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酶抗体应用实现热启动 PCR
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摘要　通过制备酶抗体 ,形成抗原抗体复合物 ,使得酶在较高的温度 95℃,1 min ,得以释放发挥聚

合活性 ,实现热启动 PCR.建立的热启动 PCR体系灵敏度高 ,可以检测到 1个拷贝的 DNA分子 ,较

普通 PCR体系提高了 3个数量级 ,并且具有较好的线性关系.这种通过形成抗原抗体复合物达到

热启动 PCR目的的方法的建立 ,具有着重要的意义 ,是提高 PCR灵敏度和特异性的重要方法之一.
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Using Antibodies Against Taq2FS Polymerase for Hot2start PCR
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Abstract　Hot2start PCR is advantageous for its higher speciality , sencitivity and linear amplification. We
have used an antibodies against Taq2FS polymerase for the setup hot2start PCR reactions. The antibody used
could block the activity of Taq2FS polymerase at low tempreture (or below) . When heated at high temperature
95℃, 1 min , the antibody was denatured and the activity of Taq2FS polymerase was released. Our hot2start
PCR system was capable of detecting as low as one copy of template DNA.
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　　1983年 ,美国 PE2Cetus公司 Mullis发明了聚合

酶链式反应 (polymerase chain reaction , PCR)技术 ,在

体外几小时就可以将 1个DNA分子扩增 10
9 倍[1 ,2 ]

.

Taq DNA 聚合酶是一种从水生栖热菌 ( Thermus

aquaticus) YT21 中分离得到的耐热的 DNA 聚合酶.

Saiki等[1 ]首度将其应用于 PCR技术 ,使得 PCR过程

实现了自动连续循环. PCR技术具有特异性强、灵敏

度高、快速、简便及重复性好等特点[3 ]
. 但是 , Taq

DNA 聚合酶在 20℃～37℃下仍有一定聚合酶活

性[4 ] ,这对 PCR反应是不利的 ,容易产生非特异性

的扩增以及产生引物二聚体.目前 ,可以通过很多途

径来提高 Taq DNA 聚合酶的最适反应温度 ,达到热

启动的目的 ,如对酶进行物理隔绝法[5～9 ]、化学修饰

法[10 ]、设计特殊的引物[11～13 ]或者用基因工程的方法

对酶进行缺失突变和定点突变[4 ] .但是 ,这些方法容

易导致 DNA的脱嘌呤和断裂[14 ,15 ]、影响酶的续进性

和忠实性[16 ,17 ]而且方法比较繁琐和昂贵 ,我们则尝

试使用抗体 ,形成抗原抗体复合物 ,使得酶在较高的

温度下才得以释放发挥活性.

1　材料与方法

111　材料

引物、分子信标 (上海 Sangon公司合成) ; dNTPs

(上海 Sangon 公司) ; Taq2FS、包含异烟肼耐药 katG

基因的质粒 (本实验室保存) ; Taq HS (大连宝生物

工程有限公司) ;镍凝胶 ( GE) ; Protein G纯化试剂盒

(Pierce) ;其它化学试剂均为国产分析纯.

112　抗体制备

11211　抗原加入佐剂后免疫兔

Taq2FS DNA 聚合酶作为抗原 ,以 012 mgΠ次的
计量分别免疫 3只兔.首先于兔双后足掌皮下注射

弗氏完全佐剂进行初次免疫 12周后 ,于背部和胯关
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节多点注射抗原佐剂复合物 ,每隔 2周进行 1次.

11212　抗原板的包被

用包被缓冲液将抗原稀释至 5～10μgΠml包被

抗原板 ,在抗原板上 ,每个孔加入 100μl抗原 ,4℃过

夜.次日 ,弃去孔内溶液 ,用洗涤缓冲液洗 3次 ,每次

3 min.然后加入 BSA封闭 ,于 4℃保存备用.

11213　ELISA 法检测抗体滴度

分别在免疫后第 8周、第 10周取015 ml左右兔

子血液 ,37℃静置1 h后 ,12 000 rΠmin ,离心 15 min ,

取上清做 ELISA实验 ,实验中二抗为辣根过氧化物

酶标记山羊抗兔 IgG.

血清稀释 ,第 1个梯度为 200倍稀释 ,以后以 10

倍递减.稀释液为血清稀释液.每只兔子做 2个平行

排.然后取已经包被好的抗原板 ,每个孔加入 100μl

不同梯度稀释的血清 37℃孵育 30 min.反复洗涤 5

次.于反应孔中加入新鲜稀释20 000倍的酶标第二

抗体 ,山羊抗兔 IgG,150μl ,37℃孵育 30 min.反复洗

涤 5次 ,最后 1次用 ddH2O洗涤.然后加底物液 TMB

显色 ,于各个反应孔中加入临时配置的底物溶液

011 ml ,37℃15 min.最后于各反应孔中加入 2 molΠL
硫酸 0105 ml ,终止反应.测 A450值.

11214　抗体 IgG的纯化

在得到的血清中 ,含有很多其他的杂蛋白 ,在应

用前必须先对其进行纯化. 首先室温下 ,在含抗

Taq2FS抗体的血清中以2∶1的体积比加入饱和硫酸

铵 ,4℃5 000 rΠmin离心 10 min ,弃上清 ,将沉淀重新

悬浮于 PBS (137 mmolΠL NaCl , 217 mmolΠL KCl , 10

mmolΠL Na2 HPO4 , 2 mmolΠL KH2 PO4 ,pH 714)溶液中 ,

以2∶1的体积比再次加入饱和硫酸铵 ,5 000 rΠmin离

心 10 min.重复 1次.弃上清 ,将沉淀悬浮于 PBS溶

液中进行透析.透析 12 h ,每 6 h更换一次透析液.

将透析得到的产物再用 Protein G纯化试剂盒纯化.

113　热启动效果的检测

11311　常温 Taq2FS聚合酶活性的检测选择加入抗

体的最适浓度

在 PCR反应中 ,为了达到热启动的效果 ,减少

常温下的非特异性的扩增和引物二聚体的产生 ,我

们制备了相应的酶抗体形成抗原2抗体复合物 ,在高

温下抗体变性 ,酶抗原才释放出来发挥活性.但是在

反应体系中 ,如果含过多的蛋白 ,会导致 PCR效率

严重降低 ;如果抗体量不足 ,则无法抑制抗原 Taq2
FS常温下的活性.所以 ,筛选抗原抗体最适比例很

重要.因此 ,我们通过常温下聚合酶活性检测来选择

所加入抗体的最适浓度.基本原理就是 ,设计 1条与

分子信标 (5′2FAM2CGGCCAAGGATTAGCTGTACATAG

GCCG2DABCYL23′) 的环匹配的核苷酸序列 ( 5′2
TGTACAGCTAATCC23′) ,退火后杂交.如果此时体系

中的酶存在聚合酶活性 ,则核苷酸就会得到延伸 ,分

子信标被打开 ,就可以检测到分子信标的荧光.我们

就可以据此来判断常温下聚合酶是否具有活性 ,以

及选择最适的抗体浓度.

25μl 反应体系 : 10 ×缓冲液 215μl , 2 mmolΠL
MgCl2 , 012μmolΠL 分子信标 , 014μmolΠL 引物 , 200

μmolΠL dNTPs ,015 mgΠml Taq2FS ,以不同稀释度的抗

体与 Taq2FS等体积混合.加入分子信标后立即放置

于Mx3000P上.

反应条件 :40℃12 min ,每 2 min收集 1次荧光

信号 195℃1 min ,然后再 40℃12 min ,每 2 min收集

1次荧光信号.原理如 Fig11所示 :

Fig. 1　Schematic of real2time monitoring of activity of

polymerase based on molecular beacon[ 18]

11312　Taq2FS抗原抗体复合物的制备

将最适浓度的抗体与 Taq2FS于 37℃孵育 1 h ,

并 500 rΠmin间断性摇动.然后放置在 Taq贮存缓冲

液中透析 12 h ,每 6 h 更换 1 次透析液.透析产物

- 20℃保存备用.

11313　热启动灵敏度的检测及对比

以构建的包含异烟肼耐药 katG基因的质粒作

为模板 ,考察热启动酶复合体扩增的灵敏度 ,将已知

浓度的模板进行 10倍梯度稀释 ,模板的浓度梯度为

10
4、10

3、10
2、10

1、10
0 (拷贝Πμl) ,水为空白对照.

25μl 反应体系 : 10 ×缓冲液 215μl , 2 mmolΠL
MgCl2 , 014 μmolΠL 引物 , 200 μmolΠL dNTPs , 1 %

Evergreen ,1 U Taq2FS和抗体复合物 ,模板 1μl .与不

加抗体的 Taq2FS及购自大连宝生物工程有限公司

的 Taq HS进行对照.
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反应条件 :95℃3 min ,95℃15 s ,55℃20 s ,72℃

20 s ,50循环. PCR反应后 ,按 015℃Πstep 的升温速率

从 65℃递增至 95℃进行熔解曲线分析.

引物序列 :上游引物 5′2GGTAAGGACGCGATCACCA23′

下游引物5′2ACAGGATCTCGAGGAAACTGTTGT23′.

2　结果

211　ELISA法检测抗体滴度

以零点血清作为对照 ,在第 8周测得抗体的滴

度为 1∶20 000 000 ( Fig 22A) ,经过 2周后 ,滴度没有

明显提高 (Fig22B) ,说明到了第 8周特异性 IgG产生

的量到达平台期 ,心脏采血获得兔血清.

212　常温 Taq2FS聚合酶活性的检测选择加入抗体

的最适浓度

用分子信标来检测所要加入的最适抗体的浓度

用于和酶形成复合物 ,如 Fig132A所示 ,没有加抗体

的体系中 ,在检测的开始 , Taq2FS就发挥了聚合酶

活性 ,检测到较高的荧光值. Fig132B所示 ,在加了酶

抗体的热启动体系中 ,可以见到未稀释的原倍的抗

体可以很好地和酶形成复合物 ,在常温下抑制酶的

活性.在高温变性后酶释放 ,聚合酶活性得到恢复 ,

荧光值升高.

Fig. 2　Change of titer of antibodies　　(A) Titer detected by ELISA at the eighth week ; (B) Titer detected by ELISA at the tenth week

Fig. 3　Hot2start of real2time PCR detection with molecular beacons　　(A) Hot2start of real2time PCR detection before antibody

denaturalization. The reaction mixture (25μl) :10×buffer 215μl ,2 mmolΠL MgCl2 ,012μmolΠL molecular beacons ,014μmolΠL primer ,

200μmolΠL dNTPs ,015 mgΠml Taq2FS ,with different concentration antibody. Following exposure to 40℃,12 min ,collecting fluorescence

per 2 min ; (B) After denaturalization at 95℃1 min ,then 40℃12 min ,collecting fluorescence per 2 min. (gray dash dot lines : detection

without antibody ; black short dot lines : detection with antibody diluted 42folds ; dark gray dash lines : detection with antibody diluted 22
folds ;black solid lines : detection with antibody without diluting ;gray solid lines :blank. )

213　热启动 PCR灵敏度的检测

将加入抗体的 Taq2FS与不加抗体的 Taq2FS进

行对比.如 Fig142A 所示 ,起始的模板浓度越低 ,达

到仪器检测域值的循环数 ( Ct )越高. PCR扩增后对
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产物进行熔解曲线分析 ,如 Fig142B所示 ,目的产物

的熔点在 86℃,产生的 2 种引物二聚体的熔点在

79℃和 82℃.可见 ,不加抗体的 Taq2FS只能对 103

拷贝的模板进行扩增 ,而使用多抗热启动的 Taq2FS

能对 1个拷贝的DNA进行扩增.热启动 PCR体系具

有对低浓度的模板进行扩增的能力 ,提高了 PCR反

应的特异性与灵敏度.

Fig. 4 　Sensitivity of real2time PCR detection 　　(A) Sensitivity detection with Taq2FS and anti2 Taq2FS by real2time PCR. The

reaction mixture (25μl) : 10×buffer 215μl ,2 mmolΠL MgCl2 ,014μmolΠL primer ,200μmolΠL dNTPs ,1 %Evergreen ,1 U Taq2FSΠanti2

Taq2FS ,1μl template which is diluted 102folds in the range of 110×100 —110×104 copiesΠml. Following exposure to 95℃3 min ,95℃

15 s ,55℃20 s ,72℃20 s ,50 cycles ; (B) Melting cure analysis of PCR products and primer2dimers from 65℃to 95℃015℃Πstep

214　热启动 Taq2FS与商品抗体酶体系 PCR灵敏

度的对比

将加入抗体的 Taq2FS与购自大连宝生物工程

有限公司的 Taq HS进行对比.如 Fig15 所示 ,不同

浓度的模板都得到了明显的扩增.可见 ,2种热启动

的 PCR体系均能对 1个拷贝的DNA进行扩增 ,均具

有较高的灵敏度.对实验结果进行线性关系分析 ,如

Fig16所示 ,可见在热启动的 Taq2FS体系中 ,初始

DNA模板的拷贝数浓度与其 Ct 值成更好的线性关

系 ,更适于进行 PCR的定量分析.

3　讨论

1991年 ,DπAquaila等[19 ]正式提出热启动 PCR概

念 ,即在高温 (70℃左右)下使酶、模板 DNA与引物

混合 ,并与传统 PCR 进行对比实验 ,发现热启动

RCR可显著增加特异产物的量 ,减少非特异的产物

和背景.其后 ,Chou等[20 ]对这一技术与标准 PCR进

行了严密的实验比较 ,证实室温下加样所形成的引

物错配和引物二聚体是影响 PCR特异性和敏感性

的 2个重要原因.这对目的片段的扩增是非常不利

的 ,尤其是对低浓度的模板进行扩增时 ,往往会因为

形成大量的引物二聚体或者是非特异性的扩增而导

致得不到目的产物.热启动可避免 PCR反应中引物

与模板的非特异性复性和扩增 ,这对扩增大片段核

酸非常重要. Gunther 等[21 ]在用 EXpand High Fidelity

扩增系统扩增全长 HBV基因时 ,采用热启动方法 ,

大大提高了基因扩增的特异性和灵敏性.目前 ,提高

聚合酶反应温度 ,达到热启动 PCR的方法有很多.

早期通过物理隔绝的方法 ,步骤烦琐 ,容易造成污

染.而现在使用经过化学修饰起到热启动作用的

874 中国生物化学与分子生物学报 24卷
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Fig. 5　Sensitivity of real2time PCR detection　　Sensitivity detection with Taq HS and anti2 Taq2FS by real2time PCR. The reaction

mixture (25μl) : 10×buffer 215μl ,2 mmolΠL MgCl2 ,014μmolΠL primer ,200μmolΠL dNTPs ,1 % Evergreen ,1 U Taq2FSΠanti2 Taq2FS ,

1μl template which is diluted 102folds in the range of 110×100 —110×104 copiesΠml. Following exposure to 95℃3 min ,95℃15 s ,55℃

20 s ,72℃20 s ,50 cycles

Fig. 6　Linear relationship between the number of threshold cycle values and the concentration of DNA

Ampli Taq Gold和 Hotstart Taq ,有较高的特异性. 但

是 ,由于酶活性的恢复需要经过 95℃,5～15 min且

反应的 pH≤813 ,长时间的暴露在 95℃下容易造成

DNA模板的脱嘌呤和断裂 ,而且这些酶都比较昂

贵.我们则利用酶的抗体 ,在低温下形成抗原2抗体
复合物使得酶失活 ,在 95℃, 1 min 后使得抗体变

性 ,聚合酶释放恢复活性.我们运用了普通的 PCR

体系 ,加入了酶和抗体的复合物对不同浓度的模板

进行扩增 ,和没有加抗体的酶体系进行对照 ,在模板

浓度达到 102 个拷贝时几乎不产生非特异的扩增和

引物二聚体.同时 ,灵敏度提高了 3个数量级 ,可以

扩增 1个拷贝数的 DNA模板 ,并且具有较好的线性

关系 ,可以很好地用于 PCR的定量分析.这种通过

形成抗原2抗体复合物达到热启动 PCR目的的方法

的建立 ,具有着重要的意义 ,是提高 PCR特异性的

重要方法之一.
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运动在染色体水平上延缓衰老

一项新研究发现 ,经长期观察 ,运动与其稍能延长寿命之间的关系源于保持 DNA的状态.研究者报道 ,

经常运动的人比久坐不动的人 ,其染色体末端的状态较好 ,这可能是前者的细胞寿命延续稍久 ,因此提高了

总的存活率.染色体的末端称为端粒 ,由重复的 DNA片断组成 ,其保护着染色体的末端 ,犹如鞋带的塑料顶

尖保护着鞋带一样.端粒防止染色体降解 ,并防止染色体与别的染色体形成异常的键 ,但每一次细胞分裂时 ,

端粒都要缩短一次.关于截短的端粒与衰老之间的可能的联系 ,在科技界展开了一场热烈的讨论 ,现在才知

道端粒缩短到极限时 ,便意味着细胞的死亡.由于已知规律的运动可使有代表性的人物平均寿命增加数年.

因此研究者开始测定运动对于端粒的长度有何效应.研究者查阅了英国的2 401位成年双胞胎的健康集中登

记的记录 ,这些成年双胞胎在调查表上详细地填写了他们的病史、个人习惯以及工作之外的活动 ,研究者并

采集他们的血样以测定他们白细胞中端粒的长度.每周进行 3小时以上中等度到激烈运动的人 ,其端粒长度

要比很少运动的人明显地长得多.研究者在 2008年 1月 28日的 Archives of Intennal Medicine上作了报道.研

究者说 ,真正运动的人其端粒要比一般人年轻 10年 ,轻缓的步行不能算是运动.在该项研究中 ,研究者说明

了参与者在年龄、性别、社会经济状况、体质以及吸烟等方面的差异.在另一项分析中 ,研究者鉴定了 67对双

胞胎 ,其中有些双胞胎是完全相同的 ,有些是兄弟般的 ,双胞胎的其中之一的运动要比另一个多得多.运动多

的这个人端粒比较长.这可以解释为何静坐少动的生活方式会与许多老年相关的疾病有关联 ,这些疾病如髋

部骨折、Ⅱ型糖尿病、心脏病、中风和痴呆等.在身体不能适当地在细胞水平上修复自身时 ,这些疾病便出现

了.运动对长寿而延缓衰老是有作用的.尚无证据证明人死于过短的端粒.但当研究运动与长寿的关系时 ,则

运动对改善生活质量是相当重要的.同时 ,端粒可以作为生物衰老的标志.但是在该项研究中仅测量了白细

胞中的端粒 ,这就很难了解在身体其他器官中端粒长度有什么真正的效应.

(李潇摘译自 Nathan Seppa :Science News , Feduary 2 ,2008 ,Vol . 173. p . 70)
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