
HEREDITAS (Beijing)  2008年 10月, 30(10): 1379―1382  
ISSN 0253-9772    www.chinagene.cn  技术与方法 

 

                           

收稿日期:  2008−03−28; 修回日期: 2008−08−01  
基金项目: 国家“十一五”科技支撑计划(编号：2006BAD01A1205), 国家科技基础条件平台专项(编号：2006DKA30470—002)和中国水产科

学研究院水产种质资源与养殖技术重点开放实验室开放课题(编号：2006A005)资助[Supported by National Science & Technology 
Pillar Program in the Eleventh Five-year Plan Period(No.2006BAD01A1205), National Key Basic Research Program of Chinese Ministry 
of Science and Technology (No.2006DKA30470-002), and the Fund of Key Laboratory of Fisheries Genetic Resources & Aquaculture, 
Chinese Academy of Fisheries Sciences (No.2006A005)] 

作者简介: 梁宏伟(1978−), 男, 硕士, 助理研究员, 研究方向：鱼类遗传育种。E-mail:lianghw@yfi.ac.cn 
通讯作者: 邹桂伟(1963−), 男, 研究员, 研究方向：鱼类遗传育种。E-mail:zougw@yfi.ac.cn 

DOI: 10.3724/SP.J.1005.2008.01379 

聚丙烯酰胺凝胶快速、高效银染方法的建立 
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摘要: 聚丙烯酰胺凝胶电泳目前已经广泛应用在 SSR 标记、SNP 标记以及遗传图谱的构建等过程中, 但是一直

以来凝胶银染方法由于染色时间长、染色步骤繁琐, 使得对于开展大批量的实验研究极为不利。文章通过对常

规方法的改良, 建立了一个银染步骤只需要 10 min, 整个染胶过程只需约 20 min 的快速、高效的银染方法。 
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Abstract: Polyacrylamide gel electrophoresis is widely applied in the SSR, SNP markers analysis and the construction of 
genetic map. It is disadvantage to use conventional silver-stained methods in experiment due to taking a very long time and 
having fussy steps. In this paper, a silver-stained method of DNA in PAGE gel was improved. The improved method is rapid 
banding which only takes about 20 min, and the high definition picture was obtained. 
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聚丙烯酰胺凝胶电泳(Polyacrylamide gel electro-
phoresis, PAGE)在 1959年由 Raymends和Weintraub建
立。由于其使用样品量少、不易扩散, 具有较高的分辨
率且易于观察[1], 目前已经广泛在 SSR、SNP 等分子标
记研究和遗传图谱构建等方面。常规的聚丙烯酰胺凝

胶的染胶过程需要较长的时间 , 大批量的实验不仅
费时、费力, 而且影响着整个实验的进展。目前已经有
一些银染方法的报道[2~6], 但存在着染色时间较长或分
辨率较低等一些方面的缺点, 本文旨在通过对常规染色
方法的改良, 建立一种快速、高效的银染显带方法。 
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1  材料和方法 

1.1  材料 

从中国水产科学研究院长江水产研究所窑湾试

验场采集尼罗罗非鱼的尾鳍, 保存在装有无水乙醇
的离心管里, 带回实验室, 参考《分子克隆试验指
南》 [7], 用苯酚 -氯仿抽提法从尾鳍条进行基因组
DNA提取, 获取模板 DNA。 

1.2  PCR扩增体系和程序 

采用 SSR标记分析方法作为本实验的研究方法, 
引物采用 GenBank 上发布的尼罗罗非鱼引物
UNH817 (登录号; G64035 ) ,引物序列如下[8]:  

正向引物序列: 5′-CCTCTTTCTGTGGGTTTC- 
TCC-3′；  

反向引物序列: 5′-CCCAGCCTGCAGTGATAC- 
TT-3′ 

反应体系总体积为 15 μL, 其中 10×buffer 1.5 
μL, 10 mmol/L dNTPs 0.2 μL, 5 U/μL Taq DNA聚合
酶 0.2 μL, 10 μmol/L的上下游引物各 0.5 μL, DNA
模板 0.2 μL, ddH2O 11.9 μL。PCR扩增程序为 94℃
预变性 5 min, 然后 34个循环, 每个循环 94℃变性
30 s, 52℃复性 30 s, 72℃延伸 1 min, 最后 72℃延伸
10 min, 4℃保存。 

1.3  电泳 

采用 12%(39∶1)的聚丙烯酰胺凝胶, 150 V 电
压电泳 4 h, 然后进行银染照相。 

1.4  显带方法 

1.4.1  聚丙烯酰胺凝胶常规银染方法一 

(1) 电泳结束后切断电源 , 从电泳槽中倒出缓
冲液, 然后取下胶板, 将凝胶从玻板中取出放入装
有蒸馏水的瓷盘中, 用蒸馏水漂洗 2次。 

(2) 固定凝胶: 向盘中加入固定液(10%的乙醇)
浸没凝胶, 放在摇床上轻轻摇 20 min, 倒去固定液, 
用蒸馏水漂洗 2次。 

(3) 凝胶氧化: 然后加入 1%的硝酸氧化 5 min, 
硝酸回收, 用蒸馏水漂洗 2次。 

(4) 银染凝胶: 加入 0.1%的硝酸银染色液浸没
凝胶, 放在摇床闭光轻轻摇 30 min, 倒去液体, 用
蒸馏水漂洗 2次。 

(5) 凝胶显影: 向瓷盘中加入 2%的碳酸钠(加
0.1~0.2克硫代硫酸钠, 每 500 mL溶液加 750 μL甲
醛)显色液浸没凝胶, 边摇边观察, 直到凝胶上显现

清晰的电泳条带。 
(6) 终止显影: 条带清晰后迅速倒出显色液, 尽

快加入 4%的乙酸停显液浸没凝胶, 停止显色反应。 
(7) 停显后, 加入蒸馏水浸没凝胶。 
(8) 凝胶摄影: 用数码相机对凝胶进行照相。 

1.4.2  聚丙烯酰胺凝胶常规银染方法二 

(1) 电泳结束后切断电源 , 从电泳槽中倒出缓
冲液, 然后取下胶板, 将凝胶从玻板中取出放入装
有蒸馏水的瓷盘中, 用蒸馏水漂洗 2次。 

(2) 固定: 加入固定液(1%的冰醋酸、10%的无
水乙醇)进行固定 30 min, 然后用蒸馏水漂洗 2次。 

(3) 银染: 加入染色液(0.2%的 AgNO3、1%的冰
醋酸、10%的无水乙醇)进行银染 20 min, 然后用蒸
馏水漂洗 2次。 

(4) 显影 : 加入显影液 (3%的无水 NaOH, 每
200 mL溶液加 1 mL甲醛)进行显色。 

(5) 凝胶摄影: 用数码相机对凝胶进行照相。 
1.4.3  聚丙烯酰胺凝胶改进的银染方法 

(1) 电泳结束后切断电源 , 从电泳槽中倒出缓
冲液, 然后取下胶板, 将凝胶从玻板中取出放入装
有蒸馏水的瓷盘中, 用蒸馏水漂洗 2次。 

(2) 银染: 加入染色液(0.2%的 AgNO3、1%的冰
醋酸、10%的无水乙醇)进行银染, 然后用蒸馏水漂
洗 2次。 

(3) 显影 : 加入显影液 (3%的无水 NaOH, 每
200 mL溶液加 1 mL甲醛)进行显色。 

(4) 凝胶摄影: 用数码相机对凝胶进行照相。 

2  结 果 

2.1  不同聚丙烯酰胺凝胶银染方法银染结果 

不同聚丙烯酰胺凝胶银染方法银染结果见图

1~图 6。图 1 为常规银染方法一的银染结果, 图 2
为常规方法二的银染结果, 图 3~图 6为改进后不同银
染时间的银染结果。从图中可以看出常规银染方法

一银染的背景较浅, 目的片段也较为模糊, 不够清
晰, 给准确判型带来一定的困难。常规方法二和改进
后的方法背景呈黄色 , 条带清晰 , 便于基因型的判
定。 

2.2  改进后银染方法不同银染时间对银染结果的
影响 

对于改进后银染方法条件的优化, 实验中使用  
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图 1  常规银染方法一的银染结果 
Fig. 1  Result of the first conventional silver-stained method 
 

 
 
图 2  常规银染方法二的银染结果 
Fig. 2 Result of the second conventional silver-stained 
method 
 

 
 
图 3  改进的银染方法银染结果(20 min) 
Fig. 3  Result of improved silver-stained method (20 min) 
 

 

 
图 4  改进的银染方法银染结果(15 min) 
Fig. 4  Result of improved silver-stained method (15 min) 
 
了 20 min、15 min、10 min、5 min四个银染时间梯度, 
从银染结果(图 3~图 6)来看, 显色时间相同(8 min)时 

 
 
图 5  改进的银染方法银染结果(10 min) 
Fig. 5  Result of improved silver-stained method (10 min) 
 

 
 
图 6  改进的银染方法银染结果(5 min) 
Fig. 6  Result of improved silver-stained method (5 min) 
 
凝胶银染 5 min和 10 min的背景颜色较银染 15 min、
20 min时浅, 银染 10 min、15 min、20 min时 DNA
条带没有明显的差异, 均较清晰, 而银染 5 min时条
带稍有模糊, 清晰度较差。 

2.3  不同银染方法银染时间比较 

从表 1 可以看出, 常规方法一需要时间最长, 
至少需要 65 min, 而改进后的银染方法需要时间明
显缩短, 最长的也只需要 30 min左右。 

3  讨 论 

聚丙烯酰胺凝胶银染显色整个过程需要分步进

行, 常规的显色方法需要花费较长的时间。本实验
主要以缩短显色时间为目点, 但其是以得到理想的
目的条带为前提条件的, 因而并非染色时间越短越
好, 故在改进后的银染步骤中设置了梯度, 以筛选
适宜的银染时间。通过四个时间梯度的银染效果比

较发现, 显色时间相同时凝胶银染 5 min和 10 min
的背景颜色较银染 15 min、20 min 时浅, 银染 10 
min、15 min、20 min时 DNA条带没有明显的差异, 
均较清晰, 而银染 5 min时条带稍有模糊, 不是很清
晰, 因而笔者认为采用 10 min的显色时间为好。同 
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表 1  不同银染方法银染时间比较 
Table 1  Comparison of time in different sliver-stained menthod 

 
常规方法一 

First conventional silver- 
stained method (min) 

常规方法二 
Second conventional silver- 

stained method (min) 

改进后银染方法 
Improving silver-stained method (min)

固定 Fixing 20 
氧化 Oxidation 5 

30 

银染 Silver-stained 30 20 
20 15 10 5 

显色 Banding 10 8 8 8 8 8 
共计 Total 65 58 28 23 18 13 

 
时, 实验过程中还发现银染时间的长短并不影响显
色时间, 在改进后的方法中筛选适宜的银染时间时
虽然银染的时间不同, 但是在显色步骤中 8 min 左
右均能出现较好的染色效果。 

聚丙烯酰胺凝胶显色在整个实验中需要花费相

当大的一部分时间, 特别是在进行大批量的实验中, 
譬如在 SSR、SNP 等遗传多样性分析以及遗传图谱
构建过程中。由于染胶过程都是分步进行的, 每一
步都需要一定的时间去等待 , 需要投入较大的精
力。在本文比较的 3 种银染方法中, 常规方法一整
个银染过程至少需要 65 min, 常规方法二则也至少
需要 58 min, 而改进后的银染方法整个过程中银染
需要 10 min, 显色需要 8 min, 整个过程只需要 20 
min 左右。在 3 种方法中改进后的银染法最为省时, 
极大地提高了工作效率。常规方法一整个需要经过

8个步骤, 常规方法二需要 5个步骤, 而改进后的方
法需要 4个步骤。就染胶的核心步骤(即除去取胶板
和照相步骤)而言, 常规方法一分 6 步进行, 常规方
法二分 3 步进行, 改进后的方法则只有 2 步。在 3
种方法中改进后的方法步骤最少, 操作更为简便。 

在染色试剂的配制方面, 常规染色方法一在染胶
过程中需要配制固定液、氧化液、染色液、显色液、

停显液 5 种溶液, 常规染色方法二需要配制固定液、
染色液、显色液 3 种溶液, 而改进后的染色方法只需
要配制染色液、显色液两种溶液。染胶过程中明显的

减少了溶液配制的种类, 从而简化了显色程序。改进
后的方法在染胶过程中省去了常规方法一中使用的硫

代硫酸钠, 同时其冰醋酸和无水乙醇的用量也仅为常
规方法二的一半, 节约了试剂的用量, 降低了成本。 
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