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摘要     本文考察了茎环引物实时定量 PCR 技术用于定量检测 D-/L-异核苷

(D-/L-isoNA)修饰的 siRNA 的可行性. 根据阈值循环数(Ct 值)及异核苷修饰的 siRNA

模板的初始浓度的对数值(lgC)绘制了标准曲线, 与 siRNA 的标准曲线进行对比, 发

现 D-异尿苷(D-isodU)修饰的 siRNA (D-isodU-siRNA)不影响茎环引物实时定量 PCR

过程, 而 L-isodU 修饰的 siRNA (L-isodU-siRNA)降低了逆转录效率, 而使测得的 Ct

值偏高, 且对逆转录效率的影响有浓度依赖性和修饰位点特异性. 因此, 对前者既可

进行绝对定量也可进行相对定量, 对于后者只能进行绝对定量. 将上述方法应用于

isodU-siRNA 血清稳定性的检测, 获得了更可靠的定量结果. 运用双标准曲线法, 可

进行胞内 isodU-siRNA 的定量检测.  
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1  引言 

MicroRNA (miRNA)和 siRNA 均为内源性的非

编码 RNA, 在基因表达的调控中发挥着至关重要的

作用 [1~3]. 与信使 RNA (mRNA)相比 , miRNA 和

siRNA长度较短, 无法通过普通 PCR进行定量. 茎环

引物实时定量 PCR (stem-loop RT-qPCR)就是在实时

定量 PCR (RT-qPCR)[4]的基础上, 通过对引物的改良, 

发展出的定量检测 miRNA 及 siRNA 的方法. 该方法

首次由 Chen 等[5]提出, 用于胞内和组织中 miRNAs

的定量分析[6,7]. 随后, 此方法又被用于 siRNA 的定

量分析 [8,9], 在 siRNA 的药代动力学 [10~14]、载体评  

价[15]、作用机制[16]等方面具有广泛的应用.  

茎环引物实时定量 PCR 包括逆转录和 qPCR 两

个过程. 在逆转录过程中, 采用特异性的 RT-primer

代替传统RT-qPCR中的非特异性线性引物. RT-primer

自身可组装成茎环结构, 并与模板 ssRNA 3′-端的约

8 个碱基互补配对, 延伸出比模板更长的 cDNA. 在

qPCR 过程中, 正向引物与模板 ssRNA 5′-端对应, 并

在该引物的 5′-端引入了一段加长序列, 进一步增加

PCR 产物的长度; 反向引物可与 RT-primer 的茎环部

分结合, 为通用引物. 经 RT-primer 及正向引物的两

次延伸作用, 使得 PCR 终产物的长度从 19 bp 增至约

75 bp, 从而使得对短链 RNA 的定量成为可能(图 1).  

与普通 RT-qPCR 类似, 茎环引物实时定量 PCR

分为染料法和探针法. SYBR Green I 染料通用性好,

价格较低, 应用较广泛. Taqman 探针[17]可特异性与

靶 cDNA 结合, 具有更高的准确性, 但是每次检测均

需根据待测序列重新设计. 为了提高探针的通用性, 

近年来发展出了通用探针 UPL[18]. UPL 探针由 8~9 个 
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图 1  茎环引物实时定量 PCR 原理 

碱基长度的锁核苷(LNA)构成, 可识别单位点突变, 

同时具有灵敏性和灵活性.  

与传统 RT-qPCR 相同, 茎环引物实时定量 PCR

表现出的阈值循环数(Ct 值)与初始模板的对数呈线

性关系. 因此, 绝对定量法及相对定量法均适用于茎

环引物实时定量 PCR 的检测 , 用于测定样品中

siRNA 的绝对拷贝数或相对含量. 绝对定量是利用

已知拷贝数的标准品绘制出标准曲线, 再通过测得

的未知样品的 Ct 值计算出初始拷贝数的一种方法. 

相对定量则是借助于在生物体中稳定表达的看家基

因, 以此作为内参, 通过测定目的基因在不同样品中

与同一内参之间含量的比值, 得到目的基因在两个

或多个样本中的相对含量的一种方法. 绝对定量的

应用范围更广泛, 但是需要使用标准品制备标准曲

线, 操作较繁琐; 相对定量的实验方法较简单, 但通

常要求目的基因与内参基因具有相似的扩增效率 , 

应用上具有一定的局限性.  

由于天然的 siRNA 通常具有稳定性较差[19]、选

择性不高[20]、易产生脱靶效应[21]等缺点, 通常会对其

进行化学修饰. 常采用的方法有 2′-甲氧基修饰[22]、

硫代修饰[23]、锁核苷(LNA)修饰[24]、开环核苷(UNA)  

修饰[25]和异核苷修饰(IsoNA)[26]等. 其中, 异核苷是

一类核苷碱基由糖环 1′-位移至 2′-位的核苷类似物, 

包括 D-和 L-两种构型(图 2), 已经成功应用于反义寡 

 

图 2  D-/L-异尿苷(D-/L-isodU)的结构 

核苷酸(ASODN)[27]和 siRNA[28]的修饰. 异核苷可一

定程度调整寡核苷酸局部构象, 提高其活性和稳定

性, 具有广泛的应用前景. 但是, 化学修饰的引入通

常会干扰酶的催化效率[29], 不同类型的异核苷对不

同种类 DNA 聚合酶识别能力的影响程度也不尽相 

同[30]. 关于异核苷的掺入是否会影响茎环引物实时

定量 PCR 检测的准确性, 目前尚没有系统报道. 本

文以 D、L 两种构型的异核苷为例, 考察其掺入后对

siRNA 定量结果的影响. 在逆转录过程中, 茎环引物

可与待检测的 ssRNA 间形成茎环结构, 由于 ssRNA 

3′端有 8 个核苷酸与茎环引物配对, 反转录过程实际

从 13 位开始. 为了更全面地考察不同位置的修饰对

于茎环引物实时定量 PCR 的影响, 选取了 ssRNA 的

3′端, 以及靠近反转录起始位点的 10 位以及结束位

点附近的 2 位进行修饰. 具体序列见表 1.  

2  实验部分 

2.1  异核苷修饰 siRNA 的合成 

采用标准亚磷酰化法, 亚磷酰胺 D-/L-isodU 单

体偶联 900 s. EMAM 溶液(33%甲胺水: 33%甲胺醇, 

1:1, v/v) 60℃反应 1.5 h, 合并滤液冻干后在 60℃条件

下加 Bu4NF 反应 1.5 h 脱除 2′-TBDMS. 粗品用 3.0 

mol/L 乙酸钠沉淀并用正丁醇及乙醇洗涤. 产物用离

子交换柱(DionexDNAPac, PA200, 9×250 mm, Thermo 

Fisher Scientific, USA)进行分离, 随后脱盐(Sephadex 

G25, GE Healthcare, Sweden) 冻干待用 , 产物用

MALDI-TOF MS 进行鉴定.  

2.2  逆转录及实时定量 PCR 

siRNA 样品进行倍比稀释, 取浓度范围在 10~ 

0.001 nmol/L 之间的 5 个标准样品绘制标准曲线.  

1.0 μL siRNA 样品与 1.5 μL (0.5 μmol/L)逆转录茎环

引物(RT-Primer, 锐博生物科技有限公司, 中国)混合, 

补加无酶水至 8.0 μL, 85℃, 5 min; 60℃, 5 min变性反 
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表 1  D-/L-isodU 修饰序列 

 No. Name Sequence a) 

Unmodified 1 siMB3 
SS: 5′-GCUACAGAGAAAUCUCGAUdtdt-3′ 

AS: 5′-AUCGAGAUUUCUCUGUAGCdtdt-3′ 
Sense strand 
modification 

2 siMB3-SDD 5′-GCUACAGAGAAAUCUCGAUUDUD-3′/AS 

Antisense strand 
modification 

3 siMB3-A2D SS/5′-AUDCGAGAUUUCUCUGUAGCdtdt-3′ 

4 siMB3-A8D SS/5′-AUCGAGAUDUUCUCUGUAGCdtdt-3′ 

5 siMB3-A8L SS/5′-AUCGAGAULUUCUCUGUAGCdtdt-3′ 

6 siMB3-A10D SS/5′-AUCGAGAUUUDCUCUGUAGCdtdt-3′ 

7 siMB3-A10L SS/5′-AUCGAGAUUULCUCUGUAGCdtdt-3′ 

a) D-/L-isodU 修饰位点用红色斜体标示. UD: D-isodU; UL: L-isodU.  

应, 随后立即置于 4℃; 逆转录反应按照 TaqMan® 

MicroRNA 逆转录试剂盒 (L/N 4366597, Applied 

Biosystems, USA)体系和程序进行 . 取逆转录产物 

2.0 μL, 加入正向引物和反向引物(锐博生物科技有限

公司, 中国)各2.0 μL (5.0 μmol/L), 使用GoTaq®qPCR 

Master Mix (L/N A6001, Promega, 美国)进行实时定

量 PCR, 反应程序为 95℃变性, 10 min; 40 个循环: 

95℃变性 15 s; 60℃退火延伸 1 min.  

2.3  血清稳定性 

siRNA 样品(20 pmol, 10 μL 体系)在 30% FBS 中

37℃分别孵育 0 min、30 min、1 h、3 h、6 h 后取出, 20%

非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 110 V, 3 h. SYBR gold 

(L/N S11494, Invitrogen, 美国)染色, 采用高灵敏凝

胶成像仪检测. 另取 1 μL 样品稀释 200 倍后取 1 μL

进行茎环引物实时定量 PCR 检测.  

2.4  胞内定量 

A375 细胞系, 按 25 万个/孔的密度铺制 6 孔板. 

24 h 后, 使用 Lipofectamine RNAiMAX (L/N 13778- 

150, Invitrogen, 美国)转染 siRNA (10 nmol/L). 48 h

后收取细胞, 加入 50 μL 含 0.5 μL Dnase I (L/N 

1309047, Ambio, 美 国 ) 的 裂 解 液 (L/N 1402035, 

Ambion, 美国)室温裂解 8 min, 加入 5 μL 终止剂

(L/N 1405036, Ambio, 美国)终止反应. 取 5 μL 进行

茎环引物实时定量 PCR.  

2.5  数据分析 

标准曲线由Excel软件依据已知的 siRNA初始浓

度的对数值和 Ct 值绘制, 并给出拟合直线方程.  

3  结果与讨论 

3.1  不同类型的异核苷修饰对RT-qPCR具有不同
影响 

为了验证茎环引物实时定量 PCR 的准确性和重

现性, 分别以天然 siRNA 的正义链及反义链各自为

模板进行茎环引物实时定量 PCR, 获得的正反义链

标准曲线基本一致(图 3), 表明茎环引物定量 PCR 方

法对 siRNA 定量的可靠性.  
随后在正反义链中分别考察了 D-isodU 修饰的

影响. 选取 siMB3 正义链 overhang 双位点 D-isoU 修

饰(siMB3-SDD)或反义链 2 位(siMB3-A2D)、10 位

(siMB3-A2D)单位点 D-isoU 修饰 . 实验结果显示 , 
D-isodU-siRNA 的标准曲线与天然 siRNA 基本一致

(图 4), 而且与修饰位置无关.  
 

 
图 3  天然 siMB3 茎环引物实时定量 PCR 标准曲线. 以
siMB3初始浓度(mmol/L)的对数值为横坐标, Ct值为纵坐标. 
siMB3-SS: siMB3 正义链; siMB3-AS: siMB3 反义链 
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图4  D-isodU修饰 siMB3茎环引物实时定量PCR标准曲线. 
以 siMB3 的初始浓度(mmol/L)的对数值为横坐标, Ct 值为纵

坐标. (a) 正义链修饰序列; (b) 反义链修饰序列 

为了考察 L-isodU 修饰对于定量的影响, 选取了

siMB3反义链 8位(siMB3-A8L)及 10位(siMB3-A10L)

进行L-isodU修饰. 实验结果显示, L-isodU修饰 siRNA

的标准曲线与天然 siRNA 相差较大, 在具有相同初

始浓度的条件下, L-isodU 修饰靶标的 Ct 值较天然

siRNA 提高了 3~4 倍(图 5), 而且与修饰位置有关.  

根据所得标准曲线的线性拟合公式, 计算天然

siMB3-AS 与 siMB3-A8L、siMB3-A10L 之间的差距. 

当 Ct 为 20 时, siMB3-A8L 对应的 siRNA 初始浓度比

天然 siMB3-AS 高约 3.98 倍, siMB3-A10L 比天然

siMB3-AS高约 9.4 倍. 以上结果说明, 要达到一致的

拷贝数, L-isodU 修饰后的 siRNA 需要更高的初始浓

度. 说明 L-isodU 的掺入会降低茎环引物实时定量

PCR 的扩增效率, 且这种影响还与 L-isodU 的掺入位

点相关.  

上述结果说明, 异核苷修饰对于茎环引物实时

定量 PCR 的影响与修饰的类型相关. 其中, D-isodU

修饰几乎不影响 siRNA 的定量, 而 L-isodU 修饰则会

使得逆转录扩增效率降低, 引起 Ct 值偏高, 不同位 

 

图 5  L-isodU修饰 siMB3茎环引物实时定量PCR标准曲线. 
以 siMB3 的初始浓度(mmol/L)的对数值为横坐标, Ct 值为纵

坐标. siMB3-SS: siMB3 正义链; siMB3-AS: siMB3 反义链 

点异核苷修饰影响程度有一定差异. 然而在最低及

最高检测浓度(0.001、10 nmol/L)条件下, (lgC, Ct)坐

标值仍位于 L-isodU-siRNA 标准曲线上, 说明即使 L- 

isodU 修饰在一定程度上影响反转录效率, 但在检测

浓度范围内 (0.001~10 nmol/L)并不影响 L-isodU- 

siRNA 定量过程.  

3.2  异核苷掺入影响 RT-qPCR 扩增的机制考察 

茎环引物实时定量 PCR 通过 Ct 值反应初始模板

量的多少. 在 RT-PCR 的过程中, 单链 RNA (ssRNA)

在逆转录酶的作用下形成 cDNA, 随后以 cDNA 为模

板进行实时定量 PCR.  

逆转录为线性反应, 设 siRNA 模板链的初始浓

度为 C0, 假定逆转录效率始终为 E1, 经逆转录后

cDNA 的浓度为 X0, 则有:  
X0=C0E1                 (1) 

PCR 为链式反应, 经 n 个循环后, 所得产物的总

浓度为 Xn, PCR 扩增效率为 E2, 则有:  
Xn=X0(1+E2)

n               (2) 
当荧光强度达到阈值时, 所对应的循环数 n即为

Ct 值, 此时的扩增产物浓度 XCt 为已知常数. 对式(2)

进行变换, 得到:  
XCt=X0(1+E2)

Ct              (3) 
将式(1)代入式(3)并取对数进行变换后得到:  

Ct= 1
0

2 2

lg lg1
lg

lg(1 ) lg(1 )
CtX E

C
E E




 
     (4) 

由式(4)可知, Ct-lgC0 曲线中, 斜率由 PCR 的扩

增效率 E2 决定, 扩增效率越高, 斜率的绝对值越小. 

而曲线的截距则由逆转录扩增效率 E1 以及 PCR 的扩

(a) 

(b) 
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增效率 E2 共同决定.  

为了探究 L-isodU 具体作用于哪一个阶段, 设计

了如下实验. 首先取梯度浓度的 L-isodU-siRNA 进行

逆转录, 获得相应的 cDNA, 随后进行 PCR 获得标准

曲线 1 (siMB3-XX-1), 该曲线反映了 L-isodU 对逆转

录及 PCR 两个过程的影响 . 接着 , 取最高浓度组

siRNA 的逆转录产物 cDNA 按初始 siRNA 的稀释比

例进行倍比稀释, 随后进行实时定量 PCR 获得标准

曲线 2 (siMB3-XX-2), 该曲线仅反映了 PCR 过程对

结果的影响. 同天然 siRNA进行比较后, 得到如下结

果(图 6): Ct-lgC曲线的斜率, 是衡量PCR扩增效率的

重要指标. 标准曲线 2的斜率与天然 siRNA的斜率相

近, 说明异核苷修饰并非在 PCR 阶段影响了扩增效

率. 曲线 1同时体现了修饰后的 siRNA对逆转录以及

PCR 过程的影响, 其斜率的绝对值明显降低(图 6(a, 

b)), 说明 L-isodU 是通过影响逆转录过程, 干扰了实

时定量 PCR 的整体效率.  

根据上述公式推导得出, 斜率绝对值的降低预

示着 PCR扩增效率的增高, 但实际情况是 L-isodU 修

饰后, Ct 值升高, 整体扩增效率降低. 反推其可能的

原因, 则在于逆转录效率 E1 并不是一个恒定的常数, 

而是随着模板量的增高而降低的. L-isodU 掺入后, 

会引起局部构象的扭转, 在与 RNA 及氨基酸残基的

相互结合过程中 , 其结构更为松散 [31]. 由此推知 , 

L-isodU 的掺入对逆转录酶的识别具有一定的干扰.  

本组实验还同时对比了 D-isodU 修饰的 siRNA

在两种方法下的标准曲线(图 6(c, d)), 并无显著性差

异, 且与天然 siRNA 标准曲线基本重合.  

综合上述结果发现, 在逆转录酶以 ssRNA 为模

板转录出 cDNA 的过程中, L-isodU 影响了逆转录酶

的识别, 进而影响了 cDNA 的形成, 并且逆转录效率

E1 与 ssRNA 的含量成负相关关系. 无论 ssRNA 是否

经过异核苷修饰, 其转录出的 cDNA 均为天然结构, 

在相同的条件下, 具有一致的 PCR 扩增效率. 综上 
 

 

 

图 6  异核苷修饰对茎环引物实时定量 PCR 影响的机制考察. 以 siMB3 的初始浓度(mmol/L)的对数值为横坐标, Ct 值为纵坐

标. siRNA-1: 以梯度浓度的 L-isodU 修饰 siRNA 进行逆转录, 获得相应的 cDNA, 随后进行 PCR 获得 Ct 值, 绘制 Ct-lgC 曲

线, 反映了逆转录和PCR两个过程的影响; siRNA-2: 取最高浓度组 siRNA的逆转录产物 cDNA进行倍比稀释, 随后进行PCR
获得 Ct 值, 绘制 Ct-lgC 曲线, 仅反映 PCR 过程的影响. (a) 反义链 8 位 L-isodU 修饰; (b) 反义链 10 位 L-isodU 修饰; (c) 反
义链 2 位 D-isodU 修饰; (d) 反义链 10 位 D-isodU 修饰 

(a) (b)

(c) (d)
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可知, L-isodU 修饰通过影响逆转录过程, 造成了和

天然 siRNA定量结果的差异. 由于D-isodU与天然核

糖核苷酸结构较相似, 对茎环引物实时定量 PCR 的

整个过程并没有产生显著影响. 因此, 对于 D-isodU- 

siRNA 可直接进行绝对定量或相对定量 , 而针对

L-isodU-siRNA 则需要绘制标准曲线进行绝对定量.  

3.3  异核苷修饰 siRNA 定量的方法的应用 

由于 D-isodU 修饰对茎环引物实时定量 PCR 过

程不产生干扰, 下文仅对 L-isodU-siRNA 的定量进行

讨论.  

3.3.1  血清稳定性 

siRNA 未与蛋白结合前, 在体内环境中极不稳

定, 通过化学修饰提高 siRNA 的血清稳定性是改善

其成药性的重要方法. 通常对 siRNA 血清稳定性的

考察多采用聚丙烯酰胺凝胶电泳, 利用条带的明暗

程度定性检测 siRNA 的剩余量. 使用茎环引物实时

定量 PCR 方法对血清中完整 siRNA 进行检测, 则可

较准确地获得定量结果 , 同时也提高了检测的灵  

敏性.  

图 7 中比较了两种方法用于反义链 8 位 L-isodU- 

siMB3 血清稳定性考察的结果. L-isodU 的掺入对逆

转录效率的影响具有浓度依赖性, 不能通过简单的

相对定量进行分析. 获得 Ct值后, 先依据图 5中拟合

的 siMB3-A8L 标准曲线公式 yA8L=3.192x+2.497 计

算得到 lgC, 换算成浓度后, 以 blank组为标准进行归

一处理, 得到如图 7(b)所示的“RT-PCR 定量”曲线. 

通过比较凝胶电泳结果和茎环引物实时定量结果可

以看到, 两种方法得到的完整 siMB3-A8L 的含量随

时间变化趋势相同, 茎环引物实时定量结果更加灵敏.  

3.3.2  细胞内 siRNA 含量的测定 

对 siRNA 在胞内的含量进行测定, 可用于考察

siRNA 稳定性、载体转染能力以及 siRNA 的胞内代

谢过程等, 具有重要的意义. 由于样品间的细胞数目

不同, 单纯考察 siRNA的绝对量不具备实际意义, 需

引入内参基因进行校正, 以排除细胞数目不等造成

的干扰. 对于 microRNA 及 siRNA, 通常选择 U6 作

为内参基因, 具体的方法则采用双标准曲线法.  

首先, 需根据待测 L-isodU-siRNA 的 Ct 值及相

应的标准曲线拟合公式 ,  计算出样品所有细胞中 

 

 

图 7  茎环引物实时定量 PCR用于 L-isodU-siRNA血清稳定

性的定量检测. 30% FBS 中 37℃孵育, 在相应时间点取出, 
进行聚丙烯酰胺凝胶电泳及茎环引物实时定量 PCR; 聚丙

烯酰胺凝胶电泳图片通过 Image Lab软件对条带亮度进行定

量分析. (a) 聚丙烯酰胺凝胶电泳图; (b) 聚丙烯酰胺凝胶电

泳定量结果及茎环引物实时定量 PCR 结果 

L-isodU-siRNA 的总初始浓度 C′. 随后依据 U6 的 Ct

值及其标准曲线, 计算出 U6 的总初始浓度, 用于表

征样品中的细胞数 N. C′/N 的比值则为单位细胞中

L-isodU-siRNA 的初始浓度. 以天然 siRNA 为标准进

行归一化后, 即可得到 L-isodU-siRNA 相对于天然

siRNA 的含量.  

图 8(a)为校正后的 D/L-isodU-siRNA 的定量结果, 

图 8(b)为采用 RT-PCR 方法检测 D-/L-isodU-siRNA

对靶 mRNA 的抑制效果. 胞内 siRNA 含量和最终对

靶标基因的沉默效果取得了很好的一致性, 间接证

明了定量方法的可靠性.  

4  结论 

茎环引物实时定量 PCR 方法在 siRNA 定量中的

应用, 为研究 siRNA 的体内代谢及 RNAi 的分子机制

提供了新的思路. 为了改善天然 siRNA 稳定性较差、

易产生脱靶效应等缺点, 通常会对 siRNA 进行化学

修饰. 因此, 茎环引物实时定量 PCR 用于检测化学

修饰 siRNA 的可行性研究就显得尤为重要. 

(a)

Blank  30 min    1 h     3 h       6 h 



王雨斯等: 茎环引物实时定量 PCR 用于检测异核苷修饰的 siRNA 可行性研究 
 

716 

 

图 8  茎环引物实时定量 PCR 结合双标准曲线法用于胞内

D/L-isodU-siRNA 定量. (a) siRNA 相对含量, A375 细胞转染

siRNA (10 nmol/L) 48 h后检测; (b) siRNA靶标抑制率, A375
细胞转染 siRNA (2 nmol/L) 48 h 后定量检测靶 mRNA 含量 

通过绘制 Ct-lgC 标准曲线, 考察了分别掺入 D- 

isodU 及 L-isodU 后对 siRNA 定量的影响. 结果显示, 

茎环引物 PCR 的扩增效率与修饰类型密切相关 , 

D-isodU 几乎不影响茎环引物 PCR, 而 L-isodU 则对

其产生较大影响. 随后, 分别绘制了 RT-PCR 标准曲

线(siRNA-1)以及 PCR 标准曲线(siRNA-2), 与天然

siRNA 的标准曲线进行对比后 , 确定了 L-isodU- 

siRNA 干扰了逆转录过程, 逆转录效率与 siRNA 的

初始模板量负相关. 基于上述结果, D-isodU-siRNA

既可以进行相对定量也可以进行绝对定量 , 而

L-isodU-siRNA 只能通过绝对定量的方法进行考察. 

结合特定位点 L-isodU-siRNA 的标准曲线, 可实现对

L-isodU-siRNA 血清稳定性的定量检测, 与传统的聚

丙烯酰胺电泳相比, 此法具有更高的灵敏性和准确

性. 通过引入内参基因U6, 采用双标准曲线法, 可实

现 L-isodU-siRNA 胞内含量的测定, 此方法还可考察

L-isodU-siRNA 的体内代谢、组织分布等. 本文中的

研究方法亦可用于其他类型修饰的 siRNA 检测, 具

有广泛的应用前景.  
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Abstract: In this work, the feasibility of quantification for isoNA modified siRNA using stem-loop RT-qPCR was 
researched. The standard curve was drawn with the cycle threshold (Ct) and the logarithm of initial siRNA 
concentration (lgC). Comparing with natural siRNA, the incorporation of D-isodU into siRNA had no influence on 
stem-loop RT-qPCR, while the incorporation of L-isodU reduced the reverse transcription efficiency and resulted in 
higher Ct value. The decrease of amplification efficiency caused by L-isodU varied with the initial siRNA 
concentration and modified position. Thus, absolute quantification could be used in both D-isodU and L-isodU 
modified siRNAs, while relative quantitation could only be used in D-isodU-siRNAs. Stem-loop RT-qPCR could be 
used in the qualitative analysis of isodU-siRNA serum stability. Besides, the dual-standard curve could also be used 
to quantify the intracellular isodU-siRNA.  
 
Keywords: stem-loop RT-qPCR, isoNA, absolute quantification, dual-standard curve 
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