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基 因工程 中的 电泳技 术进展 

实验室管理科 陈思秀 
—‘ —— ‘’ ～  

中国分类号 R392—33 

基因工程包括 DNA重组技术以及其它 

可使生物基因组结构得到改造的技术，基因 

工程的产生使整个生物技术跨人了一个崭新 

的发展时代。现在 ，基因工程技术正以令人 

目不暇接的速度迅速发展 ，包括 PCR基因扩 

增技术 、DNA序列测定技术、基因突变技术 

等正在 日渐走向成熟“】，这些发展对 DNA电 

泳技术有极大的促进作用 。本文旨在介绍分 

离核酸的 电泳技术中某些最重要的进展情 

况 。 

DNA序列测定技术 

DNA体外重组工作需要有关 DNA序列 

的信息 ，以便于设计载体及重组体。DNA序 

列测定技术 ．是在高分辨率变性聚丙烯酰胺 

凝胶平板电泳技术的基础上建立起来的，这 

种电泳技术可将相差仅为一个单核苷酸的单 

链 DNA区分开。目前应用的两种快速序列测 

定技术是 由 Maxam和 Gilbcg提 出的化学降 

解法 以及由Sa 口提出的双脱氧核苷酸末端 

终止法 。 

1．1 Maxmn—Gilbe~化学降解法 

在这一方法中，首先对待测 DNA片段进 

行单侧末端的放射性核素标记，然后使该片 

段在 4—5组互相独立的化学反应中分别得 

到部分降解 ，其中每一组反应特异地针对某 
一 种或某一类碱基 ，因此生成 4～5组放射性 

标记的分子 ，从共同起点 (放射性标记末端) 
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延续到发生化学降解的位点。每组混合物中 

均含有长短不一的 DNA分子 ，其长度取决于 

该组反应所针对的碱基在原 DNA全片段上 

的位置。此后 ，各组均通过聚丙烯酰胺凝胶 

电泳进行分离 ，再通过放射 自显影来检测末 

端标记的分子并读出 DNA序列。化学降解法 

通常用 P标记 DNA，它显出的条带比较宽 

且有扩散，这就限制了化学降解法对较大片 

段条带的分辨能力 ，一般在一块电泳胶上最 

多能读出 200—250个核苷酸序列。 

1 2 Sanger的双脱氧核苷酸末端终止法 

该方法又称酶法。其原理是利用 DNA的 

半保留复制，将待测的单链 DNA作为模板 ， 

以大肠杆菌 DNA聚合酶 I或 Kl~ow片段催 

化多核苷酸链的延伸 (5，-+3 )，以2 ，3．_双 

脱氧三磷酸核苷酸 (ddN] )来终止 DNA的复 

制反应。不同的复制链经电泳分离检测，即 

可知待测 DNA的序列。具体的操作步骤包 

括：(1)将待测 DNA制备成单链分子，并将其 

克隆到噬菌体 M13或质粒 DNA中；(2)将人 

工合成的寡聚核苷酸与模板中待测区域的 3 

部位退火 ，做为聚合酶反应的引物；(3)退火 

后的模板 一引物分置 4个反应营中，向每营 

加入 4种脱氧核糖核苷酸 (其中一种为 s 或 

P放射性核素标记)，一种 2 ，3，_双脱氧三 

磷酸核苷酸以及 DNA聚合酶 I或 Klenow片 

段。这样 ，在加入不同的 d椰 P的链延伸反 

应中，凡碰到需要相应的 dFrrP时，链延伸即 

告终 止。用凝胶 电泳分析这四组反应的产 
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物 ，即可读出待测 DNA的序列。 

由于噬菌体及其他载体的发展以及引物 

的极易获得 ，加之 Sanger法简便快速，目前 ， 

双脱氧核苷酸末端终止法的应用远比化学降 

解法更为广泛 事实上，目前大多数测序策 

略都是以 Sa／lger法为基础设计的。 

商品化的仪器中，Pharmacia生物技术公 

司推出的“Macro G∞e核酸定序工作站”具有 

优良的性能 ，能够灌制 0．1rmn的超薄胶，一 

次可获得 4OO碱基对以上的测序结果 

2 全 自动核酸测序系统 

在商品化的仪器中，目前具有代表性的 

全 自动核酸测序系统有两种 ，即：Phannacia 

公司生产的 A．L．F全 自动激光荧光 DNA测 

序 系 统 (AI DNA Sequencer) 和 Apohed 

Biosystem 公 司 生 产 的 373DNA 测 序 仪 

(373DNA sequencer)。以下分别加以介绍。 

2．1 A．L．F全 自动激 光荧光 DNA测序 系 

统 

该 系 统 由 欧 洲 分 子 生 物 学 实 验 室 

(EMBL)与 Phannaeia生物技术 公司共同开 

发，所依据的是双脱氧核苷酸末端终止法，采 

用单一的荧光素 (Fluorescein)标记，A．C．G．T 

四通道分别检测。标记的方法有两种：以 5 端 

带荧光素标记的引物进行反应或使用荧光素 

标记核昔酸。前者适用于以引物渐进法测序 

以及 PCR产物直接测序 ；后者的优点是使任 

何引物可被用于 AI 系统上，而且可使一个 

D 片断上有多个标记点．提高 r检测灵敏 

度。该系统的电泳单元采用厚度为 O．35mm 

的超薄凝胶，电泳时间可缩短至 3．5h；检测 

单元由固定的激光光源及一排 f40个)光二 

极管阵列组成。一次电泳中，可进行 lO个样 

品的测序。AI 系统一天内可完成 18000碱 

基测序，4∞ 左右的碱基侧序误差低于 1％。 

据该公司报道 ，EMBL的研究 人员曾利用该 

系统在 60cm长板 上一次 电泳获取 了超过 

1(300硷基的序列信息 ，但是，在 800个硷基 以 

后的序列误差较大。 

2．2 373DNA测序 仪 

该系统所依据的也是双脱氧核苷酸末端 

终止法，但与 A L F全自动激光荧光 DNA测 

序系统不同，采用的是四种荧光染料标记引 

物或核苷酸，用单一通道分离、检测。用作标 

记物的荧光染料有荧光素异硫氰酸酯 、，一硝 

基 七 呋 喃 氨 基 乙 酸 、 四 甲 基 罗 丹 明 

(Tetrarr~thylrhodamine)和德克萨斯红 (Texas 

Red)。根据不同的测序目的+该系统可提供 

2{]种标记试剂盒 ，从而使其适用范围相当宽 

广 分离单元的凝胶板有 6、l2、24、34、48cm 

几种规格 ，可适用于不同目的。检i煲I单元由 

激光光源及光电倍增管组成。该系统最多可 

测定 DNA片断的 700硷基序列。单通道分 

离、检测使样品容量提高，可进行多至 36个 

样品的同时测定，一天可完成 25OOO碱基的 

测序工作。 

应当指出，DNA序列的全 自动测定并不 

仅仅是电泳技术 的问题 ，其系统化只有在 

DNA重组技术成熟的基础上才得 以实现。再 

有，商品化的系统中，各公司都十分重视解析 

电泳结果的软件开发 ，这对降低测序误差，提 

高测序能力具有重要的意义。 

3脉 冲 电场 凝 胶 电 泳 rPulsed 

Field Gel Electrophoresis．PFGE)f6 

由于超过一定大小 的线状双链 DNA分 

子在琼脂糖凝胶中的迁移速率相同，因此，对 

于整条染色体和大基因组的分离 ，难于用普 

通的琼脂糖凝胶恒电场电浊完成。1984年 ， 

Schwartz和 Canfor提出了 PFGE的设计，其基 

本思路是在凝胶上外加正交的交变脉冲电 

场 ，进行电泳时，改变电场方 向。DNA将随之 

沿新的电场轴向重排后再继续向前移动。 
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DNA分 子越大 ，重排所需的时 间越长 。若 

DNA分 子变换方向的时问小于 电脉冲周期 

时间，DNA分子就可按其大小分开，在这一 

构思下，曾经出现过几种类型的 PFGE装置 

目前 使 用 较 为 普 遍 的 是 钳 位 均 匀 电场 

(Contour — Clamped Homogeneous Electric 

Fields，CHEF)电泳装置。CHEF系由多个在水 

平凝胶的周围沿正方形或六边形排列的电极 

产生 电场，这些电极都被钳制在预定的电位 

上 。结合运用低电场强度 (例如 1．3v／cm)、低 

浓度琼脂糖 (例如 0 6％)、延长转换间隔 (例 

如 Ih)和延长电泳时间 (例如 130h)等条件 ， 

有可能分离数千甚至上万 Kb的 DNA分子。 

例如，Phamaacia公研近来推出的 Gene Nevi- 

gator PFGE系统 能 效分离 加一12000千碱 

基对的 DNA片段． 系统中的六角形电极单 

元配有 20个电极， 优选配台后 ，可获得均 

一 电场并保持 良好10分辨率。又如 Bio—Rad 

公 司推出 ，三种L 的 PFGE系统 、 六角 

形 电极单元均配 24个电极 ，其中 CHEF— 

DRⅡ型电极角度为 120。，CHEF—DRⅢ型的 

电极在 90~一I20 范围内可变，CHEF MaperXA 

型的电极在 一36 范围内可变。该公 司的 

产品可分离 2o一1O000千碱基对的 DNA片 

段 

4毛 细 管 电 泳 f Capillary"Elec— 

trophoresis CE)：7I 

CE是在八十年代发展起来 的一种新型 

电泳分离技术。毛细管 电泳 仪的基本组成 

为：熔融石英毛细管的两端分别浸在含有电 

解质的贮液槽 中，毛细管内也充满了同样的 

电解质溶液。在毛细管的一端安装 l『在线的 

检测器。被分析样品可以用多种进样方式通 

过毛细管的另一端加人。样品被引入后 ，使 

开始施加 电压 ，典型的操作 电压从 5kV到 

30kv，一般操作时间为 1—45rnin。目前，Mili— 

pore公司、P—E公司、HP公 司、Dionex公司、 

Bio—Rad公司等均已推出商品化的毛细管电 

泳仪 在理想条 1牛下 ，c 的理论塔板数可超 

过 l百万，甚至有人计算 呵达 1 ，在通常的 

操作条件下，柱敖可达到 1O一2o万。 

CE克服 r平板凝胶电泳技术费时、费工 

难于自动化等固有缺点，具有进样量小 、分辨 

率高、分析快速、定量准确 、使用方便等明显 

优势，在生物大分子 小分子及离子的快速分 

离分析方面均显示 出优异性能 近几年发展 

很快 ，文献量呈指数上升 围此 ，CE电受 到 

DNA研究工作 者的十分重视 目前 ， 少研 

究室仍致力于 CE分析 DNA技术的进一步开 

发。例如 用化学方法将荧光团标记于 DNA 

后，在 200v／cm电场强度和分辨率 >300碱基 

的情况 F，在聚丙烯酰胺凝胶填充 ．细管上 

进行分离时 ，灵敏度 比平板凝胶电泳提高 l0 

倍 能达到 alto—molef1O 摩 尔 )的检 出水 

平；有关报导表明，40Or／enl电场强度下的分 

离速 度率 比普通 平板凝胶 电泳要憔 'j 倍 

目前，商品化的 CE均是单通道的，与多 

通道的平板凝胶电泳相比，总分析效率并未 

提高。囡此，人们更注重于阵列毛细管电泳 

进行 DNA测 序技术 的开 发。 1992年美 国 

Berkeley School of Calffomia University 的 

Malhies等 首次提 出阵列毛细管电泳进行 

DNA测序，采用 25支毛细管并列同时电泳 ． 

用扫描法同时检测 。日立公司 Kanlbar~等⋯ 

采用 加 支毛细管并列电泳 ，采用 CCD多道 

检测 (即电荷耦舍转移器件多道检测 )，不需 

要扫描 ，分离及检测均为阵列分析。美国 Iowa 

Univers畸 的 Yeung等“ 将 10支毛细管阵列， 

用光导纤维插入电泳毛细管末端 ．导人激光 ． 

用 CCD多道检测 还有的研究人员提出建立 

50—100个阵列毛细管 电泳测 序技 术的设 

想。以上研究结果是令人鼓舞的，但离实用 

化还有一段距离。 
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5展望 

人类大约有 5万至 1O万个基因，人基因 

组 DNA大约由 3O亿个核苷酸组成。在过去 

的 20年 中，只测定了人体基因六百万个桉苷 

酸序列 搞清楚人类全部基 因的核苷酸序 

列，掌握人类遣传信息，是科学家们不懈追求 

的目标。前不久 ，美国发起了人体基因组研 

究计划 (HGP)．预计到 2005年完成人的 DNA 

分子 中全部苷 酸序列的测定工作 ，有人把 

HGP称之为“人体阿波罗计划”，这对 DNA分 

离测定技术提出了挑 战。按现有的电泳测序 

方法 ，每年只能测定一百万个核苷酸，远远不 

能满足要求。按 ttGP的目标，现有的 DNA序 

列分析方法必须改善 100倍“ 。可以预见，今 

后，DNA分离测定技术将会有更快 、更新的 

发展。在分离技术方面，主要集中在高效率 

分离和选择性分离两个方面；在鉴别测定技 

术方面 ，除放射性标记及非放射性标记将继 

续发展外，分析化学及生物分析化学中的新 

技术将从不同的角度进人 DNA分离分 析领 

域 ，如质谱法 (MS)，共振电离谱 (RIS)，电喷 

雾电离质谱 (ESI—MS)多段测序，单分子测 

定技术等 ‘ 
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