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Цель – определить регенераторное влияние окситоцина на экспрессию генов PAX6, MKI67, TAB3, 
соответственно, при экспериментальной эрозии роговицы. 

Материал и методы. Сформировано 3 группы экспериментальных животных (n=6). 1-й и 2-й 
группе выполнена эрозия роговицы диаметром 8 мм. 3-я группа контрольная – без повреждения рогови-
цы. 1-й группе (n=2) инстиллировали в конъюнктивальный мешок антибиотик ципромед 0.3%; 2-й группе 
(n=2) – окситоцин 5 МЕ и ципромед 0.3%. У всех животных забирали образцы переднего эпителия и стро-
мы на 4-е и 8-е сутки эксперимента, изготавливали гистологические препараты. Из образцов выделяли 
мРНК, относительное содержание которой оценивали методом электрофореза. Обратной транскрипцией 
получали кДНК. По результатам real-time PCR оценивали экспрессию изучаемых генов. 

Результаты. Экспрессию целевых генов PAX6, MKI67, TAB3 нормализовали относительно генов 
«домашнего хозяйства» HPRT и RPL5 в программе REST. Окситоцин стимулировал усиление экспрессии 
гена MKI67 в строме (в 2.3 раза на 4-е сутки) с последующей нормализацией на 8-е сутки. Гены PAX6 и 
TAB3, напротив, снижали свою экспрессию под действием окситоцина. В эпителии на 8-е сутки под дейст-
вием окситоцина возрастала экспрессия гена PAX6 (в 2.1 раза), при этом экспрессия генов MKI67 и TAB3 
по сравнению с контролем практически не изменялась (0.72 и 1.1 раз, соответственно). 

Заключение. Установлен новый механизм воздействия окситоцина на процесс восстановления 
роговицы при ее повреждении, заключающийся в дифференциальной стимуляции экспрессии генов 
MKI67 и PAX6, участвующих в регенерации стромы и эпителия роговицы, соответственно. 
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The aim of study was to determine the regenerative effect of oxytocin on the expression of PAX6, MKI67, 
TAB3 genes, respectively, during experimental corneal erosion. 

Material and methods. The study involved experimental animals divided into three groups (6 rabbits 
total). Groups 1 and 2 were simulated erosion of the cornea 8mm in diameter. Animals of group 3 – control – 
were without damage to the cornea. Group 1 consisting of 2 rabbits was instilled antibiotic cypromed 0.3% in the 
conjunctival sac; group 2 consisting of 2 rabbits was instilled oxytocin 5ME and cypromed 0.3%. Samples of the 
anterior epithelium and stroma were taken in all animals on the 4th and 8th day of the experiment, histological 
preparations were made. mRNA, the relative content of which was evaluated by electrophoresis, was isolated from 
the samples. cDNA was obtained using reverse transcription. The expression of the studied genes was evaluated 
based on the real-time PCR. 

Results. The expression of the target genes PAX6, MKI67, TAB3 was normalized relative to the “house-
hold” genes HPRT and RPL5 using REST program. Oxytocin stimulated increased expression of the MKI67 gene 
in the stroma (2.3 times on the 4th day), followed by normalization on the 8th day. PAX6 and TAB3 genes, in con-
trast, decreased their expression under the effect of oxytocin. PAX6 gene expression increased in the epithelium 
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under the effect of oxytocin (2.1 times) on the 8th day, while MKI67 and TAB3 genes expression remained virtu-
ally unchanged compared to the control (0.72 and 1.1 times, respectively). 

Conclusion. The authors have elucidated a new mechanism of action of oxytocin on the corneal restora-
tion process during the damage of cornea. This mechanism represents differential stimulation of expression of 
MKI67 and PAX6 genes involved in the regeneration of stroma and corneal epithelium, respectively. 
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Введение 

 
Травмы органа зрения занимают третье 

место среди патологии глаз. Большинство из 
них – эрозии роговицы, представляющие со-
бой повреждение переднего эпителия. Глубо-
кие повреждения роговицы характеризуются 
развитием рубцовой ткани. В России насчи-
тывается более 500 тыс. слепых и слабовидя-
щих [1], из них до 18% приходится на пациен-
тов с патологией роговицы [4]. 

Учитывая особенности строения и пи-
тания роговицы, A. Thofr в начале 80-х годов 
ушедшего столетия обосновал роль клеток 
ростковой зоны лимба в физиологической 
регенерации многослойного эпителия в виде 
пролиферации и миграции клеток-
предшественниц с последующей их диффе-
ренцировкой и послойным продвижением к 
зоне повреждения [11]. В 2004 году впервые 
было описано присутствие мезенхимальных 
стволовых/прогениторных клеток в глубоких 
слоях лимба [18]. Показано, что они обладают 
фенотипом, сходным с мультипотентными 
мезенхимальными стромальными клетками 
костного мозга, не несут на своей поверхности 
антигенов HLA-DR и благодаря своим секре-
торным свойствам и межклеточным контак-
там отвечают за процессы самоподдержания 
пула эпителиальных стволо-
вых/прогениторных клеток и процессы фи-
зиологической и репаративной регенерации 
структур роговицы [12]. 

Известно, что с помощью работы регу-
ляторных факторов (транскрипционных, 
РНК-связывающих факторов и сигнальных 
белков) происходит развитие и дифференци-
ровка гистологических структур глаза [10, 11, 
14, 20]. 

Ген MKI67, кодирующий белок Ki-67, 
является универсальным маркером пролифе-
рации и выявляется в клетках во всех фазах 
митотического цикла, кроме G0 [1]. В ранние 
сроки повреждения роговицы клетки с высо-
кой экспрессией Ki-67 локализованы пре-
имущественно в области ростковой зоны лим-
ба [4]. 

Экспрессию гена TAB3 рассматривали 
как коррелят активации TGF-β (трансформи-
рующего ростового фактора бета), который в 
условиях травмы роговицы способствует уве-
личению интенсивности пролиферации и ми-
грации эпителиоцитов, что ускоряет зажив-
ление раневой поверхности [16]. 

Pax-6 является ранним маркером диф-
ференцировки эпителиальных клеток рогови-
цы. Экспрессия Pax-6 сохраняется и в рогови-
це глаза взрослого человека, что свидетельст-
вует о необходимости его участия не только в 
процессах онтогенеза, но и в нормальном 
функционировании роговицы глаза [15]. 

Тем не менее, несмотря на имеющиеся 
данные об участии регуляторных генов в про-
цессах восстановления роговицы, в настоящее 
время нет сведений о влиянии лекарственных 
веществ, стимулирующих регенерацию, на 
экспрессию этих генов. 

В течение многолетних исследований 
убедительно подтверждена положительная 
роль гипоталамо-гипофизарной нейросекре-
торной системы и нейроциркуляторных меха-
низмов в регуляции регенерации трофиче-
ских нарушений [8]. 

Особое место занимают эффекты окси-
тоцина при лечении трофических язв и дли-
тельно незаживающих ран. Со способностью 
окситоцина повышать проницаемость биоло-
гических мембран, возможно, связаны эффек-
ты бактерицидной активности и значительно-
го усиления действия многих антибиотиков в 
отношении различной гноеродной микро-
флоры [6]. Интересными являются сведения 
об участии окситоцина в иммунном ответе с 
обеспечением согласованного взаимодействия 
клеток, участвующих в иммуногенезе [2]. Вы-
явлено усиление антимикробного действия 
большинства антибиотиков в комбинации с 
окситоцином при лечении гнойно-
воспалительных заболеваний, что также при-
несло положительные результаты [3, 7]. В ря-
де работ было показано, что при ишемиче-
ском или механическом повреждении мио-
карда в эксперименте окситоцин потенцирует 
антиоксидантную защиту кардиомиоцитов, 
снижает выраженность локальной воспали-
тельной реакции и нейтрофил-зависимого 
апоптоза [19]. 

Изучено положительное влияние окси-
тоцина при его использовании с целью лечеб-
ной коррекции на репаративные процессы в 
тканях поджелудочной железы при остром 
деструктивном панкреатите [9]. 

Установлено, что в условиях травмы 
конъюнктивы ведущим фактором ограниче-
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Рис. 1. Роговица: передний эпителий (А), строма 
(Б). Окраска гематоксилином Майера и эозином. 
Об. 20, ок. 10. 
 
ния репаративных механизмов ее клеточных 
и тканевых структур являются сдвиги в гипо-
таламо-гипофизарной нейросекреторной сис-
теме в форме снижения высвобождения гипо-
таламических нейропептидов через аксова-
зальные контакты в нейрогипофизе. Приме-
нение окситоцина увеличивает возможности 
реализации адаптивных и компенсаторных 
механизмов тканевых и клеточных структур, 
снижает клеточную гибель фибробластов, эн-
дотелиоцитов и эпителиоцитов, оптимизирует 
фазы воспаления, и способствуют формиро-
ванию регенерата, схожего по гистологиче-
скому строению с органотипическим [5]. 

Однако до сих пор не изучено влияние 
окситоцина на процессы регенерации рогови-
цы, доказательством чего может послужить 
изменение экспрессии генов, участвующих в 
регенерации. 

Цель исследования – определить реге-
нераторное влияние окситоцина на экспрес-
сию генов PAX6, MKI67, TAB3, соответствен-
но, при экспериментальной эрозии роговицы. 
 

Материал и методы исследования 
 

Эксперимент выполнен на 6 беспород-
ных кроликах массой 2.5±0.3 кг. Все манипу-
ляции с животными проводили в соответст-
вии с требованиями «Европейской конвенции 
по защите позвоночных животных, исполь-
зуемых для экспериментальных и других на-
учных целей» (Страсбург, 1985) и «Правил 
проведения работ с использованием экспери-
ментальных животных» (Москва, 1984). Кро-
ликам 1-й и 2-й опытных групп (по 2 живот-
ных в каждой) выполняли эрозию роговицы 
по методу С. Hanna и J.E. O'Brien (1960) [13]. 
Под местной анестезией 0.4% раствором ино-
каина на роговицу наносили метку легким 
прижатием трепана с поршнем диаметром 
8 мм, не захватывая ростковую зону лимба. 
В пределах метки, окрашенной 0,1% раство-
ром флюоресцеина натрия, лезвием удаляли 
эпителий и часть стромы роговицы. Дефект 
эпителия снова окрашивали раствором флюо-
ресцеина для отчетливой визуализации фор-
мы и размера эрозии. Животным 1-й группы 
3 раза в сутки (через 8 ч) закапывали по 1 ка-
пле 0.3% раствора ципрофлоксацина в каж-
дый глаз (глазные капли «Ципромед» 
PROMED EXPORTS, Pvt. Ltd., Индия). Живот-

ным 2-й группы 3 раза в сутки (через 8 ч) за-
капывали в каждый глаз по 1 капле 0.3% рас-
твора ципрофлоксацина и через 5 мин по 
1 капле раствора окситоцина 5 МЕ/мл («Окси-
тоцин» Gedeon Richter, Германия). Контроль-
ное животное с интактной роговицей содер-
жалось в аналогичных условиях. Эвтаназию 
опытных животных осуществляли через 4 или 
8 суток от начала эксперимента, контрольного 
животного – через 4 суток методом воздуш-
ной эмболии под эфирным рауш-наркозом. 
После эвтаназии энуклеировали глазное яб-
локо. Под хирургическим микроскопом с по-
мощью глазного микрохирургического скаль-
пеля снимали послойно образцы переднего 
эпителия и стромы. От каждого животного 
получали по 2 образца эпителия и по 2 образ-
ца стромы. Из части полученных образцов 
готовили микропрепараты для контроля 
(рис. 1), оставшуюся часть использовали для 
выделения РНК. 

Для выделения РНК все образцы поме-
щали в фиксатор «IntactRNA» (ЗАО «Евро-
ген», Россия) и хранили 24 часа при +4°C. То-
тальную РНК выделяли с помощью реагента 
«ExtractRNA» (ЗАО «Евроген», Россия) в со-
ответствии с инструкцией. Модификация ме-
тодики заключалась в том, что для осаждения 
РНК вместо изопропанола использовали 96% 
этанол. РНК растворяли в деионизированной 
воде свободной от РНКаз. Относительное со-
держание и качество очистки РНК оценивали 
методом электрофореза препарата РНК в 1% 
агарозном геле. 

Для очистки от сопутствующей ДНК 
препараты РНК обрабатывали дезоксирибо-
нуклеазой «DNAse I» (BioLabs Inc., США) в 
соответствии с инструкцией. Обратную транс-
крипцию проводили с помощью набора реак-
тивов «MMLV RT kit» на основе обратной 
транскриптазы MMLV (ЗАО «Евроген», Рос-
сия) в соответствии с инструкцией. 

Экспрессию генов оценивали по коли-
честву транскриптов с помощью ПЦР в режи-
ме реального времени на амплификаторе CFX 
96 (Bio-Rad, США). Для приготовления ПЦР 
смеси использовали 2.5х RT-PCR реакцион-
ную смесь (Синтол, Россия). Для детекции 
синтеза дцДНК использовали флуоресцент-
ный краситель EvaGreen. Протокол реакции: 
первичная денатурация 95°С 5 мин, затем 
40 циклов – 95°С 10 с, 60°С 60 с. Каждый об-
разец анализировали в двух технических по-
вторностях. Праймеры для ПЦР конструиро-
вали с помощью программы Vector NTI 9.1.0 
(Invitrogen Corp., США). Для этого использо-
вали последовательности целевых генов 
(PAX6, MKI67, TAB3) и генов «домашнего хо-
зяйства» (HPRT и RPL5) из базы данных 
GENBANK (NCBI, США). 

Выделение образцов РНК и их обработ-
ка выполнены на базе ЦКП «Персистенция 
микроорганизмов» ИКВС УрО РАН. ПЦР в 
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Рис. 2. Уровень экспрессии генов 
в строме при лечении эрозии 
роговицы ципрофлоксацином. 

  

 

Рис. 3. Сравнение уровня экс-
прессии генов в строме и эпите-
лии при лечении эрозии роговицы 
ципрофлоксацином на 8-е сутки. 

 
режиме реального времени проведена на базе 
лаборатории молекулярной биологии КИББ 
КазНЦ РАН. 

Для статистической оценки уровня экс-
прессии показатель реакции Cq для каждого 
испытуемого образца и калибровочных об-
разцов копировали в программу REST 2009 
[17]. Данная программа позволяет нормали-
зовать экспрессию целевого гена относитель-
но генов «домашнего хозяйства», и оценить 
усиление (up-регуляцию) или снижение экс-
прессии (down-регуляцию) целевого гена в 
опытном образце по сравнению с контроль-
ным с учетом определенного уровня досто-
верности. Различия в уровне экспрессии гена 
в опытных и контрольных образцах со значе-
ниями р≤0.05 считали достоверными в 95% 
доверительном интервале (отмечены знаком 
*). 
 

Результаты и их обсуждение 
 

Экспрессию целевых генов PAX6, 
MKI67, TAB3 нормализовали относительно 
генов «домашнего хозяйства» HPRT и RPL5 в 
программе REST. Гены домашнего хозяйства 
были выбраны на основании данных, полу-
ченных в работе Ren et al. [19]. Для оценки 
экспрессии генов в образцах роговицы 1-й 
опытной группы (лечение ципрофлоксаци-
ном) значения рассчитывали относительно 
контрольного животного. Для оценки экс-

прессии генов в образцах роговицы 2-й опыт-
ной группы (лечение ципрофлоксацином и 
окситоцином) значения рассчитывали отно-
сительно 1-й опытной группы. 

На первом этапе оценивали экспрессию 
продуктов целевых генов PAX6, MKI67, TAB3 
в образцах стромы опытной группы 1-й (лече-
ние ципрофлоксацином) относительно кон-
трольного животного. Выявлено, что на 4-е 
сутки в строме поврежденной роговицы на 
фоне лечения ципрофлоксацином наблюда-
лось увеличение экспрессии генов PAX6 в 
2.5 раза (р=0.671) и MKI67 – в 14.2 раза 
(р=0.073), свидетельствующее об активации 
процессов регенерации роговицы (рис. 2). В то 
же время уровень экспрессии гена TAB3 почти 
не отличался от контроля. К 8-м суткам уро-
вень экспрессии всех целевых генов был выше 
по сравнению с контролем, что свидетельству-
ет о продолжении процессов регенерации. 
При этом экспрессия Ki-67 снижалась и была 
лишь в 1.8 раза выше по сравнению с контро-
лем (р=0.169), тогда как экспрессия Pax-6, на-
против, усиливалась по сравнению с 4-ми сут-
ками и составила 6.5 по отношению к контро-
лю (р=0.169). 

На следующем этапе сравнивали экс-
прессию продуктов целевых генов PAX6, 
MKI67, TAB3 на 8-е сутки в образцах эпителия 
роговицы и стромы 1-й опытной группы (ле-
чение ципрофлоксацином) относительно кон-
трольного животного. Оказалось, что в эпите- 
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Рис. 4. Уровень экспрессии генов 
в строме при лечении эрозии 
роговицы ципрофлоксацином и 
окситоцином. 

  

 

Рис. 5. Сравнение уровня экс-
прессии генов в строме и эпите-
лии при лечении эрозии роговицы 
ципрофлоксацином и окситоци-
ном на 8-е сутки. 

 
лии, в отличие от стромы роговицы, экспрес-
сия белка Ki-67 в 20 раз выше, чем в контроле, 
р=0.09, а продукта гена TAB3 –в 8.7 раза вы-
ше, чем в контроле, р=0.162. (рис. 3). В то же 
время, экспрессия Pax-6 в эпителии, напро-
тив, была ниже, чем в строме (в 2.6 раза выше 
относительно контроля, р=0.023*). 

Далее проводили оценку экспрессии 
продуктов целевых генов PAX6, MKI67, TAB3 
в образцах стромы 2-й опытной группы (лече-
ние ципрофлоксацином и окситоцином) отно-
сительно 1-й опытной группы (лечение ци-
профлоксацином). Выявлено, что на 4-е сутки 
в строме поврежденной роговицы на фоне 
основного лечения ципрофлоксацином при 
добавлении окситоцина происходило увели-
чение экспрессии гена MKI67 в 2.3 раза 
(р=0.001*), подтверждающее стимуляцию 
процессов регенерации роговицы при добав-
лении окситоцина (рис. 4). Напротив, под 
влиянием окситоцина резко снижались отно-
сительно контроля значения уровня экспрес-
сии генов TAB3 (р=0.011*) и PAX6 (р=0.069). 
К 8-м суткам экспрессия Ki-67 снижалась и 
была почти равна таковой в контроле 
(р=0.001*), тогда как экспрессия Pax-6 
(р=0.069) и белка, кодируемого геном ТАВ3 
(р=0.011*) оставалась ниже, чем в контроле. 

При сравнении экспрессии продуктов 
целевых генов PAX6, MKI67, TAB3 на 8-е су-
тки в образцах эпителия роговицы и стромы 
2-й опытной группы (лечение ципрофлокса-
цином и окситоцином) относительно 1-й 
опытной группы, оказалось, что в эпителии, в 
отличие от стромы роговицы, экспрессия Pax-
6 выше в 2.1 раза (р=0.098) (рис. 5). Экспрес-

сия генов TAB3 и MKI67 в эпителии была со-
поставимой или ниже, чем в контрольной 
группе. 

В результате исследования установлено, 
что гены PAX6, MKI67, TAB3 усиливают свою 
экспрессию в процессе заживления экспери-
ментальной эрозии роговицы. При этом в 
строме роговицы наблюдалось максимальное 
усиление экспрессии гена MKI67 на 4-е сутки 
(в 14.1 раза), а PAX6 и TAB3 – на 8-е сутки (в 
6.5 и 2.1 раза, соответственно). В то же время, 
в эпителии роговицы на 8-е сутки экспрессия 
генов MKI67 и TAB3 возрастала намного ин-
тенсивнее (в 19.9 и 8.7 раза, соответственно), 
чем в строме. Данные различия свидетельст-
вуют о разной степени участия изучаемых ге-
нов в регенерации эпителия и соединитель-
ной ткани роговицы, и их возможной актива-
ции на разных этапах процесса. 

Окситоцин, используемый для лечения 
экспериментальной эрозии роговицы допол-
нительно к антибактериальному препарату, 
стимулировал усиление экспрессии гена 
MKI67 в строме (в 2.3 раза на 4-е сутки) с по-
следующей нормализацией на 8-е сутки. Гены 
PAX6 и TAB3, напротив, снижали свою экс-
прессию под действием окситоцина. В эпите-
лии на 8-е сутки под действием окситоцина 
возрастала экспрессия гена PAX6 (в 2.1 раза), 
при этом экспрессия генов MKI67 и TAB3 по 
сравнению с контролем практически не изме-
нялась (0.72 и 1.1 раза, соответственно). На-
блюдаемые различия свидетельствуют о диф-
ференциальном воздействии окситоцина на 
процессы регенерации эпителия и стромы ро-
говицы. Дифференциальный эффект оксито-
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цина на экспрессию разных генов, по-
видимому, лежит в основе известного норма-
лизующего влияния этого нонапептида на 
регенерацию, препятствующего избыточному 
воспалению и пролиферации рубцовой ткани 
[8]. 
 

Заключение 
 

Таким образом, установлен новый ме-
ханизм действия окситоцина на процесс вос-
становления роговицы при ее повреждении, 
заключающийся в дифференциальной стиму-
ляции экспрессии генов MKI67 и PAX6, участ-
вующих в регенерации стромы и эпителия 
роговицы, соответственно. Возможно, выяв-
ленный механизм лежит в основе местных 
эффектов окситоцина, который, как было ус-
тановлено, повышает возможности реализа-
ции адаптивных и компенсаторных процессов 
тканевых и клеточных структур, оптимизиру-
ет фазы воспаления, уменьшает апоптоз эпи-
телиоцитов, фибробластов, эндотелиоцитов и 
способствует формированию регенерата, 
близкого по гистологическому строению к 
органотипическому [5]. 
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