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技术交流
·

电泳印迹和分子杂交技术在肝内

H B v D N A研究中的应用
吕 凌 姚集兽 彭文伟

( 附属第三医院传染病科 )

提 要 应用 D N A电泳转移
、

生物素探针 S o ut h er n 杂交及 不同探针重复杂交等 3 项新技术研究肝

炎肝癌的肝内 H BV D N A 分子状态
。

经过方法学比较以电泳印迹取代毛细渗吸法对 65 例肝炎肝癌病人

的10 1份肝内组织D N A进行尼龙膜快速转移和H B V D N A杂交
,

结果检出H BV D N A分 子状态呈整合型

15 份
、

游离型 31 份
、

整合型合并游离型 30 份
。

其中12 例乙型肝炎标本为经生物素探针杂交检测
,

结果全部

检出游离型H B V D N A
。

还有 3 例 乙型肝炎标本和 2 例其它肝炎标本为经重复杂交检测
,

即先用 韶 P探

针杂交继 去探针再用生物素探针杂交
,

结果乙型肝炎标本两次杂交 H B V D N A 都阳性
,

其它肝炎标木

两次均阴性
。

阳性者表现为 3
.

k2 b和 2
.

k3 b电泳位置呈现杂交带
,

代表 H B V 之松弛环状和超螺旋状结构
。

由于两种探针各含不同序列
,

故结果可对待检基因进行初步序列分析
。

木实验表明
,

上述 3 项技 术 对

临床医学研究有广泛的应用价值
。
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S o ut he nr 转移是将 D A N 由凝胶转移至 滤

膜的技术
,

是 D N A 组份分析和研究表达的基

本手段
。

传统方 法 是 毛 细 渗 吸 法 (c a IP U ar y

t r a n s f e r
)

,

但 它转移效率低
、

费时长且 D N A 条

带模糊
〔’

i 。

后来有人发展了电泳 印迹法 (el ec t r 。
-

p h o r e t i 。 t r a n s f e r
)

,

该 法 不 仅克服 了 上 述 缺

点
,

而且操作也大为简化
,

故渐已取代渗吸法

而 )
’ 一

被应用
〔 ” 。

探针杂交是对含样 滤 膜 进 行

D N A 检测 的过程
。

日前国内研究肝炎 已能 制

备多种探针
,

不过
,

用于 S o u t h er n 杂 交者仅

限于 同位素
3 ’ P 标记 的探针

,

生物素探针还只

用 于斑点杂交
〔 3 一 “ ’ 。 至于D N A 转移

,

目前仍沿

袭渗吸法
。

我们在研究肝 病 的 H B V D N A 分

子状态的过程中
,

应用了以下儿种新技术
,

现

报告如下
。

材 扦 与 方 法

组织标本来源
、

D N A提取
、

酶切
、

电泳和

探针标记及杂交方法同前文
￡3

’
4 1 。

组织 D N A 渗

吸转移方法按 s o ut he
r n 文方法

〔 `〕进行
。

O N A 电泳印迹 将 D N A 电泳凝胶裁 至

相应大小
,

先后浸于 0
.

2m o l / L N a o H
、

o
.

s m o l / L

N a C I中变性 10 分钟
, 5 x T A E 中中和 10 分钟两

次
,

l x T A E中浸泡 10 分钟 1次
。

然后用相应大

小之 z e t a 一p r o b e
(B i o 一 R a d )尼龙膜紧贴凝胶铸孔

背面一同夹于 4层滤纸
,

再夹于双层海绵垫及双

层密孔垫板中作成转移三明治 (sa n d w ic h )
,

后

者垂 直 插入电泳转移槽的凹痕中对 T A E 溶液

在 4 ℃
。

40 in V / 1 0 Om A 条件下电泳 6 小时
。

方

向为凝胶在负极
、

尼龙膜在正极
。

电泳完毕取

出尼龙膜用 Z x S S C 轻洗后凉于
几 ,

80 ℃烤 2小时

固定 D N A 备 作 杂交
。

重复杂交 上法印迹之尼龙膜先用
3 2 P 标

记的 H B V D N A S基因探针 ( 1
.

4 k b ) 按文
〔` ’

法杂交和放射自显影
; 后作下处理

: 。
.

4m ol / L

N a O H 4 2 ℃洗30 分钟以除去探针
,

0
.

1 火 S S C
、

0
.

5% s D S
、

o
.

Zm o l / L T r i s p H 7
.

5 4 2 oC 洗 3 0分

钟 以中和碱液
。

然后再用生物素标记 的 H B V

D N A C基因探针 ( 1
.

sk b ) 按文
〔 3 〕 法杂交和显

色
。

DOI : 10. 13471 /j . cnki . j . sun. yat -sen. univ (med. sci ) . 1992. 0017



吕凌
, `

车
.

电泳印迹 和分 J吮杂交技 术丫卜川
一

内 H B V D N A研究 中的 j友用

结 果

电泳印迹与渗吸印迹结果比较 电泳印迹

法杂交结 果显示 D N A 条带明晰
,

背景光洁
。

而沦吸法 印迹结果 D N A 条带有邺模糊且背景

不洁
。

电泳印迹实际应用 见附表
。

附表 用 D N A 电泳印迹研究H B V D N A

分子状态结果

肝内组织 瓮裂
H B V D N A 分子状态

整合 整合合并游离 游离

阳性

合计

肝淄癌灶

肝癌近邻

月干癌 远邻

乙 型肝炎

其它肝炎

2 2

2 7

4

2 2

合 计 1 0 ] 1 5 3 0 3 1 7 6

生物素探针 SOu t h er n 杂交 表中乙型 肝
·

炎有 12 例标本为生物素探针杂交检测
,

结果全

部检 出游离型 H B V D N A ; 其它肝炎 7 例全部

亦为生物素探针检测
,

结果仅 1例检出游离型

H B V D N A
。

杂交探针序列为 c 基 因片段
。

重复杂交 表中有 3 例 乙型肝炎和 2 例其

它肝炎为重复杂交检测
,

结果 乙型肝炎 3 例都

为 H B v D N A 重复阳性
,

其它肝炎都阴性
。

阳

性 2 例有 3
.

2 k b 和 2
.

3 k b 位置两条杂交带
, 1

例只在 3
.

2 k b 有 1 条杂交带
,

代表游离型 H B V

D N A 的松弛环状和超螺旋状结构
。

讨 论

以前 D N A 杂交采用液相法
,

检测通过液

闪测定比放进行
。

1 9 7 5年 S O ut he rn 创立渗吸印

迹法
,

将 电泳后的 D N A 转移至硝酸纤维素膜

上杂交
。

这一方法保留了 D N A 原来的电泳模

式
,

很快成为 D N A 分析和基 因研究的基本技

术
〔 ` ’ 。 1 9 8 1年 S h a f r i t z 和 K e W 始用该技术研

究组 织 H B v D N tA
6 ’ 。

其原理是通过滤纸毛细

渗吸作用析出凝胶D N A
,

后者经过高浓度盐离

子作用与滤膜微孔之硝化基 团共价结合而在滤

膜上 印迹
。

由于毛细过程缓慢
、

作用微弱
,

故

整个操作需时较长 ( 2 4小时 ) 且很繁复
,

时常

效果欠佳
。

1 9 8 5年 R e ed 纂于此发展了电泳 印

迹法
,

原理同上
,

只是以低压电场取代毛细渗

吸
,

以尼龙膜取代硝酸膜
,

因而转移时程缩短

( 6 小时 )
,

操作简化
。

尤其是尼龙膜机械强

度高
、

核酸载量大
、

核酸结合力强且能结合低

分子量寡核昔酸片段 以及在低浓度盐离子条件

下同样有效
,

因而明显增强转移效果
,

提高分

辨率与灵敏度
,

成为 S o ut he m转移 的最具代表

性的改 良技术
〔’ 〕 。

但国内还很少应用
。

特别是

肝炎研究领域至今仍袭用渗吸法
。

我们应用这

一新技术并与渗吸法相互比较
,

结果两者同样

行之有效
,

但电泳印迹效果更好
。

既节省时间

和材料且结果也更为明晰清洁
。

因此我们用以

取代渗吸法
,

用于研究 中结果比较理想
。

D N A 印迹后就需用探针杂交检测同源 序

列
。

探针有同位素标记和
一

排同位 素 标 记 两大

类
,

又以
3 ’ P 标记和生物素标记为代表

,

对此

我们有过研制和应用
￡“

,
` 了。 在此之前

,

国内有

关 H B V D N A 的印迹杂交只限于 J于J
3 2 p l示记

的探针进行
,

生物素探针则未见有相应报道
〔 5 ’ 。

但
3 2 P 有诸多缺点

,

多数单位不能展开
,

而生

物素则使用方便
,

故易为接受
。

我们将生物素

探针用于 S O ut he rn 杂交其日的是试图以此替代

同位素探针并推 )
’ 一

该技术在临床医学研究中的

应用
。

本文部分生物素探针所测滤膜 曾经
3 2 P 探

针杂交
,

故也有一定 的应用意义
。

以前国内应

用 H B V D N A 探针多为 1 张样膜只作 1 次性杂

交
,

很少有多次重复杂交 的报道
。

研 究 H B V

D N A 分子状态通常在细胞或组织中进 行
。

一

般肝穿刺标本取材极少
,

充其量只 足 作 1 次

S o ut h er n 印迹
。

仅杂交 1 次
,

虽可判定有无病
,

毒整合
,

但仅仅只是粗浅的结果
。

如用不同序

列的探针重复杂交
,

则不仅可以进 行 序 列 分

析
,

而且还可作更深入的研究
。

反之
,

探针序

列相同但标记不同
,

重复检测还可对结果进行

反复验证
,

以避免假阳性或假 阴 性 出 现
。

这

样
,

既使标本有限
,

也可进行多方面的研究
。

从而使 S ou the rn 杂交技术适应范围更广并 为
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在 临 床 诊 断
「}

:

的件及应晰提拱条件
。

本文乖

复杂交先用探针含 s 基因 ( 1
。

理 k b )
,

后 少{ J探

针含 C 共 因 ( 1
.

sk b )
,

标记不同
,

序列亦异
,

但两者加在一起即是一完 杜 的 H B V 墓 因 组

( 3
.

2 k b )
。

检测相同的肝炎标本
,

结果一致
,

提示肝 内的 H B V D N A 可能 山是完整的某 因

组
。

事实 卜
,

3
.

2 k b 和 2
.

k3 b 电泳位炭 的游离

型 H B V D N A 都是完整的病毒基因组
,

只是

一呈松弛环状
,

一呈超螺旋状结构从而使电泳

迁移速率不同而 已
。

可见重复杂交所得的初步

序列分析结果 与实际情况相符
。
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