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ВЫДЕЛЕНИЕ ИЗОЛИРОВАННЫХ ГЕПАТОЦИТОВ 
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Цель: изучить теоретические основы и провести экспериментальное обоснование эффективности выде-
ления изолированных гепатоцитов методом ферментативной перфузии печени. 

Материалы и методы. Крысы линии Вистар массой 200 г, выделение гепатоцитов методом фермента-
тивной перфузии печени, световая микроскопия; оценка функциональной способности клеток синтезировать 
и накапливать гликоген. 

Результаты. Показана высокая эффективность метода адаптированной 2-стадийной ферментативной 
перфузии печени для выделения изолированных гепатоцитов. Получена культура жизнеспособных гепато-
цитов с сохраненными морфологическими и функциональными свойствами. 
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ISOLATION OF HEPATOCYTES 

A. G. Skuratov, D. R. Petreniov 

Gomel State Medical University 

Objective: to study the theoretical basis and give the experimental validation of the efficiency of hepatocyte 
isolation by the method of enzymatic perfusion of the liver. 

Material and methods. Wistar rats at a mass of 200 g, isolation of hepatocytes by enzymatic perfusion of the 
liver, light microscopy, assessment of functional cell capacity to synthesize and accumulate glycogen. 

Results. The article shows the high efficiency of the method of the 2-step adapted enzymatic perfusion of the 
liver to isolate hepatocytes. The culture of viable hepatocytes with preserved morphological and functional proper-
ties was obtained. 
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Введение 
Использование изолированных гепатоци-

тов является прогрессивной технологией, ис-
пользуемой в современной биохимии, клеточ-
ной биологии, фармакологии и токсикологии 
для изучения особенностей протекания мета-
болических процессов, жизнедеятельности и 
функциональной активности клеток, а также 
оценки фармакологического (токсического) 

действия различных факторов химической и 
физической природы и экспериментального 
(доклинического) изучения эффективности ге-
патопротективных препаратов [1]. 

Первичные гепатоциты стали одними из 
первых типов клеток, использованных для 
клинических целей — клеточной терапии 
больных с врожденными и приобретенными 
поврежденими печени [2, 3, 4]. Однако по 
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сравнению с клетками-предшественниками и 
стволовыми клетками культуры первичных гепа-
тоцитов обладают очень ограниченной способ-
ностью к делению, что является серьезным ли-
митирующим фактором для их практического 
использования [5–8]. Хотя гепатоциты в норме 
не делятся, в стрессовых условиях (острые по-
ражения печени) развивается их гиперплазия [9, 
10]. Данное свойство гепатоцитов легло в основу 
их использования для восстановительной кле-
точной терапии печени. Кроме того, изолиро-
ванные гепатоциты могут быть использованы 
для совместного культивирования со стволовы-
ми клетками при их дифференцировке in vitro в 
гепатоцитарном направлении [11, 12]. 

Еще в 1925 г. Харрисоном впервые был 
выделен изолированный гепатоцит, который 
стал объектом морфологического, функцио-
нального и биохимического исследований. В 
1943 г. Шнейдер и Поттер вновь сообщили о 
возможности разделения органа на изолиро-
ванные клетки, которые способны осуществ-
лять органоспецифические функции. В 1956 г. 
Соррентино применил гомогенат печени в 
биоискусственной поддерживающей системе с 
хорошим результатом, воспроизведенным в 
1957 г. Кимото в экспериментах на гепатэкто-
мированных животных. Систематические ис-
следования в этом направлении начались с 
1969 г., когда были разработаны методы полу-
чения  изолированных клеток печени. Первые 
попытки выделить зрелые гепатоциты из лабо-
раторных животных предприняты Берри и 
Фрэндом [13] в 1969 г. и в дальнейшем про-
должены Сегленом [14] в 1976 г. 

В первых исследованиях по получению изо-
лированных гепатоцитов применялся в основном 
механический способ диспергирования печени. 
Различные приемы, используемые при этом, 
сводились к механическому измельчению ткани 
с последующими инкубацией кусочков в буфер-
ной среде, фильтрацией тканевой суспензии и 
осаждением клеток. Несовершенство этих спо-
собов обнаруживалось уже при простой микро-
скопии: клетки были неправильной формы, име-
ли частично разрушенную плазматическую мем-
брану и сильно поврежденные микроворсинки. 
Выход клеток был небольшим (5–10 % от исход-
ного веса печени), а в полученной суспензии 
имелось много разрушенных клеток, осколков, 
цитоплазматических частиц. Метаболическая ак-
тивность этих клеток была нарушена. 

Второй этап в истории получения изолиро-
ванных гепатоцитов (химическое диспергирова-
ние печени) связывают с установлением роли 
ионов кальция в функционировании межклеточ-
ных контактов. В связи с этим появились попыт-
ки удалить растворимые соли кальция из меж-
клеточного цемента различными хелаторами 

(ЭДТА, цитрат, оксалат). Андерсон впервые 
применил их при перфузии печени, и выход кле-
ток удалось увеличить. С тех пор перфузия пече-
ни бескальциевыми и хелатсодержащими раство-
рами или инкубация срезов в них становятся обя-
зательным этапом выделения гепатоцитов. 

Однако качество клеток существенным об-
разом не улучшилось. К механическим повреж-
дениям добавились декальцинация и химическое 
воздействие хелаторов, что приводило к измене-
ниям свойств плазматической мембраны. Клетки, 
получаемые с помощью химико-механических 
способов, по-прежнему имели серьезные морфо-
логические нарушения субклеточных структур. 

Значительное улучшение структуры и мета-
болических свойств гепатоцитов было получено 
лишь после попытки совместить механический, 
химический и энзиматический способы обработ-
ки перфузируемой печени. Переломным момен-
том в истории выделения гепатоцитов являются 
работы Говарда с соавторами. Эти исследовате-
ли применили для облегчения процесса диспер-
гирования печени коллагеназу и гиалуронидазу. 
Полученные таким образом клетки обладали 
сравнительно высоким исходным эндогенным 
дыханием. До 75 % клеток были жизнеспособны. 
Однако общее количество клеток в суспензии 
продолжало оставаться небольшим и составляло 
около 10 % от всей популяции клеток печени. 

Завершающим этапом в истории развития вы-
деления гепатоцитов стали работы Сеглена [14], 
которому удалось свести до минимума механиче-
ское воздействие на ткань печени. В первом вари-
анте способ Сеглена состоял из трех этапов: 

1) нерециркуляторной перфузии печени с 
использованием бескальциевой сбалансиро-
ванной среды или среды, содержащей хелатор 
кальция — ЭГТА, целью которой является 
удаление Са2

+-зависимого фактора, влияющего 
на адгезионные свойства клеток печени; 

2) рециркуляторной перфузии печени бес-
кальциевым раствором, содержащим коллаге-
назу (и гиалуронидазу) с целью ферментатив-
ного разрушения межклеточных контактов;  

3) введения кальция в ферментсодержа-
щий перфузионный раствор с целью активации 
коллагеназы. 

В своих последних работах Сеглен приме-
нял уже только 2 этапа — 1-й и 3-й. 

Гепатоциты, получаемые энзиматическим 
способом, сохраняют интактность плазматиче-
ской мембраны: количество прокрашенных 
трипановым синим клеток (нежизнеспособ-
ных) составляет, по данным разных авторов, 5–
20 %. Ультратонкая структура клеток не нару-
шается, эндоплазматический ретикулум и ми-
тохондрии сохраняют интактность. Метаболи-
ческие свойства таких клеток мало отличаются 
от нативной печени. 
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Таким образом, была завершена длитель-
ная методическая работа, позволившая экспе-
риментаторам получить модель для изучения 
самых различных метаболических процессов в 
условиях in vitro. 

Цель 
Провести экспериментальное исследова-

ние эффективности выделения изолированных 
гепатоцитов крысы по способу Сеглена, адап-
тированному в нашей лаборатории. 

Выделение гепатоцитов 
Для эксперимента использовали крысы 

линии Вистар массой 200 г. Гепатоциты были 
изолированы с помощью 2-стадийной фермен-
тативной перфузии печени. Для этого брюш-
ную полость наркотизированного животного 
вскрывали, канюлировали портальную вену, в 
которую вводили 1 мл изотонического раство-
ра с 500 ед гепарином. Затем вскрывали ниж-
нюю полую вену и проводили перфузию без-
кальциевым буферным раствором (9 г/л NaCl, 
10 мМ HEPES, pH = 7.4) в течение 7 минут при 
температуре 37,0 °C со скоростью потока не 
более 30 мл в минуту. Скорость потока созда-
вали перистальтическим насосом. Далее про-
должали перфузию в течение 5 минут раство-
ром, содержащим 0,07 % коллагеназу II 
(Sigma, США) при тех же условиях. После че-
го печень экстирпировали и переносили в 
стерильную чашку Петри с холодным раство-
ром Хенкса. С помощью скальпеля и пинцета 
разрушали капсулу и диспергировали парен-
химу. Клеточную суспензию и фрагменты 
ткани печени пропускали через фильтр (200 µm) 
и дважды отмывали холодным раствором 
Хенкса (300 g, 5 мин.). Клеточную суспензию 
центрифугировали на градиенте плотности 
Percoll (Sigma, США) для отделения гепато-
цитов от примеси эритроцитов и дебриса. Для 
этого смешивали равные объемы суспензии 
клеток и 90 % перколла, забуференного 
20 мМ HEPES, центрифугировали при 400 g в 
течение 15 мин. Концентрацию клеток под-
считывали в камере Горяева и ресуспензиро-
вали в полной среде для достижения концен-
трации 4 × 105 кл/мл. Жизнеспособность кле-
ток оценивали путем нативного окрашивания 
трипановым синим. Проводили световую 
микроскопию клеточной суспензии. Оценива-
ли способность клеток синтезировать глико-
ген путем проведения ШИК-реакции. 

Результаты и обсуждение 
Перфузия печени. Выбор адекватных режимов 

и продолжительности перфузии являются одними 
из определяющих факторов для получения качест-
венных гепатоцитов. Целью первого этапа являют-
ся отмывка печени от крови и частичное ослабле-
ние межклеточных контактов путем удаления 
кальция при перфузии бескальциевого раствора. 

Скорость потока не должна быть слишком высо-
кой, иначе наступает патологическое набухание пе-
чени и разрушение клеток, особенно в бескальцие-
вой среде. Стабильность скорости потока перфуза-
та имеет большое значение для обеспечения равно-
мерного снабжения всех участков печени коллаге-
назой. Использование нами перистальтического на-
соса способствовало поддержанию стабильной 
скорости потока раствора во время перфузии. 

При проведении перфузии на первом этапе 
мы наблюдали быстрое, равномерное по всей 
поверхности осветление печени, что свиде-
тельствовало о правильном ходе отмывки. В 
редких случаях появлялись мозаичные пятна 
буро-коричневого цвета, из которых не была 
удалена кровь при потоке перфузата, что явля-
ется предпосылками для неадекватного их 
снабжения энзимом на втором этапе перфузии. 
При этой ситуации проводили мягкий массаж 
этих зон. Объем перфузата, используемый на 
первом этапе, составил 250 мл. 

На втором этапе перфузию печени прово-
дили раствором, содержащим 0,07 % коллаге-
назу II с целью окончательного разрушения 
межклеточного цемента. Имело место неболь-
шое набухание печени при оптимальном ре-
жиме перфузии (при скорости 25–35 мл/мин и 
давлении 10–20 мм водного столба). Продол-
жительность второго этапа перфузии определя-
ется активностью коллагеназы. Через 3–5 мин. 
после перфузии печени раствором коллагеназы 
поверхность печени приобретала специфический 
вид: становилась заметна сетчатая микрострук-
тура ткани (рисунок 1). При мягком надавлива-
нии кончиком пинцета на поверхность печени 
появлялся медленно исчезающий след. Еще че-
рез 4–5 мин. подобная манипуляция приводила к 
появлению рваного отверстия, из которого про-
исходило вытекание перфузата. Также истонча-
лись острые края отдельных долек, появлялась 
их прозрачность. Это являлось признаком за-
вершения диспергирования ткани печени и ее 
готовности к механическому разделению клеток. 

Затем печень экстирпировали и осторожно 
переносили в чашку Петри для механического 
диспергирования и отделения гепатоцитов от по-
сторонних примесей (рисунок 2). В результате 
очистки суспензии происходило отделение паре-
химатозных клеток от других типов клеток, кле-
точных агрегатов, кусочков соединительной тка-
ни и сосудов, а также субклеточных осколков. 

При проведении световой микроскопии 
взвеси клеток гепатоциты в первичной суспен-
зии имели неправильную полигональную фор-
му, что отражает их истинную геометрию. 
Значительная часть гепатоцитов была пред-
ставлена диплоидными и даже полиплоидны-
ми клетками, они имели глубокую раздели-
тельную борозду на поверхности (рисунок 3). 
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Рисунок 1 — Перфузия печени раствором коллагеназы 

через канюлированную воротную вену 

           А                  Б   

Рисунок 2 — А: Фрагментирование и диспергирование паренхимы печени; 
Б: Сепарация и суспензирование гепатоцитов 

          А            Б   
Рисунок 3 — А: Световая микроскопия культуры гепатоцитов (увеличение х40); 

Б: Двухядерные гепатоциты (х100) 
 
 

В процессе инкубации гепатоциты стано-
вились выпуклокруглыми. Конечная суспензия 
клеток использовалась для дальнейших экспе-
риментов. Масса оставшихся в ней клеток соот-
ветствовала примерно 30 % от начального сыро-
го веса ткани. Непаренхиматозные клетки соста-
вили 1–2 %. При окрашивании трипановым си-
ним нами получено соотношение жизнеспособ-
ных гепатоцитов к разрушенным как 9:1 (90 %) 
клеток не окрасились трипановым синим). 

С целью изучения метаболических про-
цессов в гепатоцитах оценивали их способ-
ность синтезировать и накапливать гликоген. 
Провели специфическое окрашивание на гли-
коген (ШИК-реакция). Мелкие гранулы глико-
гена, находящиеся в цитоплазме гепатоцитов, 
давали розово-красное окрашивание. 

Заключение 
Таким образом, внедрение и адаптация к ус-

ловиям лаборатории способа Сеглена по выде-
лению изолированных гепатоцитов позволили 
получить культуру жизнеспособных клеток, ко-
торые могут быть использованы для дальнейших 
экспериментов в области клеточных биотехноло-
гий, клеточной трансплантации, а также для изу-
чения гепатотоксических и протективных свойств 
различных внешних факторов, химических со-
единений и новых лекарственных препаратов. 
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Цель: провести экспертную оценку диспансерного наблюдения пациентов трудоспособного возраста с 
артериальной гипертензией и ишемической болезнью сердца на терапевтическом участке. 

Материал и методы. Экспертная оценка диспансерного наблюдения пациентов с артериальной гипер-
тензией и ишемической болезнью сердца проводилась по карте-схеме, разработанной авторами в соответст-
вии с Инструкцией о порядке организации диспансерного наблюдения взрослого населения Республики Бе-
ларусь, утвержденной Постановлением Министерства здравоохранения Республики Беларусь от 12.10.2007 г. № 92 
(в редакции от 01.06.2011 г. № 51). 

Необходимые сведения выкопировывались из формы N 025/у-07 «Медицинская карта амбулаторного больного» 
в экспертную карту-схему и переносились в электронную базу данных. Всего проанализирована медицинская доку-
ментация 300 пациентов с артериальной гипертензией и ишемической болезнью сердца, которые находились на амбу-
латорном наблюдении в одном из филиалов ГУЗ «Гомельская центральная городская поликлиника» (200 пациентов) и 
в поликлиническом отделении УЗ «Петриковская центральная районная больница» (100 пациентов). 

Статистический анализ результатов исследования проводился на персональном компьютере с исполь-
зованием программы «Microsoft Excel», 2011. 

Результаты. В существующей системе организации медицинской помощи в первичном звене здраво-
охранения пациентам трудоспособного возраста с болезнями системы кровообращения (БСК) амбулаторно-
му этапу уделяется особое внимание. Именно в поликлинике осуществляется первичная диагностика БСК, 
выявляются факторы риска, проводится диспансеризация и реабилитация пациентов. В статье представлены 
результаты экспертной оценки диспансерного наблюдения пациентов трудоспособного возраста с артери-
альной гипертензией и ишемической болезнью сердца на терапевтическом участке. 

Заключение. Результаты экспертизы качества диспансерного наблюдения пациентов с БСК на терапев-
тическом участке свидетельствуют о недостаточной работе с этой группой пациентов. 
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