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循环 miRNA 检测方法研究进展及其临床应用

赵莹莹   邢卉春 

microRNA（miRNA）是一种保守的、非编

码的小RNA，长度约为22个核苷酸。首次发现于

Caenorhabditisy线虫体内，现有的技术已发现1 000多
种microRNA。miRNA存在于低级生物、植物、高等动

物等多种生物中，在正常与疾病状态下，参与调节免

疫、细胞周期、生物代谢和凋亡等多个生物过程
[1-4]

。

多数（保守进化的）miRNA由RNA聚合酶Ⅱ指导转

录，通过miRNA特定的seed序列（5′-末端2～8个核苷

酸）及其互补序列碱基来识别靶mRNA 3′-非翻译区

（3′-untranslated region，3′-UTR）末端的位点
[5]
，从

而阻断翻译，使靶mRNA降解，或负性调控靶基因的

表达，减弱蛋白翻译，发挥靶mRNA的转录后调控作

用
[6-8]

，因此，在生命过程中，某些miRNA表达的缺失

或过度表达，会引起某些系统组织及细胞分化代谢及

凋亡等异常
[5]
。有些miRNA仅表达于特定组织、器官

或高表达于某些组织、器官，称为组织、器官特异性

miRNA，例如miRNA-122是肝脏组织特异性miRNA。

近年来发现miRNA不仅存在于某些组织，而且还存在

于细胞外液体。大量研究表明循环miRNA（血浆或血

清miRNA）在疾病诊断中的也具有一定参考价值。本

文就循环miRNA在疾病诊断中的应用进行综述。

一、miRNA 的检测及分析方法

 1. 荧光实时逆转录定量 PCR（real-time reverse 
transcription quantitative PCR，RT-qPCR）：该方法是

定量检测 miRNA 的金标准，可以对 miRNA 进行相对

定量和绝对定量检测
[9]
，可较直观地检测 miRNA 的

表达水平。利用阳性梯度标准品的Ct值制成标准曲线，

在得到样本的 Ct 值后，可在标准曲线上根据直线回

归计算出待测样本的初始拷贝数。与传统的 PCR 方法

相比，简便、省时，扩增后不需使用凝胶电泳、DNA
测序和 Southern blot 等方法，而是直接对待测样本实

时定量；同时，从逆转录开始到完整的定量结束的整

个过程都可实现自动化；并且循环阈值的变异系数在

2% 以下（传统 PCR 的变异系数约为 14%），故测定

偏差较小；由于荧光素种类以及检测光源种类的局限

性，从而相对地限制实时定量 RT-PCR 的多重检测应

用能力
[10-11]

。总而言之，该方法整合了荧光定量 PCR
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及逆转录 PCR 的优点，可以精确测量和鉴别特异性核

酸，误差小，而且具有灵敏度和特异性高、可重复性、

高自动化、无污染、实时和准确等特点。

 2. Northern blot方法及其改进方法：Northern blot
方法在定量检测miRNA中发挥着重要作用，其优点是

可以鉴定miRNA的分子量大小，可以同时显示多个

miRNA的分子量大小及浓度；传统的Northern blot杂
交包括通过变性聚丙烯酰胺凝胶电泳（polyacrylamide 
gel electrophoresis，PAGE）分离到小RNA片段；将

分离的RNA转到尼龙膜上；用带有
32P标记的探针与

之杂交、并检测目的片段。但Northern blot也有其局

限性，操作过程复杂、耗费时间长，增加了目的片段

被RNA酶降解的风险；同时miRNA不易结合于固相

杂交膜上，因此会浪费大量RNA标本，敏感性很低，

经常会导致检测低丰度的miRNA时无结果。此外，

这种类型的杂交，是基于放射性探针和甲醛的，对人

和环境都存在着很大的安全隐患。Wang等[12]
对传统

Northern blot进行改进，形成液相Northern blot杂交，

该方法检测miRNA简便、快捷、准确、费用少；如果

用多种荧光探针的话，可以同时检测多种miRNA。

与传统的Northern blot杂交不同，液相Northern blot选
用荧光素FITC或Cy3作为标记探针的标记物，避免产

生放射性物质；在杂交过程中，不使用尼龙膜，使用

磷酸钠缓冲液（30 mmol/L，pH = 8.0）、NaCl溶液

（0.3 mmol/L）和EDTA（10 mmol/L）混合而成的杂

交缓冲液；然后杂交后的样本进行非变性10% TBE-
聚丙烯酰胺凝胶或10% TAE-聚丙烯酰胺凝胶电泳（90 
V，电泳40 min）；最后用Quantity One软件根据荧光

图像对miRNA进行定量分析。该方法可以检测到普

通Northern blot杂交无法检测到的miRNA，并且可以

区miRNA和普通mRNA；该方法在定量分析方面，结

果显示荧光素与miR156的浓度有很好的线性关系（C 
= 2.35E-5 * Int.－0.121，R2 = 0.998545），并且能精

确定量。Northern blot用RNA探针杂交的方法进行定

量，不需要反转录，也可用来检测基因的组织特异性

表达，即基因在不同组织间表达差异等，避免了逆转

录过程导致的误差；但是缺点如上所述，过程较长、

步骤繁琐、可能出现RNA的降解。

 3. 原位杂交方法（in situ hybridization）：原位杂

交技术可以观察细胞内相应的mRNA、rRNA和tRNA
分子。基于荧光原位杂交技术（FISH）的miRNA的典

型可视检测方法是使用锁核酸（locked nucleic acid，
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LNA）探针。LNA是由一类新型的双环高亲和的RNA
类似物组成，其中的核糖环通过亚甲桥连接2′-O原

子和4-′C原子而被锁定。桥锁定3′-内结构构象中的核

糖，该构象通常在A型DNA或RNA中出现。因此，

LNA探针对RNA靶标有显著的热稳定性和杂交特异

性。但LNA-FISH技术是不能提供精确的miRNA表达

的定量信息，仅限于提供miRNA定位类型和组织分布

的定性信息。荧光标记的锁核酸LNA探针已经应用于

定量检测不同组织miRNA的表达，酶标记荧光技术联

合LNA探针也可以检测单个细胞内miRNA的拷贝数。

miRNA原位杂交技术（miRNA in situ hybridization，
MISH）是指用2’-氟修饰的miRNA探针联合酶标记荧

光（enzyme-labeled fluorescence，ELF）信号扩增技

术
[13]

。ELF是一种通过磷酸酶裂解产生荧光信号放大

的技术，磷酸酶产生黄绿色的荧光沉积物，比单个荧

光素的亮度要强40倍，使得待鉴定的单个miRNA的

明亮、耐光的荧光点被荧光显微镜成像简单地计算出

来。该技术可以计算单一细胞内miRNA拷贝数的绝

对定量。LNA-ELF-FISH是另一种改进的原位杂交技

术，可以看成是一种与传统的miRNA分析方法（如实

时定量PCR）提供了互补方法。该技术可在原位的单

一细胞中看见单个miRNA分子，是传统FISH方法最小

的扩展，仅需要增加ELF信号方法，使单个miRNA产

生很亮的荧光信号。固体吸收光子（吸收）的能量将

大于辐射光子（发光），因此，发光光谱与吸收光谱

相比，将向能量较低的方向偏移（红移），两个光子

能量的差值称为斯托克斯谱位移（Stokes shift）。由

于荧光ELF沉积物存在斯托克斯谱位移，因此背景荧

光极小、光稳定性高；可定量和重现miRNA的表达，

动态范围可扩大到3个数量级（即每个细胞内1～1 000
个miRNA）。由于FISH不需要细胞裂解、miRNA纯

化或样品富集过程，所以细胞内的部分遗传、生物信

息也能保留。LNA-ELF-FISH也可以提供miRNA的位

置和miRNA在细胞间表达的差异
[14]
。 

 4. miRNA微阵列/芯片（microRNA microarray）：

常用的miRNA微阵列有Agilent、Ambion、Exiqon、
Invitrogen和Toray共5种。miRNA芯片是一个初筛工

具，不仅可以检测miRNA表达的类型而且可以对其表

达进行定量分析。应用芯片检测miRNA的表达有以下

几个优点：①可以1次在同一份样品中同时检测几百

个基因的整体表达，可以高通量分析miRNA表达的时

空特异性、不同样本中miRNA的差异表达，进而进行

靶基因分析、功能注释、通路分析、网络分析等，以

了解miRNA在疾病发生中的作用。②通过仔细地设计

寡核苷酸探针，成熟和前体的miRNA分子都可以检测

到。③与深度测序不同，miRNA芯片针对已知miRNA
进行研究，鉴定已知的miRNA，不受温度的影响，

也不受表达相似的miRNA家族影响或转录后修饰的

影响，但其缺点是操作繁琐、费用昂贵等
[15-16]

。④与

Northern blot方法相比，芯片对miRNA检测需要量的

待测标本量相对较小，只需2.5 μg总RNA即可。该方

法为分析已知miRNA在不同条件下跨物种的表达提供

了可能性；破译正常及疾病状态下miRNA组学的表

达，可能会揭示肿瘤发生过程中新的致病途径。靶标

记（生物素-ddUTP）、杂交、处理过程与传统方法不

同，在载片处理过程中，藻红蛋白链霉亲和素进行两

次染色使总体信号水平增加了数倍，因此，可以轻易

从背景噪音中区分出原始信号强度值
[17]
。

二、循环 miRNA 与疾病的关系

近几年的研究发现，除了特定的组织细胞存在

着 miRNA 外，其他组分也含有 miRNA，如血液成

分、唾液、尿液和精液等
[18-19]

也含有 miRNA，但是

机体在不同状态下 miRNA 含量和分布各有不同，如

miR-105*
、miR-449-3p 和 miR-514 仅存在于正常人

的体液中，而 miR-620 和 miR-125a-3p 仅发现于癌

症人群中
[20]

。

血液中的 miRNA 又称为循环 miRNA；血浆

miRNA 很稳定，不易被 RNA 酶分解。在固定的温度、

湿度且无紫外线、无灰尘的储存条件下存满一年的血

液标本不仅含有 miR-185、miR-106a 和 miR-144，而

且与新鲜血液标本的绝对含量相差无几
[21]
；室温下放

置 24 h，或反复冻融 8 次的血浆标本，所含的 miRNA
量与新鲜血浆 miRNA 含量无显著性差别，血清和血

浆 microRNA 含量有相关性，因此都可以作为基于

血液检测上的疾病诊断标记物
[22]
，不同疾病的循环

miRNA 对疾病诊断的敏感性和特异性也有其各自的特

点
[23-24]

。大量的研究提示循环 miRNA 有作为疾病诊

断标记物的潜能。 
 1. 循环 miRNA 与呼吸系统疾病：慢性阻塞性肺

疾病（chronic obstructive pulmonary disease，COPD）

是由于炎症导致气管壁的损伤 - 修复过程反复发生，

导致气管结构重塑、胶原含量增加及瘢痕形成，经证

实 COPD 肺组织表达的 miRNA 与健康肺组织不同，

Akbas 等 [25]
用定量逆转录聚合酶链反应（quantitative 

reverse transcription-polymerase chain reaction，qRT-
PCR）方法，在 20 例患者及 12 例健康志愿者的血清

样本中定量检测了 72 种血清 miRNA 的水平，结果

发现 5 种 miRNA 与健康对照组相比差异具有统计学

意义（P ＜ 0.05），其中 miR-20a、miR-28-3p、miR-
34c-5p 和 miR-100 的表达下调，而 miR-7 表达却上调。

基因组血清 miRNA 表达分析发现非小细胞肺癌

（non-small cell lung cancer，NSCLC）患者 miR-1（P 
＜ 0.05）和 miR-499（P ＜ 0.001）表达水平降低，

miR-30d（P ＜ 0.001）和 miR-486 的表达增加（P ＜ 
0.001），这 4种miRNA的表达与患者的整体预后相关，

是预后的独立的相关因素，而 Let-7f（P = 0.038）和
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miR-30e-3p（P = 0.009）则水平的低于健康人，且与

患者的整体的生存相关
[23]
，尤其是较短的无病生存期

（disease-free survival）。

2. 循环 miRNA 与循环系统疾病：Zhu 等
[26]

研究

了 33 例急性心肌梗死（acute myocardial infarction，
AMI）患者的血浆 4 种 miRNA，即 3 种肌肉相关性

miRNA（miR-1、miR-133a、miR-499）及 1 种心肌特

异性 miRNA（miR-208a），其水平明显高于健康者（n 
= 30，P ＜ 0.01）、无 AMI 的冠状动脉心血管疾病的

患者（n = 16，P ＜ 0.01）及其他心血管疾病的患者

（n = 17，P ＜ 0.01）。非 AMI 患者的血清检测不到

miR-208a，但 90.9% 的 AMI 患者可以检测到，AMI
患者在症状出现 4 h 后，100% 可检测到 miR-208a；
ROC 曲线证明 miR-208a 诊断 AMI 有较高的准确性

（AUC = 0.965，95%CI：0.920 ～ 1.0000）。Tijsen
等

[27]
通过比较健康人、呼吸困难及呼吸功能正常的

心衰（heart failure，HF）患者血清的 16种miRNA水平，

结果表明 miR18b*
、miR129-5p、miR1254、miR675、

HS_202.1、miR622 和 miR423-5p 在心功能衰竭患者

血液的表达都增加，但仅 miR423-5p 最具有诊断价

值，ROC 曲线分析表明 miR423-5p 是心功能衰竭的诊

断标记物（AUC = 0.91，P ＜ 0.001，95%CI：0.84 ～

0.98）。

3. 循环miRNA与消化系统疾病：Cheng与美国德

克萨斯州Cogdell等[28]
在天津及美国德克萨斯州选取

了年龄、性别相匹配的两组不同种族人群，针对手术

及治疗前留取每位受试者的血浆及肿瘤、癌旁组织

标本，检测表达3种候选miRNA（miR-21、miR-92、
miR-141）水平与癌症分期（Ⅰ～Ⅳ期）的关系，同

时检测与之相对应的血浆CEA水平。Spearman相关性

检验表明miR-141与结肠癌分期密切相关（r = 0.605，
P = 1.17 × 10-8

），Ⅳ期结肠癌（colorectal cancer，
CRC）患者血浆miR-141的水平显著高于健康人及

Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ期CRC患者；miRNA-141鉴别不同分期的

灵敏度、特异度分别为66.7%和80%，Kaplan-Meier生
存曲线分析表明血浆miRNA-141与两个中心患者的不

良预后相关（P ＜ 0.05），是两个不同研究中心肿瘤

切除术后生存率的独立相关因素（HR = 2.4，95%CI：
1.18～4.86）。 

Wu 等
[29]

应用 miRNA 芯片及 qRT-PCR 检测人

类相关的 miRNA 发现，与健康人相比，活动性克罗

恩病（Crohn’s disease，CD）患者血清有 5 种 miRNA
显 著 增 加，2 种 miRNA（149*

、miRplus-F1065） 显

著下降；溃疡性结肠炎（ulcerative colitis，UC）患者

血液中 12 种 miRNA 增加、miRNA-505*
显著下降。

与克罗恩病患者相比，UC 患者血液 10 种 miRNA 显

著 增 加（P = 0.001）：miRplus-F1159、miR-3180-
3p、miRplus-E1035、miRs-28-5p、miR-103-2*

、miR-

149*
、miR-151-5p、miR-340*

，miR-532-3p 和 miR-
plus-E1153；1 种明显下降了 7.2 倍：miR-505*

（P = 
0.001）。血清miR-18可作为HCC的无创性筛选标记物。

首先通过 qRT-PCR 分别检测 15 例 HBV、HCC 患者

血清标记物（miR-95、miR-18a、miR-10b、miR125a
和 miR-378）的水平，并在另外一组受试者（86 例

HCC 患者、30 例肝炎或肝硬化、45 例健康志愿者）

血清样本进行验证，结果发现 HBV 相关性 HCC 血清

miR-18a 水平显著增高（P ＜ 0.01），血清 miR-378
水平显著降低（P ＜ 0.05），ROC 曲线分析表明，于

肝炎或肝硬化患者中，血清 miR-18a 无创性诊断 HBV
相关性 HCC 敏感性为 86.1%、特异性为 75.0%，可

以在慢性肝炎、肝硬化患者及 HCC 患者中筛选出

HCC[30]
。

4. 循环 miRNA 与泌尿系统疾病：Neal 等 [31]
选取

了 5 个肾脏相关性的 miRNA（miR-16、miR-21、miR-
210、miR-638 和 miR-155）， 应 用 Mann-Whitney U
检验方法，研究了上述循环 miRNA 在慢性肾脏疾病

（chronic kidney diseases，CKD）及健康人体内表达的

情况。结果发现，循环 miRNA 水平的下降与肾小球滤

过率估计值（the estimation of glomerular filtrate rate，
eGFR）相关（P ≤ 0.0001；r = 0.553），4 期 CKD 与

肾功能衰竭终末期（end-stage renal disease，ESRD）

患者 miRNA miR-210、miR-16 和 miR-155 的浓度较

健康人的 miRNA 水平表达低，差异具有统计学意义

（P ≤ 0.0001，P = 0.024，P = 0.002）。健康人、CKD
及 ESRD 的患者体内，上述 5 种血清 miRNA 表达水

平依次降低，差异具有统计学意义（P ≤ 0.01）。4
期 CKD 患者血清 miR-210、miR-16 和 miR-638 的表

达水平高于 ESRD 患者，差异具有统计学意义（P = 
0.003，P ≤ 0.0001，P = 0.036）。

5. 循环miRNA与血液系统疾病：我国学者应用

微阵列基因芯片技术筛选典型急性淋巴细胞白血病

（acute lymphoblastic leukemia，ALL）患儿样本中差

异性表达的miRNA，并应用生物信息学预测、双报告

基因检测、RT-PCR和Western blot等方法，在典型ALL
患儿样本中检测的2 006个miRNA中，miR-708、miR-
181b和miR-210表达量与正常对照组相比表达均上调

（P ＜ 0.05），miR-27a和miR-345表达量较正常对照

组下调（P ＜ 0.05），miR-708和miR-181b在ALL高
危组（预后差）患者中表达水平高于中危组和低危组

（P ＜ 0.05），发现其中miR-708是高危型典型ALL重
要的调控因子，参与ALL某些癌基因及凋亡抑制基因

的表达调控
[32]
。

我国学者应用Solexa测序法分析了急性髓性白

血病（acute myeloid leukemia，AML）全基因组血

清miRNA的表达情况，对140例新确诊的AML及135
例健康人进行研究，结果发现，AML患者有6种血
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清miRNAs（miR-10a-5p、miR-93-5p、miR-129-5p、
miR-155-5p、miR-181b-5p和miR-320d）的表达水平

显著与健康人不同（是健康人的2.31～5.53倍）；此

外，血清miR-181b-5p的水平有作为AML患者整体

生存期的可能预测因素：低表达的患者生存期长于

高表达的患者（P = 0.042）[33]
。有学者应用TaqMan 

miRNA芯片及qRT-PCR检测了AML患者血浆miRNA
的表达情况

[34]
，研究发现与正常人相比，AML患者

血浆let-7d、miR-150、miR-339和miR-342的水平下

降，let-7b和miR-523表达增加，回顾性分析发现，

ROC曲线证实miR-150及miR-342诊断AML的准确性

分别为AUC = 0.835（95%CI：0.7119～0.9581，P ＜ 
0.0001）、AUC= 0.8125（95%CI：0.6796～0.9454，P 
= 0.0005）；因此，联合应用血浆miR-150和miR-342
有可能作为诊断AML的诊断标记物。

6. 循环miRNA与风湿性疾病：系统性红斑性狼

疮（systemic lupus erythematosus，SLE）是一种表现

有多系统损害的慢性系统性自身免疫病，本病病程

以病情缓解和急性发作交替为特点，有内脏（肾、中

枢神经）损害者预后较差；几乎所有患者的肾组织都

有病理变化，活动性SLE中血红蛋白下降、白细胞和

（或）血小板减少常见。Wang等[35]
研究发现，SLE患

者血清miR-200a、miR-200b、miR-200c、miR-429、
miR-205和miR-192水平低于健康对照组；肾小球滤

过率（glomerular filtration rate，GFR）与血清miR-
200b（r = 0.411，P = 0.008）、miR-200c（r = 0.343、
P = 0.030）、miR-429（r = 0.347、P = 0.028）、

miR-205（r = 0.429，P = 0.006）以及miR-192（r = 
0.479，P = 0.002）水平相关；蛋白尿与血清miR-200a
（r =－0.375，P = 0.017）、miR-200c（r =－0.347，
P = 0.029）水平负相关；SLE疾病活动性指数（SLE 
disease activity index，SLEDAI）与血清 miR-200a（r 
=－0.376，P = 0.017）水平呈负相关关系；血清miR-
200b（r = 0.455，P = 0.003）、miR-192（r = 0.589，
P ＜ 0.001）与血小板计数相关，然而血清miR-205
的水平与红细胞计数（r = 0.432，P = 0.005）及血细

胞比容（r = 0.370，P = 0.019）相关。这些证明血清

miRNA的水平与SLE疾病密切相关。

类风湿关节炎（ rheumatoid ar thr i t is，RA）

发病机制不尽相同，是慢性、进行性、侵蚀性疾

病，早期诊断、早期治疗至关重要，应与骨关节炎

（osteoarthritis，OA）相鉴别。Murata等[36]
研究了检测

了RA患者、OA患者及健康人滑膜液及血浆的miR-16、
miR-132、miR-146a、miR-155和miR-223水平，研

究发现明确诊断为RA或OA患者的血浆miR-132水平

低于健康人（P ＜ 0.01），血浆miR-132可以很好地

鉴别RA或OA，血浆miR-132检测RA的临界值（cut-
off value）为67.8 pmol/L，其敏感性和特异性分别为

83.8%和80.7%，检测OA的临界值为67.1 pmol/L，
其敏感性和特异性分别为84.0%和81.2%（AUC ＞ 
0.90），表明准确性较高。因此，血浆的miRNA的表

达情况对于鉴别RA及OA有些困难，但是回顾性分析

发现，RA患者滑膜液miR-16、miR-146a、miR-155和
miR-223高于OA患者，且差异具有统计学意义（分别

为P ＜ 0.01、P ＜ 0.05、P ＜ 0.05和P ＜ 0.05）。此

外，滑膜液与血浆miRNA浓度的比值SF/PB也能区分

RA与OA：RA患者的miR-16、miR-146a、miR-155和
miR-223的SF/PB高于OA患者（分别为P ＜ 0.05、P ＜ 
0.05、P ＜ 0.01和P ＜ 0.01）。因此，血浆miRNA可

以作为RA及OA的诊断性标记物，用于分析其疾病进

展。

总之，miRNA 具有高度的保守性、时序性、组织

特异和稳定性等特点，参与正常与疾病状态下的多种

生物过程。随着分子生物学技术的发展，新的 miRNA
的检测技术不断更新，如 miRNA 基因芯片、实时定

量逆转录 PCR、深度测序等技术，为检测各种组织、

液体的 miRNA 提供了可能。对 miRNA 的研究也不仅

限于某个 miRNA 的家族，而是全体 miRNA 库。通

过大规模的筛选，检测出不同组织、标本表达差异的

miRNA，经 RT-PCR 验证，发现了很多 miRNA 有作

为疾病诊断标记物的可能。正是因为循环 miRNA 的

稳定、可检测、可预测、可靠、无创以及敏感性高等

特点，因此，循环 miRNA 在疾病诊断方面可能有广

阔的应用前景，但是可能也会存在一些不可避免的问

题，如费用昂贵，因为目前还尚未有大规模的临床使

用，故费用可能会相对较高；另外，不同的 miRNA
与不同疾病的相关性还需进一步验证；当某种特定的

miRNA 应用于疾病的诊断时，还需要进一步确定统一

的量化标准或参考范围等。
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