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Актуальность
Консервативное лечение различной офталь-

мопатологии (глаукома, ожоговая болезнь, со-
стояние после кератопластики, фотокератореф-
ракционных операций, дистрофии роговицы) 
требует назначения длительной местной меди-
каментозной терапии.

Развитие побочных реакций, как мест-
ного, так и системного характера на фоне 
местной медикаментозной терапии глазных 
заболеваний может быть причиной несоблю-
дения режима назначенной терапии, сниже-
ния качества жизни пациентов, а также может 
ухудшать клинико-функциональные результа-
ты проведенного лечения [6], [9]. Токсические 
эрозии роговицы – наиболее частое проявле-
ние местного побочного действия лекарствен-
ных препаратов [8].

На фоне длительной медикаментозной те-
рапии наиболее часто поражение роговицы про-
является в виде мелкоточечных микроэрозий, 

реже макроэрозий, преимущественно в ниж-
них квадрантах роговицы. По данным конфо-
кальной микроскопии данные изменения наи-
более часто проявляются в виде повышенной 
десквамации клеток переднего эпителия, кера-
тинизации, отека передней стромы роговицы 
и снижения прозрачности экстрацеллюлярного 
матрикса [1].

Причиной возникновения токсических 
эрозий роговицы может послужить активное 
вещество препарата [5] и наличие в нем кон-
серванта [2], [10]. 

Антибактериальные свойства консер-
вантов реализуются за счет способности их 
молекул адсорбироваться на клеточных мем-
бранах бактерий, взаимодействуя с фосфоли-
пидами и белками, что приводит к нарушению 
их целостности [7]. Наиболее часто исполь-
зуемые консерванты в офтальмологии отно-
сятся к классу катионных детергентов, в том 
числе бензалкония хлорид (БХ) (benzalkonium 
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chloride, C6H5CH2N(CH3)2RCl). Молекулы 
консервантов не обладают селективностью к 
компонентам бактериальных мембран, и даже 
в низких концентрациях при длительном при-
менении оказывают токсическое действие на 
клетки роговицы [11], что требует назначения 
протекторов роговицы и конъюнктивы данной 
категории пациентов.

Разработка новых эффективных методов 
профилактики и лечения токсических эрозий 
роговицы на фоне длительной медикаментоз-
ной терапии является актуальной. Для оценки 
их эффективности на доклиническом уровне 
и отработки режима инстилляций необходимо 
экспериментальное моделирование токсиче-
ский эрозий роговицы с учетом этиологического 
фактора повреждения. 

Цель исследования 
Экспериментальное изучение влияния ин-

стилляций 0,1 % раствора бензалкония хлорида 
на клинико-функциональное состояние рогови-
цы кролика. 

Материалы и методы
Экспериментальное исследование было 

выполнено на 8 кроликах (16 глаз) породы 
Шиншилла, разделенных на 2 группы (опыт-
ная и контрольная группы). В опытной груп-
пе (8 глаз) ежедневно проводили 4-кратные 
инстилляции 0,1 % раствора бензалкония 
хлорида; в контрольной группе (парные глаза 
каждого кролика – 8 глаз) проводили инстил-
ляции физиологического раствора NaCL 0,9 % 
2 раза в день. Динамическое наблюдение за 
животными проводили ежедневно утром и 
вечером с использованием биомикроскопии 
переднего отрезка глаза окрашиванием рого-
вицы витальными красителями (тест-полоски 
с раствором лиссаминового зеленого и раство-
ром флюоресцеина натрия) с последующим 
их фотографированием и подсчетом площа-
ди десквамированного эпителия в программе 
Adobe Photoshop CC. Для оценки морфоло-
гических изменений ежедневно проводили 
конфокальную микроскопию роговицы на 
приборе Confoscan 4 (Nidek, Япония). Все ре-
зультаты представлены в виде среднеарифме-
тических значений ± стандартное отклонение 
(max значение – min значение). 

Результаты
Во все сроки наблюдения в группе кон-

троля глаза оставались спокойные без при-
знаков раздражения, растворами лиссами-
нового зеленого и флюоресцеина натрия не 
окрашивались. При анализе морфологической 
картины роговицы, полученной при конфо-
кальной микроскопии, отклонений от нормы 
выявлено не было. 

В опытной группе на фоне инстилля-
ций 0,1 % раствора бензалкония хлорида 
характер изменений глазной поверхности 
носили дозозависимый характер, что прояв-
лялось в динамическом нарастании клинико-
морфологических изменений в зависимости от 
сроков наблюдения.

Так через 24 часа от начала эксперимента 
в опытной группе глаза оставались спокойные. 
Конъюнктива всех глаз сохраняла бледно-
розовый оттенок, инъекции сосудов отмечено 
не было. Роговица сохраняла свою прозрач-
ность, раствором лиссаминового зеленого и 
0,5 % раствором флюоресцеина натрия не 
окрашивалась. 

На 3 сутки эксперимента в опытной груп-
пе у всех животных отмечались признаки 
умеренного раздражения, которые проявля-
лись в виде слезотечения и блефароспазма. 
При биомикроскопии переднего отрезка глаз 
отмечалась умеренная конъюнктивальная 
инъекция, роговица сохраняла свою про-
зрачность и блеск, растворами витальных 
красителей не окрашивалась. При изучении 
морфологической картины роговицы мето-
дом конфокальной микроскопии отклонений 
от нормы выявлено не было: визуализирова-
лись жизнеспособные клетки поверхностных 
слоев эпителия, правильной формы с четкими 
границами, слаборефлективными ядрами. В 
передних и задних слоях стромы отмечались 
кератоциты правильной формы без патологи-
ческой рефлективности на фоне прозрачного 
экстрацеллюлярного матрикса. Эндотелиаль-
ный слой роговицы был представлен в виде 
клеток правильной формы, с четкими грани-
цами, без патологических включений и при-
знаков отека. 

На 5 сутки эксперимента в опытной груп-
пе признаки раздражения нарастали. При био-
микроскопии переднего отрезка глаз отмечалась 

Экспериментальное исследование влияния 0,1 % раствора ...Терещенко а.В. и др.



240 Вестник ОренбургскОгО гОсударственнОгО университета 2015 № 12 (187)

Медицинские науки

умеренная конъюнктивальная инъекция, шеро-
ховатость роговицы. При окраске витальными 
красителями в центральной зоне отмечался по-
верхностный дефект роговицы в виде мелкото-
чечных единичных эрозий. По данным конфо-
кальной микроскопии отмечалось появление 
в поверхностных слоях эпителия клеток с не-
полной прозрачностью цитоплазмы, единичные 
десквамированные эпителиоциты с гиперреф-
лекторными ядрами с некоторой размытостью 
межклеточных границ. В стромальных отделах 
и эндотелиальном слое роговицы морфологиче-
ская картина не имела существенного отличия 
от группы контроля.

На 7 сутки эксперимента сохранялись 
слезотечение и блефароспазм у всех опытных 
животных. Конъюнктива всех глаз была от-
ечна, гиперемирована. Отмечалось снижение 
прозрачности, за счет умеренного отека по-
верхностных слоев стромы, при окраске ви-
тальными красителями роговица диффузно про-
крашивалась в виде мелкоточечной диффузной 
эпителиопатии. По данным конфокальной ми-
кроскопии роговицы нами было зафиксировано 
наличие во всех опытных глазах повышенной 
десквамации эпителия и псевдокератинизации. 
В поверхностном слое эпителия роговицы отме-
чалась размытость межклеточных границ с по-
вышенной рефлективностью ядер и цитоплазмы 
клеток, наблюдались единичные эпителиальные 
дефекты. В передних слоях стромы роговицы 
наблюдались явления клеточного стромального 
отека, что проявлялось в виде повышения реф-
лективности ядер и цитоплазмы кератоцитов и 
визуализации их отростков. Также отмечалось 
снижение прозрачности экстрацеллюлярного 
матрикса и увеличение количества активных 
кератоцитов. Морфологическая картина глу-
боких стромальных и эндотелиального слоев 
роговицы не имела существенного отличия от 
группы контроля.

Отмена раствора бензалкония хлорида 
после 7-дневных инстилляций приводило к 
полному восстановлению морфологической 
структуры роговицы и купированию видимых 
признаков воспаления через 129,22±27,73 
часа. 

Продолжение инстилляций раствора бен-
залкония хлорида более 7 суток вызывало нарас-
тание клинической симптоматики повреждения 

глазной поверхности. На 14-е сутки наблюдения  
во всех опытных глазах отмечался выраженный 
хемоз конъюнктивы, диффузный отек всех сло-
ев роговицы, концентрично лимбу отмечается 
рост поверхностных сосудов по направлению к 
оптической зоне на 2 мм. Поскольку изменения 
глазной поверхности приобретали характер не-
обратимых, эксперимент в данной группе был 
прекращен. 

Обсуждение
На сегодняшний день, самым распростра-

ненным консервантом, входящим в состав 
офтальмологических препаратов, остается бен-
залкония хлорид.

Многочисленные клинические исследо-
вания подтверждают наличие токсического 
действия бензалкония хлорида на роговицу и 
другие структуры глазной поверхности. От-
мена медикаментозного лечения или исполь-
зование бесконсервантных аналогов не всегда 
представляется возможным, что определяет 
актуальность разработки новых подходов к ле-
чению пациентов, вынужденных находиться на 
длительной местной терапии офтальмологиче-
скими препаратами. 

В настоящее время имеются различные 
мнения о механизмах токсического действия БХ 
на клетки слизистой оболочки глаза. Бензалко-
ния хлорид вызывает нарушение целостности 
липидного слоя прероговичной слезной пленки, 
что приводит к сокращению времени ее разрыва, 
чрезмерному испарению с глазной поверхности, 
осаждению компонентов муцинового слоя и, как 
следствие, повышению концентрации ионов в 
слезной жидкости, т.е повышение осмолярно-
сти. Повышенная осмолярность провоцирует 
выход ионов из клетки по градиенту концен-
трации, что нарушает осмотический баланс 
клетки. Также бензалкония хлорид оказывает 
непосредственное токсическое действие на 
секреторные и несекреторные эпителиальные 
клетки роговицы и конъюнктивы. 

Целью настоящего исследования яви-
лось изучение влияния инстилляций раствора 
бензалкония хлорида на состояния роговицы 
кролика с подбором концентрации раствора, 
а также отработки режима и кратности ин-
стилляций для моделирования токсической 
эрозии.
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Выбор концентраций БХ в этом экспери-
менте был основан на клинической практике и 
экспериментальных исследованиях, представ-
ленных в литературе. 

Цитотоксический эффект бензалкония хло-
рида в зависимости от его концентрации нашел 
свое отражение в экспериментальной работе 
M. De Saint Jean с соавт. (2009) на клеточной 
линии клеток конъюнктивы человека «Chang 
Conjunctiva». Экспозиции раствора бензалкония 
хлорида в концентрации 0,005 % и ниже про-
воцировали замедление клеточного роста и де-
ления, в концентрации 0,01 % вызывали гибель 
клеток по типу апоптоза в течение 24 часов, а 
высокие концентрации бензалкония хлорида от 
0,1 % вызывали немедленный лизис клеток по 
типу некроза [11]. 

В условиях изолированной культуры невоз-
можно воспроизвести весь комплекс защитно-
приспособительных механизмов тканей, что 
не всегда объективно отражает функциональ-
ное влияние бензалкония хлорида. Вследствие 
этого, изучение влияния раствора бензалкония 
хлорида в настоящем исследовании проводили 
на экспериментальных животных.

Наиболее часто применяемая концентрация 
БХ в офтальмологических препаратах 0,01 % 
(в диапазоне от 0,004 % до 0,02 %) препара-
тах [14].  

Создание экспериментальной модели на 
животных с использованием 0,01 % концентра-
ции имеет определенные трудности, в связи с 
длительным наблюдением за животными [13]. 
Так, Furrer с соавторами выявили, что инстил-
ляции бета-блокаторов с консервантами (БХ 
0,01 %) в течение 28 дней, вызывает эрозиро-
вание 9 % эпителия от общей поверхности ро-
говицы [12]. 

В связи с этим многие исследователи 
изучали острое токсическое действие бензал-
кония хлорида на глазную поверхность, уве-
личив концентрацию в 1–50 раз. Увеличение 
концентрации раствора бензалкония хлорида 
согласуется с правилом Габера [15], исполь-
зуемого в токсикологии, применимым для ве-
ществ, обладающих кумулятивным действи-
ем. Согласно данному правилу увеличение 
концентрации вещества позволяет сократить 
время воздействия с сохранением дозы токси-
ческого вещества в тканях. Физиологический 

раствор (0,9 % NaCl) был выбран в качестве 
препарата сравнения, как интактный раствор, 
не оказывающий токсическое действие на 
глазную поверхность.

Xiong C. с соавторами разработали модель 
синдрома сухого глаза, полученную путем ин-
стилляций 0,1 % раствора бензалкония хлорида 
в течение 14 дней [17]. 

Позднее Zhirong Lin разработали модель 
синдрома сухого глаза на лабораторных крысах, 
сократив сроки получения экспериментальной 
модели до 7 дней за счет увеличения концентра-
ции бензалкония хлорида до 0,2 % [18]. 

Ибрагимова Д.И. с соавторами изучали 
влияние 0,01 % и 0,2 % растворов бензалкония 
хлорида на состояние роговицы и слезопродук-
цию у кроликов. По данным исследователей во 
всех опытных группах наблюдались явления 
эпителиопатии роговицы различной степени 
выраженности (от единичных эпителиальных 
дефектов до тотальной эрозии роговицы) в за-
висимости от сроков наблюдения и концентра-
ции раствора [3]. Однако, показатели пробы 
Ширмера I в опытных группах во все сроки 
наблюдения превышали показатели условно 
принятой нормы. В нашем исследовании у всех 
кроликов, начиная с 3 суток наблюдения, от-
мечались выраженные признаки раздражения 
в виде блефароспазма и слезотечения, в связи 
с чем, состояние слезопродукции не оценива-
лось. Полученные данные ставят под сомне-
ние возможность моделирования дефицита 
слезопродукции путем инстилляций высоких 
концентраций раствора бензалкония хлорида, 
учитывая ярко выраженное раздражающее дей-
ствие последнего. 

В настоящем исследовании впервые была 
получена токсическая эрозия роговицы путем 
ежедневных 4х кратных инстилляций 0,1 % 
раствора бензалкония хлорида, что, по наше-
му мнению, позволяет в короткие сроки по-
лучить устойчивые во временных параметрах 
изменения роговицы обратимого характера. 
На 7 сутки эксперимента во всех опытных гла-
зах отмечались признаки токсической эрозии 
роговицы. Кроме того, использование конфо-
кальной микроскопии, помимо стандартных 
методик оценки состояния роговицы, позво-
лило оценить состояние цитоархитектоники 
роговицы во всех ее слоях без выведения жи-
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вотных из эксперимента, а также максималь-
но приблизить оценку результатов к клини-
ческой практике, что является неоспоримым 
преимуществом.

Заключение
Результаты настоящего исследования под-

тверждают цитотоксическое действие раство-
ра бензалкония хлорида на клетки глазной 
поверхности, что проявляется в развитии 
токсической эпителиальной эрозии на 7 сутки 
эксперимента. Ярко выраженное раздражаю-
щее действие 0,1 % раствора бензалкония хло-
рида не позволяет оценить слезопродукцию 
у экспериментальных животных из-за выра-
женного слезотечения. Подобранный режим 
и кратность инстилляций позволяет получить 
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в эксперименте клинико-функциональные из-
менения роговицы, подобные клиническим 
проявлениям у пациентов, находящихся на 
длительной терапии медикаментозными пре-
паратами. Полученные изменения характери-
зуются легкой воспроизводимостью, малой 
травматичностью, неинвазивностью, дози-
руемостью, а также являются устойчивыми 
во временных параметрах.

Использование разработанной концентра-
ции и режима инстилляций раствора бензал-
кония хлорида представляется перспективным 
и целесообразным при создании и изучении 
новых методик лечения токсической эрозии 
роговицы на фоне длительного применения 
медикаментозных препаратов на доклиниче-
ском этапе.
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