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В настоящем обзоре освещаются успехи использования для профилактики и лечения острой печеночной 
недостаточности алло- и ксеногенных гепатоцитов донора, а также указываются существующие в 
настоящее время проблемы трансплантации гепатоцитов и других клеток печени.
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This article describes successful application of donor’s allo- and xenogenic isolated hepatocytes for prevention 
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Известно, что печеночная недостаточность 
может осложнять течение не только заболеваний 
гепато-панкреатодуоденальной зоны, но и других 
органов и систем организма. Имеется описание 
случаев молниеносной печеночной недостаточ-
ности при миллиарном туберкулезе, раке легкого, 
болезни Альцгеймера и другой патологии [33]. 

По данным ВОЗ, смертность от хронической пе-
ченочной недостаточности, занимает пятое место 
среди других заболеваний, а от острой печеночной 
недостаточности (ОПН) достигает 70–90 % [25, 30]. 
Клиническое применение традиционных методов 
временной поддержки функции печени (гемо-
диализ и перитонеальный диализ, перекрестное 
кровообращение с человеком или бабуином, экс-
тракорпоральное подключение гомо- и гетеропе-
чени, плазмаферез, гемосорбция, лимфосорбция, 
обменное переливание крови и плазмы и др.) не 
всегда приносит желаемые результаты. 

По мнению ряда исследователей [7, 12, 48], 
наиболее перспективным направлением в лечении 
печеночной недостаточности является транс-
плантация изолированных ксено- или аллогепа-
тоцитов.

Принципиально трансплантация гепатоцитов 
близка к вспомогательной трансплантации доли 
печени и отличается от нее технической простотой 
вмешательства, экономным расходованием мате-
риала, использованием криоконсервированных 
клеток. Она может рассматриваться как вспомога-

тельный метод подготовки пациента к ортотопиче-
ской трансплантации печени [9]. В США ежегодно 
около 5000 человек нуждаются в трансплантации 
печени по тем или другим причинам, но менее чем 
четверти таких больных выполняют спасительную 
операцию. Остальные пациенты, находящиеся в 
«листе ожидания», умирают из-за отсутствия со-
вместимой донорской печени [53]. В Германии, 
Англии, Франции в год около 15000 пациентов уми-
рают, не дождавшись операции [47]. Дефицит каче-
ственных донорских органов, рост числа пациентов 
в «листе ожидания», большая стоимость операций, 
разнообразные послеоперационные осложнения 
заставляют университеты и фирмы заниматься 
трансплантацией гепатоцитов как альтернативным 
методом пересадке целого органа. 

Как известно, гепатоциты составляют 90–95 % 
массы и 2/3 объема популяции клеток печени. В них 
содержится 98 % митохондрий печени, поэтому в 
энергетическом и функциональном отношении они 
наиболее важны в метаболизме органа [4].

В настоящее время не существует обще-
принятой методики получения изолированных 
гепатоцитов. Методы получения изолированных 
печеночных клеток предусматривают двухэтапную 
перфузию с целью разрушения межклеточных 
контактов [40]. Оценка жизнеспособности изоли-
рованных клеток печени по окраске трипановым 
синим, основанная на проникновении красителя 
через поврежденную клеточную мембрану, пока-
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зала, что количество жизнеспособных гепатоцитов 
стабильно составляет 60–80 % [37]. 

В эксперименте и в клинике было доказано, 
что белково-синтетическая функция печени также 
сохранялась в изолированных гепатоцитах. Так, 
после их инкубации в течение 7 суток в альгинате 
кальция были выявлены синтез и секреция про-
тромбина, плазменного протеина, холестерола, 
ацилтрансферазы и холинэстеразы [11]. Также от-
мечена способность культивируемых гепатоцитов 
синтезировать ДНК и α-фетопротеин [4]. 

Результаты исследований показали, что транс-
плантированные гепатоциты включаются в мета-
болические и детоксицирующие процессы [21], 
нормализуют биохимические показатели, снижают 
деструкцию в органе, а также благоприятствуют раз-
витию репаративных процессов в печени реципиен-
та. Это достигается путем изменения гуморальных и 
молекулярных механизмов за счет секреции факто-
ров пролиферации, что также является критерием 
оценки функциональной активности изолирован-
ных гепатоцитов [51]. Важным в познании природы 
синтеза фактора роста явился факт взаимодействия 
не паренхиматозных клеток печени с гепатоцитами 
при совместной их культивации [31].

Исследователями была произведена оценка 
жизнеспособности изолированных гепатоцитов 
на основании общепринятых морфологических 
и биохимических тестов. При этом они вводили 
взвесь печеночных клеток внутрисосудисто и вну-
трибрюшинно крысам с моделированной острой 
печеночной недостаточностью [2].

При исследовании функциональной актив-
ности полученных изолированных клеток была 
выявлена высокая скорость эндогенного дыхания, 
подтверждающая сохранившиеся энергетические 
и функциональные свойства гепатоцитов [5]. При 
инкубации изолированные клетки были способны 
потреблять О

2
, синтезировать глюкозу из лактата, 

конъюгировать свободный билирубин, связывать 
аммиак с последующим превращением его в моче-
вину, синтезировать и накапливать гликоген, связы-
вать кортикостероиды и фенобарбитал цитохромом 
Р-450 (т.е. биотрансформировать ксенобиотики), 
производить кетоновые тела из жирных кислот. 
Кроме того, содержание адениловых нуклеотидов 
в изолированных гепатоцитах было выше, чем в 
изолированной перфузируемой печени [6, 19].

Как in vivo, так и in vitro зарегистрирован деток-
сицирующий эффект суспензии микросомальных 
ферментов, полученной из изолированных гепа-
тоцитов. Ферментативная оксидация позволила 
превратить высокотоксичный жирорастворимый 
эндотоксин диметилсульфоксид в нетоксичное 
водорастворимое соединение этилметилсульфида 
и диметилсульфида, а также отмечена глюкурони-
зация фенола [52].

В некоторых публикациях отмечена эффектив-
ность использования не целых гепатоцитов, а их 
ферментных микросомальных систем [50].

В других исследованиях доказано, что при острой 
печеночной недостаточности более выраженный 

клинический эффект достигается использованием 
свежевыделенных, а не криоконсервированных 
изолированных гепатоцитов. Их жизнеспособность 
оценивается на основании теста с трипановым 
синим и составляет 40–50 % [6]. Вышесказанное 
диктует необходимость использования изолиро-
ванных гепатоцитов с достаточно высоким уровнем 
сохранности функционально-метаболических ха-
рактеристик. В зависимости от характера и тяжести 
заболевания требования к функциональному со-
стоянию и количеству изолированных гепатоцитов 
могут варьировать и быть не столь строгими.

В настоящее время разрабатываются два на-
правления использования изолированных гепато-
цитов для лечения печеночной недостаточности: 
трансплантация гепатоцитов и их экстракорпо-
ральное подключение. В резюме симпозиума по 
острой печеночной недостаточности Национально-
го института здоровья США среди других перспек-
тивных методов лечения, наряду с трансплантацией 
печени были перечислены трансплантация ксено- и 
аллогенных гепатоцитов, экстракорпоральное 
подключение гепатоцитов. Есть прямые указания 
на то, что только чужеродные функционирующие 
гепатоциты могут обеспечивать эффективную под-
держку печени реципиента [12, 18].

Большинство авторов считают, что наиболее 
эффективным является применение изолирован-
ных гепатоцитов в экстракорпоральных системах 
[1, 7, 26]. Более того, в случаях, когда ортотопи-
ческая трансплантация печени недоступна из-за 
ограниченности ресурсов или по другим причинам, 
пересадка изолированных гепатоцитов или 3–6-
дневное подключение пациентов с острой печеноч-
ной недостаточностью к колонке с «искусственной 
печенью» дает время для поиска подходящего до-
норского органа [17]. 

Таким образом, применение экстракорпораль-
ных биоискусственных поддерживающих систем 
способствует восстановлению функции печени 
пациента, и позволяют выиграть время перед орто-
топической трансплантацией печени [17]. 

Применение ксеногенных изолированных 
гепатоцитов в «искусственной печени» является 
методом выбора при острой печеночной недоста-
точности, если исключается риск инфицирования 
пациента. Так, одним из преимуществ «искусствен-
ной печени» является отсутствие необходимости 
проведения иммуносупрессии у пациентов [14]. 
С другой стороны вид терапии с центрифужным 
способом требует значительного количества изо-
лированных гепатоцитов (до 250–500 мл густой 
взвеси клеток), специального оборудования и обу-
ченного персонала. Он может вызывать иммунные 
осложнения при повторном использовании с обра-
зованием свободных иммунных комплексов. 

Уже через 8–12 часов инкубации в перфу-
зионных системах отмечено, так называемое, 
«утомление печени», что проявлялось уменьше-
нием метаболической активности гепатоцитов 
[44]. Для обеспечения жизнедеятельности клеток 
в искусственной системе необходимы стабильная 
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температура (37–38 °С), строгий баланс ингреди-
ентов в перфузате и высокое рО

2
, то есть должен 

сохраняться эффект, так называемого, «ненасыт-
ного метаболизма печени» [17]. 

Одной из трудных задач при применении гемо-
сорбционной системы является надежная фикса-
ция гепатоцитов в сорбционной колонке [3].

Применение сохраненных изолированных 
печеночных клеток дает возможность выполнять 
их трансплантацию от одного донора нескольким 
реципиентам в течение короткого времени. Для 
клинического применения изолированных гепа-
тоцитов необходимо создание банка клеток, чтобы 
разобщить во времени забор и выделение клеток с 
их применением. 

Среди существующих способов хранения су-
спензии изолированных гепатоцитов на первый 
план выходит консервация гепатоцитов, улучше-
ние ее техники [41, 45]. Наиболее приемлемой 
для создания банка изолированных гепатоцитов 
оказалась криоконсервация клеток в жидком азо-
те. При низкотемпературном хранении (–196 °С), 
практически не развивается процесс повреждения 
клеток из-за полного прекращения обменных про-
цессов в них. Это делает возможные сроки хране-
ния больших количеств суспензии изолированных 
гепатоцитов практически неограниченными. 

Современное развитие методов криозащиты 
существенно уменьшило повреждение клеток [5]. В 
частности, среди консервирующих растворов пред-
почтение отдается раствору UW, эмбриональной 
бычьей (телячьей) сыворотке, DMSO. Этот метод 
обеспечивает жизнеспособность 90 % дифферен-
цированных первичных человеческих гепатоцитов 
через 8 месяцев после криоконсервации, что под-
тверждено тестом с трипановым синим. Так, под-
вергнутые криоконсервации изолированные клетки 
в сравнении с фрагментами ткани печени показали 
отсутствие существенных различий как в морфоло-
гическом строении, так и в их биохимической функ-
ции. Криоконсервированные клетки синтезировали 
глюкозу, мочевину и протромбин [23].

Использование этих клеток в клинике у больных 
с острой и хронической печеночной недостаточно-
стью выявило высокий лечебный эффект [8].

Примечательно, что, несмотря на использование 
в опытах человеческих гепатоцитов, консервиро-
ванных в течение 4 недель при температуре –80 °С, 
они проявляли свои функциональные свойства 
в полном объеме [34]. Применение криоконсер-
вированных изолированных ксеногепатоцитов у 
пациентов с острой печеночной недостаточностью 
и обострением хронических заболеваний печени по-
зволило долговременно поддерживать и обеспечи-
вать синтетическую и детоксицирующую функции 
печени, пока не восстановилась печень реципиента. 
Указанная методика показала превосходную выжи-
ваемость пациентов, ожидавших трансплантацию 
печени, чего не отмечалось в группе с обострением 
хронических заболеваний печени [20]. 

Несмотря на низкую приживаемость донорских 
гепатоцитов в печени или селезенке, они размно-

жаются и формируют устойчивые ростки новой па-
ренхимы в матриксе селезенки или печени крыс с 
острой печеночной недостаточностью. Количество 
пересаженных клеток печени увеличивалось в 7 раз 
между 3–14 днями после трансплантации. То есть, 
печень как бы вновь «заселяется» гепатоцитами, 
хотя для перепрофилирования плазматических 
мембран и увеличения массы и количества новых 
гепатоцитов нужно определенное время, которым 
будет определяться стратегия лечения [35]. Для 
увеличения эффективности имплантации донор-
ских гепатоцитов создают условия повышенной 
регенерации гепатоцитов реципиента стимуляцией 
апоптоза или частичной ишемии органа [36]. 

В эксперименте была разработана модель ОПН 
у свиней, путем обратимой хирургической ишемии. 
При этом 77 % животных погибли от печеночной 
комы через 22,5 ± 1,9 часа от начала ишемии. В 
анализах отмечалось прогрессивное снижение 
фибриногена, тромбоцитов, протромбинового 
времени, нарушение пяти из семи факторов свер-
тывания крови. Некроз печеночных клеток соста-
вил у выживших животных 74 ± 4,7 %, у погибших 
от печеночной комы – 86 ± 5,5 %. Данная модель 
может быть использована для количественной 
оценки использования трансплантации гепатоци-
тов у человека [10].

Инкапсулированные изолированные алло- и 
ксеногенные гепатоциты, трансплантированные 
в брюшину после 95 % резекции печени у крыс, 
снижали смертность до 39 и 36 % соответственно 
и сохранялись в организме в течение 2 месяцев 
после трансплантации [52]. Введение в селезенку 
2 × 107 гепатоцитов в 0,3 мл среды DMEM за 24 часа 
до резекции 90 % печени увеличило выживаемость 
крыс, значительно увеличило отношение веса 
остаточных долей печени к весу тела, улучшило 
биохимические показатели через 24 часа после 
гепатэктомии. Гепатоциты активно выделяли 
глюкозо-6-фосфатазу [16]. Внутриселезеночная 
трансплантация 2 × 106 OUMS – 29 (клониро-
ванная культура высокодифференцированных 
человеческих гепатоцитов) защитила животных от 
гипераммониемии и связанной с ней печеночной 
энцефалопатии, значительно увеличило выживае-
мость при 90 % резекции печени у крыс [38]. 

После индукции в течение 4 недель декомпенси-
рованного цирроза печени на фоне CCL

4 
выполня-

лась трансплантация изогенных гепатоцитов крысы 
в селезенку, внутрибрюшинно, внутрибрюшинная 
трансплантация гомогената изогенных гепатоцитов 
крысы, трансплантация изогенных клеток костного 
мозга и введение в селезенку среды DMEM. Во всех 
группах, кроме группы с трансплантацией гепато-
цитов в селезенку, снижалась масса тела и уровень 
сывороточного альбумина. Протромбиновое время, 
уровень общего билирубина, сывороточного ам-
миака были значительно ближе к нормальным по-
казателям в этой группе. Выживаемость животных 
составила от 15 до 128 дней [32]. 

Ранее отмечено, что эмбриональная ткань пе-
чени крысы богата клетками, которые являются 
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предшественниками гепатоцитов. Они высоко 
пролиферативны, восприимчивы к ретровираль-
ной трансдукции, выживают и функционируют во 
взрослой печени, если имеется печеночный регене-
ративный стимул [39]. Интрапортально трансплан-
тированные фетальные гепатоциты синтезировали 
существенное количество белка при стимуляции 
фактором роста гепатоцитов [43]. 

Также было показано, что фетальные гепато-
циты могут быть успешно пересажены в селезенку 
реципиента с формированием через 4–10 недель 
после трансплантации балкоподобных структур в 
красной пульпе, а к 6–10 неделе определялись ци-
тохромы Р 450LaW, Р 4501А1 , Р 45011В1 , Р 450р, Р 450 
HLp без любой предшествующей индукции [22].

Изолированные эмбриональные гепатоциты на 
основе хитозана, обработанном эндотелиальным 
фактором роста (ECGF), были пересажены крысам 
в подкожно-жировую клетчатку паховой области. 
Хитозан использовался как структурное подобие 
гликозаминогликанам, которые играют ведущую 
роль в процессе деления, дифференцировке и 
морфогенезе клетки. Имммуногистохимическим 
анализом было показано разрастание переса-
женных гепатоцитов в течение 2 недель с форми-
рованием подобия печеночной ткани. Напротив 
гепатоциты, пересаженные без предварительного 
ECGF-стимулированного ангиогенеза погибали 
через 1 сутки после трансплантации. Этим было 
доказано, что хитозан, как биологическая матрица, 
имеет хорошие свойства для приживаемости транс-
плантированных клеток печени, а кроме того адек-
ватная васкуляризация важна для выживаемости 
гепатоцитов в эктопических очагах [56]. 

В эксперименте на зародышах приматов и ягнят 
была показана относительно безопасная трансплан-
тация через пупочную вену криоконсервированных 
эмбриональных, преобразованных генетически 
ретровирусом гепатоцитов, в объеме 1–2 × 107 кле-
ток. После введения отмечалось сосудистый спазм, 
брадикардия у 2 зародышей, которые погибли. При 
дальнейшем гистохимическом исследовании и ме-
тодом ПЦР не выявлено пересаженных клеток в пе-
чени, однако выявлены пересаженные гепатоциты 
в легком, головном мозге, надпочечнике, плаценте 
[28]. Тем самым, увеличивая количество пересажи-
ваемых клеток и используя эффективные вирусные 
векторы (ретровирусы мышиный, птичий, свиной 
и ДНК-вирусы). Это может быть использовано для 
внутриутробной коррекции многих наследствен-
ных заболеваний печени [44].

Последние исследования показывают значи-
мость трансплантации гепатоцитов для генной 
терапии ex vivo наследственных гепатаргий и кор-
рекции печеночной недостаточности [23, 35, 49].

Трансплантация гепатоцитов у человека неред-
ко ведет к иммунному конфликту между реципи-
ентом и донором в виде реакции отторжения. При-
менение цитостатика FK 506 в эксперименте при 
трансплантации фетальных, алло- и ксеногенных 
гепатоцитов у крыс породы NAR показало высокие 
уровни сывороточных белков через 4 недели после 

трех выполненных видов трансплантации, чем у 
животных без иммуносупрессии [13]. 

Решением этой проблемы может стать при-
менение полимерных микропористых носителей 
гепатоцитов, что улучшит их выживание, а мем-
брана капсулы эффективно защитит гепатоциты, 
несмотря на иммунизацию хозяина [56].

Имеется гистологическое подтверждение со-
хранения ультраструктуры изолированных крио-
консервированных аллогенных гепатоцитов при их 
трансплантации в портальную вену или в селезенку 
мышей линии CBA в течение 21 дня. В этих случаях 
не отмечалось реакции отторжения и не потребо-
валось иммуносупрессии реципиента [46]. 

В настоящее время выделено и идентифициро-
вано более 10 факторов, влияющих на пролифера-
цию клеток печени. Среди них наиболее изучены 
гепатопоэтины, эпидермальный (EGF), трансфор-
мирующий (TGF), тромбоцитарный (PDGF), инсу-
линоподобный (IGF) и гепатоцитарный факторы 
роста (HGF) [27]. 

Наиболее митогенным эффектом обладает 
фактор роста гепатоцитов, содержание которого в 
эмбриональной ткани в 10 раз больше, чем у взрос-
лых особей, однако он наиболее эффективен при 
концентрации 1–2 нг/мл в сыворотке крови [27]. 

Несмотря на оптимистические и обнадежи-
вающие результаты применения трансплантации 
клеток печени в эксперименте и в клинике остается 
достаточно проблем далеких от своего решения 
на современном этапе. Это, прежде всего: 1) не-
достаточное количество пригодных органов для 
получения изолированных клеток; 2) недостаточно 
эффективные методы получения изолированных 
клеток; 3) противоречивые методы консервации 
изолированных клеток; 4) ограниченное понима-
ние на данный момент механизмов, управляющих 
ростом и пролиферацией пересаженных клеток; 5) 
современные неадекватные методы оценки роста и 
отторжения пересаживаемых клеток [29].

Сюда следует отнести наличие иммуноло-
гического барьера при использовании алло- и 
ксеногенных клеток, пусть и меньшего, чем при 
орототопической трансплантации печени. Хотя в 
данном случае может проявляться, так называе-
мый, феномен иммунотолерантности и с успехом 
применяются иммуносупрессоры, инкапсулирова-
ние изолированных клеток, обработка ферментами 
[24]. Ограничением трансплантации гепатоцитов 
также является то, что изолированные клетки могут 
плохо выживать в новой среде и нужно определен-
ное время для их оптимального функционирова-
ния. Потенциальным ограничением может стать 
обеспечение секреции желчи при трансплантации 
гепатоцитов в различные эктопические очаги, кро-
ме печени [37]. Существенным физиологическим 
барьером является несоответствие между челове-
ческими белками и белками, вырабатываемыми 
ксеногенными гепатоцитами [42].

В настоящее время неясен полностью механизм 
действия изолированных гепатоцитов, приме-
няемых для лечения печеночной недостаточности. 
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Коррекция врожденных печеночных энзимопатий 
трансплантацией изолированных алло- и ксеноген-
ных гепатоцитов доказывает важность выполнения 
метаболических функций собственно пересажен-
ными клетками [12]. Кроме того, предварительная 
сенсибилизация реципиента к донорским клеткам 
не снижает эффективность пересадки изолирован-
ных гепатоцитов [54].

Насущные нужды клинической гепатологии тре-
буют углубленного изучения всего спектра факто-
ров и механизмов, оказывающих лечебный эффект 
при использовании изолированных гепатоцитов. 
Остается много белых пятен в современном знании 
ассимиляции и пролиферации пересаженных кле-
ток. Однако актуальность широкого клинического 
применения живых изолированных гепатоцитов не-
сомненна. В недалеком будущем их использование 
в качестве временной поддержки функции печени 
и ее энергозамещение станет одним из важнейших 
лечебных методов современной медицины. 
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