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量的数据一般都能适用。 此外求扩散系数时，毋需求所谓i限定参量 自[ 8 1 ， 而可由 D =兰直接求
经 "D

得 。

此方法已被应用于测定林蛙卵表面受体的扩散系数[7] 。
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以琼脂糖胶为载体的 DNA 分子杂交*

张志新研弥力陆溢孙毓麟

(中国科学院上海细胞生物学研究所〉

以硝基纤维素滤膜或二偶氮莘氧甲基纸

( diazobenzyloxymethyl paper，简称 DBM 纸〉

为载体转移核酸分子，并以此载体进行分子杂

交是广为应用的生化技术之_[1- 2 ]。由于现在

使用的各种载体吸附核酸分子的能力都存在一

定的局限性， 所以核酸分子转移杂交技术仍在

不断改进[ 3 - 5]。尤其引人注目的是 PurreIlo 以

及 Tsao 等人利用琼脂糖(agarose) 胶进行核酸

分子杂交的报道， 其杂交效果较为显著[← 7] 。 最

近， 我们采用和上述方法类似的杂交技术，直

接用琼脂糖胶替代硝基纤维素滤膜或 DBM 纸

作为载体、DNA 电泳后不经过转移过程而是将

胶干燥， 然后用放射标记探针在干燥胶上直接

进行分子杂交，同样获得了较好的结果。本文

以定量分析的方法进一步证明 了 杂交的专一

性， 特别是对单拷贝基因 DNA 顺序的杂交显

示了高效、专一的特性。

材料和方法

-、实验材料

DNA样品分别从经过小球菌核酸酶(micrococcal

nuclease)水解的莱亨鸡红血球细胞核以及经过限制性

内切酶 ECoRI 水解的红血球 DNA iM备 [8]。质粒 pBR

· 本工作得到国家科委应用基础理论研究基金和
中国科学院研究费用资助。

.. 感谢2 周维影同志参加了部分技术工作。
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322 DNA 是北京生物物理所生物化学试剂厂产品。

[UP-a]dNTP 标记的探针分别从鸡红血球 DNA ， 鸡成

年型自-珠蛋白 cDNA 以及 pBR 322DNA经缺口翻译

(nick-transla tion)制备[9] 。

二、实验步骤

DNA 电泳在 1%或 2%的琼脂糖垂直平板胶上进

行，胶的厚度变化在 1 - 4 毫米之间， 胶的长和宽分

别为 170 毫米和 138 毫米，电泳缓冲液是 40 mM Tris­

HCI(pH 7. 的， 10 mM NaAc , 1 mM EDTA，电压

50-80 伏，电泳至澳盼蓝颜料在样品梢中走到肢的

2/3 距离时停止。 被分离的 DNA 电泳带用 0.01% 漠

化乙绽(ethidium bromide)水溶液染色， 紫外灯下照

相记录。

将电泳后的琼脂糖肢平放于两层定性滤纸中间，

在一只自制的不锈钢干燥器〈上 海细胞所工厂加工制

造〉中，用水泵抽气减压，脱水干燥〈如图 1 所示〉。大

约 4-5小时后， 胶完全干燥， 自动与粘着的滤纸分

离， 呈一张薄纸状，坚实牢固。 如要加快胶的干燥速

度，则将电泳后的胶浸泡在 95% 乙醇及丙酣中脱水数

。, 

占

;二三三71
;l i j 

f! 方针
图 1 琼脂糖胶干燥装置

不锈钢底板 220 x 220 x 10( 长、 宽、高〉毫米， (a)

上的"米"字形为一凹陷槽，梢深 5 毫米 ，并与抽气管(e)

相连，不'锈钢网孔薄板 170 X 170 毫米( b)覆盖于( a ), 
欲干燥之胶铺于( b)上， 将橡皮( c )盖严在胶上。 最

后用铝制方框( d )压紧橡皮四周， ( e) 出气口接真空'

泵，减臣脱水，即可达到干燥之目的 9 ( f )是螺丝钉e

次 ， 每次 10-20 分钟，然后在减压下进行脱水干燥.

胶干燥后可直接进行碱变性处理， 也可贮于室温保存

·备用 。 碱变性处理过程是将胶漫于 0. 4 N NaOH-1 M 

NaCI 中温和振荡 20 分钟 ， 然后水洗 4 次，每次振荡

10 分钟。

最后琼脂糖干胶用 [32P_α]dNTP 标记的 DNA 探

针按照 DBM 滤纸的杂交条件进行 分子杂交反应[91 ，

用 X 光底片(上海 P-5 F)作放射自显影.

实验结果

-、在琼脂糖胶上的高效率 DNA 分子杂

交

DNA 从经过小球菌核酸酶不同时间水解

后的鸡红血球细胞核中 抽提，在 1 毫米厚的

1%琼脂糖 -50% 甲耽股垂直胶上电泳， EB 染

色图谱如图 2a 所示。 DNA 分子按照染色质核

小体结构被小球菌核酸酶水解成一系列不同长

度的 DNA 片段。电泳胶被干燥和经碱变 性处

理后，与 300 毫微克[32P_αJdNTP 标记的红血

球细胞核总 DNA 杂交， 放射自显影图谱如图

2b 所示。与图 2a 比较看出，小球菌核酸酶

水解的 DNA 样品电泳的 EB 染色图谱 和分子

杂交的放射自显影图谱基本上相似，说明虽然

琼脂糖胶经干燥、碱变性以及杂交反应处理过

图 2 DNA分子在琼脂糖胶上电泳的 EB 猿色

图谱和分子杂交后的放射自显影图谱

a. 莱亨鸡红血球细胞核经小球菌 核酸酶 水解

(水解时间分别为 4 、 8 、 16 、 2 8 、 40 、 8 0 分钟)后抽提的

DNA 样品在 1 毫米厚的 2%琼脂糖 -50%甲跌胶垂直

平板胶上电泳， EB 染色， 紫外灯下照相 E
b. 胶经脱水干燥 ， 碱变性 ， 以 [32P-a]dNTP 标记

的同- DNA 样品作为探针进行分子染 交 的放射自显

影图谱。
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程，也未见明显的 DNA 分子的丢失。

当使用硝基纤维素滤纸作为 DNA 分 子杂

交的载体时，长度小于 1 000 碱基对(以下称 bp)

的 DNA 分子片段，杂交效率随 DNA 分子长度

的减少而下降的8 ) 。 然而 ， 琼脂糖胶作为载体

时， 在一定程度上克服了硝基纤维素惊纸的上

述缺点。 图 2 指出一系列寡聚核小体 DNA 片

段的电泳染色和分子杂交图谱，电泳迁移率最

快的 DNA 分子为 1 4 0一1 80 坤， 随后 依 次 为

400 、 600 、 800 bp.. . 等 。分子杂交结果指出属于

14 0一180bp 长度的 DNA 分子亦显示出清晰的

杂交带。尽管与 EB 染色带比较显得弱一些，然

而这种弱可能是由于 EB 染色和杂交显影方法

本身的区别， 也可能是由于小分子 DNA 的低

杂交效率， 还可能是由于在杂交前处理过程中

造成小分子 DNA 的部分丢失F 而分子长度大

于 140-180 怖 的 DNA 分子片段均定量地通

过分子杂交过程显示出来。 根据图示推算杂交

的最大片段大致有数 + kb， 并且 EB 染色和分

子杂交所反映出的带子强度基本相似。由此可

见 ， 干胶直接杂交法甚至显示了比硝基纤维素

滤纸更大的优越性。

在干燥的琼脂糖胶上之所以能进行高效率

的分子杂交， 可能由于电泳胶被干 燥后 DNA

分子更紧密地被埋藏在压缩了的 由琼脂糖分子

构成的网架中，因而在实验处理过程中，它们

不易脱落丢失。 我们将图 2 b 经杂交后的干胶

重新用 EB 染色发现，其染色图谱与杂交前 EB

染色图谱(图 2 a)仍然一致。

二、通过检测单拷贝基因和定量的 DNA

样晶对分子杂交效率的分析

为了定量分析在琼脂糖干胶载体上进行分

子杂交反应的效率 ， 将已知微量 pBR 322 DNA 

样品与大剂量异源的鸡红血球 DNA 样品混合 ，

如前所述进行电泳分离以及胶体干燥和碱变性

过程， 然后用[32P_α1α-NTP 标记的 pBR 322 

探针与干燥胶进行分子杂交。结果如图 3 所示 ，

a 指出三个样品槽中各都含有 70 微克 从小球

菌核酸酶水 解过的鸡红 血球细胞核制备的

DNA 样品， 然而从左至右分别加入了 1 毫微

克、 0.1 毫微克和 0. 01 毫微克 的 pBR 322 

DNA ， 这样微量的 DNA 样品在 EB 染色的电

泳图谱中是绝对显示不出来 的 J b 指出 a 干燥

胶以 50 毫微克 [ 32P一αJdNTP 标记的 pBR 322 

DNA 探针进行分子杂交后的放射自显影图谱，

杂交效果是高度专一的， 没有受到大剂量存在

的异源 DNA 的任何干扰，而且杂交效率也很

高， 即使在总加样量 70 微克 DNA 中仅含 有

0.01 毫微克的、可以被专一杂交的 pBR 322 

DNA 分子(仅占七百万分之一! )， 其杂交带也

明显地显示出来。

图 3 以琼脂糖干燥院为戴体的分子杂交反

应的专一性以及定量分析

a ) 三个样品槽分别加入 7 0 微克经小球菌核酸
酶水解鸡红血球细胞核后抽提的 DNA样品 ， 同 时 每
个电泳槽从左至右还分别加入 1 、 0 . 1 和 0.01 毫微克

pBR 322 DNA。电泳胶为 4 毫米厚的 1% 琼脂糖， 电

泳后 EB 染色。

b) 将 a)胶经干燥处理和碱变性后，以 50 毫微克
3lp 标记的 pBR 322 DNA 探针进行分子杂交和放射自

显影。

按照上述实验结果指出的杂交效率， 属于

单拷贝基因的 DNA 顺序也应该可以通过同样

的分子杂交过程显示出来。分别取1 0 、 20 、 4 0 、 80

微克鸡红血球 DNA ， 经限制性内切酶 ECoRI

水解后 ，在 4 毫米厚 、 1%琼脂糖垂直胶上电泳 ，

胶体经干燥和碱变性后，与 32p 标记的鸡成年

型 自一珠蛋白 cDNA 探针杂交，放射自显影图谱

如图 4 所示。图中所示 a 杂交带代表 10 kb 鸡
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胚胎型自一珠蛋白基因的酶切片段。结 果指出 ，

在加样量仅有 10 微克 DNA 分子时，上述分子

杂交过程仍然十分有效地显示出其中存在的单

拷贝基因 。

回 4 通过在琼脂糖干燥胶上的分子杂交专

-地显示单拷贝基因

10 、 20 、 40 、 80 微克鸡红血球 DNA 分别经过
ECoRI 限制性内切酶水解后在 4 毫米厚的 1% 琼脂糖

垂直肢上电泳， 在电泳胶被干燥、 碱处理和水洗后与
[32P_αJdNTP 标记的鸡成年型 向-珠 蛋白 cDNA 杂交

和放射自显影. a 、 b 带分别代表胚胎型和成年型 自­
珠蛋白基因的 ECoRI 酶切片段， DNA 长度分别为 10

Kb 和 6 Kb. 

讨论

在标记探针与被杂交 DNA 进行反应之前 ，

必须将后者先行碱变性、解开双链。 Purrello

等人主张胶干燥过程应在碱变性 之前进行，

Tsao 等人则指出胶的干燥在碱变性处理过程

之后。我们经过多次实验指出，碱处理的先与

后对于杂交效率没有明显的影响。 事实上，在

干燥胶之后处理则更为简单，因为肢的厚度大

大减少，从而可减少处理的时间，另外胶干燥

后可以储藏任意长时间， 使用时只要在杂交前

经过一次碱处理即可。本文以定量分析过程进

一步证明了杂交的专一性，特别是对单拷贝基

因 DNA 顺序的杂交，以及指出对 0.01 毫微克

DNA 的高效、 专-性杂交。因此，本文所讨

论的结果与 Purrello 等人的报道是一致的。

正如 Purrello 以及 Tsao 等人所报道的那

样， 直接在琼脂糖胶上进行分子杂交是一个行

之有效的方法， 我们的上述实验同样证实了这

一点。此法好处在于不必将 DNA 分子从电泳

胶转移到其它载体上，实验过程简便、 快速，

效果好。 经过电泳胶干燥后的 DNA 分子牢固

地固定在琼脂糖分子的网架中， 因此不会造成

杂交过程中 DNA 分子从干燥胶上丢失。尤其

对于长度在 1 kb 以下的 DNA 分子，杂交效率

明显高于使用硝基纤维素措膜作为载体[71，但

是对更小的 DNA 分子片 段(如 140一180 bp) 

的杂交效率则有所降低。

琼脂糖胶的干燥方法，除了已经叙述的直

接抽干法或经乙醇、丙嗣处理后抽干法外，还可

以用加热抽干法。如使用 Slab gel dryer(HSI) 

仪器，边加热边减压脱水，干燥时间可以大大

缩短。为了避免分子杂交及放射自显影后出现

深背景，应适当控制肢的浓度与厚度之间的关

系。根据我们的经验， 琼脂糖胶的浓度可选择

在 1一2%之间，同时胶的厚度可选择在 2-4

毫米之间。过稀和过薄的琼脂糖胶在干燥后，

由于胶的厚度太薄而难于操作， 过浓和过厚的

琼脂糖凝胶，在干燥后，由于干胶过厚，往往

需要要较长的杂交时间，也会给杂交后去除非

专一性杂交的洗涤带来困难。
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