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"$E%年.6I技术的出现［"］，是分子生物学方法学

上一次里程碑性质的革命，极大地推进了分子生物学

所涉及的多学科的发展，给生命科学带来了巨大的变

革。伴随着该技术的出现，与之相结合的一批新技术

相继出现，I@.N（A7*+)=7=801:19+8)05=)A8?1DNS@，

随机扩增多态性NS@）就是其中较引人注目的一项技

术。

I@.N技 术 是 由 ,10017=3等［!］首 先 创 立 的 一 种

NS@分子标记技术，它以.6I技术为基础，由一系列

人工随机合成的寡核苷酸单链（一般为"F个48）为引

物，以所研究的基因组NS@为模板进行.6I扩增，如

果引物与某一片段的模板NS@具有互补的核苷酸序

列，该引物就会结合到单链模板NS@上。引物结合位

点若在模板NS@的两条链上有互补的位置，且引物’’

端相距在一定长度范围内（约!FFF48），就可以!S方

式（S为循环次数）扩增出NS@片段。扩增产物通过

聚丙烯酰胺或琼脂糖凝胶电泳，经[(染色检测多态

性。这些扩增NS@片段 的 多 态 性 就 反 映 了 基 因 组

NS@相应区域的多态性。

I@.N技术建立在.6I技术的基础上，因此具有

效率高、样品用量少、灵敏度高、特异性强和检测容易

等优 点［’!%］。与 其 它 NS@多 态 性 分 析 方 法 相 比，

I@.N还有其独特的优点［M，G］。
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第一，!"#$可以在对物种没有任何分子生物学

研究的情况下，对其进行$%"多态性分析，构建这些

物种的基因指纹图谱，并通过统计学分析为遗传分析

和分类研究提供$%"分子水平的证据。这是其它方

法（如!&’#等）进行此类研究所不能达到的。

第二，!"#$技术可以直接对生物基因组$%"多

态性进行分析，省去了应用!&’#和$%"指纹图谱法

等进行$%"多态性分析的预变性工作，如制备克隆、

多态性筛选、同位素标记、()*+,-./印迹、分子杂交等

步骤，而且$%"用量极少。

第三，由于!&’#技术所用引物为人工定序合成，

可以用于不同生物基因组的分析。相对而言，!&’#标

记具有种族特异性，不能广泛使用。因此，!"#$引物

可以大规模生产形成商品化，这大大降低了研究费用。

第四，较之常规的#0!反应，!"#$反应更容易程

序化。

由于!"#$技术独到的检测方式，以及高效、快

速、简便的特点，使!"#$作为一种$%"分子标记技

术，从技术建立至今仅十年的时间，在动物、植物和微

生物的遗传多样性检测，品系鉴定，医学诊断，基因定

位，遗传标记，基因图谱构建和基因遗传作图，亲缘关

系和系统进化的研究等方面得到广泛的应用［1!23］。

但是，!"#$技术也有其局限性［45!44］，主要是：第

一，影响!"#$反应的因素很多，条件稍有变化，结果

就不稳定，这使得实验结果的可靠性和重复性值得怀

疑。第二，!"#$结果不全是共显性，不能分析基因

型，只能表示样品是否有差异，无法分析产生差异的原

因。对于第二点，可以借助其它的实验手段（如同工

酶）进一步研究［46］。本文根据文献及我们实验室的经

验，对!"#$实验的可靠性和重复性问题进行全面综

述，并提出相应的解决办法。

!"#$的重复性是指同一人不同次#0!扩增结果

是否一致，对同一实验材料不同实验室之间结果是否

一致。影响!"#$稳定性的因素很多，大致可分为两

大类。

（2）#0!反应体系中各种影响因素，如模板质量、

模板浓度、7849浓度、:%;#浓度、引物<90含量、引

物浓度、!"#$%"酶用量及其纯度。

（4）外部因素，包括所用#0!仪的性能、循环次

数、温度设置、凝胶电泳的类别和胶的质量等。

下面对以上各项因素分别进行讨论。

! 内部因素

!"! #$%模板质量 (=>+,等［4?］和0@-+@/)A"/)BB-C

等［4D］发现，当$%"模板的最适浓度确定后，各种方法

提取的$%"均能获得一致的扩增结果，模板中少量的

蛋白质和!%"对扩增结果无影响，本实验室也发现模

板中一定量的蛋白质不影响扩增结果，模板降解程度

不大（绝大部分分子大于25EF），不影响扩增结果。由

此可见，!"#$对模板的质量要求不高，为提高效率，

可以采用一些简单快速的基因组$%"提取方法。

!"& #$%模板的浓度 从文献看，$%"模板浓度的

适宜范围较大。$-G)C和<@B-［4H］的研究结果显示在

455!?55"8／’间可获得一致结果。IBBCJ).+,等认为

模板的最适浓度为24!2?=8／’［4K］。陈永久等［45］的

实验结果显示当模板$%"浓度变化较大时，不同浓度

之间的扩增结果有差异。总之，模板$%"的用量有一

个适宜的变动范围，这个范围往往较大，所以，制备模

板$%"时，在一开始就应达到不同样本之间浓度的统

一，在进行正式#0!扩增之前，都应做$%"模板浓度

梯度实验，来选取最佳的模板浓度。

!"’ ()*+&浓度 7849是!"#$%"聚合酶实现其

聚合反应所必需的。7849的浓度对反应的特异性和

扩增效率都有影响。7849浓度过高会使非特异性扩

增产物增加，过低则使扩增产物减少。目前较为一致

的看法是780B4在反应体系中的终浓度应为4==)B／’
左右。

!", -$./浓度 较为一致的结论是255"=)B／’的

反应体系浓度。

!"0 引物设计及浓度 !"#$所用引物尽管是随机

引物，也有一些引物设计的准则。L*和#@*BC［41］认为

<90含量高于H5M对!"#$有较好作用，信号较强

的带明显增加。另一方面，引物最后?个6’端核苷酸

碱基有较高的<90含量对!"#$扩增也有利。一般

认为引物浓度在2!2ND"=)B／’之间为最佳浓度，超过

此范围常表现出缺乏扩增产物［43，65］。

!"1 !"##$%聚合酶的用量及纯度 !"#酶的用量

对反应的结果有很大影响。酶量过大，特异性减少，扩

增产物的电泳呈弥散状。实验表明，在4D"B反应体系

中，酶的用量在5OD!4P时可以得到可重复的清晰条

带，采用2P的结果较好［41，43］。另外，使用同一商标的

!"#$%"聚合酶对获得重复性结果是必需的。不同

厂家的!"#酶扩增的!"#$结果有差异［45］，这可能是

因为不同厂家从不同的菌株上分离的!"#$%"聚合

酶活性上有差异。用于!"#$的引物一般为25FQ，比

一般#0!扩增所用引物要短，加之!"#$反应较低的

退火温度，使随机性增大，对污染更敏感。在正式实验

之前，一定要对!"#$%"聚合酶的纯度进行检测，分
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别用不同引物做空白对照反应。!"#酶应不含任何细

菌!"#，这就要求生产厂家严格生产，但有时却难以

达到，而!"#酶的污染直接影响到实验的真实性。根

据我们的实验结果，由于!"#!"#聚合酶的纯度不

同，在其它条件完全相同时，可以得出完全不同的实验

结果，这也是不同实验室之间结果不能重复的一个重

要原因。因此做$#%!时，在开始实验之前，预先对

!"#酶的纯度进行验证是完全必要的。通常的做法就

是用多个不同引物进行多次空白对照实验，这是因为

引物与污染物之间也有一个匹配问题，往往用某一个

或少数几个引物很难发现污染。

!"# $%&反应体积 &’()［**］认为$#%!+%,$的反

应体积如果低于*-!.，一般将不会得到好的重复性结

果，为了节约开支，多采用*-"-/!.的反应体积。

’ 外部因素

’"! $%&仪 陈永久［*/］的实验结果显示，不同仪器

获得的$#%!结果有差异，表现为一些弱带的增减，但

差异不很显著。不同%,$仪之间在性能上的主要区

别在于其临界温度之间的梯度时间，较先进的仪器有

较快的温度变化率；另一个问题是达到设定温度后，温

度波动幅度的大小，波动幅度越小则仪器性能越好。

在同一实验中和对同一实验对象应尽量使用同一台仪

器或同一型号的仪器。

’"’ &($)*$%&反应的程序设置 01..1234等［*］最

早提出的温度设计为5678319，:;78319和<*7*
319，这个设计至今仍然是最常规的方案。但如果缩短

各反应时间，%,$扩增效果依然很好，而且减少567
变性时间，!"#聚合酶的活性会有效地增加［*=］。不同

研究者所用循环数有些变化，但目前常见的多用6-次

循环。

’"+ &($)片段的检测 经%,$后的结果必须通过

分离加以检测，分离的方法通常用电泳，最常用的电泳

是琼脂糖凝胶电泳。各泳道片段移动的相对速率与胶

的质量和纯度有关，电泳缓冲液对带的清晰度也有影

响，这些因素都应加以注意。另外聚丙烯酰胺凝胶电

泳也用来分离$#%!片段。这种电泳能够把较小的

!"#片段分离开，特别有助于区分较多的片段。通过

银染可以增进敏感性［:8］。因此，选择用于分离$#%!
片段的电泳类型、凝胶浓度及化学组分都是很重要的。

’", 结果的整理分析 电泳的结果要准确的加以记

录。通过标准分子量计算每条扩增片段的大小，再将

每个引物每个样品各条带的有无确切地记录在表格

上，每个样本作为横行，而每个$#%!片段作为纵行，

在数据资料矩阵中，用“8”表示有这一片段，用“/”表示

无这一片段，缺失的资料用“!”号标出。

+ 结 论

$#%!技术作为一项重要的分子标记技术，大量

应用于生物学的各个领域。其它常用的分子标记技术

还有$>&%，#>&%，?1@A’42B)..1B)!"#等。我们分别

用$>&%，$#%!，#>&%及?1@A’42B)..1B)!"#作为关

键词，通 过C94B1BDB)E’AF@1)9B1E1@C9E’A32B1’9出 版 的

$)E)A)9@)GHI2B)系统，对855;"855=年文献进行检

索，结果与$>&%有关的文献有;68篇，与$#%!有关

的文献有-<:篇，与#>&%有关的文献有5*篇，与?1+
@A’42B)..1B)!"#有关的文献有*;篇。这从一个侧面反

映了$#%!应用的广泛程度。

我们对855<年以来发表于《科学通报》、《动物学

报》、《遗传学报》和《遗传》上有关$#%!方面的研究论

文做了一次统计。总共*/篇，其中注明%,$仪生产厂

家及型号的有88篇，注明引物生产厂家的有8;篇，注

明!"#酶生产厂家的有=篇，注明%,$缓冲液成分的

有86篇，注明%,$反应条件的有85篇，注明引物浓度

和!"#酶用量的各有8=篇，注明I"J%浓度和模板浓

度的各有8<篇，注明?K*L浓度的有8-篇，注明做对

照反应的仅有:篇。几乎没有一篇文章注明所有可能

影响$#%!的因素。如果一篇研究论文在文章中不注

明这些有可能影响$#%!实验结果的因素，那么不同

实验室之间的结果就难以互相比较和交流。因此我们

认为为使$#%!分析结果更可靠，不同实验室之间结

果具有可比性，应该努力使$#%!反应标准化。这种

标准化应包括实验过程的标准化和论文撰写的标准

化。实验过 程 的 标 准 化 要 求 在 实 验 中 首 先 摸 索 出

$#%!反应体系中各组分的适宜浓度，在整个实验中

应务必使前后各次反应的各组分的来源和浓度保持一

致；尽可能使用同一台%,$仪，仪器的参数设置应前

后一致；凝胶电泳的类型及统计数据的标准应前后一

致。论文的标准化要求在论文中尽可能注明各种与

$#%!有关因素的详细情况。这样$#%!的结果才具

有可重复性和可靠性。我们相信随着$#%!标准化的

不断提高，$#%!技术的应用会更加广泛。
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