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改进茎环引物 RT-PCR法实时定量检测 microRNA*
薛慧慧 马骁骁 朱长保 晁天柱 肖君华△ 周宇荀

（东华大学生物科学与技术研究所 上海 201620）

摘要 目的：为检测不同组织中 microRNA（miRNA）的表达量，本研究建立了一种改进的 qRT-PCR（Quantitative reverse transcripti-
on PCR）技术。方法：采用具有高特异性的茎环引物逆转录，结合 SYBR Green实时定量 PCR技术，建立了以延伸茎环引物
RT-PCR为基础的实时定量检测 microRNA的方法。结果：本研究建立的 microRNA检测方法，特异性好，灵敏度高，线性范围宽。

熔解曲线的单一峰型和电泳检测到的单一条带都证明了扩增的特异性。对标准品的检测跨越了 7个数量级的浓度范围，最低拷

贝数为 103，效率高达 98%。结论：利用该技术检测了 120个组织样本，说明该方法可快速、准确、高效的获取不同组织中 miRNA

的表达量，为进一步探讨 miRNA对性发育的影响提供了实验依据。
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Real-time Quantification of MicroRNA by Improved
Stem-loop Primer RT-PCR*

To establish an improved qRT-PCR (Quantitative reverse transcription PCR) technology to detect the

expression levels of microRNA (miRNA) in different tissues. Reverse transcription using high specific stem-loop primer and
amplified by SYBR Green real-time PCR, established real-time quantitative method of miRNA based on the stem-loop primer extension
RT-PCR. This method was specificity, sensitivity and had a high dynamic range. A single dissociation peak on the thermal

melting curve and a single DNA band on agarose gel signified the amplification reliability and specificity for miRNA. It exhibited a
dynamic range of seven orders of magnitude from 103 to 109, efficiency was up to 98 %. This assay is a fast, accurate and
efficient method to quantification of miRNA indicated by detection of 120 tissue samples, provides an experimental basis for further
investigate the effects of miRNA on sexual development.

miRNA; RT-PCR; Stem-loop primer; Primer extension

前言

MicroRNAs（miRNAs）是一类由大约 22个核苷酸组成的
单链非编码 RNA，主要通过信使 RNA的直接剪切或间接抑制

翻译在转录后水平调控靶基因的表达[1]。MicroRNAs在个体发

育的不同时期如细胞分化、增殖、凋亡等及不同组织中有不同

的表达模式，表明其在发育和分化中起着重要的调控作用[2-5]。

传统的 miRNA检测技术如 northern hybridization[6]，micro-

array[7]，对低丰度的 miRNA的扩增敏感性差。qRT-PCR(Quan-

titative reverse transcription PCR) 法是检测基因表达量最灵敏、

可靠的方法，但常规的 qRT-PCR 技术难以检测约 22 bp 的
miRNAs，为克服这个问题，开发了茎环引物逆转录法 [8,9]、

poly-A加尾法[10,11]等。通过延长逆转录产物的长度，便于 qPCR

引物设计，以利于 PCR产物扩增。
Chen[8]等开发的 Taqman探针 qRT-PCR检测法，采用基因

特异的茎环引物，增强了 RNA-DNA杂化双链的热稳定性，及

茎环引物所产生的空间约束，使逆转录具有较高的灵敏性和特

异性。但此方法成本较高，且 Taqman探针只结合到逆转录产

物的部分 cDNA序列无法完全保证其特异性，亦无法通过融解
曲线分析 PCR反应的特异性。

本研究基于茎环引物逆转录和 SYBR Green qPCR检测法[12]，

建立改进的茎环引物 qRT-PCR实时定量检测方法，不仅可以

直接通过融解曲线判断 PCR反应的特异性，并且通过优化逆

转录茎环引物的长度克服了常规 SYBR Green qPCR 灵敏性
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低、特异性低的缺点。以 2个品系（转基因和 C57BL/6）小鼠的

丘脑、垂体、卵巢、肌肉和脂肪组织为样本，快速、准确、高效的

检测 miRNA-505的表达量，并深入探讨其生物学功能。

1 材料和方法

1.1 实验动物
SPF级 8周龄 C57BL/6雌鼠购自上海斯莱克实验动物有

限责任公司（SYXK（沪）2007-0005）, miR-505转基因小鼠是由

南京模式动物中心培育出的转基因小鼠。动物实验遵守中国

1988年实验动物管理条例，实验在东华大学生物科学与技术

研究所屏障动物实验设施进行[SYXK（沪）2008-0059]。两品系

雌鼠分别分成 5、15、25、35日龄两组，每组 3窝，每窝收集 3

只。取样前，禁食 4 h，10 a.m-11 a.m颈椎脱臼处死动物，迅速取

出下丘脑、垂体、卵巢、肌肉、脂肪样本，液氮速冻后 -80 ℃保存

备用。

1.2 总 RNA提取、反转录

依照说明书使用 TRIzol Reagent（Invitrogen,美国）提取总
RNA。RNA的质量和浓度通过 NanoDrop 2000c超微量分光光

度计 (Thermo Fisher Scientific,美国)确定。采用 DNaseI(Ferme-

ntas，美国)以去除基因组 DNA污染。

采用 SuperScript II Reverse Transcriptase（Fermentas，美国）

试剂盒进行逆转录，反应终体系 10 滋L包括：6.25 滋L DNase I

处理的总 RNA,0.5 滋L茎环引物（2 滋M），0.5 滋L dNTP Mix (10

mM)。首先反应在 16℃进行 15 min后，加入剩余体系（2 滋L

5× RT buffer，0.5 滋L RevertAid M-MuLV Reverse Transcriptase

（200 U/滋L）, 0.25 滋L RNase inhibitor（20 U/滋L）），反应程序为：
35 ℃ 60 min, 80 ℃ 15 min。
1.3 引物设计

MiRNA序列信息来自 miRBase，参照文献，设计 Stem-loop

茎环反转录特异性引物，PCR上、下游引物参照 Primer 3在线

软件(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/)设计（表 1），并由上海生工

生物工程股份有限公司合成。引物设计原理见图 1，PCR上游

引物 5’末端的尾巴是为了提高其退火温度，下游引物针对环
部，其序列可通用。

图 1 Stem-loop RT-PCR原理示意图

Fig.1 Schematic description of stem-loop RT-PCR

表 1 引物序列

Table 1 Primers sequences

Target Sequence

miR-505-3P-RT 1

PCR-F 1

PCR-R 1

miR-505-3P-RT 2

PCR-F 2

PCR-R 2

miR-16-RT

PCR-F

PCR-R

GCGTCTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGACGCAGAAAAC

GCGAGCACCGTCAACACTTG

TGGTGTCGTGGAGTCGGC

GCGTCTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGACGCAGAAAACCAGC

GCGAGCACCGTCAACACT

TGGTGTCGTGGAGTCGGC

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCGCCAA

CGCGCTAGCAGCACGTAAAT

GTGCAGGGTCCGAGGT

*注：1代表改进前引物；2代表改进后引物。

*Note: 1 represent original primers;2 represent modified primer.

1.4 实时定量 PCR扩增
PCR通过 ABI 7500 real-time PCR system和 7500 Software

v2.0.4 (Applied Biosystems,美国)运行。
PCR反应终体系 20 滋L包括：10 滋L 2× SYBR Green PCR

master mix（Bioteke,中国），0.4 滋L ROX，2.5 滋L cDNA 模板，3

滋L PCR上下游引物（2 滋M）, 4.1 滋L水，同时设阴性对照。PCR

循环条件为 95 ℃预变性 2 min，95 ℃变性 15 s，62 ℃延伸 32

s，共 40个循环，每个样本做 3个重复。反应的特异性通过产物

溶解曲线以及 1.5%的琼脂糖凝胶电泳检测进行确认。

1.5数据分析

采取手动方式将阈值选定在一个固定的值，7500 Software

v2.0.4自动算出每个样本的 Ct值的均值及标准差，在 Excel中

计算出 miRNA相对于内参 miR-16的表达量（Δ Ct），并采用
2-Δ ΔCt法比较实验组和对照组 miR-505-3P的表达量。

2 结果

2.1 改进引物的特异性验证
PCR产物电泳结果（图 2）显示，目的片段 58 bp左右，与预
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算值相吻合，但改进前引物的 PCR阴性在约 50 bp处出现了模

糊的条带，说明可能产生了引物二聚体。PCR产物的融解曲线，

在 80 ℃左右出现单一峰，证明了引物良好的特异性（图 3）。

图 2 引物改进前后扩增产物的琼脂糖凝胶电泳

Fig.2 Agarose electrophoresis of PCR amplicons of the original and

modified primer respectively

*注：1：改进前引物的 PCR产物；2：改进前引物的 PCR阴性；3：改进

后引物的 PCR产物；4：改进后引物的 PCR阴性

*Note: 1: PCR product of original primer; 2: Negative control of original

primer; 3: PCR product of modified primer; 4: Negative control of

modified primer

图 3 miRNA的融解曲线 A:改进前引物的 PCR产物融解曲线；B:改进

后引物的 PCR产物融解曲线

Fig.3 Melting-curve analysis of miRNA during the real-time PCR

A: Melt curve of PCR amplicon of original primer

B: Melt curve of PCR amplicon of modified primer

*注：Y轴 dF/dT表示 miRNA的相对荧光值与 X轴融解曲线温度的相

应比值。sample:合成的 miRNA模板；NTC:逆转录反应无模板对照；

NC: PCR阴性对照

*Note: The rate of changes (first derivative) of the relative fluorescence

units with time (T)(dF/dT) on the Y-axis verses the temperature on the

X-axis, which peaks at the melting temperature(Tm). Sample: synthetic

miRNA target. NTC: No template control of the reverse transcription

reaction; NC: Negative control of real-time PCR.

合成的成熟 miRNA和前体模板稀释到相同的浓度 1.08×
108/RT反应下（表 2），只有 miRNA前体存在时，所得到的 Ct

值比成熟的 miRNA至少高 8.3个 Ct值，说明如果检测的成熟
miRNA和前体是在同一浓度下，其前体对成熟 miRNA的检测
结果只有 0.31%的影响。用总 RNA代替合成的 miRNA模板，

结果显示前体的 Ct值比成熟的 miRNA高至少 10个 Ct值，表

明，miRNA的前体是低丰度的，约比成熟 miRNA低 3个数量

级。综合这些结果表明，改进的茎环引物延伸法对成熟 miRNA

的检测具有高特异性。

2.2 改进引物的灵敏性验证

用合成的 miR-505-3P RNA 模板来评价改进方案的灵敏

性和 PCR效率，将合成的 RNA10倍稀释 7个浓度梯度，结果

显示，和原来的逆转录引物相比，改进引物的 CT值和 RNA模

板呈现了更好的线性，表明改进的引物具有更高的效率和更灵

敏的检测范围（图 3.2 A，B）。

为进一步验证改进引物在组织中的灵敏性，取不同天数的

C57BL/6品系的小鼠下丘脑进行对比。结果显示，不同时间点

的小鼠，改进后的引物比改进前引物的 PCR产物低 2-5个 Ct

值（图 3.2 C）。

图 4改进引物的效率和灵敏性验证。(A):改进后引物合成的

miR-505-3P的扩增曲线，RNA的初始拷贝数从 1.08× 103到 1.08×

109;(B):引物改进前后的标准曲线对比;(C):不同小鼠丘脑中引物改进

前后对比

Fig.4 Efficiency and sensitivity of the modified miRNA assay (A)

Amplification plot of synthetic miR-505-3P miRNA over seven orders of

magnitude. Synthetic RNA input ranged from 1.08× 103 to1.08× 109 in the

reverse transcription reaction; (B) Standard curve of the miR-505-3P

miRNA of modified stem-loop RT primer and original RT primer,

respectively; (C) Comparison between modified primer and original

stem-loop RT primer in four different hypothalamus of mouse
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2.3 miRNA-505-3P在 miR-505转基因小鼠和野生型小鼠不同

组织中的表达量分析

试验结果采用 2-驻驻Ct法进行相对定量分析。结果显示，

miR-505-3P在 TM和WM小鼠的不同时间点下，相较于其他

组织，在肌肉和脂肪组织中差异显著，尤其肌肉组织中，

miR-505-3P在 TM中的表达量显著高于WM中的表达，最高

倍数达到 2.85。

图 5 miR-505-3P在 TM和MW的丘脑、垂体、卵巢、肌肉、脂肪中的相

对表达量

Fig.5 Relative expression of miR-505-3P in TM and WM tissues of

hypothalamus, pituitary, ovary, muscle and fat

3 讨论

在已发表的常用的检测 miRNAs的 PCR方法中，Chen等[8]

报道的 Taqman探针 stem-loop RT-qPCR法和 Luo Xin等 [11]报

道的通用 TaqMan探针 Poly-A RT-qPCR法都需要合成特异的
探针，尤其是 Chen等[8]的方法需要合成每个 miRNA特异的探
针，成本很高。Shi等[10]报道的 SYBR Green荧光标记法，虽成本
低，操作简单，但其灵敏性较低。

本研究基于 Chen等的设计方案，成功构建了改进茎环引
物 RT-qPCR法实时定量检测 microRNA。用延伸茎环引物的方
法，进一步增加了 RNA-DNA链互补配对的碱基，提高了其热
稳定性[8]，更有利于提高逆转录效率；同时将 PCR下游引物减
少了 2个碱基，克服茎环 RT引物和 PCR引物形成二聚体。使
用 SYBR Green 荧光染料检测，降低了试验成本，但 SYBR
Green染料与 DNA 双链的结合是非特异性的，要避免定量
PCR的非特异性扩增，否则将影响试验的准确性和可重复性[13]。

因此，设计定量 PCR引物时应避免引物形成稳定的发夹结构
或二聚体，定量 PCR反应后，还需要分析溶解曲线，适当优化
反应条件。

采用相对定量法进行分析[14]时，要选用合适的内参基因[15,16]，

消除 RNA提取、逆转录过程中带来的影响，以获得可靠地目标
miRNA的相对表达量。一般对于miRNA的定量分析，选择U6[17]、

5S作为看家基因[18]，但本研究中在不同组织和不同时间点 U6
表达量不恒定，所以选择了 miR-16[19]。

采用 1:10梯度稀释的合成的成熟 miRNA模板检测改进
引物的 qRT-PCR效率和灵敏性时，相同的浓度下，改进后的引
物比改进前引物 PCR产物结果小 3-4个 CT值，说明延伸的逆
转录引物大大提高了 RT效率，更适用于低丰度的 miRNA成
熟体的检测。虽然，逆转录反应的阴性对照 NTC的融解曲线
Tm值和样本相近，但其 CT值约为 34左右，远远的小于引物
改进后样本的 CT值，对检测结果影响很小[9,15]。

用合成的成熟 miRNA 和前体验证改进后引物的特异性
时，相同浓度下，前体对成熟体结果的影响只有 0.31%，但用自
身特异性的引物检测 miR-505 前体时，PCR 产物的 CT 值为
21.3，相较于成熟的 miRNA低了约 5个 CT值，这可能是由于
前体本身的茎环结构，会对逆转录产生影响，使前体的逆转录

效率偏低所造成的[17,20,21]，但并不影响成熟 miRNA的检测。
本研究以 5、15、25、35 日龄 C57BL/6 和 miR-505 转基因

小鼠的下丘脑、垂体、卵巢、肌肉和脂肪组织为样本，利用本技

术检测了 miR-505-3P在不同组织中的表达情况。结果发现不
同时间点 miR-505-3P在 miR-505转基因小鼠下丘脑组织中的
表达量均低于 C57BL/6小鼠下丘脑组织，而在脂肪和肌肉组织
中，miR-505转基因小鼠的表达量明显高于 C57BL/6小鼠。此
外，25、35日龄时，miR-505-3P 在脂肪和肌肉组织中的相对表
达量明显高于下丘脑、垂体、卵巢组织中的相对表达量。业已证

明，miR-505在小鼠胚胎成纤维细胞中抑制 ASF/SF2的表达[5]，

但小鼠性发育调控机制尚未清楚，因此 miR-505对小鼠性发育
的影响有待进一步验证。
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