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Обзоры

Рак желудка характеризуется низкой пяти-
летней выживаемостью больных уже на ран-
них стадиях. Современные инструментальные 
методики обследования не всегда вовремя мо-
гут диагностировать рецидивы и прогрессиро-
вание заболевания у больных, прошедших ра-
дикальное оперативное лечение. Набирающая 
популярность в последние годы концепция 
жидкостной биопсии, которая включает опре-
деление циркулирующих опухолевых клеток и 
циркулирующих нуклеиновых кислот в крови, 
может значительно улучшить отдаленные ре-
зультаты лечения благодаря высокой чувстви-
тельности методик. Необходимы дальнейшее 
изучение жидкостной биопсии применительно 
к раку желудка, поиск более универсальных 
маркеров и методов. 
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Рак желудка стоит на пятом месте в 
структуре онкологической заболеваемости в ми
ре и является третьим в структуре смертности 
от онкологических заболеваний. В 2012 году 
зафиксировано 951000 случаев выявления 
больных раком желудка и 723000 случаев 
смерти от рака желудка по всему миру [17]. 
Постоянное совершенствование методик диа-
гностики, различные скрининговые программы 
обследования населения способствовали в 
последние годы выявляемости рака желудка на 
ранних стадиях, однако смертность от данного 
заболевания, несмотря на своевременное 
лечение, остается на высоком уровне. В России 
в 2014 году зафиксировано 37800 впервые 
выявленных случая рака желудка, что ставит его 
на четвертое место среди всех онкологических 
заболеваний (6,7%) [1]. 

Основная роль в борьбе с раком желудка 
отводится как раннему его выявлению, так  
и правильно определённой тактике лечения  
и профилактике рецидивов заболевания. Этому 
способствуют своевременное выполнение та
ких исследований, как, в первую очередь, 
гастроскопия, которая является основой для 

скрининга и раннего выявления заболевания, 
методы ультразвуковой диагностики, включая 
эндо-УЗИ при гастроскопии, различные 
рентгенологические методы исследования — 
компьютерная томография, магнитно-резо
нансная томография, рентгеноскопия. Но если 
гастроскопия позволяет выявить само наличие 
опухоли, то все остальные исследования 
определяют распространенность опухолевого 
процесса, что является необходимым условием 
для правильного стадирования заболевания 
и выбора оптимальной тактики, а также 
динамического наблюдения за пациентом в про
цессе лечения и после него. Однако не всегда 
перечисленные методы диагностики позволяют 
с точностью определить распространенность 
процесса до начала лечения, как например в 
случае начального карциноматоза брюшины, 
который зачастую является интраоперационной 
находкой, не говоря уже о динамическом 
наблюдении после проведенного лечения. В 
дополнение к инструментальным методикам 
можно отнести определение онкомаркеров в 
крови — РЭА, СА-19-9, СА-72-4 — которые, 
однако, не являются специфическими для 
рака желудка и не обладают высокой 
чувствительностью. Повышение уровня этих 
маркеров встречается лишь в 18-19,5% случаев 
рака желудка и не имеет четкой корреляции со 
стадией заболевания в момент его диагноза [15]. 

Одним из новых и перспективных 
направлений в улучшении качества диагностики 
опухолей является «жидкостная биопсия» — 
определение новых маркеров опухоли в крови 
с использованием различных современных 
методик лабораторной диагностики. Основной 
упор в исследовательских работах за последние 
годы сделан на определении циркулирующих 
опухолевых клеток крови и циркулирующих 
опухолевых нуклеиновых кислот [3,40]. 

Циркулирующие опухолевые клетки крови 
являются предикторами гематогенного метас
тазирования и появляются в крови больного 
уже на этапе интравазации первичной опухоли. 
Первое наблюдение о нахождении опухолевых 
клеток в крови больного метастатическим раком 
датировано 1869 годом — тогда T. Ashworth 
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обнаружил в крови пациента клетки, идентичные 
клеткам первичной опухоли [2]. С тех пор по-
явилось значительное количество работ, под-
тверждающих наличие подобных клеток в крови, 
однако лишь в последнее время использование 
новых высокоточных методов лабораторной 
диагностики, позволяющих выделить несколько 
клеток из миллионов элементов крови, позволило 
изучать их более детально. 

Существующие методы обнаружения цир
кулирующих опухолевых клеток можно 
разделить на физические и биологические.  
К физическим методам можно отнести выделение 
клеток по их размеру, плотности, электрическому 
заряду — градиентное центрифугирование, 
диэлектрофорез, различные методики фильтра-
ции, которые разработаны из расчета того, что 
опухолевые клетки в основном больше по разме-
ру, чем другие клетки крови [44,50]. Одним из та-
ких методов является ISET (Rarecells), в котором 
10 мл крови больного после смешивания с ге-
молитическим буферным раствором фильтруют-
ся через мембраны с микропорами диаметром 8 
нм. В дальнейшем эти микрофильтры с осевши-
ми на них клетками можно использовать как для 
рутинного цитологического исследования, так и 
для иммуноцитохимических исследований и ПЦР 
[16]. Однако существует ряд работ, в которых 
говорится о сильной вариабельности размеров 
циркулирующих опухолевых клеток у различных 
больных и при различных опухолях [7,21]. 

Биологические методы используют имму
нологическое определение циркулирующих 
опухолевых клеток по их антигенной 
структуре. В основном, используется подход  
к причислению клеток к опухолевым, когда 
они являются позитивными к антителам против 
опухоль-ассоциированными антигенов, таких 
как фактор адгезии эпителиальных клеток (Ep-
CAM) и цитокератины (CK), и негативными  
к антителам против лейкоцитов CD45. Показано, 
что EpCAM обладает повышенной экспрессией 
при эпителиальных раках у человека, включая 
рак желудка [27,42,47]. Самой распространен-
ной системой для выявления циркулирующих 
опухолевых клеток является CellSearch system 
(Veridex, США). Для исследования берется 7,5 
мл крови больного, в которой происходит захват 
клеток на EpCAM иммуномагнитных панелях,  
к которым в дальнейшем добавляется антитела  
к CK8/18/19 цитоплазматическим марке-
рам, DAPI для маркировки ядра, и к CD45 
как маркера, специфичного для выявления 
лейкоцитов. Далее, в полуавтоматическом 
режиме оценивается наличие опухолевых 
клеток. CellSearch на данный момент является 
единственной одобренной FDA (United States 
Food and Drug Administration) к клиническому 

применению системой для определения цир-
кулирующих опухолевых клеток в перифери-
ческой крови больных раком предстательной 
железы, молочной железы и толстой кишки 
[6,8,9,32]. Так же, на базе Гарвардского меди-
цинского университета в 2009 году была разра-
ботана система «CTC-Chip», которая позволяет 
выделить опухолевые клетки из небольшого 
объема крови больного, фильтруя ее через 
«лабиринт», на стенки которого нанесены 
антитела для фиксации EpCAM. В последствии 
клетки, оставшиеся на панелях “CTC-Chip”, 
можно дополнительно пометить антителами к 
нужным маркерам, либо определить экспрессию 
их генов методом ПЦР [34]. 

Стоит отметить, что циркулирующие 
опухолевые клетки достаточно гетерогенны 
как в своем фенотипе, так и генотипе, и лишь 
некоторые из них, наиболее агрессивные, 
в дальнейшем способны образовывать 
метастатические очаги. На своём пути к 
увеличению потенциала злокачественности 
опухолевые клетки могут совершать эпите
лиально-мезенхимальный переход, который 
проявляется в частичной или полной утрате 
эпителиальных клеточных маркеров и связан 
с приобретением опухолью большей степени 
агрессивности, а ее клетками — повышенной 
способности к миграции и инвазии [38]. Мето-
ды, основанные на выделении опухолевых кле-
ток по маркерам эпителиальных клеток, могут 
упускать эти наиболее агрессивные и значимые 
для прогрессии опухоли клетки. Использование 
специфичных для опухолей маркеров, таких как 
эпидермальный фактор роста (HER2), простати-
ческий антиген (PSA), муцин1/2 (MUC1/2), ра-
ковый эмбриональный антиген (CEA), позволя-
ет повысить чувствительность и специфичность 
методов при гетерогенности опухолевых клеток. 

Все вышеописанные методики используют 
образцы крови in vitro, тогда как еще одна но-
вая методика CellCollector (GILUPI) создана для 
определения циркулирующих опухолевых кле-
ток in vivo, и представляет из себя катетер, на 
поверхность которого нанесены антитела к Ep-
CAM. Будучи установленным в периферическую 
вену, он должен ловить значительное количество 
опухолевых клеток из приблизительно 1,5 
литров циркулирующей крови в течение 30 
минут. Однако, работ по применению такого 
подхода слишком мало, что пока не позволяет 
говорить о его преимуществах и недостатках в 
сравнении с методиками in vitro. 

Другой методикой выявления циркули
рующих опухолевых клеток может являться 
количественная полимеразная реакция в ре
альном времени (qRT-PCR), позволяющая вы-
являть определенные ДНК/РНК маркеры опу-
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холевых клеток с высокой чувствительностью. 
Большинство работ использовало в качестве 
маркеров сигнальную РНК цитокератинов 
(CK19/20) и CEA (60-80% частота обнаружения 
у больных раком). Однако высокая чувствитель-
ность метода может приводить к ложнополо-
жительным результатам, и некоторые исследо-
ватели предлагают использовать одновременно 
несколько маркеров, что повышает специфич-
ность исследования [41,48,49]. 

Множество исследований показывает, что 
определение циркулирующих опухолевых 
клеток в крови онкологических больных является 
перспективным и информативным методом 
мониторирования течения онкологического 
процесса. Так, например, SJ. Cohen et al. при 
использовании для анализа крови 430 боль-
ных колоректальным раком системы Cell-
Search выявили, что при обнаружении более 5 
опухолевых клеток на 7,5 мл крови достоверно 
уменьшается продолжительность жизни  
и безрецидивного течения заболевания этой 
группы пациентов [6]. Подобные пороги выяв-
лены для рака предстательной и молочной же-
лез [8,9,32]. Исследование К. Hiraiwa et al., про-
веденное на 44 больных метастатическим раком 
желудка, показало, что у пациентов, у которых 
определялось более двух опухолевых клеток в 
крови, общая выживаемость была значительно 
ниже группы, у которых опухолевых клеток 
было меньше двух [13]. S. Matsusaka et. al.  
в своем исследовании опубликованном в 2010 
году, оценивают обнаружение опухолевых кле
ток при проводимом химиотерапевтическом 
лечении. С использованием системы CellSearch 
показано, что у больных, у которых определяется 
четыре и более опухолевые клетки в крови, 
продолжительность жизни и безрецидивного 
течения гораздо меньше, нежели у тех, у кого 
их менее четырех (4 к 11 месяцам и 1,4 к 5 
месяцам соответственно), тогда как количество 
опухолевых клеток до начала химиотерапии 
статистически не влияло на клинический исход 
[22]. 

Значительная часть исследований циркули
рующих опухолевых клеток при раке желудка 
выполнялась методом полимеразной цепной 
реакции. Все они показали корреляцию между 
общей выживаемостью и агрессивностью 
опухоли при увеличении уровня определяемого 
маркера. В самом маштабном исследовании, 
проведенном K. Mimori et al. [23] с участием 
более 800 больных раком желудка, определяли 
уровень матричной металлопротеиназы типа 1 
(MT1-MMP mRNA). Показано, что уровень MT1-
MMP mRNA являлся достоверным независимым 
фактором определения прогрессирования забо
левания и наличия отдаленных метастазов. 

Множество проведенных исследований дает 
возможность применения различных методик 
определения циркулирующих опухолевых клеток 
для наблюдения за динамикой опухолевого 
процесса, его агрессивностью, позволяет более 
эффективно контролировать эффективность 
проводимого химиотерапевтического лечения. 
Однако, существуют и противоречивые данные, 
которые утверждают, что после хирургического 
лечения уровень циркулирующих клеток в крови 
больных может как снижаться, так и повышаться 
[14,26,28,31]. Вероятнее всего, объяснить такие 
колебания уровня опухолевых клеток можно 
широким спектром искомых параметров, раз-
личной методологией определяемых маркеров, 
индивидуальностью каждого больного и состо-
яния исследуемых образцов. 

Еще одним перспективным направлением 
жидкостной биопсии является определение 
свободно циркулирующих нуклеиновых кислот 
в плазме крови. Они были впервые выявлены 
P. Mandel и P. Metais еще в 1948 году, однако 
большого интереса к этой находке тогда 
проявлено не было. В 1977 г. появилось первое 
сообщение SA. Leon et. al. [20] об обнаруже-
нии свободно циркулирующей ДНК в крови 
больных онкологическими заболеваниями. Так 
же в этой работе была высказана возможность 
использования находки в качестве индикатора 
течения заболевания и показано снижение 
уровня циркулирующей ДНК в ответ на 
проводимую радиотерапию. В 1989 г. группа 
ученых обнаружила циркулирующие ДНК  
с неопластическими свойствами, а в 1994 
г. V. Vasioukhin et al. после обнаружения 
NRAS и KRAS мутации в крови больных 
миелодиспластическим синдромом и раком 
поджелудочной железы подтвердили гипотезу, 
что опухоли могут выбрасывать в кровяное 
русло ДНК [36,43]. Эти исследования открыли 
новые возможности для поиска и определения 
биологической значимости циркулирующих 
нуклеиновых кислот, таких как ДНК, матрич-
ная РНК и микро-РНК. 

На сегодняшний день выдвинуто два 
механизма появления нуклеиновых кислот в 
крови — активный и пассивный. Пассивный 
представляет собой выход генетического мате
риала опухолевых клеток при их разрушении 
вследствие апоптоза. Важную роль в нем игра-
ют макрофаги и фагоциты, которые могут вы-
брасывать захваченные ранее нуклеиновые кис-
лоты умерших клеток в свое микроокружение. 
Активный механизм мало изучен и подразумева-
ет выделение нуклеиновых кислот опухолевыми 
клетками, вероятнее всего для запуска каких-ли-
бо сигнальных каскадов в отдаленно располо-
женных клетках. Оба эти механизма неразрывно 
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связаны с наличием циркулирующих опухо-
левых клеток. В то же время циркулирующие 
ДНК определяются и в крови здоровых людей, 
что связано с естественным разрушением клеток 
крови. Однако, количество циркулирующей ДНК 
значительно увеличивается у онкологических 
больных [33,37]. 

Для поиска свободно циркулирующих 
опухолевых ДНК необходимо определение 
общего количества ДНК крови и выделение 
определенных онкоассоциированных генетичес
ких аббераций, которые могут включать в себя 
микросателлитную нестабильность, потерю 
гетерозиготности, генетический полиморфизм, 
точечные мутации, метилирование генов, 
делеции, амплификации, трансляции и др. Не-
давние проведенные исследования выявили 
появление в крови KRAS мутаций в процессе 
приобретения резистентности к таргетной анти-
EGFR терапии больных колоректальным раком 
[11,24]. 

Циркулирующие крупные молекулы РНК,  
по большей своей мере, уничтожаются 
РНКазами крови, что значительно затрудняет их 
поиск. Однако, существуют работы, в которых 
сообщается об обнаружении циркулирующих 
РНК в крови больных меланомой, раком 
предстательной и молочной желез и раком 
толстой кишки [5,10,19,35], что также может 
подтверждать сохранение этих молекул РНК  
в различных секреторных везикулах, которые 
отщепляются от мембран клеток и находятся  
в кровеносном русле. 

Наибольший интерес в современных рабо
тах представляет обнаружение микро-РНК в 
крови. Микро-РНК представляет собой группу 
коротких (примерно 19-25 нуклеотидных 
оснований), некодирующих РНК, которые во
влечены в постранскрипционную регуляцию 
экспрессии генов, ингибируя трансляцию и на
рушая стабильность РНК. На сегодняшний день, 
согласно международной базе микро-РНК (miR-
Base), найдено более 1800 микро-РНК, и их ко-
личество постоянно пополняется. 

В контексте онкологических заболеваний, 
микро-РНК отводится одна из ведущих ролей 
в пролиферации и дифференцировке клеток, 
апоптозе, эпителиально-мезенхимальном пе
реходе и метастазировании. Множество иссле
дований доказало экспрессию микро-РНК  
и их значительное участие как в онкогенезе, так  
и в онкосупрессии при различных онко
логических заболеваниях, что может служить 
в разработке новых опухолевых биомаркеров  
и терапии, основанной на микро-РНК. Микро-
РНК являются значительно более стабильными, 
чем циркулирующие РНК, к воздействиям 
РНКаз и различных физических факторов, 

их транспортировка в секреторных везикулах 
может участвовать во внутриклеточной передаче 
информации, что позволяет предположить 
их роль в развитии опухолевого процесса  
и метастазирования [4,25] 1. 

Существует значительное количество иссле
дований, в которых микро-РНК использовалась 
как маркер при раке желудка [12,29,30,39, 
45,46]. Во всех этих исследованиях, несмо-
тря на различие в выборе маркера и в сре-
де поиска (сыворотка или плазма), показана 
возможность использования микро-РНК как 
достаточно чувствительного и специфичного 
маркера развития опухолевого процесса. В 
одной из работ, опубликованной в 2012 году, 
H. Konishi et al. изучали профиль микро-РНК 
в плазме крови у всех пациентов до и после 
оперативного вмешательства, и, по их мнению, 
наиболее достоверными и точными маркерами 
могут служить микро-РНК-451 и микро-
РНК-486 [18]. Показаны заметные колебания 
значений у групп здоровых и больных людей, 
а так же изменение их уровня после удаления 
опухолевой ткани и при возникновении 
рецидивов. 

Как можно видеть из обзора имеющейся 
на данный момент литературы, жидкостная 
биопсия является перспективным направлением 
диагностики и динамического наблюдения 
за онкологическими больными. Она может 
служить дополнительным подтверждением 
наличия онкологического заболевания, как, 
например, в случае рака предстательной железы, 
печени или поджелудочной железы, когда для 
подтверждения диагноза требуются инвазивные 
пункционные методики забора материала, что 
не всегда возможно, или же может вызвать 
осложнения самих процедур. В случае раков 
других локализаций, когда выполнение 
забора гистологического материала может 
выполняться при рутинных исследованиях 
(ФКС, ФГДС), вероятнее всего жидкостная 
биопсия для первичной диагностики вряд 
ли найдет свое распространение. Хотя при 
обнаружении общего для конкретной нозологии 
высокочувствительного и специфичного маркера 
он может быть использован для скрининга этих 
заболеваний на ранних стадиях, что, возможно, 
будет более удобно для пациента, нежели другие 
инвазивные методики. 

Однако основное применения жидкостной 
биопсии видится в прогнозировании агрес
сивности опухолевого процесса. Например, 
при обнаружении повышенного значения 
какого-либо маркера, который может говорить  
о высокой агрессии опухоли, даже при 

1  См. также работу А. В. Малек и соавт. (Вопр. онкол. – 2014. – Т. 60 (4). 
– С. 429-436), прим. ред. 
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отсутствии отдаленных метастазов и пораженных 
лимфоузлов возможно назначение адъювантной 
химиотерапии после выполнения радикальных 
оперативных вмешательств. Так, и динамическое 
наблюдение за этими больными становится 
эффективнее, если заподозрить рецидив забо
левания значительно раньше, чем это можно 
выявить современными инструментальными 
методами исследований, что позволит вовремя 
назначить или изменить необходимую терапию. 
Возможен контроль эффективности проведения 
химиотерапевтического лечения, причем, как 
обычных схем, так и таргетной терапии, что 
позволило бы в нужный момент поменять 
препарат или схему лечения. 

Применимо к раку желудка жидкостная 
биопсия могла бы сыграть важную роль в 
динамическом наблюдении за больными, пе
ренесшими радикальную операцию, ввиду 
достаточно агрессивного течения этого забо
левания даже на его ранних стадиях, высокой 
частоты рецидивов и прогрессирования, низкой 
выживаемости этих больных. 

Все же, несмотря на наличие различных 
современных и достаточно точных методов 
жидкостной биопсии, лишь единицы приме
няются в клинической практике и для ограни
ченного количества патологий. Возможно, 
это связано с большим количеством методик, 
отсутствием единых маркеров для конкретной 
патологии, сложности выполнения исследований 
и экономической составляющей вопроса. 
Поэтому должна проводиться разработка но
вых методик определения циркулирующих 
опухолевых клеток и нуклеиновых кислот, 
стандартизация мишеней их поиска для более 
чувствительной и специфичной диагностики, что, 
несомненно, будет выполняться в ближайшее 
время ввиду большой перспективности жид
костной биопсии. 
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Possibilities of liquid biopsy in gastric cancer
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The increasing popularity of the concept of liquid biopsy, 
which involves the definition of circulating tumor cells and 
circulating nucleic acids in the blood can significantly improve 
long-term results of treatment for gastric cancer due to the high 
sensitivity of techniques. It needs further study in relation to 
gastric cancer, the search for universal markers and methods. 
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