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从体外扩增约 2 kb长的 DNA 片段着四种

dNTPs 和 TaqDNA聚合酶对PCR的影响

袁亚萍蒋志戎· 是;盐1令

(中科院上海细胞生物学研究所 200( 31) 

PCR ( 聚合酶链反应)是 1985 年才问世的

一项休外选择性基因扩增技术[IJ。它具有简

便、 快速、特异、灵敏的特点， 因而在分子生

物学的基础研究、应用研究、 医学和法医学等许

多领域中都得到了广泛的应用。关于其原理和

应用国内外已有许多报道[2-5 J 。

PCR 扩增 DNA 片段的特异性基于两个县

聚核昔酸引物。影响 PCR 产物特异性和得率

的因素很多 [2 -3J : 如退火泪度 、 退火和延伸的

时·问 、 引物和附的浓 度、 Mg2 + 浓度、 四和1 1

dNTPs 的浓度等。

我们利用 PCR 扩增正常人生长激素基因

旁侧的两个约 1 .9 kb 长的 DNA 片段和两个单

纯性生长激素缺乏症 1 A 型(IGHD1 A ， 这种

病是由于两个生长激素等位基因的缺失引起

的)病人的 1918 bp Jt段，发现四种 dNTPs 和

Taq DNA 聚合酶对 PCR 产物的特异性和得写­

有较大的影响，适当地控制 dNTPs 和 TaqDNA

聚合酶的浓度，可以得到理想的结果。

材鹏和 方法

-、材料和试剂

两个 IGHD lA 型病人外周血g 由瑞金医院儿科

实验室王德芬教授提供。

引物 : (1) 5'GGATCCAGCCTCAAAGAGCTTA 

C 3' 

(2) 5'GAATTCCCAGAGCCTTGAGCAAT 

GGA 3' 

由上海细胞所王应魁老师化学合成。

PCR所用 Taq DNA 聚合酶和试剂为 Promega

公司产品，四种 dNTPs 是 Sigm且 公司产品 ， 由 自 己

配制而成。

二、方法

从正常入和 IGHD 1A 型病 λ的外周血白细胞制

备基因组总 DNA， PCR 在 10 0μl 体积中进行: 1 阔

的基因组总 DNA，两个引物各 1μM， dATP , dGTP 

dCTP 和 TTP 各 24 0 μM ， 50 mM KCl , 10 mM Tris. 

HCI (25 0C 时 pH 9. 0) , 1. 5 mM MgClz, 0. 01%gclat­

in (W/V) , 0. 1%Triton X-100 ， 样品上面覆盖一层

矿物油，样品置 94"c变性 10 分钟， 然后加入 2.5 u 

的 Taq DNA 聚合酶进行循环反应。整个 PCR 过程是

手工操作， 所周仪器为上海医疗器械七厂的 DKB-8 D 

型电热恒温水梢。每个循环包括1. 5 分钟 60 "C退火 . 3 

分钟 72 0C延伸和 1. 5 分钟 94 0C 变性。在反应进行到

1 5-20 个循环时，非|、加 60μM 的四 ~jl d NTPs 混合物

和2 . 5 u 的 Taq DNA 聚合酶。 30 个循环反应结束后 ，

在72 0C延伸 1 0 分钟，从 PCR 产物中取出 5μA 用 1%

琼脂榕Ißt肢电泳检测。

结果与 讨论

在所述条件下，我们可看到清晰的 1900 bp 

左右的一条电泳带(图 1 ), 正常人 PCR 产生

1900 bp 和 1 921 bp 两片段， 在 1 %琼脂糖凝胶

电泳上分不开， 病人只出现 1 918 坤 一条带。

这三种大小相近的不同片段可用 SmaI 酶切检

测 ( 结果未附)，我们用这种条件一直可以得到

比较稳定而理想的结果。

如果反应中不补充 60μM 的四种 dNTPs

和 2.5 u 的 Taq DNA 聚合酶，得到的产物量

· 瑞金医院儿科实验室。
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图 1 PCR 产物的电泳捡到

kb 
t g 
16 

4 . λDNA (Hind TII ) (0. 5 μg) :DNA 分子量标记

3 . 正常人: 1900 bp、 19 2 1 bp(重叠在一起)

1. 2 两个 IGHD1 A 型病人: 1918 bp 

非常少， 这是因为在 扩增较 长片段的反应

后期循环中， 实际参与反应的四 种 dNTPs

和 Taq DNA 聚合酶不足所致F 如果只在 第

l:.i-2 0 个循环时补充 2.5 u 的 Taq DNA 聚合

酶， 得到的产物主也较少 (图 2 ) , 如果在第
15一2 0 个循环时补充 60μM 的四种 dNTPs ，

但反应中阴活力不够时 ， 得到 的产物量也很

少， 而且分子量较小的产物相刘一很多 ( 图 3 )。

这说明反应确实需要较多的 Taq DNA 聚合酶

和四种 dNTPs， 其巾之一的不足都导致所需产

物量的减少。而如在反应开始时一次性地加入

5 u 的 Taq DNA 聚合酶，在第 15-20 个循环

时补加 60μM 的四种 dNTPs ， 除得到 1900 bp 

的主要产物外，还得到约 900 坤的一条带 (关

于这一条带所含的 DNA 情况，尚待进一步分

析)。 这表明在有充足的 dNTPs 量的情况下，

反应开始时一次性加λ较多酶，会增加引物

和模板 DNA 错配的机会，使非特异性的 DNA

片段得到扩增(图 4 )。从图 3 的 PCR 产物中

取出 1 pJ 作为模板，再按所述"标准条件"进行

一次 PCR 反应， 结果 9 00 bp 左右的产物甚至

要多于 1900 bp 左右的产物。这可能是因为第

一次 PCR 的产物中已含有一定量的约 900 坤

的 DNA，在第二次 PCR 中，由于其片段较短，

图 2 不同条件下的 PCR 结果

3 .λ DNA (Hindill ( 0.5 μg) : DNA 分子量标记

2. 4 x dNTPs 240μM ， Taq DNA 聚合酶 2 .5 u , 
在第 1 5 个循环时再补充 2 . 5 u 的 Taq DNA 聚合酶

1. 4 x dNTPs 2 -1 0 μM ， Tnq DNA 聚合酶 2 .5 u，反

应过程中不再补充 Taq DNA 聚合晦4日四~+ dNTPs 

kb 
23.1 :'1 

9.416 

6. 5ó7 

4.361 
2 , 322 

2.027 

2 :3 

图 5 不同条件下的 PCR 结果

1. λDNA ( Hind TII ) (0 . 5μg ) : DNA 分子最标记

2 、 3. Taq DNA 聚合酶活力不足，但循环过程中
补充 60μM 的四种 dNTPs

在同样的条件下扩增得到更多的产物( 图 4 )。

因此我们认为z 进行 PCR 时不应墨守文

献中的现成条件，而应根据自己的情况对实验

条件重新进行优化。对于要扩增比较长的 DNA

片段， PCR 所需四种 dNTPs 和 Taq DNA 聚
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2 3 kb 
23.13 

9.416 

主辛主茹主I乓L慧6.557 

4.361 

2.32:':: 

2.027 

0.564 

4 f) 

围 4 不同条件下的 PCR 结果

1. λDNA (Hind llI ) (0 .5μg) : 分子量标记

2. 先加 2.5 u Taq DNA 聚合酶， 在第 15 个循环

时补加 2. 5 u Taq DNA 聚合酶和 60μM的4 x dNTPs. 
3 、 4. 反开应始时一次性加入 5 u Taq DNA 束合

酶，在第 15 循环时补加 60μM 的<1 x dNTPs 
5. 从图 3 的 PCR 产物中取 1 !-i) 代替模阪 DNA

再进行一次 PCR 反应

注z 图中各孔是从 100 μl 反应体职中取 1 4 μl 电

泳检测

合酶虽耍多一些，我们采用在循环反应过程中

间补力n适量的 dNTPs 和 Taq DNA 聚合酶，得

到的产物基本上就是我们所需的 DNA 片段。

这种做法也消 对 J lJ PCR 扩增较伏的 DNA J~'段

有 {JJK 作川 。

摘要

影响 PCR 产物特异性和得率的因素很多 ，

本文从实验得到的结果出发， 对用 PCR 钓出

校长 DNA 片·段时. dNTPs 和 Taq DNA 聚合酶

对其特异性和得率的影响进行了讨论。
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人体骨髓长期培养基质细胞中 AgNOR 染色方法的应用
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人体骨髓细胞长期培养(HLTBMC)方法为

体外研究造血及造血细胞和基质细胞之间的关

系提供了最好的模型， 近 1 0 年来 ， 国内外对

基质细胞进行了形态学、细胞化学、 免疫学、

细胞外基质及超微结构等多方面的研究[IJ。但

尚未见应用 AgNOR (核仁组成区嗜银蛋白 [ 2 J)

染色于 HLTBMC 中的报道。 AgNOR 能反映细

胞核结构及功能变化， 平均每个核内 AgNOR

数目的多少与细胞增殖活性及 rDNA 转录等有

关的付。因此应用 AgNOR 染色于 HLTBMC

动态观察基质细胞核结构与功能变化，可能成

为探讨基质细胞的增殖、分化、成熟以及基质细

胞之间关系的一种新的方法。本文报道 AgNOR

于 HLTBMC 基质细胞动态变化的方法学应用

并就有关问题进行讨论。

材料与 方法

一、 研究对象 5 例正常骨髓按常规在本所抽取

并经肝素抗l疑的路后上赖骨髓液。

二、 人体骨髓细胞长期培养按 Dexter 培养体系
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梢改进， 具体方法见陈志哲等[5J报道。我们用 6 孔培

养板 (Nunc Dermark )培养 ， 接利!前每孔先放入一无

菌盖玻片， 接种的细胞浓度为 1 x 10o/ ml , 每孔植入

3 ml。置 33 0C 、 5 %C02 饱和温度的二氧 化碳培养箱

培养，每周换半液。

三、 于培养的第 2 、 4 、 6 周知别取出一盖玻片，

轻轻以 PBS (pH 7.2) ItJl 洗，丙隅固定 5 分 钟后行

AgNOR 染色。

四 、 AgNOR染色按 Croker[5 J 报道稍改进， 过

程如下g

1. 染色液配制J : A、 2 克明胶(上海明胶厂〉溶于

1% 甲酸溶液使之成为 2% 甲酸明股溶液。 B. 硝酸银

配制成 50 % 溶液。

2 . 将 t述 A、B 两溶液以 1:2 体积比混匀后滴力日子

固定后的细胞上。在室温下避光染色 15一20 分钟后以

去离子水冲洗， 再以 Mayer's 苏木素复染。在油镜τ观

察基质细胞核内的 AgNOR 颗粒数目及其类型、分布。

结果

一、 正常骨髓经培养后， 基质细胞即贴壁

生长至 3-4 周呈融合状态( Confluence)。基质

细胞的形态J可分为多角扁平细胞、纤维母细胞、

巨噬细胞等。

二、 基质细胞核内的 AgNOR 颗粒呈黑色

小颗位， 有主核仁颗粒(相当于核仁部位)和卫

星核仁颗粒(分散于核内)两种类型。培养 2 周

时(细胞未融合)， 基质细胞的 AgNOR 比培养 4

周时(细胞巳融合)的多(见图版图 1 ， 2 )同时多

角扁平细胞的 AgNOR 比纤 维母细胞多(见图

版图 1)。巨噬细胞的 Agl斗OR 大多为 1 个， 亦有

多达 4-6个者。 6 周与 4 周比较无明显变化。

讨 论

正常骨髓细胞在体外培养的基质细胞生长

过程与文献报道一致[I U 即培养 3-4 周基质

细胞就融 合。 Underwood[ 4)认为 某群细胞

AgNOR 数目的多少与其细胞增殖活性、 rDNA

转录活动和细胞倍体数等有关。本文培养 2 周

时基质细胞 AgNOR 数目 比 4 周多可能是基质

细胞在体外的分化成熟导致其在J 殖 活性及

rDNA 转录活动下降所致， 或是由于细胞的融

合产生接触址抑制所引起。另外，多角扁平细胞

的 AgNOR 比纤维母细胞多，可能是前者的增殖

活性较高。 巨噬细胞的 AgNOR 数目的不同，或

许与这种细胞的异质性或者处于不同的功能状

态有关[7 )。在染色方法方面，有两点值得注意z

一 、 细胞固定剂的边择

我们曾比较了应用甲醇或丙嗣作为固定有11

的效果，以丙嗣固定效果更好，同定时间 3~

5 分钟，待丙酣未完全干前以去离子水冲洗后

再做 AgNOR 染色。这是基质细胞 AgNOR 染

色的重要环节之一。按上述步骤固定、染色后，

核内的 AgNOR 颗位清晰可见，否则，可能由

于培养体系 中含有小牛血清和马血清以及解体

细胞的碎片聚集， 影响结果的清晰度。

二、 AgNOR 染色的时间

文i怯报道在组 织切片上染色时间多在

30-60 分钟。但在基质细胞中的应用 ， 本文

方法以 20 分钟左右效果最佳。染色时间过长，

会引起 AgNOR 颗粒聚集影响其数目的计算。

究其原因可能是切片的组织比培养的贴壁单层

细胞厚而所需的染色时间较长。 ，

摘 要

本文报道在长期培养的人体骨髓基质细胞

的 AgNOR 的染色方法，讨论了 AgNOR 染色过

程中的某些注意事项， 并认为 AgNOR 可作研

究体外骨髓基质细胞的增生、分化、成熟及其它

们之间关系的一种新手段。
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