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Сосудистый эндотелиальный фактор роста (VEGF) является одним из наиболее важных цитокинов, обеспечиваю-
щих  пролиферацию, миграцию и дифференцировку эндотелиоцитов в норме и при патологии. Это обусловливает 
его вовлеченность в патогенез опухолевого процесса, в частности  в механизмы неоангиогенеза  — развитие сети 
кровеносных сосудов в опухоли и прилегающих к ней участках неизмененных тканей. Подавляющее большинство 
современных антиангиогенных препаратов имеют в качестве мишени VEGF и/или рецепторы к нему. Вместе с тем 
общепринятые, детально описанные и рекомендованные к внедрению в практику доклинических исследований моде-
ли онкологических заболеваний in vivo в настоящее время отсутствуют. В исследовании на экспериментальных опухо-
лях различного гистологического типа, интенсивности опухолевого процесса и локализации была изучена динамика 
VEGF на различных стадиях заболевания. Продемонстрировано, что развитие экспериментальных трансплантируемых 
опухолей различных гистологического типа и локализации, как правило, сопровождается увеличением содержания 
VEGF в крови подопытных животных, динамика которого зависит от интенсивности опухолевого процесса. У мышей-
самцов линии BALB/c с трансплантированной подкожно экспериментальной аденокарциномой толстой кишки на фоне 
активного развития опухоли на 45-е сутки эксперимента наблюдалось статистически значимое снижение уровня VEGF 
по сравнению со значением в предыдущей контрольной точке исследования (30-е сутки). Полученные данные ука-
зывают на необходимость проведения специального исследования для уточнения механизмов такой динамики VEGF. 
Показано, что наиболее оптимальными для исследования фармакологической активности препаратов, нацеленных на 
элиминацию VEGF, являются лимфосаркома Плисса и лимфоцитарная лейкемия р-388.

Ключевые слова: неоангиогенез; факторы роста; VEGF; опухоль; лимфосаркома Плисса; АКАтОл; лимфоцитарная 
лейкемия р-388; опухоль яичника крыс; доклинические испытания.
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Vascular endothelial growth factor (VEGF) is one of the most important cytokines in charge of proliferation, migration 
and differentiation of endothelial cells in physiological and pathological processes. Because of this they are involved in 
pathogenesis of neoplasmatic process namely mechanisms of neoangiogenesis – development of blood-vessels’ network 
in the tumor as well as adjoining intact tissues. Almost all contemporary antiangiogenic medicines are targeted at either 
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VEGF or its receptors. However, there are practically no conventional models of oncologic pathology nowadays described 
in detail and recommended for preclinical studies. The present study focuses at changes of VEGF concentrations at va-
rious stages of disease using experimental tumors of different histological types, intensity of neoplasmatic growth and 
localization. Development of experimental transplantable tumors of various histological types and locations has been 
demonstrated to be usually accompanied by increased VEGF blood serum concentration in experimental animals; the 
dynamic of this increase depending upon the intensity of the tumor growth. A statistically valid decrease of VEGF level 
in comparison with the previous control point of the study has been demonstrated in BALB/c male mice with subcutane-
ously transplanted colonic adenocarcinoma on the background of active development of the tumor at the 45th day of 
the study. Pliss’ Lymphoma, and Lymphocytal Leukemia р-388 models have been demonstrated to be optimal for the 
assessment of medicines’ aimed at VEGF elimination pharmacological activity.

Keywords: neoangiogenesis; growth factors; VEGF; tumor; Pliss Lymphosarcoma; lymphoma; Acatol; Lymphocytal 
Leukemia р-388; rat ovarial tumor; preclinical studies.

Развитие широкой сети кровеносных сосудов 
в тканях опухоли и перитуморальной области 
и поддержание высокой скорости этого процесса, 
эквивалентной темпу нарастания массы опухоле-
вого узла, являются важными компонентами пато-
генеза злокачественных новообразований любых 
локализации и исходного гистологического типа. 
Накоплено большое количество результатов экспе-
риментальных и клинических исследований, ука-
зывающих на большое значение неоангиогенеза 
в процессах роста и метастазирования опухолей 
и в развитии осложнений онкологических заболе-
ваний (геморрагический и гиперкоагуляционный 
синдромы, анемия) [2, 3, 5, 15, 22].

Важная роль кровеносных сосудов в развитии 
новообразований прежде всего обусловлена вну-
шительными метаболическими, пролиферативны-
ми и миграционными потребностями опухолей. 
Даже несмотря на способность опухолевых кле-
ток длительное время существовать в условиях 
ограниченного притока кислорода и питательных 
соединений, обеспечивая синтез макроэргических 
молекул за счет активации анаэробных механизмов 
получения энергии, любая неопластическая клет-
ка для быстрой и полной реализации программы 
клеточного цикла все-таки нуждается в адекват-
ной доставке кислорода [4, 7, 8]. Неоангиогенез 
необходим для прогрессивного нарастания опухо-
левой массы, сдерживаемой естественными огра-
ничениями, накладываемыми законами диффузии: 
без инициации прорастания кровеносных сосудов 
в формирующуюся опухоль последняя не сможет 
достичь размеров, превышающих 1–3 мм в диаме-
тре, что было показано в изящных экспериментах 
Джудом Фолкманом более 45 лет назад [16].

В настоящее время выделены и достаточно 
подробно охарактеризованы несколько сотен раз-
личных про- и антиангиогенных факторов, оказы-
вающих влияние на функциональную активность 
различных клеток, входящих в состав сосудистой 
стенки — эндотелиоцитов, фибробластов, глад-

комышечных клеток и перицитов, а также вызы-
вающих деградацию или организацию базальной 
мембраны эндотелия и интерстициального матрик-
са [14, 19]. В значительной степени эти соедине-
ния продуцируются непосредственно опухолевыми 
клетками, но сходный спектр веществ, обладающих 
ангиогенной и провоспалительной активностью, 
характерен и для активированных клетками опу-
холи мигрирующих эндотелиоцитов, фибробластов, 
паравазальных макрофагов и клеток нейроглии, 
в результате чего формируется двойная система 
инициации и регуляции неоангиогенеза.

Несмотря на большое количество описанных ан-
гиогенных соединений, в патофизиологии и клини-
ческой онкологии традиционно основное внимание 
уделяется цитокинам семейства сосудистого эндо-
телиального фактора роста (VEGF) [1, 9, 11, 17]. 
VEGF был открыт в 1989 г. Наполеоном Фаррара 
(N. Ferrara) как селективный гепаринзависимый 
фактор пролиферации эндотелиоцитов. За это от-
крытие, положившее начало целенаправленному 
поиску методов антиангиогенной терапии в онко-
логии, Н. Фаррара в 2010 г. был удостоен премии 
Ласкера – Дебейки в области клинических исследо-
ваний. Следует отметить, что предшественником 
Н. Фаррара в вопросе изучения VEGF является про-
фессор Гарольд Дворак (H. Dvorak), в 1983 г. опи-
савший это соединение в качестве фактора, усили-
вающего проницаемость кровеносных сосудов.

VEGF, основной вклад в продукцию которого 
в норме вносят эндотелиоциты [12], стимулирует 
митоз, хемотаксис и локомоторную активность эн-
дотелиоцитов и обладает возможностью блокиро-
вать механизмы апоптоза этих клеток [10]. Кроме 
того, одно из важных свойств этого соединения — 
способность усиливать транскапиллярный обмен, 
увеличивая проницаемость сосудов микроциркуля-
торного русла.

Ключевая роль неоангиогенеза в патогенезе он-
кологических заболеваний делает этот компонент 
опухолевого процесса привлекательной мишенью 
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для целенаправленного терапевтического воздей-
ствия. При этом подавляющее большинство разра-
батываемых лекарственных препаратов направлены 
на элиминацию VEGF или блокирование его рецеп-
торов [6, 18]. Вместе с тем, несмотря на большой 
объем проведенных исследований и детальное па-
тогенетическое обоснование, использование анти-
ангиогенных препаратов в онкологии до сих пор 
ограничено и в ряде случаев носит эмпирический 
характер. Ряд исследователей указывают также 
на недостаточную клиническую эффективность 
применения антиангиогенной терапии с одновре-
менным увеличением токсичности химиопрепа-
ратов при некоторых онкологических заболевани-
ях [21], сокращение длительности безрецидивного 
периода, усиление динамики развития новооб-
разований и их инвазивного и метастатического 
потенциала [13, 20]. Очевидно, что эти вопросы 
требуют более глубокого изучения и пристально-
го внимания к доклиническому этапу испытаний 
перспективных ангиогенных препаратов.

Учитывая все вышеизложенное, а также тот 
факт, что тест-системы in vivo для эксперименталь-
ных и доклинических исследований лекарственных 
средств, предназначенных для таргетной терапии 
опухоль-ассоциированного неоангиогенеза, деталь-
но не описаны и не включены в соответствующие 
руководства и методические рекомендации, нам 
представлялось интересным изучить динамику со-
держания VEGF в крови подопытных животных 
при развитии злокачественных новообразований 
различного гистологического типа и скорости раз-
вития патологического процесса.

Материа лы и Методы
В исследование включено 60 самцов-аль-

биносов и 42 самки-альбиноса серых крыс 
(Rattus norvegicus; John Berkenhout, 1769), мас-
сой тела 190–220 г, 48 самцов мышей линии 
BALB/c массой тела 22–24 г и 42 самца мышей 
CDF1 (BALB/с (самка) × DBA/2 (самец)) массой 
тела 26–28 г. Животные были получены из специ-
ализированного питомника — ФГУП ПЛЖ «Рап-
полово» (Ленинградская область).

Содержание, питание, выведение животных 
из эксперимента и утилизация биологических от-
ходов проводились в соответствии с российскими 
и международными нормативными актами, регла-
ментирующими работу с лабораторными животны-
ми, и правилами биоэтики.

Для моделирования опухолевого процесса 
были использованы следующие штаммы злока-
чественных новообразований, полученные в ла-
боратории канцерогенеза и старения (НИИ он-

кологии им. проф. Н.Н. Петрова): лимфосаркома 
Плисса (ЛФС), перевиваемая асцитная опухоль 
яичника крыс (ОЯ), аденокарцинома толстой 
кишки (АКАТОЛ) и лимфоцитарная лейкемия 
Р-388 (Р-388). Выбор штаммов опухолей обуслов-
лен их различным гистологическим типом, темпа-
ми развития и распространения в организме жи-
вотного с вовлечением в патологический процесс 
различных органов и систем, а также высокой био-
логической эквивалентностью с онкологическими 
заболеваниями, регистрируемыми у человека (но-
вообразования крови и кроветворных органов, рак 
яичника, колоректальный рак).

Воспроизведение опухолевого процесса осу-
ществляли общепринятым способом путем прямой 
трансплантации злокачественных клеток, получен-
ных от животных-опухоленосителей:
1) лимфосаркома Плисса — в объеме 103 клеток 

в 0,2 мл 0,9 % раствора натрия хлорида на жи-
вотное, подкожно в область правого бока крыс;

2) перевиваемая асцитная опухоль яичника 
крыс — в объеме 0,5 мл смеси асцитной жид-
кости с 0,9 % раствором натрия хлорида в со-
отношении 1 : 4, интраперитонеально;

3) аденокарцинома толстой кишки — в объ-
еме 0,2 мл взвеси опухолевой массы в 0,9 % рас-
творе натрия хлорида в соотношении 1 : 10, под-
кожно в область правого бока;

4) лимфоцитарная лейкемия Р-388 — в объ-
еме 0,2 мл смеси асцитной жидкости с 0,9 % рас-
твором натрия хлорида в соотношении 1 : 4, ин-
траперитонеально.
Были выделены следующие экспериментальные 

группы.
1. Контроль (крысы-самцы) — здоровые интакт-

ные животные (n = 12).
2. Контроль (крысы-самки) — здоровые интактные 

животные (n = 12).
3. Контроль (мыши линии BALB/c) — здоровые 

интактные животные (n = 12).
4. Контроль (мыши CDF1 (BALB/с (самка) × DBA/2 

(самец)) — здоровые интактные животные 
(n = 12).

5. Лимфосаркома Плисса — животные с транс-
плантированной лимфосаркомой Плисса (n = 48).

6. Опухоль яичника — животные с трансплан-
тированной перевиваемой асцитной опухолью 
яичника крыс (n = 30).

7. АКАТОЛ — животные с трансплантированной 
аденокарциномой толстой кишки (n = 36).

8. Р-388 — животные с трансплантированной лим-
фоцитарной лейкемией Р-388 (n = 30).
Взятие крови производили путем транскутанной 

пункции сердца животных в условиях общего нар-



оРигинальные СТаТьи / oriGiNal StUdiES

◆ Педиатр. 2018. Т. 9. Вып. 3 / Pediatrician (St. Petersburg). 2018;9(3)   iSSN 2079-7850 

52

коза (золетил — 2,0 мл/кг массы тела) в вакуум-
ные системы Monovette в объеме 6,0 и 1,5 мл для 
крыс и мышей соответственно. Обработку крови 
осуществляли сразу после ее взятия. Для полу-
чения обогащенной тромбоцитами плазмы кровь 
центрифугировали с ускорением 240 g в течение 
7 минут и последующим перенесением плазмы 
в другую пробирку. Обедненную тромбоцитами 
плазму получали из обогащенной путем повторного 
центрифугирования с ускорением 1200 g в течение 
15 минут. Полученный материал переносили в эп-
пендорф и замораживали при температуре минус 
20–22 °C до проведения анализа. Максимальный 
срок криоконсервации не превышал 4 месяца.

Концентрацию VEGF в крови животных оце-
нивали методом иммуноферментного анализа при 
помощи наборов реактивов компании Cusabio (Ки-
тай) в соответствии с инструкцией фирмы-произ-
водителя.

Учитывая среднюю продолжительность жизни 
подопытных животных и динамику развития экс-
периментальных новообразований, установленных 
в ходе предварительных исследований, уровень VEGF 
определяли у животных с лимфосаркомой Плисса 
на 5, 10, 15 и 20-е сутки от момента трансплантации 
новообразования, с аденокарциномой толстой киш-
ки — на 15, 30 и 45-е сутки, с перевиваемой опу-
холью яичника крыс — на 4-е и 8-е сутки и с лим-
фоцитарной лейкемей Р-388 — на 5-е и 8-е сутки.

Статистический анализ полученных результатов 
производили при помощи пакета программ SPSS. 
Характер распределения данных проверяли путем 
расчета критерия Колмогорова – Смирнова. Сред-
ние данные независимых выборок сравнивали при 

помощи t-критерия Стьюдента (при нормальном 
характере распределения вариант в выборочной 
совокупности) и U-критерия Манна – Уитни (при 
распределении вариант, отличном от нормального). 
Средние данные зависимых выборок сравнивали при 
помощи χ2-критерия Фридмана. Точные доверитель-
ные интервалы (ДИ) для долей вычисляли по ме-
тоду Клоппера – Пирсона с помощью программы 
CONFINT. Достоверным уровнем отличий считали 
вероятность не менее 95 % (р < 0,05), что является 
стандартом в медико-биологических исследованиях.

результаты и оБсу ж дение
Трансплантация всех изучаемых штаммов опу-

холей была успешной в 100 % случаев. Средняя 
продолжительность жизни крыс с лимфосарко-
мой Плисса составляла 27,4 ± 1,15 сут (медиа-
на — 28,0 сут), у крыс с асцитной опухолью 
яичника — 11,3 ± 2,02 сут (медиана — 7,0 сут), 
у мышей с аденокарциномой толстой кишки — 
62,4 ± 4,45 сут (медиана — 60 сут), у мышей 
с лимфоцитарной лейкемией Р-388–10,0 ± 0,51 сут 
(медиана — 9,0 сут).

Анализ содержания VEGF в крови подопыт-
ных животных установил существенные отличия 
динамики этого показателя при развитии опухолей 
различного гистологического типа и активности па-
тологического процесса.

Уровень VEGF у крыс с солидной лимфосар-
комой Плисса медленно нарастал по мере ро-
ста первичного опухолевого узла и распростра-
нения ЛФС в организме животного (χ2 = 10,571; 
p = 0,005; рис. 1). К 15-м суткам от момента 
перевивки новообразования концентрация VEGF 
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рис. 1. динамика содержания VEGF (а) в сыворотке крови крыс-самцов на различных этапах развития и увеличения раз
меров (b) трансплантированной подкожно лимфосаркомы Плисса. Примечание: *отличие от группы «Контроль» до
стоверно на принятом уровне значимости (p < 0,05)

Fig. 1. VEGF concentration dynamics (а) in blood serum of male rats at various stages of subcutaneously transplanted Pliss’ 
Lymphoma growth (b). * valid distinction from control (p < 0,05)
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в крови крыс-опухоленосителей была достоверно 
в среднем в 2,6 раза выше, чем у контрольных жи-
вотных (p = 0,009). В дальнейшем у крыс с ЛФС 
наблюдалось незначительное увеличение содержа-
ния VEGF, статистически значимо не отличающе-
еся от показателей, регистрируемых на 15-е сутки 
(см. рис. 1). Такое резкое снижение темпов роста 
уровня исследуемого фактора может быть объяс-
нено общим ухудшением состояния подопытных 
животных к 20-м суткам эксперимента вследствие 
опухолевой интоксикации.

Динамика VEGF в крови животных на модели 
аденокарциномы толстой кишки, медленно расту-
щей солидной опухоли (рис. 2), имела существенно 
иной характер, чем в группе «Лимфосаркома Плис-
са» (см. рис. 1). Высокие, статистически значимо 
отличающиеся от контрольных показателей значе-
ния этого фактора регистрировались на всем про-
тяжении исследования уже с 15-х суток — перио-
да начала выявления единичных опухолевых узлов 
(у 11 % мышей; 4 из 36 особей). К 30-м суткам от-
мечалось максимальное содержание VEGF в крови 
мышей, которое затем резко снижалось к 45-м сут-
кам от начала эксперимента (р = 0,031, рис. 2).

Причины такого изменения концентрации VEGF 
в крови мышей BALB/c с аденокарциномой толстой 
кишки в рамках нашего исследования остаются не-
понятными. На 45-е сутки от момента трансплан-
тации АКАТОЛ сохранялась достаточная, сопоста-
вимая с аналогичным показателем на 30-е сутки 
эксперимента скорость увеличения объема опухо-
левого узла (см. рис. 2). При этом клинически зна-
чимых признаков опухолевой интоксикации у подо-
пытных животных не отмечалось.

Уровень VEGF у животных с высокоинвазив-
ными, исходно генерализованными (асцитными) 
опухолями быстро повышался и достигал макси-
мальных значений к моменту их гибели. Кривые 
концентрации VEGF и у мышей CDF1 с лейкозом 
Р-388, и у крыс с опухолью яичника имели сход-
ный вид (рис. 3, 4). При этом у мышей с пере-
витым лейкозом Р-388 наблюдались статистически 
значимые отличия от контрольных значений изуча-
емого показателя на всем протяжении эксперимен-
та (см. рис. 3). У животных с асцитной опухолью 
яичника отмечалась умеренная тенденция к нарас-
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рис. 2. динамика содержания VEGF (a) в сыворотке крови мышей-самцов линии BALB/c на различных этапах развития 
трансплантированной подкожно экспериментальной аденокарциномы толстой кишки (b). Примечание: *отличия от 
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Fig. 2. VEGF concentration dynamics (a) in blood serum of BALB/c male mice at various stages of subcutaneously transplanted 
experimental colonic adenocarcinoma growth (b). * valid distinction from control (p < 0,05)

рис. 3. динамика содержания VEGF в сыворотке крови мы
шей самцов CDF1 (BALB/с (самка) × DBA/2 (самец)) 
с трансплантированной внутрибрюшинно лимфоци
тарной лейкемией р-388. Примечание: *отличия от 
группы «Контроль» достоверно на принятом уровне 
значимости (p < 0,05)

Fig. 3. VEGF concentration dynamics in blood serum of CDF1 
(BALB/с (female) × DBA/2 (male)) male mice at va rious 
stages of intraperitoneally transplanted lymphocytal leu
kemia. * valid distinction from control (p < 0,05)
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танию содержания VEGF по мере развития ново-
образования (см. рис. 4).

Результаты исследования у крыс этой экспери-
ментальной группы отличались большой вариатив-
ностью, особенно на поздних сроках наблюдения, 
что можно объяснить высокой инвазивностью 
и тропностью этой опухоли к кровеносным сосу-
дам. В 93 % случаев непосредственной причиной 
гибели подопытных животных являлось массивное 
кровотечение в брюшную полость.

ВыВоды
1. Развитие экспериментальных трансплантируе-

мых опухолей различных гистологического типа 
и локализации, как правило, сопровождается 
увеличением содержания VEGF в крови подо-
пытных животных, динамика которого зависит 
от интенсивности опухолевого процесса.

2. У мышей-самцов линии BALB/c с транспланти-
рованной подкожно экспериментальной адено-
карциномой толстой кишки на фоне активного 
развития опухоли на 45-е сутки эксперимента 
наблюдалось статистически значимое сниже-
ние уровня VEGF по сравнению со значением 
в предыдущей контрольной точке исследова-
ния (30-е сутки). Полученные данные указыва-
ют на необходимость проведения специального 
исследования для уточнения механизмов такой 
динамики VEGF.

3. Результаты исследования позволяют рекомендо-
вать трансплантируемые опухоли «лимфосарко-
ма Плисса» и «лимфоцитарная лейкемия Р-388» 
в качестве тест-систем для проведения экспе-
риментальных и доклинических исследований 
таргетных антиангиогенных препаратов как наи-

более оптимальные по срокам развития ново-
образований и достоверным изменениям содер-
жания VEGF, сопряженных с интенсивностью 
опухолевого процесса.
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