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#摘要$

!

目的
!

确定琼脂糖凝胶电泳中使用核酸染料
4?G?KFGL?B

的最适方法!以期找到染色效果理想的染色

方法%方法
!

在琼脂糖凝胶电泳中!采用预染样品法$胶内染色法以及两者相结合的
1

种方法!使用核酸染料

4?G?KFGL?B

进行染色!对染色结果进行比较分析%结果
!

使用胶内染色法染色效果较好!预染样品法次之!胶染及

样品染色法结合效果最差%结论
!

核酸染料
4?G?KFGL?B

会影响
'U+

的迁移效率!使用
4?G?KFGL?B

进行胶内染色

是一种较好的染色方法%
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溴化乙锭$

W2

%曾是琼脂糖凝胶电泳中最为常用的核酸染

料#被广泛应用于观察,检测
'U+

"

RU+

)但作为一种强诱变

剂#

W2

可插入核酸相邻碱基平面之间#引起基因突变#具有中

等毒性#对人体有潜在的危害性*

$71

+

)

4?G?KFGL?B

是一种新型

核酸染料#与强致癌性的
W2

不同#

4?G?KFGL?B

属于花青类染

料#毒性低#使用安全#可以代替
W2

作为各种核酸电泳的染色

剂)那么#新型核酸染料是预染样品法,胶内染色法还是两者

相结合的染色方法检测灵敏度最高#最实用呢. 本文在
1

种染

色方式下使用
4?G?KFGL?B

核酸染料对凝胶中的
'U+

进行染

色#对染色结果进行比较分析#为实验中选择合适的
4?G?KFGL7

?B

染色方法提供参考)
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材料与方法

$9$

!

材料

$9$9$

!

实验材料
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实验使用的核酸样品为本实验室扩增获得

的
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基因
#"

号外显子的
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试剂
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可见光凝胶电泳透射仪$百维信生物

科技有限公司#厦门%#

%#$

蓝盾可见光透射仪$百维信生物科

技有限公司#厦门%#微量移液器$

?
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方法

$9/9$

!

胶染法
!

配制
$9:_

的琼脂糖溶液#加热溶解#冷却至

%"i

左右#按比例加入
$""""h4?G?KFGL?B

染料#使染料在胶

中的终浓度为
$h

$即如果制备
:"M;

凝胶#加入
:

"

;

的

$""""h4?G?KFGL?B

染料%#然后倒胶)待凝胶液冷却凝固后#

加入
';#"""

核酸标准物及
3<R

产物进行电泳)使用
:V

"

-M

的电压进行电泳#最后用
%#$

蓝盾可见光透射仪进行观察

拍照)

$9/9/
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预染样品法
!

按照常规方法配制
$9:_

琼脂糖凝胶#

制胶过程中不加入
4?G?KFGL?B

染料)配制
A6ELFG

O

INKK?B

预染

液!将
$""""h4?G?KFGL?B

染料和
%hA6ELFG

O

INKK?B

按照
$b/

的比例混合$如
:

"

;

染料和
!:

"

;

的
%hA6ELFG

O

INKK?B

混合%)

将需要进行电泳检测的
3<R

产物及
';#"""

核酸标准物与配

置好的
A6ELFG

O

INKK?B

预染液按照
:b$

混合#室温静置
1MFG

后进行
$9:_

琼脂糖凝胶电泳#电压
:V

"

-M

#电泳结果用
%#$

蓝盾可见光透射仪进行观察拍照)
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胶染法
Y

预染样品法
!

配制
$9:_

的琼脂糖溶液#加

热溶解#冷却至
%"i

左右#按比例加入
$""""h4?G?KFGL?B

染

料#使染料在胶中的终浓度为
$h4?G?KFGL?B

染料#然后倒胶)

将需要进行电泳检测的
3<R

产物及
';#"""

核酸标准物与配

置好的
A6ELFG

O

INKK?B

预染液按照
:b$

混合#室温静置
1MFG

后进行
$9:_

琼脂糖凝胶电泳#电压
:V

"
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#电泳结果用
%#$

蓝盾可见光透射仪进行观察拍照)
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结
!!

果
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1

种染色方法电泳后进行染色效果的比较#见图
$

$

1

)图

1

中电泳条带模糊,不整齐#且有较明显的拖尾现象#

';#"""

(+R̀

中分子大小不同的
'U+

片段不能清晰分辨(图
#

中条

带模糊的问题稍有改善#

'U+

样品仍有少量的拖尾现象#

';#"""(+R̀

中分子大小不同的
'U+

片段能进行区分#但

清晰度不佳(图
$

的染色效果明显比前两者染色的效果好得

多#结果中核酸分子的条带清晰,整齐#背景低#信噪比相对高#

条带边缘锐利#便于显示实验结果$图
$

%)电泳中使用的核酸
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样品是同一批样品#但是比较胶法染色$图
$

%,预染样品法染

色$图
#

%及两者相结合的染色方法$图
1

%#发现
1

种方法显示

的核酸分子的大小不完全一致)这可能是样品加入染料后#影

响了样品的迁移速率#以致不能准确地判断
'U+

条带的

大小)
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胶染法
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W2

因其在核酸电泳中有着条带边缘清晰,背景低,灵敏度

高的优点#曾经是实验室用于检测核酸的常规染料)但由于

W2

是一种强诱变剂并具有一定的致癌性而逐渐减少使用)

4?G?KFGL?B

是近几年推出的新型荧光核酸染料#属于花青类染

料#毒性低#使用安全#可有效保护操作者和环境)

4?G?KFGL?B

与核酸结合后的最大吸收峰为
!/"GM

#与染料结合的核酸在

紫外线下呈现绿色荧光)但该染料同样能引起有机体突变#在

使用时要采取适当的保护措施*

!7%

+

)有报道表明#新型荧光核

酸染料在成本,灵敏度,安全性方面都具有较大优势#适合实验

室的常规核酸检测#可以作为
W2

的替代品*

>

+

)但是#不同的

染色方式下#检测效果有很大差异#通过比较图
$

$

1

可以看

出#使用胶染法染色
4?G?KFGL?B

对
$""

$

#"""I

5

的核酸分子#

其显色效果条带清晰#平直#边缘整齐(预染样品法和两者相结

合的染色方法都会导致核酸条带模糊拖尾及
'U+ (+R̀

分

辨率不高的现象)这个结果与刘阳等*

0

+的研究结果是一致的#

不论是对于
W2

还是新型核酸染料#使用胶染法的灵敏度较

高)此外#在实验过程中还发现#当
4?G?KFGL?B

在上样前与

'U+

混匀后再电泳时#

'U+

片段的电泳迁移率会有一定程度

的降低#因此#不能用于准确地判断
'U+

条带的大小#只适用

于简单的电泳试验#如胶回收,简单
3<R

产物分析等)上述结

果提示#对于
3<R

产物而言#条带大小的不同可能是
3<R

产

物的大小不同或同一
3<R

产物的染料浓度不同所致*

07$"

+

)

综上所述#

4?G?KFGL?B

是花青素类的染料#安全,环保#灵

敏度高#对琼脂糖凝胶中的
'U+

"

RU+

进行染色#可以作为

W2

的替代品用于实验室的常规检测(在实验条件相同的情况

下#使用胶染法进行染色可以得到清晰整齐的染色条带#与预

染样品法及胶染法
Y

预染样品法相比较#是比较理想的染色方

式#而且可以减少电泳中
4?G?KFGL?B

对核酸迁移率的影响)
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