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Аннотация

Центром метаболических реакций в организме животных является печень, которая 
также функционирует как «периферийный интегратор» энергетической потребности ор-
ганизма. Этот орган характеризуется высоким регенераторным потенциалом, который 
поддерживается за счет пролиферации гепатоцитов, а также гемопоэтических и регио-
нальных прогениторных клеток-предшественников печени (LPC). В связи с этим насто-
ящее исследование посвящено изучению роли клеток-предшественников в регенерации 
печени амфибий вида Rana terrestris в условиях физиологической нормы в постэмбри-
огенезе. Анализ внутрипеченочных и гемопоэтических маркеров методами иммуноги-
стохимии и проточной цитофлуориметрии показал, что на первый год постэмбриогенеза 
процессы регенерации печени в равной степени осуществляются за счет клеток-пред-
шественников с иммунофенотипом СК19+ (внутрипеченочные клетки-предшественни-
ки), а также CD34+CD45+ (популяция гемопоэтических клеток-предшественников) и 
CD34+CD45– (популяция гемангиобластов). На второй и третий год постэмбриогенеза ос-
новным источником регенерации печени являются СК19+-позитивные клетки и в мень-
шей мере гемопоэтические источники с иммунофенотипом CD34+CD45–. Полученные 
данные во многом определяются средой обитания амфибий, терморегуляцией, а также 
завершением процессов морфогенеза на третий год постэмбриогенеза. Печень остается 
на изучаемые сроки постэмбриогенеза органом гемопоэза.
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Введение

Печень – полифункциональный орган, центр метаболических реакций, 
который также действует как «периферийный интегратор» энергетической 
потребности организма, обеспечивает процессы детоксикации и поддержа-
ние гомеостаза организма в целом [1–7]. Он развивается как иммунокомпе-
тентный орган кроветворения как в эмбриогенезе, так и в постэмбриогенезе у  
амфибий [8–11].
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Филогенетические отношения среди семейств ныне живущих земново-
дных составляют основу анализа их происхождения и классификации. Совре-
менные исследования в основном сосредоточены на изучении биоразнообразия 
или эволюции. Исследованиям, в которых рассматривается филогенез печени 
позвоночных [12], уделяется недостаточное внимание, тогда как филогенетиче-
ское исследование печени земноводных может служить оптимальной моделью 
изучения онтогенеза органа позвоночных [13]. Актуальными являются такие 
аспекты анализа этого органа, как гистотопография с позиции взаимодействия 
гепатоцитарно-синусоидальных структур, что особенно интересно для отряда  
амфибий [13, 14], а также источников регенерации.

Печень является органом с высоким регенераторным потенциалом, причем в 
ряду земноводных отмечены уникальные механизмы восстановления по сравне-
нию с другими позвоночными [5, 6, 15, 16]. Регенерация печени поддерживается 
за счет пролиферации гепатоцитов (первый режим регенерации) и клеток-пред-
шественников печени – стволовых гемопоэтических и региональных прогени-
торных клеток – LPC (второй, альтернативный режим) [17–19]. В связи с этим 
актуально изучение источников происхождения, активации и роли LPC в процес-
сах физиологической регенерации [5, 20, 21].

LPC называют по-разному – овальными клетками из-за большого отноше-
ния ядер к цитоплазме и овальной формы ядер, печеночными клетками-пред-
шественниками, стволовыми клетками печени, протоковыми клетками, так 
как они располагаются в каналах Геринга [22–27]. Когда первичный режим 
регенерации работает неэффективно, активация второго режима регенерации 
запускает дедифференцировку клеток-предшественников в гепатоциты. Так-
же известно, что в случаях, когда не реализуются оба режима регенерации, 
гепатоциты и холангиоциты функционируют как факультативные стволовые 
клетки и трансдифференцируются друг в друга для восстановления структуры 
печени. Так, в частности, отмечено, что СК19-позитивные клетки порталь-
ных зон мигрируют по соединительнотканным септам и дифференцируются 
в клетки двух линий: холангиоциты, формирующие междольковые желчные 
протоки, и гепатоциты [16, 28]. Происхождение LPC из билиарных эпите-
лиальных клеток подтверждено в различных моделях повреждения печени  
[29, 30]. Показано, что билиарные эпителиальные клетки дедифференцируют-
ся в LPC, а LPC могут дифференцироваться в гепатоциты, популяция которых 
по окончании регенерации печени вновь дифференцируется в LPC. Данные 
механизмы, выявленные в печени человека, подтверждаются исследования-
ми на мышах и рыбках данио [31–34]. В некоторых исследованиях [35–37] 
рассмотрено предположение, что звездчатые клетки (клетки Ито) печени 
являются источником LPC и регенерированных гепатоцитов. Другие иссле-
дования по отслеживанию клонов не показали превращения звездчатых кле-
ток печени в LPC или гепатоциты при множественных повреждениях пече-
ни, что повышает неопределенность в отношении звездчатых клеток печени  
как источника LPC [35–37].

Взаимодействия клеток-предшественников печени с микроокружением 
обеспечиваются паракринными механизмами. Несмотря на то, что в настоящее 
время ни одно антитело не может однозначно определять клетки-предшествен-
ники печени, предложены несколько маркеров. LPС экспрессируют как маркеры 
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гепатоцитов (CK8, CK18, альбумин, Ov6) [38], так и маркеры билиарных эпи-
телиальных клеток (CK7, CK19, EpCAM и SOX9). В зависимости от условий 
повреждения LPC также экспрессируют гепатобластный маркер α-фетопротеин, 
гематопоэтические маркеры (CD34, CD90, CD133, c-Kit, CXCR4 и Sca1 [39]), 
маркеры мезенхимальных стволовых/стромальных клеток (CD29, CD44, CD73, 
CD90, HLA-класса I и др. [40]), маркеры гемопоэтических/эндотелиальных кле-
ток (CD11b, CD14, CD19, CD31, CD34, CD45, CD79β, CD117, CD133, CD144 и 
HLA-DR [19]). Различная экспрессия этих маркеров в LPC отражает их гетеро-
генную природу [41–44].

В связи с этим цель настоящего исследования заключается в анализе топо-
графического распределения клеток-предшественников печени с определением 
числа клеток с иммунофенотипом стволовых гемопоэтических и региональных 
прогениторных клеток-предшественников печени амфибий вида Rana terrestris 
как источников регенерации в постэмбриогенезе.

1. Материалы и методики исследования
1.1. Объекты исследования. Исследование проводили на 90 особях – сам-

цах амфибий вида Rana terrestris первого (0+, сеголетки), второго (1+) и третьего 
года (2+) постэмбриогенеза, по 30 особей на каждый период постэмбриогене-
за, в летний период. Амфибии выращивались в зоологическом музее Томского 
государственного университета. На каждый срок постэмбриогенеза проводили 
забор 30 образцов печени. Масса амфибий в эксперименте на первый год по-
стэмбрионального развития составила 2.3 г, на второй год – 4.7 г, на третий год – 
18.7 г. Возраст определяли по размерам тела: до 25 см – сеголетки (первый год),  
2.7–5.0 см – двухлетки, 6.0–6.4 см – трехлетки.

1.2. Гистологические исследования. Для анализа гистотопографии образ-
цы печени фиксировали в 10%-ном нейтральном буферном растворе формалина, 
изготавливали серийные срезы с окраской гематоксилин-эозин по стандартной 
методике [45].

1.3. Анализ внутрипеченочных и гемопоэтических маркеров проводили 
методами иммуногистохимии и проточной цитофлуориметрии. Для исследова-
ния экспрессии маркеров прогениторных клеток печени и стволовых гемопоэ-
тических клеток использовали антитела к CK19 как маркеры овальных клеток 
(внутрипеченочные протоковые структуры в области канала Геринга) и CD34 
и CD45 как маркеры гемопоэтических стволовых клеток/предшественников со-
гласно оптимизированному в лаборатории протоколу.

1.3.1. Иммуногистохимическое исследование срезов печени. Антиге-
ны CD34 (Invitrogen, США) и CK19 (Abcam, Великобритания) при иммуно-
гистохимическом анализе выявляли после предварительного демаскирования 
методом HIAR (Heat-induced antigen retrieval). После депарафинирования и 
дегидратации гистологические срезы печени инкубировали с первичными, 
далее с биотинилированными вторичными антителами (Link, ПраймБио-
Мед LSAB+Kit Peroxidase), затем промывали и инкубировали со стрептави-
дином, конъюгированным с пероксидазой хрена (Streptavidin, ПраймБиоМед 
LSAB+Kit Peroxidase). В качестве субстрата пероксидазной реакции исполь-



РОЛЬ КЛЕТОК-ПРЕДШЕСТВЕННИКОВ ПЕЧЕНИ АМФИБИЙ… 41

зовали раствор аминоэтилкарбазола и пероксида водорода. Морфологический 
анализ гистологических препаратов проводили с использованием светового 
микроскопа AxioImagerA1 (Carl Zeiss, Германия), а документацию и морфо-
логическую обработку гистологических срезов – после оцифровки на скани-
рующем микроскопе Pannoramic SCAN (3DHISTECH, Венгрия) с помощью 
программного обеспечения ZEN (Carl Zeiss, Германия) с использованием тех-
нологии полнослайдовых изображений.

1.3.2. Исследование маркеров методом проточной цитофлуориметрии. 
Для исследования экспрессии маркеров использовали моноклональные антите-
ла к CK19, CD34 и CD45 (Beckman Coulter, США). Иммунофенотипирование 
проводили на проточном цитофлуориметре (Partec CyFlow Space, Германия). 
Гистограммы анализировали с использованием программного обеспечения 
FloMax (Германия). В работе были использованы два источника излучения 
одновременно – синий лазер 488 нм и красный лазер 638 нм, а также 4 цвета  
(FL1–FL3 + FL4).

1.4. Статистическую обработку полученных данных проводили с исполь-
зованием пакета программного обеспечения Prism 8.0.1 (Graphpad, США). Для 
установления нормальности распределения данных использовали метод Шапи-
ро – Уилка, поскольку распределение данных является нормальным, то для ста-
тистической обработки данных были использованы параметрические методы. 
На начальном этапе анализа полученных количественных данных использовали 
методы описательной статистики. Для каждой выборки рассчитывали среднее 
значение (Mean) и среднеквадратичное отклонение (SD). Статистическую значи-
мость различий значений оценивали по критериям параметрической статисти-
ки: для сравнения двух независимых групп применялся t-критерий Уэлча, для 
сравнения нескольких групп – ANOVA-тест Уэлча, для выявления степени со-
пряженности исследуемых показателей – корреляционный анализ Спирмена (r). 
При проверке статистических гипотез достоверными считались различия при 
критических уровнях значимости: * – р < 0.05, ** – р < 0.01, *** – р < 0.001, 
**** – р < 0.0001.

2. Результаты и обсуждение
Эволюционные траектории морфогенетических процессов определяют фор-

мирование нового фенотипа органа относительно среды обитания [46]. При этом 
гистологические критерии широко используются в качестве биомаркеров [9, 46]. 
Эта категория биомаркеров позволяет исследовать конкретные органы-мише-
ни, в том числе печень, отвечающие за жизненно важные функции и гомеостаз 
организма в целом в период эмбрионального развития, метаморфоза и постэм-
бриогенеза [1, 13], демонстрируя возможную гистологическую эволюционную 
тенденцию внутри подтипа позвоночных [48].

В ходе проведенных исследований отмечены гистотопографические 
особенности в организации печеночной ткани, которые оказывают влияние 
на функционирование печени амфибий вида Rana terrestris как организма 
с эктотермной терморегуляцией, функционирующего в условиях понижен-
ного парциального давления O2 в крови, со сформированными в ходе эво-
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люции адаптациями к быстрой реоксигенации, а также большим размером 
генома. Концентрация O2 может быть ограничивающим фактором для кле-
ток большого размера, таких, например, как гепатоциты у организмов с 
водной средой обитания по сравнению с организмами с наземной средой  
обитания [49]. Учитывая, что метаболическая активность является важным 
фактором успешности адаптации позвоночных к среде обитания, такая есте-
ственная физиологическая адаптация, когда гипоксическое состояние резко 
сменяется гипероксическим вследствие реоксигенации [50, 51], поддержи-
вается за счет катаболизма липидов в качестве источников энергии. Низкая 
активность работы Na+/K+-насосов у эктотермных животных определяет и 
более низкий уровень аэробного энергетического обмена, а также модифика-
цию ферментов. В свою очередь, модификация ферментов аэробного энерге-
тического обмена определяет снижение его кинетических свойств в ответ на 
гипоксию, тогда как степень метаболической депрессии определяется биоло-
гической зрелостью гепатоцитов [52].

Установлено, что от первого к третьему году постэмбриогенеза большая 
часть паренхимы представлена паренхимными (гепатоцитами) и непаренхим-
ными клетками. Бóльшая часть гепатоцитов не вступает в непосредственный 
контакт с сосудистым руслом, что ограничивает их доступ к поступлению 
кислорода, питательных веществ и, таким образом, влияет на метаболические 
показатели и функционирование органа в целом [4]. В свою очередь, низкая 
скорость метаболизма ослабляет селективное давление на метаболическую 
функцию органа без негативного влияния на адаптацию организма в целом. 
Это определило в ходе эволюции увеличение размера гепатоцитов за счет уве-
личения размера генома [46]. Так, известна положительная корреляция между 
размером генома и размером клетки в результате полиплоидизации [4, 53–56], 
что проявляется в развитии гипометаболизма, удлинении клеточного цикла, 
снижении скорости дифференцировки клеток. Учитывая, что размер генома 
коррелирует с уменьшением числа сосудистых структур, морфогенез обеспе-
чивается за счет взаимодействий между меньшим количеством более крупных 
клеток [57].

Структурной и функциональной единицей печени амфибий вида  
Rana terrestris является ацинус (рис. 1–3), что согласуется с литературными 
данными [9, 48, 58]. Портальные тракты (перипортальная, афферентная зона) 
включают ветви воротной вены и печеночной артерии, желчные протоки и 
лимфатические сосуды, которые окружены соединительной тканью (глиас-
совая капсула). Отличительной особенностью является то, что печеночные 
артериолы и желчные протоки могут располагаться как в составе портально-
го тракта – портально-трактовый тип, так и отдельно в паренхиме – изоли-
рованный тип (рис. 2, б). Эти отличия от гистотопографии млекопитающих 
объясняются особенностями метаболической активности, которые сформи-
ровались в ходе эволюции, носят адаптивный характер и являются примером 
избирательной специализации органа [46, 48]. Выделяют также область цен-
тральной вены (перивенулярная зона, эфферентная). В пределах центролобу-
лярной, или промежуточной, зоны печеночного ацинуса отмечаются гемопо-
этические узелки (рис. 2, б).
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Рис. 1. Гистотопография печени амфибий вида Rana terrestris. Сеголетки. Окраска 
гематоксилин-эозин. Меланомакрофагальные центры (а), меланомакрофагальные цен-
тры в области портального тракта (б). Увеличение 200×

Рис. 2. Гистотопография печени амфибий вида Rana terrestris. Двухлетки. Окраска 
гематоксилин-эозин. Меланомакрофагальные центры в области центральной вены (а), 
изолированный желчный проток с гемопоэтическими клетками (б). Увеличение 200×

Рис. 3. Гистотопография печени амфибий вида Rana terrestris. Двухлетки. Окраска ге-
матоксилин-эозин. Область портального тракта с гемопоэтическими клетками, (а и б), 
субкапсулярная зона с гемопоэтическими клетками (в). Увеличение 200×

Как видно из рис. 1–4, гепатоциты имеют неправильную форму, пяти- или 
шестигранную, с расширенной базальной частью и суженной апикальной, что 
делает их похожими на усеченные пирамиды. Ядра гепатоцитов с одним или 
двумя ядрышками, цитоплазма с признаками жировой вакуолизации. Большое 
количество липидов рассматривается как альтернативный источник глюконео-
генеза, а также является адаптивной структурной модификацией, которая в ходе 
эволюции позволила расширить адаптивную зону амфибий в связи с переходом 



Е.И. АНТОНОВА и др.44

с водной к наземной среде обитания [48, 59]. К третьему году цитоплазма гепа-
тоцитов становится обильно зернистой (рис. 4).

Рис. 4. Гистотопография печени амфибий вида Rana terrestris. Трехлетки. Окраска  
гематоксилин-эозин. Меланомакрофагальные центры и полнокровная центральная вена 
с эритроцитами. Увеличение 200×

На первый год постэмбриогенеза (рис. 1) паренхима печени амфибий 
вида Rana terrestris в большей части организована гепатоцитами в виде труб-
чатых структур. На второй год наряду с трубчатыми отмечаются короткие 
структуры в два ряда гепатоцитов и трабекулы. На третий год наблюдается 
гистотопография паренхимы печени комбинированного типа (рис. 4). Про-
свет синусоидных капилляров (емкостное звено) формирует различного рода 
петли (вазо- и цитозональные [13]), либо наблюдаются узкие и короткие из-
витые капилляры. В просвете отдельных синусоидных капилляров, а также 
в области сосудов портальных трактов отмечаются многочисленные гемо-
поэтические клетки, что также соответствует литературным данным [13]. 
В просвете сосудов венозного звена отмечаются эритроциты в умеренном 
количестве (рис.  4). Таким образом, полученная нами гистотопография пе-
чени амфибий вида Rana terrestris близка к организации паренхимы печени 
млекопитающих [13, 52, 60] и отличается от таковой для рыб [13, 52, 60]. 
Трабекулярное расположение гепатоцитов толщиной от одной до двух клеток  
(рис. 1, 2, 4) увеличивает площадь поверхности каждого гепатоцита, находя-
щегося в контакте с циркулирующей кровью [46].

В ходе проведенных исследований амфибий вида Rana terrestris выяв-
лены особенности взаимосвязи гистотопографии печени и кроветворной 
ткани. Так, в первый год постэмбриогенеза в печени отмечено скопление 
гемопоэтических клеток в области портальных трактов и в субкапсулярной 
области, а также гемопоэтических узелков во второй зоне ацинуса (рис. 3), 
что соответствует данным других исследований [13]. Таким образом, эти 
области можно охарактеризовать как ниши/«почки» остаточного гемопоэза, 
в которых локализованы гистиоцитарная и эритробластная популяции кле-
ток крови, а также присутствуют лимфоцитарные и гранулоцитарные пред-
шественники. Несмотря на то, что в постэмбриогенезе основным органом 
кроветворения является красный костный мозг, выявленная нами остаточная 
активность гемопоэза с первого по третий год постэмбриогенеза [6] носит 
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адаптивный характер. И если у млекопитающих кроветворение происходит 
в красном костном мозге и лимфоидных органах, а коммитированные миело-
идные предшественники далее дифференцируются в клетки с мегакариоци-
тарно-эритроидным или гранулоцитарно-макрофагальным потенциалом, то 
у амфибий периферическая часть печени (субкапсулярная) функционирует 
как основное место кроветворения и содержит мегакариоцитарно-эритроид-
ный росток, а клетки гранулоцитарно-макрофагального ростка локализова-
ны в костном мозге [8–10, 61].

Синусоидные капилляры выстланы эндотелиальными клетками и клетками 
Купфера. Эндотелиальные клетки печени обеспечивают регуляцию венозного и 
артериального кровотока. С током крови в печень поступают сигнальные мо-
лекулы, которые также обеспечивают реализацию процессов физиологической 
регенерации [62]. Как видно из рис. 1–4, на всех сроках постэмбриогенеза от-
мечается большое количество клеток Купфера в виде популяций как одиночно 
лежащих меланомакрофагов, так и меланомакрофагов, собранных в меланома-
крофагальные центры. Меланомакрофаги и связанные с ними клетки Купфера, 
которые содержат меланин, липофусцин и гемосидерин, действуют как фагоци-
ты, а также обеспечивают распознавание антигена, определяя течение иммун-
ных реакций в печени, связанных как с врожденными, так и со специфическими 
адаптивными иммунными механизмами [6, 63–65]. Большое количество мела-
номакрофагов, по-видимому, связано также с первичным меланогенезом [60] и 
утилизацией разрушенных эритроцитов [66]. Меланин способен поглощать и 
нейтрализовывать свободные радикалы и другие ксенобиотики [65]. Отмеченное 
большое количество меланомакрофагов поддерживается пролиферацией кле-
ток Купфера, которая, в свою очередь, сопряжена с CD11b+-моноцитами крови. 
Кроме того, клетки Купфера паракринно посредством продукции IL-6, фактора 
некроза опухоли и трансформирующих факторов роста бета-1 и альфа обеспе-
чивают регенерацию печени. При этом терминальная дифференцировка клеток 
обеспечивается сигналами от звездчатых клеток печени, гепатоцитов и эндоте-
лиальных клеток [67].

Органогенез, в отличие от регенерации, реализуется в период эмбриональ-
ного развития посредством сложных процессов, включающих формирование 
зачатка органа, который возникает из стволовых клеток, и последующий мор-
фогенез, определяющий уникальную морфологию и функции органа [68].  
В свою очередь, морфогенез в онтогенезе обусловлен рядом скоординирован-
ных биохимических и морфогенетических процессов, в том числе регулируемой 
клеточной пролиферацией, миграцией клеток и цитодифференцировкой. Цито-
коммуникации клеток органа обеспечивают передачу позиционной и детерми-
нированной информации друг другу, обеспечивая индукцию образования тканей 
и органогенез [69].

Уникальная регенеративная способность печени обеспечивает поддержание 
гомеостаза организма в ряду от рыб до млекопитающих [70]. Печень является 
единственным органом, который использует регенеративные механизмы для 
обеспечения гепатостата, т. е. поддержания размера печени на уровне 100% от 
того, который необходим для гомеостаза [62]. Регенерация печени млекопитаю-
щих реализуется по пути компенсаторной гипертрофии, при которой объем ор-
гана увеличивается за счет гипертрофии и гиперплазии [71, 72]. Клеточные и мо-
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лекулярные механизмы, лежащие в основе компенсаторной гипертрофии, также 
отмечаются в процессах регенерации печени у амфибий, которая представляет 
собой сложный процесс с участием эндотелиальных клеток, стволовых гемопо-
этических клеток, внутрипеченочных клеток-предшественников и регулируется 
сетью цитокинов, включая фактор роста гепатоцитов, эпидермальный фактор 
роста, фактор некроза опухоли, фактор роста эндотелия сосудов, Wnt/β-катенин 
и трансформирующий фактор роста бета-1 [62].

Исследование экспрессии маркеров стволовых гемопоэтических и региональ-
ных клетокпредшественников с иммунофенотипом CD34+CD45+, CD34+CD45–  
и CК19+ методом проточной цитофлуориметрии представлено на рис. 5.

Проведенные исследования по определению роли стволового потенциала в 
физиологической регенерации печени амфибий вида Rana terrestris на первый, 
второй и третий год постэмбриогенеза методом проточной цитофлуориметрии 
выявили особенности в соотношении и роли гемопоэтических и внутрипеченоч-
ных стволовых клеток (табл. 1).

Табл. 1

Динамика показателей маркеров стволовых гемопоэтических и региональных 
клетокпредшественников на первый, второй и третий год постэмбриогенеза амфибий 
вида Rana terrestris

Маркеры
Число клеток в 1 мл

Сеголетки Двухлетки Трехлетки

CD34+CD45+ 4283 ± 2156 3092 ± 1553
p1 = 0.053

1500 ± 279
p2 = 0.0002**, p3 < 0.0001***

CD34+CD45– 5506 ± 1374 5871 ± 3483
p1 = 0.67

4954 ± 1785
p2 = 0.30, p3 = 0.28

СК19+ 5536 ± 1568 6836 ± 2860
p1 = 0.09

9780 ± 3393
p2 = 0.005*, p3 < 0.0001***

Примечание: p1 – уровень статистической значимости различий между первым и вто-
рым годом; р2 – между вторым и третьим годом; р3 – между первым и третьим годом. 
* – p < 0.01, ** – p < 0.001, *** – p < 0.0001.

С помощью параметрического ANOVA-теста Уэлча (W) проведено срав-
нение средних значений в каждой исследуемой группе относительно анали-
зируемых маркеров. Выявлено (табл. 1), что количество CD34+CD45+-пози-
тивных клеток статистически значимо отличается на анализируемых сроках 
постэмбриогенеза (W  =  25.36, p  <  0.0001). Сравнительный анализ динамики 
данного показателя выявил стойкое снижение от первого к третьему периоду 
постэмбриогенеза. Так, в частности, уменьшение числа CD34+CD45+-позитив-
ных клеток от первого года к третьему составляет 65% (2783 ± 486 клеток/мл, 
p < 0.0001), на второй год – на 28% (1191 ± 594 клеток/мл, p = 0.06) по сравне-
нию с первым годом и на третий год – на 51% (1592 ± 353 клеток/мл, p = 0.002) 
по сравнению со вторым годом.
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Рис. 5. Динамика числа клеток-маркеров стволовых гемопоэтических и региональных 
клетокпредшественников с иммунофенотипом CD34+CD45+, CD34+CD45– и CК19+ на 
первый (а), второй (б) и третий (в) год постэмбриогенеза в печени амфибий вида Rana 
terrestris по данным проточной цитофлуориметрии

Различия в количестве CD34+CD45–-позитивных клеток для рассматрива-
емых сроков постэмбриогенеза не достигают статистически значимого уров-
ня (W = 0.83, p = 0.44). С первого по третий год постэмбриогенеза количество 
CD34+CD45–-клеток снижается на 10% (p  =  0.28). На второй год количество 
CD34+CD45–-клеток увеличивается на 7% (p  =  0.67) по сравнению с первым 
годом, а к третьему году снижается на 16% по сравнению со вторым годом 
(p = 0.30).
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Количество CК19+-клеток статистически значимо отличается на анализиру-
емых сроках постэмбриогенеза (W = 12.93, p < 0.0001). Сравнительный анализ 
динамики данного показателя выявил стойкое увеличение от первого к треть-
ему периоду постэмбриогенеза. Так, в частности, увеличение числа CК19+-по-
зитивных клеток от первого к третьему году постэмбриогенеза составляет 77% 
(4243 ± 836 клеток/мл, p < 0.0001), на второй год – на 23% (1300 ± 729 клеток/мл,  
p  =0.09) по сравнению с первым годом и на третий год – на 43%  
(2944 ± 992 клеток/мл, p = 0.005) по сравнению со вторым годом.

Количество СК19+-позитивных клеток в печени сеголеток (рис. 5, а) амфибий 
вида Rana terrestris на 23% больше, чем число CD34+CD45+-позитивных клеток 
(1254 ± 596 клеток/мл, p = 0.04) и примерно равно количеству CD34+CD45–-по-
зитивных клеток (р  =  0.95). Количество CD34+CD45+-позитивных клеток на 
22% меньше, чем число CD34+CD45–-позитивных клеток (1224 ± 572 клеток/мл, 
p = 0.04). Соотношение CD34+CD45+-, CD34+CD45–- и СК19+-позитивных клеток 
в печени сеголеток составляет 0.8 : 1 : 1 соответственно.

Количество СК19+-позитивных клеток в печени амфибий вида Rana terrestris 
на второй год постэмбриогенеза (рис. 5, б) на 55% больше числа CD34+CD45+-по-
зитивных клеток (3744 ± 728 клеток/мл, p < 0.0001) и примерно равно количе-
ству CD34+CD45–-позитивных клеток (р=  0.34). Количество CD34+CD45+-по-
зитивных клеток меньше числа CD34+CD45–-позитивных клеток на 47%  
(2779 ± 853 клеток/мл, p = 0.003). Соотношение CD34+CD45+-, CD34+CD45–- и 
СК19+-позитивных клеток на второй год постэмбриогенеза составляет 0.5 : 0.9 : 1 
соответственно. Таким образом, на второй год постэмбриогенеза сохраняется 
общая тенденция увеличения количества СК19+-позитивных клеток относитель-
но числа CD34+CD45+-позитивных клеток и примерно одинаковое количество 
СК19+- и CD34+CD45–-позитивных клеток. Увеличение доли СК19+-позитивных 
клеток отмечается на фоне снижения доли CD34+CD45+-позитивных клеток в 
сравнении с первым годом постэмбриогенеза.

На третий год постэмбриогенеза (рис. 5, в) по данным проточной цито-
флуориметрии количество СК19+-позитивных клеток на 85% больше количе-
ства CD34+CD45+-позитивных клеток (8280  ±  761 клеток/мл, p  <  0.0001) и на 
49% – CD34+CD45–-позитивных клеток (4825  ±  857  клеток/мл, p  <  0.0001).  
В свою очередь, число CD34+CD45+-позитивных клеток на 70% меньше чис-
ла CD34+CD45–-позитивных клеток (3454  ±  404 клеток/мл, p  <  0.0001). Соот-
ношение CD34+CD45+-, CD34+CD45–- и СК19+-позитивных клеток составляет 
0.2 : 0.5 : 1 соответственно. Таким образом, на третий год постэмбриогенеза со-
храняется общая тенденция увеличения количества СК19+-позитивных клеток 
по сравнению с количеством CD34+CD45+-позитивных клеток, которая выявлена 
на первый и второй год постэмбриогенеза. Однако отличительной особенностью 
является резкое снижение числа CD34+CD45+-позитивных клеток с выраженным 
увеличением числа СК19+-позитивных клеток.

Корреляционный анализ исследуемых маркеров в разные периоды постэм-
бриогенеза (рис. 6) выявил, что количество гемопоэтических стволовых клеток с 
иммунофенотипом CD34+CD45+ проявляет положительную сопряженность с ко-
личеством гемопоэтических стволовых клеток с иммунофенотипом CD34+CD45– 
(r = 0.653, p = 0.002) на второй год постэмбриогенеза, а также с количеством 
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прогениторных клеток-предшественников печени с иммунофенотипом СК19+ 
(r = 0.563, p = 0.010) на третий год. Кроме того, количество клеток с иммунофе-
нотипом СК19+ положительно сопряжено с количеством клеток с иммунофено-
типом CD34+CD45– (r = 0.652, p = 0.002) на второй год постэмбриогенеза.

Рис. 6. Корреляция между CD34+CD45+, CD34+CD45– и СК19+ в разные периоды 
постэмбриогенеза в печени амфибий вида Rana terrestris. r – коэффициент ранговой 
корреляции. Статистически значимыми считались данные при *p < 0.05 и **p < 0.01

Определенные зоны локализации CD34-позитивных и СК19-позитивных 
клеток иммуногистохимически не выявлены. Данные популяции клеток от-
мечаются в области портального тракта, в области гемопоэтических остров-
ков, по ходу синусоидных капилляров в области субкапсулярной зоны (рис. 
7). Последние исследования демонстрируют, что все гепатоциты во всех зо-
нах ацинуса участвуют в медленной пролиферации гепатоцитов, которая свя-
зана с поддержанием массы печени в условиях физиологической нормы. Из-
бирательная регенеративная пролиферация, исходящая из перипортальных 
областей, отсутствует. Таким образом, можно говорить о «демократической» 
роли равного участия всех гепатоцитов в поддержании физиологического 
состояния органа и в процессах физиологической регенерации. Когда гепа-
тоциты вступают в хроническую компенсаторную пролиферацию, типично 
полиплоидные гепатоциты постепенно возвращаются в основном к диплоид-
ному статусу [60].

Гемопоэтические стволовые клетки и стволовые/прогениторные клетки 
играют ключевую роль в развитии печени [5, 40, 44, 73]. Выявленное в ходе 
исследований стойкое снижение числа CD34+CD45+-позитивных гемопоэти-
ческих стволовых клеток от первого к третьему году постэмбриогенеза на 
фоне обратной тенденции увеличения числа СК19+-позитивных клеток как 
внутрипеченочных предшественников гепатоцитов отражает роль стволового 
потенциала в механизмах клеточной регенерации печени в постэмбриональном 
развитии.
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Рис. 7. Печень амфибий вида Rana terrestris. Окраска CD34+-клетки: а–г – сеголет-
ки (области гемопоэтических островков (а-в) и центральной вены (г)); д – двухлетки;  
е – трехлетки, увеличение 200×; ж – трехлетки, окраска СК19+-клетки в области цен-
тральной вены, увеличение 100×

Известно, что СК19 является маркером овальных клеток (LPC, putative 
hepatic stem cells, региональные прогениторные клетки). LРC экспрессируют 
факторы транскрипции гепатоцитов и холангиоцитов [16, 28, 40, 44, 74, 75], т. е. 
функционируют как бипотенциальные клетки-предшественники [16, 43, 76, 77].  
LPC являются остатками эмбриональной протоковой пластинки и считаются 
«гибридными» клетками [78, 79]. Существуют убедительные доказательства 
происхождения клеток-предшественников из билиарных эпителиальных клеток  
[5, 30, 32, 80, 81], которые разрастаются из портальных триад и постепенно 
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трансформируются в малые и зрелые гепатоциты [25, 82, 83]. Исследования по-
казали, что описанные выше механизмы второго режима регенерации печени, 
которые запускаются у млекопитающих в условиях повреждения печени, у ам-
фибий вида Rana terrestris протекают в условиях физиологической регенерации. 
По литературным данным локализация СК19-клеток в основном отмечается в 
области портального тракта и связана с экспрессией трансформирующего фак-
тора роста бета-1 [67]. В более позднем исследовании [84] физиологическая 
регенерация гепатоцитов обнаружена рядом с центральной веной, где сигналы 
Wnt от эндотелиальных клеток центральной вены обеспечивают преимущество 
пролиферации соседних гепатоцитов. В нашем исследовании СК19+-позитивные 
клетки рассредоточены в пределах всех зон ацинуса.

Участие билиарных клеток в альтернативных путях регенерации во многом 
определяется Yes-ассоциированным белком 1 и его взаимодействием с желчны-
ми кислотами [85, 86]. «Почки» клеток-предшественников, происходящих из хо-
лангиоцитов, служат сайтами для дальнейшей продукции гепатоцитов [87, 88].  
При этом СК19+-позитивные клетки отрицательны в отношении гематопоэти-
ческих маркеров CD34 и CD45 [19, 89]. Выявленное нами увеличение числа 
СК19+-позитивных клеток отражает формирование в постэмбриогенезе пула 
внутрипеченочных предшественников как источника процессов трансдифферен-
цировки «протоковых гепатоцитов».

В печени сеголеток амфибий вида Rana terrestris отмечено примерно 
равное соотношение числа позитивных клеток с иммунофенотипом СК19+, 
CD34+CD45+ и CD34+CD45–. На второй и третий год постэмбриогенеза отмечено 
значительное снижение числа CD34+CD45+-позитивных клеток, тогда как число 
CD34+CD45–-позитивных клеток остается на уровне первого года постэмбрио-
генеза (несмотря на отсутствие значимых показателей). Данная динамика отра-
жает большую роль гемопоэтических стволовых клеток, которую они играют в 
механизмах физиологической регенерации печени амфибий вида Rana terrestris. 
Известно, что клеточная популяция с иммунофенотипом CD34+CD45– относится 
к популяции гемангиобластов, а CD34+CD45+ – к популяции гемопоэтических 
клеток-предшественников. Антиген CD34 экспрессируется практически всеми 
гематопоэтическими клетками-предшественниками, в том числе мультипотент-
ными стволовыми клетками, тогда как антиген CD45 экспрессируется всеми 
типами гематопоэтических клеток, за исключением зрелых эритроцитов и их 
непосредственных предшественников [28, 42–44]. Эти антитела не обнаружива-
ются в дифференцированных негематопоэтических тканях. Следовательно, вы-
явленные в паренхиме печени гемопоэтические зоны (островки в паренхиме, в 
области портального тракта и в области субкапсулярной зоны) являются зонами 
гемопоэза в исследуемые периоды постэмбриогенеза, что согласуется с литера-
турными данными [8–10, 61]. В свою очередь CD34-позитивные клетки могут 
быть источником билиарного эпителия, а выявленная нами «демократическая» 
локализация стволовых клеток по всем зонам ацинуса подразумевает, что они 
повсеместно присутствуют в печени [90].

Таким образом, роль стволового потенциала в реализации физиологической 
регенерации печени амфибий вида Rana terrestris на первый год постэмбрио-
генеза проявляется в равномерном участии как региональных прогениторных 
клеток-предшественников печени с иммунофенотипом СК19+, так и гемопо-
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этических стволовых клеток-предшественников гепатоцитов CD34+CD45+ и 
CD34+CD45–. На второй год отмечено уменьшение доли гемопоэтических ство-
ловых клеток-предшественников гепатоцитов с иммунофенотипом CD34+CD45+ 
на фоне увеличения числа клеток с иммунофенотипом СК19+. На третий год ос-
новным источником поддержания гепатостата печени со стороны клеток-пред-
шественников являются СК19+клетки, т.  е. региональные предшественники, и 
в меньшей мере гемопоэтические стволовые клетки – гемангиобласты с имму-
нофенотипом CD34+CD45–. Полученные данные во многом определяются сре-
дой обитания амфибий, терморегуляцией, завершением процессов морфогенеза, 
фактом того, что печень остается на изучаемые сроки постэмбриогенеза органом 
гемопоэза, а также большим размером генома амфибий.

Заключение Комитета по этике. Исследование проведено в соответствии 
с Хельсинкской декларацией 2000 г. «О гуманном отношении к животным», 
Европейской конвенцией о защите позвоночных животных, используемых для 
экспериментов или в иных научных целях (ETS N 123) и Директивой Европей-
ского парламента и Совета Европейского Союза 2010/63/ЕС о защите животных, 
использующихся для научных целей.
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Abstract

The liver plays an essential role in the metabolism of animals, acting as a central hub for metabolic 
reactions. It serves as a “peripheral integrator” and balances the body’s energy needs. Its regenerative capac-
ity is remarkably high and is maintained by the proliferation of hepatocytes, as well as hematopoietic and 
regional liver progenitor cells (LPC). This study investigated LPC-driven liver regeneration during postem-
bryonic development in Rana terrestris under normal physiological conditions. The analysis of intrahepatic 
and hematopoietic markers by immunohistochemistry and flow cytometry revealed that progenitor cells 
with the immunophenotypes of CK19+ (intrahepatic progenitor cells), CD34+CD45+ (hematopoietic pro-
genitor cell population), and CD34+CD45– (hemangioblast population) equally promote liver regeneration 
during the first year of postembryonic development. However, in the second and third years of postembry-
onic development, liver regeneration was found to be primarily associated with CK19+-positive cells, with 
a smaller contribution from CD34+CD45– cells. The results obtained were largely determined by the habitat 
of the amphibians, thermoregulation, and the completion of morphogenetic processes in the third year of 
postembryonic development. It is also noteworthy that the liver of the examined specimens remained the 
major hematopoietic organ throughout all observed stages of postembryonic development.

Keywords: liver, stem potential, hematopoietic progenitor cells, regional progenitor cells, 
regeneration, amphibians, postembryonic development, immunophenotyping, immunohistochemistry
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Figure Captions

Fig. 1. Histotopography of the liver in Rana terrestris. Yearlings. Hematoxylin-eosin staining. Melanoma
crophage centers (a) and melanomacrophage centers in the portal field (b). Magnification 200×.

Fig. 2. Histotopography of the liver in Rana terrestris. Two-year-old specimens. Hematoxylin-eosin 
staining. Melanomacrophage centers in the area of the central vein (a), isolated bile duct with 
hematopoietic cells (b). Magnification 200×.

Fig. 3. Histotopography of the liver in Rana terrestris. Two-year-old specimens. Hematoxylin-eosin 
staining. Portal field with hematopoietic cells, (a and b), subcapsular area with hematopoietic cells 
(c). Magnification 200×.
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Fig. 4. Histotopography of the liver in Rana terrestris. Three-year-old specimens. Hematoxylin-eosin 
staining. Melanomacrophage centers and a plethoric central vein with erythrocytes in the lumen. 
Magnification 200×.

Fig. 5. Dynamics in the number of marker cells of hematopoietic stem cells and regional progenitor cells 
with the immunophenotypes of CD34+CD45+, CD34+CD45–, and CK19+ during the first (a), second 
(b), and third (c) year of postembryonic development in the liver of Rana terrestris according to the 
results of flow cytometry.

Fig. 6. Correlation between CD34+CD45+, CD34+CD45–, and CK19+ cells in the liver of Rana terrestris 
at different stages of postembryonic development. r – rank correlation coefficient. The data were 
considered statistically significant at *p < 0.05 and **p < 0.01.

Fig. 7. Liver of Rana terrestris. CD34+-cell staining: a–d – yearlings (areas of hematopoietic islets (a–c) 
and central vein (d)); e – two-year-old specimens; f – three-year-old specimens, magnification 200×; 
g – three-year-old specimens, CK19+-cell staining in the area of central vein, magnification 100×.
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