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резюме
цель исследования — определить уровни циркулирующей микроРНК-21-5p в различных фрак-

циях плазмы крови у детей с сахарным диабетом 1-го типа (СД1) и изучить их взаимосвязь с клинико-
лабораторными характеристиками пациентов. Материалы и методы. В исследование было включено 
12 пациентов с подтвержденным СД1 (средний возраст 12 лет, мальчики/девочки = 6/6). Группу контро-
ля составили 12 условно здоровых детей без СД1 и других метаболических нарушений) (средний воз-
раст 9 лет, мальчики/девочки = 5/7). Ультрацентрифугирование применяли для разделения плазмы крови 
на фракцию экзосом и фракцию, не содержащую мембранные везикулы. Количественный анализ уровней 
зрелой микроРНК-21-5p во фракциях плазмы проводили с помощью полимеразной цепной реакции в ре-
альном времени. результаты. В контрольной группе возраст не связан ни с уровнями микроРНК-21-5p 
во фракции экзосом, ни с уровнями микроРНК-21-5p во фракции супернатанта. В группе пациентов 
с СД1 возраст не связан с уровнем микроРНК-21-5p во фракции экзосом. Во фракции супернатанта были 
выявлены статистически значимые обратные корреляции между уровнем микроРНК-21-5p и возрастом 
пациентов с СД1 (r = –0,75, р = 0,005), а также между уровнем микроРНК-21-5p и долей гликированного 
гемоглобина (r = –0,59, р = 0,045). У детей с СД1 возрастом 10 лет и старше наблюдается статистически 
значимое понижение в 1,6 раза (р = 0,026) уровней микроРНК-21-5p из фракции супернатанта по сравне-
нию с контрольной группой ровесников. Статистически значимых различий в уровнях микроРНК-21-5p 
между разнополыми когортами детей, как в контрольной группе, так и среди пациентов с СД1 выявле-
но не было. Заключение. У пациентов с СД1 детской возрастной категории (2–16 лет) отмечается связь 
уровней циркулирующих во вневезикулярной фракции плазмы крови микроРНК-21-5p с возрастом и до-
лей гликированного гемоглобина. У детей с СД1 от 10 лет и старше наблюдается снижение уровня цир-
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кулирующей вневезикулярной микроРНК-21-5p по сравнению с сопоставимой по возрасту контрольной 
группой, включавшей условно здоровых детей.

ключевые слова: циркулирующие микроРНК, возраст, дети, сахарный диабет 1-го типа, дисфункция 
эндотелия, экзосомы, биомаркеры
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Abstract
objective. To determine the levels of circulating microRNA-21-5p in various fractions of blood plasma in 

children with type 1 diabetes mellitus (DM1) and to study their relationship with the clinical and laboratory 
characteristics. design and methods. The study included 12 patients with confirmed DM1 (mean age 12 years, 
boys/girls = 6/6). The control group consisted of 12 healthy children without diabetes mellitus and other metabolic 
disorders) (mean age 9 years, boys/girls = 5/7). Ultracentrifugation was used to separate blood plasma into the 
exosome fraction and the fraction without membrane vesicles. A quantitative analysis of the levels of mature 
microRNA-21-5p in plasma fractions was carried out by real-time polymerase chain reaction. Results. In the 
control group, age is not associated with either the levels of microRNA-21-5p in the exosome fraction, or with 
the levels of microRNA-21-5p in the supernatant fraction. In patients with DM1, the age is not associated with 
the level of microRNA-21-5p in the exosome fraction. In the supernatant fraction, the level of microRNA-21-5p 
negative correlated with the age of patients with DM1 (r = –0,75; p = 0,005), as well as with the glycated 
hemoglobin level (r = –0,59, p = 0,045). In children with DM1 aged 10 years and older, a 1,6-fold decrease 
(p = 0,026) in the levels of microRNA-21-5p from the supernatant fraction compared to the control group is 
observed. There were no differences in the levels of microRNA-21-5p between the sex-different cohorts of 
children, both in the control group and among patients with diabetes mellitus. conclusions. In 2–16-year-old 
children with DM1, levels of circulating extravesicular microRNA-21-5p correlate with age and the level of 
glycated hemoglobin. DM1 is accompanied by a decrease of circulating extravesicular microRNA-21-5p levels in 
10–16 years old children.

Key words: circulating microRNA, age, children, type 1 diabetes mellitus, endothelial dysfunction, exosomes, 
biomarkers
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введение
Дисфункция эндотелия играет важную роль 

в развитии и прогрессировании осложнений при 
сахарном диабете [1–3]. В связи с этим необходимы 
надежные и неинвазивные биомаркеры функциони-
рования эндотелиальных клеток. Одним из классов 
таких биомаркеров являются микроРНК.

МикроРНК — это нетранслируемые РНК, кото-
рые демонстрируют специфичный паттерн экспрес-
сии, определяемый типом и состоянием клеток. По-
казано, что микроРНК участвуют в регуляции диф-
ференцировки, апоптоза и реакции клеток на стресс 
[4, 5]. Такой контроль осуществляется посредством 
посттранскрипционной регуляции экспрессии генов 
[6]. МикроРНК выделяются клетками в физиологи-
ческие жидкости в стабильной к деградации форме 
в составе мембранных везикул, в частности экзосом, 
или вне везикул в комплексах с белками [7]. Это 
делает микроРНК перспективными диагностиче-
скими маркерами ряда серьезных заболеваний че-
ловека [8]. Потенциальными кандидатами на роль 
ранних биомаркеров дисфункции эндотелия явля-
ются микроРНК, играющие ключевую роль в функ-
ционировании эндотелиальных клеток, в частности 
микроРНК-21-5p [9].

Следует учитывать, что наличие зависимости 
уровней циркулирующих микроРНК от таких пара-
метров, как возраст, масса тела или пол обследуе-
мых, может оказывать влияние на клиническую зна-
чимость выявленных отклонений. Поэтому инфор-
мация о связи уровней циркулирующих микроРНК 
с этими характеристиками исследуемых индивидуу-
мов необходима для корректной интерпретации их 
диагностического потенциала. В настоящее время 
такая связь для когорты пациентов детского возрас-
та остается неизученной.

цель исследования — определить уровни цир-
кулирующей микроРНК-21-5p в различных фракци-
ях плазмы крови у детей с сахарным диабетом 1-го 
типа (СД1) и изучить их взаимосвязь с клинико-
лабораторными характеристиками пациентов.

Материалы и методы
Все эксперименты были проведены в соответ-

ствии с рекомендациями локального этического 

комитета. В исследование было включено 12 паци-
ентов с СД1, средний возраст 12 ± 3 лет, гендерный 
состав: мальчики/девочки — 6/6, средний индекс 
массы тела 19 ± 3 кг/м 2. У всех детей сахарный 
диабет манифестировал большими симптомами 
(полиурия, полидипсия, снижение массы тела, сла-
бость) с уровнем гликемии в дебюте 13–36 ммоль/л. 
На момент включения в исследование у пациентов 
регистрировались целевые значения артериального 
давления (в пределах нормы), повышенный уровень 
гликированного гемоглобина (7,3–12,5 %), гиперхо-
лестеринемия была зафиксирована у 4 из 12 боль-
ных, дислипидемия — у 5 больных, сенсорная фор-
ма диабетической дистальной полинейропатии — 
у 5 больных. Группу контроля составили 12 детей, 
у которых СД1 и другие метаболические наруше-
ния не были диагностированы, средний возраст 9 ± 
5 лет, гендерный состав: мальчики/девочки — 5/7, 
средний индекс массы тела 20 ± 6 кг/м 2. Пациен-
ты c СД1 и дети из контрольной группы не разли-
чались по возрасту (p = 0,147). Дополнительные 
клинико-лабораторные характеристики пациентов 
с СД1 представлены в таблице.

Цельную кровь собирали в пробирки с этилен-
диаминтетрауксусной кислотой в качестве анти-
коагулянта. Плазму крови и ее фракции получали 
по описанной ранее методике [10]. С помощью 
ультрацентрифугирования при 100 000 g каждый 
образец плазмы был разделен на две фракции — 
фракцию осадка, содержащую экзосомы, и фрак-
цию супернатанта, не содержащую мембранные 
везикулы.

Общую РНК из фракций плазмы выделяли 
с помощью реагента Тризол ЛС (LifeTechnologies, 
США) по описанной ранее методике [11]. Водные 
растворы РНК хранили при температуре –80 °C.

Количественный анализ уровней зрелой мик-
роРНК-21-5p проводили с помощью набора для 
детекции 000397 (LifeTechnologies, США). Обрат-
ную транскрипцию и амплификацию в реальном 
времени выполняли по описанным ранее методикам 
[11]. Относительные количества зрелых микроРНК 
определяли как 2 (40-Cq), где Cq — значение цикла 
квантификации.

Статистический анализ и визуализацию ре-
зультатов измерений проводили с помощью про-

Таблица
клИнИкО-лаБОраТОрная ХаракТерИСТИка ПацИенТОв С СаХарныМ ДИаБеТОМ 1-ГО ТИПа

Параметр Значение (среднее ± стандартное отклонение)
Продолжительность заболевания, годы 4,4 ± 2,9
Гликированный гемоглобин, % 9,60 ± 1,53
Общий холестерин, ммоль/л 4,72 ± 0,82
Триглицериды, ммоль/л 0,91 ± 0,37
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граммного пакета R версии 2.15.2. Для анализа 
различий уровней микроРНК между группами па-
циентов использовали непараметрический крите-
рий Манна–Уитни. Для исследования связи меж-
ду параметрами использовали корреляционный 
анализ. Рассчитывали коэффициент корреляции 
Спирмена и его фактический уровень значимости 
(р-значение). P-значение < 0,05 считали статисти-
чески значимым.

результаты
При сравнении уровней микроРНК-21-5p, 

как из фракции супернатанта, так и из фракции 
экзосом, между контрольной группой и груп-
пой детей с СД1 статистически значимых раз-
личий выявлено не было. Не было обнаружено 
и статистически значимых различий в уровнях 

микроРНК-21-5p между разнополыми группами 
детей — как в контрольной группе (фракция экзо-
сомы: р = 0,334; фракция супернатант: р = 0,092), 
так и среди пациентов с СД1 (фракция экзосо-
мы: р = 0,343; фракция супернатант: р = 0,231). 
Для количественной оценки связи характери-
стик индивидуумов и уровней циркулирующей 
в различных фракциях плазмы микроРНК-21-5p 
был применен корреляционный анализ. В кон-
трольной группе не обнаружено статистически 
значимой связи возраста пациентов ни с уровнями 
микроРНК-21-5p во фракции экзосом (r = –0,04, 
р = 0,888), ни с уровнями микроРНК-21-5p/
во фракции супернатанта (r = 0,09, р = 0,786) 
(рис. 1). В группе детей с СД1 возраст не связан 
с уровнями микроРНК-21-5p во фракции экзосом 
(r = 0,48, р = 0,114), тогда как во фракции супер-

Рисунок 1. Связь возраста с уровнями микроРНК-21-5p 
во фракциях плазмы крови у контрольной группы

Рисунок 2. Связь возраста с уровнями микроРНК-21-5p 
во фракциях плазмы крови у пациентов с сахарным диабетом 1-го типа
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натанта между этими параметрами была выявле-
на статистически значимая обратная корреляция 
(r = –0,75, р = 0,005) (рис. 2). При этом у детей 
с СД1 в возрасте 10 лет и старше наблюдается 
статистически значимое понижение в 1,6 раза 
(р = 0,026) уровней микроРНК-21-5p из фракции 
супернатанта по сравнению с контрольной груп-
пой ровесников (рис. 3). В группе детей с СД1 доля 
гликированного гемоглобина прямо коррелирует 
с возрастом (r = 0,8, р = 0,002) и обратно корре-
лирует с уровнем микроРНК-21-5p во вневезику-
лярной фракции (r = –0,59, р = 0,045) (рис. 4). При 
этом не обнаружено статистически значимой связи 
уровня вневезикулярной микроРНК-21-5p и дли-
тельности заболевания (r = 0,24, р = 0,441).

Обсуждение
Циркулирующие микроРНК активно иссле-

дуются в качестве потенциальных биомаркеров 
патологических процессов. В работах последних 
лет выявлен ряд микроРНК, уровни которых в био-
логических жидкостях зависят от таких факторов, 
как возраст, масса тела или пол обследуемых [12, 
13]. В частности, установлено, что у взрослых 
здоровых индивидуумов уровни циркулирующей 
микроРНК-21-5p повышаются с увеличением воз-
раста [14, 15]. Авторы предполагают, что изменения 
уровней микроРНК в плазме взрослых индивидуу-
мов могут быть обусловлены процессами старения 
[16]. Старение не является существенным факто-
ром в нашем исследовании, включающем детей 
в возрасте от 2 до 16 лет. При этом и связи уровней 
исследуемых микроРНК с возрастом детей в кон-
трольной группе нами обнаружено не было. Данное 
наблюдение подчеркивает важность изучения свя-
зи возраста и уровней циркулирующих микроРНК 
для узких возрастных диапазонов, поскольку для 
таких диапазонов характерны специфичные набо-
ры физиологических процессов. Обращает на себя 
внимание выявленная корреляция уровня вневе-
зикулярной микроРНК-21-5p с возрастом у детей 
с СД1, но не у детей из контрольной группы. Та-
ким образом, в данном случае наличие патологии 
влияет на зависимость уровней циркулирующих 
микроРНК от возраста. Связь уровней циркули-
рующих микроРНК с возрастом пациентов может 
отражать как процессы нормального развития орга-
низма или физиологического старения, так и быть 
следствием прогрессирующего во времени пато-
логического процесса. Известно, что уровни цир-
кулирующей микроРНК-21-5p понижены у взрос-

Рисунок 4. Связь доли гликированного гемоглобина с возрастом и уровнями микроРНК-21-5p 
во вневезикулярной фракции плазмы крови у пациентов с сахарным диабетом 1-го типа

Рисунок 3. Относительные уровни 
микроРНК-21-5p во вневезикулярной фракции 

плазмы крови у контрольной группы 
и пациентов с сахарным диабетом 1-го типа 

в возрасте 10–16 лет
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лых пациентов с сахарным диабетом 2-го типа [17]. 
Результаты нашей работы показали, что у детей 
с СД1 в возрасте от 10 лет и старше наблюдается 
понижение уровней циркулирующей вневезику-
лярной микроРНК-21-5p. При этом у пациентов 
с СД1 уровни вневезикулярной микроРНК-21-5p 
обратно коррелируют с долей гликированного ге-
моглобина, но не с длительностью заболевания. 
Учитывая эти данные, можно предположить, что 
обнаруженная в настоящем исследовании обратная 
корреляция уровней микроРНК-21-5p и возраста 
детей с СД1 определяется факторами, связанными 
с течением заболевания. Так, дети старшего возрас-
та имеют более высокий уровень гликированного 
гемоглобина, и понижение у них уровней циркули-
рующей микроРНК-21-5p может быть обусловлено 
гипергликемией, способной вызывать дисфункцию 
эндотелия.

В нашей работе не было выявлено различий 
в уровнях микроРНК-21-5p между группами де-
тей разных полов, как в контроле, так и среди 
пациентов с СД1. В литературе описаны приме-
ры циркулирующих микроРНК, уровни которых 
связаны с полом взрослых индивидуумов, однако 
число таких микроРНК значительно меньше тех, 
чьи уровни связаны c возрастом [12]. Предполага-
ют, что гендерное различие в количестве клеток 
крови [18] вносит основной вклад в наблюдаемое 
явление [14]. Поэтому при планировании работы 
с циркулирующими микроРНК, имеющими высо-
кий уровень экспрессии в клетках крови, особое 
внимание необходимо уделять гендерному составу 
исследуемых групп.

Следует отметить, что небольшое количество 
обследованных является ограничением данной ра-
боты, которая представляет поисковое пилотное 
исследование и, безусловно, требует проверки вы-
явленных закономерностей на более крупных вы-
борках пациентов.

выводы
У детей от 10 лет и старше СД1 сопровождается 

понижением уровней циркулирующей вневезику-
лярной микроРНК-21-5p. У пациентов с СД1 дет-
ской возрастной категории (2–16 лет) отмечается 
связь уровней циркулирующих во вневезикулярной 
фракции плазмы крови микроРНК-21-5p с возрас-
том и долей гликированного гемоглобина. Для учета 
подобных связей в исследованиях уровней цирку-
лирующих микроРНК в качестве биомаркеров па-
тологических состояний рекомендуется проводить 
пилотные эксперименты по анализу зависимости 
уровней этих биомолекул от базовых клинико-
лабораторных характеристик пациентов.
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