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核酸碱基薄层层析双波色谱扫描分析

贾成禹 窦永泽
（中国科学院成都生物研究所）

核酸组成成分及衍生物的分析除常用的电

泳、纸层析和薄层层析洗脱比色法外，近年来

又出现了双波长色谱扫描法和高压液相层析

法[2,51。但已报道的双波长色谱扫描法测定的

碱基种类不多，在测定 DNA (G + C）克分

子外方面，尚未见报道。我们在实验中摸索出

分离核酸碱基效果好的硅胶薄层析，并考查了

双波长色谱扫描分析法的准确度。

材料和方法

（一）主要试剂及仪器

1．试剂 碱基 A, G, C, T和U，均为

层析纯，含量＞98多；A, U德国产，C为 BDH

产，G, T分别为上海东海制药厂和恒信化工厂

产。小牛胸腺 DNA为上海牛奶公司产。薄层

层析用硅胶H,为青岛海洋化工厂产。薄层层

析用纤维素 (cell ulosepulver MN300UV254)，德

国产。 狡甲基纤维素钠为上海化学试剂厂产。

其他试剂为AR，水为重蒸水。

2．仪器 日本岛律 CS-910双波长色

谱扫描仪。

（二）分析方法

1.薄层层析分离

(1)制板：取 16.28硅胶 H, 1.8 g MN

30OUV 254纤维素，0.5外挟甲基纤维素钠（离

心去除悬浮物）90ml，于匀浆器中匀浆5分钟，

速度以浆液不溅出为度，抽气，均匀涂布在6块

20 X l Ocm或4块20 X 15cm的平整清洁的玻板

上。

(2)薄层分离：称取 25X103nM (1nM二

10-9M) A, G, C, T, U,盛于不同容器中，再分

别称取同样量的上述各碱基混合于一个容器，

各加I ml水，1滴12N NaOH液助溶，后加1

滴浓 HCl，用 0.1 N HCI稀释到5m1。将上

述硅胶薄层板于1050C活化半小时，按常法把

单个及混合的碱基溶液分别点在不同的点上，

用饱和正丁醇上行展开至前沿 12 cm处取出，

时间1.5小时。 层析后风千或吹干，于254nm

紫外灯上定位，画出各碱基斑点的位置，计算

Rf值。

2. DNA碱基定量分析

(1）标准曲线绘制：准确称取并按上法配

成各种碱基浓度为5nM/冈的A, G, C, T标
准碱基混合液，取活化的3块 20X 10cm硅胶

板，每板点5点，分别为1,2,3,4,5冈，按前层

析，用 CS-910双波长色谱扫描仪测定。测定

条件：xS二265nm, AR二370nm，反射法，线

性扫描。用量高法计积分值，将各板中种类和

含量均相同的碱基之积分值加和平均，求各碱

基积分值和 nM 之间关系的回归方程，作出以

积分值（任意单位）为Y, nM为X的回归直线，

即为标准曲线。

(2）样品测定：加 2 mg DNA样品和 2m1

88多甲酸于 GG 17玻璃制的2m1安瓶中，按

Aaron Bendicht4，法水解，依标准碱基溶液配法

溶成 0.2m1样品液。取不同量的样品液与 3 o1

标准碱基混合液点于同板的不同点上，层析和
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扫描测定后，选取积分值与标品积分值相差不

大的样品量作为测定点样量。 取3块薄层板，

每板点标品 3砂，共3点，样品按预测量点样，

亦为3点，照前层析和扫描，分别求出各板中标

品和样品相应碱基积分值的平均值，在相应碱

基标准曲线上找出标品积分值和 15 nM所在的

点，从该点推出标准曲线的平行线，即校正曲

线，其上由样品积分值对应的X值就是样品的

nM数。如果样品和标品积分值接近，也可由

样品 rim二样品积分值X15／标品积分值，直接

算出来。

将测得的 A,G,C,T之 nM 数，即AnM N

Gnm N CnM、TnM代人下式：

(G＋C)克分子多

～一 －GnM土卫2-m -一一一 x 100
AnM＋GnM＋CnM+TnM

就得到分析结果。把3块薄层板测得的上述数

值平均，便是该 DNA的碱基组成。

结果和讨论

C-)碱甚菠层层析结果 如表1和图

1示。对于核酸碱基薄层层析分离，大多数文

献是使用纤维素板，据我们多方实验不如硅胶

板层析好。聚酸胺薄层析［113可以把 RNA碱基

A, G, C, U分开 （G在原点），但未报道DNA

碱基中的T层析数据。桧山千都子等［[z]的硅胶

薄层层析分离的碱基种类也很少。本实验根据

前人的经验，摸索出的硅胶薄层层析法，只经单

向展层就彻底分开了 A, G, C, T, U 5种碱基

混合物，各斑点很明晰，效果稳定，重现性很好，

既可用于 DNA及 RNA碱基分离，又可用于

此两种核酸混合物的各碱基测定。在薄层板的

两端可各作一次分析，省时省原料。

（二）定量分析

1．标准曲线如图2示。回归方程的‘检

验：查t表，df=n一2～3, to.oi～5.841，而

现在A的 ，～33.43, G为17.96, C为17.39,

T为9.26，均＞10.01，故 P＜0.01，差异极为显

著。这表明5-25nM范围内线性关系好，宜作

定量分析，灵敏度也高，可测小于l,ug的碱基。

由于有明显的线性关系，所以在此范围内如果

样品和标品积分值接近，可由样品 nM二样品

表1 碱基薄层层析 R，值

碱基 A G c T U

Rt 0.54 0.40 0.30 0.74 0.64

图1 薄层析谱

1．小牛胸腺 DNA水解物：2. (A十G＋c十T);

3. CA＋G＋c＋T＋U),
在254nm紫外灯下显影时，由于该仪器形状限

制，无法用一般照相机拍摄，此照片系在 254nm 紫
外分析灯显影时用铅笔勾画出各斑点后，在自然光

照下拍摄结果。

积分值 （任意单位）

C 回归方程

Y‘二一。.840+1.341 X

T 回 归方程

Y：二一1. 225 +1.26 7 X

回归方程

宁。二，.880+2.444X

散点

A回归方程

yA=3.590+1.922X

图2 各碱基标准曲线
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积分值X15／标品积分值，直接算出样品碱基含

量，省去作标准曲线，使工作更为简便。

2．分析结果 如表2示。由表2数据可

看出，(G+C）克分子外最大标准误差在1 0.66

以下，相对误差土1.28％以下，各碱基的最大标

准误差在1 0.50以下，相对误差4.42务以下，

符合一般光学分析法的误差范围。另外，将本

实验测得的小牛胸腺DNA(G＋C）克分子％，

44.02多，与文献［[31报道的不同作者的常法分析

结果为41.60-44.80并相比，也说明本法结果

可靠。

本报告摸索出的核酸碱基硅胶薄层层析双

波长色谱扫描分析，只需1.5小时的单向层离

就可把 A, G, C, T, U彻底分开，扫描测定半

小时即可完成，可测低至5 nM（即I fug以下）的

碱基，经统计处理完全符合一般光学分析法的

准确度（相对误差士5多）；溶剂系统简单，主要

用国产硅胶，故价廉。所以，在核酸碱基分析方

面，与现在常用的纸层析和薄层层析洗脱比色

法比较，本法简便、快速、灵敏、可靠。
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会 讯
遗传工程在工业上的应用讨论会简讯

中国遗传学会最近在杭州召开了遗传工程在工业

上的应用讨论会。会议主持人李载平教授在发言中指

出，基因工程与核子物理等学科相比是小学科，花钱不

多，但收效极大。他说，当前世界上开展的遗传工程研

究仅仅是个开始，我们需要做的而又能够做的工作很

多，一定要开阔视野。例如用基因工程制造探针技术，

必将形成一个新的产业。它可以用特异性 DNA片段

的分子杂交法进行各种目的基因的检测，其灵敏度将

比现在常用的免疫沉淀法高出1,000倍。这种探针可

用于检测遗传病、食品检验检查沙门氏菌污染，甚至制

造探针柱预防血液受乙型肝炎病毒或其它化学有害物

质的污染。其它诸如建立分泌型载体系统，建立合适

的发酵和产物提取工艺、降低成本、增加收益等等，将

有大量工作可做。

在会议上的学术交流表明，近几年来我国遗传工

程的研究工作在某些项目上已取得可喜成果。例如乙

型肝炎病毒、干扰素等不仅得到克隆，而且已经在细菌

或酵母中表达。人前胰岛素的研究在细菌中得到高效

表达，前胰岛素蛋白的产量已占菌株总蛋白的40%,

达到了可以投人生产的水平。此外口蹄疫病毒、人绒

毛膜促性腺激素抗生育疫苗、抗菌素、氨基酸、传染性

腹泻病疫苗、尿激酶等的基因工程也已获得阶段成果。

对于纤维素酶、血浆蛋白、胸腺素、家畜和鱼类育种也

提出了许多引人注目的课题。

会上，就如何在我国迅速发展基因工程间题组织

了专题座谈并提出了建议：(1)进一步加强遗传工程

的学术交流活动，组织人员迅速的报道国外情报信息。

(2）扎扎实实抓好全国 3个生物工程中心的建设，提出

建议，看准研究方向。(3）抓好遗传工程研究人材的培

养。(4）抓好科研、教育、生产三结合。(5)希望改善国

内工具酶、同位素的供应，从长远来看应建立自己的工

业体系。

（安锡培）
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