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Введение

Апоптоз является регулируемой формой про-
граммированной гибели клеток, одним из есте-
ственных механизмов клеточной смерти, важней-
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Резюме. Изменения процессов апоптоза в клетках 
печени наблюдаются при поражениях различной этиоло-
гии. Целью исследования явилась сравнительная оценка 
экспрессии антиапоптотического фактора bcl-2 в тка-
ни печени при хроническом гепатите С (ХГС) и ауто-
иммунных заболеваниях печени. В биоптатах 33 паци-
ентов с заболеваниями печени (7 – с аутоиммунным ге-
патитом (АИГ), 10 – с первичным билиарным циррозом 
(ПБЦ), 6 – с перекрестным синдромом АИГ/ПБЦ и 10 – 
с ХГС) проведена иммуногистохимическая оценка экс-
прессии bcl-2 в эпителии желчных протоков и непарен-
химатозных клетках. В портальной зоне во всех группах 
выявлена наибольшая плотность bcl-2+ непаренхима-
тозных клеток, при этом экспрессия bcl-2 в непаренхи-
матозных клетках была достоверно ниже при ХГС, чем 
в других группах. Выявлена взаимосвязь между некрово-
спалительной активностью и экспрессией bcl-2 в непа-
ренхиматозных клетках печени (r=0,35), взаимосвязи со 
стадией фиброза не выявлено. При полуколичественной 
оценке получены достоверные различия экспрессии bcl-2 
клетками билиарного эпителия: при ПБЦ у большинства 
больных bcl-2 экспрессировали более 2/3 холангиоцитов, 
при АИГ и АИГ/ПБЦ bcl-2+ реакция отмечалась в 1/3–
2/3 билиарных клеток, при ХГС у всех больных отмечена 
экспрессия bcl-2 менее, чем в 1/3 холангиоцитов (р<0,05). 
Различий между АИГ и АИГ/ПБЦ в экспрессии холангио-
цитами bcl-2 не наблюдалось. Выраженность экспрессии 
bcl-2 клетками билиарного эпителия может использо-
ваться как дифференциально-диагностический маркер 
при необходимости разграничения АИГ и ХГС в спорных 
ситуациях и, главное, АИГ/ПБЦ и ПБЦ.

Ключевые слова: аутоиммунный гепатит, первичный 
билиарный цирроз, хронический гепатит С, перекрестный 
синдром, апоптоз, bcl-2, дифференциальная диагностика.

Abstract. Changes of apoptosis in liver cells are observed 
in patients with lesions of various etiologies. The aim of this 
study was a comparative evaluation of the expression of the 
antiapoptotic factor bcl-2 in liver at CHC and autoimmune 
liver diseases (AiLD). Immunohistochemical assessment of 
bcl -2 expression in biliary epithelial cells and non-parenchy-
mal cells were performed in liver biopsies from 33 patients 
with liver disease (7 – with autoimmune hepatitis (AIH), 10 
– with primary biliary cirrhosis (PBC), 6 – overlap syndrome 
AIH / PBC and 10 – with chronic hepatitis (CHC)). In all 
groups, the greatest density of bcl-2+ non-parenchymal cells 
showed in the portal area, moreover, the expression of bcl-2 
in non-parenchymal cells at CHC patients was significantly 
lower than in the other groups. The interrelation between 
necroinflammatory activity and bcl-2 expression in non-pa-
renchymal liver cells was found (r = 0,35), the relationship 
with the stage of fibrosis was not found. We were obtained 
statistically significant differences in bcl-2 expression in bil-
iary epithelial cells by semi-quantitative assessment: in the 
majority of patients with PBC bcl-2 was expressed over 2/3 
of cholangiocytes, at AIH and AIH/PBC patients bcl-2+ re-
action was observed in 1/3–2/3 biliary cells, and all CHC 
patients had bcl-2 expression less than in 1/3 cholangiocytes 
(p <0.05). Differences between AIH and AIH/PBC of bcl-2 ex-
pression in cholangiocytes were not observed. The intensity 
of bcl-2 expression in biliary epithelial cells can be used as a 
differential diagnostic marker when necessary to differenti-
ate AIH and CHC in controversial situations and, most im-
portantly, AIH / PBC and PBC.

Key words: autoimmune hepatitis, primary biliary cirrho-
sis, chronic hepatitis C, overlap syndrome, apoptosis, bcl-2, 
differential diagnosis

шим механизмом поддержания клеточного соста-
ва организма в физиологических условиях.

Апоптозу придают основное значение в кине-
тике и гомеостазе клеток печени, в особенности 
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билиарного тракта [1, 2]. При этом апоптоз би-
лиарных клеток регулируется преимущественно 
белками – членами bcl-2 семьи [2].

Нарушения апоптоза в клетках печени – частое 
проявление патологии печени, которое наблюдает-
ся при поражениях различной этиологии, в том чис-
ле при аутоиммунных заболеваниях печени (АИЗП) 
и хроническом гепатите С (ХГС) [3–9]. В связи с 
быстрым выведением апоптотических клеток их 
обнаружение и количественное определение при-
водит к недооценке апоптоза [2]. Поэтому в изуче-
нии апоптоза наибольшее значение придается ис-
следованию про- и антиапоптотических факторов.

Цель исследования – сравнительная оценка 
экспрессии антиапоптотического фактора bcl-2 
в ткани печени при ХГС и АИЗП.

Задачи исследования – оценить и сравнить экс-
прессию bcl-2 в непаренхиматозных клетках печени 
и билиарном эпителии при ХГС и различных видах 
АИЗП; провести анализ связи экспрессии bcl-2 с не-
кровоспалительной активностью и стадией фиброза.

Материалы и методы

Проведена гистологическая оценка биоптатов 
печени 33 пациентов с верифицированными за-
болеваниями печени и лабораторными признака-
ми их активности: 7 – с аутоиммунным гепатитом 
(АИГ), 10 – с первичным билиарным циррозом 
(ПБЦ), 6 – с перекрестным синдромом АИГ/ПБЦ 
и 10 – с ХГС. Диагноз АИЗП устанавливался на 
основании комплексного обследования, согласно 
рекомендациям ведущих гепатологических ассо-
циаций: АИГ – с помощью упрощенной системы, 
рекомендуемой Международной рабочей группой 
по АИГ (IAIHG) [10]; ПБЦ – на основании реко-
мендаций Американской ассоциации по изу че нию 
болезней печени (AASLD) и Европейской ассо-
циации по изучению печени (EASL) [11, 12], пере-
крестный синдром АИГ/ПБЦ – согласно крите-
риям, предложенным O. Chazouilleres et al. [13] и 
рекомендуемых EASL [12], ХГС – согласно отече-
ственным «Рекомендациям по диагностике и лече-
нию взрослых больных гепатитом С» [14].

Пункционная биопсия печени выполнялась чрес-
кожно иглой Менгини диаметром 1,4 мм до начала 
назначения базисной терапии. Для гистологического 
исследования полученный материал фиксировали 
в 10% нейтральном растворе формалина, подвергали 
спиртовой проводке и заливке в парафин по обще-
принятым методикам. Парафиновые срезы толщиной 
4–5 мкм окрашивали обзорными гистологическими 
красителями (гематоксилином и эозином, пикрофук-
сином по Ван-Гизону или трихромом по Массону). 

Иммуногистохимическое исследование выполня-
лось с использованием моноклональных мышиных 
антител (bcl-2, Novocastra Lab, UK) и системы EnVi-

sion (DAKO, Germany). Определение экспрессии 
bcl-2 проводилось раздельно в эпителии желчных 
протоков и непаренхиматозных клетках. Определе-
ние экспрессии bcl-2 в эпителии желчных протоков 
выполнялось полуколичественным методом (отсут-
ствует, выявляется менее чем в 1/3, в 1/3–2/3, более 
чем в 2/3 холангиоцитов). Подсчет экспрессии bcl-2 
в непаренхиматозных клетках осуществлялся по-
средством вычисления среднего содержания bcl-2-
позитивных клеток раздельно в центролобулярных 
отделах, парабазальных отделах печеночных долек 
и портальной зоне. Измерения осуществлялись в 15 
полях зрения при увеличении ×400 (по 5 разных по-
лей из разных отделов печеночных долек). Изучение 
гистологических и иммуногистохимических препа-
ратов проводилось с использованием светооптиче-
ского микроскопа Zeiss AxioScope A1.

С целью унификации результатов гистологиче-
ская активность и степень выраженности фиброза, 
независимо от нозологии, оценивались по системе 
METAVIR, исходно разработанной для гепатита С 
[15]. Некровоспалительная активность была сопо-
ставима во всех группах. 

При статистическом анализе использовали ли-
цензионный пакет стандартных программ Statistica 
6.0. Описание распределений признаков в выбор-
ках представлено в виде медиан и границ интерк-
вартильного отрезка. Для анализа использовали 
χ2 – критерий и коэффицент корреляции Пирсо-
на. Критический уровень значимости нулевой ста-
тистической гипотезы принимали равным 0,05.

Результаты и обсуждение 

Данные о степени некровоспалительной актив-
ности и стадии фиброза в изученных биоптатах 
приведены в таблице 1.

Таблица 1
Некровоспалительная активность 

и стадия фиброза по METAVIR

METAVIR АИГ
N=7

АИГ/ПБЦ
N=6

ПБЦ
N=10

ХГС
N=10

n (%) n (%) n (%) n (%)

Активность

A 1 2 (28,5) 2 (33,3) 1 (10,0) 1 (10)

A 2 0 (0) 2 (33,3) 4 (40,0) 4 (40)

A 3 5 (71,4) 2 (33,3) 5 (50,0) 5 (50)

Стадия

F 0 1 (14,3) 1 (16,7) 3 (30,0) 0 (0)

F 1 1 (14,3) 0 1 (10,0) 1 (10)

F 2 1 (14,3) 1 (16,7) 2 (20,0) 4 (40)

F 3 1 (14,3) 1 (16,7) 2 (20,0) 5 (50)

F 4 3 (42,9) 3 (50,0) 2 (20,0) 0 (0)

При оценке экспрессии bcl-2 в непаренхиматоз-
ных клетках печени выявлены достоверные различия 
при всех видах АИЗП с ХГС, наиболее выраженные 
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всех видах АИЗП в сравнении с ХГС, при котором 
у всех больных отмечена экспрессия bcl-2 менее 
чем в 1/3 холангиоцитов (р<0,05) (рис. 3, 4). При 
ПБЦ у большинства больных bcl-2 экспрессиро-
вали более 2/3 холангиоцитов, в то время как при 
АИГ и АИГ/ПБЦ bcl-2+ реакция достоверно отме-
чалась в 1/3–2/3 билиарных клеток (р<0,05 при 
сравнении с каждой из групп). Различий между 
АИГ и АИГ/ПБЦ в экспрессии холангиоцитами 
bcl-2 не наблюдалось.

в портальной зоне, где экспрессия bcl-2 в непарен-
химатозных клетках печени была достоверно ниже 
при ХГС, чем во всех других группах. (табл. 2, рис. 1). 
Именно в портальной зоне во всех группах выявлена 
наибольшая плотность bcl-2+клеток. Средние по-
казатели по выявлению bcl-2+ непаренхиматозных 
клеток были достоверно выше при ПБЦ и АИГ/ПБЦ, 
чем при ХГС, эти же различия были отмечены при 
ПБЦ и ХГС в парабазальной зоне.

При этом выявлено достоверное увеличение 
bcl-2+ непаренхиматозных клеток при АИЗП в це-
лом в сравнении с ХГС в портальной (41,70±23,7 
против 22,06±7,79, р<0,05) и парабазальной зо-
нах (164,59±111,72 против 38,50±11,26, р<0,05), 
а также их среднего содержания в ткани печени 
(64,55±36,90 против 22,67±6,74, р<0,05). 

Была выявлена положительная взаимосвязь 
между выраженностью некровоспалительной ак-
тивности и экспрессией bcl-2 в непаренхиматозных 
клетках печени в среднем (r=0,35), в портальной 
(r=0,32) и центральной зонах (r=0,35) (рис. 2). Вза-
имосвязи со стадией фиброза выявлено не было.

Оценка экспрессии bcl-2 в холангиоцитах про-
водилась полуколичественным методом. Нами по-
лучены достоверные различия по повышению ко-
личества bcl-2 + клеток билиарного эпителия при 

Таблица 2
Экспрессия bcl-2 в непаренхиматозных клетках печени

Зона печеночной дольки АИГ 
M±SD

ПБЦ 
M±SD

АИГ/ПБЦ
M±SD

ХГС 
M±SD

n=7 n=10 n=6 n=10

Портальная зона 106,20±82,28* 197,28±121,59* 178,23±114,23* 38,50±35,59

Парабазальная зона 33,11±23,25 49,08±22,44* 39,43±26,52 22,06±24,65

Центральная зона 28,17±25,92 31,84±17,14 25,13±18,13 21,72±21,84

В среднем 46,03±34,29 76,27±36,79* 66,63±37,21* 22,67±21,31

*– достоверные различия (р<0,05) с группой ХГС.

Рис. 1. Экспрессия bcl-2 в непаренхиматозных клетках 
печени при АИГ (а), ПБЦ (б), ХГС (в) и АИГ/ПБЦ (г) 
(ув. ×400)

Рис. 2. Взаимосвязь между экспрессией bcl-2 
непаренхиматозными клетками печени 
и некровоспалительной активностью по системе 
METAVIR

Рис. 3. Экспрессия bcl-2 в клетках билиарного эпителия 
при АИГ (а), ПБЦ (б), ХГС (в) и АИГ/ПБЦ (г) (ув. ×400)
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Определение экспрессии bcl-2 в непаренхима-
тозных клетках печени выявило достоверные раз-
личия, наиболее выраженные в портальной зоне, 
при АИЗП в целом и при отдельных их видах с 
ХГС. Именно в портальной зоне во всех группах 
выявлено наибольшее количество bcl-2+ непа-
ренхиматозных клеток. При этом была отмечена 
положительная взаимосвязь между некровоспали-
тельной активностью и экспрессией bcl-2 в непа-
ренхиматозных клетках печени.

Аналогичные данные были получены другими 
исследователями [16–18], наблюдавшими актив-
ную экспрессию bcl-2, зависящую от активности 
гепатита, в зонах максимальной некровоспали-
тельной активности при АИГ. Взаимосвязь выра-
женности экспрессии bcl-2 и некровоспалитель-
ной активности была нами продемонстрирована 
ранее [19]. Избыточная экспрессия bcl-2 в лимфо-
цитах воспалительных инфильтратов отмечалась 
некоторыми исследователями и при ПБЦ [20–22].

Bcl-2+клетки при АИГ были локализованы пре-
имущественно в портальной зоне, и можно пред-
положить, что они, вероятно, представляют собой 
CD4+лимфоциты, являющиеся преобладающей 
клеткой в инфильтрате при АИГ. Вслед за други-
ми авторами [16] мы полагаем, что недостаточная 
выбраковка аутореактивных лимфоцитов путем 
апоптоза (возможно, за счет активации антиапоп-
тотического фактор bcl-2) является одним из меха-
низмов развития воспаления при АИЗП. 

Возможно, близкие механизмы срабатывают и 
при ХГС. Мы, как и A.C. Tsamandas  et al. [9], вы-

являли при ХГС экспрессию bcl-2 в портальных и 
внутридольковых лимфоцитах, а также в клетках 
билиарного эпителия. Известно, что вирус гепати-
та С влияет на апоптотические процессы в клетках 
организма-хозяина. В исследовании О.А. Буеве-
рова и соавт. [23] показана активация показате-
лей апоптоза как лимфоцитов, так и гранулоцитов 
в периферической крови у больных с перекрест-
ными аутоиммунными синдромами и вирусными 
гепатитами по сравнению со здоровыми. По мне-
нию J. Kountouras et al. [24], прямое антиапопто-
тическое действие вируса гепатита С заключается 
в подавлении функции белка Р53 и инактивации 
каспаз. Митохондриальный путь апоптоза инги-
бируется сердцевинным протеином вируса гепа-
тита С путем повышения экспрессии bcl-XL [25]. 
Неструктурный белок HCV NS4B активирует 
ряд факторов, связанных с апоптозом, в том чис-
ле bcl-2 в инфицированных клетках [26]. В то же 
время одним из механизмов развития иммунной 
толерантности при ХГС является истощение пула 
вирус-специфических Т-клеток путем апоптоза 
[27]. Более низкий уровень экспрессии антиапоп-
тотического белка непаренхиматозными печеноч-
ными клетками при ХГС может быть отражением 
активации апоптотического процесса.

Наиболее интересные результаты получены 
при полуколичественной оценке экспрессии bcl-2 
в холангиоцитах. При ХГС у всех больных отмече-
на экспрессия bcl-2 менее чем в 1/3 холангиоци-
тов. При ПБЦ у большинства больных bcl-2 экс-
прессировали более 2/3 холангиоцитов, в то время 
как при АИГ и АИГ/ПБЦ bcl-2-позитивными были 
1/3–2/3 клеток билиарного эпителия.

По данным A. Piekarska et al. [28], при ХГС экс-
прессия bcl-2 белка в эпителии междольковых 
желчных протоков, а не в лимфоидных клетках 
коррелирует с воспалением. Мы же получили про-
тивоположные данные о взаимосвязи активности 
воспаления именно с экспрессией bcl-2 в непарен-
химатозных клетках.

Выраженность экспрессии bcl-2 клетками би-
лиарного эпителия может использоваться как 
дифференциально-диагностический маркер при 
необходимости разграничения АИГ и ХГС в спор-
ных ситуациях и, главное, дифференциальной ди-
агностики АИГ/ПБЦ и ПБЦ.

Известно, что при ПБЦ наблюдается повыше-
ние экспрессии bcl-2 холангиоцитами, особенно 
при прогрессировании заболевания [29, 30], хотя 
это оспаривается некоторыми авторами [20]. По 
мнению J.A. Odin et al. [30], апоптоз холангиоци-
тов непосредственно связан с патогенезом ПБЦ, 
поскольку он определяет появление иммуноген-
ного пируват-декарбоксилазного комплекса E2. 
При этом апоптоз билиарных клеток междолько-
вых желчных протоков регулируется в основном 

Рис. 4. Экспрессия bcl-2 в холангиоцитах
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членами bcl-2 семьи [1, 2]. Все это объясняет более 
выраженную экспрессию bcl-2 при ПБЦ. H. Coga 
et al. [31] также наблюдали повышение экспрессии 
bcl-2 клетками билиарного эпителия при ПБЦ по 
сравнению с пациентами с ХГС и здоровыми.

Менее выраженную экспрессию bcl-2 в холан-
гиоцитах при ХГС в сравнении с другими АИЗП 
можно объяснить меньшим вовлечением билиар-
ного тракта в патологический процесс при ХГС.

Дифференциация моноварианта ПБЦ с ПБЦ, 
протекающим с признаками АИГ, является слож-
ной клинической и морфологической задачей. 
В связи с этим весьма важным явились выявлен-
ные различия экспрессии холангиоцитами bcl-2 
при моноварианте ПБЦ и его сочетании с АИГ. Ка-
залось бы, аутоиммунная агрессия против клеток 
билиарного эпителия должна определять близость 
апоптотической регуляции при заболеваниях, 
протекающих с признаками ПБЦ. Однако наши 
наблюдения показали при АИГ/ПБЦ уровень экс-
прессии bcl-2 в холангиоцитах, близкий к АИГ, но 
не к ПБЦ. Мы констатируем, что иммуногистохи-
мические характеристики АИГ/ПБЦ ближе к АИГ, 
чем к моноварианту ПБЦ, что, вероятно, является 
отражением патогенеза заболеваний. 

Придерживаясь мнения J. Woodward и J. Neu-
berger [32], что понятие перекрестного синдрома 
подразумевает наличие одного основного заболе-
вания с диагностическим признаками другого, мы 
полагаем, что нам ближе точка зрения, рассматри-
вающая перекрестный синдром с ПБЦ как атипич-
ную форму АИГ [33], чем позиция международной 
рабочей группы по аутоиммунным гепатитам [34], 
предлагающей определять его как ПБЦ, протекаю-
щий с признаками АИГ.

Выводы

1. Некровоспалительная активность при 
АИЗП и ХГС коррелирует с экспрессией bcl-2 
в непаренхиматозных клетках печени, что пред-
полагает роль блокирования апоптотических 
процессов в развитии иммунного воспаления. 
Эти процессы более выражены при АИЗП, по 
сравнению с ХГС.

2. Выраженность экспрессии bcl-2 в холангио-
цитах позволяет дифференцировать ПБЦ с при-
знаками АИГ от моноварианта ПБЦ, а также мо-
жет использоваться в спорных случаях при мор-
фологической дифференциации АИГ и ХГС.
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