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Многие патологические состояния сопровождаются характерными изменениями  профиля в клетках микроРНК – малых 
молекул, которые регулируют экспрессию генов на посттранскрипционном уровне. Это даёт возможность  рассматривать 
микроРНК как перспективный класс биологических маркёров. Осуществлено прямое сравнение трёх методов проведения ОТ-
ПЦР (s-Loop, u-Elong и 2-Tail) для анализа микроРНК с применением синтетического аналога микроРНК-451 для определения 
эффективности детекции молекул микроРНК и проведён анализ профиля миРНК-29b, миРНК-375 и миРНК-451 в стабиль-
ных клеточных линиях OAW42 и HT29. Методами 2-Tail и s-Loop также был проведён анализ семи разых микроРНК в 13 
клинических образцах. Результаты показывают, что в подходах 2-Tail и s-Loop проведение ОТ-ПЦР демонстрирует высо-
кую воспроизводимость результатов анализа микроРНК и линейную зависимость эффективности детекции синтетической 
микроРНК-451 в диапазоне 107–103 молекул на реакцию. По ряду значимых критериев две технологии оказались относительно 
равноценными, т.е. обе могут быть использованы в качестве основы для метода клинической диагностики.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  микроРНК (миРНК); ОТ-ПЦР; биомаркёры; молекулярная диагностика.
Для цитирования: Коробкина Е.А., Князева М.С., Киль Ю.В., Титов С.Е., Малек А.В. Сравнительный анализ методов 
детекции микроРНК с помощью метода обратной транскрипции и количественной полимеразной цепной реакции (ОТ-
ПЦР). Клиническая лабораторная диагностика. 2018; 63 (11 ): 722-728. DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-
63-11-722-728
Korobkina E.A.1,5, Knyazeva M.S.1,5, Kil Yu.V.3, Titov S.E.4,6, Malek A.V.1,2

COMPARATIVE ANALYSIS OF RT-QPCR BASED METHODOLOGIES FOR MICRORNA DETECTION 
1N.N. Petrov Research Institute of Oncology, 197758, saint Petersburg, Russia;  
2“Oncosystem” ltd., 143026, skolkovo, Russia; 
3Petersburg Nuclear Physics Institute of National Research Center “Kurchatov Institute”, 188300,  gatchina, Russia; 
4Institute of Molecular and Cellular biology, siberian branch of the Russian academy of sciences, 630090, Novosibirsk, Russia; 
5Peter the great saint-Petersburg Polytechnic university, 195251 saint Petersburg, Russia; 
6aO Vector-best, 630117, Novosibirsk, Russia
Many pathological states are accompanied by characteristic changes in the cellular profile of microRNAs – small molecules that 
regulate gene expression at the posttranscriptional level. This allows us to consider miRNA as a promising class of biological markers. 
In the work, a direct comparison of three RT-qPCR methodologies (s-Loop, u-Elong and 2-Tail) for miRNA analysis was performed. 
A synthetic miRNA-451 analog was used to determine the efficiency of miRNA molecule detection and analysis of the miRNA-29b, 
miRNA-375 and miRNA-451 profiles in OAW42 and HT29 cell lines was carried out. By the methods of 2-Tail and s-Loop, seven 
different miRNA were also analyzed in 13 clinical specimens. The results of the study show that in the 2-Tail and s-Loop approaches, 
RT-qPCR demonstrated high reproducibility in results of miRNA analysis, and a linear dependence of the mimic миРНК-451detection 
efficiency in the range of 107 to 103 molecules per reaction was registered. On a number of significant criteria, the two technologies 
turned out to be relatively equivalent, i.e. any of them can be used as a basis for the method of clinical diagnostics.
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Введение. МикроРНК – класс молекул РНК, строение и 
биологические функции которых  описаны относительно не-
давно [1]. Это короткие одноцепочечные молекулы, которые 
регулируют экспрессию генов на посттранскрипционном 
уровне путём комплементарного взаимодействия с молеку-
лами информационной (матричной) РНК. Таким образом, в 
клетке регулирован синтез большинства белковых молекул, 
вовлечённых в разные аспекты клеточной биологии. К насто-
ящему времени у человека описано около трёх тысяч разных 
микроРНК. Профиль экспрессии микроРНК,  отражающий 
количественный уровень каждой из них, специфичен для кле-
ток разных тканей и характеризуется несколькими десятками 
(или сотнями) так называемых мажорных молекул. Многие 
патологические состояния сопровождаются характерными 
изменениями клеточного профиля микроРНК, что позволяет 
рассматривать эти молекулы как перспективный класс био-
логических маркёров. На основе  анализа микроРНК активно 
идёт разработка  новых методов диагностики разных заболе-
ваний. Очевидный прогресс достигнут в онкологии [2, 3], где 
такие диагностические системы находятся на стадиях раз-
работки, испытаний или их уже применяют в клинической 
практике для выявления  онкологических заболеваний, вклю-
чая рак предстательной железы [4], щитовидной железы [5], 
колоректальный рак [6]. 

Для количественного анализа микроРНК принципиально 
применимы те же методы, которые традиционно используют 
для анализа микроРНК; это технология микрочипов (micro-
arrays) [7], секвенирование, включая полногеномное секвени-
рование РНК (RNA-seq) [8] и метод обратной транскрипции 
(ОТ) с последующей полимеразной цепной реакцией –ПЦР 
(RT-qPCR) [9]. Существует ряд альтернативных методик ко-
личественной оценки микроРНК на основе реакции ампли-
фикации; однако пока они не нашли широкого применения 
[10-12]. В настоящее время метод ОТ-ПЦР является наибо-
лее часто используемым в силу  надёжности и относительно 
низкой стоимости. 

Несмотря на широкое распространение, практическое ис-
пользование метода ОТ-ПЦР, получение воспроизводимых 
результатов и их клиническая интерпретация не является 
тривиальной задачей. Результаты анализа микроРНК в боль-
шой мере  зависят от качества выделяемых из биологических 
образцов препаратов общей РНК [13]. Кроме того, при ра-
боте с микроРНК имеют значение такие аспекты, как нали-
чие незрелых форм [14] и небольшой размер зрелых моле-
кул [9]. Длина зрелой молекулы микроРНК сопоставима по 
размерам с длиной праймеров, пара которых должна иметь 
места посадки на протяжении определяемой  молекулы для 
инициации ПЦР. Поэтому перед проведением аналитической 
ПЦР необходимо удлинить молекулу микроРНК. Этот этап 
синтеза молекулы ДНК, которая должна иметь длину как 
минимум 50-60 оснований и часть которой комплементарна 
определяемой микроРНК, является  критичным аспектом ме-
тода анализа микроРНК с помощью ОТ-ПЦР. 

В 2005 г. предложен метод ОТ микроРНК с помощью прай-
мера, формирующего так называемую петлю (stem-loop primer) 
[15]. Такой подход позволял в результате реакции ОТ получить 

ДНК длиной 50–60 оснований; это обеспечивает возможность 
использовать такую молекулу в качестве матрицы для после-
дующей ПЦР (рис 1, а). В течение нескольких  лет этот метод  
оптимизирован  и  его широкое использование позволяет полу-
чать достоверные результаты [16]. Важной особенностью этого 
подхода является молекулярная специфичность проведения ре-
акции ОТ: для каждого типа детектируемых микроРНК синте-
зирован и использован соответствующий ОТ-праймер. Позднее 
предложены еще несколько методов синтеза кДНК, основной 
особенностью которых являлось неспецифическое удлинение 
всех присутствующих в образце молекул микроРНК. После-
дующую реакцию ОТ инициирует праймер, комплементарный 
добавленному участку. Такая реакция неспецифична и теорети-
чески позволяет получить пул разных кДНК, соответствующих 
набору микроРНК в исследуемом образце. Этот подход, с одной 
стороны, позволяет экономно использовать биологический ма-
териал для анализа большого числа молекул микроРНК. С дру-
гой стороны, чувствительность этого метода ниже, так как ре-
акция ОТ инициирована  с помощью универсального праймера 
равновероятно для всех молекул микроРНК; это, однако, может 
затруднять определение молекул с низкой мерой копирования. 
Методы удлинения микроРНК, которые предшествуют ОТ, мо-
гут быть разными: синтез поли-А [17] или поли-U [18] цепоч-
ки на 3’-конце микроРНК или ферментативное присоединение 
(лигирование) ДНК молекулы – адаптера [19] (рис. 1, б). 

Оригинальный метод удлинения и ОТ предложен груп-
пой чешских исследователей [20]. Этот метод предполагает 
использование для ОТ относительно длинного праймера, 
который формирует петлю в середине молекулы, а два его 
конца комплементарно связывают концы детектируемой ми-
кроРНК, располагаясь навстречу друг другу (рис. 1, с). Реак-
ция ОТ инициирует один из концов (3’-) праймера, при этом 
в процессе транскрипции происходит диссоциация второго 
конца (5’-) и синтез фрагмента кДНК, комплементарного пол-
норазмерной молекуле микроРНК. Таким образом, образует-
ся  молекула кДНК достаточной длины и оба конца её имеют 
участки, комплементарные детектируемой микроРНК; это 
позволяет использовать два микроРНК-специфичных прай-
мера для ПЦР. Влияние специфической структуры олигону-
клеотида – праймера ОТ на эффективность (специфичность 
и чувствительность) предложенного метода детектирования 
микроРНК детально обсуждено авторами в ранее опублико-
ванной работе [20].

Цель  исследования – определение наиболее приемлемого 
метода для использования в клинической практике. Для это-
го проведено прямое сравнение нескольких ОТ-ПЦР техно-
логий анализа микроРНК, схематически представленных на 
рис. 1 и обозначенных в тексте как s-Loop, u-Elong и 2-Tail. 

Материал и методы. Стабильные линии клеток колорек-
тального рака HT-29 [21] и рака яичников OAW-42 [22] куль-
тивировались в стандартных условиях (среда RPMI-1640 с 
L-глутамином и 10% эмбриональной сыворотки телят (БиоЛот, 
СПб) при 37°С и 5% СО2. Образцы цитологических препаратов, 
которые  содержат материал тонкоигольной, аспирационной би-
опсии узлов щитовидной железы, получены в ФГБУ «НМИЦ 
онкологии им. Н.Н. Петрова». Протокол исследования  утверж-
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дён Комитетом по этике при «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Пе-
трова» (№1/66 из протокола заседания №7 от 17.05.2018). Для 
выделения РНК из препаратов использовали наборы для вы-
деления на основе спин-колонок производства компании «Био-
Силика» (Новосибирск, Россия). РНК из биопсийного материа-
ла выделяли по ранее описанному протоколу [23]. 

Дизайн олигонуклеотидов для анализа трёх молекул ми-
кроРНК представлен в табл. 1. В системе stem-loop с целью 
оптимизации температуры отжига праймеров в ходе ПЦР  от-
дельные нуклеотиды в их составе  модифицированы (Locked 
Nucleic Acid, LNA). Дизайн олигонуклеотидов для методов 
u-Linker и 2-Tail  выполнен согласно рекомендациям авторов 
[19, 20]. Олигонуклеотиды, использованные в реакциях ОТ-
ПЦР-анализа трёх миРНК (миРНК-29b, миРНК-375 и миРНК-
451), были синтезированы АО «Вектор Бест» (Новосибирск, 
Россия), ООО «Праймтех» (Минск, Република Беларусь) и 
компанией «IDT» (Skokie, США). Синтетическая олигоРНК, 
имитирующая микроРНК-451, синтезирована компанией 
ООО «БИОСАН» (Новосибирск, Россия). Информация по 
остальным олигонуклеотидам может быть предоставлена по 
запросу. Анализ миРНК методом ОТ-ПЦР проводили с ис-
пользованием амплификатора Real-Time CFX96 производ-
ства компании Bio-Rad Laboratories (Hercules, США) на 96-
луночном планшете согласно трём протоколам: 

1. s-Loop. Реакционная смесь для ОТ содержала: 2 мкл 
раствора выделенной РНК, 16,2 мкл 40% раствора трегало-
зы, 3 мкл 10× буфера для ОТ (АО «Вектор-Бест»), 3 мкл 4 мМ 
раствора дезоксинуклеозидтрифосфатов, 3 мкл 10% раствора 
BSA, 100 е.а. M-MLV обратной транскриптазы (АО «Вектор-
Бест»), 1,5 мкл 10 мкМ раствора соответствующего праймера 

для ОТ. Реакцию проводили в течение 30 мин при 42◦С, по-
сле чего обратную транскриптазу инактивировали 2 мин при 
95◦С. 2 мкл смеси  использовали для ПЦР. Объём реакцион-
ной смеси для каждой реакции ПЦР составлял 30 мкл: 2 мкл 
полученной кДНК, 15 мкл H2O, 3 мкл 10× буфера для ПЦР 
(АО «Вектор-Бест»), 3 мкл 4 мМ раствора дезоксинуклеозид-
трифосфатов (ООО «Биосан»), 3 мкл 10% раствора BSA, 1 
е.а. Taq-полимеразы (АО «Вектор-Бест») в комплексе с моно-
клональными антителами к её активному центру (Clontech, 
США), 3 мкл раствора прямого и обратного праймеров (5 
мкМ) и зонда (2,5 мкМ). Протокол ПЦР: предварительный 
прогрев при 94ºС – 2 мин, 50 основных циклов: денатурация 
при 94º С – 10 с, отжиг и элонгация: 60ºС – 20 с.

2. u-Elong. Стадии лигирования линкера и реакцию ОТ 
проводили в полном соответствии с предложенной методи-
кой [19], включая использование рекомендованных фермен-
тов: T4 RNA Ligase 2, truncated K227Q (New England Biolabs) 
в лигазной реакции и PrimeScriptTM 1st strand cDNA Synthesis 
Kit (TaKaRa/Clontech) для проведения ОТ. ПЦР в реальном 
времени  с использованием стандартного набора БиоМастер 
HS-qPCR SYBR Blue (2×) (БиоМастер, Новосибирск) про-
вдили по следующему протоколу: за прогревом реакции при 
95°С в течение 6 мин следовали 45 циклов, состоящих из по-
второв по 10 с при 95°С и 35 с при 64°С. Стандартная реак-
ция (20 мкл) содержала 2 пмоль микроРНК-специфического 
и универсального Upm2A праймеров каждого и 2 мкл раство-
ра кДНК, полученной на первой стадии. 

3. 2-Tail. Все стадии ОТ-ПЦР в рамках этого метода выпол-
няли в соответствии с оригинальным протоколом [20] за исклю-
чением того, что объёмы всех реакций были увеличены до 20 

Рис. 1. Схема детекции молекул микроРНК тремя разными подходами проведения ОТ-ПЦР: методы s-Loop, 
u-Elong и 2-Tail (пояснения в тексте).
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мкл и в анализе использовали стандартные наборы российско-
го производства от компании БиоМастер: OT-M-MuLV-RH для 
проведения реакции ОТ и HS-qPCR SYBR Blue (2×) для про-
ведения ПЦР. Во всех анализах в ПЦР использовали десятую 
часть (2 мкл) кДНК, полученной в результате реакции ОТ. 

Результаты. Мы провели сравнение эффективности трёх 
разных подходов ОТ-ПЦР для количественной оценки семи 
вариантов микроРНК. Для определения динамического диапа-
зона регистрируемых концентраций микроРНК разными мето-
дами ОТ-ПЦР  использован аналог микроРНК-451 с известной 
концентрацией. Для анализа микроРНК в биологическом мате-
риале использованы образцы тотальной РНК, выделенной из 

клеток двух линий и 13 клинических образцов (тонкоигольной 
аспирационной биопсии узлов щитовидной железы). При про-
ведении ОТ-ПЦР методами u-Elong и 2-Tail детекцию сигнала 
проводили с помощью  красителя SYBR Green I. В методике 
s-Loop использовали флуоресцентный зонд с красителем HEX, 
что обеспечивало повышение специфичности метода. 

Динамический диапазон регистрации синтетической 
миРНК-451. На основе исходного препарата синтетической 
миРНК-451 с концентрацией 100 пкМ мы создали серию по-
следовательных десятикратных разведений таким образом, 
чтобы реакция ОТ-ПЦР стартовала в каждом случае в диа-
пазоне от 107 до 10 молекул микроРНК на реакцию. Согласно 
полученным результатам (рис. 2, а), линейную зависимость 
между концентрацией детектируемой микроРНК молекулы и 
данными ОТ-ПЦР наблюдали в случае использования систем 
s-Loop и 2-Tail в диапазоне концентраций 107–103 молекул на 
реакцию. При снижении концентрации детектируемой мо-
лекулы наблюдалась стабилизация значения Ct на 33–33,5 
(2-Tail) или 35–36 (s-Loop) циклах. Результаты, полученные 
методом универсальной элонгации (u-Elong), слабо зависели 
от концентрации детектируемой молекулы, что не позволяет 
расценивать этот метод как подходящий для количественно-
го анализа, по крайней мере в случае микроРНК-451.

Кроме того, кривые плавления (melting curve) при про-
ведении ПЦР, которые являются контролем специфичности 
проводимой реакции, в случае анализа микроРНК-451 ме-
тодом u-Elong показали  наличие побочных продуктов (рис. 
2, в) в виде дополнительных пиков. На кривой денатурации 
продукта ОТ-ПЦР по методике 2-Tail мы выявили  лишь один 
узкий пик с температурой плавления 76,5оС (см. рис. 2, б), 
что соответствует характеристикам ожидаемого продукта 
ПЦР (70 нуклеотидных пар с 46% GC-составом).

Анализ экспрессии разных микроРНК в культивируемых 
клеточных линиях. Для сравнения  эффективности трёх ме-
тодик в ряде параллельных экспериментов  проведена оценка 
концентрации трёх молекул (микроРНК-29b, микроРНК-375, 
микроРНК-451) в препаратах РНК, выделенных из куль-
тур клеток рака яичников (OAW42) и колоректального рака 
(HT29). Выбранные микроРНК (рис. 3) имеют лишь по одной 
биологически активной изоформе, но отличаются особенно-
стями биогенеза (для микроРНК-29b и микроРНК-375 био-
логически активной является форма 3p, a для микроРНК-451 
– 5p), а также гуанин-цитозиновым составом (микроРНК-29b 
и микроРНК-451 – 35-36% GC; микроРНК-375 – 55% GC). 
Перечисленные особенности могут оказывать  влияние на 
эффективность детекции методом ОТ-ПЦР. 

Все реакции ОТ-ПЦР для трёх микроРНК (микроРНК-
29b, микро РНК-375, микроРНК-451) тремя системами де-
тектирования  (s-Loop; u-Elong; 2-Tail) с использованием 
двух препаратов тотальной РНК (OAW42, HT29) проведены 
с тройными повторами. Результаты, представленные на рис. 
4 в виде значений Ct, отражают хорошую воспроизводи-
мость всех трёх методов: стандартные отклонения по трём 
измерениям не превышали 2,5% от среднего значения. При 
этом можно заметить, что эффективность детектирования  
микроРНК-375 с высоким содержанием GC изменяется в 
ряду тестируемых методов как s-Loop >> u-Elong >> 2-Tail. 
Для молекул с низким содержанием GC, микроРНК-29b и 
микроРНК-451, отметили обратную тенденцию. 

В ходе каждого эксперимента, кроме анализа пиков кри-
вой плавления конечных продуктов ПЦР, проводили реакцию 
ПЦР с реакционной смесью, не содержащей кДНК (безма-
тричный контроль; англ. NTC – No Template Control), с це-
лью оценки вероятности формирования в реакции ПЦР так 
называемых «праймерных димеров» в результате их взаимо-
действия друг с другом. Такой контроль часто давал позитив-
ный результат при использовании системы u-Elong, причём 
кривая флуоресценции в безматричной реакции пересекала 
пороговую линию (Ct) лишь на 1–3 цикла позднее, чем в ре-

Рис. 2. Результаты детектирования  синтетической микроРНК 
(микроРНК-451) тремя подходами проведения ОТ-ПЦР.
 а – динамический диапазон регистрируемых концентраций микроРНК; 
кривые плавления конечного продукта ПЦР, получаемого методами 
2-Tail (б) и u-Long (в).
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акции, содержащей кДНК. Это говорит о том, что структура 
праймеров в системе u-Elong допускает их комплементарное 
взаимодействие, которое может инициировать неспецифиче-
скую ПЦР и приводить к ложноположительным результатам. 
Образование праймерных димеров или иных неспецифиче-
ских продуктов в процессе проведения ПЦР подтверждается 
анализом кривой плавления, полученной в эксперименте с 
синтетическим аналогом микроРНК-451 (см. рис. 2, в).

В линии клеток колоректального рака HT29 удалось 
определить  микроРНК-29b методом s-Loop (Ct = 32,9), две 
другие методики оказались неэффективны. При этом резуль-
таты анализа двух других молекул были сопоставимы. Бо-

лее того, микроРНК-451, которую мы определяли методом 
s-Loop на более поздних циклах (т.е. менее эффективно), чем 
микроРНК-29b, можно было определить и методами u-Elong 
и 2-Tail. Согласно полученным результатам, эффективность 
определения зависит не только от метода, но и от особен-
ностей детектируемой молекулы микроРНК и структуры ис-
пользуемых праймеров.

Анализ экспрессии разных микроРНК в клинических об-
разцах. С учётом результатов, полученных методом элонга-
ции микроРНК и последующей неспецифической ОТ (от-
сутствие зависимости эффективности ПЦР от концентрации 
детектируемой микроРНК и высокий уровень сигнала в без-
матричной  контрольной пробе), мы отказались  от использо-
вания метода u-Elong как минимум в предложенном варианте 
исполнения. 

Детальное сопоставление эффективности методов s-Loop 
и 2-Tail было проведено с использованием 13 образцов РНК, 
выделенной из материала тонкоигольной биопсии узлов щи-
товидной железы. Анализ концентрации семи микроРНК  
проведён параллельно двумя методами; каждая реакция  про-
ведена в трёх повторах. В качестве примера репрезентатив-
ные результаты анализа трёх биологических образцов пред-
ставлены на рис. 5. Как и в предшествующих экспериментах, 
низкие значения стандартных отклонений выявили хорошую 
воспроизводимость результатов. При этом эффективность 
детекции разных молекул методами s-Loop и 2-Tail суще-
ственно различалась. Анализ результатов, полученных для 
отдельных микроРНК, показывает, что соотношение значе-
ний Ct повторяется в ряду разных биологических образцов. 
Для верификации этого наблюдения соотношение значений 
Ct(s-Loop) / Ct(2-Tail) мы  подсчитали для каждой тестируе-
мой микроРНК. Эти соотношения для разных молекул ми-
кроРНК  разные, но для каждой молекулы они сохранялись в 
ряду биологических образцов. В табл. 2 представлены усред-
нённые (для 13 образцов РНК) значения Ct(s-Loop) / Ct(2-
Tail) и соответствующие значения стандартных отклонений. 
Низкие значения стандартных отклонений подтверждают на-
ше предположение о том, что получаемые разными метода-
ми ОТ-ПЦР результаты анализа концентрации (экспрессии) 
микроРНК зависят от метода и от структуры детектируемой 
молекулы, т.е. результаты, полученные одним методом, могут 
быть не  воспроизведены другим. Но при этом соотношение 
данных, полученных методами s-Loop и 2-Tail, сохраняется 
постоянным при анализе разных биологических образцов. 

Обсуждение. В обозримом будущем методы анализа 
микроРНК в биопсийном материале войдут в клиническую 
практику. Наборы для предоперационной диагностики узло-
вых образований щитовидной железы, предлагаемые рядом 

Рис. 3. Структура незрелых микроРНК по данным сайта www.mirbase.org. Представлены последовательности микроРНК-29b, микроРНК-451a и 
микроРНК-375 с указанием процентного содержания GC-пар в их составе. Вертикальными барами отмечены биологически активные последователь-
ности зрелых микроРНК: 5p в случае микроРНК-451a и 3p в случае микроРНК-29b и микроРНК-375. 

Рис. 4. Результаты анализа микроРНК-29b, микроРНК-375 и 
микроРНК-451a  в образцах РНК, выделенных из клеточных 
культур. OAW42 – линия клеток рака яичников; HT29 – ли-
ния клеток колоректального рака.
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зарубежных компаний, уже использую в клинике в качестве 
дополнения к стандартным диагностическим алгоритмам 
(«Rosetta GXReveal» / Rosetta Genomics; «ThyraМИРНК» 
/ Interpace diagnostics). Методы прогнозирования течения 
или ответа на гормональную терапию рака предстательной 
железы проходят клинические испытания (NCT02964351, 
NCT01220427, NCT02366494). Успех внедрения этих мето-
дов в клиническую практику зависит от двух факторов: диа-
гностической значимости изменений экспрессии микроРНК, 
выявленных в ходе научных исследований, во-первых, и 
доступности лабораторных технологий анализа микроРНК, 
во-вторых. Результаты нашего исследования подтверждают  
возможность использовать метод ОТ-ПЦР для анализа ми-
кроРНК в клинических образцах. Описанные методы имеют 
стоимость, сопоставимую со стоимостью рутинных ПЦР-
тестов, которые используют для определения  инфекций или 
генетических мутаций, и теоретически могут быть воспроиз-
ведены в  клинико-диагностической лаборатории.  

В рамках  исследования нам не удалось показать диагно-
стическую значимость технологии u-Elong, которая включает 
этап лигирования всех молекул микроРНК и не микроРНК - 
специфическую реакцию обратной транскрипции. Наши ре-
зультаты расходятся с данными, представленными авторами 
методики [19], что не ставит под сомнение их достоверность, 
но указывает на нетривиальность  задачи воспроизведения 
или внедрения в практику этой технологии. Следует учиты-
вать, что данная методика является оптимальной для прове-
дения «профайлинговых» исследований с целью поиска диа-
гностически значимых молекул микроРНК в рамках научных 
проектов, но не в клинической диагностике. Таким образом, 
воспроизведение методики u-Elong является скорее задачей 
для научных лабораторий. Кроме того, наборы для «про-
файлингового» анализа микроРНК на основе аналогичных 
технологий разработаны рядом биотехнологичеких компа-
ний («for research only») – микроРНКCURY LNA™ Universal 
RT microRNA PCR panels / Qiagen или TaqMan™ Advanced 

Рис. 5. Примеры детектирования семи разных микроРНК мето-
дами 2-Tail и s-Loop для трёх клинических образцов: 1, 8 и 12. 

Т а б л и ц а  1 
Последовательности олигонуклеотидов

ми
РН

К
-2

9b
-1

s-Loop

Loop primer RT gtcgtgtctgaggctcactgagacctttcgac
cctcgacacgacaa(c)ac(t)gat

PCR-forward cagcactagcaccatttgaa
PCR-reverse ctgaggctcactgagacct
Probe ttcgcaccctcgacagacaacactgat

u-Elong

Adaptor ggccgaactacgacctgcataaacgg
mQ-RT cccagttatggccgtttatgcaggt
PCR-forward-sp tagcaccatttgaaatcagtgtt
PCR-reverse Upm2A cccagttatggccgttta

2-Tail

RT tggtgctagcttgagtcctcgtagagttgc-
tacgagatatgataaaacact

PCR-forward tggtgctagcttgagtcc
PCR-reverse tagcgccatttgaaatcagtg

ми
РН

К
-3

75

s-Loop

Loop primer RT gtcgtgtcagaggctcactgagacctattcgc
acctcgacacgact(c)acg(c)ga

PCR-forward acagctttgttcgttcggc
PCR-reverse ctgaggctcactgagacct
Probe cgacacgactcacgcga

u-Elong

Adaptor ggccgaactacgacctgcataaacgg
mQ-RT cccagttatggccgtttatgcaggt
PCR-forward-sp ttgttcgttcggctcgc
PCR-reverse Upm2A cccagttatggccgttta

2-Tail

RT cgaacaactcaagctctccaggtacagttg-
gtacctgactccacgctcacgc

PCR-forward cgaacaaatcaagctctccag
PCR-reverse cggtttgttcgttcggctc

ми
РН

К
-4

51

s-Loop

Loop primer RT gtcgtgctgaggctcactgagacctattcgca
cctcgacacgacaa(c)t(c)agt

PCR-forward ccagcaaaccgttaccatt
PCR-reverse ctgaggctcactgagacct
Probe cgcacctcgacacgacaactcagta

u-Elong

Adaptor ggccgaactacgacctgcataaacgg
mQ-RT cccagttatggccgtttatgcaggt
PCR-forward-sp aaaccgttaccattactgagtt
PCR-reverse Upm2A cccagttatggccgttta

2-Tail

RT aacggtttcgacgaatactgctagagt-
tgctagcagagcccttaaaactca

PCR-forward caacggtttcgacgaatac
PCR-reverse ggaaaccgttaccattactg

П р и м е ч а н и е . Нуклеотиды в скобках в составе Loop primer 
RT (s-Loop) имеют структуру LNA (locked nucleic acid)
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миРНКNA Human Cards / ThermoFischer Scientific. Использо-
вание этих  наборов может обеспечить получение достовер-
ных результатов в рамках исследовательской работы. 

Сравнение двух других методов анализа специфических 
молекул микроРНК (s-Loop и 2-Tail) показало сопоставимые 
результаты. Особое внимание привлекает факт высокой вос-
производимости результатов, которые получены каждым из 
этих методов. В относительно широком диапазоне концен-
траций миРНК-451 (107-103 молекул на реакцию) оба метода 
выявили хорошую линейную зависимость. Сопоставимой 
оказывается и стоимость исследований, проведенных метода-
ми s-Loop и 2-Tail. Так, по ряду значимых критериев две тех-
нологии оказались относительно равноценны, т.е. любую из 
них можно использовать в качестве основы для метода клини-
ческой диагностики. Особого внимания требует факт система-
тического (воспроизводимого) расхождения результатов, по-
лученных двумя технологиями, для ряда молекул микроРНК. 
Можно предполагать, что особенности конкретной микроРНК 
(нуклеотидная последовательность, GC-состав, вторичная 
структура) определяют эффективность определения  этой 
микроРНК тем или иным методом. Понимание наблюдаемого 
феномена требует дополнительных исследований. Результаты 
представленной работы позволяют лишь сделать вывод о том, 
что использование разных технологий потребует особой осто-
рожности в ходе клинического применения  результатов.

Заключение Методы 2-Tail и s-Loop, применённые нами 
как для  анализа эффективности определения  разных кон-
центраций синтетической  микроРНК-451, так и для опреде-
ления профилей семи микроРНК для культивируемых линий 
и клинических образцов щитовидной железы, в целом пока-
зали высокий уровень соответствия результатов, что говорит 
о возможности их применения в клинической диагностике. 
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Т а б л и ц а  2 
Соотношение результатов ОТ-ПЦР, полученных методами 

2-Tail и s-Loop

миРНК
Средние значения со-

отношения результатов 
2-Tail / s-Loop

Стандартное от-
клонение

миРНК-30 0,77 0,04
миРНК-21 0,89 0,04
миРНК-1246 0,25 0,03
миРНК-146b 0,65 0,08
миРНК-451 0,84 0,14
миРНК-375 1,08 0,18
миРНК-29b-1 0,95 0,12


