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Формирование спаечного процесса в брюшной полости – одно из наиболее частых осложнений 
интраабдоминальной хирургии 
Цель исследования: оценить активацию JNK МАРК каскада при экспериментальном спаечном процессе.
Материалы и методы. Экспериментальные исследования проведены на 40 самцах крыс линии Wistar (9 мес.). 
Моделировали спаечный процесс в брюшной полости. В сроки от 2 часов (2, 6, 12 часов) до 30 суток (1, 3, 7, 
14, 30 суток) проведена оценка JNK МАРК каскада в зоне повреждения серозной оболочки с использованием 
иммуногистохимических методов (окраска на JNK1 Phospho (pT183) / JNK2 Phospho (pT183) / JNK3 Phospho 
(pT221)) и real-time ПЦР (набор MAP Kinase Signaling Pathway RT² – Profiler™ PCR Array (Qiagen)).
Результаты. Установлено, что экспрессия фосфорилированной части JNK MAPK каскадов имеет волнообразную 
динамику с двумя пиками – на 3-и и 14-е сутки. Определено, что в процесс вовлекаются все три JNK каскада, 
причём на 3-и сутки синхронно активируются все каскады группы JNK (JNK1 повышается 12-кратно по 
сравнению с группой интактных животных, JNK2 – 8-кратно, JNK3 – 10-кратно). На 14-е сутки наиболее 
интенсивно повышается активность JNK3 каскада – в 30 раз (для JNK1 – примерно в 6 раз, JNK2 – в 12 раз).
Заключение. Установлена значительная активация исследуемых МАРК каскадов на 14-е сутки после 
травматического повреждения, что свидетельствует о необходимости длительной профилактики 
посттравматических изменений, в частности формирования спаечного процесса.
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Adhesive process in the abdominal cavity is one of the most frequent complications of intra-abdominal surgery.
The aim of the study was to evaluate the activation of the JNK MAPK cascade during the experimental adhesion process.
Materials and methods. Experimental studies were performed on 40 male Wistar rats (9 months old). We modeled the 
adhesive process in the abdominal cavity. At the time from 2 hours (2, 6, 12 hours) to 30 days (1, 3, 7, 14, 30 days), a 
JNK MAPK cascade was evaluated in the zone of damage to the serosa using immunohistochemical methods (paint-
ing on JNK1 Phospho (pT183) / JNK2 Phospho (pT183) / JNK3 Phospho (pT221)) and real-time PCR (the MAP Kinase 
Signaling Pathway RT2 - Profiler ™ PCR Array (Qiagen) kit).
Results. We have found that the expression of the phosphorylated part of the JNK MAPK cascades has an undulating 
dynamics with two peaks on the 3rd and 14th day. It has been determined that all three JNK cascades are involved in 
the process, and all JNK cascades are synchronously activated on the 3rd day (JNK1 increases 12-fold in comparison 
with the group of intact animals, JNK2 is 8-fold, JNK3 is 10-fold). On the 14th day, the activity of the JNK3 cascade is 
the most intensively increased – 30 times (for JNK1 – about 6 times, JNK2 – 12 times).
Conclusion. Significant activation of MARK cascades has been established on the 14th day after traumatic injury, which 
indicates the need for long-term prevention of posttraumatic changes, in particular, the formation of adhesions.
Key words: adhesive process, MAPK, JNK, modeling
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Формирование спаечного процесса в брюшной 
полости – одно из наиболее частых осложнений ин-
траабдоминальной хирургии [1].

Проблемы патогенеза спаечного процесса об-
суждаются уже более 100 лет. Однако до настоящего 
времени остаются нерешённые проблемы, не по-
зволяющие подойти к разработке противоспаечных 
средств с высокой активностью [3].

По нашему мнению, одним из перспективных на-
правлений в разработке таких подходов является управ-
ление спаечным процессом при помощи воздействия на 
внутриклеточные сигнальные каскадные механизмы. 

Киназы N-концевой части фактора транскрипции 
Jun (c-Jun N-terminal kinases) (JNK) (по унифицирован-
ной классификации JNK1 – это MAPK8, JNK2 – MAPK9, 
JNK3 – MAPK10) – это стресс-активируемые про-
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теинкиназы. Они активируются под воздействием 
различных цитокинов, осмотического шока [5, 12]. 
Эти киназы изменяют активность различных белков 
за счёт фосфорилирования. Известно, что МАРК8 и 
МАРК9 обнаружены во всех клетках и тканях [6, 8]. Вы-
сокая активность МАРК10 характерна для головного 
мозга, менее выраженная – для сердца и яичек [6, 7, 9]. 

МАРК 8, 9 и 10 участвуют в дифференцировке кле-
ток и их пролиферации. МАРК 8 и 9 вовлечены в апоп-
тоз, индуцированный ультрафиолетовым излучением. 
МАРК 8 участвует также в апоптозе, индуцированном 
фактором некроза опухолей TNF-α, в процессах нейро-
дегенерации, воспалении, продукции цитокинов [10].

Поиск «ABDOMINAL ADHESION AND JNK» от 
20.03.18 г., проведённый в Pubmed, выявил всего 
7 работ, в которых рассматривается возможная вовле-
чённость JNK каскада в процесс спайкообразования.

L. Tian et al. (2018) связывают противовоспали-
тельный и потенциальный противоспаечный эффект 
комбинации хитозана, целлюлозы и полисахарида 
морских водорослей со снижением активности ос-
новных классов МАРК, в частности, JNK, р38 и ERK. 
[11]. Такой же механизм действия предполагают у 
берберина гидрохлорида [13].

Однако до настоящего времени не опубликовано 
работ, раскрывающих вовлечение JNK каскада в спаеч-
ный процесс, сроки активации каскадных механизмов.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Оценить активацию JNK МАРК каскада при экс-
периментальном спаечном процессе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Моделировали асептический воспалительный про-
цесс в брюшной полости разработанным нами методом 
[2, 4]. Экспериментальные исследования проведены на 
40 самцах крыс линии Wistar (9 мес.), по 5 животных 
на временную точку. Эксперименты выполнялись в 
соответствии с нормами гуманного обращения с жи-
вотными, которые регламентированы «Guidelines of the 
Association for Assessment and Accreditation of Laboratory 
Animal Care, international» согласно протоколу, одобрен-
ному этическим Комитетом ИНЦХТ. 

Выведение из эксперимента осуществлялось в 
сроки от 2 часов до 30 суток. 

Фиксацию зон травмы брюшины, формирования 
спаечного процесса осуществляли в FineFix (Milestone, 
Италия), заливали материала в парафиновые блоки, 
изготавливали серийные срезы толщиной 5 мкм. Во все 
сроки наблюдения проводили иммуногистохимическое 
окрашивание образцов. В качестве первичных антител 
применяли JNK1 Phospho (pT183) / JNK2 Phospho (pT183) 
/ JNK3 Phospho (pT221) (MAPK10) Rabbit Monoclonal 
Antibody (Epitomics, Clone ID: EPR5693, Cat. N 3893-1, Lot 
YH122306C), рабочее разведение 1:200. Использовали 
вторичные антитела Novolink Polymer (Novocastra, 
REF=7112, Lot 6006512), меченные пероксидазой. Срезы 
докрашивали 0,02% раствором гематоксилина Эрлиха. 

Для оценки экспрессии генов, кодирующих JNK 
МАРК, забирался материал из зоны повреждения в 
области слепой кишки, помещался в раствор RNAlater 
(Ambion, Canada, Cat #7020). Выделялась матричная 

РНК, и с использованием наборов для ПЦР MAP Kinase 
Signaling Pathway RT² – Profiler™ PCR Array (Qiagen 
GmbH, Германия, кат. № PARN-061Z) исследовалась 
динамика изменения активности генов, кодирующих 
участвующие в данных каскадах белки.

Исследования проведены в сроки от 12 часов 
до 14 суток. Контролем служили исследования се-
розно-мышечного слоя слепой кишки у интактных 
животных (n = 5).

ПЦР проведён с использованием BioRAD CFX 96. 
Статистическая обработка полученных резуль-

татов проведена с использованием оригинальной 
on-line программы анализа массивов данных, полу-
ченных на наборах RT2_Profiler PCR ARRAY фирмы SA 
Bioscience – http://www.qiagen.com/Products/Genes 
and Pathways/Data Analysis Center Overview Page/RT2 
Profiler PCR Arrays Data Analysis Center/.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Проведено изучение экспрессии маркеров JNK 
МАРК-каскадов в тканях зоны повреждения, причём 
именно их активной фосфорилированной формы 
(JNK1 Phospho (pT183) / JNK2 Phospho (pT183) / JNK3 
Phospho (pT221)).

Установлено, что через 2 часа после операции на-
блюдалась минимальная активация JNK-каскадов. По 
интенсивности специфической окраски через 6 часов 
интенсивность экспрессии JNK нарастала, достигая 
умеренной выраженности, а через 12 часов – выра-
женной активности. К 3-м суткам активность JNK-
каскадов резко возрастала, наблюдалась интенсивная 
окраска области травмы брюшины и субсерозного 
слоя (рис. 1).

На 7-е сутки интенсивность окраски в зоне по-
вреждения снижалась до умеренной (рис. 2).

На 14-е сутки отмечен второй пик активности 
JNK МАРК-каскадов, при этом специфическая окраска 
была наиболее интенсивной за весь период наблю-
дения (рис. 3).

Рис. 1.  3-и сутки эксперимента. Ярко выраженная экспрес-
сия JNK в субсерозном слое. Иммуногистохимия, 
первичные антитела – JNK1/ JNK2/ JNK3 Phospho 
(Epitomics), 1:200, докрашивание гематоксилином.

Fig. 1.  The third day of the experiment. The pronounced expression 
of JNK in the subserose layer. Immunohistochemistry, primary 
antibodies – JNK1/JNK2/JNK3 Phospho (Epitomics), 1:200, 
staining with hematoxylin.



ACTA BIOMEDICA SCIENTIFICA, 2018, Том 3, № 4

Экспериментальные исследования 127

Рис. 2.  7-е  сутки  эксперимента,  умеренно  выраженная 
экспрессия JNK в области формирования спайки. 
Иммуногистохимия, первичные антитела – JNK1/ 
JNK2/ JNK3 Phospho (Epitomics), 1:200, докраши-
вание гематоксилином.

Fig. 2.  The 7th day of the experiment, moderate expression of JNK 
in the area of adhesion formation. Immunohistochemistry, 
primary antibodies – JNK1/JNK2/JNK3 Phospho (Epitom-
ics), 1:200, staining with hematoxylin.

Рис. 3.  14-е сутки эксперимента. Выраженная экспрессия 
JNK  в  области  формирования  спайки  «кишка  – 
сальник». Иммуногистохимия, первичные антите-
ла – JNK1/ JNK2/ JNK3 Phospho (Epitomics), 1:200, 
докрашивание гематоксилином

Fig. 3.  The 14th day of the experiment. Expressed expression of JNK 
in the area of formation of the adhesion «gut – omentum”. 
Immunohistochemistry, primary antibodies – JNK1/JNK2/
JNK3 Phospho (Epitomics), 1:200, staining with hematoxylin.

К 30-м суткам активность каскадов снижалась.
Полученные результаты свидетельствуют о том, 

что экспрессия фосфорилированной части JNK MAPK-
каскадов имеет волнообразную динамику с двумя пика-
ми – на 3-и и 14-е сутки. Проведена оценка экспрессии 
генов JNK регуляторного каскадов в зоне повреждения 
слепой кишки. Результаты представлены по отноше-
нию количества копий мРНК последовательностей, 
кодирующих белки JNK-каскада, к регистрируемому 
уровню их экспрессии в области серозно-мышечного 
слоя слепой кишки у интактных животных.

При оценке экспрессия генов Mapk8 (JNK1), Mapk9 
(JNK2), Mapk10 (JNK3) установлено, что пики актив-
ности наблюдались на 3-и и 14-е сутки (рис. 4).
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Рис. 4.  Экспрессия  JNK  MAPK,  кратность повышения по 
сравнению с интактными животными.

Fig. 4.  Expression  of  JNK  MAPK,  multiplicity  of  increase  in 
comparison with intact animals.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, на экспериментальной модели 
установлены временные сроки и уровень активации JNK 
МАР-киназных каскадов при асептическом повреждении 
брюшины. Показано, что при травматическом повреж-
дении брюшины наблюдается активация JNK MAPK ка-
скадов. При этом определено, что для данного процесса 
характерно двухволновое повышение активности JNK 
МАРК – на 3-и и 14-е сутки после повреждения брюшины. 

Иммуногистохимическое исследование, с учётом 
использования маркеров, отражающих активность 
всех трёх JNK-каскадов, не позволило раздельно оце-
нить активность JNK1, 2 и 3 каскада. При применении 
ПЦР-исследования определено, что в процесс вовлека-
ются все три каскада, причём на 3-и сутки синхронно 
активируются все каскады группы JNK (JNK1 повыша-
ется в 12,08 раза по сравнению с группой интактных 
животных, JNK2 – в 8,14 раза, JNK3 – в 10,52 раза). На 
14-е сутки наиболее интенсивно повышается актив-
ность JNK3 каскада – в 30,8 раза (для JNK1 – в 5,94 раза, 
JNK2 – в 12,17 раза). Таким образом, получены новые 
данные о том, что выраженная активация МАРК10 на-
блюдается не только в головном мозге, сердце и яичках 
[7, 9], но и в серозной оболочке при её повреждении. 

Установлена значительная активация исследуе-
мых МАРК каскадов на 14-е сутки после травматиче-
ского повреждения, что свидетельствует о необходи-
мости длительной профилактики посттравматиче-
ских изменений, в частности формирования спаечного 
процесса, в сроки не менее чем 2 недели после травмы.
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