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摘要: MicroRNA 是一类内源性的非编码小分子 RNA, 通过下调蛋白编码基因的表达而对不同的细胞发育过程

起到重要的调控作用。分析组织或细胞样本中 microRNA 的表达可为研究这类分子的生物学功能提供重要的信

息。近年来, 研究者发展了许多方法检测不同的生理和病理学过程中 microRNA 的表达差异, 并发现 microRNA

的异常表达与癌症、神经紊乱和心脏疾病等的发生相关。文章系统地介绍了最新发展的 microRNA 定量检测方

法, 详细阐述了基于探针杂交技术的 Northern blotting 法、微阵列芯片法、纳米金标记法、桥连同位素标记法, 以

及基于扩增技术的定量 PCR 检测法、滚环扩增法、引物入侵法和新一代大规模高通量测序法等, 并对这些方法

的优缺点进行了分析比较。 
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Abstract: MicroRNAs (miRNAs) are a class of endogenous non-coding RNAs that play an important role in the control 
of developmental process of different cells by negative regulation of protein-coding gene expression. Analyzing miRNA 
expression in tissues or cells can supply valuable information for investigating the biological function of these molecules. 
Recently, researchers had proposed a number of approaches for analyzing the differences of miRNA expression among dif-
ferent physiological or pathological conditions, and found that aberrant expression of miRNA was related to cancers, neu-
rological disorders and heart diseases, etc. This review focuses on newly developed strategies for miRNA quantification, 
and elucidates in detail the probe-hybridization based methods including Northern blotting, microarray, gold nanoparticle 
labelling, and splinted ligation with radioactive labels. The amplification-based methods including quantitative PCR, rolling 
cycle amplification, invader assay, and the next generation sequencing methods were also discussed. The advantages and 
disadvantages of these methods were compared. 
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近几年来, microRNA(miRNA)已经成为广大生
物研究者关注的热点之一。miRNA是一类长度在
19~24个核苷酸(nt)左右的内源性非编码小分子单链
RNA, 在进化过程中高度保守 , 能通过与靶基因
mRNA特异性的碱基互补配对 , 引起靶基因mRNA
的降解或者抑制其翻译, 广泛地负调控靶基因的表
达[1, 2]。自 1993 年被报道以来, 已在动物、植物和
病毒中发现了上万种miRNA, 并由Sanger研究所整
理和注释(http://www.mirbase.org/)[3]。至 2009 年 9
月, Sanger研究所最新的miRNA数据库Release 14.0
已收录了 10 581 条成熟miRNA序列, 其中人类为
721 条。miRNA的异常表达将会导致生理的异常和
疾病的产生, 在许多癌细胞如大肠癌和乳腺癌细胞
中, miRNA的表达水平会发生改变, 有可能起到原
癌基因和抑癌基因的作用[4, 5]。此外, 在许多其他病
变组织或细胞中也检测到了miRNA的异常表    达
[6~8]。因此, 对定量检测组织或细胞样本中miRNA方
法的深入研究将有助于人们进一步了解miRNA与疾
病发生发展的关系, 为疾病的早期诊断提供新的思
路。 

成熟miRNA片段小, 没有poly(A)尾巴, 家族成
员间通常只有一两个碱基的差别, 并且在细胞中的
表达水平普遍较低, 这些特性给miRNA定量检测方
法的建立带来了困难和挑战。尽管如此, 科学家还
是研究出了多种miRNA检测方法, 如Northern blot-
ting法[9, 10]、微阵列法[11~14]、克隆和测序法[15~17]、实

时荧光定量PCR法[18, 19]等。已有方法大体可以归为

两类 : 一类是不需要样本扩增的探针直接杂交法 ; 
另一类是基于样本miRNA扩增的方法。这两类方法
各有优缺点: 如不经过扩增的方法需要的样本量相
对较大; 而基于扩增的方法由于步骤过多可能会使
测定结果误差较大, 还有可能带来污染。一种理想

的miRNA定量检测方法应具有灵敏度高、特异性高、
通量高和成本低等优点, 本文对应用较多和新近报
道的miRNA定量检测方法进行了述评。 

1  基于探针杂交技术的检测方法 

基于探针杂交技术的 miRNA 检测方法是一种
直接检测法, 不需要对样本 RNA 进行预扩增, 其基
本原理是首先在载体 (如玻片或尼龙膜 )上固定
miRNA 样本, 再与经过标记的探针杂交, 洗涤多余
的杂交探针后进行信号检测; 也可以在载体上先固
定与靶 miRNA 序列互补的 DNA 探针, 然后与经过
标记的样本 miRNA 杂交, 再进行信号检测。如图 1
所示, 用于杂交反应的载体主要有平板、微球和膜
等; 用于信号标记的方法主要有同位素标记、荧光
标记和纳米金标记等。本文侧重介绍了两种常用的

探针杂交法以及最新发展的基于纳米金标记技术、桥

连同位素标记技术和单分子检测技术的检测方法。 

1.1  改进的 Northern blotting法 

Northern blotting法是经典的探针杂交检测   
法 [20], 但特异性和灵敏度不高, 为此发展了用锁核
酸(LNA)修饰的杂交探针来取代传统DNA探针的技
术 [9, 21], 使Northern blotting法的检测灵敏度和特异
性得到显著改善。LNA是一类寡核苷酸衍生物, 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[22~24]。 

由于经典的Northern blotting法是基于固相探针
杂交技术, 所以杂交速度慢、灵敏度低, 为此有研究
者发展了核糖核酸酶保护法(RNase protection assay, 
R PA )来检测m i R N A。该法基于液相杂交 ,  较 

 

 
 

图 1  探针杂交技术检测 miRNA 的载体和标记方式 
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常规Northern blotting法更为简便、灵敏, 且样品用
量明显减少[25]。 

1.2  基于微阵列芯片和微球技术的高通量检测  
方法 

虽然Northern blotting法是目前常用的经典检测
技术, 但操作步骤繁琐、不适用于高通量分析。微阵
列芯片技术(Microarray)能够同时测定多个样本, 可以
实现miRNA的高通量分析[11~14], 即在一块芯片上同
时固定多个与miRNA序列互补的探针, 然后加入经
过标记的样本RNA, 杂交后进行信号检测。为了提
高杂交特异性, 有报道采用LNA修饰探针固定在芯
片上[14]。但芯片上不同的探针分子和待测分子之间

容易发生交叉反应, 使得测定结果准确度低、重复性
差[26]。此外, 芯片上探针与待测样本的杂交效率也
不高。基于微球杂交的流式细胞检测方法

(Bead-based hybridization technology)克服了微阵列
芯片的不足[27]。该法的检测原理与微阵列芯片基本

相同, 不同之处在于每个微球相当于传统微阵列芯
片上的一个点。与传统芯片相比, 微球处于液相悬
浮状态, 其表面固定的探针类似于液相探针, 更有
利于捕获待测靶miRNA序列, 并且能够最大程度地
避免固态芯片中的交叉反应。然而为了知道微球表

面的探针类型, 必须对微球进行预先编码和杂交后
解码, 因此需要采用由特殊材料制作的编码微球, 并
由特殊的流式细胞仪进行微球解码及信号检测。所以

该法的检测成本较高, 难以在普通实验室推广应用。 

1.3  基于纳米金标记技术的检测方法 

近年来, 将纳米金标记技术应用于生物技术领

域的研究方兴未艾。有报道通过结合表面等离子体

共振成像(SPRI)技术和表面聚合反应, 成功地将纳
米金标记技术应用于miRNA的定量检测[28]。该法的

基本原理如图 2 所示, 首先在芯片上固定miRNA特
异的单链LNA捕获探针, 再将RNA样品与芯片进行
杂交反应, 然后在poly(A)聚合酶的作用下给miRNA
加上一段poly(A)尾巴, 接着用标记了纳米金的核酸
探针(由 30 个碱基T组成)与miRNA加上的poly(A)尾
巴杂交, 最后通过SPRI技术检测。通常一条poly(A)
尾巴序列可以与几条纳米金标记探针杂交, 显著提
高了 SPRI技术的检测灵敏度 , 使其适用于微量
miRNA的定量分析。 

为了进一步提高检测灵敏度, Yang等[29]建立了

应用纳米金银染增强技术定量检测miRNA的方法。
该法的基本原理如图 3 所示, 首先设计一条纳米金
标记的信号探针和一条生物素标记的捕获探针, 由
于这两种探针中均含有与待测miRNA序列互补的序
列, 因此当待测样本中存在靶miRNA时, 两种探针
同时与miRNA杂交, 然后将杂交产物转移到经链亲
和素修饰的微孔板上, 通过链亲和素-生物素作用捕
获靶miRNA, 最后采用纳米金催化的银染信号增强
技术检测信号 , 根据其吸光度值进行miRNA的定
量。由于基于银染增强的纳米金探针定量检测法灵

敏度高、且无需放射性标记和荧光标记 , 故给
miRNA的研究开辟了一条崭新途径。 

1.4  基于桥连同位素标记技术的检测方法 

Maroney等 [30, 31]设计了一种比较简单的桥连法

对miRNA进行定量检测。该方法需先设计一段 
 

 
 

图 2  纳米金标记技术结合poly(A)聚合反应和表面等离子体共振成像技术检测miRNA的原理图[28]
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图 3  纳米金标记技术结合银染信号增强技术检测

miRNA的原理图[29]

 
miRNA特异的寡聚核苷酸(桥接片段), 此片段的 3'
端与靶miRNA序列互补, 5'端为外延片段(14 nt)。另
外设计一段 5'端标记32P并与上述桥接片段的外延片
段互补的寡聚核苷酸(连接片段)。复性时, 靶miRNA
和连接片段同时与桥接片段杂交 , 产生杂化双链 , 
其中一条链在miRNA与连接片段的交界处含有缺口, 
用T4 DNA连接酶将此缺口连上, 即对miRNA进行
了32P标记。用磷酸酶去除游离连接片段的32P标记后, 
进行变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 , 分离 32P标记的
miRNA和残留的连接片段, 通过检测放射信号的强
度即可对靶miRNA进行定量。桥连法比Northern 

blotting法和RPA法简便、快速, 也更  灵敏。 

1.5  基于荧光标记技术和单分子检测技术的检测
方法 

Neely等 [32]设计了一种应用激光诱导荧光(LIF)
和荧光相关光谱技术的单分子检测法对经荧光标记

的miRNA分子进行定量检测。其原理如图 4所示, 首
先, 在溶液中使miRNA与两种带有不同荧光标记的
LNA修饰探针杂交, 使靶miRNA同时标记上两种不
同颜色的荧光分子。为了消除杂信号, 在杂交后的
溶液中加入带有荧光淬灭基团的探针捕获未杂交的

游离荧光探针。最后将荧光标记的miRNA通过单分
子检测器 , 通过读取有效的荧光信号来定量
miRNA。该方法首次将单分子检测技术应用于
miRNA的定量检测, 简单快速, 无需连接、扩增或洗
涤等步骤, 避免了人为操作带来的偏差, 结果重复
性好, 可平行检测大量样本, 但方法的特异性还有
待考察。 

2  基于扩增反应的检测方法 

基于探针杂交技术的 miRNA 检测方法灵敏度
低, 应用范围受到限制, 如能采用现有的 DNA 扩增
技术, 则可以极大地提高 miRNA的检测灵敏度。但
与 mRNA不同, 成熟 miRNA分子很短(18~25 nt)、且
没有 poly(A)尾巴, 无法按常规方法设计随机引物进
行反转录和 PCR 扩增。在科学家的不懈努力下, 近 
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图 4  单分子技术检测miRNA的原理图[32]

年来发展了多种扩增 miRNA 的方法, 如 PCR 扩增
法、滚环扩增法(RCA)、引物入侵法(Invader)和克隆
法等(图 5)。对 miRNA 扩增产物的检测方法与常规
mRNA 扩增产物的检测方法基本一致 , 主要有
SYBR Green (SG)荧光染料法、TaqMan 探针法等  
(图 5)。其中应用最广泛的是实时荧光定量 PCR 法
(Real-time qPCR)。 

2.1  定量 PCR法(qPCR) 

采用qPCR技术对miRNA进行定量检测的方法
主要有三种, 第一种方法是在常规引物延伸技术(PE)
的基础上建立的引物延伸定量PCR法(PE-qPCR) (图
6A) [19]。即先通过一个加尾的miRNA特异性引物
(GSP)将miRNA反转录成加尾cDNA, 然后利用一个
LNA修饰的miRNA特异性反向引物(RP)和一个与加
尾序列一致的通用引物(UP)进行PCR扩增; 第二种
方法是先用poly(A)聚合酶 (PAP)处理总RNA(图
6B)[18] , 使miRNA的 3'端加上一段poly(A)尾巴, 然
后用 5'端含有接头序列的poly(T)引物进行反转录, 
使 第一 链 c D N A加 上 一 段接 头 ,  为 随 后的 
PCR扩增提供反向通用引物序列 , 再利用一条与

miRNA序列特异的正向引物就可实现PCR扩增; 第
三种方法是利用茎-环状引物反转录miRNA, 称为
stem-loop RT-qPCR检测法(图 6C)[33], 茎-环状反转
录引物中除含有一段与miRNA互补的特异性序列外, 
还含有一段较长的共有序列, 与靶miRNA退火反转
录后, 能得到一个较长的反转录扩增子(cDNA), 共
有序列提供了一个通用引物结合位点, 然后通过一
个与miRNA序列特异的引物和一个通用引物进行
PCR扩增。据报道[33], 第三种方法的特异性较高, 可
精确区分同一家族中序列高度同源的miRNA, 能检
测只有一个碱基差别的不同miRNA的表达水平; 该
法的灵敏度也很高, 样品消耗量少, 能检测出低丰
度靶miRNA, 定量线性范围宽。 

以上qPCR法采用的信号检测模式主要有两种: 
SG荧光染料渗入法和TaqMan探针法。前者成本低, 
但特异性差; 后者特异性好, 但每种miRNA都需要
设计一个对应的TaqMan探针, 成本相对较高。最近
发展了一种基于通用探针库(Universal probe library, 
UPL)[34]的miRNA检测法 [35], 研究者通过在茎-环状
反转录引物中引入一段与UPL探针反向互补的序列, 
降低了检测成本。 

 

 
 

图 5  miRNA 扩增与检测技术 
 

 
 

图 6  3 种实时荧光定量 PCR 检测 miRNA 的原理图 
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A: 引物延伸法[19]; B: poly(A)聚合酶加尾法[18]; C: 茎-环状引物反转录法[33]。 

为了进一步提高检测通量和检测灵敏度, Tang    
等[36, 37]在stem-loop RT-PCR的基础上又成功建立了
多重stem-loop RT-qPCR法, 并通过增加一步预扩增
反应来提高检测灵敏度 , 成功测定了单细胞水平
(0.015 ng总RNA)的miRNA。随后, Lao等[38]通过在反

转录引物和PCR正向引物中引入miRNA特异的编码
序列, 使反应的特异性得到进一步提高。这种单细
胞水平的检测方法对于研究miRNA在那些数量有限
的细胞群体(如原始生殖细胞[39]等)中的作用有重要
意义, 也为研究miRNA的相关功能提供了一个高效
灵敏的检测工具。 

2.2  滚环扩增法(RCA) 

滚环扩增法(RCA)是一种独立于PCR扩增法的
恒温扩增技术, 无需使用特殊的仪器装置, 目前已
广泛用于DNA扩增中。与PCR不同, RCA仅需要一个
环状DNA和与环互补的引物。为了形成环, 首先设
计一个闭锁探针(Padlock探针), 使其两末端序列与
靶miRNA中的两段相邻序列互补。当padlock探针与
靶miRNA杂交时, DNA连接酶将padlock探针的 3'和
5'末端连接成环, 其中miRNA模板随后用作RCA的
引物, 这样就实现了对目标序列的线性扩增 [40]。该

法可以定量分析几纳克总RNA中的miRNA, 简单快
捷, 滚环复制产物包括重复的miRNA序列, 可通过
miRNA特异的寡聚核苷酸阵列检测, 因此将来能进
一步发展成在同一反应中联合多个miRNA特异性
Padlock探针的高通量芯片分析法。Cheng  等 [41]最

近在 R C A法的基础上发展了分支滚环扩增法
(Branched rolling-circle amplification, BRCA)检测
miRNA, 使灵敏度和特异性都得到显著提高, 可在 
短时间(30~60 min)内将只有几个拷贝的靶核酸扩增
到 109~1010个拷贝。由于该法的高扩增效率, 可以通
过扩增反应的副产物(焦磷酸盐)与镁离子形成的白
色沉淀, 来初步判断样本中是否存在靶miRNA。 

2.3  引物入侵法(Invader) 

以上介绍的PCR和RCA法均是对miRNA模板的
扩增, 所以容易造成污染。Allawi等[42]将一种基于信

号扩增的引物入侵技术成功地应用于miRNA的检
测。其基本原理如图 7所示, 首先针对靶miRNA, 设
计一条 3'端含茎-环结构、5'端含flap序列、中间为

miRNA特异性序列的检测探针; 再设计一条 5'端含
茎-环结构、3'端含miRNA特异性序列的入侵探针。
如果检测探针和入侵探针中的miRNA特异性序列均
与靶标序列互补, 则出现两条探针与同一模板互补的
三级结构, 此时一种特殊的内切酶就能识别这种三级
结构并在重叠处切断检测探针, 释放出的游离flap序
列又可以作为入侵探针参加下一轮用于信号检测的入

侵反应。如图 7所示, 在第二个入侵反应中, 将检测探
针设计为FRET探针, 即 5'端含有荧光标记基团, 中间
位置含有淬灭基团 , 当第一入侵反应释放出flap时, 
FRET探针的 5'端被切除, 荧光标记基团就与其共存的
淬灭基团分离, 从而发出荧光信号, 以此实现miRNA
的定量检测。为了降低背景, 采用捕获探针与第一入
侵反应中未被切除的检测探针杂交。引物入侵技术的

优点在于不是直接扩增样本, 而是对信号进行扩增, 
避免了扩增产物造成的模板污染。通过两步入侵反应, 
其扩增效率可与PCR技术媲美。虽然FRET探针合成费
用较高, 但由于是通用检测探针, 适用于所有miRNA
的检测。 
 

 
 

图 7  引物入侵技术检测miRNA的原理图[42]

 

2.4  测序法 

以上介绍的miRNA检测方法均是测定已知序列
的miRNA, 无法对未知序列的miRNA定量检测。克
隆和测序技术适用于分析所有miRNA的表达水平 , 
但必须在测序前对待测样本进行细菌克隆, 然后对
每一个克隆进行测序, 最后根据克隆序列出现的丰
度进行定量分析。测序前所用细菌克隆技术主要包

括常用的直接克隆法[43]、改进的扩增克隆法[44]和标
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签序列克隆法[45~47]等。但基于克隆扩增的测序法(通
常是Sanger测序法)效率很低, 若对 100 万个细菌克
隆子测序则需要花费很长的时间, 并要投入巨大的
人力和财力。随着新一代测序技术的发展, 这一问
题得到解决。 

2.4.1  克隆测序法 

大部分已知的miRNA都是通过cDNA克隆测序
发现和鉴定的。该法需要先构建miRNA的cDNA文库, 
再进行PCR扩增, 扩增产物随后克隆到表达载体上
测序, 需要的初始样本量较大(几百微克RNA)[48]。

Takada等 [44]建立了一种改进的扩增克隆法(miRNA 
amplification profiling, mRAP), 极大提高了直接克
隆法的灵敏度。mRAP法先在miRNA的 3'端连上接
头, 然后用与接头互补的反转录引物反转录。因为
特定的反转录酶具有末端脱氧核苷酸转移酶活性 , 
一些核苷酸(主要是脱氧胞苷酸dC)会连接到反转录
出的cDNA链的 3'末端。当 5'端接头与cDNA链的
poly(C)粘性末端退火后, 加入一对共用引物即可实
现对cDNA的PCR扩增。由于mRAP高度灵敏, 可以
直接用克隆和测序技术检测少量组织中miRNA的表
达量。但常规克隆测序法每次只能检测大约 5 个
miRNA, 检测效率低, 为此Cummins等 [45]在基因表

达系列分析(SAGE)技术的基础上发展了检测效率
较高的miRAGE(miRNA SAGE)克隆法, 即标签序列
克隆法。该法先要给miRNA分子连上专门的接头 , 
以便于用生物素标记的引物进行反转录, 接头经过
酶切后用链亲和素包被的磁性微球移除, 然后按照
优化了的SAGE法进行释放标签的串联、克隆和测序
[45]。miRAGE法的优点在于能生成大的串联子, 通过
单个测序反应即可检测多达 35个miRNA, 检测效率
明显提高。 

2.4.2  新一代大规模测序技术 

虽然miRAGE法可以同时检测多个miRNA, 但
若要对某一组织中所有miRNA(通常有几百种)进行
定性和定量检测 , 传统的克隆测序法仍然费时费
力。新一代高通量测序平台为发现和定量miRNA提
供了一种有力的工具 [49], 目前大规模测序技术, 如
454 焦磷酸测序技术[50~52]、Solexa合成测序技术[53~55]

和SOLiD连接测序技术[56, 57]等, 已能在一次测序过
程中对几百万个样本进行同时测序, 极大提高了测

序效率。与传统的克隆测序法相比, 大规模测序法
不需要在测序前进行克隆, 但需要对所有模板同时
进行类似克隆的PCR扩增。目前主要采用的扩增方
式有两种: 微乳液PCR(emulsion PCR, emPCR)和固
相桥式PCR。emPCR是先将含有模板分子、表面固
定一种PCR引物的微球、PCR扩增试剂、表面活性
剂和硅油制成油包水的微乳液, 形成数以百万计的
油包水微囊, 并使每个微囊最多含有一个靶标分子
和微球。每个微囊相当于一个独立的“PCR反应管”, 
因此一次emPCR可以同时进行数百万个PCR反应 , 
每个微囊中的emPCR产物覆盖在微球表面, 并且均
来自于单个模板分子, 与细菌克隆相似, 故又称为
克隆PCR或数字化PCR, 454 测序技术和SOLiD测序
技术均采用emPCR制备测序模板。固相桥式扩增法
是在固相表面上进行大规模并行PCR, 即先在玻璃
固相表面(测序通道上)随机固定引物, 再加入末端
带接头的待测单链DNA片段模板, 由于末端接头序
列与固定的引物序列互补, 模板即被捕获到固相表
面, 随后加入dNTP和DNA聚合酶, 固定引物发生延
伸反应, 高温退火后延伸产物的末端序列与相邻固
相表面锚定的引物互补, 形成桥式结构, 并进行延
伸反应 , 同时释放出互补的单链 , 通过不断循环 , 
将会在固相表面获得上百万条成簇分布的待测DNA
片段, 此过程即为固相桥式PCR扩增, Solexa测序技
术采用固相桥式PCR扩增制备测序模板。 

有文献对 454 焦磷酸测序技术、Solexa合成测
序技术和 SOLiD连接测序技术等进行了专门介   
绍[56], 这些测序技术定性、定量检测miRNA的原理
是基于所测目标miRNA的标签序列和出现频率, 可
以用于发现新的miRNA及检测已知miRNA长度和
序列的微小改变。其中 454 测序技术是最早被商品
化的大规模测序技术, 测序成本不到传统毛细管测
序法的 1/10, 一次测序可读取 200~300 nt长度的序
列, 是目前应用最多的一种并行式测序技术。测定
miRNA时, 先分离小RNA, 然后构建cDNA文库, 最
后再测序。到目前为止, 454测序技术已经被广泛用
于小RNA的研究中 , 如用于研究Marek's病相关
miRNA[50]、乳腺癌相关miRNA[58]等。 

SOLiD测序技术是在 emPCR完成之后, 变性模
板, 富集带有延伸模板的微球, 经修饰后与玻片共
价结合。SOL1iD的独特之处在于以四色荧光染料分
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别标记由双核苷酸编码的 16种寡聚核苷酸片段, 然
后以标记的寡聚核苷酸进行连续的连接反应, 是唯
一的一种不采用传统聚合酶进行测序的技术。SOLiD
系统最大的优点就是每张玻片能容纳更高密度的微

球, 可对单拷贝DNA片段进行大规模扩增和高通量
并行测序, 一次运行可以获得 20 Gb的测序数据(单
点测序长度为 30至 35 nt)。在 miRNA测定中, 开发
了专门的基于 SOLiD 检测平台的小 RNA 表达分析
检测试剂盒, 用于高通量筛选和发现新的小 RNA。
SOLiD 比 454 技术具有更高的覆盖率, 并且测定准
确度达到 99.99%以上, 是所有测序技术中最为准确
的一种, 相信未来在 miRNA 测定中的应用将会比
454测序平台更为广泛。 

Solexa测序技术可同时检测上亿个核苷酸片段, 
测定成本很低, 约为常规毛细管电泳测序技术的 1%, 
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、低成本的测序法。在检测miRNA时, 
先将miRNA反转录生成cDNA, 再将cDNA结合到表
面带有大量固定接头的flow cell上, 并在固相表面
进行桥式扩增反应, 最后进行测序, 一次可以读取
长度为 32~40 nt的数千万个片段, 因此可直接获得

所有miRNA的序列信息。根据所测目标miRNA的出
现频率可方便地计算其相对丰度[59], 实现miRNA的
鉴定与定量分析的目的。Solexa测序技术可以用于发
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图谱的较好方法 , 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[60]。 

虽然下一代测序技术可以高通量分析微量样品

中的已知和未知的 miRNA, 但因为需要特殊的仪器
设备, 尚未得到广泛地应用。 

3  结 语 

由于 miRNA 的检测对疾病的分子诊断和新型
生物医药制剂的研发具有重要意义, miRNA 的研究
方法正在不断发展, 检测 miRNA在不同组织、不同
时期、不同疾病状态下表达水平的报道日渐增多。

从这些报道来看, miRNA 定量检测方法的建立和发
展主要集中在综合利用各种探针设计和标记技术 , 
结合微阵列芯片、高通量测序、实时荧光定量 PCR
等技术来提高检测通量、灵敏度和特异性。各种

miRNA检测方法的特点和灵敏度如表 1所示。 
 

表 1  几种主要的 miRNA 检测方法的特点和灵敏度 
miRNA检测技术 特点 检测灵敏度 

Northern blotting法 miRNA检测的金标准, 但耗时长, 样本量需求大 几十微克总 RNA 
微阵列芯片法 高通量, 但有背景和杂信号干扰, 重复性差 纳克级总 RNA 
基于微球的检测法 显著提高了微阵列芯片法检测的特异性, 但成本高 纳克级总 RNA 
桥连同位素标记法 简便灵敏, 但耗时长, 需要同位素标记 130皮克总 RNA 

探

针 
杂

交 
纳米金标记法 不需要同位素或荧光标记, 灵敏度高、可操作性强 飞摩尔级 miRNA 

 
   

定量 PCR法 高精度定量与高灵敏度, 样品消耗量少 100皮克总 RNA 
滚环扩增法 操作简便, 特异性好, 但灵敏度较低 几纳克总 RNA 
引物入侵法 简便易操作, 但需要特殊的内切酶 100纳克总 RNA 
克隆测序法 费时费力, 但可以发现新的 miRNA 微克级总 RNA 

扩

增 
技

术 
新一代测序技术 高通量, 结果准确度高, 可定量检测未知 miRNA, 但成本高 皮克级总 RNA 

 

要从新技术的发展中获得帮助。近年来, 虽然某
些传统检测方法, 如 Northern blotting 法等仍是研究

miRNA 的常规方法, 但随着新技术新方法的迅速发
展, 科研人员在定量检测 miRNA 方面有了更多的选
择, 但需要结合具体的实验目的和各种检测方法的优
缺点综合考虑, 以获得最经济和最优化的实验结果。 
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