
ISSN 2310-043566

Патогенез. – 2018. – Т. 16, №4 – C. 66–70 ОБЗОРЫ

УДК 616.74-003.93

Влияние р38 МАРК на окислительное 
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Цель исследования: определить влияние блокады р38 МАРК на систему окислительного фосфорилирования при репара-
ции мышечной ткани. Материалы и методы: Контрольной группе животных (n = 21) наносили рану длиннейшей мышцы 
спины, в рану вносили лекарственную плёнку без активного вещества, основной группе (n = 21) пленку с блокатором р38 
МАР-киназы SB 203580. Выведение из эксперимента осуществляли на 1, 3, 7, 14 и 30 сутки. При гистологическом исследова-
нии подсчитывали количество миосателлитов и количество образующихся «мышечных почек» в поле зрения в зоне трав-
мы. Иммунофлюоресцентным методом изучали активность экспрессии OxPhos Complex IV. Результаты. Установлено, 
что блокада р38 МАРК каскада при помощи локального введения активного вещества в составе лекарственной пленки 
позволила «затормозить» деление миосателлитов в ранние сроки репаративного процесса, обусловила позднее начало 
образования «мышечных» почек в зоне регенерации – на 7 сутки в сравнение с 3 сутками в контрольной группе, а также 
привела к резкому усилению окислительного фосфорилирования в зоне регенерации мышечной ткани.
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Effect of p38 MAPK on oxidative phosphorylation in regeneration of muscle tissue
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Summary. The aim of the study was to determine the effect of p38 MAPK inhibition on the oxidative phosphorylation system during 
repair of muscle tissue. Materials and methods. In the control animal group (n = 21), a wound was inflicted on the longest back muscle; 
then a medicinal film free of active substance was applied to the wound. In the main group (n = 21), the applied film contained a p38 
MAP-kinase inhibitor, SB 203580. The animals were euthanized on days 1, 3, 7, 14, and 30. In the histological study, the number of 
myosatellite cells per field of view was counted in the trauma zone. The immunofluorescence method was used to study the intensity of 
OxPhos Complex IV expression. Results. Inhibition of the p38 MAPK cascade by local administration of the active substance formulated 
into the medicated film allowed «putting the brakes» on division of myosatellite cells during the early reparative process, on day 7 vs. 
day 3 in the control group, and also resulted in a sharp increase in oxidative phosphorylation in the regeneration zone of muscle tissue.
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Введение
Митохондриальное окислительное фосфорилирова-

ние (OxPhos) имеет важное значение для функциониро-
вания клеток и их выживания. OxPhos у млекопитающих 
обеспечивает более чем 90% энергии клетки. Цитохром 
С и цитохром С оксидаза представляют терминальное 
звено электрон-транспортной цепи [1, 2].

В настоящее время предполагают, что митохондри-
альная дисфункция наблюдается при большом числе 
заболеваний человека, в том числе при наиболее рас-
пространенных патологиях, таких как сахарный диа-
бет, рак, ишемическая болезнь сердца, инсульт [3, 4]. 
По-видимому, эти болезни, не относящиеся традици-
онно к митохондриальной патологии, могут быть луч-
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ше поняты, если рассматривать их в свете изменения 
активности сигнальных путей и регуляторных меха-
низмов, которые часто страдают при этих патологи-
ях. Недавние исследования позволили выявить связь 
между клеточной сигнализацией и OxPhos, и уже 
установлено более 20 сайтов фосфорилирования, ко-
торые связаны с комплексами OxPhos [5]. Было опре-
делено, что несколько сигнальных путей в качестве 
цели имеют и цитохром С оксидазу, включая протеин-
киназы А и С, тирозинкиназные рецепторы и воспали-
тельные сигналы [1]. В то же время тирозинкиназные 
рецепторы осуществляют прием клеткой сигналов от 
факторов роста, и таким образом определяют степень 
пролиферации, способность и направление диффе-
ренцировки клеток в ответ на изменение клеточного 
окружения [6, 7].

Цель исследования: определить влияние блокады 
р38 МАРК на систему окислительного фосфорилирова-
ния при репарации мышечной ткани.

Материалы и методы исследования
Эксперимент проведен на 42 самцах крыс линии 

Wistar, у которых изучали местное действие блокатора 
р38 МАР-киназы на регенерацию поперечно-полосатой 
мышцы. Вес животных составлял 220-250 г, а возраст – 
9 месяцев. Животные содержались в стандартных усло-
виях вивария без ограничения доступа к воде и пище. 
Содержание и экспериментальные действия с животны-
ми осуществляли по правилам, которые были приняты 
Европейской конвенцией по защите позвоночных жи-
вотных, используемых для экспериментальных и иных 
целей (Страсбург, 1986). Исследование одобрено коми-
тетом по этике ИНЦХТ.

Животные были разделены на две группы по 21 жи-
вотному:

1) контрольная (нанесение раны длиннейшей мыш-
цы спины, внесение в рану лекарственной плёнки без 
активного вещества [8].

2) основная – изучение воздействия блокатора р38 
МАР-киназы SB 203580 (Tocris bioscience, кат. № 1202 
Bath № 4 A/95665) на заживление раны (нанесение ра-
ны, введение в рану блокатора р38 МАР-киназы в соста-
ве лекарственной плёнки).

Выведение из эксперимента осуществляли на 1-е, 
3-и (по 3 животных в группе), 7-е, 14-е и 30-е сутки (по  
5 животных в группе). Для исследования забирали ткани 
из области раны, фиксировали раствором FineFix (Mile-

stone, Италия) для последующего гистологического ис-
следования. 

Препараты фотографировали (не менее 10 образцов 
на каждый срок у 1 животного, не менее 3 зон), подсчи-
тывали количество миосателлитов и количество образу-
ющихся «мышечных почек» в поле зрения в зоне травмы 
при увеличении ×400. Проводили дисперсионный ана-
лиз breakdown ANOVA с тестом Levene на нормальность 
распределения. Так как распределение во всех группах 
отличалось от нормального, значимость различий рас-
считывали с помощью критерия Mann-Whitney.

Для изучения системы anti-OxPhos применен им-
мунофлюоресцентный метод с использованием в каче-
стве первичных антител anti-OxPhos Complex IV subunit 
I monoclonal antibody (Invitrogen, Cat. N D 0589, Lot 
459600), рабочее разведение 1:200. Ядра докрашивали 
DAPI (Biotium, Cat. N 40011, Lot 8D 0605). Визуализа-
цию специфического свечения флюорохромных меток 
проводили на исследовательском микроскопе Nikon 
Eclipse 80i с приставкой для эпифлюоресценции DIH-M. 
Сведение каналов выполняли в программе NIS-Elements 
BR Analysis 4.00.00 64-bit.

Результаты исследования
Как известно, регенерация мышцы достигается за 

счет деления миосателлитов [9-12]. При гистологиче-
ском исследовании установлено, что у контрольной 
группы животных единичные делящиеся миосателлиты 
зарегистрированы на 3-и сутки, максимальная интен-
сивность деления миосателлитов и образования мышеч-
ных почек в зоне травмы мышцы отмечена на 14-е сут-
ки, к 30-м сохранялись единичные делящиеся клетки.  
В основной группе единичные мышечные почки отмече-
ны на 7-е сутки, пик интенсивности регенерации мыш-
цы приходится на 14-е сутки. На 30-е сутки деления ми-
осателлитов не зарегистрировано (таблица).

При оценке системы окислительного фосфорилиро-
вания обращали внимание на интенсивность окраски, 
равномерность ее распределения. 

Установлено, что у животных контрольной группы 
наблюдалась низкоинтенсивная окраска в зоне регенера-
ции мышечной ткани с легкой неравномерностью окра-
ски на 1-е, 7-е и 14-е сутки. В основной группе окраска 
во все исследуемые сроки была яркой, с выраженной 
глыбчатостью и неравномерностью окраски на 1-е, 14-е 
и 30-е сутки. При этом ярко окрашены отдельные мито-
хондрии (рисунок). В зоне интактной мышцы в основ-

 Сравнение регенерации мышцы в исследуемых группах

Срок
(сутки)

Количество мышечных почек Количество миосателлитов
Контрольная 

группа,
Me [min-max]

Основная группа,
Me [min-max]

p Контрольная 
группа, 

Me [min-max]

Основная группа, 
Me [min-max]

p

1 0 [0-0] 0 [0-0] – 0 [0-0] 0 [0-0] –
3 0,11 [0-2] 0 [0-0] 0,30 0,39 [0-7] 0 [0-0] 0,30
7 0,11 [0-1] 0,03 [0-1] 0,21 0,30 [0-3] 0,09 [0-3] 0,22
14 0,43 [0-3] 1,06 [0-5] 0,29 2,11 [0-16] 6,11 [0-36] 0,28
30 0,24 [0-3] 0 [0-0] 0,51 0,67 [0-8] 0 [0-0] 0,51
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Окраска в зоне травмы мышцы на OxPhos Complex IV (Invitrogen), докрашивание ядер DAPI. Иммунофлюоресценция.



ISSN 2310-0435 69

 

ной группе окраска была минимальной без выраженной 
неравномерности.

Обсуждение
Как известно, митогенактивируемые протеинкиназы 

принимают участие в регуляции деления клеток и апоп-
тоза [6]. В доступной литературе обсуждаются вопросы 
участия МАРК механизмов в регуляции репарации мы-
шечной ткани. В частности, доказано участие р38 [13, 
14] в передаче сигналов к дифференцировке.

Считают, что активация р38 МАРК в миогенных 
клетках-предшественниках является ключевым сигна-
лом для их выхода из клеточного цикла, и перехода про-
лиферирующих миосателлитных клеток к терминальной 
дифференцировке с экспрессией мышечноспецифичных 
генов: у данных клеток наблюдается снижение экспрес-
сии Pax7, активация миогенных факторов транскрипции 
MyoD и Mef2. Таким образом, идентификация сигналь-
ного механизма, который активирует p38 МАРК во вре-
мя этого процесса имеет важное значение для понима-
ния механизма регуляции регенерации мышц [15-17]. 

Нами ранее было показано, что при травме попереч-
но-полосатой мышцы фосфорилированная (активная) 
форма p38 МАРК присутствует в единичных миосател-
литах с 3 по 9 сутки после травмы, что соответствует 
периоду активации и пролиферации миосателлитов [18]. 
Соответственно, блокада р38 МАРК каскада при помо-
щи локального введения активного вещества в составе 
лекарственной пленки позволила «затормозить» деление 
миосателлитов в ранние сроки репаративного процесса, 
обусловила позднее начало образования «мышечных» 
почек в зоне регенерации – на 7-е сутки в сравнение с 
3-ми сутками в контрольной группе. Кроме того, данное 
воздействие усиливало окислительное фосфорилирова-
ние в миоцитах в области травматического воздействия. 

Заключение
По-видимому, влияние на систему окислительно-

го фосфорилирования является одним из механизмов 
воздействия блокаторов р38 МАРК при регенерации 
мышечной ткани. С учетом диссоциации активности 
OxPhos и регенерации эти процессы не являются тес-
но взаимосвязанными, но входят в сферу влияния р38 
MAPK каскада.
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