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АННОТАЦИЯ
Цель. Выявить структурные признаки аутофагии в цитоплазме изолированных гепатоцитов в динамике их куль-

тивирования. 
Материал и методы. Для анализа клеточного цикла культивированных гепатоцитов использовали метод про-

точной цитофлуориметрии. Клетки культивировали в течение 1, 24 и 48 ч. Морфометрический анализ проводили 
с помощью компьютерной программы Image J. Определяли диаметры ядер и цитоплазмы гепатоцитов, объёмы ядер 
и цитоплазмы, ядерно-цитоплазматическое соотношение. Концентрацию внутриклеточных органелл и аутофагию 
оценивали при увеличении ×30000.

Результаты. Выявлена остановка клеточного цикла в стадии G0/G1 через 24 ч культивирования гепатоцитов 
и сохранение их жизнеспособности к 48 ч эксперимента без повышения процента клеток в стадии апоптоза. По-
казано уменьшение абсолютного объёма клеток, возрастание ядерно-цитоплазматического соотношения, отражаю-
щее снижение доли цитоплазмы гепатоцитов в динамике культивирования. Через 24 ч культивирования выявлено 
наличие в цитоплазме клеток аутофагосом с фрагментами цитоплазмы, розеток гликогена и аутолизосом с частично 
деградированным материалом. К 48 ч исследования отмечено достоверное снижение объёмной плотности глико-
гена и митохондрий, а также повышение базальной аутофагии в гепатоцитах, с преобладанием гликофагии и ми-
тофагии. 

Выводы. Аутофагия способствует поддержанию клеточного гомеостаза изолированных гепатоцитов при стан-
дартных условиях культивирования, что подтверждается снижением объёмной плотности гликогена и митохондрий, 
и возрастанием базальной аутофагии в цитоплазме гепатоцитов. Полученные данные свидетельствуют о вкладе 
аутофагии в процесс выживания первичной культуры гепатоцитов и могут быть использованы как показатель адек-
ватности условий культивирования. 

Ключевые слова: изолированные гепатоциты; клеточный цикл; базальная аутофагия.
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ABSTRACT
AIM: The work aimed to reveal structural signs of autophagy in the cytoplasm of isolated hepatocytes in the dynamics of 

their cultivation.
MATERIALS AND METHODS: The cultivated hepatocyte culture cell cycle was studied by flow cytofluorometry. The cells 

were cultured for 1, 24, and 48 hours. Morphometric analysis was performed using of the computer program Image J. The 
diameters of the nuclei and cytoplasm of hepatocytes, the volumes of nuclei and cytoplasm, and the nuclear-cytoplasmic ratio 
were determined. The concentration of intracellular organelles and autophagy was evaluated with magnification by 30000 
times.

RESULTS: The cell cycle arrest in the G0/G1 stage after 24 hours of hepatocyte cultivation and the preservation of their 
viability by hour 48 of the experiment without increase in the percentage of cells in the apoptosis stage were revealed. The 
decrease in the absolute count of cells was registered, as well as an increase in the nuclear-cytoplasmic ratio indicating a 
decrease in the proportion of hepatocyte cytoplasm in the course of cultivation. After 24 hours of cultivation, autophagosomes 
with fragments of cytoplasm, glycogen rosettes, and autolysosomes with partially degraded material were revealed in the cell 
cytoplasm. By hour 48 of the study, a significant decrease in the volume density of glycogen and mitochondria was noted, as 
well as an increase in basal autophagy in hepatocytes, with a prevalence of glycophagy and mitophagy.

CONCLUSIONS: Autophagy maintains cellular homeostasis of isolated hepatocytes under standard culture conditions, 
as evidenced by a decrease in the volume density of glycogen and mitochondria, and an increase in basal autophagy in the 
hepatocyte cytoplasm. The findings indicate the contribution of autophagy to the survival of the primary culture of hepatocytes 
and can be used as an indicator of the adequacy of culturing conditions.
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В последнее время клеточные культуры гепатоцитов 
рассматривают  как возможный источник для трансплан-
тации при лечении наследственных или терминальных 
заболеваний печени [1]. Имеются данные, демонстриру-
ющие терапевтический потенциал трансплантированных 
зрелых гепатоцитов в лечении наследственного метабо-
лического заболевания печени [2] и острой печёночной 
недостаточности [3]. В связи с тем что печень является 
центральным органом метаболизма и детоксикации, 
изолированные гепатоциты используются в качестве 
модели для выявления фармакологических и токсиколо-
гических реакций лекарственных препаратов [4]. Модели 
первичной культуры гепатоцитов применяют для изуче-
ния метаболизма, секреции и регенерации печени [5].

В то же время сохраняются проблемы определения 
оптимальной методологии и эффективности культиви-
рования первичных гепатоцитов [6]. Особое внимание 
уделяется фенотипическим характеристикам изолиро-
ванных гепатоцитов, которые должны соответствовать 
состоянию клеток in vivo [7]. 

Известно, что механизмом сохранения гомеостаза 
клеток в условиях изменения внутриклеточной или вне-
клеточной микросреды является аутофагия. Аутофагия 
присутствует во всех эукариотических клетках на ба-
зальном уровне, и может быть селективной, нацеленной 
на определённый субклеточный компартмент, или не-
селективной [8]. Аутофагический механизм чрезвычайно 
чувствителен к метаболическим изменениям внеклеточ-
ной микросреды, и адаптивный аутофагический ответ 
важен для преодоления стрессовых условий [9]. 

Целью работы было выявление структурных призна-
ков аутофагии в цитоплазме изолированных гепатоци-
тов в динамике их культивирования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Гепатоциты крыс-самцов линии Вистар массой 180–

200 г выделяли методом рециркуляторной фермента-
тивной перфузии с использованием 0,03% раствора 
коллагеназы («ICN Biomedicals, Inc», США) и отделя-
ли от непаренхимных клеток с помощью дифферен-
циального центрифугирования. Жизнеспособность 
клеток оценивали методом исключения трипаново-
го синего («Serva», Германия). В эксперимент брали 
клетки с жизнеспособностью не менее 90%. Получен-
ные клетки были посажены на 6-луночные планшеты 
(Corning), покрытые коллагеном в концентрации 10х104 

клеток/лунок. Гепатоциты культивировались в пита-
тельной среде RPMI-1640 (Gibco, США), рН 7.4, содер-
жащей 10% эмбриональной сыворотки коров (Gibco, 
США), 100 ед/мл пенициллина, 50 мкг/мл гентамицина 
при стандартных условиях (5% СО2, при температуре 
37 ºС и влажности 95%). На проведение исследова-
ния получено разрешение Комитета по Биомедицин-
ской этике Федерального исследовательского центра 

фундаментальной и трансляционной медицины (про-
токол № 7 от 10.03.2020 г.).

Для анализа клеточного цикла культивированных 
гепатоцитов был использован метод проточной цито- 
флуориметрии, с применением ДНК интеркалирующего 
флуоресцентного красителя Пропидий йодида (PI). Клет-
ки культивировали в течение 1, 24 и 48 ч. Для снятия 
клеток с пластика использовали TrypLE реагент (Gibco, 
США), клетки осаждали центрифугированием, отмы-
вали фосфатно-солевым буфером (PBS) и фиксировали 
ледяным 70% этанолом. После инкубации с буфером 
для экстракции ДНК клетки повторно центрифугирова-
ли и промывали PBS. Окрашенные пропидий йодидом 
клетки анализировали на проточном цитофлуориметре 
CytoFlexS (Beckman Coulter, США).

Для изучения ультраструктурной организации ге-
патоцитов взвесь клеток фиксировали в 4% растворе 
параформальдегида, приготовленном на среде Хенк-
са, дофиксировали в течение 1 ч в 1% растворе ОsO4 
на фосфатном буфере (pH=7,4), дегидратировали в эти-
ловом спирте возрастающей концентрации и заключали 
в эпон (Serva, Германия). Полутонкие срезы толщиной 
1 мкм получали на ультрамикротоме Leica EM UC7 (Leica 
Microsystems, Германия), окрашивали толуидиновым си-
ним и изучали под световым микроскопом “LEICA DME” 
(Leica Microsystems, Германия). Ультратонкие срезы тол-
щиной 70–100 нм контрастировали насыщенным водным 
раствором уранилацетата и цитратом свинца и изучали 
под электронным микроскопом JEM 1400 (JEOL, Япония). 

Морфометрический анализ проводили с помощью ком-
пьютерной программы Image J (Wayne Rasband, США). Опре-
деляли диаметры ядер и цитоплазмы гепатоцитов, объёмы 
ядер и цитоплазмы, ядерно-цитоплазматическое соотно-
шение. Концентрацию внутриклеточных органелл оцени-
вали при увеличении х30000 при использовании закры-
той тестовой системы из 500 точек. Среднее значение (М) 
и стандартное отклонение (SD) вычисляли с помощью про-
граммного обеспечения Microsoft Excel (Microsoft, США). 
Достоверность различий между исследуемыми параме-
трами определяли с помощью программного обеспечения 
Statistica 6.0 (StatSoft, США) с использованием U-критерия 
Манна-Уитни при уровне достоверности 95% (р <0,05).

РЕЗУЛЬТАТЫ
При культивировании изолированных гепатоцитов 

в течение 48 ч отмечали последовательное снижение 
абсолютного объёма клеток. Через 24 ч объём клеток 
снизился на 57%, а через 48 ч – на 76%, по сравнению 
с объёмом гепатоцитов через 1 ч после культивирования. 
При этом абсолютные объёмы ядер гепатоцитов досто-
верно не изменялись. Ядерно-цитоплазматическое соот-
ношение через 24 ч увеличилось в 2 раза, через 48 ч – 
в 6 раз (рис. 1a–c, табл.). Следовательно, снижение 
объёмов гепатоцитов в процессе культивирования 
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Таблица. Результаты морфометрии гепатоцитов в динамике культивирования (M±SD)
Table. Results of hepatocyte morphometry in the course of cultivation (M±SD)

Параметр 1 ч 24 ч 48 ч

Гепатоциты, V (мкм3) 17089,77±10465,86 7322,782±3682,01* 4154,77±1904,82*

Ядра гепатоцитов, 
V (мкм3) 423,04±379,21 427,73±278,91 514,83±242,8

ЯЦИ 0,03±0,02 0,07±0,05* 0,18±0,03*

Митохондрии, Vv (%) 14,2±2,72 14,7±1,78 10,4±2,38*

ЭПР, Vv (%) 1,41±0,43 3,92±1,04 2,02±0,56

Аутофагосомы, Vv (%) 5,87±1,45 21,2±5,13* 8,78±3,56*#

Аутолизосомы, Vv (%) 0,94±1,22 2,65±2,51* 6,88±2,21*#

Гликоген, Vv (%) 5,41±1,14 1,42±1,08* 0,86±0,84*

Примечание: Vv – объёмная плотность структур; ЭПР – эндоплазматический ретикулум; ЯЦИ – ядерно-цитоплазматический 
индекс (Vv ядра/Vv цитоплазмы). 1, 24, 48 ч – время культивирования гепатоцитов; * – отличие от соответствующих величин 
через 1 ч культивирования, # – отличие от соответствующих величин через 24 ч культивирования (p ≤0,05).

Рис. 1. Морфология и клеточный цикл изолированных гепатоцитов в динамике культивирования: a, b, c – гепатоциты в динамике 
культивирования через 1, 24 и 48 ч соответственно. Окраска толуидиновым синим. Увеличение ×400. d – распределения гепато-
цитов по фазам клеточного цикла при их культивировании в стандартной питательной среде. G0/G1, S, G2/M – стадии клеточного 
цикла
Fig. 1. Morphology and cell cycle of isolated hepatocytes in the course of cultivation: a, b, c – hepatocytes in the course of cultivation 
after 1, 24, and 48 hours, respectively. Staining with toluidine blue. Magnification ×400. d – distribution of hepatocytes by phases of the 
cell cycle during their cultivation in a standard nutrient medium. G0/G1, S, G2/M – the cell cycle stages
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Рис. 2. Ультраструктурная организация гепатоцитов в процессе культивирования. a – аутофагосома с розетками гликогена 
через 24 ч культивирования (стрелка); b – аутолизосома с частично деградированным материалом через 24 ч культивирова-
ния (стрелка); c – аутофагосома с фрагментом цитоплазмы через 48 ч культивирования (стрелка); d – аутофагосома с мито-
хондрией через 48 ч культивирования (стрелка); e – отсутствие гликогена в цитоплазме и образование  колец эндоплазма-
тического ретикулума вокруг митохондрий  через 48 ч культивирования (стрелка); f – повышенное количество аутолизосом 
с включениями мембранных структур, находящихся на разной стадии  деградации через 48 ч культивирования (стрелки). 
Увеличение ×30000
Fig. 2. Ultrastructural organization of hepatocytes during cultivation. a – autophagosome with glycogen rosettes after 24 h of cultiva-
tion (arrow); b – autolysosome with partially degraded material after 24 h of cultivation (arrow); c – autophagosome with a fragment 
of cytoplasm after 48 h of cultivation (arrow); d – autophagosome with mitochondria after 48 h of cultivation (arrow); e – the absence 
of glycogen in the cytoplasm and the formation of endoplasmic reticulum rings around mitochondria after 48 h of cultivation (arrow); 
f ― increased amount of autolysosomes with inclusions of membrane structures at different stages of degradation after 48 h of 
cultivation (arrows). Magnification ×30000
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происходило за счёт снижения объёмной доли цито-
плазмы клеток.

Оценка клеточного цикла продемонстрировала нако-
пление гепатоцитов в G0/G1 через 24 ч культивирования. 
В течение исследованных 48 ч гепатоциты сохраняли 
свою жизнеспособность без повышения процента клеток 
в стадии апоптоза (рис. 1d). 

Исследование ультраструктурной организации гепа-
тоцитов через 24 ч культивирования выявило наличие 
в цитоплазме клеток аутофагосом с фрагментами ци-
топлазмы и розеток гликогена (рис. 2a) и аутолизосом 
с частично деградированным материалом (рис. 2b).

Если через 24 ч культивирования в составе аутофа-
госом наблюдали преимущественно гранулы гликогена, 
то при изучении ультраструктуры гепатоцитов через 48 ч 
культивирования были выявлены аутофагосомы с фраг-
ментами цитоплазмы и митохондриями (рис. 2c, d). Мито-
хондрии часто были окружены цистернами гранулярного 
эндоплазматического ретикулума (рис. 2e). Кроме того, 
наблюдали митохондрии с нарушением строения крист 
и повышенное количество аутолизосом с включениями 
мембранных структур, находящихся на разной стадии де-
градации (рис. 2f). 

Морфометрическое исследование ультраструктурной 
организации гепатоцитов выявило, что к 48 ч культи-
вирования в гепатоцитах достоверно снижались объём-
ные плотности гликогена и митохондрий на 84 и 27% 
(p <0,05) соответственно (см. табл.). При этом возрастали 
на 50% и в 7 раз соответственно (p <0,05) объёмные плот-
ности аутофагосом и аутолизосом (см. табл.).

ОБСУЖДЕНИЕ 
Аутофагия является катаболической программой, 

нацеленной на элиминацию и деградацию макромоле-
кулярных белковых агрегатов, субклеточных органелл 
и запасных питательных веществ (гликогена и липидов), 
для поддержания клеточного гомеостаза и активируется 
в условиях стресса. Метаболиты, образующиеся в лизо-
сомах в результате аутофагии, повторно используются 
в качестве источников энергии или строительных блоков 
для синтеза макромолекул [10].

Известно, что гепатоциты играют жизненно важ-
ную, ключевую роль в хранении и образовании энерге-
тического ресурса – гликогена [5]. Данные литературы 
свидетельствуют о взаимодействии между аутофагией 
и углеводным обменом и наличием динамической об-
ратной связи между аутофагией и клеточным энергети-
ческим балансом [10]. Гликоген может распознаваться 
и поглощаться аутофагосомами, а затем переноситься 
в лизосомы для разложения. Этот процесс называется 
«гликофагия» [11]. В нашем исследовании через 24 ч 
культивирования гепатоцитов наблюдали преимуще-
ственно аутофагосомы с гликогеном, а через 48 ч появ-
лялись аутофагосомы с митохондриями. На этот период 

отмечали наименьшее число клеток в S-фазе клеточно-
го цикла и наличие высокого процента клеток в стадии 
G0/G1. Известно, что в условиях дефицита аминокислот 
прекращаются синтез белка и митоз, и аутофагический 
сигнальный путь активируется для высвобождения 
аминокислот путём расщепления белков с целью под-
держания доступности аминокислотного пула для син-
теза жизненно важных белков [11]. 

Одной из проблем, ограничивающей использование 
в медицине клеточных культур гепатоцитов, является 
потеря митотической активности клеток при их культи-
вировании [12]. Остановка клеточного цикла была пока-
зана и в нашем исследовании. При этом на протяжении 
48 ч культивирования возрастал уровень базальной ау-
тофагии гепатоцитов и не увеличивалось число клеток 
в состоянии апоптоза. Аутофагия в данном случае, по-
видимому, поддерживала уровень дифференцирован-
ности гепатоцитов и являлась эффективным способом 
сохранения клеточного гомеостаза [7].

Полученные нами данные свидетельствуют, 
что при культивировании изолированных гепатоци-
тов в стандартной питательной среде происходит воз-
растание базальной аутофагии в цитоплазме клеток. 
Через 24 ч эксперимента развивалась гликофагия, т. к. 
аутофагосомы содержали преимущественно материал, 
являющийся источником энергии для клетки – гранулы 
гликогена. В дополнение к гликофагии через 48 ч на-
блюдалась митофагия, в связи с потребностью клетки 
в аминокислотах и деградацией белковых комплексов. 
Полученные данные свидетельствуют о вкладе ауто-
фагии в процесс выживания первичной культуры ге-
патоцитов и могут быть использованы как показатель 
адекватности условий культивирования. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, методами проточной цитофлуориме-

трии, световой и электронной микроскопии охарактери-
зована первичная культура гепатоцитов в динамике куль-
тивирования в стандартной питательной среде. Выявлены 
остановка клеточного цикла в G0/G1 стадии через 24 ч 
культивирования гепатоцитов и сохранение их жизне-
способности без повышения процента клеток в стадии 
апоптоза. Возрастание базальной аутофагии в цитоплаз-
ме клеток – преобладание гликофагии и митофагии, по-
видимому, является механизмом поддержания клеточно-
го гомеостаза в процессе культивирования гепатоцитов.
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