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МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ МЕЛАНОМЫ 
В16 ПРИ ОГРАНИЧЕНИИ КАЛОРИЙНОСТИ ПИТАНИЯ
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Цель исследования. Исследование морфологических особенностей клеток экспериментальной меланомы В-16 у мышей линии С57/ВL6, находящихся на 
контрольной диете (питание не ограничено) и на диете с 30 % ограничением калорийности.
Материал и методы. Мышам линии С57/BL6 производилась перевивка 5х105 клеток  меланомы В-16 в 0,5 мл раствора Хенкса подкожно. После 
трансплантации опухоли контрольная группа  получала базовую диету (ad libitum); опытная группа находилась на режиме ограничения калорийности 
питания в 70 % от диеты, удовлетворяющей физиологические потребности животных. Забор материала производили на 22 сутки развития опухолевого 
процесса.  Цитоморфометрические исследования гистологических препаратов материалов опухолевой ткани включали измерение площади опухолевых 
клеток и их ядер с расчетом ядерно-цитоплазматического отношения, измерение численной плотности и митотической активности  опухолевых клеток 
(митотический индекс).
Результаты. При ограничении калорийности питания на 30 % от рациона, соответствующего физиологическим потребностям, отмечалось снижение 
митотической активности опухолевых клеток и уменьшение их количества на единицу площади опухоли по сравнению с опухолевыми клетками 
экспериментальной меланомы животных, питавшихся без ограничения калорийности рациона. 
Заключение. Выявленные закономерности митотического режима и численной плотности клеток  указывают на угнетение прогрессии опухоли при 
ограничении калорийности питания в экспериментальной модели меланомы В-16.
Ключевые слова: меланома В-16, рацион питания, ограничение калорийности, митотическая активность, ядерно-цитоплазматическое отношение, 
канцерогенез. 
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Th e aim of the research is investigation of morphological characteristics of experimental B-16 melanoma cells in C57 / BL6 mice-line on a check diet (nutrition is 
unlimited) and on a diet with  30 % calorie limitation.
Material and methods. C57 / BL6 mice-lines were subinoculated with 5x105 B-16 melanoma cells in 0.5 ml of Hanks solution subcutaneously. Aft er tumor 
transplantation, the check group received basic diet (ad libitum); the experimental group had limiting calorie intake in 70 % of the diet, satisfying physiological needs 
of animals. Th e material was taken on the 22nd day of the development of tumor process. Cytomorphometric studies of histological preparations of tumor tissue 
materials included measuring the area of   tumor cells and their nuclei with calculation of nuclear-cytoplasmic ratio, measurement of numerical density and mitotic 
activity of tumor cells (mitotic index).
Results. In case of calorie limitation of nutrition by 30 % of the diet corresponding to physiological needs, there was a decrease in mitotic activity of tumor cells and a 
decrease in their number per tumor unit area compared to tumor cells of experimental melanoma of animals fed without limitation of calories intake.
Conclusion. Th e revealed patterns of mitotic regime and numerical density of cells indicate inhibition of tumor progression while limiting calories intake in 
experimental model of B-16 melanoma.
Key words: B-16 melanoma, diet, calorie limitation, mitotic activity, nuclear-cytoplasmic ratio, carcinogenesis.
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Введение
Значительное количество исследований в послед-

ние десятилетия показали защитное действие огра-
ничения калорийности питания на организм при 
развитии таких заболеваний как сахарный диабет [1], 
нейродегенеративные патологии [2], болезни системы 
кровообращения [3] и различные виды рака [4, 5, 6].

В условиях воздействия стресс факторов в экспе-
риментальных моделях на животных, в частности при 

ограничении калорийности питания, организм пере-
ходит в режим поддержания жизнеспособности, что 
реализуется за счет включения программ стрессоу-
стойчивости и приостановки роста и репродукции 
[7].  Ограничение калорийности (ОК), вероятно, яв-
ляется наиболее эффективным режимом питания для 
подавления процесса канцерогенеза. Для дальнейше-
го определения профилактических и терапевтических 
стратегий рака у человека необходимо изучение клю-
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чевых биологических механизмов положительных 
эффектов ОК в экспериментальных моделях на жи-
вотных [8].

Злокачественная меланома – наиболее агрессив-
ная форма опухоли [9]. В группе злокачественных 
новообразований кожи на долю меланомы при-
ходится 4 %, однако она является причиной 80 % 
смертей в данной группе [10]. Изучение влияния 
характера питания на процессы развития мелано-
мы является перспективным научным направлени-
ем [11], однако патоморфологические аспекты ме-
ланомы кожи при экспериментальном ограничении 
калорийности исследовались не достаточно. Целью 
нашей работы явилось исследование морфологиче-
ских параметров клеток экспериментальной мела-
номы В-16 у мышей линии С57/ВL6, находящихся 
на контрольной диете и на диете с 30 % ограниче-
нием калорийности.

Материал и методы
Объект исследования – мыши, самки линии С57/

BL6 массой 20-22 гр. Мышей содержали при постоян-
ной температуре 20-22 °C со световым периодом 12 
часов в индивидуальных клетках [12]. Диета живот-
ных была строго сбалансирована, для чего исполь-
зовался гранулированный полнорационный комби-
корм «Чара» (ГОСТ ISO 9001-2011(ISO 9001:2008).

Список экспериментальных процедур одобрен 
этическим комитетом ГБОУ ВПО КрасГМУ им. проф. 
В.Ф. Войно-Ясенецкого (протокол №57/2014).

Животным подкожно перевивали 5х105 кле-

ток  меланомы B-16 в 0,5 мл раствора Хенкса. По-
сле трансплантации опухоли меланомы В-16 мыши 
случайным образом были разделены на 2 группы. 1 
группа: 7 мышей – контрольная – получала базовую 
диету (ad libitum); 2 группа: 8 мышей – опытная – 
имела ограничение калорийности питания в 70 % от 
диеты, удовлетворяющей физиологические потреб-
ности животных, с сохранением содержания  микро-
нутриентов и минорных компонентов питания. 

На 22 сутки, после эвтаназии животных, опухоль 
иссекали в пределах непораженных тканей, фиксиро-
вали в 10 % нейтральном формалине, по стандартным 
методикам пропитывали парафином и изготавливали 
гистологические препараты окрашенные гематокси-
лин-эозином [13]. 

Цитоморфометрические исследования были вы-
полнены на микроскопе Nikon Eclipse Ni-U c насадкой 
для фото-видеодокументации Nikon DS-Fi2 и пакетом 
программного обеспечения NIS-Elements Document.

В гистологических препаратах измеряли площадь 
опухолевых клеток и их ядер в квадратных микроме-
трах (кв.мкм) с расчетом ядерно-цитоплазматическо-
го отношения, подсчитывали количество клеток на 1 
квадратный миллиметр (кв.мм) площади гистологи-
ческого среза, рассчитывали митотический индекс 
опухоли. Численную плотность опухолевых клеток 
измеряли в 10 полях зрения. Митотическую актив-
ность определяли как процент митозов на 1000 опу-
холевых клеток (митотический индекс). 

Для описания полученных данных использовали 

Рисунок. Меланома В-16 в коже мышей: а – контрольная группа, б – группа с ограничением калорийности 
рациона (окраска гематоксилин-эозин, Х400).

Figure. Melanoma B-16 in mice skin: a - check group, b - group with limitation of calories intake (hematoxylin-eosin 
stain, X400).
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медиану (Ме) и первый и третий квартили [Q1;Q3], 
сравнение проводили с помощью критерия Манна-У-
итни (U-тест), различия считали статистически зна-
чимыми при p<0,05. 

Результаты и обсуждение
В гистологических препаратах от всех животных 

наблюдался рост опухолевой ткани, имеющей типич-
ные характерные черты меланомы (рис.).

При оценке цитометрических показателей опухо-
левых клеток было выявлено, что при ограничении 
калорийности рациона питания происходит стати-
стически значимое увеличение площади опухолевой 
клетки, ее ядра и ядерно-цитоплазматического отно-
шения (табл.).

Таким образом, клетки экспериментальной мела-
номы при ограничении калорийности питания в 1,2 
раза больше по площади, чем клетки контрольной 
группы. Имеют значительно более крупное ядро, пло-
щадь которого в 1,62 раза превышает площадь ядра 
клеток контрольной группы и, соответственно, бо-
лее высокое ядерно-цитоплазматическое отношение 
– больше в 1,27 раза. Эти результаты указывают, что 
развитие меланомы В-16 при условиях ограничения 
калорийности идет по пути увеличения габаритных 
параметров клеток и их ядра. 

При оценке количества клеток на единицу пло-
щади гистологического среза отмечается, что в экс-
периментальной группе животных их содержится 
статистически значимо меньше (в 1,3 раза), чем в кон-
трольной группе (табл.).

Митотическая активность опухолевых клеток при 
режиме ограничения калорийности питания стати-
стически значимо снижается – в 1,4 раза, это позволя-
ет предположить, что ограничение калорийности ока-
зывает тормозящее влияние на рост опухоли (табл.). 
Также следует отметить, что макроскопическое иссле-
дование опухоли показало тенденцию к уменьшению 
объема опухолевого поражения при ограничении ка-
лорийности питания.

Заключение
Эффект влияния ограничения калорийности пита-

ния на рост опухоли в экспериментальных моделях на 
животных различен в зависимости от типа рака [14].  
При меланоме кожи одним из направлений терапев-
тической стратегии может быть комбинация проти-
вораковых препаратов с ограничением калорийности 
питания [15]. Проведенное нами исследование позво-
ляет сделать следующие выводы: при ограничении 
калорийности питания в экспериментальной модели 
меланомы В-16 у мышей линии С57/ВL6 происходит 
снижение митотической активности опухолевых кле-
ток, увеличение размеров клеток опухоли и, соответ-
ственно, уменьшение количества опухолевых клеток 
в единице объема опухоли.

Митотический индекс первичной опухоли (мела-
номы) включен в руководства по определению стадий 
рака (AJCC) и является важнейшим независимым 
прогностическим показателем. Чем выше митотиче-
ский индекс, тем более агрессивна меланома первич-
ного очага поражения. Полученные нами данные по-
зволяют сделать заключение о снижении прогрессии 
опухоли при режиме 30 % ограничения калорийности 
питания в модели меланомы В-16, что указывает на 
важную роль диеты в процессах развития экспери-
ментальной меланомы. 
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