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摘 要：建立了 %&’ ()* 和 +,-(, .()* 的竞争定量 /&( 系统。对照模板的构建方法是：利用计算机辅助优

选设计连接引物，低严紧型扩增大肠杆菌 0)*，回收并克隆预期的 0)* 片段。该片段与靶序列除两端引物序列

完全相同外，无同源性，因此可作为非同源对照模板。这种构建非同源对照模板的方法，简便易行，适应面广。
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竞争定量 /&(（DE.M<CBCBP< Q@78CBC7CBP< /&(，

&1 4 /&(）具有简便、灵敏的特点，是应用最广泛的

定量 /&( 技术［6 V $］。构建合适的竞争对照模板是

&1 4 /&( 成功的关键，要求：（6）扩增效率尽量与

靶序列一致；（!）能方便地与靶序列扩增片段区分。

一般的方法是在靶序列中制造突变，如：点突变、缺

失、插入突变等。但这样的对照与靶序列的同源性

很高，当 靶 序 列 比 对 照 模 板 大 量 过 量 时，以 及 在

/&( 扩增后期（平台期），由于很容易出现异源双

链，给定量结果造成的误差较大［#，3］。

非同源对照模板能够消除异源双链现象［#，3］。

本文报道一种连接引物低严紧型 /&( 的非同源对

照模板构建方法。以大肠杆菌 0)* 为来源，分别

构建了丙型肝炎病毒（%&’）()* 和人端粒酶反转

录酶（+,-(,）.()* 的非同源对照模板，反相应

地建立了定量 /&( 系统。
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! 材 料 与 方 法

! "! 样品来源

#$% 阳性血清由上海第二医科大学免疫室提

供。&’() 细胞株由上海市肺科医院肺癌研究室提

供。大肠杆菌 *#’!菌株为本实验室培养。

! "" 核酸提取

+,- 提取采用异硫氰酸胍 . 酚 . 氯仿 . 步法

并略加改进。大肠杆菌基因组 *,- 提取按常规方

法进行。+,- 溶于 */0$ 处理过的双蒸水中，*,-
溶于 1/ 中。核酸质量测定采用琼脂糖凝胶电泳估

测法。

! # $ %&’ 分子大小标准

*,- 234456 购自 789 公司，片段大小（:;）为：

!<=!、><<、?<<、@<<、(<<、’<<、A<<、=<<、)<<、!<<、?<。

0$+ 736B56 购自华美生物工程公司，片段大小（:;）

为：!’A=、>>A、(>’、’!’、=@@、)=@。

! # ( 靶序列引物

引物设计采用 CDEF3 ) " < 软件，由上海生工生

物工 程 公 司 代 为 合 成。#$%0! G #$%0) 为 #$%
+,- 特异引物，扩增片段长度为 )>@ :;；#1/0= G
#1/0A 为 H1/+1 D+,- 特异引物，扩增片段长度

为 =!’ :;。序列如下：

#$%0!：$1I1I-II--$1-$1I1$11$；

#$%0)：II1I$-$II1$1-$I-I-$$1；

#1/0=：$$I1I1$-$$1-$I1I$$-$1$$1I；

#1/0A：-$-$1$-I$$11$-I$$II-$-1I$"

! # ) 低严紧型 *+, 扩增及片段回收

反应体系（)<"J）：!< DDKJ G 2 16EL . #$J（;# ?" )，

)’M），’<DDKJ G 2 &$J，)N’DDKJ G 2 7F$J)，<N) DDKJ G 2
4,10，!N< DDKJ G 2 *11，<N! DF G DJ 明胶，?O 甲酰

胺，<" ’ P !"# 酶，各 !" <"DKJ G 2 连 接 引 物，大 约

<N!QF 大肠杆菌 *,-。反应程序（7R . 01$)<< 热循

环仪，下同）：>A M )< L，’<M )<L，@)M A<L，=) 次循

环，@)M保温 ’DEQ。产物回收：!" ’O琼脂糖凝胶（含

/8 <"’"F G DJ）电泳，S+>?< 生物电泳图像分析系统分

析，拍照记录，凝胶回收试剂盒（上海华舜生物工程有

限公司）切胶回收预期的扩增片段。

! "- 非同源对照模板克隆

回收片段克隆采用 06KD5F3 公司的 ;I/7! .
1 %5TUK6 系统；质粒抽提采用 06KD5F3 公司的 VEWX

364! ;JYL *,- 抽提系统；操作均按说明书进行。

常规 0$+ 扩增对质粒进行验证。琼脂糖凝胶电泳

估计 *,- 的量。

! # . ,,/,0 +10 *+, 及电泳

循环反转录反应（ 65;53U54 65Z56L5 U63QLT6E;UEKQ
653TUEKQ，++1+，中国发明专利：>?!)!>=) " )）：)<"J
体系中，含 )’ DDKJ G 2 16EL . #$J（;# ? " )，)’M）；

!’ DDKJ G 2（,#A）)[CA；! " < DDKJ G 2 7Q$J)；< " )
DDKJ G 2 4,10；! " < DDKJ G 2 *11；< " ! DF G DJ 明胶；

! " )"DKJ G 2 #$%0) 或 H1/0A；< " ’ P S* . 1+1［(］；

’"J +,- 模板。按程序：>AM =< L，(’M ) DEQ，=)
次循 环，进 行 反 应，然 后，向 反 应 管 中 补 充 < N ’
DDKJG 2 /*1-，! " < "DKJ G 2 0$+ 上 游 引 物，! " ’
DDKJ G 2 7F$J)，及 < " ’ P !"# 酶，约 < " <) QF 的对

照模板，按程序：>A M )< L，’’ M )< L，@) M A<L =A
次循环，@) M ’ DEQ，继续进行反应。然后对产物进

行 ! N ’O琼脂糖凝胶（含 /8 < " ’"F G DJ）电泳，扫描

记录。

定量分析方法参照文献的方法进行［=］：计算靶

扩增带与对照扩增带的光密度比值，取对数，采用

7ET6KT3J C6EFEQ ’ " < 系统分析作图。

) 结 果

" # ! 计算机辅助优选设计连接引物

在 大 肠 杆 菌 基 因 组 中 选 择 大 小 适 宜 的

/$C20\- 基因为搜索范围。引物位点组合以错配

数少，且相距长度比靶序列扩增长度大 !<< ] )<< :;
为最佳。连接引物 =^端增加的位点序列的长度为：

$ _ % .（& . ’），其中 % 为拟定的连接引物与位

点同源的碱基数，设定为 !@；& 为靶序列引物的长

度，’ 为错配数（"< " A’ ‘ &）。结果见表 !。

" # " 低严紧型 *+, 扩增及非同源对照模板质粒

连接引物与位点同源碱基数为 !@，这时的 1D
值约等于 ’<M。因此 0$+ 采用复性温度 ’<M，这

样能保证适当的严紧型（图 !）。以靶序列单引物或

引物对组合，对克隆回收片段的质粒（-" 2#10= a
0A；8" 2#$0! a 0)）在严紧条件下进行 0$+，结果

只有靶序列引物组合扩增得到预期产物，说明回收

片段的两端为一对靶序列引物序列，因此适合作竞

争对照（图 )）。

?A) 遗 传 #/+/*91-[（85EbEQF）)<<! )= 卷



表 ! 在大肠杆菌 !"#$%&’ 基因中搜索并设计连接引物

靶序列 引
物

位 点 数

正向 反向

最适位点
组合

连接引物的名称和序 列（!"#$"）!!
对照长度

（%&）

’ ( ) * + !! ,!
正 向

,-.,#,-,,
名称：/’(*+
(010121122(02(010(00(#34443

,$!

’ ( ) * . -! 5!
反 向

!+$5#!+!5
名称：/’(*.
1101(2(110(02(1212((0#34466

’ 0 7 * $ 8!!! ,!!!
正 向

+$$$#+$!-
名称：/’0*$
((10(1(2((02(101((2(0((01#333

,+9

’ 0 7 * , ,!!! +:!!!
反 向

+-.-#+-!+
名称：/’0*,
2(2(0(21((00(21((112(201(#333

注：! 错配数"9；!!小写字母代表 $"端增加的大肠杆菌 ;<2 序列；!!!错配数"++

图 + 低严紧型 *(= 扩增

+：/’0*$ > *,，??’.@；.：/’0*$

> *, 大肠杆菌 ;<2；$：/’(*+ >

*.，??’.@；,：/’()*+ > *.，大肠

杆菌 ;<2；A：;<2 /B??CD。（箭头

指向 .、, 泳道切胶回收带）。

图 . 质粒扩增验证

A：;<2 /B??CD；+：’07=0*$，质粒 2；.：

’07=0*,，质粒 2；$：’07=0*$ > ’07=0*,，大

肠杆菌 ;<2；,：’07=0*$ > ’07=0*,，质粒 2；

!：’()*+，质粒 E；8：’()*.，质粒 E；-：’()*+

> *.，大肠杆菌 ;<2；5：’()*+ > *.，质粒 E。

" # $ %%&%’ ()’ *(% 系统

巢氏 *(=（FCG4C? &DHICDG J *(=），因连续 . 次

指数过程，存在复杂的平台效应问题，一般不适用于

定量 *(=。因为 ’() =<2 和 K07=0 I=<2 都是

低丰度 =<2，所以本文采用 ==0=，通过增加 6;<2
量来提高 =<2 检测的灵敏度。因为 ==0= 是线性

增长过程，不同起始浓度的靶序列，经过相同循环数

的 ==0= 后，拷贝数比值不变，不会影响 (L J *(=
数学模型。根据实验结果，分别拟合标准曲线，可对

未知样品进行相对定量（’() =<2：图 $，K07=0
I=<2：图 ,）。

$ 讨 论

(L J *(= 的 异 源 双 链 问 题 的 解 决 方 法 有

*200M 法［+］、双酶切法［.］、0117 法［-］等，这些方

法增加了操作步骤和花费。采用非同源标准对照模

板，则不需再进行额外的步骤，但一般灵活性和适应

面有限制，不够通用。比如：N%CDOB 等利用靶序列引

物，直接对异种 ;<2 模板，进行低严紧型扩增的方

法［,］，虽然简便，但具有 . 个明显的缺点：（+）回收片

段往往实际上是单引物扩增的产物，扩增效率与靶

序列可能差别较大；（.）片段的大小不能够预先确

定，可能得不到合适的片段。另一种简便方法是使

用长连接引物，即将靶序列引物序列连接在异种

;<2 引物的外侧［!］。但这样合成的连接引物太长

很不经济，并且易出现过多的非特异扩增，导致复杂

结果。本文设计的方法，克服了以上 . 种方法的缺

点，使用的连接引物长度较短，可预定大小适合的对

照片段，通用性好。

本方法有两个要点：（+）要选择容易得到且大小

适中的 ;<2。过小，则限定的 9 P ++ 个错配碱基的

同源位点少，不易找到合适的组合。过大，则同源位

点过多，不仅优选的工作量大，而且易导致扩增结果

复杂化。因此，实验室常用的工具 ;<2，如质粒、大

肠杆菌 ;<2 等为优先考虑对象。（.）连接引物不宜

太长，复性温度不宜太低，否则会导致结果复杂化。

9,.$ 期 陈 燃等：定量 *(= 的非同源对照模板的构建



图 ! "#$ %&’的定量结果

（!）电泳结果。" # $：%&’ ()* 的倍增梯度；+：,&(-+!./0.1；（2）标准曲线拟合，! 为拟合度

图 ( ")*%) +%&’的定量结果

（!）电泳结果。" # "3：总 ()* 的倍增梯度；+：4)* 5!660.；（2）标准曲线拟合，! 为拟合度。
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