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要"目的
"

探讨
!̂%

琼脂糖凝胶电泳条带扭曲'(拖尾)的原因$方法
"

采用(胶染法)和(后染法)

@

种方法!检测含
@

种核酸染料"

_-1-_0--1

和溴化乙锭#的琼脂糖凝胶中
8

种
!̂% "60M-0

条带形态$结果
"

采用(胶染法)的方式电泳!与相同浓度的溴化乙锭相比!含
'h'))))

和
'h&)))@

种浓度的
_-1-_0--1

琼脂

糖凝胶中
8

种
!̂% "60M-0

条带呈现明显的扭曲和(拖尾)现象$而采用(后染法)的方式后!两种核酸染料所

染的琼脂糖凝胶中
8

种
"60M-0

的条带均呈单一'无扭曲和(拖尾)现象$结论
"

核酸染料
_-1-_0--1

可以影响

琼脂糖凝胶电泳时
!̂%

条带的质量$在排除
!̂%

本身质量'琼脂糖凝胶质量'电泳液质量以及电压等因素

后!若采用(胶染法)进行
!̂%

核酸电泳时出现条带扭曲或(拖尾)时!应考虑到核酸染料质量的问题$采用(后

染法)或更换核酸染料的种类可改善
!̂%

电泳条带的质量$
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核酸琼脂糖凝胶电泳是现代分子生物学的重要

技术#但由于步骤繁多#研究人员可能会遇到各种各

样的问题&

!̂%

琼脂糖凝胶电泳所需要的试剂包括

琼脂糖粉末+核酸染料+电泳缓冲液等#琼脂糖粉末溶

解的质量+电泳缓冲液的质量+电压的大小+

*$+

产物

的质量+加样孔的大小以及上样过程等都可以影响

!̂%

电泳条带的质量$

'

%

&溴化乙锭是应用比较广泛

的核酸染料#具有染色效果好+易储存+性质稳定+价

格便宜和操作简便等优点#但相比于新的核酸染料

_-3

H

0--1

+

_-3+-J

+

UP\+_0--1

和
_-1-_0--1

#溴化乙

锭具有遗传毒性大+灵敏度低等缺点$

@

%

#近年已被多

种新型的核酸染料所替代$

8>?

%

&笔者团队在实验过程

中发现#用天根生化科技有限公司生产的
_-1-_0--1

核酸染料#采用,胶染法-的方式进行电泳#

!̂%

"60M-0

较大相对分子质量的
!̂%

条带出现弯曲且

有,拖尾-现象#在排除电泳液+琼脂糖凝胶质量和电

压等原因后仍未获得较好的条带*而用,后染法-后可

获得较好质量的
!̂%

电泳图&现报道如下&
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材料与方法
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(均购自北京康为世纪公司&琼脂糖粉末

'西班牙(+核酸染料
_-1-_0--1'))))b

'天根生化

科技有限公司(+溴化乙锭+

5\X

'

)7&b

(&

A7B

"

仪器
"

主要仪器包括电泳仪'北京六一仪器

厂(+凝胶成像系统'

[B.<41[W=U

G

-C/06

(+电子天平&

A7C

"

方法

A7C7A

"

制胶
"

'N

琼脂糖凝胶'含核酸染料(!取
@

个

@))AS

锥形烧瓶&分别量取
?)AS)7&b5\X

电泳

缓冲液于锥形烧瓶中#称取
)7?

H

琼脂糖凝胶粉末#倒

入烧瓶#摇匀&在微波炉中加热沸腾至琼脂糖粉末完

全溶解#冷却&待冷却到约
&)`

时分别加入
?

%

S

和

(

%

S

的
_-1-_0--1

'终浓度
'b

和
@b

(#摇匀后倾倒

至胶模中#冷却&按照同样的方法再制备
@

块含溴化

乙锭的琼脂糖凝胶'终浓度
'b

和
@b

(&

""

'N

琼脂糖凝胶'不含核酸染料(!取
@

个
@))AS

锥形烧瓶&分别量取
?)AS)7&b5\X

电泳缓冲液

于锥形烧瓶中#称取
)7?

H

琼脂糖凝胶粉末#倒入烧

瓶#摇匀&在微波炉中加热沸腾至琼脂糖粉末完全溶

解&待温度降低到约
&)`

时倾倒至胶模中#冷却&

""

'b_-1-_0--1

溶液和
'b

溴化乙锭溶液!取
?)

AS

的
5\X

缓冲液至胶模中#加入
?

%

S

的
_-1->

_0--1

'

'))))b

(#配成
'b

的
_-1-_0--1

溶液&另取

?)AS

的
5\X

缓冲液至胶模中#加入
?

%

S

的溴化乙

锭储存液'

'))))b

(#配成
'b

的溴化乙锭溶液&

A7C7B

"

电泳+染色及拍照
"

用
')

%

S

的移液器分别

取
&

%

S !̂%"60M-0

!

+

!̂%"60M-0

'

和
^"'))))

的
"60M-0

#垂直加入凝胶的加样孔里#恒压
&T

"

CA

电泳
8)A<1

#加入核酸染料的凝胶直接在凝胶成像系

统中观察#拍照&未加入核酸染料的凝胶分别在
'b

的
_-1-_0--1

溶液和
'b

溴化乙锭溶液中染色
8)

A<1

后#于凝胶成像系统中观察并拍照&

B

"

结
""

果

B7A

"

'b_-1-_0--1

和
'b

溴化乙锭对
!̂% "60M-0

条带形状的影响
"

在含
'b_-1-_0--1

的琼脂糖凝胶

中#

8

种
!̂% "60M-0

的较大条带均不单一#呈,拖

尾-现象*而最小的
"60M-0

条带单一#无扭曲和,拖

尾-'图
'%

(&在含
'b

溴化乙锭的琼脂糖凝胶中#

8

种
!̂% "60M-0

的条带均呈现单一的条带'图
'\

(&

B7B

"

@b_-1-_0--1

和
@b

溴化乙锭对
!̂% "60M-0

条带形状的影响
"

在含
@b_-1-_0--1

的琼脂糖凝胶

中#

8

种
!̂% "60M-0

较大相对分子质量的条带均不

单一#而较小相对分子质量的条带无扭曲和,拖尾-#

但总体质量较
'b

核酸染料的凝胶好*而在
@b

溴化

乙锭的琼脂糖凝胶中#

8

种
!̂% "60M-0

的条带均呈

现单一的条带#与
'b

溴化乙锭的琼脂糖凝胶中的条

带质量无明显差异'图
@

(&

""

注!

%

为
'b_-1-_0--1

*

\

为
'b

溴化乙锭*

'

为
!̂% "6M-0

!

*

@

为
!̂% "60M-0

'

*

8

为
^"'))))

图
'

""

含
'b_-1-_0--1

和
'b

溴化乙锭的琼脂糖

凝胶中
!̂% "60M-0

条带形状

""

注!

%

为
@b_-1-_0--1

*

\

为
@b

溴化乙锭*

'

为
!̂% "6M-0

!

*

@

为
!̂% "60M-0

'

*

8

为
^"'))))

图
@

""

含
@b_-1-_0--1

和
@b

溴化乙锭的琼脂糖

凝胶中
!̂% "60M-0

条带形状

""

注!

%

为
'b_-1-_0--1

*

\

为
'b

溴化乙锭*

'

为
!̂% "6M-0

!

*

@

为
!̂% "60M-0

'

*

8

为
^"'))))

图
8

""

电泳后核酸染料染色的琼脂糖凝胶中

!̂% "60M-0

条带形状

B7C

"

,后染法-对
!̂% "60M-0

条带形状的影响
"

采
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用核酸电泳后琼脂糖凝胶染色的方式#

'b_-1-_0--1

'图
8%

(和
'b

溴化乙锭'图
8\

(两种核酸染料的琼脂

糖凝胶中均可以见条带单一+无扭曲的
!̂%

条带&

C

"

讨
""

论

""

核酸染料可以和核酸分子结合#在激发光的照射

下发射荧光#从而指示核酸的位置及大致的含量&高

质量
!̂%

琼脂糖凝胶电泳结果是亮度适中+无,拖

尾-或弥散现象+条带单一的信号&由于
!̂%

琼脂糖

凝胶电泳所需的步骤和试剂多#任何一个环节出错均

可能导致电泳失败&

笔者团队在前期
*$+

产物电泳时发现#

!̂%

分

子呈条带扭曲+不同相对分子质量的
!̂%

条带分界

不清和出现,拖尾-现象&在降低电压+重新配制电泳

缓冲液+更换电泳仪和电泳槽+更换新批次的琼脂糖

粉末并且请经验丰富的科研人员重复电泳过程后#均

未得到良好的
!̂%

琼脂糖凝胶电泳结果&在更换核

酸染料后#所有的
*$+

产物呈现出单一+亮度适中+

扭曲现象不明显的条带&

本研究发现#采用胶染法的方式电泳#在含
'b

_-1-_0--1

的琼脂糖凝胶中#

!̂% "60M-0

较大相对

分子质量的条带扭曲并且出现明显的,拖尾-现象#而

最小相对分子质量的条带'

@))2

G

*

@&)2

G

(单一+无扭

曲*将
_-1-_0--1

的浓度提高到
@b

后#

8

种
!̂%

"60M-0

的条带的质量有所改善#较小的
!̂%

分子

'

())2

G

*

@&)

+

&))

+

')))2

G

*

@))

+

&))

+

')))2

G

(均呈

现单一的条带#较大的
!̂%

分子依然存在,拖尾-现

象&而用含相同浓度溴化乙锭的琼脂糖凝胶电泳后#

不同相对分子质量
"60M-0

中的
!̂%

条带均呈现较

单一的条带#扭曲现象不明显&同时#将
@

种核酸染

料采用,后染法-的方式对琼脂糖凝胶染色时#均观察

到条带单一+无扭曲+亮度适中的
!̂%

条带&这些结

果提示核酸染料的质量可能影响了
!̂%

条带的

形态&

溴化乙锭含有一个可以嵌入
!̂%

堆积碱基之间

的一个三环平面基团#它与
!̂%

的结合没有碱基序

列特异性#直接嵌入
!̂%

碱基对之间#大约每
@7&

个

碱基插入一个溴化乙锭分子#这种结构对
!̂%

的空

间结构影响不大$

&

%

&

_-1-_0--1

核酸染料是一种以

花青素母体为基础#将苯环改良成链式结构的油性大

分子&该染料不能穿透细胞膜进入活体细胞内#不易

挥发而被吸入人体#且诱变性远远低于溴化乙锭#是

一种安全无毒+高灵敏的全新核酸染料&

_-1-_0--1

含阳离子基团#可以与
!̂%

的阴离子基团非共价结

合#在激发光照射下发出荧光#从而指示
!̂%

的位

置&从实验结果分析#

_-1-_0--1

与较短
!̂%

分子

结合后#电泳过程中不会出现
!̂%

条带扭曲或,拖

尾-现象*而在与较长
!̂%

分子结合后#能够影响

!̂%

条带的形态&在提高
_-1-_0--1

的浓度后#这

种现象有所改善#但是大相对分子质量的
!̂%

分子

依然呈弯曲和,拖尾-的现象&推测由于
_-1-_0--1

分子含阳离子基团#与
!̂%

分子结合后改变了
!̂%

在琼脂糖凝胶中的迁移速率&由于较小相对分子质

量的
!̂%

分子可以完全饱和地结合
_-1-_0--1

分

子#所以相同相对分子质量的
!̂%

在电场中泳动速

率一致#不出现,拖尾-现象*而较大相对分子质量的

!̂%

分子不能完全饱和地结合
_-1-_0--1

分子#结

合不同量的
!̂%

分子泳动速度不一致而出现,拖尾-

的现象&这种推测也在提高
_-1-_0--1

浓度后的琼

脂糖凝胶电泳中得到证实&而在,后染法-中#

!̂%

"60M-0

中的
!̂%

分子在琼脂糖凝胶中电泳后#

_-1-_0--1

和溴化乙锭均可以与凝胶中的
!̂%

分子

结合#不会影响
!̂%

分子的迁移#所有的
!̂%

分子

条带均呈现出单一+无扭曲+无,拖尾-的信号&,后染

法-的结果也进一步证明了笔者的假设#在
!̂%

分子

泳动的过程中#确实是
_-1-_0--1

质量的改变导致了

!̂%

条带的扭曲和,拖尾-&

本研究结果显示#在核酸电泳时若出现
!̂%

或

+!%

分子条带扭曲或出现,拖尾-后#在排除电压过

高+琼脂糖凝胶不均一+电泳液离子强度不适中+

*$+

产物本身质量的前提下#应该考虑到核酸染料的质量

问题#更换核酸染料或可解决&由于,胶染法-对

!̂%

条带可以产生不良的影响$

:>=

%

#此时也可以选择

,后染法-来取代,胶染法-从而获得良好的电泳结果&
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