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应用改进的通用荧光 PCR引物
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摘要 : 通过设计通用荧光 PCR引物并结合 DNA测序系统建立了小鼠的多重 STR分型方案。实验针对

小鼠基因组设计了两对不同的通用引物序列 ,标记了 FAM荧光的通用序列和“加尾”的位点特异性引物

共同用于小鼠的多重 PCR的 STR基因分型。本研究优化了通用引物和特异性引物间的比例 ,优化了多

重 STR2PCR的反应条件 ,并最终利用该技术方案实现了五重 STR分型。实验验证了该方案在多重 STR

分型中的可行性。与传统的荧光检测 PCR产物方案相比 ,应用通用方案完成多重 PCR反应大大节省了

实验时间与经费。
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Abstract: This study established a multiplex STR genotyping system through universal fluorescent primers in

combination with sequencing. For each panel of multiplex STR genotyping amplification , two sets of primers were

used , namely universal primers labeled with FAM and specific primers with an added 5′tail . We optimized the

proportion of universal and specific primers and reaction of multiplex PCR was achieved. By using this method , five

STR marker loci genotyping were successfully conducted within a single reaction. The optimized universal fluorescent

primers amplification genotyping system can be used in multiplex STR genotyping , which allows reliable , effective and

low2cost genotyping compared with regular microsatellite fluorescent detection assays.
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　　短串联重复DNA序列 ( short tandem repeat ,

STR)广泛存在于人类和其他生物体基因组中。

其核心序列一般为 2～6 bp ,核心序列重复次数

的不同形成了丰富的遗传多态性[1 ]。由于 STR

遗传标记数量众多 ,杂合度高 ,特异且稳定 ,使

得其成为目前遗传学分析最重要的遗传标记之

一[2 ,3 ]。



目前应用 PCR技术对 STR位点进行 DNA

多态性分析 , 多采用荧光标记配合测序分型系

统区分不同的基因型 ,达到鉴别品系间[4 ]或个

体间 DNA多态性的目的[5 ,6 ] ,并采用多重 PCR

同时检测多个不同的 STR位点。逐个荧光标

记 PCR引物会产生巨额合成费用。为了减少

由于逐个进行荧光标记而产生的大量实验成

本 ,Oetting
[7 ]等提出了一种新的 PCR策略 ,即利

用通用引物方案完成基因分型 ,并得到了广泛

的应用[8～10 ]。之前的研究并未涉及通用引物在

多重 PCR2STR上的应用。因此 ,本研究分析了

通用荧光引物在多重 PCR中应用的可行性 ,旨

在建立一种更经济实用的方案完成多重 PCR2
STR。这将为 PCR2STR 分型技术提供新的思

路。

1　材料与方法

111　实验材料　C3HΠHeJ (C3H) 、C57BLΠ6J (B6)

两个小鼠品系及其子一代 C3B6F1 (F1)个体。

112　方法

11211　DNA 提取 　将小鼠尾尖剪下 1 cm左

右 ,用 DNA提取试剂盒 (北京博大泰克生物公

司)抽提小鼠尾尖 DNA ,最终溶于 70μl TE中 ,

018 %琼脂糖凝胶电泳检测产物 ,并稀释成约

100 ngΠμl作为 PCR模板。

11212　微卫星 DNA标记的选取 　从 NCBI (美

国国立生物技术信息中心)网站的小鼠基因组

数据库中 ,选取在 C3HΠHeJ 和 C57BLΠ6J 小鼠品

系中片段长度有差异的 10个 STR位点 ,分别位

于小鼠 1、2、3、4 和 17 号染色体 : D1Mit210、

D2Mit142、D4Mit71、D4Mit163、D3Mit221、D3Mit225、

D3Mit357、D3Mit110、D3Mit162、D17Mit129。

11213　引物设计合成 　引物设计分为通用引

物 ( universal primer ) 和特异性引物 ( specific

primer)两部分。通用引物的设计原则如下 : (1)

与小鼠基因组没有同源性 ; (2)避免引物本身

形成发夹结构、二聚体等 ; (3)上下游引物的

Tm值都在 60℃左右 ; (4)通用引物长度控制在

15～30 bp。实验采用 2 对通用引物 ,U12上游
(5′标记 FAM 荧光 ) : 5′2CGC AAA CCT GTA

CGC23′,U12下游 :5′2CCC TCT GAG TGA TGC23′;

U22上游 (5′标记 FAM 荧光) : 5′2TCA CTT GCT

TCC GTT GAG G23′,U22下游 : 5′2GGT TTC GGA

TGT TAC AGC GT23′。用 Oligo 610软件设计每

个位点的特异性引物 ,设计好后用 BLAST检验

引物在整个基因组中特异性情况。然后将对应

的通用引物上下游分别连接到每对特异性引物

的上下游 5′端。多重 PCR反应各位点引物序

列见表 1。本实验所用引物均由上海生工生物

工程技术服务有限公司合成。

11214　STR片段的多重 PCR扩增 　采用 5μl

PCR反应体系 ,其中 015μl 10 ×buffer (含 15

mmolΠL MgCl2 ) , 013μl Mg
2 + (115 mmolΠL) , 015

μl dNTPs (012 mmolΠL) ,0125 U Taq酶 ,特异性

引物 012μmolΠ对 ,通用引物 (U1 ,U2) 2μmol ×

2 ,015μl DNA 模板 (25～50 ng) 。PCR 反应程

序 : 95℃ 15 min ; 19 个“Touch down”循环 ,

“Touch down”与正常的 PCR循环类似 ,退火温

度从 60℃开始 ,每个循环降低 015℃; 25 个主

循环包括 94℃30 s ,合适的退火温度 (如 56℃)

90 s ,68℃90 s ; 最后 68℃20 min。使用的 PCR

仪型号为 9600 ,生产厂家 Perkin Elmer。

11215　聚丙烯酰胺凝胶电泳检测及数据分析

　使用核酸自动测序仪 ( ABI 377Genetic

Analyzer)检测分型结果并用软件 GeneMapper ID

分析数据。

11216　通用引物方案多重 PCR扩增流程 　实

验中针对小鼠基因组设计的两种不同的通用引

物序列 (U1 ,U2)均含有上下游两段引物序列 ,

每对位点特异性引物的上下游 5′端也分别连上

一段“尾巴”,用来与通用引物的上下游紧密配

对。即四段式引物序列 ,使其共同用于 STR多

重 PCR。通用方案 PCR流程示意见图 1。
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表 1　10个 STR位点的特异性引物序列及其 PCR产物在 C3 H及 B6中的长度

Table 1　Specific primers sequences and fragment lengths of 10 STR loci amplified by

PCR from inbred mouse strains C3 H, B6

位点名称a

STR Markersa

引物序列 5′2 3′

Sequence of primers (5′2 3′)

PCR产物长度

Product size (bp)

C3H B6

D2Mit1422B8U + U2U TCACTTGCTTCCGTTGAGGGGGTGGCTCTATTAGGCACA
159 157

D2Mit1422B8L + U2L GGTTTCGGATGTTACAGCGTAGCAAGGCATAAGGAGACCA

D4Mit712D4U + U2U TCACTTGCTTCCGTTGAGGGAAGGACAGCCAGGTGGATAG
200 206

D4Mit712D4L + U2L GGTTTCGGATGTTACAGCGTACCCCAAACTGCCATAGTTAGTG

D4Mit1632D6U + U2U TCACTTGCTTCCGTTGAGGAGCCTCTAAAGACCCGAGAG
172 176

D4Mit1632D6L + U2L GGTTTCGGATGTTACAGCGTCTTGCGACTCACGTCTAAAGG

D1Mit2102A10U + U1U CGCAAACCTGTACGCCATAAGACAAATACCCCACTATTAC
139 143

D1Mit2102A10L + U1L CCCTCTGAGTGATGCCACATGTCTGCAAATGGGTATG

D3Mit2212C1U + U2U TCACTTGCTTCCGTTGAGGCAAAATGTAGATCCCTTCATAC
174 162

D3Mit2212C1L + U2L GGTTTCGGATGTTACAGCGTCTTATCTCCATAAAGAAGATGTA

D3Mit2252C2U + U2U TCACTTGCTTCCGTTGAGGGTAATTTTAAGATTTCTTCCAT
212 206

D3Mit2252C2L + U2L GGTTTCGGATGTTACAGCGTGTTGAATTTATACACATGCTCA

D3Mit3572C3U + U2U TCACTTGCTTCCGTTGAGGTCACTATCTTCACTGAGAGAAT
136 142

D3Mit3572C3L + U2L GGTTTCGGATGTTACAGCGTTAGTATTTACTTGCTCTTAACTGA

D3Mit1102C4U + U2U TCACTTGCTTCCGTTGAGGATTTAATGTATTGGGGTTTTGAC
184 188

D3Mit1102C4L + U2L GGTTTCGGATGTTACAGCGTAGGATTTACATGGCAGGAGGAGA

D3Mit1622C5U + U2U TCACTTGCTTCCGTTGAGGTCTAGGAGAGACCGTTCCCA
232 242

D3Mit1622C5L + U2L GGTTTCGGATGTTACAGCGTGAACACATTCACAGGATATTTTC

D17Mit1292upper + U1U CGCAAACCTGTACGCATTTTGCACGCTGACAGGTTGA
188 198

D17Mit1292lower + U1L CCCTCTGAGTGATGCATTGATGTTGATTTCTGGTGTCC

D17Mit1292upper 3 ATTTTGCACGCTGACAGGTTGA
158 168

D17Mit1292lower 3 ATTGATGTTGATTTCTGGTGTCC

5′端斜体部分是连接的与通用引物序列相同的“尾巴”序列 ; 3上游 5′端直接加荧光标记的传统特异性引物 ,用来与相同位点的通

用引物作对照 ; a :名称包括 STR位点名称及搭配的通用引物序列名称。

5′end sequence , defined as“tail sequence”in italic format was identical to universal primer sequence ; 3 Regular fluorescent specific primers were

used as control ; a : STR markers and the matching universal primers are presented and symbolized.

图 1　通用引物方案多重 PCR扩增示意图

Fig. 1　Multiplex PCR amplification by universal

primer approach

2　结　果

211　小鼠基因组 DNA提取　使用北京博大泰

克生物公司生产的动物基因组 DNA小量快速

提取试剂盒提取 DNA ,经 018 %琼脂糖电泳、溴

化乙啶染色检测提取结果。如图 2 所示 ,提取

的基因组 DNA状态良好 ,没有降解 ,可以作为

模板用于后续的多重 PCR扩增。

212　多重 PCR反应条件优化

21211　特异性引物与通用引物间的比例优化

　特异性引物与通用引物间的比例对 PCR反

应的影响是不同的 ,本实验采用针对 D4Mit1632
D6的单重 PCR反应 ,研究了引物之间的最佳
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图 2　小鼠基因组 DNA提取结果

Fig. 2　The result of DNA extraction in mouse

M.λDNAΠHind ⅢDNA分子量标准 ;

1～51小鼠 DNA抽提样本。

M.λDNAΠHind ⅢDNA marker ; 1 - 51 DNA samples of mice.
　

图 4　56℃退火温度时得到的四重 STR C3B6F1杂合子 PCR结果

Fig. 4　The multiplex PCR result of four STR markers at the annealing temperature of 56℃

横坐标代表 PCR产物片段长度大小 ,单位 bp ; I表示荧光强度。(后图同)

Abscissa shows the size of PCR fragments (bp) ; I stands for fluorescence intensity. (as same as following fig. ) 　

配比关系。通用引物与特异性引物分别按照浓

度比为 1∶1、5∶1、10∶1、15∶1 的比例混合 ,分别

以 C3HΠHeJ (C3H) 、C57BLΠ6J (B6) 、C3B6F1 ( F1)

小鼠 DNA样本为模板 ,按照 11214的方法进行

PCR扩增 ,反应结果通过 ABI377测序仪测得荧

光值。研究结果显示 ,随着通用荧光引物比例

的升高 ,荧光强度增加 (图 3) 。当通用引物与

特异性引物比例为 10∶1 时荧光强度最强。继

续提高通用引物浓度 (15∶1)对扩增效率没有明

显影响。因此 ,选用通用引物为特异性引物 10

倍浓度时 ,扩增效率较高 ,并相对节省荧光引物

用量。

21212 　退火温度的优化 　退火温度在多重

PCR 反应中相对比较重要 , 在 D1Mit210、

D2Mit142、D4Mit163、D4Mit71 四个位点的多重

PCR反应中 ,选择 50℃、53℃、56℃、59℃4个温

度梯度来寻找最佳退火温度。梯度实验结果显

示 ,当退火温度为 56℃时 ,该组合 PCR扩增效

果最好 ,峰形整齐 ,且荧光强度较高。以

图 3　PCR产物的荧光强度随引物比例变化曲线

Fig. 3　Relationship curve between PCR products

fluorescence intensity and proportion of

universal and specific primers
　

C3B6F1杂合子小鼠 DNA为模板 ,在 56℃退火

温度时得到的 4 个 STR位点的 PCR扩增效果

如图 4所示。

213　五重 PCR2STR　应用前述方法 ,以通用

引物方案针对其他 5个不同的 STR位点进行了

多重 PCR 反应 ,实验结果进一步得到了验证

(图 5) 。图 5显示当退火温度为 53℃时得到的

D3Mit221、 D3Mit225、 D3Mit357、 D3Mit110、

D3Mit162五个 STR 位点的多重 PCR 结果 (以

C3B6F1杂合子小鼠 DNA样本为模板) 。

214　通用引物与传统荧光引物方案在 STR基

因分型中的比较　本实验采用的通用引物 STR

分型方案是建立在传统的荧光修饰引物 STR

分型方案基础上的。实验随机选择了一个 STR

位点 D17Mit1292来比较通用与荧光两种方案的
检测结果。如图 6显示 ,通用引物方案和传统
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图 5　53℃退火温度时得到的五重 STR电泳图

Fig. 5　The electrophoretogram of quintuple STR system at the annealing temperature of 53℃
　

图 6　D17Mit129的单重 STR PCR扩增分型结果

Fig. 6　Simplex STR genotyping of D17Mit129 PCR products

左侧图是采用传统的荧光标记位点引物 ,右侧图是用通用荧光引物方案完成。A、a是以亲本 C3H为模板 ;

B、b是以亲本B6为模板 ; C、c是以 F1杂合子为模板。

Left figure presents conventional florescent primer method and the right presents universal florescent primer approach.

A , a. C3H; B , b. B6 ; C , c. F11
　

的荧光引物方案在单点的 STR分型结果一致。

3　讨　论

本研究将通用荧光引物方案应用于多重

PCR ,扩增多个 STR位点 ,并针对小鼠基因组设

计了两种不同的通用引物序列 ,均可成功地用

于小鼠基因组多个 STR位点分型。通用引物

方案的应用主要局限于单重 STR的分型[8 ]
,而

本研究利用改进的通用引物方案实现了针对小

鼠基因组的 STR五重 PCR反应 ,进一步提高了

工作效率。与 Oetting等[7 ,9 ,10 ]设计的只提供上

游通用引物序列不同 ,本研究在上下游均设计

了通用引物。一般而言 , PCR反应开始的 3个

循环后 ,普通位点特异性引物扩增给通用荧光

引物提供了大量的模板 ,改进后的通用引物方

案使得 PCR反应进行几个循环后 ,其扩增效果

主要取决于通用荧光引物 ,而与特异性引物无

关系。因此 ,对每个位点来说引物量更均一 ,

PCR扩增反应更稳定 ,效果更好 (图 4) ,而

Oetting等[7 ]设计的通用引物只有一条 ,无法保

证在多重 PCR过程中各位点效率的一致性。

本研究对多重 PCR的反应条件进行了优

化 ,除了在引物设计上要求严格外 ,退火温度、

退火时间、延伸温度和延伸时间与单重 PCR相

比都做了调整。在退火条件上 ,实验通过设定

退火的温度梯度 ,找到每组引物的最佳退火温

度 ,并选择退火时间 90 s来保证所有的引物更

充分地结合到模板上 ; 由于 STR短串联重复序
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列的特点 ,在延伸过程中很容易“起泡”而导致

延伸效果不理想 ,所以实验中适当降低延伸温

度至 68℃,并增加延伸时间至 90 s来确保延伸

的效果。然而 ,即使各位点的工作浓度、反应条

件一致 ,但 PCR扩增的效率并不一致 (图 4 ,5) 。

这可能是由几个原因导致的 :各特异性引物与

模板的配对效率存在差异 ; 多重 PCR体系中存

在引物搭配、竞争等因素 ,会导致某种引物的实

际工作浓度小于理论值 ; 或与位点自身序列及

产物长度相关。可以通过进一步调整位点特异

性引物浓度来达到较均一的多重 PCR扩增结

果。

由于通用引物可以与设计的每个特异性引

物搭配 ,当位点多、样本多时易产生污染。因此

本实验设计了两种不同的通用引物 (U1 ,U2) ,

随后的特异性引物设计也分成两组 ,一组与 U1

搭配 ,另一组与 U2 搭配。这样可以有效地降

低产生污染的风险。

本研究建立的分型方案高效、准确 ,且节省

了大量实验成本。使用通用引物与特异性引物

相结合来完成 STR多重 PCR ,使得通用荧光引

物在扩增任何 STR位点时都可以重复使用 ,节

省了荧光修饰成本 ,因此可应用于大规模 STR

位点的基因分型。举例来说 ,若每个位点有

100个样本 ,按通用引物与特异性引物为 10∶1

的工作浓度比计算 ,合成 5 OD 的通用荧光引

物 ,可以完成 250个 STR位点的分型。而如果

用传统的特异性荧光引物方法 ,每个位点都要

合成荧光引物 ,250 个位点的分型则需要花费

相对通用荧光引物方案近 3倍的实验成本。

总体来说 ,利用该方案可以做到高通量、准

确、特异地检测 STR位点分型结果 ,同时节省

了大量的成本 ,其应用前景将会非常广阔。
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