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大肠杆菌 !"#$唾液酸合成酶最小活性域的研究

金春生 金 城"

（中国科学院微生物研究所资源前期开发国家重点实验室 北京 !%%%"%）

摘 要 比较大肠杆菌与脑膜炎奈瑟氏球菌的 4EF0唾液酸合成酶的氨基酸序列，发现大肠杆菌 4EF0唾液酸合成
酶的保守区域主要位于 *0端，其 40末端似乎对其催化活性没有作用。通过 F4G方法，对大肠杆菌 4EF0唾液酸合成
酶的 40末端进行了一系列截短，将得到的产物连接至表达载体 H=70!8.中，在大肠杆菌 IJ$!（K=6）HJLC3中表达。
经 MF7N诱导，发现从 40末端截去 !"O个氨基酸酶仍有催化活性，说明大肠杆菌 4EF0唾液酸合成酶的最小活性域主
要集中在 *0末端的 $$O个氨基酸。有催化活性的 40端缺失突变合成酶的比活、最适 HP及热稳定性发生变化，提示
被截去的 40端氨基酸残基虽不直接参与构成酶的催化活性中心，但可影响催化活性域的构象，从而对酶的催化活
性与稳定性产生影响。

关键词 唾液酸，4EF0唾液酸合成酶，截短
中图分类号 Q1"< 文献标识码 R 文章编号 !%%%06%#!（$%%$）%#0%#1#0%1

4EF0唾液酸合成酶（4LS>T>@, 8’0-’@’HU’CHU:S,
*0:A,SL(@,D/:->@>A :A>T CL@SU,S:C,）是合成唾液酸化糖
链的关键酶，催化合成唾液酸的激活形式 4EF0唾液
酸。研究发现在哺乳动物细胞中，恶性肿瘤中唾液

酸含量高于正常细胞［!］。并且发现用药物抑制唾液

酸化可减缓肿瘤的迁移［$，6］。在细菌中，它是多种致

病菌的毒力因子［<］。最近，在许多致病真菌的细胞

壁中发现有唾液酸存在［8 V 1］。估计这些唾液酸化的

糖链在真菌所起的作用与一些病原菌中的作用一

样，即通过模拟宿主细胞的表面抗原以逃避宿主细

胞的免疫系统［"］。此外，最近在昆虫细胞中也发现

有唾液酸存在，但具体功能仍不清楚［O］。很明显，研

究生物体内唾液酸化糖链的机制正引起广泛的兴

趣。

我们已从大肠杆菌中分离得到 4EF0唾液酸合
成酶，并使其高效表达［!%］。在与其它 4EF0唾液酸
合成酶进行同源性比较时发现，此酶的保守区主要

位于 *0末端。本实验以此为基础，利用 F4G方法，
对得到的大肠杆菌 4EF0唾液酸合成酶的 40末端进
行截短，研究 40末端对 4EF0唾液酸合成酶的影响以
及最小活性片段。研究发现 40端截去 !"O个氨基酸

残基后酶仍具有催化活性，进一步截短则导致酶丧

失催化活性。硅胶薄层层析分析表明 40端截去 !"O
氨基酸残基的缺失突变合成酶仍可催化合成 4EF0
唾液酸，说明大肠杆菌 4EF0唾液酸合成酶最小活性
区域位于其 *0末端的 $$O 个氨基酸之中。对缺失
突变合成酶部分酶学性质的分析表明，截去的 40端
可能对催化活性域的构象有影响，并对其有稳定作

用。

% 材料和方法

%&% 菌株及质粒
大肠杆菌菌株 <<$11 为中国菌种保藏中心保

藏。大肠杆菌 KP8!购自 I,SU,CT:研究实验室。大
肠杆菌 IJ$!（K=6）HJLC3和 H=70!8.购自 *’+:W,@公
司。质粒 H71<含大肠杆菌 4EF0唾液酸合成酶基因
为本实验室构建［!%］。

%&’ 工具酶及试剂
47F和 *0乙酰神经氨酸（*0:A,SL(@,D/:->@>A :A0

>T，*,DRA）购自 3>W-: 公司。限制酶及 3-) K*R 聚
合酶购自 F/’-,W:公司。7< K*R连接酶购自 7:2:0
G:公司。其它试剂均为分析纯产品。



所用寡核苷酸引物为博亚公司及中国科学院微

生物所技术室合成。

!"#$%" &%’(%)*%

+&, ,’-+.++/.00+./++//0/../..0+0/.//..++/

+&1 ,’-/.00/.++../...//+//.+.++0+./.

2334, ,’-0++00/.++.././......0.+./.....

23536 ,’-0++00/.++../+..+0/0..././++/0+

2478 ,’-+0+00/.++../.0/.0+/.+/.....+..

2614 ,’-0++00/.++..//.+///..+/...+0

2946 ,’-0+000/.++..//0././+/..../..../0

2991 ,’-//.00/.++../+.0//.00.//..0+//0

2918 ,’-0++00/.++..//.++/..+./.+/.+./.

2915 ,’-//.00/.++..//0/0+...++../.++/.

!"# $%末端缺失突变 $&’%唾液酸合成酶的构建
以含有大肠杆菌 +:!-唾液酸合成酶基因的质

粒 ;.67为模板，利用合成的寡核苷酸引物扩增出不
同长度 +-末端截短的 2</片段。在片段的 ,=端引
入 !"#> 位点，1=端引入终止密码子 .// 及 $%&?>
位点。连接至表达载体 ;@.-3,A 的 !"#> 和 $%&?>
位点中，转化大肠杆菌 BCD3（2@1）;CEF&，得到不同
长度缺失 +-末端的 +:!-唾液酸合成酶。!+G反应
条件为：87H变性 3$#)，,,H退火 3$#)，6DH延伸
3I,$#)，循环 15次。
!"( 转化菌株的培养
以构建的重组质粒转化的菌株在 16H下 CB培

养基（含氨卞青霉素 355!JK$C）中培养。当 ’( 值达
到 5I9 L 5I4 时，加入终浓度为 5I7$$MNKC的 >!.0，
D,H诱导 35O。离心（,555"K$#)，3,$#)）收获菌体，保
存于-65H。
!") 制备纯化缺失 $末端的 $&’%唾液酸合成酶

3C含有重组质粒的大肠杆菌细胞经 >!.0 诱
导，离心（,555"K$#)，3,$#)）收获菌体。用 45$C
,5$$MNKC ."#F-?+N，;?4I5缓冲液悬浮菌体。置于冰
上超声破碎细胞，离心（37555J 3,$#)）去除细胞碎
片。向上清液中缓慢加入固体硫酸铵，收集 1,P L
95P饱和度的沉淀。溶于 ,5$C 同种缓冲液中，用
1C的含 5I3$MNKC <Q+N 的 ,5$$MNKC ."#F-?+N，;?6I9
透析过夜。除盐的粗酶冻干浓缩。进一步用离子交

换柱 2@/@-,D（DI,*$ R 15*$）纯化。用含 5I3$MNKC

<Q+N的 ,5$$MNKC ."#F-?+N，;?6I9缓冲液平衡柱，上
样后，先用一个柱体积的平衡缓冲液洗脱掉未结合

的蛋白。然后用 DC同种缓冲液配制的 5I35$MNKC至
5ID,$MNKC的 <Q+N进行梯度洗脱，&2&-!/0@检测目
的蛋白，合并有活力的各个部分，对平衡缓冲液透析

过夜，冻干浓缩。以上各步骤均在 7H进行。
!"* 酶活测定
用 D-硫代巴比妥酸的方法测定［33］。D,5!C反应

体系中含有 ,I, $$MNKC +.!，DI4 $$MNKC唾液酸，
5ID$MNKC ."#F-?+N， ;?8I5， D5$$MNKC :J+ND 和

5ID$$MNKC 2..。在 16H 保温 3O，加入 3I9$MNKC
<QB?7 置于室温 3,$#)。用于还原剩余的唾液酸。
然后加入 ,5!C ?1!S7 置于 5H,$#)，用于消除剩余
的 <QB?7。再在 16H水浴中保温 35$#)，用来断裂

+:!-唾液酸中的磷酯键。加入 ,5!C 5I5D$MNKC
<Q>S7 来氧化解离下来的唾液酸，置于室温 35$#)。
再加入 755!C溶于 5I,$MNKC ?+N 的 7P <Q/FSD，而

后加入 3$C溶于 5I,$MNKC <QD&S7 的 5I9P D-硫代巴
比妥酸。于沸水中加热 3,$#)。加入 3$C 环己酮，
将液相的粉红色萃取至有机相。将有机相在 ,78)$
比色。酶的活力单位定义为在 16H 3$#)内催化生
成 3!$MN +:!-唾液酸的酶量。
!"+ $&’%唾液酸的合成

D,5!C 反应体系中含有 ,I,$$MNKC +.!，DI4
$$MNKC唾液酸，5ID$MNKC ."#F-?+N，;?8I5，D5$$MNKC
:J+ND 和 5ID$$MNKC 2.. 及适量的酶，16H 反应

95$#)。反应产物经滤纸过滤，向滤液加入乙醇（8 T 3
)K)），沉淀 ,O。冷冻干燥后悬浮于 ,5 $$MNKC ."#F-
?+N，;?4I5中，进行硅胶薄层层析。展层液为 8,P乙
醇与 3$MNKC <?7/*，;?9I5的混合物（6T1）。

, 结 果

,"! 大肠杆菌与其它细菌来源的 $&’%唾液酸合
成酶氨基酸序列的同源性比较

大肠杆菌与其它细菌的 +:!-唾液酸合成酶氨
基酸序列同源性比较发现，此类胞苷基转移酶的保

守残基主要集中在 <-端的 D35 个氨基酸中。细菌
!*+,--*+,% &*.,./,0,1,-，2%*&#34,56- ,.756*.8%* 和 2%*9
&#34,56- 16"+*:, 的 +:!-唾液酸合成酶分别有 DD4，
DD4和 DD8个氨基酸残基［3D L 37］；大肠杆菌 +:!-唾液
酸合成酶虽有 734个氨基酸，但其保守序列也主要
集中在 <-端的 D35个氨基酸中（图 3）。

6699期 金春生等：大肠杆菌 +:!-唾液酸合成酶最小活性域的研究



图 ! 大肠杆菌与其它已知的 "#$%唾液酸合成酶底物
结合区域保守氨基酸的序列比较

&’()! *+’,- ./’0 12342,/2 .5’(,+2,6 -7 682 14916:.62 9’,(’,(
:2(’-,1 -7 ;,-<, 9./62:’.5 "#$%=24*/ 1>,6826.12

?"（! ) "#$%），=#（& ) ’()%)*%+%,(-），@A（. ) %)/$0()12），@B（. )

,0"3(4%），*"（5(3#’#)2- "26%2(），""（72’84$#92"+(3 "#$%），C*（:+3(8+#;

"#""0- 2*2$2"+%2(），@$（.($%"#92"+(3 84$#3%）

!"! #$末端缺失突变 #%&$唾液酸合成酶的构
建

根据对不同细菌来源的 "#$%唾液酸合成酶的
同源性分析，推测大肠杆菌 "#$%唾液酸合成酶的催
化活性域位于 =%末端的 D!E个氨基酸内，为此我们
对该酶进行了缺失突变。用 $"F方法扩增出大肠
杆菌 "#$%唾液酸合成酶基因编码区 GH%端缺失片
段，并在扩增片段的 GH%端分别引入终止密码子 I**
（图 D*）。将扩增片段分别连接到 J?I%!K9的 &"#AL
<2’@A位点后，转化大肠杆菌 MND!（B?G）JN>1C。经
测序证实所克隆的片段均为预期突变基因，其编码

的蛋白如图 DM所示，其中 "C%!DG包括 GOK个氨基
酸；"C%!PO 含有 GGO 个氨基酸；"C%!!GK 含有 DQG
个氨基酸；"C%!!PD含有 DRS个氨基酸；"C%!!QO含
有 DDO 个氨基酸；"C%!!OP 含有 DD! 个氨基酸；"C%
!DEK含有 D!G 个氨基酸；而 "C%!DEQ 含有 D!E 个
氨基酸。

!"’ 缺失突变 #%&$唾液酸合成酶的表达与活力
测定

将构建好的含缺失突变 "#$%唾液酸合成酶基
因的表达质粒分别转化大肠杆菌 MND!（B?G）JN>1C，
经 A$IT 诱导后，用 CBC%$*T? 分析表达产物，得到
不同大小的缺失突变 "#$%唾液酸合成酶，表达蛋白
的分子量与预期的大小相符（图 G）。

图 D *U 一系列缺失 "末端的 "#$%唾液酸合成酶的 $"F
产物；MU 构建的 Q种缺失 "末端的 "#$%唾液酸合成酶

&’()D *) $"F J:-04/61 /-::21J-,0’,( 6- . 12:’21 -7 "%62:+’,.5
2526’-, -7 "#$%=24*/ 1>,6826.12；M) I82 2’(86 02526’-, /-,16:4/61

-7 ! ) "#$% "#$%=24*/ 1>,6826.12
!、!E ) B=* !EE9J 5.002:；D) "C；G) "C%!DG；R) "C%!PO；K) "C%

!!GK；S) "C%!!QO；P) "C%!!OP；Q) "C%!DEK；O) "C%!DEQ

图 G CBC%$*T?分析野生的与缺失突变 "#$%唾液
酸合成酶

&’()G CBC%$*T? .,.5>1’1 -7 682 ,.6’V2 .,0 6:4,/.620
"#$%=24*/ 1>,6826.12 7:-+ ! ) "#$%

*) #) #-52/45.: <2’(86 16.,0.:01；! ) MND!（B?G）LJ?I%!K9；D) "C；

G ) "C%!DG；R) "C%!PO；K) "C%!!GK；S ) "C%!!PD；P) "C%

!!QO )

M) ! ) "C%!!QO；D) "C%!!OP；G) "C%!DEK；R) "C%!DEQ

将表达产物分别经离子交换柱 B?*?%KD 层析
纯化，测定纯化的缺失突变 "#$%唾液酸合成酶酶
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活，发现 !"#!$%、!"#!&’、!"#!(%)、!"#!(&$ 和
!"#!(*’的分子比活（+,-./）分别为全长唾液酸合

成酶的 0)1、%*1、%(1、()1和 2%1；而 !"#!(’&、
!"#!$3)和 !"#!$3*则检测不到活性（表 (）。

表 ! 野生型与重组 "#$%唾液酸合成酶酶活力比较
&’()* ! +,* -.*/010/ ’/+020+3 41 5’+02* ’56 +785/’+*6 "#$%9*8:/ -35+,*+’-* 174; ! < "#$%

4+-567 .8 9-:;.

9<:=>

?@6.76A:<9/ -./6<+/97

-9>>,BC

D;EF-6 9<A:G:AF ,（+，

(3 H %）"

"I6<:8:< 9<A:G:AF,

（+,-./，(3&）

J6/9A:G6 9<A:G:AF

,1

!" 8+// /6;KA@ 2(* 2*L0 $ L0$%3 2 L2( (33

!"#!$% %’) 20L3 ( L$’’0 $ L*0 02 L*)

!"#!&’ %%’ %’L2 ( L(*%% ( L00 %& L02

!"#!(%) $*% %$L0 ( L$)33 ( L%* %( L$’

!"#!(&$ $20 $*L) ( L0&%% 3 L02 (2 L)(

!"#!(*’ $$’ $0L% ( L’&)3 ( L** 2$ L0%

!"#!(’& $$( $)L% 4L CL — —

!"#!$3) $(% $2L2 4L CL — —

!"#!$3* $(3 $2L3 4L CL — —

"M;6 +;:A :> =68:;6= 9> A@6 9-.+;A .8 6;EF-6 N@:<@ >F;A@6>:E6= (!-./ .8 !OP#46+Q< I67 -:; 9A %&R L

=>? 缺失突变 "#$%唾液酸合成酶部分酶学性质
分析

为确定大肠杆菌 !OP#唾液酸合成酶 !#末端被
截短后对其酶学性质的影响，我们对具有酶活力的

!"#!$%、!"#!&’、!"#!(%)、!"#!(&$ 和 !"#!(*’
进行了部分酶学性质的研究。

= <? < ! 最适温度：在不同温度下，按标准测活方法
测定缺失突变 !OP#唾液酸合成酶的酶活。结果表
明缺失突变 !OP#唾液酸合成酶的最适温度均在
%&R（图 2），与全长的酶相同。

图 2 温度对缺失突变大肠杆菌 !OP#唾液酸合成酶
活力的影响

S:KL2 D886<A .8 A6-I679A+76 .; A7+;<9A6= !OP#46+Q<
>F;A@6A9>6 9<A:G:A:6>

—#— !"#8+// /6;KA@；—$— !"#!$%；—!— !"#!&’；

—%— !"#!(%)；—"— !"#!(&$；—&— !"#!(*’

=>?>= 最适 IT：在 IT0U3 V ((U3 范围内测定缺失
突变 !OP#唾液酸合成酶的最适 IT值。发现除 !"#
!(*’具有与全长酶相似的最适 IT（IT’U3）外，其
它缺失 !末端的 !OP#唾液酸合成酶的最适 IT均小
于全长酶的最适 IT，而且最适 IT的范围也变大，介

于 &U3 V *U3之间，而且在 !#末端截去 $% 个氨基酸
残基（!"#!$%）后，其最适 IT范围为 & H ’（图 )）。

图 ) IT对缺失突变大肠杆菌 !OP#唾液酸合成酶
活力的影响

S:KL) D886<A .8 IT（?7:>#T!/（IT )U3#*U3），
9;= K/F<:;6#49MT

（IT ’U3#((U3））.; A7+;<9A6= !OP#46+Q< >F;A@6A9>6 9<A:G:A:6>
—&— !"#8+// /6;KA@；—$— !"#!$%；—!— !"#!&’；———# !"#

!(%)；———’ !"#!(&$；———% !"#!(*’

=>?>@ 热稳定性：将缺失突变的大肠杆菌 !OP#唾
液酸合成酶（!"#!$%、!"#!&’、!"#!(%)、!"#!(&$
和 !"#!(*’）在 %3R、%&R、23R、)3R和 03R下保
温 3-:;、(3-:;、$3-:;、%3-:;、23-:;、)3-:;、03-:; 和
&3-:;，再按常规法加入底物测定酶活。如图 0 所

示，全长的大肠杆菌 !OP#唾液酸合成酶在 %&R很稳
定，在 23R保温 &3-:; 丧失 $31的活力，而在 )3R
和 03R保温 (3-:;，仅剩 (31的活力，此外还伴随着
蛋白的聚集使反应液变混浊。缺失突变 !OP#唾液
酸合成酶 !"#!$%、!"#!&’和 !"#!(%)的热稳定性

’&00期 金春生等：大肠杆菌 !OP#唾液酸合成酶最小活性域的研究



与全长的酶相同。但 !"#!$%&表现出稳定性下降，
在 ’()保温 *+,-. 损失 $+/的酶活；在 0+)，保温

*+,-.仅剩 1+/的活力。!"#!$(*虽然在 ’()依然
稳定，但在 0+)，保温 *+,-.仅剩 1+/的活力。

图 1 缺失突变大肠杆菌 !23#唾液酸合成酶的热稳定性
4-561 789:,;<=>?-@-=-9< ;A =:B.C>=9D 9.EF,9<

789 9.EF,9< G9:9 -.CB?>=9D >= ’()（———" ），0+)（———# ），H+)（———$ ），>.D 1+)（———% ）A;: D-AA9:9.= =-,9<6

I6 !"#AB@@ @9.5=8；J6 !"#!*’；!6 !"#!(&；K6 !"#!$’H；L6 !"#!$(*；46 !"#!$%&

图 ( 薄层层析（7M!）分析合成的 !23#唾液酸
4-56( 7M! >.>@F<-< ;A =89 :9>C=-;. N:;DBC=< C>=>@FE9D ?F =89

:9C;,?-.>.= 9.EF,9<6
$ 6 !"；* 6 !"#!*’；’ 6 !"#!(&；0 6 !"#!$’H；H6 !"#!$(*；16

!"#!$%&；( 6 !73 <=>.D>:D；% 6 O9BIC <=>.D>:D；& 6 !23#O9BIC <=>.#

D>:D

!"# 用缺失突变的大肠杆菌 $%&’唾液酸合成酶
合成 $%&’唾液酸
用纯化的缺失突变酶进行小量 !23#唾液酸的

制备，结果表明缺失突变大肠杆菌 !23#唾液酸合成
酶（!"#!*’、!"#!(&、!"#!$’H、!"#!$(* 和 !"#

!$%&）均能用于合成 !23#唾液酸（图 (）。

( 讨 论
对不同来源的 !23#唾液酸合成酶的氨基酸序

列比较发现，其高度保守的区域主要集中在蛋白的

从 O#端起始的约 *$+个氨基酸残基内，包括磷酸结
合位点、单核苷酸结合位点、唾液酸结合位点以及

25* P结合位点。在分子量相对较小的 ! 6 "#$%$&%’%(
)%*!23#唾液酸合成酶中，形成二聚体的亚基间相互
作用区域内的保守氨基酸残基也存在大肠杆菌的酶

的相应区域。而大肠杆菌 !23#唾液酸合成酶的分
子量几乎是 ! 6 "#$%$&%’%)%* 酶的 *倍，推测其 !#末端
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对其催化功能似乎是冗余的。

对大肠杆菌 !"#$唾液酸合成酶的 !$末端进行
截短，对所得的缺失突变酶进行酶活性检测，发现从

!$末端截去 %&、’(、)&*、)’%和 )+(个氨基酸，酶活力
有不同程度的降低。但进一步截去 )(’、%,* 和 %,+
个氨基酸，则酶的催化活性完全丧失。对酶的二级

结构预测表明，!-$!)+(的二级结构与 ! . "#$%$&%’
(%)%* 的二级结构几乎完全相同［)%］，同源建模的方法
也发现 !-$!)+( 的三维结构与 ! . "#$%$&%(%)%* 相
同［)&］，其 !$末端形成一个!$/0123；!-$!)(’ 与 !-$
!)+(相比缺少 !$端的 45567458，其中较保守的
455缺失使 !-$!)(’ 的 !$末端!$/0123（7"9:;<8$
=84）不完整，推测由 7"9:;<8=84455 形成的 !$末
端的!$/0123时保持催化域正确构象是非常关键的；
完全缺少 !$末端!$/0123（!-$!%,+ 与 !-$!%)&）无
活性也说明这点。

实验中观察到有酶活的缺失突变酶催化能力下

降，其中值得注意的是 !-$!)’%的催化活性只有全
长酶的 )*>，而 !$末端比 !-$!)’%还少 )’个氨基
酸（<?468@6786;576;:9）的 !-$!)+(却有约 A&>
的酶活力，从二级结构上看这 )’个氨基酸可形成一
个!$/0123，这一!$/0123的空间取向可能影响了活性
中心的可接近性。!-$!)+( 在 &,B时的相对活力
比全长酶的相对酶活略高，以及其最适 C@范围与
全长酶类似也表明 !-$!)+( 的折叠更接近全长酶
中催化活性域的折叠，而且 !-$!)+(由于缺失 !$末
端其构象的柔性更大，这可能是 !-$!)+( 比 !-$
!)’%活性更高的原因。缺失突变酶中仅 !-$!)(’
在 A,B稳定性下降，而 !-$!)+(在 &’B就很不稳定
（图 D），提示第 %&,$%A*位间的氨基酸残基所形成的

!$/0123在稳定催化活性域的构象上可能起关键作
用，而第 %AD$%+& 位残基间形成的一段!$/0123 对活
性域的构象也起部分稳定作用。三维模型显示，大

肠杆菌 !"#$唾液酸合成酶的催化活性域的构象与
! . "#$%$&%(%)%* !"#$唾液酸合成酶亚基的构象相同，
也有一个类似于亚基相互作用区域的空间结构，推

测由 %&,$%+&间的氨基酸残基所形成的二级结构可
在空间取向上接近该区域，并起到类似 ! . "#$%$&%(’
%)%* 的亚基间的稳定作用相似的作用。
本研究表明大肠杆菌 !"#$唾液酸合成酶的催

化活性域位于 6$端的 %%( 个氨基酸残基内，位于

%&,$%+&位的氨基酸残基对催化域的构象起稳定作
用，但 !$端是否还有其它的功能尚不清楚，深入的
研究正在进行中。
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E#@指纹技术

在法医鉴定中，E#@指纹技术主要包括 F个步骤。从犯罪点收集生物学证据如头发，血迹等；分析这些线索的 E#@序列；
将从犯罪嫌疑人处取来的样本与这些线索进行比较。如果两者相配，就可以断定嫌疑人在案发现场。

因为在染色体中碱基对很多，从细胞提取的 E#@链要用一定的酶在限制位点酶解成小的片段，这也会使双链结构破坏。
得到的不同大小 E#@片段然后用凝胶电泳分离，在此过程中，给加有 E#@的凝胶加上外部电场，则 E#@发生移动，不同 E#@
片段移动的距离决定于 E#@片段的大小。
凝胶用溴化乙啶染色，切下分离各种 E#@片段。各种 E#@片段是通过将这些胶段放到紫外电泳凝胶上来进行观察的。

当暴露在中波紫外光（其中心波长为 F,L’1）下时，用溴化乙啶染色的 E#@会发出荧光，可对染色的 E#@胶进行照相以便进行
记录、文档处理及定量分析。这种分析能测定出目标 E#@片段的碱基对数，可变强度的紫外观察仪如美国 )?公司的 BZ系列
产品对胶片段准备和分析很有效，为了减少 E#@照片裂痕和变白的可能性，在切胶过程中设定低紫外照射强度，之后，将设备
调到高紫外强度，对高清晰带进行分析。

再将 E#@片段转到尼龙膜或硝化纤维膜上，这个过程称为“)0&8%*4’”印迹。E#@的转移是通过电场或毛细管现象实现
的。印迹之后，E#@片段与各种叫做探针的具有放射性标记的核酸链杂交，以形成碱基的互补配对。因为要经过多次杂交步
骤和之后的洗膜，因此，保证 E#@片段共价固着到膜上是很重要的。否则，从放射自显影得到的杂交信号在经过多次洗膜后
会很糟糕。[Z紫外快速固着仪如 TK \ ,---或 TK \ ,I--为 E#@结合于膜上提供了最有效的方法，用这些设备做实验时，即
使在很多次的洗膜后，仍能显著提高杂交信号。

固着到膜上后，E#@片段与放射性标记的已知序列的 E#@探针进行杂交，通常是用同位素磷酸在 E#@片段和探针间建
立碱基配对。将含有探针和 E#@片段的膜放入不透光的放射自显影暗盒中，暗盒在 \ U-]的温度下放置 F ^ W天。放射性将
导致碱基对在放在暗盒的 T射线片子上形成一种图像，在暗盒里使用增强屏可以显著加速膜的曝光过程。片子形成后，就可
以将样品形成的 E#@带与嫌疑人进行比较，相同带形就是嫌疑犯在案发现场的证据，可以确认其犯罪身份。

（北京博朗特科技有限公司 单韶峰）
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