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　　ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）作为一类独特的小分子非编码

ＲＮＡ，能够在转录后水平调控蛋白合成，参与多种生物学信号

通路的调节［１］。肿瘤患者血液循环中存在源自肿瘤的 ｍｉＲ

ＮＡ，且组织或血清中 ｍｉＲＮＡ的异常表达与多种恶性肿瘤的

发生和发展密切相关。由于 ｍｉＲＮＡ在不同肿瘤中具有特定

的表达模式，且 ｍｉＲＮＡ在血液中有较高的稳定性和特异性，

血清ｍｉＲＮＡ有望成为新兴的肿瘤诊断和预后的生物标志物。

本文对血清ｍｉＲＮＡ作为循环生物标志物在肿瘤诊断中的应

用研究进展作一综述。

１　ｍｉＲＮＡ与肿瘤的发生、发展相关

ｍｉＲＮＡ是一类长度为１８２４ｎｔ的非编码单链小分子，是

基因表达的重要调节分子。ｍｉＲＮＡ可结合 ｍＲＮＡ的３′端非

编码区（ＵＴＲ），通过降解 ｍＲＮＡ或抑制翻译影响ＲＮＡ稳定

性和蛋白质翻译效率。目前已知的人 ｍｉＲＮＡ达到２１４８个

（ＳａｎｇｅｒｍｉＲＢａｓｅ１８．０数据库）
［２］。每个 ｍｉＲＮＡ可调节数百

个靶基因，涉及细胞生命活动中众多的信号转导途径，在细胞

增殖、分化、凋亡、免疫反应及血管生成等过程中发挥作用［３］。

ｍｉＲＮＡ表达异常会使细胞增殖和分化失去控制，最终导致肿

瘤的发生。

ｍｉＲＮＡ具有较好的组织特异性，在不同肿瘤中具有特定

的表达模式，并在肝癌、肺癌、肠癌、卵巢癌和白血病等多种恶

性肿瘤中得到了证实［４］。采用 ｍｉＲＮＡ芯片对来自６种实体

瘤（乳腺、结肠、肺、胰腺、前列腺和胃）的共５４０个样本（３６３个

肿瘤样本，１７７个相应的正常组织样本）ｍｉＲＮＡ表达谱的研究

结果提示，存在一组包含２１种ｍｉＲＮＡ差异表达的 ｍｉＲＮＡ标

记谱，在至少３种不同类型的肿瘤中表达有差异，其中 ｍｉＲ２１

在６种肿瘤中均为过表达，ｍｉＲ１７５ｐ和 ｍｉＲ１９１在５种肿瘤

中为过表达［５］。ｍｉＲＮＡ表达还具有肿瘤发生的阶段特异性，

同一种肿瘤在不同分期具有不同的 ｍｉＲＮＡ表达谱。ｍｉＲ３１

在结肠癌中的表达水平高于正常结肠黏膜，且与晚期ＴＮＭ分

期及肿瘤浸润程度呈正相关［６］。不同类型及不同进展期的肿

瘤有不同组合的、表达异常的ｍｉＲＮＡ表达谱，使得 ｍｉＲＮＡ有

望成为肿瘤诊断新的生物学标志物和治疗药物作用靶标。

２　血清游离ｍｉＲＮＡ的来源与特性

２００８年Ｌａｗｒｉｅ等
［７］首次证实可从血清中提取并确定游

离ｍｉＲＮＡ的含量，Ｃｈｅｎ等
［８］则应用Ｓｏｌｅｘａ高通量测序技术

亦证实分离自血清的小ＲＮＡ主要成分是ｍｉＲＮＡ。

２．１　血清游离 ｍｉＲＮＡ的来源　过滤和差速离心证实 ｍｉＲ

ＮＡｓ并非来源于循环血细胞
［９］。目前有关循环 ｍｉＲＮＡ的来

源主要有两种观点：（１）来源于组织损伤后的被动释放，如

ｍｉＲＮＡ２０８在心脏组织特异性表达，当心肌组织损伤后可在

血清中检测到［１０］。肿瘤组织因快速增殖和细胞溶解死亡，大

量ｍｉＲＮＡ也会被动释放到循环中。（２）成熟的 ｍｉＲＮＡ在细

胞内被脂质或脂蛋白包被成外切体或超微小泡后分泌至胞外

并进入血液，可经内吞作用进入受体细胞并去包被，释放 ｍｉＲ

ＮＡ发挥生物学功能
［１１］。有研究发现，外周血中源自肿瘤细胞

的外切体数量与卵巢癌分期高度相关，而且其内含的 ｍｉＲＮＡ

与原始肿瘤细胞中的 ｍｉＲＮＡ含量相关，提示外切体内含的

ｍｉＲＮＡ在肿瘤发生、发展中可能发挥重要作用
［１２］。

２．２　血清游离 ｍｉＲＮＡ的特性　内源性循环 ｍｉＲＮＡ在血清

中非常稳定，可能与其能和蛋白等结合形成复合体有关，从而

能有效抵抗ＲＮａｓｅ的降解
［１３］。体液中的游离 ｍｉＲＮＡ可耐受

煮沸、高／低ｐＨ、ＲＮａｓｅ等处理，在反复冻融８次、室温放置２４

ｈ等情况下，其含量仍保持相对稳定
［８９］，说明血清 ｍｉＲＮＡ具

有作为理想的生物标志物所需的某些特性，为血清 ｍｉＲＮＡ作

为生物标志物用于临床检测提供了可能。

３　血清ｍｉＲＮＡｓ作为肿瘤诊断标志物的应用研究

尽管肿瘤组织ｍｉＲＮＡ表达谱与肿瘤发病及预后相关，但

由于肿瘤组织检测技术复杂、创伤大，难以真正应用于临床诊

断。外周血检测具有无创伤、可重复、多指标同时检测等优点，

因此更适于临床应用。

Ｌａｗｒｉｅ等
［７］最早报道肿瘤特异性血清 ｍｉＲＮＡ表达异常，

与健康者相比，弥漫性Ｂ细胞淋巴瘤患者血清 ｍｉＲＮＡ２１含

量明显升高。为验证血清中是否存在来自肿瘤的游离 ｍｉＲＮＡ

分子，Ｍｉｔｃｈｅｌｌ等
［９］将人前列腺癌细胞２２Ｒｖ１接种至 ＮＯＤ／

ＳＣＩＤ小鼠体内，在小鼠血浆中可检测到源自人肿瘤细胞、而在

小鼠中没有同源基因的 ｍｉＲ６２９和 ｍｉＲ６６０，且含量与移植

瘤大小有关，证实来源于上皮细胞肿瘤的 ｍｉＲＮＡ也可以进入

血液循环；进一步的小样本病例对照研究（２５例患者和２５例

健康者）发现，前列腺癌患者血清ｍｉＲ１４１含量明显增高，对前

列腺癌的诊断特异度为１００％时，其灵敏度为６０％，与前列腺

特异性抗原具有较好的相关性。Ｎｇ等
［１４］用定量ＰＣＲ分析结

直肠癌（ＣＲＣ）患者癌组织、癌旁组织、血浆及健康者血浆 ｍｉＲ

ＮＡ表达谱，发现５种ｍｉＲＮＡ在ＣＲＣ组织和患者血浆中均升

高，其中ｍｉＲ９２和 ｍｉＲ１７３ｐ在ＣＲＣ患者血浆中显著升高，

并在肿瘤切除后显著降低；更大样本的验证研究显示，ｍｉＲ９２
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对ＣＲＣ的诊断特异度为７０％，灵敏度为８９％，可作为ＣＲＣ的

诊断标志物。

有学者分析了 ｍｉＲＮＡ 用于肿瘤早期诊断的可行性。

Ｈｕａｎｇ等
［１５］研究显示，ｍｉＲ２９ａ和 ｍｉＲ９２ａ联合检测能有效

诊断进展期结直肠腺瘤，具有７３％的灵敏度和７９．７％的特异

性，说明血清 ｍｉＲＮＡ对肿瘤的早期诊断具有一定的应用价

值。血清ｍｉＲＮＡ与传统肿瘤血清诊断标志物的对比研究表

明，通常用于女性卵巢癌发病风险评估的血清ＣＡ１２５筛查检

测灵敏度仅４０％，无法作为卵巢癌早期诊断的有效指标。

ｍｉＲ２１、９２、９３、１２６、２９ａ则在卵巢癌患者血清中显著高表达，

且ＣＡ１２５正常的部分卵巢癌患者血清中 ｍｉＲ２１、９２、９３也明

显升高，提示血清 ｍｉＲＮＡ有助于补充、完善现有的临床诊断

方法［１６］。

在选择肿瘤标志物时，仅仅选择一种血清 ｍｉＲＮＡ作为肿

瘤标志物往往特异性较低，若测定多种 ｍｉＲＮＡ组合或 ｍｉＲ

ＮＡ表达谱，可提高诊断的准确性。迄今为止，已有多项研究

对肿瘤患者血清或血浆 ｍｉＲＮＡ 的表达谱进行筛选，Ｃｈｅｎ

等［８］研究显示，ｍｉＲ１３４、１４６ａ、２２１、２２２、２３ａ在ＣＲＣ和肺癌患

者血清中均升高，提示不同类型肿瘤可能具有某些相同的

ｍｉＲＮＡ表达谱。Ｌｏｄｅｓ等
［１７］采用高通量微阵列芯片分析５种

实体肿瘤（前列腺癌、大肠癌、卵巢癌、乳腺癌、肺癌）患者血清

ｍｉＲＮＡ表达谱，发现可通过血清 ｍｉＲＮＡ表达谱区分不同的

实体肿瘤，表明不同肿瘤组织具有特异 ｍｉＲＮＡ表达谱的变化

特征。这些研究为血清 ｍｉＲＮＡ表达谱用于肿瘤诊断提供了

依据。

４　血清ｍｉＲＮＡ与肿瘤预后的相关性

血清ｍｉＲＮＡ与肿瘤分期、病理分级及预后的相关性也受

到关注。Ｂｒａｓｅ等
［１８］对比分析了高侵袭性和局限性前列腺癌

患者血浆ｍｉＲＮＡ表达谱，发现恶性患者血浆ｍｉＲ３７５和ｍｉＲ

１４１水平明显升高。Ｈｕ等
［１９］用Ｓｏｌｅｘａ测序比较了非小细胞

肺癌短期与长期生存时间患者血清ｍｉＲＮＡ表达谱，筛选出１３

种升高的 ｍｉＲＮＡ，然后用ｑＰＣＲ对２４３例患者血清进行了验

证，确定ｍｉＲ４８６、３０ｄ、１、４９９与患者预后有关，且血清中有两

种或以上高风险 ｍｉＲＮＡ升高的非小细胞肺癌患者生存时间

更短，联合检测特定的ｍｉＲＮＡ比单一检测灵敏度更高。这些

研究结果提示血清 ｍｉＲＮＡ在肿瘤预后判断中具有一定的应

用价值。

５　血清ｍｉＲＮＡ检测技术的进展与挑战

目前研究ｍｉＲＮＡ表达谱的常用技术主要有 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂

交、表达芯片、实时荧光定量ＰＣＲ和Ｓｏｌｅｘａ测序等，应根据研

究目的和样品来源的不同选择最适合的检测方法。实时荧光

定量ＰＣＲ是目前检测血清 ｍｉＲＮＡ最适用和有效的方法，可

精确地定量分析ｍｉＲＮＡ的表达，适用于临床样本的高通量检

测［１６］。

ｍｉＲＮＡ定量检测是循环 ｍｉＲＮＡ分析的关键问题。血清

ｍｉＲＮＡ含量很低，无法用常规ＲＴＰＣＲ检测。目前广泛采用

的实时荧光定量茎环反转录聚合酶链反应（ｓｔｅｍｌｏｏｐＲＴ

ＰＣＲ）灵敏度高，稳定性好。微阵列 ｍｉＲＮＡ芯片虽然具有高

通量、高灵敏度的优点，但对样本 ＲＮＡ的检测用量较大
［２０］。

近年来，大规模深度测序技术（ｌａｒｇｅｓｃａｌｅｍｉＲＮＡｄｅｅｐｓｅｑｕｅｎ

ｃｉｎｇ）的应用，使得发现新 ｍｉＲＮＡ的速度得到明显提高
［１７］。

用户可在ｍｉＲＢａｓｅ数据库中检索不同疾病的组织和阶段特异

性ｍｉＲＮＡ，并与自己的实验结果作比较，以发现有意义的

ｍｉＲＮＡ表达谱。这种测序方法对于识别新的生物标志物具有

很好的应用前景。

由于实验中存在技术误差和样本差异，如何进行 ｍｉＲＮＡ

数据标准化也是ｍｉＲＮＡ定量分析所需解决的问题。因此，需

要寻找合适的内参以标准化样品间ＲＮＡ含量的差异及ＲＮＡ

提取过程中存在的误差，而且内参的稳定性决定了检测结果的

可靠性。目前常用于血清样本数据标准化的 ｍｉＲＮＡ 有

ＲＮＵ６Ｂ和ｍｉＲ１６。这两种ｍｉＲＮＡ在不同个体的血浆中均可

检测到，且表达水平无显著性差异［１４］。虽然血浆 ＲＮＵ６Ｂ含

量比ｍｉＲ１６低，但却具有更高稳定性和较低变异度。研究显

示，前列腺癌患者血清ｍｉＲ１６含量明显升高
［１８］，说明ＲＮＵ６Ｂ

可能更适合作为内参。此外，可通过加入外源性的、与已知人

ｍｉＲＮＡ无同源序列的 ｍｉＲＮＡ（如线虫 ｍｉＲＮＡ，ｃｅｌｍｉＲ３９、

５４、２３８等）监控提取、纯化过程中的技术误差，用于 ｍｉＲＮＡ检

测数据的标准化［１１，２１２２］。不同研究者在 ｍｉＲＮＡ检测分析过

程中采用的ｍｉＲＮＡ提取、定量及数据处理方法有所不同，可

能造成研究结果的明显差异。因此，确定最佳的 ｍｉＲＮＡ标准

化方法非常必要。

６　小　　结

ｍｉＲＮＡ能够游离于细胞外，稳定存在于血浆或血清中，具

备疾病分子生物标志物的某些特点，已在肿瘤诊断和预后评估

中显示了独特的应用价值。血清 ｍｉＲＮＡ作为肿瘤标志物的

研究仍存在许多问题，如：通常在小样本试验中得到的肿瘤相

关ｍｉＲＮＡ表达谱尚需在大规模、独立研究中得到验证；如何

将研究发现转化为临床常规有待更深入研究；血清 ｍｉＲＮＡ所

发挥的生物学和细胞学功能尚未明确，血清和组织 ｍｉＲＮＡ水

平的相关性仍存在争议；尚未明确在肿瘤发生、发展进程中血

清ｍｉＲＮＡ表达改变出现的时间，年龄、健康状况对血清 ｍｉＲ

ＮＡ表达谱的影响及其动态变化亦未见报道；尚未明确药物治

疗是否会导致血清 ｍｉＲＮＡ表达谱改变。相信相关研究的深

入和上述问题的阐明，将有助于加快血清 ｍｉＲＮＡ作为肿瘤生

物标志物向临床转化的应用进程，为肿瘤早期诊断、预后评估

提供新思路。
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·综　　述·

缺血性脑卒中生物标志物研究进展

张春和１，金　艳
１综述，代国军２审校

（１．河北省沧州市人民医院检验科，河北沧州０６１０００；

２．河北省沧县疾病预防控制中心检验科，河北沧县０６１０００）

　　关键词：卒中；　生物学标记；　综述

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１２．１８．０２８ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１２）１８２２３１０３

　　脑卒中（ＣＳ）是导致６０岁以上人群死亡的第二大疾病。

中国ＣＳ患者的年死亡率达１．５７‰，已成为致死率最高的疾

病，其主要类型是缺血性脑卒中（ＣＩＳ），约占４３％～７９％。ＣＩＳ

生物标志物检测可用于疾病诊治及疗效、风险评估。现就ＣＩＳ

生物标志物的临床研究进展综述如下。

１　脂蛋白相关磷脂酶Ａ２（ＬｐＰＬＡ２）

ＬｐＰＬＡ２是相对分子质量５０×１０
３，不依赖钙离子的丝氨

酸脂肪酶，能水解氧化磷脂，释放促进炎症的溶血卵磷脂，并能

氧化脂肪酸［１］。氧化型低密度脂蛋白（ｏｘＬＤＬ）作为一种危险

因子，通过促进炎症而引起动脉粥样硬化（ＡＳ）。ＬｐＰＬＡ２在

ｏｘＬＤＬ的促炎效应和引起 ＡＳ的过程中起着重要作用，是介

导ｏｘＬＤＬ产生以上生物学效应的关键酶。ＬｐＰＬＡ２可损伤

血管内皮细胞，具有促进 ＡＳ的作用，是诱发急性缺血性脑卒

中（ＡＣＩＳ）的重要因素之一
［２］。在 ＡＳ早期阶段，损伤、感染及

ｏｘＬＤＬ均可促使单核细胞吞噬脂质相继形成巨噬细胞、泡沫

细胞，而激活的巨噬细胞、Ｔ淋巴细胞、血管平滑肌细胞和内皮

细胞释放各种炎性介质，从而促进 ＡＳ的发生与发展。血清

ＬｐＰＬＡ２浓度与动脉粥样硬化斑块（ＡＰ）稳定性有关，可反映

脂质斑块的稳定程度及斑块局部的炎症程度。临床试验证实，

ＬｐＰＬＡ２是ＣＩＳ的独立预测指标
［３］。有学者对近８０００名平

均年龄５５岁以上的受试者进行了回顾性和前瞻性研究，结果

显示血浆ＬｐＰＬＡ２浓度与ＣＩＳ发病风险呈正相关；队列研究

显示，有１１０人在中位随访时间６．４年内发生ＣＩＳ
［４］。

２　非对称二甲基精氨酸（ＡＤＭＡ）

ＡＤＭＡ是内源性一氧化氮合酶（ＮＯＳ）竞争性抑制剂，正

常低浓度ＡＤＭＡ不足以抑制 ＮＯＳ活性；当 ＡＤＭＡ浓度升高

至一定水平时，即可产生抑制效应，导致 ＮＯ产生减少及血管

内皮功能紊乱。ＡＤＭＡ可通过诱发氧化应激反应诱导生成多

种炎症因子，促进平滑肌细胞凋亡而促进 ＡＳ发生和发展。

ＡＤＭＡ亦可增强巨噬细胞诱导型ＮＯＳ的表达，促进巨噬细胞

转化为泡沫细胞。

有研究指出，包括内皮细胞在内的多种细胞都可以产生

ＡＤＭＡ
［１５］。ＢｏｐｅｚＪａｒａｍｉｌｌｏ等

［６］的研究显示，ＮＯ可以调节白

细胞黏附和血小板聚集，与血小板聚集存在明显相关性。可见

ＡＤＭＡ血液浓度升高与血管性疾病密切相关，提示ＡＤＭＡ是

血管内皮功能失调的危险因子和ＡＳ诱发因子，有可能成为血

管疾病新的标志物。另有研究显示，血浆 ＡＤＭＡ浓度升高可

促进ＡＳ进展，是导致ＡＣＩＳ的危险因素，与 ＡＣＩＳ发病风险呈

正相关［７８］。

３　基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）

基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）是一类Ｚｎ２＋ 依赖的中性蛋白

酶，参与体内多种生理和病理过程，正常情况下与金属蛋白酶
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