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Резюме 
Введение. Вирус Эпштейна–Барр (ВЭБ) – широко распространенный гамма-герпесвирус, ассоциирован-
ный с рядом злокачественных новообразований, включая рак носоглотки и рак желудка (РЖ/ВЭБ+). Основ-
ным онкогенным белком ВЭБ является латентный мембранный белок 1 (LMP1). Генетическая вариабель-
ность белка LMP1 влияет на его онкогенную активность и клинические проявления. 
Цель. Выяснить оптимальное пороговое значение вирусной нагрузки ВЭБ, определить наличие в образцах 
крови больных РЖ/ВЭБ+ корреляции между высокой вирусной нагрузкой и амплификацией гена LMP1, 
а также выявить наличие мутаций в C-терминальных доменах гена LMP1, способных изменять функции 
белка. 
Материалы и методы. Исследовали тотальную ДНК, выделенную из 227 образцов крови больных раком 
желудка. Ген LMP1 амплифицировали методом гнездовой полимеразной цепной реакции (ПЦР). Вирусную 
нагрузку ДНК ВЭБ в образцах крови анализировали методом количественной ПЦР с последующим прове-
дением ROC-анализа (receiver operating characteristic) и расчета интерквартильного размаха (IQR), где на 
основе среднего значения вирусной нагрузки и ROC-порога был установлен критерий отбора положитель-
ных образцов ДНК ВЭБ (ВЭБ+).
Результаты. Анализ ROC-кривой и описательной статистики позволил выделить 23 ВЭБ+ образца ДНК 
на основании результатов: AUC (площадь под кривой) = 0,83, оптимального порога 526,92 копии/реакция, 
чувствительности 0,69, специфичности 0,87 и среднего значения вирусной нагрузки 513,5 копии/реакция. 
Выявлена статистически значимая связь между амплификацией гена LMP1 в крови и уровнем вирусной 
нагрузки (критерий χ² p = 0,018; U-критерий Манна–Уитни p < 0,0001). Кроме того, идентифицированы сино-
нимичные и несинонимичные мутации в C-терминальных активирующих доменах (CTAR1 и CTAR2) белка 
LMP1.
Заключение. Полученные результаты указывают на гетерогенную молекулярную природу РЖ/ВЭБ+, вклю-
чая генетические мутации в LMP1.
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Для цитирования: Васильева А.С., Маргушева А.А., Молчанов А.Д., Ртищев А.А., Черепович Б.С., Доман-
ская В.А., Гурцевич В.Э., Смирнова К.В. Полиморфизм гена LMP1 у больных раком желудка, ассоциированным 
с вирусом Эпштейна–Барр (Orthoherpesviridae: Gammaherpesvirinae: Lymphocryptovirus: Lymphocryptovirus 
humangamma 4). Вопросы вирусологии. 2025; 71(1): 62–72. DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-359 
EDN:  https://elibrary.ru/gfdggl  
Финансирование. Работа выполнена при поддержке Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
проект №2026-9 «Разработка новых подходов к направленной деградации онкобелков в клетках резистентных 
новообразований (2026–2028 гг.)».
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Этическое утверждение. Исследование проводилось при добровольном информированном согласии пациен-
тов. Протокол исследования одобрен Этическим комитетом ФГБУ «НМИЦО им. Н.Н. Блохина» Минздрава России 
(Протокол № 1126 от 18.04.2023).

https://doi.org/10.36233/0507-4088-359
https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.36233/0507-4088-359&domain=PDF&date_stamp=2026-02-28


63

ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2026; 71(1)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-359

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

ORIGINAL STUDY ARTICLE
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-359

Polymorphisms in the LMP1 gene in patients with gastric 
cancer associated with Epstein–Barr virus (Orthoherpesviridae: 
Gammaherpesvirinae: Lymphocryptovirus: Lymphocryptovirus 
humangamma 4)
Alexandra S. Vasilyeva1,2 , Alina A. Margusheva1, Artem D. Molchanov1,3,  
Artem A. Rtishchev2, Bogdan S. Cherepovich2, Valeria A. Domanskaya1,3,  
Vladimir E. Gurtsevich1, Ksenia V. Smirnova1

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia, 115478, Moscow, Russia;  
2I.I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Serums, 105064, Moscow, Russia; 
3I.M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Ministry of Health of Russia, 119991, 
Moscow, Russia 

Abstract 
Introduction. Epstein–Barr virus (EBV) is a widespread gamma-herpesvirus associated with a number of 
malignancies, including nasopharyngeal carcinoma and gastric cancer (GC/EBV+). The primary oncogenic protein 
of EBV is latent membrane protein 1 (LMP1). Genetic variability of the LMP1 protein affects its oncogenic activity 
and clinical manifestations.
Objective. To investigate the optimal threshold value for EBV viral load, determine the correlation between high 
viral load and the detection of the LMP1 gene in the blood of patients with GC/EBV+, and to identify mutations in 
the C-terminal domains of the LMP1 gene that may affect protein function.
Materials and methods. Total DNA was extracted from 227 blood samples of GC patients. The LMP1 gene was 
amplified using nested PCR. EBV DNA viral load in blood samples was analyzed by qPCR, followed by receiver 
operating characteristic (ROC) analysis and interquartile range (IQR) assessment. A selection criterion for positive 
DNA samples (EBV+) was established based on the mean viral load and ROC threshold.
Results. ROC curve analysis and descriptive statistics identified 23 EBV-positive (EBV+) DNA samples, with 
the following results: AUC (area under the curve)  =  0.83, optimal threshold 526.92 copies/reaction, sensitivity 
0.69, specificity 0.87, and mean viral load: 513.5 copies/reaction. A statistically significant association was found 
between detection of the LMP1 gene in the blood and viral load level (χ2 test p = 0.018; Mann–Whitney U test 
p < 0.0001). Additionally, synonymous and nonsynonymous mutations were identified in regions of LMP1 gene 
coding the C-terminal activating domains (CTAR1 and CTAR2).
Conclusion. The findings highlight the heterogeneous molecular nature of EBV-associated gastric cancer, 
including genetic mutations in the LMP1 gene.
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Введение
Вирус Эпштейна–Барр (ВЭБ) – один из наиболее 

распространенных герпетических вирусов, им ин-
фицированы более 90% взрослого населения плане-
ты  [1]. Согласно официальной информации Между-
народного комитета по таксономии вирусов (ICTV), 
ВЭБ относится к семейству Orthoherpesviridae, подсе-

мейству Gammaherpesvirinae, роду Lymphocryptovirus, 
виду Lymphocryptovirus humangamma 41. По данным 
Международного агентства по изучению рака (IARC), 
ВЭБ включен в список 11 онкогенных инфекций у че-
ловека и отнесен к канцерогенам I группы, облада-
ющим прямым онкогенным действием на организм 
хозяина [2].

1ICTV (2025). Доступно по: https://ictv.global/report/chapter/orthoherpesviridae/orthoherpesviridae/lymphocryptovirus (дата досту-
па: 16.12.2025).
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После первичного инфицирования вирус переходит 
в латентное состояние, персистируя в B-лимфоцитах 
и эпителиальных клетках на протяжении всей жизни 
хозяина. ВЭБ ассоциирован с развитием различных 
злокачественных новообразований, включая опухо-
ли эпителиального происхождения, такие как рак 
носоглотки и один из подтипов рака желудка (РЖ) – 
ВЭБ-ассоциированный рак желудка (РЖ/ВЭБ+) [3].

Ключевым онкогеном ВЭБ, участвующим в транс-
формации инфицированных клеток, является латент-
ный мембранный белок 1 (LMP1). Этот вирусный 
онкопротеин функционирует как конститутивно ак-
тивный аналог рецептора фактора некроза опухоли 
(tumor necrosis factor receptor, TNFR), что способству-
ет активации разных сигнальных каскадов, таких как 
NF-κB, JNK, PI3K/Akt и STAT [4]. Активация этих 
сигнальных каскадов создает благоприятные условия 
для выживания, пролиферации и подавления апопто-
за в инфицированных клетках – процесс, являющийся 
ключевым этапом канцерогенеза (рис. 1). 

Структура LMP1 состоит из короткого 
цитоплазматического N-концевого конца, 6 трансмем-
бранных доменов и длинного цитоплазматического 
С-конца, который содержит два хорошо изученных ак-
тивационных домена: CTAR1, CTAR2 (С-терминаль-
ный активационный домен 1 и 2), а также третий, ме-
нее изученный домен CTAR3. N-терминальный домен 
отвечает в основном за связывание LMP1 с мембра-
ной и его олигомеризацию. CTAR-домены выполняют 
большинство регуляторных функций LMP1 (рис. 1) [5]. 

Классификация вариантов LMP1 основана на поли-
морфизме C-терминальной области активации (CTAR), 
которая взаимодействует с внутриклеточными адапте-
рами TRAF и TRADD. LMP1 играет ключевую роль 

в возникновении и прогрессии злокачественных опу-
холей, ассоциированных с ВЭБ, что делает его пер-
спективным прогностическим маркером для больных 
с такими новообразованиями, как рак носоглотки [6].

Варианты LMP1 различаются по структуре, 
уровню экспрессии, активности сигнальных пу-
тей и клинической значимости. В настоящее вре-
мя описаны несколько основных вариантов LMP1: 
B95-8, China1/CAO, Med+, NC, а также менее рас-
пространенные варианты, такие как Alaskan, GD1, 
HKNPC1 и др. [7, 8]. Эти варианты отличаются 
по своей географической распространенности, био-
логической активности и ассоциации с конкретны-
ми заболеваниями.

Так, вариант LMP1 China1/CAO, обладающий по-
вышенной способностью трансформировать B-лим-
фоциты in vitro, активировать NF-κB и инициировать 
сигнальные каскады множества генов [9], чаще всего 
связан с развитием рака носоглотки в азиатских по-
пуляциях. В то же время вариант B95-8, менее эф-
фективно трансформирующий B-лимфоциты in vitro, 
обычно ассоциируется с лимфомами и инфекцион-
ным мононуклеозом в западных странах [10].

Изучение изменчивости белка LMP1 имеет прин-
ципиальное значение, поскольку его гетерогенность, 
высокий уровень полиморфизма могут быть ключе-
выми факторами, определяющими клиническую кар-
тину новообразований РЖ, ассоциированных с ВЭБ. 
Более того, молекулярный вариант LMP1 может быть 
использован как маркер РЖ/ВЭБ+, коррелирующий 
с проявлениями болезни (ремиссия, рецидив) и отра-
жающий эффективность проведенной терапии. 

Целью работы являлось определение порогового 
значения копийности ВЭБ в образцах крови, позволя-

Рис. 1. Сигнальные пути, опосредованные LMP1, и связанные с ними клеточные процессы при ВЭБ-ассоциированных 
злокачественных новообразованиях.

Fig. 1. LMP1-signaling pathways and associated cellular processes in EBV-associated malignancies.
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ющего различать пациентов с высокой вирусной на-
грузкой, а также выявление ряда значимых мутаций 
в CTAR белка LMP1 у пациентов с РЖ/ВЭБ+, спо-
собных потенциально влиять на клиническую кар-
тину и течение заболевания, и оценить зависимость 
высокой вирусной нагрузки ВЭБ с наличием или от-
сутствием искомой последовательности гена LMP1 
в крови.

Материалы и методы

Изучаемый материал
Исследованы образцы тотальной ДНК, выделенные 

из периферической крови 227 больных с впервые ди-
агностированным морфологически подтвержденным 
РЖ, не получавших ранее противоопухолевую тера-
пию. Материал был получен от больных из Централь-
ных регионов России, проходящих лечение в НМИЦ 
онкологии им. Н.Н. Блохина Минздрава России. Ис-
следование проводили при добровольном информиро-
ванном согласии всех пациентов. Протокол исследова-
ния одобрен Этическим комитетом НМИЦ онкологии 
им. Н.Н. Блохина (Протокол № 1126 от 18.04.2023).

Экстракция ДНК
ДНК из образцов крови выделяли с помощью на-

бора ExtractDNA Blood and Cells («Евроген», Россия) 
согласно протоколу производителя. Для контроля 
качества ДНК определяли соотношение оптической 
плотности A260/A280, которое в среднем составля-
ло 1,8, что указывало на высокую чистоту нуклеи-
новой кислоты и ее пригодность для последующего 
анализа. В работу отбирали образцы с концентрацией 
не менее 20 нг/мкл, растворенные в объеме 50 мкл 
элюирующего буфера («Евроген», Россия). 

Полимеразная цепная реакция с детекцией 
результатов в режиме реального времени 

Число копий ДНК вируса ВЭБ в образцах опреде-
ляли методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
в реальном времени (qPCR) с незначительными из-
менениями в ранее опубликованных методологиче-
ских рекомендациях [11, 12]. Для постановки qPCR 
использовали готовую ПЦР-смесь QuantiTect SYBR 
Green PCR Kit (Qiagen, Гармания) и стандартный 
набор праймеров (табл. 1). qPCR проводили при 
соблюдении рекомендаций производителя на ампли-
фикаторе Real-time CFX 96 Maestro (Biorad, Герма-
ния). Для построения стандартной калибровочной 
кривой и количественного определения числа копий 
ДНК ВЭБ использовали ДНК, выделенную из кле-
точной линии Namalwa, в которой 3,3 пг геномной 
ДНК содержат одну вирусную копию [13].

Амплификация гена LMP1 методом гнездовой 
полимеразной цепной реакции

Гнездовую ПЦР проводили с целью выявить 
ген LMP1 в выделенных образцах крови в два эта-
па с внешними и внутренними праймерами (та-
бл. 2) [14]. Для проведения ПЦР использовали го-
товую реакционную смесь PCR Screen mix 5x – HS 

(«Евроген», Россия), амплификацию проводили 
согласно рекомендациям производителя с незначи-
тельными корректировками протокола. В качестве 
положительного контроля использовали специ-
ально созданный бактериальный вектор, в кото-
рый был клонирован искомый фрагмент целевой 
последовательности гена LMP1 заданной длины 
(799bp). В качестве отрицательного контроля ис-
пользовали деионизированную воду. Наличие це-
левого ПЦР-продукта оценивали визуально после 
разделения ампликонов в 1,5% агарозном геле с ис-
пользованием маркера длин ДНК 100bp+ (Qiagen, 
Germany) (рис. 2). Для последующего секвенирова-
ния ПЦР-продукты очищали с использованием на-
бора Clean up mini («Евроген», Россия).

Секвенирование LMP1
Секвенирование методом Сэнгера образцов гена 

LMP1 проводили на приборе ABI PRISM 3500 (8 ка-
пилляров; 50 см; Applied Biosystems, США) с исполь-
зованием пары праймеров (табл. 2).

Нуклеотидные последовательности образцов гена 
LMP1, транслированные в аминокислотные остатки, 

Рис. 2. Визуализация амплифицированных образцов ДНК гена 
LMP1 искомой длины 799bp на 1,5% агарозном геле  

c использованием маркера длин 100bp+.
80, 89, 111, 112, 205, 247 – образцы LMP1+/ВЭБ+; «+» – положительный 

контроль на LMP1; «–» – отрицательный контроль.
Fig. 2. Visualization of amplified LMP1 gene DNA samples  
with the target length of 799 bp in 1.5% agarose gel using  

a 100 bp+ DNA ladder.
80, 89, 111, 112, 205, 247 – LMP1+/EBV+ samples; «+» – positive LMP1 

control; «–» – negative control.

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров и зонда, 
используемые при постановке ПЦР в реальном времени
Table 1. Nucleotide sequences of primers and probes used for real-time 
PCR

Праймер 
Primer

Последовательность 
Subsequence

W-44F ccc-aac-act-cca-cca-cac-c

W-119R tct-tag-gag-ctg-tcc-gag-gg

W-67T (FAM)ca-cac-act-aca-cac-acc-cac-ccg-tct-c(RTQ1)
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вирусной нагрузки, был использован критерий χ2 
и U-критерий Манна–Уитни, где критерий являлся 
значимым при p < 0,05.

Результаты

Анализ оптимального порогового значения копий 
вируса Эпштейна–Барр

Результаты представлены в виде ROC-анализа, про-
веденного на выборке из 227 образцов ДНК больных 
РЖ, для которых определялась вирусная нагрузка 
методом qPCR: AUC (площадь под кривой)  = 0,83; 
оптимальный порог 526,92 копии/реакция; чув-
ствительность 0,69; специфичность 0,87 (рис. 3), 
а также данными описательной статистики (табл. 3), 
(рис. 4), включая минимальное значение вирусных 
копий на реакцию, медиану, среднюю величину и гра-
ницы интерквартильного размаха (IQR). IQR соста-
вил 172,4 – 7,32 = 165,08 копии/реакция.

Определение корреляции между LMP1 и высокой 
вирусной нагрузкой вируса Эпштейна–Барр

Анализ связи между определением гена LMP1 
и уровнем вирусной нагрузки в образцах крови боль-
ных выявил статистически значимую достоверность 
при использовании критерия χ2 с уровнем значимости 
p = 0,018 и наличием значимых различий по U-кри-
терию Манна–Уитни, где p < 0,0001 (рис. 5). Данный 
результат при установленном пороге p  <  0,05 под-
тверждает наличие выраженной взаимосвязи между 
указанными параметрами.

Таблица 2. Нуклеотидные последовательности внешних  
(ECO3, 8785) и внутренних (8702, N2) праймеров, используемые  
при постановке гнездовой ПЦР
Table 2. Nucleotide sequences of outer (ECO3, 8785) and inner (8702, 
N2) primers used for nested PCR

Праймер 
Primer

Последовательность 
Subsequence

Eco3 tcc-agg-aga-att-ccc-cat-ctc-gag-agt-g

8785 cga-ttt-taa-tct-gga-tgt-att-acc-atg-g

8702 gct-acc-gat-tct-ggc-cat-gaa-tct-gac

N2 ggc-gga-gtc-tgg-caa-cgc-ccg-ggt-cct-tg

Рис. 3. ROC-кривая для оценки прогностической ценности количества копий ДНК вируса Эпштейна–Барр в цельной крови при 
дифференциальной диагностике ВЭБ-ассоциированного рака желудка. 

AUC = 0,83; оптимальный порог 526,92 копий; чувствительность 0,69; специфичность 0,87.
Fig. 3. ROC curve for assessing the prognostic value of Epstein-Barr virus DNA copy number in whole blood for the differential diagnosis of 

EBV-associated gastric cancer. 
AUC = 0.83; optimal threshold: 526.92 copies; sensitivity: 0.69; specificity: 0.87.

анализировали в программе SnapGene при помощи 
классификации R.N. Edwards и соавт. [15].

Статистический анализ
Для определения наличия клинически значимой 

вирусной нагрузки в крови больных, связанной с по-
вышенным риском развития РЖ, использовали по-
роговое значение копий ДНК, основанное на анали-
зе кривой операционной характеристики приемника 
(ROC-анализ) и среднем значении количества копий 
ДНК вируса, рассчитанном по совокупности всех ис-
следованных образцов, с учетом межквартильного 
интервала (25-й и 75-й перцентили).

В качестве оценки статистической значимости 
различий между группами образцов, разделенных 
по признаку наличия или отсутствия искомого фраг-
мента гена LMP1 (LMP1+ и LMP1−) в контексте 
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Критерий отбора для анализа порогового значения 
числа копий вирусной ДНК основывался на средней 
величине вирусной нагрузки в 227 образцах 
(табл. 3) и оптимальном пороге этой нагрузки при 
построении ROC-кривой (рис. 4). Для дальнейшего 
молекулярного анализа были отобраны образцы 
с высокой вирусной нагрузкой, превышающей 
установленный порог 500 и более копий ВЭБ на реак-
цию (n = 23), что составляет 10% от выборки и согла-
суется с данными литературы по РЖ/ВЭБ+ в Атласе 
генома рака (The Cancer Genome Atlas, TCGA).

По полученным нами предварительным данным, 
выявление гена LMP1 связано с  большей вероят-
ностью с наличием высоких уровней вирусной на-
грузки в образцах (≥ 500 копий ДНК ВЭБ/реакция). 
По результатам исследования, среди 227 образцов 
ДНК крови больных путем амплификации только 
у 46 был выявлен ген LMP1 («LMP1+»), а у 181 образ-
ца ген LMP1 не был обнаружен («LMP1−»). Но только 
у 9 из 46 образцов ДНК пациентов с «LMP1+» была 
обнаружена высокая вирусная нагрузка 500 и более 
копий ВЭБ на реакцию (ВЭБ+) (9/46; 19,57%), а среди 
образцов «LMP1−» только 14 (14/181; 7,72%) имели 
ВЭБ+.

Анализ мутаций в функциональных доменах LMP1
Шесть образцов гена LMP1, отвечающих установ-

ленным критериям качества, от больных РЖ с высо-
кой вирусной нагрузкой были подвергнуты секвени-
рованию методом Сэнгера. Нуклеотидные последо-
вательности этих образцов с помощью программного 
обеспечения SnapGene были выровнены с эталонной 
последовательностью гена LMP1 штамма B95-8, что 
обеспечило высокоточную идентификацию нуклео-
тидных замен. Полученные последовательности были 
транслированы в аминокислотные с учетом открытой 
рамки считывания, что позволило реконструировать 
предсказанную структуру кодируемого белка. Особое 
внимание при анализе уделяли обнаружению амино-
кислотных замен в функционально значимых участ-
ках белка, в частности – в C-терминальных концевых 
активирующих доменах (CTAR1 и CTAR2). Анализ 
нуклеотидных последовательностей позволил вы-
явить как синонимичные, так и несинонимичные 
мутации, в том числе изменения, потенциально спо-
собные модулировать трансдукцию сигнала, струк-
турную стабильность белка или его взаимодействие 
с клеточными адаптерами в 4 образцах гена LMP1 
(80, 112, 205, 247) из 6 (табл. 4). 

Из табл. 4 следует, что практически половина му-
таций (6 из 13) приходится на С-концевой домен, 
что может свидетельствовать о его большей подвер-
женности мутациям в данной выборке. Большинство 
мутаций (10 из 13) – несинонимичные (меняют ами-
нокислоту), что может влиять на структуру или функ-
цию LMP1. Синонимичные мутации (3) встречаются 
в положении аминокислоты 284 (2 из 3) и 352 (1 из 3). 

Обсуждение
Распределение числа копий ВЭБ на реакцию 

Таблица 3. Ключевые параметры распределения вирусной  
нагрузки среди всех образцов, включая минимальное  
и максимальное значения копий ВЭБ, межквартильный размах, 
среднее, стандартное отклонение и стандартную ошибку среднего, 
что обеспечивает полное описание выборки
Table 3. Key parameters of viral load distribution across all samples, 
including minimum and maximum EBV copy numbers, interquartile 
range, mean, standard deviation, and standard error of the mean, 
providing a comprehensive description of the sample set

Параметр
Parameter

Все образцы 
All samples

Количество образцов
Number of samples 227

Минимум копий ВЭБ
Minimum copies of EBV 0

25% Перцентиль
25% Percentile 7,32

Медиана
Median 47,5

75% Перцентиль
75% Percentile 172,4

Максимум копий ВЭБ
Maximum copies of EBV 27583

Средняя величина
Standard value 513,5

Стандартное отклонение
Standard deviation 2489

Стандартная ошибка среднего
Standard error of the mean 165,2

Рис. 4. Распределение значений копий ДНК вируса среди всех 
227 образцов крови больных РЖ, где минимальное значение  

0 копий, максимальное – 27 583 копий, средняя величина  
513 копий, медиана 47,5 копий.

Fig. 4. Distribution of EBV DNA copy numbers across all 227 
blood samples from gastric cancer patients, with a minimum value 
of 0 copies, maximum of 27,583 copies, mean of 513 copies, and 

median of 47.5 copies.
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в 227 образцах ДНК крови больных РЖ демонстриро-
вало значительную вариабельность (табл. 3, рис. 4). 
Минимальное значение составляло 0 копий/реакция, 
указывая на отсутствие обнаруживаемых копий ВЭБ 
в некоторых образцах, в то время как максимум до-
стигал 27 583 копии/реакция, отражая редкие случаи 
высокой вирусной нагрузки. 25-й перцентиль (Q1) 
равнялся 7,32 копии/реакция, медиана (50-й пер-
центиль)  – 47,5 копии/реакция, а 75-й перцентиль 
(Q3) – 172,4 копии/реакция. Интерквартильный раз-
мах (IQR = Q3 − Q1) составлял 165,08 копии/реакция, 

что отражает вариабельность центральных 50% на-
блюдений и подтверждает смещение распределения 
в сторону более низких значений. Средняя вирусная 
нагрузка составила 513,5 копии/реакция (стандарт-
ное отклонение 2489; стандартная ошибка средне-
го 165,2). Превышение среднего значения над ме-
дианой указывает на положительную асимметрию, 
обусловленную наличием отдельных экстремально 
высоких уровней числа копий ВЭБ, что типично для 
биологических данных.

ROC-анализ был проведен для дискриминационной 

Таблица 4. Обнаруженные мутации, выявленные при анализе нуклеотидных последовательностей в 4 из 6 изученных образцов гена LMP1, 
с указанием нуклеотидных и аминокислотных изменений и их положения в доменной структуре белка
Table 4. Mutations identified in the nucleotide sequences of the LMP1 gene in 4 out of 6 analyzed samples, with indication of nucleotide and amino 
acid changes and their positions in the protein domain structure

Номер образца
Sample number

Положение аминокислоты
Amino acid position

Замена нуклеотида
Nucleotide substitution

Замена аминокислоты
Amino acid substitution

Положение в домене
Position in the domain

80 284 GAC → GAT D → D С-концевой домен 
C-terminal domain

112
284 
211
375

GAC → GAT 

TCT → TTT
GAC → AAC

D → D 
S → F
D → N

С-концевой домен 
C-terminal domain 

CTAR1 
CTAR2

205 287 
352

GAT → ATT 
CAT → CAC

D → I 
H → H

С-концевой домен 
C-terminal domain

CTAR2

247
215

226, 227
249

259, 270, 297

TCT → TGT
CTG → GTG
CCG → GCG
ACC → AAC

S → C
L → V
P → A
T → N

CTAR1
CTAR1
CTAR1

С-концевой домен 
C-terminal domain

Рис. 5. Статистическая достоверность различий по U-критерию Манна–Уитни (p = 0,0001), подтверждающая различия  
в распределении количественных значений вирусной нагрузки между группами LMP1-положительных (LMP1+) и LMP1-

отрицательных (LMP1−) образцов ДНК крови больных.
Fig. 5. Statistical significance of differences by the Mann–Whitney U test (p = 0.0001), confirming differences in the distribution of 

quantitative viral load values between LMP1-positive (LMP1+) and LMP1-negative (LMP1−) DNA samples from the blood of patients.
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оценки ВЭБ-нагрузки при классификации образцов 
крови как ВЭБ-положительных, так и ВЭБ-отрица-
тельных (рис. 3). Площадь под кривой (AUC) соста-
вила 0,83, указывая на хорошую диагностическую 
эффективность. Оптимальный порог для ВЭБ-по-
ложительных образцов, определяемый как точка, 
равнялся 526,92 копии/реакция, с чувствительно-
стью 0,69 и специфичностью 0,87. Этот порог эффек-
тивно балансирует ложноположительные и ложноот-
рицательные результаты, отдавая приоритет специ-
фичности для минимизации ненужных последующих 
анализов, при этом захватывая значительную долю 
истинно положительных случаев.

На основе интеграции данных описательной стати-
стики и результатов ROC-анализа нами был принят по-
рог вирусной нагрузки 500 и более копий ВЭБ/реакция 
для определения ВЭБ-положительных образцов. Это 
значение тесно приближается к оптимальному порогу, 
полученному по ROC (526,92 копии/реакция), и средне-
му значению выборки (513,5 копии/реакция), обеспечи-
вая соответствие эмпирическому распределению дан-
ных. Оно превышает верхнюю границу IQR (172,4 ко-
пии/реакция) примерно в 2,9 раза, тем самым исключая 
большинство образцов с низкой или умеренной вирус-
ной нагрузкой (75% когорты ниже Q3) и фокусируясь 
на сегменте с высокой вирусной нагрузкой более 513 ко-
пий/реакция (рис. 4), где ВЭБ предположительно играет 
значимую роль в патогенезе рака желудка.

Установление порогового значения в 500 копий/
реакция в качестве критерия для идентификации 
ВЭБ+-образцов крови обеспечивает выявление 
исключительно тех вирусных нагрузок, которые 
поддаются надежной количественной оценке, тем 
самым снижая вероятность ложноположительных 
исходов и позволяя выявлять уровни инфекции, об-
ладающие клинической значимостью. Данный ме-
тодологический подход полностью соответствует 
устоявшимся стандартам в сфере количественного 
анализа вирусной нагрузки, где пороговые уров-
ни, как правило, определяются на основе эмпири-
ческих данных с целью установления корреляций 
с прогрессией патологического процесса или мони-
торингом терапевтических мероприятий в рамках 
анализа злокачественных новообразований, ассо-
циированных с ВЭБ.

Полученные результаты демонстрируют статисти-
чески значимую ассоциацию между определением 
гена LMP1 и повышенной нагрузкой ВЭБ в крови 
у больных РЖ. Несмотря на то что при РЖ/ВЭБ+ 
обычно описывается латентность типа I с ограничен-
ной экспрессией вирусных генов (EBERs, EBNA1, 
BART-микроРНК), обнаружение LMP1 у 19,57% 
больных с высокой вирусной нагрузкой в крови ука-
зывает на более активный вирусный профиль опухо-
ли, сопровождаемый элементами латентности типа II. 
Эти результаты подтверждают последние данные 
о том, что РЖ/ВЭБ+ не всегда строго соответствует 
классическому типу латентности I, а скорее представ-
ляет собой промежуточное состояние с проявлениями 
обоих типов латентности, что имеет важное значение 

для понимания его патогенеза [16].
Выявление гена LMP1 ассоциировано с более чем 

двукратным увеличением доли случаев РЖ с высокой 
вирусной нагрузкой в крови по сравнению с LMP1-не-
гативными образцами (19,57% против 7,72%), что под-
черкивает потенциальную роль этого онкогена не толь-
ко как маркера трансформации, но и как индикатора 
активности вирусной репликации. Повышенная ви-
русная нагрузка у «LMP1+» больных может отражать 
либо расширенный спектр экспрессии вирусных генов 
в опухоли, либо наличие циркулирующих LMP1-экс-
прессирующих клеток вне опухолевой ткани, напри-
мер, в В-лимфоцитах периферической крови.

Обнаруженное статистически значимое различие 
(p  =  0,018) свидетельствует о наличии корреляции 
между определением гена LMP1 и уровнем вирус-
ной нагрузки в образцах крови больных РЖ. Таким 
образом, полученные результаты указывают на ас-
социацию образцов «LMP1+» с повышенной вирус-
ной нагрузкой (более 500 копий на реакцию), так 
как 9 образцов из 46 с «LMP1+» (9/46; 19,57%) имеют 
ВЭБ+ (высокую вирусную нагрузку), в то время как 
среди «LMP1−» (181 образец) только 14 (7,72%) име-
ют ВЭБ+. Эти данные позволяют предположить, что 
определение последовательности гена LMP1 в крови 
пациента увеличивает вероятность наличия в образце 
более высокой вирусной нагрузки. Стоит отметить, 
что различия в группах «LMP1+» и «LMP1−», а также 
в уровне вирусной нагрузки могут быть обусловлены 
другими, неучтенными факторами, такими как состо-
яние иммунной системы больного, длительность за-
болевания или вмешательство терапии. 

Секвенирование гена LMP1 в образцах ДНК крови 
с высокой вирусной нагрузкой в 4 из 4 случаев выяви-
ло наличие ключевых мутаций в C-концевой области, 
включающей трансактивационные домены (табл. 4). 
Анализ сиквенсов позволил выявить как синонимич-
ные мутации, которые не ведут к изменениям амино-
кислотной последовательности, но также способные 
нарушать функции белка, так и несинонимичные, 
которые приводят к замене одной аминокислоты 
на другую. Синонимичные мутации регуляторных 
участков в гене LMP1 нарушают функциональную 
активность белка LMP1 за счет влияния на сплай-
синг, стабильность мРНК или скорость трансляции, 
что потенциально модулирует экспрессию, фолдинг 
и иммуногенность LMP1 в контексте ВЭБ-ассоци-
ированного канцерогенеза [17]. В образцах гена 
LMP1 80 и 112 (табл. 4) такая синонимичная мутация 
(D284D) расположена в промежуточной области меж-
ду доменами CTAR1 и CTAR2. Несмотря на то что 
промежуточная позиция не входит в классические ак-
тивационные домены, эта область опосредует сигна-
лы LMP1 посредством связывания адапторных моле-
кул с доменами активации С-терминальной области, 
включая факторы, ассоциированные с TRAF [18]. По-
ложение между двумя доменами (CTAR1 и CTAR2) 
имеют несинонимичные мутации в образцах гена 
LMP1 205 и 247: D287I, P249A, T259N, T270N, T297N. 
Такие изменения потенциально снижают активацию 
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NF-κB или JNK, влияют на стабильность белка, его 
субклеточную локализацию и сигнальную актив-
ность, особенно если мутации вызывают конформа-
ционные перестроения вблизи CTAR-доменов [19].

Мутации образцов гена LMP1 112 и 247 (S211F, 
S215C, L226V и L227V) локализуются в функцио-
нально важном CTAR1-домене белка LMP1 и могут 
приводить к нарушению взаимодействия с адаптер-
ными белками TRAF1, TRAF2, TRAF3 и TRAF5, что 
ослабляет активацию ключевых сигнальных путей – 
NF-κB, PI3K/Akt и MAPK. Это снижает способность 
LMP1 поддерживать выживание клеток, стимулиро-
вать пролиферацию и индуцировать трансформацию 
фибробластов, а также B-лимфоцитов [20, 21].

Синонимичная мутация образца гена 
LMP1 205 (H352H) и несинонимичная мутация об-
разца 112 (D375N) локализуются в функциональ-
ном домене CTAR2. Мутации в этом регионе при-
водят к нарушению взаимодействия с адаптерными 
белками TRADD и BS69, а также к ослабленному 
рекрутированию TRAF2 и TRAF6, что снижает эф-
фективность активации канонического пути NF-κB 
и сигнального каскада JNK [22]. Поскольку эти пу-
ти участвуют в индукции воспалительных медиа-
торов, регуляции клеточного стресса и подавлении 
апоптоза, их дисфункция может ослабить провос-
палительную активность LMP1 и уменьшить спо-
собность опухолевых клеток уклонятся от иммун-
ного контроля. При этом несмотря на то что гены 
функционального домена CTAR2 не влияют на 
трансформацию В-лимфоцитов в полной мере как 
гены домена CTAR1, они способствуют развитию 
онкогенной активности LMP1. В то же время мута-
ции в этих областях генома LMP1 могут быть связа-
ны со сниженной агрессивностью опухоли и более 
благоприятным прогнозом при ВЭБ-ассоциирован-
ных заболеваниях [20].

Заключение

В проведенном исследовании обнаружена стати-
стически значимая корреляция между амплификаци-
ей последовательности гена LMP1 и высокой копий-
ностью ДНК ВЭБ в периферической крови больных 
РЖ. Эти результаты свидетельствуют о том, что на-
личие этого гена связано с более активным вирусным 
профилем, что согласуется с современными данными 
литературы, указывающими на наличие двойствен-
ной формы латентности ВЭБ при РЖ. 

Секвенирование гена LMP1 из образцов крови боль-
ных РЖ с высокой концентрацией ДНК ВЭБ выявило 
функционально значимые изменения в C-концевой об-
ласти белка, включая как несинонимичные, так и си-
нонимичные замены, затрагивающие его регуляторные 
участки. Эти данные указывают на то, что даже при вы-
явлении гена LMP1 онкогенная активность белка LMP1 
может быть изменена из-за накопления мутации, что 
может повлиять на клиническое течение заболевания. 

Полученные результаты расширяют наше представ-
ление о гетерогенной молекулярной природе ВЭБ+/
РЖ на уровне полиморфизма ключевого онкогена 

LMP1 и подчеркивают необходимость дальнейшего 
изучения генетического полиморфизма LMP1 и его 
функционального влияния на патогенез опухолей же-
лудка, ассоциированных с ВЭБ.
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