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高比活度[Α-32P ]ATP 的酶法标记

吴冯波　王翌善　仪明光
(中国原子能科学研究院同位素研究所, 北京 102413)

　　以[Χ232P ]GT P 作磷酸供体通过四步酶反应制备了高比活度 (> 148 PBqömo l) 的[Α232P ]A T P。

用高效液相色谱法 (H PL C)测定了[Α232P ]A T P 比活度, 并对影响[Α232P ]A T P 比活度的诸因素作了

分析。

　　关键词　酶法标记　高比活度　[Χ232P ]GT P　[Α232P ]A T P

随着分子生物技术的发展, 以32P2核苷酸标记DNA、RNA 作为探针的技术已得到了广泛

的应用[ 1—3 ]。在制作探针时, 总是希望32P2核苷酸有尽可能高的比活度, 以提高检测灵敏度。目

前, 尽管人们可以通过W alseth 等[ 4, 5 ]人的方法制得多种高比活度 (148- 185 PBqöm o l) 的32P2
核苷酸, 但用这一方法制得的 [ Α232 P ]A T P, 其比活度却只有 714—37 PBqöm o l; 本文在

W alseth 等人的酶标方法基础上, 通过改变磷酸供体, 制得比活度大于 148 PBqöm o l 的[Α232P ]

A T P。

1　实验部分

1. 1　试剂和仪器

KC l、M gC l2、HA C 均为国产试剂, 分析纯。32P i(无载体、无盐酸的正磷酸盐)为英国Am er2
sham 公司产品。其它所有试剂和酶均为美国 Sigm a 公司产品。AL CöPGC 204 型H PL C 色谱

仪、730 型数据处理机、440 型紫外吸收测定仪均为美国W aters 公司产品。CRC2BOBC 型活度

仪系美国产品。色谱柱, 自制。

112　标记原理

按文献[5 ]的酶标方法制得比活度约 185—222 PBqöm o l 的[Χ232P ]GT P, 然后以此作磷酸

供体, 在多聚核苷酸激酶催化下与 3′2AM P 反应得[ 5′232P ]3′2AD P, 后者的 3′2磷酸基经核酸

酶 P1 水解得[ 32P ]AM P, 最后[ 32P ]AM P 被丙酮酸激酶和AM P 激酶催化磷酸化, 制得比活度

大于 148 PBqöm o l 的[Α232P ]A T P。

113　实验方法



11311　标记步骤　 (1) 按文献[ 5 ]的方法制备磷酸供体[ Χ232P ]GT P。 (2) 在上述 100 ΛL 溶液

中加入 20 ΛL 20 mm o löL 的 3′2AM P, 其中含 30 个活力单位的多聚核苷酸激酶, 于 4—15℃反

应10 h。(3)然后加入 20 Λg 固体核酸酶 P1, 室温反应 15—30 m in。(4)最后加入 80 ΛL 混合溶

液, 其中含 200 mm o löL KC l、4 mm o löL PEP (磷酸烯醇式丙酮酸)、4 mm o löL D T T (二硫苏糖

醇) , 100 ΛgömL 丙酮酸激酶、40 ΛgöL AM P 激酶和 40 mm o löL 的M gC l2, 室温下反应 30—

60m in.

11312　分析方法与转化率　上述四步反应通过 H PL C 分析监控: 分析过程通过一台 H PL C

色谱仪、一 Β探头和一台 834 型色谱处理机进行。各组分放射性百分比由 834 型色谱处理机直

接得出。色层柱为 < 416 mm ×200 mm C18柱。流动相为 17% 甲醇溶液, 其中含 0105 mm o löL
KH 2PO 4 和少量离子对试剂 ( IPR 2A )。流速为 019 mL öm in。压力为 1850 Pa。上述四步反应的

H PL C 分析结果示于图 1。

图 1　四步标记反应的H PL C 图谱

　1——6% 32P i, 94% [ Χ232P ]GT P; 2——615% 32P i,

23% [ 32P ]AM P, 7015% [ 5′232P ]3′2AD P; 3——615% 32P i,

9315% [ 32P ]AM P; 4——615% 32P i, 9315% [Α232P ]A T P

11313　分离　由于标记物[ Α232P ]A T P 与

GT P 结构十分相似, 而且 GT P 的量远大于

标记物的量, 所以, 必须选择有效的分离体

系并控制好分离条件。实验采用 D EA E2
Sephadex 色谱柱进行分离: 在 < 8mm ×30

mm 的 D EA E2Sephadex 柱上 (HCO -
3 型)

上样后, 用二次蒸馏水淋洗 5 m in, 然后用

0115 m o löL 的N H 4HCO 3 溶液洗脱32P i 和

低分子量核苷酸, 标记物用 013 m o löL 的

N H 4HCO 3 洗脱并收集约 6—10 mL 溶液。

分离后的标记物通过冷冻干燥除去水和

N H 4HCO 3, 然后用 50% 乙醇水溶液配制成

317×107 BqömL 溶液, 于- 20℃贮存。

图 2　A T P 标准曲线

Κ= 254 nm

11314　比活度的测定　在感量为 0101 m g 的天

平上准确称取 2102 m g A T P 钠盐, 用二次蒸馏水

配制 1000 mL 4Λm o löL 的标准溶液。在H PL C 色

谱仪上作 4 次分析, 进样量分别为 215 ΛL (10

pm o l) , 5 ΛL (20 pm o l) , 715ΛL (30 pm o l) , 10 ΛL

(40 pm o l) , 选择波长 254 nm , 在 440 型紫外吸收

光谱仪上分别得到 4 个紫外吸收值: 1254、2573、

3755、4918; 作紫外吸收值2A T P 量标准曲线并示

于图 2。

精确移取标记物溶液 200ΛL , 在 CRC2BOBC

型活度计上测得放射性活度为 85. 1 M Bq, 故

[Α232P ]A T P的放射性活度为 79157 M Bq (8511×

9315% ) , 溶液的放射性浓度为 013979 M BqöΛL。

取 10ΛL 此溶液作H PL C 分析, 图谱 (图 3)显示A T P 峰的紫外吸收值为 2754, 在A T P 标准曲

线上可知此 10ΛL 溶液中A T P 量约为 22125 pm o l. 故溶液中[Α232P ]A T P 的比活度为:
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比活度 =
[Α2 32P ]A T P 的放射性活度

[Α2 32P ]A T P 的绝对量
=

31979 M Bq
22125 pmo l

= 17818 PBqömo l

图 3　二种溶液的紫外吸收光谱图
(a) ——纯A T P, (b) ——标记物溶液

[Α232P ]A T P 的峰位置与纯A T P 钠盐 (1 m göL )进行对比确定。

É、Ê、Ë、Ì、Í 等诸峰均为体系有紫外吸收的杂质峰。

图 4　四步标记反应的转化率2时间曲线
�—— [Χ232P ]GT P, ●——32P i, ×—— [ 32P ]AM P, + —— [ 5′232P ]3′2AD P, ∀ —— [Α232P ]A T P

2　结果与讨论

2. 1　标记过程的动力学分析
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标记反应转化率2时间曲线示于图 4 (分析条件同图 1)。从图 4 看出, 多聚核苷酸激酶催化

的反应[Χ232P ]GT P+ 3′2AM P→GD P+ [5′232P ]3′2AD P, 与文献[4 ]描述的反应[ Χ232P ]A T P+

3′2AM P→AD P+ [5′232P ]3′2AD P 具有相似的动力学曲线, 说明[ Χ232P ]GT P 同样能有效地代

替[Χ232P ]A T P 作为磷酸供体。在标记[Α232P ]A T P 的四步反应中, [Χ232P ]GT P、GD P、和 GT P

分别能良好充当多聚核苷酸激酶、丙酮酸激酶和AM P 激酶的底物, 从而使各步标记反应得以

顺利完成, 得到高转化率、高比活度的[Α232P ]A T P。这是制备高比活度[ Α232P ]A T P 的实验基

础。

2. 2　影响[Α-32P ]ATP 比活度的因素分析

文献[ 4 ]以[Χ232P ]A T P 作磷酸供体, 制得了比活度为 714—37 PBqöm o l 的 [ Α232P ]A T P。

本文介绍的标记方法制得的[Α232P ]A T P, 其比活度一般均大于 148 PBqöm o l。这是由于采用了

不同的标记反应的缘故。

　　　　　文献[4 ]的标记反应: 　　　　　　　　本文采用的标记反应:

步骤 1: 32P i+ AD P→[Χ232P ]A T P　　　　　　　　　　　　32P i+ GD P→[Χ232P ]GT P

步骤 2: [Χ232P ]A T P+ 3′2AM P→[5′232P ]3′2AD P+ AD P [Χ232P ]GT P+ 3′2AM P→[5′232P ]3′2AD P+ GD P

步骤 3: [5′232P ]3′2AD P→[ 32P ]AM P+ P i [5′232P ]3′2AD P→[ 32P ]AM P+ P i

步骤 4: (a)　PEP+ AD P→A T P+ 丙酮酸 PEP+ GD P→GT P+ 丙酮酸

(b)　A T P+ [ 32P ]AM P→AD P+ [Α232P ]AD P GT P+ [ 32P ]AM P→GD P+ [Α232P ]AD P

(c)　PEP+ [Α232P ]AD P→[Α232P ]A T P+ 丙酮酸 PEP+ [Α232P ]AD P→[Α232P ]A T P+ 丙酮酸

为使步骤 1 中的32P i 完全转化为[Χ232P ]A T P, 在文献[ 4, 5 ]的酶标过程中, 要求反应中加

入过量的AD P, 过量的AD P 将通过反应 (a) 形成 [ Α232 P ]A T P 的载体A T P, 由于放射性的

[Α232P ]A T P 的绝对量十分微小, (若转化率为 100% , 以 185 M Bq 无载体32 P i 计算, [ Α232 P ]

A T P 的绝对量约为 5156×10- 7 mm o l) , 所以, 稍稍过量的底物AD P 形成A T P 后将大大降低

[Α232P ]A T P的比活度, 这是以[Χ232P ]A T P 作磷酸供体制得的[ Α232P ]A T P 比活度低的主要原

因。即使在 AD P 不过量并刚好与 32 P i 反应完全的假设的理想状况下, 步骤 1 中形成的

[Χ232P ]A T P在步骤 2 中将转变为AD P, AD P 可通过反应 (a) 形成与[ Α232P ]A T P 等量的非放

射性A T P, 因此, 即使在这种假设的状况下, 所得的 [ Α232P ]A T P 的比活度最大也只能达到

[Χ232P ]A T P比活度的一半 (约 74—111 PBqöm o l) ; 此外, 步骤 1 底物AD P 中的AM P、A T P 污

染 (提纯步骤的不完全, 以及反应AD P AM P + A T P 均可导致杂质AM P、A T P 的存在,

AM P 可通过反应 (a)形成标记物的载体A T P) , 也会不同程度地导致[ Α232P ]A T P 比活度的降

低; Schendel[ 6 ]认为,AD P 和步骤 1 所用酶中的非放射性磷酸的污染也是降低[Α232P ]A T P 比

活度的重要因素, 非放射性磷酸可通过与 32 P i 相同的途径形成无标记的 A T P 而导致

[Χ232P ]A T P比活度降低, 进而导致[Α232P ]A T P比活度的降低。此外, 甘油醛232磷酸脱氢酶和

32磷酸甘油酸激酶中含有微量杂酶A T Pase, 它能水解部分[ Χ232P ]A T P, 也能导致标记物比活

度的降低。

实验以 GD P 代替AD P 作为底物通过步骤 1 反应制得高比活度的[Χ232P ]GT P, 然后以它

作磷酸供体通过三步连续的反应标记制得[ Α232P ]A T P; 步骤 1 中过量的 GD P 和步骤 2 中形

成的 GD P, 尽管在步骤 4 中也被磷酸化而成为 GT P, 但它们并不影响[ Α232P ]A T P 的比活度并
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可以通过柱色谱同标记物加以分离, 从而消除了W alseth 等人的标记方法中降低标记物比活

度的主要因素; 同理, GD P 中的 GM P 的存在以及反应所需酶中杂酶 A T Pase 也不会对

[Α232P ]A T P的比活度造成影响。但 GD P 中的杂质 GT P 以及体系中的非放射性磷酸的存在,

根据它们含量的多少, 也会不同程度地影响标记物的比活度。
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THE ENZYM AT IC PREPARAT ION OF [Α- 32P ]ATP W ITH

H IGH SPEC IF IC ACT IV ITY

W u Fengbo　　W ang Y ishan　　Y iM ingguan
(Institu te of A tom ic E nergy , P. O. B ox 275 (39) ,B eij ing 102413)

ABSTRA CT

A m odified p rocedu re fo r p reparing [Α232P ]A T P is described w ith w h ich [Χ232P ]GT P is

u sed as pho sphate dono r in stead of [Χ232P ]A T P. T he specif ic act ivity of the resu lted [ Α232P ]

A T P in ou r experim en ts is ra ised grea t ly as to 148 PBqöm o l o r m o re,w ithou t decreasing the

yield of [Α232P ]A T P w h ich is over 93% based on 32 P i. T he specif ic act ivity is m easu red by

H PL C and the facto rs tha t affect the specif ic act ivity of [Α232P ]A T P are d iscu ssed.

Key words　Enzym atic p repara t ion　Specif ic act ivity　 [ Χ232 P ] GT P 　 [ Α232 P ]A T P 　

H PL C
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