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谱的系列改变而改变。随着分子生物学技术的高速发展，越来

越多的研究表明循环 ｍｉＲＮＡ在２型糖尿病的发病机制及微

血管损伤机制中扮演了重要的角色。

１　循环ｍｉＲＮＡ的介绍

１．１　循环ｍｉＲＮＡ的来源　所有的研究资料都证实 ｍｉＲＮＡ

存在于细胞中并调节该细胞内的活动。然而，近５年的研究证

实ｍｉＲＮＡ不仅在细胞内，而且存在细胞外，包括各种体液，例

如血清、唾液、鼻分泌物等［１７］。这一现象提出了关于这种细胞

外ｍｉＲＮＡ的生物学功能的问题。它们或是包裹在小囊泡（例

如胞外体、类似胞外体的囊泡、微粒子、凋亡小体）中，或是包裹

在高密度脂蛋白和ＲＮＡ结合蛋白（Ａｒｇｏｎａｕｔｅ２和核仁磷酸蛋

白１）中。后来研究发现，细胞外ｍｉＲＮＡ可能作为死亡细胞的

副产物，由于处在蛋白复合物中而稳定存在。

细胞内的ｍｉＲＮＡ主要通过两种途径进入循环系统：一种

是从破裂细胞被动渗漏，正常情况下胞内 ｍｉＲＮＡ不直接渗漏

到循环系统，但在组织损伤、细胞凋亡及坏死等情况下，ｍｉＲ

ＮＡ就可以从细胞进入血液；另一种是源自细胞的微囊泡主动

分泌，胞外体是直径为５０～１５０ｎｍ的膜性囊泡，来自于胞内体

系统，在正常和病理条件下，胞外体从变形和诱导的细胞释放

出来［８］。胞内体系统由相互联系的初级胞吞作用的囊泡、早期

胞内体、再循环胞内体、后期胞内体和溶酶体组成［９］。胞内体

膜向内出牙导致腔内小囊泡的集聚，这些后期的胞内体被称作

为多囊泡胞内体（ＭＶＢｓ），通过释放到细胞外的囊泡，细胞之

间能够相互联系。释放到细胞外的囊泡诸如胞外体、微囊泡和

类胞外体的囊泡已经被证实。微囊泡来源于细胞膜的直接出

芽，然而胞外体形式来自于多囊泡的胞内体。它们能够与产生

胞外体的细胞膜融合，或者能直接到溶酶体处进行降解。类似

的囊泡可能在其他产生类胞外体的囊泡细胞器形成。通过配

体／受体的相互作用，它们能被结合到来自于细胞外环境的其

他细胞，或者通过整联蛋白和细胞黏附分子，或者通过内吞作

用而依附和融合到其它细胞上［７］。

微囊泡的表面带有特异性的受体／配体，因此有选择的输

送具有生物活性的脂质、ｍＲＮＡ和蛋白质进入靶细胞，从而调

控细胞内相应基因的表达。说明微囊泡可能是运载循环 ｍｉＲ

ＮＡ的主要载体，在细胞内ｍｉＲＮＡ先被装入分泌囊泡中，然后

伴随囊泡的分泌进入血液循环［１０］。

１．２　循环ｍｉＲＮＡ的稳定性　血清或血浆中存在大量的外切

酶，无修饰的ｍｉＲＮＡ在血浆中很快被降解，而循环 ｍｉＲＮＡ却

相对稳定，具有较强的对抗核糖核酸酶的能力，原因为如上所

诉，循环ｍｉＲＮＡ存在于细胞脱落的微囊泡内部，避免了核糖

核酸酶的直接作用［７］。不同细胞类型所分泌的细胞外囊泡的

多样性和利用目前分离和鉴定程序不容易区分导致了它们命

名的困惑［１１］。所谓胞外体，所有囊泡直径均小于或等于１５０

ｎｍ，来源于 ＭＶＢｓ。微粒子（脱落囊泡／ｓｈｅｄｄｉｎｇｖｅｓｉｃｌｅｓ）直径

小于或等于１μｍ，来源于细胞质膜。类胞外体的囊泡直径在

２０～５０ｎｍ，来源于 ＭＶＢｓ
［７］。另一个重要的原因是在细胞外

存在的ｍｉＲＮＡ被蛋白或脂蛋白包装，以非囊泡的 ｍｉＲＮＡ蛋

白或脂蛋白复合物存在，也能被复合物保护而免遭核糖核酸酶

的降解；有文献报道约９０％循环 ｍｉＲＮＡ被蛋白包装，约１０％

的循环ｍｉＲＮＡ存在于微囊泡
［１２］。

　　Ｃｈｅｎ等
［１３］对血清中 ｍｉＲＮＡ的稳定性进行了详细的研

究，他们用包括煮沸等各种极端条件处理血清标本，用定量逆

转录聚合酶链反应检测其中 ｍｉＲＮＡ，发现处理的样本与没有

处理的血清样品结果无统计学差异。血清 ｍｉＲＮＡ能比大分

子ＲＮＡ抗多次冻融循环。此外，血清 ｍｉＲＮＡ在ｐＨ＝１或

ｐＨ＝１３的溶液中处理３ｈ后仍稳定。

２　循环ｍｉＲＮＡ的检测

检测血中ｍｉＲＮＡ的技术发展迅速，主要方法有：基因芯

片技术、高通量测序技术、荧光定量ＰＣＲ技术、Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ

技术和表达文库克隆技术。目前主要的技术还是采用荧光定

量ＰＣＲ技术，该方法简便、快速，重现性好
［１４１６］。高通量测序

可以发现新的ｍｉＲＮＡ，但是价格昂贵，还需要大量样品来获得

ＲＮＡ；而基因芯片的方法其准确性和重复性稍差，只适合疾病

的初筛。传统的Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ技术灵敏度低且操作繁琐，不

适于大量检测［１３］。

循环ｍｉＲＮＡ谱的检测流程一般如下：（１）血液样品的收

集；（２）血清／血浆ｍｉＲＮＡ的抽提；（３）基因芯片技术分析与对

照样品差异表达的循环 ｍｉＲＮＡ；（４）用荧光定量ＰＣＲ技术在

大量样本中验证候选 ｍｉＲＮＡ的变化趋势是否一致及差异是

否显著；（５）统计学分析。还有学者分析疾病候选循环 ｍｉＲＮＡ

的指纹图谱在诊断某一疾病的特异性、敏感度、诊断正确率

等［１４１６］。

３　循环ｍｉＲＮＡ在２型糖尿病中的研究进展

２型糖尿病的两个重要特征是胰岛素抵抗和胰腺Ｂ细胞

不能恰当地分泌胰岛素来降低血中的葡萄糖水平［１７］。胰岛素

抵抗是２型糖尿病的一个标志，并且与代谢和心血管系列疾病

相关，主要表现为葡萄糖耐受不良，血管内皮功能障碍［１８］。近

来的研究证实，来自于特定组织的循环 ｍｉＲＮＡ能在几种体液

中检测到，每一个ｍｉＲＮＡ的表达是特异性的，并且 ｍｉＲＮＡ的

特异表达谱是与一系列疾病相关的，它们包括一些肿瘤，肝脏、

心脏、肾脏和自身免疫性疾病等。如果循环 ｍｉＲＮＡ的表达谱

与特异的条件强烈相关的话，这些循环 ｍｉＲＮＡ的表达谱就可

能充当诊断或监测这类疾病的生物标记［１９２０］。近期研究表明

循环ｍｉＲＮＡ已逐步在２型糖尿病研究中成为热点
［２１］。

３．１　细胞外循环ｍｉＲＮＡ能调节血管内皮细胞　２型糖尿病

的特征是代谢异常，这些异常通过减弱内皮细胞介导的血管收

缩功能，增强内皮细胞凋亡，刺激内皮细胞活化和内皮细胞单

核细胞的黏附，促进动脉粥样硬化和抑制屏障功能对内皮细胞

功能发挥致病的影响［１７］。高糖血症诱导的血管性炎症加强单

核细胞内皮细胞的相互作用是糖尿病性动脉粥样硬化致病机

制的关键事件［２２］。近来已经证实：培养的单核细胞系（ＴＨＰ

１）可以选择性地包装ｍｉＲＮＡ成为胞外体或成为微粒子（ＭＰ）

以应对外界的刺激，并且它们可以作为旁分泌信号［２３２６］。来

源于内皮细胞的凋亡小体含有 ｍｉＲＮＡｓ（例如 ｍｉＲ１２６），是能

传递旁分泌报警信号到感受性的血管细胞，从而触发了趋化因

子ＣＸＣＬ１２的生产和内皮祖细胞的聚集
［１１］。

３．２　循环ｍｉＲＮＡ结合高密度脂蛋白（ＨＤＬ）参与了细胞间的

通讯　除了与细胞外小囊泡的联系外，在血浆中的脂蛋白上发

现ｍｉＲＮＡ能与特异性脂类形成稳定的复合物（比如卵磷脂）。

例如，在人类血浆中，内源性的ｍｉＲＮＡ被发现与 ＨＤＬ结合在

一起［２７］。在健康个体中，约３０％的血液中胆固醇是由 ＨＤＬ

所运输的，通过一个称为反向胆固醇运输系统转运，ＨＤＬ在胆

固醇从外周组织转运到肝脏是十分重要的，高浓度的 ＨＤＬ对

２型糖尿病相关的心血管并发症具有保护作用
［２８］。ＨＤＬ能运

输ＲＮＡ，但不能运输胞外体，ＨＤＬ仅能结合小的ＲＮＡｓ并且

是缺乏长链的信使 ＲＮＡ，而且人类血浆中来源于 ＨＤＬ的

ｍｉＲＮＡ表达谱在内容上、丰度上和分类上是明显不同于来自

于胞外体的ｍｉＲＮＡ表达谱
［２７］。
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３．３　环ｍｉＲＮＡ可作为诊断２型糖尿病和相关疾病的生物学

标记物　细胞外ｍｉＲＮＡ具有明确的生理学功能，其功能会随

着小囊泡的起源和它们的细胞来源而变化，具体功能包括调节

免疫功能，细胞迁移、细胞分化和其它类型的细胞间的联系。

细胞外ｍｉＲＮＡ来自于各种体液的微囊泡中，能够作为用于疾

病检测和分类的一个新型生物标记物。事实上，所有的胰岛素

敏感组织释放包裹的 ｍｉＲＮＡ，体液的 ｍｉＲＮＡ均能够提供２

型糖尿病患者代谢谱［２９］。然而，文献综述表明，虽然有许多述

评建议患者分类使用 ｍｉＲＮＡ，事实上只有非常少的研究显示

相关数据。此外，这些研究多是基于全血 ｍｉＲＮＡ表达谱分

析，它包括了来自所有细胞外囊泡和游离的 ｍｉＲＮＡ。不同的

颗粒表达具有不同生理功能的 ｍｉＲＮＡ模式，把液体细化并且

分开评价液体ｍｉＲＮＡ表达谱中的每一个部分，确定哪些可能

被隐藏在整个ｍｉＲＮＡ表达谱中特异及相关的ｍｉＲＮＡ。

在２型糖尿病领域，目前有一些与病理有关的 ｍｉＲＮＡ研

究。第一个用血液 ｍｉＲＮＡ表达谱对２型糖尿病进行分类的

研究出现在２００８年，Ｃｈｅｎ等
［１３］运用Ｓｏｌｅｘａ测序技术表明，相

对于健康人群，罹患２型糖尿病的患者有一个显著血清 ｍｉＲ

ＮＡ表达谱的改变，且发现２型糖尿病患者和肺癌患者甚至共

享了２３个在健康个体血清中没有检测到的血清 ｍｉＲＮＡ族，

研究人员推测这２３个ｍｉＲＮＡ可能反映一个通常被各种疾病

共享的炎性反应；此外，他们发现在反映糖尿病健康状况时，血

清ｍｉＲＮＡ比血细胞ｍｉＲＮＡ更敏感。在２０１１年，三个实验证

实２型糖尿病患者的血清中有一些 ｍｉＲＮＡ水平上发生了改

变，且几乎没有重叠部分。Ｋｏｎｇ等
［３０］对５６个无并发肥胖和

心脏病的２型糖尿患者进行７个候选血清 ｍｉＲＮＡ（ｍｉＲ９，

ｍｉＲ２９ａ，ｍｉＲ３０ｄ，ｍｉＲ３４ａ，ｍｉＲ１２４ａ，ｍｉＲ１４６ａ和 ｍｉＲ３７５）

表达谱分析时发现，初发的２型糖尿病患者７个候选 ｍｉＲＮＡ

水平均比糖耐量正常的２型糖尿病易感人群的水平高，各

ｍｉＲＮＡ中，ｍｉＲ３４ａ在两组间的表达水平差异最大。同年有

学者证实２型糖尿病患者血清中存在特异的 ｍｉＲＮＡ指纹图

谱，这些患者还同时罹患动脉粥样硬化［３１］。还有实验研究证

实，在２型糖尿病症状出现之前，也就是在糖耐量异常阶段，部

分ｍｉＲＮＡ已经出现改变了。Ｋｏｎｇ等
［３０］在糖耐量异常患者的

血清中发现：７个 ｍｉＲＮＡ的表达模式更接近糖耐量正常的２

型糖尿病易感组。在与初发２型糖尿病组比较中，５个 ｍｉＲ

ＮＡ（ｍｉＲ９，ｍｉＲ２９ａ，ｍｉＲ３４ａ，ｍｉＲ１４６ａ和ｍｉＲ３７５）表达谱水

平显著降低。Ｚａｍｐａｔａｋｉ等
［３１］证实，相对于对照组，在糖尿病

症状未出现之前组，其 ｍｉＲ１５ａ，ｍｉＲ２９ｂ，ｍｉＲ１２６和 ｍｉＲ２２３

在基线水平是显著性降低的，而 ｍｉＲ２８５ｐ是显著性升高的。

据梁国威等［３２］报道，糖尿病患者血清中的ｍｉＲ２９ａ和ｍｉＲ３７５

表达量皆显著高于对照组。血清中 ｍｉＲ２９ａ和 ｍｉＲ３７５的表

达量与空腹血糖（ＦＰＧ）、２ｈ血糖和糖化血红蛋白皆呈显著正

相关（犘＜０．０５），与血脂各指标无显著相关性（犘＞０．０５），血清

ｍｉＲ２９ａ和ｍｉＲ３７５表达量间呈显著正相关（犘＜０．０５）。

在Ｋａｒｏｌｉｎａ等
［３３］有关肥胖和２型糖尿病的研究中，证实

有３３个细胞外ｍｉＲＮＡ下调，４９个细胞外 ｍｉＲＮＡ上调；Ｚａｍ

ｐａｔａｋｉ等
［３１］证实有１２个细胞外 ｍｉＲＮＡ 下调，一个细胞外

ｍｉＲＮＡ上调，另外还有１４个细胞外 ｍｉＲＮＡ 的表达趋势

不清。

４　小　　结

ｍｉＲＮＡ是动物发育和代谢平衡等方面的重要调节者，最

近研究证实ｍｉＲＮＡ作为哺乳动物细胞通讯的重要伙伴而出

现，包装成微粒子、胞外体或高密度脂蛋白，与凋亡小体结合在

一起。这些ｍｉＲＮＡ代表了一种新的机制的发现，通过这种机

制，供体细胞能够影响受体细胞中基因的表达。然而，无论是

细胞内负责管理这些小囊泡的分子机制，还是 ｍｉＲＮＡ作为特

定人群的分类规则，都没有很好地被理解。此外，细胞外 ｍｉＲ

ＮＡ在糖尿病的发展中真正作用也需要通过研究它们在胰岛

素敏感组织细胞通信的作用来确定。循环 ｍｉＲＮＡ是通过膜

结构的小囊泡或者是通过与ＲＮＡ结合蛋白结合在一起而受

到保护，所以在体液中非常稳定，因此人们推测循环 ｍｉＲＮＡ

能够作为一类新的生物标志物。鉴于这一领域的新颖性和对

其他疾病的重要意义，为了更好探索循环 ｍｉＲＮＡ在２型糖尿

病发展中的作用，进一步的研究显得尤为重要和迫切［１７］。
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·综　　述·

结核分枝杆菌Ｌ型生物学特性及其感染现状


苏汉珍１综述，韦善求２审校

（１．广西南宁市第四人民医院检验科，广西南宁５３００２３；２．广西艾滋病临床检验中心，广西南宁５３００２３）

　　关键词：结核分枝杆菌；　感染；　生物学特性
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　　结核分枝杆菌Ｌ型（ＭＴＢＬ）即结核分枝杆菌（ＭＴＢ）细胞

壁缺陷型。近年研究发现，耐多药肺结核（ＭＤＲＴＢ）较初治无

耐药肺结核 ＭＴＢＬ培养阳性率显著增高，并随着耐药种类的

增多而增高［１］。ＭＴＢＬ感染者结核病复发率显著高于细菌型

结核感染者［２３］。由于不规范的抗结核治疗导致耐药及 ＭＤＲ

ＴＢ的产生与传播是造成全球结核病严峻形式的主要原因，特

别是广泛耐多药结核分枝杆菌（ＸＤＲＴＢ）的出现使得结核病

的防控更加棘手［４］。因此，加强对 ＭＴＢＬ感染的认识，普及

ＭＴＢＬ检测对预防和控制结核病蔓延及科学评价结核病防治

效果具有重要意义。

１　生物学特性

１．１　形态学特性　ＭＴＢＬ由于细胞壁缺陷，在分裂时不能按

时断裂，细胞壁部分缺失时菌体通常呈丝形体、棒状或小圆球

体，完全缺失时菌体呈较大体积的圆球体形态，直径通常为５～

２０μｍ，可在普通光学显微镜的高倍镜下观察。圆球体具有可

塑性，加压下可透过０．２２μｍ孔径的滤菌器。还有一些直径为

０．１μｍ的微小Ｌ型细胞或原生质体需借助电子显微镜才能观

察到，是造成细菌学常规方法检测或一般Ｌ型检测漏诊的常

见因素。ＭＴＢＬ细胞壁部分缺失时抗酸染色可呈红色、紫色

或淡红色，完全缺失时则通常抗酸染色阴性，细胞壁染色整个

菌体浓染呈紫色。

１．２　生长特性　ＭＴＢＬ一般需用高渗培养基分离，对营养要

求较苛刻，需要蛋白胨、血清、氨基酸、蔗糖、琼脂、无机盐等，最

适ｐＨ为５．０～９．０，５％～１０％ＣＯ２ 有利于生长。ＭＴＢＬ在

９２３ＴＢＬ液体培养基中１～２周即可见颗粒生长，黏附于管壁

或沉于管底，不形成菌膜，液体澄清或微混；在改良ＴＳＡＬ培

养基平板上培养１～５周，一般先出现颗粒状幼小菌落，由十几

个到数十个球状体组成，随着时间延长，典型“油煎蛋”状菌落
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