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Одним из перспективных направлений в диагностике туберкулеза являются трегалозные зонды, способные селективно 
проникать в Mycobacterium tuberculosis (МБT). При этом зонды генерируют флуоресцентный сигнал, позволяя проводить 
таким образцом детекцию. Для анализа современного состояния и перспектив применения трегалозных зондов, как нового 
подхода к экспресс-диагностике Mycobacterium tuberculosis, проведен обзор научной литературы. Рассмотрены основные 
типы зондов: флуорогенные, построенные по схеме «флуорофор-тушитель» и фотоактивируемые. Трегалозные зонды обе-
спечивают селективную детекцию МБT за счет специфического поглощения трегалозы, встраивания в клеточную стенку 
и последующей активации флуоресценции. Зонды позволяют обнаруживать МБT в образцах мокроты без сложной пробо-
подготовки и этапов отмывки. Методика позволяет дифференцировать жизнеспособные и нежизнеспособные клетки МБT, 
а также может применяться для тестирования их лекарственной чувствительности.
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Trehalose probes seem to be a promising area of tuberculosis diagnosis, these probes are capable of selectively penetrating 
Mycobacterium tuberculosis. These probes generate a fluorescent signal, enabling detection of mycobacteria. To analyze the current 
state of knowledge and prospects of trehalose probes as a new approach for rapid detection of Mycobacterium tuberculosis, a systematic 
review of scientific literature was conducted. The main types of probes include fluorogenic probes, "fluorophore-quencher" based 
probes, and photoactivatable probes. Trehalose probes enable selective detection of mycobacteria due to specific trehalose uptake 
and incorporation into the cell wall, followed by fluorescence activation. These probes allow for the detection of mycobacteria in 
sputum samples without complex sample preparation or washing. The method allows differentiation of viable and non-viable cells 
and can also be applied for drug susceptibility testing.
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Введение

При туберкулезе, как и при других инфекцион-
ных заболеваниях, ключевую роль в диагностике 
играет своевременное выявление возбудителя, это 
позволяет назначить правильное лечение и улуч-
шить его результат [1]. В 2025 г. ВОЗ обновило 
рекомендации по диагностике туберкулеза, куда 
вошли более 20 различных методов обнаружения 
M. tuberculosis (МБТ) и определения их лекарствен-
ной чувствительности [33]. Несмотря на разработку 
новых методов и совершенствование диагностиче-
ских алгоритмов, бактериологическое подтвержде-
ние диагноза туберкулез составило только 63% [32]. 
В настоящее время выявление МБТ осуществля-
ется с помощью молекулярно-биологических, ми-
кроскопических и культуральных методов [31, 32]. 

Микроскопия сохраняет важное значение в диа-
гностике туберкулеза благодаря быстроте, простоте 
и низкой стоимости [8]. Основными ограничениями 
метода являются низкая чувствительность, отсут-
ствие дифференциации жизнеспособных и нежиз-
неспособных МБТ, невозможность определения 
вида МБТ и их лекарственной чувствительности 
[32, 10].

Молекулярные методы обладают высокой чув-
ствительностью и специфичностью, обеспечивая 
быстрое выявление МБТ и определение лекар-
ственной устойчивости [33]. Однако их широкое 
применение ограничивается дорогостоящим обо-
рудованием, строгими требованиями к организации 
ПЦР-лабораторий и необходимостью в квалифици-
рованном персонале.

Культуральные методы с использованием плот-
ных и жидких питательных сред сохраняют диагно-
стическую значимость благодаря высокой чувстви-
тельности, а также способности дифференцировать 
жизнеспособные и нежизнеспособные микобакте-
рии и возможности определения их лекарственной 
чувствительности. Предпочтение отдается, как 
правило, жидким питательным средам с исполь-
зованием автоматизированных систем, однако их 
применение также ограничено высокой стоимостью 
реагентов [35].

Учитывая указанные ограничения методов де-
текции МБТ, в настоящее время активно разраба-
тываются альтернативные подходы к выявлению 
возбудителя туберкулеза [9]. В последние годы на-
блюдается значительный рост исследований, посвя-
щенных созданию новых методов экспресс-детекции 
бактериальных патогенов. Одним из перспективных 
вариантов подобных решений является применение 
трегалозных зондов (рис. 1) [19]. 

Трегалоза играет важную роль в физиологии ми-
кобактерий, выполняя ряд ключевых функций [16]. 
Являясь основным резервным углеводом, она слу-
жит метаболическим депо, накапливаясь внутри-
клеточно в качестве энергетического резерва при 
наступлении неблагоприятных условий. При дефи-

ците глюкозы трегалоза расщепляется ферментом 
трегалозой до двух молекул глюкозы, которые ис-
пользуются для синтеза АТФ, выполняя функцию 
источника энергии. Одновременно трегалоза высту-
пает в роли стресс-протектора, защищая клеточные 
белки и мембранные структуры от повреждения при 
воздействии различных неблагоприятных факто-
ров. Клеточная стенка МБТ отличается от других 
видов бактерий и в большом количестве содержит 
трегалозу, являющуюся структурной основой таких 
гликолипидов как трегалозомономиколат (TMM) 
и трегалозодимиколат (TDM), также известном 
как корд-фактор [4, 30]. Данные трегалозосодер-
жащие гликолипиды представляют собой эфиры 
миколовых кислот трегалозы и встречаются пре-
имущественно у микобактерий [7]. Потребление 
трегалозы МБТ, а также близкородственными акти-
нобактериями, более выражено по сравнению с дру-
гими бактериями [14]. Это позволяет использовать 
пути транспорта и метаболизма трегалозы как пер-
спективную мишень для создания диагностических 
систем на основе трегалозных зондов, которые пред-
ставляют собой коньюгаты производных трегалозы 
и флуорогенных красителей [19]. Флуорогенные 
красители проявляют флуоресценцию только в от-
вет на изменения свойств окружающей среды, таких 
как полярность среды, вязкость, pH [3]. 

Стоит отметить, что флуорогенные красители 
самостоятельно слабо проникают через гидрофоб-
ную клеточную стенку МБТ, однако в комплексе 
с трегалозой, выполняющей роль транспортера, 
флуорогенный краситель попадает внутрь клетки 
(рис. 1) [27]. 

Рис. 1. Принцип действия трегалозных зондов 
с флуорогенным красителем. При встраивании 
зонда из водной фазы в неполярную и вязкую 
микросреду микомембраны вследствие изменения 
свойств окружающей среды происходит активация 
флуорогенного красителя
Fig. 1. The operating principle of trehalose probes with fluorogenic dye. 
When the probe is inserted from the aqueous phase into the non-polar 
and viscous microenvironment of the mycomembrane, the fluorogenic 
dye is activated due to changes in environmental properties.
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Другой возможной конструкцией зондов на ос-
нове трегалозы являются системы, построенные по 
принципу «флуорофор-тушитель» (рис. 2). В таких 
зондах вместо флуорогенных субстратов исполь-
зуется флуоресцентный краситель, соединенный 
с молекулой-тушителем. Трегалоза в таких зондах 
выполняет транспортную функцию, обеспечивая 
доставку конструкции внутрь микобактерий, при 
этом мишенями для активации служат специфиче-
ские бактериальные ферменты, которые, расщепляя 
или модифицируя группу-тушитель, устраняют ту-
шение флуоресценции, что приводит к возникнове-
нию сигнала [18, 20, 36].

Селективное обнаружение МБТ с применением 
трегалозных зондов осуществляется с помощью флу-
оресцентной микроскопии или флуориметров, при 
этом исследование может быть менее трудоемким, чем 
микроскопия мокроты с окраской по Цилю-Нильсе-
ну или флуоресцентная микроскопия с применением 
аурамина/родамина. Важным преимуществом трега-
лозных зондов является их селективность в отноше-
нии метаболически активных клеток, а интенсивность 
флуоресценции напрямую зависит от количества жи-
вых и метаболически активных МБТ в образце.

Нежизнеспособные клетки либо не проявляют 
сигнал, либо демонстрируют минимальный уровень 
сигнала, что позволяет отличать их от жизнеспо-
собных МБТ. 

Цель обзора

В данном обзоре будут рассмотрены различные 
варианты трегалозных зондов для ускоренной де-
текции МБТ. 

Идея использования трегалозы в качестве мета-
болической метки для обнаружения микобактерий 
возникла в начале 2010 гг., когда группа Backus, 
Barry и Davis впервые синтезировала трегалозный 
зонд FITC-Tre – флуоресцентный трегалозный зонд 
трегалозы, позволяющий маркировать живые клет-
ки Mycobacterium tuberculosis в макрофагах, благо-
даря специфическому захвату и переносу трегалозы 
через комплекс Ag85 [5]. Позднее Rodriguez-Rivera, 
et al. синтезировали аналог FITre – 6-флуоресце-
ин-трегалоза (6-FITre), который продемонстриро-
вал более высокую интенсивность флуоресценции 
по сравнению с исходным соединением [26]. В 2012 г. 
Каролин Бертоцци расширила данный подход, соз-
дав серию азидозамещенных трегалозных аналогов 
(TreAz) [29], за развитие которых была удостоена 
Нобелевской премии по химии. Основным недо-
статком ранних трегалозных зондов был высокий 
уровень фоновой флуоресценции и необходимость 
проведения отмывки для удаления не связавшихся 
зондов, что ограничивало их потенциал для клини-
ческого применения в диагностических целях.

Следующий качественный этап развития техноло-
гии трегалозных зондов начался в 2018 г., когда было 
продемонстрировано возможное их практическое 
применение и впервые был описан зонд DMN-Tre, 
представляющий собой конъюгат сольватохромно-
го красителя 4-N,N-диметиламино-1,8-нафталимид 
с трегалозой, который излучает флуоресценцию в зе-
леном диапазоне [17]. Данный зонд встраивается 
в гидрофобную клеточную стенку МБТ, что приво-
дит к более чем 700-кратному увеличению интен-
сивности флуоресценции, при этом данный зонд 
остается слабо флуоресцентным в водных растворах.

Ключевыми преимуществами DMN-Tre являются 
отсутствие дополнительных этапов промывки, бы-
строе получение сигнала флуоресценции и способ-
ность различать жизнеспособные и нежизнеспособ-
ные МБТ. В экспериментах было установлено, что 
зонд обнаруживает микобактерии при концентрации 
10 000 КОЕ/мл в чистых культурах M. smegmatis, что 
сопоставимо с чувствительностью микроскопиче-
ских методов. Примечательно, что флуоресцентный 
сигнал регистрировался уже через 5 минут после ин-
кубации M. smegmatis с зондом. В образцах мокроты 
флуоресцентный сигнал M. tuberculosis H37Rv обна-
руживался в течение 30 минут инкубации с DMN-Tre. 
Проведенные исследования специфичности метода 
показали, что зонд минимально связывается с гра-
мотрицательной бактерией Escherichia coli, а также 
с грамположительными бактериями Staphylococcus 
aureus, Listeria monocytogenes и Bacillus subtilis, что 
подтверждает его избирательность в отношении ми-
кобактерий. Ингибирование метаболизма трегалозы 
под действием противотуберкулезных препаратов и, 
как следствие, снижение флуоресцентного сигна-
ла зондов открывает перспективы для разработки 
подходов к тестированию лекарственной чувстви-
тельности. 

Рис. 2. Принцип действия трегалозных зондов 
конструкции «флуорофор-тушитель». При 
встраивании зонда в микобактериальную клетку 
специфические бактериальные ферменты 
расщепляют молекулу-тушитель, приводя  
к восстановлению флуоресценции флорофора
Fig. 2. The operating principle of trehalose probes with 

"fluorophore-quencher" design. When the probe is inserted into  
a mycobacterial cell, specific bacterial enzymes cleave the quencher 
molecule, resulting in the restoration of fluorophore fluorescence
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Следующим этапом разработки, проведенным Ми-
реэль Камариза, Кэролин Р. Бертоцци с соавт. стали 
сольватохромные трегалозные зонды 3HC-2-Tre 
и 3HC-3-Tre, представляющие собой конъюгаты кра-
сителей 3-гидроксихромона (3HC) и аналогов трега-
лозы [15]. По сравнению с ранее описанным зондом 
(DMN-Tre), 3HC-3-Tre демонстрирует 10-кратное 
увеличение интенсивности флуоресценции и позво-
ляет обнаруживать M. tuberculosis в чистых культурах 
уже через 10 минут. Кроме того, 3HC-3-Tre характе-
ризуется минимальным фоновым флуоресцентным 
сигналом и не требует этапа промывки. В отличие от 
него, 3HC-2-Tre обеспечивает примерно 100-крат-
ное повышение интенсивности флуоресценции по 
сравнению с DMN-Tre, но обладает ограниченной 
специфичностью, так как неспецифически связы-
вается и с другими видами бактерий. Зонд 3HC-3-
Tre отличается высокой специфичностью по от-
ношению к микобактериям и близкородственным 
актинобактериям, использующим трегалозу в био-
синтезе клеточной оболочки. Он эффективно детек-
тирует Mycobacterium smegmatis и Corynebacterium 
glutamicum, инкорпорирующие трегалозу в струк-
туру клеточной стенки. В то же время другие бак-
терии, например, Bacillus subtilis, Escherichia coli 
и Staphylococcus aureus демонстрируют минимальную 
флуоресценцию. Благодаря высокой чувствительно-
сти (например, порог обнаружения МБТ составляет 
0,05 мМ для 3HC-3-Tre), быстрому детектированию 
без промывки и интенсивной флуоресценции, зонд 
3HC-3-Tre является перспективным инструментом 
выявления микобактерий.

Значительным достижением стало создание Ба-
нахене с соавт. трегалозного зонда с использованием 
молекулярного ротора – RMR-Tre, флуоресциру-
ющего в красном диапазоне [6]. Синтезированный 
путем конъюгации 6-амино-трегалозы с молеку-
лярным роторным красителем, данный зонд демон-
стрирует 100-кратное повышение эффективности 
метки по сравнению с ранее описанными аналогами. 
Использование красного диапазона флуоресценции 
минимизирует фоновые помехи и повышает спец-
ифичность детекции.

Эксперименты подтвердили селективность 
RMR-Tre в отношении Mycobacterium smegmatis 
и Corynebacterium glutamicum на фоне минимального 
связывания с Escherichia coli и Bacillus subtilis. Зонд 
обеспечивает детекцию M. smegmatis в течение 10 ми-
нут без этапа отмывки. Дополнительно была проде-
монстрирована возможность применения RMR-Tre 
для тестирования чувствительности к противоту-
беркулезным препаратам. Добавление канамицина 
вызывало значительное снижение флуоресценции 
у канамицин-чувствительного штамма M. tuberculosis, 
тогда как канамицин-резистентный штамм сохранял 
сигнал при экспозиции с антибиотиком. 

Зонды, реализованные по схеме «флуорофор-ту-
шитель», часто нацелены на специфические бакте-
риальные ферменты. Одним из ферментативных 

механизмов защиты M. tuberculosis от воздействия 
иммунного ответа хозяина являются нитроредукта-
зы [11, 25], которые могут служить мишенями для 
диагностических зондов.

Mu и соавт. создали NFC-зонд, представляющий 
собой соединение нитрофуранилкаланолида (NFC), 
активируемый специфичной для Mycobacterium 
tuberculosis нитроредуктазой Rv2466c [23]. Данный 
процесс происходит при участии микотиола – уни-
кального низкомолекулярного тиола, присутству-
ющего у актиномицетов, включая микобактерии. 
Микотиол связывается с нитроредуктазой, инду-
цируя конформационные изменения и формируя 
активный каталитический центр. В пределах этого 
центра происходит многостадийное восстановле-
ние нитрогруппы зонда до аминогруппы, приводя-
щее к увеличению интенсивности флуоресценции. 
Далее сигнал детектируется с помощью флуорес-
центной микроскопии или флуориметра, причем 
интенсивность флуоресценции прямо коррелирует 
с количеством жизнеспособных и метаболически 
активных бактерий в образце.

В дальнейшем путем конъюгирования с про-
изводным трегалозы был разработан усовершен-
ствованный вариант NFC-зонда (NFC-Tre-5) [21]. 
Использование производного трегалозы позволило 
повысить специфичность данного подхода к детек-
ции микобактерий. Применение зонда NFC-Tre-5 
позволило за 15 минут обнаружить микобактерии 
в образцах мокроты, подтвержденным микроскопи-
ей с окрашиванием аурамином-родамином.

В последующем был разработан флуоресцент-
ный зонд 17a-Tre [12], основанный на нитрофура-
нилкаланолиде, конъюгированном с трегалозой 
и 3-винилкумарин (17a), что обеспечивает актива-
цию флуоресценции при восстановлении NFC ни-
троредуктазой Rv2466c Mycobacterium tuberculosis. 
Данный зонд демонстрирует двадцатикратное уве-
личение флуоресцентного сигнала, что существен-
но превышает характеристики предшествующих 
нитроредуктазных зондов. Благодаря своей специ
фичности 17a-Tre позволяет обнаруживать МБТ 
в образцах мокроты пациентов. 

Альтернативный подход к детекции микобакте-
рий с использованием нитроредуктазной системы 
был предложен Hong, et al., разработавшими флу-
оресцентный зонд Cy3-NO₂-tre [13], специфичный 
к  нитроредуктазе Rv3368c. Конструкция зонда 
включает цианиновый флуорофор, соединенный 
через нитроароматическую группу-гаситель с трега-
лозой, обеспечивающей избирательное поглощение 
жизнеспособными микобактериями.

Мишень зонда – нитроредуктаза Rv3368c экс-
прессируется при гипоксии и в нереплицирующихся 
клетках, это может указывать на ее роль в персистен-
ции микобактерий [24]. Активация флуоресценции 
происходит за счет ферментативного восстановле-
ния нитрогруппы до аминогруппы, что устраняет 
тушение и приводит к «включению» сигнала.
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Результаты экспериментов с использованием 
зонда на клинических образцах деконтаминиро-
ванной мокроты продемонстрировали возможность 
детекции сигнала уже через 15 минут инкубации 
при 37оC без этапов отмывки. Интенсивность флу-
оресценции достигала плато через 2 часа, при этом 
предел обнаружения составил 4,3×10² КОЕ/мл. Ис-
следование показало селективность Cy3-NO₂-tre 
в отношении микобактерий: интенсивная флуорес-
ценция M. smegmatis контрастировала с минималь-
ным сигналом от E. coli, E. faecalis, S. aureus, B. subtilis, 
L. monocytogenes и S. pneumoniae. Mingdi Yan, et al. раз-
работали фотоактивируемый флуоресцентный зонд 
Tre-Cz, состоящий из трегалозного модуля и карба-
зольного производного с азидной группой [22]. Осо-
бенностью данного зонда является его активация 
УФ-излучением, которое преобразует азидную груп-
пу в нитрен с последующей внутримолекулярной 
C-H вставкой, что приводит к 90-кратному усилению 
флуоресценции. Важным преимуществом является 
возможность визуальной детекции с использованием 
портативной УФ-лампы, что теоретически может 
быть использовано в формате point-of-care. Авторами 
были также проведены эксперименты с изониази-
дом, которые продемонстрировали дозозависимое 
снижение флуоресценции Tre-Cz M. smegmatis, кор-
релирующее с уменьшением жизнеспособности бак-
терий, что подтверждает потенциал зонда для оценки 

Таблица 1. Характеристики различных вариантов трегалозных зондов
Table 1. Characteristics of different types of trehalose probes

Зонд Тип зонда Механизм активации Материал Время  
обнаружения Ссылки

DMN-Tre
Конъюгат флуорогенного  

красителя и аналога трегалозы 
(сольватохромный)

Включение через путь поглощения  
трегалозы; активация флуоресценции  

в гидрофобной среде
Деконтаминированная 

мокрота 30 минут [26]

3HC-3-Tre
Конъюгат флуорогенного 

красителя и аналога трегалозы 
(сольватохромный)

Включение через путь поглощения  
трегалозы; активация флуоресценции  

в гидрофобной среде
Чистая культура 10 минут [27]

RMR-Tre
Конъюгат флуорогенного 

красителя и аналога трегалозы 
(молекулярный ротор)

Включение через путь поглощения  
трегалозы; активация флуоресценции  

в вязкой среде
Чистая культура 10 минут* [28]

NFC-Tre-5
Флуоресцентный зонд  

на основе нитрофуранил 
кумарина и производного 

трегалозы (схема  
«флуорофор-тушитель»)

Включение через путь поглощения 
трегалозы; активация флуоресценции 

посредством ферментативного  
восстановления нитрогруппы

Деконтаминированная 
мокрота 15 минут [32]

17a-Tre
Флуоресцентный зонд  

на основе нитрофуранил 
кумарина и производного 

трегалозы (схема  
«флуорофор-тушитель»)

Включение в клеточную стенку 
микобактерий через путь поглощения 
трегалозы; активация флуоресценции 

посредством ферментативного  
восстановления нитрогруппы

Деконтаминированная 
мокрота 1 час [33]

Cy3-NO₂-Tre

Цианиновый флуорофор (Cy3), 
связанный с трегалозой  

и нитрогруппой (NO₂)
(схема «флуорофор-тушитель», 

биохимическая активация)

Включение в клеточную стенку 
микобактерий через путь поглощения 

трегалозы; активация нитроредуктазой 
Rv3368c

Деконтаминированная 
мокрота 15 минут [34]

Tre-Cz

Флуорогенный зонд  
на основе трегалозы  

(азид-маскированный  
карбазол)  

(схема «флуорофор-тушитель»,  
фотоактивация)

Включение в клеточную стенку  
микобактерий через путь поглощения 

трегалозы; УФ-фотоактивация  
азидогруппы

Деконтаминированная 
мокрота 1 час [36]

*для M. smegmatis

*for M. smegmatis

лекарственной чувствительности. Зонд характери-
зуется высокой специфичностью к микобактериям, 
селективной меткой метаболически активных клеток 
и минимальным фоновым сигналом до активации. 
Однако методика требует этапа отмывки для удале-
ния непоглощенного зонда во избежание фонового 
свечения при УФ-активации. Зонд был проверен при 
различных концентрациях и показал, что предел об-
наружения составил 10³ КОЕ/мл для M. smegmatis 
в обработанной мокроте, при этом микобактерии 
были обнаружены в течение 2 часов. Для проведе-
ния эксперимента по возможности детектирования 
M. tuberculosis авторами использовалась чистая куль-
тура с концентрацией 108 КОЕ/мл. 

 Заключение

Современные технологии трегалозных зондов 
могут сократить время выполнения анализа до 
10 минут, сохраняя высокую чувствительность 
и специфичность. Возможность проводить автома-
тизированное исследование делает их перспектив-
ным направлением в разработке методов детекции 
микобактерий и определения их лекарственной 
устойчивости. Данные зонды не требуют обширной 
пробоподготовки или процедур отмывки и могут 
быть использованы в качестве нового принципа де-
текции микобактерий в автоматизированных ми-
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кробиологических анализаторах, при этом ранняя 
детекция трегалозных зондов гипотетически по-
зволит обнаружить рост в более короткие сроки по 
сравнению с существующими анализаторами, даже 
с учетом минимальной изначальной концентрации 
микобактерий в клиническом образце. 

В диагностическом алгоритме данные методы 
потенциально могут заменить культуральные, ос-

нованные на применении жидких питательных сред, 
и  микроскопические исследования, ввиду своей 
скорости получения результата и чувствительности 
сопоставимой с культуральными методами. 

Представленные в данном обзоре работы 
(табл.1) продемонстрировали возможность при-
менения различных зондов для обнаружения ми-
кобактерий.
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