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Внутрибрюшинная трансплантация аллогенных гепатоцитов крысам  
с индуцированным токсическим циррозом печени 

В результате проведенных исследований было установлено, что интраперитонеальная трансплантация алло-
генных гепатоцитов крысам с индуцированным токсическим циррозом печени приводит к заселению лимфо-
идных фолликулов кишечника клетками, позитивно окрашенными на маркер гепатоцитов Hep Par 1. При этом 
наблюдалось снижение смертности животных и нормализация биохимических показателей функции печени. 
Ключевые слова: печень, цирроз, гепатоцит, клеточная терапия, трансплантация

Б.А. Умбаев, Ш.Н. Аскарова, Т.М. Шалахметова, А.К. Цой, Д.С. Буланин 
Токсикалық циррозды егеуқұйрықтарға интраперитонеальды әдісімен  

аллогендық гепатоциттерді трансплантациялау

Жүргізілген зерттеулер нәтижесінде интраперитонеальды әдісімен жекелеген гепатоциттерді еңгізу, токсикалық 
циррозды егеуқұйрықтар ішегін лимфоидты фолликулдарында, гепатоциттердің маркеры Hep Par 1 бойынша 
позитивті, клеткалардың таралуына себеп болғаны және сонымен бірге жануарлардың өлімін төмендеткені 
және бауырдың биохимиялық көрсеткіштерін қалыпты жағдайға келтіргені анықталды.
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Intraperitoneal allogeneic hepatocyte transplantation in rats with induced toxic liver cirrhosis

Allogeneic hepatocytes were transplanted into peritoneal cavity in rats with induced toxic liver cirrhosis. Hepatocytes 
were found to accumulate in intestinal lymph nodes and were positively stained for Hep Par 1 marker. The whole 
approach improved the liver function and reduced mortality in rats with toxic liver cirrhosis.
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В Казахстане, как и в других странах мира, 
болезни печени относятся к категории часто 
встречающихся патологий, которые могут 
приводить к смертельному исходу������������   [1]. Эффек-
тивным способом лечения острой и хронической 
печеночной недостаточности, цирроза печени, 
некоторых видов рака и метаболических анома-
лий является трансплантация печени. В настоя-
щее время проводится большое число операций 
по пересадке печени, и печень является вторым, 
наиболее часто пересаживаемым органом [2]. 
Однако, хроническая нехватка доноров является 
одним из главных препятствий для широкого 
применения трансплантации этого органа [3]. 
Поэтому поиск альтернативных подходов, ко-

торые позволяли бы пациентам дождаться своей 
очереди трансплантации, является актуальной 
задачей современной трансплантологии. Воз-
можной альтернативой трансплантации целого 
органа является клеточная терапия �������������[4,5]�������� . Суще-
ствуют определенные преимущества трансплан-
тации клеток по сравнению с трансплантацией 
целого органа: 1) клеточная терапия является ме-
нее инвазивной и может быть относительно лег-
ко повторена; 2) возможность терапии большого 
количества пациентов клетками от одного доно-
ра; 3) клетки можно долго сохранять путем кри-
оконсервации; 4) выделенные из органа донора 
клетки, могут быть генетически модифицирова-
ны в условиях in vitro, если это необходимо. В 
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настоящее время метод клеточной терапии, ос-
нованный на трансплантации гепатоцитов (ТГ), 
проходит клинические испытания на пациентах 
с различными заболеваниями печени, такими 
как врожденные нарушения обмена веществ пе-
чени, острая и хроническая печеночная недоста-
точность [4,5]. Несмотря на большой прогресс 
в трансплантации гепатоцитов, по-прежнему 
существует ряд нерешенных методологических 
трудностей клеточной терапии болезней пече-
ни, среди которых весьма важными являются 
качество и количество донорского материала и 
способы введения клеток. Так, например, наи-
более часто используемый метод инъекции ге-
патоцитов в печень через воротную вену, имеет 
ряд недостатков. Как известно, он применим 
только при нормальной архитектонике печени, 
тогда как при нарушениях структуры органа, 
особенно при циррозе, он может привести к дли-
тельной портальной гипертензии и эмболизации 
трансплантированными клетками сосудов в 
легких или других органах ��������������������[6,7]���������������. Прямая транс-
плантация гепатоцитов в печень таким паци-
ентам может иметь негативные последствия. В 
связи с этим необходим поиск альтернативных 
способов введения трансплантируемых клеток в 
организм. Одним из таких методов является вве-
дение клеток во внепеченочные структуры, где 
пересаженные клетки должны образовывать эк-
топическую ткань, которая позволит компенси-
ровать функцию поврежденного органа. В ряде 
исследований было показано, что транспланти-
рованные во внепеченочные органы (селезенка, 
брюшина, легкое, почка) гепатоциты способны 
выживать и даже размножаться [8-13]. 

Эктопическая трансплантация гепатоцитов 
имеет определенные преимущества по сравне-
нию с интрапортальной: эктопические сайты 
могут потенциально предоставить больше про-
странства для пересадки и, значит, обеспечить 
возможность трансплантации минимально инва-
зивным способом большего количества гепато-
цитов. Этот метод трансплантации дает меньше 
осложнений, чем интрапортальная транспланта-
ция. Еще одно важное преимущество заключа-
ется в том, что донорские клетки можно легко 
отличить от клеток реципиента, что облегчает 
оценку состояния клеток в биопсийных образ-
цах [14]. 

В 2011 году Hoppo и соавторы продемон-
стрировали способность гепатоцитов выживать 

и пролиферировать в лимфатических узлах мы-
шей и снижать смертность, вызванную острой 
печеночной недостаточностью [15]. Авторы 
предложили новую парадигму, в которой они 
предлагают рассматривать лимфатические узлы 
как in vivo биореакторы для эктопических тка-
ней. Данный подход может серьёзным образом 
повлиять на развитие клеточной терапии по-
врежденных органов, так как его практическое 
применение позволит усилить эффективность 
применения трансплантации клеток. В связи с 
этим, исследование потенциала лимфатических 
узлов как in vivo биореакторов для эктопических 
тканей является весьма перспективным направ-
лением исследований. Данная концепция требу-
ет проведения дополнительных исследований 
оценки потенциала лимфатических узлов как 
in vivo биореакторов с применением различных 
моделей поражения органов. 

В связи с вышеизложенным, целью настоя-
щего исследования явилось изучение возмож-
ности образования эктопической ткани при вну-
трибрюшинной трансплантации гепатоцитов 
крысам с индуцированным токсическим фибро-
зом печени. 

Материалы и методы иследований
В эксперименте использовали 72 половозре-

лых белых беспородных крыс-самцов с массой 
тела 200-230 г. Животные были разбиты на 12 
групп по 6 в каждой: I-III группы – животные, 
которым внутрибрюшинно вводили только 
HBSS буфер однократно (контроль) с последу-
ющим забоем животных через 1 неделю, 1 месяц 
и 2 месяца, IV-VI группы – животные, которые 
получали иммуносупрессор циклоспорин-А 
(Novartis, Sandimun neoral) в дозировке 25 мг/
кг перорально в течение 1 недели, 1 месяца и 2 
месяцев соответственно; VII-IX животные полу-
чали нитрозодиметиламин (НДМА) в дозировке 
10 мг/кг внутрибрюшинно по три дня в неделю 
в течение 4-х недель с последующим забоем жи-
вотных через 1 неделю, 1 месяц и 2 месяца, соот-
ветственно; X-XII– животные получали НДМА, 
в такой же дозировке и такое же время как и в 
предыдущей группе, с дальнейшей трансплан-
тацией гепатоцитов, кроме того они ежедневно 
получали циклоспорин-А в дозировке 25 мг/кг 
перорально в течение 1 недели, 1 месяца и 2 ме-
сяцев, соответственно.

Донорские изолированные гепатоциты полу-
чали с помощью способа Сеглена �������������[16]���������. Суспен-
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зию полученных гепатоцитов разводили HBSS 
буфером, а затем вводили экспериментальным 
животным внутрибрюшинно, из расчета 3-5*106 
клеток на крысу, в течение 15 минут после вы-
деления.

Подопытных животных умерщвляли под 
эфирным наркозом. Для исследования биохими-
ческих показателей забирали образцы цельной 
крови, а для проведения гистологического и им-
муногистохимического исследования – кусочки 
висцеральных органов (печень, кишечник). 

Оценка состояния функций печени произ-
водилась с помощью анализа биохимических 
показателей, таких как активность аминотранс-
фераз и  гаммаглутамилтрансферазы, содержа-
ние общего белка, билирубина и альбумина в 
сыворотке крови. Активность аминотрансфераз 
определяли с помощью динитрофенилгидрази-
нового метода ������������������������������   [17]��������������������������   , а активность гаммаглута-
милтрансферазы с помощью метода, основанно-
го на реакции переноса глутаминовой кислоты 
на акцептор – глицил-глицин, с образованием 
5-амино-2-нитробензоата, которую катализиру-
ет гамма-глутамилтрансфераза���������������  [18]�����������  . Общий бе-
лок в сыворотке определяли с помощью унифи-
цированного метода по биуретовой реакции [19]. 
Содержание альбумина оценивалось с помощью 
метода, основанного на способности альбумина 
образовывать в кислой среде комплекс с бром-
крезоловым зеленым ������������������������[19]��������������������. Концентрацию обще-
го билирубина определяли с помощью реакции 
азосочетания [20]. 

Из зафиксированных в 10% нейтральном 
формалине образцов тканей по общепринятой 
методике изготавливали гистологические срезы, 
которые окрашивали гематоксилин-эозином и 
по Массону. Иммуногистохимическое окраши-
вание срезов было проведено с использованием 
стрептавидин-биотинового метода согласно ин-
струкции фирмы-производителя Dako. 

В работе были использованы первичные мо-
ноклональные антитела к маркеру гепатоцитов 
(Hepatocyte marker (Hep Par 1), Клон: OCH1E5. 
Изотип: IgG1k, Ready-to-use, Dako. В качестве 
вторичных антител были использован ком-
плекс содержащим декстран с молекулой пе-
роксидазы и вторичным антителом EnVision™ 
FLEX/HRP. Активность пероксидазы выявляли 
с помощью хромогена 3´3´-диаминобензидина 
(Dako). После иммуногистохимических реак-

ций срезы дополнительно окрашивали гема-
токсилином Майера.

Срезы изучали и фотографировали при по-
мощи микроскопа Leiсa DM LB2, оснащенного 
камерой Leiсa DFC 320 Camera.

Результаты количественных исследований 
подвергались статистической обработке. Во 
всех случаях определяли средние значения и 
ошибку средней величины. Достоверность раз-
личий средних величин оценивали, используя 
t-критерий Стьюдента. Различия считались до-
стоверными при доверительной вероятности, 
равной 0,95.

Результаты исследований и обсуждение
Микроморфологический анализ показал, 

что в печени опытных животных, которым для 
создания печеночной недостаточности вводили 
НДМА в дозировке 10 мг/кг внутрибрюшинно, 
наблюдалась деструкция паренхимы и стромы, 
выраженная фиброзом, узелковой регенератор-
ной гиперплазией гепатоцитов с ложными доль-
ками и шунтами между портальной системой и 
системой печеночных вен. Все это сопровожда-
лось нарушением архитектоники печени. Наря-
ду с фиброзом обнаруживались некрозы пече-
ночных клеток (рисунок 1)

В печени опытных животных отмечалось 
микроузловое поражение, так как рубцовые из-
менения захватывали всю печень относительно 
равномерно, а печеночные дольки подразделя-
лись на более мелкие части. 

Данные результаты свидетельствуют о том, 
что выбранная модель токсического поражения 
печени приводит к фиброзированию, некрозу ге-
патоцитов, нарушению архитектоники печени. 

Для оценки изменений, происходящих в 
организме животных с поражением печени, и 
также для определения эффективности клеточ-
ной трансплантации необходимо было провести 
анализ биохимических показателей крови. Как 
известно, для оценки тяжести паренхиматозных 
заболеваний печени определяют активность раз-
личных сывороточных ферментов, важнейшие 
из которых –  аланинаминотрансфераза (АЛТ), 
аспартатаминотрансфераза (АСТ) и  гамма-глу-
тамилтрансфераза (ГГТ).  Кроме того, важным 
показателем поражения печени является подъ-
ем уровня содержания билирубина в крови. Так, 
например, при паренхиматозной желтухе при 
деструкции гепатоцитов нарушается выведение 
прямого билирубина в желчные капилляры, и, 
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таким образом, он попадает непосредственно в 
кровь. 

Как известно печень играет ключевую роль в 
обмене белков и все альбумины плазмы: 75-90%  
a-глобулинов и 50%   b-глобулинов синтезиру-
ются гепатоцитами. Поэтому при поражении пе-
чени может нарушиться синтез специфических 
белков плазмы. Содержание в крови этих бел-
ков позволяет оценить синтетические функции 
печени, а не только степень повреждения гепа-
тоцитов  [21]. 

Результаты биохимического анализа актив-
ности АЛТ и АСТ представлены на рисунке 2.

Из приведенных данных видно, что имму-
носупрессор циклоспорин А не приводит к до-
стоверному изменению активности АЛТ и АСТ 
в сыворотке крови по сравнению с контролем. 
Интоксикация НДМА приводила к достоверно-
му увеличению активности АЛТ в 2,7 и АСТ в 
2,2 раза через неделю после введения препарата. 
Через месяц и два месяца после интоксикации, 
активность АЛТ и АСТ снижалась в 1,1 и 1,2 
раза. У животных, которым были трансплан-
тированы гепатоциты, данные показатели так-
же были выше, чем у контрольных животных, 
но ниже, чем у животных, получавших только 
НДМА. Активность ферментов снижалась у жи-
вотных с увеличением времени и была наимень-
шей через два месяца после трансплантации. 

Результаты биохимического анализа актив-
ности гамма-глутамилтрансферазы (ГГТ) при-
ведены на рисунке 3.

 Из представленных на рисунке данных мож-
но видеть, что воздействие иммуносупрессора 
циклоспорина А не приводила к достоверному 
увеличению активности ГГТ. Самое значитель-
ное повышение активности ГГТ (в 1,8 раза по 
сравнению с контролем) у животных VII-IX 
групп наблюдалось через неделю после прекра-
щения воздействию НДМА и постепенно сни-
жалось через 1-2 месяца. В то же самое время, в 
плазме крови крыс, которым трансплантирова-
ли клетки, активность ГГТ по сравнению с кон-
тролем была повышена незначительно.

Результаты определения содержания общего 
билирубина приведены на рисунке 4. 

Видно, что содержание билирубина у ин-
тактных животных и животных, получавших 
иммуносупрессор, было практически на одном 
уровне на всех сроках исследования. Вместе с 
тем, после интоксикации крыс НДМА уровень 

билирубина значительно повышался через не-
делю воздействия (в 2,73 раза по сравнению с 
контролем) и постепенно снижался через один 
и два месяца, но достигал контрольного уровня. 
Однако в сыворотке животных, которым была 
проведена трансплантация клеток, уровень би-
лирубина был повышен в 1,6 раза через неделю 
после трансплантации клеток, а через месяц уже 
наблюдалось полное восстановление функции 
до нормы.

Результаты биохимического анализа содер-
жания общего белка приведены на рисунке 5. 

 На всех сроках исследования содержание 
общего белка сыворотке крови у интактных 
животных и животных, получавших имму-
носупрессор, практически не различалось. У 
животных, получавших НДМА, наблюдалось 
снижение содержания общего белка в 1,6 раза 
по сравнению с контролем через неделю воз-
действия, а через месяц воздействия, наоборот, 
его повышение. Однако, даже через два месяца 
после воздействия НДМА содержание общего 
белка в сыворотке крови у интоксицированных 
животных не достигало контрольного уровня. У 
интоксицированных животных, которым вну-
трибрюшинно вводили суспензию аллогенных 
гепатоцитов, содержание общего белка также 
снижалось как и у крыс, получавших только 
НДМА, однако через месяц после транспланта-
ции содержание общего белка в сыворотке кро-
ви достигало контрольного уровня, то есть дан-
ный показатель нормализовался.

Результаты исследования содержания аль-
бумина в сыворотке крови подопытных живот-
ных приведены на рисунке 6. Известно, что при 
остром или легком поражении печени концен-
трация альбумина практически не изменяется. 
Его синтез нарушается лишь при обширном 
повреждении гепатоцитов. Поэтому снижение 
концентрации альбумина в крови при хрониче-
ских заболеваниях печени служит надежным по-
казателем тяжести поражения [21]. Из рисунка 6 
видно, что интоксикация крыс НДМА приводит 
к значительному снижению альбумина (в 1,7 
раза по сравнению с контролем) через неделю 
после прекращения интоксикации. Через 1 ме-
сяц и 2 месяца его концентрация повышалась, 
но не достигала контрольного уровня. У живот-
ных с трансплантированными гепатоцитами со-
держание альбумина в сыворотке крови было 
достоверно сниженным только через неделю 
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Рисунок 1 –  Гистоструктура печени  крыс, получавших НДМА.  
Ложные дольки, шунты между портальной системой и системой печеночных вен,  

жировая дистрофия и некроз гепатоцитов. Окраска по Массону. Увеличение х 200. 
 
 
 

 
АЛТ 

 
АСТ 

 
Рисунок 2 – Активность АЛТ и АСТ в сыворотке крови опытных животных (ммоль/ч*л),  

*** - p ≤ 0.001 по сравнению с контролем, 1 неделя пострансплантационного периода,  

000  - p ≤ 0.001 по сравнению с контролем , 1 месяц пострансплантационного периода,  

□□□ - р≤ 0.001  по сравнению с контролем , 2 месяца пострансплантационного периода,  
□□ - р≤ 0.01  по сравнению с контролем , 1 неделя пострансплантационного периода,  

□ - р≤ 0.05  по сравнению с контролем , 1 неделя пострансплантационного периода. 
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Рисунок 3 – Активность гамма-глутамилтрансферазы в сыворотке крови опытных животных (Е/л),  
*** - p ≤ 0.001 по сравнению с контролем, 1 неделя пострансплантационного периода,  

** - р≤ 0.01  по сравнению с контролем , 1 неделя пострансплантационного периода,  

00 - p ≤ 0.001 по сравнению с контролем , 1 месяц пострансплантационного периода,  

01 □□□ - р≤ 0.001  по сравнению с контролем , 2 месяца пострансплантационного периода 
 
  

 

 
 

Рисунок 4 – Содержание общего билирубина в сыворотке крови опытных животных мкмоль/л,  
*** - p ≤ 0.001 по сравнению с контролем, 1 неделя пострансплантационного периода,  

000  - p ≤ 0.001 по сравнению с контролем , 1 месяц пострансплантационного периода,   

□□ - р≤ 0.01  по сравнению с контролем , 2 месяца пострансплантационного периода,  
□ - р≤ 0.05  по сравнению с контролем , 2 месяца пострансплантационного периода. 
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Рисунок 5 – Содержание общего белка в сыворотке крови опытных животных г/л,  
00  - p ≤ 0.01 по сравнению с контролем , 1 месяц пострансплантационного периода, 

*** - p ≤ 0.001 по сравнению с контролем, 1 неделя пострансплантационного периода 
 

    
 

Рисунок 6 –  Содержание альбумина в сыворотке крови опытных животных г/л,  
00  - p ≤ 0.01 по сравнению с контролем , 1 месяц пострансплантационного периода,  

*** - p ≤ 0.001 по сравнению с контролем, 1 неделя пострансплантационного периода 
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Рисунок 7 – Увеличенные кишечные лимфатические узлы (показаны стрелками) крысы,  
которой проводилась трансплантация гепатоцитов. 

 
 
 

 
 

Рисунок 8 –  Иммуногистохимическое окрашивание клеток на Hep Par 1 
 в лимфоидных фолликулах кишечника крыс, которым проводилась трансплантация гепатоцитов.  

Увеличение х100 
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этом через неделю после трансплантации от-
мечалось краевое расположение Hep Par 1 пози-
тивно окрашенных клеток, тогда как после 1 и 2 
месяцев данные клетки были сконцентрированы 
уже в центре лимфоидного фолликула, и их ко-
личество значительно увеличивалось по сравне-
нию с животными после 1 недели транспланта-
ции. В других опытных группах животных такая 
картина не наблюдалось.

Таким образом, результаты проведенного 
биохимического, гистологического и имму-
ногистохимического исследования свидетель-
ствуют о том, что аллогенная интраперитоне-
альная трансплантация донорских гепатоцитов 
улучшает функциональные показатели печени 
у животных, подвергавшихся токсическому 
воздействию гепатотоксина НДМА, вызвавше-
му развитие токсического гепатита и цирроза 
печени. Показано, что заселение трансплан-
тированных гепатоцитов происходит в лим-
фоидные фолликулы кишечника крыс, число 
которых увеличивается со временем. Выжи-
ваемость животных с трансплантированными 
донорскими гепатоцитами возрастает по срав-
нению с НДМА интоксицированными живот-
ными. 

после воздействия, а через 1 и 2 месяца воздей-
ствия этот показатель постепенно повышался. 

Следует отметить, что в ходе эксперимента 
в тех группах, где животные получали только 
НДМА, отмечалась 30% смертность, причем 
гибель крыс наблюдалась в первые две недели 
после окончания интоксикации, а все животные, 
которым были трансплантированы клетки, вы-
живали.

При макроскопическом наблюдении у жи-
вотных, получавших НДМА, с дальнейшей 
трансплантацией гепатоцитов, уже на 1-й не-
деле отмечалось значительное увеличение лим-
фоидных фолликулов кишечника (рисунок 7), 
которые оставались увеличенными и после 1 ме-
сяца и 2 месяцев посттрансплантационного пе-
риода, а иммуногистохимический анализ срезов 
на маркер гепатоцитов Hep Par 1 показал, что в 
паренхиме лимфоидных фолликулов кишечни-
ка отмечалось скопление Hep Par 1 позитивно 
окрашенных клеток (рисунок 8).

Данные клетки морфологически отличались 
от собственных клеток лимфоидного фоллику-
ла. Hep Par 1 – позитивные клетки имели цито-
плазматическую окраску и их ядра были больше 
по размеру, чем ядра клеток лимфоузла. При 
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