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РЕЗЮМЕ

Цель. Морфологическая оценка эффективности воздействия различных доз рибофлавин-ультрафиолет (УФ) индуциро-
ванного кросс-линкинга на состояние стромы роговицы у экспериментальных животных.

Методы. В работе использовали кроликов самцов породы Шиншилла массой 1,5-2,0 кг. Эксперимент проводили на 20 
глазах 10 животных, которым выполняли рутинную процедуру кросс-линкинга. Экспериментальные животные в зависимости 
от мощности УФ облучения были разделены на 4 группы: животные 1 группы с минимальной интенсивностью облучения (30 
минут, 0,27 Дж), животные 2 группы со средней интенсивностью облучения (15 минут, 0,34 Дж), животные 3 группы с высокой 
интенсивностью облучения (30 минут, 0,34 Дж), контрольная 4 группа (без УФ облучения). Срок динамического наблюдения 
за экспериментальными животными составлял 5 дней, после чего животных выводили из эксперимента. Морфологические 
исследования проводили с помощью световой и электронной микроскопии.

Результаты. В группах опытных животных с воздействием рибофлавин-УФ облучения в строме роговой оболочки по-
явились участки поперечно-сшитых коллагеновых волокон и фибрилл. В зоне сшивки обнаруживали активированные ке-
ратобласты. Вблизи мембраны этих клеток содержимое вакуоли высвобождается и филаменты достраивают коллагеновые 
волокна. Наружный эпителий роговиц всех опытных животных восстанавливался полностью, при этом морфологических 
признаков повреждения эндотелия обнаружено не было. Обнаружены кератоциты в неактивной форме и коллагеновые во-
локна стромы, упакованные в виде пластин или пучков с характерной слоистостью и ориентацией.

Заключение. Проведенные исследования показали, что УФ облучение роговицы приводит к появлению сшивок между 
волокнами коллагена и активно синтезирующих клеток в строме роговицы, что указывает на возможную стимуляцию кол-
лагенообразующих процессов. При сверхпороговых значениях энергии УФ облучения нами не было выявлено морфологиче-
ских признаков повреждения эндотелиального слоя роговицы.
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ABSTRACT

S. I. Anisimov, S. Yu. Anisimova, V. N. trubilin, E. V. Larionov, K. A. Zolotorevskiy

Investigation of the influence of riboflavin-UV induced crosslinking on the cornea in the experiment

Purpose: Morphological examination of the efficiency of the influence of various doses of riboflavin-UV induced crosslinking on 
the state of the corneal stroma in experimental animals.

Methods: In the work were used rabbits males breed Chinchilla mass of 1.5-2.0 kg. the experiment was conducted on 20 eyes 
of 10 animals, which performed the routine crosslinking. Experimental animals, depending on the power UV-laser irradiation, were 
divided into 4 groups: the animals of the 1 group with the minimum intensity of radiation (30 minutes, 0.27 J), animals 2 group with 
medium intensity of radiation (15 minutes, 0.34 J)), animals 3 groups with high intensity of radiation (30 minutes, 0.34 J)), the control 
group 4 (without UV-radiation). Date of dynamic observation of the experimental animals was 5 days, after which the animals were 
taken out of the experiment. Morphological investigations were carried out by means of light and electron microscopy.

Results: In groups of experimental animals with the impact of riboflavin UV-radiation in the stroma of the cornea were found the 
appearance of the areas of cross-stitched collagen fibers and fibrils. In the zone of the crosslinking were found activated keratoblasts. 
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В  настоящее время прослеживается отчетливая 
тенденция к  росту первичной заболеваемости керато-
конусом во  многих странах мира [8]. Это обстоятель-
ство побудило исследователей к поиску и развитию но-
вых неинвазивных методов воздействия на  роговицу, 
способных безопасно и  эффективно стабилизировать 
дегенеративный процесс, повысить остроту зрения, 

улучшить качество жизни у  пациентов с  кератокону-
сом без хирургических вмешательств. В последнее вре-
мя широкое распространение получил метод рибофла-
вин-индуцированного кросс-линкинга стромы колла-
гена с целью стабилизации дегенерации роговицы [1, 9].

Было отмечено, что  у  пациентов с  кератокону-
сом после операции кросс-линкинга происходит ста-

билизация дегене-
ративного процес-
са в  роговице, кото-
рая как  полагают ав-
торы, осуществля-
ется за  счет увели-
чения механической 
прочности ее стромы 
[5]. Гистохимические 
и  функциональные 
исследования свиде-
тельствуют об  увели-
чении сопротивле-
ния роговицы растя-
жению и  улучшении 
биомеханических по-
казателей в  резуль-
тате воздействия 

Near the membranes of these cells the contents of the vacuoles are released and filaments finish building of the collagen fibers. the 
epithelium of the corneas of all experimental animals recovered fully, with no morphological signs of endothelial damage has been 
found. Electron-microscopic investigation of stroma of corneas of the experimental animals of the control group after the experiment 
showed the presence of keratocytes in an inactive form and collagen fibers of stroma, packed in the form of plates or beams with a 
characteristic orientation.

Conclusion: Studies have shown that UV-irradiation of the cornea leads to the appearance of linking between the fibers of collagen 
and actively synthesizing cells in the stroma of the cornea, which points to a possible stimulation of collagen producing processes. 
When in excess of the threshold values of the energy of the UV-irradiation we have not identified any morphological signs of damage 
of the endothelial layer of the cornea.

Key words: cornea, stroma, crosslinking, keratocytes, collagen fibers
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Рисунок 1. Электронно-микроскопическая картина 
участка стромы опытного животного через 5 дней 
после воздействия рибофлавин-УФ излучения в  те-
чение 30 минут энергией 0,27 Дж. Сшивки волокон 
коллагена стромы роговой оболочки. Х 10000.

Рисунок 2. Электронно-
микроскопическая карти-
на участка стромы опыт-
ного животного через 5 
дней после воздействия 
рибофлавин-УФ излучения 
в течение 30 минут энерги-
ей 0,27 Дж. Активный кера-
тобласт с  хорошо структу-
рированным ядром. Вблизи 
мембраны клетки содержи-
мое вакуоли высвобожда-
ется, и  филаменты достра-
ивают коллагеновые волок-
на. Х 16000.

Рисунок 3. Гистоморфологическая картина участ-
ка роговицы кролика через 24 часа после обна-
жения роговицы и  воздействия рибофлавин-УФ 
излучения. Видно, что  эпителиальный слой пол-
ностью восстановлен. Окраска гематоксилин эо-
зин, Х 200.

Рисунок 4. Гистомор-
фологическая карти-
на участка роговицы 
кролика через 5 дней 
часа после воздействия 
рибофлавин-УФ излу-
чения в  течение 30 ми-
нут и  энергией 0,34 
Дж. Эпителий рогови-
цы полностью восста-
новлен, строма рого-
вицы отечна, кератоци-
ты в строме расположе-
ны несколько хаотично. 
Окраска гематоксилин 
эозин, Х 240.
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кросс-линкинга [5]. Как  показал анализ, в  литерату-
ре недостаточно отражены исследования морфологи-
ческих изменений в  роговице после процедуры кросс-
линкинга при  воздействии различных дозах энергии 
УФ облучения.

Целью исследования явилась морфологическая 
оценка эффективности воздействия различных доз 
рибофлавин-ультрафиолет индуцированного кросс-
линкинга на  состояние стромы роговицы у  экспери-
ментальных животных.

материалы и методы
В  работе использовали кроликов самцов породы 

Шиншилла массой 1,5-2,0 кг. Эксперимент проводили 
на  20 глазах 10 животных, которым выполняли рутин-
ную процедуру кросс-линкинга. Всем опытным живот-
ным под  местной анестезией (ретробульбарная инъек-
ция 0,5 % раствора Лидокаина) удаляли слой эпителия 
роговицы, затем проводили насыщение ткани роговицы 
1 % раствором рибофлавина-мононуклеотида с  инстил-
ляциями каждую минуту в течение 20 минут.

Для  проведения УФ облучения роговицы у  экс-
периментальных животных и  в  клинике использова-
ли «Аппарат для  фототерапии роговицы» (производ-
ство ООО «Трансконтакт», Москва). Процедуру лазер-
ного УФ облучения выполняли в  течение 15-17 минут 
с  мощностью излучения 40-50 % и  энергией 0,27-0,34 
Дж с  диаметром пучка 9 мм по  Цюрихскому протоко-
лу (УФ облучение роговицы с инстилляциями 1 % рас-
твора рибофлавина-мононуклеотида каждые 5 минут).

Экспериментальные животные в  зависимости 
от мощности УФ лазерного облучения были разделены 
на 4 группы:

•	 животные 1 группы с минимальной 
интенсивностью облучения (30 минут, 0,27 Дж);

•	 животные 2 группы со средней интенсивностью 
облучения (15 минут, 0,34 Дж);

•	 животные 3 группы с высокой интенсивностью 
облучения (30 минут, 0,34 Дж);

•	 контрольная 4 группа (без УФ облучения).
Во время проведения эксперимента за животными 

вели динамическое наблюдение, все животные были 
подвижны и  здоровы. Срок динамического наблюде-
ния за  экспериментальными и  опытными животны-
ми составлял 5 дней, после чего животных выводили 
из  эксперимента. Затем глаза экспериментальных жи-
вотных энуклеировали, роговицы иссекали бритвой. 
Морфологические исследования проводили с  помо-
щью световой и электронной микроскопии рутинным 
методом.

результаты и обСуждение
В  группе опытных животных 1 группы в  строме 

роговой оболочки обнаруживали появление участков 
поперечно-сшитых коллагеновых волокон и  фибрилл 
(рис. 1). На электронограмме видно, что волокна колла-
гена центральной части стромы выглядят хаотически 
уложенными. Межуточное вещество сжато, и  волокна 
плотно прилегают друг к  другу. Часть волокон сшито 
бок в бок, другая часть конец в конец. Лизиса волокон 
не наблюдали.

Известно, что  воздействие рибофлавина и  УФ об-
лучения происходит на  уровне стромы коллагена, 
в  коллагеновых волокнах начинают появляться до-
полнительные поперечные сшивки [10]. Как  показали 
наши исследования, в  зоне сшивки обнаружены акти-
вированные кератобласты или  фибробласты, синтези-
рующие новый коллаген. Появление вновь синтезиро-
ванного коллагена согласуется с  результатами иссле-
дований G.  Wollensak [11], который описал появление 
нового типа коллагеновых волокон после проведения 
процедуры кросс-линкинга.

Часть вакуолей покидает клетку, и  за  ее предела-
ми вблизи клеточной мембраны идет активная сбор-
ка фибрилл в  пучки коллагена. На  электронограмме 
(рис. 2) виден активный фибробласт с хорошо структу-
рированным ядром, гетерохроматин равномерно рас-
пределен по  ядру. Ретикулум с  широкими цистерна-

Рисунок 5. Электронно-микроскопическая  
картина участка стромы опытного животного 
через  5 дней после воздействия рибофлавин-
УФ излучения в течение 30 минут и энергией 
0,34 Дж. Сшивки волокон коллагена стромы 
роговой оболочки. Х 18 000.

Рисунок 6. Электронно-микроскопическая  
картина участка стромы контрольного жи-
вотного через  5 дней после снятия эпите-
лия. Х 8000.

Рисунок 7. Электронно-микроскопическая  
картина участка стромы контрольного жи-
вотного через  5 дней после снятия эпи-
телия. Коллаген стромы без воздействия 
рибофлавин-УФ излучения Х 16 000.



23
С. И. Анисимов и др.

Исследование влияния…

ми. Вблизи мембраны клетки содержимое вакуоли вы-
свобождается и филаменты достраивают коллагеновые 
волокна.

В  группе опытных животных 2 группы через 5 
дней после воздействия рибофлавин-УФ облучения 
в  течение 15 минут и  энергией 0,34 Дж, с  диаметром 
пучка 9 мм, при  гистоморфологическом исследовании 
наблюдали многослойный эпителий роговицы, незна-
чительное утолщение базальной пластинки, умерен-
ный отек стромы роговицы, несколько хаотичное рас-
положение в  строме кератоцитов. На  электронограм-
ме видны множественные зоны поперечных сшивок 
между коллагеновыми волокнами стромы роговицы. 
В  строме роговой оболочки обнаруживали появление 
сшитых бок в бок и конец в конец коллагеновых воло-
кон и  фибрилл. Такая картина сшивки коллагена под-
тверждается исследованиями других авторов [2, 13].

У  опытных животных 3 группы закрытие эпите-
лиального дефекта проходило без  осложнений в  пер-
вые 24-48 часов после начала эксперимента. При  про-
ведении гистоморфологических исследований через 
24 часа наблюдали неполное восстановление наружно-
го эпителия роговицы, при  этом эндотелий оставался 
интактным. Через 48 часов после эксперимента наруж-
ный эпителиальный слой восстанавливался полностью 
при интактном эндотелии (рис. 3). Согласно современ-
ным данным, восстановление роговичного многослой-
ного плоского эпителия происходит за счет индукции 
герминативного слоя стволовых клеток, которые рас-
полагаются в зоне лимба, при этом клеточный слой на-
растает от периферии к центру [7, 3]. На рисунке 3 вид-
но, что  эндотелий роговицы не  поврежден. Такую  же 
картину наблюдали и  другие авторы [12]. В  3 группе 
опытных животных с  воздействием рибофлавин УФ 
облучения в течение 30 минут и энергией 0,34 Дж с ди-
аметром пучка 9 мм в  строме роговицы через 5 дней 
после воздействия определялся многослойный эпи-
телий роговицы, базальная пластинка была утолщена, 
строма роговицы отечна, кератоциты в  строме распо-
ложены несколько хаотично (рис.  4). Такие  же резуль-
таты описаны в  исследованиях C.  Mazzotta [6]. Элек-
тронно-микроскопические исследования стромы ро-
говицы через 5 дней после воздействия излучения вы-
являли апоптоз кератоцитов. Это явление наиболее ча-
сто встречается после обнажения роговицы и  без  воз-
действия излучения в поверхностных слоях стромы [4]. 
В то же время G. Wollensak в 2010 [7] г. так же описал 
повреждение и апоптоз кератоцитов после проведения 
кросс-линкинга.

Кросс-линкинг волокон и фибрилл коллагена хоро-
шо виден в центральных слоях стромы (рис. 5). Видно, 
что волокна и филаменты стромы имеют хаотическую 
организацию, сшиты между собой по  типу бок в  бок 
или  конец в  конец. Такая организация сшивок обу-
словлена длиной волокон коллагена роговицы кроли-
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ка, которые короче, чем, например, волокна коллагена 
роговицы человека. При  этом такая хаотическая орга-
низация волокон коллагена в  областях сшивок может 
значительно увеличивать механическую прочность ро-
говицы.

Электронно-микроскопические исследования со-
стояния стромы роговицы опытного животного 4 
контрольной группы после проведения эксперимен-
та представлены на рисунке 6. Видно, что строма рого-
вицы нормального строения: в  центре расположен ке-
ратоцит, удлиненной формы, с  хорошо структуриро-
ванным ядром и  неактивным ретикулумом гладкого 
типа. Коллагеновые волокна стромы роговицы опыт-
ного животного из этой группы упакованы в виде пла-
стин или  пучков с  характерной слоистостью и  ориен-
тацией (рис. 7). Волокна имеют характерную длину, ис-
черченность и  толщину 64 нм. Воздействие на  строму 
рибофлавин-УФ облучения хорошо переносилось жи-

вотными, в течение всего срока наблюдения не отмеча-
ли каких-либо осложнений или  воспалительных реак-
ций.

ВыВоды
Проведенные исследования показали, что  УФ об-

лучение роговицы в диапазоне энергии от 0,27 до 0,34 
Дж приводит к  появлению сшивок между волокнами 
коллагена стромы. Наличие значительного числа ак-
тивно синтезирующих клеток указывает на  возмож-
ную стимуляцию коллагенообразующих процессов 
в строме роговицы под действием УФ индуцированно-
го кросс-линкинга.

Следует особо подчеркнуть, что  даже при  сверх-
пороговых значениях энергии УФ облучения нами 
не  было выявлено морфологических признаков по-
вреждения эндотелиального слоя роговицы.
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