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Colorectal cancer (CRC) is one of the most common cancer types in the world. Timely diagnosis of CRC and adenomatous 
polyps aided by effective screening techniques can considerably reduce mortality from this disease. MicroRNAs constitute a 
new class of promising biomarkers for a range of human diseases including cancer. The following article assesses the diagnostic 
significance of miR-146a concentrations in the blood plasma of patients with colorectal cancer. The main group included 
patients with stages I to III colorectal cancer (n = 102); the control group comprised patients with chronic colitis, nonspecific 
ulcerative colitis and Crohn’s disease (n = 58) and healthy individuals (n = 42). MicroRNA levels were quantified by reverse-
transcription real-time PCR, revealing significantly higher miR-146a concentrations in the samples of patients with CRC than in 
the controls (p < 0.0001). The optimal diagnostic sensitivity determined by ROC analysis was 47.3 %, specificity was 91.5 %, with 
AUC = 0.79 ± 0.018. Our findings demonstrate that the studied approach does not have sufficient specificity, but still suggest 
that miR-146a can be included into screening tests based on quantification of other microRNAs with improved specificity. 

ОЦЕНКА ЗНАЧИМОСТИ ОПРЕДЕЛЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА MIR-146A 
В ПЛАЗМЕ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ 
КОЛОРЕКТАЛЬНОГО РАКА

SIGNIFICANCE OF MIR-146A QUANTIFICATION IN HUMAN BLOOD 
PLASMA FOR THE DIAGNOSIS OF COLORECTAL CANCER 

Колоректальный рак (КРР) — один из наиболее распространенных видов рака в мире. Эффективные методы скри-
нинга для своевременного выявления КРР и аденоматозных полипов могут значительно снизить смертность от этого 
заболевания. МикроРНК — новый класс потенциальных биомаркеров для широкого круга заболеваний человека, 
включая онкопатологии. В статье оценивается диагностическая значимость концентрации микроРНК miR-146a в 
плазме крови человека с КРР. В опытную группу включили пациентов с колоректальным раком стадий I–III (n = 102), 
а в контрольную — пациентов с хроническим колитом, неспецифическим язвенным колитом и болезнью Крона (n = 58) 
и условно здоровых людей (n = 42). Количество микроРНК определяли при помощи ПЦР с обратной транскрипцией 
(ОТ-ПЦР) с детекцией результатов в «реальном времени». Было показано, что концентрация miR-146a статистически 
значимо выше в образцах плазмы крови пациентов с КРР в сравнении с пациентами контрольной группы (p < 0,0001). 
Оптимальное значение диагностической чувствительности, определенное с помощью ROC-анализа, составило 
47,3 %, специфичности — 91,5 %, AUC = 0,79 ± 0,018. Исследуемый подход обладает недостаточно высокой специ-
фичностью, но показано, что miR-146a в будущем может быть включена в состав диагностических профилей на основе 
нескольких микроРНК с улучшенной специфичностью.
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Колоректальный рак — одно из самых распространенных 
онкологических заболеваний и наиболее часто встречаю-
щаяся форма злокачественных опухолей кишечника. При 
выявлении заболевания на стадии I и адекватной терапии 
выживаемость пациентов составляет 90 %, тогда как для 
пациентов со стадией IV — не более 6 %. В связи с этим 
своевременная диагностика — залог сохранения жизни 
пациенту. Одним из перспективных направлений исследо-
ваний является поиск неинвазивных молекулярных мар-
керов, обнаруживаемых в крови, кале и других доступных 
биоматериалах. 
В 2008 г. Tewari и соавт. обнаружили, что некоторые 

микроРНК присутствуют в плазме крови человека в уди-
вительно стабильной форме, которая защищает их от дей-
ствия эндогенных РНКаз [1]. Это стало отправной точкой 
начала исследований циркулирующих микроРНК в ка-
честве потенциальных биомаркеров. МикроРНК обнару-
жены в плазме крови, слюне, моче, желчи, грудном молоке 
и других жидкостях организма человека. Накоплены мно-
гочисленные данные о специфическом изменении профи-
ля экспрессии циркулирующих микроРНК при различных 
патологических состояниях, таких как онкологические, 
сердечно-сосудистые, воспалительные заболевания, ста-
рение и др. [2–5].
Для опухолей различного происхождения характерны 

как специфические, так и неспецифические изменения 
экспрессии микроРНК. Например, большинство опухо-
лей ассоциировано с увеличением экспрессии микроРНК
miR-21 и снижением экспрессии микроРНК семейства 
let-7. Специфическими могут быть изменения для различ-
ных гистологических типов новообразований, профилей 
экспрессии генов в клетках опухоли, стадии TNM.
В исследованиях разных исследователей для колорек-

тального рака значимыми в патогенезе и прогнозе описаны 
опухоль-специфичные микроРНК miR-21, miR-9, miR-155, 
miR-17, miR-19, let-7 и miR-24, а также циркулирующие miR-
181b, miR-21, miR-183, let-7g, miR-17 и miR-126 [6]. Пер-
вое исследование изменения профиля экспрессии мик-
роРНК при колоректальном раке, выполненное в 2003 г.,
показало снижение экспрессии опухоль-супрессорных 

микроРНК miR-143 и miR-145 и при аденоматозе, и в зло-
качественных новообразованиях в сравнении с нормой [7]. 
К настоящему времени описано несколько десятков мик-
роРНК, экспрессия которых изменяется при КРР [8].
Возможность использования мониторинга микроРНК 

в плазме крови в качестве неинвазивной диагностики КРР 
была показана в 2008–2009 гг. [9, 10]. Исследования в этой 
области остаются крайне актуальными и сегодня [11, 12].
Ранее нами были проанализированы данные проекта 

SysCol (Systems Biology of Colorectal cancer) [13], содер-
жащие результаты профилирования микроРНК с помо-
щью секвенирования нового поколения (next generation 
sequencing, NGS), в результате чего для miR-146a
(ENSG00000253522) было получено статистически зна-
чимое увеличение уровня экспрессии в ткани колорек-
тальной аденокарциномы (logFC = 1,742 для изменения 
экспрессии микроРНК в опухолях против контрольных 
образцов, скорректированное значение p = 5,57E–79). Це-
лью настоящей работы являлась оценка диагностической 
значимости определения уровня miR-146a в плазме крови 
человека для диагностики колоректального рака.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

В исследование были включены пациенты, проходившие 
обследование по поводу заболевания толстого кишечни-
ка в Городской клинической больнице № 1 (Новосибирск), 
Центре новых медицинских технологий (Новосибирск) 
и Городской больнице № 40 (Санкт-Петербург). В экспе-
риментальную группу включили 102 человека с аденокар-
циномой толстой кишки стадий I–III, в контрольную — 100 
человек с воспалительными заболеваниями кишечника 
(хронический колит, неспецифический язвенный колит, 
болезнь Крона, n = 58) или без патологий (n = 42). Вклю-
чение в контрольную группу пациентов с воспалением ки-
шечника обусловлено тем, что прогрессия опухоли всег-
да сопровождается воспалением в прилегающих тканях. 
Обе группы подробно охарактеризованы в табл. 1 и 2. Ис-
следование было одобрено этическим комитетом Центра 

Таблица 1. Характеристика выборки пациентов с колоректальным раком (n = 102) 

Таблица 2. Характеристика выборки пациентов без онкологических заболеваний кишечника (n = 100)

Стадия заболевания Пол Возраст, лет Число пациентов

I–II
М 54,3 ± 16,4 13

Ж 62,1 ± 11,2 8

III
М 59,3 ± 14,2 49

Ж 58,9 ± 14,0 32

Заболевание Пол Возраст, лет Число пациентов

Хронический колит
М 36,5 ± 19,3 10

Ж 38,4 ± 10,8 16

Неспецифический язвенный колит
М 26,5 ± 8,3 4

Ж 42,2 ± 11,7 20

Болезнь Крона
М 31,5 ± 6,3 4

Ж 28,4 ± 4,8 4

Без патологии кишечника
М 46,5 ± 17,1 15

Ж 49,4 ± 19,2 27
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Таблица 3. Нуклеотидные последовательности олигонуклеотидных праймеров и гидролизующихся флуоресцентно меченных зондов использованных в 
работе.

МикроРНК Олигонуклеотид Последовательность

miR-146a

U 5’- ggctgagaactgaattccat-3’

R 5’-gagcagggtccgaggt-3’

Зонд 5’-HEX-accaccgcaccacgcc-BHQ-3’

RT 5’-gagcagggtccgaggtaaccaccgcaccacgcctttttttttttaaccca -3’

cel-238

U 5’ -tttgtactccgatgcc–3’

R 5’-gagcagggtccgaggt-3’

Зонд 5’-FAM-tcgcacgaccacccgc-BHQ-3’

RT 5’-gagcagggtccgaggtatcgcacgaccacccgcttttttttttttctgaa-3’

новых медицинских технологий в Новосибирске (протокол 
№ 18 от 24.10.2014). Все пациенты дали письменное ин-
формированное согласие на участие в эксперименте.
Для исследования получали периферическую кровь. 

Кровь (около 10 мл) отбирали из вены в пробирки Vacutainer 
с антикоагулянтом ЭДТА, тщательно, но мягко перемеши-
вали и центрифугировали в течение 10 мин при 1 600 g 
и комнатной температуре. Полученную плазму (около 
4–5 мл) осторожно отбирали, не захватывая осадка, и пе-
реносили в пробирки с коническим дном объемом 15 мл. 
Центрифугировали еще раз, плазму переносили в пробир-
ки объемом 1,5 мл, замораживали и хранили при –80 °С. 
Для получения пулов объединяли по 50 мкл 10 образцов 
плазмы из одной группы.
МикроРНК для анализа выделяли из замороженной 

плазмы крови. Перед этим к каждому образцу добавляли 
внутренний контроль — синтетическую микроРНК cel-238, 
5 x 107 копий на образец. Он позволял следить за каче-
ством экстракции РНК и полимеразной цепной реакции 
(ПЦР), например за отсутствием в образце ингибиторов 
реакции. Количество копий cel-238 использовали в ка-
честве нормировочного коэффициента при вычислении 
количества копий тестируемых микроРНК в образце.
Количество микроРНК определяли при помощи до-

бавления поли-А тракта поли-А-полимеразой и ПЦР с об-
ратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) с детекцией результатов 
в «реальном времени». Для реакции ОТ использовали 
праймер, содержащий на 3’-конце 5–6 оснований, компле-
ментарных 3’-концу микроРНК, затем последовательность 
из 11 тиминов и области для посадки гидролизуемого 
флуоресцентно меченного зонда и универсального обрат-
ного праймера (табл. 3).
Полученные в реакции обратной транскрипции кДНК, 

разведенные в 5 раз для исключения ингибирования, ам-
плифицировали методом ПЦР с детекцией результатов 
в «реальном времени» при помощи специфичного прямого 
и универсального обратного праймеров и универсально-
го зонда. Использовали термоциклер с оптическим бло-
ком для детекции флуоресценции CFX96 (Bio-Rad, США). 
Схема амплификации: первичная денатурация — 15 мин 
при 96 °С; амплификационный цикл (х40): денатурация — 
10 с при 96 °С, отжиг праймеров — 20 c при 56 °С, элонга-
ция — 10 с при 72 °С, съем сигнала — 10 с. Реакционная 
смесь объемом 20 мкл содержала 65 мМ Tris-HCl (pH 8,9), 
3 мМ MgCl2, 16 мМ (NH4)2SO4, 0,2 мМ dNTP, 300 нМ прай-
меров и 100 нМ гидролизуемого флуоресцентно меченно-
го зонда, 0,5 ед. акт. Taq-полимеразы с «горячим стартом» 
(Biosan, ИХБФМ СО РАН) и 2 мкл кДНК.

Представленность микроРНК определяли в условных 
единицах по калибровочной кривой, построенной на ос-
нове 4 последовательных 4-кратных разведений тестовой 
кДНК, представляющей собой сконцентрированную в 
5 раз смесь кДНК 5 случайных образцов (при этом наи-
меньшая концентрация образцов калибровочной кривой 
принята за 1 усл. ед.). Коэффициент корреляции между 
ожидаемым и эмпирическим уравнениями калибровочной 
кривой был не менее 0,99. Эффективность ПЦР рассчи-
тывали как угол наклона калибровочной кривой. Эффек-
тивность ПЦР, определенная методом построения кали-
бровочной кривой для miR-146a, составила 82 %, а для 
cel-238 — 93 %. Во всех случаях измеряемые значения 
попадали в линейную область калибровочной кривой. Для 
оценки воспроизводимости значений порогового цикла 
(Ct) образец кДНК с каждой парой праймеров амплифи-
цировался в двух повторностях. В целом мы старались не 
проводить измерений при Ct > 37.
Нормальность распределения полученных нормиро-

ванных значений концентрации микроРНК проверяли с по-
мощью Anderson–Darling Normality Test. Для определения 
статистической значимости различий значений концент-
рации микроРНК в группах использовали непараметри-
ческий U-критерий Манна–Уитни. Для ROC-анализа вос-
пользовались программным обеспечением Web-based 
Calculator for ROC Curves [14].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Нами было проведено выделение микроРНК, синтез 
кДНК и определение концентраций микроРНК miR-146a и 
cel-238 в индивидуальных образцах плазмы крови и в их 
пулах. Для удобства мы обозначили опытную группу бук-
вой T, а контрольную — K.
Медиана нормированного уровня miR-146a в условных 

единицах составила 9,7 в группе Т против 4,65 в группе 
К при анализе пулов (табл. 4, рис. 1) и 7,6 против 2,5 со-
ответственно при анализе индивидуальных образцов 
(табл. 4, рис. 2). Уровень miR-146a был достоверно выше 
как в пулах, так и в индивидуальных образцах пациентов 
с колоректальным раком.
Для оценки диагностического потенциала теста нами 

был проведен ROC-анализ, который показал следующие 
значения: AUC = 0,79, SD = 0,018, оптимальные значе-
ния диагностической чувствительности — 47,3 %, специ-
фичности — 91,5 % при выставлении порогового уровня 
miR-146a 4 условных единицы (рис. 3).
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Таблица 4. Анализ ассоциации концентрации микроРНК miR-146a в плазме крови пациентов с колоректальным раком (T) и пациентов контрольной группы (K)

Показатель T (пул) K (пул) T K

Размер выборки 10 10 102 100

Среднее значение 10,28 4,8 7,40 2,58

Стандартное отклонение 3,98 2,23 3,04 0,97

Медиана 9,7 4,65 7,6 2,5

P-value (критерий 
Манна–Уитни)

0,0019 < 0,0001

Рис. 1. Распределение нормированных значений содержания miR-146a в 
условных единицах в 10-ти пулах плазм от пациентов с колоректальным ра-
ком (Т) и без него (К)

Рис. 2. Распределение нормированных значений содержания miR-146a в 
условных единицах в плазме пациентов с колоректальным раком (Т) и без 
него (К)

Сравнение группы условно здоровых людей (n = 42) 
и пациентов с гранулематозным и язвенным колитом 
(n = 58) показало, что пациенты с воспалительными забо-
леваниями кишечника имеют повышенный уровень miR-
146a в плазме крови (в среднем 3,1 ± 1,61 против 2,33 ± 
0,67 соответственно), однако различия менее выраженные 
и имеют значительно меньшую статистическую значи-
мость (критерий Манна–Уитни, p = 0,01).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Циркулирующие микроРНК как биомаркеры колоректаль-
ного рака находятся в фарватере поиска новых методов 
диагностики онкологических заболеваний [15]. Микро
РНК miR-146a рассматривалась в этом аспекте только 
однажды и не показала диагностической значимости [16]. 
В то же время есть несколько причин для включения этой 
микроРНК в список потенциальных биомаркеров для диа-
гностики КРР. Ранее рядом авторов было показано, что 
miR-146a вовлечена в супрессию воспаления посредством 
угнетения сигнального пути NF-κB [17], по крайней мере — 
за счет супрессии генов TRAF6 и IRAK1 [18]. Повышенная 
концентрация miR-146a в плазме крови наблюдается при 
ряде воспалительных заболеваний, например при сепсисе 
[19]. Это может быть следствием сверхстимуляции молеку-
лярных механизмов, ограничивающих воспаление. Вместе 
с тем пока мы не можем определенно указать как типы 
клеток, так и конкретные молекулярные механизмы, при-
водящие к увеличению количества miR-146a в циркуляции 
при некоторых онкологических заболеваниях, в том числе 
колоректальном раке. Ассоциативные исследования по-
казали, что полиморфный вариант rs2910164 в гене miR-

146a ассоциирован с ростом риска развития рака пище-
варительной системы различных типов [19, 20], что также 
обосновывает наш выбор.
В нашем исследовании показана статистически зна-

чимая ассоциация (p < 0,0001) повышенной концентра-
ции miR-146a с раком толстого кишечника. Более того, 
измерение количества miR-146a в пулах показало мень-
шую, но также статистически значимую ассоциацию. 
Формирование пулов образцов ранее неоднократно было 
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использовано в качестве метода прескрининга для повы-
шения производительности и снижения стоимости иссле-
дований [21, 22]. Однако работ по валидации такого под-
хода немного. В настоящем исследовании мы показали 
возможность редукции тестируемых образцов с помощью 
формирования пулов по 10 образцов плазмы крови для 
первичного скрининга.
Несмотря на статистически значимое повышенное 

содержание miR-146a в плазме крови пациентов с коло-
ректальным раком в сравнении с пациентами без этой 
онкопатологии, ROC-анализ показал довольно умеренный 
AUC, равный 0,79 ± 0,018, с неудовлетворительной диа-
гностической чувствительностью (47,3 %). Более того, кон-
центрация miR-146a была достоверна повышена и у паци-
ентов с воспалительными заболеваниями кишечника, что 
неудивительно, учитывая важную роль miR-146a в регу-
ляции воспаления. Ранее увеличение количества miR-146 
в плазме крови наблюдали у пациентов с аутоиммунным 

тиреоидитом [24], при сепсисе [19] и других заболеваниях 
с воспалительным компонентом.

ВЫВОДЫ

По результатам исследования можно сделать вывод о дос-
таточно низкой специфичности изолированной количес-
твенной детекции miR-146a в плазме крови как метода 
диагностики при колоректальном раке. Специфичность 
и чувствительность использованного подхода могут быть 
уточнены только в проспективных исследованиях, которых 
сейчас крайне мало. Вместе с тем функциональная связь 
miR-146a, воспаления и колоректального канцерогенеза, 
а также высокая значимость полученной ассоциации по-
вышенной концентрации miR-146a в плазме крови и КРР, 
делают эту микроРНК кандидатом на включение в состав 
диагностических профилей на основе нескольких микро-
РНК с улучшенной специфичностью.
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