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По данным Всемирной организации здравоохранения, роговичная слепота является четвертой по частоте 
причиной слепоты и слабовидения в мире. В Российской Федерации до 18% слепоты обусловлено по-
ражением роговицы. Синдром лимбальной недостаточности (СЛН) является одной из причин слепоты и 
слабовидения при патологии роговицы за счет замещения переднего эпителия фибро-васкулярным панну-
сом. При таких заболеваниях, как аниридия, синдром Стивенса–Джонсона, при тяжелых ожогах роговицы 
обоих глаз может развиваться двусторонний СЛН, приводящий к выраженному снижению остроты зрения 
на оба глаза, и как следствие, инвалидности. В таких случаях для реконструкции переднего эпителия рого-
вицы предлагается использовать клеточную терапию на основе аутологичной культуры эпителия полости 
рта как альтернативу аллогенным пересадкам лимба. Применение нового метода лечения способствует 
реэпителизации роговицы, увеличению остроты зрения, редукции основных неспецифических жалоб и 
повышению качества жизни пациентов. Эффективность и существенное повышение частоты прозрач-
ного приживления донорской роговицы после клеточной терапии обусловливает повышенный интерес 
к данной теме во всем мире. В настоящем обзоре представлены литературные данные по особенностям 
гисто-топографии и методам получения аутологичной культуры эпителия полости рта, клеточным мар-
керам, позволяющим идентифицировать эпителиальные клетки, а также методам создания клеточных 
трансплантатов для последующей пересадки на поверхность роговицы у пациентов с СЛН.
Ключевые  слова:  эпителий полости рта, трансплантация  стволовых клеток,  роговица,  роговичный 
эпителий,  синдром лимбальной недостаточности.
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According to the World Health Organization, corneal blindness is the fourth most common cause of blindness 
and visual impairment worldwide. In Russia, up to 18% of blindness is caused by corneal damage. Limbal stem 
cell deficiency (LSCD) is one of the causes of corneal blindness and visual impairment due to anterior epithelial 
replacement with fibrovascular pannus. Bilateral LSCD may develop in patients with aniridia, Steven–Jones 
syndrome, and severe corneal burns of both eyes, leading to severe decrease in visual acuity in both eyes and, as 
a consequence, physical disability associated with blindness. In such cases, cell therapy, based on autologous oral 
epithelial culture as an alternative to allogeneic limbus transplants, is proposed for reconstruction of the anterior 
corneal epithelium. This new treatment method promotes corneal reepithelization, better visual acuity, reduced 
nonspecific ocular complaints and improved quality of life of patients. The effectiveness and significant increase 
in the frequency of transparent engraftment of donor corneas after cell therapy drives huge interest in this topic all 
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АКтУАльНОСть
По данным Всемирной организации здравоох-

ранения,  роговичная  слепота  является  четвертой 
(5,1%) по частоте причиной слепоты и слабовиде-
ния в мире [1]. Согласно литературным данным, в 
2015 году в мире из-за патологии роговицы 23 мил-
лиона человек были слепы на один глаз, а 4,9 мил-
лиона – на оба [2]. В Российской Федерации до 18% 
слепоты  обусловлено  поражением  роговицы  [3]. 
Недостаточность  донорского материала,  а  также 
патогенез ряда заболеваний роговицы, приводящий 
по той или иной причине к неэффективности кера-
топластики, обусловливает исключительно высокую 
потребность в разработке и внедрении в клиниче-
скую практику новых направлений лечения данных 
патологий.

Синдром  лимбальной  недостаточности  (СЛН) 
является одной из причин слепоты и слабовидения 
при патологии роговицы. Известно, что передний 
эпителий роговицы в течение жизни обновляется за 
счет расположенных в зоне лимба локальных уни-
потентных прогениторов, именуемых «лимбальные 
эпителиальные стволовые клетки» (ЛЭСК) (limbal 
epithelial stem cells (LESC – англ.) [4]. При острой 
обширной альтерации или в случае хронического 
процесса повреждения ЛЭСК могут быть необра-
тимыми. При этом недостаток функции и/или ко-
личества указанных клеток приводит к нарушению 
естественного  процесса  обновления  эпителия  и 
классифицируется как синдром лимбальной недо-
статочности (СЛН). При СЛН разрушается физио-
логический барьер с конъюнктивой, что приводит к 
миграции фибро-васкулярной ткани на поверхность 
стромы роговицы и вызывает выраженное стойкое 
снижение остроты зрения [5].

При прогрессировании СЛН приводит к разви-
тию точечной эпителиопатии и нередко к появлению 
стойкого эпителиального дефекта, что значительно 
повышает риски изъязвления и перфорации рогови-
цы [6]. При одностороннем поражении, в случае если 
парный глаз здоров, возможности социальной адапта-
ции у такого пациента не считаются ограниченными. 
Однако в зависимости от выраженности симптомов 
качество жизни может существенно снижаться. При 
аниридии, синдроме Стивенса–Джонсона, ожогах 
роговицы обоих глаз развивается двусторонний СЛН, 
что приводит к выраженному снижению остроты 
зрения на оба глаза, и как следствие, инвалидности. 
За счет поверхностной и/или глубокой неоваскуляри-

зации кератопластика у любого пациента с СЛН от-
носится к типу высокого риска в связи с неудовлетво-
рительным прогнозом прозрачного приживления [7]. 
Согласно J.S. Friedenwald [8], СЛН рассматривается 
как пусковой механизм поверхностной неоваскуля-
ризации роговицы. Следовательно, реконструкция 
эпителия при этом синдроме является патофизиоло-
гически обоснованной и оправданной процедурой.

В настоящее время единого подхода к лечению 
СЛН не выработано. Многие группы исследователей 
предлагают различные техники и оперативные при-
емы в зависимости от распространенности процесса 
(объем поражения лимбальной зоны роговицы по 
ее окружности), вовлеченности одного или обоих 
глаз, а также уровня слезопродукции [9, 10]. В ряде 
клинических работ при двустороннем СЛН изучалась 
эффективность хирургических методов аллогенной 
трансплантации  лимба  роговицы  от  донора-тру-
па [11] или от живого донора-родственника [12]. Од-
нако протокол фармакологического сопровождения 
данной операции представляет собой длительную 
системную иммуносупрессию  [13]. Для решения 
данной проблемы рядом научных групп предлага-
ется использовать клеточную терапию на основе 
аутологичной культуры эпителия полости рта [14]. 
Культуру клеток для пересадки получают в условиях 
лаборатории из биоптата слизистой полости рта [15]. 
В первых работах по данной теме было предложено 
использовать аутологичный культивированный бук-
кальный эпителий [16, 17]. Рациональность выбора 
данного типа клеток была обусловлена его морфоло-
гическими свойствами, схожими с передним эпите-
лием роговицы [18]. Он является неороговевающим 
многослойным плоским и находится в контакте с 
воздухом. По данным литературы, успешная реэпи-
телизация роговицы на основе этих клеток наблюда-
лась в 72% случаев, при сроках наблюдения от 1 до 
7,5 года. [14]. Барьер между роговичным и конъюнк-
тивальным эпителием восстанавливался, наблюдал-
ся регресс хронически протекающего воспаления, 
а острота зрения увеличивалась у 68% пациентов. 
В работе Y. Satake et al. было показано, что приживле-
ние такого трансплантата эпителия, согласно анализу 
по Каплану–Майеру, относительно стабильное во 
времени и составляет 64,8% в первый год, 59,0% – 
на второй и 53,1% – на третий [19]. A. Baradaran-
Rafii et al. [20] после трансплантации аутологичных 
культивированных  клеток  буккального  эпителия 
проводили сквозную кератопластику с оптической 

over the world. This review presents literature data on the features of histotopography and methods for obtaining 
a cultured autologous oral mucosal epithelium, on cell markers that are used to identify epithelial cells, and on 
methods for creating cell grafts for subsequent transplantation to the corneal surface in LSCD patients.
Keywords:  oral mucosal  epithelial  cells,  oral  epithelium,  stem cell  transplantation,  cornea,  corneal 
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целью. Согласно анализу по Каплану–Майеру, было 
отмечено, что роговичный трансплантат сохраняет 
прозрачность в 92,9% случаев после первого года 
наблюдений и в 69,2% на сроке 3,3 года.

Таким образом, исходя из результатов клиниче-
ских исследований, аутологичный культивированный 
эпителий полости рта может рассматриваться как 
основной способ восстановления эпителия роговицы 
при двустороннем СЛН, а также как альтернативный 
вариант лечения при одностороннем СЛН. Перспек-
тива эпителизации de novo при тяжелых заболевани-
ях роговицы путем трансплантации аутологичной 
культуры эпителия полости рта обусловливает повы-
шенный интерес к данной теме во всем мире.

Цель: проанализировать литературные данные по 
экспериментальным методам получения аутологич-
ного культивированного эпителия слизистой полос-
ти рта и выявить наиболее актуальные направления 
развития технологии трансплантации данных клеток.

ОСОБеННОСти СтрОеНиЯ ЭПителиЯ 
ПОлОСти ртА

По эмбриогенезу, эпителиальные ткани полости 
рта имеют гетерогенное происхождение, что отра-
жается на их строении и физиологических свойс-
твах [21]. На основе данных гистологических ис-
следований с окраской на специфические маркеры в 
полости рта можно обнаружить участки как орого-
вевающего, так и неороговевающего многослойно-
го эпителия [22]. А именно эпителий жевательных 
поверхностей, таких как твердое небо и десна, от-
носят к ороговевающему типу. Эпителий, выстила-
ющий нижнюю поверхность языка, мягкого неба и 
дна полости рта, а также слизистую губ и щек (бук-
кальный) – к неороговевающему [22]. По данным 
литературы, буккальный эпителий может содержать 
участки паракератинизации, а по линии смыкания 
зубов может быть представлен ороговевающим [23]. 
Слизистая поверхность губы, напротив, выстлана 
гистологически более гомогенным неороговеваю-
щим эпителием, который имеет меньше стратифи-
цированных слоев [23]. Общеизвестно, что эпителий 
роговицы является неороговевающим многослойным 
плоским [24], следовательно, трансплантация куль-
тивированных клеток со свойствами ороговевания 
и/или паракератинизации для  его  реконструкции 
неоптимальна.

МетОды ПОлУчеНиЯ КУльтУры КлетОК 
ЭПителиЯ ПОлОСти ртА

Одним из ключевых вопросов применения кле-
точных технологий в клинической практике является 
стандартизация среды и условий культивирования. 
Важно отметить, что для применения в клинике ре-
комендуется использовать культуральные среды без 

животных компонентов [25], а добавки для стиму-
ляции роста определенного типа клеток (инсулин, 
гидрокортизон и другие) должны иметь сертификат 
GMP (англ., Good Manufacturing Practice, Надлежа-
щая производственная практика) [26]. Также было 
показано, что в качестве общего митогена в процессе 
производства клеточного трансплантата может быть 
использована аутологичная сыворотка пациента [27].

Среди культуральных  сред,  использованных в 
клинике как базовые для получения культуры бук-
кального эпителия, применялись следующие: среда 
DMEM/F12  (1:1–1:3)  содержащая 1,05–1,425 мМ 
кальция, и среда для роста кератиноцитов с низким 
содержанием кальция: 0,06–0,07 мМ [28]. Низкое 
содержание кальция в среде является способом куль-
туральной селекции эпителия за счет морфофунк-
циональной трансформации и элиминации фибро-
бластоподобных клеток [29]. Высокое содержание 
кальция, в свою очередь, вызывает стратификацию 
эпителиальных клеток [30] и может снижать общий 
регенераторный  потенциал  будущего  клеточного 
препарата.

По данным литературы, наиболее распростра-
ненная группа добавок в культуральную среду, ис-
пользуемая для стимуляции роста эпителия полости 
рта, включает такие факторы, как инсулин, гидро-
кортизон, человеческий эпидермальный фактор рос-
та (hEGF), трийодтиронин и холерный токсин [31]. 
По нашим данным, последние два фактора постав-
ляются как реагент для исследований и не имеют 
сертификата GMP.

Первичная  культура  клеток  эпителия  полости 
рта может быть получена путем культивирования 
эксплантатов или с помощью обработки ткани фер-
ментами [26]. Первый способ актуален, если био-
птат слизистой имеет небольшие (2–4 мм) размеры, а 
ферментативная обработка может привести к гибели 
прогениторных клеток эпителия. Недостатком этого 
способа является медленный рост и потенциальная 
возможность контаминации культуры фибробласто-
подобными клетками из подслизистого слоя биопта-
та. Для более крупных образцов ткани применима 
техника обработки ферментами, которая осущест-
вляется в два этапа [26]. На первом используется 
раствор диспазы в среде DMEM (1,8 мМ кальция) для 
расщепления базальной мембраны. Для этого ткань 
слизистой помещается в раствор с концентрацией 
диспазы 2,4 U/мл на 18 часов при +4 °С (холодо-
вой вариант) или при +37 °С на 2 часа (ускоренный 
вариант). На втором этапе отщепленный эпителий 
обрабатывается трипсином-версеном (0,25–0,02%) 
для получения суспензии клеток для посева. По мне-
нию ряда авторов, наиболее оптимальной для посева 
клеток буккального эпителия является концентрация 
4–5 × 105 клеток на см2 [32]. Первичную культуру и 
ее пассирование проводят в стандартных условиях 
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под контролем световой фазово-контрастной мик-
роскопии со сменой среды через 1 сутки. Культуру 
клеток буккального эпителия отличает высокий про-
лиферативный потенциал и способность сохранять 
популяцию при субкультивировании [31].

идеНтиФиКАЦиЯ КлетОК ЭПителиЯ 
ПОлОСти ртА В КУльтУре и тКАНи

Для  идентификации  клеток  эпителия  полости 
рта в культуре наиболее распространена методика 
иммунофлуоресцентной окраски культивируемых 
клеток. Одними из важнейших являются маркеры 
пролиферации, так как позволяют выявлять проге-
ниторные клетки как по общему маркеру делящихся 
клеток Ki67 [33], так и по более специфичным для 
эпителия полости рта p75 [33] и p63 [34]. Фенотип 
клеток подтверждают окраской на характерные для 
эпителия интегрин β1 (базальный эпителий) [35], 
виментин (промежуточные филаменты) [36], ZO-1 
(англ., Zonula occludens-1) (белок плотных межкле-
точных контактов, тип 1) [33], коннексин-43 (белок 
щелевых межклеточных контактов) [36]. При окраске 
на маркеры цитокератинов детектируют ороговева-
ющий (CK 1 и 10) и неороговевающий (CK 4 и 13) 
эпителий [37, 36]. Для выявления клеток, экспрес-
сирующих маркеры, характерные для лейкоплакии 
и плоскоклеточной карциномы  in situ, может быть 
применено окрашивание на цитокератины 8 и 18 [38]. 
Дополнительная окраска на маркеры CD 44 и 73 поз-
воляет  идентифицировать фибробластоподобные 
клетки в культуре [28]. Эпителий слизистой полос-
ти рта в биоптате может быть рутинно определен на 
поперечных срезах с помощью окраски парафиновых 
срезов на гематоксилин-эозин. Для более подробной 
характеристики эпителия в ткани используется им-
муногистохимическая окраска на вышеуказанные 
маркеры на криосрезах.

МетОды СОЗдАНиЯ КлетОчНыХ 
трАНСПлАНтАтОВ НА ОСНОВе 
КУльтиВирОВАННыХ КлетОК ЭПителиЯ 
ПОлОСти ртА

Клеточная терапия в контексте реконструкции по-
верхности роговицы не может быть осуществлена 
путем простого закапывания суспензии культиви-
рованных клеток. Поэтому для закрепления культи-
вированных клеток и создания плотного контакта 
трансплантата с роговицей необходимы носители 
или матриксы [39]. Исходя из свойств роговицы в 
целом и ее эпителия в частности, следует понимать, 
что они должны быть прозрачными, простыми при 
манипуляции как во время культивирования, так и 
в процессе пересадки. Необходимо, чтобы матрикс 
поддерживал пролиферацию культивируемых кле-
ток и сохранял их высокую жизнеспособность [31]. 

В экс периментальных клинических работах для пе-
ресадок аутологичного культивированного буккаль-
ного эпителия использовались амниотическая мемб-
рана (амнион), фибриновый гель, а также технология 
создания клеточных слоев [31].

Амнион – это плоская мембрана, имитирующая 
базальную, при культивировании на которой клетки 
буккального эпителия распространяются горизон-
тально, формируя плоскостную конструкцию [40]. 
При его использовании в качестве подложки для 
роста и переноса культивированных клеток их ко-
личество и качество (иммунофенотип) перед транс-
плантацией оценить чрезвычайно трудно.

Фибриновый клей позволяет заключить клетки 
в состав объемной тканеинженерной конструкции 
путем последовательного  смешивания  суспензии 
культивированных клеток и компонентов клея [41]. 
Фибриновый клей, имеющий регистрационное удос-
товерение в России (Ивисел®, Джонсон & Джонсон), 
ранее никогда не изучался как носитель клеток эпи-
телия полости рта. В отличие от аналога (Tisseel®, 
Baxter)  данный  клей  имеет  более  короткий  срок 
биодеградации за счет отсутствия в его рецептуре 
антипротеолитического фермента апротинина. Оба 
клея не являются аутологичными продуктами, хотя и 
имеют высокий профиль безопасности. Ограничение 
их широкого применения обусловлено сложностью 
доставки и хранения, которые осуществляются при 
температуре ниже –20 °C.

Технология  получения  клеточных  слоев  была 
предложена в том числе и для создания клеточного 
трансплантата буккального эпителия [16]. Для этого 
использовалась специальная лабораторная посуда, 
на  культуральную  поверхность  которой  нанесен 
термочувствительный полимер [42]. При переносе 
из инкубатора (t +37 °С) в комнатную температуру 
(+20…24 °С) полимер изменяет свои свойства на 
гидрофобные и позволяет отделять пласт культиви-
рованных клеток в виде тонкой пленки без исполь-
зования ферментов. Полученный клеточный пласт, 
однако, является непрочным объектом и также тре-
бует фиксации к роговице во время пересадки.

Таким образом, на сегодня имеется многообра-
зие методов культивирования эпителия слизистой 
полости рта и способов получения трансплантата. 
Вариабельным является практически каждый этап от 
выбора места биопсии до определения субстрата для 
культивирования. Для удобства читателей представ-
лена уточняющая характеристика методов (табл.).

ЗАКлЮчеНие
В  связи  с  инвалидизирующим  характером  за-

болеваний,  вызывающих синдромом лимбальной 
недостаточности,  в  течение  многих  десятилетий 
реконструкция частично или полностью утраченно-
го эпителиального покрова роговицы представляет 
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Таблица
Методические подходы, используемые для получения культуры и трансплантата клеток эпителия 

полости рта
Methodological approaches used to obtain oral mucosal epithelial cell culture and graft

Методика Виды Краткая характеристика
Источник 
неороговевающего 
эпителия в полости 
рта [22, 23]

Слизистая губ и щек
Нижняя поверхность языка
Мягкое небо
Дно полости рта

Наиболее доступным для биопсии являются поверхности 
слизистой губы и щеки

Способ получения 
первичной 
культуры эпителия 
[26]

Ферменты (диспаза, 
коллагеназа, трипсин)

Применение энзимов обеспечивает быстрое получение 
клеток с пониженной жизнеспособностью и, как правило, 
используется в сочетании с фидерным слоем

Культивирование эксплантатов Более медленный выход клеток, сохраняется ниша 
локальных стволовых клеток и окружающий их матрикс

Субстрат 
(подложка) 
для клеток  
[40–42]

Амниотическая мембрана

Используется в многих протоколах как подложка 
для культивирования эпителиальных клеток, представляет 
собой прозрачную мембрану, преимущественно 
из коллагена IV типа

Фибриновый гель Прозрачный гидрогель, получаемый из коммерческого 
фибринового геля (Tisseel®, Baxter; Evicel®, Jonson & Jonson)

Без субстрата Клетки культивируются на поверхности культуральной 
посуды

Термочувствительный полимер
При понижении температуры до +20…24 °С становится 
гидрофобным и отделяет клетки от культуральной 
поверхности

Фидерный слой 
[15, 32]

3T3 мышиные фибробласты
Конфлюентный монослой фибробластов, 
инактивированный цитостатиком или облучением, 
обогащает культуральную среду факторами роста

Без фидерного слоя Культивирование без данного слоя требует добавления 
стимуляторов митогенеза клеток эпителия

Культуральная 
среда  
[28–30]

«Высокий кальций» (≥1,0 мМ)
Активирует созревание эпителиальных клеток, 
способствует активной миграции и прикреплению 
фибробластов

«Низкий кальций» (≤0,1 мМ)
Удерживает незрелое состояние популяции клеток 
эпителия, препятствует миграции и прикреплению 
фибробластов, основа для селективных культуральных сред

Сыворотка  
[27, 28]

Ксеногенная Имеется риск передачи известных и неизвестных патогенов, 
вариативные свойства от партии к партии

Аутогенная Исключены недостатки ксеногенной сыворотки, может 
быть создан запас для хранения в криобанке

Специфические 
факторы роста 
эпителия [31]

GMP: инсулин, гидрокортизон, 
человеческий эпидермальный 
фактор роста (hEGF)

Указанные три фактора роста производятся в виде 
продуктов с сертификатом GMP

Non GMP: трийодтиронин 
и холерный токсин

Не выпускаются с сертификатом GMP, требуется 
дополнительное разрешение регулирующих органов

собой актуальную проблему в офтальмологии. Опуб-
ликованные результаты исследований по клеточной 
терапии на основе аутологичной культуры эпителия 
полости рта у пациентов с двусторонним СЛН сви-
детельствуют о ее высокой эффективности. Приме-
нение нового метода способствует реэпителизации 
роговицы, увеличению остроты зрения, редукции 
основных неспецифических жалоб и повышению 
качества жизни пациентов, большинство из кото-
рых являются инвалидами вследствие роговичной 
слепоты. Однако в литературе имеются разнообраз-
ные и нередко противоречивые данные по методи-

кам выделения и культивирования клеток эпителия 
полости рта, а также по способам конструирования 
клеточного трансплантата. Это может быть причиной 
получения гетерогенных популяций клеток, и как 
следствие, несопоставимых результатов. Остается 
открытым вопрос и о том, что определяет лучший 
результат реэпителизации роговицы – способ транс-
плантации клеток в зависимости от типа тканеинже-
нерной конструкции или же качество получаемых 
клеток по соотношению маркеров. Наконец, за счет 
гетерогенности слизистой полости рта свойства ау-
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тологичного трансплантата эпителиальных клеток 
могут различаться.

Таким  образом,  критический  анализ  научных 
публикаций по проблеме терапии культивирован-
ными клетками эпителия полости рта при синдро-
ме лимбальной недостаточности позволил прийти 
к заключению о том, что на сегодня существует ряд 
общих правил и рекомендаций, лежащих в основе 
данного экспериментального подхода. Но при этом 
кардинальное различие точек зрения по ряду ключе-
вых вопросов требует дальнейших исследований в 
данном направлении.

Работа выполнена при поддержке Министерства 
здравоохранения Российской Федерации по програм-
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