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В статье рассматриваются методы снижения частоты отторжения пересаженных тканей роговицы и поиск 
альтернатив полнослойным трансплантатам роговицы. Цель исследования заключается в разработке тех-
нологии удаления клеточного материала из роговичных лентикул человека, полученных в ходе рефракци-
онных операций, для использования в качестве биоматериала при кератопластике. Предложена процедура 
децеллюляризации, в ходе которой лентикулы погружаются в 1% водный раствор лаурилсульфата натрия 
(SLS) на сутки, после чего очищаются от детергента с использованием забуференного раствора 0,9% NaCl 
в течение 5 дней. Эффективность децеллюляризации оценивалась по отсутствию генетического материала, 
определяемого методами окраски по Hoechst и гематоксилином с эозином. Проведен гистологический 
анализ биоматериала после консервации на различных сроках хранения, что подтвердило отсутствие 
биодеградации бесклеточных лентикул, которые оставались стерильными не менее 12 недель. Экспери-
ментальное сравнительное исследование на кроликах продемонстрировало эффективность и безопасность 
предложенного метода.
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ВВЕДЕНИЕ
Спрос на донорские ткани роговицы остается вы-

соким, что служит причиной исследования способов 
снижения частоты отторжения пересаженных тка-
ней роговицы и поиска альтернатив полнослойным 
трансплантатам [1, 2]. Целью нашего исследования 
является разработка технологии удаления клеточ-
ного материала из роговичных лентикул человека, 
полученных в ходе рефракционных операций, для 
последующего применения в качестве биоматериала 
при кератопластике.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Была предложена процедура удаления клеточных 

элементов из операционного материала: лентикулы, 
полученные в ходе рефракционных лазерных опера-
ций, были погружены в 1% водный раствор лаурил-
сульфата натрия (англ. sodium lauryl sulfate, SLS) с 
соблюдением методов асептики и антисептики. Фраг-
менты стромы роговицы были выдержаны в растворе 
в течение суток, после чего лентикулы были очище-
ны от SLS путем помещения в стерильную пробирку 
с забуференным раствором 0,9% NaCl – пятикратно 
с экспозицией по 24 ч. Все манипуляции с лентику-
лами осуществлялись в условиях ламинарного бок-
са второго класса защиты. Поскольку на текущий 
момент не существует общепринятых стандартов 
эффективности децеллюляризации, мы опирались на 
критерий отсутствия следов генетического материала 
при окраске по Hoechst и окраске гематоксилином и 
эозином [3].

Необходимая концентрация раствора SLS и пе-
риод выдержки лентикул были определены в ходе 

эксперимента. Фрагменты стромы роговицы под-
вергались удалению клеточного материала в 0,1% 
растворе с выдержкой 1 сутки (n = 10), в 0,1% рас-
творе с выдержкой 2 суток (n = 10), в 1% растворе 
с выдержкой 1 сутки (n = 10), в качестве контроля 
использовались необработанные лентикулы (n = 10). 
Далее лентикулы были окрашены по Hoechst (Invit-
rogen, Cat. NН-3570, Lot822389), 1 : 300, инкубиро-
вали 10 минут. Промывали в Трис-буфере с твином 
(рН = 7,6) 2 раза по 5 минут. Заключали в Fluoromount 
(Diagnostic Biosystems, REF K024, Lot P 939-B). Визу-
ализацию специфического свечения флюорохромных 
меток проводили на исследовательском микроскопе 
Nikon Eclipse 80i с приставкой для эпифлюоресцен-
ции DIH-M.

С целью исключения возможной биодеградации 
лентикул после удаления клеток был проведен их 
гистологический анализ после консервации в сте-
рильных пробирках с забуференным физраствором 
на различных сроках. Биоматериал хранился в тем-
ном помещении при температуре 2–5 °C в течение 7, 
16, 21, 42, 70, 86 дней. В контрольной группе (№ 7) 
исследовались свежие необработанные лентикулы. 
До проведения гистологического исследования со-
держимое пробирок было подвергнуто посеву на 
стерильность, положительных результатов получе-
но не было. Материал (все роговичные лентикулы 
из флаконов), фиксированный в 10% растворе ней-
трального формалина, промывали проточной водой, 
обезвоживали в спиртах восходящей концентрации и 
заливали в парафин, выполняли серии гистологиче
ских срезов с применением окраски гематоксили-
ном и эозином. Препараты изучали под микроско-
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This article addresses strategies for reducing corneal graft rejection and explores alternatives to full-thickness 
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human corneal lenticules obtained during refractive surgery for use as a biomaterial in keratoplasty. A decellula-
rization procedure was developed in which lenticules were immersed in a 1% aqueous solution of sodium lauryl 
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пом фирмы Leica DM LВ2 при ×50, ×100, ×200, ×400 
увеличении с последующим фотографированием на 
слайдсканере Leica Aperio CS2.

Для оценки эффективности и безопасности пред-
ложенной технологии удаления клеточного материала 
было проведено сравнительное исследование транс-
плантации бесклеточных (первая группа, n = 10) и 
необработанных лентикул (вторая группа, n = 10) на 
животной модели – половозрелых самцах кроликов 
породы Советская шиншилла. В асептических усло-
виях под внутривенным наркозом лабораторным жи-
вотным наносилась хирургическая травма: поверх
ностная кератэктомия диаметром 4,5 мм, глубиной 
около 150 мкм. Пересадка лентикул осуществлялась 
согласно описанному нами ранее способу [4]. Живот-
ные получали стандартное офтальмологическое ан-
тимикробное (с учетом антибиотикорезистентности), 
противовоспалительное и кератопластическое лече-
ние: трехкратные инстилляции кап. моксифлоксацин 
0,5% или тобрамицин 0,3% – 14 дней, дексаметазон 

0,1% – 21 день, мазь офлоксацин 0,3% – двукрат-
но – 10 дней. Кролики осматривались ежедневно и 
поэтапно выводились из эксперимента путем внутри-
венного введения наркозного препарата (золазепама 
гидрохлорид + тилетамина гидрохлорид) в передо-
зировке с предварительной фоторегистрацией в сро-
ки на 1, 4 и 8-й неделе. Энуклеированные глазные 
яблоки подвергались гистологической проводке и 
исследованию аналогично вышеописанной методике.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В рамках опытов по удалению клеток из рого-

вичных стромальных лентикул получены следую-
щие результаты: в необработанной лентикуле (кон-
троль) визуализировалось большое количество ядер 
кератоцитов, в остальных образцах определялось 
фоновое свечение и единичные ядерные элементы, 
что говорит о наличии резидуальных фрагментов 
нуклеиновых кислот (рис. 1). Среднее значение (Me) 
количества клеточных ядер в поле зрения в группе с 

Рис. 1. Фрагменты стромы роговицы. Окраска по Hoechst (×100): а – контроль; б – лентикула с выдержкой 1 сутки в 
0,1% р-ре SLS; в – лентикула с выдержкой 2 суток в 0,1% р-ре SLS; г – лентикула с выдержкой 1 сутки в 1% р-ре SLS

Fig. 1. Fragments of the corneal stroma stained with Hoechst dye (×100): a – control; б – lenticule exposed to a 0.1% SLS so-
lution for 1 day; в – lenticule exposed to a 0.1% SLS solution for 2 days; г – lenticule exposed to a 1% SLS solution for 1 day

а б

в г
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выдержкой 1 сутки в 0,1% растворе SLS составило 
6,5 [6,0; 7,75], в группе с выдержкой 2 суток в 0,1% 
растворе SLS – 2,5 [2,0; 3,0], в группе с выдержкой 
1 сутки в 1% растворе SLS – 1,0 [0,25; 1,0]. Разли-
чия между группами были статистически значимыми 
(U-критерий Манна–Уитни). Таким образом, при-
менение 1% раствора SLS с экспозицией лентикул в 
течение суток было оптимальным.

При окраске гематоксилином и эозином ленти-
кул, консервированных на различные временные 
периоды, вне зависимости от давности экспозиции 
роговичных лентикул в 1% растворе SLS, гистологи-
ческая картина стромы отличалась от необработан-
ной ткани отсутствием клеток, равномерной гидро-
тизацией и незначительным разволокнением краев 
лентикул. Так, образец № 7 был представлен ленти-

кулой стромы роговицы после Fs-лазерного удаления 
без дополнительного внешнего воздействия. Стро-
ма содержала соответствующее норме количество 
кератоцитов (базофильные тонкие веретеновидные 
клетки между волокон стромы). Строма с компакт-
ной упаковкой волокон и линейно срезанными кра-
ями, по сравнению с опытными образцами № 1–6, 
единичные щелевидные пространства – показатель 
неравномерного отека (рис. 2). Кроме того, в ней 
имелись округлые микрополости, иногда с тонкими 
перемычками, что может соответствовать явлению 
микрокавитации вследствие Fs-лазерного воздейст
вия. Нельзя исключить, что пребывание лентикул 
в децеллюляризационном растворе с последующей 
консервацией в 0,9% растворе NaCl с фосфатным бу-
фером приводит не только к разрушению клеточного 

Рис. 2. Микропрепарат децеллюляризированного материала роговицы и интактной лентикулы (гематоксилин–эозин): 
а, б  – лентикулы, подвергнутые удалению клеточного материала, наблюдаются умеренная гидротизация стромы 
вследствие пребывания в физиологическом растворе, заметны щелевидные пространства и микрополости; в, г – ин-
тактные лентикулы, содержащие нормальное количество кератоцитов, компактная строма содержит микрополости с 
перемычками

Fig. 2. Microslide of decellularized corneal material and intact lenticules (H&E stain): а, б – lenticules subjected to decellu-
larization, showing moderate stromal hydration due to exposure to saline solution, with visible slit-like spaces and microcavi-
ties; в, г – intact lenticules containing normal keratocyte density, with compact stroma and microcavities connected by bridges
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в г
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компонента стромы, но и равномерной гидротизации 
(отечности) стромы с умеренным разволокнением.

В эксперименте in vivo течение раннего послеопе-
рационного периода у кроликов вплоть до 10–14 дней 
в обеих группах не отличалось и характеризовалось 
умеренной воспалительной реакцией: ирритацией 
сосудов эписклеры, серозным отделяемым конъюн-
ктивы, перифокальным отеком роговицы. Рогович-
ные швы оставались состоятельными, трансплантаты 
были адаптированы к поверхности роговицы реци-
пиента. Однако с 10–14 дней наблюдения у кроликов 
из II группы наблюдалось усиление воспаления: уве-
личение площади отека роговицы, васкуляризация, 
обильное смешанное отделяемое конъюнктивы, ир-
ритация сосудов радужки, клеточная взвесь в перед
ней камере. Противовоспалительное лечение было 
дополнено инстилляциями раствора бетадина, при 

этом посевы с роговицы были стерильными. В пе-
риод с 30-го по 60-й дни у данной группы животных 
формировалось васкуляризированное помутнение 
роговицы, наблюдались обширные передние сине-
хии. Данные световой микроскопии свидетельствова-
ли о расплавлении ксенотрансплантата, выраженной 
инфильтрации зоны имплантации воспалительны-
ми клетками (лимфоцитами, эозионофилами), что 
характерно для болезни трансплантата [5–6]. В то 
же время течение послеоперационного периода у 
животных из I группы оставалось благоприятным 
на протяжении всего эксперимента: трансплантаты 
оставались прозрачными, к 8-й неделе отек роговицы 
уменьшился, поверхность роговицы была полностью 
покрыта эпителием, ранее бесклеточная строма че-
ловеческих лентикул была рецеллюляризирована 
клетками реципиента (рис. 3).

Рис. 3. Клинико-патологическая корреляция течения послеоперационного периода: а – фото переднего отрезка кро-
лика из I группы, срок наблюдения – 8 недель; б – микропрепарат роговицы животного из I группы, окраска гематок-
силином и эозином; в – фото переднего отрезка кролика из II группы, срок наблюдения – 8 недель; г – микропрепарат 
роговицы животного из II группы, окраска гематоксилином и эозином

Fig. 3. Clinical and pathological correlation during the postoperative period: а – photo of the anterior segment of a Group I 
rabbit, 8-week observation; б – corneal micropreparation from a Group I rabbit, H&E stain; в – photo of the anterior segment 
of a Group II rabbit, 8-week observation; г – corneal micropreparation from a Group II rabbit, H&E stain
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ВЫВОДЫ
Разработанная технология удаления клеточного 

материала из роговичных лентикул человека, по-
лученных в ходе рефракционных операций, обес-
печивает необходимый и достаточный уровень де-
целлюляризации, что подтверждено сравнительным 
экспериментом с пересадкой децеллюляризирован-
ных и интактных человеческих лентикул кроликам. 
Процедура децеллюляризации роговичных лентикул 
является технологически несложной, что позволяет 
оперативно осуществлять заготовку операционного 
материала непосредственно в медицинской организа-
ции и консервировать его по крайней мере до 3 меся-
цев без рисков деградации биоматериала, что в свою 
очередь позволяет сохранять запас материала для 
тектонической кератопластики в ургентных случаях.
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