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一、实验概述 

Real-time Quantitative PCR Detecting System，即实时荧光定量核酸扩增检测系统，也

叫实时定量基因扩增荧光检测系统，简称 qPCR。是一种在PCR反应体系中加入荧光基团，

利用荧光信号积累实时监测整个 PCR 进程，最后通过特定数学原理对未知模板进行定量分

析的方法，实现了 PCR 从定性到定量的飞跃。 

二、实验流程 

三、实验材料： 

1. 主要试剂

试剂名称 试剂来源 Cat.No. 

Trizol 上海普飞 3101-100 

M-MLV promega M1705 

dNTPs promega U1240 

oligo dT 上海生工 B0205 

Bulge-LoopTM miRNA 
广州锐博 详见实验报告 

qPCR Primer Set 

Rnase Inhibitor promega N2115 

Primer(R&F) 上海生工 详见实验报告 

SYBR Master Mixture TAKARA DRR041B 
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样本收集 

Trizol 法抽取 RNA 

RNA 反转录获取 cDNA 

Real-time qPCR 



2. 主要器材

器材名称 来源 Cat.No 

Nanodrop  分光光度计 Thermo 2000/2000C 

稳压电泳仪 上海天能 EPS-600 

超细匀浆机 FLUKO 公司 F6/10 

Real time PCR 仪器 Agilent 公司 MX3000p 

反转录耗材 Axygen 

四、实验步骤： 

1. 总 RNA 抽提

（1）收取样品，Trizol 裂解。

细胞样品：收集细胞（6 孔板 80%细胞密度），2000 rpm 离心 5min，去上清， 细胞

沉淀中加入 1mL Trizol，充分混匀后室温静置 5 min，然后转移至新的 1.5 mL EP 管中； 

组织样品：将待研磨的组织样品从液氮或者-80℃冰箱中取出，无菌刀片于干冰上将

组织样品切割成约 3 mm×3 mm×3 mm 大小，置于装有 1 mL Trizol 裂解液的 1.5mL EP 管

中。将超细匀浆机工作头浸入 Trizol 裂解液中 5-10 s 灭活 RNA 酶后，组织研磨；研磨后 4℃，

5000 rpm 3 min 离心，弃沉淀，吸取上清移至新的 1.5 mL EP 管中。 

（2）每管加入 200 μL 氯仿，用手上下颠倒 EP 管 15 s，室温静置 10 min。  

（3） 4℃、12800 rpm，离心 15 min。

（4）吸取上层液体移至新的 1.5 mL EP 管，加入等体积预冷的异丙醇，混匀后 4℃静置 10 min。 

（5）4℃、12800 rpm 离心 12 min 后，弃上清。 

（6）加入 1 mL 、75%乙醇（用 DEPC 水新鲜配制），洗涤沉淀。 

（7）4℃、11800 rpm 离心 5 min，弃去大部分上清。 

（8）4℃、11800 rpm 再次离心 5 min，弃去上清，室温干燥。 

（9）待 RNA 沉淀基本透明时，加入 RNase-free 水（加入体积视 RNA 沉淀量而定）至完全溶解， 

Nanodrop 2000/2000C 分光光度计分析测定所抽提 RNA 的浓度及质量。 

2. 反转录获得 cDNA（使用 Promega M-MLV 试剂盒，protocol：

http://cn.promega.com/resources/protocols/product-information-sheets/g/mmlv-reve 

rse-transcriptase-protocol/） 
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http://cn.promega.com/resources/protocols/product-information-sheets/g/mmlv-reverse-transcriptase-protocol/


2.1 MicroRNA 反转录 

 配制引物： 

（1） 每 1nmoL 引物加入 RNase-free water 200μL, 涡旋振荡充分溶解，后瞬时离心，配成

终浓度为 5μM 引物储存液。

（2） RT 引物：取 5μM 的 RT 引物储存液 1μL，加入 79μL 的 RNase-free water， 配制成 62.5

nM 的 RT 引物工作液 （如果需要配制多种 RT 引物混合工作液，取各种 5μM 的 RT

引物工作液各 1μL, 最后加 RNase-free water 至 80μL 即可）。 

（3） PCR 引物：按照 5μM 的浓度使用。

反转录： 

（1）将 2μL 反转录引物 (0.5 μg/μL) 和 2.0μg Total RNA 加入到 PCR 小管中，补 RNase-Free 

H2O至 11μL；混匀后离心，70℃温浴 10 min；之后立即置于冰水混合物中冰浴，使

反转录引物和模板退火。 

（2） 上述混合物按下表的比例，在冰浴中进行反应体系（25μL 体系）配制， 混匀，离心。

试剂 加入量 

5× RT buffer 5 μl 

10 mM dNTPs 2 μl 

Rnasin（40U/μL） 0.4 μl 

M-MLV-RTase（200U/μl） 1 μl 

RNase-Free H2O 5.6 μl 

（3） 42℃水浴反应 1h，然后 70℃水浴 10min 使 RT 酶失活，得到的反转录产物 cDNA，

置于-20℃保存备用。

2.2 RNA 反转录 

（1） 将 1 μL Oligo dT(0.5 μg/μL) 和 2.0 μg Total RNA 加入到 PCR 小管中，补充 RNase-Free

H2O 至 10 μL；混匀后离心，70 ℃温浴 10 min；之后立即置于冰水混合物中冰浴，使

Oligo dT 和模板退火。

（2） 在上述混合物中，按下表的比例配制反应体系（冰上进行），混匀，短暂离心

试剂 加入量 

5× RT buffer 4 μL 

10 mMdNTPs 2 μL 

Rnasin（40 U/μL） 0.4 μL 
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M-MLV-RTase（200 U/μL） 1 μL

RNase-Free H2O 2.6 μL 

（3） 上述体系在 42 ℃水浴反应 1 h，然后在 70 ℃水浴 10 min 使 RT 酶失活，将得到

的 RT 产物 cDNA 置于-20 ℃保存备用。

注：dNTPs 是 dATP , dCTP, dGTP, dTTP 的混合，浓度为 10 mM 

3. Real-time PCR 检测

（1） 按下列比例配置反应体系（20 μL 体系）：

① MicroRAN PCR 引物来自广州市锐博生物科技有限公司。

试剂 加入量 

SYBR premix ex taq 10.0 μL 

上游引物（2.5 μM） 2 μL 

下游引物（2.5 μM） 2 μL 

cDNA 2.0 μL 

RNase-Free H2O 4.0 μL 

② RNA PCR

试剂 每管加入量 

SYBR premix ex taq: 10.0 μL 

上游引物（2.5 μM） 0.5 μL 

下游引物（2.5 μM） 0.5 μL 

cDNA 1.0 μL 

RNase-Free H2O 8.0 μL 

（2） 两步法进行 Real-Time PCR，并制作熔解曲线，程序如下：
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五、数据分析 

相对定量分析 F=2-∆∆Ct 

ΔCt=目的基因 Ct 值-内参基因 Ct 值； 

-ΔΔCt=NC 组 ΔCt 平均值-各样品 ΔCt 值；

2-ΔΔCt反映各样品相对 NC 组样品目的基因的相对表达水平
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