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提 耍 采用随机引物法制备地高辛素
、

生物素和 吕护 标记产毒性大肠杆菌 I 型 不 耐 热 肠毒素

( LT 口 D N A 探针
。

地高辛素
、

生物素和 8护 LT 东探针分别在 D N A 斑点杂交试验中检测到0
.

l p g
、

IP g和。
.

l p g的质粒 D N A ,

在菌落原位杂交试验中检测到 12
、

12 。和 12 个细菌 /m l ,

在粪便斑点杂 交试

验中检测到24
、

2 40 和24 个细菌 / m l
。

采用 R N A 酶A和 蛋 白 酶 K 消化处理滤膜
,

消除了假阳 性
,

使

得地高辛素
、

生物素 L IT 探针的特异性与 韶P L IT 探针完全一致
。

检测 14 3株自腹泻病人分离的大肠

杆菌
,

14 株 ( 9
.

79 % ) 阳性
, 3 种探针结果相同

。

关. 词 地高辛素 生物素 探针 肠毒素

核酸杂交技术已逐渐成为微生物感染
、

癌

症和遗传病的临床诊断及流行病学调查的一种

有力工具
,

具有特异性强
、

敏感性高
、

相对快速

及同时检测许多标本的优点
。

目前所用探针多

采用同位素标记
。

然而
,

同位素半衰期短
、

价

昂和 同位素处理等间题限制了这一技术在临床

和流行病学调查的常规应用
。

目前人们正致力

于研制非同位素探针
。

我们采用随机引物法制

备 T 地高辛素 ( d i s 0 X卫g en i n )
、

生物素 ( b i o t i n )

和
,甲 标记产毒性大肠杆菌 I 型不耐热肠毒 素

( L几) D N A 探针
。

对影响地高辛素和生 物素

探针杂交试验敏感性和特异性的因素进行了系

统研究
,

比较了地高辛素探针和生物素探针的

特点
,

成功地进行了地高辛素
、

生物素 LT
:
探

针的 D N A 斑点杂交
、

菌落原位杂交和粪便斑

点杂交试验
。

材 杆 和 方 法

菌 株 含重组质粒 E w D
Z。 。

菌 株 由 .S

.

研究生 , 现在江苏省南通医学院传染病学教研

室工作

aF lk o w 教授赠送
。

标准 E T E C 野生株 H :
040

, 、

E
: ` 。 3 、

T , , 。 、

M一 2 :
由 M a n ,

H
·

N g 教授赠送
。

1 43 株 大肠杆菌自腹泻病人分离到
。

其余的菌

株为本实验室保存菌种
。

试 荆 iH n d l
、

地高辛素标记
、

检测盒购

自 B O e h r i n g e r M a n n h e im ;
生物素

一 T一 d A Tp
、

随机引物 D A N 标记盒
、

生物素检测系统购自

B R L ; a 一 3 “ P一d C T p 购自 A m e r sh a m
。

硝酸纤

维素滤膜购自 S& s
。

质粒提取 碱性法裂解细菌川
,

用酚
、

氯

仿抽提代替氯代艳密度梯度离心并用 R N A 酶

A 去除 R N A
。

L IT
一O N A一 iH 阔 巫酶切片段 的 制 备 按产

品说明书将纯化的质粒 EW D
Z 。 。

用 H in d l 消

化
。

1 %低熔点琼脂糖凝胶电泳后
,

用 N A C S -

P R E P A C T M
层析柱 ( B R L ) 回收 0

.

s k b 的 L T ,

D N A 片段
。

O N A 探针的标记 按随机引物法产品说明

书制备地高辛素
、

生物素和
“ ZP 标记 L T : D N A

探针
。 3 T L T :

探针的比放射 性 强 度 为 1
.

6 x

1 0 s e Pm /卜g
。

p NA 杂交津膜的准备 ①D N A 斑点杂交
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仍会与待测分 子作存的某些糖蛋自以及生物索

义似物 ( 可能是一些 t R N A 的修饰碱墓 ) 产生

亲和作用
。

此外样本中还可能存爪内源性生物

索 ( 结合几丙酮胶玫化酶和 乙洗辅酶 A狡化酶

等上 )
。

因此
.

完全去除蛋自和 R N A 是保证

生物素标记探针杂交试验特异性的前提
t“ 1。 拼

此可以推测
,

地高辛索在 j丧些性质方面类似于

生勺索
。

在地商辛奈
、

生钧京 L T I
探针 菌 落

原位余文
、

戈便斑点杂交试验时尤其应注意充

分心 R N A 酶 A 和蛋自酶 K 消 化
,

方能 保 证

满愈的结果
。

仅用蛋白酶 K 消化的滤腆进行杂

交
,

结果不理想
。

这与 K u m ar 的报道相同
〔’ 。 ’

.

而与 反 t h a b ut r
的报道相反

〔 ’ ` ’ 。

个中原因值得

进一
_

少 j呆讨
。

随叽引物法 ( ar n d o m p ir m in g ) 是近年 卡

公〔展的一种有效的探针标记 新方 法
仁” ” “ 」。

一

卞

实验采用随机引物法标记 探 针
。 “ Z P 一 L T :

探计

的比放射性强度为 1
.

6 x 1 0 ”
cP m / 协g

、

杂交后放

射
·

自显影 了2小时可检测列 0
.

相g E W D
Z。 。
质 粒

D N A
。

因此本实验所用
“ Z P 探针作为 非 同 位

索探针的 讨照是有效
、

可行的
。

生物素 L T ;
探

针杂交后显色 4 小时可检测到 l p g E W D
Z 。。 ,

敏

感性三比
“ ZP 探针低 1。倍

; 显色超过 4 小时
,

本

底明显增加影响结果观察
。

这些结果分别与文

献报道相同
〔“

’

川
。

地高辛素 L T :
探针杂交后显

色 4 小 11」可检测到 o
.

l p g E W D
Z g 。 ,

显色 2 4小时

可见到 。
。

。 , g E W D
Z。 。

点样处有显色点出现
,

丽本底龙明显增加
。

说 明地高辛素标 i己探针具

行非常商的敏感性
。

但从临床诊断的迅速
、

准

确的角性出发
,

显色 选小时的敏感度 ( o
.

l p g )

己足以满足 目前所有实验的要求
·

尤需为追水

过高的敏 {沙胜而延长显色时问
。

本实验地高辛索
、

生物素探针敏感性之所

以商
,

除与随机引物么的有效标记有关外
,

与

提高杂交液中探针浓度亦有重大关系
。

我们将

这两种探针提高到 0
.

2林g / m l ,

将杂交 时 间 缩

短至 4 小时
,

杂交后严格洗膜
、

取得令人满意

的效呆
。

在地高辛素探针杂交时封闭剂的浓度对结

果有影响
,

以预杂交液 中 2
.

5%
、

杂交液和缓

冲液 l 中 0
.

5% 为最仕
,

而且耗费的封闭剂的

鱿亦不大
。

地高辛素探针在水济液 68 ℃和 45 %

甲院胺拼液犯 ℃决件下杂交结果一致
; 而生物

索探针花林℃水洛液条件杂交本底高
,

影响结

呆观察
。

说明生物素标记探针在 6 8℃条件下不

稳定
,

地高辛索标记探针的稳定性好
。

在非同位索探针杂交试验中
,

我们比较 了

囚产 ( 北京化工学校附属工厂 ) 和进 11 硝酸纤

维滤膜
,

二者结果一致
。

因此可用囚产硝酸纤

维膜代替进口膜用于非问位 素探针杂交
。

这为

闪内普遍使用非 同位索探针提供了方便
。

进 :lI

尼龙膜 用于地高辛素 L T I
探针杂 义

,

本底显色

较深
,

影响结果判断
。

这可能 与该尼龙膜的批
一

号

有关
。

因缺乏其它批 号的尼龙膜
,

未能验证
。

迸 日尼龙膜用于生物索探针杂交
,

结果理想
。

己杂交 的尼龙膜用二甲墓甲酷胺处理后可再次

杂交
,

这为某 咚实验提供了便利
。

地高辛素
、

生物素 L T :
探针敏感 性 等 于

或接近于
“ Z P L T 工探针

,

三者特异性相 同
。

尽

份 东地高辛素
、

土物索探针杂交时 需 要 采 用

R N A 酶 A 和生 自酶 K 乳丁化
,

但完成整个杂 交

的时间 ( 从样
: ,
扩:点膜到获得结果 ) 仅需 2 0~ 3 0

小时
,

而完成
“ ? P 探针杂交试验则需 4一 5天

。

地商辛素
、

生物索探针的高敏 {索性 和 高 特 异

陇
、

短时间可获得结呆
、

性质稳定
、

无半衰期

之弊
、

可 长期保存
、

操作安全
、

无击防护等优

点
,

使得地高辛素
、

主物索探计取代同位素探

布}成为可能
。

卞实验首次将地两辛索标记探针应用于细

菌学诊断
。

止要
一

与生物素探钊
一

特异性相同
,

而敏

恐性高 1 0倍
,

性质更稳定
。

因此选用非同位素

探针时以地高辛探针为优
。

迄今
,

国内尚未有

生物索标记 L T :
探针的研究报道

。

产 L T : 附产毒性大肠杆菌是 国内感 染 性

腹泻的重要病原体
。

地高辛素
、

生物素 L戈探

针杂交技术的建立为全而了解其流行病学及临

床诊断提供了一个 有力的工具
。
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