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В последние десятилетия наиболее часто для изучения пролиферативной активности клеток использу-
ется Ki-67 – белковый комплекс, определяющийся только в ядрах пролиферирующих клеток. В исследова-
нии проведено сравнение уровня экспрессии Ki-67 в ткани печени больных циррозом вирусной этиологии, 
хроническим вирусным гепатитом, гепатоцеллюлярной карциномой и соматической патологией без при-
знаков поражения печени (n = 60). Определено, что пролиферация гепатоцитов, уровень которой отражает 
регенераторный потенциал печени, зависит от этиологии хронического вирусного гепатита (В или С) и ста-
дии патологического процесса (хронический гепатит, цирроз печени или гепатоцеллюлярная карцинома). 
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In recent decades in order to study the proliferative activity of cells, Ki-67 is the most frequently used. It’s a 
protein complex, which can be determined only in proliferating cell nucleus. In this research, a comparison of Ki-67 
expression level in liver tissue was made between patients with cirrhosis of viral etiology, chronic viral hepatitis, 
hepatocellular carcinoma and somatic pathology without any signs of liver damage (n=60). It was determined that 
hepatocytes proliferation, which level refl ects regenerative potential of the liver, depends on etiology of chronic viral 
hepatitis (B or C) and stage of pathological process (chronic hepatitis, liver cirrhosis or hepatocellular carcinoma). 
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Регенерация является защитной реакци-
ей печени в ответ на её повреждение и опре-
деляется как комплекс жестко регулируемых 
физиологических процессов пролиферации 
гепатоцитов и непаренхиматозных клеток, 
приводящих к восстановлению нарушенной 
функции органа после его повреждения. 
Изменение баланса между пролиферацией 
печеночных клеток и их гибелью может ле-
жать в основе формирования цирроза пече-
ни и гепатоцеллюлярной карциномы(ГЦК). 
В последние десятилетия активно ведётся 
поиск универсальных маркёров пролифе-
ративной активности гепатоцитов. Одним 
из наиболее достоверных маркеров на се-
годняшний день признан белок Ki-67, яв-
ляющийся ядерным белковым комплексом 
с молекулярной массой 345–395 кДа [1]. 
Реакция с моноклональными антителами 
к Ki-67 позволяет определить количество 
клеток, подвергшихся делению, поскольку 
белок экспрессируется только в ядрах про-

лиферирующих клеток и выявляется в G1 
(в конце фазы), G2, S и M-фазах клеточ-
ного цикла с максимальной экспрессией в 
фазах G2 и M [1]. К настоящему моменту 
в печати опубликовано большое количество 
работ, посвящённых выявлению Ki-67 при 
различных видах опухолей. Имеющиеся ис-
следования с применением Ki-67 для оцен-
ки состояния печени у больных вирусными 
гепатитами пока в недостаточной степени 
характеризуют особенности регенерации 
органа в зависимости от этиологии и ста-
дии процесса (цирроз печени, предцирроти-
ческая стадия (фиброз 3), ГЦК).

В связи с чем целью проведённого ис-
следования было сравнение регенераторной 
способности печени (по оценке экспрессии 
Ki-67 в гепатоцитах) у больных в цирроти-
ческой стадии хронических вирусных гепа-
титов различной этиологии (В, С, В + С), 
больных хроническим вирусным гепатитом 
без признаков цирроза и больных ГЦК.
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Материалы и методы исследования
В исследование включены 35 больных с под-

тверждённой посмертно (морфологически) цирро-
тической стадией хронического вирусного гепатита, 
умерших в клинической инфекционной больнице 
№30 им. С.П.Боткина в 2004–2007 гг.

Клинические методы исследования включали 
анализ истории болезни с целью регистрации пола, 
возраста на момент включения больного в исследо-
вание (лет), наличия систематического употребления 
алкоголя в анамнезе. Гистологическую активность 
гепатита (индекс гистологической активности – ИГА) 
и стадию заболевания оценивали по методике, пред-
ложенной R.G. Knodell и соавт.[9]. Этиологическую 
принадлежность вирусного гепатита определяли при-
жизненным выделением специфических маркёров 
вирусов гепатитов В и С (HBsAg, HBcorAb, HCVAb) 
из сыворотки крови методом твёрдофазного иммуно-
ферментного анализа. 

В качестве групп сравнения использовали био-
птаты ткани печени больных хроническим гепатитом 
В (ХГВ) (n = 5) и С (ХГС) (n = 5) с высокой гисто-
логической активностью (ИГА 13-18), с признаками 
прогрессирующего фиброза (F3), а также аутоптаты 
участков опухолевой ткани больных, умерших от 
ГЦК, развившейся на фоне цирротической стадии 
ХГB (n = 5) и ХГС (n = 5). В качестве контрольной 
группы использовали аутоптаты печени 5 человек, 
умерших от соматических заболеваний без клинико-
биохимических и морфологических признаков пора-
жений печени.

Иммуногистохимические исследования выпол-
няли в срезах залитой в парафин ткани печени, с ис-
пользованием моноклональных мышиных антител к 
Ki-67 (клон ММ1) в разведении 1/100 (NovocastraLab, 
UK) и системы детекции NovoLinkPolymerDetection
SystemDAB (NovocastraLab., UK). Гепатоциты, экс-
прессирующие Ki-67, имели специфическую корич-
невую окраску ядер. Учет результатов осуществляли 
путем определения индекса пролиферативной актив-
ности гепатоцитов (отношения Ki-67 – позитивных 
гепатоцитов ко всем гепатоцитам) в 6 полях зрения: 
по три поля из перипортальных и по 3 поля из цен-
тролобулярных отделов печеночных долек при увели-
чении х400. 

Обработку первичных данных проводили с ис-
пользованием программы SPSS 14.0. Характеристи-
ки выборок представлены в виде медианы (мини-
мального значения/максимального значения). Для 
анализа качественных переменных использовали 
χ2-критерий Пирсона. Проверку закона распреде-
ления, при необходимости анализа количественных 
переменных, проводили при помощи теста Колмо-
горова-Смирнова, при необходимости с поправкой 
Лиллефорса, а также теста Шапиро-Уилка. В по-
следующем в случае сравнения трёх групп, в связи 
с тем, что хотя бы одна из выборок имела отличное 
от нормального распределение, применяли крите-
рий Краскела-Уоллиса. Для попарного сравнения 
выборок использовали U тест Манна-Уитни (точное 
2-стороннее значение). Для определения силы связи 
между употреблением алкоголя и возрастом умер-
ших использовали двухсторонний ранговый корре-
ляционный анализ Спирмена.Критический уровень 
достоверности нулевой статистической гипотезы 
(об отсутствии различий и влияний) принимали рав-
ным 0,05.

Результаты исследования 
и их обсуждение

В обследованной группе умерших с цир-
розом печени вирусной этиологии (n = 35) 
83% были моложе 60 лет, медиана возрас-
та составила 49,0 лет (минимум – 26 лет, 
максимум 72 года), мужчин было16 (46 %) 
человек, женщин – 19 (54 %). Хронический 
гепатит В выявлен у 17 больных (48%), 
ХГС – у 10 больных (29%), ХГВ + ХГС – 
у 8 больных (23 %). Подгруппы больных 
с циррозами печени на фоне ХГВ, ХГС и 
ХГВ+ХГС достоверно не отличались меж-
ду собой по полу (мужчин/женщин 6/11, 6/4 
и 6/2, соответственно, χ2 = 3,64, р = 0,162) и 
возрасту (49(35/65), 47(26/68), 36(30/72) лет 
соответственно р = 0,167). Большая часть 
включённых в исследование систематиче-
ски употребляли алкоголь (71,4%), употре-
бление алкоголя обратно коррелировало с 
возрастом умерших пациентов (r = –0,361, 
p = 0,033).

Различные нозологические формы ви-
русного гепатита – ХГВ, ХГС и ХГВ+ХГС с 
исходом в цирроз при одинаковой гистологи-
ческой активности гепатита (ИГА 13-18) ха-
рактеризовались разной степенью пролифе-
ративной активности гепатоцитов (рис. 1). 
Медиана показателя пролиферативной ак-
тивности гепатоцитов у больных циррозом 
печени в исходе ХГВ (ХГВ-ЦП) составила 
1,4 (0,4/12,46), в исходе ХГС (ХГС-ЦП) – 
11,98 (1,6/19,7) %, при микст-циррозе пече-
ни (ХГВ+С-ЦП) – 3,0(0,3/18,97)%. При по-
парном сравнении групп с ХГВ-ЦП и ХГС-
ЦП отмечена статистически значимая бо-
лее высокая пролиферативная активность в 
последней группе (p = 0,016). Медиана ин-
декса пролиферативной активности у па-
циентов с цирротической стадией микст-
гепатитов статистически значимо не отли-
чалось от пациентов ХГВ-ЦП (р = 0,868) и 
ХГС-ЦП (р = 0,279).

Сравнение индекса пролиферативной 
активности гепатоцитов у больных ХГВ 
с высокой гистологической активностью 
гепатита (ИГА 13-18) и признаками про-
грессирующего фиброза (F3), составив-
шего 9,7(3,2/10,8) %, с индексом проли-
феративной активности гепатоцитов при 
ХГВ-ЦП, составившего 1,4 (0,4/12,46) %, 
показало достоверно более высокий уро-
вень этого показателя у больных ХГВ 
(р = 0,033). Напротив, у больных ХГС с 
высокой гистологической активностью 
гепатита (ИГА 13-18) и признаками про-
грессирующего фиброза (F3) индекс про-
лиферативной активности составил лишь 
1,9 (0,8/4,1) %, что значимо ниже, чем при 
ХГС-ЦП (р = 0,048).Следует отметить, что 
индекс пролиферативной активности боль-
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ных ХГВ, не достигших цирроза печени 
был достоверно выше, чем у больных ХГС, 
не достигших цирроза печени (р = 0,016) 

при одинаково высокой гистологической 
активности гепатита (ИГА 13-18) в обеих 
группах.

Рис. 1. Экспрессия Ki-67 в опухолевой ткани ГЦК на фоне ХГС (А), в ткани печени 
при ХГВ-ЦП (Б), ХГВ без признаков цирроза (В), в контрольном образце (Г). 

Иммуногистохимическая реакция, DAB, х400 

А Б

В Г

Индекс пролиферативной активности 
клеток опухолевой ткани больных ГЦК, 
развившейся на фоне ХГB-ЦП, соста-
вил 12,7 (10,0/18,0) % и был достоверно 
выше, чем в ткани печени у больных ХГВ 
(р = 0,032) и ХГВ-ЦП (p = 0,002). Проли-
феративная активность клеток опухолевой 
ткани больных ГЦК, развившейся на фоне 
цирротической стадии ХГС, составила 
46,0 (39,0/56,0) % и была значимо выше, 
чем при ГЦК, развившейся на фоне цир-
ротической стадии ХГВ (р = 0,009), а так-
же достоверно выше, чем у больных ХГС 
(р = 0,032) и больных, умерших от ХГС-
ЦП (p = 0,003). 

Показатель пролиферативной ак-
тивности при различных исходах 
хронического гепатита представлен 
на рис. 2.

При сравнении пролиферативной ак-
тивности печёночных клеток больных цир-
ротической стадией ХВГ, систематически 
употреблявших алкоголь, 3,9 (0,3/19,7) % и 
пациентов без систематического употребле-
ния алкоголя в анамнезе 1,5 (0,3/18,27) % 
статистически достоверных различий не 
получено (p = 0,129).

Во всех исследованных группах по срав-
нению с контрольной группой больных, 
умерших от соматических заболеваний, в 
которой медиана индекса пролифератив-
ной активности составила 1,4 (0/2,8) %, на-
блюдалась более высокая пролиферативная 
активность гепатоцитов, но статистической 
достоверности различия достигли толь-
ко с группами больных ГЦК на фоне ХГВ 
(р = 0,008), ГЦК на фоне ХГС (р = 0,008), 
ХГВ (р = 0,008) и ХГС-ЦП (р = 0,03).



141

ФУНДАМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ    №6, 2011

МЕДИЦИНСКИЕ НАУКИ

Результаты исследования 
и их обсуждение

Полученные нами на ограниченной вы-
борке (n = 35) данные свидетельствуют, что 
естественная (при отсутствии противови-
русной терапии) прогрессия хронических 
гепатитов В,С и В+С до стадии цирроти-
ческой трансформации с наступлением ле-
тального исхода пришлась на трудоспособ-
ный возраст (83 % умерших моложе 60 лет), 
медиана – 49 лет. При этом медиана возрас-
та умерших от ХГВ + С-ЦП (36 лет) была 
на 11 и 13 лет меньше умерших от ХГВ-ЦП 
и ХГС-ЦП соответственно. Полученные 
результаты не противоречат проведённым 
ранее исследованиям, демонстрирующим 
ассоциацию развития цирроза с микстин-
фицированием гепатотропными вирусами 
[2, 12, 5, 18, 4], и могут свидетельствовать 
о более быстром прогрессировании пато-
логических процессов в печени у данной 
группы пациентов. Вероятно, на скорость 
прогрессирования процесса негативно по-

влияло и злоупотребление алкоголем, имев-
шееся в анамнезе у большинства умерших, 
и обратно коррелировавшее с возрастом. В 
многочисленных, выполненных ранее ис-
следованиях, употребление алкоголя ас-
социировалось как с прогрессированием 
гепатита, так и с наступлением летального 
исхода [15, 4, 11, 16], в том числе, возмож-
но, и за счёт установленного недавно in vitro 
эффекта усиления репликативной активно-
сти вируса этанолом [13].

В данной выборке не было выявлено 
явного преобладания мужчин или женщин 
среди умерших от цирроза печени (46 и 
54 % соответственно), не было гендерных 
различий и в подгруппах по нозологии цир-
роза. Литературные сведения на эту тему 
противоречивы. Так, J.-F. Cadraneletal [5], 
изучая факторы риска развития цирроза у 
1166 HBsAg позитивных пациентов различ-
ных госпиталей Франции, значимой связи с 
полом не выявили, однако, при преоблада-
нии мужчин в целом среди инфицирован-

Рис. 2. Пролиферативная активность (по экспрессии Ki-67) гепатоцитов 
и клеток опухоли у больных хроническими гепатитами В и С при различных исходах 

патологического процесса (n = 47)
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ных, женщин в группе пациентов с циррозом 
было больше. Сходные результаты были по-
лучены B.K. Parketal [14] и J.I. Weissbergetal 
[17]. T. Poynardetal, в 2001 г. [15] у пациен-
тов с хроническим гепатитом С выявили 
ассоциацию прогрессии заболевания до 
цирротической стадии с мужским полом. 
Наши данные свидетельствуют о практи-
чески равном распределении умерших от 
цирроза печени по половому признаку: при 
анализе медицинской документации всех 
умерших от хронических гепатитов моно-
вирусной этиологии в цирротической ста-
дии в Клинической инфекционной больни-
це им С.П. Боткина г. Санкт-Петербурга за 
2006–2009 гг., показано, что 52 % умерших 
были мужского, а 48% – женского пола (ис-
следование не представлено), что не проти-
воречит результатам, полученным в пред-
ставляемом исследовании.

В условиях физиологической нормы ге-
патоциты постоянно подвергаются обновле-
нию посредством апоптоза с последующей 
элиминацией. Восстановление популяции 
гепатоцитов характеризуется повышением 
их пролиферативной активности и восста-
новлением внутриорганного гомеостаза. 
В условиях патологии уровень пролифе-
ративной активности гепатоцитов при со-
храненных механизмах регуляции теоре-
тически должен соответствовать тяжести 
повреждения.Несоответствие уровня про-
лиферации гепатоцитов тяжести поврежде-
ния может свидетельствовать о нарушении 
регуляторных механизмов, что, с одной сто-
роны, может приводить к нарушению функ-
ции органа, а с другой стороны, – к некон-
тролируемому клеточному росту, лежащему 
в основе развития гепатоцеллюлярной кар-
циномы. Пролиферативная активность ге-
патоцитов при ХГВ, как было показано в 
предшествующих исследованиях [3], име-
ет достоверную тенденцию к возрастанию 
по мере увеличения повреждения в виде 
нарастания цитолиза и возрастания гисто-
логической активности гепатита, достигая 
максимума на высоте повреждения (индекс 
пролиферативной активности коррелиру-
ет с ИГА). Цирротическая трансформация 
печени с декомпенсацией характеризуется 
крайне низкой пролиферативной активно-
стью гепатоцитов. Максимальные значения 
индекса пролиферативной активности ре-
гистрируются в ткани ГЦК, развившейся на 
фоне цирротической стадии ХГВ [3]. Дан-
ные, полученные в обсуждаемой выборке, 
подтверждают такие закономерности, от-
ражая относительную сохранность реге-
нераторного потенциала печени на этапе 
хронического вирусного гепатита В в ответ 
на тяжелое повреждение. Снижение регене-

раторной способности печени при ХГВ-ЦП 
отражает нарушение регуляторных механиз-
мов и при сохраняющемся высоком уровне 
повреждения (ИГА 13–18 баллов) ведёт к 
развитию печеночной недостаточности. 

Обратные тенденции мы наблюдали при 
ХГС и ХГС-ЦП, когда выраженное повреж-
дение печеночной ткани (ИГА 13–18 баллов) 
у больных ХГС вызывало низкую пролифе-
рацию гепатоцитов, достоверно возрастаю-
щую на этапе ХГС-ЦП. Индекс пролифера-
тивной активности гепатоцитов у больных 
ХГВ-ЦП был достоверно ниже, чем у боль-
ных ХГС-ЦП. Подобная разнонаправлен-
ность процессов требует детального изуче-
ния. Возможно, именно разница в характере 
пролиферативной активности при гепатитах 
В и С лежит в основе разной частоты хро-
низации, влияет на темп прогрессирования 
и частоту развития ГЦК.Следует, однако, 
отметить, что в более раннем исследовании, 
включавшем 40 больных ХГВ-ЦП и 17 боль-
ных ХГС-ЦП, не было выявлено различий в 
экспрессии Ki-67 в зависимости от этиоло-
гии цирроза [10], а пролиферативная актив-
ность увеличивалась с наступлением цирро-
за как при гепатите В, так и при гепатите С.

Согласно полученным нами данным у 
больных ГЦК как на фоне цирроза печени, 
ассоциированного как с вирусом гепатита С, 
так и с вирусом гепатита В, индекс проли-
феративной активности опухолевой ткани-
резко возрастает, что вполне согласуется с 
данными литературы [8, 10]. Следует отме-
тить, что в более «детализированном» мор-
фологическом исследовании, выполненном 
J. Koskinas в 2005 г., показано, что в очагах 
опухолевой ткани экспрессия Ki-67 выше, 
чем в окружающей ткани печени, и индекс 
возрастает с увеличением степени злокаче-
ственности опухоли. Более того даже не-
опухолевая ткань у пациентов с циррозом 
вирусной этиологии и ГЦК экспрессиро-
вала достоверно больше Ki-67 (среднее – 
10,18%), чем ткань печени больных цирро-
зом без ГЦК (среднее – 5,5 %) [10].

Статистически значимых отличий 
между пролиферативной активностью ге-
патоцитов у пациентов c циррозом печени, 
систематически употребляющих алкоголь 
(медиана – 3,9 %) и пациентов без система-
тического употребления алкоголя (медиа-
на – 1,5 %) мы не выявили. Однако в ис cле-
довании регенераторной способности цир-
ротически трансформированной печени, 
выполненном N. Horiguchietal. в 2007 г. [7], 
установлено, что регенерация печени по-
давлена у пациентов, страдающих алкого-
лизмом. Аналогичные данные получены и в 
группах пациентов, не достигших цирроти-
ческой стадии [6]. 
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МЕДИЦИНСКИЕ НАУКИ
В контрольной группе больных, умер-

ших от соматической патологии, выявлен 
низкий уровень пролиферативной активно-
сти (медиана – 1,4 %, минимум – 0, макси-
мум 2,8 %), сходный с уровнем, наблюдае-
мым рядом других исследователей [8, 7].

Заключение. Пролиферация гепатоци-
тов, уровень которой отражает регенера-
торный потенциал печени,зависит от этио-
логии хронического вирусного гепатита (В 
или С) и стадии патологического процесса 
(хронический гепатит, цирроз печени или 
ГЦК). Различные показатели пролифера-
тивной активности гепатоцитов у больных 
хроническим гепатитом и хроническим ге-
патитом с исходом в цирроз при различной 
этиологии процесса (вирус гепатита В или 
С)и одинаковом высоком уровне повреж-
дения (ИГА 13–18 аллов) свидетельствуют 
о разных механизмах патогенеза хрониче-
ской инфекции, вызванной вирусами гепа-
титов В и С, и требуют проведения дальней-
ших исследований. 
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