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РЕФЕРАТ Клеточная терапия находит все большее применение в современной клинической практике. Уже 
проходят клинические испытания (фазы II и III) клеточных продуктов, предназначенных для восстанов-
ления таких тканей, как кожа, роговица, гортань и др. Однако получение дифференцированных клеток, ха-
рактерных для большинства органов, представляет собой более сложную задачу. Предметом лабораторных 
исследований остается получение функционирующих нейронов, кардиомиоцитов, клеток печени, поджелу-
дочной железы и т.д. Применение клеточной терапии при патологиях печени – сложный многостадийный 
процесс, требующий детального понимания особенностей дифференцировки и регенерации гепатоцитов. 
В представленном обзоре проанализировано современное состояние клеточной терапии патологий печени, 
описано использование различных типов клеток, рассмотрены основные молекулярно-генетические меха-
низмы дифференцировки гепатоцитов, а также проблемы и перспективы развития данного метода.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА дифференцировка, клеточная терапия, печень, трансплантация клеток.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ES – Embryonic Stem cells (эмбриональные стволовые клетки); iPS – Induced Pluri-
potent Stem cells (клетки с индуцированной плюрипотентностью); SP – Side Population cells (SP-клетки); 
ГСК – гемопоэтические стволовые клетки; МСК – мезенхимные стволовые клетки. 

ВВЕДЕНИЕ
Терапия патологий печени представляет собой акту-
альную проблему современной медицины. По данным 
статистики, в Российской Федерации число больных 
с различными хроническими и острыми заболевания-
ми печени превышает 200000 человек в год. Несмотря 
на достижения современной медицины, использование 
стандартных терапевтических приемов при хрониче-
ских и острых патологиях печени оказывается недоста-
точным, и смертность сохраняется на уровне 80–90%. 

Основным способом лечения тяжелых заболеваний 
печени все еще остается пересадка органа или его ча-
сти. В связи с недостатком донорского материала раз-
рабатываются методики заместительной клеточной 
терапии заболеваний печени. Большое количество 
данных, накопленных за последние годы, показы-
вает, что клеточную терапию можно рассматривать 
как одно из приоритетных направлений в современ-
ной биомедицине и биотехнологии. 

Клеточная терапия имеет ряд существенных пре-
имуществ: 
1. Трансплантация клеток, в отличие от сложных хи-
рургических операций, технически гораздо проще, 
менее инвазивна, не несет рисков отторжения и дру-
гих осложнений.

2. Донорский материал для клеточной терапии более 
доступен, может быть заготовлен заранее и подвер-
гнут длительному криохранению.
3. Клеточная трансплантация не только компенси-
рует дисфункцию органа и способствует восста-
новлению функционирования собственных клеток 
больного, но и препятствует возникновению фиброза 
поврежденных тканей, восполняя утраченную кле-
точную нишу.
4. В случае аутологичных трансплантаций клетки 
не элиминируются иммунной системой и могут ока-
зывать пролонгированный (либо постоянный) эф-
фект. В случае аллогенных трансплантаций при на-
следственных патологиях донорский материал может 
компенсировать генетический дефект реципиента 
благодаря синтезу нормальных белков донорскими 
клетками.

Эффективность замещения дефектов тканей, спо-
собность стимулировать собственную регенерацию 
органа, отсутствие опасностей возникновения фи-
брозов зависят, главным образом, от используемых 
клеток. В ряде исследований показано, что при опре-
деленных условиях культивирования клетки раз-
личного типа способны экспрессировать специфич-
ные для гепатоцитов маркеры. Однако истинная 
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функциональность тех или иных клеток остается 
недоказанной. Возникает вопрос: каким критериям 
должна удовлетворять трансплантируемая клет-
ка, чтобы эффективно восполнять дисфункцию по-
врежденной печени? Прежде всего, это способность 
к выполнению синтетической и детоксикационной 
функций. Клетки должны быть способны экспресси-
ровать специфичные для гепатоцитов белки, такие, 
как цитохромы Р450, альбумин, а также к запасанию 
гликогена, синтезу мочевины, связыванию билируби-
на и др. Очевидно, что поиск оптимального источника 
клеток и получение функционально активных типов 
клеток в достаточном для трансплантации количе-
стве остается одной из основных задач клеточной 
биологии. Используемые клетки должны быть легко 
доступными и способными к быстрой пролиферации 
in vitro, обладать способностью к длительному крио-
хранению, быть иммуносовместимыми и способными 
к дифференцировке в функционально активные ге-
патоцитоподобные клетки.

Успех репарации зависит также от участия фак-
торов роста, цитокинов и хемокинов, вовлеченных 
в комплексную систему сигналов, координирующих 
поведение клеток. Именно поэтому клетки, выделяю-
щие подходящий набор факторов роста, могут быть 
предложены для стимуляции и коррекции репарации 
тех или иных тканевых дефектов. С другой стороны, 
используемые клетки могут внести значительный (во 
многих случаях – решающий) вклад в процесс репа-
рации, благодаря трансдифференцировке в целевые 
дифференцированные и функциональные клетки 
ткани. 

МЕХАНИЗМЫ КЛЕТОЧНОЙ РЕГЕНЕРАЦИИ ПЕЧЕНИ
Печень обладает высокой скоростью самообновле-
ния и значительными способностями к восстанов-
лению даже после резекции большей ее части. Эти 
свойства обусловлены наличием сложной системы 
регенерации (рис. 1), основными компонентами ко-
торой являются: способность дифференцированных 
гепатоцитов к пролиферации и продукции зрелых 
гепатоцитов, а также к трансдифференцировке в хо-
лангиоциты [1]; регенерация из тканевого резерва 
стволовых клеток; репарация кроветворными клет-
ками посредством слияния миелоидных клеток с по-
врежденными гепатоцитами и/или дифференциров-
кой мезенхимных стволовых клеток костного мозга 
в гепатоцитоподобные клетки [2, 3].

Гепатоциты представляют собой дифференциро-
ванные полиплоидные клетки, однако их способность 
к пролиферации и поддержанию своей популяции 
приближает их к стволовым клеткам. Во взрослой 
печени гепатоциты находятся в основном в состоя-
нии покоя (фаза G0 клеточного цикла), однако в слу-

чае возникновения необходимости в регенерации 
гепатоциты начинают дедифференцироваться, про-
лиферировать и воспроизводить дифференциро-
ванные гепатоциты. Более того, после повреждения 
клеток желчных протоков в печени крысы гепато-
циты проявляли некоторую фенотипическую пла-
стичность и были способны к трансдифференцировке 
в холангиоциты [1]. В период постнатального роста 
популяция гепатоцитов увеличивается без участия 
стволовых клеток [4]. В эмбриональном и раннем 
постнатальном периоде гепатоциты делятся путем 
обычного митоза, затем начинается процесс мито-
тической полиплоидизации, в результате которого 
не только увеличивается число гепатоцитов, но и воз-
растает их плоидность. В первом цикле после репли-
кации ДНК цитотомии не происходит, в результате 
чего возникает двуядерный гепатоцит. В следующем 
митотическом цикле после удвоения ДНК деление 
ядер происходит синхронно, хромосомы объединя-
ются в одну митотическую пластинку, и возника-
ют две одноядерные тетраплоидные клетки. Далее 
происходит чередование этих двух циклов с посте-
пенно возрастающей плоидностью гепатоцитов [5]. 
Для обеспечения постнатального роста печени изна-
чально диплоидные гепатоциты претерпевают всего 
пять-шесть полиплоидизирующих митозов. Однако 
при необходимости быстрой регенерации (например, 
после токсических или инфекционных воздействий 
и др.) митозы без цитокинеза временно исключают-

Рис. 1. Гипотетическая схема механизмов клеточной 
регенерации постнатальной печени [2, 3]. 

Печень

Гипотетические  
гепатические  

стволовые клетки

Предшественники 
овальных клеток

Д
иф

ф
е

р
е

нц
ир

о
вк

а

Д
иф

ф
е

р
е

нц
ир

о
вк

а

Дифференцировка

Самообновление

Замещение?

С
ли

ян
иеОвальные клетки

Костный мозг

ГСК МСК

Холангиоциты Гепатоциты

Бипотентные прогениторы



20 | ActA nAturAe |  ТОМ 4  № 3 (14)  2012

ОБЗОРЫ

ся, и деление клеток происходит по стандартному 
пути. Это предохраняет клетки печени от излишне 
высокой полиплоидизации. Основными факторами, 
регулирующими пролиферацию гепатоцитов при ре-
парации, являются интерлейкин-6 (IL-6) и фактор 
некроза опухолей α (tnF-α), секретируемые клет-
ками Купфера, фактор роста гепатоцитов (HGF), се-
кретируемый звездчатыми клетками. Эти факторы 
инициируют переход гепатоцитов из фазы G0 в G1. 
Трансформирующий фактор роста β (tGF-β) пода-
вляет вступление гепатоцитов в митоз после завер-
шения регенерации. Для репликации и поддержания 
жизнедеятельности гепатоцитов важны также HGF, 
фактор роста сосудистого эндотелия (VeGF), факто-
ры роста фибробластов 1 и 2 (FGF1, FGF2), секрети-
руемые эндотелиальными клетками [6, 7]. Основные 
молекулярные механизмы, обеспечивающие проли-
ферацию гепатоцитов, схематически изображены 
на рис. 2.

Стволовые клетки печени также играют значи-
тельную роль в процессе регенерации, если попу-
ляция гепатоцитов не способна восстановить по-
врежденную печень (при резекции критической 

части органа, обширных токсических, инфекцион-
ных и др. повреждениях). В постнатальной печени 
существует ряд стволовых клеток, иерархические 
взаимоотношения которых до сих пор обсуждают-
ся [8]. Основными предшественниками гепатоцитов 
и холангиоцитов являются овальные клетки. Обычно 
этим термином обозначают популяцию клеток не-
большого размера (около 10 мкм), которые обладают 
бипотентным потенциалом дифференцировки и име-
ют высокое ядерно-цитоплазматическое отношение. 
Овальные клетки происходят, предположительно, 
из каналов Геринга, которые, по мнению некоторых 
авторов, полностью состоят из стволовых клеток [9]. 
Овальные клетки экспрессируют альбумин, альфа-
фетопротеин, цитокератин 19, специфический по-
верхностный маркер OV6 (А6 у мыши), эмбриональ-
ный маркер Delta-like/Pref-1, характерный также 
для гепатобластов [10]. Помимо этого овальные клет-
ки продуцируют маркеры стволовых клеток: c-Kit, 
Sca-1, нестин, cD90 (thy-1). По всей видимости, 
популяция данных клеток является гетерогенной 
и может содержать клетки разного происхождения. 
Часть клеток несет маркеры cD45, c-Kit, cD90, аль-

Рис. 2. Мо-
лекулярные 
механизмы 
поддержания 
популяции 
гепатоцитов 
и инициации их 
пролиферации 
[7].
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бумин. Популяции этих клеток, по-видимому, со-
стоят из кроветворных стволовых клеток, которые 
проникают в печень из циркулирующей крови [11]. 
В целом популяция истинно овальных клеток, экс-
прессирующая маркеры OV6 и цитокератин 19, – это 
популяция коммитированных, временно пролифе-
рирующих стволовых клеток печени. Предполага-
ется, что во взрослой печени имеется компартмент 
менее дифференцированных клеток – изначальных 
стволовых клеток постнатальной печени. В одной 
из работ [12] получили популяцию стволовых клеток, 
экспрессирующих маркер адгезии эпителиальных 
клеток epcAM. В эмбриональной печени эти клетки, 
названные гепатическими стволовыми клетками ep-
cAM+ (hHpScs), являются предшественниками гепа-
тобластов, в постнатальной печени они локализуются 
в каналах Геринга. Гепатические стволовые клетки 
экспрессируют также ncAM, c-Kit, cD133/1, cD44H, 
цитокератин 19 и слабо позитивны по альбумину. 
Гепатические стволовые клетки не экспрессируют 
альфа-фетопротеин, cD45, маркеры зрелых гепа-
тоцитов (цитохромы Р450, молекулы внутриклеточ-
ной адгезии IcAM-1, трансферрин). При индукции 
дифференцировки in vitro клетки приобретали спо-
собность к синтезу альфа-фетопротеина и IcAM-1. 
При трансплантации гепатических клеток мышам 
nOD/ScID начинался синтез белков, характерных 
для зрелых гепатоцитов (альбумин, трансферрин). 
Авторы предположили, что данные клетки являются 
стволовыми клетками эмбриональной и постнаталь-
ной печени и, возможно, могут быть предшественни-
ками овальных клеток [12]. В целом, иерархия ство-
ловых клеток печени показана на рис. 3.

Стволовые клетки костного мозга также могут 
вносить вклад в регенерацию печени. Как известно, 
в эмбриональном и раннем постнатальном периоде 
печень является кроветворным органом. Во взрослом 
состоянии часть популяции овальных клеток пред-
ставлена кроветворными клетками, позитивными 
по cD34, cD45, cD133, и при некоторых патологиче-
ских процессах печень может стать органом экстра-
медуллярного гемопоэза. Показано, что если леталь-
но облученным самкам мышей пересадить костный 
мозг от самцов, то через 6 мес. после трансплантации 
1–2% гепатоцитов несли метку Y-хромосомы. Эти ге-
патоциты экспрессировали альбумин и могли быть 
как диплоидными, так и полиплоидными [13]. При ис-
следовании биопсийного материала печени шести 
женщин, которым трансплантировали кроветворные 
клетки из периферической крови доноров-мужчин, 
Y-хромосому в гепатоцитах выявляли с частотой от 0 
до 7% [14]. Предположили, что стволовые кроветвор-
ные клетки обладают способностью к дифференци-
ровке в гепатоциты, однако в ряде работ было пока-

зано, что кроветворные клетки способны сливаться 
с гепатоцитами реципиента, предупреждая их гибель 
и стимулируя регенерацию [15, 16]. С гепатоцитами 
сливаются также клетки миелоцитарной линии, гра-
нулоциты и моноциты-макрофаги [16]. Относитель-
ный вклад трансдифференцировки и клеточного 
слияния в процесс репарации печени стволовыми 
кроветворными клетками на данный момент обсуж-
дается. Вероятно, в организме осуществляются оба 
эти процесса.
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c-Met, 1-AAT

ALB, CK9, CK19, 
CYP P450 3A13, G6P, 

c-Met, 1-AAT

ALB-, CK7, CK9, 
CK19, CYP P450 7A1

ALB-, CK7, CK9, 
CK19, CYP P450 7A1

ALB-, CK7, CK9, 
CK19, CYP P450 7A1

Рис. 3. Гипотетическая схема иерархии стволовых кле-
ток печени [2, 115].
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ КЛЕТОК, ВЫДЕЛЕННЫХ 
ИЗ ДОНОРСКОЙ ПЕЧЕНИ
Трансплантация гепатоцитов может стать альтер-
нативой применяемой в современной клинической 
практике трансплантации печени. Как известно, 
трансплантация печени может включать замену либо 
всего органа на донорский, либо его части. Однако не-
достаток донорских органов, плохая приживаемость 
и значительные осложнения, связанные с отторже-
нием либо с недостаточной функцией пересаженной 
печени, существенно ограничивают применяемость 
данного метода. Кроме того, все еще не разработа-
на достаточно эффективная методика длительного 
хранения печени как целого органа. В связи с этим 
трансплантация выделенных из донорской печени ге-
патоцитов становится перспективным направлением 
клеточной терапии патологий печени. К преимуще-
ствам этого метода относятся возможность использо-
вания как только что выделенных клеток, так и кле-
ток после длительного криохранения, донорские 
клетки могут компенсировать патологии, обусловлен-
ные генетическими нарушениями, а также служить 
векторами для генной терапии. Трансплантация ге-
патоцитов гораздо менее инвазивная процедура, она 
практически не несет рисков отторжения. Переса-
женные гепатоциты заполняют клеточные ниши, пу-
стующие в результате массовой гибели собственных 
клеток больного (например, при остром токсическом 
или инфекционном воздействии), что значитель-
но снижает риск образования фиброза. Кроме того, 
при трансплантации гепатоцитов нет необходимости 
удалять печень, поэтому со временем возможна реге-
нерация собственного органа, например, при острой 
печеночной недостаточности. 

Методика трансплантации гепатоцитов включает 
ряд стандартных процедур, разработанных по тре-
бованиям GMP (Good Manufactured Practice) [17]. Ис-
точником гепатоцитов может быть донорская печень, 
которая не подходит для трансплантации из-за жи-
ровой дистрофии, занимающей более 40–50% орга-
на, затяжной ишемии, механического повреждения, 
разрывов капсулы, несоответствия группы крови, 
повреждения кровеносных сосудов и желчных про-
токов [18–20]. В редких случаях для трансплантации 
может использоваться печень плода [21]. Источником 
клеток может быть печень от доноров с остановкой 
сердца, печень, пораженная атеросклерозом или фи-
брозом. Стандартная процедура выделения гепато-
цитов включает перфузию печени, ферментативную 
обработку для разрушения межклеточного вещества, 
промывку полученной клеточной суспензии. Жизне-
способность выделенных гепатоцитов обычно состав-
ляет около 70–90%, а выход – (1—17) х 106 клеток/г 
ткани (для клинического применения рекоменду-

ется использовать гепатоциты с жизнеспособно-
стью не менее 60%). Полученные клетки охлаждают 
до +4°С и как можно скорее ресуспендируют в рас-
творе для инфузии для непосредственного введения 
либо в растворе для заморозки в случае последую-
щего криохранения [22, 23]. Метаболические харак-
теристики гепатоцитов проверяют по активности ци-
тохромов Р450 (cYP1A2, cYP2A6, cYP3A4, cYP2c9 
и cYP2e1) и способности к синтезу мочевины [24].

Трансплантацию гепатоцитов, как правило, про-
водят через портальную вену, селезеночную вену 
или внутрибрюшинную трубку. При введении 
в брюшную полость, поджелудочную железу либо 
непосредственно в паренхиму печени наблюдает-
ся худшая выживаемость гепатоцитов. Наилучшим 
способом трансплантации считается введение через 
портальную вену, однако при осуществлении дан-
ной процедуры необходимо контролировать давление 
в портальной вене во избежание ее блокировки [25, 
26]. Введение гепатоцитов в селезенку чаще приме-
няется при хронических заболеваниях печени, когда 
фиброз препятствует приживлению вводимых кле-
ток. Количество клеток, необходимое для трансплан-
тации, зависит от вида патологии и составляет около 
5–10% от теоретической массы печени ((2—4) × 108 
клеток/кг веса тела), однако, за одну процедуру вво-
дят не более 1% от количества гепатоцитов пациен-
та. Печень взрослого человека содержит примерно 
2.8 × 1011 гепатоцитов, таким образом, за одну транс-
плантацию рекомендуется вводить (2—4) × 109 донор-
ских клеток [27]. По некоторым наблюдениям, в слу-
чае хронических заболеваний количество клеток 
может быть меньше, а для терапии наследственных 
патологий, напротив, необходимо увеличить число 
трансплантируемых клеток. Устойчивый терапевти-
ческий эффект достигается в течение 4–8 нед. после 
трансплантации и поддерживается 6–9 мес. 

На данный момент трансплантация донорских 
гепатоцитов проведена более чем 80 больным в 13 
медицинских центрах [18, 19, 28–30]. Из них около 
30 (в том числе дети) имели наследственные нару-
шения метаболизма в печени, такие, как дефицит 
орнитинтранскарбамилазы либо гликогеноз. Транс-
плантация гепатоцитов привела к значительному 
улучшению состояния больных с наследственными 
нарушениями. Показано также, что трансплантация 
гепатоцитов может стабилизировать состояние де-
тей, ожидающих донорскую печень [29, 31]. В ряде 
случаев, например при болезни Криглера–Найара, 
количество клеток, необходимое для устойчивого 
клинического эффекта, составляет до 12% от массы 
печени пациента, поэтому в связи с ограниченным 
количеством вводимых клеток требуется проводить 
повторные трансплантации. Трансплантация гепа-
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тоцитов при нарушении обмена билирубина может 
успешно заменять пересадку всей печени на протя-
жении более 11 мес. [32–34]. При гликогенозе наблю-
дается восстановление нормального уровня глюкозы 
как у детей, так и у взрослых [19, 35].

Основной недостаток данного метода – дефицит 
донорского материала. К приоритетным задачам 
направления относятся – улучшение качества вы-
деляемых гепатоцитов, оптимизация методик крио-
хранения и повышение эффективности «заселения» 
печени. Не разработаны также оптимальные проце-
дуры иммуносупрессии: как известно, пересаженные 
донорские гепатоциты элиминируются из печени че-
рез 6–9 мес. Одним из подходов может быть выбор 
оптимальных популяций стволовых клеток печени, 
способных к пролиферации и значительному уве-
личению своего количества in vitro с последующей 
дифференцировкой, а также создание соответствую-
щих клеточных линий [36]. С другой стороны, оста-
ется актуальным поиск оптимального альтернатив-
ного источника клеток (в том числе и аутологичных) 
для терапии патологий печени.

АЛЬТЕРНАТИВНЫЕ ИСТОЧНИКИ  
КЛЕТОЧНОГО МАТЕРИАЛА
Необходимость в поиске альтернативных источни-
ков клеточного материала для терапии патологий 
печени обусловлена, прежде всего, дефицитом до-
норских органов, малой доступностью и недостаточ-
ным количеством пригодных для трансплантации 
гепатоцитов. Кроме того, клетки из альтернативных 
источников могут быть использованы в аутологич-
ном варианте. Показано, что к трансдифференци-
ровке в гепатоцитарном направлении способны в той 
или иной степени различные клеточные типы, од-
нако, получить полноценно функционально актив-
ные клетки печени так и не удалось [37]. Наиболее 
хорошо изучены на данный момент, если говорить 
о проведении как экспериментальных, так и клини-

ческих испытаний, эмбриональные стволовые клет-
ки (embryonic Stem cells – eS) и клетки с индуци-
рованной плюрипотентностью (Induced Pluripotent 
Stem cells – iPS) [38–41], стволовые и прогениторные 
клетки печени [12, 42]. Как клетки, способные к диф-
ференцировке в гепатоциты, изучают мезенхимные 
клетки костного мозга [43, 44] и жировой ткани [45–
47], клетки амниотической жидкости [48–50] и др. 
Однако во всех этих работах наблюдали лишь ча-
стичную трансдифференцировку и не было достиг-
нуто функционально активное состояние, присущее 
гепатоцитам.

Плюрипотентные клетки ES и iPS
Интерес к эмбриональным стволовым клеткам обу-
словлен прежде всего их широким дифференциро-
вочным потенциалом: выделенные из внутренней 
клеточной массы бластоцисты, эмбриональные ство-
ловые клетки сохраняют свойства плюрипотентно-
сти при длительном культивировании in vitro и мо-
гут дать начало клеткам всех трех зародышевых 
листков. На данный момент огромное количество ра-
бот посвящено дифференцировке eS-клеток в раз-
ные типы клеток взрослого организма. В то же вре-
мя применение eS-клеток на практике может быть 
сопряжено с рядом нерешенных проблем, таких, 
как риски образования тератом, этические проблемы 
разрушения эмбрионов, длительные и трудоемкие 
дифференцировочные протоколы и т.д. Существуют 
данные о низкой иммуногенности eS-клеток челове-
ка, что также может представлять интерес. Однако 
не установлено сохранение низкой иммуногенности 
данными клетками при индукции дифференцировки 
в том или ином направлении [51].

Протоколы гепатоцитарной дифференцировки eS-
клеток включают ряд основных этапов, имитирую-
щих процессы, происходящие при развитии печени 
[52–54]. Основные стадии этого процесса представ-
лены в таблице.

Основные этапы дифференцировки ES-клеток в гепатоцитарном направлении [55, 56]

Стадия дифференцировки Длительность, 
дни

Основные  
дифференцировочные 

маркеры

Гепатоцитарные маркеры,  
характерные для данной стадии 

Индукция образования  
энтодермы 3–4 Активин А Sox17,  

Hnf-3β
Коммитирование клеток  

в гепатоцитарном направлении 4–7 ВМР2, FGF4 Hnf-3β,  
альфа-фетопротеин

Пролиферация  
гепатобластоподобных клеток 5–10 HGF, KGF Альбумин, альфа-фетопротеин, 

G6P, tAt
Созревание  

гепатоцитоподобных клеток 8–15 Онкостатин М, дексаметазон, 
n2, B27

Альбумин, G6P, tAt, PePcK, tDO, 
cYP P450 и др.
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Для повышения эффективности дифференциров-
ки используют различные деметилирующие агенты. 
Идея применения деметилирующих агентов основана 
на их способности активировать экспрессию генов по-
средством снятия метилирования с ДНК: при снятии 
метилирования с промоторных зон активируется экс-
прессия генов, что значительно расширяет диффе-
ренцировочный потенциал клеток. Однако, поскольку 
деметилирование ДНК происходит случайным об-
разом, для коммитирования клеток в определенном 
направлении деметилирующие агенты применяют 
в сочетании с факторами роста и цитокинами [32]. 
При использовании вальпроевой кислоты, ингибиру-
ющей гистон-деацетилазу, удалось повысить эффек-
тивность дифференцировки eS-клеток мыши [57]. 
Таким образом получили гепатоцитоподобные клет-
ки, способные к синтезу альбумина, цитохромов Р450, 
запасанию гликогена, в то время как при дифферен-
цировке без вальпроевой кислоты получили струк-
туры, напоминающие клетки желчных протоков. 
Однако в этом случае при инъекции дифференци-
рованных в гепатоцитарном направлении eS-клеток 
мышам Balb/c nude не удалось избежать образова-
ния тератом [57]. Следует отметить, что при инъек-
ции мышам с иммунодефицитом eS-клеток человека, 
прошедших дифференцировку в гепатоцитарном на-
правлении, не наблюдали образования тератом, тог-
да как инъекции недифференцированных eS-клеток 
приводили к появлению тератом [55, 58]. 

Другой источник гепатоцитоподобных клеток – 
iPS-клетки. iPS-клетки – это индуцированные плю-
рипотентные стволовые клетки, получаемые искус-
ственно из соматических клеток взрослого организма, 
в которые вводят определенные гены и факторы, 
важные для достижения состояния плюрипотентно-
сти [59]. Как и eS-клетки, iPS-клетки способны диф-
ференцироваться в клетки всех трех зародышевых 
листков, однако, в отличие от eS-клеток, существу-
ет возможность получать аутологичные iPS-клетки 
для заместительной клеточной терапии, а также iPS-
клетки от больных с различными наследственными 
заболеваниями для моделирования патологическо-
го процесса in vitro и тестирования лекарственных 
средств [60, 61].

В целом, протоколы гепатоцитарной дифферен-
цировки iPS- и eS-клеток сходны. В результате in 
vitro-дифференцировки iPS-клеток человека в ге-
патоцитарном направлении при помощи цитокинов 
и аденовирусных векторов, экспрессирующих ген 
Hex, который играет важную роль в развитии гепа-
тоцитов, получены гепатоцитоподобные клетки, экс-
прессирующие маркеры эндодермы Hnf-3β и Sox17, 
а также альбумин и цитохромы Р450 [60]. Показано 
также [54], что на 7-й день дифференцировки iPS-

клеток человека с использованием стандартного про-
токола примерно 60% клеток начинали продуциро-
вать альбумин и альфа-фетопротеин; к 20-му дню 
клетки приобретали способность к синтезу мочевины 
(примерно 15% от уровня синтеза гепатоцитами) и за-
пасанию гликогена [54], но доля гепатоцитоподобных 
клеток была невысокой (около 10%). Однако отсут-
ствие онкогенных потенций при использовании дан-
ных клеток не было показано.

Соматические клетки 

Стволовые и прогениторные клетки печени. Муль-
типотентные постнатальные и прогениторные клетки 
печени могут служить альтернативным источником 
для клеточной терапии. Они эффективно пролифери-
руют in vitro (и/или in vivo), так что можно получить 
значительное их количество из небольшого биопта-
та. Эти клетки гораздо дольше сохраняют жизне-
способность и лучше выдерживают криохранение, 
чем зрелые гепатоциты, а также менее иммуноген-
ны. Стволовые клетки печени способны как к диф-
ференцировке в гепатоциты in vivo, так и к поддер-
жанию своей популяции, что может пролонгировать 
терапевтический эффект от их введения. Стволовые 
клетки уже коммитированы в гепатоцитарном на-
правлении и не требуют длительных дифференциро-
вочных процедур. Основную сложность для широкого 
использования этих клеток представляет недостаток 
донорского материала.

На сегодняшний день основное внимание уделя-
ется методам выделения стволовых клеток печени 
и поиску оптимальных клеточных популяций, обла-
дающих наилучшим регенеративным потенциалом. 
При помощи проточной флуорометрии выделены ге-
патические клетки, несущие поверхностный маркер 
адгезии эпителиальных клеток epcAM. Доля этих 
клеток у доноров всех возрастов составляет 0.5–2.5% 
клеток паренхимы печени. Они могут проходить бо-
лее 150 пассажей in vitro, являются позитивными 
по цитокератинам 8, 18 и 19, cD133/1, cD44H, сла-
бо позитивными по альбумину. Гепатические клет-
ки не экспрессируют альфа-фетопротеин, маркеры 
взрослых гепатоцитов (цитохромы Р450), молекулы 
внутриклеточной адгезии IcAM-1, маркеры гемо-
поэтических (cD45) и мезенхимных клеток (десмин, 
VeGFre). При индукции дифференцировки эти 
клетки приобретают способность к синтезу альфа-
фетопротеина и IcAM-1. При трансплантации гепа-
тических epcAM+-клеток мышам nOD/ScID наблю-
дали формирование печеночных структур из клеток 
человека и синтез белков, характерных для зрелых 
гепатоцитов. Таким образом, предположили, что дан-
ные клетки являются стволовыми клетками постна-
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тальной печени и могут использоваться для заме-
стительной клеточной терапии [12]. В другой работе 
методом иммуномагнитного сортинга была отобрана 
положительная по thy-1 (cD90) популяция клеток 
из печени взрослого донора. По всей видимости, эта 
популяция была гетерогенной и содержала клет-
ки, позитивные по маркерам прогениторных кле-
ток: гемопоэтических – cD34, стволовых – cD117, 
cK19, протоковых – cK14, овальных клеток – OV6. 
Популяция thy-1-позитивных клеток обладала 
значительно более высоким дифференцировочным 
потенциалом, чем thy-1-негативная, и могла диффе-
ренцироваться как в гепатоциты, так и в протоковые 
клетки. О функциональной активности данных кле-
ток свидетельствует экспрессия HepPar 1 и альбу-
мина человека после инъекции этих клеток мышам 
с иммунодефицитом [42]. В качестве еще одного под-
хода можно рассматривать выделение так называе-
мых SP-клеток (Side Population cells – SP) методом 
проточной флуорометрии. Показано, что многие типы 
стволовых клеток содержат АТР-зависимые ABc-
транспортеры, ответственные за выброс из клетки 
различных цитостатиков и лекарственных средств, 
активность которых приводит к формированию фе-
номена множественной лекарственной устойчиво-
сти. Одно из веществ, выбрасываемых из стволовых 
клеток, – краситель Hoechst 33342, использование 
которого позволяет отсортировать на проточном 
цитофлуориметре не окрашенные мелкие клетки, 
получившие название SP-клеток. Из печени чело-
века получены cD45- и Hoechst 33342-негативные 
SP-клетки, способные к формированию колоний 
при культивировании in vitro. Через 2–3 нед. куль-
тивирования в колониях появлялись крупные клет-
ки, содержащие много гранул, внутриклеточный 
липофусцин и часто двойное ядро. Культивируемые 
клетки были позитивными по маркерам гепатоцитов 
человека: HepPar, цитокератинам 8 и 18, цитохро-
мам Р450 и альбумину. Таким образом, SP-клетки, 
выделенные из печени взрослого донора, способны 
к дифференцировке в гепатоцитарном направлении 
in vitro [62]. 

ГСК и МСК костного мозга, пуповинной крови и жи-
ровой ткани. Интерес к стволовым клеткам костно-
го мозга как потенциальному источнику гепатоци-
тов возник еще в ранних работах Петерсена [63]. 
После трансплантации костного мозга облученным 
мышам в их печени наблюдали клетки донора, кото-
рые в дальнейшем дифференцировались в гепато-
цитоподобные клетки. Эти эксперименты подвергли 
сомнению существовавшее ранее предположение 
о возможности получения гепатоцитов исключи-
тельно из энтодермальных источников. Оказалось, 

что у женщин, после трансплантации им мужского 
костного мозга, находили гепатоциты с мужским ка-
риотипом [13]. Неизвестно, возникают ли гепатоциты 
из клеток костного мозга посредством трансдиффе-
ренцировки, слияния или горизонтального переноса 
генов, это по-прежнему остается предметом дискус-
сий [64]. 

Гемопоэтические стволовые клетки (ГСК) мож-
но легко отсортировать по маркерам cD31 и cD34 
и выделить из костного мозга, пуповинной крови 
или в некоторых случаях из периферической крови. 
Показано, что при поражении печени пересаженные 
человеческие ГСК приобретают способность про-
изводить альбуминсинтезирующие клетки в пече-
ни мышей и репарировать дефекты печени как по-
средством слияния [15], так и без слияния с клетками 
хозяина [65]. Напротив, у мезенхимных стволовых 
клеток (МСК) костного мозга не обнаружено фено-
мена клеточного слияния [66]. МСК костного мозга, 
пуповинной крови и жировой ткани обладают им-
муносупрессирующими и противовоспалительными 
свойствами, легко культивируются in vitro, а так-
же синтезируют ряд цитокинов и факторов роста, 
способных стимулировать репарацию собственных 
клеток больного. Благодаря этим свойствам многие 
рассматривают МСК как удобный источник клеток 
для заместительной клеточной терапии [67–69]. По-
казано, что состояние мышей с острой печеночной 
недостаточностью, вызванной четыреххлористым 
углеродом, улучшается после введения МСК костно-
го мозга. В опытной группе наблюдалась значительно 
более высокая выживаемость гепатоцитов по сравне-
нию с контрольной группой, несмотря на то, что при-
живления МСК на момент наблюдения не проис-
ходило. Положительный эффект от введения МСК 
относят на счет их стимулирующего и противовос-
палительного действия [70]. Интактные МСК из пу-
повинной крови человека вводили также в печень 
эмбрионов овцы, и через 56–70 дней после транс-
плантации зафиксировали экспрессию альбумина 
человека, доля человеческих клеток в печени ягнят 
составила при этом от 2.6 до 12.5% [71]. 

В ряде работ проведена дифференцировка МСК 
в гепатоцитарном направлении. При обработке 
МСК жировой ткани человека HGF, онкостатином 
М и дексаметазоном получена экспрессия альфа-
фетопротеина и альбумина [45]. В другой работе 
при использовании гепатоцитарной ростовой сре-
ды и деметилирующего агента (20 мкМ 5-азаци-
тидин) МСК жировой ткани крысы дифференци-
ровались в клетки, экспрессирующие альбумин, 
альфа-фетопротеин, цитохромы Р450 1А1, цитоке-
ратины 18 и 19 [46]. Эти клетки также синтезирова-
ли мочевину. При дифференцировке МСК костного 
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мозга человека под действием FGF4, HGF и декса-
метазона не удалось индуцировать гепатоцитарную 
дифференцировку in vitro. Однако при добавлении 
деметилирующего агента трихостатина А (1 мкМ) – 
ингибитора гистоновой деацетилазы, были получены 
эпителиоподобные клетки, экспрессирующие цито-
кератин 18. Клетки также синтезировали альбумин, 
характеризовались повышенной активностью цитох-
ромов Р450 и секрецией мочевины [43].

На данный момент произведено несколько транс-
плантаций клеток костного мозга с целью терапии 
патологий печени [72]. Некоторые из них включали 
использование гранулоцитарного колониестимулиру-
ющего фактора (G-cSF) для мобилизации собствен-
ных стволовых клеток костного мозга и стимуляции 
регенерации печени без необходимости выделять 
костный мозг [73, 74]. Трансплантация аутологичных 
стволовых клеток костного мозга 27 пациентам с хро-
ническими заболеваниями печени либо циррозом 
привела к увеличению секреции альбумина и сни-
жению уровня билирубина [75–77]. 

Несмотря на некоторые успехи в применении ство-
ловых клеток костного мозга при заболеваниях пече-
ни, механизм их действия еще предстоит выяснить. 
По-прежнему не решены проблемы безопасности, 
в частности, связанные с возможным развитием фи-
брозов при участии МСК, что может усугубить тече-
ние заболеваний [78]. Необходимо прояснить как вли-
яют эти клетки на пораженную печень и механизмы 
их воздействия, прежде чем будут предприняты по-
пытки их клинического использования.

Клетки амниотической жидкости. Амниотическая 
жидкость содержит гетерогенную популяцию клеток 
фетального происхождения, в которой присутствуют 
стволовые клетки, позитивные по мезенхимным мар-
керам (cD29, cD44, cD73, cD90, cD105), нейраль-
ным маркерам (нестин, β-3-тубулин, neFH), а также 
по некоторым из маркеров плюрипотентности (Oct4, 
nanog). Эти клетки интересны прежде всего своим 
широким дифференцировочным потенциалом: они 
дифференцируются in vitro в остеогенном, адипоген-
ном, нейральном, эндотелиальном, гепатоцитарном 
и др. направлениях [50, 79–82]. Недавно показали, 
что одновременно с мезенхимными маркерами ство-
ловые клетки амниотической жидкости экспрессиру-
ют и эпителиальные маркеры: кератин 19, кератин 18 
и р63 [83]. Это опровергло ранее существующее пред-
ставление о стволовых клетках амниотической жид-
кости как о МСК. И хотя статус этих клеток активно 
обсуждается, можно предположить, что способность 
к образованию фиброзных поражений при использо-
вании клеток амниотической жидкости будет ниже, 
чем в случае клеток истинно мезенхимного проис-

хождения. К недостаткам данного источника клеток 
относятся их малая доступность, ограниченное коли-
чество донорского материала и необходимость произ-
водить забор на определенной стадии беременности, 
что не всегда возможно.

Была показана возможность дифференцировки 
клеток амниотической жидкости в гепатоцитарном 
направлении. Клетки культивировали на чашках, по-
крытых матригелем или коллагеном, в присутствии 
HGF, FGF4, инсулина, онкостатина М и дексамета-
зона. На 7-й день дифференцировки наблюдалось 
изменение морфологии клеток: они приобретали 
полигональную форму без отростков. На 45-й день 
выявлен синтез альбумина, альфа-фетопротеина, 
Hnf-4α, c-Met рецептора HGF. Уровень синтези-
руемой мочевины возрастал с 50 нг/ч на клетку 
в контрольной культуре до 1.21 х 103 нг/ч на клет-
ку в дифференцированной культуре [49]. Сравнили 
способность к дифференцировке МСК костного мозга 
человека и стволовых клеток амниотической жидко-
сти. Клетки культивировали на чашках, покрытых 
коллагеном типа 1, в присутствии дифференцировоч-
ных агентов: 0–2 день – FGF4, 3–5 день – HGF, 6–18 
день – HGF + инсулин-трансферрин-селенит + дек-
саметазон и трихостатин А (ингибитор гистоновых 
деацетилаз). Начиная с седьмого дня в обеих куль-
турах наблюдались морфологические изменения: 
форма клеток становилась округлой, полигональной. 
В дальнейшем форма клеток амниотической жид-
кости гораздо быстрее и стабильнее изменялась 
на эпителиоподобную. Количественный ПЦР-анализ 
показал, что в обеих культурах клеток экспрес-
сия гепатоцитарных маркеров, таких, как альфа-
фетопротеин, альбумин, цитокератин 18, Hnf-1α, 
c/eBPα, cYP1A1, изначально была незначительной 
либо отсутствовала. На начальном этапе дифферен-
цировки экспрессия данных маркеров практически 
не изменялась, однако на стадии созревания гепато-
цитов экспрессия гепатоцитарных маркеров значи-
тельно возросла, причем на 14-й день дифференци-
ровки экспрессия всех маркеров в культуре клеток 
амниотической жидкости была значительно выше, чем 
в культуре МСК костного мозга. На стадии созревания 
гепатоцитов экспрессия всех маркеров, за исключе-
нием альфа-фетопротеина, увеличивалась. Экспрес-
сия альфа-фетопротеина достигала максимального 
значения к 14-му дню дифференцировки, затем на-
чала снижаться, в то время как максимум экспрессии 
альбумина наблюдался к 28-му дню дифференциров-
ки. Экспрессия альбумина в клетках амниотической 
жидкости была примерно в 1.3 раза выше, чем в МСК 
костного мозга. Иммунофенотипический анализ пока-
зал, что в культуре клеток амниотической жидкости 
доля клеток, позитивных по гепатоцитарным марке-
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рам, достоверно выше, чем в культуре МСК. Эти клет-
ки также обладали способностью к синтезу мочевины 
и запасанию гликогена [50]. 

Все эти данные говорят о перспективности исполь-
зования стволовых клеток амниотической жидкости 
в клеточной терапии, однако необходимо лучше по-
нимать их дифференцировочный статус и способ-
ность к образованию фиброзов.

Клетки энтодермального происхождения. На се-
годняшний день активно изучается возможность 
трансдифференцировки клеток в пределах одного 
зародышевого листка. Плюсы данного подхода понят-
ны: близкие по гистогенетическому происхождению 
клетки проявляют значительно большую фенотипи-
ческую пластичность в пределах одного зародышево-
го листка; они быстрее и глубже трансдифференци-
руются в другие типы клеток данного зародышевого 
листка, не требуя длительных и трудоемких диффе-
ренцировочных протоколов.

Накоплено достаточно много сведений о трансдиф-
ференцировке клеток энтодермы in vitro и in vivo. 
Протоковые клетки поджелудочной железы, пере-
саженные в печень крысы, дифференцируются в ге-
патоциты [84]. Овальные клетки также могут диффе-
ренцироваться в эндокринные и экзокринные клетки 
поджелудочной железы [85]. В культуре in vitro тоже 
может происходить дифференцировка островковых 
клеток в гепатоциты при увеличении плотности по-
сева [86]. Показано, что при воздействии дексаме-
тазона ацинарные клетки поджелудочной железы 
могут дифференцироваться в гепатоциты [87]. Таким 
образом, клетки энтодермы проявляют способность 
к взаимной трансдифференцировке и могут возме-
щать функциональную недостаточность другой ткани 
в пределах энтодермального зародышевого листка. 
Однако как для клеток печени, так и для клеток под-
желудочной железы существует проблема дефицита 
донорского материала. Именно поэтому актуальным 
остается поиск оптимального источника клеток энто-
дермы для заместительной клеточной терапии.

Один из возможных источников клеток энтодер-
мы – клетки слюнной железы. Слюнная железа за-
кладывается как зачаток эктодермы, затем в нее 
мигрируют клетки энтодермального происхождения 
[88]. Будучи функциональным аналогом экзокрин-
ных клеток поджелудочной железы, клетки слюн-
ной железы могут служить удобным источником эн-
тодермальных клеток для заместительной терапии 
при патологиях печени и поджелудочной железы. 
На данный момент накоплено достаточно сведений 
о культивировании in vitro клеток слюнной железы, 
выделенных от человека и животных. Культиви-
руемые in vitro клетки слюнной железы представ-

ляют собой активно пролиферирующую культуру, 
способную проходить значительное число пассажей 
[89]. Клетки слюнной железы человека и животных 
(мышь, крыса, свинья) позитивны по цитокератинам 
18 и 19 и зачастую по альфа-фетопротеину [90, 91]. 
При определенных условиях культивирования клет-
ки слюнной железы приобретают способность к син-
тезу альбумина [92]. Однако этот источник клеточно-
го материала остается относительно малоизученным. 
Детальное выяснение механизмов дифференцировки 
клеток слюнной железы в гепатоцитарном направле-
нии, а также их вклад в репарацию патологий печени 
еще предстоит выяснить.

Методика прямой дифференцировки – 
использование генетических конструкций 
для перепрограммирования соматических клеток
Методика прямой дифференцировки клеток основана 
на использовании генетических конструкций для пе-
репрограммирования различных типов клеток сразу 
в целевые, минуя возвращение в плюрипотентное 
состояние. Одно из основных преимуществ данного 
подхода перед использованием плюрипотентных eS- 
и iPS-клеток – отсутствие рисков образования те-
ратом. Этот относительно новый подход, требующий 
детального понимания молекулярно-генетических 
механизмов той или иной клеточной дифференци-
ровки, активно развивается в последнее время.

Выполнен ряд работ, указывающих на возмож-
ность прямого перепрограммирования клеток раз-
личного происхождения [93]. Например, функциони-
рующие β-клетки можно получать из экзокринных 
клеток поджелудочной железы мыши. Опытным пу-
тем с помощью реэкспрессии ключевых регулятор-
ных генов in vivo найдена комбинация минимального 
количества генов (Ngn3, Pdx1 и Mafa), с помощью 
которых можно перепрограммировать дифферен-
цированные клетки взрослого организма в клетки, 
проявляющие свойства эндокринных клеток подже-
лудочной железы. Такие клетки неотличимы от эн-
догенных β-клеток по размеру, форме и ультра-
структуре, они экспрессируют гены, необходимые 
для функционирования β-клеток, и могут уменьшать 
гипергликемию, активно секретируя инсулин и спо-
собствуя перестройке локальных кровеносных со-
судов [94].

Что касается клеток печени, то работ, посвящен-
ных получению функционально активных гепато-
цитоподобных клеток методом прямой дифферен-
цировки, пока немного. Это связано в основном со 
сложностью и многостадийностью гепатоцитарной 
дифференцировки, что затрудняет поиск ключевых 
дифференцировочных генов. Однако первые успехи 
в этой области уже получены. При индукции гепато-
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цитарной дифференцировки фибробластов из кон-
чика хвоста мыши использовали лентивирусную 
трансфекцию 14 генов, играющих ключевую роль 
в развитии печени [95]. После анализа опубликован-
ных данных были отобраны две комбинации генов, 
индуцирующих эпителиальный фенотип фибробла-
стов и экспрессию гепатоцитарных маркеров. Первая 
комбинация состояла из шести генов: Foxa2, Foxa3, 
Hnf-1α, Hnf-4α, Hnf-6 и Gata4; а вторая – из вось-
ми, включая Foxa1 и Hlf [96, 97]. При исключении 
из комбинации Hnf-6 наблюдали значительное уве-
личение числа эпителиоподобных колоний, а исклю-
чение Hnf-4α еще более способствовало образова-
нию эпителиоподобных колоний. Оставшиеся гены 
также разделили на комбинации: Gata4, Hnf-1α, 
Foxa3 и Gata4, Hnf-1α, Foxa2, причем первая ком-
бинация показала лучший результат. Интересно, 
что при использовании комбинации Gata4, Hnf-1α 
и Foxa3 наблюдали появление экспрессии генов эн-
догенных факторов Foxa2 и Foxa3, а исключение 
из этой комбинации любого из генов блокировало ге-
патоцитарное перепрограммирование. Полученные 
индуцированные гепатоцитоподобные клетки были 
названы iHep. Данные клетки были позитивными 
по Е-кадгерину и белку плотных контактов tjp1. 
На 14-й день 23% эпителиоподобных клеток были 
позитивными по альбумину. iHep были также пози-
тивными по альфа-фетопротеину, цитокератинам 18 
и 19, Hnf-4α, цитохромам Р450. Маркеры панкреа-
тической дифференцировки замечены не были, iHep 
не проявляли свойств клеток иных типов, кроме гепа-
тоцитарных. iHep также были способны к запасанию 
гликогена и секреции альбумина в среду. При вну-
триселезеночной инъекции клеток iHep мышам Fah-/-, 
у которых нарушен метаболизм тирозина и которые 
могут жить только, если корм содержит 2-(2-нитро-
4-трифторметилбензол)-1,3-циклогександион, на-
блюдалась значительная репопуляция клеток 
печени (от 5 до 80%). Эти мыши могли жить, не по-
лучая 2-(2-нитро-4-трифторметилбензол)-1,3-
циклогександион, тогда как при инъекции интактных 
фибробластов наблюдалась гибель мышей и отсут-
ствовала репопуляция печени [95]. Все эти данные 
свидетельствуют об эффективности прямой диф-
ференцировки фибробластов мыши в гепатоцитопо-
добные клетки с помощью регуляторных факторов 
Gata4, Hnf-1α и Foxa3. Тем не менее подобный под-
ход требует дальнейшего изучения, так как при ис-
пользовании репрограммированных фибробластов 
возникает повышенный риск образования фиброза, 
который может быть инициирован примесью не ре-
программированных фибробластов в культуре. 
При использовании клеток с минимальными способ-
ностями к образованию фиброза (например, эпите-

лиальных) оптимальный набор регуляторных генов 
может быть другим.

Еще один подход к стимуляции регенерации пече-
ни – использование генетических векторов, несущих 
ключевые гены, которые усиливают пролиферацию 
клеток печени (рис. 2), уменьшают апоптоз либо вос-
полняют генетические дефекты печени [7]. Однако 
этот подход требует детального изучения, в том чис-
ле создания оптимальных и безопасных векторов 
для переноса генов, разработку методик доставки 
векторов в печень и т.д.

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ 
ГЕПАТОЦИТАРНОЙ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ
Дефинитивная энтодерма дает начало большинству 
органов пищеварительного тракта, включая печень 
[53]. До активации органоспецифических генов экс-
прессируются несколько ранних маркеров энто-
дермы, в том числе Otx2, Hesx1, Hex, cdx2. Затем 
в первичной полоске клетки мезоэнтодермы начи-
нают продуцировать ряд факторов, таких, как GSc, 
Hnf-3β, cxcr4, Sox17a/b, Brachyury, e-кадгерин, 
VeGer2, Ve-кадгерин, PDGFra, Gata4, Gata6, кото-
рые определяют дифференцировку клеток дефини-
тивной энтодермы и мезодермальных предшествен-
ников. Печень возникает из латеральной энтодермы 
развивающегося вентрального отдела передней киш-
ки (примерно на стадии Е8.5 развития мыши и около 
третьей недели беременности человека) [97]. Росто-
вые факторы, выделяемые сердечной мезодермой 
и мезенхимой поперечной перегородки (FGF, BMP) 
стимулируют дальнейшую дифференцировку под-
лежащей энтодермы в гепатоцитарном направле-
нии. В энтодерме экспрессия генов семейства Hnf-3 
(Foxa) обеспечивает запуск гепатоцитарной диффе-
ренцировки, индуцированной сигналами от FGF [98]. 
Однако экспрессия Wnt и FGF4 мезодермой задних 
отделов кишки на данном этапе ингибирует гепато-
цитарную дифференцировку [99]. На поздних стади-
ях (при формировании гепатоцитов и холангиоцитов) 
Wnt, напротив, стимулирует пролиферацию и диф-
ференцировку. Критическую роль для фетальных 
клеток печени играет HGF, необходимый для даль-
нейшего роста и пролиферации клеток печеночного 
зачатка. Подобная регуляция осуществляется че-
рез c-Met-рецептор к HGF. HGF препятствует ком-
митированию гепатобластов в холангиоциты через 
блокировку notch. Показано, что эндотелиальные 
клетки стимулируют развитие печени, в том числе 
благодаря секреции HGF [100]. Ген Tbx3 способству-
ет развитию гепатобластов через супрессию p19ArF 
[101]. Когда гепатобласты формируются, их форма 
меняется с кубической на вытянутую, затем проис-
ходит образование псевдомногослойного эпителия. 
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Этот процесс регулируется геном Hex. Затем базаль-
ная мембрана разрушается, и клетки пролифериру-
ют в окружающей строме. Эти более поздние мор-
фологические изменения контролируются генами 
Prox1, Hnf-6/OC-1 и OC-2. Hnf-6 и Oc-2 регули-
руют e-кадгерин, тромбоспондин-4 и Spp1, которые 
контролируют адгезию и миграцию клеток во многих 
типах тканей [102]. notch определяет переключение 
развития гепатобластов с гепатоцитарного направ-
ления в сторону формирования желчных протоков 
[103]. Для созревания гепатоцитов также важен ге-
мопоэз. После того как печеночный зачаток выступит 
из кишечной трубки, в него мигрируют гемопоэти-
ческие клетки, которые секретируют онкостатин М 
и IL-6 [104]. Онкостатин М стимулирует экспрессию 
гепатоцитарных дифференцировочных маркеров, 
индуцирует морфологические изменения клеток пе-
ченочного зачатка и способствует активации синте-
тических и детоксикационных свойств печени, регу-
лирует клеточную адгезию. Глюкокортикоиды также 
способствуют созреванию печени, поддерживают 
пролиферацию и функционирование дифференциро-
ванных гепатоцитов. Показано, что физиологические 
концентрации дексаметазона (синтетического глюко-
кортикоида) в фетальной печени супрессируют про-
дукцию альфа-фетопротеина и инициируют синтез 
альбумина [104], способствуют запасанию гликогена 
[105]. Основные этапы развития клеток печени ото-
бражены на рис. 4. 

Специфический профиль транскрипции, харак-
терный для гепатоцитов, поддерживается рядом ге-

нов, в том числе семейством Hnf, кодирующим ядер-
ные факторы гепатоцитов. В число ключевых генов 
этого семейства входят Hnf-1 – член семейства POu 
гомеобоксных генов; Hnf-3 – ДНК-связывающий до-
мен; Hnf-4 – член суперсемейства рецепторов стеро-
идных гормонов; и Hnf-6.

Варианты Hnf-1α и Hnf-1β (или vHnf-1) фактора 
Hnf-1 взаимодействуют с ДНК в виде гомо- или ге-
теродимеров. Эти белки имеют одинаковые ДНК-
связывающие домены, но активируют транскрипцию 
разных генов. Hnf-1β экспрессируется в энтодерме 
передней кишки (на стадии Е5–Е6 у мыши), Hnf-1α 
активируется позже (на стадии Е11 у мыши), в пе-
риод формирования паренхимы печени. Экспрессия 
Hnf-1α в эмбриональной печени ниже, чем Hnf-1β, 
однако, после рождения уровень экспрессии Hnf-1α 
становится выше. Hnf-1 активирует более 1000 спе-
ци фичных для печени генов, содержащих в про-
моторной области сайт связывания этого фактора, 
при этом Hnf-1 негативно регулирует свою собствен-
ную экспрессию. Hnf-4 является позитивным регу-
лятором Hnf-1, способным активировать экспрессию 
этого гена, но экспрессию целевых генов эти факторы 
регулируют независимо друг от друга [106]. 

Подсемейство Hnf-3 состоит из трех белков: 
Hnf-3α, Hnf-3β и Hnf-3γ (они же Foxa1, Foxa2 и Foxa3 
соответственно), которые связываются с ДНК в виде 
мономеров. Члены данного подсемейства имеют стро-
гую гомологию области ДНК-связывающих доменов, 
они способны узнавать одни и те же нуклеотидные 
последовательности. Hnf-3α и Hnf-3β регулируют 
экспрессию генов в гепатоцитах, желудочном, ки-
шечном и бронхиальном эпителии. Hnf-3γ также 
играет важную роль в экспрессии генов в клетках 
печени, кишечника, семенников. Hnf-3β появляется 
на 7-й день эмбрионального развития мыши в пер-
вичной полоске, Hnf-3α имеет схожую динамику экс-
прессии, но его концентрация ниже. Hnf-3γ начинает 
экспрессироваться на стадии Е12 развития мыши.

Hnf-4 включает три основных члена: Hnf-4α, 
Hnf-4β, Hnf-4γ и множество переходных вариан-
тов. Hnf-4 принадлежит к суперсемейству ядерных 
рецепторов стероидных гормонов, он связывается 
с ДНК в виде гомодимера. Hnf-4β обладает мень-
шей ДНК-связывающей активностью, чем Hnf-4α 
и является более слабым трансактиватором. Hnf-4α 
экспрессируется в печени, почках, поджелудочной 
железе. Hnf-4β экспрессируется не только в этих 
органах, но и в желудке, кишечнике, легких, яични-
ках и семенниках, в то время как Hnf-4γ – в почках, 
поджелудочной железе, семенниках, но не в печени. 
Hnf-4 является ключевым регулятором тканеспеци-
фической экспрессии генов в висцеральной энтодер-
ме, необходимым для нормальной экспрессии секре-
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Рис. 4. Основные этапы развития клеток печени [97, 
116].
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тируемых факторов, таких, как альфа-фетопротеин, 
аполипопротеины, ретинолсвязывающий белок 
и др. Некоторые авторы считают, что Hnf-4α игра-
ет ведущую роль, запуская каскад реакций и под-
держивая специфическую для гепатоцитов транс-
крипцию. Hnf-4α связывается примерно с 12% генов, 
экспрессируемых в гепатоцитах, в то время как дру-
гие транскрипционные факторы связываются не бо-
лее чем с 2.5% промоторных регионов [106]. Hnf-4α 
как один из наиболее ранних маркеров энтодермы 
появляется в мышиных эмбрионах на 5-й день разви-
тия. До стадии Е9 экспрессия Hnf-4α ограничена экс-
траэмбриональной висцеральной энтодермой, затем 
он появляется в печени и кишечнике. Во взрослом ор-
ганизме Hnf-4α экспрессируется в печени, почках, 
кишечнике и поджелудочной железе. 

Hnf-6 принадлежит к семейству One cut факто-
ров транскрипции (известных также как Oc-1). Hnf-6 
связывается с creB-связывающим белком (cBP), 
экспрессируется в печени, поджелудочной железе 
и нервной системе. Hnf-6 выявляется на 9-й день эм-
брионального развития, в печени эмбрионов мыши 
исчезает между 12.5 и 15-м днем, а после 15-го дня 
появляется снова. Во взрослом организме Hnf-6 экс-
прессируется в печени, поджелудочной железе, го-
ловном мозге, яичках. Интересно, что Hnf-3β и Hnf-6 
потенциально регулируют экспрессию одних и тех же 
генов, они критичны для функционирования гепато-
цитов. Hnf-6 узнает область –138…–126 промотора 
Hnf-3β, он необходим для активации этого промотора. 
При этом Hnf-3β способен связываться с промотором 
Hnf-6 и репрессировать его [107]. Hnf-6 способствует 
дифференцировке гепатобластов в клетки желчных 

протоков, тогда как Hnf-3β играет ключевую роль 
в дифференцировке и функционировании гепатоци-
тов.

Экспрессию ядерных гепатоцитарных факторов 
и других маркеров висцеральной энтодермы в эм-
бриональном развитии индуцирует Gata6. Факто-
ры семейства tGF-β также способны индуцировать 
экспрессию этих маркеров. Гипотетические регуля-
торные пути, обеспечивающие поддержание специ-
фичного для печени паттерна экспрессии генов, 
представлены на рис. 5 [108].

ПРОБЛЕМЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ РАЗВИТИЯ
Одна из основных проблем при трансплантации до-
норских гепатоцитов – плохая их приживаемость 
и элиминация иммунной системой в течение не-
скольких месяцев после трансплантации. Показано, 
что важную роль в выживании и приживаемости 
вводимых клеток играет межклеточный матрикс. 
В работе по исследованию влияния межклеточного 
матрикса на приживаемость донорских гепатоцитов 
в печень крысы перед трансплантацией донорских 
клеток интрапортально вводили коллаген или фи-
бронектин. Через 4 дня после трансплантации доля 
прижившихся гепатоцитов в печени повышалась бо-
лее чем в 10 раз в случае, если предварительно был 
введен коллаген или фибронектин [109]. Совмест-
ное введение гепатоцитов и факторов роста (tGF-α) 
также может увеличить количество прижившихся 
клеток [110]. Известно, что приживаемость клеток 
зависит от наличия соответствующей «клеточной 
ниши». В опытах на макаках использовали времен-
ную блокировку портальной вены, что вызвало ише-
мию и частичную гибель клеток печени. При после-
дующей трансплантации донорских гепатоцитов их 
доля в печени реципиента составила около 10% от ее 
массы [111]. Однако целесообразность клинического 
применения данного подхода остается под вопросом.

Для увеличения времени жизни транспланти-
рованных гепатоцитов в организме пациента под-
бирают доноров, совместимых по антигенам ABO 
и HLA. В настоящее время иммуносупрессию часто 
обеспечивают при помощи моноклональных антител 
к рецептору IL-6 в сочетании с небольшими дозами 
фармакологических препаратов такролимус и сиро-
лимус [112]. Важное значение для элиминации вве-
денных гепатоцитов имеют натуральные киллеры 
(НК). Показано, что блокирование НК-клеток в пече-
ни при помощи специфической или локальной имму-
носупрессии улучшает приживаемость и пролифера-
цию трансплантированных гепатоцитов [113]. Кроме 
того, использование стволовых клеток печени может 
иметь более продолжительный эффект за счет того, 
что стволовые клетки зачастую не элиминируются 

Инсулин
TGF-β

Smad2
Smad4

Gata6 Gata4

Hnf-1α

Hnf-1β Hnf-4α

Hnf-3α

Hnf-3β

Hnf-3γ Hnf-6

Рис. 5. Транскрипционная иерархия гепатоцитарных 
факторов роста. Сплошными стрелками показаны уни-
версальные регуляторные пути, пунктирными – регу-
ляция на определенных стадиях развития [108].
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иммунной системой реципиента, могут долгое время 
поддерживать свою популяцию и давать популяцию 
дифференцированных клеток.

Актуальным также остается улучшение каче-
ства выделяемых гепатоцитов. Использование рас-
твора celsior® для хранения и транспортировки 
биоптатов печени предотвращает деградацию и ги-
бель гепатоцитов [22]. Перфузия донорской ткани 
n-ацетилцистеином также позволила повысить ка-
чество выделяемых клеток [114]. 

Ключевыми для современной клеточной тера-
пии остаются вопросы биологической безопасности 
и эффективности. При использовании плюрипотент-
ных клеток (eS и iPS) необходимо иметь надежный 
протокол удаления недифференцированных клеток 
из трансплантата, поскольку плюрипотентные eS- 
и iPS-клетки способны к образованию тератом. Про-
блемой остается и оценка риска образования фибро-
за при использовании тех или иных типов клеток. 
При изучении способности МСК костного мозга вос-
полнять клетки печени при остром и хроническом 
повреждении определяли долю донорских МСК 
и степень их гепатоцитарной дифференцировки. Че-
рез 4 нед. после трансплантации вклад донорских 
клеток оказался невысоким (около 0.08% от общего 
количества клеток печени при остром поврежде-
нии и около 3–4% при хроническом повреждении), 
при этом лишь 5–10% из них имели гепатоцитар-
ный фенотип. Значительная доля донорских кле-
ток (около 35%) имела миофибробластный фенотип, 
многие из них располагались в зонах фиброзных 
септ [78]. Становится очевидным, что необходимо 
количественно оценивать эффективность гепатоци-
тарной дифференцировки при использовании тех 
или иных типов клеток и выяснять риск образова-
ния ими фиброза. Одна из основных задач клеточ-
ной биологии – поиск доступного источника клеток 
с низким профиброгенным потенциалом и высокой 

способностью к гепатоцитарной дифференцировке. 
Кроме того, необходимо, чтобы эти клетки можно 
было использовать как в аллогенном, так и в ауто-
логичном вариантах. 

Перспективным представляется использование 
прямой дифференцировки клеток, однако, для раз-
работки стандартных протоколов необходимо хоро-
шо понимать молекулярные механизмы процессов, 
происходящих при развитии и дифференцировке 
гепатоцитов. Определение основных «дифференци-
ровочных» генов, оптимальных для трансдифферен-
цировки клеток из различных гистогенетических ис-
точников, является одной из ключевых задач данного 
направления. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, на данный момент активно разра-
батывается ряд принципиально различных подхо-
дов к терапии патологий печени с использованием 
клеточных технологий. Проводится in vitro и in vivo 
тестирование разных типов клеток, подбираются 
оптимальные процедуры дифференцировки. Не-
смотря на некоторые обнадеживающие результа-
ты, полученные на лабораторных животных, еще 
не найден достаточно безопасный и эффективный 
подход. Дефицит донорской печени и донорских ге-
патоцитов заставляет искать альтернативные ис-
точники клеточного материала, однако, на данный 
момент клетки, способные выполнять в достаточной 
степени функции гепатоцитов, все еще не получены. 
Предстоит провести поиск оптимального типа клеток 
и разработку процедур дифференцировки, удовлет-
воряющих критериям биологической безопасности 
и функциональной эффективности. 

Работа выполнена при поддержке РФФИ  
(проект № 11-04-12061-офи-М-2011).
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