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Цель. Изучить влияние экстракта, полученного из растущей печени, на жизнеспособность и пролифератив-

ную активность различных типов клеток в культуре.

Материал и методы. Биологическая комбинация представляет собой экстракт, полученный из растущей пече-

ни по разработанной оригинальной методике. Исследовано влияние экстракта на следующие клеточные 

линии: гепатокарциному Huh7, мышиные L-фибробласты, мезенхимальные стволовые клетки костного мозга 

мыши. Жизнеспособность и пролиферативную активность оценивали по окрашиванию клеток трипановым 

синим и визуальному подсчету клеток при световой фазовоконтрастной микроскопии.

Результаты. Биологическая комбинация, полученная из растущей печени неонатального поросенка, дозозави-

симо защищает клетки гепатоцитарного происхождения от депривации фетальной сыворотки, в присутствии 

сыворотки стимулирует рост клеток. Высокая концентрация экстракта не приводит к ростовому аресту линии 

гепатоцитарного происхождения. В то же время экстракт является цитостатиком (или цитотоксином) для 

мышиных L-фибробластов. Выявлен ограниченный защитный эффект экстракта относительно депривации 

сыворотки при действии на стволовые клетки из костного мозга мыши.

Заключение. Результаты исследования позволяют рассматривать выделенный экстракт в качестве возможного 

регулятора репаративной регенерации печени, оказывающего защитный и/или стимулирующий эффект на 

клетки гепатоцитарного происхождения (Huh7), мезенхимальные стволовые клетки костного мозга мыши 

и цитостатический эффект на основные продуценты фиброзной ткани – фибробласты. Это является основа-

нием для проведения дальнейших исследований.
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Aim. To analyze the effect of growing liver biological set on viability and proliferative activity of various cellular 

cultures in vitro.

Material and Methods. The biological combination is an extract from the growing liver obtained by using of original 

technique. We have assessed extract’s effect on the following cellular lines: hepatic carcinoma Huh7, L-fibroblasts 

of mice, murine bone marrow mesenchymal stem cells. Viability and proliferative activity were assessed by staining 

the cells with trypan blue and visual counting of cells under phase contrast microscopy.
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Result. Biological combination from neonatal piglet’s growing liver dose-dependently protects hepatocyte-like cells 

from deprivation of fetal serum and stimulates cellular growth in presence of serum. High concentrations of HRS do 

not lead to growth arrest of the Huh7 cells. At the same time, it is a cytostatic (or cytotoxic) for murine L-fibroblasts. 

Limited protective effect of the combination on the deprivation of serum when exposed to bone marrow stem cells 

was revealed.

Conclusion. Our data show that the extract may be considered as an important regulator of reparative regeneration 

of liver with protective and/or stimulating effect on mesenchymal stem and hepatic-like cells and cytostatic effect 

on fibroblasts. So, further trials are necessary.  

Keywords: mesenchymal stem cells, fibroblasts, serum-free medium, regeneration stimulator, hepatic regeneration, growing 

arrest. 
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 Вве де ние
Современные технологии позволяют прово-

дить обширные резекции печени, однако недо-
статочный функциональный объем остающейся 
паренхимы печени является причиной развития 
пострезекционной печеночной недостаточности. 
Для профилактики послеоперационной недо-
статочности печени разработан способ воздей-
ствия, направленный на увеличение массы оста-
ющейся печени, – эмболизация воротной вены, 
которая осуществляется до проведения резекции 
печени. Продолжаются исследования механиз-
мов регенерации после эмболизации воротной 
вены, резекции печени, при заболеваниях желч-
ных протоков [1–4] с целью возможного воздей-
ствия на пролиферацию гепатоцитов.

Сложность механизмов регенерации печени, 
большое число участников процесса не позволя-
ют использовать какой-то один из известных 
факторов роста для увеличения пролиферации 
гепатоцитов. В 1975 г. LeBreque показал, что для 
повышения регенерации печени возможно ис-
пользовать естественный набор, полученный 
из регенерирующей печени после удаления 70% 
органа, и назвал его HSS (hepatic stimulator 
substance) [5]. Мы разработали оригинальную 
методику получения экстракта из регенерирую-
щей и растущей печени модельных животных, 
назвав его hepatic regeneration set (HRS), и пока-
зали возможность снижения цитолиза на моде-
лях токсического повреждения печени введени-
ем тиоацетамида [6, 7]. 

Целью исследования было изучение влияния 
экстракта, полученного из растущей печени, на 
жизнеспособность и пролиферативную актив-
ность различных типов клеток в культуре.

 Материал и методы
Получение HRS. Для получения HRS исполь-

зовали технологию, подробно описанную в па-
тенте Э.И. Гальперина и соавт. [8]. Полученный 
экстракт ткани печени хранили при температуре 
−65–70 °С. Перед работой экстракт стерили-
зовали фильтрованием через 0,2 мкм фильтр. 
Исходный экстракт имел концентрацию 3,34 мг 
сухого веса в 1 мл. Для культивирования клеток 
экстракт разводили культуральной средой в 10 
или 100 раз (10% или 1% HRS соответственно). 

Клетки. Использовали гепатокарциному че-
ловека Huh7 (Thermo Fisher Scientific), мыши-
ные фибробласты линии L (ATCC® CRL2648™) 
и мезенхимальные стволовые клетки (МСК) 
костного мозга мыши, выделение которых про-
водилось по описанному ранее в литературе ме-
тоду [9].

Культивирование и инкубацию культур клеток 
с HRS проводили в соответствии с ранее опубли-
кованным протоколом [9, 10] следующим обра-
зом. Клетки Huh7 выращивали в среде DMEM 

с 10% фетальной бычьей сывороткой (ФБС). 
Первичные культуры клеток грызунов поддер-
живали в среде DMEM с низкой концентрацией 
глюкозы и 10% ФБС. Среду меняли дважды в не-
делю. При необходимости клетки пересевали 
0,25% раствором трипсина в ЭДТА.

Рассев клеток на 24 луночные планшеты осу-
ществляли из расчета 15–20 тыс. клеток на лунку; 
через 4–8 ч стандартную питательную среду за-
меняли на бессывороточную среду (SD), среду 
с разными концентрациями HRS либо стандарт-
ную среду с 10% ФБС. Инкубировали клетки 
в перечисленных средах в течение 2 нед, меняя 
среду дважды в неделю. Через 2 нед инкубации 
клетки отмывали от HRS и добавляли среду 
с 10% ФБС либо проводили тестирование жиз-
неспособности с трипановым синим. В парал-
лельных лунках определяли количество клеток.

Жизнеспособность и пролиферативная актив-
ность различных клеток в культуре. Жизне спо-
собность и пролиферативную активность оцени-
вали по окрашиванию клеток трипановым синим 
после трипсинизации и по визуальному под счету 
клеток при световой фазовоконтрастной микро-
скопии. 

Количественный мониторинг динамики проли-
ферации клеток. Рост клеток регистрировали по 
усовершенствованной нами технологии визуаль-
ного подсчета количества клеток на единицу 
площади [11]. Подсчитывали количество клеток 
в 1/4 поля зрения микроскопа при увеличении 
1 : 200. На этом же увеличении в поле зрения 
микроскопа помещали камеру Горяева с извест-
ными размерами квадратов и исходя из соотно-
шения размеров квадратов Горяева с диагональю 
поля зрения рассчитывали площадь поля зрения 
Sпз, что позволяет определять плотность клеток 
на единицу площади. Поскольку обычно клетки 
лежат неравномерно, среднюю конфлюэнтность 
и(или) общее количество клеток оценивали по 
нескольким полям зрения в различных участках 
ячейки и по параллельным ячейкам и усредняли. 
Коэффициент вариации количества клеток при 
визуальном подсчете между ячейками не превы-
шал ±15% от среднего. При достижении полной 
конфлюэнтности исходной ячейки клетки пере-
севали с разведением, учитывая которое продол-
жали расчет динамики пролиферации на дочер-
них ячейках как % от емкости исходной ячейки. 
Для каждой концентрации тестируемого экс-
тракта клетки считали не менее чем на трех па-
раллельных исходных ячейках.  

Статистика. Анализ данных проводили в ста-
тистической программе Graphpad Prism версии 
7.00. Различия между группами выявляли при 
помощи двухфакторного дисперсионного ана-
лиза с повторными измерениями (two-way 
ANOVA RM), среднее различие (main effect) 
между группами рассчитывали с поправкой на 
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множественные сравнения по методу Тьюки. 
Данные на графиках представлены как среднее 
значение ± стандартное отклонение, разница 
между исследуемыми группами – как среднее 
различие ± стандартная ошибка. Соотношение 
жизнеспособных и нежизнеспособных клеток 
при проведении теста с трипановым синим на 
линии Huh7 проверяли на нормальное распреде-
ление методом Шапиро–Уилка, после чего про-
водили однофакторный дисперсионный анализ 
(one-way ANOVA) с последующим t-тестом с по-
правкой Тьюки. Различия между группами счи-
тали достоверными при значении p < 0,05.

 Результаты
Влияние HRS на клетки гепатоцитарного про-

исхождения. На рис. 1 представлены результаты 
мониторинга методом визуального подсчета ко-
личества клеток гепатоцитарной линии Huh7 
в течение 2 нед инкубации в присутствии HRS 
(в концентрации 1% – зеленая и 10% – красная 
линии). В контрольных экспериментах клетки 
инкубировали в бессывороточной среде (черная 
линия) и в стандартной среде с ФБС (голубая 
линия). Видно, что контрольные клетки Huh7 
в отсутствие сыворотки погибают после инкуба-
ции в бессывороточной среде (черная линия 
рис. 1). HRS защищает Huh7 от гибели в бес-
сывороточной среде (красная и зеленая кривые), 
так как при дальнейшем добавлении сыворотки 
(обозначено стрелкой) наблюдается активация 
роста клеток, значительно более быстрая в ячей-
ках, где клетки преинкубировались с HRS (встав-
ка рис. 1). Причем преинкубация с 10% HRS 
способствовала более быстрому восстановлению 
роста, чем с 1% HRS (сравните красную и зеле-
ную кривые с 15-го дня). Таким образом, HRS 
дозозависимо защищает клетки гепатоцитар ного 
происхождения от угнетающего влияния бес-
сывороточной среды и стимулирует пролифера-
цию этих клеток при снятии воздействия SD. 
На рис. 2 показано влияние HRS на жизнеспо-
собность упомянутой выше клеточной линии, 
оцененную при помощи трипанового синего. 
Этот тест подтвердил защиту клеток гепатоци-
тарного происхождения экстрактом HRS от уг-
нетающего действия депривации сыворотки. 
В присутствии ФБС обнаружено 82 ± 2,9% 
жизне способных клеток, в бессывороточной 
среде – 14,4 ± 5,2%, в присутствии HRS – 66 ±
± 8,8% клеток.

Влияние HRS на мышиные фибробласты 
линии L На рис. 3 представлены результаты мо-
ниторинга методом визуального подсчета коли-
чества фибробластов в течение 2 нед инкубации 
в бессывороточной среде (черная кривая) и в 
присутствии HRS (в концентрации 1% зеленая 
– и 10% – красная линии). В сывороточном кон-
троле (голубая линия) через 2 нед к стандартной 

Рис. 1. Диаграмма. Влияние HRS на рост гепатокарцино-
мы человека Huh7 в присутствии и в отсутствие (SD) 
сыворотки. Визуальный счет по 3–4 полям зрения. Через 
2 нед во всех ячейках стандартная среда с 10% ФБС 
(стрелка). На вставке: уменьшенный масштаб графика 
для иллюстрации динамики пролиферации на отдален-
ных пас сажах. 

Рис. 2. Диаграмма. Исключение трипанового синего 
гепатокарциномой Huh7: соотношение % жизнеспособ-
ных к погибшим клеткам (черный цвет) после 2-недель-
ной инкубации в различных средах, общее число клеток 
(серый цвет).
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среде был добавлен 10% HRS (обозначено стрел-
кой), а на 20-й день среду вновь заменили на 
стандартную с 10% ФБС (следующая стрелка). 

При этом оказалось, что бессывороточная 
среда, подобно действию на Huh7, угнетает фи-
бробласты (черная кривая), однако некоторая 
доля L-клеток в отличие от Huh7 оказалась 
способ ной к восстановлению пролиферации при 
последующем добавлении сыворотки. HRS, не-
зависимо от концентрации, не только не защи-
щает L-клетки от угнетающего действия SD, 
как это было в случае Huh7, но и усугубляет его. 
Негативное действие HRS на фибробласты на-
блюдалось даже в присутствии 10% ФБС (голу-
бая кривая после момента добавления HRS через 
2 нед инкубации с ФБС), однако оно было 
обрати мым: после смены на 20-й день HRS-
содержащей среды на 10% ФБС отмечено уси-
ление пролиферации клеток. 

Влияние HRS на МСК костного мозга мыши 
На рис. 4 представлены результаты монито-

ринга методом визуального подсчета количества 
клеток МСК в течение 2 нед инкубации в при-
сутствии HRS (в концентрации 1% – зеленая 
и 10% – красная линии). В контрольных экспе-
риментах клетки инкубировали в бессывороточ-
ной среде (черная линия) и в стандартной среде 
с ФБС (голубая линия). Через 2 нед везде смени-
ли среду на стандартную (10% ФБС). В контро-
ле, подобно действию на L-фибробласты, бес-
сывороточная среда обратимо угнетала МСК 
(различие между черной и голубой кривыми 
статистически значительно, p < 0,0001), некото-
рая доля клеток восстанавливала пролиферацию 
после добавления 10% ФБС. Однако HRS проти-
водействовал угнетающему действию SD, как это 
было и при исследовании культуры Huh7. 
А именно, в течение и сразу после инкубации 
в бессывороточной среде (между 6-ми и 33-ми 
сутками), в присутствии 10% HRS в среднем 
определялось на 14,3 ± 3,4% больше клеток, чем 
в его отсутствие, различие достоверно (p = 0,0065). 
В то же время при уменьшении концентрации 
HRS до 1% защитный эффект падал: 4,3 ± 3,4%; 
p = 0,6024. 

 Обсуждение
Изучение механизмов фиброгенеза при сти-

муляции регенерации печени является фунда-
ментальной научной проблемой. В настоящее 
время регенерацию печени разделяют на репара-
тивную (восстановление паренхиматозных кле-
ток – гепатоцитов) и фиброзную (развитие фиб-
розной соединительной ткани в печени). Кроме 
того, регенерацию печени связывают не только 
с делением печеночной клетки гепатоцита (что 
наблюдается при удалении части здоровой пече-
ни), но и с трансформацией стволовых клеток 
(не только стромальных, но и регионарных: 

Рис. 3. Диаграмма. Влияние HRS на рост L-фибробластов 
в присутствии и в отсутствие сыворотки. Визуальный 
счет по 3–4 полям зрения. Через 2 нед (голубая стрелка) 
все типы бессывороточных сред заменены на стандарт-
ную среду (10% ФБС), а сывороточная среда (голубая 
кривая) заменена на сывороточную с добавлением HRS 
(10% ФБС +10%, HRS, черная стрелка). С 20-го дня 
везде – стандартная среда (10% ФБС, белая стрелка). 

Рис. 4. Диаграмма. Влияние HRS на рост МСК костного 
мозга мыши в присутствии и в отсутствие сыворотки. 
Визуальный счет по 3–4 полям зрения. Через 2 нед во 
всех ячейках стандартная среда с 10% ФБС (стрелка). 
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овальные клетки, звездчатые клетки и др.), кото-
рая во многом определяет вектор регенерации – 
репаративный или фиброзный. Последний на-
блюдается при регенерации в условиях хрониче-
ского воспаления [12, 13]. Возникновение 
репаративной или фиброзной регенерации во 
многом связано с клеточным и цитокиновым 
окружением, доминирующим при повреждении 
паренхимы печени. Именно воспалительные 
цито кины, факторы роста и другие пептиды обра-
зуют микроокружение, которое благоприятствует 
репаративной регенерации, а не трансформации 
звездчатых клеток в миофиброблас ты, продуци-
рующие коллаген. 

Ранее нами было показано, что многоком-
понентный экстракт, полученный из растущей 
печени (HRS) по оригинальной методике [8], 
вызывает снижение цитолиза на моделях токси-
ческого повреждения печени тиоацетамидом [7]. 
Являясь многокомпонентным по составу, HRS 
может создать окружение в поврежденном очаге 
печени, способствующее репаративной регене-
рации. Наш подход предполагает, что именно 
многофакторное окружение стволовых клеток 
определяет успех регенерации. Использование 
естественного набора индукторов регенерации, 
содержащихся в HRS, возможно, создаст пред-
посылки к инициации репаративной регенера-
ции и трансформации стволовых клеток в сторо-
ну гепатоцитов, а не активации непаренхиматоз-
ных клеток в сторону фиброзных изменений. 

В данной работе моделью для изучения эф-
фектов HRS in vitro нами была выбрана бессыво-
роточная среда, как достаточно мягкий, но уни-
версальный повреждающий фактор. Известно, 
что большинство известных культур клеток не 
могут расти и даже выживать без гуморальных 
факторов в среде, полностью адекватной по со-
держанию питательных веществ. Клетки много-
клеточного организма должны получать сигна-
лы об их расположении в правильном тканевом 
окружении, называемые факторами роста. 
В противном случае они включают апоптоз [14]. 
Поэтому в лабораторных условиях для поддер-
жания жизнеспособности клеток в среду добав-
ляют факторы роста, либо высокоочищенные, 
либо в составе сыворотки эмбриональной крови, 
богатой такими гуморальными факторами. 
Полученные в представленной работе данные 
свидетельствуют о том, что HRS в бессывороточ-
ной среде по-разному влияет на жизнеспособ-
ность клеток в культуре: способен поддерживать 
жизнеспособность клеток гепатоцитарного про-
исхождения (эффект является дозозависимым), 
в то же время оказывает цитостатический эф-
фект на культуру фибробластов. 

Известно, что в регенерации здоровой печени 
главную роль играют гепатоциты, в то время как 
при хронических заболеваниях печени помимо 

гепатоцитов существенную роль играют непарен-
химатозные клетки, которые вызывают пато-
логическую фиброзирующую форму регенера-
ции. В последние годы, согласно литературным 
источникам, вновь появился интерес к изуче-
нию многокомпонентных регуляторов регенера-
ции, в частности HSS. Имеются данные об анти-
фиброзном действии HSS [15], что очень важно 
в регенерации не здоровой, а фиброзно изменен-
ной печени. Китайскими исследователями полу-
чены данные о роли микро-РНК в развитии фиб-
роза. Определен путь, регулирующий фиб роз пе-
чени, связанный с ингибированием активации 
звездчатых клеток. Показано, что miR-483-5p 
и miR-483-3p могут участвовать в подавлении 
фиброгенеза in vivo и in vitro [16]. 

Одним из активных компонентов HSS явля-
ется augmenter of liver regeneration (ALR). При его 
недостатке возникает фиброз и цирроз печени 
на фоне приема алкоголя, так как критическим 
образом нарушается метаболизм алкоголя, 
обмен железа, геном митохондрий [17]. Повы-
шенная же экспрессия ALR приводит к ингиби-
рованию зависимого от митохондрии апоптоза 
клеток печени за счет супрессии продукции 
актив ных форм кислорода и поддержания актив-
ности комплексов дыхательной цепи в митохон-
дриях [18]. Также показано, что при повышен-
ной экспрессии ALR в культуре клеток гепатомы 
BEL-7402 происходит предотвращение гибели 
клеток, вызванной стрессом эндоплазматиче-
ского ретикулума (ЭР-стресс). В результате дан-
ного исследования был выявлен протективный 
эффект ALR от апоптоза, вызванного ЭР-стрес-
сом, и данный эффект может быть связан с уда-
лением активных форм кислорода и восстанов-
лением активности Ca+2АТФазы саркоплазмати-
ческого ретикулума [19]. 

 Заключение
Полученный оригинальным методом HRS 

оказывает различное воздействие на клетки ге-
патоцитарного происхождения (Huh7), L-фибро-
бласты и стволовые клетки из костного мозга 
мыши. HRS дозозависимо защищает клетки 
Huh7 от депривации сыворотки. В то же время 
HRS в широком диапазоне концентраций явля-
ется необратимым цитостатиком (или цитоток-
сином) для мышиных фибробластов линии L 
в бессывороточной среде и обратимым – в сы-
вороточной. На стволовых клетках костного 
мозга мыши выявлен защитный эффект HRS 
относительно депривации сыворотки и повыше-
ние пролиферативной активности в оптималь-
ной среде с 10% ФБС. Таким образом, результа-
ты проведенного нами совместного исследова-
ния по изучению влияния HRS на различные 
культуры клеток могут дополнить комплексный 
механизм действия HRS при различных повреж-
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дениях печени многофакторным протективным 
действием на клетки печени и их отдельные 
орга неллы, противовоспалительным действием, 
антиоксидативным эффектом, антифибротичес-
ким действием. Это является основанием для 
проведения дальнейших исследований.
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