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Резюме
Обоснование. При ожоговой травме роговицы трансплантацию клеток в повреждённую область необхо-
димо провести в течение первых 12 часов, что делает невозможным использование аутологичных ство-
ловых клеток. Одним из решений данной проблемы может быть использование в лечении и профилактике 
осложнений при ожоговой болезни глаза пептидов, полученных из культивированных стволовых клеток.
Цель исследования: изучить динамику восстановления тканей роговицы под влиянием раствора пеп-
тидов на модели термического ожога роговицы.
Методы. Исследование проведено на 20 кроликах (20 глаз) породы серая шиншилла весом от 2,5 до 3,2 кг 
с моделью термического ожога роговицы. В зависимости от применяемого метода лечения животные 
были разделены на две группы по 10 кроликов (10 глаз). В опытной группе для лечения термического 
ожога роговицы применяли инстилляции раствора пептидов; в контрольной лечение проводилось рас-
твором моксифлоксацина и гелем, состоящим из депротеинизированного диализата телячьей крови. На 
1-е, 3-и, 7-е, 14-е, 30-е сутки в каждой группе двух животных выводили из эксперимента для проведения 
морфологического исследования роговицы.
Результаты. В опытной группе к 30-м суткам, по данным гистологического исследования, достигнуто 
полное завершении воспалительного процесса как на поверхности, так и внутри роговицы с тенденцией 
к восстановлению её нормальной структуры. В контрольной группе животных наблюдали значительно 
большие сроки восстановления роговицы и сохранение циклитической реакции, несмотря на получаемую 
терапию.
Заключение. Применение препарата пептидов является перспективным в лечении термического ожога 
роговицы. Необходимо проведение дальнейших исследований по данному направлению.
Ключевые слова: термический ожог роговицы, неоваскуляризация роговицы, мезенхимальные стволовые 
клетки, пептиды, экспериментальные исследования

Для цитирования: Терещенко А.В., Трифаненкова И.Г., Кодунов А.М., Темнов А.А., Склифас А.Н. Влияние препарата пептидов 
на постожоговые воспалительные процессы повреждённых тканей роговицы в эксперименте. Acta biomedica scientifica. 
2019; 4(4): 30-35. doi: 10.29413/ABS.2019-4.4.4

Effect of Ligand Peptides on Post-Burn Inflammation of Damaged Corneal Tissue  
in Experiment

Tereshchenko A.V. 1, Trifanenkova I.G. 1, Kodunov A.M. 1, Temnov A.A. 2, Sklifas A.N. 3

1 Kaluga Branch of S. Fyodorov Eye Microsurgery Federal State Institution (5 S. Fyodorov str., 248007 Kaluga, Russian Federation); 
2 Moscow Institute of Physics and Technology (9 Institutskiy lane, 141701 Dolgoprudny, Moscow Region, Russian Federation); 

3 Institute of Cell Biophysics of the Russian Academy of Sciences (3 Institutskaya str., 142290 Pushchino, Moscow Region,  
Russian Federation)

Corresponding author: Irina G. Trifanenkova, e-mail: nauka2@mntk.kaluga.ru

Abstract
Background. In case of a corneal burn injury, cell transplantation into the damaged area must be performed within 
the first 12 hours, which makes it impossible to use autologous stem cells. One solution to this problem may be the use 
of peptides, derived from cultured stem cells in the treatment and prevention of complications in a burn eye disease.
Aims: To study the dynamics of corneal tissue repair under the influence of a peptide solution on a corneal thermal 
burn model.
Materials and methods. The study included 20 rabbits (20 eyes) of the gray Chinchilla breed weighing from 2.5 to 
3.2 kg with a corneal thermal burn model. Depending on the method of treatment used, the animals were divided in two 
groups of 10 rabbits (10 eyes). In the experimental group, instillations of a peptide solution were used to treat corneal 
thermal burns; in the control treatment was carried out with a solution of moxifloxacin and gel “Solcoseryl”. On the 1st, 
3rd, 7th, 14th, 30th days in each group, two animals were sacrificed to conduct a morphological study of the cornea.
Results. In the experimental group, by the 30th day, according to a histological study, the inflammatory process was 
completed both on the surface and inside the cornea, with a tendency to restore its normal structure. In the control 
group of animals, significantly longer periods of corneal recovery and preservation of inflammation, despite the re-
ceived therapy, were observed.
Conclusions. The use of the peptide preparation is promising in the treatment of corneal thermal burn. Further re-
search is needed in this area.
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Роговая оболочка представляет собой передний, бо-
лее выпуклый отдел фиброзной оболочки глазного яблока 
и состоит из эпителия, боуменовой мембраны, стромы, 
десцеметовой мембраны и эндотелия. Место перехода 
роговицы в склеру (лимб) имеет вид полупрозрачного 
кольца шириной до 1 мм. В базальной части лимбальной 
области находятся лимбальные стволовые клетки (ЛСК). 
При любых повреждениях роговицы ЛСК могут генериро-
вать эпителиальные клетки для заполнения эрозирован-
ных областей [1]. При обширных повреждениях роговицы, 
таких как ожоги глаз, к выработке эпителиальных клеток 
присоединяется и ангиогенез, что приводит к миграции 
нейтрофилов и макрофагов, а также Th1-клеток. 

По мере того как в патологический процесс включает-
ся лимбальная область, ЛСК теряют свою функцию и уже не 
способны заменить повреждённые эпителиальные клетки, 
что в свою очередь приводит к формированию васкуля-
ризированного бельма роговицы [2, 3]. В таких случаях 
трансплантация роговицы является наиболее возможным 
вариантом для восстановления зрительных функций. 
Однако до сих остро стоит проблема отторжения транс-
плантата вследствие послеоперационного воспаления, 
ангиогенеза, лимфангиогенеза и иммунного ответа [4, 5].

Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) вырабаты-
ваются множеством тканей взрослого организма, такими 
как как костный мозг, печень и жировая ткань. Как муль-
типотентные клетки МСК могут дифференцироваться в 
различные типы клеток [6]. Кроме потенциала их диф-
ференцировки, МСК оказывают иммуномодулирующее 
и антивоспалительное действие на окружающие клетки 
путём высвобождения секретируемых цитокинов [7]. При 
совместном культивировании с ЛСК МСК могут стимули-
ровать пролиферацию ЛСК и экспрессию фактора роста 
in vitro [8]. Поэтому терапия МСК может стать многообе-
щающим видом лечения заболеваний роговицы, ослож-
нённых её неоваскуляризацией, посредством контроля 
лимфоангиогенеза, воспаления и иммунного ответа.

Однако существуют факторы, препятствующие кли-
ническому применению данного метода. Так, в случае 
ожоговой травмы трансплантацию клеток в повреждён-
ную область необходимо провести в течение первых 
12  часов, что делает невозможным использование 
аутологичных (собственных) стволовых клеток, так как 
нет времени для их выделения и культивирования, а 
применение аллогенных клеток возможно только после 
их предварительного криоконсервирования и последую-
щей разморозки перед трансплантацией, что негативным 
образом влияет на жизнеспособность и функциональную 
активность трансплантированных клеток [8, 9, 10, 11]. 

Одним из решений данной проблемы может быть 
использование в лечении и профилактике осложнений 
при ожоговой болезни глаза пептидов, полученных из 
культивированных стволовых клеток [9].

Проведённое нами экспериментальное исследование 
демонстрирует возможности естественной репарации 
тканей роговицы после ожоговых повреждений на фоне 
применения новых неинвазивных технологий, а именно 
инстилляций комплекса пептидов, полученных из культи-
вированных мезенхимальных стволовых клеток, высокая 

эффективность и безопасность которых подтверждается 
морфологическими исследованиями роговицы. 

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Изучить динамику восстановления тканей роговицы 
под влиянием раствора пептидов на модели термическо-
го ожога роговицы.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Исследование проведено на 20  кроликах (20  глаз) 
породы серая шиншилла весом от 2,5 до 3,2 кг с моделью 
термического ожога роговицы. Животные содержались 
в условиях вивария в отдельных клетках и имели сво-
бодный доступ к пище и воде. При планировании и про-
ведении экспериментов руководствовались принципом 
гуманного отношения к животным.

Для создания модели термического ожога роговицы 
использовали специальное устройство с металлическим 
цилиндром (диаметр основания 4,0  мм), которое под-
ключали к источнику переменного тока; максимальный 
пик температуры составлял 210 °С. Перед термическим 
воздействием в конъюнктивальную полость закапыва-
ли 0,5%-й раствор проксиметакаина. Непосредственно 
после термического воздействия всем животным за 
нижнее веко закладывали мазь 0,3%-й офлоксацин. Ожог 
наносился путём установки основания цилиндра на цен-
тральную область роговицы подопытных животных на 3 с.

На 1-е сутки после нанесения ожогов всем животным 
проводилась скарификация струпа роговицы после 
инстилляции 0,5%-го раствора проксиметакаина под 
щелевой лампой HS (Haag-Streit International). 

В зависимости от применяемого метода лечения 
животные были разделены на две группы по 10 кроликов 
(10 глаз). В опытной группе для лечения термического 
ожога роговицы применяли инстилляции раствора пеп-
тидов; в контрольной лечение проводилось раствором 
моксифлоксацина и гелем, состоящим из депротеинизи-
рованного диализата телячьей крови.

До моделирования термического ожога роговицы 
для получения препарата пептидов у животных из тазо-
вой кости выделяли стволовые клетки костного мозга 
под общей анестезией. 

Мононуклеарную фракцию клеток костного мозга 
(МСК) выделяли на градиенте плотности с использова-
нием стандартного раствора Lympholyte-H (Cedarlane, 
Canada). Суспензию мононуклеарных клеток высевали 
на чашки Петри и культивировали в среде DMEM c до-
бавлением 10%-й эмбриональной телячьей сыворотки.

Для подтверждения того, что используемые клетки 
обладают свойствами МСК, были проведены их остеоген-
ная, хондрогенная и адипогенная дифференцировки по 
стандартным методикам [9]. Остеогенная дифференци-
ровка (с добавлением 10%-й эмбриональной телячьей 
сыворотки, 100 мкМ дексаметазона, 0,1 мМ аскорбиновой 
кислоты и 10 нМ β-глицерофосфата) была подтверждена 
наличием щелочной фосфатазы в культуре клеток с ис-
пользованием стандартных реактивов (Sigma-Aldrich, 
USA). Хондрогенная дифференцировка (с добавлением 
10%-й эмбриональной телячьей сыворотки, 100  мкМ 
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дексаметазона и 0,1 мкг/мл TGF-β) была подтверждена 
с использованием окраски альциановым голубым. 
Адипогенная дифференцировка (с добавлением 10%-й 
эмбриональной телячьей сыворотки, 10 мкМ дексамета-
зона, 10 мкг/мл инсулина и 100 мкг/мл IBMX) была под-
тверждена окрашиванием с использованием Oil Red-O.

После получения клеточного монослоя проводили 
полную смену культуральной среды и через 3  суток 
кондиционированную культуральную среду объединяли 
с лизатом МСК. Культуру клеток разрушали, используя 
физико-химические методы [7].

Готовый препарат пептидов представлял собой про-
зрачную гомогенизированную жидкость малинового цвета.

Режим инстилляций в конъюнктивальную полость в 
опытной группе был следующим: с 1-х по 14-е сутки – ше-
стикратно в течение часа, с 14-х по 30-е сутки – четырёх-
кратно в течение часа.

В контрольной группе инстилляции 0,5%-го раствора 
моксифлоксацина и закладывание геля из депротеинизиро-
ванного диализата телячьей крови за нижнее веко выпол-
няли четырёхкратно в течение дня на протяжении 30 дней.

Состояние животных опытной и контрольной групп 
оценивали в течение первых 14 дней ежедневно, последу-
ющие наблюдения проводили 3 раза в неделю. Клинически 
оценивали наличие или отсутствие отделяемого для воз-
можной корректировки противовоспалительной терапии.

На 1-е, 3-и, 7-е, 14-е, 30-е сутки в каждой группе двух 
животных выводили из эксперимента для проведения 
морфологического исследования роговицы. Ткань рого-
вицы фиксировали в нейтральном забуференном 10%-м 
формалине и готовили серийные парафиновые срезы 
толщиной 3 мкм.

РЕЗУЛЬТАТЫ

На первые сутки оценить состояние роговицы по-
средством гистологического исследования было доста-
точно сложно ввиду выраженной глубины повреждения 
тканей роговицы. Различий между опытной и контрольной 
группами выявлено не было. По данным гистологического 
заключения, эпителий полностью отсутствовал, что можно 
связать с проводимой скарификацией струпа. Строма была 
значительно истончена и отёчна в местах, где имелась воз-
можность оценить её структуру. Боуменова мембрана в 
большинстве срезов не визуализировалась. Десцеметова 
мембрана – без патологии. Эндотелий частично отсутство-
вал, на его поверхности отмечались обильные преципитаты. 
Данная гистологическая картина полностью соответствует 
термическому повреждению роговицы тяжёлой степени.

К 3-м суткам в опытной группе эпителий частично 
восстановился и отсутствовал лишь в отдельных срезах. 
Строма была значительно истончена, однако просветов, 
свидетельствующих о значительном отёке, не выявлялось. 
Десцеметова мембрана была полностью сохранна. Эндоте-
лий – рыхлый с единичными преципитатами, которые сви-
детельствовали о циклитическом процессе внутри глаза.

На 7-й день в опытной группе эпителий присутство-
вал на всех срезах, что свидетельствовало о завершении 
эпителизации повреждённого участка роговицы. Однако 
сохранялся перинуклеарный отёк базального эпителия 
роговицы. Боуменова мембрана – без видимых измене-
ний, так же, как и строма. Десцеметова мембрана – без 
патологии. Эндотелий был незначительно изрыхлён, не 
исключено наличие преципитатов.

К 14-м суткам (рис. 1) в опытной группе выявлялась 
сохранная структура роговицы. Эпителий – без выражен-
ных изменений. Боуменова мембрана чётко визуализи-
ровалась. В единичных срезах отмечалась субэпители-
альная васкуляризация стромы в паралимбальной зоне, 
но с проявлениями стаза с некоторой эктазией просвета. 
Десцеметова мембрана была не изменена. Эндотелий – 
рыхлый, без выраженных изменений.

Рис. 1. Опытная группа, 14-е сутки. Эпителий структурен, в стро-
ме единичный новообразованный сосуд с элементами 
эктазии и стаза. Окраска гематоксилин-эозином. Ув. ×100.

Fig. 1. Experimental group. Day 14. The epithelium is structured, there is 
a single newly formed vessel with elements of ectasia and stasis 
in the stroma. Hematoxylin-eosin staining. Magnification ×100.

На 30-й день (рис. 2) в роговице животных опытной 
группы, по данным гистологического исследования, в 
базальных отделах эпителия наблюдались перинуклеар-
ные просветления. Боуменова мембрана была сохранена. 
Стромальная часть роговицы – с единичными новооб-
разованными сосудами (в небольшом количестве), в 
средней трети – с явными проявлениями стаза и эктазией 
просвета сосудов, а также без увеличения числа кератоци-
тов. Десцеметова мембрана и эндотелий – без нарушений. 
Полученные данные говорят о полном завершении вос-
палительного процесса как на поверхности, так и внутри 
роговицы и о тенденции к восстановлению её структуры.

Рис. 2. Опытная группа, 30-е сутки. Эпителий упорядочен, сохранен, 
строма, Десцеметова мембрана и эндотелий имеют нормаль-
ную структуру. Окраска гематоксилин-эозином. Ув. ×100.

Fig. 2. Experimental group. Day 30. The epithelium is ordered, preserved, 
the stroma, the Descemet’s membrane and the endothelium have a 
normal structure. Hematoxylin-eosin staining. Magnification ×100.
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В контрольной группе животных мы наблюдали 
значительно большие сроки восстановления роговицы 
и сохранение циклитической реакции, несмотря на полу-
чаемую терапию.

К 3-м суткам эпителий все ещё отсутствовал, строма, 
в отличие от опытной группы, была утолщена, деструк-
тивна, с выраженным отёком. Десцеметова мембрана 
была полностью сохранна. Эндотелий рыхлый, с мно-
жеством преципитатов, свойственных циклитическому 
процессу.

К 7-м суткам в контрольной группе эпителий был 
эрозирован, с некрозами и очаговой воспалительной 
инфильтрацией. Боуменова мембрана дифференцирова-
лась без видимых изменений. Строма – без выраженных 
изменений, но с истончением в зоне термического воз-
действия. Десцеметова мембрана была несколько утол-
щена. Эндотелий в свою очередь имел рыхлую структуру, 
возможно, с наличием преципитатов. 

На 14-е сутки (рис. 3) в контрольной группе эпителий 
был без каких-либо выраженных изменений. Боуменова 
мембрана плохо визуализировалась. В срезах отмеча-
лась субэпителиальная васкуляризация стромы (более 
выраженная, чем в опытной группе) в паралимбальной 
зоне, сосуды мелкого калибра, небольшой стаз без эк-
тазии просвета. В редких срезах наблюдалось обильное 
врастание новообразованных сосудов в передние слои 
роговицы, формирование сосудистого бельма, под-
держание отёка стромы. Десцеметова мембрана была 
не изменена. Эндотелий – редкий, уплощённый, без вы-
раженных изменений.

Рис. 3. Контрольная группа, 14-е сутки. Обильная субэпителиаль-
ная неоваскуляризация. Эпителий местами эрозирован, 
строма бесструктурна. Окраска гематоксилин-эозином. 
Ув. ×200.

Fig. 3. Control group. Day 14. Extensive subepithelial neovascularization. 
The epithelium is eroded in some places, the stroma is structureless. 
Hematoxylin-eosin staining. Magnification ×200.

К 30-му дню (рис.  4) эпителий представлялся не-
сколько утолщённым и неравномерным. Здесь же имелся 
субэпителиальный пузырь с небольшим перифокальным 
фиброзом, характерный для васкуляризированного бель-
ма роговицы. Боуменова мембрана дифференцировалась 
не на всём протяжении, что было связано с органиче-
скими поражениями роговицы. В строме – обильное 
прорастание новообразованных сосудов. Десцеметова 
мембрана и эндотелий – без видимых изменений.

Рис.  4. Контроль, 30-е сутки. Эпителиальный слой сохранен. 
Субэпителиально и в глубоких слоях стромы новообра-
зованные сосуды с фиброзом вокруг них. Десцеметова 
мембрана плохо визуализирована. Эпителий без патоло-
гии. Окраска гематоксилин-эозином. Ув. ×100.

Fig. 4. Control group. Day 30. The epithelial layer is preserved. Subepithelial 
and deep layers of the stroma have newly formed vessels with 
fibrosis around them. Descemet’s membrane is poorly visualized. No 
pathology in epithelium. Hematoxylin-eosin staining. Magnification 
×100.

Таким образом, полученные данные наглядно 
демонстрируют, что в опытной группе к концу срока 
наблюдения происходит восстановление клеточной 
структуры роговицы, в отличие от контроля, где восста-
новления структуры роговицы достичь не удалось. При 
этом следует отметить, что воспалительная реакция при 
применении пептидного препарата подавляется уже к 
7-м суткам от момента лечения, тогда как в контрольной 
группе она сохраняется более 14 дней.

ОБСУЖДЕНИЕ

Предпосылками создания пептидного препарата 
послужил тот факт, что в процессе регенерации повреж-
дённого органа происходит активация лейкоцитов крови 
веществами, образующимися при разрушении тканей 
и органов. В результате проведённых исследований 
стало известно, что резекция паренхиматозных органов 
у экспериментальных животных вызывает изменение 
метаболической активности лейкоцитов, в особенности 
лимфоцитов [12]. Лимфоциты в свою очередь начинают 
продуцировать вещества, способные изменять скорость 
пролиферации и дифференцировки других, не лимфо-
идных клеток, как правило, стволовых и прогениторных 
клеток костного мозга, а также стволовых клеток, находя-
щихся в паренхиматозных органах. Эта клеточная куль-
тура в процессе культивирования может продуцировать 
медиаторы и ростовые факторы, которые, как правило, 
призваны обеспечить оптимальные условия для проли-
ферации культивируемых клеток. Спектр продуцируемых 
веществ напрямую зависит от фенотипического состава 
культивируемых клеток, а также от факторов роста, кото-
рые были исходно привнесены в культуральную среду. 
Таким образом, в процессе культивирования клетки моди-
фицируют культуральную среду, обогащая её продуктами 
своей жизнедеятельности. В результате получается пеп-
тидный препарат или композиция, состоящая из культу-
ральной среды, обогащённой клеточными метаболитами, 
секретируемыми культивируемыми клетками, а также из 
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клеточного лизата, содержащего внутриклеточные белки, 
в том числе белки секреторных гранул [7, 11, 12].

Пептидный препарат открывает новые возможности 
в лечении ожогов глаз. Главным преимуществом этого 
препарата является отсутствие недостатков МСК (длитель-
ность культивирования, аутологический забор, непредска-
зуемость дифференцировки) при наличии большинства 
полезных свойств, присущих стволовым клеткам.

Проведённое нами исследование показало, что 
кондиционированная среда и лизат МСК обладают про-
тективным и регенераторным эффектом при лечении 
экспериментального термического ожога роговицы. Мы 
наблюдали снижение уровня воспалительной реакции, 
что проявляется в уменьшении отёка, более быстром 
восстановлении поверхности роговицы, упорядочива-
нии структуры стромы и исчезновении преципитатов с 
эндотелия у животных в опытной группе. Кроме того, в 
нашей предыдущей работе была продемонстрирована 
динамика восстановления прозрачности роговицы при 
ожогах глаз различной локализации [10].

Следует отдельно отметить, что, как было показано в 
ранее проведённых исследованиях, используемый нами 
препарат содержит достаточно высокие концентрации 
VEGF (до 1200  пг/мл), FGF (фактор роста тромбоцитов) 
и IGF (инсулиноподобный фактор роста) [7]. Однако при 
высоких концентрациях фактора роста сосудов мы на-
блюдали подавление неоваскулогенеза роговицы. Это 
может быть связано с инактивацией рецепторов к VEGF 
высокими концентрациями лиганда или с воздействием 
других факторов, секретируемых стволовыми клетками.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В результате проведённой нами работы были про-
демонстрированы противовоспалительные, антиапоп-
тотические и прорегенераторные свойства пептидного 
препарата. Сам же пептидный препарат или компози-
ция, состоящая из культуральной среды, обогащённой 
клеточными метаболитами (паракринными факторами), 
секретируемыми культивируемыми клетками, а также 
из клеточного лизата, содержащего внутриклеточные 
белки, в том числе белки секреторных гранул, показал 
возможность своего применения в течение месяца от 
момента вскрытия.

Комплекс проведённых нами исследований говорит 
о том, что применение паракринных факторов, полу-
ченных из стволовых клеток, является перспективным и 
может стать основой для создания новых высокоэффек-
тивных препаратов для лечения ожоговой болезни глаза, 
а также заболеваний, сопровождающихся развитием 
неоваскуляризации роговицы.
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