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ОСНОВНЫЕ МЕХАНИЗМЫ ПРОТЕКЦИИ ТКАНЕЙ 

ГЛАЗА С ПРИМЕНЕНИЕМ СУЛЬФАТИРОВАННЫХ 

ГЛИКОЗАМИНОГЛИКАНОВ. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

В роблемы изучения спосо-
бов защиты и репарации
тканей глаза остаются наи-

более актуальными и до конца не
изученными [2, 5].

Результаты клинических иссле-
дований, проведенных до 70-х гг.
прошлого столетия, показали необ-
ходимость разработки способов за-
щиты и усиления репарации повре-
жденных в результате операций или
медикаментозного лечения тканей
глаза, так как во время этих вмеша-
тельств происходят изменения во
всех слоях роговицы, фиброзные
изменения конъюнктивы, склеры и
других структур глаза [6, 9].

Делались попытки применять
для защиты роговицы растворы ги-
алуроновой кислоты, фибронекти-
на или аутосыворотки [6, 10, 11, 13,
15]. Однако от их применения в ши-
рокой клинической практике быст-
ро отказались из-за неоднозначно-
сти результатов и слишком высокой
стоимости [20].

Исследования последних лет по-
казали, что перспективными для за-
щиты тканей глаза являются рас-
творы, содержащие сульфатирован-
ные гликозаминогликаны (сГАГ)
[11]. Известно, что сГАГ являются

на, сГАГ роговицы формируют орто-
гональную ламеллярную структуру
стромы роговой оболочки [3]. Они
же играют важную роль в организа-
ции экстрацеллюлярного матрикса,
а именно процесса связывания про-
тофибрилл коллагена I и II типа [19].
В комплексе с коллагеном, эласти-
ном и неколлагеновыми белками
они определяют такие ее свойства,
как прочность и эластичность [1, 7]. 

Цель настоящей работы – изуче-
ние механизмов воздействия сГАГ
на процессы защиты и репарации
тканей глаза в эксперименте.

Материал и методы
В работе использовали разработан-
ный ООО «Дубна-Биофарм» (Рос-
сия) протектор тканей глаза «Ок-
вис» 0,3% на основе хондроитин
сульфата (ХС), сбалансированного
солевого раствора и гидроксиэтил-
целлюлозы (регистрационное удо-
стоверение № ФС 012б2006/3576-
06).

Для исследования биологиче-
ского воздействия сГАГ – ХС в со-
ставе препарата «Оквис» на солю-
билизированный коллаген в систе-
ме in vitro использовали коллаген 

Со» (США). Контрольные образцы
инкубировали без добавления сГАГ.

Через 24 ч все образцы (по 
0,1 мл каждый) помещали в стек-
лянные пробирки и проводили в
восходящем ряду раствора хлорида
натрия (от 0,5 до 1,5 моль), спирта,
окрашивали осмием и фиксировали
в 0,25% глютаральдегиде.

Электронно-микроскопические
исследования проводили на элек-
тронном микроскопе «JEOL МХ-
100» (Япония).

Далее, с целью изучения влия-
ния протектора на репарацию рого-
вицы, in vivo кроликам породы шин-
шилла (10 подопытных животных и
10 животных контрольной группы)
наносили радиальные несквозные
надрезы на роговицу. В течение се-
ми дней после операции животным
опытной группы инстиллировали
0,3% раствор «Оквис» один раз в 
сутки. Животным контрольной груп-
пы делали инстилляции физиологи-
ческого раствора. Надрезы наноси-
ли после внутримышечной инъек-
ции 0,5 мл 5-процентного раствора
кетамина, эпибульбарной инстилля-
ции однопроцентного раствора ди-
каина, после чего дополнительно
ретробульбарно вводили 0,5 мл дву-

модуляторами роста соединитель-
ной ткани, способствующими кле-
точной адгезии и специфическому
связыванию факторов роста и мо-
лекул, необходимых для тканевой
реконструкции [1, 4, 15, 18]. Благо-
даря высокому отрицательному за-
ряду сГАГ хорошо связывают воду и
таким образом регулируют водно-
солевой обмен в тканях [8, 19]. Ак-
тивно связывая молекулы коллаге-

I типа, выделенный из твердой моз-
говой оболочки свиней [14, 19].

Полученный кислотораствори-
мый коллаген диализовали против
дистиллированной воды и в кон-
центрации 2%, рН 7,3 (10 мл) по-
мещали в пластиковые плашки,
после чего в каждую из них добав-
ляли хондроитин сульфат в дозе 
5,0 мкг/мл и инкубировали в тече-
ние 24 ч в термостате «Division Lab
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Особенно показательно влияние
протектора на заживление эпители-
альной раны и стромы роговицы,
что было выявлено в следующей се-
рии экспериментов.

На рис. 5 – рубец роговицы кро-
лика через 7 дней после операции и
инстилляций 0,3% раствора «Ок-
вис». Эпителий и строма роговицы
не отечны, явлений воспаления нет.
Все среды глаза оставались про-
зрачными. Аллергических реакций
или высыпаний на коже животных
не выявляли. Рана заполнена плот-
ным активным эпителием, который
в виде пробки закрывает строму по-
врежденной роговицы. Фибробла-
сты стромы также активны, мигри-
руют в зону повреждения и распо-
лагаются параллельно базальной
мембране эпителия. 

На рис. 6 – лимбальная зона ро-
говицы того же животного через 
7 дней. Видно, что в лимбальной зо-
не эпителий, строма роговицы и
часть склеры активны, что выража-
ется в миграции фибробластов
стромы к центру роговицы. Базаль-
ный слой эпителия активен, что
способствует контракции рогович-
ной раны. Сосуды лимба умеренно
расширены. Явления воспаления
отсутствуют. У животных контроль-
ной группы в этот срок наблюдения

(рис. 7) также отмечается высокая
активность эпителиальной ткани.
На гистологическом срезе виден
участок разреза роговицы через 
7 дней после операции. Под эпите-
лиальной пробкой располагается
слой фибробластов, которые актив-
но мигрируют в зону повреждения.

В лимбальной зоне роговицы
(рис. 8) видна миграция клеток эпи-
телия и стромы в центральную
часть роговицы, сосуды лимбаль-
ной зоны расширены. Такая карти-
на заживления является типичной
для эпителиальных ран роговицы и
характерна для данного срока на-
блюдения.

На 14-й день в роговичной ране
картина заживления и активности
эпителия изменялась (рис. 9). Рого-
вицы животных опытной группы ос-
тавались спокойными, невоспален-
ными и неотечными, эпителий не-
пролиферирующего типа (базаль-
ный слой столбчатый). Под эпители-
альной пробкой фибробласты в
большом числе располагаются па-
раллельно базальной мембране
эпителия. Сразу под пробкой имеет-
ся специфически окрашенная зона.
Данная окраска (по Крейбергу) яв-
ляется специфичной для протеогли-
канов, свидетельствует об активных
синтетических процессах, происхо-

дящих в фибробластах стромы рого-
вицы на данный срок наблюдения.

На рис. 10 – результат травмы
роговицы через 14 дней после опе-
рации в контрольной группе. К это-
му сроку наблюдения эпителий ак-
тивен, базальные клетки вытянутые
или округлые. Строма роговицы
рыхлая. 

Анализ гистологических срезов
препаратов эпителия в опытной и
контрольной группах показывает,
что снижение интенсивности проли-
ферации клеток у подопытных жи-
вотных, по сравнению с животными
контрольной группы, к данному сро-
ку наблюдения, можно объяснить
действием экзогенного ХС, входя-
щего в состав 0,3% раствора «Ок-
вис». Этот препарат оказывает мо-
дулирующее действие на эпителий
роговицы, которое выражается в
торможении митотической активно-
сти эпителия и повышении синтети-
ческой активности фибробластов
стромы роговицы. Эти выводы сог-
ласуются с результатами других ав-
торов, которые изучали действие
экзогенных ГАГ на эпителиальную
ткань роговицы [12].

Высокая активность эпителия у
животных контрольной группы мо-
жет приводить к замедлению про-
цессов синтеза базальной мембра-
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процентного раствора лидокаина.
Через 7, 14 и 21 день животных вы-
водили из эксперимента высокими
внутривенными дозами однопро-
центного раствора тиопентала на-
трия и воздушной эмболией (в соот-
ветствии с приказом МЗ РФ).

Роговицы вырезали ножницами,
отступив на 2-3 мм от края лимба,
промывали фосфатным буфером
(0,01моль, рН 7,0), проводили в 
восходящем ряду спиртов и фикси-
ровали. Кусочки ткани иссекали
блоками в области насечек. После
этого готовили рутинные гистологи-
ческие препараты. Препараты изу-
чали и фотографировали на фото-
микроскопе «Mild-Leitz» (Германия).

Результаты и обсуждение
Исследования in vitro показали, что
ХС прямо влияет на процесс сборки
коллагеновых фибрилл. 

На рис. 1 представлен фрагмент
нативной твердой мозговой оболоч-
ки. Видна структура стромы с харак-
терно очерченными волокнами кол-
лагена. Через 24 ч после выделения
и растворения коллагена в 0,005%
уксусной кислоте, забуференной фо-
сфатами, картина резко меняется.

На рис. 2 показан результат
электронно-микроскопического ис-
следования растворенного коллаге-
на твердой мозговой оболочки I ти-
па. Видно, что коллаген стромы

твердой мозговой оболочки разво-
локнен, полностью потерял свою ха-
рактерную исчерченную структуру и
упаковку волокон. Такой коллаген
традиционно называют деструкту-
рированным или телопептидным
тропоколлагеном. Часть волокон со-
храняет структурную целостность,
но без характерной плотности и ис-
черченности.

В то же время препараты с доба-
влением ХС отличаются от препара-
тов раствора коллагена. Так, на 
рис. 3 показан результат добавле-
ния ХС к раствору телопептидного
тропоколлагена.

На другом поле (рис. 4) этого же
образца, но ближе к поверхностным
слоям, пучки коллагена формируют
плотную структуру, подобную натив-
ной ткани. Часть волокон полностью
собрана в пучки, другая часть – в
стадии сборки. Наиболее интенсив-
ное образование волокон и пучков
отмечается в поверхностных слоях
образцов, что свидетельствует о вы-
сокой скорости их формирования и
дозозависимом эффекте ХС.

Таким образом, при исследова-
нии биологической активности ХС в
данной серии экспериментов было
выяснено, что ХС оказывает прямое
воздействие на раствор тропоколла-
гена I типа, формируя волокна колла-
гена и собирая их в плотные пучки.

Под действием физико-химиче-
ской обработки нативная ткань де-

структирует, и волокна коллагена
раскручиваются. Деструкция не-
коллагеновых белков, расположен-
ных на волокнах, приводит к от-
крытию активных сайтов на по-
верхности коллагенового волокна,
например, при повреждении ткани,
когда под действием протеолитиче-
ских ферментов разрушается стро-
ма ткани, и в ране появляются 
свободные сГАГ и остатки коллаге-
новых волокон, которые могут
спонтанно собираться и связы-
ваться путем электростатического
взаимодействия. Данный меха-
низм сборки может иметь место
при процессах фибриллогенеза в
системе in vivo, при репарации со-
единительной ткани.

Сформированный комплекс кол-
лаген-сГАГ является биологически
активным и проявляет следующие
свойства. Во-первых, сГАГ, взаимо-
действуя с коллагеном, формирует
огромное рецепторное поле, что со-
здает условия для защиты волокон
коллагена от действия ферментов.
Во-вторых, такой комплекс спосо-
бен индуцировать продукцию фак-
торов роста, модулировать клеточ-
ный ответ синтезом новых белков и
протеогликанов и таким образом
сформировать новый временный
матрикс межуточного вещества или
экстрацеллюлярного матрикса, что
особенно важно при повреждениях
тканей глаза.

Рис. 2. Электронно-микроскопиче-
ская картина фрагмента фиксирован-
ного раствора коллагена I типа, пос-
ле 24-часовой инкубации в 0,15 М фос-
фатном буфере. Ув. ×12000

Рис. 1. Электронно-микроскопиче-
ская картина фрагмента твердой
мозговой оболочки. Волокна коллаге-
на с характерной поперечной исчер-
ченностью, плотно упакованы. Межу-
точное вещество свободно от вклю-
чений. Ув. ×12000

Рис. 3. Электронно-микроскопиче-
ская картина фрагмента фиксирован-
ного раствора коллагена I типа, пос-
ле 24-часовой инкубации в 0,15 М фос-
фатном буфере, с добавлением ХС.
Коллагеновое волокно в стадии сбор-
ки, с характерной исчерченностью
64-68 нм, плотно упаковано. Ув.
×20000

Рис. 5. Гистологическая картина уча-
стка разреза роговицы через 7 дней
после операции по краю раны. После
инстилляций 0,3% р-ра «Оквис» над
поверхностью эпителия видна тон-
кая пленка протектора. Сформиро-
ванная эпителиальная пробка плот-
ная, фибробласты стромы активны.
Воспалительные клетки в эпителии и
строме отсутствуют. Окраска по
Крейбергу, ув. ×240 

Рис. 4. Электронно-микроскопиче-
ская картина фрагмента фиксирован-
ного раствора коллагена I типа, пос-
ле 24-часовой инкубации в 0,15 М фос-
фатном буфере, с добавлением ХС.
Коллагеновое волокно в стадии сбор-
ки, с характерной исчерченностью
64–68 нм, плотно упаковано. Ув.
×20000

Рис. 6. Гистологическая картина уча-
стка лимбальной зоны роговицы че-
рез 7 дней после операции. Видны со-
суды переходной зоны склеры, с незна-
чительным увеличением в диаметре.
В эпителии, особенно в базальной час-
ти, видны активные клетки. Воспали-
тельные клетки в строме роговицы
единичные или отсутствуют. Окра-
ска по Крейбергу, ув. ×240
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Таким образом, выявлено, что
при моделировании взаимодейст-
вия коллагена и сГАГ хондроитин
сульфат прямо влияет на формиро-
вание коллагеновых фибрилл и во-
локон в системе in vitro. При взаи-
модействии растворимого коллаге-
на и ХС в геле формируются колла-
геновые фибриллы с характерной
исчерченностью 60-80 нм.

Данное взаимодействие объяс-
няется действием электростатиче-
ских сил и рН раствора. Аналогич-
ное явление, по нашему мнению,
может иметь место и в системе in
vivo на ранних стадиях поврежде-
ния тканей, когда в ране определя-
ются свободные сГАГ. Возникающие
при этом комплексы коллаген-сГАГ
могут формировать «временный ма-
трикс» и способствовать контрак-
ции раны и ее заживлению.

У животных опытной группы
под действием протектора тканей
глаза с 7-го по 14-й день после опе-
рации снижается пролифератив-
ная активность эпителиальной тка-
ни и увеличивается синтетическая 
активность стромы роговицы. Дан-
ный факт свидетельствует о реци-
прокном действии сГАГ и, в частно-
сти, ХС на синтетическую актив-
ность и пролиферацию клеток.

Отсутствие или минимальная
воспалительная реакция на опера-
ционную травму после имплантации
комплекса коллаген-сГАГ, говорит о
его возможном ингибирующем дей-
ствии на развитие воспаления и
фиброза.
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Abstract

S.I. Anisimov

Main mechanisms of eye 
tissue protection with 
sulphated glycosaminoglycans.
Experimental work

Methods of protection and influ-
ence on the eye tissue reparation is a
significant problem world-wide.

Eye protectant Okvis 0,3% on base
of chondroitin sulphate, BSS and
hydroxietilcellulose (sertificte of regis-
tration n FS 012b2006/3576-06) had
been used in this investigation.

The results showed that Chond-
roitin sulphate of this protectant had
influenced directly on the process of
collagen fibrilles construction. Analyze
of histological slices showed decreas-
ing of the proliferation of epithelial
cells in experimental group after 2
weeks of instillation of Okvis that was
a result of exogenous chondroitin sul-
phate action. This influence manifest-
ed as a modulation of corneal tissue
activity by depression of mitotic activi-
ty of epithelium and increasing of
sinthetic activity of corneal fibroblasts.
Absence or minimal inflammatory
reaction as a responce on operation
trauma after implantation of collagen
– GAGs complex show the inhibition of
inflammation and fibrosis. 
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ны и снижению синтеза экстрацел-
люлярного матрикса стромы рого-
вицы.

Через 21 день после операции
гистологическая картина роговиц в
опытной группе была следующей
(рис. 11). Роговица в зоне разреза с
уплощенной эпителиальной проб-
кой. Активность клеток эпителия,

особенно в его поверхностных сло-
ях, остается высокой. Базальная
мембрана в виде тонкой очерчен-
ной линии практически сформиро-

вана. Фибробласты под базальной
пластинкой лежат параллельно. Ро-
говица неотечна, прозрачна. Среды
глаза прозрачны.

У животных контрольной группы
через 21 день после операции – ба-
зальный слой эпителия столбчатого
типа, эпителиальная пробка упло-
щенная. Базальная мембрана не-
ровная, фрагментарная, строма ро-
говицы местами с разрывами. Вос-
палительные клетки в эпителии и
строме отсутствуют (рис. 12). 

Рис. 8. Гистологическая кар-
тина участка лимбальной зо-
ны роговицы животного из
контрольной группы через 7
дней после операции. Видны
расширенные сосуды переход-
ной зоны склеры, увеличенные
в диаметре. В эпителии много
активных клеток. В роговицу
мигрирует много фибробла-
стов и клеток воспалитель-
ного ряда. Окраска по Крей-
бергу, ув. ×240

Рис. 7. Гистологическая картина участка
разреза роговицы животного из контроль-
ной группы через 7 дней после операции.
Сформированная эпителиальная пробка
плотная, фибробласты стромы активны.
В эпителии и строме встречаются воспа-
лительные клетки. Строма слегка отеч-
на. Окраска по Крейбергу, ув. ×240 

Рис. 9. Гистологическая картина участка
разреза роговицы через 14 дней после опе-
рации. После инстилляций 0,3% р-ра «Ок-
вис» над поверхностью эпителия видна
тонкая пленка протектора. Базальный
слой эпителия столбчатого типа. Под
эпителиальной пробкой видна окрашен-
ная зона синтеза протеогликанов. Вос-
палительные клетки в эпителии и стро-
ме отсутствуют. Окраска по Крейбергу,
ув. ×240

Рис. 11. Гистологическая
картина участка разреза ро-
говицы подопытного живот-
ного на 21-й день после опера-
ции и инстилляций протек-
тора тканей глаза 0,3% р-ра
«Оквис». Базальный слой эпи-
телия столбчатого типа,
эпителиальная пробка упло-
щенная. Базальная мембрана
практически сформирована.
Воспалительные клетки в
эпителии и строме отсутст-
вуют. Окраска по Крейбергу,
ув. ×240 

Рис. 10. Гистологическая картина участ-
ка разреза роговицы животного из конт-
рольной группы через 14 дней после опера-
ции. Эпителиальная пробка плотная, с 
неровным базальным слоем. Воспалитель-
ные клетки в эпителии и строме. В стро-
ме видны разрывы и пустоты. Окраска по
Крейбергу, ув. ×200 

Рис. 12. Гистологическая картина участ-
ка разреза роговицы животного из конт-
рольной группы на 21-й день после опера-
ции. Окраска по Крейбергу, ув. ×240 


