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Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ìîðôîôóíêöèîíàëüíûõ ïîêàçàòåëåé êóëüòóðû ãåïàòîöèòîâ

Íà ìîäåëè ýêñïåðèìåíòàëüíîãî õðîíè÷åñêîãî òîêñè÷åñêîãî ãåïàòèòà áûë ïðîâåäåí ñðàâíèòåëüíûé
àíàëèç ìîðôîôóíêöèîíàëüíûõ õàðàêòåðèñòèê ïîïóëÿöèè ãåïàòîöèòîâ íîðìàëüíîé è ïàòîëîãè÷åñêè èç-
ìåíåííîé ïå÷åíè êðûñû â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîé èììóíîöèòîõèìèè
ïîêàçàíî, ÷òî ãåïàòîöèòû íîðìàëüíîé è ïàòîëîãè÷åñêè èçìåíåííîé ïå÷åíè ñïîñîáíû ôîðìèðîâàòü â êó-
ëüòóðå õîðîøî ðàçâèòûé àêòèíîâûé öèòîñêåëåò, îáðàçîâûâàòü ôîêàëüíûå è ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû.
Èññëåäîâàíû ôîðìà è ëîêàëèçàöèÿ ìèòîõîíäðèé â æèâûõ ãåïàòîöèòàõ ïðè èíêóáàöèè ìîíîñëîÿ êëåòîê â
ïðèñóòñòâèè ðîäàìèíà 123. Ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîé öèòîôîòîìåòðèè ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå äè-
íàìèêè ñîäåðæàíèÿ ãëèêîãåíà è óðîâíÿ ïëîèäíîñòè ãåïàòîöèòîâ ïðè êóëüòèâèðîâàíèè. Îáíàðóæåíî,
÷òî ñîñòàâ ïîïóëÿöèè êëåòîê, âûäåëåííûõ èç íîðìàëüíîé è ïàòîëîãè÷åñêè èçìåíåííîé ïå÷åíè, ðàçëè-
÷àåòñÿ ïî ïëîèäíîñòè. Â òå÷åíèå 5 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ èçáèðàòåëüíîé ýëèìèíàöèè ãåïàòîöèòîâ êà-
êèõ-ëèáî êëàññîâ ïëîèäíîñòè íå ïðîèñõîäèëî. Ñîäåðæàíèå ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ, ïîëó÷åííûõ îò
êðûñ ñ òîêñè÷åñêèì ãåïàòèòîì, ïðåâûøàëî êîíòðîëüíîå â 1.5 ðàçà, îäíàêî ïîñëå ôåðìåíòàòèâíîé äèññî-
öèàöèè îáå ïîïóëÿöèè ãåïàòîöèòîâ òåðÿëè ãëèêîãåí. Â êóëüòóðå ãåïàòîöèòû, âûäåëåííûå èç ïå÷åíè
êðûñ ñ òîêñè÷åñêèì ãåïàòèòîì, íå âîññòàíàâëèâàëè â äàëüíåéøåì óðîâåíü ãëèêîãåíà, â òî âðåìÿ êàê â
êîíòðîëüíîé ãðóïïå ïðîèñõîäèëî íàêîïëåíèå ãëèêîãåíà â òå÷åíèå 3 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êóëüòóðà ãåïàòîöèòîâ, ìèòîõîíäðèè, ïîëèïëîèäèÿ, ãëèêîãåí.

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ïàòîëîãè÷åñêè èçìå-
íåííîé ïå÷åíè ïðîèñõîäÿò èçìåíåíèÿ êàê ñîñòàâà ïîïóëÿ-
öèè ãåïàòîöèòîâ — ïîÿâëåíèå êëåòîê áîëåå âûñîêîé ïëî-
èäíîñòè, ñäâèã ðàñïðåäåëåíèÿ ïî êëàññàì ïëîèäíîñòè
âïðàâî (Êóäðÿâöåâ è äð., 1993; Ñàêóòà, Êóäðÿâöåâ, 1996,
2005), òàê è èõ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ — íàêîïëåíèå ãëèêî-
ãåíà, ïîâûøåíèå ñêîðîñòè ïîòðåáëåíèÿ êèñëîðîäà (Êóä-
ðÿâöåâà è äð., 1989, 1995; Áåçáîðîäêèíà è äð., 2003; Øè-
ðÿåâà è äð., 2007). Îñòàâàëîñü íåèçâåñòíûì, ÿâëÿþòñÿ ýòè
èçìåíåíèÿ ñëåäñòâèåì íàðóøåíèÿ ñòðóêòóðû ïå÷åíè è
ôóíêöèîíàëüíûõ èçìåíåíèé íà îðãàííîì óðîâíå ëèáî ýòî
ðåçóëüòàò ïîâðåæäåíèÿ ñàìèõ ãåïàòîöèòîâ. Ìû ïðåäïîëî-
æèëè, ÷òî â óñëîâèÿõ êóëüòóðû, êîãäà êëåòêè îêàçûâàþò-
ñÿ ëèøåííûìè îðãàííîé ðåãóëÿöèè, èçìåíåíèÿ, ïðèñó-
ùèå èìåííî êëåòêàì, äîëæíû ïðîÿâèòüñÿ â ïîëíîé ìåðå.

Õàðàêòåðíûì ïðèçíàêîì ïîïóëÿöèè ãåïàòîöèòîâ, âû-
äåëåííûõ èç ïàòîëîãè÷åñêè èçìåíåííîé ïå÷åíè, ÿâëÿåòñÿ
óâåëè÷åíèå äîëè ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê è ïîÿâëåíèå êëàñ-
ñîâ ïëîèäíîñòè, êîòîðûå íå âñòðå÷àëèñü â íîðìàëüíîé
ïå÷åíè (Ñàêóòà, Êóäðÿâöåâ, 2005). Ïî ïîâîäó çíà÷åíèÿ
ïîëèïëîèäèè äëÿ æèçíåñïîñîáíîñòè è ôóíêöèîíàëüíûõ
îñîáåííîñòåé êëåòîê ñóùåñòâóþò ðàçëè÷íûå ìíåíèÿ. Ðÿä
àâòîðîâ ñâÿçûâàþò ïîëèïëîèäèçàöèþ êëåòîê ñ ïîâûøå-
íèåì èõ óñòîé÷èâîñòè ê äåéñòâèþ ðàçëè÷íûõ ïîâðåæäàþ-
ùèõ ôàêòîðîâ âíåøíåé è âíóòðåííåé ñðåäû, à òàêæå ê ïî-
âûøåíèþ ìåõàíè÷åñêèõ è ôèçèîëîãè÷åñêèõ íàãðóçîê íà
òîò èëè èíîé îðãàí (Áðîäñêèé, Óðûâàåâà, 1981). Ñ äðóãîé
ñòîðîíû, óâåëè÷åíèå ïëîèäíîñòè êîððåëèðóåò ñ íàêîïëå-

íèåì â êëåòêàõ ïðîäóêòîâ ïåðåêèñíîãî îêèñëåíèÿ ëèïè-
äîâ, ïîâûøåíèåì ýêñïðåññèè b-ãàëàêòîçèäàçû è ãåíà ð21,
à òàêæå óâåëè÷åíèåì âåðîÿòíîñòè âñòóïëåíèÿ êëåòîê â
àïîïòîç (Sigal et al., 1999). Ïîêàçàíî, ÷òî óâåëè÷åíèå ïëî-
èäíîñòè êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ïàðåíõèìû ïå÷åíè ìîæåò
ïðîèñõîäèòü ïðè ðåãåíåðàöèè ïîñëå ÷àñòè÷íîé ãåïàòýêòî-
ìèè, à òàêæå ïðè ïàòîëîãèè è â õîäå ñòàðåíèÿ (Schmucker,
1990; Êóäðÿâöåâ è äð., 1991, 1993; Ñàêóòà, Êóäðÿâöåâ,
1996). Îñòàåòñÿ íåÿñíûì, ÿâëÿåòñÿ ýòî çàùèòíîé ðåàê-
öèåé êëåòêè íà óñèëåíèå íàãðóçêè èëè ñëåäñòâèåì íàðó-
øåíèé, âûçâàííûõ ïàòîëîãè÷åñêèì âîçäåéñòâèåì. Ïîêà-
çàíî, ÷òî êëåòêè ðåãåíåðèðîâàâøåé ïîñëå ÷àñòè÷íîé ãå-
ïàòýêòîìèè ïå÷åíè, èìåþùèå çíà÷èòåëüíî áîëüøèé
ñðåäíèé óðîâåíü ïëîèäíîñòè, îáëàäàþò ìåíüøèìè ðåãå-
íåðàòîðíûìè ñïîñîáíîñòÿìè, ÷åì ãåïàòîöèòû êðûñ, íå
ïîäâåðãàâøèõñÿ êàêîìó-ëèáî âîçäåéñòâèþ (Gorla et al.,
2001; Ñàêóòà, Êóäðÿâöåâ, 2005). Òàêèì îáðàçîì, âîïðîñ î
òîì, îêàçûâàåò ëè óâåëè÷åíèå ïëîèäíîñòè, íàáëþäàåìîå
ïðè ïàòîëîãèè, êàêîå-ëèáî âëèÿíèå íà âûæèâàåìîñòü è
ôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà ïîïóëÿöèè ãåïàòîöèòîâ, âëèÿ-
åò ëè ñàì ôàêò óâåëè÷åíèÿ êîëè÷åñòâà ÄÍÊ è êîëè÷åñòâî
ÿäåð â êëåòêàõ íà èõ óñòîé÷èâîñòü ê ñòðåññîâûì âîçäåéñò-
âèÿì è ôóíêöèþ, îñòàåòñÿ íåÿñíûì.

Ïîýòîìó çàäà÷åé èññëåäîâàíèÿ ñòàëî ïîëó÷åíèå êóëü-
òóðû êëåòîê èç ïàòîëîãè÷åñêè èçìåíåííîé ïå÷åíè äëÿ èñ-
ñëåäîâàíèÿ ïðîÿâëåíèÿ ïàòîëîãèè íà óðîâíå êëåòêè è
îöåíêè âëèÿíèÿ ïëîèäíîñòè íà ôóíêöèîíèðîâàíèå è âû-
æèâàåìîñòü ãåïàòîöèòîâ â óñëîâèÿõ êóëüòóðû.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èññëåäîâàíèå áûëî ïðîâåäåíî íà 50 êðûñàõ-ñàìöàõ
Âèñòàð, ìàññà êîòîðûõ ñîñòàâëÿëà 180—200 ã. Æèâîòíûõ
ñîäåðæàëè â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ ñâåòîâîãî ðåæèìà è
íà ñòàíäàðòíîì ðàöèîíå. Ýêñïåðèìåíòàëüíûé òîêñè÷åñ-
êèé ãåïàòèò âûçûâàëè èíòðàãàñòðàëüíûì ââåäåíèåì â òå-
÷åíèå 4 íåä 50%-íîãî ðàñòâîðà ÑÑl4 â âàçåëèíîâîì ìàñëå
â äîçå 0.2 ìë/êã, ïðè ýòîì â êà÷åñòâå ïèòüÿ æèâîòíûå ïî-
ëó÷àëè 5%-íûé ýòàíîë (Beinert, Albracht, 1982; Èùåíêî,
Ìè÷óðèíà, 2005). ×åðåç 1 íåä ïîñëå ïîñëåäíåãî ââåäåíèÿ
ÑÑl4 êðûñ óìåðùâëÿëè, èñïîëüçóÿ òèîïåíòàëîâûé íàðêîç.

Èçîëèðîâàííûå ãåïàòîöèòû êðûñ ïîëó÷àëè ïî ìîäè-
ôèöèðîâàííîìó ìåòîäó Ñåãëåíà (Seglen, 1976). Ñ ïîìî-
ùüþ ìèêðîïîìïû ïðîâîäèëè ïåðôóçèþ ïå÷åíè in situ ÷å-
ðåç âîðîòíóþ âåíó â òå÷åíèå 5 ìèí ïîäîãðåòûì äî 37 °Ñ
áóôåðîì (pH 7.4), ñîäåðæàùèì 8.3 ã/ë NaCl, 0.5 ã/ë KCl,
2.4 ã/ë HEPES, 2 ã/ë ãëþêîçû è 5.5 ìë/ë 1 M NaOH. Ñêî-
ðîñòü ïîäà÷è ðàñòâîðà áûëà 18—20 ìë/ìèí. Äàëåå ïå÷åíü
èçâëåêàëè, ïîìåùàëè â ñòåðèëüíóþ ÷àøêó Ïåòðè â òîò æå
áóôåðíûé ðàñòâîð è äàëüíåéøèå ìàíèïóëÿöèè ïðîâîäèëè
â ñòåðèëüíûõ óñëîâèÿõ â ëàìèíàð-áîêñå. Ïå÷åíü èçìåëü-
÷àëè íà êóñî÷êè ðàçìåðîì ïðèìåðíî 1—2 ìì3. Ïîñëå ïðî-
ìûâêè ñðåäîé Èãëà, äîïîëíåííîé 0.1 % ãëþêîçû, 0.01 Ì
HEPES, 1 % ñûâîðîòêè ýìáðèîíîâ êîðîâ (ÑÝÊ) è
40 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà, êóñî÷êè ïîìåùàëè â 0.5%-íûé
ðàñòâîð êîëëàãåíàçû IV òèïà (Sigma) â ñðåäå Èãëà ñ 0.1 Ì
HEPES (pH 7.6). Ïîñëå 5 ìèí èíêóáàöèè â ôåðìåíòàòèâ-
íîì ðàñòâîðå ïðè 37 °Ñ ïðè íåïðåðûâíîì âñòðÿõèâàíèè
ñóïåðíàòàíò ñëèâàëè. Ïðîöåäóðó ïîâòîðÿëè åùå 2 ðàçà,
óâåëè÷èâ åå äëèòåëüíîñòü äî 15—20 ìèí, êàæäûé ðàç â
ñâåæåé ïîðöèè ôåðìåíòàòèâíîãî ðàñòâîðà. Îáúåäèíåí-
íóþ ñóñïåíçèþ ãåïàòîöèòîâ ïðîïóñêàëè ÷åðåç íåéëîíî-
âûé ôèëüòð è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 400 îá/ìèí. Ïîëó-
÷åííûé îñàäîê êëåòîê òðèæäû ïðîìûâàëè ñðåäîé Èãëà è
îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì. Äàëåå ãåïàòîöèòû ðåñóñ-
ïåíäèðîâàëè â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå, ñ ïîìîùüþ êàìåðû
Ãîðÿåâà ïîäñ÷èòûâàëè äîëþ æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê è
ðàññåèâàëè èõ â êîíöåíòðàöèè 5�105—6�105 êë./ìë. ×åðåç
24 ÷ ñðåäó ñ íå ïðèêðåïèâøèìèñÿ ê ñóáñòðàòó ãåïàòîöèòà-
ìè óäàëÿëè, äîáàâëÿëè ñâåæóþ ïîðöèþ ñðåäû è ïðîäîë-
æàëè êóëüòèâèðîâàòü îñòàâøèåñÿ ïðèêðåïëåííûìè êëåò-
êè, ìåíÿÿ ñðåäó êàæäûå 2 ñóò. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â
àòìîñôåðå 5 % CO2 ïðè 37 °Ñ íà ñðåäå ÄÌÅÌ/F12 ñ äîáàâ-
ëåíèåì 10 % ÑÝÊ, 40 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà, 10 ìêã/ìë
òðàíñôåððèíà è 10 ìêã/ìë èíñóëèíà. Äëÿ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ ãåïàòîöèòîâ èñïîëüçîâàëè ïëàñòèêîâûå ÷àøêè Ïåòðè
äèàìåòðîì 3—5 ñì è 96-ëóíî÷íûå ïëàòû (Nunc, Äàíèÿ).

Äëÿ îöåíêè êîëè÷åñòâà æèâûõ êëåòîê â ñóñïåíçèè èñ-
ïîëüçîâàëè îêðàñêè 0.1%-íûì ðàñòâîðîì òðèïàíîâîãî ñè-
íåãî, àêðèäèíîâûì îðàíæåâûì (l = 530 íì) è áðîìèñòûì
ýòèäèåì (l = 630 íì). Äëÿ âûÿâëåíèÿ ðàííèõ ñòàäèé àïîï-
òîòîçà â ãåïàòîöèòàõ áûëà èñïîëüçîâàíà êîìáèíèðîâàí-
íàÿ îêðàñêà àííåêñèíîì è éîäèñòûì ïðîïèäèåì (Annexin
V apoptosis detection kit sc-4252 AK, Santa Cruz Biotechno-
logy, ÑØÀ). Ôëóîðåñöåíöèþ êðàñèòåëåé àííåêñèíà è
éîäèñòîãî ïðîïèäèÿ íàáëþäàëè ñ ïîìîùüþ ëàçåðíîãî
ñêàíèðóþùåãî êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà Leica TCS SL
(Leica, Ãåðìàíèÿ). Äëÿ ïîëó÷åíèÿ èçîáðàæåíèé ãåïàòîöè-
òîâ, îêðàøåííûõ àííåêñèíîì è éîäèñòûì ïðîïèäèåì, èñ-
ïîëüçîâàëè îáúåêòèâ HCX PL APO CS 60�1.4 OIL. Â ðà-
áîòå áûëè èñïîëüçîâàíû ëàçåðû ñ äëèíàìè âîëí 488 è
543 íì.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ ôóíêöèîíèðóþùèõ ìèòîõîíäðèé â
æèâûõ ãåïàòîöèòàõ èõ îêðàøèâàëè ôëóîðåñöåíòíûì êðà-

ñèòåëåì ðîäàìèíîì 123 (Sigma, ÑØÀ) â ñîîòâåòñòâèè ñ
ìåòîäè÷åñêèìè óêàçàíèÿìè (Johnson et al., 1980). Ìîíî-
ñëîé ãåïàòîöèòîâ èíêóáèðîâàëè íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ,
ïîêðûòûõ çà 1 ñóò ñëîåì 0.1 % æåëàòèíà, â ñðåäå Èãëà c
ðîäàìèíîì 123 (10 ìêã/ìë) â òå÷åíèå 30 ìèí â àòìîñôåðå
ñ 5 % ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ. Äàëåå èíêóáàöèîííóþ ñðåäó ñëèâàëè
è çàëèâàëè ÷èñòîé ñðåäîé Èãëà, èíêóáèðîâàëè ñòåêëà â
òå÷åíèå 5 ìèí â òåõ æå óñëîâèÿõ. Äàííóþ ïðîöåäóðó ïî-
âòîðÿëè äâàæäû. Äëÿ ñîõðàíåíèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè ãåïà-
òîöèòîâ âî âðåìÿ ìèêðîñêîïèðîâàíèÿ ïîêðîâíûå ñòåêëà ñ
êëåòêàìè ïîìåùàëè íà ïðåäìåòíîå ñòåêëî ñ ïðåäâàðèòå-
ëüíî ïîäãîòîâëåííîé ãåðìåòè÷íîé êàìåðîé, çàïîëíåííîé
ïîäîãðåòîé êóëüòóðàëüíîé ñðåäîé. Ôëóîðåñöåíöèþ ãåïà-
òîöèòîâ âîçáóæäàëè ñâåòîì 480 íì è íàáëþäàëè â êîíôî-
êàëüíîì ìèêðîñêîïå.

Äëÿ èçó÷åíèÿ ñòðóêòóðû àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà èñ-
ïîëüçîâàëè ìåòîä ïðÿìîé ôëóîðåñöåíöèè. Ïîêðîâíûå
ñòåêëà ñ êóëüòèâèðóåìûìè êëåòêàìè ïðîìûâàëè PBS äëÿ
óäàëåíèÿ íåïðèêðåïèâøèõñÿ êëåòîê. Çàòåì êëåòêè ôèêñè-
ðîâàëè 3.3%-íûì ôîðìàëüäåãèäîì (10 ìèí ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå), ïåðìåàáèëèçèðîâàëè 0.1%-íûì Òðèòîíîì
Õ-100 íà PBS (óáðàëà) â òå÷åíèå 20 ìèí, ñíîâà ïðîìûâàëè
3 ðàçà â PBS è îêðàøèâàëè ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì (Mole-
cula Probes, ÑØÀ) â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 37 °Ñ â òåìíîòå.
Çàòåì ïðåïàðàòû ïðîìûâàëè 3 ðàçà PBS è çàêëþ÷àëè â
3—5 ìêë 5%-íîãî ïðîïèëãàëàòà íà ãëèöåðèíå.

Äëÿ âèçóàëèçàöèè ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ áûëà èñ-
ïîëüçîâàíà êîìáèíèðîâàííàÿ òðåõöâåòíàÿ îêðàñêà ãåïà-
òîöèòîâ íà b-êàòåíèí, àêòèí è ÄÍÊ. Ðåàêöèþ ñ àíòèòåëà-
ìè ê b-êàòåíèíó èñïîëüçîâàëè ðàíåå äëÿ âèçóàëèçàöèè
ãðàíèö îòäåëüíûõ ãåïàòîöèòîâ íà ñðåçàõ òêàíè (Guidotti
et al., 2003). Ïîêðîâíûå ñòåêëà ñ ïðèêðåïëåííûìè êëåòêà-
ìè îòìûâàëè â PBS. Ôèêñèðîâàëè ïðåïàðàòû 4%-íûì
ôîðìàëüäåãèäîì â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïå-
ðàòóðå. Ïîñëå ýòîãî êëåòêè ïðîìûâàëè 7 ðàç ïî 5 ìèí ðàñ-
òâîðîì PBS è ïåðìåàáèëèçèðîâàëè 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå ðàñòâîðîì PBS, ñîäåðæàùèì 0.5%-íûé Òðè-
òîí X-100 (Sigma, ÑØÀ). Çàòåì êëåòêè ïðîìûâàëè 5 ðàç
ïî 2 ìèí ðàñòâîðîì PBS è èíêóáèðîâàëè 30 ìèí ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå â 3%-íîì BSA, ðàçâåäåííîì íà PBS.
Äàëåå íà PBS ïðèãîòîâëÿëè òðåõêîìïîíåíòíûé ðàñòâîð
èç ïåðâûõ àíòèòåë ê b-êàòåíèíó, 1 : 200 (Invitrogen,
ÑØÀ), ðåàãåíòîâ äëÿ îêðàñêè ÿäåð Topro III, 1 :1000 (Mo-
lecular Probes, ÑØÀ) è ðîäàìèí-ôàëëîèäèíà äëÿ îêðàñêè
àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, 1 : 100 (Molecula Probes, ÑØÀ).
Â ýòîì ðàñòâîðå êëåòêè èíêóáèðîâàëè 2 ÷ ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå, ïîñëå ïðîìûâàëè 5 ðàç ïî 3 ìèí ðàñòâîðîì
PBS. Âòîðûå àíòèòåëà Alexa 488 (Invitrogen, ÑØÀ) ðàçâî-
äèëè íà PBS 1 : 1000 è èíêóáèðîâàëè ñ íèìè êëåòêè 30
ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, çàòåì ïðåïàðàòû ïðîìû-
âàëè. Äëÿ ñòàáèëèçàöèè îêðàñêè ïîêðîâíûå ñòåêëà îáðà-
áàòûâàëè 5%-íûì ïðîïèëãàëàòîì.

Öèòîôîòîìåòðè÷åñêîå èçìåðåíèå êîëè÷åñòâà ÄÍÊ è
ãëèêîãåíà ïðîâîäèëè íà ïðåïàðàòàõ-ìàçêàõ, ïðèãîòîâëåí-
íûõ èç êóñî÷êîâ ïå÷åíè äî ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêè ïå-
÷åíè, ÷åðåç 2 ÷ ïîñëå âûäåëåíèÿ ãåïàòîöèòîâ (êëåòêè óæå
ïîäâåðãëèñü ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêå, íî åùå íå ïîìå-
ùåíû â êóëüòóðó) è çàòåì íà 1, 2, 3, 4 è 5-å ñóò êóëüòèâèðî-
âàíèÿ. Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ïðåïàðàòîâ-ìàçêîâ èç êóñî÷êîâ
ïå÷åíè, ïîëó÷åííûõ äî ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêè, èñ-
ïîëüçîâàëè ñòàíäàðòíóþ ìåòîäèêó (Êóäðÿâöåâà è äð.,
1970). Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ïðåïàðàòîâ-ìàçêîâ ãåïàòîöèòîâ
íà ðàçíûõ ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòêè ñíèìàëè ñ ïëàñ-
òèêîâûõ ÷àøåê ðàñòâîðîì òðèïñèí-âåðñåíà. Äàëüíåéøèå
îïåðàöèè ïîëíîñòüþ ñîîòâåòñòâîâàëè ïðåäûäóùèì.
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ÄÍÊ â ÿäðàõ êëåòîê ïå÷åíè êðûñ âûÿâëÿëè ñ ïî-
ìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî âàðèàíòà ðåàêöèè Ô¸ëüãåíà, â
êîòîðîé èñïîëüçîâàëè ðåàêòèâ òèïà Øèôôà — àóðà-
ìèí-SO2 (Êóäðÿâöåâ, Ðîçàíîâ, 1974). Öèòîôëóîðèìåòðèþ
ÄÍÊ â ÿäðàõ ãåïàòîöèòîâ, îêðàøåííûõ àóðàìèíîì-SO2,
ïðîèçâîäèëè ñ ïîìîùüþ èìïóëüñíîãî ìèêðîôëóîðè-
ìåòðà ÐÈÔ-1. Ïðè èçìåðåíèÿõ èñïîëüçîâàëè îáúåêòèâ
40�0.65. Íà êàæäîì ïðåïàðàòå èçìåðÿëè ïî 300 ñëó÷àéíî
âûáðàííûõ ãåïàòîöèòîâ.

Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå ãëèêîãåíà ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ èìïóëüñíîãî ìèêðîôëóîðèìåòðà ÐÈÔ-1 â êëåò-
êàõ, îêðàøåííûõ ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî âàðèàíòà
PAS-ðåàêöèè, â êîòîðîé â êà÷åñòâå ðåàêòèâà Øèôôà èñ-
ïîëüçîâàëè àóðàìèí-SO2 (Êóäðÿâöåâà è äð., 1970).

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ ïðîãðàììû Microsoft Excel. Â ñëó÷àå ñóììèðî-
âàíèÿ ðåçóëüòàòîâ ïî ðàçíûì æèâîòíûì âû÷èñëÿëè ñðåä-
íèå çíà÷åíèÿ, âçâåøåííûå ñðåäíèå, ñòàíäàðòíûå îòêëîíå-
íèÿ è 95%-íûå äîâåðèòåëüíûå èíòåðâàëû.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ðàçâèòèå ýêñïåðèìåíòàëüíîãî òîêñè÷åñêîãî ãåïàòèòà
ñîïðîâîæäàëîñü óâåëè÷åíèåì ñðåäíåãî óðîâíÿ ïëîèäíî-
ñòè ãåïàòîöèòîâ áîëåå ÷åì íà 20 %. Áîëåå ÷åì â 10 ðàç
óìåíüøàëîñü êîëè÷åñòâî 2ñ�2-ãåïàòîöèòîâ, óâåëè÷èâà-
ëàñü äîëÿ 8ñ-êëåòîê. Ïîÿâëÿëèñü 8ñ�2-, 16ñ- è äàæå
16ñ�2-ãåïàòîöèòû, êîòîðûõ íå áûëî â ïå÷åíè èíòàêòíûõ
êðûñ (ðèñ. 1). Óâåëè÷åííàÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìîé äîëÿ
ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ õàðàêòåðíîé îñîáåííî-
ñòüþ ïîïóëÿöèè ãåïàòîöèòîâ â ïàòîëîãè÷åñêè èçìåíåí-
íîé ïå÷åíè (Ñàêóòà, Êóäðÿâöåâ, 1996, 2005). Ïðè ôåðìåí-
òàòèâíîé äèññîöèàöèè êàê íîðìàëüíîé, òàê è ïàòîëîãè÷å-
ñêè èçìåíåííîé ïå÷åíè ñîñòàâ ïîïóëÿöèè ãåïàòîöèòîâ ïî
êëàññàì ïëîèäíîñòè íå ìåíÿëñÿ. Ñ ïîìîùüþ îêðàñêè àê-
ðèäèíîâûì îðàíæåâûì è áðîìèñòûì ýòèäèåì áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî êëåòêè ïðè âûäåëåíèè ïîãèáàëè çà ñ÷åò íåêðîçà.
Äîëÿ íåïîâðåæäåííûõ ãåïàòîöèòîâ ïîñëå èõ âûäåëåíèÿ
êàê èç íîðìàëüíîé, òàê è èç ïàòîëîãè÷åñêè èçìåíåííîé
ïå÷åíè âàðüèðîâàëà â ðàçíûõ îïûòàõ îò 70 äî 90 %. Ãåïà-
òîöèòû ïðèêðåïëÿëèñü ê ïëàñòèêó è ðàñïëàñòûâàëèñü â
òå÷åíèå 1 ñóò (ðèñ. 2). Ê 3-ì ñóò êëåòêè ôîðìèðîâàëè ìî-
íîñëîé (ðèñ. 3). Ïðè ðàñïëàñòûâàíèè ñèëüíî óâåëè÷èâà-
ëèñü ïëîùàäü êàæäîé êëåòêè è äèàìåòð ÿäðà, ÷òî ñîîòâåò-
ñòâîâàëî îïèñàííûì ðàíåå èçìåíåíèÿì ãåïàòîöèòîâ in
vitro (Gomez-Lechon et al., 1981). Äëÿ âèçóàëèçàöèè öèòî-
ñêåëåòà è ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå
ãåïàòîöèòîâ áûëà èñïîëüçîâàíà òðåõöâåòíàÿ èììóíîöè-
òîõèìè÷åñêàÿ îêðàñêà: ðîäàìèí-ôàëëîèäèí, àíòèòåëà ê
b-êàòåíèíó è Topro III äëÿ ïîäêðàøèâàíèÿ ÿäðà. Áîëü-
øèíñòâî ãåïàòîöèòîâ, èçîëèðîâàííûõ èç íîðìàëüíîé è
ïàòîëîãè÷åñêè èçìåíåííîé ïå÷åíè, ïðè êóëüòèâèðîâàíèè
ôîðìèðîâàëî õîðîøî ðàçâèòûé àêòèíîâûé öèòîñêåëåò ñ
ìîùíûìè ïàðàëëåëüíî ðàñïîëîæåííûìè òÿæàìè (ðèñ. 4).
Â ìîíîñëîå ãåïàòîöèòû îáðàçîâûâàëè ìåæêëåòî÷íûå
êîíòàêòû, âûÿâëÿåìûå ïî ëîêàëèçàöèè b-êàòåíèíà
(ðèñ. 5). Ðàçëè÷èé â îáðàçîâàíèè ìåæêëåòî÷íûõ è ôîêàëü-
íûõ êîíòàêòîâ ìåæäó ãåïàòîöèòàìè, âûäåëåííûìè èç
íîðìàëüíîé è èç ïàòîëîãè÷åñêè èçìåíåííîé ïå÷åíè êðûñ,
îáíàðóæåíî íå áûëî.

Êîìáèíèðîâàííîå òîêñè÷åñêîå âîçäåéñòâèå àëêîãî-
ëåì è CCl4 ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ â ïå÷åíè êðûñ ïðèçíà-
êîâ âîñïàëåíèÿ, æèðîâîãî ïåðåðîæäåíèÿ è ôèáðîçà
(Èùåíêî, Ìè÷óðèíà, 2005; Øèðÿåâà è äð., 2007). Ñóùåñò-

âóåò íåñêîëüêî ìíåíèé îòíîñèòåëüíî òîãî, çà ñ÷åò ÷åãî
èìåííî ðàçâèâàåòñÿ ïàòîëîãèÿ ïå÷åíè. Ðÿä àâòîðîâ ñ÷è-
òàþò, ÷òî íàðóøåíèÿ ôóíêöèè ïå÷åíè ñâÿçàíû èñêëþ-
÷èòåëüíî ñî ñòðóêòóðíûìè èçìåíåíèÿìè, ãèïîêñèåé è
óìåíüøåíèåì êîëè÷åñòâà ãåïàòîöèòîâ, ïðè òîì ÷òî ñàìè
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Ðèñ. 1. Ðàñïðåäåëåíèå ãåïàòîöèòîâ ïî êëàññàì ïëîèäíîñòè â
èñõîäíîé ïîïóëÿöèè è íà 5-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ.

à — ãåïàòîöèòû èíòàêòíûõ êðûñ; á — ãåïàòîöèòû êðûñ ïîñëå âîçäåéñò-
âèÿ CCl4 è àëêîãîëåì. Õ ± Sx; p < 0.05.

Ðèñ. 2. Ãåïàòîöèòû êðûñ ÷åðåç 1 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Îêðàñêà àêðèäèíîâûì îðàíæåâûì è áðîìèñòûì ýòèäèåì. Îá. 63�.



êëåòêè îñòàþòñÿ íåïîâðåæäåííûìè (Reichen et al., 1987;
Le Couteur et al., 1999). Äðóãèå ïðåäïîëàãàþò íàëè÷èå
ìîðôîôóíêöèîíàëüíûõ èçìåíåíèé ñàìèõ ãåïàòîöèòîâ
(Wiemann et al., 2002; Sato et al., 2004). Èñïîëüçîâà-
íèå ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ãåïàòîöèòîâ ïîçâîëèëî,
âî-ïåðâûõ, îöåíèòü æèçíåñïîñîáíîñòü è ôóíêöèîíàëü-
íûé ñòàòóñ ãåïàòîöèòîâ ðàçëè÷íûõ êëàññîâ ïëîèäíîñòè â
ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Âî-âòîðûõ, ãåïàòîöèòû, âûäå-
ëåííûå èç íîðìàëüíîé è ïàòîëîãè÷åñêè èçìåíåííîé ïå÷å-
íè, ïðè ïîìåùåíèè â êóëüòóðó îêàçûâàëèñü â óñëîâèÿõ
îäèíàêîâîãî ìèêðîîêðóæåíèÿ, äàâàÿ âîçìîæíîñòü âûÿ-
âèòü ìîðôîëîãè÷åñêèå è ìåòàáîëè÷åñêèå èçìåíåíèÿ ñà-
ìèõ êëåòîê.

Ãåïàòîöèòû â íàøåì ýêñïåðèìåíòå âûæèâàëè â êóëü-
òóðå â òå÷åíèå 7—8 ñóò. Åæåäíåâíàÿ ýëèìèíàöèÿ êëåòîê â
ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ñîñòàâëÿëà 3—5 % è ïðîèñõî-
äèëà çà ñ÷åò àïîïòîçà. Ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ â
ãèáíóùèõ êóëüòèâèðóåìûõ ãåïàòîöèòàõ íàáëþäàëèñü
óæå íà ñâåòîîïòè÷åñêîì óðîâíå. Íàðÿäó ñ õîðîøî ðàñ-
ïëàñòàííûìè êëåòêàìè ïîÿâëÿëèñü ñæàâøèåñÿ êëåòêè ñ
íåðîâíîé, áóãðèñòîé ïîâåðõíîñòüþ. Ñ ïîìîùüþ îêðàñêè

êëåòîê ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì ìû âûÿâèëè ðàçëè÷èÿ â îð-
ãàíèçàöèè öèòîñêåëåòà êëåòîê äàííûõ ìîðôîòèïîâ.
Â ñæàâøèõñÿ ãåïàòîöèòàõ íàáëþäàëàñü çíà÷èòåëüíàÿ ïå-
ðåãðóïïèðîâêà àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ ñ èõ òî÷å÷íîé êîí-
äåíñàöèåé (ðèñ. 4, ñòðåëêè). Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ýòè
èçìåíåíèÿ ìîãóò îòðàæàòü íà÷àëî àïîïòîòè÷åñêèõ èçìå-
íåíèé â êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ. Äëÿ ïðîâåðêè äàííîãî
ïðåäïîëîæåíèÿ áûëà èñïîëüçîâàíà êîìáèíèðîâàííàÿ âè-
òàëüíàÿ îêðàñêà àííåêñèíîì è éîäèñòûì ïðîïèäèåì. Ïî-
äîáíûé ìåòîä îêðàøèâàíèÿ ïîçâîëÿåò ñ ïîìîùüþ ôëóî-
ðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè âûÿâèòü êëåòêè íà ðàííèõ ýòà-
ïàõ àïîïòîçà (Chan at al., 1998; Hanshaw, Smith, 2005).
Ïðè îêðàøèâàíèè ìîíîñëîÿ ãåïàòîöèòîâ èìåííî ñæàâøè-
åñÿ êëåòêè ïðîÿâëÿëè ñïîñîáíîñòü ñâÿçûâàòü àííåêñèí,
ëþìèíåñöèðóÿ â çåëåíîé îáëàñòè ñïåêòðà (ðèñ. 6, à). Â ãå-
ïàòîöèòàõ, íàõîäÿùèõñÿ íà áîëåå ïîçäíèõ ñòàäèÿõ àïîï-
òîçà, êðîìå çåëåíîé ëþìèíåñöåíöèè ìåìáðàíû íàáëþäà-
ëàñü ëþìèíåñöåíöèÿ ÿäåð â êðàñíîé îáëàñòè ñïåêòðà,
îáóñëîâëåííàÿ ïðîíèêíîâåíèåì éîäèñòîãî ïðîïèäèÿ ÷å-
ðåç íàðóøåííóþ ìåìáðàíó (ðèñ. 6, á). Ïî ìåðå êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ íàðàñòàëè òàêæå ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ â ÿä-
ðàõ — êîíäåíñàöèÿ õðîìàòèíà è óâåëè÷åíèå îáúåìà ÿä-
ðûøåê (ðèñ. 7, á). Òàêèì îáðàçîì, â îòëè÷èå îò íà÷àëüíûõ
ýòàïîâ ïîëó÷åíèÿ ñóñïåíçèè æèâûõ ãåïàòîöèòîâ, êîãäà
ïðîèñõîäèò ìàññîâûé íåêðîç êëåòîê, ãèáåëü ãåïàòîöèòîâ
â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðîèñõîäèëà ïðåèìóùåñò-
âåííî ïóòåì àïîïòîçà. Äîëÿ àïîïòîçíûõ ÿäåð íå ïðåâû-
øàëà 1—3 %, ïëîèäíîñòü ýòèõ ÿäåð áûëà ðàçëè÷íîé. Äî-
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Ðèñ. 3. Ïåðâè÷íàÿ êóëüòóðà ãåïàòîöèòîâ íà 3-è ñóò.

Ôàçîâûé êîíòðàñò. Îá. 20�.

Ðèñ. 4. Àêòèíîâûé öèòîñêåëåò ãåïàòîöèòîâ íà 3-è ñóò êóëüòè-
âèðîâàíèÿ.

Îêðàñêà ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì. Îá. 63�.

Ðèñ. 5. Âèçóàëèçàöèÿ b-êàòåíèíà â ìåñòàõ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ (à) è àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà (á) êóëüòèâèðóåìûõ ãåïàòîöèòîâ
êðûñ.

â — ñîâìåùåííîå èçîáðàæåíèå äâóõ îêðàñîê. Îá. 63�.



ñòîâåðíûõ ñäâèãîâ â ðàñïðåäåëåíèè ãåïàòîöèòîâ ïî êëàñ-
ñàì ïëîèäíîñòè â òå÷åíèå 5 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ìû íå
âûÿâèëè (ðèñ. 1). Òàêèì îáðàçîì, íàáëþäàþùàÿñÿ â ïðî-
öåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ýëèìèíàöèÿ ãåïàòîöèòîâ íå áûëà
èçáèðàòåëüíîé ïî ïëîèäíîñòè íåçàâèñèìî îò èõ ïðîèñ-
õîæäåíèÿ èç íîðìàëüíîé èëè ïàòîëîãè÷åñêè èçìåíåííîé
ïå÷åíè.

Ðàçðàñòàíèå ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè â ïå÷åíè, íàá-
ëþäàþùååñÿ ïðè öèððîçå, ñîïðîâîæäàåòñÿ çíà÷èòåëü-
íûì íàðóøåíèåì äîëüêîâîé ñòðóêòóðû è ñîñóäèñòîé ñèñ-
òåìû îðãàíà. Óñèëåíèå íàðóøåíèé êðîâåíîñíîé ñèñòåìû
ïå÷åíè ïî ìåðå ïðîãðåññèè çàáîëåâàíèÿ ïðèâîäèò â êîíöå
êîíöîâ ê ñíèæåíèþ ïîñòóïëåíèÿ êèñëîðîäà â ãåïàòîöè-
òû (Ïîäûìîâà, 1993; Devi et al., 1993; Øåðëîê, Äóëè,
2002; Øèðÿåâà è äð., 2007). Â ñâîþ î÷åðåäü ãèïîêñèÿ, ñî-
ïðîâîæäàþùàÿñÿ èçáûòêîì àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà,
èîíîâ êàëüöèÿ è ñäâèãîì êëåòî÷íîãî ðÍ, îêàçûâàåò çà-
ìåòíîå âëèÿíèå íà ñòðóêòóðó è ôóíêöèþ ìèòîõîíäðèàëü-
íîãî àïïàðàòà êëåòîê (Lluis et al., 2005; Shiryaeva et al.,
2008).

Óâåëè÷åíèå ðàçìåðîâ ìèòîõîíäðèé, óìåíüøåíèå â
íèõ ÷èñëà êðèñò, à òàêæå ïîÿâëåíèå ãèãàíòñêèõ ìèòîõîíä-
ðèé â ãåïàòîöèòàõ ïðè ðàçëè÷íûõ ïîðàæåíèÿõ ïå÷åíè
îòìå÷àþòñÿ ìíîãèìè àâòîðàìè (Krähenbühl et al., 1992,
2000; Welt et al., 2004). Ïîëàãàþò, ÷òî ýòè èçìåíåíèÿ ìè-
òîõîíäðèàëüíîãî àïïàðàòà ãåïàòîöèòîâ â ïåðâóþ î÷åðåäü
âûçâàíû ãèïîêñèåé, ê êîòîðîé ïðèâîäèò ðàçâèòèå öèððîçà
(Krähenbühl, Reichen, 1992; Welt et al., 2004). Âìåñòå ñ òåì
îñòàåòñÿ íåÿñíûì, ïðåäñòàâëÿþò ëè ýòè èçìåíåíèÿ àäàï-
òèâíóþ ðåàêöèþ ìèòîõîíäðèé íà ãèïîêñè÷åñêèå óñëî-
âèÿ â öèððîçíîì îðãàíå èëè îíè îòðàæàþò ïîâðåæäåíèå
ñàìèõ îðãàíîèäîâ. Õîòÿ èçîëèðîâàííûå ìèòîõîíäðèè è
ìèòîõîíäðèè â ôèêñèðîâàííûõ êëåòêàõ äîñòàòî÷íî õî-
ðîøî èçó÷åíû, íàìíîãî ìåíüøå èçâåñòíî îá îðãàíèçàöèè

è ôóíêöèîíèðîâàíèè ìèòîõîíäðèàëüíîãî àïïàðàòà â æè-
âîé êëåòêå. Îêàçàëîñü, ÷òî ãåïàòîöèòû ÿâëÿþòñÿ äîâîëü-
íî ïðîáëåìàòè÷íûì îáúåêòîì äëÿ ïðèæèçíåííîãî
èññëåäîâàíèÿ, òàê êàê êðîìå ñëîæíîñòåé ïðè êóëüòèâèðî-
âàíèè îíè ïëîõî ïîääàþòñÿ òðàíñôåêöèè, êîòîðàÿ íåîá-
õîäèìà äëÿ ïðèìåíåíèÿ ðÿäà âèòàëüíûõ ìàðêåðîâ (Collins
et al., 2002; Collins, Bootman, 2003). Íàì óäàëîñü âèçóàëè-
çèðîâàòü ìèòîõîíäðèàëüíûé àïïàðàò ãåïàòîöèòîâ â êóëü-
òóðå ñ ïîìîùüþ îêðàñêè ðîäàìèíîì 123, ñïåöèôè÷åñêè
ñâÿçûâàþùèìñÿ ñ ìèòîõîíäðèÿìè æèâûõ êëåòîê (Jonson
et al., 1980). Áûëî ïîñòàâëåíî íåñêîëüêî ýêñïåðèìåíòîâ
íà ðàçíûõ ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Â ñóñïåíçèè ãåïàòî-
öèòîâ, âûäåëåííûõ êàê èç íîðìàëüíîé, òàê è èç ïàòîëîãè-
÷åñêè èçìåíåííîé ïå÷åíè, ìèòîõîíäðèè èìåëè îêðóãëóþ
ôîðìó (ðèñ. 8, à). Ïðè ôîðìèðîâàíèè ìîíîñëîÿ â êóëü-
òóðå ãåïàòîöèòû ðàñïëàñòûâàëèñü, ìåíÿÿ îêðóãëóþ ôîð-
ìó íà ïëîñêóþ, õàðàêòåðíóþ äëÿ âñåõ ýïèòåëèàëüíûõ
êëåòîê. Òàêîå èçìåíåíèå ôîðìû ãåïàòîöèòîâ èìåëî ñëåä-
ñòâèåì èçìåíåíèå ïðîñòðàíñòâåííîé îðãàíèçàöèè ìèòî-
õîíäðèîíà. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ïðîòÿæåííîñòü è èí-
òåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ìèòîõîíäðèé â æèâûõ ãåïà-
òîöèòàõ áîëüøå çàâèñåëè îò ñîñòîÿíèÿ êóëüòèâèðóåìûõ
êëåòîê íà ìîìåíò íàáëþäåíèÿ, ÷åì îò èõ ïðîèñõîæäåíèÿ.
Òàê, ó ðàñïëàñòàííûõ ãåïàòîöèòîâ íàáëþäàëàñü õîðîøî
ðàçâèòàÿ èçâèëèñòàÿ ìèòîõîíäðèàëüíàÿ ñåòü, îñîáåííî â
«ïîäîøâå» êëåòêè, ãäå íàõîäèòñÿ á *îëüøàÿ ÷àñòü êîíòàê-
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Ðèñ. 6. Ãåïàòîöèòû êðûñ íà 3-è ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ.

à — ðàííèé àïîïòîç, á — ïîçäíèé àïîïòîç. Îêðàñêà àííåêñèíîì è éîäè-
ñòûì ïðîïèäèåì. Îá. 63�.

Ðèñ. 7. ßäðà ãåïàòîöèòîâ êðûñ íà 5-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ.

à — íîðìàëüíîå ðàñïðåäåëåíèå õðîìàòèíà, á — ñ ïðèçíàêàìè êîíäåíñà-
öèè õðîìàòèíà. Îêðàñêà àóðàìèíîì-SO2. Îá. 63�.
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Ðèñ. 8. Ìèòîõîíäðèè æèâûõ ãåïàòîöèòîâ, îêðàøåííûõ ðîäàìèíîì 123.

à — â ñóñïåíçèè, á — îïòè÷åñêèé ñðåç íà óðîâíå «ïîäîøâû» êëåòêè, â — îïòè÷åñêèé ñðåç íà óðîâíå êëåòî÷íîãî ÿäðà. à—â — ãåïàòîöèòû èíòàêòíûõ
êðûñ; ã—å — ãåïàòîöèòû êðûñ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ CCl4 è àëêîãîëåì.



òîâ êëåòêè ñ ìàòðèêñîì (ðèñ. 8, á). Åùå îäíî ñêîïëåíèå
àêòèâíûõ ìèòîõîíäðèé áîëåå îêðóãëîé ôîðìû íàáëþ-
äàëè â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè êëåòêè (ðèñ. 8, â). Ñõîäíàÿ
êàðòèíà áûëà ïîëó÷åíà â ðàáîòå Êîëëèíçà ñ ñîàâòîðàìè
(Collins et al., 2002) íà êëåòêàõ äðóãèõ òèïîâ, ãäå ìèòîõîí-
äðèè áûëè ðàñïðåäåëåíû ïî öèòîïëàçìå êëåòîê ñ òåíäåí-
öèåé ê àãðåãàöèè âîêðóã ÿäåð. Ìîðôîëîãèÿ ìèòîõîíäðèé
ìåíÿëàñü îò ìàëåíüêèõ ãðàíóë äî áîëåå êðóïíûõ, èíîãäà
âåòâÿùèõñÿ íèòåé (Collins et al., 2002). Ôîðìà ìèòîõîíä-
ðèé â æèâûõ ãåïàòîöèòàõ áûëà î÷åíü äèíàìè÷íîé. Ëþ-
áîå, äàæå ìåõàíè÷åñêîå, âîçäåéñòâèå íà êëåòêè ïðèâîäè-
ëî ê ñæàòèþ è îêðóãëåíèþ îðãàíåëë (ðèñ. 8, ã). Îò÷åòëè-
âûõ ðàçëè÷èé ìåæäó ìèòîõîíäðèÿìè, âûäåëåííûìè èç
íîðìàëüíîé è ïàòîëîãè÷åñêè èçìåíåííîé ïå÷åíè, îáíàðó-
æåíî íå áûëî, õîòÿ â ìîíîñëîå ãåïàòîöèòîâ, èçîëèðîâàí-
íûõ èç ïå÷åíè êðûñ ñ ïàòîëîãèåé, ÷àùå âñòðå÷àëèñü êëåò-
êè ñ íåóïîðÿäî÷åííûì ðàñïîëîæåíèåì âçäóòûõ îêðóãëûõ
ìèòîõîíäðèé, ìåíüøåé ïëîòíîñòüþ èõ óïàêîâêè è áîëåå
ðàçíîîáðàçíîé ôîðìîé ýòèõ îðãàíåëë (ðèñ. 8, ä, å). Ìèòî-
õîíäðèè ãåïàòîöèòîâ êîíòðîëüíûõ æèâîòíûõ èìåëè ïðå-
èìóùåñòâåííî âûòÿíóòóþ ôîðìó è áûëè äîñòàòî÷íî ðàâ-
íîìåðíî ðàñïðåäåëåíû ïî öèòîïëàçìå (ðèñ. 8, á, â).

Ôóíêöèîíèðîâàíèå ìèòîõîíäðèàëüíîãî àïïàðàòà
êëåòêè ÿâëÿåòñÿ ýíåðãåòè÷åñêîé îñíîâîé äëÿ âñåé åå æèç-
íåäåÿòåëüíîñòè. Õàðàêòåðíîé îñîáåííîñòüþ ãåïàòîöèòîâ
ÿâëÿåòñÿ èõ ñïîñîáíîñòü çàïàñàòü è óòèëèçèðîâàòü ãëèêî-
ãåí êàê îñíîâíîé ýíåðãåòè÷åñêèé ìåòàáîëèò ïå÷åíè. Äàí-
íûå î ñîäåðæàíèè ãëèêîãåíà â öèððîòè÷åñêè èçìåíåííîé
ïå÷åíè íåìíîãî÷èñëåííû è äîñòàòî÷íî ïðîòèâîðå÷èâû.
Ñíèæåííûå êîíöåíòðàöèè ãëèêîãåíà â ïå÷åíè áûëè íàé-
äåíû ïðè áèîõèìè÷åñêîì èññëåäîâàíèè ïàöèåíòîâ ñ öèð-
ðîçîì (Owen et al., 1981). Â íàøåé ëàáîðàòîðèè íà ãåïàòî-
öèòàõ, èçîëèðîâàííûõ èç áèîïñèéíîãî ìàòåðèàëà ïå÷åíè
áîëüíûõ õðîíè÷åñêèì ãåïàòèòîì è öèððîçîì ðàçëè÷íîé
ýòèîëîãèè, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî óðîâåíü ãëèêîãåíà â êëåò-
êàõ ìîæåò, íàïðîòèâ, â íåñêîëüêî ðàç ïðåâûøàòü íîðìó
(Êóäðÿâöåâà è äð., 1989, 1995). Ñõîæèå äàííûå ïîëó÷åíû
íà ìîäåëè ýêñïåðèìåíòàëüíîãî öèððîçà, âûçâàííîãî â ðå-
çóëüòàòå 6-ìåñÿ÷íîãî îòðàâëåíèÿ êðûñ ÷åòûðåõõëîðè-
ñòûì óãëåðîäîì. Áûëî ïîêàçàíî ïî÷òè äâóêðàòíîå óâåëè-
÷åíèå ñîäåðæàíèÿ ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ (Êóäðÿâöåâà è
äð., 1996). Ìåæäó òåì â ñâÿçè ñ ïîñòàâëåííûì íàìè ðàíåå
âîïðîñîì î ïåðâè÷íîñòè èçìåíåíèé íà óðîâíå êëåòêè èëè
íà óðîâíå îðãàíà ïðè ðàçâèòèè ïàòîëîãèè èíòåðåñíî, ïðî-
ÿâëÿþòñÿ ëè íàðóøåíèÿ ãëþêîñòàòè÷åñêîé ôóíêöèè ïå÷å-
íè â êëåòêàõ, ïîìåùåííûõ â êóëüòóðó. Èçâåñòíî, ÷òî â
èçîëèðîâàííûõ èíòàêòíûõ ãåïàòîöèòàõ ñîõðàíÿåòñÿ óãëå-
âîäíûé ìåòàáîëèçì, ïðèñóùèé ïå÷åíè in vivo. Ñèíòåòè-
÷åñêèå âîçìîæíîñòè ãåïàòîöèòîâ â êóëüòóðå çàâèñÿò, ñ
îäíîé ñòîðîíû, îò öåëîñòíîñòè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðà-
íû, ïðåäîòâðàùàþùåé ïîòåðþ ðàñòâîðèìûõ ôåðìåíòîâ
öèòîïëàçìû è îáåñïå÷èâàþùåé àäåêâàòíûé òðàíñïîðò ýê-
çîãåííûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ ñèíòåçà ãëþêîçû, à ñ äðó-
ãîé — îò àêòèâíîñòè ýíåðãîîáåñïå÷èâàþùèõ ïðîöåññîâ
(Bissell et al., 1978; Lîpez et al., 1988).

Ñðåäíåå ñîäåðæàíèå ãëèêîãåíà íà êëåòêó ïðè ýêñïå-
ðèìåíòàëüíîì òîêñè÷åñêîì ãåïàòèòå áûëî â 1.5 ðàçà
âûøå, ÷åì â ãåïàòîöèòàõ èíòàêòíîé ïå÷åíè (ðèñ. 9). Ôåð-
ìåíòàòèâíàÿ äèññîöèàöèÿ ïå÷åíè, èñïîëüçóåìàÿ äëÿ ïî-
ëó÷åíèÿ ñóñïåíçèè ãåïàòîöèòîâ, âûçûâàëà çíà÷èòåëüíîå
ñíèæåíèå ñîäåðæàíèÿ â íèõ ãëèêîãåíà. ×åðåç 2 ÷ ïîñëå
âûäåëåíèÿ, ïåðåä íåïîñðåäñòâåííûì ïîìåùåíèåì ãåïàòî-
öèòîâ â êóëüòóðó, êîëè÷åñòâî ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ
êîíòðîëüíîé è ïîäîïûòíîé ãðóïï áûëî â 1.4 è 1.7 ðàçà
ìåíüøå èçíà÷àëüíîãî. Ïðè ýòîì èñõîäíûå ðàçëè÷èÿ â ñî-

äåðæàíèè ãëèêîãåíà â êëåòêàõ îáåèõ ãðóïï íèâåëèðîâà-
ëèñü. Â òå÷åíèå 1-õ ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ñîäåðæàíèå
ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ êîíòðîëüíîé è ïîäîïûòíîé
ãðóïï ïðîäîëæàëî ñíèæàòüñÿ è ñòàíîâèëîñü â 2.3 è 3.6
ðàçà ìåíüøå, ÷åì â ãåïàòîöèòàõ èñõîäíîé ñóñïåíçèè (ðèñ.
9). Â õîäå äàëüíåéøåãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ñîäåðæàíèå ãëè-
êîãåíà â ãåïàòîöèòàõ ïîäîïûòíûõ êðûñ îñòàâàëîñü ïðè-
ìåðíî íà îäíîì óðîâíå, òîãäà êàê â êëåòêàõ êîíòðîëüíûõ
êðûñ îíî ïîñòåïåííî óâåëè÷èâàëîñü, ê 3-ì ñóò äîñòèãàÿ
ïðèìåðíî 74 % îò èçíà÷àëüíîãî. Ïîñëå ýòîãî ñîäåðæàíèå
ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ êîíòðîëüíûõ êðûñ âíîâü ñíèæà-
ëîñü äî óðîâíÿ, êîòîðûé íàáëþäàëñÿ â 1-å ñóò êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ (ðèñ. 9). Òàêèì îáðàçîì, äàæå êðàòêîâðåìåííîå
êóëüòèâèðîâàíèå ïîçâîëèëî âûÿâèòü ðàçëè÷èÿ â äèíàìè-
êå óãëåâîäíîãî ìåòàáîëèçìà â ãåïàòîöèòàõ êîíòðîëüíûõ
êðûñ è êðûñ ñ ýêñïåðèìåíòàëüíûì õðîíè÷åñêèì òîêñè÷å-
ñêèì ãåïàòèòîì. Î ïðè÷èíå òàêèõ ðàçëè÷èé ãîâîðèòü
òðóäíî, ïîñêîëüêó ñîäåðæàíèå ãëèêîãåíà â ãåïàòîöè-
òàõ îïðåäåëÿåòñÿ ñîîòíîøåíèåì ñêîðîñòåé åãî ñèíòåçà è
äåãðàäàöèè — ïðîöåññàìè, â êîòîðûõ ïðèíèìàþò ó÷àñòèå
ìíîãèå ôåðìåíòû, èçìåðåíèå êîòîðûõ â äàííîé ðàáîòå
íå ïðîâîäèëîñü. Äàííûå î ñèíòåçå ãëèêîãåíà â öèððîòè-
÷åñêè èçìåíåííîé ïå÷åíè, èìåþùèåñÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ,
íåìíîãî÷èñëåííû è ïðîòèâîðå÷èâû. Ñ îäíîé ñòîðîíû,
áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ñèíòåç ãëèêîãåíà â ïå÷åíè áîëü-
íûõ öèððîçîì íå îòëè÷àåòñÿ îò òàêîâîãî â ïå÷åíè çäî-
ðîâûõ ëþäåé (Schneiter et al., 1999). Ñ äðóãîé ñòîðîíû,
ïîêàçàíî, ÷òî íàêîïëåíèå ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ öèððî-
òè÷åñêîé ïå÷åíè ïîñëå ïåðîðàëüíîãî ââåäåíèÿ êðûñàì
ãëþêîçû èëè ôðóêòîçû èäåò ñ çàìåòíûì îòñòàâàíèåì ïî
ñðàâíåíèþ ñ íîðìàëüíîé ïå÷åíüþ (Áåçáîðîäêèíà è äð.,
2008).

Ïîëó÷åííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå äàííûå ñâèäåòåëüñò-
âóþò î òîì, ÷òî ïðè ýêñïåðèìåíòàëüíîì õðîíè÷åñêîì
òîêñè÷åñêîì ãåïàòèòå ïðîèñõîäÿò èçìåíåíèÿ óãëåâîäíîãî
ìåòàáîëèçìà ãåïàòîöèòîâ, ïðîÿâëÿþùèåñÿ íå òîëüêî
in vivo, íî è ïðè ïåðåíîñå êëåòîê â êóëüòóðó, ò. å. íå çàâè-
ñÿùèå îò ñèñòåìíûõ èçìåíåíèé ïðè ïàòîëîãèè (óðîâíÿ
òåõ èëè èíûõ ãîðìîíîâ, ñòðóêòóðû îðãàíà, åãî êðîâîñíàá-
æåíèÿ è ìí. äð.). Òàêèì îáðàçîì, êëåòêè, âûäåëåííûå èç
ïàòîëîãè÷åñêè èçìåíåííîãî îðãàíà è ïîìåùåííûå â èäåí-
òè÷íûå óñëîâèÿ, ñîõðàíÿþò ïðèîáðåòåííûå â ðåçóëüòàòå
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Ðèñ. 9. Ñîäåðæàíèå ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ, âûäåëåííûõ èç
ïå÷åíè èíòàêòíûõ êðûñ (1) è êðûñ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ CCl4

è àëêîãîëåì (2), íà ðàçíûõ ýòàïàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ (Õ ± Sx;
p < 0.05).



ðàçâèòèÿ ïàòîëîãèè èçìåíåíèÿ. Íåñîìíåííî, íåîáõîäèìû
äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ òîãî, íàñêîëüêî ãëóáîêè ýòè
èçìåíåíèÿ è âîçìîæíà ëè èõ êîððåêöèÿ íà êëåòî÷íîì
óðîâíå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé (ïðîåêò 08-04-00971-a).
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The goal of the study was to examine the state of primary hepatocytes of rats with toxic hepatitis induced by
combination of CCl4 and ethanol. Fluorescent immunocytochemical analysis demonstrated that normal and
pathologic hepatocytes in culture formed actin cytoskeleton, cell-cell and cell-matrix contacts. To investigate
morphology and localization of mitochondria the hepatocytes were stained with Rhodamine 123. Glycogen and
DNA contents in hepatocytes were determined by fluorescent cytophotometry during the lifetime of the culture.
Cells were maintained for 5 days, and there were no changes in ploidy distribution observed. The mean ploidy
was not changed too. Thus hepatocytes of different ploidy demonstrated similar survival rate. The glycogen con-
tent was 50 % higher in experimental group compared to the control. The glycogen content decreased in control
and cyrrotic hepatocytes àfter collagenase isolation. It has been found that the control hepatocytes accumulated
glycogen within 3 days. On the contrary, the glycogen levels remained to be low in the pathologic hepatocytes.

K e y w o r d s: primary culture of hepatocytes, mitochondria, polyploidy, glycogen.
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