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РЕЗЮМЕ 

Обоснование. В патогенезе синдрома эндогенной интоксикации при острой 
хирургической патологии органов брюшной полости играет значимую роль 
интенсификация окислительного стресса. Ферментные системы окисли-
тельного фосфорилирования и цитохромредуктазы являются ключевыми 
в поддержании энергетического потенциала гепатоцитов. Особую значи-
мость приобретает исследование механизмов сохранения функциональ-
ной активности ферментных систем в условиях окислительного стресса 
при гнойном перитоните с применением ингибитора p38 MAPK для предот-
вращения развития энтеральной недостаточности.
Цель. Оценка экспрессии цитохром-b5-редуктазы 3, цитохром-c-оксидазы 
и влияния применения пролонгированной формы ингибитора p38 MAPK в пече-
ни при экспериментальном перитоните на содержание комплексов микросо-
мального окисления и окислительного фосфорилирования в гепатоцитах.
Методы. На модели перитонита без лечебных мероприятий (контрольная 
группа, n = 15) и при однократном введении через 1 сутки после операции 
конъюгата адезмапимода (основная группа, n = 15) методом иммуномор-
фологического окрашивания оценена экспрессия цитохром-b5-редукта-
зы 3 и цитохромоксидазы в ткани печени на 3, 7, 14 сутки. Интенсивность 
окраски оценивали в баллах от 0 до 4. Различия в динамике процесса оце-
нивались в тесте множественных сравнений, межгрупповые отличия – 
по критерию Манна – Уитни.
Результаты. При экспериментальном перитоните интенсивность окраски 
на CYB5R3 снижается с 2,5 [2,0;3,0] на 3 сутки до 1,0 [1,0;1,0] на 14 сутки в контроль-
ной группе. Применение раствора конъюгата адезмапимода сохранило экспрес-
сию фермента на высоком уровне во все сроки наблюдения. Уровень цитохро-
моксидазы между группами достоверно отличался на 3 сутки – 1,0  [1,0;2,0] 
в контрольной группе и 4,0 [3,0;4,0] в основной (р < 0,05).
Заключение. Применение конъюгата адезмапимода при перитоните оказало 
положительное воздействие на сохранность ферментных систем, обеспечи-
вающих поддержание окислительно-восстановительного баланса в цитоплаз-
ме клетки и окислительное фосфорилирование в митохондриях гепатоцитов.

Ключевые слова: экспериментальный перитонит, ингибитор p38 МАРК, 
цитохром-b5-редуктаза 3, цитохромоксидаза, окислительное фосфорили-
рование, печень
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RESUME

Background. Oxidative stress is crucial in the pathogenesis of endogenous intoxica-
tion syndrome in acute surgical abdominal pathology. The enzyme systems of oxida-
tive phosphorylation and cytochrome reductase are vital for hepatocyte energy poten-
tial. This study aimed to investigate the effects of a p38 MAPK inhibitor on cytochrome 
b5 reductase 3 (CYB5R3), cytochrome c oxidase, and microsomal oxidation in experi-
mental peritonitis.
Methods. A model of peritonitis was used with two groups: a control group without 
treatment (n = 15) and a main group treated with adezmapimod conjugate on end-
of-surgery (n = 15). Immunomorphological staining was employed to evaluate CYB5R3 
and cytochrome oxidase expression on days 3, 7, and 14. The intensity of staining was 
scored from 0 to 4, and differences were assessed using multiple comparison tests 
and the Mann-Whitney criterion.
Results. In the control group, CYB5R3 intensity decreased from 2.5 [2.0;3.0] on day 
3 to 1.0 [1.0;1.0] on day 14. Conversely, in the main group, the inhibitor maintained high 
enzyme expression throughout the study. On day 3, cytochrome oxidase levels differed 
significantly between groups: 1.0 [1.0;2.0] in the control and 4.0 [3.0;4.0] in the main 
group (p < 0.05).
Conclusion. The findings suggest that adezmapimod conjugate positively affects 
the integrity of enzyme systems, maintaining redox balance and oxidative phosphory-
lation in hepatocytes during peritonitis.

Key words: experimental peritonitis, inhibitor of p38 MAPK, cytochrome b5 reduc-
tase 3, cytochrome-c-oxidase, oxidative phosphorylation, liver
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ВВЕДЕНИЕ

Одним из наиболее значимых патологических про-
цессов, сопровождающих неотложные заболевания ор-
ганов брюшной полости и забрюшинного пространства, 
является эндогенная интоксикация. Чрезмерное нако-
пление в организме токсичных веществ приводит к на-
рушению функционирования различных органов и си-
стем, вплоть до развития их недостаточности, что может 
иметь опасные для жизни пациента последствия [1, 2].

В патогенезе синдрома эндогенной интоксикации 
при острой хирургической патологии органов брюш-
ной полости играет значимую роль интенсификация 
окислительного стресса [2].

Митохондрии — это ключевые органеллы, выпол-
няющие в первую очередь энергетические, а также 
регуляторные функции, включая поддержание ре-
докс-баланса, кальциевый гомеостаз, биосинтез стеро-
идов и апоптоз [3, 4]. Центральную роль в энергетиче-
ском метаболизме играет дыхательная цепь переноса 
электронов, локализованная во внутренней митохон-
дриальной мембране и включающая четыре мульти-
ферментные системы (комплексы I–IV) и АТФ-синтазу. 
Комплексы I и II осуществляют перенос электронов 
от НАДН и ФАДН2 соответственно на убихинон, а ком-
плекс III (цитохром-c-оксидоредуктаза) осуществляет 
Q-цикл, перенося электроны на цитохром C. Комплекс 
IV (цитохром-c-оксидаза) катализирует четырёхэлек-
тронное восстановление O2 до H2O. Комплексы I, III и IV 
функционируют также как протонные насосы, транс-
портируя H+ из матрикса в межмембранное простран-
ство. Это формирует электрохимический градиент 
ΔμH+, состоящий из мембранного потенциала ΔΨm 
(~150–200 мВ) и градиента pH. АТФ-синтаза использует 
энергию ΔμH+ для каталитического синтеза АТФ [5].

Нарушение транспорта электронов по цепочке 
комплексов I-IV приводит к их «утечке» и неполному 
восстановлению кислорода, что приводит к образова-
нию супероксид-аниона O2

- – первичной активной фор-
мы кислорода (АФК). И в дополнении к этому снижение 
электрохимического градиента на мембране митохон-
дрий приводит к уменьшению производства АТФ, вы-
зывая энергетический дефицит в клетке.

Митохондрии особенно уязвимы к повышенно-
му уровню окислительного стресса в критических 
ситуациях [6-9]. Цитохром-c-оксидаза, известная 
как комплекс IV, является частью сложной системы, 
обеспечивающей окислительное фосфорилирование 
в митохондриях. Комплекс играет ключевую роль в пе-
редаче электронов и обеспечении работы АТФ-синтазы 
для производства АТФ и при недостаточности функции 
вызывает утечку электронов с комплекса III [10].

При экспериментальном перитоните в клетках пе-
чени в ранее проведенных исследованиях отмечено 
снижение активности комплекса IV дыхательной цепи 
митохондрий [11].

Уязвимость митохондриальных комплексов ци-
тохромов хорошо иллюстрируется эксперименталь-
ным примером, когда при однократном введении 

мышам бактериального липополисахарида (ЛПС) – 
одного из компонентов интоксикации и важного ком-
понента патогенеза при перитоните – в дозе 5  мг/кг 
у мышей увеличивалось образование активных форм 
кислорода в митохондриях. Через 6–48 ч. после введе-
ния ЛПС активность дыхательного комплекса I и содер-
жание аденозинтрифосфата (АТФ) снижались [12].

Окислительно-восстановительные реакции проис-
ходят активно и в цитоплазме, где осуществляется пе-
ренос электронов с участием различных цитохромов. 
Цитохром-b5-редуктазы регулируют окислительно-вос-
становительный (редокс) баланс в клетках [13]. Наибо-
лее изучен 3 тип цитохром-b5-редуктазы CYB5R3, ко-
торый участвует в редокс-реакциях как в цитоплазме, 
так и в митохондриях. Мембраносвязанная форма, 
характерная для клеток организма за исключением 
эритроцитов, в которых преобладает растворимая 
форма, участвует в регуляции соотношения восста-
новленной и невосстановленной форм коэнзима Q, 
растворимой гуанилатциклазы, защите от перекисно-
го окисления липидов, а также метаболизме токсинов 
и ксенобиотиков [13, 14].

При разобщении процессов переноса электронов 
в окислительно-восстановительных реакциях в клет-
ке происходит образование АФК, которые не только 
повреждают структурные и функциональные макро-
молекулы, но и являются триггерами для активации 
стресс-активируемых сигнальных каскадов [15, 16].

В ранее проведенном исследовании было выяв-
лено, что локальное применение пролонгированной 
формы ингибитора p38 MAPK при гнойном перито-
ните позволяло предотвратить развитие тяжелой эн-
теральной недостаточности в эксперименте [17, 18]. 
Такой эффект может сопровождаться снижением вов-
леченности в патологический процесс ключевых фер-
ментных систем окислительного фосфорилирования 
в митохондриях и окислительно-восстановительных 
реакций в цитоплазме гепатоцитов. Понимание дина-
мики экспрессии ферментов, определяющих уровень 
окислительно-восстановительных реакций в гепато-
цитах при перитоните, и влияние на эту динамику ин-
новационных методов лечения позволит разработать 
новые подходы к терапии перитонита и профилактике 
дисфункции печени при этой патологии.

Целью настоящего исследования стала оценка 
экспрессии цитохром-b5-редуктазы 3 и Комплекса IV 
(цитохром-c-оксидаза) в печени при эксперименталь-
ном перитоните и влияния применения пролонги-
рованной формы ингибитора p38 MAPK при данной 
патологии на содержание комплексов микросомаль-
ного окисления и окислительного фосфорилирования 
в гепатоцитах.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В рамках эксперимента на лабораторных живот-
ных – крысах линии Wistar, самцах весом от 220 до 250 
граммов и возрастом шесть месяцев – было проведено 
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моделирование перитонита по ранее разработан-
ной методике [17]. Работа с животными осуществля-
лась на базе отдела экспериментальной хирургии 
с виварием ФГБНУ «Иркутский научный центр хирур-
гии и травматологии».

Животных содержали в условиях вивария (вива-
рий I категории, ветеринарное удостоверение 238 
№  000360 от 30.04.2015, служба ветеринарии Иркут-
ской области) при свободном доступе к воде и пище 
в соответствии с принципами гуманного обращения 
с животными согласно Межгосударственному стан-
дарту ГОСТ  33215-2014 «Руководство по содержанию 
и уходу за лабораторными животными. Правила обору-
дования помещений и организации процедур» (введён 
в действие приказом Федерального агентства по тех-
ническому регулированию и метрологии от 9 ноября 
2015  г. No  1732-ст), ГОСТом 33216-2014 «Руководство 
по содержанию и уходу за лабораторными животными», 
«Правилами содержания и ухода за лабораторными 
грызунами и кроликами» (введён в действие приказом 
Федерального агентства по техническому регулирова-
нию и метрологии от 9 ноября 2015 г. No 1733-ст).

Процедура моделирования включала в себя дву-
кратное введение в брюшную полость смеси, содер-
жащей по 0,6×109 микробных тел Escherichia coli БЛРС 
и Bacteroides fragilis штамма ISCST1982, с интервалом 
в шесть часов [19].

Экспериментальное исследование на животных 
выполняли в соответствии с правилами гуманного об-
ращения с животными, регламентированными Евро-
пейской директивой 2010/63/EU от 22 сентября 2010 г., 
«О защите животных, использующихся для научных це-
лей», коллегией ЕЭК от 14.11.2023 No 33 «О Руководстве 
по работе с лабораторными (экспериментальными) жи-
вотными при проведении доклинических (неклиниче-
ских) исследований». Исследование проведено в рам-
ках фундаментального научного исследования ИНЦХТ 
«Исследование патогенеза репаративного процесса 
и разработка способов воздействия на патологический 
процесс при хирургической, травматологической па-
тологии» (Номер госрегистрации №  122022200212-6) 
и было одобрено комитетом по этике ИНЦХТ протокол 
заседания N 2 от 15.02.2019.

Методом простой динамической рандомизации 
были сформированы две группы животных:

1.	 Контрольная группа (КГ) (15 особей): через сут-
ки после моделирования перитонита в брюшную по-
лость было введено 3 мл физиологического раствора.

2.	 Основная группа (ОГ) (15 особей): через сутки 
после моделирования перитонита в брюшную полость 
было введено 3  мл стерильного 0.41  г/л водного рас-
твора конъюгата адезмапимода (4-[4-(4-флюорофе-
нил)-2-(4-метилсульфилфенил)-1H-имидазол-5-пири-
дина) с поли-1-винилимидазолом [20].

Выведение животных из эксперимента про-
водилось на 3, 7 и 14 сутки после моделирования 
перитонита.

Морфологические исследования проведены в ла-
боратории клеточных технологий и регенеративной 

медицины научно-лабораторного отдела ИНЦХТ. 
Для гистологического исследования печень была за-
фиксирована в растворе FineFIX (Milestone, Италия), за-
тем ткань заключена в парафин. Срезы были окрашены 
гематоксилином и эозином. Проведено иммуногисто-
химическое окрашивание срезов. После депарафини-
зации и демаскирования антигенов в качестве первич-
ных антител применяли антитела к CYB5R3 (Epitomics), 
рабочее разведение 1:250, с последующим выявлени-
ем эпитопов с помощью Novolink Polymer Detection 
Systems (Leica). Для иммунофлюоресцентного окра-
шивания применяли первичные антитела anti-OxPhos 
Complex IV subunit I monoclonal antibody (Invitrogen), 
рабочее разведение 1:200, вторичные антитела Alexa 
fluor 568 goat anti-mouse IgG (H+L) (Invitrogen), рабочее 
разведение 1:300. Экспрессия изучаемых структур ха-
рактеризовалась по интенсивности окраски, которая 
оценивалась в баллах: 0 – отсутствие окраски, 1 – ми-
нимальная окраска, 2 – слабая окраска, 3 – выраженная 
окраска, 4 – очень яркая окраска.

Для статистического описания признаков ис-
пользовали представление данных в виде медианы 
и квартилей [25%; 75%]. Различия в динамике процесса 
оценивались в тесте множественных сравнений с ис-
пользованием критерия Краскела – Уоллиса, а межгруп-
повые отличия во временных точках по критерию 
Манна – Уитни. Уровень значимости принимался 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В нашем исследовании подтверждено, что печень 
вовлекается в патологический процесс при гнойном 
перитоните, что совпадает с данными, полученными 
другими исследователями. Так, в контрольной группе 
в течение всего периода исследования отмечены дис-
трофические изменения гепатоцитов, некробиоз ге-
патоцитов, воспалительная инфильтрация. Изменения 
в основной группе имели те же тенденции, но были ме-
нее выраженными (рис. 1).

Изучение экспрессии CYB5R3 проведено в динами-
ке патологического процесса. Установлено, что у жи-
вотных контрольной группы на 3 сутки эксперимента 
окраска была от слабой до выраженной – 2,5 [2,0;3,0] 
балла. На 7 сутки наблюдалось минимальное изме-
нение интенсивности окраски до 3,0 [2,0;3,0] баллов, 
однако различия были не достоверны в сравнении 
с 3  сутками. К 14 суткам интенсивность окраски сни-
жалась до минимальной – 1,0 [1,0;1,0], причем данный 
показатель был достоверно снижен как по сравнению 
с 3, так и 7 сутками эксперимента.

У животных основной группы на 3 сутки экспе-
римента отмечена очень яркая окраска на CYB5R3 – 
4,0  [3,5;4,0]. На 7 сутки интенсивность окраски незна-
чимо снижалась до 3,5 [3,0;4,0]. К 14 суткам окраска 
оценивалась в 2,0 [2,0;3,0] балла, что достоверно ниже, 
чем на 3 и 7 сутки эксперимента (рис. 2).

При межгрупповом сравнении интенсивно-
сти окраски в подгруппах по срокам наблюдения 
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установлено, что интенсивность экспрессии CYB5R3 
в основной группе на всех сроках наблюдения пре-
вышала показатели контрольной группы (табл.  1). 
Очень важно отметить сохранение экспрессии CYB5R3 
до последнего срока наблюдения в основной груп-
пе, что свидетельствует о большей сохранности фер-
ментных систем окислительно-восстановительных 
реакций в клетках печени этих животных в сравнении 
с контрольной группой.

Динамика интенсивности экспрессии комплек-
са IV в митохондриях демонстрировала различия 
с динамикой экспрессии CYB5R3. В контрольной 

группе минимальная выраженность окраски компо-
нента комплекса IV наблюдалась на 3 сутки экспери-
мента – 1,0 [1,0;2,0]. К 7 суткам интенсивность окраски 
достоверно нарастала до выраженной по сравнению 
с 3 сутками – 3,0 [3,0;3,0], но к 14 суткам наблюдалось 
снижение интенсивности окраски до 2,0 [2,0;3,0] (раз-
личия достоверны в сравнении с 3 и 7 сутками) (рис. 3).

В основной группе на 3 сутки регистрирова-
лась максимальная экспрессия цитохром-c-оксида-
зы – наблюдалась очень яркая окраска (4,0 [3,0;4,0]). 
На 7  и 14  сутки интенсивность окраски снижалась 
до выраженной (табл. 1).

Контрольная группа (Сontrol group) Основная группа (Treatment group)

3 сут.
Day 3

7 сут.
Day 7

14 сут.
Day 14

РИС. 1. 
Гистологическая картина печени экспериментальных живот-
ных контрольной, основной групп на 3, 7 и 14 сутки; окраска 
гематоксилином и эозином, ×40

FIG. 1. 
Histological picture of the liver of experimental animals of the control 
and treatment groups on days 3, 7 and 14; staining with hematoxylin 
and eosin, ×40
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При сравнении показателей в основной и контроль-
ной группах наибольшее отличие в интенсивности окра-
ски наблюдалось на 3 сутки – 4,0 [3,0;4,0] в основной 
группе и 1,0 [1,0;2,0] в контрольной группе (pu < 0,05).

ОБСУЖДЕНИЕ

При гнойном перитоните в патологический про-
цесс вовлекаются многие органы и системы. Печень 
как орган детоксикации и активного биосинтеза 

требует высокого уровня метаболического обеспече-
ния этих процессов, в связи с чем, функционирование 
дыхательных комплексов митохондрий гепатоцитов 
является жизненно необходимым для энергетическо-
го обеспечения физиологических функций печени, 
а работа цитохромов в цитоплазме обеспечивает ре-
докс баланс в клетках и, что очень важно при обшир-
ном гнойном процессе, метаболизм токсинов.

Митохондриальная дисфункция признана одним 
из основных механизмов реализации полиорганной 
недостаточности при септических процессах [21].

Контрольная группа (Сontrol group) Основная группа (Treatment group)

3 сут.
Day 3

7 сут.
Day 7

14 сут.
Day 14

РИС. 2. 
Гистологическая картина печени экспериментальных живот-
ных контрольной, основной групп на 3, 7 и 14 сутки; иммуно-
гистохимическое окрашивание с использованием первичных 
антител к CYB5R3, ×40

FIG. 2. 
Histological picture of the liver of experimental animals of the control, 
treatment groups on days 3, 7 and 14; immunohistochemical staining 
using primary antibodies to CYB5R3, ×40
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Нарушения в цепи передачи электронов, например, 
снижение активности IV комплекса, приводят к возрас-
танию АФК и перекисному окислению структур на вну-
тренней мембране митохондрий. Это, в свою очередь, 
вызывает выход цитохрома C в цитоплазму и приводит 
к развитию каскада апоптотических реакций [22].

Дыхательная цепь митохондрий как мишень воз-
действия для предотвращения развития полиорганной 
недостаточности при гнойном перитоните рассматри-
валась в ряде исследований [2, 23].

Нарушения со стороны цитоплазматических ци-
тохромов приводят к дефектам сопряжения редокс- 
систем в цитоплазме и митохондриях, а также нару-
шению трансформации токсинов и повреждению АФК 
цитоплазматических структур.

В свою очередь давно установлен факт активации 
сигнального пути p38 MAPK при повышении содержа-
ния АФК как одного из стрессовых факторов, а ингиби-
рование активности p38 MAPK повышало шансы клет-
ки на выживание и обновление [24].

Контрольная группа (Сontrol group) Основная группа (Treatment group)

3 сут.
Day 3

7 сут.
Day 7

14 сут.
Day 14

РИС. 3. 
Гистологическая картина печени экспериментальных живот-
ных контрольной, основной групп на 3, 7 и 14 сутки; иммуно-
флюоресцентное окрашивание с использованием первичных 
антител anti-OxPhos Complex IV subunit I monoclonal antibody, 
вторичных антител Alexa fluor 568 goat anti-mouse IgG, ×40

FIG. 3. 
Histological picture of the liver of experimental animals of the control, 
treatment groups on days 3, 7 and 14; immunofluorescence staining 
using primary antibodies anti-OxPhos Complex IV subunit I monoclo-
nal antibody, secondary antibodies Alexa fluor 568 goat anti-mouse 
IgG, ×40
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Как показывают проведенные нами исследования, 
подтверждаются опубликованные данные о нарушении 
со стороны белковых комплексов дыхательной цепи при 
гнойном перитоните [2, 12, 23]. При этом в данном ис-
следовании в группе животных без лечения отмечается 
более выраженное угнетение экспрессии цитохром-b5- 
редуктазы 3 типа, которая прогрессивно снижается 
к концу наблюдения, и комплекса окислительного фос-
форилирования IV с менее выраженной экспрессией 
в более ранние сроки патологического процесса.

Сохранение активности аэробной дыхательной 
цепи митохондрий, особенно терминальной оксида-
зы аэробной дыхательной цепи (комплекс IV), чрезвы-
чайно важно для предотвращения запуска апоптоза 
и гибели клеток.

Локальное однократное применение блокатора 
МАРК при перитоните оказало положительное воздей-
ствие на сохранность ферментных систем. Это прояв-
лялось в отношении IV комплекса, обеспечивающего 
перенос электронов на кислород для создания про-
тонного градиента и обеспечения работы митохон-
дриальной АТФ-синтазы в митохондриях гепатоцитов, 
с большей величиной эффекта в ранние сроки патоло-
гического процесса. И особенно выраженным этот про-
тективный эффект был в отношении цитохром-b5-ре-
дуктазы 3 типа на всех сроках наблюдения.

Возможно, наблюдаемое к концу второй недели 
болезни снижение экспрессии IV комплекса и CYB5R3 
в группе животных с лечением удастся предотвратить 
повторным локальным введением ингибитора p38 
MAPK в конце первой недели от начала патологического 
процесса. Данная гипотеза потребует эксперименталь-
ной проверки с учетом клинической практики ведения 
пациентов с неотграниченным гнойным перитонитом.

Можно предположить, что стресс-активация ре-
цепторов и сигнальных молекул, вызванная АФК, 
в случае ингибирования внутриклеточной передачи 
сигнала по пути p38 MAPK вызывает меньший эффект 
перестройки экспрессии генов, и синтез белков си-
стемы окислительного фосфорилирования и энерге-
тического обмена за счет снижения . Однако уточне-
ние механизма реализации эффекта блокатора MAPK 

на сохранность ферментов дыхательной цепи мито-
хондрий требует дополнительного изучения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные нами данные свидетельствуют о рез-
ком снижении экспрессии IV комплекса окислитель-
ного фосфорилирования в гепатоцитах уже на ранних 
сроках патологического процесса при гнойном перито-
ните. Эти нарушения усугубляются последующим про-
грессивным угнетением экспрессии цитохром-b5-ре-
дуктазы 3, необходимой для предотвращения роста 
концентрации АФК в цитоплазме.

Результаты в группе животных с использованием 
пролонгированной формы ингибитора p38 MAPK сви-
детельствуют о возможности сохранить экспрессию 
ферментных систем, необходимых для обеспечения 
энергетических потребностей и предотвращения ро-
ста АФК в клетках печени при гнойном перитоните. Это 
дополняет саногенетический эффект локального при-
менения иммобилизованного блокатора р38 МАРК при 
гнойном перитоните, выявленный ранее в отношении 
энтеральной недостаточности, а также позволяет на-
деяться на значительное улучшение исходов лечения 
этой тяжелой патологии при локальном применении 
в брюшной полости блокаторов MAPK на ранних сро-
ках заболевания.
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