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摘要:采用 RNA 加尾和引物延伸 real time P盹CR 法实时定量检测了黑腹果蝇 Dro阴0创soψ.phωωil归am阳el归anog<伊α:ste阳e旷r 的 b归》泪antaωm趴Z飞、 ml，旷r

14 、 m~旷r卜-2μα 共 3 种 ml让lC臼roRNA( miRNA)在各发育阶段组织中自的t相对表达情况，发现 3 种 miRNA 在不同发育时期的表

达差异明显，其表达变化规律与丈献报道基本→致，验证了该法的可靠性.这种"加尾和引物延伸"方法，仅需 1 -

10 ng 总 RNA 或等同物，检测范围可达 7 个数量级，为昆虫 miRNA 研究提供了可靠的定量检测方法
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ReaI -Time Quantification of 3 microRNAs of Drosophila melanogaster by 

RNA-TaiIing and Primer-Extension qRT-PCR 

。1 Xiao-xian , LI Xiao-mei , CHEN Y ong , ZHONG Guo-hua 

(Laboratory of Insect Toxicology , South China Ag:ricultural University , Guangzhou 510642 , China) 

Abstract:The modified RNA-tailing and primer-extension qRT-PCR method was used to detect relative 

quantity of 3 microRNAs , bantam , mir-14 and mir-2α ， in various developmental stages in Drosophila mela­

nog<αster. The results showed that the expression pattems of these miRNAs had the significant differences 

in different developmental stages , and the change dynamics of miRNAs relative quantities were consistent 

with the literatures which verified the reliability of this method. This method of RNA-tailing and primer­

extension had advantages of high sensitivity , which only needed 1 to 10 ng total RNA or equivalents , and 

wide detection range with 10
7 

grades , compared with other methods , which would provide a reliable meth­

od of quantification detection in insect miRNAs researches. 
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微小 RNA ( microRNA , miRNA) 是一类广泛存在

于真核生物中的小分子非编码 RNA ，长约 21 - 24 

时，是生物体内天然产生的一群高度保守的短的单链

RNA，由其发夹状前体转录子经剪切而成. microRNA 

由特定基因编码，但不翻译成蛋白，作为转录后基因

表达的调控者，它通过与靶标基因信使 RNA( mes­

senger RNA ， mRNA) 的特定位点结合，抑制该基因编

码蛋白的合成或诱导靶向 mRNAs 的降解或阻断其

翻译过程，从而参与许多重要生理、病理过程关键基
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因的表达调控[IJ

近年来，以黑腹果蝇 Drosophila melanogαster 、蜜

蜂 Apis melliferα[2J 、赤拟谷盗 Tribolium ca山neum

Herbst[3 J 等已获得整个基因组序列的模式昆虫为研
究材料的昆虫 miRNA 功能研究亦引起国内外的重

视，并取得了许多重要成果，为阎明生命活动规律，

研究人类重大疾病产生机理，探索疾病治疗新方案，

寻找害虫防治新途径等提供了重要的参考[4-5 J • Ara­

vln 等 [6J报道在黑腹果蝇不同的生长阶段，miRNA 表
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达存在差异，认为它们在发育过程中起了潜在调节 2 、6 、 10 、 16 和 24 h) 、幼虫(1龄、2 龄、3 龄)、蜗(预

作用. Brenneck 等[ 7] 研究发现大小只有 21 nt 的 ban- 蜗、初蜗、老熟踊)、成虫(新羽化成虫、 >2 d 成虫)共

的m 在翻译水平抑制果蝇促凋亡因子 hid 的表达，而 13 个时期提取小 RNA. 将材料在液氮中充分研磨，

rnir-14 能够抑制果蝇中依赖 reaper 的细胞死亡川， 根据组织的量按比例加人 MRL 裂解液(每 100 mg 

rnir-2α 则能够通过抑制促调亡因子 grimlreaper 1 hid 组织加人 1 mL 裂解液) .细胞裂解后离心弃去残渣，

mRNA 的翻译，调控果蝇胚胎发育过程中的细胞调 按比例加入适量氯仿抽提，再次离心后取上层水相，

亡.深入研究这些 miRNA 可能为设计以 miRNA 为靶

点的小分子药物提供重要靶标信息，{且应用传统的

定量检测方法存在许多不足.

miRNA 表达量是深入研究相关 miRNA 功能的

重要内容.细胞内 miRNA 存在前体和成熟体 2 种形

式，但只有短的成熟体具备生物活性.目前，最常用

的检测和定量 miRNA 的方法是 Northern 杂交、芯片

( Microarrays )以及核糖核酸酶保护分析( Ribonucle-

o. 6 倍 ψ 为 70% 乙醇，氓匀后过吸附柱 A. 收集过柱

后的波、液并准确量取其体积，加人 2/3 倍无水乙醇，

说匀后过吸附件 B ，用 700 矛j] 500μL RW 漂洗液分

别漂洗 l 次，力1] 30 - 60μL H2 0 洗脱，得到< 200 bp 

的小 RNA. 在力(1)圭和反转录前测定 RNA 浓度，并经

35 g . L- 1 的琼脂糖凝胶电泳检测确认.另外用

lO g.L- 1 的琼脂糖凝胶电泳确认从吸附柱 A 中洗

脱的大 RNA 有没有降解，以保证小 RNA 的质量.所

ase protection assays)[M] ，这些传统方法都需要标记 有小 RNA 样品置- 80 "c保存备用.

探针并与纯化的 RNA 进行杂交.成熟的活性 miR- 1. 3 小 RNA 分子加 Poly(A) 尾与反转录

NAs 及其前体共享一段相同的靶序列，而基于杂交

的各种技术又无法通过分子大小将它们区分，因此

很难专一性地识别成熟 miRNAs ，结果导致很高的前

体背景信号而且，基于杂交的各种技术需要标记步

骤或放射性同位素，费时且昂贵，所得数据的动态分

布范围又很有限.所以，如何避免 miRNA 前体的干

扰， 1币专一定量检测成熟体活性，成为传统定量检测

方法必须解决的问题.

实时荧光定量 PCR 技术是在 PCR 反应体系中

1m入荧光试剂，利用荧光信号实时检测 PCR 进程，最

后通过标准 IJH线对未知|模板进行定量分析的方法，

取 15μLRNA 、4μL5xPoly(A) Buffer 、2μL lO

mmoVL 的 ATP 、 lμL Poly( A) 聚合酶( Ambion 公司

产品) ，混匀后 37 "c反应 1 h ，加 H2 0 补至 100μL ，

加人 100 μL 氯仿异戊醉 1111 提 l 次， 4 "c、 12 000 

r/min离心 15 min ，取上清，加入 1110 体积3 moνL的

醋酸纳(pH 5.2) ， 2.5 倍体积的元水乙醇， - 20 "c沉

淀过夜，4 "c、 12 000 r/min 离心 5 min ，弃去乙醇后

再洗涤 1 次，干燥，力[1人 10 uL 无 RNA 酶水溶解.在

25μL 体系中，用 AMV 进行反转录 (TaKaRa 公司产

品) ，反转录所用引物序列在Oligo-dT 的 3'端增加了

l 个碱基，以锚定反转录引物: 5'-GCTGTCAACGAT-

」般能够专一、灵敏、快速、高重复性地精确定量起 ACGCTACGTA-ACGGCATGACAGTG (T) 24 ( A , G , 

始模板浓度.归山于 miRNA 成熟体的长度太短，并 C) -3'. 

不能通过传统的实时定量 PCR 进行检测.本文参考 1. 4 实时 PCR 引物设计

医学和哺乳功物 miRNA 研究文献，通过改进的 miR­

Nt\加|届和引物延忡 RT-PCR 法实时定量检测了 t

述 3 个黑腹果蝇主IH胞刑亡相关 miRNA (bantα川、 rnLr

2α 和 mir-14 )的相对表达:茧，为进一步研究昆虫

miRNA 提供可靠的参考 Ji法.

1 材料与方法

miRNA 检测内参选用黑腹果蝇 5S RNA ，下游引

物为:于-GCTGTCAACGATACGCT ACGT AACG-3'. 

上游引物的设计是在 miRNA 及 5S RNA 序列后

加上如下序列:

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACACTGTCA 

TGCCGTl、ACGTAGCGTATCGTTGACAGC. 

然后在 Primer 3 引物设计软件中进行选择和确

1. 1 供试昆虫 认.号|物设计中尽可能使所有引物都具有相同的 Tm
黑)腹囱果蝇 Drosω5叫ο叮p川血l

R ，[J传代t忻饲司司j养 100 代以-上t.成虫 I培古养基为 j标1拍标习示~r准住玉米 半日时才的温度 )λ，以便能同一批检测这些 miRNA ，确保

I站i古7养基，产卵l居音养基为葡均甜」汁培养基.汪试t虫装人养虫 GC 含量在 30%毛 -8朋0% ，对一些 GC 含量较低或较高

j片加肌f包肌J此L于j光l巳Gωj照!照召削I培音养箱饲养，饲养条件为 2刃5 oC ，相对湿度 的 miRNA ，增加1或减少引物长安使 Tm 值达到或接近
材饥 - 850毛 58 - 60 "c之间，号|物与引|物之间避免形成稳定的二

1. 2 小 RNA 的提取 聚体或发夹结构.试验所用的上游号|物如下:

采用 rf泰克公司的 miRNA 快速抽提试剂盒，按 bantam: 5 '-TGAGATCATTTTGAAAGCTG-3 , j 

lt~i 试开IJ 贪使用说明，分别在野生型黑腹果蝇的~ (发育 mù-2n: 5 '-TATCACAGCCAGCTITGATGAGC-3 , j 
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mir-14 , 5' -TCAGTCTITITCTCTCTCCTAA同3' ; 

5S RNA , 5'-CGACCATACCACGCTGAATACA-3'. 

1. 5 实时定量 PCR 扩增

采用 SYBR Green 1 染料，它是荧光定量 PCR 最

常用的 DNA 结合染料，可以与双链 DNA 结合并发出

荧光.在游离状态下，SYBR Green 1 发出微弱的荧光，

→旦与双链 DNA 结合后，其荧光增强到游离状态的

l ∞0倍.所以，一个反应发出的全部荧光信号与出现

的双链 DNA 量成正比，可以根据荧光信号检测出 PCR

体系存在的双链 DNA 数量. SYBR Green 1 的最大吸

收波长约为 497 nm，发射波长最大约为 520 nm. 在

应用 SYBR Green 1 进行 Real-time PCR 反应时，选择

的 PCR 扩增程序一般为变性 (94 't:) -退火 (50 -

60 "C) -延伸 (68 -72 't:)三步法，40 -45 个循环.

按照 TaKaRa 公司的 SYBR Premix Ex Tadm试剂

盒操作说明配制反应液，整个过程均在冰上进行，体

系为: 2 x SYBR Premix Ex TaqTM 10μL，正向引物

0.4μL，反向引物 0.4μL ， cDNA 模板 2.0 μL ，灭菌

ddH2 0 补至 20μL 用 BioRad 公司的实时定量 PCR

仪 DNA Engine Opticon 2 进行 PCR 扩增.引物浓度

为 10μmoVL. PCR 循环条件为 95 't:预变性 mln ，

95 "c变性 10 5,55 "c退火 18 5,72 't:延伸 18 5,82 "c 

读板，共 42 个循环，扩增反应结束后，继续从 60 "c 

到 98 "c做融解曲线.以不同样品 cDNA 为模板，与标

准曲线的建立同时进行，每个样品 3 个重复 PCR 产

物的特异性通过产物融解曲线和 35 g . L- 1 的琼脂

糖凝胶电泳检测进行确认.

1. 6 数据分析
试验数据处理及作图用 Micro50ft Excel 2003 软

件进行，并采用 DPS 数据处理系统，对试验结果用邓

肯氏新复级差多重比较法(Duncan' 5 Multiple Range 

Te5t ， DMRT) 进行差异显著性分析.采用 Bio-Rad 公

司的 Mj Opticon Monitor 3. 1 软件分析 PCR 结果.反

应结束后，根据各扩增曲线得到各基因达到典型扩

增的 Ct 值(指每个反应管内的荧光信号达到设定的

域值时所经历的循环数) ，并根据 Ct 值制作出各基

因的标准曲线.根据目的基因和内参基因的 Ct 值换

算出各自的起始模板量.利用内参基因作为参比基

因来对所有样品进行归一化处理(RNA 量校正) ，即

目的基因校正相对含量=目的基因的起始定量/内

参基因的起始定量，得出每种 miRNA 相对于内参

(5S RNA) 的表达量.

2 结果与分析

2.1 敏感性、线性与特异性分析

采用体积比 1: 5 的稀释度，每个样品 3 个重复

进行实时定量 PCR 检测，此时多数样品中 miRNA 的

Ct 值在 10 -30 之间(表 1).3 种待测 miRNA PCR 扩

增的特异性好，结果显示在 1. 0 x 10 - 1. 0 x 105 拷

贝之间与 Ct 值具有良好的相关性，相关系数均在

0.97 以上， PCR 产物的融解峰在 76 -78 't: ，为单→

峰(图 1 、图 2 展示 mir-14 基因检测的灵敏度与线性

关系以及融解曲线，其余略) ，琼脂糖凝胶电泳检测

见 80 bp 的 DNA 条带(图 3) ;不含模板的阴性对照

没有融解峰.5S RNA PCR 产物的融解峰在 84 't: ，琼

脂糖凝胶电泳见 181 bp 的 DNA 条带.由于有的 miR­

NA 序列本身的原因(能形成发夹或二聚体) ，因此引

物设计不可能完美，再加上模板处理的因素，使得有

些模板和引物的结合不够好，扩增产物的融解曲线

为双峰或不规则峰型.

表 1 黑腹果蝇 banωm 、mir-14 、mir-2a 和 55 RNA 基因在各发育时期中的 Ct 值1)

Tab.l The Ct value of bantam ,mir-14 ,mir-2a and 55 RNA in different development stages of Drosophila melanogaster 

发育时期
Ct 值

bantam mir-14 mir-2α 55 RNA 

胚胎发育 2 h 24.40 :t O.13e 24.91 :t O. 37f 23.47 :t 0.2ge 20.51 :t 0.37f 

胚胎发育 6 h 22.41 :t O. 26g 21. 93 :t 0. 24h 19.28 :t 0. 03f 15.77 :t 0.34h 

胚胎发育lO h 31. 86 :t 0. 16a 27.29 :t O. 05cd 25.17 :t 0. 38d 24.42 :t 0.01c 

胚胎发育 16 h 28.97 :t O. 20c 26.39 :t o. 44e 28 . 59 :t O. 19 a 26.80 :t 0. 17a 

胚胎发育 24 h 24.88 :t O. 20e 23.20 :t 0. 02g 24. 10 :t O. 16e 23.21 :t O. 05d 

I 龄幼虫 31. 44 :t 0. 29a 27.39 :t 0. 34cd 28.88 :t O. 28a 24. 12 :t O. 05c 

2 龄幼虫 28. 15 :t O. 16d 27.75 :t O. 04bc 27.44 士 0.09b 26.31 :t 0. 09a 

3 龄幼虫 31. 42 :t 0. 28a 27.65 :t 0. 43bc 26.48 :t O. 23c 25.27 :t 0.19b 

预虫国 27.59 :t 0.34d 26.75 :t 0. 18de 23.44 :t O. 24e 22.20 :t O. 0ge 

初虫南 23.79 :t 0. 38f 26.74 :t O. 19de 19.38 :t O. 17f 18. 11 :t O. 06g 

老熟蜗 30.19 :t 0. 33b 27.29 :t O. 13cd 25.77 :t O. 32d 25.50 :t 0.15b 

新羽化成虫 31. 62 :t 0.13a 28.26 :t 0.37ab 27. 14 :t O. 41 bc 26.55 :t 0.02a 

>2 d 成虫 30.76 :t O. 35b 28.52 :t O. 13a 26.84 :t O. 20bc 24.46 :t O. 09c 

1 )表中数据为平均值±标准误;同列数据后凡具有一个相同字母者，表示在 0.05 水平差异不显著(DMRT 法)
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图 mir-14 基因的灵敏度与线性关系
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Fig. 1 Relationship between sensitivity and linear of mir-14 
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图 2 mir-14 基因的融解曲线

Fig. 2 Melting curve of mir-14 
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---- mir-2a 25 卡

E 一企- mir-I4 

2 3 4 5 

80 bp 

181 bp 

I :bαntam ; 2 : mir-2α ;3:mir-14;4:1ow DNA Ladder;5:5S RNA 

固 3 琼脂糖凝胶电泳检测黑腹果蝇 bantam 、 mir-2a 、 mir-14

扩增产物

Fig. 3 PCR amplification of bantam , mir-2αand mir-14 in Dro­

sophila melanogasler detected by agarose electrophoresis 

2.2 黑腹果蝇 bantam , mir-2a 和 mir-14 在不同生

长发育时期的相对表达量

结果(图 4) 表明，黑腹果蝇细胞凋亡 3 个相关

miRNA 在卵 6 h 前表达量差异不大，但从 6 h 后，表

达规律差异很大，这可能与各个 miRNA 在不同发育

时期所起的功能不同有关.在整个发育历期中 ， m~r-

2α 整体表达水平均较低，变化不大，只而在卵 24 h 
以及 2 ，3 龄幼虫和预蜗期有相对较高的表达量;而

mir-14 则在整个发育历期中均有较高的表达量，从

卵lO h 开始，直至新羽化时期，均维持高表达量;在

老熟蜗期达到表达高峰期，直至 >2 d 成虫期才降低

到低水平表达.相比于 mir-2α 的持续低表达以及

mir-14 的持续高表达，加ntαm 的表达量峰期更明显，

在卵期 16 h 至 1 龄幼虫期出现 1 个表达高峰，在 2

龄幼虫和初蝠期又有 2 个小高峰.

E倒 20
7边
眼 15
斗7>
?咒

~ 10 

。

/r:矿:dJ//菩萨阶段成ρ飞沪
WQFW 矿铲、 卷

发育时期

图 4 黑腹果蝇 bantam 、 mir-2α 和 mir-14 在不同发育时期的相对表达量变化

Fig.4 Relative expression of bantam , mir-2a and mir-14 in different developmenl stages of Drosophila melanogaster 

从不同发育历期看，卵发育早期 (6 h 前)， 3 个

miRNA 表达差异不大，从胚胎发育 10 -24 h ，卵逐渐

发育成幼虫，此时 mir-2α 仍保持低水平表达，但 ban

tαm 和 mir-14 表达达到高峰，说明在幼虫发育阶段，

可能是加ntam 和 mir-14 的作用更加明显;在幼虫发

育阶段 ， mir-2α 继续保持低水平 ， mir-14 保持高水平，

只有归ntam 从表达高峰迅速降低到低水平，说明

bαntσ1η 可能在昆虫由卵发育至幼虫过程中起到极其
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重要的作用;在幼虫阶段 ， mir-2α 表达略有增加，在 2

龄期 ， bαntαm 和 mir-14 均表现出 1 个表达小高峰;在

蜗期 ， bantam 表现出 I 个表达小高峰;而在由踊至成

虫期过程中，加ntam 和 mir-2α 均处于低表达，但 mLr-

14 在老熟蜗期达到最高表达，在 >2 d 成虫中二者均

表现出低水平.

3 讨论与结论

荧光基团和猝灭基团距离增大，在激发光的作用下

产生荧光，特殊的发夹结构使得其具有背景信号低、

灵敏度高、特异性识别性强的特点 [21] 本文报道的

"加尾和引物延伸"方法与之相比，采用的反转录引

物属通用引物，更为方便，一次反转录产物可用于检

测数百个 miRNA ， SYBR Green 1 荧光标记成本低，操

作简单，可快速、敏感、高通量地同时比较一种组织

模板中几个 miRNA 的表达，也可以比较多个组织棋

近年来国内关于人类疾病和哺乳动物发育中 板中多个 miRNA 的表达，在样品量有限时更具优

miRNA 差异表达的研究报道很多lI5-17J 主要研究方 势，成本也大大降低;不同长度的成熟 miRNA 变体

法包括 Northern 杂交技术、基因芯片技术、锁定的核 都能被加尾和反转录，保证了定量的准确性.

音酸原位杂交技术、实时定量 PCR 等.但研究昆虫 本文研究结果表明，归ntαm ， mir-2α 和 mir-14 这

miRNA 定量表达的报道很少，其中原因之一可能是 3 种 miRNA 在黑腹果蝇不同发育时期表达量差异较

miRNA 分子量太小，采用常规方法克隆、定量检测的 大，即使同一发育时期差异也很大. Brenneck 等 l7]用
难度较大，重复性不高.本文综合参考文献方法L山8] Northern 杂交检测 bαntαm 基因在果蝇各时期的表达

根据 miRNA 特有的结构，设计特殊的反转录引物， 情况，结果表明，在胚胎发育 12 - 24 h 内 ， bantam 表

配合实时定量 PCR 引物，通过改进的 miRNA 加尾和 达量达到最大，其次是一龄幼虫和初踊时期，其余时
引物延伸 RT-PCR 法实时定量检测了 3 种黑腹果蝇 期的表达量均较低. Aravin 等 [6] 同样用 Northern 杂

细胞凋亡相关 miRNA ，即 bαntαm ， mir-2α 和 mir-14 的 交的方法检测果蝇中 mir-2α 的表达量，发现它在各

相对表达量，为昆虫 miRNA 研究提供了可靠的参考 时期中所呈现的整体表达量均较低，但 6 h 以后到蜗
方法. 阶段的表达相对高于其他时期.采用本文方法对

文献报道 miRNA 定量检测方法有多种，本文所 归ntαm 和 mir-2α 表达所得结果和反映的规律与文献

采用的"加尾和引物延伸"方法的检测基础在于其靶 报道的变化规律基本→致，进一步证明了本方法的
向特异性的单碱基锚定反转录引物，克服了小 RNA 可靠性.关于 mir-14 的表达情况鲜见报道，采用本文

分子太短，元法按常规设计随机引物进行反转录和 方法的测定结果表明，其总体上表达量较高，这个结

实时 PCR 的困难，能专一性的与成熟 miRNA 结合，

形成反转录引物/成熟 miRNA 复合物，并在 miRNA

的 5'末端延伸，这样就得到一个较长的反转录扩增

子，为进一步做实时定量 PCR 提供了符合要求的模

板，能区分高度同源的 miRNA 序列.这种方法具有

灵敏度高、所需样品量少、分辨率高、所需仪器简单

等优势.与常规的 No础ern 杂交相比，这种"加尾矛rI

引物延伸"方法，灵敏度相当高，极少量的样品(仅需

1 -10 ng total RNA 或等同物)即可满足要求，而且操

作简单，检测范围宽，可达到 7 个数量级，而 Northern

杂交方法是基于分子杂交的原理，方法敏感性低，需

果为今后研究 mir-14 时提供了参考.另外，本文所采

用的方法也存在→些缺点如同样会遇到个别 miR­

NA 引物自身形成发夹或二聚体从而影响特异的扩

增信号和扩增效率，此问题的克服有待于新技术的

突破.
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