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Представлены результаты исследования по изучению влияния совместного культивирования мезенхимальных 
стволовых клеток, выделенных из жировой ткани, и дифференцированных в гепатогенном направлении 
мезенхимальных стволовых клеток на жизнеспособность и функциональную активность гепатоцитов 
в совместной культуре. Установлено, что высокий уровень секреции протеинов печени дифференцированными 
мезенхимальными стволовыми клетками и обеспечение ими функциональных и метаболических свойств 
изолированных гепатоцитов наблюдается в первые дни культивирования (HGF (p=0,06) и ANGPTL4 (р<0,03)). 
Следовательно, при более длительном культивировании рекомендуется в качестве скаффолда использовать 
недифференцированные МСК. На развитие повреждения печени влияют переменные факторы окружающей 
среды и образ жизни (диета, физическая инертность и эмоциональный стресс). Для оценки эффективности 
применения ко-трансплантации гепатоцитов и аллогенных мезенхимальных стволовых клеток жировой ткани 
было проведено пилотное клиническое исследование у десяти пациентов с осложнениями цирроза печени в виде 
печеночной недостаточности. Установлено, что интрапортальная совместная инфузия гепатоцитов и аллогенных 
мезенхимальных стволовых клеток жировой ткани пациентам с печеночной недостаточностью на фоне цирроза 
и обширной резекции печени была безопасной в отношении нежелательных явлений и эффективной в отношении 
синтетической и метаболической функции печени.
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The results of a study on the effect of co-cultivation of mesenchymal stem cells isolated from adipose tissue and 
hepatogenic differentiation’ mesenchymal stem cells on the viability and functional activity of hepatocytes in a co-
culture are presented. It was established that a high level of secretion of liver proteins by differentiated mesenchymal 
stem cells and providing them with functional and metabolic properties of isolated hepatocytes was observed in the 
first days of cultivation (HGF (p = 0.06) and ANGPTL4 (p <0.03)). Therefore, with a longer culture, it is recommended 
to use undifferentiated MSCs as a scaffold. The development of liver damage is affected by variable environmental 
factors and lifestyle (diet, physical inertia and emotional stress). To assess the effectiveness of co-transplantation of 
hepatocytes and allogeneic mesenchymal stem cells of adipose tissue, a pilot clinical study was conducted in ten patients 
with complications of liver cirrhosis in the form of liver failure. It has been established that intraportal co-infusion 
of hepatocytes and allogeneic mesenchymal stem cells of adipose tissue in patients with hepatic insufficiency against 
cirrhosis and extensive liver resection was safe against undesirable phenomena and effective against the synthetic and 
metabolic function of the liver.

Key words: hepatocytes; mesenchymal stem cells; hepatocyte-like cells; co-culture; the level of liver secretory soluble 
proteins; morphological characteristics; cell co-transplantation.

Введение
Печень является важным органом в организме, где выполняются синтез белка и метаболизм экзоген-

ных и эндогенных субстратов. Известная феноменальная способность печени после повреждения лю-
бой этиологии регулировать свой рост и массу, а также поддерживать постоянство структуры и функ-
ции связана с уникальными свойствами ее паренхиматозных клеток – гепатоцитов. Считается, что при 
отсутствии стимуляции роста гепатоциты в течение жизни делятся один или два раза. Однако после 
повреждения либо удаления фрагмента печени запускается последовательный механизм, основными 
компонентами которого являются пролиферация, дифференцировка и миграция клеток, а также ре-
структуризация стромы и ангиогенез. Факторы, продуцируемые как самой печенью, так и внепеченоч-
ными тканями, взаимодействуя между собой и со специфическими рецепторами клеточных мембран, 
регулируют этот компенсаторный механизм [1]. Другим перспективным источником для регенерации 
печени являются мультипотентные стромальные клетки [2]. Наряду с костным мозгом, мезенхималь-
ные стволовые клетки присутствуют и во многих других тканях организма, например, в жировой ткани. 
Мезенхимальные стволовые клетки жировой ткани (МСК ЖТ) способны дифференцироваться в не-
скольких клеточных направлениях. В исследованиях последних лет неоднократно сообщается, что 
МСК ЖТ могут дифференцироваться в гепатогенном направлении in vitro при определенных условиях 
культивирования. Следовательно, жировая ткань может быть доступным источником мезенхимальных 
стволовых клеток с терапевтическим потенциалом для клеточной терапии [3]. 

Известно, что независимо от этиологических факторов, степень повреждения печени может зависеть 
от генетических полиморфизмов, которые связаны с различными этническими и культурными особенно-
стями. Следовательно, на метаболические гены влияют переменные факторы окружающей среды и образ 
жизни (диета, физическая инертность и эмоциональный стресс), которые связаны с региональными раз-
личиями среди населения [4]. Для лечения заболеваний печени разрабатываются клеточные технологии. 
Перспективным средством терапии печеночной недостаточности может быть трансплантация гепатоци-
тов, особенно в случае метаболических болезней печени, для коррекции которых требуется меньшее 
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количество трансплантируемых клеток. Для эффективной трансплантации необходимо выделить гепа-
тоциты из печени и накопить их путем культивирования в достаточном количестве для пересадки. При 
выделении гепатоцитов большое количество клеток гибнет, а у выживших − изменяются адгезивные 
свойства клеточной поверхности, так что их прикрепление на культуральном пластике с целью даль-
нейшего культивирования и накопления происходит с большими потерями. При длительном культи-
вировании гепатоциты теряют ряд своих функциональных свойств. Хотя такие функции гепатоцитов, 
как секреция альбумина, синтез цитохрома Р450 быстро уменьшаются в стандартных условиях куль-
тивирования. Данные фенотипические изменения связаны с изменениями в экспрессии генов, сопро-
вождающимися снижением уровня транскрипции соответствующих генов. Эти процессы могут быть 
определены как начало дедифференцировки гепатоцитов и происходят вследствие ишемическoго/ре-
перфузионного стресса во время их выделения, разрушения нормальной архитектуры ткани, а также 
адаптации клеток к новым условиям in vitro [5]. Основная задача при культивировании гепатоцитов 
заключается в обеспечении не только их выживания и пролиферативной способности, но и в сохра-
нении ими фенотипа и функциональности. Для культивирования гепатоцитов используют в первую 
очередь коллаген, фибрин, а также различные синтетические полимеры, которые также покрывают 
этими природными белками [5]. Совместное культивирование мезенхимальных стволовых клеток, вы-
деленных из жировой ткани, и изолированных клеток печени способствует сохранению клеточного 
трансплантата в течение определенного периода времени в сравнении с монокультурой гепатоцитов. 
Предположительно, что стимулированные гепатоцитами мезенхимальные стволовые клетки выраба-
тывают паракриновые факторы. Эти данные свидетельствуют об уменьшении гибели клеток (и в част-
ности, апоптоза гепатоцитов) и улучшении их выживаемости. Дальнейшие клинические исследования 
необходимы для того, чтобы определить несколько важных факторов о трансплантации печеночных 
клеток пациентам с печеночной недостаточностью: оптимальное количество гепатоцитов, которые не-
обходимы для поддержания функции печени, учитывая временные рамки для трансплантации гепато-
цитов, причину и тяжесть. Отметим, что у пациентов с циррозом применение методов воздействия на 
процессы регенерации печени целесообразно как для лечения самого заболевания и его осложнений, 
так и для подготовки к ортотопической трансплантации печени. 

В этой связи основной целью данного исследования является разработка оптимального алгоритма 
получения терапевтически эффективных ко-трансплантатов на основе гепатоцитов и аллогенных ме-
зенхимальных стволовых клеток для лечения пациентов с острой и терминальной стадией хронической 
печеночной недостаточности.

Материалы и методы исследования 
Изоляция гепатоцитов из донорской печени осуществлялась путем 3-ступенчатой перфузии органа 

и обработки ферментативным раствором с последующей механической экстракцией. Все растворы на-
гревались до 37 °С, что позволяло создать условия, близкие к условиям работы ферментов в организме 
человека. Во фрагмент печени, по предварительно заканюлированным сосудам, вводился раствор для 
перфузии 1, состоящий из раствора Хэнкса и EDTA. Далее осуществлялось введение раствора Хэнкса 
(раствор для перфузии 2) и обработка перфузионным раствором 3, содержащим коллагеназу II или 
IV типа. Фрагмент печени выдерживался 30 мин в растворе для перфузии 3 при постоянном перемеши-
вании на механическом шейкере при 37 °С, после чего фермент нейтрализовался методом разбавления 
раствором питательной среды, содержащим 10 % человеческого альбумина. При данной температуре 
происходило ингибирование ферментативной активности. Обработанная коллагеназой ткань измельча-
лась на мелкие фрагменты путем механической гомогенизации скальпелем или стерильными ножни-
цами, после чего подвергалась двойной фильтрации. Полученная клеточная суспензия центрифугиро-
валась в течение 4 мин при 587 об./мин. Процедура повторялась дважды (t=4 мин при 587 об./мин при 
4°C). Осадок ресуспендировали в 5–10 мл среды для культивирования гепатоцитов. Подсчет клеток 
и определение жизнеспособности проводился по стандартной методике по исключению трипанового 
синего и с уксусной кислотой.

Выделение МСК из жировой ткани проводилось по ранее разработанному протоколу с некоторы-
ми модификациями [3]. Липоаспират смешивался с равным объемом стерильного фосфатного буфера 
и центрифугировался в течение 10 мин при 1500 об./мин при комнатной температуре. Образовавшийся 
поверх фосфатного буфера слой адипоцитов собирался в стерильные полипропиленовые центрифуж-
ные пробирки объемом 50 мл. Полученная суспензия смешивалась с равным объемом раствора колла-
геназы I типа в фосфатном буфере и инкубировалась в течение 60 мин при температуре 37 оС и легком 
помешивании. После этого фермент нейтрализовался добавлением к смеси равного объема питатель-
ной среды, содержащей 10 % сыворотки АВ(IV) или 10 % эмбриональной телячьей сыворотки. Полу-
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ченная смесь центрифугировалась в течение 10 мин при 4000 об./мин при комнатной температуре. 
Осадок собирался и ресуспендировался в 50 мл среды. Процедура центрифугирования повторялась 
(t=10 мин при 1500 об./мин при комнатной температуре). Далее осадок ресуспендировался в 10–15 мл 
среды для культивирования МСК. Подсчет клеток производился по стандартной методике с уксус-
ной кислотой, подкрашенной метиленовым синим. Оценка жизнеспособности клеток проводилась по 
общепринятой методике по исключению трипанового синего. Клеточная суспензия доводилась средой 
для культивирования МСК до посевной концентрации и высевалась в культуральные флаконы. Через 
24–48 часов инкубации (37 °С, 5 % СО2, 90 % влажность) не адгезировавшиеся к поверхности флакона 
клетки смывались стерильным PBS и заполнялись флаконы специализированной средой для культивиро-
вания МСК. 

Для гепатогенной дифференцировки мезенхимальные стволовые клетки, находящиеся на втором пас-
саже, высевались в культуральные флаконы и культивировались до достижения 70–80 % конфлюэнтности. 
После этого в додифференцировочный период в культуральную среду, не содержащую сыворотки, до-
бавляли EGF (эпидермальный фактор роста), bFGF (основной фактор роста фибробластов, «Sigma-Al-
drich», Германия) и 1% антибиотика для остановки процесса пролиферации. Далее следовал 2-этапный 
протокол дифференцировки. На первом этапе гепатогенная дифференцировка стимулировалась дифферен-
цировочной средой без сыворотки, дополненной HGF (фактор роста гепатоцитов), bFGF, никотинами-
дом и 1 % антибиотика. В таких условиях клетки культивировались в течение 7 дней. На втором этапе 
бессывороточная дифференцировочная среда содержала OMS (онкостатин М), дексаметазон, ITS-pre-
mix (100µmol/L инсулина, 6,25µg/mL трансферина, 3,6µmol/L селеновой кислоты, 1,25mg/mL BSA 
и 190µmol/L ленолевой кислоты) и 1% антибиотика. Культивирование продолжалась 14 дней с заменой 
среды каждые 2–3дня [6]

Результаты исследования и их обсуждение
Морфологический анализ клеточных культур гепатоцитов проводился через 18 ч после выделения, 

определялось наличие множества крупных клеток полигональной формы, по морфологии которых 
можно судить о принадлежности их к популяции гепатоцитов. Через 72 ч количество клеток данной 
популяции снижалось, а к 7-м суткам наблюдалось полная утрата свойств клеток печени, что подтверж-
дено данными иммунофенотипического анализа. 

Метаболическая активность выделенных гепатоцитов оценивалась методом количественного коло-
риметрического анализа уровня продукции мочевины в клеточном супернатанте на 1, 3, 7 и десятые 
сутки после процедуры изоляции клеток печени. Наличие мочевины в культуральной среде свидетель-
ствует, наряду с морфологическими характеристиками, о принадлежности выделенных клеток к гепато-
цитам. Постепенное уменьшение концентрации данного продукта жизнедеятельности клеток в образце 
позволяет судить о снижении метаболической активности гепатоцитов, что соответствует результатам 
иммунофенотипического и морфологического анализа и согласуется с многочисленными литератур-
ными источниками. Большинство образцов имели схожий уровень продукции мочевины с тенденцией 
к  увеличению на десятый день культивирования, что может говорить о постепенной гибели клеток 
и выделении продуктов их распада.

Фракция мононуклеарных клеток выделялась по ранее разработанному модифицированному про-
токолу с использованием экстракорпоральной механической обработки жировой ткани. Для всех об-
разцов МСК, выделенных из жировой ткани, в процессе культивирования была проанализирована экс-
прессия маркеров клеточной поверхности методом проточной цитофлюриметрии для подтверждения 
принадлежности клеток к мезенхимальным стволовым. Для иммунофенотипирования МСК ЖТ был 
выбран спектр маркеров, наиболее часто экспрессируемых на стромальных стволовых клетках: CD 90, 
CD 105, CD 13, CD 44, CD 45, CD 73, CD 34, CD 54, CD 29, CD 9. МСК ЖТ образцов, рассмотренных 
ниже, характеризовались постоянно высокими уровнями стромально-ассоциированных маркеров (CD 
90, CD 105, CD 13, CD 44, CD 73, CD 29, CD 9) и низким уровнем СD 34. Исследуемые клетки были 
негативны по маркерам CD 45 и HLA-DR.

При микроскопировании клеточных культур, дифференцированных в гепатогенном направлении 
(опыт и контроль), наиболее значительные морфологические изменения были установлены на 14-й 
день культивирования (седьмой день культивирования на втором этапе), которые заключались в том, 
что клетки утратили фибробластоидную морфологию и приобрели распластанную полигональную 
форму. Коме того, на данном этапе отмечалось увеличение генной экспрессии фетального маркера 
α-фетопротеина, а также максимума достигали отличия в уровне экспрессии генного маркера ALB 
в опытной группе в сравнении с контролем (экспрессия альбумина усиливалась у дифференцирован-
ных МСК).
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Иммунофенотипические характеристики клеток незначительно изменялись: наблюдалось снижение 
экспрессии CD 105, однако уровень других маркеров адгезии сохранялся на прежнем уровне. Получен-
ные в процессе дифференцировки гепатоцитоподобные клетки оценивались как CD 68-.

Использование МСК в качестве скаффолда для культивирования является одним из новейших под-
ходов в получении клеточного трансплантата клеток печени. Проведено исследование по влиянию 
мезенхимальных стволовых клеток на полученный трансплантат гепатоцитов использования МСК 
в качестве биодеградируемого скаффолда. Отрабатывалось два способа культивирования сложных со-
вместных культур: 

1) использование дифференцированных в гепатогенном направлении мезенхимальных клеток; 
2) использование культуры мезенхимальных стволовых клеток, достигшей монослоя.
При морфологическом анализе культур гепатоцитов в 1–3 сутки не регистрировалось значимых от-

личий в зависимости от используемого скаффорда. Оба типа скаффолдов обеспечивали поддержание 
морфологии культуры гепатоцитов. При дальнейшем культивировании наблюдалось снижение адге-
зивных свойств дифференцированных в гепатогенном направлении клеток в сравнении с недифферен-
цированными МСК.

Кроме изучения морфологических характеристик по мере накопления образцов клеток, выделенных 
из печени, был исследован уровень секреторной активности изолированных гепатоцитов (n=15), совмест-
ных культур МСК+гепатоциты (n=15) и дифференцированных МСК+гепатоциты (n=15) для выявления 
статистически значимых различий. Проводилось определение уровня секреции протеинов выделенными 
клетками печени на приборе для мультиплексного анализа Luminex 200TM. Измерялась концентрация 
следующих белков: AFP, ANGPTL3, ANGPTL4, ANGPTL6, FABP, FGF-19, FGF-21, FGF-23 и HGF.

Для анализа полученных данных был применен непараметрический метод Манна–Уитни (STATIS-
TICA 6.0). Были установлены статистически значимые различия по секреторной активности ANGPTL4 
(р=0,03) и тенденция к увеличению уровня HGF (р=0,06) (рис. 1, 2).

Рис. 1. Уровень секреторной активности ANGPTL4 дифференцированных в гепатогенном направлении  
МСК+гепатоциты (n=15), МСК + гепатоциты (n=15) (р<0,03)

Fig. 1. The level of the secretory activity of ANGPTL4 of co-cultures hepatocyte-like cells + hepatocytes (n = 15)  
co-cultures of MSCs + hepatocytes (n = 15) (p < 0.03)
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Рис. 2. Уровень секреторной активности HGF дифференцированных в гепатогенном направлении МСК+гепатоциты (n=15), 
МСК + гепатоциты (n=15) (р<0,06)

Fig. 2. The level of the secretory activity of HGF of co-cultures hepatocyte-like cells + hepatocytes (n = 15) co-cultures  
of MSCs + hepatocytes (n = 15) (p < 0,06)

По уровню секреции альфа-фетопротеина не было установлено статистически достоверных разли-
чий между группами (р>0,05).

Полученные результаты свидетельствуют о положительном влиянии дифференцированных мезенхималь-
ных стволовых клеток на уровень секреции протеинов печени и поддержании функциональных и метаболи-
ческих свойств изолированных гепатоцитов в первые дни культивирования. Однако при более длительном 
культивировании рекомендуется в качестве скаффолда использовать недифференцированные МСК. 

Совместное культивирование мезенхимальных стволовых клеток, выделенных из жировой ткани, 
и изолированных клеток печени способствует сохранению клеточного трансплантата в течение опре-
деленного периода времени в сравнении с монокультурой гепатоцитов. Предположительно, что сти-
мулированные гепатоцитами мезенхимальные стволовые клетки вырабатывают паракриновые факто-
ры. Эти данные свидетельствуют об уменьшении гибели клеток (и в частности, апоптоза гепатоцитов) 
и улучшении их выживаемости.

Предыдущие исследования показали, что выделенные из костного мозга стволовые клетки оказы-
вают защитное действие на гепатоциты грызунов in vitro и in vivo. Группой исследователей под руко-
водством Исода (2004) было выявлено, что стволовые клетки, выделенные из костного мозга, поддер-
живают функцию гепатоцитов путем секреции IL-6, отвечающего за усиление продукции мочевины 
при сохранении альбумина на прежнем уровне [7]. Другая научная группа во главе с Махаджерани вы-
полняла трансплантацию мышам человеческих гепатоцитов, культивированных совместно со стволо-
выми клетками костного мозга, и обнаружила степень улучшения приживления, по сравнению с моно-
культурой клеток печени [8]. МСК, как известно, являются структурной опорой для клеток организма 
и обладают антиапоптическим, иммуномодулирующим действием. Кроме того, был исследован эффект 
культивирования мезенхимальных стволовых клеток костного мозга совместно с гепатоцитами кры-
сы и лимфоцитами человека, а также и найдена зависимость влияния совместного культивирования 
с лимфоцитами на функциональную активность гепатоцитов и развитие противовоспалительного от-
вета [9–12]. Данный эффект опосредован комбинацией развития ответа через межклеточные контакты 
и через растворимые факторы (факторы роста, цитокины внеклеточного матрикса) [13].

Эта вспомогательная роль мезенхимальных стволовых клеток особенно перспективна в контексте кле-
точной трансплантации при острой печеночной недостаточности. Трансплантация гепатоцитов может по-
служить в качестве моста для регенерации собственной печени либо поддерживающей терапии у пациентов 
в предтрансплантационном периоде, обеспечивая достаточное время для поиска подходящего органа. Опре-
делено, что МСК могут служить потенциальной альтернативой трансплантации гепатоцитов при острой 
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печеночной недостаточности. Однако, хотя мезенхимальные стволовые клетки могут ускорить процесс 
восстановления печени, МСК не всегда способны обеспечить недостающие функции печени. Совместная 
трансплантация мезенхимальных стволовых клеток и гепатоцитов при острой печеночной недостаточности 
может обеспечить оптимальное сочетание поддержки печени с противовоспалительным действием.

Ко-трансплантация гепатоцитов и аллогенных мезенхимальных стволовых клеток жировой ткани 
была технически успешно выполнена пяти пациентам. У четверых пациентов причиной печеночной 
недостаточности послужил цирроз печени и у одного – обширная резекция печени.  Во всех случаях 
процедура прошла без осложнений, мониторинг давления в воротной вене не показал его роста.  

Применение клеточного трансплантата на основе гепатоцитов и мезенхимальных стволовых кле-
ток способствовало значимому улучшению синтетической и экскреторной функции печени. Уровень 
альбумина был достоверно выше (33(28;35) г/л против 29(25;32) г/л), а МНО (1,6(1,4;1,9) против 
2,15(1,8;2,3)) и билирубина (51(35;67) мкмоль/л против 87(60;90) мкмоль/л) – ниже в основной группе. 
В группе сравнения имело место прогрессирование печеночной энцефалопатии у 2-х из пяти пациен-
тов, а в основной группе подобное прогрессирование было у одного пациента.

Т а б л и ц а 

Сравнительная характеристика лабораторных показателей в основной группе и группе сравнения  
через 7 дней после инфузии клеток

Ta b l e 

Comparative characteristics of laboratory parameters in the main group and the comparison  
group 7 days after the infusion of cells

Лабораторный 
показатель

Основная 
группа, n=5

Группа сравнения, 
n=5

Достоверность различий 
между группами*

Изменение 
показателя

Альбумин, г/л 33(28±35) 29(25±32) p= 0,045
МНО 1,6(1,4±1,9) 2,15(1,8±2,3) p=0,04 Ї
Билирубин, мкмоль/л 51(35±67) 87(60±90) p=0,04 Ї

Примечание. *Mann –Whitney U-Test

Степень выраженности печеночной недостаточности была оценена с помощью формулы расчета 
балла MELD: 0,95xLog e (креатинин мг/дл)+ 0,378xLog e (билирубин мг/дл)+1, 120x Log e (МНО)+0,643 
(www. mayoclinic. org/gi-rst/mayomodel5. html).

Наблюдалось статистически достоверное снижение балла MELD через 28 дней после ко-
трансплантации гепатоцитов и аллогенных мезенхимальных стволовых клеток жировой ткани (Mann–
Whitney U-test; р=0,02) (рис. 3).

Рис. 3. Влияние совместной трансплантации гепатоцитов и МСК на балл MELD

Fig. 3. Effect of co-transplantation of hepatocytes and MSCs on the MELD score
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Таким образом, интрапортальная совместная инфузия гепатоцитов и аллогенных мезенхимальных 
стволовых клеток жировой ткани пациентам с печеночной недостаточностью на фоне цирроза и об-
ширной резекции печени была безопасной в отношении нежелательных явлений и эффективной в от-
ношении синтетической и метаболической функции печени.

Заключение
Полученные результаты позволяют констатировать следующее:
1. Культивирование выделенных из печени гепатоцитов без использования скаффолдов не обеспе-

чивает увеличения количества клеток и приводит к снижению их жизнеспособности с 98 % (96–100 %) 
до 15 % (10–28 %) в день 1 и в день 7 соответственно. Синтез секреторных белков печени HGF (p=0,06) 
и ANGPTL4 (р<0,03) свидетельствует о возможности использования дифференцированных мезенхи-
мальных стволовых клеток в качестве скаффолда для поддержания функциональных свойств изолиро-
ванных гепатоцитов в процессе культивирования.

2. Высокий уровень секреции протеинов печени дифференцированными мезенхимальными стволо-
выми клетками и обеспечение ими функциональных и метаболических свойств изолированных гепа-
тоцитов наблюдается в первые дни культивирования. Однако при более длительном культивировании 
рекомендуется в качестве скаффолда использовать недифференцированные МСК.

3. Совместная трансплантация мезенхимальных стволовых клеток и гепатоцитов в качестве клеточ-
ной терапии при острой печеночной недостаточности обеспечивает оптимальное сочетание поддержки 
печени с противовоспалительным действием.
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