
65

РЕГЕНЕРАТИВНАЯ МЕДИЦИНА И КЛЕТОЧНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ

ТРАНСПЛАНТАЦИЯ КЛЕТОЧНО-ИНЖЕНЕРНЫХ КОНСТРУКЦИЙ 
В ПЕЧЕНЬ ОБЕСПЕЧИВАЕТ ДЛИТЕЛЬНУЮ ПОДДЕРЖКУ 
ПРОЦЕССОВ ВОССТАНОВИТЕЛЬНОЙ РЕГЕНЕРАЦИИ 
В ПОВРЕЖДЕННОЙ ПЕЧЕНИ
Шагидулин М.Ю.1, 2, Онищенко Н.А.1, 2, Крашенинников М.Е.1, Ильинский И.М.1, 2, 
Люндуп А.В.3, Севастьянов В.И.1, Можейко Н.П.1, Готье С.В.1, 2

1 ФГБУ «ФНЦ трансплантологии и искусственных органов им. акад. В.И. Шумакова» Минздрава 
России (директор – академик РАМН, проф. С.В. Готье), Москва, Российская Федерация
2 Кафедра трансплантологии и искусственных органов (зав. – академик РАМН, проф. С.В. Готье) 
ГБОУ ВПО «Первый МГМУ им. И.М. Сеченова» (ректор – член-кор. РАМН, проф. П.В. Глыбочко), 
Москва, Российская Федерация
3 НИИ молекулярной медицины (директор – проф. В.Н. Николенко) ГБОУ ВПО «Первый МГМУ им. 
И.М. Сеченова» (ректор – член-кор. РАМН, проф. П.В. Глыбочко), Москва, Российская Федерация

Цель исследования. Разработка метода пролонгированной восстановительной регенерации поврежден-
ной печени. Материалы и методы. На крысах Вистар с хроническим фиброзирующим повреждением 
печени (n = 70) выполнено 3 группы опытов: I гр. (n = 20) – контроль; во II гр. (n = 20) трансплантировали 
суспензию клеток печени; в III гр. (n = 30) в печень трансплантировали клеточно-инженерные конструк-
ции (КИК): клетки печени и ММСК КМ в биодеградируемом геле «Сферо®ГЕЛЬ-лонг». Восстанови-
тельную регенерацию оценивали, используя биохимические и морфологические методы на 30, 60, 90 и 
180-е сут. Результаты. Показано, что во II и III гр. достоверно ускоряются процессы восстановительной 
регенерации в поврежденной печени по сравнению с I гр. Нормализация биохимических показателей во 
II и III гр. наступала в сроках до 30 сут вместо 90 сут в I группе. Нормализация морфологических показа-
телей, степень дефиброзирования и жизнеспособность гепатоцитов более выражена и пролонгирована в 
III гр. на всех сроках. Выявлена интеграция КИК структурами печени с формированием новых желчных 
протоков через 90 и 180 сут. Заключение. Более высокий уровень и пролонгированные сроки регенера-
ции печени при трансплантации КИК обусловлены созданием в КИК биологически адекватных условий 
для пролонгированной жизнедеятельности клеток, включенных в их структуру. 
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Aim is to develop a method for a prolonged support of recovery processes in damaged liver. Materials and me-
thods. It was carried out 3 groups of experiments on Wistar rats with the modeling of chronic fi brotic liver injury 
(n = 70): I group control (n = 20); in the II group (n = 20) a suspension of liver cells was transplanted into liver; 
in the III group (n = 30) cell-engineering designs (CED), which contained liver cells and BM MMSC, enclosed 
in a heterogeneous biodegradable gel “Sphero®GEL-long” were transplanted into damaged liver. The activity of 
recovery processes was evaluated by using biochemical and morphological methods in dynamics on 30, 60, 90 
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ВВЕДЕНИЕ
Разработка новых, более эффективных и доступ-

ных методов лечения острой и хронической пече-
ночной недостаточности (ПН) остается одной из 
актуальных проблем современной медицины, так 
как смертность и нетрудоспособность при заболе-
ваниях печени по-прежнему занимает одно из пер-
вых мест и не имеет тенденции к снижению [1, 2].

В последние 30 лет во всем мире стали разра-
батываться новые методы лечения ПН, основанные 
на применении клеточных технологий [3–8]. Эти 
новые биотехнологии ставят своей задачей не толь-
ко восстановление функциональной активности 
поврежденных клеток печени, с обратимой стадией 
дистрофических изменений, но и осуществление 
стимуляции сохранившегося резерва пролиферации 

клеток печени для увеличения пула жизнеспособ-
ных паренхиматозных клеток, прежде всего гепато-
цитов.

Показано, что при трансплантации суспензии 
аллогенных изолированных гепатоцитов как в эк-
сперименте [9], так и в клинике [10–12] удается 
достигнуть компенсации нарушенных функций пе-
чени. Однако степень выраженности возникающей 
компенсации и ее длительность определяются: с 
одной стороны – тяжестью (обратимостью) исход-
ного повреждения печени реципиента клеток, а с 
другой – сроками сохранения жизнеспособности и 
регуляторной активности донорских гепатоцитов 
после их трансплантации.

Известно, что изолированные аллогенные ге-
патоциты после трансплантации характеризуются 
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and 180 days. Results. It was shown that in the II and III gr. signifi cantly accelerated the recovery processes in 
damaged livers compared with the I gr. The normalization of biochemical parameters took place in II and III du-
ring 30 days instead of 90 days in the I group. However, the normalization of morphological signs of hepatocytes 
theirs viability and a degree of defi brotic changes in liver were more pronounced and prolonged in the III group. 
A study showed integration of CED by liver structures with formation of new bile ducts after 90 and 180 days. 
Conclusion. Higher levels and prolonged periods of recovery processes in damaged liver after CED transplanta-
tion were due to the creation of biologically appropriate conditions for prolonged cell activity, included in their 
structure (donor liver cells and BM MMSC). 
Key words: liver failure, cell transplantation, cell-engineering design.
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непродолжительностью сроков (до нескольких ме-
сяцев) их индуцирующего воздействия на процессы 
восстановительной регенерации [11], и это проявля-
ется рецидивами клинических проявлений ПН осо-
бенно у больных с циррозом печени.

Полагают, что непродолжительные сроки инду-
цирующего воздействия взвеси изолированных ге-
патоцитов вызваны рядом причин: использованием 
клеток донорской печени с крайне низким содер-
жанием собственных активно функционирующих 
стволовых/прогениторных (клеток Ито) [13]; от-
сутствием в используемой взвеси донорских клеток 
таких структур, которые бы формировали условия 
для их прикрепления и контактного взаимодейс-
твия с образованием клеточных ассоциатов типа пе-
ченочных долек; отсутствием защиты аллогенных 
клеток от иммунного отторжения в организме ре-
ципиента.

Для устранения причин, сокращающих сроки 
индуцирующего воздействия суспензии клеток до-
норской печени на процессы восстановительной 
регенерации в поврежденной печени, должен быть 
разработан и применен новый тип имплантируе-
мых вспомогательных устройств, обеспечивающих 
условия для пролонгированного сохранения жизне-
способности и регуляторной активности донорских 
клеток, включенных в их структуру.

Целью настоящего исследования явилась раз-
работка новой технологии клеточной терапии тя-
желых повреждений печени путем трансплантации 
клеточно-инженерных конструкций, создающих 
условия для пролонгированного обеспечения жиз-
неспособности и регуляторной активности клеток 
донорской печени, включенных в их структуру для 
повышения надежности и длительности их восста-
новительного воздействия на поврежденную пе-
чень реципиента.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
1. Принцип создания трансплантируемых кле-

точно-инженерных конструкций основывался на 
оптимизации условий для пролонгированного со-
хранения жизнеспособности и регуляторной ак-
тивности клеток донорской печени, включенных в 
их структуру. Для этого наряду с клетками донор-
ской печени в структуру клеточно-инженерных 
конструкций нами были включены активно функ-
ционирующие стволовые/прогениторные клетки, 
которые при предварительном сокультивировании 
с клетками донорской печени способствовали об-
разованию клеточных ассоциатов. Для пролонгиро-
ванного обеспечения контактного взаимодействия 
этих клеток и прикрепления их друг к другу после 
трансплантации в печень с сохранением способнос-
ти к образованию гепатоидных структур типа пече-

ночных долек клеточные ассоциаты смешивали с 
гетерогенным биополимерным биодеградируемым 
гелем «Сферо®ГЕЛЬ-лонг».

В качестве стволовых/прогениторных клеток, 
способных активно поддерживать регенераторный 
и пролиферативный процесс в поврежденной пече-
ни реципиента, нами использовались аллогенные 
мультипотентные мезенхимальные стромальные 
клетки костного мозга (ММСК КМ), которые ис-
пользуются в эксперименте и клинике для актива-
ции и перепрограммирования репаративных про-
цессов в поврежденной печени, так как являются 
непременными участниками восстановительного 
морфогенеза печени и оказывают свое регулятор-
ное воздействие на систему стволовых/прогенитор-
ных клеток печени и прежде всего на звездчатые 
клетки или клетки Ито [14].

ММСК КМ включались нами в структуру кле-
точно-инженерных конструкций и по другой при-
чине – для торможения (или блокирования) оттор-
жения аллогенных клеток донорской печени после 
трансплантации клеточно-инженерных конструк-
ций, так как в многочисленных исследованиях были 
продемонстрированы их иммуно-толерогенные 
свойства [15, 16].

В качестве носителя для обеспечения контак-
тного взаимодействия и длительного функцио-
нирования трансплантируемых клеточных ассо-
циатов нами была использована отечественная 
композиция гетерогенного имплантируемого геля 
«Сферо®ГЕЛЬ-лонг», который, несмотря на клини-
ческое применение [17], не использовался для изго-
товления клеточно-инженерных конструкций (био-
модулей), депонирующих клетки печени.

Оригинальность принципа создания трансплан-
тируемых клеточно-инженерных конструкций для 
пролонгированной коррекции функции поврежден-
ной печени подтверждена выдачей авторам статьи 
патента на изобретение [18].

2. Подготовка клеток печени и ММСК КМ для 
изготовления трансплантируемой клеточно-ин-
женерной конструкции.

Для приготовления ассоциатов клеток печени и 
ММСК КМ в качестве доноров клеток использова-
ли крыс-самцов породы Вистар/Август весом 150–
170 г (n = 40). Крыс оперировали, используя для 
анестезии Zoletil – 100 в дозе 5 мг/100 г веса.
Приготовление первичной культуры клеток пе-

чени осуществляли бесперфузионным методом по 
общепринятой методике [19]. Разделение клеток на 
паренхиматозные и непаренхиматозные не произ-
водили.
Приготовление культуры ММСК КМ осущест-

вляли по описанной нами ранее методике [20]. Для 
эксперимента использовали клетки 1-го и 2-го пас-
сажа. Общий срок культивирования клеточного ма-
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териала составлял 10 суток. Полученный материал 
представлял собой прикрепившиеся к пластику рас-
пластанные фибробластоподобные клетки (ММСК 
КМ) и считался пригодным для трансплантации, 
так как сохранял пролиферативную активность и не 
содержал погибшие клетки.

Сокультивирование клеток печени и ММСК 
КМ осуществляли в ростовой среде в соотноше-
нии 5:1 в течение 3 суток. После этого клеточный 
материал (клетки печени и ММСК КМ от аллоген-
ного донора) в сумарной дозе 8–10  106 клеток 
на 1 реципиента (крысы) смешивали с носителем 
«Сферо®ГЕЛЬ-лонг» (250 мкл) и такую тканеинже-
нерную конструкцию дробно вводили в поврежден-
ную печень. С целью верификации трансплантиро-
ванных гепатоцитов и ММСК КМ на длительных 
сроках путем микроскопии часть клеточного мате-
риала адгезировали на «Цитодекс».

«Сферо®ГЕЛЬ-лонг» (ЗАО «БИОМИР сервис», 
Москва) представляет собой гетерогенный имп-
лантируемый гель со средним размером микрочас-
тиц ~ 150 мкм, набухаемостью не менее 87%, рН = 
4,8–7,2 и временем биорезорбции «Сферо®ГЕЛЯ» 
до 1 года.

3. Моделирование хронической печеночной не-
достаточности проводили для оценки корри-
гирующих возможностей трансплантируемых 
клеток – в виде клеточной суспензии и клеточно-
инженерных конструкций. Для этого в опытах на 
крысах-самцах породы Вистар весом 250–260 г (n = 
90) моделировали хроническое токсическое фиб-
розирующее повреждение печени путем курсового 
введения CCL4 на персиковом масле в течение 42 су-
ток по модифицированной нами схеме. Гибель жи-
вотных к концу затравки составила 20%. После мо-
делирования ПН все животные были разделены на 
3 группы; в I (контрольной) группе (n = 20) крысам 
на 7-е сутки после моделирования ПН дробно вво-
дили в печень физиологический раствор (650 мкл); 
во II (2-й контрольной) группе (n = 20) на 7-е сутки 
после моделирования ПН дробно трансплантирова-
ли в печень суспензию аллогенных клеток печени в 
дозе 8–10  106 клеток в том же объеме (650 мкл); 
в III (опытной) группе (n = 30) на 7-е сутки пос-
ле моделирования ПН дробно трансплантировали 
аллогенные сокультивированные клетки печени 
и ММСК КМ в составе матрикса «Сферо®ГЕЛЬ-
лонг» в суммарной дозе 8–10  106 клеток в том же 
объеме (650 мкл). Иммуносупрессивную терапию в 
этих опытах не проводили.

Манипуляции на животных проводили с 9 до 
12 часов при комнатной температуре (t = 22–24 °С), 
что исключало суточные колебания митотической 
активности клеток П. Работа выполнялась в соот-
ветствии с требованиями, изложенными в приказе 
МЗ СССР № 755 от 12.08.1977 г. и в приложении 

к приказу МЗ СССР № 565 от 04.10.1977 г.; а так-
же в соответствии с «Правилами проведения работ 
с использованием экспериментальных животных» 
от 1973 г.; Санитарными правилами по устройству, 
оборудованию и содержанию экспериментально-
биологических клиник (вивариев) № 1045–73 от 
1973 г. и постановлением правительства Москвы от 
1 октября 2002 года № 819–ПП.

4. Оценка коррекции клинических (биохимиче-
ских) и морфологических изменений в ткани пе-
чени после моделирования ПН и трансплантации 
клеток в виде клеточной суспензии и клеточно-
инженерных конструкций проводили через 30, 60, 
90 и 180 суток. На этих сроках в сыворотке крови 
у животных измеряли динамику изменения кон-
центрации печеночных трансаминаз АлАТ, АсАТ 
и щелочной фосфатазы с помощью тест-полосок 
Refl otronTM («Roche», Швейцария). Гистологичес-
кие исследования ткани печени и зон трансплан-
тации в нее клеток печени и клеточно-инженерных 
конструкций проводили в парафиновых срезах, 
окрашенных гематоксилином и эозином. На гис-
тологических препаратах в 200 полях зрения под-
считывали общее количество печеночных клеток 
с одновременным подсчетом количества двуядер-
ных гепатоцитов и количества гепатоцитов с при-
знаками жировой дистрофии и дегенерирующими 
ядрами и с внутриядерными липидными включе-
ниями. Проводили также окраску срезов на соеди-
нительную ткань по Маллори, Массону; а также 
проводили PAS-реакцию. Для характеристики кле-
точных культур проводили фазово-контрастную 
микроскопию, а также микроскопию по Номарс-
кому, позволяющую получить псевдотрехмерное 
изображение.

Достоверность различий в результатах биохи-
мического исследования крови и гистологического 
исследования клеточного состава ткани печени в 
исследуемых группах оценивали с помощью крите-
рия t Стьюдента, считая их статистически значимы-
ми при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Методами световой микроскопии было уста-

новлено, что суспензия клеток, приготовленная из 
донорской печени, содержала 95–98% гепатоцитов, 
5–2% непаренхиматозных клеток, а количество жиз-
неспособных клеток по окраске трипановым синим 
в среднем составляло 76 ± 4%, так как выделяли их 
из неперфузированной печени.

Сокультивирование выделенных клеток пе-
чени и ММСК КМ проводили до смешивания их 
со «Сферо®ГЕЛЕМ» для предварительного обра-
зования клеточных ассоциатов, обеспечивающих 
контактное взаимодействие этих клеток в соста-
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Таблица
Гистологическая характеристика гепатоцитов печени крыс после моделирования хронического 
токсического повреждения без и на фоне трансплантации суспензии гепатоцитов (II группа) 

и клеточно-инженерных конструкций (III группа)

Показатели 
в ‰

И
нт
ак
тн
ая

 п
еч
ен
ь 

(н
ор
ма

) 
То
кс
ич
ес
ко
е 
по

-
вр
еж

де
ни
е 
пе
че
ни I контроль (CCL4 + 

физ. р-р) n = 20
II контроль (CCL4 + 

ТХ гепатоцитов) n = 20
III опытная группа (CCL4 + 

ТХ КИК) n = 30
Срок после введения физ. 

р-ра, сут
Срок после ТХ 
гепатоцитов, сут Срок после ТХ КИК, сут

7 14 30 60 90 7 14 30 60 90 7 14 30 60 90 180

Г с признака-
ми жировой 
дистрофии

8
 ± 
1

*
782

 ± 81

*
895 ± 

87

*
509
 ± 
86

*
372
 ± 
3,5

*
125
 ± 
15

*
25
 ± 
7,0

*
786
 ± 
85

*
312
 ± 
32

*
58
 ± 
8
**

*
18,0
 ± 
5,3

*
13,0
 ± 
3,7

*
760
 ± 
81

*
270,3

 ± 
28

*
39
 ± 
10
**

12
 ± 
5

9
 ± 
1

8
 ± 2

Г с дегене-
рирующими 
ядрами

1,3
 ± 
0,3

*
322
 ± 
31

*
308
 ± 
41

*
184
 ± 
21

*
131
 ± 
18

*
68,8
 ± 

10,3

*
15
 ± 
3,2

*
207
 ± 
23

*
128
 ± 
16

*
28
 ± 
7
**

*
12,0
 ± 
4,1

*
9,0
 ± 
2,4

*
202
 ± 
21

*
72
 ± 
8,4

*
20,1
 ± 
5,2
**

*
5,4
 ± 
0,8

*
3,1
 ± 
0,4
#

1,5
 ± 

0,12

Кол-во дву-
ядерных Г 54,8

 ± 
7,2

*
32,2 

± 
5,1

*
30,1
 ± 
6,8

*
27,7
 ± 
2,1

*
29,2
 ± 
2,6

*
35,1
 ± 
5,1

*
41,6
 ± 
3,7

*
31,2
 ± 
6,0

*
26,2
 ± 
5,1

*
38,3
 ± 
2,8
**

*
41,0
 ± 
3,1

*
43,1
 ± 
2,9

*
26,4
 ± 
2,3

*
32,0
 ± 
4,3

44
 ± 
3,8
**

48
 ± 
5,1

54
 ± 
4,1
#

56,3
 ± 
5,4

Г с внутри-
ядерными 
липидными 
включениями

–
*
3
 ± 
0,5

*
28,8
 ± 
3,7

*
35,7
 ± 
3,5

*
15,0
 ± 
1,8

*
7,8
 ± 
0,7

*
3,5
 ± 
0,4

*
30,5
 ± 
4,1

*
23,8
 ± 
3,7

*
4,1
 ± 
1,0
**

*
2,7
 ± 
0,3

*
2,0
 ± 
0,1

*
25,8
 ± 
2,1

*
17,7
 ± 
3,3

*
3,5
 ± 
0,7
**

*
2,0
 ± 
0,3

1,8
 ± 
0,2

1,0
 ± 
0,1

Примечание. * – p < 0,05 по сравнению с нормой; ** – p < 0,05 по сравнению с 30-ми сутками в I контрольной группе; 
# – p < 0,05 по сравнению с 90-ми сутками во II контрольной группе.

ве трансплантированных клеточно-инженерных 
конструкций.

После завершения моделирования хроничес-
кого токсического фиброзирующего повреждения 
печени в организме экспериментальных животных 
(через 42 суток затравки) наблюдали развитие кли-
нических признаков ПН и тяжелые структурные 
нарушения в печени. Уже на 43-и и 45-е сутки от 
начала затравки животных (1-е и 3-и сутки после 
окончания затравки) на фоне изменения балочного 
строения печеночных долек в печени отмечался вы-
раженный полиморфизм паренхиматозных клеток, 
жировая дистрофия гепатоцитов, проявляющаяся 
появлением в большом количестве гепатоцитов с 
дегенерирующими ядрами и с внутриядерными 
липидными включениями на фоне достоверного 
снижения количества дву ядерных гепатоцитов. Ука-
занные изменения в структуре паренхиматозных 
клеток достоверно сохранялись в течение 90 суток 
после окончания затравки животных по сравнению 
с интактными животными (табл.). Уже на ранних 
сроках (7-е сутки) после окончания затравки от-
мечалась цирротическая трансформация печени, и 
эти нарушения прогрессировали к 60-м и 90-м сут-
кам после окончания затравки в I группе животных 

(1-я контрольная группа) за счет разрастания соеди-
нительной ткани и формирования внутридольково-
го фиброза (рис. 1).

Ранние фиброзные изменения в печени этих жи-
вотных (1-я контрольная группа) сопровождались 
цитолитическими процессами в паренхиматозных 
клетках, и это нашло отражение в нарушении био-
химических показателей сыворотки крови, которые 
проявлялись повышением активности аминотранс-
фераз и щелочной фосфатазы (рис. 2).

При исследовании АлАТ, АсАТ и щелочной фос-
фатазы было установлено резкое повышение этих 
показателей в течение первых 2 недель, но осо-
бенно в течение первой недели после затравки: ак-
тивность АлАТ повышалась более чем в 4,5 раза, 
АлАТ – более чем в 3 раза, а щелочной фосфатазы – 
почти в 5 раз. К концу первого месяца исследуемые 
показатели снижались, но оставались на достовер-
но более высоком уровне по сравнению с интактны-
ми животными в течение 90 суток.

Биохимические и структурные изменения в пе-
чени, возникшие и сохраняющиеся в течение 90 су-
ток, свидетельствовали об устойчивости созданной 
нами модели ПН и о пригодности ее для изучения 
особенностей корригирующих эффектов клеточ-
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Рис. 1. Гистологическая картина ткани печени на разных 
сроках после завершения моделирования хроническо-
го токсического фиброзирующего повреждения пече-
ни (затравка крыс CCL4 в течение 42 суток): а – через 
3 суток после окончания затравки: 1 – ложные дольки, 
2 – крупные капли жира; б – через 7 суток после оконча-
ния затравки: 1 – соединительно-тканная септа, 2– кол-
лагеновые волокна, 3 – двуядерные гепатоциты; в – че-
рез 60 суток, ложные дольки; г – через 90 суток, ложные 
дольки; д – через 180 суток, цирроз печени. Окраска на 
соединительную ткань по Маллори. 250

но-инженерных конструкций (III группа опытов) и 
суспензии свежевыделенных изолированных гепа-
тоцитов (II группа опытов, 2-й контроль).

Сравнительный анализ динамического изуче-
ния биохимических показателей сыворотки крови 
и морфологических изменений в печени показал, 
что клеточная терапия ПН обоими методами так-
же сопровождалась цитолитическими процессами 
в паренхиматозных клетках печени. Выявленные 
изменения проявлялись достоверным повышени-

ем АлАТ, АсАТ, щелочной фосфотазы в сыворотке 
крови (рис. 2), а также достоверным повышением 
в ткани печени количества гепатоцитов с призна-
ками жировой дистрофии, с дегенерирующими 
ядрами и с внутриядерными липидными включе-
ниями на фоне снижения количества двуядерных 
гепатоцитов, что, хотя и косвенно, свидетельство-
вало о торможении пролиферативной (митотичес-
кой) активности гепатоцитов (табл.). Между тем в 
сравниваемых группах (II и III группы) указанные 

а б

в

д

г
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Рис. 2. Динамика восстановления трансфераз: а – АЛТ 
(N до 40 EД); б – АСТ (N до 60 EД) и в – щелочной фос-
фатазы (N до 350 EД) в крови у крыс после моделирова-
ния ПН: без применения клеточной терапии (контроль); 
на фоне трансплантации в печень клеточно-инженерных 
конструкций с клеточным материалом (клетки печени и 
ММСК КМ) и суспензии клеток печени. ТК – трансплан-
тация клеток; * – различие достоверно по сравнению с 
контролем, р < 0,05

Рис. 3. Гистологическая картина печеночной ткани после моделирования ПН и трансплантации суспензии клеток 
печени через 90 и 180 суток: а – через 90 суток (микроскопия по Номарскому); б – через 180 суток. Окрашивание по 
Масону. 200

а б

а б

в

показатели отклонялись от нормы достоверно мень-
ше и достигали нормальных значений раньше – к 
30-м суткам вместо 90-х суток в 1-й группе, где кле-
точная терапия не проводилась.

Следует отметить также, что достоверных разли-
чий в темпе нормализации ферментов цитолиза во 
II и III группах нами не было выявлено, однако темп 
нормализации гистологических характеристик ге-
патоцитов к 30-м суткам во II группе достоверно 
отставал от темпа нормализации этих показателей в 
III группе (табл.). Кроме того, нами было отмечено, 
что темп дефиброзирования ткани поврежденной 
печени к 90-м суткам и 180-м суткам после приме-
нения клеточной терапии во II группе опытов был 
ниже, чем в III группе с трансплантацией клеточ-

но-инженерных конструкций, так как в структуре 
печеночной ткани крыс из II группы встречались 
островки соединительной ткани (рис. 3), тогда как 
в III группе опытов к этим срокам они практически 
полностью отсутствовали на фоне полного восста-
новления структуры ткани печени (рис. 4).

Если учесть, что во II и III группах опытов для 
клеточной терапии было применено суммарно оди-
наковое количество клеток (в III группе количест-
во клеток печени было даже меньше), то очевидно 
обнаруженные различия во II и III группах опытов 
можно связать с более низкой выживаемостью не-
прикрепленных (изолированных) аллогенных кле-
ток печени во II группе из-за отсутствия какой-либо 
защиты их от иммунного отторжения. Очевидно, 
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аналогичная ситуация возникает и в клинике при 
введении изолированных гепатоцитов, поэтому для 
пролонгирования коротких сроков корригирующего 
эффекта гепатоцитов при ПН проводят многократ-
ные инфузии суспензии этих клеток больным [11] 
для более длительной индукции восстановитель-
ных процессов в печени.

Действительно, в III группе аллогенные клетки 
донорской печени, сокультивированные с ММСК 
КМ и трансплантированные в виде ассоциатов в со-
ставе биоактивного матрикса «Сферо®ГЕЛЬ-лонг», 
продолжали лучше сохранять свою жизнеспособ-
ность и функциональную активность в печени по 
сравнению с изолированными клетками печени, 
применяемыми во II группе, не только через 90 су-
ток после трансплантации, но и через 180 суток 
(рис. 5, 6).

В III группе через 90 суток в клеточных струк-
турах трансплантированных клеточно-инженерных 
конструкций отмечается высокий уровень гли-

коген-аккумулирующей активности гепатоцитов 
(рис. 7, а), а сами конструкции оказываются функ-
ционирующими и полностью интегрированными 
печеночной тканью реципиента через 90 и 180 суток 
после их трансплантации. Об этом свидетельствует 
длительное сохранение упорядоченности в распо-
ложении печеночных клеток, их жизнеспособность 
и образование новых коллекторов функционирую-
щих желчных протоков, примыкающих к структу-
рам трансплантированных клеточно-инженерных 
конструкций (рис. 7, б).

Так как трансплантированные клетки печени 
и ММСК КМ были аллогенными, можно предпо-
ложить также, что более высокая выживаемость 
и функциональная активность клеток печени при 
трансплантации их в составе клеточно-инженер-
ного биомодуля обусловлена в том числе имму-
но-толерогенными свойствами ММСК КМ [16], 
которые, участвуя в образовании клеточных ассо-
циатов, создают благоприятные условия для при-

Рис. 5. Состояние клеточно-инженерных конструкций, содержащих ассоциаты клеток печени и ММСК КМ, через 
90 и 180 суток после их трансплантации в поврежденную печень экспериментальных животных. Жизнеспособные 
клетки донорской печени видны в структуре трансплантированных клеточно-инженерных конструкций: а – через 
90 суток; б – через 180 суток. Окраска гематоксилин-эозином. 400

а б

Рис. 4. Гистологическая картина печеночной ткани после моделирования ПН и трансплантации клеточно-инженер-
ных конструкций (клетки печени + ММСК КМ в «Сферо®ГЕЛЕ») через 90 (а) и 180 (б) суток. Окрашивание гематок-
силином и эозином. 100

а б
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Рис. 6. Гистологическая картина печеночной ткани после моделирования ПН и трансплантации суспензии донор ских 
клеток печени. Соединительная ткань в печени и вокруг трансплантированных клеток печени: а – 90 суток после 
трансплантации; б – 180 суток после трансплантации. Окрашивание по Масону. 400

а б

живления и функционирования аллогенных гепа-
тоцитов.

Более выраженная и пролонгированная жизне-
способность клеток донорской печени после транс-
плантации их в составе клеточно-инженерных конс-
трукций предопределяет высокую и длительную 
регуляторную активность этих клеток в организме, 
за счет которой наступает более выраженная, дли-
тельная и эффективная поддержка процессов вос-

становительной регенерации в ткани поврежден-
ной печени, так как в ней идет образование новых 
гепатоцитов в результате происходящих митозов 
(рис. 7, в).

Вышеизложенные результаты позволяют прий-
ти к заключению, что использование клеточно-ин-
женерных конструкций (биомодулей) для лечения 
хронической ПН является более предпочтитель-
ным, чем использование суспензии клеток печени. 

Рис. 7. Состояние клеточно-инженерных конструкций, 
содержащих ассоциаты клеток печени и ММСК КМ, че-
рез 90 суток после их трансплантации в поврежденную 
печень экспериментальных животных: а – высокая ак-
кумуляция гликогена гепатоцитами; PAS-реакция, 400; 
б – жизнеспособные клетки донорской печени в струк-
туре трансплантированной клеточно-инженерной конс-
трукции и вновь образованные желчные протоки (ЖП) 
по периферии клеточно-инженерной конструкции; ок-
раска гематоксилин-эозином, 400; в – регенераторные 
пролиферативные изменения гепатоцитов: появление бо-
лее мелких новообразованных гепатоцитов (стимуляция 
пролиферации), встречаются двуядерные гепатоциты; 
окраска гематоксилином и эозином, 1000

а б

в
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Это объясняется тем, что для перепрограммирова-
ния хронически нарушенного процесса восстанови-
тельной регенерации в печени необходимо длитель-
ное (а точнее постоянное) поступление в тканевые 
регенерационные ниши поврежденной печени ком-
плекса рост-стимулирующих факторов и регуля-
торных тканеспецифических цитокинов, индуци-
рующих и поддерживающих восстановительный 
процесс в поврежденной печени. Пролонгирован-
ная активация восстановительных процессов в пе-
чени у больных с ПН является надежным фактором 
перепрограммирования регенераторных процессов 
(с фиброзирующего типа регенерации на дефибро-
зирующий тип) и восстановления нарушеных функ-
ций печени, а также фактором, который должен 
увеличить сроки и качество жизни больных с ПН, 
в том числе больных, включенных в лист ожидания 
на трансплантацию печени.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В опытах на крысах с моделью хронического 

фиброзирующего повреждения печени показано, что 
трансплантация клеток донорской печени, приготов-
ленных как в виде суспензии, так и в виде клеточно-
инженерных конструкций (биомодулей), способству-
ет ускоренной нормализации показателей функции 
печени по сравнению с контролем (опыты без приме-
нения клеток донорской печени). Однако темп нор-
мализации гистологических характеристик повреж-
денных гепатоцитов, а также темп дефиброзирования 
ткани фибротически по врежденной печени при ис-
пользовании одинакового количества клеток в виде 
суспензии, как и в составе клеточно-инженерных 
конструкций, был более выражен и ускорен к 90-м и 
180-м суткам наблюдения в опытах с трансплантаци-
ей в печень ткане-инженерных конструкций.

Более высокий темп восстановительной ре-
генерации печени и длительное сохранение его 
(до 180 суток наблюдения) при использовании 
клеточно-инженерных конструкций обусловле-
ны созданием в этих конструкциях биологически 
адекватных условий для пролонгированной жизне-
деятельности клеток (клеток донорской печени и 
ММСК КМ), включенных в их структуру.
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