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Представлены данные исследования скорости роста и частоты индукции солидной формы асцит-
ной карциномы Эрлиха (АКЭ) у мышей в короткие и отдаленные сроки после инокуляции асцит-
ных клеток, облученных ex vivo пучком протонов в диапазоне доз 30–150 Гр. Было показано, что
скорость роста солидной опухоли, после инокуляции облученных клеток ex vivo совпадала с ростом
опухолей контрольной группы. Частота индукции опухолей у мышей с перевитыми клетками АКЭ,
облученными в дозе 30 Гр, составила 80%, 60 Гр – 60%, 90 Гр – 25%, 120 Гр – 10%, а при облучении
в дозе 150 Гр в течение всего периода наблюдения опухоли не появилась. Таким образом, нам уда-
лось определить дозу протонного излучения, необходимую для элиминации опухолевых клеток
и/или сигнальных факторов, способных привести к индукции роста солидной АКЭ у мышей.

Ключевые слова: асцитная карцинома Эрлиха, протоны, ex vivo, рост опухоли, мыши
DOI: 10.31857/S2686738923600152, EDN: JBXVTE

В последние годы наиболее перспективным и
активно развивающимся среди методов лучевой
терапии является протонная терапия (ПТ), кото-
рая успешно используется для лечения различ-
ных опухолей. К настоящему моменту 85% всех
пациентов, получивших лечение с помощью ад-
ронной терапии, прошли курсы именно ПТ. Пре-
имущества ПТ связаны с особенностями дозово-
го распределения энергии протонов при прохож-
дении в тканях: относительно низкой дозой на
входе и наличием пика Брэгга – максимального
энерговыделения в конце пробега частицы и, что
особенно важно, его полное отсутствие после пи-
ка. Значение относительной биологической эф-
фективности (ОБЭ) для протонов, на основании
которого в настоящее время планируются дозы
для ПТ в клиниках, равно 1.1 [1]. Нами при опре-
делении значения ОБЭ протонов при облучении
мышей in vivo в диапазоне низких (0.1–1 Гр), те-

рапевтических (2 Гр) и сублетальных (4.5–
12.5 Гр) доз также была определена величина
ОБЭ, близкая к 1, при облучении до и в пике
Брэгга [2, 3]. Поскольку наблюдается хорошее
совпадение литературных данных при определе-
нии величины ОБЭ, полученных in vivo и in vitro
[4], можно предположить, что эксперименты ex
vivo могут служить удобной и полезной моделью
для подбора доз и исследования механизмов ре-
цидивирования опухолей, а также поиска мето-
дов их предотвращения. В настоящее время в
центрах ПТ все чаще используют технологию
тонкого сканирующего пучка, который обеспе-
чивает баллистически точную выгрузку дозы про-
тонов в опухоли, максимально снижая поврежде-
ние здоровых тканей. Несмотря на совершен-
ствование методов радиотерапии, у значительной
части пациентов наблюдаются рецидивы, вто-
ричные опухоли или формирование резистентно-
сти к терапии [5], в связи с чем идет активный по-
иск новых способов воздействия на причины ре-
цидивирования с использованием возможностей
ПТ. Ранее нами на модели солидной формы ас-
цитной карциномы Эрлиха (АКЭ) у мышей была
показана возможность олиго- и гипофракциони-
рованного облучения протонами в дозах 30, 40,
60, 80 Гр, которые не только полностью подавля-
ли рост первичной опухоли, но и снижали частоту
рецидивирования этой опухоли [6].
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В настоящее время принципиально меняются
представления о возникновении, росте, метаста-
зировании и рецидивировании опухолей в связи с
тем, что их критическим компонентом считают
небольшой пул (0.01–4%) опухолевых стволовых
клеток (ОСК) [7]. ОСК представляют собой класс
плюрипотентных клеток, которые присутствуют
в большинстве типов рака человека, включая рак
груди, головы и шеи, печени и крови. На опухоле-
вых моделях было показано, что ОСК участвуют в
развитии, инвазии и метастазировании, обладая
при этом способностью к устойчивому самообнов-
лению. ОСК в отличие от опухолевых и неопухоле-
вых клеток, входящими в структуру опухоли, также
проявляют повышенную устойчивость к химиоте-
рапии и радиотерапии за счет специфических по-
верхностных маркеров, профилей генной экс-
прессии, интенсивного удаления лекарственных
препаратов и механизмов репарации [8].

Целью данной работы являлось изучение ско-
рости роста и частоты индукции солидной формы
АКЭ у мышей в короткие и отдаленные сроки по-
сле инокуляции асцитных клеток, облученных ex
vivo пучком протонов в диапазоне доз 30–150 Гр.

Эксперименты проводили на 8–9-недельных
самцах мышей колонии SHK (31–35 г), которых
содержали в стандартных условиях вивария [9].
Дизайн эксперимента был одобрен Комиссией
ИТЭБ РАН по биологической безопасности и
биоэтике (протокол № 36 от 15.03.2022). В каче-
стве модели опухоли была использована асцитная
форма АКЭ. Линия опухолевых клеток получена в
НМИЦ им. Н.Н. Блохина (Москва, Россия). Клет-
ки АКЭ поддерживали in vivo в форме асцита у
мышей SHK путем серийной внутрибрюшинной
перевивки. Для эксперимента клетки АКЭ в асеп-
тических условиях выделяли из мышей-опухоле-
носителей на седьмой день после инокуляции
АКЭ. Для подсчета количества клеток в камере
Горяева суспензию трижды промывали фосфат-
но-солевым буфером с помощью центрифугиро-
вания при 500 об/мин в течение 5 мин. Жизне-
способность клеток АКЭ после выделения, опре-

деленная с помощью окрашивания трипановым
синим, составляла около 99%. Опухолевые клет-
ки ресуспендировали в физрастворе до концен-
трации 20 × 106 клеток/мл и помещали в эппен-
дорфы объемом 1.5 мл.

Источником протонного излучения служил
синхротрон комплекса ПТ ФТЦ ФИАН (Протви-
но). Эппендорф с суспензией клеток АКЭ поме-
щали в водный фантом, проводили конусную лу-
чевую томографию для определения облучаемого
объема и в специально разработанной трехмерной
планирующей системе составляли план облучения.
Облучение клеток протонами (84–101 МэВ) в мо-
дифицированном пике Брэгга проводили с одного
направления сканирующим пучком по всему за-
данному объему при комнатной температуре в до-
зах 30–150 Гр. После облучения эксперименталь-
ным и контрольным мышам внутримышечно
вводили 2 × 106 клеток АКЭ в бедро левой лапы.
В каждой группе было 10 мышей, и проведено по
2–3 повторных эксперимента. После инокуляции
клеток АКЭ наблюдали за частотой индукции со-
лидных опухолей и скоростью их роста. Размеры
опухолей измеряли еженедельно в течение меся-
ца после их появления и вычисляли объемы по
стандартной методике [10]. Для статистической
оценки значимости различий применяли t-крите-
рий Стьюдента и непараметрический U-крите-
рий Манна–Уитни. Различия считали статисти-
чески значимыми при p ≤ 0.05.

В результате проведенных экспериментов бы-
ло обнаружено, что у всех мышей, которым были
введены необлученные клетки, индуцировалась
солидная опухоль, которая пальпировалась на
5-е сутки (~0.4 см3) и через 35 сут достигла стан-
дартного для этой модели объема 7.5 см3. В груп-
пах мышей, которым были инокулированы облу-
ченные ex vivo клетки, наблюдали появление опу-
холей у отдельных животных с задержками начала
роста АКЭ. В группах после облучения клеток в
дозах 30 и 60 Гр время начала роста опухолей на-
блюдали на 14 сут, но частота индукции опухолей
различалась, однако к концу месяца этот показа-
тель достоверно не отличался. В группах 90 и 120 Гр
появление опухолей наблюдали на 21 сут, но на
35 сут в группе 120 Гр новых случаев опухолей не
фиксировали в отличие от группы 90 Гр. В группе
150 Гр в течение месяца после облучения индук-
ции опухолей не наблюдали (табл. 1).

Затем наблюдали за скоростью роста опухолей
у мышей, начиная с объема 0.4 см3. На рис. 1
представлена динамика роста опухолей в кон-
трольных и экспериментальных группах мышей.
Было обнаружено, что после появления опухоле-
вого узла в месте инокуляции облученных клеток
скорость роста опухоли не отличалась от таковой
в контрольной группе, что свидетельствует об ин-
дукции опухоли той же этиологии. Возможно, что

Таблица 1. Частота индукции опухолей у мышей в те-
чение месяца после инокуляции клеток АКЭ, облу-
ченных протонами в дозах 30–150 Гр

Доза 
облучения

Количество мышей с опухолями, %

7 сут 14 сут 21 сут 28 сут 35 сут

0 Гр 100 100 100 100 100
30 Гр 0 20 45 50 65
60 Гр 0 5 30 35 55
90 Гр 0 0 10 25 25

120 Гр 0 0 5 5 5
150 Гр 0 0 0 0 0
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БАЛАКИН и др.

к моменту начала роста опухоли выжившие ОСК,
преодолев иммунный контроль организма, диффе-
ренцировались и пролиферировали до стартового
количества опухолевых клеток, который необходим
для индукции роста АКЭ с той же скоростью.

На рис. 2 представлена динамика индукции
опухолей у мышей после инокуляции облучен-
ных клеток АКЭ за все время наблюдения. У мы-
шей с перевитыми клетками АКЭ, облученными
в дозе 30 Гр, у 80% возникали опухоли, в дозах
60 Гр частота индукции опухолей составила 60%,
90 Гр – 25%, 120 Гр – 10%, в группе после облуче-
ния 150 Гр в течение этого периода опухоли не по-
явились. Интервал индукции опухолей составил
2–8 нед после инокуляции облученных клеток
АКЭ, а далее количество опухолей не изменялось
в течение 18 мес. Таким образом, мы выявили
критический период времени после инокуляции
облученных ex vivo опухолевых клеток, в течение
которого возникают опухоли, причем длитель-
ность этого интервала не зависела от дозы в отли-
чие от частоты индукции. Ранее нами при облуче-
нии солидной АКЭ у мышей in vivo в дозах 60 и
80 Гр однократно или за 2 фракции после полного
подавления первичного опухолевого узла, возоб-
новление роста опухолей той же локализации на-
чинали фиксировать на 5-й неделе, а самые позд-
ние рецидивы возникали даже через 8 мес после
облучения [6]. Более длительный интервал, необ-
ходимый для индукции рецидивов после облуче-
ния солидной АКЭ in vivo у мышей по сравнению
с динамикой возникновения АКЭ после введения
облученных асцитных клеток ex vivo при тех же
дозах, можно объяснить тем, что облученные

клетки имплантировались здоровым животным,
а при облучении солидной АКЭ мыши уже явля-
лись опухоленосителями и подвергались локаль-
ному облучению высокими дозами протонов. Ря-
дом авторов при облучении опухолевых клеток
протонами in vitro показано, что показатели 10%
выживаемости клеток достигаются в диапазоне
доз 10–30 Гр [11, 12], а у некоторых линий наблю-
дается резистентность к действию протонов [13].
Мы предполагаем, что при нашем эксперимен-
тальном подходе облучение суспензии в субле-
тальных и летальных дозах протонов с последую-
щей инкубацией в условиях функционирования
нормального иммунитета организма приводит к
гибели дифференцированных опухолевых клеток
даже с учетом низкого значения ОБЭ для некото-
рых видов опухолей, и появление опухолей можно
рассматривать как индукцию рецидивов. Опухоли
возникали в той же локализации, динамика их
роста совпадала с таковой после инокуляции 2 млн
необлученных клеток, а патологоанатомическое
исследование опухоли показало наличие характер-
ной структуры солидной АКЭ. Появление реци-
дивов после облучения клеток ex vivo в сверхвысо-
ких дозах подтверждает предположение, выска-
занное в работах других авторов о ключевой роли
ОСК в рецидивировании после лучевой терапии
и их радиорезистентности [14]. Рядом исследова-
телей высказывается мнение, что эффективность
действия новых методов радиотерапии необходи-
мо оценивать по их действию на ОСК [15]. Пока-
зано, что абсолютное количество ОСК увеличи-
вается после однократного облучения рентгенов-
скими лучами в дозах 1–10 Гр в культурах
опухолевых клеток. При этом, если гибель опухо-

Рис. 1. Динамика роста опухолей у мышей после инокуляции суспензии клеток АКЭ, облученных в диапазоне доз 30–
120 Гр. Данные представлены как среднее значение ± SD, p ≤ 0.05 по сравнению с контролем.
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левых клеток растет с увеличением дозы облуче-
ния, то для ОСК происходит стимулирование де-
ления, что приводит к развитию индуцирован-
ной радиорезистентности опухоли [16]. В
литературе крайне мало данных о радиобиологи-
ческих характеристиках ОСК, полученных при
действии фотонов на опухоли in vivo, это связано
со сложностью идентификации и локализации
ОСК в разных опухолях. Экспериментальных ре-
зультатов о закономерностях и механизмах дей-
ствия протонов на ОСК еще меньше, но имею-
щиеся данные свидетельствуют о специфическом
действии протонов в отличие от фотонов. В част-
ности, в работе [17] было показано, что облучение
протонами (3 МэВ) более эффективно уменьша-
ло популяцию ОСК-подобных клеток карцино-
мы легкого по сравнению с гамма-излучением, а
экспрессия генов, ответственных за клеточную
гибель, увеличивалась в 10 раз. Используя в на-
шей работе однократно экстремально высокие
для выживаемости клеток дозы, равные величине
суммарной дозы при конвенциальной радиотера-
пии, мы попытались оценить на модели облуче-
ния клеток АКЭ ex vivo достаточную “лимитиру-
ющую” дозу, при которой происходит не только
полная гибель клеток опухоли, но и ингибирова-
ние сигнальных факторов и процессов, которые
инициируют дифференцировку ОСК в опухоле-
вые или их репопуляцию, что приводит к индук-
ции роста опухоли у мышей.

Результаты наших экспериментов показали,
что после облучения ex vivo асцитных клеток кар-
циномы в дозе 150 Гр солидные опухоли у мышей
не появлялись на протяжении всей жизни живот-
ных. Скорость роста опухолей после инокуляции
суспензии АКЭ, облученной во всех дозах, не от-
личалась от таковой в контрольной группе. Вре-
менные закономерности возникновения рециди-

вов при облучении АКЭ ex vivo значительно отли-
чались от облучения in vivo. Показано, что даже
после облучения протонами асцитных клеток в
дозах, сравнимых с общей очаговой дозой при ра-
диотерапии (40–60 Гр), остается достаточное ко-
личество ОСК для образования рецидивов, что
может служить еще одним свидетельством, что
для развития опухоли достаточно нескольких
клеток [18]. Регистрируемые опухоли являются
интегральным показателем клеточной гибели, за-
держки деления клеток, стимулирования диффе-
ренцировки и пролиферации ОСК в условиях
влияния микроокружения опухоли и иммунитета
организма. Полученные результаты представля-
ют интерес для понимания механизмов индукции
рецидивов опухолей и способов их преодоления с
использованием потенциала ПТ.
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GROWTH INDUCTION OF SOLID EHRLICH ASCITIC CARCINOMA 
IN MICE AFTER PROTON IRRADIATION OF TUMOR CELLS EX VIVO

Corresponding Member of the RAS V. E. Balakina, O. M. Rozanovab, E. N. Smirnovab, T. A. Belyakovaa,
N. S. Strelnikovaa,#, A. V. Smirnova, and A. E. Shemyakova

aBranch “Physical-Technical Center” of P.N. Lebedev Physical Institute of the Russian Academy of Sciences, 
Protvino, Russian Federation

bInstitute of Theoretical and Experimental Biophysics of the Russian Academy of Sciences, Pushchino, Russian Federation
#e-mail: strelnikova.ns@lebedev.ru

This study presents data on the growth rate and frequency of induction of the solid form of Ehrlich’s ascitic
carcinoma (EAC) in mice in the short and long term after inoculation of ascitic cells irradiated ex vivo with a
proton beam in the dose range of 30–150 Gy. It was shown that the growth rate of solid tumors after inocu-
lation of irradiated cells ex vivo coincided with the growth of tumors in the control group. The frequency of
tumor induction in mice after inoculation EAC cells irradiated at a dose of 30 Gy was 80%, 60 Gy – 60%,
90 Gy – 25%, 120 Gy – 10%, and with irradiation at a dose of 150 Gy, no tumors appeared during the entire
observation period. Thus, we were able to determine the dose of proton radiation required to eliminate tumor
cells and/or signaling factors that can lead to the induction of tumor growth of EAC in mice.

Keywords: Ehrlich ascites carcinoma, protons, ex vivo, tumor growth, mice
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