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Необходимость стандартизации и валидации  
метода ПЦР в реальном времени  

для определения зрелой miR-21 в крови пациентов
Шуленина Л.В., Салеева Д.В.
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Процессы обнаружения и количественного определения методом ПЦР в реальном времени в крови пациентов зрелых микроРНК, 
в том числе и miR-21, должны быть стандартизированы и валидированы. Проведенные нами исследования, показывают, что спец-
ифичность метода ПЦР для miR-21 в крови здоровых доноров может быть демонстрирована образованием продукта-ампликона 
размером 67 нуклеотидов, прецизионность в условиях сходимости и воспроизводимости, выраженная в виде коэффициента 
вариации, составляет менее 2% и 3 % соответственно, а линейность метода подтверждается коэффицентом корреляции r≥0,99.  
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The importance for standardization and validation of real-time PCR  
for the detection of mature miR-21 in the blood of patients  
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The processes of detection and quantification by real-time PCR in blood of mature microRNAs, including miR-21, should be standardized 
and validated. Our studies show that the specificity of PCR method for miR-21 in the blood of healthy donors can be demonstrated by the 
formation of a 67 bp amplicon product, precision under conditions of convergence and reproducibility, expressed using the coefficient of 
variation, is less than 2% and 3%, respectively, and the linearity of PCR method for miR-21 is confirmed by the correlation coefficient r≥0.99. 
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МикроРНК (miR) − класс эволюционно консер-
вативных регуляторных РНК длиной от 19 до 
22 нуклеотидов, которые модулируют актив-

ность генов и участвуют в формировании различных па-
тологий. Исследования содержания miR в тканях и био-
логических жидкостях в клинике необходимы как для 
диагностических, так и терапевтических целей. Отсут-
ствие единого руководства для подготовки образцов и 
измерения концентрации miR в крови в настоящее вре-
мя существенно подавляет энтузиазм их применения. 

Известно, что кровь представляет собой среду, в ко-
торой клетки обмениваются друг с другом информаци-
ей с помощью регуляторных РНК, защищенных от ак-
тивности РНКаз белковыми комплексами (HDL, NPM1 
и Ago2) или липидными везикулами. Обнаружено, что 
экзосомальный miR-21 подавляет апоптоз клеток и ак-
тивирует пролиферацию, воздействуя на сигнальный 
путь PI3K/Akt путем нацеливания на PTEN. Однако ко-
личественное измерение циркулирующей miR-21 имеет 
проблемы воспроизводимости   результатов различных 



67МЕДИЦИНСКАЯ ГЕНЕТИКА. 2020. №12

ISSN 2073-7998 	 МЕДИЦИНСКАЯ ГЕНЕТИКА. 2020. №12

исследований, проведенных как в научных, так и в кли-
нических лабораториях и опубликованных в литерату-
ре. Это связано со многими факторами, такими как тип 
и время сбора биоматериала, условия его хранения, ме-
тод выделения РНК, измерительная платформа и физи-
ческое состояние донора. Существует несколько реко-
мендаций по стандартизации молекулярно-биологиче-
ских методов исследований таких, как микрочипы, ПЦР 
в реальном времени, капельная ПЦР, секвенирование [1].  

Целью данной работы была оценка пригодности (ва-
лидация) метода ПЦР в реальном времени для количе-
ственного определения содержания зрелой miR-21 в кро-
ви здоровых доноров. Для достижения данной цели были 
поставлены задачи определить специфичность, прецизи-
онность и линейность ПЦР  в реальном времени по по-
роговому циклу амплификации Сt в исследуемых пробах.  

Материалы и методы
 Общую РНК, содержащую фракцию зрелой miR-

21, из замороженной (-20°С) крови здоровых мужчин-
доноров (20 человек) выделяли тризольным методом 
с использованием набора Trizol RNA Prep 100 (ООО 
Лаборатория Изоген, Россия) в соответствии с про-
токолом фирмы-производителя. Реакцию обратной 
транскрипции осуществляли по технологии «stem 
loop» с помощью «TaqMan MicroRNA Reverse Tran-
scription Kit» (Applied Biosystems, США) согласно ус-
ловиям фирмы-производителя. ПЦР в реальном вре-
мени проводили на амплификаторе «DTprime 5М3» 
(НПО ДНК-Технология, Россия) с применением кра-
сителя SYBR Green I (Thermo Scientific, США). Оли-
гонуклеотидные последовательности всех специфиче-
ских праймеров, использованных в работе, и их кон-
центрация были следующие: 

«stem-loop»: 5’-CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCG
GCAATTCAGTTGAGTCAACATC-3/(50 нМ); 

miR-21-F-5’-ACACTCCAGCTGGGTAGCTTAT-
CAGACTGA-3’(500 нМ); 

miR-21-R-5’- GTGTCGTGGAGTCGGCAATTC-3/ 
(500 нМ).  

Программа амплификации кДНК miR-21 включа-
ла в себя этапы: 95°C/10 мин, далее 35 циклов  95°C/15 
с, 60°C/45 с. Для оценки специфичности ПЦР продук-
ты амплификации анализировали по кривым плав-
ления в диапазоне температур от 55 до 95°C с ша-
гом 1°C/15 с и проводили электрофорез в агарозе. 

 Прецизионность ПЦР в условиях сходимости 
(один оператор на одном приборе в 4-х повторениях) 
и воспроизводимости (два оператора в разных лабо-
раториях в 4-х повторах) выражали в виде абсолютно-
го и относительного показателей вариации порогово-
го цикла амплификации Сt.

Линейную зависимость порогового цикла ампли-
фикации и содержания miR-21 проверяли, определяя 
Ct для 40 проб с различными количествами кДНК (не-
разведенная, разведенная в 5, 25, 125 и 625 раз) в 5 по-
вторениях. Данные обрабатывали методом наименьших 
квадратов и вычисляли коэффициент корреляции (r). 

Результаты

Анализ кривых плавления продуктов ПЦР в реаль-
ном времени выявил один температурный пик в об-
ласти 76,5°С, а электрофореграмма показала, что мо-
лекулярный вес продукта, полученного после ампли-
фикации проб у мужчин-доноров, соответствовал 
расчетному и составлял 67 нуклеотидов для miR-21. 
В отрицательных контролях не обнаружены РНК-
продукты. Относительный коэффициент вариации 
порогового цикла Сt в условиях сходимости составил 
не более 2%, а в условиях воспроизводимости не бо-
лее 3%. Проверка линейной зависимости порогового 
цикла Сt от разведения miR-21 c использованием ре-
грессионного анализа показала высокий коэффици-
ент корреляции данных (r=0,99). 

Таким образом, нами  установлено, что метод  ПЦР 
в реальном времени дает достоверные и надежные ре-
зультаты количественного определения зрелой miR-
21 в крови здоровых пациентов в условиях научно-ис-
следовательских лабораторий. Проведенная валидация 
метода по показателям специфичность, прецизион-
ность, линейность позволяет получать значения Сt, со-
ответствующие заявленным критериям [2, 3]. 
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