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На модели хронического фиброзирующего гепатита у крыс (n = 75) изучена динамика развития фиброли-
тического действия ММСК костного мозга (КМ) при однократном и двукратном применении этих клеток 
на раннем этапе фиброзирования печени.
При динамическом морфометрическом изучении в течение 90 суток площади фиброзной ткани в печени, 
экспрессии маркеров активированных звездчатых клеток (десмин, α-ГМА) и маркеров клеточного апоп-
тоза (каспаза-3, каспаза-9) установлены две фазы в развитии фибролитического действия ММСК КМ. 
Показано, что развитие фибролитического эффекта включает фазу первоначального усиления фиброза, 
которая сменяется фазой усиления фибролитических процессов в печени. Установлено, что двухфазная 
динамика наиболее выражена при двукратном применении ММСК КМ.
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Under the modeling of chronic fibrousing hepatitis in rats (n = 75) the dynamics of fibrolytic effect of bone mar-
row MMSC was examined after one or two-time infusion of these cells at the early stage of liver fibrosis. By 
dynamic measuring of liver fibrotic area and the expression of activated stellate cell markers (desmin, α-SMA) 
and markers of cell apoptosis (caspase-3 and caspase-9) within 90 days two phases of the development of bone 
marrow MMSC fibrolytic effect were found.
It is shown that the development of fibrolytic effect includes the primary phase of intensification of fibrosis, 
which is followed by the phase of enhanced fibrolytic process in the liver. It was determined that the two-phase 
dynamics of liver regeneration was more intensive after two-time infusion of bone marrow MMSC.
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Принято считать, что цирроз печени является 
необратимым патологическим состоянием. Одна-
ко экспериментальные и клинические наблюдения 
последних лет убеждают в возможности морфоло-
гического регресса склеротических изменений в пе-
чени путем принудительного перепрограммирова-
ния процессов фибротической регенерации за счет 
активного включения в него интегративных систем 
регуляции с помощью тканевых, клеточных и пеп-
тидных методов терапии [7, 13, 15].

Особенно важную роль в индукции восстано-
вительной регенерации печени играют клетки КМ, 
которые, как полагают, вместе с синусоидальными 
клетками печени образуют единую функциональ-
ную систему регуляции морфогенеза здоровой и 
поврежденной печени [18, 20, 12].

Показано, что среди клеток КМ регуляторные 
функции наиболее выражены у мультипотентных 
мезенхимальных стромальных клеток (ММСК) [6].

Эти клетки с помощью паракринных механизмов 
нейтрализуют действие провоспалительных цито-
кинов, ослабляют выраженность воспалительного 
ответа, тормозят дифференцировку звездчатых кле-
ток печени в активированные миофибробласты, про-
дуцирующие коллагены [2, 4], а также индуцируют 
их апоптоз за счет снижения экспрессии тканевых  
ингибиторов матриксных протеиназ и сопряженной 
активации матриксных металлопротеиназ [9].

Общим итогом применения ММСК КМ стано-
вится снижение процессов фиброзирования печени 
при ее повреждении. Однако не все исследователи 
признают фибролитический эффект клеток КМ и 
их способность индуцировать апоптоз звездчатых 
клеток печени при развивающемся фиброзе [17, 3].

Более того, появились работы о том, что клетки 
КМ сами вносят вклад в развитие фиброза печени, 
так как существенно увеличивают в ней популяцию 
звездчатых клеток [10, 5].

Противоречивость мнений о регулирующем воз-
действии клеток КМ, в частности ММСК, на про-
цессы фиброгенеза в печени послужила основани-
ем для проведения настоящего исследования.

Целью исследования явилось динамическое изу-
чение особенностей развития фиброгенеза в печени 
при хроническом фиброзирующем гепатите без и на 
фоне применения ММСК КМ здоровых доноров.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Работа выполнена на 75 крысах-самцах породы 

Вистар, содержащихся в виварии на смешанном 
рационе питания со свободным доступом к воде. 
У  всех этих крыс моделировали хронический фи-
брозирующий гепатит (ХФГ) путем подкожных 
инъекций 60% CCl4 на персиковом масле по отра-
ботанной схеме в течение 6 недель. Суммарная кур-

совая доза чистого CCl4 составила 3,5 мл/100 г веса 
животного. После завершения затравки все крысы 
были разделены на 3 группы (по 25 в каждой груп-
пе) для дальнейшего изучения особенностей корри-
гирования процессов фиброзирования печени путем 
внутривенного введения (в хвостовую вену) ММСК 
КМ. В I группе животным с ХФГ ММСК КМ вводи-
ли в дозе 2,5 × 106 клеток однократно на 3-и сутки 
после моделирования ХФГ. Во II группе животным с 
ХФГ ММСК КМ вводили дважды на ранней стадии 
моделирования ХФГ (на 3-и и 10-е сутки) в общей 
дозе 5 × 106 клеток. III группа служила контролем 
(спонтанная регенерация печени после моделирова-
ния ХФГ без клеточной терапии). Донорами ММСК 
КМ служили аллогенные здоровые доноры (крысы 
породы Вистар), так как у аутологичных клеток КМ 
после затравки CCl4 было выявлено резкое и про-
лонгированное снижение адгезивной и популяци-
онной активности, причем первичная культура со-
держала большое количество дебриса (погибших 
клеток). В экспериментах использовали ММСК 1-го 
и 2-го  пассажей; гомогенность культуры ММСК 
аллогенного КМ крыс была подтверждена имму-
ногистохимически с помощью кроличьих монокло-
нальных антител к коллагену 1-го типа («Имтек», 
Россия). Во всех группах экспериментов в течение 
3  месяцев после моделирования ХФГ проводили 
контроль динамики изменения биохимических по-
казателей крови (АЛТ, АСТ, ЩФ) и гистологиче-
ских срезов ткани печени. Проводили морфоме-
трическую оценку динамики изменений площади 
образующейся соединительной ткани (окраска по 
Маллори), а также иммуногистохимическое вы-
явление динамики изменения общего количества 
активированных звездчатых клеток, предопределя-
ющих развитие процессов фиброзирования печени, 
и общего количества клеток печени, подвергшихся 
процессам обратимого и необратимого апоптоза.

Иммуногистохимические исследования прово-
дили стрептавидин-биотиновым методом с исполь-
зованием антител к соответствующим антигенам. 
Для выявления активированных звездчатых клеток 
проводили окраску моноклональными антителами 
(«Дако», Дания) к десмину – белку промежуточных 
филаментов, и к альфа-гладкомышечному актину 
(α-ГМА) антителами («Абкам», США) – марке-
ру миофибробластоидной дифференцировки. Для 
оценки выраженности апоптоза клеток использова-
ли антитела («Абкам», США) к каспазе-3 – маркеру 
необратимого расщепления компонентов клетки, и 
к каспазе-9 – маркеру обратимого апоптоза.

Результаты работы были подвергнуты статисти-
ческой обработке на ПК с использованием стати-
стического пакета Biostat; достоверность различий 
между сравниваемыми группами опытов оценивали 
по критерию t-Стьюдента с учетом поправки Бон-
феронни.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
По окончании моделирования ХФГ у выжив-

ших животных (гибель составила 20%) отмечались 
клинические признаки токсического повреждения 
печени: снижение двигательной активности и мас-
сы тела, частичное выпадение волосяного покрова. 
Продолжая динамическое наблюдение за клини-
ческим состоянием этих животных, мы отметили 
более быструю и более выраженную нормализа-
цию функции гепатоцитов у животных I и II групп, 
получивших терапию ММСК, особенно в группе 
с двукратным применением клеток (II группа) по 
сравнению с контролем (III группа). Результаты ис-
следования динамики восстановления уровня цито-
литических ферментов печени в сыворотке крови 
представлены в таблице. Из таблицы видно, что 
нормализация АлАТ во II группе наступала уже на 
14-е сутки; АсАТ и ЩФ – на 21-е сутки.

При гистологическом исследовании уже на 
самых ранних сроках после завершения модели-
рования ХФГ (а именно на 3-и сутки) в ткани пе-
чени возникали отчетливые структурные измене-
ния: наряду с жировой дистрофией гепатоцитов и 
увеличением количества двуядерных гепатоцитов 
возникали участки ложных долек и происходило 
формирование внутридолькового фиброза за счет 
врастания коллагеновых волокон между гепатоци-
тами. Однако на 14-е сутки после моделирования 
ХФГ в печени животных разных эксперименталь-
ных групп возникли неожиданные для нас струк-
турные изменения. В III, контрольной группе (без 
применения ММСК КМ) сохранялись признаки жи-
ровой дистрофии гепатоцитов, но структурные при-
знаки фиброзирования печени практически полно-
стью нивелировались (рис. 1, а).

В то же время в опытах I группы (с однократ-
ной трансплантацией ММСК КМ на 3-и сутки) и в 

Таблица
Динамика изменения содержания цитолитических ферментов в сыворотке крови 

при моделировании ХФГ без и на фоне применения ММСК КМ

Сут-
ки

АлАТ (норма до 40 ед./мл) АсАТ (норма до 60 ед./мл) ЩФ (норма до 300 ед./мл)
контроль 
CCl4
III гр.

CCl4 + 
2,5 млн 
ММСК
I гр.

CCl4 + 
5 млн 
ММСК
II гр.

контроль 
CCl4
III гр.

CCl4 + 
2,5 млн 
ММСК
I гр.

CCl4 + 
5 млн 
ММСК
II гр.

контроль 
CCl4
III гр

CCl4 + 
2,5 млн 
ММСК
I гр.

CCl4 + 
5 млн 
ММСК
II гр.

7 183,1 ± 
15,3*

#70,24 ± 
8,9*

#70,24 ± 
8,9*

198,3 ± 
19,6*

148,14 ± 
20,5*

148,14 ± 
20,5*

1484,8 ± 
65,0*

519 ± 
20,2*

519 ± 
34,4*

14 58,3 ± 5,3* 51,21 ± 5,1 31,66 ± 7,5 147,1 ± 
13,3*

95,91 ± 
14,4*

#89,26 ± 
13,2*

399,3 ± 
33,4

#509 ± 
17,3*

400,4 ± 
43,3

21 45,65 ± 4,2 41,73 ± 4,2 17,02 ± 7,2 147,5 ± 
12,8*

#63,81 ± 
7,6 #42 ± 3,0 481,5 ± 

21,1*
#678,73 ± 
19,9*

337,5 ± 
33,3

28 42,2 ± 5,1 22,1 ± 3,7 40,45 ± 4,0 54,1 ± 6,0 66,4 ± 7,8 13 ± 7,7 420,1 ± 
15,2*

#126 ± 
34,8 #266 ± 27

* – p < 0,05 по сравнению с нормой (интактные крысы).
# – p < 0,05 по сравнению с контролем на тот же срок наблюдения.

опытах II группы (с двукратной трансплантацией 
ММСК КМ на 3-и и 10-е сутки) на фоне крупно-
капельной жировой дистрофии гепатоцитов про-
исходило отчетливое разрастание соединительной 
ткани и образование ложных долек (рис. 1, б и в), 
особенно выраженное в печени крыс II группы при 
двукратном введении ММСК КМ. При дальнейшем 
динамическом изучении изменений площади фи-
брозной ткани в срезах печени разных групп (на-
чиная с 14-х суток) нами были получены данные, 
показывающие, что в I и особенно во II группе по-
сле первоначального усиления процессов фибро-
зирования в печени, в отдаленные сроки (на 60-е и 
90-е сутки после моделирования ХФГ) в печени раз-
вивались отчетливо выраженные фибролитические 
процессы (рис. 2).

Мы отметили также, что в III, контрольной груп-
пе с 14-х по 28-е сутки процессы фиброзирования 
в ткани печени не прогрессировали (стабилизация 
за счет нативных резервов тканевой адаптации), но 
затем с 28-х до 60-х и 90-х суток процессы фибрози-
рования резко активизировались, указывая на раз-
витие дефицита внутритканевых резервов адапта-
ции к токсическому повреждению. В то же время в 
группах с применением ММСК развитие процессов 
фиброзирования печени было не столь выраженным 
в I группе и практически отсутствовало во II груп-
пе при двукратном применении ММСК КМ (рис. 2). 
Двухфазная динамика развития фибролитического 
действия ММСК при ХФГ позволила нам признать, 
что клеточная терапия, по сути, представляет со-
бой вариант адаптивной терапии, а ММСК КМ при 
этом выступают в роли достаточно эффективного 
адаптогена. Как всякий патогенетически значимый 
адаптоген, ММСК КМ, будучи примененными в до-
статочной дозе (при двукратном применении) и в 
условиях, когда еще сохранены (не израсходованы) 
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* – p < 0,05 по сравнению с контролем на тот же срок наблюдения.

Рис. 2. Динамика изменения площади фиброзной ткани в печени, при моделировании токсического ХФГ без и с после-
дующей трансплантацией ММСК КМ на ранних сроках развития ХФГ (норма площади соединительной ткани 1,4%)

Рис. 1. Структурные изменения ткани печени на 14-е сут-
ки после моделирования ХФГ: а – без ММСК; б – с одно-
кратной трансплантацией ММСК в дозе 2,5 млн клеток; 
в – с двукратной трансплантацией ММСК в дозе 5 млн 
клеток. Окраска по Маллори. ×100

а б

в
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внутритканевые резервы адаптации (на раннем эта-
пе развития ХФГ), способны осуществить энергоза-
висимую перестройку процессов фиброзирующей 
регенерации, перепрограммировав ее на индукцию 
восстановительной регенерации, при которой в тка-
ни печени нивелируются процессы фиброгенеза.

Действительно, на 60-е и особенно на 90-е сут-
ки после завершения моделирования ХФГ в груп-
пе с двукратной трансплантацией ММСК (рис.  3) 
соединительная ткань в печени практически не 
выявляется (в том числе в пространствах Диссе): 
в группе с однократной трансплантацией ММСК 
в печень (рис. 3, б) отмечалось развитие соедини-
тельной ткани, но в меньшей степени по сравне-
нию с контролем. В контрольной группе (рис. 3, а) 
к 60-м и 90-м  суткам архитектоника ткани пече-
ни оказывалась резко нарушенной: был выражен 
цирроз и фиброз, в том числе внутридольковый с 
«капилляризацией» синусоидов, которые косвенно 
свидетельствуют о глубоких нарушениях структу-
ры и функции непаренхиматозных клеток печени, и 
прежде всего звездчатых клеток. Этим клеткам, по 
современным представлениям, отводят роль ство-

ловых клеток печени наряду с овальными клетка-
ми [1, 11], а в поврежденной печени – роль проду-
центов коллагена и индукторов фиброгенеза за счет 
развивающейся в них миофибробластоидной транс-
дифференцировки [8, 14, 16].

Выраженность утраты стволовых функций у 
звездчатых клеток в процессе развития ХФГ и по-
сле применения ММСК КМ оценивали по количе-
ству выявленных в печени активированных звезд-
чатых клеток, которые экспрессируют десмин и 
α-ГМА – маркеры миофибробластоидного феноти-
па этих клеток. Оказалось, что экспрессия десмина 
(рис. 4, а) и α-ГМА (рис. 4, б) была более выражен-
ной в группе с двукратным введением ММСК на 
ранних сроках развития ХФГ, тогда как к концу на-
блюдения (на 60-е сутки) экспрессия этих маркеров 
становилась достоверно сниженной по сравнению 
с контролем. Такая динамика экспрессии маркеров 
активированных звездчатых клеток в опытах с вве-
дением ММСК указывает на достоверное снижение 
в печени количества клеток, продуцирующих со-
единительную (фиброзную) ткань и соответствует 
вышеприведенным результатам наших опытов о 

Рис. 3. Структурные изменения ткани печени на 90-е сутки после моделирования ХФГ: а – без ММСК; б – с однократ-
ной трансплантацией ММСК в дозе 2,5 млн клеток; в – с двукратной трансплантацией ММСК в дозе 5 млн клеток; 
г – нормальная ткань печени. Окраска по Маллори. ×100

а б

в г
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достоверном снижении площади фиброзной ткани 
к 60-м и 90-м суткам наблюдения при двукратном 
введении ММСК (рис. 2).

Снижение количества активированных звезд-
чатых клеток в отдаленные сроки наблюдения мо-
жет быть обусловлено прежде всего усилением их 
апоптоза. Проведенное нами изучение в динамике 
процессов клеточного апоптоза показало, что при 
ХФГ и на фоне применения ММСК в печени перво-
начально усиливаются процессы как необратимого 
(каспаза-3), так и обратимого, т. е. адаптационно-
зависимого (каспаза-9) апоптоза (рис. 5).

Важно, однако, отметить, что на 14, 28 и 60-е 
сутки содержание клеток, экспрессирующих каспа-
зу-9 во II группе, где проводилось двукратное при-
менение ММСК, было при всех сроках выше, чем в 
контрольной группе (рис. 5, а), и соотношение ве-
личин этого показателя (в баллах) – 1,25; 2,5 и 2,0 в 
сравниваемых группах (II и III) на указанные сроки 
свидетельствовало о продолжающемся развитии в 
печени адаптационных обратимых перестроек в 
группе с ММСК даже в отдаленные сроки.

Между тем отношение содержания в печени кле-
ток, экспрессирующих каспазу-3 – маркер необра-

* – p < 0,05 по сравнению с контролем на тот же срок наблюдения.

Рис. 4. Динамика изменения количества активированных звездчатых клеток в ткани печени, экспрессирующих дес-
мин (а) и альфа-гладкомышечный актин (б) при моделировании ХФГ и введении ММСК КМ для коррекции ХГ

а

б
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тимой гибели клеток, в те же временные интервалы 
(рис. 5, б) и в тех же группах составило: 1,1; 0,5 и 0, 
что указывало на снижение и даже полное нивели-
рование необратимого апоптоза клеток печени в от-
даленные сроки после применения ММСК.

Таким образом, при моделировании ХФГ и при-
менении ММСК КМ в достаточной дозе (двукрат-
ное применение) на раннем этапе фиброзирования 
печени выявлена двухфазная динамика развития фи-
бролитического действия ММСК. Сначала в печени 
под влиянием ММСК индуцируются адаптивные 

процессы для перепрограммирования регенераци-
онных процессов с фиброзирующего типа регенера-
ции на восстановительную регенерацию. Адаптив-
ные процессы всегда сопровождаются усилением 
энергозатрат и развитием энергодефицита, что на-
ходит отражение в усилении деструктивных про-
цессов на раннем этапе после применения ММСК: 
увеличение площади фиброзирования печени, уве-
личение экспрессии маркеров фибробластоидной 
дифференцировки звездчатых клеток  – десмина и 
α-ГМА, увеличение экспрессии маркеров обрати-

* – p < 0,05 по сравнению с контролем на тот же срок наблюдения.

Рис. 5. Динамика изменения количества клеток печени, экспрессирующих каспазу-9 (а) и каспазу-3 (б), при введении 
ММСК КМ для коррекции ХФГ. Отсутствие показателя в отдельные временные интервалы указывает на отсутствие 
иммуногистохимической реакции

а

б
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мого (каспаза-9) и необратимого (каспаза-3) апоп-
тоза. Перераспределение внутриорганных и систем-
ных резервов адаптации с помощью ММСК КМ на 
раннем этапе развития ХФГ способствует осущест-
влению перепрограммирования процессов реге-
нерации в печени, и результатом этого становится 
отчетливо выраженный фибролитический эффект в 
отдаленном периоде, а также снижение количества 
активированных звездчатых клеток (снижение дес-
мина и α-ГМА) и клеток в состоянии необратимого 
апоптоза. Достаточно высокий уровень экспрессии 
каспазы-9 в течение всего срока наблюдения застав-
ляет признать важную роль адаптационных процес-
сов для обеспечения устойчивой восстановитель-
ной регенерации печени.
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