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Статья посвящена обзору исследований в области генетики долголетия (современное 
состояние), в частности использованию измерения длины теломер лейкоцитов в качестве 
маркера старения и индикатора риска развития возраст-зависимых заболеваний у человека. 
Представлен обзор современных лабораторных методов оценки длины теломер. В рамках пи-
лотного этапа проекта по изучению биомаркеров «биологического» возраста в российской 
популяции (грант РНФ) выполнено тестирование метода с помощью количественной полиме-
разной цепной реакции в реальном времени на основе методики Cawthon (2002 г.). Результаты 
тестирования методики удовлетворительные, воспроизводимость методики составила 95,5  %, 
отработанный подход будет использован для анализа в настоящем исследовании.
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В целом подходы к изучению генетики дол-
голетия претерпели ту же эволюцию, что и 
исследования других фенотипов: от отдельных 
ассоциаций однонуклеотидных полиморфиз-
мов (ОНП) с долгожительством к полногеном-
ным ассоциативным исследованиям (GWAS – 
Genome Wide Association Study), а теперь уже 
к секвенированию экзомов долгожителей [1] и 
даже целых геномов [2]. Эти методы не явля-
ются альтернативными, они взаимно дополняют 
друг друга. Мы находимся на этапе накопления 
знаний, и пока даже с привлечением всех мето-
дов не удается добиться качественного прорыва 
в понимании процессов старения. Создаются 
специализированные базы данных, например 
LongevityMap: гены, ассоциированные с долго-

летием у человека (755), генетические варианты 
(2005), исследования (255) [3].

Di Bona D. и соавт. в метаанализе (2013 г.) 
суммировали результаты 11 ассоциативных ис-
следований долгожительства с полиморфизмом 
генов IGF-1, IGF-1R, FOXO3A, SIRT1 и пока-
зали значимую ассоциацию А аллеля rs2229765 
(IGF-1R), С аллеля rs2764264 (FOXO3A) у муж-
чин, а также rs2802292 (G аллель), rs9400239 (T 
аллель) и rs479744 (A аллель). Ассоциация по-
лиморфизма гена SIRT1 с долгожительством не 
подтвердилась. Авторы отмечают высокую сте-
пень неоднородности между исследованиями и 
небольшое количество имеющихся публикаций, 
что, по их мнению, подчеркивает необходи-
мость проведения в дальнейшем методологичес-
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ки адекватных анализов для подтверждения этих 
результатов [4]. В другом метаанализе (2014 г.) 
собрали 5241 геронта и 5724 человека, кото-
рые составили контрольную группу. Два ОНП 
rs2802292 и rs2764264 гена FOXO3A также по-
казали ассоциацию с долгожительством у муж-
чин [5]. Новый локус был обнаружен J. Deelen 
и соавт. (2014 г.) на 5-й хромосоме rs2149954 и 
подтвержден rs4420638 на хромосоме 19 (q13.32). 
На первом этапе в анализ были включены 7729 
жителей Европы 85 лет и старше и 16 121 лицо 
контрольной группы до 65 лет, на втором этапе 
результаты были реплицированы на 13 060 дол-
гожителях и 61 156 лицах контрольной группы, 
с выполнением анализа на подгруппе геронтов 
90 лет и старше [6].

J. Han и соавт. (2013 г.) выполнили таргет-
ное секвенирование 988 генов у 6 долгожителей 
старше 105 лет [7]. Затем результаты анализа 
проверялись генотипированием найденных ОНП 
на большой группе геронтов и контроля (390 и 
410 человек соответственно). Обнаружены два 
новых ОНП: Y318C – в гене PMS2, V465A – в 
гене GABRR3.

Результаты первого и пока, наверное, единс-
твенного полногеномного анализа «супергерон-
тов» опубликованы в 2012 году [2]. Отсеквени-
рованы два человека (мужчина и женщина) в 
возрасте старше 114 лет. Авторы пришли к сле-
дующим выводам: 1) спектр вариантов последо-
вательности ДНК этих «супергеронтов» во мно-
гом сопоставим со спектром обычных людей; 2) 
у них не обнаружено носительства большинства 
известных в настоящее время вариантов, ассо-
циированных с долголетием по данным литера-
туры; 3) они имели сопоставимое число извест-
ных ассоциированных с заболеваниями вариан-
тов генома; 4) примерно 1 % замен были у этих 
индивидуумов новыми и могут указывать на 
новые гены, способствующие исключительной 
долговечности; 5) у обоих индивидуумов были 
несинонимичные полиморфизмы связанных с 
долголетием вариантов генома, обнаруженных 
в больших полногеномных ассоциативных ис-
следованиях. Эти анализы позволяют предполо-
жить, что есть и общие, и редкие связанные с 
долголетием варианты, которые могут противо-
стоять эффектам вариантов, предрасполагающих 
к болезни, и увеличивать продолжительность 
жизни. Продолжающийся анализ геномов этих и 
других редких людей, которые дожили до столь 
преклонных лет, должен дать представление о 
процессах, которые способствуют поддержанию 
здоровья у «супердолгожителей».

Теломеры являются ядерно-белковыми ком-
плексами, расположенными на концах хромо-

сом, они поддерживают стабильность хромосом 
и предохраняют ДНК от деградации [8]. Тело-
меры состоят из повторяющихся от сотен до ты-
сяч раз на каждом концевом участке хромосомы 
гексамерных нуклетидных последовательностей 
(TTAGGG). Во время репликации ДНК при 
каждом митозе клетки теломеры укорачиваются. 
В делящихся клетках утраченные фрагменты те-
ломер синтезируются с помощью фермента те-
ломеразы.	Теломераза содержит каталитический 
компонент (обратную транскриптазу ТERT), 
теломеразную РНК (hTR или TERC), являю-
щуюся матрицей для синтеза теломеров, содер-
жащую две копии теломерного повтора и белок 
дискерин. В состав комплекса белков на концах 
хромосом входят также белки шелтерины (TRF1, 
TRF2, TIN2, Rap1, TPP1, POT1). Они формиру-
ют комплекс, отличающий теломеры от сайтов 
повреждения ДНК и контролируют синтез тело-
мерной ДНК при участии теломеразы [9].

Укорочение теломер приводит к клеточно-
му старению, поэтому их длина рассматривает-
ся как потенциальный маркер истории деления 
клетки и «накопленного» оксидативного стрес-
са [8]. Показано, что меньшая длина теломер 
в лейкоцитах ассоциируется с субклиническим 
атеросклерозом [10], возрастно-зависимыми 
факторами риска сердечно-сосудистых заболева-
ний (ССЗ) [11, 12] и смертностью [13, 14], хотя 
ассоциация со смертностью в ряде исследова-
ний не подтверждена [15–17]. Эти ассоциации 
оказались независимыми от хронологического 
возраста, что предполагает добавленное значе-
ние длины теломер как индикатора биологичес-
кого или клетчатого возраста. Интересно, что 
мультиэтнические исследования (MESA, Family 
Heart Study and Bogalusa Study) обнаружили ра-
совые/этнические различия длины теломер и 
их дифференцированные ассоциации с возрас-
том [18, 19]. В недавнем метаанализе M. Gard-
ner и соавт. (2013 г.) исследовали 36 когорт 
(n > 36000). Задача усложнялась гетерогеннос-
тью материала: метод измерения длины теломер 
TRF Southern Blot (17 исследований), Real-time 
PCR (19 исследований) и Flow-FISH (4 иссле-
дования); исследуемые клетки – цельная кровь 
(27 исследований), мононуклеары периферичес-
кой крови (8 исследований), гранулоциты (2 ис-
следования), лимфоциты (3 исследования). Ав-
торы показали, что женщины имеют большую 
длину теломер, различие не зависело от возрас-
та или типа клеток, однако величина различия 
зависела от метода и была значима только для 
метода TRF (terminal restriction fragment) с блот-
гибридизацией по Саузерну [20]. Потенциаль-
ные биологические механизмы более длинных 
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теломер у женщин могут включать влияние эст-
рогенов, которые стимулируют продукцию тело-
меразы, иметь протективный эффект в отноше-
нии свободных радикалов [21] и быть связаны 
с гетерогаметной гипотезой [22], где любые де-
фектные рецессивные аллели на Х хромосоме 
не будут иметь компенсирующий аллель. Одно 
из последних исследований длины теломер, как 
маркера предрасположенности к долгожительст-
ву, выполнено в 2014 г. на материале Leiden 
Longevity Study (870 геронтов, 1580 их потомков 
и 725 супругов). Ассоциация длины теломер с 
долгожительством сохранялась независимо от 
целого ряда взятых в анализ факторов [23]. Но 
L. Bendix и соавт. (2014 г.) призывают к осто-
рожности в оценке влияния длины теломер на 
продолжительность жизни, так как 10 лет изу-
чения изменений длины теломер у 1356 лиц 
в возрасте 30–70 лет показали, что на оценку 
влияют качество ДНК и целый ряд факторов 
образа жизни [24]. А A. Benetos и соавт., наобо-
рот, сделали вывод, что маловероятно влияние 
образа жизни и его модификаций на длину те-
ломер [11]. То есть единого мнения о роли дли-
ны теломер в продолжительности жизни, здоро-
вье и болезни пока нет. Тем не менее ведутся 
полногеномные ассоциативные исследования 
маркеров, ассоциированных с длиной теломер. 
Исследование Long Life Family Study включало 
4289 участников, обнаружены новые межген-
ные SNP: rs7680468 между PAPSS1 и DKK2 
на хромосоме 4 (q25) и два на 17-й (q23.2) и 
10-й (q11.21) хромосоме. В этих районах ле-
жит целый ряд генов: DCAF7, POLG2, CEP95, 
SMURF2 – на 17q23.2, и RASGEF1A, HNRNPF, 
ANF487, CSTF2T, PRKG1 – на 10q11.21. Но са-
мая сильная ассоциация оказалась с гаплотипа-
ми в районе генов CEP95 и SMURF2. Авторы 
также подтвердили ранее описанные ассоциа-
ции с генами TERC, MYNN и OBFC1 [25].

Процесс старения является неотъемлемой 
частью человеческого жизненного цикла, затра-
гивает многие клетки. Хронологический воз-
раст определяется по дате рождения, биологи-
ческий – по изменениям физиологического 
состояния организма. Корреляция между ними 
изучается давно, в том числе и на клеточном 
уровне. Для измерения клеточного старения 
были разработаны различные методы. Наиболее 
значимые из них – это измерение длины тело-
мер [26] и исследование перестроек ДНК Т-кле-
ток [27]. 

Вначале определяли длину теломер с помо-
щью блот-гибридизации по Саузерну. Этот спо-
соб, однако, требует большого количества ДНК 
и затрат времени. Измерение длины теломер с 

помощью количественной ПЦР, предложенной 
Р. Cawthon [26], могут быть выполнены значи-
тельно быстрее и с относительно небольшими 
количествами ДНК. Этот метод позволяет изме-
рить относительную (но не фактическую) длину 
теломер и сравнивать ее у разных индивидуумов. 
Но, как полагают N.J. O’Callaghan и M. Fenech 
(2011 г.), количественная ПЦР может быть ис-
пользована для измерения абсолютной длины 
теломер [28]. Этот метод основан на количес-
твенной ПЦР по Р. Cawthon, но существенно 
модифицирован: используются другие прайме-
ры, а также олигомерные стандарты для расчета 
абсолютной длины теломер. Кроме того, длина 
теломер может быть измерена с помощью Flow-
FISH [29] или с использованием метода STELA 
(Single Telomere Length Analysis) [30]. 

Целью нашего исследования является изу-
чение градиента и детерминант возрастных из-
менений здоровья при старении и исследование 
их связей с рядом биомаркеров «биологическо-
го» возраста в современной российской попу-
ляции предпенсионного и пенсионного возрас-
та. Настоящее исследование является проектом 
международной научной группы, включающей 
исследователей НИИТПМ СО РАМН (Ново-
сибирск, Россия), University College London 
(London UK), Laboratory of Molecular Genetics at 
Center for Experimental Medicine (Prague, Czech 
Republic) и выполняется за счет гранта Россий-
ского научного фонда (проект № 14-45-00030).

В рамках глобального увеличения продол-
жительности жизни населения мира российская 
популяция также становится старше и более 
подвержена развитию хронических неинфекци-
онных заболеваний (ХНИЗ), половина из кото-
рых приходится на сердечно-сосудистые заболе-
вания (ССЗ). Несмотря на прогрессивные успехи 
медицины в профилактике и лечении заболева-
ний пожилого возраста, на сегодня механизмы, 
определяющие скорость снижения здоровья с 
возрастом, исследованы только частично. Про-
грессия возрастных изменений и ее детерми-
нанты имеют популяционную специфичность. 
Поскольку основные исследования по проблеме 
выполнены на североамериканских и западно-
европейских популяциях, в которых эпидемио-
логическая ситуация в отношении ХНИЗ и CCЗ 
существенно отличается от России, анализ воз-
растного градиента здоровья на материале рос-
сийской популяции крайне актуален.

Исследование будет выполняться на страти-
фицированных по полу и возрасту популяци-
онных выборках мужчин и женщин (1000 чел.) 
в возрасте 55–79 лет, входящих в когорту 10-
летнего проспективного наблюдения. Молеку-
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лярно-генетические исследования будут прово-
диться на базе межинститутского сектора моле-
кулярной эпидемиологии и эволюции человека 
(НИИТПМ СО РАМН и НИИ цитологии и ге-
нетики СО РАН). Исследование длины теломер 
будет проводиться на материале ДНК, выделен-
ной из клеток крови, с помощью количествен-
ной ПЦР (qPCR) в реальном времени на основе 
методики R.T. Cawthon и соавт. (2002 г.) [26] с 
модификациями. 

В настоящее время в рамках пилотного эта-
па выполнено тестирование следующего вари-
анта методики: в качестве однокопийного ре-
ференсного гена взят бэта-гемоглобин (HBB). 
Отдельные количественные реакции для тело-
мер и бэта-гемоглобина поставили в парных 
96-луночных плашках в идентичных позициях. 
Каждая плашка включала серию разведений 
ДНК (0,5; 1,0; 2,0; 5,0; 10; 20 и 30 нг), которые 
были использованы для создания калибровоч-
ной кривой и количественной оценки каждого 
образца. Десять нанограмм ДНК взяты в каж-
дую индивидуальную реакцию. Образцы и стан-
дартные разведения были раскатаны в плашки 
и высушены в течение суток при +37 °C. Реак-
ционная смесь для анализа теломер содержала 
следующие реагенты: 270 nM tel1b праймер (5′-
CGGTTT(GTTTGG)5GTT-3′), 900 nM tel2b прай-
мер (5′-GGCTTG(CCTTAC)5CCT-3′), 0.2X SYBR 
Green I, 5 mM DTT (ditriotreitol), 1 % DMSO 
(dimethylsulfoxide), 0.2 mM of each dNTP, 1.5 mM 
MgCl2, 1.25 ед. DNA polymerase в конечном объ-
еме 15 мкл буфера для ПЦР. Циклы ПЦР: при 
95 °C 10 мин, затем 25 циклов при 95 °C – 15 с, 
54 °C – 30 с, 72 °C – 90 с. Реакционная смесь 
для анализа бэта-гемоглобина содержала следу-
ющие реагенты: 300 nM Hgb1 праймер (5′-GC
TTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC-3′), Hgb2 
праймер (5′-CACCAACTTCATCCACGTTCACC-
3′) 0.2X SYBR Green I, 5 mM DTT (ditriotreitol), 
1 % DMSO (dimethylsulfoxide), 0.2 mM of each 
dNTP, 1.5 mM MgCl2, 1.25 ед. DNA polymerase 
в конечном объеме 15 мкл буфера. Циклы ПЦР: 
95 °C – 3 мин, затем 35 циклов при 95 °C – 
15 с, 58 °C – 20 с и 72 °C – 20 с. Обе реакции 
ставились на StepOnePlus (USA). Для расчетов 
использовалось штатное программное обеспече-
ние амплификатора. Для определения относи-
тельной длины теломера выполняли контроль 
качества и расчет отношения T/S (теломеры к 
однокопийному гену). Если кривые амплифика-
ции образца в трех репликах имели стандарт-
ное отклонение больше 0,5, то такой образец 
исключался из дальнейшего анализа. Каждая 
плашка включала три контрольных образца с 
нормальной и один с короткой длиной теломер. 

Были проверены относительные интенсивности 
сигнала из контрольных образцов, чтобы га-
рантировать сопоставимость между плашками. 
Первые тестирования методики получили удов-
летворительные результаты, воспроизводимость 
методики составила 95,5 %, поэтому она будет 
использована для анализа всей запланирован-
ной в настоящем исследовании выборки.

На очередном этапе будет выполняться ана-
лиз связи длины теломер, оцененной с исполь-
зованием отработанной в пилоте методики, с 
рядом возраст-зависимых качественных и коли-
чественных фенотипов.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке гранта Российского научного фонда 
(проект № 14-45-00030).
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GENETICS OF LONGEVITY: TELOMERE LENGTH OF LEUKOCYTES AS A MARKER OF AGING  
AND A RISK FACTOR FOR AGE-RELATED DISEASES IN HUMANS
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The manuscript is devoted to review in the area of genetics of longevity (current state of 
knowledge), in particular, the use of leukocyte telomere length measurement as a marker of aging 
and as an indicator of the risk for age-related diseases in humans. The paper also gives an overview 
of laboratory methods to assess telomere length. In the frame of pilot study of the project on bio-
markers of «biological age» in Russian population (grant RCSF) the method for analysis of telomeres 
length by real-time PCR on the base of technique by Cawthon (2002) was tested. The results of 
testing provided required accuracy, reproducibility of method’s was of 95,5  %, the tried and tested 
technique will be used for analysis in present project. 

Keywords: genetics of longevity, telomere length, a marker of aging, risk factors, polymerase-chain 
reaction, age-dependent diseases.
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