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Заключение. Проведенные нами исследования позволяют сделать следующие выводы: 
1. Токсичность наночастиц серебра выше в отношении прокариотических микроорганизмов 

(бактерий), чем в отношении тестируемого одноклеточного свободноживущего эукариотического 
организма (парамеции). 

2. Селективный токсический эффект различных форм серебра (наноразмерной и ионной) 
наблюдается в гораздо большей степени в отношении одноклеточных эукариот (парамеции) по 
сравнению с антибактериальной активностью. 

3. Наночастицы серебра представляют собой более важный антимикробный агент, чем 
серебро в его ионной форме, потому что они подавляют рост микроорганизмов при более низких 
концентрациях, которые не являются токсичными для клеток более сложных организмов, 
представляя таким образом меньший риск для окружающей среды. 

4. Наночастицы серебра являются более экоинертным веществом по сравнению с его 
ионной формой с порогом ксенобиотического эффекта ниже более чем в 50 раз. 
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Наиболее важные статистически значимые взаимосвязи между исследуемыми клетками, экспресси-
рующими маркеры FAP, α-SMA, CD68, CD206, CX3CR1, CD45, СК19, CD31, CD34, Fn14, выявлены на стадии 
портального фиброза, начала узловой перестройки паренхимы и стадии полного цирроза. Показано, что в 
зависимости от стадии фиброза и цирроза печени популяции клеток формировали группы факторов в раз-
личном сочетании, что указывает на смену фенотипа клеток, вовлекаемых в данные патологические про-
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As a result of the study, the most significant relationships between the studied cells expressing markers FAP,  

α-SMA, CD68, CD206, CX3CR1, CD45, CK19, CD31, CD34, Fn14 were revealed at the stage of portal fibrosis, the 
beginning of nodular reorganization of the parenchyma and the stage of complete cirrhosis. It was shown that depend-
ing on the stage of fibrosis and cirrhosis of the liver, cell populations formed groups of factors in various combinations, 
which indicates a change in the phenotype of cells involved in these pathological processes. Keywords: experiment, 
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Введение. Фиброгенез печени рассматривают как реакцию органа на повреждение. Переход 
от гомеостатического состояния к фиброзу включает активацию ряда клеток. По современным пред-
ставлениям пусковым механизмом развития фиброза является альтерация гепатоцитов. При этом в 
фиброзной нише ряд других клеточных популяций (клетки, отвечающие за синтез соединительной 
ткани, различные популяции макрофагов, эпителиальные клетки желчных протоков) играют важную 
роль в прогрессировании и регрессе этого патологического процесса [1-3]. 

При хронических заболеваниях печени ученые выделяют несколько типов клеток, участвую-
щих в синтезе фиброзной соединительной ткани [4-9]. К ним относят стеллатные клетки (HSCs), 
портальные фибробласты (PFs) и циркулирующие фиброциты. Исследованию HSCs посвящено 
большое количество научных публикаций, а PFs до сих пор остаются малоизученными [10, 11]. Мак-
рофаги печени млекопитающих представлены двумя популяциями: тканевыми макрофагами (KCs) и 
инфильтрирующими макрофагами (MoMFs), которые различаются по происхождению, механизмам 
поддержания собственной численности, функциям и имеет важное значение в патогенезе фиброза. 
К сожалению, до сих пор неизвестно, каким образом KCs, MoMFs влияют на исход фиброза и цирро-
за печени [12, 13]. В литературе описан процесс активации клеток желчных протоков (протоковая 
реакция, DR). Механизм этого процесса до конца не изучен. В настоящее время окончательно не 
установлено, какие популяции клеток принимают участие в формировании DR [14, 15]. Показано, что 
патологический ангиогенез связан с фиброгенезом и может выступать в качестве его инициатора. 
На текущий момент недостаточно сведений о морфологической перестройке внутрипеченочного      
сосудистого русла [16, 17]. 

В доступной научной литературе практически отсутствуют данные о взаимосвязи этих клеточ-
ных популяций в динамике развития токсического фиброза и цирроза печени. Мы предположили, 
что клетки могут быть связаны между собой и изучение этих взаимосвязей позволит получить новые 
данные о механизмах инициации и прогрессирования фиброза печени. 

Цель исследования - выявить взаимосвязи между ключевыми клетками в условиях экспери-
ментального токсического цирроза печени. 

Материалы и методы исследований. Экспериментальное исследование. Дизайн иссле-
дования был одобрен на заседании Комиссии по биоэтике и гуманному обращению с лабораторны-
ми животными при учреждении образования «Витебский государственный ордена Дружбы народов 
медицинский университет» (протокол № 6 от 03.01.2019). Фиброз и цирроз печени у крыс-самцов 
Wistar индуцировали свежеприготовленным раствором тиоацетамида (ТАА), который вводили в           
желудок с помощью зонда (интрагастрально) в дозе 200 мг/кг массы тела животного 2 раза в неделю 
в течение 17 недель. Крысы контрольной группы (n=12) получали воду без ТАА в аналогичном объ-
еме. Животных разделили на 8 групп по 12 животных в каждой в зависимости от длительности воз-
действия ТАА: 3 недели (1-я группа), 5 недель (2-я группа), 7 недель (3-я группа), 9 недель (4-я груп-
па), 11 недель (5-я группа), 13 недель (6-я группа), 15 недель (7-я группа), 17 недель (8-я группа) и 
выводили из эксперимента согласно разделению на группы.  

Гистологическое, иммуногистохимическое и морфометрическое исследования. 
Для получения обзорных гистологических препаратов срезы печени окрашивали гематоксили-

ном и эозином, а для выявления соединительной ткани – по Маллори.  
 

Таблица – Список маркеров, использованных в исследовании 
Название 
маркера 

Маркер 
Каталожный 

номер 
Разведение 

Моноклональные мышиные 
антитела CD31 

Эндотелиальных клеток Е-АВ-70173 1:500 

Поликлональные мышиные 
антитела CD34 

Мезенхимальных стволо-
вых/предшественников эндотелиальных 

клеток/эндотелиальных клеток 
Е-АВ-60105 1:100 

Моноклональные мышиные  
антитела α-SMA 

Активированных стеллатных клеток Е-АВ-22155 1:1000 

Поликлональные кроличьи  
антитела FAP 

Активированных портальных 
 фибробластов 

Е-АВ-32870 1:100 

Моноклональные мышиные  
антитела CD68 

Тканевых/резидентных макрофагов Е-АВ-22013 1:200 

Поликлональные кроличьи 
 антитела CD206 

Функционального состояния тканевых 
макрофагов 

Е-АВ-70178 1:500 

Поликлональные кроличьи  
антитела СХ3СR1 

Макрофагов костномозгового 
 происхождения 

Е-АВ-33382 1:100 

Моноклональные мышиные  
антитела CК19 

Цитокератин CК19 эпителиальных  
клеток 

Е-АВ-70231 1:1000 

Поликлональные кроличьи 
 антитела CD45 

Гемопоэтических клеток и зрелых  
лейкоцитов 

Е-АВ-16319 1:200 

Моноклональные кроличьи 
 антитела TNFRSF12A (Fn14) 

Белка TNFRSF12A сигнального пути 
TWEAK/Fn14 

NBP2-67729 1:200 



2(21)/2024    Ветеринарный журнал Беларуси 

114 

Степень фиброза оценивали по модифицированной нами полуколичественной шкале [18]. 
Протокол иммуногистохимического выявления маркеров, оценка морфометрических и иммуногисто-
химических исследований представлены в статьях [19, 20]. В таблице приводим список использо-
ванных в работе маркеров. 

Статистический анализ. Результаты количественных измерений оценивали с использова-
нием программ Statistica 10.0 («StatSoft Inc.», США), IBM SPSS Statistics 27.0 (An IBM Company, 
27.0.1, США), Microsoft Office Excel («Microsoft Corp.», США). Нормальность распределения данных 
проводили с использованием критериев Шапиро-Уилка и Лиллиефорса. Взаимосвязи между иссле-
дуемыми переменными изучали с применением факторного анализа. Это многомерный метод, кото-
рый позволяет получить факторы из коррелирующих переменных. Вычисляли корреляционную мат-
рицу выбранных клеток. Затем матрицу анализировали методом главных компонент и извлекали 
факторы. Фактор – это скрытая переменная, вводимая для объяснения взаимосвязи между иссле-
дуемыми клетками. Каждый фактор влияет на определенную совокупность клеток. Для построения 
графика полученные факторы вращали по методу «Варимакс» – ортогональный вариант вращения, 
т.е. оси сохраняют свое взаимное расположение под прямым углом.  

Результаты исследований. Факторный анализ проводили с использованием популяций кле-
ток, экспрессирующих маркеры FAP, α-SMA, CD68, CD206, CX3CR1, CD45, СК19, CD31, CD34, Fn14. 
Подробная информация, посвященная клеткам, изложена в работах, опубликованных ранее [19, 20]. 

Наиболее значимые взаимосвязи между клетками были выявлены на стадии портального 
фиброза F1А/F1В (3 недели), начало узловой перестройки паренхимы – стадии фиброза F3В/F4 (9 
недель) и стадии полного цирроза F6 (15 недель). Все коэффициенты корреляции были значимые 
на уровне р<0,05. 

На рисунке 1 отображены извлеченные факторы и корреляционные взаимосвязи между клет-
ками печени на стадии портального фиброза F1А/F1В (3-я неделя). Получено пять групп факторов, 
которые объединили коррелирующие клетки между собой.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Обозначения: линия красного цвета – прямая корреляционная связь;  
линия синего цвета – обратная корреляционная связь 

Рисунок 1 – Извлеченные группы факторов и корреляционные взаимосвязи между клетками 
на стадии портального фиброза печени F1А/F1В 

 
Первый фактор включал клетки α-SMA+, СК19+, CD31+, второй – клетки CD206+, CD31+, CD45+, 

третий – клетки Fn14+, CX3CR1+, CD31+ и четвертый – клетки Fn14+, CD68+, CD45+. Четыре извле-
ченных фактора содержали по три типа клеток.  

Пятый фактор объединял две популяции клеток: CD34+ и FAP+. Клетки CD31+, CD45+ и Fn14+ 
одновременно вошли в разные факторы (рисунок 1). 

На рисунке 1 показаны значимые корреляционные взаимосвязи между клетками CD34+ и FAP+ 
(r=0,442, p<0,05), CD68+ и Fn14+ (r=-0,334, p<0,05), Fn14+ и CX3CR1+ (r=0,394, p<0,05), CD45+ и          
α-SMA+ (r=-0,337, p<0,05), CD45+ и CD206+ (r=0,355, p<0,05). 

В начале узловой перестройки паренхимы печени стадия фиброза F3В/F4 (9-я неделя) с           
помощью факторного анализа выявлены четыре группы факторов, которые позволили объединить 
исследуемые клетки между собой в следующие группы (рисунок 2).  
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Обозначения: линия красного цвета – прямая корреляционная связь;  
линия синего цвета – обратная корреляционная связь 

Рисунок 2 – Извлеченные группы факторов и корреляционные связи между клетками на 
начальной стадии узловой перестройки паренхимы печени F3В/F4 

 
Первый фактор включал четыре типа клеток: CD68+, CX3CR1+, CD34+ и CD45+. Второй объ-

единял три типа клеток: α-SMA+, СК19+ и CD45+. В третий фактор вошли клетки CD206+, CD31+, 
FAP+, а в четвертый – клетки Fn14+ и FAP+. Клетки CD45+ и FAP+ одновременно присутствовали в 
разных группах факторов.  

На стадии F3В/F4 значимые корреляционные связи отмечены между клетками СК19+ и CD206+ 
(r=0,348, p<0,05), FAP+ и CD206+ (r=-0,368, p<0,05, рисунок 2). 

На стадии полного цирроза F6 (15 недель) печени выявили четыре группы факторов, которые 
взаимосвязывают исследуемые клетки между собой (рисунок 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Обозначения: линия красного цвета – прямая корреляционная связь 

Рисунок 3 – Извлеченные группы факторов и корреляционные связи между клетками на           
стадии полного цирроза печени F6 

 
Первый фактор включал четыре типа клеток: CD45+, α-SMA+, CD34+ и CD31+. Второй связывал 

две популяции клеток: CD68+ и FAP+. В третий фактор вошли клетки CD206+, СК19+, а в четвертый 
вошли клетки Fn14+ и CX3CR1+. На данном этапе токсического повреждения печени в факторах 
присутствуют разные популяции клеток (рисунок 3). 

На стадии F6 значимые корреляционные связи отмечены между клетками α-SMA+ и CD34+ 
(r=0,356, p<0,05), CD34+ и CD31+ (r=0,403, p<0,05), α-SMA+ и Fn14+ (r=0,411, p<0,05), CD34+ и Fn14+ 
(r=0,375, p<0,05), Fn14+ и CX3CR1+ (r=0,465, p<0,05), CD68+ и FAP+ (r=0,490, p<0,05, рисунок 3). 

Фиброгенные клетки, экспрессирующие маркеры α-SMA и FAP на исследуемых этапах входи-
ли в состав разных факторов. Клетки α-SMA+ и СК19+ на стадии портального фиброза F1А/F1В и 
начало узловой перестройки паренхимы F3В/F4 печени объединены в один фактор. С определенной 
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долей вероятности можно предположить участие клеток СК19+ протоковой реакции в центролобу-
лярном, перицеллюлярном и перисинусоидном фиброзе. Со стадии неполного цирроза F3В/F4 клет-
ки α-SMA+ обнаруживались не только в синусоидных капиллярах, но и вокруг сосудов портальных 
трактов, между волокнами соединительной ткани септ. Расширение локализации привело к тому, 
что на стадии полного цирроза F6 клетки α-SMA+ вошли в одну группу с клетками, экспрессирующи-
ми маркеры CD45, CD34 и CD31.  

Клетки FAP+ на этапе инициации фиброза F1А/F1В объединены в один фактор с клетками 
CD34+, а на последующих стадиях – с макрофагами, экспрессирующими различные маркеры CD206 
(стадия F3В/F4) и CD68 (стадия F6). 

Макрофаги печени на исследуемых сроках входили в состав разных факторов. Это может 
свидетельствовать об их различных функциональных состояниях. 

На стадии узловой перестройки паренхимы F3В/F4 первый фактор объединил четыре типа 
клеток, происходящих из гемопоэтической стволовой кроветворной клетки: CD68+, CX3CR1+, CD34+ 
и CD45+. С высокой долей вероятности это обусловлено секрецией гепатоцитами, находящимися в 
состоянии некроза, молекул семейства DAMPs (молекулярный фрагмент, ассоциированный с          
повреждениями), которые посылают сигналы «опасности» и индуцируют миграцию клеток из костно-
го мозга. 

Клетки, экспрессирующие белок Fn14 сигнального пути TWEAK/Fn14, на изученных стадиях 
объединены в один фактор с макрофагами костномозгового происхождения CX3CR1+. Предположи-
тельно, продукт гена Fn14 стимулирует дифференцировку моноцитов в данный фенотип макро-
фагов. 

Заключение. Таким образом, наиболее значимые взаимосвязи между исследуемыми клетка-
ми выявлены на стадии портального фиброза F1А/F1В, в начале узловой перестройки паренхимы 
F3В/F4 и на стадии полного цирроза F6. Показано, что в зависимости от морфологической стадии 
фиброза и цирроза печени популяции изучаемых клеток формировали группы факторов в различ-
ном сочетании, что указывает на смену фенотипа клеток, участвующих в данных патологических 
процессах. Для более углубленной и всесторонней интерпретации полученных результатов без-
условно необходимы дальнейшие исследования в этом направлении.  
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