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РЕЗЮМЕ

Цель исследования – поиск новых молекулярно-генетических маркеров синдрома Жильбера (СЖ).

Материалы и методы. Дизайн исследования – «случай – контроль». Группа СЖ включает 125 человек 
(средний возраст 38,5 ± 11,9 лет, 58,9% мужчин) с неконъюгированной гипербилирубинемией, у кото-
рых исключены известные ее причины. Группа контроля (n = 323, средний возраст 48,9 ± 11,9 лет, 53,2% 
мужчины) – случайная выборка лиц из банка ДНК участников проектов HAPIEE, MONICA. ДНК выде-
лена методом фенолхлороформной экстракции из венозной крови. Генотипирование групп по вариантам 
нуклеотидной последовательности rs3064744, rs34993780, rs56059937, rs4148323, rs4124874 гена UGT1А1 
выполнено методом полимеразной цепной реакции с последующим анализом на полиакриламидном геле 
по авторским протоколам. 

Результаты. По однонуклеотидным вариантам rs34993780, rs56059937 не найдено носителей редкого ал-
леля в группе СЖ и контрольной группе. В группе лиц с СЖ найдены два носителя мутации rs4148323 в 
гетерозиготной форме. По частотам однонуклеотидного варианта rs4124874 найдены статистически зна-
чимые различия между группами: гомозиготный генотип GG статистически значимо чаще встречается в 
группе СЖ по сравнению с контрольной группой (отношение шансов 11,8; 95%-й доверительный интервал 
6,9– 20,3; р < 0,001). 

Заключение. Генотип GG однонуклеотидного варианта rs4124874 гена UGT1А1 ассоциирован с повышен-
ным риском СЖ. В группе лиц с СЖ найдены носители редкой мутации rs4148323 в гетерозиготной форме. 

Ключевые слова: синдром Жильбера, rs3064744, rs34993780, rs56059937, rs4148323, rs4124874, ген 
UGT1А1, неконъюгированная гипербилирубинемия
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ВВЕДЕНИЕ

Синдром Жильбера (СЖ) (желтуха, диспепти-
ческие симптомы, астеновегетативный синдром, 
психоэмоциональные нарушения) – генетически 
обусловленная форма неконъюгированной гиперби-
лирубинемии, встречается у 2–10% европейцев [1]. 
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ABSTRACT

Aim. To study new molecular genetic markers of Gilbert’s syndrome (GS).

Materials and methods. It was a case – control study. The GS group included 125 people (mean age 38.5 ± 11.9 
years, 58.9% were men) with unconjugated hyperbilirubinemia; known causes of unconjugated hyperbilirubinemia 
were excluded. The control group (n = 323, mean age 48.9 ± 11.9 years, 53.2% were men) was a random sample 
of individuals from the DNA bank of participants of the HAPIEE and MONICA projects. DNA was isolated by 
phenol – chloroform extraction from venous blood. Genotyping of groups by rs3064744, rs34993780, rs56059937, 
rs4148323, and rs4124874 single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the UGT1A1 gene was performed by poly-
merase chain reaction followed by the polyacrylamide gel analysis according to the author’s protocols.

Results. For rs34993780 and rs56059937, no carriers of a rare allele were found in the GS group and the control 
group. In the GS group, two carriers of a heterozygous mutation rs4148323 were found. Statistically significant 
differences between the groups were found in the frequencies of rs4124874: homozygous GG was statistically 
significantly more common in the GS group than in the control group (odds ratio (OR) = 11.8, 95% confidence 
interval (CI) 6.9–20.3, p < 0.001).

Conclusion. The GG genotype of rs4124874 in the UGT1A1 gene is associated with an increased risk of GS. 
Carriers of the rare heterozygous mutation rs4148323 were found in the GS group. 

Keywords: Gilbert’s syndrome, rs3064744, rs34993780, rs56059937, rs4148323, rs4124874, UGT1A1 gene, 
unconjugated hyperbilirubinemia
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На данный момент доступной подтверждающей ди-
агностикой СЖ является молекулярно-генетическое 
исследование мутации rs3064744 (количество ТА по-
второв в промоторе) гена UGT1А1. Известно, что не 
всегда носительство мутации в гомозиготной форме 
7ТА/7ТА приводит к развитию клинических призна-
ков СЖ, что связано с низкой экспрессивностью и 
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пенетрантностью варианта  [1]. В ряде случаев не-
коньюгированная гипербилирубинемия может раз-
виваться при генотипах 6ТА/7ТА, 6ТА/6ТА мутации 
rs3064744 [2, 3].

 Таким образом, предполагается, что существуют 
другие мутации, которые приводят к развитию СЖ 
и влияют на степень проявления его клинических 
признаков. Поиск данных мутаций поможет в под-
тверждении диагноза у лиц с клинической картиной 
СЖ, но без носительства гомозиготного генотипа 
7ТА/7ТА мутации rs3064744.

Таким образом, целью исследования является по-
иск новых молекулярно-генетических маркеров син-
дрома Жильбера.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Дизайн исследования – «случай – контроль». 

Группа СЖ (n = 125, средний возраст 38,5 ± 11,9 лет, 
58,9% мужчин) сформирована врачами-гастроэнте-
рологами, в нее включены лица с неконъюгирован-
ной гипербилирубинемией, прошедшие стандартное 
клиническое обследование. Из группы исключены 
лица с известными причинами неконъюгированной 
гипербилирубинемии. У лиц, включенных в группу 
случая, была забрана венозная кровь, из которой в 
дальнейшем выделяли ДНК методом фенолхлоро-
формной экстракции.

Группа контроля (n = 323, средний возраст  
48,9 ± 11,9 лет, 53,2% мужчины) – случайная выбор-
ка лиц из банка ДНК участников проектов HAPIEE, 
MONICA. ДНК выделена методом фенолхлорофор-
мной экстракции из венозной крови.

Для 104 человек из группы СЖ ранее была про-
ведена молекулярно-генетическая диагностика по 
определению количества ТА повторов в промоторе 
гена UGT1A1 (rs3064744) [3]. Группе контроля и 21 
оставшемуся человеку из группы СЖ определено 
количество ТА повторов в промоторе гена UGT1A1 
методом полимеразной цепной реакции с последую-
щим анализом на полиакриламидном геле (рис. 1). 

Для генотипирования по rs3064744 использова- 
ли праймеры:  5’-AACATTAACTTGGTGTATCG 
ATTGG-3’(F) и 5’-CTTTGCTCCTGCCAGAGGTTC-
3’(R). Смесь для полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР) объемом 25 мкл включала: Трис-HCI  
(pH 9,0) 75 мM, (NH4)2SO4 20мM, Тween-20 0,01%, 
3,0 мМ MgCl2, по 0,8 мМ каждого праймера, 0,2 мМ 
смеси dNTP, 2 мкг ДНК, одну единицу активности 
ДНК-полимеразы. Амплификацию проводили в сле-
дующем температурном режиме: 33 цикла, вклю-
чающих денатурацию 95 °С 30 с, отжиг праймеров  
57 °С 30 с и элонгацию 72 °С 30 с. Размер продукта 
амплификации 82 п.н. при генотипе 6ТА/6ТА, 82 п.н. 

и 84 п.н. для генотипа 6ТА/7ТА, 84 п.н. для генотипа 
7ТА/7ТА.

Для исследования в качестве новых молекуляр-
но-генетических маркеров СЖ, по данным литера-
туры, отобраны четыре однонуклеотидных варианта 
гена UGT1А1 – rs34993780 (UGT1A1*7), rs56059937 
(UGT1A*62), rs4148323 (UGT1A1*6), rs4124874 
(UGT1A1*60). Генотипирование групп по выбран-
ным вариантам проведено методом ПЦР с последую-
щим анализом полиморфизма длин рестрикционных 
фрагментов по авторским протоколам. 

Для генотипирования по rs34993780 использова-
ли праймеры: 5’- AGTTTGTGATGAGGCACA-3’(F) 
и 5’-TTCTTAACTCGCCCTTTT-3’(R). Смесь для 
ПЦР объемом 25 мкл включала: 10 мкл 2,5-кратной 
смеси для ПЦР-РВ №М-428 (ЗАО «Синтол», Рос-
сия), 1,2 мМ MgCl2, по 0,6 мМ каждого праймера,  
2 мкг ДНК. Амплификацию проводили в следующем 
температурном режиме: 33 цикла, включающих де-
натурацию 95 °С 30 с, отжиг праймеров 56 °С 30 с 
и элонгацию 72 °С 20 с. Рестрикцию проводили с  
10 единицами активности рестриктазы RsaI («СибЭн-
зим», Новосибирск). Размер продукта амплифика-
ции 190 п.н. После проведения рестрикции при гено-
типе TT детектировались продукты 121 п.н., 63 п.н., 
6 п.н., при генотипе GG – продукты 127 п.н., 63 п.н., 
при гетерозиготном генотипе TG все перечисленные 
продукты: 127 п.н., 121 п.н., 63 п.н., 6 п.н.

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов амплификации му-
тации rs3064744 на полиакриламидном геле: 1 – генотип 
7ТА/7ТА, 2, 3 – генотип 6ТА/7ТА, 4 – контрольный обра-

зец с генотипом 6ТА/7ТА
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Для генотипирования по rs56059937 использова-
ли праймеры: 5’-ACCTTGAAGACGTACCCTGTGG  
TA-3’(F) и 5’-TGATCACACGCTGCAGGA-3’(R). 
Смесь для ПЦР объемом 25 мкл включала: 12,5 мкл 
реакционной смеси БиоМастер LR HS-ПЦР-Color 
(2×) (ООО «БИОЛАБМИКС», Новосибирск), по  
1,0 мМ каждого праймера, 2 мкг ДНК. Амплифика-
цию проводили в следующем температурном режи-
ме: 35 цикла, включающих денатурацию 95 °С 30 с, 
отжиг праймеров 60 °С 30 с и элонгацию 72 °С 30 с. 
Рестрикцию проводили с 10 единицами активности 
рестриктазы RsaI («СибЭнзим», Новосибирск). Раз-
мер продукта амплификации 109 п.н. После прове-
дения рестрикции при генотипе TT детектировались 
продукты 96 п.н., 13 п.н., при CC генотипе – продук-
ты 85 п.н., 13 п.н., 11 п.н., при гетерозиготном гено-
типе TС все перечисленные продукты: 96 п.н., 85 п.н.,  
13 п.н., 11 п.н.

Для генотипирования по rs4148323 использовали 
праймеры: 5’- GTCCCATGCTGGGAAGATACTGTT-
3’(F) и 5’-ACGTCTTCAAGGTGTAAAATGGGC-
3’(R). Смесь для ПЦР объемом 25 мкл включала: 
12,5 мкл реакционной смеси БиоМастер LR HS-ПЦР-
Color (2×) (ООО «БИОЛАБМИКС», Новосибирск), 
по 1,2 мМ каждого праймера, 2 мкг ДНК. Ампли-
фикацию проводили в следующем температурном 
режиме: 35 цикла, включающих денатурацию 95 °С  

30 с, отжиг праймеров 60 °С 30 с и элонгацию 72 °С 

30 с. Рестрикцию проводили с 10 единицами ак-
тивности рестриктазы HaeIII («СибЭнзим», Ново-
сибирск). Размер продукта амплификации 164 п.н. 
После проведения рестрикции при генотипе AA 
детектировались продукты 99 п.н., 65 п.н., при GG 
генотипе – продукты 75 п.н., 65 п.н., 24 п.н., при ге-
терозиготном генотипе GA все перечисленные про-
дукты: 99 п.н., 75 п.н., 65 п.н., 24 п.н.

Для генотипирования по rs4124874 исполь-
зовали праймеры: 5’-GATTAACCAAAGAACA  
TTCTAACGG-3’(F) и 5’-TGATGTTCTCAAATTG  
CTTTGTTCG-3’(R). Смесь для ПЦР объемом 25 мкл 
включала: Трис-HCI (pH 9,0) 75 мM, (NH4)2SO4 
20 мM, Тween-20 0,01%, 3,5 мМ MgCl2, по 1,2 мМ 
каждого праймера, 0,2 мМ смеси dNTP, 2 мкг ДНК, 
одну единицу активности ДНК-полимеразы. Ам-
плификацию проводили в следующем температур-
ном режиме: 35 цикла, включающих денатурацию 
95 °С 30 с, отжиг праймеров 60 °С 30 с и элонгацию 
72 °С 30 с. Рестрикцию проводили с 10 единицами 
активности рестриктазы TaqI («СибЭнзим», Ново-
сибирск). Размер продукта амплификации 209 п.н. 
После проведения рестрикции при генотипе GG де-
тектировался продукт 209 п.н., при ТТ генотипе – 
продукты 186 п.н. и 23 п.н., при гетерозиготном ге-

нотипе TG все перечисленные продукты: 209 п.н., 
186 п.н., 23 п.н.

Полученные результаты генотипирования стати-
стически обработаны, с использованием критерия χ2 
оценено соответствие частот генотипов равновесию 
Харди – Вайнберга в контрольной группе. Сравне-
ние групп по частотам генотипов и аллелей, отно-
сительный риск по конкретному аллелю или гено-
типу вычислены с помощью таблиц сопряженности 
с использованием критерия χ2 по Пирсону, точного 
двустороннего критерия Фишера с поправкой Йетса 
на непрерывность. В качестве уровня значимости ис-
пользован p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Работа по поиску молекулярно-генетических 

маркеров СЖ была начата в 2012–2016 гг. Тогда в 
группе лиц с неконъюгированной гипербилируби-
немией (104 человека) был проведен поиск мутации 
rs3064744 (количество ТА повторов в промоторе) 
гена UGT1А1 [3]. На данный момент группа расши-
рена до 125 человек. Частоты генотипов мутации 
rs3064744 в расширенной группе представлены на 
рис. 2. В группе контроля, сформированной из банка 
ДНК участников проектов HAPIEE, MONICA, так-
же проведен поиск мутации rs3064744 гена UGT1А1. 
Так, 12% лиц из группы контроля оказались носите-
лями гомозиготного варианта 7ТА/7ТА (см. рис. 2). 
По частотам генотипов мутации rs3064744 найдены 
статистически значимые различия между группами  
(р < 0,001). Генотип 7ТА/7ТА мутации rs3064744 чаще 
встречается в группе СЖ по сравнению с контроль-
ной группой (отношение шансов (ОШ) 12,9; 95%-й 
доверительный интервал (ДИ) 7,9–21,3; р < 0,001).

По однонуклеотидным вариантам rs34993780 
(UGT1A1*7), rs56059937 (UGT1A*62) не найдено но-
сителей редкого аллеля в группе СЖ и контрольной 
группе. В группе лиц с СЖ найдены два носителя 
мутации rs4148323 (UGT1A1*6) в гетерозиготной 
форме. Оба пациента также являются гетерозигот-
ными носителями мутации rs3064744 гена UGT1А1 
(6ТА/7ТА).

Частоты генотипов варианта rs4124874 
(UGT1A1*60) находятся в равновесии Харди –  
Вайнберга в контрольной группе (χ2 = 3,81). По ча-
стотам однонуклеотидного варианта rs4124874 
(UGT1A1*60) найдены статистически значимые раз-
личия между группами (р < 0,001) (рис. 3). Гомозигот- 
ный генотип GG варианта статистически значимо 
чаще встречается в группе СЖ по сравнению с кон-
трольной группой (ОШ = 11,8; 95%-й ДИ 6,9–20,3;  
р < 0,001). Аллель G варианта rs4124874 является алле-
лем риска СЖ (ОШ = 7,4; 95%-й ДИ 4,9–11,1; р < 0,001).
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Есть данные литературы, которые свидетельству-
ют о том, что вариант rs4124874 сцеплен с промотор-
ным вариантом rs3064744 [4]. Сочетания генотипов 
вариантов rs4124874 и rs3064744 в группе СЖ пред-
ставлены в таблице.

Т а б л и ц а 

Сочетания генотипов вариантов rs4124874 и rs3064744  
в группе СЖ

Показатель
rs4124874

GG TG TT

rs
30

64
74

4

5ТА/7ТА 1 0 0
6ТА/6ТА 3 2 9
6ТА/7ТА 14 14 0
6ТА/8ТА 1 0 0
7ТА/7ТА 76 3 0

В группе СЖ по сравнению с контрольной 
группой достоверно чаще встречается сочетание 
генотипа 7ТА/7ТА мутации rs3064744 и GG вари-
анта rs4124874 (ОШ = 14,9; 95%-й ДИ 8,1–27,4;  
р < 0,001), реже сочетания генотипов 6ТА/6ТА  
мутации rs3064744 и TG варианта rs4124874  
(ОШ = 0,22; 95%-й ДИ 0,05–0,98; р = 0,032), ге-
нотипов 6ТА/6ТА мутации rs3064744 и TT вари-
анта rs4124874 (ОШ = 0,16; 95%-й ДИ 0,07–0,33;  
р < 0,001), генотипов 6ТА/7ТА мутации rs3064744 
и TG варианта rs4124874 (ОШ = 0,25; 95%-й ДИ  
0,13–0,47; р < 0,001).

ОБСУЖДЕНИЕ
Согласно результатам проведенного исследо-

вания, у 64,8% лиц из группы c СЖ количество 
ТА-повторов (rs3064744) в промоторе гена UGT1А1 
увеличено до семи в двух копиях гена. Это, со-
гласно данным литературы, связано со снижением 
активности фермента УДФ-глюкуронозилтранс-
феразы 1A1 и может приводить к развитию клини-
ческих симптомов СЖ [5, 6]. Являются носителями 
генотипа 6ТА/7ТА мутации rs3064744 22,4% лиц с 
неконъюгированной гипербилирубинемией, 11,2% 
имеют нормальный генотип – 6ТА/6ТА. Также в 
группе есть носители редких генотипов – 5ТА/7ТА 
и 6ТА/8ТА. Преобладающее количество лиц из кон-
трольной группы являются носителями генотипов 
6ТА/6ТА, 6ТА/7ТА, при которых развития клини-
ческих симптомов СЖ чаще всего не происходит 
(86,8%), однако в контрольной группе есть носители 
генотипа 7ТА/7ТА (12,2%), а также носители редких 
генотипов 5ТА/6ТА, 6ТА/9ТА. 

Контрольная группа представляет собой случай-
ную выборку из банка ДНК участников проектов 
HAPIEE, MONICA. Для контрольной группы от-
сутствуют данные об эпизодах неконъюгированной 
гипербилирубинемии в анамнезе или о диагности-
рованном СЖ. Таким образом, существует вероят-
ность, что в контрольной группе присутствует не-
большое число лиц с диагностированным или не 
диагностированным СЖ. Однако интерес для ис-
следования представляют лица из группы СЖ с ге-
нотипами 6ТА/6ТА, 6ТА/7ТА и неконьюгированной 
гипербилирубинемией, у которых были исключены 
другие ее причины, кроме генетических.

Мутации rs34993780 (UGT1A1*7), rs56059937 
(UGT1A*62), rs4148323 (UGT1A1*6) связаны с раз-
витием СЖ [5–9]. При этом варианты являются рас-
пространенными для СЖ у жителей Азии, исследо-
ваний вариантов в отношении СЖ для европейцев 
нами найдено не было. Согласно проведенному ис-
следованию, не обнаружено носителей редких алле-

Рис. 2. Частоты генотипов мутации rs3064744 в группе СЖ 
и контрольной группе

Рис. 3. Частоты генотипов однонуклеотидного варианта 
rs4124874 в группе СЖ и контрольной группе
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лей вариантов rs34993780 (UGT1A1*7) и rs56059937 
(UGT1A*62) в группе СЖ и контрольной группе, что 
может говорить о действительно небольшом вкладе 
данных вариантов в развитие СЖ у лиц европеоид-
ной расы. Но для подтверждения этого вывода необ-
ходимо провести исследование на большей выборке 
лиц с СЖ. 

В группе СЖ идентифицировано два носителя 
варианта rs4148323 (UGT1A1*6) в гетерозиготной 
форме, которые также являются носителями гете-
розиготного генотипа 6ТА/7ТА мутации rs3064744. 
Известно, что вариант rs4148323 (UGT1A1*6) в гомо-
зиготной форме связан с развитием СЖ и снижением 
активности фермента УДФ-глюкуронозилтрансфе-
разы 1A1 на 70% по сравнению с диким типом [5]. 
Таким образом, два человека из группы СЖ с не-
конъюгированной гипербилирубинемией с большой 
вероятностью являются компаунд-гетерозиготами 
по вариантам, которые в гомозиготной форме связа-
ны с развитием СЖ. 

Таким образом, можно предположить, что лица 
с клиническими симптомами СЖ, но генотипами 
6ТА/6ТА, 6ТА/7ТА мутации rs3064744 являются но-
сителями других мутаций гена UGT1A1. Это вызыва-
ет изменение активности фермента и, соответствен-
но, клинические проявления синдрома. Поэтому 
для лиц с генотипами 6ТА/6ТА, 6ТА/7ТА мутации 
rs3064744, неконъюгированной гипербилирубине-
мией и подозрением на СЖ более эффективным 
может стать проведение прямого автоматического 
секвенирования по Сэнгеру гена UGT1A1 для поис-
ка других патогенных вариантов нуклеотидной по-
следовательности гена, которые являются причиной 
развития клинических проявлений СЖ.

Вариант rs4124874 (UGT1A1*6, g.172270T>G) яв-
ляется распространенным вариантом в популяции, 
для европейцев частота редкого аллеля составляет 
около 0,43 (gnomAD). Частота аллеля G в контроль-
ной группе, согласно нашим результатам, состав-
ляет 0,44. Вариант связан с транскрипционной ак-
тивностью гена UGT1A1 и играет роль в развитии 
клинических симптомов СЖ при наличии других 
вариантов гена UGT1A1 [10]. Согласно ClinVar, ва-
риант rs4124874 является вариантом с конфликтом 
интерпретаций (вероятно патогенный, патогенный, 
доброкачественный, фактор риска СЖ). По данным 
нашего исследования, генотип GG и аллель G вари-
анта rs4124874 являются рисковыми для СЖ. 

Комбинации генотипов 6ТА/6ТА мутации 
rs3064744 и TG или ТТ варианта rs4124874, гено-
типов 6ТА/7ТА мутации rs3064744 и TG варианта 
rs4124874 статистически значимо чаще встречаются 
в группе контроля. Это свидетельствует о том, что 

скорее всего данное сочетание генотипов не приво-
дит к развитию СЖ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Однонуклеотидный вариант rs4124874 гена 

UGT1А1 ассоциирован с СЖ: генотип GG и аллель G 
варианта являются рисковыми для СЖ. В группе лиц 
с СЖ найдены носители редкой мутации rs4148323 
(UGT1A1*6) в гетерозиготной форме, которые также 
являются носителями генотипа 6ТА/7ТА мутации 
rs3064744. Таким образом, согласно результатам 
проведенного исследования, можно сделать вывод, 
что не только мутация rs3064744 является важным 
фактором в развитии клинических симптомов СЖ.

Таким образом, проведение молекулярно-гене-
тического исследования на определение количества 
ТА повторов в промоторе гена UGT1А1 (rs3064744) 
является необходимым и первым этапом молекуляр-
но-генетической диагностики СЖ, так как в почти 
65% случаях является достаточным, поскольку по-
зволяет выявить генотип 7ТА/7ТА, который связан 
с развитием СЖ. 

Для лиц с генотипами 6ТА/6ТА, 6ТА/7ТА му-
тации rs3064744, с неконъюгированной гиперби-
лирубинемией и подозрением на СЖ следующим 
эффективным этапом молекулярно-генетической ди-
агностики должно стать проведение прямого автома-
тического секвенирования по Сэнгеру гена UGT1A1 
для поиска других мутаций и вариантов гена, ко-
торые могут быть причиной развития клинических 
проявлений СЖ.
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