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В злокачественных клетках выявлено мно-
жество механизмов, позволяющих им защи-
щаться от токсического действия химиопрепа-
ратов. В классической модели лекарственной 
устойчивости трансмембранный гликопротеин, 
называемый Р-гликопротеин, действует как 
помпа, выкачивающая лекарственные веще-
ства из клетки, тем самым снижая их уровень 
до сублетальных концентраций. В других слу-
чаях лекарственная устойчивость достига-
ется повышенной функциональной активно-
стью MRP (multidrug-resistance protein; белок, 
подобный Р-гликопротеину), изменением 
активности топоизомеразы II и глутатион-S-
трансфераз. Лекарственная устойчивость также 
может обеспечиваться экспрессией апоптоз-
ассоциированных протеинов, в частности, бел-
ков семейства bcl-2 и белка – супрессора опу-
холевого роста, p53 [1].

Биоактивные сфинголипиды, такие как 
церамид, гликозилцерамид, сфингозин и 
сфингозин-1-фосфат, играют важную роль в 
различных аспектах канцерогенеза, участвуя 
в процессах апоптоза, клеточной пролифера-
ции, миграции клеток и воспалении. Эти регу-
лируемые сфинголипидами процессы являются 
критическими при злокачественной трансфор-
мации и прогрессии, влияют на эффективность 
противоопухолевой терапии [2]. Множество 
химиотерапевтических агентов, применяемых 
в клинике, включая этопозид, даунорубицин, 

винкристин, паклитаксел, вызывают апоптоз 
через церамид-опосредуемые пути [3]. Цера-
мид участвует в остановке клеточного цикла, 
клеточной дифференцировке, апоптозе. Иссле-
дования последних лет показывают, что цера-
мид может оказывать значительное влияние на 
эффективность различных видов противоопу-
холевой терапии. В частности, цитотоксиче-
ский эффект от химиотерапии снижается при 
низком уровне синтеза церамида и повышается 
при блокировании его деградации [3]. Кроме 
того, у многих химиорезистентных клеток най-
дены дефекты в метаболизме сфинголипидов, 
лимитирующие накопление церамида под дей-
ствием проапоптотических стимулов [3].

В отличие от церамида, обладающего  
проапоптотическими свойствами, сфингозин-
1-фосфат, один из метаболитов церамида, 
напротив, блокирует апоптоз и стимулирует 
клеточную пролиферацию. Считается, что соот- 
ношение уровней церамида и сфингозин-1-
фосфата в клетке является реостатом, отвечаю-
щим за выживание или гибель клетки [4].

Перевиваемая мышиная лимфосаркома 
(LS), индуцированная нитрозометилмочеви-
ной у самца линии CBA [5], и ее резистентный 
субштамм (RLS) являются удачной моделью in 
vivo для изучения лекарственной устойчивости 
опухолей. Циклофосфан (ЦФ) в дозах от 25 до 
50 мг/кг тормозит рост опухоли LS на 100% и 
вызывает ремиссию продолжительностью от 17 
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до 25 суток [5]. Доза ЦФ 100 мг/кг приводит к 
полному излечению животных с опухолью LS за 
счет апоптотической гибели опухолевых клеток 
[5]. У мышей с RLS лишь на некоторое время 
незначительно замедляется скорость роста опу-
холи даже при высоких дозах ЦФ [6].

Определение содержания сфинголипидов 
в опухолях LS и RLS представляет интерес в 
связи с их оппозитной чувствительностью к ЦФ.

Материал и методы исследования
Опыт проводили на 3–5-месячных самцах 

линии СВА, полученных из вивария Инсти-
тута цитологии и генетики СО РАН. Животных 
содержали в условиях естественного освещения 
при свободном доступе к воде и пище.

Используемые в опытах опухоли LS и RSL 
поддерживали в асцитной форме. Опухолевые 
клетки перевивали в мышцы бедра (106 клеток 
на мышь). Когда опухоли достигали размера  
1 см в диаметре, мышам-опухоленосителям 
внутрибрюшинно вводили ЦФ («Биохимик», 
Россия) в дозе 100 мг/кг, препарат растворяли 
в изотоническом растворе NaCl. Контрольной 
группе вводили изотонический раствор NaCl. 
Через 24, 48 и 72 ч после введения ЦФ животных 
забивали цервикальной дислокацией под эфир-
ным наркозом, извлекали опухоли и хранили  
в жидком азоте до выполнения анализа. В опыте 
использовали по 4–5 мышей в каждой группе.

Содержание сфингомиелина, церамида и 
сфингозин-1-фосфата в различных формах 
перевиваемой лимфосаркомы мыши опре-
деляли методом тонкослойной хроматографии. 
Для исследования брали по 200 мг опухолевой 
ткани и гомогенизировали в 1,8 мл 0,05 М трис-
HCl буфера (pH 7,4). Гомогенаты фильтровали 
через 4 слоя марли и центрифугировали при 
3000 об./мин в течение 10 мин. К осадку при-
ливали 5 мл смеси Фолча (хлороформ:метанол 

в соотношении 2:1) и инкубировали при посто-
янном перемешивании 10 мин при комнат-
ной температуре. Смесь фильтровали через 
бумажные фильтры. Для очищения экстрактов 
от нелипидных примесей в каждую пробирку 
добавляли 1/5 часть от объема пробы 50 мМ 
раствора CaCl2 и центрифугировали в тече-
ние 5 мин при 1000 об./мин. Верхний слой 
осторожно удаляли с помощью водоструйного 
насоса. Процедуру очистки экстрактов повто-
ряли дважды. Очищенные экстракты выпари-
вали на водяной бане в пенициллиновых фла-
конах при температуре 70°С. Липидную пленку 
растворяли в 0,1 мл смеси хлороформ:метанол 
(1:1). Хроматографический анализ проводили 
на пластинах «Sorbfil» (ЗАО «Сорбполимер», 
Россия) в системе растворителей толуол/мета-
нол в соотношении 7:3. На линию старта нано-
сили по 5 мкл экстракта. После хроматографии 
пластинки высушивали и окрашивали 10%  
раствором фосфорномолибденовой кислоты в  
96% этаноле. Для проявления окраски пла-
стины сушили при температуре 70°С в тече-
ние 5 мин. В качестве свидетелей использовали 
стандартные растворы соответствующих сфин-
голипидов в хлороформе (1 мг/мл). Для коли-
чественной оценки изучаемых сфинголипидов 
хроматограммы сканировали с помощью стан-
дартного компьютерного сканера и анализиро-
вали в программе Chrom 2.3. 

Статистическую обработку полученных резуль-
татов проводили, используя пакет программ  
STASTISTICA (ver. 6.0), применяя непараметричес- 
кие критерии Крускаля-Уоллиса и Манна-Уитни.

Результаты исследования
Опухоли LS и RLS не отличались по исхо-

дному уровню изучаемых сфинголипидов и коли-
чество сфингомиелина и сфингозин-1-фосфата 
не изменялось под действием ЦФ (табл.).

Таблица 
Содержание сфингомиелина, сфингозин-1-фосфата и церамида в опухолях LS и RLS 

до и после воздействия циклофосфана

Опухоль Время после 
введения ЦФ

Сфингомиелин Сфингозин-1-фосфат Церамид

мкг/г опухолевой ткани

LS 0 ч 0,82 (0,75; 093) 1,59 (1,16; 1,89) 0,66 (059; 0,69)

24 ч 0,75 (064; 083) 1,44 (1,34; 1,62) 0,82 (0,79; 0,86)*

48 ч 0,77 (0,68; 0,81) 1,50 (1,39; 1,77) 0,97 (0,86; 0,96)*

72 ч 0,93 (0,86; 0,96) 1,56 (1,56; 1,64) 1,07 (09,4; 1,16)*

RLS 0 ч 0,83 (0,64; 0,89) 1,42 (1,30; 1,65) 0,72 (0,65; 0,79)

24 ч 0,83 (0,37;0,91) 1,57 (1,22; 1,76) 0,58 (0,53; 0,63)**

48 ч 0,67 (0,58; 0,75) 1,40 (1,32; 1,57) 0,77 (0,69; 0,86)

72 ч 0,73 (0,63; 0,81) 1,50 (1,24; 1,52) 0,36 (0,33; 0,41)***

Примечание: в таблице приведены значения величин медианы, в скобках – 25-го и 75-го процентилей. 
* – p < 0,03 ,** – p < 0,04, *** – p < 0,008 – при сравнении с соответствующим контролем.
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В опухоли LS церамид постепенно накапли-
вался под действием ЦФ, что свидетельствовало 
об индукции препаратом церамид-зависимого 
апоптоза в клетках этой опухоли. Следует 
отметить, что пик апоптотической гибели кле-
ток LS зафиксирован через 72 ч после введе-
ния ЦФ мышам-опухоленосителям [7], в этот 
же период наблюдался максимальный уровень 
церамида в клетках этой опухоли. Аккумуля- 
ция церамида возможна через активацию син-
теза de novo церамидсинтетазой и серинпалми-
толсинтетазой или через активацию гидролиза 
сфингомиелина [8]. Исходя из того, что уро-
вень сфингомиелина в опухоли LS после введе-
ния циклофосфана мышам-опухоленосителям 
не снижался (см. табл.), накопление церамида 
в клетках этой опухоли происходило за счет 
синтеза de novo.

В опухоли RLS отмечено снижение уровня 
церамида ниже контрольного через 24 и 72 ч 
после воздействия ЦФ. По-видимому, в этой 
опухоли снижался синтез церамида либо усили-
вался его гидролиз и /или гликозилирование.

Возможно, в клетках RLS существуют 
дефекты в метаболизме сфинголипидов, лими-
тирующие накопление церамида под действием 
проапоптотичесих стимулов, индуцируемых ЦФ, 
что может в значительной степени влиять на устой-
чивость клеток этой опухоли к химиотерапии. 
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The content of sphingomyelin, sphingosine-1-phosphate and ceramide in strain-specific mice lymphosarcoma LS and 
its resistance to an induction of apoptosis form RLS after treatment of tumor-bearing mice with cyclophosphamide 
has been determined. The accumulation of ceramide in LS tumor cells and decrease of its level in RLS ones under 
cyclophosphamide action has been revealed. 
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