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摘要   目的：对微小核糖核酸122（microRNA-122）的定量检测技术进行评估，探讨其临床应用价值。

方法：采用miRFLP技术检测企业校准品、参考品和临床样本，评价该技术的分析性能与临床检测价值。

结果：该方法定量下限为183 copies/μL，检测标准曲线183～1500000 copies/μL。高浓度平均回收率

113.2%，低浓度平均回收率94.2%，比例系统误差为3.7%。人间精密度变异系数4.2%～1.3%；室间精密

度变异系数6.4%～2.5%；批间精密度变异系数4.0%～1.5%；批内精密度变异系数4.1%～1.7%。试剂盒放

置4℃ 12小时后的检测结果与预期靶值无明显差异。采集化疗后24小时内43例肿瘤化疗患者的血样，并分

离血浆进行miRNA -122检测，将检测结果与现行诊断标准进行ROC方法学分析，CutOff 值设定为14136 

copies/μL，与欧盟公布的PSHT HV健康志愿组（欧洲人群）miRNA-122的13356 copies/μL（95%）基

本一致。结论：基于miRNA的微小核糖核酸（miRNA -122）定量检测技术具有性能优良、准确度高、

稳定性好等优点，有较高的临床应用价值。
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Abstract   Objective:   To evaluate MicroRNA-122 quantitative detection technology and discuss its clinical 
application value. Methods: MiRFLP technology enterprise calibration material, reference material and clinical 
samples were used to evaluate the analytical performance and clinical value of the technology. Results: The 
quantitative lower limit of the method was 183 copies/μL. The standard curve was 183-1500000 copies/μL. The 
average recovery rate of high concentrations was 113.2%, the average recovery rate of low concentrations was 
94.2%, proportional system error was 3.7%. Inter-human precision coefficient of variation was 4.2%-1.3%, inter-
room precision coefficient of variation was 6.4%-2.5%, inter-batch precision coefficient of variation was 4.0%-
1.5%, and inter-assay precision coefficient of variation was 4.1%-1.7%. There was no difference between test 

作者简介：游延军，博士，主管检验师；研究方向：无源医疗器械的性能指标、体外诊断试剂研发及性能验证、药品包装材料的相容性研究；Tel：

（028）64020249；E-mail：youyanjun2000@163.com

通信作者：高飞，副研究员；研究方向：医学诊断学，分子生物学，医学遗传学；Tel：（010）67095597；E-mail：Fei_Detection@163.com

微小核糖核酸 122（MicroRNA-122）定量检测技
术性能评估

游延军1，陈蕊1，蒲小聪1，彭灵犀2，胡泽斌3，高飞3*（1. 四川省食品药品检验检测院，

成都 611731；2. 成都诺恩生物科技有限公司，成都 610041；3. 中国食品药品检定研究院，北京 100050）



中国药事  2019 年 1 月  第 33 卷  第 1 期62

CHINESE PHARMACEUTICAL AFFAIRS zhgysh

results and the expected target value after kit was placed at 4℃ for12 hours. The blood samples of 43 patients 
with tumor chemotherapy were collected within 24 hours after chemotherapy, and the plasma was separated for 
miRNA-122 detection. The clinical detection value of the technology was subjected to ROC methodological 
analysis according to the current diagnostic criteria. The CutOff value was set to 14136 copies/μL, which was 
basically the same as 13356 copies/μL (95%) of miRNA-122 of the PSHT health volunteer (HV) group (European 
population) published by the European Union. Conclusion: The quantitative detection technology based on 
miRNA (miRNA-122) has such advantages as good performance, high accuracy, good stability, etc., and has high 
clinical application value.
Keywords:   miRNA-122; no need of extraction; quantitative PCR; performance evaluation

微小核糖核酸是一类由19～22个核苷酸组成的

非编码RNA，主要参与调节各种基因表达，如直接

结合到mRNA的抑制或启动子区域将抑制或者促进

转录基因的翻译。由于具有早期和精确诊断的应用

前景，检测人体体液（包括血液、唾液、尿液和房

水）中的miRNA早已受到关注。疾病相关miRNA的

探索筛选工作也在不同的疾病领域得到广泛应用。

miRNA被脂质或脂蛋白复合物包裹以一种相对稳定

的形式进行体内循环[1-3]，因而可以作为稳定的生

物标志物被检测。美国FDA科学家Shi Q在2013年撰

文深入论述了血液microRNA，尤其是miRNA -122

作为肝损害生物学指标，具有显著优于传统标志物

（ALT）的临床应用前景，但也存在无标准化的定

量检测方法的问题[4]。美国FDA在2015年8月20日发

布了有关生物标志物的报告[5]，认定miRNA-122作

为临床亟需（Critical Need）的急性肝毒性安全生

物标志物（非临床和临床），可应用于药物肝脏毒

性的证明性研究、临床剂量递增的安全性研究及药

物诱发的肝损伤3种情况。

同时，美国FDA科学家Shi Q再次撰文论述了

miRNA作为临床生物标志物的发展受制于缺少标准

化定量检测方法，并引用了一种免提取PCR-荧光

毛细管电泳法技术，来阐述如何建立定量检测方

法，并认为这是一种创新的检测方法[6]。

以往的工作中，利用一种免提取PCR-荧光

毛细管电泳法技术，也称作miRNA来源的片段长

度多态性技术（miRFLP），通过免提取RNA技

术可实现微量血浆和房水样本（低至1 μL）的定

量检测[7-8]。本文基于miRNA方法对微小核糖核酸

122（miRNA-122）定量检测的定量下限、标准曲

线、回收率、精密度进行评估，并应用该技术对临

床肿瘤化疗患者的血浆样本进行了检测和验证。

1   材料与方法
1.1   样本

本研究根据《赫尔辛基宣言》和《议定书》

进行。四川省肿瘤医院伦理审查委员会批准。使用

EDTA-NA2采血管抽取四川省肿瘤医院接受化疗治

疗的患者5 mL全血，采用800 g离心力离心10 min，

取上层淡黄色液体转移至1.5 mL离心管并立即置

于-20 ℃保存。总共收集43例肿瘤化疗患者血样。

企业校准品、参考品由成都诺恩基因科技有限公司

提供。

1.2   仪器与试剂

仪器：Analyt ikjena PowerCycler  pcr仪，

VeritiTM PCR仪和ABI 3730 XL测序仪。

主要材料：Triton X-114（Sigma-Aldrich），

Potassium chloride（Sigma-Aldrich），RT buffer

（Takara），Magnesium sulphate（Sigma-Aldrich），

dNTP（Sigma-Aldrich），MMLV reverse transcriptase

（RT，Takara），RNase Inhibitor（RI，NewEngland 

Biolabs），PCR buffer（Sigma-Aldrich），JumpStart 

Taq DNAse（Sigma-Aldrich），MyOne Streptavidin C1

（Life technologies），Ribonuclease A（RNase A，

Takara），RNA序列、cDNA引物、PCR引物和生

物素标记欧米伽引物（南京金斯瑞生物科技有限

公司产品）。

1.3   基于miRNA的微小核糖核酸122（miRNA 

-122）定量检测技术

取 5  μ L 血 浆 样 本 加 入 3 5  μ L 样 本 释 放 剂

（Triton X-114、氯化钾、逆转录酶缓冲液、硫酸

镁、无核酸酶水），4 ℃ 10 分钟，75 ℃ 3分钟，

充分裂解包裹miRNA的外泌体，取8 μL 裂解好的
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血浆分别加入1 μL 内对照、2 μL miRNA欧米伽

探针和2 μL内对照欧米伽探针，55 ℃ 5分钟，1

个循环；55 ℃ 1分钟、20 ℃ 1分钟，10个循环进

行杂交。交后加入4 μL逆转录反应液（dNTP、逆

转录酶、鼠源RNA酶抑制剂）在37 ℃ 5分钟，1个

循环；55 ℃ 15秒、4 ℃ 1分钟、20 ℃ 1分钟、37 

℃ 30秒，40个循环；85 ℃ 5分钟，1个循环条件下

进行逆转录反应。逆转录反应后加入60 μL cDNA

延伸反应液[miR-122cDNA延伸引物、2×PCR 

buffer、dNTP、内对照cDNA延伸引物、TaqDNA聚

合酶、硫酸镁、核糖核酸酶（牛胰）、无核酸酶

水]在95 ℃ 2分钟、60 ℃ 10分钟，1个循环；72 ℃ 

1分钟、37 ℃ 3分钟，20个循环；72 ℃ 5分钟、95 

℃ 1分钟，1个循环条件下进行cDNA延长反应。

反应后，加入磁珠（C1）进行纯化，用清洗液和

无核酸酶水清洗，清洗后，进行PCR扩增。加入

30 μL PCR反应液（PCR扩增正向引物、PCR扩

增反向引物、硫酸镁、2×PCR buffer、dNTP），

在95℃ 2分钟、55℃ 10 分钟，1个循环；37℃ 3分

钟、55℃ 1分钟，10个循环；72℃ 1分钟，1个循

环；95℃ 30秒、68℃ 3分钟、72℃ 30秒，45个循

环；72℃ 10分钟，1个循环，60℃ 4小时，1个循

环条件下，所有PCR扩增模板进行竞争性同步扩

增，完成miRFLP的反应步骤。将得到的PCR产物

用10×TE（pH 7.0）进行1∶100的稀释，采用荧光

毛细管电泳ABI3730检测。

1.4   性能评估

技术性能评估实验设计参考《美国临床实验

室标准化协会批准指南》（CLSI-EP）[9-11]、《生

物样品定量分析方法验证指导原则》 [12]和美国

Roche公司的关于COBAS®6800/8800系统对HIV-1核

酸定量检测的性能评估[13]。

1.4.1   精密度

在相同条件下（方法、试剂、仪器、参考

品、实验室、操作员）对高、低两个浓度（3.44、

5.12 Log10 copies/μL）水平的样本进行检测，每个

样本每日2个批次，每个批次测8次，共检测5日，

得到80个数据。从每个样本10个批次中每批的 8次

变异系数算出批内精密度。从每个样本的80个结果

计算出批间精密度。不同实验员在相同条件下（方

法、试剂、仪器、参考品、实验室）对高、低两个

浓度水平的样本进行检测，每个样本各进行16次重

复检测，计算得到人间精密度；成都诺恩基因科技

有限公司在相同条件下（方法、试剂、参考品）对

高、低两个浓度水平的样本进行检测，每个样本各

进行16次重复检测，计算得到室间精密度。

1.4.2   检测限

将样本稀释成接近于方法标准曲线低限浓度

水平的3个浓度样本（1：366 copies/μL、2：183 

copies/μL、3：92 copies/μL），将3个浓度样本各

进行20次重复测定。

1.4.3   标准曲线

准备13个不同浓度（1500000、375000、

187500、93750、46875、23438、11719、5859、 

2930、1465、732、366、183 copies/μL）的样本进

行检测。对检测结果和理论浓度进行多项式回归，

得到相关系数R2。

1.4.4   回收率

以样本（1465 copies/μL）为标准样本，分别

制备48220、28932 copies/μL的待加入样本。制备

6份相同体积的待测物标准样本。每2份中加入同一

浓度待加入样本，制成2个不同待加入浓度的回收

样本，计算加入的待测物浓度。在2份样本中加入

同样量的无被测物的样本稀释液，制成基础样本。

分别对回收样本、基础样本和低浓度样本进行3次

重复测定，取其均值进行计算。

1.4.5   临床样本检测

单点采集化疗后24小时内43例肿瘤化疗患

者的血样，并分离血浆进行miRNA-122检测，

同时参照2015版《药物性肝损伤诊治指南》 [14]

进行miRNA-122与现行诊断标准的ROC分析。

现行诊断标准采用Roussel Uclaf 因果关系评估法

（RUCAM）[15-17]。

2   结果
2.1   精密度

精密度结果见表1。
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表 1   精密度检测结果

预期靶值 /

（log10 copies/μL）

人间精密度

（CV/SD）

实验室间精密度

（CV/SD）

批内精密度

（CV/SD）

批间精密度

（CV/SD）

3.44 4.2%/0.04 6.4%/0.01 4.1%/0.03 4.0%/0.01

5.12 1.3%/0.02 2.5%/0.01 1.7%/0.01 1.5%/0.01

依 据 技 术 要 求 ， 该 技 术 可 以 准 确 地 检 测

miRNA-122，具有很好的稳定性。

2.2   检测限

结果显示，浓度为366 copies/μL时检出率是

100%，浓度为183 copies/μL时检出率是95%，浓

度为92 copies/μL时检出率是75%。依据技术要

求，该技术定量下限为183 copies/μL。

2.3   标准曲线

标准曲线结果见图1，结合前面检测限实验结

果，标准曲线为183～1500000 copies/μL。结果表

明，该技术具有较宽的标准曲线，适于临床低浓度

样本的检测。

2.4   回收率

回收率结果见表 2。

图 1   标准曲线检测结果

表 2   回收率实验结果

加入浓度 /

（copies/μL）

测定浓度 /

（copies/μL）

回收浓度 /

（copies/μL）

回收率 /

%

回收率平均值 /

%

48220

56557 54372 112.8

113.257348 55163 114.4

56371 54186 112.4

28932

29975 27790 96.1

94.228167 25982 89.8

30149 27964 96.7
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实 验 结 果 显 示 ， 高 浓 度 平 均 回 收 率 为

113.2%，低浓度平均回收率为94.2%，比例系统误

差为3.7%。依据技术要求，该技术具有很好的准

确性。

2.5   临床样本检测

在现行诊断标准（ALT、R值）能够诊断的病

例中，以现行诊断标准（ALT、R值）为参照，对

比miRNA-122的ROC分析（见图3）。miRNA-122

与现行诊断标准（ALT、R值）具有较高的一致

性，其AUC、P值、特异性及灵敏度均满足临床需

求，初步确定的CutOff值设定为14136 copies/μL，

该值与欧盟2016年9月30日公布的PSHT HV健康志

愿组（欧洲人群）miRNA-122的13356 copies/μL

（95%）基本一致[18]。

图 2   miRNA-122ROC 分析图

3   讨论
血 液 中 m i R N A 的 检 测 技 术 平 台 主 要 有

Northern blotting法[19-21]、微阵列芯片法[22-24]、RT-

qPCR[25-27]。但Northern blotting法灵敏度低、耗时

长；微阵列芯片法稳定性和重复性差，无法实现定

量检测；RT-qPCR是最为广泛应用的检测技术，

但该方法需要提取总RNA后再进行检测，样本需求

量大，同时还需要找到内源性参考物来估量提取过

程靶标的损失，限制了它在临床诊断中的应用。

肝损伤评估最直观的是病理形态学诊断方

法，但手术禁忌症多，只能反应局部的变化，不能

反应出肝脏整体的情况。而miRNA-122具有更好

的灵敏度和特异性、更小的个体间差异，潜在的分

辨致命与非致命性肝损伤的能力以及反映肝损伤模

式甚至病因学的能力。因此，miRNA-122具有肝

损伤最佳标志物的前景。本研究基于miRFLP的方

法对微小核糖核酸122（miRNA-122）进行定量检

测。该技术具有很好的稳定性、重复性、准确性和

较宽的检测范围，适用于低浓度样本的检测，可用

于自动化分析，操作简单，使用方便，各项检测性

能均可满足临床检测要求，为临床评估肝损伤提供

了一种新的方法，适用于肿瘤患者化疗过程中肝脏

损伤的实时监测，以及人体肝脏其他损伤情况的实

时检测。该方法应用范围广泛，具有极高的临床应

用价值。
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