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Цель работы — изучить концентрацию эндотелиального фактора роста сосудов (VEGF А) в слезной жидкости (СЖ) паци-
ентов с первичной открытоугольной глаукомой (ПОУГ) после непроникающей глубокой склерэктомии (НГСЭ) на различных эта-
пах периоперационного периода и провести иммуногистохимическую идентификацию лимфатических структур фильтрационных 
подушек (ФП) в группах, отличающихся по гипотензивному эффекту операции. Материал и методы. На основании критери-
ев клинической эффективности НГСЭ спустя 12 мес после нее пациенты с ПОУГ были разделены на 2 группы: 1-я группа —
с наличием гипотензивного эффекта НГСЭ (n = 23; средний возраст — 63,7 ± 4,4 года) и 2-я группа — с отсутствием эффек-
та НГСЭ (n = 21, 64,3 ± 3,9 года). Концентрацию VEGF А (121 и 165) в СЖ определяли методом ИФА с использованием набора 
«VEGF-ИФА-Бест» («Вектор Бест», Россия). Иммуногистохимическое исследование образцов конъюнктивы и субконъюнкти-
вальной ткани проведено через 12–18 мес после НГСЭ у 12 пациентов с ПОУГ и у 8 пациентов без глаукомы (группа контроля) в 
возрасте 62,36 ± 6,31 года. Результаты. Установлены значимые различия в концентрации VEGF А (121 и 165) в СЖ через 2 нед 
и 2 мес после операции в 2 группах. Избыточное рубцевание ФП сопровождалось исходно низким уровнем VEGF А, его умеренным 
повышением через 2 нед после операции и значительным подавлением к 2 мес после операции, что значительно отличалось от 
1-й группы (двукратное увеличение VEGF A установлено ко 2-му месяцу после операции). В образцах тканей 1-й группы с функ-
циональными диффузными ФП определялось от 5 до 7 сосудов, имеющих лимфатическую принадлежность. В образцах с рубцо-
выми изменениями ФП лимфатические сосуды не обнаружены. Подопланин определялся в отдельных клетках и сфероподобных 
образованиях, которые могут представлять собой редуцированные лимфатические сосуды. Заключение. Показана важная роль 
VEGF А в конъюнктивальном лимфоангиогенезе. Подавление конъюнктивального лимфоангиогенеза и последующий «гипотензив-
ный неуспех» НГСЭ у части пациентов на фоне проводимой противовоспалительной и антифиброзной терапии диктуют необ-
ходимость ее оптимизации, разработки новых методов лечения, направленных на активацию пролимфоангиогенных факторов.
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В настоящее время, несмотря на многообразие инстил-

ляционных лекарственных препаратов, оказывающих мест-

ное гипотензивное действие, а также широкое внедрение 

лазерных методов лечения глаукомы, наиболее действен-

ным способом борьбы с нарушением гидродинамики глаза 

по-прежнему остаются антиглаукомные операции фисту-

лизирующего и фильтрующего типа, в результате которых 

формируется новый, субконъюнктивальный, путь оттока 

внутриглазной жидкости (ВГЖ) с образованием так называе-

мой фильтрационной подушки (ФП) [1–3]. Mногочисленные 

исследования показали, что важным условием, необходи-

мым для оптимального функционирования ФП, являет-

ся эффективный, достаточный отток содержащейся в ней 

внутриглазной влаги [4, 5]. В экспериментальном исследо-

вании с использованием водной ангиографии с индоциани-

ном зеленым и флюоресцеином и оптической когерентной 

томографии (ОКТ) переднего сегмента доказано наличие суб-

конъюнктивальных и интрасклеральных пространств, являю-

щихся, по мнению ряда авторов, частью анатомических путей 

оттока водянистой влаги из передней камеры [6–8].

Позднее в других работах были опубликованы ангио-

графические изображения ФП и сообщающихся с ними 

субконъюнктивальных клапанных структур. Впоследствии 

гистологические исследования подтвердили их лимфоидную 

идентичность. Кроме того, на основании данных водной ан-

гиографии был сделан вывод об отсутствии отводящих лим-

фоподобных конъюнктивальных структур от субтеноновых 

отграниченных кистовидных ФП [9].

Несмотря на тот известный факт, что трабекулэктомия 

и непроникающая глубокая склерэктомия (НГСЭ) являют-

ся наиболее эффективными антиглаукомными операциями, 

практически в каждом втором случае при их проведении не 

формируются оптимально функциональные ФП, а наблюда-

ется их кистозное перерождение либо формирование обшир-

ных плоскостных склероконъюнктивальных сращений, что 

приводит к нарушению оттока влаги через сформированный 

канал и повышению внутриглазного давления (ВГД) [10,11]. 

Известно, что заживление ран, в том числе хирургиче-

ских, является сложным динамическим процессом, кото-

рый находится под постоянным биохимическим контролем 
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регуляторных молекул, обеспечивающих специфическое вза-

имодействие между клетками и компонентами внеклеточ-

ного матрикса [12, 13], а также ангио- и лимфоангиогенез в 

ране, что в целом приводит к восстановлению структурной 

целостности ткани [14–16].

В связи с этим наиболее перспективным для понимания 

процессов, лежащих в основе формирования функциональ-

ных ФП после антиглаукомных операций, представляет-

ся изучение роли конъюнктивального лимфоангиогенеза 

с позиций исследования содержания регуляторных белков 

[17, 18], в частности эндотелиального фактора роста сосудов 

(VEGF), а также иммуногистохимической идентификации 

лимфатических капилляров в области ФП. 

ЦЕЛЬ работы — изучить концентрацию VEGF в слез-

ной жидкости (СЖ) пациентов с первичной открытоуголь-

ной глаукомой (ПОУГ) после НГСЭ на различных этапах 

периоперационного периода и провести иммуногистохими-

ческую идентификацию лимфатических структур ФП в груп-

пах, отличающихся по гипотензивному эффекту операции.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Проведено проспективное обследование 44 пациентов 

с развитой стадией ПОУГ в возрасте 50–70 лет (средний воз-

раст — 63,6 ± 4,8 года) с декомпенсированным уровнем ВГД 

на фоне максимальной местной гипотензивной медикамен-

тозной терапии, которые были прооперированы методом 

НГСЭ с обязательным выполнением лазерной десцемето-

пунктуры в послеоперационном периоде (через 14–18 дней 

после операции). Все операции выполнялись одним хирур-

гом и имели сопоставимый объем вмешательства.

Обследования и манипуляции проводились в соответ-

ствии с принципами Хельсинкской декларации Всемирной 

медицинской ассоциации об этических принципах проведе-

ния медицинских исследований с участием человека в каче-

стве субъекта. 

На основании критериев клинической эффективности 

НГСЭ [19] спустя 12 мес после операции пациенты с глауко-

мой были разделены на 2 группы: 1-я группа — с наличием 

гипотензивного эффекта НГСЭ (n = 23; средний возраст — 

63,7 ± 4,4 года) и 2-я группа — с отсутствием эффекта НГСЭ 

(n = 21, 64,3 ± 3,9 года). 

Критерии включения в 1-ю группу были следующие: 

1) ВГД (IOPg)  16 мм рт. ст. без местной гипотензивной те-

рапии и отсутствие прогрессирования глаукомного процесса; 

2) пути оттока функциональны, ФП по данным биомикро-

скопии и ОКТ — диффузная разлитая с разреженным вне-

клеточным матриксом. При несоответствии хотя бы одному 

из вышеперечисленных критериев больные были отнесены 

ко 2-й клинической группе. 

После НГСЭ пациенты наблюдались в условиях ре-

альной клинической практики, по показаниям получали 

необходимый и сопоставимый объем противовоспали-

тельной и цитостатической терапии согласно рекомен-

дациям и руководствам по лечению глаукомы [20–22]. 

Пациенты обеих групп в послеоперационном периоде по-

мимо инстилляционной местной антибактериальной и 

противовоспалительной терапии (левофлоксацин 0,5 %, 

дексаметазон 0,1 % и непафенак 0,1 % по убывающей схе-

ме) получали субконъюнктивальные инъекции кортикосте-

роидов и антиметаболитов № 3, им также были проведены 

микроинвазивные нидлинг-ревизии ФП (№ 3–6) в сроки 

от 2 до 6 нед после НГСЭ.

Обследование пациентов с ПОУГ проводилось до хи-

рургического лечения, а также через 2 нед, 2 и 12 мес после 

него. Определяли ВГД (ORA, Reichert, США), оценивали 

степень воспалительной реакции глаза по данным биомик-

роскопии и состояние вновь созданных путей оттока ВГЖ 

по данным ОКТ (Anterior Segment OCT CASIA2, Tomey).  

Уровень VEGF А 165 и 121 определяли в CЖ методом 

ИФА (с использованием набора «VEGF-ИФА-Бест», «Век-

тор Бест») в предоперационном периоде, через 2 нед и 2 мес 

после операции. СЖ в количестве 100 мкл забирали капил-

лярным методом из нижнего конъюнктивального свода. Для 

стандартизации результатов исследования за 28 дней все паци-

енты клинической группы были переведены на единую схему 

местной медикаментозной терапии (тимолол, бринзоламид/

дорзоламид, бримонидин), а за 48 ч до операции ее отменяли.

У 12 пациентов через 12–18 мес после НГСЭ проведено 

ультраструктурное исследование образцов конъюнктивы и 

субконъюнктивальной ткани ФП, которые были получены 

путем иссечения во время повторных оперативных вмеша-

тельств. В 8 случаях это были нефункциональные рубцово-

измененные ФП (группа 2), в 4 случаях — функциональные, 

разлитые ФП, со значительным смещением на роговицу 

или темпоральную/назальную половину глазного яблока, 

что являлось причиной зрительного и косметического дис-

комфорта для пациентов и требовало хирургической кор-

рекции (группа 1). 

Кроме того, проведено иммуногистохимическое ис-

следование образцов конъюнктивы и субконъюнктивальной 

ткани пациентов контрольной группы, которая включала 

8 мужчин в возрасте 62,36 ± 6,31 года, не страдающих глау-

комой и прооперированных по поводу начальной возраст-

ной катаракты методом факоэмульсификации хрусталика. 

Во время выполнения хирургического доступа для субте-

ноновой анестезии были иссечены образцы конъюнктивы 

и подлежащей субконъюнктивальной ткани достаточного 

размера в зоне, идентичной расположению ФП. Согласие 

на исследование было получено у всех пациентов.

Образцы ткани фиксировали непосредственно после их 

получения в условиях операционной в 3,7 % параформальде-

гиде. Далее препараты иссекали косыми срезами на отдель-

ные кусочки, трехкратно отмывали от транспортировочной 

среды и проводили иммуногистохимическое окрашивание 

на экспрессию ядер клеток (DAPI) и подопланина — марке-

ра эндотелия лимфатических сосудов [23] по отработанному 

протоколу с помощью первичных (разведение 1:40) и вторич-

ных (разведение 1:2000) антител, меченых Alexa Fluor 488.

Ультраструктурное исследование препаратов проводили на 

лазерном конфокальном микроскопе LSM 710 (Zeiss). Иссле-

дуемая ткань анализировалась послойно в виде 2D-срезов, 

объемных Z-стеков или путем формирования ортогональ-

ных проекций выбранных участков.

Статистическая обработка результатов клинического 

исследования проводилась с применением методов непараме-

трической статистики с расчетом критерия Манна — Уитни.

Достоверными считали показатели с уровнем значимости 

р < 0,05. Для характеристики рассеяния в выборке высчиты-

вали медиану (Ме) и межквартильный интервал (25/75%-ный 

процентиль). Сравнительный анализ изменения концентра-

ции регуляторного белка VEGF А 121 и 165 в СЖ проводил-

ся с применением способа построения линейных графиков 

нескольких переменных в программе Statistica.  

РЕЗУЛЬТАТЫ
У пациентов обеих групп через 2 нед после НГСЭ про-

изошло умеренное повышение ВГД (таблица) за счет фор-

мирования рубцовых склеро-конъюнктивальных сращений 

по периферии ФП на фоне умеренной и выраженной воспа-

лительной реакции тканей глаза в проекции хирургического 
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вмешательства. Биомикроскопическими признаками по-

слеоперационной воспалительной реакции глаза являлись: 

увеличение диаметра конъюнктивальных сосудов, появле-

ние штопорообразной извитости вен, наличие сосудистых 

шунтов и петехиальных конъюнктивальных геморрагий в 

области ФП (рис. 1).

По данным ОКТ переднего сегмента глаза содержи-

мое ФП представлено сочетанием участков (локусов) рых-

лого и жесткого внеклеточного матрикса (ВКМ), что в целом 

явилось показанием к проведению активной терапии для 

ограничения воспалительной реакции и процессов проли-

ферации в области хирургического вмешательства. 

В результате проведенного лечения у больных 1-й груп-

пы через 2 и 12 мес после операции ВГД было компенсирова-

но без применения дополнительной гипотензивной терапии 

за счет формирования диффузных ФП с содержимым в виде 

разреженного, рыхлого ВКМ с множественными щелевид-

ными пространствами (рис. 2).

У пациентов 2-й группы, несмотря на проводимые в 

послеоперационном периоде лечебные мероприятия, гипо-

тензивный эффект НГСЭ не был достигнут. По данным ОКТ 

на ранних этапах послеоперационного периода основу ФП 

составлял жесткий ВКМ (рис. 3), а в сроки 6–12 мес вновь 

созданные пути оттока ВГЖ подверглись тотальной рубцо-

вой трансформации у всех пациентов.

На следующем этапе работы для реализации постав-

ленной цели проведен сравнительный анализ изменения 

концентрации VEGF A 121 и 165 в СЖ в периоперационном 

Таблица. Уровень ВГД (мм рт. ст.) пациентов с ПОУГ на различных этапах периоперационного периода
Table. IOPg (mm Hg) in POAG patients at different stages of perioperative period (nonpenetrating deep sclerectomy)

Сроки наблюдения
Terms of observation

1-я группа, медиана IQR
1 group,

median IQR
 n = 23

2-я группа, медиана IQR
2 group,

median IQR
 n = 21 

U-критерий Манна — Уитни 
Mann — Whitney U test

До операции
Before surgery

17,1
11,5–28,0

19,9
12,2–27,2

р
1–2

 > 0,05

Через 2 нед после операции
2 weeks after surgery

18,5*
14,1–22,4

18,6*
16,9–20,4

р
1–2

 > 0,05

Через 2 мес после операции
2 months after surgery

14,6*
12,0–15,4

16,8
15,9–18,3

р
1–2

 = 0,001

Через 12 мес после операции 
12 months after surgery

15,2*
12,3–15,8

19,7
16,4–21,6

р
1–2

 = 0,001

Примечание. * — без дополнительной гипотензивной терапии.
Note. * — without additional hypotensive therapy.

Рис. 1. Биомикроскопическая картина 
воспалительной реакции глаза в области 
хирургического вмешательства через 2 нед 
после НГСЭ
Fig. 1. Biomicroscopic picture of the eye 
inflammatory reaction in the area of surgical 
intervention 2 weeks after nonpenetrating deep 
sclerectomy

Рис. 2. ОКТ функциональной ФП после 
НГСЭ (Anterior Segment OCT CASIA2)
Fig. 2. ОCТ of a functioning filtering bleb after 
nonpenetrating deep sclerectomy (Anterior 
Segment OCT CASIA2)

Рис. 3. ОКТ нефункциональной ФП спустя 
2 мес после НГСЭ (Anterior Segment OCT 
CASIA2)
Fig. 3. OCT non-functioning filtering bleb two 
months after nonpenetrating deep sclerectomy 
(Anterior Segment OCT CASIA2)

периоде. Установлено, что до операции уровень VEGF А в СЖ

пациентов 1-й группы в 2 раза превышал значения этого по-

казателя у больных 2-й группы (р1–2 = 0,001) и в среднем со-

ставил 1018 [856; 1409] пг/мл. При этом во всех случаях спустя 

2 нед после НГСЭ произошло значительное снижение содер-

жания этого регуляторного белка до 604,0 [452; 705] пг/мл с 

последующим практически двукратным ростом концентра-

ции VEGF A ко 2-му месяцу послеоперационного периода 

(1015,0 [826; 1137]) пг/мл (р1–2 = 0,001) (рис. 4).

Для больных 2-й группы был характерен более низ-

кий исходный уровень VEGF A — 617,0 [503,0–709,0] пг/мл 

(p1–2  = 0,001), умеренное повышение концентрации иссле-

дуемого фактора в раннем послеоперационном периоде и 

значительное подавление до 439 [390; 437] пг/мл через 2 мес 

после НГСЭ, что принципиально отличалось от показателей 

больных группы сравнения (р1–2 = 0,001) (рис. 5).

Анализ результатов иммуногистохимического исследо-

вания образцов ФП и конъюнктивальной ткани лиц группы 

контроля позволил выявить значительные различия в коли-

честве лимфатических капилляров. Иммуногистохимическое 

исследование и лазерная конфокальная микроскопия фраг-

ментов ткани лиц контрольной группы показали наличие 

от 1 до 2 лимфатических капилляров в нижних слоях лишь 

в 3 из 8 образцов (рис. 6).

В образцах пациентов 1-й группы с функциональ-

ными диффузными ФП определялось от 5 до 7 сосу-

дов с различными вариантами экспрессии подопланина. 

Наблюдалось равномерное распределение подопланина 
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вдоль сосуда (рис. 7, А) либо его локаль-

ная экспрессия в отдельных участках, 

вероятно, связанная с анатомическими 

изгибами сосуда (рис. 7, Б). У пациен-

тов 2-й группы с нефункциональны-

ми, рубцово-измененными ФП ни в 

одном случае лимфатические сосу-

ды не были выявлены. Определялись 

лишь единичные клетки с достаточ-

ным уровнем экспрессии подопланина 

(рис. 8, А) и отдельные сфероподоб-

ные образования, в стенках которых 

локализованы ядра и очень большое 

количество подопланина (рис. 8, Б), 

возможно, представляющие собой ре-

дуцированные лимфатические сосуды.

ОБСУЖДЕНИЕ
Известно, что VEGF А представля-

ет собой регуляторный белок, который 

специфически действует на эндотели-

альные клетки и оказывает различные 

эффекты, включая опосредованное по-

вышение проницаемости сосудов, индук-

цию васкулогенеза, рост эндотелиальных 

клеток, стимулирование миграции кле-

ток, а также ингибирование апоптоза [24]. 

Рис. 4. Линейный график изменения концентрации VEGF A в СЖ 
пациентов 1-й группы в периоперационном периоде 
Fig. 4. Linear graph of VEGF A concentration changes in the tear of 
patients of group 1 in the perioperative period

Рис. 5. Линейный график изменения концентрации VEGF A в слезе 
в периоперационном периоде у пациентов 2-й группы
Fig. 5. Linear graph of VEGF A concentration changes in the tear of 
patients of group 2 in perioperative period

Рис. 6. Иммуногистохимическое окрашивание конъюнктивы 
пациента контрольной группы на подопланин с помощью первич-
ных и вторичных антител, меченых Alexa Fluor 488 (зеленый), и 
ядер клеток (DAPI, синий); лазерная конфокальная микроскопия. 
3D-реконструкция лимфатического сосуда конъюнктивы
Fig. 6. Immunohistochemical staining of the conjunctiva on podoplanin 
using primary and secondary antibodies, labeled Alexa Fluor 488 
(green) and cell nuclei (DAPI, blue); laser confocal microscopy. 
3D reconstruction of the conjunctival lymphatic vessel of a control 
group patient

Рис. 7. Иммуногистохимическое окрашивание конъюнктивы пациента из 1-й группы на 
подопланин с помощью первичных и вторичных антител, меченых Alexa Fluor 488 (зеле-
ный), и ядер клеток (DAPI, синий); лазерная конфокальная микроскопия. Равномерная (А) 
и локальная (Б) экспрессия подопланина (зеленый) в стенках лимфатических сосудов. 
3D-реконструкция продольных сосудов. Подопланин выделен в режиме «поверхность» в 
программе Imaris® Bitplane 7.2.3
Fig. 7. Immunohistochemical staining of the conjunctiva of 1st group patient on podoplanin using 
primary and secondary antibodies, labeled Alexa Fluor 488 (green) and cell nuclei (DAPI, blue); 
laser confocal microscopy. Even (А) and local (Б) expression of podoplanin (green) in the walls of 
lymphatic vessels in group 1. 3D reconstruction of longitudinal vessels. Podoplanin is highlighted 
in the “surface” mode in the Imaris® Bitplane 7.2.3 program

А Б
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Соглас но недавним исследованиям, процессы лим-

фоангиогенеза лежат в основе образования функциональ-

ной ФП после антиглаукомной операции [25, 26]. В связи с 

этим формирование диффузных функциональных ФП в от-

вет на противовоспалительную и антифиброзную терапию у 

пациентов 1-й группы, вероятно, связано с исходно высоким 

содержанием VEGF A, небольшим снижением его концен-

трации через 2 нед, которое сменилось пиковым подъемом 

и активным ростом лимфатических сосудов на поздних эта-

пах послеоперационного периода. В свою очередь, пода-

вление уровня VEGF А у пациентов 2-й группы через 2 мес 

после НГСЭ может обусловливать недостаточность конъ-

юнктивального лимфоангиогенеза и позволяет предполо-

жить важную роль этого регуляторного белка в механизмах 

формирования функциональной ФП после НГСЭ в целом.

С учетом имеющихся данных о том, что лимфатические 

сосуды могут редуцироваться, если  длительно не выполняют 

свои функции [27], единичные клетки и микросферы с по-

вышенной экспрессией подопланина в некоторых образцах 

нефункциональных ФП, подвергшихся рубцовой трансфор-

мации, можно рассматривать как редуцированные лимфа-

тические сосуды. 

Таким образом, учитывая множественные векторы био-

логического действия VEGF А, можно предположить, что 

вариабельность его содержания в СЖ в послеоперационном 

периоде обусловлена активностью как лимфоангиогенеза, 

так и гемангиогенеза, всегда сопутствующего пролифера-

тивной фазе воспалительного процесса, а также влиянием 

противовоспалительной терапии, подавляющей провоспа-

лительные факторы, являющиеся активатором васкулоге-

неза [28].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты проведенного исследования показали важ-

ную роль VEGF А в конъюнктивальном лимфоангиогенезе, 

который является одним из ключевых механизмов формиро-

вания функциональных ФП. Подавление конъюнктивально-

Рис. 8. Иммуногистохимическое окрашивание конъюнктивы пациента из 2-й группы на 
подопланин с помощью первичных и вторичных антител, меченых Alexa Fluor 488 (зеленый), 
и ядер клеток (DAPI, синий); лазерная конфокальная микроскопия, 3D-реконструкция: 
А — отдельная клетка с высокой экспрессией подопланина; Б — участок лимфатического 
сосуда (предположительно редуцированный лимфатический сосуд в виде сферы); высокое 
содержание подопланина (зеленый). Хорошо видны два ядра (синий цвет) в стенке сосуда. 
Ядра клеток выделены в режиме «поверхность» в программе Imaris® Bitplane 7.2.3
Fig. 8. Immunohistochemical staining of the conjunctiva of 2nd group patient on podoplanin 
using primary and secondary antibodies, labeled Alexa Fluor 488 (green) and cell nuclei (DAPI, 
blue); laser confocal microscopy. 3D reconstruction: А — a single cell with high expression of 
podoplanin; Б — а section of a lymphatic vessel (presumably a reduced lymphatic vessel in the 
form of a sphere); high content of podoplanin (green). Two cores (blue) in the vessel wall are 
clearly visible. Cell nuclei are isolated in the “surface” mode in the Imaris® Bitplane 7.2.3 program

А Б

го лимфоангиогенеза и последующий 

«гипотензивный неуспех» антиглау-

комной операции у части пациентов 

на фоне проводимой противовоспали-

тельной и антифиброзной терапии дик-

туют необходимость ее оптимизации, а 

также разработки новых методов лече-

ния, направленных на активацию про-

лимфоангиогенных факторов.
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