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　　摘　要：目的　探讨ＧｏｌｄＶｉｅｗ、溴化乙锭（ＥＢ）、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ３种实验室常用核酸染料的安全性与灵敏度，筛选出具有较

高安全性和灵敏度的核酸染料。方法　采用正常人胚肾细胞为研究对象，对比研究ＧｏｌｄＶｉｅｗ、ＥＢ、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ对细胞增殖和

细胞周期的影响；分别使用３种核酸染料对凝胶中的ＤＮＡ进行染色，比较其灵敏度。结果　ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ对 ＨＥＫ２９３细胞的

周期与增殖影响最小，ＧｏｌｄＶｉｅｗ的影响最大。ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ和 ＧｏｌｄＶｉｅｗ对ＤＮＡ染色的灵敏度相当，略低于ＥＢ。结论　

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ具有较高安全性和较高的灵敏度。
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　　荧光核酸染料主要运用于ＲＮＡ／ＤＮＡ电泳凝胶染色。溴

化乙锭（ＥＢ）曾是实验室最常用的荧光染料，它含有一个可以

嵌入ＤＮＡ堆积碱基之间的三环平面基团，这个基团的固定位

置与碱基十分接近，导致ＥＢ与ＤＮＡ结合呈现荧光
［１］。正因

如此，ＥＢ也是一种强诱变剂，并有中等毒性
［２］，对实验操作人

员与周围环境都有较大危害［３４］。因此，近些年陆续出现了ＥＢ

的替代物。例如 ＧｏｌｄＶｉｅｗ（ＧＶ）、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ、Ｇｅｎｅｆｉｎｄ

ｅｒ
［５］等，都是目前比较常见的核酸染料。由于这些ＥＢ替代物

都可以与 ＤＮＡ结合，例如，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光染料与双链

ＤＮＡ结合从而产生荧光
［６］，因此也存在一定的安全隐患。

长期在实验室里的工作人员、检验技师等，经常与这些染

料接触，因此身体健康存在一定的威胁。对几种常用的核酸染

料ＧＶ、ＥＢ、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ的安全性与灵敏度研究，对实验者

在核酸荧光染料的选择和安全防范上有着重要的指导意义。

１　材料与方法

１．１　材料　人胚肾细胞（ＨＥＫ２９３）为本实验室保存。

１．２　仪器与试剂　倒置相差显微镜（Ｌｅｉｃａ），ＣＯ２ 培养箱

（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ），酶标仪（Ｂｉｏｔｅｃｈ），流式细胞仪（ＢＤ），ＤＮＡ

电泳系统（ＢＩＯＲＡＤ），凝胶成像系统（ＵＶＰ）。ＧｏｌｄＶｉｅｗ、ＥＢ

购自广州博奥生物技术有限公司，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ购自北京索

莱宝科技有限公司，按照试剂使用说明，工作浓度都为

１∶１００００；ＣＣＫ８试剂盒（ＷＳＴ８），购自同仁化学；ＤＭＥＭ 培

养基、新生牛血清、胰蛋白酶购自 Ｇｉｂｃｏ公司；碘化丙叮（ＰＩ）

购自Ｓｉｇｍａ公司，电泳级琼脂糖、ＤＮＡ上样缓冲液购自北京索

莱宝科技有限公司，ＤＮＡ电泳样品为本实验纯化保存的ＰＣＲ

产物，大小为５２５ｂｐ。

１．３　方法

１．３．１　人胚肾细胞（ＨＥＫ２９３）细胞的培养　在３７℃、５％

ＣＯ２ 条件下用ＤＭＥＭ完全培养基（含１０％新生牛血清、青霉

素终浓度为２００Ｕ／ｍＬ，链霉素终浓度为２５０Ｕ／ｍＬ）培养。每

２天传代１次，取对数生长期的细胞用于实验。

１．３．２　流式细胞仪测细胞周期　取对数生长期细胞，计数，等

量接种于１２孔板中，培养过夜后，分别加入 ＧｏｌｄＶｉｅｗ、ＥＢ、

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ各３孔，使三者的浓度为说明书推荐工作浓度

的十倍，并且保持每孔的终体积一致。对照组中不加任何核酸

染料，体积用ＰＢＳ补齐。继续培养２４ｈ后用流式细胞仪对细

胞进行细胞周期分析。

１．３．３　ＣＣＫ８试剂盒检测细胞增殖　取对数生长期细胞，计

数，等量接种于１２孔板，培养过夜后，分别加入 ＧｏｌｄＶｉｅｗ、

ＥＢ、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ各３孔，使它们的终浓度为说明书推荐工作

浓度的１０倍，并且保持每孔的终体积一致，对照组中不加任何

核酸染料，体积用ＰＢＳ补齐。继续培养１０ｈ后每孔加入等量
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ＣＣＫ８继续培养。然后连续测定１０个时间点（０、１、２、３、５、７、

９、１１、１３、２４ｈ）的吸光度（Ａ）值。

１．３．４　ＧｏｌｄＶｉｅｗ、ＥＢ、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ的灵敏度对比　配置３

份１％的琼脂糖凝胶，分别加入ＥＢ、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ、ＧＶ，使它

们的终浓度为说明书推荐工作浓度。待凝胶冷却凝固后，放入

电泳槽中，分别将５０．００、２５．００、１２．５０、６．２５、３．１３、１．５６、０．７８、

０．３４ｎｇ的ＤＮＡ与上样缓冲液混匀后于不同泳道加入。在

１１０Ｖ恒压条件下同时进行电泳，最后用凝胶成像系统在同一

曝光条件下观察拍照。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学处理，采

用独立样本狋检验进行显著性分析，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　流式细胞仪检测细胞周期结果　Ｇ１ 期变化为：相对于对

照组（６２．２％），ＧｏｌｄＶｉｅｗ 组（８３．８％）增加了２１．６％（犘＜

０．０１，差异有统计学意义），ＥＢ组（４６．４％）降低１５．８％（犘＜

０．０５，差异有统计学意义），ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ组（５６．９％）降低

５．３％。Ｇ２／Ｍ期变化为：相对于对照组（１１．９％），ＧｏｌｄＶｉｅｗ

组（１６．２％）增加４．３％，ＥＢ组（１５．２％）增加３．３％，ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎⅠ组（１５．４％）增加３．５％。Ｓ期变化为：相对于对照组

（２５．９％），ＧｏｌｄＶｉｅｗ组（０．０％）几乎检测不到处于Ｓ期的细

胞（犘＜０．０１，差异有统计学意义）；ＥＢ组（３８．４％）增加１２．５％

（犘＜０．０５，差异有统计学意义），ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ组（２７．７％）增

加１．８％。可见，ＧｏｌｄＶｉｅｗ对细胞周期造成的变化最大，ＥＢ

次之，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ对细胞周期造成的变化最小。

２．２　ＣＣＫ８试剂盒检测细胞增殖　通过连续监测细胞培养

物的吸光度（Ａ）值，发现添加了ＧｏｌｄＶｉｅｗ、ＥＢ的细胞增殖情

况速度明显低于ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ组和对照组之

间的差异不大，见图１。

图１　　３种核酸染料对细胞增殖的影响比较

２．３　ＧｏｌｄＶｉｅｗ，ＥＢ，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ的灵敏度对比　Ｇｏｌｄ

Ｖｉｅｗ、ＥＢ、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ这３种核酸染料对ＤＮＡ染色的灵敏

度对比，见图２（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附

件”）。结果表明３种核酸染料中灵敏度最高的是ＥＢ，能检测

到的ＤＮＡ是０．７８ｎｇ，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ与 ＧｏｌｄＶｉｅｗ的灵敏度

大致相当，能够检测到的ＤＮＡ是１．５６ｎｇ。３种染料染出的

ＤＮＡ条带边缘清晰、锐利，背景清楚，无明显拖尾现象。条带

亮度差异符合ＤＮＡ各条带本身含量差异，条带迁移速率基本

一致，但ＳＢＲＹＧｒｅｅｎⅠ染色的背景较深，ＥＢ的背景最浅。

３　讨　　论

ＥＢ是一种常规核酸染料，被广泛用于观察、检测琼脂糖凝

胶与聚丙烯酰胺凝胶中的ＤＮＡ／ＲＮＡ，它与ＤＮＡ的结合几乎

没有碱基序列特异性。在高离子强度的饱和溶液中，大约每

２．５个碱基插入１个溴化乙锭分子。当染料分子插入后，其平

面基团与螺旋的轴线垂直并通过范德华力与上下碱基相互作

用。这个基团的固定位置及其与碱基的密切接近，导致染料与

ＤＮＡ结合并在紫外线激发下呈现荧光
［２］。然而，ＥＢ具有强烈

的致突变能力和中度致癌性，对实验操作人员和环境都有较大

的危害性，而且作为实验室废弃物处理的步骤比较复杂。因此

许多实验室都致力于研发更加安全高效的核酸染料。

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ属花青类染料，是几年前推出的一种高灵

敏度且不具有强致突变性的核酸染料［７８］，它的作用机制是结

合于双链ＤＮＡ的小沟，最大吸收波长约为４９７ｎｍ，最大发射

波长约为５２０ｎｍ。但其价格较高限制了它的广泛使用。Ｇｏｌｄ

Ｖｉｅｗ是国内较早使用的新型核酸染料，它的灵敏度比ＥＢ略

低，价格是这３种染料中最便宜的，但是目前国内对 Ｇｏｌｄ

Ｖｉｅｗ的安全性存在一定的疑问，认为其含有致突变的吖啶

橙［９］。

通过实验发现，相对于不加任何染料的对照组，１０倍工作

浓度的ＧｏｌｄＶｉｅｗ严重影响了细胞周期的Ｓ期。Ｓ期是细胞

内ＤＮＡ复制的时期，因此分析ＧｏｌｄＶｉｅｗ很可能影响了参与

细胞ＤＮＡ复制相关蛋白的表达，也有可能对ＤＮＡ的物理结

构造成直接的损伤，进而导致 ＤＮＡ 复制发生阻滞。Ｇｏｌｄ

Ｖｉｅｗ同时也显著影响了细胞的Ｇ１ 期，有大量细胞阻滞在Ｇ１

期，Ｇ１ 期是细胞有丝分裂到ＤＮＡ复制前的一段时期，此时期

主要合成ＲＮＡ和核糖体，为下阶段Ｓ期的ＤＮＡ复制作好物

质和能量的准备。这和本实验没能检测到Ｓ期细胞的结果相

吻合。在显微镜下观察也发现，ＧｏｌｄＶｉｅｗ处理细胞２４ｈ之

后，细胞形态明显变圆，出现空泡状结构，透光性变差。

相对于对照组，１０倍工作浓度的ＥＢ同样也显著影响了细

胞的Ｇ１ 期和Ｓ期，使处于Ｓ期的细胞比例上升。这提示Ｇｏｌｄ

Ｖｉｅｗ和ＥＢ很可能通过不同的途径影响了细胞周期的不同

时期。

为了进一步探讨这３种核酸染料是否会影响细胞的增殖

和代谢情况，本研究利用ＣＣＫ８试剂盒，检测３种核酸染料对

细胞增殖活动的影响。ＣＣＫ８的工作原理为：在电子耦合试剂

存在的情况下，ＣＣＫ８可以被线粒体内的脱氢酶还原生成高度

水溶性的橙黄色的甲
!

产物。颜色的深浅与细胞的增殖成正

比，与细胞毒性成反比。使用酶标仪测定吸光度值，可以间接

反映活细胞数量，提示细胞生理代谢活动的旺盛与否。

结果显示，相对于不加任何染料的对照组，ＧｏｌｄＶｉｅｗ、ＥＢ

显著降低了细胞增殖（代谢）速率，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ对细胞的增

殖无显著影响。这和细胞周期检测的结果大致相同。

本研究还同时检测了３种核酸染料检测ＤＮＡ的灵敏度，

结果显示 ＥＢ的灵敏度最好，背景清晰。ＧｏｌｄＶｉｅｗ、ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎⅠ的灵敏度大致一样，略低于ＥＢ，只是ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ的

背景相对较深。汪姝等［１０］、黄庆等［１１］也报道，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ

的灵敏度略低于ＥＢ。但是也有报道称ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ的灵敏

度比ＥＢ高２４～１００倍
［１２］。造成这些不同结论的原因可能有

以下几点：（１）可能与ＤＮＡ染色的方法有关，通常有３种染色

方法，把染料与ＤＮＡ样品混匀后直接电泳；制胶时把染料加

入；ＤＮＡ电泳结束之后再对凝胶进行染色。采用不同的染色

方法可能会造成结果的差异。（２）与电泳使用的ＤＮＡ样品相

对分子质量有关，通常ＤＮＡ片段越大，更易着色。（３）与产品

的组成成分有关，不同公司的产品配方可能不同，进而造成产

品的稳定性、灵敏度存在差异。

在以上３种核酸染料中，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ（下转第２９５８页）
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结果显示，ＡＳ组患者ＢｓｍＩ的基因频率、等位基因频率分布均

与对照组健康者有显著性差异，ＡＳ组患者中Ｂｂ基因型、Ｂ等

位基因频率均高于健康对照组，提示ＶＤＲＢｓｍＩ基因多态性与

ＡＳ有一定的相关性，Ｂ等位基因可能增加 ＡＳ的易感性。本

文通过对ＡＳ患者的研究提示：ＡＳ的发生发展可能与ＶＤＲ基

因型有关，如能早期进行ＶＤＲ基因型检测，及早干预，对于预

防ＡＳ的发生有重要意义。但是ＶＤＲ基因多态性在 ＡＳ的发

病中所起的作用需要进一步阐明。
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是一种简便、安全、灵敏度较高的ＥＢ替代核酸染料，能够很好

地用于琼脂糖凝胶中核酸的常规染色。ＧｏｌｄＶｉｅｗ虽然灵敏

度可以达到实验室的常规检测需求，价格也很便宜，但是从影

响细胞周期和增殖代谢的角度来讲，存在一定的安全隐患。

由于本实验中所检测的３种核酸染料都是来源于市场上

的即用型商品，不了解其详细的配方和成分，若要进一步研究

核酸染料的致癌、致畸性，则需要从其详细成分着手，进一步通

过动物实验确认，例如通过裸鼠皮下注射试验、Ａｍｅｓ试验
［１３］、

小鼠骨髓嗜多染红细胞微核试验、小鼠睾丸精母细胞染色体畸

变等试验来确定其生物安全性。

应当指出的是，核酸染料使核酸着色的机制都是要特异地

与核酸结合，从这个角度来讲，核酸染料或多或少都存在一定

的风险，尤其是实验室工作人员、医院检验技师等与核酸染料

长期接触的工作者，要注意采取庇护措施，并且妥善处理废弃

核酸染料和凝胶，将核酸染料对环境的影响降到最低。
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