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ЦИТОКИНОВ И микроРНК У ДОНОШЕННЫХ 
НОВОРОЖДЕННЫХ С ВРОЖДЕННЫМИ 
ПОРОКАМИ СЕРДЦА В КАЧЕСТВЕ БИОМАРКЕРОВ 
НЕКРОТИЗИРУЮЩЕГО ЭНТЕРОКОЛИТА
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Резюме. Новорожденные с дуктус-зависимыми врожденными пороками сердца (ВПС) находятся 
в группе повышенного риска развития некротизирующего энтероколита (НЭК) – тяжелого воспали-
тельного заболевания кишечника. Принимая во внимание, что ранние симптомы НЭК неспецифич-
ны и вариабельны, актуальной задачей является поиск специфических диагностических биомаркеров 
как для диагностики НЭК, так и для стратификации риска его развития и проведения профилак-
тических мероприятий. Перспективными биомаркерами НЭК могут быть цитокины и микроРНК, 
регулирующие различные биологические процессы. Цель исследования – оценить диагностический 
потенциал уровней 31 цитокина и трех микроРНК в плазме крови новорожденных с ВПС в качестве 
специфических биомаркеров НЭК. В исследование было включено 38 доношенных новорожденных 
с ВПС, перенесших кардиохирургическое лечение на 8-е (6-12) сутки жизни, у 10 из которых развил-
ся НЭК в раннем послеоперационном периоде. Определение уровней цитокинов в образцах плазмы 
крови, полученных от 28 новорожденных без НЭК и 10 новорожденных с НЭК, проводили с исполь-
зованием набора MILLIPLEX Human Cytokine/Chemokine/Growth Factor Panel A (MilliporeSigma, 
США) на приборе MAGPIX (Luminex, США). Выделение тотальной РНК из образцов плазмы крови, 
полученных от 14 новорожденных без НЭК и 10 новорожденных с НЭК, проводили с использова-
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нием реагента TRIzol LS (Thermo Fisher Scientific, США) и добавлением внешнего синтетического 
контроля cel-miR-39-3p для последующей нормализации данных. Определение уровней экспрессии 
микроРНК-155-5р, микроРНК-221-3р и микроРНК-451а проводили с использованием наборов The 
TaqMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, США) и TaqMan MicroRNA 
Assays (Life Technologies, США). Установлено, что в плазме крови новорожденных с НЭК уровни IL-8 
и M-CSF были статистически значимо выше в 1,6 (р = 0,037) и 12,6 (р = 0,006) раз соответственно, чем 
у новорожденных без НЭК. Относительный уровень miR-451a у новорожденных с НЭК был в 5 раз 
меньше, по сравнению с таковым у новорожденных без НЭК. Достоверных отличий в уровнях осталь-
ных проанализированных цитокинов и микроРНК выявлено не было. Модель, включающая три био-
маркера miR-451a, IL-8 и M-CSF, обладает высоким диагностическим потенциалом (ППК = 0,901 с 
чувствительностью 85,7% и специфичностью 84,6%) для диагностики НЭК в рутинной клинической 
практике.

Ключевые слова: некротизирующий энтероколит, врожденные пороки сердца, биомаркеры, M-CSF, IL-8, микроРНК-451а

DIAGNOSTIC VALUE OF CYTOKINES AND microRNAs AS 
BIOMARKERS OF NECROTIZING ENTEROCOLITIS IN TERM 
NEWBORNS WITH CONGENITAL HEART DEFECTS 
Zaikova E.K.a, Kaplina A.V.a, Petrova N.A.a, Pervunina T.M.a, 
Kostareva A.A.a, Kalinina O.V.a, b

a V. Almazov National Medical Research Centre, St. Petersburg, Russian Federation  
b Saint Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Newborns with ductus-dependent congenital heart defects (CHD) are at increased risk of 
developing necrotizing enterocolitis (NEC), a severe inflammatory bowel disease. Given that early symptoms 
of NEC are nonspecific, an urgent task is to find specific diagnostic biomarkers both for diagnosing NEC and 
for stratifying the risk of its development and implementing preventive measures. Cytokines and microRNAs 
are promising NEC biomarkers since they regulate various biological processes. The aim of the study was 
to evaluate the diagnostic potential of the levels of 31 cytokines and three microRNAs as specific NEC 
biomarkers in blood plasma of newborns with CHD. The study included 38 term newborns with CHD who 
underwent cardiac surgery on the 8th (6-12) day of life, ten of whom developed NEC postoperatively. Cytokine 
levels in plasma samples from 28 newborns without NEC and 10 newborns with NEC were measured using 
the MILLIPLEX Human Cytokine/Chemokine/Growth Factor Panel A kit (MilliporeSigma, USA) with a 
MAGPIX instrument (Luminex, USA). Total RNA was isolated from plasma samples of 14 babies without 
NEC, and 10 newborns with NEC, using TRIzol LS reagent (Thermo Fisher Scientific, USA) with external 
synthetic control cel-miR-39-3p for subsequent data normalization. Expression levels of microRNA-155-5p, 
microRNA-221-3p, and microRNA-451a were measured using TaqMan MicroRNA Reverse Transcription 
Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) and TaqMan MicroRNA Assays (Life Technologies, USA). In newborns 
with NEC, the levels of IL-8 and M-CSF were 1.6 (p = 0.037) and 12.6 (p = 0.006) times higher, respectively, 
than in newborns without NEC. The relative expression of miR-451a was 5 times lower in newborns with 
NEC than in newborns without NEC. No significant differences were found for the levels of other analyzed 
cytokines and microRNAs. The model including three biomarkers (miR-451a, IL-8 and M-CSF) has shown 
a high diagnostic potential (AUC  =  0.901 with a sensitivity of 85.7% and a specificity of 84.6%) for the 
diagnosis of NEC in routine clinical practice.

Keywords: necrotizing enterocolitis, congenital heart defects, biomarkers, M-CSF, IL-8, microRNA-451a
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Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда в рамках научно-
го проекта № 19-75-20076.

Введение
Новорожденные с дуктус-зависимыми врож-

денными пороками сердца (ВПС) находятся 
в группе повышенного риска развития некро-
тизирующего энтероколита (НЭК)  – тяжелого 
воспалительного заболевания кишечника. Кли-
ническое течение дуктус-зависимых ВПС сопро-
вождается гемодинамической нестабильностью, 
гипоксией, прогрессирующей сердечно-сосуди-
стой недостаточностью, что является показанием 
для кардиохирургической коррекции в первые 
недели жизни. Частота развития НЭК у детей с 
ВПС, перенесших кардиохирургическое лечение, 
достигает 61%, а летальность – 24% [5]. 

Молекулярные механизмы патогенеза НЭК у 
новорожденных с ВПС мало изучены. Считает-
ся, что развитие НЭК у таких детей в основном 
ассоциировано с гипоперфузией и ишемией ки-
шечника, системным воспалением, что приводит 
к продукции широкого спектра цитокинов, акти-
вации иммунных клеток, нарушению целостно-
сти эпителиального барьера и некрозу [11]. В по-
следние годы в качестве сигнальных молекул, 
участвующих в патогенезе НЭК, рассматривают 
некодирующие регуляторные микроРНК (miR), 
регулирующие различные биологические про-
цессы, в том числе воспаление, дифференциров-
ку, активацию, хемотаксис и апоптоз иммунных 
клеток, посредством посттранскрипционной ре-
гуляции экспрессии генов.

Учитывая неспецифичность клинических 
проявлений при дебюте заболевания, высокую 
летальность и отсутствие специфической лабора-
торной диагностики, актуальной задачей являет-
ся поиск специфических биомаркеров, позволя-
ющих выявлять заболевание на ранних стадиях.

Цель исследования  – оценить диагностиче-
ский потенциал уровней цитокинов и микроРНК 
в плазме крови новорожденных с дуктус-зависи-
мыми ВПС в качестве специфических биомарке-
ров НЭК. 

Материалы и методы
В когортное исследование было включено 

38 доношенных новорожденных (массой тела 
>  2500  г и сроком гестации >  37 нед.) с ВПС, 
родившихся и перенесших кардиохирургиче-
ское лечение на 8-е (6-12) сутки жизни в ФГБУ 
«НМИЦ им В.А. Алмазова» в 2019-2020 гг. На 3-и 
(1-5) сутки после операции у 10 новорожденных 

на основе клинических симптомов, рентгеноло-
гических и лабораторных данных был диагно-
стирован НЭК (стадия IIA  – 9 детей, IIIA  – 1 
ребенок, согласно классификации M. Bell в мо-
дификации M. Walsh и R. Kliegman). 

Исследование было выполнено в соответ-
ствии с принципами Хельсинкской декларации 
и одобрено этическим комитетом Национально-
го медицинского исследовательского центра им. 
В.А. Алмазова (протокол № 1702-21 от 15 февра-
ля 2021). Письменное информированное согла-
сие было получено от родителей всех новорож-
денных, включенных в исследование.

Взятие образцов периферической крови осу-
ществляли в стерильные пробирки с К3-ЭДТА 
на 6-е (5-7-е) сутки после операции. Образцы 
плазмы крови получали двухэтапным центрифу-
гированием цельной крови, при 1500g в течение 
15 минут и хранили при температуре -40 °C до ис-
пользования. 

Определение уровней (пг/мл) интерлейки-
нов IL-1α, IL-1β, IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, 
IL-6, IL- 7, IL-8 (CXCL8), IL-9, IL-10, IL-12p40, 
IL- 12p70, IL-13, IL-15, IL-17A, IL-17E/IL-25, 
IL- 17F, IL-18, IL-22, IL-27 и факторов роста 
G-CSF (колониестимулирующий фактор грану-
лоцитов), M-CSF (макрофагальный колоние-
стимулирующий фактор), GM-CSF (гранулоци-
тарно-макрофагальный колониестимулирующий 
фактор), VEGF-A (васкулоэндотелиальный 
фактор роста), PDGF-AA, AB/BB (факторы ро-
ста тромбоцитов), FGF-2 (фактор роста фибро-
бластов-2), EGF (эпидермальный фактор роста) 
и TGFα (трансформирующий фактор роста) в 
образцах плазмы крови, полученных от 28 но-
ворожденных без НЭК и 10 новорожденных 
с НЭК, проводили с использованием набора 
MILLIPLEX Human Cytokine/Chemokine/Growth 
Factor Panel A (MilliporeSigma, США) на приборе 
MAGPIX (Luminex, США).

Выделение РНК из образцов плазмы крови, 
полученных от 14 новорожденных без НЭК и 10 
новорожденных с НЭК, проводили реагентом 
TRIzol LS (Thermo Fisher Scientific, США) с до-
бавлением внешнего синтетического контроля 
cel-miR-39-3p для последующей нормализации 
данных, как описано ранее [8]. Определение уров-
ней экспрессии микроРНК-155-5р, микроРНК-
221-3р и микроРНК-451а проводили набора-
ми The TaqMan MicroRNA Reverse Transcription 
Kit (Thermo Fisher Scientific, США) и TaqMan 
MicroRNA Assays (Assay ID 002623, 000524, 001141 
и 000200) (Life Technologies, США). Для расчета 
применяли метод 2-ΔΔCt.

Статистическую обработку данных выполня-
ли в программах Statistica 10.0 (StatSoft, США), 



614

Zaikova E.K. et al.
Зайкова Е.К. и др.

Russian Journal of Immunology/Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal
Российский иммунологический журнал

MedCalc 23.0.2 (MedCalc Software Ltd, Бельгия) 
и Prism 9 (GraphPad, США). Качественные по-
казатели представляли в виде абсолютных (n) и 
относительных (%) частот, количественные  – в 
виде медианы (Me) и интерквартильного раз-
маха (Q0,25-Q0,75). Статистическую значимость 
различий качественных переменных оценивали 
точным критерием Фишера, количественных  – 
U-критерием Манна–Уитни. Оценку диагно-
стической значимости биомаркеров проводили 
методом анализа ROC-кривых, рассчитывая зна-
чение площади под кривой (ППК) и пороговый 
уровень по индексу Юдена. Для разработки диа-
гностических моделей применяли метод логи-
стической регрессии. Различия считали стати-
стически значимыми при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Статистический анализ не выявил достовер-

ных отличий по полу, гестационному возрасту, 
весу при рождении, оценке Апгар, пороку серд-
ца и по стандартным лабораторным показателям 
между новорожденными с ВПС и новорожден-
ными с ВПС + НЭК (табл. 1). 

Анализ уровня 31 цитокина плазмы крови по-
казал, что IL-1β, IL-3, IL-22 и GM-CSF в более 
80% образцов имели значения ниже определя-
емого уровня. Среди оставшихся 27 цитокинов 
только уровни IL-8 и M-CSF были статистически 
значимо выше в 1,6 (р = 0,037) и 12,6 (р = 0,006) раз 
соответственно, у новорожденных с ВПС + НЭК 
по сравнению с новорожденными с ВПС без 
НЭК (табл. 1).

IL-8  – провоспалительный хемокин, ключе-
вая роль которого состоит в привлечении нейтро-
филов в очаг воспаления [2]. M-CSF регулирует 
поляризацию макрофагов в сторону противовос-
палительного фенотипа, а также стимулирует 
дифференцировку и созревание ворсинок ки-
шечника, удлиняя их поверхность [3,  10]. Таким 
образом, можно предположить, что повышение 
уровня IL-8 у новорожденных с ВПС  +  НЭК 
может влиять на более активное привлечение 
нейтрофилов в очаг воспаления, формирование 
нейтрофильных ловушек и усиление воспали-
тельного ответа; а высокий уровень M-CSF за 
счет стимуляции роста ворсинок кишечника мо-
жет способствовать увеличению области воспа-
ления. Повышение уровня IL-8 у недоношенных 

Рисунок 1. ROC-анализ уровней IL-8, M-CSF, miR-451a и их комбинации у доношенных новорожденных с ВПС 
и ВПС + НЭК
Figure 1. ROC analysis of IL-8, M-CSF, miR-451a and their combination in the diagnosis of NEC in term newborns with CHD
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ТАБЛИЦА 1. КЛИНИКО-ЛАБОРАТОРНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ДОНОШЕННЫХ НОВОРОЖДЕННЫХ С ДУКТУС-
ЗАВИСИМЫМИ ВПС В ЗАВИСИМОСТИ ОТ РАЗВИТИЯ НЭК В ПОСЛЕОПЕРАЦИОННОМ ПЕРИОДЕ
TABLE 1. CLINICAL AND LABORATORY CHARACTERISTICS OF TERM NEWBORNS WITH DUCTUS-DEPENDENT 
CONGENITAL HEART DEFECTS DEPENDING ON THE NEC DEVELOPMENT IN THE POSTOPERATIVE PERIOD

Параметры / Parameters ВПС / CHD
(n = 28)

ВПС + НЭК / CHD + NEC
(n = 10) p 

Клинические данные / Clinical data

Пол
Sex

Девочка (11) 
Girl (11) 10 (36%) 1 (10%)

0,225
Мальчик (27)
Boy (27) 18 (64%) 9 (90%)

Гестационный возраст, недели (38)
Gestational age, wk (38) 39 (38-40) 39 (38-39) 0,334

Вес при рождении, г (38)
Birth weight, g (38) 3495 (3000-3815) 3235 (3020-3620) 0,334

Оценка по Апгар на 1-й минуте (38) 
Apgar score at the 1st minute (38) 7 (7-7) 7 (7-7) 1,0

Оценка по Апгар на 5-й минуте (38)
Apgar score at the 5th minute (38) 8 (7-8) 8 (8-8) 0,286

Порок сердца
Heart defect

Цианотический (25)
Cyanotic (25) 18 (64%) 7 (70%)

1,0
Ацианотический (13)
Acyanotic (13) 10 (36%) 3 (30%)

Лабораторные показатели / Laboratory parameters
Гемоглобин, г/л
Hemoglobin, g/L 134 (119-149) 123 (109-143) 0,334

Эритроциты, × 1012/л
Erythrocytes, × 1012/L 4,3 (3,8-4,8) 4,0 (3,6-4,9) 0,482

Тромбоциты, × 109/л
Platelets, × 109/L 325 (210-472) 302 (232-421) 0,660

Лейкоциты, × 109/л
Leukocytes, × 109/L 12,8 (11,5-15,4) 11,3 (8,5-19,4) 0,613

Палочкоядерные нейтрофилы, %
Band neutrophils, % 1,0 (0,5-3,0) 1,0 (1,0-2,0) 0,404

Сегментоядерные нейтрофилы, %
Segmented neutrophils, % 56,5 (45,5-64,5) 50,0 (44,0-58,0) 0,442

Эозинофилы, %
Eosinophils, % 3,0 (1,5-6,5) 5,0 (0,0-10,0) 0,935

Лимфоциты, %
Lymphocytes, % 25,0 (16,0-32,0) 23,5 (14,0-30,0) 0,660

С-реактивный белок, мг/л
C-reactive protein, mg/L 9,1 (5,5-19,7) 4,9 (2,8-18,0) 0,194

Иммунологические показатели / Immunological parameters
IL-8, пг/мл
IL-8, pg/mL 5,87 (4,39-10,06) 9,18 (7,36-20,51) 0,037

M-CSF, пг/мл
M-CSF, pg/mL 5,71 (0,00-61,62) 71,71 (47,47-152,14) 0,006

miR-451a, у. е.
miR-451a, c. u. 0,25 (0,12-0,55) 0,05 (0,02-0,11) 0,014

Примечание. Достоверность различий качественных переменных оценивали точным критерием Фишера, 
количественных – по U-критерию Манна–Уитни – p < 0,05
Note. The reliability of differences in qualitative variables was assessed using Fisher’s exact test, and quantitative variables were 
assessed using the Mann–Whitney U test, p < 0.05.
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новорожденных в раннем неонатальном периоде 
было также ассоциировано с риском развития 
НЭК [1]. 

Анализ уровня экспрессии микроРНК в об-
разцах плазмы крови показал, что две группы 
новорожденных отличались друг от друга только 
по уровню экспрессии miR-451a, которая была в 
5 раз ниже (р = 0,014) у новорожденных с НЭК 
(табл. 1). 

МiR-451 является важнейшим регулятором 
многочисленных сигнальных путей, в том числе 
участвует в эритропоэзе и модулирует продук-
цию цитокинов дендритными клетками  [9]. На 
мышиной модели ревматоидного артрита уста-
новлено, что повышенные уровни miR-451a ин-
гибируют хемотаксис нейтрофилов [6]. На клет-
ках микроглии доказано, что miR-451a оказывает 
противовоспалительные эффекты посредством 
ингибирования NLRP3-индуцированных про-
воспалительных каскадов  [4]. Таким образом, 
можно предположить, что высокий уровень 
miR- 451a снижает воспаление и может служить 
защитным механизмом против развития НЭК у 
доношенных новорожденных с ВПС.

Повышенный уровень miR-451 был обнару-
жен в тканях кишечника недоношенных ново-
рожденных с НЭК  [7]. Учитывая, что у недоно-
шенных, кишечник функционально незрелый, 

молекулярные механизмы НЭК у доношенных 
новорожденных с ВПС могут значительно от-
личаться от таковых у недоношенных новорож-
денных, а повышенные уровни miR-451, у недо-
ношенных новорожденных, вероятно, связаны 
с продолжающимся формированием функцио-
нально зрелого кишечника. 

С целью определения диагностической зна-
чимости идентифицированных биомаркеров был 
проведен ROC‑анализ, с определением поро-
говых уровней и соответствующих им значений 
чувствительности и специфичности (рис. 1). Наи-
большую диагностическую ценность продемон-
стрировала модель, включающая все 3 биомар-
кера (ППК = 0,901, с чувствительностью 85,7% и 
специфичностью 84,6%. Тогда как модель, вклю-
чающая только цитокины IL-8 и M-CSF, имела 
уровень ППК = 0,793 с чувствительностью 90,0%, 
но низкой специфичностью – 64,3%.

Выводы
Модель, включающая три биомаркера 

miR- 451a, IL-8 и M-CSF, обладает высоким диа-
гностическим потенциалом (ППК = 0,901 с чув-
ствительностью 85,7% и специфичностью 84,6%) 
для диагностики НЭК в рутинной клинической 
практике.
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