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聚合酶链式反应（PCR）是一种有效的体外扩增目的基因技术，目前已得到广泛应用〔’〕。一般步骤是从血液

或其它组织中提取DNA (RT-PCR除外）后，再进行PCR (6)。DNA提取过程费力、费时，而且当患者只能提

供很微量血液标本如微升水平时，这种提取DNA后再PCR方法更是不方便或不可行。1990年，Mercier等首先

发现并报道了直接新鲜或冷冻全血PCR技术c 3)，使以血细胞DNA为模板的PCR技术变得快速、方便 为了

进一步研究该方法的特点，我们随机选用二对引物对全血 PCR扩增时全血最佳量及全血 PCR与纯化 DNA

PCR关系做了研究。

1材 料 和 方 法

1.1血液来源

取正常人外周静脉血5ml, 2%EDTA 0.5m1抗凝。-20℃冻存备用。取正常人耳血，立即PCR.

1.2寡核普酸引物

/32微球蛋白切2-M)，参考P 2-M cDNA序列设计引物〔2) , A,: 5'ACTTCTGTGTCTGCTGCTCA3', A2:

5'GTCCTGGA000ACTTCTGTGT3',扩增片段长度614bp。肿瘤坏死因子-a (TNF-a )，参考TNF-acDNA

序列设计引物〔”，T,: 5'CTCTCTCTAATCAG000TCTG3', T2: 5'TGAGTCGGTCA000TTCTCCA3'，扩增
片段长度427bp。二对引物均由中国医学科学院血液学研究所合成（天津医科大学赵琪博士惠赠）。

1.3 PCR方法及扩增产物分析

1,3.1 PC R反应体系 50ul，内含 1xPCR缓冲液（美国生命技术公司）：Tris(pH9.0)] Ommol / L, KCl

50mmol / L, MgC121.5mmol / L, dNTP 200pmol / L（华美生物I程公司），每对引物各lOpmol, Taq聚合酶1.5U(

华美生物I程公司）。全血为模板时分别加全血1川、2川、3川、4川，纯化DNA为模板时加纯化DNA IOOpg至

5OOng不等系列水平。

1.3? PCR程序 （1)全血变性：先加人缓冲液。水及冷冻抗凝血或新鲜血，951C 3分钟，55 C3分钟循环4次以

破坏细胞膜及核膜释放 DNA. (2) PCR按如下程序进行：94℃变性5分钟后进人循环，93040秒变性，60030

秒复性，7201分钟 30秒延伸，35个周期后72℃延伸 7分钟．

1.3.3扩增产物分析 1一1.5％琼脂糖电泳，澳化乙锭染色，紫外灯下摄影。

2结 果 与 讨 论

我们使用新鲜或冷冻全血均能看到PCR特异扩增带，全血扩增产物片段大小与预计相同，见图1和图2,从

图】和图2总结成表1。对/i2-M, 1-- 3p1全血均看到特异扩增带，4EA全血（(8 ）则看不到扩增带，以2p1全血



36 遗 传 HEREDITAS (Beijing) 1997 19卷

(4%）时扩增效率最高．对TNF-a , 1--却1全血均能看到特异扩增带，知1全血（(6 ）时扩增效率最高。对刀2-M,

2p！全血扩增量与l Ong DNA扩增量最接近（图1)。对TNF-(x, 3Fil全血扩增量与1 ng DNA扩增量最接近（图2),

1 2 3 4 5 6 7 8 9

-427bp

图1刀2-M全血及纯化DNA PCR扩增结果
1. 50ng DNA; 2. 25ng DNA; 3. lOng DNA;
4. I ng DNA; 5. 100pg DNA; 6. lid全血；
7. 2川全血；8. 3u1全血；9. 4川全血。

图2 TNF-a全血及纯化DNA PCR扩增结果
1. 500ng DNA; 2. 100ng DNA; 3. 5ng DNA;

4. 1ngDNA; 5. lul全血；6. 2ul全血；
7. 3川全血；8. 4u1全血。

表 1 全血f与扩增效果比较表

全血体积（川）
全血比例（％） ｛

2

4 ；
4

8

/32-M
TNF-a

＋＋ 十＋＋

十
＋
十十十 ＋

一 没有扩增产物；＋ 少量；＋十．中等量；十＋＋．大量．

直接全血PCR与纯化DNA PCR不同之处是全血PCR在PCR循环开始前要经特殊条件的变性处理，我们

采用95 C3分钟，551C 3分钟循环4次以破坏细胞膜和核膜使其释放DNA。本实验结果在PCR反应体积中以全

血占4--6%扩增效果最佳，8%则抑制PCR。这与Mercier c3〕和Panaccio等〔4，的报道稍有差别，他们认为，1一

2％全血比例扩增效果好，4％则抑制PCR。这种随着全血比例提高（>8%）抑制PCR的作用，目前估计为细胞裂

解后胞浆中的K十释放使反应体系中K＋浓度增加所致，降低lox缓冲液中KCI浓度可以在全血比例为5-50％时

都能成功地进行PCR扩增，但提高全血比例并不能增加扩增效率（”。全血最佳效率PCR扩增时所用的2-3川

全血已相当于1一IOng纯DNA扩增量，适用于绝大多数PCR扩增的需要。

全血PCR以其取血量少（可取耳血），减少病人痛苦，免去提抽DNA程序，节省费用、快速、准确等诸多优点

值得在临床和科研中广泛推广应用。
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