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　　重症肌无力（ｍｙａｓｔｈｅｎｉａｇｒａｖｉｓ，ＭＧ）是一种主要由乙酰

胆碱受体抗体（ａｃｅｔｙｌｅｈｏｌｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｔｉｂｏｄｙ，ＡｃｈＲＡｂ）介

导，补体参与、细胞免疫依赖、针对神经肌肉接头处（ｎｅｕｒｏｍｕｓ

ｃｕｌａｒｊｕｎｅｔｉｏｎ，ＮＭＪ）突触后膜上 ＡＣｈＲ的自身免疫性疾病。

据估计，ＭＧ的年发病率约为每１０万人中有０．２５～２人，多发

于成人，女性多见［１３］。目前对于 ＭＧ发病机制的研究，主要

涉及体液免疫、细胞免疫研究，其具体发病机制尚未完全阐明，

治疗亦缺乏实质有效的手段［４６］。探寻 ＭＧ的发病机制，已成

为从根本上治愈该病的重要前提。ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一

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［７］，亦有研究表明，ｍｉＲ

ＮＡ在免疫应答和疾病发展中发挥着重要的调控作用
［８］；而组

织或血清中的 ｍｉＲＮＡ在不同疾病中具有特定的异常表达与

多种恶性疾病的发生和发展密切相关，且 ｍｉＲＮＡ在血液中有

较高的稳定性和特异性［９１２］，故血清 ｍｉＲＮＡ有望成为新兴的

判定神经免疫疾病 ＭＧ疗效和预后的生物标志物，其与 ｍｉＲ

ＮＡ作用相关的某些分子作用机制的阐明亦将会填补有关神

经免疫系统调节方面的未知领域［１３］，从而有助于建立有效的

ｍｉＲＮＡ新疗法攻克 ＭＧ。

１　ＭｉＲＮＡ的研究概况

ｍｉＲＮＡ是一种长约２２个核苷酸的单链小分子ＲＮＡ，本

身不编码蛋白质，但转录后能够水平调控靶基因表达，调节细

胞功能，属于表观遗传学范畴［１４］。１９９３年，Ｌｅｅ等
［１５１６］对秀丽

隐杆线虫的研究首次发现了ｍｉＲＮＡ，随后又发现在人体中亦

存在ｍｉＲＮＡ，该类分子可与靶基因３′非编码区（３′Ｕｎｔｒａｎｓｌａｔ

ｅｄＲｅｉｏｎ，３′ＵＴＲ）结合，下调靶基因表达水平，亦有研究发现

ｍｉＲＮＡ也可与ｍｉＲＮＡ的５′ＵＴＲ结合调节靶基因的后转录

水平，最终通过这一生物作用来调节细胞的增值、分化与凋亡，

在生物体生长发育的不同阶段发挥不同的生物调节作用［１７］。

近年，ＥｖａｖａｎＲｏｏｉ对ｍｉＲＮＡ的研究的通用模式做一总结，首

先应用 ｍｉＲＮＡ 芯片筛选、深度测序、实时荧光定量聚合酶链

式反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ

ＰＣＲ）ＲＮＡ印迹和原位杂交等技术进行 ｍｉＲＮＡ 表达筛选，其

次应用生物信息分析、ＵＴＲ分析、转录组／蛋白组分析和ｐｕｌｌ

ｄｏｗｎ研究等技术对 ｍｉＲＮＡ 靶基因进行确证；最后应用离体

ｍｉＲＮＡ调节、基因 ｍｉＲＮＡ 调节、在体 ｍｉＲＮＡ 抑制和在体

ｍｉＲＮＡ模拟等技术进行ｍｉＲＮＡ干预研究
［１８］。目前已知的人

ｍｉＲＮＡ达到２１４８个（ＳａｎｇｅｒｍｉＲＢａｓｅ１８．０数据库），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［１９２０］。ｍｉＲＮＡ表达异常会使细胞增殖和分化

失去控制，最终导致疾病的产生。目前对于 ｍｉＲＮＡ的研究还

处于初级阶段，更多潜在的关系疾病的 ｍｉＲＮＡ还有待进一步

研究。

２　血清ｍｉＲＮＡ

２００８年，血清 ｍｉＲＮＡ 首次被 Ｌａｗｒｉｅ等
［２１］证实，亦被

Ｃｈｅｎ等
［２２］通过应用Ｓｏｌｅｘａ高通量测序技术所证实，但通过过

滤和差速离心可证实ｍｉＲＮＡ并非来源于循环血细胞
［２３］，目前

认为循环的ｍｉＲＮＡ可能源于组织损伤后的被动释放，或者源

于成熟的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，进入血液，经内吞作用进入受体细胞

并去包被，释放 ｍｉＲＮＡ发挥生物学作用
［２４２５］。有研究证明，

内源性循环 ｍｉＲＮＡ在血清中非常稳定，经煮沸、高／低ｐＨ、

ＲＮａｓｅ等处理，即使反复冻融８次、室温放置２４ｈ等情况下，

其含量仍保持相对稳定，有效抵抗ＲＮａｓｅ的降解，可能与其结

合形成的蛋白复合体有关［２２２３，２６］。可看出血清 ｍｉＲＮＡ具有

较高的稳定性和特异性，具备作为理想的生物标志物用于临床

检测所需的条件。故而临床上检测外周血中的血清 ｍｉＲＮＡ

就可对某些疾病的诊治、预后做出较早而准确的判定，如

Ｈｕａｎｇ等
［２７］研究显示，血清 ｍｉＲ２９ａ和 ｍｉＲ９２ａ联合检测能

灵敏而特异的有效诊断进展期结直肠腺瘤，Ｌｏｄｅｓ等
［２８］采用高

通量微阵列芯片分析５种实体瘤患者血清 ｍｉＲＮＡ表达谱，发

现可通过血清ｍｉＲＮＡ表达谱区分不同的实体瘤，Ｈｕ等
［２９］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，用ｑＰＣＲ对筛选出的患者血清 ｍｉＲＮＡ进

行了验证，确定与患者预后有关的血清 ｍｉＲＮＡ表达谱，得出

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，联合检测特定的血清 ｍｉＲＮＡ比单一检测灵

敏度、特异性更高。由此可以看出，将检测外周血清 ｍｉＲＮＡ

运用到临床研究中意义重大。

３　血清ｍｉＲＮＡ与神经免疫性疾病 ＭＧ研究

ＭＧ是一种Ｔ细胞依赖，以乙酰胆碱受体抗体（ＡｃｈＲＡｂ）

为主要自身抗体的自身免疫性疾病，其发病机制复杂。目前认

为Ｔ淋巴细胞免疫异常在 ＭＧ的发病机制中占有重要作

用［３０］，然而关于 ＭＧ的具体发病机制目前尚未明确，治疗亦处

于瓶颈；作为自身免疫性疾病，ＭＧ的免疫应答中多个环节都

有ｍｉＲＮＡ的参与，Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ等
［３１］发现小鼠体内 ｍｉＲ２１５５被

敲除后可出现与人自身免疫性疾病临床表现类似的性状。因

此，可推测，ｍｉＲＮＡ表达和功能异常会导致机体免疫系统稳态

发生变化，从而发生 ＭＧ这一系列自身免疫性疾病。目前针
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对ｍｉＲＮＡ的研究，在肿瘤领域研究得较为深入，而在自身免

疫性疾病 ＭＧ研究领域，报道尚少，Ｊｉａｎｇ等
［３２］利用分子生物

学方法研究 ＭＧ患者外周血清ｍｉＲＮＡ发现，与健康对照组相

比，ＭＧ患者ｌｅｔ７家族外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）明显减少，

诱导的ＩＬ１０水平与ｌｅｔ７ｃ中的水平呈负相关，揭示出ｍｉＲＮＡ

的异常表达／调节可能与 ＭＧ 的发病机制密切相关；Ｃｈｅｎｇ

等［３３］首次通过 ＭＧ患者外周血清ｍｉＲＮＡ发现其ｍｉＲ３２０ａ的

显着下调，下调的ｍｉＲ３２０ａ通过促进ＣＯＸ２的表达诱导促炎

细胞因子的过度表达，验证了 ＭＧ患者的促炎性细胞因子为

过度表达。故而，基于血清ｍｉＲＮＡ，可深入探索 ＭＧ的发病机

制，尽早明确其病机，为寻求更为有效的 ＭＧ治疗方法奠定基

础。特此，笔者认为可按照以下图示思路进行血清 ｍｉＲＮＡ与

神经免疫性疾病 ＭＧ研究。

４　总结与展望

ｍｉＲＮＡ可游离于细胞外，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，目前已在肿瘤诊断、预后评

估中显示了其独特的应用价值，但运用在神经免疫性疾病 ＭＧ

的研究很少，鉴于 ＭＧ独特的免疫机制，运用血清 ｍｉＲＮＡ作

为生物标志物进行临床研究，探索 ＭＧ的发病机制无疑具有

很大意义；然而运用其到 ＭＧ的研究商属探索阶段，仍存在许

多问题，如：如何避免不同研究者在血清 ｍｉＲＮＡ检测分析过

程中采用的不同的ｍｉＲＮＡ提取、定量及数据处理方法所造成

的研究结果的差异？如何确定最佳的血清 ｍｉＲＮＡ标准化方

法？如何将小样本试验中得到的相关血清 ｍｉＲＮＡ表达谱在

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？如何进一步明确血清 ｍｉＲＮＡ所发挥的生物学和细胞学

功能？以及血清和组织 ｍｉＲＮＡ水平的相关性联系等均需要

进一步去研究；而且目前尚未明确在疾病发生、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；尚未明确药物治疗是否会导

致血清ｍｉＲＮＡ表达谱改变。相信随着这些相关的研究方向

的深入，将有助于加快血清ｍｉＲＮＡ作为神经免疫学生物标志

物在 ＭＧ临床研究转化的进程，为 ＭＧ的病机阐明、寻求有效

的治疗手段提供一种新的思路。
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微流控芯片即时检验技术的应用研究进展

王　韧，王　婷 综述，张蕾蕾 审校

（江苏大学基础医学与医学技术学院，江苏镇江２１２００３）

　　关键词：微流控芯片；　床旁诊断化验信息系统；　血液化学分析

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１３．０３３ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１３１７０９０３

　　微型化和集成化是当今生物化学分析发展的重要方向，而

微流控芯片（Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｃｈｉｐｓ）则是其中的前沿领域之一。该

技术以微机电加工为依托，以微通道网络为结构特征，其目标

是将生化分析等领域中所涉及的取样、预处理、分离、混合、反

应、检测等操作单元部分或全部集成于一块几平方厘米大小的

芯片上，通过对芯片微通道网络内微流体的操控实现常规生化

实验室的各种功能，故又被称为芯片实验室（Ｌａｂｏｎａｃｈｉｐ）。

微流控芯片在样品分析方面具有快速、高通量和低消耗的特

点，同时兼具操作灵活和便携化的优势，使其在检验医学方面

展现出巨大的发展潜力和应用价值［１２］。尤其在即时检验

（Ｐｏｉｎｔｏｆｃａｒｅｔｅｓｔｉｎｇ，ＰＯＣＴ）领域，已成为其重要发方向，受到

世界范围内的普遍关注［３４］。本文从微流控芯片ＰＯＣＴ的特

点出发，对其近年来的应用研究现状进行了介绍，并就其今后

发展和应用中可能存在的问题作了一定分析展望，以期能够为

其他研究者提供参考和借鉴。

１　微流控芯片ＰＯＣＴ概况

ＰＯＣＴ是现代医学检验发展的一种新模式，美国国家临床

生化科学院将其定义为“在接近患者治疗处，由未接受临床实

验室学科训练的临床人员或者患者（自我检测）进行的临床检

验。ＰＯＣＴ是在传统或中心实验室以外进行的一切检验”。笼

统地说，ＰＯＣＴ是指在中心实验室之外，靠近检测对象，并能及

时报告结果的一个可移动的微型检测系统。ＰＯＣＴ在提高医

学诊断效率和改进诊断结果方面具有明显的优势，使其在诞生

之初就成功应用于 ＨＩＶ（艾滋病）和血糖检测领域，并陆续在

其他检验和疾病诊断方面得到广泛应用［５］。

微流控芯片固有的快速、灵敏特点和取代常规生化实验室

的潜力使其成为实现ＰＯＣＴ的理想载体，并已公认为ＰＯＣＴ

发展的重要方向［６７］，在包括临床分析（血气分析、葡萄糖／乳酸

分析等）、ＤＮＡ分析（包括核酸序列分析）、蛋白质组学分析（蛋

白质和肽）、综合分析、免疫测定、毒性检测和法医鉴定等一系

列生化分析领域具有广阔的应用前景。微流控芯片ＰＯＣＴ装

置在尺寸规模和检测灵活性方面与中心实验室相比有着明显

优势，检测设备投入和样品／试剂消耗大幅减小，并且更加快

速、简便和经济，尤其适用于缺少昂贵大型检测设备的发展中

国家和偏远地区［８９］。

２　微流控芯片ＰＯＣＴ的应用研究现状

微流控芯片ＰＯＣＴ继承了微流控技术的诸多特征，其研

究覆盖生物工程、微机电、材料、化学和物理等众多学科。在免

疫测定方面，微流控芯片ＰＯＣＴ的研究主要集中于病原检测

（细菌、病毒、寄生虫等）和分子诊断（寡核苷酸）等方面［１０］；同

时，血液分析［１１１３］、核酸提取［１４１５］、细胞分析［１６］等领域的研究

也不断涌现。各部分研究既有所独立、又相互交融，共同推动

着微流控芯片ＰＯＣＴ技术的发展。

以现代生命科学和医学研究领域的核酸提取为例，微流控

芯片ＰＯＣＴ在其研究过程中表现出独特的魅力。传统技术在

对细胞ＤＮＡ提取方面相当费时，操作过程中用到的有毒试剂

还会给测试结果带来不利影响。而借助微流控芯片从生物样

品细胞内提取和隔离核酸则为基因分析带来了革命，并成为当

前ＤＮＡ检测分析的重要步骤。Ｗｏｌｆｅ等
［１７］利用微流控芯片，

通过固相萃取（ＳＰＥ）方法从细胞溶解物中获得核酸，该方法主

要包括三个步骤：（１）在离液盐环境下ＤＮＡ的吸附；（２）通过

酒精水溶液清除杂质；（３）对少量含有吸附ＤＮＡ缓冲液的洗

脱处理。由于ＳＰＥ依赖于ＤＮＡ和固相载体（通常为二氧化硅

或功能磁性微粒）之间的结合性能［１８１９］，增强芯片材料和核酸

之间的亲和性曾引起大家的关注［１４，２０］，但由于其对ｐＨ值、温

度和缓冲液成分极为敏感，使分析过程中难以保留完整的

ＤＮＡ，易造成部分片段的缺失。同时，除ＤＮＡ之外的其他细

胞溶解物还可能对期望的结合反应造成阻碍（例如细胞溶解物

中带负电荷的蛋白会通过与芯片表面正电荷之间的相互作用

削弱提取效率），致使目前的提取效率普遍停留在６０％～９０％
［２１］，因此需开发新技术以弥补其不足。

最近，Ｂｅｎíｔｅｚ等
［２２］借助ＰＤＭＳ微流控芯片在单细胞水平

上对人体染色体ＤＮＡ进行了提取、纯化和拉长处理。该方法

与借助核酸与功能表面间生化和静电相互作用的传统方法不

同，人体细胞在微通道内被大量无规则排列的微柱捕获后，通

过细胞溶解处理使ＤＮＡ链缠绕拉伸固定于微柱间，即可获得

１００％的完整基因组 ＤＮＡ，然后可对 ＤＮＡ 进行下游和离片

（ｏｆｆｃｈｉｐ）分析。该技术使从少量细胞和单细胞中隔离和分析

完整基因组ＤＮＡ能为可能，将为ＤＮＡ测序和基因分析提供

新的途径。
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