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  Актуальность. Лечение цирроза печени является крайне важной проблемой современной медицины. Улуч‑
шение функции печени у  данной категории больных имеет значение не только для гепатологии, но и  для хи‑
рургии, поскольку оперативные вмешательства на печени при подобной патологии зачастую сопровождаются 
развитием печеночной недостаточности.

Цель — оценить влияние клеточной терапии на функцию печени в эксперименте.
Материалы и  методы. В статье представлены результаты экспериментального исследования использова‑

ния стволовых клеток при смоделированном циррозе печени. Эксперимент был проведен на 132 мышах‑самках 
линии C57black. Возраст животных  — от 12 до 18  нед. После формирования модели цирроза печени с  целью 
оценки влияния клеточной терапии на функцию печеночной ткани особям через сосуды периферического русла 
и внутрипортально были введены стволовые клетки. Через 30 сут после клеточной терапии у особей оценивали 
активность аланинаминотрансферазы, аспартатаминотрансферазы, щелочной фосфатазы, супероксиддисмута‑
зы плазмы и  глутатионпероксидазы в  крови, уровень диеновых конъюгатов плазмы, малонового диальдегида 
плазмы.

Заключение. Было установлено, что клеточная терапия на фоне смоделированного цирроза печени способ‑
ствовала уменьшению выраженности цитолитического и  холестатического синдромов, стимуляции белковой 
функции печени, подавлению процессов свободнорадикального окисления и стимуляции антиоксидантной си‑
стемы. При этом наилучший эффект был достигнут, когда клеточные структуры вводили не в периферические 
сосуды, а непосредственно в сосудистое русло печени.

  Ключевые слова: цирроз печени; клеточная терапия; улучшение функции печени в эксперименте; влияние 
стволовых клеток на функцию печени.
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  Relevance. Treatment of liver cirrhosis is an extremely important problem of modern medicine. Improvement of liver 
function in this category of patients is important not only for hepatology, but also for surgery, since surgical interventions 
on the liver in this pathology are often accompanied by the development of liver failure.

Purpose. To evaluate the effect of cell therapy on liver function in the experiment.
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Materials and methods. The article presents the results of the experimental use of use of stem cells in simulated liver 
cirrhosis. The experiment was performed on 132 female c57black mice, which were between 12 and 18 weeks old. After 
forming a model of liver cirrhosis, in order to assess the effect of cell therapy on the function of liver tissue, individuals 
were injected with stem cells through the vessels of the peripheral bed and intraportally. 30 days after cell therapy, the 
blood levels of ALT, AST, alkaline phosphatase, plasma diene conjugants, plasma malondialdehyde, plasma superoxide 
dismutase, and glutathione peroxidase were evaluated.

Conclusion. According to the findings, obtained in the experiment, the use of cell therapy against the background of 
simulated cirrhosis of the liver contributed to a decrease in the severity of cytolytic and cholestatic syndromes, stimula‑
tion of liver protein function, suppression of free radical oxidation and stimulation of the antioxidant system. At the same 
time, the best effect was achieved when the cell structures were introduced not into the peripheral vessels, but directly 
into the vascular bed of the liver.

  Keywords: liver cirrhosis; cell therapy; experimental improvement of liver function; effect of stem cells on liver function.

Введение

Цирроз печени становится все более распро‑
страненной патологией, которая возникает на 
завершающем этапе хронических заболеваний 
печени [1–3]. В связи с отсутствием препаратов, 
которые способны остановить развитие фибро‑
за ткани печени и значимо улучшить функцию 
печени, актуален поиск альтернативных спосо‑
бов лечения, одним из которых является кле‑
точная терапия. Поскольку данный способ ле‑
чения пока еще находится на стадии изучения, 
необходимы предварительные эксперименталь‑
ные исследования для оценки его эффективно‑
сти [4]. На данный момент не существует еди‑
ного мнения о механизмах влияния стволовых 
клеток на поврежденный орган. Предполагают, 
что возможна как трансдифференцировка вво‑
димых клеток [5], так и их слияние с нормаль‑
ными клетками органа [6], а также реализация 
сразу двух описанных выше механизмов [7]. 
В  нашем исследовании помимо оценки вли‑
яния стволовых клеток на функцию печеноч‑
ных ткани, мы проводили сравнение способов 
доставки в  организм реципиента клеточных 
структур. Исследователи предлагают различные 
способы доставки клеток: внутривенное введе‑
ние, внутрипеченочное, введение в сосудистое 
русло печени, селезенки и т. д. [8–10]. Введение 
стволовых клеток в периферическое сосудистое 
русло более простой способ, но известно, что 
в  этом случае клетки приживаются не только 
в поврежденном органе, но и в других органах 
и тканях [11]. В представленном нами экспери‑
ментальном исследовании мы проанализирова‑
ли влияние стволовых клеток на функцию пече‑
ни на фоне модели цирроза печени, сравнивая 
внутрипортальное и  внутривенное введение 
стволовых клеток.

Цель исследования — оценить влияние кле‑
точной терапии на функциональное состояние 
печеночной ткани на фоне модели цирроза пе‑
чени.

Материалы и методы

Экспериментальное исследование прово‑
дили на 132 мышах‑самках линии C57black. 
Возраст животных — от 12 до 18 нед. При про‑
ведении экспериментального исследования 
были соблюдены правила Европейской кон‑
венции защиты животных, используемых в экс‑
перименте и других научных целях. Животные 
находились в  виварии университета, имели 
свободный доступ к пище и воде. Оперативные 
вмешательства на животных выполняли с при‑
менением общего обезболивания. Из экспери‑
мента животных также выводили под общим 
обезболиванием путем декапитации. До нача‑
ла эксперимента 30  особей были выведены из 
исследования (пятая группа) для определения 
нормальных показателей свободнорадикально‑
го окисления и антиоксидантной системы и вы‑
деления стволовых клеток путем получения 
аспирата из бедренных и большеберцовых ко‑
стей животных. Для получения стволовых кле‑
ток промывали диафиз бедренных и  больше‑
берцовых костей раствором, который содержал 
100  ЕД/мл пенициллина, 12  мМ L‑глютамина, 
15 % фетальную сыворотку крупного рогатого 
скота и 100 мкг/мл стрептомицина. Выделенные 
клетки в  дальнейшем помещали в  пробирки, 
содержащие ростовую среду (5  мл), и  центри‑
фугировали в течение 10 мин. После заверше‑
ния процесса центрифугирования полученный 
осадок ресуспендировали в  ростовой среде до 
1 · 106 кл/мл. Полученные клеточные структуры 
были высажены на 25 см2 культуральные флако‑
ны с последующим культивированием в инку‑
баторе  (t = 37 °C, 5 % CO2). Культивирование 
было завершено по достижении конфлюентно‑
сти. Всего было выполнено три пассажа клеток, 
фенотип клеток подтверждали при помощи 
проточной цитометрии.

Оставшиеся 102 особи были разделены на 
три группы (по 34 особи в каждой) с последу‑
ющим формированием модели цирроза печени 
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в  каждой из групп. Цирроз печени моделиро‑
вали при помощи 50 % совтола, разведенного 
в  оливковом масле (0,25  мл раствора на 100  г 
массы тела животного), и  замены воды для 
 питья на 10 % C2H5OH (В.А. Мышкин, патент 
РФ 2197018) [12]. Спустя 30  дней после нача‑
ла формирования модели из каждой группы 
случайный образом было выбрано по четыре 
особи, которые образовали четвертую группу 
(n = 12). Особи четвертой группы были выве‑
дены из эксперимента для подтверждения на‑
личия цирроза печени. Особям первой группы 
была проведена клеточная терапия с  внутри‑
венным введением клеточных структур; второй 
группы — клеточная терапия с внутрипорталь‑
ным введением стволовых клеток; животным 
третьей группы какую‑либо терапию не прово‑
дили, поскольку их использовали для оценки 
возможного спонтанного регресса сформиро‑
ванной модели и подтверждения чистоты экс‑
перимента.

Для оценки влияния клеточной терапии на 
функциональное состояние печеночной тка‑
ни до начала эксперимента на фоне модели 
цирроза печени, а  также через 30 дней после 
терапии у  особей трех групп определяли уро‑
вень или активность следующих показателей: 
альбумина, аланинаминотрансферазы (АЛТ), 
аспартатаминотрансферазы (АСТ), щелочной 
фосфатазы, диеновых конъюгатов плазмы, мало‑
нового диальдегида плазмы, супероксиддисму‑
тазы плазмы и глутатионпероксидазы в крови. 
Статистическую обработку данных выполняли 

с  помощью пакета программ Statistica  10.0 
и  Microsoft Excel  2010 с  применением методов 
вариационной статистики, вычислением сред‑
них величин (M), оценкой вероятности расхож‑
дений (m), оценкой достоверности изменений 
с  использованием критерия Стьюдента. За до‑
стоверную принимали разницу средних значе‑
ний при р < 0,05.

Результаты исследования

Перед началом формирования модели цир‑
роза печени у  всех особей были определены 
вышеупомянутые показатели крови. Все по‑
казатели находились в  пределах нормальных 
значений, и  достоверных различий между 
группами выявлено не было (р > 0,05). Через 
30  сут после формирования модели цирроза 
печени, а в последующем через 30 сут после те‑
рапии цирроза печени у особей всех трех групп 
оценивали биохимические показатели крови. 
В  табл.  1 представлена динамика активности 
АЛТ в ходе эксперимента.

Как видно из данных табл. 1, на фоне сфор‑
мированной модели цирроза печени во всех 
трех группах отмечалось повышение активно‑
сти АЛТ без достоверно значимых различий 
между группами (р > 0,05). Через 30 сут после 
терапии в  первой и  второй группах было вы‑
явлено снижение активности АЛТ. При этом 
в группе с внутрипортальным введением ство‑
ловых клеток (вторая группа) снижение было 
более выражено, чем в группе с внутривенным 

Таблица 1 / Table 1

Динамика показателей аланинаминотрансферазы (ЕД/л) в первой – третьей группах до эксперимента,  
на фоне формирования цирроза печени и через 30 сут после терапии
Dynamics of ALAT indicators (U/l) in groups 1, 2 and 3 before the experiment, against the background of liver cirrhosis 
and 30 days after the therapy

Группа Сроки определения активности 
аланинаминотрансферазы Значение Стандартное 

отклонение Минимум Максимум Медиана Нижний 
квартиль

Верхний 
квартиль

П
ер

ва
я

До эксперимента 49,0 1,7 45,7 53,7 48,9 47,9 50,3
Через 30 сут после форми‑
рования цирроза печени

144,8 2,3 139,8 149,7 144,8 143,3 146,6

Через 30 сут после терапии 110,0 1,3 107,3 113,2 110,1 109,3 110,8

Вт
ор

ая

До эксперимента 50,0 1,2 47,3 52,9 50,1 49,5 50,9
Через 30 сут после форми‑
рования цирроза печени

144,9 2,1 140,3 149,6 144,6 143,7 146,3

Через 30 сут после терапии 74,8 1,3 71,2 77,4 74,8 74,3 75,5

Тр
ет

ья

До эксперимента 49,0 1,4 45,8 51,7 49,1 48,5 49,6
Через 30 сут после форми‑
рования цирроза печени

145,1 1,8 140,9 148,9 144,8 144,0 145,9

Через 30 сут после терапии 148,3 1,5 145,6 152,2 148,3 147,3 149,0
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введением клеточных структур. В  третьей 
группе тенденции к  снижению показателя не 
наблюдалось, что подтверждало отсутствие 
спонтанного регресса модели. Все различия 
между группами подтверждены статистически 
(р < 0,05).

В табл.  2 отражена динамика активности 
АСТ в ходе эксперимента.

Показатели АСТ, так же как и АЛТ, на фоне 
модели цирроза печени были повышены во 
всех группах без достоверно значимых разли‑
чий между группами (р > 0,05). Через 30  сут 
после терапии наибольшее снижение показате‑
лей было зарегистрировано в группе с внутри‑
портальным введением клеточных структур. 
В группе с внутривенным введением стволовых 
клеток также отмечалось уменьшение актив‑
ности АСТ, но в  меньше степени, чем во вто‑
рой группе. В третьей группе средние значения 
актив ности АСТ незначительно повысились 
по сравнению с  показателями, которые были 
получены на фоне модели цирроза печени, что 
подтверждало отсутствие спонтанного регресса 
изменений на фоне модели.

В табл. 3 представлена динамика активности 
щелочной фосфатазы на фоне эксперименталь‑
ного исследования.

На фоне сформированной модели цир‑
роза печени во всех группах зафиксировано 
 повышение активности щелочной фосфатазы 

без статистически значимых различий между 
группами (р > 0,05). Через 30 сут после прове‑
дения клеточной терапии в первой и во второй 
группах отмечено уменьшение значений ще‑
лочной фосфатазы, при этом в  группе с  вну‑
трипортальным введением снижение показате‑
лей было более выраженным. В третьей группе 
не наблюдалось тенденции к  снижению, что 
подтверждало отсутствие спонтанного регрес‑
са сформированной модели цирроза печени.

В табл. 4 представлена динамика уровня аль‑
бумина в группах исследования в ходе экспери‑
мента.

Как следует из табл. 4, на фоне смоделирован‑
ного цирроза печени средние значения альбу‑
мина снижались во всех трех группах (р > 0,05), 
что подтверждало формирование модели. Через 
30  сут после терапии в  первой и  во второй 
группах уровень альбумина повысился на 10,5 
и  36,8 % соответственно. В третьей группе по‑
казатели оставались без значимой динамики. 
Достоверные различия были выявлены между 
всеми тремя группами (р < 0,05). Представленные 
данные демонстрируют влияние клеточной тера‑
пии на стимуляцию белковой функции печени. 
При этом внутрипортальное введение стволовых 
клеток было более эффективным по сравнению 
с внутривенных введением.

Помимо анализа активности АЛТ, АСТ, ЩФ 
и уровня альбумина были определены показа‑

Таблица 2 / Table 2

Динамика показателей аспартатаминотрансферазы (ЕД/л) в первой – третьей группах до эксперимента,  
на фоне формирования цирроза печени и через 30 сут после терапии
Dynamics of AST indicators (U/l) in groups 1, 2 and 3 before the experiment, against the background of liver cirrhosis  
and 30 days after the therapy

Группа Сроки определения активности 
аспартатаминотрансферазы Значение Стандартное 

отклонение Минимум Максимум Медиана Нижний 
квартиль

Верхний 
квартиль

П
ер

ва
я

До эксперимента 78,2 2,4 70,6 81,4 78,5 77,0 80,2
Через 30 сут после 
формирования цирроза 
печени

270,2 2,4 263,8 276,5 269,6 268,9 271,3

Через 30 сут после терапии 251,3 1,6 247,7 254,2 251,4 250,4 252,4

Вт
ор

ая

До эксперимента 78,2 2,2 72,9 82,3 78,6 76,4 79,4
Через 30 сут после 
формирования цирроза 
печени

270,0 3,1 264,1 274,6 270,2 268,2 273,0

Через 30 сут после терапии 200,3 2,2 196,1 205,5 200,1 198,9 201,7

Тр
ет

ья

До эксперимента 77,9 1,9 74,2 81,7 78,0 76,8 78,8
Через 30 сут после 
формирования цирроза 
печени

270,3 2,4 265,0 274,7 270,5 269,2 272,1

Через 30 сут после терапии 273,8 1,5 270,9 276,9 273,6 272,8 274,8
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тели свободнорадикального окисления и анти‑
оксидантной системы: концентрации дие новых 
конъюгатов плазмы, малонового диальдеги‑
да плазмы, активность супероксиддисмута‑
зы плазмы и  глутатионпероксидазы в  крови. 

В табл. 5 представлена динамика данных пока‑
зателей.

Как видно из табл. 5, на фоне модели цир‑
роза печени содержание диеновых конъюгатов 
и  малонового диальдегида увеличилось в  1,4 

Таблица 3 / Table 3

Динамика показателей щелочной фосфатазы (ЕД/л) в первой – третьей группах до эксперимента,  
на фоне формирования цирроза печени и через 30 сут после терапии
Dynamics of indicators of alkaline phosphatase (U/l) in groups 1, 2 and 3 before the experiment,  
against the background of liver cirrhosis and 30 days after the therapy

Группа Сроки определения активности 
щелочной фосфатазы Значение Стандартное 

отклонение Минимум Максимум Медиана Нижний 
квартиль

Верхний 
квартиль

П
ер

ва
я

До эксперимента 87,5 1,8 84,1 90,7 87,7 85,9 88,7
Через 30 сут после 
формирования цирроза 
печени

229,8 2,1 226,1 234,4 229,4 228,3 231,2

Через 30 сут после терапии 221,0 2,5 216,8 228,0 221,1 219,6 222,5

Вт
ор

ая

До эксперимента 86,9 1,7 83,0 89,5 87,3 85,8 88,3
Через 30 сут после 
формирования цирроза 
печени

230,0 2,2 225,8 235,1 230,4 228,4 231,3

Через 30 сут после терапии 197,0 2,4 191,6 201,9 197,5 195,2 198,9

Тр
ет

ья

До эксперимента 86,7 2,1 82,6 91,5 86,4 85,7 87,9
Через 30 сут после 
формирования цирроза 
печени

230,4 1,7 227,7 234,5 230,4 228,8 231,8

Через 30 сут после терапии 240,9 1,9 237,2 245,0 241,3 239,2 242,0

Таблица 4 / Table 4

Динамика показателей альбумина (г/л) в первой – третьей группах до эксперимента,  
на фоне формирования цирроза печени и через 30 сут после терапии
Dynamics of albumin indicators (g/l) in groups 1, 2 and 3 before the experiment,  
against the background of liver cirrhosis and 30 days after the therapy

Группа Сроки определения уровня 
альбумина Значение Стандартное 

отклонение Минимум Максимум Медиана Нижний 
квартиль

Верхний 
квартиль

П
ер

ва
я

До эксперимента 3,9 0,9 2,2 5,5 3,8 3,1 4,9
Через 30 сут после 
формирования цирроза 
печени

1,9 0,1 1,7 2,1 1,9 1,8 1,9

Через 30 сут после терапии 2,1 0,0 2,1 2,2 2,1 2,1 2,1

Вт
ор

ая

До эксперимента 3,9 0,8 2,5 5,5 3,9 3,4 4,4
Через 30 сут после 
формирования цирроза 
печени

1,9 0,1 1,7 2,1 1,9 1,9 2,0

Через 30 сут после терапии 2,6 0,0 2,5 2,6 2,6 2,6 2,6

Тр
ет

ья

До эксперимента 3,7 0,7 2,2 5,0 3,7 3,1 4,2
Через 30 сут после 
формирования цирроза 
печени

1,9 0,1 1,7 2,1 1,9 1,8 2,0

Через 30 сут после терапии 1,8 0,0 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8
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и 2,1 раза соответственно, уменьшилась актив‑
ность супероксиддисмутазы и глутатионперок‑
сидазы в  среднем примерно в  2  раза, что под‑
тверждало формирование модели. Несмотря на 
то что через 30  сут после клеточной терапии 
в первой и во второй группах показатели сво‑
боднорадикального окисления уменьшились 
и  увеличились показатели антиоксидантной 
системы, более значимая динамика была выяв‑
лена в  группе с  внутрипортальным введением 
клеточных структур. В третьей группе показа‑
тели свободнорадикального окисления и анти‑
оксидантной системы оставались без значимой 
динамики, что свидетельствовало в  пользу 
стойкости сформированной модели цирроза 
печени. Достоверные различия между группами 
были подтверждены статистически (р < 0,05).

Обсуждение

Печень является уникальным органом, ко‑
торый обладает достаточно большой способ‑
ностью к  регенерации [13]. Однако эта спо‑
собность резко уменьшается при длительном 
воздействии повреждающего агента. На сегод‑
няшний день отсутствуют препараты, которые 
могут адекватно помочь пациентам с  диффуз‑
ными заболеваниями печени, и зачастую орто‑
топическая трансплантация печени является 
единственным шансом на продление жизни. 
Однако сложности с  наличием донорских ор‑
ганов, высокая стоимость как самого оператив‑
ного вмешательства, так и послеоперационного 
ведения данной категории больных значитель‑
но снижают доступность данного вида лечения 
[14, 15]. В последние годы большинство иссле‑
дователей уделяют особое внимание регенера‑
тивной терапии, эффективность которой в пер‑
вую очередь оценивают в эксперименте.

В  результате нашего исследования на фоне 
применения клеточной терапии было отмечено 

улучшение белковой функции печени, что 
многие исследователи связывают с возможной 
трансдифференцировкой вводимых в гепатоци‑
ты клеточных структур [16–18]. Кроме того, при‑
менение клеточных технологий способствовало 
снижению активности печеночных ферментов. 
Большинство авторов подтверждают подобный 
эффект при использовании клеточной терапии 
[18, 19]. Однако есть значимая разница между 
скоростью и  степенью снижения активности 
печеночных ферментов, что, вероятно, связано 
с использованием разных моделей формирова‑
ния диффузных заболеваний печени [18, 20, 21]. 
Помимо анализа изменений биохимических по‑
казателей крови оценивали уровень показате‑
лей свободнорадикальной и  антиоксидантной 
систем, поскольку они являются яркими мар‑
керами токсического повреждения печеночной 
ткани. На фоне клеточной терапии отмечено 
снижение показателей свободнорадикального 
окисления и  повышение активности суперок‑
сиддисмутазы и  глутатионпероксидазы, что 
крайне важно, поскольку накопление продук‑
тов перекисного окисления липидов наносит 
еще большее повреждение клеткам печени, усу‑
губляя течение заболевания [22, 23].

При сравнительном анализе внутривенно‑
го и  внутрипортального введения стволовых 
клеток было установлено, что положительный 
эффект достигается в  обоих случаях. Однако 
при внутрипортальном введении улучшение 
было более значимым, что, возможно, связано 
с тем, что при внутривенном введение клеточ‑
ные структуры частично могут фиксироваться 
в различных органах и тканях [24].

Заключение

В ходе проведенного нами эксперимен‑
тального исследования было установлено, что 
клеточная терапия на фоне смоделированного 

Таблица 5 / Table 5

Динамика показателей перекисного окисления и антиоксидантной системы в группах исследования
Dynamics of peroxidation and antioxidant system indicators in the study groups

Группа
Диеновые конъюгаты 

в плазме крови, 
ммоль/л

Малоновый 
диальдегид в плазме 

крови, ммоль/л

Супероксиддисмутаза 
в плазме крови, 
ммоль/мин ∙ л

Глутатионпероксидаза 
в крови, ЕД/г Hb

Пятая (нормальные показатели) 0,60 ± 0,02 0,07 ± 0,02 1111,57 ± 119,6 362,97 ± 18,3
Четвертая (модель цирроза печени) 0,85 ± 0,04 0,15 ± 0,04 639,20 ± 75,5 174,01 ± 9,1
Первая через 30 сут после терапии 0,70 ± 0,18 0,09 ± 0,03 675,95 ± 134,5 189,21 ± 35,1
Вторая через 30 сут после терапии 0,63 ± 0,12 0,08 ± 0,02 789,20 ± 186,7 242,47 ± 11,9
Третья через 30 сут после терапии 0,83 ± 0,02 0,18 ± 0,02 641,20 ± 119,6 172,01 ± 18,3
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цирроза печени способствовала уменьшению 
выраженности цитолитического и  холеста‑
тического синдромов, стимуляции белковой 
функции печени, подавлению процессов сво‑
боднорадикального окисления и  стимуляции 
антиоксидантной системы. При этом наилуч‑
ший эффект был достигнут, когда клеточные 
структуры вводили не в  периферические со‑
суды, а  непосредственно в  сосудистое русло 
печени.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об 
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