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Цель исследования – определить эффективность культуральной жидкости аллогенных гепатоцитов и выде-

ленных из них белков при коррекции иммунных и метаболических нарушений остро возникшего ишемического 
поражения печени.  

Материалы и методы. Исследование выполнено на 105 половозрелых и здоровых крысах линии Вистар. 
Острое ишемическое поражение печени (ОИПП) вызывали пережатием гепатодуоденальной связки в течение 
20 минут. Выделенные от новорожденных животных аллогенные гепатоциты использовали для приготовления 
культуральной жидкости, из которой получали белки. Культуральную жидкость аллогенных гепатоцитов (КЖАГ) 
и их белки вводили с началом моделирования острой ишемии печени пятикратно (с интервалов в 24 часа) внутри-
брюшинно крысам с ОИПП по расчету 5 мг/кг белка.  

Результаты. Острая ишемия печени вызывает развитие биохимических синдромов поражения печени (цито-
лиза, внутри- и внепеченочного холестаза, токсического поражения, недостаточности синтетических процессов), 
активирует процессы перекисного окисления липидов, нарушает внутриэритроцитарный метаболизм, вызывает 
развитие оксидантного стресса, супрессию формирования адаптивного и врожденного иммунитета. Введение жи-
вотным с ОИПП КЖАГ, неразделенных белков КЖАГ или белков КЖАГ с молекулярной массой (ММ) менее 130 
кДа нормализует или корригирует изученные биохимические и иммунологические параметры. Белки КЖАГ с ММ 
больше 130 кДа такими эффектами не обладают. 

Заключение. При анализе корригирующей активности КЖАГ или белков КЖАГ при остро возникшем ише-
мическом поражении печени на динамику биохимических маркеров, формирование клеточного и гуморального 
иммунитета, внутриэритроцитарный метаболизм, изменение метаболической и функциональной активности 
нейтрофилов периферической крови, активирование свободно-радикального окисления, установлена следующая 
последовательность (по степени увеличения эффективности): отсутствие корригирующего эффекта у белков КЖАГ 
с ММ более 130 кД, наличие нормализующей и корригирующей активности: КЖАГ – неразделенные белки КЖАГ 
– белки КЖАГ менее 130 кД. 

Ключевые слова: иммунометаболические нарушения; белки культуральной жидкости аллогенных гепатоци-
тов; остря ишемия печени.  

Литвинова Екатерина Сергеевна – канд. мед. наук, доцент кафедры патологической анатомии, КГМУ, г. Курск.  
E-mail: kat_roma@mail.ru (автор, ответственный за переписку) 

Конопля Александр Иванович – д-р. мед. наук, профессор, заслуженный деятель науки РФ, зав. кафедрой биологической 
химии, КГМУ, г. Курск. ORCID iD: 0000-0003-4748-8405. E-mail: konoplya51@mail.ru  

Дудка Виктор Тарасович – канд. мед. наук, доцент, зав. кафедрой патологической анатомии, КГМУ, г. Курск.  
E-mail: dudkaviktor@rambler.ru  

В настоящее время проблема диагностики и 
терапии острых и хронических заболеваний пе-
чени продолжает оставаться актуальной в связи 
со сложностью дифференциальной диагностики 
и оптимального выбора эффективных патогене-
тических способов лечения на фоне продолжа-
ющегося роста количества пациентов с данной 
патологией [1, 13, 20, 26]. 

В клинической практике для бескровных 
манипуляций на печени нередко используется 
пережатие печеночно-дуоденальной связки. 
Однако возникающая при этом ишемия ткани 
может быть причиной резких нарушений 
функции печени. Увеличение сроков острой 
ишемии более чем на 15 минут приводит не 
только к деструктивным процессам в ткани пе-

чени, но и оказывает отрицательное влияние на 
весь организм в целом [3, 21, 22, 25]. 

В условиях ишемии печени в первую оче-
редь усиливаются свободно-радикальные про-
цессы и обусловленное ими перекисное окисле-
ние липидов (ПОЛ) клеточных мембран. Уско-
рение образования гидроперекисных радикалов 
приводит к нарушению структуры клеточных 
мембран и повышению их проницаемости, что 
усиливает выход в сосудистое русло компонен-
тов цитоплазмы, клеточных органелл и продук-
тов нарушенного метаболизма клеток, способ-
ных непосредственно изменять функциональ-
ную активность иммунокомпетентных клеток. В 
целом иммунометаболические нарушения, воз-
никающие при гипоксии печени, и механизмы 
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их развития остаются все еще малоизученны-
ми [8, 10, 14, 19].  

Отсутствие эффективных средств и способов 
коррекции нарушений иммунного и метаболическо-
го статусов и развивающихся морфологических из-
менений в ткани печени при ее поражениях опреде-
ляет целесообразность исследования в эксперименте 
использования культуральной жидкости аллогенных 
гепатоцитов (КЖАГ) как отдельно, так и в сочета-
нии с фармакологическими препаратами (антиокси-
дантами и мембранопротекторами) [5]. 

Цель исследования – изучить эффективность 
применения культуральной жидкости аллоген-
ных гепатоцитов и выделенных из нее белков в 
коррекции метаболических и иммунных нару-
шений при остром ишемическом поражении 
печени. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  

ИССЛЕДОВАНИЯ 
 

Эксперименты проведены на 105 здоровых 
половозрелых крысах Вистар массой 150-200 г. 
Все исследования выполнялись в одно и то же 
время суток с 8 до 12 ч, содержание и выведение 
животных из эксперимента проводили с соблю-
дением принципов, изложенных в Конвенции 
по защите позвоночных животных, используе-
мых для экспериментальных и других целей 
(г. Страсбург, Франция, 1986), и согласно прави-
лам лабораторной практики РФ (приказ МЗ РФ 
№ 267 от 19.06.2003 г.). 

Острое ишемическое поражение печени 
(ОИПП) вызывали оперативным методом под 
внутрибрюшинным гексеналовым наркозом 
путем пережатия гепатодуоденальной связки в 
течение 20 минут. Верификация развития струк-
турных изменений в ткани печени производи-
лась гистологическими методами. 

Гепатоциты выделяли от аллогенных жи-
вотных через 5-6 дней после рождения. После 
забора печени производили ее измельчение в 
среде 199, клетки из ткани печени извлекали 
выдавливанием с использованием стеклянного 
гомогенизатора. Жизнеспособность клеток 
определяли в тесте с красителем – трипановым 
синим, при этом клеточные суспензии, содер-
жащие менее 90% жизнеспособных клеток, не 
использовали. В течение всех манипуляций с 
клеточной взвесью температура использован-
ной среды 199 составляла 36-37оС [5].  

Культуральную жидкость аллогенных гепа-
тоцитов (КЖАГ) получали культивировировани-
ем в среде 199 5х107 клеток на 3 мл среды в тече-
ние 6 ч.  

Для получения белков: из 50-100 мл КЖАГ их 
осаждали равным объемом 10% трихлоруксусной 
кислоты, образовавшийся осадок отделяли цен-

трифугированием в течение 20 мин при 1500 g, 
разводили в 0,9% растворе хлорида натрия и 
диализовали в двух сменах фосфатно-солевого 
буфера рН 7,2-7,4 в течение 18 часов. После опре-
деления концентрации белка и доведения его 
0,9% раствором хлорида натрия до 5 мг/мл полу-
ченный раствор фильтровали через стерилиза-
ционные мембраны 0,2 мкм, расфасовывали в 
стерильные флаконы по 2 мл и высушивали на 
установке лиофильной сушки «VIRTIS».  

Полученные КЖГА и выделенные из нее 
белки вводили крысам сразу после моделирова-
ния ишемии печени внутрибрюшинно пяти-
кратно (с 24-часовым интервалом) из расчета 
5 мг/кг массы тела [5]. 

Забор крови у экспериментальных живот-
ных осуществлялся под наркозом путем внут-
рисердечной пункции. Эритроциты и плазму 
получали из гепаринизированной крови путем 
центрифугирования. Для оценки функциональ-
ного состояния гепатоцитов в плазме крови 
определяли тимоловую пробу (ТП), активность 
аспартат- и аланинаминотрансфераз (АСТ, АЛТ), 
щелочной фосфатазы (ЩФ), гаммаглутамин-
транспептидазы (ГГТ), содержание билирубина 
(БР), фибриногена (ФГ), протромбиновый индекс 
(ПТИ). 

Интенсивность процессов ПОЛ оценивали 
по содержанию в плазме крови и эритроцитах 
ацилгидроперекисей (АГП) и малонового диаль-
дегида (МДА). Для оценки состояния антиокси-
дантной системы определяли методом прямо-
го/конкурентного твердофазного иммунофер-
ментного анализа (ИФА) активность суперок-
сиддисмутазы (СОД), каталазы и общую анти-
окислительную активность (ОАА). Уровень ста-
бильных метаболитов оксида азота (СМON) вы-
являли с применением набора для твердофазно-
го ИФА.  

Развитие гуморального иммунного ответа 
(ГИО) на эритроциты барана (ЭБ) оценивали на 
пятые сутки после иммунизации по содержа-
нию в селезенке антителообразующих клеток 
(АОК). Гиперчувствительность замедленного 
типа (ГЗТ) индуцировали внутрибрюшинным 
введением ЭБ (сенсибилизирующая доза). Через 
4 суток в подушечку стопы правой лапки вво-
дили разрешающую дозу ЭБ. О выраженности 
ГЗТ судили по разнице масс (РМ) регионарного 
и контрлатерального лимфатических узлов и по 
разнице количества в них кариоцитов (РК) [18]. 

Выделение нейтрофилов из полученной 
крови проводили на градиенте плотности фи-
колл-урографина (ρ=1,078). Фагоцитарная актив-
ность нейтрофилов периферической крови оце-
нивалась по фагоцитарному показателю, фаго-
цитарному числу и индексу активности фагоци-
тоза (ФП, ФЧ, ИАФ), а кислородзависимую – по 



Курский научно-практический вестник "Человек и его здоровье". – 2019. – № 1. 

105 

НСТ-тестам: спонтанному (НСТ-сп.) и стимули-
рованному опсонизированным и неопсонизи-
рованным зимозаном (НСТ-ст. о/з, НСТ-ст. н/з), 
коэффициентам опсонизации, активации на оп-
сонизированный и неопсонизированный зимо-
зан (КО, КАо, КАн) [6]. 

Для морфологического подтверждения раз-
вития моделируемых патологических измене-
ний и комплексной оценки эффективности кор-
рекции нарушений проведено гистологическое 
исследование печени. Кусочки органа фиксиро-
вали в 10% нейтральном формалине на 0,1 М 
фосфатном буфере рН=7,2 и заливали в пара-
фин. Парафиновые срезы толщиной 7-10 мкм 
окрашивали гематоксилином и эозином. Мик-
роскопическое исследование гистологических 
препаратов проводили с использованием меди-
ко-биологического микроскопа Nikon Eclipse Ci-
S со штатной цифровой камерой производства 
«Nikon Corporation», Япония при разных увели-
чениях объектива (×4, ×10, ×20, ×40). 

С помощью пакета компьютерных программ 
Microsoft Excel 2010 полученный цифровой ма-
териал подвергали статистической обработке с 
вычислением средних величин (M), ошибки 
средней арифметической (m). Существенность 
различий оценивали по U-критерию. Статисти-
чески значимыми считали различия с p<0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 
У животных с ОИПП морфологически по 

сравнению с контролем (интактными животны-
ми) в печени развивались дегенеративные из-
менения в виде крупнокапельной жировой дис-
трофии гепатоцитов, захватывающие обширные 
участки ткани по распространенности близки к 
диффузному характеру поражения. Границы 
гепатоцитов нечеткие, балочная структура стро-
ения долек нарушена, нередко встречались мел-
коочаговые некрозы гепатоцитов с развитием 
слабо выраженной нейтрофильно-макрофагаль-
ной воспалительной инфильтрации (рис. 1, 2). 

Функциональные нарушения при ОИПП ха-
рактеризовались развитием следующих биохи-
мических синдромов [15]: цитолиза (увеличение 
активности ACT и АЛТ), внутри- и внепеченоч-
ного холестаза (повышение активности ЩФ, ГГТ 
и концентрации БР), токсического поражения 
гепатоцитов (увеличение содержания БР, актив-
ности АЛТ, ACT, ЩФ, ГГТ, коэффициент 
ГГТ/АСТ меньше 1, коэффициент де Ритиса 
больше 1), недостаточности синтетических про-
цессов (снижение ПТИ и ФБ) и воспалительного 
(повышение ТП) (таблица 1). 

 
Рис. 1. Гистологическая картина ткани печени у интактного животного. Окраска гематоксилин-

эозин. Ув. х80. 
Fig. 1. Histological picture of liver tissue in an intact animal. Staining with hematoxylin-eosin, х80. 
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Рис. 2. Дегенеративные изменения ткани печени у животного с ОИПП. Окраска гематоксилин-эозин. 

Ув. х400. 
Fig. 2. Degenerative changes in liver tissue of an animal with AIDH. Staining with hematoxylin-eosin, х400. 
 

 
Рис. 3. Гистологическая картина ткани печени у животного с ОИПП, получавшего белки КЖАГ менее 

130 кД. Окраска гематоксилин-эозин. Ув. х200. 
Fig.3 Histological picture of liver tissue in an animal with AIDH who received CFAH proteins. Staining with hematoxylin-eosin, 

х200. 
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Таблица 1 
Table 1 

Белки аллогенных гепатоцитов и их влияние на функциональную активность  
при остром ишемическом поражении печени (М±m) 

Allogeneic hepatocyte proteins and their effect on functional activity in acute ischemic liver damage (М±m) 

Показатели 
Indicators 

Единицы 
измерения 

Unit  
of measure 

1 2 3 4 5 6 

Контрольная 
группа 

Control group 

Острая ишемия печени и введение: 
Acute liver ischemia and injection of: 

— КЖАГ 
CFAH 

Белки КЖАГ 
CFAH proteins 

Белки КЖАГ 
с ММ менее 

130 кДа 
CFAH proteins 
with МM less 

130 kDa 

Белки КЖАГ 
с ММ более 

130 кДа 
CFAH proteins 
with МM more 

130 kDa 
АЛТ 
АLТ 

Е/л 
U/L 

20.3±2.1 49.5±4.0*1 30.7±2.3*1,2 29.0±1.8*1,2 27.4±2.5*1,2 51.2±5.1*1,3-5 

ПТИ 
PTI 

% 61.3±3.3 37.8±1.3*1 58.7±2.3*2 60.3±2.9*2 62.4±4.1*2 40.2±1.8*1,3-5 

ACT 
АSТ 

Е/л 
U/L 

27.4±3.2 56.8±3.7*1 41.2±2*1,2 39.5±2.8*1,2 38.1±2.4*1,2 57.4±4.5*1,3-5 

ГГТ 
GGT 

Е/л 
U/L 

4.7±0.8 14.0±0.8*1 9.3±1.9*1,2 8.2±1.4*1,2 7.9±1.7*1,2 12.9±1.8*1,3-5 

ЩФ 
ALP 

Е/л 
U/L 

235±10.4 1136.3±95.6*1 382.5±12.3*1,2 401.3±15.2*1,2 391.3±11.8*1,2 987.9±85.6*1,3-5 

Коэффициент де 
Ритиса (АЛТ /АСТ) 

AST/ALT ratio 
1.32±0.03 1.15±0.03*1 1.34±0.02*2 1.36±0.04*2 1.4±0.07*2 1.12±0.04*1,3-5 

ТП 
ТT 

Ед. S-H 
S-H unit 

2.4±0.1 3.7±0.08*1,2 2.7±0.1*1,2 2.83±0.12*1,2 2.61±0.11*1,2 3.9±0.2*1,3-5 

ГГТ/АСТ 
GGT/AST 

0.17±0.02 0.25±0.03*1 0.23±0.01*1 0.20±0.02 0.21±0.03 0.22±0.03*1 

ФГ 
FG 

г/л 
g/L 

3.9±0.04 2.2±0.02 3.5±0.08*1,2 3.8±0.11*2 3.9±0.07*2,4 2.5±0.4*1,3-5 

БР 
BR 

мкмоль/л 
µmol/L 

4.9±0.9 19.6±1.3*1 7.1±0.4*1,2 6.9±0.4*1,2 6.7±0.3*1,2 18.4±1.7*1,3-5 

Примечание: на этой и всех следующих таблицах звездочкой (*) определены достоверные отличия 
средних арифметических (р=0,05); цифры рядом со звездочкой поясняют, по отношению к показателям 
какой из групп даны эти различия. КЖАГ – культуральная жидкость аллогенных гепатоцитов;  
ММ – молекулярная масса; АЛТ – аланинаминотрансфераза; АСТ – аспартатаминотрансфераза;  
ГГТ – гамма-глютамилтранспептидаза; ЩФ – щелочная фосфатаза; ПТИ – протромбиновый индекс;  
БР – билирубин; ТП – тимоловая проба; ФГ – фибриноген.  

Note: on this and all the following tables significant differences of arithmetic averages (p = 0.05) were noted in an asterisk (*); num-
bers next to an asterisk (*) explain in relation to the indicators of which group these differences are given. CFAH – culture fluid of alloge-
neic hepatocytes; MM – molecular mass; AST – aspartate aminotransferase; ALT – alanine aminotransferase; ALP – alkaline phosphatase; 
GGT – gamma-glutamyltranspeptidase; BR – bilirubin; PTI – prothrombin index; FG – fibrinogen; TT – thymol test. 

 
У животных, получавших белки КЖАГ с мо-

лекулярной массой (ММ) больше 130 кДа, кор-
рекции и (или) нормализации нарушений био-
химических параметров функциональной ак-
тивности гепатоцитов, вызванных острой ише-
мией печени, не наблюдалось. 

Введение животным с ОИПП КЖАГ норма-
лизовало ПТИ и соотношение АСТ/АЛТ не вли-
яло на коэффициент ГГТ/АСТ, а остальные ис-
следованные параметры функционально-

метаболической активности гепатоцитов при-
ближало к значениям контрольной группы, но 
не до их уровня. Применение цельных (не раз-
деленных на фракции) белков КЖАГ или белков 
КЖАГ с ММ менее 130 кДа оказалось более эф-
фективным, поскольку, по сравнению с КЖАГ, 
дополнительно нормализует уровень ФГ и ко-
эффициент ГГТ/АСТ (таблица 1). При морфоло-
гическом исследовании печени у животных 
с ОИПП, получавших белки КЖАГ с ММ менее 
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130 кД, в портальных трактах наблюдались не-
равномерное полнокровие сосудов и явления 
отека, в перипортальных отделах ткань печени 
без дегенеративных изменений: гепатоциты 
с гомогенной цитоплазмой и четкими граница-
ми образуют упорядоченно направленные и хо-
рошо контурирующиеся печеночные балки. В 
области центролобулярных отделов долек ба-
лочное строение печеночной ткани нечеткое, в 
цитоплазме гепатоцитов наблюдались явления 

гиалиново-капельной дистрофии, некроз от-
дельных клеток (рис. 3). 

Установлено, что у животных с ОИПП на си-
стемном (плазма крови) и локальном (эритро-
циты) уровне наблюдается активация ПОЛ (уве-
личение содержания МДА и АГП), развитие ок-
сидантного стресса (снижение ОАА, активности 
СОД и каталазы), снижение в плазме крови 
концентрации стабильных метаболитов оксида 
азота (таблица 3). 

Таблица 2 
Table 2 

Белки аллогенных гепатоцитов и их влияние на метаболические параметры  
эритроцитов и плазмы крови при остром ишемическом поражении печени (М±m)  

The effect of allogeneic hepatocyte proteins on metabolic parameters  
of blood plasma and erythrocytes in acute ischemic liver damage (М±m) 

Показатели 
Indicators 

Единицы 
измерения 

Unit  
of measure 

1 2 3 4 5 6 

Контрольная 
группа 

Control group 

Острая ишемия печени и введение: 
Acute liver ischemia and injection of: 

— КЖАГ 
CFAH 

Белки 
КЖАГ 

CFAH proteins 

Белки КЖАГ 
с ММ менее 

130 кДа 
CFAH proteins with 

ММ less 130 kDa 

Белки КЖАГ 
с ММ более 

130 кДа 
CFAH proteins with 
ММ more 130 kDa 

Плазма крови 
Blood plasma 

ОАА 
TАА 

% 42.8±2.1 32.7±2.3*1 44.7±3.1*2 47.1±5.2*2 44.±4.1*2 34.7±1.9*1,3,4,5 
СОД 
SOD 

усл. ед./мл 
U.U./ml 

12.0±0.7 6.1±1*1 13.9±1.1*2 14.5±1.2*2 15.1±2.2*2 5.9±0.8*1,3,4,5 
МДА 
MDA 

мкмоль/л 
µmol /L 

2.6±1 8.3±0.9*1 2.3±0.11*2 2.4±0.1*2 2.46±0.08*2 7.8±0.7*1,3,4,5 
АГП 
AHP 

усл. ед. 
C.U. 

0.82±0.08 2.6±0.1*1 0.81±0.02*2 0.79±0.03*2 0.8±0.02*2 2.4±0.14*1,3,4,5 
СМON 
SMON 

мкмоль/л 
µmol /L 

7.1±0.3 3.8±0.07*1 6.2±0.2*1,2 6.0±0.1*1,2 6.4±0.22*1,2 4.1±0.32*1,3,4,5 
Каталаза 

Kat 
мкат/л 
mkat/L 

13.4±1 8.2±1*1 13.7±1.5*2 14.8±2.7*2 15.6±2.9*2 8.6±0.7*1,3,4,5 
Эритроциты 
Red blood cells 

ОАА 
TАА 

% 45.6±3.0 37.5±2.8*1 46.1±3.5*2 49.1±4.8*2 50.5±5.1*2 38.1±1.4*1,3,4,5 
СОД 
SOD 

усл. ед./мл 
C.U./ml 

22.1±1.3 10.4±0.8*1 21.3±1.7*2 24.6±2.3*2 23.8±1.7*2 12.5±2.2*1,3,4,5 
АГП 
АHP 

усл. ед. 
C.U. 

0.11±0.02 1.04±0.04*1 0.35±0.04*1,2 0.4±0.02*1,2 0.38±0.03*1,2 0.98±0.05*1,3,4,5 
МДА 
МDА 

мкмоль/л 
µmol /L 

0.28±0.03 3.8±0.12*1 0.54±0.12*1,2 0.6±0.05*1,2 0.71±0.04*1,2 3.5±0.2*1,3,4,5 
СЕГ 
SCE 

1012 г/эр 
1012 g/RBC 

3.1±0.1 1.4±0.03*1 3.04±0.1*2 2.94±0.08*2 3.2±0.2*2 1.5±0.1*1,3,4,5 
СЕЭ 
ESC 

% 51.7±1.8 24.2±1.1*1 53.7±4.1*2 48.4±3.9*2 47.5±4.8*2 26.7±2.5*1,3,45 
Каталаза 

Kat 
мкат/л 
mkat/L 12.4±1.1 8.1±0.3*1 17.7±1.9*1,2 18.4±1.3*1,2 19.7±2.5*1,2 7.8±0.9*1,3,4,5 

Примечание: МДА – малоновый диальдегид; АГП – ацилгидроперекиси; ОАА – общая антиокисли-
тельная активность; СОД – супероксиддисмутаза; СМON – стабильные метаболиты оксида азота;  
СЭЭ – сорбционная емкость эритроцитов; СЕГ – сорбционная емкость гликокаликса. 

Note: MDA – malondialdehyde; AНP – acylhydroperoxides; TAA – total antioxidant activity; SOD – superoxide dismutase;  
SMON – stable metabolites of nitric oxide; ESC – erythrocyte sorption capacity; SCE – sorption capacity glycocalyx. 
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Таблица 3 
Table 3 

Влияние белков аллогенных гепатоцитов на формирование адаптивного иммунного ответа  
и метаболическую и функциональную активность нейтрофилов периферической крови  

при остром ишемическом поражении печени (М±m) 
The effect of allogeneic hepatocyte proteins on the formation of an adaptive immune response and the functional and metabolic activity of 

peripheral blood neutrophils in acute ischemic liver damage (М±m) 

Показатели 
Indicators 

Единицы 
измерения 

Unit  
of measure 

1 2 3 4 5 6 

Контрольная 
группа 

Control group 

Острая ишемия печени и введение: 
Acute liver ischemia and injection of: 

— КЖАГ 
CFAH 

Белки КЖАГ 
CFAH proteins 

Белки КЖАГ 
с ММ менее 

130 кДа 
CFAH proteins 
with ММ less 

130 kDa 

Белки КЖАГ 
с ММ более 

130 кДа 
CFAH proteins 
with ММ more 

130 kDa 
ГИО и ГЗТ 

Humoral immune response and delayed type hypersensitivity 
РМ 
MD 

мг 
mg 

3.1±0.07 2.0 ±0.04*1 3.15+0.05*2 3.2±0.08*2 3.14±0.05*2 2.1±0.07*1,3,4,5 

РК 
KD 

106  
кариоцитов 
106 kariocytes 

1.8±0.08 0.9±0.02*1 1.93±0.1*2 1.84±0.07*2 1.77±0.06*2 0.82±0.05*1,3,4,5 

АОК 
APC 

тыс/орган 
t./organ 

19.7±1.4 8.4±0.9*1 14.2±1.2*1,2 15.1±1.8*1.2 13.7±2.1*1.2 7.8±0.5*1,3,4,5 

Метаболическая и функциональная активность нейтрофилов периферической крови 
Metabolic and functional activity of peripheral blood neutrophils 

ИАФ 
PAI 

— 1.54±0.1 0.7±0.04*1 1.66±0.08*2 1.73±0.12*2 1.8±0.2*2 0.75±0.03*1,3,4,5 

ФП 
PI 

абс. 
abs. 

61.7±3.6 46.8±2.1*1 65.0±2.6*2 66.3±4.8*2 63.7±3.5*2 44.3±2.5*1,3,4,5 

ФЧ 
PN 

абс. 
abs. 

2.5±0.06 1.5±0.05*1 2.55±0.3*2 2.61±0.3*2 2.8±0.3*2 1.7±0.16*1,3,4,5 

КО 
OC 

— 1.4±0.08 1.02±0.03*1 1.39±0.08*2 1.16±0.04*1,3 1.4±0.03*2,4 1.07±0.02*1,3,4,5 

НСТ-сп. 
NBT-sp. 

mOD 0.80±0.02 0.50±0.02*1 0.76±0.1*2 0.74±0.05*2 0.8±0.05*2 0.52±0.03*1,3,4,5 

НСТ-ст. н/з 
NBT-ind n/z 

mOD 0.9±0.02 0.54±0.04*1 1.01±0.03*2 1.1±0.2*2 0.94±0.07*2 0.57±0.02*1,3,4,5 

НСТ-ст. о/з 
NBT-ind о/z 

mOD 1.3±0.04 0.55±0.05*1 1.4±0.07*2 1.28±0.1*2 1.33±0.09*2 0.61±0.03*1,3,4,5 

КАо 
АCо/z 

— 1.65±0.03 1.12±0.02*1 1.84±0.09*1,2 1.73±0.03*2 1.7±0.05*2 1.17±0.04*1,3,4,5 

КАн 
АCn/z 

— 1.14±0.08 1.1±0.03 1.33±0.04*1,2 1.5±0.14*1,2 1,18±0,06*3,4 1.1±0.02**1,3,4,5 

Примечание: АОК – количество антителообразующих клеток; РМ – разница масс контралатерального 
и регионарного подколенных лимфатических узлов; РК – разница количества в них кариоцитов;  
ФП – фагоцитарный показатель; ФЧ – фагоцитарное число; ИАФ – индекс активности фагоцитоза;  
НСТ-тест – реакция восстановления нитросинего тетразолия: спонтанная (НСТ-сп.) и стимулированная 
опсонизированным и неопсонизированным зимозаном (НСТ-ст. о/з, НСТ-ст. н/з); КО, КАн, КАо – коэф-
фициенты опсонизации, активации на опсонизированный и неопсонизированный зимозан. 

Note: AFC – is the number of antibody-producing cells; MD – the difference in mass of regional and contralateral popliteal lymph 
nodes; KD – the difference in the number of karyocytes in them; PI – is a phagocytic index; PN – phagocytic number; PAI – phagocytosis 
activity index; NBT-test – is the reduction reaction of nitroblue tetrazolium: spontaneous (NBT-sp.) and stimulated by opsonized and non-
opsonized zymosan (NBT-ind. o/z, NBT-ind. n/z); OC, ACo/z, ACn/z – coefficients of opsonization, activation for opsonized and non-
opsonized zymosan. 
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Введение белков КЖАГ с ММ более 130 кДа 
не влияло на активацию ПОЛ, развитие окси-
дантного стресса на общем (плазма крови) и ло-
кальном (эритроциты) уровне, обусловленные 
острой ишемией печени. Введение КЖАГ, не-
разделенных белков КЖАГ или белков КЖАГ с 
ММ менее 130 кДа нормализует параметры ан-
тиоксидантной защиты на системном и локаль-
ном уровне (исключением стала активность ка-
талазы в эритроцитах – коррекция) и приближа-
ет к контролю, но не до их значений, содержа-
ние СМON в плазме и маркеры ПОЛ в эритроци-
тах (таблица 2).  

Острая ишемия печени приводит к супрес-
сии развития гуморального и клеточного им-
мунного ответа на ЭБ и снижению фагоцитар-
ной и кислород-зависимой метаболической ак-
тивности циркулирующих нейтрофилов (за ис-
ключением КАн – без изменения) (таблица 3).  

Введение белков КЖАГ с ММ больше 130 кДа 
не влияло на изменения параметров адаптивно-
го и врожденного иммунитета, вызванные 
острой ишемией ткани печени. Использование 
КЖАГ, неразделенных белков КЖАГ или белков 
КЖАГ с ММ менее 130 кДа корригирует форми-
рование ГИО (АОК), нормализует показатели 
ГЗТ (РМ и РК), фагоцитарной (ФП, ФЧ и ИАФ) и 
кислород-зависимой метаболической (НСТ-сп., 
НСТ-ст. н/з и о/з) активности полиморфно-
ядерных лейкоцитов периферической крови. В 
отличие от КЖАГ, введение которой повышает 
показатели функционального резерва нейтро-
филов (КАн и КАо) с достоверным превышени-
ем контрольных значений, белки КЖАГ (без 
разделения и с ММ менее 130 кД) корригируют 
или нормализуют эти параметры полиморфно-
ядерных лейкоцитов. Введение белков КЖАГ не 
разделенных на фракции снижает дополни-
тельные функциональные возможности нейтро-
филов (КО) в отношении метаболической ак-
тивности, а КЖАГ и белки с ММ менее 130 кДа 
их нормализуют (таблица 3). 

Таким образом, в условиях ОИПП при ана-
лизе корригирующей активности КЖАГ и бел-
ков КЖАГ на динамику биохимических марке-
ров острой ишемии печени, формирование гу-
морального и клеточного иммунитета, наруше-
ния функциональной и метаболической актив-
ности нейтрофилов периферической крови, 
внутриэритроцитарного метаболизма, актива-
цию свободно-радикального окисления, по сте-
пени возрастания эффективности установлена 
следующая последовательность: КЖАГ; нераз-
деленные белки КЖАГ; белки КЖАГ с ММ менее 
130 кДа. Применение белков КЖАГ с ММ более 
130 кДа не оказывало корригирующего эффекта. 

В литературе имеется большое количество 
экспериментальных и клинических работ, по-

священных коррекции нарушений функции 
печени, есть исследования по оксидантным, 
иммунным и эритроцитарным нарушениям и 
их коррекции при патологии печени [1, 24, 26]. 

Однако проблема фармакологической тера-
пии заболеваний печени далека от разрешения, 
а неудовлетворительные результаты лечения 
острых и хронических поражений печени, при-
водящих к развитию печеночной недостаточно-
сти, во многом связывают с отсутствием эффек-
тивной патогенетической терапии, в связи с чем 
перспективным направлением в лечении таких 
состояний является применение клеточных тех-
нологий [7, 24, 25], и в том числе – использова-
ние изолированных ксено- и аллогенных гепа-
тоцитов. В настоящее время механизм действия 
гепатоцитов, применяемых для коррекции 
нарушений при гепатопатиях нельзя считать 
окончательно выясненным. Трудно предста-
вить, что лечебный эффект связан с органоза-
мещающей функцией трансплантируемых кле-
ток и, вероятно, он обусловлен гуморальными и 
молекулярными механизмами, отвечающими за 
активацию функциональной активности гепа-
тоцитов реципиента и регенерацию, путем вы-
работки регуляторных пептидов, среди которых 
ведущая роль принадлежит факторам роста [15, 
21, 25]. 

Полученные нами результаты подтвержда-
ют вышеизложенное и мы считаем, что пер-
спективным продолжением работы является 
очистка белков культуральной жидкости алло-
генных гепатоцитов с выделением концентри-
рованной активной субстанции белковой при-
роды с дальнейшим созданием на этой основе 
препарата и его доклиническое испытание на 
экспериментальных моделях патологии печени. 
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EFFECTIVENESS OF PROTEINS OF ALLOGENEIC HEPATOCYTES IN THE CORRECTION 
OF IMMUNOMETABOLIC DISORDERS IN ACUTE ISCHEMIC LIVER DAMAGE 

 
© Litvinova E.S., Konoplya A.I., Dudka V.T. 

 

Kursk State Medical University (KSMU)  
3, K. Marx st., Kursk, Kursk region, 305041, Russian Federation 

 
Objective. The aim of the study was to establish the effectiveness of the culture fluid of allogeneic hepatocytes (CFAH) 

and proteins isolated from them in correcting metabolic and immune disorders in acute ischemic liver damage.  
Material and methods. The study has been conducted on 105 healthy mature Wistar rats. Acute ischemic liver damage 

(AILD) was induced by cross clamping of the hepatoduodenal ligament for 20 minutes. Isolated allogeneic hepatocytes from 
newborn animals were used to prepare a culture fluid from which proteins were isolated. The culture fluid of allogeneic 
hepatocytes (CFAH) and their proteins obtained were administered with the start of modeling acute liver ischemia five times 
(with a 24-hour interval) intraperitoneally to rats with AILD at the rate of 5 mg/kg.  

Results. Acute liver ischemia causes the development of biochemical syndromes of the liver damage (cytolysis, intra- 
and extrahepatic cholestasis, toxic damage, insufficiency of synthetic processes) activates the processes of lipid peroxidation, 
disturbs intra-erythrocyte metabolism, and causes the development of oxidative stress and suppression of forming the adap-
tive and innate immunity. Introduction of CFAH, undivided CFAH proteins or CFAH proteins with molecular mass (MM) 
less than 130 kDa to animals with AILD normalizes or corrects the studied biochemical and immunological parameters. 
CFAH proteins with MM more than 130 kDa do not have such effects.  

Conclusion. During the analysis of CFAH or CFAH proteins corrective activity on the dynamics of biochemical mark-
ers of AILD, formation of humoral and cellular immunity, impaired functional and metabolic activity of peripheral blood 
neutrophils, intraerythrocyte metabolism, activation of free radical oxidation, the following sequence has been established 
(according to increasing the effectiveness): the lack of this activity in CFAH proteins with MM more than 130 kDa; the pres-
ence of normalizing and correcting activity of: CFAH – CFAH undivided proteins – CFAH proteins less than 130 kDa. 

Keywords: immunometabolic disorders; culture proteins of allogeneic hepatocytes; acute liver ischemia. 
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