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Резюме. Воспаление как типический патологический процесс лежит в основе множества заболеваний. Со-
временные тенденции лечения воспалительных заболеваний предполагают все более широкое использование 
клеточных технологий. Мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки (ММСК), обладая иммуномо-
дулирующими свойствами, могут применяться для снижения воспалительных процессов и восстановления функ-
ционального состояния печени при её токсическом повреждении. Целью исследования было изучить влияние 
ММСК на изменение морфофункционального состояния печени при ее токсическом повреждении. Материалы 
и методы. В исследовании проводилась трансплантация ММСК в количестве 4 млн кл./кг мышам в физиологи-
ческих условиях и в условиях токсического повреждения печени. Токсическое повреждение печени моделирова-
лось путем введения четыреххлористого углерода (ССl₄) 50 мкл. на мышь внутрибрюшинно, однократно. Оцен-
ка морфометрических показателей печени осуществлялась на 7 сутки после моделирования патологии печени. 
Также производился анализ активности ферментов репарации ДНК семейства Поли-АДФ-рибозаполимеразы 
(PARP). Результаты. Трансплантация ММСК животным с токсическим повреждением печени приводит к по-
вышению митотической активности гепатоцитов, увеличению количества двуядерных гепатоцитов, повышению 
площади ядра. Также введение ММСК способствует активации ферментов репарации ДНК семейства PARP, что 
привело к снижению запрограммированной клеточной гибели, уменьшению количества гепатоцитов с микро-
ядрами. Заключение. В данном исследовании было показано, что трансплантация ММСК не влияет на физио-
логическую регенерацию печени, но при токсическом повреждении печени обеспечивает восстановление ее 
морфофункционального состояния.
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Введение
Статья посвящена проблеме восстановления структуры печени после её токсического повреждения четырех-

хлористым углеродом. Недостаточная эффективность современных методов терапии острой печеночной недо-
статочности отражается в высоком уровне смертности, частоте осложнений, а также в снижении качества жизни 
пациентов. 

В настоящем исследовании проводилась аллогенная трансплантация плацентарных ММСК лабораторным 
мышам с токсическим повреждением печени. Выбор данного вида стволовых клеток был определен их био-
логическими особенностями. ММСК способны к синтезу противовоспалительных цитокинов (ИЛ-10, TGF-β), 
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факторов роста [1]. Иммуномодулирующее действие ММСК позволяет проводить аллогенную трансплантацию 
этих клеток [2, 3]. Плацентарные ММСК имеют ряд преимуществ перед ММСК, полученными из других источ-
ников. Они обладают большим пролиферативным потенциалом, а также их получение возможно неоперативным 
путем [4]. 

Цель исследования: оценка морфофункционального состояния печени после трансплантации ММСК мышам 
с токсическим повреждением печени

Материалы и методы
ММСК были выделены из хориона плаценты 10 мышей. Культивирование осуществлялось с использова-

нием CO₂ инкубатора (Thermo Fisher Scientific, США) при температуре 37°C с содержанием углекислого газа 
5% и влажностью 90%. Состав среды для культивирования ММСК: MesenCult MSC Basal Medium Mouse и 
MesenCult™ Proliferation Supplements Mouse («StemCell Technologies», Канада) в соотношении 4 : 1. Также в 
состав данной среды входило 2 ммоль раствора L-глутамина («StemCell Technologies», Канада) и антибиотики 
— пенициллин 50 ед./мл и стрептомицин 50 мкг/мл («StemCell Technologies», Канада). Подтверждение при-
надлежности выделенных клеток к ММСК осуществлялось с помощью набора первичных и вторичных анти-
тел Mesenchymal Stem Cell Characterization Kit, содержащего позитивные (integrin ß1, CD54, collagen type I и 
fibronectin) и негативные маркеры (CD 14, CD 45). Для оценки функциональных свойств ММСК производилась 
дифференцировка их в остеогенном и адипоцитарном направлении [5]. Жизнеспособность трансплантируемых 
клеток составила 94-96%.

ММСК третьего пассажа были введены в хвостовую вену мышам в физиологических условиях, в условиях 
токсического повреждения печени в количестве 4 млн. кл./кг [6]. Токсическое повреждение печени моделирова-
лось путем введения четыреххлористого углерода (ССl₄) 50 мкл. на мышь внутрибрюшинно, однократно. Транс-
плантация клеток осуществлялась однократно через 1 час после моделирования патологии печени.

Животные подразделялись на 2 группы (опытная и контрольная) по 7 животных в каждой. Интактные живот-
ные — это животные без токсического повреждения печени. Животным опытных групп в хвостовую вену вводи-
лась суспензия ММСК в дозе 4 млн кл./кг, животным контрольных групп вводили 0,9% раствор NaCl — 0,2 мл. 

Производилась оценка морфометрических показателей печени на 7 сутки после моделирования патологии 
печени. Подготовку образцов печени для гистологического исследования осуществляли на автоматическом про-
цессоре Leica EG 1160 (Leica. Германия) с последующей заливкой в парафин. Гистологические срезы печени 
толщиной 3-5 мкм окрашивали гематоксилином-эозином. Для морфометрического анализа данных использова-
ли компьютерную программу анализа изображений (Biovision, Австрия). С этой целью производили микрофото-
съемку случайных полей зрения гистологических препаратов цифровой камерой CAM V 400 (Vision, Австрия) 
на базе микроскопа Primo Star (Carl Zeiss, Германия) при увеличении ×100, ×400, ×1000 (не менее 10 полей 
зрения в каждом гистологическом срезе). Производилась оценка следующих морфометрических показателей 
печени: ядерно-цитоплазматический индекс (ЯЦИ), количество двухъядерных гепатоцитов на 1 мм², площадь 
гепатоцитов, площадь ядра гепатоцитов, площадь цитоплазмы гепатоцитов, митотический индекс (МИ), апоп-
тотический индекс (АИ), число клеток с микроядрами. Ядерно-цитоплазматический индекс (ЯЦИ) определяли, 
как отношение ядра и цитоплазмы клетки. Митотический и апоптотический индексы выражали в промилле.

С целью оценки выраженности репаративных процессов в клетках печени производился анализ количества 
Поли-АДФ-рибозаполимера (PARP), который является продуктом реакции Поли-АДФ-рибозилирования. Опре-
деление уровня данного показателя осуществлялось в клетках печени с использованием первичных (Anti-Poly 
(ADP-Ribose) Polymer antibody, abcam) и вторичных антител (Rabbit Anti-Chicken IgY H&L (FITC), abcam) на 
проточном цитометре Beckman Coulter по методу A. Kunzmann, D. Lui, K. Annett на 7 сутки после моделирова-
ния токсического повреждения печени. Определялась средняя интенсивность флуоресценции популяции клеток 
(MFI), которая служит количественным критерием, характеризующим экспрессию антигенов (плотность рецеп-
торов) внутри клетки. 

Достоверность отличий в сравниваемых выборках проведено с применением непараметрического (рангово-
го) метода Манна-Уитни. Статистическая обработка данных проведена с помощью программного пакета SPSS 
Statistics (версия 17,0).

Результаты и обсуждения
При анализе показателей морфофункционального состояния печени лабораторных животных на седьмые сут-

ки после введения ССl₄ было отмечено увеличение митотического индекса на 2232,0 % (17,06±1,64, p<0,05). По-
добный эффект можно объяснить совместным действием цитокинов и факторов роста, вырабатываемых клет-
ками печени при повреждении. В то же время было зарегистрировано увеличение площади ядра гепатоцитов на 
20,78% (60,94±4,68, p<0,05), ядерно-цитоплазматического индекса на 81,86% (0,43±0,04, p<0,05) на фоне умень-
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шения площади гепатоцитов на 22,65% (204,71±16,27, p<0,05), площади цитоплазмы гепатоцитов на 32,88% 
(143,77±14,80, p<0,05). Уменьшение площади гепатоцитов и площади цитоплазмы гепатоцитов обусловлено 
снижением содержания гликогена в гепатоцитах на ранних сроках после воздействия четыреххлористым угле-
родом [7]. Также было отмечено увеличение количества двухъядерных гепатоцитов на 63,76% (388,57±30,94, 
p<0,05) по сравнению с данными контрольной группы. Увеличение числа двухъядерных гепатоцитов вероятно 
происходит путем бимитоза и ацитокинетического митоза, что более энергетически выгодно при повреждении. 
Было выявлено увеличение апоптотического индекса на 849,28 % (3,74±0,31, p<0,05) и числа клеток с микро-
ядрами на 160% (5,46±0,43, p<0,05) по сравнению с интактными животными. Данный факт может быть обуслов-
лен повышением числа патологических митозов. Активность ферментов семейства PARP в клетках печени была 
увеличена на 190 % (388,57±30,94, p<0,05) по сравнению с интактной группой, что свидетельствует о компенса-
торной активации процессов репарации на фоне повреждения печени (таблица 1).

Таблица 1 
Показатели морфофункционального состояния печени мышей на 7-е сутки после введения ССl₄, M±m, n=7

Показатели
Значение

NaCl ССl₄
Площадь гепатоцитов, мкм² 264,67±20,02 204,71±16,27¹
Площадь ядра гепатоцитов, мкм² 50,46±3,29 60,94±4,68¹
Площадь цитоплазмы гепатоцитов, мкм² 214,21±19,50 143,77±14,80¹
ЯЦИ 0,24±0,02 0,43±0,04¹
Количество двухъядерных гепатоцитов на мм² 237,29±18,24 388,57±30,94¹
МИ ‰ 0,73±0,06 17,06±1,64¹
АИ ‰ 0,39±0,03 3,74±0,31¹
Число клеток с микроядрами 2,10±0,17 5,46±0,43¹
Активность ферментов семейства PARP в клетках печени, MFI, усл.ед. 45,2±4,1 91,3±8,8¹
Примечание: ¹ – отличие от интактных лабораторных животных, достоверно с p<0,05.

Таблица 2 
Показатели морфофункционального состояния печени мышей на 7-е сутки после трансплантации ММСК по-

сле введения ССl₄, M±m, n=7

Показатели
Значение

NaCl ММСК
Количество гепатоцитов на 1 мм² 1 970,71±139,96¹ 1 766,0±102,0
Площадь гепатоцитов, мкм² 204,71±16,27¹ 230,27±20,72²
Площадь ядра гепатоцитов, мкм² 60,94±4,68¹ 82,56±5,09¹,²
Площадь цитоплазмы гепатоцитов, мкм² 143,77±14,80¹ 150,24±16,25¹
ЯЦИ 0,43±0,04¹ 0,56±0,05¹,²
Количество двухъядерных гепатоцитов на мм² 388,57±30,94¹ 471,71±31,96¹,²
МИ ‰ 17,06±1,64¹ 22,51±1,79 ²
АИ ‰ 3,74±0,31¹ 2,81±0,27¹,²
Число клеток с микроядрами 5,46±0,43¹ 3,79±0,27¹,²
Активность ферментов семейства PARP в клетках печени, MFI, усл.ед. 91,3±8,8¹ 131,4±12,0¹,²
Примечание: ¹ — отличие от интактных лабораторных животных, достоверно с p<0,05; ² – отличие от кон-

трольной группы лабораторных животных, достоверно с p<0,05. 

В то же время на фоне введения ССl₄ после трансплантации ММСК было выявлено достоверное увеличение 
митотического индекса на 31,99% (22,51±1,79, p<0,05). Повышение митотического индекса может быть обу-
словлено продукцией ММСК фактора роста гепатоцитов (HGF). При его взаимодействии со специфическим ре-
цептором с-met (трансмембранная тирозиновая киназа) на гепатоцитах происходит стимуляция пролифератив-
ной активности гепатоцитов. Вместе с тем площадь гепатоцитов увеличилась на 21,33% (230,27±20,72, p<0,05) 
и достигла значений интактных животных, а площадь ядра гепатоцитов увеличилась на 35,47% (82,56±5,09, 
p<0,05), что привело к повышению ядерно-цитоплазматического индекса на 15,72% (0,56±0,05, p<0,05). Коли-
чества двухъядерных гепатоцитов также было увеличено на 21,40% (471,71±31,96, p<0,05). Вместе с тем было 
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выявлено снижение апоптотического индекса на 24,81% (2,81±0,27, p<0,05) и числа клеток с микроядрами на 
30,58% (3,79±0,27, p<0,05) по сравнению с данными контрольной группы. В то же время активность ферментов 
семейства PARP в клетках печени на фоне токсического повреждения при введении ММСК достоверно повы-
силась на 43,92% (131,4±12,0, p<0,05) по сравнению с контрольной группой. Повышение активности фермен-
тов репарации ДНК семейства PARP может быть вызвано способностью ММСК посредством межклеточных 
контактов вызывать экспрессию генов, кодирующих синтез белков теплового шока с молекулярной массой 70 
кДа. Белки теплового шока (70 кДа) являются шаперонами, обеспечивающими стабильность структурных и 
функциональных белков клетки, в том числе ферментов, участвующих в репарации ДНК. Следствием этого 
будет устранение нарушений в структуре ДНК. В результате этого снижается уровень патологических митозов. 
Достоверных данных об отличии площади цитоплазмы гепатоцитов от показателей контрольной подгруппы не 
установлено (таблица 2).

Полученные данные свидетельствуют, что у лабораторных животных с токсическим повреждением печени от-
мечается увеличение активности репаративной регенерации печени на фоне трансплантации ММСК. При этом 
регистрируется снижение запрограммированной клеточной гибели, числа клеток с микроядрами, повышение 
активности ферментов репарации ДНК семейства PARP относительно контрольной группы. 

Выводы
Таким образом, проведенные исследования отражают, что введение ММСК влияет на репаративную регене-

рацию печени. Восстановление морфофункционального состояния печени у лабораторных животных при вве-
дении ММСК на фоне ее токсического повреждения может быть обусловлено способностью ММСК выделять 
биологически активные вещества и создавать микроокружение для клеток поврежденной печени. 
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MORPHOFUNCTIONAL PARAMETERS OF THE LIVER AFTER MMSC 
TRANSPLANTATION IN ANIMALS WITH TOXIC LIVER DAMAGE

¹Ural State Medical University, Yekaterinburg, Russian Federation;
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Abstract. Inflammation, as a typical pathological process, is the basis of many diseases. With the modern approach 
to the treatment of inflammatory diseases, cellular technologies are used. Multipotent mesenchymal stromal cells 
(MMSCs), having immunomodulatory properties, can be used to reduce inflammatory processes and restore the 
functional state of the liver in case of toxic damage. The aim of the study was to study the effect of MMSCs on changes 
in the morphofunctional state of the liver during its toxic damage. Materials and methods. In the study, MMSCs were 
transplanted in the amount of 4 million cells/kg of weight to mice under physiological conditions and under conditions 
of toxic liver damage. Toxic liver damage was modeled by introducing carbon tetrachloride (ССl₄) 50 µl. per mouse 
intraperitoneally, once. Assessment of liver morphometric parameters was performed on day 7 after modeling of liver 
pathology. The activity of DNA repair enzymes of the Poly-ADP-ribosopolymerase (PARP) family was also analyzed. 
Results. Transplantation of MMSCs to animals with toxic liver damage leads to an increase in the mitotic activity of 
hepatocytes, an increase in the number of binuclear hepatocytes, and an increase in the area of the nucleus. Also, the 
introduction of MMSC promotes the activation of DNA repair enzymes of the PARP family, which led to a decrease in 
programmed cell death and a decrease in the number of hepatocytes with micronuclei. Conclusion. In this study, it was 
shown that MMSC transplantation does not affect the physiological regeneration of the liver, but in case of toxic damage 
to the liver, it provides restoration of its morphofunctional state.

Keywords: placental multipotent mesenchymal stromal cells, liver regeneration, toxic liver damage
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