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Изложены результаты двух серий экспериментальных исследований по изучению действия цитокиновых иммуномоду-

ляторов (ингарона, рефнота, ронколейкина) и цитостатика (доксорубицина) на рост перевиваемой меланомы В16. Экспе-

римент проведен на мышах линии C57Bl/6. В первой серии экспериментов проверяли эффективность ронколейкина при 

различных способах введения. Выявлено, что паратуморальное введение ронколейкина эффективнее внутрибрюшинного: 

обнаружены выраженный антиметастатический эффект вплоть до полного отсутствия метастазов в группе с быст-

рым ростом опухоли, лучшая сохранность морфофункциональных особенностей тимуса, а также более высокое содержа-

ние T-клеток в селезенке (при быстром росте опухоли 45,05±5,15 % против 30,15±3,17 % при внутрибрюшинном введении, 

а при медленном росте 29,13±2,64 % против 16,5±1,05 % при внутрибрюшинном введении).  

Во 2-й серии экспериментов изучали непосредственное действие ингарона, ронколейкина, рефнота и доксорубицина на 

выживаемость клеток опухоли после преикубации и связанные с этим изменения в продолжительности жизни животных 

после перевивки им преинкубированных клеток В16. Оценку эффекта проводили по увеличению продолжительности жизни 

(индекс УПЖ) и торможению роста опухоли (индекс ТРО). Наибольшие показатели отмечены у мышей после перевивки 

клеток, преинкубированных с доксорубицином (ТРО=91,7 % и УПЖ=65,1 %), однако и перевивка В16, преинкубированных с 

иммуномодуляторами (ронколейкин, ингарон, рефнот), также привела к увеличению продолжительности жизни живот-

ных-опухоленосителей (УПЖ=4,7÷27,0 %), хотя торможения роста опухоли они не вызвали. Полученный результат сопро-

вождался стимуляцией Т-клеточного звена, максимальным при действии ронколейкина (73,5±2,03 %).  

 
Ключевые слова: ронколейкин, ингарон, рефнот, доксорубицин, C57Bl/6, B16, T-клетки, B-клетки, Th, CTL, ТРО, УПЖ, ИИМ. 

 
The article presents the results of two series of experimental studies on the effect of cytokine immunomodulators (Ingaron, Refnot 

and Roncoleukin) and cytostatics (Doxorubicin) on the growth of transplantable B16 melanoma. The experiment included C57Bl/6 

mice. The first series studied the effectiveness of Roncoleukin in various types of its injection. Paratumoral injections were more 

effective than intraperitoneal ones and showed a marked antimetastatic effect up to complete absence of metastases in the rapid tu-

mor growth, better preservation of the morphofunctional thymus characteristics and a higher content of T cells in the spleen (in the 

rapid tumor growth – 45.05±5.15 % vs. 30.15±3.17 % in intraperitoneal injections; in the slow tumor growth – 29.13±2.64 % vs. 

16.5±1.05 % in intraperitoneal injections). 

The second series of experiments studied direct effects of Ingaron, Roncoleukin, Refnot and Doxorubicin on the survival of tumor 

cells after preincubation, and associated changes in the survival of animals after the transplantation of preincubed B16 cells.  The 

effect was evaluated by an increase in the survival (IS index) and by the inhibition of the tumor growth (ITG index). The highest indi-

ces were observed in mice after the transplantation of cells preincubed with Doxorubicin (ITG=91.7% and IS=65.1 %); however, the 

transplantation of B16 preincubed with immunomodulators (Roncoleukin, Ingaron and Refnot) resulted in the improved survival 

(IS=4.7÷27.0 %) as well, but did not inhibit the tumor growth. The result was accompanied by the T cell stimulation that was maxi-

mal for Roncoleukin (73.5±2.03 %). 

 

Keywords: Roncoleukin, Ingaron, Refnot, Doxorubicin, C57Bl/6, B16, T cells, B cells, Th, CTL, ITG, IS, IIM. 

 

Введение 

 

Одной из важнейших фундаментальных проблем 

современной онкологии, несомненно, является вза-

имодействие опухоли и организма опухоленосителя. 

В настоящее время регуляторная роль иммунной 

системы наряду с нейроэндокринной не вызывает 

сомнений. Ключевыми аспектами влияния иммун-

ной системы на гомеостаз являются иммунный 

надзор, ответ на аутологичные и генетически чуже-

родные антигены, контроль пролиферации и диффе-

ренцировки тканей, апоптоза клеток, осуществление 

цитотоксического действия, продукция различных 

биологически активных веществ и др. [1, 2]. 

Тем не менее опухоль обладает неконтролируе-

мыми пролиферативными возможностями, способ-

ностью к автономному поведению и использова-

нию ресурсов организма, в том числе иммунологи-

ческих, для собственного выживания и распростра-

нения. Нередко вследствие противоопухолевого 

лечения возникает иммунодепрессия, вызывая 

необходимость разработки новых вариантов биоте-

рапии опухолей и иммунокоррекции в качестве 

сопроводительной терапии. Известно, что медиато-

рами межклеточного взаимодействия, регулирую-

щими иммунный ответ, пролиферацию, апоптоз  

и т.д., являются цитокины. Разработка новых им-

муномодуляторов на основе цитокинов предпола-
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гает различные варианты их применения при онко-

логических заболеваниях [3]. Большое исследова-

тельское внимание сосредоточено на возможности 

использования для иммунотерапии опухолей ин-

терлейкина-2, фактора некроза опухоли и интерфе-

рона-гамма, поскольку эти цитокины играют осо-

бенно важную роль в противоопухолевой защите 

организма. В исследованиях in vitro и in vivo были 

зарегистрированы многочисленные биологические 

эффекты данных цитокинов, что позволяет расце-

нивать их действие как противоопухолевое [1, 4, 5]. 

Интерлейкин-2 является одним из ключевых меди-

аторов иммунного ответа, а также проявляет про-

тивоопухолевые эффекты как при самостоятельном 

воздействии на организм опухоленосителей, так и в 

сочетании с химиопрепаратами. В связи с этим в 

последнее время активно исследуются различные 

аспекты действия отечественных рекомбинантных 

цитокиновых иммуномодуляторов: интерлейкина-2 

(ронколейкин), фактора некроза опухоли, дополни-

тельно содержащего тимозин-альфа 1 (рефнот) и 

интерферона-гамма (ингарон) [6–8]. 

Целью нашего исследование явились изучение 

влияния различных способов введения ронколей-

кина на рост первичной опухоли и метастазирова-

ния на модели перевиваемой меланомы В16, а так-

же оценка динамики роста опухоли и продолжи-

тельности жизни животных после перевивки пре-

инкубированных клеток опухоли с цитокиновыми 

препаратами. 
 

Материалы и методы 
 

Исследования проведены на 45 мышах-самках 

линии C57Bl/6 массой 18–22 г. Животных содержа-

ли в клетках при естественном световом режиме, на 

стандартном гранулированном корме, при свобод-

ном доступе к воде в стандартных условиях вива-

рия ИЛЦ ФГБУ «РНИОИ» Минздрава России. 

Исследуемые препараты «Ронколейкин», «Рефнот», 

«Ингарон», «Доксорубицин» и контрольное вещество 

(изотонический (0,9 %) раствор хлористого натрия) по-

лучены из аптеки ФГБУ «РНИОИ» Минздрава России. 

Меланому B16 трансплантировали подкожно в 

область правой надлопаточной области в количе-

ствах 5106 живых опухолевых клеток, разведенных 

в 0,5 мл физиологического раствора.  

Эксперимент состоял из двух серий.  

В 1-й серии экспериментов изучали противо-

опухолевое влияние препарата «Ронколейкин» на 

рост и метастатическую активность перевивной 

опухоли (меланомы В16) на мышах линии С57BL/6 

при различных способах введения: паратумораль-

ном (п/т) и внутрибрюшинном (в/б). В процессе 

наблюдения за выходом опухоли было отмечено, 

что ее рост был неравномерным, и внутри групп 

опухоль достигла замеряемого размера в разное 

время. В связи с этим животные из каждой группы 

были разбиты на 2 подгруппы с быстрым и мед-

ленным ростом опухоли. 

Животным с быстрым ростом опухоли препарат, 

разведенный физиологическим раствором в объеме 

0,3 мл (150 МЕ) на животное, начали вводить на 8-й 

день после перевивки. Препарат вводили 4 дня. 

Животным с медленным ростом опухоли его в той 

же концентрации начали вводить на 12-й день по-

сле перевивки по аналогичной схеме. Животным 

контрольной группы производили п/т инъекции 

физиологического раствора  в объеме 0,5 мл.  

Во 2-й серии анализировали динамику роста 

опухоли и продолжительность жизни животных 

при инкубировании опухоли с различными препа-

ратами и ее последующей перевивке.  

Извлеченную, измельченную опухолевую массу в 

стерильных условиях разделяли на 5 частей, в каж-

дую пробирку с опухолевой массой добавляли 1 пре-

парат в концентрации (1:100): ронколейкин – 300 ME, 

рефнот – 100 ME, ингарон – 300 ME, доксорубицин – 

0,4 мл. Концентрация препарата рассчитывалась на 

0,5 мл взвеси опухолевых клеток. Затем опухолевую 

массу с препаратами инкубировали 30 мин при 37 оС. 

После инкубации подсчитывали процент живых кле-

ток в камере Горяева (табл. 1) и производили пере-

вивку по стандартной схеме. 

 
Таблица 1 

 
Выживаемость клеток опухоли после инкубации  

с препаратами / Survival of tumor cells after incubation 

with medications 

 
Препарат % живых клеток после инкубации 

Ингарон 30 

Рефнот 24 

Доксорубицин 26 

Ронколейкин 24 

Контроль 56 

 
При проведении исследования были использованы 

стандартные методы работы с лабораторными живот-

ными [9]. Все манипуляции с ними выполнены в соот-

ветствии с Международными рекомендациями по про-

ведению медико-биологических исследований с исполь-

зованием животных [10, 11]. 

Критерии оценки эффективности препаратов: 

торможение роста опухоли (ТРО), индекс ингиби-

рования метастазирования (ИИМ) и увеличение 

продолжительности жизни (УПЖ). Также проводи-

ли исследование морфологического строения опу-

холи и тимуса и субпопуляционного состава лим-

фоцитов периферической крови и ткани селезенки. 
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ТРО было определено на основании измерения 
линейных размеров подкожной опухоли с вычис-
лением ее объема (V). 

ТРО= % 100


Vê

VêVî
, где Vo и Vk – Vcp в опыте и 

в контроле [12]. 
УПЖ определено на основании разницы про-

должительности жизни животных контрольных и 
опытных групп. 

УПЖ= % 100
ÑÏÆ

ÑÏÆÑÏÆ

Ê

ÊÎ 


, где СПЖО и 

СПЖК – средняя продолжительность жизни в опы-
те и в контроле [12]. 

ИИМ определен на основании подсчета количе-
ства метастатических очагов и числа животных с ме-
тастазами (mts). 

ИИМ=
   

% 100




ÂêÀê

ÂÀÂêÀê
, где Ак, А – 

частота метастазирования в легкие у мышей 
контрольной и опытной групп; Вк, В – среднее число 
mts в легких контрольной и опытной групп [13]. 

Субпопуляционный состав лимфоцитов перифе-
рической крови и ткани селезенки мышей С57Bl/6, 
включая определение относительного количества 
CD3+-, CD4+-, CD8+-, CD(16+56)+-, CD19+-клеток, 
исследовали стандартным методом проточной цито-
флюориметрии с помощью моноклональных анти-
тел (МАТ) фирмы BD. Инкубацию с антителами 
проводили согласно инструкции производителя. 

Ткани тимуса, селезенки и опухоли фиксировали с 

помощью нейтрального забуференного формалина и 

проводили по стандартному протоколу [14]. После про-

водки срезы окрашивали гематоксилин-эозином. Учи-

тывали результаты с помощью светового микроскопа 

Leika. 

Для всех количественных данных вычисляли 

групповое среднее арифметическое (M) и стан-

дартную ошибку среднего (m). Для проведения 

статистической обработки была использована про-

грамма STATISTICA 7.0. Достоверность отличий 

между группами данных оценивали с помощью 

параметрических (t-критерия Стьюдента) и непа-

раметрических критериев. Статистически значи-

мыми считали различия при р<0,05.  

 
Результаты 

 
Рост и метастазирование меланомы, про-

должительность жизни животных. В 1-й серии 

экспериментов в процессе анализа нами не было 

выявлено достоверных различий в динамике ро-

ста опухоли между группами, получавшими раз-

личные варианты введения ронколейкина. В 

группах с быстрым ростом опухоли динамика 

при в/б и п/т введении была идентична и превы-

шала таковую в контроле. В группах с медлен-

ным ростом опухоли динамика была одинакова 

до тех пор, пока осуществлялось введение, после 

окончания воздействия более активный рост 

наблюдался в группе с в/б введением, а кон-

трольная группа и группа с п/т введением сохра-

няли сходную динамику (рис. 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 1. Динамика быстрорастущих и медленнорастущих опухолей при п/т и в/б введении ронколейкина (Y – объем опухоли, 

V3, ось Х – дни от начала введения препарата) / Fig. 1. Dynamics of rapidly and slowly growing tumors at paratumoral and intra-

peritoneal Roncoleukin injections (the Y axis – tumor volume, V3, the Х axis – days from the therapy start) 
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Несмотря на практическое отсутствие различий в 

динамике роста опухоли, нам удалось выявить раз-

личия при изучении метастазирования опухоли под 

действием препаратов при различном сроке жизни 

животных-опухоленосителей. При быстром росте 

опухоли (и соответственно, меньшей продолжи-

тельности жизни) животные с метастазами были 

обнаружены в двух группах – контрольной (67 %) и 

получавшей ронколейкин в/б (25 %). По мере увели-

чения продолжительности жизни мышей, связанно-

го с более поздним выходом опухоли, нарастало ко-

личество животных с легочными и селезеночными 

mts, которое составило 40 % при п/т введении и по 

67 % при в/б введении и в контроле (табл. 2). 

 
Таблица 2 

  
Эффекты воздействия на опухоль в зависимости от сочетаний препаратов / 

Effects of various drug combinations on tumors 

 

Воздействие 
ТРО, % Кол-во животных 

с mts, % 

Количество 

метастатических очагов 
ИИМ, % 

4-й день Эвтаназия 

Ранний 

выход 

Ронколейкин п/т +42,7 +47,3 0 0 100 

Ронколейкин в/б +35,6 +51 25 7 82,4 

Контроль  – – 67 11 – 

Поздний 

выход 

Ронколейкин п/т +0,8 –12,0 40 12 78,6 

Ронколейкин в/б +0,4 +26,4 67 21 0 

Контроль – – 67 21 – 

 

Количество метастатических очагов в группах 

было меньше среди животных с быстрым ростом 

опухоли по сравнению с аналогичным воздействи-

ем на животных с медленным ростом (табл. 2).  

Минимальное количество метастатических оча-

гов, так же как и количество животных с mts, выяв-

лено у животных, получавших ронколейкин п/т. 

Во 2-й серии самый медленный рост опухоли 

наблюдался у животных после перевивки клеток 

меланомы, преинкубированных с доксорубицином. 

Все иммуномодуляторы при такой постановке экс-

перимента показали себя стимуляторами роста 

опухоли, опередив по скорости контроль (рис. 2, 

табл. 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 2. Динамика роста опухоли после перевивки клеток меланомы, преинкубированных с исследуемыми препаратами  

(Y – объем опухоли, V3, ось Х – количество дней после перевивки) / Fig. 2. Dynamics of tumor growth after transplantation of 

melanoma cells preincubed with medications (the  Y axis –  tumor volume, V3, the Х axis –  days after transplantation) 

 

При изучении продолжительности жизни под-

опытных мышей было выявлено, что дольше всех 

прожили животные, получавшие доксорубицин 

(максимум 53 дня, в среднем 28,4 дня). Долгожи-

телями оказались и животные, получавшие ронко-

лейкин (28 и 22 дня соответственно). Меньше все-

го прожили животные контрольной группы (18 и 

17,2 дня). По средним значениям практически не 
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■ ронколейкин п/т 

□ ронколейкин в/б 

    контроль 

отличаются результаты у животных, получавших 

ингарон (21 и 18 дней) и рефнот (29 и 19 дней со-

ответственно), хотя максимальная продолжитель-

ность жизни в группе с рефнотом равна таковой в 

группе с ронколейкином.  

Данные по оценке ТРО и УПЖ приведены в 

табл. 3. 

Иммунологические показатели крови и селезен-

ки. Паратуморальное введение ронколейкина жи-

вотным с быстрорастущей меланомой приводит к 

снижению по сравнению с контролем уровня  

Т-клеток, Тh и повышению уровня В-лимфоцитов и 

CTL в крови, а также к повышению уровня  

Т-клеток за счет Тh в селезенке. В крови содержа-

ние Т-клеток, Тh и CTL было выше при п/т, чем 

при в/б введении, а количество В-клеток – ниже. 

При более медленном росте опухоли значимые из- 

 

 

менения наблюдаются только в селезенке: возрас-

тает содержание Т-клеток, Тh и CTL и снижается 

уровень В-лимфоцитов. 
 

Таблица 3 
 

Торможение роста опухоли и увеличение  

продолжительности жизни / Inhibition of tumor growth 

and increase in survival 
 

Воздействие ТРО, % УПЖ, % 

Ингарон +70,5 4,7 

Рефнот +104,2 10,5 

Ронколейкин +91,7 27,9 

Доксорубицин –91,7 65,1 

 

После п/т введения препарата уровень Тh и CTL 

в селезенке был статистически достоверно выше, 

чем после в/б (рис. 3). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 3. Лимфоцитарный состав крови  и селезенки мышей при различных вариантах введения ронколейкина (ось Y – %) / 

Fig. 3. Lymphocytes in the blood and spleen of mice at various types of Roncoleukin injections (the Y axis – %) 
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Перевивка опухолевых клеток, преинкубиро-

ванных с ингароном, привела к повышению уровня  

Th и снижению уровня CTL по сравнению с кон-

тролем; с рефнотом – к снижению Th и CTL в кро-

ви и в селезенке; с ронколейкином – к наиболее 

выраженному повышению уровня Т-лимфоцитов, 

Th и CTL при снижении уровня В-лимфоцитов в 

селезенке (рис. 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 4. Лимфоцитарный состав крови и  селезенки мышей при перевивке опухолевых клеток, преинкубированных с 

различными препаратами (ось Y – %) / Fig. 4. Lymphocytes in the blood and spleen of mice at transplantation of tumor cells 

preincubed with medications (the Y axis – %) 

 
Морфологическое строение тимуса. Морфоло-

гическое исследование тимуса показало, что как 

п/т, так и в/б введение ронколейкина приводит к 

развитию позитивных отличий от контроля: если у 

контрольных мышей-опухоленосителей в дольках 

тимуса преобладает мозговое вещество, то после 

введения ронколейкина такого преобладания не 

отмечается. После п/т введения ронколейкина по 

 

ингарон 
 

 

рефнот 

 

доксорубицин 
 

 

ронколейкин 

 
контроль 
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сравнению с в/б отмечена более высокая плотность 

расположения тимоцитов в дольках, а дольки тиму-

са после п/т введения ронколейкина близки по раз-

мерам между собой, тогда как в контрольной груп-

пе и у мышей, получавших ронколейкин в/б, они 

разноразмерны. 

При перевивке преинкубированной с препара-

тами опухоли в тимусе опухоленосителей всех 

групп преобладает мозговое вещество, кроме тиму-

сов животных, которым перевивали клетки, преин-

кубированные с ронколейкином. Плотность распо-

ложения тимоцитов была высокой в корковом ве-

ществе и умеренной или разреженной (при пере-

вивке клеток, инкубированных с рефнотом) в моз-

говом. Тельца Гассаля, хорошо выраженные после 

перевивки клеток, преинкубированных с доксору-

бицином, не определяются у животных, которым 

перевивали клетки, преинкубированные с рефно-

том; немногочисленны и нечетко просматриваются 

в тимусах мышей после перевивки клеток, преин-

кубированных с ронколейкином. 

 
Обсуждение 

 
Сравнение в/б и п/т введения ронколейкина вы-

явило преимущества п/т введения перед в/б. Анти-

метастатический эффект при п/т введении отмечал-

ся как у животных с быстрым ростом (ИИМ=100 % 

против ИИМ=82,4 % при в/б), так и с медленным 

ростом меланомы (ИИМ=78,6 % против ИИМ=0 

при в/б). После п/т введения ронколейкина у жи-

вотных с быстрым ростом меланомы наблюдалось  

полное отсутствие mts, регистрируемых как макро-

скопически, так и при гистологическом исследова-

нии. При этом п/т вариант введения ронколейкина 

способствует большей сохранности морфофункци-

ональных свойств тимуса опухоленосителей, а 

также более высокому содержанию Т-клеток 

(45,05±5,15 при быстром росте опухоли и 

29,13±2,64 % при медленном росте) за счет Тh и 

CTL в селезенке, чем препарат, введенный в/б 

(30,15±3,17 при быстром росте и 16,5±1,05 % при 

медленном); по обоим показателям различия стати-

стически достоверны, р<0,05. 

Перевивка опухоли после преинкубации с им-

муномодуляторами или цитостатиком позволило 

оценить возможность прямого действия препаратов 

на опухолевые клетки. Процент выживших клеток 

незначительно отличается под воздействием раз-

личных препаратов и варьируется от 24 до 30, то-

гда как в контроле процент выживших клеток со-

ставил 56. Увеличение продолжительности жизни 

мышей-опухоленосителей было выявлено во всех 

группах, но имело выраженные отличия: от незна-

чительного увеличения в группе, получавшей инга-

рон (УПЖ=4,7 %), до существенного в группе, по-

лучавшей доксорубицин (УПЖ=65,1 %). Помимо 

этого, в группе, получавшей доксорубицин, един-

ственной из всех, выявлено ТРО относительно кон-

троля (ТРО=91,7 %). При этом наиболее значимые 

изменения иммунологических показателей обна-

руживаются в группе, получавшей ронколейкин 

(увеличение содержания T-клеток в селезенке 

73,5±2,03 против 42,83±2,00 в контроле). 

 
Заключение 

 
Полученные нами данные свидетельствуют о 

том, что среди всех исследуемых препаратов ци-

тостатик «Доксорубицин» обладает самым силь-

ным непосредственным действием на опухоль, 

замедляя ее рост и увеличивая продолжительность 

жизни мышей-опухоленосителей, что  вполне со-

относится с имеющимися сведениями о механизме 

его действия. Помимо этого, было показано, что 

ронколейкин вызывает стимуляцию T-клеточного 

звена иммунитета животных-опухоленосителей 

при различных способах введения, а также при 

перевивке преинкубированных с ним опухолевых 

клеток. Антиметастатический эффект ронколей-

кина лучше всего проявляется при п/т введении. 

Тот факт, что мыши с быстрым ростом опухоли 

(следовательно, раньше получившие препарат) 

развили более выраженный ответ на препарат, об-

наружив полное отсутствие mts, подтверждает 

необходимость раннего начала иммунотерапии 

опухолевых заболеваний. 
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