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随着分子生物学技术的广泛应用，聚合酶链反应( PCＲ)

已成为实验室最常用的核酸检测技术，其结果的判读依赖于

显示 DNA 的染色方法。荧光测定法是测定 DNA 浓度最敏

感的分子技术。本文介绍一种新型的核酸染料 DuＲed，并用

聚丙烯酰胺凝胶电泳对 PCＲ 产物进行染色效果的比较，目

的在于介绍一种敏感、安全、便捷的核酸染料。

1 材料与方法

1. 1 材料 人肠癌细胞株 SW-620 ( 本室冻存) ; 细胞 DNA
提取 试 剂 ( QIAGEN 公 司 ) ; PCＲ 试 剂 盒 ( Takara 公 司 ) ;

GoldView 染料( Labset 公司) ; EB 染料( 武汉中健发展有限公

司) ; DuＲed( Tianwei 公司) ; PCＲ 仪( ABI 公司) ; 凝胶图象处

理系统( 上海天能公司) 。
1. 2 方法 用试剂提取 SW-620 细胞总 DNA，以此为模板，

用上下游引物进行 PCＲ 扩增，PCＲ 引物( GＲPDH) 由本室自

行设计。反应为 25 μl 体系: 含 PCＲ master 12. 5 μl，引物各

0. 5 μl ( 10 mmol /L) ，cDNA 75 ng，用水补足至 25 μl。94℃ 5
min 预变性后，94℃ 30 s，55℃ 30 s，72℃ 1 min，最后 72℃延

伸 10 min，进行 25、30、35 循环，以检测 3 种染料的敏感性。
10 μl PCＲ 产物进行聚丙烯酰 胺 电 泳 分 离 ( 电 压 100

V) ，50 ～ 60 min 后将胶置于 GoldView、DuＲed 和 EB 终浓度

均为 0. 5 μg /ml 溶液中静置 10 min。通过凝胶图象处理系

统对 电 泳 条 带 进 行 光 密 度 分 析，Quantity One 将 样 本 中

GＲPDH 条带的平均光密度值作为 GＲPDH 表达的相对量。

2 结果

DuＲed、GoldView 和 EB 染色结果显示，DuＲed、GoldView
和 EB 染色均于 25 个循环出现可见扩增物条带( 250 bp) ，带

型清楚( 图 1) ，EB 和 DuＲed 在普通紫外凝胶成像系统中无

明显差异，Goldview 扩增产物与背景差异不明显，分析不同

染料条带差异。

3 讨论

聚丙烯酰胺凝胶电泳是分离、鉴定和纯化 DNA 片段的

标准方法，其分辨率高，可以分离仅有 1bp 差别的不同 DNA
片段，广泛应用于 DNA 序列测定等研究。而荧光测定法是

最敏感的 DNA 分析检测方法，在荧光染料与扩增产物结合

后，所激发的荧光强度与扩增产物成正比［1］。目前最常用

染色方法是 EB ( 溴化乙锭) 染色［2］，嵌入 DNA 双链的配对

碱基之间，形成 EB-DNA 复合物，在紫外线激发下发出红色

图 1 不同循环数 PCＲ 产物聚丙烯酰胺凝胶电泳 EB、
GoldView 和 DuＲed 染色

荧光，从而显示 DNA 的位置。EB 的分子质量小，易挥发，不

易生物降解，是一种强诱变剂，具有高致癌性［3］。目前，已

报道有更安全的核酸染色方法，如 SYBＲ Gold、SYBＲ Green、
GoldView、Gene Finder 和 GoldStar 等［4］。GoldView 的主要成

分为吖啶橙，是一种煤焦油提取物，在紫外透射光下双链

DNA 呈绿色，单链 DNA 呈红色荧光，不同于 EB 染色下单双

链均呈红色荧光。但其也是一种高毒、致癌、高诱变剂［5］，

并且需要使用 254 nm 激发的紫外凝胶投射仪或可见光凝胶

投射仪观察。本文推荐的 DuＲed 是一种独特的油性大分

子，不易挥发，不能穿透细胞膜进入活体细胞内，安 全 无

毒［6］，性能稳定，室温可长期保存。艾姆斯测试结果表明，

DuＲed 在凝胶染色浓度下完全没有诱变剂，因此没有致癌毒

性。而且它与 EB 具有相同的光谱特性，无需改变滤光片及

观察装置，标准的 EB 滤光片可以适用，使用观察 EB 相同的

普通紫外凝胶投射仪观察。
实验中，GoldView、DuＲed 与 EB 均可在 25 个循环时检

测出扩增产物，30、35 个循环带型清晰，3 种染料在 35 个循

环时所测光密度值均明显低于理论值。推断在 30 ～ 35 个循

环区域 已 达 平 台 期。比 较 不 同 PCＲ 循 环 下 的 基 因 产 物

GoldView、DuＲed 与 EB 染色结果，发现在相同条件下，无论

在清晰程 度、条 带 亮 度 及 相 邻 条 带 的 区 分 能 力 等，EB 和

DuＲed 染色差异并不明显，DuＲed 完全可以取代其他核酸

染料。
本实验通过对不同 PCＲ 循环下的基因扩增带不同染料

光密度值进行分析，证实 DuＲed 是一种敏感的 DNA 染料，可

以检测低浓度 DNA 以及低循环次数的 DNA 扩增产物，与

EB、Goldview 相比，背景、带型清晰度及光密度值均无明显差
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化合物，不易挥发，安全无毒，无异味［7］。为加强其透明脱蜡

效果，可以增加 1 ～ 2 缸环保透明脱蜡液。⑥当室温较低时

可将第一道脱蜡缸放入烤箱内进行脱蜡。
3. 4 试剂更换 ①为保证染色质量，每天开机后检查试剂

量，不足部分及时添加。②根据切片染色效果，失效试剂及

时更换。③环保透明脱蜡液不必全部更换，可以废弃前面第

一道，后面依次前移，最后一道用新液补充即可。④去脱蜡

液的梯度乙醇则需全部更换。⑤分化液及蓝化液应每周更

换。脱水透明试剂也可采用部分更换的方法。
3. 5 仪器维护 ①染色机: 除了每日机器外部清洁外，内部

不锈钢内壁也应定期清洁，值得注意的是机械臂内含电子部

件，不能使用液体清洗。每天应将水洗缸内水放尽，将苏木

精水洗缸取出用毛刷清洗，防止长霉。每周取出所有水洗缸

进行清洁，防止进水口堵塞。染色机后部排水管在安装时不

可平放，避免长期积水长霉，堵塞管道。每半年更换活性炭

滤网或取出后暴晒，保证吸附效果。②封片机: 封片机更为

精密，也更容易出现问题。每天使用前将树胶针头从二甲苯

中取出，用后及时放回，防止树胶干结堵塞针头，并每周更换

二甲苯。每天完成封片或出现故障后应及时清理玻片，收集

盘内和传送轨道上的碎玻璃，必要时打开机器左侧的维护门

后取出。盖玻片盒内保持干燥，防止盖片粘连。由于湿封载

玻片盒插入槽内难免会沾到树胶，有时会出现插不进玻片的

现象，应定期将其稍加温后投入二甲苯内浸泡数分钟，取出

后擦拭晾干再用。封片完成后染色架从右侧导轨上滑下，当

导轨上出现 2 个染色架时应及时取出染色架，避免后面染色

架卡死损坏机器。
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异，同时具有安全无毒［7］的特点且价格低廉。因此，在试验

及临床运用中，DuＲed 可以凭借无毒性、灵敏度高、稳定性

强、操作简便、适用范围广、无需特殊装置等优势，替代 EB 成

为实验室核酸染色的首选。
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