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　　摘要：ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类长约２２个核苷酸（ｎｔ）的内源性非编码小分子单链ＲＮＡ，通过下调蛋白编码基因
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　　ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类长约２２个核苷酸（ｎｔ）的内源
性非编码小分子单链 ＲＮＡ，普遍存在于各种动植物中，由长
约 ７０ｎｔ的 具 有 茎 环 结 构 的 ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ）剪切而来，在进化上具有高度的保守性、时序性和
组织特异性。ｍｉＲＮＡ通过与靶基因 ｍＲＮＡ３′非翻译区
（３′ＵＴＲ）相互作用在转录后水平上调控 ｍＲＮＡ的翻译，进而
广泛作用于发育、细胞分化、细胞凋亡、脂类代谢和激素分泌

等多种生理过程［１］以及炎症、肿瘤、白血病、糖尿病等多种病

理过程。然而，由于研究方法的单一或缺乏，绝大多数 ｍｉＲ
ＮＡ的功能和作用机制尚不清楚，因此，有效而且适用的试验
技术和生物信息学方法，对研究ｍｉＲＮＡ的功能及其参与的生
物学过程具有十分重要的意义。

１　ｍｉＲＮＡ检测的试验技术

１．１　ｍｉＲＮＡ克隆
迄今为止，ｃＤＮＡ克隆仍不失为一种寻找新 ｍｉＲＮＡ的有

效手段，大部分已知靶基因的ｍｉＲＮＡ都是通过直接克隆发现
和鉴定的［２－５］。小ＲＮＡ的克隆首先利用 ＰＡＧＥ分离目的组
织或细胞中约２２ｎｔ的ＲＮＡ，并连接到５′和３′的适配子上，逆
转录并通过ＰＣＲ扩增获得ｍｉＲＮＡ的ｃＤＮＡ文库，然后对这些
扩增产物进行克隆、测序，并与基因组数据库ＢＬＡＳＴ比对，排
除非 ｍｉＲＮＡ后，最后通过 ＰＡＧＥ／Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ予以
验证［６－７］。

直接克隆对于生物体内常表达和高丰度的基因来说，可

以获得完整的 ｍｉＲＮＡ序列。然而对于一些在生物体内浓度
很低（表达量低、表达产物极不稳定或前体到成熟的加工效

率低等原因引起），或者只在生物体的特定组织器官及时期

中表达的ｍｉＲＮＡ，直接克隆则无能为力。此外，ｍｉＲＮＡ特有
的物理结构也给直接克隆、测序等带来困难。

１．２　ＰＡＧＥ／Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
ＰＡＧＥ／Ｎｏｒｈｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ是目前检测 ｍｉＲＮＡ表达最主要

的方法［８］，所有克隆和生物信息学分析得到的ｍｉＲＮＡ都必须
经过ＰＡＧＥ／Ｎｏｒｈｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ来验证和确认。Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交通
常采用同位素（如γ－３２Ｐ－ｄＡＴＰ）、荧光（如Ｃｙ３、Ｃｙ５）或纳米
金标记反义寡核苷酸５′末端作为探针，这个过程简便快速。
这种方法的缺点是样品的需求量大，灵敏度低且不能进行高

通量的检测。目前，用锁定的核苷酸探针（ＬＮＡ）来取代传统
ＤＮＡ探针的技术［９－１０］显著改善了 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交的检测灵敏
度和特异性。ＬＮＡ是一种寡核苷酸衍生物，具有高亲和性，
可掺入到 ＤＮＡ中的任何位置，含有 ＬＮＡ的探针与靶分子结
合后的双链热稳定性提高。基于 ＬＮＡ的探针杂交技术已被
广泛应用于ｍｉＲＮＡ的检测（包括原位检测）中［１１－１３］。

１．３　微阵列芯片
微阵列芯片（ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ）能够在短时间内同时测定多个

样本，实现所有已知ｍｉＲＮＡ表达谱的高通量分析［７，１４］。该方

法即在一块芯片上同时固定多个与ｍｉＲＮＡ序列互补的探针，
加入经过标记的样本ＲＮＡ并杂交，最后进行信号检测。但微
阵列芯片仍避免不了假阳性问题，杂交后的处理步骤中，洗涤

条件不同对检测结果有很大的影响，故所得信息需要经过

ＰＡＧＥ／Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ、ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ等技术加以确认
方可［１５］。

１．４　实时定量ＰＣＲ
所谓实时定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ），是指在 ＰＣＲ反应

体系中加入荧光基因，利用荧光信号积累实时监测整个 ＰＣＲ
过程，最后通过标准曲线对未知模板进行定量及定性分析的

方法［１６］。与杂交方法相比，实时定量 ＰＣＲ可以高度灵敏地
检测出低丰度表达的靶分子，并适用于高通量筛选［１７－１８］。应

用实时定量ＰＣＲ，既可定量检测 ｍｉＲＮＡ前体又可检测成熟
ｍｉＲＮＡ的表达水平，此外还经常用于验证预测的 ｍｉＲＮＡ，这
对研究ｍｉＲＮＡ的表达调控具有重要的意义。根据生物体发
育过程中不同阶段ｍｉＲＮＡ的表达差异可以准确地观察存在
于ｍｉＲＮＡ基因转录水平或Ｄｒｏｓｈａ和 Ｄｉｃｅｒ作用过程的调控，
从而可以更加深入地了解 ｍｉＲＮＡ的起源和发生。由于实时
定量ＰＣＲ的高度敏感性（可检测出低至１００ｎｇ的样品），Ｔａｎｇ
等利用该技术对单个人胚胎干细胞中２２０个 ｍｉＲＮＡ的表达
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谱进行了考察［１９］。实时定量ＰＣＲ的方法现已成为ｍｉＲＮＡ的
定量检测的主要工具，一方面它与其他分子生物学技术相结

合使定量极微量的ｍｉＲＮＡ基因表达成为可能；另一方面荧光
标记核酸化学技术和寡核苷酸探针杂交技术的发展，使定量

ＰＣＲ技术有一个足够的基础为广大临床诊断实验室所接受，
将有助于ｍｉＲＮＡ应用于临床诊断和治疗。
１．５　利用各种酶活性检测ｍｉＲＮＡ

利用酶的不同功能巧妙地使其参与到检测过程中，可达

到对ｍｉＲＮＡ的定量检测。目前，已有研究利用裂解酶［２０］、核

酶［２１］、ｐｈｉ２９ＤＮＡ聚合酶［２２－２３］、Ｔ４ ＤＮＡ连接酶
［２４］进 行

ｍｉＲＮＡ的检测。其中，裂解酶法是将与被检测目标结合的
ＤＮＡ序列改进成发卡结构，以防止 ｍｉＲＮＡ前体等的干扰，增
强检测特异性，２个发卡结构末端序列与 ＲＮＡ杂交配对，其
中１个发卡结构的突出序列在酶的工作切口处用 ＦＡＭ荧光
染料修饰，而在不远处修饰淬灭染料，当发卡尾部序列与

ＲＮＡ完全匹配时，裂解酶就会切掉重叠部分，ＦＡＭ与淬灭染
料分离并释放荧光，从而进行ｍｉＲＮＡ的定量检测。该法操作
简便，对试验设备要求低，灵敏度高达１０４个 ｍｉＲＮＡ，可以通
过退火温度控制杂交来提高检测的特异性［２５］。

１．６　新一代高通量测序
随着分子生物学技术的进步，４５４、ＭＰＳＳ和Ｓｏｌｅｘａ等高通

量测序技术的应用为各物种的 ｍｉＲＮＡ鉴定与定量分析提供
了良好的研究平台。高通量测序在检测 ｍｉＲＮＡ方面具备很
多优势，其中Ｓｏｌｅｘａ测序技术可同时检测上亿个核苷酸片段，
且测定成本仅为常规毛细管电泳测序技术的１％左右，可快
速测定全基因组序列，是下一代测序技术中高质量、高通量、

低成本的测序技术。在检测 ｍｉＲＮＡ时，先将 ｍｉＲＮＡ反转录
生成ｃＤＮＡ，再将ｃＤＮＡ连接到带有大量固定接头的 ｆｌｏｗｃｅｌｌ
上，然后使用桥式扩增得到大量的簇群，最后进行测序，一次

试验可以读取长度为１７～３５ｎｔ的４０万 ～４００万条序列，因
此可直接获得所有ｍｉＲＮＡ的序列信息。根据目标ｍｉＲＮＡ的
出现频率可方便地计算其相对丰度［２６－２７］，实现 ｍｉＲＮＡ的鉴
定和定量分析的目的。Ｓｏｌｅｘａ测序技术可以发掘、鉴定并定
量出所有物种全基因组水平的 ｍｉＲＮＡ图谱，是解密 ｍｉＲＮＡ
图谱的好方法。例如，有研究者应用 Ｓｏｌｅｘａ测序技术分析了
人胚胎干细胞分化前后的 ｍｉＲＮＡ表达谱［２８］。２０１１年，唐其
等首次利用第二代高通量Ｓｏｌｅｘａ测序技术对罗汉果果实的转
录组及授粉后３、５０、７０ｄ的表达谱进行高通量测序，获得了
４３８９１条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，其中与罗汉果次生代谢相关的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ
有７３９条，涉及萜类骨架合成的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ有６０条；利用转录
组数据发现了罗汉果甜苷Ｖ生物合成通路中所有的基因，涉
及到２０种罗汉果苷骨架合成基因和２类结构修饰基因（细胞
色素 Ｐ４５０基因和糖基转移酶基因）；此外，还得到了 ８０条
Ｐ４５０基因、７２条糖基转移酶基因和９０条葡萄糖基转移酶基
因的Ｕｎｉｇｅｎｅｓ；结合表达谱筛选，获得了６条可能与罗汉果甜
苷Ｖ合成相关的候选 ＵＤＰＧ基因［２９］。转录组和表达谱的破

解为罗汉果功能基因组以及甜苷 Ｖ生物合成分子机理研究
打下了坚实的基础。

２　ｍｉＲＮＡ的生物信息学预测

随着各物种基因组序列及 ＥＳＴ序列的获得，人们根据

ｍｉＲＮＡ在进化过程中的保守性、其前体 ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ具有茎
环结构及其二级结构自由能最低等特征开发了一系列预测软

件。其中，ＲＮＡｆｏｌｄ是一种预测 ｍｉＲＮＡ二级结构的软件，通
过计算ＤＮＡ／ＲＮＡ序列的最低自由能，结合二级结构图形化
结果，确定该序列是否为形成 ｍｉＲＮＡ的候选基因。Ｚｈａｏ等
用该方法预测了１４个花生的新ｍｉＲＮＡ［３０］；Ｌａｉ等用ｍｉＲｓｅｅｋｅｒ
预测出４８个果蝇的候选ｍｉＲＮＡ，其中有２４个已被试验所验
证［３１］；Ｌｉｍ等通过ＭｉｒＳｃａｎ软件，分别在人和线虫中鉴定了３８
个和３０个新的 ｍｉＲＮＡ［３２－３３］；Ｇｒａｄ等利用 ｓｎａｒｌｏｏｐ软件已经
预测了２１４个线虫的候选 ｍｉＲＮＡ［３４］。２００９年，ｍｉＲ－ＲＡＣＥ
技术产生了，克服了生物信息学预测中无法确定ｍｉＲＮＡ两端
精确序列的缺点，具有广泛的通用性。Ｙｕ等利用该方法从
３２４０００条苹果 ＥＳＴ中预测了３１个候选 ｍｉＲＮＡ，隶属于 １６
个ｍｉＲＮＡ家族［３５］。

通过ｍｉＲＮＡ预测软件预测的大量候选基因中，只有少数
已被试验验证，但那些没有被试验检测到表达的 ｍｉＲＮＡ，并
非就一定是假阳性结果，因为这些候选基因的表达模式可能

尚未被人们所了解，或是现有的试验条件无法将其检测出来。

３　问题与展望

近年来，越来越多的 ｍｉＲＮＡ被发现和鉴定，但无论在理
论上还是在应用上，ｍｉＲＮＡ的研究还仅仅是一个开端。为了
有效地发现和鉴定更多的ｍｉＲＮＡ，需要把试验技术和生物信
息学方法结合起来。目前，功能诠释较为完整的 ｍｉｒ－２２３和
ｍｉｒ－３７５，都是试验技术和生物信息学方法完美结合的研究
典范［１，３６］。试验技术可以提供直接而有力的证据，但在研究

对象的选择上受到约束，不能很快对大量候选者进行逐个验

证，而生物信息学为 ｍｉＲＮＡ研究提供了有益的线索，可以指
导试验的进行，但仍需通过试验技术加以确认［３７］。

随着新技术新方法的不断发展，人们在ｍｉＲＮＡ的检测方
面有了更多的选择，但必须综合考虑具体的试验目的和各种

方法的优缺点，以获得最佳而又最经济的试验结果［３８］。下一

代高通量测序技术逐渐成为一种新的疾病诊断和新型生物医

药制剂研发的工具，以调控机体生命活动的ｍｉＲＮＡ为靶点或
以ｍｉＲＮＡ为治疗手段的设想，将可能成为研究热点。
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