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Материалы и методы. Объектом исследования явились 80 пациентов с хроническими диффузными 

заболеваниями печени (хронический гепатит и цирроз печени). Концентрацию ММР-9 и ТИМП-1 в крови 
пациентов определяли методом иммуноферментного анализа (ИФА). 

Результаты. По мере прогрессирования хронических диффузных заболеваний печени выявлено стати-
стически значимое снижение уровня ММР-9 в крови пациентов, что отразилось в уменьшении интенсивно-
сти процессов резорбции внеклеточного матрикса и переходе хронического гепатита в цирроз печени. Ак-
тивность TIMP-1, подавляющего фибролитические эффекты ММР-9, статистически значимо была выше при 
вирусной этиологии ЦП, что, вероятно, обусловливает более быстрое прогрессирование фиброза печени на 
фоне носительства вирусов гепатита С и В. 

Ключевые слова: хронический гепатит, цирроз печени, матриксные металлопротеиназы, тканевые ин-
гибиторы металлопротеиназ. 

 
Objective: to study the level of the hepatic tissue remodeling regulators MMP-9 and TIMP-1 in the blood of pa-

tients with the progression of chronic diffuse liver diseases. 
Material and methods. The object of the study was 80 patients with chronic diffuse liver diseases (chronic 

hepatitis and cirrhosis). The concentration of MMP-9 and TIMP-1 in the blood of the patients was determined by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 

Results: As chronic diffuse liver diseases progressed, a statistically significant decrease in the level of MMP-9 in 
the blood of the patients was revealed, which was reflected in the decreased intensity of the extracellular matrix resorp-
tion processes and transformation of chronic hepatitis into liver cirrhosis. The activity of TIMP-1 which suppressed the 
fibrolytic effects of MMP-9, was statistically significantly higher in the viral etiology of liver cirrhosis, which probably 
led to more rapid progression of liver fibrosis associated with the presence of hepatitis C and В viruses. 

Key words: chronic hepatitis, liver cirrhosis, matrix metalloproteinases (MMPs), tissue inhibitors of metallo-
proteinases (TIMP). 
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The Role of the Hepatic Tissue Remodeling Regulators MMP-9 and TIMP-1 in the Progression of Liver Cirrhosis 
Problemy Zdorov'ya i Ekologii. 2019 Oct-Dec; Vol 62 (4): 88-94 
 
 

Введение 
Фиброгенез в печени представляет собой 

универсальный патофизиологический процесс, 
характеризующийся нарушением равновесия 
между продукцией и деградацией компонентов 
экстрацеллюлярного матрикса. Этот дисбаланс 
способствует чрезмерному синтезу внеклеточ-
ных белков, их накоплению и отложению в пе-
чени, что ведет к перестройке архитектоники 
органа с формированием в конечном итоге 
цирроза печени [1]. 

Большую роль в патогенезе фиброза пече-
ни играет дисбаланс в системе матриксных ме-
таллопротеиназ (MMP) и тканевых ингибито-
ров металлопротеиназ (TIMP), что характери-
зуется снижением или увеличением активно-
сти ММP и/или TIMP, отражает структурные 
изменения печеночной ткани [2]. 

Основной тип клеток, продуцирующих 
клеточный матрикс, это стеллатные (звездча-
тые) клетки печени (Hepatic Stellate Cells – 
HSC). В норме они находятся в покоящемся 
состоянии и накапливают витамин А. При ак-
тивации они приобретают фенотип миофиб-
робластов, способных синтезировать коллаген 
и другие белки соединительной ткани. Образо-
вавшиеся фиброзные ткани матрикса подвер-
гаются ремоделированию за счет расщепления 
их с помощью матриксных металлопротеиназ 
(matrix metaloproteinases — MMPs). В свою 

очередь этот процесс регулируется подавлени-
ем активности MMPs с помощью тканевых ин-
гибиторов матриксных металлопротеиназ 
(tissue inhibitors of matrix metaloproteinases – 
TIMPs), основную роль при этом играет TIMP-
1. Если ранее фиброз рассматривался только 
лишь как накопление в печени рубцовой ткани, 
то сейчас он представляется как динамический 
процесс, который может прогрессировать или 
регрессировать в течение времени. При про-
грессировании развивается цирроз печени, ко-
торый характеризуется дистрофией печеноч-
ных клеток, замещением нормальной ткани 
печени рубцовой тканью, приобретающей 
форму узлов, которые сдавливают кровенос-
ные сосуды, желчные протоки и нормальную 
печеночную ткань. Накопление внеклеточного 
матрикса в районе центральной вены препят-
ствует нормальному движению крови по сину-
соидным капиллярам [3]. 

Матриксные металлопротеиназы (MMP) – 
это большое семейство ферментов, расщепля-
ющих белки клеточного матрикса (фибролиз), 
когда такие белки в избытке. Когда же необхо-
дим синтез белков матрикса, активность MMP 
ингибируется тканевыми ингибиторами метал-
лопротеиназ (TIMP). Поскольку и MMP, и 
TIMP участвуют в обмене белков матрикса, 
сывороточные уровни MMP и TIMP могут 
быть биомаркерами фиброза. Однако исследо-
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вания зависимости уровней различных ММР 
(MMP-1, MMP-2, MMP-9), а также TIMP-1 и 
TIMP-2 со стадиями фиброза дают, к сожале-
нию, не всегда согласующиеся результаты. 
Тем не менее измерение уровня TIMP-1 ис-
пользуется в некоторых комплексных панелях 
на фиброз. Так, соотношение уровней N-
терминального пептида проколлагена PIIIN 
(маркер фиброгенеза) и матриксной металло-
протеиназы MMP-1 (MP3: PIIINP/MMP-1 
index), которая участвует в фибролизе, хорошо 
детерминировало стадии фиброза (F2/F3/F4) по 
шкале METAVIR. У пациентов, инфицирован-
ных вирусами гепатита С и ВИЧ-1, показатели 
отношения гиалуроновой кислоты (ГК) к 
TIMP-1 (ГК/TIMP-1) хорошо определяли ста-
дии фиброза от F0–F1 до F2–F4 по шкале 
METAVIR (Larrousse M. et al., 2007).  

Еще одна шкала — ELF (Enhanced liver 
fibrosis – повышенный фиброз печени), в кото-
рой учитываются показатели ГК, PIIINP, 
TIMP-1, возраст. Разработанный тест позволя-
ет диагностировать фиброз с чувствительно-
стью 90 % и исключать фиброз с отрицатель-
ным предиктивным значением 92 %, не усту-
пая по информативности биопсии печени при 
хроническом гепатите С (ХГС), первичном бил-
лиарном циррозе, алкогольном и неалкогольном 
жировом заболевании печени (НАЖЗП), отра-
жая тяжесть фиброза. Тест ELF также диагно-
стирует прогрессирующий фиброз у детей с 
НАЖЗП, выявляет пациентов, нуждающихся в 
дальнейшем гистологическом исследовании 
или в лечении [4]. 

Fontana R. J. и соавт. в 2008 г. предложили 
использовать при диагностике цирроза печени 
показатели ГК, TIMP-1 и количество тромбо-
цитов. Тест разработан при наблюдении 
513 пациентов с ХГС, образцы биопсии оцени-
вались с помощью компьютеризированной 
морфометрии. Индекс рассчитывается по спе-
циальной формуле. Авторы полагают, что раз-
работанная ими панель маркеров диагностиру-
ет цирроз точнее, чем все ранее опубликован-
ные методы, а сильная корреляция уровней 
данных сывороточных маркеров с показателя-
ми шкалы Ishak свидетельствует о том, что сы-
вороточные маркеры фиброза отражают кар-
тину фиброза с высокой точностью [5]. 

Также уровень TIMP-1 используется в те-
сте Fibrospect II (альфа-2-макроглобулин — 
А2М, ГК, TIMP-1). Данный тест за счет изме-
рения уровней указанных маркеров и алгорит-
ма, вычисляющего Fibrospect II индекс (FS ин-
декс) в диапазоне 0–1, предсказывает фиброз 
достаточно точно и надежно. В целом чувстви-
тельность Fibrospect II составляла 93 %, спе-
цифичность — 66 %, общая точность — 76 %. 
Ограничение данного теста в том, что его чув-

ствительность и специфичность уменьшаются 
в диапазоне индексов между 0,42 и 0,80. Тест 
разработан Prometheus Laboratories Inc. (San 
Diego, CA, USA). 

MMP-9 (желатиназа В) относится ко вто-
рому подсемейству металлопротеиназ — кол-
лагеназы IV типа. Она гидролизует желатины, 
получаемые из различных типов коллагенов, а 
также ряд белков соединительнотканного мат-
рикса, в том числе эластин и витронектин. 
MMP-9 была обнаружена в нейтрофилах и 
макрофагах, а также в фибробластах, хондро-
цитах, Т-лимфоцитах и эндотелиальных клет-
ках после стимуляции их цитокинами, онкоге-
нами. В физиологических условиях активность 
металлопротеиназ регулируется специфиче-
скими тканевыми ингибиторами — TIMP, ко-
торые подавляют активность MMP благодаря 
образованию комплекса с MMP в соотношении 
1:1. При удалении TIMP из комплекса вызыва-
ется активация MMP. Экстрацеллюлярная про-
теолитическая активность MMP определяется 
балансом между активной формой фермента и 
его специфическим ингибитором [3]. 

Наблюдаются различия между TIMP по 
специфичности их связи с MMP: считается, 
что TIMP-1 ингибирует преимущественно же-
латиназу В (MMP-9). В реальности же воздей-
ствие определенных белков TIMP-1 на фер-
менты несколько сложнее. Любой из белков 
TIMP может ингибировать практически любую 
MMP, но с разными константами ингибирова-
ния в разных тканях [3]. 

Таким образом, сывороточные уровни 
MMP и TIMP могут служить биомаркерами 
фиброза. Однако исследования в отношении 
корреляции уровней различных ММРs и TIMPs 
со стадиями заболевания при прогрессирова-
нии хронического гепатита и развитии фибро-
за/цирроза печени, к сожалению, не всегда 
имеют согласующиеся результаты [6]. 

Цель работы 
Исследовать уровень регуляторов ремоде-

лирования печеночной ткани MMP-9 и TIМP-1 
в крови пациентов при прогрессировании хро-
нических диффузных заболеваний печени. 

Материалы и методы 
Объектом исследования стали 80 пациен-

тов с хроническими диффузными заболевани-
ями печени. Мужчин и женщин было поровну — 
по 40. Средний возраст пациентов составил 
53,5 года. Пациентов с хроническим гепатитом 
было 14 (из них невирусный гепатит — у 3 па-
циентов, ХГС — у 3 пациентов, хронический 
вирусный гепатит В — у 8 пациентов), с цир-
розом печени — 66. Из группы с циррозом пе-
чени вирусная этиология (93 % — вирус гепа-
тита С, 7 % — вирус гепатита В) была у 14 па-
циентов (21,2 %), невирусный цирроз печени 
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имел место у 52 пациентов (78,8 %), из кото-
рых: алкогольный (токсико-алиментарный) — 
у 26 (40 %) пациентов, криптогенный — у 21 
(32 %) пациента, первичный билиарный цир-
роз — у 4 (6 %), болезнь Вильсона — Конова-
лова — у 1 (1,5 %) пациента. Контрольную 
группу сравнения составили 10 здоровых доб-
ровольцев. 

Исследования проводились на базе научно-
исследовательской лаборатории УО «ГомГМУ». 
Концентрацию TIMP-1 в крови пациентов 
определяли методом иммуноферментного ана-
лиза (ИФА). Исследования проводили при по-
мощи набора производства Сloud-Сlone Сorp 
(Китай) согласно инструкции производителя, 
на микропланшетном фотометре SunriseTecan 
(Австрия) при длине волны 450 нм. В качестве 
образцов использовали плазму крови, полу-
ченную при центрифугировании смеси цель-
ной крови с антикоагулянтом ЭДТА (6 %). Об-
разцы плазмы перед исследованием разводили 
100-кратно: 10 мкл образца +990 мкл PBS (pH 
7,0–7,2). Для получения окончательного ре-
зультата данные, полученные на фотометре, 
умножали на 100. 

Концентрацию ММР-9 определяли при 
проведении мультиплексного анализа на при-
борно-реагентной базе, которая состоит из 
прибора Luminex-200, платформы для подачи 
микропланшета, реагентов для валидации и 
калибровки, тест-системы для определения 
ряда аналитов и компьютера с установленным 
программным обеспечением Bio-PlexManager. 
Подготовка реакционных смесей проводилась 
согласно инструкции производителя тест-
системы. Предварительно замороженные об-
разцы размораживались при комнатной тем-
пературе. Повторное замораживание не до-
пускалось. После разморозки образцы цен-
трифугировались 5 мин. при 2000 g для уда-
ления клеточных и иных примесей. Образцы 
культуральных супернатантов двукратно раз-
водились реагентом Calibratordiluent. Стан-
дартные образцы готовили согласно схеме, 
предложенной производителем тест-системы. 
Для этого восстанавливали лиофилизирован-
ные стандарты «H», «C» и «A» с помощью ре-
агента Calibratordiluent. Таким образом полу-
чали исходный 10-кратный стандартный кок-
тейль, принятый нами за «стандарт 1». Далее 
готовили серию трехкратных разведений в 
пяти пробирках, соответственно «стандарт 2 – 
стандарт 6». В качестве «бланка» использова-
ли раствор Calibratordiluent. В лунки 96-
луночного планшета вносили по 50 мкл зара-
нее подготовленного коктейля магнитных 
микрочастиц с адсорбированными на них 
первичными антителами. Затем вносили по-
следовательно по 50 мкл стандартных образ-

цов, образцов бланка, контроля и анализируе-
мых образцов. Планшет заклеивался фольгой 
и помещался в микропланшетный шейкер на 2 
часа для инкубации при комнатной темпера-
туре в режиме вращения при 800 об/мин. По-
сле инкубации для удаления несвязавшихся 
антител планшет помещали на магнитную 
платформу и лунки планшета промывали бу-
ферным раствором для отмывки. Затем добав-
ляли по 50 мкл коктейля биотиновых антител. 
Инкубировали планшет в течение 1 часа в 
микропланшетном шейкере при комнатной 
температуре в режиме вращения при 800 
об/мин. После инкубации повторяли процеду-
ру отмывки. Далее в каждую лунку добавляли 
по 50 мкл раствора стрептавидина, меченного 
флюоресцентным красителем фикоэритрином. 
Инкубировали планшет в течение 30 мин. в 
микропланшетном шейкере при комнатной 
температуре в режиме вращения при 800 
об/мин. Повторяли процедуру отмывки (на 
магнитной платформе). Затем добавляли по 
100 мкл промывочного буфера и ресуспенди-
ровали микрочастицы в лунках планшета. 
Учет результатов проводили на анализаторе 
Luminex 200 (Bio-RadLaboratories, США). По-
лученные данные представлены в единицах 
интенсивности флюоресценции (FI) и концен-
трации в пг/мл (ObsConc, pg/ml), которая ав-
томатически пересчитывалась программным 
обеспечением прибора. 

Статистический анализ данных проводил-
ся при помощи пакета «Statistica», 10 (StatSoft). 
Количественные данные, распределение кото-
рых не являлось нормальным, описывались с 
помощью медианы, 25-го и 75-го процентилей — 
Ме (25; 75). Сравнение двух выборок количе-
ственных признаков, если распределение не 
было нормальным, проводили с помощью U-
теста Манна-Уитни. Статистически значимым 
считали результат, если вероятность отверг-
нуть нулевую гипотезу об отсутствии различий 
не превышала 5 % (р < 0,05). 

Результаты и обсуждение 
При проведении анализа показателей 

уровней MMP-9 и TIMP-1 в крови пациентов 
были выявлены некоторые закономерности. 

У пациентов с хроническим гепатитом по-
казатель ММР-9 составил 89 (56; 105) нг/мл, у 
пациентов с циррозом печени — 55,3 (44,7; 
71,7) нг/мл. Показатели в двух группах ста-
тистически значимо отличались (р = 0,001, 
критерий Манна-Уитни) (рисунок 1). Более 
низкий уровень ММР-9 у пациентов свиде-
тельствовал о снижении интенсивности ре-
зорбции межклеточного матрикса в печени 
при прогрессировании заболевания и пере-
ходе хронического гепатита в стадию цирро-
за печени. 
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Проблемы обучения методам статистического анализа данных в доказательной медицине предъявляют 
высокие требования к их применению. Строгость подхода требует обширных знаний как в сфере непосред-
ственно профессиональной, так и в областях знаний, выходящих далеко за пределы медицины. Недостаточно 
просто набрать группы для исследования или посчитать средние значения и сделать на основе этого какие-то 
выводы. Важно правильно набрать группы и правильно оценить статистические параметры полученных ре-
зультатов. Более того, надо знать цель исследования, формулировать соответствующие гипотезы еще до нача-
ла эксперимента [1] или сбора данных, а не придумывать их в ходе анализа массива разнородных цифр и 
наименований при написании статей. Исследуемый материал обработки данных, представленный на уровне 
схем и алгоритмов в сочетании с использованием соответствующих программ, значительно упрощается и, са-
мое главное, упорядочивается. В этом случае предмет статистики воспринимается не как нечто абстрактное, а 
как комплексная составляющая принципов доказательной медицины, без отрыва ее от профильного обучения. 

При привлечении к обучению специалистов профильных предметов вуза с примерами исследований, 
использующих статистические методы обработки и планирования, позволит улучшить ориентирование в 
разнообразии существующих статистических методов обработки данных, а также понимать важность и ак-
туальность применения статистики в медицинских исследованиях. 
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статистики, параметрические и непараметрические методы анализа, сравнение групп, коэффициент корреля-
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The problems in teaching the methods of statistical data analysis in evidence-based medicine place high de-

mands on their application. The rigor of the approach requires extensive knowledge in both the direct professional 
sphere and in areas of knowledge that go far beyond the limits of medicine. It is not enough to simply type groups 
for the study or calculate average values and draw some conclusions based on this. It is important to recruit groups 
and evaluate the statistical parameters of the obtained results correctly. Moreover, it is requisite to know the purpose 
of the research, formulate the appropriate hypotheses even before the beginning of the experiment [1] or data collec-
tion, and not to invent them during the analysis of an array of heterogeneous numbers and names when writing arti-
cles. The material of data processing presented at the level of schemes and algorithms in combination with the use of 
the appropriate programs is greatly simplified and, most importantly, streamlined. In this case, the subject of statis-
tics is perceived not as something abstract, but as a complex component of the principles of evidence-based medi-
cine, without detaching it from specialized training. 

The involvement of specialists of the core subjects of the university sharing the examples of studies using the 
statistical processing and planning methods into the training will make it possible to improve orientation in a variety 


