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Классической моделью изучения регенерации 
печени является частичная гепатэктомия (ЧГ). Она 
была предложена и выполнена у крыс в 1931 г. G.M. 
Higgins и R.M. Anderson. В этой работе было уста-
новлено, что после ЧГ масса печени восстанавли-
вается в течение 1–2 нед. [1]. В дальнейшем при 
изучении регенерации печени в модели ЧГ были 
описаны кинетика пролиферативного ответа различ-
ных типов клеток [2], закономерности изменения 
микроархитектоники органа [3], последовательность 
и уровень вовлечения факторов роста, факторов 
транскрипции, генов, роль гормонов [4], внеклеточ-
ного матрикса [5]. ЧГ также является элементом 
других моделей повреждения печени, таких как ЧГ 
на фоне введения 2-ацетиламинофлуорена (ААФ) и 
«Solt-Farber» модель [6]. В этих моделях происходит 
более выраженное повреждение печени и активация 
регионального стволового компартмента. Однако, 
несмотря на многолетние исследования, локали-
зация и клеточный состав стволового компартмен-
та печени остается дискутабельным. Традиционно 
рассматриваются 3 возможные точки локализации 
стволовых клеток печени: канальцы Геринга, пери-
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Большинство фундаментальных исследований в об-
ласти разработки методов регенеративной медицины для 
лечения заболеваний печени выполняется с использова-
нием кроветворных и мезенхимальных стволовых клеток. 
Однако все большее значение приобретает необходимость 
поиска методов управления процессом регенерации путём 
стимуляции регионального стволового резерва, а также 
изучения возможности применения региональных стволо-
вых клеток, в качестве которых все чаще рассматриваются 
звёздчатые клетки печени. Однако исследования влияния 
трансплантации этих клеток на течение процесса регенера-
ции при повреждении печени единичны. Ранее мы устано-
вили возможность гепатоцитарной дифференцировки этих 
клеток после трансплантации крысам на модели частичной 
гепатэктомии. В данной работе проведено изучение регене-
рации печени крыс после трансплантации звёздчатых клеток 
животным, перенесшим частичную гепатэктомию с введени-
ем 2-ацетиламинофлуорена, блокирующего пролиферацию 
гепатоцитов. Результаты исследования подтвердили способ-
ность введённых клеток дифференцироваться в гепатоци-
тарном направлении и оказывать стимулирующее влияние 
на восстановление печени без угрозы ее фиброзирования 
после их трансплантации крысам, перенесшим частичную 
гепатэктомию и введение 2-ацетиламинофлуорена. 
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цировка, стволовые клетки, звёздчатые клетки печени, 
трансплантация.

Most of the fundamental studies in the field of developing 
new methods for treating liver diseases in regenerative 
medicine are performed with haematopoietic and mesenchymal 
stem cells. At the same time more and more importance is 
gaining need for finding new approaches enabling stimulation 
of regional stem cell compartment and using regional stem 
cells which are possibly represented by hepatic stellate 
cells. But studies aimed at their transplantation are rare. 
Previously, we have established the possibility of these cells 
to differentiate into hepatocytes after transplantation to rats 
with partial hepatectomy. In our present research we studied 
liver regeneration after transplantation of hepatic stellate cells 
on partial hepatectomy with 2-acetylaminofluorene damage 
model in rats. 2-acetylaminofluorene blocks hepatocyte 
proliferation. Results of study confirmed that hepatic stellate 
cells have the ability to differentiate into hepatocyte and 
stimulate it’s regeneration without the threat of fibrosis 
after transplantation in rats with partial hepatectomy and 
administration of 2-acetylaminofluorene.

Key words: liver, regeneration, differentiation, stem 
cells, hepatic stellate cell, transplantation.

дуктальный и дуктальный компартменты [7]. Все 
они являются источником так называемых овальных 
клеток, хотя было показано, что данную популяцию 
клеток следует относить к гепатобластам [8]. При 
этом не следует забывать, что фенотипические осо-
бенности гепатоцитов также позволяют отнести их к 
унипотентным стволовым клеткам печени [9]. В по-
следние годы ряд учёных склоняется к точке зрения, 
что региональными стволовыми клетками органа мо-
гут быть звёздчатые клетки печени (ЗКП) [10, 11].

Несмотря на способность печени к восстанов-
лению, в ряде случаев регенераторного потенциала 
оказывается недостаточно. Рост поражения насе-
ления хроническими диффузными заболеваниями 
печени, развитие учения о стволовых клетках и ре-
генеративной медицины привели к активному поиску 
доступного клеточного материала для трансплантации 
в поврежденную печень. Разными авторами было 
изучено влияние трансплантация клеток пупочно-
го канатика [12], фетальных [13], мезенхимальных  
[14–19], гемопоэтических стволовых клеток [20, 
21] на процессы репаративной регенерации пе-
чени. В 2014 г. научной группой P.B. Patil была  
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проведена пилотная работа по трансплантации ЗКП  
в модели ЧГ [13].

Целью нашей работы стало изучение регенера-
ции печени крыс после трансплантации трансфици-
рованных геном зелёного флуоресцентного белка 
(Enhanced Green Fluorescent Protein, EGFP) звёздча-
тых клеток печени крысам после ЧГ на фоне блоки-
рования пролиферации гепатоцитов ААФ.

Материал и методы

Исследование проведено на белых беспородных 
крысах-самцах массой 250–300 г, находящихся на 
стандартном рационе вивария и имеющих свобод-
ный доступ к воде. Животные были разделены на  
2 группы: I – контрольная группа (крысы с ЧГ и вве-
дением ААФ), II группа – крысы с ЧГ и введением 
ААФ, которым была проведена трансплантация ЗКП. 
ААФ животным вводили внутрибрюшинно ежеднев-
но за 5 сут. до операции, в день операции введение 
не проводили, далее ААФ вводили ежедневно до вы-
ведения животных из эксперимента.

Выделение ЗКП было проведено методом кол-
лагеназно-проназной перфузии печени с последу-
ющим разделением клеток в градиенте плотности 
гистоденза [22]. Количество выделенных клеток и 
их жизнеспособность определяли путём подсчёта 
клеток в камере Горяева при разведении клеточной 
суспензии в трипановом синем в соотношении 1:10. 
ЗКП трансфицировали вирусом, несущим ген EGFP, 
культивировали в течение часа в питательной среде 
ДМЕМ (Sigma, США) с содержанием 10% феталь-
ной бычьей сыворотки (FBS, Sigma, США), 146 мг/мл  
L-глутамина, 100 Ед/мл пенициллина, 100 мкг/мл 
стрептомицина (Sigma, США) в инкубаторе при 37°C 
и 5% содержании СО2 во влажной атмосфере. Опера-
цию ЧГ (67%) печени проводили в условиях операци-
онной под эфирным наркозом по методике Хиггенсо-
на и Андерсона [1]. Трансплантацию ЗКП проводили 
интраоперационно путём введения в воротную вену  
в дозе 3×106 кл./животное.

Из эксперимента животных выводили через 1, 
2, 3, 5, 7, 14 сут. после введения клеток, кусочки 
печени помещали в 10% нейтральный формалин на 
0,2 М фосфатном буфере (рН = 7,4) на 24 ч для 
фиксации и заливали в парафин по стандартной ме-
тодике. Срезы окрашивали иммуногистохимически с 
коммерческими антителами к EGFP (клон GSN-24, 
1:200, Sigma, США), маркёру миофибробластов 
α-гладкомышечному актину (α-ГМА, клон 1A4, 1:50, 
DAKO, США), маркёру гепатобластов и холангиоци-
тов цитокератину (ЦК) 19 (клон ВА-17, 1:200, Santa 
Crus, США), маркёру гепатобластов α-фетопротеину 
(АФП, 1:200, Abcam, Великобритания). Иммуноги-
стохимическое окрашивание было проведено с ис-
пользованием визуализационных систем Novolink 
фирмы Novocastra (Великобритания), CSA и Envision 
фирмы Dako (Дания). Контроль специфичности им-
муногистохимической реакции проводили путём за-
мены первичных антител неиммунной сывороткой 
мыши или кролика, а также путём исключения из 
реакции первичных антител.

Результаты и обсуждение

В первой группе животных ни на одном из экс-
периментальных сроков не было выявлено клеток, 
экспрессирующих EGFP. Изучение экспресcии EGFP 
в срезах печени крыс II группы EGFP-позитивных 

клеток через сутки после операции не обнаружено, 
через 2 сут. были выявлены EGFP-позитивные еди-
ничные синусоидные клетки перипортально и единич-
ные и сгруппированные гепатоциты (рис. 1А, Б). 

Рис. 1. Печень крысы после ЧГ, введения ААФ  
и трансплантации EGFP+ЗКП (II группа): 
А – 2 сут.; Б – 2 сут.; В – 3 сут. 
Иммуногистохимическая реакция, ЕGFP+ 
гепатоциты, продукт реакции красного цвета. 
Докраска гематоксилином. 
Ув.: А, В ×400; Б ×200

А

Б

В
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Рис. 2. 
Печень крысы после ЧГ и введения ААФ (I группа): 
А – реакция на ЦК19, 5 сут.; 
Б, В – АФП+ гепатоциты и синусоидные клетки, 1 сут.; 
Г – АФП+ гепатоциты и синусоидные клетки, 3 сут.; 
Д – АФП+ гепатоциты и синусоидные клетки, 14 сут.  
Иммуногистохимическая реакция, продукт реакции 
красного цвета.  
Докраска гематоксилином.  
Ув.: А ×100; Б, В, Д ×400; Г ×200

А Б

В Г

Д

Максимум экспрессии EGFP наблюдали через  
3 сут. (рис. 1В), а затем число позитивных клеток 
достаточно быстро снижалось. Если сравнить полу-
ченные данные с результатами проведённого ранее 
эксперимента по трансплантации ЗКП крысам после 
ЧГ без введения ААФ, когда уже через сутки после 
трансплантации в поле зрения обнаруживалось до 
15–20 EGFP-позитивных гепатоцитов [23], обраща-
ет на себя внимание некоторое запаздывание диф-
ференцировки трансплантированных клеток. Тем не 
менее, можно сделать вывод, что дополнительное 
повреждение печени и подавление пролиферации 
гепатоцитов ААФ не препятствует дифференцировке 
трансплантированных клеток в гепатоциты. 

Анализ экспрессии ЦК19 в печени животных  
I группы показал, что на ранних сроках он выявля-
ется только в холангиоцитах, через 2 сут. появля-
ются единичные ЦК19+ клетки в перипортальных 
областях, такая же картина сохраняется и через  
3 сут. К концу 5 сут. такие клетки можно видеть уже 
и в паренхиме, в перипортальных же зонах на этом 
сроке отмечается выраженная дуктулярная реакция 
(увеличение числа протоков, их ветвление, призна-
ки миграции ЦК19+ клеток, рис. 2А). Такая картина 
сохраняется и в дальнейшем. К 14 сут. ЦК19+ клет-
ки исчезают из паренхимы, тогда как сохраняются 
признаки дуктулярной реакции и единичные ЦК19+ 

клетки в перипортальной зоне. 
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В данной группе через двое суток после операции 
можно было видеть немногочисленные одиночные 
и сгруппированные АФП-позитивные гепатоциты 
в паренхиме и перипортально и АФП-позитивные 
синусоидные клетки в паренхиме (см. рис. 2Б, В).  
К 3 сут. число АФП-позитивных гепатобластов не-
сколько увеличивается (рис. 2Г), а затем постепен-
но снижается. Поскольку ААФ подавляет пролифе-
рацию гепатоцитов, которая в условиях регенерации 
является одним из основных механизмов восста-
новления паренхиматозных клеток печени после 
повреждения, данный факт может указывать на ак-
тивацию регионального стволового компартмента и 
начало дифференцировки гепатоцитов из региональ-
ных стволовых клеток печени. Наличие экспрессии 
АФП в синусоидных клетках свидетельствует в поль-
зу возможной локализации региональных стволовых 
клеток в синусоидах печени. К концу 3 сут. число 
позитивных гепатоцитов достигает максимума, а за-
тем снижается. После 5 сут. экспрессия АФП сохра-

няется в синусоидных клетках, также можно видеть 
единичные АФП-позитивные гепатоциты вплоть до 
14 сут. (см. рис. 2Д).

В печени животных группы II на ранних сроках 
ЦК19 присутствовал только в холангиоцитах и еди-
ничных мелких клетках в перипортальных областях, 
число которых постепенно возрастало к 3 сут. На  
5 сут. число таких клеток продолжало расти, и к 
этому сроку развивалась выраженная дуктулярная 
реакция: увеличивалось число желчных протоков, 
отмечено их ветвление и признаки миграции холан-
гиобластов. Далее выраженность дуктулярной реак-
ции снижалась, но отмечалось уменьшение межпор-
тальных расстояний, что подтверждает гипотезу об 
образовании новых печёночных долек путём деле-
ния существующих [22]. 

Интересно, что в этой группе уже через сутки по-
сле операции и введения ЗКП значительная часть 
гепатоцитов экспрессировала маркёр гепатобластов 
АФП (рис. 3А). 

Рис. 3. 
Печень крысы после ЧГ, введения ААФ  
и трансплантации EGFP+ЗКП (II группа): 
А, Б – АФП+ гепатобласты и синусоидные клетки, 1 сут.; 
В – АФП+ гепатобласты и синусоидные клетки, 2 сут.; Г 
– АФП+ гепатобласты и синусоидные клетки, 7 сут.;  
Д – реакция на α-ГМА, 2 сут. 
Иммуногистохимическая реакция, продукт реакции 
красного цвета. 
Докраска гематоксилином. 
Ув.: А, Д ×200; В, Г ×400

А Б

В Г

Д
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Данные клетки располагались как изолированно 
от других (мозаично с АФП-негативными гепато-
цитами), так и были организованы в кластеры (см.  
рис. 3А, Б). При этом многие гепатоциты имели два 
ядра (см. рис. 3В). Наряду с гепатоцитами на всех 
экспериментальных сроках АФП интенсивно экспрес-
сировали мелкие округлые клетки, расположенные 
перипортально и в синусоидах, и которые, очевидно, 
являются гепатобластами, а также сами синусоид-
ные клетки (см. рис. 3Г). Через сутки число пози-
тивных гепатоцитов резко снижалось, по-прежнему 
были видны позитивные двуядерные гепатоциты  
и синусоидные клетки, локализующиеся в дольках 
и перипортально. Далее число АФП-позитивных  
гепатоцитов продолжало снижаться, и через 2 нед. 
в печени реципиентов можно было наблюдать лишь 
синусоидные клетки, экспрессирующие АФП.

Ни на одном из экспериментальных сроков ни в 
одной группе не было отмечено трансдифференци-
ровки ЗКП в α-ГМА-позитивные миофибробласты. 
Экспрессия α-ГМА выявлена только в гладкомышеч-
ных клетках сосудов печени (см. рис. 3Д). Следова-
тельно, в настоящем эксперименте трансплантация 
ЗКП не сопровождалась риском развития фиброза 
печени, связанного с трансплантацией.

Таким образом, выполненные эксперименты по 
трансплантации ЗКП крысам после ЧГ и введения 
ААФ подтверждают их способность дифференциро-
ваться в гепатоцитарном направлении. Полученные 
результаты позволяют также выдвинуть гипотезу о 
том, что в первые сутки трансплантированные ЗКП 
в основном стимулируют активацию резидентных 
региональных стволовых клеток печени реципиентов 
путем выброса разнообразных факторов роста, таких 
как фактор роста фибробластов, фактор стволовых 
клеток, фактор роста гепатоцитов и др. Это приво-

дит к тому, что дифференцирующиеся региональ-
ные стволовые клетки, локализованные, вероятнее 
всего, в синусоидных капиллярах печени, начинают 
массово экспрессировать маркёры гепатобластов – 
ЦК19 и АФП. Несколько позднее (2–3 сут., если 
сопоставить с результатами динамики популяции 
EGFP-позитивных клеток) к активации стволового 
компартмента реципиента может присоединяться 
дифференцировка в гепатоцитарном направлении 
трансплантированных ЗКП, однако данный процесс 
уже носит менее выраженный характер. При этом 
он, вероятно, происходит как за счёт прямой диф-
ференцировки введенных клеток, так и за счёт их 
слияния с гепатоцитами печени хозяина, в пользу 
чего косвенно свидетельствует большое число дву-
ядерных EGFP-позитивных гепатоцитов.
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