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Ежегодно лист ожидания нуждающихся в транс-
плантации печени пополняют десятки тысяч паци-
ентов. Ортотопическая аллотрансплантация печени 
(ОТП) является для них единственным способом со-
хранить жизнь. Однако ОТП – это не только высокая 
стоимость операции, хирургические риски, выживае-
мость, не превышающая 60%, пожизненная иммуно-
супрессия [19, 40], но и острый дефицит собственно 
донорской печени. Учитывая, что только органы в 
идеальном состоянии пригодны для трансплантации, 
возможности ОТП всегда будут ограниченны.

Одним из подходов к решению этой проблемы 
могла стать ксенотрансплантация печени, если бы 
не гиперострое отторжение трансплантата. Второй 
подход – реанимация донорского органа с помощью 
аппаратной перфузии. Выживаемость этих органов 
незначительна по отношению к уровню смертности 
нуждающихся больных [12]. 

Третий подход – трансплантация клеток печени. 
Клеточная терапия может быть выполнена с гораздо 
меньшим риском по сравнению с трансплантацией 
органа и показана пациентам, которые не смогут 
перенести пересадку печени. Гепатоциты, имплан-
тированные в селезенку, под кожу, почечную капсулу, 
в легкое, выживают и пролиферируют. Более того, 
гепатоциты, доставленные внутрипортально, могут 
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занять свою естественную нишу и интегрироваться в 
печеночные балки, установив межклеточные контакты 
с гепатоцитами хозяина. Однако ограниченный доступ 
трансплантированных клеток к печеночным балкам и 
снижение их жизнеспособности в измененной цир-
розом печени лимитируют использование первичных 
гепатоцитов при патологии, не сопровождающейся 
нарушением морфологии печени, например при 
врожденных нарушениях обмена веществ. Клеточная 
терапия даже этих состояний сопровождается про-
блемами, связанными с риском тромбоза воротной 
вены и легочной эмболии, дефицитом пространства 
для трансплантированных клеток, лимитирующим их 
количество, низким пролиферативным потенциалом, 
низкой выживаемостью и риском отторжения пере-
саженных клеток [2, 12, 17]. 

Тканеинженерные конструкты в меньшей мере, 
чем клеточная терапия, ограничивают количество 
используемых при их создании клеток. Качество тка-
неинженерных конструктов в основном зависит от 
носителей клеток – аналогов межклеточного матрикса 
(МКМ), обеспечивающих адгезию, пролиферацию и 
дифференцировку клеток. Носитель должен обладать 
уникальными свойствами гепатоспецифичной среды 
для поддержания межклеточных взаимодействий и 
гепатоспецифичной архитектуры, достаточной меха-
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нической прочностью для трансплантации и пористой 
структурой для диффузии нутриентов, контролируе-
мого выделения продуктов деструкции и газообме-
на. Кроме того, он должен поддерживать фенотип и 
функции гепатоцитов аутентичными регуляторными 
сигналами, способствовать васкуляризации [18, 40, 
42] и находиться в состоянии динамического взаи-
модействия с клетками ткани в ответ на изменения 
микросреды, обеспечивая сигналы, инициирующие 
миграцию, пролиферацию [41] и дифференцировку 
клеток [32].

Разработаны трехмерные носители из синтетиче-
ских биосовместимых и биодеградируемых полиме-
ров. Включение в состав носителя нановолоконного 
галактозилированного хитозана способствует по-
рообразованию, клеточной адгезии, образованию 
из гепатоцитов сфероидных структур, повышающих 
клеточную выживаемость [47]. Однако полимеры 
естественного происхождения от коллагенового геля 
до комплексов с тканевыми экстрактами на основе ма-
тригеля лучше стимулируют адгезию, выживаемость 
и функционирование гепатоцитов, чем синтетические 
полимеры [17]. Наиболее эффективными оказались 
биоматриксные носители, содержащие тканеспеци-
фичные экстракты, факторы роста и компоненты МКМ. 
Стволовые клетки (СК) печени человека [44], клетки-
предшественники гепатоцитов мыши [35], фибро-
бласты, изолированные из измененной циррозом 
печени человека [37], высеваемые на биоматрикс, 
дифференцируются в гепатоциты взрослой печени. 
Фенотип и гепатоспецифичные функции, такие как 
секреция мочевины, синтез альбумина и активность 
ферментов системы цитохрома CYP450, поддер-
живаются в подобном биоинженерном конструкте, 
как правило, лишь в течение нескольких недель [22, 
35, 44].

Е. Torok и др. [38] описали технологию, включаю-
щую в себя биодеградируемый полимерный носи-
тель, гепатоциты человека и перфузионную систему. 
В процессе культивирования на носителе клетки 
формируют сфероид и выполняют синтетическую 
и детоксикационную функции в течение нескольких 
дней. Имплантация созданной de novo инженерной 
печеночной ткани, содержащей МКМ и гепатоциты 
трансгенных мышей, экспрессирующих ген hA1AT (h�-h�-
man α-1 antitrypsin), под почечную капсулу сингенных 
мышей после резекции двух третей печени, показала 
ее пожизненную стабильность и функциональную 
активность [32, 41]. В течение всего эксперимента в 
сыворотке крови реципиентов регистрировали hA1AT, 
а исследование функции трансплантата (синтез гли-
когена, метаболизм лекарственных препаратов) и 
регенеративного потенциала, проведенное через 450 
дней, показало полную его компетентность.

Известно, что клетки могут выжить на расстоянии 
не более 1–3 мм от источника нутриентов и кисло-
рода, и данное исследование в этой связи не рас-
сматривается как преклиническое испытание [30], 
а лишь устанавливает факт возможности создания 

функциональной ткани печени. Основной задачей на 
пути успешной биоинженерии органа является поиск 
путей обеспечения метаболических потребностей 
конструкта. Достижения в области генетических 
манипуляций сделали возможным использование 
органогенного потенциала трансгенных животных 
для создания целой, а не части, инженерной печени, 
с низким риском отторжения [10, 20]. Например, гепа-
тоциты человека, пересаженные в печень трансгенной 
свиньи (с фатальным для гепатоцитов дефектом), 
способны обеспечить формирование химерной пече-
ни (ХП) – печени с паренхимой человека (вследствие 
замещения погибших клеток) и стромой свиньи [20]. 
ХП была создана и у мышей линии �PA/SCID (�rokinase 
type p�asmino�en a�tivator/severe �om�ined imm�node- p�asmino�en a�tivator/severe �om�ined imm�node-p�asmino�en a�tivator/severe �om�ined imm�node- a�tivator/severe �om�ined imm�node-a�tivator/severe �om�ined imm�node-/severe �om�ined imm�node-severe �om�ined imm�node- �om�ined imm�node-�om�ined imm�node- imm�node-imm�node-
fi�ien�y), чьи гепатоциты, поврежденные вследствие 
накопления плазминогена урокиназного типа, обеспе-
чили появление ниш, необходимых для репопуляции 
трансплантированными гепатоцитами крысы. Через 
3 месяца печень имела массу 1,69±0,04 г с более чем 
90% замещением мышиных гепатоцитов крысиными. 
Трансплантат, пересаженный крысе вместо удаленной 
почки и выведенным в просвет двенадцатиперстной 
кишки желчным протоком, показал полную компетент-
ность – продукцию крысиного альбумина и достаточ-
ный регенераторный потенциал в ответ на резекцию 
собственной печени [16]. 

Таким образом, ХП, полученная в организме сви-
ньи, может в перспективе составить альтернативу 
донорской, если будет способна долговременно 
поддерживать свою структуру и функцию после транс-
плантации и не нести риска ксенозооноза [27]. Однако 
в целом описанные подходы, опробованные в неболь-
ших, в основном неконтролируемых исследованиях, 
не дали возможность разработать протоколы, доста-
точные для клинического использования [17, 40].

Более реалистичным выглядит проект создания 
биоинженерной печени, заключающийся в исполь-
зовании в качестве носителя клеток бесклеточного 
каркаса децеллюризованной печени. Ряд авторов [1, 
3, 7] предложил протоколы децеллюризации, отли-
чающиеся путями доставки перфузионного раствора 
в орган и используемых в его составе детергентов. 
Степень удаления клеток, белков МК� и дезоксирибо-� и дезоксирибо- и дезоксирибо-
нуклеиновой кислоты (ДНК) детергентами варьирует в 
зависимости от типа детергента, времени экспозиции 
и возраста донора [7, 15].

В.Е. Uy��n и соавт. [39] перфузировали печень 0,1% 
раствором анионного детергента додецилсульфата 
натрия (SDS), а Т. Sh�pe и соавт. [33] использовали 
неионный детергент Triton X-100, SDS и сыворотку. В 
обоих случаях печень становилась прозрачной (рис. 1) 
с видимыми при малом увеличении структурами триад 
печени и окружающих их печеночных долек. Анализ 
изображений показал, что число триад в бесклеточной 
печени подобно их количеству в интактной печени. По-
казано сохранение МКМ, матрикса крупных сосудов 
(коллаген I типа, ламинин), синусоидов (коллаген IV 
типа, фибронектин), декорина, гликозаминогликанов 
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[3] и практически полное отсутствие ДНК как показа-
теля эффективности децеллюризации [28] и иммуно-
генности [7], что весьма важно для формирования и 
функционирования будущей ткани [28, 45]. 

Таким образом, преимуществом этой методики 
является сохранение сигнальных молекул МК�, не-�, не-, не-
обходимых для сайт-специфичного приживления и/
или дифференцировки трансплантированных или эн-
догенных гепатоспецифических клеток [23], и сосуди-
стой сети, позволяющей с эффективностью более 90% 
выполнить рецеллюляризацию стромы посредством 
перфузии органоспецифической клеточной суспен-
зией. Образование трубчатых структур из клеток с 
фенотипом CK19+/CK18–/ALB–, а также кластеров кле-
ток ALB+/CK18+ после рецеллюризации фетальными 
гепатобластами подтверждает, что этот бионоситель 
способен поддерживать дифференцировку транс-
плантированных клеток в клетки желчевыводящих 
путей и гепатоциты, соответственно [3].

В клеточном гомеостазе печени принимают участие 
зрелые гепатоциты, способные пролиферировать в 
ответ на повреждение [24], региональные СК (тер-
минальных желчных протоков), пролиферирующие 
при блокаде пролиферации первичных гепатоцитов, 
и кроветворные СК, мигрирующие в печень для вос-
становления пула региональных СК. Таким образом, 
гепатоциты являются важной, но не могут считаться 
единственной популяцией клеток для создания полно-
ценной биоинженерной печени. 

Гепатоциты, трансплантированные в среднюю 
долю децеллюризованной печени крысы в конечной 
концентрации 200 млн (4-кратно по 50×106 клеток 
с интервалом в 10 мин), достаточно равномерно 
распределялись и сохраняли жизнеспособность. 
Количественная оценка TUNEL(termina� deo�yn���e-termina� deo�yn���e- deo�yn���e-deo�yn���e-
otidy� transferase-mediated dUTP ni�k end �a�e�in�)-
позитивных клеток показала, что после первых 2 
суток культивирования апоптозными были менее 
20% клеток. Секреция лактатдегидрогеназы во время 
перфузии не отличалась от нормы, свидетельствуя 
о приемлемом уровне клеточной смертности. Ги-
стологический анализ и сканирующая электронная 
микроскопия показали, что гепатоциты приживляются 
вокруг крупных сосудов, заселяя окружающую строму 

и достигая синусоидальных пространств. Функцио-
нальные характеристики приживленных гепатоцитов, 
оцененные по уровням экспрессии фермента UGT1A 
(UDP �����ronosy�transferase 1 fami�y, po�ypeptide A1) и 
каталитической субъединицы G6PC (����ose-6-phos-����ose-6-phos--6-phos-phos-
phatase), оказались близки к таковым в нормальной 
печени [39]. Однако гепатоциты (как непременный 
клеточный компартмент для рецеллюризации), хотя и 
имеют отличный репликативный потенциал и способ-
ность к репопуляции печени, в культуре (лишенные 
МКМ и опосредованных им межклеточных взаимо-
действий) в течение недели теряют фенотипические 
признаки, что особо касается клеток взрослых доно-
ров [8, 29], и вскоре погибают [11, 47].

Преимущество рецеллюризации фетальными 
клетками печени состоит в том, что они содержат 
большое количество органоспецифических клеток-
предшествен ников, способных дифференцироваться 
в гепатоциты, холангиоциты и эндотелиальные клетки 
(ЭК), имеют бóльшую способность к пролиферации, 
чем гепатоциты взрослых, и менее туморогенны, чем 
иммортализованные клетки [26]. С.А. Lazaro и соавт. 
[21] показали, что фетальные гепатоциты поддержи-
ваются в первичной культуре в течение нескольких 
месяцев, не теряя функции и основные дифферен-
цировочные признаки. Однако ограниченная доступ-
ность фетальных гепатоцитов вместе с отсутствием 
убедительных данных относительно их трансдиффе-
ренцировочного потенциала в различные типы клеток 
печени лимитируют их клиническое применение. 

Стволовые клетки, в том числе СК печени, счита-
ются альтернативным возобновляемым источником 
гепатоцитов. Растет количество данных, свидетель-
ствующих о том, что дифференцировка СК в гепато-
циты достигается в соответствующей микросреде 
при стимуляции печеночными факторами роста [4, 
25, 36, 46]. 

Потомками региональной СК печени являются 
овальные клетки. Бипотентность овальных клеток 
– способность пролиферировать и дифференциро-
ваться в функциональные клетки гепатоцитарной 
или билиарной линии [18] в ответ на повреждение 
печени [34] и улучшать ее функцию и выживаемость 
экспериментальных животных [43] – делает их неза-

Рис. 1. Децеллюризация печени крысы [3]
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менимыми для рецеллюризации. O. Barakat и коллеги 
[4] выбрали в качестве со-культурального компонента 
звездчатые клетки фетальной печени (ФЗК) человека 
из-за их роли в гомеостазе и регенерации печени, 
реализуемой посредством межклеточных контактов 
или секреции растворимых ростовых факторов. Де-
целлюзированный матрикс печени свиньи засевали 
ФЗК за 2 дня до инфузии фетальных гепатоцитов в 
соотношении 1:3, поскольку in vivo звездчатые клетки 
окружают 2/3 гепатоцитов. Авторы получили эффек-
тивность приживления > 90%, используя прерывистую 
инфузию через печеночные и воротную вены. Матрикс 
печени, засеянный гепатоцитами и ФЗК, более интен-
сивно окрашивался на фибронектин по сравнению с 
МКМ, рецеллюризированным только гепатоцитами, 
указывая, что ФЗК активно продуцируют и секретиру-
ют этот белок, способный поддерживать приживление 
фетальных гепатоцитов. Фетальные гепатоциты, куль-
тивируемые две недели совместно с ФЗК, сохраняют 
свою пролиферативную способность в непрерывно 
перфузируемом рецеллюризированном свином ма-
триксе. Однако нормальный гепатоцитарный паттерн 
метаболизма и генной транскрипции может потре-
бовать более длительного периода культивирования 
для полного созревания. Количество инфузирован-
ных гепатоцитов составило примерно 2,5% от числа 
гепатоцитов в 200 г ткани печени (139±25 млн клеток 
на 1 г или 4×109 клеток на кг ткани печени) человека. 
Печень такого размера будет достаточной, чтобы за-
менить печень только у педиатрического пациента 
весом 20–30 кг [4]. 

Малые гепатоциты (МГ) – коммиттированные 
клетки-предшественники, отличные и независимые 
от овальных клеток [6], способны дифференциро-
ваться в зрелые гепатоциты, обеспечить полную 
репаративную регенерацию печени после частичной 
резекции у крыс. МГ поддерживают пролиферативную 
способность и функцию дифференцированных клеток 
печени даже после длительной криоконсервации и 
могут быть альтернативным источником клеток для 
рецеллюризации [47]. 

Мезенхимальные стромальные клетки костного 
мозга (МСК КМ), особенно аутологичные, считают-
ся наиболее подходящими для клеточной терапии 
благодаря их доступности, быстрой пролиферации, 
мультипотентной дифференцировке, успешной инте-
грации в ткани хозяина и иммунологической толерант-
ности [31]. Незрелые предшественники гепатоцитов 
и холангиоциты могут быть получены из МСК КМ, а 
бесклеточный матрикс печени как трехмерный био-
каркас способствует их линейнорестриктированному 
созреванию [21]. Эти особенности МСК КМ делают их 
желательными для тканевой инженерии печени [13, 
14]. Тем не менее, эффективность дифференцировки 
(соотношение альбумин-позитивных клеток к исходно-
му числу МСК) клеток на носителе относительно низка 
(~5%) [36]. Для достижения максимальной печеночной 
индукции R. Ji и соавт. [19] ввели в протокол клеточной 
дифференцировки печеночные ростовые факторы. 

Анализ генной экспрессии показал, что комбинация 
цитокинов оказывает синергический эффект на диф-
ференцировку МСК в функциональные гепатоциты, 
при этом большее число клеток экспрессирует более 
высокие уровни гепатоспецифичных рибонуклеиновых 
кослот и белков в течение более длительного периода. 
Поскольку это исследование является первой попыт-
кой получения гепатоцитоподобных клеток из МСК, 
ряд вопросов остается без ответа. В частности, по 
степени созревания эти гепатоцитоподобные клетки 
обладают лишь частью маркеров и функций гепато-
цитов и необходимы исследования для оптимизации 
протокола дифференцировки МСК с целью получения 
зрелых, полностью функциональных клеток печени. 
Кроме того, система динамического культивирования 
повышает риск клеточной контаминации. Индикато-
ром успешной репопуляции децеллюзированного 
матрикса печени (ДМП) клетками является видимое 
его изменение от прозрачного белого до непрозрач-
ного желтого через 3–4 дня после посева (рис. 2) 
[3]. Специфическое окрашивание выявляет плотную 
клеточность, большое количество пролиферирующих 
(Ki67-позитивных) клеток по всему засеянному ДМП. 
Количественный анализ изображений показывает 
3-кратное преобладание пролиферирующих клеток 
над апоптозными. Иммунофлуоресцентное окраши-
вание демонстрирует экспрессию клетками маркеров 
гепатоцитарной линии, таких как α-фетопротеин, ци-
тохромы CYP2A и CYP3A, цитокератин-18, альбумин, и 
интенсивную экспрессию цитокератина-19 (маркера 
эпителиальных клеток) в структурах желчных про-
токов. Ко-экспрессия этих маркеров в одних и тех 
же сайтах была очень слабой, то есть ДМП содержит 
дискретные ниши для клеток желчных протоков и ге-
патоцитов. Рецеллюзированный ДМП поддерживает 
специфические функции (секреция альбумина, синтез 
лактатдегидрогеназы, мочевины, метаболизм жирных 
кислот и экспрессию СYР450) на уровне, сопостави-YР450) на уровне, сопостави-Р450) на уровне, сопостави-
мом с таковым у нормальной печени [9, 33, 39]. Однако 
она остается лишь объектом для исследования при 
отсутствии полноценной сосудистой сети. 

Из клинического опыта трансплантации печени 
известно, что тромбоз является фактором риска 
отторжения трансплантата [5]. С целью создания 
функциональной сосудистой сети ДМП перфузируют 

Рис. 2. Рецеллюризированный матрикс правой доли 
печени крысы [3]
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суспензией ЭК. При этом ЭК способны выстилать всю 
поверхность просвета сосудов от крупных до капилля-
ров, с образованием межклеточных контактов между 
двумя соседними ЭК через 3 дня культивирования 
ДМП [3]. 

Заключение. Биоинженерная печень, созданная 
посредством рецеллюризации ее бесклеточного ма-
трикса органоспецифическими клетками, рассматри-
вается как реальная альтернатива аллогенного органа. 
На этом пути достигнуты немалые успехи и становится 
очевидным, что для получения биоинженерной пече-
ни, достаточной для трансплантации, должна быть 
решена фундаментальная проблема – воссоздание 
стромально-эпителиальной архитектоники, аутен-
тичной таковой нативного органа. Решение этой 
проблемы связано с такими задачами, как получение 
бесклеточного матрикса печени, колонизация его 
органоспецифическими клетками, достаточная для 
ее пожизненного функционирования, правильный 
выбор биореактора для оптимального (по скорости, 
времени) перфузионного культивирования. 
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Liver tissue engineering

Abstract. Nowadays donor liver transplantation is the only treatment for end-stage cirrhosis. Surgical complications, 
immune conflicts, lack of donor’ livers and high cost of the procedure require searching of alternative methods of treatment. 
Transplantation of bioengineered liver as a product of tissue engineering is one of them. The prototype bioengineered liver 
consisted of components of extracellular matrix and was inhabited by living mouse hepatocytes. When it was transplanted 
under the recipient renal capsule, it showed functional competence of the liver structures. To create transplantable liver 
required to resolve two problems. The first is to create a cell scaffold, or matrix, completely identical of stroma liver. The 
second problem is to find the cells capable to performing the metabolic functions and provide long-term functioning of the 
organ. The first problem can be resolved using the method of perfusion of native liver by detergents (in vivo or ex vivo) to 
remove the epithelium. The method saves the stroma with all the features of the microcirculatory system body, as well as 
factors of growth and differentiation, expressed on the matrix. Decellularised vascular network is able to maintain the same 
pressure as it is in the vessels of the native liver. It provides as a result flow of blood into the inferior Vena cava. Cell free 
vascular network is ready for the further occupancy by the cells. Searchig cell type is the second problem and it is not restricted 
to only hepatocytes. Cultivating of recellularised matrix in conditions of normal pressure of a nutrient medium in the portal 
vein promotes optimal diffusion of oxygen and nutrients. Cultivating due to signal molecules of matrix creates the necessary 
and sufficient conditions for the proliferation and differentiation of implanted cells. As a result, structural-functional hepatic 
units are able to function. The obtained results are experimental and demonstrate significant progress in the development 
of bioengineering of the whole organs and unique opportunity to create functioning, immune tolerant and biologically safe 
organs, parts of organs and tissues as alternative allogene transplants.

Key words: liver transplantation, liver tissue engineering, extracellular matrix, decellularized vascular network, 
3-dementionsbiomatrix scaffold, decellularization, recellularization, endothelial and hepatic markers, bioengineered liver. 
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