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　　ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）是大小约２１～２３个碱基的非编

码单链小分子ＲＮＡ，通过与靶基因３′端非翻译区（３′ＵＴＲ）

的不完全碱基配对发挥基因调控作用，使 ｍＲＮＡ降解或抑

制靶ｍＲＮＡ翻译。ｍｉＲＮＡｓ广泛参与了生物体多种生理和

病理过程，包括细胞增殖、凋亡、应激反应和肿瘤生成等［１３］。

最近有报道指出随着一些疾病的发生发展，外周血循环中的

ｍｉＲＮＡｓ表达量也有显著变化［４６］。我国是乙型肝炎高发

区，目前关于ｍｉＲＮＡｓ在乙型肝炎中的表达变化尚不清楚。

由于病毒性肝炎的ｍｉＲＮＡｓ表达谱还没有详细的研究，我们

根据文献报道一共选择了９个与肝脏疾病和病毒复制相关

的ｍｉＲＮＡｓ，观察这些ｍｉＲＮＡｓ在慢性乙型肝炎患者血浆中

的表达量变化，为进一步了解乙型肝炎的分子生物学表现提

供参考。

１　材料和方法

１．１　研究对象　慢性乙型肝炎患者２６例，其中男性１５例，

女性１１例，平均年龄（４２．３±７．１）岁，均符合２００５年中华医

学会制定的《慢性乙型肝炎防治指南》中慢性乙肝的诊断标

准（血清中 ＨＢｓＡｇ阳性持续６个月以上，并且存在肝脏组织

病理学改变）。排除合并急性病毒性肝炎、自身免疫性肝病、

酒精性肝病、药物性肝病、代谢性肝病、遗传性肝病、隐源性

肝病、血吸虫性肝病等的患者。所有患者均无血液、肾脏、肿

瘤等可能影响血清水平的疾病，并且近１个月内无输血液制

品史。入院后均经Ｂ超或ＣＴ检查排除肝癌。健康对照组

１５人为健康献血员，其中男性８例，女性７例，平均年龄

（４３±８．２）岁。两组研究对象的性别及年龄构成比差异均无

统计学意义。本研究经第二军医大学长海医院伦理委员会

批准，所有患者及其家属均知情同意，并签署了知情同意书。

在抽血之前，所有患者均没有接受任何相关治疗。

１．２　样本处理和ＲＮＡ抽提　采集患者的外周血４ｍｌ加入

含３６０μｌＥＤＴＡ的抗凝管中，静置２ｈ左右，１６００×ｇ、４℃离

心１０ｍｉｎ，将上清移至另一干净的Ｅｐ管中，再１６０００×ｇ、

４℃离心１０ｍｉｎ，收集血浆至一新的Ｅｐ管中。加入 ＴＲＩｚｏｌ

ＬＳｒｅａｇｅｎｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），充分混匀后，放置冰上１５ｍｉｎ，

１２０００×ｇ、４℃离心１０ｍｉｎ，小心取上清，置入１．５ｍｌ的Ｅｐ
管中，加入氯仿（上清氯仿＝１０．２），冰上放置５ｍｉｎ后，

１２０００×ｇ、４℃离心１５ｍｉｎ，取上层水相。采用ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏ

ｓｙｓｔｅｍｓ公司ｍｉｒＶａｎａｍｉＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ富集血浆中的小

ＲＮＡ（具体步骤参照试剂盒说明书）。

１．３　ＲＮＡ浓度测定　用Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ生物分光光度计测定

ＲＮＡ样品在２６０ｎｍ和２８０ｎｍ 的光密度（Ｄ）值，读取ＲＮＡ
样品的浓度，并根据Ｄ２６０／Ｄ２８０的比值初步判断ＲＮＡ纯度。

每份ＲＮＡ均经过３次独立测量，如误差不超过５％ 则取３
次测量平均值作为最终浓度。

１．４　反转录ＰＣＲ和实时定量ＰＣＲ　每个样本取５０ｎｇ小

ＲＮＡ进行反转录。从已经发表的ｍｉＲＮＡｓ表达谱数据中选

择了９个 ｍｉＲＮＡｓ，分别是 ｍｉＲ１９９ａ、ｍｉＲ１２６、ｍｉＲ１８１ａ、

ｍｉＲ１２２、ｍｉＲ２１、ｍｉＲ２２３、ｍｉＲ１２５ｂ、ｍｉＲ２２２ 和 ｍｉＲ

１５０［７１４］。ｍｉＲＮＡｓ的序列来自Ｓａｎｇｅｒ数据库，根据 Ｃｈｅｎ
等［１５］在２００５年建立的方法自行设计了基因特异性颈环反

转录引物（表１）。以 Ｕ６为内参基因。ｍｉＲＮＡ的实时定量

ＰＣＲ技术使用ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ （ＴａＫａＲａ）试剂，Ａｐ

ｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司的ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｓｙｓｔｅｍ
实时定量ＰＣＲ仪，引物见表１。反应条件：９５°Ｃ３０ｓ，９０°Ｃ１０

ｓ，５５°Ｃ１５ｓ，７２°Ｃ２０ｓ，４５个循环。实时定量ＰＣＲ结果直观

的以ＣＴ值形式得到，所有的样本同时对ｍｉＲＮＡ和Ｕ６进行

扩增，每个样本重复３次。采用相对定量方法（２－ΔΔＣｔ法）对

定量结果进行比较、分析。
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表１　ｍｉＲＮＡｓ反转录引物与实时定量ＰＣＲ引物

ｍｉＲＮＡ 引物序列

ｈｓａｍｉＲ２１ 反转录 ５′ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＡＣＡ３′
实时定量 ５′ＧＣＴＧＣＧＧＴＡＧＣＴＴＡＴＣＡＧＡＣＴＧＡ３′，５′ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３′

ｈｓａｍｉＲ１２６ 反转录 ５′ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＣＧＣＡＴＴ３′
实时定量 ５′ＣＧＴＣＧＧＧＴＣＧＴＡＣＣＧＴＧＡＧＴＡＡＴ３′，５′ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３′

ｈｓａｍｉＲ１２５ｂ 反转录 ５′ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＡＡ３′
实时定量 ５′ＧＧＣＧＴＣＣＣＴＧＡＧＡＣＣＣＴＡＡＣ３′，５′ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３′

ｈｓａｍｉＲ１５０ 反转录 ５′ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＣＡＣＴＧＧ３′
实时定量 ５′ＧＧＣＧＧＴＣＴＣＣＣＡＡＣＣＣＴＴＧＴＡ３′，５′ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３′

ｈｓａｍｉＲ１８１ａ 反转录 ５′ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＣＴＣＡＣ３′
实时定量 ５′ＣＧＧＧＧＡＡＣＡＴＴＣＡＡＣＧＣＴＧＴＣＧ３′，５′ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３′

ｈｓａｍｉＲ２２３ 反转录 ５′ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＴＧＧＧＧＴ３′
实时定量 ５′ＧＧＧＣＧＧＧＴＧＴＣＡＧＴＴＴＧＴＣＡＡＡＴ３′，５′ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３′

ｈｓａｍｉＲ２２２ 反转录 ５′ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＣＣＣＡＧ３′
实时定量 ５′ＧＣＧＴＣＧＧＡＧＣＴＡＣＡＴＣＴＧＧＣＴＡ３′，５′ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３′

ｈｓａｍｉＲ１９９ａ 反转录 ５′ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＧＡＡＣＡＧ３′
实时定量 ５′ＧＣＣＧＣＣＣＡＧＴＧＴＴＣＡＧＡＣＴＡＣ３′，５′ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３′

ｈｓａｍｉＲ１２２ 反转录 ５′ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＣＡＡＡＣ３′
实时定量 ５′ＧＧＧＣＧＴＧＧＡＧＴＧＴＧＡＣＡＡＴＧＧＴ３′，５′ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３′

１．５　ＨＢＶＤＮＡ浓度测定　采用匹基公司的乙型肝炎病毒

核酸扩增荧光定量检测试剂盒测定慢性乙型肝炎患者外周

血 ＨＢＶＤＮＡ浓度。

１．６　统计学处理　所有统计分析均采用ＳＰＳＳ软件完成。

血浆中ｍｉＲＮＡｓ表达量水平的变化情况采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和

检验。ＨＢＶＤＮＡ与ｍｉＲ１２２相关性分析用Ｓｐｅａｒｍａｎ相关

系数分析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　慢性 ＨＢＶ患者血浆样本中 ｍｉＲＮＡｓ表达量变化　图

１显示的是９个ｍｉＲＮＡｓ在乙型肝炎组和正常对照组的表达

量变化情况。在这几个候选 ｍｉＲＮＡｓ中，ｍｉＲ１８１ａ（Ｐ＝

０．２４）、ｍｉＲ１２６（Ｐ＝０．２１）和ｍｉＲ２２３（Ｐ＝０．３１）的表达量水

平乙型肝炎组与对照组相比略有下降，但差异均无统计学意

义。其余６个ｍｉＲＮＡｓ的表达量乙型肝炎组与对照组相比

显示出上升水平，ｍｉＲ１５０（Ｐ＝０．２７）、ｍｉＲ２１（Ｐ＝０．１７）和

ｍｉＲ２２２（Ｐ＝０．３６）的表达量变化没有统计学意义，ｍｉＲ１２５ｂ
（Ｐ＜０．０５）、ｍｉＲ１９９ａ（Ｐ＜０．０５）和 ｍｉＲ１２２（Ｐ＜０．０１）的表

达量变化具有统计学意义，分别平均升高了５．９倍、６．６倍和

２５．５倍，其中以ｍｉＲ１２２的表达量变化最大。

２．２　ＨＢＶＤＮＡ和ｍｉＲ１２２的相关性分析　所有慢性乙型

肝炎患者均检测了外周血中的 ＨＢＶＤＮＡ浓度，并做了与血

浆中ｍｉＲ１２２的相关性分析。分析发现患者血浆中 ｍｉＲ１２２
的表 达 量 变 化 与 ＨＢＶ ＤＮＡ 浓 度 不 相 关 （Ｒ＝０．１３，

图２）。　　　　

图１　两组血浆中ｍｉＲＮＡｓ的相对表达量

１：ｍｉＲ１８１ａ；２：ｍｉＲ１５０；３：ｍｉＲ２１；４：ｍｉＲ１９９ａ；５：ｍｉＲ１２５ｂ；

６：ｍｉＲ１２６；７：ｍｉＲ２２３；８：ｍｉＲ２２２；９：ｍｉＲ１２２．Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１与对照组比较

图２　ＨＢＶＤＮＡ和ｍｉＲ１２２的相关系数图
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　　ｍｉＲＮＡｓ广泛参与生物体多种生理和病理过程［１３］，外周

血中存在特异性 ｍｉＲＮＡｓ分子，随着生理状况、疾病种类和

病程的不同，ｍｉＲＮＡｓ在血清和血浆中存在的种类和数量将

发生变化。本研究检测了慢性乙型肝炎患者外周血中 ｍｉＲ

ＮＡｓ的表达量变化。由于目前病毒性肝炎包括慢性乙型肝

炎的ｍｉＲＮＡｓ表达谱都还没有详细的研究报道，为广泛筛选

外周血中变化的ｍｉＲＮＡｓ分子，我们根据文献报道选择了肝

脏组织中表达水平较高的 ｍｉＲＮＡｓ（ｍｉＲ１２２、ｍｉＲ１２６、ｍｉＲ

１２５ｂ）、原发性肝癌组织中上调或下调具有显著统计学意义

的 ｍｉＲＮＡｓ（ｍｉＲ２１、ｍｉＲ１２５ｂ、ｍｉＲ２２３、ｍｉＲ１９９ａ、ｍｉＲ

２２２）以及与病毒复制有关的 ｍｉＲＮＡｓ（ｍｉＲ１５０、ｍｉＲ１８１ａ），

通过自行设计的特异性 ｍｉＲＮＡｓ引物，以实时定量ＰＣＲ技

术测定了它们在慢性乙型肝炎肝损伤患者的血浆样本中的

表达变化，结果发现在这９个 ｍｉＲＮＡｓ中，表达量变化有统

计学意义的有３个：ｍｉＲ１９９ａ、ｍｉＲ１２５ｂ和 ｍｉＲ１２２，其中

ｍｉＲ１２２的变化最为显著。ｍｉＲ１２２是一种人的肝脏特异性

ｍｉＲＮＡ分子［１２，１４，１６］，被认为是成人肝脏中表达量最高的一

种ｍｉＲＮＡ，占到肝脏总 ｍｉＲＮＡｓ的７０％左右。目前对于外

周血循环ｍｉＲＮＡｓ来源的主要观点有：（１）循环ｍｉＲＮＡ来自

于凋亡或坏死细胞的主动释放，以及循环细胞的裂解；（２）

ｍｉＲＮＡｓ被包裹在一种由细胞分泌的外核体中，释放入外周

血［４］。但是外周血循环 ｍｉＲＮＡｓ表达量改变的具体机制还

没有定论。因为 ｍｉＲ１２２在乙型肝炎肝损伤的患者外周血

中表达量升高最为显著，所以我们以 ｍｉＲ１２２为后续研究对

象，分析了血浆中ｍｉＲ１２２的表达量与检测病毒复制的常规

标记物 ＨＢＶＤＮＡ的相关性，发现两者不具有相关性，这提

示ｍｉＲ１２２与乙肝病毒的复制可能没有关系。由于本研究

选择的是已经发生了病理性肝损伤的患者，ｍｉＲ１２２的显著

升高以及其他 ｍｉＲＮＡｓ在外周血中表达量的改变是否与肝

细胞的损伤有关，还有待于进一步研究。

　　志谢　衷心感谢第二军医大学长海医院感染科郑瑞英

医生在样本收集方面给予的大力帮助！
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