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РЕЗЮМЕ

МикроРНК  — малые некодирующие одноцепочечные РНК, длиной от 18 до 25 нуклеотидов, которые регулируют экспрессию генов 
на посттранскрипционном уровне посредством специфического связывания с мРНКмишенью, приводящего к ее деградации. В последние 
десятилетия разработка технологий определения профилей экспрессии микроРНК стала важной частью исследовательских проектов, а роль 
микроРНК в качестве потенциальных высокоинформативных молекулярных биомаркеров различных физиологических и патологических 
процессов в организме активно изучается научным сообществом. В частности, физическая активность является важным модифицирую
щим фактором для циркулирующих микроРНК. В отличие от классических биохимических показателей крови, которые могут изменяться 
с течением времени в зависимости от температуры и условий хранения образца, микроРНК остаются стабильными при хранении и даже 
при многократных циклах замораживанияоттаивания, что делает их привлекательной и легкодоступной мишенью для обнаружения. Тем 
не менее определение профиля экспрессии микроРНК в клинической практике все еще является затруднительным изза высокой неоднород
ности аналитических процедур, используемых для испытаний. В спортивной медицине особо важным является преаналитический этап, так 
как часто условия отбора биопроб не стандартизированы и могут влиять на результат анализа. В данном обзоре показана роль микроРНК 
в качестве новых чувствительных биомаркеров эффективности тренировочного процесса и регуляторов реакции организма в ответ на фи
зическую активность, а также рассмотрены некоторые преаналитические аспекты анализа профилей экспрессии микроРНК.
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ABSTRACT

MicroRNAs are small noncoding singlestranded RNAs, 18 to 25 nucleotides long, they regulate gene expression at the posttranscriptional level 
through specific binding to the target mRNA, leading to its degradation. In recent decades, the development of technologies for determining the ex
pression profiles of miRNAs has become an important part of research projects, and the role of miRNAs as potential highly informative molecular 
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biomarkers of various physiological and pathological processes in the body is actively explored by the scientific community. In particular, physical activ
ity is an important modifying factor for circulating miRNAs. Unlike classical blood biochemical parameters, which can change over time depending on 
the temperature and storage conditions of the sample, microRNAs remain stable during storage and even after multiple freezethaw cycles, which makes 
them an attractive and easily accessible target for detection. However, the determination of the microRNA expression profile in clinical practice is still 
difficult due to the high heterogeneity of analytical procedures used for testing. In sports medicine, the preanalytical stage is especially important, since 
often the conditions for sampling are not standardized and can affect the analysis result. This review shows the role of miRNAs as new sensitive biomark
ers of the effectiveness of the training process and regulators of the body’s response to physical activity, and also discusses some preanalytical aspects of 
the analysis of miRNA expression profiles.
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МикроРНК являются тонкими посттранскрипцион
ными регуляторами экспрессии генов в сложной сети 
клеточных процессов. Несмотря на то что сами ми
кроРНК образуются внутри клетки, они высвобождают
ся во внеклеточное пространство в виде микровезикул 
(экзосом) или связываются с липопротеинами высокой 
плотности, или с комплексами рибонуклеопротеидов 
с белком аргонауте 2 (Ago2), или нуклеофосмином и за
тем попадают непосредственно в биологические жидко
сти организма: плазму, спинномозговую жидкость, мочу, 
слюну [1, 2]. В многочисленных исследованиях сообща
ется о потенциальной роли циркулирующих микроРНК 
в качестве биомаркеров при различных заболеваниях 
и состояниях [310]. Изменения профиля экспрессии 
этих малых некодирующих РНК могут выступать в ка
честве ранней реакции организма на физиологический 
или патологический раздражитель, будучи даже более 
чувствительными, чем канонические биохимические 
маркеры. Биологические функции микроРНК пока еще 
полностью не изучены, однако опубликованные данные 
говорят о том, что они действуют как сигнальные моле
кулы, ответственные за реализацию процессов ангиоге
неза [11], воспаления [12, 13], дифференциации клеток 
[14], роста [15], ответа на физическую нагрузку [16–18] 
и состояние гипоксии [19, 20]. В отдельных публикаци
ях даже рассматривается эндокринная роль циркулиру
ющих микроРНК [21]. Учитывая их чувствительность 
к физической активности, в ряде исследовательских 
работ циркулирующие микроРНК были предложены 
в качестве специфических показателей реакции орга
низма на различные схемы тренировок или возможной 
оценке их эффективности. Однако существует крити
ческая проблема воспроизводимости анализа профи
ля микроРНК, связанная не только с самими методами 
определения, но и в значительной части с различиями 
в преаналитических этапах. Требуется более развер
нутое систематическое исследование влияния отдель
ных преаналитических переменных, таких как выбор 

матрицы (например, плазма или сыворотка), условия 
отбора и хранения образцов, контаминация, условия 
центрифугирования и др. [5, 22], на определяемые уров
ни микроРНК в крови.

Цель исследования: обобщение основных имею
щихся знаний о преаналитическом управлении биоло
гическим образцом наряду с неоспоримой важностью 
оценки уровней циркулирующих микроРНК как специ
фических регуляторов ответа на физическую активность 
и эффективности тренировочного процесса, что мо
жет заложить основы персонифицированного подхода 
к определению результативности спортсменов.

1. Биогенез и физиологическая роль микроРНК
МикроРНК  — это малые некодирующие молекулы 

РНК, играющие одну из ключевых ролей в регуляции 
экспрессии генов. Впервые микроРНК была обнару
жена в 1993 году, когда Амброс обнаружил у C. elegans 
небольшую однонитевую РНК lin4, выполняющую ре
гуляторные функции. Ученые выяснили, что lin4 регу
лирует экспрессию гена lin14 посредством антисмыс
лового РНКРНК взаимодействия [23]. Регуляторные 
системы на основе этих одноцепочечных РНК существу
ют как у позвоночных, так и у беспозвоночных живот
ных [24], растений [25] и вирусов [26]. Впечатляющий 
рост числа исследований в области микроРНК в по
следние годы привел к созданию универсальной базы 
данных микроРНК (www.mirbase.org). На сегодняш
ний момент в этой базе собраны сведения о более чем 
28 000 различных микроРНК, имеющих универсальную 
номенклатуру, с приведенными нуклеотидными после
довательностями, предсказанными генамимишенями, 
регуляцию которых та или иная молекула осуществляет, 
и ссылки на первоисточники [27].

В организме человека обнаружено более 2675 ми
кроРНК. Кодирующие последовательности микроРНК 
широко распространены по всему геному, за исключе
нием Yхромосомы, где их сравнительно мало [28, 29]. 

http://www.mirbase.org
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Последовательности ДНК, кодирующие микроРНК, мо
гут быть расположены в некодирующих областях, вну
три интронов и в нетранслируемой области (UTR) генов, 
кодирующих белок; они эпигенетически регулируются 
метилированием и деацетилированием, как это проис
ходит с классическими генами [30]. Последовательности 
ДНК, кодирующие микроРНК, транскрибируются РНК
полимеразой II в первичный транскрипт, называемый 
премикроРНК. Внутри ядра фермент Drosha расще
пляет фрагменты, фланкирующие область стволовой 
петли, создавая премикроРНК, которая затем экспор
тируется в цитоплазму с помощью белка экспортина 5, 
где  фермент Dicer высвобождает двухцепочечную зре
лую микроРНК. Одна цепь дуплекса обычно разрушает
ся (звездчатая цепь), в то время как другая цепь встра
ивается в РНКиндуцированный комплекс сайленсинга 
(RISC), ферментный комплекс, содержащий белок арго
науте 2 (Ago2). В некоторых случаях звездчатая цепь 
также генерирует зрелую микроРНК: в этом случае две 
микроРНК, происходящие из одной и той же цепи, на
зываются одним и тем же именем, но разными суффик
сами 3p и 5p, в зависимости от молекулярного окон
чания, из которого они генерируются. Комплекс RISC 
связывает зрелую микроРНК, которая затем переходит 
на мРНКмишень (рис. 1).

ПремикроРНК синтезируется в ядре клетки и про
ходит первичный процессинг комплексом белков Drosha 
и DGCR8. Полученная премикроРНК длиной 70–120 
нуклеотидов при помощи белка экспортина 5 выходит 

в цитоплазму, где с помощью белка Dicer проходит даль
нейший процессинг с образованием зрелой микроРНК 
и комплементарной ей «звездчатой» цепи, которая чаще 
всего деградирует. Зрелая микроРНК в составе рибо
нуклеопротеинового комплекса RISC взаимодействует 
с матричной РНКмишенью, вызывая ее деградацию 
или ингибирование трансляции.

Обычно нуклеотиды в положениях 2–7 (называе
мые «затравочной областью») являются наиболее важ
ными для ассоциации с транскриптамимишенями. 
Взаимодействие микроРНКмРНК вызывает деграда
цию мРНК и, следовательно, ингибирование трансля
ции, реже ингибирование трансляции без разрушения 
мРНК. Одна микроРНК способна регулировать сотни 
генов [31], но верно и обратное: один ген может регули
роваться несколькими микроРНК.

Фундаментальная роль регуляторной системы на ос
нове микроРНК была продемонстрирована нокаутом 
Dicer1 у мышей, который, как было установлено, при
водил к летальному исходу на ранних эмбриональных 
стадиях [32]. Более того, было показано, что несколько 
микроРНК выполняют важные функции в регуляции 
и дифференцировке человеческих эмбриональных ство
ловых клеток даже на первых стадиях эмбрионального 
развития [33]. Важность аппарата микроРНК была так
же продемонстрирована с помощью условного нокау
та Dicer в эмбриональных стволовых клетках мышей, 
что привело к дефектам пролиферации, вызванным от
сутствием зрелых микроРНК [34].

Dicerэкспортин 5
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Рис. 1. Схема биогенеза микроРНК
Fig. 1. Scheme of microRNA biogenesis
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МикроРНК являются плейотропными факторами, 
непосредственно участвующими в регуляции экспрес
сии генов, позволяющими определять сложные генные 
сети, управляющие всеми клеточными функциями.

2.  МикроРНК как биомаркеры
На основе статьи Morrow и соавт., опубликованной 

в 2007 году и посвященной проблеме диагностики сер
дечнососудистых заболеваний, критериями оценки 
пользы новых биомаркеров являются: 1) возможность 
их измерения в клинических условиях; 2) проведение 
подтверждающего анализа в нескольких исследованиях; 
3) прямое влияние на постановку диагноза или меди
цинское заключение [35].

Рассмотрим степень соответствия микроРНК этим 
критериям.

Критерий измеримости в клинических услови
ях удовлетворен, поскольку биологические образцы 
для определения микроРНК можно собирать мини
мально инвазивно или неинвазивно — это кровь (в том 
числе, сыворотка и плазма), моча, спинномозговая жид
кость, слюна. Анализ вышеприведенных биологических 
жидкостей можно легко проводить в клинических диа
гностических лабораториях так же, как и создавать их 
хранилища для дальнейших исследований. Это особен
но полезно в случае изучения состояний, поражающих 
ткани, которые труднодоступны для биопсии (напри
мер, кости) [36].

Выполнение двух других критериев пока ещё затруд
нено.

В настоящее время сложно выполнить валидацию 
методов определения уровня экспрессии микроРНК, 
в основном, изза отсутствия аналитической стан
дартизации. Сравнительное исследование количе
ственной оценки внутриклеточных и циркулирующих 
микроРНК с помощью нескольких ПЦРплатформ 
и секвенирования следующего поколения продемон
стрировало удивительно низкое соответствие между 
профилями микроРНК, которые были названы диффе
ренциально экспрессируемыми, каждой платформой 
[37]. Таким образом, при разработке новых потенци
альных биомаркеров на основе микроРНК аналитиче
ские платформы и протоколы должны оставаться не
изменными на протяжении всего периода разработки 
(от их обнаружения и проверки и до клинических ис
пытаний) и переход на окончательную коммерческую 
платформу, вероятно, потребует дополнительных ва
лидаций [38].

Другой большой проблемой является тот факт, 
что большинство данных об экспрессии микроРНК 
в биожидкостях представляют собой относительные, 
а не абсолютные значения измеряемого количества 
на стандартный объем. Это влияет не только на сопо
ставимость данных между разными лабораториями, 
но и на сопоставимость данных между разными иссле
дованиями в одной лаборатории.

Среди занимающихся изучением профилей экс
прессии микроРНК исследователей нет единого мнения 
о том, могут ли априори определенные контрольные 
(референсные) гены использоваться для нормализации 
данных [36, 38]. Существует понятие тканеспецифич
ности референсных генов. Некоторые исследователи 
предпочитают использовать в качестве референсного 
гена вносимый на определенном этапе внутренний кон
троль — синтезированный олигонуклеотид с последова
тельностью, не встречающейся у человека.

Наконец, возможность влияния профиля экспрессии 
микроРНК на постановку диагноза все еще не полно
стью установлена изза неопределенности значения 
этих молекул и изменения их экспрессии в тех или иных 
патологических процессах. Образ жизни и болезни: 
привычки, циркадный ритм, сопутствующие заболева
ния  — вызывают межиндивидуальные различия уров
ней микроРНК в кровотоке, что может ограничивать их 
клиническую применимость в качестве биомаркеров.

В настоящее время определено, что пол не является 
основным фактором вариаций уровней циркулирую
щих микроРНК [39], а физическая активность [17, 18], 
курение [40], диеты (посредством модуляции липопро
теина высокой плотности ЛПВП, носителя микроРНК) 
[41] и циркадный ритм [42] оказывают значимое влия
ние на уровни и амплитуду изменений специфических 
циркулирующих микроРНК. Более того, на уровни цир
кулирующих микроРНК влияет функция почек (общий 
уровень циркулирующих микроРНК снижается у паци
ентов с хроническим заболеванием почек [43]), в то вре
мя как зависимость от функциональности печени пока 
неизвестна [36]. Следовательно, исследования, сфоку
сированные на циркулирующих микроРНК, требуют 
четкого определения времени сбора образцов, критери
ев включения и исключения пациентов, учитывающих 
самые разнообразные факторы (скорость клубочковой 
фильтрации, ночное голодание, определенная диета), 
чтобы свести к минимуму их влияние [36].

Аномальная экспрессия отдельных микроРНК 
или их семейств была обнаружена при нескольких за
болеваниях, включая рак, сердечнососудистые забо
левания, воспалительные и аутоиммунные заболева
ния, а также при многих других [44, 45]. Экспрессия 
микроРНК изменяется в опухолях по сравнению с нор
мальной тканью, и некоторые из них могут быть исполь
зованы в качестве молекулярных маркеров специфиче
ской неоплазии [46]. Профиль экспрессии микроРНК 
(miRNome) имеет большой диагностический потенци
ал, поскольку он может быть специфичным для любого 
заболевания или любого физиологического изменения. 
Несмотря на накопление знаний по участию микроРНК 
в физиологических и патофизиологических процессах, 
их использование в клинической практике крайне огра
ничено. В настоящее время продолжаются исследования 
роли микроРНК как регуляторов в различных сигналь
ных путях в клетке.
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Реализация использования микроРНК как биомарке
ров, помимо оптимизации аналитических методов, вле
чет за собой огромные усилия по стандартизации опе
рационных процедур для их правильного определения 
[47], а также систематическую оценку чувствительности 
методов к преаналитическим факторам — факторам об
раза жизни,  — чтобы определить надежный протокол 
для последующих клинических исследований.

3. МикроРНК и физические нагрузки
Физическая активность — один из наиболее эффек

тивных способов в долгосрочной перспективе улучше
ния качества жизни, учитывая ее положительное влия
ние на сердечнососудистую, когнитивную и иммунную 
функции, процессы костного и энергетического обме
на [48].

Физические упражнения благодаря механической 
стимуляции и метаболической активации модулируют 
экспрессию генов, кодирующих как структурные, так 
и функциональные белки [49] в скелетных и сердечных 
мышечных волокнах. Многие из продуктов экспрессии 
этих генов обнаруживаются в кровотоке ввиду усиле
ния окислительных процессов и, как следствие, повы
шения проницаемости мембран миоцитов, гибели ми
офибрилл в результате физиологического обновления 
или повреждения и т.д. и могут использоваться в каче
стве потенциальных маркеров мышечной активности 
или повреждения [50]. Помимо белков сокращающиеся 
или поврежденные миоциты высвобождают в кровоток 
и другие биологически активные молекулы, в том числе 
микроРНК. В научных исследованиях циркулирующие 
микроРНК являются новыми маркерами молекулярных 
механизмов адаптации организма к физическим нагруз
кам [16–18]. В нескольких исследованиях были иденти
фицированы группы микроРНК, специфичных для ске
летных и сердечной мышц, в их числе miR1, miR133a, 
miR206, miR208a, miR208b и miR499, которые регули
руют такие биологические процессы в мышцах, как рост, 
развитие, метаболическая адаптация и восстановление. 
У здоровых людей они присутствуют в очень низких ко
личествах, а их повышенный уровень в кровотоке может 
использоваться в качестве биомаркера для определения 
эффективности тренировочных схем, специально разра
ботанных для улучшения конкретных функций, а также 
для ранней диагностики аномального ответа организма 
на высокую тренировочную нагрузку или заболевания 
сердца (например, инфаркт миокарда и какиелибо па
тологии органа) [51–53].

Baggish и соавт. [16] проанализировали циркулирую
щие микроРНК в плазме крови молодых здоровых спор
тсменов до и после 90 дней интенсивных тренировок 
по академической гребле, ориентированных на вынос
ливость. Авторы обнаружили корреляцию между пико
выми уровнями miR146a и максимальными объемами 
относительного потребления кислорода на кг массы тела 
(VO2max). Повышение уровня циркулирующей miR146a 

после упражнений на выносливость также было про
демонстрировано Wardle [54]. Baggish и др. [16] cмогли, 
обнаружить прямую корреляцию между изменениями 
в экспрессии miR20a до и после тренировки и относи
тельным увеличением максимального потребления кис
лорода, вызванным тренировкой, указывая тем самым, 
что изменения концентрации микроРНК действительно 
могут служить маркерами для адаптации к трениров
ке [55].

В нескольких исследованиях продемонстрирована 
повышенная регуляция циркулирующих miR1 и miR
133a в ответ на единожды выполняемый комплекс фи
зических упражнений и длительный цикл тренировок, 
независимо от типа упражнений  — на выносливость 
или на силу (сопротивление) [56, 57]. Поскольку эти две 
микроРНК специфичны для мышечных клеток, то впол
не вероятно, что они могут высвобождаться за счет со
кращения скелетных мышц или обновления мышечных 
волокон.

В других исследованиях в зависимости от участника 
эксперимента, типа физической нагрузки, ее продолжи
тельности и интенсивности изменяется экспрессия ши
рокого спектра микроРНК [58, 59].

Обнаружено, что уровни экспрессии miR21, miR221, 
miR222 и miR146a, принимающих непосредственное 
участие в процессах воспаления, ангиогенеза, ответа 
на гипоксию и дифференцировке мышц [16], временно 
увеличивались после интенсивных тренировок, требу
ющих выносливости, состоящих из циклических тестов 
при максимальном потреблении кислорода (VO2max). 
В некоторых работах, напротив, отмечалось значитель
ное уменьшение уровней miR146a и miR221 в сыворот
ке после того же типа тренировок [60, 61].

В частности, уровень miR486, активно экспрессиру
емой в скелетных мышцах и тканях сердечной мышцы, 
заметно снижается после цикла упражнений на велотре
нажере при показателе аэробной выносливости VO2max 
около 70  % в течение 60 минут и возвращается к ис
ходным уровням в течение 24 часов. Кроме того, была 
обнаружена достоверная корреляция циркулирующей 
miR486 с VO2max, указывая на зависимость уровней экс
прессии вышеупомянутой микроРНК от аэробной про
изводительности у здоровых людей [60].

После марафонского забега были значительно увели
чены уровни циркулирующих miR1, miR133a, miR206, 
miR208a и miR499; все эти микроРНК связаны с диффе
ренцировкой и функционированием мышечных клеток. 
Было выявлено, что увеличение уровня этих микроРНК 
может быть связано с усилением процессов деструк
ции тканей и индукцией апоптоза клеток в качестве 
прямого механического ответа на устойчивую сократи
тельную активность (микроразрывы мышц) или с уси
лением внутриклеточного процессинга предшественни
ков микроРНК, приводящим к их секреции из клетки, 
как метаболический ответ непрерывно активируемых 
миофибрилл [62, 63]. Yin и соавт. [17] также показали, 
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что бег на длинные дистанции (8 км) изменяет уровни 
мышечноспецифических miR1, miR133a и их корреля
цию с другими биомаркерами: лактатом, миоглобином, 
тропонином. Было отмечено, что уровни hsamiR13p, 
hsamiR133a3p, hsamiR133b значительно увеличива
ются сразу после забега, а концентрация hsamiR133a
3p продолжает повышаться даже спустя 24 часа после. 
Кроме того, изменение содержания hsamiR1–3p и hsa
miR133a3p в кровотоке коррелировало с уровнями ми
оглобина.

С другой стороны, в исследовании Mooren и соавт. 
[62] 1 час циклического теста при 65 % VO2max не повлиял 
на уровни циркулирующих микроРНК. Однако в том же 
исследовании авторы обнаружили корреляцию между 
уровнями miR1, miR133a, miR206 и аэробной способ
ностью спортсмена, предполагая их возможную роль 
в качестве биомаркеров в этом контексте.

С другой стороны, пока еще остается неизученным, 
как изменяются уровни циркулирующих микроРНК 
при хронических физических нагрузках. У выступаю
щих профессиональных спортсменов уровень miR20a, 
опосредующей ангиогенез, в плазме был значительно 
выше после 3месячного периода непрерывных трениро
вок, тогда как в период отдыха он коррелировал с VO2max 
спортсмена; эти данные предполагают возможную роль 
miR20a как биомаркера кардиореспираторной вынос
ливости [16]. В том же исследовании было показано, 
что ни одна из микроРНК, уровень которых изменялся 
под влиянием разовой интенсивной тренировки на вело
тренажере, не меняла экспрессию под влиянием длитель
ного тренировочного процесса [16]. С другой стороны, 
в исследовании Aoi и соавт. после разовой интенсивной 
тренировки на велотренажере при 70 % VO2max в течение 
60 минут концентрация miR486 в сыворотке снижалась 
так же, как при длительном тренировочном процессе 
(3 дня в неделю в течение 4 недель) [60].

В большинстве исследований изучается влияние фи
зических упражнений на экспрессию циркулирующих 
микроРНК скелетных мышц, однако встречаются со
общения и о влиянии физической нагрузки на измене
ние профилей других тканеспецифичных микроРНК. 
RadomAizik и соавт. [64] изучили изменения профилей 
экспрессии микроРНК, выделенных из мононуклеар
ных клеток периферической крови двадцати молодых 
людей до и после одного сеанса интенсивных физиче
ских нагрузок, а именно десяти 2минутных циклов 
с 1минутным перерывом между ними на велотренаже
ре с эргометром с постоянной среднецикловой скоро
стью. При анализе на микрочипах они наблюдали из
менения в 34 микроРНК, многие из которых участвуют 
в воспалительных процессах, например, miR125b, let7e 
(подавление экспрессии) и miR132 (возрастание экс
прессии) в регуляции tollподобных рецепторов (TLRs) 
моноцитов; miR181 (повышение экспрессии) в регуля
ции функций Тклеток; miR31 (понижение экспрессии) 
участвует в регуляторных функциях Тлимфоцитов; 

miR21 (повышение экспрессии) в снижении метилиро
вания ДНК в CD4+ Тклеток; miR125a5p (понижение 
экспрессии) и miR132 (повышение экспрессии) игра
ют роль в заболеваниях, естественное течение которых 
изменяется в результате физических упражнений (на
пример, системная красная волчанка, ревматоидный 
артрит) [64]. Интересно, Drummond и соавт. изучили, 
как анаболические стимулы (упражнения на выносли
вость при принятии 20 г раствора незаменимых амино
кислот, обогащенного лейцином) резко изменяют про
филь микроРНК в скелетной мускулатуре (в образцах 
мышечной биопсии) у пожилых людей по сравнению 
с молодыми испытуемыми. Следует отметить, что в дан
ной работе изучались уровни предшественников ми
кроРНК, а не сами зрелые микроРНК. Авторы обнару
жили, что исходная экспрессия primiR11, primiR12, 
primiR133a1 и primiR133a2 повышена у пожилых 
людей в сравнении с молодыми людьми. По сравнению 
с исходными значениями уровни микроРНК снижались 
через 6 часов после тренировки только у молодых до
бровольцев, тогда как primiRNA206 индуцировалась 
нагрузками как у пожилых, так и у молодых испытуе
мых [65].

Известно, что физическая активность влияет на ме
таболизм костей, и ее влияние зависит от типа, интен
сивности и продолжительности нагрузки, т.е. от разных 
схем тренировок [66]. Некоторые связанные с обменом 
энергии гормоны, такие как миокины, адипокины и ней
ротрансмиттеры, также участвуют в тонкой регуляции 
обмена костной ткани [48], причем новые данные по
казывают, что многочисленные микроРНК модулируют 
образование и резорбцию костей, воздействуя на регу
ляторы остеогенной дифференциации [67]. Изменения 
уровней экспрессии микроРНК могут быть связаны с ме
таболическими болезнями костей и риском переломов, 
направленное изменение их экспрессии может играть 
потенциальную терапевтическую роль [68]. О влиянии 
физических нагрузок на экспрессию микро РНК, свя
занных с обменом костной ткани и риском переломов, 
известно мало. Недавно было продемонстрировано, 
что 8недельная схема повторяющихся спринтерских 
тренировок с высокой интенсивностью приводит 
к подавлению уровней циркулирующих miR23a3р, 
miR1005р и miR125b5р [69], которые связаны с ри
ском переломов [70, 71].

В статье Rullman и соавт. описывается влияние 
21дневного постельного режима на экспрессию ми
кроРНК в скелетных мышцах (биопсия бралась из лате
ральной вены) у 13 здоровых мужчин. Это представляет 
особый интерес для космонавтов, участвующих в дли
тельных космических полетах в условиях микрогравита
ции. Из 4000 проанализированных микроРНК 16 были 
активированы, а 3 — подавлены при постельном режи
ме, все они так или иначе участвуют в реакции клеток /
мышечных волокон скелетных мышц на механическую 
нагрузку [72].
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Интересно, что экспрессия двух представителей се
мейства miR15 увеличивается при постельном режиме, 
как и у пациентов с диабетом типа II [73]. Было высказа
но предположение, что эти микроРНК участвуют в раз
витии инсулинорезистентности и экспрессии рецептора 
инсулина [74]. Инсулинорезистентность в большинстве 
случаев остаётся не распознанной до возникновения 
метаболических нарушений, поэтому обнаружение ми
кроРНКмаркеров данного состояния является весьма 
актуальным. Два представителя семейства miR25 и се
мейство miR199 (miR199a3p и miR199b3p), экспрес
сия которых была активирована в результате экспери
мента, тоже имеют связь с диабетом, но в случае диабета 
их экспрессия подавляется [73, 75]. Семейство miR199 
участвует в синтезе или деградации белков скелетных 
мышц и может быть связано с зависимой от постельно
го режима мышечной атрофией [72]. Семейство miR25 
в основном имеет генымишени, связанные с метаболиз
мом кальция (SERCA, ATP2A2) и ангиогенезом (VEGF, 
CD31 и Tie2), ингибирование экспрессии этих ми
кроРНК увеличивает сократимость сердца [76]. После 
12 недель регулярных тренировок, ориентированных 
на выносливость, уровни циркулирующих микроРНК 
семейства miR25 снижаются [61].

Хотя вышеприведенные данные нуждаются в даль
нейшем подтверждении, сложная сеть различных изме
нений профиля микроРНК в крови и тканях демонстри
рует, что эти малые молекулы играют ключевую роль 
в регуляции физиологического ответа на различные фи
зические нагрузки [77].

4. Важность преаналитической фазы 
в спортивной медицине
При считывании аналитических результатов важ

но учитывать изменчивость параметра у одного и того 
же индивидуума (суточную, сезонную и др.), а также 
изменчивость параметра между индивидуумами [78]. 
Вариативность экспрессии микроРНК еще до конца 
не изучена и не стандартизирована. Разными методами 
с разной чувствительностью исследователи получают 
широкий диапазон трудно сопоставимых результатов 
в абсолютном выражении. Более того, сопоставимость 
результатов еще более затрудняется изза отсутствия 
общепризнанного механизма обработки данных, кото
рый можно было бы использовать для нормализации 
данных, как обсуждалось выше [79].

Ошибки в преаналитической фазе приводят к основ
ной части неверных лабораторных результатов [80–82]. 
В спортивной медицине преаналитические проблемы 
ощущаются еще больше, чем в обычной лабораторной 
медицине. Помимо вопросов, связанных с идентифика
цией образцов [83, 84], собранных вне стационара, фи
зическая активность, сама по себе является преаналити
ческой переменной, причем прочно связанной с другими 
переменными, возможно, влияющими на анализируе
мые показатели, такими   как напряженность тренировки, 

диета (или голодание [85]) и состояние гидратации/де
гидратации организма спортсмена [86].

Процедура флеботомии сама по себе является источ
ником вариаций, особенно при ее проведении вне меди
цинских кабинетов, как часто бывает при взятии крови 
у спортсменов. В такой ситуации простые действия, 
на которые часто не обращают внимание при взятии 
проб, могут серьезно модифицировать аналитический 
выход. Например, LimaOliveira и соавт. продемонстри
ровали, что сжатый или расслабленный кулак во время 
взятия крови приводили к изменению концентраций 8 
из 26 аналитов, которые в основном связаны с сокраще
нием мышц (электролиты, мышечные ферменты) и ге
молизом (свободный гемоглобин) [87].

Гемолиз остается значимым фактором при выпол
нении исследований в пробах крови и вне зависимости 
от причины возникновения является основным крите
рием отбраковки образцов для проведения исследова
ния в клинической лабораторной диагностике. При ге
молизе из разрушенных эритроцитов в плазму попадают 
внутриклеточные микроРНК, которые смещают про
филь обнаруживаемых при исследовании свободно цир
кулирующих микроРНК [88].

Даже наложение жгута должно быть стандартизиро
вано, как указано в документе [89]. Он вызывает веноз
ный стазис, который способствует выходу водной фрак
ции, диффузных ионов и низкомолекулярных веществ 
из сосуда. Концентрация различных аналитов в крови 
увеличивается на пунктированном участке, что искажа
ет результат анализа [90]. Часто недооцениваются дру
гие фундаментальные источники вариабельности ре
зультатов: выбор анализируемой матрицы (сыворотка, 
плазма или цельная кровь), время между взятием крови 
и первичной обработкой образца (ценрифугированием 
для получения сыворотки или плазмы), длительность 
и температура хранения образца — многие из этих па
раметров требуют валидации согласно техническим до
кументам WADA [91]. Задержка в первичной обработке 
образца (например, отделение плазмы от клеток крови) 
может быть фундаментальной переменной при опреде
лении нестабильных соединений [92, 93] и причиной не
заметного глазу частичного гемолиза, а выбор матрицы 
для определения аналита может повлиять на выход бо
лее стабильных маркеров [94, 95].

Технический прогресс и увеличивающиеся знания 
о роли микроРНК в организме делают их возможными 
инструментами будущего для использования в антидо
пинговых целях [96]. Примером использования в допинг
контроле может быть определение профиля микроРНК 
как части биологического паспорта спортсмена, при чте
нии которого необходимо учитывать повседневную жизнь 
спортсмена [97, 98], возможные (и очень многие) модифи
цирующие факторы, зависящие от конкретного субъекта 
и образа жизни, как упоминалось выше. Все это следует 
учитывать при определении микроРНК, присутствую
щих в пробах крови в очень низких концентрациях [77].
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5. Особенности определения 
циркулирующих микроРНК
Как уже было сказано выше, одной из ключевых осо

бенностей биомаркеров должна быть относительная до
ступность и минимальная инвазивность при отборе об
разца для определения данного биомаркера.

Присутствующие практически во всех жидкостях ор
ганизма (в крови, в слюне, в моче и др.) микроРНК пол
ностью удовлетворяют этому требованию. Тем не менее, 
в отличие от тканей и клеток, различные биологические 
жидкости содержат микроРНК в более низких концен
трациях [99].

Циркулирующие микроРНК имеют разное проис
хождение: они могут высвобождаться из разрушен
ных клеток, могут активно секретироваться в макро
везикулах или в ассоциации с РНКсвязывающим 
белком и липопротеинами высокой плотности 
(ЛПВП). Циркулирующие микроРНК также могут 
быть связаны с другими РНКсвязывающими белка
ми, такими как Ago2 и нуклеофозмин1 (NPM1) [100]. 
С макровезикулами ассоциировна меньшая часть цир
кулирующих микроРНК, большая часть (до 90  %) свя
зана с Ago2 и образует комплекс Ago2miRNA, который 
обладает высокой устойчивостью к протеазам [101, 102]. 
Концентрация микроРНК в плазме оценивалась с помо
щью количественной ПЦР в различных исследованиях, 
результаты которых сильно различаются. Hefnawy и со
авт. обнаружили концентрации от 1 до 10 мкг/л [103], 
в то время как Weber и соавт. сообщали о 308 мкг/л в той 
же матрице [1]. Важно отметить, что эта изменчивость 
считается физиологической у здоровых людей [104, 
105]. Следовательно, любые контролируемые и некон
тролируемые вариации во взятии и обработке образцов 
крови будут влиять на результаты анализа экспрессии 
микроРНК [106].

Флеботомия сама по себе является потенциаль
ной причиной попадания в пробирку для забора кро
ви микроРНК из клеток эндотелия сосудов и тканей, 
окружающих сосуды [105, 106]. Загрязнению способ
ствуют игла для взятия крови, точнее клетки, при
сутствующие в кожной пробке в игле [105] и гемолиз 
[107]. Поскольку концентрация микроРНК в клетках 
в несколько раз выше, чем свободно циркулирующих 
в крови, сигнал, полученный от контаминантов, мо
жет легко увеличивать или маскировать сигнал, ис
ходящий от циркулирующих микроРНК. Кроме того, 
микроРНК может высвобождаться тромбоцитами 
во время коагуляции [107, 108]. В этом последнем 
случае использование отношения ΔCT miR23ato
miR451 может быть полезным для проверки собы
тий микрогемолиза, так как ранее было показано, 
что уровень обнаруживаемой miR23a практически 
не меняется в гемолизной плазме/сыворотке, в то вре
мя как miR451 специфична для эритроцитов, и ее 
уровень в пробе с гемолизом значительно возраста
ет [109].

Выбор правильной матрицы последующего анализа 
образцов с помощью обратной транскрипции и ПЦР яв
ляется сложной задачей при поиске новых биомаркеров, 
и с практической точки зрения, имеет очень важные по
следствия для конечного результата, т.е. аналитического 
выхода [110, 111].

Chen и соавт. продемонстрировали, что микроРНК 
в сыворотке стабильны, определение уровней их экс
прессии возможно и сами уровни экспрессии микроРНК 
приблизительно одинаковы среди индивидуумов одного 
и того же вида [39], в то время как Mitchell и соавт. про
демонстрировали аналогичные результаты при анализе 
циркулирующих микроРНК в плазме [104]. При анали
зе экспрессии микроРНК в плазме крайне важным яв
ляется выбор антикоагулянта (гепарин, калиевые соли 
этилендиаминотетрауксусной кислоты (K2/K3 EDTA), 
цитрат натрия или фторид натрия/оксалат калия (NaF/
KOx)) для сбора образцов. Поскольку гепарин [112, 113], 
как и цитрат, мешает ферментативной активности поли
меразы в анализах на основе ПЦР, оба они не рекоменду
ются для количественного определения микроРНК [36]. 
ЭДТА является лучшим антикоагулянтом для профи
лирования микроРНК в исследованиях на основе ПЦР 
[114]. Плазма, собранная в пробирки с NaF/KOx, счита
ется подходящей альтернативой ЭДТАплазме, но в ней 
могут быть детектированы избыточные микроРНК [115]. 
В одной из работ Kim и его коллеги сравнили пробирки 
Vacutainer (Becton Dickinson, Inc.), содержащие ЭДТА, 
гепарин, цитрат натрия, NaF/KOx или не содержащие 
антикоагулянт (сыворотка), и измерили содержание ми
кроРНК с помощью количественной ПЦР. Плазма с ге
парином показала самые низкие уровни miR16 и miR
223, однако обработка гепариназой иногда улучшала 
результаты. В сыворотке и ЭДТАплазме miR16 обна
руживалась на сопоставимых уровнях, которые были 
немного выше уровней в плазме с гепарином, в то вре
мя как в цитратной и в NaF/KOxплазме выход был зна
чительно выше. Напротив, miR223 была обнаружена 
в более высоких концентрациях в ЭДТА и цитратной 
плазме и в ещё больших в NaF/KOxплазме. Очень ин
тересно, что при добавлении фторида натрия и оксалата 
калия к замороженным образцам, сыворотки или плаз
мы с ЭДТА, уровни miR16 удваивались в плазме с ЭДТА 
и утраивались в сыворотке [115]. Сводная информация 
об обнаружении микроРНК в различных матрицах об
разцов представлена   в таблице 1.

Ранее считалось, что микроРНК стабильнее, чем 
мРНК, поскольку не подвергаются эндогенной дегра
дации РНКазами благодаря небольшой длине [104]. 
Более поздние наблюдения продемонстрировали вос
приимчивость синтетических микроРНК к расщепле
нию РНКазами, а их относительная стабильность была 
приписана инкапсуляции в везикулы, покрытые мем
браной (например, экзосомы). Однако ещё позже было 
выяснено, что только небольшое количество циркули
рующих микроРНК связано с экзосомами, в основном 
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же они связаны с рибонуклеопротеидным комплексом 
Ago2 [101]. Было высказано предположение, что имен
но этот комплекс обеспечивает определенную степень 
защиты микроРНК [117]. Однако, несмотря на защиту, 
обеспечиваемую ассоциацией с белками, стабильность 
циркулирующих микроРНК все же зависит от условий 
хранения [77].

После отбора проб циркулирующие микроРНК про
являют относительную стабильность в биологических 
жидкостях до 24 часов при комнатной температуре [104]. 
Это делает их использование выгодным в спортивной 
медицине, когда пробы, собранные в полевых условиях, 
должны быть доставлены в лабораторию и проанализи
рованы максимум в течение 60 часов согласно рекомен
дациям ВАДА для антидопингового тестирования [91]. 
Более того, воздействие растворов с низким и высоким 
pH, повторяющиеся циклы замораживания и оттаива
ния, повидимому, не ставят под угрозу стабильность 
микроРНК в сыворотке [39]. Однако поскольку, с одной 
стороны, количество вновь обнаруженных микроРНК 
постоянно растет, а с другой стороны, только ограни
ченное количество микроРНК было протестировано 
на их стабильность, рекомендуется минимизировать 
преаналитические отклонения от установленных стан
дартов [106].

Время до центрифугирования, а также скорость цен
трифугирования критически влияют на конечную кон
центрацию микроРНК в образцах ЭДТАплазмы, так 
как это может вызвать контаминацию микроРНК, выхо
дящими из тромбоцитов [106]. В этом контексте анализ 
экспрессии микроРНК в сыворотке менее чувствителен 
к вариациям предварительной обработки [36].

Наконец, надлежащее хранение при низкой темпе
ратуре (т.е. ниже –70 °C) позволяет сохранять высокое 
качество образцов и получать надежные данные даже 
из ретроспективных исследований, продолжающихся 
десятилетия [114].

6. Высота над уровнем моря
Тренировки в условиях среднегорья и высокогорья 

широко используются элитными спортсменами, трене
рами и спортивными организациями как один из клю
чевых компонентов тренировочных схем. Основная 
концепция их заключается в том, что гипоксия, возни
кающая в условиях разреженного воздуха высокогорья, 
стимулирует выработку эритроцитов за счет индукции 
синтеза гормона эритропоэтина (ЭПО) и, таким обра
зом, увеличивает общую кислородную емкость крови.

Влияние гипоксии на экспрессию микроРНК про
демонстрировано как in vitro, так и in vivo. Например, 
в клеточной линии HT29 карциномы толстой кишки 
человека гипоксия влияла на модуляцию 53 микроРНК 
из 640 протестированных, из которых у 28 экспрессия 
была активирована, а у 25 подавлена. Десять из этих ми
кроРНК были известны как реагирующие на гипоксию 
(т.е. miR23a, miR23b, miR27b, miR30d, miR191, miR
210, miR213, miR155, miR 200a, miR181b) [118].

У четырех альпинистов, участвовавших в экспедиции 
на гору Шишабангма в Центральных Гималаях (8027 м), 
отбирали кровь для изучения динамических изменений 
профилей микроРНК на четырёх различных этапах вос
хождения [119]. В результате исследований была отме
чена активация экспрессии ряда микроРНК miR629, 
miR1308, miR124 и miR320c, а miR33b, miR301a, miR
1423p, miR21* и, напротив, зафиксировано снижение 
экспрессии miR487b на экстремальной высоте по срав
нению с уровнем этих микроРНК на меньших высотах. 
Принимая во внимание большое количество и высокую 
значимость геновмишеней, miR124, miR320b/c/d, miR
340 и miR1423p, по всей видимости, являются важны
ми регуляторами генных сетей, участвующих в усилении 
дифференцировки и созревании эритроцитов из гемо
поэтических стволовых клеток, функционировании 
рибосом, создании цитоскелета и процессах защиты 
от патогенов. В соответствии с их регулирующей ролью 

Таблица 1

Влияние матрицы образца на определение циркулирующих микроРНК (взято из статьи [116])

Table 1 

Influence of the sample matrix on the determination of circulating microRNAs (taken from [116])

Матрица образца Влияние на микроРНК Ссылка

Плазма / ЭДТА ЭДТА — лучший антикоагулянт для профилирования микроРНК с помощью ПЦР.
Обнаружены самые высокие концентрации miR223 в сравнении с другими матрицами

[114]
[115]

Плазма / гепарин Гепарин мешает работе ферментов (ДНКполимеразе) в методах на основе ПЦР.
Самые низкие уровни miR16 и miR223

[36]
[115]

Плазма  
с NaF/KOx

Подходящая альтернатива ЭДТА, но может приводить к избыточному (ложному) определению 
микроРНК [115]

Плазма 
с цитратом Na Цитрат Na снижает ферментативную активность ДНКполимеразы в методах анализа на основе ПЦР [36]

Сыворотка Результаты стабильны и воспроизводимы [39]
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микроРНК преимущественно нацелены на факторы 
транскрипции, а не непосредственно на гены, указывая 
тем самым, что они могут регулировать экспрессию ге
нов косвенно в ответ на гипоксию, возникающую на экс
тремальной высоте [119].

Yan и соавт. [120] сравнивали профили циркулиру
ющих микроРНК среди коренных тибетцев, адапти
рованных к жизни на высоте (около 3560 м), мигран
тов из числа народности хань, позднее прибывших 
в Тибет, и китайцев из числа хань, живущих на равнине. 
В результате было идентифицировано 172 микроРНК, 
дифференциально экспрессирующихся у тибетской 
и китайской хань (105 активированы и 67 подавлены). 
Также были обнаружены значительные изменения в экс
прессии микроРНК у тибетцев и китайцевхань. Восемь 
из этих микроРНК были достоверно связаны с гипок
сией, другие — с продукцией фактора роста эндотелия 
сосудов (VEGF), сигнальными путями, участвующими 
в продукции ЭПО и мегакариоцитопоэзе.

К сожалению, пока не опубликовано никаких иссле
дований, связанных с влиянием высоты на профиль экс
прессии микроРНК у профессиональных спортсменов 
или их связи с возможными изменениями производи
тельности в спорте в условиях высокогорья.

Состав и количество циркулирующих микроРНК 
в значительной степени зависят от физической актив
ности, и, следовательно, они могут использоваться 
для мониторинга реакции на определенные режимы тре
нировочной нагрузки в качестве маркеров производи
тельности или диагностических инструментов раннего 
выявления патофизиологических состояний. На данный 
момент эти возможные приложения являются оче
видными, но еще не применимыми, поскольку изза 

относительной новизны этой области опубликованные 
исследования все еще дают сравнительно общий обзор 
того, как микроРНК реагируют на определяемое состоя
ние или вмешательство.

Важно отметить, что стандартизированные протоко
лы для выделения и количественного определения цир
кулирующих микроРНК отсутствуют, что делает сравне
ния результатов между различными научными работами 
чрезвычайно трудоемкими. Переменные на преаналити
ческом этапе, такие как использование плазмы с различ
ными антикоагулянтами, время с момента предыдущей 
тренировки, диета, условия тренировок, еще больше ус
ложняют эту ситуацию, особенно у спортсменов. В нашей 
статье подчеркивается важность всестороннего учета 
преаналитических факторов, используемых при публи
кации результатов исследований микроРНК для того 
чтобы другие могли воспроизводить те же эксперимен
ты и валидировать свои результаты, а также необходимо 
учитывать высокую вариабельность результатов внутри 
и между анализами при количественном определении 
циркулирующих микроРНК. Кроме того, когда мы го
ворим об исследованиях, проводимых на спортсменах, 
в них часто принимает участие лишь их ограниченное 
количество. Необходимы дополнительные крупномас
штабные исследования для выявления связи между из
менением уровней циркулирующих микроРНК в ответ 
на физические нагрузки, учитывая влияние типа нагруз
ки, ее продолжительности, интенсивности и результа
тивности конкретной схемы тренировок. Если в ближай
шее время будут открыты лежащие в основе этой связи 
молекулярные механизмы, это откроет дверь к новым, 
более эффективным персонифицированным стратегиям 
контроля и управления тренировочным процессом.
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