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放射性同位素探针在生物技术上的应用
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三氯化铭的制备及用
` “ ” I标记D N A探针
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“
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3

放射性同位素探针在生物技术及医学上的应用
,

巳从多方面显 出广阔的前景
,

但存

在各种各样的限制 〔` 一魂〕
.

目前国内外制备放射性同位素探针
,

多数采 用 标 记核昔三磷

酸的缺 口转移法 ( N i c k T r a n s l a t i o n
) 〔

5 〕
.

这是一个在 D N a s e l 和 D N A p o l y m e r a s e

共同作用下的酶促反应
,

它受生物酶特性的影响
,

反应不稳定
,

价格也昂贵
。

C or m
-

m e r fo r d ( 19 7 1 ) 创造了放射性碘标记法 〔“ 〕
.

这是一个直接化学修饰
,

条件易控制
,

价

格也低
,

并开始应用于标记 D N A 及细胞
,

进行杂交 〔 7
一 〕 ,

而且也巳经用于医学检测疾

病 〔` 〕
。

但是 T I C I。 来源困难
,

标记效率不高
,

一直限制碘标记的应用
.

我们在实验室条件下用氯化铂 ( T I C )I 制备出 T I C I
:
结晶

,

即在 K M n O `
中加 入浓

H CI
,

产生的氯气经过水洗
,

浓 H : 5 0 .
等的处理后

,

引入 IT CI 溶液中
,

多余的氯气用

N
a

O H吸收
,

反应持续 6 一 8小时
,

然后冷冻干燥
,

即得结晶的 T I CI
。
制品

。

图 i ’ 2 5 1 标记 S I N P V g e n o m e D N A 电泳图谱

及 自显影
1

,
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A

。
o 点

, B
.

S I N P V g e n o 口 e D N A 带
1

’ ,
2

’ :

上述 D N A 电泳凝胶干燥后的放射自

显影图 ( 。
.

6%琼脂搪 )

F i g
.

1 E l e e t r o p h o r e t i e p a t t e r n a n d a u t o r -

a d i o g r a p h o f S IN P V g e n o m e D N A P r o b e

l a b e l l e d b y 1 2 , 1 r a d i o i o d i n a t i o n

N o t e s :
1

,
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: A
.

o , B
. e l e e t r o P h o r e t i e

p a t t e r n
如 f S IN P V g e n o m e D N A b a n d ,

1
’ , 2

’ :
A u t o r a d i o g r a p h s o f S I N P V

g e n o m e D N A P r o b e ( 0
.

6 % A g a r o s e )

用所制备的 T I C 1
3

标记 D N A探针 〔 . ’ “ ” 。〕 :
取 0

.

5一 l 微克纯 D N A
,

经 1 0 0℃水浴 5一

1 0分钟
,

迅速冰浴 5一 1 0分钟
.

依次加入 0
.

7 m M K I
, o

.

4 5 m M N a A e一 H A C
, 一0 0 微居

里 N a ’ 2 5
1

,
4 2 m M T I C I

。 ,

反应总体积控制在 6 0一 1 0 0微升
.

混合后在 6 0 c0 水浴 3 0分钟
。

然后取出反应物速冷 ( o ℃ ) 5 分钟
,

再加入 K
Z
H P O `

终止反应
.

冷却后上 S e p h a
de

x
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G一 50 柱
,

用 S T E洗脱
,

用旋转柱层析法 〔 6 〕收集 D N A
,

再测定洗脱液的放 射性强度
。

从中取出 5一 10 微升进行琼脂糖凝胶电泳
,

最后用放射自显影检定
。

D N A膜固相分子杂交 〔 ’ ` 〕:
取斜纹夜蛾 ( S p o d o p t e r a l i t u r a

)核型多角体 ( S IN P V )

D N A及小牛胸腺D N A
,

10 0℃水浴处理 10 分钟
,

速冷 ( 0℃ )
,

分别滴在同一张硝 基纤

维素膜上
,

固定后与
` 2“ I标记的 S I N P N一 D N A探针杂交

,

最后进行放射自显影 (图 1 )
.

·

结果表明
,

所制备的 T I C la用于
` 2 5

1标记效率较高
,

只用少量 D N A ( 0
.

5一 1 微克 )

和少量的同位素 ( 1 00 微居里 )
,

标记比活性可达 4 一 6 x 1 0e o p m加 g D N A
.

分 子杂交

证实 ( 图 2 )
, ’ 2舀 I一 S I N P V一 D N A探针具有特异性 ( S I N P V一 D N A 呈阳性结果

,

小

牛胸腺 D N A呈阴性结果 )
.

电泳后的放射自显影可见到出现
“
核酸谱带

” .

因此 可用此

探针进行交义吸印杂交技术 〔` 2〕 ,

而缺 口转移法标记的探针
,

因反应系统加入 D N
。 s e

l 易

造成缺刻断链
,

成为混乱的放射性 D N A片段 ( 图 3 )
。
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