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摘  要 对于植物 microRNA 的 Northern 印记检测普遍使用变性聚丙烯酰胺凝胶和 32P 标记的探针，但是该方法具有丙烯

酰胺和 32P 的潜在危害。为了克服这些缺陷并建立一种更加安全的检测 microRNA 的 Northern 印记的方法，我们采用 4%的

琼脂糖凝胶和地高辛标记的探针来分离和检测津田芜菁中的 microRNA，最终成功地检测到了 microRNA 目的条带。这种方

法既能够避免丙烯酰胺和 32P对人体的潜在危害，又能够克服聚丙烯酰胺凝胶在溴化乙锭染色和转膜过程中极易破裂等缺陷，

还能够省去预电泳的步骤，更加安全省时、方便操作。 
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Abstract  Denatured polyacrylamide gel and 32P-labeled probes are generally used for northern blot analysis of plant 

microRNAs, but it has the potential risks of acrylamide and 32P. In order to overcome the disadvantages and establish a safer method 

for microRNAs northern blot, we used 4% agarose gel and digoxigenin-labeled probes to separate and detect microRNAs in turnip 

Brassica rapa ‘Tsuda’. Finally, the objective bands of microRNAs were detected successfully. This method can not only avoid the 

potential risks of acrylamide and 32P, but also overcome the disadvantages that polyacrylamide gel is so fragile to get broken during 

the process of gel transfer to membrane and ethidium bromide staining. In addition, agarose gel doesn’t need pre-electrophoresis. 

This method is safer, more time-saving and convenient. 

Keywords  MicroRNA; Northern blot; Agarose gel; Brassica rapa 'Tsuda' 

研究背景 

MicroRNA(miRNA)是一类长度为20~24 nt的

内源非编码小RNA，在植物生长发育以及抵抗胁

迫等过程中发挥着重要作用。Northern 印记是检

测miRNA表达量的方法之一，也是发现并命名新

的miRNA(novel miRNA)的规则之一 (Ambros et 

al., 2003)。 

目前，对 miRNA 的 Northern 检测普遍使用变

性聚丙烯酰胺凝胶电泳来分离条带。在探针的标记

方面，由于 miRNA 的丰度一般都很低，为保证良

好的信号强度和理想的实验结果，多数人选择使用

放射性标记的探针(Luo et al., 2012; Pall et al., 2007; 

Válóczi et al., 2004; Xia et al., 2012);但从安全方面

考虑，也有少量文献中使用安全性较高的地高辛标

记的探针(Bari et al., 2006; Zhang et al., 2011)。 

对 miRNA 进行 Northern 检测时，上样电泳之
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前需要对聚丙烯酰胺凝胶进行预电泳。预电泳后胶

孔中有尿素析出，上样前需要清除尿素；我们在以

前检测津田芜菁(Brassica rapa 'Tsuda') miRNA 的试

验中，发现聚丙烯酰胺凝胶极易破裂，所以转膜、

EB 染色拍照等过程中需要格外小心，但是仍然得

不到理想的实验结果；另外，丙烯酰胺单体是一种

神经毒剂，配制和使用溶液时也要特别小心。我们

尝试使用浓度为 4%的琼脂糖凝胶来分离条带进行

Northern 检测，避免了聚丙烯酰胺凝胶的这些缺陷，

多次试验都取得了较为理想的结果。因此，我们认

为 4%的琼脂糖凝胶结合地高辛标记的探针可以作

为一种更加安全方便的方法来进行津田芜菁

miRNA 的 Northern 检测。 

1 结果与分析 

1.1 总 RNA 提取结果 

    凝胶电泳结果显示，所有样品的总 RNA 均有

5S、18S、28S 三条带；Nanodrop2000 分光光度计

测定后，浓度均在 2 μg•μL
-1以上，A260 与 A280 比

值均在 1.8 以上，浓度与纯度均符合实验要求。图

1 中字母 C、T1、T2 分别代表 Control、Treatment 1

和 Treatment 2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1 不同处理下津田芜菁幼苗总 RNA 提取 

Figure 1 Total RNA extraction of turnip seedlings under 

different treatments 

1.2 电泳、切胶及转膜结果 

   30 μg RNA 样品在 100V 电压下、4%琼脂糖凝

胶中电泳约 1.5 h 后 (图 2A)，切除多余部分剩下包

含 10 bp~150 bp 区域的凝胶(图 2B)，转膜完毕后在

紫外凝胶成像仪中照相，能观察到有极微量的残留

(图 3)，但总体来说转膜还比较彻底。 

1.3 X 光片扫描、处理并计算灰度值 

    X 光片扫描结果如图 4 所示，与图 2B比照之后，

内标 U6 条带在约 100 nt 处，miRa1 条带在 20~30 nt

之间。图像经过处理、灰度扫描后的计算结果如图

5 所示。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2 RNA 样品在 4%琼脂糖凝胶中电泳结果图(A); 切除多

余部分的 4%琼脂糖凝胶图(B) 

注: M: 10 bp DNA Ladder 

Figure 2 Electrophoresis of RNA samples in 4% agarose gel 

(A); 4% agarose gel after removal of spare parts(B) 

Note: M: 10 bp DNA ladder 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3 转膜完毕后凝胶图  

Figure 3 4% agarose gel after the process of gel transfer to 

membrane 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4 X 光片曝光、扫描、处理后得到的图片     

Figure 4 X-ray film after exposure, scanning and disposal 
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图 5 测出灰度值并计算得到的最终结果 

Figure 5 Final result after gray value measurement and  

calculation 

2 讨论 

以上实验证明：4%琼脂糖凝胶 Northern 印迹

检测津田芜菁中 microRNA 的方法是可行的。该方

法既能够避免丙烯酰胺有毒、聚丙烯酰胺凝胶易碎

等缺陷，又能够省去清除胶孔析出的尿素以及预电

泳等步骤，还能够有效地分离目的条带，更加安全、

方便、易操作。 

由于 microRNA 在总 RNA 中所占的比例极低，

故要保证足够的上样量。我们综合考虑上样量、胶

孔容量、提取 RNA 的浓度等因素，经过多次试验，

确定上样量 30 μg，上样总体积为 20 μL 时效果更

好。由于先前在蛭石中生长的幼苗，会带有一些杂

质，导致提取的 RNA 样品纯度下降，因此我们使

用 1/2 Hogland 营养液进行培养，结果获得了浓度

和纯度都能够满足实验要求的样品。 

预杂交后，可同时加入 miRNA(如 miR a1)探针

和内标(U6)的探针进行孵育，这样在同一张膜上可

以同时检测出目标 miRNA 和内标的条带，方便后

续的分析。 

陆明华等的实验方案中，显影之后的杂交膜进

行探针剥离后于室温或-20℃冰箱中保存，可用于

再次杂交，且检测顺序一般从低丰度到高丰度的

RNA (陆明华和刘默芳, 2010, 中国细胞生物学学报, 

32(2): 195-196)。而我们经过多次试验，发现丰度较

大的内标 U6 即使在进行探针剥离后，经过洗膜、

显影，仍然有“大量”的残留。由于 miRNA 的条带

均在 22 nt 左右，如果一个丰度相对较低但能检测

出条带的 miRNA 杂交后进行探针剥离仍有残留的

话，用同一张膜做另外一个丰度相对较高的 miRNA

的杂交时，必然会影响其实验结果；如果一个丰度

相对较低的 miRNA 杂交后没有检测出条带，剥离

探针后可以用于检测另外一个丰度相对较高的

miRNA。故我们认为，做 miRNA Northern 印迹的

膜一旦检测出一个 miRNA 的条带，应该尽量避免

重复使用同一张膜进行另外一个 miRNA 的杂交，

以免探针剥离不彻底而影响实验结果。 

3 结论 

目前，miRNA 的 Northern 印迹检测均使用变

性聚丙烯酰胺凝胶电泳来分离目的条带。由于探针

标记方式的不同，造成显影结果有很大差异；一般

来说，放射性标记要比地高辛标记的效果要好。但

从安全方面考虑，应选择使用地高辛标记的探针。

我们使用地高辛标记的探针，用 4%的琼脂糖凝胶

分离目的条带，显影后的结果并不亚于用变性聚丙

烯酰胺凝胶电泳来分离目的条带所得到的结果，而

且也比我们之前用变性聚丙烯酰胺凝胶来分离目

的条带显影得到的结果要好许多。因此，我们认为

4%的琼脂糖凝胶结合地高辛标记的探针作为一种

更加安全的方法用于检测津田芜菁中的 miRNA 是

可行的。 

4 材料与方法 

4.1 材料 

将野生型津田芜菁种子播种在 1/2 Hogland 培

养基上生长 3d 后，分别在 3 种不同条件下(Control, 

Treatment 1, Treatment 2)处理 24 h，处理完毕后迅

速包在锡纸中，液氮速冻后贮藏在-80℃冰箱中。 

本文涉及到的各种缓冲液和试剂的配制参考

《现代分子生物学模块实验指南》(李玉花, 2007, 

高等教育出版社, pp.14-35)和 Roche 公司的《DIG 

Wash and Block Buffer Set》。 

4.2 方法 

4.2.1 总 RNA 样品制备 

    我们使用天根公司的 Phase Lock Gel
TM

 Heavy 

柱子配合 TRNzolA+试剂提取总 RNA；在 0.8%琼

脂糖凝胶中电泳检测，用 Nanodrop2000 分光光度

计(Thermal Scientific)测定浓度后，每个样品稀释成

浓度 2 μg•μL
-1，总体积 15 μL，即上样量为 30 μg。

样品保存于-20℃冰箱中备用。 

4.2.2 4%琼脂糖凝胶的制备 

    准备好长 12.5 cm、宽 6 cm 的胶槽(保证胶足

够长 , 宽度根据样品多少调整)；称取 2 g 琼脂糖，

量取 50 mL 1× TAE 缓冲液，反复溶解至看不到

明显的颗粒为止, 迅速用微量移液器加入 2.5 μL 

EB (10 μg•mL
-1

)，轻轻混匀，立即倒入胶槽中(高浓

度的琼脂糖胶很容易凝固, 制备过程中操作要迅
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速)，凝胶至少 10 min。 

4.2.3 上样电泳 

    将准备好的 RNA 样品取出，置于冰上，待融

化后每个样品中加入 3 μL 6× Loading Dye 和 2 μL 

RNA 上样缓冲液，混匀，瞬时离心；95℃金属浴中

变性 5 min；上样，并上 3 μL 10 bp DNA Ladder 

(Fermentas)作为 Marker，100 V 电泳约 1.5 h。 

4.2.4 切胶 

    在紫外凝胶成像仪中拍照后，在胶上包含 10 bp 

DNA Ladder 10 bp~150 bp 的区域，切出约 5cm × 

5cm 的方形胶。 

4.2.5 转膜 

裁 5cm × 5cm 的 3M 滤纸 6 张、尼龙膜 1 张，

在 1× TAE 缓冲液中浸泡 5 min；将 3 张已浸湿的

3M 滤纸一层一层铺在半干电转仪的平板上，在滤

纸上铺上尼龙膜，将胶有 RNA(背离胶孔)的一面朝

下置于尼龙膜上，再将剩下的 3 张滤纸层层叠加铺

在胶上，做成“三明治”，然后用玻璃棒在上面滚

动，尽可能地赶走气泡, 可再添加一些 TAE 缓冲液

使其更加湿润。盖上电转仪盖子，以恒定电流 100 

mA (约 3.3 mA•cm
-2

)转膜约 1 h。 

转膜结束后，可用铅笔在膜上标记有 RNA 的

那一面，并用剪刀剪掉一角以标记相对位置。将转

膜后的胶拍照，确认目的条带所在位置的所有 RNA

被转到了尼龙膜上。 

4.2.6 交联 

    在膜还是湿润的时候，置于紫外凝胶成像仪中

打开紫外灯，曝光 30 s；然后将尼龙膜夹在两层干

净的滤纸之间， 80℃烘烤 30 min，使 RNA 完全固

定在膜上。将膜储存在洁净密封袋中备用。 

4.2.7 预杂交 

    将 Northern 杂交液 37℃预热；准备杂交袋；

将鲑精 DNA(100 μg•mL
-1

)在 95℃变性 5 min 后置于

冰上。将交联后的尼龙膜放进杂交袋中，量取 10 mL 

Northern 杂交液，再加入 5 μL 鲑精 DNA，混匀后

加入杂交袋中，尽可能地挤尽袋中的气泡，封口；

将杂交袋置于 50℃水浴摇床中振荡孵育 1 h。 

4.2.8 杂交 

    取 5 μg•μL
-1

 探针 10 μL 加入杂交袋中，挤气

泡，封口；42℃ 水浴，振荡孵育 16 h (过夜)。 

4.2.9 洗膜、曝光 

杂交完毕后，从杂交袋中取出尼龙膜，将有

RNA 的一面向上置于 Washing I 溶液中，室温振荡

5 min; 再将膜置于 Washing II 溶液中，室温振荡

30 min；然后将膜置于 1× Washing Buffer 中，室温

振荡 5 min；将膜放入杂交袋中，加入 10 mL 1× 

Blocking Buffer，挤气泡，封口，室温振荡 30 min。 

取 1 μL Anti-digoxigenin-AP 加入杂交袋中，挤

气泡，封口，室温振荡 45 min；将膜置于 1× Washing 

Buffer 中室温振荡 15 min，重复该步骤一次；将膜

置于 1× Detection Buffer 中平衡 2~5 min。 

将洗涤完毕的尼龙膜置于洁净透明的杂交袋

中；取 5 μL CDP-star 加入 500 μL 1× Detection 

Buffer 中混匀，然后加入杂交袋中，去除气泡，黑

暗条件下显色 5 min。将杂交袋夹在吸水纸中间吸

去多余的显色液，然后将装有膜的杂交袋放入暗盒

中，在膜上压上 X 光片，盖好暗盒，曝光约 1 h。

X 光片显影和定影，观察杂交结果。 

4.2.10 X 光片扫描及灰度值计算 

用扫描仪将定影后的 X 光片扫描，然后用

ImageJ 软件进行背景消除、调整亮度和对比度等处

理后测出条带的灰度值；将 miRNA 条带灰度值除

以内标条带的灰度值得到的比值作为比较 miRNA

表达量的依据。 
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