
配贺黯于二
商瞥 E运量金
自画邑A置i(对毛 真核细胞 mRNA3' 端 Poly(A) 序列长度测定

程振起 吕俊宣*

(中国科学院生物物理研究所〉

孟晓霞徐长法沈同

(北京大学生物系〉

在生物体中，信使核糖核酸(mRNA)的生

物学功能是从 DNA 接受遗传信息，再以密码

形式翻译出特异性蛋白质。 mRNA对于基因表

达和遗传信息传递起着重要作用。其核细胞

mRNA 分子的结构较为复杂，其特征之一是

它的扩端几乎都有多聚腺喋岭核苦酸序列

(poly(A)) 0 poly(A)的功能可能是对 mRNA

在核内加工或由核内向胞质转移起作用[1.2] 。

也有人发现在 mRNA 行使生物功能过程中，

poly(A)逐渐变短[3]。但是，生物体中也存在

着有活性而扩端无 poly(A) 的 mRNA。目前，

poly(A) 在 mRNA 分子中的作用尚无定论。

在深入研究 mRNA 结柏及功能的同时，较

准确地、豆观地测定其 3' 端 poly(A)的长度也

是有必要的。过去人们曾用凝胶电泳或 3H 标

记的 poly(U) 与 poly(A)杂交的方法间接测定
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川自贡化工研究院试剂厂订聚乙烯亚股<PEI) 50%水

溶液(英国， BDH); 纤维素MN300(西德， Macherey 
Negel+ CO 516 Düren)。其它常规试剂均为北京化工

厂产品。

方法

1. 鸡和兔血红蛋白 mRNA 分离纯化方法已有介

绍 [5] 。

2. 32pCp 制备和 mRNA3' yr在标记参照有关方

法[6]。两步反应均在同一系统中进行。反应系统为: 50 
mM Hepes-Tris pH 7.5 , 20 mM MgClz, 3.3 mMDTT , 

10 微克/毫升牛血清白蛋白， 10% (V jV)二甲基亚隅。
3. 1昆和酶解: mRNA 3' 端标记后，在原反应液

中加 10 微升棍和晦(RNase A 0.5 毫克/毫升， RNase 

T1 2500 单位/毫升，在 0.1 M 醋酸钱溶液中，pH 4.5) , 
于 37 0C保温 3-4 小时，切去 mRNA 分子中除poly(A)

外的其他三种核昔酸 (RNaseA切 CpN 和 UpN ， RNase

T1 切 GpN)。保温后加入电泳指示染料直接点样于12%

聚丙烯耽股凝胶，电泳。

4. 凝肢电泳s 电泳缓冲体系为 90 mM Tris…础酸
pH 8.3 , lmM EDTAo12%聚丙烯曹先胶凝胶 (90x20x

0.1 厘米，丙烯酷胶:甲叉双丙烯眈胶= 19: 1(wjW)) 

预电泳 0.5-2.0 千伏， 20-24 毫安)4 -6 小时，

将 3)处理好的样品点样(丰样孔 1x1xO.1 厘米)也

泳0.5-2.0 千伏， 20-24 毫安)约 10 小时， 10% 醋

酸固立 15 分钟，用。 .015 毫米厚的塑料薄膜包好，对

x-光乳胶片于 4 "C曝光WJ8 小时)。
5. PEI 纤维素薄层制备: 100 毫升 1 %PEI-HCI 

pH 6.0 水溶液与 15 克纤维素 MN 300 混匀，铺子废的

除去肢膜的 X一光片基(38 x 25 厘米〉上(7] 。

6. 凝股上的政射性样品带向 PEl 纤维素薄层转

移，原位酶解和 1.0M LiCl 上行展层之操作已有介
绍[8] 。

结果和讨论

我们应用聚丙烯眈胶凝胶电泳和放射自显

影直读序歹IJ法测定了鸡和兔血红蛋白 mRNA3'

端 poly(A) 的民度及其分布〈图 1 )。

(1) 3ZpCp 制备 50 mM Hepes-Tris pH 

7.5 , 20 mM MgC12 ， 3.:~ mM DTT , 10 微克/毫

升牛血洁白蛋白， 10%(V/V) 二甲基亚帆， 50 

""Ci[r_3Zp] ATP , 1mM 3仁CMP ， 10 单位 T4 多

核昔酸激酶，总体积 50 微升， 37 0C 保温 10-30

分钟，沸水中煮1. 5 分钟。

(2) mRNA 3' 端标记在(1)反应液中加

入 5 微升 mRNA 样品( 25-50 微克)， . 2 微升

ATP(5 mM) , 5 单位RNA 连接酶，于 4 0C 保

温过夜。

(3) 在 k述 (2) 反应中，直接加入 10 微

升混和酶于 37 0C保温 3-4 小时。

反应液加 1/4 体积电泳指示染料 (0.05%

i臭盼兰， 0.05%二甲苯蓝， 10 M 尿素， 2 倍

|毡泳缓冲液)点样于经过预电泳的 12%聚丙烯

陆眩凝胶加样孔中，电泳(1. 5←2.0 千伏， 20 

'-24 毫安)约 10 小时。取下上层玻根，凝胶

连同下板在 10%醋酸中国定 15 分钟，点上放

射标志，包上一层 0.015 毫米厚的塑料薄膜，

4 0C曝光约 8 小时。

从 3ZpCp 的制备， mRNA 3' 端标记~Jjl昆

和酶解都是在-个反应管中进行。方法简便，

操作容易，而且得到了较高的标记效果。

从图 1 可见， mRNA 3' 端 poly(A) 的长

度是随机分布的，这可能是在 mRNA 行使翻

1 -兔血红蛋白 mRNA 3' 端

poly(A) 图讲

2 -一-冯血红击 i气 mRNA 3' ~品;

poly (A) 图谱

R 、C-分别为兔、鸡血红蛋白

mRNA3' 端最长poly(A)谱带

A ←-前沿第一个核昔酸位置

。 --jll样基线

图 1 3'端标记的 poly(A)电泳放射自显影国谱

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



第 5 卷第 4 期 细胞生物学杂志 21 

译功能过程中，poly(A)长度逐渐变短形成的。

从图 1 的放射自显影谱带，直接可读出 poly

(A)长度到约 90 个碱基，再长的 poly(A)由于

凝胶分辨率的限制，不能用肉眼i卖出。实验发

现，可辨沱围内 poly(A) 长度之对数与其迁移

率有线性关系。我们根据这种关系推算出鸡和

兔血红蛋白 mRNA3' 端 poly(A)最长者分别

为 150-160 个和 170一180 个碱基。

从使用的棍和酶专一性降解 f 端标记的

固 2 RNase T2 降解了揣标记 poly(A) 的

层析放射自显影图谱

。一一基线 Ap、 Gp、 Cp、 Up 分别为四种单核
苦酸层析位置

‘ 3' 端标记的 poly(A)谱带转移到 PEI-纤维素薄层
上后，原位用 RNase T2 (200 单位/毫升， 0.1 M醋酸
锻 pH).5) 降解成 3仁单核昔酸，在 1.0 M LiCl 中上
行层析 6 小时，于室温放射自显露。，

mRNA 和放射自显影谱之间间隔的均匀程度，

可以肯定各带均为 poly(A)片段。为了进一步

证实，我们又将放射谱带转移到 PEI-纤维素

薄层上，用 RNase T z (0.1 M 醋酸钱， pH 4.5) 

进行原位酶解，得到 3' 标记的 Np飞在1. 0

M LiCl 中上行层析(图 2) 所得到的放射自显

影图谱上各点均为 Ap32，这就毫无疑问地证

明图 1 的各条谱带均为 poly(A) 。

从实验结果可见(图 1 ), poly(A) 片段越

大，放射自显影谱带越弱，这可能由两种原因

造成:1.由于 mRNA 代谢过程使含有较长

poly(A) 的 mRNA 越来越j;>; 2. RNA 连接酶

标记小片段比大片段效率高。

本方法可适用于所有 mRNA 3' 端 poly

(A)序列长度及分布的测定。
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在分子水平上探讨生物组成，用电子显微

镜(EM) 与生物化学和X线衍射等方法有着根

本的差异。采用电子显微镜可以探讨活细胞及

活组织是以怎样的形式存在并起作用的。

如何使样品保存得近于活体状态，并能放

在电镜下进行观察，是样品制备方法的关键。

用醒类和 OS04 固定剂进行处理，是为了使活

细胞体的生命现象在瞬间停止并固定住，并使

在以后的各种处理中尽可能少发生变化。脱

水、包埋、薄切、染色则是为了使固定后的样
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