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Впервые в зависимости от выраженности билирубинемии методом атомно-силовой микроскопии изучено со-
стояние цитоскелета и мембраны гепатоцита у 38 минипигов. Атомно-силовую микроскопию гепатоцита выполняли 
на атомно-силовом микроскопе IntegraAura (NT-MTD, Россия). По мере увеличения тяжести механической желтухи 
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При оценке частоты заболеваемости органов 
брюшной полости выявлено, что заболевания, 
сопровождающиеся механической желтухой, 

следуют после острого аппендицита и кишечной не-
проходимости. Их количество ежегодно увеличивает-
ся, а процент летальных исходов, несмотря на внедре-
ние малоинвазивных технологий, растет и достигает 
19 %. Состояние больных с механической желтухой за-
частую зависит от степени тяжести печеночной недо-
статочности (ОПН), которая в 15–30 % случаев ослож-
няет течение послеоперационного периода у больных 
с механической желтухой [1–3].

Механизмы развития ОПН зависят как от концен-
трации желчных кислот и содержания билирубина в 
крови, так и от возраста больного, наличия у него со-
путствующих заболеваний. 

По мнению большинства хирургов главным пато-
генетическим звеном развития ОПН у больных меха-
нической желтухой является нарушение выделения 
через желчные протоки связанного билирубина, что 
ведет к патоморфологическим изменениям. Гисто-
логически в печени появляются признаки некробиоза 
гепатоцитов, развивается их выраженная дистрофия, 
нарастает отек пространства Диссе, появляются ло-
кальные очаги некроза. При развитии тяжелой степе-
ни ОПН функционирующая часть паренхимы печени 
уменьшается до критической массы [4–7].

При поражении печени токсической этиологии 
морфофункциональные изменения клеток наступают 
из-за нарушения цитоскелета и патологии мембра-
ны. Мембрана гепатоцита высокоактивна, поскольку 
именно через неё происходит обмен веществ между 
гепатоцитом и кровью. При этом в цитоплазме на-
блюдается ферментативный дисбаланс, меняется 
внутриклеточный ионный гомеостаз, нарушаются 
перекисные процессы. Макрофаги, лимфоциты, куп-
феровские и другие клетки иммунной системы при-
нимают активное участие в этих процессах.

К непаренхиматозным клеткам относятся синусо-
идальные эндотелиальные клетки и клетки билиарной 
системы, однако две трети общей клеточной популя-
ции печени составляют гепатоциты [7–10].

Публикации, посвященные изучению роли клеток 
иммунной системы в развитии печеночного фиброза 
при механической желтухе, единичны, при этом рабо-
ты по оценке влияния МЖ на цитоскелет гепатоцита 
практически отсутствуют. В этом аспекте изучение 
мембраны и структуры гепатоцита при различной 
степени билирубинемии вызывает большой научный 
и практический интерес.

Цель исследования: при помощи атомно-силовой 
микроскопии исследовать строение мембраны и ци-
тоскелета гепатоцита в зависимости от степени би-
лирубинемии. 

Материал и методы. Эксперимент проведён на 
38 минипигах весом 7,05±0,5 кг. Все исследования 
выполняли с 9:00 до 12:00 с соблюдением принци-
пов, изложенных в законодательных документах по 
защите позвоночных животных, используемых для 
экспериментальных целей. Методика моделирования 
механической желтухи и условия эксперимента под-
робно изложены в предыдущих работах [11].

По соотношению уровня трансаминаз и билирубина 
сыворотки в норме оценивали степень тяжести МЖ [11]. 
У всех экспериментальных животных выполнена лапаро-
томия. Перевязку общего желчного протока проводили 
животным 2–4 групп. По мере нарастания МЖ выделили 
четыре группы животных. Животные без моделирования 
МЖ составили первую группу. Минипиги с перевязкой 
желчных протоков и легкой степенью тяжести механи-
ческой желтухи, что по классификации Э. И. Гальпе-
рина соответствовало классу А, были отнесены ко 2-й 
группе. В 3-ю группу вошли животные с МЖ, соответ-
ствующей классу В, или со средней степенью тяжести 
механической желтухи. В 4-ю группу  – животные с ме-
ханической желтухой, соответствующей классу С [12].

гепатоцит терял четкость визуализации мембраны, клеточное ядро становилось выпуклым, его сегменты сливались. 
У животных с механической желтухой класса С ядро заполняло практически весь объем клетки, утрачивая четкость 
границ. Внутриклеточное давление и объем гепатоцита значимо увеличивались у животных с механической желту-
хой классов В и С. По мере нарастания билирубинемии у животных увеличивались объем и внутриклеточное давле-
ние гепатоцита, изменялись структура мембраны и цитоскелет.

Ключевые слова: цитосклет гепатоцита, механическая желтуха, атомно-силовая микроскопия, билирубинемия

For the first time, depending on the severity of bilirubinemia, the state of the cytoskeleton and the hepatocyte membrane 
was studied by atomic force microscopy. To study the hepatocyte cytoskeleton, an experiment was performed on 38 minipigs. 
Atomic force microscopy of hepatocyte was performed on an atomic force microscope IntegraAura (NT-MTD, Russia). As 
the severity of mechanical jaundice increased, hepatocyte lost the clarity of membrane imaging, the cell nucleus became 
convex, its segments merged, in animals with the severity of class C mechanical jaundice, the nucleus filled almost the entire 
cell volume, losing the clarity of the boundaries. Intracellular pressure and hepatocyte volume increased significantly in 
animals with class B and C mechanical jaundice severity. According to the experimental study, with bilirubinemia increased 
in animals, the volume of the hepatocyte and its intracellular pressure also increased, the structure of the membrane and the 
cytoskeleton of the hepatocyte changed.

Keywords: hepatocyte cytoskeleton, mechanical jaundice, atomic force microscopy, bilirubinemia
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ОПН	–	острая печеночная недостаточность
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Всем животным выполня-
ли биохимический анализ кро-
ви, проводили гистохимическое 
исследование ткани печени и 
микроскопию гепатоцита (с ис-
пользованием атомно-силового 
микроскопа IntegraAura). Скани-
рование мембраны гепатоцита 
выполняли в полуконтактном ре-
жиме. Силы адгезии измеряли в 
контактном режиме. Использо-
вали кремниевые зонды серии 
NSG01 (NT-MDT, Россия) жест-
костью 7,2 нН/нм с резонансной 
частотой 190 кГц, при этом длина 
кантилевера составляла 125 мкм, 
ширина – 20 мкм, толщина – 3 мкм. 
Применяли программное обеспе-
чение АСМ NOVA для получения 
изображений и программу Image 
Analysis для анализа изображе-
ний. 

Анализ сканов проводили на 
отмытых гепатоцитах. Сканиро-
вали 20–25 гепатоцитов в каждом 
образце. Первоначально иссле-
довали гепатоцит в целом, затем 
сканировали его мембрану.

Результаты и обсуждение. 
У здоровых животных гепатоци-
ты имели полигональную форму, 
мембрана была четко контури-
рована, имелось округлое ядро  
(рис. 1).

По результатам АСМ гепато-
цитов животных второй группы 
строение ядра, его контуры не от-
личались от гепатоцита здорового 
животного, но была отмечена не-
достаточная четкость мембраны 
клетки. У животных с МЖ средней 
степени тяжести мембрана клетки 
плохо визуализировалась, ядро 
клетки было увеличено в разме-
рах, занимало центральную часть 
гепатоцита, было «разбухшим» 
(рис. 2). У животных 4-й группы (с 
тяжелой механической желтухой) визуализировать 
мембрану полностью практически не представлялось 
возможным, ядро клетки было выпуклым, заполняло 
объем клетки практически полностью (рис. 3).

По мере нарастания у животных билирубинемии 
наблюдали изменение микроворонок базальной по-
верхности гепатоцита, которые приобретали вид ши-
повидных выростов. При оценке размеров гепатоцита 
статистически значимых изменений его площади не 
выявлено, она оставалась в пределах 161,50+2,0  – 
158,40+1,80 мкм2, но при этом увеличивался объем 
эритроцита. Статистически достоверно возрастал объ-
ем гепатоцита у животных со средней и тяжелой МЖ. На 
фоне этого исчезала четкость мембраны гепатоцита и 
увеличивалось давление внутри клетки. Внутриклеточ-
ное давление практически в четыре раза увеличивалось 
у животных с тяжелой МЖ: с 0,34 кПа во 2-й группе до 
1,3 кПа в 4-й группе. Статистически значимо у животных 
с МЖ IV степени был больше объем гепатоцита.

Структурно-морфологические характеристики 
отдельных клеток рассматриваются как информа-
тивный критерий, дающий возможность оценить 
функциональное состояние органа. Механическая 

желтуха любой этиологии, вызывающая гипертензию 
внутрипеченочных желчных протоков, сопровожда-
ется апоптозом с последующим цитолизом и некро-
зом гепатоцитов. Атомно-силовая микроскопия как 
один из современных методов клеточной биологии 
позволяет визуализировать цитоскелет и изучать на-
но-механические свойства клеточной мембраны, ко-
торые определяют течение как физиологических, так 
и патологических процессов. Сохранение объема и 
формы клетки имеет важное значение в гомеостазе и 
функциональном состоянии не только самой клетки, 
но и ткани и органа в целом [13, 14].

При изучении цитоскелета и билипидной мембраны 
гепатоцита методом АСМ показано, что параллельно 
с нарастанием тяжести МЖ на мембране появляют-
ся шиповидные выросты, ядро становится нечетким с 
размытыми контурами, при этом объем гепатоцита и 
внутриклеточное давление увеличиваются. Подобные 
изменения выявлены в эритроцитах и нейтрофилах пе-
риферической крови больных с разной тяжестью МЖ 
доброкачественной этиологии [11, 15–17]. Полученные 
данные позволяют предположить, что рост внутрикле-
точного давления гепатоцита обусловлен постепенным 

Рис. 1. 2D- и 3D-изображение гепатоцитов интактного животного

Рис. 2. 2D- и 3D-изображение гепатоцитов  
экспериментального животного 3-й группы 

Рис. 3. 2D- и 3D-изображение гепатоцитов  
экспериментального животного 4-й группы
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разрушением мембраны и билипидного слоя мембраны 
ядра. Изменение цитоскелета, объема и внутриклеточ-
ного давления гепатоцита является одним из цитоло-
гических признаков перехода апоптоза в некроз. Эндо-
генная интоксикация, обусловленная МЖ, нарушает не 
только биохимические процессы, но и структуру клетки. 
Однонаправленность изменений клеток печени и кле-
ток периферической крови экспериментальных живот-
ных подтверждает роль билирубинемии в патогенезе 
ОПН у больных механической желтухой.

Заключение. АСМ позволяет оценить воз-
действие тяжести МЖ на молекулярную струк-
туру мембраны и цитоскелет гепатоцита. В экс-
перименте по мере нарастания билирубинемии у 
животных объем и внутриклеточное давление в гепато-
ците увеличиваются, на мембране появляются шипо-
видные выросты, ядро становится неструктурирован- 
ным.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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