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Цель. Исследовать на экспериментальной модели хронической печеночной недостаточности (ХПН) 
функциональную эффективность клеточно-инженерной конструкции (КИК) печени на основе тканеспе-
цифического матрикса из фрагментов децеллюляризованной печени крысы, аллогенных клеток печени 
и мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток костного мозга (ММСК КМ). Материалы и 
методы. При создании КИК печени источниками печени для децеллюляризации и клеток печени были 
крысы-самцы породы Вистар, ММСК КМ выделяли из костного мозга крыс. Функциональную эффек-
тивность КИК исследовали на экспериментальной модели ХПН, получаемой затравкой крыс раствором 
CCl4. На разных сроках после имплантации результаты оценивали по биохимическим показателям цито-
лиза, гистохимическими методами анализировали морфологические изменения в печени в контрольной 
(введение в паренхиму печени физиологического раствора) и экспериментальной (введение в паренхиму 
печени КИК печени) группах. Результаты. Показано, что имплантация предложенной КИК обеспечивает 
более быструю нормализацию биохимических показателей крови и структурных нарушений поврежденной 
печени крыс (к 30 суткам после введения КИК вместо 180 суток в контроле) и снижение летальности жи-
вотных с 50 до 0%, что обусловлено более ранней активацией процессов пролиферации жизнеспособных 
клеток печени и более быстрым формированием новых кровеносных сосудов. Наблюдаемые эффекты 
можно объяснить либо стимулированием внутреннего регенеративного потенциала поврежденной пече-
ни при имплантации КИК, либо длительным функционированием пересаженных клеток в составе КИК 
на основе децеллюляризованного матрикса печени. Заключение. Полученные результаты доказывают 
наличие функциональной активности КИК печени, имплантируемой в паренхиму печени лабораторным 
животным с моделью ХПН.
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ВВедеНие
Трансплантация печени является «золотым стан-

дартом» для лечения пациентов с терминальной ста-
дией заболеваний печени, однако дефицит донор-
ских органов ограничивает широкое использование 
единст венно радикального на сегодняшний день 
метода лечения декомпенсированных заболеваний 
печени. Значительное превышение количества па-
циентов, нуждающихся в трансплантации печени, 
над числом появляющихся органов, пригодных для 
пересадки, указывает на необходимость разработ-
ки альтернативных путей лечения, среди которых 
наиболее перспективно выглядит использование 
методов регенеративной медицины и тканевой ин-
женерии [1, 2].

Большинство технических подходов в области 
тканевой инженерии печени основаны на выделении 
первичных гепатоцитов или получении из стволовых 
клеток гепатоцитоподобных клеток и их дальнейшем 
3D-культивировании [3]. Отметим, что в составе кле-
точно-инженерных конструкций (КИК) при лечении 
ряда заболеваний печени целесообразно использо-
вать мезенхимальные стромальные клетки для сти-
муляции регенерации органа [4]. Для обеспечения 
клеткам в составе КИК благоприятных условий для 

жизнедеятельности используют биосовместимые и 
биорезорбируемые матриксы.

Наибольший, с нашей точки зрения, интерес 
представляют собой децеллюляризованные носи-
тели/каркасы, относящиеся к классу биомиметиков 
внеклеточного матрикса (ВКМ) и получаемые путем 
удаления клеток и их фрагментов из ткани с макси-
мальным сохранением структуры и состава естест-
венного ВКМ [5, 6].

Множество работ посвящены децеллюляризации 
целого органа путем перфузии растворами поверх-
ностно-активных веществ (ПАВ) и ферментов [7]. 
Подобный подход описан для сердца, почки, подже-
лудочной железы, матки [8–11]. Заметим, что децел-
люляризация целой печени имеет ряд недостатков: 
низкая эффективность удаления клеточного детрита 
и сложность проникновения клеток, питательных 
веществ и газов в объем органа из-за нарушений 
микроциркуляции. В предыдущих работах нами был 
получен тканеспецифический матрикс из фрагмен-
тов децеллюляризованной печени крысы с сохран-
ной структурой и отсутствием клеток и клеточных 
фрагментов [12]. Следующим логическим шагом 
является создание КИК печени, состоящей из тка-
неспецифического матрикса, клеток печени (КП) и 
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Objective: to investigate the functional efficiency of a cell-engineered construct (CEC) of the liver based on tissue-
specific matrix consisting of decellularized rat liver fragments, allogeneic liver cells and multipotent mesenchymal 
stromal cells (MSCs) isolated from the bone marrow on an experimental model of chronic liver failure (CLF). 
Materials and methods. In creating liver CECs, the liver for decellularization and liver cells were obtained from 
male Wistar rats. MSCs were isolated from rat bone marrow. The functional efficacy of CEC was investigated 
on an experimental CLF model obtained by priming rats with CCl4 solution. At different periods after implanta-
tion, the outcomes were assessed based on the biochemical parameters of cytolysis. Morphological changes in 
the liver were analyzed by histochemical methods in the control (administration of saline solution into the liver 
parenchyma) and experimental (administration of liver CEC into the liver parenchyma) groups. Results. It was 
shown that implantation of the proposed CEC normalizes blood biochemical parameters and structural disorders 
of the damaged rat liver faster (by day 30 after introduction of CEC instead of day 180 in the control). The CEC 
was also shown to have reduced animal mortality from 50 to 0%, which is due to early activation of proliferation 
of viable liver cells and faster formation of new blood vessels. These effects are down to either stimulation of 
the internal regenerative potential of the damaged liver during CEC implantation or long-term functioning of 
the transplanted cells as part of the CEC based on the decellularized liver matrix. Conclusion. The liver CEC, 
implanted into the liver parenchyma in laboratory animals with a CLF model, has a functional activity.
Keywords:  liver,  liver  failure,  regeneration,  cell-engineered  constructs,  bioartificial  organs, matrixes.
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мультипотентных мезенхимальных клеток костного 
мозга (ММСК КМ) с последующим доказательством 
ее функциональной эффективности на эксперимен-
тальной модели хронической печеночной недоста-
точности (ХПН), что и стало целью данной работы.

МАтериАлы и МетОды иССледОВАНиЯ
Для решения поставленных задач проведены экс-

периментальные исследования на 60 крысах-самцах 
породы Вистар весом 250 г. Животных содержали в 
условиях вивария при температуре 18–20 °С на сме-
шанном рационе питания при свободном доступе к 
воде. Эксперименты на животных проводились с 9 до 
19 часов при комнатной температуре (t = 22–24 °С). 
Все манипуляции с животными проводили соглас-
но правилам, принятым Европейской конвенцией 
по защите позвоночных животных, используемых 
для исследований и других научных целей (European 
Convention for the Protection of Vertebrate Animals 
Used for Experimtntal and other Scientifi c Purposes 
(ETS 123) Strasbourg, 1986).

Эксперименты были выполнены на 60 крысах-
самцах породы Вистар весом 250 г. Из них 10 крыс 
были использованы в качестве доноров КП и 
10 крыс – в качестве доноров печени для децеллю-
ляризации. Срок эксперимента составил 180 суток 
наблюдения.

Фрагменты печени крыс (n = 10) размером не бо-
лее чем 2 × 2 × 2 мм получали с использованием 
скальпеля и ножниц. Децеллюляризацию фрагментов 
печени крысы проводили в трех сменах фосфатно-
солевого буферного раствора (PBS) (138 мМ NaCl, 
2,67 мМ KCl, 1,47 мМ KH2PO4, 8,1 мМ Na2HPO4, рН = 
7,4), содержащего 0,1% додецилсульфата натрия и 
повышающуюся концентрацию Triton Х-100: 1%, 2% 
и 3% [12]. Общее время децеллюляризации составля-
ло 72 ч – по 24 ч для каждой смены раствора ПАВ при 
перемешивании на магнитной мешалке. Для получе-
ния микрочастиц фрагменты децеллюляризованной 
печени помещали в криомельницу CryoMill RETSCH 
(Retsch GmbH, Германия) и измельчали в режиме, 
включавшем 3 цикла помола продолжительностью 
3 минуты при частоте 25 Гц. Фракция частиц разме-
ром 100–250 мкм была выделена с применением сит 
соответствующих размеров.

Отмывка от ПАВ включала экспозицию матрик-
са в PBS, содержащем антибиотик (ампициллин, 
20 мкг/мл) и антимикотик (амфотерицин В, 2,0 мкг/
мл) в течение 96 ч. Отмытые образцы стерилизовали 
γ-облучением в дозе 1,5 Мрад.

Работа по выделению КП и ММСК КМ и их куль-
тивированию проводилась в соответствии с общими 
принципами осуществления культуральных иссле-
дований на 10 крысах-самцах породы Вистар весом 
250 г.

Для заселения децеллюляризованного матрикса 
печени клеточными компонентами по известной ме-
тодике [15] использовали ранее установленное опти-
мальное соотношение клеток – КП : ММСК КМ = 
5 : 1 [17]. Предварительное перед имплантацией со-
культивирование КП и ММСК КМ осуществляли в 
том же соотношении 5 : 1 в течение 3 суток.

Следует отметить, что введение ММСК КМ в 
состав клеточной компоненты КИК обусловлено 
их способностью индуцировать процессы пролифе-
рации клеток, в том числе за счет их собственной 
трансдифференцировки [17].

Функциональную эффективность полученной 
КИК печени оценивали на модели ХПН.

ХПН моделировали на крысах-самцах породы 
Вистар весом 250 г (n = 40) путем затравки крыс рас-
твором CCl4 по модифицированной нами схеме [16]. 
Контроль адекватности созданной модели ХПН 
оценивали по уровню летальности и выживаемости 
животных, состоянию биохимических показателей 
крови и морфологическим характеристикам состо-
яния печени. На этапе моделирования ХПН 9 крыс 
погибло, что составило 22,5%.

В результате после моделирования ХПН оставши-
еся в живых крысы с экспериментальной мо делью 
ХПН были разделены на 2 группы: контрольная 
группа 1 – 16 животных, в паренхиму поврежденной 
печени которым вводили физиологический раствор, 
и экспериментальная группа 2 – 15 особей, в парен-
химу поврежденной печени которым вводили КИК 
печени на 7-е сутки после окончания затравки CCl4. 
Иммуносупрессию не применяли.

Крыс контрольной и экспериментальной групп 
выводили из эксперимента на 28–30-е, 90-е и 
180-е сутки путем внутрибрюшинного введения 
тиопентала натрия в дозировке, вызывающей оста-
новку дыхания. На вышеуказанных сроках, перед 
полной остановкой дыхания, осуществляли забор 
венозной крови для биохимических исследований. 
Функцию печени (уровень АлАТ, АсАТ, билирубина, 
ГГТ, щелочной фосфатазы) исследовали с помощью 
биохимического анализатора Reflotron™ (Roche, 
Швейцария) при использовании специальных тест-
полосок Reflotron™ (точность измерения ±0,5%; вос-
производимость ≤0,2%; линейность ±0,05%).

После полной остановки дыхания проводили экс-
плантацию печени для ее морфологических иссле-
дований. Осуществляли биопсию здоровой и пов-
режденной печени: печеночной недостаточности без 
лечения – контроль; печеночной недостаточности с 
лечением, исследования проводили в зонах имплан-
тации КИК и вне зон имплантации КИК через 28–30, 
90, 180 суток эксперимента. Оценивали данные све-
товой микроскопии с окрашиванием срезов гематок-
силином и эозином, по Ван-Гизону и по Маллори. 
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Использовали микроскоп Leica DM 6000 B и камеру 
Leica LTDCH 9435 (Германия).

Морфометрический анализ осуществляли с 
использованием программы ImageScopeM (ООО 
«Системы для микроскопии и анализа», Россия) с 
использованием микроскопа Leica DM 1000 и камеры 
Leica LTDCH 9435 DFC 295 (Leica Camera AG, Гер-
мания). Морфометрически определяли наличие цир-
роза (подсчет количества ложных долек); удельную 
площадь соединительной ткани (в % соотношении 
к общей площади среза печени) [18, 19].

Жизнеспособность КП в составе КИК печени оце-
нивали с помощью иммуногистохимического метода 
окраски с гепатоцитоспецифическими антигенами 
(ОСН1ЕБ).

Статистическую обработку полученных резуль-
татов осуществляли с помощью компьютерного ста-
тистического пакета Biostat; достоверность различий 
оценивали по t-критерию Стьюдента с учетом поп-
равки Бонферонни.

реЗУльтАты иССледОВАНиЯ  
и иХ ОБСУЖдеНие

После окончания затравки клиническое состояние 
выживших животных характеризовалось снижением 
массы тела, адинамией и частичным облысением 
животных. На протяжении всего времени экспери-
мента (180 суток) в контрольной группе на фоне 
ХПН на разных сроках дополнительно погибло еще 
50% (n = 8) крыс. В экспериментальной группе к 
этому же сроку выживаемость крыс составила 100%. 
В связи с этим оценку функциональных и морфоло-
гических изменений в печени экспериментальных 
животных после моделирования ХПН исследовали 
на 8 и 15 крысах в контрольной и экспериментальной 
группах соответственно. Отсутствие летальности в 
экспериментальной группе позволило нам прийти 
к заключению о положительном влиянии имплан-
тированной КИК на выживаемость крыс с моделью 
ХПН. На рис. 1 представлен макропрепарат печени 
крысы после окончания затравки, т. е. на 42-е сутки 
после начала затравки CCl4. Печень плотная и уве-
личена в размерах. Поверхность мелкобугристая, с 
закругленными краями.

Микроскопически уже в течение первого месяца 
после окончания затравки выявляли типичную кар-
тину цирротической трансформации архитектоники 
печени с прогрессирующим нарушением ее структу-
ры на более поздних сроках наблюдения (особенно 
к 60-м и 90-м суткам) из-за разрастания соедини-
тельной ткани и формирующегося фиброза (рис. 2).

После децеллюляризации [12] фрагменты пе-
чени были отмыты полностью от КП (рис. 3) с по-
следующем заселением полученного тканеспецифи-

Рис. 1. Печень крысы после окончания токсического пов-
реждения, 42-е сутки

Fig. 1. Rat liver after injection, 42 days

ческого матрикса клеточными компонентами КП и 
ММСК КМ.

Данные гистологического исследования, пред-
ставленные на рис. 4, демонстрируют наличие адге-
зированных гепатоцитов на децеллюляризованном 
матриксе печени крысы.

Через 90 и 180 суток после имплантации КИК, 
представляющей собой мелкодисперсные частицы 
децеллюляризованной ткани печени с засеянными 
на ней КП и ММСК КМ в соотношении 5 : 1, были 
выявлены жизнеспособные и функционирующие ге-
патоциты (рис. 5).

На сроке 90 суток клетки донорской печени, со-
культивированные с ММСК КМ, формировали в 
составе КИК ассоциаты жизнеспособных и функ-
ционально активных клеток. Выраженная воспали-
тельная реакция и признаки отторжения отсутство-
вали. Аналогичные данные были получены на сроке 
180 суток имплантации КИК.

Для количественной оценки изменений, возни-
кающих в структуре печени крыс с моделью ХПН 
обеих групп, было проведено морфометрическое 
исследование состояния непаренхиматозных струк-
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Рис. 3. Фрагмент децеллюляризованной печени крысы. 
Окраска гематоксилином и эози ном. ×200

Fig. 3. Fragment of decellularized rat liver. H&E stain. ×200

тур (определение удельной площади соединительной 
ткани и количества ложных долек в печени) на раз-
ных сроках в течение 180 суток. Было установлено, 
что в группе 2 через 60–90 суток после введения КИК 
печени происходит восстановление как паренхимы, 
так и непаренхиматозных структур. Это подтверж-
дает динамическое морфометрическое исследование 
снижения удельной площади соединительной ткани 
печени и количества ложных долек в ней (рис. 6).

Оценку функции печени проводили в динамике 
путем измерения биохимических показателей сыво-

ротки крови. Определение уровня ферментов цитоли-
за (АлАТ; АсАТ; ЩФ) в сыворотке крови животных 
(рис. 7) позволило установить резкое повышение 
уровня этих ферментов в течение первых 2 недель 
затравки. После окончания затравки спустя 7 суток 
уровень АлАТ и АсАТ повысился более чем в 4,5 и 
3 раза соответственно, а уровень ЩФ увеличился 
почти в 5 раз. Спустя 28–30 суток после окончания 
затравки уровни ферментов цитолиза снижались, но 
продолжали длительно оставаться на достоверно (р < 
0,05) более высоком уровне (рис. 7) по сравнению 

 

Рис. 2. Ткань печени крысы после окончания моделирования ХПН (затравка CCl4 = 42 суток): а – срок 90 суток, лож-
ные дольки; окраска на соединительную ткань по Маллори; б – срок 180 суток, сформированные ложные дольки, 
склероз и цирроз печени; окраска по Ван-Гизону. ×100

Fig. 2. Rat liver tissue after CLF modeling (CCl4 injection = 42 days): a – 90 days, false lobules; Mallory staining for connec-
tive tissue; б – 180 days, formed false lobules, sclerosis and cirrhosis; Van Gieson’s stain. ×100

а б

Рис. 4. Гепатоциты, адгезированные на тканеспецифи-
ческом матриксе печени. М – децеллюляризованный 
матрикс печени; Г – адгезированные гепатоциты; 2яГ – 
дву ядерные гепатоциты. Окраска гематоксилином и 
эози ном. ×400

Fig. 4. Hepatocytes adhered to the tissue-specific liver mat-
rix. M – decellularized liver matrix; Г – adhered hepatocytes; 
2яГ – binuclear hepatocytes. H&E stain. ×400

Г

М

2яГ
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Рис. 6. Динамическая морфометрическая оценка состояния непаренхиматозных структур печени крыс при модели-
ровании хронической печеночной недостаточности и имплантации КИК: а – изменение удельной площади соеди-
нительной ткани; б – подсчет количества ложных долек в печени. Группа 1 – контроль (физиологический раствор); 
группа 2 – КИК печени. * – Различие достоверно по сравнению с уровнем показателя в печени крыс контрольной 
группы, р < 0,05

Fig. 6. Dynamic morphometric assessment of the state of non-parenchymal structures of the rat liver during CLF modeling 
and CEC implantation: a – change in the specific area of connective tissue; б – counting the number of false lobules in the 
liver. Group 1 – control (saline); group 2 – liver CEC. * – The difference is significant compared to the level of the indicator 
in the rat liver in the control group, p < 0.05

а б

с нормальными показателями у интактных живот-
ных на протяжении 180 суток. В экспериментальной 
группе также наблюдали цитолитические процессы в 
паренхиматозных клетках печени, но которые были 

достоверно менее интенсивные, чем в контрольной 
группе, а соответствующие показатели достигали 
нормальных значений к 30-м суткам после импланта-
ции КИК, тогда как в контроле нормализация значе-

Рис. 5. Гистологические препараты печени в зоне транс-
плантации КИК (КП : ММСК КМ = 5 : 1) в паренхиму 
поврежденной печени: жизнеспособные гепатоциты на 
сроке 90 (а) и 180 (б) суток. Иммуногистохимическое 
исследование с гепатоцитоспецифическими антигенами 
(ОСН1ЕБ) – положительное гранулярное цитоплазма-
тическое окрашивание; в – продукция желчи (зеленая 
стрелка) пересаженными гепатоцитами. Окраска гема-
токсилином и эозином. ×400

Fig. 5. Histological liver preparations in the CEC transplan-
ted area (LC : МMSC BM = 5 : 1) in the parenchyma of 
the damaged liver: viable hepatocytes at 90 (a) and 180 (б) 
days. Immunohistochemical study with hepatocyte-specific 
antigens (OCH1E5) – positive granular cytoplasmic staining; 
в – bile production (green arrow) by transplanted hepatocy-
tes. H&E stain. ×400

а б

в

50 мкм
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Рис. 7. Динамика нормализации уровня ферментов цитолиза (АлАТ, АсАТ, ЩФ) в сыворотке крови крыс после моде-
лирования хронической печеночной недостаточности и имплантации КИК. Уровень для здоровых животных: АлАТ 
до 40 ед/л; АсАТ – до 60 ед/л; ЩФ – до 350 ед/л; а, в, д – срок наблюдения 28 суток; б, г, е – срок наблюдения 180 суток. 
* – Различие достоверно по сравнению с уровнем ферментов в контроле (группа 1); р < 0,05

Fig. 7. Dynamics of normalization of the cytolysis enzymes level (ALT, AST, ALP) in the blood serum of rats after CLF mo-
deling and CEC implantation. Level for healthy rats: ALT up to 40 IU/L; AST – up to 60 IU/L; ALP – up to 350 IU/L; a, в, 
д – observation period 28 days; б, г, е – observation period 180 days. * – The difference is significant compared to the level 
of enzymes in the control (group 1); p < 0.05

а б

в

д

г

е

ний АсАТ, АлАТ и ЩФ наступала только к 180-м сут-
кам эксперимента (рис. 7).

Уровень гамма-глютамилтранспептидазы (γ-ГТП) 
и билирубина в сыворотке крови экспериментальных 
животных на всех сроках наблюдения оставался в 
пределах нормальных значений.

Наблюдаемые эффекты можно объяснить либо 
стимулированием внутреннего регенеративного 
потенциала поврежденной печени при импланта-

ции КИК, либо активным функционированием пе-
ресаженных клеток в составе КИК на основе децел-
люляризованного матрикса печени.

ЗАКлЮчеНие
Показано, что имплантация предложенной КИК 

обеспечивает более быструю нормализацию биохи-
мических показателей крови и структурных нару-
шений поврежденной печени крыс (к 30-м суткам 



96

ВЕСТНИК ТРАНСПЛАНТОЛОГИИ И ИСКУССТВЕННЫХ ОРГАНОВ  том XXII   № 4–2020

после введения КИК вместо 180 суток в контроле) 
и снижение летальности животных с 50% до 0%, 
что обусловлено более ранней активацией процессов 
пролиферации жизнеспособных КП и более быстрым 
формированием новых кровеносных сосудов.

Таким образом, полученные результаты дока-
зывают наличие функциональной активности КИК 
печени, имплантируемой в паренхиму печени лабо-
раторным животным с моделью ХПН.
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