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Expression of Apoptosis Markers in Adhesions in the Abdominal Cavity 

under the Experimental Conditions

Background: Our aim was to study the expression of markers of caspase-dependent and caspase-independent apoptosis pathway activation in the 

process of repair in case of damage of the serous membrane of the abdominal cavity. Materials and methods: On the experimental model of adhesions 

in the abdominal cavity (male rats Wistar, n =40) in dynamics from 2 hours to 30 days after injury to the peritoneum studied marker expression pro-

apoptosis (Bcl-x) and anti-apoptosis (Bcl-2), and PARP-1. Results: It was found that in the conditions of traumatic injury of the peritoneum apoptosis 

and anti-apoptosis occur in parallel. In the initial period of the anti-apoptosis mechanisms prevail, and in later periods dominated phenomena pro-

apoptosis. PARP-1 activation indicates an increase in the frequency of DNA damage cells, and the duration of this process stimulates cell death by 

caspase-independent pathway. Together, these processes result in the elimination of a large number of cells, especially fibroblast of zone connective 

tissue formation in an aseptic area of inflammation in the peritoneal injury. We first established that in the case of peritoneal injury marker expression 

of anti-apoptosis in the damage zone has the character of the two-wave with maximum expression at 1-third day of the pathological process with 

repetitive peak on the 14th day. Сonclusion: Identifying key parts of apoptosis in the formation of adhesions in the abdominal cavity, which can be 

used for the development of drugs for the prevention of adhesions.
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Экспрессия маркеров апоптоза при развитии 

спаечного процесса в брюшной полости 

в эксперименте

Цель исследования: изучить экспрессию маркеров каспаззависимого и каспазнезависимого пути активации апоптоза в процессе репарации 

при повреждениях серозной оболочки брюшной полости. Материалы и методы: на модели экспериментального спаечного процесса 

в брюшной полости (самцы крыс линии Wistar, n =40) в динамике (от 2 ч до 30 сут после повреждения брюшины) изучена экспрессия маркеров 

про- (Bcl-x) и антиапоптоза (Bcl-2), а также PARP-1. Результаты: установлено, что в условиях травматического повреждения брюшины 

процессы апоптоза и антиапоптоза протекают параллельно. При этом в начальный период превалируют механизмы антиапоптоза

(более интенсивная окраска на Bcl-2), а в поздние сроки доминируют явления каспаззависимого проапоптоза (более интенсивная окраска

на Bcl-x). Активация PARP-1 свидетельствует о повышении частоты повреждения структуры ДНК клеток, а длительность этого процесса 

стимулирует гибель клеток по каспазнезависимому пути. В совокупности эти процессы приводят к элиминации большого числа клеток 

(в первую очередь фибробластического ряда) из зоны формирования соединительной ткани при асептическом воспалении в условиях травмы 

брюшины. Впервые установлено, что в случае повреждения брюшины экспрессия маркеров антиапоптоза в зоне повреждения имеет двух-

волновый характер с максимальной выраженностью на 1–3-и сут патологического процесса с повторным пиком на 14-е сут. Выводы: 

установленные ключевые звенья запуска апоптоза при формировании спаечного процесса в брюшной полости могут быть использованы 

для разработки лекарственных препаратов для профилактики развития спаек.
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Введение

Апоптоз является одним из важнейших инструментов 

поддержания гомеостаза, причем его механизмы реализу-

ются как при физиологических, так и при патологических 

состояниях. В настоящее время установлены основные 

механизмы реализации апоптоза в эукариотических клет-

ках, активно ведутся исследования регуляторов и актива-

торов апоптоза. Интерес к данной проблеме обусловлен 

возможностью применения знаний о программируемой 

клеточной смерти в медицине при лечении различных за-

болеваний [1].

В регуляции апоптоза большая роль принадлежит бел-

кам семейства Bcl, причем различают про- (Вах, Bad, Bok, 

Bcl-xS, Bak, Bid, Bik, Bim, Krk, Mtd) и антиапоптозные 

белки (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mсl-1, A-1, Boo) [2]. Предпо-



30

ВЕСТНИК РАМН /2014/ № 5–6

лагают, что соотношение про- и антиапоптозных белков 

имеет решающее значение в реализации программируе-

мой гибели клетки. Регуляция апоптоза белками семей-

ства Bcl-2 осуществляется преимущественно на отрезке 

митохондриального сигнального пути, поскольку сиг-

налы рецепторзависимого сигнального пути в основном 

обходят контроль со стороны Bcl-2. Белки Bcl-2, Bcl-xL 

и Bax могут формировать трансмембранные каналы либо 

участвовать в их формировании. Например, Bcl-2 прямо 

или косвенно предотвращает высвобождение из митохон-

дрий цитохрома C [3]. В противоположность этому Bax 

в комплексе с порином образует во внешней мембране 

митохондрий канал, по которому в цитоплазму высво-

бождаются цитохром C и апоптозиндуцирующий фактор 

(AIF). Помимо каналообразующей активности белки се-

мейства Bcl-2 могут выступать в роли связывающихся 

с белками адаптеров, участвующих в процессе апоптоза.

Немаловажную роль в развитии апоптоза играют си-

стемы контроля целостности ДНК. Известно, что PARP-1 

(cleaved p85) (Poly-[ADP-ribose]-polymerase 1) участвует 

в репарации ДНК. После расщепления ДНК ферментами, 

участвующими в клеточной смерти (например, каспаза-

ми), PARP-1 могут привести к истощению АТФ клетки 

в попытке восстановить поврежденную ДНК. Истощение 

АТФ ведет к гибели клетки. Кроме того, PARP-1 способен 

непосредственно индуцировать апоптоз через продукцию 

поли(АДФ-рибоза)-полимеразы, которая стимулирует 

митохондрии к выделению AIF. Этот механизм является 

каспазнезависимым [4].

Цель исследования: изучить экспрессию маркеров ка-

спаззависимого и каспазнезависимого пути активации 

апоптоза в процессе репарации при повреждениях сероз-

ной оболочки брюшной полости.

Материалы и методы

Участники исследования
Моделирование спаечного процесса в брюшной по-

лости у экспериментальных животных осуществляли по 

разработанному авторами способу, включающему вскры-

тие серозно-мышечного слоя слепой кишки длиной 

1 см с последующим ушиванием раны швом Шмидена 

и скарификацию париетальной брюшины правого боко-

вого канала размером 1,5×1,5 см [5, 6].

Эксперименты выполнены с использованием сам-

цов крыс линии Wistar весом 220–250 г в возрасте 9 мес 

(n=40). Выведение животных из эксперимента осу-

ществляли в сроки от 2 ч до 30 сут. Все эксперименты 

на животных проводили в соответствии с принципами гу-

манного обращения с животными, которые регламенти-

рованы «Правилами проведения работ с использованием 

экспериментальных животных» (Приложение к приказу 

Министерства здравоохранения СССР от 12.08.1977 г. 

№ 755). Все оперативные вмешательства выполнены 

в асептических условиях. Животных содержали в услови-

ях сертифицированного вивария при свободном доступе 

к пище и воде на рационе питания, соответствующего 

нормативам ГОСТа. Протокол эксперимента одобрен 

Комитетом по биомедицинской этике Научного центра 

реконструктивной и восстановительной хирургии (про-

токол № 8 от 09.10.10 г.).

Методы исследования
Фиксацию материала проводили в растворе FineFix 

(Milestone, Италия). Для изучения экспрессии маркеров 

апоптоза применяли иммуногистохимическое окраши-

вание препаратов с использованием первичных антител 

к Bcl-2 (Abbiotec, США) в рабочем разведении 1:300, 

к Bcl-x (Epitomics, США) в рабочем разведении 1:100 

с докрашиванием гематоксилином, а также иммунофлуо-

ресцентное окрашивание с применением первичных анти-

тел к PARP-1 (Epitomics, США) в рабочем разведении 1:50 

и вторичных антител, меченных Alexa Fluor 568. Визуали-

зацию осуществляли на исследовательском микроскопе 

Nikon Eclipse 80i (Nikon, Япония) с приставкой для эпи-

флуоресценции DIH-M.

Результаты

При изучении экспрессии маркеров апоптоза установ-

лено, что повышение интенсивности экспрессии Bcl-2 

и Bcl-x в части клеток наблюдалось уже через 2 ч после 

моделирования спаечного процесса. Окрашивались еди-

ничные клетки в области кишечного шва и клетки в под-

слизистом слое в области раны. Через 6 ч после операции 

картина принципиально не изменилась: достаточные для 

визуализации количества Bcl-2 и Bcl-x экспрессирова-

ли единичные клетки в области повреждения брюши-

ны. К 12 ч наблюдения окраска на маркеры семейства 

Bcl-2 значительно нарастала. На Bcl-2 ярко окрашивалось 

большое число клеток в области воспаления брюшины, 

отмечалась также окраска и на Bcl-x: слабо окрашива-

лись клетки в области повреждения брюшины, отмеча-

лась четкая окраска клеток в области кишечного шва 

(рис. 1а и 1е).

Через 1 сут после травмы на фоне формирования спа-

ек, выраженной нейтрофильной инфильтрации области 

шва, а также подслизистого и мышечного слоя кишечной 

стенки, выраженной нейтрофильной инфильтрации брю-

шины интенсивность окраски на Bcl-2 и Bcl-x нарастала, 

при окраске на оба маркера ярко окрашивались клетки 

брюшины в области образования спайки, наблюдали 

много «положительных» клеток в подслизистом слое.

Через 3 сут после травмы на фоне формирования 

спаек между кишкой и сальником, а также местом по-

вреждения брюшной стенки и сальником, между брюш-

ной стенкой и кишечником, выраженного воспаления 

вокруг шва, обширного инфильтративного процесса 

в подслизистом и мышечном слое кишки, ярко выражен-

ных признаков воспаления брюшины, разрастания моло-

дой грануляционной ткани в месте формирования спаек 

(т.е. начала фибробластической фазы воспаления) наблю-

дали много окрашенных на Bcl-2 клеток в зоне поврежде-

ния в подслизистом слое, а также в зоне формирования 

спаек. Очень яркое окрашивание в зоне воспаления брю-

шины и в подслизистом слое отмечено при применении 

первичных антител к Bcl-x (рис. 1б и 1ж).

Через 7 сут на фоне формирования спаек большой 

протяженности без выраженной васкуляризации, нали-

чия капсулы вокруг шва наблюдали достаточно яркую 

окраску на Bcl-х и слабую — на Bcl-2. При этом зоны 

окраски на данные маркеры не совпадали, также имела 

место яркая окраска брюшины (рис. 1в и 1з).

На 14-е сут на фоне формирования плотных васку-

ляризованных спаек, разрастания соединительной ткани 

вокруг шва зарегистрирована вторая волна выраженной 

экспрессии Bcl-2 и Bcl-x в клетках подслизистого слоя, 

в области формирования спаек, а также в зоне травмы 

передней брюшной стенки (рис. 1г и 1и).

К 30-м сут на фоне формирования богато васкуляри-

зированных множественных спаек с высокой плотностью 

коллагеновых волокон обнаружена минимальная окраска 
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Рис. 1. Экспрессия Bcl-2 и Bcl-x в области формирования спайки. Иммуногистохимия, первичные антитела — Bcl-2 (a–д) и Bcl-x (е–к), 

докрашивание гематоксилином.
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на Bcl-2 в зоне пролиферации и яркая окраска в этой же 

зоне на Bcl-x (рис. 1д и 1к).

Кроме того, методом иммунофлуоресцентного окра-

шивания изучена экспрессия PARP-1, участвующего 

в репарации ДНК. Установлено, что экспрессия PARP-1 

отмечается только с 7-х сут наблюдения. В более ранние 

сроки специфическая окраска не зарегистрирована. На 

7-е сут обнаруживается много PARP-1-положительных 

клеток в подслизистом слое и единичные клетки — 

в области травмы брюшины (рис. 2a). На 14-е, а затем 

на 30-е сут число таких клеток в зоне формирования 

спайки нарастало с достижением максимума на 30-е сут 

(рис. 2б).

Обсуждение

Как известно, апоптоз является одним из основных 

механизмов элиминации миофибробластов и формиро-

вания зрелой рубцовой ткани с низ  содержанием клеток 

и высоким содержанием коллагена [7].

Данные по изучению активности апоптоза при фор-

мировании спаек противоречивы. Так, M. Binnebosel 

и соавт. [8] в проспективном исследовании 40 больных 

спаечной болезнью после хирургических вмешательств 

во всех случаях зафиксировали активацию апоптоза. 

В то же время G.M. Saed и соавт. [9] по результатам 

исследования методом полимеразной цепной реакции 

клеточных линий, выделенных от 5 больных со спа-

ечной болезнью, установили, что экспрессия маркеров 

апоптоза в фибробластах, выделенных из спаек, по срав-

нению с нормальными фибробластами, резко сниже-

на. Авторы считают, что снижение активности апоп-

тоза может быть косвенной причиной интенсивности 

спайкообразования [10].

Нами установлено, что в условиях травматического 

повреждения брюшины процессы апоптоза и антиапоп-

тоза протекают параллельно. И если в начальный период 

после травматического повреждения брюшины превали-

руют механизмы антиапоптоза (более интенсивная окра-

ска на Bcl-2), то в поздние сроки доминируют явления 

каспаззависимого проапоптоза (более интенсивная окра-

ска на Bcl-x). Активация PARP-1 свидетельствует о повы-

шении частоты повреждения структуры ДНК клеток, а 

длительность этого процесса стимулирует гибель клеток 

по каспазнезависимому пути. В совокупности эти про-

цессы приводят к элиминации большого числа клеток, в 

первую очередь фибробластического ряда, из зоны фор-

мирования соединительной ткани в зоне асептического 

воспаления при травме брюшины.

Интересно, что в случае повреждения брюшины экс-

прессия маркеров антиапоптоза в зоне повреждения име-

ет двухволновый характер с максимальной выраженно-

стью на 1–3-и сут патологического процесса с повторным 

пиком на 14-е сут. В эти сроки реализуется активный 

рост грануляционной ткани и процесс созревания соеди-

нительнотканных васкуляризованных спаек. При этом     

к   концу наб  л    юдения (30-е сут) активность экспрессии 

антиапоптозных белков в зоне повреждения становится 

крайне низкой, и объем клеточного компонента соедини-

тельной ткани значительно уменьшается.

Заключение

По результатам исследования установлена динамика 

продукции про- и антиапоптотических белков при ре-

паративном процессе в области повреждения брюшины, 

сопровождающемся формированием спаек. Определение 

двухволнового характера продукции Bcl-2 позволяет уста-

новить сроки, в которые подавление синтеза данного бел-

ка будет способствовать быстрой элиминации активных 

фибробластов. Также продемонстрировано, что высокая 

активность PARP-1 в субмезотелиальных фибробластах 

при небольших метаболических резервах, характерных 

для данной области, может служить причиной запуска 

каспазнезависимого апоптоза. Выявленные ключевые 

звенья запуска апоптоза при формировании спаечного 

процесса могут быть использованы для разработки лекар-

ственных препаратов для профилактики развития спаек.

Работа выполнена при финансовой поддержке Мин-

обрнауки РФ в рамках Федеральной целевой программы 

«Научные и научно-педагогические кадры инновационной 

России» на 2009–2013 гг. по Государственному контракту 

№ 14.740.11.0176 от 15.09.2010 г.

Рис. 2. Экспрессия PARP-1 в зоне формирования спайки. Иммунофлуоресценция, первичные антитела к PARP-1, вторичные антитела, 

меченные Alexa Fluor 568.

Примечание. a — 7-е сут, б-е — 30-е сут.

а б
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