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摘要  小RNA是对植物生长发育十分重要的一类小分子核苷酸, 在多种生命过程以及胁迫响应中发挥重要调控作用。对小

RNA的定位研究有助于揭示它们的功能, 而小RNA荧光原位杂交(sRNA-FISH)是一种通过荧光检测技术对生物体内小 

RNA进行定性或半定量分析的技术, 目前该技术已经在动物体内被广泛应用, 而在植物体内的应用还比较少。该文详细介

绍了基于超高分辨率显微镜的sRNA-FISH的具体操作流程以及注意事项, 该技术可用于探究植物组织内小RNA的表达与

定位。 
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小RNA是动植物中一类非常重要的18–30 nt小

分子核苷酸(Chen, 2009; Kim et al., 2009), 成熟的

小RNA通过对靶基因进行转录或转录后水平的调节

参与多种植物的生长发育与胁迫响应过程。目前植物

中主要有3种小RNA,分别为miRNA (microRNA)、

siRNA (Small interfering RNA)和phasiRNA (phased 

secondary small interfering RNA) (Yu et al., 2019)。

在植物细胞中 , miRNA的生物合成过程已有报道 , 

miRNA编码基因在RNA聚合酶II的作用下被转录至

细胞核中, 形成初级miRNA (Primary miRNA, Pri- 

miRNA) (Lee et al., 2004; Jones-Rhoades et al., 

2006)。Pri-miRNA在DCL1 (DICER-LIKE 1)、HYL1 

(HYPONASTIC LEAVES 1)以及SE (SERRATE)等

蛋白因子的作用下被切割成具有互补茎环结构的前

体 miRNA (Precursor miRNA, Pre-miRNA), Pre- 

miRNA又被加工成miRNA/miRNA*双链体。在HEN1 

(HUA ENHANCER 1)的作用下, miRNA/miRNA*双

链聚合体的3'端被甲基化修饰, 以免被降解, 稳定的

miRNA/miRNA*双链聚合体在HASTY蛋白的作用下

被运输至细胞质中(Kurihara and Watanabe, 2004; 

Li et al., 2005; Park et al., 2005; Jones-Rhoades et 

al., 2006)。在细胞质中, miRNA/miRNA*双链聚合物 

解旋, 反义链被降解, 成熟miRNA单链与含有RNA

解旋酶和AGO (ARGONAUTE)蛋白的RNA诱导沉默

复合体(RNA-induced silencing complex, RISC)结

合 , 控制其相关靶基因的表达 (Vaucheret et al., 

2004; Baumberger and Baulcombe, 2005)。 

小RNA作为一种重要的转录后水平调控因子 , 

已被证明具有很强的组织特异性及细胞特异性

(Nogueira et al., 2007, 2009; Ori et al., 2007; Chit-

wood et al., 2008, 2009; Liu et al., 2009; Wollmann 

et al., 2010), 并且小RNA还被发现能够在植物中移

动并参与植物发育的调控(Pagliarani and Gambino, 

2019; Yu et al., 2019)。为了探究小RNA在植物体内

的组织定位以及运输, 研究人员开发了一系列实验方

法。最初是对植物体内Pre-miRNA的组织以及细胞定

位进行检测。研究者利用地高辛(Digoxin, DIG)标记

的反义RNA探针进行原位杂交(Chen, 2004; Kidner 

and Timmermans, 2006)。该技术也被用于检测植物

组织内的成熟miRNA及其靶基因mRNA的表达模式, 

从而探究小RNA在植物组织中的运输过程(Chitwood 

et al., 2009; Carlsbecker et al., 2010), 但传统的体

外转录合成探针对低表达量的小RNA灵敏度不高。为

了探究低丰度成熟的小RNA在植物体内的表达模式

·特邀专家方法· 
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与组织定位, 研究者开发了基于类寡核苷酸衍生物

(locked nucleic acid, LNA)修饰探针的体内原位杂交

技术 (Javelle and Timmermans, 2012)。针对Pri- 

miRNA, 研究者通过MIRNA自身启动子驱动报告基

因(如GUS和GFP)来检测Pri-miRNA的转录表达模式

(Jung and Park, 2007; Raman et al., 2008)。一种基

于荧光蛋白(如绿色荧光蛋白GFP)的小RNA传感器

系统(通常在荧光蛋白DNA序列的3′非编码区加上小

RNA的结合位点, 这样荧光蛋白不表达的地方也就

是小RNA表达的地方)也通常被用于检测小RNA在植

物中的表达(Nodine and Bartel, 2010)。小RNA传感

器系统也被用于小RNA运输研究。例如, 研究者利用

该技术与原位杂交相结合, 发现拟南芥(Arabidopsis 

thaliana) miR394能够进行细胞间的短距离运输 , 

Pri-miR394在茎尖分生组织的L1层细胞表达, 成熟

的miR394能够运输至L2与L3层细胞, 抑制其靶基因

LCR (LEAF CURLING RESPONSIVENESS)的表

达, 从而维持干细胞的稳态(Knauer et al., 2013)。还

有研究者利用该系统发现, 植物中小RNA在细胞间

的短距离运输与蛋白质的运输机制不同, 其运输不受

胞间连丝状态性质变化的影响 (Skopelitis et al., 

2018)。此外, 除了能在细胞间进行短距离运输, 小

RNA也能够在植物组织间进行长距离运输。研究者利

用嫁接实验以及对植物的韧皮部汁液进行小RNA测

序, 证实大量的小RNA能够从植物地上部运输至地

下部并抑制其地下部靶基因的表达, 进而参与生物发

育过程以及胁迫响应(Buhtz et al., 2008; Lin et al., 

2008; Pant et al., 2008, 2009; Bhogale et al., 2014; 

Huen et al., 2017)。最近, 研究者利用嫁接实验、小

RNA测序、降解组测序和5'-RACE实验证明植物中小

RNA能够从茎端到根部进行单向运输, 并且运输至

根部后能够在转录水平调控基因在根部的表达(Li et 

al., 2021)。利用上述实验技术研究小RNA的运输以及

表达模式均存在一定的缺点。例如, miRGFP等依赖

荧光蛋白的传感器系统极易在实验过程中出现信号

丢失, 无法对小RNA的表达进行精确定量且空间分

辨率相对较低; 也有研究证明植物miRNA会诱发形

成大量的次级小RNA, 这些次级小RNA能够在细胞

间进行移动, 从而极大地影响miRGFP系统实验结果

的准确性(Parizotto et al., 2004; Howell et al., 2007; 

Moissiard et al., 2007)。而传统的基于化学发光法的

原位杂交技术也存在对于低表达丰度的小RNA检测

效果不佳的缺点, 而基于LNA探针的原位杂交虽然解

决了这一问题, 但也存在分辨率不高, 无法一次检测

多个靶标等缺点。RNA测序这种生物信息学方法则无

法精确检测植物miRNA准确的组织定位与细胞定位, 

且测序存在一定的偏好性与错误率等。 

基于RNA FISH改进的LNA探针原位杂交技术与

免疫荧光相结合的小RNA荧光原位杂交(small RNA 

fluorescent in situ hybridization, sRNA-FISH)实验技

术能够很好地解决上述问题。RNA-FISH属于荧光原

位杂交技术的一种, 用于检测和定位细胞中特定的

RNA分子。该方法使用与靶标RNA特异性结合的

RNA分子作为探针, 探针上带有半抗原或者荧光素, 

利用碱基互补配对原则, 可实现间接或者直接的荧光

显色。RNA FISH最初被用于检测动物以及酵母

(Saccharomyces spp.)中RNA的表达模式与细胞定

位(Levsky and Singer, 2003)。而在植物中, FISH技

术最先被用于染色体以及染色体中特定基因座位的

成像(Lamb et al., 2007; Tirichine et al., 2009; Jiang, 

2019), 后来又被研究人员用于指示mRNA在植物体

内的组织成像以及亚细胞定位(Bruno et al., 2011, 

2015; Himanen et al., 2012; Rozier et al., 2014; 

Bleckmann and Dresselhaus, 2016; Yang et al., 

2017, 2020; Woloszynska et al., 2019)。针对小RNA

的FISH技术也已广泛应用于动物系统中 (Lu and 

Tsourkas, 2009), 但在植物中的应用还比较少。本文

介绍一种地高辛标记的LNA探针与靶标RNA相结合, 

再通过免疫反应, 用偶联荧光基团的抗体检测地高辛

半抗原, 最后通过超高分辨率激光共聚焦显微镜进行

荧光成像, 对生物体内小RNA进行定位、定性或半定

量分析的实验技术(Huang et al., 2019)。本课题组前

期通过大量研究证明, 小RNA能够参与调控植物侧

生分生组织的起始发育(Zhang et al., 2018, 2020; 

Xue et al., 2020), 因此我们以模式植物拟南芥为实

验材料, 详细介绍该项实验技术的具体操作流程及注

意事项。   

1  实验材料 

• 拟南芥(Arabidopsis thaliana L.)茎尖组织。 
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2  试剂及用具 

• 玻璃染缸(Baigen, Cat No.BG292)。 

• 膜(Sigma-Aldrich, Cat No.GBL712525)。 

• tRNA (Sigma-Aldrich, Cat No.10109541001)。 

• 蛋白酶(Sigma-Aldrich, Cat No.P5147)。 

• 三乙醇胺(Macklin, Cat No.TB19271)。 

• 乙酸酐 (国药集团化学试剂有限公司 , Cat No. 

10000318)。 

• 乙二醇双(2-氨基乙基醚)四乙酸(EGTA) (Sigma- 

E3889-25G)。 

• Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Cat No.T8787)。 

• 封闭液(Sigma-Aldrich, Cat No.11096176001)。 

• SlowFade™ Diamond Antifade Mountant (Thermo 

Fisher Scientific, Cat No.S36967)。 

• 地高辛抗体, 羊抗(Sigma-Aldrich, Cat No.11214 

667001)。 

• Donkey anti-Sheep IgG(H+L)Cross-Adsorbed Se-

condary Antibody, Alexa Fluor® 647 (Thermo 

Fisher Scientific, Cat No.A-21448)。 

• 50× Denhardt’s solution (Sigma-Aldrich, Cat No. 

D2532)。 

• 4-羟乙基哌嗪乙磺酸(HEPES) (VETEC, Cat No. 

V900477-100G)。 

• 哌嗪 -1,4- 二乙磺酸 (PIPES) (Sigma, Cat No. 

P1851-100G)。 

• 甘氨酸(Sigma-Aldrich, Cat No.G8898)。 

• 多聚甲醛(Sigma, Cat No.158127-500G)。 

• 多聚赖氨酸处理载玻片(Sigma-Aldrich, Cat No. 

P0425-72EA)。 

• 牛血清白蛋白 (BSA) (Sigma-Aldrich, Cat No. 

A7906)。 

• 去离子甲酰胺(Sigma-Aldrich, Cat No.F9037)。 

• 硫酸葡聚糖(Sigma-Aldrich, Cat No.D8906-5G)。 

• DEPC原液(上海吉至生化科技有限公司, Cat No. 

E174)。 

3  试剂配方 

• 注意: 实验操作过程中为了防止RNA酶的影响, 本

实验所有用水均采用DEPC水。 

• 0.1% (v/v) DEPC水: 每1 000 mL加入1 mL DEPC

原液, 过夜摇匀, 转速为每分钟80转, 121°C灭菌

30分钟, 重复2次。 

• 0.2% (w/v)甘氨酸: 每100 mL 10 mmol·L–1 PBS中

加入0.2 g甘氨酸。 

• 100 mg·mL–1 tRNA: 每 1 mL DEPC 水 中 加 入

100 mg tRNA粉末; 存储于–20°C冰箱。 

• 50% (w/v)硫酸葡聚糖: 将硫酸葡聚糖加入水中, 

并加热至80°C直至粉末完全溶解, 冷却后在–20°C

冰箱中保存。 

• 封闭缓冲液: 在10 mmol·L–1 TBS缓冲液中加入1% 

(w/v)封闭液。首先将TBS加热至70°C, 然后加入

封闭剂, 连续搅拌使其溶解。冷却至室温后使用。

使用当天配制, 每10张载玻片准备50 mL封闭缓

冲液。 

• 杂交缓冲液: 每10 mL杂交缓冲液中包含1.25 mL

原位杂交盐, 5 mL去离子甲酰胺, 2.5 mL 50% 

(w/v)硫酸葡聚糖, 250 μL 50× Denhardt’s溶液, 

125 μL 100 mg·mL–1 tRNA和875 μL DEPC水, 混

匀后在–20°C冰箱中保存。 

• 原位杂交盐: 3 mol·L–1 NaCl, 100 mmol·L–1 Tris- 

HCl (pH8.0), 100 mmol·L–1 磷 酸 钠 (pH6.8), 

50 mmol·L–1 EDTA, 在–20°C冰箱中保存。 

• PHEM缓冲液: 5 mmol·L–1 HEPES, 60 mmol·L–1 

PIPES, 10 mmol·L–1 EGTA, 2 mmol·L–1 MgCl2, 

pH值调至7.0, 高温高压灭菌, 储存在4°C冰箱。 

• 50 mg·mL–1蛋白酶: 37°C孵育4小时以消化蛋白酶, 

在–20°C冰箱中保存。 

• 20× SSC: 3 mol·L–1 NaCl, 0.3 mol·L–1柠檬酸钠

(pH7.0)。 

• TBS 缓 冲 液 : 50 mmol·L–1 Tris-HCl (pH7.5), 

150 mmol·L–1 NaCl。 

• TEA: 每50 mL TEA中包含: 49.125 mL DEPC水, 

650 µL三乙醇胺, 200 µL HCl, 200 µL乙酸酐(使用

前添加)。 

• TE缓冲液 : 10 mmol·L–1 Tris-HCl, 1 mmol·L–1 

EDTA-2Na, pH8.0。 

• TE蛋白酶: 每50 mL已预热至37°C的TE溶液中加

入130 µL 50 mg·mL–1蛋白酶。 

• 洗涤缓冲液 : 在1× TBS缓冲液中添加1% (w/v) 

BSA和0.3% (v/v) Triton X-100。 
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4  仪器设备 

• PA石蜡切片机(LEICA, RM2255)。 

• 烘片机(LEICA, HI1220)。 

• 单面保安刀片(飞鹰牌, 98758915)。 

• 摇床(SCILOGEX, SLK-O3000-S)。 

• 真空泵(WELCH, MPC301Z)。 

• 金属浴(Thermo Scientific, 88870005)。 

• 培养箱(上海一恒科学仪器有限公司, PH-070A)。 

• 超高分辨率激光共聚焦显微镜(Zeiss LSM980 Airy-

scan2)。 

5  实验程序 

5.1  实验流程 

主要实验步骤包括 : 根据小RNA序列设计与合成

LNA探针并进行DIG标记; 植物材料的固定、包埋和

切片; 探针杂交; 一抗孵育和洗脱; 二抗孵育和洗脱; 

光谱拆分和激光共聚焦显微成像(图1)。 

具体实验流程如下。 

5.2  探针设计与抗体选择 

针对要检测的成熟小RNA, 我们使用其成熟序列的

互补序列作为探针, 并对探针进行LNA修饰(由英潍

捷基(上海)贸易有限公司完成)。在探针的3′端加入

DIG标记, 一抗选取山羊抗地高辛抗体, 二抗则选取

偶联着激发波长647 nm荧光基团的二抗(驴抗山羊二

抗, donkey anti-sheep IgG(H+L)AF647)。如果需要

检测2个小RNA, 另一个小RNA的探针可以采用荧光

素标记(如5-羧基荧光素和6-羧基荧光素)。由于荧光

素信号在探针孵育时极易猝灭, 所以依然需要采用能

结合荧光素的一抗以及与偶联着荧光基团的二抗进

行免疫荧光反应。 

5.3  样本固定 

(1) 根据样本的类型和大小解剖样本并收集。注意: 

选择适当的样本量使其能够完全接触溶液。 

(2) 将每个组织样品分别放入20 mL玻璃瓶中。向瓶

中加入1× PHEM缓冲液并浸没样品。 

(3) 倒掉缓冲液, 加入4%多聚甲醛(在1× PHEM中制

备)。注意: 缓冲液体积应至少为样品体积的15倍。多

聚甲醛有毒, 需在通风橱中操作。 

(4) 将盛放样本的玻璃瓶置于冰上, 开盖以0.08 MPa

的压强抽真空30分钟。 

(5) 重复步骤(4), 共进行抽真空3–4次, 直至样品沉 
 

 

图1  小RNA荧光原位杂交实验流程图 

(A) 探针设计; (B) 石蜡切片; (C) 探针杂交; (D) 一抗孵育; (E) 二抗孵育; (F) 光谱拆分以及激光共聚焦显微成像 
 

Figure 1  Outlines of small RNA fluorescent in situ hybridization 

(A) Probe design; (B) Paraffin sectioning; (C) Probe hybridization; (D) Primary antibody incubation; (E) Secondary antibody 

incubation; (F) Spectral unmixing and imaging by confocal microscope 
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底, 然后将样品置于4°C冰箱中过夜。 

5.4  石蜡包埋 

固定完成后 , 可以根据提供的方法(Fischer et al., 

2008)进行石蜡包埋。包埋后的样品可以在4°C冰箱保

存6个月。 

5.5  石蜡切片 

(1) 利用刀片修剪掉包埋好蜡块上的多余蜡片, 使样

品每侧留出3–4 mm的石蜡, 最后利用石蜡将修剪好

的蜡块固定至1.5 mL离心管盖上。 

(2) 利用石蜡切片机对样品进行连续切片, 切片厚度

为8 µm。将切好的样品镜检后按顺序摆放至用DEPC

水湿润好的载玻片上。 

(3) 将载玻片放置在42°C烘片机上, 烘片24小时。 

(4) 将载玻片放入4°C冰箱中避光保存。 

5.6  荧光原位杂交 

注意: 如无特殊说明, 以下步骤均在室温下进行。 

第1天: 样品制备和预杂交 

准备2个装有二甲苯、不同浓度乙醇(100%、

95%、80%、70%、50%、30%、10% (v/v))和0.2% 

(w/v)甘氨酸以及2个1× PBS溶液的染色缸。 

(1) 将载玻片按照下列顺序浸入盛有不同溶液的染色

缸中: 二甲苯(10分钟)→二甲苯(10分钟)→无水乙醇

(1分钟)→无水乙醇(1分钟)→95%乙醇(30秒)→80%

乙 醇 (30 秒 )→70% 乙 醇 (30 秒 )→50% 乙 醇 (30

秒)→30%乙醇(30秒)→10%乙醇(30秒)→1× PBS (2

分钟)→1× PBS (2分钟)。该步骤使切片复水。 

(2) 将载玻片在盛有TE蛋白酶溶液的染色缸中37°C

孵育20分钟。注意: 可以根据不同物种调整孵育时间

和蛋白酶浓度。对于大多数样品, 20分钟的孵育时间

就足够了。 

(3) 将载玻片转移至盛有0.2% (w/v)甘氨酸溶液的染

色缸中, 孵育20–30分钟。该步骤旨在消除背景自发

荧光, 可根据实验需要调整该步骤的时间长短。 

(4) 将载玻片转入盛有1× PBS的染色缸中, 冲洗载

玻片, 共冲洗2次, 每次持续2分钟。在该步骤进行的

过程中配制下一步所需的TEA。注意: 植物样品往往

具有很强的非特异性背景, TEA处理将减少探针的非

特异性结合。TEA每次需现用现配。 

(5) 将用1× PBS清洗后的载玻片转移至盛有TEA溶

液的染色缸中, 在摇床上孵育10分钟, 转速为每分钟

25转。 

(6) 再将载玻片转入盛有1× PBS的染色缸中, 冲洗

载玻片, 共冲洗2次, 每次持续2分钟。 

(7) 将载玻片按照下列顺序浸入盛有不同溶液的染色

缸中: DEPC水(1分钟)→10%乙醇(30秒)→30%乙醇

(30秒)→50%乙醇(30秒)→70%乙醇(30秒)→80%乙

醇(30秒)→95%乙醇(30秒)→无水乙醇(1分钟)→无水

乙醇(1分钟)。脱水完毕后将载玻片浸入盛有无水乙醇

的密闭容器中, 于4°C冰箱存放2小时。 

(8) 使用Zeiss980超高分辨率显微镜收集样品的自发

荧光光谱, 并选择适当光谱的荧光基团抗体作为二抗。 

第2天: 探针杂交 

开始之前, 将金属浴加热块设置为92°C。 

(9) 在室温下将载玻片放置在纸巾上风干约5分钟。 

(10) 准备杂交混合液。对于每个盛有样品的载玻片, 

杂交混合液包含1 µL探针 , 9 µL甲酰胺和10 µL 

DEPC水。将混好的杂交液放置在金属浴上92°C加热

3分钟。加热完毕后立即置于冰上冷却。注意: 每个

LNA探针的适宜浓度需要根据经验确定。我们通常以

0.02 µmol·L–1为起点, 并根据实验需要进行调整。 

(11) 向杂交混合液中加入80 µL杂交缓冲液, 轻轻吹

打混匀, 避免产生气泡。杂交溶液的总体积为每张载

玻片100 µL。 

(12) 用移液枪将杂交溶液缓慢加到盖玻片上。并将杂

交膜轻轻地放置于载玻片上, 确保样品被杂交溶液均

匀覆盖且无气泡产生。 

(13) 将载玻片放在避光的湿盒中以保持湿度。如果具

有不同探针杂交的样品, 则需保证它们之间不相互接

触, 以避免探针混合。 

(14) 将装有样品的湿盒放置在培养箱中杂交16–20

小时。温度范围在42–60°C之间, 大多数LNA探针最

佳杂交温度为53°C。 

第3天: 一抗孵育 

(15) 准备封闭液和0.2× SSC溶液(一抗孵育当天配

制)。将封闭缓冲液冷却至室温, 并将0.2× SSC溶液

加热至探针杂交时相同的温度。 

(16) 将载玻片从湿盒中取出, 小心地揭去杂交膜。 

(17) 在与探针杂交相同的温度下, 将载玻片浸入盛

有0.2× SSC溶液的染色缸中洗涤2次, 每次持续45
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分钟。 

(18) 将载玻片转移至盛有1× PBS溶液的容器中洗涤

载玻片, 持续5分钟。 

(19) 将载玻片转移到干净的盛有封闭缓冲液的玻璃

染缸中, 将容器放置在摇床上孵育45分钟, 转速为每

分钟45转。 

(20) 将载玻片转移至盛有洗涤缓冲液的平底容器中, 

在摇床上以每分钟45转洗涤45分钟。 

(21) 取出载玻片 , 通过移液枪向载玻片缓慢加入

200 µL稀释好的一抗。并将杂交膜小心地放置于载玻

片上, 确保样品被一抗溶液均匀覆盖且无气泡产生。

注意: 一抗溶液可在1:200–1:1 000范围内稀释。 

(22) 将载玻片放在湿盒中以保持湿度, 并将湿盒放

置在4°C冰箱中孵育过夜。 

第4天: 二抗孵育 

(23) 从湿盒中取出载玻片, 小心地揭开杂交膜。 

(24) 将载玻片转入盛有洗涤缓冲液的平底容器中洗

涤4次, 每次15分钟, 缓慢搅拌。每次清洗均需更换容

器与洗涤缓冲液。 

(25) 将载玻片转入盛有1× TBS的染色缸中洗涤2

分钟。 

(26) 用移液枪向载玻片缓慢加入200 µL稀释好的二

抗。并将杂交膜小心地置于载玻片上, 确保样品被二

抗溶液均匀覆盖且无气泡产生。注意: 二抗溶液可在

1:1 000–1:5 000范围内稀释。 

(27) 将载玻片放在湿盒中以保持湿度, 并将湿盒置

于4°C冰箱中孵育过夜。 

第5天: 清洗与上机成像 

(28) 从湿盒中取出载玻片, 小心地揭去杂交膜。 

(29) 将载玻片转入盛有洗涤缓冲液的平底容器中, 

在摇床上每分钟20转洗涤20分钟, 共3次, 每次清洗

均需更换容器与溶液。 

(30) 向载玻片上加入10 µL SlowFade, 并缓慢盖上

盖玻片。  

(31) 用指甲油封住盖玻片与载玻片之间的缝隙。 

(32) 利用超高分辨率激光共聚焦显微镜获得带有荧

光标记的纯二抗的光谱, 作为对照用于后期样品的光

谱线性拆分。建议使用2种浓度作为对照, 对于较高

浓度的对照, 将1 µL二抗与1滴封固剂混合; 对于较

低浓度的阳性对照 , 首先使用1×洗涤缓冲液以

1:1 000的比例稀释二抗, 然后与1滴封固剂混合。如

果小RNA信号较弱, 建议使用较低浓度的二抗作为

对照。成像结果可参考图2。 
 

 

图2  小RNA FISH效果示例 

(A) miR165/166反义寡核苷酸探针; (B) 阴性对照: miR165/ 

166顺义寡核苷酸探针。Bars=50 μm 

 

Figure 2  Schematic diagram of sRNA FISH 

(A) Antisense probe of miR165/166; (B) Negative control: 

Sense probe of miR165/166. Bars=50 μm 
 

5.7  双靶小RNA-FISH的替代步骤 

如果需要检测2种小RNA, 可将上述相应步骤替换成

以下步骤。 

步骤(10): 分别准备2个探针的杂交混合液。每个探针

的杂交混合液均包含1 µL探针, 9 µL甲酰胺和10 µL

水。将混好的杂交液放置在金属浴上92°C加热3分钟。

用石蜡密封管盖, 防止加热时盖子突然弹开。 

步骤(11): 向2种杂交混合液中分别加入80 µL杂交缓

冲液, 然后将2种杂交混合液混匀, 用移液枪缓慢地

将200 µL混合液添加在载玻片上。 

步骤(21): 使用移液枪向载玻片缓慢加入200 µL稀释

好的一抗混合液。并将杂交膜小心地放置于载玻片上, 

确保样品被一抗溶液均匀覆盖且无气泡产生。一抗混

合液由2种一抗在1:200–1:1 000范围内等比例稀释

而成。 

步骤(26): 用移液枪向载玻片缓慢加入200 µL稀释好

的二抗混合液。并将杂交膜小心地放置在载玻片上, 

确保样品被二抗溶液均匀覆盖且无气泡产生。二抗混

合液由2种二抗在1:1 000–1:5 000范围内等比例稀释

而成。 

6  注意事项 

(1) 荧光基团的选择可根据实验所用植物组织的自发
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荧光决定, 尽量选取与组织自发荧光激发波长相距较

远的荧光基团偶联的二抗。 

(2) 收集样品的自发荧光光谱时, 尽量选择与最后显

微成像时相同时期和位置的植物材料进行自发荧光

光谱收集, 以保证最后进行光谱拆分的准确性。 

(3) 如果对照中含有非特异性信号, 可能是由于样品

本身具有大量的自发荧光或者探针存在非特异性结

合的情况。可尝试通过延长甘氨酸处理时间(5.6节步

骤(3))以及更换探针的方式解决。 

(4) 信号太弱可能是由于目标小RNA本身表达量低, 

也可能是实验过程中探针与抗体浓度太低。建议尝试

提高探针与抗体浓度以及延长抗体孵育时间, 或者尝

试延长蛋白酶处理时间(5.6节步骤(2))。 

(5) 组织外观变形可能是由于样品没有正确固定导致

的, 可考虑在固定缓冲液中加入0.5%戊二醛。 

(6) 背景过多。可能有多种因素导致背景过多(如洗涤

不充分), 可考虑提高杂交温度, 或者增加探针杂交

以及抗体孵育后的洗涤次数。 
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Protocols for Small RNA FISH in Plants 
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Abstract  Small RNAs are a type of small nucleotide molecules that are essential for plant growth and development, 

playing a key role in variety of life processes and in response to stresses. Research on the location of small RNAs could 

discover their functions in plants. Small RNA FISH is a qualitative or semi-quantitative analysis of small RNA in organisms 

by fluorescence detection technology. At present, this technology has been widely used in animals, but it is still less ap-

plied in plants. This article introduces the specific operation procedures and attentions based on ultra-high resolution 

microscopy that combines locked nucleic acid (LNA) probe in situ hybridization with immunofluorescence. This protocol 

can be used to detect the expression and localization of small RNA in plant tissues. 
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