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摘　要　随着对ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）种类、结构和生物学功能研究的不断深入，其在生物发育、代谢调控、疾病发生与
治疗干预等方面的重要性受到了广泛关注。由于ｍｉＲＮＡ稳定性差、表达量低和序列差异小等特征，建立快速简便、灵敏度
高、特异性强的ｍｉＲＮＡ定量检测方法对研究这类生物活性分子的功能至关重要。本文对ｍｉＲＮＡ的定量检测方法进行分析
和比较，为选择合适的ｍｉＲＮＡ检测方法开展生物学功能研究提供参考和借鉴。
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　　ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类长度为１９～２３个
核苷酸（ｎｔ）的内源性非编码单链 ＲＮＡ，其可通过
与ＡＧＯ蛋白结合形成 ＲＮＡ诱导的沉默复合体
（ＲＩＳＣ），与目标ｍＲＮＡ完全或不完全互补配对，导
致ｍＲＮＡ降解（完全配对）或抑制其翻译（不完全
配对），以实现转录后水平的基因表达调控［１］。研

究发现，在动物、植物和真菌中ｍｉＲＮＡ的表达具有
显著的组织特异性和时序性，对细胞生长和发育过

程起多种调控作用。目前，人体内已发现的ｍｉＲＮＡ
有２千多种，占人类基因组的１％，调控着３０％基因
的表达［２］，不仅参与体内正常生理过程的调控，如细

胞增殖、分化、发育、凋亡等，还与肿瘤的发生发

展［３］、心脏病［４］、神经性疾病［５］等密切相关。

ｍｉＲＮＡ基因的初始转录体（ｐｒｉｍｉＲＮＡ）是由
ＲＮＡ聚合酶Ⅱ转录生成的具有茎环结构的 ＲＮＡ，
长度可达１～３ｋｂ，然后在细胞核内被 ＲＮａｓｅⅢ内
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切酶Ｄｒｏｓｈａ和双链 ＲＮＡ特异性结合蛋白 ＤＧＣＲ８
加工成长度 ７０～１００ｎｔ具有发卡结构的前体
ｍｉＲＮＡ（ｐｒｅｍｉＲＮＡ）。ｐｒｅｍｉＲＮＡ由 Ｅｘｐｏｒｔｉｎ５转
运出细胞核，并进一步被细胞质中 ＲＮａｓｅⅢ Ｄｉｃｅｒ
剪接成１８～２４ｎｔ的双链 ｍｉＲＮＡ：ｍｉＲＮＡ。双链
分离后，ｍｉＲＮＡ形成 ＲＩＳＣ发挥作用，而 ｍｉＲＮＡ
则被降解或参与调节 ｍｉＲＮＡ的稳定性［１］。通常

ｍｉＲＮＡ的定量分析是研究其结构和功能的前提条
件，但由于成熟ｍｉＲＮＡ片段小、缺少多聚腺苷酸的
尾巴，其定量检测困难重重［６］：①ｍｉＲＮＡ稳定性
差，易降解；②家族成员间序列同源性高，同一家族
的ｍｉＲＮＡ序列差别仅为 １～２个碱基；③细胞中
ｍｉＲＮＡ水平较低；④样品制备难度大。成熟
ｍｉＲＮＡ样品制备过程中常会夹杂一部分ｍｉＲＮＡ前
体，干扰检测的准确性。为解决这些难题，近年来

科学家已建立了多种新颖、快捷简便、灵敏度高、特

异性好以及高通量的ｍｉＲＮＡ定量检测策略。本文
将重点对一些具有应用价值和最新报道的检测方

法进行详细阐述和分析，为研究者开展 ｍｉＲＮＡ研
究工作提供参考。
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的传统检测方法

１１　Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ是最早建立的ｍｉＲＮＡ检测方

法，其主要原理是利用标记的寡核苷酸探针与结合

在硝酸纤维素膜上的目标 ｍｉＲＮＡ互补杂交，然后
显影检测。Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ一直被视为ｍｉＲＮＡ检

测和鉴定的标准方法，但该方法存在费时费力、灵

敏度低（检测限为纳摩尔级别）、样品用量大（约

１０～３０μｇ）、效率低等缺点［７］。为了克服上述缺

点，在经典ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ的基础上已经衍生出多
种改良方法。锁核酸（ｌｏｃｋｅｄｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ＬＮＡ）是
一种双环ＲＮＡ类似物，其糖磷酸骨架中呋喃环的
２′Ｏ和４′Ｃ通过亚甲基桥连接使其被锁定为 Ｎ
构象。ＬＮＡ与 ｍｉＲＮＡ具有高亲和力，采用 ＬＮＡ
修饰的寡核苷酸探针可使ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ的检测
灵敏度提高１０倍［８］。此外，为提高 ｍｉＲＮＡ与膜
的结合效率，Ｐａｌｌ等［９］使用可溶性的碳二亚胺

（ＥＤＣ）实现了 ＲＮＡ与尼龙膜的高效交联，与传
统的 ＵＶ交联法相比，ｍｉＲＮＡ的检测灵敏度提高
了２５～５０倍。
１２　微阵列法

微阵列法（ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ）可同时定量检测多个
ｍｉＲＮＡ的表达量，属于高通量检测方案，适用于
ｍｉＲＮＡ表达谱分析［１０］。该方法的原理是：首先将

多个与目标ｍｉＲＮＡ序列互补的探针固定于固相支
持物上制备检测芯片，然后将芯片与标记的

ｍｉＲＮＡ杂交后检测信号。高通量是微阵列法检测
ｍｉＲＮＡ最大的优点，但是其同样存在芯片制作和
检测费用高、检测灵敏度低、检测特异性差、重复性

不好等缺点［７，１１］。虽然近些年科学家对微阵列法

进行了一系列的改进，特别是样品的标记方法（表

１）和探针设计策略［１２］，但均未能从根本上解决问

题，还有待进一步的升级改造。
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１３　定量逆转录ＰＣＲ法
定量逆转录 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔｉｏｎＰＣＲ，ｑＲＴＰＣＲ）是目前检测低表达水平
ｍｉＲＮＡ的主要方法之一［１８］。该方法首先将ｍｉＲＮＡ
反转录成相应的 ｃＤＮＡ，然后以 ｃＤＮＡ为模板进行

ＰＣＲ，实时检测扩增产物的数量，间接实现 ｍｉＲＮＡ
的定量分析。ｑＲＴＰＣＲ具有灵敏度高、特异性强、
简便快速、成本低等突出优点［１９］，常用于 ｍｉＲＮＡ
表达谱分析以及 Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ和微列阵法等其
他方法检测结果的进一步验证和确认［１］。由于

１４
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ｍｉＲＮＡ序列短，缺少ｐｏｌｙ（Ａ）尾，以及在ｍｉＲＮＡ样
品制备过程中易夹杂少许ｐｒｉｍｉＲＮＡ或ｐｒｅｍｉＲＮＡ
等，导致传统的 ｑＲＴＰＣＲ检测法无法满足 ｍｉＲＮＡ
定量分析的需求［１９］。为解决这些问题，传统 ＲＴ

ＰＣＲ方法被进行了多方面的升级改造：茎环引物
ＲＴＰＣＲ，引物延伸 ＲＴＰＣＲ，ｐｏｌｙ（Ａ）加尾 ＲＴＰＣＲ
和ｍｉＱＰＣＲ（图１）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ｑＲＴＰＣＲａｐｐｒｏａｃｈｅｓｆｏｒｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｉＲＮＡＲｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｍａｔｕｒｅｍｉＲＮＡｕｓｉｎｇｓｔｅｍｌｏｏｐ（Ａ）ｏｒｌｉｎｅａｒ
（Ｂ）ｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｅｎｚｙｍａｔｉｃｔａｉｌｉｎｇｏｆｔｈｅｍｉＲＮＡｂｙｕｓｉｎｇｐｏｌｙ（Ａ）ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（Ｃ）ｏｒＴ４ＲＮＡｌｉｇａｓｅ（Ｄ）

ＲＴＰＣＲ中茎环引物的序列一般由 ３个功能部分
组成，即与ｍｉＲＮＡ的３′端互补的单链部分、双链部
分（茎）和通用引物结合序列的环结构部分。茎环

引物与ｍｉＲＮＡ互补结合的特异性强，通常不会与
ｐｒｅｍｉＲＮＡ发生退火，不过设计难度相对较大，且
茎环形成的条件较为苛刻［２０］。引物延伸 ＲＴＰＣＲ
是用特异性加尾引物（ＧＳＰ）将ｍｉＲＮＡ反转录成加
尾的ｃＤＮＡ（ｃＤＮＡＧＳＰ），然后用 ＬＮＡ修饰的反向
引物和与加尾序列一致的通用引物进行常规 ＰＣＲ
扩增和检测［２１］。虽然相对于茎环引物而言，线性

引物的设计更为简单，但是线性引物不能很好地区

分成熟ｍｉＲＮＡ及其前体，需要优化退火及逆转录
步骤。Ｐｏｌｙ（Ａ）加尾ＲＴＰＣＲ法是利用 ｐｏｌｙ（Ａ）聚
合酶在 ｍｉＲＮＡ的３′端加上一段寡聚腺苷酸序列，
然后再用５′端含有ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）的通用引物与之进行
反转录生成 ｃＤＮＡ［２２］，但是该法不能区分成熟
ｍｉＲＮＡ和ｐｒｅｍｉＲＮＡ，也不适用于３′端２′位甲基化
的 ｍｉＲＮＡ［２３］。ｍｉＱＰＣＲ法的原理和操作与 ｐｏｌｙ
（Ａ）加尾ＲＴＰＣＲ法类似，首先利用 Ｔ４ＲＮＡ连接
酶将ｍｉＲＮＡ与ＤＮＡ／ＲＮＡ连接子相连接形成长度
增加的融合子，再借助通用引物反转录生成 ｃＤＮＡ
后进行定量检测［２０］。与 ｐｏｌｙ（Ａ）加尾 ＲＴＰＣＲ法
相比，ｍｉＱＰＣＲ法的 ｃＤＮＡ的合成效率更高、特异
性更强和灵敏度更好［２４］，但 ｍｉＲＮＡ与 ＤＮＡ／ＲＮＡ
的连接是否成功是决定其成功与否的关键。

综上所述，传统的 ｍｉＲＮＡ检测法虽然是

ｍｉＲＮＡ鉴定、检测和分析的通用标准方法，但是仍
存在操作繁琐、灵敏度低、检测上样量大等缺点，不

能满足科学研究及临床诊断治疗的需求。因此，科

学家们设计建立了大量灵敏度高、特异性好、快速

简便的新型ｍｉＲＮＡ检测方法。

'

　
/0*12345

定量检测的新方法

２１　基于指数扩增反应的ｍｉｃｒｏＲＮＡ检测法
指数扩增反应（ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅａｃ

ｔｉｏｎ，ＥＸＰＡＲ）是 ＶａｎＮｅｓｓ等［２５］于 ２００３年提出的
一种等温核酸扩增新技术。该技术仅需数分钟就

能够使长度为１０～２０ｂｐ的寡核苷酸在等温条件
下扩增１０６倍以上［２６］，扩增效率极高，且反应体系

相对简单稳定。Ｊｉａ等［２７］研究发现 ｍｉＲＮＡ的长度
非常适用于 ＥＸＰＡＲ，于是其研究组尝试将等温扩
增技术应用于 ｍｉＲＮＡ的定量分析，并获得了较为
满意的结果。等温指数扩增法需要两种工具酶，

ＤＮＡ聚合酶［如 Ｖｅｎｔ（ｅｘｏ）ＤＮＡ聚合酶］和切口
酶（ｎｉｃｋｉｎｇｅｎｚｙｍｅ，如ＮｔＢｓｔＮＢＩ）以及一条特殊设
计的模板。模板的３′端与５′端序列完全相同且与
目标ｍｉＲＮＡ互补，中间部分用特异序列隔开，该特
异序列多为切口酶识别序列的互补序列。如图２
所示，目标ｍｉＲＮＡ退火杂交至扩增模板的３′端后，
在聚合酶的作用下延伸形成含目标ｍｉＲＮＡ的杂合
双链，然后切口酶识别切割序列并产生切割作用，

释放出大量的单链 ＤＮＡ（ｓｓＤＮＡ）。释放的 ｓｓＤＮＡ

２４
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与目的ｍｉＲＮＡ序列相同（除了核苷酸变成脱氧核
苷酸，尿嘧啶变成胸腺嘧啶），又可作为引物引发

新的ＥＸＰＡＲ，产生更多的 ｓｓＤＮＡ，如此反复，形成
指数扩增。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅ
ａｃｔｉｏｎ（ＥＸＰＡＲ）ｗｉｔｈｍｉＲＮＡａｓｔｈｅｔｒｉｇｇｅｒ

Ｊｉａ等［２７］通过利用 Ｖｅｎｔ（ｅｘｏ）ＤＮＡ聚合酶和
ＮｔＢｓｔＮＢＩ切口酶并结合 ＳＹＢＲ染料对 ｌｅｔ７ａ进行
定量分析，完成了ＥＸＰＡＲ定量检测ｍｉＲＮＡ的可行
性考察。实验结果表明：等温指数扩增检测法不仅

能够在ｚｍｏｌ水平上定量测定 ｍｉＲＮＡ，而且能够区
分检测仅存在单个碱基差异的 ｍｉＲＮＡ家族成员
（ｌｅｔ７ａ～ｇ和ｉ）。在此之后，科学家们对上述方法
不断改进，衍生出一系列的升级方法。Ｚｈａｎｇ
等［２８］将两步ＥＸＰＡＲ和单量子点纳米传感器技术
相结合完成了对ｌｅｔ７ａ的痕量检测，其灵敏度可达
到０１ａｍｏｌ／Ｌ。Ｗａｎｇ等［２９］亦采用类似的方法在

０１ａｍｏｌ／Ｌ水平上实现了对 ｌｅｔ７ａ的定量分析。
为快速检测细胞裂解物中 ｍｉＲＮＡ的含量，Ｌｉｕ
等［３０］设计了靶向等温指数扩增反应（ｔａｒｇｅｔａｓｓｉｓｔｅｄ
ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＴＡＩＥＡ）并将其
与ＤＮＡｓｃａｆｆｏｌｄｅｄ银纳米簇探针检测技术相偶联，
使细胞裂解物中的 ｍｉＲＮＡ检测灵敏度达到 １０
ａｍｏｌ／Ｌ，避免了 ｍｉＲＮＡ的分离纯化。Ｗａｎｇ等［３１］

将ＥＸＰＡＲ的线状扩增模板结构改变成发卡式结
构后，ｍｉＲＮＡ的检测限可达３８０×１０－１３ｍｏｌ／Ｌ，检
测范围跨越４个数量级。Ｂｉ等［３２］采用特殊设计的

哑铃状模板探针也得到相似的结果，并将 ｍｉＲＮＡ
的检测限提高至１ｚｍｏｌ／Ｌ，检测范围跨越９个数量
级。此外，通过改变 ＥＸＰＡＲ扩增产物的检测方
法，引入Ｇ四链体脱氧核糖核酸酶催化信号检测
技术，Ｗａｎｇ等［３３］在ｆｍｏｌ／Ｌ水平上实现了 ｍｉＲ１４１
的定量检测，检测的线性范围为 １×１０－１５～１×

１０－７ｍｏｌ／Ｌ。
等温指数扩增ｍｉＲＮＡ检测法的最低检测限可

达到０１ｚｍｏｌ，检测范围最大可跨越１０个数量级，
且能区别具有单个碱基差别的 ｍｉＲＮＡ，并且具有
对仪器要求简单，检测时间短、灵敏度高、特异性强

等优点。因此，ＥＸＰＡＲ已逐渐成为一种与 ｑＲＴ
ＰＣＲ并驾齐驱的 ｍｉＲＮＡ检测方法，但是该方法仍
存在待改进和完善之处，如模板的通用化、检测样

本的高通量化，等。

２２　基于滚环扩增技术的ｍｉｃｒｏＲＮＡ检测方法
滚环扩增（ｒｏｌｌｉｎｇｃｉｒｃｌｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＲＣＡ）技术

是借鉴自然界中环状ＤＮＡ分子滚环复制方式建立
起来的一种体外等温核酸扩增技术，目前已被广泛

用于ＤＮＡ、ＲＮＡ和蛋白质的检测［３４］。滚环扩增技

术以其短时间内倍增目标分子数量，放大检测信号，

反应过程无需特殊仪器设备等优势，逐渐被应用于

多种ｍｉＲＮＡ的定量分析。如图３所示，引物与环状
ｓｓＤＮＡ模板结合后，在具有链置换活性的聚合酶作
用下，实现ＤＮＡ的连续扩增，产生具有大量重复序
列（与环状模板完全互补）的线状 ｓｓＤＮＡ，偶联相
应的ＤＮＡ检测技术即可对ｍｉＲＮＡ进行定量检测。
根据模板形态不同，该方法可分为两类。①直接滚
环扩增法：该方法滚环扩增过程中利用的是环状单

链ＤＮＡ作为模板（图 ３Ａ）；②锁探针滚环扩增
法：设计一条两端序列与待检测 ｍｉＲＮＡ序列完全
互补的锁探针，在连接酶（如 Ｔ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅ）的作
用下连接环化成环状模板，然后以 ｍｉＲＮＡ为引物
进行滚环扩增（图３Ｂ）。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｒｏｌｌｉｎｇｃｉｒｃｌｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ（ＲＣＡ）（Ａ）ａｎｄｐａｄｌｏｃｋＲＣＡ
（Ｂ）

２００６年，Ｊｏｎｓｔｒｕｐ等［３５］首次报道了利用 ＲＣＡ
检测ｍｉＲＮＡ的新技术，他们以ｍｉＲＮＡ作为锁探针
的连接模板进而作为引物引发 ＲＣＡ反应，完成 ｎｇ
级总ＲＮＡ中ｍｉＲ１６的表达量分析。此后，相继出

３４



学 报　ＪＣｈｉｎａＰｈａｒｍＵｎｉｖ２０１５，４６（１）：４０－４９ 第４６卷

现了各种改良的方法以期提高检测的灵敏度和特

异性（表２）。Ｃｈｅｎｇ等［３６］发现利用 Ｔ４ＲＮＡ连接
酶２连接环化锁探针，可显著区分仅存在单碱基差
别的ｍｉＲＮＡ，明显提高检测方法的特异性，并且通
过引入与ＲＣＡ产物互补的第二引物进行分支滚环
扩增（ｂｒａｎｃｈｅｄｒｏｌｌｉｎｇｃｉｒｃｌｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＢＲＣＡ）获
得大量的ｄｓＤＮＡ产物，可用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ进行实
时检测。在此基础上，Ｙａｓｕｍａｓａ等［３７］以反应产生

的副产物焦磷酸盐为检测对象，通过腺苷酰转移酶

将焦磷酸与ＡＭＰ作用生成 ＡＴＰ，然后再用荧光素
酶 ＢＬ定量检测 ｍｉＲＮＡ。为提高 ＲＣＡ的效率，

Ｚｈｏｕ等［３８］设计了一种哑铃状锁探针，利用该探针

进行ＲＣＡ反应可使检测限提高至 ｆｍｏｌ级，且检测
范围跨越８个数量级。Ｗｅｎ等［３９］通过将 ＲＣＡ与
切口酶信号扩增技术以及ＤＮＡ酶信号扩增技术相
结合之后，使ＲＣＡ法检测ｍｉＲＮＡ的灵敏度提高至
２ａｍｏｌ／Ｌ。Ｌｉｕ等［４０］结合锁探针ＲＣＡ和切口酶信
号扩增技术建立的 ＰＥＲＣＡ法（ｐａｄｌｏｃｋｐｒｏｂｅ
ｂａｓｅｄｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌＲＣＡ），使 ｍｉＲＮＡ的检测灵敏度
进一步提高至０２４ｚｍｏｌ／Ｌ，在仅含有数百分子的
水平上实现了ｍｉＲＮＡ的定量检测。

Ｔａｂｌｅ２　ｍｉＲＮＡｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｂａｓｅｄｏｎＲＣＡ

Ｍｅｔｈｏｄ Ｌｉｍｉｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒａｎｇｅ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ＰａｄｌｏｃｋｐｒｏｂｅｓａｎｄＲＣＡ ｎｇ － ［３５］
ＴａｒｇｅｔｐｒｉｍｅｄａｎｄＢＲＣＡ １０ｆｍｏｌ／Ｌ ２５ｆｍｏｌ／Ｌ２５ｐｍｏｌ／Ｌ ［３６］
ＤＲＣＡ １ｆｍｏｌ／Ｌ １ｆｍｏｌ／Ｌ１００ｎｍｏｌ／Ｌ ［３８］
ＢＲＣＡａｎｄｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅａｓｓａｙ ２０ａｍｏｌ ００２ｆｍｏｌ７５ｆｍｏｌ ［３７］
ＥｎｃｏｄｅｄｇｅｌｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓＲＣＡ １５ｚｍｏｌ ３００ａｍｏｌ／Ｌ４０ｐｍｏｌ／Ｌ ［４１］
ＤＮＡｚｙｍｅｂａｓｅｄＲＣＡ ２ａｍｏｌ／Ｌ － ［３９］
ＰＥＲＣＡ ０２４ｚｍｏｌ ０３ｚｍｏｌ１８ｚｍｏｌ ［４０］
ＴＩＲＣＡ ０７２ｆｍｏｌ／Ｌ － ［４２］
ＳＤＡＨＲＣＡ ０１８ｐｍｏｌ／Ｌ ０１ｐｍｏｌ／Ｌ１０ｎｍｏｌ／Ｌ ［４３］
ＲＣＡＣＥＡＭ １２ｆｍｏｌ／Ｌ ２５ｆｍｏｌ／Ｌ１ｐｍｏｌ／Ｌ ［４４］
ＲＣＡＣＣ １００ｆｍｏｌ／Ｌ １００ｆｍｏｌ／Ｌ１ｎｍｏｌ／Ｌ ［４５］

ＢＲＣＡ：ｂｒａｎｃｈｅｄＲＣＡ；ＤＲＣＡ：ｄｕｍｂｂｅｌｌｐｒｏｂｅｍｅｄｉａｔｅｄＲＣＡ；ＰＥＲＣＡ：ｐａｄｌｏｃｋｐｒｏｂｅｂａｓｅｄｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌＲＣＡ；ＴＩＲＣＡ：ｔｏｅｈｏｌｄｉｎｉｔｉａｔｅｄＲＣＡ；ＳＤＡ
ＨＲＣＡ：ｓｔｒａｎｄｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｍｅｄｉａｔｅｄｈｙｐｅｒｂｒａｎｃｈｅｄＲＣＡ；ＲＣＡＣＥＡＭ：ｃｙｃｌｉｃｅｎｚｙｍａｔｉｃａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄＲＣＡ；ＲＣＡＣＣ：ＲＣＡａｎｄ
ｃｈｒｏｎｏｃｏｕｌｏｍｅｔｒｙ

　　由此可见，基于滚环扩增技术的 ｍｉＲＮＡ检测
方法具有操作简单、灵敏度极高、特异性强等优点。

重要的是，由于 ＲＣＡ的单链扩增特性和扩增产物
一端可连接在固相支持物的特性，ＲＣＡ法可应用
于构建 ｍｉＲＮＡ高通量检测的微阵列。不过，在
ｍｉＲＮＡ定量分析的实际应用中，ＲＣＡ法并不多见，
这可能主要是由于：①ＲＣＡ扩增时间较长，一般需
要６ｈ或更长；②ＲＣＡ模板合成难度大、费用高；③
ＲＣＡ所用的工具酶价格昂贵等。因此 ＲＣＡ法还
有待进一步改进。

２３　酶辅助ｍｉｃｒｏＲＮＡ定量检测法
采用探针等量杂交法检测目标核酸分子的策

略缺少信号扩增步骤，检测信号强度一般较弱，导

致定量检测的灵敏度受限。酶辅助目标核酸分子

再循 环 策 略 （ｅｎｚｙｍｅａｓｓｉｓｔｅｄ ｔａｒｇｅｔｒｅｃｙｃｌｉｎｇ，
ＥＡＴＲ）能够在相关工具酶的辅助下实现检测物或
检测信号的进一步扩增，进而提高检测方法的灵敏

度。ＥＡＴＲ大体过程为：首先根据目标核酸分子的

序列设计合成特异性识别探针，然后将探针与目标

核酸分子共同孵育形成杂交复合物，再利用工具酶

剪切探针产生检测信号，并释放目标分子，如此循

环即可实现指数扩增，增强检测信号。由于具有反

应温度低且恒定，工具酶便宜易得如限制性内切

酶、双链特异性核酸酶和核酸外切酶等［４６］以及操

作简单等优点，ＥＡＴＲ已被逐渐应用于一些相对分
子质量小、稳定性差的核酸分子（如 ｍｉＲＮＡ）的定
量检测。

２３１　序列依赖性酶辅助 ｍｉＲＮＡ检测法　限制
性核酸内切酶和切口酶均属于序列依赖性的工具

酶，其功能的发挥需要识别特异性切割位点，但切

口酶能在ｄｓＲＮＡ的某一条特定链上产生切口而不
破坏模板分子，因此更适合 ｍｉＲＮＡ的定量检
测［４６－４７］。Ｄｏｎｇ等［４８］以 ＡｇＮＣｓ为荧光基团，设计
了以 Ｈｇ２＋介导的分子信标探针，结合切口酶
ＮｔＢｂｖＣＩ的信号扩增特性在０６ｆｍｏｌ／Ｌ水平完成
了对ｈａｓｍｉＲ１６的定量检测，且检测范围跨越５个
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数量级（１０ｐｍｏｌ／Ｌ～１ｆｍｏｌ／Ｌ），具体过程如下：目
标ｍｉＲＮＡ与分子信标探针及辅助探针退火形成
Ｙ型交叉结构，切口酶 ＮｔＢｂｖＣＩ识别分子信标上
的特定核苷酸序列并产生切割，释放荧光检测信

号。而再次游离的目标ｍｉＲＮＡ和辅助探针又可参
与下一轮杂交、切割反应，如此循环反复，使荧光检

测信号强度不断增加，更加易于检测。其实，在

ＥＡＴＲ的基础上引入了其他扩增技术亦可获得另
人满意的检测效果。Ｙｉｎ等［４９］通过将 ＥＡＴＲ技术
与ＤＮＡ聚合酶的链置换扩增技术（ｓｔｒａｎｄｄｉｓｐｌａｃｅ
ｍｅｎｔａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＳＤＡ）偶联，实现了在１ｆｍｏｌ／Ｌ～
１００ｎｍｏｌ／Ｌ范围内对 ｍｉＲ１４１的精确定量。Ｚｏｕ
等［５０］则在ＥＡＴＲ基础上利用 Ａｆｕｆｌａｐ核酸内切酶
的入侵信号扩增能力建立了一种级联酶信号扩增

技术（ｃａｓｃａｄｅｅｎｚｙｍａｔｉｃｓｉｇｎａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＣＥ
ＳＡ），但是其检测灵敏度未获得明显提高（１ｆｍｏｌ／
Ｌ），反而使实验过程变得更加复杂。
２３２　非序列依赖性酶辅助 ｍｉＲＮＡ检测法　识
别位点的序列特异性是限制性内切酶和切口酶的

优点，同时也是其存在的一大缺点，因为识别序列

的特异性增加了探针设计的难度，限制了探针的多

样性和可行性，而非序列依赖性的剪切酶则较好地

避免了上述问题。

双链特异性核酸酶（ｄｕｐｌｅｘｓｐｅｃｉｆｉｃｎｕｃｌｅａｓｅ，
ＤＳＮ）是一种从堪察加拟石蟹的肝胰腺中分离得到
的核酸酶，其能够识别并切割ｄｓＤＮＡ或ＲＮＡ：ＤＮＡ
杂交双链中的ＤＮＡ，对ｓｓＤＮＡ、ｓｓＲＮＡ和ｄｓＲＮＡ均
无切割作用。基于 ＤＳＮ非序列依赖性切割的特
征，Ｙｉｎ等［５１］建立了一种基于 ＤＳＮ的信号扩增技
术 （ｄｕｐｌｅｘｓｐｅｃｉｆｉｃｎｕｃｌｅａｓｅｓｉｇｎａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，
ＤＳＮＳＡ）的多重ｍｉＲＮＡ定量检测法，使检测限达到
ｆｍｏｌ级。如图４所示，Ｔａｑｍａｎ探针与目标 ｍｉＲＮＡ
退火形成 ＲＮＡ：ＤＮＡ杂合双链，ＤＳＮ降解 Ｔａｑｍａｎ
探针产生荧光信号，并释放 ｍｉＲＮＡ用于下一轮的
循环。通常一个目标分子在 ３０ｍｉｎ内即可通过
ＤＳＮ循环降解数千个探针分子，产生并扩增检测
信号。由于ＤＳＮ不需要特异性识别位点，所以理
论上可用于所有种类ｍｉＲＮＡ的检测。Ｌｉｎ等［５２］在

ＤＳＮＳＡ的基础上设计了引入 ２ＯＭｅＲＮＡ修饰的
ＤＮＡ模板用于 ｍｉＲＮＡ检测。２ＯＭｅＲＮＡ修饰可
防止由于 ＤＮＡ模板自身形成局部双链而被 ＤＮＳ
识别切割，产生假阳性结果。该方法在避免假阳性

的同时使ｌｅｔ７ａ的检测限达到０４ｐｍｏｌ／Ｌ，且能区
分仅存在单碱基差别的ｌｅｔ７同家族成员。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＭｉｃｒｏＲＮＡｄｉｒｅｃｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｂａｓｅｄｏｎｄｕｐｌｅｘｓｐｅｃｉｆｉｃｎｕｃｌｅ
ａｓｅｓｉｇｎａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ（ＤＳＮＳＡ）

核酸外切酶Ⅲ（ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅⅢ，ＥｘｏⅢ）可作用
于双链ＤＮＡ，沿３′→５′方向逐步切去单核苷酸，每
次反应只能切除几个核苷酸。ＥｘｏⅢ能够降解平
末端或３′凹陷末端的 ｄｓＤＮＡ，但不能降解３′末端
突出（多于４个核苷酸）的ｄｓＤＮＡ和ｓｓＤＮＡ。根据
这一催化特点，Ｈｕａｎｇ等［５３］利用 ＥｘｏⅢ和氧化石
墨烯建立的ｍｉＲＮＡ检测法检测限可达ｆｍｏｌ／Ｌ。脱
氧核糖核酸酶Ⅰ（ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＩ，ＤＮａｓｅＩ）是
一种以ｓｓＤＮＡ、ｄｓＤＮＡ或ＤＮＡ：ＲＮＡ杂交双链为底
物，催化水解磷酸二酯键产生３′磷酸基团、５′羟基
的二、三或寡核苷酸。由于该酶对 ＲＮＡ无水解作
用，理论上适用于 ｍｉＲＮＡ的定量检测。例如 Ｃｕｉ
等［５４］将ＤＮａｓｅⅠ与氧化石墨烯技术相结合，建立
的ｍｉＲＮＡ检测新方法能够在２０ｐｍｏｌ／Ｌ～１ｎｍｏｌ／Ｌ
的检测范围内实现ｍｉＲＮＡ的定量检测，最低检测限
达到９ｐｍｏｌ／Ｌ。来自噬菌体的 Ｔ７核酸外切酶（Ｔ７
ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ）能够催化双链 ＤＮＡ沿５′→３′方向切
除５′单核苷酸［４６］。此外，研究还发现Ｔ７核酸外切
酶能够沿５′→３′方向降解 ＲＮＡ：ＤＮＡ杂交双链上
的ＲＮＡ或 ＤＮＡ，但不能降解 ｄｓＲＮＡ或 ｓｓＲＮＡ。
Ｗａｎｇ等［５５］利用 Ｔ７核酸外切酶这一特性建立的
ｍｉＲＮＡ检测法，检测限为０１７ｆｍｏｌ／Ｌ。

酶辅助ｍｉＲＮＡ定量检测法虽然满足了高灵敏
度、高特异性、成本低廉、省时省力等要求，但其仍

不完善，如扩增模板序列设计难度较大，模板易自

身退火形成双链而造成假阳性结果或产生高检测

背景信号。

２４　基于纳米技术的ｍｉｃｒｏＲＮＡ检测方法
纳米粒（ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＮＰｓ）以其表面积大、导

电性好、生物相容性佳等优良特性已被用于生物
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技术的多个领域。虽然利用纳米技术定量检测

ｍｉＲＮＡ的尝试早已开始，但为获得更加简便、高
效、高通量的检测方法，至今仍在不断探索，其中纳

米金标记技术的最为成熟。纳米金颗粒（ｇｏｌｄ
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＡｕＮＰｓ）具有发光强度高、抗光漂白能
力强、毒性低等优点，一般可用作检测ｍｉＲＮＡ所用
的标记载体［５６］。

与常规的纳米颗粒相比，纳米磁性颗粒更易于

目标核酸的浓缩和纯化分析，可明显提高检测灵敏

度。Ｌｅｅ等［５７］利用纳米金标记的生物条码和磁性微

粒建立了一种无需酶扩增，可在凝胶电泳平台上定

量检测ｍｉＲＮＡ的创新方法，检测范围涵盖 ａｍｏｌ／Ｌ
到ｎｍｏｌ／Ｌ。该方法的基本原理和过程如图 ５所
示。①生物条码探针（ｂａｒｃｏｄｅｐｒｏｂｅ）设计：上千条
条码ＤＮＡ（ｂａｒｃｏｄｅＤＮＡ）结合于 ＡｕＮＰｓ上构成生
物条码探针，其中条码ＤＮＡ序列包含ｍｉＲＮＡ互补
结合序列（约１１ｎｔ）和不同长度的编码序列；②磁

性探针（ｍａｇｎｅｔｉｃｐｒｏｂｅ）设计：磁性探针是在磁性
微粒上结合了多条与目标ｍｉＲＮＡ序列中另一部分
互补的序列（长度同样也是约 １１ｎｔ）；③目标
ｍｉＲＮＡ的捕获：当有目标ｍｉＲＮＡ存在时，磁性探针
和条码探针以“三明治”结合方式将目标 ｍｉＲＮＡ
捕获，然后通过磁场作用将其与未捕获 ｍｉＲＮＡ的
条码探针分离；④目标ｍｉＲＮＡ的定量检测：将捕获
ｍｉＲＮＡ的探针用 ＫＣＮ溶解 ＡｕＮＰｓ颗粒释放出条
码ＤＮＡ，再加入与条码 ＤＮＡ互补的寡核苷酸序列
杂交形成双链 ＤＮＡ（ｄｏｕｂｌｅｈｅｌｉｘｂａｒｃｏｄｅＤＮＡ，ｄｘ
ｂａｒｃｏｄｅＤＮＡ），最后进行非变性聚丙烯酰胺凝胶电
泳，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ染色后即可定量检测 ｍｉＲＮＡ。
该方法不仅能够在 ａｍｏｌ／Ｌ水平实现 ｍｉＲＮＡ的特
异性定量分析，并且由于结合在 ＡｕＮＰｓ上的条码
ＤＮＡ可对应不同的 ｍｉＲＮＡ，具有同时检测多种
ｍｉＲＮＡ的高通量特性，因此对分析组织器官中的
ｍｉＲＮＡ表达谱具有重要的意义。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＢｉｏｂａｒｃｏｄｅｇｅｌａｓｓａｙｆｏｒｍｉＲＮＡ（ｄｘｂａｒｃｏｄｅ：ｄｏｕｂｌｅｈｅｌｉｘｂａｒｃｏｄｅ）

　　纳米材料通常具有良好的导电性，可促使电子
在生物活性分子和电极表面间直接转移，因此基于

纳米材料的ｍｉＲＮＡ电检测技术亦能获得满意的检
测结果。Ｆａｎ等［５８］基于聚苯胺纳米线网络间隙之

间形成电子传导的原理，建立了一种简单而灵敏的

电子生物传感器用于直接检测 ｍｉＲＮＡ，其检测限
达５ｆｍｏｌ／Ｌ，检测范围跨越１０ｆｍｏｌ／Ｌ～２０ｐｍｏｌ／Ｌ。
为了进一步增加检测的灵敏度以期获得更低的检

测限，科学家通常会将在电纳米颗粒的基础上引入

化学或生物学扩增技术。Ｙｉｎ等［５９］用生物素标记

单链信号 ＤＮＡ和锁核酸固定于 ＡｕＮＰｓ表面形成
生物素标记探针，然后将固定于玻碳电极的发卡探

针与ｍｉＲＮＡ特异性杂交，最后向杂交体系中加入

生物素标记探针和链霉亲和素标记辣根过氧化物

酶，进行检测信号的酶学扩增，建立了ｍｉＲ２１的电
化学检测法，检测限可低至００６ｐｍｏｌ／Ｌ。

光学检测与纳米检测技术联用是提高生物样

品检测的灵敏度高和检测范围的有效手段之一。

Ａｌｈａｓａｎ等［６０］设 计并 建立了一种 Ｓｃａｎｏｍｅｔｒｉｃ
ｍｉＲＮＡ检测技术平台用于测定低丰度的 ｍｉＲＮＡ，
该方法特异性强、重现性好。首先 ｍｉＲＮＡ通过 Ｔ４
ＲＮＡ连接酶２与通用 ＤＮＡ连接子相连接，然后再
与ｍｉＲＮＡ微阵列杂交。紧接着，利用通用球状核
苷酸化的 ＡｕＮＰｓ复合物捕获结合在微阵列上的
ｍｉＲＮＡ。最后，通过金沉积以扩增检测信号并扫描
成像。利用该方法可在１ｆｍｏｌ／Ｌ的水平上定量检
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测血清中ｍｉＲＮＡ的含量。
虽然基于纳米技术的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ检测方法具

有检测灵敏度高，特异性好，高通量等诸多优点，但

是纳米颗粒的稳定性易受环境影响，特别是溶液

ｐＨ和离子强度的影响。此外，纳米颗粒表面杂交
探针的密度对杂交效率影响较大，ＤＮＡ探针密度
太高或太低都会降低杂交效率。因此，在选择基于

纳米技术的ｍｉｃｒｏＲＮＡ检测方法时，应充分考虑上
述问题。

$

　总结与展望

ｍｉＲＮＡ在发育、代谢和疾病发生过程中都具
有重要的作用，可作为生命活动研究的生物标志物

或临床疾病诊断治疗的药物靶点。ｍｉＲＮＡ的定量
检测和分析技术已经成为科学家们研究ｍｉＲＮＡ生
物学功能的重要工具之一。理想的ｍｉＲＮＡ检测方
法应具有检测通量高，时效性好，特异性强，检测样

品量小，检测灵敏度高且检测范围广等优点。虽然

已有多种检测技术被运用到 ｍｉＲＮＡ的定量检测，
但是每一种方法都或多或少存在一些不足或待改

进及完善之处。因此，理想的 ｍｉＲＮＡ检测技术的
建立仍需要科学家们的不断努力以及相关科学技

术的不断进步。
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·新 进 展·

２０１４年美国上市的抗肿瘤新药

　　　　　　　　１．肺癌
◆色瑞替尼（Ｃｅｒｉｔｉｎｉｂ，商品名：Ｚｙｋａｄｉａ）
用于晚期转移的非小细胞性肺癌。

公司：美国诺华

◆雷莫芦单抗（Ｒａｍｕｃｉｒｕｍａｂ，商品名：Ｃｙｒａｍｚａ）
扩大临床适应证，用于进展型发生转移的非小细胞肺癌。

公司：美国礼来

２．胃癌
◆雷莫芦单抗（Ｒａｍｕｃｉｒｕｍａｂ，商品名：Ｃｙｒａｍｚａ）
用于晚期胃癌或者食管胃结合部腺癌。

公司：美国礼来

３．卵巢癌
◆奥拉帕尼（Ｏｌａｐａｒｉｂ，商品名：Ｌｙｎｐａｒｚａ）
用于治疗ｂｒｃａ基因缺陷相关的晚期卵巢癌患者。
公司：阿斯利康

４．子宫颈癌
◆贝伐珠单抗（商品名：Ａｖａｓｔｉｎ）
属于被批准扩大使用新适应证，用于侵犯型和后期转移的子宫颈癌。

公司：罗氏下属的基因技术公司

５．黑色素瘤
◆曲美替尼与达拉非尼联合（商品名：ＭｅｋｉｎｉｓｔＴａｆｉｎｌａｒ）
治疗手术无法切除和已经转移的晚期黑色素瘤。

公司：葛兰素威康

◆派姆单抗（Ｐｅｍｂｒｏｌｉｚｕｍａｂ，商品名：Ｋｅｙｔｒｕｄａ）
用于晚期的，手术无法切除及对其他治疗无反应的黑色素瘤。

公司：默沙东

◆纳武单抗（Ｎｉｖｏｍｕｍａｂ，商品名：Ｏｐｄｉｖｏ）
用于手术无法切除和已经转移的对其他治疗无反应的晚期黑色素瘤。

公司：百时美施贵宝
（生物谷，本刊有删减）
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