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Резюме 

Актуальность: Циркулирующие микроРНК (ц-микроРНК) тромбоцитарного происхождения 

в последнее десятилетие активно изучаются как перспективные биомаркеры сердечно-сосуди-

стых заболеваний (ССЗ), так как активация тромбоцитов занимает ключевое место в патоге-

незе ССЗ. Цель исследования: Сравнить профили ц-микроРНК тромбоцитарного происхож-

дения у пациентов с неосложненной гипертонической болезнью (ГБ) и у пациентов с ГБ и 

острым инфарктом миокарда с подъемом сегмента ST (STEMI). Материалы и методы: В ис-

следование было включено 20 пациентов с неосложненной ГБ и 15 пациентов с наличием ГБ 

и STEMI. Не менее 90% участников в каждой группе принимали антиагрегантную терапию. У 

каждого пациента был взят образец крови в пробирку c антикоагулянтом CTAD и получена 

плазма крови с помощью двухэтапного центрифугирования. Степень гемолиза образцов 

плазмы была определена спектрофотометрически. Из образцов плазмы была выделена мик-

роРНК, которая использовалась для обратной транскрипции и определения относительного 

уровня восьми основных ц-микроРНК тромбоцитарного происхождения (miR-223-3p, miR-

126-3p, miR-21-5p, miR-24-3p, miR-320a-3p, miR-191-5p, miR-150-5p и miR-23a-3p) с помощью 

количественной ПЦР по технологии TaqMan Advanced (Thermo Fisher Scientific Inc., США). 

Были рассчитаны нормированные относительные уровни экспрессии для каждой ц-мик-

роРНК. Статистически значимыми считались различия при p <0,05 (тест Манна-Уитни). Ре-

зультаты: Группы пациентов не различались по возрасту, ИМТ, количеству тромбоцитов, ли-

пидному профилю и степени гемолиза образцов плазмы. Не было обнаружено различий между 

соотношением микроРНК тромбоцитарного и эритроцитарного происхождения между груп-

пами пациентов. Не было обнаружено статистически значимых различий в относительных 
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уровнях ц-микроРНК между группами исследования. Анализ главных компонент и тепловой 

карты экспрессии микроРНК в образцах показал деление образцов на группы в большей сте-

пени по степени гемолиза, чем по наличию/отсутствию STEMI. Заключение: В исследован-

ной выборке пациентов с ГБ влияние гемолиза образцов плазмы на профили ц-микроРНК 

тромбоцитарного происхождения было более выражено, чем наличие STEMI. 

Ключевые слова: микроРНК; инфаркт миокарда; STEMI; биомаркеры; гипертоническая бо-

лезнь 
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Abstract 

Background: Circulating extracellular platelet-derived microRNAs have been actively studied over 

the last decade as promising biomarkers of cardiovascular disease (CVD), since platelet activation 

plays a key role in the pathogenesis of CVD. The aim of the study: To compare platelet-derived 

microRNA profiles in patients with uncomplicated hypertension (HT) and in patients with HT and 

acute myocardial infarction with ST-segment elevation (STEMI). Materials and methods: The study 

included 20 patients with uncomplicated HT and 15 patients with HT and STEMI. At least 90% of 

the participants in each group received antiplatelet therapy. A blood sample was collected from each 

patient in a CTAD anticoagulant tube and blood plasma was obtained by two-step centrifugation. The 

degree of hemolysis of the plasma samples was determined spectrophotometrically. MicroRNAs were 

isolated from plasma samples and used for reverse transcription and quantification of relative levels 

of eight main circulating extracellular platelet-derived microRNAs (miR-223-3p, miR-126-3p, miR-

21-5p, miR-24-3p, miR-320a-3p, miR-191-5p, miR-150-5p and miR-23a-3p) by quantitative PCR 

using the TaqMan Advanced technology (Thermo Fisher Scientific, USA). Normalized relative ex-

pression levels for each miRNA were calculated. Differences were considered statistically significant 

at p < 0.05 (Mann-Whitney test). Results: Patient groups did not differ in age, BMI, platelet count, 

lipid profile and degree of hemolysis of plasma samples. No differences were found between the ratio 

of platelet-derived and erythrocyte-derived microRNA between patient groups. No statistically sig-

nificant differences were found in the relative levels of circulating microRNA between the study 
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groups. Principal component analysis and heatmap analysis of microRNA expression in the samples 

showed a division of the samples into groups based more on the degree of hemolysis than on the 

presence/absence of STEMI. Conclusion: In the studied sample of hypertensive patients, the effect 

of hemolysis of plasma samples on circulating platelet-derived microRNA profiles was more signif-

icant than the presence of STEMI. 

Keywords: microRNAs; myocardial infarction; STEMI; biomarkers; hypertension 
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Введение. Ишемическая болезнь 

сердца (ИБС) является одной из наиболее 

распространенных причин как общей, так и 

сердечно-сосудистой смертности в мире [1, 

2, 3]. Формой ИБС, требующей неотложной 

госпитализации, является острый коронар-

ный синдром (ОКС). Как нестабильная сте-

нокардия, так и острый инфаркт миокарда 

(ОИМ) с подъемом сегмента ST (STEMI) и 

ОИМ без подъема сегмента ST (NSTEMI) 

могут привести к фатальному осложнению 

ИБС – внезапной сердечной смерти (ВСС).  

Гипертоническая болезнь (ГБ) явля-

ется общепризнанным и широко распро-

страненным фактором риска ОКС и сопут-

ствующих фатальных и нефатальных сер-

дечно-сосудистых осложнений [4, 5].  

Таким образом, профилактика и 

оценка риска ОКС являются важнейшими 

задачами в области общественного здраво-

охранения. Наиболее распространенной 

причиной ишемии при ОКС является эро-

зия нестабильной атеросклеротической 

бляшки и формирование на ее поверхности 

окклюзирующего тромба [6]. Ключевую 

роль в патогенезе ОКС играют тромбоциты, 

что служит фундаментальной основой для 

широкого внедрения в настоящее время 

двойной антитромбоцитарной (антиагре-

гантной) терапии аспирином и ингибито-

рами рецепторов P2Y12 [7]. Повышенная 

активация тромбоцитов является ранним 

маркером ОКС [8, 9]. Уровень ряда белко-

вых биомаркеров активации тромбоцитов, 

таких как P-селектин, растворимый глико-

протеин V (sGPV), бета-тромбоглобулин 

(β-TG), липопротеин-ассоциированная 

фосфолипаза A2 (Lp-PLA2), секреторная 

фосфолипаза A2 (sPLA2), растворимый ли-

ганд CD40 (sCD40L), а также средний 

объем тромбоцитов и наличие крупных 

тромбоцитов, изменены у пациентов с 

наличием ИБС по сравнению с контроль-

ными группами [10, 11, 12]. Метаболиче-

ские пути, регулирующие активность тром-

боцитов и приводящие к коронарной ок-

клюзии, занимают центральное место в па-

тогенезе ОКС. Поиск новых биомаркеров (в 

том числе небелковых), отражающих со-

стояние тромбоцитов и их активацию, явля-

ется приоритетной задачей в исследованиях 

для диагностики и прогноза ОКС.  

Некодирующие РНК представляют 

большой интерес в качестве небелковых 

биомаркеров ССЗ, так как они участвуют в 

регуляции процессов патогенеза ССЗ и мо-

гут быть обнаружены в биологических 

жидкостях [13]. К некодирующим РНК от-

носятся короткие некодирующие РНК (в 

частности, микроРНК), длинные некодиру-

ющие РНК и кольцевые РНК. За последнее 

десятилетие внеклеточные циркулирую-

щие микроРНК (ц-микроРНК) были опи-

саны как потенциальные биомаркеры раз-

личных патологических состояний, что вы-

делило изучение ц-микроРНК для диагно-

стических и прогностических целей как от-

дельную масштабную область постгеном-

ных исследований для биомедицины [14]. 

Стабильность микроРНК в плазме, их связь 

с патогенезом сердечно-сосудистых заболе-

ваний (ССЗ) и специфическое изменение их 

профилей при различных сердечно-сосуди-

стых патологиях позволяют рассматривать 

ц-микроРНК в качестве перспективных ди-

агностических биомаркеров в кардиологии. 
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Ассоциация ц-микроРНК с наличием таких 

ССЗ, как фибрилляция предсердий, сердеч-

ная недостаточность, ишемическая болезнь 

сердца и инфаркт миокарда подтвержда-

ется большим количеством исследований, 

опубликованных за последнее десятилетие 

[15, 16, 17]. Некоторые микроРНК участ-

вуют в регуляции патологических процес-

сов в атерогенезе [18]. Как и в случае с бел-

ковыми биомаркерами ОКС, изменения в 

циркулирующих уровнях микроРНК могут 

происходить как в результате различных 

процессов, связанных с атерогенезом, так и 

в результате повреждения миокарда  

[18, 19]. 

В последнее время особый фокус ис-

следования ц-микроРНК при сердечно-со-

судистых заболеваниях сместился на изуче-

ние микроРНК как маркеров активации 

тромбоцитов. Во внеклеточной фракции 

микровезикул, которые являются одними 

из основных носителей ц-микроРНК, боль-

шую часть представляют микровезикулы 

тромбоцитарного происхождения [20, 21]. 

Выделяют отдельную группу ц-микроРНК, 

ассоциированных с тромбоцитами и их 

функцией и участвующих в регуляции со-

судистого гомеостаза и воспаления. Наибо-

лее часто в этом отношении упоминаются 

около десятка микроРНК, включая miR-

223-3p, miR-126-3p, miR-150-5p, miR-21-5p, 

miR-24-3p, miR-23a-3p, miR-191-5p и miR-

320a-3p, которые также входят в топ 10 

микроРНК, обнаруживаемых в тромбоци-

тах [22-26]. Наличие этих микроРНК в 

плазме в первую очередь обусловлено их 

тромбоцитарным происхождением, в част-

ности за счет секреции микроРНК-содержа-

щих микровезикул при активации тромбо-

цитов [26, 27, 28]. Было показано, что отно-

сительные уровни таких микроРНК в 

плазме изменяются при активации тромбо-

цитов, а также при приеме лекарственных 

препаратов, влияющих на функцию тром-

боцитов, в частности антикоагулянтов и ан-

тиагрегантов [29, 30, 31]. Наиболее распро-

страненной микроРНК в тромбоцитах явля-

ется miR-223-3p. Она регулирует экспрес-

сию рецептора P2Y12, который имеет ре-

шающее значение для агрегации тромбоци-

тов, секреции гранул, а также роста и ста-

бильности тромба [23, 25, 32]. Для miR-126 

также была подтверждена роль в регуляции 

функций тромбоцитов за счет влияния на 

экспрессию P2Y12, а также регуляции вы-

работки тромбина [33, 34]. Предположение 

о том, что микроРНК, ассоциированные с 

тромбоцитами, могут также быть биомар-

керами различных ССЗ, подтверждается ря-

дом исследований. В частности, было пока-

зано, что уровни miR-126 и miR-223 корре-

лируют с функциональными тестами тром-

боцитов у пациентов с ОКС и могут быть 

использованы для оценки реакции на ан-

титромбоцитарную терапию [35, 36, 37]. 

Было обнаружено, что уровни этих ц-мик-

роРНК в плазме обладают высокой пред-

сказывающей ценностью для сердечно-со-

судистых событий у пациентов с ССЗ [38, 

39]. Было показано, что уровни miR-223, 

miR-126 и miR-150 изменены в плазме у па-

циентов с ОИМ по сравнению с контроль-

ной группой [40]. Кроме того, внутрикле-

точные уровни экспрессии miR-223 и miR-

126 были снижены более чем в 2 раза в 

тромбоцитах с высокой активацией по 

сравнению со слабоактивированными 

тромбоцитами у пациентов с ОКС на фоне 

приема антиагрегантной терапии, что поз-

воляет предполагать возможность их спе-

цифической секреции из тромбоцитов в 

плазму [41].  

Так как на изучение ц-микроРНК мо-

гут влиять различные пре-аналитические 

факторы [23, 42], некоторые предыдущие 

исследования были сфокусированы на под-

боре условий для минимизации этого влия-

ния при изучении микроРНК, ассоцииро-

ванных с тромбоцитами. Было показано, 

что тип антикоагулянта в пробирке для за-

бора крови при получении плазмы может 

повлиять на активацию тромбоцитов in 

vitro и привести к смещению профилей ц-

микроРНК тромбоцитарного происхожде-

ния [22, 43]. Исследования показали, что 
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при изучении ц-микроРНК предпочтитель-

нее использовать антикоагулянты на ос-

нове цитрата. Также крайне важно оцени-

вать степень гемолиза в образцах плазмы, 

так как избыточное разрушение эритроци-

тов может привести к смещению профилей 

ц-микроРНК, увеличивая долю микроРНК 

эритроцитарного происхождения [43]. 

В данном исследовании мы изучали, 

каким образом наличие STEMI – одного из 

типов ОКС – у пациентов с наличием ги-

пертонии влияет на профили ц-микроРНК, 

ассоциированных с активацией тромбоци-

тов и имеющих потенциальное тромбоци-

тарное происхождение в плазме. Проводя 

совокупный анализ большинства мик-

роРНК тромбоцитарного происхождения, 

мы учитывали опыт предыдущих исследо-

ваний по влиянию пре-аналитических фак-

торов на уровни ц-микроРНК в плазме. 

Материалы и методы исследова-

ния. Набор участников исследования был 

проведен в соответствии с этическими 

принципами Хельсинской декларации. 

Проведение исследования было одобрено 

локальным этическим комитетом Сеченов-

ского Университета 07.07.2022, протокол 

№ 14-22. От каждого участника исследова-

ния было получено письменное доброволь-

ное информированное согласие на участие. 

Диагноз пациентов ставился врачами-кар-

диологами Университетской клинической 

больницы (УКБ) №1 Института клиниче-

ской медицины им. Н.В. Склифосовского 

Сеченовского Университета и ГБУЗ города 

Москвы «Городская клиническая больница 

имени С.С. Юдина Департамента здраво-

охранения города Москвы». 

В исследование были включены муж-

чины и женщины в возрасте от 40 до 90 лет, 

из которых сформированы две группы: па-

циенты с неосложненной ГБ (эссенциаль-

ная форма артериальной гипертензии (АГ)), 

у которых по результатам амбулаторного 

обследования (нагрузочное тестирование) 

не было показаний для проведения корона-

роангиографии (КАГ) и пациенты c вери-

фицированной ранее ГБ, экстренно госпи-

тализированные в отделение интенсивной 

терапии и реанимации стационара в связи с 

развитием ОИМ с подъемом сегмента ST 

(STEMI). 

Проводился стандартный осмотр па-

циента с регистрацией артериального дав-

ления (АД) и суточное мониторирование 

АД, по результатам которого, в соответ-

ствии с клиническими рекомендациями 

Российского кардиологического общества 

«Артериальная гипертензия у взрослых» 

(2020), верифицировалась артериальная ги-

пертензия (АГ). Определялись среднесуто-

чные значения систолического (САД) и 

диастолического (ДАД) давления, средне-

суточная ЧСС, а также среднедневные и 

средне-ночные значения АД и степень сни-

жения АД в ночные часы. Далее пациентам 

с АГ назначалась гипотензивная терапия, 

не препятствующая проведению нагрузоч-

ного теста (бета-адреноблокаторы и неди-

гидропиридиновые антагонисты кальция не 

использовались). После суточного монито-

рирования АД (СМАД) проводилась тран-

сторакальная эхокардиография (УЗИ 

сердца), определялись размеры камер 

сердца, состояние клапанного аппарата, 

степень регургитации на всех клапанных 

структурах, наличие диастолической дис-

функции левого желудочка, фракция вы-

броса левого желудочка. При этом исклю-

чалось наличие нарушений локальной и 

глобальной сократимости. Пациенты с АГ и 

гипертрофией миокарда левого желудочка 

(ГЛЖ) расценивалась, как пациенты со 2 

стадией ГБ. После проведения СМАД и 

УЗИ сердца проводился нагрузочный 

стресс-тест: в группу пациентов с неослож-

ненной ГБ были отобраны больные, у кото-

рых результат этого теста был отрицатель-

ным (без признаков стресс- индуцирован-

ной ишемии миокарда) и, таким образом, 

вероятность значимого коронарного атеро-

склероза была низкой, следовательно, не 

было показаний к проведению коронароан-

гиографии. У этих пациентов в анамнезе не 
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было инсультов и транзиторных ишемиче-

ских атак. Ни один из пациентов этой 

группы не предъявлял жалобы на диском-

форт или давящие боли в области сердца, 

связанные с нагрузкой. Однако с учётом 

того, что ГБ является фактором риска ИБС, 

в том числе немой ишемии миокарда, всем 

пациентам с ГБ проводился нагрузочный 

тест. 

Критериями исключения из исследо-

вания были: любая тяжелая сопутствующая 

патологии (острая и декомпенсированная 

хроническая легочная, почечная и печеноч-

ная недостаточность; декомпенсированный 

сахарный диабет); впервые выявленное он-

кологическое заболевание или рецидив име-

ющейся ранее злокачественной опухоли; ал-

когольная и наркотическая зависимость; не-

способность или нежелание дать письмен-

ное согласие на участие в исследовании. 

У каждого участника исследования 

были проанализированы: пол, возраст, ин-

декс массы тела (ИМТ), степень и стадия 

ГБ, наличие ОИМ, уровень тропонина при 

подтверждении ОИМ, показатели липид-

ного спектра крови (общий холестерин; хо-

лестерин липопротеидов высокой плотно-

сти (ЛПВП) и низкой плотности (ЛПНП)), 

варианты лекарственной терапии: прием 

антиагрегантов (клопидогрела и/или аспи-

рина), ингибиторов ангиотензинпревраща-

ющего фермента (иАПФ), статинов, β-адре-

ноблокаторов, блокаторов кальциевых ка-

налов, наличие нарушения толерантности к 

глюкозе или сахарного диабета. Все паци-

енты со STEMI догоспитально получали 

клопидогрел и/или аспирин. В соответ-

ствии с консенсусом, принятым для уни-

версальной диагностики ОИМ [44], повы-

шение уровня кардиального тропонина 

выше 99 перцентиля от верхней границы 

нормы считалось признаком повреждения 

миокарда. Так как важным параметром, 

влияющим на активацию тромбоцитов in 

vivo и на профили микроРНК в плазме, яв-

ляется прием антиагрегантов [29, 30, 31], 

набор групп был организован таким обра-

зом, чтобы более 80% пациентов из каждой 

группы систематически принимали антиа-

грегантную терапию (ацетилсалициловая 

кислота (АСК) и/или клопидогрел) во 

время участия в исследовании. Такая осо-

бенность набора групп была введена для 

минимализации возможного сдвига профи-

лей микроРНК из-за неоднородности групп 

по фактору наличия антиагрегантной тера-

пии, так как данный вид терапии присут-

ствует у подавляющего большинства паци-

ентов с ИБС и ОИМ. 

Для забора крови использовались ва-

куумные пробирки VACUETTE (Greiner 

Bio-One, Австрия) с CTAD-системой (ли-

монная кислота, теофиллин, аденозин и ди-

пиридамол) с двойной стенкой 3,5 мл, 

крышка голубая, 13х75 мм. Ранее было по-

казано, что данный тип пробирок вносит 

наименьший сдвиг между ц-микроРНК 

тромбоцитарного и эритроцитарного про-

исхождения и приводит к наименьшей ак-

тивации тромбоцитов in vitro [22, 43]. У 

каждого участника исследования единовре-

менно натощак в утреннее время (с 08:00 до 

12:00) был произведен забор венозной 

крови. Забор крови производился в строгом 

соответствии с протоколом. У пациентов с 

наличием STEMI забор крови производился 

в течение 10 минут после госпитализации 

до назначения антиагрегантов-ингибиро-

ров P2Y12, рекомендованных при лечении 

STEMI (тикагрелор или прасугрел) в стаци-

онаре, и до проведения коронароангиогра-

фии с внутривенным введением гепарина. 

Сразу после забора крови пробирка перево-

рачивалась как минимум 10 раз и хранилась 

при комнатной температуре до первого 

центрифугирования. Пробирки были под-

вергнуты центрифугированию на скорости 

2500 g в течение 10 мин при комнатной тем-

пературе в портативной настольной цен-

трифуге Apexlab 80-2S. После центрифуги-

рования, верхняя фаза плазмы над лейкоци-

тарной пленкой для каждого образца была 

перенесена в стерильную коническую про-

бирку объемом 15 мл. Пробирки были под-

вергнуты вторичному центрифугированию 

на скорости 2500 g в течение 10 мин при 
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комнатной температуре в центрифуге 

Apexlab 80-2S. После центрифугирования, 

две аликвоты надосадочной жидкости в ко-

личестве 600 мкл от каждого образца были 

перенесены в две микроцентрифужные 

пробирки объемом 2 мл. Эти пробирки 

были подписаны и помещены в низкотем-

пературный холодильник, и хранились при 

температуре -80°C до выделения мик-

роРНК. Отдельная аликвота плазмы от каж-

дого образца объемом 20 мкл была ото-

брана в микропробирку объемом 200 мкл и 

использовалась для спектрофотометриче-

ской оценки степени гемолиза эритроцитов 

с использованием системы NanoDrop 2000 

(Thermo Fisher Scientific Inc., США). 2 мкл 

плазмы помещались на кювету спектрофо-

тометра, и проводилось измерение оптиче-

ской плотности на длинах волн 385 нм (ре-

ференсное значение) и 414 нм (пик оксиге-

моглобина). На основании этих значений 

для каждого образца был рассчитан коэф-

фициент гемолиза (Hemolysis score, HS) в 

соответствии с методикой Appierto и соав-

торов [45]. Коэффициенты гемолиза приве-

дены в таблице 1 с метаданными участни-

ков исследования. Критерием исключения 

для образцов плазмы являлось наличие ви-

зуально детектируемого гемолиза в образце 

плазмы (красный или розоватый оттенок 

образца) и/или значение HS, превышающее 

0,2. 

Для выделения микроРНК использо-

вался набор NextPrep Magnazol cfRNA 

Isolation Kit (Perkin Elmer, США). Фракция 

ц-микроРНК была выделена из 600 мкл 

плазмы в соответствии с рекомендациями 

производителя набора. Финальный объем 

образца микроРНК составлял 15 мкл. Об-

разцы микроРНК были помещены в низко-

температурный холодильник и хранились 

при температуре -80°C до этапа анализа 

экспрессии микроРНК с помощью количе-

ственной ПЦР. 

Образцы микроРНК в количестве 2 

мкл были использованы для синтеза кДНК 

с помощью набора TaqMan Advanced 

miRNA cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher 

Scientific Inc., США). Были проанализиро-

ваны 10 микроРНК, для которых ранее 

были показаны наиболее вероятные источ-

ники происхождения в плазме: 8 микроРНК 

тромбоцитарного происхождения  

(miR-223-3p, miR-126-3p, miR-150-5p, miR-

21-5p, miR-24-3p, miR-23a-3p, miR-191-5p и 

miR-320a-3p) и 2 микроРНК эритроцитар-

ного происхождения (miR-451a и miR-92a-

3p), а также референсная микроРНК miR-

16-5p. 

С помощью наборов ТaqMan Fast 

Advanced Master Mix и TaqMan Advanced 

miRNA Assays A25576 (Thermo Fisher 

Scientific Inc., США) была проведена коли-

чественная ПЦР с использованием прибора 

QuantStudio 5 в 96-луночных ПЦР-планше-

тах MicroAmp с оптической пленкой, в ре-

жиме "Fast" со следующей программой: ак-

тивация фермента -20 с при 95 °C; 45 цик-

лов, денатурация – 1 с при 95 °C, от-

жиг/элонгация – 20 с при 60 °C. Данные 

ПЦР получали с помощью программы 

QuantStudio Design and Analysis Software 

v1.4.1 (Thermo Fisher Scientific, США). Зна-

чения пороговых циклов (Cq) рассчиты-

вали с использованием автоматического 

значения "Baseline" и экспериментально 

установленного значения "Threshold", рав-

ного 0,1 для всех анализируемых мишеней 

микроРНК. Измерения Cq проводились в 

одной технической копии для каждой ми-

шени микроРНК в отдельном образце. При 

отсутствии сигнала и кривой амплифика-

ции, значение Cq принималось равным 45. 

Расчет относительных уровней экспрессии 

ц-микроРНК приоизводился на основе их 

значений Cq и значения Cq референсной 

микроРНК miR-16-5p по формуле: 

exp(miRNA) = 2^(Cq(микроРНК) – Cq(miR-

16-5p)), где exp(miRNA) – относительный 

уровень экспрессии микроРНК, 

Cq(miRNA) – пороговый цикл амплифика-

ции данной микроРНК, Cq(miR-16-5p) – по-

роговый цикл амлификации референсной 

микроРНК. В качестве референсной мик-

роРНК была выбрана miR-16-5p, так как ее 

уровень относительно стабилен в плазме, и 
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она широко используется в качестве рефе-

ренсной микроРНК в исследованиях ассо-

циации ц-микроРНК с патологиями [46, 

47]. Однако, использование данной мик-

роРНК в качестве референсной имеет свои 

ограничения. Из литературных данных из-

вестно, что уровень miR-16-5p может повы-

шаться вследствие гемолиза образцов, так 

как miR-16-5p входит в топ 10 микроРНК 

эритроцитов [48, 49]. Использование дан-

ной микроРНК в качестве референсной яв-

ляется ограничением данного исследова-

ния, однако оно частично преодолевается 

тем фактом, что мы измеряли степень гемо-

лиза образцов с помощью спектрофотомет-

рии, а также оценивали влияние гемолиза 

на соотношение микроРНК эритроцитар-

ного и тромбоцитарного происхождения во 

всех исследованных образцах. Влияние ге-

молиза эритроцитов на ц-микроРНК оцени-

валось на основе выявленного методом 

ПЦР соотношения miR-451a и miR-23a-3p 

как разницы между значениями Cq по фор-

муле: miR Ratio = Cq(hsa-miR-23a-3p)-

Cq(hsa-miR-451a), как было описано ранее 

Blondal и соавторами [50]. Соотношение 

между микроРНК эритроцитарного и тром-

боцитарного происхождения (RBC-Platelet 

miRNA Ratio), рассчитывалось как разница 

между средними значениями Cq всех ана-

лизируемых микроРНК, потенциально ас-

социированных с эритроцитами (miR-451a, 

miR-92a-3p и miR-16-5p), и всех микроРНК, 

потенциально ассоциированных с тромбо-

цитами (miR-223-3p, miR-126-3p, miR-150-

5p, miR-21-5p, miR-24-3p, miR-23a-3p, miR-

191-5p и miR-320a-3p).  

Статистический анализ и визуализа-

ция данных проводились с помощью про-

граммы IBM SPSS Statistics (версия 26) и 

программной среды R с использованием па-

кетов PCATools, pheatmap и ggplot2. Для 

проверки нормального распределения срав-

ниваемых величин использовался тест Кол-

могорова-Смирнова (при p >0,05 гипотеза 

об отсутствии нормального распределения 

отвергалась). Для величин с нормальным 

распределением для получения статистиче-

ской значимости различий между группами 

исследования использовался t-тест (t-кри-

терий Стьюдента), для величин с отсут-

ствием нормального распределения (отно-

сительные уровни микроРНК) – непарамет-

рический тест Манна-Уитни. Коэффици-

енты статистической значимости различий 

для порядковых качественных величин 

были получены с помощью Хи-квадрат. 

Статистически значимыми считались раз-

личия при p <0,05 для каждого использо-

ванного статистического теста. Для всех 

образцов в данном исследовании использо-

вался один и тот же лабораторный процесс 

и протокол анализа данных. 

Результаты и их обсуждение. Были 

сформированы следующие группы иссле-

дования: 

1. Пациенты с наличием неосложнен-

ной ГБ без ИБС (n = 20, код группы: HT); 

2. Пациенты с наличием ГБ и STEMI 

(n = 15, код группы: MI). 

Общие и клинические характери-

стики групп пациентов приведены в таб-

лице 1. Пациенты с наличием STEMI имели 

более высокий средний возраст (p <0,05,  

t-тест), что согласуется с эпидемиологиче-

скими данными по представленности ОИМ 

в различных возрастных группах [3]. 

Между группами исследования не было вы-

явлено статистически значимых различий в 

ИМТ, количестве тромбоцитов, парамет-

рами липидного профиля и степени гемо-

лиза образцов плазмы (p >0,05, t-тест). Рас-

пределение вышеуказанных характеристик 

в группах исследования приведено на ри-

сунке 1. В каждой группе не менее поло-

вины пациентов имели гиперхолестерине-

мию (повышенный уровень холестерина 

более чем 5 ммоль/л). Подавляющее боль-

шинство пациентов с неосложненной ГБ 

принимали аспирин, статины и ИАПФ. В 

отличие от пациентов с неосложненной ГБ, 

большинство пациентов с наличием STEMI 

помимо аспирина принимали клопидогрел 

как компонент двойной антиагрегантной 

терапии. 
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Таблица 1 

Общие и клинические характеристики групп пациентов 

Table 1 

Table 1. General and clinical characteristics of the study groups 

 

Группа исследования HS MI 

Статистическая значи-

мость различий 

p Тип теста 

Количество участников 20 15 - - 

Возраст, лет ± SD 59,9 ± 10,7 68,3 ± 12,9 0,04 t-тест 

Пол (м/ж) 10/10 12/3 0,07 Хи-квадрат 

ИМТ, кг/м2 ± SD 29,4 ± 5,5 26,4 ± 5,9 0,09 t-тест 

Тромбоциты, *109 клеток/л ± SD 243 ± 53 242 ± 46 0,97 t-тест 

Коэффициент гемолиза HS 0,09 ± 0,04 0,08 ± 0,05 0,68 t-тест 

Липидный профиль плазмы 

Общий холестерин, ммоль/л ± SD 5,43 ± 1,36 5,41 ± 1,7 0,97 t-тест 

ЛПНП, ммоль/л ± SD 3,28 ± 1,02 3,24 ± 1,08 0,90 t-тест 

ЛПВП, ммоль/л ± SD 1,38 ± 0,39 1,34 ± 0,42 0,76 t-тест 

Наличие гиперхолестеринемии 10 10 0,32 Хи-квадрат 

Прием лекарственных препаратов 

Клопидогрел 2 11 <0,01 Хи-квадрат 

АСК (аспирин) 15 14 0,15 Хи-квадрат 

ИАПФ 19 4 <0,01 Хи-квадрат 

Статины 16 8 0,09 Хи-квадрат 

β-адреноблокаторы 9 3 0,12 Хи-квадрат 

Блокаторы кальциевых каналов 4 2 0,60 Хи-квадрат 

Наличие СД или нарушение толерант-

ности к глюкозе 
1 1 0,83 Хи-квадрат 

Примечание: SD, стандартное отклонение; ИМТ, индекс массы тела; ЛПНП, холестерин липопротеидов низкой 

плотности; ЛПВП, холестерин липопротеидов высокой плотности; АСК, ацетилсалициловая кислота; ИАПФ, 

ингибиторы ангиотензинпревращающего фермента; СД, сахарный диабет. Статистическая значимость различий 

приведена для сравнения с использованием t-теста для непрерывных величин с нормальным распределением и 

для сравнения с использованием Хи-квадрат для качественных характеристик. 

Note: SD, standard deviation; BMI, body mass index; LDL, low-density lipoprotein cholesterol; HDL, high-density lip-

oprotein cholesterol; ASA, acetylsalicylic acid; ACEI, angiotensin-converting enzyme inhibitors; DM, diabetes mellitus. 

Statistical significance of differences is given for comparison using a t-test for continuous variables with a normal distri-

bution and for comparison using chi-squared for qualitative characteristics. 

 

 

Все микроРНК уверенно детектирова-

лись во всех образцах с помощью ПЦР со 

средними значениями Cq от 15,1 ± 3,3 для 

микроРНК с наибольшей экспрессией miR-

451a до 24,9 ± 3,0 для микроРНК с наиболее 

низкой экспрессией miR-23a-3p. 

Был проведен анализ главных компонент 

(PCA) на основании логарифмов нормали-

зованных уровней экспрессии микроРНК. 

Первая главная компонента (PC1) объяс-

няла 71,4% вариабельности уровней мик-

роРНК в выборке (Рис. 2, А). Визуализация 

главных компонент PC1 и PC2 (Рис.  2, Б) 

не показала разделения на кластеры в соот-

ветствии с группами исследования. Был 

проанализирован вклад таких характери-

стик, как возраст, HS, группа исследования 

и батч-эффект (номер запуска ПЦР-при-

бора, в течение которого была одновре-

менно проанализирована каждая группа об-

разцов) в формирование главных компо-

нент в PCA. Было выявлено, что наиболь-

ший вклад в вариабельность профилей мик-

роРНК вносит степень гемолиза (HS) 

 (Рис. 2, В). 
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Рис. 1. Распределение характеристик пациентов в группах исследования. Столбцы распреде-

ления («ящики» и «усы») представляют собой медиану и границы квартилей. Точки пред-

ставляют выбивающиеся из распределения образцы. HT – пациенты с гипертонической бо-

лезнью без ИБС (n = 20), MI – пациенты с гипертонической болезнью с наличием STEMI  

(n = 15). ИМТ, индекс массы тела; ЛПНП, холестерин липопротеидов низкой плотности; 

ЛПВП, холестерин липопротеидов высокой плотности; HS, коэффициент гемолиза. 

Fig. 1. The distribution of patient characteristics across the study groups. The columns of the distri-

bution ("boxes" and "whiskers") represent the median and quartile boundaries. The dots represent 

the outliers. HT - hypertensive patients without STEMI (n = 20), MI - hypertensive patients with 

the presence of STEMI (n = 15). BMI, body mass index; LDL, low-density lipoprotein cholesterol; 

HDL, high-density lipoprotein cholesterol; HS, hemolysis score. 
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Рис. 2. Анализ главных компонент (PCA) на основании логарифмов нормализованных уров-

ней экспрессии микроРНК. A. Вклад главных компонент в вариабельность экспрессии мик-

роРНК. Explained variation, процент объясняемой вариабельности; Principal component, глав-

ная компонента. Б. График PC1-PC2. Точки и подписи точек соответствуют номерам образ-

цов. В. Вклад характеристик групп исследования в формирование главных компонент  

в PCA. Age, возраст; HS, коэффициент гемолиза; Group, группа исследования; Batch,  

батч-эффект (номер запуска ПЦР-прибора, в течение которого была одновременно проанали-

зирована каждая группа образцов). 

Fig. 2. Principal component analysis (PCA) based on logarithms of normalized microRNA  

expression levels. A. Contribution of principal components to microRNA expression variability.  

Б. PC1-PC2 plot. Dots and dot captions correspond to sample IDs. B. Contribution of the character-

istics of the study groups to the formation of the principal components in the PCA. HS, hemolysis 

score; Batch, batch effect for independent PCR runs. 

 

 

Так как степень гемолиза в образцах 

плазмы могла влиять на профили мик-

роРНК, мы проанализировали, как степень 

гемолиза, измеренная спектрофотометри-

чески [45], соотносилась с характеристи-

ками гемолиза, полученными с помощью 

анализа микроРНК и сдвигом между мик-

роРНК эритроцитарного и тромбоцитар-

ного происхождения (miR Ratio [50] и RBC-

Platelet miR Ratio). Между группами иссле-

дования не было обнаружено статистиче-

ски значимых различий для коэффициента 

гемолиза, измеренного спектрофотометри-

чески (HS), а также для величин miR Ratio 

и RBC-Platelet miR Ratio (p <0,05, тест 

Манна-Уитни, распределение величин в 

группах исследования показано на рисунке 

1). Были обнаружены высокие корреляции 

между HS и данными величинами (коэффи-

циент корреляции по Спирману 0,732 и  
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0,706, соответственно, p <0,01). На рисунке 

3 представлены графики зависимости 

между HS и miR Ratio (А), и между HS и 

RBC-Platelet miR Ratio (Б). Полученные 

данные согласуются с предыдущими 

наблюдениями о влиянии степени гемолиза 

на профили ц-микроРНК, в частности с тем, 

что даже при незначительном повышении 

степени гемолиза увеличиваются уровни 

некоторых ц-микроРНК эритроцитарного 

происхождения [22, 49-52]. 

 

 

 
Рис. 3. А. График зависимости между HS и miR Ratio. Б. График зависимости между HS  

и RBC-Platelet miR Ratio. Точки соответствуют индивидуальным образцам.  

На графиках показана линия тренда и указаны значения линейной R2.  

HS, коэффициент гемолиза. 

Fig. 3. A. Dot plot of the relationship between HS and miR Ratio. 

 Б. Dot plot of the relationship between HS and RBC-Platelet miR Ratio. The dots correspond 

 to individual samples. The graphs show the trend line and indicate the values of linear R2.  

HS, hemolysis score. 

 

 

Мы не обнаружили статистически 

значимых различий в относительных уров-

нях проанализированных микроРНК между 

сравниваемыми группами пациентов (тест 

Манна-Уитни, p <0,05). Распределение от-

носительных уровней всех проанализиро-

ванных микроРНК в группах исследования 

показано на рисунке 4. Процентили для от-

носительных уровней экспрессии мик-

роРНК и значения p-value для теста Манна-

Уитни приведены в таблице 2. Из всех про-

анализированных микроРНК, для miR-223-

3p обнаруживался наиболее заметный 

тренд на повышение уровня экспрессии у 

пациентов со STEMI (повышение на 18%), 

однако без статистически значимых разли-

чий между группами сравнения. Получен-

ные данные не подтверждают данные 

предыдущих исследований, показавших из-

менение уровней ряда ц-микроРНК тромбо-

цитарного происхождения при ОКС [38, 40, 

53]. В данном исследовании не оценивалось 

влияние антиагрегантной терапии на про-

фили ц-микроРНК, так как подавляющее 

большинство пациентов в каждой группе 

(более 80%) принимали антиагреганты. 

Возможно, прием антиагрегантной терапии 

некоторым образом «сгладил» профили 

микроРНК тромбоцитарного происхожде-

ния у пациентов с наличием и отсутствием 

STEMI за счет подавления активации тром-

боцитов.  
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Рис. 4. Распределение относительных уровней экспрессии всех проанализированных микроРНК 

в группах исследования. А. МикроРНК эритроцитарного происхождения. Б. МикроРНК тромбо-

цитарного происхождения. Столбцы распределения («ящики» и «усы») представляют собой ме-

диану и границы квартилей. Точки или звездочки (*) обозначают выбивающиеся из распределе-

ния образцы. Ось Y на графиках представляет относительный уровень микроРНК в плазме. 

Fig. 4. Distribution of relative expression levels of all analyzed microRNAs in the study groups.  

A. MicroRNAs of erythrocyte origin. B. MicroRNAs of platelet origin. The columns of the distribu-

tion ("boxes" and "whiskers") represent the median and quartile boundaries. Dots or asterisks (*) 

indicate outliers. The Y-axis represents the relative level of microRNA in plasma. 
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Таблица 2 

Экспрессия ц-микроРНК в группах исследования 

Table 2 

Expression of c-microRNAs in the study groups 

МикроРНК 

Группа исследования 

p-value HT MI 

Процентиль Процентиль 

25 50 75 25 50 75  

miR-451a 8,9945 9,7547 15,9170 6,8841 9,2655 17,5201 0,499 

miR-92a-3p 0,3482 0,5240 0,6947 0,2470 0,5684 0,8888 0,610 

miR-223-3p 0,2142 0,4799 1,0565 0,3820 0,8800 1,4099 0,191 

miR-24-3p 0,0183 0,0461 0,0870 0,0277 0,0655 0,2310 0,364 

miR-320a-3p 0,0174 0,0211 0,0292 0,0140 0,0244 0,0932 0,542 

miR-191-5p 0,0088 0,0236 0,0401 0,0096 0,0322 0,0535 0,521 

miR-126-3p 0,0308 0,0722 0,1247 0,0231 0,0714 0,1162 0,805 

miR-150-5p 0,0750 0,1380 0,3522 0,0439 0,1020 0,2850 0,419 

miR-21-5p 0,0414 0,0751 0,1438 0,0462 0,0796 0,1648 0,657 

miR-23a-3p 0,0038 0,0119 0,0223 0,0061 0,0154 0,0348 0,169 

Примечание: процентили приведены для относительных уровней экспрессии микроРНК. Значения p-value при-

ведены для парных сравнений с помощью теста Манна-Уитни. 

Note: Percentiles are given for relative microRNA expression levels. The p-values are given for Mann-Whitney pairwise 

test. 

 

Для того чтобы понять, каким обра-

зом образцы распределялись на группы в 

зависимости от профиля ц-микроРНК 

плазмы, была построена тепловая карта на 

основании относительных уровней проана-

лизированных микроРНК в плазме участ-

ников исследования (Рис. 5). На тепловую 

карту были добавлены характеристики 

групп исследования: пол, возраст, батч-эф-

фект и характеристики, отражающие сте-

пень гемолиза: HS, miR Ratio и RBC-Platelet 

miR Ratio. Кластеризация образцов на теп-

ловой карте не соответствовала делению на 

группы исследования. Обособленная 

группа из 13 образцов, составляющая верх-

нюю часть тепловой карты, характеризова-

лась сниженными уровнями микроРНК 

тромбоцитарного происхождения. Данная 

группа не была однородной ни по полу, ни 

по возрасту, ни по влиянию батч-эффекта, 

однако образцы в этой группе имели повы-

шенные значения коэффициента гемолиза и 

соотношения между микроРНК эритроци-

тарного и тромбоцитарного происхождения 

(Рис. 5). Еще одна группа образцов, находя-

щаяся в середине тепловой карты (образцы 

s21, s22, s13 и s25), имела повышенные 

уровни практически всех проанализирован-

ных микроРНК. Образцы в этой группе 

имели низкие значения коэффициента гемо-

лиза и соотношения между микроРНК эрит-

роцитарного и тромбоцитарного происхож-

дения. Оставшаяся группа образцов (n = 18), 

занимающая нижнюю часть тепловой карты, 

была гетерогенной как по всем характеристи-

кам метаданных, так и по параметрам, харак-

теризующим гемолиз. Проанализировав рас-

пределение характеристик, связанных с гемо-

лизом в этих трех подгруппах образцов, мы 

обнаружили статистически значимое повы-

шение HS, miR Ratio и RBC-Platelet miR Ratio 

в первой подгруппе (n = 13) по сравнению с 

другими подгруппами (тест Манна-Уитни, 

p <0,05, Рис. 6).  
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Рис. 5. Тепловая карта относительных уровней экспрессии микроРНК. Строки представляют 

индивидуальные образцы. Age, возраст; HS, коэффициент гемолиза; Group, группа исследо-

вания; Batch, батч-эффект; Sex, пол; RBC_Platelet, RBC-Platelet miR Ratio; miR_Ratio,  

miR Ratio. 

Fig. 5. Heatmap of the normalized microRNA expression levels. The rows represent individual 

samples. RBC_Platelet, RBC-Platelet miR Ratio; miR_Ratio, miR Ratio; HS, hemolysis score. 

 

 
Рис. 6. Распределение величин, связанных с гемолизом образцов плазмы, в подгруппах  

исследования на основании тепловой карты. Столбцы распределения («ящики» и «усы») 

представляют собой медиану и границы квартилей. Точки или звездочки (*) обозначают  

выбивающиеся из распределения образцы. Отмечены парные сравнения, имеющие  

статистически значимые различия (тест Манна-Уитни, p <0,05). 

Fig. 6. Distribution of values associated with hemolysis of plasma samples in the study subgroups 

based on the heatmap. The columns of the distribution ("boxes" and "whiskers") represent the me-

dian and quartile boundaries. Dots or asterisks (*) indicate outlier samples in the distribution.  

Pairwise comparisons with statistically significant differences are marked 

 (Mann-Whitney test, p < 0.05). 
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Таким образом, можно сделать вывод о 

том, что в исследованной выборке пациен-

тов кардиологической клиники гемолиз об-

разцов плазмы и его влияние на соотноше-

ние микроРНК эритроцитарного и тромбо-

цитарного происхождения были более вы-

раженными факторами влияния на профили 

микроРНК, чем наличие STEMI у пациен-

тов с гипертонической болезнью. 

Данное исследование имеет ряд огра-

ничений. Из факторов, характеризующих 

состояние тромбоцитов, было проанализи-

ровано только их общее количество, кото-

рое является одной из характеристик об-

щего анализа крови. Мы не анализировали 

параметры активации тромбоцитов, их 

средний объем и долю крупных тромбоци-

тов, так как данные виды анализа требуют 

дополнительных условий и не проводятся 

по умолчанию пациентам кардиологиче-

ской клиники. Ограничение, касающееся 

выбора референсной микроРНК для норма-

лизации данных, было описано выше. 

Кроме того, мы не анализировали кардио-

специфичные микроРНК, такие как miR-1 

или miR-133, которые могут быть индика-

торами повреждения миокарда по аналогии 

с сердечными тропонинами [16, 19, 54]. Ма-

лая выборка пациентов с наличием STEMI 

была обусловлена невключением ряда об-

разцов из-за наличия выраженного гемо-

лиза плазмы (визуально обнаруживаемый 

гемолиз или HS >0,2). Вследствие малого 

размера выборки пациентов с наличием 

STEMI, данная группа не была дополни-

тельно стратифицирована по клиническим 

характеристикам. 

Заключение. В данном исследовании 

мы впервые одновременно проанализиро-

вали большую часть спектра микроРНК, ас-

социированных с тромбоцитами и их акти-

вацией, в группе пациентов с наличием и 

отсутствием STEMI на фоне ГБ. Методоло-

гия исследования была построена на новей-

ших знаниях о влиянии пре-аналитических 

факторов на профили ц-микроРНК. Для 

снижения потенциального влияния актива-

ции тромбоцитов in vitro, при получении 

плазмы крови использовались пробирки с 

CTAD. Группы были стандартизованы по 

критерию приема антиагрегантной тера-

пии. Мы не обнаружили статистически зна-

чимых различий в относительных уровнях 

ц-микроРНК тромбоцитарного происхож-

дения между группами пациентов с 

неосложненной ГБ без ИБС (n = 20) и паци-

ентов со STEMI на фоне ГБ (n = 15). Было 

показано, что соотношение между ц-мик-

роРНК тромбоцитарного и эритроцитар-

ного происхождения коррелирует со степе-

нью гемолиза образцов плазмы. Анализ 

профилей ц-микроРНК показал, что разде-

ление образцов на группы в зависимости от 

степени гемолиза было более выражено, 

чем разделение на группы по наличию 

STEMI. Таким образом, степень гемолиза 

определяла различия в профилях мик-

роРНК в большей степени, чем наличие 

STEMI у пациентов с ГБ. Отсутствие разли-

чий между группами для некоторых мик-

роРНК тромбоцитарного происхождения, 

рассматриваемых как потенциальные био-

маркеры ОИМ, может быть обусловлено 

как спецификой методологии данного ис-

следования, так и влиянием пре-аналитиче-

ских факторов на профили ц-микроРНК 

плазмы. 
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