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激光诱导荧光毛细管电泳法优化
随机寡核苷酸文库聚合酶链反应扩增的条件

季 颖　王清清　付 洁　高 新　宋海峰 3

(军事医学科学院放射与辐射医学研究所 , 北京 100850)

摘　要　寡核苷酸文库的聚合酶链反应 ( PCR)扩增是指数富集系统配基进化技术 ( SELEX)筛选适配子技术

中的重要步骤。本研究采用毛细管电泳技术结合激光诱导荧光检测器 (CE2L IF) ,通过对双链产物、PCR副产

物以及剩余引物的考察 ,研究了寡核苷酸文库 PCR扩增时的影响因素 ,并对其进行优化。结果表明 ,随机寡

核苷酸文库的扩增与传统均一模板的扩增显著不同 ,其在扩增十几个循环时产物就达到最大值 ;此外 ,初始模

板数、退火温度、DNA聚合酶浓度等条件也有所不同。因此 , 在进行 SELEX筛选之前必须对文库 PCR条件

进行详细优化。本研究中 N39文库优化后的 PCR扩增条件为 :初始模板的量为 105个分子 , DNA聚合酶浓度

0. 05 U /μL,退火温度 70 ℃, 18个循环。本研究为利用 SELEX技术有效筛选适配子 ,降低筛选的假阳性及提

高特异性提供了参考依据。
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1　引　言

核酸适配子 (Ap tamers)是从大量的组合化学库中筛选出的短链寡核苷酸 ,它具有靶分子范围广、稳

定性好、亲和力高等特点 ,从亲和分析到疾病诊断与治疗方面 ,为自然科学和生命科学领域带来了革命

性进展 [ 1, 2 ]。目前用于治疗老年性黄斑退行性病变第一个适配子药物 Macugen已于 2004年获得了美国

FDA批准 [ 3 ]。

筛选适配子的经典方法是指数富集配基系统进化技术 ( Systematic evolution of ligands by exponential

enrichment, SELEX) ,主要有 3个关键步骤 :随机寡核苷酸文库的设计合成、结合适配子与未结合适配子

的分离和结合适配子的 PCR扩增。文库 PCR过程中非特异性产物的出现是一个普遍的现象 ,而聚合

酶链式反应 ( Polymerase chain reaction, PCR)扩增条件的特异性决定了 SELEX技术筛选与靶蛋白特异

性结合的适配子假阳性的高低 ,因此结合适配子的 PCR扩增是 SELEX技术筛选的关键。目前 ,分析

PCR扩增产物的主要方法是聚丙烯酰胺凝胶电泳 [ 4 ]和琼脂糖凝胶电泳 [ 5 ]
,通过电泳条带的数目和深浅

判断 PCR条件的优劣 ,对扩增片段大小的判断并不十分准确。利用毛细管电泳技术定性和定量分析核

酸类物质是近几年的分析工作者研究热点 ,毛细管电泳 (Cap illary electrophoresis, CE)分析具有准确、精

确、灵敏和重现性好的特点 ,现已广泛应用于 PCR产物的定量分析 [ 6～9 ]。

本研究采用毛细管电泳技术优化随机寡核苷酸文库 PCR条件 ,如 PCR循环次数、初始模板分子

数、DNA聚合酶浓度以及退火温度等 ,并将其与均一模板的扩增条件的异同进行比较。实验发现 ,寡核

苷酸文库与均一模板的 PCR扩增方式明显不同。在考察初始模板分子数对文库 PCR扩增的影响时发

现 ,初始模板分子数对文库的 PCR扩增影响显著 ,提示文库的随机性不同扩增条件也有所差别 ,所以在

进行 SELEX筛选之前一定要对文库的 PCR扩增进行优化。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

P /ACE MDQ毛细管电泳仪 (美国 Beckman公司 ) ,配有激光诱导荧光检测器 (L IF) ; Beckman MDQ
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毛细管电泳仪 ,配 488 nm氩离子激光诱导荧光检测器 ,激发波长 /发射波长为 488 /520 nm;未涂层熔融

石英毛细管 (50 cm (有效分离长度 ) /60. 2 cm (总长度 ) ×75μm内径 ,河北永年光纤厂 ) ; MJ Op ticon2
chromo 4荧光定量 PCR仪 (美国 B ioRad公司 )。

TaqDNA聚合酶、PCR缓冲液、dNTP (TaKaRa公司 )。DNA随机寡核苷酸文库及引物由上海生工合

成 ,并经聚丙烯酰胺凝胶电泳 (PAGE)纯化。所有缓冲液均使用去离子水配制 ,并用 0. 22μm滤膜过滤。

2. 2　实验方法

2. 2. 1　PCR扩增 设计合成随机 D NA文库 [ 10] 　5′2CTTCTGCCCGCCTCCTTCC2(N39) 2GGAGACGAGAT

AGGCGGACACT23′, 80 nt的均一模板 : 5′2CTTCTGCCCGCCTCCTTCCGGGAGGACGATGCGGATCAGCCAT

GTTTACGTCACTCCTGGAGACGAGATAGGCGGACACT23′PCR。5′端引物 : 5′2FAM 2CTTCTGCCCGCC TCC

TCC23′,其中荧光素标记以便毛细管电泳检测 ; 3′端引物 : 5′2AGTGTCCGCCTATCTC GTCTCC23′。 PCR

混合液 (1. 25 mmol/L MgCl2 , 10 mmol/L Tris2HCl, 50 nmol/L KCl, 250μmol/L dNTP, 5 U /μL Taq DNA聚

合酶 ,一定浓度的模板和引物 )。PCR最终条件模板的量为 6 ×10
5个分子 ,引物的量为 6 pmol, DNA聚

合酶的浓度为 0. 05 U /μL。PCR扩增条件 : 94 ℃预变性 5 m in; 94 ℃变性 10 s; 70 ℃退火 10 s; 72 ℃延

伸 10 s;最终 72 ℃延伸 5 m in; 18个循环。PCR反应后 , PCR混合物用于 CE分离检测。

2. 2. 2　毛细管电泳条件　分离温度 : 25 ℃;进样方式 :压力进样 (2. 07 kPa) ;进样时间 : 5 s。25 mmol/L硼

酸钠电泳缓冲液 (pH 9. 4)。新毛细管活化条件 : 1 mol/L NaOH活化 30 m in。每天实验之前 ,毛细管冲洗

条件 : 1 mol/L HCl, H2O, 1 mol/L NaOH, H2 O依次冲洗 3 m in。分离前 ,毛细管淋洗条件 : 0. 5 mol/L

NaOH、H2 O、电泳缓冲液顺序淋洗 3 m in。

3　结果与讨论

3. 1　PCR扩增产物出峰位置的确定

本实验采用的毛细管电泳分离模式是自由区带电泳 (Cap illary zone electrophoresis, CZE) ,其分离的

机理是基于被分离物质的净电荷与其质量比间的差异 ;而 CZE与琼脂糖凝胶电泳的不同之处在于 CZE

不仅和被分离物质长度有关还与其所带电荷有关。切胶回收后的 CE分离有助于快速确定了双链产物

　图 1　PCR扩增产物的毛细管电泳分离图 (A )和 1%琼脂糖

凝胶电泳分离图 (B)

Fig. 1　Rep resentative chromatogram s of PCR p roducts by

cap illary electrophoresis and 1% agarose gel electrophoresis

A, B, C分别为 ,图 1B切胶回收产物的分离图、PCR产物、引物 ;峰 1,

2, 3分别为引物、产物 dsDNA、副产物 (A, B, C was chromatogram of

agarose gel recovered p roducts, PCR p roducts and p rimer respectively.

Peak 1, 2, 3 was identified as p rimer, dsDNA p roducts and by2p roducts,

respectively)。

的出峰位置 (图 1中峰 2)。

非特异性扩增是 PCR过程中经常遇到的

问题 ,对于均一模板而言 ,随着初始模板浓度

的下降 ,达到产物最大量时非特异扩增增加显

著 [ 11 ]。本研究中 PCR扩增总长为 80 nt的随机

寡核苷酸文库 , 5′2FAM引物利于对扩增产物进

行 CE2L IF检测。在毛细管分离扩增产物时观

察到一个展宽较严重的峰 (图 1中峰 3) ,但随

机文库模板数的降低 (10
9～10

3 ) ,此峰的丰度

变化并不显著。Musheev等 [ 10 ]发现对于随机的

寡核苷酸文库进行 PCR扩增时 ,当引物的量还

远远大于产物时 ,产物的形成便开始停止 ; 但

随着循环次数的增加 ,产物开始向另一产物转

化 ,M ichael称其为副产物。本研究将这个类似

于文献中扩增情况的 PCR产物称为“副产物”。

3. 2　随机寡核苷酸文库 PCR扩增特点

对常规 PCR扩增而言 ,产物量一般随扩

增循环次数增加而增加 ,但本研究却发现随机寡核苷酸文库扩增的 dsDNA产量并不是逐渐增加的 ,而

是随着循环次数的增加呈先增加后减少的趋势。PCR扩增到达 18个循环时 (图 2B ) , dsDNA产量接近

最高 ,同时有少量副产物的出现 ; 继续增加 PCR循环次数 ,产物的量不增加而副产物的量明显增加。
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同样 PCR扩增条件下与文库长短相同的 80 nt ssDNA均一模板的扩增情况完全不同 (图 2A )。随着扩

增循环次数增加 dsDNA的量也逐步增加的 ,在实验考察的循环次数范围内 , 30多个循环时产量最高 ,

而此时未见副产物出现。

图 2　80 nt ssDNA PCR扩增产物 (A)和随机寡核苷酸文库 PCR扩增产物 (B)的毛细管电泳分离图

Fig. 2　CE chromatogram s of PCR p roducts for the homogeneous 80 nt ssDNA (A) and for the ssDNA library (B)

RSD < 20% ( n = 3)。起始模板分子数为 105 , DNA聚合酶浓度为 0. 05 uints/μL,退火温度为 70 ℃。毛细管电泳条件如

2. 2. 2所述 ( The initial number of temp late molecules was 105 , the concentration of Taq DNA polymerase was 0. 05 units per

m icroliters, the annealing temperature was 70 ℃, and conditions of CE were described in Section 2. 2. 2)。

3. 3　随机寡核苷酸文库 PCR扩增副产物的形成机制

关于随机寡核苷酸文库副产物的形成机制已有报道。杨清武等 [ 12 ]用 PCR过量富集寡核苷酸文库

时发现 ,产物的聚丙烯酰胺凝胶电泳条有弥散的现象 ,并出现在产物条带之后 ,这就提示副产物要比产

物的链长。D rabovich等 [ 13 ]利用单链结合蛋白分析随机文库 PCR扩增产物的组成 ,其电泳结果表明单

链结合蛋白存在的时候 ,引物与副产物的色谱峰都向前移 ,说明副产物中存在单链 DNA。

随机文库 PCR扩增形成副产物的机制与均一模板 PCR扩增形成非特异性产物的机制不同 [ 10 ]。均

一模板 PCR扩增形成的非特异产物主要是引物二聚体 ,并随着循环次数缓慢积累 ,形成相同数量的产

物所需要的循环次数随着初始模板浓度的增加而减少 ,因此形成非特异产物的量随着初始模板量的增

加而减少。随机文库 PCR扩增的副产物是 ss2dsDNA ,其是产物与产物之间的杂交。当 dsDNA产物达

到一定量时便开始形成 (图 2B )。同时 ,初始模板的浓度对随机寡核苷酸文库的 PCR副产物的产量影

响较大。初始模板分子数从 1 ×10
5增加到 1 ×10

9时 ,副产物的变化非常明显 (图 3)。但文献 [ 10 ]报

图 3　初始模板的分子数对 ssDNA文库 PCR扩增产物的影响

Fig. 3　 Influence of the number of initial temp late molecules on the maximum yield of p roducts and

corresponding yield of by2p roducts for PCR amp lification of ssDNA library

RSD < 20% ( n = 3)。初始模板的量为 6 ×103～6 ×109 , 引物用量 6 pmol, DNA聚合酶浓度为 0. 05 uints/μL,

退火温度为 58 ℃, PCR循环次数为 18。毛细管电泳条件如 2. 2. 2所述 ( The number of initial temp late molecules

was 6 ×103～6 ×109 , the amount of p rimers was 6 pmol, the concentration of Taq DNA polymerase was 0105 units

per m icroliters, the annealing temperature was 58 ℃, and the conditions of CE were described in Section 2. 2. 2)。
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道 ,当增加初始模板的量时 ,副产物的增加并不明显。推测本研究结果与文献 [ 10 ]不一致 , 可能与文库

的随机性有关 ,但仍需进一步深入研究。考虑到产物与副产物的相对量多少 ,本实验确定模板分子数为

105时产物产量最高。

3. 4　退火温度对文库 PCR条件的影响

对于均一模板和文库扩增而言 ,退火温度是 PCR反应条件中的重要影响因素。本研究在 55～

72 ℃范围内考察了 10个温度区间 , PCR循环次数为 18,引物的量为 6 pmol。结果显示 ,当退火温度为

70 ℃时 , PCR扩增产物的量最大 (图 4)。在高退火温度下 ,扩增的 DNA可以形成稳定的有利于 SELEX

筛选的二级结构。

3. 5　D NA聚合酶对文库 PCR条件的影响

考察了 DNA聚合酶的浓度 (0. 05, 0. 075和 0. 1 U /μL )对 PCR产物及副产物的影响。实验发现 ,

随着聚合酶的浓度升高 , PCR产物的量下降 ; 而副产物的量升高 ,提示 DNA聚合酶在较低的浓度下就

已经满足扩增要求 (图 5)。最终确定的 DNA聚合酶浓度为 0. 05 U /μL。

　图 4　退火温度对 PCR扩增 ssDNA文库的影响

Fig. 4　 Influence of the annealing temperature on PCR

amp lification of ssDNA library

RSD < 20% ( n = 3 )。初始模板的量为 6 ×109 , 引物用量

6 pmol, DNA聚合酶浓度为 0. 05 uints/μL, PCR循环次数为 18

( The number of initial temp late moleculeswas 6 ×109 , the amount

of p rimers was 6 pmol, the concentration of Taq DNA polymerase

was 0. 05 units per m icroliters)。毛细管电泳条件如 2. 2. 2所述

( The conditions of CE were described in Section 2. 2. 2)。

　图 5　Taq DNA聚合酶的浓度对 PCR扩增 ssDNA文库

的影响

Fig. 5　 Influence of the Taq DNA polymerase concentra2
tion on PCR amp lification of ssDNA library

RSD < 20% ( n = 3 )。初始模板的量为 6 ×109 , 引物用量

6 pmol,退火温度为 58 ℃, PCR循环次数为 18 ( The number of

initial temp late molecules was 6 ×109 , the amount of p rimers was

6 pmol, the annealing temperature was 58 ℃, and the conditions

of CE were described in Section 2. 2. 2)。

4　结　论

SELEX技术筛选适配子的过程 PCR扩增始终

贯穿其中 , PCR扩增效率的高低决定了后续 SELEX筛选的假阳性的高低。本实验利用 CE技术优化了

ssDNA文库 PCR扩增条件中的各项参数 , SELEX技术筛选适配子的过程 PCR扩增始终贯穿其中 , PCR

扩增效率的高低决定了后续 SELEX筛选的假阳性的高低。本实验利用 CE技术优化了 ssDNA文库

PCR扩增条件中的初始模板量、扩增循环数、退火温度以及 DNA聚合酶浓度等参数 ,并将其与均一模板

扩增的异同进行了详细对比与探讨。

随机寡核苷酸文库的 PCR扩增特点不同于均一的模板 PCR扩增 ,主要表现在两方面 :一是循环数

对其影响 ,另一个是副产物的形成。本研究在利用 CE对核酸类物质的高效分离能力发现了随机寡核

苷酸扩增产物不随循环数的增加而增加 ,在扩增到十几个循环时已经达到最大量 ,再增加循环数反而有

利于副产物的增加。这种文库模板与传统均一模板不同的扩增方式提示我们在进行 SELEX筛选之前

一定要对 PCR条件进行详细优化。
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O ptim iza tion of Polym era se Cha in s Reaction Am plif ica tion

for ssD eoxyr ibonucle ic Ac id L ibrary Using Cap illary

Electrophoresis w ith La ser2induced

Fluorescence D etection

J I Ying, WANG Q ing2Q ing, FU J ie, GAO Xin, SONG Hai2Feng3

( Institu te of Radiation M edicine, A cadem y of M ilitary M edical Sciences, B eijing 100850)

Abstract　For random DNA libraries, the amp lification of polymerase chains reaction ( PCR) is very important

to select ap tamers by systematic evolution of ligand exponential enrichment( SELEX). The influencing factors

of PCR amp lification were investigated and op tim ized according to the changes of dsDNA p roduct, ss2dsDNA

by2p roducts and p rimers using cap illary electrophoresis with laser2induced fluorescence detection ( CE2L IF).

The results suggested that there were p rom inent differences between PCR amp lification of homogeneous DNA

temp lates and that of random DNA libraries. For random DNA library, the yield of p roducts reached its

maximum at the eighteenth cycle. O ther influence factors including the number of initial temp lates, anneal

temperature of PCR, concentration of DNA polymerase were also investigated. To ensure efficiency of SELEX,

it is necessary to op tim ize the PCR amp lification conditions of random DNA libraries. In this study, for the

N39 DNA libraries, the op tim ized conditions were as follows: number of initial temp lates was 105 molecules,

concentration of DNA polymerase was 0. 05 U /μL, and annealing temperature of PCR was 70 ℃, the

op tim ization PCR cycles was 18. This study p rovided important references for the selection of high efficient

ap tamers by SELEX method.

Keywords　Cap illary electrophoresis; Systematic evolution of ligand exponential enrichment; Polymerase

chains reaction; Deoxyribonucleic acid libraries; Ap tamer
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