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Цель: изучение протекторных свойств различных концентраций смеси сульфатированных гликозаминогликанов 

(сГАГ) на клетки эпителия роговицы человека в условиях токсического воздействия раствора БХ в эксперимен-

те in vitro. 
Методы: экспериментальное исследование проводилось на культуре клеток эпителия роговицы человека. Через 

48 часов культивирования проводили смену культуральной среды с добавлением исследуемых растворов.  

В 1 опытной группе добавляли 0,1 % сГАГ + 0,01 % БХ, во 2 – 0,5 % сГАГ + 0,01 % БХ, в 3 – 1 % сГАГ + БХ, в 
контрольной группе (КГ) – 0,01 % БХ. Жизнеспособность клеток оценивали путем подсчета показателей кле-

точного индекса (КИ) на приборе xCelligence в режиме реального времени с морфологическим контролем мето-

дом фазово-контрастной микроскопии. 
Результаты: через 1 час показатели клеточного индекса в опытных группах № 3 (1,35 ± 0,26 КИ) и в ОГ № 2 

(0,91 ± 0,06 КИ) показатель клеточного индекса был наибольшим, в ОГ № 1 и КГ клеточный индекс составлял 

0,87 ± 0,01 КИ и 0,71 ± 0,15 КИ, соответственно. Через 2 часа наблюдалась выраженная тенденция к снижению 
количества жизнеспособных клеток во всех опытных группах, однако показатели КИ в группах с введением 

сГАГ (ОГ № 1 – 0,12 ± 0,01 КИ, ОГ № 2 – 0,15 ± 0,10 КИ, ОГ № 3 – 0,29 ± 0,01 КИ) превышали показатели кон-

трольной группы (0,10 ± 0,07 КИ). 
Заключение: результаты исследования доказали наличие протекторного действия сГАГ, что проявлялось в со-

хранности жизнеспособных клеток при использовании сГАГ на фоне токсического действия бензалкония хло-

рида. 
Ключевые слова: сульфатированные гликозаминогликаны; бензалкония хлорид; токсичность; эпителий роговицы 

 

 

ВВЕДЕНИЕ 

 

Местная медикаментозная терапия глазных заболе-

ваний может вызывать ятрогенное повреждение глаз-

ной поверхности [1–3], что необходимо учитывать при 

назначении терапии на длительный период времени, а 

также пациентам с сопутствующей патологией глазной 

поверхности. К основным повреждающим факторам на 

структуры глазной поверхности относят токсическое 

действие консервантов [4]. Несмотря на минимальные 

концентрации, применяемые в технологии производст-

ва глазных капель, консерванты могут оказывать ток-

сическое действие на клетки эпителия роговицы за счет 

повреждения целостности их мембран [5–7]. 

Результаты многочисленных экспериментальных и 

клинических исследований определили актуальность 

разработки способов протекции и стимуляции репара-

ции клеток эпителия роговицы, подверженных токси-

ческому воздействию препаратов.  

В последние годы большое количество исследова-

ний посвящено изучению свойств сульфатированных 

гликозаминогликанов (сГАГ), т. к. они являются есте-

ственными компонентами экстрацеллюлярного мар-

тикса [8–9] и за счет свой уникальной полианионной 

структуры способны оказывать воздействие на многие 

биологические события в тканях, в т. ч. на пролифера-

цию клеток [10]. 

Целью настоящего исследования стало изучение 

протекторного действия различных концентраций рас-

твора смеси сульфатированных гликозаминогликанов 

на культуру клеток эпителия роговицы человека в ус-

ловиях токсического воздействия раствора бензалко-
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ния хлорида на клеточном анализаторе xCELLigence 

System в режиме реального времени. 

 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

 

В данном исследовании использован комплекс хон-

дроитинсульфатов с кератансульфатом, разработанный 

ООО «НЭП «Микрохирургия глаза». Оригинальная 

субстанция выделялась из прозрачной (неизмененной) 

стромы роговиц сельскохозяйственных животных 

(свиньи, крупный рогатый скот) по оригинальной тех-

нологии, описанной во временной фармакопейной ста-

тье 422678-96.  

Материалом для исследования послужили клетки 

переднего эпителия роговицы человека. Клетки куль-

тивировались с использованием питательной среды 

DMEM/F12 с добавлением 10 % эмбриональной те-

лячьей сыворотки HyClone III, L-глутамина (2,5 мМ) и 

антибиотиков пенициллин/стрептомицин (50 мкг/мл).  

Визуальная оценка проводилась с помощью инвер-

тированного фазово-контрастного микроскопа Zeiss 

Axio Observer A1 (Zeiss, Германия). Анализ клеточной 

пролиферации проводился с помощью клеточного ана-

лизатора xCELLigence RTCA DP (ACEA, США). В 

результате были построены графики зависимости кле-

точного индекса от времени. 

Исследование выполнено методом прямого контак-

та смеси сГАГ с культурой эпителия роговицы челове-

ка (в соответствии с ГОСТ Р ИСО 10993.5-99. Изделия 

медицинские. Оценка биологического действия меди-

цинских изделий. Часть 5. Исследование на цитоток-

сичность: методы in vitro). 

За два дня до начала эксперимента клеточная куль-

тура эпителия роговицы человека 5-го пассажа была 

рассажена в лунки плоскодонного 24-луночного план-

шета в плотности 4,0104 кл/лунка. Также клеточная 

культура была рассажена в специальные планшеты для 

клеточного анализатора xCELLigence в плотности 

1,5104 кл/лунка. Измерения клеточного индекса про-

исходили через каждые 15 минут. Через два дня прово-

дилась смена среды с добавлением субстанций. 

В культуру клеток группы 1 добавляли компози-

цию сГАГ с концентрацией действующего вещества 

0,1 % + 0,01 % раствор БХ. В культуру клеток группы  

2 – сГАГ с концентрацией действующего вещества 0,5 

% + 0,01 % раствор БХ, в культуру клеток группы 3 – 

сГАГ с концентрацией действующего вещества  

1 % + 0,01 % раствор БХ. В качестве контроля (группа 

4) использовалась культура клеток, в которую добавля-

ли 0,01 % раствор БХ без добавления раствора сГАГ. В 

качестве отрицательного контроля использовалась пи-

тательная среда без клеток (обязателен для работы с 

xCELLigence). 

Изменение импеданса на микроэлектродах, обу-

словленного прикреплением и распластыванием кле-

ток, выражали как клеточный индекс (КИ), величина 

которого автоматически вычисляется программой:  

КИ = (Rn – Rb)/t, где Rb – исходное значение импедан-

са в лунке, содержащей только ростовую для клеток 

среду, Rn – значение импеданса в любое время t в лун-

ке, содержащей помимо ростовой среды тестируемые 

клетки. КИ, таким образом, отражает изменения коли-

чества клеток, качества прикрепления клеток и морфо-

логию клеток в лунке, которые могут меняться во вре-

мени. Данные представляли в виде среднего значения 

(M) ± стандартное отклонение, достоверность различий 

рассчитывали по U-критерию Манна–Уитни и считали 

значимыми при p < 0,05. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

 

Перед основной частью экспериментального иссле-

дования было изучено наличие прямого цитотоксиче-

ского эффекта активного вещества смеси сГАГ на 

клетки эпителия роговицы. Как показали тесты на вы-

явление цитотоксичности при времени инкубации 24 

часа, в исследуемых образцах в разведении 20, 10, 8, 4 

и 2 раза не было обнаружено ни качественных, ни ко-

личественных изменений эпителиоцитов в культуре 

клеток. Это позволило сделать вывод, что исследуемая 

смесь сГАГ не обладает цитотоксичным эффектом. 

При изучении функционального влияния различ-

ных концентраций сГАГ на культуру клеток эпителия 

роговицы в условиях токсического воздействия рас-

твора бензалкония хлорида учитывали два критерия: 

количественный – изменение клеточного индекса в 

режиме реального времени, и качественный – морфо-

логический контроль клеток в культуре под действием 

различных концентраций сГАГ в условиях токсическо-

го воздействия раствора БХ в динамике исследования. 

Изменение показателей клеточного индекса клеток 

эпителия роговицы человека в динамике представлены 

в табл. 1. 

По истечении 48 часов от начала эксперимента по-

казатели клеточного индекса во всех исследуемых 

культурах не имели статистического различия между 

собой, после чего в культуральную среду вводились 

исследуемые растворы согласно представленному ди-

зайну исследования. 

Через 1 час после введения исследуемых препара-

тов были выявлены различия между показателями кле-

точного индекса как в опыте при воздействии на них  

 

 

Таблица 1 

 

Показатели клеточного индекса в культуре клеток эпителия роговицы человека в зависимости от времени инкубации 

с исследуемыми образцами растворов сГАГ в условиях токсического действия раствора БХ (М ± m) 

 

Показатели 
Клеточный индекс 

48 ч (введение растворов) 49 ч 50 ч 51 ч 

сГАГ 0,1 % + БХ 1,84 ± 0,01 0,87 ± 0,01 0,12 ± 0,01 0,01 ± 0,01 

сГАГ 0,5 % + БХ 1,84 ± 0,00 0,91 ± 0,06 0,15 ± 0,10 0,02 ± 0,24 

сГАГ 1 % + БХ 1,80 ± 0,00 1,35 ± 0,26 0,29 ± 0,01 0,07 ± 0,01 

БХ 1,76 ± 0,15 0,71 ± 0,15 0,10 ± 0,07 0,01 ± 0,00 

Отрицательный контроль –0,04 ± 0,01 –0,04 ± 0,01 –0,05 ± 0,02 –0,05 ± 0,02 
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различных концентраций сГАГ в присутствии раствора 

бензалкония хлорида, так и в группе контроля. 

Наибольшее внимание привлекли опытные группы 

с концентрациями 1 % сГАГ, где показатель клеточно-

го индекса был наибольшим – 1,35 ± 0,26 (снижение 

показателей по сравнению с исходными данными на  

25 %) и с концентрацией 0,5 % сГАГ, где показатель 

клеточного индекса составлял 0,91 ± 0,06 (снижение 

показателей по сравнению с исходными данными 50,55 

%). В опытной (сГАГ 0,1 %) и контрольной группах 

показатели клеточного индекса были наименьшими, а 

снижение показателей по сравнению с исходными дан-

ными – наибольшим, и составляли 0,87 ± 0,01 (51,94 %) 

и 0,71 ± 0,15 (59,66 %), соответственно. 

Через 2 часа после введения исследуемых образцов 

во всех экспериментальных группах отмечалось значи-

тельное снижение показателей клеточного импеданса 

клеток, что указывало на резкое снижение количества 

жизнеспособных клеток в культуре (рис. 1). Наиболь-

шие показатели клеточного индекса были отмечены в 

опытной группе с 1 % сГАГ и составляли 0,29 ± 0,01 

(снижение показателей по сравнению с исходными 

данными 83,89 %). 

В опытной группе с 0,5 % сГАГ показатели клеточ-

ного индекса составляли 0,15 ± 0,10 (снижение показа-

телей по сравнению с исходными данными 91,85 %), 

что имело существенное отличие от опытной группы с 

0,1 % сГАГ и группой контроля, где данные показатели 

составляли 0,12 ± 0,01 (96,18 %) и 0,10 ± 0,07 (94,45 %) 

соответственно. 

Через 3,5 часа с момента введения исследуемых 

растворов в опытной группе 0,1 % сГАГ и в группе 

контроля показатели клеточного индекса были отрица-

тельными, при морфологическом изучении методом 

световой микроскопии с фазовым контрастом жизне-

способные клетки не визуализировались, вследствие 

чего эксперимент был прекращен. 

По полученным результатам выявлена линейная за-

висимость, демонстрирующая динамику изменения 

показателей клеточного индекса клеток эпителия рого-

вицы человека от концентрации смеси сГАГ в условиях 

токсического воздействия раствора бензалкония хло-

рида (рис. 2). 

На построенном графике линейной зависимости 

видно, что введение растворов смеси сГАГ в диапазоне 

концентраций от 0,1–1 % в культуральную среду ока-

зывает протекторное действие на культуру клеток эпи-

телия роговицы человека по сравнению с группой кон-

троля, о чем можно судить по показателям клеточного 

индекса в разные сроки эксперимента. 

 

 

         
 

а)                                                                                                    б) 

 

         
 

в)                                                                                 г) 
 

Рис. 1. Морфологический контроль клеток в культуре под действием различных концентраций сГАГ в условиях токсического воз-

действия раствора бензалкония хлорида. Световая микроскопия с фазовым контрастом, ув. 10: а) опытная группа 1 сГАГ 0,1 % + 
БХ; б) опытная группа 2 сГАГ 0,5 % + БХ; в) опытная группа 3 сГАГ 1 % + БХ; г) контроль БХ 



ISSN 1810-0198. Вестник ТГУ, т.21, вып.4, 2016 

 1675 

 
 

Рис. 2. Зависимость показателей клеточного индекса от вре-
мени инкубации с исследуемыми образцами смеси растворов 

сГАГ в условиях токсического воздействия раствора бензал-

кония хлорида 

 

 

ОБСУЖДЕНИЕ 

 

В настоящее время более широкое распространение 

среди пациентов получили офтальмологические препа-

раты, содержащие в своем составе консерванты, что 

связано с их доступностью в экономическом аспекте. 

На сегодняшний день наиболее распространенным 

консервантом является бензалкония хлорид. Бензалко-

ния хлорид подавляет контаминацию микробной фло-

ры во флаконах многоразового использования [11], а 

также способствует повышению биодоступности ак-

тивной субстанции препаратов через слабопроницае-

мую роговицу [12]. 

Антисептическое действие бензалкония хлорида 

основывается на его способности разрушать клеточные 

мембраны, взаимодействуя с фосфолипидами и белка-

ми, что приводит к нарушению их целостности [4]. 

Несмотря на минимальные концентрации, приме-

няемые в технологии производства, бензалкония хло-

рид оказывает токсическое действие на структуры 

глазной поверхности, в т. ч. на роговицу [5; 7]. 

В настоящем исследовании мы подтвердили токси-

ческое действие бензалкония хлорида на клетки эпите-

лия роговицы, что проявлялось в резком снижении 

показателей клеточного импеданса и характерными 

изменениями морфологической картины после добав-

ления в среду раствора бензалкония хлорид. 

Однако введение в среду различных концентраций 

сГАГ способствовало снижению клеточной гибели в 

опытных образцах, что указывает на наличие протек-

торного действия сГАГ на клетки эпителия роговицы в 

условиях токсического воздействия бензалкония хло-

рида. 

Сульфатированные гликозаминогликаны – это по-

лианионные гетеросахариды, состоящие из повторяю-

щихся дисахаридных единиц. Основу дисахаридов, 

входящих в состав сГАГ, составляют гексуроновая 

кислота (D-глюкуроновая кислота или L-идуроновая) и 

производное аминосахара (глюкоз- или галактозамина) 

с обязательным наличием сульфатных групп в виде  

О-эфиров или N-сульфата [9], что определяет их поли-

анионное строение. 

Ранее в литературе были представлены данные о 

протекторном действии несульфатированных гликоза-

миногликанов (гиалуроновой кислоты) на эпителиаль-

ные клеточные линии [13]. Протекторное действие 

сульфатированных гликозаминогликанов на клетки 

эпителия роговицы человека было изучено впервые. 

Уникальная полианионная химическая структура сГАГ 

позволяет им связывать токсические вещества в меж-

клеточном матриксе, блокируя поступление их в клет-

ку [14–15]. 

Также экзогенно введенные сГАГ могут создавать 

высокую концентрацию углеводов на клеточной по-

верхности клеток, что служит сетевым барьером для 

токсичных веществ, тем самым выполняя защитную 

функцию. 

В литературе также представлены данные о проти-

вовоспалительном действии сГАГ, которое связано со 

способностью подавлять действие клеточных фермен-

тов за счет изменения их конформации аллостериче-

ским, мостиковым или подложковым способом, а так-

же способности связывать положительно заряженные 

фрагменты поврежденных клеточных мембран, адсор-

бировать на себе продукты распада, тем самым блоки-

руя хемотаксис. Антиоксидантное действие сГАГ реа-

лизуется за счет стабилизации активности восстанав-

ливающих НАДФ дегидрогеназ и обмена ДНК [8], а 

также за счет наличия в их составе карбоксильных и 

сульфатных групп, сГАГ могут образовывать хелатные 

комплексы с ионами переходных металлов, таких как 

Cu2+ или Fe2+, которые являются внеклеточными ис-

точниками активных форм кислорода путем инициации 

реакций Фентона и Габера–Вейса. 

Результаты настоящего исследования доказали на-

личие протекторного действия сГАГ, что проявлялось 

в сохранности жизнеспособных клеток при использо-

вании сГАГ на фоне бензалкония хлорида. Для опреде-

ления области применения сГАГ необходимо изучение 

данной смеси в эксперименте in vivo на лабораторных 

животных. 

 
ВЫВОДЫ 

 
Данные, полученные при анализе линейных зави-

симостей показателей клеточного индекса в настоящем 

эксперименте, подтверждают выраженное токсическое 

действие раствора бензалкония хлорида. Соотношение 

показателей в опытных и контрольной группах указы-

вает на наличие протекторного действия смеси сГАГ 

на клетки эпителия роговицы человека в условиях ток-

сического воздействия раствора бензалкония хлорида. 
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STUDY OF THE EFFECTS OF COMPLEX SULPHATED GLYCOSAMINOGLYCAN  
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Purpose: to investigate in vitro protective effect of sulfated glycosaminoglycans (sGAG) on human corneal 

epithelial cells exposed to BAK in vitro. 

Methods: experiment was carried out on the culture of the epithelium of the human cornea.  In about 48 hours 

of culture alternation of culture medium with adding sample solution was made. In 1st test group was ex-

posed to BAK 0.01 % + sGAG 0.1 %, in 2nd test group –BAK 0.01 %+sGAG 0.5 %, in 3d test group – BAK 

0.01 % + sGAG 1 %, in 1st control group – 0.01 % BAK. For the real-time monitoring of cell growth and 

death we used the xCelligence real-time cell analysis system and phase-contrast microscopic study.  

Results: after 1 hour of treatment the cell index (CI) values in 1st test group (BAK + 0.1 % sGAG) reached of 

0.87 ± 0.01 CI, in 2nd test group (BAK + 0.5 % sGAG) 0.91 ± 0.06 CI, in 3d test group (BAK + 1 % sGAG) 

1.35 ± 0.26 CI , in 1st control group (BAK) – 0.71 ± 0.15 CI. 

After 2 hour of treatment the cell index (CI) values in 1st test group (BAK + 0.1 % sGAG) reached of 0.12 ± 

0.01 CI, in 2nd test group (BAK + 0.5 % sGAG) 0.15 ± 0.10 CI, in 3rd test group (BAK + 1 % sGAG) 0.29 ± 

0.01 CI, in control group (BAK) – 0.10 ± 0.07 CI. 

Conclusions: in this study, we determined the protective effects of sGAG on the corneal epithelial cell line 

exposed to BAK in vitro.  

Key words: sulfated glycosaminoglycans; benzalkonium chloride; toxicity; corneal epithelium 
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