
地高辛标记探针在Southern杂交分析中的技术要点
陆小平 周文军〔苏州大学生命科学学院￡端游州21,006)

、岛峰雄 、11本信州大牡滩学部) 已
    外All基因是否成功导人受体材料的基囚组中.必须

从转化植株‘{，找到分子牛物学的检测证据 目前.PCR,

凡 .山Irn杂交等作为常用检测于段而被广泛采用。虽

然PC R技术可以快速得A结果，但足‘以农杆菌介导的

材料必须慎乖这 结论 以免由于农杆茵污染造成假阳

性巴而Southern分析山于操作程序繁琐，对植物基因组

DNA的提取、纯化、酶切等技术要求较高，有时使杂交
结果不甚理想 我们在植物基因转化的研究中，对荞麦‘

桑树.紫h:天，洋麻等基因组DNA的提取、纯化、酶切

进行了探讨 对流程中的有关步骤进行技术改良，使酶

切后的PNA在凝胶板上是涂布状完全达到了South

ern杂交的技术要求，并用地高辛(Di即标记探针对外源
DNA进行分析，取到了较好的效果。现简述如下:

1 植物基因组DNA的提取及纯化

    1)提取高纯度的DNA是Southern杂交的关设，

DNA的粗提物中往往含有大量的蛋白质、多搪、单宁、

色素等大分子杂质。这些杂质通常与DNA共同沉淀或

与DNA聚合成大分子复合物。一旦复合物形成.即便

在以后的操作中用酚、舰仿多次纯化 也很难将其除去

我们的经脸是:当用液氮破碎新鲜样品的细胞壁后，先

用蒸馏水洗脱两次(洗脱温度为42 C).每次5 min。以

达到洗脱多糖的目的.每次洗脱后离心5min(13000

r /min )，弃去上层液。该t层液中含有枯度较高的胶状

体，其主要成分可能是枯性多糖。在提取桑树基因组

DNA时，最好用叶柄或幼茎、幼叶作提取材料。在样品

有限时，也可用成熟叶甚至老叶代替。据Clark MS
(1998)介绍，取样前对材料进行除淀粉处理(减少光照、

黑暗处理24 h )，可以抑制多糖的污染 但我们采用除淀

粉处理后的实验结果并不理想，其效果远不及用蒸馏水

洗脱。另外，该方法不仅可以用于桑树DNA提取，而且

也适用于其他植物材料(果树、花卉).

    2)山于桑叶中也含有酚类、色素，提取DNA时，常

有茶褐色物质混人DNA中，由此而影响DNA的纯度
为了防止DNA的褐变.我们在液氮磨碎后，立即置冰

箱下层或4C条件下任其自然解冻，待粉末完全解冻后

再加人DNA提取液

    3)做一次Southern杂交所需10 PR纯DNA，一般

取。.2R新鲜样品即可得到10 pg以上纯DNA。因此，
用该方法提取DNA尤论是产量还是质星都能满足一

定要求〔为了保证DNA的纯度，每管加样量不要太多，

以 0.2-0.25“新鲜样品为官.用 30 ml液盆研磨戍粉

末，置4 C条件下解冻后分别加600川 提取液1和200

;l.提取液I，再稍稍研磨后全部转人Zml的离心管

中.其余步骤仍按试剂盒要求操作

    4)在去除蛋白质的干扰时，我们仍用蛋白酶K，但

其中添加了80 Id酶解缓冲液(60 -mot Thi,-H(,t,
60mmol EDTA,3YSDS,pH7.8),置55〔条件下酶切

过夜。结束后再用苯酚、氮仿处理

    5)纯化后的DNA可以通过测定波长为230,260.

28。的紫外吸收光谱来确定其浓度 但这些数据只能作

为参考 因即便有较高的()I，值 仍会存有影响酶切的
T扰物质 我们建议最好采用凝胶电泳检*1

2 醉切

    DNA的酶切时间一般是 1̂ 3h，但结束前最好取

10川(总量为200川)酶切产物在小孔胶上检测是否
完全醉切，即DNA片段弥散于各泳道中，若加样孔下

方仍有亮度较强的条带出现(重复序列例外)。这表明

DNA尚未完全酶切，需继续延长酶切时间.

3  Southern印迹

    将完全醉切的DNA上大孔胶电泳，若DNA在胶

板L呈徐布状，便可进行Southern印迹。若近加样孔一

侧的泳带.其前沿参差不齐;加样孔变形;孔内残留物较

多;泳道中DNA分布不匀等，这些均为干扰物存在所

致。在条件许可时应重新醉切。Southern印迹可按常规

方法操作，将胶板分别用。.25 mot HCI,变性液、中和液

浸泡15--30 min后，用20XSSC溶液将变性DNA全部

转移至尼龙膜(HybordN+membane)上。但印迹操作

时 须戴手套作业，以免污染尼龙膜而影响DNA的固

定。吸水纸上的重里要逐次添加，以防泳道变形和凝胶

毛细管过早堵塞。

4 杂交

    1)固定 印迹结束后.取下尼龙膜，置室温中自然

于燥1h.用萦外仪[FUNA-UV 1,IKER(FS-1500)]将
DNA固定到尼龙膜上(约30 s)

    2)预杂交 将尼龙膜装人小塑料袋中，加人10 ml,

预杂交液后，驭尽袋中的气泡，封口后盆65 C杂交炉

(EYELA HYBRIDZA TION OVEN MHS-301)中孵育

」h,

    3)杂交 剪开小塑料袋的一角，直接加人10 1.L变

性Dig探针，赶尽气泡后重新封口，继续置65C杂交炉
中慢速振摇过夜

    该步骤的关键是小塑料袋中不能留有气泡.否则，

生 物 学 通 报 2003年第38卷第1期

万方数据



果蝇唾腺染色体的几种染色方法比较
部 刚 (山西师范大学生命科学学院山西临汾14I、 夕夕长云

《生功学通报》编委: 洋红的常用浓度为(0. 5 "/,-, - I . 0川，醋酸常用浓度

    您好。笔者付贪刊2002年第37卷第2期第23页 为45%-50%，一般现配现用较好 洋红是从胭脂虫

刊登的“用Fro尽。n染色法制作果绳唾腺染色体“一文 (L勺。“““)的雌虫中提取的作为染料的提取物，提取

感兴趣，但笔者认为文中几处不妥，比如曰水浴温度波 物的品质因胭脂虫的种类而异，是一种混合物 其中具

福偏高;2〕染色时间不确定;3)试别配方不全 们盐酸的 有染色活性的是洋红酸。洋红酸是一种二兀弱酸 如果

浓度单位有误，mal?M?:5)注意事项影响实验结果表述 溶于碱性溶液中，则具有酸性染料的性质.可使细胞质
不消。特撰写下文与各位读者商榷。 着色;如果溶于酸性溶液中.则具有碱性染料的性质.可

                                                    使染色质(体)着色。此法多用滴染法，快速简便，为改进

    双翅类昆虫如黑腹果蝇(Dress仲hit, -l mmgact") 其染色效果，也可采用浸染法，月一辅以火焰微热(即滴加
的4腺染色体(Salivary chromosome)比普通染色体大 醋酸洋红盖片后在酒精灯火焰卜微热)，增加本底清晰

的拿，处于体细胞同源染色体的配对状态，是由于唾腺 度，加大反差

染色体经过多次复制而并不分开形成的，大约有1000- 醋酸洋红的配制和染色都比较简单 对细胞穿透力

4 OC。根染色体丝的拷贝，故又称为多线染色体(Poly 较强.这是其主要优点，此外它对染色体和核仁均可染

tene chromosome)。它是观察染色体形态、研究染色体 色.故也适用于减数分裂的细饱染色。但其染色强度和

结#4变异等的好材料 制作果蝇睡腺染色体标本的染色 分色效果不及其他染色剂，通常只作临时染色观察.不

方法一般有3种:醋酸洋红法、苯酚品红法和孚尔根 用于制作永久性装片

(Froglen)染色法(除此之外还有其他方法〕。各种方法 也可以用醋酸地衣红替代洋红，这样细胞质着色较
都有其自身的特点及适用的条件，因此没有1种染色方 少，效果较好

法是普遏适用完美无缺的。现将3种常用方法的优缺点 2 孚尔根染色法

分述如下，并提出1个实用的永久封片制作方法 孚尔根染色法是常用于鉴别细胞中DNA的一种

1 份胶洋红法 组织化学方法.细胞核经过温和的盐酸的水解作用

七二矛J‘卜丫补之夯卜，分芒“望召它褚之多?之‘二亡二咬七月七 令七9吧‘卜之万吧多补七布、匕布义匕布、吕补吕石亡拐七多矛色二兮是‘公吕小，‘矛沪‘右心丫‘语‘‘绝‘小竺‘吧‘二泛召吧二布吧习健万任布、，汽吸‘会小‘矛，奋J‘矛尸书‘

杂交信号将被冲散 加探针时不要碰到尼龙膜，以免膜

与浪浓度探针发生特异性结合而出现污染斑点

5 洗腆

    取出尼龙膜.盆漂洗液(2X, IX ,o.IX SSPE/O.

1%SDS)中逐级漂洗10- 15 min，以洗脱未杂交的Dig
探针和非特异性结合。

‘ 」己影

    将尼龙膜按下列程序再次浸洗

    1) 80 ml,缓冲液1 (0. 1 mol马来酸/0. 15 mol板
化郭/PH7.5)10 min;

    2)80 mL缓冲液，(72 ml,缓冲液I /8.1,100/n阻

断执Hlocling Roaget)60 min,
    3)20 ml.缓冲液.(20 mL缓冲液 1/3U Anli-

Dig-AP)30 min;

    4)80 ml缓冲液1 2次，每次10 min;

    5)20 m1缓冲液‘(0. 1 mol抓化钠/0. l mol

Tds-HCI/50 mm.]抓化镁/pH9.5)5 min;

    6)20 ml显影液( 3. 76 mg磷酸澳抓.引噪/7.5 mg

械化氮蓝四理/20 m1.蒸溜水)黑暗中3-6 h

7 目曲的保存

    杂交信号在3卜可达到高峰.并可稳定24h若信

  2C03年第38卷第1期 生 物

    号过强，可缩短显影时间，当信号强度达到要求后，即

    可停止显影。保存时取出尼龙膜.用TE漂洗2次后封

    膜保存。膜干燥或久置后，信号将有所减弱或褪色，但

    经TE湿润后仍会重现原有的杂交信号

        用3zp标记探针分析转化株中的外源DNA是分子

    杂交的常用手段，但3zP保存时间有限，对操作人员有

    一定辐射，废液对环境污染严里，而Dig探针可以弥补
    这些不足。因Dig标记属生物素类.其主要成分(洋地

    黄毒昔配墓)是由植物洋地黄中提取的半抗原类固醇

    物质，经PCR反应制作的探针役有辐射污染;一20

    中可保存12个月;杂交液可重复使用2-y3次;敏感性

    高、检侧速度快。因此.目前世界一些研究组织提倡用

    地高辛代替z21,标记。
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