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　　［摘要］　目的　通过比较阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）患者与健康对照者的血清外泌
体中ｍｉＲＮＡｓ的表达，筛选出差异表达的ｍｉＲＮＡｓ。方法　收集２０１７年３月至２０１８年８月就诊于中南
大学湘雅医院老年神经内科的ＡＤ患者７１例为研究组（ＡＤ），健康体检者７１例为对照组（ＨＣ）。各组
选取４例样本行血清外泌体ｍｉＲＮＡｓ高通量二代测序，检测、分析２组间差异表达的ｍｉＲＮＡｓ，筛选出表
达差异有统计学意义、表达量最高的前４种ｍｉＲＮＡｓ，在７１例ＡＤ患者和７１例健康体检者样本中用实时
荧光定量逆转录聚合酶链式反应（ｑＲＴＰＣＲ）测定其相对浓度。结果　高通量二代测序共检测到７７５种
ｍｉＲＮＡｓ，其中有４４种ｍｉＲＮＡｓ在２组间表达差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。与 ＨＣ组相比，ＡＤ组中有
３４种ｍｉＲＮＡｓ表达上调，１０种ｍｉＲＮＡｓ表达下调，其中表达量最高的前４种 ｍｉＲＮＡｓ为 ｍｉＲＮＡ１４８ａ３ｐ、
ｍｉＲＮＡ１６５ｐ、ｍｉＲＮＡ１９ｂ３ｐ、ｍｉＲＮＡ４８３５ｐ。ＭｉＲＮＡ１４８ａ３ｐ表达在ＡＤ组中较ＨＣ组显著上调（Ｐ＜０．０１），
但ｍｉＲＮＡ１６５ｐ、ｍｉＲＮＡ１９ｂ３ｐ、ｍｉＲＮＡ４８３５ｐ在 ２组间表达差异无统计学意义。绘制 ＲＯＣ曲线，
ｍｉＲＮＡ１４８ａ３ｐ的ＡＵＣ为０．７１１３（９５％ＣＩ：０．６２２～０．８０１），灵感度为７１．６％，特异度为６９．７％。结论　
血清外泌体ｍｉＲＮＡ１４８ａ３ｐ可望作为ＡＤ诊断的生物标志物。
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　　阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）是一种
慢性、进展性的神经退行性疾病，俗称老年痴呆，临床

表现主要为进行性记忆力下降及多认知领域功能减

退［１］。最近的调查结果显示，我国有１５０７万６０岁及
以上痴呆患者，其中 ９８３万人患有 ＡＤ，３９２万人患有
血管性痴呆，１３２万人患有其他形式的痴呆［２］。从

１９８４年美国国立老年研究所与阿尔茨海默病协会（ｔｈｅ
ＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｎＡｇｉｎｇａｎｄＡｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ，
ＮＩＡＡＡ）制定ＡＤ的临床诊断标准，到２０１１年ＮＩＡＡＡ
更新的ＡＤ诊断标准中，制定了临床前痴呆、轻度认知
功能障碍（ｍｉｌｄｃｏｇｎｉｔｉｖｅｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ，ＭＣＩ）、ＡＤ３个连
续疾病阶段的相关诊断标准，从无症状期到晚期严重

痴呆阶段全面覆盖，再到２０１８年 ＮＩＡＡＡ再次更新了
ＡＤ的诊断标准，提出“ＡＴ（Ｎ）”诊断参考标准，即
Ａβ、Ｔａｕ及其他［３－５］；２０２３年阿尔茨海默病国际会议上
发布了《ＮＩＡＡＡ阿尔茨海默病临床诊断指南修订版》
草案，再次更新，提出了“ＡＴＮＩＶＳ”诊断框架，新增了
“Ｉ（炎症机制）”、“Ｖ（血管性脑损伤）”和“Ｓ（α突触核
蛋白）”，相比于以往主要依据临床症状、影像学、认知

评估量表来诊断ＡＤ，近年来相关的生物标志物在 ＡＤ
诊断中越来越重要。寻找诊断价值高的生物标志物来

诊断和跟踪疾病进展，对ＡＤ的防治、新药研究都非常
重要。

　　ＭｉＲＮＡｓ是一类内源性非编码小ＲＮＡ，长度为２０～
２５个核苷酸，具有高度保守性，在受体细胞中通过与靶
ｍＲＮＡ３’ＵＴＲ区序列互补结合，调节靶基因的翻译表达。
外泌体是纳米级生物囊泡，直径约３０～１５０ｎｍ，典型形
态为双凹圆碟形或杯口状，密度为１．１３～１．１９ｇ／ｍＬ，是
ｍｉＲＮＡ等生物分子在细胞间交流的载体［６］。外泌体

中的 ｍｉＲＮＡｓ在基因转录后发挥调控作用的 ｍｉＲＮＡｓ
分子，有片段短、结构较稳定、时间及组织特异性等特

点，有多种调控功能，因此，近年来外周 ｍｉＲＮＡｓ作为
疾病诊断生物标志物的研究成为了国内外的热点。

ｍｉＲＮＡｓ与神经元分化、突触重塑等紧密相关，与 Ａβ
等ＡＤ病理蛋白的调节紊乱密切相关。已有研究表
明，外周血中外泌体 ｍｉＲＮＡｓ在 ＡＤ的早期诊断中有
巨大的作为生物标志物的潜能［７－９］。

　　虽然脑脊液（ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌｆｌｕｉｄ，ＣＳＦ）中 Ａβ和
Ｔａｕ等生物标志物在 ＡＤ的诊断中敏感度和特异度均
较高，其诊断价值已被全世界广泛认可［３］，但是腰穿

脑脊液检查有创伤且费用高，难以被患者及家属接受。

因此，研究外周血清外泌体 ｍｉＲＮＡｓ作为 ＡＤ诊断的
生物标志物以及进一步研究 ＡＤ防治的新药，有很大
的临床意义。本研究通过高通量测序全面筛选 ＡＤ患
者和健康对照者血清外泌体 ｍｉＲＮＡｓ的差异表达，以
期进一步通过 ｑＲＴＰＣＲ扩大样本量验证以寻找新的
能作为ＡＤ诊断生物标志物的血清外泌体ｍｉＲＮＡｓ。

１　资料与方法

１．１　研究对象
　　收集２０１７年３月至２０１８年８月就诊于中南大学
湘雅医院老年神经内科的ＡＤ患者为研究组，共７１例，
男性３９例，女性３２例，年龄（７５．４±１０．３）岁。纳入标
准：①存在多个认知领域功能障碍，工作能力、社会功
能、日常生活能力均明显下降；②ＭＭＳＥ评分≤２４分、
ＭＯＣＡ评分≤２０分，其中受教育程度≤１２年者，则评
分时结果加１分；日常生活评定量表ＡＤＬ＞２６分，临床
痴呆量表 ＣＤＲ≥１分，Ｈａｃｈｉｎｓｋｉ缺血量表 ＨＩＳ＜４分，
汉密尔顿抑郁量表ＨＡＭＤ＜８分。排除标准：诊断为或
合并有其他类型变性病痴呆、严重脑血管疾病、严重心

肺肾疾病、精神疾病、恶性肿瘤、严重视听障碍、长期大

量饮酒、毒物药物中毒史者。ＡＤ患者均由中南大学
湘雅医院老年神经内科２名经验丰富的主治以上的医
师诊断，符合 ２０１１年美国国家老年痴呆协会制定的
ＡＤ诊断标准［１０］。

　　收集同时期健康体检中心的健康体检人员７１例
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为对照组，男性３９例，女性３２例，年龄（７２．２±７．９８）岁，
年龄、性别、受教育程度与研究组患者匹配。健康对照

（ＨＣ）组符合：①无认知功能损害，日常生活能力完全
正常；②ＭＭＳＥ评分≥２６分、ＭＯＣＡ评分≥２４分，其中
受教育程度≤１２年者，则评分时结果加１分；日常生
活评定量表 ＡＤＬ≤２６分，临床痴呆量表 ＣＤＲ ０分，
Ｈａｃｈｉｎｓｋｉ缺血量表 ＨＩＳ＜４分，汉密尔顿抑郁量表
ＨＡＭＤ＜８分。
　　选取其中临床特征典型的４例 ＡＤ患者及相匹配
的４例健康体检人员额外抽取１０ｍＬ静脉血用于外泌
体ｍｉＲＮＡｓ高通量二代测序。所有患者和／或家属知
情同意并签署知情同意书。本研究已被中南大学湘雅

医院伦理委员会批准（２０１６０６２８９）。
１．２　方法
　　所有人收集 ５ｍＬ外周静脉血，２ｈ内于 ４℃下
３０００×ｇ离心２０ｍｉｎ；收集上层淡黄色血清约２．５ｍＬ，
－８０℃冰箱中冻存备用。
１．２．１　血清外泌体提取并鉴定　　取冰冻血清置于
冰上解冻，４℃下 ３０００×ｇ离心 １５ｍｉｎ，去除细胞碎
片；将 １ｍＬ澄清血清转移到新离心管中，并加入
ＥｘｏＱｕｉｃｋＴＭ（ＳＢＩ公司，美国）血清外泌体提取试剂
２５０μＬ，充分混匀；４℃冰箱中直立孵育３０ｍｉｎ，４℃下
１５００×ｇ离心３０ｍｉｎ，小心吸去上层清液；４℃下再次
１５００×ｇ离心 ５ｍｉｎ，小心彻底吸去沉底上的残余液
体，管底部米黄色沉淀物即为外泌体。

　　采用上海釜诚生物科技有限公司的 ＪＥＭ１２３０
（ＪＥＯＬ公司，日本）型透射电镜行外泌体形态检测：将
外泌体沉淀重悬于１００μＬ１×ＰＢＳ液中，用移液器吸取
２０μＬ外泌体重悬液滴在铜网有支持膜的一面；外泌
体稀释液在铜网上自然吸附８ｍｉｎ，用滤纸从铜网边缘
吸走多余液滴；用移液器吸取２０μＬ双蒸水滴在铜网
上，尽快用滤纸吸走多余液滴，根据外泌体浓度，重复

此步骤１～３次；用移液器吸取２０μＬ２％磷钨酸溶液
滴在铜网上，染色３ｍｉｎ，染色结束后吸走多余染色液；
铜网自然晾干或红外灯烤干后至 ＪＥＭ１２３０型透射电
镜上机观察。

　　采用湖南诺研生物科技有限公司全自动纳米粒径
分析仪ＺｅｔａＶｉｅｗ（ＰａｒｔｉｃｌｅＭｅｔｒｉｘ，德国）行外泌体纳米
粒径分析（ＮａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅＴｒａｃｋｉｎｇＡｎａｌｙｓｉｓ，ＮＴＡ）：取
１００μＬ１×ＰＢＳ重悬外泌体沉淀，充分重悬混匀后，取
１０μＬ外泌体重悬液置于新的离心管（５ｍＬ）中，用１×
ＰＢＳ稀释２００倍至 ２ｍＬ；取适量外泌体稀释液，再次
适度稀释（稀释 ２０倍）后于全自动纳米粒径分析仪

ＺｅｔａＶｉｅｗ上机分析。
１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定外泌体标志蛋白　　在外泌
体沉淀的离心管中加入 １ｍＬＲＩＰＡ裂解液、１０μＬ
１００ｎｍｏｌ／Ｌ苯甲磺酰氟，冰上充分震荡、裂解、超声波
加强粉碎；于４℃下１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，上清液备
用。采用北京鼎国昌盛生物技术有限公司的 ＢＣＡ蛋
白浓度测定试剂盒测样品蛋白浓度。取３００μＬ左右
上层清液转移至新的离心管中，加入４×ＳＤＳ蛋白上样
缓冲液１００μＬ混匀后煮沸１０ｍｉｎ；在预制胶孔中加样
后１４０Ｖ恒压电泳４５ｍｉｎ，再２５０ｍＡ恒流９０ｍｉｎ转
膜到ＰＶＤＦ膜上，用５％ＢＳＡ液室温封闭２ｈ。一抗孵
育：将ＣＤ６３（兔抗）、ＣＤ８１（兔抗）抗体用一抗稀释液
按１∶５０００配置 ＣＤ６３、ＣＤ８１抗体稀释液，４℃下摇床
孵育过夜。二抗孵育：将漂洗后的 ＰＶＤＦ膜放入
１∶１００００的二抗（兔抗兔）抗体稀释液中，室温摇床孵
育２ｈ。发光、显影：ＥＣＬ发光液覆盖ＰＶＤＦ膜表面１～
３ｍｉｎ，在ｂｉｏｒａｄＣｈｅｍｉＤｏｃＭＰ凝胶成像系统暗室中
曝光显影成像。

１．２．３　外泌体总 ＲＮＡ提取　　取１ｍＬＴＲＩｚｏｌ裂解
外泌体沉淀，加入２００μＬ氯仿萃取；４℃下１２０００×ｇ
离心１５ｍｉｎ，取上层清液约５００μＬ转移到新的离心管
中，加入等体积的异丙醇，充分混匀后，４℃静置沉淀
２ｈ以充分沉淀ＲＮＡ；４℃下１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，倒
弃上清液，轻扣在滤纸上适当晾干，加入１ｍＬ７５％乙
醇洗涤ＲＮＡ；自然控干乙醇后，加入１０μＬ无酶水，在
管底及侧壁反复吹打溶解 ＲＮＡ，－２０℃冻存备用。
ＲＮＡ浓度及纯度检测：在 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００分光光度计
中检测所得ＲＮＡ浓度及纯度。
１．２．４　外泌体 ｍｉＲＮＡｓ高通量二代测序　　采用广
州锐博生物有限公司ＨｉＳｅｑＴＭ２５００测序系统行血清外
泌体ｍｉＲＮＡｓ高通量二代测序，步骤如下。
　　测序样本抽提及质检：本研究筛选出了４名临床
特征典型的ＡＤ患者和４名年龄、性别、受教育程度基
本匹配的健康对照者，收集到上层淡黄色血清约

６ｍＬ，－８０℃冻存。用外泌体试剂盒提取血清外泌体，
具体操作步骤同前所述，用 ＮＤ１０００Ｎａｎｏｄｒｏｐ和
Ａｇｉｌｅｎｔ２２００ＴａｐｅＳｔａｔｉｏｎ进行样品质检。
　　ｃＤＮＡ文库制备及质检：用 ＴＲＩｚｏｌ提取外泌体总
ＲＮＡ，具体操作步骤同前所述，总ＲＮＡ分别连接５’接
头和３’接头；第一链ｃＤＮＡ合成；ＰＣＲ扩增；用凝胶电
泳法获取插入片段在１８～４０ｎｔ左右的 ｃＤＮＡ文库，并
用Ａｇｉｌｅｎｔ２２００ＴａｐｅＳｔａｔｉｏｎ进行文库质检；通过质检的
文库，按照 ＨｉＳｅｑＴＭ ２５００ＵｓｅｒＧｕｉｄｅ中所述的方法进
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行上机测序。

　　上机测序操作：使用 ＳｉｎｇｌｅＲｅａｄＦｌｏｗＣｅｌｌ，按照
ＨｉＳｅｑＴＭ２５００ＵｓｅｒＧｕｉｄｅ的指示进行 ＨｉＳｅｑＴＭ２５００上机
操作，并运行ｓｉｎｇｌｅｅｎｄ（１×５０）标准测序程序。
　　数据生物信息分析：ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑＴＭ２５００测序所
得５０ｎｔ原始序列（ｒａｗｒｅａｄｓ）集，通过去掉序列两端的
接头、去掉低质量序列、去污染等过程完成数据初步过

滤，得到干净序列（ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ），对干净序列进行序列
长度分布的统计及样本间共有序列的统计。对干净序

列进行分类注释，可以获得样本中各类 ｓＲＮＡ的组分
及表达量信息。将所有 ｓＲＮＡ片段注释后，使用余下
的未注释片段进行新 ｍｉＲＮＡｓ的预测。对 ｍｉＲＮＡｓ进
行差异分析和功能分析。

１．２．５　外泌体 ｍｉＲＮＡｓ荧光定量 ｑＲＴＰＣＲ验证　　
实验每个样本作 ３个复孔，选用 Ｕ６作为内参，使用
ｍｉＲＮＡｑＲＴＰＣＲ试剂盒（广州锐博生物科技有限公
司）、ＰＣＲ仪（ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司，德国）逆转录和 ＡＢＩＦａｓｔ
７５００实时 ＰＣＲ系统（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司，美国）
进行定量实时ＰＣＲ，反应完成后记录内参基因Ｃｔ值和
目标基因Ｃｔ值，应用ΔＣｔ＝目标基因 Ｃｔ值－内参基因
Ｃｔ值，再计算ΔΔＣｔ＝研究组ΔＣｔ－对照组ΔＣｔ，最后计
算每个ｍｉＲＮＡ的相对表达量（２－△△Ｃｔ）。
１．３　统计学分析
　　使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０（ＧｒａｐｈＰａｄＳｏｆｔｗａｒｅ，美
国）进行数据分析。入组者年龄、受教育程度、简易精神

状态量表（ＭｉｎｉｍｅｎｔａｌＳｔａｔｅＥｘａｍｉｎａｔｉｏｎ，ＭＭＳＥ）、蒙特
利尔认知量表（ＭｏｎｔｒｅａｌＣｏｇｎｉｔｉｖｅＡｓｓｅｓｓｍｅｎｔ，ＭＯＣＡ）、
日常生活能力量表（ＡｃｔｉｖｉｔｙｏｆＤａｉｌｙＬｉｖｉｎｇＳｃａｌｅ，ＡＤＬ）、
临床痴呆评定量表（ＣｌｉｎｉｃａｌＤｅｍｅｎｔｉａＲａｔｉｎｇ，ＣＤＲ）、缺
血指数量表（ＨａｃｈｉｎｓｋｉＩｓｃｈｅｍｉｃＳｃａｌｅ，ＨＩＳ）、汉密尔顿
抑郁量表（ＨａｍｉｌｔｏｎＤｅｐｒｅｓｓｉｏｎＳｃａｌｅ，ＨＡＭＤ）评分分
布的离散程度用 珋ｘ±ｓ表示，对ＡＤ组患者和ＨＣ组体检
者血清外泌体ｍｉＲＮＡｓ表达水平的差异分析使用非参
数检验ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ检验进行分析。Ｐ＜０．０５认为差
异有统计学意义。通过绘制受试者工作特征曲线

（ＲＯＣ）评价血清外泌体 ｍｉＲＮＡｓ在 ＡＤ诊断中的临床
应用价值。

２　结果

２．１　一般情况
　　纳入患者及体检者评分（表１）。２组人群的受教
育年限无差异，ＡＤ组的ＭＭＳＥ评分、ＭＯＣＡ评分、ＡＤＬ
评分、ＣＤＲ评分明显低于 ＨＣ组（Ｐ＜０．０１），２组人群
ＨＩＳ评分均＜４分、ＨＡＭＤ评分均＜８分。
２．２　血清外泌体鉴定
２．２．１　透射电镜观察外泌体形态　　外泌体大小约为
６０～１５０ｎｍ，形态呈“杯口状”或“凹圆碟形”的膜性结
构，所见多为单个分布，有的多个成群聚集（图１）。
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图１　透射电镜观察外泌体形态

２．２．２　纳米粒径分析外泌体大小 　 外泌体粒径大
小为（８８．２±４２．２）ｎｍ（图２）。
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图２　纳米粒径分析外泌体大小及相对浓度

表１　ＡＤ患者及健康体检者量表评分（ｎ＝７５，珋ｘ±ｓ）

组别 受教育年限／年 ＭＭＳＥ／分 ＭＯＣＡ／分 ＡＤＬ／分 ＣＤＲ／分 ＨＩＳ／分 ＨＡＭＤ／分

ＡＤ组 ９．５±４．３ １３．０±７．３ ６．２±６．６ ３８．０±１４．７ １．８±０．７ ２．２±１．０ ３．３±２．６

ＨＣ组 ９．４±６．２ ２７．３±１．４ ２５．１±３．４ ２１．０±１．３ ０．０±０．０ １．７±０．８ １．０±１．３

Ｐ ０．３６８ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１
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２．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定外泌体标志蛋白　　在３个
外泌体样本中均检测到特异性标志物 ＣＤ６３、ＣＤ８１分
子表达，ＣＤ６３分子的分子量在５５×１０３左右，ＣＤ８１分
子的分子量在２６×１０３左右（图３）。
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图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测血清外泌体中标志蛋白表达

２．３　４４种外泌体ｍｉＲＮＡｓ表达量在２组间有显著差异
　　在外泌体 ｍｉＲＮＡｓ高通量二代测序中，共检测到
７７５种 ｍｉＲＮＡｓ，ＡＤ组与 ＨＣ组相比，表达上调的
ｍｉＲＮＡｓ有４２４种，表达下调的 ｍｉＲＮＡｓ有 ３５１种，差
异表达见图 ４。在 ２组间表达差异显著者（Ｐ＜０．０５）
共有４４种，其主要ｍｉＲＮＡｓ表达差异见图５；表达上调
的有３４种，表达下调的有 １０种，其中表达量靠前的
４种ｍｉＲＮＡｓ见表２。
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图中展示了所有 ｍｉＲＮＡｓ的表达差异，以 ｜ｌｏｇ２（Ｆｏｌｄ
Ｃｈａｎｇｅ）｜≥１为阈值；绿色点表示 ｍｉＲＮＡｓ在 ＡＤ组中表
达下调；灰色点表示 ｍｉＲＮＡｓ在ＡＤ组中表达没有变化；红
色点表示 ｍｉＲＮＡｓ在ＡＤ组中表达上调
图４　ＡＤ组与ＨＣ组间差异表达的外泌体ｍｉＲＮＡｓ

红色代表ｍｉＲＮＡｓ在样本中高表达，蓝色代表ｍｉＲＮＡｓ在样本中低表达

图５　ＡＤ组与ＨＣ组表达差异的外泌体ｍｉＲＮＡｓ

７０８１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１５）



表２　ＡＤ组与ＨＣ组中表达差异前４种ｍｉＲＮＡｓ

ｍｉＲＮＡｓ ＨＣ组 ＡＤ组 ＡＤ／ＨＣ（ｌｏｇ２） Ｐ Ｕｐ／Ｄｏｗｎ

ｈｓａｍｉＲ１４８ａ３ｐ １７１１２．６６ ３５３００．６０ １．０４４６ ０．０４５７ ｕｐ

ｈｓａｍｉＲ１６５ｐ ７７６．１２ ２８５０．３８ １．８７６８ ０．００８６ ｕｐ

ｈｓａｍｉＲ１９ｂ３ｐ ６２６．８７ ２２６９．５６ １．８５６２ ０．００９４ ｕｐ

ｈｓａｍｉＲ４８３５ｐ ５８３．１１ １５１．８６ －１．９４１１ ０．０１５９ ｄｏｗｎ

２．４　ｍｉＲＮＡ１４８ａ３ｐ在ＡＤ患者中表达增加
２．４．１　荧光定量 ｑＲＴＰＣＲ验证差异表达 ｍｉＲＮＡｓ　
　根据高通量二代测序结果，筛选 ＡＤ组与 ＨＣ组间
表达差异显著（Ｐ＜０．０５）、表达量最高的前 ４种
ｍｉＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡ１４８ａ３ｐ、ｍｉＲＮＡ１６５ｐ、ｍｉＲＮＡ１９ｂ
３ｐ、ｍｉＲＮＡ４８３５ｐ）进行荧光定量 ｑＲＴＰＣＲ验证。实
验结果表明，ＡＤ组患者血清外泌体中 ｍｉＲＮＡ１４８ａ３ｐ
表达较 ＨＣ组显著上调（Ｐ＜０．０１），差异有统计学意
义，但 ｍｉＲＮＡ１６５ｐ、ｍｉＲＮＡ１９ｂ３ｐ、ｍｉＲＮＡ４８３５ｐ在
２组间表达差异无统计学意义（图６）。
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Ａ：ｍｉＲＮＡ１４８ａ３ｐ；Ｂ：ｍｉＲＮＡ１６５ｐ；Ｃ：ｍｉＲＮＡ１９ｂ３ｐ；
Ｄ：ｍｉＲＮＡ４８３５ｐ

图６　ｑＲＴＰＣＲ检测血清外泌体表达（ｎ＝７１）

２．４．２　外泌体 ｍｉＲＮＡ１４８ａ３ｐ可望作为 ＡＤ诊断的
生物标志物　　通过绘制 ＲＯＣ曲线、计算 ＲＯＣ曲线
下面积（ＡＵＣ）分析外泌体ｍｉＲＮＡ１４８ａ３ｐ在ＡＤ诊断
中的价值大小，结果显示，ｍｉＲＮＡ１４８ａ３ｐ的 ＡＵＣ为
０．７１１３（９５％ＣＩ：０．６２２－０．８０１），灵感度 ７１．６％，特异
度６９．７％，对ＡＤ诊断有较好的诊断预测价值（图７）。
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图７　ｍｉＲＮＡ１４８ａ３ｐ的ＲＯＣ曲线

３　讨论

　　目前已有的 ＡＤ早期诊断标志物或为有创检查，
或价格昂贵且有资质要求，临床上尚未得到广泛应用。

近期沈璐教授在 ＡＤ患者血清中寻找诊断生物标志
物，最终确定了 ７种血清自身抗体（ＭＡＰＴ、ＤＮＡＪＣ８、
ＫＤＭ４Ｄ、ＳＥＲＦ、ＣＤＫＮ１Ａ、ＡＧＥＲ和 ＡＳＸＬ１）作为 ＡＤ
诊断的候选生物标志物［１１］。此外发现，通过检测人体

呼出气中挥发性有机物以及双任务范式下的眼动、步

态组合联合分析均可早期识别认知障碍患者，有望实

现ＡＤ的早诊早治［４，１２］。研究经济实惠、无创、能广泛

应用于临床的ＡＤ外周生物标志物以及有效的治疗药
物仍非常迫切。

　　本研究通过试剂盒免疫沉淀法分离得到的外泌
体，形态结构呈“双凹圆碟形”，可见其膜性结构，ＮＴＡ
分析结果示外泌体粒径大小为（８８．２±４２．２）ｎｍ，符合
国内外研究报道结果，所测样本中外泌体浓度为３．８×
１０１１／ｍＬ，与国内外研究报道结果相符［１３］。血清外泌

体ｍｉＲＮＡｓ高通量二代测序结果与国内外报道［９，１４－１５］

有较大差异，而且国内外已报道的文献之间，外泌体

ｍｉＲＮＡｓ高通量二代测序结果也存在很大差异。本研
究认为，不同人种之间外泌体 ｍｉＲＮＡｓ表达可能存在
较大差异，此外老年患者多合并有多种急慢性疾病，多

数研究测序样本数偏低，血清样本在运输过程中不可

８０８１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



完全避免反复冻融过程等，均可以不同程度影响外泌

体ｍｉＲＮＡｓ的表达和降解。在实验样本收集的整个过
程中，严格规范操作对本研究非常重要。

　　外泌体ｍｉＲＮＡｓ通过各种途径参与基因表达的调
控，如直接结合到 ｍＲＮＡ３’ＵＴＲ抑制蛋白表达、与其
他功能蛋白结合抑制蛋白质表达、直接激活 Ｔｏｌｌ样受
体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲｓ）、上调蛋白质的表达、靶向
调控线粒体相关基因 ｍＲＮＡ、直接激活基因转录过程
及靶向负调控其他非编码 ＲＮＡ的前体 ＲＮＡ等［１６］。

有多项研究表明，外周血外泌体 ｍｉＲＮＡ１９３ｂ、ｍｉＲＮＡ
１２５ｂ、ｍｉＲＮＡ２６ｂ、ｍｉＲＮＡ１８５、ｍｉＲＮＡ９、ｍｉＲＮＡ２９、
ｍｉＲＮＡ１０７等在ＡＤ中表达显著下调，其异常表达可
能与Ａβ、ｐＴａｕ等病理性蛋白呈负相关［１０，１６－２０］。外泌

体 ｍｉＲＮＡｌｅｔ７、ｍｉＲＮＡ１５５、ｍｉＲＮＡ１３５ａ、ｍｉＲＮＡ３８４
等表达显著上调，可能与诱导神经元变性、增强细胞炎

症基因表达等相关，但具体致病机制、调控靶点均不清

楚。本研究发现ｍｉＲＮＡ１４８ａ３ｐ在ＡＤ中表达显著上
调（Ｐ＜０．０１），提示其可能参与 ＡＤ发病的病理过程，
有作为ＡＤ诊断生物标志物的潜能。ＲＯＣ曲线的ＡＵＣ
为０．７１１３（９５％ＣＩ：０．６２２－０．８０１），灵感度７１．６％，特
异度６９．７％，具有较好的诊断预测价值，具体调控机
制及相关调控靶点、通路需要后续进一步研究。

ＭｉＲＮＡ１６５ｐ、ｍｉＲＮＡ１９ｂ３ｐ、ｍｉＲＮＡ４８３５ｐ表达在
ＡＤ组与ＨＣ组间差异无统计学意义，而高通量二代测
序结果显示这３个ｍｉＲＮＡｓ表达在２组间差异有统计
学意义，可能的原因是测序样本量太小，但测序成本

高，样本质量要求更为严格，大样本测序研究难以开

展。本研究在测序基础上，通过ｑＲＴＰＣＲ技术进行目
标ｍｉＲＮＡｓ大样本相对定量测定，结果可靠，成本相对
较低。

　　 ＭｉＲＮＡ１４８ａ在肿瘤中的研究有很多［２１－２２］，

ＤＮＭＴ１是 ｍｉＲＮＡ１４８ａ的靶基因，ｍｉＲＮＡ１４８ａ与
ＤＮＭＴ１基因３’ＵＴＲ区结合，负调控ＤＮＭＴ１基因的表
达，导致 ＤＮＡ甲基转移酶 １（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＤＮＡ
ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１，Ｄｎｍｔ１）下降。研究发现［２３－２４］，

ＤＮＭＴ１表达下调，ＤＮＡ甲基化因子表达下调，ＡＰＰ、
ＢＡＣＥ１基因表达上调。因此，我们推测 ｍｉＲＮＡ１４８ａ
表达上调，可能是通过负调控靶基因 ＤＮＭＴ１的表达，
使得ＡＰＰ、ＢＡＣＥ１增加，Ａβ沉积而导致 ＡＤ发生。表
达紊乱的 ｍｉＲＮＡｓ与 ＡＤ的发病有关，具体机制需要
国内外学者进一步研究证实。干预调节紊乱的

ｍｉＲＮＡ１４８ａ可能成为ＡＤ的潜在治疗方法，可通过使
用ｍｉＲＮＡｓ抑制剂等调节 ｍｉＲＮＡ１４８ａ的表达，抑制

Ａβ的生成，进而改善 ＡＤ相关的病理过程，以此来开
发治疗ＡＤ的药物，但仍需要更多的研究来验证其生
物学意义和临床应用前景。大规模的临床研究、纵向

研究和多中心研究是进一步推进 ｍｉＲＮＡ１４８ａ在 ＡＤ
诊断和治疗中应用的关键。同时，开发创新的技术方

法和标准化的实验操作也是未来研究的重要方向，以

提高检测灵敏度、特异性和结果的可靠性。
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