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摘要: 描述了一种利用特殊的双链引物 ) ) ) 突触引物, 用于核酸扩增的特异定量检测. 在传统的引物的5. 端标记荧

光物质,而在引物的互补序列的 3. 端标记荧光淬灭剂以封闭其延伸.二者杂交即成双链突触引物 .在制备 PCR反应

混合物阶段以及加热的初期,突触引物保持稳定的双链结构而不能引导扩增, 在退火阶段, 突触引物部分解链导致

引物延伸,荧光物质与淬灭剂分开而产生荧光. 利用人B珠蛋白基因对此方法进行了验证.这种可自行退火的荧光引

物不仅简单地实现了实时扩增,同时比常规的热启动 PCR更有效地提高了扩增的特异性.
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  自 1985年 Mullis 发明聚合酶链式反应( PCR)

以来, PCR 技术已广泛应用于核酸研究的各个领

域,在临床诊断方面的应用也日益增加.随着分子生

物学的发展,人们对基因的检测已经越来越不满足

于定性的检出, 而希望进行定量的研究, 实时荧光

PCR应运而生. 实时荧光 PCR 不仅很好地解决了

扩增的定量问题,更由于闭管操作大大简化了操作

步骤,因而广受欢迎, 并成为近几年的研究热点. 目

前的实时荧光 PCR检测技术一般是加入探针(如分

子信标、TaqM an 探针)或加入荧光染料嵌入 DNA

双链进行实时检测,前者的缺点是探针的合成须多

步完成,制作成本高, 且探针序列必须已知等, 而后

者无法区别特异和非特异扩增,同时 PCR扩增中引

物二聚体的生成也将降低检测的灵敏度. 我们在此

提出一种称为/突触引物0的设计, 实现实时 PCR的

检测,设计简单, 操作方便, 并能有效抑制引物二聚

体的生成,有望成为一种新的实时荧光 PCR检测的

有效手段.

突触引物的设计思路为, 在正常引物的 5. 端标

记荧光物质,同时引入与正常引物自 3. 端起反向互

补的序列,其长度比正常引物略短,并在该互补序列

的 3. 端标记荧光淬灭物质. 两者在杂交后,由于荧

光物质和淬灭剂同处双链一端并相互靠近而导致荧

光淬灭.当核酸扩增时,引物延伸而与其互补短链分

离,导致荧光得以恢复,恢复的程度直接反映了核酸

扩增的程度,如果在退火阶段检测荧光变化,就可以

进行扩增的实时测定. 由于引物 3. 端互补序列的存

在,使得正常引物发生非特异结合的可能性大为降

低,从而只有完全互补的靶序列的存在才能引发扩

增的发生,因此,突触引物可以实现高特异的扩增和

核酸定量.

1  实验部分

我们以人的B-珠蛋白基因的 PCR扩增为模型.

选取人的 B-珠蛋白基因 ( Genbank 序列名为

HuMMB5E)的- 195~ + 73的核苷酸序列[ 2] ,扩增

片段长 278 bp.抽取人的血液 5 mL, 用淋巴细胞液



分离血液白细胞,再用常规酚氯仿抽提,乙醇沉淀法

提取白细胞 DNA, 加入 30 LL T E 缓冲液溶解

DNA, - 20 e 保存,作为 PCR反应的模板.

PCR反应前分别将正常引物与其互补序列进

行杂交,形成突触引物.本实验两者以 1B1. 5比例混

合,杂交液为 10 mmol/ L T ris-HCl, pH 8. 3, 含 1. 5

mmol/ L Mg
2+
,先于 94 e 热变性 15 m in,再 55 e

杂交 30 min.

PCR 反应时, 配制的 50 LL 反应液中含 10

mMTris-HCl, pH8. 3, 2. 0 ~ 2. 5 mmol/ L MgCl2, 50

mmol/ L KCl, 200 Lmol/ L dNTP( Pharmacia) , 2. 0 U

T aq酶( Promega) , 0. 4 Lmol/ L 突触引物(正常引物

和互补序列由上海生工生物工程技术服务有限公司

合成) , 10 LL 模板 DNA,上覆 50 LL 石蜡油. 反应经

94 e 5 min热变性后,再 94 e 45 s, 55 e 35 s, 72

e 1 m in 40 个循环, 最后 72 e 延伸 5 min. 实时

PCR仪为 Cycler iQTM Real T ime PCR Detect ionSys-

tem ( Bio-Rad) , 设定 55 e 时检测荧光信号, 波长为

Kex / Kem= 480 nm/ 520 nm.

PCR产物用 1. 5%的琼脂糖凝胶电泳(含 5 Lg/

mL EB) 30 min. 电泳完后用多色荧光凝胶成象系统

( Fluor-STM Mult i lmager, BIO-RAD)观察并照相.

2  结果与讨论

常规的 PCR一般是加入单链寡核苷酸作为引

物,而突触引物 PCR反应加入的是双链互补结构的

引物,所以首先我们对突触引物实时 PCR技术可行

性进行了验证.图 1-1是突触引物 PCR反应产物的

琼脂糖凝胶电泳结果, 为特异的产物带出现,在样品

D和 E 的泳道上跑在产物带前的类似引物二聚体

的弱带表示的是未进行扩增反应的双链的突触引

物.图 1-2是相应的实时荧光 PCR 检测结果, 阳性

样品的荧光值有升起, 且 PCR反应的起始模板浓度

越大,则荧光值上升需要的 PCR循环数越小, 同时

荧光值上升所需要的循环数与 PCR反应起始模板

浓度呈正相关,空白管的荧光值没有变化,表明没有

引物二聚体的生成.

为进一步说明该法的特异性, 我们特意将突触

引物的扩增与使用正常引物进行直接比较,实验使

用的突触引物不进行荧光标记, 而只将互补序列的

3. 端封闭使其无法延伸. 实验采用荧光嵌入染料

SYBR Gold指示双链 DNA的增加情况. SYBR Gold

在溶液中没有荧光, 当嵌入到 DNA 双链结构中时

则产生荧光信号, 但是 SYBR Gold作为荧光指示剂

缺乏特异性.也就是说, 只要反应中有双链 DNA生

成,荧光强度就会增加. 如果使用空白样品,也能观

察到荧光强度升高,则可断定是非特异扩增.我们用

引物设计软件 Olig04. 0分析过本实验的引物,它们

之间发生 3. 重叠, 有可能形成引物间二聚体. 从图

2-1可以看出,用正常引物进行扩增时, 空白样品荧

光强度果然上升, 验证了非特异扩增的发生.在突触

引物 PCR中, 二者的延伸引物完全相同, 只是后者

加入了反向互补序列, 从图 2-2可以看出,空白样品

的荧光强度没有上升, 说明突触引物的扩增无任何

非特异扩增发生. 没有引物二聚体的生成.

突触引物的提出, 实际上利用了核酸竞争结合

      图 1-1 和图 1-2 分别是突触引物的琼脂糖凝胶电泳和实时荧光检测结果. 上游突触引物 5.-FAM-gaagagc-

caaggacagg tac-3. 5.- tacctgtccttg gctcttc-dabcy-l 3. , 下游突触引物为 5.-FAM-caacttcatccacgtteacc-3. / 5.-g tgaacgtg-

gatg aagttg-Dabcy-l 3, A, B, C, D, E,电泳带的模板浓度别为, 103, 102 , 101 , 10 和空白

      Fig . 1-1 Agrose sel ecectrophor esis diag rams of PCR products using antenna pr imer

      Fig . 1-2 Rea-l time PCR with antenna pr imer
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 图 2  突触引物和常规引物的 PCR 特异性比较.图 2-1

是常规上下游引物 5.-gaagagccaaggacaggtac-3. 和

5. caacttcatccacgncacc-3. 的荧光嵌入染料法实时

PCR 检测结果;图 2-2 是上下游突触引物5.-gaa-

gaccaaggacaggtac-3. / 5.-gtacctgtccttggctc-dabc-l 3.

与 5.-caacttcatccacg ttcacc-3. / 5.-ggtgaact ggatgaag

dabcy-l 3. 的荧光嵌入染料法实时 PCR检测结果.

A 和 B 分别是 100. 10c, 梯度稀释模板, C 为空白

对照

 F ig. 2  Specific compar ison between antenna pr imers and

conventional primers inter acalater dye rea-l time

PCR

的原理.由于引物互补序列的存在,使得引物错配的

可能性大为降低.目前, /热启动/技术是非特异扩增

的一种主要手段.其原理就是防止引物在低温阶段

错配延伸.但是该技术只能在/启动0阶段防止错配

延伸. 但并不能保证随后的扩增中的退火错配引发

的非特异扩增. 使用突触引物则不然,反应之前的低

温阶段,突触引物以双链形式存在.延伸引物不可能

再与不完全匹配的序列产生杂交.既防止了引物二

聚体的形成,又杜绝了错配延伸的可能性.在随后的

热循环中的退火阶段,互补序列的存在,使得它与模

板竞争结合延伸引物. 由于延伸引物的退火一旦发

生,便会延长,因此在竞争结合中具有优势, 这也是

互补序列不能阻挡扩增的原因.另一方面,互补序列

的存在,为延伸引物提供了热力学稳定状态, 错配结

合却是热力学不稳定状态, 从而在动力学上抑制了

错配反应的发生.值得说明的是,实验中使用的互补

序列浓度略大于其互补延伸引物, 这就进一步限制

了游离延伸引物的形成, 而互补序列在 5. 端的短

缩,则又从热力学上保证了延伸引物的竞争优势.因

此,比热启动 PCR更有优势的是,突触引物提供了

全程降低非特异扩增的机制.

我们在实验中观察到,如果互补序列与延伸引

物完全等长,会大大降低扩增效率.因为大量互补序

列的存在,使延伸引物退火的几率大为降低. 当然,

互补序列如果过于短缩, 则限制延伸引物的能力也

会下降.我们在实验中还观察到,当互补序列比延伸

引物短缩 5个以上碱基时,已基本上不能发挥抑止

非特异扩增的作用.

基于上述机制, 突触引物由于在反应前和反应

过程的退火阶段都以双链形式存在, 因此本身不会

产生荧光,只有模板存在时,延伸引物才会与模板的

结合,导致其荧光的恢复,因此选择退火阶段测定荧

光就可真实反映扩增产物的增加情况, 实现实时测

定.到目前为止,虽然已经有多种探针式和非探针式

实时荧光扩增检测技术问世[ 4~ 7] , 但前者只能指示

而不能促使特异扩增, 后者则既不能指示也不能促

使特异扩增.因此,突触引物的提出, 扩充了实时荧

光定量 PCR功能,尤其在稀有突变检测中具有重要

应用价值.
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Abstract: A simple, specif ic and quant itat ive assay for DNA sequence amplificat ion by using a doubled st randed

primer called antenna primer is described. To construct antenna primer, the convent ional primer w as labeled

w ith a fluorophor at it s 5.-end, and a complementary sequence of the primer w as labeled at 3.-end w ith a dark

fluorescent quencher to block its extension, and non- f luorescent double-st rand primer w as formed upon hy-

bridization. During preparat ion of the react ion mixture and init ial heat ing, the antenna primer has a stable du-

plex st ructure and cannot serve as an effect ive primer for DNA polymerase. After heat ing to the annealing tem-

perature, it part ially melted and primer extension began and fluorescence was produced. The method has been

validated w ith amplif icat ion of humanB-globulin gene. The antenna primer is a novel design. T he sel-f annealing

fluorogenic primers not only realize rea-l t ime amplif icat ion in a simple w ay, but also offer improved specificity

and more robust synthesis than hot start PCR.

Key words: antenna primer; quant itative assay
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