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Оценка цитотоксичности in vitro как критерий 
рационального выбора слезозаместительных препаратов

РЕЗЮМЕ 

Цель: сравнительный анализ цитотоксического действия широкой линейки препаратов слезозаместительной терапии в от-
ношении эпителиальных клеток роговицы в условиях in vitro. Материалы и методы. Объектом исследования явились 11 пре-
паратов «искусственных слез» с различными системами консервантов и 9 бесконсервантных слезозаместителей. В качестве 
тест-систем были использованы клетки постоянной трансформированной клеточной линии эпителия роговицы (HCEC) человека. 
Цитотоксичность «искусственных слез» оценивали по жизнеспособности клеток, культивируемых в питательной среде, содер-
жащей в своем составе исследуемые препараты. Результаты. Наиболее токсичными в отношении клеток эпителия роговицы 
из слезозаместителей, содержащих консерванты, оказались Лакрисифи, Слезин, Гипромелоза-П и Офтолик®. Близкими к ним 
по токсичности были Катионорм®, Артелак® Баланс и Оптив®. Глазные капли Стиллавит, Систейн®Ультра и Блинк®контактс 
проявили умеренную токсичность. Визмед® Лайт из группы слезозаместителей с консервантами не оказывал цитотоксиче-
ского действия на клетки в условиях in vitro, так же как и бесконсервантные слезозаместители Хилабак®, Теалоз®, Теалоз 
Дуо® и Эво Тиарс™. Цитотоксический эффект в отношении клеток эпителия роговицы выявлен у препаратов Хилозар-Комод®  
и Хило®Фреш, несмотря на отсутствие в их составе консерванта. Заключение. Проведенное исследование показало принципи-
альную возможность использования систем in vitro для сравнительной оценки цитотоксического действия препаратов в целях 
рационального выбора слезозаместителей.

Ключевые слова: клеточные культуры, цитотоксичность, «искусственная слеза», консерванты, буферы, роговица, эпите-
лий глазной поверхности
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ABSTRACT

Purpose: to evaluate the cytotoxic effect of a wide range of lubricant eye drops on the epithelial cells of the cornea in vitro. Materials 
and methods. The objects of the study were 11 moisture eye drops with various preservatives and 9 moisture eye drops without 
preservatives. As a test-system permanent transformed cell lines of corneal epithelial (HCEC) were used. The cytotoxicity of the “artificial 
tears” was assessed by the viability of the cells, cultured in substratum containing the solutions of the evaluated eye drops. Results. 
The most toxic for corneal epithelial cells among the moisture eye drops with preservatives were Lacrisifi, Slezin, Hypromelose-P and 
Ophtolique®. Close to them in toxicity were Cationorm®, Artelac® Balance and Optiv®. Eye drops Styllavit, Systane® Ultra and Blink® 
contacts showed moderate toxicity. Vismed® Light from the group of eye lubricants with preservatives did not exert a cytotoxic effect 
on the cells in vitro, as well as the non-preserved eye lubricants Hyabak®, Thealoz®, Thealoz Duo® and EvoTears™. Cytotoxic effect 
on corneal epithelial cells was detected for Hylozar Comod® and Hylo® Fresh eye drops, despite the absence of preservatives in them. 
Conclusion. The study showed a principal possibility of using in vitro systems for comparative evaluation of the cytotoxic effects of 
various medicines with a purpose of a rational choice of moisture eye drop.
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ВВЕДЕНИЕ

Слезозаместительные препараты широко использу-
ются в настоящее время в офтальмологии и являются 
первой линией в терапии многофакторных проявлений, 
возникающих в различных случаях раздражения глаз-
ной поверхности, в том числе при синдроме сухого глаза 
(ССГ). В состав «искусственных слез» в качестве актив-
ных компонентов входят следующие: натрия гиалуронат 
карбомер, гидроксипропилметилцеллюлоза (ГПМЦ), 
кармеллоза натрия, трегалоза, а также комбинация по-
ливинилового спирта, повидона и ГПМЦ совместно  
с декстраном. Помимо активного вещества, для поддер-
жания стабильности капель и подавления роста микро-
организмов добавляют различные консерванты: бен-
залкония хлорид (БАК), цетримид, цеталкония хлорид, 
поликвад, полигексанид, а также оксид, пурит, окупур. 
Вещества, увеличивающие вязкость (пролонгаторы), 
снижают скорость выведения субстанции с глазной по-
верхности. К ним относятся: повидон, поливиниловый 
спирт, глицерин, пропиленгликоль, желатин, декстран 
70, карбоксиметилцеллюлоза. Следующим компонентом 
глазных капель являются антиоксиданты, они предот-
вращают распад  активного вещества под воздействи-
ем кислорода воздуха. Среди антиоксидантов наиболее 
часто используют ЭДТА, бисульфит, тиосульфат, мета-
бисульфит. Глазные капли могут содержать буферные 
вещества (системы), которые позволяют поддерживать 
рН препарата в пределах 6–8. Это необходимо для того, 
чтобы рН капель был приближен к нормальной кислот-
ности слезы человека (7,14–7,82). При таком условии 
активные вещества способны легко проникать через 
роговицу в переднюю камеру глаза, не вызывая диском-
форта при закапывании. Примерами буферов являются 
цитратный, фосфатный, боратный и трис-буфер. Еще 
одним важным компонентом глазных капель являются 
осмотические агенты: пропиленгликоль, глицерин, дек-
строза, декстран. Эти вещества обеспечивают изотонич-
ность глазных капель по отношению к слезной плен-

ке и поддерживают осмотическое давление на уровне 
305  мОсм/л. Изотоничные растворы лучше абсорбиру-
ются и хорошо переносятся пациентом.

Таким образом, помимо основного лекарственного 
вещества, глазные капли содержат ряд вспомогательных 
компонентов, некоторые из которых могут оказывать 
неблагоприятное воздействие на глазную поверхность. 
К таким веществам относятся консерванты, компоненты 
буферной системы и антиоксиданты.

Включение консервантов в состав глазных капель 
необходимо для поддержания стерильности и предот-
вращения бактериальной контаминации. Согласно 
международным стандартам, добавление консервантов 
является обязательным при производстве многодозовых 
лекарственных форм для местного применения. Концен-
трация консервантов в составе глазных капель является 
относительно низкой, однако кумулятивная доза за весь 
период использования, особенно при частом и длитель-
ном применении, может оказаться достаточно высокой. 
Это особенно важно помнить в контексте развития по-
бочных эффектов, которые могут быть вызваны неко-
торыми вспомогательными ингредиентами, входящими  
в состав глазных капель, в том числе «искусственных 
слез» [1, 2]. Консерванты, входящие в состав глазных 
капель, можно разделить на три основных типа: детер-
генты, окислители и ионно-буферные системы. Консер-
ванты детергентного типа обладают широким спектром 
антимикробного действия, что делает их достаточно 
токсичными для клеток роговицы и конъюнктивы [3]. 
Окислительные консерванты менее токсичны, чем детер-
генты, при этом они эффективны против бактерий даже 
при низких концентрациях, что позволяет минимизиро-
вать их неблагоприятное воздействие на эпителиальные 
клетки конъюнктивы и роговицы [4]. Ионно-буферный 
консервант, обладая антибактериальным и противо-
грибковым эффектом, по механизму действия похож на 
окислители [5]. Он менее цитотоксичен по отношению 
к клеткам глазной поверхности, чем традиционные кон-
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серванты, но в состав слезозаместителей в настоящее 
время пока не включен [6].

В США было проведено множество сравнительных 
клинических испытаний по оценке эффективности сле-
зозаместительных препаратов. В опубликованном от-
чете Dry Eye WorkShop было отмечено, что, несмотря 
на то что многие слезозаместители улучшают состояние 
глазной поверхности, достоверных доказательств того, 
что какой-либо из препаратов превосходит другой, уста-
новлено не было, но при этом было отмечено, что вос-
паление глазной поверхности может усугубляться при 
наличии консервантов в их составе [7].

В последнее время в исследованиях токсичности не 
только разрабатываемых, но и уже существующих ле-
карственных препаратов все чаще находят применение 
тест-системы in vitro, среди которых наиболее просты-
ми и доступными являются модели с использованием 
монослойных клеточных культур [8–10]. Известно, что 
под воздействием различных биологически активных 
веществ, входящих в состав лекарственных препара-
тов, клетки могут претерпевать изменения, касающи-
еся морфологии, скорости клеточного роста, времени 
гибели, степени дезинтеграции, поэтому для каждой 
лекарственной формы, в том числе глазных капель, це-
лесообразно выполнять тестирование их влияния на 
выживаемость клеток [11]. Для оценки безопасности 
офтальмологических препаратов наиболее информа-
тивными являются тест-системы на основе клеток тка-
ней глаза человека [12–17].

Цель данного исследования состояла в сравнительном 
анализе цитотоксического действия двадцати препаратов 
слезозаместительной терапии в отношении эпителиаль-
ных клеток роговицы человека в условиях in vitro.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследуемые препараты. Объектом исследования 
явились 11 слезозаместителей с различными система-
ми консервантов (табл. 1) и буферных систем (табл. 2): 
Систейн® Ультра Алкон Кузи С.А; Артелак® Баланс Бауш 
& Ломб; Оптив® Аллерган Инк; Катионорм® Сантэн; Виз-
мед® Лайт ТРБ Чемедика АГ; Блинк® контактс ABBOTT; 
Стиллавит ООО «Компания Офтальм Ренессанс»; Оф-
толик® Сентисс Фарма Пвт. Лтд.; Лакрисифи® С.И.Ф.И. 
С.п. А; Гипромелоза-П Унимед Фарма с.р.о.; Слезин К.О. 
Ромфарм Компани С.Р.Л. и 9 бесконсервантных слезоза-
местителей: Хилабак®, Теалоз®, Теалоз Дуо® — Лаборату-
ар Теа; Хило-Комод®, Хилопарин-Комод®, Хило®Фреш, 
Хилозар-Комод®, Хиломакс-Комод®, Эво Тиарс™ — Урса-
фарм Арцнеймиттель ГмбХ.

Клеточные культуры. В качестве тест-системы были 
использованы клетки постоянной клеточной линии эпи-
телия роговицы человека (HCEC). Данная тест-система 
обладает более высокой чувствительностью к действию 
слезозаместителей по сравнению с тест-системой на 
основе постоянной клеточной линии конъюнктивы че-
ловека (Chang Conjunctiva, Clone 1-5c-4) [16]. Клетки 

линии HCEC были получены из коллекции Института 
цитологии РАН (Санкт-Петербург).

Таблица 1. Основные группы консервантов, входящих в состав 
исследуемых слезозаместителей

Table 1. The main groups of preservatives included in moisture eye 
drops studied

Химический класс 
консерванта

Chemical class of a 
preservative

Название консерванта, 
антиоксиданта

Name of a preservative

Торговое название 
слезозаместителей

Trade name of an eye lubricant

Детергенты/Detergents

БАК, ЭДТА/BAK, EDTA
БАК, ЭДТА/BAK, EDTA
БАК, ЭДТА/BAK, EDTA
БАК, ЭДТА/BAK, EDTA

Слезин/Slezin
Гипромелоза-П/Hypromellose-P

Лакрисифи/Lacrisifi
Офтолик®/Ophtolique®

Полигексанид, ЭДТА
Polyhexanide, EDTA Визмед® Лайт / Vismed® Light

Поликвад®/Polyquad® Систейн® Ультра / Systane® Ultra

Цеталкония хлорид/
Cetalkonium chloride Катионорм®/Cationorm®

Окислители/Oxidant

Стабилизированный оксихлорокомплекс / Stabilized Oxychloro 
Complex

Пурит®/Purite® Оптив®/Optive®

ОкуПур®/OcuPure® Блинк® контактс / Blink® contacts

Стабилизированный хлоритный комплекс / Stabilized Chlorite 
Complex

Оксид®/Oxide® Артелак® Баланс / Artelac® Balance

Прочие/Other ЭДТА/EDTA Стиллавит/Styllavit

Таблица 2. Буферные системы в исследуемых слезозаместитель-
ных препаратах

Table 2. Buffer systems included in moisture eye drops studied

Буферные системы
Buffer system

Слезозаместитель
Eye lubricant

Цитратный буфер
Citrate buffer (C)

Хило-Комод®, Хилопарин-Комод®, Хиломакс-Комод®, Хилозар-Комод®
Hylo Comod®, Hylo Parin®, Hylomax Comod®, Hylozar Comod®

Фосфатный буфер
Phosphate buffer (P)

Лакрисифи
Lacrisifi

Боратный буфер
Borate buffer (B)

Систейн® Ультра, Блинк® контактс, Слезин, Хило®Фреш
Systane® Ultra, Blink® contacts, Slezin, Hylo® Fresh

Трис-буфер
Tris-buffer

Катионорм®, Хилабак®, Теалоз®, Теалоз Дуо®
Cationorm®, Hyabak®, Thealoz ®, Thealoz Duo®

Сочетание буферов
Mix buffer

Оптив® (B+C), Визмед® Лайт (P+C), Стиллавит
 

(B+P)
Optive® (B+C), Vismed® Light (P+C), Styllavit (B+P)

Отсутствие буфера
No buffer

Артелак® Баланс, Офтолик®, Эво Тиарс™
Artelac® Balance, Ophtolique®, EvoTears™

Дизайн и методы исследования. Влияние глазных ка-
пель различных препаратов искусственной слезы на жиз-
неспособность клеток эпителия роговицы человека изуча-
ли в условиях in vitro в процессе культивирования клеток 
в питательной среде Keratinocyte-SFM (Gibco, США), со-
держащей исследуемые препараты в концентрации 10  % 
от объема среды при 37  °С в СО2-инкубаторе в атмосфе-
ре 5  % СО2. Контролем служили клетки, культивируемые  
в стандартных условиях без добавления препаратов. Выбор 
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концентрации слезозаместителей для эксперимента бази-
ровался на данных клинического использования исследу-
емых препаратов, а также собственных исследований по 
цитотоксичности различных препаратов «искусственной 
слезы» на клеточных культурах [16]. Жизнеспособность 
клеток оценивали по их морфологии и функциональной 
активности с использованием метода фазово-контрастной 
микроскопии (ФКМ), МТТ-теста и системы xCELLigence.

Морфологическое состояние клеток в процессе их 
культивирования с исследуемыми препаратами оцени-
вали при помощи инвертированного микроскопа Nikon 
Eclipse TS100, оснащенного фотокамерой. Для оценки 
методом МТТ влияния слезозаместителей на метаболиче-
скую активность эпителиальных клеток роговицы чело-
века клетки линии HCEC высевали в 96-луночные план-
шеты в 200 мкл питательной среды, содержащей иссле-
дуемые препараты, и культивировали в обычном режиме  
в течение двух суток. По истечении срока культивиро-
вания проводили анализ МТТ. Оптическую плотность 
растворов измеряли с помощью анализатора Fluorofot 
“Charity” (Россия) при длине волны 570 нм и референсной 
длине волны 630 нм. Математическую обработку полу-
ченных данных проводили методами вариационной ста-
тистики при помощи программы Microsoft Exel 2007. Раз-
личия считали достоверными при р < 0,05.

Для оценки влияния слезозаместителей на адгезию 
и пролиферативную активность клеток эпителия рого-
вицы при помощи системы xCELLigence HCEC высевали 
по 1 × 104 клеток на лунку планшета E-plate в 100 мкл пи-
тательной среды, содержащей исследуемые препараты. 
Планшеты помещали в клеточный анализатор RTCA-
DP (The Real-Time Cell Analyzer Dual Purpose) ACEA 

Biosciences и проводили мониторинг динамики адгезии 
и пролиферации клеток в режиме реального времени в 
течение 24 часов. Анализ результатов выполняли с по-
мощью программного обеспечения RTCA Software 1.2.1 
(Roche). Изменение импеданса на микроэлектродах, обу-
словленного прикреплением и распластыванием клеток, 
выражали как Cell Index (клеточный индекс), величина 
которого автоматически вычисляется программой: Cell 
Index = (RnRb)/t, где Rb — исходное значение импеданса 
в лунке, содержащей только ростовую для клеток среду 
(отрицательный контроль), Rn — значение импеданса  
в любое время t в лунке, содержащей, помимо ростовой 
среды, тестируемые клетки (контроль). Клеточный ин-
декс, таким образом, отражает изменения количества 
клеток, качества прикрепления клеток и морфологию 
клеток в лунке, которые могут меняться во времени. 
Данные представляли в виде среднего значения (M) ± 
стандартное отклонение, достоверность различий рас-
считывали по U-критерию Манна — Уитни и считали 
значимыми при p < 0,05.
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

МТТ-тест. МТТ-тест, широко известный как скри-
нинговый метод измерения выживаемости клеток  
и включенный в большинство протоколов методов моле-
кулярной биологии и медицины [18], позволил выявить 
различия, касающиеся влиянии исследуемых слезоза-
местителей на метаболическую активность клеток эпи-
телия роговицы. Результаты МТТ-теста представлены  
в виде гистограммы, в которой жизнеспособность кле-
ток, культивируемых в питательных средах с добавлени-
ем глазных капель, выражена в процентах по отношению 
к контролю (рис. 1).
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Рис. 1. Гистограммы оценки жизнеспособности HCEC на третьи сутки культивирования в среде с концентрацией исследуемых препара-
тов 10 % от объема питательной среды. Препараты добавлены в питательную среду в момент посева клеток

Fig. 1. Histograms of assessing the viability of HCEC at 3 days of cultivation in the medium with the concentration of the studied drugs 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 анализа МТТ было установлено, что наи-
большей токсичностью в отношении клеток эпителия 
роговицы обладают слезозаместители, в состав кото-
рых входят консерванты из группы детергентов, осо-
бенно БАК, в различных концентрациях: Лакрисифи 

(0,1 мг/мл), Слезин (0,075 мг/мл), Офтолик® (0,1 мг/мл), 
Гипромелоза-П (0,1 мг/мл), а также Катионорм® (цетал-
кония хлорид). Жизнеспособность клеток в присутствии 
этих препаратов была близка к нулю. Исключение в этой 
группе составляли Визмед® Лайт (полигексанид), не про-
являющий в исследованной концентрации токсического 
действия, и Систейн® Ультра (Поликвад®), обладающий 
умеренным токсическим действием. Это, вероятно, свя-
зано с тем, что в составе Визмед® Лайт в качестве консер-
ванта присутствует полигексанид, который достаточно 
редко входит в состав слезозаместителей. Данный кон-
сервант имеет ограниченную противогрибковую актив-
ность и не оказывает раздражающего действия на клет-
ки эпителия роговицы человека [19]. В глазных каплях 
Систейн® Ультра присутствует Поликвад® (хлорид поли-
дрония), представляющий собой консервант детергент-
ного типа, производный от БАК. Он уникален тем, что 
бактериальные клетки «притягивают» Поликвад®, в то 
время как эпителиальные клетки роговицы, как правило, 
«отталкивают» его. Несмотря на возникновение неко-
торых поверхностных эпителиальных повреждений, он 
лучше переносится, чем другие консервирующие агенты 
детергентного типа [20]. Крайне высокую токсичность  
в отношении клеток эпителия роговицы проявили так-
же слезозаместители, в которых в качестве консервантов 
используют окислители: стабилизированный оксихлоро-
комплекс — Оптив® (Пурит®) и стабилизированный хло-
ритный комплекс — Артелак® Баланс (Оксид®). Наиме-
нее токсичным в этой группе оказался слезозаместитель 
Блинк® с консервантом ОкуПур®. Считается, что окисли-
тельные консерванты обладают «мягким» цитотоксиче-
ским эффектом, хорошей переносимостью и являются 
безопасными [21], тем не менее было установлено, что 
эта группа консервантов может вызывать поверхност-
ный точечный кератит при длительном использовании 
[22]. В группу слезаместителей, в которую вошел толь-
ко один препарат Стиллавит, показавший умеренную 
токсичность по сравнению с «искусственными слезами»  
с консервантами детергентного и окислительного типа, 
включен антиоксидант ЭДТА (эдетат натрия). Это хела-
тирующий агент, который, не являясь истинным консер-
вантом, может увеличивать антимикробную активность 
основного дезинфицирующего средства, понижая его 
концентрацию. Он хелатирует двухвалентные катионы 
кальция и магния, делая микроорганизмы более уязви-
мыми к консерванту. Поскольку ЭДТА хелатирует ионы 
кальция и магния, он также может обладать незначитель-
ным токсическим действием на клетки роговицы, кото-
рым эти ионы нужны для метаболизма. Хотя ЭДТА, как 
правило, не обладает выраженным токсическим действи-
ем, имеются сведения, что пациенты с тяжелой формой 

ССГ часто жалуются на дискомфорт после применения 
препаратов, содержащих ЭДТА [23].

В рамках проведенного исследования были получе-
ны результаты, свидетельствующие о цитотоксическом 
действии слезозаместителей с различными химическими 
группами консервантов, на клетки эпителия роговицы. 
В научной литературе эта проблема в настоящее время 
освещается достаточно объективно и полно. Помимо 
активного вещества, консервантов и некоторых других 
вспомогательных агентов, слезозаместители содержит 
различные буферные системы (табл. 2), которые могут 
также оказывать неблагоприятное действие на эпители-
альные клетки роговицы и конъюнктивы. Информация 
о сравнительной токсичности буферных систем, входя-
щих в состав глазных капель, практически отсутствует. 
Тем не менее в отдельных сообщениях представлены дан-
ные о возникновении кератопатий и отложении гидрок-
сиапатита кальция в прозрачном слое роговицы после 
применения глазных капель, в составе которых присут-
ствовал фосфатный буфер [24, 25]. Фосфатсодержащие 
слезозаместители широко используются в составе глаз-
ных лекарственных форм в странах ЕС, около трети всех 
забуференных препаратов содержат фосфаты в качестве 
буфера. Европейское агентство по лекарственным сред-
ствам для человека (CHMP) позиционирует преимуще-
ство в использовании фосфатсодержащих препаратов, 
мотивируя тем, что возникающие риски не превышают 
риск развития нежелательных реакций, возникающих 
в процессе их использования, так как доля осложнений 
составляет менее одного случая на 10  000 проданных 
флаконов слезозаместителей. Кальцификация является 
многофакторным осложнением, и может возникнуть без 
применения фосфатсодержащих препаратов. Предпо-
чтение в выборе фосфатсодержащих слезозаместителей 
должно быть сопоставимо с низким риском развития 
кальцификации роговицы, особенно при серьезной пато-
логии, принимая во внимание индивидуальные обстоя-
тельства каждого случая. В настоящее время неясно, ка-
кая концентрация фосфата является критической для на-
чала развития кальцификации роговицы. Относительно 
недавно предпочтение было отдано боратным буферам, 
которые, обладая антимикробной активностью, проде-
монстрировали хорошую биосовместимость с глазной 
поверхностью как in vivo, так и in vitro и считаются более 
безопасными [26, 27]. Трис-буферы также включены в со-
став некоторых лекарственных форм и были признаны 
эффективными и малотоксичными [28].

Как показали наши исследования, жизнеспособ-
ность клеток эпителия роговицы человека зависела  
в том числе и от состава буферной системы, использу-
емой в слезозаместительных препаратах, не содержа-
щих консервантов. Наиболее низкая метаболическая 
активность клеток при исследовании линейки бескон-
сервантных слезозаместителей наблюдалась в присут-
ствии препарата Хило®Фреш, в состав которого входит 
боратный буфер, а также Хилозар-Комод® с цитратным 
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буфером совместно с декспантенолом. Выраженное 
цитотоксическое действие Хилозар-Комод® в отноше-
нии клеток эпителия роговицы может быть связано  
с чувствительностью данной тест-системы к сочетанию 
входящих в препарат компонентов. Этот вопрос требу-
ет дальнейшего изучения. Более высокий уровень мета-
болизма у клеток был выявлен в присутствии трех сле-
зозаместителей без консерванта, с цитратным буфером 
(Хиломакс-Комод®, Хилопарин-Комод®, Хило-Комод®). 
Средний уровень жизнеспособности клеток здесь со-
ставил от 73  % до 77  %. Бесконсервантные слезозаме-
стители Хилабак®, Теалоз®, Теалоз Дуо® с трис буфером 
и инновационный препарат Эво Тиарс™, не содержа-
щий консервантов, буферов и эмульгаторов, как по-
казали наши исследования, не проявили токсичности  
в отношении клеток эпителия роговицы (рис. 1).

На основании полученных с помощью МТТ-теста 
данных из широкой линейки слезозаместителей для 
анализа xCELLigence было выбрано восемь препара-
тов с разными типами консервантов: Артелак®Баланс  
и Блинк®контакс (окислители); Офтолик® и Систейн® 
Ультра (детергенты); Стиллавит (ЭДТА); Хило-Комод®, 
Теалоз Дуо® и Хилозар-Комод® (без консервантов). Дан-
ные препараты внутри своих групп проявили разную 
степень токсичности в отношении метаболической 
активности клеток эпителия роговицы. Технология 
xCELLigence Real-Time Cell Analyzer (RTCA) основана 
на использовании микроэлектронных клеточных сенсо-
ров, интегрированных в дно лунок специальных культу-
ральных планшетов (E-Plate). Сопротивление, измерен-
ное между электродами в отдельной лунке, зависит от 
геометрии электрода, концентрации ионов в лунке и от 

того, прикреплены ли к электродам клетки. В отсутствие 
клеток сопротивление электрода в основном определя-
ется ионной средой как на границе раздела электрод/
раствор, так и во всем объеме. Клетки, прикрепленные 
к поверхностям электродов, действуют как изоляторы 
и, таким образом, изменяют локальную ионную сре-
ду на границе раздела электрод/раствор, что приводит  
к увеличению сопротивления. Итак, чем больше клеток, 
которые распластаны на электродах, тем больше зна-
чение сопротивления электродов. Присутствие клеток 
на электродах в лунках планшета E-Plate влияет на ло-
кальное состояние ионного окружения, что приводит 
к изменению сопротивления на электродах. Величина 
Cell Index (клеточный индекс) является показателем 
электрического потенциала, который отражает статус 
клеток. Cell Index можно использовать для наблюдения 
в режиме реального времени за жизнеспособностью 
клеток: их морфологией, степенью адгезии, динамикой 
роста клеточных культур (пролиферацией) и другими 
важными параметрами [11]. Непрерывный монито-
ринг влияния ПСТ на клетки линии HCEC в режиме 
реального времени при помощи системы xCELLIgence 
выявил, что исследуемые препараты в концентрации 
10 % от объема питательной среды проявляют различ-
ную степень токсичности в отношении культивируемых 
клеток. В ходе мониторинга были получены графики за-
висимости клеточного индекса (Cell Index) от времени 
культивирования клеток, позволяющие судить о жиз-
неспособности клеток по степени их распластанности  
и пролиферативной активности (рис. 2).

Как следует из графиков, из всех тестируемых при 
помощи системы xCELLIgence препаратов самой высо-

Рис. 2. Мониторинг влияния слезозаместителей с различными видами консервантов (A — окислители; B — детергенты; C — ЭДТА; 
D — бесконсервантные препараты) на жизнеспособность эпителиальных клеток роговицы в режиме реального времени (кривые про-
лиферации). Клеточный анализ xCELLIgence

Fig. 2. Monitoring of the effect of tear-replacement agents with various types of preservatives (A — oxidizing agents, B — detergents, C —  
EDTA, D — non-conservative preparations) on the viability of epithelial cells of the cornea in real time (proliferation curves). Cell analysis 
xCELLIgence
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кой токсичностью по отношению к клеткам роговицы 
обладает слезозаместитель Офтолик® с БАК (рис. 2B). 
Клеточный индекс, равный нулю, на протяжении всего 
срока наблюдения свидетельствовал о том, что адгезии 
клеток так и не произошло. В присутствии препарата 
Артелак® Баланс (рис. 2A) с консервантом Оксид® ад-
гезия происходила в течение одного часа, однако через 
пять часов клетки начинали открепляться от дна лунок, 
а через 10 часов жизнеспособных клеток уже не было 
выявлено. Анализ xCELLIgence выявил неблагопри-
ятное воздействие на клеточную культуру и бескон-
сервантного препарата Хилозар-Комод®, содержащего 
цитратный буфер с декспантенолом (рис. 2D). Он ока-
зался наиболее токсичным препаратом из группы бес-
консервантных слезозаместителей; его цитотоксиче-
ский эффект был сопоставим с препаратом Блинк® кон-
тактс, содержащим консервант окислительного типа 
(рис. 2А). В присутствии этих препаратов клетки смогли 
только адгезировать и распластываться. В присутствии 

препаратов Хило-Комод® (рис. 2D) и Систейн® Ультра 
(рис. 2B) эпителиальные клетки роговицы адгезирова-
ли, распластывались, однако динамика пролиферации 
была невысокой. Показатели пролиферации клеток  
в присутствии Стиллавита (рис. 2C) были чуть ниже, 
чем в контроле, а в присутствии Теалоз Дуо® (рис. 2D) —  
сопоставимы с контролем, что свидетельствует о том, 
что Стиллавит умеренно токсичен, а Теалоз Дуо® не 
проявляет токсичности при данной концентрации в от-
ношении клеток эпителия роговицы.

Результаты прижизненного наблюдения за морфо-
логическим состоянием клеток линии HCEC в процес-
се их культивирования в средах, содержащих 10 % ПСТ  
с различными системами консервантов, приведены на 
рис. 3. На представленных фотографиях клетки рого-
вицы человека в контроле хорошо распластаны, имеют 
типичную эпителиоподобную морфологию и на третьи 
сутки культивирования сформировали конфлюэнтный 
монослой (рис. 3E).

Рис. 3. Морфология клеток линии HCEC на третьи сутки культивирования в питательной среде, содержащей 10 % тестируемых слезоза-
местителей c различными видами консервантов: окислители (A, D), детергенты (C, F), ЭДТА (B), бесконсервантные препараты (G, H, I).  
Масштабная линейка 100 нм (×20). ФКМ

Fig. 3. Morphology of HCEC line cells on the 3rd day of cultivation in a nutrient medium containing 10 % of tested artificial tears with various 
kinds of preservatives: oxidants (A, D), detergents (C, F), EDTA (B), non-conservative drugs (G, H, I). Scale ruler 100 nm (×20). FCM
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Морфологическое состояние клеток в присутствии 
слезозаместителя Теалоз Дуо® сопоставимо с контролем. 
Чуть менее плотный монослой, чем в контроле, сфор-
мировали клетки в питательной среде препарата Стил-
лавит. С Хило-Комод® монослой клеток был менее плот-
ный, чем в присутствии Теалоз Дуо® и Стиллавита. Боль-
шая часть клеток в присутствии этого препарата хорошо 
распластана, однако их цитоплазма имела зернистую 
структур и было визуализировано много не прикрепив-
шихся клеток. В присутствии слезозаместителей Блинк® 
контакс и Систейн® Ультра монослой был сформирован 
примерно на 50  %, клетки имели зернистую вакуоли-
зированную цитоплазму, что свидетельствовало об их 
угнетенном состоянии. В варианте с Хилозар-Комод® 
часть клеток адгезировала, между ними выявлены меж-
клеточные контакты; в присутствии слезозаместителя 
Артелак® Баланс определены только единичные адгези-
ровавшие клетки, а в присутствии препарата Офтолик® 
распластанных клеток не выявлено совсем, большая 
часть клеток имела округлую форму. Структура клеток 
была зернистой, с вакуолями; наблюдалась инвагинация 
цитоплазматической мембраны. В питательной среде 
найдено много клеточных фрагментов. Эти наблюдения 
позволяют сделать предположение о запуске процессов 
клеточной гибели. Таким образом, результаты МТТ-
теста согласуются с результатами клеточного анализа 
xCELLIgence и анализом морфологического состояния 
клеток при помощи методов ФКМ.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На фармацевтическом рынке в настоящее время до-
ступно большое количество препаратов «искусствен-
ной слезы». Выбор оптимального препарата, который 
подходит пациенту, остается проблемой как для врача, 
так и для самого пациента. В настоящем исследовании 
представлены результаты по оценке цитотоксичности 
слезозаместителей, которые демонстрируют, что данные 
препараты могут оказывать цитостатический эффект 
в условиях in vitro и отличаются по своему цитотокси-

ческому потенциалу. Сопоставление цитотоксичности 
препаратов «искусственной слезы» необходимо для ра-
ционального подбора препарата, чтобы получить мак-
симальную клиническую эффективность и иметь более 
высокий профиль безопасности. Слезозаместители Хи-
лабак®, Теалоз®, Теалоз Дуо® и Эво Тиарс™, не содержащие 
в своем составе консервант, не оказывали цитотоксиче-
ское действие на клетки. Нетоксичным оказался также 
Визмед® Лайт с консервантом полигексанид. Установ-
лено, что так называемые «мягкие» консерванты также 
могут оказывать неблагоприятное воздействие на глаз-
ную поверхность. Среди «искусственных слез» наиболь-
шее токсическое действие на клетки эпителия роговицы 
было отмечено у слезозаместителей Офтолик®, Лакри-
сифи, Гипромелоза и Слезин, содержащих в качестве 
консерванта БАХ в различных концентрациях, а также 
Катионорм® (циталкония хлорид), Артелак® Баланс (Пу-
рит®) и Оптив® (Оксид®). Проведенное исследование по-
казало принципиальную возможность использования 
систем in vitro для сравнительной оценки цитотоксиче-
ского действия препаратов слезозаместительной тера-
пии. 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», скрининг цитотоксичности ши-
рокой линейки слезозаместительных препаратов с ис-
пользованием тест-систем на основе клеточных культур 
может способствовать рациональному выбору этих пре-
паратов. Кроме оценки токсичности слезозаместителей 
in vitro представляется интересным исследование защит-
ных свойств этих препаратов на модели ССГ in vitro.
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