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摘  要：【背景】传统引物延伸法常与放射性标记结合使用，但由于放射性元素半衰期短、危害人

体健康及严格的操作要求等限制了其在一般实验室的广泛使用。因此，开发新型非放射性引物延

伸法成为当前研究的热点。【目的】建立非放射性的引物延伸法，并利用该方法实现对细菌 RNA
剪切加工位点的鉴定。【方法】将包含 RNA 剪切位点的序列克隆至双荧光报告系统，然后利用荧

光染料 Cy5.5 标记的特异性靶向 mcherry 寡核苷酸引物进行延伸，并辅以 Northern blotting、
RT-qPCR 等技术，确定 RNA 剪切加工的精确位点。【结果】鉴定了来自解纤维梭菌 cip-cel mRNA
中的 2 个剪切加工位点均位于颈环结构下游的单链区域，且在剪切位点附近未发现保守序列。【结

论】基于 Cy5.5 标记的引物延伸法能够精确鉴定 RNA 剪切加工位点，且与传统的放射性引物延

伸法相比，该方法具有更高的安全性和更快的检测速度，能够满足一般实验室的实验要求。 
关键词：近红外荧光染料；Cy5.5 标记的探针；非放射性；引物延伸法；细菌 RNA 剪切位点 
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Fluorescence dye Cy5.5-based primer extension technique 
determines RNA cleavage sites of bacteria 
WANG Na, LI Ping, QIU Zili, XU Chenggang* 

Institute of Biotechnology, Shanxi University, Taiyuan 030006, Shanxi, China 
 
Abstract: [Background] Traditional primer extension assay usually uses radioactive probes to 
identify the start sites of transcription and processing sites of transcripts. However, the 
application of this method in general laboratories is limited because of the short half-life, health 
hazards, and waste disposal issue of radioisotope-labeled primers. [Objective] To develop a 
non-radioactive method of primer extension by employing near-infrared fluorescent cyanine dye 
Cy5.5 and then employ this method to identify the RNA cleavage sites of bacteria. [Methods] 
The sequence harboring RNA cleavage sites was inserted into the dual-luciferase reporter assay 
system, and then the Cy5.5-labeled oligonucleotides primer specific to mcherry was used for 
primer extension. The RNA cleavage sites were precisely identified by Northern blotting and 
Cy5.5-based primer extension technique. [Results] Two processing sites of cip-cel mRNA were 
identified, which located in the downstream region of the stem-loop. However, no conserved 
sequence was identified near the processing sites. [Conclusion] Compared with radioactive 
isotope-based primer extension methods, the Cy5.5-based primer extension technique not only 
efficiently determines processing sites of RNA molecules but also avoids the use of hazardous 
radioactive isotope reagents for labeling and shortens the processing time, which suggests that 
the Cy5.5-labeled probe is suitable for primer extension assay. 
Keywords: near-infrared fluorescent dye; Cy5.5-labeled probe; non-radioactive; primer extension; 
RNA cleavage sites of bacteria 
 
 
 

引物延伸作为一种用来鉴定转录起始位点

或 RNA 剪切加工位点的分子生物学方法，主

要用于确定 RNA分子的 5′末端，其分辨率最高

可达到单碱基 [1-4]。该方法的工作原理是利用

尿素变性聚丙烯酰胺凝胶同时分离 cDNA 片段

与双脱氧链终止反应产物，通过比较分析

cDNA 片段及与其对应的测序 ladder 确定 RNA
分子的 5′末端，成功鉴定转录起始位点或 RNA
剪切加工位点(图 1)[5]。传统的引物延伸反应主

要与放射性同位素结合使用(常见的为 32P 标记)，
通过放射自显影定位 cDNA 的 5′末端[6]，虽然

灵敏度较高，但由于放射性引物半衰期短、危

害人体健康、废物处理问题和复杂的操作程序

等一系列缺点，限制了其在一般实验室中的使

用。值得注意的是，尽管安全性较高的非放射

性标记(如地高辛、生物素等)逐渐发展并取代

传统放射性标记，但其探针主要由配体修饰，

通过配体特异性蛋白与试剂盒中的酶偶联杂交

后进行检测，制备和检测程序比较复杂[7-11]。 
近年来，近红外荧光生物成像技术由于良

好的水溶性、较小的生物样本光损伤和较低的生

物毒性等引起了人们越来越多的关注[12-14]。与

可见光波段相比，花菁染料(如 Cy5.5)等近红外

荧光(infrared fluorescent, NIRF)染料除了具有较 
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图 1  引物延伸示意图 
Figure 1  Overview of primer extension procedure. 
 

宽的光学波段范围(700−1 700 nm)、较低的背景

荧光干扰等，还具有高灵敏度、高信噪比及特异

的组织或细胞靶向性，因而被广泛用于荧光成

像[15-18]，在研究生物分子功能、药物分布和代谢

以及肿瘤的诊断与靶向治疗中发挥重要的作用。 
随着非放射性染料在生物学领域的广泛应

用和发展，本研究旨在开发一种基于荧光染料

Cy5.5 标记且相较于传统的方法更加安全高效

的引物延伸法，以期能够精确鉴定解纤维梭菌

(Runminiclostridium cellulolyticum) cip-cel mRNA 中

的剪切加工位点，同时为精确探究不同转录本

转录起始位点或 RNA 剪切加工位点提供一种

更加安全可靠的鉴定方法。 

1  材料与方法 
1.1  菌种培养 

研究所用菌种和质粒见表 1。解纤维梭菌

(R. cellulolyticum) ATCC35319 需在 GS-2 培养

基[20]中，以纤维二糖为碳源、35 ℃厌氧静置培

养。大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α 及其转化

后的细胞在 LB 培养基中 37 ℃、180 r/min 振荡培

养 12–16 h。40 μg/mL 的红霉素和 100 μg/mL 的

氨苄青霉素分别用于解纤维梭菌或大肠杆菌转

化子的筛选。 

1.2  主要试剂和仪器 
Taq DNA 聚合酶、DNA Marker，北京全

式金生物技术有限公司；T4 DNA 连接酶、限

制性内切酶、M-MLV 反转录酶，宝生物工程

(大连)有限公司；DNA Gel/PCR Purification 
MiniPrep Kit、Plasmid MiniPrep Kit、HiScript®III 
RT SuperMix for qPCR (+gDNA wiper) Kit 和

ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix，南

京诺唯赞生物科技有限公司；RNase-Free DNase 
Set、EZ-10 Total RNA Mini-Prep Kit、Cy5.5 
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表 1  实验中所用的菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 
菌种与质粒 
Strains and plasmids 

描述 
Description 

来源 
Source or reference 

Strains 
E. coli DH5α 80d lacZ ΔM15, Δ(lacZYA-argF) U169, endA1, recA1 hsdR17(rk

‒, mk
+), 

supE44λ‒ thi-1 gyrA96, relA1, phoA 
Transgene 

R. cellulolyticum H10 ∆MspⅠ Derived from Ruminiclostridium cellulolytiucm H10 with the MspI deleted Granted from Cui et al[19] 
Plasmids 
pMTC6 pIMPⅠ derivative expression vector bearing fbfp gene This study 
pIR2 pMTC6 derivative expression vector bearing intergenic regions genes (IR2) This study 
pIR5 pMTC6 derivative expression vector bearing intergenic regions genes (IR5) This study 

 
标记的荧光引物及其他常规引物合成和测序，

生工生物工程(上海)股份有限公司；USB®Thermo 
Sequenase Cycle Sequencing Kit，赛默飞世尔

科技(中国)有限公司；红霉素、氨苄青霉素，北

京索莱宝公司；Trizol 试剂，上海翊圣生物科技

股份有限公司；尼龙膜，GE HealthCare 公司。 
CFX Connect Real-Time PCR Detection 

System、电转仪、真空转印仪，Bio-Rad 公司；

Odyssey CLx 红外激光双色图像分析系统，

LI-COR Biosciences 公司；JYCX1B 型测序电

泳槽，北京君意东方电泳设备有限公司；组合

型分子杂交箱，耶拿分析仪器股份公司；高速

台式离心机，Eppendorf 公司。 

1.3  解纤维素梭菌的电转化 
将 0.5 mL R. cellulolyticum 培养液(OD600=0.5)

接种于 50 mL GS-2 培养基中，35 ℃厌氧静置培

养 17–24 h 至指数生长中后期(OD600=0.5−0.7)后，

冰浴 30 min，4 ℃、8 000 r/min 离心 10 min 收集

菌体。用 10 mL 预冷的电转缓冲液(0.275 mol/L
蔗糖，0.005 mol/L 磷酸氢二钾，pH 6.5)洗涤

菌体 2−3次。最后用 1 mL预冷的电转缓冲液重

悬制备感受态细胞。每 200 μL 感受态细胞加入   
1 μg 质粒，充分混匀后转移至 2 mm 电转杯，

于电压 1.6 kV、电阻 400 Ω、电容 25 μF 条件下

进行电击。电击后细胞迅速转至 35 ℃预热且

无抗性的 GS-2 培养基中复苏培养 12 h，然后涂

布于红霉素抗性(20 μg/mL)的 GS-2 固体平板，

静置培养 3−5 d 后挑取单克隆。 

1.4  RNA 的提取 
收 集 50 mL 培 养 至 指 数 生 长 中 后 期

(OD600=0.5−0.7)的 R. cellulolyticum，8 000 r/min
离心 10 min 收集细胞，重悬于 1 mL Trizol 裂解

细胞，然后通过 EZ-10 Total RNA Mini-Prep Kit
提取总 RNA，并用 RNase-free DNase Set 去除

基因组 DNA。RNA 样品保存于−80 ℃备用。 
1.5  Northern blotting 

取 5 μg 总 RNA 通过 1%甲醛变性琼脂糖凝

胶电泳分离，然后使用真空转移装置在 Transfer 
buffer (20×SSC，3 mol/L 氯化钠，0.3 mol/L 柠檬

酸三钠)作用下将其印迹到尼龙膜上并通过紫

外交联固定，42 ℃与特异性靶向 fbfp 和 mcherry

的 Cy5.5 标记 DNA 探针杂交过夜。杂交之后的

尼龙膜利用 Odyssey CLx 红外激光双色图像分

析系统检测荧光信号[7]。 
1.6  Real-Time quantitative PCR (RT-qPCR) 

利用 Hiscript®III RT SuperMix for qPCR 
(+gDNA wiper) Kit 按照说明书将 RNA 逆转录

得到 cDNA。RT-qPCR 反应体系(20 μL)：cDNA
模板 500−1 000 ng，上、下游引物(10 μmol/L)各
0.4 μL (引物序列见表 2)、2×ChamQ Universal 
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表 2  实验中设计的引物与探针 
Table 2  Primers and probes used in this study 
引物/探针名称 
Primers/Probes 

引物/探针序列 
Sequence (5′→3′) 

描述及产物长度 
Description and products of sizes 
(bp) 

Primers 
IR2_F GGAAGATCTTATTTAATACTATGACGCATATG To amplify the intergenic region 

of cel48F−cel8C (IR2); 128 IR2_R CTTCTCCTTTTGATACCATGTTCTTACCTTAATCCTTTTC 
IR5_F GGAAGATCTTTTTGAAGTTTTATTTGGAAC To amplify the intergenic region 

of cel9E-orfX (IR5); 168 IR5_R CTTCTCCTTTTGATACCATGGCTTTTCTCCTTATTTATTCAA 
fbfp_F ATGATAAATGCAAAACTTCTTCAGC To amplify the DNA fragment of 

fbfp; 447 fbfp_R TTAATGTTTTGCCTGACCCTG 
mcherry_F ATGGTATTCAAAAGGAGAAGAAG To amplify the DNA fragment of 

mcherry; 711 mcherry_R TTATTTATAAAGTTCATCCATTCCTCC 
qPCR_fbfp_F CATGATCAGCCTGGTATAGC To clone fbfp fragment for qPCR; 

200 qPCR_fbfp_R TCTTCTGCAAATACCTGTGCT 
qPCR_mcherry_F ATTTTCCTTCAGATGGACCTGT To clone mcherry fragment for 

qPCR; 200 qPCR_mcherry_R ATTATATGCTCCAGGAAGCTGT 
qPCR_Ccel_0312_F AGATACTAAGCTCGGTCCTGA To clone Ccel_0312 fragment for 

qPCR; 200  qPCR_Ccel_0312_R CACCAAAGATCGCTCTAAGCA 
Probes 

*fbfp_probe GCTGAAGAAGTTTTGCATTTATCAT To probe gene fbfp 
*mcherry_probe CTCGTCTTCCTCTGTAAGTTGTCCTCCT To probe gene mcherry 
*mcherryPE_R ATTGCCATATTATCTTCTTC To target 5′ end of processed 

transcripts 
 
SYBR qPCR Master Mix 10 μL，ddH2O 补足  
20 μL。混匀后在 CFX Connect Real-Time PCR 
Detection System 上分别对基因 fbfp 和 mcherry 的

表达水平进行检测。PCR 反应条件：95 ℃ 30 s；
95 ℃ 3−10 s，60 ℃ 10−30 s，共 40 个循环。溶

解曲线反应条件：95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s，95 ℃ 
15 s。基因的相对表达水平以 Ccel_0312 (编码

RNA 聚合酶 β 亚基)为内参对照。按照 2−∆∆Ct法对

结果进行分析。 

1.7  引物延伸分析 
首先，以 Mlu Ⅰ单酶切后的重组质粒为模板，

Cy5.5 标记的探针*mcherryPE_R 为特异性引

物，利用 USB® Thermo Sequenase Cycle Sequencing 
Kit 进行单引物扩增，通过双脱氧链终止法获

得测序 ladder 产物。同时，以该荧光探针

*mcherryPE_R 为特异性引物，使用反转录酶

M-MLV 逆转录总 RNA 获得 cDNA。然后，将

变性的测序 ladder 产物和 cDNA 样品同时经 8%
尿素变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离。最后，利

用 Odyssey CLx 红外激光双色图像分析系统检

测荧光信号。通过比较 cDNA 与测序 ladder 条

带，确定所检测 RNA 的剪切加工位点。 

2  结果与分析 
2.1  基于双荧光系统的重组质粒构建 

纤维小体是 R. cellulolyticum 分泌的一种高

分子量的多酶复合体，cip-cel 操纵子作为编码纤

维小体中纤维素酶的基因簇，主要含有 12 个编

码关键酶亚基的基因。我们前期研究已经发现

该操纵子基因间隔区(intergenic regions, IRs)中
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至少存在 5 个剪切加工位点[21]。在此基础上，

以 IR2 和 IR5 为例，分别构建含有该基因间隔

区的重组质粒，对其存在的剪切加工事件进一

步分析验证。以 R. cellulolyticum 基因组为模

板，利用寡核苷酸引物(表 2)分别克隆 cip-cel
操纵子中的 IR2 和 IR5。将扩增得到的基因间

隔区片段分别与红色荧光基因 mcherrry 通过重

叠延伸 PCR (single overlap extension PCR, 
SOE-PCR)进行融合，融合片段经限制性内切

酶 Bgl Ⅱ和 EcoR I 双酶切后插入到质粒 pMCT6

的对应位点，与绿色荧光基因 fbfp 共同在 Pthl
启动子调控下融合表达(图 2A)。构建好的重组

质粒(分别命名为 pIR2、pIR5)经 PCR 扩增和限

制性内切酶酶切鉴定。1%琼脂糖凝胶电泳结果

显示，在 2 个重组质粒中均观察到了与设计插入

的目的片段大小一致的DNA片段，分别为839 bp
和 879 bp (图 2B、2C)。此外，DNA 测序分析

也验证了插入片段序列的正确性。这些结果充

分表明重组质粒 pIR2 与 pIR5 构建成功，随后

将重组质粒电转化导入 R. cellulolytiucm 中。

 

 
 
图 2  基于双荧光报告系统的重组质粒构建   A：重组质粒构建示意图. B：PCR 扩增鉴定重组质粒. 
C：Bgl Ⅱ和 EcoR Ⅰ双酶切鉴定重组质粒 
Figure 2  Construction of recombinant plasmids based on dual-luciferase reporter system. A: IRs (IR2 and 
IR5) from the cip-cel operon were respectively inserted into the reporter system. B: The resulted plasmids 
were identified by PCR. C: The resulted plasmids were digestion of Bgl Ⅱ and EcoR I.  
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2.2  荧光引物的设计和分析 
在引物延伸分析中，当用于和目标序列杂

交的寡核苷酸引物位于距所预测的转录起始或

剪切加工位点 150−200 bp 以内时，所得到的检

测结果最准确。依据此原理，选择在红色荧光

基因(mcherry)起始密码子下游 35 bp 处设计反向

Cy5.5 标记的寡核苷酸荧光引物*mcherryPE_R 
(图 3A)。引物长度为 25 bp，3′末端为 C 碱基且

GC 含量为 30%，无任何自身二级结构。为了

进一步检测所设计荧光引物的扩增效率和扩

增特异性，利用 IR2_F/*mcherryPE_R 和 IR5_F/ 
*mcherryPE_R 两对引物，以重组质粒 pIR2 和

pIR5为模板通过常规PCR扩增进行分析(图3A)。
结果显示，在 839 bp 和 879 bp 处分别检测到了

较亮的扩增条带且不存在拖尾现象(图 3B)。同

时，利用 Odyssey CLx 红外激光双色图像分析

系统分析扩增产物所携带的荧光信号，在相同的

位置可明显检测到较强的荧光信号(图 3C)。这些

结果均显示所设计的荧光引物有很好的特异性

和扩增效率，其荧光信号可被荧光成像系统直

接检测而无需其他额外步骤，检测过程方便

简单。 

2.3  IR2 和 IR5 中 RNA 剪切加工的鉴定 
为了进一步确定 cip-cel 操纵子 IR2 和 IR5

中的 RNA 剪切加工事件，设计并合成能够特异

性探测双荧光报告系统中绿色荧光基因(fbfp)
和红色荧光基因(mcherry)的 Cy5.5 标记的 DNA
探针(序列见表 2)，通过 Northern blotting 对人 

 

 
 
图 3  Cy5.5 标记的荧光引物特异性分析   A：荧光引物 PCR 检测示意图. B：琼脂糖凝胶电泳分析

PCR 扩增产物. C：荧光成像系统检测 PCR 扩增产物 
Figure 3  Specificity of the Cy5.5-labeled primer. A: Schematic representation of the detection of 
fluorescent primer via PCR. B: The PCR products of fluorescent primer were analyzed by 1% agarose gel 
electrophoresis. C: The PCR products were directly detected by fluorescence imaging system. 
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工操纵子 (fbfp-Irs-mcherry)的转录状态进行分

析。结果显示，与不含剪切序列的对照相比，

除了全长的 1.2 kb 双顺反子转录本之外，IR2 和

IR5 还检测到了与荧光基因大小一致的单顺反

子转录本的存在(图 4A、4B)，确定 IR2 和 IR5
中包含剪切信号，能够被核糖核酸内切酶识别

剪切。同时 RT-qPCR 结果显示(图 4C、4D)，
IR2 和 IR5 上、下游基因的转录水平也显著增

加，说明剪切能够促进 RNA 的稳定性。 

2.4  引物延伸法鉴定 RNA 剪切加工位点 
为了进一步精确分析 IR2 和 IR5 中的 RNA

剪切加工位点，利用 Cy5.5 标记的引物延伸法

对 RNA 剪切加工位点进行鉴定。利用 8%的尿

素变性聚丙烯酰胺凝胶同时对测序 ladder 和

cDNA 进行分离，通过分析与 cDNA 条带对齐

的测序 ladder 确定 mRNA 的 5′末端。图 5 展示

了 IR2 和 IR5 发生 RNA 剪切加工后转录本的引

物延伸结果。结果显示，IR2 和 IR5 的 RNA 剪

切加工位点均位于 A 碱基附近。对剪切位点附

近的序列和结构进行分析发现，2 个剪切加工

位点附近的碱基序列均不具有保守性，但在其

上游均预测到颈环结构的存在。因此，颈环结构 

 

 
 
图 4  IR2和 IR5中RNA剪切加工的鉴定   A、B：利用靶向 fbfp和 mcherry探针通过 Northern blotting
分别分析 IR2 和 IR5 的 RNA 剪切. C、D：通过 RT-qPCR 分别分析 IR2 和 IR5 中基因 fbfp 和 mcherry
的转录水平. 以不含 IRs 的重组载体为空白对照. 误差条表示 3 次重复实验的平均值的标准偏差 
Figure 4  Analysis of RNA processing in IR2 and IR5. A, B: Northern blotting analysis of transcripts using 
the dual-luciferase reporter system carrying each IR2 and IR5 with fbfp- and mcherry-targeting probes. C, D: 
Relative transcription level of fbfp and mcherry in artificial operons harboring IR2 and IR5 measured by 
RT-qPCR. No any IRs harbored was as control. Error bars indicate the standard deviation of the mean from 
experiments done in triplicate. 
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图 5  引物延伸鉴定 IR2 (A)和 IR5 (B)中的 RNA 剪切加工位点   RNA 剪切位点用红色箭头指出 
Figure 5  RNA cleavage sites of IR2 (A) and IR5 (B) were precisely identified by primer extension assay. 
Cleavage sites are indicated by red arrows. 
 

可能在控制 RNA 剪切方面起到了关键作用，但

其具体的作用机制还需要进一步的探索分析。 

3  讨论与结论 
在本研究中，我们开发了一种更加安全、

简便的利用荧光染料 Cy5.5 标记的引物延伸

法，利用该方法精确鉴定了 R. cellulolyticum 的

cip-cel 操纵子 IR2 和 IR5 中的 RNA 剪切加工位

点。该方法不仅有助于探究潜在的作用于 cip-cel
操纵子的核糖核酸酶及其所识别的剪切信号，

同时也进一步拓展了近红外荧光染料尤其是花

菁染料 Cy5.5 在生物技术中的应用。 

花菁染料 Cy5.5 作为当前备受关注的一类

近红外荧光基团，由于其吸收光谱和发射光谱

在近红外区，具有低光谱背景干扰、高灵敏度

等特点[22]，因而广泛用于疾病模型和医药治疗

的研究中，如检测细胞程序性死亡[23-24]、分子构

象动力学[25]、免疫分析[26]及肿瘤的识别检测[27-28]

等诸多方面。利用 Cy5.5 标记的寡核苷酸探针

检测肿瘤中特异性表达的miRNA[29]或 lncRNA[30]

的灵敏度和效率也得到了充分验证。同时，本

实验室开发的 Cy5.5 标记的荧光探针还成功应用

于核酸印迹杂交 [7]。在本研究中，我们验证了

Cy5.5 标记的寡核苷酸引物在引物延伸实验应用
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中的可能性，发现 Cy5.5 标记的引物具有良好的

特异性和扩增效率，不存在异源延伸产物，此

外还具有较高的稳定性以及安全性且制备简单，

无需复杂的标记程序。因此，本研究进一步丰富

了花菁染料 Cy5.5 在生物领域的应用。 
与传统的放射性标记的引物延伸法相比，

该方法不仅避免使用危险的放射性同位素标记

试剂及后续的废物处理问题，而且还具有诸多

优点。(1) 由花菁染料 Cy5.5 标记的引物制备

简单，可以从大多数寡核苷酸合成公司订购，

无需后续复杂的标记程序便可直接使用，更加

提高了实验效率。(2) 放射性引物的半衰期较

短，长时间使用的话需要不断重新标记，浪费

时间的同时也造成了经济压力，相比而言，荧

光标记引物更稳定，可在–20 ℃保存长达 1–2 年

的时间，更加节约时间和实验成本。(3) 相较于

放射性标记后续严苛和烦琐的信号检测程序，

荧光信号可被荧光成像系统直接检测而无需对

凝胶进行再次处理，检测过程更加方便简单且

曝光时间较短。因此，由 Cy5.5 标记的引物延伸

法可满足一般实验室对于鉴定转录起始位点或

转录后水平剪切加工位点等一系列研究的需求。 
然而，基于 Cy5.5 标记的引物延伸法仍然

存在一定的缺陷，需要进一步完善和改进。与

传统的放射性标记的引物延伸法相比，该方法

的检测灵敏度较低，但可以通过提高 cDNA 的

上样量或者在反转录反应中提高 RNA 模板的

量和 RNA 的质量来改善这一缺点，从而获得

更加准确的结果。值得注意的是，利用引物延

伸法鉴定转录起始位点或 RNA 剪切加工位点

时，必须做好充分的对照实验，避免不同来源

的 RNA 5′末端相互混淆，影响鉴定结果。此

外，基于 Cy5.5 标记的引物延伸法对一些转录

丰度较高转录本的检测是比较准确的，但对于

一些转录丰度较低的转录本，其检测结果不可

避免地存在微小误差，这些误差可能由多种外

界因素所致，如反转录的准确性、样品的纯度

以及电泳迁移时间等。 
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