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МОДЕЛИРОВАНИЕ ГИПОКСИИ ПЕЧЕНИ
В ЭКСПЕРИМЕНТЕ IN VIVO

Проведено исследование влияния редукции кровотока портальной триады на уровень ферментов печени, ее состояние и 
выживаемость лабораторных мышей. Уровни аланинаминотрансферазы и аспартатаминотрансферазы в обеих группах с редукцией 
кровотока были статистически значимо выше, чем в контрольной, а также статистически значимо выше в группе с забором крови через 
24 ч после реперфузии по сравнению с группой с забором крови через 2 ч после реперфузии. Гистологическое исследование показало 
признаки ишемического повреждения тканей, также наблюдалось увеличение количества сосудов в препаратах печени животных с 
редукцией кровотока по сравнению с контролем. Уровень выживаемости животных после выполнения процедуры составил более 80%, 
что является удовлетворительным, но, тем не менее, указывает на необходимость такого количества животных, которое позволит 
выполнить статистическую обработку результатов даже в случае гибели некоторых особей. Результаты исследования показали, что 
полученная модель является важным инструментом для исследований в области изучения патологических состояний печени, связанных 
с ишемическими и гипоксическими условиями.
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Введение. Известно, что недоста-
точное снабжение тканей кислородом 
и возникающая вследствие этого ги-
поксия вносят значительный вклад в 
развитие многих заболеваний, а в не-
которых случаях являются основной 
детерминантой формирования цело-
го ряда патологических состояний [3, 
7, 10]. Показано, что неадекватная 
оксигенация тканей приводит к окис-
лительному стрессу, воспалительным 
процессам, дисфункции ключевых зве-
ньев метаболизма липидов и белков 
[6, 9]. Недавние исследования про-
демонстрировали влияние гипоксии 
на формирование патологических со-
стояний печени, таких как стеатоз, фи-
броз, цирроз, гепатоцеллюлярная кар-
цинома [9]. Помимо этого, в сфере он-
кологических исследований показана 
ключевая роль влияния гипоксической 

микросреды на образование метаста-
тической ниши, эпителиально-мезен-
химального перехода, резистентности 
к терапии, возникновения более зло-
качественного фенотипа опухолевых 
клеток [8]. 

Для понимания особенностей про-
текания различных биологических 
процессов и влияния на них условий 
среды использование системы «со-
ответствующая микросреда – культу-
ра клеток» является первым шагом к 
получению фундаментальных пред-
ставлений о сложном взаимодействии 
между микроокружением и клетками 
[2, 5]. Однако, несмотря на то, что 
двумерная клеточная культура уже 
более века является важным инстру-
ментом, помогающим исследовате-
лям понять механизмы, лежащие в 
основе поведения клеток in vivo ра-
боты с 2D-культурами не в состоянии 
воспроизвести физиологию реальных 
тканей. Культивирование в виде моно-
слоя приводит к изменению тканеспе-
цифичной архитектуры (вынужденная 
поляризованная адгезия, уплощенная 
форма), трансформации механиче-
ских и биохимических сигналов, воз-
никновению двумерного контакта с со-
седними клетками [4]. В связи с этим 
для того, чтобы подтвердить явление 
или механизм, наблюдаемый in vitro, 
необходимо проведение исследова-
ния in vivo [1, 4]. Существует ряд раз-
личных экспериментальных подходов, 
которые могут быть применимы для 
управления состоянием оксигенации 
в исследованиях влияния гипоксии in 
vivo, включающих применение специ-
альных камер и воздействие на жи-
вотных газовой смесью, содержащей 

пониженную концентрацию O2, темпе-
ратурную модификацию, воздействие 
фармакологическими препаратами 
или субстанциями, перекрытие прито-
ка крови к исследуемой зоне [5]. Для 
моделирования гипоксии печени в 
качестве одного из наиболее эффек-
тивных способов можно рассмотреть 
метод зажима кровеносных сосудов, а 
именно окклюзию портальной триады, 
включающую печеночную артерию, пе-
ченочную вену и желчный проток [11]. 
Однако упомянутый способ, несмотря 
на свою эффективность, является тех-
нически сложным. Кроме того, нами не 
были найдены литературные данные 
о том, какое время отсутствия полно-
ценного кровотока в печени будет для 
животных не фатальным, так как если 
исследование не краткосрочное, то 
оно предполагает высокий уровень вы-
живаемости лабораторных животных 
после процедуры, а также сохранение 
основных функций печени на время 
от нескольких дней до нескольких не-
дель.

В связи с вышеизложенным целью 
данной работы было исследование 
влияния окклюзии портальной триады 
на состояние печени и выживаемость 
лабораторных мышей.

Материалы и методы. Для экспери-
мента использовали самок мышей ли-
нии Balb/c в возрасте 9-12 недель, сред-
ний вес которых составлял 25 г. Живот-
ные были получены из собственного 
разведения вивария Испытательного 
лабораторного центра ФГБУ «НМИЦ 
онкологии» Минздрава России. Мы-
шей содержали в открытых клетках 
конвенционального типа, корм и вода 
были предоставлены без ограничений. 
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Все манипуляции, проведенные в рам-
ках исследования, были выполнены 
согласно этическим принципам, уста-
новленным Европейской конвенцией 
о защите позвоночных животных, ис-
пользуемых для экспериментов или в 
иных научных целях (ETSN 123, Страс-
бург, 18 марта 1986 г). Протокол иссле-
дования был одобрен локальным био-
этическим комитетом ФГБУ «НМИЦ 
онкологии» Минздрава России.

Редукцию кровотока печени выпол-
няли при помощи методики, предло-
женной Zimmerman M. и соавт. (2012) 
[11]. Животным выполняли лапарото-
мию для обеспечения доступа к пече-
ни и ее кровеносным сосудам. Желу-
док и кишечник смещали каудально с 
помощью влажного ватного тампона, 
правую долю печени смещали ближе 
к диафрагме для четкого обзора пор-
тальной триады. После ее визуальной 
идентификации иглу с шовным мате-
риалом (полипропилен 4/0) подводили 
под портальной триадой, включающей 
печеночную артерию, печеночную 
вену и желчный проток. На каждом 
конце шовного материала фиксирова-
ли груз весом 3 г, подвешивали груз на 
специальном держателе, обеспечивая 
за счет натяжения шовного материала 
редукцию кровотока сосудов порталь-
ной триады. В качестве груза исполь-
зовали пробирки типа Эппендорф, на-
полненные водой. Через 20 мин грузы 
снимали, операционную рану послой-
но ушивали непрерывным швом.

Эвтаназию выполняли при помощи 
декапитации с последующим забором 
биологического материала (кровь, 
ткань печени).

Все животные в эксперименте были 
разделены на следующие группы:

1-я группа (n=6) – контрольная, без 
каких-либо воздействий на животных; 
была выполнена эвтаназия в 1-й день 
эксперимента с последующим забо-
ром крови и печени;

2-я группа (n=6) – время редукции 
кровотока печени 20 мин; через 2 ч по-
сле завершения процедуры выполня-
ли эвтаназию с последующим забором 
крови и печени; 

3-я группа (n=6) – время редукции 
кровотока печени 20 мин; через 24 ч 
после завершения процедуры выпол-
няли эвтаназию с последующим забо-
ром крови и печени;

4-я группа (n=6) – время редукции 
кровотока печени 20 мин; выполняли 
наблюдение в течение 14 дней для 
оценки переносимости процедуры, по 
завершении наблюдений выполняли 
эвтаназию без забора биологического 
материала.

Все хирургические манипуляции 
проводили с использованием анесте-
зии – ветеринарных препаратов «Кси-
ла» в дозе 20 мг/кг, «Золелил-100» в 
дозе 50 мг/кг.  

Ферменты печени аланинамино-
трансфераза (АЛТ) и аспартатами-
нотрансфераза (АСТ) определяли в 
плазме крови. АЛТ определяли с ис-
пользованием автоматического биохи-
мического анализатора VETSCANVS2, 
АСТ определяли с использованием 
автоматического биохимического ана-
лизатора VITROS 5600.

Печень фиксировали в 10%-ном 
формалине в течение 24 ч, после этого 
заключали в парафин, затем готовили 
гистологические микросрезы, которые 
окрашивали гематоксилином и эози-
ном согласно стандартной методике. 

Полученные данные анализиро-
вали при помощи пакета программ 
STATISTICA 10.0. Данные представле-
ны в виде среднего значения ± стан-
дартная ошибка среднего, сравнение 
выполняли с использованием крите-
рия Стьюдента, статистически значи-
мыми считали различия при р<0,05.

Результаты и обсуждение. В ходе 
выполнения эксперимента по пережа-
тию сосудов с использованием шовно-

го материала и подвесных грузов была 
достигнута редукция кровотока пече-
ни, что визуально подтверждалось из-
менением цвета печени (рис. 1). 

Согласно литературным данным, 
использование системы подвесных 
грузов менее травматично, чем ис-
пользование зажимов для сосудов, 
особенно при повторном наложении 
инструмента при выполнении много-
кратных циклов ишемии-реперфузии 
для достижения вследствие этого эф-
фектов гипоксии-реоксигенации, так 
как даже самые тонкие зажимы могут 
вызвать значительные повреждения 
[11]. Тем не менее, нами выявлен ряд 
особенностей, которые необходимо 

Рис. 1. Редукция кровотока печени мыши 
путем окклюзии портальной триады

Рис. 2. Гистологические препараты печени мыши линии Balb/c: А – печень интактного жи-
вотного; Б – печень животного после 20-минутной редукции кровотока. Окраска гематокси-
лином и эозином. Увеличение: ×200

Рис. 3. Гистологические препараты печени мыши линии Balb/c: А – печень интактного жи-
вотного; Б – печень животного после 20-минутной редукции кровотока через 24 ч после 
реперфузии. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение: ×100
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учитывать в процессе выполнения про-
цедуры, а именно, следует избегать 
слишком глубокого погружения иглы 
при подведении ее под портальную 
триаду из-за риска повреждения ниже-
лежащей полой вены. Также существу-
ет риск повреждения триады режущи-
ми краями иглы, для предотвращения 
этого рекомендовано предварительно 
выделить и удерживать портальную 
триаду при помощи пинцета, подводя 
иглу с шовным материалом под него.

Необходимо отметить, что ишемия 
и гипоксия не являются синонимичны-
ми состояниями, поскольку не всегда 
верно, что ткани с хорошей перфузи-
ей являются нормоксическими или что 
ткани с плохой перфузией являются 
гипоксическими [3]. В связи с этим для 
подтверждения возникновения гипок-
сии в ответ на редукцию кровотока 
было выполнено гистологическое ис-
следование ткани печени. 

Гистологическое исследование пе-
чени интактных животных выявило 
архитектуру ткани без аномалий, при-
знаков воспаления и некроза, а также 
без отеков гепатоцитов (рис. 2, А). В 
препаратах, полученных от животных 
с редукцией кровотока, отмечали при-
знаки ишемического повреждения пе-
чени: ткань характеризовалась увели-
чением межклеточного пространства, 
заметным отеком гепатоцитов, умень-
шением плотности цитоплазмы, боль-
шим количеством клеток с кариолизи-
сом, фокальными участками некроза 
(рис. 2, Б).

Также на гистологическом препара-
те, полученном от животного с индуци-
рованной гипоксией печени, отмечено 
значительно большее количество кро-
веносных сосудов (рис. 3,Б), чем на 
препарате, соответствующем интакт-
ному животному (рис. 3, А), что, веро-
ятно, можно интерпретировать как яв-
ление, направленное на компенсацию 

возникшего низкого уровня оксигена-
ции ткани. 

Результаты исследования показа-
ли, что уровни ферментов печени в 
обеих группах с редукцией кровотока 
были статистически значимо выше, 
чем в контрольной группе (p<0,05), 
и статистически значимо выше в 3-й 
группе (через 24 ч после реперфузии) 
по сравнению со 2-й группой (через 2 
ч после реперфузии) (p<0,05) (рис. 4). 

Результаты исследования уров-
ней ферментов печени показали, что 
уровень АЛТ у интактных мышей со-
ставил 40,8±6,3 Ед/л, во 2-й группе 
– 213,3±18,7 Ед/л, а в 3-й группе – 
408,3±52,9 Ед/л, что соответственно 
было в 5,2 и 10,0 раз выше, чем у живот-
ных контрольной группы. Уровень АСТ 
у интактных мышей составил 52,4±6,6 
Ед/л, во 2-й группе – 235,3±20,7 Ед/л, 
а в 3-й группе – 443,8±56,4 Ед/л, что 
соответственно было в 4,5 и 8,4 раза 
выше, чем в группе контроля. Повы-
шенный уровень ферментов печени в 
плазме крови связан с ишемическим 
повреждением клеток, кроме того, 
было продемонстрировано, что в те-
чение суток происходило нарастание 
количества АЛТ и АСТ в плазме крови 
экспериментальных животных. 

Также нами была оценена выжива-
емость животных после выполнения 
процедуры окклюзии портальной три-
ады. Одна особь из шести (4-я груп-
па) пала на следующий день после 
выполнения манипуляций, остальные 
в течение всего срока наблюдений не 
проявляли признаков ухудшения само-
чувствия. С одной стороны, продемон-
стрированная выживаемость более 
80% является удовлетворительным 
результатом, а с другой - указывает на 
необходимость тщательного планиро-
вания количества животных в даль-
нейших экспериментах с использова-
нием этой методики, чтобы избежать 

потерь, которые могут сделать невоз-
можной статистическую обработку ре-
зультатов.

Заключение. Полученные резуль-
таты продемонстрировали, что редук-
ция кровотока портальной триады в те-
чение 20 мин способствует выражен-
ной гипоксии тканей печени, но в то же 
время характеризуется высокими по-
казателями выживаемости животных, 
что позволяет оценивать этот метод в 
качестве незаменимого инструмента 
для исследований в области изучения 
патологий печени.
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С позиций молекулярных механиз-
мов формирования восприимчивости к 
эмбриону, эндометрий, при всем мно-
жестве научных работ, остается самой 
неисследованной тканью женского 
организма. Оптимальная для локали-
зации эмбриона, адгезии, инвазии и 
имплантации микросреда развивает-
ся с дифференцировкой стромальных 
клеток эндометрия в децидуальные и 
изменением количества и функцио-
нальной активности иммунных клеток 
[6,14]. «Тонкие» механизмы неудач им-
плантации связывают со сложностями 

аутокринной, паракринной и эндокрин-
ной передачи сигналов, включая по-
ловые стероиды, цитокины, хемокины, 
факторы роста и внутриклеточные 
коммуникации [16]. Сообщается, что 
более 80% повторных имплантацион-
ных потерь происходят на фоне ано-
мального профиля цитокинов, однако 
сложные молекулярно-биологические 
события при нарушении взаимодей-
ствий бластоцисты и эндометрия прак-
тически не изучены [13].  

Изменение представлений о «сте-
рильности» эндометрия на возможное 

М.Л. Полина, Л.М. Михалева, И.И. Витязева,
М.Б. Хамошина, И.М. Ордиянц, М.Г. Лебедева,
Л.А. Шеленина, П.Н. Захарова, Н.И. Дуглас

ВЗАИМОСВЯЗЬ ТИПА МИКРОБИОТЫ
И ИММУННЫХ РЕСУРСОВ ЭНДОМЕТРИЯ 
БЕСПЛОДНЫХ ЖЕНЩИН В ФАЗУ
ИМПЛАНТАЦИОННОГО ОКНА

Изучены особенности микробиоты и иммунного профиля эндометрия женщин с бесплодием различного генеза в период «импланта-
ционного окна».

Выявлены фенотипы эндометрия, отличные по иммунному профилю и профилю микробиоты внутри каждой группы (с бесплодием 
неясного генеза, трубно-перитонеального генеза, хроническим эндометритом, «тонким» эндометрием): «нормальный», диспластический, 
хронического воспаления. 

При фенотипе хронического эндометрита выявлено достоверное преобладание цитокинов провоспалительного профиля Th1/Th1 в 
присутствие дисбиотичного типа микробиоты.  Особенности диспластического фенотипа эндометрия заключаются в «бедном» иммунном 
ответе (цитокинов, хемокинов, факторов роста) на фоне выраженной фибротической трансформации. Представления о фенотипе эндо-
метрия (нормальный, диспластический, хроническое воспаление) выступают критерием готовности к имплантации бластоцисты.    

Ключевые слова: бесплодие, период «имплантационного окна», хронический эндометрит, иммуногистохимическое исследование, 
молекулярный фенотип, лактобациллярный и дисбиотический типы микробиоты 

The features of the microbiota and the immune profile of the endometrium of women with infertility of different genesis during the "implantation 
window" period have been studied.

Endometrial phenotypes different in immune profile and microbiota profile within each group were identified (with infertility of unclear genesis, 
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tube-peritoneal genesis, chronic endometritis, "thin" endometrium): "normal," dysplastic, chronic 
inflammation. 

The phenotype of chronic endometritis is revealed a significant predominance of cytokines 
of the pro-inflammatory Th1/Th1 profile in the presence of a dysbiotic microbiota type. The fea-
tures of the dysplastic endometrial phenotype consist in a "poor" immune response (cytokines, 
chemokines, growth factors) against the background of pronounced fibrotic transformation. Ideas 
about the endometrial phenotype (normal, dysplastic, chronic inflammation) are a criterion for 
readiness for blastocyst implantation.

Keywords: infertility, the period of the "implantation window", chronic endometritis, immuno-
histochemical study, molecular phenotype, lactobacillar and dysbiotic types of microbiota




