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RNA 3"一末端32P标记及其核普酸简易测定
程振起 赵林1)赵f 魏西平 李楠茜

（中国科学院生物物理研究所，北京）

近几年来，遗传的物质基础，即脱氧核糖核

酸(DNA）序列分析技术，有了重大突破［15,730

对核酸的结构与功能、基因表达、调控等研究起

了巨大的推动作用。核糖核酸 （RNA）序列分

析工作，在经典方法的基础上，借鉴于 DNA序

列分析方法，也得到了迅速的发展[2,67。简易直

读技术也广泛应用于 RNA序列研究中。DNA

或 RNA序列分析，多采用体外放射性同位素

标记示踪法，其中用放射性磷 [3'P l标记核酸

的5‘一或3’一末端，是研究核酸结构必不可少的

手段。

若在 RNA 分子的3’一末端装上多聚腺嗓

吟核昔酸，利用逆转录酶将其反转录成 cDNA,

测定 。DNA序列，需要专一性引物，合成专一

性引物也需要知道 RNA分子的末端一个核昔

酸。

本文介绍了利用 RNA 连接酶标记 RNA

（包括双链 RNA）分子的3'一末端简易技术和

RNA分子末端核营酸的简易测定方法。

材 料 与 方 法

（一）材料 蕃茄叶 5 SRNA、银杏树叶

5SRNA和国内家蚕多角体病毒双链RNA (CPV

RNA）均由本实验室制备。T4多核昔酸激酶、

T4 RNA连接酶，为中国科学院生物物理所生

化厂生产。核糖核酸酶 T1 (RNase T1),核糖

核酸酶 T2 (RNase T2)、牛胰核糖核酸酶

(RNase A)，由西德 Boehringer Mannheim GmbH
进口。[)--"PI-ATP系由生物物理所二室合成，

比强5Ci/mMoleo丙烯酞胺，为天津化学试剂厂

产品。甲叉双丙烯酞胺，匈牙利 Reanol产品。

DEAE一纤维素纸 （以下简称DEAE一纸）、Wha-

tman No. 3滤纸，为英国 Whatman公司产品。

（二）方法

1．植物 5 SRNA 和家蚕多角休病毒双链

RNA的纯化 从蕃茄叶及银杏树叶中分离

纯化 5SRNA和从家蚕细胞质多角体病毒中分

离纯化双链 RNA的简单方法参见文献「1]0

2. RNA 3，一末端标记13] 分两步进行。

(1) [ 5'-3'P ] pCp的制备：反应混和物总
体积为 10 O,ZI，其组分为 60nMole 3'-CMP,

100jzCi (5'-32 P) ATP（约 20nMole), T4多核

营酸激酶40单位。 反应缓冲系统为 25mM

Tris-HCI, pH7.5，10MM M9C1z, 5mM DTTo

37℃保温30分钟，沸水浴煮3分钟，0℃保存

备用。

(2) RNA 3‘一末端标记：反应混合物总体

积为 1001A，其组分为 5S RNA（或CPV RNA)

501zg, [ 5 =3ZP ] pCp 401A1（上述反应混合物），
ATP 60mM, T4 RNA连接酶 10单位。 反应

缓冲系统为 25mM Tris-HCI, pH7.5, IOmM

Mgclz，牛血清蛋白 1O/cg/ml, 3.3mM DTT.

4℃保温24小时。

3.聚丙烯酞胺凝胶电泳分离与放射自显影

在标记 RNA-X'pC户 的反应液中，加人1/3

体积的饱和蔗搪一澳酚兰溶液，混合均匀，加至

聚丙烯酞胺板状凝胶样品槽内（10%凝胶用于

分离”RNA, 3外凝胶用于分离 CPV RNA)o

丙烯酞胺：甲叉双丙烯酸胺一19:1，板胶尺寸
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为20 X 10 X 0.1厘米，600伏，电泳3小时。

电泳后取下凝胶板的上层玻璃板，用含有32p的

红墨水标出染料带的位置，用塑料膜将凝胶连

同下层玻璃板包好，在暗室中用X-光底片曝
光。

4.标记的5S RNA-X郑Cp从凝胶向DEAE-

纸转移 按照凝胶放射自显影谱带的位置，

切下凝胶上含标记物的胶条（约10 X 1毫米），

置于一张 DEAE一纸上，在胶条上加一滴转移溶

液 （1M NH4Ac, pH4.5，O.1mM EDTA)，覆

盖上一块用过的X一光底片，再压上一块玻璃板

（见图1)0 37℃过夜。

记的混合物中分离纯化出 RNA-X知Cp（见图

2)o

为了测定标记 RNA的3’一末端产物，我们

建立了方便的 DEAE一纸转移方法，测定了蕃茄

叶 5 S RNA（已知序列）的 3‘一末端核昔酸和银

杏树叶 5S RNA （未知序列）的3’一末端核昔

酸。 结果证明这两个3’一末端核普酸均为尿咯

咤核普酸（见图3)0

在制备 ［5-3,p 1 PCP标记物和 RNA 3’一末

端标记过程中，为了简化操作步骤，反应充分，

缩短实验周期，我们采用如下措施：

[r "P]ATP＋CpT4多核普酸激酶 32

pCp十 RNA-X01-1

370C 30分钟

T4 RNA 连接酶
4℃ 24小时

pCp＋ADP (1)

胶条 DEAE一纸 Y( RNA-X"pCp

图1 3'一端标记 5S RNA 从凝胶向 DEAE一纸转移方法

5. DEAE一纸上原位酶解 标记物从胶条

向 DEAE一纸充分转移后，取走胶条，在DEAE-

纸的转移位置上滴加 10川 混合酶液 （1.Oml

0.1M NH4Ac, pH4.5，含 RNase T1 500单位，

RNase T2 200单位，RNase A 50Ogg) I立即用

塑料薄膜包好，37℃保温5-6小时。

6．纸电泳分离鉴定 原位酶解后，剪下

酶解位置的 DEAE一纸片（10x1毫米），加上

2间含有非放射性标记的4种核昔-3’一单磷酸

混合液 （AMP, CMP, GMP-, UMP，浓度为

1 mg/ml )作为标准物，用胶水将纸片贴在Wha-

rman No. 3滤纸基线上，于 0.02M 柠檬酸钠

缓冲系统 （pH 3.5）电泳，500伏，，小时。在

紫外灯下划出斗种单核普酸的位置，在暗室中

对 X一光底片曝光。

图2 1W,聚丙烯酸胺凝胶分离蕃茄叶
53 RNA-X3丫Cp的放射自显影图谱

结 果 与 讨 论

我们采用较简单的方法，从 〔r32P] ATP

开始，经T4多核苔酸激酶作用，在3'-CMP的

5’端标记上 32P（即32pcp)。未经分离，即应用

上述标记混合物，又经T4 RNA连接酶的作用，

将32p标记物连接到RNA的3‘一末端（即RNA-

X知Cp)。用聚丙烯酸胺凝胶电泳，从上述标

第一，在反应（1)中，反应物Cp的量超过 〔r-

3-'P] ATP量的3-5倍（按克分子比），使 〔r-

-P] ATP得到充分利用。转化率可达80多以

上。 所得产物 ’2PCP的比强与 〔r- 32p ] ATP

原比强相同。第二，反应（1)结束后，于1000C

水浴煮3分钟，使T4多核营酸激酶失活，无需

分离产物 ’,PCP。在反应液中，残留的 ATP和

Cp均对下一步标记无影响，可直接应用原反应

液。第三，反应(2）中，使用 RNA连接酶的突

出优点，是此酶制剂中无杂酶污染，催化反应可

在较低温度（40C）下进行。连接产率大于50务。

以上优点均可避免在反应过程中 RNA被降解

的可能性，连接产物呈单一带（见图2)0

我们利用 T4 RNA连接酶和’2pcp，进行

双链RNA分子的3'端标记，空间障碍无影响，

标记却很容易。图4是 CPV RNA 3’一末端s2p

标记后经3%聚丙烯酞胺凝胶电泳分离后的

放射自显影图谱。它与非s2p标记的CPV RNA

凝胶电泳分离染色图谱[a7完全一致。强放射性
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法与目前常用的方法（包括从凝胶上抽提RNA,

离心、透析、冷冻、干燥等步骤）相比较，具有操

作简便、节省人力、灵敏度高等优点，对于小分

子 RNA混合物中某一 RNA末端核普酸，可

不用预先纯化分离，只要将混合物末端标记电

泳分离，即可选择性地转移其中的某一RNA分

子带，进行末端测定。本文介绍的简易方法，为

探讨由蛇毒二醋酶部分降解的 RNA片段进行

3'端标记，直接测定其序列的可能性，提供了条

件。

图3 pH3.，纸电泳分离鉴定斗种单核普酸图潜

3217标记双链 RNA的末端，能为分析双链 RNA

分子的序列，研究其结构与功能关系及其病毒

致病机理，提供方便途径。

3’一末端标记 5S RNA产物经10多聚丙烯

酸胺凝胶电泳后（见图2)，向DEAE一纸转移的

转移率较高，可达70多（测量纸片与胶条放射

性，计数后计算）。若转移效果不好，可用同样

方法，对原胶条进行二次或三次转移。转移后，

含有 RNA标记物的DEAE一纸片，经混合酶解

后，可得到3’一末端标记的单核昔酸X知 产物。

由于 DEAE一纸带有 DEAE基团，因此转移的

RNA或降解的单核普酸都不会产生扩散现象。

pH3.5纸电泳分离鉴定4种单核昔酸是有

效的经典方法，电泳分离过程中尽管被分离物

有从DEAE一纸向一般滤纸的转移过程，但由于

DEAE一纸片很窄，对分离效果无影响（见图3)0

我们采用的测定 RNA末端核普酸简易方

图4 3'端3，标记 CPV双链RNA凝胶电泳分离
放射自显影图谱（曝光时间8小时）
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