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　　摘　要：目的　探讨新建立金纳米分子信标探针的实时荧光定量ＰＣＲ技术及其分析不同程度心肌缺血患者的６个微小

ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）：ｍｉＲＮＡ１、ｍｉＲＮＡ２１、ｍｉＲＮＡ１３３、ｍｉＲＮＡ１９９、ｍｉＲＮＡ２０８、ｍｉＲＮＡ４９９的表达水平。方法　用新

构建金纳米分子信标探针引入实时荧光定量ＰＣＲ技术分析２００例不同程度心肌缺血患者血清中的以上６个 ｍｉＲＮＡｓ的表达水

平，并用ｘＭＡＰ液态芯片技术验证以上ｍｉＲＮＡｓ的表达。结果　急性心肌缺血组：在急性心肌梗死（ＡＭＩ）发病后１～３ｈ检测到

ｍｉＲＮＡ２１、ｍｉＲＮＡ１３３、ｍｉＲＮＡ１９９、ｍｉＲＮＡ２０８、ｍｉＲＮＡ４９９的表达上调；慢性心肌缺血组：通过对原发性高血压并发心肌缺血

患者研究显示ｍｉＲＮＡ２１、ｍｉＲＮＡ１３３、ｍｉＲＮＡ１９９、ｍｉＲＮＡ１的表达上调，以上两组分别与健康对照组比较差异有统计学意义

（犘＜０．０５，犘＜０．００１）。新构建的金纳米分子信标探针检测的特异度为８６．７％，灵敏度为９０．２％ ，均高于常规分子信标

（５３．４％、６６．８％），两种方法比较差异有统计学意义（犘＜０．００１），与ｘＭＡＰ液态芯片技术比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结

论　新建立的金纳米分子信标探针的实时荧光定量ＰＣＲ技术可作为早期检测 ｍｉＲＮＡｓ新的实验方法，为心肌梗死患者的早期

诊断提供新的检测手段。
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　　近年来，国内外报道 ｍｉＲＮＡｓ在心血管病理生理中发挥

着重要的调控作用，ｍｉＲＮＡｓ的特异性表达使其可能成为心肌

损伤的重要分子标志物［１２］。因此，建立一种特异性强、灵敏度

高、成本较低检测 ｍｉＲＮＡｓ的实验方法是目前国内外研究热

点。本文拟采用新构建金纳米分子信标探针引入实时荧光定

量ＰＣＲ技术分析２００例不同程度心肌缺血患者的６个 ｍｉＲ

ＮＡｓ：ｍｉＲＮＡ１、ｍｉＲＮＡ２１、ｍｉＲＮＡ１３３、ｍｉＲＮＡ１９９、ｍｉＲ

ＮＡ２０８、ｍｉＲＮＡ４９９表达水平的变化以及建立早期诊断不同

程度心肌缺血的实验方法，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料

１．１．１　样本　选取２０１０年３月至２０１１年１０月在粤北人民

医院心内科住院的心肌缺血患者２００例［包括１００例急性心肌

梗死（ＡＭＩ）组和１００例原发性高血压并发心肌缺血组］作为研

究组，年龄４５～６５岁，其中男１２４例，女７６例；同时选取１００

例粤北人民医院健康体检人群作为对照组，所有受试者均签有

知情同意书。以上受试者清晨空腹肘静脉采血６ｍＬ，其中３

ｍＬ用于检测心肌损伤标志物，另３ｍＬ用于检测６个 ｍｉＲ

ＮＡｓ。

心肌梗死的诊断标准是根据心肌梗死全球统一定义的诊

断标准［３］。

原发性高血压诊断标准：根据１９９９年《ＷＨＯ／国际高血压

学会高血压防治指南》收缩压大于或等于１４０ｍｍＨｇ（２１．３

ｋＰａ）和／或舒张压大于或等于９０ｍｍＨｇ（１２．６ｋＰａ）定义为高
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血压 ［４］。

心肌缺血的诊断标准是根据典型心肌缺血的心电图诊

断［５］：（１）缺血性ＳＴ段改变，ＳＴ段降低大于０．０５ｍＶ，可表现

为水平型、下垂型、弓背型、下陷型以及近似缺血（类水平）型；

（２）ＱＴ间期延长；（３）Ｕ波导联，在Ｔ波直立的导联出现 Ｕ波

倒置，通常是心肌缺血的表现。

排除标准：凡是患有急性和慢性心功能衰竭、糖尿病、甲状

腺功能亢进、肾小球肾炎、肝脏疾病、脑血管疾病的均被排除。

１．１．２　试剂　ＴａｑｍａｎＭｉｃｒｏＲＮＡＡｓｓａｙ（ｍｉＲＮＡ１、ｍｉＲＮＡ

２１、ｍｉＲＮＡ１３３、ｍｉＲＮＡ１９９、ｍｉＲＮＡ２０８、ｍｉＲＮＡ４９９）的茎

环引物和 Ｕ６ＲＮＡ引物（内参照引物）购自美国 ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ

公司，微球（上海透景）。

１．１．３　仪器　ＣＦＸ９６荧光定量ＰＣＲ仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司），

Ｌａｍｉｎｅｘ２００仪器（美国Ｌａｍｉｎｅｘ公司）。

１．２　实验方法

１．２．１　总ｍｉＲＮＡ提取　取已备好的患者血清３００μＬ，按照

ｍｉｒＶａｎａＴＭＰＡＲＩＳＴＭＫｉｔ提取包括 ｍｉＲＮＡ在内的总ＲＮＡ，置

－８０℃保存备用。

１．２．２　ｍｉＲＮＡｓ引物设计　使用分子信标探针，以小核ＲＮＡ

Ｕ６为内参进行实时荧光定量ＰＣＲ反应。

１．２．３　金纳米分子信标新型探针制备　参考王周平等
［６］和

Ｙｉｎ等
［７］报道的实验方法并进行改进，在分子信标核酸序列３′

端标记纳米金，具体方法如下：胶体金溶液２００μＬ，４℃１１０００

ｒ／ｍｉｎ离心１３ｍｉｎ，弃上清液；加５′端标记有荧光纳米颗粒的

ＤＮＡ探针５０μＬ，混匀，置于４℃环境，反应１２ｈ，１１０００ｒ／ｍｉｎ

离心８ｍｉｎ，弃上清液，加１００μＬＴＥ缓冲液重悬后再次离心，

弃上清液，以除去多余的游离寡核苷酸链；加１００μＬＴＥ缓冲

液混匀，置４℃环境储存备用。

１．２．４　实时荧光定量ＰＣＲ测定　本项目将受试者血清的总

ＲＮＡ（１μｇ／μＬ）用ＤＥＰＣ处理过的水稀释到１００ｎｇ／μＬ，然后

取浓度为１０μｇ／μＬ的总ＲＮＡ样品５μＬ加到反应混合溶液中

（包括１０×Ｔａｑｍａｎ缓冲液，正向引物５ｐｍｏｌ／μＬ，反向通用引

物５ｐｍｏｌ／μＬ，ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ１０ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｔａｑｍａｎ酶５ＩＵ／

μＬ，Ｕ６引物０．４μｍｏｌ／Ｌ和分子信标０．４μｍｏｌ／Ｌ）。热循环参

数为９５℃１０ｍｉｎ→９５℃１５ｓ→６０℃６０ｓ，５０个循环。Ｕ６

作为内参。每个样本反应做３个复孔，所有反应均通过

ＣＦＸ９６荧光定量ＰＣＲ仪完成。

１．２．５　测定分子信标与目标 ＤＮＡ的浓度　采用荧光定量

ＰＣＲ仪的测定，当目标ＲＮＡ与分子信标的终浓度比值为２０

时，分子信标的荧光强度增加最为明显。

１．２．６　特异性分析　按照标准的实验操作步骤，测定的目标

链、单碱基错配链和随机对照链的荧光响应值。结果显示，若

把目标链的相对荧光强度定为１００，则单碱基错配链的相对荧

光响应值为１２．５５，随机对照链的相对荧光响应值为０．９。其

原理为：当加入完全互补的目标链时，目标链与分子信标的探

针序列杂交形成有一定刚性的双螺旋结构，导致分子信标的构

象改变，茎环结构完全打开，发光基团荧光纳米颗粒与淬灭基

团金纳米分开，二者之间的能量转移终止，在４８５ｎｍ光激发

下，发光基团金纳米粒子发射荧光，表现为荧光强度的大幅增

加。当单碱基错配链加入反应体系时，分子信标茎环结构的热

力学平衡仍然保持较好，使得单碱基错配链与分子信标不能很

好地结合，分子信标茎环打开数量较少，导致荧光强度增加幅

度较小。而当随机对照链加入时，其与分子信标的探针序列不

能通过互补杂交形成刚性的双螺旋结构，分子信标的构象不会

发生改变，茎环结构干部分也不会打开，发光基团荧光纳米颗

粒与淬灭基团金纳米颗粒仍然紧挨在一起。

１．２．７　灵敏度分析　将金纳米分子信标与常规分子信标的

ＲＮＡ浓度以１／１０梯度系列稀释，用实时荧光定量ＰＣＲ检测

Ｕ６和６个ｍｉＲＮＡｓ，并比较两种方法的灵敏度，重复１０次时，

金纳米分子信标偏差为２．６％，常规分子信标为７．６％。金纳

米分子信标法检测目标ＲＮＡ浓度在１～５００μｇ／μＬ，常规分

子信标法检测目标 ＲＮＡ浓度在１２～３３μｇ／μＬ。前者目标

ＲＮＡ浓度范围内呈良好的线性关系，回归方程为犢＝０．００３４

（ＲＮＡμｇ／μＬ）＋１．３９４，相关系数狉
２＝０．８９１７，检测下限为０．１

μｇ／μＬ。金纳米分子信标的ＲＮＡ浓度０．１μｇ／μＬ稀释到０．１

ｐｇ／μＬ，而常规分子信标的ＲＮＡ浓度０．１μｇ／μＬ稀释到１ｐｇ／

μＬ。

１．３　ｘＭＡＰ液态芯片技术检测６种 ｍｉＲＮＡｓ表达及探针设

计　ｘＭＡＰ液态芯片体系是由微米级的聚苯乙烯荧光编码为

主要基质，微球在实验过程中加入两种不同颜色的荧光染料，

按不同比例混合，得到１００多种不同光谱标记的编码微球。每

一种微球表面都可共价结合一种寡核苷酸探针即捕捉序列。

在液态芯片（ｘＭＡＰ）体系中，本项目采用了ＲＮＡＤＮＡ嵌合探

针，在嵌合探针中，ＲＮＡ 碱基序列部分与 ｍｉＲＮＡ 相互补，

ＤＮＡ碱基序列部分与微球上捕捉序列相互补，形成微球嵌合

探针ｍｉＲＮＡ复合物。

１．４　统计学处理　所得犆狋值以相应标本的 Ｕ６扩增标准化

之后，与健康人比较相对较高或降价的犆狋值，输入ＳＰＳＳ１７．０

分析软件，采用ＫｏｌｍｏｇｏｒｖＳｍｉｒｎｏｖ检验法做数据正态分布检

验，因数据不符合正态分布，统计学方法采用秩和检验，两组比

较和多组比较均采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ法，获得平均对数及其标准差、

犘值，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　金纳米新型分子信标与常规分子信标检测２００例 ＡＭＩ

和原发性高血压患者血清的６种 ｍｉＲＮＡｓ的表达水平　比较

金纳米分子信标与常规分子信标两种方法检测两组血清

ｍｉＲＮＡ２１、ｍｉＲＮＡ１３３、ｍｉＲＮＡ１９９、ｍｉＲＮＡ２０８和 ｍｉＲＮＡ

４９９差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．２　金纳米分子信标与液相芯片检测６种 ｍｉＲＮＡｓ的比较

　利用ｍｉＲＮＡｓ的液相芯片验证２００例ＡＭＩ和原发性高血压

并发心肌缺血患者血清中６的种 ｍｉＲＮＡｓ表达水平。比较金

纳米分子信标与液相芯片两种方法检测两组血清 ｍｉＲＮＡ

２１、ｍｉＲＮＡ１３３、ｍｉＲＮＡ１９９、ｍｉＲＮＡ２０８和 ｍｉＲＮＡ４９９差异

无统计学意义（犘＞０．０５）。

２．３　金纳米分子信标与液相芯片检测４种 ｍｉＲＮＡｓ的相关

分析　金纳米分子信标法与液态芯片法检测 ｍｉＲ２１、ｍｉＲ

２０８、ｍｉＲ１３３和ｍｉＲ４９９表达的相关系数分别为狉＝０．８１０、

狉＝０．７１７、狉＝０．６３１、狉＝０．６０４（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

ｍｉＲＮＡｓ是新发现的一类由２０～３０个核苷酸组成非编码

ＲＮＡ分子，它不编码蛋白质，但可通过 ｍＲＮＡ调控生长、发

育、分化和凋亡。有研究发现 ｍｉＲＮＡｓ已成为心血管疾病发

生、发展的主要调节因子，提示 ｍｉＲＮＡｓ有望成为心肌损伤诊

断标志物［８］。由于 ｍｉＲＮＡｓ序列很短且序列同源、组织特异

性和发病阶段特异性表达等原因导致其检测技术具有很大的

挑战性。虽然Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ和微阵列芯片技术曾是应用最广

泛的ｍｉＲＮＡｓ分析方法，但是这些方法的灵敏度和选择性都

不能满足其检测的要求。近年来发展了一些新的检测方法［９］，

如ＲＴＰＣＲ、支化滚环扩增（ＲＣＡ）、连接酶链式反应（ＬＣＲ）等，

这些方法灵敏度较高、ｍｉＲＮＡｓ序列的选择性也较好，但是要
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求高级的信号检测系统，花费较高，且耗时耗力，难以推广应

用。近年来，金纳米标记技术在各领域已得到广泛的应用。由

于金纳米颗粒与生物大分子表面相结合的亲和力，可根据实验

需要构建各种类型的探针。金纳米还具有制备过程简单、用量

和被检测样本的用量极少、成本低等优点。近年来，荧光纳米

颗粒在生物医学的应用方面发挥着越来越重要的作用。有文

献报道，纳米金探针组成的分子信标检测单个碱基错配的效率

是一般分子信标的８倍，灵敏度是一般分子信标的１００倍
［１０］。

本文比较了采用金纳米分子信标和传统分子信标检测 ＡＭＩ

患者血清中６种ｍｉＲＮＡｓ的表达量，金纳米分子信标检测的

灵敏度为９０．２％，后者为６６．８％；前者特异度为８６．７％，后者

特异度为５３．４％；前者线性范围是１～５００μｇ／μＬ，明显大于后

者的检测范围（１２～３５）μｇ／μＬ（犘＜０．００１）。本文将金纳米分

子信标与常规分子信标的 ＲＮＡ浓度以１／１０梯度系列稀释，

金纳米分子信标的ＲＮＡ浓度０．１μｇ／μＬ稀释到０．１ｐｇ／μＬ，

而常规分子信标的ＲＮＡ浓度０．１μｇ／μＬ稀释到１ｐｇ／μＬ，用

实时荧光定量ＰＣＲ检测Ｕ６和６个 ｍｉＲＮＡｓ比较两种方法的

灵敏度，重复１０次时，金纳米分子信标偏差为２．６％，常规分

子信标为７．６％。以上结果显示金纳米分子信标探针检测

ｍｉＲＮＡｓ具有很大的优势，实现ｍｉＲＮＡｓ的高灵敏检测。

分子信标是一种新型荧光标记寡核苷酸探针，具有灵敏度

高、特异性强、荧光背景极低的显著优势。本文用金纳米作为

分子信标中的荧光淬灭团，相比于传统使用ＤＡＢＣＹＬ的荧光

淬灭效率高。能成功地引入金纳米分子信标技术检测 ｍｉＲ

ＮＡｓ分子。本实验利用Ｔ４ＲＮＡ连接酶提高了成环的效率及

特异性，在反应中加入ｍｉＲＮＡｓ的反向引物，该反向引物可以

结合到由许多重复序列组成的长链ＲＮＡ／ＤＮＡ产物上并产生

延伸反应形成更多的ＲＮＡ／ＤＮＡ产物，进一步放大。在实验

中需要加入分子信标核酸序列３′端标记纳米金，加５′端标记

了荧光纳米颗粒的ＤＮＡ探针，进行 ｍｉＲＮＡｓ的高灵敏的定量

检测。此外，本文采用ｍｉＲＮＡｓ的液相芯片验证２００例急、慢

性心肌缺血患者血清的６种 ｍｉＲＮＡｓ表达水平，显示金纳米

分子信标与液相芯片两种方法检测两组血清 ｍｉＲＮＡ２１、ｍｉＲ

ＮＡ１３３、ｍｉＲＮＡ１９９、ｍｉＲＮＡ２０８和 ｍｉＲＮＡ４９９差异无统计

学意义（犘＞０．０５），体现出金纳米分子信标检测 ｍｉＲＮＡｓ高

特异度和灵敏度。

近年来，有研究发现ｍｉＲＮＡｓ在循环血液中表达，并在血

浆和血清中有良好的稳定性。循环 ｍｉＲＮＡｓ的水平和活性变

化参与心血管疾病的病理过程，在检测中具有独特优势，在心

血管疾病的诊断及治疗中具有非常重要的意义。本文结果显

示 ＡＭＩ组 ｍｉＲＮＡ２１、ｍｉＲＮＡ１３３、ｍｉＲＮＡ１９９、ｍｉＲＮＡ２０８

和ｍｉＲＮＡ４９９表达上调，与对照组比较差异均有统计学意义

（犘＜０．００１）；而在原发性高血压并发心肌缺血组的研究显示

ｍｉＲＮＡ２１、ｍｉＲＮＡ１３３、ｍｉＲＮＡ１９９、ｍｉＲＮＡ１表达上调，笔

者认为以上两组ｍｉＲＮＡｓ的差异表达与患病严重性和病程发

展有密切相关。

Ｗａｎｇ等
［１０］和Ｃｏｒｓｔｅｎ等

［１１］研究发现 ＡＭＩ患者中 ｍｉＲ

ＮＡ２０８、ｍｉＲＮＡ４９９急剧升高，其两种 ｍｉＲＮＡｓ的表达水平

均与ＩｎＩ相关，证实两种 ｍｉＲＮＡｓ与心肌细胞损伤有关，同

时，发现 ｍｉＲＮＡ：ｍｉＲＮＡ１、ｍｉＲＮＡ１３３、ｍｉＲＮＡ２１、ｍｉＲＮＡ

１９９在心ＡＭＩ患者血清中较未患病者明显升高。但是，另一

些学者认为ｍｉＲＮＡ２１和 ｍｉＲＮＡ２０８在 ＡＭＩ患者显示为下

调，不能作为心肌损伤标志物［１２１３］。还有研究发现 ｍｉＲＮＡ２１

能在缺血／再灌注诱导的心脏损伤上起保护作用，并且发现用

热休克或预适应诱导上调的 ｍｉＲＮＡｓ包括 ｍｉＲＮＡ２１能明显

缩小心肌梗死面积［１４］，成熟 ｍｉＲＮＡ２１的序列在大多数脊椎

动物上具有保守性，在人类和其他脊椎动物的基因组上 ｍｉＲ

ＮＡ２１的基因定位具有差异性，提示了 ｍｉＲＮＡｓ在心脏缺血、

损伤中呈差异表达，其发病机制目前仍然不清楚，有待于今后

进一步地研究和探讨。
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［１０］ＷａｎｇＧＫ，ＺｈｕＪＱ，ＺｈａｎｇＪＴ，ｅｔａｌ．ＣｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｍｉｃｒｏＲＮＡ：ａｎｏ

ｖｅｌｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｉｏｍａｒｋｅｒｆｏｒｅａｒｌｙｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆａｃｕｔｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎ

ｆａｒｃｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｓ［Ｊ］．ＥｕｒｈｅａｒｔＪ，２０１０，３１（６）：１３２３．

［１１］ＣｏｒｓｔｅｎＭＦ，ＤｅｎｎｅｒｔＲ，ＪｏｃｈｅｍｓＳ，ｅｔａｌ．ＣｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｍｉｃｒｏＲＮＡ

２０８ｂａｎｄｍｉｃｒｏＲＮＡ４９９ｒｅｆｌｅｃｔｍｙｏｃａｒｄｉａｌｄａｍａｇｅｉｎｃａｒｄｉｏｖａｓ

ｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＣｉｒｃＣａｒｄｉｏｖａｓｅＧｅｎｅｔ，２０１０，３（６）：４９９５０６．

［１２］ＰａｔｒｉｃｋＤＭ，ＭｏｎｔｇｏｍｅｒｙＲＬ，ＱｉＸ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｅｓｓｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃａｒｄｉ

ａｃｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｏｃｃｕｒｓｉｎｔｈｅａｂｓｅｎｃｅｏｆｍｉｃｒｏＲＮＡ２１ｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｊ

ＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，２０１０，１２０（１１）：３９１２３９１６．

［１３］ＢｏｓｔｊａｎｃｉｃＥ，ＺｉｄａｒＮ，ＳｔａｊｅｒＤ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡｓｍｉＲ１，ｍｉＲ

１３３ａ，ｍｉＲ１３３ｂａｎｄｍｉＲ２０８ａｒｅｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｈｕｍａｎｍｙｏｃａｒ

ｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙ，２０１０，１１５（３）：１６３１６９．

［１４］ＤｕａｎＸ，ＪｉＢ，ＷａｎｇＸＨ，ｅｔａｌ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏＲＮＡ１ａｎｄｍｉ

ｃｒｏＲＮＡ２１ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｔｏｃｏｌｓｏｆｉｓｃｈｅｍｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｉｎａｎｉ

ｓｏｌａｔｅｄｒａｔｈｅａｒｔｍｏｄｅｌ［Ｊ］．Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙ，２０１２，１２２（１）：３６４３．

（收稿日期：２０１２０９１０）

·９８３·国际检验医学杂志２０１３年２月第３４卷第４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．４


