
人体体液中细胞外 microRNA的起源、
功能及潜在诊疗价值

张甦洋 1) 谢佳昀 2) 梁宏伟 1) 陈 熹 1) 张辰宇 1)*

(1)南京大学医药生物技术国家重点实验室，南京 210093；2)广东实验中学，广州 510055)

摘 要 最近大量的研究表明 micro RNAs(miRNAs)是一类重要的调控因子．曾经被认为是非常不稳定的 RNA 分子———
miRNA，却可以稳定存在于血液和其他体液中．更加重要的是，细胞外 miRNAs被发现和多种疾病密切相关，它们可以作
为诸如肿瘤等各种疾病的非侵入性生物标志物．然而，目前关于细胞外 miRNA的来源以及生物学功能还不甚清楚．本文将
总结最近细胞外 miRNA的研究进展，并将重点介绍细胞外 miRNA在疾病诊断及治疗中的作用．
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MicroRNAs(miRNAs)是一类长约 19～23个核
苷酸的内源性非编码单链 RNA 分子 [1-3]．miRNAs
最早于 20世纪 90年代早期在秀丽隐杆线虫体内被
鉴定 [4]，至今已发现它广泛存在于包括单细胞藻

类、植物、动物等各种有机生物体内，这提示

miRNA是一种古老而极其重要的细胞调控元件．
miRNA序列以及 miRNA生成过程在进化上的高度
保守性进一步提示了 miRNA在功能上的重要性．
另外，基因组中编码 miRNAs的数量可能与进化过
程的复杂性有关．miRNAs的发现使真核生物的基
因表达调控研究上升到了一个新的层面，通过生物

信息学预测发现，在哺乳动物中 miRNAs能调控超
过 60%的基因[1]．miRNAs通过与靶 mRNA分子的
3忆非编码区域(3忆-UTR)互补配对，抑制靶 mRNA的
翻译或者特异性地切割靶 mRNA，从而实现对靶
基因的调控 [1-2]．目前发现 miRNA 在诸如细胞分
化、迁移、增殖、凋亡、发育和新陈代谢等各种

生理病理过程中都发挥了重要的调控作用 [1-2]，

同时 miRNA表达的紊乱也与人类的各种疾病息息
相关[5-7]．

先前的研究大多集中在细胞内的 miRNAs，但
最近的研究显示在血浆和血清中，也同样稳定存在

着 miRNAs．此外越来越多的研究表明，miRNAs

也能稳定存在于包括唾液[8]、尿液[9]、乳汁[10]、精

浆、眼泪、羊水、支气管肺泡灌洗液、脑脊髓液、

腹膜液和胸膜液[11-12]等各种体液中，并且在不同种

类的体液中，细胞外miRNAs的含量与种类都存在
明显不同[13]．更重要的是，细胞外 miRNA在体液
中的含量和组成与包括癌症、糖尿病和组织损伤在

内的各种疾病也密切相关．这些结果不仅提示了细

胞外 miRNA可以作为疾病诊断的生物标志物，而
且也揭示了人体中一种新型的由细胞外 miRNA介
导的细胞间通讯方式．在这篇综述中，我们将总结

并探讨到目前为止关于细胞外 miRNAs来源和功能
的研究进展，并将着重介绍细胞外 miRNA的存在
形式以及由其介导的细胞间通讯．

1 人类体液中细胞外miRNAs的来源
1.1 器官分泌的 miRNA可以在体液中稳定存在
自从 2008 年在血清和血浆中鉴定出细胞外

miRNA以来[14-15]，到目前为止，已有超过 600篇文
章报道这种血清 /血浆内 miRNA可以作为各种疾
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此外，肿瘤细胞也会主动释放 miRNA进入血
液循环系统．在疾病发生的不同阶段，很多肿瘤特

异性的 miRNA会在循环系统中被检测到，并且大
量的研究表明此时血浆或血清中的 miRNA与肿瘤
特异性 miRNA 有相同的变化趋势．例如，Brase
等[23]发现在前列腺癌患者体内，血清和组织样本中

都可以检测到 miR-375 和 miR-141的高表达．在
前列腺癌患者血浆和组织样本中同样也能检测到 5
种miRNA(miR-17-3p, miR-135b, miR-222, miR-92
和 miR-95)的高表达[24]．这些数据有力地证明了肿

瘤细胞存在着一种机制，能够适当地选择特定

miRNA并主动释放到循环系统中．然而，无论在
病理状态下还是正常状态下，器官和组织对于血浆

和血清内 miRNA水平的影响能达到何种程度，仍
需要进一步的实验去阐明．

在血浆和血清中的 miRNA得到广泛研究的同
时，也有研究集中于诸如唾液、尿液和乳汁等其他

体液中 miRNA 的鉴定和功能．尽管还没有被证
实，但有充分的理由相信唾液腺、肾脏和乳腺很

可能分别是唾液、尿液和乳汁中细胞外 miRNA的
来源．

病的生物标志物．但极少有研究探讨血清 /血浆中
miRNA的来源以及影响血清 /血浆中 miRNA种类
及含量的因素．在循环系统中检测到的血清 /血浆
中 miRNA究竟是由于细胞破裂，尤其是血细胞的
破裂所释放出来的，还是细胞主动分泌出来的，这

个问题到目前为止还没有明确的答案(图 1)．现在
比较公认的理论是，由于血清 /血浆中存在大量血
细胞，所以血清 /血浆中的 miRNA绝大部分可能
来自于血细胞．目前支持这种假设的主要证据是只

要血细胞的数量发生即使小小的一点波动甚至是溶

血都会造成血清 /血浆中 miRNA含量发生变化．
另外，大量研究表明，绝大多数实体瘤相关的血浆

miRNA在血细胞中含量很高，并且其表达水平也
与血细胞数目相关[16-18]．这些结果都表明，血浆和

血清中的 miRNA可能主要来源于血细胞．然而，
其他的组织对于细胞外 miRNA种类以及含量也有
显著的影响，其最明显的证据就是在血浆中也稳定

存在着组织特异性的 miRNA，例如肝脏特异的
miR-122、肌肉特异的 miR-133a、心脏特异的
miR-208a、脑组织特异的miR-124[18-22]．

Fig. 1 The sources of circulating miRNAs
图 1 循环 miRNA的可能来源

(a)从破裂细胞被动渗漏. (b)通过源自细胞的微囊泡的主动分泌.
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1.2 miRNA进入细胞外介质的分子机制
尽管核糖核酸酶在循环系统中无处不在，但细

胞外 miRNA仍然能够以很高的浓度和高度的完整
性在体液中进行循环．这充分表明了细胞外miRNA
存在某种机制以保护他们不被降解．目前提出了几

种关于细胞外 miRNA稳定性和起源的模型(图 2)：
a．细胞通过微囊泡 (microvesicle)包裹分泌出的
miRNA，这样使它们免受细胞外 RNA酶的影响．
目前已发现的可以作为 miRNA载体的囊泡包括胞
外体(exosomes)和脱落囊泡(shedding vesicles)两种.
Exosomes [25-28]是一种由多泡体(MVB)产生，通过
胞吐释放，大小在 30～100 nm的囊泡．Shedding
vesicles大小在 100～1000 nm之间，主要通过质膜
向外出芽或分裂产生并释放[26, 29]．b．细胞分泌的

miRNA通过与某些蛋白结合，形成蛋白质 -miRNA
复合物从而包含 miRNA不被降解．例如，最近的
研究发现 miRNA可以和高密度脂蛋白(HDL)结合，
形成脂蛋白 -miRNA复合体的形式来保护 miRNA
不被降解[30]．AGO2是一种 RNA诱导的沉默复合
体(RISC)的执行元件，在细胞中直接与 miRNA结
合并介导了 mRNA抑制[31-32]．最近有研究表明，大

部分血浆 /血清中 miRNA和 AGO2结合，并且可
以稳定存在，由此推测 AGO2 可能在循环系统中
避免了 miRNA被 RNA酶降解．此外，还有研究
发现一种 RNA 结合蛋白 NPM1 也可以和细胞外
miRNA 结合 [33]． c．研究表明组织和细胞中的
miRNA可以通过甲基化[34]、腺苷化[35]、尿苷化[36]等

修饰方式趋向稳定，因此，有理由推测循环

Fig. 2 Molecular basis of the high stability of circulating miRNAs
图 2 循环miRNA高稳定性的可能分子机制

(a)循环 miRNA被包裹入微囊泡. (b)循环 miRNA与蛋白分子结合. (c)循环 miRNA被修饰.
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miRNA也通过化学修饰的方式增加其稳定性．但
是，目前仍没有确切的研究表明循环 miRNA是否
被甲基化、腺苷化或尿苷化．

由于细胞外 miRNA具有不同的来源和形式，
对这些 miRNA进行分类并且了解这些 miRNA的功
能是必要的．通过微囊泡和 HDL分泌 miRNAs是
一个主动且依赖能量的过程，同时这些分泌

miRNAs能够被运输到靶细胞，并作为一种信号分
子影响受体细胞的表型．到目前为止，微囊泡包裹

的 miRNA与脂蛋白相关的 miRNA之间的不同之
处在很大程度上仍处于未知阶段．MiRNA不同的
分泌机制提示了这些 miRNA很可能起源于细胞生
长的不同阶段，并且因此有不同的命运和功能．目

前还没有直接的证据表明 AGO2或者 NPM1结合
的 miRNA是由细胞主动释放的，也没有证据表明
它们会被受体细胞吸收．这些蛋白质结合的细胞外

miRNAs究竟是起源于破损的细胞还是细胞分泌的
微囊泡，亦或是其他位置和途径，仍然需要进一步

的研究．

1.2.1 微囊泡包裹的细胞外 miRNAs．
已经发现微囊泡可以向靶细胞输送蛋白质和

mRNA．此外微囊泡还包裹了数目可观的 miRNAs,
它们可以有效地把这些 miRNA运输到受体细胞，
在受体细胞内这些外源性miRNAs沉默特定靶基因
并触发下游信号事件，从而进一步影响靶细胞的功

能和状态 [11-12, 30, 37-57]．尽管目前微囊泡包裹细胞外

miRNAs的机制还不清楚，但有研究表明 miRNAs
被包裹进微囊泡似乎是一个主动的过程．在某些病

理或生理条件下，某些特定的 miRNA群体会被选
择性地包裹进微囊泡之中[37]．例如，我们的研究表

明，在不同刺激条件下，血细胞和人工培养的

THP-1细胞会主动并有选择性地包裹miRNAs进入
微囊泡中，然后将其分泌到循环系统或培养液中[37].
此外还有实验表明，exosomes中的某些 miRNA比
在细胞中呈现出更高的浓度[11-12, 38]．进一步的研究

提示 miRNAs 装载进入微囊泡的过程可能受到
RISC复合物中的某些特殊元件控制．GW182是一
种通过与 AGO2结合使 miRNA发挥功能所必需的
蛋白质，其在 exosomes中的含量明显上升[58]．与

此相似的是， THP-1细胞分泌出的 exosomes中也
能检测到 AGO2蛋白[37]．更加有趣的是，Li等[59]发

现，在细胞分泌的微囊泡中 miRNA与 AGO2蛋白
的结合是有选择性的，并且在被去垢剂破坏微囊

泡结构及蛋白酶 K去除所有蛋白质之后，大部分

的 miRNA都会被 RNA酶降解．这项研究清楚地
表明，细胞外 miRNA无论是处于被微囊泡包裹的
还是与蛋白质形成复合物的，都受到 AGO2或者
其他 RNA 结合蛋白的保护而不被降解．综上所
述，这些结果提示了微囊泡并不仅仅只是作为

miRNAs的载体，而且也可以保护 miRNA不被降
解．此外细胞分泌的微囊泡中包含的 RISC功能元
件不仅可以增强 miRNA 的功能，而且其中的
AGO2蛋白复合体可以为 miRNA提供很好的保护
以避免它被 RNA酶降解．
经过大量的研究，调控 miRNA分泌的机制已

经被部分揭示．一项研究表明，一种神经酰胺依赖

的分泌机制能够诱导内涵体被分选进入多泡体

(MVBs)之中 [60]，主动调控 HEK293 细胞通过
exosomes分泌miRNAs[39]．研究表明中性鞘磷脂酶 2
(nSMase2)不仅可以控制神经酰胺的生物合成，而
且调控了包含大量 miRNA的 exosomes的分泌[39]．

有研究提示 nSMase2很可能是决定 miRNAs 分拣
进入 exosomes的关键因子．此外，研究发现细胞
内复合物的分选运输系统(ESCTR)对 exosomes的
积累具有十分重要的作用[60-61]，而对 miRNA的分
泌却没有任何作用．这些结果表明由 exosomes包
裹的 miRNA 的分泌是一种神经酰胺触发的、
ESCTR 独立的途径．到目前为止，由脱落囊泡
(shedding vesicles)包裹的 miRNAs是如何分选并被
分泌的还不清楚．

这个领域另一个重要问题是包含 miRNA的微
囊泡是如何特异性靶向受体细胞，并且分泌的

miRNAs是如何被吞入受体细胞的．目前比较认可
的推测是被微囊泡包裹的 miRNAs 是通过胞吞作
用、吞噬作用或直接与靶细胞膜融合的方式被吞入

靶细胞内．微囊泡表面的细胞识别分子或者靶细胞

膜上的特殊受体可能决定了吞入的特异性．

1.2.2 与 HDL蛋白相关的细胞外 miRNAs．
HDL微粒的平均大小为 8～12 nm，比任何种

类的微囊泡都要小很多．它们能携带脂类，例如卵

磷脂，被认为能与核酸形成稳定的三元复合物[62]．

大量的研究证实，HDL中的载脂蛋白 A-玉可以作
为小分子干扰 RNA(siRNA)全身给药的有效载体[63].
最近，Vickers等[30]比较了从人血浆中纯化得到的

HDL、低密度脂蛋白和 exosomes 各组分中的
miRNAs，发现在 HDL 粒子中存在一定数量的
miRNA．有趣的是，从同样的血浆样本中分离出
的 HDL与 exosomes中含有的 miRNA是不同的．
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此外，家族性高胆固醇血症患者的 HDL比健康受
试者含有更高浓度的 miRNAs，并且含有更多独特
的 miRNAs．他们进一步的研究表明，HDL能和
exosomes 一样递送 miRNAs 到靶细胞．但是与
exosomes相比，细胞输出 HDL相关的 miRNA 与
nSMase2 呈现出负相关． 另外，HDL 介导的
miRNAs 递送依赖于 HDL 的细胞表面受体
(SR-BI)[30]．SR-BI介导的 HDL相关 miRNA转运可
能防止了miRNAs进入溶酶体通路，而是将其转运
到细胞质中．HDL是如何装载 miRNAs的，目前
仍然是未知．因为小分子 RNA可以很容易地与两
性脂质体结合，所以很有可能 HDL与细胞外血浆
中 miRNAs 仅仅是通过简单的二价阳离子键结
合[30]．因此，原生的 HDL与 miRNAs结合的方式
与人工基因载体相似，作为一种血浆中细胞外

miRNAs的载体与储存单位，促进它们被转运和递
送到受体细胞之中．最后，他们的研究还表明，

HDL 运输的 miRNAs 不仅改变了靶细胞内相应
miRNAs 的水平，而且能够直接与其靶基因的
mRNA结合，并调控靶基因表达 [30]，这表明 HDL
含有的 miRNAs 是具有生物学功能的． 但是
Wagner 等[64]最近的一项研究表明，脂质体结合的

miRNAs无法有效进入上皮细胞、平滑肌和外周血
的单核细胞．从细节上来说，他们分别分离了来自

正常样本和冠状动脉疾病患者的高密度脂蛋白结合

miRNAs和低密度脂蛋白结合 miRNAs，观察了它
们的作用机理和潜在生物学功能．结果显示在高密

度脂蛋白上检测到 miRNAs，在低密度脂蛋白上仅
有较低的含量．但与从冠状动脉疾病患者体内分离

的 HDL相比，其 miRNA“标签”仅仅有微小的改
变．他们并未明显观察到 HDL结合的 miRNAs能
够进入上皮细胞、平滑肌细胞或是外周血的单核细

胞，表明了脂质体结合的miRNAs并未对研究的细
胞产生功能．总的来说，这些结果表明了作为细胞

内胆固醇的载体，HDL很可能具有作为细胞内生
性miRNAs载体的功能．然而，仍需要进一步研究
HDL介导的 miRNAs转运能否在不同的细胞中普
遍适用．

1.2.3 与蛋白复合体结合的细胞外 miRNAs．
很多研究表明很大一部分细胞外 miRNA 与

RNA 结合蛋白相关，例如 AGO2 和 NPM1．
Arroyo等[31-32]用差速离心法和尺寸排阻色谱法，系

统地鉴定了人类血浆和血清中的 miRNA复合物．
这些结果表明了至少有两种形式的细胞外 miRNAs

存在：囊泡结合的 miRNAs 和无囊泡结合的
miRNAs．通过 RT-PCR定量检测这些 miRNAs之
后，他们发现囊泡相关的血浆 miRNAs占了很小的
一部分，反之循环系统中大约有 90%的 miRNAs
是以无膜结合的形式存在．一旦在血浆中加入蛋白

酶 K，这些无囊泡结合的 miRNAs就会特异性地失
去稳定性，这就说明了存在一种 miRNA蛋白复合
体机制来维持 miRNAs在富含 RNA酶的循环系统
中的稳定性 [32]．进一步的鉴定发现，细胞外

miRNAs中有很大一部分是与 AGO2蛋白结合．与
上述观点相同的是，Turchinovich等[32]同样报道了

大多数血浆和细胞培养液中的细胞外 miRNAs是以
AGO2 结合形式存在的，而不是由 exosomes 包
裹．在另一项单独的研究中，Wang等[65]比较了细

胞源生囊泡中的 miRNAs和不含囊泡的 miRNAs，
发现大多数 miRNAs是不依赖囊泡的．为了检测这
些不含囊泡的 miRNA复合体的生化特性，他们在
人类纤维原细胞培养基上进行了质谱检测．12种
RNA结合蛋白在培养基中被鉴定出来，其中的核
磷蛋白(NPM1)是一种已知与核糖体出核相关的蛋
白[66-67]．随后的实验表明 NPM1能完全保护人工合
成的 miRNA不被 RNA酶 A降解．不含微囊泡并
与蛋白质结合的细胞外 miRNAs很可能是细胞死亡
的副产品．尽管这些miRNAs很可能作为一些疾病
早期诊断的生物标志物，但仍然不知道它们是否具

有特殊的生物学功能．

2 人类体液中细胞外miRNA的功能
细胞外 miRNAs在循环系统中的稳定性提示了

这些细胞衍生的 miRNAs 存在着奇特的功能．但
是，目前对于细胞外miRNAs的调查研究就像婴儿
成长一样刚刚开始蓬勃发展．虽然与蛋白质或

HDL粒子结合的细胞外 miRNAs 功能尚不明确，
但由细胞释放的微囊泡中包裹的细胞外 miRNAs已
经被证实具有在细胞通讯系统中作为一种新型元件

的功能[68-69]．在各种生理过程中分泌 miRNAs的功
能最近正在不断地被探索和发掘．由 miRNAs介导
的细胞串话也为理解潜在的各种非正常情况下的机

理提供了新的角度．

2.1 肿瘤发生过程中细胞外miRNA的作用
很多肿瘤细胞具有卓越的改变其生存微环境的

能力，使其更适合肿瘤细胞的生长和侵袭．例如，

癌细胞能够影响正常细胞放弃它们原先稳定的细胞

活动，转而去支持肿瘤细胞的生长．癌细胞与正常
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细胞在微环境中的动态细胞串话对于肿瘤的发展来

说是至关重要的．胞间串话可以通过分泌分子和旁

分泌信号进行[70]．分泌分子不再仅仅局限于细胞因

子、趋化因子、生长因子和其他蛋白质分子，现在

也包括了 miRNAs．Skog等[11]的研究表明，在初期

人恶性胶质瘤细胞分泌的微囊泡中，一些特定的

mRNAs和 miRNAs会高度富集．包裹在微囊泡中
来源于胶质母细胞瘤的 mRNA是具有功能的，它
能被人脑微血管内皮细胞系(HBMVEC)吸收和处
理[11]．这些结果表明了肿瘤细胞衍生的微囊泡可以

通过改变翻译方式的形式来修饰周围的正常细胞．

此外，他们还证明胶质母细胞瘤分泌的微囊泡能够

刺激血管生成表型正常的脑血管内皮细胞，并能刺

激其他神经胶质瘤细胞的增殖．此外，代表了胶质

瘤特征的肿瘤特异性 mRNAs 和 miRNAs，例如
EGFRv芋和 miR-21，能够在胶质母细胞瘤患者的
血清微囊泡中被检测到[11]．这些发现引出了一种假

设：肿瘤细胞利用微囊泡运送包括 miRNAs在内的
基因信息给周围的细胞，从而促进肿瘤的生长和

发生．

最近的研究结果解释了癌细胞通过细胞外

miRNA 与周围细胞进行通讯的重要性．Kogure
等 [54]发现，肝细胞性肝癌(HCC)细胞能产生大量
exosomes，这些微囊泡能够运输大量miRNAs进入
其他 HCC细胞，通过抑制转化生长因子 茁活化激
酶 1 (TAK1)及其下游信号通路来调节改变细胞生
长和死亡．因此，exosomes介导的 miRNA转运是
HCC细胞间通讯的一种重要机制，很可能潜在地
有助于 HCC 的肝内转移或多灶性生长．Umezu
等[56]首先报道了白血病细胞通过 exosomes包裹的
miRNA与内皮细胞进行通讯．他们发现，白血病
细胞株 K562分泌的 miR-92a可以通过 exosomes运
送到人脐静脉内皮细胞(HUVEC)，并通过抑制整
合素 琢5的表达，促进内皮细胞迁移和血管形成．
这一结果证明了 exosomes包裹的 miRNAs在肿瘤
细胞和内皮细胞的细胞间通讯中起到了重要作用．

胞外的 miRNA 也有可能参与肿瘤相关巨噬细胞
(TAMs)和乳腺癌细胞之间的细胞串话．Yang等[50]

利用与 IL-4活化的巨噬细胞和乳腺癌细胞的共培
养体系证实，miRNAs从巨噬细胞中被转运到乳腺
癌细胞．他们还进一步证明，miR-223，一种 IL-4
活化巨噬细胞所特有的 miRNA，能够被 exosomes
转运到共培养的乳腺癌细胞中，通过 MEF2C-茁-
catenin信号通路促进乳腺癌细胞的侵袭．这项研

究首先提出了巨噬细胞通过递送 exosomes介导的
致癌 miRNAs调控乳腺癌细胞的侵袭．综上所述，
尽管其分子基础仍有待进一步的研究，但肿瘤细胞

释放的分泌miRNAs确实在肿瘤发生过程中发挥了
至关重要的作用，如抑制免疫反应、加速转移、或

促进肿瘤微环境的形成．

2.2 免疫过程中细胞外miRNAs的作用
分泌miRNAs也正在成为免疫调节的一种新机

制．Mittelbrunn等[38]提出了来自 T、B和树突状免
疫细胞的 exosomes含有 miRNAs．他们提出抗原
的存在驱动了 miRNAs的单向运输，例如在 T细
胞与 APC同源免疫相互作用过程中 miR-335从 T
细胞向 APCs的转运．在免疫突触形成中这个过程
是由 CD63+递送的 exosomes介导的 [38]．此外他们

发现，在免疫突触形成过程中递送的 miRNAs能够
在受体细胞中发挥功能，这提示了 T细胞来源的
miRNAs 调控了 APCs 中的特定靶基因．例如，
SOX4蛋白能够被 miR-335下调[38]．这些结果支持

了一种涉及抗原依赖的、在免疫突触形成过程中细

胞间由 exosomes包裹的 miRNAs单向运输的细胞
间通讯机制．这意味着在免疫应答反应和增加免疫

细胞之间通信复杂性的过程中，miRNA的转运可
能作为一种对基因表达进行微调的重要工具．在另

一项研究中，Montecalvo等[53]证明了来自树突状细

胞(DCs)的 exosomes 能够有效地递送到其他 DC
中．有趣的是，exosomes运输的 miRNA种类随着
树突状细胞(DCs)的种类而发生相应的变化．通过
DCs之间 exosomes转运，他们发现 exosomes包裹
的miRNAs通过“注入”其包裹的内容物进入目标
DCs细胞质的方式，保护递送到细胞中的 miRNAs
不被细胞外 RNA 酶降解．Exosomes 递送的
miRNAs是具有功能的，因为它们抑制了受体 DCs
中的 mRNA．这一发现揭示了 exosomes 递送的
miRNAs在 DCs之间的传递机制，它们可以作为一
种 DCs之间细胞通讯的新型手段.
2.3 病毒相关传染性疾病中细胞外 miRNA的作用
在一些传染病的发生过程中，已经发现了一些

特征性的特殊细胞外 miRNAs，以增强它们在宿
主 -病原体相互作用中的病理生理学功能．例如，
病毒编码的 miRNAs 能够劫持宿主细胞产生
exosomes或是分泌囊泡的信号通路用来传播病毒
的 miRNAs，或是导致受体细胞中免疫调节基因的
沉默．EB病毒(EBV)是一种潜在的致癌基因，并
且是第一个已知能编码 miRNA的病毒[71]．分离纯
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化 EBV转化的 B 类淋巴母细胞(B-LCL)，得到其
中的 exosomes，对其中包裹的 RNA进行表达谱分
析，Pegtel 等[45]发现 B-LCL分泌的 exosomes中高
度富集了各种小 RNA，并且包含了 EBV 编码的
miRNAs．在共培养体系中，通过荧光染料标记
B-LCL分泌的 exosomes及模拟 exosomes由 B-LCL
转运到初级幼单核细胞来源树突状细胞(MODCs)的
过程，他们证明了通过不断吸收由邻近 B-LCL分
泌的 exosomes，EB病毒编码的 miRNA 能被转运
进入 MODCs并且能够在 MODCs中不断积累[45]．

这些通过 exosomes 转运的外源性 EBV 编码
miRNAs 是具有一定功能的，因为 MODCs 对
exosomes 的内吞作用导致了一种剂量依赖的、
miRNA介导的 CXCL11抑制，一种内源性的免疫
调节基因已经被证实受到 EBV 编码的 miRNA
BHRF1-3的调控．最后，他们发现，EBV 编码的
miRNAs能够从感染的 B细胞转运到未感染的 T细
胞和单核细胞(均为 EBV-DNA阴性)，支持了病毒
miRNAs通过 exosomes在人类之间能够横向转移
的观点． 因此， exosomes 中包含病毒编码的
miRNA可能通过递送这种 miRNAs进入未受感染
的反应性 T细胞导致其失活或破坏的方式，帮助
维持持久性的病毒感染．此外，最近的两项研究报

道了 EBV阳性鼻咽癌细胞株释放的 exosomes中含
有病毒编码的 miRNAs．使 HUVEC 细胞暴露在
含有 EBV 编码 miRNA 的 exosomes 之中，再提
取细胞总 RNA，能够在其中检测到 EBV 编码的
miRNAs[46]．此外，EB病毒编码的 miRNAs能够在
鼻咽癌(NPC)患者和 NPC异种移植的小鼠血浆中被
检测到，再次表明了细胞外细胞分泌的微囊泡包裹

的 EBV编码 miRNA是稳定的，并且可以达到循
环血细胞[72]．

2.4 干细胞中细胞外 miRNAs的作用
细胞间通讯是一种动态的调节机制，能够通过

释放相关因子影响细胞命运、功能和适应性．通过

干细胞分泌的微囊泡主动传递遗传信息已被描述成

一种有效的调节机制，可能会改变细胞命运，防止

组织损伤以及造血干细胞的重新编程 [73]．最近，

Yuan等[40]证明了在体外实验中，由胚胎干细胞分

泌的富含miRNAs的微囊泡能够被转运到小鼠胚胎
的成纤维细胞中．这项结果提出了一个有趣的可能

性：干细胞能够通过转运微囊泡包裹miRNAs进入
邻近的细胞，从而改变其基因表达．在另一项研究

中，Collino等[41]证明，人骨髓来源的间质干细胞

及肝源干细胞释放的微囊泡中，含有负责细胞内通

路的核糖核蛋白的 RNAs和 miRNAs，暗示了一种
微囊泡中 RNA 的区室化动态调控．比较了微囊
泡中含有的 miRNA表达谱之后，他们发现由这些
干细胞分泌的微囊泡中含有干细胞来源的特有的

miRNAs[41]．此外，一些 miRNAs有选择性地在细
胞释放的微囊泡中积累，在微囊泡释放之后则在细

胞内消失．与此同时，另外一些miRNAs则在细胞
内保留而不被分泌到微囊泡中[41]，再一次提示了在

微囊泡释放过程中存在着一种miRNAs选择性包裹
机制．我们还需要进一步实验来鉴定干细胞来源

的、通过微囊泡转运的 miRNAs的生物学功能及
影响．

2.5 脂肪细胞中细胞外miRNAs的作用
脂肪细胞现在被认为是一种内分泌细胞，能够

产生多种具有生物活性的分子，统称为脂肪细胞因

子或脂肪因子，包括了瘦素、脂联素、抵抗素和肿

瘤坏死因子 琢．大量的研究表明，脂肪细胞也能释
放微囊泡，也称为脂肪细胞因子．最近，Ogawa
等[43]发现，人工培养的 3T3-L1脂肪细胞分泌的微
囊泡中包含了大约 7 000 种转录子以及 140 种
miRNAs，其中绝大多数都是脂肪细胞所特有而且
与供体细胞中表达水平是充分相关的．更有意思的

是，随着脂肪细胞分化的进程，微囊泡中含有的脂

肪细胞相关的 miRNAs含量不断增加．M俟ller等[44]

进行的另一项独立研究表明，能够在来源于初级和

已经分化的大鼠脂肪细胞的微囊泡中检测到多种

miRNAs，在血清中也有同样的结果．然而，到目
前为止来源于脂肪细胞微囊泡包裹的 miRNA生物
学意义仍不明朗．

2.6 血液中细胞外 miRNAs的作用
血液中循环的微囊泡自被发现以来就被认为具

有重要的生物学功能[42, 74]．Hunter等[42]发现在健康

的献血者之间，血浆中的微囊泡、血小板和外周血

单个核细胞(PBMC)的 miRNA表达存在着显著差
异．他们发现了 52种在血浆和血小板中都表达的
miRNAs，同时分别有 36种和 2种 miRNAs仅在血
浆微囊泡或血小板中表达 [42]．在微囊泡和 PBMC
分别表达的 104 种和 75 种 miRNAs 之中，71 种
miRNAs是共同表达的[42]．通过对 miRNAs靶基因
和生物通路的预测，在血浆中微囊泡表达的

miRNA大多数都预测靶向于调节代谢平衡的造血
干细胞[42]．虽然 miRNAs调节血细胞之间相互作用
的功能还需要进一步的研究评估，这项研究提示了
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各亚群血浆中微囊泡包含的 miRNAs是造血干细胞
调节的一种重要潜在因素[42]．

2.7 中枢神经系统中细胞外 miRNAs的作用
中枢神经系统中存在很多不同种类的细胞，包

括神经元、星形胶质细胞、小胶质细胞和少突胶质

细胞．近期，一些研究报道了中枢神经系统能够通

过不同的通路释放 miRNAs，并且能够递送到神经
元细胞与非神经元细胞中．一项最近的研究显示，

多能间充质干细胞分泌的miRNAs能够进入神经细
胞，并且促进神经突向外生长[55]．目前已知间充质

干细胞(MSCs)对于神经性疾病和损伤具有潜在的
治疗功能，并且MSCs能够与脑实质细胞相互作用
并通过细胞间直接通讯和 /或间接分泌的方式对其
进行改变，从而促进其功能恢复．Xin 等 [55]在用

MSC治疗大鼠大脑中动脉闭塞(MCAO)过程中发现
miR-133b的水平在同侧半球有明显上升．具体而
言，miRNAs首先被包裹于一种特殊的膜囊泡———
突触小泡之中．之后通过突触小泡与突触前膜的融

合使 miRNAs释放，这与神经递质的释放过程相
似．由突触分泌miRNAs的过程依赖于钙离子，并
且胞外分泌抑制剂(冈田酸)能够抑制 miRNAs的分
泌．进一步地，我们同样发现神经生长因子(NGF)
或者红藻氨酸(KA)能够调节 miRNAs的分泌[75]．在

孵化过程中，NGF增强了氯化钾刺激的miRNAs分
泌过程，而不影响自发的 miRNAs 释放．相反，
KA下调了氯化钾刺激的 miRNAs分泌过程，提高
了自发 miRNAs的释放．因为突触能够从溶液中吸
收物质，我们有信心认为突触吸收了 miRNAs，且
结果显示，分泌的miRNAs能够通过一种非选择性
的内吞途径被突触吸收．这是第一次报道 miRNAs
通过胞吐的途径分泌，并且神经活性分子能够在神

经系统中调控 miRNAs的分泌．
2.8 动脉粥样硬化中细胞外 miRNAs的作用
最近，Hergenreider 等 [52]证明，Kruppel 样因

子 2(KLF2)，一种由动脉粥样硬化诱导的、调控内
皮细胞基因表达方式的关键剪切响应转录因子，能

够在内皮细胞中与启动子结合，并且诱导

miR-143/145 显著上调．他们的研究还表明，由
KLF2转化或者压力刺激下的血管内皮细胞所分泌
的细胞外囊泡中存在 miR-143/145的富集，并且这
些miRNAs能够被转运到平滑肌细胞中(SMSs)．在
共培养的平滑肌细胞中，它们能够抑制 miR-143/
145靶基因的表达，并能使平滑肌细胞去分化．由
KLF2表达的内皮细胞所产生的细胞外囊泡同样可

以在主动脉的 ApoE基因缺陷(APOE-/- )小鼠体内
抑制动脉粥样硬化病变的形成．这一发现提供了一

个基本的原理，很好地解释了内皮生长限制的

KLF2缺陷小鼠平滑肌功能受损严重这一意外的表
型．综上所述，exosomes介导的内皮细胞与平滑
肌细胞之间 miRNAs的递送可以具有抗动脉粥样硬
化的作用，其可能成为一种很有前途的新型动脉粥

样硬化防治手段．

2.9 肾脏损伤中细胞外 miRNAs的作用
Cantaluppi等[51]发现，由一种被发现能够通过

旁分泌机制扭转急性肾损伤的内皮祖细胞(EPCs)释
放的微囊泡，能够防止缺血再灌注大鼠模型的肾脏

损伤．为了测试 EPCs 分泌的微囊泡中包裹的
miRNAs是否参与了这一过程，他们检测了 EPCs
分泌微囊泡总 RNA中 miRNAs的丰度．在缺血再
灌注之后的静脉注射后，肾小管周围毛细血管和肾

小管上皮细胞周围局部发现了 EPCs分泌的微囊
泡．这通过增强肾小管上皮细胞增殖、凋亡减少、

白细胞浸润的方式对急性肾损伤赋予了功能和形态

上的保护．微囊泡也可以通过抑制毛细管稀疏、肾

小球硬化症及肾小管间质纤维化来防止慢性肾损伤

的恶化．在 RNA酶处理、祖细胞中敲除 Dicer切
割酶造成微囊泡中 miRNAs非特异性缺失或转染促
血管生成的 miR-126 和 miR-296拮抗物之后，微
囊泡对于肾脏损伤的保护作用便会丧失．因此，

EPCs分泌的微囊泡能够保护，至少部分保护了肾
脏不受缺血性急性肾损伤，通过 miRNAs的转运使
肾脏细胞重编程进入再生程序．

2.10 心脏疾病治疗中细胞外miRNAs的作用
Katare等[76]研究了在小鼠心肌梗死(MI)模型中

针对隐静脉源性祖细胞(SVPs)治疗方法与机理的靶
点．他们发现，移植 SVPs 进入免疫缺陷 CD1/
Foxn-1(nu/nu)或 CD1免疫活性小鼠部分梗死区域，
与 vehicle相比能够使左心室扩张减弱，改善射血
分数．此外，SVP能够减少心肌瘢痕，心肌细胞凋
亡及间质纤维化，增加心肌血流量，促进血管新

生，降低血管通透性．除此之外他们还发现由 SVP
分泌的miR-132能够在心脏病治疗过程中通过旁分
泌手段作为活化剂，已经验证的靶点表明 miR-132
通过抑制 Ras-GTP酶激活蛋白和甲基 -CpG结合蛋
白 2 发挥其功能 [76]．进一步地，miR-132 受到
anti-miR-132抑制之后，降低了 SVP在梗死的心肌
中改善收缩力、修复血管生成和间质纤维化的能

力．结果表明，SVP 移植通过一种新型涉及
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miR-132分泌并抑制其靶基因的旁分泌机制，对心
脏功能产生了一种长期的改善．

2.11 细胞外 miRNAs作为一种母婴串话的新途径
最近的研究报道，组成人类胎盘的主要细胞，

合胞体滋养层，在整个怀孕期间持续释放微囊泡，

用来进行母婴串话，使母体适应进一步的妊娠．

Luo等[47]使用小 RNA测序文库及 miRNA组织化学
方法，使用人胎盘绒毛鉴定胎盘特异的 miRNAs．
他们发现，最具有胎盘特异性的 miRNA 与 19号
染色体上的miRNA基因簇关系紧密，这些miRNA
基因簇在胎盘发育过程中表达上调[47]．同时，作者

证明了胎盘特异性的 miRNAs能够在孕妇的血浆中
存在，并且在分娩后快速清除，这暗示了合胞体滋

养层能通过 exosomes分泌 miRNAs[47]，为了证明这

个概念，他们利用滋养细胞株 BeWo作为发育中绒
毛体滋养层的模型，从培养液上清中分离 exosomes.
miR-517a是一种胎盘特异性 miRNA，已经被证明
在 exosomes 中富集 [47]．蛋白质组学分析表明，

miR-517a 可能参与了肿瘤坏死因子信号转导的调
控[47]．研究结果表明，胎盘特异性的 miRNAs很可
能是由绒毛膜绒毛体滋养层细胞通过 exosomes释
放到母体血液中的，并且在怀孕期间能够特异性地

靶向于母体组织细胞(例如孕妇的血管内皮细胞)，
从而影响靶细胞的功能，参与妊娠过程．然而，胎

盘特异的miRNAs在胎儿生存、母体细胞重编程以
及受孕障碍过程中的作用仍需要进一步的研究．对

于上述问题的揭示，有助于研究和开发治疗不孕不

育及产前诊断的新途径和新方法．

3 人体体液中细胞外 miRNA 对疾病诊断
和治疗的潜在价值

3.1 细胞外 miRNA作为疾病的生物标志物
一种理想的生物标志物应满足许多标准，例如

通过无创手段易于获得、高度的敏感性和特异性、

具有检测到疾病早期阶段的能力、样本中较长的半

衰期以及快速准确的检测能力．细胞外 miRNAs很
好地符合了这些标准中的很大一部分．miRNAs在
富含 RNA酶的体液中具有很高的稳定性，并且可
检测 miRNAs 的方法简单易行(如定量 RT-PCR、
基因芯片和深度测序)，因此将 miRNAs作为临床
诊断的生物标志物引起了人们极大兴趣．自 2008
年以来，已经有越来越多的研究团队记录了将

miRNA作为一种新型的非侵入性疾病诊断和预后
的生物标志物，特别是在疾病的早期阶段[77]．目前

细胞外 miRNA作为疾病诊断的生物分子标志物的
研究已经形成了一个非常好的研究模式(图 3)．最
近，Russo 等 [78]提出了一种综合的细胞外 / 循环
miRNAs 数据库———miRandola．该数据库提供给
用户各种信息，包括相关的疾病、样品、用于提取

miRNA的方法和相关实验的描述．miRandola是首
个收集了在独特环境中miRNAs所有可用数据的网
络资源．它作为一种参考工具，提供了 miRNAs作
为生物标志物的功能以及它们的生理功能与参与的

病理作用．尽管这些研究还需要独立研究团体的重

复，目前的结果显示一些细胞外 miRNA具有极高
的特异性，不仅可以用于诊断和监测的目的，也可

能反映了某些器官和组织的生理状况．然而，许多

可能会影响到精确分析miRNAs的变量目前还未被
仔细研究，这些可能会成为细胞外 miRNAs在临床
得到广泛应用的阻碍．例如，样品的收集、RNA
提取的效率以及酶的活性都会引入误差，造成结果

上的偏差．鉴于这些问题，开发一种有效的、标准

化的技术手段对于研究细胞外miRNAs来说是至关
重要的．此外，研究常见的干扰因素，如溶血现

象、样本的选择，以及存在血小板或红细胞等细胞

污染物对于结果的影响，仍有待进一步探讨．如果

不解决这些问题，细胞外 miRNAs从研究走向临床
应用的过渡很可能失败．

3.2 细胞外 miRNA作为药物
目前，包括 siRNA 和 miRNA 在内的小分子

RNA正逐渐成为一类能够对抗多种疾病的新型药
物，具有很大的应用前景[79-80]．这些分子能够进行

高效的递送，是它们成功的临床应用的关键[79-80]．

目前的技术条件下，作为小 RNA转运载体的一般
是病毒或者合成的化合物．将这些载体替换为更加

低毒性高效率的方式，对于成功地进行基因治疗是

必不可少的．由于微囊泡能够自由穿越生物屏障，

并具有在细胞之间递送小分子 RNA的特性，它们
很可能代表了基因治疗领域一类令人欢欣鼓舞的新

型药物递送载体．作为治疗用的递送载体，微囊泡

是由内源性细胞分泌的天然纳米载体，对于免疫系

统有更好的耐受性．因此，由细胞分泌的预先设计

表达 miRNAs或者 siRNA的微囊泡，很可能能够
将这些小分子递送到局部的细胞环境中．最近的

研究已经表明，exosomes 可以用来装载和保护
外源性小分子 RNA，并且递送到靶细胞中．在
Alvarez-Erviti等[74]一项杰出的研究中，在来自树突

状细胞的 exosomes上表达了 exosomes膜融合蛋白
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Fig. 3 Schematic description of the working model for identifying circulating miRNA鄄based biomarkers for disease
图 3 鉴定可用于肿瘤诊断的循环miRNA指纹图谱的实验流程

最终确定的血清 miRNA表达谱作为某种肿瘤的指纹图谱

阈值：特异性大于 90%，灵敏性大于 90%，准确率大于
90%

目标：所有通过初筛和复查阶段的 miRNA

方法：统计学算法如 ROC curve、Risk score analysis或 cluster
analysis

统计学评估血清 miRNA表达谱在诊断及预后判断上的特异性、

灵敏性和准确度

阈值：平均变化倍数大于 2；P < 0.05

文献挖掘

方法：通过文

献挖掘寻找肿

瘤组织中有显

著变化的

miRNA

复查阶段(验证集)

方法：每个标本水平上 miRNA的定量 PCR

待测样本：数十或数百个肿瘤血清与数十或数百个正常对照血清比较

待测 miRNA：一系列在复查阶段(训练集)有显著变化的 miRNA

阈值：平均变化倍数大于 2；P < 0.05

复查阶段(训练集)

方法：每个标本水平上 miRNA的定量 PCR

待测样本：数十或数百个肿瘤血清与数十或数百个正常对照血清比较

待测 miRNA：一系列在初筛阶段有变化的 miRNA

初筛阶段

方法：高通量的检测技术如 Solexa sequencing、
microarray或 TaqMan miRNA array

待测样本：混合肿瘤血清与混合正常对照血清比较

待测 miRNA：所有的 miRNA或绝大多数 miRNA

阈值：平均变化倍数大于 2；测序拷
贝数或荧光信号值大于基值

Lamp2b和狂犬病病毒糖蛋白(RVG)肽段(RVG来源
的肽段可以专门针对神经元细胞 )． 通过在
exosomes表面表达这种特异性靶向神经元细胞的
蛋白，exosomes内包裹的 siRNA在注射到小鼠血
液中后，特异性地将 siRNA递送到了脑部，而在
其他组织中并未观察到非特异性的摄取[74]．为了显

示这种治疗方法的潜力，他们递送了能抑制

BACE1的 siRNA，导致野生型小鼠的脑 茁-淀粉样
蛋白质水平显著下降，因此为治疗阿尔茨海默症提

供了一个新的方向[74]．Exosomes介导的 siRNA递
送导致了野生型小鼠体内 BACE1的 mRNA和蛋白
质含量急剧下降[74]．这些结果指出了 exosomes在
递送小 RNA方面的潜在应用，为临床治疗应用开
辟了一条新的渠道．在转化为临床应用之前，这种

纳米技术需要进一步发展精密的分选、纯化、装

载、递送和靶向方式．因此，exosomes介导的小
RNA递送具有十分光明的前途，很可能填补现有
全身基因治疗方法在递送方式上的空白．
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4 细胞外循环miRNA未来展望
miRNA介导的细胞间通讯理论是十分吸引人

的，也被很多报道所支持．然而，一些关于分泌

miRNAs生物起源和功能的问题仍悬而未决，还需
进一步的实验研究：a．最核心的问题是，miRNAs
是如何特异性靶向分泌与识别摄取的．特别是究竟

是什么样的机制决定了特定的miRNAs被分拣进入
微囊泡或是与 HDL蛋白结合，在不同细胞中是什
么引发了 miRNAs 的释放，是什么机制参与了
miRNAs进入靶细胞，这些问题仍需要深入研究．
b．细胞外 miRNA的交流在体外培养的细胞模型
中始终可以被观察到．但仍需要进一步阐明在体内

这一过程是否广泛存在，并且有多少种细胞不具有

这种功能．需要直接的证据来证明分泌的 miRNA
在调节生理和病理过程的巨大影响，以及加强细胞

外 miRNA在体内作为信号分子这一举足轻重角色
的理论． c．最关键是要阐明细胞外 miRNA在对
人类疾病的预测、预后和治疗上的价值．尽管在细

胞外 miRNA的生理意义和潜在的应用这一点上，
质疑的声音目前大于研究的成果，但是这一新兴的

研究领域前景是十分光明的．

5 结 论

细胞外miRNAs已经被观察到存在于各种体液
之中．对于细胞外miRNAs非凡的稳定性已经开始
专门的研究，研究发现通过微囊泡包裹，结合

HDL蛋白或 AGO2蛋白，细胞外 miRNAs得到了
很好的保护．其他的实验结果明显支持了以下假

说：在调节受体细胞靶基因并激活受体细胞信号通

路之前，细胞外 miRNAs经历了细胞主动分泌，在
细胞外环境中转运，被受体细胞摄入这些过程．虽

然细胞外miRNAs的临床应用以及分泌miRNAs这
一令人兴奋的研究领域仍处于探索和延伸阶段，但

是我们相信未来在这一领域的研究将对我们理解细

胞间通讯以及各种疾病的治疗方法产生革命性的

影响．
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Abstract Recently, numerous studies have documented the importance of microRNAs (miRNAs) as an essential
cornerstone of the genetic system. Once thought as unstable RNA molecules, miRNAs are now known to circulate
in the bloodstream and other body fluids in a stable, cell-free form. Importantly, extracellular miRNAs are
aberrantly present in plasma, serum and other body fluids during the pathogenesis of many diseases and, thus, are
promising noninvasive or minimally invasive biomarkers to assess the pathological status of the body. However,
the origin and biological function of extracellular miRNAs remains incompletely understood. In this review, we
summarize the recent literature on the biogenesis and working models of extracellular miRNAs, and we highlight
the impact of extending these ongoing extracellular miRNA studies to clinical applications.
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