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Цель исследования: поиск материалов для кератопластики, альтернативных донорской роговице. 
Материал и методы. C этой целью были предложены следующие материалы: рекомбинантные фибриллярные колла-

гены (коллагеновые гидрогели), коллагеновые губки, коллагеновые пленки, модифицированные коллагеновые гели.  
Результаты и обсуждение. В создании искусственной роговицы существует два основных направления в биоинженерии. 

Первый основан на создании искусственного внеклеточного матрикса, второй – на клеточных технологиях. При создании мо-
делей чаще используются коллагеновые гидрогели, ранее применяли коллагеновые губки и пленки. Недостатками коллагено-
вых матриксов являются слабые биомеханические свойства, что отражается на состоянии периферических швов при керато-
пластике и ускоренная ферментативная деградация после трансплантации. Поэтому дополнительно проводят химическую об-
работку кросслинкерами, что позволяет укрепить межколлагеновые связи и замедлить процесс дезорганизации трансплантата. 
Преимуществом коллагеновых губок является пористость, которая позволяет стромальным клеткам пенетрировать подложку, 
ускорять процессы деградации и ремоделирования стромы. Биоимпланты роговицы получают также с помощью использова-
ния метода 3D-биопечати на основе существующих 3D цифровых моделей роговицы человека. 

Заключение. Предложенные материалы обладают как положительными свойствами (пористая структура, прозрач-
ность), так и отрицательными (слабые биомеханические свойства). Несмотря на усилия многих исследователей создать 
трансплантационный материал, полностью заменяющий донорскую роговицу на настоящий момент это сделать не удается. 
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BIOENGINEERING EQUIVALENTS OF THE CORNEAL STROMA  

BASED ON THE COLLAGEN USE 
 
Purpose: search for keratoplasty materials alternative to donor cornea. 
Material and methods. To realize this aim the following materials were proposed: recombinant fibrillary collagens (collagenic 

hydrogels), collagenic sponges, collagenic films, modified collagenic gels.  
Results and discussion. There are two main directions of bioengineering in the creation of the artificial cornea. The first one is based 

on the creation of the artificial extracellular matrix and the second one is based on cellular technologies. When developing the models, 
collagenic hydrogels are more often implemented and earlier, collagenic sponges and films were used. The disadvantages of the colla-
genic matrices are their weak biomechanical properties which is reflected on the condition of the peripheral sutures in keratoplasty and 
accelerated enzymatic degradation after transplantation. Therefore, an additional chemical treatment is performed by cross-linkers which 
allows to strengthen the intercollagenic links and slow down the process of degradation and stromal remodeling. The corneal bi-
oimplants are also obtained with the use of 3D bioprint method based on the existing 3D digital models of the human cornea.  

Conclusions. The proposed materials possess both positive properties (porous structure, transparency) and negative ones (weak 
biomechanical properties). In spite of the efforts of many researchers to create a transplantational material, it is impossible so far to 
completely replace the donor cornea.  

Key words: keratoplasty, artificial cornea, bioimplants. 
 
По данным Всемирной организации 

здравоохранения во всем мире насчитывается 
от 5 до 10 млн. слепых, нуждающихся в пере-
садке роговицы [1]. Это связано с определен-
ными трудностями получения донорских тка-
ней, удовлетворяющих требованиям транс-
плантации. Ежегодно в мире проводится толь-
ко около 100 тыс. трансплантаций роговицы. В 
последние два десятка лет разрабатывались 
методы создания искусственной роговицы ос-
нованные на принципах биоинженерии. 

В биоинженерии тканей и органов су-
ществует два основных направления. Первый 
подход основан на создании искусственного 
внеклеточного матрикса, который является 
субстратом для развития и пролиферации 

специфичных для ткани клеток. Этот матрикс 
должен обладать биосовместимостью и спо-
собностью к биодеградации. С течением вре-
мени искусственный матрикс за счет активно-
сти клеточных элементов заменяется натив-
ной межклеточной средой. Второй подход 
основан на клеточных технологиях и предпо-
лагает формирование внеклеточного матрикса 
за счет активности клеточных комплексов. 
Применение клеточного подхода для создания 
роговицы сопряжено с трудностями, посколь-
ку одним из ключевых требований являются 
приемлемые биомеханические свойства, ко-
торые сложно реализовать при чисто клеточ-
ных технологиях. Кроме того, биоинженерная 
модель роговицы должна иметь хорошие оп-
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тические свойства и адекватные характери-
стики для транспорта ионов и биомолекул. 
Матрикс должен обеспечивать миграцию, 
пролиферацию и адгезию клеток, низкую им-
муногенность и антиангиогенные свойства, а 
также необходимые условия для иннервации. 

Еще десятилетие назад по образному 
выражению J.W. Ruberti и J.D. Zieske [2] «ящик 
с инструментами для биоинженерии» не со-
держал достаточного количества методов для 
создания адекватных заменителей роговицы. 
Идеальным решением было бы создание усло-
вий, копирующих поэтапное эмбриональное 
развитие роговицы и требующих минимальных 
ремодулирующих воздействий на компоненты 
роговицы. Однако недостаточно было знаний о 
механизмах развития глаза и особенностях 
структурно-функциональной организации ро-
говицы. Тем не менее за последние годы по-
явилось достаточно много новых решений в 
этой области, в том числе с появлением мето-
дов 3-D биопечати, биореакторов, микрожид-
костных канальных систем и др. 

Среди наиболее перспективных мето-
дик большинство исследователей выделяют 
методы создания коллагеновой стромы и аль-
тернативное применение в качестве стромы 
других материалов. При обоих подходах не 
исключаются методы клеточных технологий. 

Коллагеновые гидрогели. Известным 
и ставшим уже классическим подходом в 
биоинженерии стромы роговицы является ис-
пользование различных форм рекомбинант-
ных фибриллярных коллагенов. В качестве 
моделей чаще всего используются коллагено-
вые гидрогели и в меньшей степени коллаге-
новые губки и пленки. Однако коллагеновые 
матриксы имеют неудовлетворительные био-
механические свойства и довольно быстро 
подвергаются ферментативной деградации 
при трансплантации. Для усиления биомеха-
нических характеристик гидрогелей исполь-
зуются методы уплотнения гидрогелей хими-
ческими или физическими агентами. Распро-
страненными методами формирования им-
планта являются обработка химическими 
кросслинкерами с образованием пептидных 
связей между амино- и карбоксильными 
группами коллагеновых молекул и снижение 
гидрофильности с помощью механического 
сжатия. 

В качестве кросслинкеров используют, 
например, такие соединения, как глютаральде-
гид (GA), 1-Этил-3-(3-диметил-аминопропил) 
карбодиимид (EDC), N-гидроксисукцинимид 
(NHS), а также дендритные полимеры. Недо-
статками химических кросслинкеров является 

их токсичность. Исследования свойств различ-
ных кросслинкеров показало, что коллагено-
вые гидрогели, обработанные полипропилени-
мины октааминовым дендримером (DAB-AM-
8) имеют высокие значения модуля Юнга и 
лучшими по сравнению с EDC и GA оптиче-
скими свойствами. Кроме этого, судя по степе-
ни эпителизации, гели с дендримерами не об-
ладают токсичностью. 

Наиболее известны работы группы M. 
Griffith и Fagerholm P. по применению колла-
геновых гидрогелей в качестве заменителей 
передней стромы роговицы. Эта группа, вклю-
чающая европейских и североамериканских 
исследователей, одна из немногих, которой 
удалось довести экспериментальные исследо-
вания до успешных клинических испытаний. 

Экспериментальные работы группы 
включали исследования свойств гидрогелей 
коллагенов 1 и 3 типов и конструирование 
имплантов, которые были испытаны на мор-
ских свинках и кроликах [3,4,5,6]. Для клини-
ческих исследований был использован гидро-
гель рекомбинантного коллагена 3-го типа с 
несколько лучшими по сравнению с 1-м ти-
пом биомеханическими свойствами. До фор-
мирования имплантов гидрогель обрабатыва-
ли комплексом EDC/NHS с целью кросслин-
кинга. Импланты толщиной 500 мкм и диа-
метром 10 мм использовали для передней по-
слойной кератопластики на 9 пациентах с ке-
ратоконусом и 1 пациенте с рубцом в центре 
роговицы. Для контроля 9 пациентам со сход-
ной патологией (кератоконус, эндотелиальная 
декомпенсация, рубец роговицы) была прове-
дена сквозная кератопластика донорской ро-
говицы. По результатам четырехлетних 
наблюдений [7,8,9] не развилась реакция от-
торжения импланта, и не было прорастания 
сосудов (в контрольной группе в одном слу-
чае – реакция отторжения). К концу сроков 
наблюдения толщина центральной роговицы с 
имплантами составляла 358±101 мкм, донор-
ских роговиц – 576±50 мкм и здоровых рого-
виц – 534±30 мкм. 

В течение срока исследования в им-
планты активно мигрировали стромальные 
клетки и наблюдалось ремодулирование и де-
градация импланта с формированием типич-
ной ламеллярной структуры стромы. В донор-
ских роговицах этот процесс развивался зна-
чительно медленнее. Светопропускание им-
плантов для белого света 95.1±0.05% (для ро-
говиц человека >87%). К концу срока наблю-
дения острота зрения пациентов с импланта-
ми составляла 20/54, с донорскими роговица-
ми – 20/36. 
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Несмотря на очевидные достоинства 
гидрогелей коллагена, используемых в каче-
стве имплантов роговицы, их биомеханиче-
ские свойства значительно хуже, чем у донор-
ских роговиц, что осложняет наложение пе-
риферических швов и формирование удовле-
творительной сферичности роговицы [10]. 
Авторы этих исследований предлагают моди-
фицированную конструкцию имплантов, в 
частности комплекс гидрогеля коллагена 3-го 
типа с фосфорилхолином или комплекс кол-
лаген – хитозан [11]. 

Kong B. с соавт. с целью усиления био-
механических характеристик искусственной 
роговицы использовали биосовместимый и 
биоразлагаемый полимер полилактидглико-
лид (PLGA) в качестве подложки [12]. Под-
ложка из PLGA была сформирована методом 
электроспиннинга [13]. С быстрым развитием 
и совершенствованием методов 3D-биопечати 
в последние годы появились работы, в кото-
рых описаны технологии получения биоим-
плантов роговицы с применением коллагено-
вых гидрогелей. 

Isaacson A. с соавт. [14] применили экс-
трузионный метод 3D-биопечати роговицы на 
основе существующих цифровых 3D-моделей 
роговицы человека. В качестве биочернил ис-
пользовали комплекс альгинат натрия – ме-
такрилированный коллаген 1-го типа с добав-
лением предварительно инкубированной 
культуры кератоцитов в количестве 2 млн. 
клеток/мл. Напечатанные импланты полно-
стью сохраняли модельную геометрию. На 1- 
и 7-е сутки после биопечати выживаемость 
кератоцитов составляла 92 и 83% соответ-
ственно. 

Gibney R. с соавт. [15] разработали ме-
тод 3D-печати, позволяющий создавать по-
слойные подложки с толщиной слоев 2 мкм и 
разрешением в 20 мкм (как и в нативной ро-
говице). В качестве биочернил использовали 
рекомбинантный человеческий коллаген 3-го 
типа. В эксперименте формировали 2, 10 или 
29 слоев, достигая толщины 90 мкм. После 
формирования подложек они подвергались 
кросслинкингу с помощью EDS и NHS. Затем 
подложки засевали стромальными стволовы-
ми клетками, полученными из донорских ро-
говиц. Количество засеянных клеток состав-
ляло 100 клеток на подложку. На 23-й день 
наблюдения методами иммуноцитохими была 
отмечена миграция и пролиферация клеток 
вдоль волокон всех образцов подложек. 

В исследовании Wu с соавт. [16] в каче-
стве биочернил был использован комплекс 
гидрогеля коллагена 1-го типа с желатином и 

альгинатом натрия с добавлением клеток эпи-
телия роговицы человека. Полученные ги-
бридные матрицы продемонстрировали высо-
кую выживаемость клеток эпителия на уровне 
94.6±2,5%. Поскольку компоненты матрицы – 
желатин и альгинат – биоинертны, для их де-
градации использовали обработку конструк-
ций цитратом натрия. Такая обработка позво-
ляла добиться управляемой деградации аль-
гината в зависимости от соотношения цитрата 
и альгината. Интересно, что эта обработка 
усиливала пролиферацию клеток эпителия и 
формировала сферические кластеры эпители-
альных клеток. 

Коллагеновые губки. В результате 
своих исследований ученые под руководством 
A. Hubel в качестве заменителя роговицы 
предлагали использовать коллаген в виде гу-
бок. [17,18,19]. Существенным преимуще-
ством коллагеновых губок является их пори-
стость, позволяющая стромальным клеткам 
пенетрировать в подложку лучше, чем в кол-
лагеновых гидрогелях и ускорять процессы 
деградации и ремоделирования стромы. 

Авторы в опытах in vitro провели срав-
нительные исследования биомеханических и 
оптических свойств коллагеновых губок и 
коллагеновых гелей, а также особенностей 
миграции, пролиферации и выживаемости 
клеток роговицы. Исследователи показали, 
что механические и оптические свойства гу-
бок превышают гидрогели. Модуль Юнга в 
компрессионных тестах составлял в зависи-
мости от времени инкубации от 90 до 366 Pa и 
от 10 до 11 Pa, для губок и гидрогелей соот-
ветственно. В начале инкубации модуль для 
губок составлял в среднем 364±41 Pa и на 21-
й день инкубации – 177±75 Pa. Для гидроге-
лей модуль был меньше на порядок и состав-
лял от 10,3±12,9 Pa на 7-й день и 11,6±14,7 Pa 
на 14-й день инкубации. 

Кроме этого, в ходе инкубации наблю-
далось сжатие матриц губок и гидрогелей. 
Объем гелевых матриц на 15-й день инкуба-
ции составлял только 7±2% первоначального 
объема, для губок эта величина составила 
63±9%. Добавление хондроитин сульфата в 
коллагеновые губки уменьшало эффект 
уплотнения – объем матриц составлял 73±7% 
от исходного. Эти изменения модуля и плот-
ности матриц авторы объясняют взаимодей-
ствием между матриксом и клетками, приво-
дящим к деградации структуры матрикса под 
действием синтезируемых клетками соедине-
ний. Коэффициент пропускания света длиной 
волны 700 нм составлял для губок 0,337 и 
увеличивался до 0,57 при добавлении хондро-
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итин сульфата. Хотя эти величины значитель-
но меньше контрольных измерений роговицы 
кролика (0,997), но значительно больше, чем 
для гелевых матриц при инкубации длитель-
ностью 7 дней. В первые дни инкубации про-
пускание для гелей составляло 0,6, но резко 
снижалось после 7 суток до 0,056. 

Коллагеновые пленки. Рядом авторов 
предлагалось также использование коллаге-
новых подложек в виде пленок толщиной ме-
нее 100 мкм как потенциальных заменителей 
роговицы [20,21,22]. В своих работах авторы 
исследовали ультраструктуру коллагеновых 
волокон, биомеханические и оптические 
свойства и активность фибробластов в колла-
геновых пленках толщиной 60 мкм при куль-
тивировании матриц до 5 недель. Проводи-
лось сравнение свойств матриц при использо-
вании различных способов кросслинкинга. 
Матрицы засевали фибробластами, получен-
ными из стромы донорских роговиц. Коэффи-
циент пропускания пленок составлял от 0,9 до 
0,98 для длин волн 400 и 700 нм, т.е. коэффи-
циент был близок к величинам для нативной 
роговицы. 

Предел прочности при растяжении так-
же был ниже или на уровне соответствующей 
характеристики для роговицы и составлял от 
0,7 до 4,1 MPa. Диаметр коллагеновых фиб-
рилл для пленок равнялся в среднем 233±30 
нм, для губок – 201±54 нм. Через неделю ин-
кубации фибробласты мигрировали по всей 
поверхности пленки, но не проникали внутрь 
матрикса. Авторы уже в первые часы инкуба-
ции наблюдали синтез фибробластами тонких 
волокон коллагена диаметром 35-75 нм. Ко-
личество и плотность таких волокон суще-
ственно возрастала к первой неделе инкуба-
ции. Судя по продукции актина, фибробласты 
изменялись фенотипически, приобретая свой-
ства миофибробластов. Этот процесс был бо-
лее выражен для губок, чем для пленок. 

Коллагеновые пленки были применены 
также для интрастромальной кератопластики 
на роговице кроликов [23]. Для этого авторы 
использовали высокоочищенный концентри-
рованный (18%) коллаген 1-го типа, экстраги-
рованный из дермы свиней, который значи-
тельно дешевле рекомбинантного человече-
ского коллагена. Для кросслинкинга приме-
няли 1-[3-(Диметиламино) пропил]-3-
этилкарбодиимид метиодид (EDCM) и NHS. С 
помощью фемптасекундного лазера в средней 
части роговицы делали надрез с последую-
щим удалением части стромы. При этом не 
затрагивались эпителий и эндотелий рогови-
цы. В образованный карман имплантировали 

подложки диаметром 3 мм и толщиной 100 
мкм без наложения швов. 

Наблюдение в течение 8 недель после 
имплантации показало сохранение прозрачно-
сти роговицы в области импланта с отсутстви-
ем воспалительной реакции. По краям имплан-
та слои роговицы, эпителий, кератоциты и эн-
дотелий сохраняли нормальную структуру в 
течение периода наблюдения. В конце иссле-
дования в области импланта не было отмечено 
стромальных клеток, хотя и наблюдались еди-
ничные клетки на поверхности и внутри им-
планта в периферических зонах. Авторы счи-
тают, что коллагеновые пленки и предложен-
ная процедура кератопластики поможет в хи-
рургическом лечении кератоконуса и дистро-
фических поражений стромы роговицы. 

Модифицированные коллагеновые 
гели. Рядом исследователей было предложено 
добавлять в коллагеновые подложки про-
теогликаны, полисахариды и фосфолипиды с 
целью приблизить их свойства к внеклеточно-
му матриксу роговицы. Chen J. с соавт. [24] 
исследовали биосовместимость комплекса, 
составленного из 20% коллагена, 10% хитозана 
и 0,5% гиалуроната натрия, и роговицы. В 
опытах in vitro подложки были засеяны взяты-
ми из лимба роговицы кроликов клетками эпи-
телия, кератоцитами и клетками эндотелия. 
При этом наблюдались пролиферация и фор-
мирование монослоев клеток на 9-й день инку-
бации. Пленки диаметром 6 мм, сформирован-
ные из такого комплекса, имплантировали в 
роговицу кроликов и наблюдали в течение 5 
месяцев. В течение всего периода наблюдения 
роговицы сохраняли прозрачность и отсут-
ствие отека и других нежелательных реакций. 
К концу наблюдения отмечались заметная де-
градация и рассасывание подложек. 

Thurber A.E. с соавт. [25] в опытах in 
vitro также показали, что добавление про-
теогликанов (ПГ) значительно увеличивает 
прозрачность коллагеновых подложек. В этом 
исследовании были созданы трехслойные 
подложки с помощью ротации магнитного 
поля с ортогональным расположением слоев 
коллагеновых фибрилл. Добавление ПГ, ко-
торые содержали 35% хондроитин сульфата и 
65% кератансульфата значимо уменьшало 
диаметр фибрилл и увеличивало прозрачность 
подложки. Диаметр фибрилл составлял в 
среднем 62±17,9 нм при 0% ПГ, 57±1,6 нм при 
5% ПГ и 46±7,4 нм при 10% ПГ. 

Поверхность подложек засевалась кера-
тоцитами роговицы человека. В ходе инкуба-
ции в течение 60 дней пролиферирующие ке-
ратоциты мигрировали между слоями под-
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ложки и ориентировались в направлении кол-
лагеновых фибрилл. Группа исследователей в 
эксперименте на кроликах провела переднюю 
послойную кератопластику с использованием 
аналогичных подложек [26]. Однако только в 
одном случае из пяти удалось добиться инте-
грации подложки в строму и наблюдать ре-
эпителизацию с сохранением прозрачности 
роговицы. У остальных 4 кроликов произо-
шло отторжение имплантов через несколько 
дней после кератопластики. 

Hackett J.M. с группой ученых исполь-
зовали для формирования подложек стромы 
коллаген 3-го типа с 2-метакрилойлоксиэтил 
фосфорилхолином (MPC). Мономер сходен по 
структуре с фосфолипидами клеточных мем-
бран и обладает свойством предотвращать 
неоваскуляризацию. Это было продемонстри-
ровано в экспериментах с имплантацией под-
ложек кроликам с ожогами роговицы [27]. 
Подложки диаметром 6.25 мм и толщиной 350 
мкм имплантировали с помощью послойной 
кератопластики 12 кроликам c наложением 
матрасных швов. В группе 1 кератопластика 

проводилась с аллогенной роговицей, в группе 
2 с подложкой из коллагена 3 и в группе 3 – 
коллаген 3+MPC. По результатам обследова-
ния в течение 9 месяцев в 6 случаях из 12 
наблюдалась неоваскуляризация, вызванная 
наложенными швами. При этом в 1- и 2-й 
группах было 5 случаев, а в 3-й группе – 1 
случай неоваскуляризации имплантов. 

Таким образом, разработка искусствен-
ной роговицы на основе коллагена обладает 
рядом положительных преимуществ: наличие 
пористой структуры (для коллагеновых гу-
бок), что позволяло кератоцитам проникать в 
подложку и ускорять процессы деградации и 
ремоделирования стромы. Модифицирован-
ные коллагеновые гели с добавлением про-
теогликанов, фосфолипидов и полисахаридов 
позволяют создать более прозрачные биома-
териалы и препятствуют прорастанию новых 
сосудов. Недостатком коллагеновых матрик-
сов являются их слабые биомеханические 
свойства, что мешает фиксации транспланта-
та. В связи с этим данное направление требует 
дальнейших разработок. 
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