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С использованием разработанных нами ранее экспериментальной модели периоперационного син-
дрома сухого глаза (ПССГ) животных (кроликов) и методики количественного масс-спектрометри-
ческого определения оксилипинов показано, что развитие эрозий роговицы в условиях общей ане-
стезии ассоциировано с изменениями содержания в слезной жидкости воспалительных метаболи-
тов – производных линолевой (ЛК), альфа-линоленовой (АЛК) и арахидоновой (АК) жирных
кислот. Наиболее существенный рост демонстрируют метаболиты ЛК и АЛК, в то время как содер-
жание производных АК (за исключением 12-HETE) практически не меняется, что указывает на
ключевую роль каскадов ЛК и АЛК в развитии воспалительного ответа при ПССГ. Увеличение кон-
центрации оксилипинов, образующихся в результате неферментативного окисления ЛК (9-KODE)
или ее процессинга под действием цитохромов (12,13-EpOME) в условиях окислительного стресса,
свидетельствует о существенном вкладе последнего в механизм развития ПССГ. Подавляющее
большинство метаболитов ЛК (13-HODE и 9-HODE), АЛК (9-HOTrE и 13-HOTrE) и АК (12-HETE),
содержание которых в слезе меняется при ПССГ, образуется в результате действия ферментов се-
мейства липоксигеназ, в то время как концентрация продуктов активности циклооксигеназ остает-
ся практически неизменной. Полученные данные позволяют предположить низкий терапевтиче-
ский потенциал ингибиторов циклооксигеназ (таких как нестероидные противовоспалительные
препараты) и высокий терапевтический потенциал антиоксидантов и ингибиторов липоксигеназ в
отношении ПССГ, что должно учитываться при разработке перспективной комплексной терапии
этого широко распространенного социально значимого заболевания.

Ключевые слова: эрозии роговицы, общая анестезия, синдром сухого глаза, слезная жидкость, окси-
липины, воспаление, окислительный стресс
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ВВЕДЕНИЕ

Синдром сухого глаза (ССГ) – широко рас-
пространенное многофакторное заболевание,
при котором выявляется комплекс признаков
клинически выраженного роговично-конъюнк-
тивального ксероза. ССГ характеризуется разви-
тием эрозивных повреждений эпителия рогови-

цы и отличается наличием выраженного болевого
синдрома [1–3]. Считается, что ключевыми пато-
генетическими факторами ССГ являются окис-
лительный стресс клеток роговицы, а также вос-
паление, охватывающее эту ткань и окружающие
ткани глаза [3–6]. Эти процессы индуцируются в
условиях уменьшения объема и/или изменения
состава секретируемой слезной жидкости, кото-
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рая в отсутствие кровеносных сосудов обеспечи-
вает питание и увлажнение роговицы, способ-
ствует ее заживлению и регулирует локальные
воспалительные реакции [1, 3, 7].

Одной из форм ССГ, частота встречаемости
которой в последние годы существенно возраста-
ет, является периоперационный синдром сухого
глаза (ПССГ). Это ятрогенное заболевание явля-
ется осложнением длительной общей анестезии
при проведении любых инвазивных процедур и
затрагивает до 44% всех хирургических пациентов
[7–9]. Развитие повреждений роговицы при ПССГ
ассоциировано с нарушениями правильной био-
механики глаза в процессе анестезии, а также с
угнетающим эффектом анестетика на слезные
железы. Низкая скорость заживления поврежде-
ний роговицы при ПССГ может приводить к воз-
никновению выраженной воспалительной реак-
ции, развитию необратимых изменений в рого-
вичном эпителии и, как следствие, к ухудшению
зрения вплоть до его потери. Поскольку общее
количество и продолжительность хирургических
вмешательств, проводимых в различных областях
медицины, с каждым годом неуклонно растут, ак-
туальной и востребованной задачей является по-
иск подходов к предотвращению периопераци-
онных повреждений роговицы и ускорению их
регенерации [7].

На сегодняшний день первичная терапия ССГ
включает использование увлажняющих глазных
капель и мазей, которые, как правило, обеспечи-
вают лишь временное облегчение симптомов и не
влияют на патогенетические процессы, лежащие
в основе различных форм этого заболевания [3, 4].
Эффективным способом лечения ССГ является
применение противовоспалительных препара-
тов, таких как кортикостероиды и циклоспорин А,
а также антибиотиков. Однако использование по-
добной терапии имеет целый ряд ограничений:
длительное применение кортикостероидов может
вызывать повышение внутриглазного давления и
индуцировать катаракту, инстилляции циклоспо-
рина вызывают локальные реакции в глазу, а ин-
траокулярное применение антибиотиков (тетра-
циклин, азитромицин) имеет множество побоч-
ных эффектов [10, 11]. С учетом этого особую
актуальность приобретает разработка более спе-
цифических противовоспалительных препаратов
для лечения ССГ. Подходом к решению этой за-
дачи может быть выявление характерных паттер-
нов содержания в слезной жидкости молекул, от-
вечающих за развитие воспалительных процес-
сов, таких как цитокины [3, 12], а также
оксилипины – продукты метаболизма жирных
кислот [13, 14]. Оксилипины – локально действу-
ющие биоактивные сигнальные липиды, которые
регулируют различные аспекты воспаления и

связаны с целым рядом офтальмологических пато-
логий [15, 16]. Оксилипины образуются в резуль-
тате ферментативного окисления линолевой, α-
линоленовой и арахидоновой полиненасыщен-
ных жирных кислот по цитохром Р450-оксидаз-
ному, липоксигеназному и циклооксигеназному
путям (рис. 1) и запускают как про-, так и проти-
вовоспалительные процессы [17]. Поскольку вос-
паление является доказанным патогенетическим
фактором ССГ [18], включая ПССГ [3], провос-
палительные сигналы в клетках тканей, форми-
рующих поверхность глаза, могут включать акти-
вацию ферментативных путей биосинтеза окси-
липинов, что должно приводить к изменению
их уровней в слезе. Действительно, предыдущие
исследования выявили присутствие подобных со-
единений в слезной жидкости, причем их кон-
центрация менялась у пациентов с некоторыми
разновидностями ССГ [16, 19, 20]. Однако иссле-
дование изменений паттерна воспалительных ок-
силипинов слезной жидкости при ПССГ ранее не
проводилось. Между тем, решение этой важной
задачи позволит установить специфические сиг-
нальные пути развития воспалительного ответа
при этом заболевании, селективное таргетирова-
ние которых может рассматриваться в качестве
перспективной специфической терапии ПССГ.

Недавно нами была создана модель ПССГ жи-
вотных (кроликов) [3, 5, 12], которая воспроизво-
дит повреждения роговицы в условиях длительной
общей анестезии, характерные для хирургиче-
ских пациентов [9]. С использованием гистологи-
ческих методов показано, что в результате 6-часо-
вой общей анестезии у животных развивается ис-
тончение или полная потеря (денудация)
эпителия роговицы (строма не затрагивается) за
счет десквамации эпителиоцитов, а также их ги-
бели путем некроза или апоптоза и отделения от
базальной мембраны. Выявленные повреждения
не распространяются на строму роговицы, т.е.
развиваются именно как эрозии этой ткани, что
соответствует клинической картине ПССГ у лю-
дей. Самопроизвольная регенерация описанных
симптомов наблюдается лишь на 30 день после-
операционного периода. Примечательно, что у
животных выявляется также ухудшение качества
слезной пленки и изменение ее биохимических
свойств, в частности, снижение антиоксидантно-
го статуса и изменение содержания цитокинов.
Эти наблюдения свидетельствуют о наличии
окислительного стресса и воспаления, которые в
значительной степени обуславливают развитие
патологического процесса при ПССГ [3].

В настоящей работе с использованием выше-
описанной модели ПССГ, а также разработанной
ранее методики масс-спектрометрического опре-
деления оксилипинов [21, 22], нами выявлены
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изменения содержания воспалительных оксили-
пинов – производных линолевой (ЛК), альфа-ли-
ноленовой (АЛК) и арахидоновой (АК) полине-
насыщенных жирных кислот – в образцах слезы
животных в процессе их пребывания в условиях
общей анестезии и в послеоперационный период.
Полученные данные подтверждают, что ПССГ
сопровождается окислительным стрессом и ло-
кальным воспалительным ответом, указывают на
механизм развития последнего, а также впервые
позволяют предположить специфические методы
терапии этого широко распространенного забо-
левания.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования выполнялись с использованием
шести пигментированных кроликов-самцов по-
роды Советская Шиншилла (возраст 6 месяцев,
вес 2,3-3 кг), приобретенных на сертифицирован-
ной ферме (“Крол-Инфо”, Московская область).
Перед проведением экспериментов животных со-
держали в течение 7 дней в индивидуальных клет-
ках в условиях 12-часового цикла темнота/свет
при 22–25°С и влажности 50–60% со свободным
доступом к пище и воде. Индукцию ПССГ у кро-
ликов проводили в соответствии с методикой,
описанной в предыдущих работах [3, 5, 12]. Жи-
вотных фиксировали в удерживающем устрой-
стве и производили повторные внутримышечные
инъекции анестезирующего препарата, содержа-
щего 50 мг/мл тилетамина и 50 мг/мл золазепама,
для достижения непрерывного наркотического
сна продолжительностью 6 ч. Отбор слезной жид-
кости животных осуществляли с использованием
тест-полосок Ширмера до проведения анестезии,
сразу после выхода животного из наркоза (через

6 ч), а также на 1-, 3- и 7-е сутки послеоперацион-
ного периода, в течение которого животных со-
держали в стандартных условиях, описанных вы-
ше. Для минимизации вклада потенциальных
внутрисуточных колебаний липидомного состава
слезы отбор проб (за исключением образцов, по-
лучаемых на 6-й ч после введения животного в
условия анестезии) осуществляли натощак в одно
и то же время дня (10 ч утра). Эксперименты с жи-
вотными проводили в соответствии с рекоменда-
циями 8-го издания “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” of the National Research Coun-
cil и “Statement for the Use of Animals in Ophthalmic
and Visual Research” of The Association for Research
in Vision and Ophthalmology (ARVO). Протокол
исследования был утвержден комитетом по биоэ-
тике НИИ физико-химической биологии имени
А.Н. Белозерского МГУ.

Масс-спектрометрический анализ оксилипинов
слезной жидкости проводили согласно методике,
описанной ранее [15]. Липидные компоненты
слезы элюировали метанолом (1 мл метанола на
15 мм полоски Ширмера) и выделяли методом
твердофазной экстракции на колонках Oasis
PRIME HBL 3cc (Waters) согласно рекомендаци-
ям производителя. Анализ проводили с использо-
ванием тройного квадрупольного масс-спектро-
метра Shimadzu 8040, оборудованного системой
ультра HPLC Nexera, с использованием колонки
Phenomenex C8 (2.1 × 150 мм × 2.6 мкм); регистра-
цию липидов осуществляли методом мониторинга
множественных реакций. Количественное опре-
деление липидов проводили с помощью дейтери-
рованных стандартов tetranor-PGEM-d6, 6-keto
PGF1α-d4, TXB2-d4, PGF2α-d4, PGE2-d4,
PGD2-d4, LTC4-d5, LTB4-d4, 5(S)-HETE-d8,
12(S)-HETE-d8, 15(S)-HETE-d8, PAF C16-d4,

Рис. 1. Схема биосинтеза оксилипинов – производных линолевой, альфа-линоленовой и арахидоновой кислот – с
участием ферментов групп цитохром Р450-оксидаз (CYP), липоксигеназ (LOX) и циклооксигеназ (COX).

CYP

LOX

COX

9, 10-EpOME; 12, 13-EpOME;
9, 10-DiHOME; 12, 13-DiHOME

9-HODE; 13-HODE

9-HOTrE; 13-HOTrE

12-HpETE; 11-HETE; 12-HETE

PGE2; PGA2; PGD2; TxB2

9-KODE; 13-KODE

�-Линоленовая (n-3)

Линолевая (n-6)

Арахидоновая (n-6)
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OEA-d4, PGA2-d4 (Cayman Chemical). Обработку
спектров осуществляли с помощью программно-
го обеспечения Shimadzu lipid mediator method
package Ver. 2. Достоверность различий между
группами с уровнем значимости не менее 95%
оценивали с помощью параметрического t-кри-
терия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Масс-спектрометрический анализ оксилипи-

нов проводили в образцах слезной жидкости, по-
лученных сразу после выхода экспериментальных
животных из наркоза, а также на 1, 3 и 7 сутки по-
слеоперационного периода. В качестве контроля
использовали образцы слезы, собранные до вве-
дения животных в условия общей анестезии. Все-
го в препаратах слезной жидкости кроликов было
идентифицировано 17 метаболитов полиненасы-
щенных жирных кислот ЛК, АЛК и АК (рис. 1).

Наиболее выраженные изменения наблюда-
лись к 7-м суткам послеоперационного периода и
включали преимущественно повышение концен-
трации метаболитов ЛК (рис. 2). В частности, су-
щественный рост демонстрировали 13-HODE и
9-HODE, синтезирующиеся под действием липо-
ксигеназ, а также 9-KODE, образующийся за счет
неферментативного окисления производных ЛК
[13]. Последнее свидетельствует о развитии окис-
лительного стресса клеток вовлеченных тканей
глаза, с чем согласуется тот факт, что в острой фа-
зе ответа (сразу после выхода из анестезии и на
1-е сутки послеоперационного периода) про-
исходило также увеличение концентрации
12,13-EpOME – метаболита ЛК, образующегося

под действием цитохромов в результате окисли-
тельного стресса. При этом содержание оксили-
пинов 9,10-EpOME, 12,13-DiHOME и 9,10-Di-
HOME – других производных ЛК, образование
которых также катализируется ферментами се-
мейства цитохромов [13], – не изменилось.

Помимо метаболитов ЛК в слезе детектирова-
лось увеличение концентрации некоторых
продуктов ферментативного процессинга АЛК,
включая 9-HOTrE и 13-HOTrE (рис. 3). Указан-
ные соединения являются продуктами реакций,
катализируемых соответственно 5-липоксигена-
зой и 15-липоксигеназой.

Статистически достоверных изменений кон-
центрации производных АК, таких как проста-
гландин D2, тромбоксан B2, простагландины А2
и J2 (продукты действия циклооксигеназ), а так-
же 11-HETE (неферментативное окисление АК) в
слезе обнаружить не удалось (рис. 4). Тем не ме-
нее, к 7-м суткам послеоперационного периода
наблюдался рост концентрации 12-HETE – мета-
болита АК, образующегося в результате функци-
онирования 12-липоксигеназы. Кроме того, в
острой фазе (на первый день после анестезии) на-
блюдалось снижение концентрации 19-HETE и
PGE2 – продуктов действия ферментов семейства
цитохромов и циклооксигеназ, соответственно [14].

Таким образом, с использованием экспери-
ментальной модели ПССГ у животных (кроликов)
впервые показано, что развитие повреждения
роговицы в условиях общей анестезии сопровож-
дается выраженными изменениями содержания
производных жирных кислот в слезной жидко-
сти. Наиболее существенный рост демонстриру-

Рис. 2. Динамика изменения концентрации производных ЛК в слезной жидкости животных с повреждениями рого-
вицы в условиях общей анестезии (модель ПССГ) по отношению к концентрации соответствующих производных в
слезной жидкости контрольных животных (К), принятой за единицу; ч – часы, д – дни. * – Статистически значимые
отличия от контрольных образцов (р < 0.05).
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ют метаболиты ЛК и АЛК, в то время как содер-
жание липидов каскада АК практически не меня-
ется. Сделанные наблюдения указывают на
важную роль каскадов ЛК и АЛК в развитии вос-
палительного ответа при ПССГ. Необходимо от-
метить, что в слезе экспериментальных животных
происходит накопление метаболитов ЛК, образу-
ющихся в результате неферментативного окисле-
ния или процессинга под действием цитохромов
в условиях окислительного стресса. Полученные
данные согласуются с зафиксированным ранее
увеличением уровня перекисного окисления ли-
пидов роговицы, а также снижением антиокси-
дантной активности слезы при ПССГ [3] и свиде-

тельствуют о важной роли окислительного стрес-
са в механизме развития этого заболевания.
Установлено, что подавляющее большинство
воспалительных метаболитов ЛК, АЛК и АК, со-
держание которых меняется в слезной жидкости
животных с ПССГ, образуется в результате дей-
ствия ферментов семейства липоксигеназ, в то
время как содержание продуктов активности
циклооксигеназ практически не меняется. Полу-
ченные данные позволяют предположить низкий
терапевтический потенциал нестероидных про-
тивовоспалительных препаратов (мишенями ко-
торых являются циклооксигеназы) в отношении
воспалительного компонента ПССГ. В то же вре-

Рис. 3. Динамика изменения концентрации производных АЛК в слезной жидкости животных с повреждениями рого-
вицы в условиях общей анестезии (модель ПССГ) по отношению к концентрации соответствующих производных в
слезной жидкости контрольных животных (К), принятой за единицу; ч – часы, д – дни. * – Статистически значимые
отличия от контрольных образцов (р < 0.05).
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Рис. 4. Динамика изменения концентрации производных АК в слезной жидкости животных с повреждениями рого-
вицы в условиях общей анестезии (модель ПССГ) по отношению к концентрации соответствующих производных в
слезной жидкости контрольных животных (К), принятой за единицу; ч – часы, д – дни. * – Статистически значимые
отличия от контрольных образцов (р < 0.05).
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мя можно ожидать высокую эффективность ан-
тиоксидантов [3] и селективных ингибиторов ли-
поксигеназ (таких, как, например, ингибиторы
5-липоксигеназы [23]) в качестве препаратов, по-
давляющих развитие ПССГ, что должно учиты-
ваться при разработке комплексной терапии это-
го заболевания.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда, грант № 16-15-00255
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идентификация  и количественное определение ме-
таболитов ЛК, АЛК и АК в слезной жидкости кро-
ликов методом масс-спектрометрии; анализ полу-
ченных данных). Разработка методики масс-спек-
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Tear Fluid Inflammatory Oxylipins in Perioperative Dry Eye Disease
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Using the previously developed rabbit model of perioperative dry eye syndrome (PDES) and the method for
quantitative mass spectrometric detection of oxylipins, it is shown that the development of corneal erosion
under general anesthesia is associated with changes in tear f luid content of inflammatory metabolites includ-
ing derivatives of linoleic (LA), alpha-linolenic (ALA), and arachidonic (AA) acids. The most significant
growth is demonstrated for the metabolites of LA and ALA, while the content of AA derivatives (with the ex-
ception of 12-HETE) does not exhibit significant changes, indicating the key roles of the LA and ALA cas-
cades in inflammatory response in PDES. An increase in oxylipins formed by nonenzymatic oxidation of LA
(9-KODE) or its processing by cytochromes (12,13-EpOME) upon oxidative burst, indicates a significant
contribution of oxidative stress to the PDES mechanism. The majority of metabolites of LA (13-HODE and
9-HODE), ALA (9-HOTrE and 13-HOTrE) and AK (12-HETE), the tear content of which is changed in
PDES, are generated by the enzymes of the lipoxygenase family, while the concentration of cyclooxygenase
products remains almost unchanged. These data suggest a low therapeutic potential of cyclooxygenase inhib-
itors (such as nonsteroidal anti-inflammatory drugs) and a high therapeutic potential of antioxidants and li-
poxygenase inhibitors in respect to PDES, which should be taken into account when developing complex
therapy for this widespread socially significant disease.

Keywords: corneal erosion, general anesthesia, dry eye syndrome, tear f luid, oxylipins, inflammation, oxida-
tive stress
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