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Коррекция морфофункционального состояния печени  
при остром гепатите с помощью стволовых клеток
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Цель работы – изучение влияния сочетанной трансплантации мультипотентных мезенхимальных стромальных и гемопоэ-

тических стволовых клеток на регенерацию печени в физиологических условиях и в условиях токсического гепатита  Мето-

дика. Эксперименты выполнены на 84 белых лабораторных мышах-самцах, возраст 7-8 мес  Токсический гепатит вызывали 

внутрибрюшинным введением четыреххлористого углерода (CCl
4 

в дозе 50 мкг/кг  Животным опытной группы в хвосто-

вую вену вводили мультипотентные мезенхимальные стромальные (ММСК, 4 млн клеток/кг) и гемопоэтические стволовые 

клетки (ГСК, 330 тыс  клеток/кг)  Для инъекции полученные клетки суспендировали в 0,2 мл 0,9 % раствора NaCl  Живот-

ным контрольной группы внутривенно вводили 0,2 мл 0,9 % раствора NaCl  Внутривенные введения осуществляли через 

1 ч после введения четыреххлористого углерода однократно  Для трансплантации использовали ММСК третьего пассажа, 

а ГСК не подвергались культивированию  Изучали влияние сочетанной трансплантации ММСК и ГСК на биохимические 

показатели периферической крови и морфометрические показатели печени в физиологических условиях и после введе-

ния CCl
4
 на 1-е, 3-и, 7-е сут  результаты. Показано, что проведение сочетанной трансплантации мультипотентных мезен-

химальных стромальных и гемопоэтических стволовых клеток при токсическом гепатите приводило к снижению актив-

ности ферментов цитолиза, активации белоксинтезирующей функции печени  Также отмечалось увеличение количества 

гепатоцитов, повышение митотической активности, что указывает на активацию внутриклеточной регенерации  Обнару-

женное увеличение числа двуядерных гепатоцитов, размеров ядра, ядерно-цитоплазматического соотношения говорит 

об усилении процесса внутриклеточной регенерации в печени 
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The aim of the work was studying the effect of combined transplantation of multipotent mesenchymal stromal and hematopoi-

etic stem cells on regeneration of the liver under the physiological conditions and in toxic hepatitis  methods. Experiments were 

performed on 84 white laboratory male mice aged 7-8 months  Toxic hepatitis was induced by administration of carbon tetrachlo-

ride (CCl4) at a dose of 50 µg/kg, i p  Mice were divided into experimental and control groups  The experimental group received 

caudal vein injections of multipotent mesenchymal stromal (MMSC) and hematopoietic stem cells (HSC) derived from the placenta 

chorion of female mice at respective doses of 4M cells/kg and 330K cells/kg suspended in 0 2 ml of 0 9% NaCl  Control animals 
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were given 0 2 ml of 0 9 % NaCl, i v  Intravenous injections were performed once 1 hour following the administration of carbon 

tetrachloride  MMSCs of the third passage were used for transplantation, while transplanted HSCs were not cultured  Effects of 

the combined MMSC and HSC transplantation on blood biochemistry and liver morphometry were studied under the physio-

logical conditions and at 1, 3, and 7 days after administration of CCl4  results  In toxic hepatitis, the combined transplantation of 

multipotent mesenchymal stromal and hematopoietic stem cells resulted in decreased activity of cytolytic enzymes, activation 

of hepatic protein synthesis, increased number of hepatocytes, and increased mitotic activity indicative of activation of intracel-

lular regeneration  Increases in the number of binuclear hepatocytes, nucleus size, and the nuclear-cytoplasmic ratio suggested 

an enhancement of intracellular regeneration in the liver 
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Введение

Печень представляет собой важнейший орган, обе-

спечивающий постоянство внутренней среды организ-

ма. Воздействие гепатотропных ядов вызывает разру-

шение гепатоцитов с последующим развитием пече-

ночной недостаточности. Ежегодно от печеночной 

недостаточности на Земле погибает около 2 млн чело-

век. Летальность при печеночной недостаточности до-

стигает 80 %, а в случае развития печеночной комы – 

80–90% [1]. Это свидетельствует о том, что существу-

ющие на сегодняшний день терапевтические подходы 

к лечению печеночной недостаточности не эффектив-

ны, что диктует необходимость поиска новых методов 

лечения токсического гепатита. Обращает на себя вни-

мание рост в последние годы количества публикаций, 

связанных с использованием биомедицинских клеточ-

ных продуктов. Так, в ряде работ показана эффектив-

ность использования мультипатентных мезенхималь-

ных стромальных клеток (ММСК) с целью восстанов-

ления биохимических параметров периферической 

крови при токсическом гепатите [2, 3]. Появились ра-

боты об участии ММСК и ГСК в активации репара-

тивных процессов в органах при различных видах по-

вреждения (токсическом, облучении, травме) [4–6]. 

Учитывая биологические свойства мультипотентных 

мезенхимальных стромальных и гемопоэтических ство-

ловых клеток, представляется перспективным исполь-

зование сочетанной трансплантации этих видов кле-

ток для активации регенерации печени при токсиче-

ском повреждении [7, 8]. В последние годы в 

зарубежной и отечественной литературе увеличивает-

ся количество публикаций, свидетельствующих о во-

влеченности в репаративную регенерацию печени ГСК 

и ММСК при ее токсическом повреждении [9, 10]. Из-

вестно, что ММСК обладают способностью к мигра-

ции в ткани, подвергшиеся наибольшему поврежде-

нию, выработки противовоспалительных цитокинов 

(TGF-β, ИЛ-10) и факторов роста (SCF-stem cell factor, 

HGF-hepatocyte grow factor) [2, 9]. Также ММСК син-

тезируют хемоаттрактант для ГСК (SDF-1- stromal cell-

derived factor-1), который приводит к усилению хоу-

минга аллогенных и аутологичных ГСК в поврежден-

ную печень [11-13]. ММСК и ГСК способны 

активировать регенерацию гепатоцитов, сливаясь с ге-

патоцитами – fusion-effect [14-16]. Источниками ГСК 

являются костный мозг, периферическая кровь, фе-

тальные ткани. Установлено, что ткань зрелой плацен-

ты содержит большее количество ГСК по сравнению 

с костным мозгом [17]. Также доказано, что плацен-

тарные стволовые клетки обладают большим проли-

феративным потенциалом, способностью к дифферен-
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цировке, синтезу биологически активных веществ, об-

ладают более выраженной иммуномодулирующей 

активностью [9, 17]. Кроме того, большим преимуще-

ством является возможность получения клеток пла-

центы неоперативным путем.

     Цель исследования – изучение процесса регене-

рации печени в условиях токсического гепатита на фо-

не сочетанной трансплантации мультипотентных ме-

зенхимальных стромальных клеток и гемопоэтических 

стволовых клеток.

Методика

Эксперименты выполнены на 84 белых лаборатор-

ных беспородных мышах-самцах из питомника «White 

river» г. Уфа. Возраст животных 7-8 мес, масса 25-27 г. 

Все эксперименты, уход и содержание осуществлялись 

в соответствии с Директивой № 63 от 22 сентября 2010 

г. Президиума и Парламента Европы «О защите живот-

ных, используемых для научных исследований» и при-

казом Минздрава РФ № 267 от 19.06.2003 «Об утверж-

дении правил лабораторной практики». Протокол ис-

следований одобрен локальным этическим комитетом 

ФГБОУ ВО «Уральский государственный медицинский 

университет» протокол № 8 от 20.10.2017. Токсический 

гепатит воспроизводили внутрибрюшинным введени-

ем четыреххлористого углерода (CCl
4
) (50 мкг/кг). Жи-

вотным экспериментальной группы внутривенно вво-

дили суспендированные в 0,2 мл 0,9 % раствора NaCl 

ММСК и ГСК соответственно в дозе 4 млн клеток/кг и 

330 тыс. клеток/кг. Животным контрольной группы в 

хвостовую вену вводили 0,2 мл 0,9 % раствора NaCl. 

Инъекции осуществляли через 1 ч после введения CCl
4
. 

Исследовали влияние сочетанной трансплантации 

ММСК и ГСК на биохимические показатели перифе-

рической крови и морфометрические параметры пече-

ни в физиологических условиях и после введения CCl
4
 

на 1-е, 3-и, 7-е сут. Из опыта животных выводили дека-

питацией под легким эфирным наркозом. 

Культуры ММСК и ГСК получали из хориона пла-

центы 5-ти мышей-самок (возраст 3–4 мес, срок геста-

ции 18 сут). В исследовании использовано 32 плаценты. 

Мононуклеарную фракцию клеток получали последова-

тельной механической и ферментативной (раствор акку-

тазы (Millipore, США)) обработкой ткани плаценты. Вы-

деление ГСК осуществляли методом позитивной имму-

номагнитной сепарации по антигенам SCA-1 (StemCell 

Technologies, СШA) и CD 117 (StemCell Technologies, 

СШA) (X. Munira и соавт., 2009). Трансплантированные 

ГСК не подвергались культивированию. 

Культивирование ММСК проводили в условиях СО
2
 

– инкубатора (Termo Scientific, США) при температуре 

37 ºC с содержанием углекислого газа 5% и влажностью 

90%. Состав среды культивирования: MesenCult MSC 

Basal Medium Mouse («StemCell Technologies», Канада) 

и MesenCult™ Proliferation Supplements Mouse («StemCell 

Technologies», Канада) в соотношении 4:1. Также в со-

став данной среды входило 2 ммоль раствора 

L-глутамина («StemCell Technologies», Канада) и анти-

биотики – пенициллин (50 ед/мл) и стрептомицин (50 

мкг/мл) «StemCell Technologies», Канада. При форми-

ровании монослоя осуществляли пересев клеток. Для 

этого после удаления специализированной среды для 

культивирования к клеткам добавляли раствор аккута-

зы (StemCell Technologies, СШA), позволяющий разру-

шать межклеточные контакты и отделять клетки от дна 

чашки Петри, не нарушая при этом целостность мем-

браны клетки. Для нейтрализации фермента добавляли 

эквивалентный объем среды DMEM («StemCell 

Technologies», Канада), содержащей 10 % по объему фе-

тальной бычьей сыворотки (FBS, fetal bovine serum) 

(«StemCell Technologies», Канада). В дальнейшем, клет-

ки были суспендированы в специализированной среде 

для культивирования ММСК и подсчитаны в камере 

Горяева. Минимальное количество клеток, снимаемых 

после нулевого пассажа – 1,0 х 104 клеток/см2. Для 

трансплантации лабораторным животным были исполь-

зованы ММСК третьего пассажа. Иммунофенотип 

ММСК характеризуется: CD105+, Sca1+, CD29+, 

CD45- [2]. Иммунофенотипирование суспензии ММСК 

проводили методом проточной цитометрии с исполь-

зованием моноклональных антител, конъюгированных 

с флуорохромами (Becton Dickinson, США). В фракции 

трансплантируемых клеток оценивали содержание 

ММСК с иммунофенотипом положительных по CD105, 

CD29, Sca-1 и отрицательных по CD45 на проточном 

цитометре Beckman Coulter Navios с помощью набора 

Mouse Mesenchymal Stem CellMulti-Color Flow Cytometry 

Kit (Bio-Techne, США). Количество жизнеспособных 

клеток с фенотипом CD45-CD105+Sca1+CD29+ со-

ставляло 93,5 % (рис. 1). 

Иммунофенотип ГСК мыши характеризуется: 

Sca1+, CD38+, CD117+, Lin-, CD34-. Идентифика-

цию ГСК проводили на проточном цитометре Beckman 

Coulter Navios. В суспензии трансплантируемых кле-

ток оценивали содержание ГСК с иммунофенотипом 

положительных по CD117, Sca-1 и отрицательных по 

Lin- (CD45, С3е, Ly-6G, M1/70, Ter-119). Содержание 

жизнеспособных клеток после иммуномагнитной се-

парации с иммунофенотипом CD117+, Sca-1+, Lin- 

составляло 90-96% (рис. 2). 

Гистологические срезы печени 3-5 мкм, окраши-

вали гематоксилином-эозином. Для морфометриче-
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ского анализа данных использовали компьютерную 

программу анализа изображений (Biovision, Россия). 

С этой целью производили микрофотосъемку случай-

ных полей зрения гистологических препаратов циф-

ровой камерой OLYMPUS XC30 на базе микроскопа 

OLYMPUS BX51 (OLYMPUS, Япония) при увеличе-

нии ×100, ×200, ×400, ×600, ×1000 (не менее 10 полей 

зрения в каждом гистологическом срезе). 

рис. 2. Идентификация ГСК методом проточной цитофлуорометрии 

рис. 1. Идентификация ММСК методом проточной цитофлуорометрии 
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Производили оценку следующих морфометриче-

ских показателей: количество гепатоцитов на 1 мм2, 

площадь гепатоцитов, среднюю площадь ядра гепато-

цита, площадь цитоплазмы гепатоцита, ядерно-цито-

плазматический индекс (ЯЦИ), количество двуядер-

ных гепатоцитов на 1 мм2, митотический индекс (МИ), 

апоптотический индекс (АИ). Ядерно-цитоплазмати-

ческий индекс (ЯЦИ) определяли, как отношение пло-

щади ядра и цитоплазмы клетки. Митотический, апоп-

тотический индексы выражали в промилле (‰). Ми-

тотический индекс определяли, как отношение числа 

клеток в состоянии митоза к общему числу подсчитан-

ных гепатоцитов. Верификация выраженности апоп-

тоза осуществлялась с использованием метода 

ApopTag® Peroxidase In Situ Oligo Ligation (ISOL) 

(Millipore, США). Апоптотический индекс определял-

ся как отношение числа клеток в состоянии апоптоза 

к общему числу подсчитанных гепатоцитов.

Оценку биохимических показателей перифериче-

ской крови производили на автоматическом биохими-

ческом анализаторе Chem Well 2910 (Combi). Изучали 

следующие биохимические показатели: уровень обще-

го белка, альбумина, мочевины, глюкозы, общего би-

лирубина, активность аспартатаминотрансферазы 

(АСТ), аланинаминотрансферазы (АЛТ), щелочной 

фосфатазы (ЩФ). При определении биохимических 

показателей использовали   наборы компании «Оль-

векс Диагностикум», Россия. Определение концентра-

ции фибриногена проводили на анализаторе показа-

телей гемостаза АПГ2-02-П с помощью набора Тех-

Фибриноген тест (Технология Стандарт, Россия).

Статистическая обработка данных проведена с по-

мощью программного пакета SPSS Statistics (версия 

17,0). Значимость различий в сравниваемых выборках 

рассчитывали с применением непараметрического 

(рангового) метода Манна-Уитни. 

результаты 

Сочетанная трансплантация ММСК и ГСК лабо-

раторным животным без токсического гепатита (фи-

зиологические условия) не сопровождалось статисти-

чески значимыми изменениями биохимических пока-

зателей периферической крови и морфометрических 

параметров печени.

Таблица 1

биохимические показатели крови при ccl
4  

 –гепатите на фоне сочетанного введения мультипатентных мезенхимальных стромальных 

клеток и гемопоэтических стволовых клеток

Показатели Значение

Интакт-

ные мыши

1-е сут 3-и сут 7-е сут

NaCl ММСК+ГСК NaCl ММСК+ГСК NaCl ММСК+ГСК

Общий бе-

лок, г/л

69,37±3,20 60,15±5,68 66,79±4,53 48,96±3,39* 52,78±5,05* 51,18±4,58* 64,80±5,0°

Альбумин, 

г/л

30,03±2,83 25,71±2,19 26,73±2,86 20,51±1,59* 23,43±2,21* 22,74±1,86* 28,04±2,20°

Мочевина, 

ммоль/л

5,76±1,28 5,11±0,34 5,26±0,54 5,33±0,48 5,66±0,45 6,41±0,49 6,05±0,58

Глюкоза, 

ммоль/л

6,10±0,57 4,28±0,40* 4,53±0,40* 4,25±0,36 * 5,30±0,43* ° 5,90±0,50 6,31±0,56

Общий би-

лирубин, 

мкмоль/л

9,76±1,15 15,14±1,09* 14,56±0,71* 11,85±0,90 * 11,31±0,83* 11,89±0,67 * 11,39±0,76*

АСТ, Ед/л 98,53±8,42 215.37±11,66* 171,39±13,16*° 170,55±11,13 * 132,91±12,21* ° 138,45±9,29 * 102,26±9,51°

АЛТ, Ед/л 82,80±5,11 210,13±12,34* 159,08±12,98* ° 166,46±10,36 * 124,99±11,16* ° 154,50±9,85 * 116,30±10,95* ° 

Щел. Фос-

фатаза, Ед/л

67,37±4,03 122,89±9,21* 95,64±7,51*  ° 106,73±9,58 * 84,88±7,13* ° 91,20±7,98 * 68,06±6,21°

Фибрино-

ген, г/л

3,20±0,23 2,87±0,20 2,93±0,23 2,34±0,18 * 2,59±0,24* 2,37±0,20 * 2,93±0,19°

Примечание. Статистически значимые различия: * p < 0,05—с показателями интактной группы; °p < 0,05 с показателями контрольной группы. 
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При изучении биохимических показателей крови 

на 1-е сут после введения CCl
4 

на фоне сочетанной 

трансплантации ММСК и ГСК обнаружено снижение 

активности АСТ, АЛТ, щелочной фосфатазы. На 3-и 

сут отмечено снижение активности ферментов цито-

лиза гепатоцитов: АСТ, АЛТ, щелочной фосфатазы, а 

также повышение уровня глюкозы по сравнению с дан-

ными контроля. При анализе биохимических показа-

телей на 7-е сут после введения CCl
4 
на фоне сочетан-

ной трансплантации ММСК и ГСК отмечено сниже-

ние активности АСТ, АЛТ, щелочной фосфатазы. 

Также на фоне введения ММСК обнаружено повыше-

ние уровня фибриногена, общего белка, альбуминов, 

что говорит о восстановлении белоксинтетической 

функции печени (табл. 1).

На 1-е сут после введения CCl
4 
на фоне сочетанной 

трансплантации ММСК и ГСК обнаружено увеличе-

ние количества двуядерных гепатоцитов и повышение 

митотического индекса по сравнению с данными кон-

трольной подгруппы. Как показали результаты иссле-

дований начиная с 3-х сут проявляется отчетливое вли-

яние сочетанного введения ММСК и ГСК на процес-

сы регенерации: статистически значимо увеличивалось 

количество гепатоцитов на 1 мм2, средняя площадь 

ядер гепатоцитов, ядерно-цитоплазматический индекс, 

количество двуядерных гепатоцитов, митотический 

индекс по сравнению с контролем. Такая же динами-

ка прослеживается и на 7-е сут. Положительный эф-

фект сочетанного введения ММСК и ГСК подтверж-

дается также снижением в динамике величины апоп-

тотического индекса (табл. 2).

Обсуждение

Полученные данные свидетельствуют о способно-

сти сочетанной трансплантации ММСК и ГСК увели-

чивать количество гепатоцитов, о чем свидетельствует 

активация митотической активности и ингибирова-

ние запрограммированной клеточной гибели. Повы-

шение митотической активности гепатоцитов, можно 

объяснить способностью ММСК к выработке гепато-

Таблица 2

Морфометрические параметры при ccl
4 

– гепатите на фоне сочетанного введения мультипатентных мезенхимальных стромальных 

клеток и гемопоэтических стволовых клеток

Показатели Значение

Интактные 

мыши

1 сут 3 сут 7 сутки

NaCl ММСК+ГСК NaCl ММСК+ГСК NaCl ММСК+ГСК

Количество 

гепатоцитов 

на 1 мм2

1567,57±55,92 2060,71±92,53* 2151±171,55* 1902,86±82,69* 2397,0±114,86* ° 2048,86±64,73* 2538,0±102,0* ° 

Площадь ге-

патоцитов, 

мкм2

264,90±6,60 186,43±9,38* 193,00±12,94* 203,60±8,46* 210,64±11,31* 204,71±10,84* 227,47±12,08

Площадь 

ядра гепато-

цитов, мкм2

50,57±3,80 53,60±3,60 57,23±4,98 53,27±2,32 64,17±4,48* ° 60,94±4,68 79,86±4,53* °

Площадь 

цитоплазмы 

гепатоцитов, 

мкм2

214,33±10,33 132,83±8,85* 138,30±11,80* 150,33±10,60* 146,47±9,53* 143,77±12,86* 147,61±7,62*

ЯЦИ 0,24±0,03 0,41±0,04* 0,41±0,02* 0,36±0,04* 0,44±0,03* ° 0,43±0,06* 0,54±0,02* °

Количество 

двуядерных 

гепатоцитов 

на мм2

233,43±12,2 830,43±52,65* 1017,57±60,78* ° 474,43±46,08* 621,14±58,98* ° 388,57±15,22* 486,0±24,29* °

МИ, ‰ 0,48±0,07 17,74±2,13* 22,04±1,53* ° 15,20±1,20* 20,40±1,60* ° 17,06±1,64* 23,56±1,85* °

АИ, ‰ 0,41±0,05 4,87±0,36* 4,34±0,36 3,7±0,31* 2,67±0,23* ° 3,74±0,31* 2,87±0,26* °

Примечание. Статистически значимые различия: * p < 0,05—с показателями интактной группы; °p < 0,05 с показателями контрольной группы. 
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цитарного фактора роста – фактора стволовой клет-

ки. Увеличение размеров ядра, количества двуядер-

ных клеток свидетельствуют об активации процессов 

внутриклеточной регенерации. Эти изменения мож-

но объяснить слиянием трансплантированных и ау-

тологичных ГСК с гепатоцитами. При анализе дан-

ных периферической крови выявлено снижение ак-

тивности АЛТ, АСТ, щелочной фосфатазы. Снижение 

активности ферментов цитолиза определяется спо-

собностью ММСК через формирование межклеточ-

ных контактов индуцировать в клетках образование 

белков теплового шока (70 кД). Белки теплового шо-

ка с данной молекулярной массой, стабилизируя ци-

тоскелет клетки, увеличивают их устойчивость к по-

вреждению. В настоящем исследовании также пока-

зано, что сочетанная трансплантация ММСК и ГСК 

обеспечивает активацию белоксинтетической функ-

ции печени. Таким образом, результаты исследова-

ния продемонстрировали способность сочетанной 

трансплантации ММСК и ГСК активировать про-

цессы регенерации печени в условиях ее токсическо-

го повреждения.

В современной литературе широко обсуждаются 

эффекты использования фармацевтических средств 

при токсическом гепатите. Сюда можно отнести пре-

параты природного происхождения на основе фосфо-

липидов и триацилглицеринов и другие соединения, 

нормализующие метаболические процессы в печени 

и восстанавливающие целостность мембран гепато-

цитов [18-20]. Однако трансплантируемые ММСК и 

ГСК имеют более разнообразные механизмы действия 

(противовоспалительное действие, ингибирование за-

программированной клеточной гибели, активация ми-

тотической активности). Это делает перспективным 

дальнейшее изучение влияния стволовых клеток на 

структуру и функцию печени в условиях ее токсиче-

ского повреждения.
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