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纳米粒子PCR产物的纯化及AFM观察
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摘要适量浓度的纳米金可显著改善PcR扩增的特异性，提高扩增的灵敏度和反应速度。本文比较了不同方

式处理纳米金优化后扩增产物的纯化效率，同时利用原子力显微镜(AFM)表征了扩增产物的形貌。结果表明，

直接纯化纳米粒子PcR产物的纯化效率较高，且纳米金不会对大量扩增产物造成影响，但可能影响少量DNA

的形貌；在乙醇沉淀DNA之前的高速离心步骤，虽纯化效率略为降低，少量DNA依然会随纳米金共沉降，

但可有效排除扩增产物中的纳米金。

关键词PcR，纳米金．DNA纯化．原子力显微镜

中图分类号06．05

利用多种添加剂，如有机小分子、高聚物或者

蛋白等“刮，可明显改善聚合酶链式反应(Polymerase
chain rcacdon，PcR)的某些重要特性。这是一种简

单、有效地优化PCR体系的方法。纳米金(Au

nanopamcles．AuNPs)是近些年来发现的一种优化

PCR反应的新型添加剂，Li H．K等”1发现，浓度为
0．4珈，8 nm01，L的AuNPs可抑制二次PcR扩增体
系的非特异性条带的产生，且这种优化能力可在很

宽的温度范围内有效。Ij M．等”1报道，0．7 nm01／L

A心iPs在改善PcR的灵敏度与加快反应速度方面

有很好效果。因此，利用纳米材料优化PCR反应，

具有一些独特的优点。然而，AuNPs自身的电学、
光学、热学等物理性质例及其与单链DNA和多种蛋

白质结合的生物学杼陛””⋯，在优化PcR反应的同

时，其复杂、综合的作用方式是否会影响PCR产物

及其进一步应用，尚有不少问题值得探讨。其中的

一个明显问题，是Al|NPs优化的PCR产物中常常

会存在微量A心咿s红色沉淀。而且。对PcR体系

添加AuNPs是一种新的PCR优化技术，则通常用

于纯化PcR产物的方法是否合适?是否需要建立

一种针对该PcR产物的纯化方法?对这些问题的

研究，迄今未见相关报道。

近些年来，原子力显微镜(Ato商c force

111icmscopy．AFM)广泛运用于生物大分子的研究，

特别是DNA的分子水平观测及纳米操纵。Engel等

“1指出，可通过纪录AFM微悬臂针尖的偏折以反

映生物分子的表面形貌，甚至可在生理状态下观察

生物分子的天然状态。Hu【l“等报道了在氨丙基三乙

氧基硅烷(Aminopmpyl trie血0xysilane，APs)修饰的

云母表面，利用AFM观察单个伸展的DNA分子的

研究工作。Rotllemund【l“则利用碱基之间的配对关

系，构建并用AFM观察由DNA分子组成的各种纳

米尺度的几何图形。u等””用AFM定位切割分离

DNA分子，并对其进行单分子PCR扩增检测。总

而言之，AFM是纳米尺度上研究物质结构、特性和

相互作用的有力手段。尤其是，轻敲模式原子力显

微镜CI却piⅡgmodeAFM，皿删正M)技术，利用AFM
针尖与样品表面短暂而轻微地接触对样品成像，故

更宜于对生物样品的研究，也将有助于AuNl)s优化

的PCR产物的形貌观察，从而研究AllNPs对DNA

产物有否影响。

本文对常规PCR和AuNPs优化的PcR产物的

纯化效果进行比较，建立了一种可应用于纳米粒子

PCR产物纯化的方法；同时，应用ⅢAFM对扩增
产物DNA的形貌和长度进行表征。结果表明，纳

米粒子PCR产物没有发生可辨别的显著变化，从而

为其更广泛应用提供了依据。

1材料与方法

1．1 PCR扩增及产物检测

以pBR322／pstI DNA Mad@(华美生物工程公

国家自然科学基金项目(Nnl0674147，10675160)资助
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司，中国上海)为模板，扩增一段886bp的DNA序
列，上游引物：5’-TGAcGAcc朋[℃AGGGAcA一3’，

下游引物：5’．TAAAGCGGGCcATGTTAA一3’(上海

生工生物工程技术服务有限公司合成)。扩增体系总

体积为25此，其中含有50Ⅱ1IIlo忱Kcl、lOmmol，L
THs·HCl、1．0％Hton X-100、1．5彻。忆Mgcl2和
o．8 mmol几的dNrP混合物，上游和下游引物均为

12．5pmol。常规PcR使用1．75u的伽DNA聚合
酶(华美生物工程公司，中国上海)，而纳米粒子PCR
产物制备按照以前描述的优化区间””，选择1．75 u

的伽DNA聚合酶与0．6姗ol，L的AuNPs
(中10nm，sigm)组合使用。扩增反应在PCR仪
(EppendorfMasterc”ler(衲Idient，德国)上按照如下

程序运行：94℃5IIlin预变性，94℃30s变性，52℃

30s退火，72℃30s延伸，重复28个循环，最后再

延伸5mill。产物用1．2％的琼脂糖凝胶电泳分离，

分子量标准为DL2000(含有6个条带，分别代表

2000、1000、750、500、250与100 bp，TaKaRa)，

5 pLDL2000电泳时，每条带代表50 ng的DNA。

最后应用复日FR．980生物电泳图像分析系统检测

产物，并与DL2000对比，对扩增产量进行定量分
析。

1．2 PCR产物纯化

按照常规乙醇沉淀DNA的方法“⋯纯化PCR产

物。首先加入2．5倍容积的冰冷无水乙醇(上海振兴

化工一厂)，置于冰上15—30 IIlin，12000 rpm离心

30 nliIl，使DNA沉于管底，用微量移液枪轻轻吸出

乙醇；加入70％的乙醇漂洗两遍以除去残余的盐，

5000 rpm离心10111in，吸去上清；让乙醇在室温下

挥发；使用原体积量的双蒸水悬浮沉淀。

1．3 扩增产物在APs云母上制样及AFM观察

将O．0l％的APs滴加在新解理的云母表面，通

过自组装方法制备APs云母基底(APs-云母)““。

纯化的扩增产物稀释成约lOn虮L，取3皿滴在
洁净的疏水膜上，将尺寸为O．8 cm×O．8 cm的APS一

云母倒置敷盖液滴，静置1 m．m，吹干；用双蒸水

冲洗一遍，吹于，制成待测样品。

坩M，美国DI公司(Muld—mode scaIlIljng Probe

MicmscopyⅢa’Di百tal hs们mcnts，veeco．hlc．．

SaIlta Ba而m，cA)。成像时，样品温度在2卟30℃，
相对湿度控制在30—35％，使用Mikromasch的

Nscll针尖(弹性系数为48 N，m)，在空气中进行

n4And高度成像。

2结果

2．1 常规PcR产物和纳米粒子PcR产物的制备

按照§1．1描述的条件，制备常规PCR产物和纳

米粒子PcR产物，即优化的扩增体系添加o．6

nm01／L的AuNPs，此系优化的适宜浓度“41。通常

的质粒模板数量为O．05 pg一1 ng，考虑后续纯化步

骤，本实验选择o．5 ng舢L的pBR322，pst I DNA

Marker作为起始模板量，扩增长度为886 bp的
DNA序列。结果如图1所示，常规PCR产物(图

la，泳道1—5)与纳米粒子PCR产物(图la，泳

道6—10)均得到较理想扩增；用软件进一步分析

电泳结果，常规PcR产物量的平均值为(63．34±2．58)

n舻pL(标准偏差，下同)；纳米粒子PCR产物量的
平均值是(66．83±5．oh4)ng，5此，常规PCR产物的产
量略低于纳米粒子PCR产物，这是由于AuNPs具

有提高扩增产量的作用””，结果见图1b。

(砷

图l制备常规PcR和纳米金优化的PcR产物
(a)常规扩增体系总体积为25 pL，模板pBR322，p针l的量为
n5 n∥p L’1曲DNA聚台酶为1．75 u，与常规PcR(泳道l一5)
不同之处在于，纳米金优化的PcR反应中(泳道6一lO)，添加
O．6 nnl01，L的纳米金：M是分子量标准DL2000

(b)对两种PcR过程的产物定量比较

ng_l Prcp缸鲥0n of DNA produc【s in convcn曲nal PCR柚d
Au n柚oDa币cles雒sjsted PCR

(a)necorlvend蚰alPcR sy啦m(25 pL)(L舶esl一5)contains
n5 n∥I工L templatc of pBR322，pst I锄d 1，75 u T钿
polymer罩B∞while AuⅡaⅡ叩州cles鼬sisDed PCR proce蟠
(hnes 6．10)contaills add；donal O．6 nmDl，L AuNPs．M is DNA
Ma妇DL2000．
(”Comp研son of amounts of DNA pro“cb betw咖two
kinds ofPCR Droces∞s．

Hc、wEj，＆E2-oEgP{
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2．2 纳米粒子PCR产物纯化方法

按照上述扩增条件，制备系列PCR产物，用于

纯化效率比较。当使纯化前后体积一致时，纯化效
率是DNA纯化后与纯化前的电泳条带荧光强度的

比值。实验以常规PcR产物经乙醇沉淀后的纯化效

率作为参照，比较了AuNPs去除与否的纯化效率，

还分析A心瓣s沉淀中的DNA量。纯化流程如图2a。

其中P1、P2与P3分别表示途径1、2、3口atllwayl、

2与3)。Pl(c)为常规PcR产物的纯化过程，按§1．2

作乙醇纯化处理，即无水乙醇沉淀DNA和70％乙

醇漂洗DNA，以去除残余的盐。P1(AuNPs)为纳米

粒子PCR产物的纯化过程，按照与常规PcR产物

相同的流程纯化纳米粒子PcR产物，此时DNA沉

淀为黑红色；P2(AuNPs)为无水乙醇沉淀DNA前，

增加一步高速离心，吸取上清液，之后的纯化流程

同P1；P3(AuNPs)的纳米粒子PcR产物为高速离心

C叫v∞don“PCRDNA N明opⅡ6ckPcRDN^

州⋯P每
8”：于⋯4“P氙Ⅲ

的沉淀部分，主要是AuNPs。图2b是对3批次样

品(每批3个平行样)的统计结果。其中，Pl(c)和

P2(A心JPs)纯化产物各有1个未见电泳条带，这应

是吸取上清时搅起沉淀，使DNA完全损失所致，

故统计时舍弃该结果。统计结果表明，常规PcR产

物的乙醇纯化方法P1(c)中，DNA的纯化效率为

84．52％±9．78％；Pl(Au№)是按常规方法纯化纳米
粒子PcR产物，纯化效率较高，达92．07％±3．81％，

因为存在A心ms，在弃去上清时，操作误差较小，

纯化效率的数据平行性也最好，但AuNPs的存在降

低了扩增产物的纯度；增加高速离心步骤后的

P2(A时咿s)，DNA的纯化效率降为76．27％±7．18％，

沉淀中没有可辨别的黑色物质；P3(AuNPs)中有

4．8l％±6．09％的DNA与AuNPs共沉淀。总体而言，

该纯化步骤的改进对纳米粒子PCR产物纯化是有

效的。

s唧曲dlng硎Ap呲硒口60n州md嘲20。q岫”on萄Dm v01岫c
(a) (b)

图2乙醇沉淀法纯化纳米粒子PcR产物
(a)PcR产物乙醇沉淀纯化流程。P1(c)，常规PcR产物纯化；P1(AuNPs)'纳米粒子PcR产物常规纯化；P2(AuNP s)'

改进的纳米粒子PcR产物纯化方法；P3(AuNPs)获得与纳米金共沉淀的DNA
㈣各种PCR产物不同纯化方法效率比较

Fj昏2 PIl^丘c鲥on ofDNAproductsin n锄op枷dePCRbyc血anoldep0对don
(a)ne now chan of pud石c撕on of DNA Pr叫ucts iII PcR by e血a∞1 deposidon．Pl(c)’DNA prDducts p嘶丘cd from
锄ve面on8l PCR；P1(AuNPs)，products p血行ed direcⅡy晒n n柚。甲州cle PCR；P2(AuNPs)，a sa唧lc pu^行ed a脑
eli嘶n撕ngAuNPsby 12000rpmccnⅡifllg撕on；P3(AuNPs)，DNAproducts 0fco-p州pi谢on“mAuNPs．
@Thecomp耐sonofDu璇c撕伽e砺cienc*

2．3 纳米粒子PCR产物的AFM图像

按照§1．3的制样方法，将不同纯化途径获得的

纳米粒子pcR产物分别制备在APs修饰的云母表

面，观察不同途径获得的DNA的形貌。图3a是按

照Pl纯化产物的A刚图像，其DNA自然吸附在
APs云母表面，形态弯曲，其中白色亮点高度为1—2

衄，但未见粒径约lOnm的AuNPs。图3b是经P2
高速离心去除AllNPs后DNA的趾1讧图像，多为

舒展状态的线状结构，长度约为270—330 nm，与理

论上886 bp DNA片段的长度一致；高度约0．4—O．5

nm，通常APS云母表面通过nIAFM测得的DNA

高度在此范围。这表明AuNPs优化的PcR产物没

摹，罚g母2aE呈jo苦童u匠∞g鼍占葺^
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有发生可辨别的显著变化。图3c是纳米粒子PCR

纯化步骤中的沉淀，即按P3获得的DNA，其AFM

图像上白色亮点明显增多。

图3纳米粒子PcR产物的TMAFM图像
扫描范围3 pm×3¨驰高度尺度2帆

(a)Pl途经直接纯化纳米金PcR产物
(b)P2途经去除纳米金后乙醇沉淀PcR产物
(c)P3途径中与纳米金粒子共沉淀的PcR产物

Figj TMAFM i棚ges ofn锄opanicle PCR pmducts
scn size：3¨mx3¨m；h6曲t scale：2 nm

(a)DNAproduc博pⅢ斤ed direcdyfrom n龃叩扭矗clePCR(P1)；
(b)a s锄ple pu一丘ed a舾elirIlin撕ng AuNPs by 12(X)0 rpm
ccn砸她撕on(P2)
(c)DNApI州uc也0fcoPrccipjta石onwitllAuNps俨3)

3讨论

前文提及，AⅢPs优化的PcR产物中会有微
量红色沉淀。为摈除AuNPs对扩增产物可能的影

响，须对纯化程序进行改进。u H X【⋯1研究DNA

对AuNPs稳定性的影响时，指出单链DNA可通过

暴露的碱基与AuNPs结合，从而增加其在高盐溶液

中的稳定性，而双链DNA不具有稳定AtlNPs的作

用。因而可认为，纳米粒子PCR产物经常规乙醇沉

淀处理后出现的黑红色的沉淀物是AuNPs与DNA

的混合物，而非化学键合作用形成的复合物，因此

可分离AuNPs与DNA。其次，AuNPs易于聚集，

即使不增加分离步骤，部分AuNPs也会沉至PcR

管底，此系AuNPs的比重高于溶液所致。但这种自

然沉积并不彻底，部分AuNPs仍会残留在溶液中，

若不提前分离．势必会与乙醇沉淀的DNA混在一

起，故需高速离心处理。而双链DNA产物只有在

乙醇作用下方引起大量沉淀，这一特性为有效分离

AuNPs与DNA提供了可能。上述实验结果也验证

了这种推测。

利用我们建立的纯化方法，虽有4．8l％的DNA

与AuNPs共沉淀，但绝大多数(76．27％)的DNA仍

在上清液中。与常规PCR产物的纯化效率相比，纯

化纳米粒子PCR产物的效率有所降低，但可有效地

将PcR产物中的AuNPs去除，可减少或消除对

DNA后续反应的影响。所以，从效率和纯度两方面

考虑，高速离心法适用于对纳米粒子PcR产物的纯

化处理。AuNPs对扩增具有优化作用”⋯，尤宜于

一些非特异或产量较低的扩增体系的纳米粒子

PCR应用及其后续产物纯化。

上述AFM图像中，样品浓度、制样时吸附时

间并不一致，故不能以图中的DNA数量判定其浓

度差异，但它们的形貌当具有代表性。在不同样品

处理条件下，AuNPS均未与DNA共同吸附在APs

云母表面。APs云母表面制备AuNPs样品的浓度通

常为lO nmol，L，纳米粒子PCR中AuNPs的浓度仅

为O．6 nm o】，I，，而PcR产物的浓度又高达20一50

ⅡgmL(需稀释扣5倍，方可获得分散较好的DNA

分子)，因此，在实际制样过程中，AuNPs浓度低于

APS云母表面吸附所需浓度，不易观察到与DNA

共吸附的AI】NPs。

另外，基于AFM观察，本文初步分析了AuNPs

对DNA形貌的可能影响。图3a和图3c中的AuNPs

含量相当，但DNA含量差异较大，前者存在大量

的扩增产物，后者去除了大量扩增产物。AIlNPs与

DNA都带负电荷，虽未与DNA共同吸附在APs

云母表面，但可能对溶液中DNA产生影响。AIlNPs

浓度甚高于DNA时(图3c)，ntAFM图像上白色亮

点增多。乙醇沉淀和漂洗过程可去除PcR扩增体系

的盐和其它杂质，故这些白色颗粒并非杂质。它们

的高度与AuNPs的ndA nd高度差异较大，却与

AFM操纵DNA时的卷曲状态相近⋯。由此可推测

该结构可能是卷曲的DNA。然而，A心胁与DNA
之间的相互作用，有待进一步深入研究。
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比较纳米粒子PcR产物乙醇纯化效率以及纳

米粒子PCR产物的AFM图像，可得出如下结论：

(1)直接纯化纳米粒子PcR产物的纯化效率较高，

且不会对大量扩增产物造成影响，但可能影响少量

DNA的形貌；(2)欲在后续工作前除去A心沿s，可

采用高速离心法，此时少量DNA会共沉降，使纯

化效率略有损失。

本文从分析扩增产物的角度，提出A心呼s不会

改变大量扩增产物的形貌，同时建立了从扩增体系

去除AIlNPs的简单方法，为纳米粒子PcR在DNA

检测方面更广泛应用提供了依据。
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