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末端标记限制性片段的基因组 � � � 指纹法

宋 平 胡咖瑞�� 熊全沫

�武汉大学生命科学学院
,

武汉 � � � � ���

�� �湖北医科大学附属二医院
,

武汉 � �   ! ∀ �

摘要 报道 了分析基因组 � � � 多态性 的方法
�

末端标记 限制性片段 的基因组 � � � 指纹法

�� � �卜� � � � �� � �� �� �� �� �
。

通过此方法对莫桑 比克非纫核 � �  进行了初步的分析
。

结果

表明
,

此方法是 一种简单
、

灵敏
、

稳定
、

可变换谱带复杂程度和 有着广泛应用前景的一种鉴定

生物基因型的方法
。

关健词 � � � 指 纹
,

��� � 末端标记 � 】王卜� � �指纹
,

莫桑比克非纫

一种用 � �� 测序凝胶分离末端标记的核 � � � 的 � � !� 分析方法
。

选用合适的限制

性 内切酶
,

此方法能产 生稳 定的
、

灵敏 的
、

分离很好 的和可用于 遗传 � � � 指纹分 析的

� � � 谱带
。

如选用不同的限制切酶或双酶切
,

产生可变的
、

较复杂的 � �� 谱带
。

采用此

方法对莫桑比克非螂进行了初步的试验
。

材料与方法

�
�

� 材料与试剂 莫桑比克非如���
�� � � �� � � �� � � � �  � � �� �  �购 自市场

�

� �  末端标记

酶盒为 �� � � �� � 公 司产品
。

�
�

� � � � 提取 用肝素浸润过 的注射 器从活鱼鳃 动脉 抽取 � � �血液
,

加人等体积的

�
�

� � � � � � � � �� �一� � ����  
�

� � � �
�

��� � � � � �  丁� � �
�

� �� � � � � �� � �溶液混匀后 移人
一 � � �� 放置 ��

。

然后取出立即放入 � �℃温浴 ��� ��
。

保温后离心 � �而
� ���

,

� � �� � 而
� �

� ℃ �
,

去上清后加人 �� ��
�

� �� � �� � � �� � � �� � �� � �� � � � � �,� 溶液进行匀浆
。

匀浆液

加人 � � � � � � �最终浓度 � � �协� � � ��和 ��  �最终浓度为 ��’� �于 � � �� 温浴 � �� ��
。

然后加

人蛋 白酶 �� 最终浓度 �
�

�� � � � �� 继续在 �� ℃保温 � �
。

保温后依次进行等体积的饱和酚

� � �
�

� 抽提 ����
� ��

,

� �� � � � �� � �℃离心 ��� �
�

。

离心完毕再依次将上层液相用等体积

的饱和酚 ��� �
�

� � �氯仿 �� � ��抽提 �� � �� ��
,

� � � � � � �� � � �� 离心 � � � ��
。

最后用等体积

氯仿 抽 提 �� � �� 并 进 行 �� � �� 离 心
。

上 层水 相加 人 � 倍体积 的异丙 醇 置 于 �℃静置

�� � ��
。

然后将 白色 � � � 沉淀吸进 �
�

� � �微型离心管
,

先用 �� � 酒精洗两次
,

最后用无水

酒精洗 一次
。

倒尽酒精后置于真空下干燥
。

干燥后 的 � � � 溶于适量 的 � � �� �� �� �� �

�� � �一�
一 ��收到 � 一� � �� �

一� �修回
�
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�
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��
� � �酶解后所产生的 � �  片段平均分子量最大

,

而 巧�� �最小 �图 ��
。

这样可以根据

实际情况选用不同的内切酶对 � � � 进行消化而产生不同大小范围的 � �  片段
。

对 � 组不同浓度 的 � � � �� 协�
,

�卜� 和 �
�

� 协� �进行末端标记
,

其放射 自显影结果基本

上没有差别 �图 ��
。

因此
,

在上述相 同的条件下 � � � 标记量至少可以在 �刁
�

�卜�之 间变化

而对标记效果无影响
。

在 � 组里 � � � 上样量最少的仅为 �
�

� �协�
,

而卫星 � � � 带却仍然很

清楚
,

这表 明本方法的灵敏度非常高
。

根据作者的经验
,

只要适 当延长 自显影时间
,

上样

量减至 �� � � 协� 左右仍可产生同样的效果
。

低分子量卫星 � � � 带在 � 组处有点弯曲
,

这是

由于制胶时胶浓度梯度部分不够均匀引起的
。

存在 � �  拖尾现象
,

这可能是 由于一系列

分子量呈梯度变化的非卫星 � � � 片段未能分离开所造成的
。

如果采用测序 电泳条件 �胶

板 �� � � �� �
、

�� �� � 和 �� ℃恒温 �
,

这些片段可望分离开并可展现出更复杂的谱带 �类似

于 � � � 测序中所展现 出的大小不同的 � � � 片段谱带 �
。

不过在现有条件下并不影响对

卫星 � � � 带的分析
。

本方法的优点之一是
,

一次标记
、

多次酶解来变换复杂程度不同的谱带
,

这样可对核

� � � 进行更大范围的扫描式分析
。

按照此方法
,

先可采用酶切位点稀 少的 �如 � � � �� 或

较少的 �如 ��
� � �� 限制性酶对核 � �  进行完全酶解和末端标记

,

然后取部分标记样 品进

行电泳分析
。

再对上述部分标记过的样品进行不同单酶 �酶切位点较多的 �酶解和电泳分

析
,

这样可 以 检 测 出更多 的不 同大小 分子量 的卫星 � � � 片段
�

如改用 �� � � �� � 胶

板
、

� � �� � 电压和在 �� ℃恒温下进行电泳可展现出更复杂的 � � � 谱带
。

本方法的另一个优点是
,

根据仅经第一次酶解
、

标记后而展现 出的 � � � 带的强弱可

估算其卫星 � � � 片段的相对分子数量
,

因为 � � � 片段的末端标记机会是均等的
,

这样其

所带的放射性强度与其 � �  片段的浓度成正比关系 � 然而
,

� �  杂交 (D N A 印迹法)所产

生的谱带强度与结合上的 D N A 探针多少和重复序列的结构有关
,

而与待测片段分子数无

此 比例关系
。

可以预测如果能分辨 出外卫星 D N A 片段的谱带
,

那么所有外卫星 D N A 谱

带 的强度将是相同的
,

同样是 因为每个 D N A 片段是 以等体积浓度进行末端标记的
。

但

是
,

放射性标记后的片段经第二种限制性内切酶酶解
、

电泳后所产生的谱带
,

其 D N A 带的

强弱与 D N A 片段分子数间的关系就变复杂了
;但可以肯定

,

除卫星 D N A 谱带外
,

其他谱

带 间的强弱程度差别不太大
。

因此
,

只要选用适 当的分子量标准
,

可以很方便地和准确地

在不同实验或实验室 间
、

甚至在不 同凝胶 浓度条件下都可 以进行结果 比较
,

从而 克服 了

P C R 方法不够稳定 的弱点
。

由于有了上述这些优点
,

根据其酶切位点数和 R FL Ps
,

利用计

算机可以很方便地进行亲缘关系的相似系数等分析
。

采 用此方法对莫桑 比克非螂 的R F L Ps 进行了初步检测
,

得 出的结果却清楚地表明了

此方法具有广泛的应用前景
。

初步检测了一些种类鱼类
,

本法不仅可以评估种群 间的差

异
,

并且可以分析个体间的变异
。

若采用适 当的限制性 内切酶
,

本法可应用到所有真原核

生物的品种鉴定
、

种群遗传及进化等方面的研究 中去
。

总之
,

末端标记 的核 D N A 指纹法对于生物基 因型鉴定是一种简单
、

灵敏
、

稳定
、

可变

换谱带复杂程度和有着广泛应用前景的一种检测核 D N A 的方法
。
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