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В эпоху расшифровки человеческого генома и не-
уклонного роста числа социально значимых за-

болеваний особенно актуальны разработка, совер-
шенствование и внедрение в клиническую практику 
новых методов диагностики. Под воздействием гене-
тических факторов, внешней среды, изменения ха-
рактера питания происходит стремительный рост рас-
пространенности аллергических заболеваний [1, 2]. 

Их патогенез изучен достаточно глубоко, однако 
до настоящего времени некоторые вопросы остаются 
неясными или являются дискуссионными. Диагно-
стика причинно-значимых продуктов при пищевой 
аллергии сложна, требует инвазивных вмешательств, 
что особенно затруднительно в младших возрастных 
группах [3, 4]. Доказано, что аллергические заболева-
ния, начавшись в раннем возрасте, негативно влияют 
на физическое, нервно-психическое развитие детей, 
ухудшают качество их жизни, способствуют разви-
тию дефицитных состояний, в том числе тяжелых [3]. 

Наиболее встречаемое проявление пищевой аллер-
гии у детей грудного возраста – гиперчувствительность 
к белкам коровьего молока [1, 3, 5]. Основной задачей 
терапии при данной патологии является правильно 
подобранная на длительное время элиминационная 
диета [5, 6]. Согласно последним достижениям ну-
тригеномики, характер питания может оказывать су-
щественное влияние на течение патологических про-
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Проведено изучение полиморфизмов генов фолатного цикла, содержания эндогенных антимикробных пептидов и белков 
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Folate cycle gene polymorphisms and the levels of endogenous antimicrobial peptides and proteins in the blood and coprofiltrates 
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and MTR genes were shown to be considered as a risk factor for the development of allergy. There was a significant increase in the 
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цессов в организме [7, 8]. Нутриенты через механизм 
экспрессии генов способны воздействовать не только 
на характер метаболизма веществ в организме челове-
ка, но и на метагеном его микробиоты [9]. 

Ученые считают, что процесс метилирования ДНК 
можно отнести к числу ведущих эпигенетических фак-
торов [10, 11]. Изменение метилирования ДНК связано 
с нарушениями метаболизма фолиевой кислоты и обу-
словлено полиморфизмом генов фолатного цикла [12]. 
Получены убедительные данные, свидетельствующие 
о роли полиморфизмов генов фолатного обмена в пред-
расположенности к ряду заболеваний [13]. Изменение 
метаболизма фолиевой кислоты приводит к сбою в си-
стемах репарации и метилирования ДНК [12]. 

В последнее десятилетие возрос интерес иссле-
дователей к молекулам эндогенных антимикробных 
пептидов и белков. Доказано, что антимикробные 
пептиды и белки, являясь частью врожденной иммун-
ной системы, оказывают воздействие на течение вос-
палительных процессов, могут участвовать в регуля-
ции адаптивной иммунной системы, а установленные 
дефекты в их экспрессии или в функционировании 
способны существенно влиять на некоторые аспекты 
патогенеза самых разнообразных заболеваний [14, 15]. 

Мы считаем, что изучение продукции эндогенных 
пептидов и белков во взаимосвязи с полиморфизмом 
генов фолатного обмена как возможного фактора на-
рушения формирования оральной толерантности у де-
тей и развития пищевой гиперчувствительности имеет 
важное теоретическое и практическое значение. 

Целью настоящего исследования явилось изу-
чение полиморфизмов генов фолатного цикла, со-
держания эндогенных антимикробных пептидов 
и белков в крови и копрофильтратах с определением 
их диагностической значимости у детей с аллергией 
к белкам коровьего молока. 

Характеристика детей и методы исследования

Проведено рандомизированное контролируемое 
клиническое исследование с охватом детей первого 
года жизни, находившихся на обследовании и лече-
нии в детском отделении Краевой детской клиниче-
ской больницы №1 г. Владивостока с декабря 2013 г. 
по декабрь 2015 г.

Под наблюдением находились 45 детей (основная 
группа) в возрасте от 3 до 12 мес, которым в резуль-
тате комплексного обследования поставлен диагноз: 
аллергия к белкам коровьего молока. Диагностика 
заболевания осуществлялась в соответствии с Феде-
ральными клиническими рекомендациями (2015), 
рекомендациями Европейского общества детских 
гастроэнтерологов, гепатологов и нутрициологов  
(ESPGAN, 2012), Европейской академии аллерго-
логии и клинической иммунологии (EAACI, 2014) 
[16–18]. Контрольную группу составили 30 здоровых 
детей, сопоставимых по возрасту и полу с основной 
группой, с неотягощенным семейным аллергологи-

ческим анамнезом. Родители всех обследованных де-
тей являлись жителями Приморского края и указыва-
ли на принадлежность к русской этнической группе. 
Все родители подписали добровольное информиро-
ванное согласие на обследование. 

В сыворотке крови у детей основной и контроль-
ной групп определяли уровень белков, связывающих 
жирные кислоты – кишечную (I-FABP) и печеноч-
ную (L-FABP) фракции, бактерицидный белок, по-
вышающий проницаемость мембран клеток (BPI), 
и эотаксин. Исследование проводили методом эн-
зимсвязанного иммуносорбентного анализа (ELISA) 
с использованием реактивов фирмы Hycult Biotech 
(США) на иммуноферментном автоматическом двух 
планшетном анализаторе EVOLIS Twin Plus произ-
водства Bio-Rad (CША). В копрофильтратах изучали 
содержание зонулина, β-дефензина 2, транстиретина, 
эозинофильного катионного протеина, использован 
метод энзимсвязанного иммуносорбентного анализа 
(ELISA), реактивы фирмы Immundiagnostik (Герма-
ния), исследование проводилось на иммунофермент-
ном автоматическом двух планшетном анализаторе 
EVOLIS Twin Plus производства Bio-Rad (CША). 

Всем детям проведено исследование полиморфных 
вариантов генов фолатного цикла – MTHFR аллели 
С677Т и А1298С, MTRR A66G, MTR А2756G. Геноти-
пирование проводилось в лаборатории молекуляр-
но-генетических исследований Краевого клиническо-
го центра специализированных видов медицинской 
помощи» (Владивосток). Исследование осуществляли 
с помощью амплификации соответствующих участков 
генома методом полимеразной цепной реакции в ре-
жиме реального времени с детекцией кривых плавле-
ния продуктов амплификации и аллель-специфичных 
флуоресцентнмеченных олигонуклеотидных проб. 
Использовались коммерческие наборы реагентов 
«НПО ДНК-Технология» (Россия).  

Расчеты осуществляли путем построения калибро-
вочной кривой с помощью компьютерной программы. 
Статистическая обработка результатов проводилась 
с помощью пакета программ Statistica фирмы Stat-
Soft Inc (США). Результаты исследования обработа-
ны статистически с использованием методов пара-
метрической статистики и определением t критерия 
Стьюдента при уровне значимости p<0,05. Результаты 
представлены в виде средней арифметической и стан-
дартной ошибки (M±m). Для оценки связи признаков 
применялся корреляционный анализ с расчетом кор-
реляции по методу Спирмена. Распределение геноти-
пов проверяли на соответствие закону Харди–Вайн-
берга с помощью критерия χ2 Пирсона. 

Результаты и обсуждение

Проведен анализ особенностей клинического 
проявления аллергии к белкам коровьего молока 
у наблюдавшихся детей. Установлено, что среди пер-
вых симптомов аллергии были признаки поражения 
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желудочно-кишечного тракта. Неустойчивый стул 
имели 20 (44,4%) младенцев, кишечные колики и бес-
покойство – 38 (84,4%), срыгивания – 25 (55,5%), 
запоры – 10 (22,2%), «запорный понос» – 6 (13,3%). 
Проявления пищевой аллергии в виде кожного син-
дрома обнаружены у всех пациентов основной груп-
пы. Кожный синдром у этих детей характеризовался 
наличием полиморфных высыпаний, явлениями ги-
перемии, отека, сухости и инфильтрации кожи с экс-
кориациями. 

Анализ особенностей генотипов и частоты алле-
лей основных генов фолатного цикла у детей с ал-
лергией к белкам коровьего молока и здоровых детей 
(контрольная группа) позволил установить некото-
рые закономерности. У здоровых детей гомозигот-
ный вариант 677С гена MTHFR встречался с часто-
той 43,33±3,5%, что достоверно чаще, чем у детей 
с аллергией к белкам коровьего молока – 22,45±3,9% 
(χ2=6,13; р<0,05). Частота гомозиготного вариан-
та 677Т гена MTHFR в основной группе составила 
31,42±4,1%, что достоверно выше, чем у детей кон-
трольной группы – 6,67±1,2% (χ2=22,8; р<0,05). Не 
установлено различий встречаемости у обследован-
ных детей аллелей СТ в гетерозиготном состоянии. 
У детей контрольной группы частота благоприятного 
аллеля 677С гена MTHFR превалировала над часто-
той аллеля Т (68,33±4,8 и 31,42±3,4% соответствен-
но; χ2=19,0, р<0,05). Частота встречаемости неблаго-
приятного аллеля 677Т гена MTHFR у детей основной 
группы оказалась выше частоты аллеля С (56,11±4,8 
и 43,89±3,2% соответственно, р<0,05).

Анализ полиморфизмов аллеля А1298С гена  
MTHFR показал, что у пациентов с аллергией к бел-
кам коровьего молока достоверно реже встречался 
благоприятный гомозиготный генотип 1298А по срав-
нению со здоровыми детьми (28,03±2,6 и 52,00±4,9% 
соответственно, χ2=7,32; р<0,05). Гомозиготный гено-
тип 1298С также чаще имели дети основной группы 
(χ2= 4,98; р<0,05). Частота встречаемости благопри-
ятного аллеля 1298А гена MTHFR у здоровых детей 
превышала частоту неблагоприятного аллеля С более 
чем в 2 раза (р<0,05). У пациентов с аллергией к бел-
кам коровьего молока частота неблагоприятного ал-
леля С достоверно не отличалась от частоты встреча-
емости аллеля А (χ2=9,39; р>0,05). 

Анализ частоты полиморфных вариантов аллеля 
А66G гена MTRR показал, что в основной группе реже 
встречался благоприятный гомозиготный генотип 66А 
(χ2=6,57; р<0,05). Частота гомозиготного варианта 66G 
у пациентов с аллергией к белкам коровьего молока 
более чем в 4 раза была выше, чем в контрольной груп-
пе (χ2=8,12; р<0,05). Частота гетерозиготного вариан-
та АG в группах обследуемых достоверных различий 
не имела. У детей с аллергией к белкам коровьего мо-
лока аллель 66А гена MTRR встречался в 1,3 раза чаще 
аллеля G, у здоровых детей благоприятный аллель 
А наблюдали в 3,3 раза чаще аллеля G (р<0,05).

Анализ частоты генотипов и аллелей по А2756G 
полиморфизму гена MTR показал, что в основной 
группе детей реже встречался благоприятный гомо-
зиготный генотип 2756А по сравнению с контроль-
ной группой (χ2=19,16; р<0,05). Частота гомозиготно-
го варианта по G аллелю у больных детей была выше 
показателей контрольной группы более чем в 3 раза 
(χ2=7,72; р<0,05). Частота гетерозиготных вариантов 
АG в группах обследуемых достоверных различий 
не имела.

Для изучения риска развития аллергии к белкам 
коровьего молока при носительстве того или иного 
генотипа определяли коэффициент odds ratio (OR). 
Установлено, что гомозиготный вариант 677Т гена 
MTHFR увеличивает риск формирования гиперчув-
ствительности в 2,3 раза, наличие аллеля 677Т гена 
MTHFR повышает риск развития пищевой непере-
носимости в 1,4 раза. Носительство гомозиготного 
варианта 1298А гена MTHFR увеличивает риск ал-
лергии к белкам коровьего молока в 1,5 раза, гетеро-
зиготного варианта АС – в 1,3 раза. Наличие наибо-
лее неблагоприятного аллеля 1298С повышает риск 
развития данной патологии в 2 раза. Носительство 
гомозиготного варианта 66G гена MTRR повышает 
риск развития пищевой непереносимости в 2,8 раза, 
гетерозиготного варианта АG этого гена – в 1,2 раза. 
Выявление неблагоприятного аллеля G увеличивает 
риск развития пищевой гиперчувствительности в 2,2 
раза. Носительство гомозиготного варианта 2756G 
гена MTR повышает риск аллергии к белкам коро-
вьего молока в 3,4 раза, гетерозиготного варианта АG  
0150 – в 1,2 раза. 

В ранее проводимых нами исследованиях по по-
лиморфизмам генов фолиевой кислоты выявлена 
ассоциация полиморфных локусов 677T/677Т гена 
MTHFR, гомозиготного варианта 1298А/1298А гена 
MTHFR, гомозиготного варианта 66G/66G гена 
MTRR, гомозиготного варианта 2756G/2756G гена 
MTR с увеличением риска развития аллергии к бел-
кам коровьего молока [19].

Результаты изучения содержания эндогенных бел-
ков в сыворотке крови в группах детей представлены 
в табл. 1. Установлено, что процесс развития интоле-
рантности к белку коровьего молока у детей сопро-
вождается повышением уровня в крови кишечной 
и печеночной форм белков, связывающих жирные 
кислоты. Известно, что экспрессия большого количе-
ства I-FABP может указывать на наличие поврежде-
ния слизистой оболочки тонкой кишки [20]. Печеноч-
ная форма белка – L-FABP экспрессируется в печени, 
и, благодаря своим малым размерам, молекулы L-
FABP способны быстро выходить из поврежденных 
клеток печени, приводя к повышению уровня пептида 
в крови [21]. Полученные результаты свидетельствуют 
о вовлечении гепатобилиарной системы в патологиче-
ский процесс при развитии непереносимости к белку 
коровьего молока у детей. Выявлена положительная 
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корреляционная связь между наличием у обследуемых 
детей с аллергией к белкам коровьего молока гомози-
готного варианта 677T/677Т гена MTHFR (r

s
=0,348), 

гомозиготного варианта 66G/66G гена MTRR 
(r

s
=0,432), гомозиготного варианта 2756G/2756G гена 

MTR (r
s
=0,441) и уровнем I-FABP.

Проведенное исследование показало достоверное 
увеличение содержания в сыворотке крови бактери-
цидного белка, повышающего проницаемость клеток 
(BPI) у детей с аллергией к белкам коровьего молока. 
Данная закономерность, на наш взгляд, патогенети-
чески и диагностически значима, так как свидетель-
ствует о развитии аллергического воспаления в сли-
зистой оболочке тонкой кишки.

Уровень эотаксина в сыворотке крови у детей ос-
новной группы был в 3,1 раза выше, чем у детей кон-
трольной группы (см. табл. 1). На сегодняшний день, 
наряду с выраженным хемотаксическим эффектом, 
является доказанной способность эотаксина усили-
вать мобилизацию эозинофилов из костного мозга 
в периферическую кровь. Избыток эозинофильных 
лейкоцитов в крови, а также гиперсекреция эотакси-
на активируют механизмы, обеспечивающие усиле-
ние процессов адгезии эозинофильных клеток к эн-
дотелию сосудов и последующей их миграции в ткани 
[22]. Повышение содержания эотаксина в сыворотке 
крови у обследованных нами больных свидетельству-
ет об участии данного механизма в развитии воспа-
лительной реакции в тканях при аллергии к белкам 
коровьего молока. 

Результаты изучения копрофильтратов у детей ос-
новной и контрольной групп отражены в табл. 2. Со-
держание зонулина в копрофильтратах у пациентов 
с аллергией к белкам коровьего молока определялось 
на достоверно более высоком уровне по сравнению 
с группой контроля (p<0,05). Зонулин, являясь фи-
зиологическим модулятором межклеточных плотных 
контактов, регулирует проницаемость кишечника, 
принимая непосредственное участие в обеспечении 
тесных связей между клетками эпителия слизистой 

оболочки кишечника [23]. Повышенные концентра-
ции зонулина свидетельствуют о повышенной про-
ницаемости слизистой оболочки кишечника. 

Установлено, что концентрация фекального уров-
ня β-дефензина 2 у детей с непереносимостью белков 
коровьего молока также превышает его содержание 
у здоровых детей (р<0,05). Как известно, основны-
ми продуцентами β-дефензинов в кишечнике явля-
ются энтероциты слизистой оболочки, макрофаги, 
дендритные клетки. Активация данных клеточных 
структур при воспалительных процессах приводит 
к быстрому освобождению дефензинов, что способ-
ствует подавлению активности кишечной бактери-
альной флоры [14]. Проведенное нами исследование 
показало, что при аллергии к белкам коровьего мо-
лока происходят более глубокие и длительные из-
менения, не только захватывающие слизистую обо-
лочку тонкой кишки, но и приводящие к активации 
неспецифических защитных факторов гуморальной 
врожденной иммунной системы.

При изучении содержания транстиретина в ко-
профильтратах у детей установлено, что его уровень 
у пациентов с аллергией к белкам коровьего моло-
ка в 2,2 раза выше его содержания у здоровых детей 
(р<0,05). Доказано, что транстиретин – один из наи-
более информативных белков, определение которо-
го используется для оценки эффективности терапии 
белковой недостаточности. Считается, что трансти-
ретин является чувствительным острофазовым бел-
ком воспаления, поэтому на практике при сопутству-
ющем воспалительном процессе оценка белкового 
дефицита вызывает сложности. Повышение уровня 
данного белка в кале, вероятнее всего, свидетельству-
ет о воспалительных изменениях в кишечнике, а по-
тери транстиретина создают условия для развития 
белковой недостаточности.

Эозинофильный катионный протеин в копро-
фильтратах у детей основной группы зарегистри-
рован на уровне 518,74±63,17 нг/мл, что в 2,7 раза 
больше показателей контрольной группы (р<0,001). 

Таблица 1. Содержание антимикробных белков (в нг/мл) в сыворотке крови у детей (р<0,05)

Показатель Основная группа Контрольная группа

BPI 101,67±19,13 35,18±3,49

I-FABP 125,20±23,79 19,21±4,94

L-FABP 595,42±74,15 175,86±23,78

Эотаксин 1908,15±237,09 611,93±90,14

Таблица 2. Содержание эндогенных пептидов (в нг/мл) у детей в копрофильтратах

Показатель  Основная группа Контрольная группа p

β-дефензин 2 39,12±4,32 21,96±3,06 <0,05

Зонулин 1,75±0,16 0,75±0,01 <0,05

Транстиретин 3,04±0,39 1,41±0,25 <0,05

Эозинофильный катионный протеин 518,74±63,17 192,5±21,15 <0,001
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Общеизвестно, что эозинофильный катионный про-
теин является диагностическим маркером аллерги-
ческого воспаления. Полученные нами результаты 
свидетельствуют о том, что определение содержания 
эозинофильного катионного протеина в копрофиль-
тратах может быть использовано в сложных диагно-
стических случаях у детей в качестве неинвазивного 
маркера для диагностики аллергического воспаления 
слизистой оболочки кишечника. Развитие и внедре-
ние в практику неинвазивных методов, особенно 
у детей раннего возраста, может существенно улуч-
шить диагностику заболевания, ускорить постановку 
диагноза и назначение адекватной терапии. 

Заключение 

Проведенное нами исследование показало на-
личие в геноме у детей с аллергией к белкам ко-
ровьего молока ассоциации гомозиготного ва-
рианта 677T/677Т гена MTHFR, гомозиготного 
варианта 1298А/ 1298А гена MTHFR, гомозиготного 
варианта 66G/66G гена MTRR, гомозиготного вари-

анта 2756G/2756G гена MTR. По нашему мнению, 
наличие данных полиморфизмов и их ассоциации 
у детей может свидетельствовать о риске развития 
интолерантности к белку коровьего молока. Уста-
новленное в исследовании увеличение содержа-
ния в сыворотке крови у больных белков, связы-
вающих жирные кислоты, бактерицидного белка, 
повышающего проницаемость клеток, эотаксина 
свидетельствует об участии этих протеинов в разви-
тии аллергического воспаления. Определение уров-
ня эндогенных пептидов (β-дефензина 2, зонулина, 
эозинофильного катионного протеина, транстире-
тина) в копрофильтатах у детей с аллергией к белкам 
коровьего молока может быть использовано для не-
инвазивной диагностики данного заболевания у мла-
денцев и детей раннего возраста. Полученные нами 
результаты расширяют представления о патогене-
зе аллергии к белкам коровьего молока, позволяют 
улучшить диагностику заболевания, в том числе не-
инвазивную.

Конфликт интересов не представлен.
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