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Резюме
Цель. Определить выраженность антифибротиче-

ского действия препарата Бициклол – перспективно-
го средства для комплексного лечения хронических диф-
фузных заболеваний печени различной этиологии.

Материалы и методы. В исследование включе-
ны 40 самцов крыс линии Wistar, массой 180–200 г, 
у которых индуцирован токсический фиброз пе-
чени стадии F3. Контрольную группу составили 
16 особей, получавших обычный рацион питания,  
опытную – 24, которым, помимо стандартного рациона 
питания, был назначен препарат Бициклол в течение 
30 суток. Оценка результатов применения препарата 
проводилась с использованием гистологического исследо-
вания, методов биохимического, молкулярно-биологиче-
ского и статистического анализа. 

Результаты. В группе особей, получавших препарат 
Бициклол, внутридольковый фиброз после окончания 
терапии сохранялся в 4,16% случаев (p<0,001), фиброз 
стромы портальных трактов отмечен в 62,5% слу-
чаев (p<0,001), частота выявления перипортального 
сегментарного фиброза составила 66,7% (p<0,001). По 
шкале METAVIR у животных из опытной группы отме-
чена регрессия фиброза до стадии F1–F2 в 16,6%, при 
этом в контрольной группе изменения сохранялись на 
уровне тяжелого фиброза F3 у 62,5% (p<0,05), выявлено 
статис тически значимое увеличение активности ала-
нинаминотрансферазы и снижение концентрации об-
щего белка у особей из контрольной группы. Изменений 
в показателях микробоценоза кишечника в исследуемых 
группах не наблюдалось. 

Заключение. Применение препарат Бициклол при-
водит к выраженному уменьшению фибротических 
изменений в печеночной ткани экспериментальных 
животных и сопровождалось временным снижением ак-
тивности аланинаминотрансферазы в сыворотке кро-
ви. В ходе исследования не установлено корреляционных 
зависимостей между терапевтическими эффектами 
исследуемого препарата и состоянием микробоценоза 
кишечника.

Ключевые слова: индукция фиброза, антифиброти-
ческий, бициклол, эксперимент, биопсия печени. 

Abstract
Aim. To evaluate the antifibrotic effect of bicyclol with 

promising clinical effects on diffuse parenchymal liver dis-
eases

Materials and methods: We have included 40 adult male 
Wistar rats (weight, 180 to 200g) with experimentally induct-
ed toxic F3 stage liver fibrosis. Control group consisted of 
16 rats that received standart chow, experimental group of 
24 rats also received 30-day bicyclol supply. To evaluate the 
results we used histological, biochemical, molecular genetic 
and statistical methods. 

Results. In experimental group interlobular fibrosis was 
maintained in 4,16% (p<0,001) of cases after the end of the 
therapy, stromal fibrosis of portal tracts was observed in 
62,5% (p<0,001) of cases. Periportal fibrosis detection rate 
in experimental group was 66,7% (p<0,001). Rats from ex-
perimental group showed regression of liver fibrosis to F1-
F2 stage in 16,6% (METAVIR) whereas control group had 
F3 stage liver fibrosis in 62,5% (p <0,05). Statistically sig-
nificant increase in ALT activity and decreased total protein 
levels in control group were observed. No changes in gut mi-
crobiome profile in experimental animals were found. 

Conclusion. Use of bicyclol led to pronounced suppres-
sion of liver fibrotic changes in laboratory animals and tem-
porary decreased serum ALT level. Our study showed no link 
between therapeutic effects of the drug and gut microbiome 
status.

Key words: Fibrosis induction, antifibrotic, bicyclol, ex-
periment, liver biopsy.
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Введение 

Среди основных проблем современного здра-
воохранения одно из первых мест традиционно 
занимают вирусные гепатиты различной этио-
логии, на долю которых приходится примерно 
1,4 млн случаев смерти в год в результате острой 
инфекции, а также рака и цирроза печени, свя-
занных с её воспалением, что сопоставимо с по-
казателями смертности от ВИЧ и туберкулеза [1]. 
Современные схемы противовирусной терапии 
больных хроническими вирусными гепатитами 
обеспечивают либо длительную супрессию ви-
русной репликации (аналоги нуклеоз(т)идов при 
ХГВ), либо элиминацию возбудителя (препараты 
прямого противовирусного действия при ХГС). 
В то же время в ряде случаев этиотропная терапия 
не обеспечивает стабилизации или регрессии фи-
бротических изменений в ткани печени (комор-
бидные пациенты, больные, получающие противо-
вирусную терапию на стадиях тяжелого фиброза и 
компенсированного цирроза печени), что требует 
поиска новых терапевтических опций, связанных, 
прежде всего, с возможностями воздействия на 
неспецифические процессы фиброгенеза. Стоит 
отметить, что и другие заболевания печени, сопро-
вождающиеся фиброоброзованием, являются од-
ними из основных причин развития нетрудоспо-
собности и смертности среди населения Земли. 
К ним относятся неалкогольная и алкогольная жи-
ровая болезнь печени, аутоиммунные заболевания 
гепатобилиарной зоны, токсические воздействия 
и лекарственные поражения печени. 

Таким образом, терапия, направленная на клю-
чевые звенья патогенеза, нередко имеет опреде-
ляющее значение в лечении заболеваний печени, 
особенно на поздних этапах. 

Безусловно, основным способом лечения хро-
нических диффузных заболеваний печени яв-
ляется этиотропная терапия, направленная на 
устранение основного фактора формирования 
патологического процесса. В то же время должное 
внимание средствам симптоматической и патоге-
нетической коррекции, направленной на сниже-
ние выраженности воспаления в ткани печени и 
предотвращение формирования фиброза, уделя-
ется не всегда. 

Одним из перспективных препаратов линей-
ки, так называемых гепатопротекторов, является 
бициклол, обладающий способностью угнетения 
продукции фактора некроза опухоли (ФНО-α) 
активными нейтрофилами, купферовскими клет-
ками и макрофагами, а также способствующий 
уменьшению интенсивности протекания свобод-
норадикальных процессов в клетках. Описанная 
противовоспалительная активность, клинически 

проявляющаяся в виде нормализации активности 
печеночных ферментов (аланинаминотрансфе-
раза и аспартаминотрансфераза), теоретически 
должна сопровождаться антифибротическим эф-
фектом [2].

Цель исследования – определить выражен-
ность антифибротического действия препарата 
Бициклол – перспективного средства для ком-
плексного лечения хронических диффузных забо-
леваний печени различной этиологии.

Задачи исследования

1. Оценить биохимические и гистологические 
показатели у крыс после терапии бициклолом на 
стадии фиброза печени F3 в условиях эксперимен-
та.

2. Установить взаимосвязь между терапевтиче-
скими эффектами исследуемого препарата, качес-
твенным и количественным состоянием микро-
флоры кишечника у лабораторных животных.

Материалы и методы

Экспериментальная работа была выполнена 
на базе вивария Военно-медицинской академии 
им. С.М. Кирова (ВМедА). Содержание экспери-
ментальных животных и уход за ними осущест-
влялись в соответствии с Законом Российской Фе-
дерации «О ветеринарии» № 4979-1 от 14.05.1993 г. 
[3]; «Рекомендациями Комитетам по этике, про-
водящим экспертизу биомедицинских исследо-
ваний» [4]; директивами Европейского парла-
мента и Совета Европейского Союза 2010/63/ЕС 
[5]. Исследования на животных были одобрены 
независимым этическим комитетом при ВМедА 
(20.06.2017, протокол № 191).

В исследование были включены 40 самцов крыс 
линии Wistar, массой 180–200 г, у которых инду-
цировали токсический фиброз печени (ФП), ста-
дия F3. Длительность формирования ФП состави-
ла 53 дня.

В ходе эксперимента все животные получали 
стандартный корм для грызунов (Nuvilab CR1s 
Nuvital S.A., Colombo-PR, Бразилия), в состав ко-
торого входили 22% белка, 4% жира, 4% сырого во-
локна, что соответствовало энергетической ценно-
сти 290 ккал/100 г. Каждое животное получало 12 г 
корма в течение суток.

Далее методом случайной выборки лаборатор-
ные животные были разделены на 2 группы. Пер-
вая группа – контрольная, состоявшая из 16 крыс, 
которые получали обычный рацион питания, вто-
рая группа – опытная, включавшая 24 крысы, ко-
торым назначался бициклол (БИЦ) внутрь в дозе 
25 мг 2 раза в сутки (в утренние и вечерние часы) 
в течение 30 суток (рис.).



Оригинальное исследование

ЖУРНАЛ ИНФЕКТОЛОГИИ          Том 12, №5, 2020 95

Были определены контрольные точки, в ко-
торых выполнялась пункционная биопсия пече-
ни (ПБП), биохимическое исследование крови и 
определение видового состава микробоценоза ки-
шечника: начальная точка 1 (Т1), которая соответ-
ствовала первым суткам эксперимента; промежу-
точные точки: точка 2 (Т2) – 55-е сутки (соответ-
ствующая стадии фиброза F3); точка 3 (Т3) – 85-е 
сутки (соответствующая периоду окончания тера-
пии БИЦ) и конечная точка 4 (Т4) – 115-е сутки 
эксперимента (отдаленные результаты), в которой 
животное умерщвлялось, после чего производи-
лось анатомическое вскрытие, печень извлекалась 
и направлялась в гистологическую лабораторию. 
Подробная методика проведения ПБП описана 
в работах [6, 7].

Индукция фиброза печени: выполнялась путем 
внутрибрюшинного введения 50% ССl

4
 на оливко-

вом масле из расчета 1 мл на килограмм массы тела 
животного два раза в неделю с интервалами между 
инъекциями 3 дня [8]. Всего было сделано 14 инъ-
екций. Для потенцирования наступления фибро-
тических изменений в печени животные получали 
10% спирт через поилку в свободном доступе. На 
53-и сутки эксперимента крысам было прекраще-
на индукция ФП. 

Гистологическая оценка

Для объективной оценки результатов исполь-
зовался гистологический метод. Образцы помеща-
лись в раствор 10% нейтрального формалина, в ко-
тором фиксировались в течение 24 ч. После фикса-
ции образцы подвергались дегидратации путем ин-
кубации в изопропиловых спиртах, а затем пропи-
тывались парафином по общепринятой методике. 
Из парафиновых блоков с помощью ротационного 
микротома изготавливались срезы ткани толщиной 
4 мкм, которые окрашивались гематоксилином- 

эозином и пикрофуксином по Ван Гизон, после 
чего помещались под покровные стекла [9].

Изучение гистологических препаратов осу-
ществлялось с помощью бинокулярного микро-
скопа в проходящем свете при суммарном увели-
чении ×50, ×100, ×200, ×400. Полуколичественная 
оценка степени выраженности фиброза определя-
лась по системе Metavir [10–16].

При гистологическом исследовании гепатоби-
оптатов в 100% случаев определялись портальные 
тракты. Количество портальных трактов, позволя-
ющих определить стадию фиброза печени, соста-
вило 8. Средний размер биоптата составил 1 см.

Биохимический анализ крови

Перед взятием крови хвост крысы опускался 
в теплую воду (+35°С), а затем накладывался ве-
нозный жгут у корня хвоста. Для пункции приме-
нялся инсулиновый шприц [17].

При биохимическом исследовании крови опре-
делялись: общий белок г/л, аланинаминотрансфе-
раза (АЛТ) МЕ/л, билирубин общий мкмоль/л, на 
биохимическом анализаторе Spectrum производ-
ства компании Hitachi (Япония).

С целью выявления взаимосвязей по патофи-
зиологическому вектору кишечник – печень, 
играющему одну из ведущих ролей в прогресси-
ровании фибротических изменений в ткани пе-
чени, в ходе исследования был проанализирован 
видовой состав микробоценоза кишечника ме-
тодом полимеразной цепной реакции (ПЦР). Для 
проведения исследования был использован ПЦР 
в реальном времени с флуоресцентной детекцией 
результатов амплификации с применением тест-
системы «Колонофлор» (ООО «Альфалаб», Санкт-
Петербург). Метод основан на использовании оли-
гонуклеотидов и меченых олигонуклеотидных зон-
дов Taqman, комплементарных специфическим 
участкам генома каждого из определяемых микро-
организмов. Реакцию проводили в амплификаторе 
MiniOpticon (BioRad, США). Обсчет результатов 
осуществляли с использованием значений поро-
гового цикла. Тотальную ядерную ДНК выделяли с 
применением набора реагентов «ДНК-Экспресс» 
(«Литех», Санкт-Петербург) согласно инструкции 
производителя [18].

Статистический анализ

Статистический анализ собранных данных про-
веден на персональном компьютере с помощью 
пакета прикладных программ Statistica 10.0 для 
Windows. Математическая обработка данных на-
чиналась с оценки вида распределения признака на 
нормальность с учетом критерия Шапиро – Уилка 
(p<0,05) в выборке и далее путем изучения параме-
тров, характеризующих меру центральной тенден-
ции и рассеяние наблюдений по области значений 

Рис.  Дизайн исследования
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признака. Для объективной оценки изу чаемых 
признаков проводился расчет числовых характери-
стик медианы (Ме). Мера изменчивости признака 
представлена в виде 25% и 75% квартилей [Q1; Q3]; 
оценка значимости различий мер центральной тен-
денции показателей в независимых выборках осу-
ществлялась с помощью критерия хи-квадрат (χ2).

Результаты и обсуждение

По результатам биопсии печени в точке Т2 
у всех животных был обнаружен индуцирован-
ный фиброз печени (ФП), соответствующий ста-
дии F3 по METAVIR. На следующей контроль-
ной точке наблюдения (Т3 – завершение курса 
терапии БИЦ) в опытной группе лабораторных 
крыс наблюдались гистологические признаки 
восстановления патоморфологических наруше-
ний структуры печеночной ткани. Так, в группе 
животных, получавших БИЦ, внутридольковый 
фиброз (ВДФ) после окончания терапии сохра-
нялся в 1 случае (4,16%), при том что в контроль-
ной группе этот гистологический признак был 
выявлен в 12 случаях (75%), p <0,001. Фиброз 
стромы портальных трактов (ФСПТ) в группе 
после терапии БИЦ выявлен в 15 случаях, что 
составило 62,5%, в контрольной группе – в 15 
случаях (93,75%), p <0,001. Частота выявления 
перипортального сегментарного фиброза (ПСФ) 
в группе получавших БИЦ составила 16 случа-
ев (66,7%), тогда как в контрольной группе ПСФ 
встречался у всех крыс, p <0,001. В результате 
интегральный показатель стадии ФП печени по 
шкале METAVIR распределилcя следующим об-
разом: в группе опытных животных (БИЦ) у 20 
крыс (83,3%) отмечалась регрессия фиброза до 
стадии F1–F2, у 4 крыс (16,6%) гистологические 
изменения сохранялись на уровне тяжелого фи-
броза (F3 по METAVIR), при этом в контрольной 
группе фиброз (F3 по METAVIR) наблюдался у 
10 крыс (62,5%), умеренный фиброз (F1–F2 по 

METAVIR) – у 6 (37,5%). Данные представлены в 
таблице 1.

В контрольной группе животных точно такая же 
морфологическая картина сохранялась в периоде 
наблюдения (Т-4), а в группе контроля количество 
крыс с тяжелым фиброзом увеличилось до 12 (75%).

Таким образом, по результатам настоящего ис-
следования в ходе 30-суточной терапии лабора-
торных крыс БИЦ, у которых был искусственно 
индуцирован ФП, соответствующий степени F-3 
METAVIR, в сравнении с контрольной группой 
лабораторных животных было показано статисти-
чески значимое снижение степени выраженности 
морфологических показателей, характеризующих 
фибротические изменения в ткани печени, при 
этом наблюдаемые изменения имели продолжи-
тельный характер и сохранялись до завершения 
эксперимента (115-е сутки).

Более того, антифибротический эффект бици-
клола прямо коррелировал с противовоспалитель-
ной активностью изучаемого препарата (табл. 2). 
Так, по результатам биохимического анализа кро-
ви, выполненного в контрольных точках, было 
установлено, что на фоне индуцированного тяже-
лого ФП при сравнении Т2 с Т1 достоверно уве-
личивалась активность АЛТ 122,15 [101,45; 154,3] 
(p<0,05). В ходе экспериментальной терапии БИЦ 
в опытной группе животных отмечалось достовер-
ное снижение активности АЛТ – 118 [60,0; 131,0] 
по сравнению с контрольной группой – 150,75 
[132,9; 172,9] (p<0,05). 

В группе животных, получавших лечение БИЦ, 
в точке Т4 по сравнению с Т2 наблюдалось недо-
стоверное увеличение активности АЛТ до 148 
[91,5; 280,1] и снижение концентрации общего 
белка 65,4 [59,3; 78,6]. В группе контроля на данных 
точках продолжала сохраняться тенденция к гипо-
протеинемии – 71,0 [68,6; 73,25] (p <0,05) на фоне 
высокой активности АЛТ. Таким образом, в от-
личие от антифибротического, противовоспали-

Таблица 1

Динамика фибротических изменений у лабораторных крыс на фоне терапии бициклолом (Т2 и Т3)

Показатель Т2
n=40

Т3

Группа 1 (контроль), n=16 Группа 2 (БИЦ), n=24

ВДФ «+» 100% 75% 4,16%*

ВДФ «–» 0% 25% 95,83%*

ФСПТ «+» 100% 93,75% 62,5%*

ФСПТ «–» 0% 6,25% 37,5%*

ПСФ «+» 100% 100% 66,7%*

ПСФ «–» 0% 0% 33,3%*

F1–F2 0% 37,5% 83,3%*

F3 100% 62,5% 16,6%*

* – p < 0,01, χ2>3.
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тельный эффект бициклола развивался в рамках 
данного эксперимента, вероятнее всего, только на 
фоне терапии исследуемым препаратом, четырех-
недельного периода применения которого, види-
мо, недостаточно для формирования полноценно-
го противовоспалительного ответа, однако данный 
вопрос требует дальнейшего изучения. 

Учитывая взаимосвязь функционального со-
стояния кишечника, прежде всего, качествен-
ного и количественного состава микрофлоры, и 
темпов прогрессирования фиброза, в качестве 
дополнительной задачи в исследовании анали-
зировалось состояние микробиоциноза (МК) ки-
шечника у лабораторных крыс (табл. 3). Данный 
анализ продемонстрировал, что в точке Т2 (тя-

желый фиброз) отмечалось достоверное сниже-
ние общей бактериальной массы (ОБМ) до 10,4 
[10,3;11,3]lg и показателей Escherichia coli до 5,9 
[5,9;6,0]lg, возрастание показателей Lactobacillus 
spp. до 7,6 [6;8,3]lg, Bifidobacterium spp. до 11,1 
[9,4;11,3]lg (p<0,05). Наблюдаемые изменения 
характерны для начальных дисбиотических из-
менений в кишечнике на фоне формирования 
ФП, способствующих повышению транслокации 
антигенов микроорганизмов за пределы кишеч-
ного гисто-гематического барьера, развития так 
называемой метаболической эндотоксинемии, 
что, в свою очередь, запускает процессы патоген-
ассоциированного фиброгенеза по вектору ки-
шечник – печень [19].

Таблица 2 

Динамика биохимических показателей крови у лабораторных крыс в ходе эксперимента

Контрольные точки Показатели

Белок Билирубин АЛТ

Т1
n=40

71,05 [68,6; 75,6] 3,2 [2,55; 4,1] 98,6 [80,0; 120,0]

Т2
n=40

75,65 [71,15; 78,7] * 2,25 [1,8; 3,1] * 122,15 [101,45; 154,3] *

Т3 Контр  
n=16

72,05 [68,7; 75,5] ** 3,9 [3,25; 4,25] 150,75 [132,9; 172,9] *****

БИЦ
n=24

66,3 [59,3;78,6] ** 2,9 [1,8; 5,9] 118 [60,0; 131,0] **

Т4 Контр
n=16

71,0 [68,6;73,25] *** 3,2 [2,1; 4,1] 156,5 [127,1; 182,15]

БИЦ
n=24

65,4 [59,3;78,6] *** 3,1 [0,6; 8,6] 148 [91,5; 280,1] ***,****

p < 0,05 – критерий Вилкоксона (* – Т1–Т2; ** – Т2–Т3; *** – Т2–Т4;

**** – Т3–Т4; ***** – Т3 (контр) -Т3 (БИЦ)). 
Таблица 3

Сравнительная оценка показателей микробоценоза кишечника у лабораторных крыс в ходе 
эксперимента (критерий Вилкоксона)

Показатели Контрольные точки

Т1
Me [Q1; Q3] lg

n=40

Т2
Me [Q1; Q3] lg

n=40

T Z р

ОБМ 11,3 [10,7; 11,4] 10,4 [10,3; 11,3] 42 2,13 0,03*

LB spp. 7,5 [6,9; 8,3] 7,6 [6,0; 8,3] 38 2,06 0,03*

BB spp. 9,4 [8,4; 9,9] 11,1 [9,4; 11,3] 21 3,13 0,001*

E. coli 6,0 [5,7; 6,6] 5,9 [5,9; 6,0] 22,5 2,74 0,006*

BFG 10,9 [9,9; 11,3] 10,3 [10,0; 11,3] 101 0,13 0,89

F. prausnitzii 8,4 [7,8; 8,8] 8,3 [8,0; 9,3] 64,5 1,22 0,21

C B/F 2,3 [1,3; 3,0] 2,0 [1,6; 2,0] 79 0,97 0,33

C. difficile 1 [1; 1] 1 [1; 1] 1 0 0

KL spp. 1 [1; 1] 1 [1; 1] 9 1,2 0,2

CA spp. 1 [1; 1] 1 [1; 1] 1 0 0

S. аureus 1 [1; 1] 1 [1; 1] 1 1,34 0,17

*р<0,05 при сравнении с точкой Т1.
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Следует отметить, что после проведенной те-
рапии бициклолом достоверные изменения в по-
казателях МК у экспериментальных животных не 
наблюдались. Более того, они сохранились на том 
же уровне, что и до назначения исследуемого пре-
парата. В этой связи, вероятнее всего, для анализа 
активации механизмов, характеризующих обрат-
нонаправленное взаимодействие в системе «ки-
шечник – печень», изученного временного интер-
вала было недостаточно либо терапия бициклолом 
не оказывала какого-либо существенного влияния 
на микробиоценоз лабораторных крыс. В этой свя-
зи нами планируется проведение исследования с 
более длительным наблюдением за изменениями 
показателей МК после проведенной терапии БИЦ 
с целью определения длительности терапии, до-
статочной для восстановления МК на фоне регрес-
сии воспалительных и фибротических изменений 
в печени, что позволит приблизиться к разработке 
комплексного комбинированного подхода к пато-
генетической терапии хронических диффузных 
заболеваний печени различной этиологии, где ос-
новным клинически значимым проявлением яв-
ляется такой типовой патофизиологический про-
цесс, как фиброгенез.

Заключение

Применение бициклола в течение 4 недель у 
лабораторных животных с индуцированным тя-
желым фиброзом печени приводило к длительно 
сохраняющемуся уменьшению выраженности 
фибротических изменений в печеночной ткани 
и сопровождалось статистически значимым сни-
жением активности АЛТ в сыворотке крови. При 
этом увеличение активности АЛТ через 4 недели 
после окончания курса терапии бициклолом, ве-
роятно, свидетельствовало о необходимости более 
длительного назначения исследуемого препарата 
на поздних стадиях хронических диффузных за-
болеваний печени.

Пилотное исследование влияния противовос-
палительной и антифибротической терапии би-
циклолом на функциональное состояние системы 
«кишечник – печень» не показало какой-либо до-
стоверной взаимосвязи между терапевтическими 
эффектами исследуемого препарата, качествен-
ным и количественным состоянием микрофлоры 
кишечника у лабораторных животных, что, одна-
ко, полностью не исключает возможного обрат-
нонаправленного взаимодействия по вектору «ки-
шечник – печень» и требует дальнейшего углуб-
ленного изучения.
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