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Резюме
Актуальность. В настоящее время одной из основных причин возникновения злокачественных новообразований считается 
химический канцерогенез. Соматические мутации, которые вызываются химическими канцерогенами при взаимодей-
ствии с клеточной ДНК, являются основным фактором генерации раковых клеток. Из химических канцерогенов наиболее 
распространены компоненты смол табака, вызывающие рак легких. Его высокая частота у курящих напрямую связана 
с такими канцерогенами табачного дыма, как 4-(метилнитрозамино)-1-(3-пиридил)-1-бутанон и бензо[α]пирен. Эти соеди-
нения часто используются для моделирования рака легких у мышей и скрининга лекарственных препаратов, обладающих 
онкопротективным действием. Другими химическими канцерогенами, часто использующимися при моделировании рака 
у экспериментальных животных, являются нитрозометилмочевина и уретан (этилкарбамат). 
Цель работы. Оценить онкопротективное и гепатопротекторное действие низкомолекулярного хитозана при его энтераль-
ном введении в виде водного раствора на модели химического канцерогенеза у крыс, вызванного использованием высоких 
доз этилкарбамата (уретана). 
Материалы и методы. 16 крыс линии Wistar возрастом 3 месяца со средней массой тела 240-250 г разделили на 2 группы, 
опытную и контрольную, по 8 животных в каждой. Для индукции канцерогенеза всем животным еженедельно вводи-
ли 10%-й водный раствор уретана, курс – 4 введения: однократно подкожно в дозе 1000 мг на 1 кг массы тела – первая 
и вторая неделя, однократно внутрибрюшинно в дозе 1000 мг на 1 кг массы тела – третья и четвертая неделя. Начиная 
со следующего дня после последнего введения канцерогена животные опытной группы получали свободный доступ 
к питью в виде 0,05%-го водного раствора низкомолекулярного хитозана, а животные контрольной группы – к питьевой 
воде. Через 3 месяца всех животных подвергали эвтаназии посредством передозировки эфирного наркоза. Для гистологиче-
ского исследования у животных опытной и контрольной группы выделяли легкие и печень. Стекла со срезами сканировали 
на гистопатологическом сканере микропрепаратов KF-PRO-005 (Konfoong Biotech International Co., Ltd). Статистическую 
обработку результатов проводили с использованием программы Statistica 10.0. 
Результаты. Ежедневное энтеральное введение 0,05%-го водного раствора низкомолекулярного хитозана в течение трех меся-
цев после индукции канцерогенеза введением высоких доз уретана крысам линии Wistar позволяет на 15% снизить объемную 
плотность аденокарциномы легких в сравнении с контролем. При этом объемная плотность гепатоцитов в состоянии жировой 
дистрофии у опытных крыс практически в два раза ниже, чем у контрольных. Это свидетельствует о высоком гепатопротек-
торном потенциале низкомолекулярного хитозана. Особенно важно, что в образцах аденокарциномы легких наблюдается 
лимфоцитарная и макрофагальная инфильтрация. У контрольных животных подобная инфильтрация не наблюдается. 
Заключение. Результаты выполненных исследованиий служат прямым доказательством антиканцерогенного действия 
низкомолекулярной фракции хитозана, которую можно рассматривать не только в качестве высокоэффективного сред-
ства торможения канцерогенеза и профилактики злокачественных опухолей, но и перспективного средства повышения 
эффективности лечения злокачественных опухолей препаратами моноклональных антител за счет активации клеточного 
звена иммунитета.
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Abstract 
Background. Chemical carcinogenesis is currently considered one of the main causes of malignant neoplasms. Somatic mutations caused 
by chemical carcinogens interacting with cellular DNA are the main factor in the generation of cancer cells. The most common chemical 
carcinogens are components of tobacco tar, which cause lung cancer. The high incidence of lung cancer in smokers is directly related to 
tobacco smoke carcinogens such as 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone and benzo[α]pyrene. These compounds are often 
used to model lung cancer in mice and to screen for oncoprotective drugs. Other chemical carcinogens frequently used in cancer modeling 
in experimental animals include nitrosomethylurea and urethane (ethyl carbamate). 
Objective. To evaluate the oncoprotective and hepatoprotective effects of low molecular weight chitosan administered enterally as an 
aqueous solution in a model of chemical carcinogenesis in rats induced by high doses of ethyl carbamate (urethane). 
Materials and methods. Sixteen Wistar rats, 3 months old, with an average body weight of 240-250 g, were studied. All animals were divided 
into two groups, experimental and control, with 8 animals in each group. To induce carcinogenesis, all animals were administered a 10% 
aqueous urethane solution weekly (a course of 4 administrations). A single subcutaneous dose of 1,000 mg per 1 kg of body weight was 
administered on the first and second weeks. A single intraperitoneal dose of 1,000 mg per 1 kg of body weight was administered on the 
third and fourth weeks. Starting from the day following the last administration of the carcinogen, the animals of the experimental group 
were given free access to drinking water in the form of a 0.05% aqueous solution of low-molecular-weight chitosan, while the animals 
of the control group were given drinking water. After 3 months, all animals were euthanized by an overdose of ether anesthesia. Lungs 
and liver were isolated from the animals of the experimental and control groups for histological examination. Slides with sections were 
scanned on a KF-PRO-005 histopathological microscope scanner (Konfoong Biotech International Co., Ltd). Statistical processing of 
the results was performed using Statistica10.0 software. 
Results. Daily enteral administration of a 0.05% aqueous solution for 3 months after the induction of carcinogenesis by high doses of 
urethane to Wistar rats allows for a 15% decrease in the volume density of lung adenocarcinoma compared to the control. Moreover, the 
volume density of hepatocytes in the fatty degeneration state of the experimental rats was almost two times lower than that of the control 
animals. This demonstrates the high hepatoprotective potential of low-molecular-weight chitosan. It is particularly important that lym-
phocyte and macrophage infiltration was observed in lung adenocarcinoma samples. No such infiltration was observed in control animals.
Conclusion. These studies provide direct evidence of the anticarcinogenic effect of the low-molecular-weight fraction of chitosan. The use 
of low-molecular-weight chitosan allows this product to be considered not only as a highly effective means of inhibiting carcinogenesis and 
preventing malignant tumors, but also as a promising tool for enhancing the effectiveness of malignant tumor treatment with monoclonal 
antibodies through activation of the cellular immune system.
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В настоящее время одной из основных причин воз-
никновения злокачественных новообразований 
(ЗНО) считается химический канцерогенез [1]. 
Соматические мутации, которые вызываются хими-

ческими канцерогенами при взаимодействии с клеточной 
ДНК, являются основным фактором генерации раковых кле-
ток. Из химических канцерогенов наиболее распространены 
компоненты смол табака, которые вызывают рак легких (РЛ). 
Высокая частота РЛ у курящих напрямую связана с такими 
канцерогенами табачного дыма, как 4-(метилнитрозамино)-
1-(3-пиридил)-1-бутанон и бензо[α]пирен. Эти соединения 
часто используются для моделирования РЛ у мышей и скри-
нинга лекарственных препаратов, обладающих онкопротек-
тивным действием. 

К другой группе химических канцерогенов, часто исполь-
зующихся при моделировании рака у экспериментальных 
животных, относятся нитрозометилмочевина и уретан (этил-
карбамат). Для моделирования РЛ, в частности его наибо-
лее распространенной формы – аденокарциномы легких, 
используют уретановую модель с применением в качестве 
канцерогена этилкарбамата [2-8]. Уретан не только способен 
вызывать соматические мутации, но и является весьма силь-
ным иммуносупрессором [9]. Этот аспект служит важным 
фактором онкогенеза, так как индуцированная уретаном 
аденокарцинома легких относится к слабоиммуногенным 
опухолям, что также является одним из факторов развития 
рака [10]. 

Несмотря на специфичность уретановой модели РЛ 
у мышей, она отличается весьма значительной длительностью 
индукции опухоли. Как правило, введение уретана мышам 
BALB/c в дозе 600 мг на 1 кг массы тела четырехкратно в тече-
ние четырех недель вызывает индукцию аденокарциномы 
легких с частотой более 20% только через 9 месяцев. В связи 
с этим для моделирования уретановой модели аденокарци-
номы легких представляется целесообразным увеличение 
дозы уретана и использование в качестве экспериментальных 
животных крыс линии Wistar. Крысы линии Wistar по сравне-
нию с мышами линии BALB/c отличаются меньшими адапта-
ционными резервами по отношению к токсичным веществам, 
что позволяет снизить длительность индукции аденокар-
циномы легких, а также определить степень повреждения 
печени после введения высоких доз уретана. При токсическом 
повреждении печени снижается клеточный и гуморальный 
иммунитет, что также служит важным фактором онкогенеза 
в дополнение к низкой иммуногенности опухолевых клеток. 

В качестве онкопротективного и гепатопротекторного 
средства представляется целесообразным использовать 
полисахариды, которые являются селективными стимуля-
торами клеточного звена иммунитета. Среди полисахаридов 
хитозан является, пожалуй, не только хорошо изученным, 
но и практически нетоксичным соединением без побочного 
действия. Низкомолекулярный хитозан со средней молеку-
лярной массой до 50 кДа, в отличие от высокомолекуляр-
ной фракции хитозана, хорошо растворим в водных средах, 
и поэтому его использование в длительных экспериментах 
in vivo при энтеральном пути введения представляется также 
наиболее целесообразным.

Целью данной работы было оценить онкопротективное 
и гепатопротекторное действие низкомолекулярного хито-

зана при его энтеральном введении в виде водного раствора 
на модели химического канцерогенеза у крыс, вызванного 
использванием больших доз этилкарбамата (уретана).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Экспериментальные животные: 16 крыс линии Wistar воз-

растом 3 месяца со средней массой тела 240-250 г получены 
из питомника Федерального бюджетного учреждения науки 
Федерального исследовательского центра «Институт цитоло-
гии и генетики Сибирского отделения Российской академии 
наук» (ФБУН ФИЦ «ИЦиГ СО РАН») Новосибирска. Всех 
животных разделили на 2 группы, опытную и контрольную, 
по 8 животных в каждой. 

При приготовлении 10%-го водного раствора уретана 
(химический канцероген) 10 г уретана Sigma-Aldrich поме-
щают в стакан емкостью 100 мл и добавляют 90 мл дистилли-
рованной воды. Раствор тщательно перемешивают и хранят 
в холодильнике при 4-6 °С в течение месяца. Перед введением 
экспериментальным животным раствор уретана согревали 
до комнатной температуры в течение одного часа. В одном 
мл раствора содержалось 100 мг уретана.

Схема эксперимента: для индукции канцерогенеза всем 
животным еженедельно вводили 10%-й водный раствор уре-
тана (курс – 4 введения: однократно подкожно в дозе 1000 мг 
на 1 кг массы тела – на первой и второй неделе и однократ-
но внутрибрюшинно в дозе 1000 мг на 1 кг массы тела – 
на третьей и четверой неделе). Начиная со следующего дня 
после последнего введения канцерогена животные опытной 
группы получали свободный доступ к питью в виде 0,05%-го 
водного раствора низкомолекулярного хитозана, а животные 
контрольной группы – к питьевой воде. Через 3 месяца всех 
животных подвергали эвтаназии посредством передозиров-
ки эфирного наркоза. Для гистологического исследования 
у животных опытной и контрольной группы выделяли легкие 
и печень. 

После выведения из эксперимента легкие и печень фик-
сировали в 10%-м растворе забуференного формалина 
и подвергали стандартной гистологической проводке. Срезы 
окрашивали гематоксилином и эозином по обычной методи-
ке. Стекла со срезами сканировали на гистопатологическом 
сканере микропрепаратов KF-PRO-005 (Konfoong Biotech 
International Co., Ltd). Для оценки объемной плотности (Vv) 
аденокарциномы в легких и жирового гепатоза в печени 
определяли процент площади, занимаемой ими в закрытой 
тестовой системе из 100 регулярно расположенных точек пло-
щадью 3,64 × 105 мкм2.

Статистическую обработку результатов проводили 
с использованием программы Statistica 10.0. Данные пред-
ставлены в виде M ± m, где M – выборочное среднее, 
m – стандартная ошибка. Уровень статистической значимо-
сти p принимали равным 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В легких определялся рост аденокарциномы в виде раз-

растаний опухолевых клеток по границам альвеол и поля 
диффузного роста опухоли. В материале из легких крыс, полу-
чавших хитозан, опухолевые клетки формировали желе-
зистые, ацинарные или тубулярные структуры. Структуры 
были выстланы одним или несколькими слоями кубовидных 
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или цилиндрических клеток. Ядра крупные, гиперхромные, 
округлой или овальной формы. Часто встречались патологи-
ческие митозы. Просветы часто заполнены эозинофильным 
секретом, макрофагами и слущенными клетками. Строма 
была достаточно выражена. По периферии опухоли наблю-
далось скопление лимфоцитов, плазматических клеток 
и макрофагов.

У контрольных животных, не получавших хитозан, кроме 
альвеолярного, определялся солидный опухолевый рост без 
формирования четких железистых или папиллярных струк-
тур, что характерно для более агрессивной низкодифферен-
цированной опухоли.

Гистологическая картина аденокарциномы легких, инду-
цированной уретаном у крыс, представляет собой классиче-
скую модель железистого рака, развивающегося из альвеоляр-
ного эпителия. Для нее характерно полиморфное строение 
с сочетанием альвеолярного, папиллярного и солидного 
паттернов, клеточный атипизм и инвазивный рост.

В образцах печени оценивали количество гепатоцитов 
в состоянии жировой дистрофии.

В ткани печени крыс выявлен диффузный макровезику-
лярный стеатоз легкой степени, преимущественно в цен-

Таблица 1.  Результаты морфометрического 
анализа и оценки онкопротективного 
и гепатопротекторного действия 
низкомолекулярного хитозана при энтеральном 
введении 0,05%-го водного раствора (опытная 
группа) при химическом канцерогенезе 
(уретановая модель) [таблица составлена 
авторами] / Results of morphometric analysis 
and evaluation of the oncoprotective and 
hepatoprotective effects of low molecular weight 
chitosan with enteral administration of a 0.05% 
aqueous solution (experimental group) in chemical 
carcinogenesis (urethane model) [table compiled by 
the authors]

Группа Vv аденокарциномы 
в легких

Vv гепатоцитов в состоянии 
жировой дистрофии

Контрольная 95,12 ± 0,49% 20,16 ± 0,82%

Опытная 79,44 ± 0,8% 10,40 ± 0,35%

Рис. 1.  Крысы опытной группы, получавшие хитозан. 
Легкие. Окраска гематоксилином-эозином. 
Увеличение ×150 [предоставлено авторами] / Rats 
from the experimental group treated with chitosan. 
Lungs. Hematoxylinandeosinstaining. Magnifi cation ×150 
[provided by the authors]

Рис. 2.  Крысы контрольной группы, получавшие воду. 
Легкие. Окраска гематоксилином-эозином. 
Увеличение ×150 [предоставлено авторами] / 
Rats of the control group that received water. Lungs. 
Hematoxylin and eosin staining. Magnifi cation ×150 
[provided by the authors]

Рис. 3.  Крысы контрольной группы, получавшие воду. 
Печень. Окраска гематоксилином-эозином. 
Увеличение ×200 [предоставлено авторами] / 
Rats of the control group that received water. Liver. 
Hematoxylin and eosin staining. Magnifi cation ×200 
[provided by the authors]

Рис. 4.  Крысы опытной группы, получавшие хитозан. 
Печень. Окраска гематоксилином-эозином. 
Увеличение ×200 [предоставлено авторами] / Rats 
from the experimental group treated with chitosan. 
Liver. Hematoxylinandeosinstaining. Magnifi cation ×200 
[provided by the authors]

тролобулярных зонах. В группе контроля изменения были 
более выраженными.

Сводные данные представлены в табл. 1 и на рис. 1-10.
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Как видно из представленных результатов, ежедневное 
энтеральное введение 0,05%-го водного раствора низко-
молекулярного хитозана в течение трех месяцев после 
индукции канцерогенеза введением высоких доз уретана 
крысам линии Wistar (1000 мг на 1 кг массы тела) позволяет 
на 15% снизить объемную плотность аденокарциномы 
легких в сравнении с контролем. При этом объемная 
плотность гепатоцитов в состоянии жировой дистрофии 
у опытных крыс была практически в два раза ниже, чем 
у контрольных. Это свидетельствует о высоком гепато-
протекторном потенциале низкомолекулярного хитозана. 
С точки зрения механизма онкопротективного действия 

Рис. 5.  Крысы опытной группы, получавшие 
хитозан. Легкие. Увеличение ×200. Окраска 
гематоксилином-эозином. Участок с минимальным 
количеством опухолевой ткани в поле зрения 
[предоставлено авторами] / Rats from the 
experimental group treated with chitosan. Lungs. 
Magnifi cation ×200. Hematoxylin and eosin staining. Area 
with minimal tumor tissue in the fi eld of view [provided by 
the authors]

Рис. 6.  Крысы опытной группы, получавшие 
хитозан. Легкие. Увеличение ×200. Окраска 
гематоксилином-эозином. Преобладающие 
очаги со значительно меньшим количеством 
опухолевой ткани в поле зрения, чем в контрольной 
группе [предоставлено авторами] / Rats from 
the experimental group treated with chitosan. Lungs. 
Magnifi cation ×200. Hematoxylin and eosin staining. 
Predominant lesions with signifi cantly less tumor tissue 
per fi eld of view than in the control group [provided by the 
authors]

Рис. 7.  Крысы опытной группы, получавшие хитозан. 
Легкие. Увеличение ×200. Окраска гематоксилином-
эозином. Макрофаги, инфильтрирующие 
опухоль [предоставлено авторами] / Rats from 
the experimental group treated with chitosan. Lungs. 
Magnifi cation ×200. Hematoxylin and eosin staining. 
Macrophages infi ltrating the tumor [provided by the 
authors]

Рис. 8.  Крысы контрольной группы, получавшие воду. 
Легкие. Окраска гематоксилином-эозином. 
Увеличение ×200. Участок со значительно более 
гиперхромными клетками опухоли, клетки менее 
дифференцированы [предоставлено авторами] / 
Rats in the control group that received water. Lungs. 
Hematoxylin and eosin staining. Magnifi cation ×200. 
Area with signifi cantly more hyperchromic tumor cells; 
cells are less differentiated [provided by the authors]

низкомолекулярного хитозана особенно важно, что в образ-
цах аденокарциномы легких наблюдается лимфоцитарная 
и макрофагальная инфильтрация. У контрольных живот-
ных подобной инфильтрации нет. Такие данные позволяют 
рассматривать низкомолекулярный хитозан в качестве 
специфичного иммуностимулятора, который устраня-
ет низкую иммуногенность опухолевых клеток – один 
из ключевых факторов развития ЗНО. Также следует отме-
тить, что в опытной группе с ежедневным энтеральным 
введением 0,05%-го раствора низкомолекулярного хито-
зана у крыс степень злокачественности аденокарциномы 
легких оказалась значительно ниже, чем у контрольных 
животных, у которых наблюдались обширные поля низко-
дифференцированных клеток и отсутствие моноцитарной 
инфильтрации.
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Рис. 9.  Крысы контрольной группы, получавшие воду. 
Легкие. Окраска гематоксилином-эозином. 
Увеличение ×200. Поля низкодифференцированных 
клеток, отсутствие моноцитарной инфильтрации 
[предоставлено авторами] / Control group rats 
given water. Lungs. Hematoxylin and eosin staining. 
Magnifi cation ×200. Fields of poorly differentiated cells, 
no monocytic infi ltration [provided by the authors]

Рис. 10.  Крысы опытной группы, получавшие 
хитозан. Легкие. Увеличение ×200. Окраска 
гематоксилином-эозином. Лимфоциты, 
инфильтрирующие опухоль [предоставлено 
авторами] / Rats from the experimental group treated 
with chitosan. Lungs. Magnifi cation ×200. Hematoxylin 
and eosin staining. Lymphocytes infi ltrating the tumor 
[provided by the authors]

ВЫВОДЫ
Результаты выполненных исследований напрямую дока-

зывают антиканцерогенное действие низкомолекулярной 
фракции хитозана. Выбранная уретановая модель канцероге-
неза in vivo имитирует развитие наиболее распространенной 
злокачественной опухоли – аденокарциномы легких, воз-
никающей из железистого эпителия под действием внешних 
канцерогенов, включая смолы табака и курительных смесей. 
По нашим данным низкомолекулярная фракция хитозана 
способна затормозить практически на 15% развитие адено-
карциномы легких у крыс в остром эксперименте (3 месяца 
энтерального введения 0,05%-го водного раствора низко-
молекулярного хитозана после индукции канцерогенеза). 

Столь мощный антиканцерогенный эффект обусловлен 
активацией естественных физиологических механизмов 

антиканцерогенеза, в частности активацией тканевых 
макрофагов и цитотоксичных Т-лимфоцитов. В контроль-
ной группе данный механизм антиканцерогенного дей-
ствия не наблюдался, что, по всей вероятности, связано 
с низкой иммунореактивностью опухолевых тканей – одной 
из основных причин возникновения ЗНО и низкой эффек-
тивности лечения онкологических заболеваний препаратами 
на основе моноклональных антител. Результаты нашего 
исследования позволяют рассматривать низкомолекуляр-
ный хитозан не только в качестве высокоэффективного 
средства торможения канцерогенеза и профилактики ЗНО, 
но и как перспективное средство повышения эффективно-
сти лечения злокачественных опухолей препаратами моно-
клональных антител за счет активации клеточного звена 
иммунитета. 
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