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Резюме. Цель исследования — оценка процессов 
пролиферации, коллагеногенеза и апоптоза фибробла-
стов крыс, активированных in vivo при моделирова-
ния гемоперитонеума. Материал и методы. Исследо-
вания проведены в первичной культуре клеток на 114 
пулах перитонеальных фибробластов крыс, получен-
ных от 26 животных с гемоперитонеумом на 10 сутки 
после его моделирования – основная группа, и 12 кон-
трольных крыс. Суспензию перитонеальных фибро-
бластов (2×106 кл./мл) культивировали 24 часа (t 37°С, 
5% СО2). Пролиферативную активность оценивали по 
количеству фибробластов с морфологическими при-
знаками митозов, а также по экспрессии маркера про-
лиферации Ki-67 с использованием моноклональных 
антител. Степень стимуляции коллагеногенеза фибро-
бластами оценивали по количеству белковосвязанно-
го оксипролина в супернатантах клеточных культур. 
Количество активных форм ядерного транскрипцион-
ного фактора NF-kB определяли методом иммунофер-
ментного анализа. Проводили ревизию брюшной поло-
сти крыс с макро- и микроскопическим анализом спа-
ек. Результаты. Установлено, что у крыс с гемопери-
тонеумом пролиферативная активность фибробластов 
была высокой: митотический индекс превышал показа-
тели контроля более чем в 5 раз, уровень маркера про-
лиферации Ki-67 был повышен почти в 8 раз. Выявле-
но 4-кратное увеличение коллагенсинтетической функ-
ции активированных фибробластов. Отмечена прямая 
корреляционная связь между пролиферативной актив-
ностью фибробластов, количеством белковосвязанного 
оксипролина и числом спаек в брюшной полости крыс 
(r=0,91; r=0,78, р<0,05). Усиление процессов пролифе-
рации фибробластов, их коллагенсинтетической функ-
ции при индукции спаечного процесса в брюшной по-
лости сопровождалось активацией фактора транскрип-
ции NF-κB, приводящей к блокированию процессов 
апоптоза. Показатели активации NF-κB перитонеаль-
ных фибробластов крыс с гемоперитонеумом в 8 раз 
превышали значения контрольных. Выводы: Наруше-
ния ауторегуляции роста соединительной ткани при ге-
моперитонеуме с преобладанием индукции пролифера-
ции фибробластов, сопровождающейся активацией их 

Abstract. Objective of the study is to evaluate the 
processes of proliferation, collagenosis and apoptosis 
in fibroblasts activated in vivo while modeling 
hemoperitoneum in rats. Material and methods. The 
studies were performed in the primary cell culture on 
114 pools of rat peritoneal fibroblasts obtained from 
26 animals with hemoperitoneum on the 10th day after 
simulating the model; it was a main group, and 12 
control rats. A suspension of peritoneal fibroblasts (2×106 
cells/ml) was cultured for 24 hours (t37°C, 5% CO2). 
Proliferative activity was assessed by the number of 
fibroblasts with mitosis morphological features, as well 
as by the expression of a proliferation marker Ki-67 using 
the monoclonal antibodies. The degree of collagenosis 
stimulation by fibroblasts was evaluated by the amount 
of protein-bound oxyproline in the supernatants of the 
cell cultures. Amount of active forms of the nuclear 
transcription factor NF-kB was determined by ELISA. The 
revision of the abdominal cavity in rats with macro- and 
microscopic analysis of adhesions was performed. It was 
found that the proliferative activity of fibroblasts was high 
in rats with hemoperitoneum: the mitotic index exceeded 
the control values by more than 5 times, the level of the 
proliferation marker Ki-67 was increased almost 8 times. 
It was detected a 4-fold increase in the collagen-synthetic 
function of activated fibroblasts. A direct correlation 
between the proliferative activity of fibroblasts, the amount 
of protein-bound oxyproline and the number of abdominal 
adhesions in rats was noted (r=0.91, r=0.78, p<0.05). The 
intensification of fibroblasts proliferation, their collagen-
synthetical function in adhesion process induction in the 
abdominal cavity was accompanied by the activation of 
the transcription factor NF-κB, leading to the blocking of 
apoptosis processes. The indices of activation for NF-κB 
peritoneal fibroblasts in rats with hemoperitoneum were 8 
times higher than the control values. Conclusions. Thus, 
violations of growth autoregulation of the connective tissue 
in hemoperitoneum with the predominance of fibroblast 
proliferation induction, accompanied by activation of their 
collagen-synthesizing function over inhibition, leading to 
the adhesion progression.
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коллагенсинтетической функции над ингибицией при-
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Сохранение физиологического гомеостаза соедини-
тельной ткани обеспечивается балансом между проли-
ферацией клеток и апоптозом. Пролиферация является 
завершающей фазой развития воспаления, обеспечива-
ющей репаративную регенерацию тканей на месте оча-
га альтерации. Центральную роль в репаративных ре-
акциях при воспалении, в заживлении ран и фибро-
зе играют фибробласты, которые развиваются из моло-
дых камбиальных клеток и в очаге репарации быстро 
образуют новые фибробласты путем деления (митоз, 
амитоз), роста и перемещения [1, 2].

Очевидно, что чрезмерному росту соединительной 
ткани способствует интенсификация выработки фи-
бробластами коллагена и гликозаминогликанов. В ли-
тературе имеются единичные сообщения о влиянии по-
вышенной продукции оксипролина и гидроксипролина 
на гиперпродукцию соединительной ткани [3]. 

В условиях патологии фибробласты участвуют в об-
разовании заместительной соединительной ткани: руб-
цов, спаек. При репаративных процессах в очаге воспа-
ления, при фиброзе регенерация клеток и фиброплазия 
достигаются как активацией процессов пролиферации, 
так и ограничением апоптоза клеток [4]. Апоптоз яв-
ляется основным механизмом удаления клеток в ходе 
различных этапов заживления ран. Это одна из форм 
клеточной смерти, которая не приводит к воспалитель-
ной реакции и поэтому важна в разрешении воспале-
ния и фиброгенеза [5]. Преждевременный апоптоз или 
его чрезмерное инициирование нарушает восстанов-
ление тканей, например, в случае диабетических тро-
фических язв [6]. И наоборот, предполагается, что за-
держка или отсутствие индукции апоптоза фибробла-

стов приводит к чрезмерному фиброгенезу, как, напри-
мер, в келоидных рубцах [3]. Одним из главных фак-
торов, регулирующих процессы клеточной пролифе-
рации и апоптоза, является ядерный транскрипцион-
ный фактор NF-kB. Димеры NF-κB находятся в цито-
плазме покоящейся клетки в неактивной форме, свя-
занные с одним из ингибирующих белков IκB. Фосфо-
рилирование IκB в ответ на различные стимулы приво-
дит к их протеолитическому расщеплению и активации 
NF-κB, который затем перемещается в ядро клетки, где 
связывается с промоторным участком специфическо-
го гена и запускает процесс транскрипции [3]. При ак-
тивации NF-κB индуцируются противоапоптотические 
механизмы практически во всех клетках. Факторы се-
мейства NF-kB ингибируют апоптоз несколькими пу-
тями: NF-kB трансактивирует ген, кодирующий белок 
A1/Bfl1 — член семейства белков Bcl2, ингибирующий 
выброс цитохрома С. Наряду с этим, NF-kB увеличива-
ет экспрессию ингибиторов апоптоза IAP1 и IAP2, бло-
кирующих функции каспаз 3, 6-9 [8]. Конечным резуль-
татом этого является нарушение заживления ран и фор-
мирование в коже гипертрофических и келоидных руб-
цов [9]. Изменения функциональной активности фи-
бробластов в результате нарушения уравновешивания 
эффекта пролиферации клеток процессами апоптоза 
при патологической регенерации может явиться важ-
ным фактором, приводящим к избыточному росту сое-
динительной ткани при спайкообразовании, и позволит 
не только прогнозировать наличие и развитие спаеч-
ного процесса после хирургических вмешательств, но 
и будет базовым для разработки патогенетически обо-
снованной профилактики и терапии. 
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Целью нашего исследования явилась оценка регу-
ляторных процессов пролиферации, коллагеногенеза и 
апоптоза с изменением их соотношений в культуре фи-
бробластов крыс, активированных in vivo при модели-
ровании гемоперитонеума. 

Материалы и методы
Исследования проведены в первичной культуре кле-

ток на 114 пулах перитонеальных фибробластов крыс. 
Клетки для культивирования получали от крыс с ге-
моперитонеумом и контрольных крыс. Животные со-
держались в стандартных условиях вивария при есте-
ственном освещении, свободном доступе к корму и пи-
тьевой воде. Все исследования проводили в полном со-
ответствии с современными принципами биоэтики, в 
том числе «Европейской конвенцией по защите прав 
позвоночных животных» (принятой в Страсбурге 18 
марта1986 года) и «Всемирной декларацией прав жи-
вотных» («Universal Declaration of Animal Rights», при-
нятой Международной Лигой Прав Животных 23 сен-
тября 1977 года в Лондоне и объявленной 15 октя-
бря 1978 года в штабе ЮНЕСКО в Париже), «Правил 
проведения работ с использованием эксперименталь-
ных животных» согласно приказу МЗ СССР №775 от 
12.08.1977 г., Федерального закона РФ «О защите жи-
вотных от жестокого обращения» от 01.12.1999 г. 

В основной группе лабораторных белых крыс-самцов 
(n=26) массой 234±24 г. моделировался, согласно раз-
работанному нами способу [патент РФ №2260854], ге-
моперитонеум однократным инъекционным внутри-
брюшинным введением стерильной аутокрови из рас-
чета 1% массы тела, забранной с соблюдением правил 
асептики из дорсальной хвостовой вены. Кровь вводи-
лась в брюшинную полость через прокол в каудальной 
трети белой линии живота в течение не более чем 20 
секунд с момента взятия. Контрольную группу соста-
вили 12 крыс, которым аналогичным способом вводи-
ли 0,9% раствор NaCl. На 10 сутки после моделирова-
ния гемоперитонеума (основная группа) или введения 
физиологического раствора (контрольная группа) крыс 
наркотизировали диэтиловым эфиром (ОАО «Медхим-
пром»), проводили эвтаназию путем декапитации с по-
следующим немедленным забором материала для куль-
туральных исследований. Брюшную полость через 
прокол в каудальной трети белой линии живота промы-
вали 10 мл среды RPMI-1640 с 10% раствором гепари-
на и антибиотиками. 

Суспензии клеток перитонеальных смывов триж-
ды отмывали ростовой средой RPMI-1640 («Sigma») с 
добавлением 10% эмбриональной телячьей сыворот-
ки, 2% глутамина, 100 ЕД/мл пенициллина и 100 ЕД/
мл стрептомицина. Затем суспензию перитонеаль-
ных фибробластов, полученную от каждого живот-
ного, делили на 3 одинаковых пула, помещали в чаш-
ки Петри (D 40 мм), содержащие стекла, покрытые 

поли-D-лизином, и культивировали в течение 24 часов 
в условиях насыщающей влажности в СО2-инкубаторе 
(Revco, США) при температуре 37°С в атмосфере 5% 
СО2. Концентрация посадки клеток в культурах со-
ставляла 2×106 фибробластов в 1 мл взвеси. Работу с 
клеточными культурами производили с соблюдением 
правил асептики и антисептики в стерильном боксе, 
оборудованном ламинарным шкафом 2-го класса био-
логической безопасности (Labconco, США). Пролифе-
ративную активность фибробластов оценивали в обыч-
ном гистологическом исследовании по количеству кле-
ток с морфологическими признаками митозов, а также 
по экспрессии в ядрах фибробластов маркера проли-
ферации Ki-67 — белка, экспрессирующегося на всех 
стадиях клеточного цикла, кроме стадии G0. Традици-
онный подсчет митотической активности недостаточно 
отражает пролиферативный потенциал клетки, так как 
собственно митоз занимает несколько часов (что мо-
жет визуализироваться при рутинном исследовании), 
а подготовка к нему — около 24 часов, в связи с чем 
изучение негистонового протеина Ki-67 (маркера про-
лиферации), экспрессирующегося во всех клетках, вы-
шедших из G0-фазы, позволяет определить «скрытый» 
пролиферативный потенциал фибробластов. Для опре-
деления пролиферативной активности фибробластов 
покровные стекла высушивали, клетки на них фикси-
ровали и окрашивали по Романовскому-Гимза. Визу-
ализацию проводили с помощью бинокулярного све-
тового микроскопа (Axioscop «Carl Zeiss», Германия). 
Увеличение: объектив ×100, окуляр ×10. Просматри-
вали 400 клеток и подсчитывали среди них количество 
клеток с морфологическими признаками митозов. Ми-
тотический индекс (MI) определяли по формуле: МI= 
n/Nх100%, где n — число клеток, вступивших в митоз, 
N — общее количество клеток. Иммуноцитохимиче-
ское исследование фибробластов выполняли по стан-
дартной методике с использованием в качестве пер-
вичных антител МКА к Ki-67 («Sigma», США) в раз-
ведении 1:20 и вторичных ФИТС-меченых козьих ан-
тител к иммуноглобулинам мыши («Сорбент», Россия). 
В качестве контроля для исключения прямого иммуно-
мечения (окрашивания) клеток вторичными антитела-
ми использовали вместо первичных антител фосфатно-
солевой буфер (PBS). Полученные препараты изучали 
с помощью люминесцентного микроскопа (Axiophot, 
«Carl Zeiss», Германия), применяя объективы ×100/1,3 
и окуляры ×10 с подсчетом клеток, имеющих светящи-
еся фокусы в области ядра, и предварительной оценкой 
клеток при фазово-контрастной микроскопии. 

В супернатантах клеточных культур определяли со-
держание оксипролина по методике [10]. Содержимое 
свободного и суммарного оксипролина рассчитывали 
по калибровочной кривой и выражали в микромолях 
на 1 л. По разности содержания свободного и суммар-
ного оксипролина находили количество белковосвязан-
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ного оксипролина. 
Приготовление ядерных экстрактов для определения 

содержания NF-kB проводилось в соответствии с ре-
комендациями фирмы-производителя BCM Diagnostics 
(США). Клеточные культуры после 24 часового куль-
тивирования (37°С, 5% СО2) трижды отмывали холод-
ным PBS. Осадок ресуспензировали в гипотоническом 
буфере, инкубировали на льду 15 минут, затем после 
добавления детергента NP40 центрифугировали при 
4°С (3000 об/мин, 10 минут). Осадок суспензировали 
в 50 мкл экстракционного буфера в присутствии инги-
биторов протеиназ (30 минут) и центрифугировали при 
4°С (13000 об/мин, 30 минут). В супернатанте (ядер-
ная фракция) методом иммуноферментного анализа с 
использованием наборов реагентов BCM Diagnostics 
(США) и фотометра «Multiscan» (Финляндия) опреде-
ляли количество активных форм NF-kB. После забо-
ра материала для культуральных исследований прово-
дилась ревизия брюшной полости крыс с оценкой на-
личия спаечного процесса и его распространенности, 
локализации спаек, их формы. Определялся морфоло-
гический тип каждой обнаруженной спайки. Иссечен-
ные соединительнотканные спайки подвергались ма-
кро- и микроскопическому анализу с использовани-
ем морфологических стандартных методик. Весь ма-
териал фиксировали в 10% нейтральном формалине и 
спирт-формоле. После парафиновой проводки гистоло-
гические срезы толщиной 5–6 мкм изготовляли на ми-
кротоме «Reichert» (США) и окрашивали гематокси-
лином и эозином, пикрофуксином по ван Гизону. Ана-
лиз результатов исследования выполняли с использова-
нием пакета прикладных программ «STATISTICA 6.0». 
Результаты представлены в виде средней арифметиче-
ской (M) и ошибки средней (m). Определение значи-
мости различий проведено с помощью критерия Стью-
дента. Корреляционный анализ проводили с примене-
нием рангового коэффициента корреляции Спирмена. 
Критический уровень значимости при проверке стати-
стических гипотез принимался равным 0,05.

Результаты и обсуждение
Данные о пролиферативной активности фибробла-

стов, полученных на 10 сутки после моделирования ге-
моперитонеума и оцененных в суточной культуре кле-
ток по количеству фибробластов с морфологическими 
признаками митозов, а также по экспрессии общеиз-
вестного индикатора пролиферативного состояния кле-
ток — ядерного антигена Ki-67 представлены в табл. 1.

Как видно из табл.1, у крыс контрольной группы про-
лиферативная активность фибробластов была низкой. 
Митотический индекс составлял менее 3%. Экспрессия 
маркера пролиферации, напрямую связанного с деле-
нием клетки, белка Ki-67 в ядрах интактных фибробла-
стов здоровых животных не превышала 4%. У живот-
ных основной группы, на 10 сутки после развития ге-

моперитонеума, митотический индекс в суточной куль-
туре фибробластов превысил показатели контроля бо-
лее чем в 5 раз, антиген Ki-67 маркировал 32,6% кле-
ток, что было почти в 8 раз выше контрольных пока-
зателей. Высокая пролиферативная активность пери-
тонеальных фибробластов крыс основной группы, ак-
тивированных in vivo, на 10 сутки асептического вос-
паления брюшины сочеталась с образованием в брюш-
ной полости соединительнотканных спаек со сред-
ним количеством 8,2±1,8 на одно животное. Более по-
ловины спаек (64,7%) были локализовано в ниж-
нем этаже брюшной полости. Спайки (висцерально-
париетальные — 24,4% и висцеро-висцеральные — 
75,6%) макроскопически были представлены тяжевы-
ми, плоскостными, пленчатыми, паутинными и сме-
шанными. Микроскопически спайки состояли из во-
локнистой соединительной ткани. Среди клеток спа-
ечной ткани преобладали клетки фибробластического 
ряда: фибробласты и фиброциты. Между показателем 
пролиферации фибробластов и числом спаек выявлено 
наличие сильной положительной корреляционной свя-
зи с коэффициентом корреляции 0,91 (p<0,05). 

Таблица 1
Сравнительные данные митотической активности фи-

бробластов, экспрессии в клетках антигена Ki-67, ядер-
ного транскрипционного фактора NF-kB у контрольных 

крыс и крыс, перенесших гемоперитонеум
Table 1

Comparative data of mitotic activity of fibroblasts, 
expression in Ki-67 antigens, nuclear transcription factor 

NF-kB in control rats and rats after hemoperitoneum

Показатели
Группы животных

контрольная основная
Митотический индекс, % 2,3±0,2 12,3±0,4*

Количество Ki-67+ клеток, % 3,7±0,3 32,6±0,7*
NF-kB, пг/мл 84,2±27,6 671,7±21,3*

Исследование коллагенсинтетической функции ак-
тивированных in vivo фибробластов, заключающееся в 
определении в супернатантах клеточных культур бел-
ковосвязанного оксипролина — маркера синтеза кол-
лагена, показало, что при моделировании гемопери-
тонеума, сопровождающегося повышенным спайкоо-
бразованием в брюшной полости крыс, в культуре ак-
тивированных in vivo фибробластов происходило уве-
личение образования белковосвязанного оксипролина. 
Установлено 4-кратное (p<0,05) повышение коллаген-
синтетической функции активированных при модели-
ровании гемоперитонеума фибробластов в сравнении с 
контролем (табл. 1). Отмечена прямая корреляционная 
связь между количеством белковосвязанного оксипро-
лина и числом спаек в брюшной полости крыс (r=0,78, 
р<0,05).

Увеличение в ходе асептического воспаления брю-
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шины количества активированных фибробластов, об-
ладающих высоким пролиферативным потенциалом 
с морфологическими признаками митозов и гиперэк-
спрессией Ki-67, является одним из ключевых звеньев 
избыточного формирования соединительной ткани, 
обусловливающего выраженное и распространенное 
спайкообразование в брюшинной полости крыс при ге-
моперитонеуме.

Не менее важным механизмом регуляции роста сое-
динительной ткани являются процессы апоптоза. Не-
однократно показано, что фибробластические клет-
ки удаляются путем апоптоза на завершающей стадии 
заживления ран, а задержка или отсутствие индукции 
апоптоза фибробластов приводит к чрезмерному фи-
брогенезу [5, 7, 11, 12]. Усиление резистентности кле-
ток к апоптозу может быть связано с активацией ядер-
ного фактора транскрипции NF-κB, индуцирующе-
го различные факторы, препятствующие гибели клет-
ки, что приводит к блокированию процессов апопто-
за [8]. Согласно представленным в табл. 1 данным по 
экспрессии транскрипционного фактора NF-kB (р50/
р65), его активность в культурах перитонеальных фи-
бробластов, полученных от крыс с гемоперитонеумом 
(основная группа), а также неактивированных перито-
неальных фибробластов контрольных животных бы-
ла различной. Сравнительный анализ уровней NF-kB в 
основной и контрольной группах выявил достоверное 
различие показателей. Так, в первичных культурах не-
активированных перитонеальных фибробластов (кон-
трольная группа) содержание NF-kB в образцах лиза-
та ядер клеток не превышало минимальной, определяе-
мой параметрами тест-системы, концентрации (150 пг/
мл). В ядерных лизатах культур активированных фи-
бробластов крыс с гемоперитонеумом (основная груп-
па) содержание NF-kB было высоким. Показатели ак-
тивации фактора транскрипции NF-κB перитонеаль-

ных фибробластов крыс с гемоперитонеумом превы-
шали значения контрольных показателей в 8 раз. Акти-
вация NF-κB перитонеальных фибробластов при асеп-
тическом воспалении брюшины у крыс, повышая уро-
вень экспрессии ингибиторов апоптоза, приводила к 
блокированию процессов апоптоза, и наряду с выяв-
ленной активацией процессов пролиферации фибро-
бластов, увеличения количества клеток с морфологиче-
скими признаками митозов и Ki 67-позитивных клеток, 
способствовала избыточной продукции соединитель-
ной ткани при гемоперитонеуме с образованием мно-
жественных спаек. 

Таким образом, на основании проведенных исследо-
ваний можно сделать следующие выводы.

1.  Моделирование гемоперитонеума на этапе обра-
зования спаек сопровождается повышением пролифе-
рации фибробластов (митотический индекс превыша-
ет показатели контроля более чем в 5 раз, уровень мар-
кера пролиферации Ki-67 почти в 8 раз) и сочетается с 
образованием в брюшной полости крыс соединитель-
нотканных спаек (r=0,91; p<0,05). 

2. Спаечный процесс сопровождается усилением 
темпов синтеза фибробластами компонентов межкле-
точного матрикса: 4-кратным увеличением образова-
ния белково-связанного оксипролина. 

3. При индукции активности перитонеальных фибро-
бластов in vivo (модель гемоперитонеума) наблюдается 
8-кратный рост уровня активных форм NF-κB, индуци-
рующих механизмы, приводящий к блокированию про-
цессов апоптоза. 

4. Нарушение регуляции клеточного цикла с актива-
цией пролиферации фибробластов и их коллагенсинте-
тической функции, ингибированием апоптоза является 
одним из механизмов избыточной продукции соедини-
тельной ткани при гемоперитонеуме, что и приводит к 
прогрессированию спайкообразования.
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