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ВВЕДЕНИЕ

Хронические заболевания печени, опосредо-
ванные систематическим потреблением алко-
голя, составляют до 50% всех случаев цирроза 
печени и являются одной из острейших ме ди ко-
со ци аль ных проблем, занимая лидирующие по-
зиции среди причин смертности населения [1]. 
Фиброз печени, формирующийся вследствие воз-
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теиназы-1, коллагена IV типа, гиалуроновой кислоты и N-терминального пептида проколлагена 
III типа) в сыворотке крови проводили с помощью твердофазного иммуноферментного «сэнд-
вич» метода (ELISA). Установлено, что хроническое потребление этанола приводит к достовер-
ному повышению в крови уровня (в сравнении с контролем) всех исследуемых молекул ВКМ. 
Содержание в сыворотке крови тканевого ингибитора матричной металлопротеиназы-1, колла-
гена IV типа и гиалуроновой кислоты (но не N-терминального пептида проколлагена III типа) 
у больных АФП четко коррелирует со стадией фиброза. Исследуемые нами молекулы ВКМ могут 
быть потенциальными кандидатами для определения стадии фиброза у больных АФП.
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действия гепатотоксических агентов, в том числе 
этанола, является результатом повторяющегося 
во времени процесса пов реж де ния-вос ста нов ле-
ния клеток печеночной паренхимы –  гепатоци-
тов и характеризуется чрезмерным накоплением 
компонентов внеклеточного матрикса (ВКМ) 
в результате молекулярной и гистологической 
перегруппировки коллагенов, гликопротеинов 
и гиалуронатов [2, 3]. Как следствие, все выше-
перечисленные процессы приводят к изменению 
структуры и функций органа [3].

Механизмы этанол-индуцированного фи-
брогенеза на сегодняшний день до конца не рас-
шифрованы. Установлено, что формирование 
цирроза при алкогольной болезни печени (АБП) 
может происходить путем прогрессирования фи-
броза, в отсутствие выраженного воспаления [4]. 
В то же время, активация клеточных и гумораль-
ных компонентов иммунитета при АБП является 
важным звеном фиброгенеза, опосредуя транс-
формацию покоящихся (в пространстве Диссе) 
звездчатых клеток печени (ЗКП) в пролифери-
рующие фибробластоидные клетки, продуциру-
ющие компоненты ВКМ [5]. Кроме того, этанол 
опосредует активацию ЗКП печени путем уве-
личения количества эндотоксинов, вырабаты-
ваемых кишечником, гипоксии (окислительного 
стресса) или образования токсических и профи-
брогенных метаболитов (например, ацетальде-
гида или пероксидов липидов) [6]. Накопление 
компонентов ВКМ, как уже упоминалось ранее, 
приводит к закрытию функциональных межкле-
точных пространств, нарушая процессы обмена 
между гепатоцитами и синусоидами, способствуя 
развитию гипоксии ткани печени с вовлечением 
гепатоцитов в процесс фиброгенеза [7].

Классическим способом определения ста-
дии фиброза печени является биопсия печени 
с гистологической оценкой полученного ма-
териала; однако этот инвазивный метод имеет 
ряд серьезных ограничений и недостатков [8]. 
В последнее время внимание специалистов на-
правлено на поиск альтернативных высокоэф-
фективных мало- или неинвазивных методов 
оценки стадий фиброза печени, основанных 
на анализе структурных и функциональных из-
менений органа, приводящих к дизрегуляции 
обменных процессов между гепатоцитами и си-
нусоидами [8]. В связи с вышесказанным, целью 
нашего исследования явилось количественное 
определение содержания молекул ВКМ (ткане-
вого ингибитора матричной металлопротеина-
зы-1 (TIMP-1), коллагена IV типа, гиалуроно-

вой кислоты (ГК) и N-терминального пептида 
проколлагена III типа (P-III-NP)), участвую-
щих в развитии фиброза печени с выявлением 
их диагностической ценности, в сыворотке кро-
ви у больных алкогольным фиброзом печени, 
в зависимости от стадии процесса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проводилось согласно прото-
колу Конвенции Совета Европы о правах челове-
ка и биомедицине 1999 г. и Хельсинской Декла-
рации ВМА 2000 г. Разрешение на проведение 
исследования получено в локальном этическом 
комитете БФУ им. И. Канта (г. Калининград).

Материалом для исследования служила пери-
ферическая кровь, взятая из локтевой вены утром 
натощак с помощью стандартных вакуумных си-
стем BD VACUTAINERTM («Greiner-bio-one», 
Австрия) с гепарином (20 Ед/мл) у 58 больных 
алкогольным фиброзом печени (АФП, МКБ 10-
K70.2) (28 женщин и 30 мужчин в возрасте 46,4 ± 
5,6 лет) и 20 условно здоровых доноров (10 жен-
щин и 10 мужчин в возрасте 38,3 ± 6,4 лет). 

По данным шкалы METAVIR, основываясь 
на результатах фиброэластометрии (Fibroscan, 
Echosens, Франция), пациенты были разделены 
на 4 группы, в зависимости от стадии фиброти-
ческого процесса (таблица 1). Верификация диа-
гноза и набор пациентов в группы исследования 
осуществлялись заведующим наркологическим 
отделением, врачом пси хи ат ром-нар ко ло гом 
Гавриловым Д. В., на базе ГБУЗ «Наркологиче-
ский диспансер Калининградской области» (гл. 
врач – Скалин Ю. Н.), а также заведующим диа-
гностическим отделением, врачом ультразвуко-
вой диагностики высшей квалификационной 
категории, Котовым Н. Б., на базе кли ни ко-ди-
аг но сти чес кого центра ФГАОУ ВО «Балтийский 
федеральный университет им. И. Канта» (гл.  
врач – Иванова О. В.).

Количественную оценку сывороточного со-
держания молекул ВКМ (TIMP-1, коллагена IV 
типа, ГК и P-III-NP) проводилось с помощью 
твердофазного иммуноферментного «сэндвич» 

Таблица 1. Оценка стадий фиброза у больных алкоголь-
ным фиброзом печени по шкале METAVIR (1996 г.)

І стадия n=15 легкий фиброз 1–4 балла

ІІ стадия n=16 умеренный фиброз 5–8 баллов

ІІІ стадия n=15 тяжелый фиброз 9–12 баллов

ІV стадия n=12 цирроз 13–16 баллов
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метода (ELISA), с использованием специальных 
наборов реагентов: «НА Test Kit» (Corgenix, Inc.), 
«Serum Collagen IV EIA» (Biotrin), «Biosource 
Human TIMP-1 ELISA» (Invitrogen Corporation); 
«Р-III-P» (Labguality) (Финляндия).

Анализ полученных данных осуществляли 
с помощью пакета программ IBM SPSS Statis-
tics 20 (Statistical Package for the Social Sciences). 
При анализе выборок на нормальность распре-
деления использовали критерий Ша пи ро-Уил-
ка. В случае отклонения массива данных от нор-
мального закона распределения рассчитывали 
медиану (М) и квартили (Q1-Q3). Сравнительный 
анализ между группами проводили с помощью 
непараметрического критерия Ман на-Уит ни для 
независимых выборок. Статистически значимых 
гендерных различий обнаружено не было. С це-
лью обнаружения связи между исследуемыми 
показателями проводили корреляционный (пу-

тем вычисления коэффициента ранговой корре-
ляции Спирмена (r)) и регрессионный (с вычис-
лением коэффициента регрессии – r2) анализы. 
Различия считались достоверными при уровне 
значимости р<0,05. Статистически значимыми 
считались различия при p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В настоящее время активно разрабатывают-
ся методики мало- и неинвазивного определе-
ния фиброза печени (и его стадий) с помощью 
оценки молекул внутриклеточного матрикса, 
непосредственно участвующих в развитии фи-
броза [8].

Уровень TIMP-1 в сыворотке крови условно 
здоровых доноров был равным 256,40 (236,42–
263,49) нг/мл. Его значения были сопостави-
мы с аналогичными параметрами пациентов 

Рис. Содержание молекул внутриклеточного матрикса в сыворотке крови у больных алкогольным фиброзом пече-
ни в зависимости от стадии процесса.
А –  сывороточный уровень коллагена IV типа; Б –  N-терминального пептида проколлагена III типа (P-III-NP); В –  гиалуроно-
вой кислоты (ГК); Г –  металлопротеиназы-1 (TIMP-1).
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с АФП с I-ой стадией. Достоверное увеличе-
ние (в сравнении с контролем) исследуемого 
показателя наблюдалось у пациентов с АФП, 
начиная со II стадии (p<0,05) и достигало мак-
симальных значений у больных АФП с IV ста-
дией фиброза (рис.).

Содержание коллагена IV типа в сыворотке 
крови условно здоровых доноров составило 90,37 
(89,79–93,76) нг/мл. Достоверный рост иссле-
дуемого показателя (в сравнении с контролем) 
регистрировался у всех пациентов с АФП, также 
достигая максимума у больных АФП с IV стади-
ей (p<0,05) (рис.).

У условно здоровых доноров содержание гиа-
луроновой кислоты в сыворотке крови составило 
21,43 (20,28–23,89) нг/мл. Уровень исследуемо-
го аналита достоверно возрастал (в сравнении 
с контролем) уже при I-ой стадии фиброза пе-
чени. Наиболее высокие значения исследуемого 
показателя регистрировались при IV стадии фи-
броза (p<0,05) (рис.).

По результатам проведенного исследования, 
уровень P-III-NP в сыворотке крови здоровых 
доноров был равен 38,43 (38,26–40,82) пг/мл. 
У больных алкогольным фиброзом печени дан-
ный показатель достоверно возрастал, также 
достигая максимальных значений на IV стадии 
фиброзного процесса (p<0,05) (рис.).

Согласно результатам проведенного нами ре-
грессионного анализа, содержание TIMP-1, кол-
лагена IV типа и ГК, определяемое в сыворот-
ке крови у больных АФП было ассоциировано 
со стадией фибротического процесса (коэффи-
циент регрессии: r2 = 0,983; r2 = 0,736; r2 = 0,889, 
p<0,05 во всех случаях); достоверных взаимосвя-
зей между сывороточным содержанием P-III-NP 
и стадиями фиброза у обследованных лиц с хро-
ническим потреблением алкоголя установлено 
не было.

ОБСУЖДЕНИЕ

Как уже упоминалось ранее, структурные из-
менения паренхимы печени, приводящие к ее 
функциональным нарушениям, обусловлены 
избыточным осаждением коллагенов и других 
белков внеклеточной матрицы в тканях пече-
ни в результате дисбаланса между продукцией 
и последующей их деградацией матриксными 
металлопротеиназами (MMPs) [3]. Активность 
MMPs четко регулируется тканевыми ингиби-
торами металлопротеиназ (TIMPs), в том числе 
TIMP-1 [9, 10]. Полученные нами закономер-
ности относительно содержания TIMP-1 в кро-

ви больных АФП, находят отражение в иссле-
дованиях зарубежных авторов. Так, Campbell S. 
и соавт. (2001) установили сильные взаимосвязи 
сывороточных уровней TIMP-1 со стадиями фи-
броза, выявленными при проведении биопсии 
печени у пациентов с алкогольной зависимо-
стью [10], что позволяет относить TIMP-1 к кри-
тическим детерминантам развития фиброза. 
Доказано, что процесс регрессии фиброза ассо-
циирован со снижением уровня TIMP-1 в крови, 
вследствие апоптотической гибели активирован-
ных ЗКП [3, 7, 9, 11].

Кроме того, становится очевидным, что при 
повторных повреждениях печени процесс син-
теза белков ВКМ становится интенсивнее, чем 
их клиренс, что в свою очередь, индуцирует 
прогрессирование фиброза [9].

Установлено, что концентрация TIMP-1 в кро-
ви отражает скорость метаболизма коллагена 
в печени, в частности, IV типа (компонент базаль-
ной мембраны), осаждение которого затрудняет 
проникновение метаболитов через синусоиды, 
опосредуя развитие капилляризации  [8]. Вы-
шесказанное подтверждается выявленной нами 
общей сильной позитивной корреляцией между 
содержанием коллагена IV типа и TIMP-1 в сыво-
ротке крови больных АФП (r=0,98, p<0,01). Кро-
ме того, содержание TIMP-1 и коллагена IV типа 
у больных алкогольным фиброзом печени было 
четко ассоциировано со стадией фибротическо-
го процесса. Следует отметить, что в настоящее 
время определение коллагена IV в крови широко 
используется как параметр оценки антивирус-
ной терапии при заболеваниях печени вирусной 
этиологии [12].

В свою очередь, ГК является главным компо-
нентом ВКМ [7]. Обнаруженное нами повыше-
ние (в сравнении с контролем) уровня ГК в сы-
воротке крови больных алкогольным фиброзом 
печени, демонстрировало четкую зависимость 
от стадии фибротического процесса, что так-
же согласуется с данными научной периодики. 
Установлено, что увеличение уровня ГК в кро-
ви при различных дегенеративных заболеваниях 
печени опосредовано снижением ее клиренса 
гепатоцитами и/или увеличением продукции 
ГК при воспалении (повреждении) печеночной 
ткани [7]. По данным Li J. et al. (2005), при экс-
периментальном (у крыс) токсическом гепатите, 
концентрация ГК в сыворотке крови является 
достоверным показателем морфологических 
и функциональных изменений в синусоидаль-
ных эндотелиальных клетках печени [9]. Кро-
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ме того, уровень ГК является ранним маркером 
токсического повреждения печени (т. к. –  этанол, 
ацетаминофен, бактериальные липополисахари-
ды), поскольку патологические изменения си-
нусоидальных эндотелиальных клеток предше-
ствуют нарушению функций гепатоцитов [13]. 
Таким образом, выявленная нами динамика 
концентрации ГК в сыворотке крови больных 
АФП, ассоциированная со стадией фиброза, 
может быть связана с повреждениями синусои-
дальных эндотелиальных клеток и нарушениями 
микроциркуляторного русла печени, развиваю-
щимися в результате хронического потребления 
алкоголя.

Следующий аналит, P-III-NP, метаболизи-
руется синусоидальными клетками и отражает 
процесс синтеза коллагена в печени [14]. Полу-
ченные нами результаты, характеризующие ди-
намику изменения уровня изучаемой молекулы 
ВКМ в зависимости от стадии фиброза у боль-
ных АФП, однозначно свидетельствуют, что 
инактивация процесса деградации избыточного 
коллагена является важным условием для про-
грессирования фиброза печени и развития цир-
роза [10]. Согласно данным литературы, высокие 
показатели уровня P-III-NP в крови при дегене-
ративных заболеваниях печени следует расцени-
вать как прогностически неблагоприятные [15].

Таким образом, результаты нашей работы 
продемонстрировали, что хроническое потре-
бление этанола достоверно изменяет уровень 
молекул ВКМ (в частности, TIMP-1, коллагена 
IV типа, ГК и P-III-NP), содержание которых 
в крови больных с АФП увеличивается с про-
грессированием стадии фиброза печени. Ис-
следуемые нами молекулы ВКМ могут быть по-
тенциальными кандидатами для определения 
стадии алкогольного фиброза печени, с целью 
создания инструментов, необходимых для про-
ведения диагностики, мониторинга лечения 
и прогностики заболевания.
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The content of extracellular matrix molecules (EMM) was studied in blood serum in patients with 

alcoholic liver fi brosis (ALF), ranked depending on the stage of the fi brotic process. 58 patients with AFP 
(AFP, МКБ 10-K70.2) and 20 conditionally healthy donors were examined. The level of extracellular ma-
trix molecules (tissue inhibitor of matrix metalloproteinase-1, type IV collagen, hyaluronic acid and type 
III N-terminal peptide of procollagen III) was evaluated in serum using an enzyme-linked immunosorbent 
“sandwich” method (ELISA). Chronic consumption of ethanol led to an increase in the level (in compari-
son with the control) of all the studied molecules of EMM in the blood. The serum content of the tissue 
inhibitor of matrix metalloproteinase-1, type IV collagen and hyaluronic acid (but not the N-terminal pep-
tide procollagen III type) clearly correlates with the fi brosis stage in ALF patients. EMM molecules can be 
potential candidates for determining the stage of fi brosis in ALF patients.

Key words: alcoholic liver fi brosis, hyaluronic acid, collagen, type III procollagen N-terminal peptide, 
ТIMP-1
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