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Влияние условий хранения плазмы и сыворотки 
на уровни циркулирующих микроРНК
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За последнее десятилетие циркулирующие малые некодирующие 
молекулы рибонуклеиновой кислоты (микроРНК) продемонстриро-
вали свой потенциал в качестве малоинвазивных диагностических 
и прогностических биомаркеров различных заболеваний. В надеж-
ности и воспроизводимости количественной оценки циркулиру-
ющих микроРНК существенную роль играет стандартизация пре-
аналитических и аналитических факторов, в т.ч. сбора, обработки 
и хранения биообразцов. На сегодняшний день единого мнения 
касательно различных способов нормализации данных, применяе-
мых при анализе экспрессии циркулирующих микроРНК, нет. Цель 
настоящего обзора — рассмотреть современные оригинальные 
работы, в которых изучаются различные условия хранения биобан-
кированных образцов плазмы и сыворотки крови с последующим 
выделением для анализа циркулирующих микроРНК.
Ключевые слова: микроРНК, плазма, сыворотка, стандартизация, 
хранение, выделение, преаналитические факторы, аналитические 
факторы.
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Effect of plasma and serum storage conditions on circulating microRNA levels
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кПЦР — количественная полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией, КТ — комнатная температура, мРНК — матричная РНК, микроРНК — малые некодирующие молекулы рибонуклеиновой 
кислоты, РНК — рибонуклеиновая кислота, Cq — cycle of quantification (значение пороговых циклов), NGS — next generation sequencing (секвенирование следующего поколения), PPP — platelet-poor plasma 
(бедная тромбоцитами плазма), PRP — platelet-rich plasma (богатая тромбоцитами плазма).

Over the past decade, circulating small non-coding ribonucleic acid 
molecules (microRNAs) have demonstrated their potential as minimally 
invasive diagnostic and prognostic biomarkers of various diseases. 
Standardization of preanalytical and analytical factors, including col lec-
tion, processing and storage of biosamples, plays a significant role in 
the reliability and reproducibility of circulating microRNA quantification. 
To date, there is no consensus regarding the data normalization used 
in the analysis of circulating microRNA expression. The review aim is to 
consider modern original papers on various storage conditions of bio-
banked plasma and serum samples with subsequent isolation of circu-
lating microRNAs for analysis. 
Keywords: microRNA, plasma, serum, standardization, storage, ex-
traction, preanalytical factors, analytical factors. 
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Ключевые моменты
Что известно о предмете исследования?

•  МикроРНК (малые некодирующие молекулы 
ри бо нуклеиновой кислоты) участвуют в  пост-
транскрипционной регуляции экспрессии генов 
и влияют на различные патологические состоя-
ния.

•  Стандартизация преаналитических переменных 
представляет собой критический шаг в  клини-
ческой реализации, а также в научных исследо-
ваниях циркулирующих микроРНК.

Что добавляют результаты исследования?
•  Наибольшая стабильность микроРНК дости-

гается при хранении сыворотки и  плазмы при 
-80о C при минимизации числа циклов замора-
живания-оттаивания.

Key messages
What is already known about the subject?

•  MicroRNAs (small non-coding ribonucleic acid 
mo lecules) are involved in post-transcriptional re-
gu lation of gene expression and affect various pa-
thological conditions.

•  Standardization of preanalytical variables is a  cri-
tical step in clinical implementation as well as in re-
search of circulating microRNAs.

What might this study add?
•  Maximum stability of microRNA is achieved by 

storing serum and plasma at -80о C while minimi-
zing the number of freeze-thaw cycles.

Введение
Исследования циркулирующих микроРНК (ма-

лых некодирующих молекул рибонуклеиновых кис-
лот), проведенные за последнее десятилетие, проде-
монстрировали их потенциал в качестве минималь-
но инвазивных диагностических, прогностических 
и  предиктивных биомаркеров, характеризующих 
широкий спектр патологических состояний [1-3]. 
МикроРНК представляют собой короткие (18-25 ну-
клеотидов), одноцепочечные, некодирующие РНК, 
которые участвуют в посттранскрипционной регуля-
ции экспрессии генов посредством взаимодействия 
с матричной РНК (мРНК), приводящего к полной 
деградации целевой мРНК или подавлению экс-
прессии генов [1, 4, 5]. 

В  плазме и  сыворотке крови внеклеточные 
микроРНК защищены от деградации с  помощью 
включения их в микровезикулы или экзосомы, или 
связью с  белками [6-8]. Стоит отметить, что при 
сравнении плазмы и  сыворотки, согласно резуль-
татам различных исследований микроРНК, сопо-
ставимых результатов получено не было, что сви-
детельствует о  необходимости использовать один 
и  тот же тип образца последовательно на протя-
жении всего исследования и четко определять, как 
тип образца, так и его обработку [4, 5]. 

По мере развития исследований циркулиру-
ющих микроРНК как биомаркеров патологий че-
ловека накапливались данные, указывающие на 
влияние преаналитических и  аналитических фак-
торов на их уровни [3, 9]. Валидация результатов 
исследований микроРНК затруднена отсутствием 
аналитической (т.е. низкой межплатформенной 
согласованности) и  постаналитической (т.е. стра-
тегии нормализации) стандартизации. Влияние 
микроРНК на принятие медицинских решений ос-
лабляется неопределенностью относительно значе-
ния изменений в их экспрессии [10]. В связи с этим 

необходимость тщательного рассмотрения эффек-
тов различных преаналитических и  аналитических 
параметров, которые могут влиять на выделение 
и  стабильность микроРНК, представляется акту-
альной задачей [6, 11, 12]. 

Цель обзора — рассмотреть современные ори-
гинальные работы, изучающие различные условия 
хранения биобанкированных образцов плазмы 
и сыворотки крови с последующим выделением для 
анализа циркулирующих микроРНК. 

Методологические подходы
Поиск литературных источников включал за-

просы в системах индексирования научных публи-
каций (Google Scholar, PubMed, eLIBRARY) по за-
головкам, аннотациям и ключевым словам: "serum+ 
microRNA"/"сыворотка+микроРНК" и  "plasma+ 
microRNA"/"плазма+микроРНК" с добавлением до-
полнительных переменных "preanalytical"/"pre-ana-
lytical"/"преаналитический", "storage"/"хранение", 
"ex traction"/isolation"/"выделение". В  обзор были 
вклю чены только оригинальные методологические 
исследования тотальной циркулирующей микро-
РНК за последние 15 лет. 

Результаты 
Преаналитические факторы. На основе систе-

матического поиска было отобрано 19 методоло-
гических исследований, в  которых изучали такие 
преаналитические и  аналитические факторы, как 
хранение плазмы и сыворотки крови, а также выде-
ление и хранение микроРНК (таблица 1). Из 18 ра-
бот 13 были проведены с  использованием плазмы, 
2 — плазмы и сыворотки, 4 — сыворотки. 

Основным ограничением большинства вклю-
ченных в  обзор исследований является небольшой 
размер выборки: в  двух работах было <3 образцов 
[15, 23], в  двух были использованы пулированные 
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Таблица 1
Исследования, включенные в анализ

Ссылка Выборка, 
человек

Биоматериал Исследуемые 
 преаналитические  
и аналитические факторы

Метод Количество 
микроРНК

Эндогенные микроРНК, 
 анализируемые с помощью кПЦР

McDonald JS,  
et al. (2011) [13]

4; 5* сыворотка хранение сыворотки, выде-
ление микроРНК 

кПЦР 3 miR-15b, miR-16, miR-24

Grasedieck S,  
et al. (2012) [14]

3 сыворотка хранение сыворотки, циклы 
замораживания-оттаивания

кПЦР 4; 182* miR-223, miR-451, miR-93,  
miR-24; Serum/Plasma Focus 
miRNA PCR panels

McAlexander MA, 
et al. (2013) [15]

1 плазма выделение микроРНК кПЦР 5 miR-16, miR-21, miR-34a, miR-126, 
miR-150

Moret I, et al. 
(2013) [16]

14 плазма выделение микроРНК микрочипы 5818 Affymetrix miRNA 3.0

Page K, et al. 
(2013) [17]

3; 20* плазма хранение плазмы, выделе-
ние микроРНК

кПЦР 384; 8* hsa-miR-191, hsa-miR-21,  
hsa-miR-15b, hsa-miR-15b,  
hsa-miR-16, hsa-miR-16,  
hsa-miR-24, hsa-miR-155,  
hsa-miR-484; TLDA Pool A v2.0 
Cards

Sourvinou IS, et 
al. (2013) [6]

60 плазма хранение плазмы и 
микроРНК, выделение 
микроРНК

кПЦР 2 hsa-miR-21, hsa-miR-16

Monleau M, et al. 
(2014) [18]

10 сыворотка выделение микроРНК кПЦР 384 TaqMan Array Human MicroRNA 
panels A and B

Zhao H, et al. 
(2014) [19]

164 плазма хранение плазмы, циклы 
замораживания-оттаивания

кПЦР 3 miR-16, miR-134, miR-346

Balzano F, et al. 
(2015) [20]

5 плазма хранение плазмы кПЦР 8 miR-125b-5p, miR-425-5p,  
miR-200b-5p, miR-200c-3p,  
miR-579-3p, miR-212-3p,  
miR-126-3p, miR-21-5p

Brunet-Vega A,  
et al. (2015) [2]

6 плазма выделение микроРНК кПЦР 6 miR-23a, miR-30c, miR-103,  
miR-124, miR-191, miR-451

Tan GW, et al. 
(2015) [21]

19 плазма выделение микроРНК кПЦР 16 hsa-let-7a, hsa-miR-135a,  
hsa-miR-141, hsa-miR-150,  
hsa-miR-155, hsa-mir-16,  
hsa-miR-17, hsa-miR-200a,  
hsa-miR-200b, hsa-miR-203,  
hsa-miR-20a, hsa-miR-20b,  
hsa-miR-21, hsa-miR-223,  
hsa-miR-29c, hsa-miR-30e

Glinge C, et al. 
(2017) [22]

12 сыворотка, 
плазма

хранение сыворотки и плаз-
мы, циклы замораживания-
оттаивания

кПЦР 3 miR-1, miR-21, miR-29b

Muth DC, et al. 
(2018) [23]

2 плазма хранение плазмы, циклы 
замораживания-оттаивания

кПЦР 2 miR-16-5p, miR-21-5p

Wong RKY, et al. 
(2019) [24]

3 плазма выделение микроРНК NGS малых 
РНК, 
кПЦР

тотальная 
микроРНК; 
10*

let-7d-3p, let-7 g-5p, mir-10b-5p, 
mir-16-5p, mir-16-2-3p, mir-142-3p, 
mir-26b-5p, mir-223-3p, mir-451a, 
miR-93-5p

Faraldi M, et al. 
(2020) [10]

10 плазма хранение плазмы кПЦР 179 miRCURY LNA miRNA focus panel

Matias-Garcia 
PR, et al. (2020) 
[1]

6; 10* плазма хранение плазмы, циклы 
замораживания-оттаивания

кПЦР 9 miR-30c-5p, miR-103a-3p,  
miR-191-5p, miR-124-3p,  
miR-451a, miR-23a-3p, miR-93-5p, 
miR-24-3p, miR-23a-3p,  
miR-33b-5p

Kupec T, et al. 
(2022) [25]

8 сыворотка хранение сыворотки кПЦР 16 hsa-miR-361-5p, hsa-miR-28-5p, 
hsa-miR-194-5p, hsa-miR-125b-5p, 
hsa-miR-192-5p, hsa-miR-27b-3p, 
hsa-miR-151a-5p, hsa-miR- 1260a, 
hsa-miR-100-5p, hsa-miR-151a-3p, 
hsa-miR-323b-5p, hsa-miR-99a-5p, 
hsa-miR-28-3p, hsa-miR-22-3p, 
hsa-miR-193a-5p, hsa-miR-193b-3p
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которая была заморожена после однократного цен-
трифугирования, приводит к значимому снижению 
содержания тромбоцитов [3]. 

В 7 из 15 работ использовалась плазма или сы-
воротка, полученная после однократного центри-
фугирования (795-4000 g) [2, 14, 18, 20, 22, 25, 26], 
в 8 — после двой ного (2500-15000 g) [3, 6, 10, 13, 15, 
17, 21, 23], в  4 четко описанный протокол центри-
фугирования [1, 16, 19, 24] отсутствовал. Несмотря 
на то, что протокол двой ного центрифугирования 
позволяет получить плазму с  наименьшим содер-
жанием тромбоцитов, в  анализируемых исследова-
ниях встречается использование плазмы как после 
одного, так и двух центрифугирований. В то же вре-
мя стандартные протоколы приготовления плазмы 
в  биобанках используют только одно центрифуги-
рование, проведение после разморозки дополни-
тельного центрифугирования приводит к  сниже-
нию содержания тромбоцитов до их уровня в PPP, 
однако значимые различия сохраняются в  уровнях 
микроРНК [28]. Из 19 включенных работ только 
в шести было указано, что использовались образцы 
из коллекций биобанков [1, 19, 20, 22, 25, 26].

Среди методов, применяемых для анализа ми-
кроРНК, количественная полимеразная цепная 
реакция (ПЦР) с использованием обратной транс-
крипции (кПЦР) является золотым стандартом 
для измерения микроРНК [21, 24]. При кПЦР для 
анализа полученных данных применяется метод 
относительной количественной оценки 2-ΔΔCq, ос-
нованный на определении значений пороговых 
циклов Cq (cycle of quantification) [29]. Кроме того, 
используются такие методы как секвенирование 
следующего поколения (next generation sequencing) 
и  микрочипы. Однако NGS постепенно становит-
ся основным подходом для глобального профили-
рования микроРНК, поскольку оно потенциально 
более чувствительно по сравнению с анализом с ис-
пользованием микрочипов и  имеет преимущество 
в отсутствии необходимости заранее знать целевые 
последовательности [24]. 

кПЦР была наиболее часто используемым ме-
тодом анализа микроРНК во включенных в  обзор 
исследованиях (n=17), в  двух применялось секве-

образцы от разных доноров [15, 17], в  работе [6] 
отсутствует четкое описание выборки. Использо-
вание пулированных образцов или одного донора 
применялось для получения стандартного исходно-
го образца [15]. В  большинстве исследований раз-
мер выборки составлял от 3 до 19 человек, в двух — 
60 [26] и  164 [19]. Следует отметить, что в  работе 
Matias-Garcia PR, et al. (2020) сравнение проводи-
лось между образцами, полученными от одних 
и  тех же участников в  разные годы [1], а  в  работе 
Balzano F, et al. (2015) сравнение образцов, хранив-
шихся больше года, со свежими образцами были 
использованы образцы разных людей [20].

Ранее было показано, что на уровень микро-
РНК могут влиять различные факторы, такие как 
тип антикоагулянта крови, содержание тромбо-
цитов, степень гемолиза, условия хранения крови, 
плазмы и  сыворотки, а  также протокол центрифу-
гирования [11]. Помимо рассматриваемых в данном 
обзоре параметров, в части исследований изучались 
и  другие преаналитические факторы, а  именно: 
разные антикоагулянты и  типы пробирок [22, 26], 
влияние гемолиза эритроцитов на микроРНК плаз-
мы и  сыворотки [13], различные протоколы цен-
трифугирования [3, 13, 17, 23], условия хранения 
крови [3, 17, 19, 22, 26].

Из 15 исследований, в  которых были исполь-
зованы образцы плазмы, в  13 антикоагулянты бы-
ли на основе этилендиаминтетрауксусной кислоты, 
в  двух — ACD (citric acid, trisodium citrate, dextrose, 
лимонная кислота, тринатрийцитрат, декстроза) 
[15, 23]. При центрифугировании образцов кро-
ви для получения плазмы и  сыворотки происхо-
дит удаление таких клеточных компонентов, как 
тромбоциты, которые также содержат множество 
микроРНК [4, 9]. Так, плазма, полученная после 
двой ного центрифугирования, считается бедной 
тромбоцитами плазмой (platelet-poor plasma, PPP) 
и  содержит значительно меньше тромбоцитов по 
сравнению с плазмой, полученной после однократ-
ного центрифугирования, которая называется бо-
гатой тромбоцитами плазмой (platelet-rich plasma, 
PRP) [27]. В работе Chan S-F, et al. (2023) было по-
казано, что повторное центрифугирование плазмы, 

Ссылка Выборка, 
человек

Биоматериал Исследуемые 
 преаналитические  
и аналитические факторы

Метод Количество 
микроРНК

Эндогенные микроРНК, 
 анализируемые с помощью кПЦР

Suzuki K, et al. 
(2022) [26]

18; 60* плазма хранение плазмы NGS малых 
РНК

тотальная 
микроРНК

Chan S-F, et al. 
(2023) [3]

4 сыворотка, 
плазма

хранение сыворотки 
и  плазмы

кПЦР 356; 7* hsa-miR-1973, hsa-miR-28-5p,  
hsa-miR-20b-5p, hsa-miR-363-3p, 
hsa-miR-451a, hsa-miR-1290,  
hsa-miR-10b-5p

Примечание: * — два значения указывают на разные выборки в исследовании, кПЦР — количественная ПЦР в режиме реального времени, 
ПЦР — полимеразная цепная реакция, NGS — секвенирование следующего поколения.

Таблица 1. Продолжение
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Изучение влияния условий хранения сыворот-
ки при комнатной температуре (КТ) было выпол-
нено в 5 работах [3, 13, 14, 22]. Хранение сыворотки 
при КТ в течение 1, 2 и 3 дней [13], 1 и 4 дней [22], 
3 дней [3] привело к значимому снижению концен-
трации исследованных микроРНК по сравнению 
с  немедленным выделением микроРНК после по-
лучения сыворотки. Снижение уровней микроРНК 
также наблюдалось после 10 дней хранения при КТ 
по сравнению с температурой -80о C [14].

Хранение сыворотки при +4о C было проана-
лизировано в двух исследованиях [3, 13], в результа-
те которых было также показано значимое сниже-
ние в  уровне изучаемых микроРНК по сравнению 
с  немедленным выделением микроРНК после по-
лучения сыворотки: при хранении в  течение 3 [13] 
и 30 дней [3]. Однако стоит заметить, что значимых 
различий при хранении в течение 3 и 7 дней в рабо-
те [3] отмечено не было.

Кроме того, в трех исследованиях были получе-
ны противоречивые результаты по хранению сыво-
ротки при -20о C [3, 13, 14]. В одной работе хранение 
в течение 3 дней также приводило к снижению уров-
ня микроРНК по сравнению с немедленным выде-
лением микроРНК после получения сыворотки [13], 
тогда как в  другой [3] значимых различий не было 
выявлено при хранении в  течение 3, 7, 30, 90, 180, 
360 дней, а также после 10 дней и 20 мес. хранения 
при -20о C по сравнению с -80о C [14]. В исследова-
нии по хранению сыворотки до 10 лет было показа-
но, что после 2 и 4 лет хранения наблюдалась только 
небольшая разница в уровнях микроРНК, тогда как 
значимое снижение было обнаружено после 6  лет, 
которое продолжалось после 10 лет хранения [14].

Хранение сыворотки при -80о C было описано 
в  трех исследованиях [3, 14, 25]. Значимых разли-
чий не было выявлено после 10 дней и 20 мес. хра-
нения при -80о C по сравнению с  -20о C [14] и  при 
при -80о C в  течение 360 дней по сравнению с  не-
медленным выделением микроРНК после получе-
ния сыворотки [3], тогда как после хранения при 
температуре -80о C в течение 14 дней только для 1 из 
16 микроРНК было продемонстрировано значи-
мое снижение в  уровне микроРНК по сравнению 
с образцами, хранившимися при температуре +4о C 
и выделенными в течение 24 ч [25]. 

Выявленные снижения в  уровне микроРНК 
при хранении сыворотки вероятно могут свиде-
тельствовать о  деградации микроРНК в  биообраз-
цах [13]. Комплексный анализ 356 микроРНК про-
демонстрировал, что деградация коррелирует с  их 
распространенностью, процентом GC и  длиной 
микроРНК как в  образцах сыворотки, так и  в  об-
разцах PPP [3]. Однако в  большинстве проанали-
зированных работ показана высокая стабильность 
микроРНК в  сыворотке при длительном хранении 
при -20о C и -80о C.

нирование малых РНК [24, 26], в  одном — микро-
чипов [16]. Количество включенных в  анализ ми-
кроРНК с  использованием кПЦР варьировало от 
2 до 384. Наиболее часто анализируемыми среди 
исследуемых эндогенных микроРНК были miR-16 
(n=10), miR-21 (n=7), miR-24 (n=4), а  среди экзо-
генных: cel-miR-39 (n=5) [6, 13, 15, 21, 22].

Хранение сыворотки. В  обзор были включены 
пять исследований, в которых были проведены экс-
перименты по оценке влияния хранения сыворотки 
крови при разных температурах и длительности на 
уровень микроРНК (таблица 2).

Таблица 2 
Хранение сыворотки

Источник Описание исследования
McDonald JS, et al. 
(2011) [13]

хранение сыворотки до 72 ч (24 ч, 48 ч, 72 ч) 
при -20о C, 4о C, КТ

Grasedieck S, et al. 
(2012) [14]

хранение сыворотки 10 дней при -80о C, 
-20о C, КТ; 
20 мес. при -20о C, -80о C; до 10 лет при -20о C

Glinge C, et al. 
(2017) [22]

хранение сыворотки 24 ч и 4 дня при КТ

Kupec T, et al. 
(2022) [25]

хранение сыворотки 14 дней при -80о C

Chan S-F, et al. 
(2023) [3]

хранение сыворотки 3 дня при КТ (25о C),  
до 30 (3, 7, 30) дней при +4о C; 
до 360 (3, 7, 30, 90, 180, 360) дней при -20о C 
и -80о C

Примечание: КТ — комнатная температура.

Таблица 3 
Хранение плазмы

Источник Описание исследования
Page K, et al. (2013) 
[17]

хранение плазмы >12 лет при -8о C

Sourvinou IS, et al. 
(2013) [6]

хранение плазмы до 4 мес. (1 и 2 дня, 1 и 4 
мес.) при 4о C, -20о C, -70о C

Zhao H, et al. 
(2014) [19]

хранение плазмы 6 мес. при -80о C, в жидком 
азоте

Balzano F, et al. 
(2015) [20]

хранение плазмы 6 и 12 мес., до 14 (3, 4, 10, 
11, 14) лет при -80о C

Glinge C, et al. 
(2017) [22]

хранение плазмы 1 и 3 дня при КТ, 9 мес. при 
-80о C

Muth DC, et al. 
(2018) [23]

хранение плазмы (PRP и PPP) 24 ч при КТ 
(22о C)

Faraldi M, et al. 
(2020) [10]

хранение плазмы и PPP 24 часа при 4о C, КТ

Matias-Garcia PR, 
et al. (2020) [1]

хранение плазмы до 17 (2, 9, 17) лет при 
-180о C (жидкий азот)

Suzuki K, et al. 
(2022) [26]

хранение плазмы до 30 (1, 3, 5, 7, 30) дней при 
-20о C и +4о C; до 5 (3, 4, 5) лет при -80о C

Chan S-F, et al. 
(2023) [3]

хранение PPP до 7 (3, 7) дней при КТ (25о C), 
до 30 (3, 7, 14, 30) дней при +4о C,  
до 360 (3, 7, 14, 30, 60, 90, 180, 270, 360) дней 
при -20о C и -80о C

Примечание: КТ  — комнатная температура, PPP  — platelet-poor 
plasma (бедная тромбоцитами плазма), PRP  — platelet-rich plasma 
(богатая тромбоцитами плазма).
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лучения плазмы снижение уровней микроРНК 
плазмы было продемонстрировано через 24 ч, 48 ч, 
1 мес. и 4 мес. при -70о C [6], в то время как значи-
мых различий в  уровне микроРНК при хранении 
в течение 3, 7, 14, 30, 60, 90, 180, 270, 360 дней при 
-80о C [3], также, как и  в  течение 6 мес. в  жидком 
азоте [19] и 6 и 12 мес. при -80о C выявлено не было 
[20]. При сравнении хранения при -80о C и  в  жид-
ком азоте также не было получено значимых раз-
личий [19]. В  другом исследовании при сравнении 
хранения плазмы в течение 9 мес. при -80о C с хра-
нением в течение 1 дня значимых различий выявле-
но не было [22]. 

При анализе долгосрочного хранения было по-
казано, что при сравнении с немедленным выделе-
нием микроРНК после получения плазмы хранение 
при -80о C в  течение 12  лет демонстрирует схожие 
профили микроРНК, что подчеркивает потенци-
ал анализа хранящихся в  биобанках образцов [17]. 
В  работе [26] хранение плазмы в  течение 4 и  5  лет 
сравнивалось c 3  годами, значимые различия бы-
ли получены только при 5-летнем сроке хранения. 
При сравнении образцов, хранившихся 3  года, со 
свежими образцами не было выявлено значимых 
различий, однако при хранении 4, 10 и  11  лет бы-
ло обнаружено значимое снижение уровня 1 из 8 
микроРНК, а  при хранении 14  лет значимое сни-
жение было показано для 7 из 8 микроРНК [20]. 
Кроме того, не было обнаружено различий при 
сравнении уровней микроРНК в образцах плазмы, 
хранившихся в течение 2 и 9 лет при -180о C, одна-
ко значимые различия были получены при хране-
нии в  течение 17  лет по сравнению с  2 и  9  годами 
[1]. Несмотря на довольно противоречивые данные 
о влиянии различных условий хранения на уровень 
микроРНК плазмы, большинство проведенных ис-
следований показало, что наиболее стабильны ми-
кроРНК при -80о C. 

Циклы замораживания- оттаивания. Циркулиру-
ющие микроРНК обычно сохраняются путем хране-
ния при температурах, достаточно низких для значи-
тельного снижения активности РНКазы, а не путем 
химической фиксации [4]. Ранее было показано, что 
циклы замораживания-оттаивания могут потенци-
ально влиять на несколько аналитов [4], и что 8 ци-
клов замораживания-оттаивания плазмы имели ми-
нимальный эффект на уровни микроРНК [30]. 

В обзор были включены 5 исследований, в ко-
торых изучали влияние циклов замораживания- 
оттаивания плазмы и сыворотки крови на уровень 
микроРНК (таблица 4).

В обоих исследованиях, проведенных с исполь-
зованием образцов сыворотки, хранившихся при 
-80о C, было выявлено снижение уровня микроРНК 
после 10 ежедневных циклов [14] и  4 циклов [22] 
замораживания- оттаивания при сравнении с  об-
разцами, хранившимися при -80о C. 

Хранение плазмы. В  обзор были включены 10 
исследований, в  которых изучали влияние хра-
нения плазмы разной длительности и  при разных 
температурах на уровень микроРНК (таблица 3).

Хранение плазмы при КТ изучалось в 4 иссле-
дованиях [3, 10, 22, 23]. При сравнении количества 
микроРНК детектируемых в плазме крови, хранив-
шейся 24 ч при КТ и  замороженной немедленно 
при -80о C, были найдены значимые различия [10]. 
После инкубации плазмы в течение 24 ч или 4 дней 
[22], а также 3 и 7 дней [3] было выявлено значимое 
снижение уровня микроРНК по сравнению с  не-
медленным выделением микроРНК после получе-
ния плазмы. Однако в работе Muth DC, et al. (2018) 
[23] значимых различий при хранении в  течение 
24  ч выявлено не было, что также подтверждается 
более ранним исследованием [30]. 

Изучение влияния условий хранения плаз-
мы +4о C было проведено в 4 работах [3, 6, 10, 26]. 
Результаты двух из них демонстрируют снижение 
уровней эндогенных циркулирующих микроРНК 
при хранении образцов плазмы через 24 ч, 48 ч, 
1 мес. и 4 мес. [6] и через 14 и 30 дней [3] по сравне-
нию с немедленным выделением микроРНК после 
получения плазмы. Однако в работе Chan S-F, et al. 
(2023) значимых различий в уровне микроРНК че-
рез 3 и  7 дней хранения получено не было. Кроме 
того, были выявлены значимые различия в  коли-
честве микроРНК в плазме после хранения в тече-
ние 24 ч по сравнению с замороженной немедлен-
но при -80о C [10]. В  исследовании Suzuki K, et al. 
(2022) [26] при хранении плазмы в течение 1, 3, 5, 7, 
и  30  дней значимых различий в  уровне изучаемых 
микроРНК при сравнении с плазмой, хранившейся 
1 час после центрифугирования при +4о C, показа-
но не было показано. 

Хранение плазмы при -20о C оценивалось в трех 
исследованиях [3, 6, 26]. Снижение уровней ми-
кроРНК при хранении образцов плазмы было про-
демонстрировано через 24 ч, 48 ч, 1 мес. и 4 мес. [6] 
и  через 270 дней [3] по сравнению с  немедленным 
выделением микроРНК после получения плазмы. 
Стоит отметить, что в исследовании Chan S-F, et al. 
(2023) [3] при хранении в течение 3, 7, 14, 30, 60, 90, 
180 и 360 дней значимых различий выявлено не бы-
ло. В другой работе при хранении плазмы в течение 
1, 3, 5, 7, и 30 дней не было показано значимых раз-
личий в уровне изучаемых микроРНК при сравне-
нии с плазмой, хранившейся 1 ч после центрифуги-
рования при -20о C [26].

Исследования по хранению плазмы при низ-
ких температурах (-70, -80, -180о C, жидкий азот) [1, 
3, 6, 10, 17, 19, 20, 22, 26] можно разделить на крат-
косрочные (до 1 года) [3, 6, 10, 19, 20, 22, 26] и дол-
госрочные (от 1 до 14 лет) [1, 17, 20].

При краткосрочном хранении по сравнению 
с  немедленным выделением микроРНК после по-
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микроРНК могут преобладать в любом "внеклеточ-
ном" профиле микроРНК, точно так же, как РНК 
из гемолизированных образцов может влиять на 
профилирование [13, 15]. Техническим препятстви-
ем для изучения экспрессии микроРНК является 
отсутствие возможности надежного и эффективно-
го выделения микроРНК из биологических образ-
цов из-за их небольшого размера и  их прикрепле-
ния к липидам и белкам, а также из-за присутствия 
ингибиторов ПЦР в  биологических жидкостях [2, 
6, 15]. В настоящее время для выделения доступно 
несколько коммерческих наборов, использование 
которых позволяет оптимизировать выделение ма-
лых РНК, либо в сочетании с тотальной РНК, либо 
в виде фракции, обогащенной малыми РНК, а эк-
зогенные синтетические микроРНК были предло-
жены в качестве внешних контролей для нормали-
зации вариаций от образца к образцу в процедурах 
выделения РНК [6].

Из включенных в обзор исследований, сравне-
ние наборов для выделения микроРНК из плазмы 
или сыворотки было проведено в 8 (таблица 5). Все 
исследования были проведены с  помощью кПЦР, 
кроме двух: в исследовании Wong RKY, et al. (2019) 
[24] использовалось NGS, а в работе Moret I, et al. 
(2013) [16] — микрочипы. Кроме того, из 19 иссле-
дований, включенных в  этот обзор, в  одном набор 
для выделения микроРНК не был указан [19].

Только в  двух исследованиях выделение ми-
кроРНК было выполнено из сыворотки крови, 
и наи больший выход микроРНК был получен с ис-
пользованием наборов mirVana PARIS (Invitrogen, 
США) [13] и NucleoSpin miRNA Plasma (Machereye-
Na gel, Германия) [18]. 

Сравнение наборов для выделения микроРНК 
из плазмы продемонстрировало, что методы на ос-
нове колонок работают лучше, чем TRIzol LS (Invit-
ro gen, США), из-за присутствия органических и фе-
нольных загрязняющих веществ в  РНК [6, 16]. Из 
15 наборов, представленных во включенных в обзор 
исследованиях, 7 были проанализированы только 
в одном из сравнений. В исследовании [2] все пять 
наборов дали сопоставимые количества РНК с точки 
зрения конечных значений Cq. Среди наборов для 
выделения микроРНК из плазмы чаще всего в срав-
нения были включены mirVana PARIS (Invitrogen, 
США) [6, 13, 16, 21] и  miRNeasy Serum/Plasma Kit 
(Qiagen, Германия) [2, 15-17, 21, 24]. Каждый из 
этих наборов показал наилучшие результаты в трех 
сравнениях: mirVana PARIS (Invitrogen, США) — [6, 
13, 21], miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen, Герма-
ния) — [2, 16, 17]. Стоит отметить, что между собой 
эти наборы сравнивались только в двух исследова-
ниях, результаты которых оказались противоре-
чивы [16, 21]: miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen, 
Германия) показал лучший результат в  работе [16], 
а mirVana PARIS (Invitrogen, США) — в [21]. 

Из включенных в  анализ работ, 4 были про-
ведены с  использованием образцов плазмы крови. 
Снижение уровней микроРНК при увеличении ци-
клов замораживания-оттаивания было выявлено 
при сравнении с  немедленным выделением РНК 
[19], а  также после 4 циклов замораживания-отта-
ивания при сравнении с образцами, хранившимися 
при -80о C [22]. При исследовании влияния мно-
жественных циклов замораживания- оттаивания 
образцов плазмы на уровень микроРНК, было вы-
явлено значимое снижение уровня одной из вось-
ми исследуемых микроРНК [1]. Тогда как в работе 
Muth DC, et al. (2018) [23] после 6 циклов при -80о C 
при сравнении с  образцами, полученными из све-
жей плазмы, значимых различий получено не было 
для PPP, тогда как для PRP однократное замора-
живание-оттаивание привело к снижению уровней 
микроРНК, а  дополнительные циклы заморажи-
вания-оттаивания не имели последовательного до-
полнительного эффекта.

Эти результаты показывают, что в связи с про-
тиворечивыми результатами влияния циклов замо-
раживания-оттаивания на микроРНК их следует 
минимизировать, а многократные измерения замо-
роженного образца следует проводить с осторожно-
стью для прямого сравнения результатов. Соглас-
но результатам проведенных исследований, плазма 
с низким содержанием тромбоцитов менее чувстви-
тельна к  замораживанию- оттаиванию, а  уровни 
микроРНК в плазме, богатой тромбоцитами, не из-
меняются при дополнительных циклах заморажи-
вания-оттаивания после того, как произошло по-
вреждение тромбоцитов. 

Выделение микроРНК. Любой успешный мар-
кер или набор маркеров должен быть достаточно 
стабильным во время и  после процесса изоляции, 
чтобы обеспечить надежное обнаружение и  из-
мерение [15]. Отсутствие стандартизации является 
проблемой для столь необходимых сравнений ис-
следований микроРНК. Биологические жидкости 
содержат небольшое количество РНК относитель-
но клеток и  тканей и,  если обработка образцов не 
удаляет мелкие клетки и клеточные фрагменты, их 

Таблица 4 
Циклы замораживания-оттаиванияё

Источник Биоматериал Описание исследования
Grasedieck S, et al. 
(2012) [14]

сыворотка 10 циклов при -80о C, 
 длительность каждого 1 день

Zhao H, et al. 
(2014) [19]

плазма 1, 2, 4 цикла в жидком азоте, 
длительность каждого 2 нед.

Glinge C, et al. 
(2017) [22]

плазма, 
сыворотка

4 цикла при -80о C

Muth DC, et al. 
(2018) [23]

плазма 6 циклов при -80о C, 
 длительность каждого 4 дня

Matias-Garcia PR, 
et al. (2020) [1]

плазма 4 цикла при -80о C
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Из всех включенных в обзор исследований на-
бор mirVana PARIS (Invitrogen, США) использовал-
ся в  4 [6, 13, 16, 21], а  miRNeasy Serum/Plasma Kit 
(Qiagen, Германия) — в 7 [2, 15-17, 20, 21, 24].

Наборы miRCURY RNA Isolation Kit  — Bio-
fluids (Exiqon, Дания) [2, 15, 21] и NucleoSpin miRNA 
Plasma (Machereye- Nagel, Германия) [2, 21] показа-
ли лучшие результаты во всех сравнениях, в которые 
были включены, в  отличие от трех других наборов 
mirVana miRNA Isolation Kit (Invitrogen, США) [15, 
17], miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Германия) [6, 13] 
и TRIzol LS (Invitrogen, США) [6, 15, 16].

Только в одном из исследований методом ана-
лиза был NGS и сравнение двух наборов для выде-

ления микроРНК проводилось в  сочетании с  раз-
ными наборами для приготовления библиотек [24]. 
Бóльшая доля прочтений, картированных на ми-
кроРНК, была получена в  библиотеках, подготов-
ленных с помощью набора MagnaZol (Bioo Scien ti-
fic, США) по сравнению с  набором miRNeasy Se-
rum/Plasma Kit (Qiagen, Германия) [24].

Отсутствие консенсуса относительно выделе-
ния микроРНК подчеркивает важность использо-
вания одного и  того же метода выделения на про-
тяжении всего исследования, чтобы свести к мини-
муму влияние искажающих переменных [4]. 

Для количественной оценки микроРНК до-
ступны различные методы обнаружения (кПЦР, ми-

Таблица 5
Наборы для выделения микроРНК, рассматриваемые в разных исследованиях

Наборы для выделения 
микроРНК

McDo-
nald JS,  
et al. 
(2011) [13]

Mon-
leau M,  
et al. 
(2014) [18]

McAlexan-
der MA,  
et al. 
(2013) [15]

Moret I,  
et al. 
(2013) [16]

Page K,  
et al. 
(2013) [17]

Sour-
vinou IS, 
et al. 
(2013) [6]

Brunet-
Vega A,  
et al. 
(2015) [2]

Tan GW,  
et al. 
(2015) [21]

Wong 
RKY,  
et al. 
(2019) [24]

Биоматериал сыворотка сыворотка плазма плазма плазма плазма плазма плазма плазма
Direct-zol RNA MiniPrep 
(Zymo Research, США)

0 0 0 0 0 0 2 0 0

High Pure miRNA Isolation 
Kit (Roche, США)

1 0 0 0 0 0 0 0 0

MagnaZol (Bioo Scientific, 
США)

0 0 0 0 0 0 0 0 2

miRCURY RNA Isolation 
Kit — Cell and Plant 
(Exiqon, Дания)

0 0 1 0 0 0 0 0 0

miRCURY RNA Isolation 
Kit — Biofluids (Exiqon, 
Дания)

0 0 2 0 0 0 2 2 0

miRNA purification kit 
(Norgen Biotek, Канада)

0 0 0 0 0 1 0 0 0

miRNeasy Mini Kit (Qiagen, 
Германия)

1 1 0 0 0 1 0 0 0

miRNeasy Serum/Plasma 
Kit (Qiagen, Германия)

0 0 1 2 2 0 2 1 1

mirPremier microRNA 
Isolation Kit (Sigma, США)

1 0 0 0 0 0 0 0 0

mirVana PARIS (Invitrogen, 
США)

2 0 0 1 0 2 0 2 0

mirVana miRNA Isolation 
Kit (Invitrogen, США)

0 0 1 0 1 0 0 0 0

NucleoSpin miRNA 
Plasma (Machereye-Nagel, 
Германия)

0 2 0 0 0 0 2 2 0

Plasma/Serum Circulating 
and Exosomal RNA 
Purification Mini Kit 
(Norgen Biotek, Канада)

0 1 0 0 0 0 2 1 0

QIAamp Circulating 
Nucleic Acids kit (Qiagen, 
Германия)

0 0 0 0 1 0 0 0 0

TRIzol LS (Invitrogen, 
США)

0 0 1 1 0 1 0 0 0

Примечание: 0 — набор не включен в исследование, 1 — набор включен в исследование, 2 — набор включен в исследование и показал луч-
ший результат, микроРНК — малые некодирующие молекулы рибонуклеиновой кислоты.
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крочипы, NGS), однако все они требуют нормализа-
ции для учета и коррекции вариаций между образ-
цами. Различные методы нормализации приводят 
к противоречивым результатам анализа уровня экс-
прессии микроРНК [4]. Так, для нормализации дан-
ных кПЦР используют как добавляемые во время 
выделения экзогенные микроРНК "spike-in" (напри-
мер, Caenorhabditis elegans: cel-miR-39, cel-miR-54, 
cel-miR-238), так и  повсеместно экспрессируемые 
эндогенные РНК, например, малую ядерную РНК 
(мяРНК, snRNA) U6 или miR-16 [20]. В  большин-
стве включенных в  анализ исследований для нор-
мализации использовались: cel-miR-39 [6, 13, 15, 21, 
22]; cel-miR-54 [21]; miR-16 [13]. В двух работах ме-
тод нормализации данных кПЦР не описан [14, 24]. 

Таким образом, необходимо проявлять боль-
шую осторожность при выборе подходящей микро-
РНК, концентрация которой практически не зависит 
от преаналитических переменных [4]. Вклю чение 
по крайней мере одной экзогенной контрольной 
микро РНК или панели экзогенных контрольных ми-
кроРНК во все образцы до выделения ми кро РНК 
имеет решающее значение для компенсации разли-
чий между различными образцами [5]. 

Кроме того, следует отметить, что в  области 
количественной генетики при проведении стати-
стического анализа необходимо применение по-
правки на множественные сравнения [31]. В резуль-
татах исследований, проведенных без использова-
ния поправки на множественные сравнения, может 
быть завышение уровня значимости и  нахождение 
большого числа ложных ассоциаций [31]. Только 
в  6 из 19 включенных в  обзор исследований была 
применена поправка на множественные сравнения 
[1, 2, 10, 16, 24, 26]. Из-за упомянутых ограничений 
выявленные и описанные ранее различия в преана-
литических и  аналитических факторах из-за неу-
довлетворительного статистического анализа могли 
быть обусловлены ложными обнаружениями. 

Хранение микроРНК. Сравнение условий хра-
нения микроРНК было проведено только в двух из 
проанализированных работ [6, 23]. Было показано, 
что выделенная микроРНК стабильна при -70о C 
в  течение периода хранения до года. Анализ про-
водился с  помощью количественной оценки уров-
ней cel-miR-39 через 2, 6, 8, 9 и 12 мес. [6]. В другом 
исследовании была продемонстрирована стабиль-
ность микроРНК (на примере miR-16-5p) при 22о C 
в течение 0, 1, 3 и 7 дней до проведения кПЦР, а не-
значительное увеличение среднего Cq наблюдалось 
только через 7 дней при КТ [23]. Приведенные ис-
следования доказывают относительную стабиль-
ность микроРНК при хранении. 

Заключение
Стандартизация преаналитических перемен-

ных представляет собой критический шаг для кли-
нических задач и  научных проблем при определе-
нии циркулирующих микроРНК. Несмотря на их 
стабильность, количественные измерения цир-
кулирующих микроРНК могут быть существенно 
подвержены как внешним, так и  внутрииндивиду-
альным факторам. Условия хранения сыворотки 
и  плазмы крови перед анализом, а  также методы 
выделения, используемые для обнаружения ми-
кроРНК, являются важными преаналитическими 
переменными. Для того, чтобы анализ микроРНК 
мог быть реализован в  клинических лабораторных 
условиях, необходимо установить стандартизиро-
ванные протоколы условий хранения образцов, 
выделения и нормализации, обеспечивающих вос-
производимую и  точную количественную оценку 
уровней циркулирующей микроРНК.

Отношения и деятельность: все авторы заявляют 
об отсутствии потенциального конфликта интере-
сов, требующего раскрытия в данной статье.
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