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Цель исследования. Разработка технологии предоперационной подготовки заднего послойного транс-
плантата роговицы на основе собственной рецептуры консервационной среды для оптимальной дегидра-
тации донорской роговицы и техники выкраивания ультратонкого лоскута оптимизированным методом 
в условиях Глазного тканевого банка. Материалы и методы. В серии экспериментальных исследований 
получены данные по уровню гидратации консервированных в различных растворах трупных донорских 
роговиц на разных сроках наблюдения. На примере 16 роговиц проведено аналитическое взвешивание 
и пахиметрия с использованием оптического когерентного томографа в опытной (n = 8) и контрольной 
(n = 8) группах, после чего оценивали морфофункциональные характеристики эндотелиального пласта 
клеток роговицы. На следующем этапе работы из 16 роговиц после гипотермической консервации в 
опытном (n = 8) и контрольном (n = 8) растворе были сформированы ультратонкие трансплантаты по 
методике одинарного прохода микрокератомом с последующей микроскопией образцов на растровом 
электронном микроскопе. Результаты. После первых суток консервации в предложенном растворе была 
выявлена дегидратация на 9% роговиц опытной группы по сравнению с образцами контрольной группы. 
По окончании 4-х суток консервации при исследовании жизнеспособности эндотелиального пласта клеток 
ультратонких трансплантатов роговиц методом иммунофлюоресцентной микроскопии с использованием 
маркера «Live and dead» достоверной разницы между группами выявлено не было (p > 0,05). Проведен-
ная сканирующая электронная микроскопия выявила сохранность архитектоники коллагеновых волокон 
роговиц, консервированных в предложенной среде. Заключение. Предложенная технология может быть 
рекомендована для применения в условиях глазных тканевых банков для формирования ультратонкого 
трансплантата роговицы на предоперационном этапе.
Ключевые  слова:  ультратонкий послойный трансплантат роговицы,  раствор для  консервации, 
глазной тканевой банк,  кератопластика.
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Objective: to develop technologies for preoperative preparation of the posterior lamellar corneal graft based on 
our own formulation of the preservation medium for optimal dehydration of the donor cornea and a technique for 
cutting out an ultrathin flap using an optimized method at the Eye Tissue Bank. Materials methods. In a series 
of experimental studies, we obtained data on the hydration level of cadaveric donor corneas that were preserved 
in various solutions at different observation periods. Using 16 corneas, analytical weighing and pachymetry were 
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ВВедеНие
Сквозная кератопластика (СКП) долгое время 

считалась «золотым стандартом» хирургического 
лечения больных с эпителиально-эндотелиальной 
дистрофией (ЭЭД) роговицы. С целью улучшения 
биологических и функциональных результатов при-
живления больших трансплантатов роговицы в раз-
ное время предлагались различные модификации 
СКП, а именно: грибовидная, конусная, ступенча-
тая кератопластики [1]. Однако СКП и ее модифи-
кации по-прежнему не исключают возникновения 
ряда существенных проблем: проведение операции 
сопровождается объемной и длительной разгерме-
тизацией глазного яблока, что приводит к риску ге-
моррагических и инфекционных осложнений, в пост-
трансплантационном периоде нередко развиваются 
иммунобиологические реакции тканевой несовмес-
тимости и появляются индуцированные аметропии 
различной степени выраженности, приводящие к не-
удовлетворительному оптическому результату [2, 3]. 
Для исключения вышеперечисленных проблем, свя-
занных с СКП, и ведущей роли эндотелиального слоя 
в развитии ЭЭД с середины прошлого столетия были 
предложены различные техники замены задних сло-
ев роговицы, однако в 2001 году M.A. Terry была 
разработана техника послойной замены поврежден-
ных задних слоев роговицы, названная эндотели-
альной кератопластикой и выполняемая с помощью 
высокоточного, высокотехнологичного микрохи-
рургического оборудования и инструментария [4]. 
К настоящему времени предложено несколько мо-
дификаций эндотелиальной кератопластики, одна 
из которых – задняя автоматизированная послойная 
кератопластика (ЗАПК, или DSAEK), получившая 
наибольшее распространение в клинике для лечения 
больных с ЭЭД роговицы различного генеза [5–7]. 
Суть операции ЗАПК заключается в удалении десце-
метовой мембраны со слоем пораженного эндотелия 
роговицы реципиента и замене выкроенным транс-
плантатом задних слоев донорской роговицы через 
разрез шириной 3 мм с использованием модифициро-

ванного слайдера Busin и последующим прижатием 
лоскута к задней поверхности роговицы стерильным 
воздухом [8, 9]. При этом все этапы автоматизиро-
ванного выкраивания заднего трансплантата рого-
вицы проводятся исключительно в операционной, 
параллельно с манипуляциями на глазу пациента, 
что затягивает время проведения операции. Помимо 
этого, вынужденная спешка хирурга при интраопе-
рационном выполнении срезов донорской роговицы 
нередко заканчивается перфорацией ультратонкого 
трансплантата и отменой операции. До настоящего 
времени как в России, так и за рубежом отсутствуют 
рецептуры консервационных сред для номинальной 
дегидратации донорской роговицы и оптимальная 
техника выкраивания ультратонких трансплантатов 
(50–145 мкм, в среднем 127 мкм) методом одинарно-
го прохода микрокератомом в условиях Глазного тка-
невого банка на этапе предоперационной подготовки 
[10–14]. Актуальность проблемы и нерешенность 
вышеперечисленных положений в технологии ЗАПК 
обусловили цель данного исследования.

Цель исследования – разработка технологии 
предоперационной подготовки заднего послойного 
трансплантата роговицы на основе собственной ре-
цептуры консервационной среды для оптимальной 
дегидратации донорской роговицы и техники выкра-
ивания ультратонкого лоскута оптимизированным 
методом в условиях Глазного тканевого банка.

МАтериАлы и МетОды
Использовались жизнеспособные трупные рого-

вицы человека, полученные из Глазного тканевого 
банка ФГАУ «НМИЦ «МНТК «Микрохирургия гла-
за» им. акад. С.Н. Федорова» Минздрава России, в 
количестве 32 от 16 доноров. Одна роговица от каж-
дого донора являлась контрольной, другая, парная, 
служила опытным образцом. Роговицы, составля-
ющие контрольную группу, помещали во флаконы 
с базовой средой для консервации [15]. Роговицы, 
входящие в опытную группу, консервировали во 
флаконах с заявленным ранее «средством для кон-
сервации заднего послойного трансплантата донор-

performed via optical coherence tomography in the experimental (n = 8) and control (n = 8) groups. Morpho-
logical and functional characteristics of the corneal endothelium were then assessed. At the next stage of work, 
ultrathin grafts were formed from 16 corneas after hypothermic preservation in the experimental (n = 8) and 
control (n = 8) solutions by single-pass microkeratome, followed by microscopy of the samples using a scanning 
electron microscope. Results. After the first days of preservation in the proposed solution, there was dehydration 
of 9% cornea in the experimental group in comparison with the samples of the control group. After 4 days of 
preservation, there was no reliable difference found between the groups (p > 0.05) in the study of the endothelial 
cell viability of ultra-thin corneal grafts by immunofluorescent microscopy using the «Live and dead» marker. 
Scanning electron microscopy revealed that corneal stromal collagen fibers, preserved in the proposed medium, 
retained their integrity. Conclusion. The proposed technology can be recommended for use at eye banks for 
formation of an ultra-thin corneal graft at the preoperative stage.
Keywords:  ultrathin  lamellar  corneal  graft,  preservation  solution,  eye bank,  keratoplasty.
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ской роговицы» [16], которое за счет входящих в его 
состав фармакологических компонентов обладает 
мембраностабилизирующим и мембрановосстанав-
ливающим действием. На первом этапе проводилось 
изучение уровня гидратации стромы консервирован-
ных донорских роговиц опытной (n = 8) и контроль-
ной групп (n = 8) методом аналитического взвеши-
вания (Sartorius BP 210S, Германия) и пахиметрии 
с помощью оптического когерентного томографа 
(Optovue, iVue 100, США) на 0, 1, 2, 3 и 4-е сутки 
исследования. По окончании консервации проводили 
морфофункциональное исследование жизнеспособ-
ности эндотелиальных клеток полученных ультра-
тонких трансплантатов роговицы с помощью мето-
да иммунофлюоресцентной микроскопии (Olympus 
FV 10i, Япония) с использованием маркера «Live 
and dead» (Abcam, Великобритания). На основании 
полученных данных определяли срок консервации, 
при котором достигается оптимальная дегидратация 
донорских роговиц. Затем переходили ко второму 
этапу исследования, на котором роговицы контроль-
ной (n = 8) и опытной (n = 8) групп консервировали в 
течение 2 суток в указанных растворах. На 2-е сутки 
консервации из роговиц обеих групп под контро-
лем оптического когерентного томографа (Optovue, 
iVue 100, США) формировали ультратонкие задние 
послойные трансплантаты с использованием микро-
кератома (Moria, Франция) путем одинарного про-
хода режущей головкой 550 мкм (Moria, Франция). 
Затем образцы обеих групп подвергались микро-
скопии с использованием растрового электронного 
микроскопа (JEOL JCM-6000, Япония) для оценки 
ультраструктуры эндотелиального клеточного слоя, 
ориентации и повреждения коллагеновых волокон 
стромы, а также профиля среза.

ОБрАБОтКА дАННыХ
Для подсчета эндотелиальных клеток ультра-

тонких задних послойных трансплантатов была ис-
пользована программа CellProfile, которая позволяет 
провести количественный анализ изображений окра-
шенных клеток.

Статистический анализ полученных данных был 
проведен с помощью программы Graph Pad Prizm7.

реЗУлЬтАты
По результатам первого этапа проведенного ис-

следования, измерение веса и пахиметрия донорских 
роговиц, были определены дегидратация и уменьше-
ние толщины на 9% от исходной в опытной группе на 
1-е сутки консервации с постепенным увеличением 
и достижением номинальной величины (вес 0,195 ± 
15 г, толщина 648 ± 35 мкм) к 3-м суткам, в конт-
рольной группе гидратация (увеличение толщины и 
веса) наблюдалась с первых суток консервации. Па-

химетрическая оценка с использованием оптического 
когерентного томографа на всех сроках наблюдения 
в опытной и контрольной группах показана на рис. 1.

Таким образом, выявлена корреляция между ве-
сом и толщиной исследуемых роговиц в процессе 
консервации. Определена степень дегидратации в 
первые двое суток в опытной группе и гидратаци-
ей в контрольной уже с первых суток консервации. 
Кроме того, было выявлено, что начиная с 3-х суток 
гидратация в опытной группе достигала номиналь-
ных значений с тенденцией к увеличению, поэтому 
дальнейшее наблюдение стало нецелесообразным. 
Таким образом, разработанная в данном исследова-
нии опытная консервационная среда [16] обеспечи-
вает более выраженную дегидратацию роговицы в 
течение первых 2 суток хранения по сравнению со 
стандартной консервационной средой, используемой 
в контрольной группе.

По окончании 4-х суток консервации при ис-
следовании жизнеспособности эндотелиальных 
клеток ультратонких трансплантатов роговицы ме-
тодом иммунофлюоресцентной микроскопии с ис-
пользованием маркера «Live and dead» достоверной 
разницы между группами выявлено не было (p > 
0,05): 88,4% живых клеток, 11,6% мертвых клеток в 
опытной группе (рис. 2, а) и 87,9% живых и 12,1% 
мертвых клеток в контрольной группе (рис. 2, б). Та-
ким образом, несмотря на дегидратацию в группе 
эксперимента, исследование морфофункциональной 
сохранности эндотелиальных клеток ультратонкого 
трансплантата достоверной разницы с контрольной 
группой не выявило, что исключает токсический и 
повреждающий эффект консервационной среды, со-
зданной по предложенной рецептуре.

На втором этапе исследования ультратонкие 
зад ние послойные трансплантаты в обеих группах 
формировались с использованием продольного мик-
рокератома путем одинарного прохода режущей го-
ловкой 550 мкм (Moria, Франция). Было отмечено, 
что в опытной группе за счет меньшей гидратации 
донорских роговиц одинарный проход режущей го-
ловкой позволяет формировать статистически до-
стоверно (p < 0,05) более тонкие задние послойные 
трансплантаты (123 ± 27 мкм) по сравнению с конт-
рольной (190 ± 35 мкм) (рис. 3, а–б).

Полученные результаты сканирующей электрон-
ной микроскопии сформированных по предложенной 
технике ультратонких трансплантатов демонстри-
руют сохранность архитектоники коллагеновых во-
локон роговиц, консервированных в предложенной 
среде (рис. 4, а), и признаки гидратации волокон 
роговицы из контрольной группы на 2-е сутки кон-
сервации (рис. 4, б). Дополнительно изображение 
ультраструктуры трансплантата опытной группы 
представлено на рис. 5.
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ОБСУЖдеНие
Преимущество селективной эндотелиальной ке-

ратопластики на данный момент не вызывает сом-
нений. Проведение операции в условиях «закрытого 
неба» существенно снижает риск развития опасных 
интраоперационных осложнений, кроме того, отсут-
ствие обширного сквозного рубца и полное сохране-
ние стромы позволяет сохранить биомеханическую 
устойчивость роговицы к травме, иннервацию и тро-
фику роговицы реципиента, минимизировать инду-
цированный астигматизм. В целом это способствует 
сокращению срока клинической и зрительной реаби-

литации больных после трансплантации донорской 
роговицы. Задняя автоматизированная послойная 
кератопластика (ЗАПК) в настоящее время является 
наиболее часто используемым хирургическим мето-
дом реабилитации больных с эпителиально-эндоте-
лиальной дистрофией роговицы различного генеза в 
развитых странах. Однако до сих пор нерешенным 
остается вопрос о возможности повышения клинико-
функциональных результатов ЗАПК путем использо-
вания трансплантатов задних слоев донорской рого-
вицы с минимальной толщиной остаточной стромы. 
В этой связи на базе глазных тканевых банков может 
применяться предлагаемая технология заготовки уль-

Рис. 1. ОКТ-картина изменения толщины донорской роговиц в опытной (а) и контрольной (б) группе на 0 (1), 1 (2), 
3  (3) и 4-е (4) сутки исследования

Fig. 1. OCT-picture of changes in the thickness of the donor cornea in the experimental (a) and control (б) group on the 0th (1), 
1st (2), 3rd (3) and 4th (4) day of the study

а б
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Рис. 2. Флюоресцентная окраска эндотелиальных клеток заднего послойного трансплантата роговицы на 4-е сутки 
консервации, «Live and dead», в опытной (а) и контрольной (б) группе. Лазерно-сканирующая микроскопия, ×100. 
Окрашивание: зеленое – живые клетки, красное – мертвые

Fig. 2. Fluorescence staining of endothelial cells of the posterior corneal graft on the 4th day of conservation, Live and dead, 
in the experimental (a) and control (б) group. Laser scanning microscopy, ×100. Staining: green – living cells, red – dead

а б

Рис. 3. ОКТ-картина ультратонкого заднего трансплантата донорской роговицы из опытной (а) и контрольной (б) группы

Fig. 3. OCT picture of an ultrathin posterior transplant of a donor cornea from the experimental (a) and control (б) groups

а б

123 ± 27 мкм
190 ± 35 мкм

Рис. 4. Картина среза ультратонкого заднего послойного трансплантата на 2-е сутки консервации в опытной (а) и 
контрольной (б) группе. Электронно-сканирующая микроскопия, ×1000

Fig. 4. The picture of the slice of the ultrathin posterior transplant on the 2nd day of conservation in the experimental (a) and 
control (б) group. Scanning electron microscopy, ×1000

а б
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тратонкого лоскута трупной донорской роговицы на 
основе созданной консервационной среды для дегид-
ратации и оптимизированной техники выкраивания.

ЗАКлЮчеНие
Разработанная в данном исследовании консерва-

ционная среда [16] обеспечивает более выраженную 
дегидратацию роговицы в течение первых 2 суток 
культивирования по сравнению со стандартной кон-
сервационной средой. Было показано, что данный 
факт позволяет получить трансплантат задних слоев 
роговицы толщиной 123 ± 27 мкм путем одинарного 
прохода микрокератомом с головкой 550 мкм по срав-
нению с толщиной 190 ± 35 мкм, полученной в кон-
трольной группе. Изучение морфофункциональной 
сохранности эндотелиальных клеток ультратонкого 
трансплантата роговицы не выявило достоверной 
разницы с контрольной группой, что исключает ток-
сический и повреждающий эффект консервационной 
среды, созданной по предложенной рецептуре. Таким 
образом, предложенная консервационная среда мо-
жет быть использована для получения ультратонких 
трансплантатов задних слоев роговицы и повышения 
тем самым функциональных результатов операции.
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