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一、产品简介
miR-UpTM agomir是根据miRNA成熟体序列设计，经过特殊标记与化学修饰的

双链小RNA分子，用于模拟内源性成熟体miRNA序列。agomir正义链是miRNA的
成熟体序列，反义链是与miRNA成熟体反向互补序列。将agomir导入到细胞内，

可以实现目的miRNA的过表达，从而验证miRNA的相关功能；或与构建有miRNA
结合位点的双荧光素酶报告载体共转染，通过荧光信号变化，验证miRNA与靶基

因之间的调控关系。

二、产品信息

产品名称 miR-UpTM agomir

目录号 B06001

规格 2OD-30000OD

纯化方式 HPLC

产品形式 干粉

贮存条件 -20℃或-80℃

保存期 6个月（-20℃或-80℃条件下）

换算关系 1OD≈40ug≈2.5nmol

注意事项

RNA产品在操作过程中易受外界因素（酶，极端pH或温度等）影响导致

降解，请严格遵循RNA操作规则。溶解分装后请在-20℃或-80℃条件下

小心保存。

储备液

配制

1.低速瞬时离心（转速<4000xg），将agomir聚集在试管底部；

2.轻轻打开管盖，轻柔加入DEPC水，缓慢吹吸多次混匀，配制储备液：

细胞实验可以配置20μM储备液（1OD agomir+125μL DEPC水）；

动物实验根据agomir用量和注射体积用生理盐水来配置需要的浓度。

3.根据使用情况分装，避免反复冻融；

密封好EP管，-80℃条件贮存，以备使用。
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三、使用方法

（一）细胞实验方法：

1.接种细胞

提前8-16小时将细胞接种于培养板中，使转染时的细胞处于对数生长期，细

胞密度达到50%左右。

培养器皿
每孔表面积

（cm2）

每孔培养基的体积

（mL） 贴壁细胞接种密度 悬浮细胞接种密度

96孔板 0.3 0.1 2.5~7.5×103 2~5×104

24孔板 2 0.5 1.5~3.5×104 1~2.5×105

12孔板 4 1 3~7×104 2~5×105

6孔板 10 2 1~2×105 0.4~1×106

60mm 20 4 3~5×105 1~2.5×106

100mm 60 10 0.75~1.25×106 2~5×106

注：

（1）不同细胞生长速度不同，接种数量及密度需依据细胞类型，培养时间，实验目的而定。

（2）为了降低由于实验操作带来的误差，保证实验结果的可重复性，建议每个样品设置3个复孔，或

一组实验重复3次。

（3）细胞铺板时，尽量保证每孔细胞数量一致，并将细胞均匀铺于孔底。对于孔径较小不易混匀的孔

板，建议先用培养基重悬并混匀细胞，再行铺板。

2.转染（以 siRNA-mate plus转染试剂为例 ）

 siRNA/miRNA预混液制备
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取 Buffer 8.5μL 置于无菌无酶 EP 管中，加入 15pmol siRNA/miRNA（若

siRNA原液浓度 20μM，取 0.75μL），吹打混匀，即得 siRNA/miRNA预混液。
注：

（1）请确保 siRNA原液的溶剂为无酶水，且浓度不低于 10μM。

（2）不得使用 PBS或培养基稀释 siRNA/miRNA原液，请确保稀释得到的 siRNA/miRNA预混液浓度

为 1.5pmol/μL（1.5μM）左右。

 RNA/plus复合物制备

向上述 EP管中，按每管 siRNA/miRNA预混液加入 1.5μL（或 3μL）plus转
染试剂，立即用移液枪吹打数十次进行混匀，即得 RNA/plus复合物。

注：

RNA/plus 复合物尽快加入到细胞中。如特殊情况，在室温条件下存放不要超过 8 小时，请勿将

RNA/plus复合物置于冷冻条件。

 加样

将制得的 RNA/plus复合物加至细胞中，轻轻晃动 24孔板使分散均匀（前后

和左右方向各晃动十多次）。放回培养箱中培养，根据实验安排进行后续实验。

注：

培养基是完培，可以含有双抗和血清

3.效果检测

miR-UpTM agomir转染 24小时可以定量检测 miRNA变化。转染完成后 24~72
小时内可进行功能实验检测，最佳检测时间与细胞类型及 miRNA特性有关，推荐

几种常见的 agomir效果检测方法：

① miRNA表达水平变化：qRT-PCR，基因芯片等方法。

② 靶基因蛋白质翻译水平变化：Western Blot，蛋白芯片等方法；

③ 细胞功能变化：细胞增殖、细胞凋亡、细胞迁移等；

④agomir与靶基因双荧光素酶报告载体（吉玛公司可提供构建服务）共转验证结

合作用；
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相关产品推荐：

产品编号 产品名称

G04026 siRNA-Mate plus转染试剂（100uL）

G04008 GP-transfect-Mate转染试剂（100μL）

E17002 miRNA引物套装

E17003 miRNA引物探针套装

E01006 染料法Hairpin-it miRNAs qRT-PCR定量试剂盒

E01011 探针法Hairpin-it miRNAs qRT-PCR定量试剂盒

E22001 染料法Hairpin-it miRNAs定量和U6校准qRT-PCR定量试剂盒

E22006 探针法Hairpin-it miRNAs定量和U6校准qRT-PCR定量试剂盒

（二）动物实验方法
miR-UpTM agomir更适合在动物实验中使用。相比于 miRNAmimic，经过特殊

化学修饰的 miR-UpTM agomir具有更高的稳定性和细胞透过率，可以在复杂的动

物体内环境中能保持更长时间的活性，同时在没有转染试剂的情况下，也可以克

服细胞膜等障碍进入靶细胞中发挥作用。作用效果可维持数周时间。

1.相关产品比较

产品名称 功能 作用时间 转染试剂 应用模型

microRNA mimics 模拟高表达miRNA 1周 需要 细胞

microRNA inhibitor 竞争性抑制miRNA 1周 需要 细胞

miR-UpTM agomir 模拟高表达miRNA 2周 不需要 细胞/动物

miR-DownTM
antagomir

竞争性或特异性抑

制内源miRNA 2周 不需要 细胞/动物
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2.实验方法参考

miR-UpTM agomir的使用剂量随实验目的和给药方式的不同具有较大差异，无

法建立统一标准。吉玛公司结合已发表文献和客户高分文章相关资料信息分析，

总结出以下两套常用实验方案供研究人员参考，建议根据推荐剂量结合实验目的

通过预实验优化实验方案。

① 局部注射给药

适用于大脑、肌肉、皮肤、眼睛、鼻腔、耳蜗、移植瘤、生殖器等局部组织

及系统给药难以到达的部位，如表皮、皮下（肿瘤）、子宫腔等。

以移植瘤原位注射为例：

 注射剂量

a. 肿瘤原位注射 agomir常用的注射体积为 50μL，可根据肿瘤体积优化注射

范围，建议 20~100μL；
b. 对于体积较小的肿瘤，为了防止注射后反流现象的发生，可选择低剂量注

射，具体注射体积可通过预实验测试，推荐在构建好的移植瘤上注射灭菌 PBS或

生理盐水探索最佳注射剂量。

 溶液配制

a. agomir推荐使用剂量：每次注射 1-10nmol（0.4-4OD）;
b. 以 10nmol（4OD）一管 agomir冻干粉为例，低速瞬时离心将 agomir干粉

沉降在管底，加入 50μL RNase free水配制成储备液;
c. 如实验组设置 5 只裸鼠，用量为 1nmol/只，则取 25μL 每管分装冻存在-

80℃，尽量让解冻的试剂一次用完，避免反复冻融;
d. 使用时，取一管储备液，加入 225μL无菌 PBS或生理盐水进行稀释，取

50μL在瘤体内进行多点注射，一般可注射 3-4处。

 给药频率

a. 推荐裸鼠移植肿瘤体积达到 4mm*4mm时开始注射给药，具体肿瘤体积可

根据实验目的自行选择;
b. 首次注射之后，每 3天注射一次，重复注射 2~4周，具体注射频率和时长

需要根据实验设计自行安排；

c.注射后每天测量肿瘤体积，绘制生长曲线。

d.给药处理结束后，取肿瘤组织进行 IHC、qPCR、WB等实验检测处理效果。
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② 系统注射给药

一般以尾静脉注射为主，适用于循环系统（免疫系统）及血流丰富的器官

（如心脏、肝脏、脾脏、肺脏、肾脏）。

 注射剂量

a.尾静脉注射，6-8周龄小鼠，每次注射 100~200μL/只；

b. agomir推荐剂量：5~50nmol（2-20OD）/只。

 溶液配制

为避免稀释后的 agomir反复冻融，建议干粉溶解后一次用完（可以用生理盐

水溶解）。如果不能用完，将干粉高浓度溶解（用 DEPC水溶解）后，按照小鼠

的数量和每只小鼠实际使用量进行分装冻存，解冻后用生理盐水稀释，一次用完，

不要再次冻融。

例如，注射剂量为 10nmol/200μL/只，一管 agomir冻干粉 10nmol（4 OD），

只需将干粉离心沉降后加入 200μL无菌 PBS或生理盐水进行稀释后注射。

 给药频率

对于短时作用模型（作用时间<1周），建议单次高剂量注射；

对于长时作用模型（作用时间>1周），建议中低剂量多次给药，每周注射

2~3次维持作用效果。

3.应用案例

① 动物应用案例一：

The Journal of Clinical Investigation（ IF： 19.456） 丨 Platelet-derived miR-223
promotes a phenotypic switch in arterial injury repair
实验目的：探究 miR-223在股动脉损伤后体内调节 Pdgfrβ表达和内膜增生的作用

动物模型：血小板 miR-223 KO股动脉丝损伤小鼠模型【经 3道直径 0.15 mm的血

管成形术导丝造成股总动脉腔内损伤】

实验分组：miR-223 KO损伤及未损伤小鼠分别随机分为 3组【WT、agomiR-NC、
agomiR-223】
给药方式：股动脉血管周围注射

给药剂量：2.5nmol miRNA/100μL 30% pluronic凝胶/只
给药频率：注射 1次
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Fig.1 miR-223在体内股动脉损伤后调节 Pdgfrβ表达和内膜增生[1]

损伤后 4周，用 AgomiR-NC或 AgomiR-223处理 WT小鼠和 miR-223 KO小鼠，未损伤或

损伤股动脉中 Pdgfrβ的代表性免疫荧光（A）、Pdgfrβ的表达统计（B）、小鼠股动脉连续

横断面 H&E染色（C）及 I/M比值的形态计量学测量（D）。

② 客户应用案例二：

EXPERIMENTAL AND MOLECULAR MEDICINE（IF：12.153）丨 MiR-1224-5p
modulates osteogenesis by coordinating osteoblast/osteoclast differentiation via the Rap1
signaling target ADCY2
实验目的：（F2）探究 miR-1224-5p在骨重塑中的作用；（F3）探究 miR-1224-5p
在衰老病理条件下的功能
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动物模型：（F2）9周龄小鼠；（F3）18周龄小鼠

实验分组：（F2-3）小鼠随机分为 3组，antagomiR-1224-5p、antagomiR-1224-5p、
control（PBS）
给药方式：（F2）尾静脉注射；（F3）腹腔注射

给药剂量：（F2-3）15μg/10g体重

给药频率：（F2-3）每 3天一次，持续 6周

Fig.2过表达 miR-1224-5p会增加年轻成年小鼠的骨量[3]

（A-B）代表性股骨远端 MicroCT重建。agomiRNA-1224组小梁明显增高。（C）HE染色

股骨远端脱钙切片。agomiRNA-1224组骨小梁明显变粗、有序、增多。（D）股骨远端切

片 TRAP 染色。agomiRNA-1224组 TRAP 阳性细胞明显少于对照组和 antagomiRNA-1224
组。
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Fig.3过表达 miR-1224-5p导致老年成年小鼠骨形成[3]

（A）具有代表性的股骨远端 MicroCT重建。agomiRNA-1224组小梁明显增高。（B）HE
染色脱钙股骨远端切片。agomiRNA-1224组骨小梁明显变粗、有序、增多。（C）股远端

切片 TRAP染色。agomiRNA-1224组 TRAP阳性细胞明显少于对照组和 antagomiRNA-1224
组。（D）具有代表性的（4um）MicroCT重建。
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