
miRNA是一种由 18~25个成熟核苷酸(nt)组
成的内源性小分子非编码 RNA, 由 pre-miRNA
(precursor microRNA) 剪切而来, 广泛存在于各种
真核生物中。1993年, Ambros课题组在研究线虫
时首次发现了 miRNA的存在[1]。

随着真核生物的不断进化, miRNA仍旧保持
着它具有的三大特色, 即保守性、组织特异性和时
序性[2]。近期研究报道, miRNA在一系列的生命活
动过程中具有不可替代的作用, 当体内 miR-195
含量过度表达时, 会导致扩张型心肌病和心机梗
死等疾病的发生[2]; 当体内的某些 miRNA表达下

调时 , 机体会更容易罹患癌症和其他一系列疾
病。这些现象提示, 可通过对 miRNA进行定量检
测来实现对相关疾病的早期诊断。与此同时, 在
肿瘤的判别和血细胞生成等重要的生理过程中,
miRNA也作为一种重要调控物质参与其中[3]。因
此, 探索有效并且适用的 miRNA 定量分析技术
对生命的各项生理活动均具有重要意义。成熟

miRNA片段本身具有两个不可规避的缺点: 片段
小, 而且没有 poly(A)尾巴。这导致其在定量检测
过程中会遇到如下难题[4]: 1) miRNA的序列不稳
定, 容易降解; 2) 家族成员间具有很高的相似性,
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同一家族的 miRNA在序列上仅仅只相差 1~2个
碱基; 3) 各种细胞在不同时期的表达水平都有差
异, 但是普遍偏低; 4) miRNA前体中包含 miRNA
序列, 对检测的特异性容易造成干扰。为了攻克
这 4个难题, 科学家们近年来发现并建立了多种
miRNA定量检测技术[5], 这些技术具有 4个主要的
特点: 简洁快速、高通量、灵敏度高以及好的特异
性。本文从检测出发, 着重综述了基于杂交、扩增
和测序原理的三大技术在 miRNA检测中的研究
进展, 并阐述了 miRNA的研究方法及其方向。
1 基于杂交原理的检测技术

1.1 印迹杂交检测

RNA 印迹法 (Northern blotting)是 miRNA 检
测技术中最早建立的杂交检测方法之一。其通常

可以分为 3个过程: 1) 提取样本的总 RNA, 亲和
层析法分离纯化 miRNA, 然后通过甲醛变性将
miRNA进一步按大小分离, 并通过溴化乙淀染色
检测质量; 2) 转膜。尼龙膜带有正电荷, 对带有负
电荷的核酸具有很高的亲和性, 在热和紫外线的
作用下, 尼龙膜和 miRNA之间会形成共价键, 从
而起到固定作用; 3) 杂交显影检测。印迹杂交技
术一直被视为 miRNA检测和鉴定的标准方法。但
这个方法存在一些缺点, 比如: 劳动力密集、费时
间、样品用量大(10~30 滋g)、灵敏度低(检测限为纳
摩尔级别)、检测效率低等[6], 限制了该技术的广泛
使用。为了克服传统印迹杂交技术的上述缺点,
人们在经典印迹杂交技术上衍生了多种改进方

法, 如: 引入锁核酸(locked nucleic acid, LNA), 由
于 LNA与 miRNA具有高亲和力, 采用 LNA修饰
的核苷酸探针可以使印迹杂交检测灵敏度显著提

高 10 倍 [7]; 使用可溶性的碳二亚胺(EDC), 实现
miRNA与尼龙膜的高效交联, 与传统的 UV交联
法相比, miRNA检测灵敏度提高 25~30倍[5]。
1.2 原位杂交检测

原位杂交检测 miRNA是首先将目标 miRNA
固定在细胞中, 再利用碱基互补配对的原理和探
针杂交, 最后可以使用免疫组织化学法对靶物质
miRNA进行检测。Kerstens等[8]结合锁核酸技术和
酪酰胺信号放大技术(tyramide signal amplification,
TSA), 发展了高效的原位杂交方法, 显著提高了
检测灵敏度, 使低丰度 miRNA实现原位可视化。
目前, 原位杂交方法已被开发用于检测冰冻切片
中的 miRNA。例如 Silahtaroglu[9]课题组建立了基

于荧光原位杂交(miRNA FISH)技术的冰冻切片中
miRNA检测方法, 并指出该方法对染色体的鉴定
和 miRNA在细胞内的定位及其在不同时间和空
间上的积聚分布等研究领域有重要作用。荧光原

位杂交方法已经逐步实现从实验室走向临床

miRNA样品检测, Schepeler等[10]通过检测大脑发
育过程中 prognostic miRNA含量的变化, 判定结
肠癌发生风险, 做到及时干预治疗。
1.3 微阵列芯片和微球技术的高通量检测

微阵列芯片技术是在一块芯片上, 构建多个
靶物质互补的探针序列, 将靶物质与芯片孵育杂
交, 然后冲洗去除没有杂交部分, 扫描芯片, 最后
对数据进行统计分析, 从而实现 miRNA 快速高
通量检测。但是芯片上不同的探针分子和待测分

子之间容易发生交叉反应 , 该方法具有灵敏度
低、特异性不好、重复性差等缺点[11]。基于微球杂
交建立起来的流式细胞检测方法克服了微阵列芯

片的上述不足[12]。每个微球相当于微阵列芯片上
的一个点, 与传统芯片相比, 微球处于液相悬浮
状态, 其表面固定的探针更有利于捕获待测靶
miRNA 序列, 可有效避免固态芯片中的交叉反
应, 使检测具有更好的重复性和特异性。
2 基于扩增原理的检测技术

2.1 RT-PCR扩增法
RT-PCR 扩增法是通过实时荧光 PCR 仪对

核酸进行检测的一种技术手段。其过程为先将

miRNA逆转录成相应的互补 DNA (cDNA),随后进
行普通的实时荧光 PCR。该方法以逆转录得到的
cDNA作为模板, 可以实现对扩增产物的定量实
时检测。

然而, 由于 miRNA序列短(18~25 nt), 仅为一
条 PCR引物的长度, 常规的 RT-PCR检测方法对
miRNA检测具有很大的局限性。因此, 国内外科
研工作者对传统的 RT-PCR方法进行改善, 建立
了加尾法以及茎环法等检测 miRNA 的方法, 达
到对 miRNA的快速灵敏检测。加尾法通常有两种
方法: 第一种是利用末端转移酶将 poly(A)尾巴加
在 miRNA分子的 3忆末端, 进而延长 miRNA, 得到
长的 cDNA[13], 以这个长的 cDNA为模板进行 PCR
扩增检测; 第二种方法主要是设计特定的长的探
针, 该探针 3忆端与 miRNA的 5忆端部分互补, 从而
以 miRNA为模板逆转录成一条更长的 cDNA, 以
这个 cDNA为模板进行 PCR扩增检测[14]。我们实
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验室在通用茎环法基础上, 设计了一种诱导茎环
结构的线性探针, 将其作为 RT-PCR的特异性探
针来检测 let-7家族, 与已有文献相比, 具有更低
的背景, 并且检测灵敏度和特异性更好。
2.2 等温扩增法

聚合酶链反应(polymerase chain reaction, PCR)
虽然达到了对 miRNA 进行高灵敏检测的水平 ,
但是该方法对温度有精确的要求, 且对设备也有
一定的要求。目前, 一系列不需要精确控温的等温
扩增技术已被相继研发[15~19], 尤其是滚环扩增(ro-
lling circle amplification, RCA)和指数扩增(expo-
nential amplification reaction, EXPAR)两类技术,在
miRNA检测中具有明显优势。
2.2.1 滚环扩增技术

滚环扩增技术是新近发展起来的一种在体外

实施的、温度恒定的检测核酸的扩增方法, 该方法
以环状 DNA分子为模板进行滚环复制扩增[15]。滚
环扩增方法的主要优势在于温度恒定并且无需复

杂仪器等。2006年, Jonstrup等[16]首次发现滚环扩
增可以实现 miRNA 的检测。在这个过程中 ,
miRNA 起到了两个作用 , 首先是作为模板 , 在
DNA连接酶的作用下, 将挂锁探针连接成环状;
其次是作为引物, 在聚合酶的作用下对整个反应
进行聚合延伸放大。其扩增产物可以通过琼脂糖

凝胶电泳的方式进行验证, 实现 miRNA 的检测
分析。此后, 科学家们探索出了一系列的改良方
法 , 检测的灵敏度和特异性得到进一步提高。
Cheng等[17]利用 T4 RNA连接酶 2连接环化锁探
针, 通过荧光染料对反应过程进行实时监测, 检
出 miRNA下限为 10 fmol/L。Mashimo等[18]将滚环
扩增技术成功地应用于健康人肺组织总 RNA中
miRNA的检测。Zhou等[19]设计了一种哑铃状锁探
针(D-RCA), 可显著提高检测的特异性和灵敏度,
并被应用于结肠肿瘤相关 miRNA的检测。
2.2.2 指数扩增技术

等温指数扩增是由 Jia等[20]首先提出的一种
miRNA检测技术。其模板包含 2个重复序列, 通
过一个酶切, 触发扩增反应, 在 30 min就可检测
到 10 amol/L的 miRNA。在此基础上, 科学家们对
上述方法进行了进一步的优化和改善。比如: 结
合两步 EXPAR和单量子点纳米传感器技术, 实
现了对 let-7家族中 let-7a 的微量检测, 且其检
测限达到了 0.1 amol/L[21, 22]。此外, Liu等[23]设计了
靶向等温指数扩增(target-assisted isothermal ex-

ponential amplification, TAIEA), 实现了细胞裂解
物中 miRNA的快速检测。Wang等[24]构建发卡式
结构模板, 将 miRNA检测的灵敏度提高到 3.80伊
10-13 mol/L。

等温指数扩增技术在 miRNA检测中具有以
下优势: 1) 检测范围广, 可跨越 10个数量级, 且
最低检测限可达到 0.1 zmol的水平; 2) 特异性高,
其能对仅相差单个碱基的 miRNA进行很好的区
分; 3) 对仪器的要求比较简单, 仅通过水浴就可
以实现; 4) 反应时间较短, 可在一个小时内完成。
因此, EXPAR技术发展迅速, 成为一种新的检测
miRNA的策略。
3 基于测序的检测技术

基于杂交和扩增的技术方法具有一系列优

点, 比如: 灵敏度高、特异性好等, 但是被测定的
miRNA序列均要求是已知的, 对自然界中很多未
知的、有待被开发的 miRNA并不能进行定量检测。
基于测序的检测技术可以适用于任何 miRNA的
检测和研究,包括未被发现的序列和已知的序列。
3.1 扩增克隆测序法

2006年 Takada等[25]提出了 miRNA扩增克隆
法(miRNA amplification profiling, mRAP)。该方法
的进程总共分为两个步骤: 1) 逆转录反应。在
miRNA的 3忆端毗连一个接头, 将与接头互补的短
RNA序列作为引物,进行逆转录反应; 2)常规PCR
反应。在整个反应体系中加入一对共用引物, 实
现常规的 PCR反应。mRAP高度灵敏, 可以直接
用克隆和测序技术检测组织中微量 miRNA的表
达量。但该克隆测序法每次只能检测 5个不同的
miRNA, 不能实现高通量检测 , 检测效率偏低。
Cummins等[26]提出了 miRAGE (miRNA serial ana-
lysis of gene expression)克隆测序法, 其通过单个测
序反应即可检测 35 个不同 miRNA, 检测效率明
显提高。

3.2 新一代大规模测序技术

新一代大规模测序技术能在一次测序过程中

对几百万个样本进行同时测序, 极大提高了测序
效率, 为更好地发现和定量 miRNA 提供了一种
有力的工具[27]。其中 454测序以及 Solexa基因组
测序是该测序技术平台的两大代表。454测序是
将珠子与两端连接有接头的 miRNA结合在一起,
然后在油滴(含有 PCR反应体系)中对其进行独立
的扩增[28]。Solexa 基因组测序是将芯片表面带有

493



生 命 科 学 研 究 圆园18年

的单链引物与两端连接有接头的 miRNA 结合 ,
应用边扩增边测序的原理, 对其进行序列测定[29]。
这两种测序技术不用考虑 miRNA序列短和同一
个家族高度相似性的问题 , 降低了探针设计难
度 [30]。它们能够对 miRNA的表达进行有效定量,
检测灵敏度可达 100 ng[31]; 同时, 通过生物信息学
的方法, 这些技术能够实现对未知 miRNA 的分
析[32]。

4 总结与展望

miRNA由于在疾病发生发展中具有重要的
作用, 因而成为生物医药领域研究的焦点。相关
研究报道, 当 miR-195含量过度表达时, 会导致
扩张型心肌病和心机梗死等疾病的发生。这一现

象提示我们可通过对 miRNA进行定量检测来实
现对疾病的早期诊断。但是由于成熟 miRNA具有
片段小、难富集、丰度低等特点, 人们在对其进行
定量检测时往往会遇到不少难题。针对上述问

题, 现已研究出多种 miRNA检测方法, 但是每一
种方法都存在着不可规避的缺点, 且技术上有待
完善。比如: 基于扩增原理的 PCR技术, 其并不能
对 miRNA 进行精确测定, 但因技术相对成熟且
成本较低, 在临床实验室中相对被广泛使用; 基
于测序原理的大规模测序技术虽然能够快速且高

灵敏度地检测 miRNA, 但其对数据库较大和复杂
的样本进行测序时, 需耗费较高的成本。因此, 开
发通量更高、灵敏度更高、检测范围更广、检测时

间短的检测方法仍是相关科研工作者的一个艰巨

任务和挑战。
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