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Введение. Разработка новых подходов к 
скринингу колоректального рака (КРР), в 
том числе основанных на таких молекулярно-
генетических методах как оценка экспрессии 
микроРНК, является актуальной клиниче-
ской задачей.

Цель исследования. Предложить алгоритм 
прогнозирования КРР, основанный на опре-
делении уровня экспрессии микроРНК-21 в 
слюне и плазме.

Материалы и методы. Уровни экспрессии 
микроРНК-21 в образцах плазмы крови и 
слюны, полученные у 65 пациентов с выяв-
ленным раком толстой кишки (группа КРР) и 
66 здоровых добровольцев (группа контроль), 
были измерены методом полимеразной цепной 
реакции обратной транскрипции (ОТ-ПЦР) и 
выражены в условных единицах экспрессии 
(УЕ). Произведен корреляционный анализ 
уровней экспрессии микроРНК-21 в плазме 
(П-миРНК-21) и слюне (С-миРНК-21) с полом, 
возрастом, локализацией и стадией процесса. 
Для выявления предикторов КРР применяли 
однофакторный анализ. На основе комбина-
ции ведущих факторов выполнено форми-
рование рисковых классов с последующим 
построением дерева решений, а для анализа 
качества смоделированного дерева-решения и 
модели прогнозирования КРР использовался 
ROC-анализ. Уровень статистической значи-
мости был зафиксирован на уровне 0,05.

Результаты. Уровень экспрессии 
С-миРНК-21 (9,67±18,52 УЕ) и П-миРНК-21 
(3,71±7,38 УЕ) в группе КРР был выше, чем 
в группе контроля (р<0,0001 и р=0,0089 со-
ответственно). С-миРНК-21 коррелировала 
с П-миРНК-21 (r=0,31; р<0,05). Корреляции 
экспрессии микроРНК-21 с полом, возрас-
том, локализацией процесса и стадией забо-
левания получено не было. Предикторами 
наличия КРР при однофакторном анали-
зе стали: С-миРНК-21>2 УЕ [ОР (ДИ): 2,51 
(1,76; 3,58)], П-миРНК-21>1,6 УЕ [ОР (ДИ): 
2,41 (1,75; 3,31)], возраст>61 год [ОР (ДИ): 
2,65 (1,67; 4,21)], высокий уровень ракового 

эмбрионального антигена (РЭА) [ОР (ДИ): 
2,4 (1,93; 2,99)], высокий уровень СА-19.9 
[ОР (ДИ): 2,27 (1,85; 2,78)]. Чувствитель-
ность и специфичность П-миРНК-21>1,6 УЕ 
и С-миРНК-21>2 УЕ в качестве маркеров 
КРР составили 52 и 89 и 61% и 83% соответ-
ственно. Предложен алгоритм диагностики 
КРР в виде модели дерева решений на основе 
С-миРНК-21, П-миРНК-21 и возраста, облада-
ющей высокими чувствительностью (88,7%) 
и специфичностью (76,6%) при AuROC 0,86.

Заключение. Оценка экспрессии 
микроРНК-21в слюне и плазме может быть 
подходящим неинвазивным биомаркером для 
диагностики КРР.
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стика, микроРНК-21, плазма крови, слюна, 
полимеразная цепная реакция в реальном 
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Введение

Несмотря на развитие медицинских техно-
логий и разработанные методы диагностики, 
колоректальный рак (КРР) остается одной из 
серьезных проблем в онкологии, занимая ве-
дущие позиции по показателям заболеваемости 
и смертности. За последние десятилетия число 
больных с КРР прогрессивно увеличивается. В 
мире ежегодно регистрируется более 1,2 млн. 
первичных случаев КРР и 700 тыс. летальных 
исходов [1].

В России опухоли толстой кишки в структу-
ре общей онкологической заболеваемости до сих 
пор удерживают третье место после рака легких 
и желудка у мужчин и второе место после рака 
молочной железы у женщин [2].

Пятилетняя выживаемость при КРР прибли-
зительно равна 50–60% [3], на ранних стадиях 
заболевания этот показатель значительно выше 
(75–90%) [4]. Таким образом, раннее выявление 
КРР имеет большое значение.

В настоящее время золотым стандартом диаг-
ностики КРР является фиброколоноскопия. Но 
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вследствие своего инвазивного характера, риска 
осложнений и высокой себестоимости, данное 
исследование не может широко использоваться 
в профилактических целях для массовых обсле-
дований [5].

Используемые в настоящее время менее ин-
вазивные методы диагностики, такие как анализ 
кала на скрытую кровь (FOBT) [6] и скрининг 
на онкомаркеры (раковоэмбриональный антиген 
(РЭА)+СА-19.9) обладают низкой чувствитель-
ностью (РЭА+СА-19.9: 49,46%, FOBT: 50–80%) 
и специфичностью (РЭА+СА-19.9: 78%, FOBT: 
85–97%) [7, 8].

Таким образом, поиск новых, надежных и 
неинвазивных маркеров, пригодных для ранней 
диагностики КРР, которые бы позволяли выя-
вить заболевание с высокой чувствительностью 
и специфичностью, является актуальной задачей.

В последнее время появилось большое коли-
чество исследований, посвященных роли малых, 
не кодирующих белок молекул РНК (микроРНК) 
в канцерогенезе. Семейство генов микроРНК на-
считывает немногим более 1% от всего генома 
человека, но регулирует экспрессию почти тре-
ти всех генов на посттранскрипционном уровне, 
при этом являясь наиболее консервативным по 
последовательностям и механизмам экспрессии 
[9]. В процессах канцерогенеза опухолей тол-
стой кишки описано как усиление, так и по-
давление или полное прекращение экспрессии 
различных микроРНК [10].

МикроРНК-21 — одна из таких микроРНК, 
экспрессия которой при КРР повышена [11]. 
Кроме того, экспрессия микроРНК-21, активи-
руемая в тканях колоректальной опухоли, уве-
личивается при ее прогрессировании и связана с 
плохой выживаемостью и ответом на химиотера-
пию [12]. Учитывая тот факт, что опухоль-спец-
ифичные микроРНК присутствуют за пределами 
новообразования, в различных биологических 
жидкостях больного, где они беспрецедентно 
стабильны и могут определяться в следовых 
концентрациях с помощью полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР), наше внимание привлекли 
слюна и плазма крови, как наиболее простые в 
получении и не требующие специальной под-
готовки для забора среды [13].

Цель исследования — предложить алгоритм 
прогнозирования КРР, основанный на определе-
нии уровня экспрессии микроРНК-21 в слюне 
и плазме.

Материалы и методы

Исследование одобрено локальным этическим комите-
том ФГБОУ ВО ПСПбГМУ им. акад. И.П. Павлова Минз-
драва России № 185 от 30.05. 2016 г.

В исследование были включены 65 пациентов с КРР 
и 66 здоровых добровольцев, проходившие обследова-

ние и лечение в НИИ хирургии и неотложной медицины 
ПСПБГМУ им. акад. И.П. Павлова.

Критериями включения в исследование были: а) от-
сутствие хирургического вмешательства по поводу онко-
логической патологии, химиотерапии и лучевой терапии 
в анамнезе; б) отсутствие любых острых воспалительных 
заболеваний и гематологической патологии; в) отсутствие 
метаболических нарушений.

Письменное информированное согласие было получено 
от всех участников исследования.

Всем пациентам производился забор крови на опреде-
ление онкомаркеров, таких как РЭА, СА-19-9 и СА-125, 
забор плазмы крови и слюны для определения экспрессии 
микроРНК-21, а также выполнялась фиброколоноскопия, 
как метод диагностики КРР.

Исследование относительной экспрессии генов 
микроРНК в слюне (С-миРНК-21) и плазме крови 
(П-миРНК-21) проводили по полуколичественному прото-
колу, описанному нашей группой ранее [14, 15], а получен-
ный результат выражали в условных единицах экспрессии 
(УЕ).

Для описания числовых шкал использовались среднее 
значение и стандартное отклонение (М±S). Сравнения 
двух групп по числовым переменным проводились с по-
мощью непараметрического метода Манна—Уитни. Ста-
тистическая значимость различий групп для бинарных и 
категориальных показателей определялась с использова-
нием метода Хи-квадрат Пирсона. Анализ взаимосвязей 
проводился на основе непараметрической ранговой корре-
ляции по Спирмену. Для выявления предикторов КРР при-
меняли однофакторный анализ. С целью моделирования 
бинарных целевых показателей использовались деревья 
классификации, а для анализа качества полученной про-
гностической модели использовался ROC-анализ. Порог 
статистической значимости был зафиксирован на уровне 
0,05. Статистическая обработка данных осуществлялась 
с помощью пакетов прикладных программ Statistica 10 и 
SASJMP [16].

Результаты исследования

Достоверных различий по полу в двух груп-
пах выявлено не было, однако, отмечалось 
статистическое различие по возрасту в группе 
«КРР» в сравнении с группой «Контроль». Кли-
нико-демографические показатели представлены 
в табл. 1. Так же отмечалось повышение уровня 
С-миРНК21 на начальных стадиях заболевания 
(табл. 2).

Таблица 1. Клинико-демографические показатели

Показатель КРР (n=65) Контроль 
(n=66) p

Пол: ж/м (n/n) 34/31 25/41 p=0,2563

Возраст, лет (M±S) 66±12 53±17 Р<0,0001

РЭА>N, % 27,69% 0% <0,0001

СА-19.9>N, % 20% 0% 0,0001

СА-125>N, % 6,15% 9,09% 0,5268

С-миРНК-21 (УЕ)(M±S) 9,67±18,52 1,30±2,45 <0,0001

П-миРНК-21 (УЕ) (M±S) 3,71±7,38 0,84±0,64 0,0089

Примечания. С-миРНК21 — экспрессия микроРНК-21 в слюне; 
П-миРНК-21 — экспрессия микроРНК-21 в плазме; КРР — колоректальный 
рак; РЭА — раковоэмбриональный антиген.
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Для выявления наличия связей между по-
вышением уровня экспрессии микроРНК-21 в 
слюне и плазме и другими клинико-патологи-
ческими характеристиками больных КРР был 
выполнен корреляционный анализ (табл. 3). Ре-
зультаты этого корреляционного анализа опреде-
лили связь С-миРНК-21с П-миРНК-21.

Для выделения наиболее значимых предикто-
ров наличия КРР был выполнен однофакторный 
анализ (табл. 4). Чувствительность и специфич-
ность П-миРНК-21>1,6 УЕ и С-миРНК-21>2 УЕ 
в качестве маркеров КРР составили 52 и 89 и 
61 и 83% соответственно.

Таблица 4. Результаты однофакторного анализа

Предиктор Относительный риск 
(95% ДИ) Уровень p

С-миРНК-21≥2,0 УЕ 2,51 (1,76; 3,58) <0,0001

П-миРНК-21≥1,6 УЕ 2,41 (1,75; 3,31) <0,0001

Возраст, лет≥61,0 2,65 (1,67; 4,21) <0,0001

РЭА>N 2,4 (1,93; 2,99) <0,0001

СА-19.9 >N 2,27 (1,85; 2,78) 0,0001

Примечания. С-миРНК21 — экспрессия микроРНК-21 в слюне; 
П-миРНК21 — экспрессия микроРНК-21 в плазме; РЭА – раково-эмбри-
ональный антиген.

С целью быстрой оценки прогноза в кли-
нической практике была построена диаграмма 
дерева решений с помощью комбинации вли-
яющих факторов с последующим ранжирова-
нием классов по уровню риска (рис. 1). Всего 
с помощью дерева решений было выделено 4 
рисковых класса. Наиболее высокий риск нали-
чия КРР наблюдается у пациентов со следую-
щей комбинацией факторов: «С-миРНК-21 (УЕ) 

≥2,0» и «П-миРНК-21 (УЕ) ≥2,6». Наименьший 
уровень риска наличия КРР наблюдается для 
следующей комбинации факторов: «С-миРНК-21 
(УЕ) <2,0» и «Возраст, лет <62,0». Прогности-
ческая ценность построенной диаграммы при-
нятия решений была проверена с помощью 
ROC-анализа — площадь под кривой (AuROC) 
составила 0,86 (рис. 2).

Обсуждение

МикроРНК-21 — это онкогенная микроРНК, 
которая регулирует экспрессию нескольких свя-
занных с раком генов-мишеней, таких как PTEN, 
TPM1 и PDCD. Ее сверхэкспрессия была показа-
на в различных опухолях человека. Кроме того, 
экспрессия микроРНК-21, активируемая в тка-
нях колоректальной опухоли, увеличивается при 
ее прогрессировании и связана с плохой выжи-
ваемостью и ответом на химиотерапию [12]. Од-
нако изучение экспрессии микроРНК-21 в слюне 
ограничено. В литературе нам встретились пу-
бликации, изучающие экспрессию микроРНК-21 
в слюне лишь при раннем раке пищевода [17], 
тогда как исследований, направленных на изуче-
ние экспрессии этого биомаркера в слюне при 
КРР — нет. За исключением пилотного иссле-
дования, выполненного нашей группой в 2017 г. 
[14].

В настоящем исследовании были проанали-
зированы уровни экспрессии микроРНК-21 в 
слюне и в плазме у пациентов с КРР и у здоро-
вых добровольцев. Выявлено повышение уровня 
экспрессии микроРНК-21 в группе пациентов с 
КРР по сравнению с группой здоровых добро-
вольцев, как и было продемонстрировано нами 
ранее [14].

Таблица 2. Экспрессия микроРНК-21 в слюне и плазме в зависимости от стадии заболевания

Стадия
0 (n=4) I (n=7) II (n=14) III (n=26) IV (n=14) p

Уровень микроРНК

С-миРНК-21 (УЕ) (M±S) 43,86±62,93 11,26±11,63 5,31±8,77 6,84±8,40 8,72±10,10 0,0968

П-миРНК-21 (УЕ) (M±S) 2,94±2,99 6,15±7,53 2,37±2,50 4,69±10,61 2,25±2,75 0,8925

Примечания. С-миРНК-21 — экспрессия микроРНК-21 в слюне; П-миРНК-21 — экспрессия микроРНК-21 в плазме.

Таблица 3. Корреляционный анализ микроРНК-21 в слюне и плазме и некоторых клинических показателей в 
группе КРР

Показатель Возраст, лет Локализация Стадия С-миРНК-21 (УЕ) П-миРНК-21 (УЕ)

Возраст, лет 1 –0,04 0,06 –0,03 –0,15

Локализация –0,04 1 0,16 –0,24 –0,03

Стадия 0,06 0,16 1 –0,06 –0,11

С-миРНК-21 (УЕ) –0,03 –0,24 –0,06 1 0,31*

П-миРНК-21 (УЕ) –0,15 –0,03 –0,11 0,31* 1

Примечания. С-миРНК-21 — экспрессия микроРНК-21 в слюне; П-миРНК-21 — экспрессия микроРНК-21 в плазме. * Статистическая значимость на 
уровне р≤0,05.
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В исследуемой группе пациентов с КРР кор-
реляции экспрессии микроРНК-21 в слюне и 
плазме с возрастом и полом отмечено не было. 
В этой связи отличия по возрасту между кон-
трольной группой и исследуемой группой мало-
существенны для общей оценки исследуемого 
маркера. Но отмечалась умеренная положитель-
ная корреляция между показателями экспрессии 
микроРНК-21 в слюне и плазме в группе КРР, 
что нам представляется закономерным.

Интересно, что уровень экспрессии ми-
кроРНК-21 не коррелировал со стадией заболе-
вания (см. табл. 3). Это можно объяснить тем, 
что участие микроРНК-21 в онкогенезе имеет, 
скорее всего, качественную роль.

По результатам однофакторного анализа мож-
но сделать вывод, что ключевыми статистически 
значимыми предикторами развития КРР являют-
ся повышение экспрессии микроРНК-21 в слюне 
и плазме, возраст старше 61 лет наряду с повы-
шением уровня РЭА и СА-19.9. Прогностиче-
ское значение в отношении КРР таких факторов 
как возраст, РЭА, СА-19.9 хорошо известно [18]. 
Последние годы роль миРНК-21 в плазме в ка-
честве предиктора КРР также была показана в 
ряде исследований [19, 20]. В то же время, про-
гностическое значение экспрессии микроРНК в 
слюне нами продемонстрировано в представля-
емом исследовании впервые. Чувствительность 
и специфичность С-миРНК-21 представляются  

Рис. 1. Диаграмма дерева решений для показателя КРР на основе комбинации 3-х влияющих факторов. С-миРНК21 — экспрессия 
микроРНК-21 в слюне; П-миРНК21 — экспрессия микроРНК-21 в плазме

Рис. 2. ROC-кривая для дерева решений
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достаточными для применения этого метода в 
качестве скрининга КРР в клинической практи-
ке. Безусловно, что С-миРНК-21 является пер-
спективным маркером для предикции КРР, в 
первую очередь, в связи с неивазивностью ме-
тодики. Требуются дальнейшие популяционные 
исследования для валидизации этого маркера 
в качестве скринингового метода диагностики 
КРР.

На основании трех легко определяемых марке-
ров — возраста, П-миРНК-21 и С-миРНК-21 — 
нами предложена модель дерева решений в 
качестве доступного и быстрого инструмента 
выявления КРР в клинической практике (см. 
рис. 1), обладающая высокими чувствительно-
стью и специфичностью (см. рис. 2). Дальней-
шие исследования необходимы для валидизации 
предложенной модели, в том числе для ранней 
диагностики КРР.

Заключение

Исследование экспрессии С-миРНК-21 вви-
ду доступности биоматериала, является пер-
спективным в ранней диагностике КРР. Модель 
прогнозирования КРР, учитывающая экспрессию 
микроРНК-21 в слюне и плазме, может быть 
применена в клинической практике для пациен-
тов старше 60 лет.
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Introduction. The development of new approaches to 
screening colorectal cancer (CRC), including those based 
on such molecular genetic methods as the assessment of 
microRNA(miRNA) expression, is an urgent clinical task. Pur-
pose of the study. The study was aimed at development of a 
model for CRC prediction based on the miRNA-21 expression 
level in saliva and plasma.

Materials and Methods. The miRNA-21 expression levels 
in plasma (P-miRNA-21) and saliva(S-miRNA-21) samples 
obtained from 65 patients with diagnosed colon cancer (CRC 
group) and 66 healthy volunteers were measured by reverse 
transcription polymerase chain reaction and expressed in con-
ventional expression units (CU). Correlation analysis of the 
levels of miRNA-21 expression in plasma and saliva with 
gender, age, localization and stage of the process was per-
formed. Univariate analysis was used to identify CRC predic-
tors. Based on a combination of leading factors, risk classes 
were formed with the subsequent construction of a decision 
tree. ROC analysis was used to estimate the quality of the 
simulated decision tree and the CRR predicting model. The 
level of statistical significance was fixed at 0.05.

Results. The P-miRNA-21 (3.71±7.38 CU) and S-miR-
NA-21 (9.67±18.52 CU) in CRC patients was higher than in 
healthy control (p=0.0089 and p<0.0001, respectively). The 
sensitivity and specificity of P-miRNA-21>1.6 CU and S-
miRNA-21>2 CU as CRC markers were 52% and 89% and 
61% and 83%, respectively. No correlation of P-miRNA-21 
or S-miRNA-21 with gender, age, process localization and 
disease stage was found. In univariate analysis the predictors 
of CRC were: S-miRNA-21>2 CU (Relative risk (CI), RR 
[CI): 2.51 (1.76; 3.58)], P-miRNA-21>1.6 CU [RR (CI): 2.41 
(1.75; 3.31)], age >61 years [RR (CI): 2.65 (1.67; 4.21)], high 
level of cancer embryonic antigen (CEA) [RR (CI): 2.4 (1.93; 
2.99)], high level of СA-19.9 [RR (CI): 2.27 (1.85; 2.78)]. An 
algorithm for CRC diagnostics was proposed in the form of a 
decision tree model based on S-miRNA-21, P-miRNA-21 and 
age, which has high sensitivity (88.7%) and specificity (76.6%) 
of the model, AuROC 0.86.

Conclusion. Evaluation of the expression miRNA-21 both 
in saliva and in blood plasma can be suitable non-invasive 
biomarkers for screening colon cancer, especially as part of 
the proposed diagnostic model.

Key words: molecular diagnostics, miR-21, blood plasma, 
saliva, real-time polymerase chain reaction, colorectal cancer
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