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草莓 microRNA 的 RT-PCR 鉴定 

李   贺，张志宏，高秀岩，刘月学，黄飞飞 

（沈阳农业大学园艺学院，沈阳 110161） 

 
摘要：【目的】microRNAs（miRNAs）在植物的生长发育过程中起着重要作用，本研究旨在建立一种快速准

确地鉴定草莓中保守 miRNA 的方法。【方法】以草莓叶片为试材，在利用改进的 CTAB 法成功富集小于 150 bp 的

小分子 RNA 的基础之上，采用 3′端加接头、5′端和 3′端两端加接头、利用茎环等 3种 RT-PCR 策略来检测鉴定草莓

中保守 miRNA，同时比较总核酸、总 RNA 和小分子 RNA 等不同种类的模板对利用茎环 RT-PCR 检测 miRNA 的影响。

【结果】对于植物中 20 种 miRNAs，通过 3′端加接头方式鉴定出 7 种；通过两端加接头方式鉴定出 1 种；而利用

茎环的方式鉴定出 15 种。分别以 3 种核酸为模板的茎环 RT-PCR 的扩增效果没有差异。【结论】总核酸的提取是

最快速最简单的，因此，以总核酸为模板，利用茎环 RT-PCR 是鉴定植物中 miRNA 的最简便快速而有效的方法，这

种方法的可行性已在苹果、葡萄等植物上得到验证。 
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Identification of MicroRNA in Strawberry by RT-PCR  
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(College of Horticulture, Shenyang Agricultural University, Shenyang 110161) 

 

Abstract: 【Objective】 microRNAs (miRNAs) play an important role in plant growth and development. The aim of this paper 
is to develop a quick method for exact identification of the conserved miRNAs from plants. 【Method】 High quality small RNAs 
(less than 150 bases) were isolated from strawberry leaves with the modified CTAB method. Three kinds of RT-PCR methods, using 
3′ adaptor, using 5′ and 3′ adaptors and stem-loop primers, were compared. Three kinds of templates, total nucleic acid, total RNA 
and small RNAs were compared in identification of miRNAs with stem-loop primers. 【Result】 For twenty miRNAs of plants, seven 
miRNAs were identified from strawberry plants by using 3′ adaptor, only one miRNA was successfully identified with the method of 
5′ adaptor and 3′ adaptor, while fifteen miRNAs were identified by using stem-loop primers. No difference was found in PCR 
fragments by using three kinds of nucleic acids as templates. 【Conclusion】 Because the extraction of total nucleic acid was very 
simple and rapid, the suitable method for identification of the conserved miRNAs from plants with RT-PCR was to use stem-loop 
primers and total nucleic acid as template. This method had been approved on other plants, such as apple and grape.  
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0  引言 

【研究意义】microRNA（miRNA）是一类来自

真核生物自身基因组的非编码小分子 RNA，长度多数

为 19～25 nt[1-4]，主要在转录后水平（post-transcriptional 
gene silencing，PTGS）上负向调节基因表达[5-6]。越来

越多的报道指出 miRNA 在植物的生长发育、对环境

条件的胁迫应答以及其它生理生化反应中均具有重要

作用[7-11]，因此，拓宽研究物种，快速准确地鉴定和

系统深入地研究植物的 miRNA 意义重大。【前人研

究进展】自 Reinhart 等于 2002 年率先从拟南芥小分子

文库中获得 miRNA 以来 [12]，植物中已有大量的

miRNA 被鉴定[13-14]，但它们并不是无处不在，可能只

在特定的组织和特定的时间才表达，并且其在结构和
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功能方面具有保守性。然而上述研究主要集中在基因

组已被解析的拟南芥、水稻等模式植物上，对于非模

式植物则研究较少[15-18]。目前，植物 miRNA 发现和

鉴定的方法主要有 2 种：对于基因组已经解析的模式

植物主要通过计算机来分析和预测[19-21]；而对于非模

式植物，主要采用构建文库的策略[12]。近来，国外的

科研人员通过连线性接头或利用茎环RT引物等方式，

克服了 miRNA 的长度仅有约 21 个核苷酸而 PCR 引

物一般也在 20 个核苷酸左右的难题，利用 RT-PCR
技术成功地在动物组织中检测到 miRNA 基因的表  
达[22-24]，最近这种技术在拟南芥上也得到应用[25]。【本

研究切入点】草莓（Fragaria×ananassa）是一种无性

繁殖的多年生草本植物，基因组信息研究较少，目前

国内外未见任何关于草莓 miRNA 的报道。miRNA 在

结构和功能方面的保守性特点及 RT-PCR 技术在检测

miRNA 基因表达上的成功经验，将为研究基因组信息

较少的非模式植物中的 miRNA 提供重要参考。【拟

解决的关键问题】本项研究旨在建立一套有效地提取

和快速准确地鉴定草莓植株中保守 miRNAs 的方法，

为进一步分析 miRNA 基因的表达奠定重要基础。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料  
草莓栽培品种‘丰香’种植于沈阳农业大学草莓

日光温室中，常规栽培管理。 
1.2  试剂 

T4 RNA 连接酶（20 U·µl-1），碱性磷酸酶（10 
U·µl-1），T4 多聚核苷酸激酶（10 U·µl-1）购自 NEB
公司；dNTPs （2.5 mmol·L-1），反转录酶 AMV（5 
U·µl-1），RNase 抑制剂（40 U·µl-1），RNase-free DNaseⅠ
（5 U·µl-1），DL2000 DNA ladder， DNA 凝胶回收试

剂盒，pMD19-T 载体购自 TaKaRa 公司，引物和连接

头的合成由TaKaRa公司完成，使用浓度为 5 µmol·L-1；

Taq DNA 聚合酶（5 U·µl-1），ATP，BSA，100 bp DNA 
ladder，50 bp DNA ladder 购自天为公司；其它药品为

国产分析纯。  
1.3  核酸提取方法  
1.3.1  小分子 RNAs 的提取和富集   采用改进的

CTAB 法从草莓叶片中提取和富集小分子 RNAs。具

体如下：（1）每个样品取 0.1 g 草莓幼嫩叶片在液氮

中迅速研碎，转移到含有 600 µl CTAB 缓冲液（2% 
CTAB；100 mmol·L-1 Tris-HCl，pH 8.0；20 mmol·L-1 
EDTA；1.4 mol·L-1 NaCl；2% β-巯基乙醇）的 1.5 ml 离

心管中，混匀后，65℃水浴 20 min。（2）4℃ 8 000 r/min
离心 10 min，上清液被转移到新的离心管中，用氯仿/
异戊醇（24﹕1）抽提 2 次。（3）上清液再次被转移

到新的离心管中，加入 1/4 体积的 10 mol·L-1 LiCl，混

匀后，－20℃沉淀 2 h。（4）4℃ 10 000 r/min 离心 10 
min，弃上清，用 300 µl DEPC 水溶解沉淀，加入 50 µl 
50% PEG8000 和 50 µl 5 mol·L-1 NaCl，混匀后，冰浴

2 h。（5）4℃ 10 000 r/min 离心 10 min，上清液被转

移到新的离心管中，加入 1/10 体积的 3 mol·L-1 NaAc
（pH 5.2）和 2.5 倍体积的无水乙醇，混匀后－70℃沉

淀 1 h。（6）4℃ 10 000 r/min 离心 20 min，用 300 µl 
DEPC 水溶解沉淀，加入 3 µl RNase-free DNaseⅠ和 1 
µl RNase 抑制剂，37℃酶解 3 h。（7）用氯仿/异戊醇

（24﹕1）抽提 1 次，上清液加入 1/10 体积的 3 mol·L-1 
NaAc（pH 5.2）和 2.5 倍体积的无水乙醇，混匀后－

70℃沉淀 1 h。（8）4℃ 10 000 r/min 离心 20 min，用

20 µl DEPC 水溶解沉淀，然后在 2.5%的琼脂糖凝胶上

检测小分子 RNA 的完整性，用 DU800 核酸蛋白分析

仪（Beckman Coulter，USA）检测核酸的纯度。 
1.3.2  总核酸的提取  将 0.1 g 草莓幼嫩叶片在液氮

中迅速研碎，转移到含有 600 µl CTAB 缓冲液（2% 
CTAB；100 mmol·L-1 Tris，pH 8.0；20 mmol·L-1 EDTA；

1.4 mol·L-1 NaCl；2% β-巯基乙醇）的 1.5 ml 离心管

中，混匀后，65℃水浴 30 min。其次，4℃ 8 000 r/min
离心 10 min，上清液被转移到新的离心管中，用氯仿/
异戊醇（24﹕1）抽提 2 次。再次，上清液被转移到新

的离心管中，加入 1/10 体积的 3 mol·L-1 NaAc（pH 
5.2）和 2.5 倍体积的无水乙醇，混匀后－70℃沉淀 1 h。
最后，4℃ 10 000 r/min 离心 20 min，用 50 µl DEPC
水溶解沉淀，然后在 1.0%的琼脂糖凝胶上检测总核酸

的完整性，用 DU800 核酸蛋白分析仪（Beckman 
Coulter，USA）检测核酸的纯度。 
1.3.3  总 RNA 的提取  总 RNA 的抽提采用 Chang  
等[26]的方法。  
1.4  RT-PCR 鉴定方法 
1.4.1  RT-PCR 策略及所使用的引物和连接头序列  

采用 3′端加接头、5′端和 3′端两端加接头、利用茎环

等 3 种 RT-PCR 策略来检测鉴定草莓中保守 miRNA
（图 1），相应的引物设计参考 Lu 等[22-23,27]的方法，

见表 1～表 3（只有鉴定出的 miRNAs 的引物序被列

出）。 
1.4.2  3′端加接头的 RT-PCR 方法检测 miRNAs  （1）
脱磷酸化反应。脱磷酸化反应采用 0.2 ml PCR 管，反
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a：采用 3′端加接头克隆 miRNAs；b：采用 3′端和 5′端两端加接头克隆 miRNAs；c：采用茎环引物克隆 miRNAs。点点的方格区表示目标序列不包含

在引物序列中 
a: Cloning miRNAs with 3′ adaptor; b: Cloning miRNAs with 3′ adaptor and 5′ adaptor; c: Cloning miRNAs with stem-loop RT primers. The dotted box 
represents the target sequence not determined by the primers 
 

图 1  miRNA 的 3 种 RT-PCR 策略 

Fig. 1  Schemes of three kinds of RT-PCR methods for assay of miRNAs 

 
表 1  采用 3′端加接头策略鉴定 miRNAs 的引物和接头序列

（图 1-a） 

Table 1  Primers and 3′ adaptor for identification of miRNAs 
with the method in Fig.1-a   

名称 Name  序列(5′→3′) Sequence (5′to 3′) 

Adaptor-50 pUUUcactattacgagtgactactcggcatcgtgcgaaccgcatc
cttctcX 

RT for adaptor-50 cgcggatccgagaaggatgcggtt 

miR160 PCR primer ccggaattctgcctggctccctgt 

miR172 PCR primer ccggaattcagaatcttgatgatg 

miR167 PCR primer ccggaattctgaagctgccagcat 

miR159 PCR primer ccggaattctttggattgaaggga 

miR164 PCR primer ccggaattctggagaagcagggca 

miR168 PCR primer ccggaattctcgcttggtgcaggt 

miR157 PCR primer ccggaattcttgacagaagataga 

p 为磷酸；大写字母为 RNA；小写字母为 DNA；X 为反向的胸腺嘧啶 
p: Phosphate; Uppercase: RNA; Lowercase: DNA; X: Inverted thymidine  

 

表 2  采用 3′端和 5′端两端加接头策略鉴定 miRNAs 的引物

和接头序列（图 1-b） 

Table 2  Primers and 3′ and 5′ adaptors for identification of 
miRNAs with the method in Fig.1-b   

名称 Name  序列(5′→3′) Sequence(5′ to 3′) 

Adaptor-3′ pUUUaaccgcatccttctcX 

Adaptor-5′ tactaatacgactcactAAA  

RT primer ttttctgcagaaggatgcggttaaa 

miR167 PCR primer aaaccatggtactaatacgactcactaaatgaagctgcc 

p 为磷酸；大写字母为 RNA；小写字母为 DNA；X 为反向的胸腺嘧啶  
p: Phosphate; Uppercase: RNA; Lowercase: DNA; X: Inverted thymidine 

应体积为 20 µl，其中包括 10 µl 小分子 RNA，1 µl 碱
性磷酸酶，9 µl 碱性磷酸酶缓冲液，37℃反应 60 min。
（2）停止脱磷酸化反应通过 65℃水浴 15 min，氯仿/
异戊醇（24﹕1）抽提 1 次来完成。（3）脱磷酸化产

物的回收。向抽提的上清液中加入 1/10 体积的 3 
mol·L-1 NaAc（pH 5.2）和 2.5 倍体积的无水乙醇，混

匀后－70℃沉淀 30 min。之后 4℃ 12 000 r/min 离心

20 min，用 5 µl DEPC 水溶解沉淀。（4）3′端的连接

反应在 0.2 ml PCR 管中进行，反应体积为 20 µl，其中

包括 5 µl 脱磷酸化产物，5 µmol·L-1连接头（表 1）2 µl，
1 µl BSA，2 µl ATP，1 µl T4 RNA 连接酶，9 µl T4 RNA
连接酶缓冲液，37℃反应 60 min。（5）停止连接反

应通过 65℃水浴 15 min，氯仿/异戊醇（24﹕1）抽提

1 次来完成。（6）连接产物的回收。向抽提的上清液

中加入 1/10 体积的 3 mol·L-1 NaAc（pH 5.2）和 2.5
倍体积的无水乙醇，混匀后－70℃沉淀 30 min。之后

4℃ 12 000 r/min 离心 20 min，用 12 µl DEPC 水溶解

沉淀。（7）RT-PCR 反应。反转录反应体积为 20 µl，
其中包括 12 µl 连接产物，1 µl RT 引物（表 1），1 µl 
dNTPs，1 µl 反转录酶 AMV，4 µl 反转录酶缓冲液和

1 µl RNase 抑制剂。在 0.2 ml 反应管中先加入连接产

物，RT 引物和 dNTPs，混匀后 65℃变性 5 min，然后

迅速放到冰水混合物中冷却，之后再加入其它成分。 
16℃ 1 h，42℃ 1 h，最后 85℃反应 5 min 停止反转录

反应。 反转录结束后取 1 µl 进行 PCR 反应，反应体 
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表 3  采用茎环引物鉴定 miRNAs 的引物序列（图 1-c） 

Table 3  Stem-loop RT primers and PCR primers for 
identification of miRNAs with the method in Fig.1-c  

名称 Name  序列(5′→3′) Sequence(5′ to 3′) 

miR160 stem-loop RT primer ctcaactggtgtcgtggagtccggcaattcagttgagtggcatac

miR165 stem-loop RT primer ctcaactggtgtcgtggagtccggcaattcagttgaggggggatg

miR172 stem-loop RT primer ctcaactggtgtcgtggagtccggcaattcagttgagatgcagca

miR167 stem-loop RT primer ctcaactggtgtcgtggagtccggcaattcagttgagtagatcat

miR159 stem-loop RT primer ctcaactggtgtcgtggagtccggcaattcagttgagtagagctc

miR164 stem-loop RT primer ctcaactggtgtcgtggagtccggcaattcagttgagtgcacgtg

miR168 stem-loop RT primer ctcaactggtgtcgtggagtccggcaattcagttgagttcccgac

miR157 stem-loop RT primer ctcaactggtgtcgtggagtccggcaattcagttgaggtgctctc

miR156 stem-loop RT primer ctcaactggtgtcgtggagtccggcaattcagttgaggtgctcac

miR396 stem-loop RT primer ctcaactggtgtcgtggagtccggcaattcagttgagaagttcaa

miR393 stem-loop RT primer ctcaactggtgtcgtggagtccggcaattcagttgaggatcaatg

miR162 stem-loop RT primer ctcaactggtgtcgtggagtccggcaattcagttgagctggatgc

miR169 stem-loop RT primer ctcaactggtgtcgtggagtccggcaattcagttgagtcggcaag

miR171 stem-loop RT primer ctcaactggtgtcgtggagtccggcaattcagttgaggatattgg

miR171b stem-loop RT primer ctcaactggtgtcgtggagtccggcaattcagttgagcgtgatat

Universal reverse PCR primer aactggtgtcgtggag 

miR160 PCR primer acactccagctgggtgcctggctc 

miR165 PCR primer acactccagctgggtcggaccagg 

miR172 PCR primer acactccagctgggagaatcttga 

miR167 PCR primer acactccagctgggtgaagctgcc 

miR159 PCR primer acactccagctgggtttggattga 

miR164 PCR primer acactccagctgggtggagaagca 

miR168 PCR primer acactccagctgggtcgcttggtg 

miR157 PCR primer acactccagctgggttgacagaag 

miR156 PCR primer acactccagctgggtgacagaaga 

miR396 PCR primer acactccagctgggttccacagct 

miR393 PCR primer acactccagctgggtccaaaggga 

miR162 PCR primer acactccagctgggtcgataaacc 

miR169 PCR primer acactccagctgggcagccaagga 

miR171 PCR primer acactccagctgggtgattgagcc 

miR171b PCR primer acactccagctgggttgagccgtg 

 
积 20 µl，含 0.4 µl Taq DNA 聚合酶，2 µl 10×PCR 
buffer，1.6 µl MgCl2，1 µl dNTPs，1.6 µl RT 引物和

1.6 µl miR# PCR 引物（表 1），用水补足至 20 µl。PCR
反应程序：94℃ 2 min；94℃ 30 s，50℃ 1 min，35 个

循环；最后 72℃ 延伸 5 min。用含 EB（0.5 µg·ml-1）

的 2.5%琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物。 
1.4.3  3′端和 5′端两端加接头的 RT-PCR 方法检测 

miRNAs  采用 1.4.2 的方法完成 3′端的连接反应后，进

行 5′端的磷酸化反应，20 µl 反应体积包括：5 µl 连接

产物，4 µl ATP，1 µl T4多聚核苷酸激酶，10 µl T4多

聚核苷酸激酶缓冲液。37℃反应 60 min。停止磷酸化

反应，5′端的连接反应和 RT-PCR 反应，使用表 2 中

连接头和引物，方法和反应程序同 1.4.2。 
1.4.4  利用茎环RT-PCR方法来检测miRNAs  采用表

3 中引物完成 RT-PCR 反应。RT 反应体积为 20 µl，
包括 12 µl 模板，1 µl miR# RT 茎环引物（表 3），1 µl 
dNTPs，1 µl 反转录酶 AMV，4 µl 反转录酶缓冲液和

1 µl RNase 抑制剂。在 0.2 ml 反应管中先加入模板，

茎环 RT 引物和 dNTPs，混匀后 65℃变性 5 min，然

后迅速放到冰水混合物中冷却，之后再加入其它成分。

16℃ 30 min；20℃ 30 s，42℃ 30 s，50℃ 1 s，60 个循

环；最后 85℃反应 10 min 停止反转录反应[24]。 反转

录结束后取 1 µl 进行 PCR 反应，反应体积 20 µl，含

0.4 µl Taq DNA 聚合酶，2 µl 10×PCR buffer，1.6 µl 
MgCl2，1 µl dNTPs，1.6 µl 通用 PCR 引物和 1.6 µl miR# 
PCR 引物（表 3），用水补足至 20µl。 PCR 反应程

序：95℃ 10 min；55℃ 2 min；95℃ 1 s，65℃ 1 min，
35 个循环；最后 72℃延伸 5 min。用含 EB（0.5 µg·ml-1）

的 2.5%琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物。 
1.5  PCR 产物的克隆和测序 

利用 DNA 凝胶回收试剂盒从琼脂糖凝胶中回收

扩增片段，与 pMD19-T 载体连接，然后转化大肠杆

菌 JM109 感受态细胞。 通过蓝白斑筛选 PCR 鉴定阳

性克隆，测序工作委托上海生工公司进行。结合

http://www.sanger.ac.uk 公布的 miRNA 序列对测序结

果进行分析。  

2  结果与分析 

2.1  草莓植株中小分子 RNA、总核酸和总 RNA 的分离 
采用改进的CTAB法成功地从草莓幼嫩叶片中分

离出小分子 RNA，2.5%琼脂糖凝胶电泳检测结果表

明：富集的小分子 RNA 片段小于 150 bp（图 2-a），

A260/A280 比值在 2.00～2.08，这说明小分子 RNA 的

质量较高。同时，提取的总核酸和总 RNA 的 1%琼脂

糖凝胶电泳图谱中 28S和 18S rRNA谱带清晰（图 2-b，
2-c），A260/A280 比值在 1.97～2.02。 
2.2  3 种利用 RT-PCR 技术检测 miRNA 方法的比较 
2.2.1  3′端加接头方式的 RT-PCR 方法  这种研究策

略（图 1-a）要求在 3′端加 1 个连接头，通过连接头

序列设计 RT 引物反转录形成 cDNA，PCR 扩增时，
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a：小分子 RNA；b：总核酸；c：总 RNA。M: DNA ladder；1～4：草莓栽培品种‘丰香’ 
a: Small RNA; b: Total nucleic acid; c: Total RNA. M: DNA ladder; 1-4: Different samples of strawberry cv. Toyonoka 

 

图 2  草莓幼嫩叶片中小分子 RNA、总核酸和总 RNA 的电泳图谱 

Fig. 2  Electrophoresis of small RNA, total nucleic acid and total RNA extracted from strawberry young leaves 

 
根据 miRNA 序列设计 PCR 5′端引物，引物包括某一

种 miRNA 5′端 15 个核苷酸，3′端引物使用 RT 引物。

这样扩增产物中约有 6 个核苷酸是不包括在引物中的

miRNA 靶序列，根据 PCR 产物的测序结果来鉴定是

否含有该种 miRNA。  
以小分子 RNA 为模板，对 miR168 等 20 种保守

小 RNA 进行了扩增，结果表明，针对 miR168 等 7 种

miRNA 的引物扩增，得到了大小约 92bp 的片段（图

3），对测序结果进行分析后发现，扩增序列中均包含

了接头序列、引物序列及完整的 miRNA 序列。采用

该种策略，成功地从草莓幼嫩叶片中鉴定出 7 种

miRNAs：miR168、miR159、miR160、miR164、miR167、
miR157 和 miR172。 
 

 
 
M：100 bp DNA ladder (天为公司)。1～7：依次是 miR168，miR159，
miR160，miR164，miR167，miR157，miR172 
M: 100bp DNA ladder (TIANWEI, China); 1-7: miR168, miR159, miR160, 
miR164, miR167, miR157, miR172, respectively 

 

图3  以小分子RNA为模板采用3′端加接头的RT-PCR产物 

Fig. 3  RT-PCR products of miRNAs amplified from small 

RNA using the 3′ adaptor 

 
2.2.2  3′端和 5′端两端加接头的 RT-PCR 方法  这种

研究策略（图 1-b）是根据 Elbashir 等[27]提出的方法改

进而成，其特点是在 miRNA 的 3′端和 5′端各加上 1
个接头，根据接头序列设计 RT 引物和 PCR 引物。本

研究中为了鉴定保守的 miRNA，5′端 PCR 引物中包含

10 个要鉴定的 miRNA 的核苷酸序列，这样扩增产物

中约有 11 个核苷酸是不包括在引物中的 miRNA 靶序

列。扩增产物的测序结果表明，采用这种策略，只有

miR167 被成功地从草莓幼嫩叶片中检测出来。  
2.2.3  利用茎环的 RT-PCR 方法  该种方法（图 1-c）
的 RT 茎环引物的 3′端有 8 个核苷酸同 miRNA 的 3′
端互补，接下来的 7 个核苷酸与其自身 5′端互补。PCR
反应过程中，3′端反向引物为与 RT 茎环引物部分序列

完全一致的通用引物（universal primer），5′端 PCR
引物包含 10 个目标 miRNA 的 5′端核苷酸，这样

miRNA 有 3 个核苷酸是不包括在引物序列中的。因

此，通过 PCR 产物的克隆测序来鉴定是否含有该种

miRNA。 采用这种策略，得到了大小约为 75 bp 的扩

增片段（图 4），对测序结果进行分析后发现，75 bp
序列中包含引物序列，还包括了完整的 miRNA 序列。

miR167，miR164，miR168，miR165，miR157，miR159，
miR156，miR172（图 4-a）及 miR162，miR171b，
miR396，miR393，miR169，miR160 和 miR171（图

4-b）等 15 种 miRNAs 成功地从草莓幼嫩叶片中鉴定

出来。 
2.3  不同性质的核酸为模板的茎环 RT-PCR 

上述结果表明，茎环 RT-PCR 是检测植物 miRNA
的最有效方法，也是最简便快捷的方法。该方法使用

茎环引物进行 RT 反应（图 1-c），不需要脱磷酸化、

连接等反应，明显简化 miRNAs 的检测步骤。为了进

一步简化鉴定过程，本文还比较了小分子 RNA、总

RNA、总核酸等不同性质的核酸模板对茎环 RT-PCR
的影响。结果表明（图 5），以小分子 RNA（图 5-a），

总核酸（图 5-b）和总 RNA（图 5-c）为模板，均获得

了约 75 bp 的扩增片段，测序结果也证明了扩增产物
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M：50 bp DNA ladder；1～15: 依次是 miR167, miR164, miR168, miR165, miR157, miR159, miR156, miR172, miR162, miR171b, miR396, miR393, miR169, 
miR160, miR171 
M: 50 bp DNA ladder; 1-15: miR167, miR164, miR168, miR165, miR157, miR159, miR156, miR172, miR162, miR171b, miR396, miR393, miR169, miR160 
and miR171 
 

图 4  以小分子 RNA 为模板采用茎环引物的 RT-PCR 产物 

Fig. 4  RT-PCR products of miRNAs amplified from small RNA using stem-loop primers 

 

 
 
M：50 bp DNA ladder（天为公司)；1～8：依次是 miR167, miR164, miR168, miR165, miR157, miR159, miR156, miR172。a：以小分子 RNA 为模板的

扩增产物。b：以总核酸为模板的扩增产物。c：以总 RNA 为模板的扩增产物 
M: 50 bp DNA ladder (TIANWEI, China); 1-8: miR167, miR164, miR168, miR165, miR157, miR159, miR156 and miR172. a: Small RNA as templates. b: 
Total nucleic acid as templates. c: Total RNA as templates 

 

图 5  以不同性质核酸为模板采用茎环引物的 RT-PCR 产物 

Fig. 5  RT-PCR products of miRNAs amplified from different kinds of nucleic acids using stem-loop primers 

 
中含有相应的 miRNA。为了明确总核酸中的 DNA 对

PCR 的扩增结果是否有影响，使用茎环 miR157 引物

进行 RT-PCR 扩增。结果表明（图 6），以小分子 RNA
（泳道 1），总 RNA（泳道 2），总核酸（泳道 3） 
 

 
 
M：50 bp DNA ladder (天为公司)；1～6: 依次是小分子 RNA 为模板；

总 RNA 为模板；总核酸为模板；总 DNA 为模板；RT 清水对照；PCR
清水对照  
M: 50 bp DNA ladder (TIANWEI, China); 1-6: Small RNA as template; 
total RNA as template; total nucleic acid as template; total DNA as template; 
no-template control in RT; no-template control in PCR  
 

图 6  以不同性质核酸为模板采用茎环引物扩增 miR157 

Fig. 6  RT-PCR products of miR157 amplified from different 

kinds of nucleic acids using stem-loop primers 

为模板，均得到了预期的目的片段。而以总 DNA 为

模板的RT-PCR反应没有得到任何扩增片段（泳道 4），
同时 RT 清水（泳道 5）和 PCR 清水（泳道 6）的对

照也没有得到任何扩增片段。因此，3 种性质的核酸

对茎环 RT-PCR 检测 miRNA 的结果没有影响。 

3  讨论  

近年来，miRNA 倍受关注，已成为科学研究的热

点，大量报道主要集中在 miRNA 种类及功能的鉴定

上 [7-11]，但小分子 RNA 的富集是成功研究植物中

miRNA 的种类和基因功能的前提与基础，尤其是针对

非模式植物采用构建文库的策略来研究 miRNA[27]。本

文采用改进的 CTAB 法，成功地从草莓幼嫩叶片中富

集了小于 150 bp 的高质量的小分子 RNA（图 2-a），

其 A260/A280 在 2.00～2.08，能够成功用于 RT-PCR
鉴定等后续研究。而现有的报道中多采用试剂盒，如

使用 mirVana RNA maker system（Ambion）[19,24]，Small 
RNA Gel Extraction Kit （TaKaRa）等分离小分子
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RNA，也有使用 15%～20%的变性聚丙烯酰胺凝    
胶[3,27-28]，但相比改进的 CTAB 法而言，价格昂贵，

步骤繁琐。 
利用 RT-PCR 技术已成功地在动物组织中检测到

miRNA 基因的表达[22-24]，但在植物上应用较少。本文

在成功富集草莓小分子 RNA 的基础上，系统比较了 3
种 RT-PCR 策略的扩增结果，发现使用茎环引物获得

了很好的结果，鉴定出 15 种保守的 miRNAs（图 4），

并且与其它两种方法相比，该方法没有脱磷酸化、连

接等反应，鉴定步骤简易。对于其它两种方法，采用

3′端加接头鉴定出 7 种 miRNAs（图 3），通过两端加

接头，只有 miR167 被鉴定出来，分析原因可能是只

采用乙醇沉淀的方法回收脱磷酸化产物、连接产物等

的针对性和惟一性不强，无法保障 RT-PCR 扩增时模

板的准确性和惟一性，也可能与茎环结构引物的自由

能最小有关。因此，茎环 RT-PCR 也是检测植物组织

中 miRNA 基 因 表 达 的 快 速 有 效 方 法 ， 这 与

Varkonyi-Gasic 等[25]在拟南芥上得到的结论相似。  
在构建 miRNA 文库和利用 Northern 杂交检测

miRNA 基因表达研究中，多以富集的小 RNA 为模  
板[29]，而在利用实时定量 PCR 检测 miRNA 基因表达

的研究中，有以小分子 RNA 为模板的[22]，也有以总

RNA 为模板的[24]。为了寻找简单、快速鉴定 miRNA
基因表达的方法，本研究采用茎环引物的 RT-PCR 策

略，比较了总核酸、总 RNA 和小 RNA 等 3 种核酸对

检测 miRNA 的影响，扩增结果表明 3 种性质的核酸

对茎环 RT-PCR 检测 miRNA 的结果没有影响。由于

总核酸的提取最为简单和快速，因此，对于定性研究

植物中保守的 miRNA，以总核酸为模板是最快速有效

的方法。目前，采用这种方法已在木本果树苹果、藤

本果树葡萄等其它植物以及草莓的某些器官，如雄蕊、

花瓣、萼片等上获得了成功（数据本文未列出）。而

对于定量分析植物中的 miRNA，借助于 18S rRNA、

β-actin、GAPDH 等[14,23,29]管家基因为内对照的情况

下，以总 RNA 为模板，利用茎环引物的实时 RT-PCR
是一种很好的方法，目前此项工作正在开展中。 

4  结论 

本研究建立了一套有效地提取和快速准确地鉴定

草莓植株中保守 miRNAs 的方法，利用茎环 RT-PCR
策略成功从草莓植株中鉴定出 15 种 miRNAs，为进一

步研究分析 miRNA 基因的表达奠定了重要基础。  
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