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Введение. Функциональная недостаточность поверхности глаза связана 

с дисфункцией эпителиального покрова разной степени выраженности, кото-

рая морфологически проявляется метаплазией клеток. Одним из таких нару-

шений является конъюнктивальная метаплазия роговицы, или лимбальная 

недостаточность [1,5]. 

По степени выраженности выделяют частичную и тотальную лимбальную 

недостаточность. По патогенезу синдром лимбальной недостаточности 

(СЛН) может быть разделен на 2 большие группы [1,2, 4]. Первый включает 

патологические состояния, обусловленные прямым разрушением лимбаль-

ных стволовых клеток. Второй тип данного синдрома вызван первичной де-

струкцией лимбальной стромы [5]. Он протекает по типу медленно прогрес-

сирующего заболевания.  

При длительном рецидивирующем течении герпетического кератита раз-

виваются нейротрофические изменения, нарушающие метаболизм роговой 

оболочки. Это приводит к нарушению пролиферации стволовых роговичных 

клеток (которыми являются базальные эпителиоциты лимба) и развитию 

рубцевания роговицы, истончению, неоваскуляризации, т.е. лимбальной не-

достаточности [1, 2, 5].  



Недостаточно изучен характер течения рецидивирующего герпетического 

кератита, осложнённого лимбальной недостаточностью. Необходимо уточ-

нить, чем обусловлено развитие лимбальной недостаточности при рецидиви-

рующем герпетическом кератите: неполноценностью субстрата стволовых 

клеток или самих стволовых клеток? 

Именно это и определило актуальность темы и цель нашего исследования. 

Целью исследования было изучение пролиферативного потенциала 

лимбальных эпителиоцитов при рецидивирующем герпетическом кератите, 

осложнённом лимбальной недостаточностью. 

Материалы и методы. У 7 пациентов с односторонней герпетической 

нейротрофической кератопатией, осложнённой лимбальной недостаточно-

стью и у 7 пациентов с односторонним стромальным метагерпетическим ке-

ратитом, осложнённым лимбальной недостаточностью в период ремиссии 

была произведена биопсия материала из зоны лимба обоих глаз (из здорового 

глаза и из поражённого Herpes simplex глаза).  

До биопсии пациентам проводилось офтальмологическое обследование, 

которое включало: исследование зрительных функций, окрашивание роговой 

оболочки 0,2 % раствором флюоресцеина-натрия с последующей биомикро-

скопией, конфокальная лазерная сканирующая микроскопия роговой оболоч-

ки, исследование чувствительности роговицы алгезиметром Радзиховского. 

Использовалась проба по Норну (оценка стабильности прероговичной слёз-

ной плёнки). Исследования также включали постановку иммунологических 

реакций (ИФА, ПЦР). 

Герпетическая нейротрофическая кератопатия была диагностирована 

на основании следующих признаков: овального эпителиального дефекта ро-

говицы, с гладкими границами, с центральным расположением (в щели меж-

ду веками), размерами 5,2±0,2 мм на 2,7±0,3 мм; отсутствия роговичной чув-

ствительности (0; 0,6±0,1; 0,9±0,2 воспринятых касаний альгезиметрами ве-

сом 2,0 мг; 10,0 мг; 50,0мг соответственно); снижения времени разрыва слёз-

ной плёнки до 5,6±0,3 с. 



Стромальный метагерпетический кератит был диагностирован на осно-

вании следующих признаков: смешанной инъекции глазного яблока; сниже-

ния чувствительности роговицы до 0; 1,5±0,1; 3,0±0,2 воспринятых касаний 

альгезиметрами 2,0; 10,0мг и 50,0мг соответственно; снижения стабильности 

слёзной плёнки до 6,8±0,4 с; инфильтрации роговицы на фоне выраженного 

отёка, с изъязвлением; наличием роговичного дефекта площадью 3,7±0,4мм 

на 3,6±0,1мм, глубиной до 1/3 стромальной толщины, с периферическим рас-

положением. 

У всех пациентов наблюдались следующие признаки лимбальной недо-

статочности: конъюнктивальный паннус; снижение прозрачности роговицы; 

неоваскуляризация роговой оболочки; неровная поверхность роговой оболо-

чки. 

Биопсия производилась на 12 часах. Методом ламеллярной кератэкто-

мии [4,6] осуществлялся забор материала размерами 1×2 мм до 1/3 его тол-

щины, после чего биоптат доставлялся в лабораторию в стерильной бакпеча-

тке с 5мл транспортной среды. Методики трипсинизации и культивирования 

выполнялись по прописям, изложенным в руководстве по методам культиви-

рования клеток [3].  

После удаления транспортной среды ткань инкубировали в 0,25%-ном 

растворе трипсина 20 минут при 37С. Трипсин затем удаляли, ткань ресус-

пендировали в среде DMEM и F12 (1:1) (Sigma, США) с 10% фетальной бы-

чьей сыворотки (Sigma, США) и 50мкг/мл гентамицина (KRKA, Словения), а 

затем центрифугировали 10 мин при 1000 об/мин. Осадок ресуспендировали 

в 2 мл свежей культуральной среды, после чего клетки рассеивали в 10 мл 

среды в культуральный сосуд площадью 80 мм
2
 и культивировали при 37С и 

5% СО2 в СО2-инкубаторе. Через 24 часа добавляли свежую среду и продол-

жали культивировать оставшиеся прикрепленными ко дну сосуда клетки еще 

сутки, до образования клеточного монослоя.  

После культивирования к клеткам добавляли охлаждённый до 4С 0,25-

% раствор трипсина. Через 30 сек трипсин удаляли, а клетки инкубировали 



10 мин при 37С. Открепившиеся от культурального сосуда лимбальные 

клетки ресуспендировали в 5 мл культуральной среды и осаждали центрифу-

гированием в течение 10 мин при 1000 об / мин. Осадок ресуспендировали в 

2 мл культуральной среды. Концентрацию клеток подсчитывали в камере Го-

ряева [3]. 

Для приготовления окрашенных препаратов культуру клеток промыва-

ли раствором Хэнкса, фиксировали метанолом и окрашивали по методу Ро-

мановского-Гимзы прямо в культуральных чашках Петри. Для фиксации и 

окраски использовали набор «Leukodif», BIO-LA-TEST Laxema. Живые куль-

туры и окрашенные препараты изучали и фотографировали с помощью инве-

ртированного микроскопа (ЛОМО, Санкт-Петербург), светового микроскопа 

и цифровой видеокамеры Nicon D40x.  

При математической обработке первичного материала были рассчита-

ны относительные величины, средние арифметические величины, их средне-

квадратичное отклонение и ошибки средних величин. Достоверность разли-

чий показателей между группами оценивали с использованием критерия t 

(Стьюдента). 

Результаты исследования и их обсуждение. При культивировании 

лимбальные клетки обладали выраженной адгезией и образовывали на дне 

культурального флакона колонии клеток полигональной формы с вытянутым 

ядром, занимающим ¼ часть клетки. Ядра ориентированы апикально. Резуль-

таты количественного анализа культивированных лимбальных клеток пред-

ставлены на рисунке 1.  

До культивирования количество клеток, полученных из глаз пациентов 

с нейротрофической кератопатией в среднем составило 10502±428, из глаз 

пациентов с стромальным метагерпетическим кератитом 10563±614, из здо-

ровых глаз 10337±444. При сравнении средних значений данных показателей 

они не достоверны, p>0,05. 



Через 24 часа их количество достоверно увеличилось и составило 

14827±787, 14977±661, 14951±476 клеток соответственно. При сравнении 

средних значений данных показателей они не достоверны, p>0,05. 

Через 71,4 ± 1,4 часа образовался клеточный монослой. Количество 

клеток, полученных из глаз пациентов с нейротрофической кератопатией в 

среднем составило 28973±990, из глаз пациентов с стромальным метагерпе-

тическим кератитом 29044±649, из здоровых глаз 28491±1210, при сравнении 

средних значений данных показателей они не достоверны, p>0,05. 
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Рис. 1. Концентрация лимбальных клеток при культивировании у паци-

ентов с герпетической нейротрофической кератопатией (НТКП), стромаль-

ным метагерпетическим кератитом (СМК), осложнёнными лимбальной недо-

статочностью, из здоровых и поражённых глаз.  

Примечание: * - уровень значимости различий среднего количества 

клеток лимба при их культивировании по отношению к среднему их значе-

нию до культивирования. 

 

Таким образом, при культивировании лимбальных эпителиоцитов че-

ловека обнаружена их одинаково высокая пролиферативная активность, при-

чём, как из поражённых ВПГ так и из здоровых глаз.  

 



Выводы.  

1. При рецидивирующем герпетическом кератите развитие лимбальной 

недостаточности связано с нейротрофическими изменениями стромы.  

2. Пролиферативная активность лимбальных эпителиоцитов при реци-

дивирующем герпетическом кератите сохранена. 

3. Пролиферативная активность эпителиоцитов лимба при герпетичес-

кой нейротрофической кератопатии, стромальном метагерпетическом кера-

тите, и в здоровых глазах, достоверно не отличается, что подтверждается об-

разованием клеточного монослоя через 70 часов от начала культивирования и 

увеличением (за этот период) количества клеток с 10470 до 28840.  
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Проліферативна активність клітин лімба у хворих на рецидивую-

чий герпетичний кератит, ускладнений лімбальною недостатністю. 
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Резюме. Вивчалась проліферативна активність лімбальних епітеліоци-

тів у хворих на рецидивуючий герпетичний кератит, ускладнений лімбаль-

ною недостатністю. В 7 паціентів з герпетичною нейротрофічною кератопа-

тією та в 7 паціентів зі стромальним метагерпетичним кератитом була прове-

дена біопсія матеріалу із зони лімба обох очей (зі здорового ока та з уражено-

го вірусом простого герпесу ока). При культивуванні лімбальних епітеліоци-

тів людини виявлена їх висока проліферативна активність, як зі здорових так 

і із хворих очей. До культивування в паціентів із герпетичною нейротрофіч-

ною кератопатією було виділено 10502 клітин, зі здорових очей 10337, з очей 

хворих на стромальний метагерпетичний кератит 10563 клітин. При форму-

ванні монослою (після 3 діб) кількість лімбальних епітеліоцитів однаково 

зросла в усіх випадках до 28973, 28491 та 29044 відповідно. Це дозволило 

судити о зберіганні проліферативної активності в уражених вірусом простого 

герпесу очах.  

 

Пролиферативная активность эпителиоцитов лимба у больных ре-

цидивирующим герпетическим кератитом, осложненным лимбальной 

недостаточностью.  



П. А. Бездетко, Е. Н. Ильина, Ю. Е. Микулинский, С. Г. Панибратцева  

Харьковский национальный медицинский университет, лаборатория 

клеточных биотехнологий ХМАПО, лаборатория молекулярной диагностики 

«Вирола», г. Харьков. 

Ключевые слова: рецидивирующий герпетический кератит, лимбаль-

ная недостаточность, пролиферация, лимбальные эпителиоциты. 

Резюме. Исследовалась пролиферативная активность лимбальных эпи-

телиоцитов у больных рецидивирующим герпетическим кератитом, ослож-

нённым лимбальной недостатностью. У 7 пациентов с герпетической нейро-

трофической кератопатией и у 7 пациентов со стромальным метагерпетиче-

ским кератитом была проведена биопсия материала из зоны лимба (из здоро-

вого глаза и из пораженного вирусом простого герпеса глаза). При культиви-

ровании лимбальных эпителиоцитов человека выявлена их высокая пролифе-

ративная активность, как в здоровых так и в поражённых ВПГ глазах. Так, до 

культивирования из глаз с герпетической нейротрофической кератопатией 

было выделено в среднем 10502 клеток, из здоровых глаз 10337, из глаз 

больных стромальным метагерпетическим кератитом в среднем 10563 кле-

ток. При формировании монослоя (через 3 суток) количество лимбальных 

эпителиоцитов одинаково возросло во всех случаях до 28973, 28491 и 29044 

соответственно. Это позволило судить о сохранении пролиферативной ак-

тивности лимбальных эпителиоцитов в пораженных вирусом простого герпе-

са глазах. 

 

The proliferative activity of the limbal stem cells in the reccurence her-

petic keratitis with the stem cells deficiency. 

P. Bezdetko, Y. Ilyina, Y. Mikulinskiy, S. Panibratseva 

Key words: the reccurence herpetic keratitis, the stem cells deficiency, the 

proliferation, the limbal epiteliocytes. 

Summary.The study was performed on 7 eyes with the reccurens stromal 

herpetic keratitis and the stem cell deficiency, on 7 eyes with herpetic neurotrofic 



keratopathy and on the 7 healthy eyes. The limbal keratectomy was done and after 

the cultivating of the limbal stem cells it was the seem proliferative activity in all 

cases. Before cultivating it was 10502 cells in eyes with the herpetic neurotrofic 

keratopathy, 10337 cells in the healthy eyes and 10563 cells in eyes with the stro-

mal metaherpetic keratites. At monomolecular layer formation (in 3 days) the 

number of cells increased in all cases to 28973, 28491 and 29044 accordingly. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


