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резюме. В работе представлены данные по изучению возможности метаболи-
ческой коррекции биохимических нарушений в роговице при эндотоксин-индуци-
рованном кератите у животных с синдромом сухого глаза (ССГ). Исследования 
проводили на кроликах породы Шиншилла. Они включали офтальмологическое 
наблюдение и определение содержания окисленного и восстановленного глутатио-
на, активности митохондриальных и лизосомальных ферментов в образцах слезы, 
роговицы и конъюнктивы с контролем восстановления потенциала глутатионовой 
системы.

Установлено, что местное применение кверцетина в условиях развития экспе-
риментального кератита (ЭК) на фоне ССГ оказывает выраженное положительное 
воздействие на степень воспалительной реакции преимущественно в первый пе-
риод заболевания, способствуя повышению активности малатдегидрогеназы в ро-
говице и конъюнктиве при пониженной активности неседиментируемой формы 
кислой фосфатазы и восстановлении потенциала глутатионовой системы. Полу-
чены данные о возможности коррекции как патохимических нарушений, так и вос-
палительных проявлений в роговице при ЭК и ССГ. 
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ВВеДеНие
На сегодняшний день кератиты представляют собой серьезную проблему оф-

тальмологии из-за их широкой распространенности, склонности к хронизации про-
цесса, трудностей в лечении и нередко тяжелых последствий, таких как перфора-
ция роговицы, осложненная катаракта, вторичная глаукома, неврит зрительного 
нерва, эндофтальмит и др. [1, 5, 12, 14].

Повышение эффективности лечения кератитов и восстановления прозрачности 
роговицы после перенесенных кератитов является актуальной задачей, так как име-
ющиеся в арсенале офтальмологов средства консервативной и оперативной тера-
пии часто не позволяют добиться быстрого и прозрачного заживления роговицы 
[9, 10, 15, 16].

Особой инертностью к терапии отличается заболевание на фоне синдрома су-
хого глаза (ССГ) [18, 19, 21]. Согласно современным воззрениям патогенез ССГ 
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является сложным и многофакторным, включающим хроническую воспалитель-
ную инфильтрацию слезных желез, а также других поверхностных тканей глаза, 
нарушение функции нейронов, регулирующих слезную секрецию, а также дис-
функции мейбомиевых желез и т. д. К сожалению, четкие механизмы развития 
ССГ до конца еще не изучены [6, 7]. Экспериментальное исследование данной 
проблемы на многочисленных моделях показало неоднозначность подходов к их 
реализации. В частности бензалконий хлорид (БАХ) глазных капель рассматри-
вают как один из реальных факторов риска развития ССГ [7, 11]. Ранее нами было 
показано, что консервант глазных капель БАХ в концентрации 0,1 % вызывает вы-
раженные повреждения окислительных функций митохондрий, а также приводит 
к значительной лабилизации лизосомальных мембран поверхностных тканей пе-
реднего отдела глаза – роговицы конъюнктивы [2]. Было установлено, что в рого-
вице при развитии воспалительного процесса в ней в условиях ССГ отмечается 
резкое снижение детоксикационного и восстановительного потенциала системы 
глутатиона [3].

В целом все вышесказанное обусловливает актуальность углубленного поиска 
эффективных методов коррекции метаболических и функциональных нарушений 
при кератитах и развитии ССГ.

ЦеЛь иССЛеДОВАНия
Цель работы – изучить возможность метаболической коррекции патохимических 

нарушений в роговице при эндотоксин-индуцированном кератите у животных с ССГ.

МАТериАЛ и МеТОДЫ иССЛеДОВАНия
Исследования проведены на кроликах породы Шиншилла весом 2,2–2,9 кг с уче-

том Международных руководящих принципов для биомедицинских исследований 
с участием животных, предложенных на Совете международных медицинских на-
учных организаций (2012 г.).

Экспериментальный кератит (ЭК) вызывали интрастромальной инъекцией 50 мкл 
0,2%-го раствора эндотоксина – липополисахарида из Escherichia coli – К235 на фос-
фатном буфере [18]. Для моделирования ССГ использовали 0,1%-й раствор БАХ, при-
готовленный на изотоническом фосфатном буфере (рН 7,3–7,4). Инстилляции прово-
дили ежедневно (2 раза в день) на протяжении двух недель [14, 21]. Вывод животных 
из эксперимента осуществляли летальной дозой пентобарбитола натрия (100 мг на 
кг веса), введенной в маргинальную ушную вену.

Все лабораторные животные были разделены на 3 группы: І группа – контрольная 
(7 кроликов), ІІ группа – опытная (5 кроликов), животные с кератитом и моделью 
ССГ, ІІІ группа – опытная (8 кроликов), животные с кератитом и моделью ССГ и при-
менением Липофлавона (кверцетин). Все группы были подразделены на три под-
группы по срокам наблюдения: первый срок – 3 суток, второй срок – 7 суток, третий 
срок – 14 суток. Липофлавон закапывали по 1–2 капли в конъюнктивальный мешок 
больного глаза 6–8 раз в сутки. После стихания острого воспалительного процесса 
закапывали 3–4 раза в сутки до полного излечения. 
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Оценку состояния роговичной оболочки проводили с помощью Draize-критерия 
(степень помутнения роговицы, степень отека роговицы, степень инфильтрации 
роговицы, площадь окрашивания поверхности роговицы флуоресцеином – флуо-
ресцеиновый тест) в баллах по условной шкале:

– отек роговицы (0 – отек роговицы отсутствует, роговица прозрачная на всем 
протяжении; 1 – локальный отек эпителия роговицы в зоне воспаления; 2 – локаль-
ный отек эпителия с переходом на поверхностные слои стромы; 3 – локальный отек 
в поверхностных средних слоях стромы);

– воспалительная инфильтрация (0 – инфильтрация отсутствует; 1 – точечные 
единичные (не более трех) субэпителиальные инфильтраты; 2 – точечные множе-
ственные (более трех) субэпителиальные инфильтраты; 3 – множественные суб-
эпительные инфильтраты размером более 1 мм; 4 – локальная инфильтрация в по-
верхностных и средних слоях стромы);

– флуоресцеиновый тест (0 – локальное окрашивание отсутствует; 1 – точечное 
окрашивание роговицы; 2 – площадь окрашивания < 3 мм2; 3 – площадь окраши-
вания > 3 мм2);

– помутнение роговицы (0 – отсутствует; 1 – есть);
– локализация воспалительного очага в роговице (1 – центральная; 2 – парацен-

тральная).
В тканях роговицы, конъюнктивы, а также в слезе определяли содержание окис-

ленного, восстановленного глутатиона, а также активность митохондриальных и 
лизосомальных ферментов с помощью ранее описанных спектрофотометрических 
микрометодов [5, 9]. Содержание глутатиона выражалось в мкмоль/г ткани или 
мкмоль/мл жидкости, активность ферментов – в нкат/г ткани или нкат/мл жидкости. 
Полученные данные подвергались статистической обработке с помощью пакета 
SPSS 11.0 [4].

резУЛьТАТЫ и иХ ОБСУЖДеНие
В первый срок наблюдения выраженность отека роговицы у животных с кера-

титом, ССГ и применением кверцетина была понижена до 78 %, во второй срок 
снижалась до 67 %, и в третий срок – до 75 % по отношению к группе животных с 
кератитом и ССГ без препарата (р < 0,05).

При изучении полученных данных о степени выраженности воспалительной ин-
фильтрации роговой оболочки у животных с моделированием кератита и сухого гла-
за и воздействием кверцетина можно отметить, что в первый срок эксперимента из-
учаемый показатель был понижен до 83 %, во второй срок уменьшился до 68 %, в 
третий срок – до 80 % сравнительно с группой без воздействия препарата (р < 0,05).

Выраженность окрашивания роговицы флуоресцеином в группе животных с экс-
периментальным кератитом, ССГ и кверцетином в первый срок наблюдения со-
ставила 95 % (р > 0,05), во второй срок – 73 %, в третий срок – 82 % по отношению 
к группе животных без воздействия кверцетина (р < 0,05).

При определении активности неседиментируемой формы кислой фосфатазы в ро-
говой оболочке у животных с кератитом и ССГ было установлено, что ее показатели 
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повысились на 25,6 %, что составило 85,97 ± 6,40 нкат/г. При применении кверцети-
на в этих же условиях активность изучаемого фермента составила 72,56 ± 5,23 нкат/г, 
то есть 106,0 % по сравнению с контрольной группой – 68,45 ± 4,86 нкат/г. 

Таким образом, активность неседиментируемой формы кислой фосфатазы в ро-
говой оболочке в группе животных «кератит + сухой глаз + кверцетин» была на 
15,5 % ниже, чем в группе без действия кверцетина.

При изучении активности седиментируемой формы кислой фосфатазы в рогови-
це экспериментальных животных необходимо указать, что она была понижена по-
сле развития кератита и сухого глаза на 26,9 % – 30,97 ± 2,72 нкат/г, а в группе с кера-
титом, ССГ и применением кверцетина активность фермента составила 87,8 % – 
37,18 ± 1,80 нкат/г по отношению к контролю – 42,35 ± 3,24 нкат/г.

Следует отметить, что активность седиментируемой формы кислой фосфатазы 
в роговой оболочке в группе животных «кератит + сухой глаз + кверцетин» была 
на 20,1 % выше, чем в группе, где кверцетин не использовали.

Активность неседиментируемой формы кислой фосфатазы в тканях конъюнк-
тивы в условиях развития ССГ повысилась на 30,7 % (110,26 ± 9,60 нкат/г), а при 
влиянии кверцетина – на 4,6 % (88,21 ± 5,30 нкат/г) относительно контрольных 
данных (84,36 ± 6,45 нкат/г). Активность неседиментируемой формы кислой фос-
фатазы в тканях конъюнктивы в группе животных «кератит + сухой глаз + кверце-
тин» была на 20,0 % ниже, чем в группе без применения кверцетина. Активность  
седиментируемой формы кислой фосфатазы в тканях конъюнктивы эксперимен-
тальных животных с кератитом и ССГ снизилась на 31,3 % (36,90 ± 2,84 нкат/г), а в  
группе «кератит + сухой глаз + кверцетин» на 16,2 % (45,02 ± 2,60 нкат/г) по сравне-
нию с контролем (53,72 ± 4,35 накт/г). В то же время активность седиментируемой 
формы кислой фосфатазы в тканях конъюнктивы в группе животных «кератит + 
сухой глаз + кверцетин» была на 22,0 % выше, чем в группе, где кверцетин не при-
меняли (р < 0,05).

В слезной жидкости активность седиментируемой формы кислой фосфатазы в 
условиях развития с ЭК и ССГ повысилась на 25,9 % (9,63 ± 0,58 нкат/мл), а в груп-
пе животных «кератит + сухой глаз + кверцетин» – на 2,0 % (7,80 ± 0,45 нкат/мл) по 
отношению к контрольной группе (7,65 ± 0,42 нкат/мл).

Следовательно, активность седиментируемой формы кислой фосфатазы в слезной 
жидкости в группе животных «кератит + сухой глаз + кверцетин» была на 19,0 % 
ниже, чем в группе без воздействия кверцетина (р < 0,05). Активность малатдегид-
рогеназы в роговой оболочке при моделировании кератита и синдрома сухого глаза 
понизилась на 28,7 % (32,34 ± 2,20 нкат/г), а при использовании кверцетина в тех же 
условиях интенсивность фермента уменьшалась на 18,0 % (37,19 ± 2,18 нкат/г) по 
сравнению с контрольной группой – 45,36 ± 2,84 нкат/г (р < 0,05).

Из этого следует, что активность малатдегидрогеназы в роговой оболочке в группе 
животных «кератит + сухой глаз + кверцетин» была на 15,0 % выше, чем в группе, где 
кверцетин не применяли. Активность малатдегидрогеназы в тканях конъюнктивы 
экспериментальных животных после развития кератита и сухого глаза снизилась на 
32,8 % (36,71 ± 3,42 нкат/г), а под влиянием кверцетина в аналогичных условиях – на 
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18,2 % (44,70 ± 3,20 нкат/г) по сравнению с контролем – 54,63 ± 3,25 нкат/г (р < 0,05). 
То есть активность малатдегидрогеназы в тканях конъюнктивы в группе животных 
«кератит + сухой глаз + кверцетин» была на 21,8 % выше, чем в группе без примене-
ния кверцетина.

В слезной жидкости исследуемых животных активность малатдегидрогеназы 
при ЭК и ССГ повысилась на 28,0 % (49,35 ± 3,32 нкат/мл), а в тех же условиях и 
при применении кверцетина – на 8,8 % (41,95 ± 2,84 нкат/мл) по отношению к кон-
трольной группе (38,56 ± 2,78 нкат/мл). Отсюда следует, что активность малатде-
гидрогеназы в слезной жидкости в группе животных «кератит + сухой глаз + квер-
цетин» была на 15,0 % ниже, чем в группе, где кверцетин не использовался.

При изучении активности глутаматдегидрогеназы в роговице эксперименталь-
ных животных необходимо указать, что она была понижена после моделирования 
кератита и сухого глаза на 27,5 % (9,32 ± 0,78 нкат/г), а после применения кверце-
тина в этих же условиях – на 14,7 % (10,96 ± 0,70 нкат/г) по отношению к контро-
лю (12,85 ± 0,75 нкат/г). Следовательно, активность глутаматдегидрогеназы в ро-
говой оболочке в группе животных «кератит + сухой глаз + кверцетин» была на 
17,6 % выше, чем в группе, где кверцетин не применяли.

В тканях конъюнктивы активность глутаматдегидрогеназы при развитии ЭК и 
ССГ понизилась на 32,2 % (16,51 ± 1,40 нкат/г), а при воздействии кверцетина в 
тех же условиях – на 18,6 % (19,83 ± 1,42 нкат/г) относительно контрольных дан-
ных (24,36 ± 1,85 нкат/г).

Таким образом, активность глутаматдегидрогеназы в тканях конъюнктивы в 
группе животных «кератит + сухой глаз + кверцетин» была на 20,1 % выше, чем в 
группе, где воздействия кверцетина не было.

В слезной жидкости исследуемых животных после моделирования кератита и су-
хого глаза наблюдалось повышение активности глутаматдегидрогеназы на 26,2 % 
(10,78 ± 0,70 нкат/мл), а при применении кверцетина в аналогичных условиях – на  
5,6 % (9,02 ± 0,65 нкат/мл) по отношению к контрольной группе (8,54 ± 0,52 нкат/мл). 
Значит, можно заключить, что активность глутаматдегидрогеназы в слезной жидкос-
ти в группе животных «кератит + сухой глаз + кверцетин» была на 16,3 % ниже, чем 
в группе, где кверцетин не использовался.

В роговой оболочке активность сукцинатдегидрогеназы после развития ЭК и ССГ 
понизилась на 25,8 % (17,65 ± 1,20 нкат/г), а при использовании кверцетина в тех 
же условиях – на 12,4 %, составляя 20,84 ± 1,22 нкат/г, по сравнению с контрольной 
группой (23,78 ± 1,42 нкат/г). В то же время активность сукцинатдегидрогеназы в 
роговой оболочке в группе животных «кератит + сухой глаз + кверцетин» была на 
18,1 % выше, чем в группе, где кверцетин не применяли.

В конъюнктиве наблюдалось понижение активности сукцинатдегидрогеназы в ус-
ловиях ЭК и ССГ на 30 % (21,17 ± 1,53 нкат/г), а при введении кверцетина – на 16,6 % 
(25,23 ± 1,60 нкат/г) относительно контрольных данных (30,24 ± 1,95 нкат/г). Из этого 
следует, что активность сукцинатдегидрогеназы в тканях конъюнктивы в группе жи-
вотных «кератит + сухой глаз + кверцетин» была на 19,2 % выше, чем в группе без воз-
действия кверцетина.
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В слезной жидкости исследуемых животных с ЭК и ССГ активность сукцинат-
дегидрогеназы повысилась на 25,8 % (23,42 ± 1,34 нкат/мл), а при кератите, сухом 
глазе и использовании кверцетина – на 3,0 % (23,42 ± 1,34 нкат/мл) по отношению 
к контрольной группе (18,62 ± 1,24 нкат/мл). Необходимо указать, что активность 
сукцинатдегидрогеназы в слезной жидкости в группе животных «кератит + сухой 
глаз + кверцетин» была на 18,1 % ниже, чем в группе без применения кверцетина.

Активность цитохромоксидазы в роговой оболочке после развития с ЭК и ССГ 
понизилась на 39,6 % (58,79 ± 3,80 нкат/г), а при использовании кверцетина в тех же 
условиях – на 29,8 % (68,31 ± 4,02 нкат/г) по сравнению с контрольной группой – 
97,32 ± 6,45 нкат/г (р < 0,01). При этом у животных с ЭК и ССГ под воздействием 
кверцетина активность фермента была выше на 16,2 % по сравнению с группой экс-
периментальных животных, где кверцетин не применяли.

Активность цитохромоксидазы в тканях конъюнктивы экспериментальных жи-
вотных с ЭК и ССГ снизилась на 46,5 %, составляя 72,60 ± 5,42 нкат/г, а после воз-
действия кверцетина в аналогичных условиях – на 36,8 % (85,68 ± 6,14 нкат/г) по 
сравнению с контролем – 135,64 ± 10,14 нкат/г (р < 0,01). Таким образом, при ис-
пользовании кверцетина у животных с ЭК и ССГ активность фермента была выше 
на 18,0 % сравнительно с животными, не получавшими кверцетин.

В слезной жидкости исследуемых животных активность цитохромоксидазы при 
развитии с ЭК и ССГ повысилась на 57,9 % (22,68 ± 1,68 нкат/мл), а в таких же усло-
виях, но с действием кверцетина – на 20,0 % (17,23 ± 1,12 нкат/мл) по отношению к 
контрольной группе (14,36 ± 1,06 нкат/мл). При применении кверцетина у животных 
с кератитом и моделью сухого глаза активность фермента была ниже на 24,0 %, чем 
в группе без использования кверцетина (р < 0,05). Как видно из приведенных дан-
ных, содержание восстановленного глутатиона в роговой оболочке после моделиро-
вания кератита и сухого глаза понизилась на 45,6 % (8,60 ± 0,36 мкмоль/г), а при ис-
пользовании кверцетина в аналогичных условиях – на 32,0 % (10,74 ± 0,72 мкмоль/г) 
по сравнению с контрольной группой – 15,80 ± 0,65 мкмоль/г (р < 0,001). Из этого 
следует, что содержание восстановленного глутатиона в роговой оболочке в группе 
животных «кератит + сухой глаз + кверцетин» было на 24,8 % выше, чем в группе, 
где кверцетин не применяли (р < 0,05).

В слезной жидкости исследуемых животных с ЭК и ССГ уровень восстановлен-
ного глутатиона уменьшился на 41,2 % (64,30 ± 2,80 мкмоль/мл), а при воздействии 
кверцетина у таких же животных – на 24,8 % (82,19 ± 4,69 мкмоль/мл) по отноше-
нию к контрольной группе – 109,30 ± 3,70 мкмоль/мл (р < 0,001). Отсюда следует, 
что содержание восстановленного глутатиона в слезной жидкости в группе живот-
ных «кератит + сухой глаз + кверцетин» было на 27,8 % выше, чем в группе, где 
кверцетин не использовался (р < 0,01).

При изучении уровня окисленного глутатиона в роговице экспериментальных 
животных необходимо указать, что он возрастал в условиях ЭК и ССГ на 71,7 %  
(2,18 ± 0,10 мкмоль/г), а после применения кверцетина в тех же условиях – на 52,0 %  
(1,93 ± 0,15 мкмоль/г) по отношению к контролю – 1,27 ± 0,09 мкмоль/г (р < 0,01). 
Следовательно, содержание окисленного глутатиона в роговой оболочке в группе 
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животных «кератит + сухой глаз + кверцетин» было на 11,5 % ниже, чем в группе 
без воздействия кверцетина.

В слезной жидкости исследуемых животных ЭК и ССГ наблюдалось повышение 
уровня окисленного глутатиона на 77,3 % (57,80 ± 2,82 мкмоль/мл). При использо-
вании кверцетина у животных с кератитом и синдромом сухого глаза уровень повы-
сился на 49,6 % (48,76 ± 3,35 мкмоль/мл) по отношению к контрольной группе – 
32,60 ± 1,28 мкмоль/мл (р < 0,001). Значит, можно заключить, что содержание окис-
ленного глутатиона в слезной жидкости в группе животных «кератит + сухой глаз + 
кверцетин» было на 15,6 % ниже, чем в группе без кверцетина.

В целом анализ полученных нами клинико-биохимических исследований выя-
вил возможность коррекции патохимических нарушений в роговице при экспери-
ментальном кератите у животных с ССГ, а также способ понизить степень воспа-
лительного процесса при кератите в этих же условиях.

ВЫВОДЫ
1. Применение кверцетина в условиях развития кератита у животных с моделью 

сухого глаза оказывает выраженное положительное воздействие на степень воспа-
лительных признаков в роговице, что наиболее выражено во второй период наблю-
дения (48 часов).

2. Инстилляции кверцетина уменьшили степень патохимических нарушений в 
тканях переднего отдела глаза у животных с синдромом сухого глаза и эндотоксин-
индуцируемым кератитом. Так, в роговой оболочке и конъюнктиве активность ма-
латдегидрогеназы была выше на 15,1 и 21,8 %, а активность неседиментируемой 
формы кислой фосфатазы понижалась на 15,6 и 20,0 % соответственно по сравнению 
с группой, где кверцетин не применяли.

3. Восстановительный потенциал глутатионовой системы, нарушенный при разви-
тии воспалительного процесса в роговице у животных с синдромом сухого глаза в зна-
чительной степени удается корректировать с помощью биофлавоноида – кверцетина 
(уровень восстановленного глутатиона в роговице был выше на 24,8 %, а в слезе – на 
27,8 % относительно группы животных без применения изучаемого препарата).

Можливість метаболічної корекції патологічних 
порушень рогівки за індукованого кератиту  
у тварин із синдромом сухого ока
рафалюк С. я.
Львівський національний медичний університет імені Данила Галицького, м. Львів, 
Україна

резюме. У роботі представлено дані з вивчення можливості метаболічної корек-
ції біохімічних порушень у рогівці за ендотоксин-індукованого кератиту у тварин 
із синдромом сухого ока (ССО). Дослідження проводили на кролях породи Шин-
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шила. Вони складалися з офтальмологічного спостереження та визначення вмісту 
окисленого та відновленого глутатіону, активності мітохондріальних і лізосомаль-
них ферментів у зразках сльози, рогівки та кон’юнктиви з контролем відновлення 
потенціалу глутатіонової системи.

Визначено, що місцеве застосування кверцетину в умовах розвитку експеримен-
тального кератиту (ЕК) на тлі ССО позитивно впливає на ступінь запальної реакції 
переважно в перший період захворювання, сприяючи підвищенню активності ма-
латдегідрогенази в рогівці та кон’юнктиві за зниженої активності неседименту-
вальної форми кислої фосфатази та відновлення потенціалу глутатіонової системи. 
Отримано дані щодо можливості корекції як патохімічних порушень, так і запаль-
них проявів у рогівці за ЕК і ССО.

Ключові слова: кератит, синдром сухого ока, глутатіон, рогівка, кон’юнктива, 
сльоза.

The possibility of metabolic correction of pathological 
disorders in induced keratitis in animals with dry eye 
syndrome
Rafalyuk S. Y.
Danylo Halytsky Lviv National Medical University, Lviv, Ukraine

SUMMARY
Introduction. Keratitis in patients with dry eye syndrome is well-known and not easy 

problem in ophthalmology.
Purpose. To explore the possibility of correction of metabolic disorders in the cornea 

during endotoxin-induced keratitis (EK) in animals with dry eye syndrome (DES).
Methods. Experiments were provided on Chinchilla rabbits, which were divided into 

3 groups according to the tasks.
Results. The use of Lipoflavon (quercetin) under development of EK in animals with  

DES has a strong positive effect on the degree of inflammatory signs in the cornea, which 
were most pronounced during the second period of observation (48 hours). Instillation of 
quercetin reduced the degree of pathochemical violations in the anterior segment of the eye 
with tissue in animals with dry eye syndrome, and endotoxin-induced keratitis: the reduction 
of potential of the glutathione system, abnormal inflammatory process in the development 
of EK in animals with DES are largely unable to adjust without bioflavonoid – quercetin.

Conclusion. The clinical and experimental data revealed that the use of Lipoflavon (quer-
cetin) result in correction of violations of pathochemical sings of EK with DES. 

Keywords: keratitis, dry eye syndrome, glutathione, cornea, conjunctiva, tears.
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