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АННОТАЦИЯ
Обоснование. Создание эквивалента конъюнктивы, способного замещать дефекты ткани и предотвращать патоло-
гическое рубцевание, — ключевая задача разработки биоматериалов, для изготовления которых часто используется 
коллаген, в реконструктивных вмешательствах. Оценка биосовместимости и биомеханических свойств таких биомате-
риалов способствует развитию перспективных хирургических методик устранения дефектов конъюнктивы.
Цель. Оценить биосовместимость эпителиальных клеток конъюнктивы (ЭКК) человека и коллагеновой мембраны (КМ) 
оригинальной технологии in vitro; отсутствие её цитотоксичности для ЭКК; морфологию и паттерн характерных белков 
ЭКК на КМ; охарактеризовать биомеханические свойства КМ в сравнении с нативной конъюнктивой.
Методы. Первичная культура ЭКК получена эксплантным методом и верифицирована путём окрашивания на маркёры 
цитокератин 7 и муцин 5АC. Исследовали КМ с концентрацией коллагена 10 и 30 мг/мл. Цитотоксичность КМ 30 мг/мл 
оценивали при высеивании ЭКК в плотности 50 тыс./см2, проведя MTS-тест и оценку на выживаемость путём окраски 
кальцеином АМ и Hoechst. Морфологию ЭКК оценивали по фазовоконтрастным снимкам культуры клеток после по-
сева на КМ и иммуноцитохимического окрашивания на цитокератин 7 и муцин 5АC. Биомеханические показатели КМ 
30 мг/мл и конъюнктивы исследованы статическими и динамическими тестами на машине-инденторе.
Результаты. По результатам фазовоконтрастной микроскопии, в течение недели после посева на КМ 10 мг/мл отме-
чена миграция ЭКК во внутренние слои носителя, на КМ 30 мг/мл выявлен рост сливным монослоем по поверхности 
мембраны. Тест на метаболическую активность не установил значимого различия между группами контроля и КМ 
30 мг/мл. В тесте live/dead и в группе контроля, и в группе КМ 95% клеток были положительно окрашены кальцеином. 
Иммуноцитохимический профиль ЭКК не изменялся: как и в группе контроля, на КМ клетки экспрессировали характер-
ные для конъюнктивы цитокератин 7 и муцин 5АC. Показатели модуля Юнга КМ и бульбарной конъюнктивы оказались 
сопоставимыми: 0,0008739±0,0004332 и 0,0009472±0,001323 ГПа соответственно (p=0,0549). Показатель твёрдости КМ 
оказался выше конъюнктивы (p <0,0001), а показатель вязкости — ниже показателей нативной ткани (p <0,0001).
Заключение. ЭКК сохраняли жизнеспособность после посева на исследованные КМ, подтверждая отсутствие её ци-
тотоксичности. Миграция ЭКК вглубь матрикса свидетельствует о способности материала создавать благоприятную 
микросреду для эпителизации конъюнктивы и резорбироваться после заселения клетками. Сохранение молекуляр-
ного паттерна ЭКК свидетельствует о высокой биосовместимости КМ с клетками конъюнктивального эпителия. КМ 
30 мг/мл обладают упругостью, аналогичной конъюнктиве; имеют бóльшую жёсткость и меньшую вязкость. Перспек-
тивна оптимизация биомеханических свойств КМ под конкретные клинические задачи.

Ключевые слова: конъюнктива; реконструкция конъюнктивы; тканевая инженерия; эпителий конъюнктивы; кол-
лаген; биополимеры; индентирование.
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ABSTRACT
BACKGROUND: The development of a conjunctival equivalent capable of repairing tissue defects and preventing pathological 
scarring is a critical goal in biomaterial design for reconstructive procedures, in which collagen is frequently employed. 
Evaluating the biocompatibility and biomechanical properties of such materials supports the advancement of effective surgical 
approaches for conjunctival reconstruction.
AIM: The work aimed to evaluate the biocompatibility of human conjunctival epithelial cells (hCECs) with a collagen membrane 
(CM) developed using an original technique in vitro; to confirm its noncytotoxicity toward hCECs; to characterize hCEC morphology 
and expression of specific proteins on CM; and to compare the biomechanical properties of CM with native conjunctiva.
METHODS: A primary culture of hCECs was obtained using the explant method and verified through staining for the markers 
cytokeratin 7 and mucin 5AC. Two CM formulations (collagen concentration 10 mg/mL and 30 mg/mL) were tested. Cytotoxicity 
of the 30 mg/mL CM was evaluated by seeding hCECs at 50,000 cells/cm2 followed by MTS assay and viability testing with 
calcein-AM and Hoechst staining. hCECs morphology was analyzed using phase-contrast images of the cell culture after 
seeding on CM and immunocytochemical staining for cytokeratin 7 and mucin 5AC. Biomechanical properties of the 30 mg/mL 
CM and conjunctiva were assessed using static and dynamic tests on an indentation machine.
RESULTS: Phase-contrast microscopy revealed that within 1 week after seeding, hCECs migrated into the inner layers of the 
10 mg/mL CM, whereas on the 30 mg/mL CM, the cells formed a confluent monolayer on its surface. The metabolic activity 
assay revealed no significant difference between the control groups and 30 mg/mL CM. In the live/dead assay, 95% of cells 
in both groups stained positive with calcein. The immunocytochemical profile of hCECs remained unchanged: as in the control 
group, cells cultured on the CM expressed conjunctiva-specific cytokeratin 7 and mucin 5AC. The Young’s modulus values for 
the CM and bulbar conjunctiva were comparable: 0.0008739 ± 0.0004332 GPa and 0.0009472 ± 0.001323 GPa, respectively 
(p = 0.0549). The hardness of the CM was significantly higher than that of the conjunctiva (p < 0.0001), while its viscosity was 
significantly lower compared to native tissue (p < 0.0001).
CONCLUSION: hCECs remained viable after seeding on the tested CM, confirming its noncytotoxicity. The migration of hCECs 
into the matrix indicates the material’s ability to create a favorable microenvironment for conjunctival epithelialization and to 
undergo resorption following cell colonization. Preservation of the molecular profile of hCECs indicates high biocompatibility 
of the CM with conjunctival epithelium. The 30 mg/mL CM exhibits elasticity comparable to that of conjunctiva, with higher 
hardness and lower viscosity. Optimization of CM biomechanical properties for specific clinical needs holds promise.

Keywords: conjunctiva; conjunctival reconstruction; tissue engineering; conjunctival epithelium; collagen; biopolymers; 
indentation.
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ВВЕДЕНИЕ
Конъюнктива, являясь тонкой прозрачной слизистой 

оболочкой, проходит от лимба над поверхностью склеры 
и образует верхний и нижний своды век, обеспечивая их 
плавное движение относительно глазного яблока [1, 2]. 
Конъюнктива служит механическим и иммунологическим 
барьером глаза от внешних воздействий и обеспечивает 
секрецию муцинового компонента слёзной жидкости [3, 4]. 

Как и все барьерные ткани, конъюнктива подверже-
на травматизации. Иногда регенерация в этой зоне идёт 
c формированием участков рубцевания, чаще всего это 
случается при обширном повреждении, присоединении 
инфекции или в результате системных аутоиммунных за-
болеваний [5, 6]. 

Длительный воспалительный процесс на глазной по-
верхности может также вызывать истощение популяции 
лимбальных эпителиальных стволовых клеток, что приво-
дит к конъюнктивализации роговицы, неоваскуляризации, 
врастанию субэпителиальной фиброзной ткани и образо-
ванию роговичных стромальных рубцов [7, 8]. 

Для предупреждения хронизации воспалительных 
процессов и связанного с ними рубцевания проводятся 
реконструктивные вмешательства на конъюнктиве с ис-
пользованием различных материалов [9]. В  настоящее 
время распространённой методикой устранения дефек-
тов в этой зоне является применение конъюнктивальных 
аутотрансплантатов, однако в случае двусторонних забо-
леваний может возникнуть дефицит собственной ткани, 
требующейся для восстановления обширных дефектов [5]. 

Альтернативным способом реконструкции может стать 
использование биосовместимого материала с возможно-
стью образования эпителиального слоя на его поверхности. 
Часто используемый материал — это коллаген, естествен-
ная составляющая конъюнктивальной стромы [10]. Колла-
ген является основным структурным белком внеклеточного 
матрикса, и эпителиальные клетки способны к нему ад-
гезировать, а также пролиферировать на его поверхности, 
поэтому данный субстрат имеет положительный опыт при-
менения в качестве биополимерного скаффолда для устра-
нения дефектов конъюнктивы [10, 11].

Биомеханические характеристики коллагеновых мем-
бран (КМ) определяют их пригодность к хирургическому 
применению, надёжность фиксации шовным материалом. 
В  то же время биомеханика скаффолда должна поддер-
живать полный объём движений глазного яблока и осу-
ществление акта моргания [12, 13], поэтому подходящая 
для хирургической реконструкции глазной поверхности КМ 
должна обладать свойствами, близкими к нативной ткани.

ЦЕЛЬ 
Оценить биосовместимость эпителиальных клеток 

конъюнктивы (ЭКК) и КМ, произведённой по оригиналь-
ной технологии in vitro; отсутствие цитотоксичности КМ 

для ЭКК; их морфологию и паттерн характерных белков 
после посева на КМ; а также охарактеризовать биоме-
ханические свойства КМ в сравнении с нативной тканью 
конъюнктивы.

МЕТОДЫ

Изготовление коллагеновой мембраны
В соответствии с ранее опубликованным методом [14] 

изготавливали КМ. Для этого 0,2 мл стерильных раство-
ров высокоочищенного нативного коллагена I типа, вы-
деленного путём кислой экстракции из свиных сухожи-
лий (Viscoll; ООО Фирмы «Имтек», Россия), в различной 
концентрации (10 и 30  мг/мл) были добавлены в лунки 
24-луночного планшета. Для удаления пузырьков воз-
духа из раствора коллагена планшеты центрифугировали 
в центрифуге Avanti J-26XP (колебательный ротор JS-5.2; 
Beckman Coulter, Inc., США) при 3200 об./мин и 4 °C в те-
чение 30  мин. Для индукции гелеобразования коллаге-
на пластины инкубировали в парах аммиака в течение 
12  ч при температуре 20  °С. После инкубации гидроге-
ли коллагена собирали, погружали в воду для инъек-
ций (Solopharm, Россия) и инкубировали в течение 24  ч 
при температуре 20 °С.

На следующем этапе гидрогели коллагена помещали 
между двумя тефлоновыми пластинами, одна из которых 
подвергалась постоянной нагрузке 3 кг до полной витри-
фикации. Для длительного хранения полученные матери-
алы регидратировали в воде для инъекций (Solopharm, 
Россия) в течение 5  мин. Затем КМ помещали на ква-
дратную тефлоновую пластину и герметично упаковывали 
в стерильные первичные упаковки, соответствующие тре-
бованиям ISO 11607-1 («КЛИНИПАК», Россия). Материалы 
в первичной упаковке герметично запечатывали под ва-
куумом во вторичной вакуумной упаковке, что позволи-
ло хранить КМ при температуре от 4 до 10 °C в течение 
12  мес с даты упаковки (рис.  1). Все манипуляции были 
проведены в асептических условиях.

Получение культуры эпителиальных клеток 
и её характеристика

Первичная культура ЭКК человека получена из када-
верного материала от шести доноров эксплантным ме-
тодом. 

Из глазного банка ФГБНУ «Научно-исследователь-
ский институт глазных болезней имени М.М.  Краснова» 
были получены лоскуты бульбарной конъюнктивы (дан-
ный материал не востребован в ходе операции и обычно 
подлежит утилизации). Фрагменты конъюнктивы трижды 
промывали в растворе Хенкса («ПанЭко», Россия) с анти-
биотиками (пенициллин–стрептомицин) и антимикотиком 
(амфотерицин B), измельчали скальпелем до размера 
1–2  мм и располагали на поверхности культурально-
го пластика (в чашке Петри диаметром 35  мм) в капле 
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фетальной бычьей сыворотки (Global Kang Qinhuangdao 
Biotechnology Co., Китай); через сутки к ним добавляли 
питательную среду RPMI-1640 («ПанЭко», Россия) c 10% 
фетальной бычьей сывороткой, глютамином и антибиоти-
ком–антимикотиком. Клетки культивировали в стандарт-
ных условиях: при 5% СО2, температуре 37 °C и влажности 
90%. Смену среды проводили каждые 2–3 дня.

Клетки начинали мигрировать из эксплантатов 
на 4–5-й день, после чего среду заменяли на DMEM/F12 
(«ПанЭко», Россия) c 5% фетальной бычьей сывороткой, 
2  мМ глютамина, антибиотиками пенициллином–стреп-
томицином, антимикотиком амфотерицином B, добавкой 
инсулин–трансферрин–селенит (Gibco, США) и 10  нг/мл 
эпидермального фактора роста (Sigma-Aldrich, США). 
Клетки достигали состояния конфлюэнтного монослоя 
на 2-й неделе, после чего их пересевали с применени-
ем трипсина-ЭДТА («ПанЭко», Россия) в соотношении 1:3 
(в концентрации 10 тыс./см2). Подсчёт клеток проводили 
на автоматическом счётчике С100 (RWD, Китай). 

Разделение на группы
В контрольной группе ЭКК культивировали на культу-

ральном пластике без обработки (12-луночный планшет 
(SPL, Корея), в экспериментальной группе — на фрагмен-
тах полученной мембраны из коллагена Viscoll с концен-
трацией 10 или 30  мг/мл (ООО Фирмы «Имтек», Россия) 
размерами 3×3 мм и толщиной 100 мкм. Перед внесением 
клеток фрагменты мембраны трижды промывали раство-
ром Хенкса. 

Оценка морфологии эпителиальных клеток 
Наблюдение за ростом клеток в обеих группах про-

водили в режиме фазового контраста на микроскопе 
AxioVert A1 (Carl Zeiss, Германия). Фоторегистрацию куль-
туры осуществляли на 1, 7, 13-е сутки после посева. 

Иммуноцитохимическое окрашивание 
эпителиальных клеток 

Для оценки сохранности белкового репертуара ЭКК 
после их засева на КМ в концентрации 10  мг/мл было 

выполнено иммуноцитохимическое окрашивание на мар-
кёры ЭКК: филаментообразующий белок цитокератин 7 
и компонент секреторного аппарата муцин 5АC [15]. Были 
использованы моноклональные антитела к цитокерати-
ну 7 (MA1-06315; Thermo Fisher Scientific, США) в разве-
дении 1:100 и anti-Mucin 5AC antibody (ARG59705; Arigobio, 
Китай).

Вторичные антитела с меткой Alexa Fluor 594 (A-11032; 
Invitrogen, США) применяли в разведении 1:500. Вторич-
ные антитела с меткой Cy2 (ab6940; Abcam, CША) ис-
пользовали в разведении 1:100, докрашивание ядер 
проводили красителем Hoechst 33342 («ПанЭко», Рос-
сия) в концентрации 1  мкг/мл. Детекцию осуществля-
ли на интегрированной системе визуализации Celena X 
(Logos Biosystems, Южная Корея).

Тест live/dead
Для оценки выживаемости ЭКК после посева на КМ 

с концентрацией коллагена 30  мг/мл их окрашивали 
кальцеином АМ (Invitrogen, США) и ядерным красителем 
Hoechst («ПанЭко», Россия). На фотографиях производили 
подсчёт общего количества клеток: живых (цитоплазма 
которых окрашена в зелёный цвет) и мёртвых (ядра ко-
торых окрашены в ярко-синий цвет).

Оценка метаболической активности клеток
Для исследования активности митохондриальных 

клеточных процессов в контрольной группе и группе КМ 
с концентрацией колагена 30  мг/мл был проведён ко-
лориметрический одноступенчатый формазановый MTS-
тест, отражающий уровень метаболической активности 
исследуемых клеток. Принцип метода заключается в пе-
реводе живыми активными клетками реактива CellTiter 96 
AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega, 
США) из неокрашенной в окрашенную форму. Таким об-
разом, светопропускание в лунке планшета после про-
ведения теста пропорционально количеству живых актив-
ных клеток в ней. Клетки высевали в лунки 24-луночного 
планшета с кусочками мембраны и без неё (контроль) 
за сутки до тестирования в концентрации 10  тыс./см2. 

Рис. 1. Первичная (a) и вторичная (b) герметичная упаковка коллагенового материала; c — снимок изготовленной коллагеновой мембраны.
Fig. 1. Primary (a) and secondary (b) hermetic packaging of the collagen material; (c) image of the fabricated collagen membrane.

a b c
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Чтобы учесть возможное взаимодействие MTS-реагента 
с носителем, для выполнения теста в каждую лунку 
с клетками на носителе и без него, а также в пустые лун-
ки (бланк) вносили по 300  мкл свежей среды и 60  мкл 
реагента. Далее планшет убирали для развития реакции 
в инкубатор на 3  ч. По прошествии этого времени вы-
держивали планшет в течение 10  мин на орбитальном 
шейкере со скоростью вращения 250  rpm для равно-
мерного распределения окраски по объёму лунки. Затем 
переносили по 100  мкл из каждой лунки 24-луночного 
планшета в соответствующие лунки 96-луночного план-
шета для детекции коэффициента пропускания на план-
шетном фотометре Multiskan FC (Тhermo Fisher Scientific, 
США) при длине волны 492 нм. Пробы были поставлены 
в трёх повторах.

Оценка биомеханических свойств бульбарной 
конъюнктивы и коллагеновой мембраны

Индентирование — метод исследования механиче-
ских свойств материалов, основанный на вдавливании 
индентора (твёрдого наконечника известной геометри-
ческой формы) в поверхность исследуемого материала 
с контролируемой силой и/или скоростью и последующим 
анализом кривой «нагрузка–смещение».

В настоящем исследовании были выбраны нагрузки, 
наиболее часто используемые при исследовании биоме-
ханических свойств методом наноиндентирования схожих 
коллагенсодержащих материалов [16–18]. 

Оценку биомеханических свойств фрагментов буль-
барной конъюнктивы 10 доноров и 10 образцов КМ с кон-
центрацией коллагена 30  мг/мл проводили при помощи 
машины-индентора Nanovea, оснащённой наномодулем 
(Irvine, США). Образцы располагали на поверхности пред-
метного стекла и погружали в физиологический раствор 
для предотвращения высыхания во время тестирования. 
Измерения проводили при комнатной температуре. Ра-
диус сферического наконечника индентора — 3000 мкм. 
Выполняли статический и динамический механический 

анализ. В статическом режиме индентирование осущест-
вляли при нагрузке 0,75 мН. Время выдержки при пико-
вой нагрузке составило 30  с. В  динамическом режиме 
амплитуда составила 0,5  мН, частота 0,25  Гц. Было вы-
полнено 5 измерений на образец. Поскольку конъюнктива 
считается упругим и эластичным материалом, в ходе ис-
пытаний оценивали модуль Юнга (показатель упругости), 
значения твёрдости и параметр, характеризующий вяз-
кость (тангенс дельта).

Статистический анализ
Статистическую обработку различий значений про-

водили в программе Prism 7.0 (GraphPad Inc., США). 
Для оценки различий между группами использовали 
критерий Манна–Уитни. В качестве уровня статистической 
значимости принимали p <0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Перед началом эксперимента мы визуально удостове-

рялись, что клетки соответствуют эпителиальному морфо-
типу. Миграция из эксплантатов на культуральный пластик 
начиналась на 3–4-й день (рис.  2, a). Клетки заполняли 
поверхность культуральной чашки, формируя монослой 
плотно прилежащих друг к другу клеток. На 7-е  сутки 
формировался субконфлюэнтный монослой, содержащий 
мелкие эпителиальные клетки в виде «булыжной мосто-
вой» с высоким ядерно-цитоплазматическим соотноше-
нием (рис. 2, b). На этом этапе клетки пассировали на по-
верхность исследуемых мембран.

На 3-и сутки после рассева клеток на мембрану с кон-
центрацией коллагена 10 мг/мл ЭКК продемонстрировали 
способность к активной миграции в толщу коллагенового 
слоя (рис. 3, c). На мембране с концентрацией коллагена 
30 мг/мл клетки располагались только на её поверхности. 
Можно отметить более плотное прилегание клеток друг 
к другу при засеве их на КМ с концентрацией коллагена 
30 мг/мл (рис. 3, b).

Рис. 2. Первичная культура эпителиальных клеток конъюнктивы при миграции из экспланта: a — эпителиальные клетки на поверхности куль-
турального планшета на 4-й день; b — эпителиальные клетки на поверхности культурального планшета на 7-й день, монослой клеток в виде 
«булыжной мостовой» с высоким ядерно-цитоплазматическим соотношением. Бар 100 мкм.
Fig. 2. Primary culture of conjunctival epithelial cells during migration from the explant. Scale bar: 100 µm.
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Окрашивание на цитокератин 7 и муцин 5АC показало 
сохранность молекулярных маркёров ЭКК после посева 
на КМ с концентрацией коллагена 30 мг/мл (рис. 4).

При окрашивании кальцеином АМ клеток, засеян-
ных на КМ с концентрацией коллагена 30  мг/мл (опыт) 
и на культуральный пластик (контроль), не выявлено раз-
личий в количестве живых клеток (окрашенных в зелёный 
цвет). Данный факт позволяет заключить, что исследуе-
мый материал не цитотоксичен для ЭКК (рис. 5).

Сравнительный тест на метаболическую активность 
не выявил значимого различия между группами контро-
ля и КМ с концентрацией коллагена 30  мг/мл (рис.  6). 
Иными словами, культивирование на исследованной КМ 
не вызывает снижения метаболической активности клеток 
и подтверждает биосовместимость этого материала и его 
потенциал для использования в тканевой инженерии.

В результате сравнительного анализа биомеханиче-
ских характеристик бульбарной конъюнктивы и КМ уста-
новлено, что модуль Юнга, характеризующий упругость 
КМ с концентрацией коллагена 30  мг/мл, сопоставим 

с аналогичным показателем бульбарной конъюнкти-
вы, его значение составляет 0,0008739±0,0004332 
и 0,0009472±0,001323  ГПа соответственно. Статисти-
чески значимых различий между ними не обнаружено 
(p=0,0549), что позволяет сделать вывод о сходстве упру-
гих свойств обоих исследуемых материалов (рис. 7).

При оценке твёрдости значительно более высо-
кие значения данного параметра были зафиксированы 
у КМ с концентрацией коллагена 30 мг/мл по сравнению 
с бульбарной конъюнктивой (p <0,0001). И наоборот, вяз-
кость КМ оказалась существенно ниже, чем у естествен-
ной ткани (p <0,0001) (рис. 8).

Данные результаты показывают, что упругость КМ 
с концентрацией коллагена 30 мг/мл сопоставима с анало-
гичным показателем бульбарной конъюнктивы. При этом 
КМ обладает повышенной жёсткостью и уменьшенной 
вязкостью по сравнению с естественной тканью. Эти пара-
метры потенциально могут быть cкорректированы в даль-
нейшем посредством изменения технологии изготовления 
мембраны в зависимости от конкретных целей применения.

Рис. 3. Первичные культуры эпителиальных клеток конъюнктивы (фазово-контрастная микроскопия): a — контрольная группа (пластик); b — 
посев на коллагеновую мембрану в концентрации 30 мг/мл; с — в концентрации 10 мг/мл. Бар 100 мкм.
Fig. 3. Primary cultures of conjunctival epithelial cells (phase contrast microscopy). Scale bar: 100 µm.

Рис. 4. Репрезентативные поля зрения при окрашивании культуры эпителиальных клеток конъюнктивы на пластике (a) и на коллагеновой мем-
бране с концентрацией коллагена 30 мг/мл (b) на 3-и сутки после посева. Красное окрашивание — цитокератин 7; зелёное окрашивание — муцин 
5АC; синее окрашивание — ядра, меченные красителем Hoechst. Бар 100 мкм.
Fig. 4. Representative fields of immunostained conjunctival epithelial cell cultures on plastic (a) and on a collagen membrane with 30 mg/mL collagen 
concentration (b) on day 3 post-seeding. Scale bar: 100 µm.

a b c
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Рис. 5. Культура эпителиальных клеток конъюнктивы 3-го пассажа на 13-е сутки культивирования (эпифлуоресцентная микроскопия). Живые 
клетки окрашены зелёным цветом (окраска кальцеином АМ): a — в группе контроля, b — после посева на коллагеновую мембрану с концен-
трацией коллагена 30 мг/мл. Бар 100 мкм.
Fig. 5. Third-passage conjunctival epithelial cell culture on day 13 (epifluorescence microscopy). Scale bar: 100 µm.

Рис. 6. Графическое отображение результатов колориметрического 
формазанового теста: 1 — метаболическая активность клеток на пла-
стике; 2 — метаболическая активность клеток на коллагеновой мем-
бране с концентрацией коллагена 30 мг/мл.
Fig. 6. Graphical representation of the formazan colorimetric assay 
results. 

Рис. 7. Графическое отображение результатов наноиндентирования 
в статическом режиме: 1 — показатели модуля Юнга бульбарной 
конъюнктивы при нагрузке 0,75 мН; 2 — модуль Юнга коллагеновой 
мембраны с концентрацией коллагена 30 мг/мл при нагрузке 0,75 мН.
Fig. 7. Graphical representation of static mode nanoindentation results. 

Рис. 8. Графическое отображение результатов наноиндентирования в динамическом режиме: a: 1 — показатели твёрдости бульбарной конъ-
юнктивы при нагрузке 0,75 мН; 2 — показатели твёрдости коллагеновой мембраны с концентрацией коллагена 30 мг/мл при нагрузке 0,75 мН; 
b: 3 — показатели вязкой составляющей бульбарной конъюнктивы при нагрузке 0,75 мН, 4 — показатели вязкой составляющей коллагеновой 
мембраны с концентрацией коллагена 30 мг/мл при нагрузке 0,75 мН. * — статистически значимые отличия.
Fig. 8. Graphical representation of dynamic mode nanoindentation results.
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ОБСУЖДЕНИЕ
Одним из основных осложнений хронического воспа-

лительного процесса глазной поверхности являются рубце-
вание и контрактура тканей конъюнктивы. Такая ситуация 
нередко наблюдается у пациентов с лимбальной недоста-
точностью, и это служит фактором, снижающим успеш-
ность трансплантации лимбальных стволовых клеток [19]. 
У  данной группы пациентов восстановление одной лишь 
роговицы не будет эффективным без полноценного вос-
становления глубокого и подвижного свода конъюнктивы.

В клинической практике для замещения рубцово-
го дефекта используются аутологичные и аллогенные 
конъюнктивы, слизистые оболочки носа и рта, амнио-
тическая мембрана, а также биосинтетические матери-
алы. Аутологичные ткани предпочтительны благодаря 
отсутствию риска отторжения, но их применение огра-
ничено при необходимости больших по площади транс-
плантатов или при поражении тканей ввиду аутоиммун-
ных заболеваний [20, 21]. В  таких случаях используют 
слизистые оболочки носа и рта, хотя и их эффективность 
снижается при иммунопатологических состояниях [22]. 
Амниотическая мембрана человека часто применяется 
для замещения дефектов ткани, после химических ожо-
гов, при пемфигоиде слизистых оболочек и синдроме 
Стивенса–Джонсона [23, 24]. Однако эта мембрана под-
вергается быстрому лизису и имеет тенденцию к форми-
рованию рубцовой ткани после трансплантации [25]. 

Проведённое нами исследование перекликается 
с аналогичными, выполненными ранее. Так, в работе 
C.C.  Drechsler и соавт. ЭКК также рассевали на КМ, из-
готовленную из раствора коллагена с концентрацией 
3  мг/мл [10]. Различие мембран заключалось в концен-
трации, источнике коллагена и способе изготовления. 
В  основе нашего подхода лежит технология изготовле-
ния стерильного высококонцентрированного раствора 
коллагена — Viscoll. Это позволяет создавать прочные 
коллагеновые биоматериалы без использования техно-
логии химических сшивок, которые ухудшают клеточную 
совместимость материала.

Известно также, что при повышении концентрации 
коллагена наблюдается уменьшение миграции клеток 
во внутренние слои субстрата и происходит формирова-
ние эпителиального монослоя, тогда как с уменьшением 
концентрации в коллагеновом гидрогеле происходит ин-
теграция клеток в структуру биополимерного материала 
[26], что мы и увидели при посеве на мембрану с кон-
центрацией коллагена 10  мг/мл. Результаты, похожие 
на наши, наблюдаются в работах с фибробластами, за-
сеянными на КМ, где клетки принимали звёздчатую 
форму в течение нескольких часов, а позже становились 
веретенообразной формы, агрегировали, но данная тен-
денция уменьшалась с увеличением концентрации кол-
лагена [27–29]. С  учётом того, что в нашей работе и ра-
боте C.C.  Drechsler и соавт. при концентрации раствора 

10  мг/мл получены сходные результаты — морфология 
клеток и их молекулярный профиль после посева на КМ 
оставались характерными для конъюнктивы, можно сде-
лать вывод о том, что плотность матрикса не оказывает 
определяющего влияния на биосовместимость исследуе-
мого материала. С другой стороны, использование более 
концентрированных растворов коллагена для изготовле-
ния КМ позволяет фиксировать их швом в зоне операции 
[14]. Поэтому для определения биомеханических свойств 
были взяты КМ с концентрацией коллагена 30 мг/мл. 

В работе H. Zhou и соавт. исследовали 3 вида матери-
ала — витрифицированный коллаген, обычный коллаге-
новый гель и культуральный пластик в качестве контро-
ля [11]. На всех трёх субстратах ЭКК кролика показали 
высокий уровень жизнеспособности (>95%) через 5 дней 
культивирования, что было подтверждено окрашиванием 
live/dead. Авторами также отмечено, что на витрифициро-
ванном коллагене плотность клеток превышала таковую 
на пластике более чем в два раза. Это свидетельствует 
о высокой пролиферативной активности клеток на ис-
следуемом материале. Мы не определяли колониеобра-
зующую способность, как предыдущие исследователи, 
но провели тесты на цитотоксичность (путём окрашива-
ния live/dead и в метаболическом тесте), показавшие её 
отсутствие и, следовательно, высокий потенциал для ис-
пользования в тканевой инженерии. 

Выбор материала на основе коллагена I типа в ряде 
исследований обусловлен тем, что он является наиболее 
распространённым структурным белком интерстициаль-
ного матрикса стромы конъюнктивы [30]. Коллаген I типа 
также участвует в процессах регенерации тканей, что осо-
бенно важно для применения в биоматериалах, направ-
ленных на восстановление конъюнктивы и создание усло-
вий для её нормального функционирования. Кроме того, 
биосовместимость и низкий риск иммунного отторжения 
делают его предпочтительным материалом для создания 
носителей в тканевой инженерии. 

Совсем недавно внеклеточный матрикс считался 
обычным инертным скаффолдом, поддерживающим 
клетки. Однако за последние два десятилетия была до-
казана его фундаментальная роль в ключевых аспектах 
клеточной биологии [31, 32]. Важным событием стало 
открытие явления регуляции дифференцировки мезенхи-
мальных стволовых клеток и других типов стволовых кле-
ток в соответствии с заданными физическими свойствами 
окружающего их внеклеточного матрикса [33, 34].

В связи с вышесказанным необходимо учитывать био-
механические свойства материала при разработке матрик-
сов для трансплантации клеток. В  работе B.  Trappmann 
и соавт. отмечено, что при увеличении модуля упругости 
полиакриламидных гидрогелей, ковалентно связанных 
с коллагеном I типа, увеличивалось распространение эпи-
дермальных стволовых клеток и уменьшалась их диффе-
ренциация в кератиноциты [35]. В  нашем исследовании 
не изучались оптимальные биомеханические свойства, 
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обеспечивающие поддержание стволовых клеток и диф-
ференциацию бокаловидных клеток конъюнктивы, так 
как основной фокус был направлен на предварительный 
анализ механических характеристик КМ, рассматривае-
мых с точки зрения их пригодности для применения в ре-
конструктивных операциях.

В работе С.С.  Drechsler и соавт. сравнивали эластич-
ность прессованного коллагена, амниотической мембраны 
и нативной конъюнктивы, и пришли к выводу, что разни-
ца между коллагеновым носителем и конъюнктивой была 
значительной: прессованный коллаген оказался менее 
эластичным, в то время как статистически значимой раз-
ницы между амниотической мембраной и конъюнктивой 
почти не было [10]. 

Результаты нашего исследования показывают, 
что в сравнении с бульбарной конъюнктивой исследуе-
мая КМ обладает схожей упругостью, но большей твёр-
достью, что в перспективе позволит КМ противостоять 
деформации и сохранять заданную форму. Исследуемая 
КМ может успешно применяться для устранения дефек-
тов конъюнктивы, а её биомеханические свойства могут 
подвергаться дальнейшей адаптации под индивидуаль-
ные клинические задачи. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Тканевая инженерия предлагает множество новых 

подходов к реконструкции конъюнктивы, многие из ко-
торых ещё предстоит оценить в клинической практике. 
В  настоящее время для реконструкции конъюнкти-
вы доступны различного рода материалы, но ни один 
из них не лишён недостатков. Существует клиническая 
потребность в создании универсальной замены ткани, 
особенно для лечения больших по площади дефектов 
конъюнктивы. При разработке биоматериала для вос-
становления и регенерации поверженной ткани, в том 
числе конъюнктивы, необходимо учитывать несколько 
критериев. К  ним относятся максимальная биосовме-
стимость с окружающими тканями с минимальной вос-
палительной реакцией, возможность адгезии и проли-
ферации клеток на поверхности трансплантата, а также 
сходство биомеханических характеристик. В настоящем 
исследовании показано, что исследуемая КМ обеспе-
чивает необходимые условия для роста ЭКК: культиви-
рование на КМ не вызывает снижения метаболической 
активности клеток, сохраняются пролиферативная ак-
тивность и молекулярный репертуар белков ЭКК. Кро-
ме того, биомеханические свойства изготовленной КМ 
сопоставимы с нативной конъюнктивой, что позволяет 
данной КМ быть перспективной альтернативой биологи-
ческой ткани в реконструктивных целях. В перспективе 
для каждого патогенетически обусловленного случая 
можно подобрать различные характеристики материа-
ла, что обеспечит адаптацию субстрата к уникальным 
условиям и требованиям терапии.
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