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Резюме

Цель исследования: оценка активности р38 МАРК при повреждении серозной оболочки.

Материал и методы. На 40 крысах линии Вистар моделировали спаечный процесс в брюшной полости. Проводили 
иммуногистохимическое окрашивание зоны спайкообразования на p38 MAPK и p38 MAPK Phospho. с помощью 
Real-time ПЦР исследовали экспрессию генов, кодирующих р38 МАР в зоне повреждения. 5 интактных животных 
служили в качестве контроля.

Результаты. При имммуногистохимическом окрашивании зоны повреждения установлено, что пик активности р38 
приходится на 14 сутки, фосфорилированной части р38 МАРК — на третьи.

При оценке экспрессии генов p38 MAPK установлено, что пик активности генов Mapk12 приходился на 3-и и 14-е 
сутки, Mapk13 — на 12 часов и 7 суток, Mapk11 и Mapk14 — на 14-е сутки. Достоверность различий по сравнению 
с интактными животными (р < 0,05) для MAPK12 — отмечена в срок 3 суток, для MAPK13 — на 12 часов, 3 и 7 суток

Заключение. Таким образом, в ходе исследования нами выявлена экспрессия р38 МАРК каскада при естественном 
течении репаративного процесса. Показано, что активация каскада начинается с 6 часов после повреждения и со-
храняется до 30 суток с максимумом выраженности активности на 14 сутки.
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Summary

Objective: to assess the activity of р38 МАРК in serosal injury.

Material and methods. We modelled adhesive process in abdomen in 40 Wistar rats. Adhesion zone was immunohisto-
chemically stained for p38 MAPK and p38 MAPK Phospho. Expression of р38 МАР-coding genes was studied the in the 
injured zone using RT PCR. The control group consisted of 5 intact Wistar rats.

Results. As a result of immunohistochemical staining of adhesion zone we determined that peak of p38 expression is regis-
tered on the 14th day after surgery, but phosphorylated p38 MAPK activity peak — on the 3rd day.

Assessment of p38 MAPK genes expression showed that Mapk12 genes was expression peaks on the 3rd и 14th day, 
Mapk13 — in 12 hours and on the 7th day, Mapk11 and Mapk14 — on the 14th day. Statistical signifi cance in comparison with 
data obtained in intact animals (р < 0,05) for MAPK12 was registered on the 3rd day, for MAPK13 — in 12 hours, on the 3rd 
and 7th day.

Conclusion. Our research allowed us to determine р38 МАРК cascade expression in non-changed reparative process. It was 
found that p38 MAPK cascade activation starts from the 6thhour after the surgery and lasts up to 30th day with its maximum 
on the 14th day.

Keywords: peritoneal adhesions, abdominal cavity, p38 MAP kinase, experimental studies

Введение

Как известно, MAPK (mitogen activated protein 
kinases) являются важным звеном регуляции экс-
прессии генов в ответ на внешние стимулы [1]. При 
этом группа так называемых p38 MAP-киназ ак-
тивируется при воздействии провоспалительных 
цитокинов, факторов роста, отвечает за реализа-
цию воспалительного ответа, развитие апоптоза 
[2]. Установлено, что активация р38 МАРК ведет 
к усилению фиброза [3]. Такой эффект зафиксиро-
ван при воздействии на первичные менингеальные 

мезотелиальные клетки [4], фибробласты оболочки 
глаза [5]. В то же время использование пролонги-
рованной блокады р38 МАР каскада позволяет 
снизить плотность коллагеновых волокон в зоне 
послеоперационного рубца [6], а также снизить 
интенсивность спаечного процесса в брюшной 
полости при травме брюшины [7, 8].

Целью настоящего исследования явилась оценка 
активности р38 МАРК при повреждении серозной 
оболочки.

Материалы и методы исследования

Моделировали асептический воспалительный 
процесс в брюшной полости с использованием 40 
самцов крыс линии Wistar в возрасте 9 мес. путём 
вскрытия серозно-мышечного слоя слепой киш-
ки с последующим ушиванием раны швом типа 
Шмидена и скарификации париетальной брюш-
ины правого бокового канала [9]. Э ксперименты 
выполнялись в соответствии с нормами гуманного 
обращения с животными, исследование одобрено 
Комитетом по этике ИНЦХТ.

Фиксацию материала проводили в растворе 
FineFix (Milestone, Италия), осуществляли про-
водку и заливку материала в парафиновые блоки, 
изготавливали серийные срезы толщиной 5 мкм.

Проводили иммуногистохимическое окраши-
вание. В качестве первичных антител применяли:
1. p38 MAPK Rabbit Monoclonal Antibody (Epitomics, 

Clone ID: Y122, Cat. N1544–1, Lot YE-02–12–11C), 
рабочее разведение 1:200;

2. p38 MAPK Phospho (pT180/pY182) (MAPK14) 
Rabbit Monoclonal Antibody (Epitomics, Clone 
ID: E229, Cat. N1229–1, Lot YH080601C, рабочее 
разведение 1:100.

В  качестве вторичных антител использова-
ли Novolink Polymer (Novocastra, REF=7112, Lot 
6006512). Срезы докрашивали 0,02% раствором 
гематоксилина Эрлиха. Для визуализации препара-
тов применяли микроскоп Nikon 80i. Исследование 
проведены в сроки от 2 часов до 30 суток.

Для исследования в зоне повреждения экспрес-
сии генов, кодирующих р38 МАРК, использовали 
наборы для ПЦР MAP Kinase Signaling Pathway 
RT² –Profi ler™ PCR Array (Qiagen GmbH, Германия, 
кат. № PARN-061Z). Процедура ПЦР проведена на 
приборе BioRAD CFX 96. Исследования проведены 
в сроки от 12 часов до 14суток.

Контролем служили исследования серозно-мы-
шечного слоя слепой кишки у интактных живот-
ных (n = 5).

Статистическая обработка полученных резуль-
татов проведена с использованием оригинальной 
on-line программы анализа массивов данных, полу-
ченных на наборах RT2_Profi ler PCR ARRAY фир-
мы SA Bioscience – http://www.qiagen.com/Products/
Genes and Pathways/Data Analysis Center Overview 
Page/RT2 Profi ler PCR Arrays Data Analysis Center/.



93

Результаты исследования и обсуждение

Установлено, что при окраске на нефосфорилиро-
ванную часть p38 МАР-киназного каскада через 2 
часа после начала эксперимента в мезотелии в об-
ласти травмы наблюдалась только минимальная 
окраска, через 6 часов наблюдалась незначительная 
активация в клетках субсерозного слоя. Через 12 
часов отмечена умеренная активация р38 МАРК 
каскада в клетках перитонеума, субсерозы, десква-
мированных мезотелиоцитах и сальнике. Через 1 
сутки после начала эксперимента интенсивность 
экспрессии МАР-киназного каскада нарастала. 
Отмечалась значительная экспрессия в сальнике 
и мезотелиоцитах, умеренная – в субсерозном слое 
клеток.

Через 3 суток наблюдалась выраженная экспрес-
сия р38 МАРК, особенно ярко проявляющаяся 
в клетках субсерозного слоя (Рис. 1).

На 7-е сутки сохранялась умеренная экспрес-
сия р38 в клетках мезотелия и прилегающих слоёв 
(Рис. 2).

На 14-е сутки выявлена ярко выраженная экспрес-
сия р38, при этом специфическая окраска зафикси-
рована в мезотелии и субсерозных областях (Рис. 3). 
К концу наблюдения (30 суток) сохранялась уме-
ренная экспрессия р38 в клетках субсерозного слоя.

Нами проведена также оценка содержания в тка-
нях в зоне повреждения активной формы р38 – p38 
phospho. Установлено, что повышение экспрессии 
активной части р38 МАРК каскада наблюдается 
с 6 часов до 14 суток, и только к концу наблюдения 
снижается до фоновых значений. Максимальная 
интенсивность окраски приходится на 3-и сутки 
(Рис. 4).

Проведена оценка экспрессии генов регулятор-
ных каскадов в зоне заживления раны, с помо-
щью набора для ПЦР MAP Kinase Signaling Pathway 
RT² -Profi ler™ PCR Array (Qiagen GmbH, Германия, 
кат. № PARN-061Z). Результаты представлены по 
отношению к экспрессии генов в области сероз-
но-мышечного слоя слепой кишки у интактных 
животных.

При оценке экспрессии генов MAPK (Mapk11, 
Mapk12 (p38gMAPK), Mapk13, Mapk14 (p38 MAPK)) 
установлено, что уровень экспрессии Mapk13 был 
повышен весь период наблюдения.

Пик активности генов Mapk12 (p38gMAPK) при-
ходился на 3-и и 14-е сутки, Mapk13 – на 12 часов и 7 
суток, Mapk11 и Mapk14 (p38 MAPK) – на 14-е сутки 
(Рис. 5). Достоверность различий по сравнению 
с интактными животными (р < 0,05) для MAPK12 – 
отмечена в срок 3 суток, для MAPK13 – на 12 часов, 
3 и 7 суток.

Поскольку р38 МАРК активируются при повреж-
дении и отвечают за дифференцировку и апоптоз 
клеток, очень важно знать временные сроки акти-
вации МАРК каскада для разработки мер целена-
правленного воздействия на репаративный про-
цесс. Однако до настоящего времени такой оценки 
в отношении травмы брюшины и последующей 
репарации не проводилось. Полученные результа-
ты свидетельствуют об активном вовлечении р38 
МАРК в репаративный процесс при повреждении 
брюшины, длительной активации каскадов. И об-
уславливают необходимость длительной (не менее 
2 недель после травмы брюшины) профилактики 
процесса спайкообразования.

Заключение

Таким образом, в ходе исследования нами выявлена 
экспрессия р38 МАРК каскада при естественном 
течении репаративного процесса, показано, что 

активация каскада начинается с 6 часов после по-
вреждения и сохраняется до 30 суток с максиму-
мом выраженности активности на 14 сутки.
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