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胞外ｍｉｃｒｏＲＮＡ的生成与转运机制研究进展


徐娇阳１，２，姜　婧
２综述，桂俊豪２△，余伍忠１，２▲审校
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　　关键词：微ＲＮＡｓ；　生物学标记；　综述
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　　ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类长约２２ｂｐ的小分子非编码

单链ＲＮＡ。作为一类基因表达调控分子，绝大多数 ｍｉＲＮＡ

存在于细胞内，通过与靶 ｍＲＮＡ 的３′非翻译区（３′ＵＴＲ）互

补结合而介导抑制 ｍＲＮＡ的翻译，从转录后水平参与基因表

达调控。除作为胞内基因表达调控分子之外，近年研究发现，

血清、血浆、唾液和尿液等细胞外体液中也稳定地存在着大量

的ｍｉＲＮＡ，是为胞外 ｍｉＲＮＡ。其中，血清、血浆中的 ｍｉＲＮＡ

被称为循环ｍｉＲＮＡ，其异常表达与肿瘤等疾病密切相关，因此

可能成为一类新型的疾病诊断或预警生物标志物。近年来，人

们提出了多种关于胞外ｍｉＲＮＡ生成及转运的可能机制。

·５１７·国际检验医学杂志２０１４年３月第３５卷第６期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｒｃｈ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．６
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１　胞内ｍｉＲＮＡ的被动释放

研究表明，细胞损伤、凋亡或组织坏死时，能直接导致细胞

内ｍｉＲＮＡ被动释放进入血液循环，因此成为可能反映组织损

伤的分子标志物。例如，有多位学者研究了肝脏损伤时循环

ｍｉＲＮＡ表达的变化，其中Ｂａｌａ等
［１］检测了慢性丙型肝炎病毒

感染患者血清以及外周血单核细胞中的 ｍｉＲ１２２、ｍｉＲ１５５、

ｍｉＲ１４６ａ和ｍｉＲ１２５ｂ的含量，发现ｍｉＲ１２２和 ｍｉＲ１５５表达

水平升高与炎症性肝细胞损伤程度呈正相关；其中，血浆 ｍｉＲ

１２２可能是肝细胞损伤而释放，而丙型肝炎病毒感染患者血清

中ｍｉＲ１５５表达升高可能由免疫细胞释放和肝细胞损伤共同

导致。Ｗａｎｇ等
［２］基于药物诱导肝损伤模型，发现小鼠血浆中

ｍｉＲ１２２和ｍｉＲ１９２的表达水平显著升高，说明肝细胞损伤能

够直接导致细胞内ｍｉＲＮＡ被释放至血浆中，其灵敏度高于传

统的谷丙转氨酶（ＡＬＴ），对此，Ｓｔａｒｋｅｙ等
［３］推测ｍｉＲ１２２的释

放可能分两个阶段：早期由能量依赖的转运，随后则是大量细

胞坏死后泄漏。

在研究急性心肌梗死（ＡＭＩ）时，Ｌｉ等
［４］发现早期 ＡＭＩ时

心脏特异表达的 ｍｉＲ１，ｍｉＲ１３３ａ，ｍｉＲ２０８ｂ和 ｍｉＲ４９９表达

即显著上调。Ａｉ等
［５］亦发现，ＡＭＩ患者血浆中 ｍｉＲ１的表达

水平显著高于对照组，并且用药后恢复至正常。鉴于ｍｉＲ１在

心肌中含量丰富且特异表达，认为ＡＭＩ患者血液循环中 ｍｉＲ

１显著升高源于坏死的心肌细胞的直接释放。除此之外，

ｍｉＲＮＡ亦能由死亡的肿瘤细胞释放进入血液中。例如，Ｒｏｔｈ

等［６］提到凋亡或坏死的肿瘤细胞除能释放ＤＮＡ和 ＲＮＡ，还

能够释放ｍｉＲＮＡ进入循环中。

２　胞内ｍｉＲＮＡ的主动释放途径

２．１　经微囊泡（ＭＶｓ）的主动分泌　ＭＶｓ包括外泌体和脱落

囊泡（ＳＶｓ），其中，外泌体（直径４０～１００ｎｍ）包含在微囊泡小

体（ＭＶＢｓ）中并通过质膜融合的胞吐作用产生并释放至胞外；

脱落囊泡（直径小于１μｍ）是由微囊泡的质膜直接出芽产生并

被释放进入循环中；微粒（ＭＰｓ）则是来源于血小板和单核细胞

等细胞的脱落囊泡［７］。

通过１０００００×ｇ超高速离心，人们从体液或细胞培养上

清中能够分离出 ＭＶｓ。研究表明，ＭＶｓ中的内容物包括脂

质、ｍＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ和蛋白质等，而且几乎所有类型的细胞都

能主动分泌出包裹有 ｍｉＲＮＡ的膜性囊泡至细胞外。进一步

研究发现，大多数 ＭＶｓ中的 ｍｉＲＮＡ 与 Ａｇｏ２蛋白（１种

ｍｉＲＮＡ介导的基因沉默复合体的功能蛋白）结合，说明这些与

Ａｇｏ２结合的ｍｉＲＮＡ是具有功能活性的
［８９］，因此，ＭＶｓ膜性

囊泡中的ｍｉＲＮＡ可能发挥类似激素或旁分泌作用的基因表

达调控分子而发挥生物学功能。多项实验证实，ｍｉＲＮＡ能被

许多类型的细胞包裹进入外泌体、微囊泡和凋亡小体等脂质性

囊泡中，加入去污剂破坏脂质性囊泡结构后将导致囊泡内

ＲＮＡ被迅速降解
［１０］。有学者认为，血清中可检测到的大部分

ｍｉＲＮＡ被包裹于 ＭＶｓ内，而且 ＭＶｓ对 ｍｉＲＮＡ的转运具有

十分重要的作用。Ｓｋｏｇ等
［１１］发现，将 ＭＶｓ暴露于ＲＮＡ酶Ａ

的环境时，ＭＶｓ内ＲＮＡ含量仅下降７％，提示大部分ＲＮＡ都

包裹在 ＭＶｓ中从而免受ＲＮＡ酶降解；Ｇａｌｌｏ等
［１２］将新鲜和冻

存的人血清及唾液超速离心后分离外泌体，检测发现血清和唾

液中大部分ｍｉＲＮＡ存在于外泌体中；但也有学者通过分子筛

层析色谱技术和免疫沉淀法，检测到大部分循环 ｍｉＲＮＡ并非

存在于 ＭＶｓ内，而是与 Ａｇｏ２蛋白结合形成 Ａｇｏ２ｍｉＲＮＡ复

合物而稳定存在于血液循环中［８９］。

已有研究发现，ＭＶｓ能够以其表面蛋白分子作为配体而

靶向性地向受体细胞转运具有活性的蛋白质、ｍＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ

等［１３］。Ｚｈａｎｇ等
［１４］证实 ＴＨＰ１单核细胞和巨噬细胞的 ＭＶｓ

能将ＦＩＴＣ标记的外源性 ｍｉＲ１５０转运至培养的 ＨＭＥＣ１内

皮细胞，从而下调 ＨＭＥＣ１细胞ｃＭｙｂ基因表达并且增加

ＨＭＥＣ１细胞的迁移，近一步实验表明，静脉注射 ＴＨＰ１源

性 ＭＶｓ能明显提高小鼠体内循环 ｍｉＲ１５０的含量，而动脉粥

样硬化患者的血浆中的 ＭＶｓ中含有大量的 ｍｉＲ１５０。Ｊｉｎｇ

等［１５］随后证明，以 ＭＶｓ为转运载体，单核细胞分泌的 ｍｉＲ

１５０可作用于内皮细胞而促进新生血管生成，因此也提供了一

种基于ｍｉＲＮＡ的新的疾病治疗思路。Ｉｓｍａｉｌ等
［１６］研究发现，

巨噬细胞源性 ＭＶｓ中包含的ｍｉＲ２２３等 ｍｉＲＮＡ能够转运到

单核细胞、内皮细胞、上皮细胞以及成纤维细胞中发挥相应的

生物学功能。Ｇｉｄｌｆ等
［１７］认为血小板内源性 ｍｉＲＮＡ需经囊

泡的形式才能有效释放并转运到内皮细胞中，研究发现，荧光

标记的ｍｉＲＮＡ和外源性线虫ｍｉＲＮＡ能够经由活化血小板被

高效的转运到内皮细胞系内，当加入ｂｒｅｆｅｌｄｉｎＡ（血小板微粒

释放抑制剂）后，ｍｉＲＮＡ的转运能完全被抑制，因此说明 ｍｉＲ

ＮＡ的释放具有囊泡依赖性。业已表明，血小板包含有大量且

多样的ｍｉＲＮＡ，血小板源性的 ＭＰｓ也是循环系统中最丰富的

ＭＶｓ。Ｌａｆｆｏｎｔ等
［１８］亦证实，激活的血小板能够释放出包含有

ｍｉＲＮＡ等生物活性物质的膜性微粒并转运到受体细胞中发挥

生物效应。

２．２　经外泌体的主动分泌　外泌体是一种大小均一、直径约

为４０～１００ｎｍ的囊性小体
［７］，存储于晚期核内体的多囊泡小

体内，通过与细胞膜融合而释放。当细胞受到刺激时，发生核

内体出芽，此过程受钙内流、钙蛋白酶和细胞骨架重构以及鞘

磷脂酶２（ｎＳＭａｓｅ２）活性的调控。其中，作为神经酰胺合成的

限速酶，ｎＳＭａｓｅ２控制着外泌体的释放
［１９］。外泌体含有大量

的ｍｉＲＮＡ，Ｖａｌａｄｉ等
［２０］曾首次报道外泌体可将细胞内 ｍｉＲ

ＮＡ转运至细胞外循环及受体细胞内发挥作用。借助ＣＯＳ７

和 ＨＥＫ２９３细胞，Ｋｏｓａｋａ等
［１０］证实，ｍｉＲＮＡ可通过一种神经

酰胺依赖的分泌机制释放，当ｎＳＭａｓｅ２被抑制剂或小干扰

ＲＮＡ抑制时，ｍｉＲＮＡ的分泌明显减少，而ｎＳＭａｓｅ２的过表达

可使胞外ｍｉＲＮＡ含量增加。Ｇｉｂｂｉｎｇｓ等
［２１］提出，ｍｉＲＮＡ装

载进入外泌体可能是并不是一个随机事件而是受ＲＮＡ诱导

的沉默复合物（ＲＩＳＣ）的特殊蛋白控制的选择性过程，而

ｎＳＭａｓｅ２可能是决定因素之一。Ｖａｌａｄｉ等
［２０］发现肥大细胞源

性的外泌体运载有１２１种不同的ｍｉＲＮＡ，其中一些ｍｉＲＮＡ在

外泌体中的含量相对其源细胞更高，据此推测 ｍｉＲＮＡ借助一

种主动选择机制进入外泌体中。Ｙａｎｇ等
［２２］发现荧光素标记

的外源性ｍｉＲＮＡ能够从ＩＬ４激活的巨噬细胞“穿梭”到共培

养但并未有直接接触的乳腺癌细胞中，促进共培养的ＳＫＢＲ３

和 ＭＤＡＭＢ２３１细胞显著增殖、侵袭，而从巨噬细胞释放的外

泌体中能够检测到巨噬细胞特异性 ｍｉＲ２２３，当采用反义寡核

苷酸（ＡＳＯ）抑制ｍｉＲ２２３后，共培养的乳腺癌细胞的侵袭性减

低，因此说明巨噬细胞源性外泌体介导了具有致癌作用的

ｍｉＲ２２３在细胞间的转运。Ｏｈｓｈｉｍａ等
［２３］发现胃癌细胞株

ＡＺＰ７ａ源性外泌体其富含Ｌｅｔ７族的 ｍｉＲＮＡ，可能在胃癌细

·６１７· 国际检验医学杂志２０１４年３月第３５卷第６期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｒｃｈ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．６



胞克隆形成和转移中发挥重要作用。Ｌｅｖｅｎａｎ等
［２４］在哮喘患

者和健康对照的支气管肺泡灌洗液的外泌体中均检测到了

ｍｉＲＮＡ的存在。Ｐｅｇｔｅｌ等
［２５］证实，外泌体 ｍｉＲＮＡ能够促进

病毒感染，通过ＥＢ病毒感染的Ｂ细胞与未感染的树突状细胞

的共培养，发现ＥＢ病毒 ｍｉＲＮＡ（ＥＢＶｍｉＲＮＡ）通过外泌体的

转运而积聚，并且影响与其共培养的未感染细胞ＣＸＣＬ１１基

因的表达。Ｏｈｎｏ等
［２６］研究证实外泌体在体内可将抗肿瘤的

ｍｉＲＮＡ转运至乳腺癌细胞，并据此提出外泌体可作为药物传

送系统的载体。Ｗａｎｇ等
［２７］证实Ｂ细胞、Ｔ细胞、树突状细胞

（ＤＣ）的外泌体含有不同的 ｍｉＲＮＡ。Ｍｏｎｔｅｃａｌｖｏ等
［２８］认为，

ＤＣ之间的相互作用可能够通过外泌体穿梭ｍｉＲＮＡ而介导。

２．３　经凋亡小体主动释放途径　细胞凋亡是一种由基因控制

的细胞有序自主死亡过程，凋亡小体是细胞凋亡时经细胞膜内

陷而将细胞自行分割成多个外有膜包裹、内容物不外泄的小

体，直径约为０．５～２．０μｍ
［２９］。现已发现，在发生动脉粥样硬

化时，凋亡小体被释放到循环中。Ｚｅｒｎｅｃｋｅ等
［３０］在小鼠动脉

粥样硬化的动物模型中，发现由凋亡小体运载的ｍｉＲ１２６能向

血管受体细胞传递旁分泌信号而诱发ＣＸＣＬ１２的产生，从而

抑制动脉粥样硬化而发挥保护血管作用。

２．４　经脱落囊泡释放途径　在细胞生物学中，囊泡指一类体

积相对较小的细胞内囊状构造，这些囊泡外围由至少１层的脂

质双层分子膜构成，用来存放、消化或传送物质。据文献［７］报

道可将直接从质膜出芽的直径小于１μｍ的囊泡均归结为脱

落囊泡，可来源于神经细胞、成纤维细胞、肿瘤细胞、血小板、单

核细胞和树突状细胞等，在Ｃａ２＋等刺激下，静息细胞也可产生

脱落囊泡。微粒（ＭＰｓ）是一种可归类于脱落囊泡的膜性小体。

如前所述，血小板源性 ＭＰｓ是血液循环中含量最丰富的 ＭＰｓ，

因此也是循环ｍｉＲＮＡ的重要载体之一
［１７］。基于对ＴＨＰ１细

胞和 ＨＵＶＥＣｓ细胞进行二代测序及对血小板源性 ＭＰｓ进行

ｑＲＴＰＣＲ，Ｄｉｅｈｌ等
［３１］发现 ＭＰｓ中ｍｉＲＮＡ的表达水平与其母

体细胞截然不同，受刺激和未受刺激的母体细胞 ＭＰｓ中的

ｍｉＲＮＡ表达水平也有显著不同，据此认为 ｍｉＲＮＡ进入 ＭＰｓ

的过程是一个主动包裹的过程。

３　ＨＤＬ介导的ｍｉＲＮＡ转运

最近发现，作为胆固醇逆向转运的载体，高密度脂蛋白胆

固醇（ＨＤＬ）还是ｍｉＲＮＡ转运载体之一
［３２］。与人工基因运载

工具类似，天然 ＨＤＬ能作为血浆中循环 ｍｉＲＮＡ的载体或仓

库，并依赖于Ｂ类Ｉ型清道夫受体促进内源性 ｍｉＲＮＡ向受体

细胞的转运。实验显示，人类血浆 ＨＤＬｍｉＲＮＡ复合体的表

达水平在家族性高胆固醇血症患者和健康对照的人群显著不

同，而且 ＨＤＬ介导的 ｍｉＲＮＡ的转运也受ｎＳＭａｓｅ２和神经酰

胺依赖途径调控。前文述及［１０］，ｎＳＭａｓｅ２的过表达和神经酰

胺途径的激活能够诱导外泌体的释放以及 ｍｉＲＮＡ的转运。

而与之相反，ＨＤＬ介导的 ｍｉＲＮＡ的转运是随着ｎＳＭａｓｅ２的

水平增高而受到抑制。因此，ｎＳＭａｓｅ２的表达高低或许是

ｍｉＲＮＡ选择通过外泌体分泌还是通过 ＨＤＬ结合转运的分支

点［３２］。

在计算 ＨＤＬｍｉＲ占总循环 ｍｉＲＮＡ池的百分比时，Ｗａｇ

ｎｅｒ等
［３３］发现ｍｉＲ１２６、ｍｉＲ３７８、ｍｉＲ２２３相比于其他 ｍｉＲＮＡ

能更为有效的与 ＨＤＬ结合，说明 ＨＤＬｍｉＲＮＡ的结合具有特

异性；另外，与 ＨＤＬ结合浓度最高的 ｍｉＲ２２３仅占总循环

ｍｉＲＮＡ的８％，表明大多数循环ｍｉＲＮＡ并非与ＨＤＬ相关联，

而且，ＨＤＬ相关ｍｉＲＮＡ并未被内皮细胞、平滑肌细胞及外周

血单核细胞有效的摄取，其生物功能尚待进一步研究。

４　Ａｇｏ２介导的ｍｉＲＮＡ转运形式

研究表明，经过蛋白酶Ｋ处理后，ｍｉＲＮＡ对ＲＮＡ酶极其

敏感。前文提到［８９］，大多数血浆ｍｉＲＮＡ与Ａｇｏ２蛋白结合而

得到保护。Ｔｕｒｃｈｉｎｏｖｉｃｈ等
［９］利用超速离心法和蛋白免疫印

迹法证实细胞外ｍｉＲＮＡ是非囊泡来源，并与 Ａｇｏ２蛋白相关

联的，其以Ａｇｏ２蛋白ｍｉＲＮＡ复合物的形式稳定存在于细胞

外间隙。进一步研究发现［３４］，血浆 ｍｉＲＮＡ主要是与 Ａｇｏ１和

Ａｇｏ２相关联的。然而，除 ｍｉＲ２２２主要是与 Ａｇｏ１相关联而

存在，其余 Ａｇｏ１中 ｍｉＲＮＡ 的含量均显著低于 Ａｇｏ２。Ｌｉ

等［３５］证实在细胞分泌的 ＭＶｓ中，Ａｇｏ２蛋白复合物和 ＭＶｓ分

别为ｍｉＲＮＡ提供了特异性和非特异性的保护作用，借助ｍｉＲ

１６探针及免疫共沉淀，确定 Ａｇｏ２是 ｍｉＲ１６的一个主要的相

关蛋白，而且，相对于裸露的 ｍｉＲ１６，Ａｇｏ２相关的 ｍｉＲ１６对

ＲＮＡ酶的耐受呈现剂量和时间依赖性，而当 ｍｉＲ１６／Ａｇｏ２复

合物被吖啶黄破坏后，ｍｉＲ１６对ＲＮＡ酶的耐受力降低。类似

的相互关系还体现在 ｍｉＲ２２３／Ａｇｏ２ 复合 物 中。Ｇｕｄｕｒｉｃ

等［３６］发现特异的内源性 ｍｉＲ４５１可选择性通过 Ａｇｏ２相关的

途径释放并转运。最近，Ｘｕ等
［３７］研究发现一种由神经元细胞

轴突末端分泌并主动释放的非囊泡性 Ａｇｏ２相关的 ｍｉＲＮＡ，

去极化能够刺激ｍｉＲＮＡ通过胞吐作用分泌，其作用类似于神

经递质的释放。

５　展　　望

胞外ｍｉＲＮＡ尤其是循环ｍｉＲＮＡ作为一种潜在的疾病诊

断或预警生物标志物已经备受关注，而阐明 ｍｉＲＮＡ的释放及

转运机制对于理解并发现有价值的 ｍｉＲＮＡ作为疾病生物标

志物极为重要。目前，人们已经发现一些可能作为疾病诊断、

预警及预后标志物的循环 ｍｉＲＮＡ，然而，细胞内源性 ｍｉＲＮＡ

分泌或释放到细胞外的途径复杂多样，目前来看，尚难以将

ｍｉＲＮＡ的分泌、转运方式完全归结于某一种特定途径，随着更

为有效的数据挖掘办法的应用，借助采取“组”学和“谱”学的研

究方法，有助于推进ｍｉＲＮＡ作为生物标志物的应用研究。
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