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　　摘　要：目的　建立茎环引物实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（ｆｑＲＴＰＣＲ）检测微小ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）的定量检测方法。方

法　选择３００例心肌梗死患者作为心肌梗死组，心肌梗死组患者根据病情再分为急性组、亚急性组及慢性组；同期选取１００例健

康体检者作为对照组。采用茎环引物ｆｑＲＴＰＣＲ、金纳米分子信标ｆｑＲＴＰＣＲ检测其血清ｍｉＲＮＡ２１表达水平。结果　急性期、

慢性期心肌梗死患者血清ｍｉＲＮＡ２１表达水平高于亚急性期和对照组（犘＜０．０５），亚急性期患者的血清 ｍｉＲＮＡ２１表达水平高

于对照组（犘＜０．０５）。茎环引物ｆｑＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲＮＡ２１，最低检出１０
２ｃｏｐｉｅｓ／μＬ的稀释标本，而金纳米分子信标ｆｑＲＴＰＣＲ

最低检出１０５ｃｏｐｉｅｓ／μＬ的稀释标本。茎环引物ｆｑＲＴＰＣＲ与金纳米分子信标ｆｑＲＴＰＣＲ检测 ｍｉＲＮＡ２１比较，节约４６４个引

物，节省时间２０８ｍｉｎ。结论　茎环引物ｆｑＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲＮＡ具有快速、灵敏、重复性好，可用于临床定量分析ｍｉＲＮＡ。
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　　微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一类高度保守的非编

码小ＲＮＡ，它通过降解 ｍｉＲＮＡ或抑制蛋白质翻译而调控基

因的表达。近期研究表明［１］，先后有多种 ｍｉＲＮＡ在心肌细胞

中被鉴定，如 ｍｉＲＮＡ１、ｍｉＲＮＡ２１、ｍｉＲＮＡ１３３、ｍｉＲＮＡ２８０

等，它们在心血管病理、生理过程中起着十分重要的调控作用，

参与心脏发育、心肌重构、心律失常、血管病变等过程［２］。建立

一种能够快速、灵敏、特异性检测 ｍｉＲＮＡ的实验方法是国内、

外学者急需解决的问题。本研究采用一种茎环引物的实时荧

光定量逆转录聚合酶链反应（ｆｑＲＴＰＣＲ）检测 ｍｉＲＮＡ，提供

了快速、准确的检测，并节约了时间和试剂成本，现作如下

总结。

１　资料与方法

１．１　一般资料　３００例来自２００９年３月至２０１２年９月在粤

北人民医院心内科住院的心肌梗死患者作为心肌梗死组，同期

选取１００例粤北人民医院健康体检者作为对照组，所有研究者

均签署知情同意书。心肌梗死的诊断根据心肌梗死全球统一

定义的第１条诊断标准
［３］：心脏生化标志物（肌钙蛋白）增高或

增高后降低，至少有１次数值超过参考值上限的９９百分位值，

并有以下至少１项心肌缺血证据：（１）缺血症状；（２）提示新的

心肌缺血心电图变化，即新的ＳＴ段改变或左、束支传导阻滞；

（３）心电图出现病理性 Ｑ波；（４）影像学资料提示新的活力心

肌丧失或新的区域性心壁运动异常。心肌梗死组患者根据病

情的不同时期再分为急性组（心肌梗死发病１周内）、亚急性组

（心肌梗死发病２周内）、慢性组（包括陈旧性，心肌梗死发病

４～８周）。由于目前心肌梗死的分期尚无统一标准，本文采用

临床症状结合体外实验进行分期。排除标准：患急、慢性心功

能衰竭、糖尿病、甲状腺功能亢进、肾小球肾炎、肝病、脑血管疾

病的患者均被排除。
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１．２　主要试剂与仪器　主要试剂：ｍｉＲＮＡ２１和 ｍｉＲＮＡ２８０

提取试剂Ｔｒｉｚｏｌ（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）、ｄＮＴＰ（德国Ｑｉａｇｅｎ公

司）、犜犪狇酶［上海复星医药（集团）股份有限公司］、ＲｅｖｅｒＴｒａ

ＡｃｅｆｑＲＴＰＣＲ试剂盒及 ＴａｑＭａｎＰＣＲ试剂盒（日本 Ｔｏｙｏｂｏ

公司）。主要仪器：ＣＦＸ９６ＴＭｆｑＲＴＰＣＲ仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公

司）、磁珠分离器（美国Ｏｎｅｌａｍｄｂａ公司）。

１．３　茎环引物和ｍｉＲＮＡ２１标准品　通用茎环引物为３′端８

个随机序列及茎环结构。８个随机序列可与所有成熟 ｍｉＲＮＡ

的３′端结合，利于合成ｍｉＲＮＡ谱的ｃＤＮＡ。茎环结构对全长

６９个碱基引物起稳定作用。参考文献［４５］的标准茎环引物

设计通用茎环引物和 ｍｉＲＮＡ２１的茎环引物，其引物序列如

下：ｍｉＲＮＡ２１：ＵＧＡ ＣＡＧ ＡＡＧ ＡＧＡ ＧＵＧ ＡＧＣ ＡＣ；ＲＴ

ｐｒｉｍｅｒ：ＧＴＴ ＧＧＣ ＴＣＴ ＧＧＴ ＧＣＡ ＧＧＧ ＴＣＣ ＧＡＧ ＧＴＡ

ＴＴＣＧＣＡ ＣＣＡ ＧＡＣＣＡＡ ＣＧＴ ＧＣＴＣ；Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ：

ＧＣＧＧＣＧＧＴＧＡＣＡＧＡＡＧＡＧＡＧＴ。

１．４　ｆｑＲＴＰＣＲ检测 ｍｉＲＮＡ２１

１．４．１　样品ＲＮＡ准备　严格按照实验说明书进行操作，将

分离所得血清，按每２００μＬ血清中加入等体积裂解液 ＭＺ，振

荡器混匀３０ｓ，室温放置５ｍｉｎ，使核酸蛋白复合物完全分离。

１．４．２　ＲＮＡ质量检测　提取样本ＲＮＡ１μＬ，１％焦碳酸二

乙酯（ＤＥＰＣ）溶液４９μＬ，稀释５０倍，加样器混匀后加入到比

色皿中，点击样本检测，记录实验相关波长为２６０ｎｍ、２８０ｎｍ

处的光密度（ＯＤ）值，并计算ＯＤ２６０／ＯＤ２８０值，结果在１．８～２．０

之间表示ＲＮＡ纯度高。

１．４．３　逆转录合成ｃＤＮＡ　取血样本 ＲＮＡ１μＬ（０．５ｐｇ～

１μｇ），加２μＬ缓冲液、０．５μＬ逆转录酶、１μＬ通用逆转录引

物（优化终浓度选择１～１０μｍｏｌ／Ｌ）。补充水至１０μＬ。逆转

录反应条件为：１０℃５ｍｉｎ，１６℃３０ｍｉｎ，４２℃３０ｍｉｎ，８５℃

５ｍｉｎ，４℃下保持。将合成ｃＤＮＡ按实验需要稀释后，用于

ＰＣＲ扩增。

１．４．４　ｆｑＲＴＰＣＲ检测 ｍｉＲＮＡ２１　优化ｆｑＲＴＰＣＲ的实验

条件，参考 Ｈｕｒｌｅｙ等
［６］的报道，并在其基础上进行优化。

１０μＬＰＣＲ反应体系包括：０．６７μＬＲＴ 产物，１×ＴａｑＭａｎ

Ｍｉｘ，０．３μｍｏｌ／Ｌ的 ＴａｑＭａｎ探针，１．５ｍｍｏｌ／Ｌ正向引物和

０．７μｍｏｌ／反向引物。以合成的ｃＤＮＡ 作为模板进行ｆｑＲＴ

ＰＣＲ扩增，扩增条件为：９５℃３０ｓ，６０℃～７０℃４０ｓ，４０个循

环。以Ｕ６作为内参照，以校正上样误差。所有的反应一式三

份。Ｃｔ值为在荧光通过固定阈值的循环数。荧光定量Ｃｔ值

转换成绝对数量的拷贝数，合成ｍｉＲＮＡ的标准曲线。

１．４．５　ｆｑＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲＮＡ２１的评价　（１）灵敏度分析：

将稀释的 ｍｉＲＮＡ２１标准品（１０９ｃｏｐｉｅｓ／μＬ）分别用通用茎环

引物和常规引物进行逆转录。所得ｃＤＮＡ进行１０倍梯度稀释

（１～１０９ｃｏｐｉｅｓ／μＬ）后，用本研究建立的茎环引物法检测

ｍｉＲＮＡ２１标准品的最低稀释浓度，以确定方法的灵敏度。

（２）特异性分析：对ＰＣＲ扩增产物进行溶解曲线分析，曲线在

７８℃处出现单峰，定为特异性扩增。（３）精密度分析：将 ｍｉＲ

ＮＡ２１标准品稀释为２×１０７、２×１０６、２×１０５ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，在优

化反应条件下，同一天内（批内）对上述３个浓度各进行２０次

检测，分别计算３个浓度 ｍｉＲＮＡ２１ｆｑＲＴＰＣＲ的Ｃｔ变异系

数（犆犞）。（４）与金纳米分子信标ｆｑＲＴＰＣＲ比较：按上述灵敏

度分析法分别采用茎环引物和金纳米分子信标ｆｑＲＴＰＣＲ检

测ｍｉＲＮＡ２１Ｃｔ值，并对２种方法检测结果进行相关分析，２种

方法检测结果的Ｃｔ值与浓度对数值呈线性相关。同时，分别计

算、比较２种方法所需的 ｍｉＲＮＡ２１引物、试剂成本和实验时

间。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，重

复实验所得Ｃｔ值，用配对狋检验；ｍｉＲＮＡ２１定量Ｃｔ值呈偏态

分布，用配对非参数检验；采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数法和直线回

归法分析２种检测方法的相关性，以α＝０．０５为检验水准，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　急性期、亚急性期、慢性期心肌梗死患者血清 ｍｉＲＮＡ２１

的表达　急性期、慢性期心肌梗死患者的血清ｍｉＲＮＡ２１表达

水平高于亚急性期和对照组（犘＜０．０５），亚急性期患者的血清

ｍｉＲＮＡ２１表达水平高于对照组（犘＜０．０５），见图１。

图１　　各时期血清ｍｉＲＮＡ２１的表达（Ａ）及ＰＣＲ产物（Ｂ）

２．２　ｍｉＲＮＡ２１检测条件的优化结果　在茎环引物进行逆转

录时，选择对引物反应终浓度进行优化，结果１μｍｏｌ／Ｌ的茎环

引物可使基线下降到最低（１０－２），Ｃｔ值提前２个循环出现。

提示优化茎环引物可使荧光值上升，曲线斜率增大，扩增效率

提高；１μｍｏｌ／Ｌ反应浓度有较高的ＰＣＲ检测效率。

２．３　ｆｑＲＴＰＣＲ　设计通用茎环引物内的一段ＰＣＲ引物位

点，ＰＣＲ引物所引发的非特异性扩增可通过降低ＰＣＲ引物浓

度和提高扩增温度进行排除。对引物反应终浓度１．０～

０．１μｍｏｌ／Ｌ间进行优化，温度选择在６０℃～７０℃之间。溶解

曲线分析结果显示：０．１μｍｏｌ／Ｌ引物浓度和６３℃～６６℃的扩

增温度可避免非特异性扩增；荧光基线降到１０－２时，荧光值上

升斜率增大，扩增检测效率增加。本检测１０ｓ解链和４３ｓ的

荧光采集基本上能满足实验需要，整个ＰＣＲ在６５ｍｉｎ完成。

２．４　茎环ｆｑＲＴＰＣＲ检测 ｍｉＲＮＡ２１的方法学评价　（１）灵

敏度评价：茎环ｆｑＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲＮＡ２１标准品（１０
９ｃｏｐｉｅｓ／

μＬ）在连续５次１０倍稀释（１０
２ｃｏｐｉｅｓ／μＬ）后，才出现结果偏

离。确定其最低检出１０２ｃｏｐｉｅｓ／μＬ的稀释标本，而金纳米分

子信标法最低检出１０５ｃｏｐｉｅｓ／μＬ的稀释标本。２种实验方法

比较，差异有统计学意义（犘＜０．００１），表明茎环ｆｑＲＴＰＣＲ检

测 ｍｉＲＮＡ优于金纳米分子信标法。（２）特异性和精密度分

析：对ｍｉＲＮＡ２１ＰＣＲ扩增产物进行溶解曲线分析，结果溶解

曲线在温度７８℃处出现单峰。而且ｍｉＲＮＡ２１ｃＤＮＡ梯度浓

度（１０２～１０９ｃｏｐｉｅｓ／μＬ）对数值与检测Ｃｔ呈线性关系，证明为

特异性ｍｉＲＮＡ２１扩增。优化的反应条件下，２×１０７、２×１０６、

２×１０５ｃｏｐｉｅｓ／μＬｍｉＲＮＡ２１检测的Ｃｔ分别为２１．２±０．１１、

２８．７±０．１６、３３．４±０．１９，上述Ｃｔ的批内犆犞 分别为２．１％、

１．８％、１．６７，表明茎环ｆｑＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲＮＡ２１具有较高的

精密度。

２．５　２种方法的实验时间和试剂成本的比较　茎环ｆｑＲＴ

ＰＣＲ检测ｍｉＲＮＡ的实验只需要设计６２个茎环引物，采用金

纳米分子信标ｆｑＲＴＰＣＲ检测 ｍｉＲＮＡ 需要设计５２６个引

物［１０］。茎环ｆｑＲＴＰＣＲ实验过程只需要１５７ｍｉｎ，而采用金纳

米分子信标ｆｑＲＴＰＣＲ的实验过程却需要３６５ｍｉｎ。因此，新

建立的茎环ｆｑＲＴＰＣＲ技术较金纳米分子信标ｆｑＲＴＰＣＲ技

术明显节约４６４个引物费用和缩短实验２０８ｍｉｎ的操作时间。
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２．６　茎环ｆｑＲＴＰＣＲ检测 ｍｉＲＮＡ与液相芯片检测 ｍｉＲＮＡ

的比较　利用ｍｉＲＮＡ的液相芯片验证３００例心肌梗死患者

血清ｍｉＲＮＡ２１均为高表达，与对照组的差异均有统计学意义

（犘＜０．００１）。茎环ｆｑＲＴＰＣＲ检测 ｍｉＲＮＡ与液相芯片检测

ｍｉＲＮＡ比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

３　讨　　论

本研究建立了一个新的 ｍｉＲＮＡ的ｆｑＲＴＰＣＲ技术，应用

茎环结构的引物来定量ｍｉＲＮＡ。对于每一个ｍｉＲＮＡ，设计了

３条引物：一条反向引物用于反转录，一条正向引物，还有一条

通用的反向引物，同时用于前ＰＣＲ扩增步骤和ｆｑＲＴＰＣＲ步

骤。特异的反向引物约４２～４４个核苷酸，其５′端的３６个核苷

酸序列是固定的，形成一个８核苷酸环和２０核苷酸茎的结构，

其３′端的８个核苷酸与 ｍｉＲＮＡ互补。正向引物长约２５～３２

个核苷酸，在３′端有１１～１８个核苷酸与相应的 ｍｉＲＮＡ互补，

而剩余１４个核苷酸的熔解温度（Ｔｍ）值高于６５℃。通用的反

向引物为２３ｎｔ，其中１８个核苷酸对应特异反向引物的茎环结

构部分，而５′端的５个核苷酸的Ｔｍ值高于６５℃。

ｍｉＲＮＡ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［１２］，ｍｉＲＮＡ在生物发育过程中

存在组织特异性表达，参与形成并维持组织特异性。先后有数

十种ｍｉＲＮＡ在心肌细胞中被鉴定，如 ｍｉＲＮＡ１、ｍｉＲＮＡ２１、

ｍｉＲＮＡ１３３、ｍｉＲＮＡ２０８、ｍｉＲＮＡ４９９等，它们在心血管系统

疾病的发生、发展过程中起着非常重要的作用，提示 ｍｉＲＮＡ

可作为心肌损伤诊断标志物［７８］。由于 ｍｉＲＮＡ序列很短，且

同源，目前要建立特异性强、灵敏度高的快速检测 ｍｉＲＮＡ的

实验方法面临很大挑战性。Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ及其衍生方法对

ｍｉＲＮＡ的定量检测虽有很多优势，也是国际上公认的“金标

准”，但此类方法检测必须事先准备大量的总ＲＮＡ样本，操作

技术复杂、繁琐，对检测人员专业程度和技术水平要求较高，限

制了其临床应用。近年来人们提出基因芯片检测 ｍｉＲＮＡ虽

然具有高通量的特点，但价格昂贵，不适合在临床上应用［９］。

本文采用液态芯片验证心肌梗死患者血清ｍｉＲＮＡ２１的表达，

体现出本实验的可信程度。本文建立茎环ｆｑＲＴＰＣＲ实验过

程只需１５７ｍｉｎ，以往采用金纳米分子信标ｆｑＲＴＰＣＲ的实验

过程却需要３６５ｍｉｎ。因此，新建立的茎环ｆｑＲＴＰＣＲ技术较

金纳米分子信标ｆｑＲＴＰＣＲ技术明显节约４６４个引物费用和

缩短实验２０８ｍｉｎ的操作时间，适合在临床上应用。

ｍｉＲＮＡ在急性期、亚急性期、慢性期心肌梗死或梗死后重

构的变化具有不同的特殊表达和临床意义［１０］。本研究显示

ｍｉＲＮＡ２１在急性心肌梗死发生后３～５ｈ为高峰期，７ｄ后下

降到正常水平，与文献报道基本一致［４，７，１１］。而在急性心肌梗

死发生１５ｄ后血清ｍｉＲＮＡ２１表达上调，到梗死后３０ｄ又出

现另一个高峰期，本研究显示ｍｉＲＮＡ２１在亚急性期向慢性期

演变过程发生特殊的变化，在这个时期ｍｉＲＮＡ２１表达上调可

能会在缺乏诱导的坏死心肌细胞和心肌梗死上发挥保护作用，

其机制可能是通过靶基因犘犇犆犇４和犃犘１的调控。研究显示

ｍｉＲＮＡ２１能在缺血再灌注诱导心肌损伤过程中起保护作

用，并用热休克或预适诱导上调 ｍｉＲＮＡ２１，ｍｉＲＮＡ２１通过

抑制自杀相关因子配体（ＦａｓＬ）基因，激活抗凋亡基因犅犮犾２表

达，缺血再灌注损伤后的梗死组织面积显著减少，提示

ｍｉＲＮＡ在缺血再灌注损伤中发挥保护作用
［１２］。以上研究提

示，血清 ｍｉＲＮＡ２１在急性心肌梗死发生后１５～３０ｄ表达上

调能明显缩小心肌梗死面积，有望作为治疗心肌梗死或梗死后

重构的药物新靶点。因此，笔者认为 ｍｉＲＮＡ２１可能是伴随

急、慢性心肌梗死或梗死后重构变化的一个关键调控因子。在

慢性心肌梗死时期显示心肌上 ｍｉＲＮＡ２１的高表达和心肌结

构好转，逆转心肌重构，在临床上可作为预后评价的新型标

志物。

通过溶解曲线分析、重复性和灵敏度实验，本研究建立的

茎环ｆｑＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲＮＡ具有快速、稳定、灵敏、节约实验

时间和试剂成本等优点，为早期预测心肌梗死后重构演变提供

新的检测手段。
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ｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｈｅａｒｔｆａｉｌｕｒｅ［Ｊ］．ＥｕｒＪＨｅａｒｔＦａｉｌ，２０１２，１４（２）：

１４７１５４．

［８］ＣｒｅｅｍｅｒｓＥＥ，ＴｉｊｓｅｎＡＪ，ＰｉｎｔｏＹＭ．ＣｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｍｉｃｒｏＲＮＡｓ：ｎｏ

ｖｅｌｂｉｏｍａｒｋｅｒｓａｎｄｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｏｒｓｉｎｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ

ｄｉｓｅａｓｅ？［Ｊ］．ＣｉｒｃＲｅｓ，２０１２，１１０（３）：４８３４９５．

［９］ 陈必成，王斯璐，白永恒，等．改良通用茎环引物筛查和定量检测

微小ＲＮＡ方法的建立［Ｊ］．中华检验医学杂志，２０１１，３４（１０）：

９２６９３０．

［１０］ＺｉｌｅＭＲ，ＭｅｈｕｒｇＳＭ，ＡｒｒｏｙｏＪＥ，ｅｔａｌ．Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ

ｔｅｍｐｏｒａｌｐｒｏｆｉｌｅｏｆｐｌａｓｍａｍｉｃｒｏＲＮＡａｎｄｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｒｅｍｏｄｅ

ｌｉｎｇｉｎｐａｔｉｅｎｔｓａｆｔｅｒｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｉｒｃＣａｒｄｉｏｖａｓｃ

Ｇｅｎｅｔ，２０１１，４（６）：６１４６１９．

［１１］ＬｉＣ，ＰｅｉＦ，ＺｈｕＸ，ｅｔａｌ．ＣｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｍｉｃｒｏＲＮＡｓａｓｎｏｖｅｌａｎｄｓｅｎ

ｓｉｔｉｖｅｂｉｏｍａｒｋｅｒｓｏｆａｃｕｔｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌＩｎｆａｒｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｌｉｎＢｉｏ

ｃｈｅｍ，２０１２，４５（１０１１）：７２７７３２．

［１２］唐艳，王梦洪．微小ＲＮＡ２１在心血管疾病方面的研究进展［Ｊ］．

临床心血管病杂志，２０１１，２７（５）：３２３３２６．

（收稿日期：２０１３０６１３）

·４２１３· 国际检验医学杂志２０１３年１２月第３４卷第２３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２３


