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摘要 数据归一化技术对研究结果的分析具有重要的作用．在定量 PCR实验中，通常利用稳定表达的看家基因作为实验数
据归一化的内参，但最近的研究表明，这些看家基因的表达量在不同的生理病理过程中也表现出显著的变化，不适合作为数

据归一化处理的基准．针对这一问题，提出一种新的数据处理技术，利用单细胞归一化方法(percellome)，对定量 PCR检测
miRNA表达的数据进行处理，显著提高了数据处理的准确性．以 8周龄 /40周龄小鼠脑为实验材料，选择 14种 microRNA
的表达情况进行了检测．在研究中，将 3种不同拷贝数的人工合成的 RNA片段(spike RNA)作为内参加入到样品中，用于
microRNA表达检测的归一化基准．研究发现，未经处理的 microRNA单细胞拷贝数的变化范围为 2.0伊105～ 4.3伊105，而经单

细胞归一处理，上述表达变化范围为 2到 26倍．该项研究还发现，看家基因 U6 ncRNA和 5S rRNA的表达水平存在显著的
变化，在以基因组 DNA为归一化基准时，其表达量变化为 1.5和 4.8倍，而在以 RNA水平为归一化基准时，其表达量变化
为 5.8和 3.8倍，表明这些基因不适合作为数据处理的基准．据此，为 microRNA的定量研究提供了一种新的、可靠的归一
化方案．
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MicroRNA(miRNA)是一类通过抑制翻译调控
基因表达的非编码小 RNA，在动植物及真菌生长
的时序性调节[1-3]、细胞增殖与凋亡[4-5]、肿瘤发生、

免疫调节和抗病毒[6-7]等方面发挥了重要的作用．

目前，miRNA表达的定量检测通常通过实时定量
RT-PCR、基因表达克隆、RNA杂交和微阵列芯片
杂交[8]等技术来实现，在定量 RT-PCR研究中，通
常用管家基因 U6 ncRNA和 5S rRNA作为 miRNA
表达量的内参[9-12]．虽然管家基因的应用在一定程

度上解决了定量的基准问题，但最近的研究也揭示

了其中的一些令人担心的问题．Lee等[13]的研究表

明，当用 12种常用看家基因作为数据处理的内参
时，芯片表达数据组内及组间存在相当大的差异；

Tang等对斑马鱼胚胎发育以及组织形成过程中看
家基因的表达情况进行了研究，发现在斑马鱼不同

的发育阶段，所研究的 9种看家基因都存在显著的
表达变化[14-15]．这些研究结果表明，看家基因并不

是表达数据归一化的一个好的基准．

为了对表达数据进行归一化处理，有的研究人

员向被检测样品中加入一定量的外源 RNA，并以
此为基准处理其他表达数据，得到了很好的技术效

果．如 Holstege等[16]采用加入 spike RNA 的方法，
在基因组水平对循环通路的调节进行了研究，Hill
等[17]也在杂交过程中加入一定比例的外源 cRNA作
为标准品来均一化寡核苷酸探针芯片的检测数据．

此外，Talaat等用基因组 DNA作为内参基因研究
肺结核分支杆菌(Mycobacterium tuberculosis)的基因
表达情况[18-19]；利用正义和反义 cRNA作为外源标



生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2011; 38 (5)

ID Sequence (5忆～3忆) Length/nt

mmu-let-7 UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGU 21

mmu-miR-9 UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUG 22

mmu-miR-15a UAGCAGCACAUAAUGGUUUGUG 22

mmu-miR-21 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA 22

mmu-miR-26a UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGC 21

mmu-miR-27a UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC 21

mmu-miR-122 UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUGU 23

mmu-miR-132 UAACAGUCUACAGCCAUGGUCG 22

mmu-miR-135b UAUGGCUUUUCAUUCCUAUGUG 22

mmu-miR-138 AGCUGGUGUUGUGAAUCAGGCCG 23

mmu-miR-141 UAACACUGUCUGGUAAAGAUGG 22

mmu-miR-143 UGAGAUGAAGCACUGUAGCUC 21

mmu-miR-153 UUGCAUAGUCACAAAAGUGAUC 22

mmu-miR-221 AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUU 22

U6 ncRNA GUGCUCACUUCGGCAGCACAUAUACUAAAACUG 107

GAAUGAUACAGAGAAGAGCAACAUGGCCCCUGC

UCAAGGAUGACAGACAAAAUCGUGAAGAGUUCC

GUAUUUUU

5S rRNA GUCUACGGCCAUACCACCCUGAACGCGCCCGAU 120

CUCGUCUGAUCUCGGAAGCUAAGCAGGGUCGGG

CCUGGUUAGUACUUGGAUGGGAGACCGCCUGGG

AAUACCGGGUGCUGUAGGCUU

准品，分析 cDNA 杂交芯片基因表达水平的检测
结果和 mRNA的表达[15, 20]．

为了确定基因的绝对量，通常先将外源标准品

进行梯度稀释并制备标准曲线，在利用标准曲线对

样本的检测值进行绝对定量[21]．例如 Hekstra等[22]

利用序列特异性梯度寡核苷酸确定芯片杂交中

mRNA 的绝对拷贝数；Kanno 等 [23]通过基因组

DNA的含量来确定被检测组织中的细胞数量，同
时将一系列不同浓度的外源 mRNA加入到样品中，
利用外源 mRNA 绘制标准曲线从而鉴定样品
mRNA的绝对表达量．另外，统计完整数据也可
以在一定程度上改善实验数据和归一化标准之间的

非线性关系[24]．

尽管上述工作在一定程度上实现了基因表达的

相对及绝对定量，但相关研究仅涉及 mRNA的表
达检测，至今未见在 miRNA表达检测中单细胞归
一化方法的报道．本研究在对基因组 DNA和 spike
RNA的拷贝数进行归一化处理的基础上，对定量
PCR检测单细胞 miRNA表达量进行分析，显著提
高了计算 miRNA 表达差异值和绝对拷贝数的准
确性．

1 材料和方法

1援1 实验材料与样品准备

8周龄和 40周龄 C57BL/6小鼠购自中国科学
院动物中心(上海)，小鼠断颈处死后取脑组织，迅
速置于液氮中速冻保存，每个年龄组有 3只小鼠．
设计不同于已知 miRNA 序列的 3 种 spike

RNA，由上海吉玛制药技术有限公司(GenePharma)
合成．其序列如表 1所示．

1援2 miRNAs和内参
本实验采用小鼠脑组织中表达的 14 种

miRNAs作为目的基因，U6 ncRNA和 5S rRNA作
为内参基因，基因序列如表 2．

ID Sequence (5忆～3忆) Length/nt

Spike RNA 1 CGACGCGUUUAUUUCGGACUAG 22

Spike RNA 2 CCGGUCUGUAUAGACUGCGUAA 22

Spike RNA 3 GGGGUCUAGGUAUCACAACUAA 22

Table 1 Sequence of spike RNA

Table 2 Sequence of miRNA and reference control
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miRNA name Primer name Sequences (5忆～3忆) Length/nt Amplicon size/bp
SRa 1 S-L primerb GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG 50 60

TATTCGCACTGGATACGACCTAGTC
F-primerc GGGCGACGCGTTTATTTC 18
R-primerd AGTGCAGGGTCCGAGGTATTC 21

SR 2 S-L primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG 50 62
TATTCGCACTGGATACGACTTACGC

F-primer CGCGCCGGTCTGTATAG 17
R-primer CAGTGCAGGGTCCGAGGTAT 20

SR 3 S-L primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG 50 63
TATTCGCACTGGATACGACTTAGTT

F-primer ACAGTCGGGGTCTAGGTATCACA 23
R-primer AGTGCAGGGTCCGAGGTATTC 21

mmu-let-7a S-L primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG 50 61
TATTCGCACTGGATACGACACTATA

F-primer GCCGCGTGAGGTAGTAGGTT 20
R-primer GTGCAGGGTCCGAGGTATTC 20

mmu-miR-9 S-L primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG 50 64
TATTCGCACTGGATACGACCATACA

F-primer GCCGCGTCTTTGGTTATCTA 20
R-primer CAGTGCAGGGTCCGAGGTATT 21

mmu-miR-15a S-L primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG 50 65
TATTCGCACTGGATACGACCACAAA

F-primer GCCGCGTAGCAGCACATAAT 20
R-primer CCAGTGCAGGGTCCGAGGTA 20

mmu-miR-21 S-L primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG 50 64
TATTCGCACTGGATACGACTCAACA

F-primer GCCGCGTAGCTTATCAGACT 20
R-primer CAGTGCAGGGTCCGAGGTATT 21

mmu-miR-26a S-L primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG 50 63
TATTCGCACTGGATACGACGCCTAT

F-primer GCCGCGTTCAAGTAATCCA 19
R-primer CAGTGCAGGGTCCGAGGTAT 20

mmu-miR-27a S-L primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG 50 62
TATTCGCACTGGATACGACGCGGAA

F-primer CCGCGTTCACAGTGGCTAAGTT 22
R-primer CAGTGCAGGGTCCGAGGTATTC 22

mmu-miR-122 S-L primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG 50 65
TATTCGCACTGGATACGACACAAAC

F-primer GCCGCGTGGAGTGTGACA 18
R-primer CAGTGCAGGGTCCGAGGTATTC 22

mmu-miR-132 S-L primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG 50 64
TATTCGCACTGGATACGACCGACCA

F-primer GCCGCGTAACAGTCTACAGC 20
R-primer CAGTGCAGGGTCCGAGGTATTC 22

mmu-miR-135b S-L primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG 50 63
TATTCGCACTGGATACGACCACATA

F-primer GGGCGTATGGCTTTTCA 17
R-primer CAGTGCAGGGTCCGAGGTA 19

1援3 引物设计

借助 DNAStar(DNASTAR, Inc., Madison, USA)
软件，对每种 miRNA进行引物设计，包括反转录
茎环引物，qPCR扩增的正、反向引物．对于内参

基因，只设计正向、反向扩增引物．引物序列详见

表 3，由上海生工生物工程技术服务有限公司完成
引物合成．扩增产物由 2%的琼脂糖凝胶电泳验证.

Table 3 Primer sequence
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miRNA name Primer name Sequences (5忆～3忆) Length/nt Amplicon size/bp
mmu-miR-138 S-L primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG 50 65

TATTCGCACTGGATACGACCGGCCT
F-primer GGGCGAGCTGGTGTTGTGAA 20
R-primer CCAGTGCAGGGTCCGAGGTATT 22

mmu-miR-141 S-L primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG 50 63
TATTCGCACTGGATACGACCCATCT

F-primer GGGCGTAACACTGTCTGGTAAAG 23
R-primer CAGTGCAGGGTCCGAGGTATT 21

mmu-miR-143 S-L primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG 50 64
TATTCGCACTGGATACGACGAGCTA

F-primer CGGGCGTGAGATGAAGC 17
R-primer CAGTGCAGGGTCCGAGGTAT 20

mmu-miR-153 S-L primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG 50 63
TATTCGCACTGGATACGACGATCAC

F-primer GGGCGTTGCATAGTCACA 18
R-primer CAGTGCAGGGTCCGAGGTA 19

mmu-miR-221 S-L primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG 50 64
TATTCGCACTGGATACGACAAACCC

F-primer GCCGCGAGCTACATTGTCTG 20
R-primer CAGTGCAGGGTCCGAGGTATTC 22

U6 ncRNA F-primer CTCACTTCGGCAGCACATA 19 94
R-primer AACTCTTCACGATTTTGTCTGTC 23

5S rRNA F-primer TCTACGGCCATACCACCCTGAA 22 67
R-primer GGCCCGACCCTGCTTAG 17

a Spike RNA; b Stem-Loop primer; c Forward primer; d Reverse primer.

1援4 DNA定量
在液氮中研磨组织样品，加入 1.5 ml细胞裂解

缓冲液(10 mmol/L Tris-HCl, pH 8.0, 0.1 mol/L EDTA
和 0.5% SDS)；取 20 滋l 匀浆样品在 37℃下温浴
1 h，进行 RNase处理(0.2 滋l 10 g/L RNase A, 37℃
30 min)和蛋白酶 K 处理 (1 滋l 20 g/L 蛋白酶 K，
55℃ 3 h)．含有基因组 DNA 的溶液用 TE缓冲液
稀释 100倍(10 mmol/L Tris-HCl，pH 7.5, 1 mmol/L
EDTA)．取 5 滋l稀释液加至 96孔板中，加入等体
积 4伊SYBR Green玉(Amersco Inc., Ohio, USA)，和
1伊ROX(Invitrogen, California, USA)．DNA 浓度由
ABI PRISM 7000序列检测系统(Applied Biosystems,
California)测定，具体步骤为：30℃ 15 min，1 个
循环；31℃ 5 s，30℃ 30 s．在反应最后一个循环
收集荧光信号．姿DNA(TakaRa公司，大连)作为标
准品，每次测量进行 3次重复．
1援5 RNA的提取和反转录反应
取 1.5 ml Ezol试剂(GenePharma，上海)加入样

品匀浆液中，充分混匀．取 0.8 ml混合液转移至另
一离心管中，另加 3种不同拷贝的 spike RNA 和

0.2 ml氯仿． spike RNA 的浓度见表 4．将该混合
物涡旋 15 s，室温下放置 3 min，4℃ , 12 000 r/min
离心 15 min．取上清，-20℃沉淀过夜．4℃，
12 000 r/min 10 min收集沉淀．用 1 ml 75%乙醇洗
涤沉淀，35 滋l DEPC-水溶解沉淀，得到 RNA溶
液．RNA样本质量由琼脂糖凝胶及 NanoDrop分光
光度计 (NanoDrop Technologies Inc., Wilmington,
USA)评估．

反转录系统包括 0.5 滋l 纯化的总 RNA 与
DEPC-H2O共 2.25 滋l溶液，70℃ 温浴 5 min，迅速
置冰上 3 min．接着在混合物中加 0.25 滋l 2 滋mol/L
茎环引物，0.5 滋l dNTP (各 10 mmol/L，TaKaRa公
司), 1 滋l 5伊RT缓冲液, 0.25 滋l RevertAidTMM-MuLV

Continued

Table 4 Copy number of spike RNA
in sample homogenate

ID Spike RNA 1 Spike RNA 2 Spike RNA 3

Copy number 1.0伊1011 1.0 伊109 1.0 伊107
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Fig. 2 Dynamic range of the standard sample assay
(a)Amplification plot of standard sample over seven orders of magnitude. (b) The standard curve of standard sample. (c) The dissociation curve of

standard sample.

Fig. 1 The amplified product of standard sample
M: 50 bp DNA ladder; 1: Standard sample; 2: Negative control.

reverse transcriptase (Fermentas 公 司 )， 0.25 滋l
RiboLockTM ribonuclease inhibitor(Fermentas公司)和
0.5 滋l DEPC-H2O．5 滋l溶液在 42℃温浴 1 h，70℃
10 min后终止反应．
1援6 Q鄄PCR

Q-PCR 是在序列检测系统 (PRISM 7000，
Applied Biosystems)利用 SYBR Green I PCR试剂盒
(GenePharma)完成．10 滋l PCR 溶液包含 5 滋l 2伊
SYBR PCR master mix，0.1 滋l Taq DNA polymerase
(5 U/滋l)，0.2 滋l正向引物 (10 滋mol/L)，0.2 滋l反
向引物(10 滋mol/L)，0.4 滋l反转录产物，最后加双
蒸水至总体积 10 滋l．反应在 96孔板中进行，95℃
10 min，40个循环包括 95℃ 15 s和 60℃ 1 min．
每个反应有 3次重复．

2 结 果

2援1 标准品的分析

合成的 spike RNA作为标准样品，其扩增结果
通过 2%琼脂糖凝胶验证．其扩增条带单一、明
亮，如图 1所示．

Spike RNA 稀释 7 个浓度梯度，借助 SDS
(Sequence Detection System)软件分析其原始拷贝数

和 CT值之间的线性关系(图 2)．标准样品的 PAE
(PCR amplification efficiency，PCR扩增效率)计算
按公式(1)：

PAE = 10(-1 / k)- 1 (稀释因子 = 0.1) (1)
公式中 k 是标准样品的标准曲线的斜率．曾有

研究报道 PAE值接近 1，说明扩增效率高[25]．通过

(1)计算得出 PAE值接近 1．
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miRNA ID
Method 11)

Stage 13) Stage 24) Fold-change Stage 2 Fold-change

Let-7a 30 8595) 158 911 + 57) 3 069 + 26

miR-9 N.D6) 56 2

miR-15a 2 419 941 - 38) 20 + 3

miR-21 838 324 - 3 5 - 3
miR-26a 254 606 432 666 + 2 8 237 + 9

miR-27a 6 406 25 867 + 4 520 + 14

miR-122 1 118 1 997 + 2 26 + 2

miR-132 209 063 102 939 - 2 3 183 + 6

miR-135b 8 178 30 106 + 4 674 + 16

miR-138 78 344 218 864 + 3 5 155 + 10

miR-141 1 137 235 - 5 4 - 3

miR-143 1 154 9 334 + 8 167 + 18

miR-153 336 3 525 + 10 131 + 25

miR-221 14 898 29 455 + 2 670 + 5

Method 22)

Stage 1

115

N.D

6

14

878

37

11

565

42

498

11

9

5
145

1) Based on DNA level; 2) Based on RNA level; 3) 8 week-old mouse; 4) 40 week-old mouse; 5) The units is copy numbers per cell; 6) No detectable
PCR products after 40 cycles; 7) Positive sign represents the miRNA expression at 40 week-old stage relative to 8 week-old stage is increase;
8) Negative sign represents the miRNA expression at 40 week-old stage relative to 8 week-old stage is decrease.

2援2 标准曲线

合成另一 spike RNA 作为标准品绘制标准曲
线，其序列为：5忆 CGCUGUUGGUGUAAGCACA-
GUA 3忆，茎环引物为：5忆 GTCGTATCCAGTGCA-
GGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTAC-
TGT 3忆，正向引物：5忆 TCCGCGCTGTTGGTGT-
AAG 3忆，反向引物：5忆 AGTGCAGGGTCCGAG-
GTATTC 3忆．标准样品用 DEPC-H2O 稀释，从
5.0 伊108稀释至 5.0 伊102拷贝数共 7个浓度梯度(稀
释因子为 0.1)分别作为反转录的模板进行 Q-PCR
反应．

2援3 数据分析

通过 ABI PRISM 7000得出数据，原始数据导
入 Excel,借助 origin 7.5软件(OriginLab Corporation,
Massachusetts，USA)分析.“percellome”法用于数
据的归一化分析．RNA提取过程中的损失率(LR)
用以下公式评价：

LR (i) = (Si1-Si2)/Si1 (2)
公式中 Si1(i = 1，2，3)是样品匀浆液中 3 条

spike RNAs的拷贝数，Si2是 3条 spike RNAs在总
RNA的拷贝数．所以，在提取过程中 RNA的平均
损失率(LRa)为：

LRa = (LR (1) + LR (2) + LR (3))/3
样本均质液中的细胞数(CN)可计算为：
CN = C 伊 l / d (3) 或 CN忆 = C忆 伊 l忆 / e (3)忆
公式中 C为模板中 DNA浓度(mg/L)，1是 1滋l

的模板浓度，d是每个二倍体细胞中的 DNA重量，
为 5.0伊10-3 ng/ 个．C忆为总 RNA 的浓度(滋g/L)，l忆
是 1 滋l的总 RNA，e为每个细胞中的总 RNA的重
量，为 15 pg[26]．

所以，样品匀浆液中的每个二倍体细胞

miRNAs(Cim)的拷贝数可计算为：
Cim = CiTR/((1-LRa)伊CN) (4) 或 Cim忆 = CiTR/((1-

LRa)伊CN忆) (4)忆
公式中 CiTR (i = 1, 2, 3,…14)是总 RNA中 14条

miRNA的拷贝数．由此可计算出不同周龄段小鼠
的 miRNA的表达差异值：

FCim =|Cim1/Cim2| (5)或 FCim忆=|Cim1忆/Cim2忆| (5)忆
Cim1及 Cim2 (i = 1, 2, 3,… 14)或 Cim1忆及 Cim2忆

(i = 1, 2, 3,… 14)
代表 14 条 miRNAs中每一条 miRNA 在每个

细胞中，两个不同周龄段(8周龄和 40周龄)的绝对
拷贝数．

2援4 miRNA表达量的“percellome”法归一化
本研究用两种“percellome”法进行数据归一：

一种在 DNA水平上用公式(3)计算相同样本均质液
的原始细胞数；另一种为在 RNA水平用公式(3)忆
计算相同样本均质液的原始细胞数．不同周龄段小

鼠的 miRNA表达量的 CT值，可通过标准曲线转化

成拷贝数，样本均质液中 miRNA的单细胞拷贝数
可参考公式(4)或公式(4)忆计算，结果见表 5．

Table 5 Brain miRNA expression in mouse of different age
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Fig. 4 The fold鄄change of internal controls
using percellome methods

: DNA level; : RNA level.

表 5数据表明：miR-26a在小鼠脑中表达丰度
最高，而 miR-9则表达丰度最低．miR-9在 8周龄
的小鼠脑组织中检测不到，但可在 40周龄的小鼠
脑组织中检测到．miRNA表达量从 2倍到 26倍变
化不等．

每个细胞 miRNA 绝对拷贝数用 DNA 水平归
一化比在 RNA水平归一化所得的值大．然而，对
于 miRNA表达量倍数的变化在 DNA水平比 RNA
水平效果好．尽管归一化方法的不同对于 miRNA
单细胞拷贝数和表达量变化倍数不同，但这两种方

法的变化趋势却一致(图 3)．

同时，通过添加外源 spike RNA检测 miRNA
的内参基因的表达量．在 miRNA的归一化中常用
U6 ncRNA和 5S rRNA作为内参基因，但通过添加
外源 spike RNA发现在不同周龄段内参基因表达量
会发生变化．该结果验证了前人的报道：“管家基

因”在不同年龄层或使用不同的处理方法，其表达

量会相应变化[13-15]．

3 讨 论

本研究通过添加外源 spike RNA建立了一种在
DNA和 RNA两个不同水平上计算样本细胞数的方
法，从而对 miRNA的表达量进行归一化处理的方
法．这两种单细胞归一化方法所得结果一致(图 3)，
且这两种方法均可通过在样本均质液中计算单细胞

拷贝数归一 miRNA的表达量(表 5)．从实验结果

可以看出，由于在 DNA水平归一化所得数据重复
性比在 RNA水平归一化好，因此，在 DNA水平
归一化方法比在 RNA水平归一化方法更可靠．每
个细胞中总 RNA约为 15 pg，其 RNA的表达量远
不如 DNA稳定．根据 DNA浓度进行归一化的方
法也适用于其他的非二倍体或奇数倍染色体，只需

调整公式(3)中的“d”值即可．
本研究将 spike RNA作为内参基因对目标基因

的表达量进行归一化处理．至今仍有许多内参基因

因难以提高绝对或相对定量数据的质量而不适用于

基因表达量的归一化分析．图 4从 miRNA表达量
证明了这一结论．利用 spike RNA作为内参进行基
因表达量数据的归一化，需要外源性 RNA与目的
miRNA的扩增效率一致．在样本均质液中，我们
通过对所有 miRNAs的 CT值转化为拷贝数以降低

不同扩增效率带来的影响，而非使用制作一系列外

源 spike RNAs 的方法降低不同扩增效率带来的
影响．

通过单细胞归一化方法，我们不仅可以得知不

同周龄段小鼠脑组织的样品匀浆液中 miRNA的原
始拷贝数、表达差异值，还可以得出不同生长阶段

的样品匀浆液中 miRNA的绝对单细胞拷贝数．例
如，miR-21在 8周龄阶段每个脑组织细胞中有 838
个拷贝数，而在 40周龄阶段的小鼠脑组织的每个
细胞中只有 324个拷贝数．这意味 miR-21在 8周
龄鼠脑单细胞中与 40周龄鼠脑单细胞相差 514个
拷贝数．因此，本研究提供了一种鼠脑组织中

miRNA功能的研究方法．该单细胞归一法还适用
于如microarray等 miRNA表达量归一化分析．

Fig. 3 The change trend between two percellome methods
: DNA level; : RNA level.▲ ▲● ●
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A Novel Normalization Approach for MicroRNA Quantitative PCR*

JIN You-Fang1)**, XU Gen-Ming2)**, LI Yan1), MENG Li1), JIANG Yong-Hou1),
GUO Jiang-Feng1)***, DING Xian-Feng1)***

(1)College of Life Science, Zhejiang Sci-Tech University, Hangzhou 310018, China;
2) LC Science Co. Ltd, Hangzhou 310018, China)

Abstract Data normalization plays a crucial role in the interpretation of experimental result. House-keeping
genes were utilized as internal controls to accurately determine the gene expression in quantitative PCR. However,
significant expression variation of these internal controls was revealed recently. A novel normalization approach
(per cell normalization, percellome), which is based on DNA and RNA normalization, is developed to calibrate
miRNA expression in quantitative PCR. In which, a cocktail of three external RNAs with different copy numbers
were spiked, so as be able to normalize miRNA expression against cell number. Gene expression of 14 miRNAs, as
well as commonly used internal controls (U6 ncRNA and 5S rRNA), were examined in the brain samples of 8 and
40 week-old mice. By using "per cell normalization" method, the expression level of theses miRNAs varied from
2- to 26-fold, while the absolute miRNA copy number per cell were from 2.0伊105 to 4.3伊105 copies per cell.
Interestingly, the fold-change of U6 ncRNA and 5S rRNA were found to be 1.5- and 4.8-fold (based on DNA
normalization), and 5.8- and 3.8-fold (based on RNA normalization), indicating significant expression variations of
these two house-keeping genes. The study provides an novel approach to reliably normalize miRNA expression in
quantitative PCR.
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