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для секвенирования циркулирующих микроРНК плазмы 
и сыворотки
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Цель. Оптимизировать протокол приготовления библиотек для 
секвенирования микроРНК (малые некодирующие молекулы ри-
бонуклеиновой кислоты) на основе коммерческого набора QIAseq 
miRNA UDI Library Kit для повышения качества получаемых данных.
Материал и методы. Образцы плазмы и сыворотки крови четырех 
участников исследования были отобраны из коллекции биобанка 
ФГБУ "НМИЦ ТПМ" Минздрава России. Выделение рибонуклеино-
вой кислоты (РНК) проводилось для каждого образца параллель-
но из 200 и  300 мкл. Из каждого образца РНК с помощью набора 
QIAseq miRNA UDI Library Kit были приготовлены две библиотеки 
для секвенирования по двум вариантам протокола производителя: 
для 1 нг РНК с  уменьшенным числом циклов амплификации и  для 
10 нг РНК. Секвенирование проводилось на NextSeq 550.
Результаты. При сравнении групп образцов, приготовленных 
с использованием разных версий протокола, статистически значи-
мо различались показатели тегов на млн прочтений (TPM, tags per 
million reads) на образец по генам человека (версия ENCODE v47) 
и по генам микроРНК (p<0,001).
Заключение. Показано, что при использовании биообразцов 
плазмы и  сыворотки крови основным параметром, влияющим на 
более высокие показатели секвенирования микроРНК, является 
уменьшение количества циклов полимеразной цепной реакции при 
приготовлении библиотек. 

Ключевые слова: микроРНК, малые некодирующие РНК, плазма, 
сыворотка, секвенирование следующего поколения, оптимизация.
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Optimization of a library preparation protocol for sequencing circulating plasma and serum microRNAs
Kiseleva A. V.1, Sotnikova E. A.1, Zharikova A. A.1,2, Kutsenko V. A.1, Borisova A. L.1, Shalnova S. A.1, Ershova A. I.1, Meshkov A. N.1, Drapkina O. M.1
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Aim. To optimize a library preparation protocol for sequencing small non-
coding ribonucleic acids (microRNAs) based on the commercial QIAseq 
miRNA UDI Library Kit to improve the quality of the obtained data.
Material and methods. Plasma and serum samples from four study 
participants were collected from the biobank collection of the National 
Medical Research Center for Therapeutic and Preventive Medicine. 
Ribonucleic acid (RNA) was isolated for each sample in parallel, using 

200 and 300 µl aliquots. Two sequencing libraries were prepared from 
each RNA sample using the QIAseq miRNA UDI Library Kit by two 
manufacturer's protocol versions as follows: one for 1 ng of RNA with 
a  reduced number of amplification cycles and one for 10 ng of RNA. 
Sequencing was performed on a NextSeq 550.
Results. When comparing groups of samples prepared using different 
protocol versions, there was a  significant difference in the tags 
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микроРНК — малые некодирующие молекулы рибонуклеиновой кислоты, ПЦР — полимеразная цепная реакция, РНК — рибонуклеиновая кислота, ЭДТА — этилендиаминтетрауксусная кислота, NGS — 
next generation sequencing (секвенирование следующего поколения), PCA  — principal component analysis (анализ главных компонент), TPM  — tags per million reads (теги на миллион прочтений), UMI  — 
unique molecular identifiers (уникальные молекулярные идентификаторы).

Ключевые моменты
Что известно о предмете исследования?

• � Секвенирование следующего поколения обе-
спечивает высокую чувствительность и  специ
фичность, а  также возможность количествен-
ного определения и  обнаружения новых малых 
некодирующих молекул рибонуклеиновой кис-
лоты (микроРНК).

• � Приготовление библиотек для секвенирования 
микроРНК может значительно влиять на полу-
чаемые результаты, в т.ч. на покрытие и спектр 
детектируемых микроРНК.

Что добавляют результаты исследования?
• � При использовании в  исследовании биообраз-

цов с низким содержанием микроРНК оптими-
зация протокола приготовления библиотек для 
секвенирования может значительно улучшить 
получаемые результаты.

Key messages
What is already known about the subject?

• � Next-generation sequencing provides high sensiti
vity and specificity, as well as the ability to quantify 
and detect new small non-coding ribonucleic acids 
(microRNAs).

• � Library preparation for microRNA sequencing can 
significantly impact the results obtained, including 
the coverage and profile of detected microRNAs.

What might this study add?
• � When using low miRNA content biosamples in re

search, optimization of the sequencing library pre
paration protocol can significantly improve the re
sults obtained.

per million reads (TPM) per sample for human (ENCODE v47) and 
microRNA genes (p<0,001).
Conclusion. We showed that when using plasma and serum biosamp
les, the main parameter influencing higher microRNA sequencing rates 
is a reduction in the number of polymerase chain reaction cycles during 
library preparation.
Keywords: microRNA, small non-coding RNA, plasma, serum, next-
generation sequencing, optimization.

Relationships and Activities. State assignment "Circulating Micro
RNAs in Plasma as Diagnostic and Prognostic Biomarkers of CAD".
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Введение
Малые некодирующие молекулы рибонуклеи-

новой кислоты (микроРНК) относятся к малым не-
кодирующим рибонуклеиновым кислотам (РНК) 
(длина ~22 нуклеотида) и  участвуют в  регуляции 
экспрессии генов [1]. Циркулирующие микроРНК 
плазмы и  сыворотки крови защищены от деграда-
ции с помощью включения в экзосомы и микрове-
зикулы, или же связью с  белковыми комплексами 
[2]. В  настоящее время наблюдается значительный 
рост количества исследований, посвященных изуче-
нию потенциала циркулирующих микроРНК в каче-
стве биомаркеров различных заболеваний [3-5]. 

Накопленные научные данные демонстри-
руют существенное влияние на профиль цирку-
лирующих микроРНК преаналитических и  ана-

литических факторов, таких как использование 
биологических образцов разных типов, различных 
методических подходов, а также отсутствие единых 
стандартов проведения исследований [6-9]. 

Секвенирование следующего поколения (NGS, 
next-generation sequencing)  — метод, обеспечиваю-
щий высокую чувствительность и  специфичность, 
а  также возможность количественного определе-
ния и  обнаружения новых микроРНК [10]. Этап 
приготовления библиотек для секвенирования 
микроРНК может значительно влиять на получа-
емые результаты, в  т.ч. может отражаться на таких 
параметрах, как покрытие и спектр детектируемых 
микроРНК [11, 12].

На сегодняшний день на рынке представлен 
ряд коммерческих наборов для подготовки библио
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тек микроРНК [10, 11, 13-17]. Среди них одним из 
наиболее широко используемых и цитируемых в на-
учных публикациях является набор QIAseq miRNA 
UDI Library Kit (Qiagen, Германия) (далее — QIAseq), 
важной особенностью которого является нали-
чие уникальных молекулярных идентификаторов 
(unique molecular identifiers, UMI), позволяющих 
детектировать дубли, возникающие в ходе полиме-
разной цепной реакции (ПЦР). Библиотеки, полу-
ченные с помощью набора QIAseq, характеризуются 
бóльшим разнообразием выявляемых микроРНК, 
высоким количеством сырых чтений и  процентом 
чтений, картированных на гены микроРНК, а так-
же относительно низким уровнем технических ар-
тефактов и более высокой корреляцией с данными 
количественной ПЦР [10, 11, 13, 15-17]. 

Несмотря на наличие стандартизированных 
протоколов от производителей, исследования по-
следних лет демонстрируют, что оптимизация от-
дельных этапов подготовки библиотек может суще-
ственно повысить качество и  воспроизводимость 
данных секвенирования [12, 18]. Это особенно ак-
туально при работе с образцами из коллекций био-
банков, хранившихся в  течение длительного вре-
мени, поскольку их качество и степень деградации 
нуклеиновых кислот могут варьироваться в зависи-
мости от условий хранения и особенностей пробо-
подготовки [7, 8]. Таким образом, даже при исполь-
зовании коммерчески доступных решений адапта-
ция методики под конкретные исследовательские 
задачи остается важным аспектом получения до-
стоверных результатов. 

Цель настоящего исследования — оптимизиро-
вать протокол приготовления библиотек для сек-
венирования микроРНК на основе коммерческого 
набора QIAseq miRNA UDI Library Kit для повыше-
ния качества получаемых данных.

Материал и методы
Биообразцы. В  исследование были включены био-

образцы четырех пациентов категории очень высоко-
го сердечно-сосудистого риска из коллекции биобанка 
ФГБУ "НМИЦ ТПМ" Минздрава России [19]. Забор ве-
нозной крови был проведен в 2013-2014гг. Исследование 
одобрено Независимым Этическим Комитетом ФГБУ 
"НМИЦ ТПМ" Минздрава России (протокол № 07-03/12 
от 03.07.2012). Все участники дали письменное информи-
рованное согласие.

Для получения плазмы кровь собирали в  пробирки 
с антикоагулянтом (K2ЭДТА), а для сыворотки — в про-
бирки с разделительным гелем, после чего оставляли при 
комнатной температуре на 30 мин с  последующим цен-
трифугированием в течение 15 мин при 1200 g при +4 оС, 
а затем отбирали плазму и сыворотку. Далее все образцы 
хранились в биобанке при температуре -70 оС. 

Выделение РНК. В 2025г из образцов была выделена 
тотальная РНК, включая микроРНК. До выделения РНК 
образцы плазмы и  сыворотки после разморозки были 
подвергнуты центрифугированию при 16000 g в  течение 

15 мин при +4 оС. Супернатант был перенесен в  новые 
пробирки, свободные от нуклеаз. Для выделения был ис-
пользован набор miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit 
(Qiagen, Германия). Для каждого типа образца РНК была 
выделена параллельно дважды из одной и той же аликво-
ты плазмы или сыворотки — из 200 и из 300 мкл. 

После выделения концентрацию микроРНК из-
меряли с  помощью набора Qubit microRNA Assay Kit 
(Thermo Fisher Scientific, США) на флуориметре Qubit 4 
(Thermo Fisher Scientific, США).

Секвенирование следующего поколения. Из каждого 
из образцов РНК (плазма/сыворотка, 200 мкл/300 мкл) 
с помощью QIAseq miRNA UDI Library Kit (Qiagen, Герма-
ния) были приготовлены две библиотеки для секвениро-
вания по двум вариантам протокола производителя: для 
1 нг РНК с уменьшенным числом циклов ПЦР (22 цикла) 
и для 10 нг РНК (19 циклов ПЦР). 

Для оценки качества приготовленных библиотек оп
ределяли их концентрацию на флуориметре Qubit 4 (Ther
mo Fisher Scientific, США) с  помощью набора Qubit 1X 
dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, США) и дли-
ну на Bioanalyzer 2100 (Agilent, США) согласно протоко-
лам производителей. NGS было проведено на NextSeq 550 
(Illumina, США) по протоколу High Output 1×75 п.н. 

Биоинформатический анализ. Обработка UMI про-
водилась с  использованием пакета UMI-tools [20]. Чте-
ния длиной не <14 нуклеотидов были отфильтрованы 
программой cutadapt [21]. Одноконцевые чтения (fastq) 
выравнивались на референсный геном GRCh38 с  по-
мощью STAR (версия 2.7.10a_alpha_220506) [22]. Далее 
файлы с  выравниванием сортировались и  индексиро-
вались с  использованием Samtools [23]. Аннотирование 
генов выполнялось программой featureCounts (v2.0.1) 
[24] с  учетом цепь-специфичности и  параметрами: -О--
largestOverlap -s 1 -t gene -g gene_id. Использовалась ан-
нотация ENCODE v47 [25]. Визуализация данных осу-
ществлялась пакетом ggplot2 в среде R [26].

Статистический анализ. Статистический анализ про-
водился в  среде R 4.2. Непрерывные параметры пред-
ставлены в  виде медианы и  интерквартильного размаха 
(Me [Q25; Q75]); дискретные — в  виде абсолютных зна-
чений и  относительных частот. Анализ главных компо-
нент (PCA, principal component analysis) выполнялся для 
центрированных и нормированных данных. Оценка раз-
личий между двумя зависимыми выборками проведена 
при помощи критерия Вилкоксона. Поправка на множе-
ственные сравнения проведена методом Холма. Различия 
считались статистически значимыми при p<0,05. 

Результаты
Дизайн исследования
При проведении пилотного секвенирования 

микроРНК с  использованием биообразцов с  дли-
тельным сроком хранения был выявлен ряд про-
блем, в  т.ч. низкая концентрация получаемых би-
блиотек, большое количество димеров адаптеров, 
выявляемое на этапе контроля качества библиотек, 
малое количество чтений на образец (<5 млн). Ранее 
было показано, что, увеличив исходное количество 
РНК при приготовлении библиотек и  снизив ко-
личество циклов ПЦР для уменьшения количества 
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димеров адаптеров, можно улучшить показатели ка-
чества при секвенировании [12]. Одним из способов 
увеличения количества получаемой при выделении 
РНК является увеличение используемого объема 
плазмы или сыворотки, поэтому помимо стандарт-
ного объема в 200 мкл, мы использовали объем 300 
мкл, выбор которого обусловлен тем, что он не при-
водил к увеличению времени выделения из-за огра-
ничения, накладываемого ёмкостью колонки.

Производитель предлагает пять версий про-
токола QIAseq, как для ручного, так и автоматиче-
ского исполнения, различающихся между собой 
в зависимости от исходного количества микроРНК 
(500 нг, 100 нг, 10 нг, 1 нг, 5 мкл элюата для сыво-

ротки или плазмы), по степени разбавления адап-
теров и  праймеров, а  также по количеству циклов 
ПЦР. В качестве возможных альтернатив использо-
вали модифицированный вариант для 1 нг с умень-
шенным количеством циклов ПЦР: 3’ адаптер  — 
1:20; 5’ адаптер — 1:10; праймер — 1:20; 22 цикла, 
далее "протокол-1нг". Также использовали моди-
фицированный вариант и  для 10 нг: 3’ адаптер  — 
1:5; 5’ адаптер  — 1:2,5; праймер  — 1:5; 19 циклов, 
далее "протокол-10нг". Протокол для сыворотки/
плазмы ("Serum/Plasma2), используемый изначаль-
но, отличается от версии для 10 нг только количе-
ством циклов ПЦР (22 цикла), поэтому он не рас-
сматривался далее для оптимизации.

Таблица 1
Описание образцов в исследовании

Тип образца Объем образца,  
из которого выделяли 
РНК, мкл

Протокол приготовления библиотек Названия образцов

Сыворотка (S), n=16 200, n=8 для 1 нг РНК, 22 цикла ПЦР (v1), n=4 n1_S200_v1–n4_S200_v1
для 10 нг РНК, 19 циклов ПЦР (v10), n=4 n1_S200_v10–n4_S200_v10

300, n=8 для 1 нг РНК, 22 цикла ПЦР (v1), n=4 n1_S300_v1–n4_S300_v1
для 10 нг РНК, 19 циклов ПЦР (v10), n=4 n1_S300_v10–n4_S300_v10

Плазма (PE), n=16 200, n=8 для 1 нг РНК, 22 цикла ПЦР (v1), n=4 n1_PE200_v1–n4_PE200_v1
для 10 нг РНК, 19 циклов ПЦР (v10), n=4 n1_PE200_v10–n4_PE200_v10

300, n=8 для 1 нг РНК, 22 цикла ПЦР (v1), n=4 n1_PE300_v1–n4_PE300_v1
для 10 нг РНК, 19 циклов ПЦР (v10), n=4 n1_PE300_v10–n4_PE300_v10

Примечание: РНК — рибонуклеиновая кислота, РЦР — полимеразная цепная реакция.

Рис. 1    Дизайн исследования.
Примечание: суффикс "S" обозначает сыворотку, "PE" — плазму c ЭДТА, "200" или "300" — объем исходного биообразца перед выделением 
РНК, "v1" или "v10" — версия протокола для приготовления библиотек; РНК — рибонуклеиновая кислота, ЭДТА — этилендиаминтетраук-
сусная кислота.

Центрифугирование 15 мин при 16000 g при +4 оС 

Хранение при -70 ○С

Забор крови у участников исследования (n=4)2013-2014

2025

Пробирки с разделительным
гелем, сыворотка (S)

Пробирки с ЭДТА,
плазма (РЕ)

Центрифугирование 15 мин при 1200 g при +4 оС 

Приготовление библиотек (протокол1 (v1)/протокол10 (v10))

Выделение РНК из плазмы или сыворотки (200/300 мкл)
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Рис. 2    �Капиллярный электрофорез библиотек для секвенирования микроРНК одного и того же образца, приготовленных с использовани-
ем индексов из набора A и B, соответственно.

Примечание: bp — base pairs (пара нуклеотидов), FU — fluorescent units (единицы флуоресценции); микроРНК — малые некодирующие мо-
лекулы рибонуклеиновой кислоты.

Таблица 2
Характеристика исследуемых групп

Показатель,  
Ме [Q25; 75]

S200_v1,  
n=4

S200_v10, 
n=4

S300_v1,  
n=4

S300_v10, 
n=4

PE200_v1, 
n=4

PE200_v10, 
n=4

PE300_v1, 
n=4

PE300_v10, 
n=4

Концентрация 
микроРНК, нг/мкл

2,3
[1,7; 3,1]

2,3
[1,7; 3,1]

3,5
[2,3; 5,5]

3,5
[2,3; 5,5]

1,3
[1,1; 1,5]

1,3
[1,1; 1,5]

2,2
[1,8; 2,4]

2,2
[1,8; 2,4]

Концентрация 
библиотек, нг/мкл

0,75
[0,61; 0,80]

0,99
[0,62; 1,4]

1,3
[0,87; 1,9]

1,3
[1,1; 1,3]

1,1
[0,81; 1,4]

0,9
[0,61; 1,8]

1,8
[1,43; 2,2]

1,9
[1,8; 2,1]

Исходное количество 
микроРНК, нг

11,4
[8,5; 15,3]

11,4
[8,5; 15,3]

17,3
[1,5; 27,4]

17,3
[1,5; 27,4]

6,7
[5,5; 7,6]

6,7
[5,5; 7,6]

11,1
[8,9; 12,0]

11,1
[8,9; 12,0]

Количество чтений 
на образец (размер 
библиотеки), млн

2,4
[2,1; 2,8]

2,3
[1,6; 2,9]

2,8
[2,6; 2,9]

2,8
[2,5; 3,0]

2,7
[2,5; 2,9]

2,6
[2,4; 3,1]

3,1
[2,8; 3,2]

3,4
[3,2; 3,6]

Количество 
чтений длиной >14 
нуклеотидов после 
удаления UMI 
дубликатов, млн

1,9
[1,7; 2,2]

1,7
[1,1; 2,2]

2,048
[1,8; 2,3]

1,9
[1,7; 2,1]

2,0
[1,9; 2,1]

1,8
[1,8; 2,0]

2,2
[1,9; 2,5]

2,3
[2,1; 2,4]

Количество 
картированных 
чтений, млн

1,6
[1,4; 1,6]

1,3
[0,7; 1,8]

1,7
[1,4; 1,8]

1,5
[1,3; 1,6]

1,3
[1,2; 1,5]

1,3
[1,2; 1,5]

1,4
[1,2; 1,5]

1,5
[1,3; 1,5]

Количество 
картированных 
чтений, попавших 
в границы генов*, млн

0,087
[0,071; 0,11]

0,15
[0,097; 0,22]

0,15
[0,078; 0,12]

0,21
[0,13; 0,28]

0,13
[0,12; 0,17]

0,24
[0,19; 0,28]

0,12
[0,09; 0,17]

0,23
[0,22; 0,25]

TPM на образец 
(по генам человека)†

0,013
[0,005; 0,021]

0,030
[0,015; 0,047]

0,016
[0,011; 0,027]

0,04
[0,030; 0,067]

0,024
[0,013; 0,039]

0,059
[0,033; 0,098]

0,035
[0,030; 0,041]

0,14
[0,11; 0,15]

TPM на образец 
(по генам микроРНК)

84,5
[68,3; 90,6]

187,5
[174,5; 215,6]

92,7
[71,6; 109,7]

275,7
[237,8; 291,3]

77,4
[73,1; 78,9]

216,0
[209,1; 218,7]

65,7
[57,0; 72,2]

201,4
[188,7; 214,1]

Количество 
экспрессированных 
микроРНК  
(≥2 чтений 
на микроРНК)

114,5
[106,0; 127,3]

155,0
[140,3; 168,5]

135,5
[174,5; 215,6]

162,5
[151,8; 166,3]

131,0
[124,3; 141,3]

160,0
[156,3; 163,5]

117,0
[100,8; 136,3]

152,5
[148,5; 157,8]

Количество 
экспрессированных 
микроРНК  
(>50 чтений 
на микроРНК)

31,5
[29,3; 34,3]

56,5
[38,5; 75,5]

40,5
[33,3; 48,0]

64,0
[48,8; 76,0]

38,5
[35,5; 45,5]

58,0
[53,3; 68,5]

32,0
[23,8; 43,5]

51,5
[49,0; 56,5]

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 — медиана [интерквартильный размах], 
TPM — tags per million reads (теги на млн прочтений), UMI — unique molecular identifiers (уникальные молекулярные идентификаторы). 
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Таким образом, для каждого типа образца (плаз
ма/сыворотка) было 4 варианта оптимизации (200 
мкл/300 мкл; протокол-1нг/протокол-10нг). В  каж-
дом варианте оптимизации использовались аликвоты 
одних и тех же образцов от 4-х человек. При приго-
товлении библиотек использовалось 5 мкл выделен-
ной РНК, при этом исходное количество микроРНК 
варьировало от 6 до 21 нг. Дизайн исследования пред-
ставлен на рисунке 1 и в таблице 1.

Димеры адаптеров
Изначально при работе с набором QIAseq был 

использован протокол для сыворотки/плазмы 
и  индексы QIAseq miRNA 96 Index Kit IL UDI-A 
(Qiagen, Германия). При анализе качества и длины 

полученных библиотек с  помощью капиллярного 
электрофореза был виден пик, соответствующий 
димерам адаптеров (178 п.н.). Проверка всех реа-
гентов показала, что использование другого набора 
индексов — QIAseq miRNA 96 Index Kit IL UDI-B 
(Qiagen, Германия), привело к значительному умень
шению количества димеров адаптеров. Выявлен-
ные различия в работе индексов из разных наборов, 
отчасти, можно объяснить независимым от нас не-
соблюдением условий хранения и/или транспорти-
ровки наборов компаниями-поставщиками. При-
мер результатов капиллярного электрофореза для 
библиотек, приготовленных параллельно из одно-
го и  того же образца РНК при использовании ин-

Таблица 3
Характеристика объединенных групп

Показатель, 
Ме [Q25; 75]

S, n=16 PE, n=16 p S vs 
PE

200, n=16 300, n=16 p 200 vs 
300

v1, n=16 v10, n=16 p v1vs10

Концентрация 
микроРНК, нг/мкл

2,7
[1,7; 3,9]

1,6
[1,2; 2,1]

0,002* 1,7
[1,4; 2,0]

2,4
[1,9; 3,0]

<0,001* 1,9
[1,5; 2,6]

1,9
[1,5; 2,6]

–

Концентрация 
библиотек, нг/мкл

0,92
[0,68; 1,3]

1,6
[0,81; 1,93]

0,065 0,82
[0,66; 1,3]

1,69
[1,2; 1,9]

0,058 0,92
[0,70; 1,7]

1,28
[0,71; 1,9]

0,98

Исходное 
количество 
микроРНК, нг

13,4
[8,5; 19,7]

8,0
[5,8; 10,7]

0,002* 8,3
[6,9; 10,0]

12,2
[9,6; 15,1]

<0,001* 9,5
[7,4; 13,1]

9,5
[7,4; 13,1]

–

Количество чтений 
на образец (размер 
библиотеки), млн

2,7
[2,1; 2,9]

3,0
[2,6; 3,3]

0,013 2,7
[2,2; 2,9]

3,0
[2,7; 3,3]

0,051 2,8
[2,2; 3,1]

2,9
[2,4; 3,3]

0,86

Количество 
чтений длиной >14 
нуклеотидов после 
удаления UMI 
дубликатов, млн

1,9
[1,6; 2,3]

2,0
[1,8; 2,4]

0,065 1,9
[1,7; 2,2]

2,1
[1,9; 2,4]

0,093 2,0
[1,8; 2,4]

2,0
[1,8; 2,3]

0,46

Количество 
картированных 
чтений, млн

1,6
[1,1; 1,7]

1,3
[1,2; 1,5]

0,53 1,4
[1,2; 1,7]

1,5
[1,3; 1,6]

0,30 1,5
[1,2; 1,6]

1,4
[1,2; 1,6]

0,50

Количество 
картированных 
чтений, попавших 
в границы генов†

0,13
[0,074; 0,23]

0,20
[0,13; 0,26]

0,039 0,14
[0,11; 0,22]

0,21
[0,093; 0,25]

0,46 0,12
[0,089; 0,167]

0,21
[0,17; 0,28]

0,002*

TPM на образец 
(по генам человека)§

0,020
[0,012; 0,044]

0,043
[0,03; 0,090]

0,002* 0,023
[0,012; 0,047]

0,043
[0,027; 0,078]

0,008 0,023
[0,012; 0,043]

0,052
[0,03; 0,12]

0,001*

TPM на образец 
(по генам 
микроРНК)

131,3
[87,4; 215,6]

134,0
[74,2; 213,4]

0,32 129,1
[78,8; 202,0]

131,27
[75,7; 214,1]

0,71 78,23
[64,03; 83,8]

213,46
[188,7; 231,9]

<0,001*

Количество 
экспрессированных 
микроРНК 
(не <2 чтений 
на микроРНК)

141,0
[126,0; 161,3]

151,5
[130,3; 158,5]

0,59 141,0
[126,8; 163,0]

147,0
[127,8; 157,8]

0,82 128,0
[106,0; 140,8]

158,5
[148,8; 165,8]

<0,001*

Количество 
экспрессированных 
микроРНК 
(>50 чтений 
на микроРНК)

39,5
[32,5; 60,8]

51,0
[39,6; 56,0]

0,42 40,5
[32,5; 62,0]

48,0
[35,2; 54,8]

0,95 36,5
[29,3; 41,3]

54,0
[49,0; 72,5]

<0,001*

Примечание: * — значимость p<0,05 после поправки Холма на множественные сравнения, † — рассчитано для генов, на которые картиро-
вано хотя бы 2 чтения и как минимум в четверти образцов из выборки, § — версия ENCODE v47, микроРНК — малые некодирующие моле-
кулы рибонуклеиновой кислоты, Ме [Q25; 75] — медиана [интерквартильный размах], TPM — tags per million reads (теги на млн прочтений), 
UMI — unique molecular identifiers (уникальные молекулярные идентификаторы), vs — против. 



108

Кардиоваскулярная терапия и профилактика. 2025;24

дексов из разных наборов, приведен на рисунке  2. 
Несмотря на уменьшение концентрации димеров 
адаптеров, у  некоторых образцов были выявлены 
другие пики (185-192 п.н. и 208 п.н.), соответствую-
щие фрагментам РНК и другим малым РНК, вклю-
чая наиболее крупный класс микроРНК (piРНК, 
(piwi-interacting), отличные от целевого пика (200 
п.н.), что, вероятно, также может приводить к сни-
жению количества чтений, картированных на гены 
микроРНК [11]. 

Сравнение разных вариантов оптимизации про-
токола

Сравнительные характеристики исследуемых 
групп приведены в  таблицах 2 и  3, а  также на ри-

сунке 3. Статистически значимых различий между 
8 группами (по 4 образца в  каждой) получено не 
было. Это может быть объяснено небольшим раз-
мером выборки и  использованием рангового теста 
Вилкоксона, что, на наш взгляд, оправдано в  силу 
сложности распределения исследуемого параметра 
(таблица 2). 

В таблице 3 представлены результаты по груп-
пам, объединенным по следующим параметрам 
(n=16): тип биообразца (плазма/сыворотка); объ-
ем биообразца, использовавшийся при выделении 
РНК (200/300 мкл); протокол приготовления би-
блиотек (протокол-1нг/протокол-10нг). При срав-
нении групп сыворотки и  плазмы статистически 

Рис. 3    �Распределение медианных значений показателей в группах сравнения; точками представлены медианные значения для каждого из 
образцов.

Примечание: TPM  — TPM на образец (по генам человека), версия ENCODE v47, TPM микроРНК  — TPM на образец (по генам ми-
кроРНК), количество микроРНК  — количество экспрессированных микроРНК (не <2 чтений на микроРНК), "S"  — сыворотка, "PE"  — 
плазма с ЭДТА, "200" или "300" — объем исходного биообразца перед выделением РНК, "v1" или "v10" — версия протокола для приготовле-
ния библиотек. РНК — рибонуклеиновая кислота, микроРНК — малые некодирующие молекулы РНК, ЭДТА — этилендиаминтетрауксус-
ная кислота, TPM — tags per million reads (теги на млн прочтений).
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ны при использовании протокола с  наибольшим 
числом циклов амплификации. В  то же время для 
1  нг исходной микроРНК, при увеличении числа 
циклов амплификации и степени разведения адап-
теров, возрастала доля димеров адаптеров. Так-
же при увеличении числа циклов амплификации 
и степени разведения адаптеров как при 10 нг, так 
и  при 1  нг исходной микроРНК, возрастала доля 
чтений, исключаемых из анализа после дедуплика-
ции по UMI и  снижалось количество детектируе-
мых микроРНК [12]. 

В  настоящем исследовании сравнение двух 
версий протокола (протокол-1нг и  протокол-10нг) 
выявило статистически значимые различия для по-
казателей количества картированных чтений, по-
павших в границы генов, TPM на образец по генам 
человека и  по генам микроРНК, а  также по коли-
честву экспрессированных микроРНК. Наилуч-
шие результаты были получены при использовании 
протокола-10нг, который предусматривал: в  4 раза 
более высокие концентрации адаптеров и  прайме-
ров для обратной транскрипции; на 3 цикла ПЦР 
меньше. Протокол производителя для 10 нг исход-
ной РНК даже при меньшем фактическом количе-
стве показал более высокие значения TPM, что со-
гласуется с выводами Hasby F, et al. (2025) [12]. 

Рис. 4    �PCA на основании данных об уровне экспрессии генов ми-
кроРНК человека.

Примечание: PC — principal component (главная компонента), суф-
фикс "n" в названии образцов обозначает номер участника, "S"  — 
сыворотку, "PE" — плазму с ЭДТА, "200" или "300" — объем исход-
ного биообразца перед выделением РНК, "v1" или "v10"  — версия 
протокола для приготовления библиотек; РНК  — рибонуклеино-
вая кислота, микроРНК  — малые некодирующие молекулы РНК, 
ЭДТА  — этилендиаминтетрауксусная кислота, PCA  — principal 
component analysis (анализ главных компонент). Цветное изображе-
ние доступно в электронной версии журнала.

значимо различались показатели концентрации мик
роРНК после выделения тотальной РНК и количе-
ство тегов на млн прочтений (TPM, tags per million 
reads) на образец по генам человека; при сравнении 
групп, в которых для выделения РНК были исполь-
зованы 200 и  300 мкл исходного биообразца (сы-
воротки или плазмы) — показатели концентрации 
микроРНК после выделения тотальной РНК; при 
сравнении групп образцов, приготовленных с  ис-
пользованием разных версий протокола — количе-
ство картированных чтений, попавших в  границы 
генов, показатели TPM на образец по генам че-
ловека и  по генам микроРНК, а  также количества 
экспрессированных микроРНК.

Анализ с помощью метода главных компонент
Для определения однородности полученных 

данных был использован метод PCA, с  помощью 
которого на основании данных об уровне экс-
прессии генов микроРНК человека (версия генома 
ENCODE v47) была показана относительная одно-
родность изучаемых групп (рисунок 4). 

Обсуждение
Согласно результатам ряда сравнительных ис-

следований, набор QIAseq miRNA Library Kit обе-
спечивает высокое качество подготовки библиотек 
[10, 11, 13-17]. Однако при работе с образцами с низ-
ким содержанием микроРНК (плазма или сыворот-
ка крови) или биообразцов с  длительным сроком 
хранения для улучшения показателей секвенирова-
ния может потребоваться дополнительная оптими-
зация протокола [18]. Поиск литературы показал, 
что было опубликовано два исследования, направ-
ленных на оптимизацию протокола приготовления 
библиотек QIAseq miRNA Library Kit: Rodgers O, et 
al. (2025) [18] и Hasby F, et al. (2025) [12]. 

В исследовании Rodgers O, et al. (2025) прово-
дили оптимизацию для образцов плазмы неболь-
шого объема (100 мкл), используемых в  педиатрии 
[18]. В  работе было изучено влияние ряда моди-
фикаций протокола на выход библиотек: предва-
рительное концентрирование образцов РНК, ис-
пользование разных разведений адаптеров и прай-
меров для обратной транскрипции и  количества 
циклов амплификации. Кроме того, были внесены 
изменения в этапы очистки с использованием маг-
нитных частиц, однако их влияние сравнительной 
оценке не подвергалось. Наибольшая концентра-
ция библиотек была достигнута при использова-
нии версии протокола производителя для 1 нг РНК 
(1:20-1:10-1:20-24 цикла), который был выбран ав-
торами для дальнейшего использования. Однако 
отсутствие данных по показателям секвенирования 
затрудняет сопоставление их результатов с нашими.

В работе Hasby F, et al. (2025) для 10 нг исход-
ной микроРНК максимальные концентрации би-
блиотек и количество сырых чтений были получе-
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В этой же работе [12] показано, что с увеличе-
нием исходного количества микроРНК возрастают 
концентрации получаемых библиотек, снижается 
доля димеров адаптеров и  доля чтений, элимини-
руемых при дедупликации, а  также увеличивается 
число детектируемых микроРНК. Однако в  этом 
исследовании использовался коммерческий об-
разец тотальной РНК с  10-кратными различиями 
в количестве (1, 10 и 100 нг).

При работе с  образцами с  низким содержани-
ем микроРНК одним из возможных подходов к уве-
личению исходного количества микроРНК может 
быть концентрирование. Однако данные о  его эф-
фективности противоречивы. Так, Rodgers O, et al. 
(2025) продемонстрировали, что концентрирова-
ние РНК увеличивает концентрации получаемых 
библиотек [18], тогда как Grieco GE, et al. (2021) не 
наблюдали улучшения показателей при сокраще-
нии объема с 18 мкл до 5 мкл. В их работе концен-
трирование не повлияло на выход библиотек малых 
РНК, качество секвенирования и  распределение 
типов малых РНК [27]. Кроме того, в работе [18] не 
было выявлено значимых различий в  результатах 
секвенирования между образцами, полученными 
из 100 и 200 мкл плазмы.

Согласно рекомендациям производителя ис-
пользуемого нами набора, для выделения РНК 
miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen, Гер-
мания), увеличения выхода РНК можно добиться, 
увеличив объем плазмы или сыворотки. Однако от-
мечается, что увеличение объема образца нежела-

тельно в связи с тем, что увеличение количества кон-
таминантов может повлиять на процесс очистки. 

Полученные нами результаты показали, что 
увеличение объема биообразцов при выделении 
РНК, хотя и привело к повышению концентрации 
выделенной микроРНК, а после секвенирования — 
к повышению числа TPM на образец по генам че-
ловека, в то же время не оказало влияния на значе-
ние показателя TPM на образец при анализе генов 
микроРНК. 

Кроме того, поскольку в  нашем исследовании 
использовались парные образцы сыворотки и плаз-
мы крови от одних и  тех же доноров, было воз-
можно сравнить их характеристики. В  результате 
количество РНК после выделения было выше для 
сыворотки, однако количество чтений и  TPM на 
образец было выше для плазмы крови.

Заключение
Оптимизация существующих протоколов под-

готовки библиотек для биообразцов с  низким со-
держанием микроРНК может значительно улуч-
шить показатели секвенирования. В  настоящем 
исследовании ключевым фактором, обеспечившим 
повышение эффективности, стало сокращение 
числа циклов ПЦР. 

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