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内容概要

　　编者根据多年的教学科研经验，结合环境分子生物学及其他教材、专著、文献资料编写此书。
《高等学校“十二五”规划教材·市政与环境工程系列丛书：环境分子生物学研究技术与方法》分五
篇，共13章，第一篇绪论包括分子生物学导论和环境样品核酸的提取；第二篇环境组学包括环境微生
物基因组学、环境微生物蛋白质组学、环境微生物转录组学和环境微生物代谢组学；第三篇环境分子
生物学技术包括PCR技术、分子标记技术、荧光原位杂交技术、基因差异表达研究技术、生物芯片技
术；第四篇为环境分子生物学技术的应用；第五篇为现代分析仪器。

　　《高等学校“十二五”规划教材·市政与环境工程系列丛书：环境分子生物学研究技术与方法》
适合作为环境科学、环境工程等相关专业的本科生和研究生教学用书，也可作为相关专业研究人员的
参考书。
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章节摘录

版权页：   插图：   7.3.3 PCR产物检测 7.3.3.1凝胶检测系统 凝胶检测系统是用凝胶扫描仪和计算机辅助
视频设备对EB（溴化乙锭）染色的琼脂糖或聚丙烯酰胺凝胶进行定量，放射性标记的扩增产物可通过
放射自显影定量测定。
最近，发展到用自动DNA测序仪检测荧光标记的核酸，但价格极其昂贵，现在仅用于研究。
 7.3.3.2固相测定系统 最常用的为96孔聚苯乙烯微量滴定板，可用仪器比色或读数。
可用亲和素分子通过疏水相互作用包被滴定板，此固相系统可特异结合生物素或生物素化的分子，可
用于生物素化的PCR产物的定量。
亲和素介导的固相捕获生物素标记靶分子的技术是一个有效、灵活和容易操作的技术，将成为定
量PCR的一个关键技术。
 7.3.3.3斑点印迹法 扩增的靶DNA经变性并固定到硝酸纤维素膜或尼龙膜上，应用序列特异性的标记寡
核苷酸检测目的片段存在与否。
在理想的条件下，与已知浓度样品对比，其产物的光密度代表了特异性扩增产物的数量。
这种方法除了定量检测外，还能应用于复等位基因的检测。
 7.3.3.4固相捕获技术 固相捕获技术也称之为酶联寡核苷酸吸附试验。
这种技术有两种不同的方法：一是固定捕获探针法，其基本原理为将捕获探针以共价结合方式或通过
链霉亲和素连接到固相上，然后，在严格条件下与PCR产物杂交，经过几次洗脱，特异的扩增产物可
通过标记试剂进行检测；二是固定扩增产物法，与第一种方法不同之处在于它仅仅是把PCR产物固定
到固相上。
 7.3.3.5 DNA的免疫测定 在探针DNA与特异性扩增的DNA杂交后，加入单克隆抗双链DNA抗体，DNA
抗体复合物的量通过与二抗反应，经比色法测定。
这种方法能应用于检测任何类型扩增的DNA，并不需要对引物和扩增产物进行标记。
目前，此法由于易出现交叉反应和单克隆抗体、价格昂贵等因素限制了其大规模的应用。
 7.3.3.6电化学发光检测技术 电化学发光检测技术的特异性及敏感性与32P标记检测方法相似，但该法
避免了放射性物质的污染而且检测速度极快。
其基本原理为：将链霉亲和素和生物素介导的固相的PCR产物连到磁性珠上与标记的Tris钌螯合物
（TBR）的探针杂交，加入三丙胺（TPA）溶液，并转移至电化学发光仪的检测池，当电压升至特定
伏特时，TPA和TBR同时发生氧化，氧化的TPA被转变成一种很不稳定的、具有高度还原性的中间物
质，还原中间体与氧化了的TBR发生反应将其转变至激发状态，当由激发态变为基态时可发射出620
nm的光。
发光强度与TBR标记物的量成正比，通过对620 nm光强度的检测从而能对PCR起始产物进行定量。
 7.3.3.7 SPA（Scintillation Proximity Assay）系统 用亲和素包被的氟微球作为固相载体，用生物素标记引
物，在扩增时掺入氚化的核苷酸，扩增完成后，加入已包被的氟微球以捕获生物素化的PCR产物，此
捕获过程可使氚与氟微球紧密结合，氟被氚激发产生光脉冲，可用闪烁计数仪测量。
与比色法相比，此法具有更大的线性范围。
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