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Представлены результаты ограниченного клинического исследования комплексного метода лечения 
хронических диффузных заболеваний печени (ХДЗП), заключающегося в последовательном введении в 
печеночный кровоток перфторуглеродной эмульсии (ПЭ) и аутологичных мультипотентных мезенхималь­
ных стромальных клеток костного мозга (ММСК). Продемонстрирована безопасность и клиническая эф­
фективность данного подхода, позволяющего снизить активность воспаления в печени, улучшить ее м ор­
фологическую структуру и остановить или замедлить прогрессирование фиброза. Полученные результаты 
in vitro на 3D культуре клеток печени подтвердили патогенетический механизм репарации при ХДЗП.
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Актуальность проблемы

Проблема лечения ХДЗП с исходом в фиброз и цирроз 
не решена по настоящее время [2; 28]. В последние годы 
активно изучаются различные варианты клеточных 
трансплантаций (КТ) для коррекции ХДЗП [3; 16; 22; 45]. 
Установлено, что трансфузия стволовых гемопоэтических 
клеток (CD34+) и фетальных гепатобластов (ФГ), в том 
числе в портальную вену и в печеночную артерию (ПА), 
улучшают функционально-значимые и морфологические 
показания при ХДЗП в эксперименте и в клинике [17; 18; 
32; 33; 35-37; 46; 48; 49]. Однако при введении как ауто­
генных, так и аллогенных клеток в сосудистое русло есте­
ственным образом происходит активация системы моно- 
нуклеарных фагоцитов (СМФ), что вызывает ухудшение 
хоуминга клеток и их массированную элиминацию [3; 35; 
38-43; 47].

Ранее нами был предложен и описан способ примене­
ния перфторуглеродной эмульсии (ПЭ) для лечения 
ХДЗП, основанный на феномене кумуляции ПЭ в фаго­
цитах в зоне фиброза с замедлением процесса избыточно­
го фиброгенеза [8-13; 23], вызванном, в свою очередь, ак­
тивацией системы мононуклеарных фагоцитов [20; 21; 30; 
31] при введении ПЭ в кровоток. Известно, что сразу по­
сле введения ПЭ в кровоток она фагоцитируется различ­
ными тканевыми макрофагами, вызывая преходящее 
снижение реактивности СМФ, проявляющееся замедле­
нием фагоцитоза и иммуносупрессией сроком до 3 сут. [1; 
4; 5; 7; 25; 29; 44]. Мы предположили, что феномен фазно­
го влияния ПЭ на реактивность СМФ при последователь­

ной инфузии ПЭ и клеток в зону повреждения позволит 
введенным клеткам избежать агрессивного воздействия 
СМФ и остаться жизнеспособными в зоне повреждения 
за счет региональной иммуносупрессии, вызванной фаго­
цитозом ПЭ. Учитывая уменьшение воспалительной ак­
тивности, можно предположить, что в качестве дополни­
тельного эффекта уменьшится развитие фиброза. Таким 
образом, проверка целесообразности региональной КТ на 
фоне региональной имплантации ПЭ в СМФ зоны по­
вреждения при лечении ХДЗП является актуальной.

Нами выполнено клиническое испытание этой мето­
дики у пациентов с ХДЗП, которым, по общехирургиче­
ским показаниям выполнялось селективное снижение 
портального кровотока путем рентгенэндоваскулярной 
редукции кровотока в селезеночной артерии (РЭРКСА) 
[6 ; 14; 19]. На электронно-микроскопическом уровне в 
условиях in vitro на клеточной культуре печени исследова­
на возможность захвата частиц ПЭ клетками печени.

Цель исследования — оценить эффективность комплек­
сного метода лечения ХДЗП, заключающегося в последо­
вательном введении в печеночный кровоток перфторугле­
родной эмульсии и аутологичных мультипотентных ме­
зенхимальных стромальных клеток костного мозга.

Материал и методы

Все клинико-морфологические исследования были 
одобрены и выполнялись с согласия Этического комитета
29 ГКБ г. Москвы после получения добровольного ин­
формированного согласия пациентов на проведение ма­
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нипуляций. В клиническом исследовании участвовали 28 
пациентов (17 мужчин и 11 женщин, от 27 до 68 лет) с 
ХДЗП, разделенных, с сохранением однородности учиты­
ваемых параметров, на основную (1-я; п = 12) и контроль­
ную (2-я; п=16) группы. По этиопатогенетическим, кли­
нико-лабораторным, возрастным и социальным характе­
ристикам группы были сходными. Причиной ХДЗП у
11 пациентов послужил вирусный гепатит (В, С и D); у 13
— алкогольный гепатит; у 2 — острый токсический (меди­
каментозный) гепатит; у 1 — аутоиммунный гепатит. Сте­
пень печеночной недостаточности (ПН) по Child-Turcot- 
te-Pugh у 2 пациентов оценена как класс «А», у 19 — «В», у 
7 — «С». Показанием для РЭРКСА послужила профилак­
тика (п=7) и остановка (п=17) варикозного пищеводного 
или желудочного кровотечения и коррекция асцита.

Первый этап операции у пациентов обеих групп был 
однотипным и заключался в последовательной эмболиза- 
ции селезеночной артерии (СА) и инфузии в СА перфто­
руглеродной эмульсии («Перфторан»™ [15]). Эмболиза- 
ция СА выполнялась линейными металлическими эмбола- 
ми до достижения редукции кровотока 2-3 степени. Затем, 
с целью купирования постэмболизационного синдрома и 
замедления фиброза [10], в СА вводили 5-15 мл ПЭ.

Второй этап операции выполнялся только пациентам 
группы 1. Им в СА и, в части случаев, в ПА, вводили 
10х106 аутологичных М М СК в 20-30 мл физиологическо­
го раствора со скоростью 0,5-1 мл/мин. В работе исполь­
зовали клоногенные культуры ММСК, получаемые после 
культивирования согласно разработанному ранее прото­
колу [22]. Изолированные из костного мозга пациентов 
методом градиентного центрифугирования с фиколлом 
первичные культуры клеток культивировали в низкой 
плотности, получая культуры ММСК, обладающие боль­
шим клоногенным и дифференцировочным потенциалом 
и низкой способностью к агрегации в суспензии.

Всем пациентам перед операцией, через сутки и через 
1, 3, 6 , 12 и 36 мес. после каждой операции выполняли 
ультразвуковое обследование печени и селезенки, вклю­
чая допплерографию портального кровотока, эзофагога- 
строскопию; в эти же сроки выполнялись стандартные 
клинические лабораторные исследования. Степень пече­
ночной недостаточности (ПН) оценивали согласно клас­
сификации С. Child, J. Turcotte (1964), модифицирован­
ной R. Pugh с соавт. [2]. При этом перед началом лечения 
класс «А» был установлен у 2 пациентов, «В» — у 19, «С»

— у 7. Для оценки выраженности печеночной энцефало­
патии (ПЭ) применялся тест связи чисел (Рейгана) [2]. 
Перед началом лечения ПЭ была выявлена у всех пациен­
тов, при этом стадия 2 выявлена у 18, стадия 3 — у 8 , ста­
дия 4 — у 2 пациентов (табл. 1).

С целью динамического мониторинга морфофункцио­
нального состояниям паренхимы печени до- и через 6 , 12 
и более месяцев после операции всем больным выполня­
лась аспирационная биопсия печени; при этом цирроти- 
ческая трансформация печени установлена у 18 пациен­
тов. У части пациентов 1-й группы биопсия выполнялась 
через 10-20 мин., либо в ближайшие 2-14 сут. после инфу­
зии ММСКА и ПЭ; при этом для обнаружения М М СК и 
клеток Купфера с ПЭ («перфторофагов») выполняли им­
муно гистохимическое исследование, у 2 пациентов из 
группы 1 и 1 — из группы 2 — трансмиссионную элект­
ронную микроскопию; морфологические исследования 
выполнялись по стандартной методике [7].

Пациенты наблюдались в сроки до 3 лет, с кратностью 
не реже одного раза в 6 мес. По показаниям, основанным 
на данных допплерометрии, дополненных целиакогра- 
фией, выполнялись повторные РЭРКСА. Инфузии ПЭ 
повторяли всем пациентам обеих групп каждые 6 мес., в 
том числе при каждой РЭРКСА; в группе 1 при этом вво­
дили М М СК по описанной методике. В группе 1 это опе­
ративное лечение выполнено в среднем 5 раз (от 1 до 9), а 
в группе 2 — в среднем 6 раз (от 1 до 8) каждому из паци­
ентов. Кроме того, выполнялось рутинное консерватив­
ное лечение по назначению гастроэнтеролога.

Исследования in vitro проводили на 3D культуре (сфе­
роидах) клеток печени. Первичную суспензию клеток по­
лучали из пункционных биоптатов печени, полученных 
сразу после оперативного вмешательства методом колла- 
геназной ферментации. Культивировали в монослойной 
культуре в течение 3-4 дней в подобраной ростовой среде 
до 70-80% конфлюэнтности. Для получения сфероидов 
использовали метод «висячая капля». Прикрепленные 
культуры отмывали раствором Версена, обрабатывали 
0,25% раствором трипсина, инактивировали действие 
трипсина добавлением небольшого количества сыворот­
ки. Количество клеток в суспензии подсчитывали при по­
мощи клеточного счетчика Countess (Invitrogen) Получен­
ную суспензию центрифугировали. Осадок ресуспендиро- 
вали до конечной концентрации 80 000 клеток/мл в пол­
ной ростовой среде с добавлением ПЭ в объеме 10 мкл на

Таблица

Показатели О сновная группа (п= 12 )

Перед
операцией

Период после операции

24 ч 7 сут. 30 сут. 90 сут. 6 мес. 3 года

АлТ, (ед /л ) 40 ,2±4 ,0 43 ,7±4 ,9 38,5±4,8 34 ,5±5 ,6 36 ,9±4,8 36,8±2,8 34 ,4±3 ,7

АсТ, (ед /л ) 60 ,3±2 ,7 63 ,0±3,0 55,9±3,1 47 ,7±2 ,3 49 ,4±2,8 54,7±2,4 4 8 ,5 ± 1 ,6

0 . белок (г /л ) 44 ,3±2 ,7 44 ,6±2 ,5 66,7±2,6 6 5 ,0 ± 1 ,9 57,5±3,8 52 ,7±3,3 58,7±2,4

Альбумин (г /л ) 18 ,8 ±1 ,5 1 9 ,6± 1,4 2 7 ± 1 ,5 2 5 ,4 ± 1 ,2 2 4 ,2± 1 ,0 23,8±2,3 25,8±2 ,7

ПТИ (% ) 7 1 ,0±1 ,6 72 ,5±2 ,0 7 1 ,2±1 ,6 7 1 ,4 ± 1 ,4 6 8 ,6± 1 ,2 6 9 ,8± 1 ,6 7 1 ,4±1 ,3

АлТ, (ед /л ) 4 1 ,2±4,4 43 ,9±4 ,0 39,2±4,3 40 ,9±4 ,3 36 ,5±4 ,3 37,8±4,1 40 ,1±3 ,8

АсТ, (ед /л ) 54 ,9±3,0 56,7±3,1 47,7±3,5 49,3±3,8 5 1 ,3±4,1 53,6±4,1 44 ,4±5 ,7

0 . белок (г /л ) 40 ,6±3 ,5 4 1 ,1±2,2 4 0 ,4 ± 1 ,7 38 ,6±2 ,5 3 8 ,9 ± 1 ,6 3 9 ,6 ± 1 ,8 3 7 ,0 ± 1 ,7

Альбумин (г /л ) 19 ,3 ±1 ,6 19 ,2 ± 1 ,6 18 ,4 ±1 ,8 18 ,4 ± 1 ,5 17,6 ± 1 ,3 17,9 ± 1 ,8 18,1 ±1,8

ПТИ (% ) 7 1 ,4±1 ,8 7 2 ,3 ± 1 ,7 7 1 ,3±1 ,5 70, 6 ± 1 ,6 7 1 ,7±1 ,3 7 3 ,3 ± 1 ,9 70,1 ±3,1
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1 мл питательной среды. Для получения «висячих капель» 
из полученной суспензии на крышку 90-мм чашки Петри 
(Corning) наносили капли объемом 20-30 мкл, для предот­
вращения испарения в чашку добавляли 5-6 мл полной 
ростовой среды. Клетки культивировали в «висячих кап­
лях» в стандартных условиях (37°С, 5% ССЬ).

Для исследования ультраструктуры через 10 суток по­
лученные сфероиды фиксировали в 2,5% растворе глюта- 
рового альдегида на 0,1 М фосфатном буфере (pH 
7,2-7,4), дофиксировали 1% раствором тетраоксида 
осмия. После этого осуществляли обезвоживание и обез­
жиривание по стандартной схеме. Зафиксированные сфе­
роиды заливали в аралдит. Полутонкие срезы изготавли­
вали на ультратоме «Leica ЕМ UC6» серийно (толщина 
среза 1 мкм), до максимального диаметра клеточного 
сфероида, окрашивали в течение 30-40 мин нагретой до 
60°С смесью (1:1:1:1) 0,25% водного раствора крезилового 
фиолетового, 0,5% водного раствора толуидинового сине­
го, 1% водного раствора метиленового синего и 1% рас­
твора метилового зеленого. Изучали и фоторегистрирова- 
ли в видимом световом диапазоне под микроскопом Axio- 
vert 25 (Carl Zeiss, Германия) с помощью цифровой каме­
ры AxioCam HRC (Carl Zeiss, Германия). Ультратонкие 
срезы монтировали на сетки, контрастировали уранила- 
цетатом и цитратом свинца и изучали в трансмиссионном 
электронном микроскопе JE M -100В (Япония).

Результаты и обсуждение
Осложнений при проведении РЭРКСА не зарегистри­

ровано, постэмболизационный эффект был практически 
купирован. Положительный эффект от введения ММСК 
заключался в следующем. В группе 1 из 12 пациентов 10 в 
сроки 3-12 ч после операции отмечали появление ощуще­
ния «бодрости», «повышения жизненного тонуса», «вы­
носливости и снижения утомляемости»; при этом при тес­
товом исследовании регистрировалось большее снижение 
энцефалопатии в сравнении с группой контроля. Эти по­
ложительные симптомы примерно в 30% случаев прогрес­
сировали на протяжении 1-2 недель, после чего стабилизи­
ровались. В контрольной группе столь выраженный вита- 
лизирующий эффект нами не регистрировался. Описанная 
дифференциация между группами сохранялась на протя­
жении 1-3 мес. Отрицательных и побочных эффектов от 
введения М М СК в ближайшем и отдаленном послеопера­
ционных периодах не зарегистрировано.

При повторных инфузиях ММСК положительные субъ­
ективные ощущения пациенты 1 группы отмечали каждый 
раз, независимо от того, выполнялась при этом РЭРКСА 
или нет. Тестовые исследования также регистрировали при 
этом снижение степени энцефалопатии в опытной группе в 
сравнении с контролем в течение 1-5 недель. Ранее нами 
было установлено, что собственно введение ПЭ столь выра­
женным клиническим эффектом не обладает, и его положи­
тельный эффект ограничивается замедлением фиброза и 
купированием постэмболизационного синдрома; также на­
ми было установлено, что введение ММСК при РЭРКСА 
без предварительной инфузии ПЭ в СА не демонстрирует 
столь выраженного эффекта, очевидно, из-за того, что по­
стэмболизационный синдром полностью маскирует поло­
жительный эффект от ММСК [10].

Допплерографические показания к  проведению по­
вторной РЭРКСА пациентам 1 группы в среднем были 
установлены на 2-3 мес. позже, чем у пациентов 2 группы.

Лабораторные показатели белоксинтезирующей функции 
печени у пациентов 1 группы в сроки от 7 до 30 сут. после 
каждой процедуры значительно увеличивались, стабили­
зируясь около уровня нормы в сроки от 3 до 6 мес., после 
чего, как правило, снижались до исходных показателей. 
В контроле роста этих показателей не отмечено (табл. 1).

При наблюдении в сроки до 3 лет общее различие в 
группах заключалось в большей нормализации и (или) 
стабилизации клинических, лабораторных, допплерогра- 
фических, гистологических и ментальных показателей у 
пациентов группы 1.

В биоптатах печени в обеих группах в период от 
10-20 мин. до 60 сут. после операции обнаруживались ак­
тивированные клетки Купфера, содержащие включения 
ПЭ — «перфторофаги».

На электроннограммах клетки СМФ регистрирова­
лись в просвете синусоидов, имели ядра с признаками вы­
раженной метаболической активности, их цитоплазма 
была заполнена каплями ПЭ, имеющими мелко грануляр­
ное строение, средней электронной плотности.

Известно, что в 3D культурах клетки сохраняют харак­
терное для тканей и органов строение в отличие от моно- 
слойных 2D культур и способны морфологически и функ­
ционально соответствовать тканям in situ, поэтому влия­
ние перфторана in vitro было исследовано на сфероидах 
[24]. Сфероиды клеток печени формировались к  5-7 дню 
культивирования и состояли из нескольких типов клеток: 
гепатоцитов, в том числе и многоядерных, моноцитов, 
овальных клеток и др. Исследование полутонких срезов 
сфероидов показало, что добавление в ростовую среду ПЭ 
приводило к появлению в сфероидах из печени клеток с 
большим количеством вакуолей (рис. 1).

Анализ ультратонких срезов сфероидов выявил ульт- 
раструктурные изменения в клетках. Помимо крупных 
вакуолей в цитоплазме были обнаружены мультивезику- 
лярные образования размером 0,5-1,5 мкм (рис. 2). Фор­
мирование таких же структур наблюдали другие исследо­
ватели в астроглиальных клетках и нейронах органотипи­
ческой культуры гиппокампа крысы после добавления 
перфторана. Эти вторичные лизосомы, содержащие час­
тицы эмульсии, были назвали «перфторосомами» [26]. По

1

Рис. 1. Структура 3D сфероида из клеток печени:
1 — многоядерная клетка; 2 — вакуолизация клеток сфероида
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Рис. 2.
А — Ультраструктура клетки сфероида:
1 — мультивезикулярные структуры — перфторосомы; 2 — митохонд­
рия; 3 — ядра;
Б — перфторосома

их мнению, наличие «перфторосом» в клетках свидетель­
ствует об их высокой эндосомальной активности.

Обращало на себя внимание, что часть клеток имели 
признаки повреждения: неравномерно расширенные пе- 
ринуклеарные пространства, нарушение целостности 
плазмолеммы, в единичных клетках — гиперплазия аппа­
рата Гольджи и разрушение митохондрий. Такие клетки 
содержали относительно большее число мультивезику- 
лярных частиц, что вероятно, могло быть связано с их вы­
сокой макрофагальной активностью, что подтверждает 
возможность влияния ПЭ на реактивность СМФ

При гистологическом исследовании биоптатов печени, 
полученных от больных основной группы, в течение от 15-20 
мин. до 24 ч после операции в просветах синусоидов и на их 
периферии помимо капель ПЭ и активированных макрофа­
гов обнаруживались ММСК, расположенные как дискретно, 
так и в виде небольших кластеров; часть их была повреждена. 
На электроннограммах ММСК отличались от клеток Купфе- 
ра отсутствием включений ПЭ. В более поздние сроки 
ММСК в биоптатах не выявлялись. При анализе морфологи­
ческих данных исследования печени в динамике в сроки до 3 
лет в обеих группах выявлены признаки стабилизации про­
цесса хронического воспаления и коллагеногенеза; достовер­
ного различия данных между группами не выявлено.

При динамическом наблюдении на протяжении 3 лет 
из-за полиорганной недостаточности умер через 2 мес. 
после операции один пациент из группы 1 («С» по 
Child-Pugh). В контрольной группе на протяжении года 
умерло 3 пациентов («С» по Child-Pugh). За период на­
блюдения по социальным и организационным причинам 
прекратили лечение 7 пациентов из основной группы и 9 
пациентов из группы контроля, остальные продолжают 
находиться под наблюдением.

Выводы
Впервые в клинических условиях разработан и применен 

комплексный способ лечения ХДЗП, основанный на введе­
нии в портальный тракт мультипотентных мезенхимальных 
стромальных клеток костного мозга с предварительной ре­
дукцией портального кровотока и регионального введения 
ПЭ с целенаправленным формированием перфторофагов в 
поврежденном органе. Продемонстрирована безопасность и 
клиническая эффективность данного подхода. Сочетанное 
применение трех различных патогенетических способов воз­
действия на процесс развития ХДЗП имеет синергический 
эффект, позволяющий снизить активность воспаления в пе­
чени, улучшить ее морфологическую структуру и остановить 
или замедлить прогрессирование фиброза.
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Pathogenetic mechanisms of changes in activity of inflammation and fibrogenesis 
in patients with chronic diffuse liver disease after combined use perfluorocarbon 
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The paper presents the results o f the lim ited clinical study o f chronic diffuse liver diseases (CDLD) treatment, 
that includes consecutive administration o f perfluorocarbon emulsion and autologous bone marrow m ultipotent 
mesenchymal stromal cells(MMSC) in to the liver blood flow. The results demonstrated the safety and clinical e ffi­
cacy o f this approach, which allows to reduce the activity o f inflammation in the liver and improve its m orphologi­
cal structure and stop o r slow the progression o f fibrosis. The results obtained in 3D cell culture in vitro confirmed  
the pathogenetic mechanism o f liver repair in patients with CDLD.
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