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оценивали наличие сопряженности уров-
ней микрорнк в сыворотке крови с коли-
чественными и функциональными пока-
зателями клеток гемо- и лимфопоэза при 
экспериментальном раке молочной желе-
зы (рМЖ), индуцированным N-метил-N-
нитрозомочевиной (МнМ)у крыс линии 
Wistar. исследовали уровни микрорнк-21, 
-221, -222 и -429 в сыворотке крови, а так-
же количественные и функциональные па-
раметры клеток из костного мозга, лимфы 
грудного протока и селезенки. Выявлены 
статистически значимые различия по уров-
ню микрорнк в сыворотке крови и охарак-
теризованы взаимосвязи уровней микрорнк 
с количественными и функциональными по-
казателями клеток гемо- и лимфопоэза.
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микрорнК - это группа малых некодируемых 
рнК длиной в 18-25 нуклеотидов, функциони-
рующих как посттранскрипционные регуляторы 
генов и играющих существенную роль в клеточ-
ной дифференцировке, пролиферации и апоптозе. 
нарушение уровней экспрессии микрорнК вы-
явлено при многих типах опухолей, в том числе 
и при раке молочной железы [2,6]. микрорнК 
включаются в стресс-индуцированный ответ на 
внеклеточные сигналы (такие, как химические 
канцерогены, в частности, табачный дым, N-этил-
N-нитрозомочевина, 4-(метилнитрозоамино)-
1-(3-пиридил)-1-бутанон, гексагидро-1,3,5-
тринитро-1,3,5-триазин, 2-ацетиламинофлуорен, 
винилкарбамат, 7,12–диметилбенз(α)антрацен 
[4-5]. Понимание механизмов, вовлеченных в 
канцерогенез при раке молочной железы, важ-
но для разработки более эффективной профи-
лактики опухолей и их терапии [2]. Целью ис-
следования стало изучение уровней микрорнК 
в сыворотке крови при экспериментальном раке 
молочной железы.

Материалы и методы

Эксперименты на лабораторных животных проведены 
в соответствии с соблюдением принципов хельсинской 
декларации BMA (2000) и выполнены на 25 неполовозре-
лых крысах-самках линии Wistar. животные содержались 
на стандартной лабораторной диете и имели свободный 
доступ к воде. У 22 крыс рмж индуцировали введением 
N-метил-N-нитрозомочевины (мнм) в область 2-ой молоч-
ной железы справа в дозе 30 мг/кг (Sigma-Aldrich, Сша) 
пятикратно через 7 дней, а четыре особи, которым не вво-
дили мнм, составили группу контроля. Спустя 6 месяцев 
с момента индукции рмж у 17 крыс оперативно удалили 
опухоль молочной железы. Далее 5 особей получили Пхт; 
5 особям дополнительно к Пхт подключили лечение фраг-
ментированной ДнК; 3 особи не получали Пхт и состави-
ли группу контроля оперативного способа лечения рмж. 
также была группа особей, получавшая только Пхт (n=5) 
и группа особей, которой не проводилось никакого лечения 
(n=4) - контрольная группа рмж. 

Курс Пхт включал 5-фторурацил (Ebewe, австрия) 
в дозе 15 мг/кг внутрибрюшинно на 1 и 8 день курса 
терапии, метотрексат (Ebewe, австрия) в дозе 2,5 мг/кг 
внутрибрюшинно на 1 и 8 день курса терапии и цикло-
фосфан (оао «Биохимия», Саранск) в дозе 3 мг/кг внутри-
брюшинно ежедневно однократно 14 дней. Курс терапии 
фрагментированной ДнК (5мг/кг) проводили внутрибрю-
шинным введением однократно в течение 14 дней через 3 
часа после введения циклофосфана. В экспериментах ис-
пользовали субстанцию препарата Панаген с содержанием 
фрагментированной ДнК 1,7 мг/мл. 

Для устранения негативного эффекта цитостатических 
препаратов, используемых для Пхт, предложены курсы те-
рапии экзогенной ДнК и показано ее противоопухолевое 
действие [1]. 

животных из эксперимента выводили через 6,5 мес. под 
наркозом (40 мг/кг нембутала внутрибрюшинно; Sigma-Al-
drich, Сша), что обусловливалось необходимостью прижиз-
ненного сбора лимфы из грудного лимфатического протока. 
Ядросодержащие клетки костного мозга (Км) получали при 
помощи перфузии бедренных костей лабораторных живот-
ных [3]. мультипотентные мезенхимальные стромальные 
клетки (ммСК) от линии крыс Wistar (n=5) получали из 
клеток Км. Ядросодержащие клетки Км ресуспензировали 
в среде DMEM (Биолот, СПб) и пропускали через фильтр 
(размер пор 80 мкм) для удаления клеточного дебриса, под-
считывали количество жизнеспособных клеток. 

Для получения Км-ммСК ядросодержащие клетки 
Км инкубировали в пластиковых флаконах (TPP, швей-
цария) в среде DMEM (Биолот, СПб), дополненной 100 
мкг/мл гентамицина сульфата (Дальхимфарм, хабаровск), 
2 мM L-глютамина (ICN, Сша) и 15 % FCS при 37 °С 
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в атмосфере 5% Со2. Через 48 час. неприкрепленные к 
пластику клетки удаляли, а прилипающую фракцию клеток 
культивировали до получения конфлюэнтного слоя. Снятие 
Км-ммСК при пассировании осуществляли с использова-
нием 0,25% раствора трипсина/0,02% раствора ЭДта (ICN, 
Сша). Суспензию спленоцитов получали измельчением 
селезенок в гомогенизаторе. 

мононуклеарные клетки (мнК) из лимфы получали 
осаждением при 1500 оборотов/минуту в течение 5 минут 
с последующей 2-х кратной отмывкой в забуференном фи-
зиологическом растворе. Через 72 часа надосадочная жид-
кость от клеток Км, спленоцитов и мнК снималась, раз-
ливалась по аликвотам и хранилась при -70 °С до момента 
использования в работе. В кондиционной среде определяли 
содержание IL-1β, TNF-α, TGF-β1 с использованием ком-
мерческих наборов для иммуноферментного анализа (eBio-
science, австрия). Пролиферативный потенциал клеток Км, 
спленоцитов и мнК из лимфы оценивали в мтт-тесте в 
присутствии и отсутствии Конканавалина а (Кона; Sigma-
Aldrich, Сша) в дозе 10 мкг/мл. результаты оценивали спек-
трофотометрически (длина волны 492 нм) по включению 
3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-2н-тетразолиум 
бромида - мтт (Sigma-Aldrich, Сша) через 72 часа и вы-
ражали в условных единицах оптической плотности. 

тотальную рнК выделяли из тканей опухоли молочной 
железы, сыворотки крови и из лимфы грудного протока с 
использованием набора реагентов (Зао Вектор-БеСт) со-
гласно инструкции. Для получения кДнК проводили обрат-
ную транскрипцию по матрице микрорнК с использованием 
набора реагентов (Зао Вектор-БеСт) согласно инструкции. 
Для определения количества микрорнК-21, -221, -222 и 429 
в тканях опухоли молочной железы, сыворотке крови и лим-
фе проводили от-ПЦр в реальном времени с использовани-
ем набора реагентов (Зао Вектор-БеСт) на амплификаторе 
CFX96 (Bio-Rad Laboratories). В качестве гена сравнения 
использовали малую рнК U6. Статистическую обработку 
данных проводили с использованием программы Statistica 
6.0, меры центральной тенденции и рассеяния описаны ме-
дианой (ме), нижним (Lq) и верхним (Hq) квартилями; до-
стоверность различия рассчитывалась по U-критерию ман-
на-Уитни и принималась при значениях p < 0,05.

результаты и обсуждение

По полученным данным, при эксперименталь-
ном рмж с учетом вида проведенного лечения, 
как видно из таблицы 1, при рмж в сыворотке 
крови крыс линии Wistar выявлены статистически 
значимые изменения уровней микрорнК (табл. 
1). В частности в контрольной группе живот-
ных отмечено статистически значимое снижение 
уровней микрорнК-21 в сравнении с интактными 
особями. Это, скорее всего, связано с различной 
реактивностью особей на мнм. Генетически по-

рода крыс не однородна, интенсивность метабо-
лизма у особей также может различаться и поэто-
му они по-разному отвечают динамикой развития 
опухоли молочной железы, и, следовательно, мо-
гут различаться по уровню исследуемых марке-
ров онкопатологии. Более того, на фоне Пхт и 
сочетания оперативного вмешательства с после-
дующим курсом Пхт также выявлено статисти-
чески значимое снижение уровней микрорнК-21, 
что, очевидно, является результатом подавления 
функциональной активности клеток опухоли на 
фоне курса Пхт; после удаления основного очага 
опухоли молочной железы и курса Пхт даже со-
хранившиеся метастазы не могут продуцировать 
более высокие уровни микрорнК. В то же время, 
на фоне только оперативного лечения или соче-
тания оперативного удаления опухоли с последу-
ющим курсом Пхт, дополненным терапией экзо-
генной ДнК, отмечено статистически значимое 
увеличение уровней микрорнК-21, что указывает 
на сохранность очагов метастазирования опухо-
ли молочной железы в регионарных лимфоузлах 
и способность ткани метастазов продуцировать 
микрорнК.

В отношении сывороточных уровней ми-
крорнК-221 отмечено их статистически значи-
мое увеличение уровней в группах животных, 
получивших только оперативное вмешательство 
или подвергнутых операции в сочетании с Пхт, 
дополненной экзогенной ДнК, по сравнению с 
интактными животными и группой рмж. Это 
указывает на сохранность в первом случае оча-
гов отсева клеток опухоли молочной железы, 
а во втором случае экзогенная ДнК являет-
ся источником урацила, который «борется» с 
5-фторурацилом за связывание и, тем самым, 
препятствует антипролиферативному действию 
цитостатических препаратов.

Что же касается уровней в сыворотке крови 
микрорнК-222, то установлено статистически 
значимое увеличение их в группе животных 
подвергшихся оперативному вмешательству по 
поводу рмж. Это может рассматриваться как 
ответная реакция организма на повреждающее 
воздействие на ткани и органы в ходе удале-
ния очагов опухоли молочной железы. Выявле-
но также снижение в сыворотке крови уровней 

Таблица 1. 
Уровни микроРНК в сыворотке крови крыс линии Wistar при РМЖ

Параметры интактные (1) рМж (2) рМж операция 
(3)

рМж операция
+ПХТ (4)

рМж 
ПХТ (5)

рМж 
операция
+ПХТ+фрднК (6)

микрорнК-21 1,09 (0,68-1,46) 0,52 (0,09-1,30)1 1,37 (0,63-2,26)2,5 0,46 (0,21-0,91)1,3 0,22 (0,00-0,82)1 1,22 (0,31-1,98)2,5

микрорнК-221 1,06 (0,51-1,30) 2,45 (0,90-6,03) 3,59 (1,90-6,45)1,2,5 2,02 (1,40-3,02)1,2,5 0,64 (0,29-1,70) 5,99 (1,85-13,91)1,2,5

микрорнК-222 0,71 (0,26-0,92) 0,80 (0,56-2,98) 2,65 (0,48-5,12)1,2,5 0,59 (0,29-1,60)3 0,35 (0,03-0,70) 1,14 (0,56-1,23)2,5

микрорнК-429 0,70 (0,50-2,23) 0,07 (0,06-0,16)1 0,20 (0,01-13,02) 0,27 (0,08-2,70) 0,11 (0,04-0,42)1 0,19 (0,01-0,61)1

Примечание: здесь и далее рМж - рак молочной железы, индуцированный нитрозомочевиной; ПХТ - полихимиотерапия; операция - проведено оператив-
ное удаление опухоли молочной железы; фрднК - терапия фрагментированной днК из плаценты человека; 1,2,3,4,5,6 - группы животных; достоверность 
различия между группами p < 0,05.
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микрорнК-429 в группе животных с рмж по 
сравнению с интактными животными, что яв-
ляется косвенным доказательством активного 
опухолевого процесса в организме.

анализ количества клеток в лимфе грудно-
го протока не выявил статистически значимых 
различий между сравниваемыми группами, что, 
скорее всего, является результатом восстановле-
ния параметров гемо- и лимфопоэза после курса 
Пхт (табл. 2). Выявлены различия по количе-
ству спленоцитов, клеток костного мозга и Км-
ммСК между некоторыми группами особей с 
рмж с учетом вида проводимого лечения. Это 
указывает на различный регенеративный потен-
циал органов гемо- и лимфопоэза, который за-
висит от вида лечения.

также выявлены различия в пролифератив-
ном потенциале мнК у особей после опера-
тивного удаления опухоли молочной железы и 
курса Пхт в группе, получавшей экзогенную 
ДнК, и в группе рмж по сравнению с интакт-
ными особями (табл. 2). Стимуляция мнК Кона 
была сопоставима во всех группах, за исклю-
чением группы, получившей курс Пхт после 
оперативного вмешательства. У особей после 
оперативного удаления рмж и в группе рмж 
без дополнительных воздействий выявлено уве-
личение спонтанной пролиферации клеток Км. 
В большинстве групп, за исключением особей, 
подвергшихся только оперативному удалению 
опухоли, отмечено статистически значимое 
снижение стимулированной пролиферативной 
активности клеток Км. Продемонстрировано 
и увеличение спонтанной и митоген-стимули-
рованной пролиферации спленоцитов во всех 
группах по сравнению с интактными животны-
ми. таким образом, с учетом типа клеток гемо- 
и лимфопоэза, функциональная активность их 
зависит от вида проведенного лечения.

не выявлено различий по спонтанному уровню 
продукции TNFα мнК лимфы грудного протока 
между сравниваемыми группами, но обнаружено 
статистически значимое увеличение уровней про-
дукции TNFα в контрольной группе рмж и в 
группе особей с добавлением к лечению экзоген-
ной ДнК после стимуляции клеток Кона (табл. 2).

Уровни спонтанной продукции TNFα клет-
ками Км в группе особей получавших курс 
Пхт, были статистически достоверно снижены 
по сравнению с другими группами особей. от-
мечено снижение уровней спонтанной продук-
ции спленоцитами TNFα в группах особей по-
сле оперативного лечения в сочетании с курсом 
Пхт и в группе с лечением экзогенной ДнК. В 
ответ на митогенный стимул спленоциты проду-
цировали TNFα в достоверно большей степени в 
группе рмж, не подвергшейся дополнительным 
воздействиям.

Уровни продукции мнК IL1β у животных 
с рмж были больше по сравнению с группой 
особей после оперативного удаления рмж и в 
группе после курса Пхт или экзогенной ДнК 
(табл. 2). Выявлено, что уровни спонтанной и 
митоген-стимулированной продукции клетка-
ми Км IL1β статистически значимо снижены 
в группе особей после курса Пхт. Продукции 
IL1β спленоцитами снижалась в группе живот-
ных после курса Пхт и экзогенной ДнК. мнК, 
клетки Км и спленоциты после курса Пхт про-
дуцировали TGFβ1достоверно менее интенсивно 
(табл. 2).

таким образом, в группе животных рмж, 
получавших терапию фрагментированной ДнК, 
выявлена тенденция к снижению спонтан-
ной продукции провоспалительных цитокинов 
(TNFα, IL1β) клетками кроветворения и лимфо-
идной тканью и увеличение уровней спонтан-
ной продукции иммуносупрессорного фактора 
(TGFβ1) мононуклеарными клетками из лимфы 
грудного протока, что может свидетельствовать 
о выраженной иммуносупресии в данной группе 
животных. Соответственно, представлялось важ-
ным изучить взаимосвязи уровней микрорнК с 
количественными и функциональными показате-
лями клеток гемо- и лимфопоэза при рмж.

оказалось, что уровни микрорнК-21 были со-
пряжены с количеством клеток Км у интактных 
животных (r=-0,88; p=0,019). Кроме этого, уровни 
микрорнК-21 были взаимосвязаны с уровнями 
митоген-активированной продукции лимфоцита-
ми интактных животных TNFα (r=0,88; p=0,019), с 
уровнями спонтанной и митоген-активированной 
продукции клетками Км IL1β (r=-0,88; p=0,019) 
и уровнями митоген-активированной продукции 
спленоцитами TNFα и TGFβ1 (r=-0,88; p=0,019). 
В группе животных, получавших терапию фраг-
ментированной ДнК, выявлены сопряженности 
сывороточных уровней микрорнК-21 с количе-
ством спленоцитов (r=0,79; p=0,034).

Уровни микрорнК-221 оказались сопряжены 
с уровнями спонтанной продукции лимфоцита-
ми TNFα и IL1β (r=-0,78; p=0,022), а также с 
уровнями митоген-активированной продукции 
лимфоцитами TGFβ1 (r=-0,78; p=0,022). В отно-
шении взаимосвязей микрорнК-221 с уровнями 
продукции цитокинов клетками Км и селезенки 
выявлены следующие связи: с уровнями спон-
танной продукции TNFα и с уровнями митоген-
активированной продукции IL1β клетками Км, а 
также спонтанной продукции IL1β и митоген-ак-
тивированной продукции TGFβ1 спленоцитами 
(r=0,78; p=0,022).

Для микрорнК-222 отмечена сопряженность 
с количеством спленоцитов (r=0,87; p=0,005) 
и интенсивностью спонтанной пролиферации 
лимфоцитов (r=0,78; p=0,022), а также с интен-



ВОПРОСЫ ОНКОЛОГИИ. 2016, ТОМ 62, № 3

524

сивностью спонтанной и митоген-активирован-
ной пролиферации спленоцитов (r=0,78; p=0,022 
и r=-0,78; p=0,022 соответственно) в группе, по-
лучившей Пхт. В группе животных, получив-
шей Пхт, выявлены сопряженности уровней 
микрорнК-222 со следующими параметрами: с 
количеством спленоцитов, уровнями спонтанной 
и митоген-активированной продукции TNFα и 
уровнями спонтанной продукции IL1β лимфо-
цитами (r=-0,78; p=0,022), а также с уровнями 
спонтанной (r=-0,78; p=0,022) и митоген-акти-
вированной (r=0,78; p=0,022) продукции TNFα 
и митоген-активированной продукции TGFβ1 
(r=-0,87; p=0,005) клетками Км. Уровни спон-
танной (r=-0,78; p=0,022) и митоген-активиро-
ванной (r=-0,87; p=0,005) продукции TNFα и ми-
тоген-активированной продукции IL1β (r=-0,78; 
p=0,022) спленоцитами также были сопряжены 
с уровнями микрорнК-222. В группе животных, 
получавших терапию фрагментированной ДнК, 
выявлены сопряженности сывороточных уров-
ней микрорнК-222 с интенсивностью спонтан-
ной (r=-0,92; p=0,007) и митоген-активированной 
(r=-0,86; p=0,024) пролиферации лимфоцитов. 
Кроме этого, уровни микрорнК-222 взаимосвя-
заны с уровнями спонтанной (r=-0,88; p=0,019) и 
митоген-активированной (r=-0,86; p=0,024) про-
дукции TNFα лимфоцитами, а также с уровнями 
спонтанной продукции IL1β (r=0,94; p=0,001) и 
митоген-активированной продукции TGFβ1 (r=-
0,81; p=0,049) спленоцитами.

В отношении сывороточных уровней ми-
крорнК-429 выявлены сопряженности с коли-
чеством спленоцитов в группе животных, полу-
чивших добавочно терапию фрагментированной 
ДнК (r=0,86; p=0,012). Выявлена взаимосвязь 
уровней микрорнК-429 с уровнями спонтанной 
продукции лимфоцитами животных, получивших 
Пхт TNFα (r=0,73; p=0,039). Кроме этого отмече-
но наличие сопряженности между уровнями ми-
крорнК-429 и уровнями митоген-активированной 
продукции TNFα (r=0,84; p=0,015) и митоген-ак-
тивированной продукции TGFβ1 (r=0,94; p=0,001) 
клетками Км в группе животных, дополнительно 
получивших терапию фрагментированной ДнК. 
Помимо этого, установлены взаимосвязи между 
уровнями в сыворотке крови микрорнК-429 и 
уровнями митоген-активированной продукции 
TNFα спленоцитами в группе животных, полу-
чивших в дополнение терапию фрагментирован-
ной ДнК (r=0,94; p=0,001).

Полученные нами данные по изменению уров-
ней микрорнК при экспериментальной модели 
рмж не противоречат данным литературы. В 
частности, в работе [5] отмечено нарушение экс-
прессии микрорнК клетками печени. Показана 
аберрантная сверхэкспрессия микрорнК-21 клет-
ками рмж, индуцированного введением мнм [2].

таким образом, сывороточные уровни ми-
крорнК зависят от вида проведенного лечения 
у животных по поводу рмж и сопряжены с па-
раметрами гемо- и лимфопоэза, что необходимо 
учитывать при выборе тактики лечения данной 
патологии у человека.
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The work purpose was to reveal an existence of an 
associativity of the microRNA levels in blood serum to 
quantitative and functional indices of cells haemo – and 
lymphopoiesis at the experimental breast cancer induced by N - 
methyl - N- nitrosourea in the remote period after surgery and 
carrying out neoadjuvant polychemotherapy. At animals there 
were investigated levels of microRNA-21, microRNA-221, 
microRNA-222 and microRNA-429 in serum, also investigated 
quantitative and functional parameters of cells from bone 
marrow, from lymph of a chest channel and from spleen. 
Statistically significant distinctions on the microRNA level in 
blood serum and an existence of interrelations of microRNA 
levels with quantitative and functional indices of haemo- and 
lymphopoiesis cells were revealed.
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