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На модели диффузного токсического повреждения печени тетрахлорметаном (CCl4) и его 
коррекции аминофталгидразидом (АФГ) проведена комплексная оценка роли стромаль-
ных клеток в регенераторных процессах. Установлено, что иммуномодулирующее действие 

аминофталгидразида проявляется в снижении лейкоцитарной инфильтрации, происходит рез-
кое уменьшение уровня СD45+ до значений интактных животных на 7, 14 сутки эксперимента. 
Снижается также и количество СD3+ лимфоцитов, тучных клеток (ТК) и площади, занимаемой 
коллагеном. Поскольку введение АФГ способствует снижению СD45+, CD3+, но при этом ко-
личество синусоидальных клеток (СК) возрастает по сравнению с группами животных, полу-
чавших только CCl4, можно предположить, что снижение токсического действия ССl4 связано 
с изменением числа и функциональной активности СК, которая направлена на снятие воспали-
тельной реакции и восстановление печеночной ткани после токсического повреждения.

Ключевые слова: тетрахлорметан, печень, лимфоциты, синусоидальные клетки, тучные 
клетки, коллаген.

Шафигуллина Злата Александровна (Shafigullina Zlata Aleksandrovna), аспирант Уральского федерального университета имени первого Президента 
России Б. Н. Ельцина, Институт естественных наук и математики; младший научный сотрудник Института иммунологии и физиологии Уральского отделения 
РАН, zlata_pyankova@mail.ru
Данилова Ирина Георгиевна (Danilova Irina Georgievna), доктор биологических наук, доцент, заведующая лабораторией морфологии и биохимии 
Института иммунологии и физиологии Уральского отделения РАН; заведующая кафедрой медицинской биохимии и медицинской биофизики Уральского 
федерального университета имени первого Президента России Б. Н. Ельцина, ig-danilova@yandex.ru
Гетте Ирина Федоровна (Gette Irina Fedorovna), кандидат биологических наук, старший научный сотрудник лаборатории морфологии и биохимии 
Института иммунологии и физиологии Уральского отделения РАН,  i.goette@yandex.ru;
Сенцов Валентин Геннадьевич (Sencov Valentin Gennadievich), доктор медицинских наук, профессор кафедры анестезиологии, реаниматологии, 
токсикологии и трансфузиологии УрГМА, 620014, г. Екатеринбург, sencov-tox@yandex.ru; 
Абидов Муса Тажудинович (Abidov Musa Tazhudinovich), доктор медицинских наук, профессор, ФГАОУ ВО «Уральский федеральный университет имени 
первого Президента России Б.Н. Ельцина»,  alina144@mail.ru

Введение. Высокая распространенность забо-
леваний печени (токсические, вирусные гепати-
ты, печеночная недостаточность, цирроз) делает 
актуальным поиск новых методов лечения забо-
леваний гепатобилиарной системы. CCl4 – высо-
котоксичный химический агент, самый извест-

ный препарат, используемый для моделирования 
экспериментального токсического гепатита. Из-
вестно, что CCl4 индуцирует фиброз, цирроз и ге-
патокарциному [1, 2]. Токсическое действие CCl4 
связано с трихлорметильным радикалом, обра-
зующимся во время окислительного стресса [3]. 

КОНКУРС НАУЧНЫХ РАБОТ МОЛОДЫХ 
УЧЕНЫХ И СПЕЦИАЛИСТОВ 

ЛУЧШАЯ РАБОТА В ОБЛАСТИ ЛЕКАРСТВЕННОЙ ТОКСИКОЛОГИИ
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Гибель гепатоцитов приводит к высвобождению 
связанных с повреждением молекулярных пат-
тернов (DAMP), которые запускают врожден-
ный иммунный ответ.

Токсическое повреждение печени сопровожда-
ется развитием воспалительной реакции. Одним 
из проявлений воспаления является активация 
клеточных элементов, синтезирующих коллаген 
и гликозаминогликаны. Известно, что в регуля-
ции восстановительных процессов при повреж-
дении печени участвуют клеточные элементы со-
единительной ткани, в частности, тучные клетки 
(мастоциты). ТК являются биологическими регу-
ляторами, поскольку могут синтезировать цито-
кины, молекулы адгезии, гликозаминогликаны, 
участвуют во всех фазах воспаления, регулиру-
ют репаративные процессы в различных органах 
[4]. Неадекватное количество и (или) функцио-
нальная активность ТК может сопровождать-
ся нарушением соотношения фаз воспалитель-
ного процесса и проявляться в виде увеличения 
некротизированных клеток, развития цирроза и 
как следствие, угнетением регенераторных про-
цессов в печени. 

Врожденный иммунный ответ сопровождает-
ся привлечением эффекторных клеток в повре-
жденную печень [5]. Показано, что количество 
инфильтрующих ткань нейтрофилов, макрофа-
гов, лимфоцитов, тучных клеток увеличивает-
ся после повреждения печени, вызванного вве-
дением гепатотоксиканта, такого как CCl4 [6]. 
Привлечение и расширение популяции ткане-
вых макрофагов в месте повреждения обеспе-
чивает эффективный фагоцитоз и способству-
ет регенерации гепатоцитов [7].

Экспериментальные модели на животных по-
казывают, что моноциты / макрофаги важны 
не только для прогрессирования фиброза, но и 
для регрессии фиброза, поскольку макрофаги 
также могут разрушать белки внеклеточного 
матрикса и оказывать противовоспалительное 
действие [8]. Принимая во внимание тот факт, 
что макрофаги обладают высокой пластично-
стью, при которой одни и те же клетки могут 
участвовать как в развитии повреждения гепа-
тоцитов при токсическом воздействии, так и в 
разрешении воспаления, направленное воздей-
ствие на макрофаги может являться перспек-
тивной терапевтической стратегией в лечении 
токсического гепатита. [8,9]. В связи с этим, цель 
настоящего исследования – оценить состояние 
клеточного компонента печени и его участие в 
регенераторных процессах при токсическом по-
вреждении и на фоне коррекции АФГ. 

Материалы и методы исследования. Экспе-
римент по моделированию диффузного токси-
ческого повреждения печени был выполнен на 
60 крысах-самцах линии Wistar массой 180±10 г, 

одобрен локальным этическим комитетом Ин-
ститута иммунологии и физиологии Уральского 
отделения РАН (г. Екатеринбург, Россия) и соот-
ветствует принципам, сформулированным в Ди-
рективе 2010/63/EC Европейского парламента и 
Европейского Совета от 22 сентября 2010 года о 
защите животных, используемых в научных це-
лях (Официальный журнал Европейского сою-
за, 2010 г.). Животные, используемые в исследо-
вании, содержались в одинаковых условиях по 5 
крыс в клетке на обычном рационе вивария со 
свободным доступом к пище и воде и темпера-
турным режимом 20 ± 2° С. 

Были сформированы следующие эксперимен-
тальные группы животных: интактная, CCl4 3 
сутки, CCl4 7 сутки, CCl4, 14 сутки, CCl4 + АФГ 3 
сутки, CCl4 + АФГ 7 сутки, CCl4 + АФГ 14 сутки. 
Для создания модели диффузного токсическо-
го повреждения печени использовали масляный 
раствор CCl4, который вводили животным экс-
периментальных групп однократно внутрибрю-
шинно в дозе 50 мг/100 г массы тела. Инъекции 
аминофталгидразида экспериментальным жи-
вотным осуществлялись в течении всего экспе-
римента внутримышечно из расчета 2 мг/кг. АФГ 
обладает противовоспалительными, иммуномо-
дулирующими и антиоксидантными свойства-
ми. Его основные фармакологические эффек-
ты обусловлены способностью воздействовать 
на функционально-метаболическую активность 
макрофагов и восстанавливать их антигенпре-
зентирующую и секреторную функции [10]. К 
группам с CCl4-воздействием и с применением 
АФГ были сформированы контрольные группы 
животных, которым вводили аналогичные дозы 
масляного раствора и 0,85% раствора хлорида на-
трия соответственно. Интактную группу состав-
ляли здоровые животные. Животных опытных 
групп выводили из эксперимента на 3, 7 и 14 сутки 
передозировкой диэтилового эфира.

Образцы ткани печени погружали в 10% нейт-
ральный формалин на 24 часа при комнатной 
температуре. Подготовку образцов для гистоло-
гического исследования осуществляли с исполь-
зованием автоматического процессора Leica EG 
1160 с последующей заливкой в парафин [11]. Со 
срезов толщиной 3-4 мкм удаляли парафин, для 
этого стекла помещались последовательно в кси-
лол, в 100% спирт и в растворы с постепенным 
снижением концентрации спирта до полностью 
водного раствора [12]. Срезы печени окрашивали 
гематоксилином и эозином. Микроскопическое 
исследование проводили на микроскопе Leica 
DM 2500, анализ изображений выполняли в про-
грамме Leica Application Suite (V4). 

Морфометрические исследования печени 
включали: определение индекса альтерации ‰, 
митотического индекса ‰, количества двуядер-
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ных гепатоцитов в 1 мм2 среза. Подсчет коли-
чества СК осуществляли в единице площади в 
20-ти полях зрения при увеличении микроскопа 
х400. Данный показатель позволяет охарактери-
зовать вклад СК в регенерацию печени при ток-
сическом повреждении. 

Тучные клетки выявляли при окраске препа-
ратов толуидиновым синим, подсчитывали их 
количество в единице площади в 20-ти полях 
зрения при увеличении х1000. Для оценки функ-
циональной активности тучных клеток измеряли 
интенсивность окрашивания толуидиновым си-
ним сульфатированных гликозаминогликанов в 
составе секреторных гранул цитоплазмы с помо-
щью программы Leica Application Suite (V4), по-
казатель выражали в единицах оптической плот-
ности.

Иммуногистохимическое исследование печени 
выполняли в соответствии со стандартным про-
токолом, используя Autostainer DAKO для фик-
сированных формалином, залитых парафином 
срезов. Демаскирование антигенов проводили 
высокотемпературной обработкой в цитратном 
буфере (pH 6) с использованием Pascal DAKO [11]. 
Для ИГХ исследования печени применяли моно-
клональные антитела purified mouse antihuman 
Ki-67, mouse antirat CD3 clone G 4.18, CD45 clone 
OX-1, которые в разведении 1:30 инкубировали в 
течение 60 минут при комнатной температуре, а 
затем вторичные антитела biotin goat antimouse в 
разведении 1:50. Антигенреактивные клетки вы-
являли при помощи тест-системы NovolinkTM 
Polymer Detection System (Novocastra Lab., Ltd), 
контрастируя их хромогенным субстратом 
(3,3-диаминобензидин в буферном растворе). 
DAB-позитивные клетки идентифицировали 
по коричневому гранулярному окрашиванию 
цитоплазмы клеток. Количественную оценку 
Ki-67+ гепатоцитов, CD45+, CD3+ производили 
в единице площади в 20 полях зрения при уве-
личении микроскопа х1000 в пересчете на 1 мм2 
среза.

Для выявления коллагена в ткани печени про-
водили окрашивание гистологических срезов пи-
кросириусом красным. С использованием лазер-
ного сканирующего конфокального микроскопа 
LSM 710 (ZEISS) получали изображения в фор-
мате jpg [13]. Далее с помощь программы ImageJ 
проводили подсчет площади коллагена и выра-
жали в процентах от общей площади ткани.

Статистическая обработка результатов экспе-
римента выполнена с применением Statistica 10.0. 
Для сравнения двух независимых групп использо-
ван непараметрический критерий Манна-Уитни. 
При проверке статистических гипотез использо-
вался уровень значимости 5% (Р < 0.05).

Результаты и обсуждение. В связи с тем, что 
в ходе морфометрического исследования тка-

ней печени различий между группой интактных 
и контрольных животных не было установлено, 
в дальнейшем представлены результаты только 
интактной группы.

Результаты морфометрического анализа по-
казали, что на 3 сутки после воздействия токси-
канта резко возрастает индекс альтерации, от-
мечается существенное увеличение количества 
двуядерных гепатоцитов, Ki-67+ клеток, мито-
тического индекса и СК (рис. 1, 2). 

В ранние сроки токсического воздействия CCl4 
ответная реакция организма выражается в ви-
де усиления клеточной (увеличение количества 
двуядерных гепатоцитов) и внутриклеточной 
регенерации (увеличение митотического индек-
са и Ki-67+ гепатоцитов), которая направлена на 
повышение метаболической активности и увели-
чение количества гепатоцитов. На 7 и 14 сутки 
после введения CCl4 на фоне высокого индекса 
альтерации, возрастает количество двуядерных 
гепатоцитов в ткани печени, но при этом умень-
шается количество Ki-67+ гепатоцитов и в 15-18 
раз снижается митотический индекс, количе-
ство СК уменьшается не только относительно 
группы CCl4 3 сутки, но и по сравнению с ин-
тактной (рис. 1, 2). 

В воспалительном процессе при токсическом 
повреждении печени принимают участие, в том 
числе, и клеточные элементы соединительной 
ткани к числу которых относятся тучные клет-
ки. На фоне действия токсиканта во все сроки 
эксперимента в разы увеличивается количе-
ство ТК в печени. При этом содержание в них 
секреторных гранул значительно ниже, чем у 
интактных животных, что свидетельствует об 
активной дегрануляции ТК (рис. 2). 

Увеличение количества тучных клеток может 
быть обусловлено их миграцией в место повреж-
дения. Пополнение популяции тучных клеток за 
счет мигрирующих происходит в регенерирую-
щей печени, чтобы компенсировать возможную 
потерю резидентных печеночных тучных кле-
ток. Резкое снижение содержания секреторных 
гранул в ТК может свидетельствовать об усилен-
ной дегрануляции, характеризующейся высвобо-
ждением медиаторов, которые повышают про-
ницаемость сосудов, усиливают ангиогенез и 
участвуют в воспалении [14, 15].

При оценке степени фиброза в ткани печени на 
фоне токсического воздействия CCl4 на 3 и 7 сут-
ки отмечается незначительное увеличение сред-
ней площади, занимаемой коллагеном (рис. 3). На 
14 сутки площадь коллагена возрастает в 5 раз по 
сравнению с показателями интактных живот-
ных.

В ходе ИГХ исследования установлено, что 
токсическое действие CCl4 приводит к резкому 
увеличению лейкоцитов CD45+ и Т-лимфоцитов 
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CD3+ в ткани печени, как в паренхиме органа, 
так и периваскулярно. Усиление лимфо-лейко-
цитарной инфильтрации паренхимы печени и пе-
риваскулярных областей при интоксикации CCl4 
свидетельствует об активном ответе клеточного 
звена иммунитета на действие токсиканта и по-
зволяет судить об интенсивности воспалитель-
ного процесса в поврежденном органе. К 7 и 14 
суткам уменьшается количество CD45+ и CD3+ 

клеток (рис. 2). 
Применение АФГ на 3 и 14 сутки приводит к 

снижению индекса альтерации относительно со-
ответствующих групп без лечения, но при этом 
данный показатель значительно выше, чем у ин-
тактных животных (рис. 1). Также на 3 сутки 
отмечается увеличение количества двуядерных 
гепатоцитов, СК (рис. 1, 2) и возрастает митоти-
ческий индекс. На 7 и 14 сутки, напротив, умень-

шается число Ki-67+ и двуядерных 
гепатоцитов, снижается митотиче-
ский индекс (рис. 1), но при этом ко-
личество СК остается выше, чем в 
группах соответствующего срока 
без лечения. Увеличение количе-
ства СК печени, может быть одним 
из центральных событий, приводя-
щих к частичной регенерации пече-
ни после ее токсического повреж-
дения. Результаты проведенного 
нами исследования подтверждают 
тот факт, что в ранние сроки токси-
ческого воздействия в ткани печени, 
особенно при введении АФГ возрас-
тает количество синусоидальных 
клеток, в том числе за счет притока 
моноцитов крови или за счет зре-
лых макрофагов перитонеальной 
полости, поступающих через мезо-
телий непосредственно к месту по-
вреждения [16]. 

На фоне применения АФГ на 3 и 14 
сутки отмечается уменьшение пло-
щади коллагена в печени по сравне-
нию с группами животных, получав-
ших только CCl4. 

Введение АФГ при воздействии 
CCl4 на организм, на поздних сро-
ках эксперимента, приводит к 
уменьшению количества тучных 
клеток в ткани печени, задержи-
вает их дегрануляцию, тем самым 
препятствует высвобождению ме-
диаторов воспаления [14]. АФГ спо-
собствует уменьшению выраженно-
сти воспалительной реакции в ответ 
на действие гепатотропного яда, что 
подтверждается снижением количе-
ства CD45+ и CD3+ клеток на 7 и 14 

сутки исследования (рис. 2).
Заключение. Модель токсического гепати-

та, индуцированная CCl4 широко известна, но 
несмотря на это именно экспериментальные 
модели позволяют дать комплексную оценку и 
разработать методы адекватной коррекции на-
рушений печени, что не всегда возможно в кли-
нической практике. Результаты проведенного ис-
следования показали, что иммуномодулирующее 
действие АФГ проявляется в снижении лейкоци-
тарной инфильтрации, происходит резкое умень-
шение уровня СD45+ до значений интактных жи-
вотных на 7, 14 сутки эксперимента. Снижается 
также и количество СD3+ лимфоцитов, тучных 
клеток и площади, занимаемой коллагеном. Вве-
дение АФГ способствует снижению СD45+, CD3+, 
но при этом количество синусоидальных клеток 
возрастает. На основании этого можно предполо-

Рис. 1. Показатели регенерации печени крыс в динамике диффузного 
токсического повреждения печени CCl4 (черные символы) и при его 
коррекции АФГ (белые символы). Примечание: ( ) – Ki-67+ клетки  
(N/мм2), ( ) – двуядерные гепатоциты (N/мм2), ( ) – митотический 
индекс (‰), ( ) – индекс альтерации (‰); результаты статистически 
значимы (р<0,05) по сравнению с интактной группой (#) и токсическим 
воздействием CCl4 (+).
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Рис. 2. Клетки стромы печени экспериментальных животных в динамике диффузного токсического повреждения 
печени CCl4 (черные символы) и при его коррекции АФГ (белые символы). Примечание: ( ) – CD45+ клетки в 
паренхиме печени (N/мм2), ( ) – CD45+ клетки, расположенные периваскулярно (N/мм2), ( ) – CD3+ клетки 
в паренхиме печени (N/мм2), ( ) – CD3+ клетки, расположенные периваскулярно (N/мм2), ( ) – тучные клетки 
(N/мм2), ( ) – синусоидальные клетки (N/мм2), ( ) – оптическая плотность секреторных гранул в тучных 
клетках (отн. ед.); результаты статистически значимы (р<0,05) по сравнению с интактной группой (#) и токсическим 
воздействием CCl4 (+).

Рис. 3. Изменение площади коллагена в ткани печени при токсическом повреждении и его коррекции. Примечание: 
результаты статистически значимы (р<0,05) по сравнению с интактной группой (#) и токсическим воздействием CCl4 (+).
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жить, что применения АФГ позволяет регулиро-
вать количество и функциональную активность 
клеток стромы, снижать воспалительную реак-
цию и обеспечивать восстановление ткани пече-
ни после токсического повреждения.

Исследование проведено в рамках бюджет-
ной программы «Изучение механизмов реге-
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действия на организм», № Гос. регистрации – 
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A comprehensive assessment of the role of stromal cells in regenerative processes has been carried out on the model 
of diffuse toxic liver damage with carbon tetrachloride (CCl4) and its correction with aminophthalhydrazide. It has been 
found that the immunomodulating effect of aminophthalhydrazide is manifested in a decrease in leukocyte infiltration, 
there is a sharp decrease in the level of CD45+ to the values of intact animals on the 7th and 14th days of the experiment. 
The number of CD3+ lymphocytes, mast cells and the area occupied by collagen are also reduced. Since the introduction 
of aminophthalhydrazide reduces the number of CD45+, CD3+ lymphocytes, but the number of sinusoidal cells increases 
compared to group of animals treated only with CCl4, it can be assumed that the decrease in the toxic effect of CCl4 
is associated with the change in the number and functional activity of sinusoidal cells, which is aimed at removing the 
inflammatory response and restoring hepatic tissue after toxic damage.
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