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ＰＣＲ 增强剂在核酸体外扩增检测技术的研究进展
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摘　 要: 在各种高致病性病原体、禽流感病毒、食源性微生物等引起的疾病随时大规模流行的背景下ꎬ利用聚合酶链式

反应(ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＰＣＲ)技术对第一例或第一波病例的快速实验室诊断显得尤为重要ꎬ同时发展出多种以

ＰＣＲ 技术为基础的检测技术以便更加快速、高通量、敏感地对疾病进行诊断、预防或预测ꎮ 然而ꎬ在实际病原体检测中ꎬ
常常出现灵敏度低、准确性差的结果ꎮ ＰＣＲ 增强剂是在 ＰＣＲ 及 ＰＣＲ 衍生技术中添加的一类物质ꎬ其可从产率、特异性、
灵敏度等方面提高核酸扩增性能ꎬ从而优化核酸检测ꎬ解决病原体检测的应用瓶颈ꎬ为第一例病原体检出节约宝贵的时

间ꎮ 结合以 ＰＣＲ 为基础的核酸体外扩增检测技术对 ＰＣＲ 增强剂在其中的应用、优缺点、作用机理进行介绍ꎬ以期为病原

体核酸检测的实际应用提供一些参考ꎮ
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　 　 当前由生物类因素(细菌、寄生虫、病毒等)
造成的各种人类、动植物严重流行病ꎬ例如埃博拉

病毒[１]、寨卡病毒[２]、中东呼吸综合征冠状病

毒[３]和新型冠状病毒[４]ꎬ已引起各国政府及媒体

的普遍关注ꎬ但目前尚缺少有效的病原体疫苗及

治疗措施ꎬ若不能对第一例疾病及时诊断ꎬ不仅会

造成经济上的损失ꎬ更甚者直接威胁生命ꎮ 对病

原体的检测ꎬ传统的方法是通过体外培养病原体

进行镜检ꎬ但该方法耗时长、操作繁琐、误差大ꎬ对
操作人员要求也比较高ꎬ还存在一些难以培养的



微生物检测困难等问题[５]ꎮ 而利用免疫学方法

进行 的 酶 标 法 ( ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ
ａｓｓａｙꎬＥＬＩＳＡ)检测病原体存在“窗口期”较长易造

成漏检、免疫静默感染以及人工操作误差等问

题[６]ꎬ因此以聚合酶链式反应( ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＰＣＲ) 为 代 表 的 体 外 核 酸 检 测 技 术

(ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｔｅｓｔꎬ ＮＡＴ)因其简单、快速、安全等

优点被广泛应用于细菌、真菌、病毒、寄生虫、支原

体、衣原体的快速检测和鉴定以及疾病的早期筛

查与诊断中[７]ꎮ
但目前在 ＰＣＲ 及 ＰＣＲ 衍生技术的实际操作

中ꎬ仍有一些难以克服的困难ꎬ如非特异性扩增、
甚至假阴性结果ꎬ导致 ＮＡＴ 的灵敏度、特异性和

准确性差[８－９]ꎬ这时往往需要添加一些外部物质

来提高 ＮＡＴ 的灵敏度、特异性和准确性ꎬ而这类

物质统称为 ＰＣＲ 增强剂(ＰＣＲ ｅｎｈａｎｃｅｒｓ)ꎮ 现在

很多公司也相继开发出相关 ＰＣＲ 增强剂产品ꎬ如
ＰＣＲｘ Ｅｎｈａｎｃｅｒ Ｓｙｓｔｅｍ (Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)、
ＡｍｐＦＬＳＴＲＴＭ ＰＣＲ Ｅｎｈａｎｃｅｒ(Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆ￣
ｉｃ)、ＭａｓｔｅｒＡｍｐＴＭ １０Ｘ ＰＣＲ Ｅｎｈａｎｃｅｒ(Ｅｐｉｃｅｎｔｒｅ)、
ＰＣＲ Ｅｎｈａｎｃｅｒ(庄盟)ꎮ ＰＣＲ 增强剂作为一种核

酸扩增优化的方式越来越被人们所认可ꎬ这种新

技术进一步推动了以 ＰＣＲ 为基础的各种检测方

法的广泛应用ꎬ对于核酸检测中的应用“瓶颈”得
到了一定程度的解决ꎬ并提高了潜伏期的病原体

检测的检出限ꎮ

１　 以 ＰＣＲ 为基础的核酸检测技术

　 　 ＰＣＲ 作为分子生物学领域最重要的技术ꎬ其
允许在不同的 ＤＮＡ 序列(例如总基因组 ＤＮＡ)中
选择性地扩增特定的目标 ＤＮＡ 序列[１０]ꎮ ＤＮＡ 分

子的拷贝数在每一个扩展步骤中加倍最终产生数

百万拷贝ꎬ因此 ＰＣＲ 技术最早被开发用于病原体

的检测和亚型鉴定ꎬ如今以 ＰＣＲ 为基础而衍生出

来的各类 ＰＣＲ 技术因高通量、核酸定量、快速等

特点也渐渐成为核酸检测的主流ꎮ
迄今为止ꎬＰＣＲ 衍生出的核酸检测技术主要

有实时荧光定量 ＰＣＲ( ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎬＲＴ￣ＰＣＲ)、
巢式 ＰＣＲ、数字 ＰＣＲ( ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲꎬｄＰＣＲ)ꎮ ＲＴ￣
ＰＣＲ 使用荧光染料将扩增和检测结合起来ꎬ依赖

于扩增过程中产生的荧光信号定量分析[１１]]ꎮ
ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法已经用于病原体的检测ꎬ成功

对利什曼原虫[１２]、Ｂ 族链球菌(ｇｒｏｕｐ Ｂ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃ￣
ｃｕｓꎬＧＢＳ) [１３]、基孔肯雅病毒(Ｃｈｉｋｕｎｇｕｎｙａ ｖｉｒｕｓꎬ
ＣＨＩＫＶ) [１４] 等进行鉴定ꎮ ＲＴ￣ＰＣＲ 相较于常规

ＰＣＲ 交叉污染显著降低ꎬ但 ＲＴ￣ＰＣＲ 最大的问题

是标准曲线重复性差ꎬ定量范围有限ꎮ 巢式 ＰＣＲ
又称为多重 ＰＣＲꎬ实现了对未知病原体或多种病

原体的一次快速检测[１５]ꎮ 已有报道利用巢式

ＰＣＲ 技术来对 ４４７ 个临床样品中细菌脑膜炎易

染病原体检测ꎬ约 ３ ｈ 就可得到临床结果ꎬ而微生

物培养法需 ３~７ ｄ [１６－１７]ꎮ 多重 ＰＣＲ 技术价格低

廉、灵敏度高、特异性强ꎬ可检测少量 ＤＮＡ 样品ꎬ
但多个引物间的配对、相互竞争等均会影响扩增

效果ꎬ易出现非特异性扩增ꎬ需要对实验进行严密

的设计ꎮ 近年来ꎬ数字 ＰＣＲ(ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲꎬ ｄＰＣＲ)
作为一种新兴的核酸扩增检测技术以优异的检测

灵敏性、特异性和重现性在核酸检测中越来越受

到重视[１８]ꎬｄＰＣＲ 可敏感地检测脑脊液和外周血

单核细胞样本中人体免疫缺陷病毒核酸[１９－２１]ꎮ
ｄＰＣＲ 不存在 ＲＴ￣ＰＣＲ 的标准曲线对结果有影响

等问题[２２]ꎬ但因其价格较高尚未广泛应用ꎬ在检

测低拷贝基因时ꎬｄＰＣＲ 的灵敏性低也成为核酸

检测的限制ꎮ
目前ꎬ常规 ＰＣＲ 已经成为最普及使用的核酸

检测方法ꎻ在单基因检测上 ＲＴ￣ＰＣＲ 也得到应用ꎻ
ｄＰＣＲ 也是目前最灵敏、最高通量的检测方案ꎬ实
现了同时对多位点基因检测筛选ꎻ同时开发出各

种新型核酸检测技术如滚环扩增 ( ｒｏｌｌｉｎｇ￣ｃｉｒｃｌｅ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬＲＣＡ)、基因芯片以满足更加灵敏、
特异、快速、高通量、低成本的检测需求ꎮ

２　 核酸检测技术存在的问题

在核酸检测的应用中ꎬ利用 ＰＣＲ 及其衍生技

术直接诊断需要高水平的敏感性和特异性ꎬ检测

的实际情况往往达不到要求ꎬ经常出现如下状况ꎮ
①灵敏度低ꎮ 对于早期疫病的诊断ꎬ这时标本中

病原体的核酸量是极少的ꎬＰＣＲ 可检测 ｐｇ 级别

的核酸ꎬ但有时 ＤＮＡ 含量可能极低且不足以进行

ＰＣＲꎬ造成了检测的敏感度较低ꎮ ②特异性差ꎮ
检测中的实验结果经常出现多个非特异性条带、
条带弥散、假阳性或假阴性结果ꎬ这时特异性差可

能是由模板造成的ꎮ 一方面ꎬ用于 ＰＣＲ 的 ＤＮＡ
样本往往不是 ＤＮＡ 扩增的最佳来源ꎬ样本中存在
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ＰＣＲ 抑制剂[２３－２４]ꎬ而纯化过程可能导致目标

ＤＮＡ 的丢失ꎬ费时费力ꎬ增加成本ꎬ涉及到多个样

本的操作还会增加交叉污染的风险ꎻ另一方面ꎬ
ＤＮＡ 的模板也常含有 ＧＣ 含量高的序列[２５]ꎬ退火

时单链 ＤＮＡ 容易形成局部二级结构或发夹结

构[２６]ꎬ并可能导致 ＤＮＡ 聚合酶扩增提前停止ꎬ或
者模板序列高度重复序列、同源重组序列ꎬ这些情

况都会造成 ＤＮＡ 扩增失败ꎬ严重影响核酸的特异

性正确检测ꎮ ③保真度低ꎮ ＰＣＲ 的保真度往往

与 ＤＮＡ 聚合酶有关ꎬ最常用的 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶

的错误率为(２􀆰 ７×１０－４) ±(０􀆰 ８×１０－４)ꎬ现在市面

上出现了价格昂贵的高保真 Ｐｈｕ ＤＮＡ 聚合酶、
Ｋｏｄ ＤＮＡ 聚合酶使得保真度进一步提高ꎬ但在扩

增长的片段( >１０ ｋｂ)时ꎬ错配率升高ꎬ持续合成

能力降低ꎮ 在基于 ＰＣＲ 的病原体诊断中ꎬ这些缺

陷会成为障碍ꎬ需要对 ＰＣＲ 技术优化ꎬ而 ＰＣＲ 增

强剂是一种有可能绕过这些限制的优化方法ꎮ

３　 ＰＣＲ 增强剂在以 ＰＣＲ 为基础核
酸检测中的研究及应用

　 　 ＰＣＲ 增强剂是可以改善 ＰＣＲ 及 ＰＣＲ 衍生技

术的灵敏度、特异性、保真度等的一类添加剂ꎬ可
以显著改善假阳性、假阴性或无法扩增等情况ꎬ使
准确度提高ꎬ检测的最低检出限提高ꎬ甚至当调整

循环数、镁离子、引物、ｄＮＴＰ、ＤＮＡ 聚合酶和 ＤＮＡ
模板浓度等优化方案无法解决问题时ꎬ能够提出

一种更有效的策略ꎬ这种策略突破了原有检测技

术的缺陷ꎬ对于病原体正确、快速的诊断具有重要

意义ꎮ 目前关于 ＰＣＲ 增强剂存在很多类型ꎬ不同

类型的 ＰＣＲ 增强剂也针对不同核酸扩增问题提

出了一定的解决方案ꎮ

３􀆰 １　 小分子化学类 ＰＣＲ 增强剂

小分子化学类 ＰＣＲ 增强剂是最早出现的增

强剂ꎬ其中二甲基亚砜 ( ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅꎬＤＭ￣
ＳＯ) [２７]和 ｎꎬｎꎬｎ－三甲基甘氨酸(又称甜菜碱) [２８]

是最常用的增强剂ꎮ ＤＭＳＯ 经常作为 ＰＣＲ 标准

扩增优化的一部分ꎻ甜菜碱作为渗透保护剂ꎬ与甘

油的功能类似ꎬ可以防止 ＤＮＡ 聚合酶变性ꎬＱＩＡ￣
ＧＥＮ 和 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公司 ＰＣＲ 增强剂产品也被证明

含有甜菜碱[２９]ꎮ 如今也发现了更多化学物质有

此作用ꎬ在 ＰＣＲ 扩增中加入多种增强剂来提高

ＰＣＲ 产物的产率、特异性和一致性ꎬ这其中包括

甲酰胺、甘油、四甲基氯化铵等[３０]ꎬ这些添加剂都

对 ＰＣＲ 及相关 ＰＣＲ 技术扩增产生了有益的影

响ꎬ而复合型 ＰＣＲ 增强剂是将多种 ＰＣＲ 增强剂

按一定比例混合而成的一种新型 ＰＣＲ 增强剂ꎬ对
ＰＣＲ 的促进效率更高ꎮ 如利用甘油、甲酰胺、
ＤＭＳＯ 和甜菜碱的 ＰＣＲ 增强剂组合对含高 ＧＣ 的

伪狂犬病毒进行 ＰＣＲꎬ使得之前无法扩增的 ＰＣＲ
可以扩增ꎬ 并且错配率有了明显的降低[３１]ꎮ
Ｈｏｒｋｏｖ 等[３２]在含有 ＰＣＲ 抑制物(如肝素、血红蛋

白)的全血中扩增基因片段ꎬ通过不同增强剂组

合发现 １ꎬ２－丙二醇和海藻糖组合可以强而特异

地进行 ＲＴ￣ＰＣＲꎮ 其中ꎬ海藻糖可通过保护酶免

受血液抑制剂的干扰而起作用ꎻ１ꎬ２－丙二醇可以

降低 ｄｓＤＮＡ 片段的退火温度扩增富含 ＧＣ 的模

板ꎬ为粗血样中富含 ＧＣ 核酸的 ＲＴ￣ＰＣＲ 提供了

一种通用增强剂ꎬ并且在不同荧光探针中也可以

使用ꎮ
小分子化学 ＰＣＲ 增强剂在商业上容易获得

且价格低廉ꎬ商业化 ＰＣＲ 增强剂也多是以小分子

化学物质作为主要成分ꎬ这些添加剂虽然可以提

高 ＰＣＲ 反应的产率、特异性、保真度ꎬ但它们对

ＤＮＡ 解链温度的影响改变了特定引物模板体系

的最佳退火温度ꎬ因此可能需要对热循环参数进

行优化ꎮ 同时ꎬ因不能预测哪种试剂可能对特定

的目标有用ꎬ所以需要测试几种不同的添加剂ꎮ

３􀆰 ２　 纳米材料类 ＰＣＲ 增强剂

随着纳米技术的出现ꎬ纳米材料由于其大的

表面积和体积比、表面电荷密度和良好的热导率

等优异的物理化学特性以及与单链 ＤＮＡ 或蛋白

质结合的特点常用来辅助 ＰＣＲꎬ这种方法被称为

纳米－聚合酶链式反应(ｎａｎｏ￣ＰＣＲ)ꎮ 迄今为止ꎬ
各种纳米系统已被报道用于增强 ＰＣＲ 反应[３３－３７]ꎬ
例如金纳米颗粒(ｇｏｌｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎬＡｕＮＰｓ)、氧化

石墨烯 ( ｇｒａｐｈｅｎｅ ｏｘｉｄｅꎬ ＧＯ)、量子点 ( ｑｕａｎｔｕｍ
ｄｏｔｓꎬＱＤｓ)、上转换纳米粒子(ｕｐｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｎａｎｏｐ￣
ａｒｔｉｃｌｅｓꎬ ＵＣＮＰｓ)、 碳纳米管 ( ｃａｒｂｏｎ ｎａｎｏｔｕｂｅｓꎬ
ＣＮＴｓ)以及其他金属纳米粒子和纳米复合材料ꎮ
２００５ 年上海交通大学学者首次利用 ＡｕＮＰｓ 改善

了易出错的两轮 ＰＣＲꎬ并抑制了多重 ＰＣＲ 的非特

异性扩增ꎬ 与化学类 ＰＣＲ 增强剂不同ꎬ 添加

ＡｕＮＰｓ 即使在非最佳退火温度下也能获得一个

单一的产物带[３８]ꎮ 目前ꎬ基于 ＡｇＮＰＳ 建立了一

种检测和鉴别野生型和基因缺失型伪狂犬病毒的
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分析方法ꎬ检测灵敏度比常规 ＰＣＲ 提高了 １００ ~
１ ０００ 倍[３９]ꎮ ＡｇＮＰＳ 也第一次被应用于猪流行

性腹 泻 病 毒 ( ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓꎬ
ＰＥＤＶ)的快速临床检测ꎬ最低检出限为 ２􀆰 ７×１０－６

ｎｇ􀅰μＬ－１ ＰＥＤＶ[４０]ꎮ Ｃｕｉ[４１] 首次报道了 ＣＮＴｓ 在

ＰＣＲ 中的促进作用ꎬ即使在不含 Ｍｇ２＋参与的 ＰＣＲ
反应情况下也获得了相似结果ꎮ

纳米材料不仅可以作为 ＰＣＲ 的添加剂ꎬ同样

也是新型 ＰＣＲ 技术的主要载体ꎬ纳米材料可应用

于 ＰＣＲ 可视化检测、芯片检测、生物传感器ꎮ
Ｗａｎｇ 等[４２] 筛选出 ２ 种材料 ＭｏＳ２、ＷＳ２ 以增强

ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ探针的 ＲＴ￣ＰＣＲ 反应信号ꎬ结果表

明视觉检测的灵敏度可与实时检测结果媲美ꎬ同
时 ＭｏＳ２、ＷＳ２ 还能抑制非特异性扩增ꎮ 在基因芯

片检测方面ꎬ加入 Ｆｅ３Ｏ４ 纳米粒子可使 ＰＣＲ 产率

提高 １９０％[４３]ꎬ利用 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性还可快速去除纳

米材料ꎮ
纳米材料作为一种生物相容性良好的材料ꎬ

即使在较低的退火温度下ꎬ也能提高 ＰＣＲ 扩增的

特异性和灵敏性ꎬ而化学类 ＰＣＲ 增强剂往往需要

调整 Ｔｍ 值ꎮ 纳米材料的优良导热性是 ＰＣＲ 优化

的基础ꎬ可以快速地提高或降低反应温度ꎬ缩短反

应时间ꎬ以实现病原体的更快速诊断ꎬ对疾病控制

具有重要意义ꎮ 但目前在市场上并没有纳米材料

ＰＣＲ 增强剂相关商品开发ꎬ纳米材料复合添加剂

的研究也鲜有报道ꎬ已有报道称使用 ＴｉＯ２ＮＰｓ￣Ａｇ￣
ＮＰｓ 用于空气中细菌气溶胶的检测ꎬ扩增效果明

显优于单一纳米类 ＰＣＲ 增强剂[４４]ꎬ未来可针对

复合型的纳米 ＰＣＲ 增强剂的研制进一步研究ꎮ
纳米材料浓度和大小对 ＰＣＲ 及衍生技术的

扩增也有影响ꎬ低浓度的纳米粒子抑制长片段的

扩增ꎬ高浓度的纳米粒子抑制小片段的扩增ꎬ因此

在使用时要控制浓度范围ꎮ 纳米材料辅助 ＰＣＲ
的另一个问题是如何将纳米材料从 ＰＣＲ 中分离

出来ꎬ如低于 ２０ ｎｍ ＡｇＮＰｓ 分离需要相当大的离

心力ꎬ且长时间才使其沉淀ꎬ凝胶纯化法是从溶液

中去除纳米材料的一种选择ꎬ但对于多个克隆或

测序的下游应用来说不是有效的方案ꎮ 未来的纳

米材料可采用涂层或集成 ＰＣＲ 管ꎬ而不是将纳米

材料与试剂混合ꎬ这种方法可以解决 ＰＣＲ 产物与

纳米材料分离的问题ꎮ 因此ꎬ纳米材料作为一种

廉价、高稳定性的物质ꎬ在未来的 ＰＣＲ 及其衍生

技术上有很大的应用潜力ꎮ

３􀆰 ３　 蛋白质类 ＰＣＲ 增强剂

在体内的核酸扩增过程中ꎬ单链结合蛋白

(ｓｉｎｇｌｅ￣ｓｔｒａｎｄｅｄ ＤＮＡ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬＳＳＢｓ)以非

特异性的方式与单链 ＤＮＡ(ｓｉｎｇｌｅ￣ｓｔｒａｎｄｅｄ ＤＮＡꎬ
ｓｓＤＮＡ)结合ꎬ保护瞬时形成的 ｓｓＤＮＡ 免受核酸酶

的攻击ꎬ并防止二级结构的形成ꎬ在 ＤＮＡ 复制、重
组和修复过程中起重要作用ꎮ 关于体外核酸扩增

的生物类 ＰＣＲ 增强剂的研究中ꎬ人们也将目光转

向了 ＳＳＢｓꎬ与体内 ＳＳＢｓ 不同之处在于用于为核

酸检测的 ＳＳＢｓ 必须具有耐热性质ꎬ ２００３ 年

Ｐｅｒａｌｅｓ 等[４５]从一嗜热杆菌中分离纯化出耐热的

ＴｔｈＳＳＢꎬ在 ＰＣＲ 过程中添加 ＴｔｈＳＳＢꎬ提高了 ＤＮＡ
扩增的效率和保真度ꎬ并使延伸时间缩短ꎮ 随后

２００９ 年 Ｍｉｋａｗａ 等[４６] 发现使用 ＴｔｈＳＳＢ 可使 ＲＣＡ
中的非特异性 ＤＮＡ 产物消除ꎮ 在蛋白质类 ＰＣＲ
增强剂研究中ꎬＴ４ 基因的 ３２ 蛋白(ＧＰ３２)也是一

种单链 ＤＮＡ 结合蛋白[４７]ꎬ在促进 ＰＣＲ 方面有一

定的作用ꎮ 本实验室也在 ＤＮＡ 结合蛋白的基础

上第一次发现了双链 ＤＮＡ 结合蛋白组蛋白样蛋

白(ＨＵ)也具有 ＰＣＲ、ＲＣＡ 增强作用ꎬＨＵ 不仅像

ＳＳＢ、ＧＰ３２ 结合 ｓｓＤＮＡꎬ对 ｄｓＤＮＡ 也有结合ꎬ这就

意味着 ＨＵ 在 ＰＣＲ 中有着不同的作用机制ꎬ同时

实验证明 ＨＵ 还能抑制非特异性片段的扩增ꎬ在
实际应用中发现它比 ＳＳＢ 有更优异的促进

作用[４８]ꎮ
牛血清白蛋白( ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎꎬＢＳＡ)

也是常用的 ＰＣＲ 增强剂[４９]ꎬ具有较高的赖氨酸

含量ꎬ可与酚类化合物和多糖结合ꎬ避免聚合酶失

活ꎮ 在血液、粪便和肉的核酸检测中 ＰＣＲ 抑制剂

的存在常使 ＤＮＡ 聚合酶失活ꎬＢＳＡ 的存在降低了

抑制物的抑制作用ꎬ且老化和降解样品 ＤＮＡ 含量

较低ꎬＢＳＡ 提高了 ＰＣＲ 敏感性ꎮ 在急性气性咽炎

的诊断中ꎬ添加 １２ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ ＢＳＡ、４０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１

ＰＥＧ ４００、０􀆰 ５％ Ｔｗｅｅｎ ２０ 为 ＲＴ￣ＰＣＲ 开发了一种

更经济、准确的检测方法[５０]ꎮ 在防止引物二聚体

形成方面ꎬ牛凝血酶(ｂｏｖｉｎｅ ｔｈｒｏｍｂｉｎꎬＢＴ)具有独

特的效果ꎬ通过对人基因组 ＤＮＡ 和乙型肝炎病毒

基因组 ＤＮＡ 的检测ꎬ证实了 ＢＴ 的 ＰＣＲ 增强作

用ꎮ 此外ꎬＢＴ 还能够有效减轻高浓度的纳米材料

(例如 ＡｕＮＰｓ 和 ＧＯ)所引起的 ＰＣＲ 抑制作用ꎬ与
最受欢迎的 ＰＣＲ 增强剂 ＢＳＡ 相比ꎬ要达到相同

的 ＰＣＲ 增强水平 ＢＴ 比 ＢＳＡ 所需的浓度低 １８ ~
１７８ 倍[５１]ꎮ
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在复杂的样品中ꎬ蛋白质类 ＰＣＲ 增强剂常作

为一种 ＤＮＡ 聚合酶保护剂ꎬ不影响 ＰＣＲ 的退火

温度ꎬ在以 ＰＣＲ 为基础的核酸检测中可能通过模

仿体内的复制过程提高灵敏度、特异性ꎬ与其他类

型的 ＰＣＲ 增强剂联合使用ꎬ更在一定程度上改善

其他增强剂引起的高浓度抑制的现象ꎬ但蛋白质

类 ＰＣＲ 增强剂添加过多也会产生抑制ꎮ 蛋白质

类 ＰＣＲ 增强剂的生产制备成本高且不宜于保藏ꎬ
仅 ＢＳＡ 因价格低廉成为目前最常用的蛋白质类

ＰＣＲ 增强剂ꎮ 由于复杂的 ＰＣＲ 扩增过程ꎬ蛋白质

类 ＰＣＲ 增强剂促进的机理也尚在研究中ꎮ

３􀆰 ４　 其他类 ＰＣＲ 增强剂

除了小分子化学、纳米、蛋白质类 ＰＣＲ 增强

剂ꎬ其他类型如元素混合物、核酸类化合物 ７－去
氮￣ｄＧＴＰ(７￣ｄｅａｚａ￣ｄＧＴＰ) [５２]、高聚物聚乙二醇等

在核酸检测中也具有 ＰＣＲ 促进作用ꎮ 将固体元

素混合物金、钛、镍、铋、锑加入多重 ＰＣＲꎬ可提高

ＰＣＲ 的特异性、产率ꎬ缩短反应时间ꎮ 此外ꎬ７－去
氮￣ｄＧＴＰ 是一种 ｄＧＴＰ 类似物[５３]ꎬ在低 ＧＣ 含量

(５％~１５％)和高 ＧＣ 含量(８１％ ~９０％)的模板中

明显提高扩增ꎬ克服了其他类型的 ＰＣＲ 增强剂在

高 ＡＴ 模板难于检测的困难ꎮ 最近ꎬｄＰＣＲ 中添加

７－去氮￣ｄＧＴＰ 有效检测了皮肤黑色素瘤的端粒酶

逆转录酶启动子(ＧＣ>８０％) [５４]ꎬ而使用 ＤＭＳＯ 作

为增强剂无 ＰＣＲ 产物ꎮ 这些增强剂在检测中并

不常用ꎬ但它们具有特殊的性质ꎬ往往可以解决其

他增强剂无法克服的困难ꎮ

４　 ＰＣＲ 增强剂的优化机理

目前关于 ＰＣＲ 增强剂的优化机理并没有确

切的说法ꎬ但根据 ＰＣＲ 增强剂的性质提出以下可

能机制:①能以某种方式模拟体内 ＳＳＢｓ 的功能ꎬ
与 ｓｓＤＮＡ 结合ꎬ从而使引物与模板之间的错配最

小化ꎻ②能够与 ＤＮＡ 模板或 ＤＮＡ 聚合酶发生强

烈的相互作用或结合ꎬ从而显著提高聚合酶或

ＤＮＡ 模板的局部浓度ꎬ大大提高 ＰＣＲ 的特异性

和效率ꎻ③提高模板与引物之间的特异性结合ꎬ降
低非特异性或涂片产物形成的机率ꎮ 不同物质的

ＰＣＲ 增强剂因性质不同ꎬ这 ３ 种机制可能同时起

作用ꎬ也可能单独起作用ꎮ 此外ꎬ一些物质还具有

特殊的性质ꎬ如纳米材料具有良好的热导性可以

降低退火温度ꎬ蛋白质类 ＰＣＲ 增强剂 ＨＵ 因本身

可以与 ｄｓＤＮＡ 结合ꎬ在 ＰＣＲ 扩增过程中的机理

更为复杂ꎮ 关于 ＰＣＲ 增强剂的作用机理可通过

高分辨率透射电镜、毛细管电泳－激光诱导荧光

偏振等技术进一步研究ꎬ为实际应用提供理论

基础ꎮ

５　 展望

２０１９ 年 １２ 月爆发的新型冠状病毒公共健

康危机激起了人们对流行病检测的关注ꎬ而近

年来的病原体检测中ꎬ依靠 ＰＣＲ 增强剂使核酸

检测更加敏感、准确、快速地进行诊断ꎬ在传染

病防控、遗传病诊断、农业转基因作物鉴定、法
医学分析等领域中建立了一种新型、适用性广、
快速的检测系统ꎬ在大片段基因合成中 ＰＣＲ 增

强剂也可起到优化作用ꎮ 目前ꎬ市售 ＰＣＲ 增强

剂价格昂贵、具有未知的成分及难以调节单个

组分的浓度[５５] ꎬ同时对 ＰＣＲ 体系所使用的酶也

有所限制ꎬ使得产品在基础检验领域并未广泛

适用ꎮ 本文对目前最常用、最新的 ＰＣＲ 增强剂

进行了总结ꎬ对一些病原体核酸检测的缺陷也

提出了解决策略ꎬ未来可针对高爆发的流行病

利用一种或几种 ＰＣＲ 增强剂研制 ＰＣＲ 及相关

衍生技术试剂盒ꎬ这对流行病大爆发时核酸的

快速、准确检测具有重要意义ꎮ
如今也发现纳米材料不仅作为 ＰＣＲ 增强剂

发挥作用ꎬ纳米材料也是可视化、基因芯片检测、
生物传感器等 ＰＣＲ 新型技术的重要载体ꎬ在未来

核酸检测领域有望开发出集特异性、敏感性、准确

性为一体的新型检测技术ꎮ 化学类、纳米类、蛋白

质类及其他类 ＰＣＲ 增强剂在核酸检测中都可提

高检测灵敏性、特异性、产率ꎬ但 ＰＣＲ 增强剂的使

用也存在缺点ꎬＰＣＲ 增强剂的浓度和添加量需要

在一定的范围内才起到有益的促进作用ꎬ添加超

出或少于此范围时会起到抑制作用ꎬ同时由于每

个样本的模板、实验仪器、场所等情况不同ꎬ因此

在不同的核酸检测中只能通过大量实验或已有研

究添加ꎬ不能预测实际情况ꎬ所以未来还需开发更

加稳定、廉价、应用范围广的 ＰＣＲ 增强剂以克服

核酸检测缺陷的新型核酸检测技术ꎮ
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