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支原体全 D N A 光敏生物素

探针杂交方法的建立
①

赖小敏② 方国源 王传恩 李彩霞

(中山医科大学微生物学教研室 , 广州
,

51 0 0 8 9)

提 要 支原体基因组全 D N A 分子量较小
,

本研究直接制备肺炎支原体 (M P )
,

人型支原体

(M H )和解脉脉原体 ( U U )中 3 个型 S U
, ,

S U
. ,

SU 。
全 D N A 光敏生物素探针

,

用斑点杂交鉴定表明

探针可用于检测同种支原体
,

但 3 个型 U U 探针不能用于型别鉴定
。

探针检测灵敏度较一般片段

D N A 探针灵敏度低
,

可能是由于前者分子量较大
,

降低了杂交速率和效率
。

直接提取全 D N A 作光

敏生物素标记
,

简化了探针制备过程
,

且无放射性损害及衰减
,

探针易于保存
,

可供一般实验室及

化验室使用
。

主题词 支原体属 /遗传学
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;
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在各种人类支原体中
,

肺炎支原体 临乃
尹-

c
op l a s m a 户n e u m

o n i a e ,

M p ) 已肯定为原发性

非典型性肺炎主要病原 之一
,

而解脉脉原体

( U er 助 l a s m a u er a ly t i c u m
,

u u )和人型支原

体 ( A勿`
op l a s m a h o m i n i s

,

M H )被认为与非淋

菌性尿道炎等性接触性传染病有密切关系
。

由于支原体基 因组 D N A 分子量较小
,

我们

制备 T M P
,

M H 及 U U 的第 1
、

4
、

8 血清 型

全 D N A 光敏 生物 素标记探针
,

并应用斑 点

杂交试验进行 了探针特性鉴定
,

现将结果报

告如下
。

1 材料与方法

1
.

1 菌 种

M p F H 株
、

M H 为北京首都儿科研究所

赠
,

U U I ~ 14 血清 型标 准株 由加拿 大 lA
-

b e r t a
大学 R o b e r t s o n

博士提供
。

1
.

2 标记及检测用试剂与仪器

标记用的光敏生物素
、

特种紫外光照灯

及探针碱性磷酸酶检测试剂盒
,

均购 自中国

军事医学科学院放射医学研究所
。

1
.

3 支原体全 D N A 提取及其标记

用 相应培养基分别培养 M P F H 株
,

M H
,

第 1
、

4
、

8 型 U U 标准株 (以下分别简称

为 S U
, ,

S U
` ,

S U
:
) 5 0 0 m l

,

至对数生长晚期

时在 4 cC 低温 以 1 7 o o o r / m i n 离心 4 0 m i n
,

沉淀物用 P B S 洗涤 2次
,

末次离心沉淀物用

s m l 支原体再悬浮缓冲液 ( 0
.

l m ol / L E D
-

T A N a Z

+ 0
.

1 5 m o l / L N a e l p H 5
.

0 )配成浓

缩菌混悬液
, 一

30 ℃保存备用
。

参照 M a r m u r 〔`〕
方 法

, 5 m l 浓缩支原体

液用 S D S 裂解菌体
,

R N a s e A ( S i g m a ) 消化

R N A
,

酚 /氯仿抽提
,

最后上清液以 2
.

5 倍体

积无水乙醇沉淀
,

真空抽干后
,

用 0
.

1 m m ol /

L E D T A 溶解
,

紫外分光光度计测定浓度
,

电泳鉴定为一条带即为全 D N A
,

可用于制备探

针
。
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片段作标记
,

简化了探针制备过程
。

我们制备

的 M P
,

M H
,

S U
; ,

S U
` ,

S U
:

全 D N A 光敏生

物素探针
,

可用于支原体种的鉴定
,

与日本学

者报道 M P 的全 D N A 探针只对 M P 出现强

斑点
,

而对 其他支原体不 出现斑 点结 果相

符 [ , ]
。

所试 s u
, ,

s u
` ,

s u
。

探针不但能与相应

型出现强斑点
,

而且 3 型间互有强弱不等斑

点出现
,

提示 3 型间核酸序列存在一定同源

性
,

各型 U U 全 D N A 光敏生物探针在 U U

检测中不能用于型别鉴定
。

探针制备采用光敏生物素作为标记物
,

核酸能直接用于标记
,

一次标记的核酸量可

达 拌g ~ m g 级
,

尤其适用于分子量较 大如支

原体全 D N A 的标记
。

本结果表明用光敏生

物素直接标记 M P
,

M H
,

S U
I ,

S U
. ,

S U
:

制备

探针是成功的
。

探针杂交时无放射性损害
,

置
一

20 ℃保存半年后杂交结果重复性仍好
,

可供

一般实验室或化验室使用
。

杂交时
,

我们所用 的探针浓度 为 10 0 ~

2 10 拜g / L
,

只能检测到全 D N A 核酸 0
.

8~ 1
.

2 n g ,

而一般光敏生物素探针用 80 ~ 1 20 拌g /

L
,

可检出 目的核酸 0
.

5 ~ 5 p g
,

提示所制备

探针灵敏度 比常规低 1 00 一 1 0 00 倍
。

分析原

因可能 由于全 D N A 分子量较大
,

同一 D N A

分子 中同源序列多
,

变性时解链可能不完全
,

同时退火过程中又有部分 D N A 分子很快回

复成双链
,

降低了杂交速率和效率
。

支原体全 D N A 光敏生物素探针杂交方

法的建立
,

为我国的支原体感染诊断提供 了

又一新分子 生物学检测手段
,

尤其是 M H
、

U U 感染分子生物学诊断方法 目前国内尚缺
。
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简 讯
·

关永源获求是科技基金杰出青年学者奖

金秋是收获的季节
,

中山医科大学药理教研室关永源教授光荣出席了 9 月 16 日在北京举行的由国务委

员
、

国家科委主任宋健颁奖的香港求是科学基金会
“

杰出科学家奖
” 、 “

杰出青年学者奖
”

和
“

杰出科技成就集体

奖
”
颁奖仪式

。

香港求是科技基金会成立于 1 9 9 4 年初
,

目的是奖励为我国科技和教育事业发展作出突出贡献

的人才
。

在表彰为中国的科技事业作出杰出贡献的老一辈科学家的同时
,
1 9 9 5 年求是科技基金会还设立了

“

杰出青年学者奖
” ,

授予 20 位分别在数学
、

物理
、

化学及生物医学各领域崭露头色的青年学者各 5 位
,

他们中

年龄最大 50 岁
,

最小 30 岁
。

广东省获此项奖励的有两 人
,

中山大学周建英获物理学奖
,

关永源获生物医学奖
,

奖金 1 万美元
,

连续 4 年
,

作为资助本人及其课题组生活补贴
。

关永源从 1 9 7 8 年以来
,

一直从事
。
肾上腺素受

体 C a +2 调控功能
,

受体操纵 C
a Z+
通道特性及三七皂昔对其作用的研究

。

已在国内外杂志发表 45 篇论文
,

被

10 0余名国外学者引用
,

部分研究工作已得到国外学者重复证实
,

并成功地分离出特异性阻断受体操纵 C
a Z+

通道的三七皂昔有效单体
。

近几年分别获得国家教委科技进步二等奖
、

一等奖
;
广东省第三届

“

丁颖科技奖
” 。

1 9 90 年被评为
“

广东省先进中医药科技工作者
”

、

1 9 9 1 年被评为
“

广 东省高校七
、

五期 间先进科技工作者
” 。

1 9 9D 年以来研究工作分别获国家自然科学基金
、

国家教委博士点基金
、

卫生部科学基金
、

省 自然科学基金及

广东省中医药科技基金等资助
。 “

杰出青年学者奖
”

正是关永源教授为医学科技事业发展孜孜不倦着意追求

的结果
。

(冯世容 )


