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Несмотря на развитие современной медицины, вопросы восстановления структуры и функции печени после ее поврежде-

ния продолжают оставаться актуальными  Цель исследования – изучение механизмов влияния разных комбинаций ство-

ловых клеток на активацию репаративной регенерации печени после частичной гепатэктомии  

Методика. Эксперименты проведены на зрелых белых аутбредных мышах-самцах  Выделение и культивирование муль-

типотентных мезенхимальных стволовых клеток (ММСК), выделение ГСК осуществляли из хориона плаценты мышей-са-

мок возраста 3-4 мес  Звездчатые клетки печени (ЗКП) выделяли из печени 15 мышей в возрасте 6-8 мес  В исследовании 

выделили 2 опытные и 1 контрольную группы  Животным опытных групп осуществлялось введение в латеральную хво-

стовую вену ММСК в количестве 120 тыс кл/мышь, ГСК в количестве 10 тыс кл/мышь, ЗКП в дозе 270 тыс кл/мышь  Клетки 

суспендировали в 0,2 мл 0,9 % раствора NaCl  Животным контрольной группы вводили 0,2 мл 0,9% раствора NaCl  Введе-

ние клеток осуществлялось в физиологических условиях и через 1 ч после частичной гепатэктомии  Была также выделена 

группа сравнения – животные без частичной гепатэктомии и без введения клеток  Для оценки морфофункционального 

состояния печени исследовали биохимические показатели крови и морфометрические праметры печени через 1, 3 и 7 сут 

после введения клеток  С целью оценки выраженности репаративных процессов в клетках печени производился анализ 

количества Поли-АДФ-рибозаполимера, который является продуктом реакции Поли-АДФ-рибозилирования  В сыворотке 

крови определяли фактор роста гепатоцитов (HGF)  

Результаты. В результате исследования получено, что проведение сочетанной трансплантации ММСК и ГСК, а также ММСК 

и ЗКП сопровождается активацией митотической активности гепатоцитов, угнетением запрограммированной гибели гепа-

тоцитов, восстановлением морфометрических показателей печени, нормализацией биохимических показателей крови  

При этом введение ММСК и ЗКП показало более выраженный эффект на восстановление морфофункционального состоя-

ния печени по сравнению с трансплантацией ММСК и ГСК  

Заключение. Для коррекции морфофункционального состояния печени после частичной гепатэктомии целесообразно 

использовать сочетанную трансплантацию мультипотентных мезенхимальных стромальных и звездчатых клеток печени  

Одним из ключевых механизмов действия мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток является активация 

системы репарации ДНК, обеспечивающая снижение запрограммированной клеточной гибели, уменьшение уровня пато-

логических митозов 

Ключевые слова: сочетанная трансплантация; частичная гепатэктомия; мультипотентные мезенхимальные 

стромальные клетки; звездчатые клетки печени; репарация ДНК
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Despite the advances of modern medicine, restoring the structure and function of the liver after its damage continues to be rel-

evant  Aim: This study investigated mechanisms that influence different combinations of stem cells for activating reparative liver 

regeneration after partial hepatectomy  

Methods. Experiments were performed on mature, white, outbred male mice  Multipotent mesenchymal stromal cells (MMSCs) 

were isolated and cultured and hematopoietic stem cells (HPSCs) were isolated from the chorion of the placenta of female mice 

aged 3-4 mos  Hepatic stellate cells (HSC) were isolated from the liver of 15 mice aged 6-8 mos  Two experimental groups and one 

control group were studied  MMSC, 12 x 104 cells; HPSC, 104 cells; and HSC, 27 x 104 cells were injected into the lateral caudal vein 

of each experimental mouse  The cells were suspended in 0 2 ml of 0 9% NaCl solution  Control group animals were injected with 

0 2 ml of 0 9% NaCl solution  The cells were injected under physiological conditions and 1 hr after partial hepatectomy  A com-

parison group was also identified; it consisted of animals without partial hepatectomy and without the injection of cells  To assess 

the morpho-functional state of the liver, blood biochemistry and liver morphometry were studied at 1, 3, and 7 days after the cell 

injection  To assess the intensity of reparative processes in liver cells, the amount of poly(ADP-ribose) polymer, a product of poly-

ADP ribosylation, was measured  Hepatocyte growth factor (HGF) was determined in the blood serum  

Results. The combined transplantation of MMSCs and HPSCs, as well as MMSCs and HSCs, was associated with activation of the 

mitotic activity of hepatocytes, inhibition of programmed hepatocyte death, restoration of liver morphometric parameters, and nor-

malization of blood biochemical parameters  At the same time, the administration of MMSCs and HSCs showed a more pronounced 

effect on the restoration of the morpho-functional state of the liver compared with the transplantation of MMSCs and HPSCs  

Conclusion. To correct the morpho-functional state of the liver after partial hepatectomy, combined transplantation of MMSC and 

HSCs is advisable  One of the key mechanisms of the action of MMSCs is the activation of the DNA repair system, which results in 

a decrease in programmed cell death, i e , a decrease in the rate of pathological mitoses 

Keywords: combined transplantation; partial hepatectomy; multipotent mesenchymal stromal cells; hepatic stellate cells; DNA 

repair
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Введение

  Проведение обширной резекции печени сопря-

жено с высоким риском развития послеоперационной 

печеночной недостаточности [1, 2], в значительном 

проценте случаев приводящей к смерти [3]. Регенера-

ция печени после частичной гепатэктомии реализует-

ся путем сложных взаимодействий между паренхима-

тозными и непаренхиматозными клетками печени [4–

6]. Регенеративный потенциал печени при ее резекции 

может быть усилен за счет миграции клеток костного 

мозга, что обусловлено секретируемыми цитокинами 
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и факторами роста после повреждения органа. Меха-

низмы привлечения как аутологичных, так и аллоген-

ных стволовых клеток, влияние их на регенерацию пе-

чени остаются в значительной степени не изученными. 

В последние годы возможность использования муль-

типотентных мезенхимальных стромальных клеток 

(ММСК) и гемопоэтических стволовых клеток (ГСК) 

для активации репаративной регенерации печени при-

влекает внимание многих научных групп [7–9]. Уста-

новлено, что ММСК способны вырабатывать проти-

вовоспалительные факторы, факторы роста, обеспе-

чивающие повышение пролиферативной активности 

гепатоцитов [10]. Доказана способность ГСК посред-

ством слияния с гепатоцитами (fusion affect) активиро-

вать репаративную регенерацию печени [11]. 

  Известно, что стволовые клетки, выделенные 

из фетальных тканей, обладают большим пролифера-

тивным потенциалом [12, 13]. В этом отношении наше 

внимание привлекла возможность выделения этих кле-

ток из хориона плаценты. Обращает на себя внимание 

также возможность получения из данного источника 

гемопоэтических стволовых клеток в большем коли-

честве, чем их можно получить из костного мозга [14].

 В последние годы накапливается научный, экспе-

риментальный материал, свидетельствующий о важной 

роли звездчатых клеток печени (ЗКП) (клетки печени 

Ито) в регенерации печени [15, 16]. Эти клетки выра-

батывают различные митогены для гепатоцитов, син-

тезируют коллагены IV, VI, XIV типов, гликопротеи-

ны, протеогликаны, матриксные металлопротеиназы 

[17]. В последние годы получены днные о способности 

звездчатых клеток печени дифференцироваться в ге-

патоциты [18]. Есть данные о выработке ММСК хемо-

аттрактанта для ГСК и звездчатых клеток печени [19].

  Учитывая биологические особенности взаимо-

действия ММСК с ГСК, а также с ЗКП представля-

ется перспективным изучение влияния комбинаций 

этих клеток на морфофункциональное состояние пе-

чени в условиях ее повреждения.

Методика

 В проведении экспериментальных исследований 

руководствовались Приказом Минздрава России №199 

от 1 апреля 2016 г. «Об утверждении правил надлежа-

щей лабораторной практики», в соответствии с регла-

ментом декларации ЕС от 22 сентября 2010 г. об ис-

пользовании лабораторных животных в научных целях. 

Протокол исследования одобрен этической комисси-

ей «Института медицинских клеточных технологий»

Эксперименты выполнены на зрелых (6-8 мес) бе-

лых аутбредных мышах-самцах. Животные содержа-

лись в стандартных условиях вивария. ЗПК получали 

из печени 6-8-месячных мышей. Выделение, культи-

вирование ММСК и выделение ГСК осуществлялось 

из хориона плаценты мышей-самок в возрасте 3-4 мес, 

срок гестации – 18 дней. Клетки суспендировали в 0,2 

мл 0,9 % раствора NaCl. Животным опытных групп 

вводили в латеральную хвостовую вену ММСК в ко-

личестве 120 тыс. кл./мышь, ГСК в количестве 10 тыс. 

кл./мышь, ЗКП в дозе 270 тыс. кл./мышь. Введение 

клеток осуществлялось в физиологических условиях 

(без моделирования патологии печени) и через 1 ч по-

сле частичной гепатэктомии. Мышам группы контро-

ля производилось введение 0,2 мл 0,9% раствора NaCl.  

Была также выделена группа сравнения – животные 

без моделирования патологического воздействия и без 

введения клеток. В каждой группе было по 7 животных 

(табл. 1). Оценку биохимических показателей крови 

и морфометрических показателей печени проводили 

через 1, 3 и 7 сут после введения клеток. 

Выбор сроков выведения из эксперимента 

(1, 3 и 7 сут после частичной гепатэктомии) коррели-

рует с пиками синтетической и митотической актив-

ности клеток печени. В процессе регенерации печени 

после частичной гепатэктомии выделяют 2 фазы ре-

генерации – предмитотическую и пролиферативную. 

Предмитотическая фаза может быть подразделена на 

раннюю (переход клеток из G
0
 в G

1
 стадию клеточно-

го цикла и позднюю – начало репликации ДНК (G
1
 - 

S). В печени мышей ранней стадии соответствуют пер-

вые 10–12 ч после операции, поздней 12–24 ч после ча-

стичной гепатэктомии. Поздняя стадия регенерации 

печени характеризуется наибольшей интенсивностью 

биосинтетических процессов. В процесс деления по-

степенно вступают почти все сохранившиеся после ре-

зекции клетки и к концу 3-х сут в состоянии пролифе-

рации оказывается 90–96,6 % гепатоцитов. После 7-х 

сут снижается уровень проростовых сигналов, проис-

ходит возобновление ингибиторной сигнализации, вос-

полняется масса печени и восстанавливается гомеостаз.

Выделение культуры ММСК осуществлялось со-

гласно модифицированному методу А.С. Тепляши-

на и соавт. [20]. Культивирование клеток проводили 

в условиях СО
2
 инкубатора, поддерживали темпера-

туру 37 °С и увлажненную атмосферу с содержанием 

углекислого газа 5 %. Смена питательной среды осу-

ществлялась каждые 3–4 сут. ММСК фенотипирова-

лись методом проточной цитометрии на проточном 

цитометре Navios (Beckman Coulter, США). Для про-

ведения исследования использовали моноклональные 

антитела, конъюгированные с флуорохромами (Bec-

ton Dickinson, США). Производили оценку содержа-
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ния ММСК с иммунофенотипом CD29+, CD105+, 

Sca-1+, CD45- в суспензии трансплантируемых кле-

ток (рис. 1). Для этого использовали набор Mouse Mes-

enchymal Stem CellMulti-Color Flow Cytometry Kit (Bio-

Techne, США). Жизнеспособность клеток определяли 

с помощью 7-AAD. ММСК с фенотипом 7AAD-CD45-

CD105+Sca1+CD29+ в суспензии трансплантируемых 

клеток составило 93,5 % (рис. 1). 

Выделение гемопоэтических стволовых клеток 

проводили методом позитивной иммуномагнитной 

сепарации по антигенам CD 117 и SCA-1 (Stemcell tech-

nology, Канада). 

ГСК фенотипировались методом проточной ци-

тометрии на проточном цитометре Beckman Coulter 

Navios (США). Для проведения анализа использо-

вали моноклональные антитела, конъюгированные 

с флуорохромами (Becton Dickinson, США). Оцени-

вали содержание ГСК с иммунофенотипом 7-AAD, 

Lin-, Sca1+, CD117+ в суспензии клеток до и по-

сле проведения иммуномагнитной сепарации. В ре-

зультате проведенных исследований покзано, что 

до проведения иммуномагнитной сепарации коли-

чество жизнеспособных клеток с фенотипом 7AAD-, 

Lin-, Sca1+, CD117+ составляло 1,7% (рис. 2), после 

проведения иммуномагнитной сепарации – 95,6% 

(рис. 3). 

Выделение ЗКП осуществлялось методом колла-

геназно-проназной перфузии печени с последующим 

разделением клеток в градиенте плотности гистоден-

за (Sigma-Aldrich). 

Таблица 1/Table 1 

Распределение мышей по сериям экспериментов

Distribution of mice by series of experiments

Условия  

эксперимента

Experimental 

conditions

Клетки

Cells

Количество клеток

Cells number

Время выведения мышей  

из эксперимента

Time to get the mice out of the experiment

1 сут/day 3 сут/day 7 сут/day

 Физиологические 

условия

Physiological 

conditions

ММСК+ГСК

опытная группа/

experimental group

120 тыс. кл./мышь + 10 тыс.кл./мышь  

в 0,2 мл 0,9 % р-ра NaCl

120 kl./mouse + 10 kl./mouse in 0,2 ml 

0.9% NaCl solution

n=7 n=7 n=7

ММСК+ЗКП

опытная группа/ 

experimental group

120 тыс. кл/мышь + 270 тыс. кл/мышь 

в 0,2 мл 0,9 % р-ра NaCl120 kl./mouse 

+270 kl./mouse in 0,2 ml 0.9% NaCl 

solution

n=7 n=7 n=7

0,9% р-р NaCl

группа сравнения/

comparison group

0,2 мл n=7 n=7 n=7

Частичная  

гепатэктомия

Partial hepatoectomy

ММСК+ГСК

опытная группа/

experimental group

120 тыс. кл./мышь + 10 тыс.кл./мышь 

в 0,2 мл 0,9 % р-ра NaCl

120 kl./mouse + 10 kl./mouse in 0,2 ml 

0.9% NaCl solution

n=7 n=7 n=7

ММСК+ЗКП

опытная группа/ 

experimental group

120 тыс. кл/мышь + 270 тыс. кл/мышь 

в 0,2 мл 0,9 % р-ра NaCl120 kl./mouse 

+270 kl./mouse in 0,2 ml 0.9% NaCl 

solution

n=7 n=7 n=7

0,9% р-р NaCl

контрольная  

группа/control 

group

0,2 мл n=7 n=7 n=7

Примечание. ММСК – мультипотентные мезенхимальные стромальныеклетки ( MMSCs – multipotent mesenchymal stromal cells).

ГСК – гемопоэтические стволовые клетки (HSCs – hematopoietic stem cells)

ЗКП звездчатые клетки печени (Hepatic stellate cells).
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Частичная гепатэктомия проводилась по методу C. 
Mitchell и H. Willenbring [21]. Для анестезии использо-
вали «Золетил» (10 мг/кг) (Virbac, Франция).

Изучали биохимические показатели крови 
на 1-е, 3-и и 7-е сут после введения клеток. Иссле-
дование проводили на иммуноферментном и био-
химическом анализаторе Chem Well 2910 (Combi, 
США). Определяли: альбумин (колориметриче-
ский метод с бромкрезоловым зеленым), общий бе-
лок (биуретовая реакция), мочевину (уреазо-салици-
лат-гипохлоритный метод, реакция Бертлота), глю-
козу (глюкозоксидазный метод), общий билирубин 
(Метод Йендрашека-Грофа), активность аспартата-

минотрансферазы (АСТ или АсАТ) (L-аспартат:2-ок-
соглутарат-аминотрансфераза, КФ 2.6.1.1.), аланина-
минотрансферазы (АЛТ или АлАТ), (L-аланин:2-ок-
соглутарат-аминотрансфераза, КФ 2.6.1.2), щелочной 
фосфатазы (ЩФ, КФ 3.1.3.1.). Определение активно-
сти ферментов осуществлялось кинетическими мето-
дами. При определении биохимических показателей 
использовались тест-системы «Ольвекс Диагности-
кум», Россия. Фибриноген определяли хронометри-
ческим методом по Клаусу на анализаторе гемостаза 
АПГ2-02-П с использованием реагентов «Технология 
стандарт» (Россия).

Морфометрию структур печени осуществля-
ли с помощью программы анализа изображе-
ний (Biovision, Россия). С помощью микроскопа 
(OLYMPUS BX51, Япония) проводили микрофо-
тосъемку случайных полей зрения при разных уве-
личениях: ×100, ×200, ×400, ×1000. Исследовали 
не менее 10 полей зрения в каждом препарате с по-
мощью камеры OLYMPUS XC30. Оценивали сле-
дующие параметры:

1. Площадь гепатоцита, мкм2

2. Площадь цитоплазмы гепатоцита, мкм2

3. Площадь ядра гепатоцита, мкм2

4. Ядерно-цитоплазматический индекс (ЯЦИ)
Ядерно-цитоплазматический индекс рассчитыва-

лили по формуле:
                   Площадь ядра
ЯЦИ = ––––––––––––––––––––––––––––
        Площадь гепатоцита – площадь ядра

5. Количество гепатоцитов на 1 мм2 
6. Количество двуядерных клеток, кл/мм2

7. Митотический индекс (МИ) гепатоцитов, ‰. 

Рис. 1. Последовательность гейтирования для получения ММСК с фе-

нотипом CD45-, CD105+, Sca1+, CD29+ 

Fig. 1. Sequence of gating to obtain MMSCs with CD45-, CD105+, Sca1+, 

CD29+ phenotype 

Рис. 2. Количество Sca-1+ клеток до проведения иммуномагнитной се-

парации 

Fig. 2. Number of Sca-1+ cells before immunomagnetic separation 

Рис. 3. Содержание CD 117 +, Sca-1+, 7-AAD-, Lin- клеток после имму-

номагнитной сепарации 

Fig. 3. Content of CD 117+, Sca-1+, 7-AAD-, Lin- cells after immunomag-

netic separation 
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(Митозы считали на 6000 клеток для каждого жи-

вотного на гистологических препаратах печени, окра-

шенных гематоксилином-эозином.)

8. Апоптотический индекс (АИ), выраженный 

в промилле.

Интенсивность апоптоза гепатоцитов определя-

ли с помощью формулы для подсчета апоптотическо-

го индекса: 
       

Количество гепатоцитов в состоянии апоптоза 
АИ = ––––––––––––––––––––––––––––––––– * 1000 ‰ 

            1000 подсчитанных гепатоцитов 

Постановка микроядерного теста проводилась 

по методу Колмаковой Т.С. [22]. 

С целью оценки выраженности репаративных 

процессов в клетках печени производилась оцен-

ка уровня Поли-АДФ-рибозилирования по методу 

Kunzmann A., Lui D, Annett K в клетках печени с ис-

пользованием первичных (Anti-Poly (ADP-Ribose) 

Polymer antibody, Abcam) и вторичных антител (Rabbit 

Anti-Chicken IgY H&L (FITC), Abcam) методом про-

точной цитофлуорометрии на проточном цитометре 

Beckman Coulter [23]. 

С помощью набора HGF Mouse ELISA (Abcam) ме-

тодом иммуноферментного анализа осуществлялось 

количественное измерение HGF в сыворотке крови.

Статистический анализ проводили с помощью про-

граммного пакета SPSS Statistics (версия 17.0). Полу-

ченные данные представляли в виде среднего арифме-

тического значения (M) и стандартной ошибки сред-

него (SD). Нормальность распределения значений 

выборок анализировали с использованием теста Ша-

пиро-Уилка. При условии нормального распределе-

ния различия показателей групп оценку проводили 

по T-критерию Стьюдента с учетом поправки Бонфе-

ронни, в противном случае – по U-критерию Ман-

на– Уитни. Различия считали статистически значи-

мыми при p < 0,05.

Результаты 

Морфометрические параметры печени при соче-

танных трансплантациях животным с частичной ге-

патэктомией. Проведение сочетанных транспланта-

ций ММСК с ГСК, а также ММСК и ЗКП мышам 

в физиологических условиях (без повреждения пече-

ни) не привело к изменениям морфофункционально-

го состояния печени. Также не произошло изменения 

числа гепатоцитов с микроядрами. Это свидетельству-

ет о том, что введение ММСК не влияет на уровень 

патологических митозов в гепатоцитах. Установлено, 

что трансплантация ММСК не изменяет запрограм-

мированную клеточную гибель и активность фермен-

тов репарации ДНК семейства PARP. Полученные дан-

ные можно объяснить тем, что, несмотря на высокую 

функциональную активность печени, митотическая 

активность гепатоцитов в физиологических услови-

ях ограничена. Поэтому введение ММСК не вызыва-

ет изменений морфофункционального состояния ин-

тактной печени.

 Проведение сочетанной трансплантации ММСК 

и ГСК животным с частичной гепатэктомией не сопро-

вождалось изменением морфометрических показате-

лей печени на 1-е сут после введения клеток. В то же 

время на фоне сочетанной трансплантации ММСК 

и ЗКП выявлено уменьшение запрограммированной 

клеточной гибели по сравнению с данными контроль-

ной группы (табл. 2).

На 3-и сут после проведения котрансплантации 

ММСК и ГСК животным с частичной гепатэктоми-

ей при анализе морфометрических показателей пе-

чени выявлено снижение апоптотического индекса. 

В группе животных, которым вводили ММСК и ЗКП 

обнаружено увеличение массы печени по сравнению 

с контрольной группой. Восстановлению массы спо-

собствовало повышение митотической активности ге-

патоцитов. Так же как и на 1-е сут отмечается сниже-

ние запрограммированной клеточной гибели. Кроме 

того, сочетанная трансплантация ММСК и ЗКП спо-

собствовала повышению количества двуядерных гепа-

тоцитов, увеличению площади ядра гепатоцитов, что 

привело к повышению ЯЦИ (табл. 3).

На 7-е сут после сочетанных трансплантаций жи-

вотным с частичной гепатэктомией в обеих опытных 

группах отмечено увеличение массы печени за счет 

активации деления клеток и снижения выраженности 

апоптоза. Обнаружено увеличение количества двуя-

дерных клеток, повышение площади ядра гепатоци-

тов, что привело к возрастанию ЯЦИ. При оценке 

количества клеток с микроядрами выявлено сниже-

ние их числа при котрансплантации. Показано, что 

котрансплантация данных видов клеток способство-

вала повышению активности ферментов репарации 

ДНК (табл. 4).

Таким образом, проведенные исследования сви-

детельствуют о том, что сочетанная трансплантация 

ММСК и ЗКП животным с частичной гепатэктоми-

ей способствует более раннему восстановлению мор-

фофункционального состояния печени по сравне-

нию с введением ММСК и ГСК. Увеличение массы 

печени отмечается уже на 3-и сут после проведения 

котрансплантации ММСК и ЗКП, в то время как при 

введении ММСК и ГСК восстановление массы ор-

гана отмечалось лишь на 7-е сут. В обеих опытных 
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Таблица 2/ Table 2 

Морфометрическая характеристика репаративных процессов в печени мышей на 1-е сутки после частичной гепатэктомии 

Morphometric characteristics of reparative processes in the liver of mice on the 1st day after partial hepatectomy 

Показатели

Indicators

NaCl

контрольная группа/ 

control group

ММСК+ГСК ММСК+ЗКП

Масса печени, г/Hepatic mass 0,64±0,05* 0,67±0,06* 0,70±0,07*

Апоптотический индекс, ‰

/ Apoptotic index, ‰
0,90±0,06* 0,83±0,08* 0,67±0,07* **

Количество гепатоцитов с микроядрами, ‰ / 

Number of hepatocytes with micronuclei, ‰
2,23±0,21 2,17±0,18 2,27±2,21

Митотический индекс, ‰/Mitotic index, ‰ 0,52±0,03 0,50±0,05 0,52±0,03

Количество гепатоцитов

на 1 мкм2/Number of hepatocytes per 1 μm2 1192,0±89,43* 1214,43±110,94* 1151,29±108,24*

Площадь гепатоцита (мкм2)/Hepatocyte area (μm2) 340,20±24,43* 353,14±34,98* 346,43±26,78

Площадь цитоплазмы гепатоцита,

(мкм2)/Hepatocyte cytoplasm area (μm2)
258,56±17,02* 274,34±27,09* 261,17±28,97

Площадь ядра гепатоцита (мкм2)/ 

Hepatocyte nucleus area (μm2)
81,64±7,45* 78,80±7,89* 85,26±6,22

Ядерно-цитоплазматический индекс/ 

Nuclear-cytoplasmic index
0,32±0,01* 0,29±0,01* 0,33±0,06

Количество двуядерных гепатоцитов на 1 мм2/

Number of bicore hepatocytes per 1 mm2 334,31±12,30* 339,43±14,94* 345,14±11,59

Примечание. p<0,05 * с группой сравнения; p<0,05 ** с контрольной группой  Остальные обозначения как в таблице 1 

Note. p<0,05 * with the comparison group  p<0 05 ** with control group  The other designations are as in Table 1 

Таблица 3/Table 3

Морфометрическая характеристика репаративных процессов в печени мышей на 3-и сутки после частичной гепатэктомии 

Morphometric characteristics of reparative processes in the liver of mice on the 3st day after partial hepatectomy 

Показатели

Indicators

NaCl

(контрольная группа)
ММСК+ГСК ММСК+ЗКП

Масса печени, г/Hepatic mass 1,04±0,09* 1,12±0,12* 1,24±0,10* **

Апоптотический индекс, ‰/ 

Apoptotic index, ‰
2,13±0,20* 1,59±0,13* ** 1,54±0,15* **

Количество гепатоцитов с микроядрами, ‰ /  

Number of hepatocytes with micronuclei, ‰
3,37±0,26* 3,10±0,23* 2,97±0,20*

Митотический индекс, ‰/ 

Mitotic index, ‰
8,1±0,60 * 8,2±0,49 * 10,03±0,75* **

Количество гепатоцитовна 1 мкм2/ 

Number of hepatocytes per 1 μm2 1206,71±91,96* 1146,29±106,33* 1160,0±113,14*

Площадь гепатоцита (мкм2)/Hepatocyte area (μm2) 331,81±24,02 * 338,0±20,57* 333,43±18,20*

Площадь цитоплазмы гепатоцита, (мкм2)/ 

Hepatocyte cytoplasm area (μm2)
243,64±19,25 254,0±12,29 249,14±9,84

Площадь ядра гепатоцита (мкм2)/ 

Hepatocyte nucleus area (μm2)
67,13±7,01 * 84,0±8,29* ** 84,29±8,61* **

Ядерно-цитоплазматический индекс/ 

Nuclear-cytoplasmic index
0,27±0,01* 0,33±0,02* ** 0,34±0,02* **

Количество двуядерных гепатоцитов на 1 мм2/ 

Number of bicore hepatocytes per 1 mm2 380,97±10,15 * 473,14±23,55* ** 484,0±35,71* **

Примечание. p<0,05 * с группой сравнения; p<0,05 ** с контрольной группой. Остальные обозначения как в таблице 1.

Note. p<0,05 * with the comparison group; p<0.05 ** with control group. The other designations are as in Table 1.
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Таблица 4/Table 4

Морфофункциональная характеристика репаративных процессов в печени мышей на 7-е сутки после частичной гепатэктомии 

Morphometric characteristics of reparative processes in the liver of mice on the 7st day after partial hepatectomy 

Показатели

Indicators

 Значение (Value )

NaCl ММСК+ГСК ММСК+ЗКП

Масса печени, г/Hepatic mass 1,15±0,09* 1,53±0,12** 1,48±0,09**

Апоптотический индекс, ‰ / Apoptotic index, ‰ 1,25±0,09* 0,92±0,09* ** 0,89±0,08* **

Количество гепатоцитов с микроядрами, ‰ /  

Number of hepatocytes with micronuclei, ‰
2,77±0,23* 2,10±0,17* ** 2,14±0,18**

Митотический индекс, ‰/ 

Mitotic index, ‰
4,51±0,47* 5,74±0,49* ** 5,80±0,37* **

Активность ферментов семейства PARP в клетках печени, 

MFI/PARP enzyme activity in liver cells, MFI
59,3±5,2* 82,4±7,8* ** 86,3±8,06* **

Количество гепатоцитов с микроядрами, ‰ /  

Number of hepatocytes with micronuclei, ‰
1427,71±116,98 1330,57±103,06 1354,0±138,0

Площадь гепатоцита (мкм2)/Hepatocyte area (μm2 286,41±22,44 289±23,63 292,57±20,94

Площадь цитоплазмы гепатоцита, (мкм2)/ 

Hepatocyte cytoplasm area (μm2)
223,03±17,97 211,36±17,52 212,21±13,88

Площадь ядра гепатоцита (мкм2)/Hepatocyte nucleus area (μm2 63,39±5,12* 78,07±6,32* ** 80,36±7,08* **

Ядерно-цитоплазматический индекс/Nuclear-cytoplasmic index 0,29±0,02* 0,37±0,02* ** 0,38±0,02* **

Количество двуядерных гепатоцитов на 1 мм2/  

Number of bicore hepatocytes per 1 mm2)
320,77±10,64* 392,43±20,94* ** 404,71±27,47* **

Примечание. p<0,05 * с группой сравнения; p<0,05 ** с контрольной группой. Остальные обозначения как в таблице 1.

Note. p<0,05 * with the comparison group; p<0.05 ** with control group. The other designations are as in Table 1.

группах отмечено повышение активности фермен-

тов, участвующих в репарации ДНК. Эти измене-

ния нашли свое отражение в снижении выраженно-

сти апоптоза и уменьшении количества гепатоцитов 

с микроядрами. 

Биохимические показатели крови животных раз-

ного возраста после частичной гепатэктомии на фоне 

введения клеток. При изучении биохимических по-

казателей крови на 1-е сут после резекции печени 

на фоне сочетанной трансплантации ММСК и ЗКП 

отмечено снижение активности АСТ на 24,7%, АЛТ 

на 25,5%, щелочной фосфатазы на 23,3%. Прове-

дение сочетанной трансплантации ММСК и ГСК 

животным с частичной гепатэктомией не сопрово-

ждалось статистически значимыми изменениями 

биохимических показателей крови на 1-е сутпосле 

операции (табл. 5).

На 3-и сутпосле проведения частичной гепатэк-

томии получен эффект от введения клеток в обе-

их опытных группах – имело место снижение ак-

тивности АСТ, АЛТ, ЩФ. Введение ММСК и ЗКП 

также сопровождалось повышением уровня моче-

вины (табл 6).

На 7-е сут после введения клеток в обеих опытных 

группах выявлено снижение активности ферментов: 

АСТ, АЛТ, ЩФ, отмечено повышение уровня глю-

козы. Во второй опытной группе в отличие от первой 

выявлено повышение уровня общего белка, альбуми-

на (табл. 7).

Проведенные исследования показали, что соче-

танная трансплантация ММСК и ГСК животным 

с частичной гепатэктомией приводит к снижению 

активности цитолитических ферментов (АСТ, АЛТ), 

ферментов холестаза (ЩФ), восстановлению уровня 

мочевины, способствует повышению уровня глюкозы.

С целью выяснения механизмов активации ми-

тотической активности гепатоцитов после введения 

стволовых клеток проведены исследования по опреде-

лению содержания фактора роста гепатоцитов (HGF) 

в сыворотке крови. Выявлено увеличение уровня HGF 

у животных, которым была проведена трансплантация 

клеток (табл. 8). 

Обсуждение

Проведенные исследования с использованием 

разных сочетаний трансплантируемых клеток позво-
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Таблица 5/Table 5

Биохимические показатели крови на 1-е сутки после частичной гепатэктомии

Biochemical blood values on the 1st day after partial hepatectomy

Показатели

Indicators

Значение (Value )

NaCl ММСК+ГСК ММСК+ЗКП

Показатели белкового  

обмена/ 

Protein metabolism 

indicators

общий белок (г/л)

total protein (g/l)
51,29±4,81* 54,71±4,78* 53,71±4,73*

альбумин (г/л)

albumin (g/l)
20,54±1,89* 22,21±1,93* 22,74±2,24*

мочевина (ммоль/л)

urea ( (mmol/l)
3,79±0,41* 3,99±0,27* 4,11±0,36*

Показатели цитолиза/

Cytolysis indicators

АСТ (Ед/л)/ 

aspartate aminotransferase (U/l)
416,79±29,76* 403,80±37,29* 313,84±21,44*, **

АЛТ(Ед/л)/ 

alanine aminotransferase (U/L)
296,91±22,64* 312,93±36,62* 221,26±20,11*, **

Показатель холестаза/

Cholestasis index
щелочная фосфатаза (Ед/л) / 

alkaline phosphatase (U/L)
136,10±4,66* 142,79±14,36* 104,43±9,78*,**

Уровень глюкозы (ммоль/л)/

Glucose level (mmol/l)
4,01±0,53* 4,26±0,49* 4,37±0,40*

Общий билирубин, (мкмоль/л

Total bilirubin, (μmol/L)
19,84±2,85* 20,49±2,99* 18,76±1,87*

Фибриноген (г/л) / Fibrinogen (g/l) 2,93±0,22 3,14±0,24 3,66±0,24

Примечание. p<0,05 * с группой сравнения; p<0,05 ** с контрольной группой.

Note. p<0,05 * with the comparison group; p<0.05 ** with control group. 

Таблица 6/Table 6

Биохимические показатели крови на 3-и сутки после частичной гепатэктомии

Biochemical blood values on the 3st day after partial hepatectomy

Показатели

Indicators

Значение (Value )

NaCl ММСК+ГСК ММСК+ЗКП

Показатели белкового обмена/

Protein metabolism indicators

общий белок (г/л)

total protein (g/l)
50,03±4,82* 54,1±4,83* 53,67±4,34*

альбумин (г/л)

albumin (g/l)
19,80±2,51* 21,71±1,79* 22,01±2,04*

мочевина (ммоль/л)

urea ( (mmol/l)
4,37±0,33* 4,54±0,69* 5,26±0,29* **

Показатели цитолиза/ 

Cytolysis indicators

АСТ (Ед/л)/ 

aspartate aminotransferase (U/l)
209,53±13,85* 159,83±15,8* ** 156,97±13,35* **

АЛТ(Ед/л)/ 

alanine aminotransferase (U/L)
155,24±9,38* 117,94±10,95* ** 114,16±13,53* **

Показатель холестаза/ 

Cholestasis index

щелочная фосфатаза (Ед/л) / 

alkaline phosphatase (U/L)
106,67±10,45* 82,90±11,34* ** 83,47±8,40* **

Уровень глюкозы (ммоль/л)/

Glucose level (mmol/l)
3,66±0,29* 3,71±0,36* 3,87±0,32*

Общий билирубин, (мкмоль/л

Total bilirubin, (μmol/L)
21,99±5,47* 19,84±1,85* 20,13±1,61*

Фибриноген (г/л) / Fibrinogen (g/l) 2,0±0,17* 2,31±0,29* 2,67±0,22*

Примечание. p<0,05 * с подгруппой сравнения; p<0,05 ** с контрольной подгруппой.

Note. p<0.05 * with the comparison subgroup; p<0.05 ** with the control subgroup.
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Таблица 7 Table 7

Биохимические показатели крови на 7-е сутки после частичной гепатэктомии

Biochemical blood values on the 7st day after partial hepatectomy

Показатели

Indicators

Значение (Value )

NaCl ММСК+ГСК ММСК+ЗКП

Показатели белкового обмена/

Protein metabolism indicators

общий белок (г/л)

total protein (g/l)
44,27±3,62* 50,0±4,97 * 60,27±5,09**

альбумин (г/л)

albumin (g/l)
20,59±1,90* 23,64±3,22 * 28,06±2,16**

мочевина (ммоль/л)

urea ( (mmol/l)
4,57±0,46* 5,77±0,48** 5,63±0,35**

Показатели цитолиза/ 

Cytolysis indicators

АСТ (Ед/л)/aspartate amino-

transferase (U/l)
153,86±16,96* 111,94±12,04** 111,21±10,01**

альбумин (г/л)

albumin (g/l)
137,10±16,29* 96,24±9,21** 95,50±8,57 **

Показатель холестаза/

Cholestasis index

щелочная фосфатаза (Ед/л) / 

alkaline phosphatase (U/L)
83,11±5,93* 65,59±3,73 ** 65,61±4,36**

Уровень глюкозы (ммоль/л)/

Glucose level (mmol/l)
4,30±0,29* 5,20±0,34* ** 5,20±0,34* **

Общий билирубин, (мкмоль/л

Total bilirubin, (μmol/L)
15,41±2,76* 14,06±1,28* 13,70±0,83*

Фибриноген (г/л) / Fibrinogen (g/l) 2,20±0,31* 2,83±0,26** 2,87±0,24**

Примечание. p<0,05 * с подгруппой сравнения; p<0,05 ** с контрольной подгруппой.

Note. p<0.05 * with the comparison subgroup; p<0.05 ** with the control subgroup.

Таблица 8/Table 8

Количество HGF (пкг/мл) на 7-е сутки после частичной гепатэктомии

Amount of HGF (pkg/ml) at 7st days after partial hepatectomy

Группы животных (Animal groups) Значение (Value )

Животные без гепатоэктомии (группа сравнения)

Animals without hepatoectomy (comparison group)

4,49 ± 0,39

NaCl (контрольная группа) 10,58 ± 0,88*

ММСК 13,0 ± 1,02*, **

ММСК+ГСК 12,58 ± 0,95*, **

ММСК+ЗКП 16,7 ± 2,62*,**

Примечание. p<0,05 * с подгруппой сравнения; p<0,05 ** с контрольной подгруппой.

Note. p<0.05 * with the comparison subgroup; p<0.05 ** with the control subgroup.

лили доказать, что изучаемые виды клеток не влия-

ют на морфофункциональное состояние печени ин-

тактных животных. В то же время при частичной ге-

патэктомии трансплантируемые клетки способны 

активировать в печени восстановительные процес-

сы: ингибировать апоптоз, повышать митотическую 

активность, увеличивать количество двуядерных кле-

ток, снижать число гепатоцитов с микроядрами, ак-

тивировать ферменты репарации семейства PARP. 

Снижение запрограммированной гибели гепатоцитов 

может быть связано со способностью ММСК инду-

цировать в клетках печени выработку белков тепло-

вого шока [24]. Такие белки способны поддерживать 

исходную конформацию белков, повышать устой-

чивость ферментов репарации (белки репарации се-

мейства PARP), что приводит к коррекции наруше-

ний в молекуле ДНК. Это подтверждается выявлен-

ным в ходе исследования увеличением активности 
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ферментов семейства PARP после введения ММСК. 

Уменьшение количества мутаций в молекуле ДНК со-

провождается снижением содержания инициирую-

щих, эффекторных каспаз, и, как следствие, сниже-

нием апоптоза. Увеличение устойчивости ферментов 

репарации также способствует снижению количества 

клеток с микроядрами. 

Проведение сочетанных трансплантаций сопрово-

ждается снижением активности ферментов цитолиза 

и холестаза, что связано со способностью ММСК вы-

рабатывать противовоспалительные цитокины [25, 26].

Заключение

Показано, что при частичной гепатэктомии наи-

более эффективной комбинацией клеток для восста-

новления морфофункционального состояния пече-

ни является проведение сочетанной транспланта-

ции мультипотентных мезенхимальных стромальных 

и звездчатых клеток печени. Выявленное в работе 

повышение митотической активности гепатоцитов 

может быть связано с обнаруженным в ходе иссле-

дования повышением уровня фактора роста гепато-

цитов в плазме крови. К синтезу фактора роста ге-

патоцитов способны и ММСК, и ЗКП, что приводит 

к наибольшему увеличению его уровня при сочетан-

ном введении ММСК и ЗКП. HGF обладает выра-

женным митогенным и морфогенным эффектом, 

что способствовало активации митотической ак-

тивности гепатоцитов и, в результате, увеличению 

массы печени.
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