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Хроническая нейрогенная боль является патогенным фактором, запускающим механизмы нарушения гоме-
остаза. В связи с обнаружением влияния хронической нейрогенной боли на биологические особенности ме-
ланомы B16/F10 целью работы было изучение уровня эндотелина-1 и компонентов NO-системы у мышей в 
процессе роста перевивной меланомы B16/F10 на фоне хронической боли.
Методы. Работа выполнена на 64 мышах-самках. Животным основной группы меланому В16/F10 перевивали 
под кожу спины через 2 нед после перевязки седалищных нервов. Содержание эндотелина-1, NOS-2, NOS-3, 
L-аргинина, цитруллина, общего нитрита, нитротирозина и АДМА определяли методом ИФА в непоражён-
ной опухолью коже и в ткани опухоли.
Результаты. Обнаружены различия в динамике изученных показателей при обычном росте меланомы и росте 
опухоли на фоне хронической боли. При росте опухоли на фоне боли выявлено увеличение уровня эндотелина-1 
как в коже, так и в опухоли в процессе роста, стабильно повышенный уровень NO-синтаз в опухоли, стабиль-
но повышенный уровень АДМА и его снижение к 3-й нед роста.
Заключение. Состояние хронической боли может способствовать развитию в коже состояния иммуноло-
гической толерантности к опухолевым антигенам. Формируются условия, не только облегчающие выжива-
ние опухолевых клеток, но и благоприятствующие дальнейшему развитию меланомы. Динамика активности 
систем эндотелина-1 и NO может способствовать стимуляции процессов эпителиально-мезенхимального 
перехода, усиления инвазивности опухоли, гемангио- и лимфангиогенеза. Изменение уровня ингибитора АДМА 
в условиях роста опухоли на фоне хронической боли может свидетельствовать о более тонком контроле 
уровня NO, обеспечивающего повышенную инвазивность меланомы.
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Abstract. Chronic neurogenic pain is a pathogenic factor triggering mechanisms of homeostasis disfunction. As 
chronic neurogenic pain has been found to affect the biological features of B16/F10 melanoma, the purpose of the 
study was to determine the levels of endothelin-1 and components of the NO-system in mice during the growth of 
transplantable B16/F10 melanoma with chronic pain. 
Methods. The study included 64 female mice. B16/F10 melanoma was transplanted under the skin of the back to 
animals of the main group 2 weeks after the sciatic nerve ligation. Levels of endothelin-1, NOS-2, NOS-3, L-arginine, 
citrulline, total nitrite, nitrotyrosine and ADMA were determined by ELISA in the intact skin and in tumor tissues. 
Results. The dynamics of the studied parameters in tumor growth with and without chronic pain was different. Increased 
levels of endothelin-1 in the skin and in tumor tissues, stably elevated levels of NO-synthases in the tumor and stably 
elevated ADMA levels with their decrease by week 3 of the growth were observed in the tumor growth with pain. 
Conclusions. Chronic pain can contribute to the development of the immune tolerance to tumor antigens in the skin. 
Conditions are formed that both facilitate the survival of tumor cells and contribute to the further development of 
melanoma. The dynamics of activity of endothelin-1 and NO systems can promote stimulation of the epithelial-mesen-
chymal transition, enhance tumor invasion and hemangio- and lymphangiogenesis. Changes in the ADMA inhibitor 
levels in the tumor growth with chronic pain may indicate a more subtle control of the NO level providing increased 
melanoma invasiveness.
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ханизмов такой стимуляции может являться акти-
вация неоангиогенеза в коже на фоне хронической 
боли, что проявлялось увеличением уровня факто-
ров семейства VEGF.

В настоящее время известно, что важную роль в 
процессе ангиогенеза наряду с экспрессией проанги-
огенных факторов роста играет NO-система и эндо-
телины, в частности эндотелин-1 [7, 8]. Кроме того 
было показано участие эндотелина-1 и NO в процес-
сах развития боли [9, 10].

В связи с обнаружением влияния хронической 
боли на биологические особенности меланомы B16/
F10 и на уровень ангиогенных факторов роста мы ре-
шили изучить уровень вазоактивного пептида эндо-
телина-1 и компонентов вазоактивной NO-системы у 
мышей в процессе роста перевивной меланомы B16/
F10 на фоне хронической боли.
Материал и методы

Работа была выполнена на самках мышей линии 
С57ВL/6 (n=64), которые были получены из ФГБУН 
«Научный центр биомедицинских технологий «Ан-
дреевка» ФМБА» (Московская обл.). В эксперименте 
использовали животных 8-нед возраста с начальной 
массой 21–22 г. Опухолевый штамм, использован-
ный в работе, – линия мышиной меланомы В16/F10, 
метастазирующая в лёгкие, – был получен из РОНЦ 
им. Н.Н. Блохина РАМН (г. Москва).

Животных содержали при естественном режиме 
освещения со свободным доступом к воде и пище. 
Работу с животными проводили в соответствии с 
требованиями, изложенными в «Международных 
рекомендациях по проведению медико-биологиче-
ских исследований с использованием животных» и 
приказом Минздрава РФ № 267 от 19.06.2003 «Об 
утверждении правил лабораторной практики». 

Животные были распределены на следующие 
группы:
 ü	группа интактных мышей (n=7),
 ü	контрольная группа – мыши с воспроизведе-

нием модели хронической боли (ХрБ) (n=7),
 ü	группа сравнения – мыши со стандартной под-

кожной перевивкой меланомы В16/F10 (n=22),
 ü	основная группа – мыши, которым меланому 

В16/F10 перевили через 2 нед после создания мо-
дели ХрБ (n=28).
Моделирование развития ХрБ состояло в пере-

вязке седалищного нерва с обеих сторон под кси-
ла-золетиловым наркозом. Стандартная перевивка 
меланомы В16/F10 состояла во введении подкожно 

Несмотря на успехи в различных областях со-
временной медицины проблема хронизации ней-
ропатической боли сохраняет свою актуальность. 
По данным, приведённым Даниловым А.Б. и соавт. 
(2007), до 6–8% европейской популяции страдают 
нейропатическим болевым синдромом [1]. В России 
распространённость любой боли среди обративших-
ся к неврологу пациентов составила 39%, среди них 
у 18% была выявлена нейропатическая боль или её 
компонент [2]. Особую проблему представляет со-
бой боль, вызванная онкологическим процессом. По 
данным ВОЗ, частота распространённости боли у 
пациентов с онкологическим заболеванием состав-
ляет 35, 296% [3].

Боль, вызванная злокачественным опухолевым 
процессом, имеет свою специфику, связанную с 
выделением специфических алгогенов, возбуждаю-
щих или повышающих чувствительность перифери-
ческих рецепторов и нервных волокон к сенсорным 
раздражителям. Однако зачастую в онкологической 
боли присутствует и нейропатический компонент в 
результате сдавления нерва опухолью, в процессе 
проведения химиотерапии, а также в результате по-
стоянного возбуждения и дестабилизации сенсор-
ной симпатической иннервации секретируемыми 
опухолевыми клетками протеолитическими фер-
ментами [4].

Боль является важнейшей адаптационной реакци-
ей организма, выполняющей функцию сигнала тре-
воги и мобилизующей различные функциональные 
системы для защиты от влияния повреждающего 
фактора, т. е. боль – интегративная функция организ-
ма. Однако при хронизации боли она теряет своё фи-
зиологическое адаптационное значение и приводит к 
развитию патологических изменений во всех систе-
мах организма. Многолетние наблюдения показали, 
что необлегчённая хроническая боль любой локали-
зации способствует развитию различных физиологи-
ческих нарушений, начиная от ухудшения функци-
онирования основных систем органов и заканчивая 
нарушением нормального течения метаболических 
процессов, снижением иммунитета, дисфункцией 
сосудистой системы [5].

Ранее нами было показано, что эксперименталь-
ная хроническая боль оказывает ярко выраженное 
стимулирующее действие на рост и развитие пере-
вивной меланомы B16/F10, способствуя более ран-
нему появлению опухоли, ускорению метастази-
рования и сокращению продолжительности жизни 
животных [6]. Мы предположили, что одним из ме-
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Было обнаружено, что по сравнению с группой 
интактных у животных с хронической болью кон-
центрация эндотелина 1-38 и эндотелина 1-21 в коже 
была снижена на 21,8% (0,1>p>0,05) и в 2,6 раза 
(p<0,001) соответственно (табл. 1). При этом кон-
центрация ферментов NOS-2 и NOS-3 была увели-

под правую лопатку 0,5 мл взвеси опухолевых кле-
ток меланомы В16/F10 в физиологическом раство-
ре в разведении 1:10. Для основной группы живот-
ных контрольными были мыши с ХрБ, для группы 
сравнения (рост меланомы) – интактные мыши. 
Животных контрольной группы, группы сравнения 
и основной группы через 1, 2 и 3 нед эксперимен-
та декапитировали. Все процедуры проводили в 
соответствии с международными правилами ра-
боты с животными (European Communities Council 
Direсtive, 86/609/EEC). Из кожи и опухоли на льду 
готовили 10% гомогенаты на 100 мМ калий-фос-
фатном буфере рН 7.4, содержащем 0,1% Твин-20 и 
1% БСА. Методами ИФА определяли концентрацию 
эндотелина 1-38, эндотелина 1-21 (Biomedica, Гер-
мания), NOS-2, NOS-3 (Cloud-Clone Corp., США), 
L-аргинина, L-цитруллина, асимметричного димети-
ларгинина АДМА (Immundiagnostik, Германия), об-
щего нитрита (R&D systems, США) и нитротирозина 
(HycultBiotech, Нидерланды). Полученные результа-
ты пересчитывали на грамм ткани.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с помощью программ Microsoft Excel 2010 и 
Statistica 10.0, в каждой группе определяли среднее 
значение ± стандартное отклонение. Значимость 
различий между группами оценивали с помощью 
непараметрического критерия Манна-Уитни. Стати-
стически значимыми считали различия при p<0,05–
p<0,001, при 0,1>p>0,05 считали, что различия об-
наружены на уровне статистической тенденции. При 
этом соблюдались общие рекомендации для меди-
цинских исследований.
Результаты

Результаты исследования динамики концентрации 
эндотелина 1-38 и 1-21 и компонентов NO-системы в 
коже самок мышей представлены в таблицах 1 и 2.

Т а б л и ц а  1
Динамика концентрации эндотелина-1 в коже самок мышей

Эндотелин 1-38, 
пМ/г тк

Эндотелин 1-21, 
фМ/г тк

Кожа интактная, n=7 0,055 ± 0,0053 12,63 ± 0,12
Кожа на фоне боли, n=7 
(контроль)

0,043 ± 0,0041
0,1>p1>0,05

4,9 ± 0,43
р1<0,001

1-я нед роста В16/F10
Группа сравнения, n=22 0,052 ± 0,0046 12,56 ± 1,15
Основная группа, n=28 0,064 ± 0,0061

pк<0,01
8,34 ± 0,82

pк<0,001
2-я нед роста В16/F10
Группа сравнения, n=22 0,053 ± 0,005 8,76 ± 0,85

р1<0,001
Основная группа, n=28 0,063 ± 0,006

Рк<0,01
13,76 ± 1,26

Рк<0,001
3-я нед роста В16/F10
Группа сравнения, n=22 0,092 ± 0,0087

р1<0,01; р3<0,01
11,63 ± 1,11

р3<0,01
Основная группа, n=28 0,063 ± 0,006

pк<0,01
13,76 ± 1,26

pк<0,001
П р и м е ч а н и е: статистически значимые различия: рк – отно-
сительно уровня в контроле – кожа животных с хронической бо-
лью, р1 – относительно интактных животных, р2 – относительно 
уровня на 1-й нед роста, р3 – относительно уровня на 2-й нед 
роста меланомы.

Т а б л и ц а  2
Динамика концентрации компонентов NO-системы в коже самок мышей

NOS-3, нг/г 
ткани

NOS-2, нг/г 
ткани

Общий 
нитрит, мкМ/л

Аргинин,
мкМ/г ткани

АДМА,
мкМ/г ткани

L-цитруллин,
мкМ/г ткани

Нитротирозин,
нМ/г ткани

Кожа интактная, n=7 0,75 ± 0,07 1,1 ± 0,10 10,48 ± 0,9 44,6 ± 4,2 0,27 ± 0,02 8,2 ± 0,78 0,81 ± 0,07
Кожа на фоне боли 
(контроль), n=7

2,7 ± 0,02
р1<0,001

1,6 ± 0,14
р1<0,05 11,6 ± 1,1 25,7 ± 2,5

р1<0,01
0,15 ± 0,01
р1<0,001 7,6 ± 0,74 1,05 ± 0,09

0,1>p1>0,05
1-я нед роста В16/F10
Группа сравнения, n=22 0,84 ± 0,08 0,94 ± 0,08 11,34 ± 1,1 41,77 ± 4,1 0,32 ± 0,03 7,34 ± 0,71 0,78 ± 0,07
Основная группа, n=28 2,9 ± 0,26

р1<0,001
2,18 ± 0,19

р1<0,001
рк<0,05

9,94 ± 0,89
14,57 ± 1,34

р1<0,001
рк<0,001

0,22 ± 0,02
pк<0,01

10,9 ± 1,0
pк<0,05

0,68 ± 0,05
pк<0,01

2-я нед роста В16/F10
Группа сравнения, n=22 0,5 ± 0,048 

р1<0,01
р2<0,001

0,84 ± 0,08
0,1>p1>0,05

15,78 ± 1,45
р1<0,01
р2<0,05

62,26 ± 6,12
р1<0,05
р2<0,01

0,28 ± 0,02
11,05 ± 0,9

р1<0,05
р2<0,01

1,03 ± 0,09

Основная группа, n=28 1,36 ± 0,12
pк<0,001 1,04 ± 0,97 9,71 ± 0,95 51,47 ± 4,9

pк<0,001
0,25 ± 0,02
pк<0,001

10,15 ± 1,1
0,1>pк>0,05

0,77 ± 0,074
pк<0,05

3-я нед роста В16/F10
Группа сравнения, n=22 1,38 ± 0,13

р1<0,001
р3<0,001

1,22 ± 0,11 14,18 ± 1,3
р1<0,05

12,5 ± 1,1
р1<0,001
р3<0,001

0,3 ± 0,03 10,5 ± 1,0 0,89 ± 0,09

Основная группа, n=28 0,77 ± 0,074
pк<0,001 1,18 ± 0,10 10,12 ± 0,9

pк<0,05
36,8 ± 3,54

pк<0,05
0,21 ± 0,02

pк<0,05 7,29 ± 0,71 0,86 ± 0,075

П р и м е ч а н и е: статистически значимые различия: рк - относительно уровня в контроле – кожа животных с хронической болью, р1 – 
относительно интактных животных, р2 – относительно уровня на 1-й нед роста, р3 – относительно уровня на 2-й нед роста меланомы.
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ланомы на фоне хронической боли уровень субстрата 
был на 43,3% (p<0,001) ниже уровня в контрольной 
группе (что было в 3,1 раза ниже, чем его концентра-
ция в коже интактных мышей), на 2-й и 3-й нед кон-
центрация аргинина возрастала в 2 раза (p<0,001) и на 
43,2% (p<0,05) соответственно, достигая уровня у ин-
тактных животных. Также статистически значимыми 
были изменения концентрации АДМА – увеличение 
по сравнению с показателем в контроле в среднем на 
51% (p<0,05-p<0,001).

Статистически значимых изменений концентра-
ции общего нитрита в коже животных основной 
группы на протяжении 3 нед не наблюдалось, кон-
центрация цитруллина на 1-2-й нед была на 43,3 и 
33,6% соответственно выше уровня в контрольной 
группе, снижаясь к 3-й нед до уровня у интактных 
животных. Концентрация нитротирозина в течение 
3 нед наблюдения понижалась: на 1-й нед она была 
ниже на 35,2% (p<0,01), на 2-й нед – ниже на 26,7% 
(p<0,05) по сравнению с уровнем в контроле, дости-
гая на 3-й нед уровня показателя в интактной группе.

Таким образом, полученные данные свидетель-
ствуют о том, что при развитии хронической боли у 
мышей происходит изменение функционирования си-
стем, регулирующих тонус сосудов в здоровой коже: 
значительно снижается уровень активного эндоте-
лина 1-21 и, возможно, его предшественника эндо-
телина 1-38. При этом наблюдается активация функ-
ционирования NO-системы как за счёт увеличения 
концентрации ферментов – эндотелиальной NOS-3 и 
индуцибельной NOS-2, так и за счёт снижения уровня 
их эндогенного ингибитора АДМА. Обнаруженное на 
уровне статистической тенденции увеличение кон-
центрации нитротирозина, считающегося маркером 
интенсивности процесса NO-зависимого поврежде-
ния белков, может являться результатом активации 
NOS-2 и свидетельствовать о формировании условий 
для проявления токсичности образующегося NO, на-
пример, активации образования пероксинитрита.

В отличие от изменений, наблюдаемых у мышей с 
хронической болью, рост и развитие меланомы В16 
вызывает в коже однонаправленные изменения кон-
центрации эндотелина-1 и эндотелиальной NOS-3 на 
разных сроках – ингибирование функционирования 
этих систем на 2-й нед и активация их работы на 3-й 
нед после перевивки. Следует отметить при этом 
отсутствие значимых изменений уровня индуци-
бельной NOS-2. При этом некоторое значимое уве-
личение концентрации общего нитрита на 2-й нед и 
значительное снижение уровня аргинина на 3-й нед 
могут свидетельствовать о возможной активации 
процессов метаболизма NO и аргинина, не связан-
ных с функционированием ферментов NO-синтаз.

Наблюдая изменения изученных показателей 
в непоражённой опухолью коже мышей основной 
группы можно отметить, что рост меланомы на фоне 
хронической боли на протяжении 3 нед способству-
ет стабильному увеличению уровня эндотелина-1, 
особенно значительному для активного эндотелина 
1-21. При этом активность NO-системы со 2-й нед 
роста опухоли уменьшается, что выражается как в 
более низком уровне NOS-3, так и в более высоком 
уровне АДМА и аргинина.

Результаты исследования динамики концентрации 
эндотелина 1-38 и 1-21 и компонентов NO-системы в 
ткани опухоли представлены в таблицах 3 и 4.

чена соответственно на 45,4% и в 3,6 раза (p<0,05, 
p<0,001), концентрация нитротирозина – на 29,6% 
(0,1>p>0,05) (табл. 2). Концентрация эндогенного 
ингибитора синтазы оксида азота АДМА была сни-
жена на 44,4% (p<0,001), а субстрата ферментов ар-
гинина – на 42,% (p<0,01), при этом концентрации 
продуктов реакции общего нитрита и цитруллина не 
изменялись.

У мышей из группы сравнения – рост меланомы 
В16 после стандартной подкожной перевивки – на 1-й 
нед после перевивки опухоли не было выявлено ста-
тистически значимых изменений концентрации эндо-
телина и показателей активности NO-системы в коже 
по сравнению с уровнем у интактных животных. 

На 2-й нед после перевивки – срок «выхода» 
опухоли – при отсутствии изменений концентра-
ции эндотелина 1-38 в коже статистически значимо 
снижалась концентрация эндотелина 1-21 на 30,6% 
по сравнению с уровнем у интактных животных. 
Одновременно отмечалось снижение уровня фер-
ментов NOS-3 на 33,3% (p<0,01) и NOS-2 на 23,6% 
(0,1>p>0,05), увеличение концентрации аргинина на 
39,6% (p<0,05), общего нитрита – на 50,6% (p<0,01) 
и цитруллина – на 34,8% (p<0,05).

На 3-й нед после перевивки меланомы было выяв-
лено значимое увеличение концентрации эндотелина 
1-38 на 67,3% по сравнению с уровнем у интактных 
животных, при этом уровень активного эндотелина 
1-21 возрастал по сравнению с показателем на 2-й 
нед – до уровня у интактных животных. Концентра-
ция NOS-3 в коже на данном сроке наблюдения была 
увеличена на 84% (p<0,001) по сравнению с уровнем 
у интактных животных, а концентрация NOS-2 не 
отличалась от него. При этом была значительно сни-
жена концентрация аргинина – в 3,6 раза (p<0,001) и 
повышена концентрация общего нитрита – на 35,3% 
(p<0,05) по сравнению с показателями в группе ин-
тактных животных. Значимых изменений концен-
трации цитруллина не наблюдалось.

В непораженной опухолью коже мышей основ-
ной группы – рост меланомы В16 на фоне хрониче-
ской боли – по сравнению с уровнем в контрольной 
группе (хроническая боль) мы наблюдали нараста-
ющее увеличение концентрации эндотелина 1-38 и 
1-21 в течение 3 нед: уровень эндотелина 1-38 вырос 
в среднем на 50% (p<0,01), уровень эндотелина 1-21 
на 1-й нед – на 70,2% (p<0,001), на 2-й и 3-й нед – в 
среднем в 2,7 раза (p<0,001), в результате чего кон-
центрация эндотелина в коже достигла показателей у 
интактных животных.

Анализируя динамику показателей, характеризую-
щих функционирование NO-системы в коже мышей 
основной группы, можно отметить, что концентрация 
NOS-3 на 1-й нед не отличалась от уровня в контроль-
ной группе, на 2-й и 3-й нед происходило её значи-
тельное снижение в 2 и 3,5 раза (p<0,001) соответ-
ственно. Концентрация NOS-2 на 1-й нед была выше 
показателя в контрольной группе на 36,2% (p<0,05), а 
к 3-й нед снизилась до уровня на 26,2% ниже (p<0,05), 
чем в контрольной группе. При этом уровень NOS-3 
и NOS-2 на 1-й нед сохранялся на уровне в 3,9 и 2 
раза выше, чем у интактных мышей (p<0,001), а к 3-й 
нед, снижаясь, достигал значений в группе интактных 
животных. Изменение концентрации аргинина про-
исходило в соответствии с изменением уровня фер-
ментов, его использующих: на 1-й нед развития ме-
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Концентрация эндотелина 1-21 в ткани опухоли на-
чинала изменяться уже на 2-й нед – она была выше 
в 2,1 раза (p<0,001), чем в здоровой коже интактных 
мышей, а к 3-й нед снижалась в 4,7 раза (p<0,001) и 
достигла уровня в 2,3 раза (p<0,001) ниже по срав-
нению с уровнем в здоровой коже интактных живот-
ных.

По сравнению с уровнем в здоровой коже интакт-
ных мышей на 2-й нед концентрация NOS-3 и NOS-
2 в опухоли была выше на 52% (p<0,01) и 98,1% 
(p<0,001) соответственно, концентрация аргинина 
не отличалась, концентрация АДМА была выше на 
29,6% (p<0,05), общего нитрита и цитруллина – выше 
в среднем в 2,45 раза (p<0,001), при этом концентра-
ция нитротирозина была выше на 86,4% (p<0,001) 
(табл. 4). На 3-й нед концентрация ферментов NOS-
3 и NOS-2 в ткани опухоли продолжала расти и до-
стигла уровня соответственно в 4,9 и в 2,8 раза выше 
(p<0,001), чем в здоровой коже интактных живот-
ных, также остался повышенным уровень АДМА 
на 37% (p<0,05), цитруллина – на 93,9% (p<0,001) и 
нитротирозина – на 43,2% (p<0,001). Концентрация 
аргинина на данном сроке была ниже уровня в здо-
ровой коже на 68,4% (p<0,001). 

 В процессе роста меланомы В16 на фоне хрони-
ческой боли у животных основной группы в ткани 
опухоли было выявлено постепенное увеличение 
уровня эндотелина-1 по сравнению с уровнем в опу-
холи в группе сравнения (животные со стандартной 
подкожной перевивкой меланомы): концентрация 
эндотелина 1-38 на 1-й нед была выше в 2,5 раза, на 
2-й нед – в 3,9 раза и на 3-й нед – в 2,2 раза (p<0,001) 
по сравнению с уровнем на 2-й и 3-й нед роста мела-
номы в группе сравнения. Концентрация эндотели-
на 1-21 постепенно возрастала с уровня на 1-й нед 
в 3 раза ниже (p<0,001), чем соответствующий по-
казатель в группе сравнения (на 2-й нед) до уровня 

При изучении ткани опухоли в процессе роста ме-
ланомы В16 у животных из группы сравнения было 
обнаружено, что концентрация эндотелина 1-38 из-
менялась только на 3-й нед после перевивки – она 
возрастала на 57,1% (p<0,01) по сравнению с уров-
нем на 2-й нед и на 40% (p<0,05) и по сравнению с 
уровнем в здоровой коже интактных мышей (табл. 3) 

Т а б л и ц а  3
Динамика концентрации эндотелина-1 в ткани опухоли 

Эндотелин 1-38, 
пМ/г тк

Эндотелин 1-21, 
фМ/г тк

Кожа интактная, n=7 0,055 ± 0,0053 12,63 ± 0,12
Кожа на фоне боли, n=7 
(контроль)

0,043 ± 0,0041
0,1>p1>0,05

4,9 ± 0,43
р1<0,001

1-я нед роста В16/F10
Группа сравнения, n=22 Опухоль отсутствует
Основная группа, n=28 0,124 ± 0,012 8,57 ± 0,84
2-я нед роста В16/F10
Группа сравнения, n=22 0,049 ± 0,0043 25,9 ± 2,43

p1<0,001
Основная группа, n=28 0,193 ± 0,018

р2<0,001
13,42 ± 1,32

р2<0,001
3-я нед роста В16/F10
Группа сравнения, n=22 0,077 ± 0,007

p1<0,05
р2<0,01

5,5 ± 0,48
p1<0,001 
p2<0,001

Основная группа, n=28 0,17 ± 0,015
р1<0,001
р3<0,001

28,6 ± 2,47
р1<0,001
р3<0,001

П р и м е ч а н и е: статистически значимые различия: р1 – отно-
сительно интактных животных, р2 – относительно уровня на 2-й 
нед роста меланомы, р3 – относительно уровня на 3-й нед роста 
меланомы.

Т а б л и ц а  4
Динамика концентрации компонентов NO-системы в ткани опухоли

NOS-3, нг/г 
ткани

NOS-2, нг/г 
ткани

Общий 
нитрит, 
мкМ/л

Аргинин,
мкМ/г ткани

АДМА,
мкМ/г ткани

L-цит-
руллин,

мкМ/г ткани

Нитроти-ро-
зин,

нМ/г ткани
Кожа интактная, n=7 0,75 ± 0,07 1,1 ± 0,10 10,48 ± 0,9 44,6 ± 4,2 0,27 ± 0,02 8,2 ± 0,78 0,81 ± 0,07
Кожа на фоне боли  
(контроль), n=7

2,7 ± 0,02
р1<0,001

1,6 ± 0,14
р1<0,05 11,6 ± 1,1 25,7 ± 2,5

р1<0,01
0,15 ± 0,01
р1<0,001 7,6 ± 0,74 1,05 ± 0,09

0,1>p1>0,05
1-я нед роста В16/F10
Группа сравнения, n=22 опухоль отсутствует
Основная группа, n=28 4,4 ± 0,41 4,23 ± 0,41 12,9 ± 1,2 28,5 ± 2,7 0,51 ± 0,05 9,8 ± 0,97 1,29 ± 0,12
2-я нед роста В16/F10

Группа сравнения, n=22 1,14 ± 0,09
р1<0,01

2,18 ± 0,19
р1<0,001

26,1 ± 2,5
р1<0,001 49,4 ± 4,2 0,35 ± 0,032

р1<0,05
19,4 ± 1,7
р1<0,001

1,51 ± 0,14
р1<0,001

Основная группа, n=28 4,38 ± 0,43
p2<0,001

3,88 ± 0,37
p2<0,001

15,9 ± 1,48
p2<0,01

11,97 ± 1,1
p2<0,001

0,49 ± 0,048
p2<0,05

8,5 ± 0,84
p2<0,001 1,42 ± 0,13

3-я нед роста В16/F10

Группа сравнения, n=22 3,7 ± 0,35
р1<0,001

3,1 ± 0,29
р1<0,001 12,95 ± 1,25 14,1 ± 1,35

р1<0,001
0,37 ± 0,036

р1<0,05
15,9 ± 1,48
р1<0,001

1,16 ± 0,10
р1<0,001

Основная группа, n=28
5,06 ± 0,49
р1<0,001
р3<0,05

3,8 ± 0,35
р1<0,001 14,1 ± 1,39 21,5 ± 2,1

р3<0,01 0,34 ± 0,031 13,7 ± 1,31
р1<0,01 1,06 ± 0,09

П р и м е ч а н и е: статистически значимые различия: рк – относительно уровня в контроле – кожа животных с хронической болью, 
р1 – относительно интактных животных, р2 – относительно уровня на 2-й нед роста меланомы, р3 – относительно уровня на 3-й нед 
роста меланомы.
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3 нед роста опухоли на фоне хронической боли, при 
этом концентрация ингибитора NO-синтаз АДМА 
сохраняется стабильно повышенной в течение 3 нед 
наблюдения. Следует обратить внимание на то, что 
при действии хронической боли на 1-й и 2-й нед ро-
ста опухоли наблюдается значительно более низкая 
концентрация аргинина в ткани меланомы, которая к 
3-й нед возрастает, а также на отсутствие значимых 
изменений уровня нитротирозина в отличие от тка-
ни опухоли при обычном росте меланомы. Таким об-
разом, можно предположить, что хроническая боль 
способствует созданию условий активации системы 
эндотелина-1 и NO-системы.
Обсуждение

Уже длительное время большое внимание уде-
ляется изучению роли регуляторных факторов, 
экспрессируемых эндотелием сосудов, в развитии 
различных патологических состояний организма. 
Среди них важное место занимают представители 
семейства эндотелинов, которые могут продуци-
роваться не только эндотелиальными клетками, но 
также и подлежащими гладкомышечными клетками, 
нейронами, астроцитами, тканевыми базофилами, 
меланоцитами и др. [11], в связи с чем эндотелины 
регулируют не только состояние самого эндотелия, 
но и активность различных клеток, находящихся в 
окружающей сосуды ткани, т. е. обладают аутокрин-
ными и паракринными свойствами.

Эндотелин-1 является самым распространённым 
в данном семействе пептидом, он быстро синтезиру-
ется под воздействием таких факторов, как гипоксия, 
ишемия, острый стресс [12]. Однако данный пептид 
обладает не только вазоконстрикторными свойства-
ми. На животных моделях ноцицепции и в клиниче-
ских исследованиях было показано, что он вовлечён 
в передачу боли — непосредственно активирует но-
цицепторы и усиливает действие других альгогенов, 
включая капсаицин, формалин, арахидоновую кис-
лоту. Показано, что эндотелин-1 участвует не толь-
ко в нейропатической боли, но и в воспалительной 
боли, онкологической боли [9]. Эндотелин-1 и его 
рецепторы обнаруживаются на протяжении всего 
пути передачи болевых сигналов. В периферическом 
отделе рецепторы В-типа экспрессируются на эндо-
телиальных клетках, клетках гладкой мускулатуры, 
макрофагах и кератиноцитах в пределах дермы и 
эпидермиса кожи, где располагаются перифериче-
ские окончания ноцицепторов [9]. 

Было показано, что эндотелин-1 и его мРНК ги-
перэкспрессируются во многих опухолях, таких как 
рак предстательной железы, молочной железы, под-
желудочной железы, толстой кишки и др. [13–15]. 
Кроме того, выявлена повышенная экспрессия эндо-
телиновых рецепторов, причем на разных опухолях 
преимущественно А- или В-типа [15–16]. Показано, 
что клетки меланомы экспрессируют эндотелиновые 
рецепторы В-типа [17]. Установлено, что эндотелин 
играет важную роль в заболеваниях кожи с гиперпиг-
ментацией – в образцах кожи людей была обнаружена 
повышенная экспрессия эндотелина-1 и рецепторов 
В-типа, при этом было обнаружено, что их активация 
приводит к стимуляции меланогенеза [18].

Активация аутокринной и паракринной сигнализа-
ции связыванием эндотелина-1 с его рецепторами ока-
зывает плейотропные эффекты на опухолевые клетки 

в 5,2 раза выше (p<0,001) соответствующего пока-
зателя на 3-й нед в группе сравнения. При этом на 
3-й нед роста меланомы на фоне хронической боли 
концентрация эндотелина 1-38 в опухоли была в 3,1 
раза (p<0,001) выше, а эндотелина 1-21 — в 2,3 раза 
(p<0,001) выше, чем их уровень в здоровой коже ин-
тактных животных.

При анализе динамики показателей функциони-
рования NO-системы было выявлено, что на 1-3-й 
нед концентрация NOS-3 была стабильно более вы-
сокой, чем уровень ферментов в опухоли в группе 
сравнения на соответствующей нед (на 1–2-й нед – в 
3,8 раза выше, на 3-й нед – выше на 36,8%). Кон-
центрация NOS-2 была максимально повышена на 
1-й нед – на 94%, а к 3-й нед снизилась до уровня 
показателя в группе сравнения. При этом концентра-
ции обоих ферментов были в 6,7 раза и в 3,4 раза 
(p<0,001) соответственно выше концентрации фер-
ментов в здоровой коже интактных животных. Кон-
центрация АДМА на 1–2-й нед была повышена в 
среднем на 47% (p<0,05), а к 3-й нед она снижалась 
до уровня показателя в группе сравнения и показа-
теля в здоровой коже интактных животных. Концен-
трация аргинина ко 2-й нед была снижена в 4,1 раза, 
а цитруллина в 2,3 раза (p<0,001), чем соответству-
ющие показатели в группе сравнения. При этом на 
3-й нед концентрация аргинина выросла на 52,5% 
(p<0,01) по сравнению с группой с ростом мелано-
мы, в то время как концентрация цитруллина достиг-
ла уровня показателя в группе сравнения, что было 
на 67,1% (p<0,01) выше уровня в здоровой коже ин-
тактных животных. Концентрация общего нитрита 
на 1–2-й нед была в среднем на 44,6% ниже чем со-
ответствующий уровень в группе сравнения, однако 
на 3-й нед значимых изменений данного показателя 
выявлено не было. Также не было обнаружено зна-
чимых изменений концентраций нитротирозина по 
сравнению с соответствующими сроками в группе 
сравнения.

Таким образом, можно сказать, что в ткани ме-
ланомы В16 в процессе ее роста после стандартной 
перевивки динамика изменения изученных пока-
зателей была связана со значительной активацией 
функционирования NO-системы, что приводило к 
возникновению определённого уровня нитрозилиру-
ющего стресса, проявившегося в стойком увеличе-
нии концентрации нитротирозина в течение 2–3 нед. 
При этом динамика концентрации эндотелина-1, в 
частности активного эндотелина 1-21, была проти-
воположно направлена — в начале роста опухоли 
увеличивалось количество активного эндотелина, а 
на 3-й нед, несмотря на увеличение концентрации 
проэндотелина, концентрация активного компонен-
та снижалась, что свидетельствует об ингибирова-
нии активности специфического протеолиза до ак-
тивного эндотелина 1-21.

При росте меланомы на фоне хронической боли в 
ткани опухоли происходит нарастание концентрации 
проэндотелина 1-38 и активного эндотелина 1-21 как 
по сравнению с обычным ростом меланомы, так и 
по сравнению с уровнем в здоровой коже интактных 
животных. В отличие от изменений, происходящих в 
непоражённой опухолью коже, в ткани опухоли кон-
центрация NO-синтаз значительно выше уровня по-
казателей в группе сравнения и в здоровой коже ин-
тактных животных и не изменяется на протяжении 
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регуляция матричных металлопротеиназ, контроли-
рующих ремоделирование внеклеточного матрикса и 
процесс метастазирования [25, 27].

Однако результаты работы Saleh A. и соавт. по 
изучению возможных связей между генами, связан-
ными с ангиогенезом, в частности NOS-3, и уровнем 
экспрессии VEGFА у здоровых людей подтверждают 
гипотезу о том, что в физиологических условиях су-
ществуют сложные генетические взаимосвязи меж-
ду такими процессами, как ангиогенез, воспаление, 
проявляющиеся в существовании функционально 
связанных с ангиогенезом полиморфизмов генов [7]. 
Авторами подчеркивается необходимость учитывать 
существование таких сложных взаимодействий меж-
ду различными факторами роста, в частности VEGF, 
и связанными с ними генами при интерпретации 
результатов, полученных при исследовании таких 
сложных хронических патологических процессов, 
как рак, диабет, сердечно-сосудистые патологии.

Анализируя полученные нами результаты можно 
прийти к выводу, что при росте меланомы В16/F10 по-
сле стандартной перевивки нарастание в коже уровня 
эндотелина-1 и активности NO-системы может спо-
собствовать активизации процессов неоангиогенеза. 
При этом значительно сниженный уровень L-аргинина 
на 2-й нед опухолевого роста может свидетельство-
вать об активации метаболизма аргинина, связанного 
с аргиназой, с образованием пролина, полиаминов, что 
может способствовать усилению процессов ремодели-
рования коллагенового матрикса и, следовательно, 
подготавливать условия для неоангиогенеза и ме-
тастазирования опухоли. Наблюдаемый в опухоли 
повышенный уровень эндотелина-1 и NO-синтаз, и 
изменение их соотношения к 3-й нед роста опухоли, 
вероятно, может участвовать в стимуляции процес-
сов меланогенеза, пролиферации, метастазирования. 
Значительная активация NO-системы по мере роста 
опухоли приводила к возникновению определённого 
уровня нитрозилирующего стресса, проявившегося 
стойким увеличением концентрации нитротирозина.

Развитие хронической боли, сопровождающееся 
снижением уровня вазоконстриктора эндотелина-1 и 
активацией NO-системы, выраженной в увеличении 
уровня индуцибельной NOS-2, эндотелиальной NOS-
3, в снижении концентрации L-аргинина и их эндо-
генного ингибитора АДМА, вероятно, способствует 
формированию в коже мышей контрольной группы 
состояния воспаления. Некоторое увеличение кон-
центрации нитротирозина может свидетельствовать 
о повышении уровня токсичного пероксинитрита. 
Установлено, что такие условия могут вызывать ин-
гибирование Т-клеточного ответа [28–31]. В связи 
с этим можно предположить, что состояние хрони-
ческой боли может способствовать развитию в коже 
состояния иммунологической толерантности к опу-
холевым антигенам, вносимым в виде клеток пере-
виваемой меланомы В16/F10, что может быть одной 
из причин показанного нами более раннего появле-
ния подкожных опухолей у мышей с ростом мелано-
мы на фоне хронической боли [6].
Заключение

Состояние хронической боли способствует фор-
мированию условий, не только облегчающих вы-
живание опухолевых клеток, но и благоприятствую-
щих дальнейшему развитию меланомы. Нарастание 

и микроокружение, модулируя многие аспекты роста 
и прогрессирования опухолей, включая пролифера-
цию, ангиогенез, стромальную реакцию, эпителиаль-
но-мезенхимальный переход, апоптоз, инвазию, мета-
стазирование и лекарственную устойчивость [19]. В 
исследовании Papanikolaou S. и соавт. (2017) было по-
казано, что активация системы эндотелина-1 коррели-
ровала с повышенным метастатическим потенциалом 
аденокарциномы предстательной железы и индуци-
ровала эпителиально-мезенхимальный переход через 
активацию SNAIL-пути [20]. Wu M.H. и соавт. (2014), 
изучая хондросаркому, характеризующуюся высоким 
метастатическим потенциалом, показали, что эндоте-
лин-1 был вовлечён в ангиогенез опухоли через сиг-
нальные каскады ETAR, интегрин-связанных киназ 
ILK и Akt, которые, в свою очередь, активировали 
HIF-1α, что приводило к активации экспрессии VEGF 
и способствовало ангиогенезу [21]. Shi L. и соавт. 
(2017) установили, что подавление экспрессии эндо-
телина-1 значительно ингибировало пролиферацию, 
миграцию клеток гепатоцеллюлярной карциномы и 
индуцировало остановку клеточного цикла и апоп-
тоз [22]. Роль эндотелина-1 в качестве ингибитора 
апоптоза продемонстрирована и в работе Nelson J.B. 
и соавт. (2005). Авторы установили, что этот эффект, 
по крайней мере частично, опосредуется через семей-
ство Bcl-2 [23].

Многолетние исследования показали, что между 
эндотелином-1 и оксидом азота существуют слож-
ные неоднозначные взаимоотношения в процессе 
опухолевой прогрессии. Было показано, что актива-
ция эндотелином-1 рецепторов В-типа стимулирует 
увеличение активности NOS-3, вызывая вазорелак-
сирующий эффект. При этом было установлено, что 
при повышении уровня NO уменьшается секреция 
эндотелина-1 эндотелиальными клетками аорты [8]. 

Оксид азота, как и эндотелин-1, участвует в про-
цессах, связанных с выживанием опухолевых кле-
ток, их пролиферацией, инвазией, ангиогенезом, ре-
ализуя проопухолевые эффекты через регулирование 
экспрессии и активности NO-синтаз. Установлена 
важная роль NO в процессах ангиогенеза и лимфан-
гиогенеза, а также его тесная взаимосвязь с метаста-
зированием. Известно, что сигнальный путь VEGFА 
стимулирует образование NO, увеличивая экспрес-
сию и активность NOS-3 в различных опухолях. Это 
указывает на то, что ангиогенный эффект VEGFА 
опосредуется действием оксида азота [24-25]. Уста-
новлено, что действие VEGFC также связано со сти-
муляцией эндотелиальной NOS-3: было показано, 
что ингибирование NOS-3 приводит к уменьшению 
количества опухолевых клеток, достигающих сторо-
жевого лимфатического узла, и, таким образом, сни-
жает вероятность образования макроскопических 
метастазов [26]. Показано участие в процессе анги-
огенеза факторов EGF, COX-2, ANGPTL4, опосре-
дованное активацией транскрипции индуцибельной 
NOS-2. Причем установлено, что в разных опухолях 
эффект активации NOS-2 был различным – у паци-
ентов с меланомой наблюдалось снижение выжива-
емости при повышенной экспрессии NOS-2, в отли-
чие от пациентов с раком молочной железы [25].

Другой важной программой, осуществляемой 
опухолевыми клетками в процессе метастазирова-
ния является эпителиально-мезенхимальный пере-
ход, который также подвержен эффектам NO, как и 
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