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1 样本信息

样本类型：大鼠胃组织+人胃黏膜上皮细胞
储存条件：-80度保存，加干冰寄样。

检测内容：RT-qPCR（mRNA）相对定量

样本数量：24+18
2 仪器与试剂

2.1 主要仪器

表1 实验所用主要仪器

	仪器名称
	仪器型号
	供应商

	Real Time PCR 仪
	ABI7500
	ABI

	台式高速大容量离心机
	5810R
	Eppendorf

	制冰机
	ZBE30-10
	ZIEGRA

	凝胶成像系统
	ChemiDoc XRS+
	Bio-RAD

	电泳仪
	POWER/PAC300
	Bio-RAD

	电泳槽
	JY-SPCT型
	北京君意东方

	低温高速离心机
	5417R
	Eppendorf

	高压蒸汽灭菌锅
	YM75
	上海三申

	超微量分光光度计
	Nanodrop 2000
	Thermo

	移液器
	2.5µL、10µL、200µL、1000µL
	Eppendorf

	PCR仪
	Veriti
	ABI

	电子天平
	BS-224S
	Sartorius

	离心管
	1.5mL、2.0mL、0.6mL、0.2mL
	Axygen

	微孔板离心机
	CF2800M
	LABGIC

	掌式离心机
	D1008E
	DLAB

	枪头
	10µL、200µL、1mL
	Axygen

	微波炉
	P70D20TL-D4
	Galanz

	高速低温组织研磨仪
	KZ-5F-3D
	武汉赛维尔生物科技


2.2 主要试剂

表2 实验所用主要试剂

	试剂名称
	货号
	供应商

	琼脂糖
	111935
	BioWest

	TRNzol Universal 总 RNA 提取试剂
	DP424
	天根生化科技

	6×Loading Buffer
	D1010
	索莱宝

	miRcute plus miRNA qRCR kit
	FP411
	天根生化科技

	miRcute plus miRNA First-strand cDNA kit
	KR211
	天根生化科技

	Applied Biosystems™ MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode, 0.2mL
	4306737
	ABI

	Applied Biosystems™ MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode & Optical Adhesive Films
	4314320
	ABI

	氯仿
	10006818
	国药集团

	异丙醇
	80109218
	国药集团

	无水乙醇
	10009218
	国药集团

	引物
	
	金唯智

	RNase/DNase-free ddH2O
	RT121-02
	天根生化科技


3 实验步骤

RNA提取

 将加入TRNzol后的样本室温反应10 min。

1.2  加入200µl氯仿，剧烈摇荡 15 s，不要使用涡旋振荡仪，室温放置 10min。

1.3  4℃ 12000rpm 离心 15min。离心后溶液分为三层，由下至上为：酚仿层、中间白色蛋白层和澄清的水层，RNA 存在于水层中。

1.4  取上层水相 400 µL 于新的离心管中，等体积加入异丙醇（4℃预冷），-20℃放置 15 min。

1.5  4 ℃ 12000rpm 离心 10 min。

1.6  弃上清，加入 1 mL 75%乙醇（4℃预冷）洗涤RNA沉淀。

1.7  轻轻上下翻转，充分洗涤。4 ℃ 12000 rpm 离心5 min。

1.8  弃上清，重复步骤1.6-1.7一次。。

1.9  弃上清，用移液器小心将残留液体吸干净，晾干。加入 50 µL DEPC 水中，用枪轻轻吹打使其充分溶解。

1.10  RNA 的纯度与浓度检测：NanoDrop 2000测定提取RNA 的 OD 值和浓度。

1.11  RNA 的完整性检测：用 1.5%琼脂糖凝胶电泳鉴定 RNA 的完整性。

l.12  RNA 样品长期保存于-80 ℃冰箱。

2. 体外反转录
	试剂
	体积

	2 × miRNA RT Reaction Buffer
	10 µL

	miRNA RT ENzyme Mix
	2 µL

	Total RNA
	2ug

	RNase/DNase-free ddH2O
	Up to 20 µL


按照上述表格配制的反转录反应液，轻轻混匀，42 ℃孵育60 min，95℃，3min，终止反应。将反转录得到的 cDNA 测定浓度后稀释用作PCR反应模板。

3  PCR扩增

将稀释后cDNA （约100ng/µl）作为 PCR反应模板。PCR反应体系如下：

	试剂
	用量

	cDNA
	100ng/1 µL

	Forward Primer (10µM) 
	0.4 µL

	Reverse Primer (10µM)
	0.4 µL

	2 × miRcute Plus miRNA PreMix（SYBR&ROX） 
	10 µL

	ROX Reference Dye（50×）
	1.6 µL

	RNase/DNase-free ddH2O
	Up to 20 µL


 PCR反应程序：

95℃预变性 15 min

94℃  20s

60℃  34s

95℃  15s

60℃  1min

每15s升温0.3℃

95℃  15s
4 数据分析

使用 ABI7500软件读取各PCR反应Ct值，使用目的基因的Ct值减去内参基因的 Ct 值，得到 Δ Ct；用实验组 Δ Ct减去对照组的Δ Ct均值，得到 ΔΔCt 。使用 2-ΔΔCt计算相对于对照组，实验组目的基因的表达变化。

5 实验结果见附件
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