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Резюме. Целью исследования являлось изучение механизмов действия мультипотентных мезенхи-
мальных стромальных клеток (ММСК) на модели тетрахлорметан-индуцированного фиброза печени 
у мышей. Материалы и методы. Эксперименты проведены на 50 мышах. В исследовании были ис-
пользованы ММСК, выделенные из хориона плаценты мышей. Трансплантация ММСК осуществля-
лась в дозе 1 млн клеток в хвостовую вену. Для оценки механизмов действия ММСК иммуногисто-
химическим методом производился анализ α-SMA, MMP-9, MMP13, а также TIMP-1 положительных 
областей. Для окраски на соединительную ткань был использован краситель Sirius red. Иммунофер-
ментным методом в гомогенате печени проведено определение HGF и TGF-β. Результаты. Полу-
чено, что трансплантация ММСК приводит к снижению площади α-SMA, TIMP-1 положительных 
областей, увеличению количества клеток, экспрессирующих MMP-9 и MMP13. Обнаружено повы-
шение уровня фактора роста гепатоцитов и снижение трансформирующего фактора роста бета в 
гомогенате печени после трансплантации ММСК при фиброзе печени. Результаты исследования про-
демонстрировали эффективность плацентарных ММСК при фиброзе печени. К антифибротическим 
механизмам действия ММСК можно отнести способность увеличивать экспрессию HGF, снижать 
уровень TGF-β, повышать выработку матриксных металлопротеиназ -9 и -13, а также способность 
ингибировать экспрессию тканевого ингибитора матриксных металлопротеиназ 1 типа.
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Введение
Заболеваемость фиброзом печени и смертность от его терминальной стадии — цирроза — имеет 

стойкую тенденцию к росту. Так, число впервые выявленных случаев цирроза печени за последние 
десять лет выросло на 12%. К наиболее распространённым причинам развития фиброза печени от-
носятся хронический вирусный гепатит С (19,1–25,1% случаев) и алкогольная болезнь печени (35,5–
40,9% случаев) [1, 21]. Смертность от цирроза печени, по данным ВОЗ, занимает девятое место в 
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мире и достигает 1,8% в европейских странах, что составляет от 13 до 30 случаев на 100 тыс. населе-
ния. В России эти цифры, по разным источникам, достигают 60 случаев на 100 тыс. населения [1, 2]. 

В настоящее время не разработано эффективных консервативных методов лечения терминальных 
стадий фиброза печени. Консервативное лечение направлено на устранение этиологического фак-
тора, симптоматическое лечение и купирование осложнений. Единственным эффективным методом 
лечения остаётся трансплантация печени. Однако трансплантация печени обладает существенными 
недостатками, такими как высокая стоимость процедуры, нехватка доноров и длинные листы ожида-
ния, а также высокая частота хирургических осложнений [1, 3].

Таким образом, всё более актуальным становится поиск альтернативных нехирургических мето-
дов лечения. Особое внимание привлекает трансплантация мультипотентных мезенхимальных стро-
мальных клеток (ММСК) благодаря их иммуномодулирующим, противовоспалительным и антифи-
бротическим свойствам [4, 5].

Известно, что ММСК синтезируют фактор роста гепатоцитов (HGF) — один из основных антаго-
нистов трансформирующего фактора роста (TGF-b). HGF обладает широким спектром действий, в 
том числе антифибротическим, противовоспалительным, антиоксидантным и ангиогенным. Анти-
фибротическое действие HGF заключается в ингибировании канонического и неканонических путей 
TGF-b, а также других профиброгенных факторов роста (в том числе фактора роста соединительной 
ткани — CTGF, фактора роста тромбоцитов — PDGF). К противовоспалительному механизму HGF 
относится способность ингибировать первую стадию миграции лейкоцитов — стадию краевого сто-
яния — через подавление экспрессии молекул адгезии. Основным источником HGF в печени явля-
ются покоящиеся перисинусоидальные клетки печени Ито. Однако при активации они теряют эту 
способность, приобретая рецепторы к HGF на поверхности клеток. Взаимодействие фактора роста 
гепатоцитов со своим рецептором (C-met) может запускать апоптоз активированных клеток печени 
Ито. Это может свидетельствовать о потенциальной обратимости фиброза печени [6, 7, 8].

ММСК также продуцируют матриксные металлопротеиназы (ММР-9, ММР-13). Равновесие между 
матриксными металлопротеиназами и их ингибиторами позволяет поддерживать оптимальное со-
стояние внеклеточного матрикса. Смещение баланса в сторону фиброгенеза происходит вследствие 
активации клеток Ито, которые экспрессируют повышенные уровни тканевого ингибитора матрикс-
ных металлопротеиназ 1 типа (TIMP-1). Семейство желатиназ (в том числе MMP-9) и коллагеназ (в 
том числе ММР-13) играют важную роль в разрушении избыточного внеклеточного матрикса [9, 10].

Противовоспалительное действие ММСК может проявляться за счет выработки противовоспали-
тельных цитокинов, в том числе IL-4, IL-10 [4, 5].

В нашем исследовании мы остановились на плацентарных ММСК, так как они обладают рядом 
преимуществ по сравнению с ММСК, выделенными из других источников: нехирургический метод 
получения, высокая пролиферативная активность и пролиферативный потенциал [11]. 

Для изучения механизмов антифиброгенного действия плацентарных ММСК был смоделирован 
фиброз печени у мышей путем внутрибрюшинного введения тетрахлорметана. Молекула тетрах-
лорметана (CCL4) нетоксична. Однако ее взаимодействие с цитохромом P450 при участии фермента 
CYP2E1 в гепатоцитах приводит к образованию токсичного метаболита и двух свободных радикалов 
(трихлорметильного CCl3- и трихлорметилпероксильного CCl3ОО-), индуцирующих окислитель-
ный стресс. Это приводит к развитию некроза и апоптоза гепатоцитов, что вызывает развитие вос-
палительной реакции. Описанные события запускают процесс активации и дифференцировки пе-
рисинусоидальных клеток Ито в миофибробласты, которые экспрессируют избыточное количество 
соединительной ткани, белка a-SMA, избыточное количество TIMP-1, а также TGF-b [12, 13, 14, 15, 
16]. 

TGF-b является одним из основных профиброгенных факторов развития фиброза печени, который 
реализует своё действие через активацию клеток Ито и поддержание их активированного состояния. 
Это приводит к избыточному синтезу соединительной ткани и нарушению баланса между матрикс-
ными металлопротеиназами и их тканевыми ингибиторами в сторону фиброгенеза за счёт избыточ-
ной экспрессии TIMP-1. TGF-b также влияет на выработку широкого спектра факторов роста, в том 
числе на фактор роста соединительной ткани (CTGF), повышая его экспрессию и усиливая его про-
фиброгенные свойства, путём расщепления на два более активных метаболита. Кроме того, TGF-b 
снижает экспрессию HGF — его главного антагониста [17, 18, 19].
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Избыточная продукция соединительной ткани, нарушение равновесия между матриксными метал-
лопротеиназами и их ингибиторами приводит к развитию фиброза печени [16, 20].

Таким образом, целью настоящего исследования являлось изучение механизмов антифиброгенно-
го действия плацентарных ММСК.

Материалы и методы исследования
Эксперименты выполнены на 50 мышах самцах в возрасте 8–10 недель (масса 20–22 г). Содер-

жание животных и дизайн исследования были одобрены этическим комитетом ФГБОУ ВО УГМУ 
Минздрава России. При проведении экспериментов были соблюдены этические нормы и рекоменда-
ции по гуманному отношению к лабораторным животным, изложенные в «Европейской конвенции 
по защите позвоночных животных, используемых для экспериментальных и других научных целей», 
и в Приказе Минздрава России №199н от 01.04.2016 «Об утверждении Правил надлежащей лабо-
раторной практики» по содержанию, уходу, кормлению, выводу из эксперимента и последующей 
утилизации. До и во время эксперимента мыши находились в виварии при температуре воздуха +20 
–22°С, в световом режиме — день–ночь. До начала эксперимента и во время исследования мышей 
содержали на стандартном рационе. 

С целью исключения сезонных колебаний изучаемых показателей эксперименты были выполнены 
в осенне-зимний период. Забор материала (кровь, печень) был осуществлен в утренние часы. Выве-
дение животных из эксперимента осуществляли цервикальной дислокацией.

Распределение животных по группам исследования в соответствии с поставленными задачами 
представлены в таблице 1.

Исследования проведены в два этапа. На первом этапе производилось моделирование фиброза. При 
этом было выделено 2 группы (по 10 животных в каждой) — контрольная и опытная. Животным опыт-
ной группы с целью моделирования фиброза печени осуществлялось регулярное введение внутрибрю-
шинно тетрахлорметана в количестве 2 мкл/г веса животного в растворе персикового масла (1:4) в те-
чение 6 недель 2 раза в неделю. Мышам контрольной группы осуществлялось эквивалентное введение 
персикового масла (2 мкл/г; ГаленоФарм, Россия) внутрибрюшинно в течение 6 недель 2 раза в неделю.

На втором этапе животные, у которых был индуцирован фиброз печени после введения тетрахлор-
метана, были разделены на основную группу и группу сравнения. Основная группа — мыши, кото-
рым однократно внутривенно (в хвостовую вену) вводили ММСК в количестве 1×10⁶ клеток/мышь в 
0,2 мл PBS (Phosphate-bufferedsaline, фосфатно-солевой буфер, pH 7,4). Группу сравнения составили 
мыши, которым после моделирования фиброза не вводили клетки. Через 5 недель после моделирова-
ния фиброза печени производилась оценка эффективности проводимой терапии. Группу интактных 
животных составили мыши, которым не осуществлялось введение клеток и персикового масла.

Выделение культуры плацентарных ММСК осуществлялось согласно методу А.С. Тепляшина с 
соавт. 2004. Жизнеспособность выделенных клеток оценивали с помощью 7-AAD на проточном ци-
тометре Bekman Coulter Navios с использованием набора Mouse Mesenhymal Stem Cell Multi-Color 
Flow Cytometry Kit (Bio-Techne, США). Жизнеспособность клеток с иммунофенотипом положитель-
ных по CD105, CD29, Sca-1 и отрицательных по CD45 составила 95,4%.

Для гистологического исследования из левой доли печени были получены кусочки размером 
10x10x5 мм, которые в дальнейшем фиксировали в 10% растворе нейтрального забуференного фор-
малина («Ретиноиды», Россия). Были изготовлены срезы толщиной 3–5 мкм. После депарафини-
зации гистологические препараты были окрашены Sirius Red, также проводились иммуногистохи-
мические исследования. Для каждого экспериментального животного делали микрофотографии без 
перекрытия по всей поверхности среза печени при объективе ×20.

Микропрепараты от каждого экспериментального животного исследовались с использованием све-
тового микроскопа Axio Scope.A1 («CarlZeiss», Германия). Для анализа микрофотографий использо-
вана морфометрическая программа SIAMS (ООО «Сиамс», Россия).

Для оценки тяжести фиброза использовалась шкала METAVIR.
Количественный анализ содержания коллагена в печени проводили с использованием набора Picro 

Sirius Red Stain Kit (Abcam, UK). 
В каждом препарате печени было проанализировано 15 областей площадью по 0,28 мм². Общая 
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распространенность фиброза в печени была выражена в процентах и определена как отношение 
окрашенной области (соединительная ткань) к общей площади анализируемого препарата. 

Итоговое значение общей выраженности фиброза и фиброза в паренхиме печени определялось как 
среднее значение ± стандартное отклонение в 15 областях.

Иммуногистохимическое исследование печени
Подготовленные гистологические препараты инкубировали с первичными кроличьими специфиче-

скими к мыши антителами (Abcam, UK) в течение 12 часов при температуре +4°С:
1. MMP9 (matrix metalloproteinase, MMP, матриксная металлопротеиназа; Recombinant Anti-MMP9 

antibody), 1: 5000. 
2. MMP13 (matrix metalloproteinase, MMP, матриксная металлопротеиназа; Recombinant Anti-

MMP13 antibody), 1: 500. 
3. TIMP1 (tissue inhibitor of metalloproteinase 1, тканевой ингибитор металлопротеиназ-1;Anti-

TIMP1 antibody), 1: 500. 
4. α-SMA (Alpha-smooth muscle actin, альфа гладкомышечный актин; Recombinant Anti-alpha smooth 

muscle Actin antibody), 1: 1000. 
Срезы инкубировали с вторичными антителами Goat Anti-RabbitIgG H&L (HRP) при комнатной 

температуре в течение 2 часов, 1: 500 (Abcam, UK).
Для выполнения иммуногистохимических исследований была использована система детекции с 

субстратомпероксидазы (DAB Substrate Kit, набор для приготовления рабочего раствора диамино-
бензидина) (Abcam, UK).

Окраска ядер клеток гистологического препарата была проведена с использованием гематоксилина 
Майера (Avantor, Нидерланды).

Определение факторов роста HGF и TGF-β в гомогенате печени проводили методом иммунофер-
ментного анализа с использованием наборов: Mouse HGF SimpleStep ELISA® Kit (Abcam, UK), 
Mouse TGF beta 1 ELISA Kit (Abcam, UK).

Полученные данные обрабатывались вариационно-статистическим методом с использованием 
t-критерия Стьюдента. При отсутствии нормальности распределения статистическую значимость 
различий определяли, используя непараметрический критерий Манна-Уитни (U). Различия считали 
статистически значимыми при p<0,05.

Результаты исследования
При анализе гистологической картины препарата печени через 5 недель после введения ММСК на 

фоне фиброза печени отмечен эффект от трансплантации клеток. Было установлено, что количество 
животных с 3 стадией фиброза по шкале METAVIR снизилось на 50,0%, увеличилось количество мы-
шей со 2 стадией фиброза на 50,0%, у 20% мышей выраженность фиброза соответствовала 1 стадии 
(таблица 1).

Таблица 1
Количество мышей с различными стадиями фиброза по шкале METAVIR

Table 1
The number of mice with different stages of fibrosis according to the METAVIR scale

Группа/ Group Стадия 0/ Stage 0 Стадия 1/ Stage 1 Стадия 2/ Stage 2 Стадия 3/ Stage 3 Стадия 4/ Stage 4
Группа сравнения/ 
Comparison group 0 0 2 8 0

Основная группа/ 
Main group 0 2 4 4 0

Эти результаты были дополнены определением содержания соединительной ткани с использова-
нием специфической окраски к фибриллярному коллагену. Анализ микрофотографий препаратов пе-
чени позволил установить, что площадь соединительной ткани снизилась на 33,18% по сравнению 
с животными, которым не вводились клетки. Учитывая, что основным источником избыточного об-
разования внеклеточного матрикса являются миофибробласты, представляло интерес определение 
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количества таких клеток. После определения α-SMA положительной области выявлено снижение 
экспрессии данного белка (таблица 2). 

Таблица 2
Содержание соединительной ткани и экспрессия белка α-SMA в печени мышей 

через 5 недель после введения ММСК
Table 2

Connective tissue content and expression of α-SMA protein in the liver of mice 5 weeks 
after administration of MMSC

Показатель/ Indicator
Значения/ Values

Группа сравнения/ Comparison group Основная группа/ Main group
Площадь соединительной ткани (%)/ 

Connective tissue area (%) 7,33±0,80 4,90±0,30 *

Площадь α-SMA окрашенной области (%)/ 
Area of α-SMA of the colored area (%) 11,20±1,36 6,90±1,56 *

Примечание: * отличие от группы сравнения, достоверно с p<0,05.
Note: * the difference from the comparison group is significant with p<0.05.

Следствием уменьшения количества миофибробластов было уменьшение количества не только со-
единительной ткани в органе, но и экспрессии тканевого ингибитора матриксных металлопротеиназ-
1.В исследовании было обнаружено уменьшение количества TIMP-1 окрашенной области в гисто-
логическом препарате печени на 25,76%. Обращает на себя внимание повышение соотношения экс-
прессии матриксных металлопротеиназ к TIMP-1 после введения ММСК относительно группы срав-
нения. Это обусловлено как повышением экспрессии MMP9 и MMP13 после трансплантации клеток, 
так и ингибированием выработки TIMP-1 (таблица 3). 

Таблица 3
Уровень матриксных металлопротеиназ и тканевого ингибитора матриксных металлопротеиназ-1 в печени 

мышей через 5 недель после моделирования фиброза печени на фоне введения ММСК в дозе 1 млн клеток/кг
Table 3

The level of matrix metalloproteinases and tissue inhibitor of matrix metalloproteinases-1 in the liver of mice 5 weeks 
after modeling liver fibrosis against the background of MMSC administration at a dose of 1 million cells/kg

Показатели/ Indicator
Значения

Группа сравнения/ Comparison group Основная группа/ Main group
Площадь (%) MMP9 окрашенной области/ 
Area (%) MMP 9 of the painted area 1,48±0,13 1,85±0,12 *

Площадь (%) MMP13окрашенной области/ 
Area (%) MMR13 of the unpainted area 8,54±0,88 14,04±1,10 *

Площадь (%) TIMP-1 окрашенной области/ 
Area (%) TIMP-1 of the painted area 12,81±0,99 9,51±0,72 *

Площадь MMP9/ площадьTIMP-1 окрашенной 
области (%)/ 
MMP area 9/ TIMP-1 area of the painted area (%)

0,12±0,02 0,20±0,02*

Площадь MMP13/ площадь TIMP-1 окрашенной 
области (%)/ 
MMP13 area/ TIMP-1 area of the painted area (%)

0,67±0,06 1,48±0,14*

Примечание: * отличие от группы сравнения, достоверно с p<0,05.
Note: * the difference from the comparison group is significant with p<0.05.

По современным представлениям, ММСК синтезируют различные матриксные металлопротеина-
зы, в том числе MMP9 и MMP13. Мы связываем повышение экспрессии изучаемых матриксных ме-
таллопротеиназ не только с выработкой их аутологичными ММСК, но и с продукцией этих фермен-
тов рекрутированными ММСК. Последние могут вовлекаться в процесс разрушения избыточного ко-
личества внеклеточного матрикса путем их направленной миграции под действием хемоаттрактанта 
(SDF-1, stromalderived factor-1, стромой вырабатываемый фактор-1).
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 Определение экспрессии факторов роста и уровня матриксных металлопротеиназ позволило опре-
делить механизм действия ММСК на регресс соединительной ткани. Содержание TGF-β было сниже-
но относительно группы сравнения, что было следствием уменьшения количества клеток (α-SMA + 
миофибробласты), продуцирующих данный фактор роста. Трансформирующий фактор роста — это 
один из ключевых механизмов самоактивации миофибробластов, продуцирующих фибриллярные 
коллагены в печени. Содержание фактора роста гепатоцитов, напротив, значительно увеличилось, 
что могло быть обусловлено нарушением дифференцировки клеток печени Ито в миофибробласты 
(таблица 4). 

Таблица 4
Содержание факторов роста в гомогенате печени мышей 

Table 3
The content of growth factors in mouse liver homogenate

Показатель/ 
Indicator

Значения
Группа сравнения/ Comparison group Основная группа/ Main group

Содержание HGFпг/г печени/ 
The content of HGF pg/g of liver 610,98±30,87 1051,32±75,36 *

Содержание TGF-βнг/г печени/ 
The content of TGF-βng/g of the liver 23,05±1,40 19,09±1,79 *

Примечание: * отличие от группы сравнения, достоверно с p<0,05.
Note: * the difference from the comparison group is significant with p<0.05.

Согласно современным данным, α-SMA+ миофибробласты — это ключевой участник выработки 
TGF-β, и, в то же время, эти клетки после дифференцировки из клеток печени Ито теряют способ-
ность к синтезу HGF.

Следует отметить способность ММСК к продукции фактора роста гепатоцитов. Мы связываем 
увеличение экспрессии HGF в печени не только с продукцией аллогенных ММСК, но также и с вы-
работкой этого фактора роста аутологичными ММСК. Миграция аутологичных ММСК в печень мо-
жет быть обусловлена способностью этих клеток к выработке хемоаттрактанта (SDF-1, stromalcell-
derivedfactor-1, стромой вырабатываемый фактор-1). 

В ряде исследований был показан антифибротический эффект ММСК. При этом механизмы вы-
явленного эффекта не были установлены [5, 22, 23, 24]. В настоящем исследовании показана роль 
матриксных металлопротеиназ, ингибитора матриксных металлопротеиназ, а также факторов роста 
в востановлении структуры печени после трансплантации ММСК.
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Abstract. The aim of the study was to investigate the mechanisms of action of multipotent mesenchymal 
stromal cells (MMSCs) in a model of tetrachloromethane-induced liver fibrosis in mice. The experiments 
were performed on 50 mice. MSCs isolated from mouse placenta choriona were used in the study. MSCs were 
transplanted at a dose of 1 million cells into the tail vein. α-SMA, MMP-9, MMP 13, and TIMP-1 positive 
regions were analyzed by immunohistochemical method to evaluate the mechanisms of MMSCs action. 
Sirius red dye was used for connective tissue staining. HGF and TGF-β were determined by immunoassay 
in liver homogenate. We obtained that transplantation of MMSCs leads to a decrease in the area of α-SMA, 
TIMP-1 positive regions, an increase in the number of cells expressing MMP-9 and MMP 13. An increase in 
the level of hepatocyte growth factor and a decrease in transforming growth factor beta in liver homogenate 
after hMSCs transplantation in liver fibrosis was found. The results of the study demonstrated the efficacy 
of placental MMSCs in liver fibrosis. The antifibrotic mechanisms of action of hMSCs can include the 
ability to increase the expression of HGF, decrease the level of TGF-β, increase the production of matrix 
metalloproteinases-9 and -13, as well as the ability to inhibit the expression of tissue inhibitor of matrix 
metalloproteinases type 1.
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