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摘 　 要 　 MicroRNA
 

( miRNA)是一类内源性、进化高度保守的小分子非编码 RNA,通过识别同源序列及

干扰转录、翻译或表观遗传以调节基因的表达。 研究发现,某些 miRNA 的异常表达与疾病相关,可作为生物

标志物或药物靶点为疾病诊断、治疗及预后提供新思路,而准确测定 miRNA 的表达是其应用于临床的关键。
本文结合近年来研究成果对传统检测方法及其改进和等温核酸扩增的新技术进行概述,分析这些方法的优

势与不足。
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Abstract　 MicroRNA
 

( miRNA)
 

is
 

a
 

kind
 

of
 

endogenous
 

and
 

highly
 

conserved
 

small
 

non-coding
 

RNA,
 

which
 

regulates
 

gene
 

expression
 

by
 

recognizing
 

homologous
 

sequences
 

and
 

interfering
 

with
 

transcription,
 

translation
 

or
 

epigenetics.
 

Studies
 

have
 

found
 

that
 

the
 

abnormal
 

expression
 

of
 

some
 

miRNAs
 

is
 

related
 

to
 

diseases,
 

which
 

can
 

provide
 

new
 

ideas
 

for
 

disease
 

diagnosis,
 

treatment
 

and
 

prognosis
 

as
 

biomarkers
 

or
 

drug
 

targets,
 

and
 

accurate
 

determination
 

of
 

miRNA
 

expression
 

is
 

the
 

key
 

to
 

its
 

clinical
 

application.
 

In
 

this
 

paper,
 

combined
 

with
 

the
 

research
 

results
 

in
 

recent
 

years,
 

the
 

traditional
 

detection
 

methods
 

and
 

their
 

improvements
 

and
 

new
 

technologies
 

for
 

isothermal
 

nucleic
 

acid
 

amplification
 

are
 

summarized,
 

and
 

the
 

advantages
 

and
 

disadvantages
 

of
 

these
 

methods
 

are
 

analyzed.
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　 　 miRNA 作为长度 18 ~ 22
 

nt 的非编码 RNA,
在动植物、病毒等真核细胞的生物和代谢过程中

发挥作用 [ 1] 。 初级 miRNA 经微处理器复合物加

工为前体 miRNA,RNase
 

Ⅲ切割前体 miRNA 产生

能够指导 RNA 诱导沉默复合体切割信使 RNA
( mRNA)的成熟 miRNA [ 2] ,miRNA 与 mRNA 作用

抑制 mRNA 的水平或翻译效率,调控靶基因的表

达 [ 3] 。 已有研究证明 miRNA 的异常表达可作为

肾脏 [ 4] 、肝脏 [ 5] 、心血管 [ 6] 、免疫系统 [ 7] 等疾病的

诊断、预后及治疗的生物标志物。
miRNA 在疾病的诊断和预后中起着至关重

要的作用,但由于 miRNA 含量低、片段短、家族间

相似度高以及易受到前体 miRNA 等问题的影响,
使得 miRNA 的灵敏检测受到严峻的挑战 [ 8] 。 针

对以 上 问 题 科 研 人 员 开 发 了 多 种 方 法, 如

Northern 印迹 [ 9] 、微阵列 [ 10] 、qRT-PCR [ 11] 、等温核

酸扩增技术 [ 12] 、基于纳米材料的检测方法 [ 13] 、原
位杂交 [ 14] 及高通量测序 [ 15] 等。 本文主要结合课

题组的研究方向对传统的检测方法和等温核酸扩

增技术进行综述。

1　 传统方法

1. 1　 Northern 印迹杂交
　 　 Northern 印迹杂交被认为是鉴定 miRNA 的

标准方法 [ 9] ,该方法结合分子杂交与凝胶电泳。
首先 miRNA 在变性的聚丙烯酰胺凝胶中电泳,分
离的 miRNA 片段转移至探针杂交的尼龙膜或硝

化纤维素膜上,通过紫外交联或烘烤使其稳固结

合在膜上,当 miRNA 与膜中带有放射性同位素标

记的探针互补时,可杂交形成带有标记的条带,通
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过放射自显影成像技术检测 [ 16] 。 该技术存在耗

时长、样本需求量大、操作较繁琐且存在放射性危

害等缺陷 [ 17] 。
鉴于 放 射 性 物 质 对 身 体 的 潜 在 危 害, Hu

等 [ 18] 和 Tomassi 等 [ 19] 分别使用生物素与地高辛

代替同位素来标记探针,在保留探针灵敏性的同

时,延长了存放时间。 Ahmad 等 [ 20] 使用锁式核苷

酸( LNA)修饰探针,借助 LNA 的呋喃环缩水形成

环状 N-构象可掺入到 DNA 中的性质,通过提高

磷酸盐骨架结构的稳定性,以放大探针的特异性,
最终提高反应的灵敏性。

传统的印迹技术通过紫外使 RNA 交联到膜

上,但 miRNA 的分子量小,紫外交联效果不理想,
研究者发现利用 1-乙基-3-( 3-二甲氨基丙基) 碳

二酰亚胺将 miRNA 结合到膜上,再与地高辛标记

的 LNA 探针杂交,0. 05fmol 的 miRNA 便可产生

清晰的信号 [ 21] 。
1. 2　 微阵列
　 　 微阵列是一种能定时定量检测多个 miRNA、
实现高通量分析的方法 [ 10] 。 将多种 5’ 末端用氨

基修饰的探针共价交联固定到载玻片上,荧光标

记的 miRNA 与互补探针杂交,通过检测荧光信号

分析 miRNA 的类型及相对含量。 然而 miRNA 序

列短、样本量少、家族间相似度高,影响了微阵列

检测的灵敏度和选择性 [ 8] 。 目前对该技术的改

进主要在 miRNA 的标记和探针的优化。
化学 标 记 法 是 对 miRNA 进 行 烷 基 化 标

记 [ 22] ,当前体 miRNA 与成熟 miRNA 共存时前体

miRNA 也可能被标记,使背景信号增高 [ 23] 。 酶

标记法:一种是在 miRNA 的 3’端用 T4
 

RNA 连接

酶加上荧光标记的核苷酸 [ 24] ;另一种利用多聚腺

苷酸聚合酶 ( PAP ) 在 miRNA 的 3’ 端连上 poly
( A)尾,与 5’端连接 poly( T)的寡核苷酸互补,解
决 T4

 

RNA 连 接 酶 出 现 的 环 化 问 题 [ 22] 。 Aoki
等 [ 25] 在第二种酶标记方法上加以改进并利用表

面等离子体共振( SPR)技术检测 miRNA,SPR 信

号的增强是基于 miRNA 与探针杂交并在末端连

接 poly( A) 尾,poly( A) 尾与 T30-生物素 / 辣根过

氧化物酶-生物素 / 链霉亲和素结合,而辣根过氧

化物酶使四甲基联苯胺发生氧化反应产生蓝色沉

淀,该实验操作简单、经济且易于信号放大,原理

如图 1。

图 1　 基于 poly(A)尾的微阵列反应原理 [ 25]

Fig. 1　 The
 

principle
 

of
 

microarray
 

reaction
 

based
 

on
 

poly(A)
 [ 25]

　 　 由于一个芯片只有一个杂交温度,而芯片上

不同探针的 Tm 值分布范围较宽,因此易导致信

号失真 [ 26] 。 Castoldi 等 [ 24] 利用 LNA 设计一高亲

和力、均匀的探针集,在不需要 miRNA 富集和扩

增的前提下,2. 5mg 的总 RNA 在杂交温度为 55℃
时即可进行高灵敏性、准确性的分析。 Beuvink
等 [ 27] 利用 2′-O-(2-甲氧基乙基) 修饰寡核糖核苷

酸,并设计错配对照补充 miRNA 的互补探针,可
精确地对 miRNA 表 达 谱 进 行 序 列 测 定, 通 过

Northern 印迹和实时荧光定量 PCR 对所得数据

进行确认,证明改进后的微阵列平台展现出高通

量及高保真的优势。

1. 3　 实时定量 PCR
　 　 实时定量 PCR( qRT-PCR) 是一种能准确分

析基 因 表 达 的 方 法 [ 11] , 将 RNA 逆 转 录 生 成

cDNA,以 cDNA 为模板进行 PCR。 由于成熟的

miRNA 从前体 RNA 切割后分子量变小 [ 28] ,导

致常规的引物不能满足 miRNA 的逆转录。 研究

发现,在 miRNA 的 3’ 端加上 poly( A) 尾,与 5’
端带 有 oligo-dT 的 引 物 进 行 逆 转 录, 生 成 的

cDNA 可用于 PCR 扩增 [ 29] 。 也可以使用茎环引

物对 miRNA 的 3’ 端逆转录,产生的 cDNA 作为
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后续扩增模板 [ 30] ,Hua 等 [ 31] 将上述的 poly ( A)
加尾法与茎环法结合构建一灵敏的电化学生物

传感器,在 10fmol / L ~ 50nmol / L 范围检测乳腺

癌细 胞 miRNA
 

let-7a, 检 测 限 低 至 5. 1fmol / L。
Jung 等 [ 32] 报道一种多重 RT-PCR 分析 miRNA
的新方法:将 miRNA 的茎环引物和正向引物固

定到颗粒上,实现对高度同源家族的区分且反

应交叉率小于 5% 。
除加尾法与茎环法,近年来研究人员发现优

化 RNA 的提取和 miRNAs 的退火温度,可减少

miRNA 在提取时的损失以获得更可靠的实验结

果 [ 33] 。 Ahn 等 [ 34] 创新地将 miRNA 逆转录形成的

cDNA 与包含靶 miRNA 的特定延伸序列杂交形

成新的 PCR 模板,避免了与其他 miRNA 的非特

异性结合,提高了产物的纯度与反应的特异性。
氧化石墨烯( GO) 作为一种二维碳纳米结构物质

具有吸附 ssDNA 的特性,其与引物和 ssDNA 非共

价结合,减少非特异性的扩增,提高反应的灵敏度

和特异性 [ 35] 。 传统 miRNA 检测技术的优缺点及

改进方法见表 1。

表 1　 传统方法检测 miRNA 的比较

Tab. 1　 Comparison
 

of
 

traditional
 

methods
 

for
 

detecting
 

miRNA
方法 原理 优点 缺点 改进 文献

Northern
 

blot
靶 miRNA 与固定在膜上

标记的互补探针结合

设别要求低、
不需要扩增

灵敏度低、过程繁琐、耗时长、
放射性危害、需大量样本

探针标记

RNA 与膜的交联
[ 16 ~ 21]

微阵列
微阵列芯片上固定的探

针与靶 miRNA 结合

高通量检测、
检测速度

灵敏度低、选择性低
miRNA 标记:化学标记法、
酶标记法;优化探针修饰

[ 8,10]
[ 22 ~ 26]

qRT-PCR
靶 miRNA 逆转录为

cDNA 后进行 qPCR
高灵敏度、
高特异性

复杂的引物设计
引物设计:加尾法、茎环法;
RNA 提取;优化退火温度

[ 28 ~ 35]

2　 等温指数扩增技术

2. 1　 环介导等温扩增
　 　 环介导等温扩增( LAMP)是一种在体外等温

的条件下对核酸进行的高效率、高灵敏性的放

大 [ 13] ,广泛应用于多种遗传标志物及疾病的检

测,特别是 COVID-19[ 36 ~ 38] 。 研究者通过四条不

同的引物在目标 miRNA 结合处产生环状结构,
Bst

 

DNA 聚合酶引发新链的合成,实现靶基因的

扩增 [ 13] 。 尽管传统的 LAMP 技术可以扩增少量

的靶序列到可检测的水平,但存在复杂的引物设

计以及非特异性扩增,阻碍其顺利的应用 [ 39] 。
CRISPR 作为原核生物的适应性免疫系统,

可抵抗外来遗传元素的攻击,其与 Cas 蛋白构成

的 CRISPR-Cas 系统具有分子剪刀的功能 [ 40] 。
CRISPR-Cas 系统分为两类 ( Ⅰ类和 II 类) 、六型

( I ~ VI 型)
 [ 41] 。 II 类 V 型的 CRISPR / Cas12a 是

一种 RNA 引 导 的 核 酸 内 切 酶, CRISPR
 

RNA
( crRNA)包含针对特定 DNA 序列的信息,可识别

与目标 DNA 相邻的 PAM 序列,且 crRNA 和目标

序列之间存在互补性干扰 [ 42] 。 已有研究表明,
CRISPR / Cas12a 可与多种核酸检测技术结合,实
现信号的放大与输出 [ 43 ~ 47] 。

Zhang 等 [ 43] 利用 CRISPR / Cas12a 辅助 LAMP
反应,有效地消除了引物二聚体及非特异性扩增,
可检测低至 0. 1fmol / L 水平的 miRNA,实验原理

如图 2。 设计的茎环结构的 DNA 分子探针( SLP)
和 SLP-PAM 探针包含通用茎环序列与 miRNA 互

补序列,当待测 miRNA 存在时,SLP 和 SLP-PAM
通过 miRNA 连接在一起,随后 Splint

 

RNA 连接酶

将 SLP 和 SLP-PAM 连接形成双茎环结构,并作

为 LAMP 循环的起始材料,等温扩增后产生长

茎、多环状物质,其中包含大量待测的 miRNA 序

列。 crRNA 介导的 CRISPR / Cas12a 系统特异性

识别 miRNA 序列,激活 Cas12a 的侧支裂解活性,
导致荧光报告基因的裂解,产生荧光信号。 该系

统通过一对特异性茎环探针代替传统的线性探

针,并在 SLP-PAM 探针的茎环序列和 miRNA 特

异性序列之间插入 PAM 位点, 使扩增产物被

crRNA / Cas12a 复合物特异性地识别和切割,减少

遗留污染的假阳性结果,实现单核苷酸的分离。
2. 2　 杂交链式反应
　 　 等温扩增方法多数需酶的辅助,酶的存在虽

放大了反应的灵敏性,也增大了污染的风险,因此

研究人员开始致力于无酶等温扩增技术的研发。
杂交链式反应( HCR) 是 Dirks 等 [ 48] 于 2004 年首

次提出,原理如图 3。 作为一种无酶自组装反应,
存在效率较低、动力学相对较慢、DNA 探针生物

稳定性较弱等不可避免的缺点。
CRISPR / Cas12a 可提高检测效率,但 crRNA

需与单链或双链 DNA 结合,因此 Jia 等 [ 44] 提出以

HCR 充当信号转换器, 将 miRNA 转化为双链
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图 2　 CRISPR / Cas12a 辅助 LAMP 反应原理 [ 43]

Fig. 2　 CRISPR / Cas12a
 

auxiliary
 

LAMP
 

reaction
 

principle[ 43]

图 3　 HCR 反应原理 [ 48]

Fig. 3　 Principle
 

of
 

HCR
 

reaction[ 48]

DNA,以激活 Cas12a 的切割活性,实现靶 miRNA
信号的扩增。 原理如下: HCR 反应涉及 H1、 H2
和 H3,三个发夹在溶液中稳定共存,H1 作为可变

发夹,其环状区域是靶 miRNA 特异序列, H2 和

H3 是两种通用发夹;当 miRNA 存在时, miRNA
与 H1 的环状区杂交,打开 H1 并暴露粘性端被

H2 识别,H2 被打开,暴露 H2 的粘性端与 H3 互

补,暴露 H3 的粘性端再次被 H2 识别,循环交替

形成 DNA 双链即 miRNA / H1 / ( H2 / H3 ) n,实现

miRNA 转化为 DNA,可被 CRISPR / Cas12a 特异

性识别, 激活 Cas12a 的内切酶活性, 加入 5 ’ -
FAM-TTATT-BHQ-3’报告物后,Cas12a 裂解报告

物,释放荧光信号。
传统的检测方法多采用化学标记进行分析,

但存在复杂的标记程序、高成本和非特异性等问

题。 因此,如表面增强拉曼光谱、电感应耦合等离

子体质谱( ICP-MS)和 SPR 等多种无标记技术被

研发 [ 49 ~ 51] 。 其中 ICP-MS 可直接定量检测内在同

位素, 并 经 研 究 证 明 其 具 有 良 好 无 标 记 的 性

质 [ 52,53] 。 Wei 等 [ 54] 发现在同一系统下连续进行

两次 HCR,形成一个叶状分支的 dsDNA,扩增效

率较普通 HCR 高出数百倍,此反应称为 C-HCR。
Hu 等 [ 55] 将具有优越扩增性能的 C-HCR 和元素

分析能力的 ICP-MS 联合,构建无标记的 miRNA
检测系统,磷作为核酸主链及翻译后磷酸化蛋白

的重要组成部分,成为该检测系统的标记元素,最
终获得 13fmol / L 的低检测限。
2. 3　 恒温指数扩增反应
　 　 恒温指数扩增反应( EXPAR)是 Galas 团队首

次提出的一种适合于短小核酸分子的扩增方法,
与 PCR 相比,EXPAR 表现出更高的扩增效率,在
几分钟内可扩增 106 ~ 109 倍的短寡核苷酸 [ 56,57] 。
该方法根据待测的 miRNA 设计 EXPAR 反应的模

板,该模板的两端是待测 miRNA 的互补序列,中
间为核酸内切酶识别序列,当待测 miRNA 识别模

板中的触发序列,在 DNA 聚合酶作用下形成包含

酶识别位点的双链 DNA,核酸内切酶切割双链,
DNA 聚合酶在缺口处合成新链同时置换旧链,释
放的旧链与 miRNA 序列一致可与新的模板结合,
往复循环后实现扩增,实验原理如图 4

 [ 58] 。
然而模板与 DNA 聚合酶的作用导致反应出

现非特异性扩增 [ 59] 。 Qian 等 [ 60] 发现具有相似热

力学的模板却有不同的表现,在分析 384 个模板

序列的性能后,发现模板性能的可变性与序列的

基序有关,并开发基于序列的计算方法进行预测。
研究还发现一些分子增强剂可提高反应的特异

性 [ 61] ,但扩增速率有待提高。 Wang 等 [ 62] 注意到

GO 可阻止 DNA 聚合酶与模板结合,但 GO 导致

ssDNA 释放缓慢,使信号强度减弱,于是加入单链

结合蛋白增加模板的释放,提高反应效率。
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图 4　 EXPAR 反应原理 [ 58]

Fig. 4　 The
 

principle
 

of
 

EXPAR
 

reaction[ 58]

　 　 纳米材料是一种在三维空间中至少有一维处

于纳米尺度或以此为基本单元组成的材料 [ 12] ,凭
借其高度的敏感性、特异性,已有多种纳米材料应

用于 miRNA 的检测,例如金纳米粒子、银纳米粒

子、铜纳米粒子与碳纳米粒子 [ 63 ~ 66] 等。 当其与

EXPAR 联合应用时,检测结果更为理想 [ 67] 。 Wei
等 [ 68] 利用 EXPAR 的高效扩增与金纳米颗粒聚集

( AuNPs) 后的颜色变化联合检测 miRNA。 该反

应需要两类 AuNPs:第一类 AuNPs 与 EXPAR 的

探针结合,在目标 miRNA 存在时引发 EXPAR 反

应,并 在 AuNPs 表 面 形 成 双 链 DNA, 第 二 类

AuNPs 上的单链 DNA 探针与形成的双链 DNA 相

互作用形成三联体 DNA,导致两类 AuNPs 的聚

集,可通过肉眼观察,也可在紫外分光光度计下进

行定量分析。

3　 结语

　 　 在人类的发育、代谢与疾病过程中 miRNA 发

挥重要的调节作用,由于成熟 miRNA 具有短序

列、低表达、家族间序列高相似性等特点,因此灵

敏、特异地检测 miRNA 对疾病的早期诊断及预后

显得尤为重要,总结部分 miRNA 可用于诊断疾病

的生物标志物如表 2。
本文概述 Northern 印迹杂交、微阵列和 qRT-

PCR 在内的传统检测方法以及新兴的等温指数

扩增技术,各有优势弊端。 Northern 印迹杂交技

术作为鉴定 miRNA 的标准方法,其样本需求量

大、耗时长且存在放射性危害,微阵列技术虽可实

现多种 miRNA 同时检测,但选择性较差、灵敏度

低以及检测成本高,茎环引物加 TaqMan 探针的

qRT-PCR 被认为是检测 miRNA 的金标准,表现

　 　 　 　 表 2　 可用于疾病诊断的 miRNA(部分)

Tab. 2　 MiRNAs
 

that
 

can
 

be
 

used
 

for
 

disease
 

diagnosis
 

(part)
疾病 miRNA 上升 / 下降 参考文献

肾纤维化 miRNA-200b 下降 [ 4]
肾透明细胞癌 miRNA-21 上升 [ 69]
肾透明细胞癌 miRNA-221 上升 [ 69]
狼疮性肾炎 miRNA-146a 下降 [ 70]
肝纤维化 miRNA-200a-3p 下降 [ 71]
肝纤维化 miRNA-20a-5p 上升 [ 71]
丙型肝炎 miRNA-122 上升 [ 72]

慢性心力衰竭 miRNA-133 上升 [ 73]
肥厚性心肌病 miRNA-29a 上升 [ 74]
肥厚性心肌病 miRNA-155 下降 [ 75]

宫颈癌 miRNA-210-3p 上升 [ 76]
宫颈癌 miRNA-489 下降 [ 77]
宫颈癌 miRNA-203 下降 [ 78]
胃癌 miRNA-383 下降 [ 79]
胃癌 miRNA-1236-3p 下降 [ 80]
胃癌 miRNA-25 上升 [ 81]

非小细胞肺癌 miRNA-185 下降 [ 82]
非小细胞肺癌 miRNA-195 下降 [ 83]

肺腺癌 miRNA-488 上升 [ 84]

出高度的特异性及灵敏性,但 qRT-PCR 需要复杂

的引物设计、易出现非特异性扩增等。 于是研究

人员开始对传统检测方法改进并研发新的检测方

法,本文介绍的等温核酸扩增技术虽克服了传统

检测方法的一些缺点,但存在扩增效率低等问题。
为获得更灵敏、准确的检测,研究者又将已建立的

几种方法相结合。 相信在科研人员的不懈钻研下

miRNA 作为生物标志物及药物靶点将在临床工

作中发挥巨大的作用。
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