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Аннотация
Введение. Цирроз печени является одной из ведущих проблем современной медицины в России и мире, 
заболеваемость которым в настоящее время растет, а смертность при циррозе достигает 47% среди за-
болеваний печени. Цель работы − оценка значения металлопротеиназ (ММР) и их ингибиторов в форми-
ровании фиброза и цирроза печени в исходе хронического гепатоза смешанной токсической этиологии и 
применение окисленного декстрана (ОД) в эксперименте. Материалы и методы. У крыс Вистар 1-й группы 
индуцировали посттоксический хронический гепатоз введением 50% масляного раствора CCl4 интрапери-
тонеально и 6,5% водного раствора этилового спирта per os в течение 60 суток. Животным 2-й (опытная) 
группы – на фоне введения токсических факторов с 30-х суток эксперимента, на протяжении последующих 
60-и суток интраперитонеально вводили по 2 мл 5% водного раствора окисленного декстрана (Mr 40 кДа). 
В печени исследовали численную плотность клеток Купфера, экспрессировавших MMP-2, MMP-9, TIMP-1. 
Результаты. С 60-х суток у крыс 1-й группы развивался цирроз печени с формированием ложных долек. 
При введении ОД количество клеток Купфера, экспрессировавших MMP-2, MMP-9 было до 2-х раз мень-
шим (p≤0,05), чем у крыс 1-й группы. Численная плотность клеток Купфера, экспрессировавших TIMP-1, 
у крыс 2-й группы была в 3 раза большей на 60-е сутки, чем у крыс 1-й группы. У крыс 2-й группы к 90-м 
суткам наблюдали уменьшение количества клеток Купфера, экспрессирующих MMP-2, MMP-9 в 2 раза, а 
TIMP-1 – в 3 раза. При хроническом гепатозе у крыс 2-й группы деградация коллагена была нарушена на 
60-е сутки, по-видимому, в связи с «блокадой сборки» тропоколлагенов путем альдегид-альдегидной свя-
зи с окисленным декстраном. Обсуждение. Окисленный декстран при хроническом токсическом гепатозе 
оказывает антифибротический эффект, препятствующий формированию цирроза печени, обусловленный 
как процессами деградации коллагена во внеклеточном матриксе под влиянием MMP-2, MMP-9, так и свя-
занный с нарушением процесса сборки коллагена, в связи с «блокадой сборки» тропоколлагенов путем 
альдегид-альдегидной связи с окисленным декстраном. Заключение. Применение ОД при хроническом 
токсическом гепатозе предотвращает формирование цирроза печени в эксперименте в связи, вероятно, 
усиленными процессами деградации коллагена во внеклеточном матриксе под влиянием MMP-2, MMP-9. 
Ключевые слова: хронический гепатоз, фиброз и цирроз печени, матриксные металлопротеиназы и их 
ингибиторы, клетки Купфера, окисленный декстран.
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Abstract
Introduction Cirrhosis of the liver is one of the leading problems of modern medicine in Russia and the world, 
the incidence of which tends to increase at the present time, and mortality among liver diseases with cirrhosis 
reaches 47%. The purpose of the work is to evaluate the significance of metalloproteinases (MMPs) and their 
inhibitors in the formation of liver fibrosis and cirrhosis in the outcome of chronic hepatosis of mixed toxic 
etiology and the use of OD in the experiment. Materials and methods In Wistar rats of group 1, posttoxic chronic 
hepatosis was induced by injections of 50% CCl4 oil solution intraperitoneally and 6.5% aqueous solution of ethyl 
alcohol per os for 60 days. Animals of the 2nd (experimental) group – against the background of the injections 
of toxic factors from the 30th day of the experiment, for the next 60 days intraperitoneally injected 2 ml of 5% 
aqueous solution of oxidized dextran (Mr 40 kDa). The numerical density of Kupfer cells, expressing MMP-2, 
MMP-9, TIMP-1 was studied in the liver. Results From the 60th day, group 1 rats developed cirrhosis of the liver 
with the formation of false lobules. With the injections of oxidized dextran, the number of Kupfer cells expressing 
MMP-2, MMP-9 was up to 2 times less than in group 1 rats. The numerical density of Kupfer cells expressing 
TIMP-1 in group 2 rats was 3 times higher on day 60 than in group 1 rats. In group 2 rats, by the 90th day, 
a decrease in the number of Kupfer cells expressing MMP-2, MMP-9 by 2 times, and TIMP-1 by 3 times was 
observed. Discussion OD in chronic toxic hepatosis has an antifibrotic effect that prevents the formation of liver 
cirrhosis, due to both the processes of collagen degradation in the extracellular matrix under the influence of 
MMP-2, MMP-9, and associated with a violation of the collagen assembly process, apparently due to the “blockade 
of the assembly” of tropocollagens by aldehyde-aldehyde bond with oxidized dextran. Conclusion The use of OD 
in chronic toxic hepatosis prevents the formation of liver cirrhosis in the experiment due to increased processes 
of collagen degradation in the extracellular matrix under the influence of MMP-2, MMP-9.
Key words: chronic hepatosis, liver fibrosis and cirrhosis, matrix metalloproteinases and their inhibitors, Kupfer 
cells, oxidized dextran
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ВВЕДЕНИЕ
Цирроз печени является одной из ведущих про-

блем современной медицины в России и мире. В 
настоящее время заболеваемость циррозом пече-
ни имеет тенденцию к росту, а смертность среди 
заболеваний печени при циррозе достигает 47%, 
при этом отмечена неблагоприятная ситуация 
с ростом заболеваемости циррозом печени ал-
когольной этиологии [1, 2, 3]. В промышленных 
странах в этиологии фиброза печени и её цирроза 

не редко сочетаются воздействия промышленных 
токсинов и алкоголя [4, 5]. 

В основе развития цирроза печени лежат де-
структивные (дистрофические и некротические) 
процессы в паренхиме печени и ее фиброзирова-
ние, приводящие в конечном итоге к формирова-
нию типичного признака цирроза – образованию 
ложных долек [6, 7]. 

Известно, что в процессе фиброза печени ведущую 
роль отводят взаимодействию макрофагов, в том чис-
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ле клеткам Купфера, и фибробластов, которые регу-
лируют и обеспечивают процесс синтеза коллагена 
[8−11]. Регуляция накопления и деградации колла-
гена обеспечивается различными биологически-ак-
тивными веществами, в том числе матриксными 
металлопротеиназами (MMPs) различных типов, их 
ингибиторами (TIMP), при фиброзе различной этио-
логии и локализации, их участие замечено в процессах 
закладки и развития органов, ангиогенезе, апоптозе и 
многих других процессах [12−14]. 

Цирроз печени имеет неуклонно прогресси-
рующее течение, не поддающееся терапевтиче-
скому лечению. В этой связи, поиск и разработка 
противофибротических средств остается актуаль-
ной проблемой гепатологии. Ранее было показано 
уменьшение фиброзирования печени и отсутствие 
ее цирротической трансформации при воздей-
ствии окисленным декстраном (ОД) [15, 16]. Одна-
ко механизмы этого эффекта, как при гепатозах и 
циррозе печени, так и при других эксперименталь-
ных условиях остаются недостаточно изученными.

Цель исследования: оценка значения метал-
лопротеиназ и их ингибиторов в формировании 
фиброза и цирроза печени в исходе хронического 
гепатоза смешанной токсической этиологии и при-
менении ОД в эксперименте.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали крыс-самцов (n=30) 

Вистар массой тела 280-320 г., разделенные на 
2 группы. Выбор для проведения эксперимента 
крыс-самцов обусловлен необходимостью исключе-
ния влияния половых различий при формировании 
экспериментальной модели цирроза печени. Экспе-
римент выполнен в соответствии с положениями 
Директивы 2010/63/EU Европейского парламента 
и Совета ЕС по охране животных, используемых в 
научных целях и приказом «Межгосударственный 
стандарт по содержанию и уходу за лабораторными 
животными, 7-е переиздание, 2019 г». 

Животным 1-й (гепатоз) группы посттоксиче-
ский хронический гепатоз моделировали интра-
перитонеальным введением 50% раствора CCl4 на 
оливковом масле в объёме 1 мл/кг массы тела и 
через поилку — 6.5% водного раствора этилово-
го спирта (в среднем 40 мл на крысу) в течение 60 
сут до формирования цирроза печени. Животным 
2-й (гепатоз+ОД) группы формировали посттокси-
ческий гепатоз также как и животным 1-й группы, 
но начиная с 30-х до 60-и суток эксперимента, крат-
ностью 1 раз в каждые 4 дня интраперитонеально 
вводили по 2 мл 5% водного раствора ОД (40 кДа). 
Животных всех групп содержали на стандартной 
лабораторной диете, в стандартных условиях вива-
рия и выводили из эксперимента на 90-е сутки от 
начала введения токсических факторов путём дека-
питации под наркозом из смеси тилетамина (50 мг) 
и золазепама (50 мг) по 0,1 мл на 100 г массы тела. 

Образцы печени подвергали стандартной ги-

стологической обработке. Из каждого образца, 
заключенного в парафин, на микротоме Microm 
HM355S (Thermo Scientific, США) готовили гисто-
логические срезы толщиной 5-6 мкм, которые 
окрашивали гематоксилином и эозином. Иммуно-
гистохимическое окрашивание срезов проводили 
с использованием стандартного пероксидазного 
метода с монолональными антителами к MMP-2, 
MMP-9, TIMP-1 в разведении, рекомендованном 
производителем (Abcam, США).

Морфометрическое исследование проводили 
с использованием светового микроскопа AxioStar 
(Carl Zeiss, Германия). Численную (Nai) плотность 
экспрессированных антителами структур опреде-
ляли с помощью закрытой тестовой системы из 25 
точек площадью 1600 мкм2 при увеличении в 400 
раз в 80 полях зрения для каждой группы [17].

Для статистической обработки полученных ре-
зультатов использовали программу Statistica 10.0 
(StatSoft, Inc.). Вероятность достоверности разли-
чий между сравниваемыми средними величина-
ми (M±m) определяли с помощью критерия Стью-
дента при условии нормального распределения 
величин в вариационном ряду, оцениваемому по  
коэффициентам ассиметрии и эксцесса. Различия 
считали статистически достоверными при р≤0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
У крыс 1-й (гепатоз) группы к 60-м суткам фор-

мировалось и сохранялось на 90-е сутки харак-
терное для цирроза печени строение: она была 
плотной, узловатой, а при гистологическом ис-
следовании печени паренхима была представлена 
ложными дольками (рис. 1). У животных 2-й (ге-
патоз+ОД) группы печень была с гладкой поверх-
ностью, плотно-эластической консистенции, а при 
гистологическом исследовании в некоторых полях 
зрения в паренхиме встречались структуры, напо-
минающие ложные дольки. 

Рис 1. Ложные дольки в печени крысы 1-й группы 
(гепатоз) на 60-е сутки эксперимента. Окраска 
гематоксилином и эозином. Увеличение ×200.
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При иммуногистохимическом исследовании 
обнаруживали, что количество клеток Купфера, 
экспрессирующих MMP-2 и MMP-9 (рис. 2), умень-
шалось с 60-х по 90-е сутки в обеих группах. При 
этом величина исследуемого показателя у крыс 
2-й (гепатоз+ОД) группы была меньшей на 60-е 
(MMP-2 - на 35%, p≤0,05; MMP-9 - на 40%, p≤0,05) и 
90-е сутки (MMP-2 и MMP-9 - в 2 раза), в сравнении 
с аналогичными показателями у животных 1-й (ге-
патоз) группы (табл. 1). Уменьшение количества 
экспрессирующих MMP-2 и MMP-9 клеток Купфера 
на 90-е сутки у крыс 1-й (гепатоз) группы связы-
вали с прекращением токсического воздействия 
после 60-х суток согласно условиям эксперимента, 
и, как следствие, уменьшением деструктивных из-
менений в печени животных. Рис. 2. Экспрессия MMP-2 в клетках Купфера (показано стрел-

ками) печени крысы 1-й группы (гепатоз) на 60-е сутки 
эксперимента. Иммуногистохимическое окрашивание с 

докраской гематоксилином.  Увеличение ×200.

Таблица 1. 
Численные плотности (Nai) клеток Купфера, экспрессирующих ММР-2, ММР-9, TIMP-1 в печени крыс при хрониче-

ском гепатозе смешанной токсической этиологии (M±m).
Исследуемый показатель Период эксперимента (сутки) Исследуемая группа Результат исследования

Клетки Купфера, экспрессирующих 
mmP-2 60

1 группа 3,4± 0,21

2 группа 2,2±0,13*

90
1 группа 2,5±0,15

2 группа 1,2±0,12*

Клетки Купфера, экспрессирующих 
mmP-9 60

1 группа 3,7±0,33

2 группа 2,2±0,18*

90
1 группа 2,2±0,21

2 группа 1,1±0,14*

Клетки Купфера, экспрессирующих 
ТIMP-1 60

1 группа 1,1±0,15

2 группа 3,4±0,15*

90
1 группа 3,0±0,11

2 группа 1,3±0,16*

Примечание:* отмечены достоверные различия средних величин показателей в печени у крыс, получавших ОД (2-я группа) в 
сравнении с животными 1-й группы (гепатоз)), р≤0,05

При исследовании количества клеток Купфе-
ра, экспрессирующих ТIMP-1, обнаружили, что на 
60-е сутки величина данного показателя у крыс 
получавших ОД (2-я группа) была в 3 раза боль-
шей (p≤0,05), в сравнении с таковой у животных 
1-й (гепатоз) группы (таблица). К 90-м суткам экс-
перимента количество экспрессирующих ТIMP-1 
клеток Купфера у крыс 2-й (гепатоз+ОД) группы 
уменьшилось более, чем в 2 раза, и оказалась в 2 
раза меньшей, в сравнении с таковым у крыс 1-й 
(гепатоз+ОД) группы (табл. 1).

ОБСУЖДЕНИЕ
Высокое количество экспрессирующих MMP-2 и 

MMP-9 клеток Купфера при малом количестве экс-
прессирующих TIMP-1 аналогичных клеток у крыс 
1-й (гепатоз) группы на 60-е сутки соответствует 
данными литературы, в которых было показано 

преобладание экспрессии MMP-2, MMP-9 над TIMP-
1 в периферической крови при прогрессировании 
цирроза печени и идиопатического легочного фи-
броза [18−20]. На 90-е сутки в связи с прекращени-
ем введения животным токсических факторов де-
структивные процессы прекратились, что привело 
к снижению экспрессии ММP 1 и 2, и увеличению 
экспрессии ТIMP в клетках Купфера. 

Ранее было показано, что уменьшение коли-
чества фибробластов и объёмной плотности (Vv) 
коллагена в печени у крыс с посттоксическим цир-
розом при применении ОД сопровождалось увели-
чением «фибропластической активности» (объём 
коллагена приходящийся на 1 фибробласт) фибро-
бластов, и уменьшение фиброза в печени связыва-
ли с «блокадой» сборки коллагена, обусловленной 
образованием альдегид-альдегидной связи тропо-
коллагена и окисленного декстрана [9, 10]. 
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В нашем исследовании двукратное уменьше-
ние количества клеток Купфера, экспрессирующих 
ММР-1 и ММР-2 в период с 60-х по 90-е сутки экспе-
римента у крыс 2-й группы (гепатоз+ОД), при выра-
женной активизации TIMP-1 в резидентных макро-
фагах на 60-е сутки и дальнейшим существенным 
уменьшением количества (в 3 раза) экспрессирую-
щих TIMP-1 клеток Купфера к 90-м суткам, может 
указывать еще на один из вероятных механизмов 
снижения фиброзирования печени при примене-
нии ОД, связанных с преобладанием ММР-1 и ММР-

2 над TIMP-1 на 90-е сутки эксперимента.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные результаты указывают на антифи-

бротический эффект ОД при хроническом токси-
ческом гепатозе, препятствующий формированию 
цирроза печени, что обусловлено, вероятно, как 
процессами деградации коллагена во внеклеточ-
ном матриксе под влиянием MMP-2, MMP-9, так и 
нарушением процесса сборки коллагена из тропо-
коллагена. 
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