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一种细胞特异性基因转录水平的分析方法

吴 丽娟
`

黎 燕

(第三军医 大学 附属大坪医 院野战外科研究所检验科 ) 重庆
,
4 0 0 0 4 2

沈倍奋 (军事医学科学院基础医学研究所分子免疫室 ) 北京
,

1。。8 5。

提 要 目的
:

报道一种更为灵敏 的细胞特异性基因转录水平分析方法
。

方法
:

用灵敏度
、

重复性和线性

试验对该法进行评价
。

结果
:

本 法可以对 5 x 1 0s 的细胞进行检侧 汤 x l 。 `
的细胞受试

,

杂交信号强度 C V 值

为 0
.

1 1 ;在 5 x l 护~ 1 x l 了 细胞范围内
,

杂交信号强度与细胞数的线性关系较好
.

结论
:

该法灵敏度离
,

重复

性和线性满意
,

可用于细胞核内新生成 m R N A 的分析
。
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中图法分类号 3 9 4
一
3 3

1 9 7 8 年 M a r z l u f f W F 等 [`〕描述 了一种针对细胞

核 内新生成的 m R N A ( N e w l y t r a n s e r i b e d R N A ) 进行

分析的方法
,

即 N u e l e a r r u n o f f t r a n s e r i p t i o n a s s a y
,

简

称 N R T A
。

由于该法依赖蔗糖梯度超速离心分离细胞

核
,

以及靶 m R N A 分离纯化步骤繁琐
,

并未引起人们

的重视
。

90 年代后
,

随着细胞核及 RN A 纯化技术的日

新月异
,

该技术重新得以重视并发展
。

我室调研 了当前

国外的报道
,

重建了 N R T A
,

并使其灵敏度有所提高
,

现报道如下
。

生成 m R N A 杂交
。

试验再对该新生成的同位家标记 m R N A 进

行检测
。

由于新分离的细胞核内原有 已完全转录生成的 m R N A

量少
,

且 原始早积性 m R N A 对 后续实验生成的同位家标记

m R N A 的放射自显影检侧无影响
,

因此
,

N R T A 能客观反 映当

时核内某特定基因的转录水平
,

代表着当时核内催化该特定基

因转录的 R N A 聚合醉的活性
,

从而真实反映 了当时细胞 所处

的功能状态
。

l 材料与方法

1
.

1 基本原理

N R T A 的原理见 图 1
。

细胞在时间 T l 处经某种处理
,

基因

A 的转 录水平逐渐增强
,

而基因 B 的转 录水平无明显变化
。

在

时 间 T l 和 T Z 收集细胞
,

用 R T
一

P C R 或 N or ht er n
印迹技术分

析 基 因 A 和 基 因 B 的转录水平 时
,

试 验提 取 的是 细胞 的 总

R N A
,

经浓度 测定后
,

吸取少量 (定量 ) 的总 R N A 作为模 板进

行 R T
一

P C R 或使其 吸附在硝酸纤维素膜上形成潜斑
。

在一定量

的总 R N A 中
,

A 基 因转录产物增 多
,

则 B 基因转 录产物相对减

少
,

所 以
,

R T
一

P C R
、
N or t her n

印迹反 映的是待检基 因累积性转

录产物在当时总基因产物中的丰度
,

势必得到结论
:

从 T l ~ T Z

基因 A 的转录水平是升高的
,

基因 B 的转录水平是降低的
,

可

见基因 B 的描述不客观
。

N R T A 技术在冰浴情况下立即分离的

是某一
“

瞬时
”
的细胞 核 (要求该核与细胞质成份彻底分离而又

完整无损
,

原有的生物学活性不受改变 )
,

在外界只提供转录所

需 的 N T P
s
的情 况下

,

依赖原有 的转录酶促系统
,

将 核分离瞬

时暂停 的转 录继续进行下去并至完成
。

收集全部的新生 m R N A

与已知的基 因 A 和基因 B 的 D N A 固相探针进行反相杂交
,

这

里要求 已知 的 D N A 探针用量足够多
,

能够与液相中的全部新

.
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图 1 N R T A 原理示意图

F ig 1 T h e d ia g r a m s o f N R T A P r i n e i P l e

1
.

2 c D N A 固相探针 的制备

应用 P C R 制备 I L
一

6 特异性
e
D N A 片 段 ( 5 0 0 b p )

,

经纯化

后 在 9 0 拌l e D N A 水溶液中 (含
e DN A 6 o o n g )加 人 l m m

o l / L

N
a O H 1 0 拜l

,

室温变性 3 0 m i n ,

加人 6 x S S C 1 m l
,

冰浴中和
,

用

6 x S CS 抽滤 3 次
,

每 孔加人变性
。 D N A 1 0 0 n g

,

抽 干
,

再用 l

m l 6 x SS C 清洗 2 次
。

将 0
.

1% D E P C 处理后的硝酸纤维素膜

转人 6 x SS C 浸泡 Z h
,

准备好狭缝装置
,

先用铅笔编号
。

空气过

夜干燥
,
8 0o C 烤 Z h

,

室温保存备用
,

临用前按需剪成小条
。

1
.

3 细胞核的提取

收获 S K O
一
0 0 7 细胞

,

立 即用冰预 冷的 1 X P B S 洗涤 2 次
,

在 5 x 1 06 细胞沉 淀中加 人预冷 的 N P
一
4 0 裂 解液 [ 10 m m ol / L

T
r i s 一

H C I ( p H 7
.

9 )
,

1 0 0 m m o
l / L N

a C I
,

1 m m o l / L E D T A
,
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环节
。

大多数文献采用 A G P C 法困
,

也可见盐酸肛 /氯

化艳法 8j[
,

以及 以 t R N A 为载体的蛋白酶 K / T C A 沉

淀法 lj[
。

我们将细菌 R N A 制备用的 S D S / P h e n ol 法改

进后用于新生 m R N A 提取
,

实验结果满意图
。

另外
,

国外文献报道的新生转录反应温度为 42 ℃
,

反 应时 间 3 0 一 4 0 m i n
,

( 1一 5 ) x 1 0 ,

的细胞 〔a 一 , ZP 〕

U T P 用量在 5 0~ 2 5 0拜 iC
。

我们的研究提示
:

最佳反应

温度应为 2 5
o

C
,

反应时间 6 0 m i n
,

5 x 1 0 6

的细胞 〔a 一 3 ,

p 〕U T P 用量为 1 0 0拌C i
。

同时
,

我们用 p C R 克隆和经

纯化的 。 D N A 片段代替全质粒探针实验
,

经上述处理

后
,

使方法的灵敏度提高了十倍
,

受试细胞数 l( ~ 5) X

1 0 7

下调至 ( 1~ 5 ) X 1 0 6 。

N R T A 为细胞特异性基因转录分析方法
,

其特点

是提取一份 R N A 可 以同时对几种
,

甚致十余种特异

性基 因的转录水平同时进行分析
,

大大减少了操作
,

而

R T
一

P CR
、

N o r ht e r n 印迹等方法一次测定只能针对一

种特定基因
。

另外
,

N R T A 是对核内新生成的 m R N A

进行分析
,

排除 了存 于 细胞质 中的大 量未即时翻译

m R N A 的影响
。

N R T A 一次试验的结果排列在 同一

纸条上
,

排除了 R T
一

P C R
、

N o r t h e r n 印迹等 因多管测

定 而可能存在的多次加样等偶然 因素的影响
,

结果的

可 比性强
。

总之
,

N R T A 特别适合于分析一种信号传导引起

的细胞一组特异基因在转录水平上的变化
,

是一种很

有前途的基因转录分析方法
。

(本课题承蒙沈倍奋院士
、

黎燕老师的带教 和指导
,

以 及
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、

胡美 茹
、

王建安等老 师的多方帮助
,

在此一 并表示 感

谢 ! )
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