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摘 要 超分支滚环扩增技术（E.F5BDB-?CG5H B())=?> C.C)5 -<F)=I=C-J=(?，EKL2）在近几年中逐渐引起人们的注意，并

越来越多的用于基础研究和实际检测中。在本文中我们对该技术在转基因植物检测中的应用情况作了较全面的

探索；根据 0 种转基因植物中常用的外源基因或 M+2 片段设计了 0 条锁式探针（N-H)(CO FB(D5），利用质粒 FPP$#$/6
中的一段序列作为锁式探针中的共同连接部分，并根据该共同的连接部分序列设计一对通用的 EKL2 引物；利用

同位素标记的锁式探针对 EKL2 反应中的连接一步的特异性研究表明，只有当锁式探针和相应的检测靶 M+2 同时

存在于连接体系中时，锁式探针才能被有效地进行连接，从线性分子变为环型分子，在没有相应靶 M+2 存在时锁

式探针仅以线性形式存在；连接时间的研究表明，如果所检测的靶 M+2 是质粒或较短的 M+2 片段时，较短的连接

时间（& 8 !%<=?）就可以取得理想的最终检测效果，如果检测的靶 M+2 是复杂的植物基因组 M+2 时，连接时间需要

较大程度的延长（#% 8 7%<=?）才能取得理想的最终检测结果；EKL2 的反应时间研究表明，较长的反应时间可以明

显增加最终产物的量；对 .&/ M+2 聚合酶大片段酶用量的研究表明，在其它条件不变的情况下酶的用量可以在较

大的范围内变化（%*&Q 8 0Q）而不影响最终检测结果；在上述研究的基础上，对转基因烟草进行实际检测，取得了与

预期一致的理想结果。为了提高检测效率，仿效复合式 NLK（,Q)J=F)5: NLK，,NLK）的原理采用复合式 EKL2（,Q)J=/
F)5: EKL2，,EKL2）方法对转基因烟草进行检测，并利用反向点杂交进行结果分析，取得同预期完全一致的结果。

我们的研究表明 EKL2 方法完全可以用于转基因植物的检测，而且其使用比 ,NLK 技术更方便，效率更高。
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滚环扩增技术（K())=?> C.C)5 -<F)=I=C-J=(?，KL2）

在近几年中逐渐引起人们的注意，并越来越多的用

于基础研究和实际检测中。可以简单的将 KL2 反

应分为锁式探针（N-H)(CO FB(D5）［!］的连接和连接后

的扩增两部分。锁式探针由 &S端和 #S端特异性序列

部分和它们之间的连接序列组成；&S端和 #S端特异

性序列部分同靶 M+2 上的互补区域结合，并且结合

后锁式探针的 &S端和 #S端是紧密相邻的，可以在连

接酶的作用下形成环型 M+2 分子；成环后的锁式探

针在一个引物和合适的 M+2 聚合酶作用下可以进

行滚环复制，对环型探针进行扩增。滚环复制在自

然界中是许多质粒和病毒的复制方式［$ T #］，在实验

室的人工体系中，可以模拟这种 M+2 复制方式，对

环形 M+2 进行复制［0］。超分支滚环扩增（E.F5B/

DB-?CG5H B())=?> C.C)5 -<F)=I=C-J=(?，EKL2；也有文献

将其称为级联滚环扩增，C-AC-H5 B())=?> C.C)5 -<F)=I=/
C-J=(?，LKL2）是在滚环复制的基础上增加一个序列

同锁式探针中部分序列相同的引物，即在两个引物

存在下产物以超分支形式扩增［& T 7］，可在 !G 内对 !%
个靶分子进行扩增，扩增倍数达 !%3 倍［3］。EKL2 技

术可用于单点核苷酸多态性研究、药物基因组研究

等方面［6］。

在我们以前的研究中开发了一套利用复合式

NLK 对植物进行转基因背景检测的技术［" T !%］；复合

式 NLK 要求在同一个反应管中含有多对引物，在相

同的条件下对多个靶位点进行同时检测；多对引物

的存在，在实际反应中很可能会相互干扰，而且在引

物设计时很难使得各引物的复性动力学完全一致，



这些都会增加确定反应条件时的工作量，而且随着

引物的增多，工作量呈指数增加；而从理论上讲，

!"#$ 可以完全避免复合式 %#" 中遇到的麻烦；其

一，锁式探针只同相应的靶位点进行互补结合，即便

有多个锁式探针同时存在于一个检测体系中也不会

相互干扰；其二，探针中的连接段部分对不同的锁式

探针可以完全相同，并不影响对靶位点的检测；可以

针对这段共同序列设计一对通用引物，用于所有锁

式探针的扩增，因此无需考虑多对引物复性动力学

一致 性 问 题。本 文 中 我 们 利 用 & 个 锁 式 探 针 对

!"#$反应中的一些技术参数进行了研究，并将该技

术应用在转基因烟草的检测。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 质粒及植物材料：质粒 ’()*+*、’,,+-+./ 为

本实验室保存；转基因烟草及纯阴性烟草种子样品

由中科院遗传研究所朱祯研究员提供；转基因烟草

中的外源 01$ 片段及基因有花椰菜花叶病毒 -23
"1$ 基因的启动子（%-23），农杆菌 45 质粒中胭脂碱

合成酶基因的启动子（%163），农杆菌 45 质粒中胭脂

碱合成酶基因的终止子（4163），!.葡糖醛酸酶基因

（783）和新霉素磷酸转移酶基因（1%4.))），所用的质

粒为 ’#1%4.))783$。

!#!#$ 酶和主要试剂：［".-+%］$4%（*9#5 :#;，2999#5 :
<<=>）购自北京亚辉生物医学工程公司；引物及探针

由上海生工生物工程技术服务有限公司合成及修

饰，$4% 也购自该公司；!"#$（+9 ?@#;）、$%& 01$ 聚

合酶大片段（/?@#;）购于上海基因有限公司；4&01$
连接 酶（-29?@#;）、4& 多 聚 核 苷 酸 激 酶（4&%1,）

（*9?@#;）、碱性磷酸酶（#)$%）（*9 A -9?@#;）、’()$
（& A *+ ?@#;）购自上海皓嘉科技发展有限公司；(5=.
*&.B$4%、(5=.*&.B#4%、C?DEFG5HI J 3K==H 3E>L C5ML?DI
植物培养基购于 7)(#6("; 公司；(5=BNOI! # CI<.
PDEOI 购于 %$;; 7I><EO ;EP=DEL=DN；Q0#［*.乙基.-.（-.
二甲基氨基丙基）碳二亚胺盐酸盐］购于 35H<E 公

司；1(4@(#)% 购于上海华舜生物工程有限公司；链

抗碱性磷酸酶（3LDI’LER5B5O $>KE>5OI %G=F’GELEFI，3$%）

购自 %D=<IHE 公司；众智牌 /& 消毒水（上海利康消毒

高科技有限公司）。

!#$ 方法

! "$ "! 烟草处理及 01$ 提取：烟草种子，-ST水浴

浸泡 & A /G，经 S9U乙醇，*2U A +9U消毒水无菌处

理后，接种到 C?DEFG5HI J 3K==H 固体培养基上，+2 A

+/T暗处放置 &/G 后，在光照下继续培养 * 周左右。

此时可以用长出的小芽提取 01$，也可以将其转入

三角瓶中继续培养。按照 CEDK?F 的方法进行 01$
提取［**］。

! "$ "$ 锁式探针设计：从质粒 ’,,+-+./ 中选取一

段序列作为锁式探针的连接段部分，探针 2V端及 -V
端各有 *2 A +9 左右碱基作为锁式探针的特异识别

区。每个锁式探针的这部分序列的 ’< 值尽量一

致，另外这两部分所检测的靶序列是连续的，即当锁

式探针同靶位点结合时，探针的 2V端和 -V端是紧邻

的。

! "$ "% 锁式探针的放射性标记：锁式探针的放射性

标记用 +99#; 离心管进行，体积 29#;，体系如下［*+］：

未磷酸化探针（- ’<=> :#;）2#;，*9 W 4&%1, 缓冲液

2#;，［".-+ %］$4% 2#;，4&%1, +#;，无菌双蒸水 --#;，

-ST &2<5O，标记产物置 X +9T保存。

! "$ "& %$7Q 胶电泳及曝光：采用普通含 /<=>@; 脲

的 /U%$7Q 变性胶电泳［*-］；电泳结束后取出胶板，

用塑料膜包好，/9T真空干燥 +G，同 Y 光片 X /9T
曝光过夜；取出 Y 光片用普通显影、定影液处理。

! "$ " ’ 锁式探针的连接反应：磷酸化的探针（不包

括放射性标记探针）用下面的方法进行连接反应，反

应在 299#; 离心管中进行，体积 +9#;：*9 W 4& 01$
连接酶缓冲液 +#;，磷酸化探针 /#;，01$ 模板 +#;，

4& 01$ 连接酶 +#;，无菌双蒸水 Z#;；[&T +<5O，

-ST -9<5O（温度降至 -ST时加酶，具体反应时间在

不同反应中会有所不同，可以看结果中所述），S9T
*9<5O。

! "$ "( !"#$ 反应：根据锁式探针中共同的连接段

序列设计一对引物，称为 !"#$ 通用引物。通用引

物序列为：!"#$.3：2V#47 747 #4$ #7# #47 $$4
$$7 47$ -V和 !"#$.$：2V 774 7$$ 4## 744 $7#
7$7 747 -V。用下面的方法进行 !"#$ 反应，反应

在 299#; 离心管中进行，体积 +2#;：*9 W $%& 缓冲液

+ \ 2#;，连 接 反 应 产 物 &#;，!"#$ 通 用 引 物（+ \ 2
’<=>:#; IE]G）Z#;，B14%（*9<<=>@; IE]G）*#;，$%&
01$ 聚合酶 *#;，无菌双蒸水 *9 \2#;，如果进行生物

素标记则在上述体系中加 *#; (5=.*&.B$4% 或 (5=.
*&.B#4%，无菌水量相应减少。[&T +<5O，Z*T [9<5O

（温度降至 Z*T时加酶）。

! "$ " ) !"#$ 反应产物的 ’()$酶切：*2#; !"#$
反应产物中加 *#; ’()$，Z2T *G，取 2#; 电泳检

查。

! "$ "* 杂交探针的设计、固定、杂交及显色：在杂交
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探针 设 计 时 使 探 针 自 身 二 聚 体 的 自 由 能!!"
! ""#$$%&’()*，"+端发夹结构!!" ! ,-#.$%&’()*，
最重要的是各探针间的 "( 值应尽可能相近，/, 0
/.1；可以通过调整探针的长度来达到此目的；另外

普通探针的序列同相应锁式探针的序列特异性部分

是互补的；探针设计是用引物及探针设计软件234(53
235(453 . 进行的。

膜处理及探针固定依照 6789: 的方法［,$］：切成

合适大小的 ;4)<=95# > 膜在 ? @ ,()*’A B>* 中浸湿，

用滤纸将表面吸干；在 -?CDE> 中浸 ,.(49；无菌双

蒸水漂洗，并用滤纸吸干表面水分；用适量经 F8BG
>H" 稀释的氨基标记的探针点膜，室温放置 ,.(49；

? @,()*’A F8HB 洗 ,?(49；无菌双蒸水洗 $ 0 . 次，风

干后装入合适大小的杂交袋中室温保存待用。

生物素标记的 BI>J 产物沸水浴 "?K，冰浴 -(49
使其彻底变性；,. 0 -?!A 上述产物同适量预热至

..1的杂交液（- L MM>，? @,CMEM）混合，杂交液用量

为 N? 0 ,??!A O P(
- 膜；混合液加入杂交带中，封口机

封口；..1杂交 "?(49。

取出杂交膜，在 ? @ . L MM>，? @ ,CMEM 中 ..1洗

,?(49，倒 掉 洗 液，并 用 相 同 洗 液 室 温 继 续 洗 膜

,?(49；膜 在 缓 冲 液 J（? @ ,()*’A Q34K RB /#.，?#,.
()*’A F8>*）中浸片刻；链抗碱性磷酸酶（MJ2）用缓冲

液 J 以 , O .??? 稀释，并将膜置于其中，室温 ,?(49；

取出膜，并用缓冲液 J 洗 - 次，每次 .(49；膜在缓冲

液 >（,?? (()*’A Q34K RB S#.，,?? (()*’A F8>*，.
(()*’A T:>*-）中浸一下，然后转入显色溶液中（,?
(A 缓冲液 > 中含 UU!A F;Q 和 ""!A ;>V2），室温显

色。

! 结果

! "# 锁式探针序列

表 , 中列出的是 $ 种锁式探针的序列及其相关

参数。

表 # 锁式探针序列

$%&’( # )(*+(,-(. /0 1%2’/-3 14/&(.

F8(5 M5WX59P5（.+ ! "+） Q83:5Y A59:Y7

Q2;Z[MGBI>J
>>ZQQZJ>QZ>>Q>QQ>Y::8:Y::Y:88YPP:YY8:P:8::Y:PP :PPYP:8P:88YYYPY:PP8YYP8YPP:PYY8YY8YP8PYY8YYP8:

:P:Y8:P8PP8:>Z>QQZ>QZJZQQQ>>
Z[M ,-,\R

Q2;F2QGBI>J
>QZ>QJQQZZZ>ZJJZQY::8:Y::Y:88YPP:YY8:P:8::Y:PP:PPYP:8P:88YYYPY:PP8YYP8YPP:PYY8YY8YP8PYY8YYP

8::P:Y8:P8PP8:Z>ZZZJJZZZJ>QZZ
F2QGVV ,-?\R

Q2;>TGBI>J
>QQQZJJZJ>ZQZZQQZZY::8:Y::Y:88YPP:YY8:P:8::Y:PP:PPYP:8P:88YYYPY:PP8YYP8YPP:PYY8YY8YP8PYY8YY

P8::P:Y8:P8PP8:JZJQJQ>J>JQ>JJQ>>J>QQZ
2".M ,-N\R

Q2;FQGBI>J
Z>QQJJ>ZQJJQQ>JJ>JZJJY::8:Y::Y:88YPP:YY8:P:8::Y:PP:PPYP:8P:88YYYPY:PP8YYP8YPP:PYY8YY8YP8

PYY8YYP8::P:Y8:P8PP8:QZ>JQQJ>JQZQQJJQQJQQJ>JQ
QFHM ,""\R

>8R4Y8* \)*< 835 KR5P4]4P K5WX59P5 )] R3)\5K 89< K(8** *5YY53K 835 P)(()9 K5WX59P5K )] R3)\5K@“YP:8”4K Y75 35P):94^49: K4Y5 )] "#$ V @

! "! 锁式探针连接反应研究

! "! "# 连接效率和专一性研究：连接反应是 BI>J
中关键的一步，为了验证连接反应的特异性及有效

性，对全合成的锁式探针进行同位素标记，并对连接

反应进行研究，图 , 是以锁式探针 Q2;F2Q ! BI>J
为例的结果。未经任何处理的探针为线性（图 ,G,），

线性探针经 >VJ2 处理后所带放射性标记被除去，电

泳无信号（图 ,G-）；当 Q2;F2Q 作为模板存在时，探

针经连接酶作用变成环型，电泳速度较线性探针慢

（图 ,G"）；由于环型 EFJ 不是 >VJ2 及 %&’GV 的作用

底物，因此相应产物的电泳条带依然为环型探针（图

,G$ 0 .）。当 R;V,-, 作为靶 EFJ 存在时，探针经连

接酶处理后成为环型，并且如同套在一个大环上的

小环一样同质粒结合在一起，由于 R;V,-, 分子量较

大（,"%\）而无法进入 NC的胶中，聚集在点样孔处，

同它结合的环型探针就在点样孔处产生信号，另外

那些没有同 R;V,-, 结合的线性探针进入胶中，产生

线性探针信号（图 ,GU）；经过 >VJ2 或 D_)GV 处理后，

线性探针的放射性标记被去除或者整个线性探针被

降解，而使其相应信号从胶中消失，但是环型探针因

为不是它们的底物，从而依然因同 R;V,-, 结合而在

点样孔产生信号（图 ,G/ 0 N）。

US- 生 物 工 程 学 报 ,S 卷



图 ! "#$%#"&’()* 同位素标记及修饰酶处理结果

+,-.! (/01230 45 ,04346/ 278/2/9 7:9
/:;<=/0 3>/73/9 "#$%#"&’()*

!? @A # 278/2/9 "#$%#"&’()* B,3C413 3>/73=/:3；A? @!D
@A # 278/2/9

"#$%#"&’()*，!!D !E F )G*# 8155/>，E. H!D )G*#，H. H!D 99’AI，

@JK !C>；@? @!D
@A # 278/2/9 "#$%#"&’()*，!!D !E F 2,-70/ 8155/>，

!!D "#$%#"，E .H!D "L 2,-70/，H?H!D 99’AI；L? @!D
@A# 278/2/9 "#$&

%#"&’()*，!!D !E F 2,-70/ 8155/>，!!D "#$%#"，E. H!D "L 2,-70/，

L?H!D 99’AI；H? @!D
@A# 278/2/9 "#$%#"&’()*，!!D !E F 2,-70/ 8155&

/>，!!D "#$%#"，E .H!D "L 2,-70/，L .H!D 99’AI；M N O? "C/ 07=/ 70 @

N H /PQ/63 3C73 3C/ 3/=6273/ ,0 6$G!A! . D,-73,4: >/7Q3,4:：RLK A=,:，

@JK !C，JEK !E=,:；+4> L，H，J，O 799 E .H!D )G*# 4> SP4&G 753/> 2,-7&

3,4: >/7Q3,4:，@JK !C；)G*# >/7Q3,4:：@JK !C

图 A 以转基因烟草为模板，

"#$%#"&’()* 不同连接时间结果

+,-.A "#$%#"&’()* B70 2,-73/9 B,3C 9,55/>/:3 3,=/
1:9/> 3C/ /P,03,:- 45 3>7:0-/:,Q 3487QQ4 T%*，3C/:

’()* B/>/ 94:/ 7:9 O!D 6>491Q30 B/>/ 9/3/Q3/9 8<
7->40/ -/2 /2/Q3>46C4>/0,0.

!? RE=,:；A? ME=,:；@? @E=,:；

L? AE=,:；H? !E=,:；U? U7>V/>

! "! "! 连接时间的研究：以转基因烟草作为模板对

线性 锁 式 探 针 作 连 接 反 应，分 别 在 连 接 !E=,:、

AE=,:、@E=,:、!C 和 ! .HC 时取出连接反应管，并 JEK

!E=,: 使 酶 失 活；从 以 上 各 反 应 管 中 取 L!D 做

’()*，反 应 结 束 后 取 O!D 电 泳 检 查。图 A 是 以

"#$%#"&’()* 做的连接时间研究结果。从电泳结

果中可以看出，较长的连接时间效果要比短时间连

接效果好，!C 和 ! .HC 的连接产物作 ’()* 所得到的

条带清晰而符合预期———长度最小的带为 OA86，这

是 ’()* 通用引物之间的距离，其它带的长度是 OA
86 W % F 探针长度（对于 "#$%#"&’()* 来说探针长

度是 !AE86），比如带 AEA X OA W !AE，@AA X OA W A F
!AE，其它带依此类推。

! "# $%&’ 反应时间、酶用量及不同连接产物量

$%&’ 研究

用 ! .A . M 中所述方法同时作 M 个 ’()* 反应，

并分别在反应的 A . H=,:、H=,:、!E=,:、!H=,:、AE=,:
和 @E=,: 时取出一个反应管，置冰浴保存，全部反应

结束后各取 !E!D 电泳检查，当 ’()* 进行到 @E=,:
时已经可以用肉眼看到清晰的扩增条带（结果未

示）。

图 @ 不同酶量的 ’()* 结果

+,-.@ ’()* B,3C 9,55/>/:3 1:,30 45 /:;<=/
!? L1:,30；A? @1:,30；@? A1:,30；

L? !1:,30；H? E .H1:,3；U? U7>V/>

图 L "#$YZ[&’()* 稀释后的 ’()* 结果

+,-.L ’()* >/01230 B,3C 9,55/>/:3 9,213/9 "#$YZ[&’()*
!? T,213/9 !\!EE 753/> 2,-73,4:；

A? T,213/9 !\!E 753/> 2,-73,4:；@? %4 9,213/9；U? U7>V/>
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分别用 ! " #$、%$、&$、’$ 和 ($ 酶量作 )*+, 反

应，其它条件同 % "& "- 中所述一样；反应结束后各取

%!!. 电泳检查，结果显示，不同酶量产生的结果差

别不 大。图 ’ 是 用 /012/ 3 )*+, 连 接 物 所 作

)*+,结果，由图中可以看出 ! " #$ 的酶量已足以产

生清晰明确的结果。

连接产物以 % 4 %! 连续稀释 & 次，从中各取 %!.
做 )*+,，酶量 ! " #$，反应结束后各取 %!!. 电泳检

查，图 ( 是对 /015678)*+, 所做的结果，随着探针

稀释程度的增加，)*+, 产物的量也相应减少。对

其它锁式探针的研究也取得相似结果。

! "# $%&’ 检测及杂交结果

图 # 是利用 /01+98)*+,，/012/8)*+,，/018
20/8)*+, 和 /015678)*+, ( 个探针对转基因烟草

分别进行 )*+, 检测的结果。图 -,8: 是利用上述

( 个锁式探针分别对转基因烟草进行连接、)*+, 后

杂交的结果，图 -; 是 ( 个探针在同一反应管中对转

基因烟草同时进行连接并 )*+,（复合式 )*+,）后

杂交的结果。表 & 中列出了用于杂交检测的 ( 个杂

交探针的序列。

图 # 用 ( 种锁式探针对转基因烟草的检测结果

<=>"# :?@?A@=BC D?E$F@E G=@H @BIJAAB 567 JE @?KLFJ@?
% M (N )*+, D?E$F@E BI@J=C?O IP /015678)*+,，/0120/8)*+,，

/01+98)*+, ,2: /012/8)*+,，D?EL?A@=Q?FP；9N 9JDR?D "

表 ! 杂交探针序列

()*+, ! -,./,01,2 34 563*,2 436 78*69:9;)<930

2JK? 7?S$?CA?（#T 3 ’T） /K 5+U

V/01567 2)(85,55+,5/+,,+5555,,,+/+,5+,, W("X ## "-

V/0120/ 2)(8,+//+5+++,,/,5+,5++,5/+++//+ W#"! #W "%

V/01+9 2)(8,,/++,+//5+///5,,5,+5/55//55 W&"% (- "(

V/012/
2)(8//+/5//5,,//,+5//,,5+,/5/,,/

,,//,,+,/5/,,/5+,
W("- &- "W

图 - 转基因烟草经 )*+, 后的杂交结果

<=>"- )PID=O=YJ@=BC D?E$F@E
)PID=O=YJ@=BC LDBI?E =KKBI=F=Y?O BC K?KIDJC? ZDBK % @B ( JD? /012/，

/01+9，/0120/ JCO /01567，D?EL?A@=Q?FP" , M :N /DJCE>?C=A @BIJA8

AB :2, O?@?A@?O G=@H /012/8)*+,，/01+98)*+,，/0120/8)*+,

JCO /015678)*+,，D?EL?A@=Q?FP JCO @H?C HPID=O=Y?O G=@H K?KIDJC? =K8

KBI=F=Y?O G=@H ZB$D HPID=O=YJ@=BC LDBI?E O?EAD=I?O JIBQ?" ;N /DJCE>?C=A

@BIJAAB :2, O?@?A@?O G=@H ZB$D LJOFBAR LDBI?E O?EAD=I?O JIBQ? J@ @H?

EJK? @=K? JCO @H?C HPID=O=Y?O G=@H J K?KIDJC? =KKBI=F=Y?O G=@H ZB$D HP8

ID=O=YJ@=BC LDBI?E

= 讨 论

)*+, 反应的有效进行有赖于锁式探针对靶位

点的精确检测和随后的正确连接，因此锁式探针的

正确设计是至关重要的。在对样品进行检测时，需

要探针的两端特异序列部分同时与靶位点结合，因

此设计时主要考虑其 #T端和 ’T端特异部分的复性温

度要基本一致；对所设计的全部锁式探针，其 #T端
和 ’T端的复性温度均在 #![ M ##[之间。探针的

连接段部分由于并不直接参与靶位点的检测，对它

的序列也没有特别要求，我们是从质粒 L\\&’&8X 中

选了一段；不过选择时力求所选序列的二级结构较

少，这样可以允许探针同靶位点结合过程中其结构

较为自由，有利于同目标序列的结合。

锁式探针的同位素研究清楚地表明锁式探针只

有在靶 :2, 存在时才能在连接酶的作用下连接成

环；而当反应体系中没有模板 :2, 或 :2, 中没有

相应的靶位点时，连接酶无法使其成为环型，而依然

保持线性，此时在 +],0 或 !"#8] 作用下就可将其所

带标记去除或将整个探针降解。

)*+, 在对环型锁式探针扩增时形成超分支结

构，具有极高的扩增效率，大约 ’!K=C 的扩增就可以

用肉眼看到，这是 0+* 所无法达到的。另外，理论

上讲，锁式探针同其靶位点的结合是具有序列特异

性的，因此多个锁式探针共存于一个体系中是不会

相互干扰的，这在对多个靶位点进行同时检测时是

很有优势的，不必像 90+* 中一样要考虑引物之间
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的干扰问题。还有，不同锁式探针虽然两端的特异

序列不同，但两端之间的连接序列可以完全相同，因

此可以用一对根据连接序列设计的通用引物对所有

环型锁式探针进行扩增，这也是 !"#$ 方法无法达

到的。比如利用所设计的 % 个锁式探针对转基因烟

草进行检测（图 &），普通 ’$#( 和复合式 ’$#( 的

结果一致；反应中只是简单的将 % 种探针按相同量

加入反应体系，连接后用同一对引物进行扩增即可。

’)*+,-［./］等在其文章中曾报道，在 ’$#( 反应

条件下，!"# 01( 聚合酶以线性 01( 为模板可以进

行扩增反应，并将其称为线性靶同温多聚体化扩增

（23+,)- 4)-5,4 36748,-9): 9;:439,-3<)437+ )+= )9>:3*3?)@
437+，2A!(）。在我们的实验中也曾碰到类似情况，

不过仅限于 "#$ 合成经磁珠分离后的探针，这很可

能是磁珠分离一步中未能将所有生物素标记链结合

到磁珠上，使得部分生物素标记链仍与探针一同以

双链形式存在于溶液中，并进行自连；当然还有一种

可能是在相应生物素标记引物合成时未能将所有的

引物都标上生物素，这更容易导致以上结果，2A!(
现象有待进一步研究。
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关注丙烯酰胺的致癌性研究

丙烯酰胺（-:5#1/)"2&）是在工业系统应用较广的化工产品，如用作黏着剂在石油开采方面能提高石油开采率；作增强剂用

于造纸工业；作吸附剂用于海水铀吸附，回收铀；以及聚丙烯酰胺作高性能的吸水剂或改良剂，在农业上用于改良土壤，保水

抗旱等等。因此，国内外通过化学途径和微生物途径大力开发这类化工产品，已进入工业化生产。然而，对其有害的一面往

往被忽视。已经证实，饮用水含有高浓度的丙烯酰胺或聚丙烯酰胺可以破坏人体神经系统，并可导致阳痿、瘫痪和各种癌症。

近来，从瑞典传来一个引起人们非常关注的信息，某些碳水化合物的烧烤食品含有丙烯酰胺物质，且有致癌性。瑞典国家食

品局主持的一项研究发现，在烧烤主食如面包和土豆中含有这种丙烯酰胺致癌化学物质，并认为当这种化合物进入人体之

后，可以转化为另一种分子环氧丙酰胺，而此化合物能与细胞 +M- 发生反应，并破坏染色体结构，从而导致细胞死亡或病变为

癌细胞，这已通过动物实验得以证实。因此，丙烯酰胺是一种可以诱发癌症的危险物质，它引起基因突变，造成多种癌症如乳

腺癌、子宫癌和肾上腺肿瘤等的发生；还会损坏神经系统，影响生育功能等。这是一方面，从另一方面的事实也可证明，如烟

丝在燃烧过程中能产生这种有毒物质，检测吸烟者体内的丙烯酰胺含量高于非吸烟者。瑞典研究者的发现告诉人们如下三

点：（I）含淀粉质的食品如土豆、面包、饼干、麦片等这些含碳水化合物食品，经高温加工易产生丙烯酰胺；（J）食品加工处理的

温度超过 I77Y以后，可产生丙烯酰胺，随加工温度升高，产品的此种有害物质的含量也增高；（Q）那些咸肉、面条、米饭、米粥、

土豆以及用谷物和各种面粉等为原料煮熟的食品未发现有丙烯酰胺物质。

基于丙烯酰胺与烧烤主食对人体有害，世界卫生组织（Z*>）、联合国粮农组织和其他一些国家对此颇为重视，并采取了

相应措施。Z*> 召开了 Q 天紧急会议，讨论进一步研究丙烯酰胺的致癌性问题。英国、挪威、德国、瑞士以及马来西亚等国家

的科学家证实了瑞典研究者的这一发现。马来西亚卫生部对那些油炸、烤制或经高温加工过的食品中的致癌物质含量进行

检测，对商店出售的食品进行检查，其丙烯酰胺含量是否超标。英国研究人员对炸薯片、薯薄饼和锅巴等食品进行检查，发现

其中一些食品的丙烯酰胺含量超过国际安全标准 IJR7 倍。应该说，这是食品行业一件重要的事件，需要深入严谨地进行实验

研究。（I）丙烯酰胺何以在食品烧烤情况下具有致癌物质？（J）为什么烧烤含碳水化合物主食会产生致癌物质？有什么样的

转化机制？（Q）丙烯酰胺在食品中含量达到什么样的水平有致癌性？又通过什么途径使其转化，变有害为无害呢？这些都是

值得探究的课题。在我国，有关卫生部门和研究机构对瑞典这项研究发现是否结合我国实际采取相应措施做进一步论证，对

丙烯酰胺在烧烤食品中的致癌性做实验研究，以及是否也采取一定措施重点检查烧烤含碳水化合物食品的丙烯酰胺是否超

标，这些问题应列为我国食品安全性重要课题，并做细致的探究。

（柯 为 供稿）
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