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 ■ Аннотация
Цель – изучить пролиферативное действие различных концентраций сульфатированных гликозаминогликанов на куль-

туру клеток эпителия роговицы человека.
Материал и методы. Изучали свойства смеси сГАГ, состоящей из хондроитин-4-сульфатов, хондроитин-6-сульфатов 

и кератансульфатов, полученной путем выделения из прозрачной неизмененной стромы роговиц сельскохозяйственных 
животных. Материалом для исследования in vitro послужили клетки переднего эпителия роговицы человека.

В опытной группе №1 в культуральную среду добавляли смесь сГАГ в концентрации 0,1%, в опытной группе №2 – 
в концентрации 0,5%, в опытной группе №3 – в концентрации 1%. В группе контроля №1 замена среды проводилась 
без добавления растворов, посев клеток проводился аналогично посевам с опытными образцами. К группе отрицательного 
контроля относились лунки планшета без добавления среды и раствора.

Результаты. Наибольшие показатели клеточного индекса были получены в опытной группе №3 (1% сГАГ) и составляли 
2,86±0,11 (суммарный прирост показателей составил 60,67%). В опытной группе №2 (0,5% сГАГ) показатели клеточного 
индекса составляли 2,65±0,24 (суммарный прирост показателей 52,29%), что имело существенное отличие от опытной 
группы №1 (0,1% сГАГ) и группой контроля №1, где данные показатели составляли 2,54± 0,21 (35,81%) и 2,37±0,02 (25,39%) 
соответственно.

Выводы. Конечные показатели клеточного индекса указывают на то, что растворы смеси сГАГ в концентрации 0,5% 
и 1% оказывают более выраженное пролиферативное действие на клетки эпителия роговицы человека in vitro из диапазона 
исследуемых концентраций. Полученные результаты открывают перспективы применения сГАГ в разработке новых под-
ходов к лечению пациентов, находящихся на хронической медикаментозной терапии, или пациентов с сопутствующими 
заболеваниями роговицы.
 ■ Ключевые слова: сульфатированные гликозаминогликаны, пролиферация клеток, эпителий роговицы человека, экс-

перимент in vitro.
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 ■ Список сокращений
сГАГ – сульфатированные гликозаминогликаны; ФК – фазовый контраст; МСК – мезенхимальные стволовые клетки; 
КИ – клеточный индекс.
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 ■ Abstract
Aim – to study the proliferative effect of various concentrations of sulfated glycosaminoglycans (sGAG) on the culture of human 

corneal epithelial cells.  
Material and methods. The study focused on the properties of a mixture of sGAG consisting of chondroitin-4-sulfate, chondroitin-

6-sulfates and keratan sulfates obtained by isolation from the transparent unchanged stroma of the cornea of farm animals. The 
material for the in vitro study was the cells of the anterior epithelium of the human cornea.  

In the experimental group No.1, a mixture of sGAG was added to the culture medium at a concentration of 0.1%, in the 
experimental group No.2 – at a concentration of 0.5%, in the experimental group No.3 – at a concentration of 1.0%. In the control 
group No.1, the medium was replaced without the addition of solutions, cell seeding was carried out similarly to seeding with 
experimental samples. The negative control group included the holes of the tablet without the addition of medium and solution.  

Results. The highest levels of the cellular index (CI) were obtained in the experimental group No.3 (1.00% of sGAG) and 
amounted to 2.86± 0.11 (the total increase in indicators was 60.67%). In the experimental group No.2 (0.50% sGAG), the cellular 
index levels were 2.65±0.24 (the total increase in indicators was 52.29%), which was significantly different from the experimental 
group No.1 (0.10% sGAG) and the control group No.1, where these indicators were 2.54± 0.21 (35.81%) and 2.37±0.02 (25.39%) 
respectively.

Conclusion. The final CI indicators show that solutions of the sGAG mixture at concentrations of 0.5% and 1.0% have a more 
pronounced proliferative effect on human corneal epithelial cells in vitro from the range of concentrations under study. The results 
obtained open up the prospects for the use of sGAG in the development of new approaches to the treatment of patients undergoing 
a chronic drug therapy or patients with concomitant corneal diseases.  
 ■ Keywords: sulfated glycosaminoglycans, cell proliferation, human corneal epithelium, in vitro experiment.  
 ■ Conflict of interest: nothing to disclose.

ВВЕДЕНИЕ
Длительная местная медикаментозная терапия 

глазных заболеваний может вызывать повреждение 
глазной поверхности [1]. Многочисленные исследо-
вания подтверждают, что основное цитотоксическое 
действие на структуры глазной поверхности оказы-
вает бензалкония хлорид, который является наибо-
лее часто применяемым консервантом в технологии 
производства офтальмологических препаратов [2]. 
Отмена медикаментозного лечения или замена пре-
паратов на бесконсервантные аналоги не всегда пре-
доставляется возможным, что определило актуаль-
ность разработки способов стимуляции репарации 
клеток эпителия роговицы для данной категории 
пациентов.

Результаты научных исследований, выполненных 
в последние десятилетия, позволили сформировать 
понимание о полифункциональном влиянии суль-
фатированных гликозаминогликанов (сГАГ) [3–6]. 
Экзогенно введенные сГАГ могут оказывать трофи-
ческую и структурную функции в тканях, а также 
оказывать регуляторное действие на многие физио-
логические и патологические процессы, в том числе 
на пролиферацию и дифференциацию клеток [7]. 
Влияние сГАГ на пролиферацию клеток эпителия ро-
говицы ранее изучено не было, что определило цель 
настоящего исследования.

ЦЕЛЬ
Изучить пролиферативное действие различных 

концентраций сульфатированных гликозамино-
гликанов на культуру клеток эпителия роговицы  
человека.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В настоящем исследовании проводилось изуче-

ние свойств смеси сГАГ, состоящей из хондроитин-
4-сульфатов, хондроитин-6-сульфатов и кератансуль-
фатов, полученной путем выделения из прозрачной 
неизмененной стромы роговиц сельскохозяйствен-
ных животных на базе ООО НЭП «Микрохирургия 
глаза». Составляющие смеси находились в том же 
стехеометрическом соотношении, что и в неизме-
ненной прозрачной роговице.

Материалом для исследования in vitro послу-
жили клетки переднего эпителия роговицы чело-
века. Клетки культивировались с использованием 
питательной среды DMEM/F12 с добавлением 10% 
эмбриональной телячьей сыворотки HyClone III, 
L-глутамина (2,5мМ) и антибиотиков пенициллин / 
стрептомицин (50 мкг/мл). Перед началом основного 
эксперимента проводили идентификацию эпители-
альных клеток с использованием следующих методов: 
морфологическое исследование культуры методом 
световой микроскопии с фазовым контрастом (ФК) 
на инвертированном фазово-контрастном микро-
скопе Zeiss Axio Observer A1 (Zeiss, ФРГ), флуорес-
центно-микроскопическое исследование с использо-
ванием флуоресцентного красителя DAPI (Invitrogen, 
США), окрашивающего А-Т регионы ДНК клеточных 
элементов, флуоресцентно-микроскопическое иссле-
дование со специфическим окрашиванием клеток 
моноклональными антителами на цитокератин 18 
(СК18). В качестве отрицательного контроля были 
использованы мезенхимальные стволовые клетки 
(МСК) жировой ткани. Посев клеток в группе кон-
троля проводился аналогично с опытной группой.
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После проведения этапа идентификации эпи-
телиальных клеток исследуемая клеточная куль-
тура эпителия роговицы человека 5-го пассажа 
была рассажена в лунки плоскодонного 24-лу-
ночного планшета в плотности 4,0*104 кл/лунка. 
Также клеточная культура была рассажена в спе-
циальные планшеты для клеточного анализатора 
RTCA xCELLigence System в плотности 1,5*104 
кл/лунка. Подсчет количества жизнеспособных 
клеток производили автоматически в режиме 
реального времени при непрерывном измерении 
электрического сопротивления в исследуемой 
лунке планшета, находящегося на поверхности 
электрода, встроенного в реакционный модуль 
прибора. Цифровые показатели количества жиз-
неспособных клеток определялись автоматически 
с помощью программного обеспечения RTCA x 
Celligence Software 2.0 и выражались в виде по-
казателей клеточного индекса (КИ). Измерение 
КИ производили через каждые 15 минут. Через 48 
часов проводилась смена среды с добавлением 
исследуемых растворов. Исследование выполне-
но методом прямого контакта смеси сГАГ с куль-
турой эпителия роговицы человека. В опытной 
группе №1 в культуральную среду добавляли 
смесь сГАГ в концентрации 0,1%, в опытной груп-
пе №2 – в концентрации 0,5%, в опытной группе 
№3 – в концентрации 1%. В группе контроля №1 
замена среды проводилась без добавления раство-
ров, посев клеток проводился аналогично посевам 
с опытными образцами. К группе отрицательного 
контроля относились лунки планшета без добав-
ления среды и раствора, что необходимо для кон-
троля работы прибора xCelligence. При интерпре-
тации полученных данных в опытных группах №1, 
№2, №3 и контрольной группе №1 оценивалось 
пролиферативное действие смеси сГАГ на куль-
туру клеток эпителия роговицы человека.

Исследование пролиферативного действия сме-
си сГАГ проводилось по следующему протоколу: 
морфологическое исследование культуры методом 
световой микроскопии с ФК на инвертирован-
ном фазово-контрастном микроскопе Zeiss Axio 
Observer A1 (Zeiss, ФРГ), анализ клеточной про-
лиферации с помощью клеточного анализатора 
RTCA xCELLigence System (ACEA, США) и фото-
регистрация цифровой фотокамерой, интегриро-
ванной с инвертированным микроскопом (Zeiss, 
ФРГ). Полученные числовые значения клеточного 
индекса в опытных и контрольных группах сум-
мировались в виде таблицы и подвергались стати-
стической обработке. Те же данные представляли 
в виде графиков. Числовые значения клеточного 
индекса в группах сравнивались друг с другом 
в соответствующие сроки наблюдения. Динамику 
изменения показателей оценивали при помощи 
программного обеспечения Statistica 7.0 (Statsoft) 
и Excel (Microsoft Office). 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Перед началом основного эксперимента проводи-

ли исследование на идентификацию эпителиальных 
клеток в культуре. Первым этапом проводили мор-
фологическую оценку клеток методом световой ми-
кроскопии с фазовым контрастом. Культура клеток 
переднего эпителия роговицы формировала моно-
слой, представленный популяцией округлых и поли-
гональных клеток эпителиального фенотипа, плотно 
прилегающих друг к другу, с единичными биполяр-
ными клетками фибропластического типа. В качестве 
контрольной группы использовалась культура МСК 
из жировой ткани, где визуализировались гомоген-
ные культуры клеток, характеризующиеся веретено-
видной фибробластоподобной морфологией с четко 
различимым ядром, ядрышками и цитоплазматиче-
ской перинуклеарной зернистостью.

Вторым этапом проводили флуоресцентно-ми-
кроскопическое исследование с использованием флу-
оресцентного красителя DAPI, обладающего селек-
тивностью к двуцепочечной ДНК, для прижизненной 
окраски клеточных ядер, изучения их локализации 
и морфологии ядра. При визуальной оценке выяв-
лено, что распределение и интенсивность флуорес-
ценции клеточных ядер в поле зрения равномерны, 
что подтверждает жизнеспособность клеток в обеих 
клеточных культурах. Третьим этапом идентифика-
ции эпителиальных клеток было флюоресцентно-ми-
кроскопическое исследование клеток со специфиче-
ским окрашиванием моноклональными антителами 
на Цитокератин 18. В опытной группе у большинства 
клеток в поле зрения отмечалась позитивная реакция 
на Цитокератин 18. В культуре контроля была заре-
гистрирована негативная реакция на специфическое 
окрашивание моноклональными антителами.

При изучении функционального влияния различ-
ных концентраций сГАГ на культуру клеток эпителия 

Таблица 1 / Table 1

Показатели клеточного индекса в культуре клеток 
эпителия роговицы человека в зависимости от времени 
инкубации с исследуемыми образцами растворов сГАГ
Indicators of the cellular index in the culture of human 
corneal epithelial cells depending on the incubation time with 
the studied samples of sgag solutions

Группы 
исследования

Клеточный индекс 

48 ч 
48 h

49 ч 
49 h

50 ч 
50 h

51 ч 
51 h

Опытная группа 
№1 (сГАГ 0,1%) 1,87±0,2 1,33±0,10 2,38±0,06 2,54±0,21

Опытная группа 
№2 (сГАГ 0,5%) 1,74±0,14 1,33±0,16 2,64±0,26 2,65±0,24

Опытная группа 
№3 (сГАГ 1%) 1,78±0,08 1,22±0,13 2,55±0,09 2,86±0,11

Контрольная 
группа №1 1,89±0,01 1,55±0,02 2,16±0,01 2,37±0,02

Отрицательный 
контроль -0,04±0,01 -0,04±0,01 -0,05±0,02 -0,05±0,02

Примечание: данные представлены в форме M±σ.
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роговицы учитывали два критерия: количествен-
ный – изменение КИ в режиме реального времени, 
и качественный – морфологический контроль клеток 
в культуре под действием различных концентраций 
сГАГ в динамике исследования.

По истечении 48 часов от начала эксперимента 
показатели клеточного индекса во всех исследуемых 
культурах не имели статистического различия между 
собой, после чего проводилась замена среды с добав-
лением исследуемых растворов, согласно представ-
ленному дизайну исследования.

Через 2 часа после введения исследуемых препа-
ратов (50 час от начала эксперимента) были выявле-
ны различия между показателями клеточного индек-
са как в опытных группах, при воздействии на них 
смеси сГАГ, так и в группе контроля №1.

Наибольшее внимание привлекли опытные груп-
пы с концентрациями 0,5% сГАГ, где показатель 
клеточного индекса был наибольшим – 2,64±0,26 
(прирост показателей составил 51,72%) и с концен-
трацией 1% сГАГ, где показатель клеточного индекса 
составлял 2,55±0,09 (прирост показателей составил 
43,2 %). В опытной группе №1 (сГАГ 0,1%) и контроль-
ной группе №1 показатели клеточного индекса и его 
прироста были наименьшими и составляли 2,38± 0,06 
(27,27%) и 2,16±0,01 (14,28%) соответственно.

Через 3 часа после введения исследуемых образ-
цов (51 час от начала эксперимента) во всех экспе-
риментальных группах отмечалось достижение пика 
пролиферативной активности (таблица 1).

При морфологическом исследо-
вании методом световой микроско-
пии с фазовым контрастом во всех 
опытных группах были зафиксиро-
ваны следующие изменения: во всех 
опытных группах клетки вытягива-
лись, становились биполярными, 
приобретали фибробластоподоб-
ный фенотип, что свидетельствова-
ло о вовлечении клеток в процесс 
эпителиомезенхимальной транс-
формации. Наличие делящихся 
клеток указывало на наличие про-
лиферативной активности в момент 
исследования, что подтверждает 
полученные результаты изменения 
клеточного индекса в различные 
сроки эксперимента (рисунок 1).

Известно, что по сравнению 
с эпителиоцитами клетки фибробла-
стоподобного фенотипа отличаются 
хорошей пролиферативной актив-
ностью и стабильностью фенотипа. 
Однако, поскольку во всех опытных 
образцах клетки имели общность 
фенотипа, полученные нами ре-
зультаты были приняты как право-
мерные.

Наибольшие показатели клеточного индекса были 
отмечены в опытной группе №3 (1% сГАГ) и состав-
ляли 2,86±0,11 (суммарный прирост показателей со-
ставил 60,67%).

В опытной группе №2 (0,5% сГАГ) показатели 
клеточного индекса составляли 2,65±0,24 (суммар-
ный прирост показателей 52,29%), что имело суще-
ственное отличие от опытной группы №1 (0,1% сГАГ) 
и группой контроля №1, где данные показатели со-
ставляли 2,54± 0,21 (35,81%) и 2,37±0,02 (25,39%) со-
ответственно.

Во всех опытных группах через 51 час от начала 
эксперимента наблюдалось достижение пика проли-
феративной активности и сохранность ее в течение 
последующих 1,5 час. наблюдения, вследствие чего 
эксперимент был прекращен.

По полученным результатам выявлена линейная 
зависимость, демонстрирующая динамику измене-
ний показателей КИ клеток эпителия роговицы че-
ловека во времени при добавлении различных кон-
центраций смеси сГАГ (рисунок 2).

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящее время большую часть офтальмоло-

гических препаратов продолжают составлять лекар-
ственные средства, содержащие в своем составе кон-
серванты [2]. Консерванты подавляют контаминацию 
бактерий во флаконе многоразового использования, 
а также увеличивают биодоступность препара-
тов [8]. Несмотря на минимальные концентрации 

Рисунок 1.  Морфологический контроль клеток в культуре под действием раз-
личных концентраций сГАГ. Световая микроскопия с фазовым контрастом, ув. х 
100: А – опытная группа №1 (сГАГ 0,1%); Б – опытная группа №2 (сГАГ 0,5%); 
В – опытная группа №3 (сГАГ 1%); Г – контрольная группа №1 (культура клеток).

Figure 1. Morphological control of cells in culture under the influence of various concen-
trations of sGAG. Light microscopy with phase contrast, mag. x 100: A – experimental 
group No.1 (sGAG 0.1%); B – experimental group No.2 (sGAG 0.5%); C – experimental 
group No.3 (sGAG 1.0%); D – control group No.1 (cell culture).
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консервантов в составе глазных капель, многочислен-
ные исследования доказывают токсическое действие 
консервантов на глазную поверхность, в том числе 
на роговицу [9], что обусловливает актуальность по-
иска путей защиты роговичной ткани от подобного 
воздействия. 

Выбор смеси сульфатированных гликозаминогли-
канов как материала для исследования основывался 
на анализе литературных данных, где выдвигается 
множество гипотез о полифункциональном влиянии 
сГАГ на различные ткани и клеточные структуры, 
в том числе о способности сГАГ влиять на пролифе-
рацию клеток [10, 11 ]. 

Ранее влияние сГАГ на пролиферацию и диффе-
ренцировку клеток было изучено на культуре кле-
ток миелоидной лейкемии человека U-937. N. Volpi 
с соавт. определили, что хондроитинсульфат и дер-
матансульфат (от 0.01 до 100 мкг/мл) стимулируют 
пролиферацию клеток [12]. Также биологическая 
активность cГАГ изучалась in vitro на клетках соеди-
нительной ткани роговицы человека и фибробластах 
кожи телят. Полученные при этом результаты пока-
зали, что сГАГ усиливают биосинтез РНК (синтез 
белка), стимулируют секрецию клетками коллагена 
и протеогликанов. Комплекс коллаген-сГАГ спо-
собствует адгезии клеток фибробластического ряда 
и увеличивает пролиферацию фибробластов более 
чем в 4 раза [13].

Кроме того, выдвигалась гипотеза о репаративном 
действии сГАГ на роговицу человека за счет усиления 
миграции эпителиальных клеток с неповрежденных 
участков и увеличения митотической активности ба-
зальных клеток [14].

Диапазон исследуемых концентраций сГАГ в на-
стоящем эксперименте основывался на исследовании 

данной смеси на культуре клеток 
фибробластов мыши линии L929 
[5]. Группой авторов был выявлен 
бимодальный эффект экзогенно 
введенных сГАГ на пролиферацию 
клеток в зависимости от концен-
трации смеси: низкие концентра-
ции сГАГ (0,1–0,5%) стимулирова-
ли пролиферацию фибробластов, 
а высокие концентрации сГАГ 
(1–5%) оказывали антипролифера-
тивный эффект. 

Введение смеси сГАГ в культу-
ральную среду вызывало увеличе-
ние пролиферативной активности 
эпителиальных клеток во всех опыт-
ных группах по сравнению с груп-
пой контроля. Пролиферативное 
действие сГАГ на клетки эпителия 
роговицы в эксперименте in vitro 
в настоящем эксперименте было 
изучено впервые. Максимальная 
пролиферативная активность на-

блюдалась в опытных группах №2 (сГАГ 0,5%) и №3 
(сГАГ 1%), что выражалось в увеличении числового 
значения клеточного индекса. Наличие пролифера-
тивной активности сГАГ возможно предположить 
за счет их способности активировать хемокины 
и взаимодействовать с регуляторными молекулами, 
такими как ферменты и факторы роста, усиливая 
или подавляя их действие [6, 15]. Наличие высокой 
пролиферативной активности сГАГ в опытной груп-
пе №3 (сГАГ 1%) противоречит данным, полученным 
при изучении данной смеси на культуре фибробла-
стов мыши [5], что требует дальнейшего изучения. 
Для определения области применения сГАГ в кли-
нической практике также требуется последующее 
изучение смеси в эксперименте на лабораторных 
животных. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В проведенном исследовании было доказано вли-

яние оригинальной смеси сГАГ на пролиферацию 
эпителия роговицы человека. Данные, полученные 
при анализе линейной зависимости показателей 
клеточного индекса от сроков наблюдения, показа-
ли, что введение растворов смеси сГАГ в диапазоне 
концентраций от 0,1% до 1% в культуральную среду 
стимулирует пролиферацию клеток эпителия рого-
вицы человека по сравнению с группой контроля. 

Конечные показатели КИ указывают на то, что рас-
творы смеси сГАГ в концентрации 0,5% и 1% оказы-
вают более выраженное пролиферативное действие 
на клетки эпителия роговицы человека in vitro из диа-
пазона исследуемых концентраций. 

Полученные результаты открывают перспекти-
вы применения сГАГ в разработке новых подходов 
к лечению пациентов, находящихся на хронической 

Рисунок 2.  Зависимость показателей клеточного индекса от времени инкубации  
с исследуемыми образцами смеси растворов сГАГ.

Figure 2. The dependence of the cellular index indicators on the incubation time with the 
studied samples of a mixture of sGAG solutions.

Пролиферативная активность клеток эпителия роговицы человека
при воздействии различных концентраций раствора сГАГ
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медикаментозной терапии, и пациентов с сопутству-
ющими заболеваниями роговицы. 

Конфликт интересов: авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов, требующего рас-
крытия в данной статье.
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