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кОллагенОлитическаЯ и трипсинОпОдОбнаЯ активнОсти  
слёзнОЙ жидкОсти бОльныХ с ОжОгОвОЙ травмОЙ глаза
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G Проведено исследование коллагенолитической (матриксных металлопротеиназ -ММП) и 
трипсиноподобной активности слёзной жидкости (СЖ) больных с травмой глаза, полученной в 
результате химического и термического ожогов роговицы. Обследовано  100 больных и 10 здоровых  
(контрольная группа). Степень ожога оценивали клинически. В соответствии со степенью тяжести было 
выделено две группы больных, соответствующие 2 и 3 стадиям заболевания. СЖ отбиралась в четыре 
периода времени после ожога: 1-й период соответствовал 3-му дню, 2-й — 4–9-му дням, 3-й — 10–
19-му дням, 4-й — 20–31-му дням. Оценка активностей сериновых протеиназ и ММП в СЖ больных 
с ожогами, указывает на чрезвычайно значительное их превышение  во все периоды обследования 
над активностями ферментов, выявленными в СЖ доноров: для ММП —  от 100 до 1000 раз;  для 
сериновых протеиназ — 4 000–10 000 раз, что приводит к разрушению роговицы, развитию глубоких 
язв и служит причиной потери зрения. Картина изменения активности исследуемых ферментов   при 
обоих видах ожога  имеет один и тот же характер: выраженное повышение активности с первых же дней 
после ожоговой травмы с незначительным её снижением на 4–9-й день в случае сериновых протеиназ, 
возрастанием на 10–19-й день и снижением к концу месяца. Однако к концу месяца активность не 
достигает не только уровня активности в СЖ доноров, но и уровня активности, наблюдаемой в первые 
дни ожога. В СЖ  здоровых людей  выявляется достоверно более низкий уровень активности СП и 
следовые количества ММП, что стало возможным при использовании нами высокочувствительных 
флуорогенных субстратов. Проведение идентификации протеиназ в слёзной жидкости является 
целесообразным для выбора экзогенного ингибитора в качестве возможного лекарственного средства 
и коррекции воспалительного процесса при травмировании глаз. 

G Ключевые слова: коллагенолитическая активность матриксных металлопротеиназ; активность 
сериновых протеиназ; химические и термические ожоги глаз.

введение 
Травма органа зрения является одной из основных 

причин слепоты и потери глазного яблока, как орга-
на. По данным литературы, доля поражений органа 
зрения в общей структуре травматических повреж-
дений весьма значительна и составляет от 2 до 5 % от 
общего числа травм [8, 9, 11, 13, 16, 24]. 

В последние годы значительно изменились струк-
тура глазного травматизма и его тяжесть, возросло 
число пострадавших с неблагоприятным исходом 
процесса. Это объясняется ростом криминоген-
ной, огнестрельной, взрывной травмы, увеличением 
числа террористических актов, широкого использо-
вания пиротехники, газового оружия [7, 8, 15, 33]. 
В вооружённых конфликтах последних лет тяжёлые 
повреждения глаз составляют 64,6 % среди всех по-
страдавших офтальмологического профиля [4].

Среди всех травм органа зрения, ожоги глаз пред-
ставляют собой одну из самых серьёзных медицин-
ских проблем и требуют сложной и длительной реа-
билитации. В настоящее время частота ожоговых 
травм глаза остаётся значительной. По данным ли-
тературы, ожоги глаз составляют 6,1–38,4 % всех 
глазных повреждений [3, 24, 25, 31]. 

В 40 % случаев ожоговые повреждения приво-
дят к инвалидности 1 и 2 группы по зрению [24, 30]. 
Поражения химическими агентами происходят в 70 
85 % всех ожогов глаз, из них 59 % составляют ще-
лочные ожоги.

Этиология ожоговых повреждений глаз может 
быть обусловлена воздействием различных факто-
ров. Условно выделяют химические, термические, 
термохимические и лучевые ожоги [45, 57, 70]. Тер-
мические ожоги чаще всего связаны с воздействием 
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на ткани повышенной температуры: открытое пла-
мя, брызги горячих жидкостей, водяной пар, а также 
контакт с раскалёнными предметами. Страдают чаще 
всего веки, роговица и конъюнктива, однако при тя-
жёлых ожогах наблюдается поражение глубжележа-
щих структур (склеры, сосудистой оболочки, хруста-
лика) [45, 57, 70]. Химические ожоги развиваются 
в результате контакта глазного яблока с химически 
активными веществами в виде жидкости, пара или 
твёрдых частиц. Самые частые химические реагенты 
при ожогах: кислоты (уксусная, серная, азотная, со-
ляная, плавиковая), щелочи (аммиак, каустическая 
сода, едкий натр, известь, цемент и т. д.), «Белизна», 
анилиновые красители, содержимое аэрозольных 
баллончиков, слезоточивые газы оружия самообо-
роны [45, 57, 70]. 

Патогенетические механизмы при ожогах до кон-
ца не известны, но независимо от локализации, при 
ожогах гибнут клетки повреждённых тканей, нару-
шается кровообращение (ток крови резко замедля-
ется, в мелких сосудах формируются тромбы, плазма 
выходит в окружающие ткани), изменяется местный 
обмен веществ, развивается интоксикация продук-
тами распада тканей.

Клиническая картина ожогов многообразна: отёк, 
покраснение кожи век, отёк роговицы, конъюнктивы, 
покраснение глазного яблока, сильная режущая боль 
в глазу, блефароспазм, светобоязнь, слезотечение; вя-
лотекущий увеит, изменение внутриглазного давления, 
помутнение роговицы, снижение остроты зрения или 
изменение поля зрения и др. [45, 47, 57, 58, 64, 70].

При термическом и химическом ожоге отмеча-
ется два этапа увеличения проницаемости барьера 
кровь водянистая влага для белка. Первый этап 
(3-и сутки) связан с развитием воспалительной ре-
акции на ожог, а второй (14-е сутки), по-видимому, 
вызван развитием иммунного ответа на ожог и со-
ответствует по срокам отторжению некротической 
ткани. Несмотря на различный механизм термиче-
ских и химических ожогов, общим для них является 
развитие воспалительного процесса в роговице, в 
котором большую роль играют различные системы 
протеолитических ферментов. 

В настоящее время принято считать, что основ-
ными ферментами, повреждающими строму рого-
вицы глаза, являются матриксные металлопротеи-
назы (ММП), источником которых могут служить 
макрофаги, клетки роговицы в зоне повреждения 
(воспаления) и полиморфноядерные лейкоциты. 
ММП-1-8 и ММП-14 запускают деструкцию фи-
бриллярных коллагенов, одного из основных ком-
понентов соединительнотканного матрикса (СТМ), 
который выполняет структурирующую функцию в 
тканях [45, 57, 58, 62, 64]. 

Активность ММП резко увеличивается после 
ожога роговицы, что связано, с развитием воспа-
лительных процессов и поступлением протеиназ из 
разрушенных тканей и клеток, участвующих в вос-
палительном процессе. Исследования показали, что 
наибольшая опасность перфорации роговицы имеет-
ся в первые 2 недели после ожога, в течение которых 
создается наиболее высокая концентрация активных 
протеаз [19, 20, 37]. 

При легких ожогах в большинстве случаев неза-
висимо от вещества или фактора, вызвавшего ожог, 
наблюдается одинаковая клиническая картина: ги-
перемия и умеренный отёк кожи век, раздражение 
глаза, гиперемия конъюнктивы и повреждение эпи-
телия роговицы на большем или меньшем протяже-
нии [31].

При ожогах средней тяжести (II степени) кожа 
век гиперемирована, отёчна, образуются пузыри. На 
слизистой оболочке возникают явления хемоза, по-
являются участки ишемии и поверхностного некро-
за, иногда выпотевает фибрин, рыхло склеивающий 
веки с глазным яблоком. Значительный отёк конъ-
юнктивы связан с усилением проницаемости капил-
лярных мембран и может приводить к сдавливанию 
капиллярных петель и возникновению обширных 
участков ишемии конъюнктивы. Часто в патологиче-
ский процесс вовлекается радужка: возникают явле-
ния серозного ирита с выраженным миозом. Остро-
та зрения при ожогах средней тяжести снижается 
значительно из-за выраженного отёка и нарушения 
оптических свойств роговицы. Ожоги средней тя-
жести при направленной патогенетической терапии, 
как правило, протекают без осложнений [31, 34].

Для тяжёлых ожогов типичны некротические, не-
обратимые изменения в тканях глаза. Отличитель-
ным признаком таких ожогов является образование 
темного струпа в результате развития коагуляцион-
ного некроза тканевых белков, резкого обезвожива-
ния тканей и нарушения их жизнедеятельности. Та-
кие исходы ожогов, как ожоговая деформация век, 
симблефарон, язва и бельмо роговицы, токсический 
увеит, вторичная глаукома, рубцы склеры, неврит 
и атрофия зрительного нерва, субатрофия глазного 
яблока приводят к стойкой или длительной утрате 
трудоспособности в подавляющем большинстве слу-
чаев [26].

Выделяют стадии ожогового процесса по клини-
ческой картине [1]:

I стадия (до 2 суток) — стремительное развитие 
некробиоза поражённых тканей, избыточная гидра-
тация, набухание соединительно-тканных элементов 
роговицы, диссоциация белково-полисахаридных 
комплексов, перераспределение кислых полисаха-
ридов.
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II стадия (2–18 суток) — проявление выражен-
ных трофических расстройств вследствие фибрино-
идного набухания.

III стадия (до 2–3 мес.) — трофические рас-
стройства и васкуляризация роговицы вследствие 
гипоксии тканей.

IV стадия (от нескольких месяцев до нескольких 
лет) — период рубцевания, повышение количества 
коллагеновых белков вследствие усиления их синте-
за клетками роговицы.

По степени глубины поражения выделяют четыре 
степени ожогов [1]:

I — Для ожогов глаз I степени характерны воз-
никновение гиперемии различных отделов конъюн-
ктивы и зоны лимба, появление поверхностных эро-
зий роговицы, а также гиперемии и незначительной 
отёчности кожи век.

II — При ожогах глаз II степени отмечается ише-
мия и поверхностный некроз конъюнктивы с обра-
зованием легко снимаемых белесоватых струпьев, 
«матовый» цвет роговицы за счет повреждения эпи-
телия и поверхностных слоев стромы, образование 
пузырей на коже век.

III — Ожоги глаз III степени характеризуются 
возникновением некроза конъюнктивы и роговицы 
вплоть до глубоких слоев кожи, занимающего не бо-
лее половины площади поверхности глазного ябло-
ка. Цвет роговицы «матовый» или «фарфоровый». 
Отмечаются изменения офтальмотонуса в виде крат-
ковременного повышения внутриглазного давления 
(ВГД) или гипотонии. Возможно развитие токсиче-
ской катаракты и иридоциклита.

IV — При ожогах глаз IV степени выявляется 
глубокий некроз, вплоть до обугливания, всех слоев 
век. Размер участков некроза конъюнктивы и склеры 
с ишемией поверхностных сосудов составляет более 
половины площади глазного яблока. Роговица при-
обретает «фарфоровый» цвет, возможно образова-
ние дефекта, занимающего более 1/3 поверхности, в 
некоторых случаях возможно прободение роговицы. 
Развивается вторичная глаукома и тяжёлые сосуди-
стые нарушения (передние и задние увеиты).

Исходы ожоговой травмы глаз оказывают различ-
ную степень вреда здоровью [27]. В подавляющем 
большинстве случаев к стойкой и длительной утрате 
трудоспособности приводят следующие тяжёлые по-
следствия ожоговой травмы глаз: ожоговая дефор-
мация век, симблефарон, язва и бельмо роговицы, 
токсический увеит, вторичная глаукома, неврит и 
атрофия зрительного нерва, рубцы склеры, субатро-
фия глазного яблока.

К настоящему времени накоплен значительный 
опыт и предложен целый арсенал эффективных, 
патоненетически ориентированных методов консер-

вативного, хирургического, комплексного лечения 
ожоговой травмы глаз [7, 36, 39, 56, 70]. Тем не 
менее, нерешённой остается проблема коррекции 
послеожоговых нарушений процессов регенерации 
поражённых тканей. В связи с этим привлекают 
внимание работы по изучению межклеточных взаи-
модействий и внеклеточного матрикса [47, 53], на 
основе которых был предложен принципиально но-
вый метод — трансплантация аллогенных культиви-
рованных клеток — и доказан высокий эффект его 
применения в общей хирургии [22].

Наиболее ценными являются новые методиче-
ские подходы к решению проблемы, когда лечебная 
тактика гибко корригируется в процессе лечения в 
зависимости от комплекса клинических, биохимиче-
ских, иммунологических показателей [5, 6, 10].

Несмотря на определённые успехи в лечении ожо-
гов глаз, имеется целый ряд вопросов, для решения 
которых необходимо дальнейшее изучение ожогово-
го процесса и поиск новых способов диагностики и 
лечения с привлечением современных достижений 
иммунологии, биохимии, биотехнологии.

Таким образом, в результате ожоговой травмы 
происходят сложные биохимические процессы, при-
водящие к разрушению тканей глаза. Исследование 
слёзной жидкости, её состава, протеолитических 
ферментов, повреждающих факторов в слёзной жид-
кости, матриксных металлопротеиназ и сериновых 
протеиназ позволит оценить некоторые аспекты па-
тогенеза ожоговой травмы глаза. 

Цель исследОваниЯ
Оценить роль матриксных металлопротеиназ и 

сериновых протеиназ слёзной жидкости у пациентов 
с ожогами в различные сроки после перенесённой 
травмы.

Исследование протеолитических ферментов про-
водилось при различных патологиях глаза [45, 47, 53, 
56–58]. Основные работы были связаны с изучением 
активности сериновых протеиназ. Установлено, что 
развитие ряда патологических процессов связано с 
активацией протеолиза, выходящей из-под контроля 
эндогенных ингибиторов. Вопрос об источнике про-
теиназ в слёзной жидкости и путях их проникнове-
ния в очаг повреждения активно дискутируется. По 
мнению ряда авторов, источником протеиназ могут 
быть клетки конъюнктивы, эндотелия- и эпителия 
роговицы, кератоциты, полиморфорядерные лейко-
циты, макрофаги, моноциты [49, 54, 65]. Кроме того, 
протеиназы проникают в слёзную жидкость из плаз-
мы крови при увеличении проницаемости сосудов 
глазного яблока, конъюнктивы, слёзной железы, од-
нако нельзя исключать их локальный синтез в очаге 
воспаления [42–44, 51]. Особая роль принадлежит 
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протеолитическим ферментам плазмы крови и их ин-
гибиторам, которые достаточно полно исследованы 
[2, 17, 28, 35]. Как известно, основную ткань рого-
вицы составляет строма, содержащая стромальные 
клетки соединительнотканного матрикса. Продукты 
распада повреждённого коллагена стимулируют ми-
грацию клеток в лимбальные сосуды, затем в слёзную 
жидкость. В клетках воспалительного инфильтрата 
сосредоточен целый комплекс коллагенолитиче-
ских ферментов — матриксных металлопротеиназ 
(ММП). Так, ММП-1 синтезируется эпителиальны-
ми клетками, фибробластами и макрофагами. Рез-
кое увеличение экспрессии фермента происходит 
в частности и при изъязвлении роговой оболочки 
глаз [50]. ММП-8, коллагеназа нейтрофилов, имеет 
более высокий уровень гликозилирования, что спо-
собствует её выходу во внутриклеточные секретор-
ные гранулы. Основными субстратами для ММП-1 
и 8 являются фибриллярные коллагены [46, 52, 60]. 
Присутствие в слёзной жидкости ММП-1 и ММП-8 
и других ММП, ответственных за деградацию колла-
гена, было выявлено с помощью иммунохимических 
методов [45, 57, 62–64]. Указанные коллагеназы 
гидролизуют целый ряд ингибиторов сериновых про-
теиназ: α2- МГ, α1-протеиназный ингибитор и др. и 
способствуют увеличению активности этих фермен-
тов [62]. Таким образом, в зоне повреждения рого-
вицы скапливается значительный протеолитический 
потенциал. Выяснение природы ферментов может 
служить основанием для адекватного лечения ожого-
вой болезни глаз ингибиторами протеиназ. В настоя-
щей работе было проведено исследование динамики 
активности трипсиноподобных и коллагенолитиче-
ских ферментов в слёзной жидкости в зависимости 
от вида и степени ожога при травме глаза. Работа 
проводилась совместно с кафедрами офтальмологии 
и биохимии РМАПО.

материал и метОды
Отбор материала. Исследование протеиназ 

проводили в слёзной жидкости (СЖ), взятой у здо-
ровых людей (контрольная группа) и у больных с 
травмой глаза, полученной в результате химическо-
го и термического ожогов роговицы находящихся на 
лечении в офтальмологической клинической больни-
це. СЖ отбиралась в разные периоды времени по-
сле ожога: 1-й период соответствовал 3-му дню; 2-й 
соответствовал 4–9-му дням; 3-й соответствовал 
10–19 дням; 4-й соответствовал 20–31-му дням. 
Степень ожога оценивали клинически. В соответ-
ствии со степенью тяжестью их заболевания больные 
были объединены в две группы, соответствующие 2 
и 3 стадиям заболевания. В каждой группе больные 
были подразделены на две подгруппы в зависимости 

от вида ожога (термический и химический). В от-
дельную группу были вынесены здоровые лица. Все-
го было обследовано 100 больных и 10 здоровых лиц. 
СЖ была предоставлена как в замороженном, так и 
в нативном состоянии. Образцы, содержащие кровь 
и слизь, отбрасывались. Перед измерением активно-
сти образцы центрифугирали при 1000 g.

Определение коллагенолитической актив-
ности. Активность определяли по гидролизу флуо-
рогенного коллагена 1 типа, меченного флуоресцеи-
низотиоцианатом [32]. Раствор меченного коллагена 
доводили до рН 7,6 концентрированным трис-НСL 
буфером и 15 мкл коллагена вносили в короткие сте-
клянные пробирки. Пробы инкубировали в течение 
2 часов при температуре 35 °С до образования рекон-
струированных фибрилл (плёнок). Затем в течение 
1–2 часов эти пробы инкубировали в 1–2 мл 0,01 М 
трис-НСL буфера рН 7,6 с добавлением 1 мМ CaCL2 
и 0,2 М NaCL (рабочий буфер) для промывания пле-
нок от слабо связанного флуоресцина. Буфер от-
бирали и в нем измеряли флуоресценцию, значение 
которой в контрольных пробах не превышало 20–25 
единиц флуоресценции. На поверхность плёнок вно-
сили аликвоты СЖ от 5–100 мкл, затем объем пробы 
доводили до 1 мл рабочим буфером. Инкубацию про-
водили в течение 18–20 часов при 35 °С. Контролем 
служили пробы, инкубированные с буфером, а также 
пробы с определенным количеством трипсина (от 2 до 
10 мкг). После 20-часовой инкубации в отобранном 
растворе измеряли флуоресценцию при длинах волн 
490 нМ (возбуждение) и 520 нМ (поглощение). Кон-
тролем служили плёнки коллагена, инкубированные 
с буфером, а также пробы, содержащие трипсин (от 
2 до 10 мкг). Гидролиз плёнок трипсином служил по-
казателем степени возможной денатурации коллаге-
на при его мечении; контроль не превышал 5–10 %. 
Для расчета активности использовали калибровочную 
кривую, построенную на зависимости степени флуо-
ресценции от концентрации (в мкг) гидролизованного 
коллагена бактериальной коллагеназой, принимая за 
100 % гидролиз коллагена этим ферментом. Актив-
ность выражали в мкг гидролизованного коллагена 
за минуту в расчёте на 1 мл СЖ. 

Определение трипсиноподобной активно-
сти. Об уровне активности трипсиноподобных фер-
ментов судили по гидролизу — Z-Рhе-Arg-MCA 
(7-амино-4метил-кумариламид карбобензокси-L-
фенилаланил-L-аргинина), специфического субстра-
та трипсиноподобных сериновых протеиназ (СП). 
Инкубационная смесь объемом 600 мкл содержала 
5–100 мкл СЖ, 20 мкл субстрата (0,06 мМ) и 50 мМ 
Nа-фосфатный буфер рН 7,5. Гидролиз проводили при 
37 °С в течение 10–40 минут. Реакцию останавлива-
ли добавлением 2,4 мл 20 мМ Nа-ацетатного буфера 
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рН 4,0. Количество освобожденного при гидролизе 
продукта — 7-амино-4метил-кумаринамина (МСА) 
измеряли на флуориметре “Perkin Elmer LS55” при 
длине волны 370 нМ (возбуждение) и 460 нМ (по-
глощение). Активность выражали в нмолях продукта, 
освобожденного за 1 мин в расчёте на 1 мл СЖ. 

Идентификация ферментов. Для идентифика-
ции типа ферментов использовали группоспецифи-
ческие ингибиторы: ЭДТА — ингибитор металлопро-
теиназ (ММП), ПХМБ — ингибитор цистеиновых, 
сериновых протеиназ, соевый ингибитор трипсина 
(СИТ) —ингибитор сериновых протеиназ (СП), ко-
нечная концентрация которых в пробах составляла 
10–2 М, 10–3 М и 300 мкг/мл соответственно. 

Коллагенолитическую и трипсиноподобную ак-
тивности определяли в СЖ больных с химическими 
и термическим ожогами глаз 2 и 3 степени в дина-
мике развития ожога (от первых трех дней до меся-
ца). В качестве контроля использовали СЖ, взятую 
у здоровых людей (доноры).

Статистическую обработку результатов проводи-
ли, используя критерий Стьюдента для малых выбо-
рок [25, 26]. Данные представлены как среднее зна-
чение ± средняя квадратичная ошибка (M ± m).

результаты и Обсуждение
Активность по расщеплению коллагена представ-

лена в таблице 1. 
Коллагенолитическая активность связана с при-

сутствием матриксных металлопротеиназ (ММП), 
которые специфически гидролизуют фибрилляр-
ные коллагены и ряд других компонентов матрикса. 
К этим протеиназам относятся интерстициальная 
коллагеназа — ММП-1, коллагеназы нейтрофи-
лов — ММП-8, желатиназы А — ММП-2 и, воз-
можно, мембраносвязанная МТ — ММП-14, ко-
торая по своей специфичности сходна с ММП-1. 
Следует подчеркнуть, что ММП в основном явля-
ются индуцируемыми ферментами, экспрессия кото-
рых происходит в ответ на ряд факторов, таких как 
цитокины, онкогены, химические агенты и др. При 
развитии воспалительного процесса также наблю-
дается экспрессия ММП, которые ответственны за 

деструкцию соединительной ткани, и, прежде всего, 
фибриллярных коллагенов. 

При определении активности ММП у больных с 
химическими ожогами глаз II степени тяжести отме-
чалось её значительное превышение по сравнению 
с группой контроля во все периоды исследования: 
на третий день после ожога — в 195 раз, на ше-
стой день — в 620 раз, на четырнадцатый день — 
в 1000 раз и на двадцать пятый день — в 212 раз. 
Было выявлено изменение активности в динамике: 
её повышение с первых дней после ожога с пиком 
повышения на 14–15-й день и её снижение к концу 
месяца после травмы (рис. 1). Во всех образцах СЖ 
исследовали влияние на активность ингибиторов: 
ЭДТА-специфический ингибитор металлопротеиназ, 
к которым относятся и ММП, и ПХМБ — специфи-
ческого ингибитора сериновых протеиназ. Как видно 
из таблицы 1, ЭДТА тормозил активность на 82,3 %, 
а ПХМБ — на 51 %, что свидетельствует о присут-
ствии в СЖ как ММП, так и сериновых протеиназ.

При определении коллагенолитической актив-
ности в СЖ больных с химическими ожогами глаз 
III степени тяжести (табл. 1) также отмечалось её 
значительное превышение по сравнению с группой 
контроля: на третий день после ожога — в 300 раз, 
на шестой день — в 1000 раз, на четырнадцатый 
день — в 1300 раз и на двадцать пятый — в 460 раз. 
В этом случае в динамике опять отмечалось резкое 
повышение активности с первых дней после ожо-
га с максимумом повышения на 14–15-й день и её 
снижение к концу месяца после травмы (рис. 1), 
т. е. картина изменения активности повторялась как 
и в случае больных с химическими ожогами глаз II 
степени тяжести. При этом показатели активности 
в СЖ больных с химическими ожогами глаз III сте-
пени тяжести во все сроки наблюдения были значи-
тельно выше, чем у больных П степени тяжести. Во 
всех образцах СЖ исследовали влияние на актив-
ность ингибиторов — ЭДТА и ПХМБ. Как видно из 
таблицы 1, ЭДТА тормозил активность на 86,8 %, а 
ПХМБ — на 61,2 %.

При определении коллагенолитической актив-
ности в СЖ больных с термическими ожогами глаз 

Таблица 1
Коллагенолитическая активность в слёзной жидкости больных с химическим и термическим  ожогами

Вид, стадия ожога Число 
случаев 

Активность, мкг/мин/мл; сроки после ожога (дни) Торможение активности (%)

3 4–9 10–19 20–31 ЭДТА ПХМБ

Химический ожог, 2стадия 19 4,88 ± 1,1 15,52 ± 1,5 25,75 ± 3,8 5,31 ± 1,1 82,8 50,5

Химический ожог, 3 стадия 11 7,5 ± 4,7 26,01 ± 2,3 32,5 ± 4,5 11,5 ± 2,1 86,8 61,2

Термический ожог, 2 стадия 18 5,34 ± 2,1 13,88 ± 1,9 20,76 ± 3,1 8,42 ± 1,6 85–90 65–70

Термический ожог, 3 стадия 8 4,91 ± 2,1 13,97 ± 2,1 32,5 ± 2,4 7,86 ± 3,0 85–90 65–70

Доноры 10 0,025 ± 0,001 0 0
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Таблица 2
Активность по гидролизу Z-Phe-ArgMCA в слёзной жидкости больных с химическим и термическим ожогами

II степени тяжести в различные сроки после ожо-
га отмечалось её повышение по сравнению с кон-
трольной группой: на третий день после ожога — в 
213 раз, на шестой день —в 550 раз, на четырнад-
цатый день — в 800 раз и на двадцать пятый — 
в 336 раз (табл. 1). Картина динамики изменения 
активности у больных с термическими и химиче-
скими ожогами повторялась (рис. 1). При этом, по 
сравнению с активностью больных с химическими 
ожогами II степени, отмечался всплеск активности 
в первые трое суток после термического ожога. В 
период с четвертого дня по двадцать второй актив-
ность была несколько ниже, чем у больных с хими-
ческими ожогами глаз II степени. Во всех образцах 
СЖ больных с термическими ожогами II степени 
наблюдали торможение активности на 85–90 % и 
на 65–70 % при действии ЭДТА и ПХМБ соответ-
ственно (табл. 1). У больных с термическими ожо-
гами глаз III степени тяжести в различные сроки 
после ожога также отмечалось значительное пре-
вышение активности над контрольной группой 
(табл. 1). Картина динамики изменения активно-
сти у больных с термическими ожогами III степе-
ни повторяла таковую у больных с термическими 

ожогами II степени, т. е. повышение активности с 
первых дней после ожога, с пиком активности на 
десятый и девятнадцатый день и снижение актив-
ности к концу месяца (рис. 1). Во всех образцах 
СЖ больных с термическими ожогами III степени 
наблюдали торможение активности на 85–90 % и 
на 65–70 % при действии ЭДТА и ПХМБ соответ-
ственно (табл. 2). Таким образом, использование 
специфического субстрата — коллагена I типа по-
зволило идентифицировать ММП-1, а использо-
вание ПХМБ позволило определить наличие се-
риновых ферментов, гидролизующих коллаген. 

Данные по исследованию трипсиноподобной ак-
тивности по гидролизу синтетического субстрата 
Z-Phe-ArgMCA представлены в таблице 2. Как вид-
но, в СЖ доноров обнаружены следовые значения 
этой активности. Это объясняется низкой экспрес-
сией протеиназ в норме. При определении активно-
сти у больных с химическими ожогами в различные 
сроки после ожога отмечалось очень значительное 
её превышение над контрольной группой во все пе-
риоды исследования (от 4 000–10 000 раз).

У больных с химическими ожогами III степени 
тяжести в различные сроки после ожога отмечалось 

Вид, стадия ожога Число 
случаев 

Активность, мМ/мин/мл; сроки после ожога (дни) Торможение активности ( %)

3 4–9 10–19 20–31 СИТ

Химический ожог, 2стадия 40 15,34 ± 0,9 12,14 ± 0,8 17,64 ± 0,1 11,01 ± 0,7 90

Химический ожог, 3 стадия 40 23,43 ± 1,8 19,76 ± 2,1 26,0 ± 2,2 17,67 ± 1,9 92

Термический ожог, 2 стадия 41 14,96 ± 0,9 11,9 ± 0,7 16,86 ± 0,94 10,79 ± 0,6 95

Термический ожог, 3 стадия 40 21,18 ± 1,7 18,5 ± 2,1 22,8 ± 2,1 16,1 ± 1,8 93

Доноры 10 0,0026 ± 0,13

Рис. 1. Изменение активности металлопротеиназ в слёзной 
жидкости больных с ожогами глаз 

 Ось абсцисс — периоды после ожога соответствуют: 
1 — 3-му дню; 2 — 4–9-му дням; 3 — 10–19-му дням; 
4 — 20–31-му дням; Ось ординат — виды и стадии 
ожогов: А —  химический ожог 2-я стадия; В — хими-
ческий ожог 3-я стадия; С — термический ожог 2-я ста-
дия; D — термический ожог 3-я стадия

Рис. 2. Изменение активности сериновых протеиназ в слёз-
ной жидкости больных с ожогами глаз  

 Ось абсцисс — периоды после ожога соответствуют: 
1 — 3-му дню; 2 — 4–9-му дням; 3 — 10–19-му дням; 
4 — 20–31-му дням; Ось ординат — виды и стадии 
ожогов: А — химический ожог 2-я стадия; В — хими-
ческий ожог 3-я стадия; С — термический ожог 2-я ста-
дия; D — термический  ожог 3-я стадия
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её превышение (примерно в 1,5 раза) по сравнению 
с данными по больным с химическими ожогами II 
степени во все периоды исследования. В динамике 
наблюдалось выраженное повышение активности 
СП с первых же дней после ожоговой травмы с по-
следующим её снижением на 4–9-й день, возраста-
нием на 10–19-й день и снижением к концу месяца 
(рис. 2). Однако, у больных с термическими ожогами 
II степени по сравнению с больными с химическими 
ожогами глаз II степени активность была несколько 
ниже, но выше активности больных с термическими 
ожогами глаз III степени во все периоды исследо-
вания. Как видно из рисунка 1, картина изменения 
активности СП при термическом ожоге имеет ра-
нее выявленную тенденцию: выраженное повыше-
ние активности с первых же дней после ожоговой 
травмы с незначительным её снижением на 4–9-й 
день, возрастанием на 10–19-й день и снижением 
к концу месяца. Во всех образцах СЖ наблюдали 
торможение активности на 90–95 % при действии 
СИТ, что свидетельствовало о присутствии СП с 
трипсиноподобной специфичностью. 

заключение
Оценивая изменение активности сериновых и 

MMП в СЖ больных с ожогами, можно отметить 
чрезвычайно значимое превышение её значений (от 
100 до 1000 раз) во все периоды обследования над 
активностью ферментов, выявленной в СЖ доноров. 
Столь резкое увеличение активности было обнару-
жено как в случае ММП, так и сериновых протеиназ, 
причем в случае ММП оно было выражено более 
ярко. Картина изменения активности исследуемых 
ферментов при ожоге имеет один и тот же характер: 
выраженное повышение активности с первых же 
дней после ожоговой травмы с незначительным её 
снижением на 4–9-й день, возрастанием на 10–19-й 
день и снижением к концу месяца. Однако к концу 
месяца вышеописанная активность не достигает не 
только уровня активности в СЖ доноров, но и уров-
ня активности, наблюдаемой в первые дни ожога. В 
СЖ здоровых людей выявляется достоверный низ-
кий уровень активности СП и следовые количества 
ММП. Идентификация ММП и сериновых протео-
литических ферментов была проведена при исполь-
зовании нами высокочувствительных флуорогенных 
и специфических субстратов. Активность этих фер-
ментов резко увеличивается после ожога роговицы, 
что связано, с развитием воспалительных процессов 
и поступлением протеиназ из разрушенных тканей 
и клеток, участвующих в воспалительном процессе. 
В настоящее время принято считать, что основными 
ферментами, повреждающими строму роговицы гла-
за, являются матриксные металлопротеиназы, ис-

точником которых могут служить макрофаги, клетки 
роговицы в зоне повреждения (воспаления) и поли-
морфноядерные лейкоциты [45, 57, 62–64]. ММП-
1-8 и ММП-14 запускают деструкцию фибрилляр-
ных коллагенов, одного из основных компонентов 
соединительнотканного матрикса (СТМ), который 
выполняет структурирующую функцию в тканях. Од-
нако в деструкции СТМ могут принимать участие и 
другие протеиназы и пептидазы, в частности сери-
новые протеиназы [67, 69]. Присутствие последних 
в СЖ было нами выявлено как с помощью гидролиза 
специфического субстрата (Z-Phe-ArgMCA), так и с 
помощью ингибиторов. Известно также, что слёзная 
жидкость обладает значительным потенциалом эн-
догенных ингибиторов [17, 68, 66]. Однако он недо-
статочен при усилении экспрессии протеиназ. Кроме 
того, многочисленные данные свидетельствуют о том, 
что ММП инактивируют основные эндогенные инги-
биторы сериновых протеиназ, в частности α2 МГ они 
гидролизуют даже лучше, чем фибриллярные колла-
гены, и таким образом происходит нарушение соот-
ношения фермент/ингибитор в сторону увеличения 
активности ферментов [59]. В некоторых случаях мы 
не наблюдали снижения активности протеиназ до 
уровня активности в слезе доноров даже после ле-
чения. Чрезвычайно высокая активность протеиназ 
наблюдалась на всех стадиях воспалительной реак-
ции, которая развивается в ответ на травматическое 
повреждение тканей. Нарушение баланса протеиназ 
и их ингибиторов в роговице при травме глаза может 
приводить к развитию глубоких язв, что служит при-
чиной потери зрения. Проведение идентификации 
протеиназ в слёзной жидкости является целесоо-
бразным для выбора экзогенного ингибитора в каче-
стве возможного лекарственного средства и коррек-
ции воспалительного процесса при травмировании 
глаз. В настоящее время в клинической практике в 
основном используются только ингибиторы серино-
вых протеиназ, такие как гордокс, кантрикал, трази-
лол. Причём, в офтальмологии используют только 
гордокс [43]. Проведённые исследования указывают 
на необходимость изучения действия ингибиторов 
ММП, в частности на моделях животных с экспери-
ментальным воспалением роговицы, с целью даль-
нейшего применения их в лечебной практике.
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COLLAGENOLYTIC AND TRYPSIN-LIKE ACTIVITIES  
Of THE TEAR fLUID IN PATIENTS wITH BURN INJURY

Ryzhakova O. S., Gureeva Т. А., Ageev A. N., 
Moshetova L. K., Yarovaya G. A., Alekseev I. B., 
Vorobyev I. V., Solovyeva N. I.

G Summary. Collagenolytic (matrix metalloprotei-
nases, MMP) and trypsin-like (serine proteinases, 
SP) activity  in the in tear fluid (TF) of patients with 
eye lesions that developed as a result of chemical and 
thermal corneal burns was studied. 100 patients and 
10 practically healthy donors (a control group) were 
examined. The burn degree was evaluated clinically. 
In terms of the degree of severity, patients were di-
vided into two groups that corresponded to 2nd and 
3rd stages of the disease. TF was collected at 4 time 
points after the burn injury. The first point corre-
sponded to day 3; the second, to days 4–9; the third, 
to days 10–19, and the fourth, between days 20–31. 
The activity of SP and MMP in TF from patients with 
burns was extremely elevated at all time periods when 
compared to the activity of these enzymes in TF of do-
nors: for MMP, the activity was elevated by 100–1000 

fold; for SP, by 4000–10000 fold. The elevation of pro-
teolytic activity leads to corneal degradation, corneal 
ulcer formation, and is the cause of visual loss. The 
changes occurring in MMP and SP activity has the 
same character in both chemical and thermal burns: 
pronounced activity increase even from the first days 
after the burn injury was followed by  an insignificant 
activity decrease by days 4–9 (for SP); its increase to 
days 10–19, followed by its decrease towards the end 
of the month. However, up to the end of the month the 
activity did not regain either the values found in the 
TF of controls or the levels observed during the first 
days after the burn. In the TF of healthy individuals, 
significantly lower level of SP and trace amounts of 
MMP were discovered. The findings of these activities 
became possible owing to the use of highly sensitive 
fluorogenic substrates. The identification of proteinas-
es in TF advisable is the choice of exogenous inhibitors 
as of possible medical therapy and for the correction of 
the inflammatory process in treatment of eye injuries. 

G Key words: matrix metalloproteinase collagenolytic 
activity; serine proteinase activity; chemical and thermal 
eye burns.
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