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核糖核酸酶保护法 MD-2探针的制备

Preparation of MD-2 probe for RNase protection assay
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　　提　要:目的　构建用于核糖核酸酶保护法的MD-2转录质粒并制备反义 RNA探针。方法　PCR扩增目的片段 , 并

定向亚克隆至 pSP72质粒 T7启动子下游的多克隆位点 ,以 T7 RNA 聚合酶转录合成反义 RNA探针。结果　亚克隆插入的

片段经测序 、酶切鉴定 , 序列及方向完全正确 ,成功制备了用于的反义 RNA探针。结论　成功地制备了用于核糖核酸酶保

护法的MD-2转录模板和探针 , 为深入研究内毒素信号受体相关机制以及 MD-2 的基因表达创造了必要的条件。

　　MD-2与CD14 、TLR4(Toll like receptor 4)共同形成

内毒素的膜受体复合物 ,在内毒素跨膜信号转导中具
有重要作用

[ 1]
,研究其基因表达是深入探讨其功能的

基础。核糖核酸酶保护实验(RNase protection assay ,
RPA)是检测基因表达的方法之一 ,与 Northern blotting

等其它检测 RNA水平的方法相比 , RPA 在专一性 、灵

敏度和定量准确度等方面都具有明显的优势 。而目前
国内外尚未有用于 RPA 的MD-2模板构建的报道 ,为

此我们率先构建了用于 RPA的 MD-2模板 ,为研究其
基因表达创造必要的条件 。

1　材料与方法

1.1　实验材料
　　①质粒 pEFBOS-MD-2由日本 Kensuke教授惠赠 , pSP72 购自

Promega公司。 ②引物合成 上游引物 5′-CAGAAGCTTGCATTTG-

TAAAGCTTTGGAGA-3′, 下游引物 5′-AGAATTCTCAGTC TCTCCCT-

TCAGAG-3′, 上 、下游引物的 5′端分别加载有 HindⅢ及 EcoRⅠ

酶切位点。 ③试剂。 RPA 探针制备转录试剂盒为 PharMingen

公司产品。

1.2　pSP72-MD-2质粒的重组
　　以 pEFBOS-MD-2 质粒为模板 , PCR扩增 MD-2 目的片段 ,

EcoRⅠ和 Hind Ⅲ双酶切纯化的 PCR产物及 pSP72 质粒。回收

两种酶切片段 , 以 T4-DNA 连接酶连接 , 连接产物转化到 JM109

感受态细胞中。提取 pSP72-MD-2重组质粒。

1.3　酶切与PCR 、测序鉴定
　　重组质粒双酶切产物与 PCR产物同时上样电泳进行鉴定。

将重组质粒送上海基康生物工程公司 , 以 T7 为引物测定插入

片段的序列和方向。

1.4　MD-2反义 RNA探针的合成
　　Hind Ⅲ单酶切 pSP72-MD-2 , 形成用于 RPA 的 MD-2 模板 ,
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酚 氯仿纯化后 ,以 DEPC 处理水稀释至 100 ng μl的浓度。依据

PharMingen公司 T7 RNA 聚合酶体外转录试剂盒说明书 , 以构建

的MD-2模板合成 MD-2 反义探针。将 20μl反应产物等分为两

管 ,取一管加入无 RNA酶的 DNA 酶 2U消化 DNA模板。1.5%

琼脂糖电泳分析反转录产物。

2　结果

2.1　pSP72-MD-2模板构建
　　PCR产物亚克隆入 pSP72 相应的多克隆位点 , 以 Hind Ⅲ

单酶切重组质粒 ,形成可用于 RPA的 MD-2 模板 ,流程见图1。

图 1　模板构建流程图
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2.2　pSP72-MD2重组质粒酶切 、PCR和测序鉴定
　　以该重组质粒为模板 ,用 MD-2 的两条引物进行PCR扩增 ,

产物片段长度为366 bp(图 2 , Lane 1);经 Hind Ⅲ和 EcoRⅠ双酶

切 pSP72-MD2 重组质粒 , 出现大小分别约为 2 400 bp 和 366 bp

两个片段(图 2 , Lane 2)。因目的片段是定向克隆至 pSP72 的

T7启动子下游 , 以 T7 为引物 , 测定插入片段的序列与 PCR 扩

增的片段序列完全相同。 综上结果表明 pSP72-MD2 重组质粒

构建成功。

M:Marker;1:重组质粒酶切鉴定;2:重组质粒的 PCR产物

图 2　酶切及 PCR鉴定重组质粒

2.3　反义 RNA探针的鉴定
　　合成的反义 RNA 探针中仍含有 DNA模板 , 将其均分为两

部分 ,其中的一个反应管内加入 DNA酶以消化 DNA模板 ,另一

管内则不加。结果显示 ,加入 DNA 酶可消化质粒 DNA , 而新合

成的反义 RNA探针则不被消化 , 显示为在 500 bp 与 250 bp 之

间仍存有与目的片段大小相同的条带 , 说明反义 RNA 探针合

成成功 ,结果见图 3。

M:Marker;1:DNA酶消化后反义 RNA探针;2:未加入 DNA

酶显示为模板 DNA 及反义 RNA

图 3　成反义 RNA 探针的鉴定

3　讨论

　　对于基因表达变化的检测方法常用的有半定量

RT-PCR 、荧光定量 PCR 、Northern 及 RPA等 。常规 RT-

PCR用以定量或半定量检测 mRNA是最敏感的方法 ,

但是由于在操作过程中受到的影响因素较多 ,其稳定

性及重复性并不尽如人意;荧光定量 PCR方法设计虽

然巧妙 ,但需要昂贵的荧光定量 PCR仪 ,并非所有的

实验室都可应用;Northern检测是一种较好的方法 ,但

是其敏感性并不高 ,对一些低丰度表达基因的检测受

到一定的限制。

　　而核糖核酸酶保护法有以下优点:①灵敏度高。首

先其对于微量的mRNA ,如小至0.1 pg 的mRNA即可进

行定量检测 ,而 Northern所能检测的 RNA的量则是它的

100至 1 000倍。灵敏度仅稍低于 RT-PCR。 ②特异性

强。RPA所使用的探针为单链 RNA ,与待检测的 mRNA

的杂交结合特异性强 ,可以避免探针之间的相互结合 ,

杂交出来的条带清晰 ,背景极低
[ 2]
。③稳定性及重复性

好。RNA-RNA杂交体较之 DNA-DNA 杂交体有更高的

温度动态稳定性 ,使得实验可以在更为严格的条件下完

成。④信息含量丰富。RPA最大的优点便是可以在同

一次实验过程中 ,使用多探针模板组 ,同时对多个基因

进行检测 ,这样可以在完全相同的实验条件下 ,检测到

同一个样品标本内相关的不同基因表达变化的规律 ,并

可对它们进行比较 ,我们所构建的还有与MD-2相关的

TLR4 、CD14及内参照基因 L32模板
[ 3]
。

　　在构建用于 RPA 的模板过程中最重要的要将目

的片段的方向正确地插入载体 T7 RNA聚合酶位点的

下游 ,以确保合成出来的 RNA为反义链 ,在后续的杂

交反应中才可与提取的总 RNA中的 mRNA反应 ,所以

在设计插入子的引物时要将引入的酶切位点的方向与

载体相配 。
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