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Цель: получить длительно пролиферирующие клетки, обладающие признаками прогениторных, за счет 
дедифференцировки зрелых крысиных гепатоцитов с помощью комбинаций малых молекул. Материалы 
и методы. Гепатоциты, выделенные из крысиной печени путем перфузии, культивировали в присутствии 
набора из трех малых молекул: агониста Wnt сигнального пути (CHIR99021), ингибиторов TGF-β (A83-01) 
и ROCK киназы (Y27632). С помощью флуоресцентной и фазово-контрастной микроскопии в процессе 
культивирования клеток оценивали морфологические характеристики и особенности роста культуры. Про-
лиферативную активность клеток анализировали с помощью цейтраферной съемки в режиме реального 
времени. Экспрессию поверхностных и внутриклеточных маркеров анализировали, используя проточную 
цитофлуориметрию и флуоресцентную микроскопию высокого разрешения. Результаты. Используя ком-
плекс малых молекул Y-27632, A-83-01 и CHIR99021, из зрелых крысиных гепатоцитов были получены 
длительно пролиферирующие клетки, которые экспрессировали маркеры прогениторных клеток, такие 
как α-фетопротеин и HNF4α. Клетки имели гепатоцитоподобную морфологию и формировали дискретные 
кластеры пролиферирующих клеток, образующих в процессе культивирования единый клеточный пласт. 
Удаление из среды малых молекул приводило к экспансии фибробластоподобных клеток и к элиминации 
потенциально прогениторных гепатоцитоподобных клеток. Заключение. Подтверждена возможность по-
лучения пролиферирующих прогениторных клеток с помощью дедифференцировки зрелых гепатоцитов.
Ключевые  слова:  гепатоциты, дедифференцировка,  печеночные прогениторные клетки, малые 
молекулы,  сигнальные пути, Y-27632, A-83-01, CHIR99021.
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Objective: to obtain long-lived proliferating cells with progenitor features by dedifferentiation of mature rat he-
patocytes using combinations of small molecules. Materials and Methods. Hepatocytes isolated from rat liver 
by perfusion were cultured in the presence of a cocktail of three small molecules – Wnt signaling pathway acti-
vator (CHIR99021), TGF-β inhibitors (A83-01) and ROCK kinase (Y27632). The morphological characteristics 
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ВВедеНие
Несмотря на тот факт, что первичные крысиные 

гепатоциты впервые были выделены из печени бо-
лее 50 лет назад [1], а первое сообщение о выделе-
нии гепатоцитов из человеческой печени появилось 
спустя еще 20 лет [2], до сих пор остаются нерешен-
ными вопросы длительного культивирования этих 
клеток и сохранения их в функционально активном 
состоянии in vitro. Между тем к настоящему времени 
достоверно доказано, что в условиях хронического 
повреждения печени гепатоциты способны дедиф-
ференцироваться в пролиферирующие бипотентные 
прогениторные/стволовые клетки [3]. В связи с этим 
большое значение приобретают разработки способов 
получения прогениторных клеток из зрелых гепато-
цитов in vitro. Это может не только помочь в большей 
степени разобраться в происхождении прогенитор-
ных клеток печени и в механизмах репрограммиро-
вания, но и предложить неограниченный источник 
клеток для генерации функциональных гепатоцитов, 
которые находят широкое применение в фармаколо-
гии, клинической медицине, тканевой инженерии и 
при моделировании заболеваний.

За последние несколько лет ученым удалось 
достичь определенных успехов в данном направ-
лении. Например, были разработаны протоколы 
трансдифференцировки мезенхимных стволовых 
клеток в функционально активные гепатоцитопо-
добные клетки [4], появилось множество работ, в 
которых гепатоциты получали из индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток [5], также в ряде 
исследований описаны подходы к получению так 
называемых индуцированных гепатоцитов из раз-
личных соматических клеток [6]. Все эти методы, 
безусловно, имеют определенный научный интерес, 
но в то же время обладают рядом ограничений с точ-
ки зрения перспектив использования в клинической 
практике. В частности, использование генетиче ских 
модификаций для репрограммирования клеток со-
здает ряд проблем для безопасности их клиниче-
ского использования. Одним из многообещающих 
современных подходов, решающих вопросы безо-
пасности, является репрограммирование клеток с 

использованием так называемых малых молекул. 
Малые молекулы – это низкомолекулярные соеди-
нения, которые могут включать липиды, моносахари-
ды, вторичные мессенджеры, другие природные со-
единения, а также лекарственные препараты и иные 
ксенобиотики. Малые молекулы обладают рядом 
неоспоримых преимуществ перед любыми други-
ми способами регуляции/изменения судьбы клеток: 
как правило, они проницаемы для клеток; их проще 
синтезировать и стандартизировать; себестоимость 
их невысокая, что позволяет использовать этот спо-
соб для массового производства клеток с заданными 
свойствами. Еще более важно, что эффекты малых 
молекул можно регулировать, варьируя их концент-
рации и комбинации, тем самым обеспечивая более 
высокую степень временного и пространственного 
контроля над функцией белка-мишени или сигналь-
ного пути [7]. В 2017 г. Katsuda et al. [8] опубликовали 
работу, где была показана возможность получения 
пролиферирующих печеночных бипотентных проге-
ниторных клеток из зрелых крысиных гепатоцитов 
с использованием коктейля малых молекул, таких 
как Y-27632, A-83-01 (ингибиторов ROCK киназы и 
TGF-β соответственно) и CHIR99021 (агониста Wnt 
сигнального пути), без каких-либо генетических 
модификаций. Полученные клетки, которые авторы 
назвали химически-индуцированными печеночными 
прогениторами (chemically induced liver progenitors – 
CLiPs), обладали свойствами стволовых клеток, т. е. 
пролиферировали в культуре и дифференцировались 
в гепатоциты и холангиоциты. Примерно в это же 
время была опубликована еще одна работа, в которой 
описан способ получения печеночных прогенитор-
ных клеток из зрелых мышиных гепатоцитов за счет 
создания in vitro условий, моделирующих условия 
хронического повреждения печени in vivo, когда про-
исходит не только пролиферация зрелых гепатоци-
тов, но и их обратимое превращение в прогенитор-
ные клетки протоков [9]. Помимо вышеупомянутых 
малых молекул CHIR99021, A83-01 и Y27632, эта 
среда также содержала эпидермальный фактор роста 
(EGF) и фактор роста гепатоцитов (HGF), активато-
ры Yap сигнализации – лизофосфатидную кислоту и 

and growth features of the culture were assessed using fluorescence and phase-contrast microscopy during cell 
culture. Cell proliferative activity was analyzed using real-time time-lapse imaging. The expression of surface 
and intracellular markers was analyzed using flow cytometry and high-resolution fluorescence microscopy. Re-
sults. Using a cocktail of small molecules, Y-27632, A-83-01, and CHIR99021, long-lived proliferating cells that 
express progenitor cell markers, such as α-fetoprotein and HNF4α, were obtained from mature rat hepatocytes. 
The cells had hepatocyte-like morphology and formed discrete clusters of proliferating cells, forming a single 
cell layer during culturing. Removal of the small molecules from the medium led to expansion of fibroblast-like 
cells and elimination of potentially progenitor hepatocyte-like cells. Conclusion. Proliferating progenitor cells 
can be obtained by dedifferentiation of mature hepatocytes.
Keywords:  hepatocytes,  dedifferentiation,  hepatic  progenitor  cells,  small molecules,  signaling pathways, 
Y-27632, A-83-01, CHIR99021.
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сфингозин-1-фосфат. Полученные таким способом 
из гепатоцитов пролиферирующие клетки канальцев 
(duct-like cells – hepPDCs) были способны претерпе-
вать более 30 пассажей без явных морфологических 
изменений и нарушений кариотипа. Профили генной 
экспрессии показали, что эти клетки экспрессируют 
маркеры гепатоцитов, холангиоцитов и печеночных 
прогениторных клеток, а также способны дифферен-
цироваться в зрелые функционально-активные гепа-
тоциты [9]. Используя аналогичную культуральную 
среду с небольшими модификациями, через 2 года 
авторы получили прогениторные клетки из зрелых 
человеческих гепатоцитов [10].

Также в 2019 г. была опубликована работа Kim 
et al. [11], которые использовали коктейль из двух 
малых молекул A83-01 и CHIR99021 в комбинации 
с EGF и HGF для получения человеческих печеноч-
ных прогениторных клеток из зрелых гепатоцитов, 
которые они назвали человеческие химически-полу-
ченные печеночные прогениторы (human chemically 
derived hepatic progenitors – hCdHs). Полученные 
клетки hCdHs экспрессировали маркеры печеноч-
ных прогениторных клеток и претерпевали около 
10 пассажей в культуре, сохраняя нормальный кари-
отип и способность дифференцироваться в гепато-
циты и эпителиальные клетки желчных протоков in 
vitro. Генное профилирование подтвердило на транс-
крипционном уровне репрограммирование, показав 
экспрессию генов, ответственных за прогениторное 
состояние, и супрессию генов зрелых гепатоцитов. 
При внутриселезеночной трансплантации в несколь-
ких животных моделях hCdHs клетки эффективно 
заселяли паренхиму печени [11]. Совсем недавно 
была опубликована работа, в которой похожим об-
разом, используя коктейль из двух малых молекул 
A83-01, CHIR99021 и HGF, бипотентные прогени-
торные клетки были получены из зрелых гепатоцитов 
нечеловекообразных приматов [12].

Учитывая значимость проблемы получения дли-
тельно пролиферирующих клеток печени в культуре 
для решения задач клеточной биологии, отсутствие 
работ на эту тему в отечественной науке, а также зна-
чимость разработки технологии для воспроизводства 
клеточной массы и использования в регенератив-
ной медицине, мы поставили целью нашей работы 
получение длительно пролиферирующих клеток, 
обладающих признаками прогениторных, за счет 
дедифференцировки зрелых крысиных гепатоцитов 
с помощью комбинаций малых молекул.

МАтериАлы и МетОды
Клетки печени крысы выделяли методом двухста-

дийной перфузии с использованием коллагеназно-
го буфера с последующей отмывкой и посевом на 
культуральный пластик, модифицированный бычьим 
коллагеном I типа. Первую стадию перфузии прово-

дили промывочной средой Liver Perfusion Medium 
(LPM) (Gibco™, США) объемом 250 мл, первые две 
минуты со скоростью 5 мл/мин, далее остальной объ-
ем – 25 мл/мин. Вторую стадию перфузии проводили 
коллагеназным буфером на основе раствора Хенк-
са (HBSS без Ca2+ и Mg2+, без фенолового красного 
(Gibco™, США) с добавлением 0,03% коллагеназы 
IV типа (ПанЭко, Россия) и 0,5% бычьего сыворо-
точного альбумина BSA (Диаэм, Россия) объемом 
250 мл со скоростью 25 мл/мин. По окончании перфу-
зии печень помещали в охлажденную до +2…+4 °С 
среду L-15 (Gibco™, США) и транспортировали из 
операционной в ламинарный бокс. Далее скальпелем 
вскрывали капсулу Гилсона, содержимое измельча-
ли в стерильной чашке Петри на льду. После чего 
пропускали через клеточное сито с размером пор 
100 мкм, промывая средой Hepatocyte Wash Medium 
(Gibco™, США), охлажденной до +2…+4 °С. Сус-
пензию клеток центрифугировали при температуре 
+2 °С при 50 g в течение 5 минут. Клеточный осадок 
ресуспендировали в свежей порции среды и повто-
ряли процедуру три раза. Далее осадок ресуспенди-
ровали в среде William’s E Medium (Gibco™, США) 
с добавлением 5% FBS, (HyClone, UK), 1% анти-
биотика-антимикотика (Gibco™, США) и 200 мМ 
L-глутамина (ПанЭко, Россия), после чего подсчи-
тывали количество живых клеток на счетчике клеток 
BioRad TS20.

Для того чтобы определить рабочие концентрации 
малых молекул, был проведен колориметрический 
анализ пролиферации клеток в МТТ-тесте. В качест-
ве клеточной модели гепатоцитов использовали чело-
веческую линию HepG2, которую культивировали в 
стандартных условиях (37 °С, 5%: СО2) в полной рос-
товой среде на основе DMEM/F12 (Gibco™, США) 
с добавлением 10% FBS, пенициллина/стрептоми-
цина (100Х, ПанЭко, Россия) и 200 мМ L-глутами-
на (ПанЭко, Россия). Для проведения теста в лунки 
96-луночного плоскодонного планшета вносили се-
рийные разведения каждого ингибитора: для А-83-01 
диапазон концентраций составил от 2,5 до 0,03 мкМ, 
для CHIR99021 – от 15 до 0,2 мкМ, для Y-27632 – от 
50 до 0,75 мкМ. Далее в лунки вносили суспензию 
клеток (10 тыс. клеток/лунка). Каждая точка в од-
ном эксперименте в четырех повторах. В качестве 
контроля использовали интактные клетки, культи-
вированные в тех же условиях, но без добавления 
ингибиторов. Клетки инкубировали с малыми мо-
лекулами в течение 4 дней. После этого сливали из 
лунок культуральную среду, добавляли по 30 мкл в 
лунку раствора МТТ (5 мкг/мл; Sigma, США) и инку-
бировали в СО2-инкубаторе в течение 2–4 ч до выпа-
дения кристаллов формазана, которые затем раство-
ряли в 100 мкл/лунка ДМСО (диметилсульфоксид; 
ПанЭко, Россия). Измерение оптической плотности 
(OD) проводили на планшетном ридере Tecan infinite 
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M200 Pro (Tecan, США) при длине волны 565 нм. 
Уровень пролиферации клеток рассчитывали, как 
описано ранее [13], по формуле:

(OD индуцированных клеток – OD blank) /  
(OD контрольных клеток – OD blank) × 100%,

где OD blank – значения оптической плотности в 
лунках, содержащих раствор МТТ и ДМСО, но не 
содержащих клеток; OD контрольных клеток – зна-
чения оптической плотности в лунках с интактными 
клетками.

Для модифицирования поверхности в культураль-
ные флаконы и чашки Петри вносили раствор бычь-
его коллагена I типа в холодном (+2…+4 °С) DPBS 
из расчета 12,5 мкг коллагена на 1 см2 поверхности, 
после чего помещали на 1 час в инкубатор при 37 °С. 
Далее жидкость сливали и производили посев клеточ-
ной суспензии в заданной концентрации: 2 × 105 кле-
ток/см2. Через два часа инкубирования в стандартных 
условиях (37 °С, 5%: СО2), удаляли среду William’s 
E и не прикрепившиеся клетки и добавляли среду 
Hepatozyme-SFM (Gibco™, США) с добавлением 1% 
антибиотика-антимикотика (Gibco™, США), 200 мМ 
L-глутамина (ПанЭко, Россия), комбинации малых 
молекул в следующих концентрациях: А-83-01 – 
1,25 мкМ, CHIR99021 – 5 мкМ, Y-27632 – 12,5 мкМ. 
Контрольные клетки культивировали в той же рос-
товой среде без добавления комплекса малых моле-
кул. Через 48 часов ростовая среда была заменена 
на среду на основе William’s E с теми же добавками. 
Пассирование клеток осуществляли при достижении 
50–70% конфлюэнтности по стандартной методике с 
использованием раствора Версена (ПанЭко, Россия) 
и реактива TrypLe (Gibco™, США).

Через определенные временные интервалы клет-
ки на чашках Петри окрашивали комплексом виталь-
ных красителей Live/DeadAssay (Invitrogen, США), 
позволяющих оценить морфологию адгезивных кле-
ток и отличить живые и мертвые клетки. Исследо-
вание проводили с использованием микроскопичес-
кой системы сверхвысокого разрешения Leica DMi8 
Thunder, оснащенной камерой Leica DFC9000 GTC 
(Leica, ФРГ).

Пролиферацию клеток оценивали, используя сис-
тему микроскопии с автоматической цейтраферной 
съемкой (IncuCyte ZOOM, США). Система позволяет 
в режиме реального времени с высокой точностью 
оценивать конфлюэнтность клеточного монослоя и 
рассчитывать кривые роста клеточной культуры.

Для анализа использовали клетки 1-го пассажа, 
которые сеяли в культуральные флаконы площадью 
25 см2 из расчета 4 × 103 кл/см2. Изучали рост клеток 
на 4 типах сред:
1) ростовая среда на основе William’s E с добавле-

нием комплекса малых молекул;
2) ростовая среда на основе William’s E;

3) ростовая среда на основе DMEM/F12 с добавле-
нием комплекса малых молекул;

4) ростовая среда на основе DMEM/F12.
Анализ проводили в режиме реального времени в 

течение 26 суток. Построение кривых роста осущест-
влялось в автоматическом режиме программным 
обеспечением прибора.?

Для проведения цитофлуориметрического анали-
за экспрессии поверхностного маркера CD29 клетки 
1-го пассажа, культивировавшиеся с добавлением 
комплекса малых молекул, снимали с пластика, ин-
кубировали с антителами к CD29, меченными FITC 
(BD Biosciences, США), в течение 1 ч. В качестве кон-
троля использовали неокрашенные клетки. По окон-
чании инкубации клетки дважды отмывали в DPBS, 
фиксировали в CytoFix (BD Biosciences, США) в 
течение 15 мин и проводили измерения на проточ-
ном цитофлуориметре-сортере BD FACSAria III (BD 
Biosciences, США). Анализировали не менее 10 тыс. 
событий. Обработку данных проводили в программе 
FlowJo_V10.

Экспрессию внутриклеточных маркеров в клет-
ках, культивировавшихся в присутствии комплекса 
малых молекул, анализировали с помощью проточ-
ной цитофлуориметрии и флуоресцентной микро-
скопии. Для этого клетки пермеабилизировали в 
0,1% растворе Triton X-100 (Sigma, США) в течение 
10 мин при комнатной температуре. После чего ин-
кубировали с первичными антителами против Ki-
67, α-фетопротеина (АФП), HNF4α, цитокератина 18 
(все – SantaCruz Biotechnology, США) в течение 1 ч, а 
затем с вторичными антивидовыми антителами, ме-
ченными FITC (все – Sigma, США), в течение 40 мин. 
В качестве контроля неспецифического связывания 
использовали клетки, окрашенные только вторичны-
ми антивидовыми антителами. Для флуоресцентной 
микроскопии ядра клеток докрашивали DAPI (1 мкг/
мл) (4′,6-diamidino-2-phenylindole; Invitrogen, США) 
и заключали препарат в протектор флуоресценции 
(Anti-Fade Fluorescence Mounting Medium, Abcam, 
США). Анализ флуоресценции и проточную цито-
флуориметрию проводили, как описано выше.

реЗУльтАты и ОБСУЖдеНие
На первом этапе работы был проведен анализ 

влияния малых молекул на уровень пролиферации 
клеток линии HepG2, а также определены оптималь-
ные концентрации малых молекул для последующей 
работы.

Из рис. 1 видно, что все три малые молекулы в оп-
ределенных диапазонах концентраций индуцируют 
увеличение уровня пролиферативных клеток линии 
HepG2. Так, ингибитор ROCK киназы (Y27632) по-
вышал уровень пролиферации клеток в диапазоне 
концентраций от 0,75 до 12,5 мкМ (рис. 1, а), агонист 
Wnt сигнального пути (CHIR99021) стимулировал 
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пролиферативную активность в диапазоне от 0,2 
до 7,5 мкМ (рис. 1, б), тогда как ингибитор TGF-β 
(A83-01) увеличивал пролиферацию клеток во всем 
использованном диапазоне концентраций от 0,03 до 
2,5 мкМ (рис. 1, в). Исходя из полученных данных, а 
также ориентируясь на ранее опубликованные рабо-
ты, в которых для репрограммирования гепатоцитов 
использовались те же малые молекулы, были опре-
делены следующие рабочие концентрации малых 
молекул: Y-27632 – 12,5 мкМ, CHIR99021 – 5 мкМ и 
А-83-01 – 1,25 мкМ.

Для анализа влияния комплекса малых молекул 
на формирование культуры пролиферирующих кле-
ток из крысиных гепатоцитов использовали флуо-
рес цент ную и фазово-контрастную микроскопию. 
После выделения крысиные гепатоциты были раз-
делены на две культуры. В контрольной культуре 
клетки культивировали без добавления комплекса 
малых молекул, в опытной культуре – с добавлением 
комплекса малых молекул в определенных в предва-
рительных экспериментах рабочих концентрациях. 

Флуо рес цент ная микроскопия клеток, окрашенных 
комплексом Live/Dead™ через 24 часа после выде-
ления клеток, показала, что и в контроле, и в опыт-
ном варианте присутствует значительное количество 
жизнеспособных клеток (рис. 2).

Примечательно, что уже через сутки после выде-
ления отчетливо видна разница в уровне жизнеспо-
собности контрольной и опытной культур. В кон-
трольных клетках можно наблюдать гораздо более 
высокий уровень клеточной гибели (рис. 2, а) по 
сравнению с опытными клетками, которые культи-
вировались в присутствии комплекса малых моле-
кул (рис. 2, б). Морфологически в опытной культуре 
можно выделить два типа клеток: гепатоцитоподоб-
ные и клетки овальной формы.

На пятые сутки эксперимента отмечались еще бо-
лее существенные различия в опытной и контроль-
ной культурах клеток (рис. 3, а, б). К этому времени 
в контрольной культуре в основном сохраняются 
одиночные сильно распластанные клетки с призна-
ками нарушения плазматической и ядерной мембран 

Рис. 1. Зависимость уровня пролиферации клеток линии 
HepG2 от концентраций малых молекул в культуральной 
среде: а – клетки культивировали в присутствии серий-
ных разведений Y-27632; б – клетки культивировали в 
присутствии серийных разведений CHIR99021; в – клет-
ки культивировали в присутствии серийных разведений 
А-83-01

Fig. 1. Dependence of the HepG2 cells proliferation level on 
the concentration of small molecules in the culture medium: 
a – cells were cultured in the presence of serial dilutions of 
Y-27632; б – cells were cultured in the presence of serial 
dilutions of CHIR99021; в – cells were cultured in the pre-
sence of serial dilutions of A-83-01

а б

в
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и повышенной вакуолизацией (рис. 3, а). Тогда как в 
опытной культуре наряду с такими же зрелыми клет-
ками, переходящими в состояние клеточной гибели, 
визуализировались группы вновь образовавшихся 
клеток (рис. 3, б).

К 7-м суткам эксперимента в контрольной культу-
ре продолжился процесс клеточной гибели (рис. 3, в). 
А в опытной культуре отчетливо визуализировалось 
усиление пролиферации с образованием небольших 
клеточных кластеров (рис. 3, г). На 10-е сутки экс-
перимента в связи с полной гибелью клеток в конт-
рольной культуре наблюдение продолжали только в 
опытном варианте. В течение этого времени в опыт-
ной культуре наблюдалось увеличение количества 
клеток в образовавшихся кластерах, уплотнение их 
структуры и формирование внеклеточного матрикса 
(рис. 4).

Через 15 суток эксперимента наблюдалась экс-
пансия клеток в кластерах, которая приводила к их 
разрастанию, слиянию с соседними кластерами и 
формированию клеточного пласта. Уровень клеточ-
ной гибели в культуре был незначительным (рис. 5).

Для всех последующих экспериментов исполь-
зовались клетки после первого пассажа, которые с 
момента выделения непрерывно культивировались 
в присутствии комплекса малых молекул. Чтобы 
оценить влияние различных ростовых сред и комп-
лекса малых молекул на рост клеток в культуре, был 

проведен анализ пролиферации и построены кривые 
роста с использованием системы микроскопии с ав-
томатической цейтраферной съемкой. Анализ роста 
клеточной популяции на разных средах с добавлени-
ем комплекса малых молекул и без них показал, что 
наиболее быстрый рост и равномерную экспансию 
проявляли клетки, которые культивировались на сре-
дах (DMEM/F12 и William’s E) без добавления малых 
молекул (рис. 6).

Однако при визуальном анализе изображений 
было обнаружено, что в обоих вариантах ростовых 
сред при отсутствии комплекса малых молекул рост 
клеточной популяции происходил за счет экспансии 
фибробластоподобных клеток. Характерные клас-
теры гепатоцитоподобных клеток в этих вариантах 
отсутствовали на всем протяжении эксперимента 
(26 суток).

С другой стороны, при культивировании кле-
ток в обоих типах ростовых сред (DMEM/F12 и 
William’s E) в присутствии комплекса малых молекул 
после первого пассажа происходило формирование 
кластеров гепатоцитоподобных клеток, такое же, 
как мы наблюдали в исходном опытном варианте 
после выделения гепатоцитов до пассирования. Та-
ким образом, показано, что для поддержания роста 
и пролиферации гепатоцитоподобных, но не фибро-
бластоподобных, клеток необходимо не только пер-
воначальное воздействие комплекса малых молекул, 

Рис. 2. Флуоресцентная микроскопия клеток печени через 24 ч после выделения. Окрашивание Live/Dead™: а – кон-
трольные клетки (без добавления комплекса малых молекул); б – опытные клетки (с добавлением комплекса малых 
молекул). Зеленый цвет – живые клетки, красный цвет – клетки в состоянии клеточной гибели. ×50

Fig. 2. Fluorescence microscopy of cells 24 h after isolation. Live/Dead™ staining: а – control cells (without the addition of a 
set of small molecules); б – experimental cells (with the addition of a set of small molecules). Green – living cells, red – cells 
in a state of cell death. ×50

а б
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но и их постоянное присутствие в ростовой среде на 
протяжении всего периода культивирования.

Примечательно, что при культивировании на среде 
DMEM/F12 процесс формирования клеточных клас-
теров начинался значительно раньше (через 48 часов 
после посадки клеток), тогда как в среде William’s E 
начало формирования кластеров отмечали только на 
7-е сутки культивирования. Различалось также и ко-
личество клеточных кластеров по полям зрения. Для 

каждого образца клеточных культур анализировали 
80 полей зрения на культуральный флакон площадью 
25 см2. При культивировании на среде DMEM/F12 
в присутствии малых молекул клеточные кластеры 
встречались в 90% проанализированных полей зре-
ния. При росте на среде William’s E с добавлением 
малых молекул этот показатель достигал только 50%.

Фазово-контрастная микроскопия клеток на раз-
ных сроках роста клеточной культуры позволила 

5-е сутки

7-е сутки

Рис. 3. Флуоресцентная микроскопия клеток печени на 5-е (а и б) и 7-е (в и г) сутки после выделения: а, в – конт-
рольные клетки (без добавления комплекса малых молекул), б, г – опытные клетки (с добавлением комплекса малых 
молекул); б – группа новообразовавшихся клеток; г – формирование клеточных кластеров. Зеленый цвет – живые 
клетки, красный цвет – клетки в состоянии клеточной гибели. Окрашивание Live/Dead™. ×200

Fig. 3. Fluorescence microscopy of cells on the 5th (a and б) and 7th (в and г) days after isolation: a, в – control cells (without 
the addition of a set of small molecules), б, г – experimental cells (with the addition of a set of small molecules); б – a group 
of newly formed cells; г – the formation of cell clusters. Green – living cells, red – cells in a state of cell death. Live/Dead™ 
staining. ×200

а б

в г
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визуализировать процесс формирования отдельных 
кластеров. Центром образования такого кластера яв-
ляются крупные, в основном двухъядерные клетки 
неправильной формы (рис. 7).

В формирующемся клеточном кластере обнару-
живается заметное число клеток, содержащих два 
ядра. Известно, что одной из характерных особен-
ностей печени является полиплоидия гепатоцитов, 
т. е. увеличение числа набора хромосом на клетку. 
Полиплоидные гепатоциты могут быть представлены 
в нескольких вариантах: они могут быть тетраплоид-
ными (двухъядерными с 2n набором хромосом или 
одноядерными с 4n набором хромосом) или октапло-
идными (двухъядерными с 4n набором хромосом или 
одноядерными с 8n набором хромосом) [14]. Функ-
циональная роль полиплоидии гепатоцитов пока не 
совсем ясна. Однако показано, что полиплоидные 
гепатоциты обладают повышенной пролиферативной 
способностью, экспрессируя ряд генов, ассоцииро-
ванных с прохождением клеточного цикла [15].

Далее в процессе культивирования происходит 
активное деление клеток и периферический рост 
кластера с формированием на более поздних сроках 
значительных скоплений плотно упакованных клеток 
(рис. 8, а), находящихся в тесном соседстве с фибро-
бластоподобными клетками (рис. 8, б).

Анализ экспрессии поверхностных и внутри-
клеточных маркеров проводили на клетках после 
1-го пассажа, культивировавшихся с добавлением 
комплекса малых молекул.

CD29, или интегрин β1, относится к семейству 
интегриновых белков, которые вовлечены во взаи-
модействия клеток с белками внеклеточного матрик-
са, такими как коллаген, ламинин и фибронектин, а 
также в составе гетеродимеров, участвует в межкле-
точных взаимодействиях, играет функциональную 
роль в миграции, адгезии и выживании клеток. CD29 
широко экспрессирован на различных типах клеток, 
включая мезенхимные и эпителиальные клетки, а 
также стволовые/прогениторные клетки различно-
го происхождения [16]. Так, CD29 наряду с CD44 
и CD90 зачастую рассматривается в качестве мар-
кера мезенхимных стволовых/стромальных клеток 
(МСК), выделяемых из разных тканевых источников, 
как у человека [17], так и у грызунов [18]. Во взрос-
лой печени интегрин β1 экспрессируют зрелые гепа-
тоциты [19], а также печеночные стволовые клетки 
и гепатобласты [20].

Используя проточную цитофлуориметрию, мы 
проанализировали экспрессию на поверхности кле-
ток интегрина β1 (CD29) (рис. 9, а).

Как видно из рис. 9, а, экспрессия CD29 наблю-
далась на более чем 60% клеток. Морфологически 
в этой культуре преобладали гепатоцитоподобные 
клетки (рис. 9, б).

Рис. 4. Фазово-контрастная микроскопия плотного клас-
тера, состоящего из клеток с гепатоцитоподобной мор-
фологией, к 10-м суткам в опытной культуре. ×200

Fig. 4. Phase contrast microscopy of a dense cluster consis-
ting of cells with hepatocyte-like morphology by day 10 in an 
experimental culture. ×200

Рис. 5. Флуоресцентная микроскопия клеток на 15-е 
сутки после выделения. Экспансия клеток в кластерах, 
приводящая к формированию крупных клеточных скоп-
лений. Зеленый цвет – живые клетки, красный цвет – 
клетки в состоянии клеточной гибели. Окрашивание 
Live/Dead™. ×100

Fig. 5. Fluorescence microscopy of cells on the 15th day af-
ter isolation. Expansion of cells in clusters, leading to the 
formation of large cell conglomerates. Green – living cells, 
red – cells in a state of cell death. Live/Dead™ staining. ×100
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Делеция интегрина β1 в эмбриональной печени 
приводит к нарушению нормального развития по-
лярности гепатоцитов, к отсутствию спецификации 
межклеточных контактов и к невозможности форми-

рования канальцев. Направленная делеция интегрина 
β1 во взрослых гепатоцитах предотвращает восста-
новление нормальной архитектуры гепатоцитов пос-
ле повреждения печени с последующим развитием 

Рис. 6. Кривые роста клеток I пассажа, культивировавшихся на разных средах в течение 26 сут. Построение кривых 
роста основано на оценке % конфлюэнтности монослоя за счет фотофиксации полей зрения каждые 4 часа: а – клетки 
культивировались на среде DMEM/F12; б – клетки культивировались на среде William’s E

Fig. 6. Growthcurves of the cells at 1st passage, cultivated on different media for 26 days. The construction of growth curves 
is based on an estimate of the% confluence of the monolayer due to photographic fixation of the visual fields every 4 hours: 
a – cells were cultured in DMEM/F12 medium; б – cells were cultured on William’s E medium

а

б
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фиброза [21]. Таким образом, экспрессия CD29 на 
клетках, полученных из крысиных гепатоцитов после 
культивирования их в присутствии малых молекул, 
может также обеспечивать поддержание характерной 
архитектуры формирующихся кластеров и способ-
ствовать пролиферации.

Экспрессию внутриклеточных маркеров в клет-
ках анализировали с использованием двух методов. 
Используя метод флуоресцентной микроскопии 
сверхвысокого разрешения, была проведена оценка 

экспрессии таких печень-ассоциированных белков, 
как цитокератин 18, альфа-фетопротеин, HNF4α, а 
также маркера пролиферирующих клеток Ki-67.

Маркер пролиферации Ki-67 экспрессируется в 
ядре в течение G1, S и G2–M фаз клеточного цик-
ла в пролиферирующих клетках [22]. Показали, что 
практически 100% клеток экспрессируют данный 
белок (рис. 10, а).

Цитокератин 18 – белок цитоскелета и основной 
промежуточный филамент, экспрессируемый в пе-

 

Рис. 7. Фазово-контрастная микроскопия кластеров гепатоцитоподобных клеток, формирующихся в присутствии 
комплекса малых молекул: а – центральная двухъядерная клетка, предположительно дающая начало росту кластера; 
б – разрастание клеток в кластере; стрелками обозначены двухъядерные клетки. ×200

Fig. 7. Phase contrast microscopy of hepatocyte-like cellclusters formed in the presence of a small moleculesset: a – central 
binucleated cell, presumably giving rise to cluster growth; б – proliferation of cells in a cluster; arrows indicate binucleated 
cells. ×200

 

Рис. 8. Фазово-контрастная микроскопия клеточного пласта на поздних сроках культивирования (47 суток) в присут-
ствии комплекса малых молекул: а – плотный кластер гепатоцитоподобных клеток; ×200; б – зона контакта разных 
типов клеток в составе единого клеточного пласта; 1 – гепатоцитоподобные клетки, 2 – фибробластоподобные клет-
ки; ×100

Fig. 8. Phase contrast microscopy of the cell layer at late stages of cultivation (47 days) in the presence of a small molecules-
set: а – dense cluster of hepatocyte-like cells; ×200; б – contact zone of cellswith different morphology as part of a single cell 
layer; 1 – hepatocyte-like cells, 2 – fibroblast-like cells; ×100

а

а

б

б

1
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чени [23]. Показано, что цитокератин 18 наряду с 
цитокератином 19 экспрессируется в человеческих 
печеночных стволовых клетках, аналогичных оваль-
ным клеткам грызунов [24]. Мы показали, что экс-
прессия цитокератина 18 характерна для всех клеток 
в культуре, имеющих гепатоцитоподобную морфо-
логию (рис. 10, б).

Гепатоцитарный ядерный фактор (Hepatocyte 
nuclear factor) 4α (HNF4α) является орфанным ядер-

ным рецептором, который известен как мастер-регу-
лятор печеночных дифференцировочных процессов, 
поскольку регулирует большое количество гепато-
цит-специфичных генов [25]. HNF4α регулирует та-
кие важные функции печени, как гликолиз, глюконео-
генез, метаболизм жирных кислот, синтез желчных 
кислот, метаболизм лекарств, синтез аполипопроте-
ина, уреогенез и коагуляцию крови, за счет регуля-
ции транскрипции множества генов, вовлеченных в 

 

Рис. 9: а – цитофлуориметрический анализ экспрессии CD29. Голубой пик – аутофлуоресценция контрольных клеток, 
не окрашенных антителами. Красный пик – флуоресценция анти-CD29-FITC, связавшихся с клетками; б – фазово-
контрастная микроскопия культуры. ×100

Fig. 9: a – flow cytometric analysis of CD29 expression. Blue peak – autofluorescence of control cells, unstained with antibo-
dies. Red peak – fluorescence of anti-CD29-FITC bound to cells; б – phase contrast microscopy of the culture. ×100

Рис. 10. Флуоресцентная микроскопия клеток после культивирования в присутствии малых молекул: а – клетки ок-
рашены антителами к Ki-67. Ядра докрашены DAPI. ×100; б – клетки окрашены антителами к цитокератину 18. ×200

Fig. 10. Fluorescence microscopy of cells after cultivation in the presence of small molecules: а – cells are stained with anti-
bodies to Ki-67. Nuclei are contrasted with DAPI. ×100; б – cells are stained with antibodies to cytokeratin 18. ×200

а

а

б

б
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каждую из этих функций [26–28]. Помимо зрелых 
гепатоцитов HNF4α экспрессируется бипотентными 
гепатобластами человека и грызунов в эмбриогенезе 
[29], а также печеночными стволовыми клетками во 
взрослом органе [30].

Мы также обнаружили экспрессию HNF4α пре-
имущественно в клетках, формирующих характер-
ные кластеры (рис. 11, а).

На полученных изображениях отчетливо видна 
ядерная локализация HNF4α, что характерно для нор-

мальных печеночных клеток. Экспрессия HNF4α в 
клетках, культивировавшихся в присутствии комп-
лекса малых молекул, свидетельствует об их гепа-
тоцитарном происхождении и прогениторном по-
тенциале.

α-фетопротеин (АФП) является одним из наиболее 
изученных маркеров клеточной дифференцировки и 
развития опухоли. Этот белок экспрессируется фе-
тальными и злокачественными гепатоцитами и не 
экспрессируется нормальными зрелыми гепатоцита-

Рис. 11. Флуоресцентная микроскопия клеток после культивирования в присутствии малых молекул: а – клетки, окра-
шенные анти-HNF4α; б – клетки, окрашенные антителами к АФП. Ядра клеток докрашены DAPI. ×200

Fig. 11. Fluorescence microscopy of cells after cultivation in the presence of small molecules: а – cells stained with anti-
HNF4α; б – cells stained with antibodies to AFP. Nuclei are contrasted with DAPI. ×200

Рис. 12. Цитофлуориметрический анализ экспрессии АФП в клетках: а – контрольные клетки, окрашенные вторичны-
ми антивидовыми антителами; б – клетки, окрашенные антителами к АФП

Fig. 12. Flow cytometric analysis of AFP expression in cells: a – control cells stained with secondary anti-species antibodies; 
б – cells stained with antibodies to AFP

а б

а б
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ми [31]. АФП является одним из основных маркеров 
овальных клеток [32] и незрелых гепатоцитов [33]. 
В связи с тем что экспрессия АФП сильно коррелиру-
ет с экспрессией фетальных генов в онтогенезе, этот 
белок служит идеальным кандидатным маркером для 
отслеживания и изучения путей развития стволовых 
клеток, их дифференцировки и редифференцировки.

Экспрессию α-фетопротеина мы анализировали 
двумя методами, используя флуоресцентную мик-
роскопию и проточную цитофлуориметрию. Для 
этого проводили внутриклеточное окрашивание 
клеток антителами, специфичными к АФП. Резуль-
таты окрашивания представлены на рис. 11, б и 12. 
При проведении флуоресцентной микроскопии мы 
наблюдали не очень отчетливую картину экспрессии 
АФП в клетках, а именно очень мало клеток оказа-
лись окрашены антителами к данному белку, и его ло-
кализация в большинстве клеток была преимущест-
венно околоядерная, и только в отдельных клетках 
АФП распределялся в цитоплазме, что является ха-
рактерным для данного белка (рис. 11, б).

Для подтверждения наличия экспрессии АФП был 
проведен цитофлуориметрический анализ внутри-
клеточного окрашивания клеток соответствующими 
антителами (рис. 12).

Как следует из рис. 12, около 10% клеток экс-
прессируют α-фетопротеин, что подтверждает ре-
зультат, полученный с помощью флуоресцентной 
микроскопии. Таким образом, наличие экспрессии 
АФП в клетках, полученных из зрелых крысиных 
гепатоцитов после культивирования в присутствии 
комплекса малых молекул, свидетельствует об их де-
дифференцировке/репрограммировании в незрелое 
прогениторное состояние.

ЗАКлЮчеНие
Индукция зрелых гепатоцитов комплексом малых 

молекул может служить одним из подходов к репрог-
раммированию терминально дифференцированных 
клеток в прогениторное состояние. Показано, что 
наличие в среде трех малых молекул Y-27632, A-83-
01 и CHIR99021 позволяет культивировать крысиные 
гепатоциты в течение длительного времени (более 
2 месяцев). При этом происходят существенные из-
менения в их морфологии и начинают экспрессиро-
ваться маркеры печеночных прогениторных клеток, 
такие как АФП и HNF4α Полученный результат от-
крывает новые возможности для изучения механизма 
дедифференцировки/репрограммирования зрелых 
гепатоцитов. На наш взгляд, он является отправной 
точкой для дальнейших исследований, направлен-
ных на изучение свойств печеночных прогениторных 
клеток человека, разработку способов их получения 
с последующим применением в лечении терминаль-
ных стадий заболеваний печени, таких как цирроз 

различной этиологии и злокачественные новообра-
зования.
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