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В статье рассматривается проблема создания имплантируемых тканеинженерных конструкций печени 
как современный этап комплексных исследований по созданию биоискусственной печени. Позитивное 
решение многочисленных биологических и технологических проблем, стоящих на пути создания таких 
конструкций, включает разработку и использование матриксов с заданными свойствами, имитирующи-
ми свойства печеночного внеклеточного матрикса; применение технологий стереотипического заселения 
этих матриксов как паренхиматозными, так и непаренхиматозными клетками печени и совершенствова-
ние технологий изготовления и сборки тканеинженерных конструкций печени.
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In this article it was discussed the problem of creation implanted hepatic tissue engineering designs as a modern 
stage of complex investigation for working out bioartifi cial liver support systems. It was determined that for 
the positive decision of numerous biological and technological problems it is necessary: to use matrices with 
determined properties, which mimic properties of hepatic extracellular matrix; to use technology for stereotype 
sowing of these matrices by both parenchymal and non-parenchymal hepatic cells and to improve the technolo-
gies for making and assembling of hepatic tissue-engineering designs.
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Совершенствование методов лечения острой и 
хронической печеночной недостаточности (ПН) 
по-прежнему остается актуальной задачей совре-
менной медицины, так как смертность от хрони-
ческой ПН по-прежнему занимает одно из первых 
мест среди других нозологий. В последние 30 лет 
при глубоком необратимом поражении печени ста-
ли проводить полную замену этого органа путем 
трансплантации донорской печени. Число таких 
операций в развитых странах мира из года в год 
увеличивается. Однако возрастающая во всем мире 
нехватка донорского материала и другие пробле-
мы, сопутствующие этим операциям, заставляют 
в повседневной клинической практике использо-
вать более доступные эфферентные (аппаратные) 
методы временной поддержки функции печени. 
Назначение этих методов (плазмаферез, различные 
варианты гемодиализа, плазмо- и гемосорбции и 

др.) состоит в обеспечении детоксикации организ-
ма больного и в создании условий для аутокринной 
активации, восстановительных процессов повреж-
денной печени.

Между тем расширенное применение эффе-
рентных методов в клинике не способствовало 
снижению смертности, особенно среди больных 
с обширным некрозом паренхимы печени. Такой 
результат стали связывать с тем, что эфферентные 
методы способствуют удалению из крови больного 
не только токсических веществ, но и факторов реге-
нерации, а при замещении крови больного кровью 
или плазмой здорового донора в организм больного 
поступают факторы с цитостатическими свойства-
ми, блокирующими процессы восстановительной 
регенерации печени.

Указанные обстоятельства в 80-х годах про-
шлого столетия способствовали внедрению в кли-
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ническую практику так называемых гибридных 
экстракорпоральных систем детоксикации крови 
больного, в перфузионном контуре которых од-
новременно культивировалась суспензия донор-
ских гепатоцитов с коротким сроком (1–3 часа) со-
хранения жизнеспособности и биорегуляторного 
воздействия [1]. Стала очевидной необходимость 
поиска путей обеспечения длительного функцио-
нирования клеток донорской печени в организме 
больного для индукции восстановительных процес-
сов в поврежденной печени.

1. СПОСОБЫ ИНДУКЦИИ 
ВОССТАНОВИТЕЛЬНОЙ РЕГЕНЕРАЦИИ 
ПОВРЕЖДЕННОЙ ПЕЧЕНИ

В организме человека регенерация печени при 
повреждении происходит в течение 3–6 месяцев 
при условии сохранности хотя бы 30% интактной 
ткани [2]. Однако такая регенерация осуществляет-
ся за счет гиперплазии клеток, входящих в состав 
отдельных анатомо-функциональных единиц пече-
ни [3] без увеличения количества самих единиц, что 
способствует увеличению объема сохранившейся 
ткани и компенсации утраченного объема (регене-
рационная гипертрофия печени). Из вышеизложен-
ного следует, что нормализация (компенсация) фун-
кции печени при регенерации достигается за счет 
повышения нормы функции каждой сохранившей-
ся анатомо-физиологической единицы (структуры) 
органа, но не за счет увеличения количества таких 
структур [4].

Изучение фундаментальных основ регенерации 
печени послужило основанием для разработки но-
вых методов нормализации функции поврежденной 
печени. Стали активно разрабатываться новые био-
технологические методы, действие которых направ-
лено на восполнение извне дефицита функциониру-
ющей ткани, а также на стимуляцию регенерации 
оставшейся печеночной ткани [5].

1.1. Трансплантация клеток печени 
и костного мозга

И в эксперименте, и в клинике неоднократно 
предпринимались попытки стимулировать восста-
новительную регенерацию печени путем транс-
плантации гепатоцитов или путем мобилизации 
клеток-предшественников костного мозга (КМ) 
[6–8]. Показано, что резидентные клетки костного 
мозга действительно активно участвуют в регене-
рации печени, ускоряя дифференцировку сохранив-
шихся гепатоцитов. Кроме того, показано, что сами 
клетки-предшественники КМ имеют потенциал 
к дифференцировке в гепатоцитарном направле-
нии [9], однако эта их способность до сих пор не 
охарактеризована полностью. Выявлено множест-
во различных популяций костномозговых клеток-
предшественников, которые обладают способнос-
тью вызывать клиническое улучшение состояния 
пациентов с хроническими заболеваниями печени 
[10, 11]. Недавние клинические испытания под-
твердили, что применение гранулоцитарного коло-
ниестимулирующего фактора(G-CSF) способствует 
мобилизации гемопоэтических стволовых клеток, 
которые начинают оказывать влияние на дифферен-
цировку клеток-предшественников КМ в гепатоци-
ты, а также на повышение активности синтеза ими 
фактора роста гепатоцитов [12–15].

Трансплантация суспензии гепатоцитов как аль-
тернатива ортотопической трансплантации печени 
была изучена не только у взрослых, но и у детей 
с врожденной патологией метаболических процес-
сов в печени [17]. В этих наблюдениях общая масса 
гепатоцитов, трансплантированных в селезенку или 
портальную вену, составляла не более 10% от экви-
валента массы печени реципиента, но это количест-
во оказалось достаточным для частичной нормали-
зации метаболизма [16]. Несмотря на клинический 
эффект, выживаемость донорских гепатоцитов 
была низкой, и к концу наблюдения их количество 
не превышало 1% от массы печени реципиента [17].
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На данный момент большинство исследователей 
едины во мнении о недостаточной эффективности 
применения суспензии донорских клеток в организ-
ме, так как трансплантация изолированных клеток 
не обеспечивает стабильный терапевтический ре-
зультат, характеризуется низким уровнем их при-
живления и исключает возможность долгосрочного 
воздействия введенных клеток на регенерационный 
процесс. Полагают, что основной причиной низкой 
эффективности применения суспензии клеток пече-
ни служит отсутствие условий для прикрепления и 
контактного взаимодействия клеток с формирова-
нием de novo анатомо-функциональных структур 
длительного регуляторного воздействия на повреж-
денную печень.

1.2. Трансплантация клеток печени 
в составе тканеподобных структур 
(биоинженерных конструкций)

Современный этап совершенствования разра-
боток по созданию биоискусственной печени свя-
зывают с использованием клеток печени в составе 
тканеподобных структур, которые в виде ткане-
инженерных конструкций предназначены обес-
печивать адекватные условия для долгосрочной 

жизнедеятельности внесенных в них клеток (их 
прикрепление, контактные взаимодействия, тка-
неспецифическое функционирование) и способс-
твовать достижению клинического эффекта при 
использовании в этих конструкциях малых доз 
донорских клеток [18–20]. Основные направления 
современных исследований и возможные области 
применения достижений тканевой инженерии пече-
ни обобщены и представлены на рис. 1.

Из рис. 1 видно, что в основе успешной разра-
ботки тканеинженерных конструкций печени лежит 
прежде всего создание и использование биоматери-
алов (матриксов) с заданными свойствами, среди 
которых в качестве каркаса или носителя клеток 
были использованы натуральные, синтетические и 
композитные материалы.

При выборе оптимального материала и метода 
его изготовления должно быть одновременно уч-
тено множество условий, таких как его внутренняя 
архитектоника, время резорбции, биосовмести-
мость, присутствие в матриксе и контролируемое 
высвобождение биологически активных веществ 
(специфичные белки внеклеточного матрикса, фак-
торы роста, цитокины), поддерживающих пролифе-
рацию и рост клеток. Однако, несмотря на прогресс 
в области изготовления имплантируемых систем 

Рис. 1. Основные направления исследований и возможные области применения тканевой инженерии печени [21]
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доставки биологически активных веществ и кле-
ток из органов и тканей, создание биосовместимых 
матриксов остается нерешенной, а потому актуаль-
ной задачей. Преимущества, недостатки, а также 
перспективы использования некоторых изученных 
к настоящему времени материалов представлены в 
табл. 1 [21].

Важно также подчеркнуть, что формирование 
самих тканеинженерных конструкций также не мо-
жет считаться решенной проблемой. Используются 
разные технологии их изготовления, которые могут 
различаться по принципу сборки отдельных эле-
ментов [22] и по масштабу создаваемых при этом 
конструкций [23].

Различают два основных подхода при сборке 
элементов тканеинженерных конструкций: прин-
цип «сверху вниз» и принцип «снизу вверх» [22]. 
При осуществлении принципа «сверху вниз» (нис-
ходящий принцип) биодеградируемый и биосов-
местимый носитель (матрикс) заселяется клетками 
в расчете на то, что они проникнут в носитель, коло-
низируют его и начнут синтезировать собственный 
матрикс. При реализации принципа «снизу вверх» 
(восходящий принцип) с помощью различных мето-
дов создаются тканевые строительные блоки, кото-
рые в последующем объединяются в более крупные 
тканевые конструкции.

Масштаб создаваемых конструкций может коле-
баться от размера целого органа (например, исполь-
зование каркасов после децеллюляризации печени) 
до размера микротканевого элемента (сфероиды). 

Для реализации любого из этих технологических 
подходов исследуются матриксы с различными за-
данными биофизическими и биотехнологическими 
свойствами, наиболее пригодные из которых для 
тканевой инженерии печени представлены в табл. 2.

Среди используемых технологий для более эф-
фективной защиты донорских гепатоцитов при 
пересадке первыми были применены технологии 
инкапсуляции клеток и создания системы микроно-
сителей (от 20 до 1000 мкм) [24]. Было продемонс-
трировано, что микроинкапсулированные гепато-
циты выживали в течение длительного времени 
(более 3 месяцев) после их интраперитонеального 
введения реципиенту на фоне иммунопротекции; 
микроинкапсулированные гепатоциты функциони-
ровали и компенсировали дефицит функции пече-
ни до 4 недель у животных с моделью печеночной 
недостаточности [25–27]. Точно так же была про-
тестирована эффективность микросфер в качестве 
матриксов для гепатоцитов при трансплантации 
животным с моделями метаболической (энзимной) 
недостаточности [28] и острой печеночной недоста-
точности [29].

На культурах клеток печеночных линий было 
показано, что матриксы не просто служат опорой 
для клеток – их функции намного сложнее и разно-
образнее. Каждый материал, использованный для 
изготовления матриксов, должен исполнять роль 
каркаса и создавать трехмерную структуру, требу-
емую для обеспечения клеточной пролиферации, 
дифференцировки, а также клеточно-матриксных 

Т  а   блица  1
Пре и мущества, недостатки и перспективы использования основных групп материалов

Тип материала Преимущества Недостатки Сложности Перспективы
Биологические 
материалы

Естественное про-
исхождение, биосов-
местимость, свойства 
натурального матрикса

Ограниченная 
возможность 
создания матери-
ала с заданными 
характеристиками

Потенциальная имму-
ногенность, деграда-
бельность, возможность 
создания композитных 
матриксов с синтетичес-
ким компонентом

Создание носителей 
с заданными свойс-
твами, развитие 
композитных матери-
алов, создание биоак-
тивных носителей

Синтетические 
материалы

Возможность создания 
биополимеров 
с заданными свойс-
твами, регулируемая 
биосовместимость 
и биодеградируемость

Потенциальная 
иммуногенность, 
химическая 
нестабильность, 
токсичность

Создание материалов с бо-
лее выраженными биоми-
метическими свойствами

Конструирование но-
сителей с заданными 
свойствами, компо-
зитных биоматери-
алов, биоактивных 
носителей

Композитные 
материалы

Сочетание лучших 
свойств натуральных 
и биосинтетических 
матриксов

Нет Создание неиммуноген-
ных и биодеградируемых 
матриксов, обладающих 
свойствами натуральных 
матриксов

Конструирование но-
сителей с заданными 
свойствами, биоак-
тивных носителей

Материалы, по-
лученные путем 
децеллюляризации 
целых органов

Натуральное проис-
хождение, сохранение 
структуры и архитек-
туры нативной ткани

Необходимость 
наличия доноров

Полная, тщательная децел-
люляризация органа для 
предотвращения реакции 
отторжения; максималь-
но выраженные свойства 
натурального матрикса

Создание органоидов 
печени и прототипов 
биоинженерной 
печени
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и межклеточных взаимодействий. На культурах 
клеток печеночных линий была продемонстриро-
вана способность этих клеток к реализации ука-
занных функций при использовании натуральных 
и синтетических совместимых биодеградируемых 
материалов, полимеров с белковым покрытием, 
различных типов нановолокон, в том числе на-
новолокон с модифицированной поверхностью, 
матриксов из децеллюляризированных органов, а 
также показана способность к усилению этих кле-
точных функций при добавлении в среду ростовых 
факторов [30, 31].

При выборе матриксов для тканевой инженерии 
печени предпочтение отдается наличию у них сходс-
тва с 3D-структурой и внутренней архитектоникой 
нативного внеклеточного матрикса печени [32]. Раз-
мер пор и общая пористость матрикса играют важ-
ную роль в поддержании специфических функций 
адгезированных клеток печени. Размер пор влияет 
на массоперенос кислорода и питательных веществ 

внутрь носителя, тем самым поддерживая рост, 
жизнеспособность и функцию клеток в трансплан-
тате. Клетки не мигрируют, когда размеры пор бо-
лее 500 мкм, поскольку они не распознают поверх-
ность. Каркасы с пористостью от 50 до 150 мкм и 
большим количеством сообщающихся пор наибо-
лее желательны для культивирования гепатоцитов в 
биоинженерных конструкциях [33].

Размер пор и общая пористость матрикса долж-
ны обеспечивать в нем не только диффузионные 
процессы (поступление кислорода, питательных 
веществ, факторов роста, элиминацию продуктов 
распада), но также осуществлять активный массо-
перенос – дренаж и доставку кислорода, питатель-
ных веществ, регуляторных факторов и удаление 
продуктов метаболизма за счет прорастания в него 
сосудов для долговременного обеспечения био-
логических свойств и физиологических функций 
клеток, а также предотвращения их ишемического 
повреждения и гибели [34].

Таблица 2
Результаты изучения и оценки пригодности матриксов с различными биофизическими 

и биотехнологическими свойствами для тканевой инженерии печени [23]
Тип 

каркаса Материал Тип использованных 
клеток Результат

Пористый 
материал

PLGA, PLLA rHCs, rBMMSCs, 
rFLCs

Клетки садились на матриксе высокой плотностью, 
выживали, синтезировали альбумин [69], демонстрировали 
длительную выживаемость до 4 недель культивирования 
[70, 71]

Полые 
волокна

PET, PU, PES, 
PTFE, EVAL

HCs, ESCs Высокий уровень пролиферации 1 × 108/см3 матрикса 
в течение 20 дней с экспрессией специфических эндо-
дермальных генов [72]

Внекле-
точный 
матрикс

Хитозан, гиалуро-
новая кислота

HCs, rLSCs, 
QSG-7701, rFLCs

Сборка клеток в тканеподобную структуру, синтез 
трансаминаз, альбумина, мочевины, креатинина, глюкозы 
[73, 74]

Микроин-
капсули-
рование

PEG-гидрогель rHCs, hFLCs, hESCs Клетки образовали конструкцию гепатоподобную, 
в течение 12 дней проявляющую высокую синтетическую 
активность альбумина, мочевины

Альгинат HepG2, C3A, 
BMMSCs

Поддержание роста и функционирования клеток [75, 76]

Колла-
геновый 
сэндвич

Коллагеновый 
каркас

HCs, hFLCs, hESCs, 
HepG2

Выживаемость клеток, синтез мочевины, активизация Р450, 
в течение 14 дней [77]

Сферои-
ды

PDMS rHCs, NIH/3T3, 
HepG2

Выживаемость клеток при высокой плотности заселения

Фибриновый гель hFLCs, hUVECs Формирование сосудистоподобных структур, высокая про-
лиферация [78]

Гепатопо-
добный 
каркас

Нативный матрикс 
из децеллюляризи-
рованной печени

rHCs Выживание клеток с функционированием в сроках более 
45 дней [79]. Сохранение лобулярной структуры и сосудис-
того русла с минимальным ишемическим повреждением 
при пересадке in vivo [65]

Примечание. PLGA – сополимер молочной и гликолевой кислот; PLLA – полимер молочной кислоты; PET – полиэти-
лен-терефталат; PU – полиуретан; PES – полисульфон; PTFE – политетрафлюороэтилен; EVA – этиленвинилацетат; 
PEG – полиэтиленгликоль; PDMS – полидиметилсилоксан; HCs – гепатоцитоподобные клетки; BMMSCs – мезен-
химальные стромальные клетки костного мозга; FLCs – фетальные клетки печени; ESCs – эмбриональные стволо-
вые клетки; LSCs – лейкемические стволовые клетки; QSG-7701 – линия человеческих гепатоцитоподобных клеток; 
HepG2 – линия клеток гепатокарциномы человека; C3A – линия клеток гепатокарциномы человека; NIH/3T3 – мыши-
ные эмбриональные фибробласты; UVECs – эндотелиальные клетки пупочной вены.
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Первыми такими гепатоподобными функциональ-
ными структурами были преваскуляризированные, 
недеградируемые поливинилалкогольные губки с 
адгезированными на них гепатоцитами. Такие губки 
содержали до 500 миллионов гепатоцитов, и этого 
количества было вполне достаточно для замещения 
функций всей печеночной массы крысы [35–37]. Пре-
васкуляризация всей толщи конструкта достигалась 
путем предварительной имплантации пустых губок в 
хорошо васкуляризированные ткани (типа брыжейки 
кишки) на срок более недели с последующим заселе-
нием гепатоцитами [36]. Преваскуляризация в данном 
случае обеспечивала доставку кислорода и питатель-
ных веществ к клеткам по всей толще конструкта.

В более поздних исследованиях ускоренной вас-
куляризации конструкта добивались путем включе-
ния в него факторов роста, таких как VEGF [38, 39], 
а применение таких конструктов способствовало 
увеличению выживаемости животных в моделях 
острой и хронической печеночной недостаточнос-
ти, в том числе на крупных животных [40, 41].

Показано [42], что использование 3D-биомат-
риксов само по себе способствует формированию 
разветвленной сети сосудистоподобных структур и 

анастомозов с сосудами реципиента, и эти данные 
служат дополнительным подтверждением предпоч-
тительности использования технологии 3D-культи-
вирования клеток печени в тканеинженерных конс-
труктах [43, 44].

Предложен еще один способ ускоренной васку-
ляризации трансплантата путем использования био-
логически васкуляризированного матрикса-каркаса 
(BioVaSc®). Его получают из децеллюляризирован-
ного сегмента тонкого кишечника свиньи, который 
после обработки представляет собой сохранные 
трубчатые капиллярные структуры в коллагеновой 
матрице [45].

В целом для обеспечения длительной жизнеде-
ятельности клеток печени и выполнения ими тка-
неспецифических функций в составе тканеинже-
нерных конструкций матриксы, используемые в 
этих конструкциях для засева их клетками, должны 
обладать свойствами, имитирующими регулятор-
ные свойства аутологичного нативного внеклеточ-
ного матрикса (рис. 2).

Хотя «идеальные» матриксы еще не созданы, 
важно, что уже к настоящему времени определе-
ны направления поиска для создания матрикса со 

Рис. 2. Свойства идеального матрикса, необходимого для тканевой инженерии печени [32]
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свойствами, идентичными печеночному внеклеточ-
ному матриксу.

Важно также подчеркнуть, что внеклеточный 
матрикс является предпочтительным субстратом для 
адгезии и функционирования не только паренхима-
тозных клеток (гепатоциты составляют 60% от об-
щей популяции клеток в печени), но и непаренхима-
тозных (холангиоциты, купферовские, звездчатые, 
эндотелиальные клетки, pit-клетки и др.) клеток пе-
чени. Структура и состав внеклеточного матрикса, в 
свою очередь, зависят от метаболической активнос-
ти ансамблей прикрепившихся клеток, которые за 
счет синтеза и секреции внеклеточных матриксных 
белков могут менять не только состав, но и свойства 
внеклеточного матрикса, определяя состояние мик-
росреды и микроокружения для всех типов клеток.

Из вышеизложенного следует, что помимо гепа-
тоцитов, чья тканеспецифическая функция нужна 
прежде всего, необходимо, чтобы все остальные 
типы непаренхиматозных клеток также присутс-
твовали в составе тканеинженерной конструкции, 
так как они играют важную роль в поддержании 
жизнедеятельности гепатоцитов и участвуют в вос-
производстве белков внеклеточного матрикса [46]. 
Обеспечение стереотипического изготовления мат-
риксов с набором всех клеток печени пока остается 
нерешенной задачей. К этому следует добавить, что 
современные стратегии сборки элементов ткане-
инженерных конструкций печени не обеспечивают 
наличия в конструкте печени венозной, портальной 
и желчной сетей. И хотя некоторые исследователи, 
использующие принцип сборки «снизу вверх» (bot-
tom-up), сообщают об успешном создании перфузи-
руемой синусоидальной микроархитектуры печени, 
полученной с помощью микротехнологии [47, 48], 
такие конструкты очень сложны в производстве и 
потому далеки от клинического применения [49]. 
Иными словами, поиск технологии создания иде-
ального каркаса с микроархитектурой [50], активно 
производящего регуляторные сигналы [51] для сти-
муляции выживаемости гепатоцитов, продолжается.

2. СОВРЕМЕННЫЕ ТЕХНОЛОГИИ 
ИЗГОТОВЛЕНИЯ ТКАНЕИНЖЕНЕРНЫХ 
КОНСТРУКЦИЙ ПЕЧЕНИ
2.1. Способы изготовления 
микромасштабных 
тканеинженерных конструкций

Способы изготовления микромасштабных тка-
неинженерных конструкций основаны на примене-
нии BioMEMS-технологий и технологии создания 
3D-культуры ткани печени методом наложения.

BioMEMS-технология применяется для конс-
труирования 3D-тканей, в том числе печени, путем 

культивирования клеток в предварительно органи-
зованном пространстве в условиях контролируе-
мого микроокружения (путем пространственного и 
временного распределения клеток, а также управля-
емого воздействия биофизических и биохимических 
факторов на микроуровне). Для этих целей использу-
ют микроэлектромеханические системы BioMEMS, 
которые уже в настоящее время применяют для про-
ведения биомедицинских исследований (создание 
кремниевых, стеклянных и полимерных подложек, 
ДНК и белковых микрочипов и др.) [52].

BioMEMS-технологии могут позволить конс-
труировать более сложную тканевую структуру 
печени при использовании микрофлюидных сис-
тем. Эти системы характеризуются использовани-
ем матриксов с микроканалами для распределения 
клеток и свободного проникновения кислорода при 
культивировании в условиях биореактора [53]. При 
культивировании отдельных типов клеток либо их 
смесей в микрофлюидных системах формируются 
сосудистоподобные структуры [54, 55], желчные ка-
пилляры и поддерживается активная синтетическая 
функция гепатоцитов на сроках более 30 суток [56].

Так как при помощи BioMEMS-технологий воз-
можно построить печеночноподобную структуру 
только на микроуровне, полученный конструкт ис-
пользуется в качестве модели печеночной ткани для 
тестирования in vitro лекарственных средств, хими-
ческих и биологических агентов [57].

Создание 3D-культуры ткани печени методом 
наложения предусматривает сложение нескольких 
2D-слоев клеток и служит для имитации естествен-
ной структуры ткани печени. Метод [58] позволяет 
создать условия для формирования желчных ка-
пилляров и гепатоподобных высокодифференциро-
ванных структур, секретирующих альбумин спустя 
5 суток [59] после наложения слоев при культиви-
ровании гепатоцитов (малых гепатоцитов) или сме-
си клеток (малые гепатоциты, звездчатые и эндоте-
лиальные клетки) на пористых мембранах [60].

2.2. Технология изготовления 
среднемасштабных 
тканеинженерных конструкций
Культивирование гепатоцитов на полимерных 

дисках в биореакторе. Выделенные из печени че-
ловека гепатоциты культивировали в проточном 
биореакторе (скорость потока питательной среды, 
подаваемой перпендикулярно поверхности дис-
ка – 24 мл/мин) на дисках (18 мм в диаметре, 1 мм 
толщина) из биодеградируемого матрикса – поли-
мера молочной кислоты (poly-(L-lacticacid), PLLA)
в течение 6 дней. В результате при использовании 
такой технологии формируются сфероиды из жи-
вых гепатоцитов диаметром от 50 до 250 мкм со 
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структурой, напоминающей строение печени и с 
признаками активной синтетической функции этих 
клеток (синтез альбумина), выраженной детоксика-
ционной активностью (цитохром P-450), а также с 
отчетливым интактным гепатоцитспецифическим 
цитоскелетом. На 6-й день культивирования выяв-
ление актиновых филаментов рассматривали как 
признак формирования желчных капилляров [61].
Технология 3D-биопечати тканей представляет 

собой послойную автоматическую (роботизирован-
ную) сборку трехмерных функционирующих масси-
вов тканей и органных конструктов с использовани-
ем клеточных сфероидов в качестве строительных 
блоков. Благодаря своим размерам, физическим 
свойствам, форме, контролируемому составу, извес-
тным пространственным характеристикам сферои-
ды или тканеподобные микрокусочки используются 
в качестве исходного конструкта для автоматизиро-
ванного распределения или цифрового «впечатыва-
ния» их в матриксные слои, например гидрогелевые. 
После заполнения каждого отдельного матриксного 
слоя клеточными сфероидами следует их сборка и 
создание макротканевых структур или органных 
конструктов с помощью биопринтера [62].

В настоящее время использование техноло-
гии биопечати не привело к получению длительно 
функ ционирующей культуры клеток: описана мето-
дика культивирования смеси клеток на микрочипах 
(подушечки из акриламидного геля с добавлением 
белков внеклеточного матрикса) в течение 7 дней, 
причем для сокультивирования использовалась 
смесь клеток, состоящая из HepG2, LX-2 (hepatic-
stellatecells), первичных фибробластов из стенки во-
ротной вены (PFs) и эндотелиальных клеток аорты 
быка (bovine aortic endothelial cells, BAECs) [63].

2.3. Создание крупномасштабных 
тканеинженерных конструкций: 
технология децеллюляризации-
рецеллюляризации

Децеллюляризация целого органа позволяет по-
лучить соединительно-тканный каркас (коллаген I, 
III, IV типов, фибронектин, ламинин) с сохранной 
архитектоникой печеночного матрикса: остается 
практически интактной глиссонова капсула (играет 
важную роль при перфузии органа), сохраняются 
каркасы печеночных долек, триад, центральных вен, 
воротной вены и микропористая структура матрик-
са паренхимы; сосуды сохраняют диаметр просвета 
и форму, остается проходимым микрососудистое 
русло; желчные протоки также остаются практи-
чески сохранными, кроме минимальных разрывов 
в мелких ветвях [64]. Эти же авторы показали, что 
в децеллюляризированной печени присутствуют и 
ростовые факторы: VEGF (19%), IGF-1 (13%), HGF 

(19%) и bFGF (20%) в сравнении с их содержанием 
в нативной печени (100%).

Метод создания трансплантатов печени путем 
децеллюляризации-рецеллюляризации представля-
ется очень перспективным [65–68], так как на се-
годняшний день максимальный вес свиной печени, 
поддающейся децеллюляризации, составляет 506 ± 
27 г [64], а такой вес органа может обеспечить ком-
пенсацию печеночных функций.

После частичной рецеллюляризации нативными 
свиными гепатоцитами в перфузируемой культуре 
печени наблюдался синтез альбумина и мочевины. 
На 4-й день в перфузируемой культуре уровень 
альбумина и мочевины был выше, чем в культуре 
свиных гепатоцитов на коллагеновом слое, но ниже, 
чем в культуре гепатоцитов в двойном коллагено-
вом геле.

Частично рецеллюляризированная печень кры-
сы сохраняла белково-синтетическую функцию в 
течение 5 суток в условиях непрерывной перфу-
зии, а после пересадки признаки ишемического 
повреждения гепатоцитов отсутствовали в течение 
8 часов [65].

При заселении каркаса децеллюляризированной 
печени крысы смесью человеческих эндотелиаль-
ных клеток и человеческих фетальных печеночных 
прогениторных клеток наблюдалась дифференци-
ровка этих клеток в гепатоциты, холангиоциты и 
эндотелиальные клетки с сохранением микроархи-
тектуры печени и формированием сосудистой вы-
стилки [68]. Изучение состава каркаса с помощью 
иммуногистохимического окрашивания выявило 
сохранение ряда гликозаминогликанов, выступаю-
щих в качестве сайтов прикрепления факторов рос-
та, регулирующих клеточный фенотип, миграцию и 
дифференцировку клеток.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Создание имплантируемых тканеинженерных 

конструкций диктуется необходимостью эффектив-
ного лечения тяжелых необратимых форм ПН. Эф-
фективная коррекция таких состояний и перепрог-
раммирование процессов регенерации П у таких 
больных возможны лишь при постоянном и непре-
рывном регуляторном воздействии на поврежден-
ную П активно пролиферирующих клеток донор-
ской П. Для проявления и поддержания свойств 
малодифференцированных клеток клеткам П в со-
ставе тканеинженерных конструкций должны быть 
созданы условия для прикрепления, контактного 
взаимодействия и формирования de novo анатоми-
ческих структур (тканевых ниш, пространств Дис-
се, синусоидов и др.), способных длительно обес-
печивать тканеспецифические функции входящих в 
них клеток.
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Работы по созданию тканеинженерных конс-
трукций с указанными свойствами должны предус-
матривать комплексное решение многочисленных 
биологических и технологических проблем, глав-
ными из которых являются:
 – изготовление и применение матриксов из раз-
личных типов материалов с заданными биоло-
гическими и биотехнологическими свойствами, 
имитирующими свойства печеночного внекле-
точного матрикса, обеспечивающими условия 
для прикрепления донорских клеток с формиро-
ванием из них тканеподобных ассоциатов;

 – разработка технологии получения и программи-
руемого заселения матриксов различными типа-
ми клеток печени – паренхиматозными (гепато-
цитов) и непаренхиматозными (эндотелиоциты, 
звездчатые клетки, pit-клетки), а также клетками 
различной онтогенетической зрелости для созда-
ния технологии их предварительного 3D-культи-
вирования с формированием de novo тканевых 
ниш, для обеспечения пролонгированной жизне-
деятельности клеток;

 – совершенствование известных и создание новых 
технологий изготовления и сборки отдельных 
блоков тканеинженерных конструкций печени, 
с включением в них венозных, портальных и 
желч ных коллекторов;

 – разработка новых методов культивирования, 
пригодных для получения культур, обогащенных 
малодифференцированными тканеспецифичны-
ми клетками (например, в виде сфероидов) для 
формирования и длительного функционирова-
ния тканеинженерных конструкций;

 – расширение исследований по углубленному изу-
чению и применению децеллюляризированных 
матриксов печени не только в составе крупно-
масштабных, но и в составе микромасштабных 
тканеинженерных конструкций.
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