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Чувствительность цитологического скри-
нинга рШМ, несмотря на используемые 
технические усовершенствования, остается 
достаточно низкой. показано, что среди жен-
щин с мазками, расцененными как сомни-
тельные цитологические заключения ASCUS 
в 5%  — 10% случаи, на самом деле, характе-
ризовались тяжелой дисплазией. применение 
новых молекулярных методов диагностики 
может повысить эффективность скрининга 
рШМ за счет повышения точности диагно-
стики степени дисплазии. неопластическая 
трансформация эпителия шейки матки со-
провождается специфическими изменениями 
профиля экспрессии микрорнк, оценка ко-
торых имеет большой диагностический по-
тенциал. В данной работе проведен анализ 
экспрессии 18 микрорнк. Установлена кор-
реляция экспрессии пяти мирнк (miR-375, 
miR-20a, miR-196b, miR145 and miR-126) со 
степенью неоплазии шейки матки, что по-
зволяет рекомендовать их для дальнейшего 
исследования с целью внедрения в качестве 
диагностического теста на этапе цитологиче-
ского скрининга.
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Проблема совершенствования диагностики 
рака шейки матки (ршм) не теряет своей ак-
туальности. ршм принадлежит третье место по 
уровню заболеваемости. По данным Всемирной 
организации здравоохранения, ежегодно в мире 
заболевают свыше 500 тыс. женщин и умира-
ет от него более 200 тыс. женщин [3]. В 2012 
году был обнаружен рост заболеваемости ршм 
у женщин в возрасте до 30 лет; в 2015 году при-
рост показателя заболеваемости ршм составил 
31,1 % [1].

основным методом вторичной профилактики 
рака шейки матки (ршм) остается цитологиче-

ское исследование эпителия шейки матки. Чув-
ствительность цитологического скрининга для 
диагностики цервикальных интраэпителиальных 
неоплазий (CIN), несмотря на проводимые тех-
нические усовершенствования, остается доста-
точно низкой. открытие молекул-ингибиторов 
синтеза белков на посттранскрипционном уров-
не  — микрорнК (мирнК)  — предоставило но-
вые возможности поиска тканевых онкомаркеров 
и анализа биопсийного материала [4]. мирнК 
играют существенную роль в процессе развития 
злокачественных новообразований всех локали-
заций, включая ршм [12]. определенные сдви-
ги профиля мирнК всегда сопровождают про-
цесс неопластической трансформации, отражая, 
и, отчасти, определяя биологические и клини-
ческие особенности опухолевого роста. Уровень 
экспрессии определенных молекул мирнК часто 
коррелирует с такими биологическими особен-
ностями клеток, как активность пролиферации, 
направление и степень дифференцировки, секре-
торная активность, метаболический статус. 

В ходе злокачественной трансформации цер-
викального эпителия персистенция ВПЧ при-
водит к характерным изменениям профиля 
экспрессии мирнК, и, соответственно, их ре-
гуляторной активности. В ряде исследований, 
осуществленных с помощью высокопропускных 
технологий, продемонстрированы изменения 
уровней экспрессии множества мирнК в клет-
ках, инфицированных ВПЧ, но информация о 
биологическом значении изменений содержания 
конкретных мирнК пока недостаточна и нужда-
ется в уточнении [12].

Имеются данные о том, что экспрессия кле-
точных мирнК отражает состояние цервикаль-
ного эпителия, его реакцию на персистенцию 
ВПЧ, этапность процесса малигнизации [12]. В 
исследовании, проведенном путем оценки экс-
прессии мирнК-25/92а и мирнК-22/29а, было 
показано, что при помощи этих мирнК можно 
дифференцировать нормальное состояние цер-
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викального эпителия, цервикальной интраэпи-
телиальной неоплазии и цервикальной карцино-
мы [17]. В исследовании на основании анализа 
выборки из более 100 пациенток с различны-
ми цервикальными неоплазиями обнаружено, 
что содержание единственной мирнК-125 мо-
жет рассматриваться в качестве потенциально-
го биомаркера инвазивного рака шейки матки 
(общая точность анализа >80%) [13]. наконец, 
сравнение метода выявления изменений мирнК 
с традиционным цитологическим методом, ис-
пользующимся в качестве скринингового при 
диагностике ршм, показало, что метод опре-
деления экспрессии мирнК-424 и мирнК-375 
обладает более высокой чувствительностью 
(76.0% и 74,9% против 63.8%) и большей от-
рицательной прогностической ценностью (NPV) 
(от 85.7% и 85,4% против 79.3%) по сравнению 
с традиционной цитологией [14].

Приведенные данные, свидетельствуют о том, 
что некоторые мирнК могут быть использованы 
в качестве потенциальных биомаркеров в ранней 
диагностике ршм или в разработке таргетной 
терапии. однако это положение требует более 
детального исследования, поскольку эффектив-
ность такого подхода еще не доказана. Изменение 
экспрессии мирнК может отражать самые ран-
ние этапы цервикального канцерогенеза, поэтому 
получение новых данных относительного этого 
феномена позволит разработать новые подходы к 
скринингу и ранней диагностике ршм. 

Цель исследования:
• разработать метод анализа мирнК для 

диагностики преинвазивных неоплазий;
• оценить перспективы внедрения в клини-

ческую практику метода анализа мирнК 
в материале цитологических препаратов 
при диагностике CIN.

Материалы и методы

В исследование включены образцы материала, полу-
ченного в ходе цитологического исследования (n=93). 
Цитологические препараты подвергались стандартной об-
работке. Цитологическое исследование проводили с по-
мощью световой микроскопии, по результатам которой в 
34 случаях было диагностировано LSIL, в 33 случаях  — 
HSIL, в 26 случаях  — ршм. Группу контроля составили 
здоровые пациенты, у которых по результатам цитологиче-
ского скрининга не было выявлено ВПЧ-ассоциированных 
поражений шейки матки. Диагнозы ршм, HSIL и LSIL 
были подтверждены последующим гистологическим ис-
следованием. 

Выделение рнК. Выделение суммарного пула рнК 
проводили с помощью набора «реалБест экстракция 
100» (Зао «Вектор-Бест», россия) в соответствии с ин-
струкцией производителя. Концентрацию и качество вы-
деленной рнК оценивали на спектрофотометре NanoDrop 
2000C (Thermo Scientific, Сша). Концентрация выделен-
ной рнК была в диапазоне от 17,5 до 463,0 нг/мкл. Коли-
чество рнК, выделенной из материала цитологического 
препарата, было достаточным для анализа уровня экс-
прессии мирнК. Чистоту препарата оценивали как отно-
шение поглощения при длинах волн 260/280 нм и 260/230 
нм. Препараты рнК считали годными для анализа при 
показателях абсорбции A260/280  — 2,8, а260/230  — 

Таблица 1. Изменения уровней экспрессии некоторых миРНК в процессе цервикального канцерогенеза

мирнК изменение источник

мирнК-125b Потенциальный биомаркер инвазивного рака шейки матки (общая точность анализа>80%) [13]

мирнК-375 Снижение экспрессии по мере прогрессирования неоплазии [7]

мирнК-34а Снижение уровня экспрессии при CIn2-3 по сравнению с образцами при CIn1и в образцах 
плоскоклеточного рака по сравнению с уровнем образцов CIn2-3 

[11], [19]

мирнК-1246 резкое снижение уровня экспрессии в образцах плоскоклеточного рака по сравнению с 
уровнем образцов CIn

[21]

мирнК-106b Экспрессия значительно выше в тканях рШМ, по сравнению с нормальными образцами. [10]

мирнК-203 Угнетается в процессе злокачественной трансформации, но коррелирует с активностью 
метастатической диссеминации

[2], [11]

мирнК-155-m2 Экспрессия увеличивается у пациентов с рШМ и коррелирует со стадиями FIGo [5]

мирнК-145 Снижение уровня экспрессии по мере прогрессирования неоплазии [16]

мирнК-146 Повышение экспрессии по мере прогрессирования неоплазии

мирнК-126 Снижение экспрессии при развитии инвазивного рШМ [9]

мирнК-192 Повышение уровня экспрессии в тканях микроинвазивной аденокарциномы по сравнению с 
нормальными образцами.

[8]

мирнК-146b-m3 Повышение экспрессии по мере прогрессирования неоплазии [6]

мирнК-196b Снижение экспрессии по мере прогрессирования неоплазии [6]

мирнК-200b Повышение экспрессии по мере прогрессирования неоплазии [6]

мирнК-20a-m2 Повышение уровня экспрессии по мере прогрессирования CIn, по сравнению со здоровыми 
тканями

[20]

мирнК-31 Повышение экспрессии в тканях пациентов с рШМ по сравнению с нормальными тканями [22]

мирнК-99a Снижение уровня экспрессии в тканях рШМ [17]

мирнК-23a изменение экспрессии в нормальных образцах по сравнению с образцами с CIn [14]
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1,8–2,2, которые свидетельствуют о достаточной чистоте 
препарата.

обратная транскрипция  — количественная полиме-
разная цепная реакция (Пцр). реакцию обратной транс-
крипции (от) для получения кДнК проводили в объеме 
30 мкл. Использовали готовые реакционные смеси «ре-
алБест мастермикс от» (Зао «Вектор-Бест», россия). 
реакцию выполняли в течение 30 мин при температуре 
+42 °С, после чего реакционную смесь инкубировали 2 
мин при +95 °С для инактивации обратной транскрип-
тазы. Полученную реакционную смесь, содержащую 
кДнК, сразу использовали в качестве матрицы для про-
ведения ПЦр. Измерение уровней экспрессии мирнК вы-
полняли методом ПЦр в реальном времени на амплифи-
каторе CFX96 (Bio-Rad Laboratories, Сша). В качестве 
референсного гена использовали малую ядерную рнК 
(ярнК) U6. реакцию ПЦр проводили в объеме 30 мкл 
с применением готовой реакционной смеси «реалБест 
мастер микс» (Зао «Вектор-Бест», россия) и раствора 
прямого и обратного праймеров (5,0 мкм) и зонда (2,5 
мкм). Протокол реакции ПЦр: предварительный прогрев 
при температуре +94 °С  — 2 мин, 50 основных циклов 
денатурации при +94 °С  — 10 с, отжига и элонгации 
при +60 °С  — 20 с. Уровень экспрессии мирнК оцени-
вали относительно уровня экспрессии малой ярнК U6, 
вычисляли по формуле 2(Ct U6  — Ct miR of interest) и 
обозначали как ∆Сt.

результаты и обсуждение

В первой части работы были выбраны 18 
мирнК: мир-106b; мир-1246; мир-125b; мир-
126; мир-145; мир-146a; мир-146b-m3; мир-
155-m2; мир-192; мир-196b; мир-200b; мир-
203a; мир-20a-m2; мир-31; мир-34a; мир-375; 
мир-99a; мир-23a, вероятно вовлеченных в про-
цесс неоплазии эпителия шейки матки на осно-
вании анализа данных литературы (табл. 1).

Следующим этапом работы было ис-
следование уровня экспрессии отобранных 
микрорнК в цитологических препаратах па-
циентов все групп. Статистически значимая 
разница уровня экспрессии в тестируемых 
группах была выявлена для микрорнК мо-
лекул miR145, miR-126, miR-196b, miR-375, 
miR-20a (табл. 2).

обнаружено, что прогрессирование неопла-
стического процесса сопровождается усилени-
ем экспрессии miR-20a, miR 196 и miR-126 
(рис. 1, 2, 4) и снижением экспрессии miR-
375 (рис. 3). Выявлено статистически значи-

Таблица 2. Выраженность экспрессии в зависимости от диагноза (Me [25%; 75%])

мрнК
диагноз ранговый дисперсионный анализ

норма LsIL HsIL рак Критерий Краскела-
Уоллиса: H (3, n=113) р

мирнК-106b 1,33  
[0,01; 2,01]

1,26  
[-1,28; 1,77]

1,38  
[-1,03; 1,79]

2,53  
[1,66; 3,19] 15,51 0,0014

мирнК-1246 3,18  
[0,00; 5,44]

3,37  
[1,05; 8,62]

4,71  
[1,29; 7,91]

3,62  
[1,79; 11,54] 1,54 0,67

мирнК-125b 1,50  
[-1,07; 1,98]

-0,01  
[-2,19; 1,42]

1,15  
[-1,29; 1,83]

-1,67  
[-3,33; -1,09] 16,69 0,0008

мирнК-126 -16,67  
[-73,37; -8,70]

-8,99  
[-34,91; -2,74]

-8,79  
[-38,39; -4,16]

-3,29  
[-7,54; -1,51] 14,22 0,0026

мирнК-145 -15,54  
[-28,37; -7,63]

-13,26  
[-23,51; -7,89]

-25,79  
[-36,56; -16,07]

-42,40  
[-62,95; -26,64] 28,64 < 0,0001

мирнК-146a -1,58  
[-2,69; -1,23]

-3,08  
[-5,80; -1,74]

-2,81  
[-4,34; -1,89]

-3,49  
[-5,58; -1,96] 9,80 0,020

мирнК-146b-m3 -1,75  
[-2,43; -1,35]

-1,83  
[-3,09; -1,47]

-2,22  
[-2,97; -1,99]

-2,07  
[-3,39; -1,45] 4,70 0,20

мирнК-155-m2 -8,15  
[-16,35; -4,55]

-11,84  
[-16,60; -5,54]

-10,05  
[-17,23; -6,28]

-9,03  
[-14,01; -3,28] 3,51 0,32

мирнК-192 -4,08  
[-8,37; 1,65]

11,62  
[2,32; 82,53]

-4,66  
[-11,85; 17,78]

-10,10  
[-18,01; -4,20] 38,63 < 0,0001

мирнК-196b -20,55  
[-33,90; -10,65]

-15,95  
[-25,03; -9,05]

-12,35  
[-21,97; -6,41]

-8,27  
[-11,94; -5,81] 11,05 0,012

мирнК-200b 6,34  
[4,16; 8,29]

4,81  
[3,00; 7,36]

5,59  
[4,55; 7,59]

3,08  
[1,69; 4,21] 17,40 0,0006

мирнК-203a 1,36  
[-3,14; 4,24]

1,40  
[-2,01; 3,80]

-1,25  
[-2,85; 2,40]

-1,36  
[-7,16; 1,83] 4,77 0,19

мирнК-20a-m2 3,84  
[2,46; 5,42]

4,95  
[3,46; 6,27]

5,55  
[2,99; 7,99]

10,39  
[7,00; 16,24] 23,92 < 0,0001

мирнК-31 -2,06  
[-3,00; -1,28]

-2,05  
[-2,59; -1,57]

-1,40  
[-2,63; 1,02]

-2,99  
[-5,00; -1,60] 8,86 0,031

мирнК-34a -7,33  
[-9,93; -4,54]

-4,93  
[-7,32; -3,74]

-2,64  
[-3,50; -2,18]

-6,17  
[-11,44; -2,98] 18,04 0,0004

мирнК-375 4,30  
[3,77; 5,98]

3,44  
[2,02; 4,99]

1,64  
[1,02; 3,41]

-2,55  
[-6,74; 1,18] 46,19 < 0,0001

мирнК-99a -1,87  
[-2,97; 0,02]

-1,54  
[-2,83; 1,24]

-1,51  
[-1,92; -1,10]

-1,86  
[-4,62; -1,27] 4,38 0,22

мирнК-23a 2,22  
[1,60; 3,26]

2,77  
[2,22; 4,63]

3,22  
[2,30; 4,63]

1,74  
[-1,30; 3,00] 10,50 0,015
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рис. 1. изменение экспрессии мрнК-20a-m2 по мере прогрессирования неоплазии эпителия 
шейки матки (Me [25%; 75%])

рис. 2. изменение экспрессии мрнК-196b по мере прогрессирования неоплазии эпителия 
шейки матки (Me [25%; 75%])

рис. 3. изменение экспрессии мрнК-375 по мере прогрессирования неоплазии 
эпителия шейки матки (Me [25%; 75%])
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рис. 4. изменение экспрессии мрнК-126 по мере прогрессирования неоплазии 
эпителия шейки матки (Me [25%; 75%])

рис. 5. изменение экспрессии мрнК-145 по мере прогрессирования неоплазии 
эпителия шейки матки (Me [25%; 75%])

мое снижение уровня экспрессии miR 145 у 
пациентов с LSIL по сравнению с пациентами 
с HSIL (р <0,0001); и уровня экспрессии у па-
циентов с HSIL, по сравнению с пациентами с 
ршм (рис. 5).

Применение корреляционного анализа (по 
Спирмену) позволило ранжировать показатели 
мирнК по тесноте взаимосвязи со степенью 
неоплазии. В соответствии со шкалой Чеддока, 
положительной слабой корреляционной взаи-
мосвязью со степенью агрессивности неопла-
зии связаны показатели miR-196b (r = 0,304; р 
= 0,0011); miR-126 (r = 0,309; р <0,001) и miR-
20a-m2 (r = 0,421; р <0,001). между степенью 
неоплазии и выраженностью экспрессии пока-
зателей miR-145 и miR-375 установлена высоко 

значимая (р <0,001) отрицательная связь, при 
этом, если с miR-145 сила связи еще слабая 
(r = -0,473), то с miR-375  — уже средняя (r = 
-0,633) (рис. 6).

При прогрессировании неоплазии в эпителии 
шейки матки наблюдается усиление экспрессии 
miR-20a (р <0,0001); miR-196 (р=0,012); miR-126 
(р= 0,0026) и снижение экспрессии miR-375(р 
<0,0001), miR-145 (р <0,0001).

таким образом, изменение профиля пяти 
мирнК: miR-375, miR-20a, miR-196b, miR145 
и miR-126 отражают этапы малигнизации эпи-
телия шейки матки от слабой интраэпителиаль-
ной неоплазии до тяжелой и инвазивного рака 
с высокой степенью корреляции. Это позволяет 
рекомендовать их для дальнейшего исследова-



ВОПРОСЫ ОНКОЛОГИИ. 2017, ТОМ 63, № 6

860

ния с целью внедрения в качестве диагности-
ческого теста на этапе цитологического скри-
нинга.
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The sensitivity of cytological screening of cervical cancer, 
despite the ongoing technical improvements, remains quite low. 
It was showed that among women with smears, regarded as 
questionable cytological data of ASCUS, from 5% to 10%, 
in fact, they had severe dysplasia. The use of new molecular 
diagnostic methods can improve the effectiveness of screening 
of cervical cancer by improving the accuracy of diagnosis of 
the degree of dysplasia. Neoplastic transformation of the cervix 
epithelium is accompanied by specific changes in the profile of 
siRNA expression, the evaluation of which has a great diagnos-
tic potential. In this study, the expression of 18 miRNA was 
analyzed. The correlation of the expression of five miRNAs 
(miR-375, miR-20a, miR-196b, miR145 and miR-126) with 
the degree of neoplasia of the cervix was established, which 
allowed them to be recommended for further investigation for 
the purpose of introduction as a diagnostic test at the stage of 
cytological screening.
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