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Цель исследования. Оценить влияние коррекции внеклеточного ацидоза 
гидрокарбонатом натрия (NaHCO3) на противоопухолевую эффективность доксо-
рубицина in vitro и in vivo на модели аденокарциномы толстой кишки мыши CT26.

Материалы и методы. Цитотоксическое действие доксорубицина (0,001–50 
мкМ, 24 ч) в отношении клеток CT26 оценивали МТТ-тестом в среде RPMI-1640 
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Введение

Солидные опухоли перестраивают физико-хи-
мические свойства своего микроокружения, что 
отражается в появлении внеклеточного ацидоза 

[1, 2]. Перепрограммирование энергетического ме-
таболизма опухолевых клеток в сторону аэробного 
гликолиза сопровождается массивным выбросом 
протонов и лактата во внеклеточное пространство. 
При этом внутриклеточный pHi сохраняется на от-
носительно нейтральном уровне, что формирует 
обратный градиент pH (pHi 7,1–7,2 против внекле-
точного pHe 6,5–6,9) [3, 4]. Внеклеточный ацидоз и 
обратный градиент pH сегодня рассматривают не 
как побочный продукт метаболизма опухоли, а как 
активный драйвер злокачественной прогрессии [1, 4].

Кислотность опухоли благоприятна для инвазии 
и метастазирования, т.к. приводит к активации ка-
тепсина B и матриксных металлопротеиназ [5]. Такие 
условия могут способствовать селекции клонов с 
агрессивным и устойчивым к апоптозу фенотипом 

[6]. Также закисленное микроокружение опухоли явля-
ется иммуносупрессивным, подавляя пролиферацию 
и цитотоксичность эффекторных Т-лимфоцитов и 
натуральных киллеров, а также вызывает поляриза-
цию макрофагов по M2-типу [7]. Отдельно следует 
отметить, что ацидоз опухоли является одним из клю-
чевых негенетических механизмов лекарственной 
резистентности как за счет ограниченной пенетрации 
препаратов в опухолевую ткань, так и за счет эффекта 
«захвата ионов» (ion trapping) в случае препаратов – 
слабых оснований [8, 9].

Логичной терапевтической стратегией в этих 
условиях может быть буферная терапия, например, 
пероральное или парентеральное введение гидро-
карбоната натрия (NaHCO3) [10–16]. Такой подход 
приводит к повышению pHe опухоли и, например, 
достоверно снижает частоту спонтанных метастазов 
[17], а также восстанавливает противоопухолевый им-
мунный ответ, потенцируя иммунотерапию ингибито-

со стандартной (0,024 М; pH 7,32) и повышенной (0,035 М; pH 7,51) концентрацией NaHCO3; ИК50 определяли с 
помощью четырехпараметрической логистической модели. In vivo мышей BALB/c с подкожно перевитой опухо-
лью CT26 рандомизировали на 4 группы (n=5): контроль; доксорубицин 8 мг/кг внутрибрюшинно однократно;  
4% раствор NaHCO3 0,4 мл внутрибрюшинно 5 суток; комбинация указанных режимов. Оценивали динамику объема 
опухоли и выживаемость животных.

Результаты. Ощелачивание среды усиливало цитотоксичность доксорубицина в диапазоне 0,05–1 мкМ и сни-
жало его ИК50 с 0,22±0,05 до 0,11±0,02 мкМ (в 2 раза; p<0,01), что согласуется с увеличением доли липофильной 
неионизированной фракции препарата с 11,6% до 17,0% (уравнение Хендерсона – Хассельбаха) и механизмом 
«захвата ионов». Монотерапия доксорубицином и NaHCO3 in vivo тормозила рост опухоли на 37% (p<0,001) и 34% 
(p<0,01) соответственно, тогда как комбинация обеспечивала торможение на 76% (p<0,001), достоверно превосходя 
обе монотерапии. Медиана выживаемости составила 38 дней в контроле, 49 дней при ощелачивании (p< 0,01) и 
45 дней при комбинированной терапии (p<0,05).

Заключение. Коррекция внеклеточного ацидоза гидрокарбонатом натрия потенцирует действие доксорубицина 
за счет механизма «захвата ионов» и обладает самостоятельной противоопухолевой активностью, что обосновывает 
буферную терапию как доступную стратегию сопровождения химиотерапии, требующую оптимизации дозового 
режима цитостатика.

Ключевые слова: микроокружение опухоли, ацидоз, гидрокарбонат натрия, доксорубицин, захват ионов, CT26, 
буферная терапия, лекарственная резистентность.

Objective. To evaluate the effect of extracellular acidosis correction with sodium bicarbonate (NaHCO3) on the antitumor 
efficacy of doxorubicin in vitro and in vivo in the CT26 murine colon adenocarcinoma model.

Materials and methods. Doxorubicin cytotoxicity (0.001–50 µM, 24 h) against CT26 cells was assessed by the MTT 
assay in RPMI-1640 medium with standard (0.024 M; pH 7.32) or elevated (0.035 M; pH 7.51) NaHCO3 concentrations; IC50 
values were determined using a four-parameter logistic model. In vivo, BALB/c mice bearing subcutaneous CT26 allografts 
were randomized into four groups (n = 5): control; doxorubicin 8 mg/kg i.p., single dose; 4% NaHCO3 0.4 mL i.p. for 5 days; 
and their combination. Tumor growth dynamics and overall survival were evaluated.

Results. Medium alkalinization enhanced doxorubicin cytotoxicity in the 0.05–1 µM range and decreased its IC50 from 
0.22±0.05 to 0.11±0.02 µM (2-fold; p 0.01), consistent with an increase in the lipophilic non-ionized drug fraction from 
11.6% to 17.0% (Henderson – Hasselbalch equation) and the ion-trapping mechanism. In vivo, doxorubicin and NaHCO3 
monotherapies inhibited tumor growth by 37% (p<0.001) and 34% (p<0.01), respectively, whereas the combination achieved 
76% inhibition (p<0.001), significantly surpassing both monotherapies. Median survival was 38 days in controls, 49 days 
with alkalinization (p<0.01), and 45 days with combination therapy (p < 0.05).

Conclusion. Correction of extracellular acidosis with sodium bicarbonate potentiates doxorubicin activity via the 
ion-trapping mechanism and exerts independent antitumor effects, supporting buffer therapy as an accessible adjunct to 
chemotherapy that requires optimization of the cytostatic dosing regimen.

Key words: tumor microenvironment; acidosis; sodium bicarbonate; doxorubicin; ion trapping; CT26; buffer therapy; 
drug resistance.
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рами контрольных точек [8, 18]. Современные обзоры 
подчеркивают, что коррекция pH микроокружения 
представляет собой самостоятельное и трансляци-
онно достижимое направление противоопухолевой 
терапии [1, 2, 4, 19, 20].

Второй аспект применения буферной терапии, не 
менее важный, связан с фармакокинетикой химио-
препаратов-электролитов. Согласно теории «захвата 
ионов», слабые основания в кислой среде преимуще-
ственно находятся в протонированной, заряженной 
форме и плохо проникают через липидный бислой 
мембраны клеток. Повышение pH нe увеличивает долю 
неионизированной липофильной фракции молекул 
препаратов – слабых оснований, которая, диффунди-
ровав в клетку, повторно протонируется и накаплива-
ется в цитозоле, ядре и лизосомах, что многократно 
усиливает цитотоксичность [9, 21–24]. Широко ис-
пользуемый в современной онкологической прак-
тике препарат доксорубицин – классическое слабое 
основание (pKa ≈ 8,2), и первые экспериментальные 
доказательства усиления его действия при изменении 
pH опухоли были получены еще в конце 1990-х годов 
[21]. Современные работы продолжают развивать эту 
концепцию, в том числе в контексте таргетирования 
pH-регулирующих систем опухоли и разработки  
рН-чувствительных систем доставки [25, 26].

Вместе с тем количественные и качественные 
характеристики феномена усиления противоопухо-
левого действия доксорубицина в условиях ощела-
чивания буферными агентами до сих недостаточно 
исследованы. Важным является как определение 
величины сдвига кривой «доза–ответ» (ИК50) при 
ощелачивании, так и соотношение самостоятельного 
противоопухолевого действия NaHCO3 и его способ-
ности потенцировать эффект химиопрепарата в 
единой экспериментальной модели. В настоящей 
работе мы выполнили комплексную оценку влияния 
ощелачивания на эффективность доксорубицина в 
экспериментах in vitro и in vivo на модели аденокар-
циномы толстой кишки мыши CT26.

Материалы и методы
Исследования in vitro
В эксперименте использовали клеточную ли-

нию аденокарциномы толстой кишки мыши CT26 
(собственная коллекция, первоначальный источ-
ник – Ресурсный центр ОМРБ НИЦ «Курчатовский 
институт» – ПИЯФ). Клетки CT26 культивировали 
в среде RPMI-1640 (БиолоТ, Россия), содержащей 
рН-чувствительный краситель феноловый красный 
(phenol red), в атмосфере 5% CO2 при 37 °C. Культу-
ральная среда также содержала 10% фетальной бы-
чьей сыворотки (Gibco, Великобритания) и 50 мкг/мл  
гентамицина (ПанЭко, Россия).

Для оценки цитотоксического эффекта доксору-
бицина (Верофарм, Россия) клетки CT26 рассевали 
в лунки 24-луночного планшета в концентрации  

5×104 клеток/лунка и культивировали в среде RPMI-
1640 со стандартной концентрацией NaHCO3 0,024 М 
(контроль, рН=7,32±0,01) в течение суток. После этого 
осуществляли замену среды на свежую стандартную 
или с повышенной концентрацией NaHCO3 0,035 М 
(ощелачивание, рН=7,51±0,01; концентрация NaHCO3 
нетоксична для клеток СТ26 [27]), содержащих кон-
центрации доксорубицина в диапазоне 0,001–50 мкМ 
и инкубировали клетки в течение 24 часов. Выживае-
мость клеток оценивали для трех независимых биоло-
гических повторов стандартным колориметрическим 
МТТ-тестом. Кривые «доза–ответ» аппроксимировали 
четырехпараметрической логистической моделью 
(нижнее и верхнее плато, ИК50); межгрупповые раз-
личия оценивали t-критерием Стьюдента для неза-
висимых выборок.

Исследования in vivo
Эксперименты по противоопухолевому эффекту 

доксорубицина в условиях ощелачивания прово-
дили на мышах линии Balb/с в возрасте 6–8 недель 
и массой 16–22 г на базе Ресурсного центра ОМРБ 
НИЦ «Курчатовский институт» – ПИЯФ. В нулевой 
день эксперимента каждому животному подкожно в 
правое бедро вводили 5×105 жизнеспособных клеток 
СТ26 в объеме 100 мкл фосфатно-солевого буфера. На 
седьмой день животные были рандомизированы на 
4 группы (n=5):

1. Контроль – животные не получали терапии;
2 Химиотерапия (ХТ) – животные получили одно-

кратную внутрибрюшинную инъекцию доксорубици-
на в дозе 8 мг/кг;

3 Ощелачивание – животные получили однократ-
ную внутрибрюшинную инъекцию 0,4 мл 4% раствора 
NaHCO3 ежедневно в течение 5 дней;

4  Ощелачивание + ХТ – животные получили 
однократную внутрибрюшинную инъекцию 0,4 мл 4% 
раствора NaHCO3 ежедневно в течение 5 дней, через 
2 часа после первой инъекции животные получили 
однократную внутрибрюшинную инъекцию доксо-
рубицина в дозе 8 мг/кг.

Объем опухоли рассчитывали по формуле V = 
(a×b2)/2. При анализе различий роста опухоли между 
группами использовали однофакторный ANOVA с по-
парным t-тестом Уэлча; при анализе выживаемости 
использовали метод Каплана – Мейера с лог-ранг 
критерием; значимыми считали отличия при p < 0,05.

Результаты
Цитотоксический эффект доксорубицина 
in vitro
В результате экспериментов in vitro было показа-

но, что ощелачивание культуральной среды NaHCO3 
статистически значимо усиливало цитотоксический 
эффект доксорубицина в диапазоне концентраций 
0,05–1 мкМ (рисунок 1). Анализ зависимостей доза –  
эффект показал, что ИК50 доксорубицина в стан-
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дартной среде составила 0,22±0,05 мкМ, тогда как в 
ощелаченной среде – 0,11±0,02 мкМ. Таким образом, 
ощелачивание среды достоверно повысило эффек-
тивность доксорубицина в 2 раза (p<0,01).

составил 1675±631 мм3, что на 76% меньше контроля 
(p<0,001) и статистически значимо ниже показателей 
монотерапии доксорубицином (p<0,05) и раствором 
NaHCO3 (p<0,01) (рисунок 2).

Рис. 1. Выживаемость клеток аденокарциномы толстой 
кишки мыши СТ26 через 24 часа инкубации с разными 

концентрациями доксорубицина в условиях стандартной 
(C(NaHCO3)=0,024 M, рН~7,3-7,4; ИК50 (доксорубицин) = 
0,22±0,05 мкМ) или подщелоченной (C(NaHCO3)=0,035 M, 

рН~7,45-7,5; ИК50 (доксорубицин) = 0,11±0,02)  
среды RPMI-1640. * р<0,01.

Противоопухолевая эффективность
доксорубицина in vivo
В процессе терапии не было выявлено значимых 

различий в изменении массы животных между груп-
пами. Все терапевтические вмешательства оказали 
статистически значимое влияние на рост опухоли 
(ANOVA, p<0,001).

На 29-й день эксперимента средний объем опу-
холи в группе Контроль составил 6952±601 мм3. При 
этом к данному сроку монотерапия доксорубицином 
(группа ХТ) привела к снижению объема опухоли 
на 37% (4376±528 мм3; p<0,001), а монотерапия рас-
твором NaHCO3 (группа Ощелачивание) - на 34% 
(4583±1108 мм3; p<0,01). Комбинированная терапия 
(группа Ощелачивание + ХТ) дала явный синергети-
ческий эффект и обеспечила максимальный эффект 
торможения роста опухоли, средний объем которой 

Рис. 2. Динамика роста опухолевого узла у мышей линии 
Balb/c с перевитыми клетками аденокарциномы толстой 

кишки мыши СТ26 без терапии (Контроль) и на фоне 
терапии доксорубицином в дозе 8 мг/кг (ХТ), 4% раствором 

NaHCO3 (Ощелачивание), комбинацией 4% раствора NaHCO3 
и доксорубицина в дозе 8 мг/кг (Ощелачивание + ХТ).  

Данные представлены как среднее значение ± стандартная 
ошибка среднего. По сравнению с Контролем * р<0,01,  

** р<0,001. Пояснения в тексте.

Анализ выживаемости животных показал, что 
медиана выживаемости в группе Контроль составила 
38 дней. Введение доксорубицина (группа ХТ) уве-
личило медиану до 45 дней, однако это различие не 
достигло уровня статистической значимости (p=0,39). 

Рис. 3. Графики выживаемости мышей линии Balb/c с 
перевитыми клетками аденокарциномы толстой кишки 

мыши СТ26 без терапии (Контроль, медиана выживаемости 
38 дней) и на фоне терапии доксорубицином в дозе 8 мг/кг 

(ХТ, медиана выживаемости 45 дней, p=0,39), 4% раствором 
NaHCO3 (Ощелачивание, медиана выживаемости 49 дней, 
p<0,01 vs Контроль), комбинацией 4% раствора NaHCO3  

и доксорубицина в дозе 8 мг/кг (Ощелачивание + ХТ,  
медиана выживаемости 45 дней, p<0,05 vs Контроль). 

Пояснения в тексте.
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Монотерапия раствором NaHCO3 (группа Ощелачива-
ние) обеспечила наибольшее увеличение выживаемо-
сти: медиана составила 49 дней (p<0,01 vs Контроль). 
Комбинированная терапия (группа Ощелачивание 
+ ХТ) также достоверно увеличила выживаемость до 
45 дней (p<0,05 vs Контроль) (рисунок 3).

Обсуждение
Полученные в настоящей работе результаты как in 

vitro, так и in vivo дают целостное экспериментальное 
подтверждение гипотезы о том, что искусственная 
коррекция внеклеточного pHе является высокоэф-
фективной стратегией преодоления негенетической 
лекарственной резистентности опухолей к химиопре-
паратам – слабым основаниям.

Двухкратное снижение показателя ИК50 доксо-
рубицина при увеличении концентрации гидро-
карбоната натрия (с 0,22±0,05 мкМ до 0,11±0,02 
мкМ; p<0,01), обнаруженное нами в экспериментах 
in vitro, указывает на резкое потенцирование ци-
тотоксического действия доксорубициниа даже 
при относительно небольшом сдвиге pH среды (с 
7,32 до 7,51). Теоретический расчет по уравнению 
Хендерсона – Хассельбаха показывает, что данное 
изменение кислотности среды увеличивает долю ли-
пофильной неионизированной фракции препарата 
с 11,6% до 17,0%. Это обеспечивает относительный 
прирост проникающей внутрь клеток формы в 
1,46 раза и снижает долю протонированной формы 
с 88,4% до 83,0%, что должно приводить к увеличе-
нию равновесного внутриклеточного накопления 
доксорубицина примерно в 1,5 раза. Однако за-
регистрированный нами реальный сдвиг ИК50 (~ в 
2 раза) существенно превышает этот прямой равно-
весный прогноз. Данный факт строго соответствует 
современным представлениям о «захвате ионов» как 
о сложном мультипликативном каскаде [1, 9, 28]. В 
рамках этой модели начальное усиление мембран-
ного притока нейтральной липофильной формы 
каскадно потенцируется последующим внутрикле-
точным протонированием молекул в цитозоле, их 
лизосомальной секвестрацией и высокоаффинным 
связыванием с ДНК и топоизомеразой II, что необ-
ратимо смещает динамическое равновесие в сторону 
накопления препарата внутри клетки.

Перенос терапевтической схемы на животную 
перевивную модель аденокарциномы толстой кишки 
мыши CT26 in vivo позволил верифицировать обнару-
женные физико-химические закономерности. Клетки 
линии CT26 обладают классическим феноменом 
Варбурга и высокой гликолитической активностью 
[29, 30], что в условиях живого организма ведет к 
выраженному закислению интерстициального про-
странства и формированию защитного «кислотного 
барьера». Применение монотерапии доксорубицином 
(8 мг/кг) показало умеренную противоопухолевую 
активность – торможение роста опухоли на 37% к 

29-му дню (p<0,001), что согласуется с литературными 
данными [31, 32]. Наиболее значимым результатом ис-
следования in vivo стало выявление сильного противо-
опухолевого синергизма в группе комбинированной 
терапии. К 29-му дню эксперимента торможение 
роста опухоли в этой группе достигло 76% (средний 
объем 1675 ± 631 мм3, р<0,001). При этом оно не про-
сто превосходило контроль, но и было статистически 
значимо эффективнее монотерапии доксорубицином 
(р< 0,05). Вероятно, системное введение 4% раствора 
NaHCO3 эффективно повышало буферную емкость 
крови и межклеточной жидкости опухоли, нейтра-
лизуя обратный градиент pH. Это снимало феномен 
«ионной ловушки» непосредственно в опухолевой 
ткани, максимально увеличивая биодоступность вво-
димой дозы доксорубицина для опухолевых клеток и 
усиливая их повреждение.

Примечательно, что изолированное применение 
NaHCO3 также показало самостоятельный противо-
опухолевый эффект, сдерживая рост узла на 34% 
(p<0,01). При этом анализ отдаленных результатов 
и выживаемости животных обнаружил важную био-
логическую инверсию. Несмотря на то, что группа 
комбинированной терапии показала наилучший 
контроль над опухолью, наибольшее и высокодо-
стоверное увеличение медианы выживаемости про-
демонстрировала группа изолированного ощелачи-
вания –49 дней (р<0,01) по сравнению с 38 днями в 
контроле. Комбинированная группа также достоверно 
продлевала жизнь мышей до 45 дней (p<0,05), однако 
ее медиана сравнялась с группой чистой химиотера-
пии (45 дней, p=0,39). Такое нелинейное соотношение 
объема опухоли и выживаемости при добавлении 
доксорубицина, по-видимому, обусловлено фактором 
системной токсичности препарата [32]. Свободный 
доксорубицин при внутрибрюшинном введении в 
высокой дозе (8 мг/кг) оказывает выраженное мие-
лосупрессивное и кардиотоксическое действие [33]. 
Повышение системного pH с помощью NaHCO3 увели-
чивало долю проникающей формы доксорубицина не 
только в опухолевой ткани, но и в здоровых органах с 
нейтральным pH, что могло усугублять кумулятивную 
нецелевую токсичность химиопрепарата и лимити-
ровать чистый выигрыш в выживаемости. В свою 
очередь, ощелачивание NaHCO3, обеспечив медиану 
в 49 дней, подтвердило трансляционную значимость 
буферной терапии как самостоятельного инструмента 
[1, 10, 11, 27, 30].

Таким образом, представленная единая экспери-
ментальная модель CT26 наглядно иллюстрирует, что 
буферная модуляция эффективно переводит теоре-
тические принципы физической химии (кинетику 
нейтральных фракций слабых оснований) в прямое 
терапевтическое преимущество in vivo. Однако для 
успешного клинического внедрения комбинирован-
ных протоколов химиотерапии и ощелачивающей 
терапии требуется тонкое регулирование дозового 
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режима химиопрепарата с целью минимизации его 
системных побочных эффектов на фоне повышенной 
биодоступности.

Заключение
Комплексное исследование, выполненное на 

экспериментальной модели аденокарциномы тол-
стой кишки мыши CT26, позволило количественно 
и качественно охарактеризовать трансляционный 
потенциал буферной терапии как инструмента пре-
одоления pH-зависимой лекарственной устойчиво-
сти. Проведенный анализ позволяет сформулировать 
следующие выводы, имеющие важное научно-практи-
ческое значение:

1. Физико-химическое обоснование эффекта. 
Незначительное смещение pH межклеточной среды 
в щелочную сторону (с 7,32 до 7,51) значимо изме-
няет степень ионизации доксорубицина, увеличивая 
фракцию его нейтральных, липофильных молекул 
в 1,46 раза. Этого сдвига достаточно, чтобы снять 
феномен «ионной ловушки» и обеспечить двукрат-
ное повышение цитотоксической эффективности 
химиопрепарата in vitro (снижение ИК50 с 0,22 до 
0,11 мкМ).

2. Преодоление резистентности in vivo. Локаль-
ный внеклеточный ацидоз, создаваемый опухолевы-
ми клетками линии CT26, активно использующими 
гликолиз, служит физическим барьером для хими-
отерапии доксорубицином. Системное введение ги-
дрокарбоната натрия эффективно нейтрализует этот 
градиент, повышая биодоступность доксорубицина 
непосредственно в ткани опухоли. Это обеспечивает 
мощный синергический эффект: комбинированная 
схема лечения подавляет рост солидного узла на 76% 
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к 29-му дню эксперимента (p<0,001), что в 2 раза эф-
фективнее стандартной монохимиотерапии.

3. Самостоятельный терапевтический потен-
циал ощелачивания. Монотерапия раствором гидро-
карбоната натрия продемонстрировала выраженную 
способность сдерживать опухолевую прогрессию 
(торможение роста опухоли на 34%) и обеспечила 
наибольшую медиану выживаемости животных – 
49 дней (p<0,01) по сравнению с 38 днями в контроле. 
Данный факт подтверждает, что коррекция системно-
го и локального ацидоза является самостоятельным 
терапевтическим инструментом.

4. Ограничения метода и клинические перспек-
тивы. Сочетание химиопрепарата с буферным аген-
том приводит к увеличению терапевтического ответа 
у животных, снижая резистентность к лечению. Од-
нако лимитирующим фактором комбинированного 
протокола остается системная нецелевая токсичность 
доксорубицина, биодоступность которого при за-
щелачивании организма закономерно возрастает не 
только в опухоли, но и в здоровых тканях-мишенях.

Таким образом, модуляция рН опухолевого микро-
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в клиническую практику требуется прецизионная 
оптимизация дозового режима: повышение тканевой 
биодоступности цитостатика в условиях нормали-
зации рН должно сопровождаться деэскалацией его 
дозы для предотвращения манифестации системных 
побочных эффектов.
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