第六章  探针制备与标记技术

实验一  核酸探针的制备

一、原理和用途

核酸探针制备的方法很多，经典的方法包括以重组单链噬菌体为模板的单链DNA探针的合成，利用体外转录原理进行的单链RNA探针的合成，以mRNA为模板进行的cDNA探针的合成，以及寡核苷酸的人工合成；目前更为常用且简便的是双链DNA探针的制备，其来源包括纯化的限制性酶切片段或PCR产物。本实验以M13噬菌体为模板，学习单链DNA探针合成的基本操作。

单链DNA探针合成的基本原理是将人工合成的寡核苷酸与重组M13噬菌体中的单链DNA退火结合，利用大肠杆菌DNA聚合酶I的Klenow片段（简称Klenow酶）对退火引物的延伸作用，催化与模板链互补的标记探针的合成。由于反应产物长度及放射性标记dNTP结合量的均一性不高，通常需要对反应产物进行限制酶切和琼脂糖凝胶电泳分离，以便获得长度一致的双链DNA探针。

单链DNA探针特别适合用S1核酸酶或绿豆核酸酶进行的mRNA 5¹端结构分析，真核基因外显子位置的确定，以液体杂交进行的mRNA定量，无载体序列探针的制备，以及基因或cDNA特定区域的显示等。由于M13噬菌体载体的多克隆部位上游多有lac基因或T7等启动子序列，根据这些序列合成的寡核苷酸可以作为通用引物，用于任何与噬菌体插入片段互补的单链DNA探针的制备。

二、实验材料

单链M13噬菌体DNA。
三、溶液与缓冲液

1．10 mol/L 醋酸钠

2．1 mol/L DTT

3．0.5 mol/L EDTA，pH 8.0

4．5 mol/L NaCl

5．1：1（V/V）苯酚/氯仿混合液

6．10×Klenow酶缓冲液

7．Klenow酶

8．限制性内切酶及其缓冲液

9．20 mmol/L dCTP、dGTP、dTTP混合液

10．5 pmol/(L M13噬菌体通用引物（溶解于pH 7.6的TE缓冲液中）

11．40 (mol/L和20 mmol/L dATP

12．寡核苷酸引物

13．10 mCi/mL [α-32P]dATP

14．酒精．

四、仪器设备及耗材

DE-81圆形滤纸片，250 mL烧杯，Sephadex G-50离心层析柱，恒温水浴箱，指形管等。

五、实验方法

1．在0.5 mL指形管中加入下列试剂：

单链M13噬菌体DNA          1 (g

寡核苷酸引物                5 pmol

10×Klenow酶缓冲液           3 (L

去离子水                  至20 (L

2．将指形管在85℃水浴中孵育5 min，缓慢冷却至37℃，使寡核苷酸引物与模板DNA退火结合，然后再加入下列试剂：

0.1 mol/L DTT                          2 (L

10 mCi/mL [α-32P]dATP                  5 (L

40 (mol/L dATP                         1 (L

20 mmol/L dTTP、dCTP和dGTP 混合液   1 (L 

用指头轻轻弹敲指形管，使所加试剂混合，然后短暂离心，使所有液体集中于管底。

3．取0.5 (L混合液，置于装有15 (L 20 mmol/L EDTA的指形管中，置冰浴中备用。向剩余的反应体系中加入1 (L（5 U）Klenow酶，混匀后室温孵育30 min。

4．取0.5 (L反应产物，置于装有20 (L 0.5 mol/L EDTA的指形管中，在冰浴中保存备用。然后向剩余的反应体系中加入20 mmol/L 未标记的dATP，经短暂（1～2 s）离心后，室温下继续孵育20 min。

5．在上述孵育期间，将保存的两份样品（步骤3和4）点在DE-81滤纸片上，并用放射性测定仪测定放射活性。

6．将指形管（步骤4）在68℃水浴中孵育10 min，使Klenow酶灭活。根据选用的限制酶，用5 mol/L NaCl将反应体系调整到所需的盐浓度，然后向反应体系中加入20 U的限制酶，在适当的温度下孵育1 h。

7．用标准的苯酚/氯仿抽提法纯化DNA，并用离心层析柱或醋酸氨/酒精沉淀法去除未结合的dNTP，然后向DNA中加入0.5 mol/L EDTA，使其终浓度为10 mmol/L。

8．根据DNA片段的大小，制备变性聚丙烯酰胺或碱性琼脂糖凝胶，并进行放射性标记DNA的电泳分离。

9．电泳结束后，用吸水纸吸干凝胶的液体，凝胶用塑料薄膜包裹后，转移到装有X-光胶片的暗盒内，暴光5～10 min。

10．将凝胶放在暴光胶片上，根据显影条带定位凝胶中的DNA片段，并用刀片切下相应区域的凝胶。

11．如果用碱性琼脂糖凝胶分离DNA，先将切下的胶条在0.5 mol/L Tris·HCl（pH 7.6）中浸泡45 min，随后在0.5×TBE中浸泡45 min，然后进行DNA的洗脱。如果用聚丙烯酰胺凝胶分离DNA，可直接进行DNA的洗脱。

12．凝胶中的DNA可用电洗脱法进行（见相关实验），也可压碎后在适当的缓冲液中浸泡洗脱。

六、作业与思考题

1．核酸探针制备的方法主要有哪些？

2．单链DNA探针有哪些优点和用途？

3．在步骤3和4收集两份样品并进行放射性测定的目的是什么？

实验二  DNA探针的末端标记

一、原理和用途

DNA的末端标记包括单链DNA 5¹-端和3¹-端的标记，双链DNA 5¹-凸端、平端和凹端的标记，以及双链DNA 3¹-凸端、平端和凹端的标记。其中，最简单是大肠杆菌DNA聚合酶Klenow片段催化的3¹-凹端或平端标记。反应以适当限制酶消化的DNA片段为模板，在三种dNTP存在的条件下，利用Klenow酶的DNA聚合酶活性，用[α-32P]dNTP填补3¹-凹端，或利用其3¹→5¹外切酶活性和聚合酶活性，以[α-32P]dNTP取代3¹-平端的末端核苷酸。[α-32P]dNTP的选择取决于DNA 5¹-端的序列以及实验目的。例如，限制酶Eco RI消化片段的5¹-凸端为TTAA，应选择能与TT互补结合的[α-32P]dATP；而限制酶BamHI消化片段的5¹-凸端为CTAG，则应选择能与C互补结合的[α-32P]dGTP。

3¹端标记探针的用途非常广泛，双端标记的DNA片段可作为Southern杂交的分子量标准，凝胶滞后（gel-retardation）试验的探针，凝胶中微量DNA的追踪，以及基因文库筛选或Southern杂交的探针；单端标记的DNA片段可用于化学降解序列测定法的模板，用S1核酸酶进行RNA图谱分析的探针，以及引物延伸反应的引物。另外，Klenow酶催化的末端填补反应还可将生物素、荧光素、地高辛（digoxigenin）等半抗原修饰的核苷酸标记在DNA片段末端。但Klenow酶标记平端DNA的活性不强，高活性平端探针的标记应选用3¹→5¹外切酶活性更强的T4噬菌体DNA聚合酶。

二、实验材料

0.1～5 (g Eco RI消化的DNA片段。
三、溶液与缓冲液

1．10 mol/L醋酸钠溶液

2．酒精

3．Eco RI限制酶

4．Klenow酶

5．1 mmol/L dGTP，dCTP和dTTP的混合液

6．10 mCi/mL [α-32P]dATP

7．TE缓冲液（pH 7.6）

四、仪器设备及耗材

Sephadex G-50层析柱，水浴箱，台式离心机及吊桶式转头，15 mL塑料管, 螺口指形管。
五、实验方法

1．在指形管中依次加入下列成分：

模板DNA                   1 (g

10× EcoRI酶缓冲液        2.5 (L

EcoRI酶                  1～2 U

去离子水至                 25 (L

短暂离心指形管，并在37℃水浴内消化1~2 h。

2．反应结束后，直接向消化产物中加入1 (L未标记的dNTP、2～10 (Ci [α-32P]dATP和1U Klenow酶，然后室温孵育15 min。

3．将指形管在75℃水浴中孵育15 min，终止反应。

4．将商品化Sephadex G-50离心层析柱装入15 mL塑料管中，在台式离心机和吊桶式转头内，以1600 g离心5 min，吸弃管内液体。然后将标记探针加入旋转柱内，经1600 g离心5 min后，收集管内液体（含标记探针），将离心层析柱丢弃于放射性污染物贮存容器。离心层析的目的是去除未标记的dNTP，可用2.5 mol/L醋酸氨和酒精沉淀法代替。

5． 将收集的标记探针转移到1.5 mL螺口指形管中，盖紧管盖， 100℃水浴煮沸5 min，再在冰浴中冷却2 min后使用。如果不立即使用，可将标记探针保存于-20℃备用。

注意：步骤2以后的操作需要在指定的放射性同位素操作室内进行，并采取严格的自身防护和防放射物污染措施。基本的防护措施包括在防护屏后操作，戴防护手套，将一切放射污染废弃物存放于专用容器内，操作后用放射性检测仪检查操作台面、地面、移液器和自身手臂等处有无放射性污染，一旦发现应按规定的去污染程序进行妥善处理。

六、作业与思考题

1．简述DNA探针末端标记的基本原理。

2．为什么标记探针变性需要用螺口指形管？

实验三  DNA探针的随机标记

一、原理和用途

DNA探针随机标记的基本原理是以寡核苷酸为引物，单链DNA为模板，在DNA聚合酶催化下进行双链DNA的合成。由于所用引物是序列高度异质的寡核苷酸，故能与任何单链DNA模板结合。如果合成前体dNTP中的一种是 [α-32P]标记的，就能产生高放射活性的DNA探针。

随机标记的DNA探针适用于各种核酸杂交试验。该方法早在1976年就有报道，但直到1980年代中期，由于商品化DNA聚合酶和核苷酸引物的出现才被广泛接受，反应条件也得到了标准化，许多公司还相继研制出商品化试剂盒。但随机标记法非常简单，反应的可控性和可重复性极高，使用自购试剂不仅费用经济，而且能取得同样的标记效果，实无必要购买价格颇高的商品化试剂盒。

与缺口平移标记法相比，随机标记法不依赖DNase I和5¹→3¹外切酶的双重活性，故其操作更为简单，标记产物的长度更为一致，用其进行的杂交试验的可重复性更好，目前几乎完全取代了缺口平移标记法，并成为双链DNA探针标记的标准方法。本实验以标准的随机标记法为例，练习DNA探针标记的基本操作，并加深对相关理论知识的理解。

二、实验材料

5~25 ng/(L模板DNA。
三、溶液与缓冲液

1. 10 mol/L醋酸氨

2. 酒精

3. DNA终止/贮存液

4. 5×探针标记缓冲液

5. Klenow酶

6. 5 mmol/L dTTP、dCTP、dGTP混合液

7. 125 ng/(L随机引物（6~7个核苷酸长）

8. 10 mCi/mL [α-32P]dATP

四、仪器设备及耗材

水浴箱，小型离心机，0.5 mL指形管，Sephadex G-50离心层析柱，微量移液器及吸头。

五、实验方法

1． 将25 ng溶解在30 (L去离子水的模板DNA和1 (L随机引物加入0.5 mL的指形管中，盖紧管盖，在100℃水浴中煮沸2 min，然后立即转入冰浴中。

2． 1 min以后，将指形管4℃离心10 s，使模板DNA及寡核苷酸引物集中在管底，然后放回到冰浴备用。

3． 向上述指形管中加入下列成分：

5 mmol/L dNTP混合液          1 (L

5×标记缓冲液                10 (L

10 mCi/mL [α-32P]dATP         5 (L

5U Klenow酶                  1 (L

去离子水                   至50 (L

将指形管高速离心2 s，使所有溶液集中在管底，然后在室温下孵育60 min。

4． 反应管中加入10 (L NA终止/贮存液，终止反应。暂时不用的标记探针可在－20℃冰箱保存。标记好的探针一般可直接使用，必要时可用离心层析或酒精和醋酸氨沉淀法去除未标记的dNTP。

六、作业与思考题

1. 试述DNA探针随机标记的基本原理。

2. 为什么在模板变性等加热处理后需要将指形管短暂离心？

实验四  DNA探针的缺口平移标记

一、原理和用途

缺口平移标记（nick translation）需要两种酶的共同参与，DNase I切割双链DNA的磷酸二酯键，使其两链形成多处随机缺口；大肠杆菌DNA聚合酶I负责将脱氧核糖核苷酸添加到DNase I切割产生的3¹-羟基末端，并利用其5¹→3¹外切酶活性去除缺口5¹侧的核苷酸，导致缺口沿着DNA移动。如果反应在[α-32P]dNTP存在的条件下进行，就能产生放射性标记的探针。

缺口平移标记探针的用途广泛，包括基因组文库和cDNA文库的筛选以及Southern和Northern杂交。如前所述，缺口平移标记法已逐渐被更为简便的随机标记法取代，其主要问题是反应中难以平衡DNA聚合酶I与DNase I的活性，导致标记探针长度的不均一。商品化试剂盒在某种程度上克服了这些问题，但仍不如随机标记可控性强。

二、实验材料

双链模板D NA。
三、溶液与缓冲液

1． 10×切口平移酶缓冲液

2． 10×连接缓冲液

3． 1 mg/mL胰DNA酶I

4． 20 mmol/L dNTP混合液

5． 10 (Ci/(L [α-32P]dNTP

6． 大肠杆菌聚合酶I

7． 0.5 mol/L EDTA，pH 8.0

四、仪器设备及耗材

指形管，震荡混旋器，水浴锅，DE-81滤膜，Sephadex G-50离心层析柱，电泳仪。

五、实验方法

1. 向指形管中加入下列试剂：

10×切口平移缓冲液         2.5 (L

模板DNA                  0.5 (g

未标记dNTP混合液          1 (L

[α-32P]dNTP                 5 (L

加水                   至21.5 (L

将混合液在冰浴中冷却。

2. 用冰冷的含50%甘油的1×切口平移缓冲液将将胰DNA酶稀释成10 ng/mL，取2.5 (L加入上述反应液中，震荡混匀。

3. 向反应液中加入2.5 U大肠杆菌聚合酶I，轻轻震荡混匀。

4. 将反应液于16℃孵育1 h，然后加入1 (L 0.5 mol/L EDTA，终止反应。

5. 用DE-81滤膜结合法或TCA沉淀法测定DNA中掺入[α-32P]dNTP的比例（见相关实验）。

6. 用Sephadex G-50离心层析柱去除标记探针中未结合的dNTP。

7. 用乙醇沉淀标记的DNA探针。如有必要，可用碱性琼脂糖凝胶电泳分离和回收所需大小的标记DNA。

六、作业与思考题

1. 比较随机标记与切口平移标记的优缺点。

附：DNA探针的非放射性标记

自从1960年代以来，DNA探针几乎都用放射性同位素进行标记，其标记探针的主要优点是杂交信号强（如32P标记探针可检测≤1pg的目标DNA），便于用仪器对标记和信号显示等步骤进行跟踪检测。但放射性标记也有诸多弊端，其中包括半衰期较短（如[α-32P]dNTP的半衰期为14.3天），不能用于高分辨影像的分析，必须在专门的同位素实验室内操作，对操作人员的辐射损伤不容忽视，放射性同位素的运输、贮存和废物处理均需专门的仪器或容器，以及反对放射性污染的社会和政治压力愈来愈大，迫切需要寻找经济、灵敏、无放射污染的非放射标记技术。

目前最常用的非放射性探针标记材料是地高辛（digoxigenin，简称DIG），与其结合的核苷酸能通过任何标准的酶促反应（如随机标记、PCR、缺口平移、末端转移酶加尾等）整合到核酸探针中，杂交后形成的杂合分子可用报告酶（如碱性磷酸酶和辣根过氧化物酶）标记的抗-DIG抗体检测。DIG标记的主要缺点是缺少简单、快速的探针标记效率和活性的检测方法，操作步骤较为复杂，技术要求较高，一般用商品化试剂盒进行。具体操作件相关的试剂盒说明。
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