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ДИНАМИКА ИЗМЕНЕНИЙ ВИМЕНТИНА И ГЛАДКОМЫШЕЧНОГО АКТИНА
ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ФИБРОЗЕ ПЕЧЕНИ ХИМИЧЕСКОГО ГЕНЕЗА

Ю. И. Великородная, А. Я. Почепцов
Научно-исследовательский институт гигиены, токсикологии и профпатологии, Волгоград

При экспериментальном фиброзе печени в течение первых четырех недель происходило увеличение количества
виментин-положительных и -SMA положительных клеток. Через 8 недель на фоне прогрессирования фиброза коли-
чество виментин-положительных клеток в ткани печени стабилизировалось, а -SMA-положительных клеток продол-
жало увеличиваться.
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DYNAMIC CHANGES IN VIMETIN AND SMOOTH MUSCLE ACTIN RATIO
IN EXPERIMENTAL CHEMICALLY INDUCED LIVER FIBROSIS

Y. I. Velikorodnaya, A. Y. Pocheptsov
We demonstrated that the number of cells expressing vimentin and smooth muscle actin cells in the liver tissue was

rapidly increasing in the first 4 weeks. After 8 weeks of progressing fibrosis the number of vimentin positive cells was stabilized
and the number of actin positive cells continued to grow.
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Виментин и актин гладкомышечных клеток яв-
ляются маркерами мезенхимальных клеток, имеющи-
ми разные фенотипические признаки. Так, виментин
относится к белкам промежуточных филаментов (ПФ)
III типа и экспрессируется преимущественно в фиб-
робластах, лимфоцитах, эндотелиальных клетках [8].
По сложившимся представлениям, основная роль
виментина, как белка ПФ, заключается в поддержа-
нии клеточной и тканевой целостности. Он также уча-
ствует во внутриклеточном распределении органелл
и белков [2].

Актин гладкомышечных клеток (-SMA) является
специфическим маркером миофибробластов — специ-
ализированных клеток, продуцирующих основную мас-
су внеклеточного матрикса, состоящего из коллагена,
ламинина, фибронектина, сократительные свойства ко-
торых служат для уменьшения размера очага деструк-
ции и поддерживают клеточное окружение поврежден-
ного участка ткани или органа [5]. Неконтролируемая
пролиферация миофибробластов приводит к развитию
патологических процессов — фиброза и цирроза (скле-
роза), нарушающих нормальное функционирование тка-
ни и/или органа в целом.

Фиброз печени является заболеванием, возник-
новение которого может быть инициировано, среди про-
чих причин, интоксикацией химического генеза. Основ-
ными эффекторными клетками при развитии фиброза
печени являются покоящиеся звездчатые клетки (ЗК),
экспрессирующие виментин [7, 9]. Клетки, которые под
воздействием химического вещества подверглись
трансдифференцировке в миофибробластподобные клет-
ки, продуцируют -SMA [12]. Существенный вклад в
прогрессирование фиброза и повышенного уровня
-SMA при длительном воздействии патогенного фак-

тора вносят «пришлые» клеточные популяции: цирку-
лирующие фиброциты, способные приживаться в по-
врежденной печени, а также мезенхимальные стволо-
вые клетки [3]. Вследствие этого вновь образованные
миофибробласты начинают активно экспрессировать
-SMA и продуцировать белки соединительной ткани,
которые экскретируются в межклеточную среду и фор-
мируют внеклеточный матрикс [15]. Кроме того, активи-
рованные ЗК продуцируют тканевые ингибиторы метал-
лопротеиназ, в результате чего динамическое равнове-
сие в процессах секреции/деградации внеклеточного
матрикса смещается в сторону накопления соедини-
тельной ткани.

Соотношение виментин/-SMA в динамике раз-
вития фиброза печени может рассматриваться как один
из критериев прогрессирования/регрессии заболева-
ния для оценки эффективности препаратов гепатопро-
текторного ряда на моделях фиброза печени химичес-
кого генеза, а также в токсикологической практике при
исследовании соединений с фиброгенным механиз-
мом действия.

ЦЕЛЬ РАБОТЫ
Изучение в экспериментах на белых крысах ди-

намики содержания маркеров мезенхимальных тканей
разного фенотипа при фиброзе печени химического ге-
неза с использованием иммуногистохимического ме-
тода (ИГХ).

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ
Эксперимент проводили на беспородных белых

крысах-самцах весом 220—270 г. Исследования про-
водились в соответствии с «Правилами лабораторной
практики» (Приказ Минздравсоцразвития России от
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23 августа 2010 г. № 708н). Крыс содержали в помеще-
ниях с искусственным освещением (8.00—20.00ч. —
свет, 20.00—8.00 ч. — темнота) при 20—22 оС в усло-
виях свободного доступа к воде и пище. Животные
были разделены на 4 группы по 8 особей в каждой.
Животные трех подопытных групп получали 5%-й ра-
створ этанола в качестве питья и внутрижелудочно
раствор четыреххлористого углерода в растительном
масле в соотношении 1 : 3 в дозе 0,1 мл на 100 г мас-
сы тела. Животным контрольной группы водили расти-
тельное масло в дозе 0,1 мл на 100 г массы тела [1].
Продолжительность эксперимента составила 2, 4 и
8 недель. По окончании эксперимента крыс наркоти-
зировали диэтиловым эфиром и декапитировали. Ма-
териалом для патоморфологического и иммуногисто-
химического исследования служила ткань печени ме-
дианной доли, в которой процесс развития фиброза
наиболее выражен [13]. Образцы ткани сразу после
извлечения помещали в 4%-й раствор параформаль-
дегида, приготовленного на 0,01 М фосфатно-солевом
буфере (рН = 7,4). Затем образцы заключали в пара-
финовую среду по общепринятой методике. Парафи-
новые срезы толщиной 4 мкм монтировали на стекла,
обработанные поли-L-лизином («Menzel»). При выпол-
нении данной работы было изучено содержание в тка-
ни печени виментина (Invitrogen, Clone V9, 1:100) и ак-
тина гладкомышечных клеток (Novocastra, Clone
asm-1, 1 : 100). Для блокирования эндогенной перок-
сидазы срезы инкубировали 20 минут в 3%-й переки-

си водорода. Постановку иммуногистохимических
реакций проводили с помощью системы детекции
«Dako». Пероксидазу проявляли 3,3'-диаминобензиди-
ном из набора протокола. На заключительном этапе
реакции срезы докрашивали гематоксилином Майера.
Негативным контролем служили препараты без инку-
бации с первичными антителами при полном соблю-
дении остальных этапов протокола. Степень фиброза
печени оценивали по шкале METAVIR.

Полученные препараты изучали с помощью мик-
роскопа AxioScopeA1 (Zeiss), оборудованного цифровой
камерой AxioCamMRc5. Морфометрический анализ про-
центного содержания виментин+ и -SMA+ клеток в пе-
ченочной ткани выполняли на фотографиях 6—8 полей
зрения при конечном увеличении  200 с использовани-
ем программы ZENpro 2012 (Zeiss). Статистическую об-
работку полученных данных проводили с помощью про-
грамм Excel-2010 и Statistica 7.0 с использованием не-
параметрического U-критерия Манна-Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Иммуногистохимическое изучение виментина в

нормальной ткани печени показало, что данный белок
экспрессируется в ЗК, купферовских клетках и эндоте-
лиоцитах (рис. А). В печени интактных животных -SMA
обнаруживали преимущественно в мышечном слое сте-
нок печеночных артерий и в немногочисленных фиб-
робластах перипортальных зон (рис. В).

Процентное соотношение виментин- и -SMA-положительных клеток
в печеночной ткани в динамике при моделировании фиброза печени

с графическим отображением табличных данных

Длительность индуцирования фиброза ИГХ параметр контроль 2 недели 4 недели 8 недель 
Виментин+клетки/ткань печени, %  5,99 ± 2,64 7,9 ± 2,33* 10,08 ± 4,21* 9,58 ± 4,63* 
-SMA+ клетки/ткань печени, %  0,32 ± 0,26 3,55 ± 3,04* 5,62 ± 3,76* 10,24 ± 4,94* 
Соотношение виментин+ клетки / 
-SMA+ клетки  18,72 2,23 1,79 0,94 

Степень фиброза по шкале METAVIR 0 1 2 3 

 

Примечание. М ± SD. *При р  0,001.
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Изучение динамики развития фиброза печени
после 2 и 4 недель эксперимента показало, что при
воздействии четыреххлористого углерода клетки, эк-
спрессирующие виментин, заполняли синусоидаль-
ные пространства, сливаясь между собой по пери-
ферии печеночных долек, образуя периваскулярные
муфты и порто-портальные септы (рис. С и Е). Парал-
лельно с возрастанием количества виментин-положи-
тельных клеток в печеночной ткани, увеличивался и
процент -SMA-позитивных клеток (табл., рис. D и F).

Отмечено усугубление тяжести морфологичес-
ких проявлений фиброза по шкале METAVIR от F1

через 2 недели до F2 через 4 недели. Через 8 не-
дель после начала эксперимента количество вимен-
тин-положительных клеток в ткани печени снижалось,
оставаясь выше контрольных значений (рис. G), а
содержание -SMA-позитивных клеток в печеночной
ткани увеличивалось, образуя на графике характер-
ную фигуру в виде «ножниц» (табл.). При этом, поми-
мо порто-портальных септ, формировались и порто-
центральные септы, что соответствовало фиброзу пе-
чени степени F3 по шкале METAVIR (рис. Н).

Увеличение количества виментин-положитель-
ных клеток в ткани печени в начальной стадии разви-
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Рис. Экспрессия виментина и -SMA в ткани печени при фиброзе химического генеза.

А, С, Е и G — антитела к виментину. В, D, F и H — антитела к a-SMA. РАР-метод.
Докраска гематоксилином Майера. Увеличение  200
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тия фиброза происходило, преимущественно, за счет
пролиферации пула ЗК, а также за счет клеток пече-
ни, обладающих фиброгенным потенциалом, совер-
шающих эпителиально-мезенхимальный переход
(ЭМП), при котором эпителиальные клетки подверга-
ются молекулярному перепрограммированию, приоб-
ретая фенотип мезенхимальных [10]. ЭМП считается
критическим периодом в процессе развития фибро-
за, поэтому виментин наиболее часто используется
в качестве маркера для выявления трансформиро-
ванных клеток [11]. Кроме того, виментин является
маркером мигрирующих клеток [6], что объясняет,
почему потеря эпителиальных свойств (адгезия, по-
лярность), при ЭМП сопровождается усилением миг-
рационного и инвазивного потенциалов клеток и по-
явлению способности к продуцированию компонен-
тов внеклеточного матрикса.

Увеличение количества -SMA-позитивных кле-
ток в этот же период развития фиброза печени,
скорее всего, являлось следствием дальнейшей
трансдифференцировки активированных ЗК и транс-
формированных клеточных популяций в миофиброб-
ластподобные клетки, которые активно экспресси-
ровали актин гладкомышечных клеток. Стабилиза-
ция количества виментин+-клеток через 4 недели
эксперимента по нашему мнению, связана с тем,
что между процессами активации (маркер — вимен-
тин) и трансдифференцировки клеточных популяций
(маркер — -SMA) печени, задействованных на пер-
вом этапе развития фиброза, устанавливается ди-
намическое равновесие.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На первом этапе (в течение первых четырех недель)

развития экспериментального фиброза печени, индуци-
рованного четыреххлористым углеродом, основную роль
в формировании избыточного внеклеточного матрикса иг-
рают различные клеточные компоненты мезенхимально-
го происхождения [14]. Общим признаком, объединяю-
щим эти клетки, является экспрессия маркера мезенхи-
мальных тканей — виментина. Поскольку наличие
виментина (в связи с мРНК) необходимо для синтеза кол-
лагена и сохранения его стабильности [4], можно сделать
предположение, что избыточная экспрессия виментина
играет заметную роль в развитии фиброза, стимулируя
синтез и накопление коллагеновых волокон.

На втором этапе (в сроки до 8 недель экспери-
мента) развития фиброза печени химического генеза
количество виментин-положительных клеток стабилизи-
руется, а содержание -SMA-положительных клеток
продолжает увеличиваться. Измерение соотношения
количества виментин- и -SMA- положительных клеток
позволяет определить степень развития фиброза пече-
ни и переход в стадию трансформации в цирроз.
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