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Ограничение калорийности питания снижает риск развития ассоциированных с возрастом заболеваний, 
включая онкологические. Молекулярные механизмы влияния ограничения калорийности на процессы, 
лежащие в основе патогенеза заболеваний, до сих пор окончательно не ясны. В последние годы у иссле-
дователей появились новые, эффективные методы, позволяющие ответить на эти вопросы, в частности, 
анализ транскриптома.
Цель исследования: выявление дифференциально экспрессируемых генов методом транскриптомного 
анализа в ткани опухолевого узла и ткани лёгких мышей с меланомой В16, при ограничении калорийности 
питания животных на 30%, по сравнению с контрольными животными, питающимися ad libitum.
Материал и методы. Мыши линии С57Bl/6 на базовой диете – контрольная группа; мыши, содержащиеся 
на диете с ограничением калорийности питания на 30% – опытная группа. Через 3 месяца обеим группам 
животных произведена трансплантация клеток меланомы линии B16. На 15-е сутки проводили эвтаназию 
животных и секвенирование транскриптома. Обработка и статистический анализ проводился на платфор-
ме Dr. Tom, разработанной Пекинским институтом геномики (BGI) https://biosys.bgi.com/#/report/login
Результаты. В опухолевой ткани опытной группы мышей мы установили наиболее выраженное снижение 
экспрессии генов сигнальных путей «Биосинтез стероидов» и «Окислительное фосфорилирование». Сни-
жение активности генов этих сигнальных путей может играть роль в ингибировании опухолевого роста, 
в частности, за счет инактивации сигнального пути PI3K/AKT/mTOR и снижения уровня окислительного 
стресса. В ткани лёгких наиболее значимое снижение экспрессии генов по показателю достоверности 
ассоциировано с сигнальными путями «Клеточный цикл» и «Прогестерон-опосредованное созревание 
яйцеклеток». Наиболее выраженное повышение уровня экспрессии генов в ткани опухоли при снижении 
калорийности питания выявлено нами у ряда генов «Процессинг белка в эндоплазматической сети», ге-
ны этого сигнального пути могут повышать противоопухолевый иммунный ответ. В ткани лёгких было 
выявлено наиболее выраженное повышение экспрессии генов сигнальных путей «Сокращение сердечной 
мышцы» и «Дилатационная кардиомиопатия».
Заключение. Таким образом, анализ транскриптома ткани опухоли и лёгких мышей, находящихся на 
диете со снижением калорийности на 30% и мышей контрольной группы позволяет предположить, что 
ограничение калорийности питания приводит к активации генов, способствующих подавлению развития 
опухолевого роста и ингибированию проканцерогенных генов.
Ключевые слова: меланома В16; канцерогенез; ограничение калорийности питания; анализ транскриптома; 
секвенирование генома.
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Caloric restriction reduces the risk of age-associated diseases, including cancer. The molecular mechanisms 
of the effect of caloric restriction on the processes underlying the pathogenesis of diseases are still not fully 
understood. In recent years, researchers have developed new, effective methods to answer these questions, in 
particular, transcriptome analysis.
Objective: to identify differentially expressed genes by transcriptome analysis in tumor node and lung tissue of 
mice with B16 melanoma (30% caloric restriction) compared to control animals fed ad libitum.
Material and methods. C57Bl/6 mice on a basal diet were the control group; mice kept on a diet with 30% caloric 
restriction were the experimental group. After 3 months, both groups of animals were transplanted with B16 
melanoma cells. On the 15th day, after euthanasia of the animals, transcriptome sequencing was performed. 
Processing and statistical analysis were performed on the Dr. Tom platform developed by the Beijing Genomics 
Institute (BGI) https://biosys.bgi.com/#/report/login
Results. In tumor tissue, we found the most pronounced decrease in the expression of genes in the “Steroid 
Biosynthesis” and “Oxidative Phosphorylation” signaling pathways. A decrease in the activity of genes in these 
signaling pathways may play a role in inhibiting tumor growth, in particular, by inactivating the PI3K/AKT/mTOR 
signaling pathway and reducing the level of oxidative stress. In lung tissue, the most significant decrease in 
gene expression in terms of reliability is associated with the “Cell Cycle” and “Progesterone-Mediated Oocyte 
Maturation” signaling pathways. The most pronounced increase in gene expression in tumor tissue with a 
decrease in caloric intake was found in a number of genes of the signaling pathway “Protein processing in the 
endoplasmic reticulum”, the genes of this signaling pathway can increase the antitumor immune response, and 
“Cell cycle”. The most pronounced increase in the expression of genes of the signaling pathways “Contraction of 
the heart muscle” and “Dilated cardiomyopathy” was found in lung tissue.
Conclusions. Thus, the analysis of the transcriptome of tumor tissue and lungs of mice on a diet with a reduction 
in caloric intake by 30% and mice in the control group suggests that caloric restriction leads to the activation of 
genes that help suppress tumor growth and inhibit procarcinogenic genes.
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Введение

Известно, что особенности рациона питания могут сы-
грать ключевую роль в инициации и прогрессировании це-
лого р яда заболеваний, к числу которых относятся и злока-
чественные новообразования [1]. Пок азано, что ограниче-
ние калорийности увеличивает продолжительность жизни 
и снижает риск развития ассоциированных с возрастом за-
болеваний, включая онкологические [2]. Несмотря на боль-
шое количество работ, посвященных этому вопросу, моле-
кулярные механизмы влияния ограничения калорийности 
на процессы, лежащие в основе патогенеза заболеваний, 
до сих пор окончательно не ясны. Тем не менее, в послед-
ние годы у исследователей появились новые, эффективные 
методы, позволяющие ответить на эти вопросы. К числу та-
ких методов относится анализ транскриптома. Существу-

ют два основных подхода к исследованию транскриптома – 
методы, в основе которых лежит микрочипирование, и ме-
тоды, основанные на использова нии секвенирования [3, 4]. 
Мы считаем, что в нашей работе для оценки влияния сни-
жения калорийности на развитие злокачественной опухоли 
более удобным методом является секвенирование, позво-
ляющее исследовать малые выборки и выборки, в которых 
показатели имеют резко отличающиеся значения. Кроме то-
го, секвенирование считается более чувствительным при 
выявлении экспрессии генов и рекомендовано в случаях, 
когда необходимо исследовать небольшие образцы тканей, 
как в нашем исследовании.

Таким образом, цель исследования – выявление диф-
ференциально экспрессируемых генов методом транс-
криптомного анализа в ткани опухолевого узла и ткани 
лёгких мышей с меланомой В16, содержащихся на режи-
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в течение 15 с при 10000 rpm при комнатной темпера-
туре. Затем проводили последовательные промывки ко-
лонки 700 мкл буфера RW1 и дважды 500 мкл буфера 
RPE. Сушка производилась центрифугированием в те-
чение 1 мин при 13400 rpm при комнатной температу-
ре. Элюировали РНК в объеме 30 мкл водой, свободной 
от РНКаз. К выделенной РНК добавляли 2 мкл RiboLock 
(Thermo Fisher Scientific, Eugene, USA). Качество выде-
ленной тотальной РНК проверяли на приборе Qsep400 
(BiOptic, New Taipei City, Taiwan) с использованием на-
бора RNA Cartridge Kit R1-O-4CH (BiOptic, New Taipei 
City, Taiwan). Количество выделенной РНК измеряли при 
помощи набора Qubit RNA High Broad Range (Thermo 
Fisher Scientific, Eugene, USA). 

На втором этапе готовили транскриптомные библи-
отеки. Для обогащения фракции мРНК по принципу по-
ли-А использовали частицы с поли-Т хвостами (Shenzhen, 
China), к которым добавляли 200 нг тотальной РНК. Мо-
лекулы мРНК были фрагментированы до небольших раз-
меров. Обратная транскрипция проводилась на этих фраг-
ментах с использованием рандомных праймеров (Shenzhen, 
China). Вторая цепь кДНК была синтезирована с дУТФ 
вместо дТТФ. Образованная двухцепочечная кДНК подвер-
галась процедуре восстановления концов и полиаденилиро-
вания с 3’-конца (Shenzhen, China). Затем было проведено 
лигирование адаптеров (Shenzhen, China). Далее проводи-
лось расщепление меченной урацилом второй цепи с помо-
щью фермента урацил-ДНК-гликозилазы (УДГ) (Shenzhen, 
China), за чем следовала ПЦР-амплификация (SimpliAmp™ 
Thermal Cycler, Thermo Fisher Scientific, Eugene, USA). Кон-
троль качества библиотек проводился при помощи прибо-
ра Qsep400 (BiOptic, New Taipei City, Taiwan). Затем прово-
дился этап циклизации библиотек, амплификация для соз-
дания наноболов и секвенирование на платформе DNBSeq 
с использованием технологии DNBSeq на приборе DNBSeq 
G-400 (Shenzhen, China) в режиме парноконцевого секве-
нирования длиной 100 п.н. с генерацией не менее 40 млн 
данных на образец. 

Полученные данные транскриптомного секвениро-
вания анализировались по следующему протоколу. Дан-
ные с последовательностями адаптера или последова-
тельностями низкого качества были отфильтрованы. 
Программное обеспечение SOAPnuke, разработанное 
BGI [5]. Параметры программного фильтра SOAPnuke:  
« -n 0.001 -l 20 -q 0.4 --adaMR 0.25 –ada_trim 
--minReadLen 100», ступени фильтрации: 1. Фильтрация 
адаптеров: если результат секвенирования соответству-
ет 25,0% или более последовательности адаптера (допуска-
ется не более 2 несоответствий оснований), адаптеры уда-
лялись; 2. Фильтрация по длине чтений: если длина чтения 
секвенирования меньше 100 п.н., они удалялись; 3. Удале-
ние N оснований: если содержание N в чтении составля-
ет 0,1% или более от всего чтения, они удалялись; 4. Филь-
трация по качеству: если были обнаружены основания со 
значением качества менее 20 в 40,0% или более от всего 
чтения, они удалялись. 5. Получение очищенных чтений: 
система значения качества установлена на Pherd+33. 

ме с ограничением калорийности на 30% по сравнению 
с контрольными животными, питающимися ad libitum для 
более полного понимания механизмов действия голодания 
на канцерогенез.

Материал и методы исследования

Дизайн эксперимента. В эксперименте были исполь-
зованы половозрелые мыши-самки линии С57Bl/6 в воз-
расте 7–8 недель со средней массой тела 16,5 г. Животные 
предоставлялись Федеральным государственным унитар-
ным предприятием «Питомник лабораторных животных 
«РАППОЛОВО» национального исследовательского цен-
тра «Курчатовский институт» (НИЦ «Курчатовский ин-
ститут» «ПЛЖ «Рапполово»). Исследование было одо-
брено этическим комитетом ФГБОУ ВО КрасГМУ име-
ни профессора В.Ф. Войно-Ясенецкого Минздрава России  
(протокол № 119 от 07.06.2023 г.). 

Мыши на базовой диете (питание ad libitum) – кон-
трольная группа; мыши, содержащиеся на диете с огра-
ничением калорийности питания на 30% от физиологиче-
ских потребностей животных, исходя из веса животных – 
опытная группа. Температура воздуха в помещении 
поддерживалась на уровне 20–22ºС. Животных корми-
ли полнорационным сухим гранулированным кормом для 
содержания лабораторных мышей «ЧАРА» (ООО «Фаво-
рит, Россия). Через 3 месяца обеим группам животных 
произведена трансплантация клеток меланомы. Для вос-
произведения модели меланомы линии B16 1×106 суспен-
зии клеток меланомы вводили подкожно в боковую по-
верхность живота до формирования солидной опухоли 
в размере 20 мм. Культура клеток меланомы была пре-
доставлена ФГБНУ «НИИ фундаментальной и клини-
ческой иммунологии». Опухолевый узел формировался 
в течение 15 суток после имплантации. После эвтана-
зии животных методом дислокации шейных позвонков 
под хлороформным наркозом, производили забор ткани 
опухолевого узла и легких.

Секвенирование транскриптома. На первом эта-
пе выделяли РНК. Тотальная РНК выделялась из тка-
ни опухоли мышей при помощи реагента Trisol (Qiagen, 
Hilden, Germany) и набора RNeasy Mini Kit (Qiagen, 
Hilden, Germany) согласно протоколу. На начальном эта-
пе проводили отделение фрагмента ткани, помещали 
его в пробирку 1,5 мл, добавляли 300 мкл тризола и 4–5 
шариков для гомогенизации. Пробирки помещали в го-
могенизатор на 1 мин, затем на лёд на 1 мин. После го-
могенизации добавляли еще 700 мкл тризола, вортек-
сировали и инкубировали при комнатной температу-
ре в течение 5 мин. Добавляли 200 мкл хлороформа, 
интенсивно встряхивали и инкубировали при комнат-
ной температуре в течение 10 мин. Центрифугировали 
в течение 10 мин при 12000 rpm при температуре +4ºС. 
Аккуратно переносили 350 мкл водной фазы в новую 
пробирку 1,5 мл. Добавляли к ней 350 мкл 96% этано-
ла и перемешивали пипетированием. Переносили весь 
объём смеси на колонку. Центрифугировали образцы 
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Таблица 1.
Общая характеристика исследованных образцов.

Название группы сравнения Обозначения образцов Описание образцов

Контроль (опухоль) К1о, К2о, К3о, К4о Опухолевые образцы без ограничения питания

Опыт (опухоль) О1о, О2о, О3о Опухолевые образцы с ограничением питания

Контроль (лёгкие) К1л, К2л, К3л Образцы ткани легких без ограничения питания

Опыт (лёгкие) О1л, О2л Образцы ткани легких с ограничением питания

Таблица 2.
Количество дифференциально экспрессируемых генов.

Группа сравнения Количество генов с пониженной 
экспрессией

Количество генов с повышенной 
экспрессией Всего

Контроль (опухоль) – Опыт (опухоль) 227 167 394

Контроль (лёгкие) – Опыт (лёгкие) 221 133 354

Обработка и статистический анализ данных проводил-
ся на платформе Dr. Tom, разработанной Пекинским инсти-
тутом геномики (BGI) https://biosys.bgi.com/#/report/login

Результаты исследования

Всего было проанализировано 12 образцов опытных 
и контрольных групп (табл. 1) с использованием платфор-
мы DNBSEQ со средним выходом 8,92 ГБ данных на об-
разец. Средний коэффициент выравнивания данных на ре-
ференсный геном составил 98,19%. Средний коэффици-
ент выравнивания на набор генов составил 79,58%; всего 
обнаружено 18555 генов. В качестве референсного гено-
ма использована сборка GCF_000001635.26_GRCm38.p6.

По результатам сравнения уровней экспрессии генов 
в образцах опухолевой ткани без ограничения питания 
и с ограничением было выявлено 394 дифференциально 
экспрессируемых гена (ДЭГ), из них 227 с пониженным 
уровнем экспрессии в образцах с ограничением питания 
относительно контрольных образцов без ограничения пи-
тания, 167 – с повышенным. Для образцов ткани лёгкого 
выявлено 354 ДЭГа, из них 221 с пониженным уровнем 
экспрессии генов в образцах с ограничением питания от-
носительно образцов без ограничения питания, 133 – с по-
вышенным (табл. 2). 

Всего из 394 и 354 ДЭГов в опухолевых образ-
цах и образцах ткани лёгких общими являются 20 генов 
(рис. 1, А–В).

Был проведен анализ измененных биологических про-
цессов и молекулярной функции генов  при воздействии ре-
жима ограничения калорийности на 30% в контрольных 
и опухолевых группах (рис. 2, табл. 3).

Обсуждение

При анализе транскриптома опухолевой ткани мы уста-
новили наиболее выраженное снижение экспрессии генов 
сигнальных путей «Биосинтез стероидов» и «Окислитель-
ное фосфорилирование». Известно, что стероидные гор-

моны могут играть важную роль в развитии ряда злока-
чественных новообразований, и снижение калорийности 
питания является одним из факторов, регулирующих их 
уровень [6, 7].

7-дегидрохолестеринредуктаза (DHCR7), фермент, 
принимающий участие в биосинтезе стероидов, играет 
важную роль в патогенезе многих злокачественных но-
вообразований. Показано, что DHCR7, активируя сиг-
нальный путь PI3K/AKT/mTOR, осуществляет промо-
цию злокачественных новообразований мочевого пузыря 
[8]. Кроме того, повышенная экспрессия DHCR7 явля-
ется предиктором неблагоприятного прогноза при зло-
качественных новообразованиях шейки матки [9] и спо-
собствует метастазам в лимфатические узлы через хо-
лестерин-медиируемую активацию KANK4/PI3K/AKT 
аксиса и повышение секреции VEGF-C при этих заболе-
ваниях [10]. Как упомянуто выше, вторым сигнальным 
путём с наиболее сниженной экспрессией является сиг-
нальный путь «Окислительное фосфорилирование». Из-
вестно, что ограничение калорийности питания приво-
дит к снижению уровня окислительного стресса, и это 
может явиться одним из факторов, замедляющих разви-
тие злокачественной опухоли [11]. 

Лёгкие являются органом-мишенью метастазирования 
при меланоме. Анализ транскриптома ткани лёгких выя-
вил, что наиболее значимое снижение экспрессии генов 
по показателю достоверности ассоциировано с сигнальны-
ми путями «Клеточный цикл» и «Прогестерон-опосредо-
ванное созревание яйцеклеток». Известно, что нарушение 
регуляции клеточного цикла является одним из ключевых 
событий канцерогенеза и лежит в основе инициации этого 
процесса [12]. В одной из наших предыдущих работ было 
показано, что снижение калорийности питания снижает ми-
тотическую активность опухолевых клеток [13]. Прогесте-
рон тоже может играть роль в развитии опухолей. В част-
ности, показано, что прогестерон активирует GPR126,  
относящийся к рецепторам, связанным с белком адгезии G, 
что приводит к промоции злокачественных новообразова-
ний молочной железы через активацию Gi-сигналинга [14].
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Наиболее выраженное повышение уровня экспрес-
сии генов в ткани опухоли при снижении калорийности 
питания выявлено нами у ряда генов сигнальных путей 
«Процессинг белка в эндоплазматической сети» и «Клеточ-
ный цикл». Известно, что DNAJC3 (P58IPK), ген первого  
упомянутого выше сигнального пути, является белком те-
плового шока, членом семейства Hsp 40. DNAJC3 инги-
бирует PKR-подобную ER-локализованную eIF2α киназу 
(PERK). PERK является одним из сенсоров развернуто-
го белкового ответа (UPR), развивающегося при стрессе  
эндоплазматического ретикулума, инициируемого опухоле-
вым микроокружением в опухолевых клетках и популяции 
иммунных клеток, инфильтрирующих опухолевую ткань. 
Продолжительная активация UPR ассоциирована с усиле-
нием протьюморогенных эффектов и ослаблением проти-
воопухолевого иммунного ответа. Ингибирование PERK 

у мышей с меланомой В16 приводило к замедлению опу-
холевого роста и активации противоопухолевого иммун-
ного ответа [15]. Можно предположить, что повышение 
экспрессии DNAJC3 приводит к ингибированию процес-
са канцерогенеза. 

В ткани лёгких было выявлено наиболее выраженное 
повышение экспрессии генов сигнальных путей «Сокра-
щение сердечной мышцы» и «Дилатационная кардиомиопа-
тия». Известно, что при формировании метастаза происхо-
дит значительная перестройка опухолевого микроокружения 
и изменение экспрессии генов. К числу генов, экспрессия 
которых повышается при активации канцерогенеза, отно-
сится SH3RF2, кодирующий убиквитин Е3 лигазу [16]. По-
казано, что SH3RF2 осуществляет промоцию деградации 
RBPMS, РНК-связывающего белка, регулирующего альтер-
нативный сплайсинг генов данных сигнальных путей, ин-

А

В

Б

Г

Рис. 1. Результаты транскриптомного анализа опухолевых образцов и образцов ткани лёгких. Тепловые карты, показываю-
щие дифференциально экспрессирующиеся гены (ДЭГ) в (А) образцах опухолевой ткани и (Б) ткани лёгких после ограничения 
питания. (B) Диаграмма Венна, показывающая общее количество ДЭГ в опухолевых образцах и образцах ткани лёгких после 
ограничения питания; (Г) результаты анализа главных компонент в трёх главных компонентах. Синие точки соответствуют 
образцам лёгких, красные – опухолевым образцам. Значения на метках осей представляют процент общей дисперсии, объ-
ясняемой соответствующими главными компонентами
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Рис. 2. Дифференциально экспрессирующиеся гены по биологическим процессам и молекулярной функции.

Таблица 3.
Гены с пониженной и повышенной экспрессией и метаболические пути.

Опухолевые образцы Образцы ткани лёгких

№ Метаболический путь KEGG Кол-во 
генов P-значение Метаболический путь KEGG Кол-во 

генов P-значение

Повышенная экспрессия
1 Процессинг белка в эндоплазматической сети 12 5,6×10-8 Сокращение сердечной мышцы 10 9,60×10-10

2 Клеточный цикл 8 2,0×10-5 Дилатационная кардиомиопатия 8 7,90×10-7

3 Биосинтез кофакторов 7 5,1×10-4 Гипертрофическая кардиомиопатия 7 7,97×10-6

4 Биосинтез аминоацил-тРНК 4 7,3×10-4 Метаболизм лекарств – цитохром Р450 6 1,98×10-5

5 Ядерно-цитоплазматический транспорт 6 7,3×10-4 Метаболизм ксенобиотиков цитохромом Р450 6 2,33×10-5

6 Процессинг и представление антигена 5 1,4×10-3 Адренергическая передача сигналов  
в кардиомиоцитах 8 2,87×10-5

7 Сплайсосома 6 1,4×10-3 Гликолиз/глюконеогенез 5 1,98×10-4

8 Метаболизм витамина B6 2 3,0×10-3 Сигнальный путь PPAR 5 7,40×10-4

9 Синтез гормонов щитовидной железы 4 5,0×10-3 Метаболизм тирозина 3 4,06×10-3

10 Гомологичная рекомбинация 3 6,5×10-3 Сигнальный путь IL-17 4 6,22×10-3

Пониженная экспрессия
1 Биосинтез стероидов 4 4,06×10-5 Клеточный цикл 11 8,31×10-9

2 Окислительное фосфорилирование 5 7,51×10-3 Прогестерон-опосредованное созревание 
яйцеклеток 8 1,14×10-6

3 Другая деградация гликанов 2 1,37×10-2 Мейоз ооцита 7 7,97×10-5

4 Поглощение минералов 3 1,68×10-2 Метаболизм азота 3 3,90×10-4

5 Деградация гликозаминогликанов 2 1,85×10-2 Гомологичная рекомбинация 4 4,14×10-4

6 Глутаматергический синапс 4 2,67×10-2 Нарушение регуляции транскрипции  
при раке 8 5,33×10-4

7 Сигнальный путь HIF-1 4 2,74×10-2 Путь анемии Фанкони 4 9,57×10-4

8 Сигнальный путь Ras 6 2,83×10-2 Меланогенез 5 1,70×10-3

9 Углеродный обмен 4 3,32×10-2 МикроРНК при раке 6 2,73×10-3

10 Метаболизм галактозы 2 4,07×10-2 Сигнальный путь р53 4 3,44×10-3

Клеточный процесс
Метаболический процесс
Биологическая регуляция
Локализация
Многоклеточный организиенный процесс
Процесс развития
Организация клеточных компонентов или биогенез
Пигментация

Биологический процесс

Молекулярная функция

Образцы ткани лёгкихОпухолевые образцы

Опухолевые образцы Образцы ткани лёгких

Cвязывание
Каталитическая активность
Структурная активность молекул
Транспортерная активность
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гибирование экспрессии этого гена приводило к значитель-
ным нарушениям сократимости кардиомиоцитов и развитию 
дилатационной кардиомиопатии у мышей [17, 18]. Кроме 
того, к числу генов сигнального пути «Сокращение сердеч-
ной мышцы» относится и Atp1b2. Установлено, что повы-
шенная экспрессия этого гена приводит к ингибированию  
DARS-AS1, активация которого усиливает пролиферацию, ин-
вазию и миграционные способности клеток злокачественных 
опухолей шейки матки через up-регуляцию сигнального пути  
cGMP-PKG [19]. ACTC1, ген сигнального пути «Дилатаци-
онная кардиомиопатия», кодирует альфа-актин миокарда, 
однако показано, что повышение экспрессии этого гена вы-
явлено при злокачественных новообразованиях яичников 
и ассоциируется с повышением продолжительности перио-
да без рецидивов заболевания [20]. 

Заключение

Таким образом, анализ транскриптома ткани опухоли 
и легких мышей, находящихся на диете со снижением ка-
лорийности на 30% и мышей контрольной группы позво-
ляет предположить, что ограничение калорийности пи-
тания приводит к активации генов, способствующих по-
давлению развития опухолевого роста и ингибированию 
проканцерогенных генов.
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