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Изучены в динамике образование метаболитов оксида азота (NO): нитритов, нитратов, летучих нитрозаминов, а также экс-
прессия фермента – индуцибельной NO-синтазы (iNOS) в экспериментах на мышах c подкожно перевиваемыми, спонтанными 
и химически индуцированными опухолями. Выявлено повышенное образование нитритов + нитратов в опухолях или их выделение 
с мочой при росте опухолей независимо от их гистологического типа. Суммарная концентрация нитритов и нитратов в опухолях 
достигает микромолярных уровней, характерных для нитрозирующего стресса. Способность перитонеальных макрофагов + мо-
ноцитов генерировать нитриты подавляется на стадии интенсивного роста карциномы легких Льюиса, что может указывать 
на снижение цитотоксических свойств иммунных клеток. Показана возможность образования в опухолях карциномы Эрлиха 
летучих N-нитрозодиметиламина и N-нитрозодиэтиламина – соединений с выраженными канцерогенными свойствами. С ис-
пользованием иммуногистохимического метода выявлена положительная экспрессия iNOS в отдельных участках опухолевой 
ткани карциномы легких на всех контролируемых сроках роста опухолей. Иммуноокрашивание отсутствовало или было слабым 
в метастазах легких. Это может свидетельствовать о селекционном отборе клеток с низкой активностью iNOS, мигрирующих 
в легкие.
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iNOS expression and biosynthesis of nitric oxide metabolites in the course of tumor growth of different histogenesis
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The dynamics of the production of nitric oxide (NO) metabolites: nitrites, nitrates, volatile nitrosamines and iNOS expression was studied 
in mice with subcutaneous transplanted, spontaneous and chemical- induced tumors. Tumor growth was accompanied by increased produc-
tion of nitrites + nitrates in tumors or their release with urine that not dependent on tumor histotype. The total concentration of nitrites and 
nitrates in tumors reached micromolar levels characteristic of nitrosative stress. The ability of peritoneal macrophages + monocytes to gener-
ates nitrites was suppressed at the stage of intensive growth of the Lewis lung carcinoma, which may indicate a decrease in the cytotoxic 
properties of immune cells. The possibility of formation in the Erlich carcinoma of volative N-nitrosodimethylamine and N-nitrosodiethyl-
amine compounds with pronounced carcinogenic properties was demonstrated. A positive expression of iNOS was revealed in some areas 
of lung carcinoma at all investigated time points using the immunohistochemical method. The lungs metastases were not stain or weakly 
stained. This may indicate selection of the cells with a low activity of iNOS migrating in the lungs.

Key words: biosynthesis, nitric oxide metabolites, nitrites, nitrates, N-nitrosamines, macrophages, expression of iNOS, transplanted tumors, 
spontaneous tumors, chemical-induced tumors

Введение
Оксид азота (NO) – универсальный и необходимый 

регулятор физиологических реакций: иммунных, ней-
рональных, сосудистых и др. [1]. За последние десяти-
летия получены убедительные доказательства участия 
NO в патогенезе злокачественных опухолей [2, 3]. Из-
вестно, что синтез NO осуществляется многими типами 
клеток, в том числе опухолевыми, и основан на фер-
ментативной трансформации гуанидинового фрагмен-
та аминокислоты L-аргинина в реакции с кислородом 

с участием коферментов NADPH, FAD, FMN, тетра-
гидробиоптерина и NO-синтаз (NOS) [4, 5]. Полагают, 
что многократное повышение образования NO в опу-
холях является следствием активации одной из изо-
форм NOS – индуцибельной NOS (iNOS) под влия-
нием провоспалительных и антипатогенных факторов: 
интерферона γ, фактора некроза опухоли α, интерлей-
кина 1β, бактериального липополисахарида, белков 
теплового шока и др. [6, 7]. Продолжительная гипер-
продукция NO и его метаболитов (нитритов, перокси-
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нитрита, окислов азота, нитрозаминов) приводит к по-
вреждению ДНК через дезаминирование и нитрование 
оснований, алкилирование, образование аддуктов, до-
зо зависимых разрывов, а также посттрансляционной 
хи мической модификации ДНК-репарирующих фер-
ментов, способствуя таким образом прогрессии опухолей 
[8–11]. Данные клинических исследований показывают, 
что содержание и активность iNOS существенно увели-
чиваются в опухолях различной локализации и гисто-
генеза и положительно коррелируют со стадией и пло-
хим прогнозом у больных меланомой, при опухолях 
молочной железы, яичников, головы и шеи и колорек-
тальной карциноме [8]. Формирование биологическо-
го ответа клеток на действие NO зависит от его кон-
центрации в клетках и межклеточной среде, а также 
от времени поддержания этих концентраций [12–14]. 
В то же время внимание исследователей сосредоточе-
но на изучении реакций NO с ключевыми реагентами 
(кислород и его активные формы, углекислый газ и др.) 
и на биохимических (под влиянием NO) модифика-
циях белков, содержащих гем, тиоловые и тирозиновые 
остатки, металлы переменной валентности. Однако 
направление действия NO, изменяющего активность 
критических сигнальных белков, вовлеченных в кан-
церогенез, в значительной мере определяется концен-
трацией соединения [13, 14].

Известно, что NO в реакции с кислородом, а также 
свободными радикалами (О2

– , •ОН) и металлами пе-
ременной валентности окисляется до NO2 (2NO + O2 

→ 2NO2), но при увеличении концентрации NO в сре-
де, происходит быстрое образование других окислов 
азота – N2O3 и N2O4 (NO2 + NO  N2O3; NO2 + NO2  
N2O4). N2O3 и N2O4, ONOO– и нитриты проявляют 
нитро зирующие свойства (в условиях низких, физио-
логических и даже повышенных значений уровня рН) 
в ре акциях с ами нами и тиолами, что может приводить 
к образованию N-нитрозаминов и нитрозотиолов [13, 
15–17]. Макрофаги, стимулированные липополисаха-
ридами и цитокинами, также могут синтезировать N-ни-
трозамины [17]. С учетом собственных данных и данных 
литературы о существенном повышении биосинтеза 
опухолевой тканью соединений с нитрозирующими 
свойствами мы предположили возможность образова-
ния нитрозосоединений, в том числе канцерогенных 
N-нитрозаминов в самой опухоли. Таким образом, 
представляет научный и практический интерес изуче-
ние интенсивности биосинтеза соединений с нитро-
зирующими свойствами метаболитов NO, экспрессии 
фермента iNOS в опухолях на моделях опухолевого 
роста, отличающихся метастатическим потенциалом.

Задачи исследования:
• определить уровни эндогенного образования мета-

болитов NO – нитритов, нитратов и нитрозосоеди-
нений у мышей на разных моделях опухолевого роста;

• изучить в динамике биосинтез нитритов перито-
неальными макрофагами у мышей с метастази-
рующей карциномой легких Льюиса;

• изучить в динамике экспрессию iNOS в опухолевой 
ткани и метастазах у мышей с карциномой легких 
Льюиса.

Материалы и методы
Работа проведена на мышах-самцах линий F1 

(CBA/Lac×C57BL/6) (далее F1, n = 140), Balb/c (n = 60), 
F1 (C57BL/6×DBA/2) (далее BDF, n = 50) и CBA/Lac 
(n = 30), полученных из питомника «Столбовая». Всех 
животных содержали на брикетированном корме при 
свободном доступе к воде. Штаммы опухоли карци-
номы Эрлиха и карциномы Льюиса получены из бан-
ка РОНЦ им. Н. Н. Блохина (использовали 2–3-и пас-
сажи опухоли in vivo). Опухолевые клетки карциномы 
Эрлиха (106 клеток на мышь) перевивали подкожно 
в правую паховую область, а карциномы Льюиса (5 × 
106 клеток на мышь) – в правую подмышечную область.

Биосинтез NO определяли по концентрации ста-
бильных продуктов аэробного окисления NO – ионов 
NO3

– и NO2
– в опухолях – и по их выделению с мочой 

у мышей с перевиваемыми опухолями. Известно, 
что нитриты и нитраты являются конечными метабо-
литами NO и до 95 % их выводятся с мочой.

Сбор суточной мочи проводили до перевивки опу-
холей и после нее еженедельно в сроки, приведенные 
в табл. 1. Для этого мышей помещали по 5 штук в об-
менные клетки на сутки, лишив корма, при свободном 
доступе к дистиллированной воде.

Концентрацию нитритов и нитратов (с предвари-
тельным восстановлением нитратов до нитритов по-
ристым кадмием) определяли спектрофотометрическим 

Таблица 1. Выделение нитритов (NO2
–) + нитратов (NO3

–) с мочой 
в процессе роста карциномы Эрлиха у мышей линии Balb/с (n = 10) 
и карциномы легких Льюиса у мышей линии F1 (CBA/Lac × C57BL/6) 
(n = 10)

Сутки роста 
опухоли

Выделение NO2
– + NO3

–,  
моль/кг массы тела животного

Карцинома Эрлиха Карцинома легких Льюиса

Контроль (1,10 ± 0,44) × 10–7 (5,60 ± 2,74) × 10–7

3-и (2,44 ± 1,22) × 10–6*

4-е (4,45 ± 3,29) × 10–7*

7-е (2,09 ± 0,23) × 10–6*

10-е (1,34 ± 0,38) × 10–6*

14-е (3,78 ± 1,83) × 10–6*

17-е (3,88 ± 1,41) × 10–6*

21-е (7,25 ± 2,05) × 10–7

24-е (4,10 ± 0,73) × 10–6*

29-е (8,14 ± 2,76) × 10–7

32-е (7,0 ± 3,63) × 10–6*

* Сравнение с контролем, p < 0,01.
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методом с использованием реагента Грисса в опухолях, 
моче, перитонеальной жидкости [18]. Оптическую плот-
ность окрашенных растворов определяли на спектро-
фотометре СФ-46. Концентрацию нитритов + нитра-
тов в опухолевой ткани выражали в моль/кг ткани 
и в моль/кг массы тела животного (м.т.ж.), при расче-
те учитывали массу опухоли и массу животного на мо-
мент контроля. Для выделения опухолей мышей умер-
щвляли под эфирным наркозом.

Образование нитритов макрофагами и моноцита-
ми определяли по содержанию в перитонеальной жид-
кости NO2

– (моль) в расчете на 106 клеток на 7, 14, 21 
и 29-е сутки роста карциномы Льюиса у мышей линии 
F1 (табл. 2). Резидентные клетки перитонеальной жид-
кости получали промыванием брюшной полости рас-
твором Хенкса в объеме 2 мл. Количество клеток в пе-
ритонеальной жидкости подсчитывали в камере 
Горяева, клеточный состав определяли по морфологи-
ческим критериям в мазках, окрашенных по Романов-
скому–Гимза.

Таблица 2. Образование нитритов (NO2
–) перитонеальными клетками 

(макрофагами + моноцитами) мышей линии F1 (CBA/Lac × C57BL/6) 
с перевиваемой карциномой легких Льюиса

Сутки роста опухоли Количество макрофа-
гов (× 103) в 1 мкл

Количество NO2
–  

на 106 клеток, моль

7-е 1,32 ± 0,23 (1,5 ± 0,9) × 10–7

14-е 1,81 ± 0,09* Не обнаружено

21-е 1,57 ± 0,09* (6,0 ± 3,0) × 10–8*

29-е (n = 6) 2,0 ± 0,26* (3,5 ± 2,1) × 10–7

Здоровые животные 1,42 ± 0,09 (1,8 ± 0,46) × 10–7

Примечание. В группах по 10 животных, кроме указанного значе-
ния n. * Сравнение с показателем для здоровых животных, р < 0,01.

Анализ содержания летучих N-нитрозаминов в об-
разцах опухолевой ткани проводили методом, вклю-
чающим перегонку исследуемых соединений с водяным 
паром, экстракцию из водного дистиллята дихлорме-
таном с последующей очисткой и концентрированием 
экстракта [19]. Идентификацию и количественное 
определение N-нитрозаминов осуществляли газохро-
матографическим методом с использованием термо-
энергетического анализатора ТЕА-800 (Cambridge 
Scientific, Великобритания) с программным обеспече-
нием для автоматической обработки данных Clarity.

Экспрессию iNOS определяли иммуногистохими-
ческим методом в парафиновых микросрезах легких 
и опухолей, полученных от мышей с карциномой Льюиса 
[20]. Для выявления iNOS использовали поликлональ-
ные кроличьи антитела к  iNOS (Santa Cruz Biotechnol-
ogy, США), для предотвращения неспецифического 
связывания антител с опухолью применяли блокатор 
(Invitrogen, США) и дополнительно блокирующий пеп-
тид sc-649P (Santa Cruz Biotechnology, США). Препа-

раты изучали под световым микроскопом Biolam (Ло-
мо, Россия).

Мы применяли комбинированную (количествен-
ную и качественную) оценку экспрессии iNOS в опу-
холевой ткани.

Количественная оценка. При окрашивании участка 
опухолевой ткани, который составляет менее 25 % об-
щей площади среза, экспрессию iNOS считали отри-
цательной (0), 25–50 % – умеренной (1+), 50–75 % – 
сильной (2+), > 75 % – очень сильной (3+).

Качественная оценка. Интенсивность окрашивания 
опухолевой ткани, метастазов, ткани легких оценивали 
по следующим критериям: отсутствие окрашивания (0), 
слабая интенсивность окрашивания более 25 % опухо-
левой ткани (1+), средняя интенсивность окрашивания 
более 25 % опухолевой ткани (2+), сильная интенсив-
ность окрашивания более 25 % опухолевой ткани (3+).

Выраженность экспрессии оценивали с учетом сум-
марного значения количественного и качественного 
показателей: отсутствие экспрессии считали при сум-
марном значении, равном 0 или 1, экспрессия была 
положительной при суммарном значении 2 (+), уме-
ренной – при 3–4 (++), сильной – при 5–6 (+++).

Проверку значимости различий между данными, 
представленными в таблицах как среднее значение ± 
выборочное стандартное отклонение, выполняли 
с применением t-критерия Стьюдента. Гипотезу о на-
личии связи между показателями проверяли с помо-
щью регрессионного анализа.

Результаты и обсуждение
Результаты определения концентрации нитритов 

и нитратов показали, что суммарное значение метабо-
литов в опухолях с ростом карциномы Эрлиха увели-
чивалось особенно интенсивно на 3-й неделе, достигая 
уровня (7,80 ± 2,57) × 10–5 моль/кг опухоли, что в 10,7 ра за 
(p < 0,01) выше аналогичного показателя, зарегистри-
рованного на 7-е сутки (табл. 3). На терминальной 
стадии роста карциномы Эрлиха (28-е сутки) отмеча-
ли существенное снижение концентрации нитритов + 
нитратов в опухолевой ткани. При определении кон-
центрации нитритов + нитратов, рассчитанной на кг 
м.т.ж., максимальное увеличение (в 39,9 раза (р < 0,01)) 
зарегистрировано на 3-й неделе роста опухоли по срав-
нению с показателем, отмеченным на 7-е сутки у мышей 
с карциномой Эрлиха (см. табл. 3). Оценка суммарно-
го биосинтеза метаболитов NO по экскреции с мочой 
выявила увеличение их выделения в процессе роста 
карциномы Эрлиха у мышей линии Balb/c (см. табл. 1). 
Так, выделение нитритов + нитратов на 24-е сутки воз-
росло в 37,3 раза (p < 0,01) по сравнению с показателем 
здоровых мышей ((1,1 ± 0,44) × 10–7 моль/кг м.т.ж.) 
Средний объем опухоли за этот период увеличился 
в 44,7 ± 10,6 раза. Прослеживается положительная связь 
между объемом карциномы Эрлиха и уровнем суточ-
ного выделения нитритов + нитратов с мочой (ко-
эффициент детерминации 0,99). Следует отметить, что 
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нитраты являлись основной окисленной формой NO, 
обнаруживаемой как в опухолевой ткани, так и в моче.

Изменение концентраций нитритов + нитратов 
в процессе роста метастазирующей карциномы Льюиса 
у мышей линии F1 имело свои особенности (см. табл. 3). 
Максимальная суммарная концентрация нитритов 
и нитратов в опухолевой ткани карциномы Льюиса, 
зарегистрированная на 7-е сутки, составила (3,60 ± 
0,46) × 10–5 моль/кг опухоли, в дальнейшем она сни-
жалась. В то же время при расчете концентрации ни-
тритов и нитратов, выраженной в моль/кг м.т.ж., этот 
по казатель достигал максимального значения на 21-е 
сутки и в 6,2 раза превышал показатель, определяемый 
на 7-е сутки. Следует отметить, что расчет концентра-
ции нитритов + нитратов на кг м.т.ж. позволяет учи-
тывать влияние увеличения массы опухоли, продуци-
рующей NO. Определение биосинтеза метаболитов NO 
по экскреции с мочой выявило достоверный рост их 
выделения в 6,75 раза в контрольный срок 14-х суток 
у мышей линии F1 с карциномой Льюиса (см. табл. 1).

В экспериментах на мышах-самцах линии CBA/Lac, 
предрасположенных к образованию гепатом, повы-
шенную ((3,73 ± 1,87) × 10–5 моль/кг м.т.ж.) экскрецию 
нитритов + нитратов с мочой обнаружили у 8-месяч-
ных мышей (период появления первых спонтанных 
опухолей). У 20-месячных мышей (91 % животных 
с опухолями) регистрировали снижение выделения 
не только по сравнению с 8-месячными, но и с 3-ме-
сячными мышами в 4,6 и 2,1 раза соответственно.

В опытах на мышах-самцах линии F1 с индуциро-
ванными бенз(а)пиреном (в сумме 144 мкг на мышь) 
опухолями различной локализации в возрасте 22 и 25 мес 
регистрировали достоверное увеличение экскреции 
нитритов + нитратов в 10 и 17 раз соответственно. Сле-
дует отметить, что выделение метаболитов у мышей 
со спонтанными и индуцированными бенз(а)пиреном 
опухолями сопоставимо с аналогичным показателем 
у мышей с перевиваемыми опухолями.

Оценивая используемые подходы анализа эндо-
генного синтеза нитритов + нитратов, основанные на 

определении их концентрации в опухолевой ткани 
или экскреции с мочой, можно отметить наличие син-
хронности изменений показателей в первые 3 недели 
роста карциномы Эрлиха у мышей различных линий 
(F1 и Balb/c). Для карциномы Льюиса такой очевидной 
согласованности в результатах, полученных разными 
способами, нет, однако и здесь подтверждается нару-
шение регуляции биосинтеза NO при прогрессии опу-
холи. Необходимо отметить, что показатель биосинте-
за, оцениваемый по экскреции ме таболитов NO с мочой, 
является интегральным и включает также метаболиты 
NO, образовавшиеся другими типами клеток для под-
держания жизненно важных физиологических процессов 
[1, 5]. Помимо этого, следует указать на возможность 
депонирования NO в виде динитрозильных железо-
серных комплексов, S-нитрозотиолов, S-нитрозогемо-
глобина (Hb-SNO), нитрозиль ных комплексов гемо-
глобина (HbNO) и других комплексов. Кроме того, 
количество NO, связанное в комплексах и молекулах, 
может превышать количество NO в форме нитритов 
и нитратов [21–23]. Также возможно восстановление 
нитритов до NO неэнзиматическим путем в условиях 
снижения уровня рН в опухолевой ткани, а также с по-
мощью ферментов дыхательной цепи митохондрий, 
электронно-транспортной цепи эндоплазматического 
ретикулума и цитохрома Р-450 микросом [24].

Известно, что NO – важный медиатор противоо-
пухолевой защиты. Продуцируемый иммунными клет-
ками (макрофагами и нейтрофилами) NO оказывает 
цитостатическое и цитотоксическое действия на опу-
холевые клетки различного гистогенеза и тумороген-
ности [25].

Результаты определения активности резидентных 
перитонеальных макрофагов + моноцитов по обра-
зованию ими NO2

– (моль на 106 клеток) показали су-
щественное снижение концентрации NO2

– в пери-
тонеальной жидкости мышей с карциномой Льюиса 
на 14-е и 21-е сутки роста опухоли. В эти сроки кон-
центрация NO2

– в перитонеальной жидкости либо 
не определялась, либо имела очень малые значения 

Таблица 3. Концентрация нитритов (NO2
–) + нитратов (NO3

–) в опухолях карциномы Эрлиха и карциномы легких Льюиса в разные сроки 
их рос та у мышей линии F1 (CBA/Lac × C57BL/6) (n = 10)

Сутки 
роста 

опухоли

Карцинома Эрлиха Карцинома легких Льюиса

Масса  
опухоли, г

Концентрация NO2
– + 

NO3
–,  

моль/кг опухоли

Концентрация NO2
–  

+ NO3
–, моль/кг  

массы тела животного

Масса  
опухоли, г

Концентрация NO2
– 

+ NO3
–, моль/кг  

опухоли

Концентрация NO2
–  

+ NO3
–, моль/кг массы 

тела животного

7-е 0,912 ± 0,30 (7,30 ± 3,49) × 10–6 (1,66 ± 0,79) × 10–7 0,240 ± 0,11 (3,60 ± 0,46) × 10–5 (2,88 ± 0,37) × 10–7

14-е 1,695 ± 0,28 (1,73 ± 0,76) × 10–5** (7,33 ± 3,22) × 10–7** 1,742 ± 0,61 (1,96 ± 0,54) × 10–5** (1,14 ± 0,31) × 10–6**

21-е 3,395 ± 0,68 (7,80 ± 2,57) × 10–5** (6,63 ± 2,18) × 10–6** 4,910 ± 1,75 (1,09 ± 0,29) × 10–5** (1,78 ± 0,47) × 10–6**

28-е 5,42 ± 1,63 (2,05 ± 1,44) × 10–5* (2,78 ± 1,95) × 10–6** – – –

29-е – – – 8,292 ± 1,66 (6,92 ± 3,92) × 10–6** (4,87 ± 2,76) × 10–7*

* р < 0,05. ** Сравнение с соответствующим показателем на 7-е сутки роста опухолей, р < 0,01.
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(см. табл. 1). Можно полагать, что уменьшение про-
дукции NO макрофагами может привести к снижению 
их цитотоксических свойств.

К настоящему времени выявлены органы (носо-
глотка, ротовая полость, желудок, пораженная гель-
минтами печень, инфицированный желчный пузырь, 
кишечник, инфицированный мочевой пузырь и ин-
фицированное влагалище), в которых при определен-
ных условиях возможно образование канцерогенных 
N-нитрозосоединений. В результате паразитарной 
или бактериальной инфекции, развития воспалитель-
ных процессов и возникновения активных форм азота 
(АФА), проявляющих нитрозирующую активность, воз-
можно образование N-нитрозаминов и нитрозо тиолов 
в условиях низких, физиологических и даже повышен-
ных значений рН [26].

Газохроматографический анализ опухолей карци-
номы Эрлиха (рис. 1), выделенных у мышей-самцов 
(n = 24) линий F1 и BDF на 14, 21, 28 и 35-е сутки вы-
явил следующие соединения: N-нитрозодиметиламин 
(НДМА) и N-нитрозодиэтиламин (НДЭА). Отмечает-
ся выраженная вариабельность концентраций нитро-
заминов в опухолях мышей линии F1, которая изменя-
лась от 0,029 до 0,546 мкг/100 г ткани для НДМА, 
от 0,14 до 0,49 мкг/100 г ткани для НДЭА. На позднем 
сроке роста карциномы Эрлиха средняя концентрация 
НДМА в опухолях мышей линии BDF составила 0,165 
± 0,148 мкг/100 г, а НДЭА – 0,48 ± 0,46 мкг/100 г. 
В контрольных образцах мышечной ткани, полученной 
от мышей, нитрозамины не обнаружены (рис. 2).

Есть основания полагать, что увеличение биосин-
теза метаболитов NO опухолью происходит, прежде 
всего, за счет активации iNOS, однако нельзя исклю-
чить участия других изоформ NOS, особенно эндоте-
лиальной [27].

Иммуногистохимическое определение экспрессии 
iNOS в микросрезах опухолевой ткани карциномы 
Льюиса (рис. 3) показало, что фермент выявлялся 
в основном на участках, расположенных ближе к пе-
риферии опухоли и в клетках стромы на всех контро-
лируемых сроках. При этом интенсивность иммуно-
окрашивания несколько уменьшалась на 2-й неделе, 
однако на терминальной стадии количество клеток, 
экспрессирующих фермент, увеличивалось, при этом 
окрашивание было менее выраженным. В целом экс-
прессию фермента в опухолевой ткани можно оценить 
как положительную (табл. 4).

В опухолевых клетках, метастазирующих в легкие 
(см. рис. 3), иммуноокрашивание отсутствовало, что 
может свидетельствовать о селекционном отборе миг-
рирующих в легкие опухолевых клеток с низкой ак-
тивностью iNOS.

Таким образом, полученные данные отражают воз-
можность образования метаболитов NO в опухолях 
различного гистогенеза. Суммарная среднеарифмети-
ческая концентрация NO2

– + NO3
–

 в опухолевой ткани 
карциномы Эрлиха изменялась в интервале от 3,5 

до 37,0 мкмоль (в эквиваленте NO), а в ткани карци-
номы Льюиса – от 3,3 до 17,0 мкмоль. С учетом нерав-
номерной экспрессии iNOS в карциноме Льюиса можно 
полагать, что на отдельных участках локальная кон-
центрация NO для этого типа опухоли может увеличи-
ваться в 2–3 раза.

Как показали исследования на культуре опухоле-
вых клеток молочной железы (MDA-MB-231 и MCF-7), 
низкие уровни концентрации NO (нмоль/л) увеличи-
вают пролиферацию клеток через PI3К/pAkt и Raf/ 
MEK/ERK 1/2 сигнальные каскады [14].

Активность ряда важных для канцерогенеза белков 
(HIF-1α, р53, ERK) находили в зависимости от уров-
ня концентрации NO в микроокружении опухолевых 
клеток MCF-7. При низких уровнях концентраций NO 
(< 50 нмоль) фосфорилируются ERK посредством гу-
анилатциклазозависимого механизма. Аккумуляцию 
HIF-1α наблюдали при средних уровнях концентрации 

Рис. 1. Результаты анализа на содержание N-нитрозаминов в опухо-
лях у мышей линии F1 (CBA/Lac× C57BL/6) с карциномой Эрлиха (14-е 
сутки)
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Рис. 2. Результаты анализа на содержание N-нитрозаминов в мышеч-
ной ткани мышей линии F1 (C57BL/6 × DBA/2 с карциномой Эрлиха 
(контроль)
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Таблица 4. Экспрессия iNOS при росте карциномы легких Льюиса 
у мышей линии F1 (CBA/Lac × C57BL/6)

Сутки роста 
опухоли

Опухолевая 
ткань Строма Легкие Метастазы 

в легких

7-е ++ ++ ++  – 

14-е + + + 0

21-е + + + 0

28-е + + 0 +

Примечание. «0» – отсутствие экспрессии; «+» – положитель-
ная экспрессия; «++» – умеренная экспрессия; « – » – экспрессию 
не определяли.

Рис. 3. Иммуногистохимическое выявление iNOS в микросрезах легких и опухолевой ткани карциномы легких Льюиса в разные сроки ее роста (×400, 
докрашивание гематоксилином): а – иммуногистохимическое выявление iNOS в опухолевой ткани без обработки антителами к ферменту, реак-
ция отсутствует (7-е сутки); б – коричневое окрашивание свидетельствует о наличии iNOS в опухолевой ткани на 7-е сутки ее роста; в – им-
муногистохимическое определение iNOS без обработки антителами к ферменту, низкая интенсивность окрашивания; г – положительная реак-
ция умеренной интенсивности в микросрезах опухолевой ткани (21-е сутки); д, е – низкая интенсивность окрашивания метастазов опухоли 
в легкие (21-е сутки)

а

г

б

д

в

е

NO (> 1,0 × 10–7 моль), в то время как фосфорилиро-
вание серина p53-P-(ser-15) имело место при значитель-
но более высоких уровнях (> 3,0 × 10–7 моль). Исследо-
ватели считают, что при достижении концентрации NO 
в тканях > 1 мкмоль создаются условия, классифици-
руемые как нитрозирующий стресс [12, 28]. При этом 
скорость реакций NO с O2 увеличивается, что приводит 
к образованию более реакционных окислов азота с вы-

раженными нитрозирующими свойствами. Показано, что 
при концентрациях NO > 1 мкмоль нитрозировались 
критические белки, такие как PARP и каспазы [13].

Следовательно, в нашем случае при росте карци-
номы Льюиса на участках опухоли с выраженной экс-
прессией iNOS концентрация АФА иногда достигает 
уровней, характерных для нитрозирующего стресса. 
В этих условиях АФА могут инициировать апоптоз, 
повреждать ДНК, ингибировать митохондриальное 
дыхание, а также вызывать химическую модификацию 
белков, оказывая разнонаправленное действие на раз-
витие опухоли.

NO проявляет себя как про-, так и антиметастати-
ческое соединение, действие которого осуществляет-
ся через регуляцию сигнальных путей cGMP, СОХ-2, 
и оказывает влияние на активность матричных металло-
протеиназ, интегринов в зависимости от экспозиции 
NO, типа клеток и т. д. [29]. Если принимать во вни-
мание данные других авторов, можно прийти к заклю-
чению, что повышение уровня NO в первичной опу-
холи способствует ее прогрессии и метастазированию. 
Но в процессе диссеминации опухоли экспрессия 
iNOS в метастазирующих клетках большей частью по-
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давлена [29]. Не противоречат этому выводу и данные 
исследования, выполненного ранее в Институте кан-
церогенеза РОНЦ им. Н. Н. Блохина. Авторы обнару-
жили, что низкотуморогенные и неметастазирующие 
клоны трансформированных эмбриональных клеток 
хомяка (STME) продуцировали значительное количе-
ство NO в ответ на индукцию макрофагами. Клетки 
со средней и высокой метастазирующей активностью, 
в отличие от неметастазирующих, демонстрировали 
низкую секрецию радикала [30]. Полученные в насто-
ящей работе результаты отражают увеличение содер-
жания iNOS в первичной опухоли и низкую экспрессию 
фермента в метастазах легких мышей с карциномой 
Льюиса и не расходятся с данными других исследова-
телей [29].

Обнаружение в опухолевой ткани летучих нитро-
заминов является еще одним непрямым индикатором 
образования реактивных форм азота: нитритов, N2O3, 
ONOO– и других форм, которые в реакции нитрозиро-
вания при взаимодействии со вторичными аминами 
могут образовать канцерогенные нитрозамины. Извест-
но, что N-нитрозамины – сильные мутагены, которые 
алкилируют ДНК и проявляют высокую бластомоген-
ную активность, причем установлено, что ни один вид 
подопытных животных не оказался резистентным к их 
действию [17, 26].

Образовавшийся в клетках NO имеет короткий 
полупериод жизни (6–10 с) и действует паракринно, 
в то время как более стабильные его метаболиты – нит-
риты и нитраты – в виде ионов циркулируют по всему 
организму с током крови и могут оказывать модулиру-
ющее влияние на многочисленные молекулы- мишени, 
в том числе на иммунные клетки и эритроциты. Так, 
в ранее проведенных нами исследованиях in vitro об-
наружено снижение на 45,8–65,4 % (р < 0,05) образо-
вания активных форм кислорода стимулированны-
ми резидентными перитонеальными макрофагами 
и подавление на 11,2–76,4 % (p < 0,05) способности 
продуцировать активные формы кислорода аккуму-
лированными перитонеальными нейтрофилами при 
концентрациях нитритов в среде от 17,3 мкмоль до 2,73 
ммоль. В условиях in vivo продолжительное поступле-
ние в организм мышей линии Balb/c нитрита натрия 
с водой в концентрации 500 мг/л оказывало иммуно-
супрессивное действие, проявляющееся в угнетении 
на 49 % лейкопоэза и снижении на 35 % фагоцитар-

ной активности стимулированных нейтрофилов кро-
ви у мышей [31].

Повышенная продукция нитритов в опухоли может 
способствовать образованию продуктов радикальной 
природы. Известно, что нитриты способны окислять окси-
гемоглобин до метгемоглобина с образованием супер-
оксид анион-, нитрозильного и феррилгемоглобин-
радикалов, а в условиях гипоксии взаимодействие 
дезоксигемоглобина (II) с нитритами приводит к обра-
зованию NO [32]. Способность нитритов индуцировать 
in vitro и in vivo образование радикальных соединений бы-
ла подтверждена в выполненных нами ранее работах [33].

Интерес вызывают исследования, в которых пока-
зано, что нитриты оказывают потенцирующее действие 
на рост перевиваемых опухолей и канцерогенез, ин-
дуцированный химическими и биологическими фак-
торами [34].

Приведенные данные указывают на то, что при 
действии на организм повышенных доз нитритов воз-
можно снижение функциональной активности эффек-
торных клеток врожденного иммунитета и дополни-
тельное образование высокореакционных радикальных 
продуктов, что может неоднозначно влиять на рост 
опухолей.

Выводы
Рост опухолей различного гистогенеза сопровожда-

ется повышением образования в опухолях метаболитов 
NO – нитратов и нитритов, концентрация которых 
на отдельных участках опухоли достигает уровней, харак-
терных для нитрозирующего стресса, что может выз-
вать разнонаправленное действие АФА на рост опухолей.

На стадии интенсивного роста перевиваемой кар-
циномы Льюиса способность перитонеальных макро-
фагов + моноцитов генерировать нитриты подавляется, 
что может указывать на снижение их цитотоксических 
свойств.

Показана возможность образования в опухолях 
карциномы Эрлиха канцерогенных НДМА и НДЭА, 
способных повышать частоту мутаций в клетках.

В опухолевых клетках карциномы Льюиса на всех 
контролируемых сроках ее роста выявлена положитель-
ная экспрессия iNOS, в то время как в метастазах в лег-
кие иммуноокрашивание отсутствовало, что может 
свидетельствовать о селекционном отборе мигрирую-
щих в легкие клеток с низкой активностью iNOS.
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