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一种改进的核转录因子的电泳迁移率改变分析法

A modified electrophoretic mobility shift assay

王　勇 ,黄文华　　(第三军医大学附属西南医院烧伤研究所 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　建立一种简便 、实用 、成功率高的电泳迁移率改变分析法。方法　参照国内外介绍的实验方法并加以改进 , 并

结合本室的实际情况。主要步骤为核蛋白快速抽提与定量 ,探针标记与纯化 , DNA 与蛋白质的结合 ,电泳及显影。结果　此方法操

作时间较短 ,简化了核蛋白抽提 , 且省去了繁锁的干胶步骤 , 图像清晰 ,有可比性及重复性。结论　此方法本室运用过多次 ,稳定可

靠 ,值得应用与推广。

　　电泳迁移率改变分析法(Electrophoretic mobility
shift assay , EMSA)是一种运用非变性聚丙烯酰胺电泳

及放射自显影技术分析细胞内核转录因子结合活性的

方法 。目前国内外的方法操作较繁锁 ,不易掌握 ,因此

寻找更简便 、稳定 、可靠的 EMSA方法是研究细胞信号

转导途径中应重点解决的问题之一 。我们参照国内外

介绍的实验操作技术 ,结合本室的情况 ,经反复实践与
摸索 ,建立了一种简便 、经济 、稳定 、成功率高的 EMSA

操作方法 ,现介绍如下 ,并与其它的方法进行了简要的

对比 。

1　材料与方法

1.1　试剂及配制
1.1.1 　缓冲液　　A:10 mmol L Hepes-NaOH(pH7.8)。 15

mmol L KCl , 1 mmol L MgCl2 。0.1 mmol L EDTA , 1 mmol L DTT ,

1 mmol L PMSF , l μg ml Leupeptin。 B:20 mmol L Hepes-NaOH

(pH7.9)。 1.5 mmol LMgCl2 , 0.42 mol L NaCl , 0.2 mmol L EDTA ,

25%甘油 , 0.5 mmol L DTT , 0.5 mmol L PMSF , 1 μg ml Leupeptin。

1.1.2　DNA 结合缓冲液　　1 mol L Tris-HCl(pH8.0)10 μl ,

1 mol L NaCl 50μl , 0.5 mol L EDTA(pH8.0)1 μl , 1 mol L DTT 1

μl , 1 mol L MgCl2 1μl , 甘油 40 μl , Poly(dI-dC)(1 μg μl)25μl。

无核酶双蒸水 872μl※总体积 1 000 μl。

1.2　操作步骤及方法
1.2.1　核蛋白抽提　　①细胞(1～ 5)×106 ,用 PBS(pH7.2)洗

1 次 ,以下在 4 ℃左右操作。 ②弃上清 , 细胞压积加缓冲液 A

100 μl ,混悬 , 冰上肿胀 15 min , 再加 10% NP-40 10μl , 涡动 10 s。

③10 000×g , 离心 20 s(室温)。 ④仔细弃全部上清 , 加缓冲液

B 50～ 100μl , 混悬 ,冰浴 30 min ,间以搅拌。 ⑤4 ℃, 12 000×g ,

4 min , 吸取上清 ,分装 , -70 ℃保存。

1.2.2　核蛋白定量　　参照本室改进的 Branford 酶标仪蛋白

定量法 ,步骤略。
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1.2.3　探针标记　　分别设 A、B 两管 ,如下:

A　　　　　　　　 B　　

寡聚核苷酸单链探针 P1 1μl=10 pmol P2 1μl

T4 多聚核苷酸激酶(Promega) 1μl=10 u 1μl=10 u

10×T4 buffer 2μl 2μl

γ-32P-ATP 2.5μl=25μCi(比活度:5000 Ci mmol) 2.5μl

无核酶 ddH2O 13.5μl 13.5μl

　　两管于 37 ℃孵化 1 h , 68 ℃、10 min 灭活 T4 多聚核苷酸激

酶 ,再将两管混合 , 37 ℃ 1 h以结合成双链探针 , -20 ℃保存。

1.2.4　探针的同位素掺入率　　步骤略。

1.2.5　乙醇沉淀法纯化探针　　步骤略。

1.2.6　探针与核蛋白的结合及电泳

　　　　样本测定管:　　　　　　　特异性竞争管:

　　　　DNA结合缓冲液16μl DNA结合缓冲液 16 μl

　　　　核蛋白 3μg 核蛋白 3 μg

　　　　标记探针 1μl=1 ng 未标记探针 1μl=100 ng

　　　 　　　　　　　　　　

　　　　37℃ 30 min　　　　　　　　　37 ℃ 10 min

　　　　　　↑　　　　　　　　　　　　　　↑

　加上样 buffer 4μl , 　　加 1μl标记探针 , 继续孵育 20 min 后 ,

　总体积 25μl　　　 再加 3μl上样 buffer ,总体积 25 μl

　　5%的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 ,电泳缓冲液为 0.25×

TBE , pH8.3 ,电压 110 V , 电流 15 mA ,稳流稳压 ,电泳 100 min 或

溴酚蓝在凝胶中部时停止电泳。

1.2.7　显影　　用保鲜膜包好 ,暗室内压片 , -70 ℃过夜后 ,

显影 、定影 、水洗 、晾干。

2　结果

　　用 Branford 法蛋白定量 ,核蛋白的产量为 50～ 60 μg 106 细

胞。经 Beckman液体闪烁计数仪测量 , 探针的同位素掺入率为

68%,标记探针的放射性强度为(24～ 36)×105 Bq。

　　EMSA 图像显示 ,有浓黑的标记探针自由带及深浅不一的

DNA-蛋白质结合带。样本中无核蛋白的阴性对照仅有自由带 ,

无结合带。特异性竞争中结合带消失 , 表明该探针与核蛋白的

结合是特异的 ,其后不同的灰度及面积的结合带提示了相应的

核转录因子活性的差异 ,见图 1 、2。
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图 1　严重烫伤后小鼠腹腔巨噬细胞内 NF-κB的活性

1:阴性对照;2:非特异性竞争;3:100倍特异性竞争;4:正常对

照;5:伤后 2 h;6:伤后 6 h;7:伤后 12 h;8:伤后 24 h;9:伤后 48 h

图 2　严重烫伤后小鼠腹腔巨噬细胞内AP-1的活性

1:阴性对照;2:正常对照;3:伤后 2 h;4:伤后 6 h;5:伤后 12 h;

6:伤后 24 h;7:伤后 48 h

3　讨论

　　核转录因子(Nuclear transcription factor)是一类蛋
白质 ,它们可与某些基因启动子(Promotor)区和增强子
(Enhancer)区上的固定核苷酸序列相结合而启动基因

的转录。常见的有 NF-κB 、AP-1 、CREB 、SP1 等。目前 ,

检测核转录因子活力最常用的方法为 EMSA ,其基本
原理为:具有DNA结合能力的核转录因子与特定序列

的DNA探针结合而形成 DNA蛋白质复合物 ,使其电
泳迁移率减慢 ,于是在放射自显影的 X光胶片上出现

一条较游离探针带滞后的新条带 ,并可根据滞后的条

带的强弱对样品中转录因子的活性进行半定量分

析
[ 1]
。一个较完整的 EMSA操作过程应包含核蛋白的

抽提及定量 ,探针的标记与纯化 ,探针与蛋白质的结
合 ,电泳与显影等。下面将某些技术改进处与旧的方
法作简要的比较:①核蛋白抽提:我们曾用 Dignam

[ 2]
的

方法抽提过核蛋白 ,但在操作中发现 ,该法有几个缺
点 ,比如操作时间长 ,需 1 d 时间。高速离心 4 次 ,每
次至少 20 min。细胞需要量大 ,至少>10

7
 样本 ,且需

繁琐的透析沉淀 。哪一步稍有不慎 ,可导致整个核蛋

白抽提失败 。后来 ,我们参照 Andrews
[ 3]
的方法并加以

改进 ,建立了一种新的核蛋白抽提法 ,整个操作过程需
100 min ,只要 2个缓冲液 ,细胞数可减少至 1×10

6
 样

本 ,产量与Andrews相当 ,每 10
6
个细胞可收获 50μg核

蛋白。 ②Poly(dI-dC)的用量:Poly(dI-dC)为探针聚合
的模板 ,可催化探针与核蛋白结合。目前国内外多用
1 ～ 2μg 样本 ,Promega公司技术指南提示在 10μl的反
应体系中用 0.5 μg 。由于此试剂较贵 ,我们参照 Sh-
enkar

[ 4]
的方法 ,经多次实验发现 ,在 25 μl反应体系中

含0.4μg Poly(dI-dC)时图像较好 。与Promega的方法相

比 ,EMSA的图像质量无明显差异 ,而Poly(dI-dC)的用量
减少了7 10。这样 ,可节约实验的经费 ,最大限度地利
用了试剂。 ③干胶:国内外常在电泳完后将凝胶经干胶
机干燥后 ,压片 ,超低温放射自显影。我们在实验中发
现干胶的步骤较繁锁 。如冰醋酸的浸泡 ,滤纸的干燥 ,
且需使用干胶机。但干胶机在一般的实验室并不具备 。
由于用于自显影的

32
P发射出的 β粒子具有足以穿透深

6 mm的水或塑料及完全穿透X线片的能量(1.7 MeV),
所以 ,可将干胶的步骤省略。④自显影:我们用保鲜膜
代替 Saran包装膜 ,在曝光于底片前首先用保鲜膜将凝
胶覆盖(注意勿使有大的气泡生成)。
　　在实验中 ,我们体会到 EMSA成败的关键在于探

针的标记。一般来讲 ,标记探针的放射性强度最好大
于15×10

5
Bq μl ,这样 ,在 DNA-蛋白质结合带上可清

晰地看到较强的显影及差异。最初 ,我们曾用 Promega

公司的双链探针 NF-κB 、AP-1 ,按 Promega 提供的技术

指导标记探针。先后标记了 3次 ,每次探针的放射性
强度只有 3×10

5
Bq以下 ,结合带上未见或仅见很淡的

显影(失败的原因有待进一步研究)。后来 ,受到有关
文献的启示

[ 5]
,我们改为先标记单链探针 ,再将 5' 端

标记上γ-
32
P-ATP 的两条互补单链探针溶液混在一起 ,

37 ℃孵化1 h ,以结合为双链探针 ,这样 ,极大提高了
探针的放射性强度 ,一般可达(24 ～ 36)×10

5
Bq μl ,保

证了每次实验的成功 。
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