особенно при частом и длитель‑
ном их применении, может оказаться достаточно высо‑
кой. Это особенно важно помнить в контексте развития 
побочных эффектов, которые могут быть вызваны неко‑
торыми вспомогательными ингредиентами, входящими 
в состав глазных капель, в том числе, «искусственных 
слез», например, консервантами или стабилизирующими 
агентами, некоторые из которых, как известно, обладают 
цитотоксическим действием [5,6,7]. Токсическое действие 
бензалкония хлорида (БАК) на ПСП, как наиболее часто 
используемого консерванта, было описано еще несколько 
десятилетий назад [8]. В настоящее время нет сомнений  
в том, что консерванты играют немаловажную роль в 
большинстве побочных эффектов, оказывая влияние на 
глазную поверхность. По‑видимому, с этим связан инте‑
рес отдельных фармацевтических компаний к научным 
разработкам и производству слезозаместителей без до‑
бавления потенциально цитотоксических компонентов 
или поиску более «мягких» консервантов. 
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Следует отметить, что ни один фармакологически 
эффективный препарат не может быть абсолютно лишён 
риска, и не все риски удаётся распознать до выхода пре‑
парата на рынок. В исследованиях токсичности новых и 
уже существующих лекарственных препаратов в послед‑
нее время все чаще находят применение тест‑системы in 
vitro. Наиболее простыми и доступными среди них явля‑
ются модели с использованием монослойных клеточных 
культур. [9,10,11,12]. Под воздействием физиологически 
активных веществ клетки могут претерпевать измене‑
ния в морфологии, скорости клеточного роста, времени 
гибели, степени дезинтеграции, поэтому для каждого ве‑
щества, являющегося потенциальным фармакологиче‑
ским агентом, целесообразно выполнять оценку влияния 
на выживаемость клеток. [13]. Целью настоящей работы 
явился анализ цитотоксического действия слезозамести‑
тельных глазных капель с различными консервантами и 
без них в отношении эпителиальных клеток конъюнкти‑
вы и роговицы в условиях in vitro.
материалы и методы

Объектом исследования явились семь препаратов 
слёзозаместительной терапии (ПСТ), содержащие раз‑
личные консерванты в составе глазных капель и слезоза‑
местители без консервантов: Хилабак® (система АБАК), 
Теалоз® (система АБАК), Систейн Ультра® (Поликвад®), 
Катионорм® (Цеталкония хлорид), Офтолик® ( Бензалко‑
ния хлорид), Артелак® Баланс (Оксид), Оптив® (Пурит). 
Тестирование глазных капель «искусственных слез» про‑
водили в условиях in vitro в процессе культивирования 
клеток по принципу «слепого метода» без указания на‑
звания, состава и производителя. 

Расчет концентрации препаратов для эксперимен-
та. Выбор концентрации слезозаместителей для экспе‑
римента базировался на данных клинического исполь‑
зования исследуемых препаратов и собственных преды‑
дущих исследований цитотоксичности офтальмологи‑
ческих препаратов на клеточных культурах [14,15,16]. 
Концентрация тестируемых препаратов составила 1, 5 и 
10% от объема питательной среды. 

Используемые клеточные культуры. В качестве тест‑
систем были использованы трансформированные клетки 
нормальных тканей глаза: постоянные трансформирован‑
ные клеточные линии конъюнктивы (Chang Conjunctiva, 
Clone 1-5c-4) и роговицы (HCEC) человека. Применение 
коллекционных паспортизированных линий клеток с из‑
вестными свойствами обеспечивает воспроизводимость 
результатов опытов по изучению характера биологиче‑
ской активности тестируемых соединений непосредствен‑
но на клеточном уровне, позволяет оценивать состояние 
клеток‑мишеней прижизненно, а не «post faсtum» [17]. 
Клетки линии Chang Conjunctiva, Clone 1-5c-4 были полу‑
чены из коллекции НИИ вирусологии РАМН (Москва). 
Клетки культивировали в питательной среде Игла МЕМ 
(«Биолот», Россия), содержащей 2 ммоль/л глутамина 
(GlutaMax, США), 10% FBS («HyClone», США) и 1% рас‑

твор антибиотиков PenStrep (Gibco, США). Клетки линии 
HCEC были получены из коллекции Института цитоло‑
гии РАН (Санкт‑Петербург). Клетки культивировали в 
питательной среде Keratinocyte‑SFM (Gibco, США), содер‑
жащей 2 ммоль/л глутамина (GlutaMax, США), 15% FBS 
(«HyClone», США) и 1% раствор антибиотиков PenStrep 
(Gibco, США). Все типы клеток культивировали при 37˚С 
в СО2‑инкубаторе в атмосфере 5% СО2.

Оценка цитотоксичности. Цитотоксичность «ис‑
кусственных слез» оценивали по жизнеспособности кле‑
ток, культивируемых в питательных средах, содержащих 
в своём составе исследуемые препараты. О жизнеспо‑
собности клеток судили по их метаболической активно‑
сти, используя метод МТТ [18], широко известный как 
скрининговый метод измерения выживаемости клеток и 
включенный в большинство протоколов методов моле‑
кулярной биологии и медицины [19,20].

МТТ-тест. Для анализа цитотоксического действия 
слезозаместителей в отношении эпителиальных клеток 
конъюнктивы и роговицы человека с помощью МТТ‑
теста клетки линий Chang Conjunctiva, Clone 1-5с-4 и 
HCEC высевали в 96‑луночные планшеты в 200 мкл со‑
ответствующей питательной среды с добавлением 10% 
FBS. Исследуемые препараты добавляли в питательную 
среду в момент посева клеток. Культивирование прово‑
дили при 37˚С в СО2‑инкубаторе в атмосфере 5% СО2. 
Срок культивирования — 2 суток. Контролем служили 
клетки, культивируемые в стандартных условиях. По ис‑
течении срока культивирования проводили смену пита‑
тельной среды на среду с МТТ (0,5 мг/мл) по 200 мкл на 
лунку. Планшет помещали в СО2‑инкубатор на 4 часа, 
после чего среду с МТТ отбирали, в каждую лунку до‑
бавляли по 100 мкл раствора ДМСО и экстрагировали 
образовавшийся формазан в течение 20 мин. при посто‑
янном шейкировании. Оптическую плотность получен‑
ного раствора формазана в ДМСО измеряли с помощью 
анализатора Fluorofot «Charity» (Россия) при длине вол‑
ны 570 нм и референтной длине волны 630 нм. С каждым 
типом клеток было выполнено несколько серий экспери‑
ментов с различной концентрацией тестируемых ПСТ: в 
1, 5 и 10% от объема питательной среды. 

Статистический анализ. Полученные данные об‑
рабатывали с помощью компьютерной программы  
MS Excel. Различия считали статистически достоверны‑
ми при уровне значимости p <0,05. За 100% жизнеспо‑
собность принимали интенсивность окраски в лунках  
с клетками, культивировавшимися без слезозамести‑
тельных препаратов. 
результаты и обсуждение

Результаты всех серий экспериментов с различной 
концентрацией тестируемых препаратов, полученные 
при помощи МТТ‑теста, приведены на рис. 1. Количес‑
тво жизнеспособных клеток, культивируемых в пита‑
тельных средах с добавлением глазных капель, выражено 
в процентах по отношению к контролю.
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рис. 1. Гистограммы оценки жизнеспособности различных типов клеток на 3-и сутки культивирования в среде с концентрацией иссле-
дуемых препаратов 1–10% от объема питательной среды. Препараты добавлены в питательную среду в момент посева клеток 

Fig. 1. Histograms of Assessing the Viability of Different Cell Types at 3 Days of Cultivation in the Medium with the Concentration of the Studied 
Drugs 1–10% by Volume of the Nutrient Medium. Drugs Added to the Nutrient Medium at the Time of Seeding Cells
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С помощью МТТ‑теста было 
установлено, что клетки посто‑
янных трансформированных 
клеточных линий конъюнкти‑
вы (Chang Conjunctiva, Clone 
1-5c-4) и роговицы (HCEC) че‑
ловека являются чувствитель‑
ными к цитотоксическому дей‑
ствию исследуемых препаратов. 
Наибольшую чувствитель‑
ность к действию исследуемых 
слезозаместителей показала 
тест‑система на основе клеток 
роговицы человека. При ис‑
пользовании этой тест‑системы 
четыре из семи исследуемых 
препаратов (Артелак® Баланс, 
Оптив®, Катионорм®, Офто-
лик®) в концентрации 10% от 
объема питательной среды 
проявили высокую степень ток‑
сичности в отношении культи‑
вируемых клеток. Среди этой 
группы протестированных пре‑
паратов с различными видами 
консервантов были получены 
самые низкие результаты ме‑
таболической активности кле‑
ток по сравнению с контролем. 
Глазные капли Систейн Ультра® 
оказывали наименьшее токси‑
ческое действие на клетки ли‑
ний HCEC и Chang Conjunctiva, 
Clone 1-5c-4 в концентрации 
5 и 10% от объема питатель‑
ной среды. Безконсервантные 
слезозаместители Хилабак® и 
Теалоз® в этой концентрации не 
оказали цитотоксического дей‑
ствия на клетки ни одной тест‑
системы и показали наилучшие 
результаты при исследовании. 
Независимо от концентрации, 
наиболее токсичными для всех 
типов клеток оказались пре‑
параты Офтолик® и Артелак® 
Баланс.

Результаты прижизненного 
наблюдения за морфологиче‑
ским состоянием клеток линии 
Chang Conjunctiva, Clone 1-5c-4 и 
HCEC в процессе их культивиро‑
вания в среде, содержащей 10% 
тестируемых слезозаместителей, 
приведены на Рис. 2–3.

рис. 2. Морфология клеток линии Chang Conjunctiva, Clone 1-5с-4 на 3-и сутки культивирова-
ния в питательной среде, содержащей 10% тестируемых препаратов, добавленных в среду в 
момент посева клеток; (х20). Фазово-контрастная микроскопия (ФКМ)

Fig. 2. The Morphology of the Cell Line Clone 1-5c-4 on the 3rd Day of Cultivation in a Nutrient 
Medium Containing 10% of the Test Drugs Added to the Media When Seeding Cells; (x20). Phase-
Contrast Microscopy (FCM)
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На представленных фото‑
графиях (Рис. 2) клетки линии 
Chang Conjunctiva, Clone 1-5с-4 
в контрольном варианте име‑
ют типичную эпителиоподоб‑
ную морфологию и на 3‑и сутки 
культивирования сформировали 
конфлюэнтный монослой. Вари‑
анты с препаратами Хилабак® и 
Теалоз® сопоставимы с контро‑
лем. В присутствии препаратов 
Систейн Ультра и Оптив® клет‑
ки сохраняют эпителиоподобную 
форму, но распластаны хуже, чем 
в контроле. С препаратом Си-
стейн Ультра® ярко выражена 
вакуолизация клеток, что может 
быть связано с нарушением кле‑
точного обмена. В присутствии 
препарата Оптив® выраженной 
вакуолизации клеток не наблю‑
дается, но много открепившихся 
клеток округлой формы с инва‑
гинированной цитоплазмати‑
ческой мембраной. В варианте с 
препаратом Катионорм® клетки 
плохо распластаны, имеет место 
потеря межклеточных контак‑
тов. Структура клеток зернистая, 
они сильно вакуолизированы; 
выявлено много открепивших‑
ся клеток округлой формы со 
сморщенной цитоплазматиче‑
ской мембраной. В присутствии 
препаратов Артелак® Баланс и 
Офтолик® распластанные клет‑
ки не найдены. Все клетки име‑
ют округлую форму. Структура 
клеток зернистая, с вакуолями; 
наблюдается инвагинация цито‑
плазматической мембраны.

Визуальное наблюдение за 
морфологией клеток линии 
HCEC в контрольном варианте 
отразило типичную эпителиопо‑
добную морфологию, при этом 
на 3‑и сутки культивирования 
сформировался конфлюэнтный 
монослой (Рис. 3). Варианты с 
препаратами Хилабак® и Теалоз® 
сопоставимы с контролем. В 
присутствии препарата Систейн 
Ультра® клетки сохранили эпи‑
телиоподобную форму, но были 
распластаны хуже, чем в контро‑
ле; монослой не сформирован. 

рис. 3. Морфология клеток линии HCEC на 3-и сутки культивирования в питательной среде, 
содержащей 10% тестируемых препаратов, добавленных в среду в момент посева клеток; 
(х20). Фазово-контрастная микроскопия (ФКМ)

Fig. 3. The Morphology of the Cell Line HCEC on the 3rd Day of Cultivation in a Nutrient Medium 
Containing 10% of the Test Drugs Added to the Media When Seeding Cells; (x20). Phase-Contrast 
Microscopy (FCM)
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Выявлены открепившиеся клетки округлой формы с 
выраженной вакуолизацией и инвагинированной цито‑
плазматической мембраной. В присутствии препаратов 
Артелак® Баланс, Оптив®, Катионорм® и Офтолик® все 
клетки открепились от дна культурального сосуда, рас‑
пластанных клеток не выявлено. Форма клеток округлая; 
клетки набухшие, структура зернистая, с вакуолями; ци‑
топлазматическая мембрана с инвагинациями. В пита‑
тельной среде выявлено большое количество артефактов, 
которые могут являться фрагментами погибших клеток. 
Результаты прижизненного наблюдения за морфоло‑
гическим состоянием всех типов клеток в процессе их 
культивирования в среде, содержащей тестируемые сле‑
зозаместители, сопоставимы с результатами МТТ‑теста. 
Наиболее токсичными для всех клеточных тест‑систем 
оказались препараты Офтолик® и Артелак® Баланс, а 
слезозаместители Хилабак® и Теалоз® по нашим данным 
не оказывали цитотоксического действия на клетки при 
исследованных концентрациях.
заклЮчение

Представленные в работе результаты исследований 
по оценке цитотоксичности слезозаместителей демон‑
стрируют, что данные препараты могут оказывать ци‑
тостатический эффект в условиях in vitro и отличаются 
по своему цитотоксическому потенциалу. Глазные капли 
Хилабак® и Теалоз®, не содержащие в своем составе кон‑
сервантов, не оказывали цитотоксическое действие на 
клетки обеих тест‑систем при всех используемых кон‑

центрациях. Наименьшим токсическим эффектом из те‑
стируемых слезозаместителей с «мягким» консервантом 
обладали глазные капли Систейн Ультра®, содержащие 
Поликвад®. Среди «искусственных слез» наибольшее 
токсическое действие на все типы клеток при используе‑
мых концентрациях оказывали глазные капли Офтолик 
(БАК 0,01%) и Артелак® Баланс (Оксид). Установлена 
прямая зависимость между концентрацией исследуе‑
мых препаратов в питательной среде и их цитотоксич‑
ностью. Это позволяет предположить, что увеличение 
токсического действия слезозаместительных препаратов 
на культивированные клетки в питательной среде может 
быть связано с разницей концентрации консерванта в 
составе тестируемых препаратов. Проведённые пилот‑
ные исследования показали принципиальную возмож‑
ность использования систем in vitro для сравнительной 
оценки цитотоксического действия слезозаместителей. 

Учитывая, что проблема медикаментозной терапии 
больных с ССГ в последние годы привлекает все большее 
внимание офтальмологов в связи с ростом распростра‑
ненности ССГ и увеличением ассортимента препаратов 
«искусственной слезы», представляется целесообраз‑
ным проведение скрининга цитотоксичности широкой 
линейки слезозаместительных препаратов с использова‑
нием тест‑систем на основе клеточных культур, а также 
исследование свойств этих препаратов на модели «сухо‑
го глаза» in vitro.
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