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Цель исследования — оценить возможность выявления гетерогенности гепатоцитов по метаболическому статусу в нормаль-
ной печени с применением современных методов мультифотонной микроскопии и масс-спектрометрии.

Материалы и методы. Степень гетерогенности гепатоцитов по общей метаболической активности оценивали с применени-
ем метода мультифотонной микроскопии на основе данных об интенсивности автофлуоресценции внутриклеточных кофакторов 
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НАД(Ф)Н и ФАД. Гетерогенность гепатоцитов по интенсивности внутриклеточных метаболических процессов определяли с помо-
щью метода время-разрешенного имиджинга (FLIM — fluorescence lifetime imaging) на основе данных о вкладах времен жизни 
флуо ресценции различных форм кофактора НАД(Ф)Н. Методом времяпролетной масс-спектрометрии вторичных ионов (TоF-
SIMS — time-of-flight secondary ion mass spectrometry) проведено исследование липидного и аминокислотного состава гепатоцитов.

Результаты. Методом мультифотонной микроскопии выявлена гетерогенность гепатоцитов по общей метаболической актив-
ности. С применением FLIM установлена высокая степень гетерогенности по интенсивности процессов окислительного фосфори-
лирования, гликолиза и синтетических процессов (липогенеза, синтеза нуклеиновых кислот и пентозофосфатного пути). Методом 
TоF-SIMS выявлено наличие гетерогенности гепатоцитов по аминокислотному и липидному составам, что указывает на различ-
ную интенсивность синтетических процессов отдельных гепатоцитов. Кроме того, установлены различия в содержании PO3-ио-
нов. Результаты TоF-SIMS-исследования согласуются с данными мультифотонной микроскопии и FLIM, подтверждая выявленную 
гетерогенность гепатоцитов по общей метаболической активности, а также по интенсивности внутриклеточных метаболических 
процессов.

Заключение. Используемые в работе новейшие методы флуоресцентного биоимиджинга и масс-спектрометрии позволяют 
эффективно выявлять гетерогенность гепатоцитов по метаболическому статусу. Наличие гетерогенности необходимо учитывать 
при анализе ткани печени в различных состояниях с применением методов флуоресцентного биоимиджинга.

Ключевые слова: гетерогенность гепатоцитов; метаболический статус гепатоцитов; мультифотонная микроскопия; FLIM; TоF-
SIMS.
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The aim of the investigation was to study the possibility of revealing the heterogeneity of normal liver hepatocytes in terms of 
metabolic status using the modern methods of multiphoton microscopy and mass spectrometry. 

Materials and Methods. Heterogeneity of hepatocytes in terms of total metabolic activity was assessed using multiphoton microscopy 
based on the autofluorescence intensity of intracellular cofactors NAD(P)H and FAD. Hepatocyte heterogeneity in terms of intensity 
of intracellular metabolic processes was determined using the fluorescence lifetime imaging (FLIM) method based on the data about 
fluorescence lifetime contributions of various forms of NAD(P)H. The method of time-of-flight secondary ion mass spectrometry (TоF-SIMS) 
was used to study the lipid and amino acid composition of hepatocytes.

Results. It has been revealed using multiphoton microscopy that hepatocytes are heterogeneous in terms of general metabolic 
activity. Using FLIM, it was established that the heterogeneity degree was high in terms of intensity of oxidative phosphorylation, glycolysis, 
and synthetic processes (lipogenesis, nucleic acid synthesis, and the pentose phosphate pathway). The TоF-SIMS method revealed the 
presence of hepatocyte heterogeneity in terms of amino acid and lipid composition, which points to various intensities of synthetic processes 
in individual hepatocytes. Moreover, differences in the content of PO3 ions were revealed. The results of ToF-SIMS study correlate with the 
data obtained by multiphoton microscopy and FLIM, confirming the revealed heterogeneity of hepatocytes in terms of general metabolic 
activity and intensity of intercellular metabolic processes.

Conclusion. The latest methods of fluorescence bioimaging and mass spectrometry proved to be effective in revealing hepatocyte 
heterogeneity in terms of metabolic status. The presence of heterogeneity should be taken into account in studying the liver tissue under 
various conditions with the application of fluorescence bioimaging methods. 

Key words: heterogeneity of hepatocytes; metabolic status of hepatocytes; multiphoton microscopy; FLIM; ToF-SIMS.

Введение

Печень является функциональным органом, вы-
полняющим самые разнообразные функции для 
поддержания физиологического гомеостаза. Она ди-
намически контролирует содержание метаболитов 
в организме, накапливая питательные вещества, по-
ступающие после еды [1], в частности, играет важную 
роль в поддержании постоянного уровня глюкозы в 
крови. Кроме того, этот орган осуществляет сложные 
процессы детоксикации, а также участвует в синте-
зе и экскреции желчных кислот и синтезе некоторых 
гормонов, в том числе инсулиноподобных факторов 
роста. В печени также синтезируется большая часть 
циркулирующих в крови белков, включая альбумин, 
белки системы комплемента и факторы свертывания 
крови [2].

Известно, что для оптимального выполнения 
большого количества функций гепатоциты простран-
ственно неоднородны и зонированы вдоль порталь-
ной и центральной осей дольки печени. Такая ге-
терогенность обусловлена тем, что большинство 
задач печени выполняются разными подгруппами 
гепатоцитов. Следовательно, как в фундаменталь-
ных, так и в прикладных клинических исследованиях 
важно учитывать, что популяции клеток в паренхиме 
являются гетерогенными по своей структуре и функ-
циям [2–4].

Стандартные методы анализа особенностей рас-
пределения и гетерогенности различных популяций 
клеток (иммуногистохимические и морфологические) 
достаточно информативны, однако не позволяют про-
водить прижизненные исследования на живой ткани. 
Для оценки гетерогенности популяции клеток ткани 
по уровню экспрессии различных генов применяет-
ся метод полимеразной цепной реакции, однако его 
использование сопряжено с разрушением клеточной 
структуры, что также не позволяет проводить иссле-

дования прижизненно или на образцах свежей ткани. 
Информативным методом для определения различ-
ных метаболических путей в гетерогенных популяциях 
клеток служит также изотопное маркирование, однако 
значительным недостатком его является необходи-
мость добавления радиоактивной метки [5].

В настоящее время мультифотонная  микроско-
пия в комбинации с регистрацией флуоресценции 
с временны' м разрешением — метод время-разре-
шенного имиджинга (FLIM — fluorescence lifetime 
imaging) — активно используется в биомедицинских 
исследованиях, в том числе для прижизненной оцен-
ки метаболического статуса различных типов клеток. 
Метод двухфотонно-возбуждаемой флуоресценции в 
ближнем инфракрасном диапазоне позволяет прово-
дить исследования in vivo и ex vivo с высокой глуби-
ной проникновения лазерного возбуждения и мини-
мальным фотоповреждением ткани [6]. Метод FLIM 
основан на регистрации времени жизни флуоресцен-
ции флуорофоров и позволяет получать информацию 
не только о структуре, но и о различных физико-хими-
ческих процессах в клетках [7–10], в том числе и гепа-
тоцитах [11].

В настоящее время современным актуальным под-
ходом для прижизненного бесконтрастного анализа 
метаболического статуса различных клеток с приме-
нением мультифотонной микроскопии является оцен-
ка интенсивности автофлуоресценции, а также вкла-
дов времен жизни флуоресценции различных форм 
кофакторов НАД(Ф)Н (никотинамидадениндинуклео-
тид) и ФАД (флавинадениндинуклеотид).

Известно, что НАДН участвует в реакциях цикла 
трикарбоновых кислот и окислительного фосфори-
лирования. Восстановленная фосфорилированная 
форма НАДФН является кофактором в реакциях био-
синтеза жирных кислот и стероидов, обладает ан-
тиоксидантной активностью [11]. В зависимости от 
нахождения НАДН в свободном или связанном с бел-
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ком состоянии кофактор имеет короткое или длин-
ное время жизни флуоресценции [12]. ФАД входит в 
состав ферментов, участвующих в транспорте элек-
тронов, репарации ДНК, биосинтезе нуклеотидов, 
бета-окислении жирных кислот и катаболизме ами-
нокислот, а также в синтезе других кофакторов, таких 
как коэнзим А (КоА), коэнзим Q (КоQ). Кроме того, 
восстановленный ФАДH2 входит в состав комплекса 
II электрон-транспортной цепи митохондрий, таким 
образом принимая участие в реакциях окислитель-
ного фосфорилирования [13, 14]. Известно, что сдвиг 
метаболического статуса (изменение активности гли-
колиза или окислительного фосфорилирования) со-
провождается изменением вкладов свободной и свя-
занной форм времен жизни флуоресценции НАД(Ф)Н. 
Таким образом, FLIM позволяет косвенно оценивать 
интенсивность гликолиза, окислительного фосфори-
лирования и биосинтетических процессов при раз-
личных функцио нальных состояниях клеток [15–18]. 
Эффективность методов мультифотонной микроско-
пии в изучении гепатоцитов также была доказана ря-
дом исследователей, которые проводили анализ осо-
бенностей изменения их метаболического статуса при 
различных патологиях печени, в частности прижизнен-
ный анализ [19–21]. Однако до сих пор с применением 
данных методов не выполнялось исследований гете-
рогенности гепатоцитов нормальной печени по мета-
болическому статусу.

Еще одним перспективным методом исследования 
тканей является времяпролетная масс-спектрометрия 
вторичных ионов (TоF-SIMS — time-of-flight secondary 
ion mass spectrometry), которая позволяет получить 
информацию о распределении липидного и амино-
кислотного состава ткани на клеточном уровне [22, 
23]. TоF-SIMS позволяет не только проводить анализ 
компонентов клетки на основе их специфического хи-
мического строения, но и оценивать распределение 
интересующих метаболитов клетки на основе данных 
химического картирования [24]. В сочетании с други-
ми методами TоF-SIMS была успешно применена и 
для анализа ткани печени, в частности при циррозе 
[24] и жировой болезни печени [25]. Нами ранее [26] с 
применением метода TоF-SIMS было показано изме-
нение в соотношении насыщенных, ненасыщенных и 
полиненасыщенных жирных кислот при остром холе-
стазе и при хроническом фиброзе печени. Основным 
преимуществом метода TоF-SIMS является отсутст-
вие необходимости дополнительного окрашивания 
образцов ткани или добавления различных маркеров, 
а также возможность прицельного анализа области 
интереса.

Методы FLIM и TоF-SIMS уже показали свою эф-
фективность для оценки степени гетерогенности кле-
точных популяций, в частности для определения ге-
терогенности по клеточному составу различных типов 
опухолей [27–31].

В данной работе выполнен анализ степени гетеро-
генности гепатоцитов по метаболическому статусу с 

применением современных методов визуализации в 
сочетании в методом масс-спектрометрии вторичных 
ионов.

Цель исследования — оценить возможность вы-
явления гетерогенности гепатоцитов по метаболиче-
скому статусу в нормальной печени методами муль-
тифотонной микроскопии и масс-спектрометрии с 
использованием химического картирования.

Материалы и методы
Лабораторные животные. Исследование про -

во дили на 25 самцах крыс линии Wistar массой 
300–400 г. Содержание животных осуществляли в 
соответствии с Правилами проведения работ с ис-
пользованием экспериментальных животных и Меж-
ду народными рекомендациями по проведению ме-
дико-биологических исследований с использованием 
животных. Неукоснительно соблюдались этические 
принципы, установленные Европейской конвенци-
ей по защите позвоночных животных, используемых 
для экспериментальных и других научных целей 
(Страсбург, 2006). Исследование было одобрено 
Этическим комитетом Приволжского исследователь-
ского медицинского университета. Перед получе-
нием материала печени животное предварительно 
взвешивали, после чего наркотизировали раствором 
Золетила в концентрации 80 мг/кг массы тела. Затем 
печень животного полностью забирали для исследо-
вания. Полученный материал взвешивали, промывали 
физиологическим раствором и приготавливали образ-
цы для исследования методами мультифотонной ми-
кроскопии, морфологического анализа и времяпролет-
ной масс-спектрометрии.

Морфологический анализ. Для гистологических 
исследований печень фиксировали в 10% растворе 
нейтрального формалина, проводили через спирты 
восходящих концентраций по стандартной методике. 
Депарафинизированные срезы толщиной 5 мкм окра-
шивали гематоксилином и эозином также по стандарт-
ной методике [32, 33]. C использованием микроскопа 
Leica DM2500 (Leica Microsystems, Германия) для 
каждого образца получали 10 микрофотографий без 
перекрытия по всей поверхности среза ткани при уве-
личении в 10 и 40 раз.

Мультифотонная микроскопия. Ex vivo исследо-
вание образцов печени, полученных в течение 10 мин 
после забора органа, проводили с использованием 
лазерного сканирующего конфокального микроскопа 
LSM 880 (Carl Zeiss, Германия), оснащенного фемто-
секундным лазером Ti:Sa (частота повторения — 
80 МГц, длительность импульса — 140 фс) и системой 
время-коррелированного счета фотонов Simple-Tau 
152 (Becker & Hickl GmbH, Германия). Средняя мощ-
ность составляла около 6 мВт. С ткани печени полу-
чали изображения интенсивности флуоресценции 
НАД(Ф)Н и ФАД, а также изображения FLIM (по 10 
для каждого животного). С этой целью использовали 
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масляно-иммерсионный объектив C-Apochromat 
40×/1.2. Автофлуоресценцию НАД(Ф)Н возбуждали на 
длине волны 750 нм, эмиссию детектировали в диапа-
зоне 450–500 нм, автофлуоресценцию ФАД возбужда-
ли на длине волны 900 нм, эмиссию детектировали в 
диапазоне 500–550 нм. С применением программного 
обеспечения ImageJ (параметр integrated density) оце-
нивали значения интенсивности автофлуоресценции 
кофакторов НАД(Ф)Н и ФАД. Накопление фотонов 
FLIM-системой проводили в течение 90 с.

Количественную оценку полученных значе-
ний времен жизни флуоресценции различных 
форм НАД(Ф)Н выполняли в программе SPCImage 
(Becker   &   Hickl GmbH). Данные анализировали в об-
ласти цитоплазмы клетки, исключая при этом ядро. 
Для каждого изображения оценивали следующие 
параметры: t1 (пс) — время жизни флуоресценции 
свободной формы НАДН; a1  (%) — вклад свобод-
ной формы НАДН; a2 (%) — вклад связанной формы 
НАДН; a3 (%) — вклад связанной формы НАДФН; 
a1 + a2 + a3 = 100%.

Для анализа интенсивности автофлуоресценции 
кофакторов НАД(Ф)Н и ФАД, а также метаболического 
статуса гепатоцитов с применением метода FLIM по-
лучали по 10 флуоресцентных изображений, в каждом 
из которых выделяли 30 областей интереса (соответ-
ственно отдельному гепатоциту) в цитоплазме гепато-
цитов.

Оценка степени гетерогенности. Для оценки 
степени гетерогенности гепатоцитов по метаболиче-
скому статусу полученные значения а1 и а3 были рас-
пределены по 15 подгруппам:

1-я — а1 в диапазоне 50–60% и а3 в диапазоне 
4–6%;

2-я — а1 в диапазоне 50–60% и а3 в диапазоне 
6–8%;

3-я — а1 в диапазоне 50–60% и а3 в диапазоне 
8–10%;

4-я — а1 в диапазоне 50–60% и а3 в диапазоне  
10–12%;

5-я — а1 в диапазоне 50–60% и а3 в диапазоне  
12–14%;

6-я — а1 в диапазоне 60–70% и а3 в диапазоне 
4–6%;

7-я — а1 в диапазоне 60–70% и а3 в диапазоне 
6–8%;

8-я — а1 в диапазоне 60–70% и а3 в диапазоне 
8–10%;

9-я — а1 в диапазоне 60–70% и а3 в диапазоне  
10–12%;

10-я — а1 в диапазоне 60–70% и а3 в диапазоне 
12–14%;

11-я — а1 в диапазоне 70–80% и а3 в диапазоне 
4–6%;

12-я — а1 в диапазоне 70–80% и а3 в диапазоне 
6–8%;

13-я — а1 в диапазоне 70–80% и а3 в диапазоне 
8–10%;

14-я — а1 в диапазоне 70–80% и а3 в диапазоне 
10–12%;

15-я — а1 в диапазоне 70–80% и а3 в диапазоне 
12–14%.

Для каждой подгруппы проводили подсчет клеток, 
значения а1 и а3 которых соответствуют определен-
ному диапазону. Двухмерные гистограммы распреде-
ления интенсивности автофлуоресценции НАД(Ф)Н и 
ФАД в гепатоцитах, а также трехмерные гистограммы 
распределения значений а1, а2 и а3 в гепатоцитах 
были построены в среде разработки RStudio с исполь-
зованием языка R 4.0.2 и библиотеки car (функция 
scatter3d).

TоF-SIMS-анализ. Анализ липидного и аминокис-
лотного составов гепатоцитов выполнен на криосре-
зах печени методом масс-спектрометрии вторич-
ных ионов на приборе TOF.SIMS 5 (IONTOF GmbH, 
Германия). В качестве источника использовали пер-
вичные ионы Bi3+ с энергией 30 кэВ. Анализ прово-
дили в трех режимах. Во всех режимах была акти-
вирована низко энергетическая электронная пушка 
во избежание зарядки образца, а плотность дозы 
первичных ионов поддерживалась ниже статическо-
го предела SIMS (1013 ионов/см2). Статистический 
анализ проводили в спектроскопическом режиме. 
Масс-спектры получены с области 300×300 мкм (с 
пространственным разрешением 5 мкм) в режимах 
как положительных, так и отрицательных ионов. 
Для каждого среза выполняли 18 измерений с не-
перекрывающихся областей, выбранных случайным 
образом. Выходы вторичных ионов рассчитывали 
как интенсивность соответствующего пика отноше-
ния липида к аминокислоте, нормированную на об-
щее количество ионов, с использованием программ-
ного обеспечения SurfaceLab 6 (IONTOF GmbH, 
Германия). Химическое картирование проводили для 
ионов липидов и аминокислот, идентифицированных 
на масс-спектрах, в двух режимах с пространствен-
ным разрешением 800 и 200 нм соответственно.

Статистическая обработка данных. На ос-
новании полученных методом TоF-SIMS данных рас-
считывали средний выход вторичного иона и стан-
дартное отклонение. Распределение было отнесено к 
нормальному при помощи графического метода. Для 
выявления статистически значимых различий исполь-
зовали t-критерий Стьюдента. В качестве критиче-
ских уровней значимости применяли значения p<0,05 
и p<0,001. Нормальность распределения выборок 
была подтверждена с помощью метода «график кван-
тилей». Статистический анализ данных проводили в 
программах Excel и Statistica 10.0.

Результаты
Морфологический анализ. Мик ро  фотографии 

срезов ткани печени в норме, окрашенной гематок-
силином и эозином, а также по методу Ван-Гизона, 
представлены на рис. 1. С применением стандартных 
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Рис. 1. Микроизображения гистологических срезов ткани печени в норме:
а — окрашивание гематоксилином и эозином; б — окрашивание по методу 
Ван-Гизона; ×40

а б

Рис. 2. Мультифотонная микроскопия ткани печени в 
норме:
а — изображения автофлуоресценции кофакторов 
НАД(Ф)Н и ФАД в гепатоцитах; б — диаграмма рассе-
яния интенсивности автофлуоресценции кофакторов в 
нормальной печени линейных животных. НАД(Ф)Н: воз-
буждение — 750 нм, эмиссия — 455–500 нм; ФАД: возбуж-
дение — 900 нм, эмиссия — 500–550 нм; поле зрения — 
213×213 мкм; разрешение — 1024
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методов гистологического анализа 
наличия гетерогенности гепатоцитов 
по структурным параметрам не вы-
явлено. Клетки имели однородное 
окрашивание, признаков отека и ди-
строфических изменений не наблю-
далось.

Мультифотонная микроско-
пия и оценка степени гетеро-
генности популяции гепато-
цитов ex vivo образцов ткани 
печени в норме. Анализ степени 
гетерогенности гепатоцитов мето-
дом FLIM проводили без привязки к 
определенным зонам дольки пече-
ни. Такой подход применялся с целью доказательст-
ва наличия гетерогенности гепатоцитов даже в слу-
чайных полях микроскопа. Кроме того, это позволило 
снизить время проведения анализа, так как процеду-
ра точного определения зон дольки печени является 
затратной по времени и сложно реализуемой в кли-
нических условиях.

Таким образом, для оценки степени гетерогенно-
сти гепатоцитов по метаболическому статусу были 
получены данные об интенсивности автофлуорес-
ценции кофакторов НАД(Ф)Н и ФАД в гепатоцитах. 
Пример визуализации паренхимы печени с примене-
нием мультифотонной микроскопии, а также распре-
деление значений интенсивности флуоресценции 
кофакторов для всех исследуемых клеток представ-
лены на рис. 2.

Установлена высокая степень гетерогенности ге-
патоцитов по значениям автофлуоресценции внутри-
клеточных кофакторов. Клетки с сигналом автофлуо-
ресценции НАД(Ф)Н и ФАД низкой интенсивности 
представляют собой популяцию с низкой общей ме-
таболической активностью. Клетки с сигналом ав-
тофлуоресценции высокой интенсивности представ-
ляют популяцию с высокой общей метаболической 
активностью. На рис.  2 видно, что в нормальной тка-
ни линейных животных клетки разнородны по зна-
чениям интенсивностей кофакторов. Присутствуют 
клетки как с высокой, так и с низкой метаболической 
активностью.

Для прицельного анализа метаболического статуса 
гепатоцитов в нормальной ткани печени, а также для 
определения наличия гетерогенности клеток были 
получены значения вкладов свободной и связанной 
форм НАДН (а1 и а2 соответственно), а также вклада 
связанной формы НАДФН (а3). В соответствии с по-
лученными значениями можно выделить 15 подгрупп, 
отличающихся по интенсивности различных метабо-
лических путей в клетках (гликолиз, окислительное 
фосфорилирование, пентозофосфатный путь, липо-
генез, синтез нуклеотидов). На основе полученного 
массива данных методом FLIM была построена табли-
ца, в которой отражено процентное количество гепа-
тоцитов, находящихся в соответствующей подгруппе, 

от общего числа исследованных клеток. Выделение 
подгрупп гепатоцитов, отличающихся по характер-
ным значениям вкладов различных форм НАД(Ф)Н, 
происходило на основе предыдущих работ по иссле-
дованию метаболического статуса гепатоцитов в пе-
чени при разных состояниях [26]. Результаты анализа 
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Процентное содержание  
различных подгрупп гепатоцитов  
в нормальной печени линейных животных

a3, %
а1, %

50–60 60–70 70–80
4–5 0,07 0,07 5,27
6–7 0,67 16,13 27,40
8–9 2,40 35,60 2,07

10–11 1,20 6,33 0,47
12–13 0,33 1,53 0,53

гетерогенности гепатоцитов по метаболическому ста-
тусу представлены в таблице.

Обнаружено, что в популяции гепатоцитов ли-
нейных животных наблюдается высокая степень 
гетерогенности гепатоцитов по метаболическому 
статусу. Можно выделить подгруппы гепатоцитов, ко-
торые преобладают в паренхиме образца. Наиболее 
значимые по количеству подгруппы — 7, 9, 10, 13. 
Несмотря на преобладание в паренхиме подгруппы 
гепатоцитов со значениями а1 в диапазоне 60–70% 
(баланс процессов гликолиза и окислительного фос-
форилирования), в данном диапазоне преобладают 
клетки с повышенной интенсивностью биосинтети-

Рис. 3. Распределение вкладов времен жизни флуоресценции гепатоци-
тов в норме:
а — FLIM-изображения различных форм НАД(Ф)Н, поле зрения — 213×213 мкм; 
разрешение — 512; б — гистограмма распределения вкладов различных форм 
НАД(Ф)Н. На диаграмме рассеяния каждый цвет соответствует отдельной под-
группе гепатоцитов, одна точка соответствует одному исследуемому гепатоциту

а

б

a1, % a2, % a3, %

ческих процессов (значения а3 в диапазоне 8–9%). 
Кроме того, наблюдается также значительное коли-
чество гепатоцитов со значениями а1 в диапазоне 
70–80% (сдвиг метаболического статуса в сторону 
увеличения интенсивности процессов гликолиза), 
при этом в данном диапазоне преобладают клетки 
с более низкой интенсивностью биосинтетических 
процессов (значения а3 в диапазоне 6–7%). Вклад 
популяции гепатоцитов со значениями а1 в диапа-
зоне 50–60% незначителен (сдвиг метаболического 
статуса в сторону увеличения интенсивности про-
цессов окислительного фосфорилирования).

На гистограмме, показывающей трехмерное рас-
пределение значений вкладов различных форм 
НАД(Ф)Н (рис. 3), видно, что популяция гепатоцитов в 
нормальной печени линейных животных является ге-
терогенной по трем исследуемым параметрам FLIM.

TоF-SIMS-анализ. При проведении статистического 
анализа сигналов вторичных ионов с разных срезов 
печени одного животного (рис. 4) наибольшие отли-
чия наблюдали для ионов сфингомиелина (отношение 
массы иона к его заряду — m/z — составляло 104, 
184, 264) и аминокислоты глицина (m/z — 30).

Показательно, что коэффициенты вариации вто-
ричных ионов сильно варьируют в зависимости от 
иона. Так, для ионов аминокислот (m/z — 30, 70, 84) 
в рамках одного среза стандартные отклонения мини-

мальны, тогда как для холестерина 
(m/z — 369), жирных кислот (все 
ионы на рис. 4, б), моноацилглице-
ридов (m/z — 313, 339) они весьма 
значительны, что указывает на не-
однородность распределения дан-
ных липидов в одном срезе. Стоит 
отметить, что моноацилглицериды, 
скорее всего, являются фрагмента-
ми жиров, а жирные кислоты могут 
быть фрагментарными ионами как 
жиров, так и фосфолипидов.

С целью проведения визуаль-
ной оценки неравномерности рас-
пределения химического состава 
гепатоцитов на клеточном уровне 
были получены изображения хими-
ческого картирования срезов с раз-
решением 800 нм (рис. 5) и 200 нм 
(рис. 6). Показано распределение 
некоторых липидов. Для корреля-
ции данных измерения проводили 
с одной области как для положи-
тельных, так и для отрицательных 
ионов. Некоторые липиды, такие как 
фосфатидилхолин и сфингомиелин 
на рис.  5, распределены достаточно 
равномерно, но присутствуют тем-
ные пятна, указывающие на паде-
ние интенсивности сигнала в этой 
области. Холестерин и жирные кис-
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Рис. 5. Химическое картирование распределения липидов в срезах печени с разрешением 800 нм:
а — головная группа фосфатидилхолина и сфингомиелина (m/z — 184); б — холестерин (m/z — 369); в — пальмитиновая 
кислота C16:0 (m/z — 255); г — стеариновая кислота C18:0 (m/z — 283)
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Рис. 4. Выход вторичных ионов липидов и аминокислот для 
двух срезов печени:
а — положительные ионы; б — отрицательные ионы. Данные 
представлены как М±σ, где М — среднее арифметическое, σ — 
стандартное отклонение. Статистически значимые различия при 
сравнении срезов: * — p<0,05; ** — p<0,001
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лоты, напротив, показывают ярко выраженную 
кластеризацию, которая обеспечивает сигнал на-
много выше фонового. Данные кластеры имеют 
разную форму, размер варьируется в пределах 
5–70 мкм. Среди жирных кислот наиболее выра-
жена кластеризация для кислот с 16 углеродны-
ми атомами (пальмитиновая, пальмитолеиновая 
кислоты), менее выражен данный эффект для 
жирных кислот с 18 атомами углерода (стеари-
новая, олеиновая, линолевая и линоленовая 
кислоты). Зачастую расположение и формы кла-
стеров совпадают, но есть и отличия. Кроме того, 
оказалось, что темные зоны на изображениях 
сфингомиелина и фосфатидилхолина совпадают 
со светлыми кластерами холестерина и жирных 
кислот. Поскольку клеточной структуры при дан-
ном разрешении не наблюдается, сложно точно 
сказать, к чему относятся те или иные кластеры. 
Однако эти карты хорошо объясняют высокие 
коэффициенты вариации, которые наблюдались 
для интенсивностей ряда липидов в спектроско-
пическом режиме.

Разрешение 200 нм (см. рис. 6) близко к пре-
дельному пространственному разрешению, до-
ступному для TоF-SIMS. Однако помимо оче-
видного улучшения качества изображения при 
его использовании возникает ряд сложностей. 
Ухудшается разрешение по массе, кроме того, 
падает интенсивность одного пикселя. Поэтому, 
чтобы достигнуть тех же показателей интен-
сивности, необходимо подвергать образец 
воздействию первичных ионов в 16 раз дольше 
по сравнению с разрешением 800 нм. Это при-
водит к дозе облучения первичными ионами 
~5·1012 ионов/см2, что близко к статическому 
пределу SIMS. Такие высокие дозы, как прави-
ло, приводят к деградации органического и био-
логического материала, поэтому анализ в режи-
мах детекции положительных и отрицательных 
ионов проводили для разных зон.

На рис. 6, а показано распределение калия, 

50 мкм
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которое визуализирует очертания гепатоцитов. Рас-
пределения ионов на рис. 6, б и 6, в имеют сходство, 
хотя принадлежат к совершенно разным классам сое-
динений — аминокислотам и фосфолипидам. Темные 
зоны, соответствующие низкому сигналу от фрагмен-
тов пролина и глутаминовой кислоты на рис. 6, б, 
а также низкому сигналу от головных групп фосфати-
дилхолина и сфингомиелина на рис. 6, в со впадают с 
яркими зонами, соответствующими скоплениям холе-
стерина (рис. 6, г).

На рис.  6,  д показано распределение фосфатной 
группы PO3. Данная группа может являться фрагмен-
тарным ионом АТФ, НАД(Ф)Н, РНК, фосфорилиро-
ванных белков, фосфолипидов. Темные зоны, соот-
ветствующие низкому сигналу от фосфатных ионов, в 
точности повторяют светлые зоны, соответствующие 
высокому сигналу от жирных кислот (рис. 6, е, ж), что 
указывает на то, что зоны с низким сигналом фосфат-
ной группы PO3 имеют высокий сигнал пальмитиновой 
и стеариновой кислот.

Таким образом, выявлена неоднородность распре-
деления различных липидов (в частности, холесте-
рина, жирных кислот и моноацилглицеридов) и от-
дельных аминокислот (в частности, глицина) в ткани 
печени. Полученные результаты могут указывать на 
наличие гетерогенности в интенсивности процессов 
липогенеза и синтеза аминокислот в гепатоцитах нор-
мальной печени.

Важно отметить, что стандартными гистологиче-
скими методами наличие гетерогенности популяции 
гепатоцитов не было обнаружено. Применение сов-
ременных методов флоуоресцентного биоимиджинга 
и методов масс-спектрометрии с проведенным хими-
ческим картированием позволило выявить гетероген-
ность популяции гепатоцитов по метаболическому 
статусу и характеру распределения клеточных липи-
дов и аминокислотных фрагментов.

Полученные в данной работе результаты будут 
использованы для дальнейшей разработки критери-
ев оценки состояния ткани печени при патологии на 
основе анализа гетерогенности гепатоцитов в слу-
чайных полях зрения с применением современных 
методов прижизненной визуализации и метода масс-
спектрометрии с химическим картированием.

Обсуждение
С метаболической точки зрения функциональной 

единицей печени является печеночная долька. Кровь 
поступает на периферию дольки в воротные узлы и 
перемещается радиально внутрь к дренирующей 
центральной вене через синусоидальные кровенос-
ные сосуды. В результате формируются градиенты 
концентрации веществ (ростовых факторов, метабо-
литов и кислорода), которые растворены в крови или 
секретируются вышележащими перипортальными 

а б в г
20 мкм

д е ж
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Рис. 6. Химическое картирование распределения липидов в срезах печени с разрешением 200 нм:
положительные ионы: а — калий (m/z — 39); б — фрагмент пролина и глутаминовой кислоты (m/z — 70); в — головная 
группа фосфатидилхолина и сфингомиелина (m/z — 184); г — холестерин (m/z — 369);
отрицательные ионы: д — фосфатная группа (PO3) (m/z — 79); е — пальмитиновая кислота C16:0 (m/z — 255); ж — стеа-
риновая кислота C18:0 (m/z — 283)
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гепатоцитами [34]. Градиент определяется измене-
ниями в составе плазмы крови и различной  оксиге-
нацией в кровотоке в пространстве между перипор-
тальной и перивенозной областями [35]. Явление 
гетерогенности гепатоцитов рассмотрено во многих 
работах [34–38]. Показано, что гепатоциты, распо-
ложенные в перипортальной зоне (зона 1), специа-
лизируются на глюконеогенезе и β-окислении, тогда 
как в гепатоцитах, расположенных вокруг централь-
ной вены (зона 3), выявлена высокая интенсивность 
реакций гликолиза, липогенеза, а также процессов 
детоксикации. Следовательно, гепатоциты функцио-
нально неоднородны. Кроме того, выявлены разли-
чия в экспрессии различных генов в зависимости 
от расположения гепатоцитов в печеночной дольке 
вдоль портоцентральной оси [39]. Взаимозависимые 
метаболические пути (например, липогенез и глико-
лиз) колокализованы, чтобы обеспечить синергетиче-
ское действие, тогда как противоположные пути ло-
кализованы в разных зонах, что позволяет избежать 
взаимного вмешательства. В целом неоднородность 
распределения гепатоцитов позволяет одновременно 
выполнять разные и даже противоположные метабо-
лические функции, обеспечивая гибкую адаптацию к 
различным условиям [2, 40].

В настоящий момент известны данные об измене-
нии уровня гетерогенности гепатоцитов, а также о на-
рушении зонального расположения гепатоцитов при 
различных патологиях печени. В частности, степень 
гетерогенности гепатоцитов по метаболическому ста-
тусу изменяется при развитии алкогольной жировой 
болезни печени, что связано с нарушением метабо-
лизма жирных кислот в гепатоцитах [41]. Показано се-
лективное отложение триглицеридов (ТГ) в перицен-
тральных гепатоцитах (перицентральный стеатоз), а 
также увеличение липогенной активности в перицен-
тральных областях. Кроме того, выявлено, что при 
развитии патологии происходит увеличение интенсив-
ности β-окисления в перицентральных гепатоцитах, 
тогда как у контрольных животных интенсивность дан-
ного процесса выше в перипортальных областях доль-
ки печени [41].

При развитии неалкогольной жировой болезни пе-
чени наблюдается дисбаланс метаболизма жирных 
кислот [42], что в результате приводит к неоднород-
ному отложению ТГ в печени. Кроме того, было по-
казано, что в этом случае меняется распределение 
ферментов, участвующих в метаболизме фосфати-
дилхолина и реакциях глюконеогенеза [43].

При развитии стеатогепатита выявлено зональное 
усиление перекисного окисления липидов и окисли-
тельного стресса в сочетании со сниженным напря-
жением кислорода на мембранах митохондрий. Такое 
изменение связано с развитием митохондриальной 
дисфункции в отдельных гепатоцитах [44].

Прогрессирование хронических печеночных забо-
леваний ведет к развитию цирроза, где зональное рас-
пределение гепатоцитов полностью теряется и, кроме 

того, практически прекращается синтез глутатион син-
тетазы (нарушение глутатионового цикла) [45].

Таким образом, оценка степени гетерогенности ге-
патоцитов с применением современных методов ви-
зуализации имеет большее значение при проведении 
интраоперационного исследования состояния ткани 
печени, в частности при выявлении фоновых заболе-
ваний.

В настоящий момент методы флуоресцентного био-
имиджинга широко применяются для оценки метабо-
лического статуса клеток, в частности опухолевых и 
стволовых [45–50]. Кроме того, показана эффектив-
ность методов мультифотонной микроскопии в сочета-
нии с FLIM для анализа метаболического статуса гепа-
тоцитов в норме и при различных состояниях печени 
[19, 27].

В данной работе с целью выявления гетерогенно-
сти гепатоцитов по метаболическому статусу были 
определены значения интенсивности флуоресцен-
ции кофакторов НАД(Ф)Н и ФАД, вклады свободной и 
связанной форм НАДН (а1 и а2), а также вклад свя-
занной формы НАДФН (а3) различных участков пече-
ночной ткани. Нами не проводился прицельный поиск 
зон долек печени, поскольку выполнение прицельного 
анализа — сложный, затратный по времени процесс, 
увеличивающий продолжительность операции. В свя-
зи с этим «слепая» визуализация представляет собой 
более реализуемый подход в клинической практике. И 
даже без учета прицельного анализа зон нами была 
выявлена высокая степень гетерогенности популяции 
гепатоцитов по интенсивности внутриклеточных про-
цессов окислительного фосфорилирования и гликоли-
за, а также по интенсивности биосинтетических про-
цессов в случайных полях.

TоF-SIMS позволяет исследовать липидный и ами-
нокислотный состав ткани печени. В нашей работе 
проведен статистический анализ липидного и амино-
кислотного состава гепатоцитов в случайных полях. 
Для ряда ионов жирных кислот, моноацилглицеридов, 
холестерина обнаружен значительный разброс в ин-
тенсивностях в зависимости от места анализа. При 
помощи химического картирования удалось подтвер-
дить данный результат. Жирные кислоты, холестерин 
концентрируются в отдельных клетках. В этих же клет-
ках фиксируется пониженная интенсивность фосфати-
дилхолина и аминокислот (белков). Кроме того, клетки 
с повышенным сигналом липидов также различают-
ся: в некоторых гепатоцитах повышен сигнал только 
одиночных жирных кислот, в других — определенного 
набора жирных кислот, а в некоторых — еще и холе-
стерина. Скорее всего, источником повышенного сиг-
нала жирных кислот являются триацилглицериды, а 
уровень фосфолипидов, содержание которых корре-
лирует с интенсивностью фосфатного иона, напротив, 
в данных клетках снижен. Интересно, что жирные кис-
лоты с более короткими цепями (16 углеродных ато-
мов) демонстрируют более выраженный контраст на 
химических картах по сравнению с кислотами с более 
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длинными цепями (18 и 20 углеродных атомов). Это 
свидетельствует о том, что жирные кислоты с более 
короткими цепями имеют тенденцию к более выра-
женному накоплению в отдельных гепатоцитах. Каких-
либо тенденций по распределению при сравнении по 
степени ненасыщенности жирных кислот не выявлено. 
Полученные результаты согласуются с литературными 
данными, в которых описано наличие гетерогенности 
гепатоцитов по интенсивности биосинтетических про-
цессов: в частности, выявлено усиление процессов 
липогенеза в отдельно расположенных гепатоцитах 
[51]. В работе [52] показана неравномерная интенсив-
ность процессов метаболизма липидов в клетках пе-
чени: в частности, установлено, что скорость синтеза 
жирных кислот выше в перицентральных гепатоцитах, 
тогда как скорость β-окисления выше в перипорталь-
ных клетках печени. В работе N.R. Katz c соавт. [53] 
на модели крыс выявлена более высокая активность 
липогенных ферментов ацетил-КоА-карбоксилазы и 
АТФ-цитратлиазы в перицентральных областях. Кроме 
того, обнаружено, что активность карнитин-пальмито-
илтрансферазы 1, ключевого фермента в β-окислении, 
выше в перипортальных гепатоцитах. Карнитин-
пальмитоилтрансфераза 1 также демонстрирует более 
низкую чувствительность к ингибированию липоген-
ным промежуточным малонил-КоА в перипортальных 
областях по сравнению с перицентральными областя-
ми  [54]. Известно [41, 55], что этерификация жирных 
кислот и синтез липопротеинов очень низкой плотно-
сти несколько выше в гепатоцитах, локализованных в 
перицентральных областях. Высказано предположе-
ние, что такое неравномерное распределение позво-
ляет избежать накопления ТГ, тем самым предотвра-
щая негативные последствия усиленного липогенеза 
в данной популяции гепатоцитов. Однако в этом же 
исследовании различий в скорости экскреции ТГ для 
фракций гепатоцитов из перипортальных и перицент-
ральных зон печени не обнаружено.

Полученные результаты анализа TоF-SIMS согласу-
ются с данными FLIM, где показано увеличение вкла-
да связанной формы НАДФН в отдельных клетках, что 
обусловливается увеличением интенсивности биосин-
тетических процессов (в большей степени липогенеза) 
в клетках.

Кроме того, в нашей работе методом TоF-SIMS уста-
новлено неравномерное распределение ионов PO3 
в гепатоцитах. Известно, что ион PO3 входит в состав 
АТФ и НАД(Ф)Н. В связи с этим различная концентра-
ция данного иона в отдельных гепатоцитах может быть 
связана также с различной интенсивностью метаболи-
ческой активности клеток. Такой результат согласуется 
с данными метаболического имиджинга с применени-
ем мультифотонной микроскопии, с помощью которой 
выявлена гетерогенность гепатоцитов по метаболиче-
ской активности и по интенсивности процессов окисли-
тельного фосфорилирования и гликолиза.

Таким образом, методы флуоресцентного биоими-
джинга и масс-спектрометрии представляются пер-

спективными для проведения анализа структурно-
функ ционального состояния ткани печени, а также 
выявления гетерогенности популяций гепатоцитов в 
ткани печени в прижизненном состоянии. Доказано, 
что популяция гепатоцитов является гетерогенной 
даже при проведении анализа в случайных полях зре-
ния, не соответствующих определенной зоне пече-
ночной дольки. Феномен гетерогенности необходимо 
учитывать при проведении анализа метаболического 
статуса клеток в ткани печени. В дальнейшем плани-
руется разработка алгоритма для анализа степени ге-
терогенности метаболического и химического состава 
ткани печени по случайному набору гепатоцитов.

Заключение
Использование мультифотонной микроскопии по-

зволяет методом «слепой» визуализации выявить 
гетерогенность гепатоцитов по метаболическому ста-
тусу в норме на основе данных об интенсивности 
автофлуоресценции кофакторов НАД(Ф)Н и ФАД, 
а также данных о временах жизни флуоресценции и 
вкладов различных форм НАД(Ф)Н. Метод TоF-SIMS 
показывает наличие гетерогенности гепатоцитов по 
аминокислотному и липидному составу, что указывает 
на различную интенсивность синтетических процессов 
отдельных гепатоцитов. С его помощью можно выя-
вить различия в содержании PO3-ионов. Результаты 
TоF-SIMS-исследования согласуются и с данными 
мультифотонной микроскопии и подтверждают гетеро-
генность гепатоцитов по метаболической активности, 
а также по интенсивности процессов окислительного 
фосфорилирования, гликолиза и синтетических про-
цессов.

Предложенные в работе новейшие методы флуо-
ресцентного биоимиджинга и масс-спектрометрии эф-
фективны в выявлении гетерогенности гепатоцитов по 
метаболическому статусу и позволяют оценивать на-
личие гетерогенности при проведении исследований 
ткани печени в различных состояниях, в том числе в 
клинической практике.
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