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摘要：微RNA(microRNA，miRNA)是一类细胞内源性的小分子非编码RNA，在多种生理和病理过程

中发挥基因调控作用。MiRNA的表达水平定量分析是其功能研究中的重要过程，但miRNA的成熟体

序列较短，因而其逆转录-定量聚合酶链式反应(reverse transcription quantitative polymerase chain reac-
tion，RT-qPCR)需采取与长链基因不同的特殊策略。现有miRNA的RT-qPCR方法可分为4种类型，包括

茎环引物法、加尾法、直接逆转录法和其他方法。在PCR过程中对荧光信号的监测主要有探针法和染

料法两种方式。本文对miRNA的RT-qPCR各种方法及其主要原理进行综述。
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Abstract: MicroRNAs (miRNAs) are a class of endogenous small non-coding RNAs that mediate regulation
of gene expression in several physiological and pathological processes. Quantitative analysis of miRNA
expression level is a key procedure in miRNA functional study. Due to the short length of miRNAs, special
strategies as distinguished from those used for long-chain genes should be introduced in miRNA reverse
transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) analysis. Four strategies are currently used in
miRNA RT-qPCR including stem-loop primer based method, end-tailing based method, direct reverse
transcription method, and other methods. Monitoring of fluorescent signal during PCR includes probe based
and nucleic acid dye based methods. In this review, we summarize the strategies of miRNA RT-qPCR and the
principle.
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微RNA(microRNA，miRNA)是一类内源性的

短链非编码RNA(non-coding RNA，ncRNA)，其经

典作用模式是通过与mRNA分子的3′非翻译区或其

他ncRNA的特定位点以不完全互补配对的方式结

合，抑制靶RNA的翻译或使其稳定性降低而易于

降解，从而在转录后水平调控基因的表达 [ 1 ]。

MiRNA具有多个家族成员，对基因表达的调节具

有广泛性，因而参与分化、生长发育、代谢、细

胞间信息传递等多种生理过程，以及肿瘤、代谢

性疾病、病毒与宿主相互作用等病理过程的调
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控[2,3]。对细胞、组织和体液中的miRNA表达水平

进行定量分析，是miRNA研究过程中的重要环

节。常用的miRNA定量分析方法包括微阵列、高

通量测序、Northern印迹、逆转录-定量聚合酶链式

反应(reverse transcription quantitative polymerase
chain reaction，RT-qPCR)等。MiRNA微阵列的优

势在于高通量，即一次实验可检测大量的

miRNA。但其缺点在于敏感性较低，且动态范围

窄。高通量测序技术能够发现新的miRNA分子，

但操作过程和数据分析均较为复杂，且花费较

高。Northern印迹技术的优势是能够判定待测

miRNA的相对分子质量，但对miRNA定量的敏感

性和特异性均较低，且同样存在操作复杂的缺

点。RT-qPCR的操作较为简单，且检测的动态范围

广、敏感性高，因此是miRNA定量检测常用的方

法。在实践中，应综合考虑实验目的、精度要

求、待测样品中miRNA的含量等因素，选择最合

适的方法[4]。

MiRNA主要通过成熟体发挥生物学功能，因

此本文所指miRNA的RT-qPCR检测主要针对其成

熟体的水平。应用RT-qPCR技术检测miRNA成熟

体存在以下技术难点：(1) miRNA成熟体长度很

短，多为18~26核苷酸(nucleotide，nt)，无法使用

常规的RT-qPCR方法，必须应用特殊的策略；(2)
miRNA成熟体序列的GC含量变化范围很大，为

33%~89%，使其熔解温度(melting temperature，
Tm)值的变化较大；(3) miRNA成熟体只占细胞内

总RNA的极小比例，为扩增的敏感性提出较高的

要求；(4) miRNA成熟体序列也在其初始转录体

(pri-miRNA)和前体(pre-miRNA)中出现，这就要求

对miRNA成熟体的扩增具有较高的特异性，避免

同时扩增其非成熟体；(5) miRNA数量多，且存在

多个“家族”，家族成员之间的序列同源性很

高，可能仅相差1 nt[5]，这就要求RT-qPCR实验对

miRNA家族各成员具有良好的分辨率。针对以上

技术难点，研究者开发了多种不同的miRNA RT-
qPCR方法。虽然方法各不相同，但共同思路都是

在逆转录阶段或预扩增阶段生成比miRNA长度明

显延长的互补DNA(complemen ta ry DNA，

cDNA)，以满足上、下游引物、荧光探针等与

cDNA互补结合的需求，保证后续的定量PCR过

程。为保持一致，本文一律将miRNA序列视为正

向序列，所扩增的产物包含miRNA相同碱基序列

者为正向引物。

1 MiRNA成熟体的RT-qPCR方法

对miRNA进行RT-qPCR检测的策略大致分为

茎环引物法和加尾法[4]，直接逆转录法也有部分应

用。此外还包括其他一些特殊的方法。

1.1 茎环引物法

该方法首先由Chen等[6]于2005年提出。逆转

录引物是一个具有茎环二级结构的寡核苷酸，其3′
末端突出的约6 nt与待测miRNA的3′端互补配对结

合，且茎环结构形成的空间位阻可减少非特异性

的结合。MiRNA被此结构捕获后，在逆转录酶的

催化下，以miRNA为模板合成cDNA。在PCR阶
段，应用特异性的正向引物和通用性的反向引物

进行扩增，并应用特异性的TaqMan探针进行产物

含量监测(图1)。该方法在后续的研究中得到改

进，发现将TaqMan探针改为通用序列，能够在不

影响PCR扩增特异性的同时降低探针合成的成

本[7]。如果将逆转录引物与miRNA结合的互补序列

延长至11 nt，并使用染料法进行定量PCR检测，能

够明显提高检测效能，使含量较低的miRNA达到

阈值的循环数降低[8]。对于含量较低的miRNA或体

积较小的组织，需提高miRNA的检测敏感性，可

F：荧光基团(fluorescence)；Q：淬灭基团(quencher)

图1 茎环引物法的基本原理[6]
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在定量PCR之前进行预扩增，且通过在正向引物的

5′末端增加额外序列来延长模板的长度[9]。

对于一些同源性非常高，甚至仅1 nt差异的

miRNA家族(如let-7家族)，在RT-qPCR中进行有效

分辨和特异性扩增是一个技术难点。将茎环结构

逆转录引物的非miRNA互补区设计为几种不同的

序列，从而使PCR中的反向引物由完全通用改为相

对特异的序列，能够有效解决这一问题[10]。

此外，有学者以经典的茎环引物法为基础，

开发了一些新的检测策略，最具代表性的是称为

“哑铃PCR”(dumbbell PCR，db-PCR)的方法。以

3′-db-PCR为例，用茎环结构将miRNA捕获后，并

非立即进行逆转录反应，而是先用RNA连接酶

(RNA ligase)将miRNA的3′末端和茎环结构的5′端连

接，形成RNA-DNA连接体。以此为模板，以一条

通用引物进行逆转录反应。同理，用茎环结构将

miRNA的5′端结合并捕获后，可进行5′-db-PCR反
应。若针对某条miRNA同时进行5′和3′端捕获，形

成的连接体结构形似哑铃，故称之为“哑铃

PCR”。该方法能够有效分辨miRNA家族5′或3′端
的单核苷酸差异[11]。另一种方法是应用一个两端

均为茎环、中间茎部与待测miRNA全序列互补的

结构对miRNA进行捕获，而后用限制性核酸内切

酶将3′端的茎环切去，并用核酸外切酶将单链末端

削平。被捕获的miRNA与茎部形成双链而免于核

酸外切酶的消化，进而能够参与后续的PCR反应。

该方法同样具有单核苷酸分辨率，且在miRNA捕
获时在两端均形成空间位阻，因而能够有效区分

miRNA成熟体和成熟体位于3 ′末端的miRNA
前体[12]。

1.2 加尾法

该方法首先应用poly(A)聚合酶在miRNA的3′
端添加多聚A尾，而后用一条5′端为已知序列、3′
端为多聚T的引物与之互补结合，进行逆转录反

应。PCR过程通过miRNA特异性的正向引物，和

通用序列的反向引物进行，并应用SYBR Green染
料进行产物含量的监测(图2)。该方法亦具有较高

的敏感性，且能够分辨miRNA的单核苷酸差

异[13,14]。如果将反向引物跨多聚A/T区设计，使其

3′端包含miRNA特异性序列，且正、反向引物的5′
端都添加部分核苷酸以延长PCR产物的长度，则能

够灵活调节引物的Tm值，获得更佳的扩增效率和

特异性[15]。

在一种由加尾法改进而来的方法中，所用的

S-Poly(T)逆转录引物大致分为4部分，从5′端至3′端
依次为逆转录引物结合区、TaqMan探针结合区、

寡聚T序列区[oligo(dT)11]和5~7 nt长度的与miRNA
3′端特异性结合区。以添加多聚A尾的miRNA为模

板，逆转录生成cDNA后，使用特异性的正向引物

和通用序列的反向引物进行PCR扩增，并用通用的

TaqMan探针监测产物含量。此方法与传统的加尾

法相比，能够将敏感性提高至少4倍，且特异性也

很高，能够对let-7家族成员进行有效的分辨[16]。

前述方法均为对miRNA添加多聚A尾，而另

一种称为miQPCR的方法则是通过T4 RNA连接酶

在miRNA的3′端添加一段27 nt、称为miLINKER的
序列。以此序列为模板，通过一条25 nt的通用逆

转录引物生成cDNA。在PCR阶段，应用特异性的

上游引物和通用的下游引物进行扩增，通过SYBR
Green染料对PCR产物进行定量。该方法能够灵活

调节PCR引物的Tm值，对高度同源的miRNA家族

具有良好的分辨率，且对细胞内和细胞外游离的

miRNA均具有良好的检测能力[17]。

图2 加尾法的基本原理[13]
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1.3 直接逆转录法

MiRNA的RT-qPCR亦可采用直接逆转录，同

时利用逆转录引物或预扩增过程对cDNA产物进行

延长的方法。具体来说，首先设计逆转录引物，

其5′端为已知序列，3′端与待测miRNA互补结合，

通过逆转录反应生成初次延长的cDNA。而后设计

一条正向引物1，其3′端与cDNA的3′端反向互补，

二者互为模板进行预扩增，即所谓的重叠PCR，得

到双向扩增的序列，使扩增子的长度得到进一步

延长。在正式的定量PCR阶段，应用通用的正向引

物2和与逆转录引物序列相同的反向引物进行扩

增，并用水解探针或SYBR Green染料监测产物含

量(图3)。该方法同样具有良好的敏感性和适宜的

扩增范围，但研究者并未检测其对高同源性

miRNA的分辨率[18,19]。在该方法的引物序列设计

中，有学者引入了模块化的概念，使引物各部分

的功能更加清晰。逆转录引物被分为三部分，由5′
至3′依次为约21 nt的RT-Z、约28 nt的RT-Y和约7 nt
的RT-X。其中，RT-X与miRNA的3′末端互补识

别，RT-Z为反向引物结合区域，RT-Y为二者之间

的间隔序列。针对不同的待测miRNA，仅需改变

RT-X的序列即可。类似地，正向引物(研究者视为

反向引物)也分为约6 nt的延伸序列RP-X和约15 nt
的miRNA特异性序列RP-Y。该方法具有miRNA单
核苷酸差异的分辨率[20]。类似的策略也见于一种

线性-茎环可变引物介导的RT-qPCR方法。与上述

图3 直接逆转录法的基本原理[19]
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方法不同的是，该方法通过对引物进行设计，使

miRNA为模板初步合成的cDNA形成一个不完整的

茎环结构，再由自身为模板形成完整的茎环，以

此为定量PCR反应的模板。该方法的优势在于可在

单次反应中同时检测多个miRNA，提高检测的

通量[21]。

1.4 其他方法

除以上方法外，还存在一些特殊的miRNA
RT-qPCR策略。一种称为miR-ID的方法，首先应

用RNA连接酶将miRNA进行环化，而后用长度约

10~13 nt的引物进行逆转录反应。由于模板为环

状，cDNA产物包含数量不等的串联重复序列，称

为反义序列单元。PCR引物根据重复的序列单元设

计，且为5′重叠，即正、反向引物的5′端17~20 nt
为反向互补，3′端2~4 nt为悬垂。PCR过程可产生

一系列不同长度的产物，并通过SYBR Green核酸

染料进行荧光监测，无需特殊修饰和标记的引物

或探针，且具有很好的敏感性和特异性。串联重

复序列的存在也使引物设计更加灵活[22]。

此外，一些策略采用了具有特殊二级结构的

探针对待测miRNA进行捕获，并在捕获后进行逆

转录反应。一种称为螯状探针的开环DNA序列用

来识别待测miRNA，其与miRNA结合的区域是跨

开环位点的。由于禽髓母细胞瘤病毒 ( a v i a n
myelobastosis virus，AMV)逆转录酶能够以单链

DNA为模板、以RNA片段为引物合成DNA链，在

AMV逆转录酶的催化下，miRNA的3′端将沿环状

探针延伸，至miRNA的5′端时发生链置换反应。这

一反应使miRNA的5′端游离作为逆转录的模板，同

时开环探针的3′端与miRNA互补结合，进而逆转录

生成待测miRNA特异性的序列。上述逆转录产物

可作为PCR的模板，进行以TaqMan探针为信号的

定量PCR分析。针对let-7家族成员的检测证实该方

法分辨率良好，成员间交叉反应低于5%[23]。另一

种方法称为双尾RT-qPCR，其miRNA捕获结构两

端各含有一个特别设计的“半探针”。其中，5′端
的半探针与miRNA的5′端部分序列结合，其结合序

列稍长，可提高捕获的特异性；3′端的半探针与

miRNA的3′端部分序列结合，长度稍短，为5~6
nt，以降低PCR引物之间的序列重叠。连接半探针

的部分设计为茎环结构，以减少非特异性结合。

在逆转录酶的催化下，逆转录反应由半探针的3′端
起始，通过链置换反应至miRNA模板的5′端结束。

如此得到的DNA产物两端均包含miRNA的相关序

列，因此使用SYBR Green染料对miRNA进行定量

PCR分析即能获得良好的特异性。独特的半探针设

计也提高了miRNA捕获的敏感性[24]。

2 荧光信号的监测：探针法还是染料法?

实时定量PCR要求通过荧光信号值，对扩增

产物的数量进行实时监测。较为常用的荧光信号

来源为以TaqMan探针为代表的荧光标记的水解探

针和以SYBR Green染料为代表的核酸染料。

TaqMan探针是与靶序列的扩增区互补结合的探

针，5′端和3′端分别标记荧光基团和淬灭基团。探

针完整时，荧光基团被淬灭，检测不到荧光信

号。当反应体系中存在靶序列时，探针与靶序列

结合，并随PCR过程被降解，荧光基团可被检测

到。该方法由于探针的存在提高了扩增的特异

性，但对探针设计和反应条件需进行探索和优

化，且探针合成的费用较高。SYBR Green染料是

一种与双链DNA发生特异性结合并发出荧光的染

料，其检测方法简单、价格低廉。但其与双链

DNA的结合无选择性，因此无法区分目标产物与

可能的非特异性扩增，需辅以熔解曲线分析确定

产物的特异性。在miRNA的RT-qPCR实验中，荧

光信号的来源与PCR扩增策略之间没有必然的联

系，在同一种扩增策略中，可以根据需要选择使

用探针法或染料法。由于染料法具有简便、经济

的特点，在miRNA的RT-qPCR实验中得到越来越

多的应用[25]。

3 总结

应用定量RT-qPCR方法检测细胞或组织中

miRNA的水平是miRNA功能研究的重要内容，而

miRNA成熟体序列较短的特性也决定了其定量RT-
qPCR需采取特殊的策略。现有的miRNA成熟体

RT-qPCR检测方法总结于表1。一种较优的方法常

具备以下特点：(1)检测的动态范围广，一般能够

在7~8个数量级的miRNA拷贝数范围中表现出良好

的线性关系，满足大多数生物样品中miRNA定量

的需求。(2)灵敏性强，能够准确检测样品中较低
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含量的miRNA。(3)特异性强，能够分辨miRNA的
单个核苷酸差异，在检测高同源性序列的miRNA
时交叉反应低。由于let-7家族成员较多，且序列最

相似的成员间仅有1 nt的差异，因此常用let-7家族

成员进行特异性检测。(4)检测结果具备良好的稳

定性和可重复性。(5)相关引物和探针等序列设计

简单，操作简便，花费低。未来也将开发更多针

对miRNA的RT-qPCR策略，为miRNA的功能学研

究提供更多可靠的实验方法。
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