
siRNA 是否已经进入细胞中，以及观察 siRNA

在细胞中的定位，siRNA 的稳定性，甚至帮

助识别已经转染的细胞。不过，由于 siRNA

进入细胞并不等于成功诱发了 RNA 干扰，吸

附在细胞膜表面的荧光染料也可能会干扰结

果，所以，这种快速而廉价的方法只适合作为

评估转染是否成功的方法，也有人用来作为评

估转染效率的工具。但是要特别留意，对于某

些脂质体转染试剂和细胞，荧光强度变化和对

照 mRNA 的下降并不一定相关，作为评估

RNAi 效率不一定适合。 

当然，带有荧光标记的正对照还是很快很

直观。荧光标记的 siRNA 转染浓度可能要高

于未经修饰的 siRNA，通常需要到 100nMol。

各家公司有提供带有荧光标记的正对照或者

负对照 siRNAs，也可以在化学合成 siRNA 时

要求厂家添加标记，标记的合成 siRNA 至少

需要 HPLC 纯化级别。 

Ambion 还有个荧光标记试剂盒 Silencer 

Cy3 and FAM siRNA Dye-labeling Kits，可标

记化学合成或者酶法合成的 siRNA。比较简

单，2 种荧光素标记可供选择，标记反应会标

记在 2 条链上，不影响效果。 

 

除了荧光标记 siRNA，通常建议选择 2-3

种转染试剂，分别尝试不同浓度和不同的细胞

密度，优化转染条件可用正对照在 96 孔培养

板上进行，并检测正对照结果。Ambion 的

KDalert. GAPDH Assay Kit 可直接用转染后

的细胞裂解后加入检测试剂可直接检测发光

信号，从而比较不同转染条件的差别，也可以

用于检测未处理细胞和负对照之间的区别，得

到转染试剂毒性的数据。 

 

 

6 siRNA 实验设置和参照系 

前面提到的 RNAi 实验 4 大要素，第三点

就是参照。由于 RNA 干扰实验本身就是对比

研究干扰前后基因表达模式的相对差别，所以

参照是必不可少的。没有完整的参照系，实验

结果就没有分析的意义。由于不断有文章指出

siRNA 因为浓度、或者 siRNA 本身的长度、

或者 siRNA 作用机制等因素而导致的非预期

脱靶反应，设计全面的参照体系对于正确评估

siRNA 干扰结果非常重要。 

空白对照：未转染细胞的空白对照可作

为细胞正常的表达模式和细胞活力基础参照； 

转染试剂对照：仅加入转染试剂的空白

对照则可用于评估转染试剂对细胞毒性和细

胞基因表达模式的非特异影响；这一步也可放

到摸索转染条件时做。 

负对照：转染非靶向的 siRNA 负对照，

可用以排除转染 siRNA 本身对基因表达可能

造成的任何非特异影响，严谨的实验更是要求

2 个以上不同的负对照；非靶向 siRNA 负对

照通常是选择和人类、小鼠、大鼠等基因不同

源的序列，用于排除转染 siRNA 对细胞表达

模式的非特异影响。基本上每个厂家都有卖，

也是必须的。进口品牌比较贵，国内厂家合成

的便宜些。比如 Ambion 提供 3 种负对照，

5nmol 价格 2000 人民币，40nmol 6600；韩国

Bioneer的 siRNA负对照有荧光标记和未标记

两种，OPC 纯化方式 5nmol 负对照人民币价

格约为 800。采用荧光标记的负对照还可以用

于直观地观察转染效率。 

正对照：选择靶向一个在多种细胞内持

续、恒定、高表达，且容易检测的内源基因作

为正对照，用以验证转染条件和本次操作反应

条件的可行性。正对照和选择的细胞来源和基

因有关。比较常见的是用看家基因或者持续稳

定高表达的基因作为正对照，比如 GAPDH，

还有 KIF11，beta-actin，Cyclophilin，Lamin  
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A/C，GFP，Firefly Luciferase 等等。且最好容

易检测。我们前面介绍的部分试剂盒里有附

送，可以留意一下。常用同一个正对照，也有

助于平衡每次实验结果之间的偏差。 

用于平衡每次实验间的一致性。 

要正确评估 RNAi 实验结果，除了正负对

照，至少选择 2-5 个针对同一个基因的

siRNAs，每个 siRNA 分别做 2-3 组，同时平

行实验，以相互验证基因沉默特异性，避免脱

靶反应，减少假阳性或者是假阴性结果影响最

后的结果分析。 

 

每次实验都要同时做正负对照，不单可以

用于纠正排查实验操作的可行性，同时也可以 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 




