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Цель исследования: анализ экспрессии спектра генов в клетках крови пациентов детско-подросткового возраста для дифференцирования 
активной и латентной фаз туберкулезной инфекции. 
Материалы и методы. Исследовали образцы периферической крови 36 пациентов детско-подросткового возраста с латентной туберкулез-
ной инфекцией и 24 пациентов в возрасте от 1 до 16 лет, проходивших стационарное лечение по поводу туберкулеза легких. Использовали 
модифицированный метод выделения информационной РНК и обратно-транскрипционную полимеразную цепную реакцию для иденти-
фикации транскрипции избранных для анализа шести генов.
Результаты исследования. При сравнительном изучении величины экспрессии шести перспективных генов в клетках крови при исследо-
вании двух групп детей и подростков с латентной и активной туберкулезной инфекцией установлено, что наиболее дифференцирующим 
признаком для определения активной туберкулезной инфекции является значительно более высокий уровень экспрессии гена PDCD1, 
кодирующего рецептор лимфоцитов PD1. При этом установлена чувствительность определения активной инфекции 95,8%, специфич-
ность – 94,4%, точность положительного прогноза активной туберкулезной инфекции составляет 93,3%.
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The objective: to analyze the expression of certain genes in the blood cells of children and adolescence to differentiate the active and latent phases 
of tuberculosis infection. 
Subjects and methods. Peripheral blood samples collected in 36 pediatric patients with latent tuberculosis infection and 24 patients aged 1 to 16 years 
undergoing in-patient treatment for pulmonary tuberculosis were tested. A modified method for isolating messenger RNA and reverse transcriptional 
polymerase chain reaction was used to identify the transcription of six genes selected for analysis.
Results. In a comparative study of the expression values of six promising genes in blood cells in the study of two groups of children and adolescents 
with latent and active tuberculosis infection, it was found that the most differentiating feature for determining active tuberculosis infection was a 
significantly higher level of expression of PDCD1 gene encoding PD1 lymphocyte receptor. At the same time, the sensitivity to detect the active 
infection was found to be 95.8%, specificity – 94.4%, the accuracy of the positive prognosis of active tuberculosis infection was 93.3%.
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Распространенность латентной туберкулезной 
инфекции (ЛТИ) в мире, по данным Всемирной 
организации здравоохранения (ВОЗ), составляет 
более одной четверти населения Земли, т. е. более 
1,5 млрд человек [4]. 

Дифференцирование активной и ЛТИ является 
одной из приоритетных проблем ВОЗ в целях до-
стижения ликвидации туберкулеза как распростра-
ненного заболевания [12]. 

В настоящее время в международной, в том чис-
ле российской, литературе опубликовано большое 
число работ, посвященных исследованию различ-
ных иммунологических факторов и их комбинаций, 
применению новых тестов, в том числе с рекомби-
нантными антигенами микобактерий туберкулеза 
(МБТ), используемых при дифференцировании 
активной и ЛТИ, туберкулезных и нетуберкулез-
ных заболеваний легких [7, 11]. Профилирование 
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экспрессии генов периферической крови в интере-
сах такой диагностики является активно развива-
емым направлением молекулярной биологии [13]. 
Методы основаны на выделении информационной 
РНК (мРНК) из образцов клеток цельной крови с 
последующим проведением обратно-транскрипци-
онной полимеразной цепной реакции (ОТ-ПЦР) 
с идентификацией экспрессии конкретных генов 
либо на РНК-секвенировании с определением 
транскрипционного профиля [9]. 

Группа авторов провела проспективное иссле-
дование более 6 тыс. подростков в Южной Африке 
с определением экспрессии 16 генов клеток крови 
[13] для прогнозирования заболевания туберку-
лезом в течение последующих 2 лет, в результате 
были установлены 66%-ная чувствительность и 
80%-ная специфичность этого метода. При этом 
было проведено сопоставление методов секвени-
рования мРНК и ОТ-ПЦР. Исследование одно-
временно РНК 20 генов МБТ позволило повысить 
эффективность дискриминации между активной и 
ЛТИ с получением значения до 0,92 по критерию 
анализа ROC (площадь под кривой) [5]. Обознача-
ется стремление исследователей определить узкий 
спектр генов, изучение экспрессии которых позво-
лит разделять стадии туберкулезной инфекции. 
Группа авторов из Тайваня исследовала экспрес-
сию 4 генов [6], не связанных непосредственно с 
механизмами иммунной защиты при туберкулезной 
инфекции: ген ASUN ‒ регулятор сперматогенеза; 
ген NPC2 ‒ ответственный за внутриклеточный 
транспорт холестерина, мутация которого связана с 
легочным заболеванием ‒ альвеолярный протеиноз 
(болезнь Ньюмана ‒ Пика) [8]. Исследование по-
зволило достоверно дифференцировать пациентов 
с активным туберкулезом, лиц с ЛТИ и здоровых 
лиц. В литературе последних лет имеются иссле-
дования по изучению экспрессии гена индуциро-
ванной клеточной смерти (апоптоз) PDCD1 (PD1) 
и его лиганда PD-L1, рассматриваются эти гены в 
качестве «контрольно-пропускного пункта», в том 
числе при цитотоксическом иммунном ответе к 
клеткам раковой опухоли. Экспрессия гена, коди-
рующего рецептор PD1 (CD279) Т-лимфоцитов, 
обеспечивает их специфическую цитотоксическую 
активность, тогда как лиганд PD-L1 блокирует эту 
активность. Установлено, что экспрессия рецептора 
PD1 на Т-лимфоцитах CD4 коррелирует с уровнем 
микробной (МБТ) нагрузки у больных туберку-
лезом [3]. Блокада PD1-рецепторов в результате 
присоединения лиганда PD-L1 предположитель-
но ингибирует иммунный ответ при опухолевых 
заболеваниях  [1], то есть применение монокло-
нальных антител к рецептору Т-лимфоцитов PD1 
восстанавливает иммунный ответ к клеткам злока-
чественных образований. Однако недавние иссле-
дования [10], проведенные на клетках плеврального 
экссудата при туберкулезном плеврите, показали, 
что РD1+ СD8 цитотоксические Т-лимфоциты, так 

же как и лиганд PD-L1, способствуют индукции и 
поляризации (активизации) М1 макрофагов, апоп-
тозу макрофагов инфицированных МБТ, что пре-
дотвращает диссеминацию МБТ, т. е. оба фактора 
активизируют протективный иммунный ответ. 

В последнее время перспектива применения мо-
ноклональных антител к рецептору PD1 для имму-
нотерапии туберкулеза путем усиления клеточного 
иммунного ответа была, скорее всего, опровергнута, 
поскольку выяснилось, что она у пациентов с ме-
ланомой приводила к активизации туберкулезной 
инфекции [1].

Цель исследования: оптимизация метода опреде-
ления информационной РНК, выделяемой из об-
разцов крови, для сохранения ее стабильности при 
проведении исследований; анализ экспрессии спек-
тра генов в клетках крови пациентов детско-под-
росткового возраста для дифференцирования ак-
тивной и латентной фаз туберкулезной инфекции. 

Материалы и методы

Обследовано две группы детей. 
Группа ЛТИ ‒ 39 детей от 6 до 16 лет с ЛТИ по 

результатам положительного кожного теста с ал-
лергеном туберкулезным рекомбинантным (АТР) 
(препарат диаскинтест), а также по результатам 
тестов in vitro на основании индукции интерферо-
на-гамма в присутствии рекомбинантного гибрид-
ного белка ESAT6-CFP10 в концентрации, пре-
вышающей уровень 14 пг/мл, что соответствует 
уровню положительных результатов тест-системы 
QuantiFeronTBGold. 

Группа ТБ – 24 ребенка от 1 до 16 лет, прохо-
дивших лечение в отделении детско-подросткового 
туберкулеза клиники НМИЦ ФПИ по поводу ту-
беркулеза органов дыхания. У 10 был туберкулез 
внутригрудных лимфоузлов, у 5 – очаговый тубер-
кулез легких, у 8 – инфильтративный туберкулез 
легких, в том числе у 3 ‒ с распадом легочной тка-
ни, у 1 ребенка – диссеминированный туберкулез 
легких.

Обработка образцов крови 
В пробирки объемом 1,5 мл типа Эппендорф, со-

держащие по 100 мкл дистиллированной воды и 
600 мкл TRIZOL LS Reagent (Ambion), вносили 
по 100 мкл свежесобранной периферической кро-
ви и перемешивали встряхиванием до образования 
равномерного черного раствора. В полученную 
смесь добавляли 160 мкл хлороформа, перемеши-
вали на вортексе и центрифугировали 5 мин при 
13 000 об/мин.

Отделяемые после центрифугирования 400 мкл 
бесцветной водной фазы переносили в стерильные 
промаркированные пробирки типа Эппендорф 
на 1,5 мл с 3 мкл магнитного сорбента (из набора 
«Амплитуб-РВ-Автомат» НПФ «Синтол», сконцен-
трированного в 7-10 раз на магнитном штативе), 
перемешивали и оставляли на 5 мин для связывания 
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РНК. Далее сорбент с РНК промывали последова-
тельно 4М-гуанидинтиоцианатом в 50 мМ Na-аце-
татном буфере рН 4,5 и 2 раза 70%-ным этанолом 
(по 400 мкл растворов), высушивали при 75°С и 
элюировали РНК в 100 мкл воды, обработанной 
DEPC (диэтилпирокарбонат) в течение 10 мин 
при 75°С.

Модифицированный метод позволяет получать 
стабильный препарат мРНК, который может со-
храняться в течение нескольких суток, обеспечивая 
возможность провести серию исследований образ-
цов крови пациентов.

ОТ-ПЦР в реальном времени проводили с ис-
пользованием набора Power Sybr Green RNA-to-Ct 
1-Step kit (Applied Biosystems) по инструкции про-
изводителя. В 7 пробирках для ПЦР готовили ре-
акционные смеси для каждой из 7 анализируемых 
мРНК объемом по 20 мкл, содержащие по 10 пмоль 
праймеров, указанных в таблице, и 5 мкл элюата 
РНК, отобранного на магнитном штативе. ОТ-ПЦР 
проводили по программе: 15 мин при 45°С, 5 мин 
при 95°С, далее 40 циклов 20 с при 95°С и 30 с при 
60°С на детектирующем термоциклере CFX-96 
(Bio-Rad). Нуклеотидные последовательности 
праймеров, используемых в ОТ-ПЦР, приведены 
в табл. 1. 

Количественный уровень экспрессии изучаемых 
генов определяется по результатам ОТ-ПЦР в ре-
альном времени, выражаемой в величинах поро-
говых циклов (Ct) для каждой мРНК, из которых 
затем вычитается величина Ct для конститутивного 
гена GADPH), в связи с чем некоторые итоговые 
значения Ct могут иметь отрицательные значения. 

Статистический анализ проводили с использо-
ванием программ PRISM 4, а также ROC (resiever 
operating characteristic) анализа, с помощью кото-
рого определялись пороговые значения для оценки 
активности инфекции, а также чувствительность и 
специфичность результатов исследований. 

Результаты исследований

В результате исследований разработана методика 
получения стабильных препаратов мРНК, позво-
ляющая изучать экспрессию спектра генов в клет-
ках крови пациентов, а также проведен анализ экс-
прессии перспективных генов с целью разработки 
практически реализуемой, наряду с использованием 
иммунологических тестов, технологии для диффе-
ренцирования активной и латентной фаз туберку-
лезной инфекции. 

Результаты исследований приведены в табл. 2.

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров, используемых для анализа экспрессии генов
Table 1. The nucleotide sequences of the primers used for gene expression analysis

Таблица 2. Результаты статистического анализа биомаркеров (экспрессия генов*)
Table 2. Results of statistical analysis of biomarkers (gene expression*)

Ген (мРНК) Праймеры (5’-3’)

Глицеральдегидфосфат-дегидрогеназа (GAPDH) – контрольный ген прямой: ttt tgc gtc gcc agc cga
обратный: gtt aaa agc agc cct ggt gac

Asunder spermatogenesis regulator (ASUN) прямой: g aat ctt cca tgg aat att gta gaa
обратный: gag gat tag gag gcc caa

Nuclear export mediator factor (NEMF) прямой: gag tgg cct aag aat atg atg cc
обратный: gaa aat cta caa ttc tat cca cac caa g

Protein tyrosine phosphatase, receptor type, C (PTPRC) прямой: gca ttt ggc ttt gcc ttt ctg
обратный: tca ctt gaa agt gga aca ctg g

Homo sapiens programmed cell death 1 (PDCD-1) прямой: tgc tac aac tgg gct ggc
обратный: gtc acc acg agc agg gct g

Ligand L1 to Homo sapiens programmed cell death 1 (PD-L1) прямой: ggt gcc gac tac aag cga at
обратный: cag ttc atg ttc aga ggt gac tgg

NPC intracellular cholesterol transporter 2 (NPC2) прямой: gtc cca gtt ccc ttt ccc at
обратный: act cca cca cca gtt tta tag agg

Гены
 Средний уровень экспрессии, MCt ± m 95%-ный доверительный 

интервал p (критерий Манна – Уитни)
Группа ЛТИ Группа ТБ

ASUN 6,94 ± 0,27 5,16 ± 0,38 0,4; 2,8 < 0,01

NEMF 2,43 ± 0,26 0,43 ± 0,30 0,9; 2,4 < 0,001

PTRC 6,15 ± 0,34 6,09 ± 0,56 -1,28; 1,39 Нет различий

NPC2 1,92 ± 0,17 0,095 ± 0,340 1,24; 2,8 < 0,001

PD1 7,58 ± 0,26 5,14 ± 0,24 1,5; 2,9 < 0,0001

PDL1 4,57 ± 0,35 2,70 ± 0,63 0,4; 3,9 < 0,01

Примечание: * ‒ уровень экспрессии генов обратно пропорционален величине циклов порогового подъема 
флюоресценции (Ct), обозначенных в таблице, при проведении обратно-транскрипционной ПЦР
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Статистический ROC-анализ показал, что чув-
ствительность определения активности туберкулез-
ной инфекции при анализе экспрессии гена PDCD1, 
кодирующего рецептор PD1, составила 95,8% при 
специфичности 94,4%; уровень точности – 93,3%. 
Исследование других генов, из которых относитель-
но эффективным был анализ гена NPC2, выявило 
более низкую чувствительность.

Эти результаты показали, что определение экс-
прессии гена PD1 наиболее надежным образом кор-
релирует с активностью туберкулезной инфекции 
у детей и подростков и является перспективным 
методом для определения предикторов активной 
туберкулезной инфекции среди группы пациентов 
с латентной инфекцией.

Однако мы полагаем, что определение экспрессии 
гена PDCD1 не может быть единственным критери-
ем активности туберкулезной инфекции, поскольку 
это исследование может свидетельствовать о на-
личии клеточного иммунного ответа вне связи со 
специфичностью туберкулезной инфекции.

Поэтому перспектива надежного дифференци-
рования активной и ЛТИ может заключаться в 
использовании комбинации специфических и не-

специфических реакций клеточного и гуморального 
иммунитета. 

 Результаты исследования экспрессии генов 
PDCD1 и PD -L1 имеют также особый интерес для 
перспективы контроля активности туберкулезной 
инфекции в процессе лечения туберкулеза.

Заключение

В результате исследований разработана методика 
получения стабильных препаратов мРНК, позволя-
ющая изучать экспрессию спектра генов в клетках 
крови пациентов, а также проведен анализ экспрес-
сии перспективных генов для разработки практиче-
ски реализуемой, наряду с использованием иммуно-
логических тестов, технологии дифференцирования 
активной и латентной фаз туберкулезной инфекции. 

 Полученные результаты показали, что опреде-
ление экспрессии гена PD1 наиболее надежным 
образом коррелирует с активностью туберкулез-
ной инфекции у детей и подростков и является пер-
спективным методом для определения предикторов 
активной туберкулезной инфекции среди лиц с ла-
тентной инфекцией.
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