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血浆ｍｉｃｒｏＲＮＡ实时荧光定量ＰＣＲ检测方法的建立

李　静，谭彩虹△

（湖北文理学院医学院附属谷城县人民医院检验科，湖北襄阳４４１７００）

　　摘　要：目的　建立特异、稳定且可靠的血浆ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡｓ）实时荧光定量ＰＣＲ技术。方法　收集１０例健康人血浆

标本，采用ｍｉｒＶａｎａＴＭＰＡＲＩＳｋｉｔ试剂盒法提取血浆ｍｉＲＮＡｓ，以ｍｉＲＮＡ特异的茎环引物引导逆转录，通过ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ实时荧

光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）对外参照ｃｅｌｍｉＲ３９、ｃｅｌｍｉＲ２３８及血浆ｍｉＲ３４２３ｐ进行检测。结果　健康人血浆ｍｉＲ３４２３ｐ及外

参ｃｅｌｍｉＲ３９、ｃｅｌｍｉＲ２３８可以实现特异性扩增及定量。溶解曲线显示１０例健康人血浆标本中ｃｅｌｍｉＲ３９、ｃｅｌｍｉＲ２３８和 ｍｉＲ

３４２３ｐ扩增产物分别在８１．４４、８１．６２、８２．７１℃时出现单一峰，无引物二聚体峰和其他非特异峰出现。血浆ｍｉＲ３４２３ｐ批内批间

重复性实验的标准差在０．１３～０．２０之间、变异系数（犆犞）在０．４２％ ～０．６６％之间，显示该方法重复性较好。以ｃｅｌｍｉＲ３９、ｃｅｌ

ｍｉＲ２３８作为外参照，同一血浆标本ｍｉＲ３４２３ｐ的５次检测结果△Ｃｔ的标准差为０．２２、犆犞为１．６８％，说明ｃｅｌｍｉＲ３９、ｃｅｌｍｉＲ

２３８可作为血浆ｍｉＲＮＡｓ实时荧光定量ＰＣＲ检测的稳定外参。结论　实时荧光定量ＰＣＲ技术可作为研究血浆ｍｉＲＮＡｓ较好的

技术平台。
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　　 ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）是一类长约１９～２３个核苷酸的内

源性非编码单链ＲＮＡ分子
［１］。过去一直认为 ｍｉＲＮＡｓ可能

被细胞外大量存在的ＲＮＡ酶所降解，初期研究主要针对细胞

内ｍｉＲＮＡｓ。２００８年，中国学者张辰宇教授课题组以及美国

ＦｒｅｄＨｕｔｃｈｉｎｓｏｎ肿瘤研究中心几乎同时报道ｍｉＲＮＡｓ可稳定

存在于血清／血浆中，并可作为肿瘤或其他疾病潜在的生物标

志物［２３］。血清／血浆中 ｍｉＲＮＡｓ的丰度较细胞中低，常规的

Ｔｒｉｚｏｌ法难以提取到较高浓度的ＲＮＡ。血清／血浆中缺乏稳

定的内参，这是血浆 ｍｉＲＮＡｓ定量的又一大挑战。本研究旨

在建立一种试剂盒提取ＲＮＡ，以ｃｅｌｍｉＲ３９和ｃｅｌｍｉＲ２３８为

外参照的血浆 ｍｉＲＮＡｓ定量检测方法，为研究疾病相关循环

ｍｉＲＮＡｓ奠定技术平台。

１　资料与方法

１．１　一般资料　采集１０例谷城县人民医院健康体检者空腹

静脉血２ｍＬ，以ＥＤＴＡＫ２ 抗凝，９６０ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，将上

清液移至１．５ｍＬｆｒｅｅＲＮａｓｅ的Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，４℃１６０００

ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，进一步去除残留的血细胞，血浆置于８０℃

保存。

１．２　仪器与试剂　７５００型荧光定量 ＰＣＲ仪（美国 ＡＢＩ公

司），梯度ＰＣＲ仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司），核酸／蛋白定量仪Ｂｉｏ

ｍａｔｅ３（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司），高速冷冻离心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

公司），ｍｉｒＶａｎａＴＭＰＡＲＩＳｋｉｔ血浆ｍｉＲＮＡ提取试剂盒（美国

Ａｍｂｉｏｎ公司），反转录试剂（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司），ｑＲＴＰＣＲ试

剂盒（日本ＴａＫａＲａ公司），ｍｉＲＮＡｓ引物（中国ＲｉｂｏＢｉｏ公司）。

人工合成ｃｅｌｍｉＲ３９、ｃｅｌｍｉＲ２３８标准品（中国 ＲｉｂｏＢｉｏ 公

司）。
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１．３　血浆ＲＮＡ的提取　２００μＬ血浆加入变性溶液混匀，冰

浴５ｍｉｎ，分别加入１０μＬ２５ｆｍｏｌ／μＬ的外参ｃｅｌｍｉＲ３９和

ｃｅｌｍｉＲ２３８（终浓度为０．６１ｆｍｏｌ／μＬ），加入４００μＬ氯仿混匀

冰浴５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ低温离心１０ｍｉｎ，吸取２００μＬ上清

液放过滤柱，加入２５０μＬ１００％乙醇１００００ｒ／ｍｉｎ，低温离心１

ｍｉｎ。弃废液，加入７００μＬｗａｓｈｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎ１，１００００ｒ／ｍｉｎ低

温离心１ｍｉｎ。弃废液，加入５００μＬｗａｓｈｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎ２／３，１０

０００ｒ／ｍｉｎ低温离心１ｍｉｎ。重复１遍，弃废液加入１００μＬ９５

℃预热的ＲＮａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ，１００００ｒ／ｍｉｎ低温离心１ｍｉｎ，弃

去过滤柱，ＲＮＡ溶液置冰上备用。

１．４　ＲＮＡ纯度及浓度测定　参照核酸／蛋白定量仪Ｂｉｏｍａｔｅ

３操作手册测定试剂盒抽提的ＲＮＡ纯度和浓度，其中纯度以

ＯＤ２６０／２８０表示，浓度按ＯＤ２６０／２８０×４０ｎｇ／μＬ计算。

１．５　荧光定量 ＲＴＰＣＲ　血浆ＲＮＡ逆转录体系为５０μＬ，包

括ＲＮａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ１５μＬ，ＲＮＡ溶液１５μＬ，ｍｉＲＮＡ特异性

逆转录引物４μＬ，５×Ｂｕｆｉｅｒ１０μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ４μＬ，Ｍ

ＭＬＶＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ１μＬ，ＲＮａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１μＬ，反应

参数：４２℃６０ｍｉｎ，７０℃１０ｍｉｎ，－４℃ ＋∞，ｃＤＮＡ置－２０

℃备用。ＰＣＲ 体系为２０μＬ，包括 ＲＮａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ５μＬ，

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ９μＬ，ｍｉＲＮＡ特异性前向引物２μＬ，ｍｉＲＮＡ后

向通用引物２μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，循环参数设定：９５℃２０ｓ；９５℃

１０ｓ；６０℃３４ｓ；９５℃１５ｓ；６０℃３０ｓ；９５℃１５ｓ，共４０个循

环。以不含ＲＮＡ模板的ＲＮａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ作为阴性对照。每

个样本检测３个复孔，以线虫ｃｅｌｍｉＲ３９、ｃｅｌｍｉＲ２３８为外参

照，以２－△Ｃｔ计算ｍｉＲＮＡ的相对表达量，其中△Ｃｔ＝ＣｔｍｉＲＮＡ－

（ＣｔｃｅｌｍｉＲ３９＋ＣｔｃｅｌｍｉＲ２３８）／２。

１．６　ＲＴｑＰＣＲ重复性试验　因 ｍｉＲ３４２３ｐ在血浆中的丰度

较高，故本实验选取 ｍｉＲ３４２３ｐ进行批内重复及批间重复性

验证。批内重复性：ｍｉｒＶａｎａＴＭＰＡＲＩＳｋｉｔ试剂盒法提取两

份健康人血浆标本ＲＮＡ，经ｍｉＲ３４２３ｐ特异性茎环引物逆转

录成ｃＤＮＡ后，ＲＴｑＰＣＲ同批次进行５个平行孔检测 ｍｉＲ

３４２３ｐ的表达水平，求ｍｉＲ３４２３ｐＣｔ值的平均值、标准差、变

异系数（犆犞）。批间重复性：ｍｉｒＶａｎａＴＭＰＡＲＩＳｋｉｔ试剂盒法

提取两份健康人血浆标本ＲＮＡ，经 ｍｉＲ３４２３ｐ特异性茎环引

物逆转录成ｃＤＮＡ 后，ＲＴｑＰＣＲ检测 ｍｉＲ３４２３ｐ的表达水

平，一周重复检测５次，求 ｍｉＲ３４２３ｐＣｔ值的平均值、标准

差、犆犞。

１．７　ｃｅｌｍｉＲ３９、ｃｅｌｍｉＲ２３８作为外参照的稳定性试验　将

同一血浆标本分为５份，提取血浆ＲＮＡ之前依次加入等量的

人工合成的外参照 ｃｅｌｍｉＲ３９、ｃｅｌｍｉＲ２３８ 标准品，，ＲＴ

ｑＰＣＲ检测ｃｅｌｍｉＲ３９、ｃｅｌｍｉＲ２３８及 ｍｉＲ３４２３ｐ的水平，求

△Ｃｔ的平均值、标准差、犆犞。

１．８　统计学处理　数据使用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行统计分

析。样本Ｃｔ值用狓±狊表示，样本Ｃｔ值的批内、批间检测的变

异程度由犆犞公式［犆犞＝（犛犇／Ｘ）１００％ ］进行评价。

２　结　　果

２．１　ＲＮＡ提取液纯度及浓度鉴定　利用核酸／蛋白定量仪

Ｂｉｏｍａｔｅ３测定试剂盒法提取的１０份健康人血浆ＲＮＡ提取液

纯度及浓度，从表１可知，试剂盒抽提血浆 ＲＮＡ的纯度可达

１．３０～１．９９，浓度可达５２．００～７９．６０ｎｇ／μｌ，表明试剂盒法可

以获得较高纯度和浓度的ＲＮＡ溶液，尽管核酸的ＯＤ２６０／２８０

在１．８～２．０之间为理想比值，但是血浆ＲＮＡ丰度低和种类

少的特点决定了血浆ＲＮＡ抽提液的纯度和浓度不可能达到

细胞ＲＮＡ抽提液的标准。后续试验也进一步证实了表１中

的ＲＮＡ足可以满足ｍｉＲＮＡｓ荧光定量ＲＣＲ的要求。

表１　　血浆ＲＮＡ提取液纯度及浓度鉴定

ＲＮＡ样本编号 ＯＤ２６０／２８０比 浓度（ｎｇ／μＬ）

１ １．３８ ５５．２０

２ １．９９ ７９．６０

３ １．７５ ７０．００

４ １．７３ ６９．２０

５ １．３０ ５２．００

６ １．４９ ５９．６０

７ １．５２ ６０．８０

８ １．６０ ６４．００

９ １．７１ ６８．４０

１０ １．５５ ６２．００

２．２　血浆 ｍｉＲＮＡｓＲＴｑＰＣＲ检测法溶解曲线分析　溶解曲

线显示所有标本中ｃｅｌｍｉＲ３９、ｃｅｌｍｉＲ２３８和 ｍｉＲ３４２３ｐ的

产物溶解峰，扩增产物分别在８１．４４、８１．６２、８２．７１℃出现单一

峰，提示ＲＴｑＰＣＲ法可以检测血浆中 ｍｉＲＮＡｓ的表达且具有

较高的特异性，见图１。

　　ａ图：Ｔｍ＝８１．４４℃，ｂ图：Ｔｍ＝８１．６２℃，ｃ图：Ｔｍ＝８２．７１℃

图１　　血浆ｍｉＲＮＡｓＲＴｑＰＣＲ检测法溶解曲线分析

２．３　血浆 ｍｉＲＮＡ荧光定量ＲＴＰＣＲ批内、批间重复性验证

　取两份不同浓度ＲＮＡ标本检测ｍｉＲ３４２３ｐ的表达水平，进

行批内及批间重复性验证，求Ｃｔ值的平均值、标准差、犆犞。从

表２可知，对于ｍｉＲ３４２３ｐ浓度不同的核酸，Ｃｔ值的标准差在

０．１３～０．２０之间，犆犞在０．４２％～０．６６％之间，犆犞＜１％，说明

此方法具有较好的批内及批间重复性。

２．４　ｃｅｌｍｉＲ３９、ｃｅｌｍｉＲ２３８作为血浆ｍｉＲＮＡ外参的稳定性

验证　将同一血浆标本分为５等份，依次加入等量的人工合成

的外参照ｃｅｌｍｉＲ３９、ｃｅｌｍｉＲ２３８标准品，再分别提取血浆

ＲＮＡ，ＲＴｑＰＣＲ检测５组血浆中ｃｅｌｍｉＲ３９、ｃｅｌｍｉＲ２３８及

ｍｉＲ３４２３ｐ的水平，按公式△Ｃｔ＝ ＣｔｍｉＲ３４２３ｐ－（ＣｔｃｅｌｍｉＲ３９＋

ＣｔｃｅｌｍｉＲ２３８）／２计算出△Ｃｔ值，求△Ｃｔ值的平均值、标准差、犆犞，

结果见表２（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．５　犆犞作为血浆ｍｉＲＮＡｓ外参照的稳定性验证试验　从表

３可知（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”），对于同

一标本不同ＲＮＡ提取、逆转录及ＰＣＲ过程，外参照ｃｅｌｍｉＲ

３９和ｃｅｌｍｉＲ２３８的Ｃｔ值分别保持在２１．４１～２２．６８及１１．９５

～１２．９６之间。５组血浆中外参ｃｅｌｍｉＲ３９和ｃｅｌｍｉＲ２３８Ｃｔ

值的标准差分别为０．２７和０．２１，犆犞分别为１．２３％和１．６８％，

犆犞＜２％，ｍｉＲ３４２３ｐ△Ｃｔ的均值保持在１２．７１～１３．９５之

间，标准差为０．２２，犆犞为１．６８％，犆犞＜２％，以上结果说明ｃｅｌ

ｍｉＲ３９、ｃｅｌｍｉＲ２３８可作为血浆 ｍｉＲＮＡＲＴｑＰＣＲ检测的稳

·８５· 国际检验医学杂志２０１５年１月第３６卷第１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１５，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．１



定外参照。

３　讨　　论

ｍｉＲＮＡｓ可通过胞外体、微囊泡、微粒等形式由细胞主动

分泌至血液、唾液、尿液、乳汁、精浆、胸腹水等体液中［４７］。血

浆中的ｍｉＲＮＡｓ既可作为疾病诊断的生物标志物，又可以胞

外体或微囊泡的形式被受体细胞所摄取，从而调控受体细胞的

功能［８９］。但是，血浆中目标 ｍｉＲＮＡｓ分子的低丰度以及缺乏

稳定的定量 ｍｉＲＮＡｓ的内参照使其难以建立适宜的检测手

段。

常用的ｍｉＲＮＡｓ检测方法包括ｍｉＲＮＡ原位杂交、ｍｉＲＮＡ

芯片、下一代测序、Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ以及实时荧光定量 ＰＣＲ。

ｍｉＲＮＡ原位杂交是一种半定量的方法，优点是可以在细胞或

组织的原位检测ｍｉＲＮＡｓ中的表达，但是对于低丰度的 ｍｉＲ

ＮＡ分子容易产生信号噪音比。ｍｉＲＮＡ芯片和下一代测序的

主要优点是高通量，可以一次在同一样本中检测几百种 ｍｉＲ

ＮＡｓ的表达，所需样本量少，常用于初筛试验，但是缺点是容

易产生假阳性，需要用其他方法进行验证。Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ常用

来评价其他检测方法的可靠性，但是通量低，且灵敏度和特异

性都不高。实时荧光定量ＰＣＲ是用于ｍｉＲＮＡｓ定量的最常用

技术，目前用于ｍｉＲＮＡｓ荧光定量ＰＣＲ的逆转录方法有两种，

一种是ｐｌｏｙＡ加尾法，另一种是茎环引物法。ＲＮＡ的抽提效

果以及内参照的稳定性直接影响最终定量结果。血浆中目标

ｍｉＲＮＡｓ丰度低的特点决定了常规Ｔｒｉｚｏｌ核酸抽提法难以获

得高浓度的核酸，本研究使用专门用于血浆 ｍｉＲＮＡｓ抽提的

试剂盒，获得了较高浓度和纯度的核酸溶液。Ｕ６ｓｎＲＮＡ作为

细胞ｍｉＲＮＡｓ相对定量的内参照，据研究报道血浆中并不恒

定表达Ｕ６ｓｎＲＮＡ
［１０］，所以Ｕ６ｓｎＲＮＡ不适宜作为循环 ｍｉＲ

ＮＡｓ定量的内参照。本研究利用商品化 ｍｉＲＮＡｓ试剂盒抽提

健康人血浆核酸分子，以ｃｅｌｍｉＲ３９、ｃｅｌｍｉＲ２３８为外参照，建

立了基于茎环引物的实时荧光定量ＰＣＲ检测技术，是一种可

靠、稳定的循环ｍｉＲＮＡｓ定量方法。

本文研究结果表明，基于茎环引物的实时荧光定量 ＰＣＲ

具有特异性高、重复性好和稳定性强等优势。在对健康人血标

本循环ｍｉＲ３４２３ｐ的检测中，该方法的批内和批间犆犞分别

为０．６６％ 和０．６３％，均小于５％，重复性较好。此外，通过多

次检测同一标本中 ｍｉＲ３４２３ｐ、ｃｅｌｍｉＲ３９及ｃｅｌｍｉＲ２３８的

表达发现，ｍｉＲ３４２３ｐ△Ｃｔ的均值保持在１２．７１～１３．９５之

间，标准差为０．２２，犆犞为１．６８％，小于５％，说明ｃｅｌｍｉＲ３９、

ｃｅｌｍｉＲ２３８可作为血浆 ｍｉＲＮＡ ＲＴｑＰＣＲ 检测的稳定外

参照。

综上所述，本研究建立了用于循环 ｍｉＲＮＡｓ检测的基于

茎环引物的实时荧光定量 ＰＣＲ定量方法，该方法具有特异性

高、重复性好和稳定性强等优势，为循环 ｍｉＲＮＡ 研究提供了

较好的技术平台。
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