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纳米银颗粒增强聚合酶链式反应长片段 DNA 

反复扩增的特异性 
 

王 群，李 静，曹小红，张治洲 
（泰达 BIO-X 系统生物技术研究中心，天津科技大学食品工程与生物技术学院，天津 300457） 

 

摘  要：基因操作者经常需要把数量稀少的 DNA 样品进行反复扩增以供进一步研究之用. 在反复扩增过程中，上一

次扩增产物当作下一次扩增的模板使用. 对于较短的 DNA 片段（几百个碱基），一般反复扩增不会遇到特别的困难；

但是较长 DNA 片段(几千到几万个碱基）的反复扩增一般会极大地降低聚合酶链式反应（PCR）的特异性.实验中发

现，当扩增较长片段基因时，在常规 PCR 热循环体系中添加粒径平均为 70 nm 的银颗粒，使反应体系纳米银颗粒浓

度达到 0.1～1.2μg/μL，可以在一定程度上保持 PCR 反复扩增反应的特异性. 其机理之一可能是常规 PCR 反应体系

在添加了纳米银颗粒后改善了溶液的导热性能. 
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Silver Nanoparticles Enhance the Specificity of Repeated  

Long PCR Amplification 

 
WANG Qun， LI Jing， CAO Xiao-hong， ZHANG Zhi-zhou 

（Teda Bio-X Center for Systems Biotechnology，College of Food Engineering and Biotechnology，Tianjin University of Science 

& Technology，Tianjin 300457，China） 

Abstract：Rare amount of DNA sample often needs repeated amplification in order to remain enough amount of DNA template

for various analysis. In the repeated amplification by PCR (polymerase chain reaction) ，PCR product is used as template for 

further rounds of amplification. Some DNA fragments are hard to get high PCR yield and they need more repeated PCR

manipulations. However， PCR specificity is normally dramatically lost during repeated amplifications，especially for longer DNA 

( several thousand to over ten thousand base pairs). In this study，we found that addition of silver nanoparticles (average diameter 

70 nm，0.1～1.2μg /μL) can significantly remain long PCR specificity after three rounds of repeated amplification. Potential

mechanisms are discussed as improvement of heat conductivity. 
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聚合酶链式反应（PCR）是现代生物学和医学领

域经常用到的一项技术，它的诞生极大地推动了需要

基因操作的所有学科的发展[1]. 使用 PCR 技术， 可以

把甚至一个单拷贝的目的 DNA 片段扩增到可以检测

到的水平，以供测序、分子诊断或其他基因分析使 

用[1—4]. 在实际工作中，经常会遇到需要使用上次扩增

产物作为下次模板的情况，如刑侦工作中由于一次扩

增产量不足或扩增产物使用殆尽、价格昂贵或提取十

分困难的 DNA 样品等. 对于较短的 DNA 片段（几百

个碱基），一般反复扩增不会遇到特别的困难；但是

在反复扩增较长片段（几千到几万个碱基）基因的实

验中，经常会遇到非特异扩增问题. 在经过若干轮的

扩增后，扩增产物含有大量的非特异扩增产物，甚至

完全观察不到特异扩增的产物. 目前，关于提高 PCR 

反应特异性的研究主要集中在短片段一次扩增的研

究[5—7]. 本研究发现，通过添加纳米银颗粒可以在长
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片段的反复扩增实验中、在一定程度上保持 PCR 反

应的特异性， 这为保持 PCR 反应特异性的研究提供

了一个新的途径. 

1 材料与方法 

1.1 仪器与设备 

BIO-RAD MyCycler 170-9703 型基因扩增仪，美

国 Biometra 公司；SpeedCycler 基因扩增仪，德国耶拿

公 司 ；BIO-RAD 170-8026 型 凝 胶 呈 像 仪 ，美 国

Biometra 公司；微量移液器，加拿大 BBI 公司；1500

μL离心管，BBI；200μL PCR 薄壁管，BBI；紫外分光

光度计，日本岛津；ZF-90 型暗箱式紫外投射仪，上海

顾村电光仪器厂；DYY-5 型稳压稳流电泳仪，上海沪

西分析仪器厂； Molecular/1015c 型超纯水机，上海摩

勒生物科技有限公司；LQP-B-型制冰机，上海安亭科

学仪器制造厂；XW-80A 微型漩涡混合仪，上海沪西

分析仪器厂有限公司. 

1.2 主要试剂 

基因组总 DNA 提取试剂盒 BS473，加拿大 BBI

公司；λDNA（0.5μg /μL） 、Lambda DNA/HindⅢ 

Marker、琼脂糖、溴化乙锭， 加拿大 BBI 公司；纳米银

粉末，70 nm，Cat. No. 576832-5G， Sigma 公司；人类

新鲜血液（抗凝血标本），天津市血液中心；Pfu（2.5U/

μL） ，Taq（5U/μL）、 10×PCR buffer、 dNTP（2.5 mmol/L）、

Mg2+（25 mmol/ L）、引物（2μmol /L），北京博迈科技

发展有限公司（BM）；自制超纯水. 

1.3 实验方法 

首先，优化调整 Mg2+
、 酶和模板的浓度，优化热

循环条件，使调整之后的结果有足够的扩增特异性. 

一般情况下添加纳米金属银会增强扩增特异性. 在此

基础上进行反复扩增实验. 所有图片的 A部分为第一

轮 PCR， 尽量使 A部分的所有泳道具有相同或类似的

扩增特异性，这样后续的反复扩增结果之间就具备较

高的可比性.  

1.3.1 纳米银颗粒悬浮液的制备 

实验前，先将纳米银粉末置于紫外灯下照射 30 

min，使可能污染的核酸酶失活. 然后称取 0.01g 纳米

银粉末于 1 500μL灭菌离心管中，再加入 1 000 μL灭

菌纯水，使用漩涡混合仪混合，超声悬浮 30 min. 经过

处理的纳米银颗粒悬浮液可以保存至少 6 h. 

1.3.2 引物设计 

实验选取了以人类基因组 DNA 作为模板扩增

3.73 kb、 4.25 kb、 6.77 kb和以λDNA 作为模板扩增 9 

kb、12 kb、 14.4 kb. 利用人类基因组 DNA 作为模板扩

增 10 kb 以上的序列在本研究中扩增结果尚不稳定. 

相关 PCR引物设计等信息如表 1. 

表 1 PCR设计信息 

Tab. 1 PCR design information 

上游引物   下游引物   
扩增产物长度/kb 

熔解温度/℃         序列（5′-3′） 熔解温度/℃          序列（5′-3′） 

模板 

3.73 54.9 TGATGCCCTGTTATTTCCTT 54.1 CTTTACTTTCTGGGTTTGCTC 人类基因组 DNA

4.25 62.3 AGACCCTTACTCACAGAGCCTTATTTT 62.1 GGTGCTATTCACAGCCTTGCC 人类基因组 DNA

6.77  55.9 TGCCCAAAGACTTGTGATGT 55.7 TCCCCCAATTAGGATACCTC 人类基因组 DNA

9.00  67.3 CCGAAAGCCAGAACTCCCCGTA 67.5 TGGAAATCATTCAACACCCGCACTA λ DNA 

12.00  68.1 AAACCATCGGGAGAGCAGGCG 68.0 TCGTCAAAGGGATAATCGGCGTG λ DNA 

14.40  57.0 TGGTTTATTGGAGTAGATGC 57.5 GAGAGTTGTTCCGTTGTGGG λ DNA 

 

1.3.3 血液人类基因组 DNA 的提取 

该部分设计的 PCR引物是针对人类基因组第 21

号染色体上的部分序列. 按照可用于全血裂解提取

试剂盒(BS473，加拿大 BBI 公司)的说明进行： 在 1 500

μL灭菌离心管加入 200μL人类外周血液，然后再添

加 400μL细胞裂解液，使用漩涡混合仪混合，再添加 6

μL蛋白酶 K，55℃保持 10 min. 添加 600 μL氯仿，轻

微震荡，10 000 r/min 离心 2  min，将表面上清液转移到

另外一个 1 500 μL灭菌离心管中，加入 500 μL 聚沉

液，室温下保持 2 min，10 000 r/min 离心 2 min. 去除上

清液， 添加 1.2 mol/L NaCl，轻微震荡，添加 3μL RNA

酶，37℃保温 10 min. 添加 300μL预冷酒精充分混合，

于-20℃保持 10 min. 10 000 r/min 离心 5 min. 移去上

清液，用 70%酒精洗涤. 将离心管在空气中保持至液

体挥发完毕. 加入 100μL TE 溶液，使沉淀溶解. 使用

紫外分光光度计测量， 换算后得出人类基因组 DNA

浓度是 280 ng/μL  . 

1.3.4 PCR 反应热循环体系 

第一步：93℃预热 2 min；第二步：包括30—45

个循环，每个循环包括：93℃变性10 s，按照引物不同
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熔解温度和扩增产物长度的不同，实行退火45～63℃，

1～3 min；72℃延伸3～8 min，每循环一次，延伸时间

增加20 s；第三步：72℃延伸7～10 min.  25μL反应体

系中各个组分浓度：dNTP, 350 μmol/L；引物, 300 

nmol/L；Mg2+, 1.75 mmol/L；人类基因模板, 10 ng/μL；

λDNA, 2 ng/μL；Taq, 2.5 u；Pfu, 1.25 u. 所有PCR扩

增实验都进行3次或4次，在几次都得到类似结果的前

提下提供其中一次的电泳结果图. 

1.3.5 PCR 反复扩增设计 

除第一次扩增外，后续每次扩增条件与对应的上

一次完全一样. 从上次产物中取 1μL 作为下次扩增

的模板. 

1.3.6  PCR 产物检测 

对扩增后的 DNA 样品进行琼脂糖凝胶电泳， 检

查扩增条带，与对照体系进行比较. 琼脂糖（含染色

剂溴化乙锭）：0.7%；跑胶电压：2V/cm. 

2 结果与讨论 

2.1 较长片段的反复扩增 

本研究设计了对较长片段 DNA 的系列反复扩增

实验. 第一次实验 A 的扩增产物作为实验 B 的模板，

第二次实验 B 的扩增产物作为实验 C 的模板. 实验中

选择了以人类基因为模板的 3.73 kb、4.25 kb、6.77 kb

和以 λ DNA 作为模板的 9 kb、12 kb、14.4 kb的长片段

作为模板. 

2.1.1 长度为 3.73 kb 片段的反复扩增 

  在实验中选取以人类基因作为模板，长度为 3.73 

kb作为扩增目标，纳米银浓度为 0～0.5μg /μL . 采用

琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果，如图 1 所示. 

 
M: Lambda DNA/HindⅢ Marker(BBI).A:第一次扩增.纳米银浓度

（μg/μL）A1:0.0， A2:0.3， A3:0.5；B:第二次扩增.纳米银浓度

（μg/μL）B1:0.0， B2:0.3， B3:0.5；C:第三次扩增. 纳米银浓度

（μg/μL）C1:0.0， C2:0.3， C3:0.5.箭头指示目标扩增条带所在位置. 

图 1 纳米银颗粒对 3.73  kb 目标片段反复扩增的影响 

Fig. 1   Effect of nanosilver particles on 3.73  kb repeated 

amplification from genome DNA 

  从图中可以看到：当样品中添加纳米银颗粒后，

经过三轮扩增，没有添加纳米银颗粒的空白样品 1 除

了非特异扩增产物外，目标产物已经消失(C1 泳道). 

样品 2 的扩增结果与空白样品类似(C2 泳道). 样品 3

的非特异产物比例稍有增加(C3泳道). 

2.1.2 长度为 4.25 kb 片段的反复扩增 

在实验中选取一段长度为 4.25 kb 人类基因作为

扩增目标序列，纳米银浓度为 0～1.0μg /μL . 采用琼

脂糖凝胶电泳检测扩增结果，如图 2 所示.  

 
M: Lambda DNA/HindⅢ Marker(BBI). A: 第一次扩增.纳米银浓度

(μg/μL) A1:0.0，A2:0.4; A3:0.6; A4:0.8; A5:1.0；B:第二次扩增.纳米

银浓度（μg/μL）B1:0.0，B2:0.4; B3:0.6; B4:0.8; B5:1.0；C:第三次扩

增.纳米银浓度（μg/μL）C1:0.0，C2:0.4; C3:0.6; C4:0.8; C5:1.0. 

图 2 纳米银颗粒对 4.25  kb 目标片段反复扩增的影响 

Fig. 2  Effect of nanosilver particles on 4.25  kb repeated 

                   amplification from genome DNA 

由图可见：当样品中添加纳米银颗粒后， 经过三

轮扩增，没有添加纳米银颗粒的样品 1 除了非特异扩

增产物外，目标产物已经消失(C1 泳道). 样品 2 的特

异性基本没有变化(C2泳道). 样品 3 的非特异产物比

例稍有增加(C3泳道). 由于样品 4和 5 在第一次扩增

（A）时的产量就很少，所以在经过第二次（B）和第

三次（C）扩增后，没有特异性产物产生属于正常实

验结果. 这说明纳米银保持长片段反复扩增的特异

性是比较有效的，但对纳米银的加入量有一定要求. 

2.1.3 长度为 6.77  kb 片段的反复扩增 

在实验中选取以人类基因作为模板， 长度为 6.77 

kb 作为扩增目标，纳米银浓度为 0～0.3μg /μL . 采用

琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果，如图 3 所示. 

 
M: Lambda DNA/Hind  MarkⅢ er(BBI).A:第一次扩增.纳米银浓度 

（μg/μL）A1:0.0，A2:0.1，A3:0.2，A4:0.3；B:第二次扩增.纳米银浓

（μg/μL）B1:0.0，B2:0.1，B3:0.2，B4:0.3; C:第三次扩增.纳米银浓

（μg/μL）C1:0.0，C2:0.1，C3:0.2，C4:0.3. 

图 3 纳米银颗粒对 6.77  kb 目标片段反复扩增的影响 

Fig. 3 Effect of nanosilver particles on 6.77  kb  

                repeatedamplification from genome DNA 



·4·                                                               天津科技大学学报  第 22 卷  第 2 期 
 

 

  结果显示：当样品中添加纳米银颗粒后，经过三

轮扩增，没有添加纳米银颗粒的空白样品 1 已经没有

任何目标产物产生(C1泳道). 样品 2、3、４的扩增结果

类似，有非特异扩增产物产生(C2、C3、C4泳道). 

2.1.4 长度为 9 kb 片段的反复扩增 

实验中选用以 λDNA 作为模板，扩增长度为 9 kb

的片段， 纳米银浓度为 0～1.2μg /μL . 琼脂糖凝胶电

泳如图 4所示. 

 
M: Lambda DNA/HindⅢ Marker(BBI).A:第一次扩增.纳米银浓度 

（μg/μL）A1:0.0， A2: 0.4，A3: 0.8，A4:1.2;B:第二次扩增.纳米银浓

（μg/μL）B1:0.0，B2: 0.4; B3: 0.8，B4:1.2; C:第三次扩增.纳米银浓度

（μg/μL）C1:0.0，C2: 0.4， C3: 0.8，C4:1.2. 

图 4  纳米银颗粒对 9  kb 目标片段反复扩增的影响 

Fig. 4    Effect of nanosilver particles on 9  kb repeated 

 amplification from lambda DNA 

  结果显示：在经过第二轮(B)扩增后，没有添加纳

米银颗粒的 1 号空白样品除了拖尾条带外，没有观察

到任何目标产物产生(B1 泳道). 2 号样品可以观察到

大量的非特异扩增产物产生 (B2泳道) ，4 号样品除拖

尾外没有目的产物生成. 3 号样品(B3)虽然也有拖尾

现象，但是其主带明显，非特异扩增要比 1、2 号样品

弱得多. 第三轮(C)扩增已经看不到目的条带，显示该 9 

kb片段反复扩增的难度. 

2.1.5 长度为 12 kb 片段的反复扩增 

实验中选用以 λDNA 作为模板，扩增长度为 12 kb

的片段，纳米银浓度为 0～1.2μg /μL . 琼脂糖凝胶电泳

如图 5 所示.  

 

M: Lambda DNA/HindⅢ Marker(BBI).A:第一次扩增.纳米银浓度 

（μg/μL）A1:0.0，A2: 0.4，A3: 0.8，4:1.2;B:第二次扩增.纳米银浓度

（μg/μL）B1:0.0，B2: 0.4; B3: 0.8，B4:1.2;C:第三次扩增.纳米银浓度

（μg/μL）C1:0.0，C2: 0.4， C3: 0.8，C4:1.2. 

图 5  纳米银颗粒对 12  kb 目标片段反复扩增的影响 

Fig. 5    Effect of nanosilver particles on 12  kb repeated  

amplification from lambda DNA 

结果显示：在经过第二轮(B)扩增后，没有添加纳

米银颗粒的 1 号空白样品除了拖尾条带外，没有观察

到任何目标产物产生(B1 泳道). 2、3 号样品可以明显

观察到目的产物，但是其有拖尾现象(B2、B3 泳道).４

号样品(B4)非特异扩增要比 1 号空白样品弱得多. 添

加纳米银颗粒的 2、 3、 4 号样品扩增结果都优于空白

样品. 第三轮(C)扩增已经看不到目的条带，显示该 12  

kb片段反复扩增的难度. 

2.1.6 长度为 14.4 kb 片段的反复扩增 

实验中选用以 λDNA 作为模板，扩增长度为 14.4 

kb的片段， 纳米银浓度为 0～1.2μg /μL . 琼脂糖凝胶

电泳如图 6 所示. 

 

M: Lambda DNA/HindⅢ Marker(BBI).A:第一次扩增.纳米银浓度 

（μg/μL）A1:0.0，A2: 0.4，A3: 0.8，A4:1.2;B:第二次扩增.纳米银浓度 

（μg/μL）B1:0.0，B2: 0.4; B3: 0.8，B4:1.2; C:第三次扩增.纳米银浓度 

（μg/μL）C1:0.0，C2: 0.4，C3: 0.8，C4:1.2. 

图 6 纳米银颗粒对 14.4 kb 目标片段反复扩增的影响 

Fig. 6  Effect of nanosilver particles on 14.4kb repeated  

amplification from lambda DNA 

 结果显示： 在经过第二轮(B)扩增后，没有添加纳米

银颗粒的 1 号空白样品和 3、 4 号样品除了拖尾条带

外，没有得到任何目标产物(B1、B3、B4 泳道). 2号样品

虽然产量有所降低，但是可以明显观察到目的产物，

而且特异性变化不大(B2 泳道). 第三轮(C)扩增已经

看不到目的条带， 显示该 15 kb片段反复扩增的难度. 

2.2 讨论 

实验结果表明，在 PCR 体系中添加纳米银，在反

复扩增实验中可以在不同程度上保持 PCR 反应的特

异性. 虽然对 10 kb 以上的片段反复扩增比较困难，但

是在 3~6 kb 范围内添加纳米银的效果还是相当明显

的. 原则上每次 PCR 过程中，每个热循环相对于上一

次热循环都算是反复扩增，所以本研究结果不仅仅对

提高反复扩增 PCR 的特异性有用， 对一般性的提高

PCR 特异性都有直接应用的价值. 但是，较长片段的

PCR 产物不经过割胶纯化一般不宜直接作为下次扩

增的模板， 即使 PCR 产物的纯度很高可能也不行. 不

管如何处理模板 DNA， 添加纳米银对保持扩增的特

异性是有利的. 
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当把粒径在 1～100 nm 的固体纳米颗粒或纳米纤 

维悬浮在液体里时，就形成了纳米流体[8，9]. 纳米流体

相对于对应的普通流体具有更强的导热性[10—15]. 据

文献报道，当水中含有 1 mg/mL 的 10 nm 的纳米银颗

粒时，溶液系统的热阻就会比原来降低 52%；当水中

含有 10 mg/mL 的 35 nm 的纳米银颗粒时， 溶液系统

的热阻就会比原来降低 81%
 [16]. 由于纳米流体具有更

强的导热性， 所以在添加了纳米金属颗粒的 PCR热循

环体系中，PCR 反应设想会更快地达到目标温度，减

少在非目标温度的停留时间，而在非目标温度停留时

间过长，恰恰是引起非特异扩增的一个重要原因.在

PCR 反应体系中添加纳米银颗粒，不但可能缩短非目

标温度停留时间，而且应该可以缩短整个体系达到温

度平衡所用的时间. 热平衡时间越短， 非目标温度区

域存在的时间也就越短，非特异扩增反应可能也就越

弱. 另外，除了上述可能的热传导改善机制外，纳米金

属颗粒与不同状态 DNA 分子的选择性结合可能也对

增强扩增特异性有贡献[5,17—19]. 

3 结 论 

纳米金属银颗粒添加到 PCR 反应系统对较长

DNA 片段的反复扩增之特异性有不同程度的增进作

用. 这项研究还处于初级阶段，但是为 PCR 扩增的优

化拓展了思路. 如何做到稳定地、高特异性地反复扩

增很多次（而不是简单的两三次）是一个具有巨大实

际应用价值的研究课题. 我们将尽快系统地考察系

列纳米金属材料对 PCR 反复扩增特异性的增强作用， 

并在此基础上可望研制出专门的有用试剂盒. 而为

了阐明纳米银颗粒可以增强反复扩增特异性的机理，

还需要进行深入的研究. 
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