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摘  要 为了研究人乳汁中的 microRNAs (miRNAs)在体外储存状态下的稳定性。本研究采用模拟体外乳汁储存条件，对乳

汁进行室温孵育 24 h，反复冻融 6 次，100℃孵育 10 min，以及模拟体内消化环境(RNA 酶 A/T1 37℃孵育 1 h)的处理条件，

通过实时荧光定量 PCR (qRT-PCR)方法检测处理前后乳汁中 9 个内源性免疫相关和 1 个外源性人工合成 miRNA 的相对表达

量变化差异。研究结果显示：处理前后乳汁中内源性 miRNAs 和外源性 miRNA 均显著性降解(P<0.01)。内源性 miRNAs 降

解为初始量的 25%~70%之间，而外源性 miRNA 则急剧降解至初始量的 0.06%~0.96%。我们的实验表明人乳汁中内源性的

miRNAs 较外源性 miRNAs 在体外不同环境下具有更强的稳定性。 
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Abstract In order to investigate the stability of microRNAs (miRNAs) in human breast milk, which is an important prerequisite for 

the hypothesis that the exosomal miRNAs are transferable genetic material from mother to infant. The raw breast milk was subjected 

to four types of treatment: (1) incubated at 26  for 0.5 to 24 hours; (2) subjected to six freeze℃ -thaw cycles at -20 ; (3) treated with ℃

RNase A and RNase T1 for 60 min at 37 ; and (4) incubated at 100  for 10 min. We found that the exogenous synthetic miRNAs ℃ ℃

were rapidly degraded, whereas endogenous miRNAs in human breast milk remained relatively stable when milk was subjected to 

various harsh conditions. These results indicated that the endogenous miRNAs should have resistance to the harsh conditions to a 

certain extent. 
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人乳汁是婴儿最重要的食物来源，对婴儿的健

康发育特别是后天免疫的形成有着至关重要的作

用。MicroRNAs (miRNAs)是一种内源性的非编码

RNA，由 22 个左右的核苷酸组成，通过在转录后

水平抑制靶 mRNA 的翻译而广泛参与生理和病理

反应过程的调节(Bartel, 2009)。Kosaka 等(2010)在

人乳中发现了大量 miRNAs 的存在。由于乳汁的成

分复杂，在不同的存放环境中，人乳汁中的 miRNA

的完整性和稳定性都会受到一定的影响。 

为了探究乳汁中 miRNAs 的稳定性，本研究对

人乳汁作设计了 4 种处理：室温孵育、反复冻融、

煮沸和 RNA 酶处理，利用荧光定量 PCR (qRT-PCR)

技术检测 miRNAs 的相对表达量变化，试图了解乳

汁中内源性的 miRNAs 及外源性 miRNAs 在不同处

理条件下的稳定性。 
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1 结果与分析  
研究显示室温孵育 4 h 后，乳汁中的内源性

miRNAs 稳定在初始量的在 37%至 70%范围内，到

8 h 和 24 h 后分别降至初始量的 16%和 8%；而外源

性 miRNA 在孵育 0.5 h 后就降到了初始量的 0.13% 

(图 1A)。在-20℃冻融处理 1~6 次后，乳汁中的内

源性 miRNAs 稳定在 25%~46%的水平，但外源性

miRNA 在冻融 1 次后就降到了初始量的 0.95% 

(图 1B)。在 100℃处理 10 min 后，乳汁中的内源性

miRNAs 的表达量降到初始量的 29%，而外源性

miRNA 则降解到初始量的 0.63% (图 1C)。RNA 酶

A/T1 在 37℃消化 1 h 后，乳汁中的内源性 miRNAs

降到了初始量的 49%，而外源性 miRNA 在初始量

的 0.69% (图 1D)。  

上述结果表明，在 4 种体外不同处理条件下， 

性降解(P<0.01)。内源性 miRNAs 降解为初始量的 

25%~70%之间，而外源 miRNA 则急剧降解至初始

量的 0.06%~0.96%。研究结果说明人乳汁中内源性

miRNAs 较外源性 miRNAs 在体外不同环境中具有

更好的稳定性。 

2 讨论 
本研究结果显示人乳汁在经过常温存放，-20℃反复

冻融和煮沸处理后其内源 miRNAs 仍然存在较高的

表达量，这与 Mitchell 等 (2008)在血液中证实

miRNAs 可以稳定表达的研究相似。我们的研究结

果显示人乳汁中的内源 miRNAs 较外源 miRNAs 具

有更强的抵御 RNA 酶 A/T1 降解的能力，这与

Kosaka 等(2010)证明人奶 miRNA 可以抵抗 RNA 酶

降解结果相同。根据 Pegtel 等(2010)的报道，这些

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 1 人乳汁中内源性 miRNAs 和外源性 miRNAs 在体外不同处理环境下的相对表达量变化 
注: 人乳汁经 4 种不同处理前后 9 个内源性免疫相关 miRNAs 和 1 个外源性 miRNA (ath-miR-159a-3p)的相对表达量; 人乳汁

(A) 26℃孵育 0 h, 0.5 h, 1 h, 2 h, 4 h, 8 h, 24 h; (B) -20℃和室温冻融 1~6 次; (C) 100℃孵育 10 min; (D) RNA 酶 A/T1 37℃消

化 1 h; **表示处理前后的差异经 t 检验达极显著水平(P<0.01) 
Figure 1 The changes of relative expression between endogenous miRNAs and exogenous synthetic miRNAs under various harsh 
conditions  
Note: The expression changes of a spiked-in Arabidopsis thaliana miRNA (Exogenous ath-miR-159a-3p) and of the nine 
immune-related miRNAs under  various harsh conditions; Breast milk was incubated at (A) 26℃ for 0 h, 0.5 h, 1 h, 2 h, 4 h, 8 h or 
24 h; (B) subjected to six freeze-thaw cycles at -20℃, (C) incubated at 100℃ for 10 minutes, and (D) treated with RNase A and T1 
for 60 minutes at 37℃; The statistical significance was calculated by Student’s t-test (**p<0.01); Values are means±s.d 
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稳定存在的 miRNAs 可能包被于 Exosome 中。

Exosome 是一类直径约 30~100 nm (张尧和吴小候, 

2008)广泛存在各种体液中的小囊泡体(Lakkaraju 

and Rodriguez-Boulan, 2008)，可以保护其中包被的

miRNA、mRNA 和蛋白质，还能参与细胞之间信息

的传递和物质的交换(Mathivanan et al., 2010)，甚至

在植物性食品和人体之间进行交流(Zhang et al., 

2012)。显然，婴儿喝下母乳后，其中含有的免疫相

关 miRNAs 很可能通过这种保护机制抵御胃肠道的

消化而直接被机体吸收，进而对婴儿自身免疫系统

的完善发挥其调控作用。本研究结果进一步为核酸

营养和母乳喂养重要性提供了佐证。 

3 材料与方法 
3.1 样本采集   

人乳汁(20~50 mL)取自 4 名产后 60 d 处于泌乳

期的健康妇女((30±0.9)岁, 第一胎, 自然分娩)，用

手动吸乳器收集乳汁于无菌离心管中。收集好的样

品于-80℃冻存，用于研究分析。 

3.2 样本处理   

将人乳汁冰上解冻后混合均匀，取等量样本分

别模拟储存：(1) 26℃孵育 0.5 h、1 h、2 h、4 h、8 h

和 24 h；(2) -20℃和室温反复冻融 6 次；(3) 100℃孵

育 10 min，和模拟体内消化：(4) RNase A (0.16 µg/µL)

和 RNase T1 (0.4 U/µL) (美国 Fermentas 公司) 37℃

孵育 1 h。样本在处理前都加入 100 fM 外源性

miRNA ath-miR-159a-3p (广州锐博公司人工合成的

miRNA, 与人体内 miRNA 无同源性)，作为内源性

miRNAs 的对照。样本处理结束后，为校正不同样

本在 RNA 抽提以及后续实验中的误差，在乳汁变

性后(RNA 抽提过程中加入裂解液后)加入 100 fM

外源参考基因 cel-miR-2-3p 和 cel-lin-4-5p。 

3.3 qRT-PCR 检测人乳汁中免疫相关 miRNAs 

qRT-PCR 检测人乳汁中 9 个内源性的免疫相关

miRNAs 和一个外源 miRNA (ath-miR-159a-3p)的相

对表达量，miRNAs 的引物即为其成熟体本身，序

列查自 miRBase 18.0 数据库(http://www.mirbase. 

org/)。荧光定量参照 SsoFast™ EvaGreen® Supermix

说明书(美国 Bio-Rad 公司)进行操作。qRT-PCR 反

应体系为 10 µL：5 µL SsoFast EvaGreen supermix，

0.5 µL 引物，1 µL 的 cDNA 模板。PCR 循环参数为：

98℃ 30 s，98℃ 1 s，60℃ 5 s，循环 45 次，PCR

扩增后进行熔解曲线分析，温度以 0.2℃/s 的速度缓

慢从 65℃递增到 95℃，每个 miRNA 做 3 个技术重

复，每板设置一个阴性对照。检测仪器为 Bio-Rad

的 CFX96™实时 PCR 检测系统(美国 Bio-Rad 公司)。

以外源性的 miRNAs cel-miR-2-3p 和 cel-lin-4-5p 作

为校正不同样品的参考基因，采用 2-ΔΔCt 法计算

miRNAs相对表达量差异，并采用SigmaPlot软件(美

国 Systat 公司)进行 Student-t 检验。 
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