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摘要    miRNA 是一类小分子调控 RNA, 在肿瘤的发生与控制方面发挥着重要的作用. 
已经发现在肿瘤患者的循环核酸中存在源自肿瘤的 miRNA 分子, 这一现象提示循环

miRNA分子可能成为无创诊断癌症的一个有效的方法. 本文综述了循环 miRNA 作为循环

生物标志物在肿瘤诊断中的应用, 以及该领域的最新研究进展. 
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半个多世纪前, Mandel和Metais[1]发现血浆和血

清中存在循环核酸(circulating nucleic acids, CNAs). 
循环核酸属于细胞外核酸(extracellular nucleic acids, 
ENAs), 细胞外核酸按照种类可以分为DNA和RNA. 
其中细胞外RNA按照其所处位置可以分为细胞膜结

合RNA(cell bound RNA)、循环RNA (circulating RNA)
和细胞外基质RNA(RNA in the extracellularmatrix). 
研究揭示, 正常人血浆内存在RNA, 细胞外普遍存在

RNA[2]. 从发现循环核酸开始, 人们就一直致力于循

环核酸用于临床疾病的无创诊断预警方面的应用研

究中. 随着检测技术方法的不断进步, 对于循环核酸

在疾病诊断中的应用研究有了实质性的进展, 在循

环RNA作为肿瘤诊断和预后、器官移植监测、急性疾

病诊断、产前遗传疾病的诊断等领域都取得了一些重

要成果[3,4]. 对肿瘤的研究发现, 患者血浆中RNA的

含量明显增加. 瘤细胞基因表达模式与正常组织有

明显的不同, 可以通过检测肿瘤病人循环RNA中的

肿瘤特异的mRNA来进行肿瘤的诊断 , 因此血浆

RNA分子用作癌症的诊断标志分子显示了良好的应

用前景[5,6]. 近年来新发现的microRNA (miRNA)与肿

瘤的发生和发展有着极为密切的关系. 基于miRNA

在肿瘤中的表达往往是失调的, 且具有组织特异性, 
miRNA在血液中有异常高的稳定性这些事实, 研究

者推测miRNA可能是一个理想的基于血液的肿瘤检

测生物标志物. 最近在这一应用研究领域取得了重

要进展, 本文将对此给予介绍.  

1  miRNA 与肿瘤 
miRNA是一类长约 19~24 nt的非编码单链小

RNA分子, 在动物中, 绝大多数miRNA可以通过与

靶基因 3′UTR区互补结合, 抑制靶基因翻译成蛋白

质, 进而在细胞、组织或个体水平上影响生物体的生

长发育, 并参与多种疾病过程 [ 7,8]. 一系列的研究表

明miRNA在细胞生长和凋亡、血细胞分化、同源异形

盒基因调节、神经元的极性、胰岛素分泌、大脑形态

形成、心脏发生、胚胎发育和脂肪代谢等过程中发挥

重要作用. 虽然对已发现的miRNA分子的功能和作

用靶基因了解的还很少, 但是对miRNA在不同组织

和疾病中的表达谱分析发现, miRNA的表达谱具有明

显的组织特异性, 在一些疾病中miRNA的表达谱改

变具有明显的特征 ,  尤其是在肿瘤疾病中 .  正 
常组织和肿瘤组织中miRNA表达明显改变. miRNA
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在不同肿瘤中具有特定的表达模式. miRNA在肿瘤中

表达的这些特点在肝癌、肺癌、肠癌、卵巢癌和白血

病等多种恶性肿瘤中得到了证实 [9]. 这些特点也使

miRNA有可能成为肿瘤诊断的新的生物学标记和治

疗药物作用的靶标. 鉴于血清中循环RNA在肿瘤诊

断和预后应用研究中取得了重要进展, 国内外的多

家实验室开展了循环miRNA作为肿瘤无创诊断生物

学标志物的研究, 并取得了重要成果.  

2  循环 miRNA 的存在 
目前已经发现并被miRBase数据库 [10]收录的人

类miRNA分子有 695 种. 其中绝大部分的miRNA分

子在不同病理和生理状况下进行表达 , 并且多数

miRNA能够在人体液中检出. Chen等人[11]应用Solexa
测序技术对正常的中国人血清miRNA进行测序分析, 
在男性和女性血清中分别发现了 100 种和 91 种

miRNA分子. Taylor和Gercel-Taylor[12]分析了来自同

一卵巢癌患者的癌细胞和分离自血清的外来体

(exosome)中的miRNA, 在被分析的 467 种miRNA中

有 218 种呈阳性. Mitchell等人[13]为了证实人体血浆

中是否存在miRNA分子 , 分离了健康人血浆中的

18~24 nt的RNA, 构建了小RNA文库, 对得到的 125
个DNA克隆进行测序分析, 在所采用的血浆样本中

克隆到了 37 种miRNA分子, 其中包括let-7a, miR-16
和miR-15b等. 对其中克隆到的中等丰度的miR-16 和

miR-24, 低丰度的miR-15b采用qRT-PCR方法进行检

测, 在 3 位正常人血浆中 3 种miRNA分子表达量在每

微升血浆 8,910~133,970 拷贝之间. 已有的对正常人

和不同疾病人血清和血浆中miRNA检测结果表明 , 
miRNA分子同已知的循环核酸 (DNA和RNA)一样 , 
广泛存在于正常人和不同种病人的血清和血浆中 , 
并且随着生理状况、疾病的种类和病程的不同 , 
miRNA分子在血清和血浆中存在的种类和数量将发

生变化. 循环miRNA在体液中的存在量虽然高低不

同, 但是完全可以采用基因扩增技术进行检测. 这一

事实为循环miRNA作为疾病无创诊断和预后的生物

标志物提供了潜在的可能.  
循环miRNA是如何产生的？其生物学功能又是

什么？一系列的问题还有待阐明. 对于循环miRNA
的来源目前主要观点有: 循环RNA来自于凋亡或坏

死的细胞, 细胞的主动释放, 以及循环细胞的裂解. 
但对于特定循环miRNA的真实来源还存在许多未知

的因素. 研究表明, 内源循环miRNA分子多数不是以

游离形式存在的, 常与蛋白等构成颗粒存在, 因而内

源性的循环RNA分子具有良好的抗RNase降解能力, 
有较高的稳定性. 这一特点也为循环RNA发挥生物

学功能提供了前提保证. Benner[14,15]早在 1988 年就曾

提出 “细胞外通讯RNA(extracellular communication 
RNA)”假说, 并认为细胞外RNA在细胞增殖和分化

中起重要作用. Valadi等人[16]最近在研究人和小鼠的

肥大细胞系(HMC-1 和MC/9)外来体时发现其中存在

mRNA和miRNA分子, 体外翻译证明外来体mRNA是

有功能的. 实验还发现外来体RNA可以实现在细胞

间的转移, 小鼠外来体mRNA转移到人肥大细胞中后, 
在受体人细胞中可已检测到鼠蛋白的表达, 这表明

外来体mRNA和miRNA可以从一个细胞转移到另外

的细胞中, 并且在新的细胞中发挥功能. Valadi等人

将这种RNA命名为外来体穿梭RNA(exosomal shuttle 
RNA, esRNA). 已有的部分研究结果已经充分说明细

胞外的循环RNA分子并不是“垃圾RNA”(junk RNA), 
循环RNA可能在生物体中具有重要的生物学功能 . 
对细胞外RNA的了解, 将丰富对RNA生物学功能的

认识, 这对全面阐释生命的本质, 提高人类的健康水

平具有重要意义.  

3  循环 miRNA 检测方法 
RNA分子易于降解, 循环RNA的含量一般较低, 

在一定程度上限制了体液中RNA分子作为生物标志

物的应用. 但是, 最近研究结果表明循环miRNA在血

清和血浆中通常是与蛋白质结合在一起, 具有良好

的稳定性. 这就为循环miRNA作为生物标记物进行

检测提供了可能 . 目前已经发展了多种有效的

miRNA检测方法, 根据研究目的和样品来源的不同

可以选择最适合的检测方法. 对于发现新的miRNA
分子, 克隆测序仍是首选方法[17,18]. Northern blot是验

证和确认miRNA的重要方法, 但该方法繁琐并且灵

敏度较低 , 不适用于临床样本的高通量检测 [19]. 
RT-PCR方法是检测miRNA表达的一种常用方法, 实
时定量PCR(quantitative real-time PCR)可以很精确地

定量分析miRNA的表达. 基于PCR原理的miRNA检
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测方法有多种 , 常用的有基于茎-环的RT-PCR方法

(stem-loop RT-PCR)[20], 基于polyA加尾的RT-PCR方

法 [21], 以及其他类似的方法 . 实时定量PCR是循环

miRNA定量检测最常用的有效方法. 另外芯片技术

(microarray)检测方法可以实现快速、高通量的检 测
[22]. 目前已有多种类型的miRNA检测芯片可以选用. 
但是基因芯片检测方法的重现性和准确性比较差 , 
一般多用于初筛 , 对获得的结果通常需要采用

Northern blot 和实时定量 PCR 进行验证 . 最近 , 
Driskell等人 [23]建立了表面增强拉曼光谱法(surface- 
enhanced Raman spectroscopy, SERS)用于miRNA检

测和分类. Kato[24]建立了一种新的采用荧光DNA探

针检测成熟miRNA的技术. 目前miRNA检测限已经

可以达到fM水平. 随着研究的深入, miRNA检测方法

将会不断完善和规范化, 最终将建立一套高灵敏度、

高精确度的循环miRNA检测方法.  
循环miRNA检测过程中, 样品的处理和RNA制

备十分重要. Mitchell等人[13]采用EDTA作为血液抗凝

剂, 血清和血浆miRNA提取采用mirVana PARIS试剂

盒, 与常规提取RNA所不同的是, 用等体积酸性酚-
氯仿抽提样品两次以更好地去除蛋白成分. Chen等人
[11]采用Trizol方法提取血清中的miRNA分子, 为了去

除血清中的蛋白, 也增加了酚-氯仿抽提步骤. Gilad
等人[25]采用了不同方法制备血清miRNA, 首先用蛋

白酶K消化血清, 然后用酸性酚-氯仿抽提, 乙醇沉淀, 
水溶解, DNase消化, 再次用酸性酚-氯仿抽提.  

Mitchell等人 [13]的检测结果表明血浆室温放置

24 h, 或经过 8 次冻融, 采用基于茎-环的RT-PCR方
法检测, 内源miRNA的量没有明显变化, 证明血浆中

的内源miRNA分子是稳定的 . 采用基于茎 -环的

RT-PCR方法, 即使不提取血清中的miRNA, 直接以

血清为模板也能够检测到miRNA分子. 对不同极端

条件下血清miRNA稳定性研究表明, 经过多次冻融, 
极端pH(pH 1 和pH 13)处理 3 h, 血清miRNA仍有极

好的稳定性. Gilad等人[25]对miRNA检测采用的方法

是首先进行polyA加尾 , 然后用带有锚定引物的

oligodT进行反转录, 之后进行PCR反应, 用探针进行

检测, 同样获得了良好的结果. 检测结果表明解冻的

血清室温放置 4 h对不同miRNA的量没有明显的改变, 
但血清经过两次冻融会稍有影响, 但是不影响血清

miRNA作为生物标志物的检测. 在血浆和血清中, 同
一种miRNA的检测结果具有极好的相关性, 说明血

清和血浆miRNA都适合用于生物标记检测.  
上述研究结果表明, 血清中的 miRNA 分子有良

好的稳定性, 采用常规 RNA 提取方法就可以获得满

足实验要求的 miRNA. 对于血清中 miRNA 分子的检

测, 实时定量 PCR是最适用和有效的方法. 这些便利

条件为临床大规模检测奠定了基础. 今后需要建立

和形成一套标准化的血液样本采集、运输保存、RNA
提取制备和实时定量 PCR 检测技术体系, 以及数据

处理系统, 确保 miRNA 检测结果标准化.  

4  循环 miRNA 在肿瘤检测中的应用 
理想的循环miRNA标志物是在肿瘤细胞中等或

高水平表达, 在健康人血浆中检测不到或低水平存

在. Mitchell等人[13]为了验证血清中是否存在来自肿

瘤的循环miRNA分子, 设计了一个精巧的实验, 将人

前列腺癌细胞 22Rv1接种到NOD/SCID免疫缺陷小鼠

体内, 在接种癌细胞的小鼠血浆中检测到了源自人

肿瘤细胞, 而在小鼠中没有同源基因的miR- 629*和

miR-660, 并且miR-629*和miR-660 丰度与移植瘤小

鼠肿瘤的大小有一定的相关性. 这一实验结果表明

源自肿瘤的miRNA能够进入血液循环, 循环miRNA
的量一定程度可以反映肿瘤的大小 . 随后, 选择了

miR-100, miR-125b, miR-141, miR-143, miR- 205 和

miR-296 作为人前列腺癌候选标志物, 并进行了深入

研究. 对 25 个转移性前列腺癌和 25 个健康人血清进

行分组检测, 结果miR-141 在前列腺癌患者血浆中含

量明显高于对照组 , 并且与前列腺特异抗原

(prostate-specific antigen, PSA)水平有一定的相关性. 
上述结果表明, miR-141 可以成为检测前列腺癌的循

环miRNA标志物.  
Chen等人[11]采用Solexa测序方法对健康人血清、

非小细胞肺癌(non-small cell lung cancer, NSCLC)和
肠癌(colorectal cancer, CCS)患者血清中的小RNA分

子进行测序分析. 与对照血清相比, 肺癌血清miRNA
谱明显不同, 28 种正常血清中存在的miRNA没有检

出 , 但是新检测出了 63 种在正常血清中没有的

miRNA分子. 而且肺癌血清miRNA谱与肺癌血细胞

(lung cancer blood cell, LCC)miRNA谱也存在明显的
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Gilad等人[25]采用实时定量PCR方法检测了 10 名

非孕妇、10 名妊娠早期和 10 名妊娠晚期孕妇血清

miRNA谱, 共检测了 28 种miRNA分子, 其中包括在

胎盘中表达的miRNA. 结果所有胎盘表达miRNA在

孕妇血清中高表达. 其中血清中miR-526a和miR- 527
水平在妊娠晚期显著上升 . 研究发现 , 胎盘miR- 
526a, miR-527 和miR-520d-5p可以用来准确地辨别是

否妊娠. 可见, 循环miRNA还可以反映特定的生理变

化.  

差别, 有 57 种miRNA在肺癌血清和肺癌血细胞中共

有, 但有 76 种miRNA仅在肺癌血清中检出. 这一点

与健康人也不同, 健康人血清和血细胞的miRNA谱

基本相同. 随后对差别最大的miR-25和miR-223进行

了验证, 检测了 152 例肺癌血清和 75 例健康人血清, 
miR-25 和miR-223 在肺癌患者血清中高表达得到了

验证. Chen等人[11]采用同样的方法分析了肠癌血清

miRNA, 结果在肠癌血清中检测出了 69 个正常血清

中没有的miRNA. 但是却发现肠癌血清与肺癌血清

中的miRNA有相当数量的重叠, 这提示癌症患者血

清中可能存在共同的miRNA分子.  
对于循环 miRNA 与肿瘤及其他疾病的关系研究

尚处于起步阶段, 但现有研究结果已为疾病的无创

诊断研究开辟了一条新的道路.  卵巢癌的早期诊断对于提高生存率十分重要 , 
但是大多数患者被确诊时已进入晚期 . Taylor和
Gercel-Taylor[12]对卵巢癌肿瘤释放到血液中的外来

体 中 的 miRNA 进 行 了 检 测 , miR-21, miR-141, 
miR-200a, miR-200c, miR-200b, miR-203, miR-205 和

miR-214等 8种miRNA在卵巢癌细胞和外来体中水平

相当, 而来自良性卵巢疾病和卵巢癌患者的EpCAM
阳性的外来体中miRNA谱明显不同. 这一结果表明, 
循环肿瘤外来体中miRNA谱可能用于卵巢癌的筛查.  

6  展望 
miRNA 分子广泛参与基因表达调控、生物应激

和非生物应激反应. miRNA 分子不仅自身作为功能

分子发挥作用, 还广泛参与和决定基因表达调控和

蛋白质翻译, 进而影响细胞的新陈代谢等所有生命

过程. miRNA 标志物将成为疾病发生发展相关基因

标志物、蛋白质标志物和代谢物标志物整体“网络”中
的“结点”, 可以实现从蛋白质、DNA 和 RNA 三大生

物分子方面对肿瘤的发生和发展进行预警和预后 . 
因此, 循环 miRNA 分子标志物, 将改变和补充对肿

瘤发生发展的传统认识, 整合血清基因组、蛋白质

组、多肽组和代谢组等研究结果发现的肿瘤生物标志

物, 将全方位认识肿瘤发生和发展的分子机制, 有可

能提供肿瘤诊断和治疗的组合生物标志物. 随着循

环miRNA检测方法的标准化, 以及对循环miRNA的

生成机制、生物学功能和与相关肿瘤的关系的逐步阐

明, 可以相信循环 miRNA 在未来的临床无创疾病诊

断和预后中将展示出广阔的临床应用前景. 

5  循环 miRNA 与其他临床诊断 
Chen等人 [11]还采用Solexa测序方法对糖尿病

(diabetes)患者血清中的小分子RNA进行测序分析 . 
糖尿病患者血清miRNA谱与正常血清相比也有明显

的不同, 虽然没有肿瘤血清与正常血清的差别大. 有
意思的是, 糖尿病血清与肺癌血清共有大量正常血

清中没有的miRNA. 糖尿病血清与糖尿病血细胞共

有 84 种相同的miRNA, 它们分别独有 17 和 27 种

miRNA. 泊松相关散点图显示, 血清miRNA改变比血

细胞miRNA改变能更敏感地反映糖尿病患者的病情.  
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