
东北农业大学本科实验课程教学大纲

实验课名称 基因工程制药实验
实验课英文名称 Vaccinology Comprehensive Experiments
一、理论课程（或实验课程）课号：09610043z
适用专业：制药工程
理论课程总学时：72
实验总学时（周学时）：4
学分：1.5
开出实验个数：（验证实验 0 个；综合实验 2 个；设计实验 1 个；创新性实验 1 个）

应开实验学期：第5学期
二、实验课程简介

现代生物技术是当期影响国民经济的四大科学支柱之一，而以基因工程药物为中心的医药生物技术则是生物技术领域中最为活跃、发展最为迅速的部分。

基因工程药物是指利用基因工程技术研制和生产药物，主要包括蛋白多肽药物、反义核苷酸、DNA药物和基因工程抗体等等。基因工程制药学实验是将基因工程制药的理论与实际融为一体并付诸实践的重要课程。
本课程涵盖了从基因重组，克隆和表达的设计与构建，到基因工程菌的培养以及基因产物的分离纯化及分析过程，及最后的生物学活性评价。
三、实验教学目标及基本要求

要求学生有强烈的事业心，热爱制药工程专业，理论和实践相结合，更深入的理解和掌握基因工程药物的工程原理与技术。

1．通过实验教学加强学生对基因工程药物的基本概念、制造原理、试验操作技术的理解与掌握。

2．通过实验教学使学生了解和掌握生产蛋白多肽所用仪器的各种参数、适用范围以及使用方法。

3．通过实验教学培养学生的动手能力，加强学生实验技能的训练，培养学生运用所学的理论知识解决生产实践中所遇到的实际问题。

四、教材及主要参考书
[1] 《生物技术制药》张林生 主编， 出版社：科学出版社。（2008年第一版）.

[2] 《.现代生物制药工艺学》齐香君主编，出版社：化学工业出版社。（2004年第一版.）
[3] 《CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY》Frederick M.. Ausubel主编.，出版社：John Wily Sons, Inc。（2006年.第一版）
[4] 《生物技术制药》李德山 主编，出版社：东北农业大学。（2007第一版）
[5] 《基因工程药物》李元 主编，出版社：化学工业出版社。（2007第二版.）
五、考核办法

操作技巧，出勤率，实验态度，实验报告。

大纲主撰人：李德山
第一部分 基因克隆

（一）动物组织RNA的提取
1．实验特点

实验类型： 综合  实验类别：专业   计划学时： 4   每组人数：5         首开日期：

2．实验目的与要求

掌握的原则和要求，熟悉RNA的提取的制备过程。写出实验报告，叙述RNA的提取的原则与要点并附结果。

3．主要仪器设备

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	高速冷冻离心机
	Beckman
	1

	2
	高压湿热灭菌器
	国产
	1

	3
	温箱
	DHG-9240A
	1

	4
	电泳仪
	国产
	1

	5
	电泳槽
	国产
	6

	6
	制冰机
	国产
	1

	7
	提篮式液氮罐
	
	

	8
	凝胶成像系统
	
	


4．实验内容提要

实验过程：用液氮研磨肝脏，使肝脏细胞破碎。氯仿可除去杂蛋白，异丙醇可对RNA进行抽提，75%乙醇可脱去RNA中的盐类，对其进一步纯化。 
5．实验操作要点
整个操作要带口罩及一次性手套，并尽可能在冰上操作。并且整个操作要快速进行。
6．注意事项
Trizol有毒，要注意防护。
（二）RT-PCR目的基因扩增
1．实验特点

实验类型： 综合  实验类别：专业   计划学时： 6   每组人数：5         首开日期：

2．实验目的与要求

学习并掌握RT-PCR法基因扩增的过程和要点。写出实验报告，记述RT-PCR法基因扩增步骤和操作要领。
3．主要仪器设备

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	水浴锅
	国产
	2

	2
	高压湿热灭菌器
	YXQ-WF22DS-K
	1

	3
	PCR仪
	国产
	1

	4
	制冰机
	国产
	1

	5
	电泳仪
	国产
	1

	6
	电泳槽
	国产
	6

	7
	凝胶成像系统
	
	


4．实验内容提要

将提取到的mRNA作为模板，加入引物，dNTP，反转录酶。从而反转录出cDNA。对反转录出的在特定引物存在下进行 PCR，从而得到大量的扩增产物，及暨我们的目的基因。
5．实验操作要点

整个操作要带口罩及一次性手套，
6．注意事项

注意防止外界污染。

（三）目的片断与载体的连接
1．实验特点

实验类型： 综合  实验类别：专业基础   计划学时： 4   每组人数：5         首开日期：

2．实验目的与要求

掌握质粒提取，核酸的酶切连接、PCR纯化及回收的操作基本过程。写出实验报告，简述上述操作要点。

3．主要仪器设备

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	水浴锅
	国产
	2

	2
	高压湿热灭菌器
	YXQ-WF22DS-K
	1

	3
	摇床
	国产
	1

	4
	离心机
	国产 
	6

	5
	电泳仪
	国产
	1

	6
	电泳槽
	国产
	3

	7
	凝胶成像系统
	
	


4．实验内容提要

将目的片断（PCR产物）及载体质粒用相应的限制性酶切割成粘性末端，通过胶回收纯化产物，并在连接酶的作用下将两者连为重组质粒。
5．实验操作要点

1、质粒和插入片断纯度要好
2、控制酶切和连接时间

3、插入片断与载体之间的比例要控制好
6．注意事项

     防止污染，注意紫外防护。
（四）感受态细胞的制备和转化
1．实验特点

实验类型： 综合  实验类别：专业   计划学时： 4   每组人数：5         首开日期：

2．实验目的与要求

掌握感受态细胞制备和转化过程。写出实验报告，简述感受态制备和转化的过程与要点。

3．主要仪器设备

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	超净工作台
	SW-CJ
	2

	2
	高压湿热灭菌器
	YXQ-WF22DS-K
	1

	3
	大容量低温离心机
	
	1

	4
	制冰机
	国产 
	1

	5
	摇床
	国产
	1

	5
	水浴锅
	国产
	1


4．实验内容提要

用钙离子将大肠杆菌的细胞壁变脆，通过热激法将外源质粒转入细胞中，依靠抗性基因筛选阳性细胞。

5．实验操作要点

1、菌体的生长状态
6．注意事项

     无菌操作，防治污染。

（五）阳性菌株的筛选和鉴定
1．实验特点

实验类型： 综合  实验类别：专业   计划学时： 6   每组人数：5         首开日期：

2．实验目的与要求

掌握阳性菌株的筛选和鉴定的方法。写出实验报告，简述改过程的要点。

3．主要仪器设备

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	超净工作台
	SW-CJ系列
	2

	2
	高压湿热灭菌器
	YXQ-WF22DS-K
	1

	3
	温箱
	DHG-9240A
	1

	4
	水浴锅
	国产
	2

	5
	离心机
	国产
	6

	6
	摇床
	国产
	1

	7
	PCR仪
	国产
	1

	8
	电泳仪
	国产
	1

	9
	电泳槽
	国产
	6

	10
	凝胶成像系统
	
	


4．实验内容提要

1、菌株扩大培养
2、质粒提取
3、PCR和酶切鉴定
5．实验操作要点

1、防止污染
第二部分 蛋白的表达纯化
（一）蛋白表达条件优化
1．实验特点

实验类型： 设计  实验类别：专业   计划学时： 6   每组人数：5         开日期：

2．实验目的与要求

了解蛋白表达的必要条件和优化过程，写出试验报告，简述不同条件下蛋白表达变化。
3．主要仪器设备

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量


	1
	超净工作台
	SW-CJ系列
	2

	2
	高压湿热灭菌器
	YXQ-WF22DS-K
	1

	3
	温箱
	DHG-9240A
	1

	4
	摇床
	国产
	1

	5
	控温摇床
	国产
	1

	6
	超声波破碎仪
	
	1

	7
	电泳仪
	国产
	1

	8
	垂直板电泳槽
	国产
	2

	9
	电磁炉
	国产
	1

	10
	低温层析柜
	
	

	11
	电动移液器
	
	


4．实验内容提要

观察不同诱导条件（IPTG浓度，诱导温度及时间）下，目的蛋白表达量及表达状态的变化。
5．实验操作要点

1、IPTG浓度的变化
2、低温培养和常温培养的对比
3、诱导时间长短的对比
4、培养方式（剧烈或温和）的对比
6．注意事项

    各实验组要注意平行，避免人为误差。
（二）融合蛋白的纯化
1．实验特点

实验类型： 综合  实验类别：专业   计划学时： 6   每组人数：5         首开日期：

2．实验目的与要求

了解AKATA系统原理，掌握利用该系统纯化蛋白的方法。

3．主要仪器设备

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	AKATA
	SW-CJ
	1

	2
	电泳仪
	国产
	1

	3
	垂直板电泳槽
	国产
	2

	4
	控温摇床
	
	

	5
	紫外检测仪
	
	

	6
	蠕动泵
	
	

	7
	电动移液器
	
	

	8
	低温层析柜
	
	


4．实验内容提要

利用AKATA系统纯化融合蛋白。
5．实验操作要点

1、上样压力不能过大
6．注意事项

注意仪器维护

（三）蛋白修饰和热源检测
1．实验特点

实验类型： 创新  实验类别：专业   计划学时： 6   每组人数：5         首开日期：

2．实验目的与要求

了解蛋白标签的去除方法，及了解热源检测法评价蛋白纯度。

3．主要仪器设备

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	AKATA
	SW-CJ
	1

	2
	电泳仪
	国产
	1

	3
	垂直板电泳槽
	国产
	2

	4
	电子体温计
	
	1

	5
	水浴锅
	国产
	1

	6
	紫外检测仪
	
	

	7
	蠕动泵
	
	

	8
	低温层析柜
	
	


4．实验内容提要

利用SUMO蛋白酶去掉融合蛋白上的蛋白标签，并利用AKATA系统纯化最终的目的蛋白。通过注射兔子观察产品中热源情况，评价最终产品是否可以使用。
5．实验操作要点

1、蛋白切割时间
2、血液注射蛋白
3、检测注射后兔子的体温
6．注意事项

注意防止被动物咬伤
注意仪器维护

第三部分 蛋白的生物学功能评价

（一） 糖尿病动物模型的制备
1．实验特点

实验类型： 创新  实验类别：专业   计划学时： 6  每组人数：5         首开日期：

2．实验目的与要求

为了测定表达的蛋白的生物学功能，需要制备动物模型来检测。掌握糖尿病性动物模型制备的方法和原理及评价办法。

3．主要仪器设备

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	超净工作台
	SW-CJ系列
	2

	2
	老鼠饲养箱
	国产
	6

	3
	纯水仪
	
	1

	4
	血糖仪
	国产
	1


4．实验内容提要

STZ可有效破坏胰脏组织，注射STZ后，小鼠7天内出现血糖升高等典型糖尿病现象。

5．实验操作要点
1、无菌配置STZ药液
2、腹腔注射药液
3、检测小鼠血糖
6．注意事项

STZ药液有毒，注意防护
（二）蛋白的生物学功能评价
1．实验特点

实验类型： 创新  实验类别：专业   计划学时： 6  每组人数：5         首开日期：

2．实验目的与要求

给糖尿病小鼠注射制备的蛋白观察血糖、心跳及体温等其他生理指标的变化。
3．主要仪器设备

	序号
	主要仪器设备名称
	型号规格
	数量

	1
	血糖仪
	国产
	1

	2
	生物机能实验系统
	
	1


4．实验内容提要

通过不同剂量的注射，观察动物生理指征的变化从而评价蛋白的生物学功能。
5．实验操作要点

1、多途径给药；

2、观测血糖及其他生理指标。
6．注意事项
蛋白注射的途径和剂量。
现代生物技术是当前影响国民经济的四大科学支柱之一，而以基因工程药物为中心的医药生物技术则是生物技术领域中最为活跃、发展最为迅速的部分。目前，基因工程药物主要以蛋白多肽类产品为主，由于不同蛋白之间性质的差别很大，因此针对每一个蛋白都要摸索出与其相对应的纯化程序和条件，因求获得高纯度，高活性且低成本的目的蛋白。因此蛋白纯化技术是基因工程药物商业化的关键，目前人才市场上对蛋白纯化提纯技术人员需求量较大。
目前本科教学试验中往往采用手工蛋白提取，虽然成本较低，但与实际生产脱节，使我们的学生无法达到医药企业期望的制药专业毕业生应达到的水平，降低了我校毕业生的市场竞争力。

AKATA蛋白纯化系统是目前国内外生物医药公司普遍采用的蛋白生产仪器，它通过优化后的程序生产的蛋白可以直接使用。通过对该系统的学习，学生不仅可了解蛋白纯化的原理，还可以直接接触实际生产，使我们培养的学生更适合医药企业的需要，提升市场竞争力。
由于AKATA蛋白纯化系统具有高效的蛋白分离纯化能力，除了满足本科生试验外，该系统还可以解决以往手工提纯蛋白纯度低，不易用于后续科研的问题。此外，程序化的机器操作可有效屏蔽人为误差，使结果更加真实可信，可有效节约人力物力，有效提升我院科研实力。
综上所述，我们认为，该系统可有效提高我院的教学质量及科研能力。希望能够批准引进。

第一篇  分子克隆技术基础知识

第一章  基因工程载体
　　基因工程载体是要按人们的意愿去有目的地改造，创建生物遗传性，因此其最基本的工程就是要得到目的基因或核酸序列的克隆。分离或改建的基因和核酸序列自身不能繁殖，需要载体携带它们到合适的细胞中复制和表现功能。对理想的基因工程载体一般至少有以下几点要求：
　　① 能在宿主细胞中复制繁殖，而且最好要有较高的自主复制能力。
　　② 容易进入宿主细胞，而且进入效率越高越好。
　　③ 容易插入外来核酸片段，插入后不影响其进入宿主细胞和在细胞中的复制。这就要求载体DNA上要有合适的限制性核酸内切酶位点。
　　④ 容易从宿主细胞中分离纯化出来，这才便于重组操作。
　　⑤ 有容易被识别筛选的标志，当其进入宿主细胞、或携带着外来的核酸序列进入宿主细胞都能容易被辨认和分离出来。这才介于克隆操作。
　　重组DNA技术中最常用的载体有质粒、噬菌体λ，柯斯质粒（cosmid）和噬菌体M13。它们的受体细胞都是大肠杆菌。这四种载体的大小和结构尽管各不相同，但它们的共同特点是：①都能在大肠杆菌中自主复制，而且能连同所带的外源DNA一起复制；②都很容易同细菌DNA分开并加以纯化；③都有一段DNA对于它们自身在细菌中的增殖不是必需的。因此，外源DNA可以插入这一段DNA中，或是置换这一段DNA而不影响载体的复制。根据这一特点，载体又可分成插入型和置换型两大类。
　第一节  质粒载体
一、质粒的生物学特性
质粒是指在细菌细胞内作为与宿主染色体有别的复制子而进行复制并且在细胞分裂时能恒定的传递给子代细胞的独立遗传因子。质粒的生物学特性，如下：

（1）质粒是独立于染色体以外的能自主复制的裸露的双链环状(少数为线形和RNA） DNA分子。广泛存在于细菌细胞中，比病毒更简单。在霉菌、蓝藻、酵母和一些动植物细胞中也发现了质粒，目前对细菌的质粒研究得比较深入，特别是大肠杆菌的质粒。大肠杆菌的质粒主要有F质粒（F因子）、R质粒（抗药性因子）和Col质粒（大肠杆菌素因子）三种。
（2）质粒的大小差异很大，最小的只有1kb，只能编码中等大小的2-3种蛋白质分子，最大的达到200kb。
（3）质粒的生存在寄主细胞中“友好”地“借居”，离开了寄主它本身无法复制；同时质粒往往有宿主专一性，如大肠杆菌的复制起点不一定能在其它生物细胞中繁殖。

（4）质粒的复制类型一种质粒在宿主细胞中存在的数目称为该质粒的拷贝数。据拷贝数将质粒分为两种复制型：“严紧型”质粒（stigent plasmid），拷贝数为1-3；“松弛型”质粒（relaxed plasmid），拷贝数为10-60。不过即使是同一质粒，其拷贝数在不同的寄主细胞间和不同的生长环境也可能有很大的变化。
（5）质粒的不亲和性。两种亲缘关系密切的不同质粒不能在同一宿主细胞中稳定共存；载体质粒与受体的质粒应是不同的不亲和群。

（6）质粒的转移。转移性质粒，含有tra基因；能通过结合作用从一个细胞转移到另一个细胞。非转移性质粒，不含tra基因；可以为转移性质粒所带动转移。
（7）质粒的存在形式有超螺旋、开环双螺旋和线状双螺旋三种。
二、质粒DNA的制备
有多种分离质粒的方法，如碱裂解法、煮沸裂解法、层析柱过滤法等。
    目前一般使用碱变性法制备质粒DNA。这个方法主要包括培养收集细菌菌体，裂解细胞，将质粒DNA与染色体DNA分开及除去蛋白质和RNA。

（一）碱变性法提取质粒的原理
    根据共价闭合环状质粒DNA与线性染色体DNA片断之间，在拓扑学上的差异而发展出来的。在pH值12.0-12.5范围内时，线性的DNA会被变性而共价闭合环状质粒DNA却不会被变性。通过冷却或恢复中性pH值使之复性，线性染色体形成网状结构，而cccDNA可以准确迅速复性，通过离心去除线性染色体，获得含有cccDNA的上清液，最后用乙醇沉淀，获得质粒DNA。

（二）碱变性法提取质粒的步骤
（1）取1.5 ml含质粒的大肠杆菌过夜培养物，加在微量离心管中，离心收集细胞沉淀；

（2）加入100 μl冰冷的溶液I，（50mM葡萄糖，25mM Tris-HCl (pH8.0)，10mM EDTA）涡旋震荡悬浮菌液。

（3）加入200 μl新配制的溶液II，（0.2M NaOH，1.0%SDS）缓缓混匀置室温5 min。

（4）加入150 μl冰冷的溶液III，（醋酸钾29.4g，冰乙酸11.5 ml，加蒸馏水至100 ml）颠倒离心管10次后，冰浴5 。

（5）离心的上清液用苯酚抽提数次，用乙醇沉淀收集质粒DNA。

（三）质粒载体的改造
质粒载体的改造，策略如下：

（1）去掉不必要的DNA区段。

（2）减少限制酶的识别位点，一种酶只保留一个（单一的限制性酶切位点）。

（3）加入易于检出的选择性标记基因。

（4）对质粒进行安全性改造，要求质粒不能随便转移。

（5）改造或增加基因表达的调控序列。

1、质粒pBR322
结构：
（1）氨苄青霉素抗性基因（ampr或Apr） 

内部有3种限制酶单一识别位点 。

（2）四环素抗性基因（tetr或Tcr）

内部有7种，启动区内有2种限制酶单一识别位点 。

（3）DNA复制起点（ori）

pBR322质粒的优点：
（1）具有较小的分子量。

4363bp，2.6×106Da，

（2）具有两种抗菌素抗性基因可供作转化子的选择标记。

（3）具较高的拷贝数，而且经过氯霉素扩增之后，每个细胞中可累积1000-3000个拷贝。

（4）对多种常见的限制性内切核酸酶只含有一个能切割的位点。
2、pUC质粒载体
1987年，J.Messing和J.Vieria采用MCS技术在pBR322基础上构建的。
结构：

（1）来自于pBR322的Ori
（2）氨苄青霉素的抗性基因(ampr)
核苷酸序列发生了变化。
（3） LacZ′基因 
编码β—半乳糖酶的α—肽链即氨基末端。
（4）MCS区段

是一段用于插入外源DNA片段的特定区域，由一系列的紧密相连的限制性内切酶位点组成，而且每个限制性内切酶位点在整个载体中是唯一的。
与pBR322相比，pUC质粒载体优点：
（1）具有更小的分子量和更高的拷贝数

如pUC8为2 750bp，pUCl8为2 686bp，控制质粒复制rop基因的缺失，平均每个细胞即可达500-700个拷贝。

（2）适用于组织化学法检测重组体

通过(-互补作用，利用菌落颜色筛选重组子。
（3）具有多克隆位点区段（MCS）

可以定向克隆防止载体自我连接。
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图1-1  pUC18/ pUC19图谱

　　现在分子生物学使用的质粒载体都已不是原来细菌或细胞中天然存在的质粒，而是经过了许多的人工的改造。从不同的实验目的出发，人们设计了各种不同的类型的质粒载体，近年来发展很快，新的有特定用途的质粒不断被创建。图1-1给出最常用的大肠杆菌克隆用质粒pUC19的图谱，此质粒的复制起点处序列经过改造，能高频率起动质粒复制，使一个细菌pUC19的拷贝数可达500-700个；质粒携带一个抗氨芐青霉素基因，编码能水解β-内酰胺环，从而被坏氨芐青霉素的酶，当用pUC19转化细菌后放入含氨芐青霉素的培养基中，凡不含pUC19者都不能生长，结果长出的细菌就是都含有pUC19的；pUC19还携带细菌lac操纵元中的lacI和lacZ基因编码，β-半乳糖苷酶N端状146个氨基酸的段落，当培养基中含有诱导物IPTG和X-gal时，lacz ' 基因被诱导表达产生的β-半乳糖苷酶N端肽与宿主菌表达的C端肽互补而具有β-半乳糖苷酶活性（质粒和宿主编码的肽段各自都没有酶活性，两都融为一体而具酶活性，称为α-互补，α-complementation），半乳糖苷酶水解X-gal而使菌落呈现蓝色；在lacz '中间又插入了一段人工设计合成的DNA序列，其中密集多个常用的限制性核酸内切酶的位点，使外来的基因和序列能很方便地被插入此位置，当外来序列插入后则破坏了lacz '编码的半乳糖苷酶活性，生长的菌落就呈白色，这种颜色标志的变化就很容易区分和挑选含有和不含有插入序列或基因的转化菌落，称为蓝白筛选法。

　　除常用的大肠杆菌质粒载体外，近年来发展了许多人工构建的其它能用于微生物、酵母、植物等的质粒载体。含有不止一个Ori、能携带插入序列在不同种类宿主细胞中繁殖的载体称为穿梭载体（shuttle vectors）。

第二节  噬菌体载体

噬菌体（phage）是感染细菌的一类病毒，有的噬菌体基因组较大，加入λ噬菌和T噬菌体等；有的则较小，如M13、f1、fd噬菌体等。用感染大肠杆菌的λ噬菌体改造成的载体应用最为广泛。

λ噬菌体由头和尾构成，其基因组是长约49kb的线性双链DNA分子，组装在头部蛋白质外壳内部，其序列已被全部测出。λ噬菌体感染时，通过尾管将基因组DNA注入大肠杆菌，而将其蛋白质外壳留在菌外。DNA进入大肠杆菌后以其两端12bp的互补单链粘末端环化成环状双链，可以两种不同的方式繁殖（图1-2）：① 溶菌性方式（lytic pathway）：在营养充足，条件适合细菌繁殖时，利用宿主菌中的酶类和原料，λDNA上基因可按调控的顺序表达合成构成噬菌体头、尾和尾丝所需的各种蛋白质，λDNA经多次复制合成许多子代λDNA，于是装配成许多子代的λ噬菌体，最后裂菌，释放出许多新的λ噬菌体。② 溶原性方式（lysogenic pathway）：进入细菌的λDNA可整合(integrate）入细菌的染色质DNA中，随细菌染色体DNA复制，传给细菌后代，这个稳定潜伏在细菌染色质DNA中的λDNA称为原噬菌体(prophage)，含有原噬菌体的细菌称为溶原菌(lysogen)。λDNA的整合是可逆的，原噬菌体可从宿主DNA中切出，进入溶菌性方式的繁殖。
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图1-2  λ噬菌体的溶菌和溶原繁殖方式

一、(噬菌体载体

（一）噬菌体的生物学特性

烈性噬菌体：只具有溶菌生长周期
温和噬菌体：具有溶原生长周期和溶菌生长周期

溶菌周期指噬菌体将DNA注入寄主细胞后很快环化，然后进行自我复制、蛋白衣壳合成和新噬菌体颗粒的组装，最后使寄主细胞破裂而释放出大量的子代噬菌体。
溶原周期中，注入寄主细胞的噬菌体DNA是整合到寄主细胞染色体上并可以随着寄主细胞的分裂而进行复制。

整合了一套完整的噬菌体基因组的细菌被称为溶原性细菌。在溶原性细菌内存在的整合或非整合的噬菌体DNA被称为原噬菌体。

（二）(噬菌体的生物学特性
1、组成

(噬菌体由蛋白质外壳和线状双链DNA分子组成。(DNA长度为48502bp，在分子两端各有12个碱基的单链互补粘性末端。当其注入到寄主细胞中后，可以迅速通过这两个粘性末端的互补作用形成双链的环形DNA分子。上述通过粘性末端互补形成的双链区被称为cos位点（cohesive end site）。

2、是一个温和噬菌体
一般以溶原生长进行增殖，胁迫条件下也会进入溶菌生长周期。

3、复制

溶原周期随溶原细菌染色体一起复制；溶菌周期的早期是“θ”复制，晚期进行滚环复制。

4、基因组成

(DNA至少包括61个基因，大多基因按功能相似性成簇排列，其中一部分为噬菌体生命活动的必须基因，另一部分约1／3为非必须区段。

（三）(噬菌体载体的类型
1、插入型 （Insertion vectors ）
这种载体仅仅有一个可供外源DNA插入的克隆位点。如λgt10和λgt11 ，其克隆能力小，不到10 kb。
2、置换型 （Replacement vectors）
这种载体具有两个对应的酶切克隆位点，在两个位点之间的λDNA区段是λ噬菌体的非必需序列，可以被外源插入的DNA取代。如Charon 4 载体，其克隆能力大，20-25kb。

二、M13噬菌体
1、丝状噬菌体M13噬菌体的生物学特性

M13噬菌体是单链闭合环状噬菌体，只能感染雄性细菌，外形成丝状，基因组DNA长约6.4kb，可分为10个区和507 bp基因间隔区（IS区），该区可以接受外源DNA的插入而不会影响到噬菌体的活力。这是该噬菌体能用于单链DNA载体的重要前提。

2、M13噬菌体载体的构建
（1）在IS区内插入LacZ基因

（2）在标记基因区内组装MCS区段
所以能通过(互补在X-Gal/ IPTG平板上识别重组体。这类载体包括了 M13mp8、9 和 M13mp18、19等。这类载体的突出优点在于其既可以提供单链DNA，也可以提供双链的DNA。其最大的不足在于插入大的DNA片段后表现不稳定，在噬菌体增殖过程中容易发生缺失。所以一般克隆的片段在1kb之内，克隆300-400bp的片段十分稳定。

三、柯斯质粒载体
1、柯斯质粒载体的特点
柯斯质粒是一类人工构建的含有(DNA的cos序列和质粒复制子的特殊类型的质粒载体，cosmid是cos site carrying plasmid的缩写。
柯斯质粒的大小为4-6kb，由3部分组成：
（1）多克隆位点区

（2）含有cos位点的(DNA区

（3）复制起始位点和抗性标记区

2、柯斯质粒载体的特性
（1）具有(噬菌体的特性 

柯斯质粒连接上适宜长度的外源DNA后可以在体外包装成噬菌体颗粒，并能高效转导寄主细胞。进入寄主细胞的DNA也能环化和复制，但是不会形成新的噬菌体颗粒，也不能发生溶菌现象。

（2）具有质粒载体的特性 

能象质粒一样在寄主细胞内复制，且带有抗性选择标记基因，有些还带有插入失活型的多克隆位点，为重组体的筛选提供了方便。

（3）高容量的克隆能力 

cos质粒本身很小，只有复制起点、选择标记和cos位点等构成，所以其克隆上限可达45kb左右。不过由于包装的限制，其克隆片段至少要达到30kb。

表1-1  四种常用载体的比较

	 
	质粒
	λ噬菌体
	柯斯质粒
	单链噬菌体

	克隆DNA大片段
	±*
	+
	+
	-

	构建基因组文库
	-
	+
	+
	-

	构建DNA文库
	+
	-
	-
	-

	常规的亚克隆化
	+
	-
	-
	-

	构建新型的DNA结构
	+
	-
	-
	-

	序列分析
	+
	-
	-
	+

	单链探针
	+**
	-
	-
	+

	外源基因在大肠杆菌中的表达
	+
	-
	-
	-


　　λ噬菌体整个基因组如图1-3所示，可分为三个部分，①左臂：从A到J长约20kb，其中的基因编码构成头部、尾部、尾丝对组装完整噬菌体所需要的蛋白质。②中段：长约20kb，是λDNA整合和切出，溶原生长所需的序列。③右臂：长约10kb，是调控区，控制溶菌和溶原生长最重要的调控基因和序列、以及λDNA复制起始均在这区域内。左右臂包含λDNA复制、噬菌体结构蛋白合成、组装成熟噬菌体、溶菌生长所需全部序列；对溶菌生长来说，中段是非必需的。

　　利用λ噬菌体作载体，主要是将外来目的DNA替代或插入中段序列，使其随左右臂一起包装成噬菌体，去感染大肠杆菌，并随噬菌体的溶菌繁殖而繁殖。现在广泛使用的λ噬菌体载体也是已作过许多人工改造的，主要的改造是：①设计去除λDNA上的一些限制性酶切点。这是因为λDNA较大，序列中的限制性酶切点过多，妨碍其应用。②在中段非必需区，替换插入某些标志基因如上述的可供蓝白筛选lacI-lacZ’序列，和多克隆位点等。由此可构建出两类λ噬菌体作载体；一类是插入型载体，可将外来序列插中段，常用的λgt系列载体，一般容许插入5-7kb外来DNA；另一类是转换型载体，即可用外来DNA替代中段，如IMBL系列载体。
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图1-3　野生型λ噬菌体DNA及相应的λ噬菌体DNA图谱

插入或置换中段外来的DNA长度是有一定限制的，当噬菌体DNA长度大于野生型λ噬菌体基因组105%或小于78%时，包装而成的噬菌体存活力显著下降。所以λ噬菌体载体可插入长5-20kb的外来DNA，这比质粒载体能插入的DNA长得多；而且包装的λ噬菌体感染大肠杆菌要比质粒转化细菌的效率高得多，所以λ噬菌体载体常用于构建cDNA文库或基因组文库。但λ噬菌体载体的克隆操作要比质粒载体复杂。

　　如果将左右臂和中段都去除，仅留下λDNA而端包装噬菌体所必需的cos序列，再加上质粒的复制序列、标志基因、多克隆位点等，就可构成cos质粒或称为粘粒的载体。粘粒可插入45kb长的外源DNA，然后用λ噬菌体外壳蛋白包装成噬菌体，感染大肠杆菌后，粘粒的DNA能以质粒的形式在细菌中繁殖而被克隆。所以粘粒主要用于DNA文库的构建。

　第三节  动物病毒载体

　　质粒和噬菌体载体只能在细菌中繁殖，不能满足真核DNA重组需要。感染动物的病毒可改造用作动物细胞的载体。由于动物细胞的培养和操作较复杂、花费也较多，因而病毒载体构建时一般都把细菌质粒复制起始序列放置其中。使载体及其携带的外来序列能方便地在细菌中繁殖和克隆，然后再引入真核细胞。目前病毒载体常用者有改造来自猴肾病毒SV40（Simian Virus 40）、逆转录病毒和昆虫杆状病毒等，使用这些病毒载体的目的多为将目的基因或序列放入动物细胞中表达或试验其功能、或作基因治疗等。

　　人基因组十分庞大，约含4×109bp，建立和筛选人的基因组文库，要求有容量更大的载体，酵母人工染色体（yeast artificial chromosome,YAC）载体应运而生。YAC含有酵母染色体端粒（telesome）、着丝点（centromere）及复制起点等功能序列，可插入长度达200-500kb的外源DNA，导入酵母细胞可以随细胞分裂周期复制繁殖供作克隆，成为人基因组研究计划的重要载体。

（三）猴病毒40（SV40）

　　猴病毒40（SV40）的基因组常用来作为克隆载体，把外源DNA转入哺乳类细胞。猴病毒40是球形动物病毒，直径40nm，呈20面体，有一个共价闭环的双链DNA基因组，全长5244bp。它在猴肾中增殖。被SV40感染的细胞都会出现SV40的T抗原。早已证明完整的小鼠染色体β珠蛋白基因（包括所有的间插顺序和两侧顺序）整合在SV40中后，在被感染的猴肾细胞中都能正确地转录和翻译。表明猴肾细胞的拼接系统能有效地处理小鼠β珠蛋白的初级转录本。

　　可是，SV40作为克隆载体有其局限性：①SV40基因组的晚期功能区的裂解性，不利于外源DNA的重组和表达；②早期功能区与病毒的致癌性有关，使用时有顾虑；③重组DNA片段的大小受体限制。

（四）逆转录病毒

　　逆转录病毒是RNA病毒，它有三个基因：gag-编码病毒的核心蛋白；pol-编码逆转录酶；env-编码病毒的被膜糖蛋白。有的逆转录病毒还带有癌基因（onc），即有的逆转录病毒有致癌作用。近年来，已设计构建成一些缺陷型病毒（defective virus）使逆转录病毒成为有用的基因载体，成功地把抗药性基因转入了人体造血前体细胞，并在细胞中表达。Hock等选用了缺失编码病毒外壳蛋白基因的逆转录病毒，因此不能合成自身的外壳，但它有识别外壳蛋白进行包装的信号（一段尚未鉴定的DNA顺序）。用这种缺陷的逆转录病毒去感染某种细胞株，这种细胞株包含有辅助病毒（helper virus）。辅助病毒能合成蛋白外壳，但缺失了识别蛋白外壳进行包装的信号，因此它不能包装成病毒颗粒。当用逆转录病毒感染细胞株后，逆转录病毒的RNA进入辅助病毒的外壳蛋白，成为病毒颗粒。这时把受感染的细胞同骨髓细胞一起培养，包装在辅助病毒外壳蛋白中的逆转录病毒RNA，进入骨髓细胞，病毒DNA插入宿主细胞基因组，基因的活性得到表达。这时，由于骨髓细胞里面没有辅助病毒，所以整合进宿主基因组的逆转录病毒，不再有外壳蛋白可供包装，因此也就无法增殖，而只能被“陷”在宿主基因组中，通过细胞分裂而传给下一代子细胞。

第四节  其他载体

　　现在提到的分子载体有的不是用于克隆某基因，而是作为外源基因进入受体细胞的运载工具。

　　（一）转座子载体

　　这里主要提一下有关果蝇转座因子（P因子）作为基因载体。因为这是很有希望的真核生物基因工程的载体，果蝇的P因子约长3kb，每端各有反向重复顺序，当它插入基因组时，可以激活或灭活近旁的基因，当它从基因组上切下来时，也可能把近旁的基因或DNA顺序一起切下而引起突变。现在已能把带有某种限制酶切点的P因子克隆到质粒pBR322中，然后在P因子酶切点上插入外源DNA。经过扩增后，将这种重组DNA用微量注射仪直接注入果蝇的受精卵中。结果所克隆的基因能随P因子插入受体细胞的基因里，并且得到表达。

　　（二）人工微小染色体

　　包括人体在内的高等生物基因工程中遇到的一个难题是缺乏合适的基因载体。要求载体对受体细胞没有危害，能安全、稳定地转给后代，使基因的性状得到连续的表达。这对校正某种遗传缺陷或改进某种性状都是十分有用的。目前一些实验室正致力于构建人工微小染色体（microchromosome）。

　　构建染色体应包括：基因、复制起点、着丝粒和端粒。染色体上需带有基因是不言而喻的。复制起点是染色体复制所不可缺少的。着丝粒保证复制后的染色体均等地分配到两个子细胞中。端粒具有某种特定结构以保证染色体的个体性。

　　首先，构建的是酵母的人工微小染色体。天然的酵母染色体为150-1000kb。人工构建的微小染色体长55kb，在细胞内很稳定，只是每个细胞里的拷贝数很少。比如已构成的人工微小染色体为7-15kb，每个细胞里的拷贝数虽然增多，但不够稳定。

　　人工构建酵母微小染色体的具体步骤见图1-4。从图中可以看到，先用质粒pBR322为材料，连接酵母的标记基因Leu2（亮氨酸）后去转化大肠杆菌，然后再接上酵母染色体上分离得到的着丝粒CEN3，再去转化大肠杆菌以增殖重组质粒，取得下一步实验用的DNA。接下去是连接从酵母（真核生物）中分离得到的ARS1。ARS是指自主复制顺序（autonomously replicating sequence），这个顺序中可能包含着复制起点。目前已从非洲爪蟾的线粒DNA，衣藻和烟草叶绿体和核DNA中分离ARS。最后一个步骤是接上染色体端粒。用的是四膜虫（tetrahymena）的rDNA末端（Tr末端）。这样构建成的质粒去转化酵母细胞后，在细胞内断开成为线状重组DNA分子，可以象天然染色体一样地复制和分离，这就是酵母线状质粒YLp4。
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图1-4　构建酵母人工微小染色体的步骤

载体（vector）是把外源DNA（目的基因）导入宿主细胞，使之传代、扩增、表达的工具。载体有质粒（plasmid）、噬菌体、单链丝状噬菌体和粘性末端质粒（粘粒）、病毒等。载体具有能自我复制；有可选择的，便于筛选、鉴定的遗传标记；有供外源DNA插入的位点；本身体积小等特征。

　　质粒存在于多种细菌，是染色体（核）以外的独立遗传因子，由双链环状DNA组成，几乎完全裸露，很少有蛋白质结合。质粒有严紧型和松弛型之分。严紧型由DNA多聚酶Ⅲ复制，一个细胞可复制1-5个质粒。而松弛型由DNA多聚酶Ⅰ复制，一个细胞可复制30-50个质粒，如果用氯霉素可阻止蛋白质合成，使质粒有效利用原料，复制更多的质粒。质粒经过改造品种繁多，常用的有pBR322、pUC系列等。这些质粒都含有多个基本基因，如复制起动区（复制原点Ori），便于复制扩增；抗抗生素标记（抗氨芐青霉素Apr、抗四环素Tcr等）或大肠埃希氏菌部分乳糖操纵子（E.coli LacZ）等，便于基因重组体的筛选；基因发动子（乳糖操纵子Lac、色氨酸操纵子Trp等）和转录终止序列，便于插入的外源基因转录、翻译表达。质粒上还有许多限制性内切酶的切点，即基因插入位点，又叫基因重组位点，基因克隆位点。

　　常用噬菌体载体有单链噬菌体M13系统；双链噬菌体系统。噬菌体应和相应的宿主细胞配合使用。

第二章  工具酶
工具酶是基因重组技术不可缺少的工具。主要有限制性内切酶、连接酶、核酸聚合酶、逆转录酶、核酸酶等。

限制性内切酶有Ⅰ型和Ⅱ型限制性DNA内切酶之分，Ⅱ型能严格识别核酸序列，并在识别区内特定的核苷酸处切开DNA双链。故通常所指都是Ⅱ型限制性DNA内切酶。识别分四核苷酸和六核苷酸，其序列旋转对称。切口分平端和粘端，产生3′-OH和5′-P末端（见表2-1）。限制性内切酶品种多，使用时应注意温度、缓冲液用量（一般1μg DNA/2-5单位酶）等反应条件。
表2-1 Alu Ⅰ和Eco RⅠ识别顺序和切割位点
	酶
	识别序列
	切口
	 

	Alu Ⅰ
	…AGCT…
	…AG  CT…
	四核苷酸

	 
	…TCGA…
	…TC  GA…
	平端切口

	Eco RⅠ
	…GAATTC…
	…G  AATTC…
	六核苷酸

	 
	…CTTAAG…
	…CTTAA  G…
	粘端切口


　　连接酶有T4噬菌体DNA连接酶、T4噬菌体RNA连接酶、大肠埃希氏菌DNA连接酶等。DNA连接酶可连接平末端，也可连接粘性末端。反应需有Mg2+和ATP存在，pH7.5-7.6。最适温度为37℃，30℃以下活性明显下降，但考虑到被连接DNA的稳定性和粘性末端的退火温度，一般平末端连接用20-25℃，粘端连接用16℃左右。

　　聚合酶有DNA聚合酶（以DNA为模板合成DNA的大肠埃希氏菌DNA聚合酶Ⅰ，大肠埃希氏菌DNA聚合酶Ⅰ大片段（Klenow大片段），T4或T7噬菌体DNA聚合酶等）；RNA聚合酶（以DNA为模板合成RNA，T7或T3噬菌体RNA聚合酶）；逆转录酶（以RNA为模板合成DNA，除RNA病毒中发现外，发现大肠埃希氏菌DNA聚合酶Ⅰ和Taq DNA聚合酶都有逆转录活性）。

　　大肠埃希氏菌DNA聚合酶Ⅰ具有5′→3′聚合酶活性和5′→3′ 及3′→5′外切酶活性。Klenow片段是DNA聚合酶Ⅰ被枯草杆菌蛋白酶作用后产生的一个大片段，有5′→3′ 聚合酶和5′→3′ 外切酶活性，无3′→5′ 外切酶活性。可用于缺口翻译法（nick translation）标记核酸，也可用于DNA序列测定，修补DNA链等。

　　核酸酶有DNase、RNase、核酸酶S1等，可水解相应的DNA和RNA，核酸酶S1可降解单链DNA和RNA，用量增大也可降解双链核酸。它可用于切去ds-cDNA合成中产生的发夹环。

　　末端转移酶在Mg2+存在下，选择3′-OH端单链DNA为引物加入核苷酸，在Co2+存在下，选择3′-OH端双链DNA为引物加入核苷酸，形成多聚核苷酸尾。常用于核酸末端标记和核酸连接的互补多聚尾。

　　碱性磷酸酶去除5′-P，可防止两分子DNA片段5′ 端P基团自身空间障碍，影响DNA分子之间的连接，一般用碱性磷酸酶处理载体DNA除去5′ 端磷酸基团，在连接酶作用下目的基因的5′ 端P先与载体3′ 端OH连接，再通过复制修复另一条链，使两条链完全连接。该方法大大提高了连接效率（图2-1）。
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图2-1　经碱性磷酸酶处理后载体DNA与目的基因DNA的连接
第一节  限制性核酸内切酶及其应用
一、限制性核酸内切酶的发现

当λ(k)噬菌体侵染E.coli B时，由于其DNA中有EcoB核酸酶特异识别的碱基序列，被降解掉。而E.coli B的DNA中虽然也存在这种特异序列，但可在EcoB甲基化酶的作用下，催化S-腺苷甲硫氨酸（SAM）将甲基转移给限制酶识别序列的特定碱基，使之甲基化。EcoB核酸酶不能识别已甲基化的序列。
最早分离出的限制内切酶是在1968年，Meselson和Yuan，大肠杆菌B和K菌株，EcoB和EcoK，是I型的，没有实用价值。
首个II型限制内切酶是在1970年，由H.O.Smith等从Heamophilus influenzae的Rd菌株中Hind II 。使得DNA分子的体外精确切割成为可能。

从此，相关研究展开。如NEB公司的提取和克隆。目前已纯化出3000种限制性内切酶中，其中有30%是在NEB发现的。

限制性核酸内切酶（restriction endonuclease ）是一类能够识别双链DNA分子中的某种特定核苷酸序列，并由此切割DNA双链结构的核酸内切酶。切开的是3′，5′-磷酸二酯键。

二、限制性核酸内切酶的分类

    分为I型、II型和III型。

三、限制性核酸内切酶的命名

1、寄主菌属名的第一个字母和种名的头两个字母组成3个斜体，字母的略语表示酶来源的菌种名称，如大肠杆菌Escherichia coli 表示为Eco ，流感嗜血菌Haemophilus influenzae 表示为Hin；

2、用一个正体字母表示菌株的类型，比如EcoR、Hind；

3、如果一种特殊的寄主菌株具有几个不同的限制修饰体系，则用罗马数字标出，比如Eco R I、Hind III。

四、II型限制性核酸内切酶的基本特性

1、识别位点的特异性    
每种酶都有其特定的DNA识别位点，通常是由4-8个核苷酸组成的特定序列（靶序列）。

2、识别序列的对称性    
靶序列通常具有双重旋转对称的结构，即双链的核苷酸顺序呈回文结构。

3、切割位点的规范性    
    交错切或对称切（可形成粘性末端或平末端的DNA分子）。
与II型核酸内切酶有关的几个概念
粘性末端（cohesive ends）：是指DNA分子在限制酶的作用之下形成的具有互补碱基的单链延伸末端结构，它们能够通过互补碱基间的配对而重新环化起来。
平 末 端 ：Blunt end在识别序列对称处同时切开DNA分子两条链，产生的平齐末端结构。则不易于重新环化。

同裂酶（isoschizomers）：能识别和切割同样的核苷酸靶序列的不同来源的内切酶。不同同裂酶对位点的甲基化敏感性有差别。

同尾酶（isocaudamers）：识别的靶序列不同，但能产生相同粘性末端的一类限制性核酸内切酶。如BamH I 、Bcl I、Bgl II和Xho I 是一组同尾酶。由同尾酶产生的粘性末端序列很容易重新连接，但是两种同尾酶消化产生的粘性末端重新连接形成的新片段将不能被该两种酶的任一种所识别。

（五）限制性核酸内切酶的消化反应

一个限制酶单位（U）指：在理想的反应条件（适宜的缓冲液和反应温度，通常为37℃）下，1h内中完全降解1 (g ( DNA所需要的酶量。
影响酶活性的因素很多，最重要的有：

1、DNA的纯度

2、DNA的甲基化程度

3、酶切反应的温度（通常为37℃ ）

4、DNA的分子结构 

5、核酸内切限制酶的缓冲液 

在“非最适的”反应条件下，有些核酸内切限制酶识别序列的特异性便会发生“松动”，从其“正确”识别序列以外的其它位点切割DNA分子，这种现象叫星号活性。用*表示。

第二节  DNA连接酶及其应用
一、DNA连接酶的发现

环形DNA分子的发现使科学家相信一定有一种能连接这种切口的酶存在。

首个DNA连接酶(ligase)——大肠杆菌DNA连接酶，是1967年发现的，是大肠杆菌基因编码。

1970年，发现了T4DNA连接酶，由大肠杆菌T4噬菌体基因编码的。

二、DNA连接酶作用特点

1、连接的两条链必须分别具有自由3′-OH和5′-P，而且这两个基团彼此相邻；

2、在羟基和磷酸基团间形成磷酸二酯键是一种耗能过程。

E.coli DNA连接酶：连接具互补碱基黏性末端(最初研究表明），现在研究可连接平末端；需NAD+辅助因子，活性低，不常用。
T4DNA连接酶：连接具互补碱基黏性末端和平末端，需ATP辅助因子，活性高，常用。

三、DNA连接酶的反应条件

影响连接效率的因素有：
1、温度（通常在4-15℃ ）

2、ATP的浓度(10 μM -1 (M )
3、连接酶浓度（一般平末端大约需1-2U，黏性末端仅需0.1U）
4、反应时间（通常连接过夜）

5、插入片段和载体片段的摩尔比（ 1∶1-5∶1） 

四、T4 DNA连接酶对目的DNA片段和载体连接的一般方案
1、连接反应一般在灭菌的0.5 ml离心管中进行。
2、10 μl体积反应体系中：取载体50-100 ng，加入一定比例的外源DNA 分子（一般线性载体DNA分子与外源DNA分子摩尔数为1∶1-5∶1），补足ddH2O 至8 μl。

3、轻轻混匀，稍加离心，56℃水浴5 min后，迅速转入冰浴。

4、加入含ATP的10×Buffer 1 μl，T4 DNA连接酶合适单位，用ddH2O 补至10 μl，稍加离心，在适当温度（一般16℃）连接8-14 h。

第三节  DNA聚合酶及其应用
一、大肠杆菌DNA聚合酶I
是Kornberg A. 1956年首先从大肠杆菌E.coli 细胞中分离出来的。它是一种多功能性的酶。

（一）大肠杆菌DNA聚合酶I的生物活性

包括 3种不同的酶活性：
1、5′→ 3′聚合酶活性（模板，带3′-OH游离基团的引物、4种dNTPs、Mg2+ ）

2、双链特异性的5'→3' 核酸外切酶活性

3、3'→5' 核酸外切酶活性

从游离的双链或单链DNA的3′端降解。不过对于双链的降解可被5′→3′的多聚活性所抑制。主要是校正作用。

（二）大肠杆菌DNA聚合酶I 的用途

1、利用缺口转移法制备高比活度的DNA探针  

利用其5′→3′的外切酶活性及其聚合酶活性。
2、用于DNA连接前的大缺口填充  
利用5′→3′的聚合酶活性。
3、用于DNA的序列分析      
利用5′→3′的聚合酶活性。

二、Klenow片段
Klenow片段是大肠杆菌聚合酶 I 全酶经枯草杆菌蛋白酶处理后产生的大片段酶分子，分子量为76kD。

（一）Klenow片段生物活性

酶催活性：（1）5′→3′的聚合酶活性

　　　　     （2）3′→5′的核酸外切酶活性

（二）Klenow片段的主要用途

1、修补限制性酶消化DNA形成的3′隐蔽末端

2、标记DNA片段的末端

    底物为［α-32P］-dNTPs。

3、cDNA克隆中第二链cDNA的合成

4、DNA序列的测定

三、T4 DNA聚合酶

T4DNA聚合酶是从T4噬菌体感染了的大肠杆菌中分离出来的。
（一）T4 DNA聚合酶生物活性

1、5′→3′的聚合酶活性

2、3 ′→ 5 ′的核酸外切酶活性

其外切酶活性要比大肠杆菌聚合酶 I 的活性高200倍。比Klenow 片段酶强100-1000倍。因此，可以综合利用这两种活性进行取代合成反应：

如果反应体系中仅存在一种dNTP或没有底物时，这时T4DNA聚合酶就会表现出3 ′→ 5 ′外切酶活力，从双链DNA的3′开始降解，直到露出底物dNTPs相同的碱基。然后就在此位置发生合成和取代反应。

（二）T4DNA聚合酶的用途
1、利用取代合成反应制备探针
2、标记具有平末端的或具有3’－隐蔽末端的DNA片段

利用较强的3 ′→ 5 ′外切酶活性和 5′→3′聚合活性

3、用于DNA序列分析

四、逆转录酶（反转录酶）

逆转录酶是一种依赖RNA的DNA聚合酶。此酶首先是1970年从鼠白血病毒和劳氏肉瘤病毒中发现的。这两个课题组的论文都发在了同一期的《Nature》杂志上。最普遍使用的是从禽骨髓母细胞瘤病毒（AMV）分离出来的。

（一）逆转录酶生物活性

一种可以有效地将mRNA反转录成DNA的酶，其产物称为cDNA(complementary DNA)。

（二）逆转录酶的用途

主要用途是将mRNA转录成cDNA以便于克隆基因片段。

第四节  修饰性工具酶
一、末端转移酶（terminal transferase）

末端转移酶是一类不依赖于DNA模板的DNA聚合酶。
（一）末端转移酶生物活性

该类酶可以在没有模板链存在的情况下，将核苷酸连接到dsDNA或ssDNA的在3′-OH。特别是对于平末端的双链DNA末端加尾十分有用。

（二）末端转移酶的用途

给外源DNA片段及载体分子加上互补的同聚物尾巴，以创造粘性末端，便于重组。

二、SI核酸酶（SI nuclease）

这是一种从米曲霉（Aspergillus oryzae）中分离的高度单链特异的外切酶。
（一）SI核酸酶生物活性

可以降解单链DNA或RNA或双链的单链区。

（二）SI核酸酶用途
1、在cDNA合成过程中，切开cDNA的发夹末端；

2、载体构建过程中，切去DNA片段的单链尾巴，形成平末端结构。

三、碱性磷酸酶

从大肠杆菌中分离的细菌碱性磷酸酶（Bacterial   Alkaline Phosphatase）简称BAP。
    从小牛肠中分离的叫小牛肠碱性磷酸酶（ Calf Intestinal Alkaline Phosphatase），简称CIP，用的广泛。

（一）碱性磷酸酶生物活性

脱磷酸作用，将单链或双链DNA或RNA5’-P（磷酸）转化成5’-OH。

（二）碱性磷酸酶用途

1、在用32P标记DNA 5′端之前，去除5′端的磷；

2、在DNA重组技术中，去除DNA片段的5′磷酸，防止载体的自身环化，提高重组子比例。

第三章  电泳技术

电泳法，是指带电荷的供试品（蛋白质、核苷酸等）在惰性支持介质（如纸、醋酸纤维素、琼脂糖凝胶、聚丙烯酰胺凝胶等）中，在电场的作用下，向其对应的电极方向按各自的速度进行泳动，使组分分离成狭窄的区带，用适宜的检测方法记录其电泳区带图谱或计算其百分含量的方法。

　　在电场中，推动带电质点运动的力（F）等于质点所带净电荷量（Q）与电场强度（E）的乘积。F＝QE质点的前移同样要受到阻力（F）的影响，对于一个球形质点，服从Stoke定律，即：F′＝6πrην式中r为质点半径，η为介质粘度，ν为质点移动速度，当质点在电场中作稳定运动时：F＝F′即QE＝6πrην。可见，球形质点的迁移率，首先取决于自身状态，即与所带电量成正比，与其半径及介质粘度成反比。除了自身状态的因素外，电泳体系中其它因素也影响质点的电泳迁移率。
　　电泳法可分为自由电泳（无支持体）及区带电泳（有支持体）两大类。前者包括Tise-leas式微量电泳、显微电泳、等电聚焦电泳、等速电泳及密度梯度电泳。区带电泳则包括滤纸电泳（常压及高压）、薄层电泳（薄膜及薄板）、凝胶电泳（琼脂、琼脂糖、淀粉胶、聚丙烯酰胺凝胶）等。
自由电泳法的发展并不迅速，因为其电泳仪构造复杂、体积庞大，操作要求严格，价格昂贵等。而区带电泳可用各种类型的物质作支持体，其应用比较广泛。
影响电泳迁移率的因素有以下几个方面：
1、电场强度  
电场强度是指单位长度（cm）的电位降，也称电势梯度。如以滤纸作支持物，其两端浸入到电极液中，电极液与滤纸交界面的纸长为20cm，测得的电位降为200V，那么电场强度为200V/20cm＝10V/cm。当电压在500V以下，电场强度在2-10v/cm时为常压电泳。电压在500V以上，电场强度在20-200V/cm时为高压电泳。电场强度大，带电质点的迁移率加速，因此省时，但因产生大量热量，应配备冷却装置以维持恒温。
2、溶液的pH值  
溶液的pH决定被分离物质的解离程度和质点的带电性质及所带净电荷量。例如蛋白质分子，它是既有酸性基团（-COOH），又有碱性基团（-NH2）的两性电解质，在某一溶液中所带正负电荷相等，即分子的净电荷等于零，此时，蛋白质在电场中不再移动，溶液的这一pH值为该蛋白质的等电点（isoelctric point，pI）。若溶液pH处于等电点酸侧，即pH＜pl，则蛋白质带正电荷，在电场中向负极移动。若溶液pH处于等电点碱侧，即pH＞pl，则蛋白质带负电荷，向正极移动。溶液的pH离pl越远，质点所带净电荷越多，电泳迁移率越大。因此在电泳时，应根据样品性质，选择合适的pH值缓冲液。

3、溶液的离子强度  
电泳液中的离子浓度增加时会引起质点迁移率的降低。其原因是带电质点吸引相反符合的离子聚集其周围，形成一个与运动质点符合相反的离子氛（ionic atmosphere），离子氛不仅降低质点的带电量，同时增加质点前移的阻力，甚至使其不能泳动。然而离子浓度过低，会降低缓冲液的总浓度及缓冲容量，不易维持溶液的pH值，影响质点的带电量，改变泳动速度。离子的这种障碍效应与其浓度和价数相关。可用离子强度I表示。
4、电渗 
在电场作用下液体对于固体支持物的相对移动称为电渗（electro-osmosis）。其产生的原因是固体支持物多孔，且带有可解离的化学基团，因此常吸附溶液中的正离子或负离子，使溶液相对带负电或正电。如以滤纸作支持物时，纸上纤维素吸附OH-带负电荷，与纸接触的水溶液因产生H3O+，带正电荷移向负极，若质点原来在电场中移向负极，结果质点的表现速度比其固有速度要快，若质点原来移向正极，表现速度比其固有速度要慢，可见应尽可能选择低电渗作用的支持物以减少电渗的影响。

第一节  琼脂糖凝胶

一、核酸分子大小与琼脂糖浓度的关系

（一）DNA分子的大小 

在凝胶中，DNA片段迁移距离（迁移率）与碱基对的对数成反比，因此通过已知大小的标准物移动的距离与未知片段的移动距离时行比较，便可测出未知片段的大小。但是当DNA分子大小超过20kb时，普通琼脂糖凝胶就很难将它们分开。此时电泳的迁移率不再依赖于分子大小，因此，就用琼脂糖凝胶电泳分离DNA时，分子大小不宜超过此值。

（二）琼脂脂糖的浓度 

不同大小的DNA需要用不同浓度的琼脂糖凝胶进行电泳分离，如表3-1所示。

表3-1 琼脂糖浓度与DNA分离范围
	琼脂糖浓度（%）
	 0.3
	0.6 
	0.7
	0.9  
	1.2  
	1.5   
	 2.0

	线状DNA大小（kb）
	60-5
	20-1
	10-0.8 
	 7-0.5 
	6-0.4
	4-0.2 
	3-0.1


二、核酸构型与琼脂糖凝胶电泳分离的关系

不同构型DNA的移动速度次序为：供价闭环DNA（covalently closed circular，cccDNA）>直线DNA>开环的双链环状DNA。当琼脂糖浓度太高时，环状DNA（一般为球形）不能进入胶中，相对迁移率为0（Rm=0），而同等大小的直线双链DNA（刚性棒状）则可以长轴方向前进（Rm>0），由此可见，这三种构型的相对迁移率主要取决于凝胶浓度，但同时，也受到电流强度、缓冲液离子强度等的影响。
三、电泳方法
（一）凝胶类型 
    用于分离核酸的琼脂糖凝胶电泳可分为垂直型及水平型（平板型）。水平型电泳时，凝胶板完全浸泡在电极缓冲液下1-2 mm，故又称为潜水式。目前更多用的是后者，因为它制胶和加样比较方便，电泳槽简单，易于制作，又可以根据需要制备不同规格的凝胶板，节约凝胶，因而较受欢迎。
（二）缓冲液系统 
    缺少离子时，电流太小，DNA迁移慢；相反，高离子强度的缓冲液由于电流太大会大量产热，严重时，会造成胶熔化和DNA的变性。
    常用的电泳缓冲液有EDTA（pH8.0）和Tris-乙酸（TEA），Tris-硼酸（TBE）或Tris-磷酸（TPE）等，浓度约为50 mM (pH7.5-7.8 )。电泳缓冲液一般都配制成浓的贮备液，临用时稀释到所需倍数。
    TAE缓冲能力较低，后两者有足够高的缓冲能力，因此更常用。TBE浓溶液长期贮存会出现沉淀，为避免此缺点，室温下贮存5×溶液，用时稀释10倍0.5×工作溶液即能提供足够缓冲能力。
（三）凝胶的制备 

 以稀释的电极缓冲液为溶剂，用沸水浴或微波炉配制一定浓度的溶胶，灌入水平胶框或垂直胶膜，插入梳子，自然冷却。
（四）样品配制与加样 
    DNA样品用适量Tris-EDTA缓冲液溶解，缓冲液内含有0.25%溴酚蓝或其他指示染料，含有10%-15%蔗糖或5%-10%甘油，以增加其比重，使样品集中。为避免蔗糖或甘油可能使电泳结果产生U形条带，可改用2.5% Ficoll（聚蔗糖）代替蔗糖或甘油。
（五）电泳 
      琼脂糖凝胶分离大分子DNA实验条件的研究结果表明，在低浓度、低电压下，分离效果较好。在低电压条件下，线性DNA分子的电泳迁移率与所用的电压呈正比。但是，在电场强度增加时，较大的DNA片段迁移率的增加相对较小。因此随着电压的增高，电泳分辨率反而下降，为了获得电泳分离DNA片段的最大分辨率，电场强度不宜高于5V/cm。
      电泳系统的温度对于DNA在琼脂糖凝胶中的电泳行为没有显著的影响。通常在室温下进行电泳，只有当凝胶浓度低于0.5%时，为增加凝胶硬度，可在4℃进行电泳。
（六）染色和拍照 
      常用荧光染料溴乙锭（EB）染色，在紫外光下观察DNA条带，用紫外分析仪拍照，或用凝胶成像系统输出照片，并进行有关的数据分析。
第二节  丙烯酰胺凝胶电泳
聚丙烯酰胺凝胶电泳是以聚丙烯酰胺凝胶作为支持介质的电泳方法。在这种支持介质上可根据被分离物质分子大小和分子电荷多少来分离。
一、聚丙烯酰胺凝胶优点
1、聚丙烯酰胺凝胶是由丙烯酰胺和N，N'甲叉双丙烯酰胺聚合而成的大分子。凝胶有格子是带有酰胺侧链的碳-碳聚合物，没有或很少带有离子的侧基，因而电渗作用比较小，不易和样品相互作用。
2、由于聚丙烯酰胺凝胶是一种人工合成的物质，在聚合前可调节单体的浓度比，形成不同程度交链结构，其空隙度可在一个较广的范围内变化，可以根据要分离物质分子的大小，选择合适的凝胶成分，使之既有适宜的空隙度，又有比较好的机械性质。一 般说来，含丙烯酰胺7-7.5%的凝胶，机械性能适用于分离分子量范围1万至100万物质，1万以下的蛋白质则采用含丙烯酰胺15-30%的凝胶，而分子量特别大的可采用含丙烯酰胺4%的凝胶，大孔胶易碎，小孔胶则难从管中取出，因此当丙烯酰胺的浓度增加时可以减少丙烯酰胺，以改进凝胶的机械性能。
3、在一定浓度范围聚丙烯酰胺对热稳定。凝胶无色透明，易观察，可用检测仪直接测定。
4、丙烯酰胺是比较纯的化合物，可以精制，减少污染。合成聚丙烯酰胺凝胶的原料是丙烯酰胺和丙烯酰胺。丙烯酰胺称单体，丙烯酰胺称交联剂，在水溶液中，单体和交联剂通过自由基引发的聚合反应形成凝胶。

二、催化剂催化聚丙烯酰胺凝胶的形成

在聚丙烯酰胺凝胶形成的反应过程中，需要有催化剂参加，催化剂包括引发剂和加速剂两部分。引发剂在凝胶形成中提供始自由基，通过自由基的传递，使丙烯酰胺成为自由基，发动聚合反应，加速剂则可加快引发剂释放自由基的速度。常用的引发剂和加速剂的配伍如下表： 

表3-2  聚合反应催化剂配伍
	引 发 剂 
	加 速 剂

	(NH4)2S2O8 
	TEMED

	(NH4)2S2O8
	DMAPN

	核 黄 素 
	TEMED


注：(NH4)2S2O8：过硫酸铵   TEMED：N，N，N，N'-四甲基乙二胺    DMAPN：β－二甲基胺基丙晴 　　

用过硫酸铵引发的反应称化学聚合反应；用核黄素引发，需要强光照射反应液，称光聚合反应。聚丙烯酰胺聚合反应可受下列因素影响： 1、大气中氧能淬灭自由基，使聚合反应终止，所以在聚合过程中要使反应液与空气隔绝。2、某些材料如有机玻璃，能抑制聚合反应。3、某些化学药物可以减慢反应速度，如赤血盐。4、温度高聚合快，温度低聚合慢。以上几点在制备凝胶时必须加以注意。凝胶的筛孔，机械强度及透明度等很大程度上由凝胶的浓度和交联剂决定。每100 ml凝胶溶液中含有单体和交联剂的总克数称凝胶浓度，常用T %表达；凝胶溶液中交联剂占单体和交联体总量的百分数称为交联度，常用C %表示。
　　交联度过高，胶不透明并缺乏弹性；交联度过低，凝胶呈糊状。聚丙烯酰胺凝胶具有较高的粘度，它不防止对流减低扩散的能力，而且因为它具有三度空间网状结构，某分子通过这种网孔的能力将取决于凝胶孔隙和分离物质颗粒的大小和形状，这是凝胶的分子筛作用。由于这种分子筛作用，这里的凝胶并不仅是单纯的支持物，因此，在电泳过程中除了注意电泳的基本原理以外，还必须注意与凝胶本身有关的各种性质（网孔的大小和形状等）。
三、不同浓度丙烯酰胺凝胶分离范围

有人测定了总浓度（T）为20%的丙烯酰胺液，在六种不同比例的双丙烯酰胺存在 下，聚合后的网孔大小，发现孔径与总浓度有关，总浓度愈大，孔径相应变小，机械强度增强，与总浓度不变时，甲叉双丙烯酰胺（Bis)的浓度在5%时孔径最小，高于或低于此值时，聚合体孔径都相对变大，凝胶孔径在凝胶电泳中是一个重要的参数，它往往决定了电泳的分离效果。经过不断的实践，得到了如表3所示的经验值，在一般情况下，大多数生物体内的蛋白质采用7.5%浓度的凝胶，所得电泳结果往往是满意的，因此称由此浓度组成的凝胶为“标准凝胶”。
对那些用于重要研究的凝胶，最好是通过采用10%的一系列凝胶浓度梯进行预试验，以选出最适凝胶浓度。
表3-3  不同分子量范围的蛋白质和核酸在凝胶电泳中所选用的凝胶浓度百分率 
	物 质
	分子量范围
	适用的凝胶浓度（%）

	蛋白质
	<10 
	20-30 

	
	1-4×104　 
	15-20 

	
	4×104-1×105 
	10-15 

	
	1-5×105
	5-10 

	
	>5×105
	2-5

	核酸
	<104 
	10-20 

	
	104-105
	5-10

	
	105-2×106
	2-3.6


　　聚丙烯酰胺凝胶电泳可分为连续的和不连续的两类，前者指整个电泳系统中所用缓冲 液，pH值和凝胶网孔都是相同的，后者是指在电泳系统中采用了两种或两种以上的缓 冲液，pH值和孔径，不连续电泳能使稀的样品在电泳过程中浓缩成层，从而提高分辨 能力。
蛋白质在聚丙烯酰胺凝胶中电泳时，它的迁移率取决于它所带净电荷以及分子的大小 和形状等因素。如果加入一种试剂使电荷因素消除，那电泳迁移率就取决于分子的大 小，就可以用电泳技术测定蛋白质的分子量。1967年，Shapiro等发现阴离子去污剂 十二烷基硫酸钠（SDS）具有这种作用。当向蛋白质溶液中加入足够量SDS和巯基乙 醇，SDS可使蛋白质分子中的二硫键还原。由于十二烷基硫酸根带负电，使各种蛋白 质—SDS复合物都带上相同密度的负电荷，它的量大大超过了蛋白质分子原的电荷量，因而掩盖了不同种蛋白质间原有的电荷差别，SDS与蛋白质结合后，还可引起构象改 变，蛋白质—SDS复合物形成近似“雪茄烟”形的长椭圆棒，不同蛋白质的SDS复合物 的短轴长度都不一样，约为18A，这样的蛋白质-SDS复合物，在凝胶中的迁移率，不 再受蛋白质原的电荷和形状的影响，而取决于分子量的大小，因而SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳可以用于测定蛋白质的分子量。
第三节  醋酸纤维素薄膜电泳
醋酸纤维素薄膜是由醋酸纤维素加工制成的。

一、醋酸纤维素薄膜优点
醋酸纤维素薄膜作为是电泳支持体有以下优点：① 电泳后区带界限清晰；② 通电时间较短（20 min至1 h）；③ 它对各种蛋白质（包括血清白蛋白，溶菌酶及核糖核酸酶）都几乎完全不吸附，因此无拖尾现象；④ 对染料也没有吸附，因此不结合的染料能完全洗掉，无样品处几乎完全 无色。它的电渗作用虽高但很均一，不影响样品的分离效果，由于醋酸纤维素薄膜吸水量较低，因此必需在密闭的容器中进行电泳，并使用较低有电流避免蒸发。

二、醋酸纤维素薄膜电泳应用

醋酸纤维素薄膜电泳已经广泛用于血清蛋白，血红蛋白，球蛋白，脂蛋白，糖蛋白，甲胎蛋白，类固醇及同工酶等的分离分析中，尽管它的分辨力比聚丙酰胺凝胶电泳低，但它具有简单，快速等优点。根据样品理化性质，从提高电泳速度和分辨力出发选择缓冲液的种类，pH和离子强度。选择好的缓冲液最好是挥发性强，对显色或紫外光等观察区带没有影响，若样品含盐量较高时，宜采用含盐缓冲液。例如血清蛋白电泳可选用pH8.6的巴比妥缓冲液或硼酸缓冲液；氨基酸的分离则可选用pH7.2的磷酸盐缓冲液等。电泳时先将滤膜剪成一定长度和宽度的纸条。在欲点样的位置用铅笔做上记号，点上样品，在一定的电压，电流下电泳一定时间，取下滤膜，进行染色。不同物质需采用不同的显色方法，如核苷酸等物质可在紫外分析灯下观察定位，但许多物质必须经染色剂显色。
醋酸纤维素薄膜电泳染色后区带可剪下，溶于一定的溶剂中进行光密度测定。也可以浸于折射率为1.474的油中或其他透明液中使之透明，然后直接用光密度计测定。它的缺点是厚度小，样品用量很小，不适于制备。
第四节  等 电 聚 焦

等电聚焦就是在电泳槽中放入载体两性电解质，当通以直流电时，两性电解质即形成一个由阳极到阴极逐步增加的pH梯度，当蛋白质放进此体系时，不同的蛋白质即移动到或聚焦于与其等电点相当的pH位置上。

一、等电聚焦的优缺点
等电聚焦的优点是：有很高的分辨率，可将等电点相差0.01-0.02pH单位的蛋白质分开；一般电泳由于受扩散作用的影响，随着时间和所走的距离加长，区带越走越宽，而电聚焦能抵消扩散作用，使区带越走越窄；由于这种电聚焦作用，不管样品加在什么部位，都可聚焦到其电点，很稀的样品也可进行分离；可直接测出蛋白质的等电点，其精确度可达0.01pH单位。
等电聚焦的缺点是：① 电聚焦要求用无盐溶液，而在无盐溶液中蛋白质可能发生沉淀；② 样品中的成分必需停留于其等电点，不适用在等电点不溶或发生变性的蛋白质。
　　等电聚焦技术要求有稳定的pH梯度，要求防止对流和防止已分离区带再混合的措施，其办法：密度梯度，聚丙烯酰胺凝胶和区带对流聚焦，其中以第一种方法为常用。

二、基本原理 

（一）人工pH梯度
在分离蛋白质时常用一个直立的性，以蔗糖密度梯度防止对流。当两个不同pH的缓冲液互相扩散时，在其混合区间即形成pH梯度，称为“人工pH梯度”。因为缓冲液是电解质，在电场中的它的离子移动会引起pH梯度的改变，所以不稳定。

（二）天然pH梯度
这种梯度是由电流本身所引起并保持的，比较稳定，其形成过程是，当电解硫酸钠的稀溶液时，在阳极聚焦硫酸而在阴极聚焦氢氧化钠。若将一些两性电解质放入槽中，则它们在阳极的酸性介质中就会得到质子而带正电，在阴极的碱性介质中则失掉质子而带负电，这样就会受其附近的电极所排斥而向相反方向移动。设其中有一个酸性最强的两性电解质（甲），当它由阴极逐渐接近阳极的硫酸时，就会失去电荷而停止运动，（甲）所在的位置就是它的等电点，另有一个等电点稍高于（甲）的物质（乙)，当向阳极运动靠近（甲）时，它不能超过（甲），因为那里低于它的等电点。于是（乙)将带正电荷而向阴极移动，它只能排要（甲）的阴极侧。假如有很多两性电解质，它们就会按照等电点由低到高的顺序依次排列，形成一个由阳极向阴极逐步升高的平稳的pH梯度，此梯度的进程取决于两性电解质的pH值，浓度和缓冲性质。防止对流的情况下，只要电流稳定，这个pH梯度将保持不变。

（三）两性电解质互相分离的条件
上述经验甲乙两物质形成两个相邻的不同pH的等电点层，因为在它们中间不能形成纯水层，所以它们不是完全分离开的，中间部分互相扩散，互相粘连。要使两物质完全分开，中间必须有一个介于其间pH值的物质，例如，当甲乙两物质的pH值正好一个在7以下，一个在7以上，即可以分开，因为中间形成了纯水层（pH=7)，这时水是作为一个两性电解质而存在。

（四）蛋白质的电聚焦分离
蛋白质及多肽是两性电解质，它们比氨基酸更适于电聚焦，因为它们在等电点附近仍有电荷而能进行电迁移，大部分中性氨基酸在接近等电点时就失去电荷而停止运动，不能过到真正的等电点。但在没有第三种居间的两性电解质存在时也不能将两种蛋白质完全分开，必须有很多不同pH值的是电解质（载体两性电解质）才能解决这个问题。

三、载体两性电解质 

（一）载体两性电解质必需具备的条件
1、在等电点处必需有足够的缓冲能力，以便能控制pH梯度，而不致被样品蛋白质或其他两性物质的缓冲能力改变pH梯度的进程。
2、在等电点必需的足够高电导，以便使一定的电流通过，而且要求具备不同pH值的载体有相同的电导系数，使整个体系中的电导均匀，如果有局部电导过小，就会产生极大的电位降，从而其他部分电压就会太小，以致不能保持梯度，也不能使应聚焦的成分进行电迁移，达到聚焦。
3、分子量要小，便于与被分离的高分子物质用透析或凝胶过滤法分开。
4、化学组成应不同于被分离物质，不干扰测定。
5、应不与分离物质反应或使之变性。总起来说，当一个两性电解质的等电点介于两个很近的pK值之间时，它在等电点的解离度大，缓冲能力强，而且电导系数高，这就是好的载体两性电解质。
（二）理想的载体两性电解质的合成
　　用具有几个pH值很相近的多乙烯多胺（如五乙烯六胺）为原料，与不饱和酸（如丙烯酸）发生加合反应：加合反应优先加在α、β饱和酸的β碳原子上，调节胺和酸的比例可以加上一个或多个羧基，这种合成方法与一般有机会合成不同，有机合成一般要求合成的产物愈纯愈好，而这里要求合成出的产物愈复杂愈好，要有多异构物和同系物，以保证的很多具有不同而又互相接近的pK值和pI值，从而得到平滑的pH梯度。载体两性电解质的等电点在pH3-10的范围，分子量在300-1000之间，它们的缓冲能力等于或优于组氨酸，电导性能良好，可以使电场强度分布较均匀，它们的水溶性良好，在1%水溶液中的紫外吸收值（260 nm）很低。

第五节  密度梯度等电点聚焦 

一、密度梯度
密度梯度是用以防止对流保持pH梯度，避免已分离物质再混合的重要措施则由重溶液和轻溶液以梯度混合形成。
用做密度梯度的溶质应具有以下条件：溶解度高，粘度低；密度大，得到的密度差不低于0.12 g/cm，不与样品蛋白质起反应，不解离。最常用的是蔗糖（分析纯），它对蛋白质不仅无害还有保护作用。重溶液含蔗糖50%（w/v)，这时柱上和柱下最大密度差为0.2 g/cm，浓度太高则粘度过大适用。蔗糖在高pH值时会分解，影响pH梯度及pI值测定，这种情况下可改用甘油，也可用甘露醇，山梨醇，右旋糖酐等。

二、pH梯度的选择 

　　在测定未知蛋白时，可先采用pH3-10的载体，经初步测定后改用较窄的以提高分辨率，在使用pH7以上或以下范围时，因缺少中性载体，在聚焦过程中载体与电极之间在pH7部位就会形成纯水区带，纯水的电导极低，必须避免此现象。凡使用离开中性的pH范围的载体时应加入相当于0.1载体量的pH6-8或pH3-10的载体。在用pH低于3的范围时，可加有机酸如一氯醋酸，二氯醋酸，甲酸，乙酸，pH离于10时，可补加胺使pH增加到11。载体在pH6附近电导较低，可以与蔗糖密度梯度互相补偿，蔗糖浓度高时电导低，所以可把pH6电导低部位放在柱上部，也就是用pH6以下范围时，阴极在上，而用pH6以上范围时，阳极在上方。

三、蛋白质样品及分离容量 

电聚焦有高的分辨力，一般样品不需提纯，分析上可用来测定混合物中某一成分的相对比例：如大量提纯蛋白质，则应预先初步提纯。有些物质（如核酸）聚焦时会沉淀，应预先除去。蛋白质应不含盐，因盐浓度高电流大，易发热，而且盐离子迁移至两极产生酸碱，占据了分离的有效部位。加样体积不受限制，最高可达80-85ml。　　

等电点聚焦的分离容量受下列几个因素影响：聚焦后每一区带的蛋白量取决于密度梯度所能支持的蛋白质，提高密度可以提高分离容量；容量与区带高度的平方成正比，降低电压可使区带变宽，提高容量，但分辨率降低，聚焦时间长，用窄的pH梯长范围可以使区带变宽，提高分辨率。用110 ml柱时，每一区带蛋白质含量最高可达２0-25 mg，由于粗蛋白样品可分为很多区带，所以总量可以加至几百毫克；分离的容量与柱的横载面成正比，用440 mg柱时，可加粗蛋白质5 g，每一区带可达1 g。
第六节  双向凝胶电泳
人类基因组计划与美国塞莱拉遗传信息公司于 2001 年在美国《科学》杂志和英国《自然》杂志联合宣布，他们绘制出了准确、清晰、完整的人类基因组图谱，至此，人类基因组计划已基本完成，随着后基因组时代的到来，蛋白质组学得到了空前的发展，蛋白质组研究旨在揭示基因表达的真正执行生命活动的全部蛋白质的表达规律和生物功能。包括蛋白质组、蛋白质组学、功能蛋白质组学和结构基因组学等新的概念的提出，蛋白质组学已成为当今生物领域中极其活跃的学科。其中双向电泳 (Two Dimensional Electrophoresis ，2DE) 是蛋白质组研究的三大关键核心技术之一 ( 另两种是质谱技术和蛋白质组信息学 ) 。由于双向电泳技术在蛋白质组与医学研究中所处的重要位置，它可用于蛋白质转录及转录后修饰研究，蛋白质组的比较和蛋白质间的相互作用，细胞分化凋亡研究，致病机制及耐药机制的研究，疗效监测，新药开发，癌症研究，蛋白纯度检查，小量蛋白纯化，新替代疫苗的研制等许多方面。

一、原理

双向电泳由于具有高分辨率和高灵敏度已成为分析复杂蛋白混合物的基本工具。自 1975 年，O ' Farrel 等建立这种技术后，已有许多改进，使得这一技术日趋完善，2DE 的第一向电泳是等电聚焦电泳 (Iso-Electric Focusing，IEF) ，然后通过十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS-PAGE) 对蛋白质进行第二向电泳；在 IEF 中，蛋白质因等电点不同而被分离，在 SDS-PAGE 中，不同分子量的蛋白质相互间被分离开，再用考马斯亮兰或银染进行检测，经 Pdquest 等软件对结果进行比对、解析。由于蛋白质的等电点和分子量是两个彼此不相关的重要性质，而 2DE 同时利用了蛋白质间的这两个性质上的差异分离蛋白质，因此 2DE 的分离能力非常强大，它甚至能将细胞中的 5000 种蛋白分离开，2DE 在分离蛋白混合样品，比较差异方面有不可替代的作用，结合质谱鉴定技术可查明大型蛋白复合物各组组分，与其它生物技术如分子生物学、分子遗传工程、免疫学、微量蛋白质的自动氨基酸序列分析相结合，可以快速准确地发现和鉴定新的蛋白质。

二、双向电泳技术的流程 

（一）样品制备 ( 蛋白提取 ) 

1、细胞培养、处理和收集； 

2、将细胞在 IEF 裂解缓冲液中溶解； 

3、将样品离心以去除不溶的细胞碎片和 DNA ，提取上清，-80 ℃保存。

（二）蛋白质定量和上样 

1、固相 PH 梯度干胶条 (immobi-line PH Gradient ，IPG) 水化、等电聚焦； 

2、IPG 的平衡； 

3、SDS-PAGE ； 

4、蛋白质检测：考马斯亮兰染色或银染色。

（三）图像分析及数据处理 

　　将染色后的凝胶放在 GS-710 光密度扫描仪上，扫描后的图像用 PDQUEST 2D 软件分析，选择部分匹配的蛋白质斑点进行比较。

三、IPG 的优点 

1、PH 梯度稳定、聚焦准确、精度高； 

2、无阴极漂移、碱性蛋白丢失的现象； 

3、蛋白上样量大，可提高低含量成分的分辨效果； 

4、样品中的盐的干扰少，无边缘效应； 

5、PH 梯度、分离结果重现性好。

四、在双向电泳应用中所面临的问题 

　　许多疏水性蛋白质 ( 如膜蛋白 ) 不溶于样品缓冲液，分子量过大 (>200kD) 极端酸性或碱性蛋白在电泳过程中易丢失，2DE 不能分辨。低含量组分易被高含量组分遮蔽，降低分辨率。蛋白在提取和消化过程中的丢失、凝胶的污染、在不影响分辨率情况下的上样量等等。

五、双向电泳的流程

（一）第一向等电聚焦 
1、从冰箱中取-20℃冷冻保存的水化上样缓冲液（不含DTT，不含Bio-Lyte）一小管（1ml/管），置室温溶解。
2、在小管中加入0.01g DTT，Bio-Lyte 2.5 ml，充分混匀。
3、从小管中取出400 ml水化上样缓冲液，加入100 ml样品，充分混匀。
4、从冰箱中取-20℃冷冻保存的IPG预制胶条（17cm pH 4-7），室温中放置10 min。
5、沿着聚焦盘或水化盘中槽的边缘至左而右线性加入样品。在槽两端各1cm左右不要加样，中间的样品液一定要连贯。注意：不要产生气泡。否则影响到胶条中蛋白质的分布。
6、当所有的蛋白质样品都已经加入到聚焦盘或水化盘中后，用镊子轻轻的去除预制IPG胶条上的保护层。
7、分清胶条的正负极，轻轻地将IPG胶条胶面朝下置于聚焦盘或水化盘中样品溶液上，使得胶条的正极（标有 ）对应于聚焦盘的正极。确保胶条与电极紧密接触。不要使样品溶液弄到胶条背面的塑料支撑膜上，因为这些溶液不会被胶条吸收。同样还要注意不使胶条下面的溶液产生气泡。如果已经产生气泡，用镊子轻轻地提起胶条的一端，上下移动胶条，直到气泡被赶到胶条以外。
8、在每根胶条上覆盖2-3 ml矿物油，防止胶条水化过程中液体的蒸发。需缓慢的加入矿物油，沿着胶条，使矿物油一滴一滴慢慢加在塑料支撑膜上。
9、对好正、负极，盖上盖子。设置等电聚焦程序。
10、聚焦结束的胶条。立即进行平衡、第二向SDS-PAGE电泳，否则将胶条置于样品水化盘中，-20℃冰箱保存。
（二）第二向SDS-PAGE电泳 
1、配制10%的丙烯酰胺凝胶两块。配80 ml凝胶溶液，每块凝胶40 ml，将溶液分别注入玻璃板夹层中，上部留1 cm的空间，用MilliQ水、乙醇或水饱和正丁醇封面，保持胶面平整。聚合30 min。一般凝胶与上方液体分层后，表明凝胶已基本聚合。
2、待凝胶凝固后，倒去分离胶表面的MilliQ水、乙醇或水饱和正丁醇，用MilliQ水冲洗。
3、从-20℃冰箱中取出的胶条，先于室温放置10 min，使其溶解。
4、配制胶条平衡缓冲液。
5、在桌上先放置干的厚滤纸，聚焦好的胶条胶面朝上放在干的厚滤纸上。将另一份厚滤纸用MilliQ水浸湿，挤去多余水分，然后直接置于胶条上，轻轻吸干胶条上的矿物油及多余样品。这可以减少凝胶染色时出现的纵条纹。
6、将胶条转移至溶涨盘中，每个槽一根胶条，在有胶条的槽中加入5 ml胶条平衡缓冲液。将样品水化盘放在水平摇床上缓慢摇晃15 min。
7、配制胶条平衡缓冲液。
8、第一次平衡结束后，彻底倒掉或吸掉样品水化盘中的胶条平衡缓冲液。并用滤纸吸取多余的平衡液（将胶条竖在滤纸上，以免损失蛋白或损坏凝胶表面）。再加入胶条平衡缓冲液II，继续在水平摇床上缓慢摇晃15 min。
9、用滤纸吸去SDS-PAGE聚丙烯酰胺凝胶上方玻璃板间多余的液体。将处理好的第二向凝胶放在桌面上，长玻璃板在下，短玻璃板朝上。
10、将琼脂糖封胶液进行加热溶解。
11、将10×电泳缓冲液，用量筒稀释10倍，成1×电泳缓冲液。赶去缓冲液表面的气泡。
12、第二次平衡结束后，彻底倒掉或吸掉样品水化盘中的胶条平衡缓冲液。并用滤纸吸取多余的平衡液（将胶条竖在滤纸上，以免损失蛋白或损坏凝胶表面）。
13、将IPG胶条从样品水化盘中移出，用镊子夹住胶条的一端使胶面完全浸末在1×电泳缓冲液中。然后将胶条胶面朝上放在凝胶的长玻璃板上。其余胶条同样操作。
14、将放有胶条的SDS-PAGE凝胶转移到灌胶架上，短玻璃板一面对着自己。在凝胶的上方加入低熔点琼脂糖封胶液。
15、用镊子、压舌板或是平头的针头，轻轻地将胶条向下推，使之与聚丙烯酰胺凝胶胶面完全接触。注意不要在胶条下方产生任何气泡。在用镊子、压舌板或平头针头推胶条时，要注意是推动凝胶背面的支撑膜，不要碰到胶面。
16、放置5 min，使低熔点琼脂糖封胶液彻底凝固。
17、在低熔点琼脂糖封胶液完全凝固后。将凝胶转移至电泳槽中。
18、在电泳槽加入电泳缓冲液后，接通电源，起始时用的低电流（5 mA/gel/17 cm）或低电压，待样品在完全走出IPG胶条，浓缩成一条线后，再加大电流（或电压）（20-30 mA/gel/17 cm），待溴酚蓝指示剂达到底部边缘时即可停止电泳。
19、电泳结束后，轻轻撬开两层玻璃，取出凝胶，并切角以作记号（戴手套，防止污染胶面）。
20、进行染色。
六、双向电泳在医学研究中的应用 

（一）人类疾病的蛋白质组研究 

1、直肠癌
直肠癌的发生是一个多基因突变导致抑癌基因失活，癌基因活化的过程。Sanchez 等对 15 例结肠癌和 13 例正常人的结肠上皮进行 2DE ，结果发现在分子量为 13kD 和 PI( 增殖指数 ) 值为 5.6 处的蛋白质仅出现在结肠癌的组织中。其中 15 例患者的癌细胞中有 13 例 13kD/PI5.6 蛋白有上调趋势 (87%) 。此外，发现此种蛋白不仅在中度、低度分化的结肠癌及有 24 年病史的溃疡性结肠炎过度表达，而且出现在 7 例分化程度不同的腺瘤的癌前病灶，但对照组则很少出现，这表明该蛋白的出现对检测早期直肠癌有重要的临床意义。

2、肝癌
Peter 等在用 N- 甲基 -N- 亚硝基脲诱导的小鼠肝癌中，用 2DE 及氨基酸微型测序可分辨出肝癌诱导的醛糖还原酶样的蛋白质 (35kD/PI7.4) ，此种蛋白质在肝癌、胎肝中有高表达。经免疫组化证实，肝癌诱导的醛糖还原酶样的蛋白质在成人肝脏中不表达，但在小鼠的肝癌中又重新表达，同时发现该蛋白在癌前病变及肝癌中表达强烈，而在肝脏周围的正常组织不表达，表明该蛋白可能与肝癌的发病有很大关系。

3、膀胱癌
丹麦的一个小组利用 2DE ，并结合了蛋白印迹法、微型序列分析及质谱技术分析了 150 例膀胱癌病人的组织，发现角蛋白 10、14 及银屑病相关的脂肪酸结合蛋白等可作为膀胱癌不同分化程度的标记物。

4、肾癌
Sarto 在对肾癌的研究中发现有 4 种蛋白质存在于正常肾组织而在肾癌细胞中缺失，其中两种分别是辅酶 Q 蛋白色素还原酶和线粒体泛醌氧化-还原复合物，这提示线粒体功能低下可能在肿瘤发生过程中起重要作用。

5、扩张型心肌病
扩张型心肌是一种严重的可导致心衰的心脏病，其发病机理尚不明确，推测可能为多种因素所致，Knecht 等采用 2DE 取得了 3300 个心肌蛋白条带，通过氨基酸序列分析，Edman 降解法及基质辅助的激光解吸离子化质谱 (MALDI-MS) 等分析了其中 150 条，经活检及病理证实，有 12 条为扩张型心肌病特有的蛋白。

6、RA 和 OA 
类风湿关节炎 (RA) 是一种常见的慢性炎性关节疾病，本病侵犯多个关节，主要累及手足小关节，病情迁延反复，主要的病理变化为关节滑膜的慢性炎症，细胞侵润，血管翳形成，软骨及骨组织侵蚀，导致关节结构的破坏，功能丧失。而骨性关节炎 (OA) 其基本病理改变为多种致病因素引起的进行性关节软骨变性，破坏及丧失，关节软骨及软骨下骨边缘骨赘形成，由此引起一系列的关节症状和体征。有研究者对滑膜细胞进行原代培养，应用流式细胞仪鉴定滑膜细胞类型，提取蛋白进行双向电泳分离，比较 RA 与 OA 成纤维样滑膜细胞 (fibroblast-like syno-viocytes，FLS) 蛋白酪氨酸磷酸化状态的差异，结果显示： RAFLS 蛋白酪氨酸磷酸化较 OAFLS 明显增多，其中以相对分子质量 42 × 10 3 -95 × 10 3 间蛋白酪氨酸磷酸化位点居多，对其结果进行灰度扫描，RAFLS 灰度扫描值为 4227672 ± 8947，OAFLS 为 663480 ± 7962，RAFLS 的灰度扫描值约为 OAFLS 的 6.5 倍，两者具有非常显著性差异 (T= 2.820，P<0.01) 。1980 年 Hunter 首先发现酪氨酸激酶 (PTK) ，许多生长因子受体都具有 PTK 活性，一半以上的癌基因产物也具有 PTK 活性，他发现酪氨酸磷酸化比例虽小，但却与细胞生长、增殖关系密切，很可能是正常细胞与肿瘤细胞相互转化的关键，癌基因活化后，PTK 活性大大增加。1992 年，Williams 等研究发现，RA 滑膜细胞中的 PTK 活性远远高于 OA ，这可能是导致 RA 滑膜细胞转化特性而呈持续活化状态的关键，作者推测 RAFLS 可能存在原癌基因的活化或突变，或多种生长因子受体的持续激活，从而导致转化细胞的外观表现并伴有 PTK 活性的增高。

7、其它
目前许多研究者利用 2DE 对人体的各种组织、器官、细胞进行了研究，为疾病的诊治及了解发病机制提供了新的手段。如 Bobring 等联合双向电泳与 Western 技术鉴定分离了高纯度精子膜蛋白，发现 14 种膜抗原。它们极有可能与男性不孕症或输精管切除患者体内抗精子自身抗体 SPAb 结合，影响精子运动与顶体反应，为深入了解精子不育机理，确定 SPAb 的存在找到一个可行的方法。有作者在乙醇对人体毒性的研究中发现，乙醇会改变血清蛋白糖基化作用，导致许多蛋白的糖基缺乏，如转铁蛋白。

（二）致病微生物的蛋白质组研究 

1、检测博氏疏螺旋体与免疫相关的蛋白质
博氏疏螺旋体是莱姆病的主要原因，约有 50% 的未治患者发展为神经系统及关节系统疾病，该螺旋体分为三种类型：① burgdorferi sensu stricto；② garinii；③ afzelii。其诊断由于血清学检查的局限性而存在敏感性及特异性变化大的缺点，为克服这一不足，Peter 等用 2DE 从 B.garinii 得到 217 个银染的蛋白斑点，从中用兔多克隆抗体鉴别出 6 个已知抗原，将不同临床表现莱姆病患者的血浆用 B.garinii 2DE 图杂交。用抗 IgM 及抗 IgG 作为第二抗体，在 10 例有游走性红斑的患者血浆中，检测出 60-80 个抗原，同时发现在有关节炎患者血浆中，包含有抗 15 种抗原的 IgM 抗体及抗 76 种不同抗原的 IgG 抗体。而晚期有神经系统症状的患者血浆中，则包含有抗 33 种抗原的 IgM 抗体及抗 76 种抗原的 IgG 抗体。上述三种类型患者的血浆中均包含有抗 6 种已知抗原的抗体，且被 SDS-PAGE 杂交所证实，这些抗原均为特异性诊断的标志物。

2、弓形体抗原的检测
弓形体病是由鼠弓形体虫引起的寄生虫病，如果怀孕的妇女在妊娠期受到感染，该虫可通过胎盘引起胎儿的感染，大约 50% 新生儿由于母体的感染而引起先天性疾病。目前一般利用血清学及 PCR ，而单独采用血清学如用 IgG、IgM 或 IgA 抗体对疾病活动期敏感性不够，尤其对于妊娠或有免疫抑制的患者，因此临床上能否作到早期诊断，而使患者得到早期治疗尤为重要。Jungblut 等将鼠弓形体虫 RH 株在人羊膜细胞系 FL521 中传达后，用 2DE 得到 300 个银染斑点，再将其与以下三种患者的血浆进行免疫杂交：① 患有急性弓形体病的妊娠妇女 (N=11) ；② 患急性弓形体病的非妊娠 (N= 6) ；③ 有潜在感染的患者 (N=9) 。

　　结果有 9 个斑点对各阶段的弓形体感染均反应，这 9 种斑点被用来当作弓形体感染的标记，其中 7 种标记可用作区别疾病的不同阶段。

（三）新抗生素作用机理的研究
在新抗生素作用机理的研究方面，2DE 技术发挥了重要作用，因现在细菌对大多数抗生素都有了抗药性，而用于临床的抗生素几乎都是原有抗生素的衍生物，而目前这种状态有所改变，在研究抑制核糖体类抗生素对细菌的作用机制时，对 12 种作用于翻译过程的不同阶段和核糖体内不同分子的抗生素加以考察，发现其中 8 种诱导冷休克反应的一系列蛋白质，另 4 种诱导一系列热休克反应的蛋白质，因此预计新的作用于核糖体的化合物也是诱导这两种反应，并且藉此可推测大肠杆菌对冷热的反应发生于核糖体水平上。

第七节  RNA 电泳
RNA电泳过程中注意避免RNase的污染。

具体操作如下：① 电泳RNA 所用器械如制胶的模具、梳子、电泳槽等用肥皂粉洗干净后用双蒸水冲洗二遍后在室温晾干备用；② 用新的1XTBE 配制1. 2 %琼脂糖凝胶，倒胶时溴化乙锭（EB）直接加入凝胶中；③ 制备好的琼脂糖凝胶板放入电泳槽后再加入经高压灭菌过的1XTBE ，液面只能刚好同胶面平齐，缓冲液不要淹过胶面；④ 点样时，样品RNA 每10 μl 加入2 μl 上样缓冲液，上样缓冲液是用DEPC 处理的水配制的50 %甘油，另外单独点一样品孔含有3 μl 溴酚蓝的上样缓冲液作为电泳指示剂，电泳电压4 V/ cm ，电泳时间2 h 左右便可取出凝胶在紫外灯下观看所提取的RNA 的质量或进行拍照记录。
第四章  分子杂交技术

互补的核苷酸序列通过Watson-Crick碱基配对形成稳定的杂合双链分子DNA分子的过程称为杂交。杂交过程是高度特异性的，可以根据所使用的探针已知序列进行特异性的靶序列检测。
　　杂交的双方是所使用探针和要检测的核酸。该检测对象可以是克隆化的基因组DNA，也可以是细胞总DNA或总RNA。根据使用的方法被检测的核酸可以是提纯的，也可以在细胞内杂交，即细胞原位杂交。探针必须经过标记，以便示踪和检测。使用最普遍的探针标记物是同位素，但由于同位素的安全性，近年来发展了许多非同位素标记探针的方法。
　　核酸分子杂交具有很高的灵敏度和高度的特异性，因而该技术在分子生物学领域中已广泛地使用于克隆基因的筛选、酶切图谱的制作、基因组中特定基因序列的定性、定量检测和疾病的诊断等方面。因而它不仅在分子生物学领域中具有广泛地应用，而且在临床诊断上的应用也日趋增多。
1961年Hall开拓了液相核酸杂交技术的研究，其基本原理是利用核酸分子单链之间有互补的碱基顺序，通过碱基对之间非共价键的形成，出现稳定的双链区，形成杂交的双链。自此以后，由于分子生物学技术的迅猛发展，特别是70年代末到80年代初，分子克隆中质粒和噬菌体DNA的构建成功，核酸自动合成仪的诞生，大大丰富了核酸探针的来源，新的核酸分子杂交类型和方法不断涌现。

按其作用方式可大致分为固相杂交和液相杂交两种。固相杂交有菌落原位杂交（colony in situ hybridization）、斑点杂交法（Dot bloting）、Southern印迹杂交（Southern bloting）、Northern印迹杂交（ Northern bloting）和组织原位杂交（Tissue in situ hybridization），即原位杂交组织化学技术和原位杂交免疫细胞化学技术。液相杂交是指参加反应的两条核酸链都游离在溶液中，而固相杂交是将参加反应的一条核酸链固定在固体的支持物上常用的有硝酸纤维素滤膜；其它如尼龙膜、乳胶颗粒和微孔板等，另一条参加反应的核酸链游离在溶液中。液相分子杂交技术包括吸附杂交、发光液相杂交、液相夹心杂交和复性速率液相分子杂交等。
第一节  核酸探针标记的方法
核酸探针根据核酸的性质，可分为DNA和RNA探针；根据是否使用放射性标记物的与否，可分为放射性标记探针和非放射性标记探针；根据是否存在互补链，可分为单链和双链探针；根据放射性标记物掺入情况，可分为均匀标记和末端标记探针。下面将介绍各种类型的探针及标记方法。
一、双链DNA探针及其标记方法 
    分子生物研究中，最常用的探针即为双链DNA探针，它广泛应用于基因的鉴定、临床诊断等方面。双链DNA探针的合成方法主要有下列两种：切口平移法和随机引物合成法。
（一）切口平移法(nick translation) 
当双链DNA分子的一条链上产生切口时，E.coli DNA聚合酶Ⅰ就可将核苷酸连接到切口的3' 羟基末端。同时该酶具有从5'→3' 的核酸外切酶活性，能从切口的5' 端除去核苷酸。由于在切去核苷酸的同时又在切口的3' 端补上核苷酸，从而使切口沿着DNA链移动，用放射性核苷酸代替原先无放射性的核苷酸，将放射性同位素掺入到合成新链中。最合适的切口平移片段一般为50-500个核苷酸。
1、切口平移反应受几种因素的影响
（1）产物的比活性取决于[α-32 P]dNTP的比活性和模板中核苷酸被置换的程度。

（2）DNA酶Ⅰ的用量和 E.coli DNA聚合酶的质量会影响产物片段的大小。

（3）DNA模板中的抑制物如琼脂糖会抑制酶的活性，故应使用仔细纯化后的DNA。
2、材料
待标记的DNA。
3、设备
高速台式离心机，恒温水浴锅等。
4、试剂 
（1）10×切口平移缓冲液：0.5 M Tris·Cl (pH7.2)；0.1 M MgSO4；10 mM DTT；100 μg/ml BSA。
（2）未标记的dNTPs原液：除同位素标记的脱氧三磷酸核苷酸外，其余3种分别溶解于50 mM Tris·Cl (pH7.5)溶液中，浓度为0.3 mM。
（3）[α-32 P] dCTP或[α-32 P]dATP：400 Ci/mmol，10 μCi/μl。
（4）E.coli DNA聚合酶Ⅰ(4 U/μ l)：溶于50 μ g/ml BSA，1 mM DTT，50%甘油，50 mM Tris·Cl(pH7.5)中。
（5）DNA酶Ⅰ：1 mg/ml。
（6）EDTA ：200 mM (pH8.0)。
（7）10 M NH4Ac。
5、操作流程 
（1）按下列配比混合： 
　　　　未标记的dNTPs 10 μl 
　　　　10×切口平移缓冲液 5 μl 
　　　　待标记的DNA 1μg 
　　　　[α-32 P]dCTP或dATP(70 μCi) 7 μl 
　　　　E.coli DNA聚合酶 4 U 
　　　　DAN酶 I 1 μl 
　　　　加水至终体积 50 μl 
（2）置于15℃水浴60 min。
（3）加入5 μl EDTA终止反应。
（4）反应液中加入醋酸铵，使终浓度为0.5 M，加入两倍体积预冷无水乙醇沉淀回收DNA探针。
6、注意事项

（1）3H，32P及35S标记的dNTP都可使用于探针标记，但通常使用[α-32 P]-dNTP。
（2）DNA酶Ⅰ的活性不同，所得到的探针比活性也不同，DNA酶Ⅰ活性高，则所得探针比活性高，但长度比较短。
（二）随机引物合成法 
随机引物合成双链探针是使寡核苷酸引物与DNA模板结合，在Klenow酶的作用下，合成DNA探针。合成产物的大小、产量、比活性依赖于反应中模板、引物、dNTPs和酶的量。通常，产物平均长度为400-600个核苷酸。
1、利用随机引物进行反应的优点
（1）Klenow片段没有5'→3' 外切酶活性，反应稳定，可以获得大量的有效探针。
（2）反应时对模板的要求不严格，用微量制备的质粒DNA模板也可进行反应。
（3）反应产物的比活性较高，可达4×109 cpm/μg探针。
（4）随机引物反应还可以在低熔点琼脂糖中直接进行。
2、材料
待标记的DNA片段。
3、设备
高速台式离心机，恒温水浴锅等。
4、试剂
（1）随机引物（随机六聚体或断裂的鲑鱼精子DNA）。
（2）10×随机标记缓冲液：900 mM HEPES (pH6.6)；10 mM MgCl2。
（3）Klenow片段。
（4）20 mM DTT。
（5）未标记的dNTP溶液：dGTP、dCTP和dTTP溶液，各5 mM。
（6）[α-32 P] dATP：比活性>3000 Ci/mmol，10 μCi/μl。
（7）缓冲液A：50 mM Tris·Cl （pH7.5）；50 mM NaCl；5 mM EDTA（pH8.0）；0.5% SDS。
5、操作流程  
（1）200 ng双链DNA(1 μl)和7.5 ng随机引物(1 μl)混合后置于EP管内，水浴煮沸5 min后，立即置于冰浴中1 min。
（2）与此同时，尽快在一置于冰浴中的0.5 ml EP管内混合下列化合物： 
　　　　20 M DTT 1 μl 
　　　　未标记的dNTP溶液 1 μl 
　　　　10×随机标记缓冲液 1 μl 
　　　　[α-32 P] dATP(比活性>3000 Ci/mmol；10 μCi/μl 3 μl 
　　　　ddH2O 1 μl 
（3）将步骤（1）EP管中的溶液移到步骤（2）管中。
（4）加入5 U(约1μl) Klenow片段，充分混合，在微型离心机中以12000 g离心1-2 sec，使所有溶液沉于试管底部，在室温下保温3-16 h。
（5）在反应液中加入10 μl缓冲液A后，将放射性标记的探针保存在-20℃下备用。同时计算放射比活性。
6、注意事项

（1）引物与模板的比例应仔细调整，当引物高于模板时，反应产物比较短，但产物的累积较多；反之，则可获得较长片段的探针。
（2）模板DNA应是线性的，如为超螺旋DNA，则标记效率不足50%。
二、单链DNA探针 
　　用双链探针杂交检测另一个远缘DNA时，探针序列与被检测序列间有很多错配。而两条探针互补链之间的配对却十分稳定，即形成自身的无效杂交，结果使检测效率下降。采用单链探针则可解决这一问题。单链DNA探针的合成方法主要有下列两种：① 以M13载体衍生序列为模板，用Klenow片段合成单链探针；② 以RNA为模板，用反转录酶合成单链cDNA探针。
（一）从M13载体衍生序列合成单链DNA探针 
合成单链DNA探针可将模板序列克隆到噬粒或M13噬菌体载体中，以此为模板，以特定的通用引物或以人工合成的寡合苷酸为引物，在[a-32P]-dNTP的存在下，由Klenow片段作用合成放射标记探针，反应完毕后得到部分双链分子。在克隆序列内或下游用限制性内切酶切割这些长短不一的产物，然后通过变性凝胶电泳(如变性聚丙烯酰胺凝胶电泳)将探针与模板分离开。双链RF型M13 DNA也可用于单链DNA的制备，选用适当的引物即可制备正链或负链单链探针。　　　
1、材料
已制备好的单链DNA模板（方法参见第十章中有关内容）。
2、设备
高速台式离心机，恒温水浴锅等。
3、试剂
（1）10×Klenow缓冲液：0.5 M NaCl，0.1 M Tris·Cl(pH7.5)，0.1 M MgCl2。
（2）0.1M DTT溶液。
（3）[α-32 P] dATP：3000 Ci/mmol，10 μCi/μl。
（4）40 mM和20 mM的未标记的dNTP溶液。
（5）dCTP，dTTP，dGTP各20 mM的溶液。
（6）Klenow片段（5 U/ml）。
（7）适宜的限制酶，如EcoRⅠ、Hind Ⅲ等。
（8）0.5 M EDTA（pH8.0）。
4、操作流程：　　
（1）在0.5ml EP管中混合如下溶液： 
　　　　单链模板（约0.5 pmol） 1 mg 
　　　　适当引物 5 pmol 
　　　　10×Klenow缓冲液 3ml 
　　　　加水至 20ml 
（2）将EP管加热到85℃ 5 min，在30 min内，使小离心管降到37℃；
（3）依次加入： 
　　　　DTT 2 ml 
　　　　[a-32P]dATP 5 ml 
　　　　未标记的dATP 1 ml 
　　　　dGTP，dCTP，dTTP混合液 1 ml 
　　混合均匀后，稍离心使之沉于试管底部。
（4）加1 ml（5 U）Klenow酶室温下30 min。
（5）加1 ml 20 mM未标记的dATP溶液20 min。
（6）68℃加热10 min，使Klenow片段失活。调整NaCl浓度，使之适宜于酶切。
（7）加入20 U限制性内切酶（如EcoRⅠ，Hind Ⅲ等）酶切1h。
（8）酚/氯仿抽提DNA，乙醇沉淀以去除dNTPs或加0.5 M EDTA(pH8.0)至终浓度10 mM。
（9）用电泳方法分离放射性标记的探针。
（二）从RNA合成单链cDNA探针 
cDNA单链探针主要用来分离cDNA文库中相应的基因。用RNA为模板合成cDNA探针所用的引物有两种： ① 用寡聚dT为引物合成cDNA探针。本方法只能用于带Poly(A)的mRNA，并且产生的探针极大多数偏向于mRNA 3'末端序列。② 可用随机引物合成cDNA探针。该法可避免上述缺点，产生比活性较高的探针。但由于模板RNA中通常含有多种不同的RNA分子，所得探针的序列往往比以克隆 DNA为模板所得的探针复杂得多，应预先尽量富集mRNA中的目的序列。
　　反转录得到的产物RNA/DNA杂交双链经碱变性后，RNA单链可被迅速地降解成小片段，经Sephadex G-50柱层析即可得到单链探针。
1、材料
已提纯的RNA或mRNA。
2、设备
高速台式离心机，恒温水浴锅等。
3、试剂
（1）合适的引物：随机引物或Oligo(dT)15-18。
（2）5 mM dGTP，dATP dCTP，dTTP。
（3）[a-32P]dCTP(>3000 Ci/mmol，10 mCi/ml)。
（4）反转录酶(200000 U/ml)。
（5）100 mM DTT。
（6）250 mM MgCl2。
（7）1 M KCl。
（8）0.5 M EDTA (pH8.0)。
（9）10% SDS。
（10）RNasin(40 U/ml)。
4、操作流程　　　　
（1）在已置于冰浴中的灭菌离心管中加入下列试剂
　　　　RNA或mRNA 10.0 ml 
　　　　合适的产物(1mg/ml) 10.0 ml 
　　　　1 M Tris·Cl(pH7.6) 2.5 ml 
　　　　1 M KCl 3.5 ml 
　　　　250 mM MgCl2 2.0 ml 
　　　　5 mM dNTP 10.0 ml 
　　　　[a-32P]dCTP 10.0 ml 
　　　　0.1 M DTT 2.0 ml 
　　　　Rnasin 20 U 
　　　　加水至 48 ml 
　　　　反转录酶(200000 U/ml) 2 ml 
　  混匀后，稍稍离心，37℃保温2 h。
（2）反应完毕后加入下列试剂： 0.5 M EDTA (pH8.0) 2 ml，10% SDS 2 ml。
（3）加入3 ml 3M NaOH，68℃保温30 min以水解RNA。
（4）冷却至室温后，加入10 ml 1M Tris·Cl (pH7.4)。混匀。然后加入3 ml 2 M HCl。
（5）酚/氯仿抽提后，用Sephadex G-50柱层析或乙醇沉淀法分离标记的探针。
5、注意事项

RNA极易降解，因而实验中的所有试剂和器皿均应在DEPC处理后，灭菌备用。
三、末端标记DNA探针 
　　现以Klenow片段标记3' 末端为例说明末端标记的方法。
1、材料
待标记的双链含凹缺3' 末端的DNA。
2、设备
高速台式离心机，水浴锅等。
3、试剂 
（1）3种不含标记的dNTP各为200 mM。
（2）合适的限制酶。
（3）[α-32P] dNTP：3000 Ci/mmol，10 mCi/ul。
（4）Klenow片段(5 U/ml)。
（5）10×末端标记缓冲液：0.5 M Tris·Cl (pH7.2)，0.1 M MgSO4，1 mM DTT，500 mg/ml BSA。
4、操作流程
（1）25 μl反应体系中用合适的限制酶酶切1 μg的DNA。
（2）按下列成分加入试剂并混匀： 已酶切的DNA 1 mg (25 ml) 10×末端标记缓冲液 5 ml 2 mM 3种dNTPs 1ml [a-32P]-dNTP 适量 加水至 50 ml。
（3）加入1 U的Klenow片段，室温下反应30min。
（4）加入1 ml 2 mM 第四种核苷酸溶液，室温保温15 min。
（5）70℃加热5 min，终止反应。
（6）用酚/氯仿抽提后，用乙醇沉淀来分离标记的DNA，或用Sephdadex G-50柱层析分离标记的DNA。
5、注意事项
（1）利用本方法可对DNA分子量标准进行标记，利用它可定位因片段太小而无法在凝胶中观察的DNA片段。
（2）对DNA的纯度不很严格，少量制备的质粒也可进行末端标记合成探针。
（3）末端标记还有其他的一些方法，如利用T4多核苷酸激酶标记脱磷的5'端突出的DNA和平末端凹缺DNA分子，也可利用该酶进行交换反应标记5'末端。
四、寡核苷酸探针 
　　利用寡核苷酸探针可检测到靶基因上单个核苷酸的点突变。常用的寡核苷酸探针主要有两种：单一已知序列的寡核苷酸探针和许多简并性寡核苷酸探针组成的寡核苷酸探针库。单一已知序列寡核苷酸探针能与它们的目的序列准确配对，可以准确地设计杂交条件，以保证探针只与目的序列杂交而不与序列相近的非完全配对序列杂交，对于一些未知序列的目的片段则无效。
1、材料
待标记的寡核苷酸(10 pmol/μl)。
2、设备
高速离式离心机，恒温水浴锅等。
3、试剂
（1）10×T4多核苷酸激酶缓冲液：0.5 M Tris·Cl (pH7.6)，0.1 M MgCl2，50 mM DTT，1 mM Spermidine·HCl，1 mM EDTA (pH8.0)。
（2）[γ-32 P] ATP（比活性7000 Ci/mmol；10 mCi/ml）。
（3）T4多核苷酸激酶（10 U/ml）。
4、操作流程
（1）100 ng寡核苷酸溶于30 ml水中。置65℃变性5 min，迅速置冰溶中。
（2）立即加入下列试剂： 
　　　　10×激酶缓冲液 5 ml 
　　　　[γ-32 P]ATP(比活性7000 Ci/mmol；10 mCi/ml) 10 ml 
　　　　T4多核苷酸激酶 2 ml 
　　　　加水至 50 ml
　　混匀后置37℃水浴20 min。
（3）再加入20 U T4多核苷酸激酶，置37℃水浴20 min后立即置冰浴中。
（4）Sephadex G-50柱层析。
　　此方法是在每个探针的5' 末端多加了一个磷酸，理论上，这会影响其与DNA的杂交。因此，建议使用Klenow DNA聚合酶的链延伸法获得高放射性的寡核苷酸探针。
　　除了常见的同位素标记探针外，还有利用非同位素标记探针和杂交的方法，许多公司都有不同的非同位素标记探针的杂交系统出售，可根据这些公司所提供的操作步骤进行探针的标记和杂交。
五、RNA探针
　　许多载体如pBluescript，pGEM等均带有来自噬菌体SP6或E.coli噬菌体T7或T3的启动子，它们能特异性地被各自噬菌体编码的依赖于DNA的RNA聚合酶所识别，合成特异性的RNA。在反应体系中若加入经标记的NTP，则可合成RNA探针。RNA探针一般都是单链，它具有单链 DNA探针的优点，又具有许多DNA单链探针所没有的优点，主要是： RNA和RNA杂交体比DNA和RNA杂交体有更高的稳定性，所以在杂交反应中 RNA探针比相同比活性的DNA探针所产生信号要强。RNA：RNA杂交体用RNA酶A酶切比S1酶切DNA：RNA杂交体容易控制，所以用RNA探针进行RNA结构分析比用DNA探针效果好。
　　噬菌体依赖DNA的RNA聚合酶所需的rNTP浓度比Klenow片段所需的dNTP浓度低，因而能在较低浓度放射性底物的存在下，合成高比活性的全长探针。用来合成RNA的模板能转录许多次，所以RNA的产量比单链DNA高。并且用来合成RNA的模板能转录多次，可获得比单链DNA更高产量的 RNA。
　　反应完毕后，用无RNA酶的DNA酶Ⅰ处理，即可除去模板DNA，而单链DNA探针则需通过凝胶电泳纯化才能与模板DNA分离。
　　另外噬菌体依赖于DNA的RNA聚合酶不识别克隆DNA序列中的细菌、质粒或真核生物的启动子，对模板的要求也不高，故在异常位点起始RNA合成的比率很低。因此，当将线性质粒和相应的依赖DNA的RNA聚合酶及四种rNTP一起保温时，所有RNA的合成，都由这些噬菌体启动子起始。而在单链DNA探针合成中，若模板中混杂其他DNA片段，则会产生干扰。但它也存在着不可避免的缺点，因为合成的探针是RNA，它对RNase特别敏感，应而所用的器皿试剂等均应仔细地去除RNase；另外如果载体没有很好地酶切则等量的超螺旋DNA会合成极长的RNA，它有可能带上质粒的序列而降低特异性。
第二节  Southern bloting杂交
Southern杂交可用来检测经限制性内切酶切割后的DNA片段中是否存在与探针同源的序列，它包括下列步骤：
(1) 酶切DNA，凝胶电泳分离各酶切片段，然后使DNA原位变性。
(2) 将DNA片段转移到固体支持物(硝酸纤维素滤膜或尼龙膜)上。
(3) 预杂交滤膜，掩盖滤膜上非特异性位点。
(4) 让探针与同源DNA片段杂交，然后漂洗除去非特异性结合的探针。
(5) 通过显影检查目的DNA所在的位置。
　　Southern杂交能否检出杂交信号取决于很多因素，包括目的DNA在总DNA中所占的比例、探针的大小和比活性、转移到滤膜上的DNA量以及探针与目的DNA间的配对情况等。在最佳条件下，放射自显影曝光数天后，Southern杂交能很灵敏地检测出低于0.1 pg与32 P标记的高比活性探针的(>109 cpm/μg)互补DNA。如果将10 μg基因组DNA转移到滤膜上，并与长度为几百个核苷酸的探针杂交，曝光过夜，则可检测出哺乳动物基因组中1kb大小的单拷贝序列。
　　将DNA从凝胶中转移到固体支持物上的方法主要有3种：（1）毛细管转移。本方法由Southern发明，故又称为Southern转移(或印迹)。毛细管转移方法的优点是简单，不需要用其他仪器。缺点是转移时间较长，转移后杂交信号较弱。（2）电泳转移。将DNA变性后，可电泳转移至带电荷的尼龙膜上。该法的优点是不需要脱嘌呤/水解作用，可直接转移较大的DNA片段。缺点是转移中电流较大，温度难以控制。通常只有当毛细管转移和真空转移无效时，才采用电泳转移。（3）真空转移。有多种真空转移的商品化仪器，它们一般是将硝酸纤维素膜或尼龙膜放在真空室上面的多孔屏上，再将凝胶置于滤膜上，缓冲液从上面的一个贮液槽中流下，洗脱出凝胶中的DNA，使其沉积在滤膜上。该法的优点是快速，在30min内就能从正常厚度(4-5mm)和正常琼脂糖浓度(<1%)的凝胶中定量地转移出来。转移后得到的杂交信号比Southern转移强2-3倍。缺点是如不小心，会使凝胶碎裂，并且在洗膜不严格时，其背景比毛细转移要高。
一、材料
待检测的DNA，已标记好的探针。
二、设备
电泳仪，电泳槽，塑料盆，真空烤箱，放射自显影盒，X-光片，杂交袋，硝酸纤维素滤膜或尼龙膜，滤纸。
三、试剂
1、10mg/ml 溴化乙锭（EB）。
2、50×Denhardt's溶液：5g Ficoll-40，5g PVP，5g BSA加水至500ml，过滤除菌后于-20℃储存。
3、1×BLOCK：5g脱脂奶粉，0.02%叠氮钠，储于4℃。
4、预杂交溶液：6×SSC，5×Denhardt，0.5% SDS，100mg/ml鲑鱼精子DNA，50%甲酰胺。
5、杂交溶液：预杂交溶液中加入变性探针即为杂交溶液。
6、0.2M HCl。
7、0.1% SDS。
8、0.4M NaOH。
9、变性溶液：87.75g NaCl，20.0g NaOH加水至1000ml。
10、中和溶液：175.5g NaCl，6.7g Tris·Cl，加水至1000ml。
11、硝酸纤维素滤膜。
12、20×SSC：3M NaCl，0.3M柠檬酸钠，用1M HCl调节pH至7.0； 
13、2×、1×、0.5×、0.25×和0.1×SSC：用20×SSC稀释。
四、操作流程
1、约50μl体积中酶切10pg-10μg的DNA，然后在琼脂糖凝胶中电泳12-24h（包括DNA分子量标准物）。
2、500ml水中加入25μl 10mg/ml溴化乙锭，将凝胶放置其中染色30min，然后照相。
3、依次用下列溶液处理凝胶，并轻微摇动：500ml 0.2M HCl 10min，倾去溶液(如果限制性片段>10kb，酸处理时间为20min)，用水清洗数次，倾去溶液；500ml变性溶液两次，每次15min，倾去溶液；500ml中和溶液30min。如果使用尼龙膜杂交，本步可以省略。
4、戴上手套，在盘中加20×SSC液，将硝酸纤维素滤膜先用无菌水完全湿透，再用20×SSC浸泡。将硝酸纤维素滤膜一次准确地盖在凝胶上，去除气泡。用浸过20×SSC液的3滤纸盖住滤膜，然后加上干的3滤纸和干纸巾，根据DNA复杂程度转移2-12h。当使用尼龙膜杂交时，该膜用水浸润一次即可，转移时用0.4M NaOH代替20×SSC。简单的印迹转移2-3h，对于基因组印迹，一般需要较长时间的转移。
5、去除纸巾等，用蓝色圆珠笔在滤膜右上角记下转移日期，做好记号，取出滤膜，在2×SSC中洗5min，凉干后在80℃中烘烤2h。注意在使用尼龙膜杂交时，只能空气干燥，不得烘烤。
6、将滤膜放入含6-10ml预杂交液的密封小塑料袋中，将预杂交液加在袋的底部，前后挤压小袋，使滤膜湿透。在一定温度下(一般为37-42℃)预杂交3-12h，弃去预杂交液。
7、制备同位素标记探针，探针煮沸变性5min。
8、在杂交液中加入探针，混匀。如步骤6将混合液注入密封塑料袋中，在与预杂交相同温度下杂交6-12 h。
9、取出滤膜，依次用下列溶液处理，并轻轻摇动： 在室温下，1×SSC/0.1% SDS，15min，两次。在杂交温度下，0.25×SSC/0.1% SDS，15min，两次。
10、空气干燥硝酸纤维素滤膜，然后在X光片上曝光。通常曝光1-2 d后可见DNA谱带。对于≥108 cpm/μg从缺口平移所得探针，可很容易地从10μg哺乳DNA中检测到10pg的单拷贝基因。
第三节  Northern bloting技术
一、RNA样品电泳

经乙二醛和二甲基亚砜变性处理后进行的RNA电泳，这一方法原于McMaster和Carmichael (1977)。含有乙二醛-DMSO的凝胶比含有甲醛的凝胶更难于进行电泳，因为前者泳动速率较慢而且需将电泳液时行循环以避免电泳过程中形成过高的H＋梯度。尽管上述两种凝胶具有近乎相等的分辨率（Miller，1987），但用含乙二醛-DMSO的凝胶对RNA进行分级离，通常Northern杂交所显示的RNA条带更为锐利。操作流程如下：
1、在灭菌的微量离心管内，混匀下列液体
    6M乙二醛 5.4μl
    DMSO 16.0μl
    0.1M磷酸(pH7.0) 3.0μl
    RNA（多达10μl） 
市售乙二醛通常为40％溶液（6M）。由于接触空气后乙二醛易于氧化，所以使用前需通过混合床树脂（Bio-Rad AG 501-X8 对乙二醛溶液进行去离子处理，直至溶液pH值大于5.0为止，然后可分装在小份，用盖紧的小管贮存于-20℃。每小份乙二醛溶液只用1次，剩余液体应予丢弃。0.1M磷酸钠（pH7. 0）的配法如下：将3.9ml 1M磷酸二氢钠、6.1ml 1M磷酸氢二钠和90ml 水混合，用DEPC处理上述溶液后高压灭菌。每一泳道至多可分析10μg RNA，通常用10- 20 μg 细胞总RNA进行Northern杂交，可以检测高丰度mRNA（占mRNA总量的0.1％以上），如等测RNA含量极微，每个泳道应加0.5-3.0μg Poly(A)+RNA。
2、将微量离心管盖严，将RNA溶液置于0℃温育50℃温育60min后，用冰水浴冷却样品，离心5 sec，使管内所有液体沉降至管底。
3、于50℃温育RNA溶液的同时，灌制琼脂糖水平凝胶，用1.4 ％琼脂糖分析1kb 以下的RNA样品，而用1％琼脂糖分析1kb 以上的RNA样品。用0.1mM 磷酸钠（pH7. 0 ）溶解后，降温至70 ℃，加入碘乙酸钠固体至终浓度为10mM（使RNA酶失活），再降温至50℃，制胶，加入RNA样品前至少放置30min使其凝固。用于RNA电泳的电泳槽需用去污剂溶液洗净，用水冲洗，用乙醇干燥，然后灌满3％H2O2，于室温放置10min后，用经DEPC处理的水彻底冲洗电泳槽。因乙二醛可与溴化乙锭发生化学反应，所以制胶和电泳过程中诮避免用溴化乙锭。
4、将RNA样品冷却至0℃，加入4μl 灭菌的并经用DEPC处理的戊二醛-DMSO凝胶中样缓冲液，随后立即将上述样品加至凝胶加样孔。用已知大小的乙醛酰RNA作为分子量标准参照物，如用18S和28S rRNA或9S兔β－珠蛋白mRNA，上述RNA长度分别为6322、2366和710个碱基。也可以从BRL购置已知大小的RNA混合物作为分子量标准照物。通常分子量标准参照物的泳道位于凝胶边缘，便于电泳后将其切去进行溴化乙锭染色，可能的话应在分子量标准参照物以及欲转移至硝酸纤维素滤膜或尼龙膜的样品之间留空一个泳道。
5、将凝胶浸入10mM磷酸钠电泳液中，以3-4V/cm电压降进行电泳，同时使溶液pH值维持在可被接受的限度 内（pH>8.0时乙二醛将从PNA分子上解离）。另一方法为电泳时每30min换一次磷酸钠缓冲液。
6、电泳结束后（溴酚蓝迁移出区8cm），切下分子量标准参照物的凝胶条，浸入溴化忆锭溶液（0.5μg/ml，用0.1M乙酸铵配制）中染色30-45min。在凝胶放置一透明迟，在紫外灯下照片上每个RNA条带至加样孔的距离，以RPN片段大小的lg对数值对RNA条带的迁移距离作图，用所得曲线计算从凝胶移到固相支持体后通过杂交检出的RNA分子的大小。
7、RNA从凝胶转移至硝酸纤维素滤膜，将RNA转移至尼龙膜。
二、将变性RNA转移至硝酸纤维素滤膜 
　　电泳完毕后，可立即将乙醛酰RNA自琼脂糖凝胶转移至硝酸纤维素滤膜，有以下几种转移方法：毛细管洗脱法、真空转移法和电印迹法。毛细管洗脱法如下所述。

尽管有人认为在转移前对琼脂糖凝胶进行预处理实属不必（Thomas，1980）甚至有害（Thomas，1983），但实验证明含甲醛的凝胶必须用经DEPC处理的水淋洗数次，除去甲醛。如果琼脂糖中浓度大于1％或凝胶厚度大于0.5cm或待分析的RNA大于2.5kb，需用0.05M氢氧化纳浸泡凝胶20min。然后在凝胶上放置硝酸纤维素凝膜或尼龙膜，RNA随向上迁移的缓冲液转移至固相支持体（硝酸纤维素滤膜或尼龙膜）上。具体方法如下：
（1）将凝胶移至一个玻璃皿内，用锋利刀片修凝胶的无用部分，在凝胶左上角（加样孔一端为上）切去一角，以作为下列操作过程中凝胶方位的标记。
（2）用长和宽均大于凝胶的一块Plexiglas有机玻璃或一叠玻璃板作为平台，将其放入大千烤皿内，上面放一张Whatman 3MM滤纸，倒入20xSSC使液面略低于平台表面，当平上方的3MM滤纸温透后，用玻棒赶出所有的气泡。
（3）用一把新的解剖刀或切纸刀裁一张硝酸纤维素滤膜（Schleicher ＆Schuell BA85或与之相当的产品）。滤膜的长度和宽度应分别比凝胶大1mm，接触滤膜时须戴手套或用平头镊子（例如Millipore镊子），用有油腻的手接触过的硝酸纤维素滤膜不易浸温。
（4）将硝酸纤维素滤膜浮在去离子水表面，直至滤膜从下向上湿透为止，随后用20xSSC浸泡滤膜至少5min，用干净的解剖刀片切去滤膜一角，使其与凝胶的切角相对应。不同批号的硝酸纤维膜，其浸湿速率相差悬殊。如滤膜池浮在水面上几min后仍未湿透，应另换一张新滤膜，因为未均匀浸湿的滤膜进行RNA转移是靠不住的。这种滤膜也不必丢弃，可将其夹在用2xSSC浸湿的3MM滤纸中间，高压5min。通常上述处理足以使硝酸纤维素滤膜湿透。高压处理的滤膜应夹在经过高压理理并用2xSSC浸湿的3MM滤纸中间，装入塑料袋，密封后于4℃保存备用。
（5）将凝胶翻转后置于平台上温润的3MM滤纸中央，3MM滤纸和凝胶这间不能滞留气泡。
（6）用Saran包装膜或Parafilm膜围绕凝胶周边，但不是覆盖凝胶，以此作为屏障，阻止液体自液池直接流至凝胶上方的纸巾层中。并非堆放得十分整齐的纸巾，易于从凝胶的边缘垂下并与平台接触，这种液流的短路是导致凝胶中的RNA的转移效率下降的主要原因。
（7）在凝胶上方放置温润的硝酸纤维素滤膜，并使两者的切角相重叠。滤膜的一条边缘应刚好超过凝胶上部加样孔一线的边缘。滤膜置于凝胶表面适当位置后，就不应轻易移动，滤膜与凝交之间不应留有气泡。
（8）用2xSSC溶液浸湿两张与凝胶同样大小的3MM滤纸，温润的放置在湿润的硝酸纤维滤膜上方。用玻璃棒赶出其间滞留的气泡。
（9）切一叠（5-8cm高）略小于3MM滤纸的纸巾，将其放置在3MM滤纸的上方。并在纸巾上方放一块越境玻璃板，然后用－500g的重物压实。其目的是建立液体自液池经凝胶向硝酸纤维素滤膜的上行流路，以洗脱凝胶中的RNA并使其聚集在硝酸纤维素滤膜上。
（10）使上述RNA转移持续进行6-18 h，每当纸巾浸湿后，应换凝的纸巾。
（11）转移结束后，揭去凝胶上方的纸巾和3MM滤纸，翻转凝胶和硝酸纤维素滤膜，以凝胶的一面在上，置于一张干的3MM滤约纸上，用一支极软铅笔或圆珠笔，在滤膜上标记凝胶加样孔的位置。
（12）从硝酸纤维素滤膜上剥离凝胶弃之。以6x SSC溶液于室温浸泡滤膜5min，这一步可以除去粘着在滤膜上的琼脂糖碎片。从6xSSC溶液中取出滤膜，将滤膜上的溶液滴尽后平放在一张纸巾上。于室温晾干30min以上。为估计RNA的转移效率，可将胶置于溴化乙锭溶液（0. 5 μg/ml ，以0.1M乙酸铵配制）中染色45min，于紫外灯下观察。
（13）将晾干的滤膜放在两经张3MM滤纸中间，用真空炉于80℃干烤0.5-2 h。如干烤时间过长，滤膜极易脆裂并可能发黄。如果滤膜并不立即用于杂交实验，可用铝箔宽松地包裹起来，在真空下贮存于室温。
（14）仅适用于滤膜上含有乙醛酰PNA的情况：杂交前需用20mM Tris.Cl(pH8.0)于65℃洗膜，除去RNA上的乙二醛分子。
三、转移至硝酸纤维素滤膜前后进行的RNA染色
    当RNA自琼糖凝胶转移至硝酸纤维素滤膜之前，溴化乙锭的染色时间一般不宜过长，这是因为被染料饱和的核酸分子，其转移效率有所降低。然而，用溴化乙锭作短暂染色，既不至于对核酸转移过程产生可以察觉的掏作用，又独具同时检测凝胶和凝膜上的RNA的优点。
（一）方法Ｉ
1、电泳结束后，含乙二醛-DMSO的凝胶应浸入含溴化乙锭（0.5 μg/ml）的10mM磷酸钠（pH7.0）溶液。甲醛凝胶需用无RNA酶的水淋洗，用20×SSC溶液浸泡，随后用含溴化乙锭（0.5μg/ml）的20×SSC溶液染色。
2、于室温染色5-10min，在紫外灯下观察，照像。
3、按前所述方法，将凝胶中的RNA转移至硝酸纤维素滤膜，转移后能常在学光下也可看出已染色的RNA条带。
    这种方法仅适用于每一泳道均含有相当大量（如5μg 以上）的RNA的情况。
（二）方法Ⅱ
    硝酸纤维素滤膜上的RNA也可以用下述方法染色：从干烤后的硝酸纤维素滤膜上剪下所需的条带进行染色，也可以用经过杂交并经Ｘ光片曝光后的整张滤膜进行染色（Ａ.Ｅfstratiadis）。
1、将干燥的滤膜浸入5％冰乙酸中，于室温浸泡15min。
2、再将滤膜转移至0.5M乙酸钠（pH5.2）、0.04％亚甲蓝溶液中，于室温浸泡5-10min。
3、用水淋洗滤膜5-10min后，可见RNA分子量标准参照物带型锐利而poly(A)+mRNA为一模糊带型，由许多长度范围从500bp以下至5kb以上的各种mRNA共同组成，mRNA的平均长度约为2kb。
四、杂交和放射自显影
　　固定于滤膜上的RNA的预杂交、杂交及淋洗等条件，与DNA杂交的相应条件基本相同。
1、 用下列两种溶液之一进行预杂交，时间1-2 h。
（1）若于42℃进行，应采用：
50％甲酰胺
5×SSPE
2×Denhardt试剂
0.1％SDS
（2）若于68℃进行，应采用：
6×SSC
2×Denhardt试剂
0.1％SDS 
2、在预杂交液中加入变性的放射性标记探针，如欲检测低丰度mRNA，所用探针的量至少为0.1μg，其放射性比活度应大于2×108计数/（分·μg）在适宜的温度条件下继续温育16-24h。切记RNA只与双链DNA中一条单链互补，因此如用单链探针，则必须是能与RNA互补的一条单链。
3、用1×SSC、0.1％SDS于室温洗漠20min，随后用0.2×SSX、0.1％SDS于68℃洗膜3次每次20min。
4、用X光片（Kodak XAR-2或与之相当的产品）进行放射自显影，附加增感屏于-17℃曝光24-48 h。
第四节  Western bloting免疫印迹
Western免疫印迹（Western Bloting）是将蛋白质转移到膜上，然后利用抗体进行检测。对已知表达蛋白，可用相应抗体作为一抗进行检测，对新基因的表达产物，可通过融合部分的抗体检测。
一、原理
    与Southern 或Northern杂交方法类似，但Western 采用的是聚丙烯酰胺凝胶电泳，被检测物是蛋白质，“探针”是抗体，“显色”用标记的二抗。经过PAGE分离的蛋白质样品，转移到固相载体（例如硝酸纤维素薄膜）上，固相载体以非共价键形式吸附蛋白质，且能保持电泳分离的多肽类型及其生物学活性不变。以固相载体上的蛋白质或多肽作为抗原，与对应的抗体起免疫反应，再与酶或同位素标记的第二抗体起反应，经过底物显色或放射自显影以检测电泳分离的特异性目的基因表达的蛋白成分。该技术也广泛应用于检测蛋白水平的表达。
二、试剂准备
1、SDS-PAGE试剂。
2、匀浆缓冲液：1.0M Tris-HCl(pH 6.8)1.Oml；10%SDS 6.0ml；β-巯基乙醇 0.2ml；ddH2O 2.8ml。
3、转膜缓冲液：甘氨酸 2.9g；Tris 5.8g；SDS 0.37g；甲醇200ml；加ddH2O定容至1000ml。
4、0.01M PBS(pH7.4)：NaCl 8.0g；KCl 0.2g；Na2HPO4 1.44g；KH2PO4 0.24g；加ddH2O至1000ml。
5、膜染色液：考马斯亮蓝 0.2g；甲醇80ml；乙酸2ml；ddH2O118 ml。包被液（5%脱脂奶粉，现配）：脱脂奶粉1.0g 溶于20ml的0.01M PBS中。
6、显色液：DAB 6.0mg；0.01M PBS 10.0ml；硫酸镍胺 0.1ml；H202 1.0μl。
三、操作步骤
（一）蛋白质样品获得：细菌诱导表达后，可通过电泳上样缓冲液直接裂解细胞，真核细胞加匀浆缓冲液，机械或超声波室温匀浆0.5-1min。然后4℃，13000g离心15min。取上清液作为样品。
（二）电泳：制备电泳凝胶，进行SDS-PAGE。
（三）转移：（半干式转移）
1、电泳结束后将胶条割至合适大小，用转膜缓冲液平衡，5min×3次。
2、膜处理：预先裁好与胶条同样大小的滤纸和NC膜，浸入转膜缓冲液中10min。
3、转膜：转膜装置从下至上依次按阳极碳板、24层滤纸、NC膜、凝胶、24层滤纸、阴极碳板的顺序放好，滤纸、凝胶、NC膜精确对齐，每一步去除气泡，上压 500g重物，将碳板上多余的液体吸干。接通电源，恒流1mA/cm2，转移1.5hr。转移结束后，断开电源将膜取出，割取待测膜条做免疫印迹。将有蛋白标准的条带染色，放入膜染色液中50s后，在50%甲醇中多次脱色，至背景清晰，然后用双蒸水洗，风干夹于两层滤纸中保存，留与显色结果作对比。
（四）免疫反应
1、用0.01M PBS洗膜，5min ×3次。
2、加入包被液，平稳摇动，室温2hr。
3、弃包被液，用0.01M PBS洗膜，5min×3次。
4、加入一抗（按合适稀释比例用0.01M PBS稀释，液体必须覆盖膜的全部），4℃ 放置12hr以上。阴性对照，以1%BSA取代一抗，其余步骤与实验组相同。
5、弃一抗和1%BSA，用0.01M PBS分别洗膜，5min×4次。
6、加入辣根过氧化物酶偶联的二抗（按合适稀释比例用0.01M PBS稀释），平稳摇动，室温2h。
7、弃二抗，用0.01M PBS洗膜，5min×4次。
8、加入显色液，避光显色至出现条带时放入双蒸水中终止反应。
四、注意事项
1、一抗、二抗的稀释度、作用时间和温度对不同的蛋白要经过预实验确定最佳条件。
2、显色液必须新鲜配置使用，最后加入H2O2。
3、DAB有致癌的潜在可能，操作时要小心仔细。
第五节  原位杂交与荧光原位杂交(FISH)

一、原位杂交( in situ hybridization, ISH) 
ISH是用标记的核酸探针，使用非放射检测系统或放射自显影系统，在组织切片、细胞涂片及染色体制片上等对核酸进行定性、定位和相对定量研究的一种分子生物学方法，具有灵敏、特异、直观等优点。已逐渐成为分子生物学和分子病理学的常见技术之一，广泛应用于肿瘤生物学、血液病理学、遗传、微生物学、细胞和分子生物学、神经内分泌学、免疫学等领域及治疗评估和预后判断等研究中。
    菌落原位分子杂交：是指将转化或感染后的菌落印影在滤膜上，用碱裂解，中和后洗净烘干，再用目的基因的放射性DNA或mRNA作探针(probe)进行杂交放射自显影，凡出现黑点的菌落即应中选。

二、荧光原位杂交(fluorescence in situ hybridization, FISH) 
FISH是原位杂交技术大家族中的一员，因其所用探针被荧光物质标记（间接或直接）而得名，该方法在80年代末被发明，现已从实验室逐步进入临床诊断领域。基本原理是荧光标记的核酸探针在变性后与已变性的靶核酸在退火温度下复性；通过工业区光显微镜观察荧光信号可在不改变被分析对象（即维持其原位）的前提下对靶核酸进行分析。DNA荧光标记探针是其中最常用的一类核酸探针。利用此探针可对组织、细胞或染色体中的DNA进行染色体及基因水平的分析。在该领域中产品颇具名气的公司之一为美国Vysis公司，它是一家专业生产FISH产品的公司，其产品涉及到荧光标记探针，杂交，检测用试剂，杂交用仪器，观察分析用仪器用及软件等，几乎涵盖FISH技术所需的所有试剂和设备。
    荧光标记探针不对环境构成污染，灵敏度能得到保障，可进行多色观察分析，因而可同时使用多个探针，缩短因单个探针分开使用导致的周期过程和技术障碍。Vysis公司的荧光标记探针均为直接法标记，可省去信号放大系统，减少试剂投入且保障更大程度的特异性，同时也有信号清晰，背景低及方法简单易于操作等优点。
附录：核酸分子杂交的类型 
　　随着基因工程研究技术的迅猛发展，新的核酸分子杂交类型和方法在不断涌现和完善。核酸分子杂交可按作用环境大致分为固相杂交和液相杂交两种类型。固相杂交是将参加反应的一条核酸链先固定在固体支持物上，一条反应核酸游离在溶液中。固体支持物有硝酸纤维素滤膜、尼龙膜、乳胶颗粒、磁珠和微孔板等。液相杂交所参加反应的两条核酸链都游离在溶液中。
　　由于固相杂交后，未杂交的游离片段可容易地漂洗除去，膜上留下的杂交物容易检测和能防止靶DNA自我复性等优点，故该法最为常用。常用的固相杂交类型有：菌落原位杂交、斑点杂交、狭缝杂交、Southern印迹杂交、Northern印迹杂交、组织原位杂交和夹心杂交等。
　　液相杂交是一种研究最早且操作复合的杂交类型，在过去的30年里虽有时被应用，但总不如固相杂交那样普遍。其主要原因是杂交后过量的未杂交探针在溶液中除去较为困难和误差较高。近几年由于杂交检测技术的不断改进，商业性基因探针诊断盒的实际应用，推动了液相杂交技术的迅速发展。下面对固相杂交和液相杂交分别进行介绍。
（一）固相膜核酸分子杂交方法 
　　固相核酸杂交多是在膜上进行，因此，以下主要介绍固相膜的核酸分子杂交方法。
（二）固相膜核酸分子杂交操作流程

1、DNA的变性　
DNA变性解链是杂交成功的关键。Southern印迹杂交时DNA在凝胶中变性，变性方法是将凝胶浸在数倍体积的1.5M NaCl和0.5M NaOH中1h然后用数倍体积的1M Tris –HCl(Ph8.0)和1.5M NaCl溶液中和1h。DNA受酸、碱、热等处理均能发生变性，但强酸会使核酸降解。一般认为碱变性较好，可避免DNA降解。热变性在要低DNA浓度（100μg/ml）和低盐浓度（0.1M SSC 含15mM NaCl - 1.5mM柠檬酸三钠，pH7.0）下进行。用SSC稀释DNA溶液为50μg/ml，加10M NaOH使最终浓度为0.1M（pH约12.8），室温变性10min，很快置冰盐水中，用10min/l HCl或5M NaH2PO4调pH到7-8（亦可用碱变性后，调至中性，再加热100℃10min），DNA变性可用OD260增加（约30%-40%）来检测，变性DNA醇沉淀呈雪样，完全失去纤维状沉淀。变性后加入等量冷的12×SSC，冰浴保存。
2、变性DNA在硝酸纤维素膜上的固定　
硝酸纤维素滤膜（孔径0.45μm）先在蒸馏水中充分浸泡，再用6×SSC浸泡30min-2h，凉干。DNA样品转移或加至硝酸纤维素膜上后，先室温干燥4h，然后在80℃真空干燥2h。
3、预杂交　
湿润的滤膜放入可加热封口的塑料袋中，按每平方厘米滤膜加0.2ml预热至60℃的预杂交液（6×SSC，0.5%，SDS，5×Denhardt液，100μg/ml鲑鱼精DNA）。鲑鱼精DNA需经过剪切和DNA酶消化处理，然后乙醇沉淀纯化，调浓度至10mg/ml，用前放100℃水浴中煮沸变性10min，冰水骤冷。尽可能将袋中气泡赶尽，可封口器将袋口封住。将杂交袋浸入68℃水浴保温3~12h。当预杂交液温度升至68℃时，在滤膜表面常会形成小气泡。轻轻晃动袋中液体即可除去这些小气泡，这一点对于保证滤膜表面充分浸润预杂交液很重要。
4、杂交　
从水浴中取出塑料袋，用剪刀剪开一角，尽可能挤净预杂交液。用吸管或大枪头将杂交液加入袋中，用恰好是足量的液体保持滤膜湿润（50μl/cm2）。溶液的组成是6×SSC，0.01M EDTA，变性的标记核酸探针，5×Denhardt液，0.5%SDS，100μg/ml变性的鲑鱼精DNA。尽可能赶尽气泡后，将塑料袋严密封口，杂交反应在68℃水浴中进行，所需时间视探针和检测靶DNA的性质及探针的比活性等情况而定，一般4-20h。
5、洗膜　
取出塑料袋，用剪刀剪开，小心取出滤膜，立即浸入盛有2×SSC和0.5%SDS溶液的盘中，室温下漂洗5min。再将滤膜移入2×SSC和0.1%SDS溶液中，室温下洗涤15min（轻轻摇动）。然后将滤膜移入0.1×SSC和0.5%SDS溶液中；68℃轻轻摇动保温2h，更换缓冲液后继续保温30min。
　　洗膜的温度一般应控制在低于Tm值12℃以上。（Tm = 69.3 0.41×(G C) %）。双链DNA的Tm值随错配碱基对数每增加1%而递减1℃。
6、结果显示　
非放射性检测方法前已述及，此处主要介绍放射性测定方法。固相膜的放射性杂交结果显示有两种方式，一是放射性自显影法，另一种是液闪计数法。前一种方法比较简单，只需将杂交膜与X光片在暗盒中曝光数小时至数天，再显影、定影即可。对于杂交信号较弱的固相膜，用一块增感屏可显著增强曝光强度。

三、原位杂交组织化学技术的由来及发展
原位杂交组织（或细胞）化学技术简称原位杂交（in situ hybridization），如上所述，属于固相核酸分子杂交的范畴。但它区别于固相核酸分子杂交中的任何一种核酸分子杂交技术。菌落杂交系细菌裂解释放出DNA，然后进行杂交。Southern印迹杂交法是以鉴定DNA中某一特定的基因片段，而Norhtern印迹杂交法是用以检测某一特定的RNA片段的。它们都只能证明该病原体、细胞或组织中是否存在待测的核酸而不能证明该核酸分子在细胞或组织中存在的部位。1969年美国耶鲁大学Gall和Pardue首先用爪蟾核糖体基因探针与其卵母细胞杂交，确定该基因定位于卵母细胞的核仁中。与此同时，Buongiorno–Nardelli和Amaldi，John及其同事等相继利用同位素标记核酸探针进行了细胞或组织的基因定位，从而创造了原位杂交细胞或组织化学技术。Orth（1970）应用3H标记的兔乳头状瘤病毒cRNA探针与兔乳头状瘤组织的冰冻切片进行杂交，首次用原位杂交检测了病毒DNA在细胞中的定位，但当时的工作多采用冰冻组织切片或培养细胞，探针均采用同位素标记。

由于同位素标记探针具有放射性既污染环境，又对人体有害，且受半衰期限制等缺点，科学工作者们开始探索用非放射性的标记物标记核酸探针进行原位杂交。Bauman（1981）等首先应用荧光素标记cRNA探针做原位杂交，然后用荧光显微镜观察获得成功。Shroyer（1982）报道用2，4二硝基苯甲醛（DNP）标记DNA探针，使该DNA探针具有抗原性，然后用兔抗DNP的抗体来识别杂交后的探针，最后经免疫过氧化物酶的方法来定位杂交探针。这两种方法至今仍有采用，但因敏感度不够高，应用不够普遍。Pezzella（1987）创建了用磺基化DNA探针来做细胞或组织原位杂交的方法，其基本原理是使DNA探针的胞嘧啶碱基磺基化，利用单克隆抗体识别磺基化探针，再通过免疫组化方法显示结合的单克隆抗体，从而对杂交结合的探针进行定位。本法的优点是磺基化DAN探针标记简便，不需作缺口平移标记，敏感度也较高。但自生物素和高辛标记探针技术建立后，已有取而代之的趋势。生物素标记探针技术是Brigat（1983）首先建立的，它利用生物素标记的探针在组织切片上检测了病毒DNA，通过生物素与抗生物素结合，过氧化物酶-抗过氧化物酶显示系统显示病毒DNA在细胞中的定位。生物素标记探针技术目前已被广泛应用，特别是在病毒学和病理学的临床诊断中。这种生物素标记技术又叫酶促生物素标记技术。另一种叫光促生物素标记核酸技术，该技术是用光敏生物素（photobiotin）标记核酸。目前应用的光敏生物素有乙酸盐和补骨脂素生物素，它们都是由三个部分组成：光敏基团、连结臂和生物素。在强光下，不需酶反应，光敏生物素的光敏基团即可与核酸中的碱基相结合。光敏生物素标记核酸，方法简单，灵敏度也不低，但标记效率不高，每100-150个碱基才能标记一个生物素，对于短的基因探针特别是寡核苷酸探针不宜使用，以免因标记数过少而影响灵敏度（Forster et al 1985）。

近年来，地高辛（digoxigonin）标记技术引起科技工作者的极大兴趣。Boeringer Mannhem Bio-chemisca于1987年将地高辛标记的有关试剂及药盒投放市场。和其它非放射性标记物一样，地高辛较放射性标记系统安全，方便、省时间。同时在敏感性和质量控制方面比生物素标记技术要优越，可以检测出人基因组DNA中的单拷贝基因。地高辛标记法显示的颜色为紫蓝色（标记碱性磷酸酶-抗碱性磷酸酶显色系统），有较好的反差背景。

核酸探针根据标记方法的不同可粗略分为放射性探针和非放射性探针两类。根据探针的核酸性质不同可分为DNA探针、RNA探针、cDNA探针、cRNA探针和寡核苷酸探针等。DNA探针还有单链DNA（single stranded, ssDNA）和双链DNA（double stranded,  dsDNA）之分。早期应用的主要是DNA探针，继之Temin在70年代研究致癌RNA病毒时制备了cDNA探针（complementary DNA），其基本原理是以RNA为模板，经逆转录酶（reverse transcriptase）又称为RNA指导的DNA聚合酶催化产生的。该酶以RNA为模板，按照RNA的核苷酸顺序合成DNA，这一途径与一般遗传信息流的方向相反，故称逆转录。CDNA是指互补于mRNA的DNA分子。RNA探针是将特异性的 cDNA片段插入含有相当的RNA聚合酶启动子的转录性载体。这类载体包括pSP64和pSP65，它们具有不同的启动子在多克隆位点的各侧。pSP64和pSP65在SP6启动子的多克隆位点的方向是不同的。通过改变外源基因的插入方向或选用不同的RNA聚合酶，可以控制RNA的转录方向，即以哪条DNA链为模反转录RNA。从而可以得到与mRNA同序列的同义RNA探针（sense probe）和与mRNA互补的反义RNA探针（antisense probe），又称互补RNA探针（complementary RNA probe, cRNA）。通常用同义RNA探针做为反义RNA探针的阴性对照。由于RNA探针是单链分子，所以它与靶序列的杂交反应极高。有报告认为其杂交率高于DNA探针的8倍。DNA合成仪的诞生使制造寡核苷酸探针成为可能，与上述探针不同的是寡核苷酸探针不是克隆性DNA探针，它是由DNA合成仪依照所需杂交的靶核苷酸序列合成的。具有制造方便，价格低廉的优点，也可进行放射性与非放射性标记，但其特异性不如克隆性探针强，亦不如其杂交信号高。

原位杂交组织化学技术在近20年的发展可以说是飞跃的，其突出的特点是由分子遗传学研究提供的探针大量增加，探针生产的可靠性和速率大大发展了，更重要的是非放射性标记物的发展使原位杂交组织化学技术在不久的将来将和现今的免疫细胞化学技术一样成为实验室的常规技术和临床日常应用的诊断技术。新的非放射性标记技术正在继续不断涌现。Coulton（1991）建议将非放射性标记技术更名为亲合复合物标记技术（affinity–complex labelled probes, ACLP）。因为“非（non）”在英文里是一个否定的名词，而且根据非放射性标记技术的原理是将一个标记物利用其亲合性，应用直接或间接的方法结合在核苷酸分子上。

原位杂交组织化学技术在生命科学的研究中可视为一项革命性的技术。它使它们的研究从器官、组织和细胞水平走向分子水平。为各个学科的研究带来突破性的进展。其中特别突出的是细胞或组织的基因表达、染色体分析、病毒诊断和发育生物学。我们在下节将详加叙述。

四、原位杂交组织化学技术的基本方法

如前所述，由于核酸探针的种类和标记物的不同，在具体应用的技术方法上也各有差异，但其基本方法和应用原则大致相同。大致可分为：① 杂交前准备，包括固定、取材、玻片和组织的处理，如何增强核酸探针的穿透性、减低背景染色等；② 杂交；③ 杂交后处理；④ 显示（visualization）：包括放射性自显影和非放射性标记的显色。

（一）固定

原位杂交组织化学技术（in situ hybridization histochemistry, ISHH）在固定剂的应用和选择上应兼顾到三个方面：保持细胞结构，最大限度地保持细胞内DNA或RNA的水平；使探针易于进入细胞或组织。DNA是比较稳定的，mRNA是相对稳定的但易为酶合成和降解。RNA却绝然不同，非常容易被降解。因此，对于DNA的定位来说，固定剂的种类和浓度并不十分重要。相反，在RNA的定位上，如果要使RNA的降解减少到最低限度，那么，不仅固定剂的种类浓度和固定的时间十分重要，而且取材后应尽快予以冷冻或固定。在解释ISHH的结果时应考虑到取材至进入固定剂或冰冻这段时间对RNA保存所带来的影响，因组织中mRNA的降解是很快的。在固定剂中，最常用的是多聚甲醛。和其它的固定剂（如戊二醛）不同，多聚甲醛不会与蛋白质产生广泛的交叉连接，因而不会影响探针穿透入细胞或组织。其它如醋酸-乙醇的混合液和Bouin’s固定剂也能获得较满意的效果。对于mRNA的定位，我们常采用的方法是将组织固定于4%多聚甲醛磷酸缓冲液中1-2h，在冷冻前浸入15%蔗糖溶液中，置4℃冰箱过夜，次日切片或保存在液氮中待恒冷箱切片机或振荡切片机切片。组织也可在取材后直接置入液氮冷冻，切片后才将其浸入4%多聚甲醛约10min，空气干燥后保存在-70℃。如冰箱温度恒定，在-70℃可保存数月之久不会影响杂交结果。在病理学活检取材多用福尔马林固定和石蜡包埋，这种标本对检测DNA和mRNA有时也可获得杂交信号，但石蜡包埋切片由于与蛋白质交叉连接的增加，影响核酸探针的穿透，因而杂交信号常低于冰冻切片。同时，在包埋的过程中可减低mRNA的含量。其它固定剂如应用多聚甲醛蒸汽固定干燥后的冷冻切片也可获得满意效果。各种固定剂均有各自优缺点，如沉淀性（precipitating）固定剂：乙醇/醋酸混合液、Bouin’s液、Carnoy’s液等能为增加核酸探针的穿透性提供最佳条件，但它们不能最大限度地保存RNA，而且对组织结构有损伤。戊二醛能较好地保存RNA和组织形态结构，但由于和蛋白质产生广泛的交叉连接，从而大大地影响了核酸探针的穿透性。至今，多聚甲醛仍被公认为ISHH较为理想的固定剂。

（二）玻片和组织切片的处理

1、玻片的处理　　

玻片包括盖片和载片应用热肥皂刷洗，自来水清洗干净后，置于清洁液中浸泡24h，清水洗净烘干，95%乙醇中浸泡24h后蒸馏水冲洗、烘干，烘箱温度最好在150℃或以上过夜以去除任何RNA酶。盖玻片在有条件时最好用硅化处理，锡箔纸包裹无尘存放

由于ISHH的实验周期长，实验程序繁杂，因此，要应用粘附剂预先涂抹在玻片上，干燥后待切片时应用，以保证在整个实验过程中切片不致脱落。常用的粘附剂有铬矾-明胶液，其优点是价廉易得，但在长周期实验过程中，粘附效果不够理想。多聚赖氨酸液具有较好的粘附效果，但价格昂贵，需进口。

2、增强组织的通透性和核酸探针的穿透性　　

此步骤根据应用固定剂的种类、组织的种类、切片的厚度和核酸探针的长度而定。比如用戊二醛固定的组织由于其与蛋白质产生广泛的交叉连接就需要应用较强的增强组织通透性的试剂。增强组织通透性常用的方法如应用稀释的酸洗涤、去垢剂（detergent）或称清洗剂Triton X-100、乙醇或某些消化酶如胃蛋白酶、胰蛋白酶、胶原蛋白酶和淀粉酶（diastase）等。这种广泛的去蛋白作用无疑可增强组织的通透性和核酸探针的穿透性，提高杂交信号，但同时也会减低RNA的保存最和影响组织结构的形态，因此，在用量及孵育时间上应慎为掌握。蛋白酶K（ proteinase K）的消化作用在ISHH中是应用于蛋白消化的关键步骤，其浓度及孵育时间视组织种类、应用固定剂种类、切片的厚薄而定。一般应用蛋白酶K 1μg/ml（于0.1M Tris/50mM EDTA，pH8.0缓冲液中），37℃孵育15-20min，以达到充分的蛋白消化作用而不致影响组织的形态为目的。蛋白酶K还具有消化包围着靶DNA的蛋白质的作用，从而提高杂交信号。在蛋白酶K消化后，应用0.1M的甘氨酸溶液（在PBS中）清洗以终止蛋白酶K的消化作用，甘氨酸是蛋白酶K的抑制剂。为保持组织结构，通常用4%多聚甲醛再固定。Burns等（1987）报告应用胃蛋白酶（pepsin）20-100μg/ml（用0.1N HCl 配）37℃、30min进行消化，所获实验结果优于蛋白酶K。

不少实验工作者在多聚甲醛固定后，浸入乙酸酐（acetic anhydride）和三乙醇胺（triethanolamine）中以减低静电效应，减少探针对组织的非特异性背景染色。有的作者除在室温下浸于上述溶液10min外，还在预热37℃的50%甲酰胺/2×SSC液中预杂交15min，然后用2×SSC，0.3M NaAc/0.03M枸橼酸钠液中浸15min。但Heinz、Hofer等一些著名学者却对此持有异议，根据他们的实验和经验证明，乙酸酐和三乙醇胺液的处理并不能起到减低背景的目的，不能改善ISHH的信噪比例。

3、减低背景染色　　                     

和免疫细胞化学染色一样ISHH实验程序中，如何减低背景染色是一个重要的问题。ISHH中背景染色的形成是诸多因素构成的。杂交后（posthybridization）的酶处理和杂交后的洗涤均有助于减低背景染色。

预杂交（prehybridization）是减低背景染色的一种有效手段。预杂交液和杂交液的区别在于前者不含探针和硫酸葡聚糖（dextran sulphate）。将组织切片浸入预杂交液中可达到封闭非特异性杂交点的目的，从而减低背景染色。

有的实验室在杂交后洗涤中采用低浓度的RNA酶溶液（20μg/ml）洗涤一次，以减低残留的和内源性的RNA酶，减低背景染色。

4、防止RNA酶的污染　　

由于在手指皮肤及实验用玻璃器皿上均可能含有RNA酶，为防止其污染影响实验结果，在整个杂交前处理过程都需戴消毒手套。所有实验用玻璃器皿及镊子都应于实验前一日置高温（240℃）烘烤以达到消除RNA酶的目的。要破坏RNA酶，其最低温度必须在150℃左右。有条件的国外实验室在消毒的玻璃器皿外包以锡箔纸以利于标记和防止取出时空气污染。在无高温消毒的烤箱时，亦可用蒸汽消毒锅。杂交前及杂交时所应用的溶液均需经高压消毒处理。

（三）杂交（hybridisation）

在ISHH，整个实验周期是比较长的，实验程序也比较繁杂，而杂交在ISHH整个实验中可被认为是“短兵相接”的一步。杂交前的一切准备工作如增加组织通透性都是为了在杂交这一步骤中核酸探针能进入细胞或组织与其内的靶核苷酸相结合。因此，杂交是ISHH中关键的而且是最重要的一个环节。

杂交是将杂交液滴于切片组织上，加盖硅化的盖玻片。国内向正华等采用无菌的蜡膜代替硅化的盖玻片也可获得满意的实验结果。加盖片的目的是防止孵育过程中的高温（50℃左右）导致杂交液的蒸发。因此，也有为稳妥起见，在盖玻片周围加液体石蜡封固的，但作者认为这并不十分必要，因封固的石蜡在高温下融解反易导致杂交液的污染，必要时可加橡皮泥封固盖片四周。硅化的盖玻片的优点是清洁无杂质，光滑不会产生气泡和影响组织切片与杂交液的接触，盖玻片自身有一定重量能与有限的杂交液吸附达到覆盖和防止蒸发的作用。在孵育时间较长时，为保证杂交所需的湿润环境，可将复有硅化盖玻片进行杂交的载片放在盛有少量5×SSC或2×SSC（standard saline citrate, SSC）溶液的硬塑料盒（要能防止高温破坏）中进行孵育。杂交液的成分和预杂交液基本相同，所不同的是加入了标记的核酸探针和硫酸葡聚糖。

如前所述，杂交前的准备只是为杂交的成功奠定基础，要获得满意的实验结果，在杂交这一实验过程中还须注意以下的环节。

1、探针的浓度　　

很难事先确定每一种实验探针的浓度，但要掌握一个原则，即探针浓度必须给予该实验最大的信/噪比值。背景染色的高低也与探针浓度有关。根据国内外实验工作者的经验，认为最佳原则应是应用最低探针浓度以达到与靶核苷酸的最大饱和结合度为目的。这和我们在免疫细胞化学试验中选择抗血清的最佳工作浓度的原则一样。

探针浓度依其种类和实验需要略有不同，根据笔者的经验及所查阅文献，在原位杂交细胞化学中，探针浓度为0.5-5.0μg/ml（即0.5-5.0ng/μl）。根据Heinz、Hofelt实验室经验，对放射性标记的dsDNA或cRNA探针，其浓度在2-5ng/μl。Conlton认为生物素标记探针，其最佳浓度在0.5-5ng/μl。作者在英皇家研究生院Polak教授实验室应用于放射性标记cRNA探针的浓度为0.5ng/μl，而在非放射性标记（生物素或地高辛）cRNA探针浓度为2.5ng/μl，放射性标记DNA探针浓度为1.0ng/μl。

必须强调的是，国内外实验室都证明加杂交液的量要适当，以10-20μl/每张切片为宜。杂交液过多不仅造成浪费，而且液量过多常易致盖玻片滑动脱落，影响杂交效果，过量的杂交液含核酸探针浓度过高，反易导致高背景染色等不良后果。

2、探针的长度　　

一般应用于ISHH探针的最佳长度应在50-100个碱基之间。探针短易进入细胞，杂交率高，杂交时间短。据报告，长500个碱基的探针，其杂交时间约需20h左右。200-500个碱基的探针仍可应用，如超过500个碱基的探针则在杂交前最好用碱或水解酶进行水解，使其变成短的片段，达到实验所需求的碱基数。

3、杂交的温度和时间　　

杂交的温度也是杂交成功与否的一个重要环节。在第十八章概述中曾提到DNA或RNA需加热或变性、解链后才能进行杂交。能使50%的核苷酸变性解链所需的温度，叫解链温度或融解温度（melting temperature，简称Tm）。原位杂交中，多数DNA探针需要的Tm是90℃，而RNA则需要95℃。这种高温对保存组织形态完整和保持组织切片粘附在载玻片上是不可能的。因此，在杂交的程序中常规的加入30%-50%甲酰胺（formamide）于杂交液中。McConaughy报告，反应液中每增加1%的甲酰胺浓度，Tm值可降低0.72℃。因此，可用调节盐浓度的办法来调节Tm。Tm的计算公式在第十九章有介绍，由公式的列出也表明了它与盐的浓度、探针的长度、甲酰胺的百分比等诸多因素有关。由于盐和甲酰胺浓度的调节等因素，实际采用的原位杂交的温度在Tm-25℃左右，即比Tm减低25℃，大约在30-60℃之间，根据探针的种类不同，温度略有差异，RNA和cRNA探针一般在37-42℃左右，而DNA探针或细胞内靶核苷酸为DNA的，则必须在80-95℃加热使其变性，时间5-15min，（有作用报告在105℃微波炉加热使之变性），然后在冰上搁置1min，使之迅速冷却，以防复性，再置入盛有2×SSC的温盒内，在37-42℃孵育杂交过夜。

杂交的时间如过短会造成杂交不完全，而过长则会增加非特异性染色。从理论上讲，核苷酸杂交的有效反应时间在3h左右。Barns等（1987）报告用DNA探针杂交，其反应完成时间为2-4h。但为稳妥起见，一般将杂交反应时间定为16-20h，或为简便起见杂交孵育过夜，从现有文献报告看无不良结果。当然，杂交反应的时间与核酸探针长度与组织通透性有关，在确定杂交反应时间应予考虑，并经反复实验确定。有作者主张杂交反应的孵育应在黑暗环境中进行，因为光线会促进甲酰胺的电离作用。

4、杂交严格度（hybridization stringency）　　

杂交条件的严格度（stringency）表示通过杂交及冲洗条件的选择对完全配对及不完全配对杂交体的鉴别程度。错配对(mismatch)杂交的稳定性较完全配对杂交体差，因此，通过控制杂交温度、盐浓度等，可减弱非特异性杂交体的形成，提高杂交的特异性。所以，杂交的条件愈高，特异性愈强，但敏感性降低，反应亦然。一般来说，低严格度（low stringency）杂交及冲洗条件在Tm-35℃至Tm–40℃之间，高盐或低甲酰胺浓度。在这种条件下，大约有70%-90%的同源性核苷酸序列被结合，其结果是导致非特异性杂交信号的产生。中严格度，Tm -20℃至Tm-30℃的范围。高严格度（high stringency）为Tm-10℃至Tm-15℃，低盐和高甲酰胺浓度。在这种条件下，只有具有高同源性的核苷酸序列才能形成稳定的结合。麦跃行装用地高辛标记原位杂交技术检测尖锐湿疣中人乳头瘤病毒DNA型别，结果发现在严格条件下（Tm-12℃）各型病毒DNA的检出率和阳性率明显低于非严格条件下（Tm-35℃），其相差非常明显（P<0.001）。因为，在严格条件下只有同源性很强的DNA才被检出，而在非严格条件下同源性较低的DNA序列也被检出。因此，他建议对病毒DNA分型需在高严格条件下进行，而低严格条件则可用于对病毒感染进行筛选。

由于原位杂交技术多数是在Tm-25℃进行的，不属于高严格范围，无疑会产生非特异性结合导致信/噪比减低。在这种情况下，可用加强杂交后处理洗涤的严格度使非特异性的杂交体减少。由于RNA杂交的稳定性，应用cRNA探针进行细胞或组织的原位杂交时的杂交温度比其它核酸探针要高10-15℃。实验证明，cRNA产生的信号比双链cDNA要强。单链的RNA探针其杂交信号大于双链的cDNA的约8倍。

5、硫酸葡聚糖（dextran sulphate）和甲酰胺（formamide）　　

硫酸葡聚糖是核酸杂交液中仅次于甲酰胺的一种组成成份。在杂交液中，甲酰胺占50%左右，而硫酸葡聚糖占10%左右。它是一种大分子的多聚胺化合物，具有极强的水合（hydrate）作用，因而能大大增加杂交液的粘稠度。硫酸葡聚糖的主要作用是促进杂交率，特别是对双链核酸探针。这是应用硫酸葡聚糖于杂交液中的主要目的。

甲酰胺的主要作用在上节已提及，在调节杂交反应温度方面，甲酰胺起了极为重要的作用，从而有助于保持组织的形态结构。甲酰胺还可防止在低温时非同源性片段的结合，但甲酰胺具有破坏氢键的作用从而具有一种不稳定的作用。

（四）杂交后处理（posthybridisation treatment）

杂交后处理包括系列不同浓度，不同温度的盐溶液的漂洗。在原位杂交组织化学的实验程序中，这也是一个重要的环节。特别因为大多数的原位杂交实验是在低严格度条件下进行的，非特异性的探针片段粘附在组织切片上，从而增强了背景染色。RNA探针杂交时产生的背景染色特别高，但能通过杂交后的洗涤有效地减低背景染色，获得较好的反差效果。在杂交后漂洗中的RNA酶液洗涤能将组织切片中非碱基配对RNA除去。洗涤的条件如盐溶液的浓度、温度、洗涤次数和时间因核酸探针的类型和标记的种类不同而略有差异，一般遵循的共同原则是盐溶液浓度由高到低而温度由低到高。必须注意的是在漂洗的过程中，切勿使切片干燥。干燥的切片即使大量的溶液漂洗也很难减少非特异性结合，从而增强了背景染色。放射性标记探针杂交后漂洗过程中可用底片曝光的方法检测背景染色（非特异性标记的多少）作为改善漂洗程序的指针。在35S标记的核酸探针在漂洗液中须加入14mM的β-巯基乙醇（β-mercaptoethanol）或硫代硫酸盐（thiosulphate），以防止35S标记的核酸探针被氧化。总之，如何控制漂洗的严格度从而达到理想的信/噪比无既定方案可循，必须从反复的实践中取得经验。

（五）显示（Visualization）

显示又可称为检测系统（detection system）。根据核酸探针标记物的种类分别进行放射自显影或利用酶检测系统进行不同显色处理。细胞或组织的原位杂交切片在显示后均可进行半定量的测定，如放射自显影可利用人工或计算机辅助的图象分析检测仪（computer-assisted image analysis）检测银粒的数量和分布的差异。非放射性核酸探针杂交的细胞或组织可利用酶检测系统显色，然后利用显微分光光度计或图像分析仪对不同类型和数量的核酸的显色强度进行检测。但利用ISHH做半定量测定必须注意严格控制实验的同一条件，切片的厚度和核酸的保存量如取材固定的间隔时间等。如为放射自显影，核乳胶膜的厚度与稀释度等必须保持一致。

（六）对照实验和ISHH结果的判断

和其它实验方法一样，并非ISHH的任何阳性信号都是特异性的，故必须同时有对照试验以证明其特异性。对照试验的设置须根据核酸探针和靶核苷酸的种类和现有的可能条件去选定。从理论上讲，对照试验设置愈多其靶核苷酸特异性确定愈可靠，但现实是不可能的。因此，在上述对照试验中应任选设至少3-4种用以证实ISHH结果的可靠性。在上述试验中，标明*者为比较可靠的对照试验。① Northern 和 Southern印迹杂交法证明的方式和用Western印迹法检测抗体（蛋白质）的特异性一样，是比较可靠的。② 如果具备相当的免疫组化抗血清，可用结合的免疫组织化学和ISHH法从蛋白质（或多肽）水平和转录水平在相邻切片或同一切片中证明同一种多肽和相应mRNA共存于同一细胞中。③ 预先将切片用 DNA酶或RNA酶消化，然后用ISHH技术证明丢失的是DNA或RNA。如同免疫组化的吸收试验一样，事先与特异性的cRNA或cDNA进行杂交。再进行ISHH，其结果应为阴性。由于同义RNA探针和组织内 mRNA序列顺序是相同的，应用其进行ISHH，结果应为阴性。④ 检测系统的对照如乳胶或酶显色系统也应在无标记探针的情况下进行。ISHH的最大优点是它的高度特异性，它可测定组织、培养的单个细胞或细胞提取物中的核苷酸含量。应用高敏感度的放射性标记cRNA探针在理想的ISHH的实验条件下检测mR－NA，其敏感度可达到20个mRNA拷贝/每个细胞。由于双链DNA的稳定性，在用ISHH定位DNA时很少发生丢失，降解。在靶核苷酸序列比较伸展的情况如染色体铺片 ，长于2kb的探针可以应用。因此，其敏感性高到能够出在染色体铺片上，有时甚至在组织切片上的单个基因拷贝。正因为如此，对ISHH结果的解释应持慎重态度，特别是前人未报告过的新发现。因为如前所述，影响ISHH实验结果的因素太多，比如在外科或实验取材后未及时的固定或冷冻可由于组织中mRNA的降解而导致假阴性结果。另外，在各种类型核酸探针进入细胞、组织和各种器官的能力，又叫可接近性（acessiblity）各异。这些诸多因素都将影响ISHH的实验结果。

第六节  酵母双杂交技术及其在蛋白质组研究中的应用
一、蛋白质组学的产生背景
　　基因组研究自从开展以来已经取得了举世瞩目的成就。在过去几年中，已经陆续完成了包括大肠杆菌、酿酒酵母等十多种结构比较简单的生物的基因组DNA的全序列分析。线虫（C.elegans）的基因组DNA测序工作已基本完成。规模更为庞大的人类基因组计划预期在下一世纪的前几年(2003-2005年)也将完成全部基因组DNA的序列分析。这些进展是非常令人振奋的。但是也随之产生了新问题。大量涌出的新基因数据迫使我们不得不考虑这些基因编码的蛋白质有什么功能这个问题。不仅如此，在细胞合成蛋白质之后，这些蛋白质往往还要经历翻译后的加工修饰。也就是说，一个基因对应的不是一种蛋白质而可能是几种甚至是数十种。包容了数千甚至数万种蛋白质的细胞是如何运转的？或者说这些蛋白质在细胞内是怎样工作、如何相互作用、相互协调的这些问题远不是基因组研究所能回答得了的。正是在此背景下，蛋白质组学（proteomics）应运而生。
　　蛋白质组（proteome）一词是马克.威尔金斯(Marc Wilkins)最先提出来的，最早见诸于1995年7月的“Electrophoresis”杂志上，它是指一个有机体的全部蛋白质组成及其活动方式。蛋白质组研究虽然尚处于初始阶段，但已经取得了一些重要进展。当前蛋白质组学的主要内容是，在建立和发展蛋白质组研究的技术方法的同时，进行蛋白质组分析。对蛋白质组的分析工作大致有两个方面。一方面，通过二维凝胶电泳得到正常生理条件下的机体、组织或细胞的全部蛋白质的图谱，相关数据将作为待检测机体、组织或细胞的二维参考图谱和数据库。一系列这样的二维参考图谱和数据库已经建立并且可通过联网检索。二维参考图谱建立的意义在于为进一步的分析工作提供基础。蛋白质组分析的另一方面，是比较分析在变化了的生理条件下蛋白质组所发生的变化。如蛋白质表达量的变化，翻译后修饰的变化，或者可能的条件下分析蛋白质在亚细胞水平上的定位的改变等。　　

作为后基因组时代出现的新兴研究领域之一，蛋白质组学(proteomics)正受到越来越多的关注。蛋白质组学的研究目标是对机体或细胞的所有蛋白质进行鉴定和结构功能分析。蛋白质组学的研究不局限任何特定的方法。高分辨率的蛋白质分离技术如二维凝胶电泳和高效液相层析，经典的蛋白质鉴定方法如氨基酸序列分析等，现代质谱技术，基因组学研究的各种手段，现代计算机信息学和计算机网络通讯技术等等，任何可用于蛋白质研究的技术手段，蛋白质组学都可能会采用。它体现的是一个开放的思维和研究方式。
蛋白质-蛋白质的相互作用是细胞生命活动的基础和特征。这种千变万化的相互作用以及由此形成的纷繁复杂的蛋白质联系网络同样也是蛋白质组学的研究内容，相应的工作也已经开展。

细胞或组织的蛋白质不是杂乱无章的混合物，蛋白质间的相互作用、相互协调是细胞进行一切代谢活动的基础。蛋白质间的相互作用及作用方式同样也是蛋白质组研究所面临的问题。研究蛋白质间的相互作用有多种方法，常用的如酵母双杂交系统、亲和层析、免疫沉淀、蛋白质交联等。其中，酵母双杂交系统是当前发展迅速、应用广泛的主要方法。

二、酵母双杂交系统

酵母双杂交系统(yeast two-hybrid system)自建立以来已经成为分析蛋白质相互作用的强有力的方法之一。该方法在不断完善，如今它不但可用来在体内检验蛋白质间的相互作用，而且还能用来发现新的作用蛋白质，在对蛋白质组中特定的代谢途径中蛋白质相互作用关系网络的认识上发挥了重要的作用。实验表明双杂交技术在蛋白质组学上的应用是成功的。本文将就双杂交技术的产生、发展及其在蛋白质组研究方面的初步应用作一介绍。

（一）酵母双杂交系统的建立与发展
　　双杂交系统的建立得力于对真核生物调控转录起始过程的认识。细胞起始基因转录需要有反式转录激活因子的参与。80年代的工作表明，转录激活因子在结构上是组件式的(modular)，即这些因子往往由两个或两个以上相互独立的结构域构成，其中有DNA结合结构域(DNA binding domain，简称为DB)和转录激活结构域(activation domain，简称为AD)，它们是转录激活因子发挥功能所必需的。单独的DB虽然能和启动子结合，但是不能激活转录。而不同转录激活因子的DB和AD形成的杂合蛋白仍然具有正常的激活转录的功能。如酵母细胞的Gal4蛋白的DB与大肠杆菌的一个酸性激活结构域B42融合得到的杂合蛋白仍然可结合到Gal4结合位点并激活转录。
　　Fields等人的工作标志双杂交系统的正式建立。他们以与调控SUC2基因有关的两个蛋白质Snf1和Snf2为模型，将前者与Gal4的DB结构域融合，另外一个与Gal4的AD结构域的酸性区域融合。由DB和AD形成的融合蛋白现在一般分别称之为“诱饵”（bait）和“猎物”或靶蛋白（prey or target protein）。如果在Snf1和Snf2之间存在相互作用，那么分别位于这两个融合蛋白上的DB和AD就能重新形成有活性的转录激活因子，从而激活相应基因的转录与表达。这个被激活的、能显示“诱饵”和“猎物”相互作用的基因称之为报道基因（reporter gene）。通过对报道基因表达产物的检测，反过来可判别作为“诱饵”和“猎物”的两个蛋白质之间是否存在相互作用。在此Fields等人采用编码β-半乳糖苷酶的LacZ作为报道基因，并且在该基因的上游调控区引入受Gal4蛋白调控的GAL1序列。这个改造过的LacZ基因被整合到酵母染色体URA3位上。而酵母的GAL4基因和GAL80基因(Gal80是Gal4的负调控因子)被缺失，从而排除了细胞内源调控因子的影响。已经知道在Snf1和Snf2之间存在相互作用。结果发现只有同时转化了Snf1和Snf2融合表达载体的酵母细胞才有β-半乳糖苷酶活性，单独转化其中任何一个载体都不能检测出β-半乳糖苷酶活性。
　　目前发展起来的各种双杂交系统大多是以Fields等人建立的系统为基础的。这些新系统主要对报道基因、“诱饵”表达载体以及“猎物”表达载体等做了一些改进。其中一个重要改进是引入额外的报道基因，如广泛采用的HIS3基因。经过改造带有HIS3报道基因的酵母细胞，只有当HIS3被启动表达才能在缺乏组氨酸的选择性培养基上生长。HIS3报道基因的转录表达是由“诱饵”和“猎物”的相互作用所启动的。大多数双杂交系统往往同时使用两个甚至三个报道基因，其中之一是LacZ。这些改造后的基因在启动子区有相同的转录激活因子结合位点，因此可以被相同的转录激活因子(如上述的Gal4蛋白)激活。通过这种双重或多重选择既提高了检测灵敏度又减少了假阳性现象。其他还有针对“诱饵”或“猎物”表达载体等所作的改进，这里不一一详述。
　　在双杂交鉴定过程中要经过两次转化，这个工作量是相当大的，特别是寻找新的作用蛋白质的时候尤其如此。而且，酵母细胞的转化效率比细菌要低约4个数量级。因此转化步骤就成为双杂交技术的瓶颈。Bendixen等人通过酵母接合型的引用，避免了两次转化操作，同时又提高了双杂交的效率。在酵母的有性生殖过程中涉及到两种配合类型： a接合型和α接合型，这两种单倍体之间接合(mating)能形成二倍体，但a接合型细胞之间或α接合型细胞之间不能接合形成二倍体。根据酵母有性生殖的这一特点，他们将文库质粒转化α接合型酵母细胞，“诱饵”表达载体转化a接合型细胞。然后分别铺筛选平板使细胞长成菌苔(lawn)，再将两种菌苔复印到同一个三重筛选平板上，原则上只有诱饵和靶蛋白发生了相互作用的二倍体细胞才能在此平板上生长。单倍体细胞或虽然是二倍体细胞但DB融合蛋白和AD融合蛋白不相互作用的都被淘汰。长出来的克隆进一步通过β-半乳糖苷酶活力进行鉴定。这项改进不仅简化了实验操作，而且也提高了双杂交的筛选效率。
　　在研究蛋白质的结构功能特点、作用方式过程中，有时还要通过突变、加抑制剂等手段破坏蛋白质间的相互作用。针对实际工作中的这种需要，Vidal等人发展了所谓的逆双杂交系统(reverse two-hybrid system)。这项技术的关键是报道基因URA3的引入。URA3基因在这里起到了反选择的作用，它编码的酶是尿嘧啶合成的关键酶。该酶能把5-氟乳清酸(5-FOA)转化成对细胞有毒的物质。Vidal等人通过改造在URA3基因的启动子内引入Gal4的结合位点。这个改造的酵母菌株在缺乏尿嘧啶的选择性培养基上只有当“诱饵”和“猎物”相互作用激活URA3基因的表达才能生长。在含有5-FOA的完全培养基上“诱饵”和“猎物”的相互作用则抑制细胞的生长。然而如果目的蛋白，即与DB或AD融合的蛋白质发生了突变或者由于外加药物的干扰不再相互作用，URA3基因不表达，则细胞能在含有5-FOA的完全培养基上生长。通过这种方法，Vidal等人筛选到了转录因子E2F1的突变物，这些突变物仍然能结合视网膜母细胞瘤蛋白RB，但是丧失了同另外一种称为DP1蛋白的结合能力。结果得到了体外结合实验的验证。通过对这些突变蛋白基因的测序，他们发现了新的E2F1同DP1结合的位点。
　　以上介绍的酵母双杂交系统都是建立在对RNA聚合酶II的激活的基础上的。这意味着双杂交过程是在细胞核内完成的。然而许多待研究的蛋白质是膜蛋白，它们需定位到膜上之后才能表现正常的生物功能，与其他蛋白质起作用。有些真核细胞蛋白还要经过翻译后的加工修饰如二硫键的形成、糖基化、聚异戊二烯基化等。这些加工修饰在正常的细胞核内不可能发生。有些蛋白质本身具有激活转录的活性，它们可不经过双杂交相互作用即能激活报道基因的表达。因此根据需要有人又发展了新的双杂交系统。例如，Aronheim等人设计了一个SOS蛋白介导的双杂交系统，也被作者称为SOS救活系统（sos recruitment system）。人的鸟苷酸交换因子-SOS蛋白是一种胞质蛋白，而酵母的鸟苷酸交换因子-cdc25蛋白定位在内膜上，可将相关受体信号传导给Ras蛋白。由cdc25突变产生的一种温度敏感突变型细胞不能在36 ℃条件下生长。但是，如果SOS蛋白可以通过某种方式被定位到酵母细胞内膜上，那么它在这种温度敏感突变型细胞中因替代cdc25蛋白的作用，而使酵母恢复在36 ℃条件下生长的能力。在Aronheim等人设计的系统中，待研究的两个蛋白质分别与豆蔻酰基化信号片段和SOS蛋白融合，前一个融合蛋白定位于膜上，如果两个待研究蛋白质之间存在相互作用，这将使SOS也定位到膜上，从而可激活Ras蛋白使酵母在36 ℃下生长。利用该技术Aronheim等人找到了c-Jun的两个新的作用伙伴。

（二）双杂交系统在蛋白质组研究中的应用
　　双杂交系统在蛋白质组研究上的应用可以说尚处于尝试阶段，这方面的文献报道还很少，但已显示其在分析鉴定细胞内复杂的蛋白质相互作用方面的潜力。

　　Fromont-Racine等人以10种功能已知的与mRNA前体剪接有关的蛋白质作起始“诱饵”，从含有约5×106个克隆的酿酒酵母基因组文库中进行第一轮筛选(这些基因组DNA与AD的基因融合构成“猎物”表达载体)。经过对阳性克隆“猎物”DNA的序列分析，他们把这些DNA分成两大类共5项： 编码蛋白质的DNA和非编码蛋白质的DNA，前一类分为四项： A1是在序列上彼此有部分重叠的克隆群。这一项也是首先分析考虑的对象； A2和A3分别是靠近ORF起始密码子的编码蛋白质N-末端的片段和ORF内部的大编码片段，A4是其他的编码序列。这四项优先考虑的顺序是： A1>A2>A3>A4。根据分析把从中得到的4种靶蛋白做成新的“诱饵”进行第二轮筛选。再把从中得到的一种“猎物”做成“诱饵”进行第三轮筛选。如此经过三轮共十五次筛选，他们从中共得到约700个阳性克隆并且对大多数作了部分测序。这些筛选到的靶蛋白中，有9种是已知的mRNA前体剪接因子，5种是新发现的剪接因子，8种是与RNA其他加工过程有关的因子，还有45种与其他的功能有关。另外有9种是转录激活因子，这主要来自假阳性克隆。他们不仅发现了已知剪接因子与其他因子的相互作用，鉴定了一些新的因子，而且建立了这个剪接途径与其他代谢途径的联系。
据此Fromont-Racine等人声称，如果选择不同的细胞代谢或信号转导途径为出发点，通过类似的双杂交实验最终有可能建立酵母细胞完整的蛋白质联系图谱。推而广之，这项技术同样也能用到人类蛋白质组研究中。
Fromont-Racine等人能在较短的时间完成如此大量的筛选、分析工作，一个非常关键的因素是他们采用了上述Bendixen等人建立的通过酵母的有性接合得到双杂交菌株，并且对此技术作了进一步的改进。Bendixen等人是通过把两种接合型细胞同时复印到一个平板上使之接合；而Fromont-Racine则是把两种细胞直接在滤膜上混合然后铺到选择性平板上，因此避免了烦琐的复印操作，使工作效率进一步有所提高。
　　与此类似，Hudson等人也正在进行酿酒酵母的蛋白质组的研究分析工作。他们把酵母所有的即约6000多种蛋白质开放读码框(ORF)，分别构建成与DB和AD基因融合的表达载体。两类载体分别转化不同接合型酵母菌株。6000株分别表达不同的AD-ORF即“猎物”的细胞在16张384孔微滴定板上培养，再取少许菌液点在只表达一种BD融合蛋白的细胞形成的菌苔上使两种细胞接合形成二倍体，然后按照常规的双杂交技术鉴定“诱饵”和AD融合蛋白是否发生相互作用。整个过程主要是在384孔微滴定板上完成的。和Fromont-Racine等人的方法相比，这个方法的优点是操作过程可最大程度地自动化，微滴定板的使用也大大提高了处理量。这项工作虽已由Frederickson作了介绍，但目前为止尚未见到它正式发表。根据Frederi-ckson的评论，这个方法如果成功的话，那末它很有可能在人类蛋白质组研究中得到应用。
　　酵母双杂交技术问世不到十年，但已经在蛋白质间的相互作用研究、筛选新的蛋白质、研究蛋白质的功能等诸方面发挥重要作用。双杂交技术固然有其内在的不足之处，如通过双杂交观察到的蛋白质的相互作用在真实情况下不一定发生，也即所谓的假阳性； 假阴性现象也是双杂交分析过程中经常碰到的问题； 一些对细胞致命的蛋白质也不适宜通过双杂交系统来分析。双杂交只是反映蛋白质间能发生作用的可能性，这种可能还必须经过其他实验验证，尤其要与生理功能研究相结合，否则可能会误入歧途。虽然如此，该技术已经成为许多实验室研究蛋白质的相互作用和蛋白质的结构与功能的必要手段。技术的发展与创新、研究成果的迅速共享为建立有机体的全部蛋白质(蛋白质组组分)的相互作用及其功能关系图谱提供了基础和条件。我们不奢望通过双杂交系统能发现所有真实的蛋白质相互作用，但在没有更好的方法问世之前，双杂交技术仍是开展这类研究的有力工具。
三、酵母双杂交系统原理

    酵母双杂交系统的建立得力于对真核细胞调控转录起始过程的认识。研究发现，许多真核生物的转录激活因子都是由两个可以分开的、功能上相互独立的结构域(domain)组成的。例如，酵母的转录激活因子GAL4，在N端有一个由147个氨基酸组成的DNA结合域(DNA binding domain, BD)，C端有一个由113个氨基酸组成的转录激活域(transcription activation domain, AD)。GAL4分子的DNA结合域可以和上游激活序列(upstream activating sequence，UAS)结合，而转录激活域则能激活UAS下游的基因进行转录。但是，单独的DNA结合域不能激活基因转录，单独的转录激活域也不能激活UAS的下游基因，它们之间只有通过某种方式结合在一起才具有完整的转录激活因子的功能。

四、酵母双杂交系统操作流程

酵母双杂交系统正是利用了GAL4的功能特点，通过两个杂交蛋白在酵母细胞中的相互结合及对报告基因的转录激活来捕获新的蛋白质，其大致步骤为：

（一）以已知蛋白的cDNA序列为诱饵(bait)，将其与DNA结合域融合，构建成诱饵质粒。

（二）将待筛选蛋白的cDNA序列与转录激活域融合，构建成文库质粒。

（三）将这两个质粒共转化于酵母细胞中。

（四）酵母细胞中，已分离的DNA结合域和转录激活域不会相互作用，但诱饵蛋白若能与待筛选的未知蛋白特异性地相互作用，则可激活报告基因的转录；反之，则不能。利用4种报告基因的表达，便可捕捉到新的蛋白质。

五、酵母双杂交系统特点

（一）优点

蛋白-蛋白相互作用是细胞进行一切代谢活动的基础。酵母双杂交系统的建立为研究这一问题提供了有利的手段和方法。

（二）缺点

    尽管该系统己被证实为一种非常有效的方法，但它也有自身的缺点和问题。如：（1）它并非对所有蛋白质都适用，这是由其原理所决定的。双杂交系统要求两种杂交体蛋白都是融合蛋白，都必须能进入细胞核内。因为融合蛋白相互作用激活报告基因转录是在细胞核内发生的。（2）假阳性的发生较为频繁。所谓假阳性，即指未能与诱饵蛋白发生作用而被误认为是阳性反应的蛋白。而且部分假阳性原因不清，可能与酵母中其他蛋白质的作用有关。（3）在酵母菌株中大量表达外源蛋白将产生毒性作用，从而影响菌株生长和报告基因的表达。

六、使用酵母双杂交技术应注意的问题

    真正明了酵母双杂交技术的主要原理及筛选方法是进行酵母双杂交实验的前提，构建成功的诱饵质粒及大量的材料准备是进行酵母双杂交实验的保证。只有明了双杂交的原理，才有可能设计实验进程、才能有目的的进行材料准备，并能对实验结果作出预测与分析，尤其要对具体实验中各种选择性压力培养基的使用目的要十分清楚。大量的材料准备、较长的实验流程是酵母双杂交有别于其他实验的特点，而其操作技术本身并不十分困难。特别应提出的是，一个阳性克隆的编号往往要被反复记录多次，因此，要时时注意编号的正确性。另外，若从公司购得待筛选的酵母cDNA文库，应注意不同的公司有不同的产品，且各公司的产品不断更新换代，要认真阅读实验指导手册，以防出现失误。

第七节  LexA酵母双杂交系统

一、LexA酵母双杂交系统的设计原理

报告质粒p8op-LacZ的GAL4 UAS编码序列被完全去除，因此在缺乏LexA融合激活剂的情况下，报告基因LacZ的转录活性为零，该基因的筛选标志为URA3，可以作为有自主复制能力的质粒存在于酵母EGY48菌株中，也可以被整合到EGY48基因组DNA上。

质粒pLexA的筛选标志为HIS3，在双杂交系统中用于表达DNA-BD(202个氨基酸残基组成的LexA蛋白)与目标蛋白(钓饵，Bait)的融合蛋白，该融合体的表达受酵母强启动子ADH1的调控，选择与报告基因的操纵子LexA×8结合。

质粒pB42AD的筛选标志为TRP1，在其供外源基因插入的多克隆位点(EcoR I与Xho I)上游，含有SV40核定位(SV40 nuclear localization)、HA(血凝素)及AD(来自于E.coli的88个氨基酸残基组成的B42蛋白)等几种编码序列，共同组成可以启动报告基因转录表达的激活成份。

在酵母EGY48的基因组中还整合有另一个报告基因Leu，它与LacZ报告基因具有相同的操纵子-LexA，但两者启动子不同。

根据双杂交系统的原理，如果某一复合物同时具有DNA-BD和AD的活性，即可激活报告基因的转录和表达。分别将待测蛋白X、Y的编码序列插入pLexA质粒载体和pB42AD质粒载体的多克隆位点中，然后共同转入含有报告基因的酵母菌株，如果蛋白X与Y能相互作用，则启动报告基因的转录和表达，通过检测报告基因的表达情况，就可以间接反映蛋白X、Y是否具有相互作用以及作用的强弱。

如果将蛋白Y换为取自组织或血液的cDNA文库，则可用X从该文库中筛选出能与其相互作用的蛋白，并且可以获得编码这些蛋白的cDNA。

二、商品化酵母双杂交系统的组成

（一）载体质粒

pLexA、pB42AD、p8op-LacZ、pB42AD-DNA文库。

（二）酵母菌株

EGY48、EGY48（p8op-LacZ）、YM4271（EGY48的伴侣菌株）。

（三）大肠杆菌菌株

E.coli KC8株。

（四）对照质粒

pLexA-53，pB42AD-T 阳性对照。

pLexA-Pos（LexA/GAL4 AD融合蛋白）阳性对照。

pLexA-Lam（LaminC蛋白少与其它蛋白相互作用）假阳性检测质粒

（五）引物

pLexA测序引物及pB42AD测序引物。

三、酵母双杂交实验的基本流程

（一）将报告基因p8op-LacZ转化酵母EGY48菌株，用培养基SD/-Ura筛选。

（二）同时构建或扩增DNA文库，并纯化足够的质粒以转化酵母细胞。

（三）构建DNA-BD/靶蛋白质粒pLexA-X，作为钓饵(bait)。

（四）将上述钓饵质粒pLexA-X转化EGY48(p8op-LacZ)细胞株，用SD/-His/-Ura筛选；并用固体诱导培养基SD/Gal/Raf/-His/-Ura检测此DNA-BD/靶蛋白是否具有直接激活报告基因的活性，以及对酵母细胞是否具有杀伤毒性。

表4-1  阳性克隆筛选一览表

	转化质粒
	选择培养基(含有Gal/Raf)
	克隆生长情况
	说 明

	pLexA-Pos
	SD/-His，-Ura
	蓝
	阳性对照

	pLexA
	SD/-His，-Ura
	白
	阴性对照

	PlexA-X
	SD/-His，-Ura
	白
	没有直接激活活性

	PlexA-X
	SD/-His，-Ura
	蓝
	具有直接激活活性

	PlexA-X
	SD/-His，-Ura
	菌落不能生长
	酵母细胞毒性


如果pLexA-X -半乳糖苷酶的信号作用。能够自动激活报告基因，则设法去除其激活活性部位、或者将LacZ报告基因整合入基因组，减少。如果pLexA-X虽然不会自动激活报告基因，但对酵母宿主细胞有毒性，则需要与纯化的文库DNA同时转化酵母。

（五）如果pLexA-X既不会自动激活报告基因，也不具有毒性，则可以与纯化的文库DNA同时或顺序转化酵母细胞，并检测质粒转化效率。

1、用SD/-His/-Trp/-Ura培养基选择阳性共转化子，并扩增，使宿主细胞中的质粒在诱导前达到最大拷贝数。半乳糖苷酶无表达。
2、上述重组子转至含X-gal的固体诱导培养基SD/Gal/Raf/-His/-Trp/-Ura/-Leu，观察LacZ及Leu报告基因的表达情形，蓝色克隆即为阳性。
3、同时用LacZ、Leu两个报告基因的目的，是为了尽可能消除实验的假阳性误差，譬如：AD融合蛋白不与目标蛋白结合，而直接与启动子序列结合域结合等情况。由于2个报告基因的启动子不同，出现上述假阳性的几率就大大减少了。

4、将蓝色阳性克隆进行1次以上的划种，尽可能分离克隆中的多种文库质粒。

（六）阳性克隆的筛选

1、随机选取50个阳性克隆，扩增、抽提酵母质粒，电转化E.coli KC8宿主菌，抽提大肠杆菌中的质粒，酶切鉴定是否具有插入片段及排除相同的文库质粒。

2、如果重复的插入序列较多，可另取50个阳性克隆来分析。最后得到数种片段大小不同的插入序列，再转化新的宿主细胞，检测是否仍为阳性克隆。

（七）用质粒自然分选法(natural segregation)筛除只含有AD-文库杂合子的克隆

1、将初步得到的阳性克隆接种SD/-Trp/-Ura液体培养基，培养1-2 d，含有HIS3编码序列的BD-靶质粒在含有外源His培养基中，将以10％-20％左右的频率随机丢失。

C孵育2-3 d。
2、将上述克隆，转铺固体培养基SD/-Trp/-Ura，30

3、再挑取生长的单克隆，转入SD/-Trp/-Ura和SD/-His/-Trp/-Ura培养基中，筛选His表型缺陷的克隆，即得到只含有AD-文库杂合子的重组子。

4、将His表型缺陷的克隆转化固体诱导培养基SD/Gal/Raf/-Trp/-Ura，以验证AD-文库能否直接激活报告基因的表达，弃去阳性克隆，保留阴性克隆。

（八）酵母杂合试验(yeast mating)确定真阳性克隆

在酵母EGY48及其对应的YM4271宿主细胞中分别转入相应的质粒或文库DNA，通过杂合实验确筛选pLexA-靶DNA与pB42AD-文库确实具有相互作用的真阳性克隆。

（九）阳性克隆的进一步筛选和确证

1、扩增初步确定的阳性克隆，抽提酵母DNA。该DNA为混合成份，既含有酵母基因组DNA，也含有3种转化的质粒DNA。

2、将上述DNA电转化E.coli KC8宿主菌。由于在大肠杆菌中，具有不同复制起始调控序列的质粒不相容；同时利用营养缺陷型筛选。因此，在M9/SD/-Trp培养基上，只有含有AD-文库质粒的转化菌才能生长，将其扩增、并抽提质粒DNA，酶切鉴定。

3、用pLexA-靶DNA与pB42AD-库DNA一一对应、共转化只含有报告基因的酵母菌EGY48中，先到SD/-His/-Trp/-Ura板扩增，并与后面的诱导板形成对照，说明报告基因的表达与诱导AD融合蛋白的表达有关，再确证LacZ、Leu报告基因的表达。

4、扩增与靶DNA相互作用的文库DNA，进行序列分析及进一步的结构、功能研究。

（十）对双杂交系统阳性结果的进一步研究

1、用不同的双杂交系统验证。

（1）将载体 pLexA与pB42AD互换后进行双杂交实验。

（2）选择不同的双杂交系统，如：以GAL4转录激活子为基础的双杂交系统。

（3）将文库质粒移码突变后，再与靶质粒作用，报告基因是否仍能被激活。β-半乳糖苷酶水平，比较作用强度变化。
（4）去除或突变特定结合位点，定量检测。
2、用试剂盒提供的引物测定插入片段的DNA序列，证明其编码区域。

3、用其它的检测方法，如：亲和色谱法或免疫共沉淀法来证明双杂交系统筛选的蛋白之间的具有相互作用。

4、进一步研究靶蛋白与筛选蛋白之间的功能关系。

第五章  基因文库

基因文库（genomic library）是一套包含特定生物体所有基因的DNA序列，其中，不同的DNA序列片段分别被克隆在适当的载体上。例如，人类基因文库是一群带有人类基因克隆的大肠杆菌细胞，我们可以从这个文库中筛选、鉴定和研究任何人类基因。基因文库包括由基因组DNA构成的基因组文库和由与mRNA互补的DNA构成的cDNA文库。cDNA文库不含非转录的基因组序列（重复序列等）。从基因组文库中筛选和鉴定目的基因主要方法是利用各种分子探针手段和DNA侧序仪。

第一节  基因组文库
一、构建基因文库

　　构建基因文库的基本方法是：（1）将特定生物体的基因组DNA或互补DNA分解成适当长度的DNA片段，然后分别与克隆载体连接；(2)通过转化或转导的方法将带有不同DNA片段的重组DNA分子导入受体细胞，获得一套包含特定生物体所有DNA序列的克隆。成功构建基因文库的关键是选择合适的纯化、切断DNA的方法和克隆载体，使所获得的一套DNA序列克隆具有代表性、即不短缺任何DNA片段。例如，在构建基因组文库的过程中，如果某一段基因组DNA序列没能被克隆，那么，该基因组文库便不具有代表性。相似地，如果所建文库中没有足够数量的克隆，那么，肯定会有某些基因缺失。当然，一个完整的cDNA文库也只包括那些与mRNA互补的DNA序列，缺乏不转录的DNA序列。

　　分离和纯化真核生物基因组DNA时，通常采用蛋白酶分解和相抽提的方法除掉蛋白质及脂类等其他大分子。基因组DNA片段化则主要采用物理剪切法和限制性内切酶法。其中，用搅拌及超声波等物理剪切法处理基因组DNA后，可获得大量较短的DNA随机断片。另一方面，由于各种识别位点在基因组DNA上是非随机分布的，使用不同的限制性内切酶，可以获得具有不同长度分布特征的DNA片段。常用的限制性内切酶有Sau3A等。

　　构建基因文库中常用的载体有质粒、噬菌体、粘粒（cosmid）以及YAC。这些载体可以克隆的DNA片段长度上限分别约为10、23、45和1000kb。选择载体的主要参数是基因组大小，即基因组DNA序列的长短。例如，构建大肠杆菌（4.6×106kb）等基因组较小生物的基因组文库时，采用质粒作为载体便可得到满意的结果：按每个DNA片段平均长5kb计算，一个包括5000个DNA片段克隆的基因文库就能够代表一个完整的大肠杆菌基因组序列。构建较大基因组的文库时，噬菌体、粘粒以及YAC常被选作克隆载体。其中，EMBL3和lDASH等噬菌体的衍生物是构建基因组文库中使用最多的载体。

二、筛选和鉴定基因文库中的目的基因

　　目前，有很多方法能够帮助我们从基因文库的众多克隆中筛选和鉴定带有特定基因的克隆，这些方法大多是以杂交探查技术（hybridization probing）为基础的。杂交探测是一种利用能和目的基因序列互补的DNA或RNA片段为探针，通过分子杂交的手段找出带有目的基因的DNA片段的实验方法。

　　通常，为了从基因文库中筛选出带有目的基因的克隆，首先，需要将含有基因组DNA或cDNA克隆的菌落或噬菌斑转移到硝酸纤维膜或尼龙膜等支撑物上。进一步，除去DNA以外的其他杂物，同时使DNA分子变性（双链变为单链）并固定在支撑膜上。最后，标记拟使用的探针，并使探针与支撑膜上的单链DNA分子杂交。通过检测杂交膜上的探针信号，我们可以确定带有目的基因的细菌或噬菌体的位置，最终选出相应的基因克隆。

　　作为探针的DNA或RNA分子大多是根据已知的有关目的基因的某些信息（部分DNA序列或蛋白质产物等）化学合成的寡核苷酸。另外，标记探针的方法也很多，例如，放射性元素标记、荧光色素标记以及酶标记等等。

三、DNA顺序分析与基因结构预测

测定DNA序列是决定基因精确结构的唯一方法。DNA测序法主要有链末端终止法（chain termination method）和化学降解法（chemical degradation method）两类。其中，链末端终止法目前使用得最为普遍。
第二节  cDNA文库

一、 原理
cDNA文库不同于基因组文库，被克隆DNA是从mRNA反转录来源的DNA。CDNA组成特点是其中不含有内含子和其他调控序列。从而做cDNA克隆时应是先从获得mRNA开始，在此基础上，通过反转录酶作用产生一条与mRNA相互补的DNA链，然后除掉mRNA，以第一条DNA链为模板复制出第二条DNA链（双链）；再进一步把此双链插入原核或真核载体。
二、Total RNA的提取

1、试剂配制

（1）准备工作：
1）研钵、5ml/10ml/ 25ml移液管、100ml/250ml量筒、250ml/100ml容量瓶、药匙、试剂瓶等玻璃制品均用锡纸包裹口部，置于烤箱内，180℃，烤6 h。

2）50ml/1.5ml离心管、枪头等塑料制品用0.1‰DEPC水浸泡过夜后，121℃ 20mins 高压灭菌。
3） 电泳槽及电泳托、梳子用3%双氧水处理。

4）常用试剂及其配方：

DEPC水：在1000ml去离子水中加入100ul DEPC，静置过夜后高压灭菌。

0.78M柠檬酸纳：pH=4-5

三水合柠檬酸纳    22.94g

加DEPC水定容至100ml，室温放置备用。

10%肌氨酸钠：
肌氨酸钠           10g

加DEPC水定容至100ml，室温放置备用。              
变性裂解液：                  

0.78M柠檬酸钠      8.25ml

10%肌氨酸钠        12.375ml

异硫氰酸胍          118.05g

加DEPC水定容至 250ml，室温放置备用。
                  临用前加β-巯基乙醇使其终浓度为1%（v/v）。
2M 醋酸钠：    pH=4.5

            NaAc·3H2O          13.6g

加DEPC水定容至50ml，高压灭菌，室温放置备用。
3M醋酸钠：     pH=5
            NaAc·3H2O          20.4g

            加DEPC水定容至50ml，高压灭菌，室温放置备用。
4M LiCl：
                LiCl                 24.164g

                    加DEPC水定容至100ml，高压灭菌，室温放置备用。
0.5M EDTA：    pH=8.0 

                    EDTA                18.61g

用NaOH调PH值至8.0，定容到100ml，高压灭菌，室温放置备用。                 

    10X  MOPS (3-（N-吗啉代）丙磺酸)：

                  MOPS                  41.86g

NaAC·3H2O            4.10g

0.5MEDTA（PH 8.0）     20ml

用NaOH调pH值 6.5 ，DEPC水定容到1L，室温避光放置备用。

1 X  MOPS：

10x  MOPS            30ml

加DEPC水270ml，用时现配。

4 X   RNA  Loading  buffer：

                  10x MOPS                 400ul

                  甘油（高压过）            200UL

                  溴酚兰                    10ul

                  甲醛(37%)                 72ul

                  去离子甲酰氨              310ul

                  EDTA(0.5M  PH 8.0)        8ul

                  ErBr(10mg/ml in DEPCH2O)   70ul 

                  在4℃ 可保持3个月
10 X PBS

pH=7.4

NaCl                      80g 

KCl                       2g 

Na2HPO4                  14.4g

KH2PO4                   2.4g

定容至                    1000ml
变性电泳胶：

称取0.5g琼脂糖，加入47.5ml 1 X MOPS，加热至琼脂糖熔化后，冷却至50℃左右，加入2.5ml甲醛，轻轻混匀后倒入电泳托上。

变性电泳缓冲液：

在250ml容量瓶内加入5ml甲醛，用1 X MOPS定容至250ml。

2、动物组织total RNA的提取

（1） 根据表5-1选择适当的组织量和相应的变性裂解液量，将变性裂解液分装到RNase-free的50ml无菌离心管中，冰浴5min。

（2） 将组织样品放入变性裂解液中，在高速下匀浆15-30 sec/次，直到看不见组织和细胞碎片。

（3） 根据表5-1加入适量2M的乙酸钠（pH4.0），反复颠倒混匀4-5次。

（4） 根据表5-1加入适量酚/氯仿，加盖颠倒混合4-5次，再摇动10 sec。

（5） 冰浴10min。

（6） 4(C，12000g离心20min。

（7） 小心转移上层水相于另一个RNase-free的无菌离心管中，内含所需的RNA。蛋白质和DNA分别留在了有机相和中间层。

（8） 加入等体积的异丙醇，-20(C沉淀30min以上。

（9） 4(C，12000g离心20min。

（10） 根据表5-1加入适量的变性裂解液重新溶解RNA。

（11） 加等体积的氯仿，加盖颠倒混合4-5次，再摇动10 sec。

（12） 4(C，12000g离心20min。

（13） 小心转移上层水相于另一个RNase-free的无菌离心管中，加入等体积的异丙醇，-20(C沉淀至少30min。

（14） 4(C，12000g离心20min。

（15） 弃上清，加1ml75%的乙醇漂洗RNA沉淀。4(C，12000g离心10min。

（16） 弃上清，空气中干燥RNA沉淀，直至没有乙醇气味。用适量DEPC水充分溶解RNA沉淀。

（17） 取少量RNA用于测定OD值及电泳，其余置-80(C冰箱中保存。

表5-1  提取RNA的试剂配比
	tissue （mg）
	500
	800
	1000

	变性裂解液(ml)
	5
	8
	10

	2M NaOAC pH 4 (ml)
	0.5
	0.8
	1

	水饱和酚 (ml)
	5
	8
	10

	氯仿 (ml)
	1
	1.6
	2

	异丙醇(ml)
	4
	6
	8

	变性裂解液 (ml)
	0.5
	0.8
	1

	异丙醇(ml)
	0.5
	0.8
	1

	75% 乙醇(ml)
	1
	1
	1

	DEPC-treated H20 (ml)
	0.5
	0.8
	1


3、植物组织total RNA的提取

（1） 先将研钵于-80℃冰箱中预冷，然后将1g样品在液氮中研磨成粉末状。

（2） 将粉末倒入盛有3ml变性裂解液的50ml离心管中，充分匀浆。（1g样品加入3ml变性裂解液）。

（3） 加入0.3ml（1/10体积）2M的NaAc（ph4-5）颠倒混匀。

（4） 加入3ml（等体积）的水饱和酚，充分振荡，再加入1ml（1/3）的氯仿，振荡。

（5） 冰浴10min。4℃，12000g离心10min

（6） 小心转移上清于另一离心管中，加入2倍体积的无水乙醇，-70℃沉淀至少1 h。

（7） 4℃，12000g离心20min。

（8） 去上清，取沉淀。加1ml 4M的LiCl 溶解沉淀（1mlLiCl/g组织），并转入1.5ml离心管中。

（9） 4℃，13000rpm离心15min。

（10） 用0.4ml DEPC水溶解沉淀，加1/2体积的水饱和酚，1/2体积的氯仿，颠倒混匀。

（11） 4℃，13000rpm离心10min。

（12） 取上清，加1/10体积的3MNaAc（ph5）和2倍体积的无水乙醇，-70℃沉淀30min以上。

（13） 4℃，13000rpm离心15min。

（14） 弃上清，用1ml 75％的乙醇洗涤沉淀，4℃，13000rpm离心10min。

（15） 弃上清，取沉淀，空气中干燥RNA沉淀，直至无乙醇味。

（16） 用40-60ul DEPC水溶解(300-500ug/g)RNA沉淀。

（17） 取少量RNA用于测定OD值及电泳，其余置－80℃冰箱中保存。

4、Trizol Reagent 提取total RNA

（1）查表5-2根据样品量选择适当的 TRIzol Reagent体积装入50ml RNase-free离心管中，注意样品体积不能超过Trizol Reagent体积的10%。

（2）将组织样品放入Trizol Reagent中，高速下匀浆15-30 sec/次，直至看不见组织和细胞碎片。

（3）室温温育10min 。

（4）据表5-2加入适量体积的氯仿，剧烈震荡15 sec，然后室温下温育3min。

（5）4ºC，12000g离心15min，形成淡红色的苯酚/氯仿有机相，中间相和上层水相，水相约占TRIzol体积的60%。

（6）转移上清于另一个Rnase-free的 50ml离心管中。根据表5-2加入适量异丙醇，-20ºC沉淀1 h以上。

（7）4ºC，12000g离心10min。

（8）去上清，据表5-2加入适量体积的75%的乙醇混匀。

（9）4ºC，7500g离心5min。

（10）去上清，空气中干燥或真空抽干RNA沉淀，但不要太干。加入适量体积的DEPC-WATER，溶解沉淀。

（11）取少量RNA用于测定其OD值和电泳，其余置-80ºC冰箱中保存。

表5-2  提取RNA的试剂配比
	组织量
	Trizol Reagent
	氯仿
	异丙醇
	75%乙醇

	50~100mg
	1ml
	0.2ml
	1ml
	1ml


三、mRNA的分离

（一）Oligotex mRNA Kits  (QIAGEN）法 

 1、准备工作

（1）将Oligotex Suspension 置于37℃水浴中，旋转混匀，溶解Oligotex.，然后置于室温。

（2）将OBB Buffer置于37℃水浴中，旋转混匀，重溶沉淀物，然后置于室温。

（3）将OEB Buffer 置于70℃水浴中，待用。

2、操作流程

表5-3  加入试剂量据此表

	Total RNA
	RNase-free Water to：
	Buffer OBB

(ul)
	Oligotex

Suspension  (ul)
	Prep size

	<=0.25mg
	250ul
	250ul
	15
	Mini

	0.25-0.5mg
	500ul
	500ul
	30
	Midi

	0.5-0.75mg
	500ul
	500ul
	45
	Midi

	0.75-1.00mg
	500ul
	500ul
	55
	Midi


（1）Total RNA 量不要多于1mg，用移液器取出所需RNA量到1.5ml离心管中，加RNase-free water 补足到500ul

（2）根据表3加入适当体积的OBB Buffer和Oligotex Suspension，轻弹1.5ml离心管彻底混匀

（3）置于70℃水浴中3min

（4）取出置于室温（20℃-30℃）10min

（5）13000rpm室温离心 2min，用移液器吸出上清到一个新的1.5ml离心管中，保留上清直到PolyA被结合上。

（6）用移液器取400ul OW2 Buffer混匀沉淀物，将混合物转移到 Spin Column中，RT ，13000rpm，离心1min

（7）将Spin Column 转移到一个新的1.5ml离心管中，加400ul OW2，RT， 13000rpm，离心1min

（8）将Spin Column 转移到一个新的1.5ml管中，取出25ulOER Buffer(70℃)到Column中，用移液器吹打3-4次树脂，室温 13000rpm，离心1min。

（9）取出25ul OER Buffer(70℃)到Column中，用移液器吹打3-4次树脂，室温 13000rpm，离心1min。

（10）测OD，并电泳定量。

（二）磁珠法分离mRNA

1、在RNase-free的EP 管中加入0.1-1.0mg的总RNA和RNase-free水至终体积为500ul。

2、65ºC加热10min。

3、加入3ul生物素标记的Oligo(dT)和13ul 20×SSC于RNA中，轻轻混合，室温放置逐渐冷去至室温，一般需10 min左右。

4、同时配0.5×SSC 1.2ml和0.1×SSC 1.4ml。

5、将磁珠（SA-PMPs）轻晃散开，放入磁性分离架上，使SA-PMPs集中于管的一侧（约30sec），小心去上清，切不可离心。用0.3ml 0.5×SSC漂洗SA-PMPs，用磁性分离架集中磁珠，去除上清，重复3次。

6、将漂洗后的SA-PMPs重新悬浮于0.1ml 0.5X SSC，注意漂洗后的SA-PMPs应在30min内使用。

7、将3中的oligo(dT)/mRNA退火反应物全部加入含漂洗好的SA-PMPs管中，轻轻摇匀，室温下放10 min。

8、用磁性分离架捕获SA-PMPs，小心去上清，但不要弃去。

9、用0.1×SSC，每次0.3ml洗3次，每次都晃至SA-PMPs悬浮，最后一次漂洗后尽可能多的吸取水相，而不损坏SA-PMPs.

10、将SA-PMPs重新悬浮在0.1ml RNase-free水中，反复颠倒，使SA-PMPs散开，洗脱mRNA。

11、用磁性分离架捕获SA-PMPs，将洗脱的mRNA吸入另一个新的EP管中。

12、将SA-PMPs再悬浮于0.15ml RNase-free的水中，洗脱，与11步洗脱液合并。

13、将得到的mRNA溶液取几微升跑电泳，若mRNA浓度不足以进行下一步的反转录，则需将得到的mRNA溶液浓缩（浓缩步骤见14-18）。

14、加0.1体积的3M NaAc和1.0体积的异丙醇于洗脱液中，-20ºC沉淀过夜。

15、4ºC，13000g离心60 min。去上清，加入500ul 70%乙醇混匀。

16、4ºC，7500g离心10 min。

17、去上清，真空或空气中自然风干，但不要太干，加适量RNase-free水溶解。

18、重复步骤5-12，将步骤8保留下的样品重新上柱。

（三）注意事项

1、所有操作均需要严格戴手套，戴口罩进行。
2、如果total RNA质量高，杂质少，就选择Oligotex的方法分离mRNA，相反则可以用磁珠法。

3、mRNA的电泳图是弥散的。

四、cDNA双链合成

（一）Superscipt II-RT合成第一链

1、在一RNase-free的0.2ml PCR管中，加入：

         x ul   mRNA(大约500ng)

         1 ul   Xho I Primer(1.4ug/ul)

         11-x ul   RNase-free water

大于500ng mRNA 分n管（500ng/tube）合成第一链，第一链合成完毕后将n管合成一管进行第二链合成。

2、混匀后，70℃反应10min。

3、反应完成后，立刻将反应体系置于冰上5min。

4、稍微离心一下，顺序加入以下试剂：                           
4ul  5×first strand buffer
2ul   0.1M DTT

1ul  10mM dNTP(自己配制) 

5、混匀，稍微离心反应物之后，42℃放置2min。

6、反应完成，趁热加入1 ul Superscipt II-RT，混匀。

7、42℃反应50min，然后70℃，15min灭活反转录酶。

（二） cDNA第二链的合成：

1、第一链反应完成后，取2ul一链产物-20℃冰箱中保存，待电泳检测。其余的产物合并，混匀，然后顺序加入下列试剂：

20ul   10×DNA Polymerase I buffer

6ul    10mM dNTP(自己配制)

xul    dd H2O

1ul    RNase H(2U/ul)

10ul   DNA Polymerase I(10U/ul)

总体系为200ul。

2、混匀后，16℃反应2.5 h。

3、70℃灭活10min。

4、反应完成后，得到200ul cDNA第二链反应体系，将此体系置于冰上。

5、取2ul二链产物，同保存的一链产物一起电泳鉴定。同时上1kb ladder，确定双链的大小范围。

注：一链，二链的电泳图是弥散的，且二链稍比一链大一些。

（三）双链cDNA末端补平
1、在第二链反应体系中，顺序加入下列试剂：

6ul   10mM dNTP

2ul   T4 DNA Polymerase(8.7U/ul)

                  2ul   BSA(10mg/ml)

2、稍微离心混匀反应物，37℃反应至少30min，然后75℃灭活10min。

3、加入等体积酚/氯仿/异戊醇，剧烈振荡后，常温下13000g离心5min。

4、离心后，吸取上清于另一1.5ml EP管中，加入等体积氯仿，上下颠倒几次混匀后，常温下13000g离心5min。

5、吸取上清至另一EP管，加入1/10体积的3M NaAc(PH5.2)和2.5体积的预冷的无水乙醇，混匀，-20℃放置过夜以沉淀双链cDNA。

6、第二日，将昨日沉淀物在4℃，13000g离心60min以充分沉淀双链cDNA。

7、离心完毕，弃上清，加入1ml 70%乙醇洗涤沉淀，常温下13000g离心5min。

8、离心完毕，弃上清，干燥沉淀至无乙醇气味。

注：第3，第4步可以用PCR 纯化试剂盒代替。

（四）产物纯化

1、溶液PE使用前应加入适量体积95％-100％的乙醇，混匀。

2、向200ul二链补平产物中加入5倍体积的buffer PB，混匀。

3、加入spin column中，13000rpm离心1min。

4、加入0.75ml buffer PE，13000rpm离心1min。

5、13000rpm，再离心1min。

6、将spin column放入一新的离心管中，加入50ul buffer EB，静置10min。

7、13000rpm离心2min。

8、加入30ul buffer EB，静置10min。

9、13000rpm离心2min。

10、加入1/10体积3M的NaAc，2.5倍体积无水乙醇，混匀，－20℃沉淀过夜。

（五）EcoR I adaptor 加接

1、往双链cDNA沉淀中加入9ul EcoR I adaptor (400ng/ul)，4℃至少放置30min以充分溶解cDNA沉淀。

2、溶解完成后，顺序加入下列试剂：

                     1.2ul   10×Ligase Buffer

1ul     10mM rATP

1ul     T4 DNA Ligase (4U/ul)

3、混匀后，4℃连接3 d，或者8℃过夜连接。

（六）双链cDNA末端的磷酸化及Xho I酶切：

1、连接反应完成后，将反应体系70℃放置15min灭活T4 DNA Ligase。

2、稍微离心使反应物集中至管底，室温下放置5min，然后加入下列试剂：

1ul    10×Ligase Buffer

1ul    10mM rATP

6ul    dd H2O

1ul    T4 PNK (10U/ul)

3、37℃反应30min，然后70℃灭活15min。

4、稍微离心使反应物集中至管底。

5、室温放置5min；然后加入下列试剂：

4ul    Xho I 10×Buffer

2ul    BSA

5ul    ddH2O

8ul    Xho I (10U/ul)

6、37℃反应1.5 h，然后65℃灭活酶10min。

7、反应完成，双链cDNA合成完毕。置于4℃准备回收。

（七）胶回收cDNA（QIAEXII GEL Extraction Kit 回收试剂盒）
1、配制小胶数板（每个样品一板）：1%琼脂糖凝胶，2ul EB/300ml 胶。
2、取4℃保存样品上样，40ul/孔。

3、电泳50V；1h。

4、紫外灯下分别切下0.5-1kb、1.0-2.0kb及2.0-4.0kb cDNA 片段.，分别放入已做标记的1.5ml离心管中。

5、称取胶重，加入三倍体积buffer QXI（例如，100mg胶中加入300ul buffer QXI）

6、50℃ 水浴数分钟，至胶完全融化。用手指弹 QIAEX II 使重悬，每管中加入5ul QIAEXII。

7、50℃ 水浴10min，每隔2min 取出颠倒混匀数次，使QIAEX II 保持悬浮。

8、4℃，13000rpm，30sec。（弃上清，离心机中甩一下，吸取上清）。

9、加入500ul buffer QXI，轻弹管底使QIAEX II 重悬。

10、离心并去上清（同操作8）。

11、加入500ul buffer PE，重悬QIAEX II，离心30sec，去上清。

12、再加入500ul buffer PE，重悬QIAEX II，离心30sec，弃上清，离心机中甩一下，吸去上清。

13、超净台上吹干（至无乙醇味），加入10ul elution buffer，重悬QIAEX II，静置5min，13000rpm，30sec。吸上清，冰上放置。

14、取1ul上清上样电泳，同时做分子量标准（1kb ladder）及DNA含量标准（10ng，20ng）作对照。

15、将收回的cDNA置于-20℃内保存，据电泳结果，取适量DNA进行连接。

五、载体制备

（一）pBlueScriptII的提取

1、取1ul商品的pBlueScriptII，转化入大肠杆菌宿主菌中，取5ul转化产物均匀涂布在含AMP的LB平板上，37℃培养过夜。

2、第二天取一只无菌的50ml离心管，加入10ml AMP抗性的LB液体培养基，挑单克隆于离心管中，37℃，250rpm，培养过夜。

3、第三天取200µl小摇后的菌液接种于250ml 含AMP的LB液体培养基中，37℃，250rpm培养6 hr左右，使OD值达到0.6-0.8。

4、将菌液移入250ml离心管中，4℃，3000rpm，离心15min。取出离心管，菌沉淀朝上倒掉上清，将离心管倒置于吸水纸上使上清充分滤干。（注意离心前需配平）

5、加入10ml溶液Ⅰ（50mM Glucose ，25mM Tris-HCl，10mM EDTA，pH8．0），加入RNase至终浓度100µg/ml，晃动摇菌，使菌体充分悬浮，静置10min。

6、按NaOH（0.4N）：SDS（2%）=1：1的比例新鲜配制溶液Ⅱ，加入20ml溶液Ⅱ，静置3-5min。

注：静置时间勿超过5min，提前将溶液Ⅲ置于冰盒中。

7、加入15ml冰浴的溶液Ⅲ，冰浴15-30min。

8、4℃，5000rpm，离心15min。

9、取上清于两个50ml离心管中，弃去原离心管中的沉淀。

10、每管加入0.6倍体积的异丙醇，充分混匀，室温下放置10min。

11、20℃，12000g，离心20min回收质粒沉淀。

12、弃上清，用70％的乙醇洗2次。

13、弃上清，倒扣于吸水纸上，尽量空干液体。

14、用3ml TE（pH8.0）溶解沉淀，移入1.5ml EP离心管中。

15、电泳检查DNA质量并定量。（必要的话，可以用胶回收的方法先纯化一下质粒再进行双酶切。）

（二）pBlueScriptII的双酶切消化

1、以如下体系进行EcoRI酶切：

pBSK(+)                   X µl（6µg）

ddH2O                     174-X µl 

10×Buffer E                20 µl

混匀，加入限制性内切酶：

          EcoRI （10U/ µl）            6 µl   

    总体积为200 µl。

2、轻弹管壁或用枪头轻轻吹打混匀，在离心机上甩一下。

3、37℃，水浴1h。

4、加入200ul 1：1的酚/氯仿，混匀。4℃，13000rpm，离心15min。

5、取上清，加入等体积的氯仿，4℃，13000rpm，离心10min。

6、取上清，加入0.1倍体积的NaAC和2.5倍体积的无水乙醇，-20℃，沉淀30min。

7、4℃，13000rpm，离心10min，弃上清，取沉淀。

8、加入200ul 70％的乙醇洗沉淀。

9、4℃，13000rpm，离心10min，弃上清，取沉淀。

10、自然风干沉淀，至无乙醇味，加入100ul ddH2O充分溶解沉淀。

11、加入以下试剂进行XhoI酶切：

ddH2O                   74 µl 

10×Buffer D              20 µl

混匀，加入限制性内切酶XhoI：

           XhoI （10U/ µl）         6 µl   

总体积为200 µl。

12、轻弹管壁或用枪头轻轻吹打混匀，在离心机上甩一下。

13、37℃，水浴1.5h。

14、加入200ul 1：1的酚/氯仿，混匀。

15、4℃，13000rpm，离心15min。

16、取上清，加入等体积的氯仿，4℃，13000rpm，离心10min。

17、取上清，加入0.1倍体积的NaAC和2.5倍体积的无水乙醇，-20℃，沉淀30min。

18、4℃，13000rpm，离心10min，弃上清，取沉淀。

19、加入200ul 70％的乙醇洗沉淀。

20、4℃，13000rpm，离心10min，弃上清，取沉淀。

21、自然风干沉淀至无乙醇味，加入40ul ddH2O充分溶解沉淀，得到双酶切载体。

（三）载体去磷酸化

1、在40ul双酶切载体中加入以下试剂：

              6ul     10×buffer

              6ul     CIAP（0.01U/ul）

              8ul    ddH2O

总体积60ul。

2、轻弹管壁或用枪头轻轻吹打混匀，在离心机上甩一下。

3、37℃，水浴1h。

4、70℃，15min，灭活酶。

5、电泳分离，胶回收双酶切载体，定量。

（四）载体效率检测

1、按以下所示作4个连接反应：
	    
	DNA
	连接酶
	

	1
	pBlueScriptII/E/X /CIAP
	   -
	检测酶切效率

	2
	pBlueScriptII/E/X /CIAP
	   +
	检测脱磷效率，载体自连效率

	3
	商品Vector加标准Insert
	   +
	对照

	4
	自制Vector加标准Insert
	   +
	检测载体效率


16℃连接过夜。

2、各取1ul连接产物作电转化。

3、计算克隆数，计算载体相对脱磷效率及连接效率。

六、cDNA双链和载体的连接

（一）连接

根据载体和cDNA的电泳定量结果，每个样品设置3个比例的连接，
即：insert/vector=1/3  insert/vector=1/1   insert/vector=3/1

按以下体系依次加入：

      ddH2O                      xul

T4 ligase 10×buffer          1ul

PBK(E/X)vector(20ng/ul)      1ul

cDNA                      (由浓度及连接比例而定)

T4 DNA ligase(3U/ul)         1ul

10ul体系，16℃，连接过夜。

（二）检测（PCR方法）

取适量PCR薄壁管，置于冰上，按以下体系依次加入：

	
	连接产物
	insert
	vector
	阳性对照
	阴性对照（H20）

	模板
	1
	1
	1
	1
	

	10×buffer
	2.5
	2.5
	2.5
	2.5
	2.5

	MgCl2(25mM)
	1.8
	1.8
	1.8
	1.8
	1.8

	dNTPs(2.5mM)
	1
	1
	1
	1
	1

	T3 引物（10pmol）
	1
	1
	1
	1
	1

	T7 引物（10pmol）
	1
	1
	1
	1
	1

	Taq酶
	0.4
	0.4
	0.4
	0.4
	0.4

	ddH2O
	16.3
	16.3
	16.3
	16.3
	17.3

	总体积（ul）
	25
	25
	25
	25
	25


各试剂均加好后，离心机上甩一下，使之沉底，置于PCR仪上。

反应程序：     

94℃      4min
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94℃       20 sec

53.6℃     20 sec         35个循环

72℃       4min 

72℃       10min

4℃        24 h

待PCR反应进入4℃后，取下PCR薄壁管，取7ulPCR产物加入3ul溴芬兰跑电泳，同时上样1Kb DNA ladder。半小时后照相，观察胶图：insert、vector、阴性三个样品除了有少量引物带（大约在200bp左右）外，均无其他带形。阳性带形清晰。好的连接产物应在500bp至4、5kb大小之内形成一条清晰的弥散带。

七、电转化流程

（一）电转化感受态细胞的制备

1、用枪头挑取单克隆菌落，投入盛有10ml LB液体培养基的50ml离心管中（同时做培养基和枪头的空白对照）。

2、37℃，220rpm，培养14-16h。

3、第二天，以1：100的比例将这10ml菌液倒入1000ml LB液体培养基中，37度，220rpm，振摇2-3 h，每半小时测一次OD，当OD值达到0.3-0.4时，停止培养。

4、将菌液在冰上预冷30min，随后将菌液分装到500ml 预冷的离心杯中，4℃，2500rpm离心10min。

5、弃上清，离心杯中加入少量ddH2O，使沉淀悬浮后，再将水注满离心杯，4℃，4000rpm离心10min。

6、弃上清，加少量灭菌水，重悬菌体，再将水注满离心杯，4000rpm，4℃，离心10min。

7、弃上清，往离心杯中加入少量10%甘油(灭菌，预冷)，重悬菌体，再加满10%甘油，4℃，4000rpm，离心10min。
8、弃上清，每个离心杯中加入5ml 10％的甘油，使沉淀悬浮后，将菌液以300ul/管分装于1.5ml的离心管中，-80 ℃冰箱中保存。同时取100 μl感受态加0.01ng pUC18直接电穿孔转化，检测转化效率。

9、次日观察转化子生长情况，并记录。

（二）连接产物纯化

1、将连接产物转移至一个1.5ml EP管中，加入下列试剂：

10ul     ddH2O

2ul      3M NaAc（pH5.2）

50ul     无水乙醇

轻轻混匀，稍微离心并将其置于-20℃放置1 h以上。
2、4℃，top Speed 离心30min。
3、小心移去上清，避免接触到管底的沉淀物。
4、加入500ul70％的乙醇，轻轻颠倒几次洗涤沉淀（注：不要离心混匀）。
5、4℃，top Speed离心5min。
6、小心移去上清，将此EP管置空气中直至无乙醇气味。
7、加入10ul ddH2O重新溶解沉淀，4℃短期保存，-20℃长期保存备用。
（三）电转化

1、从-80℃冰箱中取出感受态细胞，置于冰上解冻。

2、取1 μl 纯化后的质粒于一个1.5ml的离心管中，将其和0.1cm的电极杯一起置于冰上预冷。

3、将40-100ul解冻的感受态细胞转移至此1.5ml 的离心管中，小心混匀，冰上放置10min。

4、打开电转仪，调至Manual，调节电压为2.1KV。

5、将此混合物转移至已预冷的电极杯中，轻轻敲击电极杯使混合物均匀进入电极杯的底部。 

6、将电极杯推入电转化仪，按一下push键，听到蜂鸣声后，向电击杯中迅速加入1000μl的SOC液体培养基，重悬细胞后，转移到1.5ml的离心管中。

7、37℃，220-250rpm复苏1 h。

8、取20ul转化产物加160ulSOC涂板，放于37℃温室，过夜培养，次日查看转化结果。其余菌液加1：1的30％的甘油后混匀-80℃保存。

注：每块加有Amp的平板上均匀涂有X-gal 80μl ，SOC 80μl，IPTG 20 μl。

（四）电击杯清洗流程

1、用清水将电击杯稍冲一下。

2、向电击杯中加入的75%乙醇浸泡2h。

3、弃去乙醇，再用蒸馏水冲洗2-3遍，然后用1ml的枪吸取超纯水反复吹打电击杯10遍以上。

4、加入无水乙醇2ml于电击杯中，浸泡30min。

5、弃去无水乙醇，于通风厨内挥干乙醇。

6、将清洗好的电击杯放入-20 ℃冰箱内待用。

注：1、不同样品使用的电机杯应分开；2、每周用1％乙醇浸泡30min。

八、快速鉴定、菌落PCR

（一）质粒快速鉴定   
1、试剂

Protoplasting buffer： 

30mM Tris-HCl, pH8.0                      0.33ml/1.0M

      5mM EDTA                               0.1ml/0.5M

      50mM NaCl                               0.1ml/5.0M

      20% Sucrose                               5ml/40%

      50µg/ml RNAseI                            50ul/10mg/ml

      50µg/ml lysozyme                           50ul/10mg/ml

补水至10ml，-20℃分装保存。
   Lysis buffer：

89mM Tris-HCl, pH8.0

89mM boric acid         2ml of 5×TBE

2.5mM EDTA

2% SDS                2ml     10% SDS
5% sucrose              1.25ml  40% sucrose
0.04% bromphenol blue    4mg

补水至10ml，-20℃分装保存。
2、操作流程

（1）将转化后的菌液铺平板，37℃过夜培养。

（2）配制0 .6-0 .7%的琼脂糖TBE 胶。

（3）用连续加样枪在96孔板中每孔加入10 µl Photoplasting Buffer。

（4）用灭过菌的10ul小枪头挑取单克隆白斑至含有Photoplasting Buffer 的96孔板中，振荡混匀。

（5）用连续加样枪将Lysis Buffer上样于凝胶中，每孔4 µl，用排枪将细胞与Protoplasting buffer混合液上样于凝胶中（细胞在Protoplasting buffer中不宜超过30-40 min），并点上Marker。

（6）调节电压为20V（小槽）或40V（大槽），电泳15min，使细胞充分裂解，将电压调高到200V，继续电泳1h，照相。

（7）根据胶图粗略鉴定插入片段的大小及小片段率。

（二）菌落PCR

1、取适量PCR薄壁管，置于冰上，每管先加入17.3ul的灭菌水。

2、用灭过菌的10ul小枪头挑取单克隆白斑至灭菌水中，振荡混匀。
3、依次加入：

       10xbuffer                2.5            

Mgcl2(25mM)           1.8

DNTP(2.5mM)          1         

T3 引物（10pmol）     1             
T7 引物（10pmol）     1         

Taq酶                 0.4 

25ul体系，各试剂均加好后，离心机上甩一下，使之沉底，置于PCR仪上。

4、94℃，2min。

5、             94℃        4min

94℃        40 sec

53.6℃      40 sec      35个循环

72℃        4min 

72℃        10min

4℃         24 h

6、待PCR反应进入4℃后，取下PCR薄壁管，取7ul PCR产物加入3ul溴芬兰跑电泳，同时上1kb DNA ladder。半小时后照相，观察胶图，根据胶图粗略鉴定插入片段的大小及小片段率。

7、将快速鉴定和菌落PCR检测合格的文库送检。

九、pBlueScript cDNA库扩增

（一）试剂及配方

2×LB （1L）：

        20g     氯化钠

        20g     蛋白提取物

        10g     酵母提取物

加入蒸馏水至1升，用NaOH调pH值至7.0，高压灭菌。

2×LB-甘油（12.5%）（200ml）

175ml   2× LB液体

25ml    甘油（100％）

加入蒸馏水至200ml，压灭菌，置于4℃备用。

（二）操作流程

1、将cDNA文库转入大肠杆菌，如DH5a(DH10B)后，取少量菌液涂布氨苄平板，以推算克隆总量。

2、取一大小合适的三角瓶，根据克隆总量配制2×LB液体，每500ml 2×LB液体可扩增5×105个克隆，可以适当增加2×LB液体的量，但不能少于此比例。

3、按每100ml加0.3g的比例在2×LB液体中加入SeaPrep agarose。

4、70℃加热搅拌至琼脂糖溶解，高压灭菌后再70℃搅拌30min。

5、37℃放置1 h。

6、加入适量安苄青霉素，使之终浓度为50ug/ml。

7、加入全部菌液，并轻柔旋转使之混匀，避免振荡。

8、将三角瓶置于冰水中1 h，水面必须没过三角瓶内液面。

9、轻轻取出三角瓶，30℃培养40-45 h。

10、将三角瓶内容物全部转入离心管中，离心10000g，20min，必须室温。

11、弃上清，每100ml培养基离心得到的沉淀用10ml 2×LB-甘油（12.5%）重悬。

12、将重悬液留下10ul检测滴度，其余分装于1.5ml离心管，-80℃冰箱内保存。

13、取1ul扩增后菌液倍比稀释。

14、各取10ul 稀释为10-5和10-6的菌液涂布于含安苄青霉素的LB固体平板上，37℃过夜培养，次日计算其克隆数以及扩增后总克隆数。

第二篇  分子克隆技术

系列一  目的基因克隆

实验一  组织总RNA的提取

一、实验目的
学习掌握制备植物和动物总RNA的方法。

二、实验原理
由苯酚和硫氰酸胍等药品配制成的Trizol 试剂能快速抽提总RNA，在匀浆和裂解过程中，能在破碎细胞、降解细胞其它成分的同时保持RNA的完整性。在氯仿抽提、离心分离后，RNA处于水相中，将水相转管后用异丙醇沉淀RNA。用这种方法得到的总RNA中蛋白质和DNA污染很少，可以用来做Northern，RT-PCR，分离mRNA，体外翻译和分子克隆等。RNA的制备与分析对于了解基因在转录水平上的表达与调控和cDNA的合成都是必须的，RNA的纯度和完整性对于Northern blot，RT-PCR和cDNA文库的构建等分子生物学实验都至关重要。RNA分离的方法很多，其中最关键的因素是尽量减少RNA酶的污染。

三、材料、试剂及器具
动物肝脏组织或植物叶片，Trizol 试剂，DEPC，异丙醇，乙醇。Tip头，Ep管，电泳仪，电泳槽等。
四、实验操作步骤
（一）动物组织总RNA提取
1、取人肝脏组织约100 mg，至于预冷的研钵中，不断加入液氮，迅速研磨成粉末。
2、将组织粉末移至预冷的EP管中加1ml冷Trizol，反复吹打，混匀，冰上放置10min，12000 r/min，4 ℃离心10min。

3、将上清转移至新的Ep管中，加200 µl预冷的酚氯仿（酚：氯仿=1∶5），剧烈振荡混匀30 sec，12000 r/min，4 ℃ 离心10 min。取上清，重复加入200 µl酚氯仿振荡后离心。4、取上清，加等体积冷异丙醇，-20 ℃ 放置15 min，12000 r/min，室温离心10 min。小心吸去上清液，将离心管倒置，使液体尽量流干。
5、用1 ml预冷75﹪乙醇，12000 r/min，4 ℃ 离心5 min洗涤RNA沉淀，弃上清，重复3次，室温干燥。
6、用30 μl灭菌DEPC水溶解RNA，-20 ℃ 保存备用。
（二）植物组织总RNA提取
1、液氮研磨样植物叶片，每1.5ml Ep管分装0.1g样品；
2、每管加1mlTrizol 试剂（样品体积不超过Trizol 试剂体积的10％），迅速混匀（若样品较多可先将混好的样品置于冰上）；室温下净置5-10min以利于核酸蛋白质复合体的解离；
3、加200 µl的氯仿，用手剧烈摇荡15 sec，室温下静置5min左右；
4、2-8 ℃ ，12000×g 离心10-15min；
5、将水相（上清）转入一新离心管，加0.5ml 异丙醇室温下沉淀10min；
6、2-8 ℃ ，12000×g 离心15min；
7、弃上清，加1ml 75％乙醇清洗RNA，振荡片刻后（务必使沉淀悬浮起来，以确保洗涤干净），12000×g 离心2min，小心弃上清；
8、室温静置5-15 min，使RNA沉淀恰好干燥，加入20 µl DEPC水溶解，取2 µl 琼脂糖电泳检测RNA质量。采用分光光度计测定RNA浓度，将样品保存于-70 ℃超低温冰箱中备用。
五、注意事项

1、抽提及操作RNA中要谨防RNase的污染，因此操作RNA的试剂及器皿都要进行相应的处理。

2、RNase-free 水：用0.1% DEPC处理纯水过夜，之后高压灭菌去除痕量的DEPC。 

3、研钵处理：0.4N NaOH 浸泡过夜，DEPC水洗涤3遍。

4、玻璃器皿180ºC烘烤3h以上；塑料制品DEPC水清洗，蛋白质变性剂处理，高温高压消毒。

5、应戴口罩和手套，环境洁净。 

实验二  cDNA的合成
一、实验目的
学会mRNA反转录成cDNA的操作技术，掌握制备PCR模板的方法。

二、实验原理
（一）cDNA第一链的合成

所有合成cDNA第一链的方法都要用依赖于RNA 的DNA聚合酶(反转录酶)来催化反应。目前商品化反转录酶有从禽类成髓细胞瘤病毒纯化到的禽类成髓细胞病毒(AMV)逆转录酶和从表达克隆化的Moloney鼠白血病病毒反转录酶基因的大肠杆菌中分离到的鼠白血病病毒(MLV)反转录酶。AMV反转录酶包括两个具有若干种酶活性的多肽亚基，这些活性包括依赖于RNA 的DNA合成，依赖于DNA的 DNA合成以及对DNA：RNA 杂交体的RNA 部分进行内切降解(RNA 酶H活性)。MLV反转录酶只有单个多肽亚基，兼备依赖于RNA 和依赖于DNA的DNA合成活性，但降解RNA DNA杂交体中的RNA 的能力较弱，且对热的稳定性较AMV反转录酶差。MLV反转录酶能合成较长的cDNA(如大于2-3kb)。AMV反转录酶和MLV反转录酶利用RNA 模板合成cDNA时的最适pH值，最适盐浓度和最适温室各不相同，所以合成第一链时相应调整条件是非常重要。

AMV反转录酶和MLV反转录酶都必须有引物来起始DNA的合成。cDNA合成最常用的引物是与真核细胞mRNA 分子3' 端poly(A)结合的12-18核苷酸长的oligo(dT)。

（二）cDNA第二链的合成

cDNA第二链的合成方法有以下几种： 

1、自身引导法 
合成的单链cDNA 3'端能够形成一短的发夹结构，这就为第二链的合成提供了现成的引物，当第一链合成反应产物的DNA：RNA 杂交链变性后利用大肠杆菌DNA聚合酶Ⅰ Klenow片段或反转录酶合成cDNA第二链，最后用对单链特异性的S1核酸酶消化该环，即可进一步克隆。但自身引导合成法较难控制反应，而且用S1核酸酶切割发夹结构时无一例外地将导致对应于mRNA 5'端序列出现缺失和重排，因而该方法目前很少使用。

2、置换合成法 
该方法利用第一链在反转录酶作用下产生的cDNA：mRNA 杂交链不用碱变性，而是在dNTP存在下，利用RNA 酶H在杂交链的mRNA 链上造成切口和缺口。从而产生一系列RNA 引物，使之成为合成第二链的引物，在大肠杆菌DNA聚合酶Ⅰ的作用下合成第二链。该反应有3个主要优点： (1) 非常有效； (2) 直接利用第一链反应产物，无须进一步处理和纯化； (3) 不必使用S1核酸酶来切割双链cDNA中的单链发夹环。目前合成cDNA常采用该方法。
三、材料、试剂及器具
总RNA，Oligo (dT) 15，M-MLV反转录酶，RNasin，dNTPs，Klenow片段。Ep管、Tip头、移液器、水浴锅。

四、实验操作步骤
（一）cDNA第一链合成
1、以提取的肝组织总RNA为模板，Oligo(dT)15为引物，参照M-MLV反转录酶说明书进行cDNA第一条链合成，反应体系和具体操作分别如下：


2、70℃水浴5min，冰上放置5min，依次加入：


3、42℃水浴2 h，70 ℃水浴15 min，取20 µl用于cDNA第二链合成。
（二） cDNA第二链合成 
　1、取第一链反应液 20μl， 再依次加入 
　　　　10×第二链缓冲液    20μl 
　　　　DNA聚合酶Ⅰ      23U
　　　　RNase H            0.8U 
　    H2O 加至终体积为100μl。
　2、轻轻混匀，如需进行第二链同位素掺入放射性活性测定，可取出10μl至另一Ep管，加入2-5μCi[α-32 P] dCTP。 
　3、14℃温浴2h(如需合成长于3kb的cDNA，则需延长至3-4h)。 
　4、掺入测定Ep管中加入90μl 50mM EDTA，取10μl进行同位素掺入放射性测定，余下的可进行电泳分析。 

5、cDNA第二链合成离心管反应液70℃处理10min，低速离心后置冰上。 
6、加入2U T4 DNA聚合酶，37℃温浴10 min。 
7、加入10μl 200mM EDTA终止反应。 
8、用等体积酚:氯仿抽提cDNA反应液，离心2 min。
9、水相移至另一Ep管，加入0.5倍体积的7.5M醋酸铵(或0.1倍体积的1.5M醋酸钠，pH5.2)，混匀后再加入2.5倍体积的冰冷乙醇(-20℃)，-20℃放置30 min后离心5 min。 
10、小心丢去上清液，加入0.5ml冰冷的70%乙醇，离心2 min。
11、小心移去上清液，干燥沉淀。 
12、沉淀溶于10-20μl 纯水。

五、注意事项

1、cDNA第一条链合成时，加入RNA酶抑制剂以防止模板被降解。

2、注意同位素的使用，避免同位素污染环境。
实验三  PCR技术扩增目的基因
一、实验目的
掌握聚合酶链式反应的基本原理和实验技术方法。
二、实验原理
多聚酶链式反应(polymerase chain reaction， PCR)的原理类似于 DNA的天然复制过程。待扩增的DNA片段和与其两侧互补的两个寡核苷酸引物，经变性、退火和延伸若干个循环后，DNA扩增2n倍。PCR是一种体外核酸扩增系统，是分子克隆技术中的常用技术之一。PCR具有反应快速、灵敏、操作简便等优点，已广泛应用于分子生物学的各个领域。
1、变性：加热使模板DNA在高温下(94℃)变性，双链间的氢键断裂而形成两条单链，即变性阶段。

2、退火：使溶液温度降至50-60℃，模板DNA与引物按碱基配对原则互补结合，即退火阶段。

3、延伸：溶液反应温度升至72℃，耐热DNA聚合酶以单链DNA为模板，在引物的引导下，利用反应混合物中的4种脱氧核苷三磷酸(dNTPs)，按5′(3′方向复制出互补 DNA，即引物的延伸阶段。

上述3步为一个循环，即高温变性、低温退火、中温延伸3个阶段。从理论上讲，每经过一个循环，样本中的DNA量应该增加一倍，新形成的链又可成为新一轮循环的模板，经过25-30个循环后 DNA可扩增106-109倍。

典型的PCR反应体系由如下组分组成：DNA模板、反应缓冲液、dNTPs、MgCl2、两个合成的DNA引物、耐热Taq聚合酶。
三、材料、试剂及器具
（一）试剂

1、引物：根据待扩增DNA不同，所用引物也不同。选择引物时要符合一般引物设计的原则，必要时要用微机进行结构分析。
2、耐热DNA聚合酶：此酶是从耐热细菌分离出来，能耐受93-100℃的高温而不失活。

3、10×PCR缓冲液：

250-500 mmol/L   KCl

100-500 mmol/L   Tris-HCl pH8.4

15-20 mmol/L     MgCl2 

0.5%            Tween-20

1 mg/L           BSA(fiction V)无核酸酶

4、dNTPs储存液：

有商品化的中性混合液(2 mM，10×) 供应，如需自己配制，则将dATP、dCTP、dGTP、dTTP钠盐各10 mg溶入2ml去离子水（浓度为5 mM） ，用0.1mol NaOH调至pH7.0-7.5，分装，-20C(保存。

5、样品处理试剂：

不同样本所需试剂不同，根据具体情况而定。

（二）仪器

1、PCR热循环仪

2、琼脂糖凝胶电泳系统

四、实验操作步骤
1、采用常规PCR方法扩增目的基因成熟多肽cDNA，PCR反应（50 µl体系）如下：


2、混匀后进行PCR扩增。
循环参数为：94℃ 预变性5 min，94℃ 1 min，65℃ 1 min，72℃ 1 min的顺序，25个循环后，72 ℃终延伸10 min。
3、扩增结束后，取3 µl混合物于1﹪琼脂糖凝胶电泳上观察片段大小。
五、注意事项

1、引物设计应具有特异性，依靠引物设计软件进行引物设计；引物分装成多管，不宜反复冻融多次。

2、PCR反应的各种成份不能遗漏，操作应戴手套，冰上操作。

3、根据引物的Tm值和扩增片段长度以及PCR仪的特性来设定PCR循环条件。

注意分析电泳检测PCR产物时出现拖带或非特异性扩增带、无DNA带或DNA带很弱的可能原因。
实验四  质粒的制备

一、实验目的
掌握碱裂解法抽提质粒的原理、步骤及各试剂的作用。
二、实验原理
质粒是携带外源基因进入细菌中扩增或表达的主要载体，它在基因操作中具有重要作用。质粒的分离与提取是最常用、最基本的实验技术。

在pH 12.0 - 12.6碱性环境中，细菌的线性大分子量染色体DNA变性分开，而共价闭环的质粒DNA虽然变性但仍处于拓扑缠绕状态。将pH调至中性并有高盐存在及低温的条件下，大部分染色体DNA、大分子量的RNA和蛋白质在去污剂SDS的作用下形成沉淀，而质粒DNA仍然为可溶状态。通过离心，可除去大部分细胞碎片、染色体DNA、RNA及蛋白质，质粒DNA尚在上清中，然后用酚、氯仿抽提进一步纯化质粒DNA。
三、材料、试剂及器具
含有质粒载体的大肠杆菌，溶液 I，溶液II，溶液III。Tip头，Ep管。高速台式离心机，移液器。
四、实验操作步骤
1、取含有质粒载体的大肠杆菌菌液划线于LB培养基上，37℃过夜培养；

2、用无菌牙签挑取单菌落，接种于含有Amp抗生素的LB培养基中，37℃摇床~250 r/min过夜培养；

3、吸取1.5 ml菌液，12000 r/min离心30s，收集菌体，倒掉菌液；吸取1.5 ml菌液，再次收集菌体，尽量将菌液倒干净；

4、加入100 (l溶液 I振荡打匀，重新悬浮细胞，震荡混匀（注意：应彻底打匀沉淀或碎块）； 

5、加入200 (l溶液II，轻柔颠倒混匀，放置至清亮，一般不超过5min；

6、加入150 (l溶液III颠倒混匀，放置于冰上10min，使杂质充分沉淀；

7、12000 r/min离心10min；

8、吸取800 (l上清液（注意：不要吸取到飘浮的杂质）至另一个Ep管中，加入2/3体积的异丙醇，室温下放置5min；

9、12000 r/min常温离心15min；

10、倒尽上清，加75％乙醇浸洗除盐（放置片刻或离心3min后倒去上清）；

11、室温放置或超净台上风干DNA；

12、加40 (l灭菌超纯水或TE溶解；

13、质粒、BAC的质量检测，于-20℃保存。

14、质粒检测

电泳检测：质粒电泳一般有三条带，分别为质粒的超螺旋、开环、线型三种构型。

吸光值检测：采用分光光度计检测230nm、260nm、280nm波长吸光值，若吸光值260nm/280nm的比值介于1.8-2.0之间，说明质粒质量较好，1.8为最佳，低于1.8说明有蛋白质污染，大于2.0说明有RNA污染。260nm/230nm的比值约等于2.0。

五、注意事项

1、溶液II现用现配。

2、在反应体系中每次加入试剂时要混均。

3、去除菌液离心后培养基时要吸尽残液。

实验五  DNA分子量及其浓度测定

一、实验目的
熟练掌握分光光度法检测DNA纯度和浓度的方法。

二、实验原理
DNA或RNA链上碱基的苯环结构在紫光区具有较强吸收，其吸收峰在260nm处。波长为260nm时，DNA或RNA的光密度OD260不仅与总含量有关，也随构型而有差异。

对标准样品来说，浓度为1μg / ml时，DNA钠盐的OD260＝0.02

当OD260＝1时，dsDNA浓度约为50μg / ml

                ssDNA浓度约为37μg / ml

                RNA浓度约为40μg / ml

                寡核苷酸浓度约为30μg / ml（由于底物不同有差异）

当DNA样品中含有蛋白质、酚或其他小分子污染物时，会影响DNA吸光度的准确测定。一般情况下同时检测同一样品的OD260、OD280和OD230，计算其比值来衡量样品的纯度。

经验值：

纯DNA：OD260/OD280≈1.8(＞1.9，表明有RNA污染；＜1.6，表明有蛋白质、酚等污染）

纯RNA：1.7 ＜OD260/OD280＜2.0（＜1.7时表明有蛋白质或酚污染；＞2.0时表明可能有异硫氰酸残存）

三、材料、试剂及器具
1、材料

提取的载体、重组质粒或pUC19标准样品。
2、试剂

灭菌重蒸水。
3、器皿

石英比色皿，UV-240紫外分光光度计，微量移液器。
四、实验操作步骤
1、UV-240紫外分光光度计开机预热10min。

2、用重蒸水洗涤比色皿，吸水纸吸干，加入重蒸水后，放入样品室的S池架上，关上盖板。

3、设定狭缝后校零。

4、将标准样品和待测样品适当稀释（DNA 5μl或RNA 4μl用重蒸水稀释至4000μl）后，记录编号和稀释度。

5、把装有标准样品或待测样品的比色皿放进样品室的S架上，关闭盖板。

6、设定紫外光波长，分别测定230nm、260nm、280nm波长时的OD值。

7、计算待测样品的浓度与纯度。

样品的浓度，计算公式：

DNA样品的浓度（μg / μl）：OD260×稀释倍数×50/1000

RNA样品的浓度（μg / μl）：OD260×稀释倍数×40/1000

样品的纯度，经验值：

纯DNA：OD260/OD280≈1.8(＞1.9，表明有RNA污染；＜1.6，表明有蛋白质、酚等污染）

纯RNA：1.7 ＜OD260/OD280＜2.0（＜1.7时表明有蛋白质或酚污染；＞2.0时表明可能有异硫氰酸残存）
实验六  目的基因和载体酶切片断的制备

一、实验目的
掌握限制性内切酶的使用方法，操作要领，制备带有粘性末端片断的策略。

二、实验原理
限制性核酸内切酶（restriction endonuclease）是一类能够识别双链DNA分子中的某种特定核苷酸序列，并由此切割DNA双链结构的核酸内切酶。切开的是3′，5′-磷酸二酯键，制备带有一定粘性末端的DNA片断。

影响酶切效果的因素有很多，如：（1）在双酶切载体时如果2个酶切位点靠得很近，必须注意酶切顺序。因为有的限制性内切酶要求其识别序列的两端至少保留有若干个碱基才能保证酶的有效切割。有的酶要求识别序列两端有多个碱基的，则必须先切，否则就可能造成酶切失败。（2）双酶切时间及其体系：需要强调的是很多人建议酶切过夜，其实完全没有必要，一般酶切3 h，对于PCR产物，可以过夜酶切，效果会很好。酶切体系不宜过大，会影响质粒和酶的碰撞机会，效果降低；质粒量不应该超过酶切要求的最大量，否则酶切不完全，酶的用量控制在15-20ul体系中1U酶酶解1ugDNA。（3）两种酶切的条件不同时，分别进行两次酶切，切完一个纯化后再切：温度要求不同，先酶切低温要求的，再酶切高温要求的；若盐浓度要求不同，先酶切低盐浓度要求的，再酶切高盐浓度要求的。（4）限制酶的选择非常重要，尽量选择粘端酶切和那些酶切效率高的限制酶，提前看好各公司的双切酶所用公用的buffer，以及各酶在公用buffer里的效率。选好酶切位点后，在各个酶的两边加上保护碱基。（5）酶量的问题：以TAKARA的为例，其对1单位酶的定义如下：在50 μl 反应液中，30℃温度下反应1 h，将1 μg 的λDNA完全分解的酶量定义为1个活性单位(U)。（6）双酶切时如果两种酶反应温度一致而buffer不同时，可查阅内切酶供应商在目录后的附录中提供的各种酶在不同buffer中的活力表，如果有一种buffer能同时使2种酶的活力都超过70%的话，就可以用这种buffer作为反应buffer；如果两种酶厂家不同无法查时可比较其buffer成份，相似的话可以考虑各取一半中和；任何时候2种酶的总量不能超过反应体系的1/10体积，而且最大反应体系最好不要小于20 ul。如果2种酶的buffer成份相差较大或2种酶的反应温度不同则必须分别做酶切。第1种酶切后要考虑用酚抽、电泳后胶回收或加热等方法使酶失活后再进行下一次酶切反应。厂家目录一般都会有相应的附录以供查阅各种酶的反应温度。有的酶可以用加热使之失活，如CIAP；有的则不行。（7）第一次酶切后通过电泳确证酶切完全后可以从胶中回收DNA片段再进行下次酶切，也可以在第一个酶切后直接用PCR产物回收试剂盒纯化酶切样保留少量样品做电泳分析之用，再进行下一次酶切。还可以用一种离心纯化管或叫做离心浓缩管，将酶切样加入后离心，盐等成份被过滤掉而核酸则被截留在柱子中间的膜上，加入适量ddH2O，离心以洗去膜上残留的杂质，再加几微升ddH2O在膜上，将柱子反转插入新的EP管上，离心，即可将DNA片段离下来，做下一次酶切。
三、材料、试剂及器具
重组质粒，载体，限制性内切酶。水浴锅，微量移液器，凝胶成像系统。
四、实验操作步骤
1、酶切反应体系：

重组质粒                   10μl

10×buffer                   2μl

dd H2O                     6μl

Asc Ⅰ                      1μl

BamHⅠ                    1μl

总体积                    20μl

2、将上述试剂加入到0.2 ml 离心管中，混匀，离心10 sec。 

3、置37℃或30℃下反应4h。

4、琼脂糖电泳检测酶切结果。
五、注意事项
（一）酶切反应的设计一般应注意问题
（1）大多数限制酶贮存在50％甘油溶液中，以避免在-20℃条件下结冰。当最终反应液中甘油浓度大于12％时，某些限制酶的识别特异性降低，从而抑制酶活性。因此加入反应的酶体积不超过反应总体积的10%。
（2）反应混合物中基因组DNA底物的浓度不宜太大，小体积中过高浓度的基因组DNA会形成粘性DNA溶液，从而抑制酶的扩散，并降低酶活性。建议酶切反应的基因组DNA浓度为0.1-0.4ug/ul。同时RNA应该尽量消化去除。
（3）当要用两种或两种以上限制酶切割DNA时，必须选择好通用缓冲液，则两种酶才可同时切割。
（4）酶切底物DNA应具备一定的纯度，其溶液中不能含有迹量酚、氯仿、乙醇，大于10mM的EDTA，SDS以及过量的盐离子浓度，否则会不同程度地影响限制酶的活性。
（5）反应混合液中加入浓度为0.1mg/ml的BSA，可维持酶的稳定性。

 （二）酶切实验中的注意事项：
（1）反应取酶时应使用无菌吸头，以免污染酶液，同时应尽量缩短酶在温室的放置时间。
（2）反应混合物混匀时，应避免强烈振荡以保证不使内切酶变性及DNA大分子的完整。
（3）反应前的低速离心是必要的，这可使因混匀吸附于管壁上的液滴全部沉至管底。
（4）终止酶反应可根据需要采用不同的方法： 
1）酶切后不需进行下一步反应，可加入含EDTA的终止液终止反应。
2）若需进一步反应(如连接，切割等)，可将反应管置65℃保温20-30min，以灭活酶，终止反应。
3）可用酚/氯仿抽提，乙醇沉淀。
实验七  酶切产物的回收

一、实验目的
掌握回收DNA方法。

二、实验原理
采用了融胶液，可以使琼脂糖凝胶完全融化。同时采用了一种新型的离子交换柱，在特定条件下，使DNA能在离心过柱的瞬间，结合到DNA纯化柱上，在一定条件下又能将DNA充分洗脱，从而实现DNA的快速纯化。无需酚氯仿抽提，无需酒精沉淀，通常12个样品只需不足20min即可完成。DNA纯化柱的容量约为15µg。
适用于PCR反应后去除引物，酶，矿物油，甘油，盐等杂质；也同样适用于酶切，连接，磷酸化，补平或切平，随机引物等反应后的DNA纯化。所得DNA可直接用于酶切，连接，转化细菌，测序，PCR，杂交等后续操作。
 DNA回收效率通常为60-90%。接近100bp或10kb的DNA片断回收效率要略低一些，大于10kb的DNA回收效率迅速下降。另外如果样品中DNA含量特别低也会导致回收效率下降。
三、材料、试剂及器具
DNA样品，电泳仪，电泳槽，凝胶成像系统，水浴锅，移液器。

四、实验操作步骤
1、100 µl（约2.0 µg）PCR产物在1﹪琼脂糖凝胶上进行电泳，用切胶刀切下大约565 bp的目的带。称取胶的重量。
2、按每100 mg琼脂糖加入300 µl Buffer DE-A的比例加入Buffer DE-A，置75 ℃水浴约6-8 min，每2 min颠倒混匀一次，使琼脂糖完全融化。
3、在融化后的琼脂糖液中加入0.5个Buffer DE-A体积的Buffer DE-B，混合均匀。
4、将混合液移入DNA制备管（置于2ml离心管）中，12000 r/min离心1 min，倒掉离心管中的液体，将制备管放入同一收集管中。
5、在制备管中加入500 µl Buffer W1液，静置1 min后，12000 r/min离心30 sec，弃滤液。
6、将制备管放入同一收集管中，加入500 µl Buffer W2液，12000 r/min离心30 sec，弃滤液。
7、将制备管放入同一收集管中，再加入700µl Buffer W2液，12000 r/min离心30 sec，弃滤液。
8、将制备管放入同一收集管中，12000 r/min离心1 min。
9、将制备管放入一个干净的1.5 ml Ep管中，在吸附膜中央加入25µl灭菌去离子水，静置1 min后，12000 r/min离心1 min。
10、取1 µl 1﹪琼脂糖电泳观察胶回收及纯化结果后，保存于-20 ℃备用。
五、注意事项

1、第一次使用前在洗涤液中加入无水乙醇，混匀，并在瓶上做好标记。
2、所有操作均在室温进行，操作时无需冰浴。所有离心也均在室温进行。
3、废液收集管在抽提中需多次使用，切勿中途丢弃。
实验八  外源DNA片段与质粒载体的重组

一、实验目的
学习外源片段与载体的连接，将外源DNA酶切片段亚克隆到pUC18等载体上。
二、实验原理
限制性内切酶可识别特定位点并切割DNA产生粘性末端或平端的外源片段，经DNA的纯化处理后用于连接反应；选择克隆载体pUC18或表达载体多克隆位点上相应的限制性内切酶切割，并用碱性磷酸酶处理防止载体自连；在连接酶的作用下将外源片段连接到载体上，实现外源片段的克隆。根据试验目的和外源片段的不同可选用不同的载体，采用不同粘性末端的双酶切可实现外源片段的定向克隆。克隆中用到的几种工具酶：

（1）限制性内切酶

限制性内切酶的一个活性单位（1U）：指在50 (l反应体系中，37℃下，经过1 h的反应将1(g DNA完全切割所需要的酶量。

限制性内切酶的星活性：限制酶在某些条件下使用时对DNA切割的位点特异性可能降低，即可以切割与原来识别的特定DNA序列不同的碱基序列，这种现象叫限制酶的star活性。它的出现与限制酶、底物DNA以及反应条件有关。

（2）碱性磷酸酶

细菌碱性磷酸酶（BAP）和牛小肠碱性磷酸酶（CIAP）都能催化水解DNA、RNA、dNTP和NTP上的5′-磷酸残基。比较而言，CIAP更常用，因其可在70℃ 10min内加热灭活或通过苯酚抽提而变性失活，同时CIAP的活性比BAP的高10-20倍。它主要用于：（1）克隆时去除载体的5′-P，以防载体自连；（2）在用 Kinase进行5′末端标记前，去除DNA的5′-P。

（3）连接酶
体外催化磷酸二酯键的形成可使用两种酶：大肠杆菌连接酶和T4噬菌体连接酶，但几乎在所有的克隆中T4噬菌体连接酶都是首选的酶，因其能在正常的反应条件下能有效的将平端连接起来。
三、材料、试剂及器具
外源片段，克隆载体或表达载体。低温水浴锅，移液器。
四、实验操作步骤
1、连接反应（10 (l体系）：

目的基因



  1.0 (l

载体




  1.0(l

10 ( buffer



  1.0 (l

T4 DNA ligase (3U/(l)
  1.0(l

ddH2O                  6.0(l

2、16℃水浴过夜连接。

五、注意事项

1、确保水浴锅的温度为16℃，如果没有低温水浴锅也可以4℃连接过夜。

2、连接酶从冰箱中拿出来时要放在冰盒内。
实验九  感受态细胞的制备

一、实验目的

学习感受态细胞的制备过程。
二、实验原理

体外连接的DNA重组分子导入合适的受体细胞才能大量增殖。为了提高受体菌摄取外源DNA的能力，提高转化效率以获得更多的转化子，人们摸索出了不同的方法处理细菌，使其处于感受态。目前主要采用电转化法和CaCl2法将外源DNA导入受体细胞中，并需要相应地制备电转化感受态细胞和CaCl2感受态细胞。CaCl2法转化效率一般为106 -107转化子/µg DNA。电转化法转化效率一般为109-1010转化子/µg DNA。
三、材料、试剂及器具

CaCl2，大肠杆菌菌株DH5(或JM109。操净台，高速低温离心机，天平，移液器。
四、实验操作步骤

（一）CaCl2感受态细胞的制备实验步骤
1、前夜接种受体菌（DH5(或JM109），挑取单菌落于LB培养基中，37℃摇床培养过夜（约16 h）；

2、取1ml过夜培养物转接于100ml LB培养基中，在37℃摇床上剧烈振荡培养约2.5-3 h（250-300r/min），OD600＝0.3；

3、将0.1M CaCl2溶液置于冰上预冷；以下步骤需在超净工作台和冰上操作；
4、吸取50ml培养好的菌液至100ml离心管中，在冰上冷却10min；

5、4℃下4000r/min冷冻离心5min；

6、弃去上清，加入20ml预冷0.1M CaCl2溶液，用移液枪轻轻上下吸动打匀；

7、4℃下4000r/min冷冻离心5min；
8、弃去上清，加入10ml预冷0.1M CaCl2溶液，用移液枪轻轻上下吸动打匀；

9、4℃下4000r/min冷冻离心5min；
10、弃去上清，加入2ml预冷0.1M CaCl2溶液，用移液枪轻轻上下吸动打匀，使细胞重新悬浮，每100(l分装于一个Ep管中（5管即可）；
11、细胞悬浮液可立即用于转化实验或添加冷冻保护剂（15% -20%甘油）后超低温冷冻贮存备用（-70℃）。
（二）电转化法制备大肠杆菌感受态细胞的实验步骤
1、前夜接种受体菌（DH5(或JM109），挑取单菌落于LB培养基中37℃摇床培养过夜；

2、取2ml过夜培养物转接于200ml LB培养基中，在37℃摇床上剧烈振荡培养至OD600＝0.3（约2.5-3 h）；

3、将菌液迅速置于冰上。以下步骤务必在超净工作台和冰上操作

4、吸取1.5ml培养好的菌液至1.5ml离心管中，在冰上冷却10min；

5、4℃下4000r/min冷冻离心5min；

6、弃去上清，加入1500(l冰冷的10%甘油，用移液枪轻轻上下吸动打匀，使细胞重新悬浮；

7、4℃下4000r/min冷冻离心5min

8、弃去上清，加入750(l冰冷的10%甘油，用移液枪轻轻上下吸动打匀，使细胞重新悬浮；

9、4℃下4000r/min冷冻离心5min

10、加入20(l冰冷10%的甘油，用移液器轻轻上下吸动打匀，使细胞重新悬浮；

11、立即使用或迅速置于-70ºC超低温保存。

五、注意事项
1、细菌的生长状态：实验中应密切注视细菌的生长状态和密度，尽量使用对数生长期的细胞（一般通过检测OD600来控制。DH5(菌株OD600为0.5时细胞密度是5×107/ml）；

2、所有操作均应在无菌条件和冰上进行；

3、经CaCl2处理的细胞，在低温条件下，一定的时间内转化率随时间的推移而增加，24 h达到最高，之后转化率再下降（这是由于总的活菌数随时间延长而减少造成的）；

4、化合物及无机离子的影响：在Ca2+的基础上联合其他二价金属离子（如Mn2+或Co2+）、DMSO或还原剂等物质处理细菌，可使转化效率大大提高（100-1000倍）；

5、所使用的器皿必须干净。迹量的去污剂或其它化学物质的存在可能大大降低细菌的转化效率。

实验十  重组DNA分子转化宿主细胞

一、实验目的
掌握热激法或电转化法转化大肠杆菌感受态细胞的方法。
二、实验原理
质粒的转化是指将质粒或以它为载体构建的重组子导入细菌的过程。将连接产物转化到感受态细胞中，实现重组克隆的增殖，便于后续分子操作。可以采用多种方法筛选和鉴定目的克隆。常用的转化方法主要有2种：

（1）热激法：大肠杆菌在0℃ CaCl2低渗溶液中，菌细胞膨胀成球形，转化混合物中的DNA形成抗DNase的羟基－钙磷酸复合物粘附于细胞表面，经42℃短时间热冲击处理，促进细胞吸收DNA复合物，在丰富培养基上生长数 h后，球状细胞复原并分裂增殖。在被转化的细胞中，重组子基因得到表达，在选择性培养基平板上可挑选所需的转化子。

（2）电转化法：外加于细胞膜上的电场造成细胞膜的不稳定，形成电穿孔，不仅有利于离子和水进入细菌细胞，也有利于孔DNA等大分子进入。同时DNA在电场中形成的极性对于它运输进细胞也是非常重要的。
三、材料、试剂及器具
外源片段与载体的连接产物，大肠杆菌感受态细胞。水浴锅，操净台，移液器。
四、实验操作步骤
（一）热激法转化实验步骤
1、制备选择性培养基平板：在融化的250ml LB培养基中250 (l Amp（100mg/ml），250 (l X-gal (20mg/ml)，25 (l IPTG (200mg/ml)，混匀后倒入灭菌培养皿中；

2、取出3管制备好的感受态细胞，放在冰上融化；

3、每100 (l感受态细胞加入约10ng质粒DNA，3管分别加连接产物、标准超螺旋质粒DNA（阳性对照）及不加入任何DNA（阴性对照），用移液器轻轻吸打均匀，在冰上放置30min；

4、热击：将离心管放置42℃水浴，热击90 sec，注意：勿摇动离心管；

5、冰镇：快速将离心管转移至冰浴，放置1-2min；

6、复苏：每管加100 (l LB培养基，在37℃摇床温和摇动温育45min，使细菌复苏；

7、涂布平皿：取100 (l均匀涂布于含有IPTG、X-gal、抗生素（Amp）的LB平板上；

8、培养：倒置培养皿，于37℃培养12-16 h 即可观察到蓝白相间的菌落（其中白色菌落为含有外源插入片段的转化子，蓝色菌落是载体自连的转化子）。

（二）质粒电转化大肠杆菌感受态细胞操作步骤
1、制备选择性培养基平板：在融化的250ml LA培养基中250 (l Amp（100mg/ml），250 (l X-gal (20mg/ml)，25 (l IPTG (200mg/ml)，混匀后倒入灭菌培养皿中；

2、取出制备好的感受态细胞，放在冰上融化；

3、每管感受态细胞加入1(l连接产物，用移液器轻轻吸打均匀，置冰上；
4、电转化仪选择1800V作为输出电压；
5、将要转化的混合物加入预冷的1 mm的电转化杯中，立即按下按纽电击；
6、立即加1ml SOC培养基到转化杯中重悬细胞；
7、将细胞转入合适的培养管中37ºC培养1 h；

8、吸取100 (l的菌液涂布已倒好的选择培养基平板；

9、37ºC培养过夜，观察结果。

五、注意事项

1、利用氨苄青霉素抗性筛选转化子时，用转化细胞铺平板的密度要低（90mm平板上不得超过105个菌落），同时37℃培养不应超过20 h，具氨苄青霉素抗性的转化体可将(－内酰胺酶分泌到培养基中，迅速灭活菌落周围的抗生素，从而导致对氨苄青霉素敏感的卫星菌落的出现。

2、质粒的大小及构型的影响：用于转化的应主要是超螺旋的DNA。

3、一定范围内，转化效率与外源DNA的浓度呈正比。
实验十一  阳性克隆的筛选及转化率的计算
一、实验目的
掌握计算转化率的方法。

二、实验原理
利用公式：转化率=菌落数/μg DNA计算转化效率。
三、材料、试剂及器具
过夜培养的阳性克隆。

四、实验操作步骤
1、将屏皿划分为4个区域，数出菌落数，菌落数乘以4，将2块平皿的菌落数求平均值；

2、计算转化效率。

五、注意事项

1、只能计算中等大小的菌落，过大或过小的菌落都不能计算；

2、阳性克隆不易培养时间过长，否则容易产生卫星菌落。

实验十二  阳性重组质粒的鉴定
一、实验目的
学会用酶切法或PCR法筛选重组质粒转化成功的克隆菌。
二、实验原理
利用转化后宿主菌所获得的具有抗菌素抗性性状的含有重组质粒的阳性克隆。再从这些菌落中鉴定出质粒上带有外源基因插入片断的克隆克隆。
三、材料、试剂及器具
LB培养基（加抗生素），PCR用试剂，引物，质粒提取用试剂，酶切需要的限制性内且酶及其缓冲液，100mg/mL氨苄青霉素。PCR仪，水浴锅，移液器，高速台式离心机，凝胶成像系统。
四、实验操作步骤
（一）双酶切鉴定
1、取阳性重组质粒分别用限制性内切酶NdeⅠ、XhoⅠ进行双酶切鉴定。

2、NdeⅠ、XhoⅠ双酶切鉴定体系如下：

共10 µl体系，37 ℃水浴3 h。
3、1﹪琼脂糖凝胶电泳观察结果。

（二）重组质粒的PCR鉴定
1、PCR鉴定体系如下： 


共25 µl体系，PCR循环参数同PCR反应。
2、1﹪琼脂糖凝胶电泳观察结果。
实验十三  转化子快速鉴定

一、实验目的
掌握快速鉴定阳性重组子的方法。
二、实验原理
通过去污剂SDS等的作用破坏细菌的细胞壁，从而使质粒等释放出来，离心去除变性的蛋白质和细胞碎片等，通过电泳技术鉴定重组质粒DNA。
三、材料、试剂及器具
过夜培养的阳性克隆，Cracking Gel buffer。电磁炉，电泳仪，电泳槽，凝胶成像系统，移液器。
四、实验操作步骤
1、挑4-5个菌落于Ep管中，加20ul Cracking Gel buffer；

2、37℃水浴15min；

3、12000r/min，离心10 min；

4、取15-20ul电泳，观察结果。

五、注意事项

1、挑取的阳性克隆菌落不能太小。

2、Cracking Gel buffer放置于37℃水浴中使其变成澄清的溶液后再使用。

实验十四  DNA的琼脂糖凝胶电泳

一、实验目的
掌握琼脂糖凝胶电泳的原理，学习琼脂糖凝胶电泳的操作。
二、实验原理
带电荷的物质在电场中的趋向运动称为电泳。电泳的种类多，应用非常广泛，它已成为分子生物学技术中分离生物大分子的重要手段。琼脂糖凝胶电泳由于其操作简单、快速、灵敏等优点，已成为分离和鉴定核酸的常用方法。

在pH值为8.0-8.3时，核酸分子碱基几乎不解离，磷酸全部解离，核酸分子带负电，在电泳时向正极移动。采用适当浓度的凝胶介质作为电泳支持物，在分子筛的作用下，使分子大小和构象不同的核酸分子泳动率出现较大的差异，从而达到分离核酸片段检测其大小的目的。核酸分子中嵌入荧光染料（如EB）后，在紫外灯下可观察到核酸片段所在的位置。
三、材料、试剂及器具
质粒DNA、BAC、植物总DNA或它们的酶切产物等。电泳槽，电泳仪，移液器。
四、实验操作步骤
1、用胶带将洗净、干燥的制胶板的两端封好，水平放置在工作台上；

2、调整好梳子的高度；

3、称取0.3 g琼脂糖于30 ml 1×TAE中，在微波炉中使琼脂糖颗粒完全溶解，冷却至45-50ºC时，加入1µl 10mg/ml的溴化乙锭（EB）溶液，混均，倒入制胶板中；

4、凝胶凝固后，小心拔去梳子，撕下胶带；

5、将电泳样品与溴酚蓝混合后将样品依次点入加样孔中；

DNA样品5µl + 6×上样缓冲液1µl 共6µl于0.5ml tube中混合后点样；

6、将制胶板放入电泳槽中，加入电泳液，打开电泳仪，使核酸样品向正极泳动；

7、电泳完成后切断电源，取出凝胶，置于紫外透射仪上观察电泳结果，并照相记录。

五、注意事项

1、影响DNA在琼脂糖凝胶中迁移速率的因素：

（1）DNA分子大小
迁移速率U与logN成反比（N为碱基对数目）。分子大小相等，电荷基本相等（DNA结构重复性）。分子越大，迁移越慢。等量的空间结构紧密的电泳快（超螺旋>线性DNA）

（2）琼脂糖浓度：logU=logU0 Kr( 胶浓度，U为迁移率，U0 为DNA的自由电泳迁移率，(为胶浓度，Kr为介质阻滞系数。不同的凝胶浓度，分辨不同范围的DNA


Agarose：

0.5%：  1-30 kb；


0.7%： 0.8-12 kb

1.2%：  0.4-7 kb；


1.5%： 0.2-3 kb.

（3）DNA构象：一般迁移速率超螺旋环状>线状DNA>单链开环。当条件变化时，情况会相反，还与琼脂糖的浓度、电流强度、离子强度及EB含量有关。

（4）所加电压：低电压时，线状DNA片段的迁移速率与所加电压成正比。使分辨效果好，凝胶上所加电压不应超过5V/cm

（5）碱基组成与温度：一般影响不大4 -30 ℃

（6）嵌入染料的存在：降低线性DNA迁移率，(不提倡加在电泳液中)

（7）电泳缓冲液 （0.5×TBE）的组成及其离子强度影响DNA的迁移率，无离子存在时，核酸基本不泳动，离子强度过大产热厉害，熔化凝胶并导致DNA变性，一般采用1×TAE，1×TBE，1×TPE（均含EDTA  pH8.0）。

2、溴化乙锭（EB）为致癌剂，操作时应戴手套，尽量减少台面污染。

3、电泳指示剂：核酸电泳常用的指示剂有两种，溴酚蓝（bromophenol blue, Bb）呈蓝紫色；二甲苯青（xylene cyanol, Xc）呈蓝色，它携带的电荷量比溴酚蓝少，在凝胶中的迁移率比溴酚蓝慢。

实验十五  煮沸法制备载体DNA 

一、实验目的
掌握制备载体或重组DNA的一种方法。

二、实验原理
细菌质粒是重组DNA 技术中常用的载体。质粒（plasmid）是一种染色体外的稳定遗传因子，大小从1-200kb 不等，为双链、闭环的DNA 分子，并以超螺旋状态存在于宿主细胞中。质粒主要发现于细菌、放线菌和真菌细胞中，它具有自主复制和转录能力，能在子代细胞中保持恒定的拷贝数，并表达所携带的遗传信息。质粒的复制和转录要依赖于宿主细胞编码的某些酶和蛋白质，如离开宿主细胞则不能存活，而宿主即使没有它们也可以正常存活。质粒的存在使宿主具有一些额外的特性，如对抗生素的抗性等。F 质粒（又称F 因子或性质粒）、R 质粒（抗药性因子）和Col 质粒（产大肠杆菌素因子）等都是常见的天然质粒。
溶菌酶可以破坏细菌的细胞壁，通过煮沸从而使质粒等释放出来，再通过100%的乙醇将质粒沉淀下来。
三、材料、试剂及器具
过夜培养的阳性菌液，STET溶液，溶菌酶。高速台式离心机，电磁炉，电泳仪，电泳槽，凝胶成像系统，移液器。
四、实验操作步骤
1、将1.5ml培养液倒入Ep管中，4℃下12000r/min离心30 sec。
2、重复上一步骤一次。

3、弃上清，将管倒置于卫生纸上几分钟，使液体流尽。
3、将菌体沉淀悬浮于350µl STET溶液中，涡旋混匀。
4、加入25µl新配制的溶菌酶溶液（10mg/ml），涡旋振荡3 sec。
5、将Ep管放入沸水浴中，50 sec后立即取出。
6、用微量离心机4℃下12000r/min离心10min。
7、将上清转移入新的Ep管中。
8、加入2倍体积的100%冷乙醇，-20℃放置30min。

9、12000r/min离心10min。

10、弃上清，加入700µl 70%冷乙醇，12000r/min离心2min。

11、弃上清，室温干燥。

12、加入20µl灭菌的纯水溶解沉淀。
13、取15µl样品进行电泳检查结果，取5µl样品测定OD值。
五、注意事项

1、控制好沸水浴煮沸的时间。

2、对大肠杆菌可从固体培养基上挑取单个菌落直接进行煮沸法提取质粒DNA。
3、煮沸法中添加溶菌酶有一定限度，浓度高时，细菌裂解效果反而不好。有时不同溶菌酶也能溶菌。 
4、提取的质粒DNA中会含有RNA，但RNA并不干扰进一步实验，如限制性内切酶消化、亚克隆及连接反应等。
系列二  Southern bloting

Southern杂交，通过用限制性内切酶消化基因组或其它来源的DNA，经过琼脂糖凝胶电泳按大小分离酶切所得的片段，随后DNA在原位发生变性并从凝胶转移到一固相支持物上（一般是硝酸纤维素膜或尼龙膜）。DNA转移至固相支持物的过程中各DNA的相对位置保持不变，用一定方法（如放射性同位素）标记的DNA探针与固着在膜上的DNA 杂交，经X-光片自显影显现出与探针DNA互补的DNA电泳条带的位置。
实验一  植物总DNA的快速少量抽提（CTAB法）
一、实验目的
了解植物DNA抽提的主要方法，掌握CTAB法快速抽提水稻DNA。
二、实验原理
DNA分子是分子生物学研究的基本材料，依不同的实验目的可采取不同的抽提方法获取数量和质量不等的DNA。

植物DNA的抽提常采用两种方法：

（1）SDS法： 离子去污剂，过程长，纯度高。

（2）CTAB法：该方法简便、快速，DNA产量高（纯度稍次，适用于一般分子生物学操作）。CTAB是一种非离子去污剂，植物材料在CTAB的处理下，结合65℃水浴使细胞裂解、蛋白质变性、DNA被释放出来。CTAB与核酸形成复合物，此复合物在高盐（>0.7mM）浓度下可溶，并稳定存在，但在低盐浓度（0.1-0.5mM NaCl）下CTAB-核酸复合物就因溶解度降低而沉淀，而大部分的蛋白质及多糖等仍溶解于溶液中。经离心弃上清后，CTAB-核酸复合物再用70-75%乙醇浸泡可洗脱掉CTAB。再经过氯仿/异戊醇（24：1） 抽提去除蛋白质、多糖、色素等来纯化DNA，最后经异丙醇或乙醇等DNA沉淀剂将DNA沉淀分离出来。
三、材料、试剂及器具
水稻叶片，1.5×CTAB，氯仿/异戊醇（24：1），95%乙醇或无水乙醇等。
四、实验操作步骤
1、采集适量幼嫩叶片，用液N2研成粉末，0.4 g装入1.5ml离心管中（-20℃预冷）。

2、预热1.5×CTAB到95℃，加1ml到装有叶片粉末的离心管中，混匀（防止冻融）。

3、立即置于65℃水浴30min，每5min，上下颠倒1次。

4、12000g离心5min。

5、吸取上清液约600µl，加入等体积（600µl）氯仿/异戊醇（24：1），上下颠倒数次，至下层液相呈深绿色为止。

6、12000g离心5min。

7、取450µl上清于一新1.5ml离心管，加入1ml 95%乙醇和45µl 10M NH4AC），混匀，室温放置10min。

8、12000 g离心10min，去上清，用75% 乙醇浸洗沉淀，自然干燥约30 min。

9、加入50µl 1/10 TE或无菌水（含20µg/RNase），置于4℃过夜，待DNA溶解后，检测DNA浓度及质量。

五、注意事项

1、尽量取材幼嫩叶片，如太老，酚类物质多，必须用10 mM的β-ME处理。

2、研钵预冻，粉末至加CTAB前不要融化。
3、24：1的氯仿/异戊醇抽提时动作应轻柔，转移用的枪头最好是剪宽了的。

4、所用试剂必需灭菌。

实验二  总DNA质量检测及酶切

一、实验目的
了解掌握检测DNA 质量的方法以及DNA定量的方法；了解影响DNA在琼脂糖凝胶中泳动速率的因素；训练DNA的琼脂糖凝胶电泳操作及DNA的限制性内切酶操作。
二、实验原理
参见系列一中实验六；限制性内切酶的特点见第一篇中的第二章工具酶中的第一节限制性核酸内切酶及其应用。
三、材料、试剂及器具
水稻总DNA或BAC克隆DNA，琼脂糖，限制性内切酶Dra I，EcoR I，EcoR V，Hind III
四、实验操作步骤
1、取10µl DNA于0.8% 凝胶检测；

2、将DNA调节浓度至300-400 ng/µl ；

3、仔细阅读将所用的任何一种酶产品说明书，熟悉反应条件及酶切的贮存浓度（10U-50U/µl）厂家配套试剂；

4、计算据反应条件所需要的各种试剂准确用量：（0.5 ml Ep中）

DNA（3-5µg）




    10µl

10( buffer reaction



1.5µl

Enzyme （15 U/µl）



    0.8µl（冰上）

ddH2O      




2.7µl

混匀，短暂离心；

5、37℃
温浴1-2 hrs （纯DNA）
或10 hrs（粗制DNA）；

6、加入上样缓冲液终止酶切反应，也可65℃加热10 min使酶变性失活；

7、电泳检测酶切效率：

每个样品取1/10量用琼脂糖电泳检测，制胶及点样方法同上。

五、注意事项

1、若水稻DNA呈现均匀连续分布的一片，则酶切效果好，否则需重做； 

2、DNA被切碎：DNA降解，重新提DNA；

DNA切不动：杂质多（多糖，蛋白质，酚类，有机溶剂等），重新纯化；

3、若是BAC克隆DNA，酶切后应出现多条很清晰的不同大小DNA带。

实验三  转印

一、实验目的
掌握Southern blotting的原理及操作步骤
二、实验原理
转膜是把DNA从琼脂糖凝胶中转移到固相支持物（一般是尼龙膜）上固定，是进行各种后续研究（如RFLP分析，阳性克隆的筛选验证等所有涉及分子杂交的研究）的前提。

1、转膜的方式：

向上的毛细管转移
向下的毛细管转移
同时向两张膜转移
电转移
真空转移

2、固相支持物的种类及选择：

硝酸纤维素膜：非共价结合，易脆，易丢失DNA，< 500 bp的DNA无效，转膜前的工作（从提高转膜效率，利于转膜后使用等）。

尼龙膜（带正电荷的）高强度，不易破损，具有较大的DNA结合容量，它能够吸附变性DNA，核酸以共价结合方式不可逆的结合在尼龙膜上。尼龙膜两边均有同样吸附DNA功能，无论用哪边均可以经久耐用，可反复利用10次以上（10-20次），经毛细管（毛细吸附）作用，把DNA从凝胶上转到膜上。DNA转到膜上是复制胶上的带型，在80-100℃真空干燥2-4 h，即可固定DNA。   

3、转移缓冲液（transfer buffer）的选择：

带正电荷的尼龙膜：可用高盐离子强度（SSC），但不能充分发挥膜潜能；0.4N NaOH，共价结合DNA是最大优点。

硝酸纤维膜：高盐离子强度促进DNA与膜结合（20×SSC），低盐离子强度导致小片段DNA在转移过程中丢失，pH>9，DNA不能与膜结合。

4、转膜时间（duration of transfer）约12 h：

取决于毛细管系统，DNA大小，胶厚度（<5 mm）及浓度（<1%）。

DNA分子量大小决定时间长短，部分去嘌呤减小DNA，碱转移2hrs大部分结合到膜。

DNA转移的效率较难判断，只有在转膜结束后，通过EB染胶，及分子杂交才可以鉴别效率高低，但已无补救措施，因此，每一步应严格操作。
三、材料、试剂及器具
酶消化好的DNA样品，尼龙膜，0.2N HCl，0.4N NaOH等。电泳仪，电转印仪。
四、实验操作步骤
1、0.8%琼脂糖电泳

制胶：注意琼脂糖的质量，胶的浓度，厚度（<5mm）及均一性。一般大电泳槽配制250ml 0.8%琼脂糖凝胶，采用42孔梳子（经济，高效）

制样，点样：DNA样品中指示剂量稍多

电泳：一般1-1.5V/cm的电压，使DNA迁移到适当距离，一般指示剂约移动10-11cm （大电泳槽：40V×12-15h，小电泳槽30V×4-5 h）

2、转膜前的准备：

依胶大小每块凝胶准备两张比胶稍大的滤纸（11×12.5 cm），两张用作盐桥的滤纸，一张与胶同样大小的尼龙膜（10×10.5cm），两个玻璃盘、两块有机玻璃板、一根玻璃棒，比尼龙膜稍大的一叠吸水纸等。

3、一玻璃盘中加入足量的0.4N NaOH，放上洗净的玻璃板，按图示搭制盐桥（操作示范）。

4、凝胶的预处理：

a) 从电泳槽中移出凝胶置于塑料板上，用切胶板把胶切成适当大小，切去右上角（最后一个样品的最前端）作为电泳方向记号

b) 把凝胶翻面，放入加有足量的0.2N HCl玻璃盘中，轻轻摇动10min，使指示剂变黄色为止（脱嘌呤）

c) 倒去HCl溶液，加蒸馏水漂洗凝胶

d) 倒去蒸馏水，加0.4N NaOH中和

e) 同时在盐桥滤纸上洒些0.4 NaOH，立即将胶放在盐桥上（忌气泡）

5、胶的四周用塑料片与胶紧紧相连，防止短路（吸水纸与盐桥相接）。

6、在胶面上倒足够量0.4N NaOH，小心放置膜（预湿0.4N NaOH）使膜覆盖整块胶（要求一次成功，不能移动）。

7、膜上放2张滤纸，滤纸大小为15×12cm。

8、放不少于5cm厚的吸水纸，放上玻板，其上压约500g的重物，转膜12 h左右。 

9、转膜完毕，用2×SSC漂洗膜两次，各5min。用EB染胶以检测转移效果。

10、用两张滤纸包住膜，置于80-100℃的真空干燥箱中，干燥2-4 h。

五、注意事项

1、转膜前要对凝胶预处理。

2、滤纸比凝胶和尼龙膜要小。

实验四  Southern blotting

一、实验目的
掌握同位素的操作及防护方法；掌握预杂交、探针的标记及分子杂交技术。
二、实验原理
对于大的基因组，DNA酶切图谱凭肉眼是分辨不开的（EB染色），因为大小不等的分子呈现弥散分布，只有借助灵敏的放射性同位素（或其他化学发光物质），将靶DNA在凝胶上（膜上）的带型通过特定的探针与之杂交，转换成X光片上直观的带型，才能进行相关分析。另外如果需要鉴定或寻找与已知DNA同源的DNA片段如：染色体步查、基因组文库的评价和利用、阳性克隆的分析鉴定、转基因拷贝数分析等也都需进行DNA的分子杂交实验。

依据碱基配对原则，用放射性同位素标记的DNA探针，与固着在膜上的靶DNA杂交，经放射自显影，确定靶DNA的位置。

1、预杂交：膜上有许多没有结合DNA分子的地方，若不在杂交前用一些封闭剂结合位点，加入探针后，探针DNA分子将会结合在这些位点上，导致杂交背景深，预杂交的目的是用非特异性DNA分子（鲑精DNA）及其它高分子化合物（封闭剂）将待杂交膜中的非特异性位点封闭，从而减少杂交背景。

2、探针的标记：体外标记DNA或RNA的方法有多种，如：末端标记，随机引物标记，缺刻平移（nick translation），体外转录（in vitro transcription）及各类PCR等。这些方法有的是在特定位置标记核酸（5’或3’末端），有的标记核酸分子内部的多个位点。有的产物是标记单链，有的产物是标记双链。有的方法产生一定长度的标记产物，有的得到的是长短不一的标记产物。
随机引物标记：在DNA聚合酶的作用下，寡核苷酸通过与单链的模板配对可以启动DNA的合成。如果寡核苷酸序列是不同的（heterogeneous），引物中包含所有可能的随机序列（如6碱基引物则有46=4096种），可以与任意模板序列相配对在许多位置形成杂交链，四种核苷酸底物中有一种是用同位素标记的，因而可产生均匀一致高比活放射性探针。同位素标记的探针DNA 的平均长度与引物的浓度成反比，The klenow fragment去除了E．Coli DNA polymerase I 的5’→ 3’的外切酶活性，具有5’→ 3’的聚合酶活性及3’→ 5’ 外切酶活性； 

Primer：可通过用DNase I消化牛胸腺DNA，DNA合成仪合成或直接从公司购买。同位素标记的探针DNA的平均长度与引物的浓度成反比 [=k/(lnPc)1/2，Pc是引物的浓度]，一般可产生约400-600 bp的标记产物。

模板DNA：线状双连DNA。环状DNA用限制性内切酶切成线状，再标记。用纯化的DNA片段作模板标记的探针与用完整的质粒作模板比较，可减少背景。

dNTPs：其中一种用放射性同位素标记

3、杂交：将标记好的探针，加到杂交液中，在一定（温度下）条件下，使探针与膜上的DNA杂交。

4、洗膜：用不同组成及离子强度的（严谨度）溶液，洗去膜上的封闭剂及非特异性杂交的探针
三、材料、试剂及器具
已转移上DNA的尼龙膜，32P标记的dCTP，随机引物，20×SSC，10%SDS，X-光片，显影液及定影液等。杂交炉。
四、实验操作步骤
1、预杂交：将尼龙膜在2×SSC中浸湿，放入杂交袋或杂交管中，加入适量杂交液（杂交液浸没膜），赶气泡，封口，放入65℃的杂交箱或恒温摇床中，预杂交3 h以上，一般6-12 h。

2、标记探针：

反应体系：1-2blots(19.5×9.5cm2)

DNA




100ng

dNTPs



    2.0µl

Random primer

    5.0µl

Klenow (1u/µl)

    1.0µl

(- dCTP*
 


1.0µl

ddH2O  

        17.0µl

按先将水和DNA 按反应体系所需的量取至一1.5ml离心管中，混匀，短暂离心至管底，放至100℃干浴中变性10 min，变性探针迅速置于冰浴上5 min，按反应体系将反应混合液（dNTPs，Random primer，Klenow ）加入变性DNA中，在同位素操作台上，加入32P标记的dNTPs（(-32P dCTP*，放射性比活>3000 Ci/mmol），30℃温育3 h以上。
3、杂交

将标记好的探针，补加300µl杂交液，100℃变性（或0.4N NaOH变性），加入杂交袋（盒）中（忌直接加于膜上）。杂交前作标记效率测定，>25%以上可以往下做杂交，过夜杂交。杂交效率受杂交速率及杂交稳定性影响。

4、洗膜：从低严谨度到高严谨度冼膜液（具体情况而定）：

1×SSC/0.1%SDS洗膜两次（冷5min，热65℃，15min）(检测信号强度 (0.5×SSC/0.1%SDS 热冼 65℃，15min (依情况可有改动0.2×SSC/0.1%SDS 或0.1×SSC/0.1%SDS。

5、包膜：膜从洗膜液中捞出，在滤纸上晾干，膜表面无可见水膜为止（注意：不能太干，以防探针难以洗脱影响再次使用），用保鲜膜包膜，压X-光片，置于-20或-70℃ 3-7 d（依据信号强弱掌握曝光时间）
6、冲洗X-光片

在暗室红灯下取出X-光片，置入显影液中至杂交带显现出来（显影时间依据信号强弱及曝光时间长短可由几秒钟到2min），转入清水中漂洗，然后放入定影液中定影至清亮（约10min）。自来水冲洗干净后，晾干，读片。
7、膜上探针洗脱

再次使用膜前，必须洗去上次探针！

(1)
0.1%SDS，0.1×SSC             

 10min

(2)
0.1NaOH，0.2%SDS             
     2-3min

(3)
0.2M Tris.HCL，0.2%SDS，0.1×SSC  
 20min

只洗去探针，而不影响膜上的靶DNA（因为DNA与膜是共价键结合，而DNA与探针的结合是氢键结合）。

五、注意事项

1、杂交效率的影响因素

1）杂交温度：双链DNA分子，T=Tm-20-25℃可达最大杂交率，DNA-RNA杂交分子则低于Tm 值10-15℃；

2）离子强度(1.5M/L NaCl杂交率最高)；

3）双链长度(形成杂交物长度) ：杂交率与双链长度成正比；
4）探针的复杂程度 (重复性探针可以增加杂交率)；

5）pH5.0-9.0基本无影响。

2、影响杂交稳定性（影响解链温度的）因素

1）离子强度 在0.01-0.4M NaCl之间，每(10×单价阳离子，Tm(16.6℃；

2）碱基组成 AT<CG（在NaCl溶液中）；

3）去稳定剂（destabilizer） DNA-DNA杂交分子，每1%formamide，Tm(0.6℃；6M urea可降低Tm30℃；

4）碱基错配：每 1%的错配可使Tm降低1℃；

5）双链长度（探针杂交物） >500bp基本无影响。

3、整个实验过程中应注意的事项

1) 保证转膜质量；

2) 操作规范；

3) 提高杂交灵敏度（信号强度）；

a) 探针量及标记量（探针变性）；

b) 比活（性）度 >=108dpm/u(<108弱)；

c) 靶DNA量（绝对量，酶切转膜决定；相对量，靶DNA相对于探针过量时，完全配对杂交，探针过剩时，完全配对和非严格的完全配对均有发生）；

d) 有惰性聚合物增加灵敏度；10%(w/v)500000(mw)dextran sulfate或8%(w/v)PEG6000。对于单链探针，可以增加10-fold杂交信号，dsDNA成100-fold地增加杂交信号。

4) 提高特异性：

a)  高盐溶液促进探针与靶序列的碱基配对20×SSC 3M NaCl/0.3M Na3Ci；

b)  杂交后洗膜温度T(Tm；

c)  杂交后洗膜液浓度组成，高严谨度洗膜液使不完全配对的杂交失去稳定，致使探针脱落；

d)  杂交时间8hrs 以后，DNA探针逐渐退火，少量自由与靶DNA杂交；

e)  探针长度（>1000bp）过长，高严谨度下难洗脱非完全配对杂交探针。

4、放射性同位素：

1) 放射性同位素发出的射线主要有：

(粒子：外照射，一般能量的α粒子穿透能力较弱，射程短，危害性小，稍加防护即可（如手套）；内照射，电离密度大，危害大。

(粒子：穿透能力比α粒子强，外照射危害比α粒子大，可引起皮肤的放射损伤。

(射线：穿透能力很强，外照射时危害性很大，应采取切实有效的防护措施。

2) 放射性活度及单位：

放射性活度A是指一定量的放射性核素在时间间隔dt内发生自发核衰变数dN与此时间间隔的比值。即A=dN/dt

放射性活度的单位是Becquerel(贝克勒而)，简称Bq。

1Bq=1个衰变/ sec；1居里=3.7×1010Bq

其不表示放射出射线的多少（如60Co一个原子衰变防出1个(粒子和一个(光子，而一个32P原子只衰变出一个(粒子），也不表示射线能量的大小。

3) 辐射防护的目的：

防止发生对健康有害的确定性效应(接受放射性治疗的患者除外)，并将随机性损害效应的发生降低到被认为可以接受的水平，从而保障放射工作人员、公众及其后代的健康与安全，提高放射防护措施的效益，促进放射工作的发展。

4) 放射防护的原则：

a) 辐射实践的正当化：生产必须，医疗必须，科研教学必须；

b) 辐射防护的最优化：即综合考虑社会、经济等诸因素之后，使个人剂量的大小、受照人数的多少和不确定发生的照射事件的发生概率可合理达到的低水平；

c) 个人剂量限制：为了保证每个人不致受到不合理的危害，必须制定一个个人剂量限制值，放射工作人员的剂量限制：全身均匀照射的年当量剂量限值H全身=50mSV； 不均匀照射时，有效剂量E不应超过H全身。

5) 外照射的防护措施：

a) 距离防护：人体受到照射的剂量率随着离开电离辐射源的距离的增大而减少。剂量率与距离的平方成反比。

b) 时间防护：在剂量率不变时，剂量与时间成正比，即操作时间越短，人员所受到的照射剂量越小。（ 要求放射性作业应操作熟练、操作步骤应尽量简单易行，尽量减少在辐射场所逗留的时间。）

c) 屏蔽防护：利用射线通过物质时，与物质相互作用使其能量被物质吸收而逐渐减弱的原理，可以设置一定的屏障物来进行防护。常用的材料有水、砖、大理石、混凝土、重金属铅等。

d) 利用衰变：可利用放射性物质存在自发衰变，其活性随之减少的原理进行外照射防护。如：半衰期小于15 d的放射性废物，允许放置10个半衰期后作一般废物处理。

6) 内照射的防护措施：

a）防止放射性物质经呼吸道吸入；

b）防止放射性物质食入

c）防止放射性物质经体表进入

系列三 Norhern blotting

一、实验目的
掌握检测样品中是否含有基因的转录产物（mRNA）及其含量的方法。
二、实验原理
在转录水平上研究和了解基因的表达与调控是分子生物学和基因工程操作的重要内容。Northern 杂交可以测定总RNA或poly(A)+ RNA 中特定mRNA分子的大小和表达丰度，RNA分子在变性琼脂糖凝胶中电泳，按其分子的大小分开，然后将RNA转至尼龙膜或硝酸纤维素膜上，经过体外铰链固定，用放射性同位素标记的DNA或RNA探针与之杂交，放射自显影后即可以得到待测基因RNA表达水平的情况。操作过程中应特别注意防止RNA的降解。
三、材料、试剂及器具
经检测质量好的RNA样品，探针，尼龙膜等。杂交炉，转印仪，移液器。
四、实验操作步骤
1、制备RNA样品。

2、制胶：

Agarose         1%-1.2%，1×MOPS buffer。

用灭菌的DEPC水定容，加热融化，冷却至70℃加甲醛，使终浓度为2%，通风橱中放1h。

3、准备电泳液：1×MOPS buffer（小号槽约配500ml，中号槽约配900ml）

4、制样：测好浓度后按以下体系加样：

15 (g RNA + 灭菌的DEPC水

   10 (l
Sample buffer





8 (l
loading buffer





2 (l
EB (10mg/ml，专用于RNA)


0.03 (l
65℃水浴变性10 min，立即放冰上，直至点样。

5、点样：点样要仔细，不要漏出，并记录点样顺序。

6、电泳：中号槽： 电压100V电泳1h左右，至溴酚兰离点样孔约3.5-4cm（凝胶在紫外灯下可看到28S和18S刚好分开即可）。

7、转膜：转膜液用500ml 4×SSC加27ml 37%甲醛（终浓度为2%）；转膜步骤同Southern。注意加溶液后一切操作均在通风橱内进行，以避免甲醛对人体的伤害。

8、照相：将胶及膜取下，分别在凝胶成像系统下看胶上RNA是否有残留，膜上RNA效果是否完好。

9、风干：在超净工作台上吹干。

10、固定：于紫外交联仪内以1200 ENERGY照一次约30 sec，再重复一次，再在超净工作台上吹干。

11、杂交：在杂交管内加约50ml杂交液，将膜卷起放入，注意RNA面朝内，于64℃预杂交1-4h。

12、探针准备：预先挖胶回收的PCR产物或酶切产物（better），测浓度，跑胶验证后，按以下体系加入：

DNA





3 (l（约200ng）
ddH2O




10 (l
dNTP（1.67mM）

    4 (l
杂交Buffer



10 (l 
Klenow Fragment


2 (l
α-dCTP*




5 (l
先加入DNA 和 ddH2O，100℃变性10min，冰上放5min，再加入dNTPs和杂交 primer，加酶时注意低温操作，先加在管壁上，立即到同位素室加同位素，混匀离心，于室温下反应半小时。

13、探针纯化：在原反应体系中继续加入：

ddH2O            66 (l
NaAc             10 (l
无水乙醇          250 (l

混匀12000rpm离心 5min，倒去上清后加500 (l无水乙醇洗，12000 rpm离心 2 min，倒去上清，检测信号，达103-104较好，加40 (l ddH2O和400 (l杂交液之后混匀离心，于100℃变性10min，冰上放置5min。

14、探针：取出杂交管倒去杂交液，加入15ml杂交液，将探针加入，盖紧，于64℃杂交过夜。

15、洗膜，压片：将杂交管中液体倒出，先加少量洗膜液Ⅰ，冷洗5min，倒出，再多加些洗膜液Ⅰ，冷洗10min，将膜取出测信号，根据信号大小决定是否热洗，若信号高，用洗膜液Ⅱ，Ⅲ继续洗，直到信号值达到适宜值为止，即膜上某一区域信号强，而其他区域信号弱代表杂交上了，然后包膜压片，放于-20℃或-80℃3 d左右即可洗X片。

16、结果观察与分析。

系列四  Western Blotting

实验一  SDS-PAGE分析在大肠杆菌中表达的目的蛋白

一、实验目的
掌握SDS-PAGE胶的配制方法，及SDS-PAGE鉴定目的蛋白的方法。
二、实验原理
PAGE能有效的分离蛋白质，主要依据其分子量和电荷的差异，而SDS-PAGE(SDS变性不连续聚丙烯酰胺凝胶电泳)的分离原理则仅根据蛋白质的分子量的差异，因为SDS-PAGE的样品处理液是在要跑电泳的样品中假如含有SDS和巯基乙醇(2-ME)或二硫苏糖醇(DTT)，其可以断开半胱氨酸残基之间的二硫键，破坏蛋白质的四级结构，SDS是一种阴离子表面活性剂即去污剂，它可以断开分子内和分子间的氢键，破坏蛋白质分子的二级及三级结构，并与蛋白质的疏水部分相结合，破坏其折叠结构，电泳样品假如样品缓冲液后，要在沸水中煮3-5min使SDS与蛋白质充分结合形成SDS-蛋白质复合物，SDS-蛋白质复合物在强还原剂巯基乙醇存在时，蛋白质分子内的二硫键被打开而不被氧化，蛋白质也完全变性和解聚，并形成榛状结构，稳定的存在于均一的溶液中，SDS与蛋白质结合后使SDS-蛋白质复合物上带有大量的负电荷，平均每两个氨基酸残基结合一个SDS分子，这时各种蛋白质分子本身的电荷完全被SDS掩盖，远远超过其原来所带的电荷，从而使蛋白质原来所带的电荷可以忽略不计，消除了不同分子之间原有的电荷差别，其电泳迁移率主要取决于亚基分子质量的大小。 
三、材料、试剂及器具
30%丙烯酰胺，过硫酸铵，TEMED，DTT等。电泳仪，垂直板电泳仪，移液器。

四、实验操作步骤
1、将鉴定好的Rosetta表达菌平板划线，培养过夜，挑取单菌落接种于含100 μg/ml Amp的LB液体培养基中，37 ℃培养过夜。

2、次日取上述过夜培养物以1%的比例接种于含100 μg/ml Amp的LB液体培养基中，37 ℃振荡培养2-3 h，当OD600至0.4-0.6时，加IPTG至终浓度0.25 mM，37 ℃继续培养，不同时间分别离心收集菌体，SDS-PAGE分析融合蛋白表达量与时间的关系。
3、对照组不加IPTG诱导，培养3 h。

4、表达产物的SDS-PAGE分析：分别取1 ml培养物加入1.5 ml Ep管中，室温12000 r/min离心1 min收集菌体。

5、弃上清，沉淀用500 µl的预冷PBS（pH7.4）洗涤。

6、弃上清，菌体沉淀用100 µl的预冷PBS（pH7.4）重悬。

7、超声破碎后12000 r/min离心10 min，分别取上清和沉淀，沉淀用100 µl的预冷PBS（pH7.4）重悬。

8、加入等体积2×SDS上样缓冲液（含DTT），100 ℃煮沸5 min。

9、取20 μl进行SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳（积层胶浓度为5%，分离胶为12%）。

10、电泳后，经考马斯亮蓝R-250染色，甲醇-冰乙酸脱色液脱色观察结果。

五、注意事项

1、确定IPTG浓度。

2、掌握好诱导时间。
实验二  蛋白的纯化

一、实验目的
理解亲和层析法的基本原理，并通过实验能初步掌握制备一种亲和吸附剂的操作方法；理解和掌握亲和层析实验操作技术。

二、实验原理
亲和层析主要是根据生物分子与其特定的固相化的配基或配体之间具有一定的亲和力而使生物分子得以分离。这是由一种典型的吸附层析发展而来的分离纯化方法。
    许多生物分子都有一种独特的生物学功能。即它们都具有能和某些相对应的专一分子可逆地结合的特性（分子间通过某些次级键结合，如范德华力，疏水力，氢键等，在一定条件下又可解离）。如：酶 和底物（包括酶的抑制剂、产物、辅酶及其底物的类似物）的结合。特异性的抗体一抗 原（包括病毒、细胞）、激素与其受体、载体蛋白，基因与其互补DNA、mRNA及阻遏蛋白的结合，植物凝集素与淋巴细胞表面抗原及某些多糖的结合等。均属于专一性而可逆的结合。这种分子之间的结合能力叫做亲和力。亲和层析正是利用生物分子间所具有的专一亲和力而设计的层析技术。所以有人称为“生物专一吸附技术”或“功能层析技术”。
在实际工作中，只要把被识别的分子，称为配基（ ligand ），在不损害其生物学功能的条件下共价结合到水不溶性载体或基质上（matrix，如Sepharose 4B）制成亲和吸附剂，然后装柱。再把含有要分离纯化的物质的混合液通过这个柱子，这时绝大部分对配基没有亲和力的化合物均顺利地流过层析柱而不滞留，只有与配基互补的化合物被吸附留在柱内。当所有的杂质从柱上流走后，再改变洗脱条件，使结合在配基上的物质解离下来。这样，原来混合液中被分离的物质便以高度纯化的形式在洗脱液中出现。
三、材料、试剂及器具
材料：表达目的蛋白的阳性克隆。

主要试剂：丙酮，三氯乙酸，HCl，NaOH，NaCl，NaHCO3，Na2CO3，氯代环氧丙烷，乙腈，甲酸，Tris，CaCl2，KCl，DEAE-纤维素。使用的亲和柱子为HisTrapTM FF crude colum，其填料是Ni SepharoseTM 6 Fast Flow；脱盐柱子为HiPrepTM 26/10 Desalting，其填料为SephadexTM G-25 Fine。

主要器材：
恒温水浴，温度计，G2玻璃漏斗，抽滤瓶，布氏漏斗，离心杯（50ml），透析袋，层析柱（2×30cm，26×30cm），秒表，移液管，贮液瓶（1升），电磁搅拌器，pH计，紫外分光光度计，纱布，匀浆器，pH试纸，AKTA purifier 100蛋白纯化系统。
四、实验操作步骤
（一）HisTrapTM FF crude colum的平衡
平衡柱子时：先用3-5倍柱体积的蒸馏水替换柱子的保护液（20% 无水乙醇），然后用5-10倍柱体积的含20 mM imidazole 的Binding buffer冲洗柱子，至电导和紫外曲线回归基线为止。此过程中，流速为1 ml/min，最大压强为0.5 Mpa。

（二）融合蛋白的纯化

1、挑取转化阳性重组质粒的Rosetta单个菌落接种于含100 μg/ml Amp的LB液体培养基中，37 ℃培养过夜。

2、取上述过夜培养物以1﹪的比例接种于1 L含100 μg/ml Amp的新鲜LB液体培养基中，37 ℃振荡培养至OD600值达到0.3-0.4时，加IPTG至终浓度0.25 mM，37 ℃继续诱导培养3 h，因为诱导3 h菌体杂蛋白含量较少便于目的蛋白纯化。

3、取出培养物于4 ℃、12000×g离心30 min，收集菌体。

4、弃上清，每50 ml菌液加入1 ml Binding buffer，重悬菌体，加入溶菌酶至终浓度1 mg/ml，置于冰上搅动30 min。在冰上超声波破碎，10 sec为一组，每组间隔10 sec。

5、菌体经超声破碎后4 ℃、12000×g离心60 min，取上清去沉淀，上清液通过泵或上样环进入AKTApurifier 100系统，流速为1 ml/min，最大压强为0.5 Mpa。

6、样品与HisTrapTM FF crude colum完全结合后，用10-15倍柱体积的含40 mM imidazole 的Binding buffer冲洗杂蛋白。

7、当紫外曲线达到稳定的基线时，再用至少5倍柱体积含500mM imidazole 的Elution buffer一步洗脱或者20倍柱体积含500 mM imidazole的Elution buffer直线梯度洗脱，把结合在柱子上的融合蛋白竞争洗脱下来；紫外曲线上就会出现相应蛋白吸收峰，使用收集器将其收集。

8、结果得到纯度较高的融合蛋白。

五、注意事项

1、制备的蛋白样品与层析柱在4℃下充分结合。

2、确保各种缓冲液的pH值。

实验三  Western blotting检测目的蛋白

一、实验目的
掌握鉴定目的蛋白的方法。

二、实验原理
Western Blot采用的是聚丙烯酰胺凝胶电泳 ，被检测物是蛋白质，“探针”是抗体，“显色”用标记的二抗。经过PAGE分离的蛋白质样品，转移到固相载体（例如硝酸纤维素薄膜）上，固相载体以非共价键形式吸附蛋白质，且能保持电泳 分离的多肽类型及其生物学活性不变。以固相载体上的蛋白质或多肽作为抗原，与对应的抗体起免疫反应，再与酶或同位素标记的第二抗体起反应，经过底物显色或放射自显影以检测电泳 分离的特异性目的基因表达的蛋白成分。该技术也广泛应用于检测蛋白水平的表达。
三、材料、试剂及器具
蛋白样品，SDS-PAGE胶，尼龙膜，WHATEMAN滤纸，转印装置，垂直板电泳仪，电磁炉。
四、实验操作步骤
1、电泳：将目的蛋白通过18%的SDS-PAGE胶上电泳；

2、转膜：按胶的大小取硝酸纤维素膜（NC膜）和4层3 mm WHATEMAN滤纸，并分别用去离子水和转膜缓冲液浸泡10 min。将聚丙烯酰胺凝胶与NC膜紧贴，赶走气泡，4层WHATEMAN滤纸各2层分别放在聚丙烯酰胺凝胶和NC膜的两侧，赶走气泡。聚丙烯酰胺凝胶靠近负极，NC膜靠近正极，放于转膜装置中，在230 mA恒定电流下转膜2.5 h。

3、封闭：取出NC膜，在含5%脱脂乳的封闭液中37 ℃封闭1 h，弃去封闭液。

4、一抗孵育：用0.05 % Tween-20+PBS洗膜3次，每次5 min。用孵育液稀释一抗（按1：100比例稀释），4 ℃与NC膜孵育过夜。

5、二抗孵育：弃去一抗，用0.05% Tween-20+PBS洗膜3次，每次5 min。再用PBS洗膜一次。将辣根过氧化物酶标记的（HRP）二抗（羊抗兔IgG）用孵育液1：5000稀释，37 ℃孵育1 h，弃去二抗，用0.05% Tween-20+PBS洗膜3次，每次5 min，再用PBS洗膜三次，每次5 min。

6、显影：加入化学发光底物Super Signal检测试剂（PIERCE），暗室X光片暗匣曝光、显影。
五、注意事项

1、一抗和二抗稀释比例。

2、一抗和二抗孵育时间和温度。

第三篇  试剂配方
1、30%丙烯酰胺溶液
　　【配制方法】将29g丙烯酰胺和1g N，N’-亚甲双丙烯酰胺溶于总体积为60ml的水中。加热至37℃溶解之，补加水至终体积为100ml。用Nalgene滤器（0.45μm孔径）过滤除菌，查证该溶液的pH值应不大于7.0，置棕色瓶中保存于室温。
　　【注意】丙烯酰胺具有很强的神经毒性并可以通过皮肤吸收，其作用具累积性。称量丙烯酰胺和亚甲双丙烯酰胺时应戴手套和面具。可认为聚丙烯酰胺无毒，但也应谨慎操作，因为它还可能会含有少量未聚合材料。一些价格较低的丙烯酰胺和双丙烯酰胺通常含有一些金属离子，在丙烯酰胺贮存液中加入大约0.2体积的单床混合树脂（MB-1Mallinckrodt），搅拌过夜，然后用Whatman 1号滤纸过滤以纯化之。在贮存期间，丙烯酰胺和双丙烯酰胺会缓慢转化成丙烯酰和双丙烯酸。
2、40%丙烯酰胺
　　【配制方法】把380g丙烯酰胺（DNA测序级）和20g N，N’-亚甲双丙烯酰胺溶于总体积为600ml的蒸馏水中。继续按上述配制30%丙烯酰胺溶液的方法处理，但加热溶解后应以蒸馏水补足至终体积为1L。
　　【注意】见上述配制30%丙烯酰胺的说明，40%丙烯酰胺溶液用于DNA序列测定。3、放线菌素D溶液
　　【配制方法】把20mg放线菌素D溶解于4ml 100%乙醇中，1：10稀释贮存液，用100%乙醇作空白对照读取OD440值。放线菌素D（分子量为1255）纯品在水溶液中的摩尔消化系数为21，900，故而1mg/ml的放线菌素D溶液在440nm处的吸光值为0.182，放线菌素D的贮存液应放在包有箔片的试管中，保存于-20℃。
　　【注意】放线菌素D是致畸剂和致癌剂，配制该溶液时必须戴手套并在通风橱内操作，而不能在开放在实验桌面上进行，谨防吸入药粉或让其接触到眼睛或皮肤。
　　药厂提供的作治疗用途的放线菌素D制品常含有糖或盐等添加剂。只要通过测量贮存液在440nm波长处的光吸收确定放线菌素D的浓度，这类制品便可用于抑制自身引导作用。
4、0.1M腺苷三磷酸（ATP）溶液
　　【配制方法】在0.8ml水中溶解60mg ATP，用0.1M NaOH调至pH值至7.0，用蒸馏水定容1ml，分装成小份保存于-70℃
5、10M乙酸酰溶液
　　【配制方法】把770g乙酸酰溶解于800ml水中，加水定容至1L后过滤除菌。
6、10%过硫酸铵溶液
　　【配制方法】把1g过硫酸铵溶解于终量为10ml的水溶液中，该溶液可在4℃保存数周。
7、BCIP溶液
　　【配制方法】把0.5g的5-溴-4-氯-3-吲哚磷酸二钠盐（BCIP）溶解于10ml 100%的二甲基甲酰胺中，保存于4℃
8、2×BES缓冲盐溶液
　　【配制方法】用总体积90ml的蒸馏水溶解1.07g盐溶液BES[N，N-双（2-羟乙基）-2-氨基乙磺酸]、1.6g NaCl和0.027g Na2HPO4，室温下用HCl调节　该溶液的pH值至6.96、然后加入蒸馏水定容至100ml，用0.22μm滤器过滤除菌，分装成小份，保存于-20℃。
9、1M CaCl2溶液
　　【配制方法】在200ml蒸馏水中溶解54g CaCl2?6H2O，用0.22μm滤器过滤除菌，分装成10ml小份贮存于-20℃。
　　【注意】制备感受态细胞时，取出一小份解冻并用蒸馏水稀释至100ml，用Nalgene滤器（0.45μm孔径）过滤除菌，然后骤冷至0℃。
10、2.5M CaCl2溶液
　　【配制方法】在20ml蒸馏水中溶解13.5g CaCl2?6H2O，用0.22μm滤器过滤除菌，分装成1ml小份贮存于-20℃。
11、1M二硫苏糖醇（DTT）溶液
　　【配制方法】用20ml 0.01M乙酸钠溶液（pH5.2）溶解3.09g DTT，过滤除菌后分装成1ml小份贮存于-20℃。
　　【注意】DTT或含有DTT的溶液不能进行高压处理。
12、脱氧核苷三磷酸（dNTP）溶液
　　【配制方法】把每一种dNTP溶解于水至浓度各为100mM左右，用微量移液器吸取0.05M Tris碱分别调节　每一dNTP溶液的pH值7.0（用pH试纸检测），把中和后的每种dNTP溶液各取一份作适当稀释，在给出的波长下读取光密度计算出每种dNTP的试剂浓度，然后用水稀释成终浓度为50mM的dNTP，分装成小份贮存于-70℃。
	碱基
	波长（nm）
	消化系数（ε）[L/（mol·cm）]

	A
	259
	1.54×104

	G
	253
	1.37×104

	C
	271
	9.10×103

	T
	260
	7.40×103


比色杯光径为1cm时，吸光度=εM
13、0.5M EDTA(pH8.0)溶液
　　【配制方法】在800ml水中加入186.1g二水乙二胺四乙酸二钠（EDTA-Na?2H2O），在磁力搅拌器上剧烈搅拌，用NaOH调节　溶液的pH值至8.0（约需20g NaOH颗粒）然后定容至1L，分装后高压灭菌备用。
　　【注意】EDTA二钠盐需加入NaOH将溶液的pH值调至接近8.0，才能完全溶解。
14、溴化乙锭（10mg/ml溶液）
　　【配制方法】在100ml水中加入1g溴化乙锭，磁力搅拌数小时以确保其完全溶解，然后用铝箔包裹容器或转移至棕色瓶中，保存于室温。
　　【注意】小心：溴化乙锭是强诱变剂并有中度毒性，使用含有这种染料的溶液时务必戴上手套，称量染料时要戴面罩。
15、2×HEPES缓冲盐溶液
　　【配制方法】用总量为90ml的蒸馏水溶解1.6g NaCl、0.074g KCl、0.027g Na2PO4?2H2O、0.2g葡聚糖和1gHEPES，用0.5M NaOH调节　pH值至7.05，再用蒸馏水定容至100ml。用0.22μm滤器过滤除菌，分装成5ml小份，贮存于-20℃。
16、IPTG溶液
　　【配制方法】IPTG为异丙基硫代-β-D-半乳糖苷（分子量为238.3），在8ml蒸馏水中溶解2g IPTG后，用蒸馏水定容至10ml，用0.22μm滤器过滤除菌，分装成1ml小份贮存于-20℃。
17、1M乙酸镁溶液
　　【配制方法】在800ml水中溶解214.46g四水乙酸镁，用水定容至1L过滤除菌。
18、1M MgCl2溶液
　　【配制方法】在800ml水中溶解203.4g MgCl2?6H2O，用水定容至1L，分装成小份并高压灭菌备用。
　　【注意】MgCl2极易潮解，应选购小瓶（如100g）试剂，启用新瓶后勿长期存放。
19、β-巯基乙醇（BME）溶液
　　【配制方法】一般得到的是14.4M溶液，应装在棕色瓶中保存于4℃。
　　【注意】BME或含有BME的溶液不能高压处理。
20、NBT溶液
　　【配制方法】把0.5g氯化氮蓝四唑溶解于10ml 70%的二甲基甲酰胺中，保存于4℃。
21、酚/氯仿溶液
　　【配制方法】把酚和氯仿等体积混合后用0.1M Tris?HCl(pH7.6)抽提几次以平衡这一混合物，置棕色玻璃瓶中，上面覆盖等体积的0.01M Tris?HCl(pH7.6)液层，保存于4℃。
　　【注意】酚腐蚀性很强，并可引起严重灼伤，操作时应戴手套及防护镜，穿防护服。所有操作均应在化学通风橱中进行。与酚接触过的部位皮肤应用大量的水清洗，并用肥皂和水洗涤，忌用乙醇。
22、10mM苯甲基磺酰氟（PMSF）溶液
　　【配制方法】用异丙醇溶解PMSF成1.74mg/ml（10mM），分装成小份贮存于-20℃。如有必要可配成浓度高达17.4mg/ml的贮存液（100mM）。
　　【注意】PMSF严重损害呼吸道粘膜、眼睛及皮肤，吸入、吞进或通过皮肤吸收后有致命危险。一旦眼睛或皮肤接触了PMSF，应立即用大量水冲洗之。凡被PMSF污染的衣物应予丢弃。PMSF在水溶液中不稳定。应在使用前从贮存液中现用现加于裂解缓冲液中。PMSF在水溶液中的活性丧失速率随pH值的升高而加快，且25℃的失活速率高于4℃。pH值为8.0时，20μmM PMSF水溶液的半寿期大约为85min，这表明将PMSF溶液调节　为碱性（pH>8.6）并在室温放置数小时后，可安全地予以丢弃。
23、磷酸盐缓冲溶液（PBS）溶液
　　【配制方法】在800ml蒸馏水中溶解8g NaCl、0.2g KCl、1.44g Na2HPO4和0.24g KH2PO4，用HCl调节　溶液的pH值至7.4加水定容至1L，在15lbf/in2(1034×105Pa)高压下蒸气灭菌20min。保存于室温。
24、1M乙酸钾（pH7.5）溶液
　　【配制方法】将9.82g乙酸钾溶解于90ml纯水中，用2M乙酸调节　pH值至7.5后加入纯水定容到1L，保存于-20℃。
25、乙酸钾溶液（用于碱裂解）
　　【配制方法】在60ml 5M乙酸钾溶液中加入11.5ml冰乙酸和28.5ml水，即成钾浓度为3M而乙酸根浓度为5M的溶液。
26、3M乙酸钠（pH5.2和pH7.0）溶液
　　【配制方法】在80ml水中溶解408.1g三水乙酸钠，用冰乙酸调节　pH值至5.2或用稀乙酸调节　pH值至7.0，加水定容到1L，分装后高压灭菌。
27、5M NaCl溶液
　　【配制方法】在800ml水中溶解292.2g NaCl加水定容至1L，分装后高压灭菌。
28、10%十二烷基硫酸钠（SDS）溶液
　　【配制方法】在900ml水中溶解100g电泳级SDS，加热至68℃助溶，加入几滴浓盐酸调节　溶液的pH值至7.2，加水定容至1L，分装备用。
　　【注意】SDS的微细晶粒易扩散，因此称量时要戴面罩，称量完毕后要清除残留在称量工作区和天平上的SDS，10%SDS溶液无须灭菌。
29、20×SSC溶液
　　【配制方法】在800ml水中溶解175.3g NaCl和88.2g柠檬酸钠，加入数滴10M NaOH溶液调节　pH值至7.0，加水定容至1L，分装后高压灭菌。
30、20×SSPE溶液
　　【配制方法】在800ml水中溶解17.5g NaCl、27.6g NaH2PO4?H2O和7.4g EDTA，用NaOH溶液调节　pH值至7.4（约需6.5ml 10ml/L NaOH），加水定容至1L，分装后高压灭菌。
31、100%三氯乙酸溶液
　　【配制方法】在装有500g TCA的瓶中加入227ml水，形成的溶液含有100%（M/V）TCA。
32、1M Tris溶液
　　【配制方法】在800ml水中溶解121.91g Tris碱，加入浓HCl调节　pH值至所需值。应使溶液冷至室温后方可最后调定pH值，加水定容至1L，分装后高压灭菌。
　　【注意】如1M溶液呈现黄色，应予丢弃并置备质量更好的Tris。
　　尽管多种类型的电极均不能准确测量Tris溶液的pH值，但仍可向大多数厂商购得合适的电极。Tris溶液的pH值因温度而异，温度每升高1℃，pH值大约降低0.03个单位。例如：0.05M的溶液在5℃、25℃、和37℃时的pH值分别为9.5、8.9和8.6。
33、Tris缓冲盐溶液（TBS）（25mM Tris）
　　【配制方法】在800ml蒸馏水中溶解8g NaCl、0.2g KCl和3g Tris碱，加入0.015g酚并用HCl调至pH值至7.4，用蒸馏水定容至1L，分装后在151bf/in2(1.034×105Pa)高压下蒸汽灭菌20min，于室温保存。
34、X-gal溶液
　　【配制方法】X-gal为5-溴-4-氯-3-吲哚-β-D半乳糖苷。用二基甲酰胺溶解X-gal配制成的20mg/ml的贮存液。保存于一玻璃管或聚丙烯管中，装有X-gal溶液的试管须用铝箔封裹以防因受光照而被破坏，并应贮存于-20℃。X-gal溶液无须过滤除菌。
35、50×Tris-乙酸（TAE）缓冲液
2M Tris碱
1M 乙酸
100 mM EDTA
水 242g
57.1 ml的冰乙酸（17.4 M）
200ml的0.5 M EDTA（pH 8.0）
补足1L 
36、5×Tris-硼酸（TBE）缓冲液
成分及终浓度 配制1L溶液各成分的用量 
445 mM Tris碱
445 mM 硼酸盐
10 mM EDTA
水 54g
27.5g 硼酸
20 ml的0.5 M EDTA（pH 8.0）
补足1L 
37、1％溴酚蓝（bromophenol blue）
加1g水溶性钠型溴酚蓝于100ml水中，搅拌或涡旋混合直到完全溶解。
1％二甲苯青FF（xylene cyanole FF）
溶解1g二甲苯青FF于足量水中，定容到100ml。
10mg/ml的溴化乙锭（ethidium bromide）
小心称取1g溴化乙锭，转移到广口瓶中，加100ml水，用磁力搅拌器搅拌直到完全溶解。用铝箔包裹装液管，于4℃贮存。

38、6×碱性凝胶上样液（室温贮存）
0.3 N 氢氧化钠
6 mM EDTA
18％聚蔗糖（400型）
0.15％溴甲酚绿
0.25％二甲苯青FF
水 300ul 10N 氢氧化钠
120ul 0.5M EDTA（pH8.0）
1.8g
15mg
25mg
补足到10ml 
39、6×聚蔗糖凝胶上样液（室温贮存）
0.15％溴酚蓝
0.15％二甲苯青FF
5 mM EDTA
15％聚蔗糖（400型）
水 1.5ml 1％溴酚蓝
1.5ml 1％二甲苯青FF
100ul 0.5M EDTA（pH8.0）
1.5g
补足到10ml 
40、6×溴酚蓝/二甲苯青/聚蔗糖凝胶上样液（室温贮存）
0.25％溴酚蓝
0.25％二甲苯青FF
15％聚蔗糖（400型）
水 2.5ml 1％溴酚蓝
2.5ml 1％二甲苯青FF
1.5g 
补足到10ml 
41、6×甘油凝胶上样液（4℃贮存）
0.15％溴酚蓝
0.15％二甲苯青FF
5 mM EDTA
50％甘油
水 1.5ml 1％溴酚蓝
1.5ml 1％二甲苯青FF
100ul 0.5M EDTA（pH8.0）
3ml 
3.9ml

42、6×蔗糖凝胶上样液（室温贮存）
0.15％溴酚蓝
0.15％二甲苯青FF
5 mM EDTA
40％聚蔗糖
水 1.5ml 1％溴酚蓝
1.5ml 1％二甲苯青FF
100ul 0.5M EDTA（pH8.0）
4g 
补足到10ml 
43、10×十二烷基硫酸钠/甘油凝胶上样液（室温贮存）
0.2％溴酚蓝
0.2％二甲苯青FF
200 mM EDTA
0.1％SDS
50％甘油 
水 20mg
20mg
4ml 0.5M EDTA(pH8.0)
100ul 10％ SDS
5ml
补足到10ml
44、 抗生素工作浓度
	
抗生素
	贮存液a
	工作浓度

	
	浓度
	保存条件
	严紧型质粒
	松弛型质粒

	氨苄青霉素
	50mg/ml(溶于水)
	-20℃
	20μg/ml
	60μg/ml

	羧苄青霉素
	50mg/ml(溶于水)
	-20℃
	20μg/ml
	60μg/ml

	氯霉素
	34mg/ml(溶于乙醇)
	-20℃
	25μg/ml
	170μg/ml

	卡那霉素
	10mg/ml(溶于水)
	-20℃
	10μg/ml
	50μg/ml

	链霉素
	10mg/ml(溶于水)
	-20℃
	10μg/ml
	50μg/ml

	四环素b
	5mg/ml(溶于乙醇)
	-20℃
	10μg/ml
	50μg/ml


a：以水为溶剂的抗生素贮存液通过0.22μm滤器过滤除菌。以乙醇为溶剂的抗生素溶液无须除菌处理。所有抗生素溶液均应放于不透光的容器保存。

b：镁离子是四环素的拮抗剂，四环素抗性菌的筛选应使用不含镁盐的培养基（如LB培养基）。
45、LB培养液及培养基：每1L LB培养液加入酵母提取物、胰蛋白胨、NaCl分别为5g、10g 、10g，用10M NaOH调pH值至7. 2-7. 4，15磅高压灭菌30 min。若制备固体培养基，则在1L LB培养液中加入终浓度为1. 5-2﹪的琼脂，15磅高压灭菌30min。

46、50×TAE(Tris-乙酸电泳缓冲液)：Tris·Cl 242g，冰乙酸 57. 1g，EDTA ( 0. 5M pH 8. 0 ) 100ml，加去离子水定容至1000 ml，用时稀释成1×TAE。

47、1M Tris·Cl (pH6. 8)：在40 ml去离子水中溶解6. 057g Tris-base，用浓HCl调节pH值至6. 8，用去离子水定容至50 ml，15磅高压灭菌30 min，4℃备用。

48、1M IPTG（异丙基硫β-D-硫代半乳糖苷）：在8 ml去离子水中溶解2.383 g IPTG后，用蒸馏水定容至10 ml，用0. 22 μm滤器过滤除菌，分装成0. 5ml小份贮存于-20℃。

49、EB（溴化乙锭）：在100ml蒸馏水中加入1 g EB，磁力搅拌数小时以确保其完全溶解，然后用锡箔包裹容器或转移至棕色瓶中，保存于室温。

50、1 M Tris·Cl ( pH8. 0 )：在800 ml去离子水中溶解121. 91 g Tris碱，加入浓HCl调节pH值至8. 0，加去离子水定容至1000 ml，分装后高压灭菌。

51、1 M DTT（二硫苏糖醇）：用20 ml 0. 01 M乙酸钠溶液(pH5. 2)溶解3. 09g DTT过滤除菌后分装成1 ml小份贮存于-20℃。

52、10﹪SDS（十二烷基磺酸钠）：在900 ml去离子水中溶解100 g SDS，加热至68℃助溶，加入几滴浓HCl调节pH至7. 2，加去离子水定容至1L分装备用。

53、30﹪丙烯酰胺：将17. 4 g丙烯酰胺，0. 6 g甲叉双丙烯酰胺溶于40 ml的去离子水中，加热至37℃溶解，加去离子水至终体积60 ml，用滤纸过滤，查证该溶液的pH值应不大于7. 0，置棕色瓶中保存于4℃。

54、染色液：90 ml甲醇：水=1 ： 1( v ： v )和10ml冰乙酸的混合液中，按0. 25﹪比例加入考马斯亮蓝R250，用Whatman 滤纸过滤。

55、PBS (磷酸盐缓冲液，pH7. 4) (1 L)：在800 ml去离子水中溶解8 g NaCl，0. 2 g KCl，1.44 g Na2HPO4和0. 24 g KH2PO4，用HCl调节溶液的pH值至7. 4，加去离子水定容至1L，在15磅高压下蒸汽灭菌30 min，保存于室温。

56、10﹪过硫酸铵：把1 g过硫酸铵溶解于终容量为10 ml的去离子水溶液中，该溶液可在4℃保存不过1周(最好现用现配)。
57、0.5M EDTA (pH8.0)：在800ml去离子水中加入186.1g二水乙二胺四乙酸二钠 (EDTA-Na. 2H2O)，在磁力搅拌器上剧烈搅拌，用NaOH调节溶液的pH值至8. 0，然后定容至1 L，分装后高压灭菌备用。

58、Tris-甘氨酸电泳缓冲液(5×，pH8. 3)：90 ml去离子水中溶解1. 5 gTris碱和9. 4 g甘氨酸，然后加入5 ml 10﹪ SDS贮存液，用去离子水补齐至100 ml，用时用去离子水稀释成1×工作液。

59、转移缓冲液(pH8. 3-8. 4) (1 L)： 甘氨酸18.26 g，Tris碱3.03 g，甲醇200 ml，用去离子水补齐至1000ml，可根据自己的用量按比例适当配制。

60、2×SDS凝胶上样缓冲液：100 mMTris·Cl (pH6. 8)，200 mM二硫苏糖醇（DTT），4﹪SDS(电泳级)，0. 2﹪溴酚蓝，20﹪甘油。不含DTT的2×SDS凝胶上样缓冲液可保存于室温，临用前必须将1 M DTT贮存液现用现加于上述缓冲液中。
61、洗脱缓冲溶液(pH2.7)：将3.75 g甘氨酸(50 mM)溶解于1L蒸馏水中，用HCl调节pH 2.7。

62、洗脱缓冲溶液(pH1.9)：将3.75 g甘氨酸(50 mM)溶解于1L蒸馏水中，用HCl调节pH 1.9。

63、2%SDS溶液：称取2g SDS溶解与100 ml去离子水中，可将溶液置于50℃水浴加速溶解。

64、10%SDS溶液：称取10g SDS溶解与100 ml去离子水中，可将溶液置于50℃水浴加速溶解。
65、Binding Buffer：称取NaCl 17. 55 g，NaH2PO4· 2H2O 7. 8 g，咪唑0. 681 g溶于约800 ml的蒸馏水中，搅匀，将pH值调节至8. 0，加蒸馏水定容至1000ml，室温保存。
66、Wash Buffer：称取NaCl 17. 55 g，NaH2PO4· 2H2O 7. 8 g，咪唑1. 362 g溶于约800 ml的蒸馏水中，搅匀，将pH值调节至8. 0，加蒸馏水定容至1000ml，室温保存。

67、Elution Buffer：称取NaCl 17.55 g，NaH2PO4· 2H2O 7.8 g，咪唑17.025 g溶于约800 ml的蒸馏水中，搅匀，将pH值调节至8.0，加蒸馏水定容至1000 ml，室温保存。
68、考马斯亮蓝试剂：考马斯亮蓝R-250 10 mg溶于50 mL 95%乙醇中，加入10 ml 85%磷酸，用蒸馏水稀释至100 ml。
68、DMEM高糖培养基：三蒸水 1L，DMEM培养基粉末 1袋，NaHCO3 3.7 g，Hepes 2.38 g，调pH值至7.2，青霉素100 μg/ml，链霉素100 μg/ml，用0. 2(m滤器过滤除菌，4℃保存。

70、DMEM生长培养基：DMEM高糖培养基 调pH值至7. 2，新生胎牛血清 10%，青霉素100 μg/ml，链霉素100 μg/ml，用0. 2(m滤器过滤除菌，4℃保存。

71、分化液1：DMEM高糖培养基调pH值至7. 2，优质胎牛血清（FBS）10%，青霉素100 μg/ml，链霉素100 μg/ml，IBMX 0. 5mM，地塞米松 0. 25 μM，胰岛素 5 μg/ml，用0. 2(m滤器过滤除菌，现用现配。

72、分化液2：DMEM高糖培养基调pH值至7. 2，优质胎牛血清（FBS）10%，青霉素100 μg/ml，链霉素100 μg/ml，胰岛素 5 μg/ml，用0. 2(m滤器过滤除菌，现用现配。

73、PB溶液：0.1M的PB溶液，NaH2PO4· 2H2O 9.36g，Na2HPO4· 12H2O 21.48g，NaN3 0.5g，PH=7.0，用去离子水定容至1L。

74、0.25%胰蛋白酶消化液：DMEM高糖培养基100ml,，胰蛋白酶 0. 25g，青霉素100 μg/ml，链霉素100 μg/ml，用0. 2(m滤器过滤除菌，分装，-20℃保存。

75、细胞冻存液：DMEM高糖培养基 调pH值至7. 2，新生小牛血清 10%，青霉素100 μg/ml，链霉素100 μg/ml，DMSO 5%，用0.2 (m滤器过滤除菌，-20℃保存。

76、转移缓冲液(1L)：2. 9g甘氨酸，5. 8g Tris碱，0. 37g SDS，溶于780 ml去离子水中，并加入200ml甲醇，用定容至1000ml。

77、0. 1％丽春红S：2 g丽春红S，30 g三氯乙酸，30 g磺基水杨酸，加水定容至100 m1。
78、PBST：在PBS (pH7. 4)中加入0. 05%Tween20即为PBST。

79、封闭液（20 ml）：1 g脱脂乳，溶解于20 ml PBS(pH7. 4)，现用现配。

80、TBS缓冲溶液：6.06 g Tris (50 mM)，8.78 g NaCl (150 mM)以及0.5 g叠氮化钠(0.05%)溶于1L蒸馏水中，并用HCl调节pH 7.4。
81、中和缓冲溶液：121.2 g Tris (1 M)，87.8g NaCl (1.5 M)，0.37g EDTA (1mM)及5g叠氮化钠(0.5%)溶于1L蒸馏水中，并用HCl调节pH8.0。
82、溶液Ⅰ：50 m mol/L葡萄糖，25 m mol/L Tris. Cl ( pH 8. 0 )，10 m mol/L EDTA ( pH 8. 0 )，15磅高压灭菌30min，4℃备用。

83、溶液II：0.2mol/L NaOH，1%SDS（现用现配）。

84、溶液III：5mol/L KAC 60ml，冰乙酸11. 5ml，去离子水28. 5ml。
第四篇  基本实验数据
一、核酸及蛋白质常用数据

1、常用核酸的长度与分子量

	核酸
	核苷酸数
	分子量

	λDNA
	48502（双链环状）
	3.0×107

	pBR322
	4363（双链）
	2.8×106

	28SrRNA
	4800
	1.6×106

	23SrRNA
	3700
	1.2×106

	18SrRNA
	1900
	6.1×105

	19SrRNA
	1700
	5.5×105

	5SrRNA
	120
	3.6×104

	tRNA（大肠杆菌）
	75
	2.5×104


2、常用核酸蛋白换算数据

（1）重量换算

1μg=10-6g　　　　　 1pg=10-12g

1ng=10-9g 　　　　　1fg=10-15g

（2）分光光度换算：

1A260双链DNA=50μg/ml

1A260单链DNA=30μg/ml

1A260单链RNA=40μg/ml

（3）DNA摩尔换算：

1μg 100bp DNA=1.52pmol=3.03pmol末端

1μg pBR322 DNA=0.36pmol

1pmol 1000bp DNA=0.66μg

1pmol pBR322=2.8μg

1kb双链DNA（钠盐）=6.6×105道尔顿

1kb单链DNA（钠盐）=3.3×105道尔顿

1kb单链RNA（钠盐）=3.4×105道尔顿

（4）蛋白摩尔换算：

100pmol分子量100，000蛋白质=10μg

100pmol分子量50，000蛋白质=5μg

100pmol分子量10，000蛋白质=1μg

氨基酸的平均分子量=126.7道尔顿

（5）蛋白质/DNA换算：

1kb DNA=333 个氨基酸编码容量=3.7×104MW蛋白质

10，000MW蛋白质=270bp DNA

30，000MW蛋白质=810bp DNA

50，000MW蛋白质=1.35kb

100，000MW蛋白质=2.7kb DNA

3、常用蛋白质分子量标准参照物

	高分子量标准参照
	中分子量标准参照
	低分子量标准参照

	肌球蛋白
	分子量
	磷酸化酶B
	97，400
	碳酸酐酶
	31，00

	肌球蛋白
	212，000
	牛血清白蛋白
	66，200
	大豆脻蛋白酶
	21，500

	β-半乳糖甘酶B
	116，000
	谷氨酶脱氢酶
	55，000
	抑制剂
	　

	磷酸化酶B
	97，400
	卵白蛋白
	42，700
	马心肌球蛋白
	16，900

	牛血清白蛋白
	66，200
	醛缩酶
	40，000
	溶菌酶
	14，400

	过氧化氢酶`
	57，000
	碳酸酐酶
	31，000
	肌球蛋白（F1）
	8，100

	醛缩酶
	40，000
	大豆脻蛋白酶
	21，500
	肌球蛋白（F2）
	6，200

	　
	　
	抑制剂
	　
	肌球蛋白（F3）
	2，500

	　
	　
	溶菌酶
	14，400
	　
	　


4、常用DNA分子量标准参照物

	λDNA/HindⅢ
	λDNA/EcoRⅠ
	λ/HindⅢ+EcoRⅠ
	pBR322/HaeⅢ

	23130
	21226
	21227
	587
	123

	9416
	7421
	5148
	405
	104

	6557
	5804
	4973
	504
	89

	4361
	5643
	4268
	458
	80

	2322
	4843
	3530
	434
	64

	2027
	3530
	2027
	267
	57

	564
	　
	1904
	234
	51

	125
	　
	1584
	213
	21

	　
	　
	1375
	192
	18

	　
	　
	974
	184
	11

	　
	　
	831
	124
	7

	　
	　
	564
	　
	　

	　
	　
	125
	　
	　

	1631
	726
	140
	1353
	2914

	517
	713
	118
	1078
	1175

	506
	553
	100
	872
	404

	396
	500
	82
	603
	327

	344
	417
	66
	310
	231

	298
	413
	48
	281
	141

	221
	311
	42
	271
	87

	220
	249
	40
	234
	54

	154
	200
	24
	194
	33

	75
	151
	　
	118
	20

	　
	　
	　
	72
	　


二、常用缓冲液

（一）分子克隆常用缓冲液

1、磷酸缓冲液

（1）25℃下0.1M磷酸钾缓冲液的配制※

	pH
	1M K2HPO4(ml)
	1M KH2PO4(ml)

	5.8
	8.5
	91.5

	6.0
	13.2
	86.8

	6.2
	19.2
	80.8

	6.4
	27.8
	72.2

	6.6
	38.1
	61.9

	6.8
	49.7
	50.3

	7.0
	61.5
	38.5

	7.2
	71.7
	28.3

	7.4
	80.2
	19.8

	7.6
	86.6
	13.4

	7.8
	90.8
	9.2

	8.0
	94.0
	6.2


（2）25℃下0.1M磷酸钠缓冲液的配制※

	pH
	1M Na2HPO4(ml)
	1M NaH2PO4(ml)

	5.8
	7.9
	92.1

	6.0
	12.0
	88.0

	6.2
	17.8
	82.2

	6.4
	25.5
	74.5

	6.6
	35.2
	64.8

	6.8
	46.3
	53.7

	7.0
	57.7
	42.3

	7.2
	68.4
	31.6

	7.4
	77.4
	22.6

	7.6
	84.5
	15.5

	7.8
	89.6
	10.4

	8.0
	93.2
	6.8


※：用蒸馏水将混合的两种1M贮存液稀释至1000ml，根据Henderson-Hasselbalch方程计算其pH值：

pH=pK’+1g([质子受体]/[质子供体])

在此，pK’=6.86(25℃)。

2、电泳缓冲液

（1）测序凝胶加样缓冲液

98%去离子甲酰胺

10M EDTA(pH8.0)

0.025%二甲苯青FF

0.025%溴酚蓝

甲酰胺：许多批号的试剂级甲酰胺，其纯度符合使用要求，无须再进行处理。不过，一旦略呈黄色，则应用在磁力搅拌器上将甲酰胺与Dowex XG8混合床树脂共同搅拌1 h进行去离子处理，并用Whatman 1号滤纸过滤2次，去离子甲酰胺分装成小份，充氮存于-70℃。

（2）常用的电泳缓冲液

	缓冲液
	使用液
	浓贮存液（每升）

	Tris-乙酸（TAE）
	1×：0.04M Tris-乙酸
	50×：242g Tris碱

	　
	0.001M EDTA
	57.1ml冰乙酸

	　
	　
	100ml 0.5M EDTA(pH8.0)

	Tris-磷酸（TPE）
	1×：0.09M Tris-磷酸
	10×：10g Tris碱

	　
	0.002M EDTA
	15.5ml85%磷酸（1.679g/ml）

	　
	　
	40ml 0.5M EDTA(pH8.0)

	Tris-硼酸（TBE）a
	0.5×0.045M Tris-硼酸
	5×：54g Tris碱

	　
	0.001M EDTA
	27.5硼酸

	　
	　
	20ml 0.5M EDTA(pH8.0)

	碱性缓冲液b
	1×：50mM NaOH
	1×：5ml 10M NaOH

	　
	1mM EDTA
	2ml 0.5mM EDTA(pH8.0)

	Tris-甘氨酸c
	1×：25mM Tris
	5×：15.1g Tris

	　
	250mM 甘氨酸
	94g 苷氨酸（电泳级）（pH8.3）

	　
	0.1% SDS
	50ml 10% SDS(电泳级)


说明：

① TBE溶液长时间存放后会形成沉淀物，为避免这一问题，可在室温下用玻璃瓶保存5×溶液，出现沉淀后则予以废弃。

以片都以1×TBE作为使用液（即1：5稀释浓贮液）进行琼脂糖凝胶电泳。但0.5×的使用液已具备足够的缓冲容量。目前几乎所有的琼脂糖胶电泳都以1：10稀释的贮存液作为使用液。

进行聚丙烯酰胺凝胶垂直槽的缓冲液槽较小，故通过缓冲液的电流量通常较大，需要使用1×TBE以提供足够的缓冲容量。

② 碱性电泳缓冲液应现用现配。

③ Tris-甘氨酸缓冲液用SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳。

3、2×SDS凝胶加样缓冲液：

100mM Tris·HCl(6.8)

200mM二硫苏糖醇（DTT）

4%SDS（电泳级）

0.2%溴酚蓝

20%甘油

不含DTT的2×SDS凝胶加样缓冲液可保存于室温，应在临用前取1M贮存液现加于上述缓冲液中。

4、凝胶加样缓冲液

	缓冲液类型
	6×缓冲液
	贮存温度

	
Ⅰ
	0.25%溴酚蓝
	
4℃

	
	0.25%二甲苯青FF
	

	
	40%（W/V）蔗糖水溶液
	

	
Ⅱ
	0.25溴酚蓝
	
室温

	
	0.25%二甲苯青FF
	

	
	15%聚蔗糖(Ficoll400)
	

	
Ⅲ
	0.25%溴酚蓝
	
4℃

	
	0.25%二甲苯青FF
	

	
	30%甘油水溶液
	

	
Ⅳ
	0.25%溴酚蓝
	
4℃

	
	40%(W/V)蔗糖水溶液
	

	　
	碱性加样缓冲液：
	　

	
	300mM NaOH
	

	
	6mM EDTA
	

	
Ⅴ
	18%聚蔗糖(Ficoll400)
	
4℃

	
	0.15%溴甲酚绿
	

	
	0.25%二甲苯青FF
	


使用以上凝胶加样缓冲液的目的有三：① 增大样品密度；② 以确保DNA均匀进入样品孔内；③ 使样品呈现颜色，从而使加样操作更为便利，含有在电块中能以可预知速率向阳极泳动的染料。溴酚蓝在琼脂糖中移动的速率约为二甲苯青FF的2.2倍，而与琼脂糖浓度无关。以0.5×TBF作电泳液时，溴酚蓝在琼脂糖中的泳动速率约与长300bp的双链线状DNA相同，而二甲苯青FF的泳动则与长4kb的双链线状DNA相同。在琼脂糖浓度为0.5%-1.4%的范围内，这些对应关系受凝胶浓度变化的影响并不显著。

选用哪一种加样染料纯属个人喜恶。但是，对于碱性凝胶应当使用溴甲酚绿作为示踪染料，因为在碱性pH条件下其显色较溴酚更蓝为鲜明。

5、各种pH值的Tris缓冲液的配制
（1）各种pH值的Tris缓冲液的配制方法

	各种pH值的Tris缓冲液的配制

	所需pH值（25℃）
	0.1M HCl的体积

	7.1
	45.7

	7.2
	44.7

	7.3
	43.4

	7.4
	42.0

	7.5
	40.3

	7.6
	38.5

	7.7
	36.6

	7.8
	34.5

	7.9
	32.0

	8.0
	29.2

	8.1
	26.2

	8.2
	22.9

	8.3
	19.9

	8.4
	17.2

	8.5
	14.7

	8.6
	12.4

	8.7
	10.3

	8.8
	8.5

	8.9
	7.0


某一特定pH值的0.05M Tris缓冲液的配制：将50ml 0.1M Tris碱溶液与上表所示相应体积（单位：ml）的0.1ml/L HCl混合，加水将体积调至100ml。
（2）温度对50mM Tris·HCl液pH值的影响

	4℃
	25℃
	37℃

	8.1
	7.5
	7.2

	8.2
	7.6
	7.3

	8.3
	7.7
	7.4

	8.4
	7.8
	7.5

	8.5
	7.9
	7.6

	8.6
	8.0
	7.7

	8.7
	8.1
	7.8

	8.8
	8.2
	7.9

	8.9
	8.3
	8.0

	9.0
	8.4
	8.1

	9.1
	8.5
	8.2

	9.2
	8.6
	8.3

	9.3
	8.7
	8.4

	9.4
	8.8
	8.5


（3）常用缓冲液的pKa值

	缓冲液
	分子量
	pKa值
	缓冲范围

	Trisa
	12.1
	8.08
	7.1-7.9

	HEPESb
	283.3
	7.47
	7.2-8.2

	MPOSc
	209.3
	7.15
	6.6-7.8

	PIPESd
	304.3
	6.76
	6.2-7.3

	MESe
	195.2
	6.09
	5.4-6.8


a：三羟甲基氨基甲烷；b：N-2-羟乙基哌嗪-N’-2-乙磷酸；c：3-（N-吗啉代）丙磺酸；d：N，N’-双（2-乙磺酸）哌嗪；e：2-（N-吗啉代）乙磺酸。

6、温度对常用缓冲液pH的影响

	缓冲体系
	pKa(20℃)
	△pKa/10℃

	Mes
	6.15
	-0.110

	Ada
	6.60
	-0.110

	PiPes
	6.80
	-0.085

	Aces
	6.90
	-0.200

	Bes
	7.15
	-0.160

	Mops
	7.20
	-0.013

	Tes
	7.50
	-0.200

	Hepes
	7.55
	-0.014

	Tricine
	8.15
	-0.210

	Tris
	8.30
	-0.310

	Bicine
	8.35
	-0.180

	Glycylglycine
	8.40
	-0.280


三、常用酶的配制

1、溶菌酶

用水配制成50mg/ml的溶菌酶溶液，分装成小份并保存于-20℃。每一小份一经使用后便予丢弃。

2、蛋白水解酶类

	　
	贮存液
	贮存温度
	反应浓度
	反应缓冲液
	温度
	预处理

	　
	0.01M Tris(pH7.8)
	　

	链霉蛋白酶a
	20mg/ml
	-20℃（溶于水）
	1mg/ml
	0.01M EDTA
	37℃
	自消化b

	　
	0.5% SDS
	　

	　
	0.01M Tris(pH7.8)
	　

	蛋白酶Kc
	20mg/ml
	-20℃（溶于水）
	50μg/ml
	0.005M EDTA
	37-56℃
	无须预处理

	　
	0.5% SDS
	　


a：链霉蛋白酶是从链球菌（streptomyces griseus）中分离到的一种丝氨酸酶和酸性蛋白酶的混合物。

b：自消化可消除DNA酶和RNA酶的污染，经自消化的链酶蛋白酶的配制方法如下：把该酶的粉末溶解于10mmol./L Tris·HCl(pH7.5)、10mM NaCl中，配成20mg/ml浓度，于37℃温育1h。经消化的链霉蛋白酶分装成小份放在密封试管中，保存-20℃。

c：蛋白酶K是一种枯草蛋白酶类的高活性蛋白酶，从林伯氏白色念球菌（Tritirachium album Limber）中纯化得到。该酶有两个Ca2+结合位点，它们离酶的活性中心有一定距离，与催化机理并无直接关系。然而，如果从该酶中除去Ca2+，由于出现远程的结构变化，催化活性将丧失80%左右，但其剩余活性通常已足以降解在一般情况下污染酸制品的蛋白质。所以，蛋白酶K消化过程中通常加入EDTA（以抑制依赖于Mg2+的核酸酶的作用）。但是，如果要消化对蛋白酶K具有较强耐性的蛋白，如角蛋白一类，则可能需要使用含有1mM Ca2+而不含EDTA的缓冲液。在消化完毕后、纯化核酸前要加入EGT（pH8.0）至终浓度为2mM，以鳌合Ca2+。

3、无DNA酶的RNA酶

将胰RNA酶（RNA酶A）溶于10mM Tris·HCl(pH7.5)、15mM NaCl中，配成10mg/ml的浓度，于100℃加热15min，缓慢冷却至室温，分装成小份保存于-20℃。
四、杂交试验中用于降低背景的封闭剂

	试剂
	用途

	Denhardt试剂
	Northern杂交

	
	使用RNA探针的杂交

	
	单拷贝序列的Southern杂交

	
	将DNA固定于尼龙膜上的杂交

	Denhardt试剂通常配制50×贮存液，过滤后保存于-20℃。可将该贮存液10倍稀释于预杂交液（常为含有0.5%SDS和100μg/ml经变性被打断的鲑精DNA的6×SSC或6×SSPE）中。50×Denhardt液中含5g聚蔗糖（Ficoll，400型，Pharmacia）、5g聚乙烯吡咯烷酮和5g牛血清白蛋白（组分V”Sigmal），加水至终体积为500ml。

	BLOTTO
	Grunstein-Hogness杂交

	
	Benton-Davis杂交

	
	除单拷贝序列Southern杂交以外的所有Southern杂交

	
	斑点印迹

	1×BLOTT（牛乳转移技术优化液，Bovine Lacto Transfer Technique Optimizer），是含5%胶脂奶粉和0.02%叠氮钠的水溶液，应保存于4℃。使用前可用预杂交液稀释25倍。BLOTTO不应与高浓度的SDS并用，因为后者会导致牛奶中蛋白质析出。如果杂交背景不合要求，可在杂交液中加入NP-40至终浓度为1%。BLOTTO不能用作Northern杂交的封闭剂，因为这一封闭剂中可能含有RNA酶，其活性之高使人无法接受。

	注意：叠氮钠有毒性，取用时需戴手套小心操作。含叠氮钠的溶液应予明确标记。

	肝素
	Southern杂交

	
	原位杂交

	肝素（Sigma H-7005，从猪中提取的二级产品或相当等级的产品）用4×SSPE或4×SSC溶解配制成50mg/ml的浓度，保存于4℃。肝素在含有葡聚糖硫酸酯的杂交液中用作封闭剂的浓度为500μg/ml，在不含葡聚糖硫酸酯的杂交液中的浓度为50μg/ml。

	经变性并被打断的鲑精DNA
	southern和Northern杂交

	把鲑鱼精子DNA（Sigma，盐钠）溶解于水配制成10mg/ml的浓度，必要时于室温磁力搅拌2-4h助溶。把溶液中NaCl的浓度调至0.1M，并用酚和酚/氯仿各抽提一次，回收水相。合DNA溶液快速通17号皮下注射针头12次，以剪切DNA。加入2倍体积用冰预冷的乙醇沉淀DNA。离心回收DNA并重溶于水，配制成10mg/ml的浓度，测定溶液的OD260值并计算出精确的DNA浓度，然后煮沸10min，分装成小份保存于-20℃。使用前置沸水浴中加热5min，然后迅速在冰浴中骤冷。预杂交液中应含有100μg/ml经变性并被打断的鲑鱼精子DNA


五、常用凝胶的技术参数

1、葡聚糖凝胶的某些技术数据

	种类
	干颗粒直径（μ）
	分子量分级范围
	床体积ml/g干分子筛
	得水值
	溶胀最少平衡时间（h）
	柱头压力（kPa）(2.5cm直径柱)

	
	
	肽及球形蛋白质
	葡聚糖（线性分子）
	
	
	室温
	沸水浴
	

	Sephadex G-10
	40- 120
	～700
	～700
	2- 3
	1.0±0.1
	3
	1
	　

	Sephadex G-10
	40- 120
	～1500
	1500
	2.5-3.5
	1.5±3.5
	3
	1
	　

	Sephadex G-25
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	粗级
	100-300

(≈5-100目)
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	中级
	50-150

(≈100-200目)
	1000-5000
	100-5000
	


4-6
	


1.5±0.2
	

6
	

2
	


	细级
	20-800(≈200-400目)
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	超细
	10-40
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	Sephadex G-50
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	粗级
	100-200
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	中级
	50-150
	1500～
	500～
	　
	　
	　
	　
	　

	细级
	20-80
	30000
	10000
	9-11
	5.0±0.3
	6
	2
	

	超细
	10-40
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	Sephadex G-75
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	　
	40-120
	3000～
	1000～
	　
	　
	　
	　
	　

	超细
	10-40
	70000
	950000
	12-15
	7.5±0.5
	24
	3
	3.92-15.86

	Sephadex G-100
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	　
	40-120
	4000～
	1000～
	　
	　
	　
	　
	　

	超细
	10-40
	1500000
	150000
	15-20
	10.0±1.0
	48
	5
	2.35-9.41

	Sephadex G-150
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	　
	40-120
	5000～
	1000～
	20-30
	　
	　
	　
	　

	超细
	10-40
	400000
	150000
	18-22
	15.0±1.5
	72
	5
	0.88-3.53

	Sephadex G-200
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　

	　
	40-120
	5000～
	1000～
	30-40
	　
	　
	　
	　

	　
	10-40
	800000
	200000
	20-25
	20.0±2.0
	72
	5
	0.39-1.57


2、聚丙烯酰胺凝胶的技术数据

	型号
	排阻的下限

(分子量)
	分级分离范围

(分子量)
	膨胀后的床体积(ml/g干凝胶)
	膨胀所需最少时间(室温，h)

	Bio-gel-P-2
	1600
	200-2000
	3.8
	2-4

	Bio-gel-P-4
	3600
	500-4000
	5.8
	2-4

	Bio-gel-P-6
	4600
	1000-5000
	8.8
	2-4

	Bio-gel-P-10
	10000
	5000-17000
	12.4
	2-4

	Bio-gel-P-30
	30000
	20000-50000
	14.9
	10-12

	Bio-gel-P-60
	60000
	30000-70000
	19.0
	10-12

	Bio-gel-P-100
	100000
	40000-100000
	19.0
	24

	Bio-gel-P-150
	150000
	50000-150000
	24.0
	24

	Bio-gel-P-200
	200000
	80000-200000
	34.0
	48

	Bio-gel-P-300
	300000
	100-400000
	40.0
	48


3、琼脂糖凝胶的技术数据

	型号
	琼脂糖含量

%（W/W）
	排阻的下限

（分子量）
	分级分离的范围（分子量）
	生产厂家

	Sepharose 4B
	4
	　
	0.3×106-3×106
	Pharmacia

	Sepharose 2B
	2
	　
	2×106-25×106
	

	Sagavac 10
	10
	2.5×105
	1×104-2.5×105
	

Seravac

	Sagavac 8
	8
	7×105
	2.5×104-7×105
	

	Sagavac 6
	6
	2×106
	5×104-2×106
	

	Sagavac 4
	4
	15×106
	2×105-15×106
	

	Sagavac 2
	2
	150×106
	5×105-15×107
	

	Bio-gel A-0.5M
	10
	0.5×106
	<1×104-0.5×106
	


Bio-Rad

	Bio-gel A-1.5M
	8
	1.5×106
	<1×104-1.5×106
	

	Bio-gel A-5M
	6
	5×106
	1×104-5×106
	

	Bio-gel A-15M
	4
	15×106
	4×104-15×106
	

	Bio-gel A-50M
	2
	50×106
	1×105-50×106
	

	Bio-gel A-150M
	1
	150×106
	1×106-150×106
	


4、各处凝胶所允许的最大操作压

	凝胶
	最大静水压（kPa）

	Sephadex
	　

	G-10
	9.8

	G-15
	9.8

	G-25
	9.8

	G-50
	9.8

	G-75
	4.9


5、琼脂糖凝胶浓度与线性DNA分辨范围

	凝胶浓度（%）
	线性DNA长度（bp）

	0.5
	1000-30000

	0.7
	800-12000

	1.0
	500-10000

	1.2
	400-7000

	1.5
	200-3000

	2.0
	50-2000


6、染料在变性聚丙烯酰胺凝胶中的迁移速度

	凝胶浓度（%）
	溴酚蓝
	二甲苯青FF

	5．0
	35bp
	140bp

	6．0
	26bp
	106bp

	8．0
	19bp
	75bp

	10．0
	12bp
	55bp

	20．0
	8bp
	28bp


7、染料在非变性聚丙烯酰胺凝胶中的迁移速度

	凝胶浓度（%）
	溴酚蓝
	二甲苯青FF

	3.5
	100bp
	460bp

	5.0
	65bp
	260bp

	8.0
	45bp
	160bp

	12.0
	20bp
	70bp

	15.0
	15bp
	50bp

	20.0
	12bp
	45bp


六、氨基酸的特性

	氨基酸名称 
	三字母缩写 
	单字母缩写 
	质量 
	侧链电离的pHa值 

	丙氨酸（alanine） 
	Ala 
	A 
	89.09 
	　

	精氨酸（arginine） 
	Arg 
	R 
	174.2 
	12.48 

	天冬酰氨（asparagine） 
	Asn 
	N 
	132.1 
	　

	天冬氨酸（aspartic acid） 
	Asp 
	D 
	133.1 
	3.86 

	半胱氨酸（systeine） 
	Cys 
	C 
	121.12 
	　

	谷氨酰胺（glutamine） 
	Gln 
	Q 
	146.15 
	　

	谷氨酸（glutamic acid） 
	Glu 
	E 
	147.13 
	4.25 

	甘氨酸（glycine） 
	Gly 
	G 
	75.07 
	　

	组氨酸（histidine） 
	His 
	H 
	155.16 
	6.0 

	异亮氨酸（isoleucine） 
	lle 
	I 
	131.17 
	　

	亮氨酸（leucine） 
	Leu 
	L 
	131.17 
	　

	赖氨酸（lycine） 
	Lys 
	K 
	146.19 
	　

	甲硫氨酸（methionine） 
	Met 
	M 
	149.21 
	　

	苯丙氨酸（phenylanaline） 
	Phe 
	P 
	165.19 
	　

	脯氨酸（proline） 
	Pro 
	P 
	115.13 
	　

	丝氨酸（serine） 
	Ser 
	S 
	105.06 
	　

	苏氨酸(threonine) 
	Thr 
	T 
	119.12 
	　

	色氨酸（tryptophan） 
	Trp 
	W 
	204.22 
	　

	酪氨酸（tyrosine） 
	Tyr 
	Y 
	181.19 
	10.07 

	缬氨酸（valine） 
	Val 
	P 
	117.15 
	　


七、遗传密码
	密码子的第一位（5’端）
	　
	U
	C
	A
	G
	　
	密码子的第三位（3端’）

	
	
U
	UUU
	Phe
	UCU
	Ser
	UAU
	Tyr
	UGU
	Gys
	U
	

	
	
	UUC
	Phe
	UCC
	Ser
	UAC
	Tyr
	UGG
	Gys
	C
	

	
	
	UUA
	Leu
	UCA
	Ser
	UAA
	终止（赭石）
	UGA
	终止（乳白）
	A
	

	
	
	UUG
	Leu
	UGG
	Ser
	UAG
	终止（琥珀）
	UGG
	Trp
	G
	

	
	
C
	CUU
	Leu
	CCU
	Pro
	CAU
	His
	CGA
	Arg
	U
	

	
	
	CUC
	Leu
	CCC
	Pro
	CAC
	His
	CGC
	Arg
	C
	

	
	
	CUA
	Leu
	CCA
	Pro
	CAA
	Gln
	CGA
	Arg
	A
	

	
	
	CUG
	Leu
	CCG
	Pro
	CAG
	Gln
	CGC
	Arg
	G
	

	
	
A
	AUU
	Ile
	ACU
	Thr
	AAU
	Asn
	AGU
	Ser
	U
	

	
	
	AUC
	Ile
	ACC
	Thr
	AAC
	Asn
	AGC
	Ser
	C
	

	
	
	AUA
	Ile
	ACA
	Thr
	AAA
	Lys
	AGA
	Arg
	A
	

	
	
	AUG
	Met
	ACG
	Thr
	AAG
	Lys
	AGC
	Arg
	G
	

	
	
G
	GUU
	Val
	GCU
	Ala
	GAU
	Asp
	GGU
	Gly
	U
	

	
	
	GUC
	Val
	GCC
	Ala
	GAC
	Asp
	GGC
	Gly
	C
	

	
	
	GUA
	Val
	GCA
	Ala
	GAA
	Glu
	GGA
	Gly
	A
	

	
	
	GUG
	Val
	GCG
	Ala
	GAG
	Glu
	GGG
	Gly
	G
	


八、常用酸碱技术参数

1、常见的市售酸碱的浓度

	溶质
	分子式
	分子量
	M
	g/L
	重量（%）
	比重
	配制M溶液的加入量（ml/L）

	冰乙酸
	CH3COOH
	60.05
	17.40
	1045
	99.5
	1.050
	57.5

	乙酸
	　
	60.05
	6.27
	376
	36
	1.045
	159.5

	甲酸
	HCOOH
	46.02
	23.40
	1080
	90
	1.200
	42.7

	盐酸
	HCl
	36.50
	11.60
	424
	36
	1.180
	86.2

	　
	　
	　
	2.90
	105
	10
	1.050
	344.8

	硝酸
	HNO3
	63.02
	15.99
	1008
	71
	1.420
	62.5

	　
	　
	　
	14.90
	938
	67
	1.400
	67.1

	　
	　
	　
	13.30
	837
	61
	1.370
	75.2

	高氯酸
	HclO3
	100.50
	11.65
	1172
	70
	1.670
	85.8

	　
	　
	　
	9.20
	923
	60
	1.540
	108.7

	磷酸
	H2PO4
	80.00
	18.10
	1445
	85
	1.700
	55.2

	硫酸
	H2P｀O4
	98.10
	18.00
	1776
	96
	1.840
	55.6

	氢氧化铵
	NH4OH
	35.00
	14.80
	251
	28
	0.898
	67.6

	氢氧化钾
	KOH
	56.10
	13.50
	757
	50
	1.520
	74.1

	　
	　
	　
	1.94
	109
	10
	1.090
	515.5

	氢氧化钠
	NaOH
	40.00
	19.10
	763
	50
	1.530
	52.4

	　
	　
	　
	2.75
	111
	10
	1.110
	363.4


2、各种浓度的酸碱贮存液的近似pH值 

	溶质
	1Na
	0.1Na
	0.01Na
	0.001Na

	乙酸
	0.40
	2.90
	3.40
	3.90

	盐酸
	0.10
	1.07
	2.02
	3.01

	硫酸
	0.30
	1.20
	2.10
	　

	柠檬酸
	　
	2.10
	2.60
	　

	氢氧化铵
	11.80
	11.30
	10.80
	10.30

	氢氧化钠
	14.05
	13.07
	12.12
	11.13

	碳酸氢钠
	　
	8.40
	　
	　

	碳酸钠
	　
	11.50
	11.00
	　


a.N为光量浓度[1N≈（1M）×离子价数]。

九、离心机转数与离心力的换算
r为离心机转轴中心与离心套管底部内壁的距离；rpm(revolution per minute)为离心机每min的转数；RCF(relative eentrifugal force)为相对离心力，以地心引力，即重力加速度的倍数来表示，一般用g表示。

    利用下表，已知离心机r和g就可求出rpm；反之，r和rpm已知，也可求出g。例如，在r标尺上取已知的r半径值和在g标尺上取已知相对离心力值，这两点间线的沿长线在rpm标尺的交叉点即为rpm。
    注意，若已知的g值处于g标尺的右边，则应读取rpm标尺的右边数值，否则反之。g和rpm也可通过下边公式来换算：

    RCF=1.119×105×rx(rpm)2
第五篇  分子生物学实验室常用仪器使用方法与保养

分子生物学操作中会涉及一系列仪器，使用不当导致实验失败、减少仪器使用寿命或损坏仪器。因此在进行操作前细致地了解各种仪器的使用方法及注意事项，是使后继实验事半功倍的一个必要准备。
一、移液器

1、 从大体积调节到小体积时，为正常调节方法，逆时针旋转刻度即可；从小体积调节至大体积时，可先顺时针调至超过设定体积的刻度，再回调至设定体积，这样可以保证最佳的精确度。
2、装配移液器吸头
    单道移液器，将移液端垂直插入吸头，左右微微转动，上紧即可。用移液器反复撞击吸头来上紧的方法是不可取的，这样操作会导致移液器部件  因强烈撞击而松散，严重的情况会导致调节刻度的旋钮卡住。多道移液器，将移液器的第一道对准第一个吸头，倾斜插入，前后稍许摇动上紧，吸头插入后略超过O型环即可。
3、养护： 
（1）液体不小心进入活塞室应及时清除污染物； 
（2）移液器使用完毕后，把移液器量程调至最大值，且将移液器垂直放置在移液器架上； 
（3）根据使用频率所有的移液器应定期用肥皂水清洗或用 60 ％的异丙醇消毒，再用双 蒸水清洗并晾干； 
（4）避免放在温度较高处以防变形致漏液或不准； 
（5）发现问题及时找专业人员处理。
4、注意事项 
（1）当移液器吸嘴有液体时切勿将移液器水平或倒置放置，以防液体流入活塞室腐蚀移液器活塞； 
（2）正确使用移液器吸液、排液，以达高精准度。尤其注意排液的 2) 、3) 操作； 
（3）平时检查是否漏液的方法： 
吸液后在液体中停 1-3  sec观察吸头内液面是否下降；如果液面下降首先检查吸头是否有问题，如有问题更换吸头，更换吸头后液面仍下降说明活塞组件有问题，应找专业维修人员修理。
（4）需要高温消毒的移液器应首先查阅所使用的移液器是否适合高温消毒后再行处理。
二、冷冻离心机 
低温分离技术是分子生物学研究中必不可少的手段。基因片段的分离、酶蛋白的沉淀和回收以及其它生物样品的分离制备实验中，都离不开低温离心技术，因此低温冷冻离心机已成为分子生物学研究中必需的重要工具。
（一）使用方法： 
1、离心机应放置在水平坚固的地板或平台上，并力求使机器处于水平位置以免离心时造成机器震动。
2、打开电源开关，按要求装上所需的转头，将预先以托盘天平平衡好的样品放置于转头样品架上（离心筒须与样品同时平衡），关闭机盖。
3、按功能选择键，设置各项要求：温度、速度、时间、加速度及减速度，带电脑控制的机器还需按储存键，以便记忆输入的各项信息。
4、按启动键，离心机将执行上述参数进行运作，到预定时间自动关机。
5、待离心机完全停止转动后打开机盖，取出离心样品，用柔软干净的布擦净转头和机腔内壁，待离心机腔内温度与室温平衡后方可盖上机盖。
（二）注意事项 
1、机体应始终处于水平位置，外接电源系统的电压要匹配，并要求有良好的接地线。
2、开机前应检查转头安装是否牢固，机腔有无异物掉入。
3、样品应预先平衡，使用离心筒离心时离心筒与样品应同时平衡。
4、挥发性或腐蚀性液体离心时，应使用带盖的离心管，并确保液体不外漏，以免腐蚀机腔或造成事故。
5、擦拭离心机腔时动作要轻，以免损坏机腔内温度感应器。
6、每次操作完毕应作好使用情况记录，并定期对机器各项性能进行检修。
7、离心过程中若发现异常现象，应立即关闭电源，报请有关技术人员检修。
附：相对离心力与每min转速的换算 
离心机的转速，在以前实验资料中一般以每min多少转来表示。由于离心力不仅为转速函数，亦为离心半径的函数，即转速相同时，离心半径越长，产生的离心力越大。因此仅以转速表达离心力是不够科学的，近年来主张用相对离心力（RCF）来表示比较合理。现在国际资料中，已改用相对离心力来表示。
三、PCR扩增仪： 
目前各公司提供的PCR仪操作方法各有不同，按其操作说明进行操作。
值得提出的是，在使用一定时期后，样品孔的实际温度与仪器显示温度有时会有较大差异，应当请厂商的技术支持人员校对仪器的各项性能。
四、数字式酸度计： 
（一）准备工作 
1、仪器应平放在符合使用环境的工作台上，依视觉角度支起支架。
2、pH值的定位测量法： 
（二）二点定位法（高精度测量方法） 
1、连接好电极线路，将参比电极及活化满24h以上清洁的PH电极移入第一标准缓冲液pH1中（例pH1=4.00），待仪器响应稳定后，调节定位旋钮至仪器显示为“0.00”； 
2、将电级系统从第1种标准液中取出，用去离子水冲洗干净后以滤纸吸干电级表面水份，移入第2种标准液（例pH2=9.18）中，仪器响应稳定后，调节斜率旋钮，使仪器显示为（△pH=pH1-pH2=9.18-4.00=5.18）此后斜率旋钮不可再动，除非更换电极系统； 
3、斜率调节完成后，重新调节定位旋钮，使仪器显示第2种标准液的实际pH值（9.18），至此2点定位结束； 
4、将电极从第2种标准液中取出冲洗、吸干后移入待测溶液中，仪器响应稳定后显示的数值即为待测溶液的pH值。
（三）一点定位法（粗略测量法） 
1、将温度补偿旋钮调至溶液温度值； 
2、向左将斜率补偿旋钮旋转至头； 
3、将电级系统移入标准液中（一点法仅用一种标准液，如pH=4.00时），调节定位旋钮使仪器显示“4.00”； 
4、取出电级冲洗吸干水分后移至待测溶液中，仪器响应稳定后显示的数值即为待测溶液的pH值。
（四）温度的测量 
1、将功能选择拨至温度档。
2、将温度探头插入插孔，并将温度探头置于环境条件或溶液中，仪器响应稳定后仪器显示值即为环境条件或溶液温度值。
（五）注意事项 
1、认真做好仪器使用前准备工作。
2、仪器通电后或测量过程中出现显示不稳或乱跳现象，应切断电源进行检查，如电压、预热时间及电极系统等是否正常。
3、使用不同电极应注意排除离子的干扰，选择好盐桥，必要时应使用离子强度固定剂。
4、电极系统从第1种溶液取出移入第2种溶液之前，须用去离子水或双蒸水清洗干净，再用滤纸吸干表面水分，以免影响测定结果的准确性。
5、仪器应存放于干燥、清洁无腐蚀的场所，每次测量结束后应关闭电源，退出电极及温度探头妥善保存。玻璃电极清洗后可浸于去离子水待用（注意水面不得低于玻璃球泡），甘汞电极清洁后套上橡皮帽置于配套盒中保存，当甘汞电极内充液泄漏或不饱和及盐桥中断时，应及时补充饱和内充液。
6、该类仪器均采用大规模集成电路，输入阻值较高，在对仪器内部进行任何零部件修理焊接时，应使用45W以下有良好地线的烙铁，无接地线烙铁应拨下电源插头焊接。
五、分光光度计 
不同物质对不同波长入射光的吸收程度各不相同，从而形成特征性的吸收光谱。分光光度法不仅适应于可见光区，同时还可扩展至紫外光区及红外光区，因此给科研实验带来了极大方便。下面重点介绍分光光度计的使用及注意事项。
（一）使用规则 
1、接通稳压器电源，待稳压器输出电压稳定至200V后打开光度计电源，仪器自动进入初始化。
2、初始化约需时10 min，内容包括：①寻找零级光；②建立基线；③最后当显示器指示××nm时，，表明仪器完成初始化程序，可进入检测状态。
3、按要求输入各项参数，选择相应比色杯（玻璃或石英），将空白管、标准管及待测管依次放入比色皿架内，关上比色池盖。
4、以空白管自动调零。
5、试样槽依次移至样品位置，待数据显示稳定后按“START/STOP”键，打印机自动打印所测数据，重复上述步骤，直到所有样品检测完毕。
6、检测结束后应及时取出比色杯，并清洗干净放回原处，同时关上仪器电源开关及稳压器电源开关，做好使用情况登记。
（二）注意事项 
1、仪器初次使用或使用较长时间（一般为一年），需检查波长准确度，以确保检测结果的可靠性。
2、由于长途运输或室内搬运可能造成光源位置偏移，导致亮电流漂移增大。此时对光源位置进行调整，直至达到有关技术指标为止。若经调整校正后波长准确度、暗电源漂移及亮电流漂移三项关键指标仍未符合要求，则应停止使用，并及时通知有关技术人员检修。
3、每次检测结束后应检查比色池内有否溶液溢出，若有溢出应随时用滤纸吸干，以免引起测量误差或影响仪器使用寿命。
4、仪器每次使用完毕，应于灯室内放置数袋硅胶（或其它干燥剂），以免反射镜受潮霉变或沾污，影响仪器使用，同时盖好防尘罩。
5、仪器室应通常保持洁净干燥，室温以5-35℃为宜，相对温度不得超过85%。有条件者应于室内配备空调机及除湿机，以确保仪器性能稳定。
6、仪器室不得存放酸、碱、挥发性或腐蚀性等物质，以免损坏仪器。
7、仪器长时间不用时，应定时通电预热，每周1次，每次30min，以保证仪器处于良好使用状态。
六、电泳仪： 
    电泳技术是分子生物学研究不可缺少的重要分析手段。电泳一般分为自由界面电泳和区带电泳两大类，自由界面电泳不需支持物，如等电聚焦电泳、等速电泳、密度梯度电泳及显微电泳等，这类电泳目前已很少使用。而区带电泳则需用各种类型的物质作为支持物，常用的支持物有滤纸、醋酸纤维薄膜、非凝胶性支持物、凝胶性支持物及硅胶-G薄层等，分子生物学领域中最常用的是琼脂糖凝胶电泳。所谓电泳，是指带电粒子在电场中的运动，不同物质由于所带电荷及分子量的不同，因此在电场中运动速度不同，根据这一特征，应用电泳法便可以对不同物质进行定性或定量分析，或将一定混合物进行组份分析或单个组份提取制备，这在临床检验或实验研究中具有极其重要的意义。电泳仪正是基于上述原理设计制造的。下面简单介绍其使用方法及注意事项。
（一）使用方法 
1、首先用导线将电泳槽的两个电极与电泳仪的直流输出端联接，注意极性不要接反。
2、电泳仪电源开关调至关的位置，电压旋钮转到最小，根据工作需要选择稳压稳流方式及电压电流范围。
3、接通电源，缓缓旋转电压调节钮直到达到的所需电压为止，设定电泳终止时间，此时电泳即开始进行。
4、工作完毕后，应将各旋钮、开关旋至零位或关闭状态，并拨出电泳插头。
（二）注意事项 
1、电泳仪通电进入工作状态后，禁止人体接触电极、电泳物及其它可能带电部分，也不能到电泳槽内取放东西，如需要应先断电，以免触电。同时要求仪器必须有良好接地端，以防漏电。
2、仪器通电后，不要临时增加或拨除输出导线插头，以防短路现象发生，虽然仪器内部附设有保险丝，但短路现象仍有可能导致仪器损坏。
3、由于不同介质支持物的电阻值不同，电泳时所通过的电流量也不同，其泳动速度及泳至终点所需时间也不同，故不同介质支持物的电泳不要同时在同一电泳仪上进行。
4、在总电流不超过仪器额定电流时（最大电流范围），可以多槽关联使用，但要注意不能超载，否则容易影响仪器寿命。
5、某些特殊情况下需检查仪器电泳输入情况时，允许在稳压状态下空载开机，但在稳流状态下必须先接好负载再开机，否则电压表指针将大幅度跳动，容易造成不必要的人为机器损坏。
6、使用过程中发现异常现象，如较大噪音、放电或异常气味，须立即切断电源，进行检修，以免发生意外事故。
七、分析天平： 
    分析天平是定量分析工作中不可缺少的重要仪器，充分了解仪器性能及熟练掌握其使用方法，是获得可靠分析结果的保证。分析天平的种类很多，有普通分析天平、半自动/全自动加码电光投影阻尼分析天平及电子分析天平等。下面就电子分析天平的使用方法及注意事项做一介绍。
（一）操作方法 
1、检查并调整天平至水平位置。
2、事先检查电源电压是否匹配（必要时配置稳压器），按仪器要求通电预热至所需时间。
3、预热足够时间后打开天平开关，天平则自动进行灵敏度及零点调节。待稳定标志显示后，可进行正式称量。
4、称量时将洁净称量瓶或称量纸置于称盘上，关上侧门，轻按一下去皮键，天平将自动校对零点，然后逐渐加入待称物质，直到所需重量为止。
5、被称物质的重量是显示屏左下角出现“→”标志时，显示屏所显示的实际数值。
6、称量结束应及时除去称量瓶（纸），关上侧门，切断电源，并做好使用情况登记。
（二）注意事项 
1、天平应放置在牢固平稳水泥台或木台上，室内要求清洁、干燥及较恒定的温度，同时应避免光线直接照射到天平上。
2、称量时应从侧门取放物质，读数时应关闭箱门以免空气流动引起天平摆动。前门仅在检修或清除残留物质时使用。
3、电子分析天平若长时间不使用，则应定时通电预热，每周一次，每次预热2h，以确保仪器始终处于良好使用状态。
4、天平箱内应放置吸潮剂（如硅胶），当吸潮剂吸水变色，应立即高温烘烤更换，以确保吸湿性能。
5、挥发性、腐蚀性、强酸强碱类物质应盛于带盖称量瓶内称量，防止腐蚀天平。
6、通电前应按工作电源要求检查电压是否符合要求，若电源波动太大，应经交流稳压后再送接仪器。
7、电源应用良好接线，以消除外界干扰，使用搅拌器时，务必使搅拌器外壳与仪器接地端相连。
8、接通仪器电源，经10min预热后，可进行测量工作。
八、pH（酸碱度）
（一）测量 
1、将功能选择拨至“pH”档，调节定位旋扭，斜率补偿旋钮及温度补偿旋钮显示值应有相应变化。
2、通过仪器温度档测定标准液及待测样品液温度（要求两种液体温度保持一致，以减少测定误差），并用温度补偿旋钮调节至溶液实际温度值。
（二）注意事项
1、一般情况下，仪器在连续使用时，每天要标定一次；一般在24 h内仪器不需再标定。
2、使用前要拉下电极上端的橡皮套使其露出上端小孔。
3、标定的缓冲溶液一般第一次用pH=6.86的溶液，第二次用接近被测溶液pH值的缓冲液，如被测溶液为酸性时，缓冲液应选pH=4.00；如被测溶液为碱性时则选pH=9.18的缓冲液。
4、测量时，电极的引入导线应保持静止，否则会引起测量不稳定。
5、电极切忌浸泡在蒸馏水中。
6、保持电极球泡的湿润，如果发现干枯，在使用前应在3M氯化钾溶液或微酸性的溶液中浸泡几小时，以降低电极的不对称电位。
7、缓冲溶液的pH值与温度关系对照表

	温度℃
	0.05mol/kg邻苯二甲酸氢钾
	0.025mol/kg混合物磷酸盐
	0.01mol/kg四硼酸钠

	5 
	 4.00        
	 6.95       
	 9.39

	10                    
	4.00 
	6.92 
	9.33

	15                    
	4.00 
	6.90 
	9.28

	20
	4.00        
	6.88      
	  9.23

	25
	4.00
	6.86
	9.18

	30
	4.01
	6.85
	9.14

	35
	4.02
	6.84
	9.11

	40
	4.03
	6.84
	9.07

	45
	4.04
	6.84
	9.04

	50
	4.06
	6.83
	9.03

	55
	4.07
	6.83
	8.99

	60
	4.09
	6.84
	8.97


8、电极应与输入阻抗较高的pH计（≥1012Ω）配套，以使其保持良好的特性。
9、配置pH=6.86和pH=9.18的缓冲液所用的水，应预先煮沸（15~30）min，除去溶解的二氧化碳。在冷却过程中应避免与空气接触，以防止二氧化碳的污染。
10、复合电极的外参比补充液为3M氯化钾溶液，补充液可以从电极上端小孔加入，复合电极不使用时，拉上橡皮套，防止补充液干涸。复合电极的外参比补充液为3M氯化钾溶液（附件有小瓶一只，内装氯化钾粉剂若干，用户只需加入去离子水置瓶20ml刻线处并摇匀，此溶液即为3M外参比补充液），补充液可以从上端小孔加入。
11、电极经长期使用后，如发现斜率略有降低，则可把电极下端浸泡在4%HF（氢氟酸）中（3~5）s，用蒸馏水洗净、然后在0.1M盐酸溶液中浸泡，使之复新。
12、污染物质和清洗剂参考表：
污染物                清洗剂
无机金属氧化物        低于1M稀酸
有机油脂类物质        稀洗涤剂（弱碱性）
树脂高分子物质        乙醇、丙酮、乙醚
蛋白质血球沉淀物        5%胃蛋白酶+0.1M盐酸溶液
颜料类物质              稀漂白液、过氧化氢
九、比色皿的使用
1、比色皿清洗液：
浓盐酸：甲醇：水＝1：4：3
如果比色皿被有机物污染，宜用盐酸—乙醇(1：2)混合液浸沉，也可用相应的有机溶剂浸泡洗涤。如：油脂污染可用石油醚浸洗，铬天青显色剂污染可用硝酸(1：2)浸沉等。比色皿不可用碱液洗涤，也不能用硬布、毛刷刷洗。
2、一个干净的比色皿装满水后，相对于空气应有表中所得到的吸光度：
                  λ（nm）  吸光度
光学玻璃皿        650        0.035
石英比色皿        240        0.093
3、在多次实验中发现，比色皿换向后误差可达4％-7％左右。所以在精确测量时；定要看准比色皿箭头标志。如无标志，可作配套捡定后按方向在毛玻璃上端作上箭头一致的标记。以避免操作时搞反。
4、比色皿必须保持清洁和无伤痕，玻璃和石英吸收池通常可用冷酸或乙醇、乙醚等有机密剂清洗。避免使用重铬酸钾洗涤液，因为它会被吸附在比色皿壁上而出现一层格化物的薄膜，这种薄膜很难除去。粘合的玻璃比色皿不能用酸或碱清洗，更要避免用热浓酸清洗，通常用蒸馏水漂洗，然后用少量溶液淌洗；比色皿外壁要用擦镜纸或软绸布小心擦干。

第六篇  玻璃器皿的清洗
第一章  玻璃仪器的洗涤
在分析工作中，洗涤玻璃仪器不仅是一个实验前的准备工作，也是一个技术性的工作。仪器洗涤是否符合要求，对分析结果的准确度和精确度均有影响。不同分析工作（如工业分析、一般化学分析和微量分析等）有不同的仪器洗涤要求，我们以一般定量化学分析为基础介绍玻璃仪器的洗涤方法。
一、洗涤仪器的一般步骤
1、用水刷洗：使用用于各种形状仪器的毛刷，如试管刷、瓶刷、滴定管刷等。首先用毛刷蘸水刷洗仪器，用水冲去可溶性物质及刷去表面粘附灰尘。
2、用合成洗涤水刷洗：市售的餐具洗涤灵是以非离子表面活性剂为主要成分的中性洗液，可配制成1—2%的水溶液，也可用5%的洗衣粉水溶液，刷洗仪器，它们都有较强的去污能力，必要时可温热或短时间浸泡。
洗涤的仪器倒置时，水流出后，器壁应不挂小水珠。至此再用少许纯水冲仪器三次，洗去自来水带来的杂质，即可使用。
二、各种洗涤液的使用
针对仪器沾污物的性质，采用不同洗涤液能有效地洗净仪器。各种洗涤液见表1。要注意在使用各种性质不同的洗液时，一定要把上一种洗涤液除去后再用另一种，以免相互作用生成的产物更难洗净。
铬酸洗液因毒性较大尽可能不用，近年来多以合成洗涤剂和有机溶剂来除去油污，但有时仍要用到铬酸洗液，故也列入表内。
三、砂芯玻璃滤器的洗涤
1、新的滤器使用前应以热的盐酸或铬酸洗液边抽滤边清洗，再用蒸馏水洗净。
2、针对不同的沉淀物采用适当的洗涤剂先溶解沉淀，或反复用水抽洗沉淀物，再用蒸馏水冲洗干净，在110℃烘箱中烘干，然后保存在无尘的柜内或有盖的容器内。若不然积存的灰尘和沉淀堵塞滤孔很难洗净。
四、特殊要求的洗涤方法
在用一般方法洗涤后用蒸汽洗涤是很有效的。有的实验要求用蒸汽洗涤，方法是烧瓶安 装一个蒸汽导管，将要洗的容器倒置在上面用水蒸汽吹洗。
    某些测量痕量金属的分析对仪器要求很高，要求洗去ug级的杂质离子，洗净的仪器还要浸泡至1：1盐酸或1：1硝酸中数小时至24h，以免吸附无机离子，然后用纯水冲洗干净。有的仪器需要在几百摄氏度温度下烧净，以达到痕量分析的要求。
表6-1   几种常用的洗涤液
	名称
	洗涤液及其配方 
	使用方法

	铬酸洗液
	研细的重铬酸钾20g溶于40ml水中，慢慢加入360ml浓硫酸。
	用于去除器壁残留油污，用少量洗液刷洗或浸泡一夜，洗液可重复使用。

	工业盐酸
	浓或1：1
	用于洗去碱性物质及大多数无机物残渣。

	碱性洗液
	10%氢氧化钠水溶液或乙醇溶液。
	水溶液加热（可煮沸）使用，其去油效果较好。注意：煮的时间太长会腐蚀玻璃，碱-乙醇洗液不要加热。

	碱性高锰酸钾洗液
	4g高锰酸钾溶于水中，加入10g氢氧化钠，用水稀释至100ml。
	洗涤油污或其他有机物，洗后容器沾污处有褐色二氧化锰析出，再用浓盐酸或草酸洗液、硫酸亚铁、亚硫酸钠等还原剂去除。

	草酸洗液
	5-10g草酸溶于100ml水中，加入少量浓盐酸。      
	洗涤高锰酸钾洗液后产生的二氧化锰，必要时加热使用。

	碘-碘化钾洗液
	1g碘和2g碘化钾溶于水中，用水稀释至100ml。
	洗涤用过硝酸银滴定液后留下的黑褐色沾污物，也可用于擦洗沾过硝酸银的白瓷水槽。

	有机溶剂
	苯、乙醚、二氯乙烷等。
	可洗去油污或可溶于该溶剂的有机物质，使用时要注意其毒性及可燃性。
用乙醇配制的指示剂干渣，比色皿，可用盐酸-乙醇（1：2）洗液洗涤。

	乙醇、浓硝酸
	
	注意：不可事先混合！用一般方法很难洗净的少量残留有机物，可用此法：于容器内加入不多于2ml的乙醇，加入10ml浓硝酸，静置即发生激烈反应，放出大量热及二氧化氮，反应停止后再用水冲，洗操作应在通风橱中进行，不可塞住容器，作好防护。


             
表6-2   洗涤砂芯玻璃滤器常用洗涤液


	沉淀物  
	洗涤液

	AgCl 
	1：1氨水或10% Na2S2O3水溶液。

	BaSO4
	100℃浓硫酸或用EDTA- NH3水溶液（3%EDTA二钠盐500ml与浓氨水100ml混合）加热近沸。

	汞渣
	热浓硝酸。

	有机物质
	铬酸洗液浸泡或温热洗液抽洗。

	脂肪 
	四氯化碳或其他适当的有机溶剂。

	细菌
	化学纯浓硫酸5.7ml，化学纯亚硝酸钠2g，纯水94ml充分混匀，抽气并浸泡48h后，以热蒸馏水洗净。


第二章  玻璃仪器的干燥和保管
一、玻璃仪器的干燥
做实验经常要用到的仪器应在每次实验完毕之后洗净干燥备用。用于不同实验的仪器对干燥有不同的要求，一般定量分析中的烧杯、锥形瓶等仪器洗净即可使用，而用于有机化学实验或有机分析的仪器很多是要求干燥的，有的要求无水迹，有的要求无水。应根据不同要求来干燥仪器。
1、晾干   
不急用的，要求一般干燥，可在纯水涮洗后，在无尘处倒置晾干水分，然后自然干燥。可用安有斜木钉的架子和带有透气孔的玻璃柜放置仪器。
2、烘干  
 洗净的仪器控去水分，放在电烘箱中烘干，烘箱温度为105—120℃烘1h左右。也可放在红外灯干燥箱中烘干。此法适用于一般仪器。称量用的称量瓶等烘干后要放在干燥器中冷却和保存。带实心玻璃塞的及厚壁仪器烘干时要注意慢慢升温并且温度不可过高，以免烘裂，量器不可放于烘箱中烘。
硬质试管可用乙醇灯烘干，要从底部烘起，把试管口向下，以免水珠倒流把试管炸裂，烘到无水珠时，把试管口向上赶净水汽。
3、热（冷）风吹干   
对于急于干燥的仪器或不适合放入烘箱的较大的仪器可用吹干的办法，通常用少量乙醇、丙酮（或最后再用乙醚）倒入已控去水分的仪器中摇洗控净溶剂（溶剂要回收），然后用电吹风吹，开始用冷风吹1—2min，当大部分溶剂挥发后吹入热风至完全干燥，再用冷风吹残余的蒸汽，使其不再冷凝在容器内。此法要求通风好，防止中毒，不可接触明火，以防有机溶剂爆炸。
二、玻璃仪器的保管
    在贮藏室内玻璃仪器要分门别类地存放，以便取用。经常使用的玻璃仪器放在实验柜内，要放置稳妥，高的、大的放在里面，以下提出一些仪器的保管办法。   
1、移液管  洗净后置于防尘的盒中。
2、滴定管  用后，洗去内装的溶液，洗净后装满纯水，上盖玻璃短试管或塑料套管，也可倒置夹于滴定管架上。
3、比色皿  用毕洗净后，在瓷盘或塑料盘中下垫滤纸，倒置晾干后装入比色皿盒或清洁的器皿中。
4、带磨口塞的仪器  容量瓶或比色管最好在洗净前就用橡皮筋或小线绳把塞和管口栓好，以免打破塞子或互相弄混。需长期保存的磨口仪器要在塞间垫一张纸片，以免日久粘住。长期不用的滴定管要除掉凡士林后垫纸，用皮筋栓好活塞保存。
5、成套仪器  如索氏萃取器，气体分析器等用完要立即洗净，放在专门的纸盒里保存。
    总之我们要本着对工作负责的精神，对所用的一切玻璃仪器用完后要清洗干净，按要求保管，要养成良好的工作习惯，不要在仪器里遗留油脂、酸液、腐蚀性物质（包括浓碱液）或有毒药品，以免造成后患。
Oligo (dT) 15


模板


DEPC-H2O





1.0 µl


5.0 µl


7.0 µl














1.0 µl


5.0 µl


5.0 µl


1.0 µl








RNasin


5×M-MLVRT buffer


dNTPs


M-MLVRT





5.0 µl


4.0 µl


2.0 µl


1.0 µl (10 pmol)


1.0 µl (10 pmol)


1.0 µl


36 µl





10×PCR buffer


dNTPs


模板


P1


P2


rTaq酶


ddH2O





0.5 μl


0.5 μl


1.0 μl


3.0 μl (1.0 µg)


5.0 µl








NdeⅠ


XhoⅠ 


10×H buffer


阳性重组质粒


ddH2O





10×PCR buffer


dNTPs


阳性重组质粒


P1


P2


rTaq酶


ddH2O





2.5 µl


2.0 µl


0.5 µl (10 ng)


0.5 µl


0.5 µl


0.3 µl


18.7 µl
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