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Экспериментальное изучение ферментативной  
устойчивости донорской роговицы, обработанной  
по методике УФ-кросслинкинга
Б.Э. Малюгин, С.А. Борзенок, З.И. Мороз, А.В. Шацких, М.В. Горохова 
ФГБУ «МНТК «Микрохирургия глаза» им. акад. С.Н. Федорова» Минздрава России, Москва

Реферат

Цель. Изучить устойчивость донорской роговицы, консер-
вированной в среде Борзенка-Мороз и обработанной по ме-
тодике кросслинкинга, к коллагеназе.

Материал и методы. Объектом исследования служили 
донорские роговицы (n=24), которые были распределены 
по 4 группам. Все роговицы консервировались в среде Бор-
зенка-Мороз в течение 24 часов до начала эксперимента по 
стандартной методике (2). Первая группа содержала толь-
ко консервированные в среде Борзенка-Мороз донорские 
роговицы (n=6). Во вторую группу входили консервирован-
ные донорские роговицы с добавлением рибофлавина, об-
работанные по методике кросслинкинга (n=6). Третья груп-
па была сформирована из консервированных донорских 
роговиц, обработанных коллагеназой: результат оценивался 
в динамике через 24 часа (n=3) и через 72 часа (n=3). Чет-
вертая группа состояла из консервированных донорских 
роговиц с добавлением рибофлавина, после кросслинкин-
га обработанных коллагеназой: результат оценивался в ди-
намике через 24 часа (n=3) и через 72 часа (n=3).

Результаты. Роговицы первой группы являлись кон-
трольными, и по результатам СЭМ следует, что строма ро-
говицы была представлена пластинами строго ориентиро-
ванных волокон белка коллагена. В строме роговиц вто-
рой группы отмечались утолщение коллагеновых фибрилл, 
уменьшение расстояния между пластинами коллагена, бо-

лее компактная укладка пластин под воздействием рибо-
флавина и ультрафиолета по сравнению с контрольной 
группой. В роговицах третьей группы после воздействия 
коллагеназы через 24 часа также отмечалось разрушение 
коллагеновых фибрилл, нарушение продольной направлен-
ности пластин коллагена, нарушение структуры белка, ви-
зуализировались оставшиеся коагулированные части бел-
ковой фракции. Через 24 часа фибриллы коллагена рого-
виц четвертой группы, обработанные рибофлавином, уль-
трафиолетом и коллагеназой, сохраняли свою структуру и 
направленность, прослеживалась более компактная уклад-
ка пластин коллагена по сравнению с роговицами третьей 
группы. Динамическая оценка действия коллагеназы в 
третьей и четвертой группах через 72 часа показала, что  
в 4 группе воздействие коллагеназы на роговицу было ми-
нимальным с сохранением структуры и направленности 
пластов коллагена.

Заключение. Процедура кросслинкинга оказывает ста-
билизирующее физико-химическое воздействие на колла-
геновые фибриллы роговичной ткани, увеличивает биохи-
мическую устойчивость к действию протеолитических фер-
ментов слезы и воспалительных клеток, что может быть эф-
фективным в лечении заболеваний роговицы. 

Ключевые слова: кросслинкинг, роговица, коллагеновые 
фибриллы, коллагеназа, сканирующая электронная микро-
скопия. 
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Одним из наиболее тяжелых 
осложнений заболеваний 
роговицы воспалительно-

го, дистрофического или травмати-
ческого генеза является формиро-
вание фистулы роговицы, которое 
угрожает развитием эндофтальми-
та, необратимым снижением зре-
ния или гибелью глазного яблока. 
Кератопластика является радикаль-
ным способом лечения данной па-
тологии [1, 3]. В некоторых случа-
ях, в частности при нейротрофиче-
ском кератите, при синдроме «сухо-
го глаза» после кератопластики, не-
редко отмечается замедление эпи-
телизации, что может способство-
вать инфицированию транспланта-
та или приводить к его лизису под 
воздействием протеолитических 
ферментов слезы и рецидиву фи-
стулы [2, 6, 8]. 

Известно, что биохимические 
свойства роговицы в большей мере 
зависят от состояния волокон стро-
мального коллагена, межколлагено-

вых связей и их структурной орга-
низации [4, 5, 7, 9]. Использование 
методов усиления межколлагено-
вых связей, утолщение волокон кол-
лагена приводит к усилению биохи-
мических свойств роговицы. Это, в 
свою очередь, позволяет трансплан-
тату роговицы противостоять воз-
действию агрессивных факторов 
слезной жидкости и воспалитель-
ных клеток, при этом значительно 
снижается риск развития рецидива 
заболевания [4, 6, 9].

Кросслинкинг роговичного кол-
лагена является методом «склеива-
ния» коллагеновых фибрилл, что 
способствует повышению биохи-
мической стабильности рогови-
цы. Стабилизирующий биохимиче-
ский эффект кросслинкинга может 
быть объяснен изменением структу-
ры коллагеновых фибрилл и блоки-
рованием специфических участков, 
взаимодействующих с ферментами. 
Из литературы известно, что под 
влиянием ультрафиолетового излу-

чения и рибофлавина происходит 
усиление поперечных внутримоле-
кулярных связей роговичного кол-
лагена с образованием димеров из 
двух α-цепей без деградации колла-
геновых белков [4, 5].

В зарубежной литературе опи-
саны эксперименты, подтверждаю-
щие эффективность данного метода, 
в том числе с использованием хими-
ческих воздействий на роговицу. Не-
мецкие ученые Spoerl E., Wollensak G. 
также проводили эксперименталь-
ные исследования, которые под-
твердили повышение устойчивости 
роговицы после комбинированного 
воздействия рибофлавина и ультра-
фиолетового излучения к действию 
ферментов [7, 9]. Описание подоб-
ных экспериментов в отечественной 
литературе нами не найдено. 

Особенностью этой работы ста-
ло исследование донорских рого-
виц, консервированных в среде Бор-
зенка-Мороз и обработанных по ме-
тодике кросслинкинга с добавлени-

ABSTRACT

Experimental study of a donor cornea UV cross-linking enzymatic stability
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Purpose. To study the stability of a crosslinking modified 
donor cornea to collagenase preserved in the Borzenok-Moroz 
solution. 

Material and methods. Donor cornea (n=24) divided 
into 4 groups were the target of the research. All cornea were 
preserved in the Borzenok-Moroz solution for 24 hours according 
to standard procedure (2) before the experiment start. The first 
group contained only the donor cornea preserved in the Borzenok-
Moroz solution (n=6). The second group included preserved donor 
corneas with the added riboflavin treated according to the cross-
linking method (n=6). The third group was formed by preserved 
donor corneas treated with collagenasa: result was evaluated 
in dynamics 24 hours (n=3) as well as 72 hours (n=3) later. The 
forth group consisted of preserved donor corneas with the added 
riboflavin after cross-linking and treated with collagenasa: result 
was evaluated in dynamics 24 hours (n=3) as well as 72 hours 
(n=3) later. Scanning electron microscopy (SEM) was carried out.

Results. The first group of corneas was used for reference, 
and according to the SEM results the corneal stroma was 
presented by plates of collagen protein fibers strictly oriented. 
In the second corneal stroma group a thickening of collagen 
fibrils was observed as well as a reduction of distance between 

the collagen plates and a more compact stacking of plates under 
influence of riboflavin and ultraviolet compared to the reference 
group. In the third group of corneas, upon collagenase impact 
a destruction of collagen fibrils, a breaking of the longitudinal 
collagen plates orientation, a disorder of protein structure were 
also noted after 24 hours, the remaining coagulated protein 
fractions were visualized. Corneal collagen fibrils in the fourth 
group treated with riboflavin, ultraviolet and collagenase after 
24 hours retained their structure and orientation and a more 
compact stacking of collagen plates was noticed compared to 
the third group corneas. 

Dynamic evaluation of collagenase impact on the third and 
fourth groups after 72 hours showed that in the group 4 the 
impact of collagenase on the cornea was minimal, the structure 
and orientation of the collagen layers were preserved.

Conclusions. Cross-linking procedure has a stabilizing 
physical-chemical effect on corneal collagen fibrils, enhances 
biochemical resistance to proteolytic tear enzymes and 
inflammatory cells what can be effective in treatment of corneal 
diseases.

Key words: сross-linking, donor cornea, collagen fibrils, 
collagenase, scanning electron microscopy. 
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ем протеолитических ферментов, 
разрушающих структуру коллаге-
на роговицы, а именно коллагеназы 
in vitro, проведение сканирующей 
электронной микроскопии (СЭМ).

Цель

Изучить устойчивость донорской 
роговицы, консервированной в сре-
де Борзенка-Мороз и обработанной 
по методике кросслинкинга, к кол-
лагеназе.

Материал и методы

Объектом исследования являлись 
донорские роговицы (n=24), кото-
рые были распределены по 4 экспе-
риментальным группам. Все рогови-
цы консервировались в среде Бор-
зенка-Мороз в течение 24 часов до 
начала эксперимента по стандарт-
ной методике (2). Первая группа со-

держала только консервированные 
в среде Борзенка-Мороз донорские 
роговицы (n=6). Во вторую группу 
входили консервированные донор-
ские роговицы с добавлением рибо-
флавина, обработанные по методике 
кросслинкинга (n=6). Третья группа 
была сформирована из консервиро-
ванных донорских роговиц, обрабо-
танных коллагеназой: результат оце-
нивался в динамике через 24 часа 
(n=3) и через 72 часа (n=3). Четвер-
тая группа состояла из консервиро-
ванных донорских роговиц с добав-
лением рибофлавина, после кросс-
линкинга, обработанных коллаге-
назой: результат оценивался в дина-
мике через 24 часа (n=3) и через 72 
часа (n=3).

Особенности подготовки пре-
паратов к сканирующей электрон-
ной микроскопии заключались в 
том, что роговицы обрабатывались 
по методике кросслинкинга: к до-
норским роговицам, помещенным 
в среду Борзенка-Мороз, добавля-

ли 1 мл 0,1%-ного раствора рибо-
флавина, инкубировали в течение 
1 часа, после чего помещали в сте-
рильную чашку Петри и обрабаты-
вали ультрафиолетовым излучени-
ем с длиной волны 370 нм и мощ-
ностью 3 мВ/см2 в течение 30 минут. 
Для облучения использовали при-
бор UV-X s/n 1000-401-39 (Швей-
цария). В процессе облучения уль-
трафиолетом на донорскую рогови-
цу каждые 5 минут инстиллировали 
по 1 капле 0,1%-ного рибофлавина.  
После этого роговицы переноси-
ли во флаконы с 5 мл стерильного 
изотонического раствора натрия 
хлорида и добавляли 25 ЕД раство-
ра коллагеназы на 24 и 72 часа. По-
сле этого препараты фиксировали 
в 2,5%-ном растворе глутарового 
альдегида, напыляли золотом и из-
учали методом сканирующей элек-
тронной микроскопии. Исследова-
ние проводилось на сканирующем 
электронном микроскопе S-3400N 
(Hitachi, Япония).

Рис. 1. Строма роговицы, консервирован-
ной в среде Борзенка-Мороз. Пластины 
строго ориентированных волокон белка 
коллагена, СЭМ, х1000

Рис. 2. Строма роговицы, обработанной рибо-
флавином и ультрафиолетом. Утолщение кол-
лагеновых фибрилл, уменьшение расстояния 
между пластинами коллагена, более компакт-
ная укладка пластин, СЭМ, х1000

Рис. 3. Строма роговицы после воздействия 
коллагеназы через 24 часа. Разрушение кол-
лагеновых фибрилл, нарушение продольной 
направленности пластин коллагена, наруше-
ние структуры белка, СЭМ, х1000

Рис. 4. Строма роговицы, обработанной ри-
бофлавином и ультрафиолетом, после воздей-
ствия коллагеназы через 24 часа. Сохранная 
структура и направленность фибрилл коллаге-
на, более компактная укладка пластин колла-
гена, СЭМ, х1000

Рис. 5. Строма роговицы после воздействия 
коллагеназы через 72 часа. Разрушенный кол-
лаген стромы, направленность волокон отсут-
ствует, оптические пустоты в зонах разрушен-
ного коллагена, СЭМ, х1000

Рис. 6. Строма роговицы, обработанной ри-
бофлавином и ультрафиолетом после воздей-
ствия коллагеназы через 72 часа. Сохранная 
структура и направленность пластов коллаге-
на, СЭМ, х1000
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Результаты

Роговицы первой группы явля-
лись контрольными, и по результа-
там СЭМ следует, что строма рогови-
цы была представлена пластинами 
строго ориентированных волокон 
белка коллагена (рис. 1). В строме 
роговиц второй группы отмечались 
утолщение коллагеновых фибрилл, 
уменьшение расстояния между пла-
стинами коллагена, более компакт-
ная укладка пластин под воздей-
ствием рибофлавина и ультрафио-
лета по сравнению с контрольной 
группой (рис. 2). Роговицы третьей 
группы после воздействия коллаге-
назы через 24 часа также сравнива-
лись с контрольной группой: отме-
чалось разрушение коллагеновых 
фибрилл, нарушение продольной 
направленности пластин коллаге-
на, нарушение структуры белка, ви-
зуализировались оставшиеся коагу-
лированные части белковой фрак-
ции (рис. 3). Через 24 часа фибрил-
лы коллагена роговиц четвертой 
группы, обработанные рибофла-
вином, ультрафиолетом и коллаге-
назой, сохраняли свою структуру 
и направленность, прослеживалась 
более компактная укладка пластин 
коллагена по сравнению с рогови-
цами третьей группы (рис. 4). Дина-
мическая оценка действия коллаге-
назы в третьей и четвертой группах 
через 72 часа показала, что в тре-
тьей группе наблюдалось отчетли-
вое разрушение коллагена стромы, 
отсутствие какой-либо направлен-
ности волокон, визуализировались 
оптические пустоты в зонах разру-
шенного коллагена (рис. 5), в то вре-
мя как в 4 группе воздействие кол-
лагеназы было минимальным с со-

хранением структуры и направлен-
ности пластов коллагена (рис. 6).

Обсуждение

При анализе изображений СЭМ 
подтвержден факт «склеивания» 
фибрилл и утолщения коллагено-
вых волокон донорской роговицы 
под воздействием рибофлавина и 
ультрафиолетового излучения, бо-
лее плотная упаковка пластин кол-
лагена, уменьшение щелевидных 
пространств между пластинами. Та-
кая архитектоника приводит к повы-
шению биомеханической устойчи-
вости ткани. При воздействии кол-
лагеназы теряется четкая направ-
ленность волокон, а через некото-
рое время происходит разрушение 
структуры белка коллагена, что от-
четливо видно при воздействии кол-
лагеназы на нативную роговицу че-
рез 24 и особенно через 72 часа. По-
сле обработки донорской роговицы 
по методу кросслинкинга воздей-
ствие коллагеназы становится не 
столь разрушительным, сохраняет-
ся поперечная направленность пла-
стин коллагена без признаков разру-
шения, с более компактной упаков-
кой и минимальными межщелевыми 
пространствами. 

Заключение

Процедура кросслинкинга ока-
зывает стабилизирующее физи-
ко-химическое воздействие на кол-
лагеновые фибриллы роговичной 
ткани, увеличивает биохимическую 
устойчивость к действию протеоли-
тических ферментов слезы и воспа-
лительных клеток, что может быть 

эффективным в лечении заболева-
ний роговицы. 
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