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纳米基因扩增技术及其应用
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摘摇 要摇 聚合酶链式反应(PCR)是 20 世纪 80 年代中期发展起来的一种应用广泛的体外 DNA 扩增技术,但
目前该技术仍然存在着一些问题,如特异性差、灵敏度低和假阳性等。 近年来,随着纳米科技的发展,一些纳

米粒子如金属纳米粒子、碳纳米材料、量子点和纳米金属氧化物等被引入到 PCR 反应体系中,即纳米基因扩

增技术(NanoPCR)。 该技术大幅度提高了 PCR 的扩增效率、选择性、灵敏度和特异性,推动了生物学技术的

发展,具有非常重要的理论意义和应用价值。 本文综述了近年来纳米基因扩增技术的主要研究进展、反应机

理,并探讨了其应用研究。
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1摇 引 言

聚合酶链式反应(PCR)是美国的 Mullis 于 1985 年提出的可以在体外进行特定 DNA 复制的技

术[1]。 PCR 技术操作简单省时,可将微量的目的基因片段在短时间内扩增到数百万倍,已广泛用于基

因克隆[2]、DNA 测序[3]、基因分析[4]、基因芯片[5]及法医学[6]等领域。 尽管 PCR 技术发展已经很成熟,
但在实际操作中,始终存在一些问题,如假阴性、假阳性、产物特异性差、扩增效率低甚至不扩增,以及富

含 GC 碱基对的 DNA 很难通过 PCR 扩增得到产物[7] 等情况,限制了 PCR 技术的进一步发展及其更广

泛的应用,因此如何提高 PCR 技术的特异性、灵敏度及稳定性至关重要[8]。 目前,采用较多的方法是使

用 PCR 增效剂,如二甲亚砜(DMSO)、甘油、甲酰胺和甜菜碱等[9 ~ 11]。 这些增效剂有利于减少 DNA 的

二级结构并降低 GC 富集区的熔点及解链温度,有助于模板完全变性,促进模板与引物的特异性结合,
因此在一定程度上提高了 PCR 的扩增效率和特异性,但其扩增结果仍然不理想,未完全解决 PCR 中存

在的上述难题。
近年来,纳米材料由于其独特的化学、物理特性,例如大的比表面积、小尺寸效应等,受到研究者的

广泛关注,并逐步渗透到生命领域,推动了生命科学技术的发展。 一些纳米材料如纳米金[12]、量子点

(Quantum dots, QDs) [13]、碳纳米管[14]等被应用到 PCR 扩增中,形成了纳米基因扩增技术(NanoPCR)。 该

技术显著地提高了 PCR 的特异性、扩增效率及灵敏度,并加快了 PCR 反应进程,已成为当前的研究热点。
本文主要从各种纳米材料对 PCR 扩增技术的影响、机理探讨及其应用 3 个方面分别进行概述。

2摇 纳米材料对 PCR 扩增体系的影响

纳米材料晶粒极小,比表面积大,因而具有许多特殊的性质,如表面效应、量子效应等,但不同的纳

米材料又有不同的特性,如水溶性、生物相容性及热稳定性等[15],因此对 PCR 体系的影响也不相同。
2. 1摇 纳米金对 PCR 体系的影响

Li 等[12]首先用柠檬酸钠为稳定剂制备粒径为 10 nm 的纳米金,作为 PCR 增效剂进行实验。 当纳

米金浓度为 0. 4 ~ 0. 8 nmol / L 时,提高了两轮再扩增体系的特异性,明显抑制了非特异性片段的扩增

(图 1)。 但当纳米金浓度超过 1. 0 nmol / L 时,过量的纳米金对 PCR 产生抑制作用。 另外,即使在较低

的退火温度(25 ~ 40益)下,PCR 扩增特异性仍然非常高,即纳米金拓宽了 PCR 的退火温度。 随后,Pan
等[16]以多轮 PCR 为研究体系,发现加入纳米金后,经过六轮扩增,仍然可得到特异性强的目标条带,而
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普通 PCR 体系(未加入纳米金)扩增到第四轮时就不能得到目标条带,这进一步证实了纳米金可以提高

PCR 扩增的特异性。 Vu 等[17]以多重 PCR 为研究体系,研究纳米金对 PCR 扩增的影响。 他们认为纳米

金不能直接提高 PCR 特异性,而是更有利于体系中小片段 DNA 的扩增,对大片段 DNA 的扩增起抑制

作用;另外,他们推测 AuNPs 的这种作用源于其良好的表面效应而非热传导效应,且纳米金与 DNA 聚

合酶吸附作用更强,导致体系中聚合酶的实际浓度降低,促进了小片段的扩增。
Li 等[18]研究了 0. 7 nmol / L 纳米金(13 nm)对 PCR 扩增的影响,发现纳米金可以显著提高 PCR 扩

增效率,缩短反应时间。 他们对不同的 PCR 体系、不同 DNA 聚合酶及不同长度的 DNA 片段分别进行

研究,发现对于普通 PCR,其灵敏度可以提高 5 ~ 10 倍,而对于实时定量 PCR,至少可以提高 104倍。 Li
等[18]将纳米金的这些作用归于其良好的热传导性,可以有效改善 PCR 体系的升降温速率。 纳米金有

助于双链 DNA 的解链,利用这一点,Yang 等[19]研究发现,加入纳米金可以促进高 GC 模板 GNAS1 启动

子区域( ~ 84%GC)的扩增。 Girilal 等[20] 则从生物合成的角度出发,用嗜热脂肪土芽孢杆菌的无细胞

提取物来合成纳米金。 该方法合成的纳米金具有良好的热传导效应和热稳定性,可以缩短 PCR 的反应
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图 1摇 纳米金(0. 4 nmol / L,10 nm)对 PCR 特异性的影

响。 姿鄄DNA 为模板,目标片段长度 283 bp。 1. 5% 琼

脂糖凝胶电泳检测。 M: maker。 泳道 1 和泳道 2:无
纳米金的 PCR 结果;泳道 3 和泳道 4:添加纳米金的

PCR 结果[12]

Fig. 1 摇 Effect of gold nanoparticles ( 10鄄nm AuNPs,
0. 4 nmol / L) on the specificity of polymerase chain
reaction (PCR). PCR was performed by employing a 283鄄
bp target sequence from a 姿鄄DNA template, and PCR
products were analyzed by agarose gel electrophores
(1. 5% ). Lane M is marker; lanes 1 and 2 show the
results of PCR performed in the absence of AuNPs;
lanes 3 and 4 show the results of PCR performed with
AuNPs. bp=base pair[12]

时间,提高其特异性、扩增效率。
不同表面修饰的纳米金与 PCR 组分的相互作用

不同,因而其对 PCR 的影响也不同。 Cao 等[21] 研究

发现聚酰胺胺(PAMAM)树状大分子(G5鄄NH2)可以

提高 PCR 的特异性,随后 Chen 等[22] 采用氨基末端

聚酰胺胺(PAMAM)树状大分子(G5鄄NH2)包裹纳米

金(Au鄄DENPs), 并将其应用到 PCR 体系中。 研究

结果表明,Au鄄DENPs 能够有效地提高 PCR 的特异性

及扩增效率。 当 Au 原子与 G5鄄NH2 摩尔比例为

100 颐 1时,检出限可达 0. 37 nmol / L。 作者认为包含

有纳米金的树形大分子可以保持 3D 球形形态,能更

好地与 PCR 组分进行相互作用。 该课题组[23] 还进

一步探究不同末端聚酰胺胺(PAMAM)树状大分子

(G5鄄NH2)包裹纳米金(Au鄄DENPs)对于 PCR 体系的

影响,发现氨基和羟基末端修饰的纳米金更加有效,
所需浓度最低。
2. 2摇 量子点对 PCR 反应的影响

量子点作为一种新型荧光无机纳米材料,具有

发光波长可调性、发光效率高和发光峰窄等特点,受
到广泛关注,例如单分子检测、细胞成像、肿瘤靶向

和诊断等应用[24]。 另外,量子点具有优异的理化性

质及生物相容性,被用于 PCR 扩增中,包括硫基乙酸

修饰 CdTe 量子点和硫基乙酸修饰的 CdSe 以及

CdSe / ZnS 量子点等[25 ~ 27]。
Wang 等[25]考察了在不同退火温度和不同长度模板 DNA 条件下,羧基修饰的 CdTe 量子点对 PCR

体系特异性的影响。 通过与纳米金结果对比发现,量子点可以显著提高 PCR 体系的特异性,但当 CdTe
量子点浓度超过最佳浓度时会产生抑制作用。 特别对于短 DNA 片段,量子点的效果更加显著。 和纳米

金类似,采用量子点的 PCR 体系,在退火温度范围为 30 ~ 45益时仍可得到特异性强的扩增产物。
Ma 等[26]采用硫基乙酸修饰量子点,发现在低退火温度下(25 ~ 45益),仍可大幅度提高 PCR 体系

产率和特异性。 通过对不同表面修饰的量子点的研究,他们指出,量子点提高 PCR 特异性的原因是基

于量子点核自身结构与 DNA 聚合酶作用,而不是其表面状态。 Liang 等[27] 以多重 PCR 为研究模板,采
用粒径 4. 5 nm 的 CdTe QDs 进行研究,证实 QDs 可以减少多重 PCR 体系中非特异性的扩增,因而显著
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提高扩增的特异性,进一步证实了以前的研究结果。 本课题组的研究发现,量子点可以加快 PCR 的扩

增速率,将扩增时间由 143 min 降到 46 min[28]。
热启动 PCR 是实现可重复性好、灵敏度高、特异性强的基因扩增的一种非常重要的技术。 该技术

利用各种物理、化学方法控制 PCR 反应的必须组分,如 DNA 聚合酶和 Mg2+等来影响 PCR 的进行,从而

有效的抑制非特异性产物以及引物二聚体的形成,提高引物和模板结合的效率。 目前应用广泛的是商
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图 2摇 基于量子点的热启动及其与热启动酶结果的对比。 PCR
体系在 50益下分别预温浴不同时间(0-1 h); 引物分别为 (A)
B9-10; (B) B17-18; (C) A99-100;1. 2 % 琼脂糖凝胶电泳检

测。 M: MW DL2000[29] 。
Fig. 2 摇 Confirmation of hot鄄start ( HS) effects by three pairs of
primers with three test models after incubation for different time
(0-1 h). (A) B9-10; (B) B17-18; and (C) A99-100. PCR
products were analyzed by agarose gel electrophoresis ( 1. 2% ).
Lane M: MW DL2000[29] .

品化的热启动酶,但其价格昂贵,不适合大

量实际样本的常规检测。 最近,本课题组发

现,量子点可以动态调控常规 PCR 中高保

真聚合酶(Pfu 酶)的活性,实现类似“热启

动冶的高效 DNA 体外复制过程[29]。 加入了

量子点的 PCR 反应体系在 50益分别温育不

同时间(0 ~ 1 h),仍然得到特异性的扩增,
且结果可以与商品化的热启动酶相媲美,而
对照(未加量子点)实验则出现了大量非特

异性扩增片段(如图 2)。
随后,本研究组将该技术应用于荧光定

量 PCR,构建了基于量子点的高通量荧光定

量 PCR 体系[30]。 分别以质粒 DNA 和 PCR
产物为模板,PCR 反应液在 50益温育 1 h,
即使是在再轮扩增体系中,仍得到特异性强

的扩增(图 3),而对照实验得到的都是二聚

体以及非特异性扩增。 实验中还发现,CdTe
量子点对基于高保真聚合酶的 PCR 体系效

果明显,而普通 Taq 聚合酶则没有明显效

果。 实验初步证实了量子点与普通 Taq 聚

合酶的非特异性吸附相互作用弱于其与高

保真聚合酶之间的作用,所以对于普通 Taq 聚合酶没有明显效果。 在低温下量子点和聚合酶结合从而

降低酶的活性,抑制了非特异性片段的扩增;在高温时,二者分离,聚合酶的活性恢复,因而量子点起到

了很好的热启动效果。 不过考虑到 PCR 体系的复杂性,量子点影响 PCR 的机理还有待进一步的探究。
相对于其它热启动技术, 该技术具有简单、成本低、重复性好、普适性好、易于推广等优点,可以应用于

大量实际样品的高通量扩增。
2. 3摇 碳纳米管对 PCR 反应体系的影响

碳纳米管具有导电性好、比表面强度高、机械强度高[31]、韧性高等优点,广泛的应用于生物传感器、
DNA 纳米科技等方面,且该材料具有良好的表面性能和高热传导效率,因而碳纳米管在 PCR 扩增中也

得到较多的应用。
Cui 等[32]首先提出单壁碳纳米管(SWNTS)可以提高 PCR 的产率,但其浓度超过 3 滋g / mL 时反而

会起抑制作用。 此外,研究还发现,即使没有Mg2+,SWNTS 可以替代Mg2+的作用,保证 DNA 聚合酶的正

常催化聚合活性。
为了满足实验分析需要,DNA 样品通常需要重复扩增多次。 在实际 PCR 操作中,也会采用上一轮

扩增的结果来作为下一轮扩增的模板 DNA,因此当遇到 DNA 扩增效果不好、产率低的现象,便会导致

重复扩增次数增加,产物特异性降低。 基于这样的考虑,Zhang 等[33]提出碳纳米管的悬浮体有助于这样

的重复 PCR 扩增以及长片段 PCR 扩增。 实验结果表明,当体系加入碳纳米管后,PCR 进行到第六轮扩

增后仍可得到目标产物,同时还发现,该粒子还可提高长片段 PCR 的扩增效率。 Zhang 等[34] 以长度为

14. 3 kb 的长DNA片段作为模板 ,发现0. 8 ~ 1. 6 mg / mL多壁碳纳米管 ( MWCNTs ) 可以提高 PCR
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图 3摇 基于量子点的热启动在实时定量 PCR 中的应用。 模板为人类基因组的长度为 963 bp 的 PCR 产

物,荧光染料是 EvaGreen,PCR 体系在 50益中预温育 1 h,采用 Pfu 聚合酶。 (A)Pfu 扩增曲线; (B)Pfu+
QDs 扩增曲线; (C)Pfu 标准曲线; (D)Pfu 熔解曲线; (E)Pfu+QDs 熔解曲线;(F)Pfu+QDs 标准曲线;
(G)上述结果的琼脂糖凝胶电泳图(1. 2% )。 Lane M: MW DL2000[30] 。
Fig. 3摇 Real time PCR analysis of the second round amplification of a 96. 3 bp target from human genomic DNA
after 1 h preincubation at 50益 using the EvaGreen detection system. Pfu DNA polymerase was used as
polymerase. (A) Linear amplification data for control without QDs; (B) linear amplification data with QDs;
(C) standard curve for control without QDs; (D) melting curve analysis for control without QDs; (E) melting
curve analysis with QDs; (F) standard curve with QDs; (G) agarose gel (1. 2% ) electrophoresis of real time
PCR products for different template dilutions. Lane M: MW DL2000[30] .
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体系的产率和特异性,其最佳浓度为 0. 8 mg / mL。 另外纳米碳粉也对 PCR 体系产生促进作用,并且由于

其尺寸和表面性能,浓度不同会产生不同的影响。 Quaglio 等[35]将 MWCNTs 与 PDMS 相结合,这种复合

纳米材料具有良好的热传导性和热稳定性,运用到 PCR 体系中提高了 PCR 的扩增效率,整体时间比之

前减少了 75% ,因此通过改变复合碳纳米管含量,可以更精确的控制生物反应的流程效率。
2. 4摇 氧化石墨烯与还原石墨烯纳米材料对 PCR 反应体系的影响

石墨烯(GO)是碳原子以 SP2杂化方式形成的一种单原子层厚度的准二维的纳米材料,具有高比表

面积、良好的稳定性和生物相容性等,在生物医学等领域得到了广泛的应用[36,37]。 另外,其还具有良好

的传热、导电以及与单链 DNA 及蛋白质相结合的特性等,因而广泛应于于 PCR 扩增中[38,39]。
Jia 等[37]首先发现当在 PCR 中添加 12 mg / mL ~ 60 mg / mL 的 GO 时,可以提高 PCR 扩增的特异性,

而 GO 浓度低于 12 mg / mL 时对 PCR 体系没有影响,GO 浓度高于 70 mg / mL时则会产生抑制作用。 还

原石墨烯(rGO)对于 PCR 体系的最佳添加浓度为 0. 8 mg / mL,在添加浓度超过 12 mg / mL 时则会产生

明显的抑制作用。 对于多轮 PCR 的扩增,rGO 作用更加明显,经过 8 轮扩增后仍然得到特异性的扩增,
可能由于 GO 和 rGO 相比,其负电位较强,和 DNA 分子之间的斥力更大,因此效果不如 rGO。

石墨烯良好的热传导性可以提高 PCR 的选择性和特异性。 Abdul 等[39]研究也证明了 GNFs 可以提

高 PCR 的导热系数,且效果主要取决于 GNFs 的浓度。 当加入 GNFs 过量时,会起到抑制作用。 同时,
粒子的大小也是关键因素,影响其表面积,当表面积增大时,PCR 的产率也会提高。 实验通过流体力学

(CFD)模型模拟是否添加 GNFs 的对照实验,其结果也说明了 GNFs 优良的热导效应是增强 PCR 效率

的主要原因。
2. 5摇 金属氧化物纳米材料对 PCR 体系的影响

TiO2 和 SiO2 等金属氧化物纳米粒子对于 PCR 体系的影响也比较明显。 Abdul 等[40] 研究发现,将
粒径为 25 nm 的 TiO2 加入到不同 DNA 模板来源(如质粒 DNA,基因 DNA,互补 DNA)的 PCR 体系中,
扩增效率和空白对照组相比高 2. 9 ~ 6. 9 倍,且通过减少每个循环周期的时间,最终所用时间是原来的

一半,其最佳使用浓度为 0. 4 nmol / L。 TiO2 良好的热传导效应,加速了模板 DNA 的变性,从而缩短反应

时间。 Wan 等[41]也研究了 TiO2 在 PCR 中的作用,并与其它纳米材料进行比对。 实验发现,当 TiO2 浓

度达到 0. 8 滋g / mL 时会对体系产生抑制作用,当浓度达到 5 滋g / mL 时,反应被完全抑制。 实验还证明

了当 TiO2 与银纳米粒子结合时,其促进效果更加显著。 Lenka 等[42]分别在普通 PCR、q鄄PCR(实时定量

PCR)、RT鄄PCR(反转录 PCR)中,对粒径为 7 nm 的 TiO2 所产生的作用进行探究,发现在普通 PCR 体系

中,0. 2 nmol / L TiO2 可实现目标 DNA 在极低模板浓度下的扩增,并且和前人的结果对比,发现加入小

粒径的 TiO2 的 PCR 产率是大粒径(25 nm)的 3 倍甚至更高,但在 q鄄PCR、RT鄄PCR 中,则没有明显效果。
Park 等[43]将聚多巴胺包覆的 SiO2(PDA silica)和碳化的聚多巴胺包覆的 SiO2(C鄄PDA silica)纳米

粒子分别加入到 PCR 反应体系中,考察它们对 PCR 体系的作用。 研究发现 C鄄PDA 粒子表面可以提供

多个接触点用来结合引物和聚合酶,增加了体系稳定性,而碳化的聚多巴胺包覆的 SiO2 效果最突出。
由此可见,复合纳米材料可以不同程度改善 PCR 体系的环境,使其更有利于反应的进行。

Ma 等[44]认为磁性纳米粒子具有良好的磁化强度、超顺磁性,相对于其它纳米材料,其表面更容易

功能化,他们对粒径为 8 ~ 10 nm 的表面修饰了羧基的 Fe3O4 纳米材料进行研究,研究结果表明,其可以

提高 PCR 的灵敏度,检出测限可达到 4. 26 amol / L。

3摇 纳米 PCR 中纳米材料的作用机理

引物错配和非特异性扩增严重影响了 PCR 扩增的灵敏度和特异性,而纳米材料通常具有良好的表

面性能、热传导作用以及与单链 DNA 和蛋白质特异性结合等特性,广泛地应用于纳米基因扩增中,并极

大地提高其扩增特异性、灵敏度和产率。 但是由于 PCR 体系自身的复杂性,目前对于纳米 PCR 的机理

仍然不是很清楚。 根据目前的研究结果,推测纳米材料优化 PCR 主要基于以下两个方面。
3. 1摇 纳米材料的表面作用

纳米材料表面积大,表面效应强,其作用主要可以分为两方面:一方面与引物或模板 DNA 作用,另
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一方面则是与体系中的聚合酶相互作用。
Li 等[45]利用纳米金团聚所产生的颜色变化设计了杂交试验,根据实验结果提出,纳米金对于单链

DNA(ssDNA)作用更强。 Li 等[11]也采用纳米金进一步验证了以上结论,并提出纳米金与单链结合蛋白

(SSB)作用类似。 首先双链 DNA(dsDNA)由于磷酸基团暴露在外面,与单链 DNA(ssDNA)相比,碱基

暴露程度小,由于静电效应,纳米金更容易与 ssDNA 结合。 在粒径 1 ~ 50 nm 范围内,ssDNA 相对

dsDNA 更加柔软, 易于缠绕在纳米金的表面。 SSB 或者纳米金选择性地结合 ssDNA,阻碍引物和模板

的错配,降低了体系错配的可能性,减少了非特异性的扩增。
除 DNA 以外,PCR 反应体系中还包含蛋白质等。 Yi 等[46] 观考察了有无羧基化的多壁碳纳米管和

单壁碳纳米管对于 PCR 体系的影响,研究结果表明,纳米材料会与体系内的限制性内切酶、DNA 聚合酶

相互作用,从而降低甚至抑制酶的活性,基于此提出了蛋白质和纳米材料相互作用机理。 Mi 等[47] 认为

纳米金可以动态调节 DNA 聚合酶活性,起到类似热启动 PCR 的作用,有效抑制非特异性扩增。 实验中

还发现,在较低温度时,纳米金会降低高保真 Pfu 聚合酶的活性,即使在 30 ~ 60益温育 1 h 后,仍然可以

得到特异性很高的单一目标产物。 本研究组的研究也发现量子点具有类似的热启动效应[29],初步认为

这种类似热启动的效应主要源于量子点和高保真聚合酶 Pfu 的相互作用,使得扩增结果更加准确可信,
此外,还可以减少实验成本,对于未来研究具有重要意义。

Lou 等[48]利用纳米金进一步验证了以上的结论,并从 PCR 作用流程进行了深层次探究。 首先,他
们证明了纳米粒子可以作用于体系中的聚合酶,通过良好的表面性能与聚合酶结合从而改变聚合酶的

有效浓度。 其次,他们更深入地探究了纳米材料对于错配过程的影响, 发现纳米材料的加入会使得错

配体系温度更低。 实验结果表明,1 nmol / L 纳米金可以使正反向错配体系的退火温度降低 1. 0益和 1.
7益,而完全匹配体系则减少 0. 3益和 1. 0益,通过增加引物完全匹配和错配之间的退火温度差增强 PCR
体系的特异性。 他们还提出了纳米材料表面与 PCR 产物结合,在变性时促进其分解的机理。

Bai 等[49]采用氨基修饰的二氧化硅磁性纳米材料(ASMNPs)对纳米 PCR 反应机理进行了更全面的

研究。 首先,他们认为纳米材料表面的活性基团会结合 PCR 中的 DNA 聚合酶、Mg2+、引物或 DNA 模板

等,所以当加入过量时,会降低反应速率,抑制 PCR 的进行。 其次,纳米材料并不会抑制因错配而导致

的非特异性扩增,而是低浓度的纳米粒子会抑制长片段的扩增,高浓度的纳米粒子则会抑制小片段的扩

增,即纳米粒子的表面性能对 PCR 产生显著的影响。 因此,了解每种纳米材料的表面特征,对于优化其

在 PCR 上的作用有很大的帮助。
3. 2摇 纳米材料的热传导性

纳米材料良好的热传导性在 PCR 体系不同温度变化的循环过程中也可能会起到重要的作用。
Li 等[18]通过改变 PCR 体系、DNA 聚合酶、模板 DNA 的长度等探究其作用机理,提出纳米材料良好的热

传导性能,可以有效的改善 PCR 体系升 /降温速率,从而缩短反应时间,使体系的反应效率明显增加。
实验结果发现,纳米金可使 PCR 的灵敏度提高 5 ~ 10 倍,对于 q鄄PCR 的灵敏度可以提高 104 倍。 Lin
等[50]提出金纳米粒子通过提高体系的热传导性,来提高热循环效率,因而提高 PCR 体系的特异性和扩

增效率。 纳米金促进 DNA 模板解链,同时大幅度提高引物、DNA 片段与模板发生错配的解离速率,缩
短了反应时间,从而提高 PCR 的特异性和效率。 Xun 等[51]制备了表面修饰 mPEG2000 的 CdSe / ZnS 量

子点(QD590鄄mPEG2000),该量子点可在体系进行 40 个热循环后仍保持稳定,荧光信号没有降低,同时

也保证了该材料在 PCR 体系中与其它成分的兼容性,作用不会受到影响,进一步证实了纳米材料的热

传导性对于体系的调节起到不可忽视的作用。 Abdul 等[39]证明 GNFs 可以提高 PCR 体系的导热系数,
进而提高 PCR 的扩增效率及其特异性,其中 GNFs 的尺寸大小起到了关键性作用。

4摇 纳米 PCR 的应用及展望

NanoPCR 具有高灵敏度、高特异性及高选择性等优点,目前该技术在病毒检测、基因测序中应用广

泛。 Ma 等[52]利用 NanoPCR 技术来检测和区分野生型和基因缺失型伪狂犬病病毒(PPV),从病毒中选

取 3 组引物进行特异性扩增,分别得到 431 bp(gB)、316 bp(gE)和 202 bp(gG)3 组产物。 实验结果表
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明,当采用这种纯化质粒构建的带有特殊基因片段产物,其灵敏度是传统 PCR 的 100 ~ 1000 倍。
Cui 等[53]利用该技术实现了对猪细小病毒(PPV)的检测,对该病毒有良好的灵敏度和选择性,成功

实现对 109 份试剂样品的检测,对于研究 PPV 有重要意义,同时也为研究其它病毒提供了新的思路。
Wang 等[54]利用 NanoPCR 技术对猪的博卡病毒检测(PBoV)进行检测,与普通 PCR 技术相比,灵敏

度为原来的 100 倍,最低检测限为 6. 70伊101 个拷贝。 而 Yuan 等[55]则首次利用 NanoPCR 技术对猪流行

性腹泻病毒(PEDV)的 RNA 基因组进行检测,灵敏度是常规 RT鄄PCR 的 100 倍, PEDV RNA 最低检测

限为 2. 7伊10-6 ng / 滋L,这项研究可以应用于临床诊断和 PEDV 的现场实时监测。 他们还利用这项技术

对鸭坦布苏病毒(DTMUV)进行检测56],灵敏度提高了 10 倍,最低 RNA 检测拷贝数为 1. 8 伊102 / 滋L。 该

课题组还进行脑心肌炎病毒(EMCV)方面的检测[57],在保证体系与样品中其它病毒无交叉作用条件

下,实现了最低检测 RNA 拷贝数为 1. 2 伊102 / 滋L,同时这也是 nanoPCR 技术在该病毒研究领域的首次

应用。 而 Elhusseini 等[58]则采用粒径为 15 nm 的纳米金加入到 PCR 体系中,将马疱疹病毒 1 型(EHV鄄
1)的检出限从 104 ~ 105 个降到 102 个 DNA 拷贝,并改善了原检测体系出现假阴性的问题。

在人类病毒研究方面,沙门氏菌在很多发展中国家依旧是对健康有严重威胁的病毒,对于这样的伤

寒类病毒多采用血样检测,灵敏度和对病毒的选择性都有待提高。 Rehman 等[59] 采用磁性纳米粒子对

PCR 技术进行改进,降低了基于 VNTRs 的伤寒杆菌 PCR 检测的非特异性,促进了该技术的发展。
细菌气溶胶含量微小,且成分复杂,其定量检测一直是难点。 Xu 等[60] 利用 TiO2 纳米粒子结合银

纳米粒子引入 PCR 中来检测空气中的细菌气溶胶。 通过检测大肠杆菌和枯草芽孢杆菌的数量,发现将

两种纳米粒子混合后的效果明显高于单个纳米粒子,最低检测浓度可达到 40 pg / 滋L,灵敏度约为传统

PCR 的 500 倍。
NanoPCR 技术的发展为生物分子的研究开辟了一个新的思路和方向,相比传统 PCR 技术,当体系

中添加入纳米材料时,通过其优良的表面性能和热传导效应,可以有效缩短反应时间,提高扩增效率和

体系特异性,进而提高检测灵敏度。 NanoPCR 在实际研究尤其是在病毒检测方面具有重要的应用价值

和意义,为人类病毒的研究发展提供了新的可能,在未来生物医学领域具有良好的应用前景。 另一方

面,由于 PCR 反应体系的复杂性以及纳米材料的自身特点等原因,NanoPCR 的反应机理仍然不清楚,因
此详实的探究 NanoPCR 的反应机理非常重要,而开发更多无毒高效的纳米材料并将其应用 PCR 技术

中是未来重要的研究方向。
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Development of Nano鄄Polymerase Chain Reaction
and Its Application

SANG Fu鄄Ming*, LI Xin, LIU Jia
(School of Marine Science and Technology, Harbin Institute of Technology (Weihai), Weihai 264209, China)

Abstract摇 Polymerase chain reaction (PCR) has become one of the powerful technique since its invention in
1980s. Nevertheless, PCR technique is still frequently impaired by its low specificity, poor sensitivity, false
positive results, etc. Recently, nanomaterials including metal nanoparticles, carbon nanomaterials, quantum
dots and nano metal oxide have been added into PCR solution to improve both quality and productivity of PCR.
The nanoparticles assisted PCR (NanoPCR) has received considerable attentions due to its unprecedented
sensitivity, selectivity and efficiency. In this view, the mainly used nanoparticles in NanoPCR, including gold
nanoparticles, quantum dots, carbon nanomaterials, graphene and metallic oxide, was firstly summarized.
And then, the possible mechanisms for highly improved sensitivity and selectivity were discussed. Finally,
recent applications of NanoPCR were described.
Keywords摇 NanoPCR; Nanomaterials; Specificity; Amplification efficiency; Hot鄄start;Review
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卓立汉光新品推出: Omni鄄姿Bright300 光纤输出可调单色光源

摇 摇 卓立汉光多年专注于光谱仪与高稳定光源研发,积累了丰富的经验,可提供多种可调单色光源(其组件包括氙灯、溴
钨灯、氘灯等光源以及光谱仪),主要用于光、电元器件的表征。 典型应用如下:光探测器量子效率(QE)测量系统、太阳

能电池光电转换效率测量(QE / IPCE)系统、各类 CCD / CMOS 影像器件模组光色标定系统等。 承载十年研发经验,全新

推出高性能、高输出功率的可调单色光源 Omni姿鄄Bright 系列。
典型应用:
PEC 光电化学测试; 透反吸测试系统; 太阳能电池量子效率测试系统; 用于荧光光谱测试系统的激发光源; 表面光

电压测试; 探测器光谱响应度测试系统; 光学镜头透过率测试系统; 防护眼镜产品测试系统; CCD / CMOS 影像器件模

组的光色标定。
Omni鄄姿Bright 系列可调单色光源主要由 200 mm 焦距影像光谱仪、75W 氙灯光源以及其他配件组成。 整个系统的光

学设计经过多次优化,以保证最佳的分辨率和最大的光通量,同时又最大强度地抑制了杂散光,提升测量的准确度, 用

户通过简单的几个步骤就可以快速实现测试。
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