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利用滚环扩增鉴别同源家族 ｍｉＲＮＡｓ

赵　 斌∗ꎬ　 张新安
(沈阳体育学院运动人体科学学院生理生化教研室ꎬ 沈阳 １１０１０２)

摘要　 滚环扩增( ｒｏｌｌｉｎｇ ｃｉｒｃｌｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ＲＣＡ)是一种基于病毒 ＤＮＡ 复制而发明的新技术ꎮ 近

些年ꎬＲＣＡ 技术已经被广泛应用于微小核糖核酸 (ｍｉｃｒｏ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄꎬ ｍｉＲＮＡ) 的检测ꎮ 在

ｍｉＲＮＡ 检测研究领域中ꎬ鉴别高度同源的家族 ｍｉＲＮＡｓ 成为该研究领域的瓶颈ꎮ 本研究引入新型

的 ＲＣＡ 技术来增加鉴别的灵敏度和特异性ꎬ进一步提高家族 ｍｉＲＮＡ 鉴别的灵敏度ꎬ滚环扩增的程

度用相对荧光强度来表示ꎮ 研究结果显示ꎬＴ４ ＲＮＡ 连接酶 ２ 可在 ＲＣＡ 的环化过程中实现最大的

环化效率ꎬ从而提高 ＲＣＡ 的检测特异性ꎮ 本文利用优化的 ＲＣＡ 技术ꎬ实现对 ｌｅｔ ７ 高度同源的家族

ｍｉＲＮＡｓ 高灵敏度的鉴别ꎬ灵敏度可达 ５ ｆｍｏｌꎮ ｌｅｔ ７ａ 的滚环探针对 Ｌｅｔ ７ａ 这一 ｍｉＲＮＡ 扩增后的相

对荧光强度为 １ ５５０ꎬ而对其他的家族 ｍｉＲＮＡ 相对荧光强度仅为 ２６０ꎮ 其他的家族 ｍｉＲＮＡ 探针在

鉴别时相对荧光强度也显示了较大的差异ꎮ 而依靠传统的 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 方法的鉴别灵敏度是 ４ ｐｍｏｌꎬ
与本研究相比ꎬ灵敏度低了近 １ ０００ 倍ꎮ 本研究的结果表明ꎬ利用 ＲＣＡ 技术鉴别高度同源性

ｍｉＲＮＡｓ 是高效灵敏的ꎬ此前未见相关研究的报道ꎮ ＲＣＡ 技术可能被应用于 ｍｉＲＮＡ 高灵敏度检测

和鉴别的相关研究中ꎮ
关键词　 滚环扩增ꎻ 高灵敏度ꎻ 微小 ＲＮＡ 检测
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Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｒｏｌｌｉｎｇ ｃｉｒｃｌｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ (ＲＣＡ) ｉｓ ａ ｎｅｗｌｙ ｉｎｖｅｎｔｅｄ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ＤＮＡ
ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ. Ｒｅｃｅｎｔ ｙｅａｒｓꎬ ｉｔ ｗａｓ ｗｉｄｅｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ｏｆ ｍｉＲＮＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ. Ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｇｈｌｙ
ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｍｉＲＮＡｓ ｉｓ ａ ｃｈｏｋｅ ｐｏｉｎｔ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｍｉＲＮＡ. Ｗｅ ｃｒｅａｔｉｖｅｌｙ ｉｍｐｏｒｔｅｄ ｔｈｅ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｅａｃｏｎ ａｓ ａ ｍｏｄｅｌ ｔｏ ｏｐｔｉｍｉｚｅ ｔｈｅ ＲＣＡ ｐｒｏｃｅｓｓ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
ｍｉＲＮＡ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ. Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ (ＲＦＩ) ｗａｓ ｍｏｎｉｔｏｒｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃｈａｎｇｅｓ
ｉｎ ＲＣＡ ｐｒｏｃｅｓｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｔ４ ＲＮＡ ｌｉｇａｓｅ ２ ｃｏｕｌｄ ａｃｃｅｓｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ
ｃｉｒｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ＲＣＡ ｐｒｏｃｅｓｓ ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ＲＣＡ ａｔ ｈｉｇｈ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ. Ｂｙ ｕｓｉｎｇ ＲＣＡ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ ｈｉｇｈｌｙ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｍｉＲＮＡｓ Ｌｅｔ ７ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｅｄ ａｔ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ５ ｆｍｏｌ.
Ｔｈｅ ＲＦＩ ｏｆ Ｌｅｔ ７ａ ｉｓ ａｂｏｕｔ １ ５５０ꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ＲＦＩ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒ ｉｓ ａｂｏｕｔ ２６０. Ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｎｇ ｄａｔａ
ｏｆ ｏｔｈｅｒ Ｌｅｔ ７ ｍｉＲＮＡ ｍｅｍｂｅｒｓ ａｌｓｏ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ. Ｔｈｉｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｎｇ
ｍｉＲＮＡｓ ｃｏｕｌｄ ｎｏｔ ｂｅ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｂｙ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄꎬ ｗｈｉｃｈ ｄｉｓｃｒｅｍｉｎａｔｉｎｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｉｓ ４
ｐｍｏｌ. Ｏｐｔｉｍａｌ ＲＣＡ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｎ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｎｇ ｈｉｇｈｌｙ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｆａｍｉｌｙ ｍｉＲＮＡｓ ｈａｓ
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ｎｏｔ ｂｅｅｎ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｂｅｆｏｒｅ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ＲＣＡ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ｏｆ ｈｉｇｈ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲＮＡｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｒｏｌｌｉｎｇ ｃｉｒｃｌｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ(ＲＣＡ)ꎻ ｈｉｇｈｌｙ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅꎻ ｍｉＲＮＡｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

　 　 生命科学的研究ꎬ从基因组学、一般基因序列变

异、或单核苷酸多行性蛋白质组学到肿瘤标记物和

激素等方面ꎬ都需要一种敏感、特异和准确地定性或

定量方法ꎮ 因此ꎬ生命科学家一直在研究或挖掘新

颖的、强有力的方法ꎬ以便更好地满足生命科学研究

的需要ꎮ 滚环 ＤＮＡ 扩增或滚环复制( ｒｏｌｌｉｎｇ ｃｉｒｃｌｅ
ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎꎬ ＲＣＲ) 可能是达到这一目标的方法之

一[１]ꎬ因为滚环扩增 ( ｒｏｌｌｉｎｇ ｃｉｒｃｌｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ
ＲＣＡ)最大特点在于其可实现等温扩增ꎮ 但是ꎬ目
前 ＲＣＡ 检测当中还存在许多弊端ꎬ例如环化效率

低、依赖于 ＰＣＲ 仪和费时等ꎬ这些缺点严重阻碍

ＲＣＡ 在临床、军事和大型疫病等当中的应用ꎮ

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ＲＣＡ ｓｙｓｔｅｍ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｔｈｅ ｍｉｍｉｃ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｉｃｋ ｆｏｒｍｉｎｇ ｂｙ ｔｈｅ ｃｉｒｃｌｅ ｐａｄｌｏｃｋ ｉｎ ＲＣＡ　 　 Ｓｔｅｐ １: Ｔｈｅ
ｍｉＲＮＡ ｗａｓ ｍａｔｃｈｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｉｒｃｌｅ ｐａｄｌｏｃｋꎬ ａｎｄ ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ ｔｈｅ ｇａｐ ｗａｓ ｌｉｇａｔｅｄ ｂｙ ＲＮＡ ｌｉｇａｓｅ. Ｓｔｅｐ ２: Ｔｈｅ ＲＣＡ ｗａｓ ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ
ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｗａｓ ａｄｄｅｄꎬ ａｃｃｏｍｐａｎｙｉｎｇ ｔｈｅ ｆｌｏｒｅｓｃｅｎｔ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ

ｍｉＲＮＡ 是一种存在于植物、动物和一些病毒中

的 １８~２５ 个核苷酸长度的非编码 ＲＮＡꎬ与基因表达

过程中的转录和转录后调控相关[２]ꎮ 它们产生于

发夹和终端环状区域的转录后的酶切[３]ꎮ ｍｉＲＮＡｓ
广泛存在于植物和动物中ꎬ与细胞增殖、细胞凋亡、
脂肪代谢和神经细胞的分化高度相关[４ꎬ５]ꎮ 人类被

发现的第 １ 个与 ｍｉＲＮＡ 低表达相关的疾病是慢性

淋巴细胞性白血病[６]ꎮ ｍｉＲＮＡ 表达水平改变与许

多人类的疾病相关联ꎬ例如肌肉疾病、异常炎症反

应、阿尔茨海默氏症和帕金森氏症[７ꎬ８]ꎮ 近年的研

究发现ꎬ许多 ｍｉＲＮＡｓ 也与一些癌症相关ꎬ例如肺癌

和乳腺癌[９ꎬ１０]ꎮ 近期的研究揭示ꎬｍｉＲ￣１７ ~ １９ 簇的

缺失能够导致骨骼和生长缺陷[１１]ꎮ 在 ｍｉＲＮＡ 研究

领域中已经确立ꎬ许多 ｍｉＲＮＡｓ 来自同种子(通常定

义为从成熟 ｍｉＲＮＡ 的 ５′端 ２~８ 位)的家族ꎮ 此外ꎬ
ｍｉＲＮＡ 可作为在体液内非侵入性新颖的生物标记

物进行早期癌症筛查[１２]ꎮ
Ｌｅｔ ７ 家族 ｍｉＲＮＡｓ 是最早发现的 ２ 种 ｍｉＲＮＡ

之一ꎬ在非小细胞肺癌中低表达ꎬ与带有淋巴结转移

或高增殖的乳腺癌患者有关[１３]ꎮ 这一研究揭示了

ｌｅｔ ７ 家族 ｍｉＲＮＡｓ 在肿瘤组织中具有抑制剂的作

用ꎮ 近年来ꎬｍｉＲＮＡ 的研究手段层出不穷ꎬ为更好

的研 究 ｍｉＲＮＡ 作 用 提 供 了 技 术 支 持ꎮ 例 如

Ｎｏｒｔｈｅｒｎ 印迹[１４]和引物扩增[１５]等ꎮ ｍｉＲＮＡｓ 也可以

用实时定量 ＰＣＲ(ＲＴ￣ＰＣＲ)定量ꎮ 另一种用于检测

ｍｉＲＮＡｓ 的新技术是基于寡核苷酸的微阵列技术ꎬ然
而ꎬ这种技术的灵敏度和特异性相对较低ꎮ 与微阵列

技术相比ꎬ实时定量 ＰＣＲ 技术具有高精确度、高灵敏

度和特异性的特点ꎮ 但是ꎬ实时定量 ＰＣＲ 技术也存

在一些缺点ꎬ例如费时(需逆转录)、费用较高、依赖于

特定的仪器而且结果分析过程复杂[１６]ꎮ 因此ꎬ亟待

开发一种高灵敏度、高特异性、省时、费用低、不依赖

于环境和仪器的技术来定量检测 ｍｉＲＮＡｓꎮ
在本研究中ꎬ我们优化了经典的滚环扩增(ＲＣＡ)

技术来定量区分家族 ｍｉＲＮＡｓꎮ ＲＣＡ 是一种在室温

或体温条件下扩增核苷酸的方法(见 Ｆｉｇ.１)ꎮ ＲＣＡ 方

法对仪器和环境的依赖性很低[１７]ꎬ这一优点可能使

ＲＣＡ 技术在应用的便携性和环境依赖性方面具有更

大的优势ꎮ ＲＣＡ 通常要求环形模板ꎬ以及与环形模

板互补的引物都是 ＤＮＡ 序列[１８]ꎮ 环形模板的环化

过程是 ＲＣＡ 的关键步骤ꎬ环化效率的高低决定第 ２
步扩增效率的高低ꎮ 以往的研究[１９] 显示ꎬ应用待环

化的 ＤＮＡ 序列与 ｍｉＲＮＡ 的结合效率较低ꎬ虽然能实

现 ｍｉＲＮＡ 的微量检测ꎬ但是需要高浓度的环化底物ꎮ
本文的研究采用分子信标(ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｅａｃｏｎꎬ ＭＢ)模
型ꎬ优化待环化序列为 ＤＮＡ 与 ＲＮＡ 的混合链ꎮ 即模

型的缺口处的部分碱基用 ＲＮＡ 碱基来取代ꎬ来优化

ＲＣＡ 的环化步骤ꎬ使得 ｍｉＲＮＡ 在与分子信标实现最

高效率的结合ꎬ显著节省环化底物ꎬ从而实现应用

ＲＣＡ 高效检测和鉴别 ｍｉＲＮＡｓꎮ 同时ꎬ本研究不仅实

现 ｍｉＲＮＡ 的高效检测ꎬ也实现了同源家族序列高度

相关的家族 ｍｉＲＮＡ 的鉴别ꎮ 与经典的实时定量 ＰＣＲ

１１１
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相比ꎬＲＣＡ 检测 ｍｉＲＮＡ 避免逆转录的过程ꎬ可以显著

节省时间与财力ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 寡核酸序列　 本文所用核苷酸片段均由宝

生物工程(大连)有限公司合成ꎬ普通核苷酸纯度为

ＨＰＬＣ 纯化级ꎬ纯化的核苷酸片段用 ＴＥ 缓冲液(ｐＨ
７􀆰 ４) 稀释至 １００ μｍｏｌ / Ｌꎬ均分后ꎬ置于－２０ ℃冰箱

中保存ꎬＰＣＲ 所需要的产品放置于－８０ ℃
Ｔａｂｌｅ １　 Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｒｏｂｅｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ Ｌｅｔ ７ ｆａｍｉｌｙ
Ｐｒｏｂｅｓ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ ｉｓ ｆｒｏｍ ５′￣３′
Ｐｒｏｂｅ ７ａ ＣＴＡＣＴＡＣＣＴＣＡＴＣＴＴＧＴＴＴＣＣＴＴＴＣＣＴＴＧＡＡＡＣＴＴＣＴＴＣＣＴＡＡＣＴＡＴＡＣＡＡＣ
Ｌｅｔ ７ａ ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＡＵＡＧＵＵ
Ｐｒｏｂｅ ７ｂ ＣＴＡＣＴＡＣＣＴＣＡＴＣＴＴＧＴＴＴＣＣＴＴＴＣＣＴＴＧＡＡＡＣＴＴＣＴＴＣＣＴＡＡＣＣＡＣＡＣＡＡＣ
Ｌｅｔ ７ｂ ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＧＵＧＧＵＵ
Ｐｒｏｂｅ ７ｃ ＣＴＡＣＴＡＣＣＴＣＡＴＣＴＴＧＴＴＴＣＣＴＴＴＣＣＴＴＧＡＡＡＣＴＴＣＴＴＣＣＴＡＡＣＣＡＴＡＣＡＡＣ
Ｌｅｔ ７ｃ ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＡＵＧＧＵＵ
Ｐｒｏｂｅ ７ ｄ ＴＡＣＴＡＣＣＴＣＴＴＣＴＴＧＴＴＴＣＣＴＴＴＣＣＴＴＧＡＡＡＣＴＴＣＴＴＣＣＴＡＣＴＡＴＧＣＡＡＣＣ
Ｌｅｔ ７ ｄ ＡＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＣＡＵＡＧＵ
Ｐｒｏｂｅ ７ｅ ＴＣＣＴＡＣＣＴＣＡＴＣＴＴＧＴＴＴＣＣＴＴＴＣＣＴＴＧＡＡＡＣＴＴＣＴＴＣＣＴＡＣＴＡＴＡＣＡＡＣＣ
Ｌｅｔ ７ｅ ＵＧＡＧＧＵＡＧＧＡＧＧＵＵＧＵＡＵＡＧＵ

１􀆰 １􀆰 ２　 试剂　 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 为华美生物工程公司产品ꎻ
ＮａＣｌꎬ硼酸为北京化工厂生产ꎻＴｒｉｓꎬ ＥＤＴＡ 购自辽宁

永强医药器械化玻有限公司ꎻ所有实验用水均为去

离子水 ＴＥ 缓冲液、ＫＣｌ 溶液、ＣａＣｌ２ 溶液、ＴＢ 缓冲

液、Ｓｔａｉｎｓ￣ａｌｌ 染色剂等ꎮ Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、Ｔ４ ＲＮＡ
连接酶 １、Ｔ４ ＲＮＡ 连接酶 ２、ｐｈｉ２９ ＤＮＡ 聚合酶、
Ｓｙｂｇｒｅｅｎ Ⅱ购自 ＮＥＢ 公司ꎬｄＮＴＰ 购自宝生物工程

(大连)有限公司ꎮ ＳＹＢＲ􀳏 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ｍｉＲＮＡ ＲＴ￣
ＰＣＲ Ｋｉｔ 试剂盒购自宝生物工程 ( 大 连 ) 有 限

公司ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３　 主要仪器 　 Ｉｎｆｉｎｉｔ Ｍ２００ 多功能酶标仪(帝
肯ꎬ奥地利)ꎻ７５００ Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ (ＡＢＩ 公

司)ꎻ各式离心机等ꎮ
１􀆰 ２　 滚环扩增检测

ｌｅｔ ７ 家族 ｍｉＲＮＡｓ 滚环扩增是新近发展的一种

恒温核酸扩增方法ꎮ 以环状 ＤＮＡ 为模板ꎬ通过 １ 个

短的 ＤＮＡ 引物(与部分环状模板互补)ꎬ在酶催化

下将 ｄＮＴＰｓ 转变成单链 ＤＮＡꎬ此单链 ＤＮＡ 包含成

百上千个重复的模板互补片段ꎮ 本研究所使用的待

环化核酸片段ꎬ是经前期的 ＭＢ 优化的片段 (见

Ｔａｂｌｅ １)ꎮ
１􀆰 ３　 环化

在 ２００ μＬ 的 ＰＣＲ 管中加入 ８ μＬ 连接酶的缓

冲液ꎬ分别加入 ０􀆰 ５ μＬ、１ μｍｏｌ / Ｌ 待连接的环状探

针(Ｐｒｏｂｅ ７ａ￣７ｅ)和目标引物(ｌｅｔ ７ａ￣７ｅ)(见 Ｆｉｇ.２)ꎮ
孵育 １０ ｍｉｎꎬ加入 Ｔ４ 连接酶(Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶或 Ｔ４
ＲＮＡ 连接酶 １ 或 Ｔ４ ＲＮＡ 连接酶 ２)孵育 ３０ ｍｉｎꎮ
１􀆰 ４　 滚环扩增

在酶标仪的微孔板中ꎬ加入 ７２ μＬ 超纯水、１０
μＬ 连接缓冲液(１０ 倍浓度)、５ μＬ ｄＮＴＰ 原液、１ μＬ
上述连接产物和 １ μＬ ｓｙｂｇｒｅｅｎⅡ染料ꎬ孵育 １０ ｍｉｎꎮ
荧光值稳定后ꎬ加入 １ μＬ ｐｈｉ２９ ＤＮＡ 聚合酶孵育 ３０
ｍｉｎꎮ 用酶标仪实时监测滚环扩增过程中荧光强度

的变化ꎮ 设置每个循环 ３０ ｓꎬ共 ６０ 个循环ꎮ
１􀆰 ５　 实时定量 ＰＣＲ 检测 ｍｉＲＮＡｓ　

应用 ＡＢＩ 公司的 ７５００ 实时定量 ＰＣＲ 系统ꎬ采
用 ＳＹＢＲ􀳏 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ｍｉＲＮＡ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 试剂盒对待

检测的 ｍｉＲＮＡｓ 序列分别进行逆转录ꎬ然后利用 ｌｅｔ
７ａ 的上游引物对 ｌｅｔ ７ａ、ｌｅｔ ７ｂ、ｌｅｔ ７ｃ、ｌｅｔ ７ ｄ、ｌｅｔ ７ｅ
进行实时定量 ＰＣＲꎮ 选用不同 ｍｉＲＮＡ 检测量

([ｍ])进行检测ꎮ 根据结果计算其各自的 Ｃｔ 值ꎬ以
Ｃｔ 值为纵坐标、￣ｌｇ[ｍ]为横坐标作图ꎬ计算检测灵

敏度等参数ꎮ
１􀆰 ６　 统计学方法

相对荧光强度△ＦＩ 用下面的公式计算:△ＦＩ ＝
(Ｆｔ￣Ｆ１)ꎬＦ１ 是连接酶加入反应体系时所记录的荧光

强度ꎬＦｔ 是加入聚合酶后发生滚环值ꎮ 并利用 ＳＰＳＳ
２２􀆰 ０ 软件进行统计分析ꎬ相对荧光强度与完全互补

配对时进扩增过程中随时间变化的荧光强度ꎮ
本研究对环化探针和家族 ｍｉＲＮＡ 互补配对后ꎬ

进行滚环复制的相对荧光强度进行了统计和分析ꎮ
每组实验数据均为至少 ３ 次实验数据的均行滚环扩

增的相对荧光强度进行独立样本 Ｔ 检验ꎮ Ｐ>０􀆰 ０５
表示不存在显著性差异ꎬＰ<０􀆰 ０５ 表示存在显著性差

异ꎬＰ<０􀆰 ０１ 表示存在极显著性差异ꎮ

２１１
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Ｆｉｇ.２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ＲＣＡ ｆｏｒ Ｌｅｔ ７ ｄ　 　 Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｐｒｏｂｅ ７ ｄ ｗａｓ ｍｉｘｅｄ ｗｉｔｈ Ｌｅｔ ７ ｄꎬ ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｍａｔｃｈｅｄ ｗｅｌｌ ａｎｄ
ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａ ｌｏｔ. Ｂｙ ｃｏｎｔｒａｓｔꎬ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｐｒｏｂｅ ７ ｄ ｗａｓ ｍｉｘｅｄ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ Ｌｅｔ ７ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓꎬ ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ
ｎｏｔ ｍａｔｃｈｅｄ ｗｅｌｌ ａｎｄ ｌｏｗｅｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ｍｏｎｉｔｏｒｅｄ

２　 结果

２􀆰 １　 ＲＣＡ 方法实现鉴别家族 ｍｉＲＮＡ
２􀆰 １􀆰 １　 Ｌｅｔ ７ａ 的鉴别　 选择的环状探针(Ｐｒｏｂｅ ７ａ)
是与 ｌｅｔ ７ａ 序列完全互补配对的 ＤＮＡ 序列ꎬ利用

ＲＣＡ 的方法对 ｌｅｔ ７ａ 进行鉴别ꎬ考察 ｌｅｔ ７ａ 与环状

探针互补配对后环化、滚环扩增的相对荧光强度的

变化ꎬ以及 ｌｅｔ ７ｂ、ｌｅｔ ７ｃ、ｌｅｔ ７ ｄ、ｌｅｔ ７ｅ 与环状探针

(Ｐｒｏｂｅ ７ａ)互补配对后环化、滚环扩增的相对荧光

强度的变化ꎮ
如 Ｆｉｇ.３ 所示ꎬ环状探针与 ｌｅｔ ７ａ 完全互补配对

时ꎬｌｅｔ ７ａ 环化、滚环扩增后相对荧光强度逐渐增加

至 １ ５５０ꎬ而其他 ４ 种 ｍｉＲＮＡｓ( ｌｅｔ ７ｂ￣７ｅ)与环状探

针不是完全互补配对ꎬ滚环扩增后相对荧光强度最

多只增加 ２６０( ｌｅｔ ７ｅ)ꎬ最少的只增加 ３５ꎻ当与之前

同样量的环状探针和所有等量的 ｌｅｔ ７ 家族 ｍｉＲＮＡｓ
(ｍｉｘｔｕｒｅ ２)混合时ꎬ进一步进行环化和滚环扩增ꎮ
结果表明ꎬｌｅｔ ７ 家族 ｍｉＲＮＡｓ 混合物进行滚环扩增

相对荧光强度增加的值为 １ ４００ꎬ与 ｌｅｔ ７ａ 单独进行

滚环扩增增加的值相当(９０％)ꎻ当与之前同样量的

环状探针和除 ｌｅｔ ７ａ 外的其它 ｍｉＲＮＡｓ(ｍｉｘｔｕｒｅ １)
混合时ꎬ进行环化和滚环扩增后相对荧光强度增加

４５０ꎬ仅为 ｌｅｔ ７ａ 单 独 进 行 滚 环 扩 增 所 增 加 值

的 ２９％ꎮ
２􀆰 １􀆰 ２　 ｌｅｔ ７ｂ、 ｌｅｔ ７ｃ、 ｌｅｔ ７ ｄ、 ｌｅｔ ７ｅ 的鉴别 　 选择

Ｔａｂｌｅ １ 中分别与 ｌｅｔ ７ｂ~７ｅ 序列完全互补配对的环

状探针( ｐｒｏｂｅ ７ｂ￣ｐｒｏｂｅ ７ｅ)ꎬ利用 ＲＣＡ 技术对 ｌｅｔ
７ｂ￣７ｅ 进行鉴别ꎮ 考察 ｌｅｔ ７ｂ￣７ｅ 与环状探针(ｐｒｏｂｅ
７ｂ￣ｐｒｏｂｅ ７ｅ)互补配对后环化、滚环扩增的相对荧光

强度的变化ꎬ以及其他 ４ 种与环状探针( ｐｒｏｂｅ ７ｂ￣
ｐｒｏｂｅ ７ｅ)错配后环化和滚环扩增ꎮ

Ｆｉｇ.３ 　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ
ｔｈｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｐｒｏｂｅ ７ａ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｃｔ Ｌｅｔ￣７ａ　 　
Ｍｉｘｔｕｒｅ １ ｃｏｎｔａｉｎｓ ａｌｌ ｏｔｈｅｒ ｆｏｕｒ Ｌｅｔ￣７ ｍｅｍｂｅｒｓ ｅｘｃｅｐｔ ｔｈｅ
ｉｎｔｅｎｄｅｄ ｔａｒｇｅｔ Ｌｅｔ￣７ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｍｉｘｔｕｒｅ ２ ｃｏｎｔａｉｎｓ ａｌｌ
ｆｉｖｅ Ｌｅｔ￣７ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ.∗∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ ｗｈｉｃｈ ｈａｓ
ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｌｅｔ￣７ａ

如 Ｆｉｇ.４Ａ 所示ꎬ环状探针与 ｌｅｔ ７ｂ 互补配对时ꎬ
ｌｅｔ ７ｂ 环化和滚环扩增后ꎬ相对荧光强度逐渐增加

至 ２ ２４５ꎬ而其他 ４ 种 ｍｉＲＮＡｓ(ｌｅｔ ７ａꎬｌｅｔ７ｃ￣７ｅ)并未

与环状探针 ｐｒｏｂｅ ７ｂ 完全互补配对ꎬ滚环扩增后相

对荧光强度最多只增加至 １５０( ｌｅｔ ７ｃ)ꎬ最少的仅增

加 ５５ꎻ当与之前同样量的环状探针和所有 ｌｅｔ ７ 家族

ｍｉＲＮＡｓ(ｍｉｘｔｕｒｅ ２)混合时ꎬ进一步实现环化和滚环

扩增ꎮ 结果表明ꎬｌｅｔ ７ 家族 ｍｉＲＮＡｓ 混合物进行滚

环扩增相对荧光强度增加的值为 １ ９８７ꎬ与 ｌｅｔ ７ｂ 单

独进行滚环扩增增加的值相当(８９％)ꎻ当与之前同

样量的环状探针和除 ｌｅｔ ７ｂ 外的其他 ｍｉＲＮＡｓ
(ｍｉｘｔｕｒｅ １)混合时ꎬ进一步进行环化和滚环扩增ꎮ
结果表明ꎬｍｉｘｔｕｒｅ １ 与 ｐｒｏｂｅ ４ｂ 进行环化和滚环扩

增后ꎬ相对荧光强度增加的值为 ２６０ꎬ仅为 ｌｅｔ ７ｂ 单

独进行滚环扩增增加值的 １２％ꎮ
如 Ｆｉｇ.４Ｂꎬ４Ｃꎬ４Ｄ 所示ꎬ利用 Ｔａｂｌｅ １ 中分别与
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ｌｅｔ ７ｃꎬｌｅｔ ７ ｄ 和 ｌｅｔ ７ｅ 完全互补配对的环化探针进

行实验ꎬ经环化和滚环扩增后ꎬ相对荧光强度分别逐

渐增加至 ２ ４６０ꎬ１ ６７０ 和 ２ ２００ꎬ而利用其他 ４ 种不

与对应的 ｌｅｔ ７ 家族 ｍｉＲＮＡ 完全互补配对的环状探

针进行实验时ꎬ滚环扩增后相对荧光强度分别最多

只增加 ３６０ꎬ３２０ 和 ２０５ꎮ
当利用与之前同样量的环状探针和所有 ｌｅｔ ７

家族 ｍｉＲＮＡｓ(ｍｉｘｔｕｒｅ ２)混合时ꎬ进一步实施环化和

滚环扩增ꎮ 相对荧光强度分别增加的值为 ２ ２５６ꎬ１
４５０ 和 １ ６００ꎻ当利用与之前同样量的环状探针和除

完全互补配对外的其他 ｍｉＲＮＡｓ(ｍｉｘｔｕｒｅ １)混合时ꎬ
进一步施行环化和滚环扩增ꎮ 相对荧光强度增加的

值分别为 ４７０ꎬ５５０ 和 ８６５ꎮ 结果表明ꎬｍｉｘｔｕｒｅ １ 与

探针进行环化和滚环扩增后ꎬ滚环扩增的荧光强增

加值与完全互补配对时相比较小ꎬ分别为完全互补

配对时滚环扩增荧光值的 １９％ꎬ３３％和 ３９％ꎮ

Ｆｉｇ.４　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｅａｃｈ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｐｒｏｂｅｓ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｃｔ Ｌｅｔ￣７ ｍｅｍｂｅｒｓ　 　
Ｍｉｘｔｕｒｅ １ ｃｏｎｔａｉｎｓ ａｌｌ ｏｔｈｅｒ ｆｏｕｒ Ｌｅｔ￣７ ｍｅｍｂｅｒｓ ｅｘｃｅｐｔ ｔｈｅ ｉｎｔｅｎｄｅｄ ｔａｒｇｅｔ Ｌｅｔ￣７ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ｍｉｘｔｕｒｅ ２ ｃｏｎｔａｉｎｓ ａｌｌ ｆｉｖｅ Ｌｅｔ￣７
ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ. ∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ｗｈｉｃｈ ｈａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｍａｔｃｈｅｄ ｍｉＲＮＡ. ∗∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ Ｐ
<０􀆰 ０１ꎬ ｗｈｉｃｈ ｈａｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｍａｔｃｈｅｄ ｍｉＲＮＡ

２􀆰 ２　 ＲＣＡ 鉴别 ｌｅｔ ７ａ 的高灵敏度

本文利用 ＲＣＡ 技术鉴别家族 ｍｉＲＮＡｓ 的灵敏

度以 ｌｅｔ ７ａ 为例ꎮ 由前面的研究可知ꎬ当使用 ｐｒｏｂｅ
７ａ 鉴别 ｌｅｔ ７ａ 与其它的家族 ｍｉＲＮＡｓ 时ꎬ干扰最大

的(相对荧光强度值仅低于 ｌｅｔ ７ａ 的)是 ｌｅｔ ７ｅꎮ 因

此ꎬ作为灵敏度的研究ꎬ本文选择了 ｌｅｔ ７ａ 和 ｌｅｔ ７ｅ
作为比较对象ꎮ 结果如 Ｆｉｇ.５ 所示ꎬ分别为 ｌｅｔ ７ａ 和

ｌｅｔ ７ｅ 在滚环扩增时ꎬ含量为 ５０ ｆｍｏｌ、２５ ｆｍｏｌ、１０
ｆｍｏｌ 和 ５ ｆｍｏｌ 时相对荧光强度图ꎮ 当 ｌｅｔ ７ａ 和 ｌｅｔ ７ｅ
的待检测量分别为 ５０ ｆｍｏｌ、２５ ｆｍｏｌ 和 １０ ｆｍｏｌ 时ꎬ相
对荧光强度曲线可以明显区分开ꎮ 因此ꎬ当含量为

１０ ｆｍｏｌ 时ꎬ仍然可以将 ｌｅｔ ７ａ 和 ｌｅｔ ７ｅ 较好的区分

开ꎻ当浓度低于 ５ ｆｍｏｌ 时ꎬ两者发生滚环扩增时的曲

线混淆在一起ꎬ不能区分两者的相对荧光强度ꎮ 因

此ꎬ使用 ｐｒｏｂｅ ７ａ 对 ｌｅｔ ７ａ 和 ｌｅｔ ７ｅ 进行滚环扩增鉴

别时ꎬ鉴别的灵敏度为 ５ ｆｍｏｌꎮ Ｆｉｇ.６ 的柱状图统计

更加直观的说明了这一点ꎮ

３　 讨论

３􀆰 １　 ＲＣＡ 技术的检测应用

滚环式复制是噬菌体中常见的 ＤＮＡ 复制方式ꎮ
许多病毒 ＤＮＡ 的复制、 质粒和 Ｆ 因子在接合
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Ｆｉｇ.５　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃｕｒｖｅｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｉｎｇ Ｌｅｔ ７ａ ａｎｄ Ｌｅｔ ７ｅ　 　 Ｐａｄｌｏｃｋ ｐｒｏｂｅ ｗａｓ ｐｒｏｂｅ
７ａ. Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃｕｒｖｅｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｏｔｈｅｒ Ｌｅｔ￣７ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ａｒｅ ｇｉｖｅｎ ｉｎ Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ. (Ａ)
５０ ｆｍｏｌꎻ (Ｂ) ２５ ｆｍｏｌꎻ (Ｃ) １０ ｆｍｏｌꎻ (Ｄ) ５ ｆｍｏｌ

Ｆｉｇ. ６ 　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｃｔ Ｌｅｔ￣７ａ
ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｅ Ｌｅｔ￣７ａ ｆｒｏｍ Ｌｅｔ￣７ｅ ｔａｒｇｅｔ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｏｕｎｔ 　 　 Ｌｅｔ￣７ａ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｌｅｔ￣７ａ ａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ５０ ｆｍｏｌꎬ
ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｎｔｉｌ ａｔ ５
ｆｍｏｌ. ∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ｗｈｉｃｈ ｈａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ ａｍｏｕｎｔ. ∗∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ Ｐ <
０􀆰 ０１ꎬ ｗｈｉｃｈ ｈａｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ ａｍｏｕｎｔ

(ｃｏｎｕｆｇａｔｉｏｎ)转移时其 ＤＮＡ 的复制ꎬ以及许多基因

扩增时都采用这种方式ꎮ
在以这种机制进行的复制中ꎬ亲代双链 ＤＮＡ 的

一条链在 ＤＮＡ 复制起点处被切开ꎬ其 ５′端被游离ꎮ

这样ꎬＤＮＡ 聚合酶Ⅲ便能将脱氧核糖核苷酸聚合在

３′￣ＯＨ 端ꎮ 当复制向前进行时ꎬ亲代 ＤＮＡ 上被切断

的 ５′端继续游离下来ꎬ并且很快被单链结合蛋白所

结合ꎮ 因为 ５′端从环上向下解链的同时伴有环状

双链 ＤＮＡ 环绕其轴不断的旋转ꎬ而且以 ３′￣ＯＨ 端为

引物的 ＤＮＡ 生长链则不断地以另一条环状 ＤＮＡ 链

为模板向前延伸ꎬ因而称为滚环扩增ꎮ
ＰＣＲ 技术的出现为微量病原基因的检测和

ＳＮＰ 的研究提供了技术平台ꎮ 美国食品药品管理

局批准了罗氏公司的 ＨＩＶ、结核杆菌和沙眼衣原体

定量 ＰＣＲ 检测试剂盒用于临床[２０]ꎮ 在 ＳＮＰ 的研究

中ꎬＰＣＲ 更是一种常用手段ꎬ但是由于 ＰＣＲ 技术的

特异性较低和对样品纯度要求高等一系列问题ꎬ已
经成为其发展的瓶颈ꎮ ＲＣＡ 技术的应运而生使这

些问题有了较大的改善ꎮ １９９７ 年ꎬＮｉｌｓｓｏｎ 等[２１] 首

先将 ＲＣＡ 用于 ＳＮＰ 方面的研究ꎮ 研究中ꎬ利用连

接反应需连接末端准确匹配的特点进行基因突变的

检测[２２]ꎬ这也是 ＲＣＡ 最早用于研究的报道ꎮ
ＲＣＡ 技术在 ＲＮＡ 分子检测中的高灵敏度和特

异性的优势ꎬ也常被用来研究组织细胞中 ｍＲＮＡ 的
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丰度ꎬ以检测一些功能基因的表达活性ꎬ发现阳性结

果的强弱程度能较准确反映在细胞中 ｍＲＮＡ 的丰

度[２３]ꎮ 如果将 ＲＣＡ 技术与三维的 ＤＮＡ 微点阵技

术平台相结合ꎬ其灵敏度是传统荧光标记方法的一

万多倍[２４]ꎮ 显然ꎬＲＣＡ 技术相对于 ＰＣＲ 和其他杂

交技术在特异性上已有很大程度的提高ꎬ加之支链

放大效应ꎬ对检测灵敏度也有所改善ꎮ 因此ꎬ此技术

在基因检测和研究方面有极强的优势ꎮ
３􀆰 ２　 利用 ＲＣＡ 方法鉴别 ｌｅｔ ７ 家族 ｍｉＲＮＡｓ

本研究发现ꎬ滚环扩增时ꎬ环状探针存在 ＲＮＡ
序列时会降低滚环扩增的效率ꎮ 因此ꎬ滚环扩增技

术检测 ｍｉＲＮＡ 时的环状探针需要全部是 ＤＮＡ 序

列ꎬ而且环化过程需要使用 ＲＮＡ 连接酶 ２ꎮ 自从

１９９３ 年第 １ 个 ｍｉＲＮＡ 被发现以来ꎬ对 ｍｉＲＮＡ 特性

探索的兴趣促进了高敏感性和特异性的 ｍｉＲＮＡ 检

测技术的发展ꎮ 这一发展ꎬ对 ｍｉＲＮＡ 相关疾病的识

别和调控机制带来了希望ꎮ 目前ꎬ对 ｍｉＲＮＡ 定量分

析的方法主要是基于实时 ＰＣＲ 芯片技术ꎬ它们的缺

点是费时和价格昂贵ꎮ 本研究所开发的基于 ＲＣＡ
技术的 ｍｉＲＮＡ 检测方法ꎬ提供了一种快速、简单和

便宜的 ｍｉＲＮＡ 检测技术ꎮ ｍｉＲＮＡ 分子直接用作环

状探针可识别的引物ꎬ从而避免实时 ＰＣＲ 过程的反

转录步骤ꎮ 而且ꎬ滚环扩增反应是发生在等温条件

下的ꎬ不需要反复的升温和降温过程ꎮ 等温的特性

使得这一技术适应常规的临床应用ꎬ而且避免仪器

的设置和仪器的控制过程ꎮ 本研究开发的技术ꎬ整
个检测过程不超过 １ ｈ(ＰＣＲ 需要将近 ８ ｈ)ꎮ 标记

物 ｓｙｂｇｒｅｅｎ 的信号收集依赖于酶标仪ꎬ比起 ＲＴ￣ＰＣＲ
仪更便宜ꎮ 本研究的检测技术可以用在 ９６ 孔ꎬ３８４
孔甚至 １ ５３６ 控板上ꎬ真正实现了高通量ꎮ

本研究对 ｌｅｔ ７ 家族 ｍｉＲＮＡｓ 鉴别的柱状图中ꎬ
引入了 ｍｉｘｔｕｒｅ １ 和 ｍｉｘｔｕｒｅ ２ 作为对比参照ꎮ 由于

临床样品是 ｍｉＲＮＡ 的混合物ꎬ人们通常不清楚混合

物里面是否含有目的 ｍｉＲＮＡꎬ因此 ｍｉｘｔｕｒｅ ２ 滚环扩

增的柱状图ꎬ为本文提供了一个阳性对照的值ꎬ这个

阳性对照的值如果和待检测的目的 ｍｉＲＮＡ 滚环扩

增的荧光值相当ꎬ就说明待检测样品中存在目的

ｍｉＲＮＡꎻＭｉｘｔｕｒｅ １ 的滚环扩增柱状图ꎬ为本文提供了

一个阴性对照ꎬ当待检测样品中不存在目的 ｍｉＲＮＡ
时ꎬ其检测线很低ꎬ 这样就很好地排除了目的

ｍｉＲＮＡ 存在的可能性ꎮ 本研究的基于 ＲＣＡ 的

ｍｉＲＮＡ 检测技术检测的灵敏度可低至 ｆｍｏｌ 级ꎬ而且

整个反应在 １ ｈ 内即可完成ꎮ 对于具有高度同源性

的 ｌｅｔ ７ 家族 ｍｉＲＮＡꎬ其碱基序列的相似性均超过

７０％ꎬ有的甚至达到 ９０％ꎮ 本研究的结果显示ꎬ利用

ＲＣＡ 鉴别 ｌｅｔ ７ 家族 ｍｉＲＮＡｓ 时ꎬ相对荧光强度值的

比值可低至 ５％ꎬ显著低于已经报道的利用微阵列

技术的 ３９％ꎮ 这也说明 ＲＣＡ 在鉴别高同源性的靶

ｍｉＲＮＡｓ 时具有高度的特异性ꎮ
３􀆰 ３　 重要研究结果

３􀆰 ３􀆰 １　 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅱ荧光检测　 基于滚环扩增反

应的原理ꎬ在滚环扩增反应过程中ꎬ利用特异性的单

链 ＤＮＡ 检测荧光染料 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅱ进行荧光检

测ꎬ实现了检测的特异性和高灵敏度ꎬ检出限为 ５
ｆｍｏｌꎮ
３􀆰 ３􀆰 ２　 应用滚环扩增反应检测微小 ＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)
使用 ＲＮＡ 连接酶 ２ 以 ｍｉＲＮＡ 模板使环状探针特异

性的连接成环ꎬ然后以环形 ＤＮＡ 探针为模板ꎬ
ｍｉＲＮＡ 作为引物发生滚环扩增反应ꎬ结果产生大量

单链重复序列的线性 ＤＮＡ 产物ꎬ应用特异性的

ＤＮＡ 检测荧光染料进行定量ꎮ 此方法无需转录步

骤ꎬ操作简便、灵敏度高ꎬ可特异性地检测高度同源

的 ｍｉＲＮＡｓꎮ
３􀆰 ３􀆰 ３　 利用滚环扩增方法鉴别高度同源的 ｍｉＲＮＡｓ
与实时定量 ＰＣＲ 方法相比ꎬ此法具有省时、节省财

力、操作简便、高灵敏度、等温、不受环境和仪器限制

等优点ꎮ
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