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Цель работы — изучение изменений в субпопуляционном составе лимфоцитов периферической крови у пациентов с лизисом 
собственной роговицы/трансплантата, госпитализированных для проведения кератопластики (КП) по неотложным показани-
я м. Материал и методы. КП по неотложным показаниям была проведена 30 пациентам в возрасте 18–76 лет. В зависимости 
от исхода оперативного вмешательства больные были ретроспективно разделены на две группы: 1-ю группу составили 10 чело-
век с благоприятным исходом трансплантации роговицы, во 2-ю группу вошли 20 пациентов с лизисом кератотрансплантата. 
Материалом иммунологических исследований служили пробы цельной крови, взятой из локтевой вены натощак в утренние часы. 
Фенотипирование проводили методом проточной лазерной цитофлуориметрии с использованием системы моноклональных анти-
тел Multitest 6-Color TBNK Reagent в пробирках BD TruCount с обработкой в программе Canto. Результаты. До проведения КП 
в субпопуляционном составе лимфоцитов крови больных с лизисом собственной роговицы/трансплантата выявлены общие харак-
терные сдвиги: повышение абсолютного числа лимфоцитов, достоверный рост абсолютного содержания CD3+ клеток, а также 
увеличение количества основных регуляторных популяций Т-лимфоцитарного звена по сравнению с нормой. Ретроспективный 
анализ показал, что отличительной особенностью группы с неблагоприятным исходом КП по неотложным показаниям явилось 
снижение как абсолютного, так и относительного количества Т-клеток (CD3+), обусловленного, главным образом, абсолют-
ным числом Т-хелперов (CD3+CD4+) (р < 0,05). В крови пациентов данной группы обнаружено достоверное увеличение относи-
тельного и абсолютного числа NK-лимфоцитов по сравнению с таковыми у пациентов с благоприятным исходом КП (р < 0,05). 
Заключение. На основании ретроспективного анализа определены параметры клеточного иммунного статуса, которые возможно 
использовать для прогнозирования неблагоприятного приживления кератотрансплантата. Полученные данные представляются 
важными для понимания патогенеза литического повреждения кератотрансплантата и могут рассматриваться в качестве 
потенциальных маркеров прогнозирования исхода КП по неотложным показаниям для разработки дифференцированного подхода 
к ведению офтальмологических пациентов. 
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Кератолизис относится к ургентным патологиям в оф-
тальмологической практике, примерами которого являются 
десцеметоцеле, перфорация роговицы, расплавление керато-
трансплантата. Данные состояния всегда требуют незамед-
лительного хирургического вмешательства, так как связаны 
с угрозой развития эндофтальмита, а значит, с возможной 
функциональной и анатомической гибелью глаза [1].

Расплавление кератотрансплантата является тяжелым 
осложнением пересадки роговицы по неотложным по-
казаниям, возникающее у 18–36,6 % прооперированных 
пациентов [2, 3]. По данным литературных источников, 
кератолизис — это многофакторный процесс повреждения 
ткани роговицы или кератотрансплантата. Расплавление 
и разволокнение ее стромы обусловлено синергизмом дей-
ствия ферментов локальной протеолитической системы 
глаза, активацией иммунокомпетентных клеток, а также 
токсинами микроорганизмов [2–4]. 

Как известно, благоприятный исход трансплантации 
роговицы обусловлен многокомпонентным механизмом им-
мунной привилегии (ИП) органа зрения, где особая роль от-
водится феномену ACAID (anterior chamber associated immune 
deviation) — иммунному отклонению, связанному с передней 
камерой глаза (ПК), который заключается в специфическом 
ингибировании системного Th1 зависимого (гиперчув-
ствительности замедленного типа, ГЗТ) на вводимый в ПК 

антиген [5, 6]. Полноценная реализация ACAID возможна 
при сохранении иммуносупрессивной емкости жидкости ПК 
и собственно ИП роговицы (ее аваскулярности, цельности 
и пр.) [5, 7–9]. 

Следует отметить, что кератопластика (КП) по не-
отложным показаниям проводится на воспаленном ложе 
для трансплантации, что способствует срыву ИП в перед-
нем отделе глаза, развитию системной реакции тканевой 
несовместимости и относится к операциям высокого ри-
ска (КПВР). 

Антитрансплантационный ответ организма-хозяина 
заключается в атаке и разрушении донорского материала 
эффекторными иммунокомпетентными клетками, рекру-
тируемыми и поддерживаемыми многочисленными воспа-
лительными медиаторами с активацией протеолитических 
ферментов, что приводит к деградации коллагена базальной 
мембраны эпителия и стромы роговицы и способствует ее 
лизису [5, 10]. 

По сообщениям целого ряда авторов, исход КП 
в 70–80 % случаев зависит от предоперационного состо-
яния иммунного статуса реципиента, в частности, оттор-
жению трансплантата могут способствовать сдвиги в суб-
популяционном составе лимфоцитов в периферической 
крови [8, 11–15], однако при ургентной КП данный вопрос 
специальному изучению не подвергался. 
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Purpose of the study: a detailed description of shifts in subsets of blood lymphocyte subpopulations associated with lysis of the native 
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ЦЕЛЬ работы — провести исследование субпопу-
ляционного состава лимфоцитов периферической крови 
у пациентов с лизисом собственной роговицы/трансплантата 
до проведения КП по неотложным показаниям; на осно-
вании ретроспективного анализа определить возможности 
использования параметров клеточного иммунного статуса 
для прогнозирования неблагоприятного приживления ке-
ратотрансплантата.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Иммунологические исследования проведены 30 па-

циентам ( 13 мужчин, 17 женщин) в возрасте от 18 до 76 лет 
(в среднем 52,6 ± 3,7 года), поступившим в отделение не-
отложной медицинской помощи НМИЦ глазных болезней 
им. Гельмгольца Минздрава РФ с лизисом собственной 
роговицы (первичные, n = 12) или кератотрансплантата 
(повторные, n = 18). 

Всем пациентам была проведена КП по неотложным 
показаниям криоконсервированной роговицей. После опе-
рации пациенты получали стандартную антибактериальную, 
стероидную, кератопротекторную и противовоспалительную 
терапию. 

В зависимости от исхода оперативного вмешательства 
больные были ретроспективно разделены на две группы: 
1-ю группу составили 10 человек с благоприятным при-
живлением трансплантата; во 2-ю вошли 20 пациентов 
с кератолизисом. 

Группа контроля сформирована из 18 практически здо-
ровых людей без офтальмопатологии, сопоставимых по полу 
и возрасту с пациентами основных групп.

Материалом исследования служили пробы цельной 
крови, взятой из локтевой вены натощак в утренние часы 
(с 9.00 до 10.00 ч) при помощи вакуумных систем в стериль-
ные пробирки Vacuette с EDTA. Фенотипирование про-

водили методом проточной лазерной цитофлуориметрии 
на цитометре BD FACS Canto II (Becton Dickinson, США) 
с использованием системы моноклональных антител Multitest 
6-Color TBNK Reagent в пробирках BD TruCount (Becton 
Dickinson, США). Для лизиса эритроцитов и фиксации лей-
коцитов использовали раствор BD FACS ТМ Lysing Solution 
(Becton Dickinson, США). Относительное и абсолютное 
содержание популяций и субпопуляций лимфоцитов опре-
деляли в программе Canto (Becton Dickinson, США) с вы-
делением анализируемого региона по общей популяции, 
экспрессирующей CD45+ антиген, и по гранулярности клеток 
(CD45+PerCP-Cy5,5*/SSC). Использовались меченные 
флуорохромами антитела kCD3+(FITC), CD4+(PE-Cy7*), 
CD8+(APCCY7*), CD16+/56+(PE), CD19+(APC*), по-
зволяющие дифференцировать клетки: Т-лимфоциты 
(CD3+), Т-хелперы (CD3+CD4+CD8–), Т-цитотоксические 
(CD3+CD4-CD8+), Т-дубль-позитивные (CD3+CD4+CD8+), 
NK-клетки — натуральные киллеры (CD16+CD56+), 
В-лимфоциты (CD19+) и вычислить соотношение субпопуля-
ций CD3+CD4+/CD3+CD8+, отражающее баланс Т-хелперов 
и цитотоксических Т-клеток (CD4+/CD8+).

Статистическая обработка данных и вариационный 
анализ выполнены в программах Biostatd, Exel (М — среднее 
значение, m — средняя ошибка средней арифметической), 
для определения достоверности различий (p) показателей 
двух независимых выборок использовали U-критерий 
Манна — Уитни, уровень статистической значимости счи-
тали при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты ретроспективного анализа сдвигов в суб-

популяционном составе периферической крови пациентов 
основных клинических групп и контроля представлены 
в таблице и на рисунке.

Как видно из таблицы и рисунка, 
до операции в крови всех пациентов 
определено повышение абсолютного 
числа лимфоцитов (CD45+) по срав-
нению с контролем, главным образом 
за счет увеличения абсолютного со-
держания Т-клеток (CD3+) (р < 0,05). 

Анализ изменений количествен-
ного содержания популяции Т-клеток 
показал, что рост абсолютного чис-
ла СD3+ лимфоцитов в обеих клини-
ческих группах по отношению к кон-
тролю был обусловлен повышением аб-
солютного количества как Т-хелперов, 
так и Т-цитотоксических лимфоци-
тов (р < 0,05) (см. таблицу и рису-
нок). При этом в группе пациентов 
с благоприятным исходом КП, уве-
личение показателей (абсолютных 
значений) субпопуляций СD3+СD4+ 
и СD3+СD8+ лимфоцитов было более 
выраженным (и статистически значи-
мым), чем в группе, где хирургическое 
лечение завершилось лизисом транс-
плантата в отдаленные сроки (р < 0,05) 
(см. таблицу и рисунок). В ходе анализа 
изменений процентного содержания 
указанных субпопуляций выявлены 
аналогичные сдвиги, но с достаточно 
выраженным снижением цитотокси-
ческих Т-лимфоцитов во 2-й клини-

Рисунок. Значимые сдвиги в субпопуляционном составе лимфоцитов периферической 

крови пациентов с различным исходом кератопластики по неотложным показаниям. По оси 

ординат указано абсолютное количество лимфоцитов в периферической крови ( 109/л), 

# — достоверность различий параметров у больных исследуемых групп по сравнению 

с группой контроля (р < 0,05), * — достоверность различий значений у пациентов с лизисом 

кератотрансплантата по сравнению с благоприятными исходами (р < 0,05)

Figure. Medium level of immunological parameters in patients with different results of urgent 

keratoplasty. The ordinate axis shows the absolute number of lymphocytes in the blood ( 109/l), 

# — differences in values in study groups in comparison with control are significant (p < 0.05), 

* — differences in values in patients with keratograft lysis compared with favorable outcomes 

are significant (р < 0.05)
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ческой группе (с неблагоприятным исходом), что привело 
к изменению баланса регуляторных Т-клеток — значимому 
повышению соотношения СD3+СD4+/СD3+СD8+ по срав-
нению с таковым в группе контроля (см. таблицу).

Количественные сдвиги касались также и минорной 
субпопуляции Т-лимфоцитарного звена — двойных позитив-
ных клеток CD3+CD4+CD8+, абсолютное и относительное 
содержание которых в крови пациентов основных клини-
ческих групп более чем в 2 раза превышало таковое в норме 
(р < 0,05) (см. таблицу)

В целом обнаруженные нами изменения в звене 
Т-лимфоцитов, а именно абсолютного и относительного 
количества общей популяции CD3+ в крови у пациентов 
с кератолизисом, поступающих на первичную/повтор-
ную КП по неотложным показаниям, ассоциирующиеся 
с воспалительным процессом наружной поверхности глаза, 
согласуются с данными литературы, где отмечается акти-
вация лимфоцитарного звена, в особенности, Т-клеток, 
при патологии роговицы инфекционного генеза (связанной 

с активацией герпесвирусов), а также в условиях трансплан-
тации [16, 17]. 

Однако несмотря на увеличение абсолютного числа 
Т-хелперов в крови пациентов обеих исследуемых групп, 
во 2-й группе, с неблагоприятным исходом, значения ука-
занного показателя были значительно ниже и приближались 
к таковым в норме (см. таблицу и рисунок). 

Следует отметить, что показатели иммунограммы, 
приближающиеся к значениям диапазона нормы или нахо-
дящиеся в его пределах, у пациентов с тяжелым воспалитель-
ным поражением роговицы (в особенности, поступающих 
на ургентную КП), могут быть связаны с длительной меди-
каментозной терапией (антибиотиками, гормональными 
препаратами и пр.), вызывающей снижение иммунологи-
ческой реактивности (вплоть до ареактивности), что, в свою 
очередь, является серьезным фактором риска присоединения 
инфекции и повреждения кератотрансплантата. 

Интересные данные были получены при сравнитель-
ной оценке звена лимфоцитов — натуральных киллеров: 

Таблица. Субпопуляционный состав лимфоцитов периферической крови пациентов до проведения кератопластики по неотложным 
показаниям 
Тable. Subpopulation composition of blood lymphocytes in patients before urgent keratoplasty

Показатели
Factors

Исследуемые группы
Groups

контроль
control group

n = 18

исход трансплантация роговицы
result of keratoplasty

1-я группа, благоприятное приживление
1 group, favourable prognosis

n = 10

2-я группа, лизис трансплантата
2 group, graft lysis

n = 20

Лимфоциты 
Lymphocytes 
CD45+

× 109/л
× 109/l

1,76 ± 0,68 2,52 ± 0,23 2,11 ± 0,13

Т-лимфоциты 
Т lymphocytes 
(total population)
CD3+ 

% 75,70 ± 1,49 79,50 ± 2,01* 72,13 ± 2,74*

× 109/л
× 109/l

1,30 ± 0,06 2,01 ± 0,19# * 1,53 ± 0,09#*

Т-хелперы 
Т helphers 
CD3+CD4+ 

% 46,3 ± 0,00 49,69 ± 2,23 46,04 ± 1,17

× 109/л
× 109/l

0,82 ± 0,04 1,30 ± 0,16* # 0,95 ± 0,05* #

Т-цитотоксические 
лимфоциты 
Т cytotoxic 
CD3+CD8+ 

% 29,20 ± 1,13 30,08 ± 2,56 26,83 ± 2,93

× 109/л 
× 109/l

0,51 ± 0,02 0,72 ± 0,06# 0,59 ± 0,08

Дубль-позитивные 
лимфоциты 
Double-positive 
lymphocytes
CD3+CD4+СD8+ 

% 0,56 ± 0,05 0,96 ± 0,15# 1,18 ± 0,35#

× 109/л
× 109/l

0,010 ± 0,001 0,020 ± 0,004# 0,030 ± 0,008#

В-лимфоциты 
В lymphocytes
CD19+ 

% 10,28 ± 0,86 8,95 ± 1,05 9,92 ± 1,25

× 109/л
× 109/l

0,18 ± 0,02 0,23 ± 0,04 0,21 ± 0,03

Натуральные 
киллеры 
Natural killers
CD16+CD56+ 

% 13,40 ± 1,32 11,19 ± 1,57* 17,53 ± 1,9*

× 109/л 
× 109/l

0,23 ± 0,03 0,27 ± 0,04 0,36 ± 0,05#

CD3+CD4+/ 
CD3+CD8+ 

1,64 ± 0,09 1,83 ± 0,24 2,1 ± 0,2#

Примечание. n — количество пациентов в исследуемой в группе; # — достоверность различия параметров у больных исследуемых групп 
по сравнению с группой контроля (р < 0,05), * — достоверность различия параметров между группами пациентов в зависимости от исхода 
кератопластики.
Note. n — number of experimental subjects in the group; # — the differences in study group in comparison with control are significant by p < 0.05; 
* — the differences in study group in comparison with the group with different results of keratoplasty.
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так, характерной особенностью группы пациентов, в кото-
рой после КП произошел лизис трансплантата (2-я группа), 
явилось статистически значимое (р < 0,05) увеличение 
доли относительного количества CD16+CD56+ клеток 
по сравнению с показателями группы с благоприятным 
исходом, а также достоверный рост (р < 0,05) абсолютного 
уровня CD16+CD56+ клеток и выраженная тенденция 
к повышению их относительного числа по отношению 
к норме (р = 0,067).

В настоящее время в научной литературе широко 
обсуждается участие NK-лимфоцитов в развитии и поддер-
жании патологического процесса при сердечно-сосудистых, 
аутовоспалительных заболеваниях и пр., а также при транс-
плантации солидных органов и КП [7, 18, 19]. Так, показа-
но повышение количества NK-клеток в крови пациентов 
при отторжении почечных трансплантатов, повторных КП, 
псориазе, осложнении инфекционного эндокардита 
и т. д. [8, 19–21]. 

Такая же картина наблюдалась и в нашем исследова-
нии у пациентов с неблагоприятным исходом КП по не-
отложным показаниям. Значительный рост абсолютного 
числа CD16+CD56+ лимфоцитов в данной группе по от-
ношению к норме (практически в 1,5 раза) позволяет думать 
об их активной эвакуации из кроветворных (лимфоидных) 
органов в систему циркуляции, а достоверное увеличение 
доли этих клеток в крови больных с неблагоприятным при-
живлением трансплантата по сравнению с данным показате-
лем при благоприятном исходе может указывать на участие 
NK-субпопуляции в лизисе донорской роговицы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изменения в субпопуляционном составе лимфоцитов 

при кератолизисе, выявленные у пациентов до проведения 
КП по неотложным показаниям, характеризуются сдвигами 
преимущественно в Т-звене иммунитета и популяции на-
туральных киллеров. Выраженное увеличение абсолютного 
количества и доли NK-клеток и незначительные сдвиги 
абсолютного числа Т-хелперов в группе с неблагоприятным 
исходом кератопластики дают основание предполагать во-
влечение клеточного звена иммунитета (как врожденного, 
так и адаптивного) в патологический процесс, приводя-
щий к лизису кератотрансплантата на отдаленных сроках 
после КП по неотложным показаниям. 

Мы полагаем, что показатели количественного со-
става Т-клеточного звена и натуральных киллеров могут 
рассматриваться в качестве потенциальных маркеров ис-
хода КП по неотложным показаниям, что обосновывает 
необходимость дальнейших исследований их диагностиче-
ской и прогностической значимости на выборках с большим 
количеством пациентов для коррекции тактики лечения 
и улучшения биологического результата приживления до-
норской ткани.
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