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G Конфокальная микроскопия — новый метод обследования в офтальмологии. Конфокальные 
сканирующие томографы имеют высокую разрешающую способность и позволяют проводить ис-
следование конъюнктивы и роговицы на клеточном уровне в режиме реального времени in vivo. 
Это значительно расширяет диагностические возможности в обследовании пациентов с патологией 
поверхностных структур глазного яблока.
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С тех пор, как A. Gullstrand в 1911 году сконс-
труировал щелевую лампу на основе светового 
микроскопа, а H. Goldmann усовершенствовал ее 
до привычного нашему глазу оптического прибо-
ра, прошло уже около столетия. И сейчас трудно 
представить кабинет офтальмолога без щелевой 
лапмы, позволяющей исследовать поверхност-
ные структуры глазного яблока при увеличении 
до × 50 в условиях хорошей освещенности. Бо-
лее того, предложенная А. Vogt биомикроскопия 
в «зеркальном поле» позволила визуализировать 
эндотелий роговицы, благодаря его высокой отра-
жающей способности по сравнению с водянистой 
влагой и прекорнеальной слезной пленкой. К со-
жалению, данный метод не подходил для оценки 
других слоев роговицы из-за высокого светорас-
сеяния, которое стало основным лимитирующим 
фактором возможностей биомикроскопии, пос-
кольку свет, отраженный от окружающих объект 
исследования плоскостей, значительно снижал 
качество изображения, ограничивая разрешаю-
щую способность прибора. Попытки дальнейше-
го увеличения объекта исследования давали лишь 
«большое размытое изображение». Поэтому мно-
гими исследователями проводились поиски новой 
оптической системы с высокой разрешающей спо-
собностью, которая бы позволила визуализиро-
вать ткани и органы человека на клеточном уров-
не. Так возникла идея конфокальной микроскопии, 
ее основоположником считается Marvin Minsky, 
известный американский исследователь в области 
физиологии нервной деятельности и психологии 
познания, математик, специалист по искусствен-
ному интеллекту и робототехнике [17]. Изучая про-
цесс синаптической передачи в нейронах головного 
мозга, он был недоволен возможностями световой 
микроскопии: разрешающая способность прибо-

ра была недостаточно высока, детальной оценке 
объекта исследования мешал свет, отраженный от 
соседних плоскостей. Тогда ученый смоделировал 
прибор, в котором осветитель и объектив были 
сфокусированы на одной точке исследуемого объ-
екта, что позволило существенно повысить разре-
шающую способность такой оптики, получившей, 
соответственно, название конфокальной. Кроме 
того, система дополнительных полевых диафрагм 
конфокального микроскопа обеспечила регист-
рацию только тех лучей, которые были отражены 
от фокальной плоскости рассматриваемого объ-
екта, тогда как лучи, отраженные от соседних то-
чек и плоскостей отсекались (рис. 1). В 1955 году 
M. Minsky оформил патент на свое изобретение, и 
конфокальная микроскопия стала приобретать ши-
рокое распространение и дальнейшее развитие.

Однако ценой высокого качества изображения в 
конфокальном микроскопе стало резкое ограничение 
поля зрения, поэтому для исследования всего объек-
та целиком необходимо его пошаговое сканирование 
с последующим построением полной картины изоб-
ражения. В соответствии с типом сканирующего 
элемента конфокальные микроскопы разделяют на 
тандемные (использующие диск Нипкова) и щеле-
вые, последние предложены отечественным физи-
ком — оптиком Г. М. Свищевым в 1960-х годах и 
получили наиболее широкое распространение [3]. 

Современные щелевые сканирующие конфокаль-
ные томографы производят в Японии, Германии и 
США, они имеют латеральное разрешение 1–2 мкм, 
а осевое — 5–10 мкм и увеличение до × 600 в за-
висимости от силы линз в объективе. С их помощью 
можно исследовать все слои роговицы на клеточном 
уровне в режиме реального времени in vivo. Одной 
из последних моделей щелевых сканирующих кон-
фокальных томографов является CONFOSCAN 4 
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(NIDEK). Прибор имеет две насадки: первая (× 20) 
позволяет визуализировать эндотелий роговицы, 
произвести автоматический подсчет эндотелиальных 
клеток и оценить их морфологию. Исследование бес-
контактное (датчик находится на расстоянии 12 мм 
от роговицы пациента) и занимает всего несколько 
секунд. Вторая насадка (× 40) служит для послойно-
го сканирования роговицы, начиная от эндотелия, 
с шагом 5 мкм и получением до 350 срезов в виде 
отдельных изображений или на видео. С помощью 
последней насадки можно оценить морфологии эпи-
телия, стромы и эндотелия роговицы на клеточном 
уровне. При этом, благодаря автоматически прово-
димой прибором оптической пахиметрии, исследова-
тель получает полную информацию о толщине рого-
вицы в оптической и параоптической зонах, а также 
имеет возможность оценить глубину патологических 
изменений. Исследование контактное и требует эпи-
бульбарной анестезии, однако прямого контакта с 
датчиком нет, он останавливается в 2 мм от роговицы 
пациента, а исследование осуществляется через кап-
лю геля (иммерсии), нанесенную на его поверхность. 
Вся процедура вместе с подготовкой исследуемого 
занимает несколько минут и хорошо переносится па-
циентом. Работа прибора осуществляется как в ав-
томатическом, так и в ручном режимах.

Тем не менее, возможности «световых» конфо-
кальных микроскопов ограничены прозрачностью 
исследуемого объекта, таким образом, выраженные 
помутнения роговицы становятся существенным 
препятствием для исследования ее глубжележащих 
слоев. Поэтому J. Stave [3] с группой исследователей 
(Росток, Германия) предложили лазерный сканиру-
ющий конфокальный микроскоп — Rostock Cornea 
Module (× 63) на базе известного HRTII. Этот при-
бор, благодаря гелий-неоновому диодному лазеру с 
длиной волны 670 нм, позволяет исследовать менее 
прозрачные поверхностные структуры глаза (конъ-
юнктиву век и глазного яблока, помутнения рого-

вицы) на клеточном уровне in vivo с высоким раз-
решением (до 1 мкм). Работая в ручном режиме, 
прибор позволяет послойно визуализировать рого-
вицу с регистрацией изображения как в виде отде-
льных снимков с отражением толщины среза, так и 
на видео в заданной глубине исследуемой области. 
Особенностью прибора является возможность по-
лучения косого среза сквозь все исследуемые слои. 
Исследование контактное, требует эпибульбарной 
анестезии и проводится с использованием одноразо-
вых стерильных колпачков из полиметилметакрилата 
(ПММА), которые надевают поверх объектива. При 
этом, между поверхностью объектива и колпачком 
наносится капля геля (иммерсии). Рабочая поверх-
ность колпачка имеет диаметр 1 см и в ходе иссле-
дования довольно плотно контактирует с роговицей 
пациента, что может привести к появлению складок 
десцеметовой оболочки при избыточном надавлива-
нии, поэтому для оценки взаиморасположения по-
верхности колпачка и роговицы у исследователя на 
экране монитора имеется контрольное изображение 
с видеокамеры (рис. 2).

Таким образом, на сегодняшний день имеется два 
типа наиболее активно используемых конфокаль-
ных сканирующих томографов: щелевой (например, 
Confoscan 4, NIDEK) и лазерный (HRTII-RCM). 
Очевидно, что встает вопрос о преимуществах и не-
достатках данных приборов. J. P. Szaflik (2007), про-
водя их сравнительную оценку, пришел к выводу, что 
лазерный томограф лучше визуализирует эпителий, 
а щелевой томограф — эндотелий, при этом оценка 
морфологии исследуемых структур у этих двух при-
боров оказалась сопоставимой, хотя во всех случа-
ях результаты подсчета клеток на HRTII-RCM были 
выше [23]. Основные технические характеристики 
приборов представлены в таблице 1.

Конфокальная микроскопия существенно расши-
ряет диагностические возможности в ходе офтальмо-
логического обследования и может быть выполнена 
практически при любой патологии конъюнктивы и 
роговицы для более детальной оценки патологичес-
ких изменений [1, 2]:

при отборе пациентов в рефракционной хирургии 
(рис. 7, 8);
перед экстракцией катаракты (оценка состояния 
эндотелия); 
при обследовании пациентов, носящих контакт-
ные линзы (рис. 3–6); 
в оценке активности фильтрационной зоны после 
гипотензивных операций и выраженности ее фиб-
розных изменений (только HRT II — RCM);
при обследовании больных с воспалительными и 
дистрофическими заболеваниями роговицы, син-
дромом сухого глаза.











Рис. 1. Принцип устройства конфокального микроскопа 
(I.Jalbert et al., 2003)[13]



G ОфтальмОлОгические ведОмОсти   Том II  № 1  2009 ISSN 1998-7102

�4 пишут мОлОдые

Рис. 2. Рабочая позиция HRT II — Rostock Cornea Module

В последние годы большое внимание уделяется 
исследованию изменений поверхностных структур 
глазного яблока под действием глазных капель, осо-
бенно гипотензивных, ввиду их длительного, зачас-
тую пожизненного использования пациентами. Ока-
залось, что развитие синдрома сухого глаза (на фоне 
терапии бета-блокаторами) и гиперемии (вследствие 
применения аналогов простагландинов), являют-
ся далеко не единственными местными побочными 
эффектами консервативной терапии глаукомы. На 
сегодняшний день описаны токсические изменения 
роговицы, конъюнктивы и даже трабекулярной зоны 
на фоне длительного применения гипотензивных 
препаратов. Большинство исследователей связыва-
ют их с непосредственным токсическим действием 
консервантов, входящих в состав практически всех 
глазных капель. 

Бензалкония хлорид из группы солевых раство-
ров четвертичного аммония — часто используемый 
консервант, он также является и одним из наиболее 
токсичных. Дезинфицирующее свойство его молекул 
позволяет встраиваться в мембраны эпителиаль-

ных клеток через липофильные каналы и создавать 
дополнительные пути для проникновения в клет-
ку ионов и воды, а также дает возможность разру-
шать межклеточные контакты [5, 8]. Благодаря этим 
свойствам консерванта, облегчается проникновение 
действующего вещества через поверхностные струк-
туры глазного яблока, что способствует повышению 
активности препарата. С другой стороны, токсичес-
кое действие консерванта индуцирует оксидатив-
ный стресс, воспаление и апоптоз, в конечном ито-
ге приводя к гибели эпителиальных клеток [10, 11, 
20]. Еще в 1980 году N. Takahashi в эксперименте 
на культуре клеток конъюнктивы человека показал, 
что бензалкония хлорид не оказывает цитотоксичес-
кого действия при концентрации ниже 0,005 %, но в 
большинстве глазных капель его концентрация зна-
чительно выше [24]. Длительное воздействие кон-
серванта на конъюнктиву ведет к потере бокаловид-
ных клеток до 60 % от их исходного количества [21, 
26] и развитию синдрома сухого глаза, который уже 
имеется у многих пациентов, получающих бета-бло-
каторы, ввиду снижения слезопродукции. Поэтому 
не удивительно, что в итоге от 35 до 59 % больных 
глаукомой страдают синдромом сухого глаза [16, 22]. 
Между тем, развитие синдрома сухого глаза сопро-
вождается появлением типичных жалоб пациента, в 
частности на неприятные ощущения во время инс-
тилляции гипотензивных капель, что в свою очередь 
ведет к несоблюдению пациентом режима закапыва-
ний, а порой и вовсе к отказу от местной терапии [9, 
19, 25].

Ввиду ослабления защитных свойств слезной 
пленки под действием консерванта, роговица ста-
новится еще более уязвимой к его цитотоксическо-
му действию, приводящему к потере эпителиальных 
микроворсинок, кератинизации, гибели и десквама-
ции эпителиальных клеток (рис. 9 и 10), отеку пе-

Таблица 1

Сравнительная характеристика HRT II — RCM и CONFOSCAN 4

Параметр сравнения HRT II – RCM CONFOSCAN 4

Тип томографа Лазерный сканирующий Щелевой сканирующий

Объектив Водная иммерсия (×63) Водная иммерсия (×40), воздух (×20)

Размер исследуемой области: 
контактный режим
бесконтактный режим




До 400 × 400 мкм 460 × 345мкм, 
460 × 690 мкм

Латеральное разрешение 0,06-1 мкм/пиксель 0,8-2,0 мкм/пиксель

Скорость сканирования До 30 кадров/сек 25 кадров/сек

Области исследования Конъюнктива, роговица Роговица 

Подсчет клеток Автоматический, для всех слоев Только для эндотелия (автоматический)

Пахиметрия Автоматическая Автоматическая

Размер изображения 384 × 384 пикселей 768 × 576 пикселей 
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Рис. 3. Десквамация эпителия

редней стромы (рис. 11, 13 и 14), ее помутнению и 
рубцеванию [5, 12]. Эти изменения хорошо визуа-
лизируются in vivo с помощью конфокальных ска-
нирующих томографов. Токсическая кератопатия у 
пациентов, длительно получающих местную гипотен-
зивную терапию или два и более препарата одновре-
менно, зачастую имеет вид поверхностного точечно-
го кератита, локализующегося преимущественно в 
нижней трети роговицы (рис. 12). 

Токсические изменения конъюнктивы также опи-
саны многими авторами, так N. Aritürk (1997) с груп-
пой исследователей проводил биопсию конъюнктивы, 
иссеченной в ходе гипотензивных операций, у паци-
ентов, получавших до этого консервативную терапию 
[4]. Была выявлена субэпителиальная инфильтрация 
конъюнктивы лимфоцитами, макрофагами и фиброб-
ластами у больных, получавших до операции местную 
гипотензивную терапию более 12 месяцев. Среди 
пациентов, получавших гипотензивные капли менее 
двух месяцев, патологических изменений конъюнк-
тивы выявлено не было. По данным R. Nuzzi (1998), 
конъюнктивальная метаплазия ассоциирована с дли-
тельным применением глазных капель [18].

Описанные изменения конъюнктивы в конечном 
итоге приводят к снижению эффективности хирур-
гического лечения больных глаукомой, поддерживая 
послеоперационное воспаление и усиливая рубцева-
ние фильтрационной зоны. Успех трабекулэктомии 
среди пациентов без предшествующей консерватив-
ной терапии составляет от 90 до 97 %, существен-
но снижаясь (от 80 до 45 %) у больных, длительное 
время получавших гипотензивные капли, особенно в 
случаях комбинированной терапии [7, 15], которую 
получают от 12 до 40 % пациентов [14].

Таким образом, консервант в составе глазных 
капель играет и положительную, и отрицатель-
ную роль. Поэтому ведутся поиски новых кон-
сервантов, например, sofZia (Travatan Z®, Alcon); 
purite (Alphagan® P®, Allergan), а глазные капли 
без них находят все большее применение (напри-
мер, Taflotan®, Santen), в том числе и в нашей 
стране. В частности, глазные капли системы Ко-
мод (Ursapharm), которая используется не только 
в лубрикантах, но уже и в гипотензивных каплях, 
содержащих бета-блокаторы (Тимо-Комод). Кро-
ме того, имеются капли в одноразовых стерильных 

Рис. 4. Отек передней стромы и высокорефлективные 
микродепозиты

Конфокальная микроскопия роговицы (Confoscan 4, NIDEK):
Изменения роговицы при ношении МКЛ

Рис. 5. Средняя строма

Рис. 6. Эндотелий: полимегатизм
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Рис.  7. Отек передней стромы, извитые нервные волокна Рис.  8. Микрострии задней стромы

Конфокальная микроскопия роговицы (Confoscan 4, NIDEK):
Изменения роговицы в начальной стадии кератоконуса

Рис.  9. Поверхностный слой эпителия роговицы Рис.  12. Токсическая кератопатия

Конфокальная микроскопия роговицы (Confoscan 4, NIDEK):
Токсические изменения роговицы под действием глазных капель

Рис.  11. Базальный слой эпителия роговицы: отек

Рис.  10. Десквамация эпителия Рис. 13. Передняя строма роговицы

Рис. 14. Отек передней стромы, токсические изменения кера-
тоцитов
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упаковках, которые, хотя и безопасны, но, к сожа-
лению, дороги.

Изучение поверхностных структур глазного яб-
лока, к которым относят роговую оболочку и конъ-
юнктиву, стало возможным, в том числе, благодаря 
использованию импрессионной цитологии: получе-
нию мазков-отпечатков конъюнктивы с последую-
щим их окрашиванием и исследованием, в том числе 
и при помощи конфокальной микроскопии. Причем 
использование этого метода в работах C. Baudouin 
(2008) показало, что длительное применение раз-
личных глазных капель может способствовать «го-
товности к воспалительным реакциям» со стороны 
конъюнктивы и быть причиной развития рубцовых 
изменений в послеоперационном периоде [5, 6]. Од-
нако до сих пор не ясно, в силу чего возникают эти 
реакции: действует ли само лекарственное вещество 
или консервант, или и то и другое вместе. В мире и в 
нашей стране активно изучается этот вопрос. 

Очевидно, что высокая концентрация консер-
ванта в препарате, длительное применение глазных 
капель, комбинированная терапия, наличие сопутс-
твующей патологии поверхностных структур глазно-
го яблока вызывают тяжелые изменения роговицы и 
конъюнктивы, которые являются причиной сниже-
ния эффективности оперативного лечения глаукомы. 
Кроме того, часто развивающийся у таких пациентов 
синдром сухого глаза вызывает дискомфорт, жжение 
и другие неприятные ощущения во время инстил-
ляции глазных капель, что приводит к отказу от их 
использования и прогрессированию заболевания. 
Поэтому, пациентам с уже имеющимися проявлени-
ями синдрома сухого глаза и плохой переносимостью 
обычных гипотензивных капель, а также потенци-
альным кандидатам на оперативное лечение и боль-
ным, получающим комбинированную терапию, це-
лесообразно назначение гипотензивных капель без 
консерванта.

Конфокальная микроскопия конъюнктивы (HRT II-RCM)

Рис. 15. Эпителий  конъюнктивы Рис. 16 и 17. Измененный эпителий конъюнктивы

Рис. 18. Активная фильтрационная зона Рис. 19. Неактивная фильтрационная зона (фиброз)
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Лазерная сканирующая конфокальная томогра-
фия также расширяет диагностические возможности 
в исследовании конъюнктивы (рис. 15–17), в том 
числе позволяя оценивать активность фильтрацион-
ной зоны после гипотензивных операций и выражен-
ность рубцового процесса (рис. 18, 19). Эта мето-
дика оказывается особенно необходимой в сложных 
диагностических случаях, когда при проведении 
биомикроскопии видна удовлетворительная филь-
трационная зона, при гониоскопии имеется хорошо 
выраженная фистула, а уровень ВГД превышает до-
пустимые значения.

В заключении можно сказать, что конфокальная 
микроскопия, несомненно, имеет огромные диагнос-
тические возможности в обследовании пациентов с 
патологией поверхностных структур глазного яблока 
и требует дальнейшего изучения. 
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confocal mIcroscopy dIagnostIc abIlItIEs  
In InvEstIgatIon of supErfIcIal EyEball 
structurEs

Tkachenko N. V., Astakhov S. Yu.

G  Summary. Confocal microscopy is a new exami-
nation method in ophthalmology. Confocal scanning 
tomographs possess high resolution, and allows to 
perform the investigation of conjunctiva and cornea 
on cellular level in vivo in real-time mode. This sig-
nificantly enlarges the diagnostic abilities in exami-
nation of patients with eyeball saperficial structural 
pathology.

G Key words: confocal microscopy; cornea; conjunc-
tiva; glaucoma.

26.


