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Патологии печени по-прежнему остаются одними из лидирующих причин смертности населения во всем мире. Несмотря на 
их широкое распространение, возможности диагностики, прогноза и терапии неалкогольной и алкогольной болезней печени до сих 
пор ограничены и требуют разработки новых методов и подходов. В лабораторных исследованиях для воссоздания патологических 
состояний печени используют различные модели, включающие клеточные культуры, сфероиды, органоиды, микрофлюидные сис-
темы, тканевые эксплантаты.

Рассмотрены наиболее часто используемые in vivo, in vitro и ex vivo модели для изучения неалкогольной жировой и алкоголь-
ной болезней печени, токсического повреждения печени и фиброза, описаны их достоинства, ограничения, а также перспективы 
применения. Большой упор сделан на механизмы развития патологических состояний в каждой модели, а также оценку возможно-
сти воссоздания различных ключевых аспектов патогенеза для всех указанных патологий.

В настоящее время нет единого мнения по поводу выбора наиболее адекватной модели для изучения патологии печени. Эф-
фективная модель для исследования определяется конкретной целью и задачами эксперимента.
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Liver pathologies remain one of the leading causes of mortality worldwide. Despite a high prevalence of liver diseases, the ossibilities of 
diagnosing, prognosing, and treating non-alcoholic and alcoholic liver diseases still have a number of limitations and require the development 
of new methods and approaches. In laboratory studies, various models are used to reconstitute the pathological conditions of the liver, 
including cell cultures, spheroids, organoids, microfluidic systems, tissue slices.

We reviewed the most commonly used in vivo, in vitro, and ex vivo models for studying non-alcoholic fatty liver disease and alcoholic 
liver disease, toxic liver injury, and fibrosis, described their advantages, limitations, and prospects for use. Great emphasis was placed on 
the mechanisms of development of pathological conditions in each model, as well as the assessment of the possibility of reconstructing 
various key aspects of pathogenesis for all these pathologies.

There is currently no consensus on the choice of the most adequate model for studying liver pathology. The choice of a certain effective 
research model is determined by the specific purpose and objectives of the experiment.

Key words: experimental models; liver pathology; in vivo; in vitro; ex vivo.
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Введение

Патологии печени по-прежнему остаются одними из 
лидирующих причин смертности населения во всем 
мире. Такие заболевания, как неалкогольная жиро-
вая болезнь печени (НАЖБП) и ее прогрессирующая 
форма — неалкогольный стеатогепатит, острое ток-
сическое повреждение и алкогольная болезнь печени 
(АБП), являются социально-значимыми [1]. НАЖБП 
характеризуется аномальным накоплением тригли-
церидов (ТГ) в гепатоцитах и считается наиболее 
распространенным типом хронического заболевания 
печени [2]. Не менее часто встречаются состояния, 
ассоциированные с злоупотребением алкоголем. 
Согласно «Отчету о глобальном положении дел с 
алкоголем и здоровьем» (2018), опубликованному 
Всемирной организацией здравоохранения, от зло-
употребления алкоголем ежегодно умирает 3 млн че-
ловек во всем мире [3]. Кроме того, и НАЖБП, и АБП 
часто сопровождаются внепеченочными осложнения-
ми, включающими сердечно-сосудистые заболевания 

и злокачественные новообразования [4]. Несмотря на 
широкое распространение заболеваний печени, воз-
можности диагностики, прогноза и терапии НАЖБП и 
АБП до сих пор ограничены и требуют разработки но-
вых методов и подходов [5].

В лабораторных исследованиях для воссоздания 
патологических состояний печени используют раз-
личные модели, выбор которых основывается на кон-
кретных целях и задачах эксперимента, в частности in 
vitro, ex vivo и in vivo. Каждая модель имеет свои дос-
тоинства и недостатки, которые необходимо учиты-
вать при проведении научного эксперимента [6].

Модели in vivo предполагают работы с эксперимен-
тальными животными. При этом спектр используемых 
для моделирования печеночной патологии животных 
варьирует от рыб (Danio rerio) до приматов. Однако 
в большинстве биомедицинских исследований в ка-
честве модельных животных используют представи-
телей отряда Rodentia (грызуны) (рис. 1) [7]. In vivo 
модели служат «золотым стандартом» лабораторных 
исследований и являются предпочтительным вариан-
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том для воссоздания комплексных патогенетических 
или патофизиологических процессов [8]. Однако они 
не подходят для исследований, при которых важно 
исключить индивидуальный ответ организма, или для 
серий экспериментов с набором крупных массивов 
данных, так как такие исследования требуют исполь-
зования большого количества животных и сопряжены 
с высокой стоимостью и трудозатратами [9].

Развитие клеточной и молекулярной биологии 
позволило внедрить в практику in vitro модели, в 
частности клеточные линии, сфероиды, органоиды, 
«органы на чипе» [10]. В качестве моделей in vitro 
используют первичные или изолированные гепато-
циты. Эксперименты на моделях in vitro удешевили 
исследования, ускорили их воспроизводимость; они 
стали менее трудоемкими по сравнению с in vivo ис-
следованиями. Более того, использование культур 
клеток позволило обойти проблемы этического харак-
тера, что, несомненно, является большим преимуще-
ством этих моделей по сравнению с животными [11]. 
Однако первичные и изолированные гепатоциты фе-
нотипически нестабильны и не имеют межтканевых 
взаимодействий, которые есть в нативном органе [12]. 
Перспективным вариантом применения in vitro модели 
считается микрофлюидная технология, которая позво-
ляет использовать более сложные модели и имитиро-
вать нативные условия жизнедеятельности клеток и 
тканей. Технология также позволяет проводить тести-
рование действия различных токсических и лекарст-
венных агентов на клетки печени [13].

Промежуточной моделью между in vitro и in vivo 
является ex vivo живая ткань, перенесенная из орга-
низма в искусственную внешнюю среду. Такая модель 
представляет собой срезы ткани или тканевые экс-
плантаты, которые сохраняют нативную архитектуру 
и гетерогенность ткани. При этом в эксплантатах под-
держиваются основные межклеточные взаимодейст-
вия, сохраняются активные метаболические пути, что 
позволяет прицельно изучить процессы, протекающие 
на органном уровне [14]. Однако период поддержания 
жизнеспособности тканевых эксплантатов, как прави-
ло, не превышает трех суток, что делает невозмож-

ным проведение долгосрочных исследований [15]. 
Кроме того, на данный момент не существует единого 
протокола для получения тканевых эксплантатов и их 
дальнейшего культивирования [16], что может сделать 
результаты невоспроизводимыми.

Таким образом, в настоящее время нет единого 
мнения по поводу выбора наиболее адекватной мо-
дели для изучения патологии печени — каждая име-
ет свои преимущества и недостатки. В данном обзоре 
мы рассматриваем наиболее часто применяемые мо-
дели и описываем их достоинства, ограничения, а так-
же дальнейшие перспективы использования.

Модели in vivo
Алкогольная болезнь печени

Животная модель АБП позволяет детально иссле-
довать механизмы инициации и прогрессирования 
заболевания. Такие модели используют при изучении 
потенциальных терапевтических мишеней для лече-
ния АБП [17].

A. Bertola с соавт. [18] моделировали токсическое 
повреждение печени у мышей с помощью жидкой эта-
нолсодержащей диеты Либера—ДеКарли в течение 
10 дней с последующим введением однократной дозы 
этанола, что приводило к выраженной нейтрофилии и 
гранулоцитарной инфильтрации, а также к обширно-
му повреждению и жировой дистрофии ткани печени. 
При анализе биохимических показателей крови на-
блюдалось значительное повышение уровней аланин-
аминотрансферазы и аспартатаминотрансферазы. 
Благодаря простому и воспроизводимому протоколу 
эта модель в настоящее время широко используется 
для изучения ранних стадий АБП и алкогольного ге-
патита. В дальнейшем B. Gаo и соавт. [19] модифици-
ровали исходную модель для изучения хронического 
течения АБП. Они моделировали алкогольное повре-
ждение в течение 12 нед с развитием стеатогепатита 
и умеренного фиброза. В работе [20] описан протокол, 
сочетающий высокое потребление этанола и перевод 
животного на рацион с высоким содержанием жиров. 
С помощью данного протокола развивается тяжелый 

Рис. 1. Модели патологий печени
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стеатогепатит с нейтрофильной инфильтрацией и сла-
бовыраженным фиброзом. E. Khanova с соавт. [21] 
разработали протокол внутрижелудочного введения 
высоких доз этанола мышам в сочетании с диетой с 
высоким содержанием жирных кислот и холестерина. 
В данной модели также происходит выраженная ин-
фильтрация ткани печени нейтрофилами и формиро-
вание фиброза.

С использованием моделей in vivo идентифици-
рованы многие механизмы, лежащие в основе пато-
генеза АБП, алкоголь-ассоциированного стеатоге-
патита, а также установлена патогенетическая роль 
микроРНК, аутофагии и внеклеточных везикул [19]. 
Выявлены ключевые аспекты патологического про-
цесса, вызванного прямым воздействием этанола и 
его метаболитов на печень и другие органы. Этанол 
метаболизируется в печени ферментом алкогольдеги-
дрогеназой (АДГ), что приводит к образованию токсич-
ного метаболита ацетальдегида и восстановленных 
эквивалентов НАДН (никотинамидадениндинуклеоти-
да). Ацетальдегид вызывает окислительный стресс в 
печени и обусловливает нарушение функции митохон-
дрий [22], а повышенная выработка НАДН нарушает 
окислительно-восстановительный баланс и процессы 
глюконеогенеза [23]. Окисление этанола также проис-
ходит при участии цитохром Р450-зависимой микро-
сомальной этанолокисляющей системы и каталазы 
(рис. 2). Хроническое воздействие этанола снижает 
метаболическую активность гепатоцитов, что сопро-
вождается нарушением детоксикационной функции 
печени. На клеточном уровне наблюдается дисфунк-
ция митохондрий и эндоплазматического ретикулума, 
снижается активность протеасом, нарушается везику-
лярный транспорт гепатоцитов [24]. Кумулятивный эф-
фект этанол-индуцированного стресса органелл в ге-

патоцитах повышает чувствительность клеток к гибели 
по апоптотическому или некротическому пути [25].

J. Petrasek с соавт. [26] показали, что активация 
врожденного звена иммунитета является одним из 
ключевых аспектов патогенеза АБП, в частности при 
алкогольном гепатите. Выработка провоспалительных 
цитокинов способствует быстрому прогрессированию 
заболевания. Прямое воздействие этанола и его мета-
болитов на гепатоциты приводит к стрессу эндоплаз-
матического ретикулума, индуцирует IRF3, который 
помимо активации интерферона 1-го типа запускает 
митохондриальный путь апоптоза. Это ведет к высво-
бождению так называемых молекулярных фрагмен-
тов, ассоциированных с повреждениями (DAMPs), в 
частности мочевой кислоты, аденозинтрифосфорной 
кислоты (АТФ), HMGB1.

H. Tsukamoto с соавт. [27] разработали крыси-
ную модель АБП, включающую непосредственное 
введение этанола и питательных веществ через 
канюлю, имплантированную в желудок животных. 
Использование данной модели позволяет достигнуть 
высокой концентрации этанола в крови за счет строго-
го контроля дозы потребляемого животными этанола. 
При индукции АБП с использованием данной модели 
наблюдаются выраженный стеатоз, формирование 
мегамитохондрий, центральный долевой и перицел-
люлярный фиброз, центральный некроз и смешанный 
воспалительный инфильтрат. Такие патологические 
изменения характерны также для течения АБП у чело-
века [28].

Все in vivo модели имеют ряд недостатков, так как 
полностью не отражают особенностей и осложнений, 
наблюдаемых при алкогольном повреждении у чело-
века. В связи с быстрым метаболизмом этанола у гры-
зунов обычно не развиваются тяжелые формы АБП 

Рис. 2. Механизмы токсического действия различных агентов
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даже при его длительном воздействии [29]. Данный 
аспект связан с низкой восприимчивостью модельных 
животных к этанолу, что не позволяет достоверно вос-
производить патогенез АБП человека. Для решения 
этой проблемы некоторые авторы используют комби-
нации этанола и других токсинов (липополисахарид, 
четыреххлористый углерод (CCl4), конканавалин А) с 
целью индукции тяжелой формы повреждения печени 
[30]. Однако даже комбинированные модели лишь ча-
стично воспроизводят воздействие этанола, посколь-
ку большинство наблюдаемых изменений вызваны 
вторичными эффектами других токсических агентов, 
а не первичными эффектами гепатотоксичности эта-
нола [31].

Фиброз печени

Индукция с использованием тетрахлормета-
на. Тетрахлорметан (CCl4) наиболее часто применя-
ется для моделирования фиброза и цирроза печени 
у грызунов. Токсичность CCl4 имеет комплексный ха-
рактер, эффекты в зависимости от дозы и продолжи-
тельности воздействия различны. При низких дозах 
преобладают транзиторные эффекты, связанные с 
нарушением транспорта Са2+, липидного гомеостаза, 
высвобождением цитокинов и запуском апоптоза с по-
следующей регенерацией. Высокие дозы или длитель-
ное воздействие приводят к обширным повреждениям 
печени, включающим жировую дистрофию, фиброз, 
цирроз и гепатоцеллюлярную карциному. Кроме того, 
при высоких дозах, когда уровень гепатоцеллюлярного 
некроза превышает регенеративную способность пе-
чени, развивается печеночная недостаточность с вы-
соким риском летального исхода. Предельно высокие 
дозы CCl4 приводят к неспецифической токсичности с 
угнетением центральной нервной и дыхательной сис-
тем [32].

Метаболизм тетрахлорметана происходит с во-
влечением цитохрома P450 2E1 (CYP2E1) — гем-со-
держащего фермента, участвующего в детоксикации 
ксенобиотиков. Гемовое железо в CYP2E1 позволя-
ет осуществлять прямое восстановление (напри-
мер, диоксида углерода) с образованием активных 
форм кислорода (АФК) и превращением ксенобио-
тиков в токсичные продукты [33]. Активность фер-
мента приводит к образованию трихлорметильного 
и трихлорметилпероксильного радикалов, которые 
участвуют в свободнорадикальных реакциях и за-
висимых от них процессах перекисного окисления 
липидов [34]. Трихлорметильный радикал вступает 
в реакцию с различными макромолекулами клетки 
[35], а также способствует отщеплению водорода 
от ненасыщенных жирных кислот с образованием 
токсичного хлороформа. Накопление активных ра-
дикалов инициирует острую фазу воспаления с на-
рушением структуры мембраносвязанных белков, 
торможением белоксинтезирующей активности, 
выходом цитоплазматических ферментов в кровь и 

деструкцией нуклеотидов. Такая цепочка событий в 
конечном итоге ведет к активации клеток Купфера и 
обширному центролобулярному некрозу гепатоцитов 
[36] (см. рис. 2). Кроме того, выработка цитокинов им-
мунными клетками способствует активации звездча-
тых клеток печени и образованию миофибробластов, 
которые запускают избыточное отложение коллагена 
в межклеточном пространстве (процесс фиброзиро-
вания) [37].

Моделирование токсического повреждения пе-
чени тетрахлорметаном проводят как на крысах, 
так и на мышах. Восприимчивость животных к CCl4-
индуцированному фиброзу печени зависит от их ли-
нии. Например, у мышей линий C57BL/6 и DBA/2J раз-
витие фиброза протекает быстрее, чем у мышей линии 
BALB/c [38]. Согласно протоколу С. Constandinou и 
соавт. [39], который является «золотым стандартом» 
для лабораторных исследований, CCl4 вводят внутри-
брюшинно 2–3 раза в неделю в течение 4–6 нед в диа-
пазоне концентраций 300–1000 мкл/кг. В качестве аль-
тернативы CCl4 можно вводить перорально, подкожно 
или ингаляционно два раза в неделю в течение 10 нед 
[40]. Стоит отметить, что вопрос о пероральном вве-
дении CCl4 остается дискуссионным. Так, ряд авторов 
утверждают, что данный подход демонстрирует вы-
сокую скорость индукции фиброза при приемлемых 
показателях выживаемости животных [41], в то время 
как другие не рекомендуют пероральное введение, 
если в этом нет крайней необходимости, из-за высо-
ких показателей ранней смертности [42].

Индукция с использованием парацетамола. 
Парацетамол (ацетаминофен, N-ацетил-пара-амино-
фенол) является нестероидным противовоспали-
тельным препаратом [43] и применяется в качестве 
обезболивающего и жаропонижающего средства [44]. 
В терапевтических дозах парацетамол безопасен, не 
оказывает повреждающего действия на желудочно-ки-
шечный тракт и не имеет неблагоприятных кардиоре-
нальных эффектов. Однако в случае разового употре-
бления парацетамола в дозе, превышающей 150 мг/кг 
массы тела, у человека диагностируется гепатотокси-
ческое и нефротоксическое острое повреждение пе-
чени [45]. Передозировка приводит к некрозу печени 
и печеночной недостаточности, развитию окислитель-
ного стресса, который сопровождается перекисным 
окислением липидов, окислением ДНК и белков и 
снижением антиоксидантной защиты [46]. В процес-
се метаболизма парацетамола с участием цитохро-
ма Р450 образуется токсичный метаболит N-ацетил-
п-бензохинонимин (N-acetyl-p-benzoquinone imine, 
NAPQI), который конъюгируется с восстановленным 
глутатионом даже при низких концентрациях препа-
рата [47]. В случае поступления высокой дозы пре-
парата или в условиях истощения глутатиона NAPQI 
дополнительно вступает в реакцию с клеточными 
белками, вызывая окислительный стресс, перекисное 
окисление липидов, генерацию свободных радика-
лов и повреждение митохондрий, что влечет за собой 
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некротическую или апоптотическую смерть гепатоци-
тов [48] (см. рис. 2).

In vivo моделирование токсического воздействия 
парацетамола получило широкое распространение в 
лабораторной практике с использованием разных жи-
вотных: кроликов, мышей, крыс [49]. В настоящее вре-
мя активно исследуется роль окислительного стресса, 
АФК и азота в парацетамол-ассоциированной гепато-
токсичности.

Показано, что парацетамол в дозе 200 мг/кг массы 
тела значительно повышает концентрацию перокси-
да водорода в печени у мышей линии C57BL/6J [44], 
а однократное введение препарата в дозе 3 г/кг массы 
тела индуцирует образование гидроперекисей в пече-
ни [50]. H.M. Arafa с соавт. [51] обнаружили, что пара-
цетамол в дозе 1 г/кг массы тела усиливает выработку 
оксида азота в печени мышей. При индуцированном 
повреждении печени путем однократного введения па-
рацетамола в концентрации 1, 2 или 3 г/кг массы тела 
уровень оксида азота в крови и в клетках печени был 
значительно повышен [52].

Практически во всех случаях парацетамол ини-
циирует перекисное окисление липидов: в сыворот-
ке крови кроликов, которым вводили препарат (1 г/кг 
массы тела) в течение 9 дней, наблюдалось повыше-
ние концентрации малонового диальдегида (МДА — 
вторичный продукт перекисного окисления липидов) 
[53]. У крыс воздействие различных доз парацетамо-
ла также сопровождалось повышением уровня МДА 
в сыворотке крови и в ткани печени [54]. Причем та-
кое повышение промежуточных продуктов перок-
сидации коррелировало с уровнем ингибирования 
антиоксидантной системы — снижением уровня глута-
тиона и ферментов, участвующих в его метаболизме, 
а также уровня супероксиддисмутазы и каталазы [55]. 
Аналогичным образом перекисное окисление липидов 
в печени или сыворотке крови животных наблюдает-
ся при длительном введении более низких доз пара-
цетамола (100 и 250 мг/кг массы тела) [56]. Влияние 
метаболитов парацетамола на клеточные липиды на 
данный момент недостаточно изучено и заслуживает 
более пристального внимания.

Активные формы кислорода также воздействуют 
на ДНК с формированием аддуктов, одним из кото-
рых является 8-гидроксидезоксигуанозин (8-OHdG) 
[57]. Y. Wang с соавт. [58] продемонстрировали, 
что длительное воздействие парацетамола в дозе 
400 мг/кг массы тела значительно повышает концен-
трацию 8-OHdG в сыворотке крови мышей, однако 
при однократном введении высокой дозы препарата 
окислительного повреждения ДНК практически не на-
блюдается. Еще одной мишенью для окислительного 
повреждения являются белки, которые трансформи-
руются в карбонилированную форму [59]. Z. Abdul 
Hamid с соавт. [45] выявили, что воздействие параце-
тамола на крыс в дозе 750 мг/кг массы тела в тече-
ние 7 дней увеличивает образование карбонильных 
белков в плазме крови и в почках, вызывая помимо 

повреждения ткани печени осложнение в виде нефро-
токсичности.

Исследования, касающиеся активации иммунной 
системы при воздействии парацетамола в высокой 
дозе, показали гиперпродукцию провоспалительных 
цитокинов. При воздействии препаратом в дозировке 
2 г/кг массы тела у крыс повышаются уровень сыво-
роточного TNF-α, экспрессия гена tnfα в печени [60], 
уровни IL-1β в сыворотке крови и печени и уровни IL-6 
в плазме [61]. Аналогично меньшие дозы парацетамо-
ла значительно повышают уровень провоспалитель-
ных цитокинов у крыс и мышей. После воздействия 
парацетамола на крыс (1 г/кг массы тела) или мышей 
(0,3, 0,9 или 1,5 г/кг массы тела) растут уровни TNF-α, 
IL-1β и IFN-γ в сыворотке крови и печени у всех живот-
ных [62], а также наблюдается гиперэкспрессия генов 
tnf-α и il1β в печени мышей [63].

Стеатоз

В настоящее время для индукции НАЖБП и ее 
прогрессирующей формы, неалкогольного стеатоге-
патита, экспериментальным животным вводят диеты 
с повышенным содержанием жиров в рационе [64]. 
Восприимчивость грызунов к моделированию жировой 
болезни печени пищевыми ингредиентами зависит от 
их линии. Так, мыши C57BL/6 более восприимчивы 
к развитию НАЖБП путем корректировки диеты по 
сравнению с линией BALB/c [65]. Приматы, в частно-
сти макаки-резусы, были также предложены для из-
учения НАЖБП в связи с их генетической близостью с 
человеком. Однако по этическим соображениям и из-
за высокой стоимости исследований такие модели ис-
пользуются редко. Наиболее часто индукцию стеатоза 
печени проводят на крысах линии Wistar или Sprague 
Dawley [66].

Классическая диета для индукции неалкогольного 
стеатогепатита включает в себя высокое содержа-
ние сахара (40%) и жира (10%) с дефицитом неза-
менимых аминокислот — метионина и холина [67]. 
Холин является предшественником фосфатидилхо-
лина, который необходим для выработки липопроте-
инов очень низкой плотности [68] — комплекса, обес-
печивающего транспорт холестерина и ТГ из печени 
в жировую ткань и мышцы [69]. Метионин необходим 
для синтеза глутатиона, одного из главных компо-
нентов антиоксидантной защиты клетки [70]. После 
перевода на высокожировую диету в ткани печени 
мышей происходят окислительный стресс и повы-
шение уровня провоспалительных цитокинов и ади-
покинов, что в конечном итоге ведет к повреждению 
ткани печени [71]. Определенную роль в патогенезе 
стеатоза играют клетки Купфера: они первыми реа-
гируют на повреждение гепатоцитов, увеличивая вы-
работку TNF-α и способствуя рекрутированию моно-
цитов [72]. Кроме того, клетки Купфера способствуют 
усилению некоторых провоспалительных путей и 
синтеза медиаторов, включающих NF-kB, ICAM-1, ци-
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клооксигеназу 2, MCP-1 и IL-6. Этот каскад событий 
приводит к активирации звездчатых клеток, которые 
формируют рубцовую ткань на месте повреждения, 
запуская фиброгенез [73]. У мышей, посаженных 
на данную диету, стеатогепатит развивался через 
8 нед, а через 16 нед уже сформировался фиброз, 
поражающий портальную и мостовидную области 
дольки печени [71].

Диета с дефицитом метионина и холина проста в 
реализации и позволяет индуцировать тяжелую фор-
му стеатогепатита в отличие от других диетических 
моделей. Однако данная модель имеет серьезные ог-
раничения. Несмотря на широкое распространение, 
она не позволяет воспроизвести основные патологи-
ческие особенности НАЖБП у человека, включающие 
ожирение и выраженную периферическую резистент-
ность к инсулину [74]. Кроме того, мыши, находящиеся 
на диете, постепенно теряют массу при кормлении — 
до 40% за 8 нед [75]. Стоит также учитывать, что чув-
ствительность различных линий мышей к данной дие-
те значительно различается [76].

Другой вариант диеты включает дефицит холина и 
добавление этионина. Этионин является S-аналогом 
метионина, имеющим этильную группировку вместо 
метильной в исходной аминокислоте, и способству-
ет развитию стеатогепатита за относительно корот-
кий промежуток времени [77]. Этионин препятствует 
метилированию макромолекул и обладает канцеро-
генными свойствами. Конкурируя с метионином на 
этапе трансляции, этионин снижает специфическую 
активность белка. Высокая токсичность этионина 
объясняется потребностью в метионине для осу-
ществления ряда биосинтетических и регуляторных 
процессов. На органном уровне его поступление 
вызывает жировое перерождение печени («мускат-
ная печень»), острый панкреатит, способствует раз-
витию гепатоцеллюлярной карциномы. На молеку-
лярном уровне этионин ингибирует метилирование 
тРНК [78]. К сожалению, такая диетическая модель 
связана с потерей массы тела животными и высоким 
уровнем смертности, достигающим 60% после 4 мес 
кормления [79]. Чтобы снизить летальность и сохра-
нить индукцию стеатоза, в некоторых исследованиях 
использование этой диеты чередуется со стандарт-
ной диетой (7% простых углеводов, 3% липидов, 50% 
полисахаридов, 15% белков) [80].

Еще один вариант диеты заключается в дефиците 
только холина с заменой белков эквимолярной сме-
сью L-аминокислот [81]. При такой диете ингибируется 
окисление жирных кислот в гепатоцитах и увеличи-
вается синтез липидов, что приводит к выраженному 
окислительному стрессу, развитию воспаления и фи-
брогенезу печени. Однако стоит отметить, что харак-
терные для патологии гистологические изменения 
проявляются на более поздних сроках по сравнению 
с диетой с дефицитом холина и метионина: стеатоз — 
от 3 нед, умеренный фиброз — 21 нед [82]. Мыши на 
такой диете теряли значительно меньше массы, чем 

при диетах, описанных выше, но по-прежнему не про-
являли резистентности к инсулину [83]. Это можно ре-
гулировать составом рациона (например, процентного 
содержания жира) и продолжительностью кормления. 
H.D. Pedersen с соавт. [84] использовали модель де-
фицита холина и показали развитие стеатогепатита 
уже через 8 нед у минипигов. В связи с относительно 
высокой продолжительностью жизни по сравнению с 
грызунами у минипигов развиваются ожирение и мета-
болический синдром, сопоставимые с человеческими, 
что позволяет проводить долгосрочные исследования.

Самой часто используемой моделью для индук-
ции стеатоза является перевод животных на диету 
с высоким содержанием жиров (45–75% общего ко-
личества калорий), которая устраняет ограничения 
диеты с недостатком метионина и холина, поскольку 
животные набирают массу и развивают перифери-
ческую резистентность к инсулину. Высокожировая 
диета у экспериментальных животных имитирует 
условия переедания и гиподинамии, которые вызы-
вают метаболический синдром у человека [85]. В ре-
зультате применения данной диеты увеличивается 
отток неэтерифицированных жирных кислот из жи-
ровой ткани и высвобождаются провоспалительные 
цитокины и адипокины, что может привести к эктопи-
ческому отложению жира в печени, мышцах и сердце 
[86]. Кроме того, высокожировая диета инициирует 
окислительный стресс и перекисное окисление ли-
пидов и усиливает работу ферментов β-окисления 
жирных кислот.

Данная модель помимо стеатоза также достаточно 
точно имитирует симптоматику неалкогольного сте-
атогепатита у человека, но стоит отметить, что для 
развития стеатогепатита со слабовыраженным фи-
брозом у мышей требуется до 50 нед [87]. Кроме того, 
характер течения индуцируемой патологии варьирует 
у мышей разных линий [88]. Так, линия C57BL/6 более 
чувствительна к высокожировой диете, чем BALB/c. 
Низкая чувствительность к диете у BALB/c обуслов-
лена слабым поглощением липидов печенью и устой-
чивостью к развитию воспаления [89]. У мышей также 
имеют место гендерные различия в характере разви-
тия метаболического синдрома, ассоциированного с 
ожирением [90]. Таким образом, несмотря на широкое 
применение, высокожировая диета не является луч-
шим вариантом для изучения НАЖБП в связи с раз-
личиями, связанными с составом рациона (источник 
и природа жирных кислот), линиями мышей, полом и 
продолжительностью кормления.

Альтернативная диета с высоким содержанием хо-
лестерина была предложена для крыс. Такая диета 
вызывает неалкогольный стеатогепатит с признаками 
фиброза в течение 9 нед [91].

Существенным недостатком всех перечисленных 
моделей является лишь частичная имитация патоло-
гических признаков, характерных для человека, что 
ограничивает межвидовую экстраполяцию резуль-
татов [64]. Главным недостатком описанных выше 
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диет является отсутствие развития ожирения и ре-
зистентности к инсулину, поэтому за последние не-
сколько лет были разработаны другие режимы пита-
ния, позволяющие воссоздать все основные аспекты 
патогенеза НАЖБП.

Недавно была предложена западная диета, или 
диета «быстрого питания», которая представляет со-
бой современную модель, распространенную в про-
мышленно развитых странах и характеризующуюся 
высоким потреблением жиров и углеводов [92]. По 
аналогии с рационом человека для индуцирования 
НАЖБП у мышей была разработана диетическая мо-
дель, основанная на сочетании жиров и фруктозы с 
добавлением в некоторых случаях холестерина [93]. 
Через 6 мес западной диеты у мышей C57BL/6 разви-
ваются ожирение, резистентность к инсулину, а также 
выраженный стеатогепатит [94]. У них также наблюда-
ется увеличение экспрессии генов, ассоциированных 
с развитием фиброза, воспаления, дисфункции эндо-
плазматического ретикулума и запуском липоапопто-
за. Все указанные патологические изменения отмече-
ны также при неалкогольном стеатогепатите человека. 
Кроме того, H. Tsuchiya с соавт. [95] показали, что за-
падная диета в течение 16 нед приводит к перегруз-
ке печени железом, что часто встречается у людей с 
НАЖБП. Западная диета является перспективным на-
правлением для моделирования жировой болезни пе-
чени, но в настоящий момент необходима разработка 
стандартизированного протокола для повышения вос-
производимости результатов.

Модели in vitro
Модели in vitro более всего подходят для экспресс-

тестирования различных препаратов или токсических 
агентов. К данному типу моделей относятся клеточные 
линии (в частности, HepG2), первичные клетки, сфе-
роиды, органоиды, при этом культивирование можно 
проводить в культуральных флаконах или с использо-
ванием микрофлюидных технологий. Преимущества 
клеточных линий заключаются в их более высокой ре-
пликативной способности по сравнению с первичными 
культурами клеток, выделенными непосредственно из 
ткани, и возможностью использования в течение дли-
тельного периода времени. Главным недостатком кле-
точных линий для моделирования патологий является 
их иммортализованный фенотип с измененным мета-
болическим статусом клеток [96]. Первичные культу-
ры гепатоцитов в свою очередь сохраняют нативные 
морфологические и функциональные характеристики 
клеток [97], но проявляют фенотипическую нестабиль-
ность и низкую жизнеспособность [98]. Использование 
микрофлюидных технологий устраняет недостатки мо-
делей in vitro — технология позволяет поддерживать 
условия, аналогичные условиям in vivo, и контроли-
ровать поступление питательных и исследуемых ве-
ществ (лекарства, токсины) для изучения клеточного 
ответа [13].

Алкогольная болезнь печени

Для моделирования АБП разработано несколько 
моделей in vitro [99]. В 2D-культурах гепатоциты бы-
стро теряют свой фенотип, что ограничивает их при-
менение. Наиболее актуальными представляются 
3D-модели, которые поддерживают межклеточные 
контакты, нативный фенотип и функции клеток в тече-
ние длительного периода времени [100]. Так, J. Deng 
и соавт. [101] использовали микрофлюидную техно-
логию для изучения патофизиологических процес-
сов в непаренхиматозных клетках при воздействии 
этанола. Авторы применяли эндотелиальные клетки 
EAhy926, звездчатые клетки LX-2 и HepG2. HepG2 
подвергали воздействию этанола (0–150 мМ), что 
значительно усиливало выработку АФК в гепатоци-
тах при больших концентрациях токсина (>100 мМ) 
и долговременной (>24 ч) стимуляции. Кроме того, 
снижалась экспрессия VE-кадгерина, что указывает 
на повреждение плотных контактов в эндотелиоци-
тах. А экспрессия фактора роста эндотелия сосудов 
и α-гладкомышечного актина (α-SMA), маркеров ран-
ней стадии заболевания, увеличивалась в клетках 
LX-2, что указывает на активацию звездчатых клеток. 
B. Corrado и соавт. [102] разработали микрофлюид-
ный биочип с тремя параллельными каналами, по 
форме имитирующими печеночную синусоиду. В ра-
боте исследовали воздействие этанола на линию 
клеток HepG2. В нормальных условиях количество 
жизнеспособных клеток HepG2 составляло 65%, а 
выработка альбумина достигала 60 нг. При воздейст-
вии 100 мМ этанола наблюдалось снижение жизне-
способности культуры до 55%, выработка альбумина 
уменьшалась в 3 раза. При воздействии 300 мМ эта-
нола жизнеспособность клеток составляла уже 30%, 
а уровень альбумина снижался до 1 нг. K.J. Jang с 
соавт. [103] моделировали АБП путем непрерывной 
перфузии первичной культуры клеток человека раз-
ными дозами этанола (17,4–34,0 мМ) в пределах кли-
нически значимых концентраций алкоголя в крови. 
Исследователи показали значительное повышение 
уровня холестерина после 48 ч воздействия этанола. 
Более того, наблюдалось накопление гликогена, но 
высвобождения глюкозы не происходило.

Фиброз печени

Индукция с использованием тетрахлормета-
на. Для моделирования токсического повреждения 
тетрахлометаном in vitro чаще всего применяется 
первичная культура гепатоцитов, поскольку в изоли-
рованных гепатоцитах происходит значительное нару-
шение метаболической функции. Показано также, что 
в изолированных гепатоцитах нарушаются белковый 
обмен, синтез белков и образование цАМФ, при этом 
реакции на гормональные стимулы являются слабыми 
или отсутствуют. Концентрации CCl4 от 0,1 до 0,2 мМ 
в культуральной среде вызывают цитологические из-
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менения, характерные для модели интоксикации in 
vivo [104]. Происходит генерация 4-гидроксиноненаля 
(токсичный альдегид, продукт пероксидации липидов), 
который ингибирует действие аденилатциклазы, ци-
тохрома Р450 и АТФазы в клетках, при этом дистро-
фических изменений клеток не наблюдается [32]. 
Развивается также воспаление с высвобождением 
TNF-α и IL-1β, что приводит к активации апоптоза кле-
ток [105]. В работе D. Perrissoud и соавт. [106] в куль-
туре первичных гепатоцитов после 5 мин воздействия 
CCl4 выявлены быстрые морфологические изменения: 
дегрануляция, слущивание шероховатого эндоплазма-
тического ретикулума и «пузырение» (блеббинг) плаз-
матической мембраны. Y. Cai и соавт. [107] подвергали 
воздействию CCl4 (0,1–9,0 мМ) первичную культуру 
гепатоцитов крыс в течение 20 ч и оценивали жизне-
способность клеток, которая снижалась дозозависи-
мо. Наблюдали также высвобождение лактатдегидро-
геназы: ее уровень рос с увеличением дозы токсина. 
Воздействие CCl4 способствовало истощению глу-
татиона, которое усиливалось с увеличением дозы и 
времени культивирования. Уровень трипептида значи-
тельно снижался после инкубации клеток с 1 мМ CCl4 
в течение 8, 12, 16 и 24 ч, при этом уровни МДА и ци-
тохрома С, напротив, повышались. Такие результаты 
подтверждают ключевую роль окислительного стресса 
гепатоцитов в индукции гепатотоксичности CCl4, при-
водящей к их апоптозу.

Индукция с использованием парацетамола. 
Воздействие парацетамола способствует выработке 
АФК и снижает производство активных форм азота в 
моделях in vitro. I. Jamil с соавт. [108] с использовани-
ем культуры U937 (клеточная линия промоноцитар-
ного ряда, выделенная из гистиоцитарной лимфомы) 
установили, что парацетамол в концентрации 0,01–
100,0 мМ увеличивает содержание H2O2 и других АФК, 
и это приводит к окислительному стрессу, тогда как 
генерация NO значительно снижается. Другое иссле-
дование показало, что после воздействия препарата 
на клетки гепатомы мыши Hepa 1-6 в концентрации 
50, 100 и 300 мМ усиливается выработка АФК мито-
хондриями [109]. Повышенное количество АФК спо-
собствует активации перекисного окисления липидов: 
после воздействия на гепатоциты крыс парацетамола 
в концентрации 100 мМ в течение 1 ч повышалось ко-
личество малонового диальдегида — промежуточного 
продукта пероксидации липидов. Наблюдались изме-
нения и в содержании антиоксидантов [110]. В рабо-
те A. Bader с соавт. [111] на культуру эмбриональных 
клеток печени крыс воздействовали парацетамолом 
в концентрации 6 и 15 мМ в течение 24 ч. Препарат 
значительно снижал общий уровень глутатиона, но 
усиливал теломеразную активность. В другом иссле-
довании на первичной культуре гепатоцитов крыс уро-
вень глутатиона также был значительно снижен после 
воздействия различных концентраций парацетамола 
(7 нМ, 12 и 100 мМ) в течение 24, 22 и 1 ч соответст-
венно [112].

R.H. Pierce с соавт. [113] инкубировали трансген-
ную культуру гепатоцитов мыши с разными концент-
рациями парацетамола (1–10 мМ) и выявили запуск 
апоптоза и некроза, опосредованных образованием 
NAPQI-реактивного метаболита через 48–72 ч культи-
вирования.

G.A. Clarke с соавт. [114] оценивали гепатоток-
сичность парацетамола с использованием микро-
флю идных технологий. Было показано значитель-
ное снижение концентрации альбумина на 6-й день 
культивирования при воздействии 10 мМ препарата 
по сравнению с контрольной группой (0 мМ) и груп-
пой с концентрацией 1 мМ. A.J. Foster с соавт. [115] 
также использовали микрофлюидную технологию 
с первичной культурой гепатоцитов человека, кото-
рую инкубировали с парацетамолом (0–10 мМ); про-
демонстрирована дозозависимая цитотоксичность 
препарата. Содержание альбумина в клетках печени 
значительно снижалось уже через 24 ч воздействия. 
Дозозависимое снижение секреции альбумина гепа-
тоцитами и жизнеспособности клеток происходило до 
10-го дня культивирования. S. Rodimova с соавт. [116] 
исследовали изменение метаболического статуса пер-
вичной культуры гепатоцитов мышей при воздействии 
парацетамола с использованием микрофлюидной 
технологии и флуоресцентной времяразрешенной ми-
кроскопии (FLIM). Обнаружено снижение общей ме-
таболической активности гепатоцитов и развитие их 
митохондриальной дисфункции, что привело к умень-
шению содержания АТФ в клетках.

J.M. Prot с соавт. [117] исследовали транскриптом-
ные и протеомно-метаболомные профили в микро-
флюидной модели HepG2/C3a при воздействии 1 мМ 
парацетамола. Токсическое действие препарата нару-
шало липидный обмен и гомеостаз кальция в клетках 
через путь активации VDR/RXR. Кроме того, наблюда-
лись повреждение ДНК, остановка клеточного цикла, 
апоптотическая и некротическая гибель клеток, ре-
организация цитоскелета. Исследователи продемон-
стрировали изменение мембранного потенциала ми-
тохондрий и развитие митохондриальной дисфункции. 
Авторы смогли воспроизвести пути истощения глута-
тиона через образование NAPQI.

Специфическое увеличение потребления цистеина, 
гистидина и метионина в клетках, культивированных 
на микрофлюидных чипах, коррелирует с интенсивно-
стью глутатионового пути, который участвует в деток-
сикации парацетамола. При метаболическом стрессе 
также высвобождается 2-гидроксибутират как побоч-
ный продукт расщепления цистатионина до цистеи-
на перед его превращением в глутатион [118]. Кроме 
того, предшественник глутатиона S-аденозилметионин 
образуется путем конъюгации метионина с АТФ 
и цистеином, участвующим в синтезе глутатиона. 
Повышенный уровень этих молекул в среде при куль-
тивировании первичных гепатоцитов с парацетамолом 
является маркером токсического повреждения клеток. 
Однако исследователи не обнаружили накопления 
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таурина, креатина или офтальмовой кислоты в среде 
при культивировании первичных гепатоцитов на ми-
крофлюидных чипах, которые выявляются в анализе 
мочи и в экстрактах печени при исследовании in vivo 
[119]. Повышение уровня 3-гидроксибутирата в сре-
де с парацетамолом при культивировании первичных 
гепатоцитов на микрофлюидных чипах указывает на 
усиление метаболизма липидов по пути деградации 
кетонов. При активации глутатионового пути в клетках, 
культивированных в среде с парацетамолом на чипах, 
происходило усиление экспрессии генов ggt7, g6pd, 
gpx2, gpx3, gstm2/4, gstt2 и продукции белков G6PD 
и TXNRD1 по сравнению с контролем. Более того, в 
клетках наблюдалась интенсивная активация цикла 
трикарбоновых кислот в связи с усиленным потребле-
нием глутамина, глюкозы и фруктозы и выработкой 
лактата [120].

Стеатоз

Для моделирования НАЖБП широко применяют 
2D-культуры гепатоцитов, патологические процессы в 
которых индуцируются добавлением свободных жир-
ных кислот (в основном олеиновой и пальмитиновой 
(2:1)) в культуральную среду [121]. Добавление в среду 
к гепатоцитам жирных кислот приводит к накоплению 
ТГ в цитоплазме, что вызывает стресс эндоплазма-
тического ретикулума и гибель клеток [122]. Жировую 
дистрофию клеток печени также можно индуцировать 
с помощью бисфенола А, который увеличивает нако-
пление липидов за счет усиления регуляции SREBP1, 
или вальпроата, усиливающего поглощение жирных 
кислот и синтез ТГ [123]. 2D-монокультура гепатоци-
тов позволяет изучить изменения метаболических 
путей в этих клетках [124]. Однако основным недо-
статком таких моделей является отсутствие взаимо-
действия с непаренхиматозными клетками, которые 
важны для инициации воспалительных процессов, ас-
социированных с патогенезом фиброза при НАЖБП. 
Сокультивирование гепатоцитов и непаренхиматозных 
клеток позволяет преодолеть ряд ограничений. Одной 
из таких моделей является совместное культивиро-
вание гепатоцитов со звездчатыми клетками печени. 
V.J. Barbero-Becerra с соавт. [125] разработали мо-
дель сокультур Huh7 (клеточная линия гепатоцитов 
человека) и LX-2 (линия звездчатых клеток человека). 
Продемонстрировано, что воздействие жирных кислот 
на сокультуру индуцирует экспрессию α-SMA (маркер 
активированных фибробластов) в клетках LX-2 толь-
ко при одновременном совместном культивировании 
с Huh7. Активация звездчатых клеток не зависела от 
накопления жирных кислот, но требовала взаимодей-
ствия с гепатоцитами.

Совместное культивирование первичных гепатоци-
тов с клетками Купфера или эндотелиальными клет-
ками служит эффективным инструментом для оценки 
механизмов, посредством которых жирные кислоты 
запускают воспалительные процессы в печени [126]. 

Сокультивирование первичных гепатоцитов, звезд-
чатых клеток печени и клеток Купфера человека при 
добавлении в среду жирных кислот, глюкозы, инсу-
лина и воспалительных цитокинов для имитации не-
алкогольного жирового гепатита показало усилен-
ный липогенез de novo [127]. В данной модели также 
наблюдались окислительный стресс, воспаление, 
активация звездчатых клеток и запуск процесса фи-
брозирования [128]. Y. Chen и K. Ma [129] культивиро-
вали клетки HepG2 с макрофагами THP-1. Макрофаги 
были посажены на предметные стекла, которые за-
тем помещали в 6-луночные планшеты с культурой 
HepG2 и добавляли жирные кислоты в концентрации 
1 ммоль/л (пальмитиновая и олеиновая кислоты (1:2)). 
Патогенетические признаки неалкогольной жировой 
болезни печени были установлены через 24 ч после 
начала индукции. Основной недостаток такого сокуль-
тивирования — сложный подбор оптимальных усло-
вий и питательных сред для поддержания различных 
популяций клеток [130].

Микрофлюидную технологию использовали для со-
здания функциональных конструкций печени на чипе. 
Микроархитектуру печени имитировали с помощью 
полимерного каркаса, состоящего из сотен мелких 
каналов с сохранением динамичных свойств ткани 
[131]. Клетки снабжались питательными веществами 
и кислородом с последующим выведением метабо-
литов, что имитировало микроциркуляцию в печени 
[132]. Культивирование клеток HepG2 со смесью сво-
бодных жирных кислот (олеиновая и пальмитиновая 
(2:1)) на микрофлюидном чипе обеспечивало посте-
пенное накопление липидов в клетках, при этом чип 
позволял эффективно поддерживать метаболическую 
активность и жизнеспособность гепатоцитов, снижая 
возникновение окислительного стресса по сравнению 
со статическими культурами [133]. T. Kostrzewski и со-
авт. [134] инкубировали первичную культуру гепатоци-
тов со свободными жирными кислотами (600 мкМ) и 
наблюдали постепенное четырехкратное увеличение 
уровня ТГ и повышение активности цитохромов P450: 
2Е1 и 7А1 (участвует в метаболизме холестерина), 
IGFβ1 (маркер метаболических нарушений печени), 
PDK4 (обеспечивает резистентность печени к инсули-
ну) и FABP1 (белок, связывающий жирные кислоты). 
Активность CYP3A4 была снижена более чем на 40%, 
а CYP2C9 — на 30%, что согласуется с результатами 
исследований с использованием гепатоцитов чело-
века и клинических образцов, полученных от пациен-
тов с НАЖБП. В другом исследовании показано, что 
накопление липидов также влияло на секрецию ади-
покинов — белков, связанных с развитием фиброза и 
повреждения (фибриноген, TIMP-1), и маркеров вос-
паления (IL-8, MIF) [135].

S.Y. Lee  и J.H. Sung [136] создали модель «кишеч-
ник–печень на чипе» для изучения взаимодействия 
этих органов в контексте НАЖБП, где жирные кисло-
ты всасывались через слой кишечника с последую-
щей секрецией хиломикронов, что способствовало 
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накоплению ТГ в гепатоцитах. M.S. Freag и соавт. 
[137] перфузировали гепатоциты, клетки Купфера и 
звездчатые клетки высокой концентрацией свободных 
жирных кислот через однослойный микрофлюидный 
канал в течение 10 дней. Воздействие высокой кон-
центрации жирных кислот приводило к значительному 
накоплению нейтральных липидов внутри звездчатых 
клеток печени по сравнению с клетками, культивируе-
мыми в физиологических условиях. Более того, повы-
шалась активность лактатдегидрогеназы по сравне-
нию с контролем уже на 2-й день.

В условиях in vivo в процессе прогрессирования не-
алкогольного стеатогепатита покоящиеся звездчатые 
клетки быстро активируются в миофибробластоподоб-
ные клетки, при этом резко увеличивается экспрессия 
α-SMA, который является одним из показательных 
маркеров активации звездчатых клеток печени [138]. 
При моделировании этого процесса с использованием 
системы на чипе отмечена гиперэкспрессия αsma в 
звездчатых клетках с восьмикратным увеличением ак-
тивированных клеток [139].

Микрофлюидная технология значительно расширя-
ет возможности моделирования НАЖБП в условиях in 
vitro, включая моделирование взаимодействия между 
печенью и другими органами, что делает ее эффек-
тивным инструментом для изучения метаболических 
изменений, ассоциированных с патологией [97].

Модели ex vivo
Выше были рассмотрены модели in vivo и in vitro, 

которым отдается предпочтение в подавляющем боль-
шинстве исследований. Однако важно отметить, что in 
vitro модели не обеспечивают полной имитации слож-
ного многофакторного патогенеза и прогрессирова-
ния заболеваний [140]. Комплексные патологические 
механизмы в печени трудно моделировать, используя 
один тип клеток, так как орган — это сложная система, 
состоящая из разных типов тканей, включающих па-
ренхиматозные и стромальные компоненты. К тому же 
применение животных моделей в полной мере не спо-
собно отразить работу иммунной системы человека, 
что является существенным недостатком, так как раз-
витие воспаления — один из ключевых аспектов пато-
генеза заболеваний печени [141]. Ряд указанных огра-
ничений можно преодолеть с применением моделей 
ex vivo печеночных эксплантатов — универсальных 
моделей, которые позволяют сохранить архитектуру 
ткани и ее микроокружение, что воссоздает условия, 
приближенные к нативным. При этом поддерживаются 
постоянная диффузия газов и доступ к питательным 
веществам среды. Печеночные эксплантаты — легко 
воспроизводимая модель, обеспечивающая жизнеспо-
собность гепатоцитов и других клеток печени в тече-
ние 3–5 дней; показано сохранение жизнеспособности 
печеночных слайдов в течение 15 дней. Применение 
данной модели позволяет проводить одновременный 
анализ воздействия различных лекарственных или 

токсических агентов, а также моделировать патологи-
ческие процессы, получая образцы от одного животно-
го, что минимизирует вклад индивидуальных различий 
у животных. Кроме того, сокультивирование печеноч-
ных слайсов с аутологичными клетками перифериче-
ской крови позволяет воссоздать комплексные взаи-
модействия иммунной системы и ткани печени [142].

Алкогольная болезнь печени

Использование ex vivo моделей существенно помо-
гло понять патогенез АБП у человека. L.W. Klassen с 
соавт. [143] выяснили, что воздействие этанола вызы-
вает повреждение ткани, развитие стеатоза и окисли-
тельного стресса. Более того, полная метаболизация 
этанола происходит через несколько дней после пер-
вичного воздействия. Авторы инкубировали печеноч-
ные слайсы, полученные от крыс, в среде с этанолом 
(25 мМ) и в среде с ингибитором метаболизма этано-
ла 4-метилпиразолом (0,5 мМ), и выявили, что добав-
ление этанола к питательной среде с печеночными 
эксплантатами индуцирует патологические процессы, 
наблюдаемые в in vivo моделях хронического потре-
бления этанола. Так, в печеночных слайсах происхо-
дит окисление этанола в гепатоцитах с образованием 
ацетальдегида, усилением липогенеза и изменением 
внутриклеточного окислительно-восстановительного 
статуса, а также снижением секреции альбумина [144].

E. Palma с соавт. [29] исследовали влияние этано-
ла на морфологию, структуру и функцию митохонд-
рий и показали, что при воздействии этанола в дозе 
50–250 мМ в течение 24–72 ч образуются мегамито-
хондрии, которые также характерны для патогенеза 
АБП. Появление мегамитохондрий при развитии АПБ 
было выявлено еще в 1970-х годах [145]. В недавних 
исследованиях J. Altamirano с соавт. [5] установили, 
что появление мегамитохондрий в клетках печени 
обусловливает благоприятный исход у пациентов с 
тяжелым алкогольным гепатитом. В то же время Teli 
с соавт. [146] в более раннем исследовании интер-
претировали появление мегамитохондрий у пациен-
тов с алкоголизмом как плохой прогностический при-
знак и связали их наличие с более высоким риском 
прогрессирования фиброза/цирроза печени. Таким 
образом, в настоящий момент роль мегамитохон-
дрий в развитии патологических изменений, обуслов-
ленных воздействием этанола, до конца не изучена. 
Предполагается, что мегамитохондрии учувствуют в 
защите гепатоцитов от токсического повреждения и 
являются одним из компонентов компенсаторных про-
цессов при развитии АБП. В работе E. Palma с соавт. 
[147] с использованием печеночных слайсов иссле-
довали молекулярные каскады, ассоциированные с 
развитием мегамитохонд рий в гепатоцитах, и выяви-
ли ключевую роль белков MSP (mitochondria-shaping 
proteins, белки, формирующие митохондрии). В дан-
ной работе проводили культивирование печеночных 
слайсов, полученных из печени здорового человека, 
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в течение суток с разными дозами этанола (50, 100 
и 250 мМ). Токсические эффекты оценивали путем 
количественного определения уровня АТФ в клет-
ках. В контрольных эксплантатах печени концентра-
ция АТФ находилась в диапазоне 3–12 нмоль на 1 мг 
белка и оставалась стабильной в течение пяти дней. 
При воздействии этанола в трех указанных дозах уро-
вень АТФ снижался по сравнению с контролем [147]. 
Методом электронной микроскопии были обнаружены 
признаки повреждения клеток с наличием кариорек-
сиса, выраженной вакуолизацией цитоплазмы и с по-
терей структурной целостности мембран. Выявлена 
также прямая корреляция увеличения размера мито-
хондрий клеток печени и дозы этанола. В другом ис-
следовании отмечалась тенденция к ги пер активации 
Drp1-каскада, ассоциированного с делением митохон-
дрий в печени у пациентов с алкогольным гепатитом 
[148]. Значительная гиперактивация данного каскада 
сопровождается апоптотической гибелью гепатоцитов 
и тяжелым течением заболевания [149].

Фиброз печени

Индукция с использованием парацетамола. 
A. Granitzny с соавт. [150] работали со слайсами пе-
чени крыс для изучения токсического воздействия 
парацетамола. Исследователи добавляли в культу-
ральную среду разные концентрации (2,55–15 мМ) 
парацетамола и проводили инкубацию эксплантатов 
в течение 24 ч, далее оценивали содержание АТФ. 
Постепенное увеличение синтеза АТФ достигало 
максимума в печеночных эксплантатах при концент-
рации парацетамола 5,5 мМ. При воздействии более 
высоких концентраций препарата (10–15 мМ) про-
исходило резкое снижение жизнеспособности кле-
ток в тканевых эксплантатах. Исследователи также 
оценивали ряд других метаболических маркеров. 
Глутаматдегидрогеназа имела дозозависимое сни-
жение во всем диапазоне концентраций, в то время 
как активность аспартатаминотрансферазы варьи-
ровала в зависимости от добавленных концентра-
ций препарата. Выработка мочевины и альбумина 
постепенно увеличивалась и достигала максимума 
при 5,5 мМ, что коррелирует с увеличением содержа-
ния АТФ. При воздействии 10–15 мМ парацетамола в 
эксплантатах развивался некроз, но сохранялись не-
большие жизнеспособные участки ткани.

Молекулярно-генетический анализ с использовани-
ем модели эксплантатов печени, проведенный J. Ji с 
соавт. [151], выявил увеличение экспрессии 13 генов, 
ассоциированных с TGF-β1-каскадом, при воздейст-
вии парацетамола. TGF-β1-каскад играет ключевую 
роль в развитии фиброза печени. В работе J.T. Li с со-
авт. [152] инкубированы печеночные эксплантаты крыс 
с парацетамолом в концентрации 500 мкМ в течение 
6 ч. Обнаружено, что по сравнению с контрольной 
группой значительно снижается концентрация глута-
тиона и лактатдегирогеназы. Чаще всего печеночные 

эксплантаты получают от крыс, однако стоит учиты-
вать, что крысы менее восприимчивы к действию па-
рацетамола по сравнению с мышами даже при воз-
действии высоких доз [153].

В работе L. Dewyse с соавт. [154] показано, что в пе-
ченочных эксплантатах происходит активация звезд-
чатых клеток при воздействии парацетамола, как и в 
модели in vivo, однако полноценного развития фибро-
за не наблюдается.

Еще одной моделью ex vivo является перфузи-
онная, которая была применена в исследованиях 
T. Schreiter и соавт. [155]: образцы печени человека 
перфузировали с токсином в течение 30 ч по замкну-
тому контуру и в определенные временные интер-
валы отбирали пробы перфузата для анализа газов 
крови, поиска маркеров повреждения гепатоцитов и 
оценки синтетической способности печени. Перфузия 
еx vivo имитирует доставку жидкости к органу или 
ткани через лимфатическую или кровеносную систе-
му. В данной модели поддерживается характерный 
метаболизм органа, сопоставимый с in vivo моделью, 
путем доставки кислорода в необходимой концентра-
ции и питательных веществ. Авторы также оценивали 
клиренс индоцианина зеленого (ICG) из перфузата 
для функциональной оценки печени через 4, 20 и 28 ч 
перфузии. Были показаны достаточно стабильные 
параметры клиренса, что указывает на сохранение 
функции печени и метаболической активности гепа-
тоцитов в течение всего периода перфузии. После 
перфузии образцов печени с парацетамолом до 30 ч 
период выведения ICG возрастал в три раза. Кроме 
того, при воздействии препарата значительно умень-
шалось количество потребляемой клетками глюко-
зы и снижалась выработка лактата по сравнению с 
контролем. Скорость синтеза альбумина и мочевины 
была примерно одинаковой в течение всего периода 
перфузии как при воздействии парацетамола, так и 
без него. Показано также выраженное повреждение 
гепатоцитов при воздействии парацетамола, на что 
указывает увеличение глутаматдегидрогеназы, цито-
кератина-18, аспартат- и аланинаминотрансферазы, 
митохондриальной ДНК. Таким образом, перфузион-
ная система печени представляет собой эффектив-
ную модель, отражающую вариативность индивиду-
альной реакции человека на воздействие препарата, 
и дает более полное представление о механизмах 
патогенеза парацетамола. Однако невозможность 
продолжительного поддержания жизнеспособности 
образцов печени в такой модели не позволяет при-
менять ее для долгосрочного тестирования действия 
препаратов [156].

Индукция с использованием тетрахлорме-
тана. Van de Bovenkamp с соавт. [157] проводили 
анализ экспрессии молекулярных маркеров звездча-
тых клеток печени и обнаружили, что экспрессия α/β-
кристаллина, klf6 и hsp47 повышается при воздейст-
вии CCl4. Усиление экспрессии коррелировало с дозой 
и временем воздействия токсина.
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Показано также увеличение экспрессии 19 генов 
(среди которых jun, litaf, mapk6, plat, serpine1), вовле-
ченных в путь TGF-β1, что указывает на запуск про-
цесса фиброзирования (через 16 ч) при воздействии 
тетрахлорметана. Выявлено, что TGF-β индуцирует 
экспрессию гена serpine1 посредством pSmad2L/C и 
способствует отложению компонентов внеклеточного 
матрикса миофибробластами (активированные звезд-
чатые клетки) [158]. Однако следует отметить, что ток-
син не растворяется в культуральной среде, в связи 
с чем токсическое повреждение моделируется путем 
насыщения парами фазы над поверхностью среды, 
при этом пары токсина свободно диффундируют в 
среду. Таким образом, точное определение концентра-
ции токсина в среде затруднено.

Стеатоз

Важным аспектом патогенеза НАЖБП в хрониче-
ской форме является развитие внутрипеченочного 
воспаления, а также комплексное взаимодействие 
всех типов клеток печени. В эксплантатах печени со-
храняются собственные иммунные клетки и поддер-
живаются сигнальные пути взаимодействия гепато-
цитов, клеток Купфера и звездчатых клеток печени, 
что позволяет моделировать комплексный патоге-
нез НАЖБП [159]. E. Palma с соавт. [29] добавляли в 
культуральную среду с печеночными эксплантатами 
человека свободные жирные кислоты (смесь олеино-
вой и линолевой кислот; раствор 0,1 мМ), в результа-
те отмечали липидную инфильтрацию клеток печени 
с запуском липотоксичности, что соответствует при-
знакам, наблюдаемым у пациентов на ранних стади-
ях патологии.

Источник, от которого получают печеночные слай-
сы, влияет на характер течения стеатоза и на мета-
болизм липидов. В частности, B. Graulet с соавт. [160] 
показали, что накопление ТГ в цитозоле гепатоцитов 
крысы и теленка различно при использовании оди-
наковых доз олеиновой кислоты. В другой работе 
исследовали способность гепатоцитов в экспланта-
тах печени крупного рогатого скота, овцы, свиньи, 
морской свинки, крысы и кролика синтезировать ТГ 
из жирных кислот, добавляемых в среду. Показано, 
что интенсивность липогенеза у всех животных зна-
чительно различается. Так, в слайсах овцы, крупного 
рогатого скота, свиньи и морской свинки намного ме-
нее эффективно индуцировалась жировая дистро-
фия [161].

Еще одним характерным патологическим измене-
нием при НАЖБП является метаболический синдром, 
сопровождающийся гиперлипидемией, гиперинсули-
немий и гипергликемией [162]. Для воссоздания ме-
таболического синдрома проводили культивирование 
печеночных эксплантатов мыши в среде с глюкозой, 
фруктозой, инсулином и пальмитиновой кислотой в су-
прафизиологических концентрациях. Через 48 ч инку-
бации жизнеспособность (содержание АТФ) клеток пе-

чени значительно не снижалась. Более того, влияния 
пальмитиновой кислоты на синтез АТФ также не вы-
явлено, что может объясняться высокой активностью 
антиоксидантной защиты в образцах или недостаточ-
ной концентрацией пальмитата, чтобы инициировать 
митохондриальную дисфункцию [163]. Молекулярный 
механизм липотоксичности пальмитата изучен не до 
конца, но предполагается, что важную роль здесь иг-
рает β-окисление жирных кислот и образование сво-
бодных радикалов [164]. Данная группа исследовате-
лей смогла индуцировать патогенетический фенотип 
в эксплантатах печени мышей в среде с 36 мМ глю-
козы, 5 мМ фруктозы, 240 мкМ пальмитата, 480 мкМ 
олеата и 100 нМ инсулина, что привело к увеличению 
ТГ в 2 раза через 48 ч по сравнению с контрольной 
группой. При этом значительно снижалось внутрикле-
точное содержание АТФ и, следовательно, жизнеспо-
собность клеток печени. Чтобы исключить снижение 
жизнеспособности, G.H. Prins с соавт. [165] миними-
зировали концентрации сахаров и жирных кислот. 
Разницы в накоплении ТГ не наблюдалось при сниже-
нии концентрации глюкозы с 36 до 11 мМ; 1 мМ фрук-
тозы было достаточно для достижения максимального 
накопления ТГ через 24 и 48 ч. Концентрации пальми-
тата и олеата также снизились до 120 и 240 мкМ со-
ответственно. После 48 ч инкубации в GFIPO-среде 
уровень ТГ повышался на 67% по сравнению с конт-
ролем. Значительное увеличение содержания ацил-
карнитинов C14-C18 подтвердило, что пальмитат и 
олеат поглощались клетками печени. Чтобы провести 
разграничение эффектов поступления жирных кис-
лот и липогенеза de novo, изменяли условия (5 мМ 
фруктозы и 0 мМ жирных кислот — GFI-среда), что 
способствовало меньшему накоплению ТГ по срав-
нению с GFIPO. При культивировании в среде GFI и 
среде GFIPO были повышены уровни транскриптов 
белков синтеза жирных кислот и поглощения гексоз 
Elovl6, Fasn и Slc2a2, а в среде GFI дополнительно 
повышалась экспрессия ацетил-КоА-карбоксилазы и 
ацил-КоА-десатуразы. Наблюдались также снижение 
экспрессии генов ферментов окисления жирных кис-
лот и повышение экспрессии остеопонтина, маркера 
фиброза печени.

Применение моделей ex vivo имеет ряд ограниче-
ний, связанных с повреждением или утратой естест-
венной архитектуры ткани при получении экспланта-
тов. Жизнеспособность модели зависит от качества 
ткани, используемого протокола и оборудования для 
поддержания оптимальных условий. Более того, мо-
дели ex vivo предполагают соотношение «один ана-
лиз — один образец», что делает невозможным по-
вторное использование образца с целью мониторинга 
изменений. Наконец, такие модели не являются пред-
почтительными, если необходимо проанализировать 
метаболические изменения непосредственно в гепа-
тоцитах, так как интерпретация результатов осложня-
ется влиянием окружающих непаренхиматозных кле-
ток [166].
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Заключение

В данном обзоре мы рассмотрели наиболее ча-
сто используемые in vivo, in vitro и ex vivo модели для 
изучения неалкогольной жировой и алкогольной бо-
лезней печени, токсического повреждения печени и 
фиброза, описали их достоинства, ограничения, а 
также перспективы использования. Большой упор 
был сделан на механизмы развития патологических 
состояний в каждой модели, а также оценку возмож-
ности воссоздания различных ключевых аспектов 
патогенеза для всех указанных патологий. Несмотря 
на все преимущества и недостатки, в настоящее вре-
мя нет единого мнения по поводу выбора наиболее 
адекватной модели для изучения патологии печени. 
Этот выбор определяется конкретной целью и зада-
чами эксперимента.
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