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Орхиэктомированным мышам была проведена трансплантация аллогенных и ксеногенных суспензий 
клеток и фрагментов ткани семенников (СКС и ФТС) без или с предтрансплантационной (за 7 суток) 
инфузией спленоцитов донорского происхождения в портальную вену печени. Посредством измерения 
уровня тестостерона в крови реципиентов и гистологического анализа установлено, что предварительная 
инфузия спленоцитов улучшала выживаемость аллогенных, но не ксеногенных трансплантатов. 
Результаты изучения активности аминотрансфераз АЛТ и АСТ в крови и гомогенате печени реципиентов 
на 37 сутки эксперимента свидетельствуют об отсутствии повреждения клеток печени после 
интрапортальной инфузии.   
 
Ключевые слова: трансплантация, семенники, тестостерон, донор-специфическая толерантность, 
печень, аминотрансферазы, спленоциты. 
 
Вплив передтрансплантаційної інтрапортальної інфузії спленоцитів на 

виживання тестикулярних трансплантатів та стан печінки у 
орхіектомованих мишей  

Г.А.Божок 
 

Орхіектомованим мишам була проведена трансплантація алогенних та ксеногенних суспензій клітин та 
фрагментів тканини сім’яників (СКС та ФТС) без та з передтрансплантаційною (за 7 діб) інфузією 
спленоцитів донорського походження в портальну вену печінки. За допомогою вимірювання рівню 
тестостерону в крові реципієнтів та гістологічного аналізу встановлено, що попередня інфузія спленоцитів 
покращувала виживання алогенних, але не ксеногенних трансплантатів. Результати вивчення активності 
амінотрансфераз АЛТ та АСТ в крові та гомогенаті печінці реципієнтів на 37 добу експерименту свідчать 
про неушкодженість гепатоцитів після інтрапортальної інфузії.  
 
Ключові слова: трансплантація, яєчко, тестостерон, донор-специфічна толерантність, печінка, 
амінотрансферази, спленоцити.  
 

The impact of pretransplant intraportal splenocyte infusion on the survival of 
testicular grafts and state of the liver in orhiectomized mice 

G.A.Bozhok 
 

The transplantation of allogeneic and xenogeneic testicular cell suspensions and tissue fragments (TCS and TTF) 
with or without pre-transplant (before 7 days) infusion of splenocytes of donor’s origin into the portal vein of the 
liver of orhiectomized mice was carried out. By measuring the level of testosterone in the recipient’s blood and 
histological analysis it was established that pre-infusion of splenocytes improved survival of allogeneic, but not 
xenogeneic grafts. The results of studying the activity of aminotransferases ALT and AST in the blood and liver 
homogenate of recipients on the 37th day of the experiment indicate the integrity of hepatocytes after intraportal 
infusion. 
 
Key words: transplantation, testis, testosterone, donor-specific tolerance, liver, aminotransferases, splenocytes. 

 
Введение  
Клеточная и тканевая трансплантация становится все более востребованным методом 

современной регенеративной и восстановительной медицины. В экспериментальных и клинических 
работах установлено, что этот метод также может быть использован для восстановления 
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гормональной функции семенников (Потіха та ін., 1993; Турчин, 1996; Пахомов и др., 2007). Однако 
такой подход к лечению эндокринной недостаточности требует решения проблемы отторжения 
трансплантатов.  

Известно, что поляризация иммунного ответа в сторону принятия или отторжения 
трансплантата зависит от взаимодействия профессиональных антиген-представляющих клеток 
(дендритных клеток, макрофагов) и различных субпопуляций Т-лимфоцитов, в том числе 
регуляторных Тreg клеток (Long, Wood, 2009). В экспериментальных работах, посвященных поиску 
подходов пролонгирования выживаемости трансплантатов, отмечается, что инфузия клеток 
донорского происхождения, полученных из лимфоузлов, селезенки, костного мозга, периферической 
крови, реципиенту за некоторое время до трансплантации снижает выраженность реакции 
отторжения либо, более того, толеризует иммунную систему реципиента к  донорскому органу (Morita 
et al., 2000; Oko et al., 2002; Sato et al., 2003; Sheng Sun et al., 2005). Это явление получило название 
индукции донор-специфической толерантности (ДСТ). Однако данный подход практически не 
изучался на тканях эндокринных желез, имеющих свои особенности, которые могут влиять на 
активность иммунного ответа реципиента. В частности, известно, что интерстиций семенников 
содержит значительное количество макрофагов (до 30%), которые являются не только 
иммунокомпетентными клетками, а и участвуют в регуляции синтеза тестостерона (Hedger, 1997). 
Такое высокое содержание антигенпредставляющих клеток должно отражаться на выживаемости 
ткани после трансплантации. 

При индукции ДСТ решающее значение имеет место, куда вводятся донорские клетки. При 
инфузии клеток в портальную вену печени частота наступления ДСТ выше, чем при введении в 
общий кровоток (Oko et al., 2002). Это связывают с особенностями иммунитета печени, где 
приобретается толерантность к пищевым антигенам (Parker, Picut, 2005). Однако при таком способе 
введения клеток необходимо контролировать сохранность функции печени, так как могут 
наблюдаться сопутствующие осложнения в виде тромбоза, печеночной гипертензии и, как следствие, 
обширного повреждения клеток (Bucher et al., 2004).  

Целью представленной работы было изучение влияния интрапортальной инфузии спленоцитов 
на выживаемость тестикулярных алло- и ксенотрансплантатов, а также состояние печени у 
орхиэктомированных животных-реципиентов.  

 
Методика исследования 
Исследование было проведено на 5–6-месячных мышах самцах линий C57/Bl и CBH, а также 6-

месячных крысах линии Август, содержавшихся в условиях вивария ИПКиК НАН Украины. 
Эксперименты проведены в соответствии с «Общими принципами экспериментов на животных», 
одобренными  I Национальным конгрессом по биоэтике (20.09.01 г., Киев, Украина) и согласованными 
с положениями «Европейской Конвенции о защите позвоночных животных, используемых для 
экспериментальных и других научных целей» (Страсбург, 1985).  

Мыши линии C57/Bl являлись реципиентами, мыши линии CBH и крысы линии Август – 
донорами.  

Спленоциты получали из селезенки мышей линии CBH и крыс линии Август по методу (Клаус, 
1990). Клетки семенников получали от животных этих же линий неферментативным методом. Для 
этого семенники освобождали от оболочек и измельчали, осаждали тубулярные структуры. Далее 
ткань продавливали через стальное сито с диаметром пор 100 мкм. Отмывали полученные клетки 
несколько раз средой 199 (Sigma, USA). Фильтровали полученную клеточную суспензию через 
капроновое сито с диаметром пор 30–40 мкм. Фрагменты ткани семенников получали и подвергали 
краткосрочному органотипическому культивированию по методу (Легач и др., 2005). Весь 
биоматериал, предназначенный для трансплантации, получали в стерильных условиях. 

Двустороннюю орхиэктомию мышам линии C57/Bl выполняли по методу (Кабак, 1968). 
Трансплантацию суспензии клеток семенников (СКС) и фрагментов ткани семенников (ФТС) 
проводили под капсулу левой почки непосредственно после орхиэктомии. Животным некоторых 
экспериментальных групп за 7 суток до трансплантации в портальную вену печени вводили 0,5 мл 
физиологического раствора, содержащего спленоциты в количестве 2×107 кл/мл.  

На 30 сутки после трансплантации животных забивали. Выживаемость трансплантатов 
оценивали по двум параметрам: содержанию тестостерона в сыворотке крови и сохранности 
клеток/ткани на гистологических образцах. Содержание тестостерона измеряли 
радиоиммунологическим методом при помощи набора «РИА СТ-тестостерон» (Беларусь).  

Состояние печени оценивали по активности аланинаминотрансферазы (АЛТ) и 
аспартатаминотрансферазы (АСТ). Активности аминотрансфераз измеряли в сыворотке крови и 
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гомогенате печени с помощью тест-наборов АЛТ «ДДС» и АСТ «ДДС» («ДИАКОН – ДС», Россия) 
методом Райтмана-Френкеля. Определение оптической плотности проводили на длине волны 540 нм 
с использованием кювет с длиной оптического пути 1 см. Активность АЛТ в печени определяли в 
пересчете на белок гомогената, который измеряли по методу Бредфорд.  

Для гистологического анализа образцы почек с трансплантатами были зафиксированы в 10%-м 
формалине и залиты в парафин. Серийные срезы толщиной 5 мкм были окрашены гематоксилином и 
эозином. 

Группами сравнения служили следующие группы животных: интактные мыши линии C57/Bl; 
мыши линии C57/Bl с трансплантацией сингенных СКС и ФТС; мыши линии C57/Bl с моделью CCl4-
индуцированного поражения печени по методу (Зубахин и др., 2000). 

Статистическую достоверность оценивали с помощью однофакторного дисперсионного 
анализа, достоверными считались различия при р<0,05. Данные представлены как среднее значений, 
полученных в 2-х аналогичных экспериментах и измеренных в двух параллельных пробах,  
стандартное отклонение.  

 
Результаты и обсуждение 
На 30 сутки после орхиэктомии у мышей наблюдается уровень тестостерона 6,7±5,3 нмоль/л 

(рис. 1), что составляет 9% от уровня интактного контроля (74,3±6,3 нмоль/л).  
 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Т
ес
то
ст
ер
о
н

, 
н
м
о
л
ь

/л

Группы животных

*

*

** *

 
Достоверность различий:  * – различия достоверны по сравнению с орхиэктомией (Р<0,05). 
 
Рис. 1. Уровень тестостерона в сыворотке крови мышей:  
1 – интактных, 2 – орхиэктомированных; 3 – с трансплантацией сингенных СКС; 4 – с 

трансплантацией сингенных ФТС; 5 – с трансплантацией аллогенных СКС; 6 – с 
трансплантацией аллогенных СКС и интрапортальной инфузией спленоцитов; 7 – с 
трансплантацией аллогенных ФТС; 8 – с трансплантацией аллогенных ФТС и интрапортальной 
инфузией спленоцитов; 9 – с трансплантацией ксеногенных СКС; 10 – с трансплантацией 
ксеногенных СКС и интрапортальной инфузией спленоцитов; 11 – с трансплантацией 
ксеногенных ФТС; 12 – с трансплантацией ксеногенных ФТС и интрапортальной инфузией 
спленоцитов 
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Сингенная трансплантация СКС характеризовалась наибольшим повышением уровня 
тестостерона (27,1±7,6 нмоль/л), который составлял 36% от контрольных значений. Уровень 
тестостерона после сингенной трансплантации ФТС был меньше (13,7±4,9 нмоль/л) и составлял 
около 18% от контроля.  

После аллогенной трансплантации СКС наблюдалось повышение уровня гормона до 23,5% от 
контрольных значений (17,5±6,1 нмоль/л). При этом предварительное введение спленоцитов не 
приводило к значительному улучшению этого результата: уровень гормона у животных этой группы 
составлял около 25% от контроля (18,7±6,9 нмоль/л).  

При трансплантации аллогенных ФТС установлены значения уровня тестостерона 9,1±4,8 и 
18,6±5,0 нмоль/л, что составляло 12% и 25% от контроля. В этом случае наблюдалось увеличение 
уровня гормона в 2 раза после трансплантации биоматериала с предтрансплантационной инфузией 
донорских спленоцитов. 

Во всех изученных вариантах трансплантации биоматериала ксеногенного происхождения не 
было получено значимых отличий от уровня тестостерона, наблюдаемого у орхиэктомированных 
мышей, что свидетельствовало об отсутствии гормональной функции ксенографтов. 
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Рис. 2. Гистологические образцы трансплантатов СКС (верхняя панель) и ФТС (нижняя 

панель) 
Примечания: верхняя панель: а – сингенный (ок. 10, об. 40); б – аллогенный с инфузией 

спленоцитов (ок. 10, об. 20); в –  ксеногенный с инфузией спленоцитов (ок. 10, об. 10); нижняя 
панель: г –  аллогенный (ок. 10, об. 10); д – аллогенный с инфузией спленоцитов (ок. 10, об. 20); е – 
ксеногенный с инфузией спленоцитов (ок. 10, об. 40). Окраска гематоксилином и эозином.  

 
На следующем этапе работы было проведено гистологическое исследование трансплантатов, 

полученных на 30 сутки после операции. В образцах сингенных трансплантатов СКС наблюдалось 
формирование канальцевых структур с разреженной выстилкой из сустентоцитов, однако без 
сперматогенного эпителия (рис. 2, а). В межканальцевом пространстве определяются значительные 
зоны рыхлой соединительной ткани, содержащей клетки Лейдига со сферическими или овальными 
базофильными ядрами и обширной вакуолизированной эозинофильной цитоплазмой. В образцах 
аллогенных трансплантатов СКС как с предварительной инфузией спленоцитов, так и без нее, 
наблюдается сходная гистологическая картина (рис. 2, б), хотя визуально интерстициальная ткань 
занимает меньшую площадь трансплантата. Во всех трансплантатах ксеногенных СКС на 30 сутки не 
наблюдается структур, характерных для тестикулярной ткани (рис. 2, в). Напротив, трансплантат 
состоит из соединительной ткани с преобладанием молодых форм соединительнотканных элементов, 
особенно в субкапсулярной зоне ксенографта. В паранефральной зоне трансплантата волокна 
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соединительной ткани уплотнены, плотно прилегают друг к другу, что является признаком зрелой  
волокнистой соединительной ткани и свидетельствует о завершении процесса отторжения. 

В образцах сингенных трансплантатов ФТС при микроскопическом исследовании 
обнаруживались канальцевые структуры и интерстициальная ткань (данные не представлены). В 
целом, данные образцы гистологически не отличались от сингенных трансплантатов СКС. Для 
аллогенных трансплантатов ФТС была характерна обширная лимфоцитарная инфильтрация в 
субкапсулярной зоне (рис. 2, г). В паранефральной зоне трансплантата обнаруживаются очаги, 
состоящие из масс распада, окруженные зрелой соединительной тканью. Структур, характерных для 
ткани семенников, не обнаруживалось. В трансплантатах аллогенных ФТС с инфузией спленоцитов, в 
отличие от предыдущих, определяются канальцевые структуры, что свидетельствует о лучшей их 
сохранности (рис. 2, д), однако наблюдается лимфоцитарная инфильтрация по всей ткани 
трансплантата. Полости канальцев заполнены массами распада. В образцах ксеногенных 
трансплантатов ФТС как с предварительной инфузией спленоцитов, так и без нее, обнаруживаются 
небольшие малочисленные участки с сохранившимися канальцевыми структурами (рис. 2, е). Внутри 
канальцев клеток не наблюдается, часто в полости их располагаются массы распада. 
Межканальцевое пространство заполнено инфильтрирующими клетками, в некоторых участках 
трансплантата обнаруживается начальный этап замещения ткани трансплантата соединительной 
тканью в виде формирования разрыхленных участков, обогащенных эпителиоидными клетками и 
фибробластами. Для всех ксеногенных трансплантатов характерным является присутствие в 
инфильтрате эозинофилов.  

Известно, что тестикулярные клетки Лейдига, которые выполняют тестостерон-продуцирующую 
функцию, находятся в интерстициальном пространстве между семенными канальцами. Таким 
образом, наличие в трансплантате семенных канальцев и интерстиция свидетельствовало о 
сохранности трансплантата. Исходя из анализа гистологических образцов и результатов измерения 
уровня тестостерона в крови реципиентов, можно сказать, что наилучшая выживаемость на 30 сутки 
после трансплантации была установлена для сингенных и аллогенных графтов СКС и ФТС. 
Интрапортальная инфузия спленоцитов в этом случае улучшала выживаемость клеточных и тканевых 
аллографтов семенников.  

Определение активности трансаминаз АЛТ и АСТ в сыворотке крови широко используется для 
выявления патологии печени (Меньшиков и др., 1987). В норме содержание АЛТ в крови невелико, 
тогда как при поражении гепатоцитов оно возрастает в несколько раз. Нами был исследован уровень 
АЛТ у реципиентов СКС после интрапортальной инфузии спленоцитов. На рис. 3 показано 
содержание АЛТ в сыворотке крови и гомогенате печени экспериментальных животных на 37 сутки 
после инфузии. В качестве отрицательного контроля была использована группа животных, которым 
сделали однократную инъекцию CCl4 в тот же день, когда остальным производили введение 
спленоцитов.  Из данных, представленных на рисунке, видно, что достоверных отличий уровней АЛТ 
в сыворотке крови и гомогенате печени между интактным контролем и группами животных с 
интрапортальной инфузией спленоцитов не наблюдается. Наибольшие отличия характерны для 
группы животных с CCl4-индуцированным поражением печени. Заметно уменьшение активности АЛТ 
в гомогенате печени, что связано с повреждением гепатоцитов, выходом ферментов в кровь, а на 
поздних стадиях развития процесса – с перерождением ткани печени (Степанова, Игнатов, 2007). 
Отсутствие достоверных различий уровня АЛТ в сыворотке крови животных этой группы связано, 
вероятно, с тем, что на достаточно длительных сроках после однократной инъекции CCl4 
наблюдается адаптивное восстановление баланса метаболитов белкового обмена.  

Хотя АСТ преобладает в миокарде, тяжелое поражение печени также может характеризоваться 
повышением уровня этого фермента (Карпищенко, 2001).  В связи с этим нами был исследован 
коэффициент де Ритиса (КдР), представляющий собой отношение АСТ/АЛТ (рис.  3). Нужно отметить, 
что достоверных отличий этого показателя между интактным контролем и другими 
экспериментальными группами не наблюдается.  

В целом, результаты изучения активности аминотрансфераз косвенно свидетельствуют о 
целостности гепатоцитов печени у реципиентов на 37 сутки после интрапортальной инфузии 
спленоцитов.   
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Рис. 3. Коэффициент де Ритиса (АСТ/АЛТ) и уровень активности АЛТ в сыворотке крови 

и гомогенате печени мышей: 
1 – интактных, 2 – орхиэктомированных; 3 – с трансплантацией сингенных СКС; 4 – с 

трансплантацией аллогенных СКС; 5 – с трансплантацией аллогенных СКС и интрапортальной 
инфузией спленоцитов; 6 – с трансплантацией ксеногенных СКС; 7 – с трансплантацией 
ксеногенных СКС и интрапортальной инфузией спленоцитов; 8 – с CCl4-индуцированным 
поражением печени. Коэффициент де Ритиса определяли только в сыворотке крови 

 
Вывод 
Полученные данные указывают на то, что предварительная инфузия спленоцитов донорского 

происхождения улучшает выживаемость аллографтов СКС и ФТС, при этом негативного влияния 
интрапортальной инфузии на целостность клеток печени не обнаружено. При ксенотрансплантации 
не наблюдается эффекта улучшения выживаемости трансплантата после предтрансплантационной 
интрапортальной инфузии спленоцитов. 
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