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Влияние долгосрочного хранения плазмы крови 
на профиль циркулирующих микроРНК
Киселева А. В.1, Сотникова Е. А.1, Жарикова А. А.1,2, Куценко В. А.1, Васильев Д. К.1, 
Покровская М. С.1, Ершова А. И.1, Мешков А. Н.1, Драпкина О. М.1

1ФГБУ "Национальный медицинский исследовательский центр терапии и профилактической медицины" Минздрава России. 
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Цель. Оценить влияние длительного хранения биобанкированных 
образцов плазмы крови на профиль циркулирующих малых некоди-
рующих молекул рибонуклеиновой кислоты (микроРНК).
Материал и методы. В  исследование были включены парные 
аликвоты плазмы крови 10 пациентов из коллекции биобанка ФГБУ 
"НМИЦ ТПМ" Минздрава России. Контрольную группу составили 
образцы микроРНК, выделенные через 1,5  года после получения 
плазмы и хранившиеся далее в водном растворе 3,5 года. В груп-
пе с  длительным хранением плазмы микроРНК была выделена из 
второй аликвоты плазмы через 5 лет. Все образцы хранились при 
-70 оС. Секвенирование было выполнено для обеих групп одновре-
менно на платформе NextSeq 550 (Illumina, США) по протоколу High 
Output 1×75 п.н.
Результаты. Анализ главных компонент на основании данных об 
уровне экспрессии генов микроРНК человека (версия ENCODE v47) 
показал разнородность изучаемых групп. В  группе с  длительным 
хранением плазмы по сравнению с контролем было выявлено ста-
тистически значимое снижение концентрации и  размера библио-
тек, а  также более чем двукратное повышение уровня экспрессии 
для 31 микроРНК. 
Заключение. Циркулирующие микроРНК показали более высо-
кую стабильность при хранении в плазме крови, чем в водном рас-
творе. Полученные результаты указывают на необходимость учета 

времени хранения выделенной микроРНК наряду с  другими пре-
аналитическими факторами для повышения воспроизводимости 
исследований микроРНК.
Ключевые слова: микроРНК, малые некодирующие РНК, плазма, 
хранение, секвенирование следующего поколения, стандартизация.
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Effect of long-term plasma storage on the profile of circulating microRNAs
Kiseleva A. V.1, Sotnikova E. A.1, Zharikova A. A.1,2, Kutsenko V. A.1, Vasiliev D. K.1, Pokrovskaya M. S.1, Ershova A. I.1, Meshkov A. N.1, Drapkina O. M.1
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Aim. To assess the impact of long-term storage of biobanked plasma 
samples on the profile of circulating small non-coding ribonucleic acids 
(microRNAs).
Material and methods. The study included paired plasma aliquots 
from 10 patients from the biobank collection of the National Medical 
Research Center for Therapy and Preventive Medicine. The control 
group consisted of microRNA samples isolated 1,5 years after plasma 
collection and then stored in aqueous solution for 3,5 years. In the long-

term plasma storage group, microRNA was isolated from a  second 
plasma aliquot after 5 years. All samples were stored at -70 оC. Sequen
cing was performed for both groups simultaneously on the NextSeq 550 
platform (Illumina, USA) using the High Output 1×75 bp protocol.
Results. Principal component analysis based on human microRNA 
gene expression data (ENCODE v47) revealed heterogeneity between 
the study groups. In the long-term plasma storage group, compared 
to the control group, a  significant decrease in library concentration 
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кПЦР — количественная полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией (qRT-PCR), микроРНК — малые некодирующие молекулы рибонуклеиновой кислоты, РНК — рибонуклеиновая кислота, 
NGS — next generation sequencing (секвенирование следующего поколения), PCA — principal component analysis (анализ главных компонент), UMI — unique molecular identifiers (уникальные молекулярные 
идентификаторы).

Ключевые моменты
Что известно о предмете исследования?

• � В настоящее время малые некодирующие моле-
кулы рибонуклеиновой кислоты (микроРНК) 
активно изучаются в  качестве возможных био-
маркеров различных заболеваний.

• � Воспроизводимость результатов затруднена из-
за различий в методах обработки биоматериала, 
типах образцов и отсутствия стандартизирован-
ных протоколов.

Что добавляют результаты исследования?
• � Показано, что длительное хранение биообраз-

цов может влиять на профиль циркулирующих 
микроРНК плазмы крови.

• � Циркулирующие микроРНК более стабильны 
при хранении в плазме, чем в водном растворе.

Key messages
What is already known about the subject?

• � Small non-coding ribonucleic acids (microRNAs) 
are currently being actively studied as potential bio
markers for various diseases.

• � Reproducibility of results is hindered by differences 
in biomaterial processing methods, sample types, 
and the lack of standardized protocols.

What might this study add?
• � We showed that long-term biosample storage can 

affect the profile of plasma circulating microRNAs.
• � Circulating microRNAs are more stable when sto

red in plasma than in aqueous solution.

and size was observed, as well as a  more than twofold increase in 
expression levels for 31 microRNAs.
Conclusion. Circulating microRNAs demonstrated higher stability du
ring storage in plasma than in aqueous solution. The obtained results 
indicate the need to consider the storage time of isolated microRNA, 
along with other preanalytical factors, to improve the reproducibility of 
microRNA studies.
Keywords: microRNA, small non-coding RNA, plasma, storage, next-
generation sequencing, standardization.

Relationships and Activities. State assignment "Circulating Micro
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Введение
Малые некодирующие молекулы рибонуклеи-

новой кислоты (микроРНК) — короткие одноцепо-
чечные некодирующие рибонуклеиновые кислоты 
(РНК), длиной ~18-25 нуклеотидов. МикроРНК 
участвуют в  посттранскрипционной регуляции, 
которая может приводить к  деградации матричной 
РНК или ингибированию трансляции [1]. Внекле-
точные микроРНК избегают деградации в  плазме 
и сыворотке крови, поскольку они либо заключены 
в экзосомы и микровезикулы, либо связаны с бел-
ковыми комплексами [2, 3]. 

На сегодняшний день значительное количество 
исследований направлено на изучение возможности 
использования микроРНК в качестве биомаркеров 
различных заболеваний [4-6]. Накоплен большой 
массив данных, свидетельствующих о значительном 
влиянии преаналитических и аналитических факто-

ров на спектр и уровни циркулирующих микроРНК 
[7-10]. Результаты, полученные при исследовании 
микроРНК, не всегда воспроизводимы, что объяс-
няется в  т.ч. использованием различных биологи-
ческих образцов, различных методов и отсутствием 
стандартизированных подходов [4, 5, 11, 12]. 

Исследования стабильности циркулирующих 
микроРНК плазмы крови при долгосрочном хра-
нении немногочисленны [1, 10, 13, 14] и в большин-
стве из них для оценки уровня микроРНК исполь-
зовался метод количественной полимеразной цеп-
ной реакции с  обратной транскрипцией (кПЦР), 
который позволяет оценить только ограниченное 
число микроРНК.

Цель настоящего исследования — оценить вли-
яние длительного хранения биобанкированных об-
разцов плазмы крови на профиль циркулирующих 
микроРНК. 
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во избежание циклов размораживания-оттаивания. Кон-
центрацию выделенной микроРНК определяли с исполь-
зованием флуориметра Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific, 
США) и набора Qubit microRNA Assay Kit (Thermo Fisher 
Scientific, США). Ни в  одном образце из включенных 
в исследование, не был детектирован гемолиз [15]. 

Секвенирование следующего поколения (NGS  — next 
generation sequencing). Библиотеки для NGS были приго-
товлены с  помощью набора QIAseq miRNA UDI Library 
Kit (Qiagen, Германия) в соответствии с версией протоко-
ла производителя для сыворотки/плазмы ("Serum/Plasma") 
с использованием уникальных молекулярных идентифи-
каторов (unique molecular identifiers, UMI). Концентра-
цию приготовленных библиотек определяли с  помощью 
флуориметра Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific, США) 
с  использованием набора Qubit 1X dsDNA HS Assay Kit 
(Thermo Fisher Scientific, США). При анализе с помощью 
Bioanalyzer 2100 (Agilent, США) средняя высота соответ-
ствующего димерам адаптеров пика (178 п.н.) составляла 
~50% высоты пика, соответствующего микроРНК (200 
п.н.), дополнительная очистка от димеров с использова-
нием электрофореза в полиакриламидном геле не прово-
дилась. NGS было проведено на платформе NextSeq 550 
(Illumina, США) по протоколу High Output 1×75 п.н. 

Биоинформатический анализ. Для обработки UMI 
были использованы возможности пакета UMI-tools [17]. 
С  помощью программы cutadapt [18] были оставлены 
чтения длиной не <14 нуклеотидов. Одноконцевые чте-
ния в  формате fastq были выровнены на референсный 
геном GRCh38 с  помощью программы STAR [19]. Фай-
лы с выравниванием чтений на референсный геном бы-
ли отсортированы и проиндексированы с помощью про-
граммы Samtools [20]. Аннотация генов была реализо-
вана средствами программы featureCounts [21] с  учетом 
цепь-специфичности со следующими параметрами: -О--
largestOverlap -s 1 -t gene -g gene_id. Версия генной аннота-

Материал и методы
Выборка. В  исследование были включены образцы 

плазмы крови 10 пациентов, полученные в период с дека-
бря 2019г по июль 2020г [15]. Возраст пациентов в момент 
взятия крови составлял 67,5  лет [63,5; 74,25], доля муж-
чин — 70%. Образцы плазмы были получены и хранились 
в коллекции биобанка ФГБУ "НМИЦ ТПМ" Минздрава 
России (далее Биобанк) [16]. Исследование одобрено Не-
зависимым этическим комитетом ФГБУ "НМИЦ ТПМ" 
Минздрава России (протоколы № 05-05/15 от 09.06.2015, 
№ 02-02/22 от 17.03.2022). Все участники дали письмен-
ное информированное согласие.

Получение плазмы крови. Для взятия крови исполь-
зовались пробирки с  солью этилендиаминтетрауксусной 
кислоты (ЭДТА), а именно K2ЭДТА, в качестве антикоа-
гулянта, которые хранили при комнатной температуре не 
>1 ч до выделения плазмы. В Биобанке кровь центрифу-
гировали 15 мин при 1200 g при +4 оС (5702 R, Eppendorf, 
Германия), после чего отбирали плазму, которую хра-
нили при -70 оС (DF 590, Nuve, Турция) без циклов за-
мораживания-оттаивания. В  исследовании было ис-
пользовано две аликвоты каждого образца плазмы. Одна 
аликвота каждого образца через год была использована 
для выделения РНК, которая далее хранилась в Биобанке 
при температуре -70 оС (контрольная группа, n=10). Из 
второй аликвоты плазмы РНК была выделена через 5 лет 
(группа с длительным хранением плазмы, n=10). 

Выделение РНК. Перед выделением РНК биообраз-
цы плазмы размораживали и  центрифугировали при 
16000 g в течение 15 мин при +4 оС. Супернатант отбирали 
и переносили в чистые пробирки, свободные от нуклеаз; 
образцы сразу использовались для выделения тотальной 
РНК, включая микроРНК, с помощью miRNeasy Serum/
Plasma Advanced Kit (Qiagen, Германия). Сразу после вы-
деления каждый образец РНК разделяли на аликвоты для 
хранения при -70 оС в Биобанке до дальнейшего анализа, 

Таблица 1
Характеристика групп сравнения

Показатель, Ме [Q25; Q75] Группа с длительным 
хранением плазмы 
крови

Контрольная группа p

Время хранения плазмы до выделения РНК (-80 оC), годы 5,0 [5,0; 5,0] 1,6 [1,6; 1,8] 0,005
Время хранения РНК до приготовления библиотек (-80 оC), дни/годы 21 [20; 21] день 3,3 [3,3; 3,3] года 0,005
Время хранения библиотек до секвенирования (-25 оC), дни 15 [15; 15] 44 [44; 44] 0,004
Концентрация микроРНК, нг/мкл 0,75 [0,67; 1,07] 0,85 [0,74; 0,95] 0,65
Концентрация библиотек, нг/мкл 3,01 [2,10; 4,46] 10,69 [8,12; 13,15] 0,002
Количество чтений на образец (размер библиотеки), млн 1,24 [1,15; 1,35] 1,83 [1,66; 2,02] 0,002
Количество чтений длиной >14 нуклеотидов после удаления UMI 
дубликатов, млн

0,98 [0,89; 1,04] 1,16 [0,98; 1,39] 0,027

Количество картированных чтений, млн 0,90 [0,83; 0,96] 0,79 [0,67; 0,81] 0,32
Количество картированных чтений, попавших в границы генов*, млн 0,20 [0,18; 0,26] 0,26 [0,22; 0,40] 0,027
TPM на образец (по генам человека)† 0,004 [0,003; 0,005] 0,025 [0,014; 0,03] 0,002
TPM на образец (по генам микроРНК) 104,15 [94,43; 115,85] 81,50 [69,36; 88,28] 0,064
Количество экспрессированных микроРНК (≥2 чтений на микроРНК) 206,5 [198,2; 213,8] 182,0 [170,5; 198,5] 0,083
Количество экспрессированных микроРНК (>50 чтений на микроРНК) 81,0 [73; 90,25] 52,0 [48,5; 68;5] 0,049

Примечание: * — рассчитано для генов, на которые картировано хотя бы 2 чтения и как минимум в четверти образцов из выборки, † — вер-
сия ENCODE v47, микроРНК — малые некодирующие молекулы рибонуклеиновой кислоты, Ме [Q25; Q75] — медиана [интерквартильный 
размах], TPM — tags per million reads (теги на миллион прочтений), UMI — unique molecular identifiers (уникальные молекулярные иденти-
фикаторы).
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ции ENCODE v47 [22]. Для визуализации полученных ре-
зультатов был использован пакет для языка R ggplot2 [23].

Статистический анализ. Статистический анализ про-
веден в  среде R 4.2. Непрерывные параметры представ-
лены в виде медианы и интерквартильного размаха — Me 
[Q25; Q75]; дискретные — в  виде абсолютных значений 
и относительных частот. 

Вычисление главных компонент (PCA, principal com
ponent analysis) проводилось для центрированных и нор-
мированных данных с  помощью пакета factoextra [24]. 
Различия между двумя зависимыми выборками для уров-
ней экспрессии оценивали при помощи стандартных 
тестов пакета DESeq2 (1.42.1) [25], для остальных непре-
рывных параметров — критерием Вилкоксона. Поправка 
на множественные сравнения проводилась на геномном 
уровне при помощи пакета DESeq2 (1.42.1) [25]. 

Следует отметить, что критерии и  методы коррек-
ции, предусмотренные пакетом DESeq2 по умолчанию 
разработаны для непарных данных геномного уровня, 
что может приводить к  снижению мощности анализа 
в  данном исследовании. Тем не менее их применение 
обосновано широкой распространенностью в данной об-
ласти исследований и  высокой воспроизводимостью ре-
зультатов. Различия считались статистически значимыми 
при p<0,05.

Результаты
Для образцов обеих групп сравнения (кон-

трольная группа и группа с длительным хранением 
плазмы) было проведено секвенирование в  одном 
запуске в  2025г. Сравнительная характеристика 
обеих групп приведена в таблице 1. 

Метод PCA был использован для определения 
однородности полученных данных и на основании 
данных об уровне экспрессии генов микроРНК 
человека показал разнородность двух групп (рису-
нок 1). 

На основании данных NGS был проведен ана
лиз дифференциальной экспрессии генов микро
РНК человека. В  группе с  длительным хранением 
плазмы по сравнению с контролем обнаружено 116 
микроРНК со статистически значимым повышени-
ем уровня экспрессии (рисунок 2, желтые, зеленые 
и красные точки), из которых у 86 наблюдалось бо-
лее чем 2-кратное изменение (рисунок 2, зеленые 
и  красные точки). Поскольку среднее количество 
чтений на образец составило 1,5  млн (при ожида-
емых 5  млн согласно протоколу), для дальнейшего 
анализа установили пороговое значение среднего 
количества нормированных чтений (≥50 на выбор-
ку). После фильтрации число дифференциально 
экспрессируемых микроРНК составило 31 (рису-
нок 2, красные точки).

Обсуждение
Влияние долгосрочного (от 1  года) хранения 

плазмы крови при различных температурах на уров-
ни циркулирующих микроРНК исследовалось ранее 
преимущественно с использованием кПЦР [1, 13, 14]. 

Рис. 1    �Анализ главных компонент на основании данных об уровне 
экспрессии генов микроРНК человека.

Примечание: PC  — главная компонента, красный квадрат обозна-
чает контрольную группу, черный круг — группу с длительным хра-
нением плазмы, суффикс "c" в названии образцов указывает на кон-
трольную группу, "pe" — на группу с длительным хранением плазмы 
крови. Цветное изображение доступно в электронной версии жур-
нала.

Рис. 2    Дифференциальная экспрессия генов микроРНК человека.
Примечание: для всех микроРНК на графике ниже горизонталь-
ной пунктирной линии не детектировано значимого изменения 
экспрессии между группами (padj>0,05, серый цвет); желтый — ми-
кроРНК, у которых детектировано значимое изменение экспрессии 
(padj<0,05) и кратное изменение экспрессии < чем в 2 раза; зеле-
ный — padj<0,05 и > чем в 2 раза изменение экспрессии; красные — 
padj<0,05, > чем в 2 раза изменение экспрессии и среднее количество 
чтений в образцах >50; padj  — p значения с поправкой на множе-
ственные сравнения. Цветное изображение доступно в  электрон-
ной версии журнала.
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трифугирование не обеспечивает полного удаления 
тромбоцитов, а  цикл замораживания/оттаивания 
плазмы резко увеличивает количество тромбоцитар-
ных микрочастиц и существенно влияет на уровни 
детектируемых микроРНК [26]. Введение в  пробо-
подготовку этапа дополнительного центрифугиро-
вания после разморозки плазмы перед выделением 
РНК способствует снижению количества остаточ-
ных тромбоцитов, но не позволяет полностью устра-
нить контаминацию тромбоцитарными микроРНК 
[27]. Важно отметить, что в  обеих сравниваемых 
группах настоящего исследования использовалась 
идентичная пробоподготовка плазмы крови и  вы-
деление РНК, что исключает возможность влияния 
различий в  контаминации тромбоцитарными ми-
кроРНК на полученные результаты. 

Ранее стабильность выделенной микроРНК 
при хранении после выделения была продемон-
стрирована только в  одном исследовании с  по-
мощью оценки уровня spike-in микроРНК (cel-
miR-39) в течение 12 мес. при -70  оC [2]. Получен-
ные нами данные могут свидетельствовать о  более 
высокой стабильности микроРНК при хранении 
в  плазме (в составе экзосом и  белковых комплек-
сов) по сравнению с  водными растворами, не со-
держащими нуклеаз. 

Ограничением настоящего исследования был 
небольшой размер выборки и  разная продолжи-
тельность сроков хранения библиотек до секвени-
рования в группах сравнения. Кроме того, количе-
ство чтений на образец, полученных в  результате 
секвенирования, могло повлиять на глубину после-
дующего анализа.

Заключение
Результаты исследования продемонстрировали 

статистически значимые различия между группами: 
в образцах с длительным хранением плазмы наблю-
далось снижение концентрации и размера библио-
тек по сравнению с контролем, а также выявлено 31 
микроРНК с  уровнем экспрессии, превышающим 
контрольные значения более чем в 2 раза. Сравни-
тельный анализ показал более высокую стабиль-
ность циркулирующих микроРНК при хранении 
в плазме относительно водного раствора. Эти дан-
ные указывают на необходимость учета продол-
жительности хранения биологических образцов 
как важнейшего преаналитического фактора, что 
имеет принципиальное значение для обеспечения 
воспроизводимости результатов исследований ми-
кроРНК.

Отношения и деятельность. Государственное за-
дание "Свободно циркулирующие микроРНК плаз-
мы крови как диагностические и  прогностические 
биомаркеры ИБС".

В двух из них количество проанализированных мик
роРНК было <10 [1, 14]. Наибольшее число микро
РНК (n=384) было проанализировано в  исследо-
вании Page K, et al. (2013): при анализе микроРНК 
в 10 образцах плазмы больных раком, хранившихся 
в течение 12 лет, было детектировано меньшее чис-
ло микроРНК по сравнению со свежими образцами 
плазмы (177 и 202, соответственно), при этом значе-
ния CT и ΔCT значимо не различались [13]. 

В отличие от кПЦР метод NGS позволяет охва
тить весь спектр микроРНК в  образце [12]. Про-
веденный поиск литературы выявил только одну 
работу с  использованием NGS [10]. Дизайн этого 
исследования совпадал с нашим по следующим па-
раметрам: использовался тот же набор для приготов-
ления библиотек, NGS было проведено на таком же 
секвенаторе с одноконцевыми прочтениями длиной 
75 п.н. [10]. В  то же время, протокол приготовле-
ния плазмы (однократное центрифугирование при 
(1200 g при +4  оC в течение 10 мин), набор для вы-
деления РНК и размер выборки (n=18) различались. 

Кроме того, в этой работе не приведено техни-
ческих данных, касающихся секвенирования об-
разцов эксперимента по хранению, но приводятся 
данные для других экспериментов: в среднем, было 
получено 7 млн ридов на образец, из них 3 млн бы-
ло картировано и 2 млн были с UMI [10]. 

В уже упомянутой работе [10] было выполнено 
сравнение образцов плазмы крови, хранившихся 
3  года, с  образцами, хранившимися 4 и  5  лет. Од-
нако из описания не ясно, выполнялось ли секве-
нирование сразу по истечении исследуемых сроков 
хранения (т.е. через 3, 4 и  5  лет после получения 
плазмы) или же одномоментно по завершении мак-
симального срока хранения плазмы с  различными 
сроками хранения выделенной микроРНК. В  на-
шем исследовании максимальный срок хранения 
плазмы (5 лет, группа с длительным сроком хране-
ния плазмы) совпадал с  работой [10]. Однако срок 
хранения плазмы в контрольной группе был мень-
ше (1,5 года), а выделенная РНК хранилась 3,5 года 
до приготовления библиотек и секвенирования.

Полученные нами результаты показали значимое 
снижение концентрации библиотек, что согласуется 
с результатами работы [10], где также было показано 
значимое снижение концентрации библиотек при 
сравнении плазмы, хранившейся 3 года и 5 лет. При 
этом более чем 2-кратное увеличение уровня было 
установлено лишь для одной микроРНК, тогда как 
в нашем исследовании — для 31 микроРНК.

Приготовление плазмы в настоящем исследова-
нии и в исследовании Suzuki K, et al. (2022) проводи-
лось по схожим протоколам, включавшим однократ-
ное центрифугирование при 1200 g, что соответству-
ет стандартным протоколам биобанкирования [10]. 
Согласно данным литературы, однократное цен-
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