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Аннотация. Проведен сравнительный анализ насыщения роговицы раствором рибофлавина при стандартной, моди-

фицированной и трансэпителиальной методиках кросслинкинга роговичного коллагена на 15 свиных кадаверных глазах с по-
мощью гистологического метода исследования. Результаты исследования подтвердили необходимость проведения деэпите-
лизации роговицы для обеспечения достаточности насыщения роговицы раствором рибофлавина. Частичная деэпителизация 
в области кератоконуса допустима при проведении ультрафиолетового кросслинкинга роговичного коллагена (УФ-КРК), по-
скольку, по результатам гистологического метода исследования, отмечается распространение раствора рибофлавина в строму 
роговицы под интактный эпителий. 
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Possibilities of histological examination in studying the adequacy  
of corneal saturation with riboflavin solution during partial deepithelization
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Abstract. A comparative analysis of corneal saturation with riboflavin solution during standard, modified and transepithelial 
techniques of corneal collagen crosslinking on 15 porcine cadaveric eyes using the histologic method of investigation was carried out. 
The results of the study confirmed the need for corneal de-epithelialization to ensure sufficient saturation of the cornea with riboflavin 
solution. Partial de-epithelization in the area of keratoconus is admissible at carrying out ultraviolet crosslinking of corneal collagen 
(UV-CXL), because, according to the results of the histological method of research, there is a spreading of riboflavin solution into the 
corneal stroma under the intact epithelium.
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Кератоконус является прогрессирующим, невос-
палительным, двусторонним (но обычно асимметрич-
ным) заболеванием роговицы, которое характеризу-
ется истончением, ослаблением и эктазией ее параак-
сиальных зон, что приводит к искажению роговичной 
поверхности [1].

Для лечения начальных стадий кератоконуса при-
меняется ультрафиолетовый кросслинкинг роговичного 
коллагена (Уф-КРК), разработанный в конце 1990-х гг. 

группой авторов из Дрезденского университета, обеспе-
чивающий образование новых ковалентных связей меж-
ду волокнами коллагена роговицы при фотополимериза-
ции ее стромальных волокон за счет комбинированного 
воздействия фотосенсибилизатора – 0,1%-го раствора 
рибофлавина и ультрафиолетового излучения с длиной 
волны 365 нм [2]. Кросслинкинг роговичного коллагена 
выполняется путем полной механической деэпителиза-
ции зоны роговицы диаметром 7–9 мм, что обеспечивает 
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глубокое проникновение рибофлавина в строму рогови-
цы [3]. Главный недостаток классической методики Уф-
КРК состоит в длительном и сложном периоде реабили-
тации, обусловленном обширной зоной деэпителизиро-
ванной роговицы и выраженным болевым синдромом 
в раннем послеоперационном периоде. По настоящее 
время исследователями ведется поиск возможных путей 
усовершенствования классической методики Уф-КРК, 
чтобы улучшить переносимость операции пациентами, 
повысить ее эффективность [4, 5. 6, 7, 8, 9]. Основным 
направлением научного поиска по оптимизации класси-
ческой методики кросслинкинга на в настоящее время 
является изучение биомеханических свойств роговицы, 
а также клиническое подтверждение идеи локального 
изменения биомеханических свойств роговицы при раз-
витии кератоконуса [10]. Возможность оценить биоме-

ханику роговицы in vivo в центральной оптической зоне 
появилась с внедрением в клиническую практику пнев-
мотонометров с функцией анализа, возникающей под 
действием воздушного импульса деформации роговицы 
[11, 12, 13, 14, 15, 16]. Исследование биомеханики иных 
зон роговицы осуществимо только с помощью математи-
ческой модели роговицы, построенной на основе метода 
конечных элементов [17, 18, 19, 20, 21, 22]. В Клинике 
Волгоградского филиала разработана персонализирован-
ная топографически и томографически ориентированная 
локальная методика УФ-КРК, заключающаяся в опреде-
лении на основе математического моделирования рас-
пределения интенсивностей напряжений и деформаций 
в объеме роговицы у пациента с кератоконусом, опреде-
лении положения и размеров ослабленной области рого-
вицы (рис. 1 а, б). 

Рис. 1. Компьютерная модель роговицы с кератоконусом:  
а – распределение коэффициента снижения жесткости роговицы, б – распределение интенсивности  

деформации роговицы, в – карта пахиметрии пациента

Обозначение границ искомой зоны кератоконуса 
при проведении персонализированной методики УФ-
КРК обеспечивается топографически-ориентированной 
деэпителизацией в режиме частичной фототерапевтиче-
ской кератэктомии (ФТК) с помощью эксимерного лазе-
ра [23]. Насыщение роговицы раствором рибофлавина 
выполняется как и при стандартной методике кросслин-
кинга. Воздействие УФ-облучением осуществляют как 
на участок деэпителизированной роговицы в области 
кератоконуса, где получают максимальное насыщение 
фотосенсибилизатором и происходит стандартный уль-
трафиолетовый кросслинкинг, так и на перифокальную 
зону недеэпителизированной роговицы, где происходит 
трансэпителиальный ультрафиолетовый кросслинкинг 
с более поверхностным эффектом (рис. 2).

Одним из условий, обеспечивающих безопас-
ность и эффективность проведения операции УФ-
КРК, является достижение достаточного уровня 
насыщения роговицы раствором рибофлавина как 
в толщине роговицы, так и по площади. В ходе экс-
периментального этапа работы был применен ги-
стологический метод исследования достаточности 
насыщения роговицы раствором рибофлавина [24], 

позволяющий оценить морфологические изменения  
в строме роговицы при проведении стандартной и 
модифицированной методики ультрафиолетового 
кросслинкинга роговичного коллагена.

Рис. 2. Этап УФ-облучения при проведении модифицированной 
методики кросслинкинга роговичного коллагена
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ЦЕЛЬ РАБОТЫ
Оценить достаточность насыщения роговицы 

0,1%-м раствором рибофлавина «Декстралинк» с по-
мощью гистологического метода исследования при 
выполнении модифицированной методики кросслин-
кинга роговичного коллагена в сравнении со стандарт-
ной методикой.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ
Исследование проводилось на 15 свиных када-

верных глазах (давность забора – 2 часа). Кадаверные 
глаза были распределены в 3 группы: 1-я группа  
(5 глаз) – глаза, подвергшиеся модифицированной ме-
тодике Уф-КРК, 2-я группа (5 глаз) – глаза, подвергши-

еся стандартной методике Уф-КРК, в 3-ю группу вош-
ли 5 интактных глаз, где насыщение 0,1%-м раствором 
рибофлавина и дальнейшее УФ-облучение проходило 
без предварительной деэпителизации.

В ходе эксперимента каждый глаз помещали  
в держатель, для создания необходимого уровня тур-
гора глазного яблока, после чего в 1-й группе прово-
дили эксимерлазерную абляцию зоной диаметром  
5,0 мм круглой формы на глубину 20 мкм эпителиаль-
ного слоя, под контролем интраоперационной on-line 
пахиметрии (опция эксимерного лазера Schwind – 
Amaris 1050), во 2-й группе эпителий удаляли механи-
чески в центральной оптической зоне диаметром 8 мм, 
в 3-й группе деэпителизация не проводилась (рис. 3). 

 а             б

Рис. 3. Фото роговиц свиных кадаверных глаз после проведения частичной эксимерлазерной (а)  
и полной механической (б) деэпителизации

Далее, во всех группах осуществлялось насыще-
ние роговицы 0,1%-м раствором рибофлавина на дек-
стране Т500 «Декстралинк» путем инстилляций каж-
дые 2 мин в течение 30 мин (рис. 4), затем проводил-

ся этап УФ облучения в течение 10 мин мощностью  
18 мВт/см2, после чего роговицы изолировались и по-
гружались для фиксации в 10%-й раствор забуферен-
ного формалина на 2 дня.

а           б

Рис. 4. Фото роговиц свиных кадаверных глаз на этапе насыщения роговицы 
 раствором рибофлавина после проведения частичной эксимерлазерной (а)  

и полной механической (б) деэпителизации
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Для дальнейшего гистологического исследова-
ния проводилось обезвоживание роговиц в возрастаю-
щей концентрации спиртов, просветление в ксилоле и 
заливка в парафин. Изготовление срезов проводилось 
на ротационном микрокератоме Leica 2160 (Германия). 
Серийные поперечные срезы роговицы помещались на 
предметные стекла с poly-L-Lysin (Menzel-Glaser).

При окраске по Ван Гизону срезы перекрашива-
лись в свежеприготовленном гематоксилине Вейгерта 
с выдержкой в нем 3–5 мин, после чего промывались 
в двух порциях водопроводной воды, ввиду обильно-
го отхождения краски, окрашивались в пикрофуксине  
2–3 мин, прополаскивались в воде в течение 5–10–15 с, 
проводились через 96°-й спирт с выдержкой в нем 
1–2–3 мину и просветлялись в карбол-ксилоле с за-
ключением в бальзам.

Пикрофуксин обладает дифференцирующим дей-
ствием (за счет пикриновой кислоты) по отношению  
к железному гематоксилину, почему и допускается пере-
крашивание последним. Качество окраски контролиру-
ется под микроскопом, для чего срез повторно извлекают 
из пикрофуксина и быстро прополаскивают в воде.

Срезы окрашивались по Ван Гизону для визуали-
зации плотности и ориентации коллагеновых волокон 
в строме роговицы. Сравнивались результаты гистоло-
гического исследования интактных роговиц, а также 
подвергнутых стандартной и модифицированной ме-
тодикам кросслинкинга роговичного коллагена.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В первой группе в эксперименте полностью уда-

лялся передний эпителий роговицы в зоне диаметром 
8,0 мм. В препаратах роговицы, окрашенных по Ван 
Гизону, при полном отсутствии эпителия наблюдалось 
сохранение боуменовой мембраны в виде поверхност-
ной гомогенной пластинки, в поверхностной строме – 
разобщение пучков коллагеновых волокон, появление 
обширных сливных межламеллярных лакунарных про-
странств между передней и средней стромой. При этом 
в толще средней и задней стромы наблюдались явления 
отека, инфильтрации ткани (рис. 5).

Во второй группе, где проводилась ограничен-
ная по диаметру эксимерлазерная деэпителизация на 
глубину 2/3 эпителиального слоя с последующим меха-
ническим удалением оставшейся 1/3 эпителия, визуа-
лизировались как деэпителизированные участки, так и 
зоны с сохраненным эпителием, где определялась сло-
истость его строения от рядов кубических до плоских 
клеток без элементов ороговения (рис. 6). При окраске 
по Ван Гизону видно, что такие участки деэпителиза-
ции дали возможность пройти раствору рибофлавина 
в строму роговицы на всю ее глубину, что отразилось 
в появлении лакунарных пространств на всей пло-
щади поперечного среза роговицы до десцеметовой 

мембраны. Коллагеновые волокна при этом сохранили 
однонаправленность ориентации параллельно поверх-
ности роговицы. Наибольшее разрыхление передней 
стромы роговицы отмечалось в проекции зоны деэпи-
телизации. Однако аналогичная картина с появлением 
большого количества лакунарных пространств между 
волокнами коллагена наблюдалась и под сохраненным 
эпителием, что говорит о наличии межламеллярного 
распространения раствора рибофлавина на область, 
превышающую по размерам зону деэпителизации, что 
подтверждает целесообразность проведения деэпите-
лизации только в зоне кератоконуса и осуществления 
ультафиолетового облучения как в зоне полной деэпи-
телизации, так и перифокально с захватом роговицы  
с сохранным эпителием. 

Рис. 5. Роговица свиного кадаверного глаза после полной  
механической деэпителизации, окраска по Ван Гизону, об. ×10

Рис. 6. Роговица свиного кадаверного глаза после проведения 
частичной эксимерлазерной деэпителизации,  

окраска по Ван Гизону, об. ×10

В группе интактных роговиц в препаратах визуа-
лизировались как сохранный эпителий с единичными 
мелкими зонами десквамации поверхностных сло-
ев клеток, боуменова мембрана и стромальный слой  
с явлениями отека и набухания, но без наличия лакун 
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между волокнами коллагена, что говорит о том, что 
интактный эпителий препятствует проникновению 
раствора рибофлавина в строму роговицы (рис. 7). 

Рис. 7. Интактная роговица свиного кадаверного глаза, 
окраска по Ван Гизону, об. ×10

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Применение гистологических методов исследо-

вания позволило доказать достаточность насыщения 
роговицы раствором рибофлавина при выполнении мо-
дифицированной методики в сравнении со стандартной 
методикой кросслинкинга роговичного коллагена, что 
определяет безопасность модифицированной методи-
ки УФ-КРК. Также гистологический метод исследова-
ния позволяет обосновать необходимость проведения 
деэпителизации роговицы для обеспечения достаточ-
ности насыщения роговицы раствором рибофлавина. 
Частичная деэпителизация в области кератоконуса до-
пустима при проведении Уф-КРК, поскольку, по резуль-
татам гистологического метода исследования, отмеча-
ется распространение раствора рибофлавина в строму 
роговицы под интактный эпителий.
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