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以 CB-F83-0ligo (dT)一纤维素批量亲

和层析分离 poly(A)RNA

手l、慧我宋秋宝

( rj:J 国科学院上海细胞生物学研究所 200031) 

Poly (A)RNA 分离是反向转录 cDNA， 构

建 cDNA 文库以及进行差异 杂 交等 的基础工

作，也是改善 RNA I，疑胶吸 Ep 和 S I 核酸酶保

护实验质量的基本措施 [ 1 )0 Poly( A ) RNA 的

分离主要采用 Oligo (dT )-纤维素柱亲 和 层析

的方法 [l ， 2 )。我们在非洲爪 5f;J卵母细胞及早期

胚胎 Poly (A) RNA 的分离过程 中，先后使

用 了 Poly ( A ) Quick Column (Stratagene 产

品)和 Oligo(dT) Cellulose , Type 7(pharmacia 

产品)柱亲和层析以及 CB-F 83-01igo(dT)-纤

维素 [3 )( 中国科学院上海细胞生 物 学研究所，

苏州试剂厂产品 )批量亲和层析( ba tch affini ty 

chromatography) ，其中以后者 的分离效果最

好。下面先介绍一下 CB-F 83-Oligo(dT ) -纤维

素批量亲和层析分离 poly ( A)RNA 的 实验方

法，然后结合我们的体会，简要分析比较它的

使用效果。

实 验 方法

1. 在 Oligo (dT) -纤维京中加入预冷的约 10 倍体

积的 TK1 缓冲浪 (1 0 mrnoL/L Tris.C 1, pH 7.5 / 0. 5 /1-1; 

mol/ LKCl) ， 于 4 "C下溶涨过夜 ，然后用冰冷的 TK2缓

液(50 mmol / LTrls. Cl , pH 7. 5/2 .5 mol / L KCI )平衡

备用 。

2 . 将溶于 TK2 缓冲液中的总 RNA(浓度约为

50 A 260/m1) 与处理好的纤维素混合， 置冰箱中吸附

数小时ρ 然后用预冷的约 10 倍于纤维京体积的 TK1

缓冲液洗涤离心(Eppendor f 离心机， 下同 ) ， 每 次 2

分钟 ， 6 - 8 次。以除去不I股附的 RNA( ì洗涤离心后 ，

半洁浓核酸检测应为阴性) • 

3. 1J~八少:ul: DEPC (焦磷酸二乙酣)处理过的无

菌重蒸水，于 55 "C保温 10 分钟后 ， 离心 5 分钟洗提

Poly (A) RNA ， 收袋上清E 再加入少flJ: DEPC 处理

的无菌蒸馆水。重复洗提 1 次。合并离心上清液，加入

0. 2 倍体积的 2 mol/ L NaCl 和 3 倍体积的冷乙醇， 混

合后置 - 20 0C 4 小时 以上。用前离心， 用 75%的冷乙

醇洗涤沉淀， 真空抽除残醇， 然后溶于少量 DEPC 处

理过的无菌重蒸水。

实 验体会

下表总结了我们以不同材料和方法分离非

洲爪瞻卵母细胞和 早期胚胎 Poly(A)RNA 的

情况。

最初， 我 们 使 用 Stratagene 的 Poly ( A)

Quick Column 分离非洲爪赔囊胚和神经胚的

Poly (A)RNA，得率极低，无法满足实验要

求。以后改用 Pharmacia 的 Oligo (dT) Cellu

lose, Type 7 作柱层析，虽可初步满足实验要

求， 但得率仍低于预期值[4 )。但在使用这种柱

层析分离非洲爪瞻卵母细胞的 Poly(A)RNA

时， 得率很低。在此情况下，我们试用 了 CB

F 8 3-01igo ( dT)-纤维素批茸层析法，取得了

成功。 Poly ( A )RNA 的得率高，质量好(用所

分 离 的 Poly(A)RNA 作模板反转录合成

cDNA、 构建 cDNA 文库，结果令人满意) 。

我们再把该材料和方法试用于非洲爪蛇囊胚和

神经胚 Poly ( A )RNA 的分离， 也都得到了满

意结果。

本文在写作过程中得到庄;孝础教授的指导， 特此
致谢。
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表 非洲爪峨卵母细胞和早期胚胎 Poiy (A)RNA分离实验小结口

Poly(A) Quiok Column* Oligo (dT) Cellulose- CB-F 83 Oligo (dT) -纤维京: .

非洲 (Stratagene ) (Pharmacia) 〈国产)

爪 览总 RNA# Poly(A ) RNA<-\ 得率总 RNA# Poly(A ) RNAÒ 得采总 RNA# Poly(A ) RNA 得率

(μg) (μg ) (% ) (μg) (μg) ( %) (μg) (μg) ( % ) 

卵m:细胞 2 , 00 0 主三 1. 2 0.06 2. 000 45 2. 25 

囊胚 650 主三 1 0. 15 697 4 0. 57 500 9 1. 8 

神经胚 650 4二 0 . 15 0. 02 59'1 9 1. 5 500 11 2. 2 

口用于分离的总 RNA OD 260 / 0D 2 8 0 均在 1. 98一2 .24 之间。

· 按产品说明书操作; 表内所列为一次过柱结果。

得以紫外仿光光度法定量。

A 以淡化乙绽-琼脂糖i疑胶法定i舌 。

为进一步分析上述实验结果， 我们在实验

条件完全相同的情况下， 同时用 以 Oligo (åT )

Cellulose, Type 7 ( pharmacia )为亲和体的层析

柱分别从非洲爪蛤卵母细胞和某人肝癌细胞株

的总 RNA (OD260 /OD280 均二三 2 . 0) 中分 离 poly

(A) RNA。结果，后者的分离效 果较好， 得

率基本在正常范围内(李建明 ， 未发表资料) ;

而前者的分离则很不理想(见表 ) 。

综 上所述， Oligo (dT) Cellulose Type 7 

(Pharmacia)对 Poly(A)RNA 的分离 效果与用

于分离的组织或细胞材料有关。 用于一般组织

或细胞时，可能效果较好l 1且不适用于如非洲

爪瞻卵和早期胚胎一类实验材料。 当用于这类

材料时， 卵母细胞或发育时期较早的 ， 分离效

果较差; 反之， 则较好些。

CB-F 83-0ligo (dT ) -纤维索和 Oligo(dT)

Cellulose , Type 7 (pharmacia )对上述组织细胞

Poly (A)RNA 的不同分离效果 ， 反映 出非洲

爪蛤卵母 细胞和早期胚 胎组织的 Poly(A)

RNA 与其它组织的 Poly ( A)RNA 在分离特性

上存在着不同程度的差异， 并可能因此决定或

彭响两种纤维京 (Oligo ( dT) Cellulose)在上述实

验巾的分高效果。至于是何种因东导致了这种

差异; 以及这种差异是否与在卵母细胞和早期

胚胎中大培的卵町、性 mRNA 含有 共价连接

的重复序列[5] ， 并以多聚状态存在[町等特性有

关， 都是些很有兴趣的问题，值得进一步研究。

尽管经验有限， 但根据我们的体会， 至少对

非洲爪蛤卵母细胞和早 期 胚 胎 这类 组织 的

Poly (A ) RNA 分 离， 国产 的 CB-F 83-0ligo 

(dT)-纤维素优于其他两种国外产品。此外，

由于以 CB-F 83-01igo( dT )-纤维素作亲和体分

离 Poly( A)RNA 通常采用批量亲和层析的方

法， 因而方便省时， 具有很强的实用性。
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