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Резюме
Цель исследования. Разработать экспериментальную модель цирроза печени и описать патоморфологические 
изменения в органах и тканях лабораторных животных.
Материалы и методы. Моделирование цирроза печени (ЦП) проводилось на 11 половозрелых особях белых 
крыс-самцов линии Wistar. Контрольную группу составили 12 здоровых лабораторных животных. Острое токсиче-
ское поражение печени с исходом в цирроз вызывалось при помощи интраперитонеального введения 50 % рас-
твора тетрахлорметана (CCl4) на оливковом масле в первый день эксперимента в дозировке 0,1 мл CCl4 + 0,4 мл 
оливкового масла из расчета на 100 г массы тела животного, на вторые сутки эксперимента — 0,3 мл CCl4 + 0,2 мл 
оливкового масла из расчета на 100 г массы тела животного. Для синергизма и потенцирования гепатотокси-
ческого эффекта CCl4 животные ежедневно имели в свободном доступе 10 % раствор этанола. Длительность 
эксперимента составила 65 суток. Оценивались клинические и лабораторные показатели, проводилась гисто-
логическая оценка препаратов. Полученные данные сравнивались с аналогичными показателями контрольной 
группы животных.
Результаты. Воспроизводимость модели составила 82 % (9 животных). Показатель индекса блеббинга лим-
фоцитов указывал на развитие цирроза печени у животных опытной группы. Получено комплексное морфологи-
ческое подтверждение развившегося цирроза печени.
Заключение. Предложенная нами методика формирования цирроза печени соотносится с патоморфологиче-
скими изменениями клеточной стенки лимфоцитов, изменениями ткани печени и внутренних органов при цир-
розе печени у человека.
Ключевые слова: цирроз печени, тетрахлорметан, лабораторные животные, индекс блеббинга лимфо-
цитов
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Abstract
Objective. Develop an experimental model of liver cirrhosis and describe pathomorphological changes in organs and 
tissues of laboratory animals.
Materials and methods. Liver cirrhosis was simulated on 11 sexually mature Wistar male white rats. The control group 
consisted of 12 healthy laboratory animals. Acute toxic liver injury resulting in cirrhosis was induced by intraperitoneal 
injection of 50% tetrachloromethane (CCl4) solution on olive oil on the first day of the experiment in the dosage of 0.1 ml 
CCl4 + 0.4 ml olive oil per 100 g of the animal body weight, on the second day of the experiment - 0.3 ml CCl4 + 0.2 ml 
olive oil per 100 g of the animal body weight. To synergize and potentiate the hepatotoxic effect of CCl4, animals had 10% 
ethanol solution freely available daily. The duration of the experiment was 65 days. Clinical and laboratory parameters 
were evaluated, histological evaluation of the preparations was performed. The obtained data were compared with the 
control group of animals.
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Results. Reproducibility of the model was 82% (9 animals). The indicator of lymphocyte blabbing index showed the 
development of liver cirrhosis in animals of the experimental group. Comprehensive morphological confirmation of the 
developed liver cirrhosis was obtained.
Conclusion. The proposed methodology of liver cirrhosis formation correlates with pathomorphological changes in 
lymphocyte cell wall, changes in liver tissue and internal organs in human liver cirrhosis.
Keywords: liver cirrhosis, tetrachloromethane, laboratory animals, lymphocyte blebbing index
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Введение
Цирроз печени — клинико-анатомическое 

понятие, применяемое к хроническим диффуз-
ным поражениям печени, отличительной чертой 
которых является нарушение ее долькового стро-
ения в результате фиброза и образования узлов 
регенерации, функциональной недостаточности 
и вовлечение в патологический процесс ряда ор-
ганов и систем [1]. 

Смертность населения, по данным офици-
ального статистического сборника Республики 
Беларусь, от фиброза печени и ЦП в 2017 г. в аб-
солютных числах составила 1555 человек (из них 
373 — умершие от алкогольной болезни печени), 
в 2018 г. — 1728 и 430 соответственно [2]. 

Гарелик П. В. и соавторы (2015) указыва-
ют, что, несмотря на достижения современной 
медицины (совершенствование хирургических 
пособий, методов эндоскопического гемостаза, 
медикаментозной поддержки этой группы пациен-
тов), в случае констатации синдрома портальной 
гипертензии средняя продолжительность жизни 
составляет 18 месяцев, причем летальный исход 
обусловлен острой кровопотерей из варикозно 
расширенных вен пищевода в 51,0 % случаев. 
Примерно от 30,0 до 50,0 % пациентов погибают 
при первом эпизоде острой кровопотери в течение 
6 недель. Рецидивы кровотечения отмечаются в 
течение года у 25,0 % пациентов с начальными 
проявлениями ЦП, у 50,0 % — со среднетяжелой 
степенью тяжести ЦП и у 75,0 % — с терминаль-
ной стадией клеточно-печеночной недостаточно-
сти. Годичная выживаемость при ЦП класса тя-
жести «А», «В» составляет 70,0 %, а при классе 
тяжести «С» — 30,0 % [3].

В организме существует постоянно функ-
ционирующий комплекс системы естественной 
антиоксидантной защиты, которая представле-
на биологически активными ферментативными 
и неферментативными звеньями [4, 5, 6]. Ан-
тиоксидантная защита является эволюционно 
сформированной, комплексной, многоуровневой 

динамичной гомеостатической системой орга-
низма, определяющей многие его параметры. 
Ее физиологическая активность напрямую кон-
тролирует процессы свободно радикального 
окисления и поддерживает их на постоянном 
низком уровне, тем самым препятствуя развитию 
проявлений окислительного стресса. Строгая ре-
гламентация в метаболизме указанных патоло-
гических цепных реакций обеспечивается согла-
сованным функциональным балансом данных 
ферментативных и неферментативных звеньев, 
которые контролируют избыток количества актив-
ных форм кислорода, азота, наблюдаемых при 
обособленном исследовании последствий ЦП  
[7, 8, 9]. Известно, что активные формы кислоро-
да могут взаимодействовать с клеточной стенкой 
лимфоцитов, приводя к ее блеббингу [10].

Блеббинг (англ. blebbing) – типовой патоло-
гический процесс, заключающийся в дислокации 
фосфобилипидного слоя клеточной стенки [10]. 
Является составной частью системного мем-
бранодестабилизирующего дистресс-синдрома, 
морфологическим проявлением повреждения 
клеточной стенки, вызванного продуктами ре-
акций свободно радикального окисления. Клас-
сифицируется на начальный, терминальный и 
апоптоз. Исследование проводится при помощи 
микроскопа с насадкой для фазового контраста, 
после чего осуществляется расчет индекса блеб-
бинга лимфоцитов (ИБЛ) [10, 11, 12].

Исследование блеббинга плазмолеммы 
лимфоцитов нашло отражение в ряде научных 
исследований, проводимых у пациентов как с 
терапевтической, так и с хирургической патоло-
гией, что напрямую указывает на практическую 
значимость данного морфологического метода 
исследования [10, 11, 12, 13].

Таким образом, существует потребность в 
моделировании острого токсического поврежде-
ния печени с исходом в ЦП для последующего 
изучения звеньев патогенеза заболевания и те-
рапевтической коррекции метаболических рас-
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стройств. Сегодня имеется малое количество 
исследований состояния ИБЛ у животных с ЦП, 
что определяет научную значимость данного ис-
следования.

Цель исследования
Разработать экспериментальную модель 

цирроза печени и описать патоморфологические 
изменения в органах и тканях лабораторных жи-
вотных.

Материалы и методы
Эксперимент выполнен в научно-исследова-

тельской лаборатории УО «Гомельский государ-
ственный медицинский университет» на 11 лабо-
раторных животных рода крысы (самцы) линии 
Wistar. Контрольную группу животных составили 
12 здоровых крыс-самцов. Масса тела животных 
составляла 203,5 ± 22,2 г.

Поэтапное моделирование ЦП осуществля-
лось в лабораторных условиях и заключалось 
в следующем: утром в первый день проведения 
эксперимента животные не получали твердой 
пищи при сохранении доступа к питьевой воде. В 
шприц объемом 2,0 мл со съемной иглой 22,0 G 
набирались последовательно раствор тетрахлор-
метана (CCl4) 0,1 мл и оливковое масло объемом 
0,4 мл из расчета на 100,0 г массы тела живот-
ного. Далее, после смены иглы на иглу с анало-
гичным диаметром, животное фиксировали за 
верхние и нижние конечности к операционному 
столику в положении лежа на спине в состоя-
нии воздушно-изофлюранового наркоза. После 
двукратной обработки раствором антисептика 
участка передней брюшной стенки приподнима-
ли и удерживали лапчатым пинцетом брюшную 
стенку, пунктировали мягкие ткани по срединной 
линии до провала иглы в «пустоту», после чего 
медленно вводили раствор гепатотоксина. После 
манипуляции животное помещали в клетку и пре-
доставляли в свободном доступе 10,0 % раствор 
этанола с сохранением стандартного рациона 
питания животных, содержащихся в лаборатор-
ных условиях вивария. 

На вторые сутки эксперимента повторяли 
последовательные действия, аналогичные про-
водимым в первые сутки эксперимента, за ис-
ключением дозировки токсина: вводили 0,3 мл 
CCl4 + 0,2 мл оливкового масла из расчета на 
100,0 г массы тела животного. Далее животные 
на протяжении оставшегося времени экспери-
мента также получали в свободном доступе 
10,0 % раствор этанола для синергизма и потен-
цирования гепатотропного эффекта CCl4. Рацион 
питания оставался стандартным. На протяжении 
всего эксперимента животные не получали ни-
какого лечения, осуществлялось динамическое 

наблюдение и уход [14]. По истечении 65 суток у 
животных осуществлялся забор крови в объеме 
2,0 мл для изучения ИБЛ. 

Животные выводились из эксперимента под 
воздействием воздушно-изофлюранового нарко-
за путем одномоментной гильотинной декапита-
ции. Осуществлялся забор внутренних органов 
(печень, селезенка, тонкая кишка, легкое и др.) 
для последующего микроскопического исследо-
вания на предмет наличия патоморфологических 
изменений.

Материал фиксировали в 10 % растворе 
формалина, подвергали стандартной гисто-
логической проводке с последующей залив-
кой в парафин. Депарафинизированные срезы 
окрашивали гематоксилином и эозином по Ван  
Гизону. Морфологическое исследование гисто-
логических препаратов проводили на микроско-
пе «Nikon Eclipse 50i» c цифровой фотокамерой  
DS-F1 с разрешением 1689 на 1415 пикселей 
(Япония).

Получение биологического материала 
(венозной крови) осуществлялось в вакуум-
ную пробирку с этилендиаминтетраацетатом 
(ЭДТА) в объеме 2,0 мл. После взятия кровь пе-
ремешивали, плавно переворачивая пробирку 
вверх дном. Неохлажденные пробы необходи-
мо использовать в течение часа для последую-
щего фракционирования лимфоцитарной взве-
си или не более суток при хранении от +4,0 °С 
до +8,0 °С. В центрифужную пробирку объемом 
4,0 мл (№ 1) при помощи пипетки Пастера вно-
сили 2,0 мл венозной периферической крови из 
вакуумной пробирки, содержащей жидкое напы-
ление ЭДТА. Далее, в пробирку № 1 при помощи 
пипетки Пастера добавляли натрий-фосфатный 
буфер в соотношении 1:1. В центрифужную про-
бирку объемом 4,0 мл (№ 2) при помощи пипетки 
Пастера вносили фиколл-верографин объемом 
1,0 мл и при помощи пипетки Пастера добавля-
ли содержимое пробирки № 1 в соотношении 
1:2. Пробирку № 2 помещали в центрифугу и 
выставляли параметры: скорость вращения —  
3000 об/мин, ускорение, равное 400,0 G;  
25,0 минут. После окончания центрифугирования 
надосадочное «облако» лимфоцитов из пробир-
ки № 2 при помощи дозатора вносили в пробир-
ку № 3 и добавляли натрий-фосфатный буфер 
при помощи пипетки Пастера, доводя до объема 
4,0 мл. Пробирку № 3 помещали в центрифугу 
и выставляли параметры: скорость вращения — 
3000 об/мин, ускорение, равное 400,0 G; 25,0 ми-
нут. После окончания центрифугирования уда-
ляли супернатант при помощи пипетки Пастера. 
Полученную лимфоцитарную взвесь в пробирке 
при помощи микроцентрифуги-вортекс переме-
шивали в течение минуты. Лимфоциты наносили 
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дозатором на чашку Петри в количестве 30,0–
40,0 мкл. Осуществляли фазово-контрастную 
микроскопию полученной лимфоцитарной взве-
си при увеличении микроскопа ×600 [12]. Иссле-
дование блеббинга клеточной стенки лимфоци-
тов осуществлялось на микроскопе Axio Observer 
(Carl Zeiss Microscopy GmbH, Германия). Подсчет 
ИБЛ проводился по следующей формуле:

ИБЛ =

Терминальный блеббинг лимфоцитов × 100
∑ блеббинг лимфотитов

(начальный блеббинг + терминальный 
блеббинг)

Эксперимент выполнен в соответствии с 
«Положением о порядке использования лабора-
торных животных в научно-исследовательских 
работах и педагогическом процессе Гомельского 
государственного медицинского института и ме-
тодах по реализации требований биомедицин-
ской этики» (№ 54-А от 23.05.2002).

Расчет количества лабораторных животных, 
необходимых для моделирования цирроза пече-
ни, проводился с использованием модуля «power 
analysis». Статистическая обработка данных 
проводилась с использованием пакета стати-
стических программ «Statistica», 13.0 (free trial). 
Оценку нормальности распределения числовых 
данных проводили с использованием критерия 
теста Шапиро – Уилка. Цифровые данные были 
представлены в виде медианы (Ме) и интерквар-
тильного размаха (Q1; Q3), а также в виде средне-
го значения (М) и стандартного отклонения (SD). 
Сравнительный анализ проводился с использо-
ванием теста Манна – Уитни [15].

Результаты 
В первый день эксперимента до начала ма-

нипуляций животные не получали пищу, прово-
дился их осмотр на наличие общей соматической 
патологии, оценивалось общее состояние. От-
мечено, что шерстный покров животных был гу-
стым, белого цвета, видимые слизистые —  блед-
но-розового цвета. Во время введения раствора 
CCl4 в оливковом масле животное находилось в 
состоянии воздушно-изофлюранового наркоза, 
продолжительность манипуляции составляла в 
среднем 2 минуты. 

На протяжении всего эксперимента прово-
дился уход и динамическое наблюдение за живот-
ными. Было отмечено, что шерстный покров сме-
нил окраску на серо-желтую, местами частично 
отсутствовал. К концу выполнения эксперимента 
видимые слизистые пожелтели. Предложенная 
экспериментальная модель имела высокий про-
цент воспроизводимости — 9 животных (82 %).

Следует отметить, что 2 крысы погибли на 
этапе эксперимента: животное № 1 погибло 
вследствие тяжелого течения сливной дольковой 
пневмонии, развившейся на фоне острого ток-
сического гепатоза, причина гибели животного  
№ 2 — сепсис.

Под воздушно-изофлюрановым наркозом 
все животные выведены из эксперимента на 
65-е сутки путем одномоментной гильотинной 
декапитации с последующим забором крови из 
магистральных сосудов шеи при ее  самопро-
извольном истечении. Объем крови для биохи-
мического анализа составил 2 мл. Лимфоциты 
периферической крови на различных стадиях 
блеббинга представлены на рисунке 1.

Рисунок 1. Лимфоциты периферической крови:
а — интактные лимфоциты; б — начальный блеббинг; в — терминальный блеббинг; г — апоптоз.  

Увеличение: ×600. Фазово-контрастная микроскопия
Figure 1.  Peripheral blood lymphocytes: a — intact lymphocytes; b — initial blebbing; c — terminal blebbing; d — apoptosis. 

Magnification: ×600, phase contrast microscopy
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В контрольной группе уровень ИБЛ составил 
8,6 [4,7; 10,3] %, а в опытной группе — 20,8 [17,9; 
25,3] % (р < 0,001), что при наличии соответству-
ющих морфологических изменений печени мо-
жет соответствовать ее циррозу.

На аутопсии животных опытной группы было 
выявлено умеренное количество свободной 
жидкости в брюшной полости. Макроскопически 
печень была увеличена в размерах, плотная, 
местами бугристая, на разрезе имела мелкозер-
нистую структуру.

При гистологическом изучении микропрепа-
ратов печени лабораторных животных опытной 
группы было выявлено разрастание междоль-
ковой соединительной ткани с формированием 
порто-портальных септ, выраженные фиброзные 
изменения в триадах, феномен «сближения три-
ад» и формирование ложных долек. Определя-
лось нарушение балочного строения, отсутствие 
центральных вен в большинстве печеночных до-
лек (рисунок 2).

Рисунок 2. Экспериментальный цирроз печени (печень): формирование ложных долек, выраженный портальный фиброз, 
формирование порто-портальных септ (указано стрелками).  

Феномен «сближения триад» (обведено), гидропическая дистрофия гепатоцитов.  
Окраска: гематоксилин и эозин. Увеличение: ×400

Figure 2. Experimental cirrhosis of the liver (liver): Formation of false lobules marked portal fibrosis, formation of port-portal septa 
(indicated by arrows). Phenomenon of «triad convergence» (circled), hydropic and fatty dystrophy of hepatocytes.  

Staining hematoxylin and eosin. Magnification: ×400

Гепатоциты находились в состоянии жиро-
вой и гидропической дистрофии. В перипорталь-
ных зонах наблюдались отдельные очаги ступен-
чатых некрозов. Синусоиды были расширены, 
определялась очаговая пролиферация клеток 
Купфера.

В селезенке белая пульпа включала в себя 
лимфоидные фолликулы, которые не имели в 
своем составе реактивных центров (рисунок 3 а).

Кровеносные сосуды, проходящие в сое-
динительнотканных септах, были расширены и 
полнокровны. В отдельных кровеносных сосудах 
определялись морфологические признаки гиа-
линоза. Красная пульпа состояла из ретикуляр-
ной ткани с большим количеством синусоидных 
кровеносных сосудов с признаками выраженного 
полнокровия (рисунок 3 б). 

Эпителий ворсин тонкого кишечника состо-
ял из каемчатых энтероцитов и бокаловидных 
клеток, отдельные энтероциты на вершинах вор-
син имели признаки гидропической дистрофии.  
В строме ворсин определялся умеренно выра-
женный отек. Лимфатические и венозные капил-
ляры были расширены и полнокровны.

Патоморфологические изменения в криптах 
тонкой кишки были менее выражены. В собствен-
ной пластинке слизистой оболочки определялись 
расширенные кровеносные сосуды. В мышечной 
оболочке как во внутреннем циркулярном слое, 
так и в наружном продольном определялись пол-
нокровные и расширенные кровеносные сосуды 
артериального и венозного русла (рисунок 4). На-
ружная серозная оболочка имела не отличающе-
еся от нормы строение.
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а  б  

Рисунок 3. Экспериментальный цирроз печени (селезенка):
а — лимфоидный фолликул без реактивного центра (указано стрелкой); 

б — полнокровие красной пульпы селезенки (указано стрелками). 
Окраска: гематоксилин и эозин. Увеличение: ×400
Figure 3.  Experimental cirrhosis of the liver (spleen):  

a — lymphoid follicle without a reactive center (indicated by an arrow).  
b — plethora of the red pulp of the spleen (indicated by arrows).  

Staining with hematoxylin and eosin. Magnification: ×400.

Рисунок 4. Экспериментальный цирроз печени (кишечник): расширение и полнокровие сосудов артериального 
и венозного русла в мышечной оболочке тонкого кишечника (указано стрелками).  

Окраска: гематоксилин и эозин. Увеличение: ×400
Figure 4.  Experimental cirrhosis of the liver (intestine): Expansion and plethora of blood vessels of the arterial and venous bed  

in the muscular membrane of the small intestine (indicated by arrows).  
Staining with hematoxylin and eosin. Magnification: ×400

Воздухоносные пути были представлены 
бронхами различного калибра. Стенка бронхов 
в целом имела обычное строение, в единичных 

бронхах проявлялась пролиферация реснит-
чатого эпителия в виде папиллярных структур  
(рисунок 5).
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Рисунок 5. Экспериментальный цирроз печени (легкое): 
в бронхах пролиферация реснитчатого эпителия в виде папиллярных структур (указано стрелкой).  

Окраска: гематоксилин и эозин. Увеличение: ×100
Figure 5.  Experimental cirrhosis of the liver (lung): 

In the bronchi, the proliferation of the ciliated epithelium in the form of papillary structures (indicated by the arrow).  
Staining with hematoxylin and eosin. Magnification: ×100

В ткани легких были установлены патологи-
ческие изменения. В отдельных альвеолах опре-
делялись дистрофические изменения альвео-
лярного эпителия и его десквамация. В строме 
легкого определялись расширенные полнокров-

ные сосуды мелкого и среднего калибра. Сосуды 
микроциркуляторного русла также были полно-
кровны, в отдельных участках паренхимы легкого 
определялись интерстициальные кровоизлияния 
(рисунок 6). 

Рисунок 6. Экспериментальный цирроз печени (легкое): полнокровие сосудов микроциркуляторного русла.  
Интерстициальное кровоизлияние (указано стрелкой).  

Окраска: гематоксилин и эозин. Увеличение: ×400
Figure 6.  Experimental cirrhosis of the liver (lung): 

Full blood vessels of the microvasculature. Interstitial hemorrhage (arrowed).  
Staining with hematoxylin and eosin. Magnification: ×400
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В нижней трети пищевода многослойный 
плоский эпителий был истончен. Капилляры 
собственной пластинки слизистой оболочки 
были полнокровны. В подслизистой оболочке 
определялся отек, расширение просвета вен, 
некоторые участки формировали сосуды кавер-
нозного типа. В слизистой кардиального отдела 
желудка отмечалось уплощение поверхностного 
эпителия, сглаженность складок и ямок, а также 
морфологические признаки слабовыраженного 
хронического гастрита. Собственная пластинка 
слизистой оболочки включала отдельные очаги 
склероза. В подслизистой оболочке определя-
лось полнокровие вен и отек. Мышечный слой 
был фрагментирован и истончен. 

В корковом веществе почек и оболочках моз-
га определялись нарушения кровообращения в 
виде полнокровия и отека, выраженные от сла-
бой степени до умеренной.

Обсуждение
В исследовании выявлено закономерное 

повышение у животных опытной группы ИБЛ —  
до 20,8 [17,9; 25,3] % (р < 0,001) в сравнении с 
контрольной группой животных, что отражает 
снижение функционального резерва системы ан-
тиоксидантной защиты организма.

Морфологическое подтверждение фор-
мирования цирроза печени 

Предложенная методика моделирования 
цирроза вызывает макро- и микроскопические 
изменения внутренних органов, сходные с тако-
выми при компенсированном ЦП у человека. На-

личие асцита, полнокровия и отека внутренних 
органов отражает формирование синдрома пор-
тальной гипертензии.

Использование в эксперименте мелких ла-
бораторных животных, отсутствие потребности 
в использовании более трудоемких методов 
формирования ЦП (хирургический, генно-мо-
дифицированный и т. д.) делают настоящую 
модель простой в исполнении, а также эконо-
мически выгодной. Данная модель может быть 
использована в научно-исследовательских 
лабораториях, педагогическом процессе. Ее 
использование в экспериментальных иссле-
дованиях позволит оценить эффективность 
действия лекарственных средств, а в научном 
и педагогическом процессе — изучать этиопа-
тогенез ЦП, его осложнений. Кроме того, досто-
инствами модели являются высокая воспроиз-
водимость (82 %), краткие сроки моделирования 
(65 суток).

Заключение
Представленная модель ЦП является при-

ближенной к патологическим процессам, проис-
ходящим в ткани печени и внутренних органах 
при данном заболевании,  характеризуется по-
вышением ИБЛ периферической крови. 

При помощи данной модели можно изучать 
механизмы патогенеза развития ЦП, метаболи-
ческое состояние организма, апробировать ме-
тоды коррекции метаболических нарушений при 
ЦП. Модель является простой в технике выпол-
нения.
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