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一种生物素探针杂交技术

姚家慧 陈鸿书 (第三军医大学基础部分子生物学实验室 ) 6 3 0 0 3 8

生物 素标记的 D N A 探针 由于其稳定
、

便宜及非放射性特点而 日益受到重视
。

为提

高生物 素探 针灵 敏 度
,

G r e g e r s e n
等

“ ’
和

hC
a n
等

( 2 ’

均做了较多工作
。

本文综合两者之

所长
,

并作部分修改
,

建立 了一套生物素探针

标记
、

杂交及检测方法
。

l 材料与方法

1
.

1 材料

含 1
.

s kb c 一m y C C
D N A 与 p B R 3 2 2 重组质粒的

大肠杆菌菌株 ( H B 10 1 )( 上海肿瘤研究所提供 ) ,

碱

性磷酸酶标记的抗生物素蛋白 ( A A P ) ( is g m a ) ;

DN
a s e l

、
n N A 聚合酶 I

、

非标记的 d N T P (华美生

物工程公司 ) ,
iB

。 一
1 1

一

d U T P (北京医科大学药厂 )
。

1
.

2 生物素 D N A 探针的制备

提取的质粒 D N A 用二步缺 口翻译法
` ” 标记

:

1川DN A ( 0
.

1~ 0
.

5拜 g )
、
1拌1 3又 N T 缓冲液 [ 1 x N T

:

s m m o
l / L T

r i s
一

H C I
,
l o m m o

l /L M g S O
。 ,

0
.

l m m o
l / L

D T T
,

0
.

0 5% B S A (W /V )
,
p H 7

.

5〕
、

0
.

3 u D N a s e

I
,

加水至 3拜1
,

混匀
,
5 7 ,C保温 i s m i n

。

加入 6 u D N A

聚合酶 I
,
5

.

7拜1 1 0 只 N T
,

加 d C T P
、

d A T P
、

dG T P 及

iB
。 一

1 1
一

d U T P 水溶液使终浓度均为 2 。拜m ol / L
,

加

水至终体积为 6。川
,

1 4 ℃ 保温 Zh 或更长时间
。

加

E D T A ( p H S
.

o )终止液
,

终浓度为 l o m m o l / L
。

标记

好的探针不必纯化而可直接进行以下实验
。

1
.

3 在峭酸纤维素滤膜 ( N C 膜 )上点样

质粒 D N A 或生物素标记 D N A 用含载体 D N A

的 Z x S SC ( i x S SC
: o

.

1 5m o
l / L N

a C I
,
0

.

o l s m o
l /L

柠檬酸钠
,
p H 7

.

0) 梯度稀释后热变性
,

点在 20 x

S S C 处理过的 N C 膜上
,

80 ℃真空烘烤 l h
。

1
.

4 斑点杂交

制 好 的膜 放入 预 杂交液 〔50 %甲酸胺
,
s x

S S P E
,
S X 块

n h a r
d t s 溶液 (不含 B S A )

,
0

.

1% S D S
,

l 。。雌 /ml 载体 D N A 〕
,

42 ℃保温 4 h ,转入杂交液

(预杂交液中加入探针
,

探针终浓度 150
n g /m l )

,

保
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温 4 ~ 20 h
,

杂交液使用前在 70 ℃保温 30 m im 使探

针变性
。

杂交后用 Z x S S C 0/
.

1% SDS 将膜简单漂

洗几下
,

再用该液漂洗 s x s m i n , o
.

2 5 x S S C / 0
.

1%

S D S 漂洗 3 x s m in
,

最后 用该 液在 55 ℃漂洗 3 火

1 5m i n
。

1
.

5 生物素探针的检浏

烘好的点有生物素探针的 N C 膜或者杂交后漂

洗 过的膜 在 3 7℃的
“

封 闭液
”
[ l o o m m

o
l / L N a
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2 ,
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T w
e e n 2 0 ( v /

v )
,
p H g
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o ]中振荡保温 i h 后装入塑料

袋中
,

加入 A A P 浓度为 1拜 g / m l 的
“

温育液
”

[类似
“

封闭液
” ,

但只含 0
.

0 5 % T w
e e n 2 0 (V /V )

,

用量为

3 ~ 4m l / l o co m ,

j
,

反应 Z o m in
。

趁湿将膜在
“

封闭液
”

中漂洗 3 只 1 5 m i n
,

随后在
“

显色液
” ( l o o m m o

l / L

N a 一

H C I
,
1 o o m m o l /L T

r is
·

C I
,
l o m m o

l / L M g C 1
2 ,

p H g
.

6 ) 中漂洗 2 只 s m in
,

最后在
“

底 物液
” (含有

5 5 0拜g /m l N
一

硝基四氮哇蓝和 1 6 7拜g / m l s
一

嗅
一
4
一

氯
-

3
一

叫噪乙酸的
“

显色液
”
)中闭光显色 l o m in 至 h4 或

更长时间
。

生物素探针的使用浓度也较大
,

因为生物素

探针对 N C 膜的非特异吸附 比同位素小得

多
,

这样杂交时间可大大缩短
“ , 。

可见生物素

探针经济
、

省时
。

2
.

3 杂交结果的检测

生物素探针灵敏度和特异性的提高主要

依赖于检测技术的提高
。

本文在以下三方面

采用了改良措施
:

①选用简单且灵敏度较高

的 A A P 系统
,

杂交终止后显色时间不超过 5

h ; ② A A P 温育斑点的缓冲液 p H 改用 9
.

0 ,

而不用通常的 7
.

5`。
,

使信噪比得到实质性

提高
; ③用 T w ee n 2 0 代替 B S A 作 为封膜试

剂
,

可以更有效地封闭背景
。
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2 结果及讨论

2
.

1 探针制备及灵敏度检 .N]

用 二步 缺 口 翻 译法 标 记 0
.

5胖g 质 粒

D N A
,

可重复得到灵敏度高且非常恒定的生

物素探针
,

说明此法可靠
、

易掌握
。

用 A A P 系统测 定生物素探针灵敏度
,

最小检出量可达 IP g
,

对照未显色
,

且本底较

低
。

探针存放 1年后重复测定
,

其最小检出量

不变
,

显示了良好的稳定性和重复性
。

2
.

2 斑点杂交

以 B i o
一

1 1
一

d U T P 标记的含
。 一

m y e e D N A

的重组质粒 D N A 为探针
,

与未 标记的系列

浓度的重组质粒 D N A 进行斑点杂交
,

最 小

检出量可达 l o p g 左右
,

对照点未显 色
,

且本

底低
。

杂交液重复使用多次杂交灵敏度不变
,

不过使用前应在 70 ℃保温使探针完全变性
。
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