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В работе приведен первый оценочный результат по влиянию 
оптического просветления на эффективность методики укре-
пления склеры глаза путем формирования рибофлавин/УФ фо-
тосшивок коллагена. В предварительной серии экспериментов 
была рассмотрена эффективность оптического просветления 
склеры различными просветляющими агентами в ультрафиоле-
товой области (на длине волны 370 нм) и также было показано, 
что оптическое просветление образца склеры чистым глицери-
ном с последующей регидратацией не приводит к изменениям 
его механических свойств. В эксперименте по рибофлавин/УФ 
фотосшиванию коллагена показано, что оптическое просвет-
ление образца склеры свиньи глицерином в идентичных (по 
отношению к контролю) условиях обработки рибофлавином и 
последующего УФ облучения приводит к большему увеличению 
эффективной жесткости склеры при малых деформациях.
Ключевые слова: фотосшивка коллагена, миопия, механиче-
ские свойства склеры, оптическое просветление.
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In the paper, the first evaluation results on the effect of optical 
clearing on the efficiency of the technique of eye sclera strengthen-
ing through the formation of riboflavin / ultraviolet collagen photo-
crosslinks are presented. In a series of preliminary experiments the 
effectiveness of different optical clearing agents in clearing sclera 
in ultraviolet region (370 nm) was studied, and it was also shown 
that the optical clearing of sclera sample with pure glycerol with 
subsequent rehydration did not change its mechanical properties. 
In the experiment on riboflavin / UV collagen photocrosslinking it 
was shown that the optical clearing of the porcine sclera sample 
with glycerol, the conditions of treatment with riboflavin and sub-
sequent UV irradiation being identical to the control, leads to a 

greater increase in the effective stiffness of sclera at small strains.
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В настоящее время одним из распространен-
ных глазных заболеваний является близорукость 
[1, 2]. Серьезной формой данного заболевания 
является прогрессирующая миопия, характери-
зующаяся быстрым падением остроты зрения 
за короткий промежуток времени. Одной из 
главных причин развития близорукости является 
растяжение и истончение склеры.

Склера представляет собой плотную соеди-
нительную ткань, которая в основном состоит 
из коллагеновых волокон, упакованных в пучки 
в виде ламелей и формирующих характерную 
слоистую структуру. Примерно 90% от толщины 
склеры составляет строма, которая в значитель-
ной степени определяет ее биомеханические 
свойства. Строма склеры состоит из косо рас-
положенных и переплетающихся пучков колла-
геновых волокон различной толщины и длины, 
эластических волокон, незначительного коли-
чества основного вещества, представленного 
нейтральными и кислыми мукополисахаридами, 
а также клеток (склероциты) [3]. Коллагеновые 
волокна упакованы в пучки и лежат в них па-
раллельно друг другу, однако не так регулярно, 
как в роговице. Пучки волокон имеют широкий 
разброс по ширине (1‒50 мкм) и толщине (0,5‒
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6 мкм) и имеют тенденцию быть толще и шире 
во внутренних слоях стромы [4]. 

Существуют различные методы лечения 
миопии различной степени, среди которых 
выделяют медикаментозное лечение и хирур-
гическое вмешательство. В последнее время 
был предложен инновационный метод лечения 
прогрессирующей миопии, направленный на 
предотвращении деформации ткани, основанный 
на формировании поперечных межмолекуляр-
ных связей молекул коллагена волокон стромы 
склеры под действием раствора рибофлавина 
и ультрафиолетового излучения. Был проведен 
ряд работ [5–8], направленных на исследования 
влияния такого воздействия на склеру кролика, 
свиньи, человека и на возможность применения 
метода in vivo. Но УФ-индуцированное образова-
ние ковалентных связей в толще стромы склеры 
осложнено малой глубиной проникновения 
ультрафиолетового излучения из-за сильного 
рассеяния биотканью. Вероятно, это является 
как минимум одной из причин того, что данный 
метод приводит к незначительному увеличению 
прочности склеры человека и свиньи [7]. 

Увеличение глубины проникновения оп-
тического излучения в биоткань может быть 
достигнуто при использовании оптического 
просветления – методики, направленной на 
снижение рассеивающих свойств ткани путем со-
гласования показателей преломления дискретных 
рассеивателей (в случае склеры это коллагеновые 
волокна и их пучки) и основного вещества ткани. 
Можно ожидать, что если перед УФ облучением 
склеру, обработанную раствором рибофлавина, 
подвергнуть действию осмотически активных 
просветляющих агентов, то это будет способство-
вать образованию УФ-индуцированных сшивок 
на всей глубине диффузии рибофлавина и увели-
чению тем самым эффективности механического 
укрепления склеры.

Расчетные оценки и экспериментальные 
результаты показывают, что применение оптиче-
ских просветляющих агентов к склере улучшает 
согласование показателей преломления колла-
геновых волокон и межфибриллярой жидкости, 
что приводит к значительному уменьшению рас-
сеяния света склерой в видимом и инфракрасном 
диапазоне [9–14]. Из результатов исследований 
следует, что при воздействии глюкозы и про-
пиленгликоля характерное время отклика для 
оптического просветления склеры составляет 
10‒20 мин [11].

При анализе имеющейся литературы было 
установлено, что исследования оптического 

просветления склеры в ультрафиолетовой спек-
тральной области практически не проводились. 
Поэтому нами были проведены предварительные 
эксперименты по сравнению эффективности раз-
личных просветляющих агентов в просветлении 
склеры кролика ex vivo на длине волны 370 нм. 
Именно эта длина волны в литературе предлага-
ется для использования в методике рибофлавин/
УФ сшивания коллагена склеры. Эффективность 
просветляющего действия оценивали по увели-
чению коллимированного пропускания образцов 
склеры, помещенных в раствор просветляющего 
агента. 

В качестве просветляющих агентов исполь-
зовали вещества и растворы, применявшиеся 
ранее для просветления склеры в видимой и 
ближней ИК областях и для просветления дру-
гих тканей и не имеющие полос поглощения в 
области 370 нм. Были использованы растворы 
глюкозы в дистиллированной воде концентраци-
ей 54% и 40% по массе. Эффективность просвет-
ляющего действия растворов глюкозы оказалась 
невысока: в растворе большей концентрации 
коллимированное пропускание увеличилось в 
течение 35 мин с 0% до 1.4%, в растворе глюкозы 
концентрацией 40% в течение 45 мин коллими-
рованное пропускание увеличилось всего до 
0.22%. 50% (по объему) раствор глицерина дал 
сравнимую величину увеличения пропускания 
за счет просветления – до 0.5%. Как и в случае 
глюкозы, увеличение концентрации просветля-
ющего агента привело к увеличению эффектив-
ности просветления на 370 нм: воздействие 75% 
раствора увеличивает коллимированное пропу-
скание склеры до 4.8%. Наилучшие результаты 
дало применение чистого 100% глицерина (ЧДА 
ГОСТ 6259-75), здесь через 30 минут пребывания 
склеры в просветляющем агенте величина кол-
лимированного пропускания составила 23.6%. 
Далее, при исследовании влияния оптического 
просветления на усиление механических свойств 
свиной склеры при рибофлавин / УФ фотосшива-
нии коллагена был использован именно чистый 
глицерин.

В ходе данной работы влияние оптического 
просветления на эффективность образования 
фотосшивок в склере оценивалось непосред-
ственно по механическим свойствам образцов 
склеры ex vivo.

Механические свойства изучались с по-
мощью динамического механического анализа-
тора DMA Q800. В данном приборе к образцу 
склеры, расположенному вертикально между 
неподвижным и подвижным зажимами, прикла-
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дывали силу, увеличивающуюся с постоянной 
скоростью, и регистрировали изменение длины 
образца. Из результатов измерений, учитывая 
изменение поперечного сечения образца в пред-
положении постоянного объема, были рассчи-
таны механическое напряжение в образце и его 
относительное удлинение. Механическое напря-
жение σ рассчитывалось по формуле F:

σ = ,                        (1)

где F – сила, прикладываемая к образцу, l0 –на-
чальная длина образца, Δl – изменение длины 
образца, измеряемое прибором, S0 – начальная 
площадь поперечного сечения образца.

Относительное удлинение образца ε рас-
считывалось согласно определению этой вели-
чины:

ε = Δl
l0
∙ 100% .                   (2)

Для оценки и сравнения механических 
свойств (жесткости) образцов склеры определя-
ли эффективное значение модуля Юнга  при 
относительном удлинении 18% (при расчете от-
носительное удлинение берется не в процентах, 
а в долях единицы) по формуле

.               (3)

Эксперименты проводились на разморо-
женной склере свиньи. Перед экспериментами 
склера тщательно очищалась от эписклеральной 
ткани с наружной стороны и от сосудистой обо-
лочки и сетчатки с внутренней и разрезалась 
в сагиттальном направлении на полосы шири-
ной 4мм, толщина образцов в среднем состав-
ляла 0,9 мм. 

На первом этапе биомеханических исследо-
ваний было изучено влияние просветляющего 
агента – глицерина, на механические свойства 
склеры, для чего с помощью динамического 
механического анализатора сравнивались ме-
ханические свойства образца склеры свиньи, 
хранившегося после препарирования в физио-
логическом растворе, образца просветленного 
100% глицерином в течение 1 часа, и этого же 
образца, подвергнутого после механических 
измерений регидратации в физиологическом 
растворе в течение суток. Из экспериментальных 
данных, полученных с помощью анализатора 
DMA Q800, для всех трех образцов были рас-
считаны значения механического напряжения и 
относительного удлинения образцов и построены 
графики их зависимости (рис. 1).

Рис. 1. Связь механического напряжения с относи-
тельным удлинением для: 1 – образца свиной склеры в 
физиологическом растворе, 2 – образца свиной склеры, 
просветленного 100% глицерином, 3 – просветленного 
образца свиной склеры, регидратированного в физио-

логическом растворе

Значительное удлинение образца склеры из 
физиологического раствора (кривая 1) при малой 
приложенной силе может быть в большей степе-
ни обусловлено переориентацией (во внутренних 
слоях стромы) коллагеновых волокон (пучков) 
и «расправлением» их волнистой структуры (во 
внешних слоях стромы), а не их осевым рас-
тяжением. Из рис. 1 видно, что характеристика 
образца, подвергшегося просветлению в 100% 
глицерине (кривая 2), не имеет такого начального 
участка и начиная с самых малых деформаций 
практически подчиняется закону Гука. Линейная 
аппроксимация экспериментальной зависимости 
дает для модуля Юнга значение 18,8 МПа, в то 
время как эффективное значение модуля Юнга 
при относительном удлинении 18% для образца 
из физиологического раствора составило всего 
4.2 МПа. Это свидетельствует о значительном 
увеличении жесткости склеры при просветлении 
100% глицерином, что может быть связано с 
дегидратацией и замещением воды глицерином 
и в имеющих гликопротеиновую и гликозами-
ногликановую природу поверхностях коллаге-
новых волокон, и в основном веществе стромы 
(содержащем гликозаминогликаны), которые в 
нативном состоянии не препятствуют скольже-
нию волокон друг относительно друга при пере-
ориентации и «расправлении». Этот эффект по 
сути повторяет изменение механических свойств 
склеры при высушивании.

Такое значительное увеличение жесткости 
при просветлении оказалось в высокой степени 
обратимым. Кривая 3, характеризующая меха-

F(l0 + Δl )
S0 l0

1

2

3
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нические свойства регидратированного образца 
хорошо совпадает с характеристикой нативного 
образца (кривая 1). Для регидратированного 
в физиологическом растворе образца склеры 
эффективное значение модуля Юнга при отно-
сительно удлинении 18% составило 4.6 МПа. 
Таким образом, можно утверждать, что само по 
себе оптическое просветление глицерином, со-
провождающееся регидратацией, не приводит к 
изменению механической прочности (жесткости) 
склеры.

Для изучения влияния оптического просвет-
ления на эффективность методики образования 
сшивок, описанной в работах [5–8], были срав-
нены механические свойства образца свиной 
склеры, обработанного 0.1% раствором рибоф-
лавина и ультрафиолетовым излучением длиной 
волны 370 нм и образца склеры (обработанного 
0.1% раствором рибофлавина), просветленного 
100% глицерином, а затем подвергнувшегося УФ 
облучению. Для этого два образца разморожен-
ной свиной склеры помещались в 0.1% раствор 
рибофлавина на 1 час. После этого один из об-
разцов просветляли в течение 1 часа. Из-за воз-
можного вымывания рибофлавина глицерином из 
склеры оптическое просветление склеры образца 
проводилось в растворе рибофлавина в 100% 
глицерине. Затем оба образца склеры облучались 
ультрафиолетом в течение 30 мин. Для этого с 
помощью фильтра УФС 6 из спектра излучения 
дуговой ксеноновой лампы выделялась ультра-
фиолетовая область с максимумом излучения на 
длине волны 370 нм. Плотность ультрафиолето-
вого излучения на поверхности образцов соста-
вила 14 мВт/см2. После облучения оба образца 
помещались в физиологический раствор на сутки 
(для регидратации просветленного образца), за-
тем проводились измерения их механических 
свойств. Полученные зависимости механическое 
напряжение ‒ относительное удлинение образцов 
представлены на рис. 2. На этом же рисунке в 
качестве контроля приведены данные для исход-
ного, не подвергнутого сшивке, образца. 

Из полученных зависимостей были рас-
считаны эффективные значения модуля Юнга 
при относительном удлинении 18%, которые 
составили: 8.3 МПа для образца, обработанного 
по обычной методике получения рибофлавин/
УФ сшивок, 21.9 МПа для образца склеры, про-
светленного глицерином перед проведением УФ 
облучения, а затем регидратированного в течение 
суток, и 3.4 МПа для контрольного образца, хра-
нившегося в физиологическом растворе.

Рис. 2. Связь механического напряжения с относитель-
ным удлинением для: 1 – образца свиной склеры, об-
работанного раствором рибофлавина и ультрафиолетом, 
2 – образца свиной склеры, обработанного раствором 
рибофлавина, просветленного 100% глицерином и об-
лученного ультрафиолетом, 3 – образца свиной склеры 

в физиологическом растворе

1
2

3

Полученные результаты нужно, несом ненно, 
рассматривать как предварительные и оценоч-
ные, и необходимо проведение систематических 
исследований режимов диффузии рибофлавина, 
просветления и УФ облучения с целью опти-
мизации методики укрепления склеры путем 
фотосшивания коллагена. Однако даже в рамках 
обсуждения этих первых результатов можно 
говорить о том, что оптическое просветление в 
идентичных условиях обработки образца склеры 
рибофлавином и последующего УФ облучения 
приводит к большему увеличению эффективной 
жесткости склеры при малой относительной 
деформации. Такое увеличение жесткости мо-
жет быть обусловлено не только повышением 
количества образовавшихся фотосшивок, но и 
фиксацией при образовании сшивок изменений в 
микроструктуре коллагеновых волокон под дей-
ствием глицерина [15] и изменений, связанных с 
дегидратацией ткани при просветлении.

Работа выполнена при частичной финансо-
вой поддержке гранта Президента Российской 
Федерации для государственной поддержки 
ведущих научных школ Российской Федерации 
(№ НШ-703.2014.2).
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Введение

В последнее время благодаря повышению 
производительности компьютеров и развитию 
теории, особенно теории функционала плотности 
[1], появилась возможность получать надежные 
силовые и электрооптические поля сложных 
многоатомных молекул, содержащих в своем 
составе более 100 атомов первого и второго 
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