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Цель работы — определить концентрацию матриксной металлопротеиназы-9 (ММП-9) и тканевого ингибитора матрикс-
ной металлопротеиназы-1 (ТИМП-1) в слезной жидкости (СЖ) пациентов с расплавлением роговицы и оценить возможность 
использования данных показателей в качестве прогностически значимых биомаркеров кератолизиса. Материал и методы. 
Обследованы 20 пациентов после экстренной сквозной кератопластики по поводу перфорации (расплавления) роговицы и 12 здо-
ровых пациентов (24 глаза) группы контроля. Слезу забирали с помощью фильтровальной бумаги до операции и на 7-е сутки после 
нее. Концентрацию ММП-9 и ТИМП-1 определяли методом иммуноферментного анализа. Критериями оценки течения раннего 
послеоперационного периода служила площадь эпителизации кератотрансплантата на 7-й день. Результаты. Концентрации 
ММП-9 и ТИМП-1 в СЖ всех пациентов до операции достоверно превышали таковые здоровых лиц группы контроля. При этом 
у пациентов, поступающих на рекератопластику, уровень ММП-9 был достоверно выше, чем у поступающих на первую керато-
пластику. Неосложненное течение раннего послеоперационного периода сопровождалось достоверным снижением концентрации 
ММП-9 и ТИМП-1 после операции, а осложненное — повышением. Наибольший прирост обоих показателей наблюдался после 
повторной кератопластики. Заключение. Изменение концентрации ММП-9 в СЖ хорошо отражает характер течения раннего 
послеоперационного периода. Достаточный уровень ММП-9 и ее ингибитора ТИМП-1 до операции и своевременное снижение 
концентрации фермента после выполнения им основных функций в процессе репарации являются необходимым условием для при-
живления донорской роговицы. Снижение концентрации ММП-9 в СЖ на 7-е сутки после операции в 2 раза и более может быть 
маркером благоприятного прогноза приживления трансплантата.
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В последние несколько десятилетий офтальмохирур-

гия переднего отрезка глаза шагнула далеко вперед, и мы с 

большим успехом применяем различные инновационные 

методики пересадки роговицы. Тем не менее сквозная 

керато пластика остается основным, а иногда и единствен-

ным методом лечения патологии роговицы. Нередко после 

экстренной кератопластики возникают осложнения в виде 

вялой эпителизации, длительно персистирующих эрозий 

и язв, рецидивирующих инфекций, которые являются 

благо приятным фоном для лизиса донорской роговицы [1], 

в результате чего, по данным ряда авторов, в 18,0–36,6% 

случаев приходится прибегать к рекератопластике [1, 2]. 

В этой связи поиск новых методов профилактики лизиса 

кератотрансплантата по сей день остается актуальной задачей 

офтальмологии. 

Кератолизис является мультифакторным патологи-

ческим процессом. Повреждения ткани роговицы (или 

кератотрансплантата) с расплавлением и разволокнением ее 

стромы происходят за счет сочетанного действия ферментов 

локальной протеолитической системы, активации иммуно-

компетентных клеток, а также токсинов микроорганизмов. 

Основным структурным компонентом стромы роговицы 

является коллаген, именно поэтому одной из причин керато-

лизиса может быть чрезмерная активность матриксных 

металлопротеиназ (ММП). 

ММП — это семейство цинксодержащих ферментов, 

которые способны разрушать все типы белков межкле-

точного матрикса. Они секретируются кератиноцитами, 

фибробластами, моноцитами, тканевыми макрофагами, 

полиморфноядерными лейкоцитами, эпителиальными и 

опухолевыми клетками [3]. Эти ферменты экспрессируются 

при нормальных физиологических процессах, участвуя в 

эмбриогенезе, резорбции и ремоделировании тканей, миг-

рации, адгезии, дифференцировке и пролиферации клеток, 

но присутствуют в тканях и жидких средах (в том числе в 

слезе) в виде неактивных предшественников. Активато-

рами служат другие протеазы того же семейства, плазмин, 

провоспалительные цитокины, а также активные формы 

кислорода и монооксид азота (NO) [4]. Количество активных 

ферментов ограничивается ингибиторами: специфическими 

(семейство тканевых ингибиторов ММП — ТИМП) и не-

специфическими ( 2-макроглобулин и др.) [5]. Благодаря 

сбалансированной работе активаторов и ингибиторов ММП 

уровень активных ферментов находится под строгим контро-

лем. Дисбаланс в системе ММП и их ингибиторов в условиях 

воспаления ведет к чрезмерной активации ферментов и 

повреждению здоровых тканей. Данный механизм является 

частью патогенеза развития кератоконуса [6], глаукомы [7], 

увеальной меланомы [8], метастазирования опухолей [9, 10], 

аутоиммунных заболеваний [3, 11] и др.
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Экстренная кератопластика, как правило, проводится 

на воспаленном, а значит, иммунокомпрометированном 

ложе для трансплантации на фоне избыточной активации 

ММП. Особый интерес в контексте кератолизиса представ-

ляют ММП-2 и ММП-9, которые относятся к подгруппе 

желатиназ, т. е. расщепляют уже денатурированный колла-

ген (I, IV и V типа) и потому активируются в области вос-

паления и заживления ран. Кроме того, они осуществляют 

деградацию ламинина [4]. Коллаген I типа входит в состав 

стромы роговицы, коллаген IV типа — в состав десцеметовой 

мембраны, а ламинин необходим для обеспечения миграции 

эпителиальных клеток в процессе эпителизации ран [12]. 

ММП-9 (желатиназа В) секретируется в основном керати-

ноцитами, активированными моноцитами, нейтрофилами 

и Т-лимфоцитами, присутствующими в роговице при вос-

палении [13]. Следовательно, активность ММП-9 должна 

возрастать в ткани роговицы и слезе пациентов, перенесших 

кератопластику. Основным ингибитором ММП-9 является 

ТИМП-1. Он синтезируется кератиноцитами, клетками 

эндотелия, фибробластами и гладкомышечными клетками 

[4, 14, 15]. Исходя из этого, можно предположить, что на-

рушение баланса коллагенолитических ферментов и их 

ингибиторов на фоне воспаления может стать фактором, 

способствующим нарушению эпителизации донорской 

роговицы, возникновению эрозий и язв с деградацией и 

расплавлением ее стромы. 

ЦЕЛЬ работы — определить концентрацию ММП-9 

и ТИМП-1 в слезной жидкости (СЖ) пациентов с расплав-

лением роговицы и оценить возможность использования 

данных показателей в качестве прогностически значимых 

биомаркеров кератолизиса. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Мы обследовали 20 пациентов (7 мужчин, 13 женщин) 

в возрасте от 31 до 76 лет (52,6 ± 8,7 года). Из них 10 паци-

ентов были с лизисом собственной роговицы (первичные 

пациенты) и 10 с лизисом кератотрансплантата (повторные 

пациенты).

У 10 первичных пациентов расплавление ткани рого-

вицы было следствием инфекционной язвы неустановлен-

ной этиологии, среди которых 2 случая развились на фоне 

ношения мягких контактных линз.

Среди 10 повторных пациентов с расплавлением до-

норской роговицы 5 поступили на 2-ю рекератопластику, 

3 пациента — на 3-ю, один пациент — на 4-ю и один паци-

ент — на 6-ю повторную операцию по замене лизированного 

трансплантата. При этом у 2 пациентов, поступивших на 3-ю 

и 4-ю рекератопластики, в анамнезе наблюдался ревматоид-

ный артрит и синдром Шегрена, а у пациента, поступившего 

на 6-ю рекератопластику, — синдром Лайелла. 

Всем пациентам была проведена экстренная сквозная 

кератопластика криоконсервированной роговицей со сред-

ним диаметром трансплантата 7,05 ± 0,33 мм. После опера-

ции пациенты получали стандартную антибактериальную, 

стероидную, кератопротекторную и противовоспалительную 

терапию. Для наблюдения за состоянием трансплантата 

проводили биомикроскопию с окраской флюоресцеином 

и фоторегистрацию. Критериями оценки течения раннего 

послеоперационного периода служили площадь эпители-

зации кератотрансплантата на 7-й день, а также показатели 

локального протеолитического статуса в пред- и пост-

трансплантационные периоды. 

СЖ забирали из обоих глаз за день до и на 7-й день 

пос ле кератопластики с помощью полосок фильтровальной 

бумаги, которые помещали за нижнее веко на 5 мин, как при 

постановке теста Ширмера. Компоненты СЖ элюировали в 

течение 30 мин физиологическим раствором в соотношении 

1:10 (по массе), центрифугировали 10 мин при 3000 об/мин 

с охлаждением (Allegra X-22, Beckman Coulter, Германия), 

супернатант замораживали и хранили при -70°С до иссле-

дования. Концентрацию ММП-9 и TИМП-1 определяли 

методом иммуноферментного анализа с помощью диаг-

ностических наборов «ELISA kit for MMP-9, Human»  и 

«ELISA kit for TIMP-1, Human» (Cloud-Clone Corp., США). 

Оптическую плотность образцов измеряли с помощью 

многофункционального фотометра для микропланшет 

Synergy MX (BioTek, США).

Статистическая обработка результатов проведена с 

использованием статистического пакета Microsoft Excel и 

Statistica 10.0. Количественные показатели представлены 

в виде среднего арифметического и стандартной ошибки 

среднего (M ± m). Для оценки достоверности различий между 

группами с уровнем значимости не менее 95% применяли 

непараметрические критерии: U-критерий Манна — Уитни 

и критерий Уилкоксона для связанных пар.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ данных клинического наблюдения в раннем после-

операционном периоде. У 10 пациентов с лизисом нативной 

роговицы средняя площадь эпителизации трансплантата 

на 7-е сутки составила 75,25 ± 9,47%. При этом в 7 случаях 

к этому моменту эпителизация практически завершилась и 

составляла в среднем 90,6 ± 4,7%, у 3 пациентов эпителизация 

трансплантата была замедленной и составила на 7-е сутки в 

среднем 39,5 ± 17,3% (р < 0,05).

У 10 повторных пациентов, которым провели очеред-

ную рекератопластику, наблюдалась обратная ситуация. 

В этой подгруппе средняя площадь эпителизации транс-

плантата на 7-е сутки составила 40,3 ± 12,4%, что достоверно 

отличалось от показателей первичных пациентов (p < 0,05). 

При этом эпителизация практически завершилась только 

у 3 повторных пациентов, средняя площадь эпителизации 

у них составила 86,10 ± 17,19%. В остальных 7 случаях на-

блюдалась практически тотальная эрозия трансплантата, 

средние значения эпителизации трансплантата в этот же 

срок равнялись 20,7 ± 8,7% (p < 0,05).

Во всех случаях осложненного течения раннего после-

операционного периода (7 повторных и 3 первичных паци-

ента) потребовалось покрытие амниотической мембраной 

для ускорения процесса эпителизации донорской роговицы. 

Оценка содержания MMП-9 и ТИМП-1 в СЖ в пред- и 
посттрансплантационный период. Учитывая отсутствие в 

доступной литературе сведений о содержании ММП-9 и 

ТИМП-1 в СЖ в норме, мы провели исследование их уровней 

у здоровых людей (12 человек, 24 глаза). Полученные данные 

для ММП-9 и ТИМП-1 в среднем составили 3,03 ± 0,57 

и 23,74 ± 2,65 нг/мл соответственно.

Накануне операции среднее значение уровня ММП-9 

в СЖ первичных пациентов равнялось 8,36 ± 2,58 нг/мл при 

норме 3,03 ± 0,57 нг/мл (p < 0,05). У пациентов, поступивших 

на рекератопластику, концентрация ММП-9 до операции 

соста вила 9,43 ± 2,0 нг/мл, что также достоверно отличалось 

от нормы (p < 0,05), однако между собой подгруппы первич-

ных и повторных пациентов по содержанию ММП-9 в СЖ 

до операции достоверно не отличались.

После операции уровень ММП-9 в обеих группах 

оставался достоверно выше, чем у здоровых людей (p < 0,05). 

В СЖ первичных пациентов концентрация ММП-9 имела 

тенденцию к нормализации и снизилась до 5,76 ± 0,95 нг/мл, 

тогда как у повторных отмечалось увеличение этого показа-
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теля до 19,00 ± 4,86 нг/мл, хотя отличие от исходных данных 

было статистически незначимо. При этом различия кон-

центрации ММП-9 в слезе между первичными и повторными 

пациентами были достоверными (p < 0,05) (рис. 1).

Уровень ТИМП-1 в СЖ первичных и повторных паци-

ентов, как и уровень ММП-9, до операции был достоверно 

повышен и составил 86,43 ± 10,13 и 86,61 ± 13,03 нг/мл соот-

ветственно против 23,74 ± 2,65 у здоровых людей (р < 0,05). 

В посттрансплантационном периоде уровень ингибитора 

ММП у первичных пациентов снижался в среднем до 

56,64 ± 4,88 нг/мл. В группе повторных пациентов, напротив, 

увеличивался до 109,61 ± 10,45 нг/мл, что достоверно выше, 

чем у первичных пациентов (p < 0,01) (рис. 2).

Тенденция к снижению концентрации ингибитора 

была расценена нами как свидетельство сбалансирован-

ной работы системы ММП — ТИМП: тканевой ингибитор 

равномерно расходовался на блокирование ММП-9, что 

подтверждается снижением концентрации фермента после 

операции в слезе первичных пациентов.  

Поскольку изучение индивидуальных особенностей 

течения раннего послеоперационного периода у разных 

пациентов привело к выделению в каждой группе двух 

подгрупп: с гладким и осложненным течением, мы провели 

сравнение этих подгрупп по биохимическим показателям. 

Как среди первичных, так и среди повторных пациентов 

изменения в подгруппах оказались противоположными: 

гладкое течение послеоперационного периода сопровож-

далось снижением исследуемых показателей, а осложнен-

ное — повышением.

Так, у 3 первичных пациентов с незавершенной на 

7-е сутки после операции эпителизацией роговицы мы от-

метили тенденцию к повышению концентрации ММП-9 

и ТИМП-1 в слезе. Тогда как у 7 первичных пациентов с 

гладким течением послеоперационного периода (полной 

эпителизацией), напротив, концентрация ММП-9 имела 

тенденцию к снижению, а уровень ТИМП-1 снизился дос-

товерно (p < 0,05) по сравнению с исходными значениями 

(рис 3, А, Б).

Cравнение подгрупп с гладким и осложненным тече-

нием раннего послеоперационного периода показало, что у 

повторных пациентов в 3 случаях, когда послеоперационный 

период протекал благоприятно, концентрация ММП-9 

досто верно снизилась (p < 0,05) при отсутствии изменения 

уровня ТИМП-1. В 7 случаях осложненного течения у пов-

торных пациентов выявлено статистически значимое по-

вышение концентрации ММП-9 (p < 0,05) и тенденция к 

увеличению концентрации ТИМП-1 (рис. 4, А, Б).

Данные изменения у повторных пациентов можно 

объяснить несколькими причинами. Во-первых, такие 

пациенты имеют так называемое «скомпрометированное» 

ложе для трансплантации роговицы. Главным образом, это 

хроническое воспаление и неоангиогенез, что определяет 

усиленный приток иммунокомпетентных клеток и провос-

палительных цитокинов и, как следствие, ведет к наруше-

нию иммунной привилегии органа зрения как таковой [16]. 

Продукты деградации белков, осуществляемой ММП-9, 

служат хемоаттрактантами для лимфоцитов, что приводит к 

усилению воспалительной реакции. Концентрация ММП-2 

и ММП-9 в области острого воспаления значительно по-

вышается и остается повышенной при его хронизации [13]. 

Повторная кератопластика и все последующие замыкают 

порочный круг: усиливается воспаление, рост новообразо-

ванных кровеносных сосудов, поддерживается хронический 

патологический процесс даже при клинически «хорошем» 

трансплантате (благодаря местной или реже системной им-

муносупрессии). Однако при воздействии триггерных фак-

торов (воспалительные заболевания глаз, острая общая ин-

фекция, гормональные перестройки, тяжелые сомати ческие 

заболевания, прием некоторых лекарственных препаратов) 

воспалительный процесс в трансплантате активируется и 

быстро нарастает. 

Для оценки влияния концентраций ММП-9 и ТИМП-1 

в СЖ на течение раннего послеоперационного периода мы 

разделили всех пациентов на две группы. В группу с ослож-

ненным течением раннего послеоперационного периода 

вошли 3 первичных пациента и 7 повторных. В группу с 

Рис. 1. Концентрация ММП-9 до операции и на 7-е сутки после нее 
у первичных и повторных пациентов. * — различие с показателем 
первичных пациентов достоверно, p < 0,05
Fig. 1. Сoncentration of MMP-9 in tears before surgery and on 
the 7th day after it in patients with primary keratoplasty and rekeratoplasty. 
Data are expressed as Mean ± SEM. Blue bars — before surgery, red 
bars — after surgery, green bar — healthy controls. * — difference with 
group of primary keratoplasty patients is significant, р < 0.05

Рис. 2. Концентрация ТИМП-1 до операции и на 7-е сутки после нее 
у первичных и повторных пациентов. * — различие с показателем 
первичных пациентов достоверно, p < 0,01
Fig. 2. Сoncentration of TIMP-1 in tears before surgery and 
on the 7th day after it in patients with primary keratoplasty and 
rekeratoplasty. Data are expressed as Mean ± SEM. Blue bars — before 
surgery, red bars — after surgery, green bar — healthy controls. * — 
difference with group of primary keratoplasty patients is significant, 
р < 0.01
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гладким послеоперационным периодом вошли 7 первичных 

пациентов и 3 повторных. 

В группе с осложненным течением раннего после-

операционного периода отмечено статистически значимое 

повышение ММП-9 и ТИМП-1 (р < 0,05) после операции 

по сравнению с пациентами, у которых послеоперационный 

период протекал гладко (рис. 5, 6). 

У пациентов с гладким послеоперационным периодом 

эпителизация роговицы в течение 7 сут завершалась прак-

тически полностью, что сопровождалось статистически 

значимым снижением концентрации ТИМП-1 в СЖ после 

операции (р < 0,05) (рис. 6).

Кроме того, анализируя всех пациентов в исследуе-

мой группе (n = 20), мы выявили статистически значимую 

умеренную положительную связь между площадью эро-

зии трансплантата на 7-й день после операции и уровнем 

ММП-9 (r-Спирмена = 0,477 при p = 0,033) и ТИМП-1 

(r-Спирмена = 0,452 при p = 0,045) в послеоперационном 

периоде.

Таким образом, как видно из полученных нами ре-

зультатов биохимического исследования СЖ, возникающий 

после операции у пациентов дисбаланс в системе ММП — 

ТИМП способствует замедлению процесса эпителизации 

роговицы и повышает риск потери трансплантата. 

Стоит отметить, что концентрации и ММП-9, и 

ТИМП-1 в СЖ всех пациентов при поступлении были 

досто верно выше, чем у здоровых людей. Это означает, что 

экстренная трансплантация роговицы проводится на вос-

паленном ложе, что во многом определяет течение раннего 

послеоперационного периода и исход трансплантации в 

целом. Кроме того, агрессивное течение послеоперацион-

ного периода может быть обусловлено не только значимыми 

изменениями в локальной системе ММП — ТИМП, но и им-

мунологическими нарушениями, которые нам еще предстоит 

изучить. Очевидным становится и тот факт, что пациентам, 

поступающим на кератопластику в условиях ургентной 

хирургии, необходимо проводить терапию, предупреждаю-

щую возможные осложнения в раннем послеоперационном 

Рис. 3. Динамика ММП-9 и ТИМП-1 в СЖ у первичных пациентов с осложненным (А) и гладким (Б) течением послеоперационного периода. 
* — различие с дооперационным уровнем ТИМП-1 достоверно, р < 0,05
Fig. 3. Dynamics of MMP-9 and TIMP-1 in tears of patients after primary keratoplasty with a complicated (А) and uncomplicated (Б) clinical course 
of postoperative period. The data are expressed as the Mean ± SEM. Blue bars — before surgery, red bars — after surgery. * — difference with 
the TIMP-1 level before surgery is significant, р < 0.05

А Б

Рис. 4. Динамика ММП-9 и ТИМП-1 в СЖ повторных пациентов с осложненным (А) и гладким (Б) течением послеоперационного периода. 
* — различие с дооперационным уровнем ММП-9 достоверно, р < 0,05
Fig. 4. Dynamics of MMP-9 and TIMP-1 in tears of patients after rekeratoplasty with a complicated (А)  and uncomplicated (Б) clinical course 
of postoperative period. The data are expressed as the Mean ± SEM. Blue bars — before surgery, red bars — after surgery. * — difference with 
the MMP-9 level before surgery is significant, р < 0.05

А Б
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периоде в виде нарушения эпителизации, эрозий и язв транс-

плантата, которые являются предикторами кератолизиса в 

более отдаленные сроки. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенное исследование показало, что концентра-

ция ММП-9 и ТИМП-1 в СЖ является одним из основ-

ных показателей, отражающих характер течения раннего 

после операционного периода. Изучение баланса ММП-9 

и ее основного ингибитора ТИМП-1 выявило следующие 

закономерности:

— деструктивные процессы в роговице сопровождают-

ся значительным достоверным увеличением концентрации 

ММП-9 и ТИМП-1 в СЖ, при этом у пациентов, поступаю-

щих на повторную кератопластику, уровень ММП-9 выше, 

чем у поступающих на первую кератопластику;

— у первичных пациентов с благоприятным течением 

раннего послеоперационнго периода наблюдается высокий 

исходный уровень ТИМП-1;

— благоприятное течение раннего послеоперацион-

ного периода сопровождается достоверным снижением 

концентрации ММП-9 и ТИМП-1, а осложненное — повы-

шением; наибольший прирост обоих показателей наблюда-

ется после повторной кератопластики.

Таким образом, необходимым условием обеспечения 

эффективного приживления трансплантата является баланс 

показателей ММП-9 и ее ингибитора ТИМП-1, а также 

своевременное снижение концентрации фермента после 

выполнения им основных функций в процессе репарации. 

Снижение концентрации ММП-9 в СЖ на 7-е сутки после 

операции в 2 раза и более может быть маркером благопри-

ятного прогноза приживления трансплантата.
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