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Высокопроизводительное секвенирование молекул малых РНК (ри-
бонуклеиновых кислот) широко применяют для поиска маркеров, 
характерных для различных заболеваний, а также при изучении ре-
гуляции экспрессии генов. Протокол обработки данных состоит из 
множества этапов, включающих стадии анализа качества исходных 
данных и результатов секвенирования, картирования и исследова-
ния экспрессионного профиля детектируемых молекул малых РНК. 
Для реализации каждого шага исследования уже разработан целый 
арсенал программ и специфических пакетов. Инструментальная 
композиция итогового биоинформатического протокола критически 
важна для корректной обработки данных и возможности воспроиз-
вести исследование. В настоящем обзоре описан наиболее универ-
сальный протокол обработки результатов высокопроизводительно-
го секвенирования молекул малых РНК, включающий все основные 
этапы и наиболее широко используемые программы. 
Ключевые слова: малые РНК, некодирующие РНК, микроРНК, 
секвенирование, биоинформатический протокол.
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Bioinformatics approach to processing data from high-throughput sequencing of small RNA molecules
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High-throughput sequencing of small ribonucleic acid (RNA) molecules is 
widely used to search for markers of various diseases, as well as to study 
the regulation of gene expression. The data processing protocol consists 
of many stages, including the stages of analyzing the initial data quality 
and sequencing results, mapping and studying the expression profile 
of the detected small RNA molecules. A whole arsenal of programs 
and specific packages has already been developed to implement each 
study step. The instrumental composition of the final bioinformatics 
protocol is critically important for the correct data processing and study 
reproduction. This review describes the most universal protocol for 
processing the results of high-throughput sequencing of small RNA 
molecules, including all the main stages and the most widely used 
programs.
Keywords: small RNA, non-coding RNA, microRNA, sequencing, bio-
informatics protocol.
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ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота, микроРНК — малые некодирующие молекулы РНК длиной 18-25 нуклеотидов, мРНК — матричная РНК, нкРНК — некодирующая РНК, РНК — рибонуклеиновая 
кислота, piРНК — piwi-interacting РНК, UMI — unique molecular identifiers (уникальные идентификаторы молекул).

Введение
Интерес к  исследованию функций некодиру-

ющих (нкРНК) рибонуклеиновых кислот (РНК) 
разных классов стремительно растет. нкРНК вовле-
чены в регуляцию многих физиологических и пато-
логических процессов в  прокариотических и  эука-
риотических организмах [1]. Группа нкРНК крайне 
гетерогенна по своему составу, единого устоявше-
гося варианта классификации не существует; более 
того, подходы к классификации приходится перио-
дически пересматривать в связи с открытием новых 
групп нкРНК и  уточнением функций уже извест-
ных молекул [2]. В  генной разметке человека вер-
сии консорциума GENCODE1 46 — аннотировано 
~63  тыс. генов и  только ~20  тыс. из них кодируют 
матричные РНК [3].

Технологии высокопроизводительного секве-
нирования позволили детектировать различные 
РНК в любых биологических жидкостях, при этом 
совершенно необязательно заранее располагать ин-
формацией о последовательности этих РНК. С по-
мощью исследований, подразумевающих стадию 

1 GENCODE. https://www.gencodegenes.org/ (13 September 2024).

анализа дифференциальной экспрессии, удалось 
идентифицировать молекулы РНК разных классов, 
включая молекулы малых РНК, являющиеся по-
тенциальными маркерами ряда заболеваний, в  т.ч. 
онкологических, сердечно- сосудистых и  нейро-
дегенеративных [4-6]. Удобный способ получения 
биологического материала, относительно быстрый 
лабораторный и биоинформатический анализ спо-
собствовали включению исследований на наличие 
характерных РНК-маркеров для детекции различ-
ных патологий в рутинную медицинскую практику.

По длине зрелой функциональной молеку-
лы группу нкРНК условно делят на длинные и ко-
роткие, или малые РНК. Малые РНК характери-
зуют длиной <200 нуклеотидов и  включают та-
кие классы, как транспортные и  рибосомальные 
РНК, микроРНК (малые некодирующие молеку-
лы РНК длиной 18-25 нуклеотидов), малые ядер-
ные (мяРНК, small nuclear RNA, snRNA) и  малые 
ядрышковые РНК (мякРНК, small nucleolar RNA, 
snoRNA), piРНК (piwi-interacting RNA, piRNA), ма-
лые интерферирующие РНК (small interfering RNA, 
siRNA), повтор- ассоциированные короткие интер-
ферирующие РНК (repeat- associated small interfering 

Ключевые моменты
Что известно о предмете исследования?

•  Одной из важных функций молекул малых РНК 
(рибонуклеиновых кислот) является регуляция 
генной экспрессии на посттранскрипционном 
уровне. 

•  Благодаря анализу дифференциальной экспрес-
сии могут быть идентифицированы молекулы 
РНК разных классов, включая молекулы малых 
РНК, являющиеся потенциальными маркерами 
широкого спектра заболеваний.

•  Программы для биоинформатического анали-
за отличаются скоростью работы, удобством ис-
пользования, доступностью, набором дополни-
тельных параметров и другими характеристиками.

•  Разработка биоинформатического протокола 
ана лиза данных высокопроизводительного сек-
венирования способствует стандартизации пре-
аналитических факторов, что является важным 
шагом в клиническом применении, а также на-
учных исследованиях молекул малых РНК. 

Что добавляют результаты исследования?
•  Описан универсальный протокол обработки ре-

зультатов высокопроизводительного секвени-
рования молекул малых РНК, все его основные 
этапы и  наиболее широко используемые про-
граммы.

Key messages
What is already known about the subject?

•  One of the important functions of small RNA mo-
le cules is the post-transcriptional regulation of gene 
expression.

•  With differential expression, RNA molecules of dif -
ferent classes can be identified, including small 
RNA molecules, which are potential markers of 
a wide range of diseases.

•  Bioinformatics analysis programs differ in operating 
speed, usability, availability, a  set of additional pa-
ra meters and other characteristics.

•  The development of a  bioinformatics protocol for 
analyzing high-throughput sequencing data con tri-
butes to the standardization of preanalytical factors, 
which is an important step in clinical application, as 
well as research of small RNA molecules.

What might this study add?
•  A  universal protocol for processing the results of 

high-throughput sequencing of small RNA mo-
le cules, its main stages and the most widely used 
prog rams are described.
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го секвенирования, в т.ч. молекул малых РНК, а так-
же функциям, биогенезу и роли в жизнедеятельно-
сти клетки нкРНК.

Результаты
Секвенирование и биоинформатический анализ 

малых РНК. Исследование фракции малых РНК 
с  применением технологий высокопроизводитель-
ного секвенирования может преследовать разные 
цели, однако всегда подразумевает наличие экс-
периментального и  биоинформатического этапов 
анализа. Экспериментальный этап включает экс-
тракцию РНК, в т.ч. микроРНК, приготовление би-
блиотек для секвенирования, включающее лигиро-
вание адаптеров, обратную транскрипцию, индек-
сирование и амплификацию.

Различные протоколы экстракции малых РНК 
[11-13] и  подготовки библиотек приводят к  диф-
ференцированному обнаружению микроРНК [13]. 
Во время подготовки библиотек систематические 
ошибки могут возникнуть во время лигирования 
адаптеров, что объясняется вторичными структура-
ми, образованными между микроРНК и  адаптера-
ми, и  в  связи с  этим использование вырожденных 
адаптеров является предпочтительным [14]. При-
менение уникальных идентификаторов молекул 
(unique molecular identifiers, UMI) позволяет кор-
ректировать ошибки ПЦР (полимеразной цепной 
реакции) [13]. В  ходе пробоподготовки перед ам-
плификацией уникальные идентификаторы моле-
кул добавляют к каждому транскрипту микроРНК. 
Одним из коммерческих наборов с использованием 
UMI, является, например, QIAseq (Qiagen, Герма-
ния). Для подтверждения стабильности и  воспро-
изводимости результатов, согласно рекомендациям 
консорциума ENCODE2, необходимо располагать 
хотя бы двумя биологическими репликами.

На данный момент наибольшее распростра-
нение в  научных и  медицинских лабораториях по 
всему миру получили секвенаторы следующего по-
коления (next generation sequencing), поставляемые 
коммерческой компанией Illumina (США). В осно-
ве метода секвенирования, реализованного в  дан-
ных приборах, лежит принцип секвенирования 
путем синтеза [15]. В  результате процесса пробо-
подготовки получаются одноцепочечные фрагмен-
ты дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК) (или 
комплементарной ДНК в  случае секвенирования 
РНК), которые закрепляют на твердой подложке, 
и  с  помощью фермента ДНК-полимеразы синте-
зируют комплементарную цепь, затем происходит 
непосредственно процесс секвенирования, реали-
зованный в  виде циклов. В  ходе каждого цикла на 
подложку поступают нуклеотиды, меченные специ-
фическими для каждого типа нуклеотида флуо-

2 ENCODE. https://www.encodeproject.org/ (13 September 2024).

RNA, rasiRNA), кольцевые РНК (circular RNA, 
circRNA), короткие шпилечные РНК (кшРНК, 
short hairpin RNA, shRNA) и пр. [7, 8]. Малые РНК 
разных классов могут отличаться друг от друга ме-
ханизмом созревания, посттранскрипционными 
модификациями, субклеточной локализацией, дли-
ной, макромолекулярными партнерами, а  также 
характерной ролью в  жизнедеятельности клетки 
[7, 8]. Наибольшее распространение в качестве по-
тенциальных терапевтических мишеней получили 
микроРНК. 

МикроРНК — класс малых некодирующих РНК, 
которые представляют собой одноцепочечные моле-
кулы РНК, обнаружены у растений, животных и не-
которых вирусов. Впервые микроРНК была обнару-
жена в  организме нематоды (Caenorhabditis elegans) 
в 1993г [9]. МикроРНК играют важную роль в про-
цессе посттранскрипционной регуляции экспрессии 
генов, который реализуется посредством деградации 
транскриптов матричной РНК (мРНК) и ингибиро-
вания трансляции [10].

При реализации практически любого биоин-
форматического анализа есть возможность выбо-
ра из большого арсенала доступных программных 
продуктов. Можно подобрать альтернативные про-
граммы и  их разнообразные сочетания, функцио-
нал которых будет по большей части воспроизво-
дим. Однако даже программы, созданные для вы-
полнения, на первый взгляд, одинаковой задачи, 
могут отличаться скоростью работы, удобством 
использования, доступностью, набором дополни-
тельных параметров и  прочими сопутствующими 
характеристиками. При разработке биоинформа-
тического протокола анализа данных любого ге-
неза необходимо учитывать актуальное состояние 
доступного программного обеспечения, а  также 
возможные специфические особенности анализи-
руемых данных, которые могут повлиять на выбор 
софта. 

Цель обзора — описание универсального про-
токола обработки результатов высокопроизводи-
тельного секвенирования молекул малых РНК, 
включающего все основные этапы и наиболее ши-
роко используемые программы. 

Методологические подходы
Проведение поиска литературных источников 

было выполнено по заголовкам, аннотациям и клю-
чевым словам в системах индексирования научных 
публикаций (Google Scholar, PubMed, eLIBRARY) 
с  использованием следующих запросов: "малые 
РНК + биоинформатический", "микроРНК + био-
информатический", "small RNA + bioinformatics", 
"microRNA + bioinformatics", "microRNA + NGS", 
"small RNA + functions". В обзор были включены 19 
оригинальных исследований 1993-2024гг, посвящен-
ных обработке результатов высокопроизводительно-



163

Биобанкирование

производительного секвенирования, хранят в  тек-
стовых файлах формата FASTQ, где на каждый ис-
следуемый образец приходится один FASTQ файл 
в  случае одноконцевого протокола секвенирова-
ния или два парных FASTQ файла при парнокон-
цевом секвенировании. Файлы bcl можно конвер-
тировать в  файлы FASTQ с  помощью программы 
bcl2fastq, предоставляемой компанией Illumina 
(США). Для секвенирования фракции малых РНК 
ввиду длины целевых молекул допустимо исполь-
зовать одноконцевой протокол с  длиной чтений 
75-100 нуклеотидов.

Традиционно биоинформатический анализ 
данных высокопроизводительного секвенирования 
полного цикла начинается с  исходных или сырых 
чтений и  подразумевает наличие нескольких ста-
дий. В  случае исследования экспрессионного про-
филя малых РНК анализ включает в  себя: коррек-
цию последовательностей чтений при необходимо-
сти, картирование чтений на последовательность 
референсного генома, квантификация известных 
РНК на основании существующих генных разме-
ток, дополнительно может быть реализована задача 
поиска новых РНК. На каждом этапе осуществля-
ется контроль качества исходных чтений, результа-
тов картирования чтений, квантификации и  мно-
гое другое. Основные этапы биоинформатического 
анализа представлены на рисунке 1.

ресцентными метками; за счет дополнительной 
3`-модифицикации поступающих нуклеотидов за 
один цикл секвенирования к  матрице может при-
соединиться только один нуклеотид, флуоресцен-
ция инициируется с  помощью лазера, результаты 
детектируются высокочувствительной камерой, 
затем блокирующая 3`-модификация удаляется 
и цикл может быть повторен. Еще одна технология 
высокопроизводительного секвенирования, ис-
пользуемая в  приборах DNBSEQ (BGI/MGI, Ки-
тай/США), набирает популярность, в  т.ч. и  в  рос-
сийском сегменте. В  основе метода лежит флуо-
ресцентная детекция на поверхности проточной 
ячейки наношариков ДНК, которые представляют 
собой амплифицированные по принципу "катяще-
гося кольца" фрагменты ДНК. 

По окончании процесса секвенирования при-
бор генерирует общий для целого запуска набор 
бинарных файлов, содержащих расшифровки по-
лученных изображений, в  формате bcl (binary base 
call) для приборов компании Illumina и  в  формате 
cal в случае BGI/MGI. Обычно в рамках одного за-
пуска секвенатора компонуют несколько образцов, 
помечая библиотеки специфическими бар-кодами 
в  ходе пробоподготовки, а  встроенное программ-
ное обеспечение секвенатора позволяет получать 
файлы с  чтениями для каждого образца в  явном 
виде. Чтения, полученные в  результате высоко-
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Рис. 1    Основные этапы биоинформатического анализа результатов секвенирования фракции малых РНК.
Примечание: микроРНК — малые некодирующие молекулы РНК длиной 18-25 нуклеотидов, UMI — unique molecular identifiers (уникаль-
ные идентификаторы молекул). 
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В чтениях могут содержаться и последователь-
ности адаптеров, которые химически пришиваются 
к  комплементарной ДНК в  ходе пробоподготовки. 
Такие последовательности необходимо идентифи-
цировать и удалять с помощью таких программ как 
Cutadapt5 или Trimmomatic [18]. Чтения, несущие 
технические последовательности, не удастся в даль-
нейшем картировать на последовательность рефе-
ренса. 

Картирование чтений. Картирование чтений на 
референсный геном сопряжено с выбором как вер-
сии самого генома, так и  подходящей программы 
для картирования. Одной из особенностей геномов 
эукариот является наличие большого количества 
повторяющихся последовательностей, что крайне 
затрудняет процесс сборки генома целиком при ис-
пользовании коротких прочтений. Подавляющее 
большинство сборок референсных геномов несут 
существенный процент пропусков, а  также нераз-
решенные последовательности в  областях, обога-
щенных повторами, в  основном это локусы генов 
рибосомальных РНК, центромер и  теломер [19]. 
В  наиболее актуальной версии сборки референс-
ного генома человека, GRCh38 (hg38), расшифро-
вано ~93% оснований [20]. Варианты сборки рефе-
ренсных геномов обновляются далеко не каждый 
год, а  в  случае Homo sapiens выход новой версии 
сборки является настоящим событием для научно- 
медицинского сообщества. 

С  развитием технологий секвенирования уда-
лось разработать методики, позволяющие сра-
зу расшифровывать длинные фрагменты ДНК, до 
нескольких тысяч нуклеотидов, хотя и  с  большим 
количеством ошибок. С  помощью алгоритмиче-
ской интеграции прочтений разной длины и  каче-
ства удалось собрать референсный геном человека 
полностью, от теломеры до теломеры (консорциум 
"Т2Т", версия  — CHM13), разрешив все проблем-
ные локусы на каждой хромосоме [20]. Сборка 
CHM13 была опубликована в 2022г, однако перехо-
дить на работу с  этой версией, особенно в  рамках 
медицинских исследований, будут еще не один год. 
Многие базы данных, содержащие информацию 
о разметках генов, в т.ч. генов малых РНК, патоген-
ных вариантах и прочей аннотации, могут исполь-
зовать координаты только определенной версии 
референсного генома. Между версиями сборок ко-
ординаты не сопоставляются напрямую. Существу-
ют специализированные программы, например, 
LiftOver, позволяющие конвертировать набор коор-
динат, представленный относительно одной версии 
сборки в любую другую [21]. Такой подход, с одной 
стороны, дает возможность приводить информа-
цию из разных источников к единой версии сборки 

5 Cutadapt. https://cutadapt.readthedocs.io/en/stable/# (13 Septem-
ber 2024).

Анализ качества. Следующий этап анализа, ха-
рактерный для любого протокола секвенирова-
ния — анализ качества полученных чтений, которое 
может быть оценено согласно разнообразным ха-
рактеристикам. Разберем наиболее важные из них.

Первое, на что стоит обращать внимание — ко-
личество чтений, приходящихся на один образец. 
Согласно рекомендациям консорциума ENCODE2, 
необходимо секвенировать как минимум 30  млн 
чтений на один образец. С  помощью секвени-
рования желаемой фракции РНК можно устано-
вить концентрацию разнообразных транскриптов 
в  популяции клеток. Чем выше экспрессируется 
та или иная РНК, тем чаще ее транскрипты будут 
попадать в  пробу и  тем большее количество чте-
ний в  итоге придется на соответствующий ген. От 
глубины секвенирования зависит итоговое разно-
образие молекул малых РНК, которые удастся де-
тектировать в  результате эксперимента. При необ-
ходимости детектировать продукты заведомо низко 
экспрессируемых генов следует увеличивать глуби-
ну секвенирования.

Каждое основание каждого чтения детекти-
руется и  расшифровывается автоматически. Ка-
чество идентификации оснований оценивается 
с по мощью метрики Phred quality score или Q-score, 
которая логарифмически зависит от вероятности 
ошибки при распознавании оснований [16]. Q-score 
может принимать значения от 0 до 40. Значение 
Q-score <20 (т.е. вероятность того, что основание 
детектировано неверно, составляет >0,01) принято 
считать неудовлетворительным. Современный уро-
вень коммерческих наборов реагентов, приборов 
для секвенирования и  алгоритмов детекции осно-
ваний позволяет получать значения Q-score >30.

Все вышеописанные характеристики качества 
чтений могут быть исследованы с  помощью про-
граммы FastQC3, на вход которой требуется подать 
одноконцевые или парноконцевые FASTQ файлы. 
Возможности программы MultiQC4 позволяют соз-
давать удобные отчеты, резюмирующие основные 
метрики качества сразу для нескольких образцов 
при необходимости.

Наличие этапа добавления UMI в  ходе пробо-
подготовки предполагает специфическую биоин-
форматическую обработку полученных данных. 
Фраг менты, содержащие одинаковые молекулярные 
идентификаторы, получены в результате амплифи-
кации и должны быть объединены для установления 
количества чтений, отражающего биологическую 
представленность соответствующего транскрипта. 
Одним из наиболее распространенных инструментов 
для решения этой задачи является UMI-tools [17].

3 FastQC. https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/
fastqc/ (13 September 2024).

4 MultiQC. https://seqera.io/multiqc/ (13 September 2024).
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РНК, а  способы процессинга малых РНК значи-
тельно отличаются и  детекция чтений, попавших 
на экзон- экзонную границу не актуальна. Тем 
не менее, в  стандартизованном в  рамках проекта 
ENCODE2 биоинформатическом протоколе анали-
за данных секвенирования малых РНК использу-
ют программу STAR, хотя она не всегда показывает 
лучшие результаты в сравнительных исследованиях 
[27, 28]. В  некоторых протоколах все же использу-
ют такие программы для картирования как BWA7 
и  bowtie28. Выбранную референсную последова-
тельность необходимо проиндексировать, восполь-
зовавшись соответствующей опцией выбранной 
программы для картирования.

Результаты картирования чтений на референс 
хранят в  специализированных файлах формата 
BAM [24]. Это бинарные файлы, которые для каж-
дого чтения содержат информацию о  положении 
и  количестве мест картирования на референсную 
последовательность, качестве картирования, редак-
ционном расстоянии, описание картирования в за-
кодированном виде, пользовательские тэги. При 
парноконцевом типе секвенирования в  BAM фай-
лах для каждого чтения сохраняется информация 
о результате картирования его пары. 

Для работы с  бинарными BAM файлами тра-
диционно используют возможности программы 
Samtools9. Эта программа позволяет быстро получать 
разного рода сводную информацию, что дает воз-
можность судить о результате картирования. Чтения 
приемлемого качества являются необходимым, но 
не достаточным условием успешного анализа. Од-
ной из основных характеристик результатов карти-
рования является процент чтений, нашедших свое 
место на референсной последовательности. Совре-
менный уровень развития лабораторного оборудова-
ния при корректном использовании и соблюдении 
всех мер, обеспечивающих чистоту помещения, по-
зволяют получать >99% чтений, картированных на 
референс. Более низкий процент может свидетель-
ствовать о контаминации проб материалом из дру-
гих организмов, например, бактерий или грибов. 
Еще одной причиной недостаточной доли картиро-
ванных чтений может быть наличие в них техниче-
ских последовательностей, которые не были удале-
ны на предыдущих этапах анализа. 

Анализ BAM файлов позволяет выделить по-
следовательности некартированных на целевой ре-
ференс чтений в  явном виде и  проанализировать 
их, например, с  помощью возможностей BLAST10. 

7 Burrows-Wheeler Aligner (BWA) https://bio-bwa.sourceforge.net/ 
(13 September 2024).

8 Bowtie 2. https://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/index.shtml 
(13 September 2024).

9 Samtools. https://www.htslib.org/ (13 September 2024).
10 BLAST. https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (13 September 2024).

референсного генома, с другой — может порождать 
проблемы неоднозначной или неполной конверта-
ции. Выбор версии референсного генома зависит 
от поставленных задач, актуальности использу-
емых баз данных и  необходимости анализировать 
геномные локусы, обогащенные повторяющимися 
элементами. С  точки зрения исследований малых 
РНК переход на версию CHM13 может быть вполне 
логичным, т.к. многие малые РНК, в т.ч. большин-
ство piРНК и часть микроРНК, закодированы в по-
вторах разных классов [7].

Помимо последовательности референсного ге-
нома можно использовать последовательность ре-
ференсного транскриптома и  картировать чтения 
сразу на последовательности известных зрелых 
транскриптов [22]. Использование транскриптома 
в качестве референса лишает возможности находить 
новые РНК, что часто бывает актуально при рабо-
те с  малыми РНК. Однако для многих организмов 
последовательности референсного генома просто 
не существует и наличие транскриптома позволяет 
использовать доступную информацию для проведе-
ния исследования. При выборе референса любого 
типа следует обращать внимание на качество сборки 
и полноту аннотации. Для подавляющего большин-
ства основных модельных организмов, включая че-
ловека, существуют референсные последовательно-
сти генома, собранные до хромосом, и транскрипто-
ма с аннотацией основной массы генов в хорошем 
качестве [23]. Выбор стратегии картирования зави-
сит от исследователя и поставленных задач.

Для работы с  результатами высокопроизводи-
тельного секвенирования необходимо распола-
гать файлами с  референсами нужного типа и  вер-
сии сборки. Стандартно файлы с  нуклеотидными 
последовательностями хранят в  формате FASTA 
[24]. На официальном сайте проекта Ensembl6 до-
ступны последовательности референсных геномов 
разных версий сборок для более чем 50 позвоноч-
ных, включая человека, мышь, крысу, свинью и др., 
а  также прочих широко используемых модельных 
организмов  — дрозофила, нематода, данио- рерио 
и  пр. В  этом же репозитории можно получить 
FASTA файлы необходимых транскриптомов для 
соответствующих организмов. 

В  проектах по исследованию транскриптома 
среди наиболее используемых программ для кар-
тирования чтений на референс превалируют про-
граммы STAR [25] и  HISAT2 [26]. Особенностью 
этих программ является наличие параметра, позво-
ляющего картировать чтения с  разрывом, что дает 
возможность учитывать процесс сплайсинга в ходе 
биоинформатического анализа. Вырезание интро-
нов характерно при созревании белок- кодирующих 

6 Ensembl genome browser. https://www.ensembl.org/index.html 
(13 Sep tember 2024).
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ставляет одну из наиболее полных генных разметок 
для человека и мыши [3]. Стоит отметить, что раз-
метка GENCODE последней версии представлена 
для сборки человеческого генома версии hg38, хо-
рошо аннотирована, включая разметку в  рамках 
неканонических хромосом, также в разметке пред-
ставлено >20 тыс. генов длинных нкРНК и >7 тыс. 
генов малых нкРНК разных классов. База данных 
RefSeq11 и консорциум FANTOM12 также предостав-
ляют свои версии генных разметок генома челове-
ка. Крайне важно следить за актуальным состояни-
ем генной разметки, практически все консорциумы 
публикуют новые версии довольно часто. Так, про-
ект GENCODE обновляет генную разметку генома 
человека ~2-3 раза/год. Генные разметки из разных 
источников и между разными релизами обычно ми-
нимально отличаются друг от друга по количеству 
белок- кодирующих генов, но могут драматически 
не соответствовать друг другу по композиции генов 
нкРНК. Также стоит обратить внимание на то, что 
некоторые гены могут изменить свой класс, напри-
мер, для белок- кодирующей РНК может быть пока-
зана некодирующая функция. При формировании 
протоколов обработки данных удобно получать все 
необходимые референсные файлы из одного ис-
точника. Проект GENCODE предоставляет такую 
возможность и позволяет для человека и мыши по-
мимо генной аннотации получить в  формате fasta 
последовательность референсного генома, по-
следовательности транскриптов для кодирующих 
и нкРНК, а также содержит файлы с разно образной 
сопроводительной информацией, которая позволяет 
установить соответствия между идентификаторами 
транскриптов из разных источников (GENCODE, 
Ensembl, HGNC и  др.). Базы данных Ensembl по-
мимо генной разметки содержат, в  т.ч. последова-
тельности референсных геномов, транскриптов 
и белков. При формировании протоколов обработ-
ки данных удобно получать все необходимые рефе-
ренсные файлы из одного источника.

Для малых РНК существуют специализирован-
ные разметки. Одной из самых популярных баз дан-
ных, в которой собраны последовательности как еще 
непроцессированных, так и уже зрелых микроРНК 
является база miRBase13. В miRBase для человека ре-
портировано >2500 зрелых последовательностей, 
в  то время как в  GENCODE1 представлено ~1880 
генов микроРНК. Гены piРНК в принципе не пред-
ставлены практически ни в одной генной разметке 
от крупных консорциумов, для них также существу-
ют специализированные базы данных, например, 

11 RefSeq database. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/ (13 Sep tem-
ber 2024).

12 FANTOM consortium. https://fantom.gsc.riken.jp/ (13 September 2024).
13 MicroRNA database (miRBase). http://www.mirbase.org/ (13 Septem-

ber 2024).

В  стандартных протоколах часто используют толь-
ко уникально картированные чтения, т.е. такие 
чтения, которые закартированы на референсную 
последовательность только один раз. Программа 
Samtools [29] позволяет установить процент таких 
чтений. При детекции большого количества мно-
жественно картированных чтений стоит исследо-
вать их отдельно. Такая ситуация может указывать 
на наличие большого количества рибосомальной 
РНК в пробе или экспрессии специфических РНК, 
пришедших из областей генома, обогащенных по-
вторяющимися элементами, что может быть ин-
тересно. С  помощью Samtools можно сортировать 
BAM файлы, упорядочивая чтения по координатам 
картирования или по уникальным идентификато-
рам чтений в  лексикографическом порядке. Так-
же у  Samtools есть возможность создания допол-
нительного файла с  индексами, что часто требуют 
программы на последующих этапах анализа. Реко-
мендовано хранить сортированные и  проиндекси-
рованные BAM файлы [24]. 

Еще одной из часто используемых опций про-
граммы Samtools является возможность получать 
фрагмент BAM файла, содержащий чтения, кото-
рые оказались закартированы на определенный ге-
номный локус или набор локусов. Можно получить 
BAM файл, например, для одной или нескольких 
хромосом, или для заведомо известных областей, 
несущих целевые гены. В  случае исследования на-
бора целевых локусов следует подать программе 
Samtools файл с координатами этих участков в фор-
мате BED [24]. 

С  помощью Samtools можно конвертировать 
бинарный BAM файл в  текстовый аналог  — SAM 
файл [24]. Такие файлы можно просматривать 
в любом редакторе, однако хранить результаты кар-
тирования в  файлах формата SAM не рекомендо-
вано, т.к. они занимают значительно больше места 
и  либо не воспринимаются программами для по-
следующего анализа, либо их обработка может за-
нимать значительно больше времени. 

Профиль экспрессии. Следующий этап заклю-
чается в  получении экспрессионного профиля, ха-
рактерного для исследуемого образца, т.е. необхо-
димо установить перечень известных генов, для ко-
торых детектирована экспрессия. Для этого нужно 
иметь файл с  координатами и  аннотацией извест-
ных генов. Важно следить, чтобы генная разметка 
была привязана к  координатам выбранной версии 
референса с  соответствующими именами хромо-
сом. На сегодняшний день существует несколько 
консорциумов, которые занимаются составлением 
и  уточнением генной разметки для разных орга-
низмов. В  репозитории ENSEMBL6 хранятся фай-
лы с доступной генной разметкой для многих орга-
низмов, включая человека и широко используемые 
модельные организмы. Проект GENCODE1 предо-
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самостоятельная программа и  как реализация на 
языке R в  рамках пакета Rsubread20. С  помощью 
featureCounts можно обрабатывать множествен-
но картированные, химерные, цепь-специфичные 
чтения, а  также разрешать ситуации пересечений 
в генной разметке и добавлять дополнительные на-
стройки параметров квантификации. Вне зависи-
мости от выбора программы в результате получают 
текстовый файл, где напротив каждого идентифи-
катора из генной разметки указано число чтений, 
которые были закартированы в рамках соответству-
ющего локуса, согласно выбранным параметрам 
аннотации. Htseq-count и featureCounts используют 
довольно схожие процедуры и  приводят к  очень 
схожим результатам, с расхождением <0,1% [35].

Для выявления малых РНК, которые могли бы 
являться маркерами интересующих состояний, не-
обходимо заранее разработать соответствующий 
дизайн исследования [36]. Целью такого исследова-
ния является поиск малых РНК, уровень экспрес-
сии которых был бы выше в образцах определенно-
го фенотипа, чем в контрольной группе. Предвари-
тельно необходимо тщательно отобрать образцы, 
которые могли бы составить целевую и  контроль-
ные группы приемлемого размера. Крайне важно 
следить за тем, чтобы сравниваемые выборки были 
равномерно нагружены метахарактеристиками, не 
касающимися предмета сравнения. Например, ес-
ли образцы биологического материала получают от 
пациентов и здоровых добровольцев, то количество 
человек, половое, этническое и возрастное разноо-
бразие, наличие сопутствующих заболеваний и пр. 
характеристики, поддающиеся контролю, должны 
быть максимально одинаково распределены в  ито-
говых выборках.

Затем для каждого образца из выборки следует 
единообразно реализовать забор материала, пробо-
подготовку, секвенирование и  рассчитать профиль 
экспрессии, как обсуждалось ранее. После чего про-
водится анализ, который выявляет статистически 
значимо дифференциально экспрессируемые гены. 
Реализовать этот анализ можно, например, с  по-
мощью такого пакета на языке R как DESeq221. Од-
ной из ключевых алгоритмических особенностей 
пакета DESeq2 является нормализация данных, ко-
торая корректирует различия в  глубине секвениро-
вания между образцами и стабилизирует дисперсию. 
Такой подход к  нормализации позволяет повысить 
качество данных, учитывая возможные технические 
различия и  естественную дисперсию в  экспрессии 
индивидуальных генов, присущую всем живым ор-
ганизмам. Существуют альтернативные пакеты для 

20 Rsubread R package. https://bioconductor.org/packages/release/
bioc/html/Rsubread.html (13 September 2024).

21 DESeq2 R package. https://bioconductor.org/packages/release/
bioc/html/DESeq2.html (13 September 2024).

piRNAdb14, piRNABank [30], piRBase15. Интересным 
и  довольно специфическим классом малых РНК 
являются circRNA, которые также не представлены 
в  канонических разметках, но координаты их ге-
нов можно получить в базах CircBank16, circRNADB 
[31], circAtlas17.

Реализация протокола секвенирования фрак-
ции малых РНК предполагает возможность поиска 
новых, не идентифицированных ранее, последо-
вательностей малых РНК. Это довольно сложный 
процесс с  алгоритмической точки зрения, тем не 
менее существует большое количество программ 
и  пакетов, позволяющих искать новые РНК. Про-
грамма miRDeep2 [32] опирается на данные секве-
нирования и  сопоставляет обнаруженные транс-
крипты с  сигнатурой, характерной для последо-
вательностей предшественников микроРНК. Есть 
и  другие программы с  аналогичными функциями: 
miRNAFold [33], Mirnovo [34] и пр. 

Разметка генов обычно хранится в файлах фор-
мата GTF или GFF [24]. Это текстовые файлы, со-
стоящие из 9 обязательных колонок. Из этих фай-
лов можно получить информацию о  координатах 
гена (имя хромосомы, начало и конец локуса), це-
пи, на которой закодирован ген, типе и идентифи-
каторе гена. Структура GTF/GFF файлов позволя-
ет хранить информацию не только о гене, но и обо 
всех его транскриптах, экзонах, старт- и  стоп-ко-
донах, нетранслируемых областях (untranslated re-
gion, UTR), кодирующей последовательности (co-
ding sequence, CDS). Тип аннотируемого локуса 
указан в третьей колонке (feature).

Для создания экспрессионного профиля об-
разца существует несколько программ. Одна из са-
мых распространенных и удобных в использовании 
программ для работы с  данными секвенирования 
РНК — Htseq-count18, реализованная в рамках про-
граммы HTSeq. Однако для аннотации малых РНК 
Htseq-count может не подойти, т.к. программа рабо-
тает только с уникально картированными чтениями 
и  не способна разрешить случаи, когда чтение по-
падает на пересечение ≥2 аннотированных локусов. 
Гены малых РНК часто закодированы в нескольких 
копиях и могут быть расположены в интронах более 
длинных генов. 

Альтернативой Htseq-count может послужить 
программа featureCounts19, которая доступна как 

14 PIWI-interacting RNA (piRNA) Database (piRNAdb). https://www.
pirnadb.org/index (13 September 2024).

15 piRBase. http://bigdata.ibp.ac.cn/piRBase/ (13 September 2024).
16 CircBank Database. http://www.circbank.cn/ (13 September 2024).
17 circAtlas 3.0 resource. http://circatlas.biols.ac.cn/ (13 September 2024).
18 Htseq-count. https://htseq.readthedocs.io/en/release_0.11.1/count. 

html (13 September 2024).
19 featureCounts. https://subread.sourceforge.net/featureCounts.html 

(13 September 2024).
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Установление мишеней отдельных микроРНК 
не гарантирует понимания их функций. Для это-
го используют подход, подразумевающий, что ми-
кроРНК как регуляторы генной экспрессии, при-
нимают участие в тех же биологических процессах, 
что и  их целевые мРНК. Соответственно необхо-
димо функционально проаннотировать мРНК и на 
основании полученных результатов сделать вывод 
о  функциях микроРНК. Эту задачу можно решить 
с помощью анализа обогащения, который реализо-
ван в  пакетах для языка R и  веб-сервисах, напри-
мер, MSigDB26. Существует довольно много подхо-
дов, сервисов и пакетов, позволяющих по-разному 
посмотреть на анализ обогащения [42]. Наиболее 
часто анализ обогащения реализуют для баз данных 
метаболических путей Kyoto Encyclopedia of Genes 
and Genomes (KEGG)27, а  также по коллекции 
функциональных аннотаций Gene ontology (GO)28. 

Заключение
Малые нкРНК играют важную регуляторную 

роль в  жизнедеятельности клетки в  норме и  пато-
логии. Исследования по использованию малых 
нкРНК в  качестве биомаркеров заболеваний, те-
рапевтических агентов или мишеней без сомнения 
представляют большой интерес для биомедицин-
ской науки. Использование технологий высокопро-
изводительного секвенирования сопряжено с  не-
обходимостью разработки стандартизованных био-
информатических протоколов анализа полученных 
данных. При реализации таких протоколов можно 
выявить и до некоторой степени устранить возмож-
ные ошибки, допущенные в ходе пробоподготовки. 
Корректно спланированный биоинформатический 
анализ обеспечивает гарантию качества и  воспро-
изводимости полученных результатов. 

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

26 Molecular signatures database (MSigDB). https://www.gsea-
msigdb.org/gsea/msigdb (13 September 2024).

27 Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). https://www.
genome.jp/kegg/ (13 September 2024).

28 Gene ontology (GO) resource. https://geneontology.org/ (13 Septem-
ber 2024).

анализа дифференциальной экспрессии (например, 
edger22, limma23), которые отличаются алгоритмиче-
скими подходами в  реализации задач нормализа-
ции и  сравнения. Использование разных подходов 
(DESeq2, edger, limma) привело к получению разно-
го количества дифференциально экспрессируемых 
транскриптов, с  максимальным количеством для 
DESeq2 и минимальным для limma [27]. 

Функциональный анализ. В  случае выявления 
дифференциально экспрессирующихся микроРНК 
следующим логичным шагом исследования может 
стать поиск специфических мишеней этих микро-
РНК. Каждая отдельная микроРНК может регули-
ровать сотни мишеней [37]. Как эпигенетические 
регуляторы зрелые микроРНК могут комплемен-
тарно взаимодействовать с  транскриптами белок- 
кодирующих генов, что потенциально приводит 
к  деградации мРНК, либо блокирует процессы 
трансляции [38]. С  другой стороны, индивидуаль-
ные мРНК могут взаимодействовать с несколькими 
микроРНК. Однако в  отличие от растений, у  жи-
вотных для осуществления регуляции не требуется 
установления полной комплементарности между 
микроРНК и  ее мишенями, что существенно за-
трудняет детекцию соответствующего функцио-
нального сайта связывания [10]. 

Доступные методы предсказания мишеней ми-
кро РНК используют информацию об их последо-
вательности, учитывая комплементарность, эво-
люционную консервативность сайта связывания, 
а  также доступность этого сайта. Примерами вы-
числительных инструментов могут служить Target-
ScanHuman24, RNAhybrid25, miRanda [39] и  многие 
другие. На сегодняшний день разработано большое 
количество программ для поиска возможных мише-
ней микроРНК, включая алгоритмы, использующие 
подходы машинного обучения [40, 41]. Существуют 
базы данных, где уже собраны потенциальные пары 
микроРНК-мРНК для разных организмов. 
22 edgeR R package. https://bioconductor.org/packages/release/

bioc/html/edgeR.html (13 September 2024).
23 limma R package. https://bioconductor.org/packages/release/bioc/

html/limma.html (13 September 2024).
24 TargetScanHuman. https://www.targetscan.org/vert_80/ (13 Septem-

ber 2024).
25 RNAhybrid. https://bibiserv.cebitec.uni-bielefeld.de/rnahybrid/ (13 Sep-

tember 2024).
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