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摘 要 麒麟鸡(frizzle chicken)是我国亚热带地区特有的一种具有卷羽特性的优质肉鸡品种。本课题组前

期研究发现在麒麟鸡皮肤中高度表达 miRNA-1623 (miR-1623)，因此推测其参与麒麟鸡毛囊发育及卷羽的

形成过程。为研究其独特的毛囊发育及卷羽散热机制，本研究利用生物信息学手段根据其靶标结合位点寻找

到其潜在靶标Wnt4基因，并利用 qRT-PCR对卷羽麒麟鸡和片羽怀乡鸡中的 miR-1623与Wnt4的表达水

平进行了检测。进一步通过构建双荧光素酶报告基因 pmirGlo载体在细胞水平对 miR-1623与Wnt4的靶标

关系进行了验证。结果表明：Wnt4 mRNA的 3'UTR存在 miR-1623靶标结合位点(TGCCTG)；相对于怀乡

鸡，麒麟鸡皮肤中 miR-1623表达水平显著升高(p<0.01)，Wnt4 mRNA表达水平显著降低(p<0.01)；双荧光素

酶检测分析发现 miR-1623靶向负调控Wnt4-3'UTR。本实验可为进一步揭示 miRNA-1623在禽类毛囊生长

发育过程中的作用提供参考。
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Abstract Kirin chicken (frizzle chicken) is a high quality broiler breed with frizzled feather characteristics in sub-

tropical zone of China. The previous study found that miRNA-1623 (miR-1623) was highly expressed in the skin

of Kirin chicken, so we predicted that miR-1623 might participate in the hair follicle development and frizzle

forming process of Kirin chicken. In order to study its unique hair follicle development and cooling mechanisms of

frizzled feathers, we found potential target Wnt4 gene based on its binding site through bioinformatics analysis,

and detected the expression level of miR-1623 and Wnt4 in Kirin chicken and Huaixiang chicken by using

qRT-PCR. Furthermore, the target relationships between the miR-1623 and the Wnt4 were verified at the cell lev-

el by constructing a dual luciferase reporter gene pmirGlo vector. The results showed that a target gene binding

site (AGGCAC) of the miR-1623 was detected in the 3'UTR of Wnt4 gene; Compared with Huaixing chicken (no

frizzled morphology), the expression level of miR-1623 in the skin of Kirin chicken was significantly increased

(p<0.01) but Wnt4 mRNA was significantly decreased (p<0.01). Dual luciferase assay analysis revealed that miR-

1623 negatively regulated Wnt4-3'UTR. This study could provide a reference for further revealing the role of
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麒麟鸡(frizzle chicken)又称翻毛鸡、卷毛鸡，是主

产于广东粤西地区的优质肉鸡品种。该鸡羽毛向上翻

卷，部分羽毛较为稀疏，散热性能好，能够很好地适应

亚热带海洋性季风气候特点(陈洁波等, 2013)。因此，

有必要对麒麟鸡卷羽性状的形成让机制进行研究，

以确保麒麟鸡优良基因稳定遗传。家禽羽型主要分

为 3种：片羽、丝羽和卷羽。大部分禽类的羽毛是普通

的片羽，卷羽较为罕见。麒麟鸡的卷羽则是由于羽钩不

能与相邻羽小枝的背缘相勾连，导致不能形成闭合羽

片，所以呈现为独特的卷羽表型(李姗姗等, 2015)。

羽毛由毛囊发育而来，毛囊是胚胎期外胚层与

间充质相互作用发育形成的具有合成多种特异角质

蛋白功能的复杂的动态器官，其作用机制可作为我

们研究卷羽的一个重要特征(马馨等, 2013)。

资料显示，毛囊的发育主要受Wnt、BMP、Hedge-

hog、Notch等信号通路的影响，其 Wnt信号通路是

参与毛囊形态发生发育及再生的最重要信号通路。

在家禽胚胎发育时期，Wnt信号通路对毛囊起始发

育发挥尤其重要作用。研究表明，E11.5~E13.5 天，

Wnt受体蛋白Wnt1、Wnt3a、Wnt4和Wnt6可作为真

皮层来源的信号的Wnt配体在背部上皮细胞中高表

达(DasGupta and Fuchs, 1999; Wagner et al., 2000;

Rodriguez-Niedenfuhr et al., 2003)，这些配体可通过

旁分泌激活真皮层上层表达的Wnt信号，从而调控了

毛囊细胞的增殖(Chang et al., 2004)。E13.5~E14.5天，

Wnt10b受体蛋白 Lef1不依赖于Wnt/茁-catenin能维

持上皮细胞未分化状态的调节子 TCF，均在此时期

高表达(Zhou et al., 1995; Nguyen et al., 2006)。此时，

Wnt/茁-catenin 入核 Lef1/TCF家族蛋白结合，激活

茁-catenin信号和 Lef1/TCF的 DNA受体结合域构成

了转录激活子，从而激活下游的Wnt经典信号的靶

基因 (Willert et al., 1998; Korswagen and Clevers,

1999; Waltzer and Bienz, 1999)。E14.5天，基板形成，

其Wnt10b、Wnt10a和Wnt7b表达上调，而在基板表

达的Wnt信号导致了其下的真皮层细胞形成真皮聚

集(Reddy et al., 2001)。E15.5天，基板形成时期，NF-资B

信号对于 Wnt/茁-catenin信号通路的维持和 Wnt10b

的表达是必要的，但对 茁-catenin特异性的转录激活

却不是必要的(Andl et al., 2002)。在随后毛发向下生

囊的时期，Wnt10b和Wnt10a表达在内根鞘前体细胞

中，而在真皮层毛乳 s头中表达逐渐下调 (Reddy et

al., 2001)。综上所述，Wnt信号通路在毛囊向毛干分化

中起重要作用。因此，阐明Wnt信号通路在毛囊生长

发育过程中的作用机制对探究卷羽的形成机理尤为重

要。

MicroRNA (miRNA)是一种由 22个碱基左右组

成的内源性单链小分子 RNA，是目前基因表达的主

要调控因子(Felekkis et al., 2010)。研究表明，在机体

内，成熟的 miRNA通过与靶 mRNA-3' UTR内的靶

序列互补配对，引起靶基因 mRNA的稳定性降低或

降解从而介导其蛋白质翻译过程的抑制，是真核生

物在基因转录后和翻译水平上的重要调控方式

(Reinhart et al., 2000; Bartel, 2004; Doench and Sharp,

2004;韩璐和栾雨时, 2014)。miRNA的研究已成为当

今生物学领域研究的一个热点，利用 miRNA的调控

阐释畜禽重要经济性状形成的分子机制是一个新的

研究靶点。

本实验室前期分别对 E13胚龄卷羽麒麟鸡和片

羽怀乡鸡的背部皮肤进行了 miRNA高通量测序和

转录组测序，且对两种测序数据进行了精确分析，发

现在 miRNA 高通量测序数据中 miR-1623 在麒麟

鸡皮肤存在极显著高丰度表达(p<0.01)，且在家禽中

特异性表达。因此，本研究首先根据高通量测序数据

获得 miR-1623成熟核苷酸序列和所有转录组数据，

使用生物信息学软件预测得出 miR-1623潜在靶基

因为 Wnt4，其次通过 qRT-PCR 检测两种鸡中

miR-1623 和 Wnt4 基因的表达量，推测 miR-1623

可能调控Wnt4基因的表达。最后通过构建野生型和

突变型载体，使用双荧光素酶的方法在细胞水平上

准确验证 miR-1623与Wnt4基因的靶标关系。为以

后研究 miR-1623在毛囊生长发育过程的分子机制

研究奠定基础。

1结果与分析

1.1 miR-1623靶基因预测

将获得的 miR-1623成熟核苷酸序列 GCAGG-

CACAGACAGGCAGA及转录组测序全部序列共同

输入 RNAhybrid软件进行靶标计算，在满足此软件

各种条件的情况下，选择评分较高的靶基因Wnt4作

为 miR-1623潜在靶基因，同时利用 Targetscan软件

的种子序列配对原则，即 miR-623 的种子序列区

AGGCAC与Wnt4基因 3'UTR进行互补配对，最终
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选定为Wnt4基因为 miR-1623潜在靶基因，并使用

Primer 5软件成功找到在其 3'UTR区的靶基因结合

位点(图 1)。

1.2 qRT-PCR检测 miR-1623和Wnt4在麒麟鸡和

怀乡鸡皮肤中的表达水平

以怀乡鸡皮肤作为阴性对照进行实时荧光定量

PCR (qRT-PCR)扩增，通过熔解曲线和扩增曲线可

知，内参基因(U6 和 茁-actin)和目的基因(miR-1623

和Wnt4)均被特异性扩增。导出 CT值，利用 2-驻驻Ct分

析方法进行数据分析发现，与对照相比，麒麟鸡中

miR-1623表达量极显著上调(p<0.01) (图 2A)；与对

照相比，麒麟鸡中 Wnt4表达量极显著下调(p<0.01)

(图 2B)。结果表明 miR-1623可能会抑制Wnt4基因

表达。推测 miR-623负向调控Wnt4基因表达。

1.3 Wnt4-3'UTR区克隆及 pmirGlo野生型、突变型

重组质粒构建与鉴定

以麒麟鸡皮肤 cDNA为模板，设计特异性引物

进行Wnt4-3'UTR的 PCR扩增。PCR产物进行凝胶

电泳分析，可明显见到在 420 bp左右出现目的条带

(图 3,泳道 1)，与预测条带相符，表明成功克隆了

Wnt4-3'UTR。将构建成功的 pmirGlo-WT野生型重

组载体和突变型重组载体使用 Nhe玉和 Sal玉双酶切

鉴定，条带显示在 7 350 bp左右和 420 bp左右出现

图 1 Wnt4-3'UTR与 miR-1623靶标结合位点

Figure 1 Target binding sites of Wnt4-3'UTR and miR-1623

目的条带(图 3,泳道 2, 3)，与预期结果相符。将重组

质粒送上海生工进行测序鉴定，结果发现野生型在

842处出现靶标结合位点 CGTTC (图 4A)，突变型在

842处出现靶标结合位点 TGCCTG (图 4B)，将两者

进行序列比对发现，除靶标结合位点突变外，剩余碱

基均未突变(图 4C)。

1.4双荧光素酶活性表达检测结果

由于 PmirGlo载体不携带 GFP荧光，使用相似

大小带有 GFP载体进行转染发现，48小时检测转染

效率较高，此条件下即可进行荧光信号检测(图 5B)。

PmirGlo载体是以萤火虫荧光素酶的活性作为报告

基因(M1)，海肾荧光素酶的活性作为内参对照基因

(M2)，最后M1/M2的值为荧光素酶活性值。转染WT+

mimic双荧光素酶信号比值明显下降(p<0.05)，表明

其结果差异显著(图 5A)。然而，Mut+mimic、WT+Nc、

Mut+Nc、NC双荧光信号差异不显著(p>0.05)。该结

果进一步验证 miR-1623靶向调控 Wnt4-3'UTR，且

负向调控Wnt4基因的表达。

2讨论

麒麟鸡的卷羽与常见的片羽有较大区别，研究

发现，飞羽羽轴较粗壮，且向外弯曲，羽枝短小而稀

疏，导致羽小枝不闭合，正羽羽轴弯曲。羽毛微观结

构显示，麒麟鸡卷羽羽钩不能与相邻的羽小枝的背

缘相勾连，形成不了闭合羽片(陶林等, 2015)。由此说

明，卷羽羽小枝及羽钩的生长情况与正常羽不同，这

值得我们对麒麟鸡卷羽的分子机制进行深入研究。

Wnt信号途径参与哺乳动物的胚胎发育、皮肤形成、

毛发生长等形成机制，是一种进化上保守的信号传

图 2 qRT-PCR检测 miR-1623与Wnt4靶标关系

注: A: miR-1623表达量; B: Wnt4表达量

Figure 2 Detection of the target relationship between miR-1623 and Wnt4 by using qRT-PCR

Note: A: miR-1623 expression quantity; B: Wnt4 expression quantity
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图 3 Wnt4-3'UTR克隆及 PmirGlo重组载体双酶切鉴定

注: M: Marker; 1: Wnt4-3'UTR目的片段; 2: WT 重组质粒双

酶切片段; 3: Mut重组质粒双酶切片段

Figure 3 Double enzyme digestion of Wnt4-3'UTR cloning and

PmirGlo recombinant vector

Note: M: Marker; 1: Wnt4-3'UTR fragment; 2: WT recombinant

plasmid double digested fragment; 3: Mut recombinant plasmid

double digested fragment

导途径，在动物机体中均有很重要的作用。其中经典

的 Wnt/茁catenin 信号通路参与了毛囊的生物学过

程，具有调节真皮细胞的形态发生、调控毛囊的形

成、发育增殖以及相关细胞的分化作用(Andl et al.,

2002)。Andl (2002)等在用 K14 启动子异位过表达

Wnt经典信号拮抗剂 Dkk1的转基因小鼠中发现基

板形成终止，毛发模式形成被阻断，揭示了Wnt经典

信号通路在毛囊发育起始过程中起着重要作用。

Chen等(2012)认为Wnt信号通路中高浓度的Wnt1、

Wnt3a、Wnt4和Wnt6存在于背部皮肤的上皮层导致

激活了真皮层上层表达的Wnt信号，进而调控了成

纤维细胞的增殖。Zhang等(2009)认为在胚胎期 13

日龄，毛囊前基板的基因表达模式的建立还需要

NF-资B 信号的修正，Wnt/茁-catenin 信号与 NF-资B

信号交互作用承担建立毛囊表达模式的机制的责

任。综上所述，胚胎时期毛囊的生长发育并不仅仅是

Wnt/茁-catenin信号通路独立发挥作用的，而是通过

与其他的信号通路(如 NF-资B信号通路等)一起交互

影响，介导了一系列上皮细胞和真皮细胞的相互作

用，调控了基础细胞向毛干分化，对毛发模式形成过

程产生着重要的影响。而 Wnt4蛋白是 Wnt信号通

路中的一个蛋白，它对毛囊的调控作用属于Wnt信

号通路中的一种类型，但是其影响毛囊形成和生长

的具体机制尚不清楚，需进一步进行探究。

本实验室首次对麒麟卷羽鸡毛囊进行 miRNA

及其靶基因Wnt4的调控机制进行探究，首先利用靶

基因预测软件对 miR-1623和转录组数据进行靶标

预测，筛选出 Wnt4乃潜在靶基因，但是生物信息学

方法假阳性较高，通常一个 miRNA可以预测出几百

个甚至上千个靶基因，缩短筛选时间，减小工作量，

因此使用荧光定量检测 miRNA靶基因可以很快的

进行初步筛选，缩短工作量，是一个很好的初步筛选

工具。但只可作为辅助性工具，不可能作为实验依

据，之后通过具体的实验验证方可具有应用性。其次

使用 qRT-PCR 的方法，我们检测出麒麟鸡中

miR-1623的表达量高于怀乡鸡，其靶基因 Wnt4表

达量低于怀乡鸡。miR-1623和Wnt4基因在同一个

体中呈现出此起彼伏的负相关关系，该结果表明

miR-1623可能靶向Wnt4 3'UTR区结合位点。目前，

双荧光素酶报告基因检测系统被认为是判定 miR-

NA是否与靶基因 3'UTR结合的主要方法。因此，本

研究构建野生型重组质粒和突变型重组质粒转染细

胞，在细胞水平进行验证，最后发现与其它对照组相

比，WT+mimc双荧光素酶信号显著降低(p<0.05)，差

异显著。据此我们推测 miR-1623负调控Wnt4基因

表达，从而可能影响了麒麟鸡的卷羽形成，但是其具

体的调控机制需要我们进一步挖掘。

3材料与方法

3.1实验材料

13胚龄麒麟鸡胚胎背部皮肤由湛江晋盛牧业科

技有限公司提供；细胞株人胚肾细胞 293T由本实验室

保存；TRIZOL Reagent、PCR Taq premix、T4 DNA 连

接酶(TaKaRa,日本)；EasyScript誖 One-Step gDNARe-

moval and cDNA Synthesis SuperMix、TransScript 誖

Green miRNA Two-Step qPCR SuperMix、感受态细胞

DH5琢、双荧光素酶试剂盒(全式金,北京)；DMEM、OP-

TI-MEM、标准胎牛血清(Gibco,美国)；X tremeGENE

HP 转染试剂(Roche, 瑞士)；胰酶(Life Tech, 美国)；

Nhe玉和 Sal玉内切酶(NEB,美国)；琼脂糖凝胶回收试

剂盒(生工,上海)；荧光素报告基因载体双荧光报告质

粒(PmirGlo)、大量质粒 DNA提取试剂盒(Promega,美

国)；Synergy H1多功能酶标仪(BioTek,美国)；miR-

1623mimic和 Ncontrol由广州锐博有限公司合成。

3.2 miR-1623潜在靶基因预测

利用本实验室前期miRNA高通量测序和转录组

测序数据进行分析，获得 miR-1623成熟肽序列和所

有mRNA序列，将其共同输入生物信息学软件 RNA-

hybrid (http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rnahy-

brid/submission. html)，根据此软件的计算法则，使得

miRNA第 8到第 12个碱基必须与 mRNA是完全互

补配对方可作为候选靶基因；其次，我们又利用 Tar-
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图 4重组质粒测序鉴定图

注: A: WT测序图; B: Mut测序图; C: WT和Mut序列比对

Figure 4 Sequencing identification map of recombinant plasmid

Note: A: WT DNA sequencing; B: Mut DNA sequencing; C: Sequence alignments of WT and Mut

getscan软件对候选靶基因进行进一步预测，获得最

终潜在靶基因。并利用此软件的种子序列配对原则找

出 miR-1623种子区与靶基因的靶标结合位点。且使

用 Primer 5.0软件找到靶基因覆盖 miR-1623种子序

列的结合位点以构建野生型载体和突变型载体。

3.3总 RNA提取和反转录

液氮研磨麒麟鸡背部皮肤，利用 Trizol法提取

总 RNA，利用酶标仪鉴定 RNA纯度和浓度后，进行

反转录反应。

miR-RNAs反转录：总体系 20滋L，TotalRNA2滋g、

TransScript 誖 miRNA RT Enzyme Mix 1 滋L、2 伊TS

mRNA Reaction Mix 10 滋L，RNase-free Water补足至

20 滋L。按照反应体系 37℃孵育 1 h，85℃ 5 s失活

RT Enzyme Mix。

mRNA反转录：总体系 20 滋L，Total RNA/mRNA

5 滋g、Anchored Oligo (dT) 18Primer 1滋L、2伊ES Reac-

tionMix 10滋L、EasyScript誖 RT/RI EnzymeMix 1滋L、

gDNARemover 1滋L，RNase-freeWater补足至 20滋L。

按照程序 42℃下孵育反转录 15 min，85℃加热 5 s

失活 EasyScript誖 RT/RI与 gDNA Remover。

3.4实时荧光定量 PCR

分别以 miRNAs 和 mRNA 反转录的 cDNA 为

模板进行实时定量荧光 PCR，分别以 miRNA-1623

和Wnt4为目的基因，分别用 U6和 茁-actin基因作

为内参对结果进行校正，引物信息列于表中(表 1)，

为消除实验误差，每个处理进行 3次重复实验。

反应体系：Template cDNA 2 滋L、Forward Primer

(10滋mol/L) 0.4滋L、ReversePrimer (10滋mol/L) 0.4滋L、

2伊TransStart誖 TOP/Tip Green qPCR SuperMix 10 滋L、

PassiveReferenceDye (50伊)0.4滋L、ddH2O补足至 20滋L。

反应条件：94℃，30 s；94℃，5 s；60℃，30 s；45个

循环。添加熔解曲线程序：95℃，15 s；60℃，1 min；

95℃，15 s；60℃，15 s。

3.5 Wnt4 基因的 3-'UTR 野生型及突变型重组载

体构建

以 cDNA 为模板，利用引物 Wnt4-WT-F/R (野

生型)进行 PCR反应，PCR产物经 1%凝胶电泳鉴定

胶回收后连接至 pMD19-Tvector，转化 DH5琢感受

态细胞，挑取菌落摇菌，提取质粒送上海生工测序鉴

定，鉴定成功后将载体命名为 pMD-Wnt4。

使用 Nhe玉和 Sal玉限制性内切酶对 PmirGlo载

体和 pMD-Wnt4进行双酶切。胶回收目的片段利用

T4 连接酶进行连接反应，随后将连接产物转化到

DH5琢感受态细胞后，挑选单克隆菌进行摇菌，小提

质粒进行酶切和测序鉴定。将鉴定成功的载体命名

为 PmirGlo-WT-Wnt4 (WT)。

随后，根据靶基因预测软件获得 miR-1623及其

靶基因Wnt4的 3'UTR靶标结合位点，结合位点由

GTGCC突变为 TGCCT，该实验操作由武汉金凯瑞公

司协助进行，且将其命名为 PmirGlo-Mut-Wnt4 (Mut)。

3.6双荧光素酶报告系统检测 miR-1623与Wnt4的

靶标效率

提前接种 293T细胞于 6孔板中，待其融合度达
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图 5双荧光素酶报告分析

注: A: WT+mimic: PmirGlo-Wnt4-WT+miR-1623mimic; Mut+

mimic: PmirGlo-Mut-Wnt4+miR-1623mimic; WT+Nc: PmirG-

lo-WT-Wnt4+miR-1623Ncontrol;Mut+Nc: PmirGlo-Mut -Wnt4+

miR-1623 Ncontrol; NC:阴性对照; *:与WT-mimic相比差异

显著 (p<0.05); B:转染 293T细胞 48 h后,倒置荧光显微镜下

荧光表达情况; C:倒置正常显微镜下细胞形态

Figure 5 Dual luciferase report analysis

Note: A: WT +mimic: PmirGlo-Wnt4-WT +miR-1623mimic;

Mut +mimic: PmirGlo-Mut-Wnt4 +miR-1623mimic; WT +Nc:

PmirGlo-WT-Wnt4 +miR-1623 Ncontrol; Mut +Nc: PmirGlo-

Mut -Wnt4+miR-1623 Ncontrol; NC: Negative control; *: Sig-

nificant difference when compared with the WT-mimic (p<0.05);

B: Transfected 293T cells after 48 h, the fluorescence expression

under inverted fluorescence microscope; C: Cell morphology un-

der inverted normal microscope

80%左右时，开始进行转染操作，添加 1 滋g质粒

(PmirClo和 mimic) 和 3 滋L转染试剂于 200 滋L opti-

MEM培养基中，室温孵育 25 min后，小心将其添加

至 293T细胞中，12 h后更换完全培养基，由于该载

体不携带 GFP报告基因无法判断转染效率，本实验

利用大小相似载体并携带 GFP标记蛋白的 plvTHM

载体进行转染效率评价。转染后 48 h按照双荧光素

酶试剂盒说明书(全式金)进行荧光检测，利用 Syner-

gy H1 多功能酶标仪检测发光信号，将加入 Lu-

ciferase Reaction Reagent检测萤火虫荧光素酶报告

基因的活性记作 M1，加入 Luciferase Reaction

Reagent域检测海肾荧光信号记作M2，PmirGlo载体是

以萤火虫荧光素酶的活性为报告基因，所以，M1/M2

的值为最终检测值。本实验为消除实验误差，每组进

行 3个重复。实验一共分为 5组，第一组 PmirGlo-

Wnt4-WT+miR-1623mimic (WT+mimic)；第二组 Pmir-

Glo-WT-Wnt4+miR-1623 Ncontrol (WT+Nc)，第三组

PmirGlo-Mut -Wnt4+miR-1623mimic (Mut+mimic)；第

四组 PmirGlo- Mut -Wnt4+miR-1623 Ncontrol (Mut+

Nc)，第五组 NC (相同处理不添加质粒和 mimic)。

3.7数据统计与分析

利用 Excel 软件进行数据统计和分析，利用

GraphPad prism 5绘图软件进行图形绘制，数据以均

值依标准差(x依s)表示，以 t检验判断差异显著性。
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表 1引物信息

Table 1 Primer informations

引物名称

Primer name

miR-1623

miR-U6

Reverse Primer

WNT4-F

WNT4-R

茁-actin-F

茁-actin-R

Wnt4-WT-F

Wnt4-WT-R

序列(5'-3')

Sequence (5'-3')

ACCGCAGGCACAGACAGGCAGT

TGCTTTGGCAGCACATATACCAA

GATCGCCCTTCTACGTCGTAT

TCTACGCCATCTCTTCAGCA

AGGCAATGTTATCGGAGCAG

TGCCAGGGTACATTGTGGTA

TGCGTGACATCAAGGAGAAG

CTAGCTAGCTGAGGAGGAGACCTGCGAGAA

CGCGTCGACATCGGAGCAGCCAGACCAC

碱基长度(bp)

Bases in length (bp)

22

23

21

20

20

20

20

30

28

注: Reverse primer: miRNA通用下游引物;黑体加粗是保护碱基;斜体是酶切位点: Nhe玉(GCTAGC), Sal玉酶(GTCGAC)

Note: Reverse Primer: The miRNA universal downstream primer; Boldface is protection base; Italic is restriction sites: Nhe玉(GC-

TAGC), Sal玉(GTCGAC)
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