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Введение

Результаты многочисленных исследований свиде�
тельствует о весомом участии герпетических

инфекций в поражении гепатобилиарной системы у детей
[1]. Одним из активно изучаемых за последнее десятиле�
тие является Епштейн—Барр вирусный (EBV) гепатит,
механизмы формирования которого до конца не изучены,
а данные о течении и исходе до сих пор разноречивы.
Поражения печени, вызванные EBV, в настоящее время
встречаются не только у иммунодефицитных пациентов,
но и иммунокомпетентных больных, имеют тенденцию 
к росту и формированию хронических форм [2]. 

О течении EBV�гепатита в литературе представлены
сведения, связанные преимущественно с клинически
выраженной формой инфекции — инфекционным моно�
нуклеозом. Наиболее высокая заболеваемость инфекцион�
ным мононуклеозом регистрируется в возрасте от 3 до 
13 лет, а поражения печени не имеют клинико�параклини�
ческих отличий от вирусных гепатитов другой этиологии
[4]. Врожденные EBV�поражения печени встречаются
редко, некоторые авторы рекомендуют рассматривать
EBV�гепатиты как отдельную нозологическую форму, вне
связи с инфекционным мононуклеозом [6]. Развитие хро�
нического гепатита и цирроза печени, согласно литератур�
ным данным, не характерны [5], однако в последние годы
имеются сообщения о хроническом, в том числе первично
хроническом, течении гепатита, вызванного EBV [6]. 

Приведенные литературные данные свидетельствуют 
о важной роли EBV в формировании патологии печени,
однако механизмы развития возникающих нарушений при
EBV�гепатите до настоящего времени еще недостаточно
изучены. Иммунологическая незрелость в детском воз�
расте обуславливает патогенетические процессы в печени,
которые в большинстве случаев приобретают хроническое
течение. Выраженность изменений биохимических пока�
зателей не всегда коррелирует со степенью прогрессирова�
ния и прогнозом заболевания, что диктует необходимость

проведения исследований, характеризующих степень
вовлечения органа в патологический процесс. 

В последние годы проводятся многочисленные
исследования по определению участия и диагностической
ценности малых некодирующих молекул РНК (miRNAs) 
в формировании заболеваний. miRNAs являются молеку�
лами, которые регулируют экспрессию генов на посттранс�
крипционном уровне. Доказано, что miRNAs потенциаль�
но регулируют каждый аспект клеточной активности, 
в том числе дифференцирование, развитие, метаболизм,
пролиферацию и апоптоз клеток, включая участие в тече�
нии вирусных инфекций [8]. Циркулирующие в сыворот�
ке miRNAs стабильны и защищены от разрушения в жид�
костях тела, что делает их универсальными биомаркерами
при многих заболеваниях [9]. 

Использование miRNAs в качестве неинвазивных био�
маркеров представляет особый интерес при заболеваниях
печени [10]. Исследования последних лет показали, что
miRNAs экспрессируются в печени и модулируют разно�
образный спектр ее функций [13]. Нарушение регуляции
экспрессии miRNAs может быть основным патогенным
фактором многих заболеваний печени, в том числе вирус�
ного гепатита, гепатоцеллюлярной карциномы, поликисто�
за печени. Согласно последними научным данным, miRNAs
являются потенциальными маркерами диагностики 
и мониторинга состояния печеночной ткани, включая
процессы фиброза и канцерогенеза [13,14,17]. Предполага�
ется, что молекулы miRNA участвуют в регулировании 
и дифференцировании всех видов клеток печеночной
ткани, включая клетки Купфера. Так, например, ингибиро�
вание экспрессии miRNA�122 в печени у мышей приводит
к снижению холестеринового и липидного метаболизма,
miRNA�181 представлена в большом количестве в эмбрио�
нальной печени и является одной из важнейших miRNA,
регулирующих органогенез печени [22]. Недавние иссле�
дования указывают на участие miRNA�155, miRNA�29,
miRNA�199 в экспрессии фактора роста гепатоцитов 
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(HGF), тумонекротизирующего фактора альфа (TNF�α),
что способствует формированию фибротических измене�
ний в печеночной ткани [15,17,19]. 

Избыточная экспрессия различных специфических
miRNAs может замедлять или стимулировать печеночный
фиброз печени [21]. Так, регулирование miRNA�21 может
способствовать прогрессированию гепатоцелюлярной кар�
циномы [18]. Установлено, что повышенная экспрессия
miRNA�21 способствует фиброзу, стимулируя SMAD�сиг�
нальный каскад трансформирующего фактора роста 
(TGF�b) — ключевого медиатора фиброгенеза 
и экспрессию молекулы матриксной металлопротеиназы�2
(ММР�2), которая обеспечивает деградацию молекул
межклеточного матрикса и инфильтрацию фибробластов
[11]. Исследования на животных доказывают, 
что функциональная модуляция miRNA�21 стимулирует
клеточную пролиферацию и жизнедеятельность гепато�
цитов, а также снижает гибель клеток. Исследуя специфи�
ческие ингибиторы miRNA�21, выявлено снижение интен�
сивности клеточной пролиферации и жизнедеятельности
клеток печени, что определяет функциональный эффект
данной miRNA [7]. 

Последними исследованиями показано, что в сыворот�
ке больных с гепатоцеллюлярной карциномой, циррозом
печени и хроническим гепатитом В определяется
достоверно высокий уровень экспрессии miRNA�885 
по сравнению с больными раком желудка и здоровыми [20].
Другими исследователями подтверждена повышенная
экспрессия miRNA�885 у детей и взрослых с хроническим
гепатитом В [12].  

Таким образом, cпецифические miRNAs играют причин�
ную роль в формировании и течении заболеваний печени.
Исследования в области экспрессии miRNAs при вирусных
гепатитах В и С указывают на участие их в подавлении
роста вирусов и воспаления [16].  Однако отсутствуют дан�
ные об участии miRNAs в этиопатогенезе герпесвирусных
заболеваний печени. В данной работе мы исследовали роль
miRNA�21–3р и miRNA�885–5р при EBV�гепатитах у детей.  

Целью исследования явилась оценка уровня miRNA�
21�3р и miRNA�885–5р в сыворотке крови детей с гепати�
тами EBV�этиологии.

Материал и методы исследования

Для решения поставленной задачи были проанализиро�
ваны результаты клинико�лабораторных и инструменталь�
ных исследований 23 детей с гепатитом EBV�этиологии.
Результаты показателей детей с EBV�гепатитом сопоста�
влялись с показателями 20 практически здоровых детей
аналогичного возраста. Комплекс исследований включал
анализ анамнестических данных, клинический осмотр,
общеклинические анализы крови, данные биохимических
исследований крови, ультразвуковое исследование орга�
нов брюшной полости. С целью уточнения этиологическо�
го фактора проводилось обследование больных на
TORCH�инфекции, маркеры вирусного гепатита В и С,
RW и ВИЧ, определение уровней а�1�антитрипсина, глю�
козы и галактозы крови, аминокислотный спектр крови 
и мочи с последующей консультацией генетика. Диагно�
стика вирусных EBV�гепатитов проводилась на основе
иммуноферментного анализа определения специфических
антител к вирусу классов М и G (anti�EBV Ig M и anti�
EBV Ig G), ДНК EBV в крови и слюне методом ПЦР. Сте�
пень активности воспалительного процесса определялась
по уровню трансаминаз (АЛТ и АСТ): 1,5–2 нормы —
минимальная, 3–5 норм — слабовыраженная, 5–9 норм —
умеренная, 10 норм и более — высокая [3]. 

Уровень miRNA�21–3р и miRNA�885–5р В сыворотке
крови детей с гепатитами и здоровых определяли с приме�
нением методики TaqMan. Тотальную РНК выделяли 
из крови больных с использованием mirVana PARIS 
(Ambion, CША) в соответствии с протоколом изготовите�
ля. Концентрацию РНК измеряли с помощью спектрофо�
тометра NanoDrop ND1000 (NanoDrop Technologies,
США). miRNAs определяли методом обратной транскрип�
ции и ПЦР в реальном времени. Обратную транскрипцию
проводили с использованием набора High Capacity cDNA
Reversе Transcription Kit (Applied Byosystems, США), 
специфичных праймеров для каждой микроРНК и 10 нг
тотальной РНК. Количественную ПЦР в реальном време�
ни проводили с использованием TaqMan MicroRNA Assa�
ys (Applied Biosystems, USA): U6 snRNA (как эндогенный
контроль), hsа�miR�21–3p, has�885–5p. Температурный
режим был таким: инициальная денатурация 95°С — 
10 мин; 45 циклов 95°С — 15 с и 60°С — 60 с. Уровень
miRNA рассчитывали по формуле (2ΔСt*100), нормализова�
ли к U6 snRNA и представляли в условных единицах.
Амплификацию проводили на 7500 Fast Real�time 
PCR (Applied Byosystems, США). Полученные данные 
(рис. 1 А, Б) были проанализированы с помощью програм�
много обеспечения 7500 Fast Real�time PCR и отображены
в виде графиков. 

Рис. 1. Результаты оценки уровня miRNAs у детей 
с гепатитами: А — miRNA�21�3р, Б — miRNA�885–5р
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Полученные цифровые данные обрабатывались 
при помощи компьютерных программ Microsoft Offiсe
2007 и Statistica 6 (StatSoft Inc., США). За критическое
значение уровня значимости принимали 5%. Анализ
соответствия распределения закону нормального распре�
деления признаков выполнен с использованием критерия
Шапиро—Уилка (в случае miRNA�21–3р — W=0,3503 
(р=0,0152), miRNA�885–5р W=0,2448 (р=0,0106)); при
р<0,05 распределение признака отличается от нормально�
го. Учитывая, что W�статистика была значимой (р<0,05),
то вероятность различий в выборках проводили непара�
метрическим методом (расчет U�критерия Манна—Уитни).
Экспрессия исследуемых микроРНК представлена в виде

медианы и перцентилей (25, 75). Корреляционная связь
рассчитывалась по ранговому коэффициенту корреляции
Спирмена.

Результаты исследования и их обсуждение

В большинстве случаев (92,1%) EBV�гепатит
проявлялся у детей после перенесенной EBV�инфекции, 
в период острых клинических проявлений. 

Характеристика пациентов и результаты анализа био�
химических показателей сыворотки крови обследованных
с EBV�гепатитами детей представлены в таблице.

Статистический анализ не выявил корреляционной
связи между уровнем исследуемых miRNAs и трансаминаз у
детей с EBV�гепатитами: в случае АЛТ для miRNA�21–3р —
rs=0,72 (р=0,78–0,98), для miRNA�885–5p — rs=0,34 
(р=0,41–0,75), в случае АСТ для miRNA�21–3р — rs =0,53 
(р=0,76–0,85), для miRNA�885–5p — rs=0,16 (р=0,35–0,42)
(р>0,05). Полученный результат указывает на то, что сте�
пень повышения уровня miRNA�21–3р и miRNA�885–5p
при EBV�гепатитах не зависит от степени гепатоцитолиза.

Выводы

Одной из важных функций miRNAs является контроль
репликации вирусов во время инфицирования клетки 
и его персистенции. Функция miRNA�21–3р предполагает,
согласно литературным данным, стимуляцию клеточной
пролиферации и жизнедеятельности гепатоцитов. Пораже�
ние печени EBV сопровождается повышением уровня
miRNA�21–3р, что, возможно, не только отражает вы�
раженные нарушения иммунной регуляции в печеночной
ткани при герпесвирусных поражениях, но и указывает на
определяющую роль miRNA�21–3р как регулятора иммун�
ного ответа. Экспрессия miRNA�885–5р, согласно иссле�
дованиям, определяется профиброгенным ответом в от�
ношении паренхимы печени. Отсутствие значимых изме�
нений по уровню miRNA�885–5р, возможно, указывает 
на благоприятный прогноз течения гепатита на фоне кли�
нически выраженной формы EBV�инфицирования у детей,
однако не может быть использовано как прогностический
признак течения патологии, ввиду отсутствия взаимосвязи
активности процесса и уровня исследуемых miRNAs.

Таким образом, выявленные изменения содержания
miRNA�21–3р и miRNA�885–5р у детей с EBV�гепатитами
указывают на возможность использования miRNA�21–3р
как диагностического маркера поражения печени при
EBV�инфекции.

Рис. 2. Медиана и дисперсия уровня miRNAs в сыворотке
детей с гепатитом EBV�этиологии и контрольной группы (УЕ):
А — miRNA�21–3р, Б — miRNA�885–5р

Таблица 1 
Показатели течения гепатита 

у обследованных детей
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МікроРНК як діагностичні біомаркери ураження печінки 
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Мета: оцінка рівня miRNA�21–3р і miRNA�885–5р у сироватці крові дітей з гепатитами EBV�етіології.

Пацієнти і методи. Проаналізовано результати клініко�лабораторних та інструментальних досліджень 23 дітей з гепатитом EBV�етіології. Результати

показників дітей з EBV�гепатитом порівнювались з показниками 20 практично здорових дітей аналогічного віку. Комплекс досліджень включав

аналіз анамнестичних та клініко�параклінічних даних. Діагностика вірусних EBV�гепатитів проводилася на основі ІФА для визначення специфічних

антитіл до вірусу класів М і G, ДНК EBV у крові і слині методом ПЛР. Ступінь активності запального процесу визначався за рівнем трансаміназ 

(АЛТ і АСТ). Рівень miRNA�21–3р і miRNA�885–5р в сироватці крові дітей з гепатитами і здорових визначали із застосуванням методики TaqMan. 

Результати. Виявлено достовірне підвищення рівня miRNA�21–3р в сироватці крові дітей з EBV гепатитами: 21,8375 (1,1439; 2046,25) УО проти

0,6516 (0,0133; 5,3708) УО в групі здорових дітей (р<0,05). Рівень miRNA�885–5р не мав суттєвих відмінностей проти дітей контрольної групи і склав

1,0248 (0,0342; 14,5261) УО проти 0,1801 (0,0122; 1,5653) УО. Статистичний аналіз у дітей з EBV�гепатитами не виявив кореляційного зв'язку між

рівнем досліджуваних miRNAs і рівнем АЛТ і АСТ (р>0,05).

Висновки. Виявлені зміни вмісту miRNA�21–3р і miRNA�885–5р у дітей з EBV�гепатитами вказують на можливість використання miRNA�21–3р як діаг�

ностичного маркера ураження печінки при EBV�інфекції.

Ключові слова: мікроРНК, Епштейна—Барр вірус, гепатит, діти.
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MicroRNA as diagnostic biomarkers of liver damage at Epstein%Barr viral hepatitis in children
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Objective: To assess the level of miRNA� 21�3p and miRNA 885�5p in the serum of children with hepatitis of EBV�etiology.
Patients and methods. The results of clinical, laboratory and instrumental studies of 23 children with hepatitis of EBV�etiology are analyzed. Indicators of chil�
dren with EBV�hepatitis were compared with the rates of 20 healthy children of the same age. A set of studies included the analysis of anamnestic data, 
clinical and preclinical data. Diagnosis of viral EBV hepatitis was carried out on the base of ELISA detection of specific antibodies to the M and G class virus,
EBV DNA in in the blood saliva and by PCR method. The degree of inflammatory activity was determined by the level of transaminases (ALT and AST). The
level of miRNA�21�3p and miRNA�885�5p in the blood serum was determined by the method of TaqMan.
Results. A significant increase of miRNA�21�3p in the blood serum of children with EBV�hepatitis: 21.8375 (1.1439; 2046.25) CU against 0.6516 
(0.0133, 5.3708) CU in the group of healthy children (p <0.05). The content of miRNA�885�5p had no significant difference from the data of the control group
and was 1.0248 (0.0342, 14.5261) CU against 0.1801 (0.0122, 1.5653) CU.
Conclusions. Identified changes in the content of miRNA�21�3p and miRNA� 885�5p in children with EBV�hepatitis indicate the possibility of use 
of miRNA�21�3p as a diagnostic marker of liver injury during the EBV�infection.
Key words: microRNA, Epstein�Barr virus, hepatitis, children.
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Сведения об авторах:

Новый метод подскажет за считанные часы, какие
лекарства лучше выбрать для лечения рака

Технология, получившая название Dynamic BH3
Profiling, или DBP, сообщает в течение 16 часов результа�
ты анализов, которые помогают узнавать, что происхо�
дит с клетками под влиянием того или иного лекарства.

DBP специально разработана для того, чтобы на
ранних стадиях определять особенность процессов,
происходящих с раковой клеткой. Тест способен опре�
делять признаки, подтверждающие запуск процесса

самоуничтожения клетки путем апоптоза — контроли�
руемого процесса избавления тела от потенциально
опасных клеток. 

Эксперты сообщили, что препараты, выдаваемые
пациенту с целью увеличения скорости апоптоза,
позволяют эффективно бороться с раковыми опухоля�
ми. Эксперименты на животных и людях подтвердили
эффективность метода.
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