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甘露醇添加剂对毛细管无胶筛分电泳分离 ∆ΝΑ 的影响
Ξ
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提� 要� 在纤维素衍生物筛分体系中加入甘露醇添加剂大大提高了分离能力o在较低筛分剂浓度条件下可得

到满意的分离∀ 同时还对甘露醇影响分离的机理做出了解释∀

关键词� 毛细管电泳o��� 片段o甘露醇

分类号� � yx{ � xu

�� 前言

毛细管电泳k� �l的出现为生物大分子的分离

分析提供了新的手段o其中对核酸的分析更是引人

注目∀近几年o� � 在法医科学�临床诊断以及分子生

物学研究等方面得到了广泛的应用�t∗ y ∀ 毛细管无

胶筛分电泳是在毛细管中添加一定浓度和组成的线

性高分子溶液o溶液中高分子之间相互交缠形成网

孔o从而起到筛分作用�z ∀ 一般来讲o大片段的核酸

分子需要较小的筛分介质浓度o较小的核酸分子则

要求较大的筛分介质浓度∀ 较大浓度的筛分介质有

较大的粘度o给操作带来不便∀ 我们发现o在纤维素

衍生物体系中加入一定量的添加剂时o使用较低的

纤维素浓度可达到较高纤维素浓度所具有的筛分效

果o从而在不影响分离的情况下o可以使用较小粘度

的筛分试剂∀

�� 实验部分

� � � 试剂与仪器 � 羟丙基甲基纤维素k� �� � ous

ª �水溶液在 uxε 时的粘度为 w sss ¦³o购自 �¬ª°¤

公司lo三羟甲基氨基甲烷k国产分装lo��� � k长春

化学试剂厂lo硼酸k开原化学试剂厂lo甘露醇k沈阳

市和平化工厂lo以上试剂均为分析纯∀ �¬² �²¦̧ ¶
� �

vsss型毛细管电泳仪k美国 �¬² � ¤§公司lo� � 检

测器o检测波长为 uys ±° o恒压操作模式o电压为 w

®� kp ψ n l∀自制熔融壁涂石英毛细管kvs ¦° ≅ xs

Λ° ¬q§qo原料管购自河北永年光导纤维厂lo电动进

样 ts ®� ≅ tx ¶o柱温为 uxε ∀

� �� 缓冲液 � 基体缓冲溶液为 � �� 缓冲液ktss

°° ²̄ �� µ¬¶�²µ¤·̈o u °° ²̄ ���� � o ³� {qvl∀

将一定量 � �� � 溶于 � �� 缓冲液中o再以一定量

的甘露醇按重量 体积比加入上述 � �� � 溶液中形

成分离缓冲液o使用前经 s wx Λ° 微孔滤膜过滤∀

� � � 样品 � ��� 标准样品为质粒 ���� v�©

kn l � ¤̈ 内切产物o购自华美生物工程公司上海

分公司o它所含有的片段长度分别为 {otto{sotsuo

twuotzwouyzou{|ovtwovuvowvwowx{ox{z ¥³∀ 标准

样品用自配的储藏缓冲液 k� µ¬¶� � ¯��� � o ³�

{qsl稀释o质量浓度约为 us °ª �∀

�� 结果

ktl对含有不同量甘露醇的不同浓度 � �� � 筛

分试剂的筛分性能进行考察发现o甘露醇可以明显

提高对 ���� v�©kn l � ¤̈ 标准 ��� 片段的分

离效果∀ 在 � �� � 质量浓度低于 x ª �时o即使使

用甘露醇作为添加剂o也不能得到满意的分离∀这意

味着ox ª �是 � �� � 能够形成交缠溶液的阈值o低

于此值o� �� � 分子之间不能充分缠绕形成筛分网

孔∀在 � �� � 质量浓度大于 tu ª �时o即使在没有

甘露醇存在的情况下也具有较好的分离能力o但是

高质量浓度的 � �� � 溶液具有较高的粘度o难以将

筛分剂灌入毛细管中∀ 在相同条件下对筛分试剂灌

入同一根毛细管的时间进行比较o可了解不同筛分

试剂的粘度∀ 基于此法o在 v t � �¤的压力下将 tu

ª �� �� � 溶液灌入一根 vs ¦° ≅ xs Λ° 的毛细管

柱需 ts ¶o而在同样的条件下将含有 ys ª �甘露醇

的 x ª �� �� � 溶液灌入同一毛细管中只需 w ¶∀可

见o后者的粘度比前者小∀对于 x ª �� �� � 筛分体

系o我们研究了不同甘露醇质量浓度对分离的影响∀

在没有甘露醇存在的情况下o此筛分体系对标准片

段的分离情况很差o随甘露醇质量浓度的增大o分离

情况逐渐变好o甘露醇为 ys ª �时o可得到满意的

分离∀ 除 {ott ¥³两个片段由于检测限低而不能检

测外o其它片段都得以分离k如图 t所示l∀图 u显示

在不同甘露醇及 � �� � 质量浓度下 vtw vuv两个

片段的分离度∀分离度数值由 Ρ �
tqt{kτu p τtl
: sqx

t
n : sqx

u

计

算而得∀ 式中o Ρ 为分离度oτt和 τu分别代表两个片

段的迁移时间o: sqx
t
和 : sqx

u
代表两个峰的半宽度∀

由图 u可以看出oys ª �的甘露醇最佳∀
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图 �� 质粒 ∆ΝΑ ΠΓ ΕΜ -�Ζφkn l Ηαε 的无胶筛分电泳谱图

Φιγq�� ΕλεχτροSηερογραP σ οφ SλασP ιδ ∆ΝΑ ΠΓ ΕΜ -�Ζφkn l Ηαε ιν νον-γελσιεϖινγ βυφφερσ

缓冲液}k¤lx ª �� �� � 溶液ok¥lx ª �� �� � n ys ª �甘露醇∀电泳条件}电进样 ts ®� ≅ tx ¶o运行电压为 w ®�

kp ψ n lo紫外检测 uys ±° o柱温 uxε ∀其它条件见实验部分∀� ©̧©̈ µ¶}k¤lx ª �� �� � o k¥lx ª �� �� � º¬·«ys ª �

°¤±±¬·²̄ � ²±§¬·¬²±¶}¬±­̈¦·¬²± ¤·ts ®� ©²µtx ¶o µ̧±±¬±ª ¤·w ®� ©µ²° ± ª̈¤·¬¹¨·² ³²¶¬·¬¹ ö � � §̈ ·̈¦·¬²± ¤·uys ±° o

¦¤³¬̄̄¤µ¼ ·̈° ³̈ µ¤·̧µ̈ ¤·uxε � ·«̈ µ¦²±§¬·¬²±¶¤¶ ¬̄¶·̈§¬± ·«̈ »̈³̈ µ¬° ±̈·¤̄ ¶̈¦·¬²±q

图 �� 不同 ΗΠΜΧ和甘露醇质量浓度下

��� ��� βS 两片段分离度

Φιγq� � Ρ εσολυτιον οφ ��� ��� βS φραγP εντσ ιν

διφφερεντ ΗΠΜΧ ανδ P αννιτολP ασσ χονχεντρατιονσ

� �� � °¤¶¶¦²±¦}tlvª �o ulwª �o vlxª �o wl{ª �o

xltsª �q

� � kul含有甘露醇筛分体系的迁移时间的重复性

与不含甘露醇的筛分体系的重复性相当oz次连续

运行的迁移时间的相对标准偏差为 t uh ∀ 若每次

运行使用新鲜的筛分试剂o则重复性还会改善∀

��� 片段的淌度随甘露醇质量浓度的增大而

线性的降低o其迁移时间和分子的长度k碱基对o¥³l

成正比∀ 图 v显示在甘露醇不同质量浓度存在下的

x ª �� �� � 溶液中 ��� 片段的迁移时间随长度

的变化规律o其线性相关系数大于 s ||| t∀ 这意味

着o在此筛分体系中o在所研究的 ��� 长度范围内

k{s∗ x{z ¥³lo不同长度的 ��� 分子遵从相同的迁

移规律∀ 我们可以据此使用该体系分析确定 ���

分子的长度o该方法与传统的琼脂糖凝胶电泳相比

具有更大的准确度o而且操作简单∀

图 � � 无胶筛分体系中 ∆ΝΑ 的迁移时间与长度的关系

Φιγq�� Πλοτ οφ P ιγρατιον τιP εσϖσ ∆ΝΑ φραγP εντ λενγτη

� ¤±±¬·²̄ ¦²±¦}tl{sª �o ulysª �o vlwsª �o wlusª �q

�� 讨论

甘露醇对分离的影响是由于它具有特殊的分子

结构o见图 w式ktl∀在电泳分离糖类分子时o一般使

用硼酸缓冲液体系o原因在于硼酸根能与糖类分子

上的多羟基形成四配位的络合物o从而改变糖分子

的带电状况o改善分离o见图 w式kul∀纤维素为多糖

类分子o� �� � 分子上的羟基虽然有些被取代o但

仍有 ysh 以上的羟基未被取代∀ 因此o� �� � 分子

和甘露醇分子也同样可以和硼酸根络合o这种络合

物可在 � �� � 分子之间形成桥链k图 xl∀ � «̈ ±ª

等�{ 曾报道甘油的存在可以提高纤维素筛分体系对

��� 分子的筛分效果∀甘露醇对分离的影响明显优
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于甘油o原因在于甘油分子只有三个羟基o而甘露醇

分子有四个羟基o而且两两处于反式o从而有利于甘

露醇充当桥链上的一环∀ 这种桥链的形成能减小或

修饰交缠溶液中的网孔o从而大大改善 ��� 分子

在 � �� � 筛分体系中的迁移行为o提高分离能力∀

随着甘露醇质量浓度的增大o运行电流也在逐

渐增大}从 s ª �时的 w t Λ� 到 ys ª �时的 ts w

Λ� ∀当甘露醇浓度从 ys ª �增大到 {s ª �时o电流

基本不变o为 ts { Λ� ∀ 该现象间接证实了 � �� � �

甘露醇以及硼酸根之间的络合∀因在络合中游离 �
n

被释放出来o使离子强度增大o从而电流也变大∀ 甘

露醇为 ys ª �时的络合作用趋于饱和o再增大甘露

醇质量浓度o分离能力受到负影响∀
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图 �� 甘露醇的分子结构

Φιγq�� Στρυχτυρεσ οφ P αννιτολP ολεχυλε

图 �� 硼酸根�ΗΠΜΧ及甘露醇分子间形成桥链示意图

Φιγq� Ιλλυστρατιον οφ τηε φορP ατιον οφ τετραβορατε βριδγε
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