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内!容!提!要

本书为色谱技术丛书中的一册$全书共有五章$简要介绍了目前在生命科学研究中常用

的色谱技术$详细讨论了这些技术在脱氧核糖核酸分析)生物技术药物的纯化鉴定)生物标

志物检测$以及蛋白质组研究中的应用(

书中以较大的篇幅列举了各种应用实例$便于读者在实际工作中参考(

本书可供基础医学$临床化学和生物制药领域的研究人员)技术人员参考使用(



前!!言

!!生命科学是研究各种生命现象的本质!发生和发展的规律"以及
各种生物之间!生物与环境之间相互关系的科学#近年来"生命科学
研究取得了重大进展"并以其发展促进了农业!医学和其他相关领域
的进步"而色谱作为一种不可缺少的工具和手段"在其发展过程中"
发挥了至关重要的作用#遵照丛书主编傅若农教授的要求"我们对色
谱在这一领域中的部分应用进行了综述"希望能为从事基础医学!临
床化学和生物制药工作的研究人员和技术人员提供参考#

本书首先简要介绍了生命科学研究中常用的色谱技术"然后分别
讨论了这些技术在脱氧核糖核酸分析!生物技术药物纯化与鉴定!生
物标志物检测和蛋白质研究中的应用#全书共五章"由廖杰和钱小红
统编"其中第一!三章由董方霆编写$第二章根据田惠君博士 %>(?
的电泳分析&和李鸿彪博士 %>@0A/的原理及应用&提供的资料由廖
杰编写$第四章由廖杰编写$第五章由张养军编写#

尽管本书名为 ’色谱在生命科学中的应用("但由于篇幅和学识所限"
在书中我们只选择了这一广阔领域中的几个方面加以论述"尚未论及的其
他领域和研究范围同样非常重要"希望将来有机会能得到补充和完善#

在本书即将出版之际"衷心感谢在编写过程中"丛书主编傅若农
教授!副主编刘虎威教授所给予的指导和帮助"感谢田惠君博士!李
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第一章!概!!述

第一节!液相色谱及其联用技术

一!液相色谱技术

!"#$年!俄国植物学家茨维特创立了液相色谱"!#$他在研究植物叶的色素成
分时!将植物叶子的萃取物倒入填有碳酸钙的直立玻璃管内!然后加入石油醚使其
自由流下!结果色素中各组分互相分离形成各种不同颜色的谱带$这种方法因此得
名为色谱法$人们把这一方法叫做液%固色谱法$在这一方法中把玻璃管叫做 %色
谱柱&!碳酸钙叫做 %固定相&!纯净的石油醚叫做 %流动相&$尽管以后此法逐渐
应用于无色物质的分离!%色谱&二字虽已失去原来的含义!但仍被人们沿用至今$

尽管色谱技术始于液相色谱!但在相当长的时间里液相色谱的发展非常缓慢$

在&#世纪’#年代到(#年代初!英国的生物化学家马丁等在研究生物体重要组成脂
肪酸和脂肪胺时开创了以气体作流动相以液体作固定相的气%液色谱法!因而获得了

!"(&年的诺贝尔化学奖$到&#世纪)#年代以后!随着使用方便的紫外检测器的发
明和微粒形硅胶的出现!液相色谱尤其是高效液相色谱才得以飞速发展!并成为分
离’分析的利器$从色谱出现的百年历史说明!色谱仪是揭开生命奥秘的有力工具!

是应用最为广泛和应用十分成功的仪器!在生命科学领域有极大的应用前景"&!$#$

高效液相色谱不受样品挥发度和热稳定性的限制!非常适合于分子量较大’

难气化’不易挥发或对热敏感的离子型化合物’高聚物等的分离及分析$这些物
质大约占有机化合物总数的*#+!,#+"’#$

高效液相色谱具有高效’快速和灵敏的特点!其分析复杂化合物的能力是其
他色谱方法所不能比拟的!并且不受沸点’极性’热稳定性等因素的影响!因此
应用十分广泛!尤其在生物医药领域中的应用具有很大的潜力$

液相色谱仪主要分为分析型’制备型和专用型等不同类型$虽然各类仪器型
号很多!性能差异很大!应用范围也不尽相同!但基本组成部件是类似的$液相
色谱系统主要由输液系统’进样系统’柱系统’检测和记录系统等部分组成!其

!
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中对样品分离最重要的是色谱柱’输液泵和检测器三大部件$
液相色谱是根据溶质在不同介质间的分配的差异而得到分离的$可分为四种

基本类型(液液色谱’液固色谱’离子交换色谱和排阻色谱$当样品各组分随流
动相进入色谱柱后!随流动相沿着色谱柱扩散分布!使之在固定相和流动相之间
分配平衡!在两相之间产生浓度差和差速迁移!从而达到分离目的$差速迁移与
柱温’柱压’固定相和流动相的性质有关"&!)#$下面简要介绍几种主要的分离
模式$

!-反相液相色谱
反相色谱 )./0/.1/2341/53.674869.423:*是液相色谱中应用最广泛的一

种模式!通过溶质疏水性的不同而实现分离!属于一种液%液分配色谱"*!,#$
常用的反相填料中!键合烷基有;!!;!,’苄基’苯基等$一般说来!填料的
疏水性作用随链的增长而增加!同时流动相中有机成分的比例也必须随之增
加$但由于基团体积随链长的增长而增大!使填料有效孔径变小!引起柱效降
低$常用的流动相有甲醇’乙腈’异丙醇和二氧六环等$甲醇的洗脱强度最
弱!二氧六环的洗脱强度最强!对难洗脱的物质可选用洗脱强度较大的溶剂实
现快速分离$在选用混合流动相时!需考虑溶剂的黏度’介电常数’表面张
力等""!!##$

&-正相液相色谱
正相液相色谱 )<6.74=2341/53.674869.423:*是一种固定相为极性吸附剂

)或极性键合相*’流动相为非极性溶剂或弱极性溶剂的色谱法!也称液%固色谱
法$其分离过程是由吸附剂’溶质和溶剂之间的相互作用决定的!这种作用表现
在溶质分子和溶剂分子竞争吸附表面活性中心!同时也表现在溶质分子中不同官
能团对吸附剂表面的竞争"!!#$正相色谱选择性分离的基础是吸附能力和解吸附
能力的差异!溶剂在填料上的吸附作用越强!则溶质对吸附剂的作用越弱!!>越
小!保留越弱$反之!溶剂在填料上的吸附作用越弱!则溶质对吸附剂的作用越
强!!>越大!保留越强$溶质分子与吸附剂作用的强弱是由官能团结构决定的!
有官能团差别的分子可以在液%固色谱上得到很好的分离$这种方法常用于医药
领域以及各种有机酸及生物碱的分析$

正相色谱中常用的填料有硅胶’氧化铝和正相键合填料+常选用的流动相是
极性较弱的有机相!如正己烷’四氯化碳’乙酸乙酯等$

$-凝胶色谱
凝胶色谱 )9/=53.674869.423:*又称排阻色谱或分子筛色谱!是根据化合

物分子大小和形状的差别实现分离的一种技术$根据流动相的不同可分为凝胶渗
透色谱和凝胶过滤色谱!前者使用有机溶剂作为流动相!后者使用水为流动相$
一般说来!适合于相对分子质量大于&###的化合物$

"
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凝胶色谱的分离是根据分子大小和形状的差别实现分离的$大分子不易进入
填料的小孔中!优先被洗脱下来+小分子容易进入填料的小孔中!滞留时间长!
因此分子根据由大到小的顺序洗脱$凝胶色谱可应用于分离蛋白质’脱盐或置换
缓冲液"’!(#$

’-疏水作用色谱
疏水作用色谱 )3:?.6236@A5A<8/.458A6<53.674869.423:*是活性蛋白质分

离纯化中常常用到的一种分离手段!它利用适当的疏水性填料!以盐的水溶液作
流动相!根据疏水作用强弱分离蛋白质$疏水作用色谱的填料表面的疏水性较反
相填料弱!配基密度较反相低!流动相中不含有机溶剂!因此在活性蛋白质分离
的过程中蛋白质不会发生变性!这是蛋白纯化过程中的优势"!&#$

(-离子交换色谱
离子交换色谱法 )A6<%/B534<9/53.674869.423:*可普遍应用于核酸’蛋白

质’氨基酸和糖类的分离分析中"’!!&!!$#$在离子交换色谱中!样品离子和离子
交换剂上带固定电荷的活性交换基团之间发生离子交换!不同的样品离子与离子
交换剂的相互作用力不同!作用弱的溶质不易被保留!先从柱上被洗脱下来+而
作用强的则保留时间较长!较晚从色谱柱上被洗脱下来$典型的离子交换剂可分
为两类(阳离子交换剂和阴离子交换剂$阳离子交换树脂中含有酸性基团 )如磺
酸’羧酸等*!在交换集团2"4 以上带负电+阴离子交换树脂中含有碱性基团
)如季铵’叔胺’仲胺*!在交换集团2"4以下带正电$大部分离子交换色谱是
在水溶液中进行的!可根据样品和所选择的离子交换剂!选择合适的流动相$流
动相中缓冲液种类’溶剂强度’2C值和有机溶剂的含量都会直接影响到样品的
分离$

)-离子对液相色谱
离子对色谱法 )A6<%24A.=ADEA?53.674869.423:!FG%CGH;*是分离可离解

化合物的一种分析方法!又称萃取色谱$I53A==及其同事们对该方法进行了深入
广泛的研究并发展了这一技术$它可用于分析水溶性的有机酸’有机碱’生物大
分子及无机阴离子和阳离子$对离子的性质’浓度’流动相的种类’2C值以及
温度等都会影响反相离子对的分离!并且各种对离子对保留值的影响也是不同的
)见表!%!*$

*-亲和色谱
亲和色谱是利用生物大分子之间的亲和力进行分离’纯化的液相色谱技

术"!(#$它是通过生物分子间的相互作用 )包括(酶与底物!酶与抑制剂!维生
素与结合蛋白!抗体与抗原等作用*!形成可逆的络合物进行分离!并通过这种
可逆作用!将结合在柱上的生物分子洗脱下来$这种方法可用于分离抗体’结合
蛋白’酶等具有特殊结合性能的生物活性物质"!)!!,#$

#
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表!"!!影响反相离子对色谱分离的因素"!’#

改 变 因 素 影!响!作!用

对离子类型 !生成离子对的能力越强!保留时间越长
对离子大小 !对离子大小增加!保留时间增加
对离子浓度 !对离子浓度增加!保留值有一定增加

2C值 !与样品特性有关!如样品离子化程度2C增加!则保留值增加
有机改性剂类型 !随流动相疏水性的增加!保留值减小
有机改性剂浓度 !随有机改性剂比例的增加!保留值减小
温度 !温度增加!保留值减小
固定相 !键合固定相表面覆盖率加大!疏水性增大!保留值增大

二!联用技术

!-液相色谱%质谱联用技术 )H;%JI*

科学技术的发展!使得液相色谱的检测技术得到进一步的发展!不断有新的
联用技术得到应用$生物医学的发展!也不断要求高灵敏度和高选择性的方法对
研究的对象进行定性或定量研究$

液%质联用技术就是高分离度的液相色谱和高灵敏度及专一性的质谱的有机
结合$色谱分离和质谱检测技术的进步将有力地推动生化分析的进展$H;和

JI的联用!使得液相色谱可以获得比紫外检测更多的信息$H;优越的分离能
力!可以将复杂体系中的物质进行分离!流出的组分分别被送入质谱检测器进行
检测$质谱可以通过质荷比求得分子量!从而获得分子结构的信息$H;%JI的
出现!使得色谱分离出的组分不需要收集!浓缩!就可以直接分析!大大缩短了
分析的时间$目前先进的质谱仪!还同时具备了分析分子结构的能力!即通过应
用母离子扫描’子离子扫描’中性丢失等先进技术!对待测样品的结构进行分析
判定"!"!&##$

在应用液%质联用技术分析生物大分子时!多使用软电离技术$&#世纪,#
年代以后!生物分子分析中使用最多的是电喷雾离子化技术 )KIF*$这项技术
的发明!使得L63<M/<<教授获得&##&年的诺贝尔化学奖$电喷雾离子源后面
连接上串联质谱!可以直接检测离子碎片的质荷比!获得结构信息$串联质谱技
术作为分析混合物和分子结构鉴定的重要手段!很早以前已得到应用$在串联质
谱仪中!前级质谱主要用于担任分离工作!在样品被电离后!它只允许被分析的
目标化合物的母离子通过!经过碰撞裂解后!由第二级质谱分析裂解后产生的碎
片离子$目前!该技术已在医药’环境分析’食品分析’生物分析等方面得到了
广泛应用!它不仅适用于复杂基体混合物的定性分析!而且可以利用二级质谱得
到的结果进行定量分析"&!!&’#$

&-液相色谱%核磁共振波谱联用技术 )H;%NJO*

$
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在&#世纪,#年代初!首次出现了液相色谱与核磁共振波谱的联用 )H;%
NJO*技术$经过不断改进和完善!全自动操作’常规使用的H;%NJO已遍及
全世界$众所周知!H;是分离复杂混合物的最好方法!而 NJO是结构分析强
有力的工具!两者联用是科学家们长期以来的愿望$但NJO灵敏度低’氘代溶
剂价格昂贵等因素!曾使两者的联用技术发展缓慢$NJO技术的迅猛发展!使

H;%NJO联用技术得到实质性突破!成为真正全自动’常规使用的H;%NJO$
使用H;%NJO鉴定药物中杂质的方法已经很常见了"&(#$

H;%NJO系统中液相色谱包括(H;自动进样器’H;泵’色谱柱和恒温箱!
以及非NJO检测器!如(PQ )紫外可见*’RSR )二极管阵列*’K; )电导*’
折射率等$流动相从检测器进入H;%NJO接口!接口中附设了用于中间存储H;
色谱峰馏分的环路 )HTTG*!然后从H;%NJO接口出来至NJO探头或废液收
集器$通过探头后!流动相进入馏分收集器回收!并进一步用各种NJO技术对
各色谱峰进行研究$在NJO检测的过程中常采用停止流动模式 )UIMP*!可自
动检测样品中的每一组分!当最高点达到 NJO检测池中心位置时自动停止流
动!进行NJO采样!直到取得好的NJO谱图后!泵又重新启动!进行下一个
色谱峰检测 )在停止流动后不会影响下一次NJO检测*$在H;与NJO接口处
的分流器 )12=A88/.*上还可连接质谱仪!进一步成为 H;%NJO%JI 联用仪$

H;%NJO%JI技术的优势在于JI作为检测器!得到的结构信息多!具有高灵敏
度和较多分子碎片信息$所以改进了H;峰收集过程中的选择性!如尿液中的药
物代谢物!有选择地找到了与之相关的H;峰$由NJO’JI和RSR一次得到
全部结构信息$大多数情况下!特别是在二维或多级质谱下!有足够的信息可以
确定结构$因为NJO’JI和RSR同时测定!使样品分解的可能性减小!增加
了结构分析的可靠性"&)#$目前已在聚合物化学’药物分析以及临床分析中得到
广泛的应用$

第二节!气相色谱及其联用技术

气相色谱也是色谱中的一种!即用气体作为流动相的色谱法$气相色谱的优
点"&*#是分析速度快!分离效率高!灵敏度高$其原因是由于气态样品的传递速
度快!组分可以很快地在气体和液体之间建立平衡+同时气体作为载气!其阻力
小!可以用高载气速度进行冲洗!因而形成了气相色谱的高速分离$同样!气相
色谱的分类也可根据固定相的状态’分离的过程以及固定相的种类来划分(按固
定相聚集态可分为气固色谱和气液色谱!前者固定相是固体吸附剂!后者固定相
是涂在载体表面的液体+按分离过程中的物理化学原理可分为吸附色谱和分配色

%
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谱+按动力学过程原理可分为冲洗色谱’取代色谱及迎头色谱$虽然气相色谱可
选择的种类很多!但其分析的组分必须能够气化!这就严重限制了它的广泛应
用!对高沸点或不稳定的化合物就不能直接进行分析!往往需要进行衍生化才能
分析!无疑将导致分析过程的繁琐耗时$V;在药物分析’环境分析方面!以及
医学和生物领域都得到了长足的发展"&,#$

一!色谱柱

气相色谱的色谱柱一般分为填充柱和毛细管柱$色谱柱的选择会直接影响混
合物中组分的分离$对于填充柱而言!可选择的固定相较多 )主要有活性炭’石
墨’硅胶’氧化铝’分子筛以及多孔聚合物等*!柱容量较大!但是受柱长的限
制!分离能力有限!主要应用于简单化合物的分离$对于毛细管柱而言!内径
小!分辨能力高!但是负载量低$

二!检测器

已报道的气相色谱的检测器有$#多种!最为常用的有热导检测器 )W;R*’
氢火焰离子化检测器 )MFR*’电子俘获检测器 )K;R*’光电离检测器 )GFR*’
火焰光度检测器 )MGR*’氮磷检测器 )NGR*’原子发射检测器 )SKR*和电
导检测器 )KH;R*等$

热导检测器是根据每一种物质都具有导热的能力!气体组成不同则导热能力
不同而设计的$通常可检测到!#X)水平的低含量组分!并且稳定性高$氢火焰
离子化检测器 )MFR*是一种应用广泛的离子化检测器!它以氢气在空气中燃烧
生成的火焰为能源!当有机物进入火焰时发生解离生成负离子$离子在火焰周围
设定电场的作用下发生定向移动形成离子流$氢火焰检测器属于质量型检测器!
只对含碳的物质有响应!一般适用于分析有机化合物$该检测器灵敏度高!最低
检测限达!#X"级!线性范围宽!可达!#*$电子俘获检测器 )K;R*是一种放射
性离子化检测器!是在放射源的作用下!使通过检测器的载气发生电离!产生自
由电子!在电场作用下形成基流$当电负性高的化合物通过检测器时捕获自由电
子!使基流下降形成检测信号$这种检测器是高选择性的检测器!对含有卤素’
硫’磷的化合物或甾体化合物等这类含有很高电负性的化合物具有很高的灵敏
度!但线性范围小!只有!#$$

三!选择气相色谱分离条件的一般原则

选择适当的分析条件!是气相色谱分离的关键!包括选用合适的固定相’色
谱柱的温度和载气的条件$固定相的选择!采用性质相近的原则!即分离极性化
合物时选用极性固定相!分离非极性化合物时选用非极性固定相$对于复杂的混

&
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合物!一般沸程较长!宜选用程序升温的方式进行分离!但初始的温度不能太
高!否则会影响到低沸点化合物的分离$根据被分离组分和固定液分子间的相互
作用关系!固定液的选择一般根据所谓的 %相似性原则&!即固定液的性质与被
分离组分之间的某些相似性 )如官能团’化学键’极性’某些化学性质等*!性
质相似时!两种分子间的作用力强!被分离组分在固定液中的溶解度大!分配系
数大!因而保留时间长+反之溶解度小!分配系数小!因而能很快流出色谱柱$

分离极性化合物!采用极性固定液$这时样品各组分与固定液分子间的作用
力主要是定向力和诱导力!各组分出峰次序按极性顺序!极性小的先出峰!极性
越大!出峰越慢+分离非极性化合物!应用非极性固定液!样品各组分与固定液
分子间的作用力是色散力!没有特殊选择性!这时各组分按沸点顺序出峰!沸点
低的先出峰$对于沸点相近的异构物的分离!效率很低+分离非极性化合物和极
性化合物的混合物时!可用极性固定液!这时非极性组分先馏出!固定液极性越
强!非极性组分越易流出+对于醇’酚’胺等能形成氢键的样品一般选择极性或
氢键型的固定液!这时根据组分和固定液分子间形成氢键能力的大小进行分离$
%相似相容性原则&是选择固定液的一般原则!有时利用现有的固定液不能达到
满意的分离结果时!往往采用 %混合固定液&!应用两种或两种以上性质各不相
同的!按适合比例混合的固定液!使分离有比较满意的选择性$

作为气相色谱载气的气体!需要化学稳定性好’纯度高’价格便宜并易取得
且能适合于所用的检测器$常用的载气有氢气’氮气’氩气’氦气’二氧化
碳等$

四!气相色谱联用技术

!-气相色谱%质谱联用 )V;%JI*
气%质联用技术综合了气相色谱和质谱的优点!弥补了各自的缺陷!因而具

有灵敏度高’分析速度快’鉴别能力强的特点!可同时完成待测组分的分离和鉴
定!特别适用于多组分混合物中未知组分的定性和定量分析!判断化合物的分子
结构!准确地测定化合物的分子量!是目前能够为痕量样品提供结构信息的工
具$因此在测定生物样品和体液中药物’代谢物的痕量分析以及石油’化工’环
保’医药卫生等学科中都有广泛的应用"&"!$&#$对低沸点’低挥发性的成分可直
接进行定性定量分析+对不挥发性成分和热不稳定的物质!可进行适当的衍生
化!变成易于挥发的衍生物再进行分析$

&-气相色谱%傅里叶变换红外光谱联用 )V;%MWFO*
红外光谱提供了极其丰富的分子结构信息!几乎没有两种不同的物质具有完

全相同的红外光谱!所以红外光谱是一种十分理想的定性分析工具$然而!红外
光谱法原则上只能用于纯化合物!对于混合物的定性分析常常是无能为力的$

’
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将色谱法分离混合物的优点与红外光谱法定性和结构分析的优点结合形成一
种联用方法!即把色谱仪作为红外光谱仪的前置分离工具!把红外光谱仪作为色
谱仪的检测器!即为常用的V;%MWFO联用仪$

V;%MWFO系统由气相色谱!接口和MWFO三部分组成$气相色谱多采用毛
细管气相色谱仪!可带有热导检测器’氢火焰离子化检测器等!其作用是将混合
样品中的各组分进行分离$接口是联用系统的关键部分!目前已有光管接口和冷
冻捕集接口两种类型!后者可以使联机系统具有更高的信噪比!但由于其价格昂
贵!至今普遍使用的仍是相对廉价的光管接口!分离鉴定十分方便$V;%MWFO
是一种与V;%JI互补的分离鉴定手段!尤其是对异构体鉴定有其独特的优势$

V;%MWFO在分析中已得到广泛应用!并具有美好前景"$$!$’#$
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第二章!脱氧核糖核酸 !!"#" 的
电泳与色谱分析

第一节!RNS的提取和G;O扩增

一!概述

每种生物中都含有脱氧核糖核酸 )?/6B:.A@6<E5=/A545A?!RNS*!虽然核糖核酸
).A@6<E5=/A545A?!ONS*在某些病毒中也可以携带遗传信息!但RNS却是更广泛的
遗传信息的储存者$它使每个生物独具特性!并能遗传其健康状况及生活习性$每个
正常人都有携带遗传信息的&$对染色体---一半来自母亲!另一半来自父亲$不同
人的基因组序列有""-"+是相同的!不论他们彼此是否有关系!其RNS组成的差别
很小"!#$有成千上万个RNS分子 )片段*!某些对了解遗传史至关重要!而大多数
还没有被完全了解$有些被称为 %垃圾RNS&!曾被视为无用信息!对其确切的作用
还缺乏足够的了解!而对那些与蛋白质有关的RNS已经进行了大量研究"&#$!"($年

L47/1]4816<和M.4<5A1;.A5\"$#首次报道了脱氧核糖核酸 )RNS*是一种包含遗传信
息的双螺旋分子$这种RNS双螺旋由一对分子组成!其序列就是基因图谱!它们是
由四种碱基!即腺嘌呤 )4?/<A</!S*’胞嘧啶 )5:861A</!;*’鸟嘌呤 )9E4<A</!V*
和胸腺嘧啶 )83:7A</!W*按一定排列顺序组成的$这些碱基互补配对(SgW’

WgS’;gV’Vg;!构成双螺旋结构$
人类基因组计划 )3E74<9/<67/2.6‘/58*就是对整个人类基因组$#亿RNS碱

基的序列进行测定$为了提高序列测定的通量!降低成本!RNS分析技术已越来越
受到关注!这也是分析化学的一个重要课题$随着&##$年人类基因组计划的完成!

RNS分析技术仍将在研究基因组中所蕴涵大量信息的后基因时代发挥重要作用$单
链RNS和双链RNS分子的分析不仅与人类基因组图谱绘制或序列再测定密切相关!
而且在基因分离’遗传性疾病’病毒感染的诊断’反义治疗以及司法鉴定等应用中都
十分重要"’#$通过RNS分析!我们可以知道!在一个较长的RNS序列中是否存在
某个特殊的RNS序列!序列的变异与特定疾病状态有什么关系等$通常!RNS分析

*!
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需要先从生物样品中进行RNS纯化!然后通过聚合酶链反应 )G;O*对选定的RNS
片段进行扩增!再用色谱或电泳对RNS片段进行分析!最后进行RNS杂交或序列
测定$这些过程既繁琐又费时!因此!建立操作简便’安全’低成本’可靠’高通量
的RNS分析方法一直是备受关注的重要课题$

二!!"#提取

大多数RNS分析都需要用聚合酶链反应 )G;O*对特定的RNS片段进行
体外扩增!以增加其拷贝数$进行这一反应需要的是聚合酶’三磷酸脱氧核苷
)?NWG1*’引物和RNS模板"(#$因此!从血液或其他生物样品中制备出适合进
行G;O的高质量RNS模板!是非常重要的一步!通过这一步骤不仅可以提高

RNS的浓度!还可以去除G;O反应的抑制物$抑制G;O扩增的物质包括血色
素及其降解产物 )卟啉化合物*’胆汁酸’抗凝物质’肝磷脂!以及一些唾液’
羊水’血清’脑脊液和尿液中存在的未知物")#$虽然有几种一步预处理方法!
如热处理’超声’微波处理’冻融’碱变性和蛋白质盐析等!但这些方法都不能
将G;O抑制物完全除去")!*#$要提取出适合G;O反应的高质量RNS需要采用
一种多步骤方法!包括有机溶剂提取’离心和,或固相萃取$酚%氯仿提取法是目
前临床样品分子诊断分析中RNS提取的常用方法!包括几步离心!要用到毒性
较大的苯酚和氯仿 )三氯甲烷*"(#$另一种技术是等密度离心!以氯化铯作为离
心介质!在离心场中可自行调节形成浓度梯度!并能保持稳定$在氯化铯形成的
密度梯度中!离心管顶部的密度为!-)(9,57$!底部为!-*(9,57$$而RNS的
密度是!-*#9,57$!会停留在离心管的中部!但这种方法不仅相当费时!而且还
需要超速离心和昂贵的试剂$

RNS提取中常使用硅胶’玻璃纤维’阴离子交换树脂’磁珠等固相填
料",!!*#$最常用的是阴离子交换树脂’硅胶和玻璃纤维棉$在中性2C 和低离
子强度的缓冲液中!带负电荷的核酸与含二乙氨基乙基 )RKSK*基团的带正电
荷的树脂相结合$然后用较高离子强度的缓冲液把吸附的其他细胞内的杂质洗脱
下来!如蛋白质和ONS$再提高洗脱液的盐浓度!把RNS从阴离子交换树脂
上洗下来!得到较高纯度的RNS$由于接下来的G;O需要在特殊的低离子强度
缓冲液中进行!洗脱下来的RNS还要经过乙醇沉淀!用低离子强度缓冲液重新
溶解!才能进行G;O扩增$

RNS提取常用的另一种固相填料是硅胶类填料$RNS和ONS在变性剂作
用下与硅胶’硅藻石 )5/=A8/*或玻璃粉 )9=41126Z?/.*相结合!变性剂包括碘
化钠’高氯酸钠’盐酸胍和硫氰酸胍等"!##$结合的机制是在高浓度的变性剂中!

RNS或ONS被选择性地吸附于填料表面",#!用低离子强度的缓冲液或水可以
把结合上的核酸 )RNS和ONS*洗脱下来$洗脱下来的RNS溶液!不需要进

!!


