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Моделирование гемоперитонеума на этапе образования спаек сопровождается повышением пролиферации фи-
бробластов: увеличением митотического индекса в 5 раз, уровня маркера пролиферации Ki-67 в 8 раз, 4-кратным 
увеличением образования белковосвязанного оксипролина. Верапамил и дилтиазем снижают чрезмерную актив-
ность фибробластов на стадии формирования спаек путем регуляторного воздействия на их пролиферативную и 
коллагенсинтетическую функции, уменьшая число митозов на 58,5 %, количество Ki-67+ клеток на 59,2 %, избыточ-
ную продукцию оксипролина на 66,7 %. Нормализующий эффект верапамила на фибробласты в 1,8 раза выше, чем 
у дилтиазема. Нифедипин антипролиферативное действие на клетки не оказывает.

Ключевые слова: хронические фибропролиферативные заболевания, послеоперационные спайки, рубцы, фи-
бробласты, внеклеточный матрикс

Based on the results of the studies, it was found that the modeling of hemoperitoneum at the adhesion stage is 
accompanied by an increase in the proliferation of fibroblasts: an increase in the mitotic index by a factor of 5, the level of 
the Ki-67 proliferation marker by a factor of 8, and the enhancement of their collagen-synthetic function: a 4-fold increase in 
the formation of protein-bound oxyproline. Verapamil and diltiazem reduce the excessive activity of fibroblasts at the stage 
of formation of adhesions by regulating their proliferative and collagen-synthetic functions, reducing the number of mitoses 
by 58.5 %, the number of Ki-67+ cells by 59.2 %, the excess production of oxyproline by 66.7 %. The normalizing effect of 
verapamil on fibroblasts is 1.8 times higher than that of diltiazem. Nifedipine has no antiproliferative effect on cells.
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БМКК – блокаторы медленных кальциевых каналов МИ – митотический индекс
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Проблема избыточного образования соеди-
нительной ткани актуальна в различных об-
ластях медицины. Осложнения хронических 

фибропролиферативных заболеваний обеспечи-
вают существенный прирост смертности и ухуд-
шения качества жизни пациентов. Среди послед-
них факторов выделяются послеоперационные 
спайки [1]. 

В общехирургической, гинекологической практи-
ке спаечные процессы развиваются не менее, чем в 
50  % случаев. Проблеме повышения качества лече-
ния больных с перитонеальными спайками посвяще-
ны многочисленные работы отечественных и зару-
бежных авторов [2, 3, 4]. Вместе с тем современные 
достижения фармакологии и разнообразие способов 
профилактики и лечения спайко- и рубцовообразо-
вания не позволяют считать данную проблему ре-
шенной [5]. Одним из перспективных направлений 
решения проблемы является использование фарма-
кологических средств, обладающих воздействием на 
ключевые патогенетические звенья процессов спай-
кообразования на клеточном и молекулярном уров-
нях. Известно, что основой фиброгенеза являются 
фибробласты, которые при активации синтезируют 
большое количество внеклеточного матрикса. Учи-
тывая, что большинство клеточных энергетических и 
пластических событий опосредуются кальцием, мож-
но предположить, что антагонисты кальция  – БМКК, 
которые тормозят или полностью блокируют вход  
ионов кальция внутрь клеток, могут быть инструмен-
том воздействия на фибробласты, тем самым вмеши-
ваясь в образование заместительной соединитель-
ной ткани. 

Все изложенное выше явилось основанием к изу- 
чению действия БМКК на формирование соединитель-
ной ткани при спайкообразовании, а также возможно-
сти использования вновь выявленных свойств у БМКК. 

Цель исследования – оценка влияния БМКК – ве-
рапамила, дилтиазема, нифедипина на регуляторные 
процессы пролиферации и коллагеногенеза в куль-
туре фибробластов крыс, активированных in vivo при 
моделирования гемоперитонеума. 

Материал и методы. Исследования проведены в 
первичной культуре перитонеальных фибробластов, 
полученных от 82 беспородных белых крыс с массой 
тела 220–230 г. Моделировали спаечный процесс 
введением в брюшную полость крыс аутокрови. На 
10 сутки моделирования спаечного процесса сра-
зу после эвтаназии путем декапитации наркотизи-
рованных диэтиловым эфиром животных брюшную 
полость дважды промывали 10 мл среды RPMI-1640 
(«Sigma»), содержащей 250 Ед гепарина, 100 ЕД/мл 
пенициллина, 100 ЕД/мл стрептомицина, подсчи-
тывали количество спаек. Перитонеальные смывы 
центрифугировали при 800 об/мин 10 минут. Клетки 
трижды отмывали средой RPMI-1640 с добавлением 
10 % эмбриональной телячьей сыворотки, 2 % глута-
мина, 100 ЕД/мл пенициллина и 100 ЕД/мл стрепто-
мицина. Клеточные суспензии, содержащие 90–95 % 
живых клеток, эксплантировали в чашки Петри (D=40 
мм), обработанные поли-D-лизином, в 5 мл полной 
ростовой среды вышеуказанного состава по 2х106 
ядросодержащих клеток на 1 мл среды. Клеточные 
культуры активированных фибробластов, получен-
ные от животных с гемоперитонеумом, были разде-
лены на 4 пула клеток: 1 – культура фибробластов без 
добавления в ростовую среду лекарственных средств 
(контроль), 2  – с введением в клеточную культуру 
0,25 % раствора верапамила (ОАО «Биосинтез», Рос-
сия), 3 – раствора дилтиазема («Hospira»), 4 – раство-
ра нифедипина («Bayer», Германия). Использовали  

2 уровня доз: 0,05 и 0,1 мг/мл. Чашки помещали в 
СО2-инкубатор (Revco, США) на 24 часа (t 37 оС, 5 % 
СО2). Кроме того, получали культуру клеток у интакт-
ных животных – 5 группа сравнения. Работу с клеточ-
ными культурами проводили с соблюдением правил 
асептики и антисептики в стерильном боксе, обору-
дованном ламинарным шкафом 2 класса биологиче-
ской безопасности (Labconco, США).

Пролиферативную активность фибробластов в 
гистологическом исследовании с окраской по Рома-
новскому – Гимзе оценивали по количеству клеток с 
морфологическими признаками митозов на биноку-
лярном световом микроскопе (Axioscop «Carl Zeiss», 
Германия), а также путем определения в ядрах фи-
бробластов маркера пролиферации  – белка Ki-67, 
экспрессирующегося на всех стадиях клеточного 
цикла, кроме стадии G0. Подсчитывали количество 
клеток с морфологическими признаками митозов 
среди 400 просмотренных фибробластов. Митотиче-
ский индекс (MИ) определяли по формуле

МИ=n/Nх100 %, 
где n – число клеток, вступивших в митоз, N – общее 
количество клеток. Иммуноцитохимическое иссле-
дование негистонового протеина Ki-67 фибробла-
стов выполняли по стандартной методике с исполь-
зованием в качестве первичных антител МКА к Ki-67 
(«Sigma», США) в разведении 1:20 и вторичных ФИТС-
меченых козьих антител к иммуноглобулинам мыши 
(«Сорбент», Россия). В качестве контроля для исклю-
чения прямого иммуномечения (окрашивания) клеток 
вторичными антителами вместо первичных антител 
использовали фосфатно-солевой буфер (PBS). Полу-
ченные препараты изучали с помощью люминесцент-
ного микроскопа (Axiophot, «Carl Zeiss», Германия), 
применяя объективы х100/1,3 и окуляр х10 с подсче-
том клеток, имеющих светящиеся фокусы в области 
ядра, и предварительной оценкой клеток при фазо-
во-контрастной микроскопии. Степень стимуляции 
коллагеногенеза оценивали по количеству белко-
восвязанного оксипролина, определяемого в супер-
натантах клеточных культур по разности содержания 
свободного и суммарного оксипролина.

Статистическую обработку данных проводили с 
использованием пакетов «Statistica 6,0 for Windows», 
биостатистика (StatSoft, Inc.США) и MS Excel в сре-
де Windows. Вид распределения тестировали крите-
рием Шапиро – Уилка. Достоверность различий при 
парном сравнении величин выявляли по критерию 
Стьюдента. Корреляционный анализ проводили по 
Спирмену. Средние выборочные значения количе-
ственных признаков приведены в виде M  – среднее 
выборочное, m  – стандартная ошибка среднего. Во 
всех процедурах статистического анализа критиче-
ский уровень значимости статистических гипотез 
принимали равным 0,05.

Результаты и обсуждение. Установлено, что у 
крыс с гемоперитонеумом пролиферативная актив-
ность фибробластов была высокой: митотический 
индекс превышал показатели контроля более чем в 
5 раз, уровень маркера пролиферации Ki-67 был по-
вышен почти в 8 раз. Выявлено 4-кратное увеличение 
коллагенсинтетической функции активированных фи-
бробластов. Отмечена прямая корреляционная связь 
между пролиферативной активностью фибробластов, 
количеством белковосвязанного оксипролина и чис-
лом спаек в брюшной полости крыс (r=0,91, r=0,78; 
р<0,05). Верапамил и дилтиазем снижали чрезмер-
ную активность фибробластов на стадии формиро-
вания спаек путем регуляторного воздействия на их 
пролиферативную и коллагенсинтетическую функ-
ции, уменьшая число митозов на 58,5 %, количество 
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Ki-67+ клеток – на 59,2 %, избыточную продукцию ок-
сипролина – на 66,7 %. Нормализующий эффект ве-
рапамила на фибробласты в 1,8 раза был выше, чем у 
дилтиазема. Нифедипин антипролиферативное дей-
ствие на клетки не оказывал.

В культуре клеток, полученной от интактных крыс 
(5 группа – сравнения), пролиферативная активность 
фибробластов через 24 часа культивирования была 
низкой. Митотический индекс составил менее 2,5  %. 
Экспрессия маркера пролиферации белка Ki-67 в 
ядрах интактных фибробластов здоровых животных не 
превышала 4 % (табл.). У животных 1 группы на 10 сут-
ки после развития гемоперитонеума митотический 
индекс в суточной культуре фибробластов превысил 
показатели группы сравнения в 5,3 раза, антиген Ki-67 
маркировал почти в 8 раз большее количество клеток. 
Усиление процессов пролиферации в культуре активи-
рованных in vivo перитонеальных фибробластов крыс 

на 10 сутки асептического воспаления брюшины соче-
талось с образованием в брюшной полости соедини-
тельнотканных спаек со средним количеством 8,2±1,8 
на одно животное. Выявлено наличие тесной поло-
жительной связи (r=0,91; p<0,05) между показателем 
пролиферации фибробластов и числом соединитель-
нотканных спаек в брюшной полости крыс. Оценка 
основной коллагенсинтетической функции фибробла-
стов по количеству маркера коллагена белковосвязан-
ного оксипролина показала, что при моделировании 
гемоперитонеума в культуре активированных in vivo 
фибробластов наблюдалось 4-кратное увеличение ко-
личества оксипролина в сравнении с показателями в 
культуре неактивированных фибробластов (p<0,05). 
Отмечена прямая корреляционная связь между ко-
личеством белковосвязанного оксипролина и числом 
спаек в брюшной полости крыс с гемоперитонеумом 
(r=0,78; р<0,05).

Таблица 
Влияние БМКК на митотическую активность фибробластов, экспрессию в клетках антигена Ki-67, 

количество оксипролина у крыс при образовании спаек в брюшной полости (M±m)

Показатель
Концентрация препарата

Контроль Группа сравнения
0,05 мг/мл 0,1 мг/мл

Верапамил
МИ фибробластов, % 8,2±0,3* 5,1±0,1*^ 12,3±0,4 2,3±0,2*
Количество Ki-67+ клеток, % 19,9±0,4* 13,3±0,6*^ 32,6±0,7 3,7±0,3*
Оксипролин, мкмоль/л 12,6±0,9* 8,9±0,2*^ 26,7±1,7 6,5±0,4*

Дилтиазем
МИ фибробластов, % 11,7±0,4 9,4±0,3*^ 12,3±0,4 2,3±0,2*
Количество Ki-67+ клеток, % 27,2±0,9* 17,5±0,5*^ 32,6±0,7 3,7±0,3*
Оксипролин, мкмоль/л 18,9±1,2* 14,3±1,1*^ 26,7±1,7 6,5±0,4*

Нифедипин
МИ фибробластов, % 12,4±0,5 11,5±0,3 12,3±0,4 2,3±0,2*
Количество Ki-67+ клеток, % 31,9±1,3 30,1±1,9 32,6±0,7 3,7±0,3*
Оксипролин, мкмоль/л 25,9±2,9 23,1±0,5 26,7±1,7 6,5±0,4*

Примечание: * – p<0,05 между 2–5 группами и контролем; ^ – p<0,05 между концентрациями лекарственных средств.

Введение верапамила в культуру клеток в концен-
трациях 0,05 и 0,1 мг/мл обеспечивало достоверное 
снижение активности фибробластов: митотическая ак-
тивность клеток снизилась на 33,3 и 58,5 %, составляя 
66,7 и 41,5  % соответственно от уровня активирован-
ных культур без лекарственного средства. Количество  
Ki-67+ клеток, экспрессирующих маркер пролиферации, 
составило 61,0 и 40,8 % соответственно от уровня акти-
вированных культур без верапамила. В культуре пери-
тонеальных клеток препарат уменьшал гиперпродукцию 
коллагена активированными фибробластами. Количе-
ство белковосвязанного оксипролина, синтезируемого 
фибробластами в культуральной жидкости с верапами-
лом, было на 66,7 % ниже, чем в культуре клеток без до-
бавления лекарственного средства. Степень снижения 
уровня данного вещества была более значима при кон-
центрации препарата 0,1 мг/мл. 

Дилтиазем (0,05 и 0,1 мг/кг) также обеспечивал 
снижение функциональной активность клеток соеди-
нительной ткани, но его влияние оценено как менее 
выраженное, чем у верапамила. Влияние дилтиазема 
коррелировало с его концентрацией. Добавление к 
культуральной среде 0,1 мг/мл препарата приводило 
к статистически значимому в сравнении с контролем 
снижению уровней митозов фибробластов, количе-
ства Ki-67+ клеток, оксипролина. При меньшей кон-
центрации дилтиазема (0,05 мг/мл-) достоверные 
различия с контролем выявлены для Ki-67+ клеток и 
оксипролина (р<0,05). Нифедипин в исследуемых 

концентрациях не оказывал действия на культуру ак-
тивированных фибробластов, не влиял на количество 
синтезируемого оксипролина. 

Заключение. Моделирование гемоперитонеума 
на этапе образования спаек сопровождается повы-
шением пролиферации фибробластов: увеличением 
митотического индекса в 5 раз, уровня маркера проли-
ферации Ki-67 в 8 раз, усилением их коллагенсинтети-
ческой функции: 4-кратным увеличением образования 
белковосвязанного оксипролина. Верапамил и дилти-
азем снижают чрезмерную активность фибробластов 
на стадии формирования спаек путем регуляторного 
воздействия на их пролиферативную и коллагенсинте-
тическую функции, уменьшая число митозов на 58,5 %, 
количество Ki-67+ клеток – на 59,2 %, избыточную про-
дукцию оксипролина – на 66,7  %. Нормализующий 
эффект верапамила на фибробласты в 1,8 раза выше, 
чем у дилтиазема. Нифедипин антипролиферативное 
действие на клетки не оказывает. 

Информированное согласие: опыты проводили 
при строгом соблюдении требований Европейской 
конвенции (Страсбург, 1986) и приказов МЗ СССР 
№ 755 от 12.08.77 и № 701 от 27.07.78 об обеспече-
нии принципов гуманного обращения с эксперимен-
тальными животными, после одобрения протокола 
исследования локальным этическим комитетом.

Конфликт интересов. Все авторы заявляют об от-
сутствии потенциального конфликта интересов, тре-
бующего раскрытия в данной статье. 
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На 82 белых крысах линии Wistar получены данные о связи воспалительных изменений в крови и ткани головного 
мозга крыс с уровнем экспрессии мозгового нейротрофического фактора (BDNF), распределением нейрональной 
NO-синтазы (nNOS) в головном мозге и степенью когнитивных расстройств у крыс при экспериментальном метабо-
лическом синдроме (МС). Выявлено морфологическое подтверждение развития нейродегенеративных процессов 


