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Известно, что рост многих опухолей приводит к развитию дефицита железа и цинка 
в организме. Исследовали содержание этих металлов, а также удельную активность 
двух антиоксидантных металлоферментов – каталазы и супероксиддисмутазы в трех 
удаленных от опухоли органах (тимусе, печени и селезенке) при росте перевиваемой 
гепатомы 22а. Выявленные сдвиги сопоставляли с изменениями массы органов. На 
21-е сутки опухолевого роста содержание негемового железа было снижено по срав-
нению с контролем во всех трех органах, а цинка – только в тимусе. Специфические 
активности каталазы и супероксиддисмутазы были повышены в тимусе, в то время 
как в печени активность супероксиддисмутазы снижена. На этом же сроке наблю-
дали развитие инволюции тимуса и спленомегалии. Для нормализации содержания 
металлов мыши с гепатомой 22а получали дополнительно 22 мкг сульфата цинка на 
мл питьевой воды в течение трех недель. Прием сульфата цинка частично компенси-
ровал дефицит цинка в тимусе, повышал его содержание в печени и восстанавливал 
уровень железа в трех органах. Он также нормализовал активность супероксиддис-
мутазы в печени, но не влиял на ферменты в других органах. Прием цинка не влиял 
на массу селезенки и печени, но тормозил развитие инволюции тимуса. При этом 
в тимусе восстанавливался дефицит микроэлементов, а активность антиоксидант-
ных ферментов не менялась. На основании этого можно заключить, что инволюция 
тимуса при росте гепатомы 22а связана с дефицитом железа и цинка и не связана 
с активностью антиоксидантных ферментов в этом органе, а спленомегалия не ас-
социирована ни с тем, ни с другим в селезенке. Таким образом, сульфат цинка ока-
зывает позитивное действие на метаболизм двух важнейших микроэлементов – цин-
ка и железа в организме животных с гепатомой 22а, что способствует сохранению 
центрального органа иммунной системы – тимуса, а также положительно влияет на 
антиоксидантную систему печени.
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ВВЕДЕНИЕ

Цинк и железо – два жизненно важных микроэлемента, между которыми в орга-
низме существует тесная взаимосвязь [1]. Имеются данные о снижении концентрации 
обоих микроэлементов в сыворотке крови при росте ряда опухолей у человека [2, 3] 
и животных [4]. Показано, что дефицит железа [5] и цинка [6, 7] у больных раком 
может оказывать неблагоприятное влияние на проводимую терапию и выживаемость. 
Это может являться следствием негативного влияния дефицита железа [8] и цинка [9, 
10] на работу иммунной системы, что снижает способность организма сопротивляться 
инфекциям. Однако роль недостаточности этих микроэлементов в работе различных 
органов и систем при опухолевом росте мало изучена.

Анализ данных литературы указывает, что между изменениями, происходящими 
при опухолевом росте, имеется много общего с тем, что наблюдается в организме жи-
вотных с пищевым дефицитом микроэлементов. Так, хорошо известно, что опухоле-
вый рост сопровождается такими системными изменениями, как инволюция тимуса, 
сплено- и гепатомегалия, механизмы которых до сих пор остаются неизвестными [11]. 
У животных, находящихся на диете с недостаточным содержанием цинка, также разви-
вается инволюция тимуса [12, 13]. Пищевой дефицит другого микроэлемента – железа 
вызывает у животных и атрофию тимуса и спленомегалию [14–16]. Нехватка цинка 
в организме рассматривается также в качестве одной из важных причин инволюции 
тимуса при старении [17].

Однако существует ли связь между дефицитом металлов и изменениями массы 
этих органов при опухолевом росте, неизвестно. Еще в 50-е годы XX века из гомо-
гената опухолевой ткани животных был получен полипептид, названный «токсогор-
моном», который при введении интактным животным вызывал инволюцию тимуса, 
сплено- и гепатомегалию, а также гипоферремию, анемию и снижение активности 
каталазы в печени [18]. К сожалению, действующее начало «токсогормона» так и не 
было установлено [19].

Сходства между пищевым дефицитом микроэлементов и опухолевым ростом име-
ются также и в развитии системного окислительного стресса. Хорошо известно, что 
его вызывает дефицит цинка [20], а в последнее время появились указания на то, что 
этому способствует и дефицит железа [5, 8].

Системный окислительный стресс при опухолевом росте проявляется в повышен-
ном содержании продуктов пероксидации липидов и дисбалансе антиоксидантных 
ферментов в крови пациентов [21], а также в печени и селезенке при росте эксперимен-
тальных опухолей [22, 23]. Предполагается, что повышение генерации активных форм 
кислорода (АФК) в удаленных от опухоли органах может являться причиной развития 
в них функциональных и морфологических нарушений. Так, например, усиление апоп-
тоза тимоцитов [24] и появление дегенеративных изменений в печени [23] связывают 
с повышением генерации АФК в этих органах при росте карциномы Эрлиха.

Однако влияние опухолевого роста на развитие окислительного стресса в удален-
ных от опухоли органах изучено недостаточно, этому вопросу посвящены лишь еди-
ничные исследования. Между тем оценка нарушений антиоксидантной защиты в уда-
ленных от опухоли тканях, в том числе и в органах иммунной системы, может иметь 
важное значение для их нормального функционирования. Например, существование 
связи между окислительным стрессом и атрофическими изменениями в тимусе широ-
ко обсуждается при старении [25], однако при опухолевом росте подобный механизм 
развития инволюции тимуса не изучался.

Приведенные данные позволили нам создать гипотезу о возможной связи измене-
ния массы тимуса, селезенки и печени при опухолевом росте с нарушением содержа-
ния в этих органах двух важных микроэлементов – железа и цинка, а также со связан-
ным с этим изменением тканевого окислительно-восстановительного потенциала.
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Работу проводили на модели перевиваемой гепатомы 22а у мышей, рост которой, 
как показано нами ранее, сопровождается снижением концентрации железа и цинка 
в сыворотке крови [26, 27]. В задачи исследования входило изучение содержания ми-
кроэлементов (железа и цинка) и активности металлосодержащих антиоксидантных 
ферментов – каталазы и Cu, Zn-супероксиддисмутазы (СОД) в удаленных от опухоли 
органах (тимусе, селезенке и печени) при опухолевом росте, а также изменение этих 
показателей после дополнительного приема сульфата цинка с питьевой водой. Полу-
ченные результаты сопоставляли с изменениями масс органов.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные. Работу проводили на мышах-самцах C3HA массой тела 16–18 г, по-
лученных из питомника лабораторных животных «Рапполово» Национального иссле-
довательского центра «Курчатовский институт» – ПИЯФ (Санкт-Петербург, Россия). 
Животные находились на стандартной диете и получали сухой комбикорм ПК-120 (Ла-
бораткорм, Москва, Россия), содержащий 22.5 мг цинка и 18 мг железа на кг. Мыши 
имели свободный доступ к еде и питьевой воде ad libitum. Световой режим день/ночь 
был установлен по 12 ч, температура в помещении – 22 °C.

Клеточные культуры. Культура клеток гепатомы 22а (MH-22a/МГ-22а) была по-
лучена из коллекции клеточных культур Института цитологии РАН. Клетки культи-
вировали в среде DMEM (Биолот, Россия) с добавлением 10% эмбриональной телячь-
ей сыворотки (HyClone, Великобритания), 0.1 мг/мл гентамицина (Биолот, Россия) 
и 0.6 мг/мл глутамина (Биолот, Россия) при 5% CO2 и 37 °C.

Опухолевая модель. Для получения солидных опухолей животным подкожно ино-
кулировали в область спины 2×105 живых клеток гепатомы 22а в 0.2 мл забуференного 
физиологического раствора (PBS, Биолот, Россия). Контрольные животные получали 
инъекцию только PBS (группа С, Control на рисунках). Для изучения действия цинка 
животные с опухолями получали ad libitum питьевую воду с добавлением сульфата 
цинка (Sigma, США) в концентрации 22 мкг/мл с первого дня после инокуляции клеток 
гепатомы 22а в течение всего периода эксперимента. Концентрация сульфата цинка, 
добавляемого к питьевой воде (22 мкг/мл), была подобрана нами ранее по эффективно-
сти восстановления содержания цинка в сыворотке крови у животных с гепатомой 22а 
[27]. Эта концентрация по расчетам соответствует нормальному содержанию цинка 
в корме и международным стандартам [28]. Таким образом, группа мышей фактически 
получала дозу цинка в два раза больше, чем физиологическая (с кормом и дополни-
тельно с питьевой водой). Важно также упомянуть, что прием цинка не влиял на его 
концентрацию в сыворотке крови контрольных мышей без опухолей [27].

На 21-е сутки опухолевого роста животных выводили из эксперимента методом 
цервикальной дислокации, извлекали органы, взвешивали и определяли в них содер-
жание микроэлементов и ферментов. Кроме того, в отдельной группе животных с гепа-
томой 22а определяли также массы органов в динамике с 7-х по 35-е сутки опухолевого 
роста.

Определение содержания негемового железа в тканях. Концентрацию железа 
определяли колориметрическим методом [29] с использованием хромогенного агента 
феррозина (Sigma-Aldrich, США). Гомогенаты тканей приготавливали в деионизиро-
ванной воде 1 : 10 (масса/объем) и смешивали с равным объемом раствора, преципи-
тирующего белки, состоящего из 1 M HCl (Реахим, Россия) и 10% трихлоруксусной 
кислоты (Реахим, Россия). Пробы нагревали при 95 ºC в течение 1 ч, затем охлаждали 
до комнатной температуры и центрифугировали при 8200 g в течение 10 мин. После 
этого 30 мкл супернатанта смешивали с 30 мкл хромогенного субстрата, состоящего 
из 0.508 мМ феррозина, 1.5 M ацетата натрия (Amresco, США) и 1.5% тиогликолевой 
кислоты (Sigma-Aldrich, США); в контрольные пробы феррозин не добавляли. Через 
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30 мин оптическую плотность раствора измеряли с помощью микропланшетного спек-
трофотометра (ClarioStar, BMG Labtech, Германия) при длине волны 562 нм. Постро-
ение калибровочных кривых проводили в день эксперимента с использованием 0–20 
мкг/мл железа (в виде раствора NH4Fe(SO4)2·12 H2O (Sigma-Aldrich, США) в 0.4 M 
натрий-ацетатном буфере, pH 5.5, в качестве стандарта.

Содержание общего цинка в тканях определяли с помощью метода атомно-аб-
сорбционной спектрометрии. Образцы растворяли в азотной кислоте (Реахим, Рос-
сия) и проводили измерение по отношению к стандартным растворам цинка (Центр 
стандартных образцов и высокочистых веществ, Санкт-Петербург, Россия) с помощью 
спектрометра ZEEnit 650P (Analytik Jena, Германия). Результат выражали в микрограм-
мах Zn на 1 г массы сырой ткани.

Определение активности каталазы. Для оценки активности каталазы в гомогена-
тах органов использовали метод с регистрацией комплекса пероксида водорода с вана-
датом аммония [30], адаптированный для микропланшетов. Для этого 50 мкл тканевого 
гомогената, разведенного в 2, 4 и 8 раз 50 мМ натрий-фосфатным буфером (pH 7.0) 
смешивали со 100 мкл 10 мМ H2O2 (Реахим, Россия). После инкубации в течение 2 мин 
на термошейкере при 270 об/мин и 37 °C реакцию останавливали путем добавления 
50 мкл хромогенного раствора, содержащего 10 мМ NH4VO3 (Sigma-Aldrich, США) 
в 0.5 M H2SO4 (Реахим, Россия). Оптическую плотность раствора измеряли с помо-
щью микропланшетного спектрофотометра при длине волны 452 нм. Для построе-
ния калибровочной кривой 100 мкл последовательных двукратных разведений 10 мМ 
H2O2 смешивали с 50 мкл 50 мМ натриево-фосфатного буфера, pH 7.0 (вместо тканево-
го гомогената) и через 2 мин добавляли 50 мкл 10 мМ NH4VO3 в 0.5 M H2SO4. После оп-
ределения белка по Бредфорду (Bio-Rad, США) удельную активность каталазы в про-
бах выражали в микромолях поглощенной H2O2 в течение 1 мин на 1 мг общего белка.

Активность СОД оценивали с помощью модифицированного метода [31] с исполь-
зованием 50 мкМ ресазурина (Sigma-Aldrich, США), который восстанавливался супе-
роксидными анион-радикалами, генерируемыми 150 мкМ ксантином (Sigma-Aldrich, 
США) и 100 нМ ксантиноксидазой (Sigma-Aldrich, США) [32]. Для учета вклада Mn-
СОД к контрольным пробам добавляли 2 мМ цианида натрия (Реахим, Россия), ин-
гибирующего Cu, Zn-СОД. За 1 условную единицу (у. е.) СОД принимали количество 
фермента, которое вызывало 50%-ное понижение интенсивности флуоресценции про-
дукта восстановления ресазурина с учетом ингибирования Cu, Zn-СОД в контрольной 
пробе. В пробах гомогенатов также определяли концентрацию белка по Бредфорду 
и рассчитывали удельную активность ферментов.

Статистическую обработку результатов проводили в программе Statistica 13.0 
с использованием t-критерия Стьюдента. Различия считали статистически значимыми 
при p ≤ 0.05. Данные представлены в виде среднего значения ± ошибка среднего (M ± 
SEM).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние роста гепатомы 22а на массу органов. Начиная с 21-х суток после ино-
куляции опухолевых клеток, наблюдали прогрессивное уменьшение массы тимуса 
(рис. 1a) и увеличение массы селезенки (рис. 1b). Увеличение массы печени начина-
лось несколько позже – с 28-х суток (рис. 1с).

Для дальнейших исследований был выбран срок 21 сутки, когда уже были выраже-
ны изменения массы тимуса и селезенки, но еще не началась гепатомегалия, поэтому 
влияние дополнительного приема цинка на ее развитие не оценивали.

Размеры опухолей на этом сроке достигали около 15 мм в диаметре, масса опухолей 
составляла 1.2 ± 0.3 г. При этом масса тела мышей не изменялась и составляла 19.5 ± 
0.6 г в контроле и 20.9 ± 1.4 г в группе мышей с гепатомой 22а (n = 6).
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Влияние роста гепатомы 22а и дополнительного приема сульфата цинка на со-
держание эндогенного цинка в органах. При исследовании содержания общего цинка 
в органах выявлено, что на 21-е сутки опухолевого роста этот показатель не отличался 
от нормы в селезенке и печени в расчете на единицу массы, но был снижен в тимусе 
(рис. 2а).

Поскольку на этом сроке наблюдаются выраженные изменения массы тимуса и се-
лезенки, были также рассчитаны показатели на весь орган. Оказалось, что в печени со-
держание цинка на весь орган не отличается от группы контроля (рис. 2d), в селезенке 
повышено (рис. 2c), а в тимусе – резко снижено, почти в 4 раза (рис. 2a).

В группе мышей с опухолями, получавшими сульфат цинка, содержание эндоген-
ного цинка в селезенке оставалось таким же, как и у животных с гепатомой, не полу-
чавших цинк (рис. 2а, с), в печени – было выше контрольного уровня и также выше, 
чем у мышей с гепатомой 22а (рис. 2а, d). В тимусе содержание цинка в группе мышей, 
получавших цинк, было в 2 раза больше, чем у животных без препарата, однако оно 
оставалось значительно меньше, чем у контрольных животных (рис. 2b).

Чтобы ответить на вопрос, можно ли достигнуть большей компенсации сниженно-
го содержания цинка в тимусе путем увеличения концентрации сульфата цинка в пи-
тьевой воде, были поставлены эксперименты с концентрацией цинка – 66 мкг/мл. Как 
показано на рис. 3, прием сульфата цинка в этой концентрации не приводил к больше-
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Рис. 1. Влияние опухолевого роста на массу органов.
По оси ординат: масса органов, мг, (а) – тимуса, (b) – селезенки и (с) – печени (n = 15–20). По оси абсцисс: 
дни после инокуляции опухоли, сутки Обозначения: C (Control) – контрольные животные, Hep (Hepatoma 
22a) – мыши с гепатомой 22а. Здесь и далее данные представлены в виде средней величины и ошибки сред-
него (M ± m), звездочками обозначены достоверные различия между опухолевой (Hep) и контрольной (С) 
группами животных: * – р < 0.05, ** – р < 0.01, *** – р < 0.001.
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му увеличению содержания эндогенного цинка в тимусе по сравнению с концентраци-
ей 22 мкг/мл. Снижение концентрации сульфата цинка до 11 мкг/мл также не давало 
преимуществ.

Таким образом, из трех органов содержание цинка при росте гепатомы 22а было 
существенно снижено только в тимусе (при расчете на весь орган), и дополнительный 
прием цинка частично компенсировал это снижение.

Влияние роста гепатомы 22а и дополнительного приема сульфата цинка на содер-
жание негемового железа в органах и их массу. У животных на 21-е сутки опухолевого 
роста было выявлено удельное снижение содержания негемового железа в печени и се-
лезенке при расчете на единицу массы ткани (рис. 4а), и те же тенденции сохранялись 
при расчете на весь орган (рис. 4с, d). Изменения в тимусе при расчете на единицу массы 
были полностью противоположными – было выявлено повышение (рис 4а), а при расче-
те на орган наблюдали выраженное снижение содержания железа (рис. 4b), хотя и не та-
кое значительное, как уменьшение содержания другого микроэлемента – цинка (рис. 2b).

Чтобы ответить на вопрос, предшествовали ли изменения содержания железа в ти-
мусе процессу инволюции или сопровождали его, исследовали эти показатели в дина-
мике опухолевого роста. Повышение удельного содержания железа в тимусе начина-
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Рис. 2. Влияние опухолевого роста и приема сульфата цинка в течение 21 суток на содержание эндогенного 
цинка в органах. По оси ординат: (а) содержание цинка в расчете на единицу массы, µg/g сырой ткани, (b, c, 
d) содержание цинка в расчете на весь орган, µg/organ. В каждой группе по 10 мышей. По оси абсцисс: груп-
пы животных. Обозначения: С (Control) – контрольные животные, Hep (Hepatoma) – мыши с гепатомой 22а, 
Hep+Zn22 – мыши с гепатомой 22а, получавшие сульфат цинка (22 мкг/мл с питьевой водой). Звездочками обо-
значены достоверные различия каждой из опытных групп по отношению к группе (С) контрольных животных.
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лось у животных с 21-х суток роста гепатомы 22а, так же, как и снижение содержания 
негемового железа на орган (рис. 5a, b). Тем самым было показано, что изменения со-
держания железа у мышей с опухолями не предшествовали уменьшению массы тимуса 
(рис. 1а), а развивались параллельно, что не позволяет нам установить причинно-след-
ственные отношения между этими процессами. Однако при этом следует отметить, что 
показатели содержания железа в расчете на орган имели тенденцию к снижению по 
отношению к контрольному уровню на всех сроках исследования (рис. 5b).

В результате приема сульфата цинка у животных наблюдалось повышение содержа-
ния железа в селезенке и печени при расчете обоими способами (рис. 4a, c, d), а в тимусе 
только при расчете на весь орган (рис. 4b). При этом содержание негемового железа при 
расчете на орган восстанавливалось полностью до нормальных показателей в тимусе, 
печени и селезенке. Удельное содержание негемового железа в тимусе (при расчете на 
единицу массы) после приема цинка не изменялось и оставалось таким же повышенным, 
как и в группе мышей с гепатомой 22а, которые цинка не получали (рис. 4b).

Противоречивые результаты по содержанию железа в тимусе можно предполо-
жительно объяснить тем, что этот микроэлемент распределен в органе неравномерно 
и содержится в основном в стромальных клетках, а не тимоцитах [33, 34], хотя этот во-
прос недостаточно изучен. При росте гепатомы 22а уменьшение массы органа проис-
ходит главным образом за счет убыли кортикальных тимоцитов [35]. Если допустить, 
что большая часть железа сохраняется в эпителиальных клетках и макрофагах тимуса, 
то при расчете на единицу массы может быть относительное повышение содержания 
железа, в то время как в целом органе его содержание будет снижено, например, вслед-
ствие недостаточного поступления или других причин. Мы предполагаем, что при раз-
витии инволюции тимуса расчет содержания железа на орган будет более адекватно 
отражать происходящий процесс, чем на единицу массы, как это обычно принято в по-
добных исследованиях.
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Рис. 3. Влияние разных концентраций сульфата цинка в питьевой воде на содержание эндогенного цинка 
в тимусе. По оси ординат: содержание эндогенного цинка в тимусе в расчете на орган, µg/organ. По оси 
абсцисс: группы животных C1 (Control1) – группа контрольных животных; C2 (Control2) – группа контроль-
ных животных, получавших сульфат цинка в концентрации 22 мкг/мл в течение 21 суток; Hep (Hepatoma) – 
животные в гепатомой 22а; Hep+Zn11, Hep+Zn22, Hep+Zn66 – животные с гепатомой 22а, которые получали 
в течение 21 суток сульфат цинка в концентрациях 11, 22 и 66 мкг/мл соответственно. В каждой группе по 
10 мышей. Звездочками обозначены достоверные различия между каждой из опытных групп по отношению 
к контрольной (С1) группе животных.
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Таким образом, содержание негемового железа было снижено во всех трех органах, 
а с помощью сульфата цинка было достигнуто его восстановление до нормального 
уровня.

При исследовании влияния приема сульфата цинка на массу исследуемых органов 
оказалось, что это приводит к торможению развития инволюции тимуса и частичного 
сохранения его массы (рис. 6a), но при этом не оказывает влияния на массу селезенки 
и печени (рис. 6b, c).

Влияние роста гепатомы 22а и дополнительного приема сульфата цинка на актив-
ность антиоксидантных ферментов в органах. Поскольку содержание железа и цин-
ка оказывает существенное влияние на окислительно-восстановительный потенциал 
в тканях, была изучена активность железосодержащего антиоксидантного фермента 
каталазы и цинксодержащей СОД. На 21-е сутки роста гепатомы 22а наблюдали по-
вышение активности обоих ферментов в тимусе и снижение активности СОД в печени 
(рис. 7а, b). Активность каталазы в печени и активность обоих ферментов в селезенке 
не отличались от показателей в контрольной группе.

70

60

50

40

30

20

10

0

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

100

80

60

40

20

0

8

6

4

2

0

Thymus LiverSpleen

Thymus LiverSpleen

(a)

(b)
p < 0.01

p < 0.05

(c) (d)

C
Hep
Hep + Zn22

Ir
on

, µ
g/

g 
tis

su
e

Ir
on

, µ
g/

or
ga

n

Рис. 4. Влияние опухолевого роста и приема сульфата цинка в течение 21 суток на содержание негемового 
железа в органах. По оси ординат: (а) содержание железа в расчете на единицу массы, µg/g сырой ткани, (b, 
c, d) содержание железа в расчете на весь орган, µg/organ. В каждой группе 15–20 мышей. По оси абсцисс: 
группы животных. Обозначения: С (Control) – контрольные животные, Hep (Hepatoma) – мыши с гепатомой 
22а, Hep+Zn22 – мыши с гепатомой 22а, получавшие сульфат цинка (22 мкг/мл с питьевой водой). Звездоч-
ками обозначены достоверные различия каждой из опытных групп по отношению к группе контрольных 
животных (C).



1136 ЗЕЛЕНСКИЙ и др. 

60

50

40

30

20

10

0
7 14 21

Days after tumor inoculation

(a)

Th
ym

us
 ir

on
, µ

g/
g 

tis
su

e

28

C

Hep

35

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0
7 14 21

Days after tumor inoculation

(b)

Th
ym

us
 ir

on
, µ

g/
or

ga
n

28

C
Hep

35

Рис. 5. Влияние опухолевого роста на содержание негемового железа в тимусе. По оси ординат: (а) содер-
жание железа в тимусе, µg/g сырой ткани; (b) содержание железа в тимусе в расчете на орган, µg/organ, 
C – у контрольных мышей и Hep – у мышей с гепатомой 22а. В каждой группе 15–20 мышей. По оси абсцисс: 
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ординат: (а) масса тимуса, мг, (b) масса селезенки, мг, (c) масса печени, мг. В каждой группе по 10 мышей 
Обозначения: С (Control) – контрольные животные, Hep (Hepatoma) – мыши с гепатомой 22а, Hep+Zn22 – 
мыши с гепатомой 22а, получавшие сульфат цинка (22 мкг/мл питьевой воды). Звездочками обозначены до-
стоверные различия каждой из опытных групп по отношению к группе (C) контрольных животных.
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Применение сульфата цинка не оказывало влияния на активность ферментов в ор-
ганах за исключением СОД в печени, активность которой восстанавливалась до контр-
ольного уровня (рис. 7b), что соответствовало повышенному уровню цинка в печени 
у животных этой группы (рис. 2a, d).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В работе изучали влияние роста перевиваемой гепатомы 22а на изменения содер-
жания цинка и негемового железа в трех удаленных от опухоли органах: тимусе, пече-
ни и селезенке. Во всех трех органах было обнаружено снижение содержания железа, 
а цинка – только в тимусе. На 21-е сутки опухолевого роста эти изменения сопрово-
ждались уменьшением массы тимуса, увеличением массы селезенки и отсутствием 
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Рис. 7. Влияние опухолевого роста и приема сульфата цинка в течение 21 суток на специфическую актив-
ность антиокислительных ферментов в органах. По оси ординат: (а) – активность каталазы (CAT, catalase), 
µmol (мкмоль) H2O2, поглощенной за 1 мин на 1 мг общего белка (n = 10); (b) – активность супероксиддис-
мутазы (SOD, superoxide dismutase), у. е. на 1 мг общего белка (n = 10). По оси абсцисс: группы животных, 
С (Control) – контрольные животные, Hep (Hepatoma) – мыши с гепатомой 22а, Hep+Zn22 – мыши с гепато-
мой 22а, получавшие сульфат цинка (22 мкг/мл с питьевой водой). Звездочками обозначены достоверные 
различия каждой из опытных групп по отношению к группе контрольных животных (C).
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изменений этого показателя в печени. Изучение содержания железа и цинка в тимусе 
животных с другими перевиваемыми опухолями, судя по доступной нам литературе, 
ранее не проводилось.

Для нормализации содержания металлов в органах, а также для того, чтобы уста-
новить возможную связь между их нарушениями и изменениями массы органов, эти 
же показатели исследовали у животных в условиях экспериментального воздействия 
в виде дополнительного приема сульфата цинка с питьевой водой в течение трех не-
дель. Исследования тимуса, печени и селезенки дали разные результаты.

Нормализация содержания железа в печени и селезенке, а также повышение содер-
жания цинка в печени у животных в группе, получавшей сульфат цинка, по сравнению 
с мышами-опухоленосителями, цинка не получавшими, на массу этих органов никак 
не повлияла. Сходные результаты были получены у крыс при росте канцероген-инду-
цированной опухоли молочной железы, у которых нормализация сниженного содержа-
ния железа в селезенке в результате дополнительного приема цинка не влияла на массу 
этого органа, которая оставалась повышенной [36].

Эти результаты и полученные нами данные позволяют сделать заключение о том, 
что изменения содержания железа в селезенке не связаны с ее массой и, следовательно, 
спленомегалия при опухолевом росте не является результатом сниженного содержания 
железа в этом органе.

В отличие от селезенки изменения массы тимуса при росте гепатомы 22а проис-
ходили параллельно с восстановлением содержания микроэлементов в этом органе. 
Нами впервые показано, что в группе животных, получавших сульфат цинка, содержа-
ние железа и цинка в тимусе (при расчете на орган) было больше по сравнению с мы-
шами-опухоленосителями, цинк не получавшими, и это сопровождалось достоверным 
увеличением массы тимуса.

Впервые возможность применение цинка для сохранения массы тимуса при росте 
экспериментальной опухоли (карциномы Льюиса) была продемонстрирована в работе 
Kaiserlian с соавт. [37]. Кроме того, описан положительный результат клинического 
применения высоких доз цинка для восстановления функций тимуса у больных мно-
жественной миеломой после пересадки гемопоэтических стволовых клеток [38]. Дан-
ные литературы свидетельствуют о высокой клинической востребованности новых 
стратегий по восстановлению и сохранению функций тимуса у онкологических боль-
ных [39], у которых применение цинка может оказаться весьма перспективным.

Из возможных механизмов действия сульфата цинка у мышей с гепатомой 22а следо-
вало, прежде всего, исключить возможность его прямого действия на опухолевый рост 
и опосредованное этим влияние на тимус. Как было показано нами ранее, прием суль-
фата цинка не оказывал влияния на размеры опухолей и выживаемость мышей [27]. Та-
ким образом, влияние цинка на тимус не было опосредовано торможением роста самой 
опухоли. Аналогичные данные были получены при внутрибрюшинном введении цинка 
мышам с карциномой Льюиса, которое не оказывало влияния на опухолевый рост, но, 
так же, как и в наших исследованиях задерживало инволюцию тимуса [37].

Следует признать, что атрофия тимуса при опухолевом росте является многофактор-
ным процессом, в котором могут быть задействованы различные механизмы с участием 
гормонов, цитокинов, ростовых факторов, метаболитов, продуктов опухолевого распада 
и др., их сочетание может варьировать в зависимости от вида опухоли [11]. Полученные 
нами данные впервые позволяют дополнить этот список дефицитом железа и цинка как 
важным элементом в развитии инволюции тимуса при опухолевом росте (рис. 8).

Коррекция дефицита цинка и железа может рассматриваться в качестве возможного 
механизма торможения инволюции тимуса при росте гепатомы 22а. Но это происходит 
лишь частично, поскольку основные причины развития инволюции тимуса, связанные 
с опухолевой прогрессией, не устраняются. Мы не можем свести метаболические из-
менения в организме, которые происходят при росте опухоли, к простому дефициту 
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микроэлементов, хотя это и не лишено оснований, поскольку опухолевый рост часто 
сопровождается анорексией, нарушением всасывания и кровотечениями.

Трудно определить, какой из двух микроэлементов – железо или цинк важнее для 
нормального функционирования вилочковой железы. Оба микроэлемента необходи-
мы для нормальной работы любых клеток, но особенно для клеток с высокой проли-
феративной активностью, какими являются лимфоциты. Это связано с тем, что цинк 
содержится в ДНК- и РНК-полимеразах и тимидинкиназе [10], а железо служит кофак-
тором рибонуклеотидредуктазы – ключевого фермента для биосинтеза дезоксинукле-
отидов [8]. Кроме того, цинк особенно важен для созревания тимоцитов, поскольку он 
содержится в тимусной терминальной нуклеотидилтрансферазе (TdT), участвующей 
в реаранжировке генов Т-клеточного рецептора (TCR). Оба металла регулируют меха-
низмы развития клеточной смерти: цинк – апоптоза и аутофагии [9], железо – ферроп-
тоза [40], а также оказывают существенное влияние на формирование окислительно-
восстановительного потенциала тканей.

TUMOR

↓Fe, ↓Zn
in the thymus

THYMUS
INVOLUTION

ZnSO4

ZnSO4
ZnSO4

SPLENOMEGALY

↓Fe, ↓SOD
in the liver

↓Fe
in the spleen

UNKNOWN FACTORS
(hypoxia mediators, decay

products, cytokines, growth
factors, «toxohormone»)

Рис. 8. Позитивные изменения, происходящие в организме животных с гепатомой 22а, в результате приема 
сульфата цинка в концентрации 22 мкг/мл питьевой воды в течение 21 суток. Системные изменения у мышей 
с гепатомой 22а, начиная с 21-х суток ее роста, включают снижение содержания негемового железа в тиму-
се, печени и селезенке, а также снижение содержания цинка в тимусе, которые сопровождаются развитием 
инволюции тимуса и спленомегалии. Кроме того, у животных с гепатомой отмечены нарушения активности 
антиоксидантных ферментов: повышение активности каталазы и СОД в тимусе (не показано) и снижение 
активности СОД в печени. Прием сульфата цинка с питьевой водой животными с гепатомой 22а препятст-
вует снижению содержания негемового железа в тимусе, печени и селезенке и повышает содержание цинка 
в тимусе и печени. При этом также восстанавливается активность СОД в печени. Прием сульфата цинка тор-
мозит развитие инволюции тимуса и не влияет на массу других органов – селезенки и печени. Обозначения: 
↑ повышение, ↓ снижение.
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Изменения, происходящие при росте гепатомы 22а, во многом похожи на те, кото-
рые происходят в организме животных с пищевым дефицитом железа и цинка, однако 
имеются и существенные различия. Если рассматривать изменения массы органов, то 
инволюция тимуса характерна для всех трех экспериментальных моделей [12, 13, 16, 
17]; спленомегалия наблюдается при росте гепатомы 22а и дефиците железа [14, 16], 
но не цинка, при котором отмечают гипоплазию селезенки [41] (табл. 1). Гепатомега-
лия сопровождает только опухолевый рост и не развивается при дефиците этих метал-
лов [14, 16, 42].

Таблица 1. Сравнительный анализ системных изменений, происходящих в организме животных 
с гепатомой 22а и животных, содержащихся на диетах с дефицитом по цинку или железу

Ткань Параметр Дефицит железа Дефицит цинка Гепатома 22а

Тимус Масса и число клеток ↓ [15, 16] ↓ [12, 13] ↓ [27]

Селезенка Масса ↑ [14, 16] ↓ [41] ↑

Печень Масса = [14, 16] = [42] ↑

Тимус

Fe* Нет данных
= [43]
↑ [44]

↑

Zn* Нет данных
= [43]
= [44]

↓

Селезенка

Fe* ↓ [14]
↓ [43]
↑ [44]

↓

Zn* 
↓ [46]
= [14]

= [43]
↓ [44]

=

Печень

Fe* ↓ [14, 16, 45]
= [43, 45]
↑ [44]

↓

Zn* = [14, 46] ↓ [43; 44] =

Кровь

Fe ↓ [14] ↓ [43] ↓ [26]

Zn ↓ [14] ↓ [12, 13, 43] ↓ [27]

Глюкокортикоиды ↑ [47, 48] ↑ [12] = [35]

Примечание: ↑ повышение, ↓ снижение, = нет изменений. * – содержание микроэлементов в органах на 
единицу массы.
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Содержание микроэлементов в органах может значительно варьировать как при пи-
щевом дефиците, так и при росте опухолей. В тимусе содержание металлов при пище-
вом дефиците железа не исследовали, а при дефиците цинка отмечали или нормальное 
содержание железа и цинка [43] или повышение содержания железа на единицу массы 
[44], как и при росте гепатомы 22а. К сожалению, в этих работах массу тимуса не 
определяли.

В печени и селезенке при пищевом дефиците железа содержание железа снижается 
[14, 16, 45], что может не сопровождаться изменениями содержания цинка в этих ор-
ганах [14, 46].

В печени и селезенке при пищевом дефиците цинка содержание железа снижается 
[43, 44] и наблюдаются разные показатели содержания железа – повышение в печени 
и селезенке [44], отсутствие изменений в печени [43, 45] и снижение в селезенке [43].

При росте гепатомы 22а данные по содержанию двух микроэлементов в печени 
и селезенке в большей степени соответствуют изменениям при дефиците железа, чем 
цинка.

В крови уровни содержания железа и цинка в значительной степени влияют друг 
на друга – при пищевом дефиците железа гипоферремию сопровождает гипоцинкемия 
[14], а для дефицита цинка также характерно снижение содержания обоих металлов 
в циркуляции [43]. Как показано нами ранее, при росте гепатомы 22а концентрации 
и цинка, и железа в крови снижены [26, 27].

По данным литературы, существенным отличием дефицита цинка от дефицита же-
леза является усиление апоптоза тимоцитов, которое связывают с подъемом концен-
трации глюкокортикоидов в крови [12, 13]. При дефиците железа апоптоз тимоцитов 
не усиливается [15], хотя повышение концентрации гормонов надпочечников в цир-
куляции тоже возможно [47, 48]. Рост гепатомы 22а, как и пищевой дефицит цинка, 
сопровождается усилением апоптоза тимоцитов, однако при этом концентрация корти-
костерона в плазме мышей не отличается от контрольного уровня [35].

Если суммировать все данные и оценить, какие явления превалируют в организме 
мышей с гепатомой 22а – похожие в большей степени на дефицит цинка или железа, 
то окажется, что сходства и различия распределяются примерно поровну. Возможно, 
что изменения протекают по смешанному варианту. Из этих двух металлов лимитиру-
ющим фактором является цинк, поскольку в расчете на орган содержание негемового 
железа в тимусе мышей с гепатомой 22а посредством приема сульфата цинка норма-
лизовалось полностью, а содержание цинка удалось сохранить лишь частично, так же 
как и массу тимуса. При этом дальнейшее повышение концентрации принимаемого 
животными сульфата цинка положительного эффекта не давало.

Между обменом железа и цинка в организме существует тесная взаимосвязь на 
уровне всасывания, транспорта, активности регуляторных белков и формирования 
запасов [1]. Неудивительно, что препараты цинка применяют для лечения железоде-
фицитной анемии. Однако между цинком и железом существуют не только синер-
гические, но и антагонистические взаимоотношения, например, при их совместном 
применении, и результат во многом определяется их концентрациями и соотношением 
[1]. В наших экспериментах концентрация сульфата цинка 22 мкг/мл оказалась доста-
точно эффективной, чтобы позитивно воздействовать на содержание железа в органах 
мышей. Полученные нами данные подтверждают возможность использования цинка 
для восстановления сниженного содержания железа в печени и селезенке, показанную 
у животных при росте других опухолей [36].

В работе также оценивали возможное антиоксидантное действие сульфата цинка 
в организме мышей с гепатомой 22а. Дефицит как цинка [20], так и железа [5, 8] может 
способствовать развитию окислительного стресса, в частности, из-за того, что эти ми-
кроэлементы необходимы для функционирования антиоксидантных ферментов.
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Известно, что в самой опухолевой ткани повышена продукция АФК, что приводит 
к развитию окислительного стресса [49]. Считается, что внеклеточные АФК не только 
способствуют росту основного опухолевого узла in situ, но также могут участвовать 
в подготовке отдаленных тканей к метастазированию. Развитие оксидативного стресса 
сопровождает рост практически всех опухолей. Высокие уровни АФК вызывают не-
специфические повреждения ДНК, белков и липидов. В крови больных с новообразо-
ваниями различных локализаций регистрируется повышенное содержание продуктов 
пероксидации липидов и снижение активности антиокислительных ферментов [21].

Повышение содержания продуктов пероксидации липидов в плазме крови показано 
также и у животных с экспериментальными опухолями [4, 50]. Внутрибрюшинное вве-
дение цинка подавляет развитие системного оксидативного стресса в организме опухо-
леносителей и снижает содержание малонового диальдегида в плазме крыс с канцеро-
ген-индуцированными опухолями молочных желез [4].

Признаки окислительного стресса обнаруживаются не только в циркуляции, но 
и в удаленных от опухоли нормальных органах. Показано повышение содержания ма-
лонового диальдегида в печени, а также наличие дисбаланса в работе ферментов анти-
оксидантной системы в печени и селезенке при развитии канцероген-индуцированных 
опухолей передней стенки желудка у мышей [22]. Обнаружено повышение содержания 
АФК и продуктов пероксидации липидов в печени и тимусе при росте карциномы Эр-
лиха [23, 24].

В настоящей работе были выявлены изменения в антиоксидантной защите тиму-
са и печени, что подтверждает данные литературы и в целом концепцию о развитии 
системного окислительного стресса при опухолевом росте. В тимусе обнаружено по-
вышение активности каталазы и СОД, в печени – снижение активности СОД, в селе-
зенке – отсутствие изменений. Прием сульфата цинка животными с опухолями не вли-
ял на активность ферментов в тимусе (они оставались повышенными по сравнению 
с контролем) и селезенке, но восстанавливал активность СОД в печени.

На основании этих данных можно заключить, что прием сульфата цинка положи-
тельно влияет на антиоксидантную систему печени у животных с гепатомой 22а. При 
этом тормозящее действие цинка на развитие инволюции тимуса не связано с активно-
стью каталазы и СОД в этом органе.

Таким образом, впервые показано, что инволюция тимуса при росте гепатомы 22а 
связана с дефицитом железа и цинка, а спленомегалия – не связана. Прием сульфата цин-
ка с питьевой водой тормозит развитие инволюции тимуса и восстанавливает дефицит 
цинка и железа в этом органе. Кроме тимуса, прием сульфата цинка повышает содержа-
ние железа и в других органах – селезенке и печени, а также восстанавливает сниженную 
активность СОД в печени (рис. 8). В целом прием сульфата цинка оказывает позитивное 
влияние на метаболизм двух важнейших микроэлементов – железа и цинка в организме 
животных с гепатомой 22а и способствует сохранению тимуса, необходимого, как из-
вестно, для полноценной работы иммунной системы и защиты от инфекций.

ВКЛАДЫ АВТОРОВ
Идея работы и планирование эксперимента (Е. П. К.), сбор данных (Е. А. З., Ф. С. Е., 

Д. Н. М.), обработка данных (Е. А. З., К. В. Р.), написание и редактирование рукописи (Е. П. К., 
А. В. С., Е. А. З.).

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ
Данная работа финансировалась за счет средств бюджета исследований по плановой теме 

НИР Института экспериментальной медицины FGWG-2022–0005 (рег. № 122020300186–5). Ни-
каких дополнительных грантов на проведение или руководство данным конкретным исследова-
нием получено не было.
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СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Эксперименты с животными проводились в соответствии с международными рекоменда-

циями по проведению биомедицинских исследований с лабораторными животными и были 
одобрены Комиссией по этике Института экспериментальной медицины, протокол № 1/21 от 
28.01.2021 г.

Наблюдение за животными до их гибели при прогрессировании опухолевого процесса про-
водилось с соблюдением гуманных критериев, применяемых в экспериментальной онкологии 
[51].
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Alterations in Tissue Content of Iron and Zinc in Mice Bearing Hepatoma 22A and 
their Correction by Zinc Sulphate Supplementation
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It is known that many tumors induce iron and zinc deficiency in the organism. We studied 
the content of these metals, as well as the specific activity of two antioxidant metal-
dependent enzymes – catalase and superoxide dismutase of three distal organs (thymus, 
liver and spleen) in animals bearing transplantable hepatoma 22a. These alterations were 
compared to weight changes of organs. On day 21 of tumor growth, as compared to control 
group, nonheme iron content in all three organs was decreased, and zinc content – only 
in the thymus. The specific activities of catalase and superoxide dismutase were both 
increased in the thymus, while in the liver activity of superoxide dismutase decreased. 
At the same time point thymic involution and splenomegaly were developed. In order to 
normalize metal content mice bearing hepatoma 22a were supplemented with 22 mkg of 
zinc sulphate per ml of drinking water during 3 weeks. Zinc sulphate supplementation 
partly compensated zinc deficiency in the thymus, increased zinc content in the liver and 
restored iron content in three organs. It also normalized superoxide dismutase activity 
in the liver and had no influence on enzymes in other organs. Zinc supplementation did 
not influence the weight of spleen and liver, but prevented the development of thymic 
involution. Moreover, metal deficiency in the thymus was restored while the activity of 
antioxidant enzymes remained unchanged. Based on this we can conclude that thymus 
involution in hepatoma 22a mice was associated with iron and zinc deficiency in this 
organ and was not linked with antioxidant enzyme activity, while splenomegaly had no 
relation to both types of parameters in the spleen. Thus, zinc sulphate positively influences 
metabolism of two vital trace elements – zinc and iron in animals bearing hepatoma 22a, 
what contributes to maintaining of the central immune organ – the thymus, and along with 
this it improves antioxidant system of the liver.

Keywords: thymus involution, liver, spleen, hepatoma 22а, zinc content, iron content, zinc 
sulphate


