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两种分析ｍｉＲＮＡ相对表达量方法的比较研究


郑传浩，姚　磊，李　毅△（第三军医大学新桥医院检验科，重庆　４０００３７）

　　【摘要】　目的　基于实时反转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）基因表达相对定量的分析方法：ＧｅｎＥｘ软件分析与

２
（－ΔΔＣＴ）法，建立一种简便、准确的ｍｉＲＮＡ相对定量方法。方法　以 ＨＫ２细胞系ｃＤＮＡ 为模板，进行ＰＣＲ扩增，

确定最佳退火温度；再倍比稀释该模板，用荧光定量ＰＣＲ测定的Ｃｔ值作ｍｉＲ１２２和ｍｉＲ１６的标准曲线，计算出相

应ｍｉＲＮＡ的扩增效率。用荧光定量ＰＣＲ测定健康者和乙型肝炎患者血清中内参 ｍｉＲ１６和靶基因 ｍｉＲ１２２的表

达，分别采用ＧｅｎＥｘ软件分析与２
（－ΔΔＣＴ）法来评价相对表达量。结果　系列稀释法制作的标准曲线呈现较好的线

性相关性，两种 ｍｉＲＮＡ的标准曲线狉２ 值均为０．９９９，ｍｉＲ１６的扩增效率为９７％，ｍｉＲ１２２扩增效率为１０７％。

２
（－ΔΔＣＴ）法分析乙型肝炎患者血清中ｍｉＲ１２２的表达较健康者增高了４４．３倍，而ＧｅｎＥｘ软件分析为５４．１倍。结论

　ＧｅｎＥｘ软件分析考虑了更多的影响因素，其结果比２
（－ΔΔＣＴ）法更可靠，适用于临床分析。
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　　相对定量法广泛应用于实时反转录聚合酶链反应（ＲＴ

ＰＣＲ）中，然而ＰＣＲ产物的准确定量需要可用于数据分析的数

学模型，目前２
（－ΔΔＣＴ）方法已经常规运用于实时ＲＴＰＣＲ的相

对定量分析，但是它没考虑ＰＣＲ过程中的各种影响因素
［１５］。

本文介绍了一种简便、准确的基因表达相对定量实时ＲＴＰＣＲ

的ＧｅｎＥｘ软件分析方法，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　ＨＫ２细胞系（本实验室提供）、３例健康者和

３例乙型肝炎患者血清（已向患者交代血清的用途，并征求了

患者的同意）。

１．２　方　法

１．２．１　最优ＰＣＲ退火温度的选择　以 ＨＫ２细胞ｃＤＮＡ为

模板，利用锐博生物购买的ｍｉＲ１６的ＰＣＲ引物，按照ＴａＫａＲａ

Ｔａｑ
ＴＭ（ＤＲ００１Ａ）试剂说明书配制反应体系，分别设定４个重

复管，进行退火温度为６２℃、５９℃、５５℃、５３℃的ＰＣＲ反应，

各反应温度设定２个重复管。然后通过２０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电

泳评价最适退火温度。

１．２．２　实时荧光 ＰＣＲ　采用ＳＹＢＲｐｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
ＴＭ（Ｔｌｉ

ＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）（ＴａｋａｒａＤＲＲ４２０）试剂盒和相应 ｍｉＲＮＡ引物

（锐博生物提供）。２０μＬ反应体系中含ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭｉｘ１０

μＬ、ｃＤＮＡ２μＬ、ｍｉＲＮＡ、ＢｕｌｇｅＬｏｏｐ
ＴＭ ｍｉＲＮＡＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍ

ｅｒ（锐博生物提供，６２．５ｎｍｏｌ／Ｌ）０．８μＬ、ＢｕｌｇｅＬｏｏｐ
ＴＭ ｍｉＲ

ＮＡＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ（锐博生物提供，６２．５ｎｍｏｌ／Ｌ）０．８μＬ 、

ＲＮａｓｅｆｒｅｅＨ２Ｏ６μＬ。在ＡＢＩＳｔｅｐＯｎｅ仪器上按照如下顺序

进行反应：９５℃预变性２ｍｉｎ，９５℃变性１０ｓ，以得到的最优退

火温度反应３０ｓ，循环４０次。反应结束后立即行融解曲线分

析，检测温度为７０～９５℃，升温速率为０．４℃／次，恒温时间为

１分钟／次。

１．２．３　计算扩增效率　以１０倍系列稀释的 ＨＫ２细胞ｃＤ

ＮＡ为模板，进行荧光定量ＰＣＲ检测。由对数浓度值为横坐

标，Ｃｔ值为纵坐标制作标准曲线。通过公式Ｅ＝１０
（－１／ｓ）分别

计算出 ｍｉＲ１６和 ｍｉＲ１２２的扩增效率。式中Ｅ代表扩增效

率，Ｓ代表标准曲线的斜率。

１．２．４　ＲＮＡ的提取　收集３例健康者和３例乙型肝炎患者

血清各１ｍＬ，将其分为５００μＬ的２管，然后按照 ＴｒｉｚｏｌＬＳ

（Ｉｎｖｉｔｒｉｇｅｎ）说明书操作，提取血清总ＲＮＡ。
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１．２．５　ｃＤＮＡ的合成　在无核酸酶污染的ＥＰ管中加入ＲＮＡ

２μＬ，逆转录引物（锐博生物提供）１μＬ，按 ＭＭＬＶ（Ｐｒｏ

ｍｅｇａ）的说明书操作合成ｃＤＮＡ。

１．２．６　数据分析　实验分别采用ＧｅｎＥｘ软件分析和２
（－ΔΔＣＴ）

计算两种方法来进行 ｍｉＲＮＡ相对定量分析。ＧｅｎＥｘ软件可

通过ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｑｐｃｒｆｏｒｕｍ．ｃｏｍ／下载，将内参基因和目的

基因的扩增效率和测定得到的Ｃｔ值输入该软件中，按软件说

明进行操作，然后得到表达比值及统计分析结果。２
（－ΔΔＣＴ）分

析是按照文献［２］提供的公式进行相应的计算。

２　结　　果

２．１　最优ＰＣＲ退火温度的选择　以 ＨＫ２细胞ｃＤＮＡ为模

板，分别以退火温度为６２℃、５９℃、５５℃、５３℃来进行ＰＣＲ。

２０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳发现，退火温度为５５℃时，ＰＣＲ扩增

后的产量最多，图１。

　　注：１表示退火温度为５３℃；２表示退火温度为５５℃；３表示退火

温度为５９℃；４表示退火温度为６２℃；Ｍ 表示相对分子质量标准，由

下至上分别为５０、１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００、５００ｂｐ。

图１　ＨＫ２细胞系ｃＤＮＡＰＣＲ扩增产物电泳图。

２．２　扩增效率的计算　以１０倍系列稀释的 ＨＫ２细胞ｃＤ

ＮＡ为模板，进行荧光定量ＰＣＲ检测。由对数浓度值为横坐

标，Ｃｔ值为纵坐标制作标准曲线。由图２可知，ｍｉＲ１６的斜率

为－３．４４９，ｍｉＲ１２２的斜率为－３．３０４，通过公式Ｅ＝１０
（－１／ｓ）

可计算出ＥｍｉＲ１６＝０．９７，ＥｍｉＲ１２２＝１．１。

　　注：Ａ为参考基因（ｍｉＲ１６）的扩增曲线，横轴为循环数，纵轴为荧

光值。Ｂ为参考基因（ｍｉＲ１６）的标准曲线。Ｃ为靶基因（ｍｉＲ１２２）的

扩增曲线，横轴为循环数，纵轴为荧光值的对数。Ｄ为靶基因（ｍｉＲ

１２２）的标准曲线。

图２　ＨＫ２细胞ｃＤＮＡ经过荧光定量ＰＣＲ后所得的扩增

曲线及根据所得的Ｃｔ值绘制标准曲线。

２．３　ｍｉＲ１２２基因相对定量分析

２．３．１　ＧｅｎＥｘ软件相对定量分析　按照实验分组，将相应的

Ｃｔ值（表１）导入ＧｅｎＥｘ软件中，进行数据的预处理。把 ｍｉＲ

１６和ｍｉＲ１２２的扩增效率：０．９７和１．１的输入软件，就可轻松

地得到其校正后的Ｃｔ值，见表２。设定 ｍｉＲ１６为参考基因，

ｍｉＲ１２２为目的基因，然后软件可自动计算重复测定同血清来

源ｍｉＲＮＡ的均值，然后进行相对定量分析最终得到乙型肝炎

患者血清中ｍｉＲ１２２的表达量是健康者的５４．０６倍，两者比较

差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

表１　健康者和乙型肝炎患者ｑＰＣＲ结果

血清编号

测定频次

健康者

ｍｉＲ１６ ｍｉＲ１２２

乙型肝炎患者

ｍｉＲ１６ ｍｉＲ１２２

１－１ ２４．９３ ２１．８０ ２２．３０ ２５．２４

１－２ ２５．３９ ２１．６８ ２３．７８ ２６．７８

２－１ ２１．３９ １７．７１ ２１．８９ ２４．４０

２－２ ２２．０９ １９．０９ ２２．３８ ２４．３３

３－１ ２５．０２ ２３．６３ ２５．４７ ２７．６１

３－２ ２７．９７ ２４．８８ ２４．６３ ２６．９２

表２　健康者和乙型肝炎患者的Ｅ值校正后数据

血清编号

测定频次

健康者

ｍｉＲ１６ ｍｉＲ１２２

乙型肝炎患者

ｍｉＲ１６ ｍｉＲ１２２

１－１ ２４．３９ ２３．３４ ２１．８１ ２７．０２

１－２ ２４．８３ ２３．２１ ２３．２６ ２８．６６

２－１ ２０．９２ １８．９６ ２１．４１ ２６．１１

２－２ ２１．６１ ２０．４４ ２１．８９ ２６．０４

３－１ ２４．４７ ２５．３０ ２４．９１ ２９．５５

３－２ ２７．３６ ２６．６４ ２４．０９ ２８．８１

２．３．２　２
（－ΔΔＣＴ）法数据分析　将表１的数据采用２

（－ΔΔＣＴ）法计

算后，最终得到乙肝患者血清中ｍｉＲ１２２的表达量是正常人群

的４４．３０倍，两者比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

总结以上实验数据，分别采用２
（－ΔΔＣＴ）法及ＧｅｎＥｘ软件分

析来进行相对定量分析，用２
（－ΔΔＣＴ）得出乙型肝炎患者血清中

ｍｉＲ１２２的表达量是健康者的４４．３０倍，而采用ＧｅｎＥｘ软件分

析为５４．０６倍，可见采用ＧｅｎＥｘ分析的比值较２
（－ΔΔＣＴ）高。

３　讨　　论

采用的实时ＲＴＰＣＲ技术进行基因表达分析包括绝对定

量及相对定量法。由于研究者多关注目的基因的表达变化，即

实验组与对照组的基因表达比值的变化。相对定量已经成为

基因表达分析最常用的手段。但是目前大多数相对定量的研

究都用于ｍＲＮＡ的水平上，对于 ｍｉＲＮＡ的研究还很少
［６８］，

ｍｉＲＮＡ具有高度保守性、时序性和组织特异性，在逆转录的时

候变异较小，本实验着重于 ｍｉＲＮＡ的研究。用两种数据分析

方法研究 ＨＢＶ患者血清相对于健康者血清中 ｍｉＲ１２２相对

表达量的改变。

ＧｅｎＥｘ软件具有如下特点：（１）Ｃｔ值的校正，输入原始Ｃｔ

值（表１）以及 ｍｉＲ１６和 ｍｉＲ１２２相应的扩增效率为０．９７和

１．１，ＧｅｎＥｘ软件自动通过公式Ｃｔｎｅｗ＝Ｃｔｏｌｄ
１ｎ（１＋Ｅｔｓ）

１ｎ（２）
进行了

Ｃｔ值的校正，得到了表２的校正后结果Ｃｔｎｅｗ为校正后的Ｃｔ

值，Ｃｔｏｌｄ为校正前的Ｃｔ值，Ｅｔｓ为扩增效率。因为在实验过程

中会出现由于引物的设计、染料和ＤＮＡ的结合效率等的影响

而出现的基质抑制现象，通过这一步骤，可（下转第２９４２页）

·８３９２· 检验医学与临床２０１３年１１月第１０卷第２２期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｎｏｖｅｒｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．２２



发展的重要因素。支架植入术能从根源上改善肾实质灌注不

足所引起的ＲＡＳＳ激活、交感神经的兴奋及氧化应激，而药物

治疗只能抑制ＡＲＡＳ所引起的病理生理改变，不能解除病因，

这或许可以解释在改善患者心功能方面，介入合并药物治疗要

优于单纯药物治疗。

综上所述，应综合评估介入治疗的风险与获益，分析狭窄

动脉与所患疾病的相互关联；ＡＲＡＳ是全身动脉粥样硬化的一

部分，介入治疗的成功并不意味着动脉硬化的终止，积极控制

危险因素，如改善不良生活方式、降压、调脂、控糖、抗血小板等

治疗，对防止动脉粥样硬化快速发展及基础疾病的治疗有深远

的影响，对预防心血管并发症有重大意义，应予高度重视。
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以较好地降低实验过程中出现的这类抑制作用。（２）统计学分

析，采用狋检验，克服了传统统计学分析的复杂性，特别是能用

于组间（如实验组与对照组）多个基因表达分析。

本文将２
（－ΔΔＣＴ）法与ＧｅｎＥｘ软件分析进行了比较，表明采

用２
（－ΔΔＣＴ）法计算的表达比值比ＧｅｎＥｘ软件分析低１０％，最好

采用ＧｅｎＥｘ软件分析。

目前市场上销售的荧光定量ＰＣＲ仪如Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司、

ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司等多采用的２
（－ΔΔＣＴ）相对定量法。因其将

ＰＣＲ的扩增效率设定为１，但实际的扩增效率不可能达到１，

因此该法计算出的相对定量结果通常不太精确［９］。ＧｅｎＥｘ软

件是专门设计用于实时 ＲＴＰＣＲ技术相对定量基因表达分

析，其考虑了各方面的因素，因此相对于２
（－ΔΔＣＴ）的方法来说具

有更高的精确度。总之，ＧｅｎＥｘ软件分析较２
（－ΔΔＣＴ）法更适用

于相对定量的数据分析。
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［９］ 张驰宇，徐顺高，黄新祥．一种新颖简便的荧光实时ＲＴ

ＰＣＲ相对定量方法的建立［Ｊ］．生物化学与生物物理进

展，２００５，３２（９）：８８３８８７．

（收稿日期：２０１３０４０９　修回日期：２０１３０６２８）

·２４９２· 检验医学与临床２０１３年１１月第１０卷第２２期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｎｏｖｅｒｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．２２




