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Влияние длительной гипергликемии  
на морфологию роговицы и сетчатки у крыс  
при стрептозотоцин-индуцированном сахарном диабете 
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Цель исследования – изучение динамики морфологических изменений роговицы и заднего отдела глаза крыс при дли-
тельной гипергликемии . 
Методика. Исследование выполнено на 36 самцах крыс Wistar . Сахарный диабет индуцировали внутрибрюшинной инъ-
екцией стрептозотоцина (65 мг/кг), после чего ежедневно вводили подкожно малые дозы инсулина (2 ЕД/кг) . На 50-е, 58-е 
и 66-е сут эксперимента производили энуклеацию глаз у глубоко наркотизированных животных . Гистологические срезы 
фрагментов глаз окрашивали гематоксилин-эозином, проводили морфометрию параметров роговицы и сетчатки . 
результаты . Средняя концентрация глюкозы и кетоновых тел крови в группе сахарного диабета составила 29,8 ммоль/л и 
0,889 ммоль/л, в контрольной группе – 6,2 ммоль/л и 0,847 ммоль/л соответственно . Анализ гистологических срезов глаз 
выявил признаки отека роговицы, хориоидеи и наружных слоев центральных отделов сетчатки до появления других каче-
ственных и количественных морфологических изменений . 
заключение . Оценка толщины роговицы, хориоидеи и наружных слоев центральных отделов сетчатки может служить пре-
диктором развития диабетической ретинопатии .
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Panov a.a., rzhavina e.M., Morozova M.P., erdiakov a.K., gavrilova s.a.

effect of long-term hyperglycemia on cornea and retina morphology in rats  
with streptozotocin-induced diabetes mellitus

M .V . Lomonosov Moscow State University, 
Lomonosovsky Prospekt 27, Bld . 1, Moscow 119991, Russian Federation

the aim was to study morphological changes in the cornea and the posterior part of rat eye during prolonged hyperglycemia . 
Methods. The study was performed on 36 Wistar male rats . Diabetes mellitus was induced by an injection of streptozotocin (65 
mg/kg, i .p .) followed by daily injections of low doses of insulin (2 U/kg, s .c .) . Eyes were enucleated from deeply anesthetized rats 
on days 50, 58, and 66 of the experiment . Histologic sections were stained with hematoxylin-eosin, and morphometry of the 
cornea and the retina was performed .
results. Mean blood concentrations of glucose and ketone bodies were 29 .8 mmol/L and 0 .889 mmol/L, respectively, in the dia-
betic group and 6 .2 mmol/L and 0 .847 mmol/L, respectively, in the control group . The histological analysis revealed signs of edema 
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in the cornea, choroid and outer layers of the central retina, which preceded other morphological changes . 
conclusion. Evaluating thickness of the cornea, choroid and outer layers of the central retina may serve for prediction of dia-
betic retinopathy .
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Введение

Диабетическая ретинопатия – распространенное 
микрососудистое осложнение сахарного диабета (СД), 
которое является ведущей причиной потери зрения 
в развитых странах [1]. Для диагностики этого забо-
левания у людей проводят обследование глазного дна 
и сосудов сетчатки с помощью фундоскопии, оптиче-
ской когерентной томографии и ангиографии [2]. Вы-
раженность изменений коррелирует с длительностью 
СД [3], однако нередко тяжелая ретинопатия с необра-
тимыми изменениями выявляется у пациентов с недав-
но диагностированным СД уже при первом скрининге 
[4]. В связи с этим, актуальным является изучение влия-
ния стойкой гипергликемии на патологические измене-
ния в органе зрения на различных животных моделях, 
а также определение механизмов и динамики развития 
повреждения сетчатки и роговицы при СД. Выявление 
ранних морфологических изменений, развивающихся 
на фоне гипергликемии, поможет выявить предикторы 
развития диабетической ретинопатии. В связи с этим, 
целью работы стало изучение динамики морфологиче-
ских изменений, происходящих в заднем отрезке глаза 
и роговице при длительной гипергликемии в стрепто-
зотоцин-индуцированной модели СД у крыс.

Методика

Животных содержали в соответствии с ГОСТ 33216-
2014 «Руководство по содержанию и уходу за лабора-

торными животными. Правила содержания и ухода 
за лабораторными грызунами и кроликами». На прове-
дение опытов получено разрешение комиссии по био-
этике факультета фундаментальной медицины МГУ 
им. М.В. Ломоносова: №БМЭ-12-17/-03 от 19.09.2017.

Исследование выполнено на 36 самцах крыс Wistar 
массой 400–450 г. Животных содержали в условиях ви-
вария в режиме 12 ч день/12 ч ночь, со свободным до-
ступом к воде и корму (комбикорм для разведения гры-
зунов, ООО «Лабораторкорм»). Крысы были рандоми-
зированы на 3 группы: СД (сахарный диабет) (n=18) –  
внутрибрюшинная инъекция раствора стрептозото-
цина (65 мг/кг) в цитратном буфере 5 мМ (pH 4,5) для 
моделирования сахарного диабета; ЦБ (цитратный бу-
фер) (n=14) – внутрибрюшинная инъекция цитратно-
го буфера 5 мМ (pH 4,5), растворителя стрептозотоци-
на; ИК (n=4) – интактный контроль (без воздействий). 
Через трое суток после соответствующих инъекций 
у всех крыс определяли уровень глюкозы в капилляр-
ной крови и из эксперимента исключали животных 
из группы СД с концентрацией глюкозы менее 15 мМ. 
Этот день считали 1-м днем эксперимента. Для увели-
чения выживаемости крысам группы СД каждое утро 
выполняли инъекцию инсулина (2 ЕД/кг) подкожно. 
Всех крыс ежедневно взвешивали, раз в неделю изме-
ряли концентрацию глюкозы (глюкометры OneTouch 
Verio, Johnson&Johnson– для групп ЦБ, ИК и iCheck, 
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Diamedical – для группы СД) и кетоновых тел (ке-
тометр Optium Xceed, Abbott) в капиллярной крови 
из кончика хвоста. Прокол выполняли скарификато-
ром, депривацию воды и корма не проводили.

     Энуклеацию глаз выполняли у глубоко нарко-
тизированных хлоралгидратом крыс на 50-е, 58-е и 66-
е сут эксперимента с учетом особенностей развития 
диабета у крыс. Затем добавляли наркоз до остановки 
сердца. Глаза помещали в фиксатор Дэвидсона на 16 ч 
и после стандартных принятых в гистологии процедур 
заливали в парафин. Глаз при процедуре заливки ори-
ентировали в блоке так, чтобы срезы проходили через 
задний полюс и роговицу параллельно продольной оси 
глаза (рис. 1). Срезы толщиной 5 мкм окрашивали ге-
матоксилин-эозином. Морфометрию осуществляли на 
срезе в двух зонах: вблизи продольной оси глаза (центр) 
и ближе к цилиарному телу (периферия) (рис. 1).

Морфологический анализ проводили с помощью 
светового микроскопа Zeiss Axio Imager A2. Общую 
морфологию оценивали при ув. 200. В роговице изуча-
ли прилегание клеток переднего эпителия друг к дру-
гу, оценивали прямолинейный или волнообразный 
ход десцеметовой мембраны, в заднем отрезке гла-
за – наличие мягких экссудатов (зон локальных утол-
щений слоя ганглиозных клеток и нервных волокон) 
и  твердых экссудатов (массивных скоплений эозино-
фильного материала в плексиформных слоях), отмеча-
ли также наличие кровоизлияний, новообразованных 
сосудов и эпиретинальных мембран. Морфометрию 
проводили при ув. 400. Расчеты выполняли в програм-
ме ZeissZEN 2.6 blue edition (CarlZeiss Microscopy Gm-
bH, Германия). В роговице измеряли толщину слоев: 
переднего эпителия, боуменовой мембраны, стромы, 
десцеметовой мембраны и эндотелия роговицы; в за-
днем отрезке глаза – толщину слоев: нервных волокон 

и ганглиозных клеток, внутреннего плексиформного, 
внутреннего ядерного, наружного плексиформного, 
наружного ядерного, слоя фоторецепторов, пигмент-
ного эпителия, хориоидеи – а также подсчитывали ко-
личество рядов ядер в наружном ядерном слое и слое 
ганглиозных клеток.

Статистический анализ выполняли в программе 
STATISTICA 8.0. Нормальность распределения оце-
нивали с помощью критериев Колмогорова-Смирнова 
и Шапиро-Уилка. Использовали непараметрический 
U-критерий Манна-Уитни для оценки межгрупповых 
различий, критерий Вилкоксона для сравнения пока-
зателей внутри одной группы в разные периоды вре-
мени и критерий Краскела-Уоллиса для анализа ди-
намики изменения показателей. Статистически зна-
чимыми считали различия при р<0,05. При сравнении 
групп ЦБ и ИК по всем показателям не выявлено ста-
тистически значимых различий, поэтому при анализе 
эти группы были объединены в одну контрольную (К). 
Данные представлены в виде медианы, первого и треть-
его квартиля – Me (Q1; Q3) или среднего ± стандарт-
ное отклонение (М±SD).

результаты и обсуждение

Инсулинотерапия крыс в группе СД в дозе 2 ЕД/кг  
не снижала высокую концентрацию глюкозы в кро-
ви, но предотвращала гибель животных. В группе СД 
с 1-х сут эксперимента наблюдали статистически зна-
чимое увеличение среднего уровня глюкозы крови 
(СД 29,8±12,7 мМ, по сравнению с контролем (К груп-
па) 6,2±1,4 мМ, p<0,0005). С 35-х сут отмечалось стати-
стически значимое (p<0,0001) снижение средней мас-
сы тела, составившее к 66-м сут  в группе СД 20,7±9,6% 
по сравнению с массой в 

1-е сут эксперимента. В группе К масса тела 
крыс в течение эксперимента статистически значи-
мо не изменилась. Уровень кетоновых тел в группе 
СД не изменился (СД 0,889±0,541 мМ, по сравнению 
с К 0,847±0,217 мМ, p=0,46). Таким образом, в экс-
перименте получена модель гипергликемии без кето-
ацидоза.

При световой микроскопии срезов роговицы 
в группе СД выявлены качественные морфологиче-
ские изменения: неплотное прилегание эпителиаль-
ных клеток друг к другу (рис. 2, Б), в некоторых слу-
чаях с формированием значительных эпителиальных 
дефектов (рис. 2, В), причем данные изменения в груп-
пе К не обнаружены. (рис. 2, А). В группе СД на всех 
сроках наблюдения отмечалась волнообразная склад-
чатость десцеметовой мембраны (рис. 2, В), в группе 
К подобные изменения отсутствовали.

рис. 1. Зоны измерения показателей на гистологических срезах глаз 
крыс . Серой прямой обозначена продольная ось глазного яблока . 

Fig. 1. Zones of measurement on histological sections of rat eyes . The gray 
line marks the longitudinal axis of the eyeball .
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Выявлены также количественные изменения мор-
фометрических параметров роговицы в группе СД: об-
наружено статистически значимое увеличение общей 
толщины роговицы и толщины ее стромы в центре 
и на периферии, утолщение десцеметовой мембраны 
и эндотелия роговицы в центре по сравнению с груп-
пой К (табл. 1).

По данным Cameron и соавторов (2001), существу-
ет положительная корреляция между концентраци-
ями глюкозы в водянистой влаге и в плазме [5]. Из-
быток глюкозы приводит к повреждению клеток эн-
дотелия роговицы, которые в норме обеспечивают 
дегидратацию ее стромы [6]. Из-за снижения насо-
сной функции эндотелия происходит отек рогови-
цы, что проявляется в увеличении толщины ее стро-
мы, складчатости десцеметовой мембраны [7] и не-

плотном прилегании клеток переднего эпителия друг 
к другу [8]. Это согласуется с результатами нашего 
эксперимента. 

При анализе срезов заднего отрезка глаза не выяв-
лено качественных морфологических различий меж-
ду группами СД и К: в обеих группах мягкие и твердые 
экссудаты, кровоизлияния, патологические новообра-
зованные сосуды, эпиретинальные мембраны не обна-
ружены (рис. 3).

Количественные различия показателей между дву-
мя группами включали статистически значимое увели-
чение толщины хориоидеи: в центре в 1,26 раз, на пе-
риферии в 1,58 раз. Толщина наружных слоев в цен-
тре сетчатки у крыс группы СД увеличилась в 1,16 раз. 
Также в группе СД отмечена тенденция к увеличению 
общей толщины сетчатки в центре (табл. 2).

рис. 2. Морфологические изменения эпителия роговицы, окраска гематоксилин-эозином . А . Группа К, ув . 400 . Межклеточный отек отсутствует, 
эпителиальные клетки плотно прилежат друг к другу . Б . Группа СД, ув . 400 . * – неплотное прилегание клеток эпителия роговицы друг к другу .  
В . Роговица крысы из группы СД, ув . 200 . ⁯ – умеренно выраженная волнообразная складчатость десцеметовой мембраны и эндотелия рого-
вицы . ↓ – дефекты в переднем эпителии роговицы . 

Fig. 2. Morphological changes in the corneal epithelium stained with hematoxylin-eosin . A . Control group, magnification 400x . Intercellular edema is 
absent, epithelial cells are tightly adjacent to each other . B . Group with diabetes mellitus (DM), magnification 400x . *loose fit of corneal epithelial cells 
to each other . C . The cornea of a rat from the DM group, magnification 200x . ⁯ moderately pronounced wavy folding of the Descemet’s membrane and 
the corneal endothelium . ↓ defects in the anterior corneal epithelium .

Таблица 1/Table 1

изменение толщины роговицы и отдельных ее слоев в группе сд по сравнению с контрольной группой 

changes in the thickness of the cornea and its individual layers in the dM group in comparison with the control group

Показатель Сахарный диабет, мкм Контроль, мкм р

Общая толщина роговицы в центре 150,5 (130,4; 187,3) 125,1 (103,3; 149,1) 0,0018

Общая толщина роговицы на периферии 158,7 (139,6; 170,3) 120,6 (91,4; 144,2) 0,00007

Толщина стромы в центре 104,3 (80,9; 138,1) 77,2 (63,2; 106,3) 0,003

Толщина стромы на периферии 119 (95,7; 132,6) 82,6 (60,8; 96,3) 0,00003

Толщина десцеметовой мембраны и эндотелия роговицы в центре 6,7 (4,6; 9,7) 4,9 (3,6; 6,3) 0,006

Примечание. Различия в показателях толщины других слоев роговицы не были статистически значимы.
Note. Differences in the thickness of other corneal layers were not statistically significant. 
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Оригинальная статья

Анализ динамики изменения показателей в груп-
пе СД не выявил значимых различий между срока-
ми развития СД, что говорит о том, что вышеопи-
санные изменения появились раньше, до 50-х сут 
эксперимента.

Так, по данным Joussen и соавторов (2002), при ги-
пергликемии лейкоциты имеют повышенную экспрес-
сию CD18 – рецептора для молекулы клеточной адгезии 
ICAM-1 [9]. При этом в эндотелии хориоидеи увеличи-
вается экспрессия ICAM-1 [10]. В результате лейкоци-
ты «застревают» в просвете сосудов хориоидеи и повре-
ждают эндотелиоциты активными формами кислоро-
да АФК [10]. Это приводит к гибели клеток эндотелия, 
увеличению сосудистой проницаемости и отеку хорио-
идеи [11]. Лейкостаз в сосудах при гипергликемии раз-
вивается уже через одну неделю после индукции СД [11] 

и сохраняется длительное время [12]. Увеличение тол-
щины наружных слоев сетчатки в центре можно объяс-
нить распространением отека с хориоидеи на эти слои.

заключение

Таким образом, в полученной модели изолиро-
ванной гипергликемии (без кетоацидоза) при стреп-
тозотоцин-индуцированном СД обнаружены при-
знаки отека роговицы, хориоидеи и наружных слоев 
центральных отделов сетчатки в группе СД, которые 
развиваются на ранних сроках эксперимента (еще 
до 50-х сут), но в остальном морфология сетчатки 
в группе СД на всех исследуемых сроках не отлича-
лась от таковой в группе К. Вероятно, в условиях дли-
тельной гипергликемии эти изменения являются наи-
более ранними, поэтому измерение толщины выше-

Таблица 2/Table 2

 изменения показателей заднего отрезка глаза в группе сд по сравнению с контрольной группой

changes in the parameters of the posterior segment of the eye in the dM group as compared with the control group

Показатель Сахарный диабет, мкм Контроль, мкм p

Толщина хориоидеи в центре 23,6 (18,5; 31,5) 18,7 (14,6; 24,6) 0,019

Толщина хориоидеи на периферии 19 (13,4; 23,5) 12 (9,3; 15,9) 0,0003

Толщина наружных слоев сетчатки 85,8 (65,6; 97,3) 73,7 (60,9; 80,7) 0,049

Общая толщина сетчатки в центре 144,7 (110,2; 166,2) 116,6 (99,1; 132) 0,064

Примечание. Различия в показателях толщины других слоев сетчатки, а также в количестве рядов ядер в наружном ядерном слое и слое 
ганглиозных клеток между двумя группами не были статистически значимы.
Note. Differences in thickness of other retinal layers and in the number of rows of nuclei in the outer nuclear layer and the ganglionic cell layer between 
the groups were not statistically significant.

рис. 3. Общий вид гистологических срезов сетчатки крыс (центральная часть), окраска гематоксилин-эозином, ув . 200 . А . Группа К . Б . Группа СД . 
Отмечается утолщение наружных слоев сетчатки по сравнению с контролем .

Fig. 3. General view of histological sections of the rat retina (central part) stained with hematoxylin-eosin, magnification х200 . A . Control group . B . DM 
group . Outer layers of the retina are thickened compared to the control group .
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указанных зон может служить предиктором развития 
диабетической ретинопатии. Целесообразно прове-
дение повторной серии экспериментов с изучением 
развития диабетической ретинопатии у крыс на бо-
лее ранних сроках (до 50-х сут).
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