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细胞外微 RNA：一种新型的肺癌分子生物标志物 

杨丽华, 董琢, 龚朝辉 

宁波大学医学院生物化学与分子生物学研究所, 宁波 315211 

摘要: 尽管癌症的早期诊断和治疗在不断发展和进步, 但寻找一种敏感、准确和微创的分子生物标志物, 用于

肿瘤的诊断仍是一项艰巨任务。微 RNA(miRNA)是一类长约 21～24 个核甘酸的内源性非编码小分子 RNA。细

胞外 miRNA 作为一种新型的分子生物标志物, 在癌症诊断方面具有微创、高灵敏度和高特异性等许多潜在特

征。近年来, 细胞外 miRNA 研究成果颇丰。文章就细胞外 miRNA 的来源、功能、检测以及作为分子标志物在

肺癌诊断中的作用和目前存在的一些问题进行了综述。 
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Extracellular miRNA: a novel molecular biomarker for lung cancer 
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Institute of Biochemistry and Molecular Biology, School of Medicine, Ningbo University, Ningbo 315211, China 

Abstract:  Though continuous development and progress have been made in the early diagnosis and treatment of cancer, 
it is still difficult to find a sensitive, accurate and minimally invasive biomarker for cancer diagnosis and treatment. Mi-
croRNA (miRNA) is a class of non-coding small endogenous RNAs of 21-24 nucleotides in length. As a novel molecular 
biomarker, extracellular miRNA (ec-miRNA) has the potential to be a minimally invasive, highly sensitive and highly spe-
cific marker in cancer diagnosis. Many research achievements of ec-miRNA have been accumulated in recent years. In this 
paper, the origin, function and detection of ec-miRNA, its role in lung cancer diagnosis as a novel molecular biomarker, and 
some issues are reviewed. 
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美国的调查研究表明, 肺癌的死亡率居所有癌
症死亡率首位。小细胞肺癌(Small cell lung cancer, 
SCLC)和非小细胞肺癌(Non-small cell lung cancer, 
NSCLC)是肺癌的两种主要类型。尽管通过手术切

除、放射治疗以及辅助化疗等手段可以极大地改善

患者的生存质量, 但SCLC和NSCLC患者的 5年生存
率仅分别只有 6%和 17%[1]。因此, 早期诊断是  改
善肺癌治疗效果和预后的关键。很多研究表    明, 
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微RNA(MicroRNA, miRNA)与肿瘤的发生发  展有
很重要的关系, 可以作为包括肺癌在内的各  种癌
症诊断、治疗和预后的靶点[2~6]。有研究发    现, 
人体液中存在可检测到的miRNA[7~9], 这些细胞外
miRNA (Extracellular microRNA, ec-miRNA)与肺癌
的关系是近期研究的热点 , 科研人员希望将
ec-miRNA作为肺癌早期诊断和治疗以及预后的分
子标志物。 

1  细胞外 miRNA的来源 

大部分miRNA存在于细胞内 , 但是各种体液
(包括血浆、尿、唾液、精液等)中的ec-miRNA含量
仍然十分丰富。目前关于细胞外miRNA的具体来源
尚不清楚, 主要观点有：(1)来自坏死或凋亡的细胞。
有研究发现大部分血浆和培养细胞中的循环miRNA 
(Circulating miRNA)与外来体(Exosome)无关, 而是
通过与Ago2 蛋白结合诱导部分miRNA形成沉默复
合物[10]。相比微泡(Microvesicle)而言, 大部分miRNA
比较容易和蛋白质复合体结合。miRNA对血浆中蛋
白酶的刺激比较敏感, 表明蛋白复合物可保护miRNA, 
使其免受RNA酶的降解。实验表明, Ago2蛋白即是
循环miRNA稳定存在的关键蛋白。从血浆中免疫共

沉淀Ago2蛋白发现非小泡相关的循环miRNA。大部
分miRNA与Ago2 核糖核蛋白复合物结合, 只有小
部分特殊的miRNA显著的与微泡有关, 所以认为血
浆中Ago2 蛋白复合物是循环miRNA稳定存在的机
制之一。大部分血浆和培养细胞中ec-miRNA是独立
于外来体和超微小泡而稳定存在的 , 这是因为ec- 
miRNA与Ago2蛋白结合形成miRNA/Ago2复合体。
至于miRNA/Ago2 复合体如何脱离细胞, 还有待于
进一步的研究。(2)来自活细胞。有研究指出, 外来
体是血清和血浆中无细胞miRNA的主要来源[11~13]。

该观点认为, 循环miRNA对RNA酶耐受是由于其受
到外来体的保护[14]。因此, 循环miRNA不仅与蛋白
复合物结合, 而且可以被包裹在脂质泡中形成RNA
结合蛋白质的复合体, 从而使其免受RNA酶降解。
或者, 通过上述两种机制共同保护ec-miRNA, 阻止
其被降解。近来研究发现一类RNA结合蛋白—核磷蛋
白(Nucleophosmin 1, NPM1), NPM1可以介导一部分
miRNA从胞内释放至胞外并且保护ec-miRNA不被核
酸酶降解(图 1)[12, 15, 16]。值得注意的是 , 大多数
miRNA的释放是一个依赖能量的主动转运过程, 但
仍然有些miRNA可以不受胞内ATP减少的影响, 这
说明miRNA的释放还可能有其他机制。 

 

 
 

图 1  细胞外微 RNA 的来源 
微 RNA经过核内转录加工和在胞质中加工成为成熟微 RNA, 输出到细胞外主要通过 3种可能的途径：①形成多泡体, 然后以胞吐方
式排到细胞外并形成外来体; ②与细胞膜形成膜泡, 以微泡形式排出; ③与 RNA结合蛋白形成复合体, 通过细胞膜通道输出到细胞外。 



 
第 6期 杨丽华等: 细胞外微 RNA：一种新型的肺癌分子生物标志物 653 

 

 

2  细胞外 miRNA的功能 

目前大部分生物标志物是血液中特定表达的蛋

白, 比如血液中癌胚抗原和多种癌症相关, 前列腺
特异抗原可用于前列腺癌的诊断, 谷丙转氨酶和天
冬氨酸转氨酶以及谷草转氨酶的表达水平可以反映

肝功能。开发新的用于诊断疾病的蛋白质具有一定

的挑战性, 因为不仅蛋白质成分复杂、在血液中翻
译后修饰呈多样化、丰度相对较低, 而且在不同的
临床标本中有一些序列还在不断改变, 所以开发出
合适的高亲和力的诊断标志物十分困难 [16]。近来 , 
人们发现来自血浆、血清、尿液和唾液中miRNA表
达水平和许多不同疾病有着密不可分的关系[17~20]。

不同细胞株可以释放不同的循环miRNA, 这些
ec-miRNA具有作为肿瘤分子标志物所必须的特点：
比如在各种体液中相对较稳定; 在不同物种中大部
分序列较为保守; 一些肿瘤组织中miRNA表达会出
现异常 ; miRNA的表达水平可以通过实时定量
PCR(Real-time quantitative PCR)等 方 法 检 测 。
miRNA在肿瘤和其他疾病中的表达均会有所改变 , 
且肿瘤细胞可以释放某些miRNA, 通过检测这些ec- 
miRNA, 并可以作为诊断分子标志物来预测肿瘤 [21]。

在NSCLC患者的生存率研究中, 与对照组相比, 有
11种miRNA的表达增加了 5倍以上, 其中 4种来自
血清的循环miRNA(miR-486、miR-30d、miR-1 和
miR-499)和患者生存率有明显关系[3]。目前, 在抗肿
瘤药物的研究中 , 人们仍然将循环miRNAs作为研
究的重点[22]。尽管ec-miRNA的生物学意义至今还尚
未完全明确, 但其功能可能是参与细胞间通讯。当
细胞接受生物学刺激之后, 分泌出特定的miRNA并
传递特定的信息, 这种分泌的miRNA可以介导细胞
间的通讯[23]。 

目前, 已经发现绝大部分人类miRNA分子在不
同病理和生理状况下都进行表达, 并且多数miRNA
能够在人体液中检出。一直以来, 人们把微创性生
物诊断标志物作为癌症治疗和预测的一个突破点。

随着ec-miRNA的研究越来越深入, 在探究它能否成
为肿瘤生物标志物且应用于临床的同时, 人们已提
出几点设想[17, 24]。比如ec-miRNA可以在人体血浆或
血清中被检测到; 某些miRNA只在肿瘤患者中检测
到, 而在其他非癌症患者中检测不到其表达; 或者

在正常组织中表达正常, 表达异常的情况只在肿瘤
患者中可以被发现 ; 在福尔马林固定的组织中
miRNA仍稳定存在。目前简单的胸透和痰液化验对
肺癌早期诊断的敏感性非常低, 而支气管镜检查是
深入肺部的入侵式检查, 具创伤性。因此, 找到一种
微创而又特异灵敏的肺癌诊断标志物是当务之急。

血浆来源丰富, 创伤性极小, 可以通过对许多肿瘤
血浆或者血清的特异性分子的表达进行检测, 从而
进行诊断。现已确定ec-miRNA具有分子标志物的潜
能[25]。Shen等[26]验证了NSCLC相关miRNA表达谱的
变化, 用基因芯片技术鉴定出肿瘤组织中NSCLCⅠ
期有关的 12个miRNA(miR-21、miR-126、miR-145、
miR-139、miR-182、miR-200b、miR-205、miR-210、
miR- 375、miR-429、miR-486-5p和miR-708), 然后
用实时定量PCR技术分析血清中上述 12 个miRNA, 
发现有 5 个miRNA的检测结果与肿瘤组织是高度一
致的。这些结果说明, ec-miRNA具有特异的检测诊
断价值。 

3  细胞外 miRNA的检测 

目前, 检测ec-miRNA的方法有很多(表 1)。其中, 
Northern blotting是验证和确认miRNA的经典检测方
法, 但是该方法灵敏度较低并且繁琐, 并不适用于
临床样本的高通量检测 [27]。尽管芯片技术

(Microarray)检测方法可以实现快速、高通量的检测[28], 
但是基因芯片检测方法的重现性和定量准确性不好, 
所以此法一般只用于初筛, 对其所获得的结果通常
需要再采用Northern blotting或实时定量PCR进行验
证。定量PCR是检测miRNA表达一种极常用的方法, 
常见的有茎-环法(Stem-loop)和加尾法[29]。目前, 定
量PCR是基础研究和临床应用中检测ec- miRNA的
金标准。 

4  细胞外 miRNA在肺癌诊断中的应用 

在肺癌诊断中 ec-miRNA 如果作为一种理想的
生物标志物, 要在肿瘤细胞中有表达, 在健康细胞
中不表达 ;  或者在肿瘤细胞中高表达 (或低表达 ), 
而在健康人细胞中正常表达。由于肺癌标本来源的

局限性, 使其在研究中存在一定的局限性, 而外周
血或痰液的获得比较容易。因此, 在血液或其他体
液中直接检测具有癌症特异性的 miRNA 并将其作 



 
654 HEREDITAS (Beijing)  2012 第 34卷 

  

 

为癌症的生物学标志物(表 2), 对于早期癌症确诊具

有非常重要的意义[30]。 

4.1  外周血 miRNA与早期诊断 

由于在肺癌发生发展过程中miRNA的表达谱会

发生改变, 因此, 早期检测血清miRNA表达谱有利

于肺癌的早期诊断 [ 31]。在无临床症状的高危人群 

中, 通过检测血清中 34 种miRNA的表达, 确认早期
NSCLC患者的正确率达 80%。该miRNA表达谱能区分
良性和恶性肿瘤, 并表现出一定的临床相关性[32]。通

过比较健康人和NSCLC患者血清中的miRNA表达
谱发现, 有 28种存在于正常血清中的miRNA在患者
血清中未检出, 但在患者中检测出 63种正常血清中
没有的miRNA。同时也发现, 肺癌患者的血清 

 
表 1  miRNA 主要研究技术及优缺点 

技术 优点 缺点 

Northern印记 成本较低; 应用广泛 
操作繁琐、耗时长、灵敏度低; 检测时需要大量的
样品及分离富集步骤 

深度测序 可发现未知的 miRNA 成本很高; 数据海量难处理 

微阵列芯片 通量高 制作和检测费用很高; 特异性灵敏度不高 

茎环法 特异性较好 成本较高; 周期长; 通量低 
定量 PCR 

加尾法 时间短; 通量相对大 特异性较差 

原位杂交 直观展现 miRNA时空表达模式 miRNA易丢失; 特异性和灵敏度较低 

 

表 2  细胞外 miRNA 作为肺癌分子生物标志物 

细胞外 miRNA 染色体定位 表达变化 来源 意义 文献 

miR-486 
miR-30d 

8p11. 21 
8q24. 22 ↑ 

miR-1 
miR-499 

20q13. 33/18q11. 2 
20q11. 22 ↓ 

血清 NSCLC总生存率较短 [3]

miR-155 
miR-197 
miR-182 

21q21. 3 
1p13. 3 
7q32. 2 

↑ 血浆 早期(I期)肺癌诊断 [14]

miR-21 
miR-210 

17q23. 1 
11p15. 5 ↑ 

miR-126 
miR-486-5p 

9q34. 3 
8p11. 21 ↓ 

血浆 早期(I期)NSCLC检测 [26]

let-7a 9q22. 32/11q24. 1/ 
22q13. 31 ↓ 全血 NSCLC诊断 [34]

miR-96 
miR-182 
miR-183 

7q32. 2 ↑ 血清 肺原位癌总生存率低 [35]

miR-21 17q23. 1 ↑ 血清、血浆、痰液 NSCLC的早期诊断和预后指标 [37, 38] 
[50]

miR-10b 
miR-141 
miR-155 

2q31. 1 
12p13. 31 
21q21. 3 

↑ 血清 肺癌淋巴结转移 [40]

miR-1254 
miR-574-5p 

10q21. 3 
4p14 ↑ 血清 早期(I期)肺癌筛查 [43]

let-7f 
miR-30e-3p 

9q22. 32/Xp11. 22 
1p34. 2 ↓ 血浆 NSCLC总生存率和无病生存率低 [44]

miR-21 
miR-210 

17q23. 1, 
11p15. 5 ↑ 

miR-486-5p 8p11. 21 ↓ 
血浆 区分肺癌和良性孤立性肺结节患者 [46]

miR-21 
miR-375 
miR-200b 

17q23. 1 
2q35 

1p36. 33 
↑ 

miR-486 8p11. 21 ↓ 

痰液 肺腺癌早期诊断 [48]

miR-205 
miR-210 
miR-708 

1q32. 2 
11p15. 5 
11q14. 1 

↑ 痰液 肺鳞状细胞癌的早期诊断 [49]

注：NSCLC: Non-small cell lung cancer; ↓：表达下调; ↑：表达上调。 



 
第 6期 杨丽华等: 细胞外微 RNA：一种新型的肺癌分子生物标志物 655 

 

 

与肺癌血细胞(Lung cancer blood cell, LCC)miRNA
表达谱也存在明显差别, 有 57种miRNA为肺癌患者
的血清和LCC所共有, 但有 76种miRNA仅在肺癌患
者的血清中检出。健康人血清和血细胞的miRNA谱基
本相同, 其中显著高表达的miR-25 和miR-223 用定
量PCR技术在肺癌患者的血清中得到了验证[33]。let-7a
在NSCLC患者全血中表达降低, 可作为肺癌早期诊
断的血清学指标[34]。在原发肺癌患者血清中miR-183
家族(包括miR-96、miR-182 和miR-183)要显著高于
正常对照组, 其中miR-96 在肿瘤中的表达与在血清
中的表达呈正相关。Log-rank检验和Cox回归分析表
明, 血清中miR-183 家族的表达水平可作为肺癌诊
断的潜在标志物[35]。 

4.2  外周血 miRNA与预后判断 

在NSCLC肿瘤切除后, 与免疫相关的重要调节
因子, 如miRNA在外周血单核细胞中的表达水平在
术后显著升高。因此, 外周血单核细胞中miRNA的
表达谱变化可用于预后判断 [36]。血清中高水平

miR-21与NSCLC患者的淋巴结转移密切相关, 而血
浆miR-21 表达在NSCLC患者诊断中的敏感性和特
异性分别为 76.2%和 70.0%[37, 38]。有研究发现, 外周
血中miR-126、miR-183 和miR-222 表达在正常人和
IV期NSCLC患者之间存在显著差异, 其中miR- 126
和miR-183 表达在I/II和IV期患者间也存在统计学差
异[39]。肺癌患者血清miR-10b、miR-141 和miR-155
表达水平要显著高于肺部良性病变者 , 血清
miR-10b高表达与肺癌淋巴结转移和组织多肽抗原
水平升高有关, 而血清miR-141 高表达与尿激酶纤
溶酶原激活物水平升高联系密切。这些循环miRNA
可作为肺癌预后判断和风险评估的新型微创诊断工

具 [40]。在肺癌发生前 1~2 年分析吸烟者血浆中
miRNA表达谱, 并结合螺旋CT检测有很强的肺癌预
测、诊断和预后作用[41]。 

4.3  联合检测外周血 miRNA 

在诊断中联合检测两种或两种以上肿瘤标志物

可提高诊断准确性。通过分析 74 例肺癌患者和 68
例同龄正常对照时发现 , 在I期患者的血浆中miR- 
155、miR-197 和miR-182 的水平显著高于对照组。
在鉴别肺癌患者和对照时, 联合分析 3 个miRNA的
敏感性和特异性分别达到 81.33%和 86.76%。其中肺

癌转移患者血浆中miR-155 和miR-197 的表达高于
未转移患者, 并在化疗敏感患者中的表达水平显著
降低。这些结果说明, 联合检测miR-155、miR-197
和miR-182 可作为肺癌早期诊断的非侵害性分子标
志物[14]。将血清miRNA作为NSCLC的指纹分析已有
初步结果, 研究表明NSCLC患者中联合检测 10种差
异表达的miRNA能区分患者与正常对照组, 其敏感
性和特异性分别达到 93%和 90%。而且这 10种血清
miRNA与NSCLC患者TNM分期密切相关 , 特别是
在年轻患者和有吸烟习惯的患者中表现更为明显
[42]。miR-1254和miR-574-5p在早期NSCLC患者的血
清中表达显著升高, 联合检测这两种miRNA区分早
期NSCLC和正常对照的灵敏性和特异性分别达 82%
和 77%[43]。联合检测血浆中miR-21、miR-126、
miR-210 和miR-486-5p水平, 区分NSCLC患者和健
康对照的灵敏性和特异性分别为 86.22%和 96.55%; 
在鉴别I期NSCLC患者中的灵敏性和特异性分别达
到 73.33%和 96.55%[26]。let-7f、miR-20b和miR-30e-3p
在NSCLC患者血浆小泡中表达降低 , 而且 let-7f和
miR-30e-3p的表达水平能用于患者的疾病分期和手
术能力评价, 并分别与总体生存率和无病生存率较
低有关[44]。仅分析 14 个外周miRNA表达谱即可区
分肺癌患者和慢阻肺患者, 其准确率、特异性和灵
敏性分别达到 90.4%、89.2%和 91.7%[45]。联合检测

血浆中miR-21、miR-210和miR- 486-5p在区分肺癌
和良性的孤立性肺结节的敏感性和特异性分别达到

75.00%和 84.95%。这表明在无创诊断肺癌和孤立性
肺结节中, 血浆miRNA可作为潜在的循环分子标志
物[46]。 

4.4  胸腔积液和痰液 miRNA检测 

比较良性和恶性胸腔积液中miRNA表达谱发现, 
miR-24、miR-26a和miR-30d的表达差异显著, 表明
分析积液上清中的无细胞miRNA能有助于诊断[47]。

通过检测肺癌患者痰液, 发现 4个miRNA (miR-21、
miR-484、miR-375 和miR-200b)联检能很好区分肺
腺癌患者和健康人 , 其灵敏性和特异性分别达
80.6%和 91.7%[48]。痰液检测中发现miR-205、
miR-210 和miR-708 的表达有助于区分肺鳞状细胞癌
和健康人, 其灵敏性和特异性分别达 73%和 96%[49]。

NSCLC患者痰液中miR-21 的表达上调 , 检测miR- 
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21 表达对NSCLC诊断的灵敏性和特异性分别为
69.66%和 100.00%, 而痰细胞学检测灵敏性和特异
性分别为 47.82%和 100.00%[50]。 

临床诊断检测中, 在血液中精确检测miRNA含
量仍是非常棘手。基于α-溶血素的微孔传感器能选
择性从肺癌患者血浆标本中检测单个miRNA, 且无
需对miRNA标记或扩增。该传感器使用可编程的寡
核苷酸探针产生靶特异信号, 能对微摩尔水平的癌
相关miRNA进行定量, 并能够区分miRNA家族成员
中单核苷酸差异[51]。该方法在miRNA定量分析和肺
癌早期非侵害性诊断中必将发挥重要作用。 

5  问题与展望 

迄今为止, 虽然肿瘤相关的miRNA释放入外周
血, 形成细胞外 miRNA, 其在血液中存在的形式尚
不完全清楚。另外, 其他体液中也含有丰富的 RNA
酶, 不论是长链或者短链 RNA分子都非常容易被其
降解, 而 ec-miRNA 为什么能如此稳定存在而不会
被破坏掉？从整体上看, 现有 ec-miRNA 检测的灵
敏性和特异性都还很低, 需要改进技术路线, 而且
实验费用也较高, 需要进一步将miRNA应用到其他
体液检测中, 从而寻找更稳定可靠的肿瘤生物标志
物。我们用已经发现的 ec-miRNA 作为分子生物标
志物去判断不同患者的同一种肿瘤, 结果能否令人
信服也是个重要问题。 

在肺癌不同病理状态下, miRNA表达谱也不同, 
这使得miRNA在一定程度上可成为反映肺癌不同临
床阶段的生物标志物[52]。目前ec-miRNA的检测尚不
可直接用于肺癌早期诊断和疗效判断, 但其可提供
一些肺癌病理状态和治疗疗效相关的信息, 其在临
床上应用的价值正逐步为人们所了解。然而, 肺癌
的发生发展是多基因联合作用的结果, 若只去检测
某一种或几种与肺癌相关的miRNA, 其灵敏性和特
异性很有限, 将其作为肺癌的诊断标志物应用于临
床还有很长的路要走[53]。尽管ec-miRNA应用于肿瘤
诊断和肿瘤治疗具有广阔的前景, 但仍需进一步在
提高灵敏度和特异性上开展深入研究。 
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