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PA GE 银染和条带回收方法的改进
陈亮明,张冬林,李志辉,陈永华,肖晶晶,彭丽梅

(中南林业科技大学 资源与环境学院,湖南 长沙 410004)

摘　要:　为了提高聚丙烯酰胺凝胶电泳 (PA GE)的银染效果和条带回收的效率,以广玉兰DNA 为材料进行 ISSR 2PCR 分析,比较

了两种银染 (常规银染法和快速银染法)和条带回收法 (乙醇糖原法和改进的煮沸法). 结果显示:两种银染方法效果一致,但常规银染

要用2～ 3 h,而快速银染仅用30m in,是常规银染的1ö6～ 1ö4;改良的煮沸法回收条带比乙醇糖原法更简便、更快捷. 因此,快速银染和

改良的煮沸法条带回收法可以应用在以后的研究中.
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Abstract: To enhance the efficiency of silver stain ing and band recovering in Po lyacrylam ide Gel E lectropho resis (PA GE ) , bo th

conventional silver stain ing and speedy silver stain ing w ere investigated, using the technique of ISSR 2PCR m arkers w ith M ag nolia

g rand if lora DNA. D uring band2recovering, conventional ethano l hepatin m ethod and imp roved bo iling m ethod w ere emp loyed and

fo llow ed by re2amp lification of PCR identification. T he resu lts indicate that the two m ethods p roduce sim ilar clear bands and band

patterns, bu t the p rocedure of conventional silver stain ing takes 2～ 3 hours w h ile the speedy silver stain ing only requires 30 m inutes

w h ich reduces the experim ental t im e by 4～ 6 tim es. T he imp roved bo iling m ethod is mo re convenien t and tim e2saving than the

conventional one. Speedy silver stain ing and imp roved bo iling band2recovering can be emp loyed in the fu ture studies.
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目前大部分实验室在检测PA GE 凝胶条带时都采用常规银染法[ 1～ 4 ],这种方法具有分辨率和灵敏度高、简

便、无同位素污染等优点,但它的缺点是银染时间较长,银染过程需要 2～ 3 h. 在PA GE 胶中条带回收时,由于

PA GE 胶比较薄、条带较小,回收比较困难且效率低[ 5 ]. 针对这些问题,本文中比较了两种银染和条带回收法,

目的在于简化程序,提高银染效果和条带回收效率.

1　材料和方法

1. 1　材　料

材料为广玉兰幼嫩叶片,于 2006年 4月采自湖南省长沙市天际岭生态公园, - 20 ℃低温保存备用. 用于

ISSR 2PCR 反应的dN T P、T aq酶、M g2+ 购自T aKaR a 公司,标准分子量 (100 bp M arker) 购自T IN GEN 公司,

引物参照加拿大哥伦比亚大学 (UBC)提供的 ISSR 引物序列,于 Invert rigen 公司合成. PCR 反应在PTC2200型

PCR 循环仪上进行.
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1. 2　方　法

1. 2. 1　银染方法

比较变性PA GE 胶在常规银染方法与快速银染方法的时间与银染效果. 常规银染方法[ 6 ]: ①电泳后,小心

地将胶与玻璃板分离,使胶附着于短板上. ②将胶连同短板浸泡在 500 mL 固定液 (100 mL 冰醋酸加去离子水

定容至1 L )中,在摇床上摇至染料颜色消失大约2 h 或静置过夜. ③倒出固定液,在摇床上用去离子水洗3次,

每次2 m in. 每次从水中取出时须将短板倾斜让水流尽后再进行下一次洗涤. ④将胶连同短板浸泡在500mL 银

染液 (银染液: 1 g 硝酸银溶于1 L 去离子水中,用前加1. 5 mL 甲醛)中,摇床上染色30 m in. ⑤准备好显影液 (显

影液: 30 g 碳酸钠溶于1 L 去离子水中,用前加1. 5 mL 甲醛和200 ΛL 硫代硫酸钠) , 10 ℃预冷. ⑥将胶从染液

中取出,放入去离子水中清洗,然后转入预冷的显影液中显影. 注意:从胶放入去离子水到转入显影液时间不得

超过5～ 10 s. ⑦在摇床上显影直至带全部显现. 注意: 为保持背景清晰,显影不可过度. ⑧将500 mL 固定液直

接倒入显影液中中止显影. 摇床上放置2～ 3 m in. ⑨用去离子水洗2次. ○10置于去离子水短暂保存.

快速银染方法:①双蒸水漂洗2次,每次1 m in. ②0. 1%A gNO 3 溶液染色10～ 15 m in (A gNO 3 配置成20倍浓

度,用时取20 mL 加双蒸水380 mL ,稀释成400 mL ). ③双蒸水漂洗2次,每次1 m in. ④显影液 (氢氧化钠50 g+

四硼酸钠1. 9 g 加水至500 mL 配置成20倍浓度,预冷,用时取20 mL 加双蒸水380 mL ,稀释成400 mL ,再加750

ΛL 37%的甲醛)显色5～ 10 m in. ⑤等带完全现出后,倒掉显色液. ⑥双蒸水漂洗1～ 2 m in,照相并用保鲜膜保存.

1. 2. 2　差异条带的回收方法

从银染的PA GE 胶上切下差异条带,差异带回收采用乙醇糖原法[ 7 ]和改进的煮沸法 2种. 乙醇糖原法: 从

聚丙烯酰胺凝胶上切下目的条带,放入1. 5 mL 离心管中,用1 mL T E 快速冲洗1遍后,加入100 ΛL T E buffer,

碾碎胶条,室温放置15 m in 后, 100 ℃水浴15 m in,于10 000 röm in 离心2 m in,除去凝胶,上清液转至一新的离

心管中,加1ö10体积的N aA c (3 m o löL , pH 4. 8)、5 ΛL 糖元 (10 m gömL )和250 ΛL 无水乙醇, - 20 ℃沉淀过夜.

在4 ℃条件下15 000 röm in 离心15 m in, 70%乙醇洗2次,室温稍干燥后,用双蒸水溶解.

改进的煮沸法:做1. 5 mm 厚的PA GE 胶,上样量加大到15 ΛL ,从聚丙烯酰胺凝胶上切下目的条带,放人0.

5 mL 的灭菌离心管中,加50 ΛL 灭菌双蒸水洗胶2～ 3次,后加入30 ΛL 灭菌双蒸水并用吸头碾碎,于沸水中煮

沸10 m in 左右,冷却后离心收集上清液, - 20 ℃条件下保存.

1. 2. 3　差异条带的再扩增

分别取乙醇糖原法和改进的煮沸法回收产物5 ΛL 用于PCR 的重扩增. 差异片段重扩增采用与 ISSR 2PCR

相同的反应体系和反应条件,与片段相对应的引物组合进行重扩增, 1. 0%琼脂糖电泳检测.

2　结果与分析

2. 1　两种银染方法结果的比较

用常规银染 (图见12A )与快速银染 (见图12B ) 2种方法进行银染比较, 银染结果在2种方法上没有发现

M : 100bp DNA 标记; 1～ 4:广玉兰 ISSR 2PCR 产物

图 1　常规和快速银染方法的银染结果

F ig. 1　The result of conven tiona l silver sta in ing and speedy silver sta in ing
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明显的差异,但银染时间不同,常规银染法需要2～ 3 h,而快速银染法只要30 m in,大大缩短了银染时间,说明

快速银染方法在保证银染效果的同时还具有快速和有效的优点. 同时快速银染方法与常规银染方法比较,很明

显的区别是胶的背景较浅,条带更清晰.

M : 100 bp DNA 标记; 1:乙醇糖原法; 2:改进的煮沸法;

3:阴性对照; 4, 5为1, 2的重复

图 2　用乙醇糖原法和改进的煮沸法回收产物进行再 PCR

产物的琼脂糖电泳检测

F ig. 2 　 Agarose gel electrophoresis of second PCR

products on ethanol hepatin m ethod and

im proved bo il ing m ethod

2. 2　差异条带的回收与再扩增

用乙醇糖原法和改进的煮沸法获取的模板,经

二次扩增后均获得了大小在 400 bp 左右的特异性

的再扩增条带,用 2 种方法获取的模板进行再扩增

的效果明显,结果也表现一致 (见图 2). 但改进的煮

沸法回收的时间仅为30 m in,比乙醇糖原法更简便、

更快捷.

3　讨　论

与常规银染方法比较,快速银染法也具有很高

的分辨率,还具有快速的优点,可广泛应用于涉及聚

丙烯酰胺胶的DNA 检测研究, 如m RNA 差异示、

RA PD、R FL P、SSP、SSCP、SSR 和 ISSR 等[ 8～ 10 ]. 银

染反应的进行需要一个碱性的环境,在实验中发现

随着N aOH 质量浓度的增加,胶的背景可变浅,并有助于祛除胶中非特异的银颗粒,而当N aOH 质量浓度低于

10 göL 时,胶的背景变深,不利于DNA 带的显现. 有研究发现,在显色液中加入少量其它的非中性弱酸盐 (如

N aHCO 3、N aH 2PO 4、N a2B 4O 7、N a2H PO 3、ED TA 22N a、CHOON a 和CHOO K 等)也有助于条带的显现,并保持显

带的稳定性,维持胶的浅色背景,使其在显色液中较长时间放置背景也不会加深[ 11 ].

从PA GE 中回收差异条带效率的高低,对回收产物的二次PCR 扩增以及以二次扩增为基础的纯化、克隆

和测序具有重要的作用,对于PA GE 胶银染后差异条带的回收,有许多学者[ 12, 13 ]曾采用过不同的方法进行研

究,所持的观点不尽相同,这可能与不同的研究者所用的实验材料及实验条件不同有关. 为提高回收的效率,将

PA GE 胶的厚度增加到1. 5 mm ,上样量加大到15 ΛL ,改进的煮沸法从银染的PA GE 中回收差异条带,这种方

法较常规的乙醇糖原法操作方便,程序简化,有利于减少二次扩增时模板信息量的损失,经过二次扩增电泳,证

明了这种方法的有效性和可靠性. 笔者认为,采用快速银染法对PA GE 胶进行快速银染和采用改进的煮沸法进

行差异条带回收,可以优化 ISSR 标记技术,使之更快捷、更有效.
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