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Введение. Поиск молекулярных маркеров диагностики заболеваний толстой кишки, способных с высокой чувствительностью 
и специфичностью выявлять и дифференцировать патологический процесс, является актуальной клинически важной задачей. 
Уровень экспрессии генов, ответственных за процессы пролиферации, может отражать картину изменений в тканях поражен-
ного органа.
Цель исследования – сравнительный анализ молекулярно-генетических маркеров пролиферативной активности при доброкаче-
ственных и злокачественных новообразованиях толстой кишки.
Материалы и методы. Методом полимеразной цепной реакции в реальном времени проведен анализ изменений экспрессии марке-
ров пролиферации (CCND1, с-MYC, Ki-67, HER2neu, TERT) в следующих тканях: аденокарциномы толстой кишки (n = 259), края 
резекции (около 15–20 см от опухолевого узла) (n = 251), неизмененной слизистой оболочки толстой кишки здоровых доноров 
(n = 247), полипов (n = 28), неизмененной слизистой оболочки толстой кишки при полипах (10–15 см от полипа) (n = 75).
Результаты и заключение. Установлено, что в тканях полипов толстой кишки наблюдаются достоверные различия в уровне 
экспрессии генов, ответственных за процессы пролиферации (с-MYC, CCND1, TERT). Выявленные различия специфичны для типа 
патологического процесса, что позволяет рассматривать данные гены в качестве наиболее перспективных кандидатов при раз-
работке дифференциального метода диагностики заболеваний толстой кишки.

Ключевые слова: колоректальный рак, экспрессия генов, морфологически неизмененная ткань, полип толстой кишки, маркеры 
пролиферации
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Investigation of the expression level of genes-markers of proliferative activity in the mucosa  
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Background. The search for molecular markers of colon diseases allowing highly specific and sensitive identification and differentiation 
of pathological processes is a clinically important problem. Expression levels of genes responsible for proliferation can reflect the changes in 
the affected tissues.
The study objective is to perform comparative analysis of molecular and genetic markers of proliferative activity in benign and malignant 
neoplasms of the colon.
Materials and methods. Analysis of the changes in proliferation markers (CCND1, с-MYC, Ki-67, HER2neu, TERT) in adenocarcinoma 
of the colon (n = 259), resection margin (about 15–20 cm from the tumor lesion) (n = 251), unchanged colon mucosa from healthy donors 
(n = 247), polyps (n = 28), unchanged colon mucosa intestinal polyposis (10–15 cm from the polyp) (n = 75) was performed using RT-PCR.
Results and conclusion. It was shown that morphologically unchanged tissue of intestinal mucosa in malignant tumors has significant differ-
ences from normal tissue of healthy donors. Significant differences in the level of expression of genes responsible for the processes of prolifera-
tion, с-MYC, CCND1, TERT were found in benign hyperproliferative diseases (polyps). Moreover, these changes were specific to the type 
of pathological process, which allows us to consider these genes as the most promising candidates in the development of a differential method 
for diagnosing colon diseases.
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Введение
Ранняя диагностика и скрининг онкологических 

заболеваний желудочно-кишечного тракта являются 
чрезвычайно актуальной проблемой. По статистике 
заболеваемости населения России колоректальный 
рак (КРР) занимает 3-е место. При этом за последние 
10 лет заболеваемость выросла на 24 % [1]. Несмотря 
на различные программы скрининга, выявляемость 
КРР на ранних стадиях составляет менее 40 %, что сни-
жает показатели 5-летней выживаемости до 10 % [2]. 
Внедрение молекулярно-генетических методов иссле-
дований в клиническую онкологию позволило решить 
ряд вопросов этиологии и патогенеза КРР, однако 
проблема ранней диагностики данного заболевания 
остается нерешенной. Это делает необходимым поиск 
новых подходов к ранней диагностике КРР.

Высокую вероятность развития КРР имеют паци-
енты, страдающие воспалительными заболеваниями 
толстой кишки (прежде всего неспецифическим яз-
венным колитом), с семейной предрасположенностью 
к данной форме рака и / или имеющие полипы толстой 
кишки. Частота случаев развития рака из ворсинчатых 
аденом (полипов) диаметром ˃2 см составляет 35–53 %. 
При полипах диаметром ˃3 см вероятность их малиг-
низации приближается к 100 % [3]. Оценка вероятно-
сти малигнизации аденоматозных полипов толстой 
кишки в настоящее время проводится на основании 
их размеров, количества и патологических характери-
стик. Однако в ряде исследований показано, что мо-
лекулярные характеристики полипов могут предоста-
вить информацию о канцерогенном риске прогрессии 
полипа [4, 5].

Поиск новых маркеров ранней диагностики рака 
толстой кишки, способных выявлять заболевание 
с высокой чувствительностью и специфичностью 
и дифференцировать патологический процесс, явля-
ется актуальной задачей. Наиболее перспективным 
представляется использование комплексов / панелей 
патогенетически значимых молекулярных маркеров, 
которые смогут повысить точность дифференциальной 
диагностики заболеваний толстой кишки, определят 
факторы риска прогрессирования, а также позволят 
сформировать новые программы скрининга пациентов.

Цель исследования – проведение сравнительного 
анализа молекулярно-генетических маркеров проли-
феративной активности при доброкачественных и зло-
качественных новообразованиях толстой кишки.

Материалы и методы
Исследование одобрено этическим комитетом 

Российского научного центра рентгенорадиологии. 
Все лица, включенные в исследование, подписали 

информированное добровольное согласие. Проведен 
анализ образцов послеоперационного материала 215 па-
циентов с морфологически подтвержденным диагно-
зом КРР, проходивших обследование и лечение в Рос-
сийском научном центре рентгенорадиологии 
в период с 2011 по 2018 г. Образцы ткани аденокарци-
номы (n = 259) и морфологически неизмененной тка-
ни (МНТ) края резекции (n = 215) получены в резуль-
тате оперативного лечения больных первичным раком 
толстой кишки стадии I–IVB. По гистологическому 
типу все образцы опухоли представляли аденокарци-
ному (G

1–3
) и были объединены в группу «опухоль». 

Высокодифференцированные аденокарциномы выяв-
лены в 48 % случаев, умеренно-дифференцирован-
ные – в 45 %, низкодифференцированные – в 7 %. 
Образцы МНТ края резекции отбирали из зоны на 
расстоянии 15–20 см от опухолевого узла, при гисто-
логическом исследовании определено отсутствие при-
знаков инвазивного роста.

Во время диагностической колоноскопии пациен-
тов с морфологически подтвержденным диагнозом 
полипов толстой кишки получены образцы тканей 
полипов и МНТ полипа, взятой на расстоянии не ме-
нее 10 см от полипа. Образцы полипов были объеди-
нены в группу «полип» (n = 28). По данным гистоло-
гического исследования тубулярные аденомы 
диагностированы у 18, тубулярно-ворсинчатые – у 4, 
гиперпластические полипы – у 6 пациентов. Однако 
ввиду малого размера данной группы при анализе ре-
зультатов не проводилось деления относительно гисто-
логического типа при оценке полученных результатов 
как характеристики доброкачественного гиперпроли-
феративного процесса. Образцы МНТ вошли в группу 
«МНТ полипа» (n = 78). Контрольную группу «норма» 
составили образцы, полученные в ходе профилакти-
ческой колоноскопии у добровольцев без патологии 
в толстой кишке (n = 247). Для всех образцов выпол-
нено гистологическое исследование и получено за-
ключение: «морфологически неизмененная слизистая 
оболочка толстой кишки». Средний возраст пациентов 
группы «опухоль» составил 64,5 года, группы «по-
лип» – 62,6 года, группы «норма» – 55,5 года.

Образцы биологического материала после получения 
немедленно помещали в стабилизирующий раствор 
(EverFresh RNA, Sileks, Россия) для сохранности ну-
клеиновых кислот и хранили при температуре –70 °С. 
Выделение РНК проводили с помощью набора RNeasy 
Mini Kit (Qiagen, Германия) в соответствии с инструк-
цией производителя. Для постановки двухступенчатой 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) с обратной транс-
крипцией использовали ген-специфические прайме-
ры, наборы реагентов, протоколы и оборудование 
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ЗАО «НПФ ДНК-Технология» (Россия). Реакционную 
смесь инкубировали при температуре 40 °С в течение 
30 мин с последующей инактивацией обратной транс-
криптазы при 95 °С в течение 5 мин. Полученную ком-
плементарную ДНК сразу использовали для постанов-
ки ПЦР в реальном времени. ПЦР-анализ выполняли 
в 2 повторах, каждый объемом 12 мкл, по следующей 
программе: 15 циклов – при 80°С 5 с, при 94 °С 5 с; 
1 цикл – при 94 °С 5 мин; 50 циклов – при 94 °С 10 с, 
при 64 °С 20 с.

Определен уровень экспрессии генов, контроли-
рующих процессы пролиферации: CCND1 (циклин D1), 
с-MYC, Ki-67, TERT, HER2neu. Уровень экспрессии 
матричной РНК (мРНК) для каждого гена определяли 
в относительных единицах согласно методике, пред-
ложенной J. Vandesompele и соавт. в 2002 г. [6]. Мы 
посчитали наиболее целесообразным использовать 
нормировку на несколько генов для нивелирования 
их возможных колебаний. В качестве референсных 
использовали гены GUSB, B2M и HPRT. Выбор эталон-
ных генов был сделан на основании результатов ряда 
исследований [7–9]. Статистический анализ проводи-
ли в программе Statistica 10 (StatSoft, США) с приме-
нением методов однофакторного дисперсионного 
анализа. Различия считали статистически достовер-
ными при р <0,05.

Результаты
Молекулярно-биологические особенности взаи-

моотношений доброкачественных гиперпролифера-
тивных заболеваний и неизмененных окружающих 
тканей недостаточно изучены [10, 11]. В то же время 
актуальными являются проблема дифференциальной 
диагностики заболеваний толстой кишки и изучение 
вероятности малигнизации доброкачественных опу-
холей [3, 12]. В результате проведенного исследования 
изменений экспрессии генов с-MYC, CCND1, Ki-67, 
TERT, HER2neu в группах «МНТ края резекции», «опу-
холь», «полип», «МНТ полипа» и «норма» выявлены 
их фенотипические особенности.

Уровень экспрессии гена Ki-67 – стандартного 
маркера пролиферативной активности – был доста-
точно высоким для всех исследуемых типов тканей 
(рис. 1). Достоверно выше уровень экспрессии Ki-67 
был в тканях аденокарцином, что позволило диффе-
ренцировать ткань неизмененного эпителия толстой 
кишки и материал злокачественной опухоли (см. таб-
лицу). Выявленные особенности хорошо согласуются 
с широко известными данными об усилении экспрес-
сии Ki-67 в тканях опухоли и использовании данного 
гена при иммуногистохимическом анализе оценки 
пролиферации и степени злокачественности опухоли 
[13, 14]. При полипозе толстой кишки достоверные 
различия наблюдались для групп «полип» / «норма» 
и отсутствовали при сравнении групп «полип» / «МНТ 
полипа» и «МНТ полипа» / «норма». Группа «МНТ по-
липа» характеризовалась большим разбросом 

значений и отсутствием достоверных различий в уров-
не экспрессии Ki-67 от групп «норма» и «полип», при-
чем наблюдались как незначительные различия сред-
них уровней экспрессии Ki-67 в группах «полип» 
и «МНТ полипа», так и большой разброс значений 
внутри данных групп.

Отсутствие различий экспрессии Ki-67 при срав-
нении групп «МНТ полипа» / «норма» определяет 
ограничения применения данного молекулярного 
маркера при доброкачественных заболеваниях толстой 
кишки.

Регуляторная функция с-MYC в отношении CCND1 
и их взаимосвязь [15] определили схожий характер из-
менений данных генов в исследуемых тканях (см. рис. 1). 
Показано, что наибольший уровень экспрессии с-MYC 
и CCND1 определяется в тканях аденокарциномы как 
показатель высокой пролиферативной активности. 
Экспрессия снижается в ряду опухоль–МНТ края ре-
зекции–норма, причем изменения экспрессии генов 
с-MYC и CCND1 достоверны для этих 3 типов ткани (см. 
таблицу). В тканях полипов толстой кишки также от-
мечены высокие уровни экспрессии с-MYC и CCND1, 
достоверно отличающиеся как от уровней в слизистой 
оболочке толстой кишки здоровых доноров, так и от 
значений в тканях опухолей и МНТ полипа. Оценка 
уровней экспрессии генов с-MYC и CCND1, характе-
ризующих пролиферативную активность ткани, может 

Рис. 1. Изменение экспрессии генов Ki-67, с-MYC и CCND1 в тканях 
опухолей, морфологически неизмененных тканях (МНТ) края резекции 
при колоректальном раке, полипах, неизмененной слизистой оболочке 
при полипозе и нормальной слизистой оболочке толстой кишки услов-
но здоровых доноров
Fig. 1. Changes in expression of Ki-67, с-MYC and CCND1 genes in tumor 
tissues, morphologically unchanged tissues (MUT) of the resection margin in 
colorectal cancer, intestinal polyposis, unchanged mucosa in polyposis and 
normal mucosa in healthy donors
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служить маркером типа патологического процесса 
и использоваться в дифференциальной диагностике 
патологических изменений толстой кишки.

Изменения экспрессии генов с-MYC и CCND1 спе-
цифичны для всех исследуемых типов тканей и позво-
ляют достоверно отличить не только ткани злокачест-
венных и доброкачественных новообразований, 
но и МНТ слизистой оболочки толстой кишки. Также 
важно отметить, что для всех исследуемых генов полу-
чены достоверные различия между группами «МНТ 
полипа» и «МНТ края резекции», таким образом, МНТ 
толстой кишки демонстрируют специфические изме-
нения в зависимости от типа патологического процесса.

Изменения экспрессии гена HER2neu характери-
зовались снижением уровня экспрессии в группах «опу-
холь» и «МНТ края резекции». В группах «полип» / 
 «норма» и «МНТ край резекции» / «норма» при парном 
сравнении достоверных различий не отмечено. Веро-
ятно, изменения экспрессии гена HER2neu происходят 
непосредственно в тканях опухолевого узла при КРР 
и не распространяются на прилежащие ткани кишки.

При проведении сравнительного анализа измене-
ний экспрессии исследуемых генов внутри группы 
«опухоль» в зависимости от степени злокачественно-
сти аденокарциномы показано наличие достоверных 
различий только по уровню экспрессии HER2neu 
(см. таблицу, рис. 2). Уровень экспрессии достоверно 
различался в подгруппах опухолей G

1
 / G

3
 и G

2
 / G

3
, 

максимально снижаясь в подгруппе опухолей G
3
 

(см. рис. 2).
Продукт гена TERT (обратной транскриптазы, ос-

новные функции которой – удлинение и стабилиза-
ция теломер), также вызывает усиление пролиферации 
клеток и повышение их жизнеспособности, участвует 
в регуляции экспрессии некоторых генов, ответа 
на повреждение ДНК [16]. Результаты исследования 
гена TERT показали достоверное снижение уровня его 
экспрессии в тканях при гиперпролиферативных за-
болеваниях толстой кишки, причем наиболее резкое 
снижение отмечено в тканях полипа (см. рис. 2). По-
лученный результат можно объяснить высокой актив-
ностью TERT в слизистой оболочке толстой кишки 

Достоверность различий экспрессии исследованных генов при парном сравнении групп тканей

Significance of differences in expression of the studied genes in pairwise comparison of tissue groups

Тип ткани 
Tissue type

с-MYC CCND1 TERT Ki-67 HER2new

Опухоль G
1
/Опухоль G

2
 

Tumor G
1
/Tumor G

2

0,440 0,743 0,003* 0,996 0,896

Опухоль G
1
/Опухоль G

3
 

Tumor G
1
/Tumor G

3

0,273 0,542 0,031* 0,088 0,011*

Опухоль G
2
/Опухоль G

3
 

Tumor G
2
/Tumor G

3

0,250 0,468 0,563 0,098 0,044*

Опухоль G
1–3

/край резекции 
Tumor G

1–3
/resection margin

0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000*

Опухоль G
1–3

/норма 
Tumor G

1–3
/norm

0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000*

Край резекции/норма 
Resection margin/norm

0,000* 0,000* 0,000* 0,001* 0,174

Опухоль G
1–3

/полип 
Tumor G

1–3
/polyp

0,000* 0,001* 0,000* 0,019* 0,040*

Опухоль G
1–3

/МНТ полипа 
Tumor G

1–3
/polyp MUT

0,000* 0,000* 0,875 0,000* 0,000*

Полип/МНТ полипа 
Polyp/polyp MUT

0,000* 0,001* 0,000* 0,073 0,028*

Полип/норма 
Polyp/norm

0,000* 0,000* 0,000* 0,001* 0,140

МНТ полипа/норма 
Polyp MUT/norm

0,000* 0,017* 0,000* 0,361 0,011*

МНТ полипа/край резекции 
Polyp MUT/resection margin

0,002* 0,015* 0,372 0,023* 0,017*

*Достоверные различия (р <0,05).
Примечание. МНТ – морфологически неизмененная ткань. 
*Significant differences (р <0.05). 
Note. MUT – morphologically unchanged tissue.
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в норме в связи с высокой функционально-обуслов-
ленной пролиферативной активностью клеток и вклю-
чением так называемых дисрегуляторных механизмов 
при злокачественных опухолях [17]. Достоверные раз-
личия получены между всеми группами, кроме групп 
«опухоль» / «МНТ края резекции», «опухоль» / «МНТ по-
липа», «МНТ полипа» / «МНТ края резекции» (см. таб-
лицу). При анализе уровней экспрессии TERT в тканях 
полипа обнаружена большая гетерогенность. В лите-
ратуре имеются единичные работы, также выделя-
ющие большой разброс уровня TERT при доброкаче-
ственных заболеваниях толстой кишки и связывающие 
его с вероятностью озлокачествления процесса [18]. 
В нашем исследовании показано, что уровень экспрес-
сии TERT возрастал в ряду норма–МНТ края резек-
ции–опухоль. При сравнении образцов внутри группы 
«опухоль» уровень экспрессии TERT достоверно разли-
чался в подгруппах опухолей G

1
 / G

3
 и G

1
 / G

2
, макси-

мально возрастая в подгруппе опухолей G
3
 (см. рис. 2).

Обсуждение
Пролиферативная активность – одна из основных 

морфологических характеристик опухолевого процес-
са. В настоящее время наибольшую диагностическую 
значимость имеют иммуногистохимические маркеры 
пролиферации и апоптоза р53, HER2neu и Ki-67 [19]. 
Определение уровней HER2neu и Ki-67 в биопсийном 
и операционном материале при КРР позволяет оце-
нить степень пролиферативной активности опухоли 
и является одним из определяющих факторов при 
 выборе тактики лечения, в том числе назначения 
химиотерапии. При полипозе кишечника исследова-
ние молекулярно-генетических маркеров не столь 
распространено и не носит обязательного характера, 
однако высокий уровень перерождения полипов дик-

тует поиск критериев, определяющих прогноз и так-
тику ведения пациентов с полипозом и позволяющих 
оценивать риск развития КРР (озлокачествления по-
липов).

Так, в работе Р. М. Смоляковой и соавт. продемон-
стрировано, что уровень Ki-67 в ткани полипа толстой 
кишки может быть прогностическим фактором, опре-
деляющим вероятность малигнизации [20]. Результаты 
исследования О. А. Харловой и соавт. показали ряд 
молекулярных отличий внутри группы зубчатых обра-
зований толстой кишки, которые могут являться фак-
торами канцерогенного риска, а также молекулярны-
ми маркерами, позволяющими с высокой точностью 
проводить дифференциальную диагностику образова-
ний толстой кишки [21].

Определение уровня экспрессии с-MYC и CCND1 
не является «стандартным» тестом при диагностике 
патологий толстой кишки, однако данные гены игра-
ют фундаментальную роль в регуляции пролиферации 
и количества клеток крипты слизистой оболочки тол-
стой кишки. Ген с-MYC участвует в различных аспектах 
пролиферации, инвазии и контроля апоптоза раковых 
клеток. Экспрессия с-MYC повышена в 70 % случаев 
КРР [22].

Кроме этого, с-MYC тесно связан с геном АРС (ген 
аденоматозного полипа) через активацию сигнально-
го пути Wnt [23]. Важная роль гена с-MYC в «эволю-
ции» неопластического процесса доказана в большом 
количестве исследований [24–27]. Показано, что уро-
вень цитоплазматического с-MYC возрастает в ряду 
нормальная слизистая оболочка толстой кишки–аде-
номатозный полип–опухоль [28].

Работ, посвященных анализу молекулярных из-
менений в МНТ пораженного опухолью органа, на 
сегодняшний день немного. Однако не вызывает 

Рис. 2. Изменение среднего значения экспрессии гена HER2neu (а) и гена TERT (б) в группах «норма» и «опухоль» в зависимости от степени зло-
качественности G (Grade)
Fig. 2. Changes in mean expression of HER2neu (а) and TERT (б) genes in the “norm” and “cancer” groups, depending on the grade of malignancy G (Grade)
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сомнений, что развитие гиперпролиферативного про-
цесса сопровождается изменениями, затрагивающими 
не только весь пораженный орган, но и организм в це-
лом [29, 30]. Интересные результаты в проведенном 
исследовании получены для экспрессии гена TERT 
(см. рис. 2): уровень TERT в норме выше, чем в тканях 
опухоли. Однако в большинстве данных литературы 
уровень TERT выше в опухолевых тканях, чем в норме 
[31, 32]. Мы объясняем эти существенные различия 
принципиально другим подходом в формировании 
контрольной группы «норма»: обычно в исследовани-
ях в качестве нормы используют МНТ края резекции. 
В нашем исследовании уровень TERT в группе «МНТ 
края резекции» был ниже, чем в группе «опухоль». Та-
ким образом, если бы группа «МНТ края резекции» 
использовалась в качестве контрольной, то результаты 
соответствовали данным литературы. Однако в насто-
ящее время многими исследователями подчеркивает-
ся, что край резекции нельзя считать нормальной тка-
нью [12, 33, 34], так как при формировании опухоли 
процессы канцерогенеза затрагивают весь орган, 
в данном случае толстую кишку. Полученные в нашей 
работе значения экспрессии TERT в группах «норма», 
«МНТ края резекции», «опухоль», во-первых, вносят 
дополнительную информацию об отличиях молеку-
лярных процессов в клетке, во-вторых, подчеркивают 

важность правильного выбора контрольных групп при 
планировании исследования.

Проведенный анализ молекулярно-генетических 
изменений в тканях толстой кишки показывает нали-
чие и нарастание изменений в экспрессии генов, от-
вечающих за взаимодействие механизмов, регулиру-
ющих процессы клеточной  пролиферации.

Заключение
Результаты проведенного исследования экспрес-

сии генов с-MYC, CCND1, Ki-67, HER2neu, TERT по-
казали, что в МНТ толстой кишки наблюдаются изме-
нения как при возникновении злокачественных 
опухолей, так и при полипозе. Результаты демонстри-
руют, что под воздействием гиперпластического про-
цесса изменения, возникающие в толстой кишке, за-
трагивают орган целиком. Установлено, что и при 
доброкачественных гиперпролиферативных заболева-
ниях (полипах) наблюдаются достоверные различия 
в уровне экспрессии генов, ответственных за процес-
сы пролиферации. Эти изменения специфичны для 
типа патологического процесса, что позволяет рассма-
тривать данные гены (молекулярно-генетические мар-
керы) в качестве наиболее перспективных кандидатов 
при разработке дифференциального метода диагно-
стики заболеваний толстой кики
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