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Актуальность. Циркадианные ритмы яв-
ляются механизмом адаптации к смене дня 
и ночи. На клеточном уровне они поддер-
живаются за счет осцилляций транскрип-
ции часовых генов Bmal1, 2, Clock и Npas2, 
Per1–3, Cry1, 2; синхронизация ритмов в 
организме происходит с участием «гормо-
на темноты» мелатонина. Накоплены на-
дежные данные о том, что нарушения био-
логических «часов» на клеточном и/или 
организменном уровне связаны с канцеро-
генезом, однако экспериментальные иссле-
дования в этом направлении остаются не-
достаточными.

Цель. Оценить влияние постоянного осве-
щения и введения мелатонина на химически 
индуцированный канцерогенез у мышей и 
экспрессию часовых генов и белков в нор-
мальной и опухолевой ткани легкого.

Материалы и методы. Опухоли легкого 
были индуцированы уретаном у 120 мышей-
самцов линии SHR. С первых суток опыта 
животные содержались при постоянном (LL) 
или стандартном освещении (LD); полови-
на животных при каждом световом режиме 
получала мелатонин (MT) ежедневно в дозе 
20 мг/л в течение 45 нед опыта c питьевой 
водой ночью. В конце эксперимента оцени-
вали частоту и множественность опухолей 
легкого различных размеров. Экспрессию 
часовых генов Clock, Bmal1, Cry1 оценива-
ли в образцах опухолей и нормальной ткани 
легкого с использованием метода ПЦР в ре-
жиме реального времени; содержание белков 
BMAL1, CLOCK, CRY1 и PER2 определяли 
с помощью иммуногистохимии. Статисти-
ческую обработку данных проводили с по-
мощью программ MS Excel 2007, GraphPad 
Prism 6.0 с использованием общепринятых 
статистических критериев.

Результаты. Число животных с опухолями 
легкого составило от 89 до 100% в различных 
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группах. Опухоли крупного размера (>2 мм) 
статистически значимо чаще наблюдались 
у животных группы LL (62 опухоли из 294, 
21,1%), чем в группе LD (59 опухолей из 405, 
14,6%, р=0,0245). Введение экзогенного мела-
тонина при постоянном освещении статисти-
чески значимо уменьшало частоту крупных 
опухолей (28 опухолей из 320, 8,8%, р=0,0001 
по сравнению с LL). В нормальной ткани 
легкого животных, содержавшихся при посто-
янном освещении (LL), было выявлено повы-
шение относительной экспрессии часовых ге-
нов по сравнению с группой LD: Bmal1 в 3,1 
раза (p=0,02) и Cry1 в 3,6 раз (p=0,0002). Для 
гена Clock таких различий не обнаружено. 
Относительное содержание белков BMAL1 и 
CLOCK во всех вариантах опыта было выше 
в аденомах и аденокарциномах по сравнению 
с нормальной тканью.

Выводы. Выявлено, что постоянное осве-
щение промотирует развитие химически ин-
дуцированных опухолей легкого, а введение 
мелатонина тормозит канцерогенез при по-
стоянном освещении. Установлено, что в опу-
холях лёгких содержание белков-активаторов 
транскрипции BMAL1 и CLOCK возрастает 
по сравнению с нормальной тканью, тогда 
как повышения уровня экспрессии соответ-
ствующих генов в опухолях не наблюдалось.

Ключевые слова: канцерогенез, режим ос-
вещения, часовые гены, опухоль легкого, уре-
тан, мыши

Введение

Циркадианные, или суточные, ритмы (ЦР) 
живых организмов существуют как адапта-
ция к смене дня и ночи. На клеточном уров-
не циркадианные ритмы поддерживаются за 
счет осцилляций транскрипции часовых генов 
Bmal1, 2, Clock и Npas2, Per1–3, Cry1, 2 [1]. 
На организменном уровне важную роль в син-
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хронизации ритмов с внешней средой играет 
гормон «темноты» мелатонин (МТ), синтези-
руемый эпифизом [2]. Помимо основного био-
логического эффекта, мелатонин демонстри-
рует антиоксидантные, антигонадотропные и 
противоопухолевые свойства [3]. Доказано, что 
избыточное освещение в ночные часы угнета-
ет синтез мелатонина эпифизом и увеличивает 
риск развития многих заболеваний, в том числе 
онкологических [4, 5].

Также известно, что в различных опухолях 
человека нарушается согласованная экспрессия 
часовых генов; во многих случаях экспрессия 
репрессоров транскрипции Per и Cry снижается, 
а экспрессия активаторов транскрипции Bmal и 
Clock повышается [6]. При этом эксперимен-
тальные данные о ритме экспрессии часовых 
генов в опухолях не позволяют выявить общих 
тенденций [7, 8].

Возможности влияния на циркадианные рит-
мы в опухолях, а также влияние нарушения 
режима освещения и введения мелатонина на 
клеточные «часы» в них остаются недостаточ-
но изученными. Кроме того, в некоторых экспе-
риментах описано противоопухолевое действие 
мелатонина в условиях стандартного и посто-
янного освещения [9, 10], тогда как в других 
работах показано, что мелатонин не угнетает 
канцерогенез при нарушении суточных ритмов 
[11, 12].

Целью исследования была оценка влияния по-
стоянного освещения и введения мелатонина на 
химически индуцированный канцерогенез легко-
го у мышей и экспрессию часовых генов и белков 
в нормальной и опухолевой ткани легкого.

Материалы и методы

В опытах использовали аутбредных мышей-самцов 
SHR в возрасте 3 мес массой тела 25–30 г (питомник Рап-
полово, ЛО, Россия). Исследования были одобрены локаль-
ным этическим комитетом ФГБУ «НМИЦ Онкологии им. 
Н.Н. Петрова» (Протокол №2 от 16.01.2017 г.). Животные 
содержались при температуре 20–24 ºС, получали водопро-
водную воду и лабораторный корм для грызунов (ПК-120, 
ООО «Лабораторкорм», Россия) ad libitum.

120 мышам на 0 сут опыта внутрибрюшинно однократ-
но ввели уретан (Fluka, Швейцария) в дозе 1 г/кг. После 
рандомизации первую и третью группы мышей содержали 
при стандартном освещении — LD (освещение с 08:00 до 
20:00 MSK, 500 Лк), вторую и четвертую — в условиях 
постоянного освещения — LL (500 Лк). Мыши третьей и 
четвертой групп получали мелатонин (≥99%, Sigma, США) 
с питьевой водой в концентрации 20 мг/л с 1 сут экс-
перимента в ночное время (с 20.00 ч до 08.00 ч), группы 
обозначены как LDMT и LLMT соответственно. За живот-
ными вели ежедневное наблюдение в течение 45 нед экс-
перимента.

После эвтаназии с последующей немедленной ау-
топсией в конце опыта по пять животных с опухолями 
из каждой группы были использованы для оценки экс-
прессии часовых генов. Образцы тканей замораживали в 

жидком азоте и хранили при -80 ºС. Выделяли общую 
РНК путем гомогенизации образцов с реагентом TRIzol 
(ThermoFisherScientific). РНК использовали для проведе-
ния реакции обратной транскрипции и получения кДНК. 
Далее проводили ПЦР в режиме реального времени с 
праймерами к генам Clock, Bmal1, Cry1, и гену β-актина 
(референтный ген). Относительный уровень экспрессии 
вычисляли по формуле: Etarget=2-(Cq reference — Cq target), где Cq 
reference и Cq target — количество циклов амплификации, 
необходимых для наработки детектируемого уровня про-
дукта реакции.

От других животных кусочки тканей с опухолями фик-
сировали в 10% нейтральном формалине, затем под лупой 
подсчитывали число и размеры опухолевых узлов, которые 
делили на малые (≤1 мм), средние (1,1–2 мм) и крупные 
(>2 мм). После гистологической проводки кусочки органов 
заливали в парафин, готовили микротомные срезы толщи-
ной 3–5 мкм и окрашивали гематоксилином и эозином. 
Выявленные новообразования классифицировали согласно 
рекомендациям МАИР.

Для проведения иммуногистохимического окра-
шивания использовали первичные антитела к BMAL1 
(NovusBiologicals, NB100-2288), CLOCK (NovusBiologicals, 
NB100-92284), CRY1 (NovusBiologicals, NBP1-69080) и 
PER2 (ThermoScientific, PA5-23339). Затем наносили вто-
ричные антитела, конъюгированные с пероксидазой (Anti-
Rabbit EnVision System, Dako, Дания) и раствор хромоге-
на — диаминобензидин (ДАБ, 1:50 в буфере Liquid Dab+ 
Substrate Chromogen System, Dako, Дания). Срезы докра-
шивали в гематоксилине Майера, затем дегидратировали 
и заключали в синтетическую среду Biomount.

Для оценки BMAL1 на микрофотографиях срезов лег-
кого измеряли оптическую плотность, соответствующую 
окрашиванию ДАБ и вычисляли относительное содержа-
ние белка BMAL1 в опухолях по сравнению с нормальной 
тканью. Окраску антителами к CLOCK оценивали в аде-
номах и аденокарциномах в баллах от 1 до 3 (1 — слабое 
окрашивание, 3 — интенсивное). В каждой группе было 
оценено не менее 10 опухолей.

Статистическую обработку данных проводили с по-
мощью программ MS Excel 2007, GraphPad Prism 6.0. 
Определение статистической значимости наблюдаемых 
различий в группах по средним значениям количе-
ственной переменной проводили с помощью t-критерия 
Стьюдента или U-критерия Манна–Уитни (в зависимо-
сти от характера распределения, которое определяли по 
критерию Шапиро–Уилка). Для межгрупповых сравне-
ний проводили дисперсионный анализ с применением 
апостериорного теста Тьюки. Для анализа частотных 
величин использовали таблицы сопряженности и точ-
ный критерий Фишера. Различия считали значимыми 
при р<0,05.

Результаты

Основные показатели канцерогенеза легкого 
приведены в таблице. Число животных с опухо-
лями легкого составило от 89 до 100%. Опухоли 
крупного размера (>2 мм) статистически значимо 
чаще наблюдались у животных группы LL (62 
опухоли из 294, 21,1%) против 59 опухолей из 
405, 14,6%) в группе LD. Введение экзогенного 
мелатонина при постоянном освещении стати-
стически значимо уменьшало частоту крупных 
(28 опухолей из 320, 8,8%) по сравнению с LL. 
Введение мелатонина в группе LD не влияло на 
частоту опухолей разного размера, однако в дан-
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ной группе было выявлено наименьшее общее 
количество опухолей (236).

При оценке в нормальной ткани легкого жи-
вотных уровня относительной экспрессии гена 
Bmal1 (рис. 1, А) в группе постоянного освеще-
ния (LL) выявлено ее увеличение в 3,1 раза по 
сравнению с обычным режимом (LD) (p=0,02).  
В опухолях относительная экспрессия гена 
Bmal1 между группами не отличалась, но в 
опухолевой ткани легкого у животных группы 
LL она была в 2,6 раза ниже (p=0,03), чем в 
нормальной ткани легкого этих же животных.

Экспрессия гена Cry1 (рис. 1, Б) в нор-
мальной ткани легкого была выше в 3,6 раза 
(p=0,0002) у животных, содержащихся в усло-
виях постоянного освещения (LL) по сравнению 
с группой стандартного освещения (LD). Экс-
прессия гена Cry1 в опухолевой ткани легкого в 
группе LL была в 2,9 раза ниже (p=0,0005), чем 
в нормальной ткани легкого этих же животных.

Относительная экспрессия гена Clock ста-
тистически значимо не различалась ни между 

группами, ни между нормальной и опухолевой 
тканью (данные не приведены).

Относительное содержание белка BMAL1 
(рис. 2, А) во всех опытных группах было выше 
в аденомах (в 1,13–2,08 раза) и аденокарциномах 
(в 2,58–2,98 раза) по сравнению с нормальной 
тканью легкого (значение принято за 1). Стати-
стически значимые различия в относительном 
содержании белка BMAL1 между аденомами и 
аденокарциномами наблюдались в группах LD 
(в 2 раза, р=0,005) и LDMT (в 2,4 раза, р=0,04).

Интенсивность окрашивания аденокарцином 
антителами к CLOCK во всех группах была стати-
стически значимо выше, чем в аденомах (рис. 2, 
Б). Так, в группе LD интенсивность окрашивания 
аденом составляла в среднем 1,29±0,20 баллов, 
аденокарцином — 2,58±0,16 баллов (p=0,0001). 
Для группы LL эти значения составили 1,50±0,33 
и 2,54±0,15 соответственно (p=0,005). Введение 
мелатонина не влияло на данный показатель: так, 
для группы LDMT получены значения в 1,33±0,41 
балла для аденом и 2,67±0,18 для аденокрацином 

Показатели индуцированного уретаном канцерогенеза легкого у мышей самцов SHR при различных режимах освещения и 
введении мелатонина

Показатели
Группа

LD LDMT LL LLMT

Число эффективных животных 27 23 28 24

Число животных с опухолями легкого (%)1 27 (100) 21 (91) 25 (89) 23 (96)

Частота животных с аденомой/аденокарциномой 
легкого 48/52 48/43 36/53 50/46

Среднее количество опухолей у животных с опухо-
лью (медиана) 15,0±2,75 (12) 11,3±1,45 (11) 12,4±1,36 (12) 13,9±1,76 (11)

Общее число выявленных опухолей легкого (%): 405 236 294 320

в том числе, с наиболь-
шим диаметром

менее 0,5 мм 136 (33,6) 92 (39,0) 90 (30,6) 162 (50,6)

0,6–1,0 мм 111 (27,4) 64 (27,1) 77 (26,2) 77 (24,1)

1,1–2,0 мм 99 (24,4) 53 (22,5) 65 (22,1) 53 (16,6)

более 2,0 мм 59 (14,6) 27 (11,4) 62 (21,1) 
р=0,02452

28 (8,8) 
р=0,00013

1 Из каждой группы по пять животных с опухолями были использованы для оценки экспрессии часовых генов и в расчетах прочих приведенных показателей 
не учитывались; 2 сравнение с группой LD; 3 сравнение с LL (точный тест Фишера).

Рис. 1. Экспрессия генов Bmal1 (А) и Cry1 (Б) в образцах нормальной и опухолевой ткани легкого (M ± m).

* p=0,02, апостериорный тест Тьюки при сравнении группы с группой LD, # p=0,0345, U-критерий  
Манна–Уитни при сравнении с нормальной тканью легкого в той же группе
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(p=0,002), а для группы LLMT — 1,83±0,18 и 
2,83±0,18 соответственно (p=0,009).

Обсуждение

В нашем опыте выявлено, что постоянное 
освещение приводит к увеличению частоты 
встречаемости крупных опухолей легкого. Вве-
дение мышам экзогенного мелатонина при нор-
мальном освещении не оказывало статистически 
значимого влияния на параметры канцерогенеза, 
хотя общее число опухолей было наименьшим в 
группе LDMT. Эффект от введения мелатонина 
в группе LLMT проявился в уменьшении числа 
крупных опухолей. На модели опухолей легко-
го, индуцированных уретаном у мышей SHR/u, 
Веснушкиным Г.М. и соавт. в 2006 г. [13] был 
показан более выраженный антиканцерогенный 
эффект мелатонина при стандартном режиме ос-
вещения. Возможно, различия в полученных ре-
зультатах обусловлены дивергенцией между по-
пуляциями мышей SHR, особенностями условий 
содержания и другими внешними факторами. 
Показано, что у мышей с перевитой карциномой 
легкого Льюиса применение мелатонина ведет к 
уменьшению частоты метастазирования только в 
условиях стресса [14]. Мелатонин угнетает рост 
некоторых клеточных линий рака легкого [15] и 
повышает чувствительность опухолевых клеток 
к воздействию химиотерапевтических препара-
тов [16, 17]. Таким образом, введение мелатони-
на можно потенциально рассматривать как важ-
ный аспект сопутствующего лечения пациентов 
с раком легкого.

Экспериментальные исследования подтверж-
дают, что нарушение суточных ритмов играет 
значимую роль в прогрессировании рака легко-
го. В частности, на модели опухолей легкого, 
индуцированных путем интратрахеальной инъ-
екции вирусного вектора, несущего ген Cre-
рекомбиназы у мышей, мутантных по K-ras и 

p53, было показано, что и хронический джет-лаг, 
и выключение часовых генов Per2 или Bmal1 
приводят к увеличению площади опухолей и по-
вышению их злокачественности [18].

Несмотря на то, что в нашем опыте суще-
ственного изменения экспрессии генов Bmal1 и 
Clock не обнаружено, иммуногистохимическое 
окрашивание позволило выявить повышение со-
держания соответствующих им белков в адено-
мах по сравнению с нормальной тканью, а также 
в аденокарциномах по сравнению с аденомами. 
Для гена Cry1 и соответствующего белка ситу-
ация обратная — при наличии экспрессии гена 
окрашивание антителами к белку CRY1 не по-
зволило выявить детектируемого его количества. 
Вероятно, механизмы пост-трансляционных мо-
дификаций, которые приводят к деградации бел-
ков, изменены в опухолевых клетках по сравне-
нию с нормальными.

Известно, что в злокачественных опухолях 
легкого человека экспрессия часовых генов на-
рушается, причем уровень их экспрессии корре-
лирует с прогнозом пациентов [19] и стадией за-
болевания [18]. Кроме того, показано, что именно 
согласованная ритмическая экспрессия часовых 
и многих других генов нарушается в опухолях 
легкого по сравнению с нормальной тканью [20].

Проведенный эксперимент подтвердил, что 
постоянное освещение промотирует канцероге-
нез легкого у лабораторных мышей, а мелато-
нин снижает этот эффект. Развитие опухолевого 
процесса сопровождается изменением содержа-
ния часовых белков в опухолях по сравнению с 
нормальной тканью.

Заключение

Анализ литературных данных и полученные 
нами результаты свидетельствуют о взаимосвя-
зи нарушения суточных ритмов и опухолевого 
процесса, а также об антиканцерогенном эф-
фекте мелатонина при канцерогенезе легкого. 

Рис. 2. Относительная интенсивность окрашивания антителами к BMAL1 (А) и CLOCK (Б) аденом и аденокарцином легкого (M ± m).

* p≤0,05 при сравнении с аденомами в той же группе, U-критерий Манна–Уитни. Для BMAL1 интенсивность окрашивания 
нормальной ткани легкого принята за 1
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Постоянное освещение промотирует развитие 
химически индуцированных опухолей легкого, 
а введение мелатонина тормозит канцерогенез 
при постоянном освещении.

Установлено, что в опухолях лёгких содержа-
ние белков-активаторов транскрипции BMAL1 и 
CLOCK возрастает по сравнению с нормальной 
тканью, тогда как повышения уровня экспрессии 
соответствующих генов в опухолях не было вы-
явлено.
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Introduction. Circadian rhythms are an adaptational mecha-
nism to day-night cycle. At the cellular level rhythms are sup-
ported by oscillations of transcription of Bmal1, 2, Clock and 
Npas2, Per1-3, Cry1, 2 clock genes; in the organism rhythms 
are synchronized with melatonin, the «hormone of darkness». 
Reliable data have been obtained that disruption of biological 
«clocks» at the cellular and/or organism level are associated 
with carcinogenesis, but the experimental results in this direc-
tion remain incomplete.

Aim. Assessment of the continuous lighting and melatonin 
administration effects on chemically induced carcinogenesis in 
mice and expression of clock genes and proteins in normal 
and tumor lung tissue.

Materials and methods. Lung tumors were induced by 
urethane in 120 male SHR mice. Animals were kept at con-
stant (LL) or standard (LD) light; half of the animals re-
ceived melatonin (MT) daily at 20 mg/l at night with water 
for 45 weeks of experiment. At the end of the experiment, 
the frequency and multiplicity of lung tumours of different 
size were assessed. Expression of clock genes Clock, Bmal1, 
Cry1 was assessed in tumor samples and normal lung tis-
sue by real-time PCR; protein content of BMAL1, CLOCK, 
CRY1 and PER2 was determined by immunohistochemistry. 
Statistical data were processed using the programs MS Excel 
2007, GraphPad Prism 6.0 with commonly used statistical 
criteria.

Results. The number of animals with lung tumors was be-
tween 89 and 100% in different groups. Large tumors (>2 mm) 
were more frequently observed in LL group (62 tumors out of 
294, 21.1%) than in LD group (59 tumors out of 405, 14.6%, 
p=0.0245). Administration of exogenous melatonin at constant 
lighting statistically significantly reduced the frequency of large 
tumors (28 tumors out of 320, 8.8%, p=0.0001 in comparison 
with LL). In normal lung tissue of animals kept at constant 
lighting (LL) the increase in relative expression of clock genes 
in comparison with LD group was revealed: Bmal1 by 3.1 
times (p=0.02) and Cry1 by 3.6 times (p=0.0002). No such 
differences were found for Clock gene. The relative content 
of BMAL1 and CLOCK proteins in all experimental condi-
tions was higher in adenomas and adenocarcinomas compared 
to normal tissue.

Conclusion. Constant lighting promotes the development of 
chemically induced lung tumors, and melatonin administration 
inhibits carcinogenesis under constant lighting. The content of 
BMAL1 and CLOCK transcription activator proteins in lung 
tumors was found to increase in comparison with normal tis-
sue, whereas no increase in the expression level of correspond-
ing genes in tumors was observed.

Key words: carcinogenesis, light regimen, clock genes, 
lung tumor, urethan, mice


