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DNA 指纹技术从原理上可以分为两大类 :

即传统的以Southern 杂交为基础的 RFLP 技

术和以聚合酶链式反应 (PCR)为基础的一系列

分子标记技术。 RFLP 需要样品 DNA 的量较

大，对微量被测样品无能为力。至于与 PCR 相

结合的 RAPD、 AP-PCR 和 DAF 等技术则由于

引物相对较短，对实验条件非常敏感，每一轮实

验都需要筛选最合适的反应体系，增加了实验

周期和复杂度。 近几年新出现的 AFLP(Arn

plified Fragment Length Polymorphism) 、 LP

RAPD (Long Primer RAPD) 和 DALP (Direct 

Arnplification of Length Polymorph ism ) 技术弥

补了上述不足。 其中 AFLP 技术有针对性地在

扩增模板两端连接一段序列，使得 PCR 引物和

模板最稳定地结合，增强了多态性的检出率 ;

LP-RAPD 和 DALP 所使用的引物为长序列的

通用测序引物，这样不仅增加了实验的可重复

性和可靠性，而且所得产物可以直接进一步的

序列分析。 此外，DNA 指纹技术的应用领域也

有着快速的发展，本文将就其在单细胞指纹方

面加以论述。

一、扩增片段长度多态性

(AFLP)技术

Zabeau 和 Vos 于 1993 年建立的 AFLP 技

术川结合了 RFLP 和 RAPD 的优点，其操作可

分三步:基因组 DNA 的酶切和寡核昔酸接头

的连接、限制性片段的选择性扩增以及扩增片

段的凝胶电泳分析。 对基因组 DNA 酶切时，

可根据需要组合不同的低频剪切酶(如 EcoRI

识别位点 6 个碱基)和高频剪切酶(如 Mse 1 
或 Taq 1 ，识别位点 4 个碱基) ，以达到控制酶

切片段的目的;本方法的另一独创之处是在酶

切片段的两端附加了人工合成的寡核昔酸接头

(双链) ，它包括两个部分:核心序列和限制性内

切酶特异性序列，后者与基因组 DNA 的酶切

片段端序列互补，在连接酶的作用下可以使接

头和酶切片段连接。 由于酶切时使用 了两种

酶，因而接头也就相应为两种(如 EcoR 1-接头

和 MseI -接头 ) 0 PCR 引物对应于上述两种接

头序列(相应地称之为 EcoR 1-引物和 Mse 1-
引物) ，均含 20 个左右寡核昔酸，从 5 '端到 3'端

依次为 :核心序列-酶特异性序列(接头序列)

-延长序列，其中延长序列由 1 -3 个选择性碱

基组成，可根据实验要求变换碱基的种类和数

量。反应中只将其中一个引物进行标记，便于

变性凝胶电泳后的谱带分析。

与 RAPD 相比， AFLP 技术由于使用了长

的扩增引物，结果更加稳定可靠，重复性好 ; 不

同剪切酶的组合以及引物中选择性碱基种类和

数目的改变，可以更加灵活地调控扩增片段的

数量[2] ; 由于引物具有针对性(和接头序列完

全互补) ，减少了错配的机遇，因而对基因组

DNA 的多态性检出率强，更真实地反映了不同

基因组间可能存在的差异。 因此 ， 近几年应用

这一技术的研究报道明显增加。 Simons 等 [ 3 ]

将 AFLP 技术用于大麦抗白粉病 Mlo 基因的

定位，他们从 250 ， 000 个位点中筛选该基因，最

后将 Mol 位点限定在 30kb 大小的 DNA 片段

中 。 1997 年 Qi 和 Lindhout[4 ]用大麦为材料调

查了 AFLP 标记的应用水平，证明 AFLP 技术

中引物对的使用与种系的关系不大，最有效的

引物对可被用来对任何一类大麦进行 AFLP 分

析。 1998 年， Alonso-Blanco 等 [5 ] 将 395 个
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AFLP 标记推广到原有的拟南芥菜 RFLP 图谱

上，进行了不同品系的多态性比较，并且建立了

拟南芥菜的 AFLP 标记连锁图。 目前 AFLP 的

应用研究十分活跃，尤其是在对原有遗传图谱

的补充分析中，更是发挥着其它指纹方法不可

替代 的作用。 但是， AFLP 技术较 RFLP 及

孔气PD 操作步骤繁琐， 接头 、 引物需要人工合

成，并且，由于基因组 DNA 的不完全剪切或不

恰当连接，可能同时产生多态性假象[ 6 J 。

二、长引物 RAPD(LP-RAPD) 
和直接扩增长度多态性

(DALP)技术

Gillings 等人[7J 发展 的 LP-孔气PD 技术采

用成对长引物 ( 18 - 24nt)对基因组进行扩增，

使引物与模板退火时产生的复合物更加稳定，

增加了实验的可重复性。 他们在实验中使用了

不同的引物对，如 ERIα 和 ERIC1R、 pehA3h

和 pehA ** 6 、 pUCIM13F 和 pUCIM13R、 BCF

和 BCR 等，都产生了清晰的指纹谱带。 其中

pUC!M13F 和 pUCIM13R 为通用测序引物，

这样从琼脂糖凝胶上提取纯化的 DNA 片段就

可直接用相应引物进行多态性位点的分子克隆

和序列分析。 ERIC (Enterobacterial Repetitive 

In tergenic Consensus) 序列属于短散布重复元

件(short interspersed repetitive elements) 家族，

广泛存在于革兰 氏阴性肠杆菌中。 Gi llings[7J

用 ERIC-PCR(ERIαÆRIC1R 引物)扩增不同

真核生物基因组 DNA，产生复杂的 DNA 指纹

(5 - 30 条可分辨的谱带) ， 表明 LP-也叩D 与

RAPD 具有同样的机制， 即引物与作为模板的

基因组 DNA 间的复性是低严谨的，存在碱基

错配，这一点被随后的产物序列分析所证实。

Desmarai s 等发展了另一个长度多态性序

列分析的 DNA 指纹技术 DALP[6 ] ，它使用稍加

改良的通用 M13 测序引物 :一种为"选择性"引

物 (5 '端为核心序列 M13 - 40USP ， 3 '末端碱基

可以替换) ，另 一种为固定不变的 M13 反向引

物(DALPR) ，长度均为 18 - 24nt。 他们在反应

中将一份 DNA 样品平行扩增两次，每个扩增

反应前标记不同的引物，产物分别在两块变性

凝胶上电泳，从放射自显影图中比较选出带有

不同末端标记的产物;再将此条带提取后进行

二次扩增，也就是产物的纯化。 结果表明，带有

两种不同标记的一次扩增产物均能被很好地纯

化，可直接用于序列分析。 反应中升高退火温

度和改变 DNA 模板浓度对结果只有轻微影

响，但当选择性引物 3'端只有一个碱基的差异

时，反应结果却有较大不同 。 此外，他们还证明

当反向引物与选择性引物间的浓度比为 5 : 1

时，不同末端的产物占有率最大，这可能是由于

反向引物较选择性引物更长，从而与模板 DNA

间的亲和力更弱所致。 在随后的序列分析中发

现 G-T 和 G-A 错配对引物-模板复合物的稳定

性只产生很轻微的影响，从而认为在 G-T、 G-A

碱基间有可能形成了氢键 ，稳定了引物与模板

的结合 [ 6 J 。

LP-RAPD 和 DALP 技术从实验设计上看

仍属于随机引物扩增的范畴，其最大的优点是

采用了测序引物来作为 PCR 扩增的引物，极大

地简化了进一步的序列分析工作，有助于对基

因组的多态性做更深入细致的分子生物学分

析，在未来必将展示出广阔的发展和应用前景。

三、单细胞 DNA 指纹

微卫星 DNA 或简单重复序列 (simple se

quence repeat ， SSR)是指具有一至几个碱基对

连续多次重复的 DNA 片段。 针对 SSR 两端较

保守的序列合成引物井用 PCR 进行扩增，由于

重复数不同造成的长度变异就可以表现为不同

指纹的多态性[ 8J 。 早在 1988 年， ]effreys 等 [9J

就已经运用 PCR 技术进行单细胞微卫星区域

的指纹扩增。 他们首先将体细胞(淋 巴细胞和

口腔细胞)制成细胞悬浮液，然后在倒置显微镜

下观察 ，并将其中的单个细胞转移至 Eppendorf

管中，加热法或酶解法裂解细胞，进行微卫星序

列的 PCR 扩增 。 他们针对 5 个微卫星位点设

计引物进行扩增，结果显示，在 14 例口腔单细
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胞 PCR 中，有 10 例在每个细胞至少检测出 2

个微卫星位点，部分细胞检测出全部 5 个位点 。

将 10 个单细胞间的指纹进行比较，则可以明显

看出它们分别来自两个不同的生物个体。

随着嵌套 PCR ( nested PCR ) [ 10 ] 、半嵌套

PCR(heminested PCR)[ IO ] 和荧光 PCR( f1 uores

cent PCR)[11 ， 12] 的加入，单细胞扩增的灵敏度

显著增加 。 十几年来，其在临床及刑侦领域中

的应用有了长足的发展 。 Findlay 小组 [ 1 3 ] 在单

细胞水平检测性别和囊性纤维化时用 DNA 指

纹来评估污染程度 。 扩增反应所用引物为四碱

基重复的微卫星序列，其在个体中是高度专一

的，不同个体指纹相同的可能性仅为亿分之一。

所以，当单细胞指纹与母体指纹相吻合时，就可

以认为实验反应未受到其它细胞污染。 扩增反

应中，荧光标记的引物与单细胞直接由合(95'C

变性可以使细胞裂解释放出 DNA 模板) ，反应

结束进行 ABI(基因扫描软件)分析。 由于整个

实验中性别鉴定所用的引物针对牙轴蛋白基

因，特定存在于性染色体上，囊性纤维化鉴定的

引物只针对 CFTR 区域， 因此指纹结果基本不

会受同一反应液中其他扩增的影响。 1998 年，

Tamas 等 [ 14 J运用单细胞定量荧光 PCR 方法对

产前胎儿进行了染色体三体的鉴定。 他们针对

13 号染色体上的多态SfR (small tandem re

P臼t)位点进行单细胞扩增，通过对等位基因数

目及比率的检测来判别是否为三体，结果极为

成功 。 这一方法检测一例样品只需 4 个小时，

与常规细胞学检测相比节省了大量时间，而且，

该方法同样适用于其它染色体上多态位点的单

细胞扩增 [ 14 ] 。

1997 年， Roland 等人[ 1 5 ] 用棉球擦拭试验

人触摸过的钢笔 、钥匙、门把手及电话于柄等物

体，从中提取、定量了 DNA，以短随机重复序列

(SfR , short tandem repeat) 为靶位点，进行

PCR 扩增 。 结果表明这些指纹均可提供不同

密度的多等位基因图谱，但该方法需要 1 吨以

上的 DNA 量，且只能确定一个 DNA 指纹标

记。 同年， Findlay 等人[ 1 6] 发 明的另 一种单细

胞 DNA 指纹弥补了这一不足。 他们用显微操

作法从 4 个不同的个体中提取了 226 个口腔细

胞，针对细胞染色体上的 6 个SfR 位点进行荧

光 PCR 扩增 。 STR 指纹结果显示， 206 个细胞

得以扩增，成功率为 91 % 。 其中有 4 种或 4 种

以上标记的细胞是 144 个，占总细胞图谱的

64% ， 114 个图谱 ( 50 % )上获得全部标记。

单细胞的 DNA 指纹技术不仅在法医实践

中有重要意义，在细胞分子遗传的理论研究中

也同样有巨大的应用潜力。 通常 DNA 指纹针

对细胞群体，但在特定情况下，例如研究雄性生

殖细胞发育过程中的遗传性变化，就必须以单

细胞作为研究对象。 因此， 单细胞 DNA 指纹

技术的进一步完善与成熟，包括其操作上的简

易性、可靠性、及检测方面的灵敏性等就显得尤

为重要。

结束语

指纹技术的发展是无量的，目前已朝着多

引物、长引物 、通用引物方向发展，扩增产物的

变性凝胶电泳和放射性标记显色是提高指纹分

辨率的关键所在。 而近年来荧光 PCR 的使用

则极大地提高了实验反应的灵敏度，并使得指

纹技术由定性转向定量，使得单细胞指纹分析

成为可能。 当前和今后 DNA 指纹技术将不再

仅仅是多态性检测的工具，"指纹"作为一种实

用标记，其核昔酸序列的组成、在基因组 DNA

中的分布等同样可以被很好地分析。 而单细胞

DNA指纹的发展 ，使得人们可以用宏观的实验

方法，从更微观、更精确的角度去了解、分析基

因组的结构和变化。
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核因子 KB 研究进展

高飞易 静 汤雪明

(上海第二医科大学细胞生物学教研室 上海 200025) 

核因子 κB (nuclear factor κB ， NFκB) 于

1986 年由Sen 和 Balt imore 发现 ， 得名于它能

够与 B 细胞免疫球蛋 白 κ 轻链基因的增强子

κB 序列(GGGACfTTCC)特异结合 ， 是近年发

现的最重要的转录因子之一。 NF-IÆ 存在于多

种类型的细胞，它调控的靶基因包括免疫相关

受体 、细胞因子、炎症因子、站附分子、急性期蛋

白等。 NF-κB 不仅可以调控免疫细胞的激活 、

T、B 淋巴细胞的发育 ，还广泛参与机体的应激

反应、炎症反应。 NF- IÆ 与哺乳动物原癌基因

表达产物 Rel 蛋白高度同源，从而形成了 NF

d很el 家族，该家族与细胞的增殖、分化和凋

亡有密切关系，使得它在发育和肿瘤发生中扮

演重要角色。 另外近年来对 NF-κB 的激活途

径有了较为深入的了解，针对其激活的各个环

节进行疾病治疗 ，特别是改善炎症治疗的疗效 ，

提高抗肿瘤药物的敏感性，成为当今研究的热
点 [1-3] 。

一、 NF-KBlRel 家族和 1-κB 家族

目前已确认的 NF- t<:BlRel 家族成员有 : 来

自哺乳动物的 RelA( p6S) 、 RelB ， c-Rel 、 pSO( 或

其前体 p10S ) 和 pS2(或其前体 p10S )及来自果

蝇的Dor圳、 DiL Reli sh 。 哺乳动物 NF-t<:BlRel

家族成员可形成同二聚体或异二聚体，正常情

况下细胞内存在着不同的二聚体，其分布可能

与细胞类型或细胞所处的状态有关。 通常所说

的 NF-t<:B 即指 pSO/p6S 异二聚体，是生理情况

下最常见的功能形式[2 ， 3] 0 NF-t<:BlRel 家族成

员肤链 N 末端均含一段由约 300 个氨基酸残

基组成的高度保守的 Rel 同惊域(Rel- homology

domain ,RHD) ，其中含 ONA 结合功能域、二聚

体化功能域及核定位信号 ( nuclear localization 

signal , N LS ) 0 NF - t<:BlRel 家族成员肤链 C 末

端相异程度较显著，根据其特点可将哺乳动物

NF-t<:BlRel 成员分为两类 : 含反式激活功能域

( transact ivation domain , T AD ) 的 RelA (p6S) 、

RelB、 c-Rel ，及不含 TAD 的 pSO /p10S (pSO 之

前体 ) 、 pS2 /p100 (pS2 之前体 ) [ 1 ， 2] 。

lκB( inhibitor κB)是一类 NF-κB 的抑制蛋

白，静息状态下与 NF- t<:B 相结合形成复合体。

I - t<:B 家族成员 C 端均含锚蛋白重复域 (ankyri n

repeat domain , ARD ) ， 该结构可与 NF-t<:BlRel

家族成员 RHD 相互作用。 目前发现的 I- t<:B 家

族成员有:来自哺乳动物的 1- t<:&、 I- t<:Bß ， I-κBε 、

BcI-3 及来自果蝇的 Cactus 、 Relish o pSO 的前体

p10S 及 pS2 的前体 p100 因 C 端含有 ARO，亦

可被看作 1-κB 成员(分别被称作 1 - t<:Bγ 、 I - t<:l3~ ) 。

哺乳动物 NF-κBχRel lI- t<:B 家族的成员、基因及

其结构 ，Knockout 表型总结于表 1 [ 1 ， 2] 。
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