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PCR (Polymerase Chain Reaction）法已在生物I程领域得到了广泛的应用，而PCR法的推广完全得益于

Taq耐热性DNA聚合酶。近年来，PCR法的应用除生物工程领域外，已应用至工业、农业、医学、制药等与

人们生活息息相关的各个领域。随着PCR法的不断推广，人们对DNA聚合酶的忠实性（Fidelity）要求越来越

高，一般来说，Taq DNA聚合酶在进行PCR延伸反应过程中的错配率为0.5％左右。TaKaRa公司独自研制成

功的为robestDNA聚合酶是一种来源于抑rococcus sp．的超耐热性DNA聚合酶〔’，2)，具有比一般TagDNA

聚合酶高出10倍以上的忠实性。并具有同TagDNA聚合酶相同的DNA扩增性能。

1 Pyrobest DNA聚合酶和Taq DNA聚合酶的延伸性能比较

对脚robestDNA聚合酶和TagDNA聚合酶的酶活性在温度上作了探讨，在301C - 80℃的区域内对两种酶

的活性进行了测定。进行酶活性测定时，以M 13 ssDNA作为模板，以BcaBEST Primer M13-47 (TaKaRa

Dalian, Code No. 3887 CA）作为引物，测定了［a "P]dCTP在各温度时的摄取量，然后把最大酶活性作为100,

计算出各温度时的相对活性，结果见图1, TagDNA聚合酶在70℃附近，PyrobestDNA聚合酶在75℃附近显示

最高活性。PvrobestDNA聚合酶在65℃以下时，和TagDNA聚合酶相比活性较低，65℃以上活性急速上升。
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图1 Pyrobest DNA聚合酶和Taq DNA
聚合酶的相对活性比较

～A- Pyrobest DNA W-合酶；
-"- Taq DNA聚合酶。

图2 Pyrobest DNA聚合酶和Taq DNA聚合酶的
PCR扩增性能比较

M1. DL 2 000 DNA Marker; 1. 0.5 kbp DNA片
段；2. 2.0 kbp DNA片段；3. 6.0 kbp DNA片段；

4. 8.0 kbp DNA片段；5. 10.0 kbp DNA片段；
M2. DL 15 000 DNA Marker.
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2 Pyrobest DNA聚合酶和Taq DNA聚合酶的扩增忠实性比较

以.DNA为模板，用Pyrobest DNA聚合酶和Taq DNA聚合酶扩增。.5, 2, 6, 8, 10 kbp的DNA片

段，比较两者的PCR扩增性能。进行PCR扩增时使用的酶量各为1一25U/50川，扩增的PCR条件为：

94'C, 30sec; 68C, 5 min; 30cycleso PCR反应后，取5p1 PCR反应液进行琼脂糖凝胶电泳（图2)，结果显示，

为robest DNA聚合酶与Taq DNA聚合酶具有相同的DNA扩增性能。使用Kunkel等的方法〔”，对聚合酶的

(1）调制在PUC118质粒DNA的IacZregion具

有单链缺失片段（(Gap）的质粒DNA; (2)用DNA聚

合酶合成IacZ region; (3）转化至E co1iJM 109感受

态细胞，然后在含有X-Gal, IPTG及Amp的琼脂

平板培养基上涂板生长，形成单菌落；(4)计数平板

绪养基上的蓝色、白色菌落。其中蓝色菌落为正常体

(Wild colony)；白色菌落为变异体（Mutant colony),

比较结果（图4)，以TagDNA聚合酶的忠实性作为

1，比较PyrobestDNA聚合酶的忠实性。结果显示，

乃robestDNA聚合酶具有Taq DNA聚合酶10倍以

上的DNA合成忠实性。

3 结 论

PyrobestDNA聚合酶和 Taq DNA聚合酶在

PCR 的 性 能上 基 本 没 有 差 别 。 我 们 曾 用

脚robestDNA聚合酶成功地扩增了5kbp的人体染色

体DNA和2kbp的.1DNA。并且，PyrobestDNA聚

台酶在75℃附近显示最高活性（(Taq DNA聚合酶为

7010，并和Taq DNA聚合酶相比，651C以下时活性

较低，从65℃开始活性急速上升（见图1)。为此，使

用 PyrobestDNA聚合酶进行PCR扩增可以抑制非特

异性带的产生。

TagDNA聚合酶在PCR扩增过程中的错配率一

直视被为PCR技术的一种缺陷，而Pyrobest DNA

聚合酶的高忠实性扩增（图4)，能对PCR技术的进一

步推广起到决定性作用，为正确克隆 PCR或

RT-PCR产物带来了方便。相信PyrobestDNA聚合

酶的出现，会使PCR技术在根本上发生质的飞跃。

图3 DNA聚合酶忠实性检讨实验示意图
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DNA扩增忠实性进行了比较，具体方法如下（参考图3):

图4 PyrobestDNA聚合酶和Taq DNA聚合酶的
忠实性比较
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