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　　ｍｉｃｒｏＲＮＡ是由Ｌｅｅ等
［１］在１９９３年首次报道存在的，他

们对线虫体进行了全基因组扫描研究，以此来寻找对秀丽隐杆

线虫的幼虫起重要作用的基因。最后发现线虫的发育出现障

碍是由于一种被命名为ｌｉｎ４的基因发生了变异。但是这项发

现在当时并没有被人们引起足够的重视。直到２０００年，Ｒｅｉｎ

ｈａｒｔ等
［２］在线虫研究中报道了第二种被发现的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ分

子ｌｅｔ７ｍｉｃｒｏＲＮＡ，这才引起了人们的密切关注。此后，上万

种不同的ｍｉｃｒｏＲＮＡ分子在植物、动物和病毒中被发现，其中

在人类细胞中也发现了２０００多种，所占人类基因组的比重是

１％，调控着体内３０％的基因表达。

近几年，ｍｉｃｒｏＲＮＡ已成为许多生物化学研究者密切关注

的研究热点之一。ｍｉｃｒｏＲＮＡ是一类长度约２２ｎｔ的内源性非

编码高度保守的小分子ＲＮＡ，通过碱基互补配对，广泛地负调

控靶基因的表达。目前认为，ｍｉｃｒｏＲＮＡ多以识别靶 ｍｉｃｒｏＲ

ＮＡ序列的３′ＵＴＰ并与之互补配对的方式，抑制其翻译过程，

从而调控基因表达，也有一些学者发现 ｍｉｃｒｏＲＮＡ可以识别

ｍｉｃｒｏＲＮＡ的５′ＵＴＰ，并激活 ｍｉｃｒｏＲＮＡ的翻译。ｍｉｃｒｏＲＮＡ

是抑制或是切割ｍｉｃｒｏＲＮＡ取决于 ｍｉｃｒｏＲＮＡ与靶序列互补

配对的程度，互补配对高的可能进行切割，反之，配对低的只是

抑制，从而降低靶基因的蛋白水平。

ｍｉｃｒｏＲＮＡ的表达与许多疾病的发展密切相关，已经被视

为临床上重要的生物标志物。由于 ｍｉｃｒｏＲＮＡ序列短，片段

小，一般只含有二十几个碱基，同族之间序列同源性高，差别

小，而且在细胞中的表达水平较低再加上缺少多聚腺苷酸的尾

巴，定量检测存在着一定的困难［３］。科学家们鉴于 ｍｉｃｒｏＲＮＡ

与疾病之间的密切相关性，殚精竭虑，研究出了许多检测 ｍｉ

ｃｒｏＲＮＡ的方法。本文主要对其检测的传统方法和新方法做

了系统的总结和评价。

１　ｍｉｃｒｏＲＮＡ检测的传统方法

１．１　Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ　Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法俗称ＲＮＡ印记

法。它是一种经典的基于固相杂交的技术，通常被用来验证和

量化ｍｉｃｒｏＲＮＡ的数量分析研究
［４］。它的基本原理是将结合

在硝酸纤维素膜上的目标 ｍｉｃｒｏＲＮＡ和被标记的寡核苷酸探

针进行互补杂交，经洗膜显影后对条带进行分析［５］。Ｈａｒｃｏｕｒｔ

等［６］首先发现了ｌｉｎ４和ｌｅｔ７两大家族 ｍｉｃｒｏＲＮＡ，应用

Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹技术分析研究了线虫 ｍｉｃｒｏＲＮＡ在不同器官中

的表达情况。

虽然该法是检测的标准方法，但是操作步骤繁琐，不适合

于高通量分析。并且需要相对大量的样本（１０～３０μｇ）提取总

ＲＮＡ，实验中放射性探针标签会带来健康和环境安全问题，专

用设施也会存在一些特殊的要求。此外，该方法还存在效率

低，耗时耗力以及因为检测限为纳摩尔级别所造成的灵敏度低

下等缺点。针对这些缺点，学者们在此方法上进行一些技术的

改良。

１．１．１　使用锁核酸（ＬＡＮ）修饰的寡核酸探针　ＬＡＮ是一种

寡核苷酸衍生物即双环的ＲＮＡ类似物，在结构上与ＲＮＡ具

有相同的磷酸盐骨架，对 ＲＮＡ具有强大的识别能力和亲和

力，可以渗入到ＤＮＡ的任何位置。ＬＡＮ也可以增加探针的溶

解温度，加强试验物质的稳定性，使检测灵敏度提高１０倍左

右［７］。

１．１．２　使用可溶性的碳二亚胺（ＥＤＣ）　ＥＤＣ是一种常用的

失水剂，用来活化核酸的交联。在 ＲＮＡ印记法中使用 ＥＤＣ

可以提高ｍｉｃｒｏＲＮＡ与膜的结合效率，实现ｍｉｃｒｏＲＮＡ和尼龙

膜（杂交载体中的膜）的高效联合，提高灵敏度［８］。

最近，学者又对ｍｉｃｒｏＲＮＡ检测的标准方法做了一些新的

改进，他们为了提高检测的敏感性，使用了化学交联 ｍｉｃｒｏＲ

ＮＡ的印迹膜和混合放大器／ＤＮＡ探针。一种核糖核酸酶保

护法（ＲＰＡ）也被学者用来检测 ｍｉｃｒｏＲＮＡ，该法比传统的

ＲＮＡ印迹法所需的样本含量明显减少，并且更加方便简单，灵

敏度也得到了提高［９］。

１．２　微阵列法　微阵列法可以同时定量检测多个样本，筛选

出单个样品体积内数百靶序列，适用于ｍｉｃｒｏＲＮＡ的高通量分

析。在一般情况下，微阵列法没有特别适合用于ｍｉｃｒｏＲＮＡ的

定量检测和决定它的拷贝数，因为它的定量通常是在受限制的

线性范围内，由此绝对定量难以实现。该法的基本原理是首先

从生物样品中提取 ＲＮＡ样品，然后用荧光标记所有的 ｍｉ

ｃｒｏＲＮＡ，接着将用于杂交的 ＤＮＡ 探针（该探针与目标 ｍｉ

ｃｒｏＲＮＡ序列互补）固定于微芯片上，将芯片与标记的 ｍｉｃｒｏＲ

ＮＡ杂交，经过适当的洗涤，通过检测荧光的强度信号和数据

处理，获得不同标本中特异 ｍｉｃｒｏＲＮＡ的表达谱
［１０］。现已通

过微阵列法在基因组范围内检测出大量的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ在不同

的生理状态的表达状况。例如，在大多数的慢性Ｂ淋巴细胞

性白血病细胞中的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１５和 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１６表达明显

降低，而 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１５５和 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１７９２簇在Ｂ细胞淋巴

瘤中表达却增加。

虽然微阵列法具有高通量的优点，但是检测范围取决于芯

片上的探针信息，只能检测已知序列，缺少发现新基因的能力

而且试验的重复性很差，灵敏度、特异度欠佳，再加上芯片本身

的制作和检测费用高，广泛地在临床上开展存在很大的难度。

１．３　定量逆转录ＰＣＲ法　定量逆转录ＰＣＲ法可以用于绝对

和相对ｍｉｃｒｏＲＮＡ的定量，往往被研究者视为定量 ｍｉｃｒｏＲＮＡ

的金标准。该法也用于ＲＮＡ印迹法和微阵列法的进一步验
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证和确认［１１１２］。原理是首先利用靶ＲＮＡ转录成其相应的ｃＤ

ＮＡ，然后以ｃＤＮＡ为模板进行扩增，最后通过扩增产物的数

量来对ｍｉｃｒｏＲＮＡ进行间接的定量分析。研究者以正常和寒

冷条件下诱导生长的豌豆幼苗为研究对象，基于ｍｉｃｒｏＲＮＡ的

保守性，用已知模式生物拟南芥中与抗寒相关的４个 ｍｉｃｒｏＲ

ＮＡｓ（ｍｉｃｒｏＲ３１９、ｍｉｃｒｏＲ３９３、ｍｉｃｒｏＲ３９７、ｍｉｃｒｏＲ４０２）设计引

物，通过定量ＰＣＲ检测豌豆在正常和寒冷诱导下可能出现的

相关 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ。研究发现了 ｍｉｃｒｏＲ３１９、ｍｉｃｒｏＲ３９３、ｍｉ

ｃｒｏＲ３９７、ｍｉｃｒｏＲ４０２均存在于豌豆中，并且在寒冷诱导下表达

量上升［１３］。

该法主要采用２种信号检测模式即ＳＧ荧光染料法和

ＴａｇＭａｎ探针法。ＳＧ荧光染料法成本低但是特异度差，而

ＴａｇＭａｎ探针法特异性好，但是成本高。ＰＣＲ步骤中通常使用

的引物只是成熟的ｍｉｃｒｏＲＮＡ自己，因为较短的引物通常是没

有用的，其自身低的熔炼温度会导致信号的偏差。而且在定量

ＲＴＰＣＲ方法中也包含其他限制，如昂贵的仪器、高度专业化

的人才以及注意预防和规避污染等问题［１０］。再加上 ｍｉｃｒｏＲ

ＮＡ缺少多聚（Ａ）尾，序列短，在样品制备过程中容易夹杂一些

前体 ＲＮＡ 如ｐｒｅｍｉｃｒｏＲＮＡ 或 ｐｒｉｍｉｃｒｏＲＮＡ，导致传统的

ＰＣＲ无法满足定量分析的要求
［１４］。为了规避这些问题，研究

者对传统的ＰＣＲ进行了多方面的改进。

１．３．１　多聚（Ａ）加尾ＲＴＰＣＲ　该方法添加多聚（Ａ）尾到溶

液中的靶ｍｉｃｒｏＲＮＡ的３′端，５′端含有相应的ＲＴ引物包括聚

（Ｔ）的尾部，以增加异源双链体的Ｔｍ和推进反转录，从而使

第一链ｃＤＮＡ加上了一段接头，提供了反向通用引物序列，再

利用一条特异的正向引物序列来实现ＰＣＲ的扩增
［１５］。其中

ｍｉｃｒｏＲＮＡ多聚（Ａ）尾的作用是：（１）可能有助于ｍｉｃｒｏＲＮＡ从

细胞核到细胞质之间的转运［１６］；（２）避免了 ｍｉｃｒｏＲＮＡ在细胞

中受到核酸降解，增强它的稳定性［１７］。此法大大增加了测定

的特异度和灵敏度。

１．３．２　引物延伸ＲＴＰＣＲ　该方法包括２个步骤，第一个步

骤主要囊括３个方面：（１）将 ｍｉｃｒｏＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ；（２）

引入一个“通用”的ＰＣＲ结合位点的ＤＮＡ分子；（３）将ｃＤＮＡ

的长度延伸至可通过ｑＰＣＲ进行后续的监视。第二个步骤是

将所得到的引物延伸，然后全长ｃＤＮＡ通过一个包含ＬＮＡ，

ｍｉｃｒｏＲＮＡ／ｓｉＲＮＡ的特异性“反向”引物（ＬＮＡＲ引物），一个

共同的通用引物的组合所形成的实时ＰＣＲ进行检测。简单地

说就是从总 ＲＮＡ入手，在 ｍｉｃｒｏＲＮＡ的３′端加上一个接头

（帮助基因中ＤＮＡ分子的配对），然后利用接头特异的引物来

进行反转录，接着用同样的引物，连同５′ｍｉｃｒｏＲＮＡ特异的引

物，来进行定量ＰＣＲ反应。该测定法可以在高的动态范围内

读出仅差异跨级６～７单位的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ的浓度，而且能够鉴

别ｍｉｃｒｏＲＮＡ家庭成员之间细微的序列差异。

１．３．３　茎环引物ＲＴＰＣＲ（ｓｔｅｍｌｏｏｐＲＴｑＰＣＲ）　该法用于

定量前体和成熟 ｍｉｃｒｏＲＮＡ。它包括２个步骤：ＲＴ和实时

ＰＣＲ检测。首先，将茎环ＲＴ引物杂交到 ｍｉｃｒｏＲＮＡ分子上，

然后用逆转录酶反转录。接着，对ＲＴ产品均采用传统的荧光

定量ＰＣＲ量化。茎环引物与 ｍｉｃｒｏＲＮＡ结合的特异性强，通

常不会发生退火［１８］。而且该检测方法能检测到低半度靶 ｍｉ

ｃｒｏＲＮＡ，对于序列同源的家族ｍｉｃｒｏＲＮＡ的检测特异性高，不

会受到基因组ＤＮＡ污染，定量检测的线性范围跨越７个数量

级。该法采用尽可能少的大约２５ｐｇ的总ＲＮＡ进行精确的检

测，可以实现大多数ｍｉｃｒｏＲＮＡ的量化。

虽然ｓｔｅｍｌｏｏｐＲＴｑＰＣＲ具有如此多的优势，但是茎环形

成的条件非常苛刻，设计难度大，而且线性引物不能很好地区

分成熟ＲＮＡ和前体ＲＮＡ，必须通过优化退火和逆转录步骤。

为了进一步提高检测的灵敏特异度和检测通量，研究者们

集思广益，优化了单细胞水平的检测方法。Ｌａｏ等
［１９］将 ｍｉ

ｃｒｏＲＮＡ特异的编码序列加入到ＰＣＲ正向引物和反转录引物

中，提高了特异性。Ｔａｎｇ等
［２０］建立多重ｓｔｅｍｌｏｏｐＲＴｑＰＣＲ

法，通过增加一步预扩增反应测定出单细胞水平（０．０１５ｎｇ总

ＲＮＡ）的ｍｉｃｒｏＲＮＡ。

１．３．４　荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＦＱＰＣＲ）　ＲＴＦＱＰＣＲ通过荧光

染料或荧光标记的特异性的探针，对ＰＣＲ产物进行标记跟踪，

实时在线监控反应过程，结合相应的软件对产物进行分析，计

算待测样品模板的初始浓度。ＲＴＦＱＰＣＲ的出现，极大地简

化了ｍｉｃｒｏＲＮＡ定量检测的过程，真正实现了ｍｉｃｒｏＲＮＡ的绝

对定量，促使了荧光信号的累积与ＰＣＲ产物形成的同步化。

ＲＴＦＱＰＣＲ一般分为非特异性ＲＴＦＱＰＣＲ和特异性ＲＴＦＱ

ＰＣＲ，使用非特异性ＲＴＦＱＰＣＲ（以ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ为例）检测

分析时，实验设计较为简单，一般需要一条特异性反转录引物，

一条特异性正向ＰＣＲ引物，反向ＰＣＲ引物，即可通用于所有

小ＲＮＡ分析，无需像 ＴａｇＭａｎ方法那样专门设计探针。此

外，实验成本相对较低，可通过溶解曲线分析来检测扩增反应

的特异性。

研究者通过ＲＴＦＱＰＣＲ检测乳腺癌及其对应的癌旁组织

中ｍｉｃｒｏＲＮＡ２１的表达量，从而可以分析其表达与肿瘤大小，

临床病理分期（ＴＮＭ），组织学类型等临床病理特征的关系。

总之，由于传统方法操作繁琐，所需样本量大，而且灵敏度

特异度不高，促使研究者们在原有的基础上不断创新，研究出

许多新方法来满足ｍｉｃｒｏＲＮＡ的检测和临床需要。

２　ｍｉｃｒｏＲＮＡ检测的新方法

２．１　滚环扩增法（ＲＣＡ）　ＲＣＡ分为两类，一类为直接利用环

状单链为模板的直接滚环扩增法，另一类为要先设计一条两端

序列与待检序列完全互补的锁探针的锁探针滚环扩增法
［５］。

滚环扩增法是一种无需使用特殊装置的恒温扩增技术，可从几

纳克总ＲＮＡ中定量分析出 ｍｉｃｒｏＲＮＡ，方法简便快速。但是

其本身的模板合成难度非常大，扩增时间长，并且工具酶价格

十分昂贵［２０］。

科学家们在Ｊｏｎｓｔｒｕｐ等
［２１］首次用 ｍｉｃｒｏＲＮＡ为锁探针的

连接模板从而作为引物引发滚环扩增反应，完成ｎｇ级别的总

ＲＮＡ的分析基础上进行如下４个方面的改进：（１）使用哑铃状

探针；（２）将ＲＣＡ和切口酶信号扩增技术和ＤＮＡ信号扩增技

术结合，提高灵敏度；（３）引入和ＲＣＡ产物互补的第二引物进

行分支滚环扩增获得大量的ｄｓＤＮＡ产物，并通过ＳＹＢＲＧｒｅ

ｅｎＩ进行检测；（４）利用Ｔ４连接酶２连接环化锁探针，提高特

异性。

２．２　基于指数扩增反应的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ检测法（ＥＸＰＡＲ）　指

数扩增反应是一种等温核酸扩增新技术，最近已成功用于

ＤＮＡ和ｍｉｃｒｏＲＮＡ的技术检测。它需要一条特殊设计的模板

和２种工具酶（ＤＮＡ聚合酶和切口酶）。该法能够区分仅存在

单个碱基差异的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ，在摩尔水平上定量检测 ｍｉｃｒｏＲ

ＮＡ。

　　为了进一步满足检测的需要，科学家们提出了许多的升级

方法：（１）将ＥＸＰＡＲ的线状扩增模板结构改变为发卡式结构，

采用特殊设计的哑铃状模板探针［２２２３］；（２）引入Ｇ四链体脱氧

核糖核酸酶催化信号检测技术，提高检测限；（３）将两步ＥＸ

ＰＡＲ和单量子点纳米传感器相结合；（４）ＤＮＡｓｃａｆｆｏｌｄｅｄ银纳

米簇探针检测技术和靶向等温指数扩增反应（ＴＡＩＥＡ）相偶

联，避免ｍｉｃｒｏＲＮＡ的纯化。
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张春阳等［２４］申请了一个专利，他们将ＥＸＰＡＲ和表面拉

曼光谱（ＳＥＲＳ）相结合共同检测 ｍｉｃｒｏＲＮＡ，该方法简单易行，

而且检测特异度高，能同时检测多个目标ｍｉｃｒｏＲＮＡ。

２．３　酶辅助ｍｉｃｒｏＲＮＡ定量检测方法（ＥＡＴＲ）　ＥＡＴＲ主要

分为序列依赖性酶辅助 ｍｉｃｒｏＲＮＡ检测法和非序列依赖性酶

辅助ｍｉｃｒｏＲＮＡ检测法。前者反应温度低，工具酶便宜易得，

操作简单。但是探针设计难度大，模板容易自身退火造成假阳

性，或产生高背景检测信号。后者可以规避上述问题，该法主

要采用双链特异性核酸酶（ＤＳＮ）用于检测。由此可以建立一

种基于ＤＳＮ的信号扩增技术的多重 ｍｉｃｒｏＲＮＡ定量检测法，

提高检测限［５］。

２．４　基于纳米技术的 ｍｉＲＮＡ检测方法　最近，纳米材料已

经在生物测定中备受关注，基于纳米孔的核酸分析成为了一个

新兴的技术。纳米材料可作为荧光团或猝灭剂或是作为载体

用于装载探针的提升以此在荧光分析中检测信号。纳米材料

包括金属纳米材料、量子点（ＱＤｓ）、石墨烯氧化物（ＧＯ）和硅纳

米颗粒等［４］。

纳米金标记技术是现如今研究最成熟的一个技术。纳米

金具有自聚集现象，当溶液中盐浓度达到一定程度时，标记了

ＤＮＡ链的纳米金会发生自聚集现象，并伴随着颜色变化，而且

易标记，化学惰性强。研究者通过纳米金技术成功从小鼠的肝

脏和脑组织抽提的总 ＲＮＡ 中检测出高表达的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ

１２２ａ和ｍｉｃｒｏＲＮＡ１２８。

基于纳米材料的检测，还衍生了其他新方法比如：（１）电纳

米标签的使用；（２）钌氧化物纳米粒子是另一种纳米粒子的

ｍｉｃｒｏＲＮＡ检测使用的类型，如开发出的合成纳米孔基于传感

器的技术用于 ｍｉｃｒｏＲＮＡ的检测；（３）银纳米粒子使用ＬＮＡ

探针组装和它们的互补ＤＮＡ序列，并用ｃｙ３拉曼染料标记探

针；（４）表面等离子体共振成像技术联合使用 ＬＮＡ 锁探针

技术。

２．５　抽象的ＤＮＡ折纸术　ＤＮＡ折纸术的原理是使用ＤＮＡ

纳米阵列作为支架并利用生物素链霉亲和互动，发明ＤＮＡ折

纸技术检测生物分子。该方法简便快速，只需要样品完全不变

的ｍｉｃｒｏＲＮＡ，没有任何蛋白质或ＤＮＡ降解酶以及任何干扰

序列［１８］。研究者通过ＤＮＡ折纸术检测ｍｉｃｒｏＲＮＡ１３３ｂ，比较

它在宫颈癌组织和正常宫颈组织中的表达变化，以此为宫颈癌

的筛查提供辅助诊断。

２．６　新一代测序技术　随着功能基因组时代的到来，传统的

测序方法已经不能满足深度测序和重复测序等大规模基因组

测序的需要，新一代的测序技术孕育而生。新一代的测序主要

包括ＡＢＩ公司的ＳＯＬＩＤ测序平台
［２３］，Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司的基因组

分析仪［１３］及罗氏４５４公司的ＧＳＦＬＸ测序平台。

采用新一代测序对于 ｍｉｃｒｏＲＮＡ进行检测主要包括５大

步骤：（１）首先构建 ＤＮＡ的模板文库，分离纯化小 ＲＮＡ，在

ｍｉｃｒｏＲＮＡ的３′端和５′端通过Ｔ４连接酶连接上接头序列，之

后通过ＲＴＰＣＲ得到约７０～８０ｂｐ的ＤＮＡ序列；（２）将单链模

板文库固定在微球表面；（３）通过原位成簇，桥式ＰＣＲ，或者微

乳滴ＰＣＲ对数据进行扩增；（４）采集并且记录在ＰＣＲ循环中

的光学事件；（５）通过对产生的阵列图像进行时序分析，以此获

得ＤＮＡ片段的序列。大规模的测序法不需要在测序前进行

克隆，但需要同时对所有模板进行类似克隆的ＰＣＲ扩增。目

前主要包括２种：微乳液ＰＣＲ和固相桥式ＰＣＲ。４５４测序技

术和ＳＯＬｉＤ测序技术都采用微乳液ＰＣＲ制备测序模板，而

Ｓｏｌｅｘａ测序技术则采用固相桥式ＰＣＲ进行扩增。研究者将棉

花胚珠突变体与野生型棉花进行测序检测，发现大量的 ｍｉ

ｃｒｏＲＮＡ存在差异表达，其中与纤维生成有关的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ有

３种：ｍｉｃｒｏＲ１６７，ｍｉｃｒｏＲ１６０，ｍｉｃｒｏＲ３９３。在动物研究领域中，

Ｄａｉ等
［１６］用ｓｏｌｅｘａ测序法对猪永生化血管内皮细胞进行测序，

确定了１５４个猪的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ基因，发现 ｍｉｃｒｏＲＮＡ２０６，ｍｉ

ｃｒｏＲＮＡ２１和ｍｉｃｒｏＲＮＡ３７８高度表达。

新一代的测序技术的一个突出优点就是边合成边测序，它

在很大程度上提高了ｍｉｃｒｏＲＮＡ被发现的几率，为 ｍｉｃｒｏＲＮＡ

的发生及功能机制的研究提供了大量信息。但为了弥补二代

测序技术后续的组装工作困难等缺陷，第三代测序技术面临于

世。第三代测序技术采用单分子测序原理，在测序成本、错配

率、读取长度以及测序通量等技术指标上比二代测序技术有了

更大的改进和提高。

虽然新技术自身具有巨大的优异性，更加快速简便，灵敏

度特异度高，但是为了在临床上广泛地使用还有很长的一段路

要走。

３　小　　结

　　ｍｉｃｒｏＲＮＡ在疾病的发生发展中具有至关重要的地位，它

的检测有利于药物的研发以及疾病的分子诊断。各种 ｍｉ

ｃｒｏＲＮＡ检测方法的优缺点评价总结详见表１。

表１　　ｍｉｃｒｏＲＮＡ检测方法的优缺点评价及改进

影响因素
检测方法

Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ 微阵列 ＲＴＰＣＲ ＲＣＡ ＥＸＰＡＲ ＥＡＴＲ 纳米技术 测序技术

操作方面
过程冗长，技术复

杂

高通量检测，较繁

琐
耗时少，制备简单

模板合成难度大，

耗时
较复杂

与是否为序列依

赖性酶相关

避免扩增等步骤，

操作简便

边合成边测序，耗

时短

干扰因素
干扰多，任一步骤

都会影响

微芯片的处理，

ＤＮＡ探针的选择

等

探针，引物，前体

ＲＮＡ的影响等

模板的合成，工具

酶等

模板的设计，工具

酶等

探针设计难度大，

模板易退火

纳米材料的选择

等

假阴性：软件的不

足与局限；假阳

性：与 其 他 小

ＲＮＡ的相似性

特异度 较强 欠佳
一般，不是每次都

理想
很强 较强 低 强 强

灵敏度 低 欠佳 较高 一般 较高 一般 高 高

成本 一般 高昂
较高，需贵重仪器

等
工具酶昂贵 一般 视工具酶而定 与纳米材料有关 高昂

改进措施
使用 可 溶 性 的

ＥＤＣ等
使用ＬＡＮ探针等 多聚（Ａ）加尾等

使用哑铃状探针

等

单量子点纳米传

感器的使用

引入基于ＤＮＳ的

信号扩增技术
电纳米标签等

采用单分子测序

原理
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　　科学家们致力于研究探索更有利于检测 ｍｉｃｒｏＲＮＡ的方

法，但是追本溯源，任何一项新型的方法都应该考虑以下常规

的限制［１０］：（１）最小的样品制备和操作要求的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ；（２）

直接量化，而不是定量基因；（３）信号放大首选目标放大策略；

（４）高灵敏度和特异性；（５）绝对可靠的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ定量原理；

（６）较低的成本要求。

总而言之，理想的ｍｉｃｒｏＲＮＡ检测技术还需要科学家们坚

持不懈的努力和探索，不同检测方法各有其优缺点，新兴的技

术和工具可促进 ｍｉｃｒｏＲＮＡ检测的进步。本文对 ｍｉｃｒｏＲＮＡ

检测方法学进行评价，目的是在选择检测ｍｉｃｒｏＲＮＡ方法的过

程中，要权衡利弊，综合考虑，以实现利益和效率的最大化。
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