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利用种子序列检测山羊皮肤中 microRNA 靶基因分子
方法的建立 
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摘要: 文章旨在建立一种种子序列介导的可控遗传操作—microRNA 靶基因指纹图谱(MicroRNA targets finger 

print , MTFP), 用于在基因表达检测中筛选与特定 microRNA 相关的靶基因。在设定上游种子序列的互补序列

和下游锚定序列的基础上添加特殊接头, 通过反转录和特殊二步 PCR 将 microRNA 的靶基因扩增; 扩增后的

microRNA 靶基因在聚丙烯酰胺凝胶电泳中检测其片段大小和表达丰度, 用于筛选在不同生理状态或试验条件

下特异表达的基因; 特定的靶基因序列通过 DNA 回收和测序方法得到。以 miR-203 为例, 在不同生理状态的

山羊皮肤样品中获得了 5 条大小分别为 718 bp(JN709494)、349 bp(JN709495)、243 bp(JN709496)、156 bp(JN709497)

和 97 bp(JN709498)的靶基因序列。MTFP 经济适用、可操作性强, 可用于探索 microRNA 调节的靶基因, 或用

来评估靶基因的表达谱特征。 
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Abstract:  The purpose of the present study was to establish a new microRNA seed mediated controllable genetic opera-
tion, namely MicroRNA Targets Finger Print (MTFP), for screening microRNA targets and detecting target gene expression 
profiles. Based on combining the complementary sequence of seed sequence, upstream and downstream anchor sequence 
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including special adaptor, microRNA targets were amplified by means of the reverse transcription and special two step PCR. 
The polyacrylamide gel electrophoresis was used to analyze the sizes of amplified microRNA targets and their abundance of 
expression, which were used to screen specifically expressed genes in different physiological or experimental conditions. 
Specific target genes were obtained through isolation of DNA fragments and sequencing methods. As an example, by 
screening the targets of miR-203 in goat skin, five genes were amplified and sequenced with the sizes of 718 bp (JN709494), 
349 bp (JN709495), 243 bp (JN709496), 159 bp (JN709497), and 97 bp (JN709498) from goat skin collections. The novel 
universal MTFP method could be applied for finding microRNA regulation targets or assessing target gene expression pro-
file. 

Keywords: microRNA; expression abundance; microRNA targets finger print (MTFP); goat; skin 

MicroRNA是一类大约 18~24 nt的非编码微小
RNA, 主要在转录后水平负调控基因的表达[1]。在哺

乳动物中, microRNA主要通过其 5’末端第 2~8nt的种
子序列与靶基因mRNA互补配对介导其靶基因的表
达调控[2~4]。一个microRNA可以与多个靶基因相互
作用, 多个microRNA也可能作用于同一个靶基因。
microRNA与其靶基因组成了复杂的调控网络[5]。获取

microRNA的靶基因对理解microRNA的生物学功能
有非常重要的作用。 

一般来说, microRNA靶基因挖掘方法主要有两
大类 , 即计算机软件预测和基于表达谱芯片的预
测。应用microRNA种子序列与其靶基因之间碱基互
补配对的最小自由能 , 已形成了MIRECORDS、
MIRTARBASE、TARBASE、TARGETSCAN-VERT、
PICTAR-VERT等用于人、小鼠、大鼠、牛等哺乳动
物microRNA靶基因预测的计算机方法[6]。然而, 由
于种子序列较短, 每个microRNA都可能预测出大量
的靶基因, 同时由于预测时未能考虑基因的组织特
异性表达, 容易出现假阳性的靶基因, 仍需后续大
量实验验证[7]。 

基因表达谱芯片预测microRNA靶基因的方法, 
是通过比较处理及对照样本间差异表达的microRNA
和差异表达的mRNA的种类和丰度, 采用microRNA及
其靶基因的反向筛选方法推测特定microRNA调控
的靶基因[8,9]。虽然该方法获得了广泛的应用, 但基
因芯片价格昂贵, 成本较高。此外, 由于需要设计探
针, 这种方法与计算机预测方法同样需要事先已知
大量基因的序列信息。 

因此 , 为提供一种不依赖于基因 (组 )信息的
microRNA靶基因筛选方法, 本研究以对皮肤形态发

生和毛囊周期有非常重要作用的miR-203 为例[10,11], 
利用真核生物mRNA带有polyA尾巴的特点, 采用特
异 两 步 PCR、 PAGE切 胶 等 方 法 成 功 开 发 了
microRNA靶基因指纹图谱方法 (MicroRNA targets 
finger print , MTFP), 获得了山羊皮肤miR-203的靶
基因片段及其表达特征。MTFP方法经济适用, 重复
性好, 在分子生物学研究中具有很高的应用价值。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

样品来自内蒙古农业大学动物遗传育种与繁殖

重点实验室 2010年收集的一只 3岁母山羊肩胛部位
10个月份(2~3、5~12月份)的皮肤样品, 样品依次编
号为 1~10种生理状态。 

1.2  方法 

1.2.1  引物设计 

1.2.1.1  反转录引物设计  根据真核生物 mRNA具
有 polyA尾巴的特点, 在 Reverse-1引物的 3’端设计
12个 T的寡聚核苷酸与锚定碱基 NV的组合以保证
mRNA的从头合成; Reverse-1引物的最上游依次为
山羊基因组中不存在的特殊接头 A(linkerA)和 4 个
动态碱基(表 1)。这样设计既满足了 PCR 引物设计
Tm 的动态范围, 又保证了 PCR 的特异性。引物均
由上海英捷(Invitrogen)合成(下同)。 
1.2.1.2  microRNA 种子序列介导的 PCR 引物设计 

以miR-203 为例设计了PCR引物。上游引物
(miR-203-b-F)为山羊基因组中不存在的特殊接头
B(linkerB)和成熟miR-203种子序列的互补序列[12]的

组合(表 1); 下游引物(linkerA)为反转录引物的特 
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表 1  引物序列 

引物名称 序列(5′→3′) 说明 

linkerA CAAGACTCGTAGCCTGTG 在山羊基因组不存在的特定序列。 

linkerB GATACTGCGTC 在山羊基因组不存在的特定序列。 

Reverse-1 CAAGACTCGTAGCCTGTGAGTCTTTTTTTTTTTTNV
框中的序列为 linkerA, 下划线序列为 4 个动态碱基, 下游
为 12个 T和两个锚定碱基。 

miR-203-b-F GATACTGCGTCCATTTCA

框中的序列为 linkerB, 下划线序列为 miR-203种子序列互
补序列, 设计其他 microRNA 靶基因引物时, 只需替换为
对应种子序列的互补序列。 

 
殊接头序列 A。 

1.2.2  RNA 的提取、处理及特殊两步 PCR 

按 Trizol 法 提 取 总 RNA, 再 用 无 RNase 的
DNase-I处理总RNA以去除其中可能存在的痕量基
因组DNA。通过琼脂糖凝胶电泳检测总RNA的完整
性 , 用核酸测定仪测定RNA浓度。按照 Improm- 
IITM(Promega)提供的反转录方案, 用特异反转录引
物(Reverse-1)制备cDNA, −80℃保存备用。 

以制备的cDNA为模板 , 首先单独加入特异上
游引物(miR-203-b-F), 富集所有与miR-203 相互作
用的靶基因。第一步PCR反应体系为 24 μL, 其中包
括master Mix 12.5 μL, 上游引物(miR-203-b-F)3 μL, 
模板 1 μL, ddH2O 7.5 μL。反应程序为 94℃预变性 5 
min; 94℃ 40 s, 37℃ 30 s, 72℃ 1 min30 s, 5个循
环。 

在上述 PCR 产物中再加入下游引物(linkerA)1 
μL, 特异扩增 miR-203的靶基因。反应条件为 94℃
预变性 5 min; 94℃ 40 s, 60.5℃ 30 s, 72℃ 1 min30 s, 
32个循环; 72℃完全延伸 10 min; 4℃保存。分别用
1%的琼脂糖凝胶快速检测扩增产物 ,  用 10%的 

PAGE检测和分析 miR-203的靶基因指纹图谱。 

1.2.3  特定靶基因的 PAGE 胶回收、重扩增与克隆

测序 

切取上述步骤 10% PAGE胶中特定的清晰条带, 
100℃煮沸 10 min, 取 5 μL上清重扩增。PCR反应体
系为 25 μL, 其中包括master Mix 12.5 μL, 上游引物
和下游引物各 1 μL, ddH2O 5.5 μL。反应程序为 94
℃预变性 5 min; 94℃ 40 s, 60.5℃ 30 s, 72℃ 1 
min30 s, 32个循环; 72℃完全延伸 10 min; 4℃保存。
1%琼脂糖凝胶检测重扩增产物。普通琼脂糖凝胶
DNA回收试剂盒回收目的条带, 经连接、转化(天根
pGM-T克隆试剂盒)、菌落PCR鉴定后测序(北京六合
华大科技股份有限公司)。 

1.2.4  miR-203 及其靶基因实时定量 PCR 

根据山羊成熟 miR-203(EF638059.1)和步骤
1.2.3获得的核苷酸序列, 利用 primer5设计miR-203
及其靶基因、看家基因GAPDH的实时定量引物(表 2)。 

利用ABI MP3005 Real-time PCR System(ABI, 
USA), 参考SYBR Premix Ex TaqTM(TAKARA)试剂 

 
表 2  实时定量引物序列 

基因名称 引物名称 序列(5′→3′) 复性温度(℃) 产物长度(bp) 

MBNL1-F GCTTGTAGTTTGCCAGGATTTT 
MBNL1 

MBNL-R TAATGGTTGAAGGACCTGCTAT 
58.2 133 

ZKSCAN1-F GTTAGAGTGGTGAGGTCGGA 
ZKSCAN1 

ZKSCAN1-R GATTTGGAAGAAAACATAAAGAG 
60.1 75 

GAPDH -F TCCACGGCACAGTCAAGG 
GAPDH 

GAPDH -R TCAGCACCAGCATCACCC 
58.2 112 

miR-203-F GGCGTGAAATGTTTAGGACCACTAG 
miR-203 

miR-b-R GTCAGATGACGATACGACGTAG 
65.5 80 

5S-rRNA-F CTCGTCTGATCTCGGAAGCTAA 
5S-rRNA[13]

5S-rRNA-R CTACAGCACCCGGTATTC 
56 83 
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盒说明书, 采用三步法进行Real-time PCR扩增: 94℃
预变性 2 min; 94℃ 30 s, 表 3复性温度 20 s, 72℃ 
20 s, 40个循环;  94℃ 30 s, 55℃ 30 s至 95℃ 30 s
连续扫描, 0.5℃作为一个梯度, 扫描 0.06 s。获取各
个基因 10种生理状态样品的Ct值, 每个基因每个样
品做 3个重复。反应体系为 20 μL, 包括SYBGⅡMIX 
(TaKaRa)10 μL, 上下游引物各 0.5 μL, cDNA1.0 μL, 
ddH2O 8.0 μL。 

1.2.5  数据分析 

1.2.5.1  PAGE 条带分析  借助凝胶成像辅助工具
(如Genetool)确定 10%PAGE中各片段相对于Marker
的大小和相对质量。选取各月份共表达的 200 bp条
带为内参标准, 其他条带质量与同一月份(同一泳道)
的内参标准的质量之比定义为相对表达量。 
1.2.5.2  实时定量PCR结果分析  分别以 5S rRNA
为miR-203 实时定量的内参[13], GAPDH为靶基因实
时定量的内参, 运用 2ΔCt(ΔCt=Ct看家基因−Ct目的基因)法分
析了各个基因不同月份的相对表达量。 

2  结果与分析 

2.1  miR-203靶基因检测 

山羊皮肤样品总 RNA经 DNaseI消化、反转录、
特异两步 PCR 扩增 ,  产物分别用 1%琼脂糖、
10%PAGE检测结果如图 1例示。结果表明, 不论是
分辨率相对较低的 1%的琼脂糖, 还是分辨率相对较 
 

 
 
图 1  山羊皮肤第 3 生理状态样品 miR-203 靶基因扩增产物 
A：1%琼脂糖电泳检测结果; B：10%PAGE检测结果。M：分别
是 DL2000和 DL1000 Marker。 

高的 10%的 PAGE, DNA 模板都不能获得任何的条
带, 而以 cDNA为模板获得了多条清晰可辨的条带。 

从 10%PAGE 胶上切取片段大小在 100~800 之
间的特定条带, 重扩增产物经 1%琼脂糖检测如图 2
所示。经克隆、测序获得 5 条序列, 其大小分别为
751 bp、382 bp、276 bp、189 bp、130 bp, 分别命名
为 miR-203-tar-1、miR-203-tar-2、miR-203-tar-4、
miR-203-tar-5、miR-203-tar-6。 

 

 
 

图 2  山羊皮肤第 3 生理状态样品 miR-203 部分靶基因重

扩增电泳检测结果 
1~5表示山羊皮肤第 3生理状态样品大小不同条带重扩增检测结
果; M：DL1000 Marker。 
 

2.2  皮肤样品 miR-203靶基因的检测分析 

利用上面建立的方法, 特异两步 PCR 扩增山羊
10 种皮肤样品 miR-203 的靶基因。经 1%琼脂糖、
10%PAGE 检测, 结果见图 3。结果表明, 单一皮肤
样品存在多个 miR-203 的靶基因片段; 不同皮肤样
品之间 miR-203靶基因种类和表达丰度均存在差异, 
10%PAGE更能清楚的显示 miR-203靶基因的表达谱。 

借助 PAGE辅助判型工具, 分别选择 10%PAGE
胶各泳道中大小为 200 bp的条带为内参, 10种生理
状态的皮肤样品中每条带的相对表达量如表 3。片
段大小为 453 bp、385 bp、284 bp、200 bp、124 bp、
116 bp、100 bp在所有月份共表达(表 3中下划线标
示条带); 其他分子量大小的靶基因片段差异表达。 

从 10%PAGE 胶上切取特定条带, 重扩增产物
经 1%琼脂糖凝胶检测如图 4。表 3中 385 bp、349 bp、
284 bp、200 bp、124 bp条带经重扩增, 克隆、测序
后分别获得了 382 bp(miR-203-tar-2)、345 bp (miR- 
203-tar-3)、276 bp(miR-203-tar-4)、189 bp(miR-203- 
tar-5)、130 bp(miR-203-tar-6)的序列。 

2.3  序列比较 

将获得的 miR-203 靶基因序列去掉两端接头序
列, 提交至 GenBank, 其登录号分别 miR-203-tar-1： 
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图 3  10 种皮肤样品 miR-203 靶基因扩增结果 
A：1%琼脂糖检测结果; B：10%PAGE检测结果。1~10：10种生理状态的皮肤样品特异两步 PCR扩增结果; 标注 DNA是以 DNA为
模板的扩增结果; M：分别是 DL2000和 DL1000 Marker。 

 
表 3  10 种生理状态的皮肤样品 miR-203 靶基因的相对表达量 

不同生理状态相对表达量 条带范围 
(bp) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

698  0.25 0.21 0.24  0.20  0.19 0.05  

687          0.29 

630   0.08 0.13  0.10     

606     0.28      

580 0.08 0.11     0.08 0.05 0.13 0.14 

495    0.07 0.06  0.05    

453 0.20 0.22 0.36 0.46 0.39 0.37 0.05 0.27 0.05 0.16

423 0.03 0.07     0.14 0.12 0.10 0.06 

385 0.26 0.35 0.24 0.23 0.24 0.17 0.26 0.32 0.28 0.41

349      0.06  0.09 0.13 0.12 

293  0.19     0.22    

284 0.14 0.18 0.23 0.35 0.19 0.34 0.28 0.23 0.24 0.41

200 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

165 0.04 0.13         

124 0.15 0.36 0.19 0.23 0.19 0.36 0.31 0.39 0.40 0.38

116 0.11 0.17 0.16 0.17 0.22 0.27 0.10 0.23 0.33 0.24 

100 0.06 0.11 0.08 0.04 0.14 0.16 0.05 0.17 0.16 0.19 

注：表中下划线标示为所有生理状态均表达的条带; 下划线加斜体标示为内参条带。 
 
JN709494; miR-203-tar-2：JN709495; miR-203-tar-4：
JN709496; miR-203-tar-5：JN709497; miR-203-tar-6：
JN709498。经 NCBI的 BLAST搜索, JN709494与家
犬、河豚、欧洲野马、人类、长臂猿的 MBNL1 3’-UTR
相似性分别为 97%、96%、96%、95%、95%; JN709497
与大猩猩锌脂蛋白的 KRAB 和 SCAN 结构域

3’-UTR的相似性为 83%; JN709498与牛溶质携带物
家族 SLC7A6OS 3’-UTR的相似性为 95%; 其他序列
未找到相似序列。 

2.4  实时定量 PCR结果 

2.4.1  miR-203 实时定量 PCR 结果 

10 种生理状态的皮肤样品 miR-203 相对于
5S-rRNA的表达量见图 5。miR-203各个月份均有表
达; 其中, 第 1生理状态的相对表达量最高, 7、8生
理状态相对表达量最低。 

2.4.2  靶基因实时定量 PCR 结果 

10种生理状态皮肤样品MBNL1相对于 GAPDH、
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ZKSCAN1的表达量分别见表 4, 计算 MBNL1/GAPDH
与MBNL1/ZKSCAN1的相关系数为 0.93(P<0.01), 说

明 ZKSCAN1可以像内参的看家基因GAPDH一样, 在
本研究的 PAGE分析中作为内标(表 3中用 1.00标示)。 

 

 
 
图 4  山羊皮肤样品 miR-203 靶基因重扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测结果 
A：X-Y表示第 X种生理状态的第 Y条带重扩增结果, 例如 1-1代表切取第一种生理状态的第一条带重扩增的结果; M：Marker。B：
345 bp特异条带重扩增检测结果, 6~10代表不同生理状态样品, N为阴性对照, M为 Marker。 

 

 
 

图 5  10 种生理状态 miR-203 实时定量结果 
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表 4  不同生理状态下 MBNL1 的相对表达量 

生理状态 
基因 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

MBNL1/GAPDH 6.58 3.58 4.74 0.46 0.29 4.46 4.53 0.41 8.52 5.88 

MBNL1/ZKSCAN 2.24 0.75 0.95 0.09 0.14 1.34 0.90 0.11 1.86 1.91 

 
3  讨 论 

MicroRNA作为一类新发现的转录后调控因子, 
通过与靶mRNA复杂的相互作用参与细胞的生长、
发育、增殖、凋亡等几乎所有的生物学过程[14~16]。

因 此 , microRNA 靶 基 因 的 研 究 对 深 入 了 解
microRNA的功能有十分重要的作用。但目前靶基因
研究多以计算机预测和高通量基因芯片预测为主 , 
费时费力、价格昂贵, 且以基因组或者转录组数据
已知为前提。本文建立的MTFP方法可以快速挖掘
microRNA靶基因, 价格低廉、可操作性强。 

本文中的 MTFP 方法通过引入一个在山羊基因
组中不存在的特殊序列接头 A, 组合 12个 T以及锚
定碱基 NV 的反转录引物, 既满足了 mRNA 3’末端
存在 polyA 情况下 cDNA 的从头合成, 又保证了
PCR 特异性扩增时的复性温度的一致性。特异两步
PCR过程中, microRNA种子序列互补序列和另一个
在山羊基因组中不存在的特殊序列接头 B 组合成的
上游引物的加入保证了低温情况下, miR-203介导的
所有靶基因在第一步 PCR 过程的单向富集, 也为第
二步下游引物接头A加入扩增体系后的 PCR特异性
扩增准备了条件。通过两步 PCR过程获得了可用于
琼脂糖检测的 microRNA 靶基因片段, 利用高分辨
率的 PAGE电泳进行片段的高分辨率分离和分析(图
1), 煮沸回收、重扩增、克隆测序获得了特定
microRNA可能介导调控的靶基因 mRNA。 

以同一只 3岁母山羊 10种生理状态的皮肤样品
分析为例, 特定miR-203的靶基因分析结果表明, 这
种方法可以用来筛选不同生理状态microRNA介导
的mRNA表达差异, 即可以分析不同时期microRNA
调控的靶基因种类和表达丰度。miR-203 及其靶基
因实时定量验证也为本研究提供了充分的数据支

持。miR-203在第 1生理状态高表达, 7、8生理状态
低表达 ; 而各种生理状态下miR-203 的靶基因
ZKSCAN 的mRNA相对表达量基本无变化, 靶基因
MBNL1各种生理状态相对表达量存在显著差异。显

然microRNA与靶基因MBNL1、ZKSCAN等靶基因的
表达不是简单的线性关系 (未列出 ), 这可能与
microRNA与靶基因之间存在一对多的复杂调控关
系有关[5,17]。 

综上所述, MTFP方法利用 microRNA与靶基因
相互作用的特点, 在特异接头的上下游引物存在的
条件下, 通过特殊两步 PCR, 建立了一种价格低廉
的实验性获得 microRNA 多个靶基因的有效方法, 
为筛选不同时期的分子靶标奠定了基础。需要特别

指出的是, 本文所述的 MTFP 方法不需要预先知道
参考基因组信息或转录组信息, 这对于其他物种的
microRNA靶基因分析也具有很好的借鉴意义。 
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