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孕妇外周血检测微小ＲＮＡ行产前诊断的
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【摘要】　寻找一种准确、无创的产前诊断方法取代目前的有创性检查，提高人口出生质量，是人们的追

求目标。而检测孕妇外周血中胎儿细胞游离核酸物质逐渐发展成一种无创产前诊断新途径。本文综述

了孕妇外周血中检测微小ＲＮＡ行产前诊断的可行性及预测妊娠相关疾病的研究进展。
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　　长期以来，人们一直致力于寻找一种早期、安

全、简便、准确的产前诊断方法，以排查胎儿染色体

异常疾病，降低病残儿出生率，提高人口质量。传统

的产前诊断方法包括中孕期绒毛膜取样、羊膜腔或

脐血穿刺，因其为有创性操作而不被广大孕妇所接

受。孕妇血液中胎儿有核红细胞因数量稀少且分选

困难，经宫颈取样收集胎儿滋养层细胞因收集方法

并非完全无创从而限制了它们在临床中的应用。近

年来，检测孕妇外周血中胎儿细胞游离脱氧核糖核

酸（ＤＮＡ）或核糖核酸（ＲＮＡ）物质逐渐发展成一种

无创产前诊断新途径。与此同时，母血中另外一种

游离核酸分子即胎儿游离微小ＲＮＡ作为一个新兴

的研究领域、一种非侵入性的早期检测手段，目前已

显示出了良好的发展前景和巨大的应用潜力。本文

就其研究进展做一综述。

１　犿犻犚犖犃的生物学特性

微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ，ｍｉＲ）于１９９３

年由Ｌｅｅ等人在线虫中发现，长度为１８～２５个核苷

酸，为非编码小分子ＲＮＡ，在基因转录后水平上通

过与靶ｍＲＮＡ互补结合，抑制 ｍＲＮＡ 的翻译或降

解ｍＲＮＡ，发挥对约３０％ 人类基因表达的调节作

用，参与调控个体发育、细胞凋亡、细胞增殖和分化

等生命活动［１］。

ｍｉＲＮＡ 分子同已知的循环核酸（ＤＮＡ 和

ＲＮＡ）一样，广泛存在于正常人和不同种病人的血

清和血浆中，并且随着生理状况、疾病的类型和病程

的不同而表达异常。ｍｉＲＮＡ 在组织和细胞中的表

达具有严格的时空性和组织特异性，在不同病理生

理状况下呈特征性表达。

外周血ｍｉＲＮＡ 具有稳定性，在不同物种的血

浆中均可检测到 ｍｉＲＮＡ，其表达水平在同一物种

不同个体间是一致的，且能抵抗４℃、－８０℃ 低温冻

融［２，３］。Ａｒｒｏｙｏ等
［４］发现 ｍｉＲＮＡ 在血液中的稳定

性并 非由 于 ｍｉＲＮＡ 能 抵抗 血 浆 核 糖 核 酸 酶

（ＲＮａｓｅｓ），而是因为大多数 ｍｉＲＮＡ与蛋白复合体

结合，其中主要是 Ａｒｇｏｎａｕｔｅ２蛋白复合体，这些蛋

白复合体对ｍｉＲＮＡ具有保护作用，从而使ｍｉＲＮＡ

具有稳定性。组织细胞内外的ｍｉＲＮＡ 表达图谱是

不一样的，ｍｉＲＮＡ 选择性地从组织细胞释放到外

周血中。外周血中ｍｉＲＮＡ的稳定性及其选择性对

其成为疾病诊断的潜在性无创生物标志物起着重要

的作用［５］。

２００８年Ｃｈｉｍ 和同事率先开始将 ｍｉＲＮＡｓ作

为妊娠并发症的生物标记的研究工作。当时已知的

主要在胎盘表达的 ｍｉＲＮＡｓ大约有１００种
［６］，但是

不知道胎盘来源的 ｍｉＲＮＡｓ能否在母血循环中检

测到并用于诊断。在这个里程碑式的研究中，Ｃｈｉｍ

等［７］设想血浆中大部分 ｍｉＲＮＡｓ来源于造血系统

而与妊娠并不相关，所以他们比较了晚孕期胎盘组
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织中和对应的母血细胞中的１５７种 ｍｉＲＮＡｓ，证明

出现在胎盘中的３４种 ｍｉＲＮＡｓ浓度高于孕母血细

胞中的１０倍。重要的是，研究者验证了胎盘中４种

极其丰富的ｍｉＲＮＡｓ（ｍｉＲ１４１，ｍｉＲ１４９，ｍｉＲ２９９

５ｐ，ａｎｄｍｉＲ１３５ｂ）可以在孕妇血浆中检测到，但在

产后母体血浆中检测不到，进一步证实他们来源于

胎盘。在妊娠妇女血浆中发现胎儿的循环ｍｉＲＮＡ，

而且母亲血浆中的胎儿ｍｉＲＮＡ在分娩前具有稳定

性，故胎儿的循环ｍｉＲＮＡ 可以作为产前诊断的分

子标志。

随后，几个研究也证实胎盘特异 ｍｉＲＮＡｓ存在

孕母血浆和血清中。Ｇｉｌａｄ等
［８］研究表明孕妇血清

中的 ｍｉＲ５２６ａ、ｍｉＲ５２７、ｍｉＲ５２０５ｐ表达水平明

显高于非妊娠妇女，这种生理变化可用于判断女性

是否怀孕。胎盘来源的核酸物质（ＤＮＡ和ＲＮＡ）最

初设想是以凋亡小体的形式释放到母体循环中［９］，

而Ｌｕｏ等
［１０］报道了ｍｉＲＮＡｓ是由人类胎盘合体滋

养细胞通过外质体运输到母血循环，循环中的滋养

细胞释放的 ｍｉＲＮＡｓ反映了妊娠的生理状态并可

用于诊断。因为它们的浓度很可能反映组织特异的

生理或病理状态，就此推断相关的 ｍｉＲＮＡｓ可能对

妊娠并发症做出预测。

２　外周血犿犻犚犖犃检测技术

目前已经发展了多种有效的 ｍｉＲＮＡ 检测方

法，根据研究目的和所取样本不同可以选择最适合

的检测方法。ＲＮＡ印迹（ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ）是验证和

确认ｍｉＲＮＡ的经典方法，但该方法繁琐并且灵敏

度低，不适于临床大规模的筛选实验［１１］。芯片技术

（ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ）可以实现快速、高通量地检测，且可用

于多个ｍｉＲＮＡ的检测
［１２］，但结果是半定量的，灵

敏度和重复性较差，一般多用于初筛，获得的结果通

常需要Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ和实时定量ＰＣＲ进行验证，

而芯片制作和检测所需的仪器设备也较昂贵。循环

ｍｉＲＮＡ的定性检测可采用ｍｉＲＮＡ芯片技术。

实时ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）作为半定量或定量检测

ｍｉＲＮＡ表达的常用实验方法
［１３］，在研究 ｍｉＲＮＡ

表达的过程中不断得到改进。实时荧光定量ＰＣＲ

可以很精确地定量分析ｍｉＲＮＡ，是循环ｍｉＲＮＡ定

量检测最常用而有效的方法。茎环（ｓｔｅｍｌｏｏｐ）实时

定量 ＲＴＰＣＲ 是一项高特异度、敏感度的检测

ｍｉＲＮＡ表达的实验技术，包括设计具有茎环结构

的反转录引物和用ｍｉＲＮＡ荧光标记的特异分子探

针进行实时ＰＣＲ２个关键步骤
［１４］。Ｍｉｔｃｈｅｌｌ等

［１５］

采用茎环的ＲＴＰＣＲ 方法直接以血清为模板也能

检测到ｍｉＲＮＡ分子，充分证明这种方法特异性和

敏感性方面的优势。Ｇｉｌａｄ等
［８］采用ｐｏｌｙＡ 加尾，

用带有锚定引物 ＲＴＰＣＲ，然后再用探针进行检

测，同样获得稳定的ｍｉＲＮＡ分子。

３　犿犻犚犖犃在产科领域的应用

基于“成人疾病胎儿起源”学说［１６］，成人疾病可

能由早期生命过程所决定，而寻找在孕期发现异常

的方法即产前诊断或产前筛查对下一代健康有深远

意义。孕妇血清中出现的生物标记如果相对无创且

数量丰富，是最有价值的。循环核酸在母体血浆中

的发现为非侵入性的产前诊断开创了可能。但研究

发现循环ＤＮＡ检测率低，特异性差，存在大量母体

ＤＮＡ的背景干扰；循环ＲＮＡ 虽易于检测，但容易

降解，作为标记物缺乏稳定性。而循环 ｍｉＲＮＡ 有

着作为临床标记物的足够的稳定性和特异性。最近

几年对一些妊娠相关疾病的研究表明，作为妊娠相

关疾病的无创生物标记，ｍｉＲＮＡｓ是一种极有潜力

的候选者。

为证明ｍｉＲＮＡｓ与妊娠相关并发症有关，研究

者曾采用两种互补的方法。开始第一种方法为患有

感兴趣疾病孕妇与健康对照组的胎盘中 ｍｉＲＮＡｓ

的浓度比较。有疾病相关差异的候选胎盘ｍｉＲＮＡｓ

通过ｍｉＲＮＡ微阵列芯片或第二代基因测序鉴定，

然后由定量实时ＰＣＲ确认。因为血浆和血清均为

无创诊断样本，研究者随后检验它们是否出现在孕

母血浆或血清中。第二种方法开始直接检测孕母血

浆或血清，寻找与感兴趣妊娠并发症相关的 ｍｉＲ

ＮＡｓ的基因表达模式。通过这些方法验证的 ｍｉＲ

ＮＡｓ并不需要胎盘特异性表达，只要这些 ｍｉＲＮＡｓ

的差异表达能够反映孕母的妊娠相关生理或病理状

态。大量候选ｍｉＲＮＡｓ已经被识别，它们中许多有

希望成为特殊妊娠疾病的生物标记。

目前国内外文献报道的ｍｉＲＮＡ用于产前诊断

研究，尤其妊娠相关疾病预测取得了一定成果。本
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文便作以介绍。

３．１　检测胎儿染色体异常　唐氏综合征（Ｄｏｗｎ

ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＤＳ）胎儿表达其特异性的ｍｉＲＮＡ
［１７］，而

部分ＤＳ胎儿特异性ｍｉＲＮＡ又在胎盘特异性表达。

因此，孕妇血浆中ｍｉＲＮＡ可作为胎儿ＤＳ无创产前

诊断的标志物。国内李艳丽等［１８］选择在ＤＳ胎儿脑

组织和心脏组织高表达的 ｍｉＲ１２５ｂ２作为研究目

标，分别检测正常孕妇和异常孕妇血清中 ｍｉＲ

１２５ｂ２的水平。研究结果显示唐氏筛查高危孕妇

血清ｍｉＲ１２５ｂ２水平高于妊娠中期孕妇，最终确诊

为异常的孕妇血清 ｍｉＲ１２５ｂ２水平明显高于正常

孕妇。因此，ｍｉＲ１２５ｂ２可以单独或与其他检测指

标联合使用，用于无创产前诊断。此外，１０例异位

妊娠孕妇血清 ｍｉＲ１２５ｂ２的水平也明显高于正常

孕妇。ｍｉＲ１２５ｂ２有可能成为区别正常妊娠与异

位妊娠的一个有用分子标记物。

３．２　筛查胎儿结构异常　先天性心脏病是一种常

见的婴儿出生缺陷。虽然目前反映胎儿先天性心脏

病的筛查指标有多种，如颈半透明度（ＮＴ）、βｈＣＧ

和ＰＡＰＰＡ，但这些指标有非特异且假阳性率高。

而与心脏发生相关的特异性 ｍｉＲＮＡ 已被发现，并

且这些特异性 ｍｉＲＮＡ 与胎盘 ｍｉＲＮＡ 的表达有

关，而且还出现在妊娠妇女的外周血中，这预示着妊

娠妇女的外周血ｍｉＲＮＡ可作为胎儿先天性心脏病

诊断的潜在性生物标志物［１９］。而中国医科大学一

项研究［２０］首次将怀有神经管缺陷胎儿的孕妇与健

康对照孕妇作比较，其血清中６种 ｍｉＲＮＡｓ的表达

不同，这些ｍｉＲＮＡｓ可作为产前监测胎儿有无神经

管缺陷的早期无创分子标记。

３．３　预测子痫前期　研究表明，子痫前期 （ｐｒｅ

ｅｃｌａｍｐｓｉａ，ＰＥ）发生时，也会经历如细胞凋亡等病理

生理过程。因此，推测 ｍｉＲＮＡ 在ＰＥ 的病理过程

中可能发挥了至关重要的作用。２００７年，Ｐｉｎｅｌｅｓ

等［２１］运用微阵列技术分析了ＰＥ患者与正常妊娠妇

女胎盘组织中１５７种ｍｉＲＮＡｓ的表达变化情况，发

现ｍｉＲＮＡ在这两组人群中存在明显差异。这一研

究结果首次证实 ｍｉＲＮＡ 与产科疾病密切相关。

Ｚｈｕ等
［２２］用芯片技术和实时荧光定量ＰＣＲ研究发

现在先兆子痫孕妇胎盘中有３４种ｍｉＲＮＡｓ表达异

常，并且在先兆子痫孕妇胎盘中 ｍｉＲＮＡ 家族在人

染色体 １９ｑ１３．４２，１３ｑ３１．３，ｘｑ２６．２，ｘｑ２６．３ 和

１４ｑ３２．３１表达异常，表明先兆子痫和其它病理情况

下涉及到的胎盘中ｍｉＲＮＡ的异常也可以在母体血

浆中反映。而Ｅｎｑｕｏｂａｈｒｉｅ等
［２３］运用基因芯片技

术对２０例ＰＥ患者及２０例正常妊娠妇女胎盘组织

的ｍｉＲＮＡ进行检测发现，相较于正常妊娠妇女，

ＰＥ患者胎盘组织中有８种 ｍｉＲＮＡ 表达异常：

ｍｉＲＮＡ２１０ 上 调，ｍｉＲＮＡ３２８、５８４、１３９５ｐ、

５００、１２４７、３４ｃ５ｐ、１下调，此项结果与以前的研

究相一致［２１］。同时 Ｅｎｑｕｏｂａｈｒｉｅ等
［２３］认为，ｍｉＲ

ＮＡ２１０主要参与内皮细胞对低氧状态的应答、毛

细血管样结构的形成以及血管内皮生长因子

（ＶＥＧＦ）趋化的细胞迁移等过程，其表达量增高可

能主要与胎盘低氧状态相关。而 ｍｉＲＮＡ１主要通

过对钙调节蛋白ｍＲＮＡ、Ｍｅｆ２ａ以及Ｇａｔａ４的负相

调控影响钙信号。这些证据均提示，ｍｉＲＮＡ 可以

作为无创性产前诊断的分子标记物，用于ＰＥ早期

的预测。

３．４　预测胎儿生长受限　Ｍｏｕｉｌｌｅｔ等
［２４］发现胎盘

滋养层 ｍｉＲＮＡ 是通过缺氧进行调节的，而这些

ｍｉＲＮＡｓ与妊娠妇女血清中的胎儿ｍｉＲＮＡｓ密切

相关；他们检测和比较正常妊娠妇女与胎儿生长受

限（ｆｅｔａｌｇｒｏｗｔｈｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ，ＦＧＲ）的妊娠妇女血清

中的胎儿ｍｉＲＮＡ，发现后者的胎儿ｍｉＲＮＡ 水平明

显增高。最近，Ｍａｃｃａｎｉ等的研究报道了胎盘 ｍｉＲ

ＮＡ浓度下降与低出生体重直接相关
［２５］。１０７名足

月初产妇的胎盘所表达的６种 ｍｉＲＮＡｓ（ｍｉＲ１６、

ｍｉＲ２１、ｍｉＲ９３、ｍｉＲ１３５ｂ、ｍｉＲ１４６ａ和ｍｉＲ１８２），

在低出生体重儿的胎盘中 ｍｉＲ１６和 ｍｉＲ２１的表

达水平明显降低。此外，ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析肯定了

ｍｉＲＮＡｓ的表达与小于胎龄儿（ｓｍａｌｌｆｏｒｇｅｓｔａｔｉｏｎ

ａｌａｇｅ，ＳＧＡ）之间的关系，证明胎盘 ｍｉＲ１６的低表

达可预测超过４倍的机率为ＳＧＡ。如果胎盘中

ｍｉＲ１６和 ｍｉＲ２１均为低表达，则为ＳＧＡ的机率

更大。进一步研究与胎儿生长有密切相关的 ｍｉＲ

ＮＡｓ的表达，将有助于理解其作为ＦＧＲ标记的潜

在机制及其临床的使用潜力。

３．５　预测妊娠期糖尿病　妊娠期糖尿病（ｇｅｓｔａ

ｔｉｏｎａｌｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，ＧＤＭ）与母儿结局密切相

关，对妊娠期糖尿病做出早期风险评估将有助于改

３２



·论著· 《中国产前诊断杂志（电子版）》　２０１４年第６卷第２期

善母儿结局。Ｚｈａｏ等完成了一个多级研究
［２６］，旨

在调查２５～２８孕周时诊断ＧＤＭ之前血清ｍｉＲＮＡ

的预测能力，在初始阶段，他们使用低密度阵列芯片

（ｔａｑｍａｎｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙａｒｒａｙｃｈｉｐｓ），继以实时ＰＣＲ

来系统筛选１６～１９孕周之间收集的血清中的ｍｉＲ

ＮＡｓ。结果显示将要发展为ＧＤＭ的孕妇血液中有

３种ｍｉＲＮＡｓ（ｍｉｒ２９ａ、ｍｉｒ２２２和ｍｉＲ１３２）浓度明

显低于对照组。该研究阐明了 ｍｉＲＮＡｓ作为ＧＤＭ

预后指标的潜在能力，但其临床应用仍然需要进一

步的调查和优化。

３．６　预测早产　早产（ｐｒｅｔｅｒｍｄｅｌｉｖｅｒｙ，ＰＴＤ）定

义为满２８孕周而不足３７孕周之前的分娩。早产症

状为非特异性，并难以预测哪个孕妇会早产。最近

两项研究证明早产孕妇的 ｍｉＲＮＡｓ表达不同。

Ｍｏｎｔｅｎｅｇｒｏ等用 ｍｉＲＮＡ微阵列分析发现早产组

与足月产组３９种ｍｉＲＮＡｓ在绒毛膜上的表达有差

异性，实 时 ＰＣＲ 证 实 ｍｉＲ３３８、ｍｉＲ４４９、ｍｉＲ

１３６，、和ｍｉＲ１９９ａ足月时是减少的
［２７］。另一个研

究显示早产组的胎盘一部分ｍｉＲＮＡｓ（如ｍｉＲ１５ｂ、

ｍｉＲ１８１ａ、ｍｉＲ２１０、ｍｉＲ２９６３ｐ、ｍｉＲ４８３５ｐ 和

ｍｉＲ４９３）的表达发生了变异
［２８］。在血清中发现这

些ｍｉＲＮＡｓ并用于预测早产还有待观察。

３．７　预测复发性流产　复发性流产（ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ

ｐｒｅｇｎａｎｃｙｌｏｓｓ，ＲＰＬ）发生在０．４％～１％ 的妊娠

中，定义为在３次或以上临床可见的妊娠（异位妊

娠、宫内妊娠，但不包括生化妊娠）２０孕周之前发生

的流产。ＲＰＬ的病因经常不清楚，也缺乏诊断证据

及治疗方法。基因异常是导致ＲＰＬ的一个重要因

素，某些单核甘酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙ

ｍｏｒｐｈｉｓｍｓ，ＳＮＰｓ））也与 ＲＰＬ相关。两项最近的

研究调查了 ｍｉＲＮＡ多态性与 ＲＰＬ的联系。一个

研究比较了２１７个 ＲＰＬ患者和４３１个正常对照中

初级ｍｉＲＮＡ（ｐｒｉｍｉＲ）１２５ａ上的２个不同的等位

基因，ｍｉＲ１２５ａ的产物改变增加了中国汉族中一个

人群发生ＲＰＬ的风险
［２９］。在另一个病例对照研究

中，研究人员发现４个 ｍｉＲＮＡ前体多态性（ｍｉＲ

１９６ａ２ＣＣ，ｍｉＲ４９９ＡＧ＋ＧＧ，ｍｉＲ１９６ａ２ＣＣ／ｍｉＲ

４９９ＡＧ＋ＧＧｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ）和韩国妇女 ＲＰＬ的发

生有关［３０］。如果确定在不同种族人群中这些 ｍｉＲ

ＮＡ多态性和ＲＰＬ之间存在的相似联系将会更有

意义。

４　结语与展望

ｍｉＲＮＡｓ广泛存在于外周血中，具有稳定性和

释放的选择性，其与某些生理病理现象密切相关，对

疾病的发生、发展起着重要作用，而且采集外周血的

标本相对方便及具有无创性。因此，外周血ｍｉＲＮＡ

可望成为新的疾病早期诊断、鉴别诊断及预后判断

的无创性生物标志物。

ｍｉＲＮＡｓ作为一种新型的无创性产前诊断指

标，发展前景良好。但是由于相关研究只是在小范

围内进行，因此仍需要进行更多大规模的研究来提

供证据。虽然对血清中含有许多来源于不同组织和

器官ｍｉＲＮＡｓ已经很明确，但循环ｍｉＲＮＡｓ应用于

产前诊断，肿瘤及其他疾病诊断方面还处于初级阶

段，单个的 ｍｉＲＮＡ 标记物在不同的病理条件，即

使是相同的疾病，使用一种标记物也是不可靠的方

法；而且目前实验样本量较小，检测方法繁琐且价格

昂贵，这些都不利于临床应用。如果建立一套标准

ｍｉＲＮＡ标记物表达谱，随着技术的进步，在不久的

将来，不仅血清或血浆中 ｍｉＲＮＡ，其它体液中的

ｍｉＲＮＡ，如尿液和唾液中的ｍｉＲＮＡ也可作为标记

物应用于临床，甚至为临床多种疾病提供治疗靶点。

目前大部分研究只是从外周血ｍｉＲＮＡ 的表达

上调或下调来预测某种或某些疾病，对疾病诊断的

特异性研究很少。如果能对其特异性、准确性和规

范化方法等全面深入研究，外周血 ｍｉＲＮＡ 作为新

的疾病诊断的无创性标志物的预测就将变为现实。

相信随着分子生物学技术的不断发展，孕妇血浆及

血清中的胎儿游离核苷酸，特别是 ｍｉＲＮＡ必将成

为无创伤性产前遗传病诊断最具临床应用价值的标

记物。
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