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　　孕妇血浆中胎儿游离ＤＮＡ、ＲＮＡ的发现使无创产前诊

断成为可能［１］。利用母体血浆中的胎儿游离ＤＮＡ可获得胎

儿的遗传信息，包括胎儿性别、血型Ｒｈ（Ｄ）状态等［２］；母体血

浆胎儿ＲＮＡ的发现也为应用胎儿游离核酸无创进行产前诊

断提供了条件［３］。ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）是一种大小约

２１～２３个碱基的单链小分子 ＲＮＡ，可通过与靶基因非编码

区的结合来抑制翻译，从而调控基因表达，参与一系列生命

进程，包括早期发育、细胞增殖、细胞凋亡和细胞分化等［４］。

　　母体血浆胎源性 ｍｉＲＮＡｓ的发现为无创性产前诊断开

辟了一个新视角［５］。ｍｉＲＮＡ通过与一些小分子微颗粒结合

免于被ＲＮａｓｅｓ降解，而稳定存在于孕妇血浆中［６］，有利于无

创性产前诊断；但由于其含量甚微且对保存温度要求较高，

后续检测工作难度较大。因此，必须制定合理的孕妇血浆处

理规范，以保证从血浆中稳定获得高浓度 ｍｉＲＮＡ进行无创

产前诊断。本研究观察 ｍｉｒＶａｎａｍｉＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ（Ａｐ

ｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）和ＴＲＩｚｏｌ抽提法提取血浆中胎盘特异性

ｈａｓｍｉＲ１４１的效果及稳定性，比较两者对血浆中ｍｉＲＮＡ的

富集效率。

１　材料和方法

１．１　一般资料　２００８年１月至２００９年１月，在第二军医大

学长海医院妇产科采集２０例孕妇的血浆样本，年龄２２～３１
岁，孕周２６．７～３５．９周，无妊娠并发症和妊娠合并症。本研

究经第二军医大学长海医院伦理委员会批准，入选的受检者

均知情同意并签署知情同意书。

１．２　血样采集和处理　入院第１天采集孕妇外周静脉血

８ｍｌ，将其加入已含有５０ｍｍｏｌＥＤＴＡ的采血管中，并立即

分为２份，每份４ｍｌ。在４℃的条件下，采取两步离心法，首

先以１６００×ｇ离心１０ｍｉｎ，将上清液置入新的离心管中，再

以１６０００×ｇ离心１０ｍｉｎ上清液，再取其上清液并以１

０．８的体积比加入ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）并混匀。

１．３　血浆中游离ｍｉＲＮＡ的提取与富集　将经过上述处理的

样本置于冰上１５ｍｉｎ后，在４℃的条件下以１０００×ｇ离心１０

ｍｉｎ，取上清液，置入１．５ｍｌ的ＥＰ管中，并以１０．２５的体积

比加入氯仿，摇晃混匀，置于冰上１０ｍｉｎ，在４℃的条件下以

１２０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，取上层水相。之后将上述分为２份的

血浆样本取一份用传统ＴＲＩｚｏｌ抽提法进行 ｍｉＲＮＡ抽提，另

一组参照ｍｉｒＶａｎａｍｉＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ说明书中的步骤提取

ｍｉＲＮＡ。分别使用Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ紫外分光光度仪测定ＲＮＡ的

Ｄ２６０值和Ｄ２６０／Ｄ２８０比值，以评估提取物中ｍｉＲＮＡ的浓度和质

量。符合定量检测要求的样本进行下一步反应。

１．４　反转录ＰＣＲ及ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

１．４．１　反转录ＰＣＲ　取富集液５０ｎｇ为模板，以经过设计

的特异性ｈｓａｍｉＲ１４１反转录引物进行反转录，引物为５′

ＧＴＣＧＴＡ ＴＣＣ ＡＧＴ ＧＣＡ ＧＧＧ ＴＣＣ ＧＡＧ ＧＴＡ ＴＴＣ

ＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＣＣＡＴＣＴ３′。按照５×Ｐｒｉｍｅ

ＳｃｒｉｐｔＴＭＢｕｆｆｅｒ（ｆｏｒｒｅａｌｔｉｍｅ）４μｌ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭ ＲＴＥｎ

ｚｙｍｅＭｉｘ０．５μｌ（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭ ＲＴＲｅａｇｅｎｔＫｉｔ，ＴａＫａＲａ）、

ｈｓａｍｉＲ１４１反转录引物０．５μｌ、富集的小 ＲＮＡ５０ｎｇ、

ＤＥＰＣＨ２Ｏ（补充ＤＥＰＣＨ２Ｏ使总体积达到２０μｌ）进行反转

录。

１．４．２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ　 采用 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ

（ＴａＫａＲａ）试剂和ＳｔｅｐＰｌｕｓＯｎｅ实时定量ＰＣＲ仪（Ａｐｐｌｉｅｄ

Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ），定量检测ｈａｓｍｉＲ１４１的含量，ｈａｓｍｉＲ１４１上

游引物：５′ＴＣＣＧＣＡＣＴＡＡＣＡＣＴＧＴＣＴＧＧＴＡＡ３′，下

游引物：５′ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３′；Ｕ６上游引物：

５′ＣＴＣＧＣＴ ＴＣＧ ＧＣＡ ＧＣＡ ＣＡ３′，下游引物：５′ＡＡＣ

ＧＣＴＴＣＡ ＣＧＡ ＡＴＴ ＴＧＣ ＧＴ３′；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ 条件：

９５℃３０ｓ，９０℃５ｓ，６０℃１５ｓ，７２℃３０ｓ，５５个循环。采用标

准反转录产物倍比稀释法建立标准曲线，每２０μｌ体系分别

添加标准反转录产物２、１、０．５、０．２５、０．１２５μｌ，每种浓度设立

３个平行复管。按照上述 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ条件，对前期制备

的各样本的反转录产物进行检测。每批次ＰＣＲ均设立标准

曲线作为批次间参照，并依据标准曲线设立Ｃｔ值阈值。每
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样本均做３个平行复管，取其平均值分析，每个ＰＣＲ测定中

都包括阴性（水）对照。获得的各样本ｈｓａｍｉＲ１４１表达量均

由标准曲线转换为相对定量值，管家基因 Ｕ６表达量进行标

准归一化处理，最终获得比值进行比较和统计分析。通过

２－△△Ｃｔ法计算ｈｓａｍｉＲ１４１在孕妇血浆当中的相对表达量。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件，使用配对ｔ检

验比较两组抽取ｍｉＲＮＡ间的差异，并计算两组间的Ｐｅａｒｓｏｎ
相关系数。

２　结　果

２．１　ＭｉｃｒｏＲＮＡ含量的测定结果　结果（图１）表明：ｍｉｒＶａ

ｎａｍｉＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ提取值为２．７６３±０．５８９，ＴＲＩｚｏｌ法

提取值为１．２２４±０．２６２，组间差异有统计学意义（ｔ＝

１８．３２５，Ｐ＜０．００１），且二者间相关性较好（Ｐｅａｒｓｏｎ系数＝

０．８９０，Ｐ＜０．００１）。结果表明：采用 ｍｉｒＶａｎａｍｉＲＮＡＩｓｏｌａ

ｔｉｏｎＫｉｔ对目的血样进行 ｍｉＲＮＡ富集，血浆中富集得到的

ｍｉＲＮＡ浓度较传统ＴＲＩｚｏｌ抽提法明显提高。

２．２　ＭｉｃｒｏＲＮＡ稳定性的观察　结果（图１）表明：两组使用

不同抽提方法抽提的 ｍｉＲＮＡ产物在－８０℃的条件下存放

３０ｄ，通过ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ｍｉＲＮＡ含量后发现，ｍｉｒＶａｎａ

ｍｉＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ提取值为２．７６０±０．５９２，与原含量间无

统计学差异（Ｐ＝０．０６９），ＴＲＩｚｏｌ法提取值为１．２２１±０．２３２，

与原含量间也无统计学差异（Ｐ＝０．１１０）。

图１　不同抽提方法对ｈｓａｍｉＲ１４１含量和稳定性的影响
Ｐ＜０．０１ｖｓＴＲＩｚｏｌ法；ｎ＝２０，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　无创性产前诊断是近年来众多研究机构关注的领域，致

力于在最大程度保障母婴安全的前提下，为胎儿或高危孕妇

的疾病检出提供一个较为可靠的风险预估。孕妇外周血中

胎儿游离ｍｉＲＮＡ的发现为无创性产前诊断带来了希望，胎

儿游离ｍｉＲＮＡ提取及分析过程简单，易于发展成为可应用

于临床的大样本、高通量的检测方法。此外，胎儿ｍｉＲＮＡ在

未分娩孕妇的血浆中具有性质稳定、分娩后很快被清除的特

点。然而利用母体血浆中存在的小分子标志物进行无创性

产前诊断的前提条件是这种标志物在血浆中的含量充足、纯

度较高、稳定性较好［７］，以便为后续的一系列研究提供可靠

的实验结果。因此，探索、发展和利用高效的富集方法获取

ｍｉＲＮＡ等小分子标志物对于无创性产前诊断非常必要。

　　ｍｉＲＮＡ表达含量的多少在很大程度上依赖于样本中

ＲＮＡ的含量及 ｍｉＲＮＡ的抽提方法。基于 ｍｉＲＮＡ广泛的生

物学功能，人们对ｍｉＲＮＡ的关注往往集中于其作用机制的研

究，忽略了对ｍｉＲＮＡ的分离方法和样本储存的研究。无论是

后续的芯片分析，还是ｍｉＲＮＡ的功能研究，ｍｉＲＮＡ的抽提都

是最基础的步骤。因此，ｍｉＲＮＡ样本的分离质量很大程度上

影响了研究者后续的实验结果。传统的ＴＲＩｚｏｌ提取方法通常

使用高浓度的酸性酚、氯仿灭活ＲＮａｓｅ，从其他多种生物活性

分子中提取ＲＮＡ，这一方法为获取高纯度的ＲＮＡ创造了条

件。然而，这些ＲＮＡ必须经过去盐处理并用乙醇沉淀，因而

常规的乙醇沉淀法并不适合富集 ｍｉＲＮＡ。ＭｉｒＶａｎａｍｉＲＮＡ

ＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ通过采用改良的玻璃纤维滤膜方法快速回收样本

中的全部ＲＮＡ，包括 ｍｉＲＮＡ。首先用变性裂解液裂解样品，

让ＲＮａｓｅ失活，使ＲＮＡ稳定，之后用酸性酚、氯仿进行萃取，

留下半纯的ＲＮＡ样品，之后再用玻璃纤维滤膜来进行纯化，

以此提高ｍｉＲＮＡ的得率。ｈａｓｍｉＲ１４１在孕妇胎盘中特异性

表达。因此，本研究以ｈａｓｍｉＲ１４１作为孕妇血浆中胎源性标

志物开展进一步研究，发现ｍｉｒＶａｎａｍｉＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ法和

传统的ＴＲＩｚｏｌ法在提取相同样本中的ｈａｓｍｉＲ１４１时，它们

的结果表现出了非常好的相关性（Ｐ＝０．００１），而运用ｍｉｒＶａｎａ

ｍｉＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ法较传统的ＴＲＩｚｏｌ法在提取 ｍｉＲＮＡ的

浓度上却大大增加（Ｐ＝０．００１）；同时，在将抽提样本放置在

－８０℃条件下３０ｄ后，ｍｉｒＶａｎａｍｉＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ法分离的

ｍｉＲＮＡ产物无明显降解，显示出其提取物的稳定性较好。这

提示ｍｉｒＶａｎａｍｉＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ法是提取ｍｉＲＮＡ的更佳选

择，也从根本上提高了后续对 ｍｉＲＮＡ研究的准确性，为建立

合理的孕妇血浆中胎源性ｍｉＲＮＡ抽提操作规范奠定了基础。
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