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� � 摘要: DNA等温扩增是在恒定温度下用非热变性的方法解开 DNA双链的一种扩增技术。链置

换反应指某些具有链置换活性的 DNA聚合酶在延伸新链的同时将下游旧链剥离,它已被用于多种

体外等温扩增技术,包括链置换扩增、滚环扩增、多重置换扩增、环介导的等温扩增等。其主要应用

于 DNA测序、全基因组扩增、基因芯片、微生物病原体检测等领域。
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� � 核酸扩增技术是分子生物学领域的常用技术。
聚合酶链反应 ( po lym erase chain reaction, PCR )是使

用最为广泛的 DNA扩增技术, 不仅可以扩增和分离

目的基因, 在临床诊断、基因突变检测、法医鉴定等

方面也有重要用途; 它需要反复的热变性以解开

DNA双链, 在应用上依赖于高质量的热循环仪。自

20世纪 90年代初以来很多实验室尝试发展无需热

变性的 DNA等温扩增技术, 其中相当一部分是利用

链置换反应解开 DNA双链模板。链置换反应是指

某些 DNA聚合酶在延伸新链的过程中如果遇到下

游 DNA链,可以继续延伸反应并同时将下游双链剥

离而产生游离的单链。它已被用于包括链置换扩

增、滚环扩增、多重置换扩增、环介导的等温扩增等

多种体外等温扩增技术。根据其基本原理将它们分

为缺口依赖和引物依赖的链置换反应。

1� 缺口依赖的链置换反应
缺口依赖的链置换反应是通过某种方法 (如限

制性内切酶 )在双链 DNA的一条链上产生缺口,无

5!∀ 3!核酸外切酶活性的 DNA聚合酶从缺口处 3!端
开始延伸反应,同时将下游的旧链剥离,因链延伸而

被封闭了的缺口可以重复产生, 使得切割�延伸�链置
换的过程重复进行。

1. 1� 双引物链置换扩增 � W alker等
[ 1]
于 1991年首

次提出了 DNA链置换扩增 ( strand d isp lacem ent am�
plification, SDA )方法。其基本原理是当限制性酶切

位点处其中一条链含有硫代脱氧核苷酸时, 内切酶

只切割未被修饰的那条链,

因而产生单链缺口。在最初

的 SDA设计中, DNA模板须

先经限制性酶切割, 而后热

变性产生两条单链片段

( T1, T2) ;两个含有 H inc #
识别序列 ( 5!�GTTGAC�3!)
的引物 ( P1, P2)与内切酶切

割后的目标片段上下游末端

分别退火; 无外切酶活性的

大肠埃希菌 DNA聚合酶 ∃
大片段 ( exo�K lenow )利用脱

氧鸟苷三磷酸、脱氧胞苷三磷酸、脱氧胸苷三磷酸、

脱氧腺苷 �硫代三磷酸延伸使之成为双链体; �硫

代脱氧腺苷酸的掺入能在 P1% T1和 P2% T2上产生

半磷酸酰位点, H inc #不能切割修饰过的互补链,而

可以切割未受保护的引物链; exo�K lenow从 P1% T1

新产生的缺口处再次延伸 3!端, 同时置换出功能上

等同于 T2的下游链;同样, P2% T2缺口的延伸也置

换出功能上等同于 T1的下游链。由于缺口延伸后

重新产生了一个 H inc #识别位点,并且此识别位点

始终处于半修饰状态,所以产生缺口与聚合、置换反

应循环进行, 新产生的单链又可与引物退火而成为

下一轮反应的模板, 因而靶 DNA的扩增是指数性的

(图 1、2)
[ 1]
。

SDA提供了一种可用于核酸诊断分析的扩增方

法, 但以上的设计要求 DNA目标片段的上下游必须

先用相应内切酶切开并热变性, 才能产生具有游离

末端的模板, 从而达到在一条链的识别位点中掺入

硫代核苷酸的目的。

1. 2� 4条引物链置换扩增 � 1992年, W alker等
[ 2]
简

化了 SDA设计,使用 4条引物 ( B1、B2、S1、S2 )与

加热变性后的靶 DNA退火, 其中引物 S1和 S2含

有 H inc#的识别序列 ( 5!�GTTGAC�3!) , 是真正进
行 SDA扩增的引物; B1、B2分别位于 S1、S2的上

游和下游, 作用是将 S1、S2第一和第二轮延伸后

的产物剥离, 从而形成带有 H inc #识别位点的真
正模板。
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� � 4条引物在 exo�K lenow的聚合作用下进行延伸

反应。延伸的 B1置换出 S1的延伸产物 S1�ex t。同
样,延伸的 B2置换出 S2�ex t。B2和 S2与被置换的

S1�ex t退火, B1和 S1与被置换的 S2�ex t退火。模板
S1�ex t和 S2�ex t上发生的延伸和置换反应产生了两
条在两端都有 H inc #识别位点的 DNA双链和两条

仅在一端有 H inc #识别位点的双链 (图 3 )
[ 2 ]
。

H inc #分别切割 4条 DNA双链体, exo�K lenow在缺

口处延伸并置换, 产生线性扩增的单链产物链。产

物单链又与相应的引物 S1 /S2退火, 使反应达到指

数性扩增 (图 2)
[ 1]
。改良后的 SDA设计解除了对模

板上酶切位点的限制, 也简化了实验步骤, 扩增效率

有所增加
[ 3]
。

图 3� 简化的链置换扩增的靶 DNA的生成

尽管简化后的扩增效率得到改进, 但是仍然有

很多因素影响了 SDA的实际应用。首先, 在 SDA中

为了建立一个可用于扩增的缺口就必须在反应混合

物中加入非标准核苷酸, 这样不仅增加反应的成本,

而且使扩增效率降低
[ 4]
, 得到的产物片段较短,产物

也不适合直接用于克隆。其次, SDA在等温扩增之

前需要一个加热变性打开双链的步骤。由于 exo�
K lenow无热稳定性, 必须在靶 DNA变性后才能加入

到体系中,容易引起污染。

1. 3� 缺口酶依赖的链置换扩增 � 20世纪 90年代末

期, 美国 NEB公司开发出一系列的缺口酶,许多学者

相继提出了缺口酶依赖的链置换扩增 ( nickase�de�
pendent amp lification, NDA )方法。缺口酶是一种限

制性内切酶,能够识别 DNA特异序列, 并且在序列

内部或附近产生单链缺口, 而底物 DNA不需要有任

何修饰。

在 NDA的扩增反应中,缺口酶在目标 DNA两侧

的识别位点处或其附近切割 DNA, 产生缺口, DNA聚

合酶从缺口处进行延伸�置换反应, 最终得到相应的

DNA单链
[ 5]
。其后续反应过程与普通 SDA大致相

同 (图 1、2)
[ 1 ]
。

NDA通过聚合酶和缺口酶的协同作用, 以天然

DNA为模板扩增目的 DNA, 它不需要 �硫代脱氧核
苷酸,不仅降低了反应成本, 并有可能产生较长的目

的片段; 另外,当目的片段上下游具有相应的缺口酶

识别位点时, 模板无须变性即可得到扩增, 简化了操

作步骤, 也减少了污染的可能性。但是到目前为止,
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尚无用 NDA扩增特异目的片段的报道; 原因之一可

能是缺口酶刺激了不依赖模板的 DNA合成
[ 6]

, 使非

特异性扩增背景较高。

2� 引物依赖的链置换反应
引物依赖的链置换反应是引物与 DNA模板退

火后, DNA聚合酶自引物末端进行链延伸并置换出

与模板互补的旧链。

2. 1� 滚环扩增 ( ro lling circle amplification, RCA ) �
RCA

[ 7 ]
是于恒定温度下以单链环状 DNA为模板,在

有强链置换活性的 � 29DNA聚合酶作用下, 通过引

物与模板环退火而进行的滚环式 DNA合成。

在单引物 RCA中, 引物结合到环状 DNA上,在

DNA聚合酶的作用下延伸并将合成产物自模板剥

离,产物是多个与模板链互补的重复序列串联而成

的线性单链。多引物 RCA是多个引物退火到环状模

板上产生多个复制起点, 同样通过置换非模板链产

生出串联重复单链, 并在其他引物作用下成为双链

DNA (图 4)
[ 8]
。

图 4� 多引物流环扩增

RCA极高的扩增效率使其可成为信号放大的手

段。在免疫 RCA
[ 9 ]
中,引物 5!端共价结合在抗体上,

抗原抗体反应后,加入环状 DNA模板及其他 RCA反

应组分进行扩增, 产生高分子量的串联重复线性长

链,这条 DNA长链的 5!端通过抗体与连接在固相支

持物 (如玻片、微孔板等 )表面的抗原相耦连; RCA产

物链的高度重复性使微量抗原的检测成为可能。该

方法的敏感度可达 0. 1 ng /L。

2. 2� 多重置换扩增 ( multip le d isplacement amplifica�
t ion, MDA ) � 随机引物和 � 29DNA聚合酶可用于环

状 DNA的恒温滚环扩增,这些组分也可被用来扩增

线性 DNA,称为多重置换扩增
[ 10]
。它是近年迅速发

展起来的一种全基因组扩增 (w ho le genome amplifica�
t ion, WGA )技术。

随机引物在多个位点与变性后的单链基因组模

板退火, 在 � 29DNA聚合酶作用下进行延伸; 合成出

的 DNA新链可置换下游的模板互补链, 被置换的单

链又作为新的模板与随机引物退火进行 DNA合成。

反应产物为呈分支状的网络样 DNA, 包含模板 DNA

的数千乃至数百万拷贝
[ 11]

(图 5)
[ 12 ]
。

图 5� 多重置换扩增

MDA扩增全基因组具有高度的敏感性、重现性

和保真性,可从微量样本中获得充足的 DNA, 并能够

较准确地反映模板中不同序列的拷贝数差异
[ 13]
。但

MDA对 DNA质量有一定的要求,对经过石蜡固定的

组织 DNA或是已降解的 DNA扩增效果较差。

2. 3 � 环介导的恒温扩增 ( loop�med iated isotherm al

amp lification, LAMP) � LAMP
[ 14]
是用 4条特异性引

物分别识别目标 DNA的 6个特定区域, 通过 2个环

状结构和链置换反应实现 DNA的快速等温扩增。

LAMP反应过程包括哑铃状模板合成阶段、循环

扩增阶段、伸长和再循环阶段。其特别之处在于引

物的设计,它包括 2条内引物 F IP( forw ard inner prim�
er)、B IP( backw ard inner primer)及 2条外引物 F3﹑

B3(图 6a)
[ 14]
。靶 DNA变性后,内、外引物在具有链

置换作用的 B st DNA聚合酶作用下延伸, 外引物的

延伸产物将内引物的延伸产物置换出来, 最终形成

一个哑铃状的 DNA (图 6b�1) [ 14]
。此哑铃结构由引

物自我延伸机制合成一种双链的茎环结构 DNA (图

6b�2) [ 14]
, 这种茎环结构的双链 DNA是循环反应的

原料。循环反应中, F IB与双链茎环结构 DNA杂交,

然后与 F1同时启动 B IP引物合成链的互补链的合

成。通过置换反应, 置换以 F1引物合成 B IP引物合

成链的互补链, 形成环状结构。在随后的引物置换

延伸过程中, 在内引物作用下, 开始循环作用, 最终

形成茎环结构和多环花椰菜样结构的 DNA片段混

合物 (图 6c)
[ 14 ]
。

LAMP敏感度及特异性均较高, 同时扩增快速、

高效,其鉴别也很简便,只要用肉眼观察或浊度仪检

测沉淀浊度就能判断扩增与否
[ 15]
。但是它的不足之

处是其反应结果只有两种: 扩增与不扩增, 如产生非

特异性扩增, 则不易鉴别。另外, LAMP对靶序列长

度有一定限制,一般 < 300 bp。

3� 等温扩增技术的实际应用
3. 1� 模板 DNA的扩增用于测序

[ 16, 17] � 链置换作用
可以产生出直接用于测序的单链; 目前已经用 � 29
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DNA聚合酶和滚环扩增发展了 Temp liPhiTM DNA测

序模板扩增试剂盒
[ 18]

, 可以产生高质量的模板用于

DNA测序。

图 6 c� 循环扩增阶段

3. 2� 全基因组 DNA的扩增 � MDA能从全血中扩增

人类基因组,而无须纯化 DNA模板
[ 12]

, 也用于扩增

微生物全基因组
[ 19]
。

3. 3� 基因芯片的应用 � RCA应用于芯片技术上,能

产生大量基因组微阵列
[ 20]

,用于信号扩增大大提高

了检测核酸的敏感性。它也可用于检测单核苷酸多

态性
[ 21]
。

3. 4� 微生物病原体的检测 � LAMP主要应用于微生

物病原体的检测,如禽流感病毒
[ 22 ]
、分枝杆菌

[ 23]
、巴

西类球孢子菌
[ 24]
、寄生虫等。它也可用于转基因食

品的检测及动物胚胎性别鉴别等。美国 BD公司开发

出 BD ProbeTec ET系统,将 SDA与荧光共振能量转

移技术相结合,用来检测沙眼衣原体、淋球菌等
[ 25 ]
。

核酸分子体外扩增是生物技术研究的重要手

段。随着科学发展和研究目的的不同, 出现了越来

越多的核酸分子扩增技术。而链置换扩增反应被用

于多种核酸等温扩增技术中, 具有高敏感度、高特异

性以及操作简便等特性, 已逐渐被人们所接受。随

着链置换扩增反应的不断完善, 它将会有更广泛的

临床和科研应用前景。
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