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Существует целый ряд патологических состояний, сопровождаемых сниженными показателями Т- и В-лимфоцитов. Оценка этих 
показателей является жизненно важной для новорожденных, так как без своевременной диагностики и терапии нарушение 
иммунитета может привести к инфекционным заболеваниям с тяжелым течением, инвалидизации и высокой летальности. 
Цель исследования заключалась в разработке высокочувствительного и прецизионного метода для подсчета количества 
наивных Т- и В-лимфоцитов на основе определения эксцизионных кольцевых молекул ДНК TREC и KREC методом цифровой ПЦР. 
В результате был разработан специфический набор праймеров и проб, позволяющий с высокой точностью определять количество 
молекул TREC и KREC, а также проводить подсчет количества ядросодержащих клеток. Предложенная методика демонстрирует 
высокую диагностическую специфичность и чувствительность. Методика может быть применена как скрининговая диагностика 
иммунодефицитных состояний новорожденных, так и для оценки иммунного статуса у взрослого населения при различных 
иммунопатологических состояниях. 
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A reduction in the indices of T- and B-lymphocytes is a common feature of a number of pathological conditions. The assessment of 
these indices is of paramount importance in the context of newborns, as the absence of timely diagnosis and treatment can result in the 
development of severe infectious diseases, disability, and high mortality. The objective of this study was to develop a highly sensitive 
and precise method for enumerating naïve T- and B-lymphocytes based on the quantification of excision circular DNA molecules TREC 
and KREC through digital polymerase chain reaction. Consequently, a specific set of primers and probes was developed, enabling highly 
accurate determination of the number of TREC and KREC molecules and counting of the number of nucleated cells. The proposed method 
exhibits high diagnostic specificity and sensitivity, rendering it suitable for use in both screening diagnostics of immunodeficiency states 
in newborns and for assessing the immune status in adults with various immunopathological conditions.
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Введение

Адаптивный иммунитет является одним из важ-
нейших аспектов жизнедеятельности человека, а Т- 
и В-лимфоциты выступают в качестве незаменимых 
компонентов этого процесса. В ходе лимфопоэза 
в клетках-предшественниках происходит процесс, из-
вестный как V(D)J-рекомбинация, в результате кото-
рого образуются эписомальные эксцизионные коль-
цевые ДНК. У Т-лимфоцитов образуются TREC (T 
cell receptor excision circle), а у В-лимфоцитов – KREC 
(kappa-deleting excision circle).  В процессе рекомбина-
ции эксцизионные фрагменты ДНК лигируются (за-
кольцовываются), образуя «сигнальный стык» (signal 
joint), имеющий уникальную последовательность, 
специфичную для наивных αβ Т-клеток и В-лимфо-
цитов [1], благодаря чему стала возможна специфиче-
ская оценка TREC и KREC, позволившая проводить 
мониторинг иммунного статуса [2]. Наиболее широкое 
применение методика приобрела при скрининге ново-
рожденных на первичные иммунодефициты, посколь-
ку существует достоверная корреляция между низкими 
концентрациями TREC и Т-клеточными лимфопения-
ми [3]. Устойчивое увеличение количества TREC сви-
детельствует о формировании новых функциональных 
Т-клеток, что, в свою очередь, указывает на эффектив-
ность антиретровирусной терапии у пациентов с ВИЧ 
[4]. Наконец, подобная оценка позволяет проводить 
мониторинг состояния иммунитета после трансплан-
тации гемопоэтических стволовых клеток [5].

Наиболее распространенным методом ко-
личественной оценки TREC и KREC является 
полимеразная цепная реакция (ПЦР) в режиме ре-
ального времени [1, 6-8], имеющая существенный не-
достаток, заключающийся в том, что происходит экс-
траполяция порога флуоресцентного сигнала на коли-
чественную оценку, в результате чего методика менее 
аналитически чувствительна для обнаружения более 
низких количеств копий, что приводит к повышению 
числа ложноположительных и ложноотрицательных 
результатов при массовом скрининге. Кроме того, для 
расчета концентрации необходимо использовать внеш-
ние стандарты, а гетерогенная эффективность ампли-
фикации оказывает значительное влияние на конеч-
ный результат [9]. Цифровая ПЦР (цПЦР) лишена 
подобных недостатков, так как основана на детекции 
каждой целевой молекулы ДНК [10]. Дискретное и кла-
стерное разделение результатов цПЦР обеспечивает 
высокую аналитическую чувствительность и специ-
фичность.  

Цель исследования заключалась в разработке высо-
копрецизионного метода одновременного определе-
ния молекул TREC, KREC и референсного гена TRAC 
в цельной крови и сухих пятнах крови методом цПЦР.

Методы 

Для проведения эксперимента использованы обе-
зличенные зашифрованные бланки с образцами сухих 
пятен крови здоровых новорожденных Томской обла-
сти (n=30). Все новорожденные были доношенные со 
средним сроком гестации 38 ± 1 неделя. Срок забора 
материала в среднем составил 62 ± 8 часов. Средний 
вес новорожденных составил 3302 ± 371 гр. 47% ново-
рожденных были женского пола.

Исследование одобрено этическим комитетом 
НИИ медицинской генетики Томского НИМЦ. От ро-
дителей новорожденных получено информированное 
добровольное согласие на использование образцов пя-
тен крови ребёнка, полученных в рамках неонатально-
го скрининга, в исследовании. 

Из бланка сухих пятен крови с помощью панче-
ра выбивалось 4 диска диаметром 3,2 мм, содержащих 
в среднем 3 мкл крови [11]. Образцы ДНК из сухих пя-
тен крови выделены с использованием набора D-Blood 
(Биолабмикс) с модификациями: диски предваритель-
но инкубировались при комнатной температуре в 1Х 
PBS и 5mM 2-меркапоэтанола в течение 30 минут. По-
сле получения ДНК добавляли 1 мкл 50 v/v глицерола 
и высушивали в концентраторе Concentrator plus (Ep-
pendorf). К оставшемуся 1 мкл элюата добавляли 14 мкл 
1X ТЕ low EDTA буфера (СибЭнзим). Оценка количе-
ства ДНК проводилась на приборе Qubit 3 (Thermo), 
согласно протоколу производителя. 

Этапы исследования: дизайн и синтез олигонукле-
отидов, их проверка на специфичность и чувствитель-
ность in silico и in vitro с использованием контрольных 
ДНК. Заключительный этап разработки включал под-
бор оптимального протокола и формирование формул 
для расчета целевых молекул ДНК при использовании 
образцов сухих пятен крови. Всего было синтезирова-
но 3 набора олигонуклеотидов для молекулы TREC, 
5 – для KREC и 4 для участка гена TRAC (син. TRA,  
TCRAC), который не подвергается рекомбинации и мо-
жет выступать в качестве референсного. Из них было 
отобрано по одному набору для каждого целевого фраг-
мента ДНК, отвечающего требованиям высокой спец-
ифичности, чувствительности, а также возможности их 
совместного мультиплексирования без сайд-эффек-
тов, таких как off-target сигналы и кросс-димеризация.
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Для одновременного измерения количества ко-
пий TREC, КREC и референсного гена TRAC мето-
дом цПЦР разработаны специфические праймеры 
и пробы (табл. 1). Олигонуклеотиды синтезированы 
в ДНК-Синтез (Россия). Цифровая ПЦР проводится 
в мультиплексной реакции с одновременным исполь-
зованием трех пар олигонуклеотидов и зондов. Для чет-
кой дискриминации получаемых капель на кластеры, 
соответствующие по содержанию целевого участка, 
в частности для TREC, использовался подход парал-
лельно меченных проб, то есть в реакции использова-
лось эквимолярное количество зонда для TREC, ме-
ченного двумя разными флуоресцирующими метками 
FAM и VIC (табл. 1). Данный подход позволяет полу-
чить два дополнительных кластера капель, содержа-
щих молекулы ДНК TREC и TREC с TRAC. Конеч-
ная концентрация олигонуклеотидов составляет 900 
нМ для каждого праймера и 250 нМ для каждой пробы.

Методика цПЦР выполнена на приборе QX200 
Droplet Digital PCR System (BioRad) согласно протоколу 
производителя. Генерация капель проводилась с помо-
щью реагентов Digital PCR Mastermix (RainSure) и Drop-
let Generation Oil (RainSure). Программа амплификации 
осуществлена, согласно рекомендациям производите-
ля, на приборе CFX96 Touch (BioRad). Плазмида pGEM-
TCRAC-sjTREC-sjKREC использовалась в качестве 
контроля для цПЦР [12]. Оценка результатов произво-
дилось в программе QuantaSoft software version 1.7.4 (Bio-
Rad). Для оценки количества копий TREC и КRЕС раз-
работаны формулы (рис. 1). Количество копий целевой 

молекулы ДНК (C) в 1 мл крови рассчитывается исходя 
из общего количества копий целевой молекулы ДНК, 
обнаруженной в 1 мкл ДНК (Target), объема выделенной 
ДНК в мкл, полученной из 1 мкл крови (bDNA) и ум-
ноженное на 1 мл (рис. 1.1). Общее количество копий 
целевой молекулы, обнаруженной в 1 мкл ДНК (Target) 
рассчитывается из разницы общего количества целевой 
молекулы ДНК, обнаруженной в 20 мкл реакционной 
смеси (xС) на количество мкл ДНК использованной 
в реакции цифровой ПЦР (iDNA). Объем выделенной 
ДНК в мкл, полученной из 1 мкл крови (bDNA) рас-
считывается исходя из того факта, что диск диаметром 
3,2 мм может впитывать в среднем до 3 мкл крови [11]. 
Таким образом, объем выделенной ДНК в мкл, полу-
ченной из 1 мкл крови (bDNA) рассчитывается из объ-
ема (мкл) использованного буфера для элюирования 
ДНК (tDNA), полученного из объема использованной 
крови в мкл, а именно 3 мкл крови на каждый панч (P) 
(рис. 1.2). Расчет количества копий целевой молекулы 
ДНК на 1 ядросодержащую клетку (R) проводится стан-
дартным путём, а именно отношением количества ко-
пий целевой молекулы ДНК к количеству копий рефе-
ренсного гена умноженным на диплоидный набор (2) 
хромосом нормальной клетки (рис. 1.3).

Результаты и обсуждение

Разработанная в настоящем исследовании методика 
(см. раздел Материалы и методы) оценки  целевых моле-
кул ДНК на основе цПЦР  с помощью представленных 

Таблица 1. Последовательность специфических праймеров и проб.

Table 1. Sequence of specific primers and probes.

Название Последовательность (5’-3’) Tm (ºС)

TREC_F CTTTCAACCATGCTGACACC 56,4

TREC_R CTTATTGCAACTCGTGAGAACG 58,7

TREC_FAM FAM-TGAATGAAGAGCAGACAGGGCCC-BHQ1 66

TREC_HEX HEX-TGAATGAAGAGCAGACAGGGCCC-BHQ1 66

KREC_F TCTGTTCTCTTTCCCTTAGTGG 59

KREC_R CAGGAGCCAGCTCTTACC 56,9

KREC_FAM FAM-TAGAGTTTCTGCACGGGCAGCA-BHQ1 64,8

TRAC_F CCAGCTGAGAGACTCTAAATCC 59,1

TRAC_R GTCTGTGATATACACATCAGAATCC 57

TRAC_HEX HEX-AGTGACAAGTCTGTCTGCCTATTCACCGA-BHQ1 66,4

Примечание: FAM и HEX – флуоресцирующие метки; BHQ1 – гаситель; Tm – температура плавления олигонуклеотида. 
Note: FAM and HEX are fluorescent labels; BHQ1 is a quencher; Tm is the melting temperature of the oligonucleotide.
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формул (см. рис. 1) позволяет оценить количество TREC 
и KREC на мкл крови, количество TREC и KREC относи-
тельно ядросодержащих клеток крови, а также соотноше-
ние TREC и KREC. Для проверки специфичности набо-
ра праймеров и проб использовались образцы ДНК куль-
тур индуцированных плюрипотентных стволовых клеток 
(ИПСК) ICGi038-A, не содержащие TREC и KREC [13] 
и контрольная плазмида pGEM-TCRAC-sjTREC-sjKREC 
[12]. По результатам проведенного тестирования специ-
фичность составила 100% (рис. 2).

Для  интерпретации и анализа результатов цПЦР 
по оценке целевых молекул ДНК у новорожденных 
использовалась схема по определению расположения 
и дискриминации кластеров капель при использова-
нии мультиплексной цПЦР с тремя целевыми фраг-
ментами ДНК (рис. 3). 

Анализ целевых молекул ДНК методом цПЦР 
не предполагает построение стандартных кривых в от-
личие от ПЦР в режиме реального времени, однако су-

ществуют другие требования, которые применимы для 
анализа исключительно этим методом. Данные тре-
бования были разработаны первым производителем 
устройств для цПЦР компанией Bio-Rad и распростра-
няются на все подобные устройства. Для исключения 
ложно-положительного результата необходимо нали-
чие как минимум 3-х позитивных капель, и с той же 
целью принято, что при поиске редких мутаций или 
целевых молекул с низкой частотой необходимо нали-
чие не менее 1500 копий референсного участка ДНК. 
При диплоидном наборе хромосом это будет соответ-
ствовать 750 клеткам, а предполагая минимум 3 пози-
тивные капли по целевому фрагменту ДНК эксцизи-
онных колец (ЭК), это будет соответствовать 1 ЭК на 
250 клеток. Таким образом, данное соотношение явля-
ется нижней границей детекции ЭК при низкой кон-
центрации ДНК. При этом надо учитывать, что данное 
соотношение соответствует 400 ЭК на 100 тыс. ядро-
содержащих клеток. 

Рис. 1. Формулы оценки количества копий TREC и KREC методом цПЦР. 

Примечание: 1 – формула расчета количества копий TREC или KREC на 1 мл крови (С), где Target – количество копий в 1 мкл 
ДНК, bDNA – количество ДНК, выделенной из 1 мкл крови; 2 – расширенная формула, где xC – общее количество копий TREC 
или KREC в реакции, iDNA – количество мкл ДНК, использованное в реакции dPCR, tDNA – объем ДНК в мкл, полученных при 
выделении из дисков, P – количество дисков диаметром 3,2 мм, использованных для выделения ДНК, цифра 3 – мкл крови, со-
держащейся в 3,2 мм диска; 3 – формула расчета количества копий TREC или KREC на единицу ядросодержащей клетки (R), где 
yC – количество копий TRАC в реакции; 4 – соотношение TREC и KREC (TKratio), где tC - общее количество копий TREC в реакции, 
а kC – KREC.

Fig. 1. Formulas for estimating the number of TREC and KREC copies using dPCR.

Note: 1 – formula for calculating the number of TREC or KREC copies per 1 ml of blood (C), where Target is the number of copies in 1 μl 
of DNA, bDNA is the amount of DNA isolated from 1 μl of blood; 2 – extended formula, where xC is the total number of TREC or KREC 
copies in the reaction, iDNA is the amount of μl of DNA used in the dPCR reaction, tDNA is the volume of DNA in μl obtained during 
isolation from disks, P is the number of 3.2 mm diameter disks used for DNA isolation, number 3 is μl of blood contained in a 3.2 mm 
disk; 3 – formula for calculating the number of TREC or KREC copies per unit of nucleated cell (R), where yC is the number of TRAC cop-
ies in the reaction; 4 – the ratio of TREC and KREC (TKratio), where tC is the total number of TREC copies in the reaction, and kC is KREC.
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При высокой концентрации ДНК, наличии 20000 
валидных капель (из них не более 18000 копий ре-
ференсного гена и 3 копии целевой молекулы ДНК 
(TREC или KREC)) для обеспечения правильной оцен-
ки с использованием Пуассоновской статистики соот-
ношение ЭК к ядросодержащим клеткам будет 1:3000, 
то есть 33 ЭК на 100 тыс. ядросодержащих клеток. Де-
тектирующая способность ПЦР в режиме реального 
времени составляет 5000 ЭК на мл крови [7]. При ис-
пользовании от 1 до 5 мкл образца ДНК при условии, 

что 1 мкл ДНК был получен из 1 мкл крови, минималь-
ная детектирующая способность (3 ЭК) цПЦР состав-
ляет от 600 до 3000 ЭК на мл крови. Соотношение объ-
ема ДНК и использованной крови не влияет на данную 
оценку, так как в формулу введена соответствующая 
поправка (рис. 1.1, 1.2).

Медиана детектированных копий TREC − 102 
[Q0,25 68; Q0,75 228] и KREC − 46 [Q0,25 30; Q0,75 
125] при использовании 1 мкл ДНК. Соотношение 
копий TREC/KREC составило 2,16. Отсюда, количе-

Рис. 2. Результаты кластерной дискриминации капель контрольных образцов. А) пример результата с использованием позитив-
ной контрольной плазмиды pGEM-TCRAC-sjTREC-sjKREC для оценки одновременного содержания TREC и фрагмента TRAC в одной 
молекуле ДНК, Б) пример результата с использованием позитивной контрольной плазмиды pGEM-TCRAC-sjTREC-sjKREC для оцен-
ки одновременного содержания KREC и фрагмента TRAC в одной молекуле ДНК, В) схематическая структура контрольной плазми-
ды pGEM-TCRAC-sjTREC-sjKREC, Г) результат цПЦР с использованием культур ИПСК, несодержащих эксцизионные кольца.

Fig. 2. Results of cluster discrimination of droplets of control samples. A) example of the result using the positive control plasmid pGEM-
TCRAC-sjTREC-sjKREC for the assessment of the simultaneous content of TREC and the TRAC fragment in one DNA molecule, Б) exam-
ple of the result using the positive control plasmid pGEM-TCRAC-sjTREC-sjKREC for the assessment of the simultaneous content of KREC 
and the TRAC fragment in one DNA molecule, В) schematic structure of the control plasmid pGEM-TCRAC-sjTREC-sjKREC, Г) result of 
dPCR using iPSC cultures that do not contain excision rings
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ство целевых молекул в мкл крови новорожденных со-
ставило в медиане 128 [Q0,25 85; Q0,75 285] копий для 
TREC и 57 [Q0,25 38; Q0,75 156] копий для KREC. Ме-
диана количества референсного гена TRAС   составила 
16156 [Q0,25 10770; Q0,75 32379] копий в 1 мкл крови, 
следовательно, медиана клеток на 1 мкл крови соста-

вила 8078 [Q0,25 5385; Q0,75 16189]. В целом, в экспе-
риментальной выборке новорожденных медианные 
значения составили 1578 [Q0,10 703; Q0,90 7319] ко-
пий TREC и 711 [Q0,10 317; Q0,90 3297] копий KREC 
на 100 тыс. ядросодержащих клеток, что согласуется 
с литературными данными [14].

Рис. 3. Кластерная дискриминация капель, содержащих целевые молекулы по результатам цПЦР. а) кластерная дискриминация 
капель для абсолютной квантификации KREC и TRAC; б) кластерная дискриминация капель для абсолютной квантификации TREC 
и TRAC; в) кластерная дискриминация капель для оценки TKratio; г, е) гистограммы накопления по каналу FAМ; д, ж) гистограм-
мы накопления по каналу VIC/HEX.

Fig. 3. Cluster discrimination of droplets containing target molecules based on dPCR results. a) cluster discrimination of droplets for 
absolute quantification of KREC and TRAC; б) cluster discrimination of droplets for absolute quantification of TREC and TRAC; в) cluster 
discrimination of droplets for TKratio assessment; г, e) accumulation histograms for the FAM channel; д, ж) accumulation histograms 
for the VIC/HEX channel.
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Ограничение интерпретации результатов

Данное исследование следует рассматривать с уче-
том ряда ограничений, и к результатам по оценке це-
левых молекул ДНК TREC и KREC у новорожденных 
следует относиться с осторожностью. Во-первых, бы-
ло проведено одноцентровое ретроспективное иссле-
дование с использованием небольшого количества об-
разцов, поэтому требуется дальнейшее многоцентровое 
изучение с большим размером выборки. Кроме того, 
показатели могут варьировать от метода к методу в ши-
роких диапазонах [15]. Для оценки количества копий 
целевых молекул ДНК был использован только один 
набор для выделения ДНК из сухих пятен крови, при 
этом возникла необходимость модифицировать прото-
кол выделения ДНК из сухих пятен крови, рекомендо-
ванный производителем, в связи с низкой эффектив-
ностью выхода ДНК. Не исключается, что современ-
ные методы экстракции ДНК из сухих пятен крови 
потенциально могут улучшить эффективность предла-
гаемой методики [16]. Разработанная методика оценки 
целевых молекул ДНК с использованием цПЦР вали-
дировалась только на положительных и отрицательных 
контрольных образцах, поэтому необходимо приме-
нить дополнительные методики, такие как сортировка 
клеток, чтобы сделать результаты более убедительны-
ми. Наконец, сроки забора материала согласно При-
казу Министерства здравоохранения РФ от 21 апреля 
2022 г. N 274н «Об утверждении Порядка оказания ме-
дицинской помощи пациентам с врожденными и (или) 
наследственными заболеваниями» изменены, и в на-
стоящее время забор материала осуществляется на  
24–48 часы жизни доношенного новорожденного, 
в связи с чем нормальные показатели целевых моле-
кул TREC и KREC необходимо рассмотреть относи-
тельно новых сроков забора материала.

Заключение

Разработанная методика количественной оцен-
ки TREC, KREC и TRAC методом цПЦР позволяет 
за один эксперимент оценить ряд показателей: количе-
ство молекул TREC и KREC на мкл крови, количество 
ядросодержащих клеток в образце ДНК, количество 
TREC и KREC относительно ядросодержащих клеток 
и соотношение TREC и KREC. Данные показатели 
являются абсолютными, так как цПЦР обеспечивает 
подсчет каждой молекулы целевой ДНК, что 
значительно повышает точность и применимость ме-
тода во многих областях, связанных оценкой иммун-

ного статуса. Требуется дальнейшая апробация мето-
дики на выборках большего объема для оценки фак-
тических показателей TREC и KREC относительно 
ядросодержащих клеток с использованием предлага-
емой методики.
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