
以地戈辛标记反义RNA为探针的组织原位杂交

手]、 这斌 丁小杰 宋秋主

(中罔科学院上海细胞生物学研究所 200031) 

原位分子杂交是在液相和罔相分子杂交t~~

础上发展起来的，从染色体、 细 1包或整体水平

在原位研究特异核酸的分布、数量、表达形态及

其同细胞的分化、生理或病理状态 、形态特征演

化之间关系的分子生物学技术 [1 )。随着技术的

发展，原位杂交不仅被用来研究特定 DNA、

RNA 的细胞内的分布，而 且被 用来探索被检

mRNA 相关基因的表达。可以 说，原位杂交

技术在分子生物学与形态学研究之间架起了一

座桥梁。

原位杂交的探针有 DNA 探针和 RNA 探

针两种。 目前所使用的探针绝大多数是 DNA

探计。 由于转录得到的 RNA 探针民度高度一

致， :ìi二且均为 !I寺异的单链， 因 此 所有标 记的

RNA都参与杂交 ， 而且不会复性。 此外 ，DNA

探针还具有通透性好，结合稳定的优点。 随着

利用 罩，组质脸上 SP 5- fn T7RNA 多聚酶启动

子转录 RNA 以及每核有引发合成技术的进步，

已有越来越多的原位杂交采用 RNA 探针 [ 2 ) 。

原位杂交探针的标记可以用放射性同位

素，也可用非放射性标记物。后者标记的探针

虽灵敏度稍低， 但因具有无放射性 、 保存时问

长、 操作比较方便等优点而受到重视和欢迦。

地戈"f-抗地戈辛免疫酶联显色是近年来

开发应用rJ<J 一 种非放射性核酸标记检测技

术[ 3-5 ) 。 地戈辛 ( digoxigenin， dig )是一种固

醇类物质。以连有地戈辛的核 苦 酸(如 dig

UTP )为前体合成并标记反义 RNA 探钊 ( dig

ant isense riboprobe )，杂交后，细胞中具有互

补序列的 mRNA 与反义 RNA 探针结舍。后

者又通过抗原-Jj[休作JTJ 而与带有碱性磷酸酶

的抗地戈斗圣抗体( anti-dig-AP ) 连接。经显包

反应， 最终由碱性磷酸酶催化底物在杂交部位

产生的有色沉淀， 形成了我们在原位杂交组织

切片上看到的阳性反问。由于自然条件下地戈

辛仅存在于洋地黄 植物 d igi talis purpurea 中 ，

抗地戈辛抗体与动 、 植物组织不发生交叉反应

或非特异反应，因此地戈辛-抗地戈辛核酸检

测系统具有高度的专一忡，和可信性 。

最近 ， 我们参加了德国 Essen 大学 Grunz

教授在细胞所客座实验室进行的以地戈辛标记

反义 RNA 为探针的组织切片原位杂交实验，

取得较好的结果。现将主要实验步骤和工作体

会报告如下。

实 验步骤

1.标记探针的制备

在我们的实验中 ， 用于探针制备的模板已被克隆

子 pSPT 18T3 启动子下游， 这一茧组质粒称为 pSPT18
( 2~-10 ) 。 由该质罪证转录产生的反义 RNA 探针能够

与一种专一表达子 1111经纤l织巾的 mRNA 互补结合。

在实验中 ， 首先以在插入片段 T3 f: i，!J-FFiûf71、侧

具平J 1在- . ð每切位点的 Xba 1 附切j页粒使之线忖化， 然

口 纯化。

I仅 4 μ1(1 问〉线性化的民中，ì: DNA ， 先!门加入 4 μ1

G x T3RNA 乡聚酶缓 Ilþ;夜 ， 2μ1 NTP r ATP , CTP , 

GTP 各1 0 m molj L ,UTP 6. 5 m molj L ,dig-UTP3 . 5 

m moljL ， Boehringdr ) ， lμ1 T3 RNA 多聚酶(50 units j 

~ll ， BRL ) ， 1μ1 RNase 抑制剂(RNase inh i tor ,20 unitsj 

!l l ， Bochringer ) 丰11 8 μ1 DEPC 处理过的重蒸水，使总体

积至 20μ1。于 37 0C下温育 2 小时后，加 2 μ10 .2 moljL

EDTA ( pH 8 . 0)以终止反应，再加入 2.5μ1 4 ML1Cl及

75 μ1 冷乙醇 (-20 0C ) ， 由 -20 0C过夜。 120 00 g 尚

心后，再以 50 μl 冷 70 % 乙醇( - 20"C)离心洗沉淀

1 次。抽空干燥后 ， 加入 100 μ1 DEPC 处理过的唯

文工作得到庄孝憾教授的出导与支持， 特此喷
;在î .
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蒸水。 37 0C下温育 30 分钟后 ， 置 - 20 "c保存备 用 。

根据有关资料，每 吨模板 DNA 可转录合成全核

昔酸序列的 dig 标记反义 RNA 10 山， 约占所有转录

产物的 90%。在新合成的反义 RNA 中 ， 有 约 4-5 %

的核昔酸为 dig-UTP。根据我们的经验， 采用上述

dig RNA 标记方法， 探针的转录和标 i己效率可以1良好

地满足原位杂交实验的需要。

2 . 切片制备

以顶冷的 4%多聚甲隆固 定组织 ， 4 0C , 1. 5 小

时。使用硅化过的载玻片， 常规制备石蜡切片。切片

厚约 7μm o 50"C烤片 1-3 天 (~24 小时) 。

3 . 预处理

二甲 ;;在脱蜡，梯度乙醉过 渡至重蒸7)( (经 DEPC

处理， 下/1íJ )。然后， 0 . 2 MHCl ， 2 0 分钟+重蒸水洗 ， 5 分

钟->-2xSSC. 70 oC , 30 分钟+重蒸水洗， 5 分钟+

含蛋向酶 K (终浓度: 3 μg/ml )的 TE ( pH7.5) ， 37 0C ，

10 分钟+合 0 . 2%甘氨酸的 PBS 和 PBS 各洗 2 次 ，每

次 1 分钟"""4% 多聚甲醋， 20 分钟(后罔定 ) ...，..PBS洗 ，

3 分钟-H .5% 乙酸由于/0.25 m mol/L 三乙醉胶， 10 

分钟 ( 乙酸化)...，..PBS 洗 ， 5 分钟 。

4. 预杂交

FDS-SPE 溶液配制在 0 . 9 ml H%O 中先后加入

2 . 5 ml 去离子甲院胶 ， 1 .25 ml 20 x SPE 盐溶液 ( 3 M 

NaCl/0.1M PIPES/ O. I M EDTA , pH6.87 ), 0 .25 

m l 100 x Denhardt's ,o .10 %SDS ， 得 5 ml FDS-SPE 

溶液。

Í'ÝÎ杂交液配制在 Eppendorf 管中 加入 125μ1 鱼

粉 DNA( 10 mg/ml )/酵母 tRNAoO mg/ml )。煮沸 5

分钟 ， 立即置冰上冷却。再加入 4 .87 5 ml FDS-SPE 

溶液 ， j昆匀，置 4 "C备用。

将 t页杂交液滴加到组织切片上， 然后放直到r~有

FDS-SPE 溶液(其巾的甲航胶不必经过去 离子处理)

的湿盒巾， 50 0C保温 4 - 5 小时。

5 . 杂交

杂交液配制在 Eppendor f 管 中加入 : 5 μI 地戈

辛标i己反义 RNA， 10μ1 日20 ， 1 5 μI 去离子甲酸胶。

95 "C加热 30 '0、后，7L即置冰上冷却。 加 入 470μl 预杂

交液 ， j昆匀。

以 j虑纸片小心吸去载玻片 t的预杂交液， 注意;不

要触及组织叨片。将杂交液滴虫J 1;7])斗-上 ， 加盖玻j午后

放入盛有 FDS-SPE 溶液的湿盒， 置 50 oc ir\\l.育过夜。

6. 核酸酶处理

将载破片震入 4 x SSC，脱去盖玻片， 再 以 4 x

SSC 洗 4 次 ， 每次 5 分钟。

!江 40 吨/m! 的 RNa~e . A 液滴片， 37 0C保温 30分

钟 。 再放入 37"C预热的 RNase 缓冲液 (含有 0 . 5 mol/ 

L NaCl (:~J TE ) 巾 ， 保混 30 分钟 。 然后 ， 用 2 x

SSC( 50 0C ) , 0 . 1 x SSC (主温)各洗 2 次，每次 15 分

钟。

7. 抗体结合

以 TN(O .l mol/ L Tris .C!, pH 7.5 / 0.15 mol/ L 

NaCl ) 洗 片 5 分 钟。把含 0 . 5% 封闭剂 ( blocking

reagent , Nuc1eic Acid D etection Kit--简称 Kit ，

Boehringer )的TN j商加在切片上， 在盛有TN的温盒内

室温下放置 1 小时。然后，用 TN 洗 5 分钟。

在切片上消J1P li威性磷酸陈偶联的多克|缝羊抗地戈

辛 Fab 片段 (anti-dig-AP ， 以合 1 %羊血清的 TN t卖

1:500 稀释)。加盖玻汁， 置盛有 TN 的混丘内室温下

作用1. 5 小时。将我玻片 ?J.i.八 TN rl..l脱去 ;芷玻片， 换

注意经常液洗 2 次，每次 10 分钟。

8. 显色

[b TNM (l :l 的 0 . 2 m mol/L T ri s . Cl , pH 9 . 5/ 

o . 2 m moI/ L NaCl 刑10 . 1m mol/ L MgCl:. 用前

混合)洗片 2 次 ， 每次 2 分钟。将每 ml l书含有 0. 2 4 g 

Levamisole, 45μ1 NBT , 3 . 5μlX-phosphate ( Kit, 

Boehringer ) 的 TNM，滴加到切片上， 然后置于盛有

TNM的混贪内 ，避光 ， 3 7 0C保温 3 - 5 小时或军irJü.下放

宦 8一12 小时。在镜下观察切片的颜色变化。

至百:终止反应时，归 TE 洗片 3 次 ， 每次 5 分钟 。

再经乙醉梯段脱水， 二甲~透明 ， 最后以加拿大树股

封片。

9. 结果观察

在显色过程巾 ， 杂交阳性反应的颜色与显色时间

和组织内靶信号 的强弱有关。在一注:范围内 ， 随时间

的增加， 颜色逐渐由紫红向蓝紫色过渡。如标本制作

得当， 当作用奎IJ一定时间后， 则颜色一般不再改变。

此时， 颜色的深浅只与靶信弓的强弱有关， 颜色越

深， 阳性反应赵强。

在 37 0C保温条件 f; ， 一般经 2 小时太右， 阳性反

应区域里棕黄色， 至约 5 小时'JI深紫红色， 然后变为

蓝紫色。 宗温条件下， _i述过程相应推迟。 光镜下观

察原位杂交纫织切片， 可见阳性反应区域旦现在浅黄

色的背景下， 对比清晰， 反差明显， 易于鉴别(见图

版) 。 在高倍镜下， 还可在强阳性部位观察到不规则

的蓝色结晶.
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二 、 几点 体会

1. RNA 的原位杂交 ， 最重要的就是防止

RNA 酶污染 。 为此 ，我们的做法是: 1 )尽量采

用一次性塑料制品;所有玻璃器材均经 180 "C , 

6 小时以上烘烤。 2)使用经 DEPC (焦磷酸二

醋)处理并以高压灭菌方式去除了 DEPC 的重

蒸7]( ; 用这样的水配制除含 Tris 、 三乙醇胶以

外的各种溶液。 3)耐高温高压的溶液要进行高

压灭菌(酶 ) ; 不能高压灭菌(酶)的 贝IJ尽量使用

新开封的试剂并以φ= 0.22μm 的惊膜过 惊。

4)在某些反应体系中加入 RNA 酶仰制剂。 5 )

戴手套进行实验操作。此外， 对用于实验的切

片刀、 毛笔 、 剪 、 镇 、 药匙、滤纸等也分另IJ采

用乙醇或 DEPC 7]<:_ 浸洗、灼烧、 高压灭菌(酶)

等方式进行了处理。这些措施有效地防止了

RNA 酶污染 ， 保证了实验成功。

2 . 载政片的处理十分重要。首先要选用新

的载玻片， 其次， 载玻尸1" I~l ~J破化质 量一 定要

好。我们在实验中采用的硅化方法效果很好，

介绍如下:])将新的载破引用洗涤剂 彻底洗

净， 180 0C烤 6 小时以上 ; 2)将载玻片浸入含

10 %3-氮基丙~I~三乙氧基硅 烧的甲苯， 80- -

90 0C保注j\_ 1 小时。然后以甲苯冲洗， 室混下干

燥过夜。 3 ) 以 10 %福尔马林室说下固定 1 小

时。 空气干燥后， 密封于玻璃染缸， 中， 4 0C保

存备用。

由于组织切片要经过一系列复杂的处理过

程，因此切片脱落的问题比较突出。解决这一

问题的关键是掌握好烤片的时间和温度。根据

我们的体会，切片 在 42 0 -45 "C下烘炜 1 - 3 

天后， 一般就不会出现脱片。

3 . Levarnisole 是一种溶酶体 磷酸酶的高

效抑制剂。我们在实验中体会到 ，在显色过程中

加入终浓度为 0.1 mol /L 的 Levamisole 对 于

抑制内源性磷酸酶效果很好; 而在显色液中省

去 Levamisole 则会使背景增高。此外 ， 在 anti

dig- AP 作用前， 以封闭剂处 J月H'f.品也十 分必

要。实验巾 ， 在其它条件不变的情况下， 经封

闭剂处理的标本， 本底低， 效果好F 而以 TN

代替封闭剂处理的标本则效果较差。关于 anti

dig-AP 的稀释度， 根据我们的经验，采用 1 : 

50 0 稀释的 anti-d ig-AP， 不仅显色时间适中 ，

而且背景低 ，反差好; 用过度稀释(t(J an ti-d ig

AP(如 1 :50 00 ) ， 贝iJ常因长时间显色导致背景

颜色过深。

4 . 在实验中 ，我们把阳性对照、 阴性对照

和实验材料三种组织市IJ备在同一张载玻片上。

这样不仅可以通过阳性对照来掌握每张片子的

反应时间，而且能够排除由于技术原因造成的

假阴性和!假阳性， 为正确分析实验结果提供更

直接的依据。

此夕扒 、我们在杂交、抗休结合乎步骤采用

了将工作液滴到组织!刀片-_1二，力11 盖]玫)干后置湿

在泪L育的方法， 起到丁减少试剂];'肖砖，保持工

作液浓度稳定的作用。
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