
用固相膜预饱和竞争杂交方法

比较大鼠肝和肝癌核 RNA

徐亚男 张玉现

〈中国科学院上海细胞生物学研究所)

我们曾用 DNA 圃相膜法竞争杂交实验观

察到，二乙基亚硝胶(DENA)诱发大鼠肝癌发

生过程中，与 DNA 重复顺序互补的大鼠肝核

RNA 的核昔酸顺序，在结 DENA 2 周时部分

有丢失;给 DENA 4 周后又恢复与正常肝的

相似:给 DENA 8 周后又复有丢失，而且不

再恢复正常川。竞争押制实验一般用于比较不

同 RNA 间核昔酸顺序的相关性， 是一种定性

分析方法。因此，我试们图采用 Soeiro 的预饱

和杂交竞争抑制实验[町，以便了解能否在一定

范围内，对大鼠正常肝和大鼠肝癌(BERH-2)

核 RNA 的差异作量上的比较。

实验材料和方法

实验材料:大鼠正常肝和大鼠移植性肝癌

(BERH-2) [8] 。

细胞核 DNA 和 RNA 的抽提s 同前文[1] 。

128I 体外标记正常肝核 RNA: 同前文 [1]

核酸分子杂交技术2 杂交方法同前文凹，

系采用 Gillespie 和 Spie只elman(i965) [4] 的

DNA-膜方法(将大陆正常肝核 DNA 固定于

掠膜上，每张小膜上 DNA 含量约 1 微克)及

Soeiro 的预饱和杂交竞争抑制实验问。用

NE8321 液体闪烁计数器测脉冲数。

结 果

(-)预饱和指变的反应条件及其稳定性

固定于硝基纤维滤膜上的变性 DNA，以

及与膜上变性 DNA 杂交的 RNA 分子， 在)

定的反应条件下，是相对而不是绝对的稳定.

因此，在进仔顶饱和杂交实验之前，必须选择

较适的顶饱和杂交的反应条件，以便能得到较

理想的实验结果。

1. 反应温度将变性 DNA-膜，在 2X

SSC(0.3M NaCl , 0.03M 拧穰酸的)， 30% 

甲眈肢， 0.:1 %SnS(十二炕基础酸的)， ,15 0C 

反应条件下，或在 2 x SSC, 65 0C反应条件下，

温育反应不同时间后，再与 1116 1 标记的肝技

RNA 杂交反应。用 RNase 处理后，计算标记

RNA 与变性 DNA 杂交百分数。 tJíi 温商时间

愈短，其杂交百分数愈高。以最短Tßl温育时间

的杂交百分数为 100%，计算其他不同时间杂

交反应的相对杂交百分数e 结果表明，在 45 0C

一组，预温育 25 小时后的杂交百分数，比预

温育 6 小时后的杂交百分数低约 10%; 1lÍi 温

育 72 小时后的杂交百分数，又比顶温育 25 小

时后的杂交百分数低约 10%。而在 65 0C一组，

预温育，18 小时后的杂交百分数，比 tJíi温育 24

小时后的杂交百分数低约 30%。如图 1 所示，
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固 1 面温育温度和时间对再杂交反应的影响

.一一. 45'C , 0一-0 65'C 。
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膜上变性 ηNA，在 65 0c反应条件下，比在

45 0c反应条件下更加不稳定。

2. 预饱和杂交核酸量将变性 DNA-膜，

在 2 x SSC, 30% 甲雕肢， O.l%SDS , 45"C反

应条件下，与不同量的未标记的竞争 RNA 预

饱和杂交反应不同时间后，再与 195I 标记的肝

核 RNA 杂交。用 RNase处理后，测定并计算标

记 RNA 的杂交百分数，结果如图 2 所示，标记

RNA 与 DNA 的杂交百分数，则随预饱和杂交

反应中非标记竞争 RNA 浓度之增加而下降。

。
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RNAjDNA 的比il对再杂交的饱和竞

争抑制曲线
回 3

应时间内， RNAjDNA 的比值为1，000 时，

才达到一定程度的预饱和竞争抑制。至于同源

RNA 没有达到 100%的预饱和竞争抑制，可

能由于再温育时，预饱和杂交上的 RNA 又部

分脱落的结果。

3. 预饱和杂交分子的稳定性将变性

DNA-膜先与325I 标记的肝核 RNA杂交反应，

再浸于不同的反应浓内温育， 间隔一定时间

后，取出膜， RNase 处理后测脉冲数。 由未

经再温育的对照组脉冲数与经再温育后的脉冲

数之差，计算预饱和杂交分子丢失的百分数

(见表 1 )。预饱和杂交反应和再温育反应的条

件均为低温反应时，预饱和杂交分子丢失的百

分数最少。

L 

β( 1'包 11ν'ft;，交 HHù]υ!、 ιt'J

图 2 预饱和杂交核醺量和时间对再杂交反

应的影响
预饱和杂交核酸量g

。一-025 微克， x 一- x 100 微克，
A一-[::" 50 微克，Â.一-Â. 200 微克。

.一一-.75 微克，
又如图 3 所示，滤膜上 DNA 含量为 1 微

顶饱和杂交反应条件同图 2 ，在同样的反

70 
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!预饱和杂交分子丢失%
2XS叽肌 8小时 I 24.4 

5xS风 60 "C， 8小时 I 25.2 

5x叽则甲酥胶， O.l%SDS , 37 0C , 8小时 I 32.5 

1 ß;J\at一→ 2 x SSC , 30%甲酌膀'巴斗旦旦旦"at I 50.3 

2 x SSC，巴8小时 _1 _2止一-
5 x SSC , 6肌 8小时 i 

5 x SSC，则甲脯， 0 附DS， 3 'l OC ， 8 小时 | 
2x SSC，则甲院胶，。附DS ， 4叫小时 l 

预饱和杂交分子的稳定性实验不表 1

件条育温再预饱和杂交条件 l
一一 …一一一一一 →一一一一一--'

2 xSSC 

丰示 i己 RNA 

60 "c 

22.8 

16.4 

18.9 

30% 甲酿胶

标记 RNA

16小时

O.l%SDS 

45 0C 

2 xSSC 

本两次实验平均值。
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(二)大鼠肝租肝癌核 RNA 的比破

用预饱和杂交实验比较大鼠肝和肝癌核

RNA，并与竞争抑制实验相对比。

第一组预饱和竞争抑制组，将变性 DNA

膜在含有:~ xSSC, 30%甲耽肢， O.l%SDS, 

未标记的大鼠正常肝核 RNA 或大鼠 BERH-2

肝癌核 RNA 的温育液内， 45 0C预饱和杂交 16

-24 小时，使未标记的核 RNA与DNA 的杂交

达饱和，然后将膜移入只含有 4-5 微克1i'I_

正常肝核 RNA 的温育液内， 450C杂交反应

8-24小时:第二组，将变性 DNA-膜(----1

微克〉在含有 2 xSSC , 30% 甲酷股， 0.1% 

SDS，未标记的大鼠正常核肝 RNA 或大鼠

BERH-2 肝癌核 RNA 的温育液内， 46'C预饱

在1杂交 :l6-'Z4 小时，使未标记的核 RNA 与

DNA 的杂交达饱和，然后在有竞争 RNA 存

在条件下，加入 4-5 微克 1115I一肝核 RNA，

使继续竞争杂交 8-24 小1Jt;第三组，作为第

二组对照组，将变性DNA-膜("'1 微克〉在不

含有未标记竞争 RNA 的温育液内温育 16-24

小时，将膜移入含有竞争 RNA 和标记肝核

RNA 的温育液内竞争杂交 8-24 小时;第四

组则为竞争抑制组，将 DNA-膜在含有标记

RNA 和竞争 RNA 的温育液内， 46 0C反应 24

小时。各组杂交反应后，用 RNase 处理膜，

测放射性，计算相对杂交百分数和竞争抑制百

分数，结果见表 2.

襄 2 大鼠肝和肝蜡穰 RNA 的比较(1)

-_ 
二

1.预饱和杂交

〈反应条件I 45 "C, 30% 甲院胶)

大鼠肝核 |大鼠BERH-2 1 差异
RNA 1 肝癌核 RNA 1 (t 值)

l RNA/mg吐 48.8 土 5.0 I 17.7 土 ~._~___L~~._~_ _<0.005 
一一二一一一一一-一-------一十一一一 一-iRNAjDNA 1叫川 I 38.1 I 49.6 

2 预饱和杂交+竞争抑制1 RNAjDNA 90 I 78.6 士 5.7 I 35.2 士 13.6 1 43.4 <:0.005 

RNA!DNA 90 I 70.2 土 4.3 I 20.4 土 9.7 I 49.8 <:0.005 
3. 预温育+竞争抑制 |一一二一一一一一-J一一一一一一一一一←一一一一一- l 

RNAjDNA 10001 99.2 I 59.5 1 39.7 

I RNAjDNA 100 I 82.7 I 33.8 48.9 
4. 竞争抑制 !十 一 I 一一一一一-牛

lRNAjDNA 10001 96.9 1 63.5 1 33.4 

当 RNA/DNA 为 90 时，竞争 RNA 在第 核 RN..'\对标记大鼠肝核 RNA 的竞争抑制率

2 组的竞争抑制百分数高于第 1 组，当 RNAj 大于大鼠日ERH-2 肝癌核 RNA，介于大鼠肝

DN.A为 1000 时，第 8 、 4 组的竞争抑制百分 核 RN.A 和大鼠肝癌核 RN.A 对标记肝核RNA

数大于第 1 组.但是四组结果均表明，大鼠肝 的竞争抑制百分数的差值，具有统计学意义@

亵 3 大阻肝和肝痛痛棋 RNA 的比较(1)

(反应条件I 60'C , 2xSSC) 

飞:-:---1事-RNA i 大鼠肝核 |大鼠 BERH-2 I 
_--- 竞争抑制% --______ /' ::~/:I I~ I ~~:: :.--r::~-. W I 差异

别组 一一三------~ i RN A I 肝癌核 RNA I 
7;向忐去- 寸孟雨雨 1…1一一…一一 1-- ----;百一--1--- ~3~~~------

2 预饱和杂乒函如雨雨雨;zlji--KI--1一丁1工 )-I厂…
王叫盲工白白U-- I主雨雨-…I--I~-一-KI 一 J_=------ -36. 6-__l~-- ---4~~~ 一一
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以川℃反应条件替代 li5 0C反应条件，比

较大鼠正常肝核 RNJ'\和大鼠肝癌核 RNi'~.，

结果见者 8 。第 2 、 3 组的竞争抑制百分数大

于第 1 组预饱和杂交组。介于大w\t肝核 RNA

和大鼠肝癌核 RNA 对标记肝核 RNA 的竞争

抑制百分数的差值，与表 2 结果相一致。

这些结果似乎表明，大鼠肝癌核 RNA 的

险基顺序和大鼠肝核 RNi\ 的碱基顺序的同

源性减少，表 2 竞争抑制组，与 DNA 重复顺

序互补的大鼠肝核 RNA 和大鼠肝癌核 RNA

的竞争抑制率，平均相差约 41.2%; 预饱和

杂交组，其竞争抑制率平均也相差约 40.2% 。

表 8 虽然反应条件与表 2 有不同，但其平均竞

争抑制率之差也为 40.2% 。

小结和讨论

本文采用固相膜核酸分子杂交技术，以及

预饱和杂交和竞争抑制实验，比较了大鼠正常

肝核和大鼠肝癌(BERH-2)核 RNA. 结果指

出，与 DNA 重复顺序互补的大鼠肝癌核 RNA

的核苦酸顺序，比大鼠正常肝核 RNA有缺

失。这结果与大鼠正常肝核 RNA 和大鼠肝癌

核 RNA，分别与标记的大鼠中度重复顺序

DNA 饱和杂交值之差的结果相近似。从双倒

数座标曲线求得的大鼠肝癌核 RNA 与大鼠中

度重复顺序 DNA 的饱和杂交值，比大鼠正常

核肝 RN.A 的饱和杂交值约少 40%(未发表资

料〉。这结果是否反映大鼠 BERH-2 肝癌细胞

重复顺序 DNA 的转录活性可能有近 40%受抑

制。

另外，本实验结果提示我们 ， f~~ 字1.抑制j实

验，或者预炮和杂交竞争抑制实验，在一定条

件下，在l一定限度内，能对不同l<.NA 样品之间

的险基顺序差异性大小给予量的概念，尽管各

样品的相对杂交百分数，随着实验条件的改变

而有不同。

从方法原理出发，预饱和杂交竞争抑制百

分数应高于竞争抑制杂交的结果。但是本实验

结果并非如此。推测主要原因可能与膜上 DNA

和预饱和杂交分子的稳定性有关。尽管我们曾

试用多种反应条件，也未能克服这个问题。这

可能一方面由于我们实验用的细胞核 RNA 非

常复杂，另一方面与核 RNA 险基互补1日对的

DNA 又是重复顺序。核 RNA 与重复顺序

DNA 互补配对形成的杂交分子是相当复杂

的，其中有的 Tm 值比较高，所以稳定性比较

大，有的 Tm 值比较低，稳定性就比较差.由

于少量不稳定杂交分子的熔解，使预饱和状态

变成预而不饱和状态，必然使预饱和杂交后的

标记 RNA 的杂交百分数提高。
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