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цель исследования заключалась в изучении экспрессии аргирофильных белков в областях ядрыш-
ковых организаторов, маркера клеточной пролиферации Ki-67, а также кинетики роста в подкожных 
ксенографтах аденокарциномы легкого человека с разной скоростью роста и с разной чувствительно-
стью к химиотерапии. Экспрессия аргирофильных белков в областях ядрышковых организаторов в бы-
строрастущей опухоли легкого человека была выше, чем в медленнорастущей. При этом содержание 
C23/нуклеолина в экспоненциальной фазе роста быстрорастущего рака было в 1,5 раза выше, чем в экс-
поненциальной фазе роста медленнорастущего рака (0,28 ± 0,10 против 0,18 ± 0,09). В то же время уро-
вень B23/нуклеофозмина и индекс Ki-67 в обоих вариантах опухоли были примерно одинаковыми. Время 
удвоения объемов опухолей в экспоненциальной фазе роста быстрорастущего рака было в 2 раза выше, 
чем у медленнорастущего рака. Экспоненциальный рост быстрорастущего рака легкого человека у им-
мунодефицитных гибридных мышей может быть связан с повышенной экспрессией С23/нуклеолина. 
Терапия аранозой была высокоэффективна при быстрорастущем раке (торможение роста опухоли со-
ставило 100%) и слабо ингибировала рост медленнорастущего рака легкого человека (торможение роста 
опухоли составило ≤ 45%). Эти данные позволяют считать, что в процессе многократного пассирования 
на гибридных иммунодефицитных мышах происходит сдвиг патоморфоза быстрорастущего рака легко-
го человека в сторону уменьшения относительной доли С23/нуклеолина. Это приводит к удлинению ла-
тентной и сокращению экспоненциальной фазы роста и к снижению чувствительности к химиотерапии. 

Ключевые слова: ксенографты рака легкого человека, кинетика роста, Ki-67, С23/нуклеолин, 
В23/нуклеофозмин, иммунодефицитные мыши. 
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Высокий уровень экспрессии аргирофильных бел-
ков в областях ядрышковых организаторов (Ag-ОяОР-
белков) С23/нуклеолина и B23/нуклеофозмина корре-
лирует со скоростью пролиферации во многих активно 
делящихся клетках, в том числе злокачественных [1; 2]. 
Эти белки используются в качестве биомаркеров кле-
точной пролиферации для оценки агрессивности про-
цесса, прогноза течения и ответа на лечение при различ-
ных онкологических заболеваниях. В течение последних 
10  лет интерес к этим маркерам значительно возрос, 
что привело к появлению большого числа публикаций, 
подтверждающих их роль в прогрессии лейкозов  [3; 4] 
и солидных опухолей различных локализаций  [5—13]. 
Уровень B23/нуклеофозмина является прогностиче-
ским признаком чувствительности к химиотерапии у 
больных острым миелолейкозом  [3], а C23/нуклеолин 
объявлен Американским обществом клинической он-
кологии (ASCO) новой мишенью для таргетной терапии 
острого миелолейкоза  [14]. У  больных раком толстой 
кишки показана корреляция между экспрессией нукле-
офозмина, метастазированием в лимфатические узлы и 
неблагоприятным прогнозом жизни. По мнению авто-
ров, это связано с влиянием данного белка на миграцию 
и инвазию опухолевых клеток [15]. Несмотря на то что 
исследования по оценке экспрессии Ag-ОяОР-белков в 
доклинических моделях опухолевого роста встречаются 
редко, в одной из ранних работ выявлено аномально вы-
сокое содержание этих белков в ксенографтах 30 опухо-
лей человека [16]. 

На ксенографтах различных опухолей человека (ме-
ланомы Mel7, рака толстой кишки HCT116 и рака почки 
РПоч1) нами выявлены исходно высокое содержание 
Ag-ОяОР-белков и корреляция между скоростью роста 
опухолей и экспрессией этих белков [17; 18]. Кроме того, 
показано, что ингибирование роста Mel7 с помощью ци-
тодифференцирующих препаратов сопровождается зна-
чимым уменьшением содержания Ag-ОяОР-белков, в 
частности C23/нуклеолина [19]. 

Чтобы сформировать представление о возможности 
с помощью цитотоксической химиотерапии блокировать 
пролиферативный сигнал, опосредованный экспрессией 
Ag-ОяОР-белков, необходимо оценить динамику основ-
ных маркеров пролиферации и определить их значение 
для прогрессии опухолевой модели. 

В настоящей работе исследована возможная взаи-
мосвязь между уровнем экспрессии Ag-ОяОР-белков и 
Ki-67, кинетикой роста и ответом на цитотоксическую 
химиотерапию аранозой на модели аденокарциномы лег-
кого человека у иммунодефицитных мышей Balb/c nude. 
Использованы 2 варианта опухоли: исходный медленно-
растущий штамм рака легкого (РЛ4) и эксперименталь-
но полученный из исходного штамма при многократном 
пассировании на гибридных мышах Balb/c nude быстро-
растущий подштамм рака легкого человека (РЛ4-б). 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
РЛ4 получен в 1983  г. в ФГБУ «РОНц  им. 

Н.  Н.  Блохина» РАМН из культуры клеточной линии 
А549 немелкоклеточного рака легкого человека путем 
имплантации 5  × 106 клеток под кожу иммунодефицит-
ным мышам Balb/c nude [20]. Стабильный рост опухоли 

получен со второго пассажа, всего проведено 57 серий-
ных трансплантаций. РЛ4 и его подштамм РЛ4-б транс-
плантировали 6—8-недельным мышам-самкам Balb/c 
nude из разведения ФГБУ «РОНц  им. Н.  Н.  Блохина» 
РАМН, которых содержали в стерильном бестимусном 
отсеке лаборатории комбинированной терапии опу-
холей НИИ ЭДиТО. Штаммы прививали опухолевой 
взвесью по 50 мг ткани в 0,5 мл среды 199 (ПанЭко) под 
кожу бока мыши-реципиента. О кинетике роста опу-
холи судили по объему подкожных узлов, фазы роста 
иллюстрировали на графике. Для гистологического ис-
следования опухоль фиксировали в 10% нейтральном 
формалине, заключали в парафин и готовили срезы тол-
щиной 5—8  мкм, которые окрашивали гематоксилином 
и эозином. Для иммуногистохимического исследования 
использовали моноклональные антитела к Ki-67 (MIB-1, 
Dako), C23/нуклеолину (mAb4E2, Abcam), B23/нуклео-
фозмину (mAbB23, labvision). В целях определения доли 
пролиферирующих клеток подсчитывали число Ki-67-
позитивных клеток. Иммуногистохимический анализ 
экспрессии C23/нуклеолина и B23/нуклеофозмина про-
водили визуально по интенсивности окрашивания, ко-
торую оценивали как низкую (+), умеренную (++) и 
высокую (+++). Количественный анализ проводили с 
помощью программного обеспечения Matlab, определяя 
отношение суммарной площади иммуногистохимически 
окрашенных зерен белков к суммарной площади клеток 
в 10 полях зрения на одном препарате. 

Для оценки чувствительности РЛ4 к химиотерапии 
использовали лиофилизированную аранозу (ГЛЭС), ко-
торую вводили мышам внутрибрюшинно в разовой дозе 
100 мг/кг двукратно на 2-е и 4-е сутки после трансплан-
тации опухоли (суммарная доза 200  мг/кг). Об эффек-
тивности лечения судили по торможению роста опухоли 
(ТРО) ≥ 50%. 

Статистическую обработку данных выполняли по 
Стьюденту с определением критерия t и затем находи-
ли достоверность различий (р) между контрольными и 
опытными сериями. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Анализ динамики роста трансплантированных под-

кожно ксенографтов медленно- и быстрорастущего рака 
легкого человека выявил следующие отличия. На рис. 1 
видно, что у мышей со штаммом РЛ4-б латентная фаза 
роста длилась 8 сут. С 8-х по 28-е сутки (20 дней) наблю-
далась прогрессия опухолевого роста, что соответство-
вало экспоненциальной фазе роста. Время удвоения 
объема опухоли в экспоненциальной фазе составило 
4  дня. У  мышей со штаммом РЛ4 латентная фаза роста 
ксенографтов длилась дольше, чем у мышей со штаммом 
РЛ4-б, — 10 суток. Экспоненциальная фаза роста длилась 
с 10-х по 28-е сутки, при этом время удвоения объемов 
опухолей увеличилось в 2 раза и составило около 8 дней. 
Гистологически опухоль имела строение аденокарцино-
мы (рис. 2). В ней преобладали солидные структуры, об-

© Уханова Е. М., Каршиева С. Ш., Зенит-Журавлева Е. Г., 
Райхлин Н. Т., Букаева И. А., Лушникова А. А., 
Покровский В. С., Трещалина Е. М., 2013 
УДК 616.24-006.6-092.9:57.083.3 
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Рисунок 1. Динамика роста РЛ4-б (1) и РЛ4 (2), подкожно 
трансплантированных мышам Balb c/nude. 

разующие поля и тяжи округлой и неправильной формы, 
реже встречались отдельные железистые образования. 
Суммарная площадь некрозов в исходном штамме РЛ4 
(см. рис. 2, Б) была больше, чем в подштамме РЛ4-б (см. 
рис.  2,  А). При иммуногистохимическом исследовании 
обнаружено, что экспрессия B23/нуклеофозмина и C23/ 
нуклеолина во всех фазах роста выше в РЛ4-б (+++), 
чем в РЛ4 (+, ++) (см. рис. 2, В—Е). Полученные резуль-
таты соответствуют данным литературы  [16], согласно 
которым в ксенографтах опухолей человека экспрессия 
Ag-ОяОР-белков имеет прямую связь со скоростью ро-
ста опухоли. Индекс Ki-67 в быстро- и медленнорастущей 
опухоли различается незначительно и в среднем состав-
ляет 20—25% (см. рис. 2, Ж, З). 

Несмотря на то что количественный анализ содержа-
ния Ag-ОяОР-белков по соотношению суммарной пло-
щади иммуногистохимически окрашенных зерен белков 
и клеток в образцах РЛ4 и РЛ4-б не выявил достоверных 
различий, прослежена тенденция к увеличению содер-
жания C23/нуклеолина в экспоненциальной фазе роста 
РЛ4-б: 0,28  ±  0,10 против 0,18  ±  0,09 в экспоненциаль-
ной фазе роста РЛ4. Кроме того, в опухолевых клетках 
РЛ4-б содержание С23/нуклеолина несколько выше, 
чем содержание B23/нуклеофозмина (0,28 ± 0,10 против 
0,15 ± 0,06; p < 0,05), а в РЛ4 уровень С23/нуклеолина не 
отличался от уровня B23/нуклеофозмина (см. таблицу). 

При оценке чувствительности к аранозе РЛ4 с раз-
ной скоростью роста показаны слабый ответ на тера-
пию РЛ4 (ТРО = 45%; p > 0,05) и полная регрессия РЛ4-б 
(ТРО = 100%; p < 0,05). Ремиссия после лечения арано-
зой длилась 60 дней. Затем у части мышей выявлен про-
долженный рост, расцененный как рецидив. При этом в 
клетках рецидивного РЛ4 экспрессия B23/нуклеофозми-
на и C23/нуклеолина снижалась до умеренной степени 
(++) при практически неизменном уровне Ki-67 в пре-
делах 15—18% (рис. 3, А—В). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В подкожных ксенографтах рака легкого человека 

РЛ4 с различной скоростью роста на мышах Balb/c nude 
и различной чувствительностью к аранозе проведен ана-
лиз уровня экспрессии основных аргирофильных белков 
С23/нуклеолина и B23/нуклеофозмина и маркера проли-
ферации Ki-67. Сравнительный анализ показал, что экс-
прессия Ag-ОяОР-белков в быстрорастущем подштамме 
(РЛ4-б) была выше, чем в исходном медленнорастущем 
(РЛ4). При этом содержание C23/нуклеолина в экспо-
ненциальной фазе роста РЛ4-б было в 1,5 раза выше, чем 
при РЛ4 (0,28 ± 0,10 против 0,18 ± 0,09), в то время как 
уровень B23/нуклеофозмина и индекс Ki-67 в обоих ва-
риантах опухоли были примерно одинаковыми. 

РЛ4-б демонстрировал изменение кинетики роста: 
укорочение латентной фазы и удлинение экспоненци-
альной фазы. Время удвоения объемов опухолей в экс-
поненциальной фазе РЛ4-б было в 2 раза больше, чем в 
РЛ4. Возможно, экспоненциальный рост РЛ4-б у имму-
нодефицитных гибридных мышей связан с увеличением 
экспрессии С23/нуклеолина. При оценке чувствитель-
ности обоих штаммов к аранозе выявлены слабый от-
вет РЛ4 (ТРО = 45%; p > 0,05) и полная регрессия РЛ4-б 
(ТРО = 100%; p < 0,05). После ремиссии РЛ4-б, длившей-
ся 60 дней, у части мышей выявлен рецидив. В  клетках 
рецидивного РЛ4 наблюдалось незначительное сниже-
ние индекса Ki-67, а также экспрессии С23/нуклеолина 
и В23/нуклеофозмина. 

Таким образом, несмотря на то что под действием эф-
фективной терапии алкилирующим агентом в РЛ4 доля 
пролиферирующих клеток меняется незначительно, 
происходит уменьшение скорости деления опухолевых 
клеток за счет снижения уровня экспрессии обоих Ag-
ОяОР-белков. 
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Рисунок 2. Микрофотографии препаратов РЛ4 и РЛ4-б. 
А. РЛ4-б (окраска гематоксилином и эозином, ×200): крупные полиморфные опухолевые клетки, которые образуют солидные структу­
ры округлой формы, разделенные прослойками соединительной ткани. Б. РЛ4 (окраска гематоксилином и эозином, ×100): структуры 
как на рис. А. В. Экспрессия B23/нуклеофозмина в экспоненциальной фазе РЛ4-б (×200). Г. Экспрессия B23/нуклеофозмина в экспо­
ненциальной фазе РЛ4 (×400). Д. Экспрессия С23/нуклеолина в экспоненциальной фазе РЛ4-б (×200). Е. Экспрессия С23/нуклеолина 
в экспоненциальной фазе РЛ4 (×200). Ж. Экспрессия Ki-67 в экспоненциальной фазе РЛ4-б (×200). З. Экспрессия Ki-67 в экспоненци­
альной фазе РЛ4 (×400). 
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Таблица 
Экспрессия белков Ki-67, С23/нуклеолина и В23/нуклеофозмина в экспоненциальных фазах роста подкожных ксенограф­
тов РЛ4-б и РЛ4 у иммунодефицитных мышей 

РЛ4 

Интенсивность 
иммуногистохимической реакции 

Индекс Ki-67, % 

Отношение суммарной площади зерен 
белка к площади клеток 

С23 В23 С23 (p < 0,05) В23 (p > 0,05) 

Медленнорастущий (РЛ4) +/++ +/++ 20—25 0,18 ± 0,09 0,16 ± 0,07 

Быстрорастущий (РЛ4-б) +++ +++ 20—25 0,28 ± 0,10 0,15 ± 0,06 

Рецидивный РЛ4 ++ ++ 15—18 – – 
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Рисунок 3. Иммуногистохимическое исследование при рецидивном РЛ4 после терапии аранозой (×400). 
А. Экспрессия C23/нуклеолина. Б. Экспрессия В23/нуклеофозмина. В. Экспрессия Ki-67. 
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The purpose of this study was to evaluate expression of argyrophilic proteins of the nucleolar organizer re-
gions, cell proliferation marker Ki-67, and growth kinetics of human lung carcinoma subcutaneous xenografts 
with different growth rates and sensitivity to chemotherapy. Expression of argyrophilic proteins of the nucleo-
lar organizer regions was higher in fast- than in slow-growing human lung carcinomas. C23/nucleolin content 
in exponential phase of fast-growing human lung carcinoma was 1.5-fold higher than in slow-growing tumors 
(0.28 ± 0.10 vs. 0.18 ± 0.09). B23/nucleophosmin levels and Ki-67 indices were practically equal in the two 
tumor types. Tumor volume doubling time in exponential phase of the fast-growing tumor was 2-fold greater 
than in slow-growing human carcinoma of the lung. Exponential growth of fast-growing human carcinoma 
of the lung in immunodeficient hybrid mice may be associated with increased expression of C23/nucleolin. 
Aranoza cytotoxic therapy was highly effective in fast-growing (100% tumor growth inhibition), but inhibited 
poorly slow-growing human lung carcinoma (≤ 45% tumor growth inhibition). Our data suggest that repeated 
xenografting in immunodeficient mice may result in alteration of fast-growing human lung carcinoma towards 
decrease in the C23/nucleolin portion. This leads to prolongation in the lag phase and reduction in the expo-
nential phase of growth as well as reduction in tumor sensitivity to cytotoxic chemotherapy. 

Key words: human lung carcinoma xenografts, growth kinetics, Ki-67, C23/nucleolin, B23/nucleophosmin, 
immunodeficient mice. 




