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(57)摘要

本发明涉及测定使用的杂交结构，其包括探

针和靶，其中该杂交结构具有一个或多个单链环

以及2个或多个双链体区段，其中每个环位于双

链体区段之间。本发明的测定使用的杂交结构可

以增加PCR反应的特异性。
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1.测定使用的杂交结构，其包括探针和靶，其中该杂交结构具有一个或多个单链环以

及2个或多个双链体区段，其中每个环位于双链体区段之间，

其中，所述探针为Ω探针，所述Ω探针包括3p臂、环和5p臂，5p臂的长度满足产生预定

阈值模板缔合分数fa的要求，

模板缔合分数fa由杂交平衡方程式、质量平衡方程式和热力学平衡常数方程式导出，所

述杂交平衡方程式如下方程式1和5所示，所述质量平衡方程式如下方程式2、3和4所示，所

述热力学平衡常数方程式如下方程式6所示，所述模板缔合分数fa计算方法如下方程式7所

示：

其中，Ct，Cp，和Cc分别表示平衡状态下靶、探针、以及杂交结构的浓度；Cto和Cpo分别是起

始靶和探针浓度；Ka是平衡常数；T是退火温度；R为理想气体常数，方程式7是来源于假设方

程式5和6中的起始模板浓度明显小于起始探针浓度得到的；通过求解方程式5的二阶方程

来获得fa的精确解；将得到fa值与预定的阈值模板的缔合分数fa,thr相比，如果fa小于fa ,thr，

5p臂长度增加1或按预定的数量递增，重复上述计算直到fa高于fa ,thr，所述fa ,thr至少是

0.90，0.91，0.92，0.93，0.94，0..95，0.97，0.98，0.99或更多。

2.如权利要求1所述的杂交结构，其中单链环在探针中，并且包括一个或多个非核苷酸

部分。

3.如权利要求1所述的杂交结构，其中探针包括间隔区。

4.如权利要求1所述的杂交结构，其中该杂交结构用于聚合酶延伸。

5.如权利要求1所述的杂交结构，其中该杂交结构用于杂交检测。

6.如权利要求5所述的杂交结构，其中环包含12至50个核苷酸。
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测定使用的杂交结构

[0001] 此申请是申请日2014年11月26日，申请号201480073756 .7(国际申请号PCT/

US2014/067666)，发明名称为“选择性扩增核酸序列”的分案申请。

[0002] 以前申请

[0003] 此申请要求2013年11月26日提交的美国序列号61/693,211的优先权，现将其全部

纳入此申请中。

发明领域

[0004] 本发明涉及核酸序列复制领域，包括聚合酶链反应(PCR)。具体而言，本发明涉及

用于从一个或多个模板序列中扩增一个或多个靶序列的方法和组合物。特别地，本发明提

供了新的引物设计来增强PCR反应的特异性。本发明还提供了方法和组合物，使得在单个反

应管中能够使用特异性引物进行特定序列区段的选择并使用一对通用引物扩增所有选择

的序列区段。

[0005] 背景

[0006] 许多生物和生物医学领域的应用，如遗传疾病筛查、个体医学、法医检验和靶向测

序，需要从大量的核酸序列(如各种活细胞基因组DNA，宏基因组样品核酸序列的混合物，肠

道菌群的微生物组DNA)中复制和(或)扩增一个或多个选定的核酸序列区段。PCR是一种从

核酸混合物中选择性扩增目的核酸序列的强大工具。涉及多个目的序列的多重PCR应用已

得到广泛应用。1988年，Chamberlain等人在“Deletion  screening  of  the  Duchenne 

muscular  dystrophy  locus  via  multiplex  DNA  amplification”这篇文章中首次报道了

多重PCR法，文章发表在《Nucleic  Acids  Research》上(Nucleic  Acids  Res .1988，16：

11141‑11156)。但是，Henegariu等人在1997年发表在《Bio  Techniques》上的“Multiplex 

PCR：Critical  Parameters  and  Step‑by‑Step  Protocol”中描述道：由于繁重的优化工作

要求，通常认为传统的多重PC R很难在每个反应中进行几十个以上的靶 (B i o 

Techniques.1997，23：504‑511)。正如Edwards等人在1994年发表在《Genome  Research》上

的“Multiplex  PCR：advantages，development，and  applications”中所述，多重PCR的主要

挑战包括引物二聚体的形成、靶扩增的不均一性和错配率高(Genome  Res .1994，3：S65‑

75)。

[0007] 为了统一引物依赖性的PCR条件，A .P .Shuber等人于1995年发表在《Genome 

Research))上的“A  Simplified  Procedure  for  Developing  Multiplex  PCRs”中描述了

多重PCR的一个变体(Genome  Res.1995，5：488‑493)。在多重PCR中使用了嵌合引物，每个嵌

合引物都包含一个与序列特异性识别位点互补的3′区和由非相关的20个核苷酸序列组成

的5′区。证明了包含嵌合基序的PCR引物对都使用了相同的反应条件、循环次数和退火温

度。这种方法被认为有助于消除研发的多重PCR中所涉及的多个优化步骤。然而，单个引物

浓度的调整仍然是必需的。本发明提供了一种消除单个引物浓度调整要求的解决方案。

[0008] 为降低引物二聚体的形成和减少错配事件的发生，多重PCR的变体已有报道。

Z.Lin等人于1996年发表在《Proceedings  of  the  National  Academy  of  Sciences》上的
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“Multiplex  genotype  determination  at  a  large  number  of  gene  loci”中描述了一种

转 换 多 重 扩 增 为 单 重 扩 增 的 方 法 ，以 减 少 引 物 与 引 物 之 间 的 相 互 作 用

(Natl.Acad.Sci.1996，93：2582‑2587)。实施方法的过程包括三轮独立的PCR。在前两轮PCR

中，位点特异引物，含有5′端通用尾部序列(tail)或标记序列(tag)，用于将通用尾部序列

添加进靶序列。然后，在第3轮中，所有通用的尾部标记的靶(26个基因位点)可被与通用尾

部序列匹配的一对通用引物同时地扩增。第一轮和第二轮类似于传统的多重PCR，需要一个

耗时的涉及引物浓度调整的优化过程。此外，工作流程含有多个人工操作步骤，包括三轮独

立的PCR和PCR轮之间PCR产物的纯化。作为比较，本发明提供了一种显著简化的工作流程。

[0009] 1991年，A.J.Jeffreys等人发表在《Nature》上的“Minisatellite  repeat  coding 

as  a  digital  approach  to  DNA  typing”中描述了一种DNA分型方法，称为小卫星变体重

复作图PCR(MVR‑PCR)(Nature.1991，354：204‑209)。每个PCR反应包括三种引物：一种10～

20nM低浓度的5’标记的变体重复特异性引物；一种1μM高浓度的小卫星侧翼引物；一种1μM

高浓度的标记引物，这个标记引物具有与变体重复特异性引物的标记区段匹配的序列。侧

翼引物具有与小卫星区的侧翼区段匹配的序列。使用AmpliTaq(Perkin‑Elmer‑Centus)的

重组Taq聚合酶。PCR反应循环为在DNA热循环仪上，96℃变性1.3min，68℃退火1min，70℃延

伸5min，共18个循环；随后，追加67℃退火1min，70℃延伸10min，共2个循环。一个反应可生

成超过50个不同长度的扩增子，每个扩增长度表示特异变体重复单元和侧翼位点之间的距

离。扩增子产生开始于一个热循环中的退火阶段，此时变体重复序列特异性引物退火结合

DNA样品中的小卫星区的匹配变体重复单元。接着，退火后的特异性引物延伸超出侧翼位

点，通过聚合酶延伸反应形成第一个延伸产物。在下一个热循环中，侧翼引物退火结合至第

一个延伸产物，并延伸产生末端与标记序列互补的第二个延伸产物。从下一个热循环开始，

对于第二个延伸产物，高浓度的侧翼引物和标记引物配成一对，高效地生成PCR产物。有时

候，由特异性引物的非PCR产物的内部引发会生成较短的真实PCR产物。这是第一个证明标

记驱动(tag‑driven)PCR可行性的工作，包含了，相对于标记的特异性引物，更高浓度的标

记引物。另方面，设计上述描述的方法是为了揭示共享个靶特异性引物的重复序列单元模

式。在每一个PCR反应混合物中总共只使用了三种引物。这项工作并没有提供如何处理通用

类型多重PCR中涉及多对靶向特异性引物以及最小化引物二聚体形成的任何明显的解决办

法。

[0010] 1997年，J .Brownie等人发表在《Nucleic  Acids  Research))上的“The 

elimination  of  primer‑dimer  accumulation  in  PCR”中描述了同源标记辅助的非二聚

体系统(Homo‑Tag  Assisted  Non‑Dimer  System，HANDS)，一种为了减少引物二聚体的形成

而设计的实验方法(Nucleic  Acids  Res.1997，25：3235‑3241)。多个标记的基因组特异性

引物采用低浓度，单一标记引物或通用引物采用高浓度。类似于上述Jeffreys的方法，标记

引物与标记的基因组特异性引物的5′尾部部分具有相同的序列。文章作者建议设计基因组

特异性引物，如标记退火结合其互补序列的Tm(熔融温度)应高于基因组特异性引发的双链

体的Tm。这种设计会使低退火温度下基因组特异性引物的基因组特异性部分的基因组引发

转换为升高的退火温度下标记引导的尾部引发。基因组引发的两个循环后，标记序列的互

补序列被掺入扩增子末端。然后退火温度升高和随后的扩增很大程度上由标记引物驱动。

所有产生的扩增子都具有相同的一对互补末端。当扩增子很短，只有100至120个核苷酸，像

说　明　书 2/61 页

4

CN 111100912 B

4



引物二聚体一样，互补末端趋向于引起发夹结构。这些发夹结构的形成阻止了其他标记引

物的退火结合，因而阻止了非特异性引物二聚体产物的积累。

[0011] HANDS方法的缺点是短靶序列产物产率降低。通过设计，该方法抑制短序列的扩

增，无论是不需要的引物二聚体或需要的靶序列。事实上，报告的数据揭示，当靶产物的长

度从550减少到300个核苷酸，其产物产率显著降低的模式。这使得该方法不适用于涉及靶

扩增子长度小于300个核苷酸的应用。这样的应用包括用于高度并行测序的序列富集。

[0012] 上面描述的Jeffreys和Brownie的这两种方法都使用了Taq聚合酶。Taq聚合酶具

有人所共知的5′‑3′核酸内切酶的活性和5′flap核酸内切酶的活性。P.M.Holland等(1991

年)和V.Lyamichev等(1993年)等人分别发表在《Proceedings  of  the  National  Academy 

of  Sciences》和《Sciences》上的“Detection  of  specific  polymerase  chain  reaction 

product  by  utilizing  the  5′‑3′exonuclease  activity  of  Thermus  aquaticus  DNA 

polymerase”和“Structure‑specific  endonucleolytic  cleavage  of  nucleic  acids  by 

eubacterial  DNA  polymerases”中有详细的介绍(Proc.Natl.Acad .Sci.1991，88：7276‑

7280；Science.1993，260：778‑783)。当延伸的DNA片段遇到聚合酶，这些核酸酶活性会降解

双链DNA。这就对在两个或多个靶区域是串联或位置接近的应用具有局限性。与串联区域的

中间杂交的引物很有可能被降解，且未能产生预期的扩增子。这样的现象确实出现在上述

Jeffreys文章数据中。本项发明的一个方面通过使用新的缺乏5′‑3′外切核酸酶活性和链

置换活性的聚合酶克服了上述限制。

[0013] 另一个用于多重扩增应用的标记驱动PCR方法由B.Frey等人于2013年在标题为

“Methods  and  amplification  of  target  nucleic  acids  using  a  multi‑primer 

approach”的美国专利申请书(US  2013/00045894  A1)中公开。与Jeffreys和Brownie的方

法类似，在一个扩增反应中包含两组引物(标记的靶特异性引物和通用引物)用于扩增靶核

酸。一个不同的反应条件的特征是建议特异性引物组浓度与通用引物组相同或比其更高。

因此，在可比较的浓度水平，反应产物包含侧翼有标记的特异性引物的较短序列和侧翼有

通用引物的较长序列。作者建议在进行相应的应用前，将较长的序列(所需的产物)从较短

的序列(不想要的产物)中分离出来。本项发明识别了显著不同的反应条件，其产生的纯化

产物绝大部分都是预期的全长序列。

[0014] 高度多重核酸检测技术，如微阵列和大规模平行测序技术的进步已经使得在一次

检测运行中分析成百上千、数以百万计的核酸序列成为可能。这些检测技术的成功应用，往

往有一个共同的特点，即有一个要求，在实际检测前需要扩增目的区域。在不同的文章中描

述了采用表面固定的引物对进行高度多重扩增的方法，如A.Pemov等人2005年在《Nucleic 

Acids  Research》上发表的“DNA  analysis  with  multiplex  microarray‑enhanced  PCR”

和L.S.Meuzelaar等人2007年在《Nature  Methods》上发表的“MegaPlex  PCR：a  strategy 

formultiplex  amplification”以及其他的参考文献中(Nucleic  Acids  Res .2005，33：

e11；Nat.Methods.2007，4：835‑837)。多个靶特异性引物对通过它们的5′末端固定在固体

表面或凝胶基质内。固定化由于引物的物理分离被认为有助于避免引物二聚体的形成。每

个引物包括3’侧靶特异性启动部分和5’侧通用启动部分。固定化的引物被用来选择性地复

制靶序列，并在固相PCR过程中将通用启动部分掺入到复制序列中。然后，一对通用引物被

用于扩增固相PCR产物。使用单一的通用引物对能消除靶特异性引物扩增的偏差。但是，固
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相PCR的使用使得操作过程复杂，有待于研究出一种更简单的方法。

[0015] 2008年，K.E .Varley等人在《Genome  Research》上发表的“Nested  Patch  PCR 

enables  highly  multiplexed  mutation  discovery  in  candidate  Genes”中描述了使用

可切割引物的液相多重PCR(Genome  Res.2008，18：1844‑1850)。该方法依赖于两轮靶特异

性的富集。首先，针对每个靶设计引物对，并将引物混合物运用到预先确定循环数的多重

PCR中。引物含有代替胸腺嘧啶的尿嘧啶碱基，这样扩增后，在尿嘧啶DNA糖基化酶，核酸内

切酶VIII和外切核酸酶I的作用下，可以有效地将引物区域从扩增子中移除。在第二轮选择

中，运用了嵌套补丁衔接头(Nested  Patch  adaptors)。这些衔接头包括双链通用区段和靶

特异性的单链突出端。嵌套补丁衔接头与引物殆尽的扩增子进行杂交和连接之后，使用对

应通用序列的引物进行多模板PCR扩增。因为这种连接依赖于限制性多重PCR中所用的原始

引物内部紧邻的序列，所以嵌套补丁衔接头增强了特异性。J.Leamon等人于2012年在标题

为“Methods  and  compositions  for  multiplex  PCR”的美国专利申请书(US  2012/

0295819  A1)中描述了这种方法的一种变体。这种方法通过平性末端连接通用衔接头省去

了第二轮选择。该方法的这两个版本有着相似的工作流程，都需要多个人工操作步骤。此

外，在第一轮多重PCR中，每个靶的扩增都需要在每个靶特异性引物下进行。不可避免地，随

着热循环次数的增加，引物相关的产率差异会呈指数放大，这会导致靶扩增的不均一性。本

发明的个方面是提供一个简单的工作流程，并在液相中实现了均一的高多重扩增。

附图说明

[0016] 图1：所公开的Ω引物的三个示例性设计的示意图。A.含有内环的Ω引物；B.含有

发夹环的Ω引物；C.含有凸环的Ω引物。

[0017] 图2：所公开的Ω探针的三个示例性设计的示意图。

[0018] 图3：运用常规特异性引物的接力PCR方法示范性实施例的示意性轮廓。

[0019] 图4A：运用含有内环的Ω特异性引物的接力PCR方法示范性实施例的示意性轮廓。

[0020] 图4B：运用含有凸环的Ω特异性引物的接力PCR方法示范性实施例的示意性轮廓。

[0021] 图5：运用含有多环的Ω特异性引物的接力PCR方法示范性实施例的示意性轮廓。

[0022] 图6：在靶选择中运用单一Ω特性引物的单个引物延伸接力PCR方法示范性实施例

的示意性轮廓。

[0023] 图7：本发明纯化方法的示范性实施例的示意图。

[0024] 图8：本发明靶固定方法的示范性实施例的示意图。

[0025] 图9：涉及前体扩增和激活的特异性引物产生的示范性实施例的示意图。

[0026] 图10：涉及PCR扩增和dU消化的帽子移除的特异性引物产生的示范性实施例的示

意图。

[0027] 图11：涉及PCR扩增和限制性酶切消化的帽子移除的特异性引物产生的示范性实

施例的示意图。

[0028] 图12：引物设计计算流程图。

[0029] 图13：基因组区域变体等位基因装配示意图。

[0030] 图14：同时分子内折叠和分子间杂交的平衡反应示意图。

[0031] 图15：涉及Ω引物和模板之间结合的同时链内折叠和链间杂交的平衡反应示意
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图。

[0032] 图16：λDNA样本中常规PCR和接力PCR产物的琼脂糖凝胶电泳图举例。

[0033] 泳道1：常规PCR，特异性引物1和2＝500nM，λDNA＝10fM；

[0034] 泳道2：接力PCR，特异性引物1和2＝5nM，通用引物1和2＝500ηM，λDNA＝10fM；

[0035] 泳道3：接力PCR，特异性引物1和2＝0.5nM，通用引物1和2＝500nM，λDNA＝10fM；

[0036] 泳道L：显示对应标准参照物大小(碱基对或bp)的DNA序列梯的走胶。

[0037] 图17：人类基因组DNA样品中使用Ω引物的接力PCR的琼脂糖凝胶电泳图举例。

[0038] 泳道1到泳道6：6个单独PCR的产物的走胶，其中每个PCR使用了针对单一靶区域的

一对Ω引物，Ω引物显示在试验II相应表格中。这6个单独PCR走胶中也使用了相同的通用

引物对；

[0039] 泳道7：非特异性引物对照走胶的结果；

[0040] 泳道L：显示对应标准参照物大小(碱基对或bp)的DNA序列梯。

[0041] 图18：使用Ω引物的多重接力PCR的试验结果。

[0042] A.人类基因组DNA样品中使用Ω引物的多重接力PCR的琼脂糖凝胶电泳图举例。

[0043] 泳道1：多重接力PCR产物的走胶，包含了图5单个接力PCR中使用的6对Ω引物和一

对通用引物；

[0044] 泳道L：显示对应标准参照物大小(碱基对或bp)的DNA序列梯。

[0045] B.6个预期扩增子测序读数分布的散布图。

[0046] 图19：多重PCR产物中扩增子读数分布的高通量测序测量结果。图A、B和C分别是使

用浓度为每个引物1nM、0.2nM和0.04nM的特异性Ω引物得到的。

[0047] 图20：使用来自微阵列合成寡核苷酸的Ω引物的多重接力PCR实验结果。

[0048] A.微阵列合成引物前体模板的PCR产物琼脂糖凝胶电泳图。

[0049] 泳道1：含有204个寡核苷酸序列的混合模板库的PCR产物；

[0050] 泳道L：显示对应标准参照物大小(碱基对或bp)的DNA序列梯。

[0051] B.人类基因组DNA样品使用来自图20A的引物前体混合物的微阵列的多重接力PCR

产物琼脂糖凝胶电泳图。

[0052] 泳道1：多重PCR走胶的产物；

[0053] 泳道L：显示对应标准参照物大小(碱基对或bp)的DNA序列梯。

[0054] 图21：特异性引物的酶法制备及其在多重接力PCR中特异性引物使用的实验结果。

[0055] A：特异性引物模板的PCR产物琼脂糖凝胶电泳图。

[0056] 泳道1：混合模板的PCR产物；

[0057] 泳道L：显示对应标准参照物大小长度(碱基对或bp)的DNA序列梯。

[0058] B：泳道2显示的是限制性酶切消化产物的凝胶图。

[0059] 泳道1：限制性酶切消化之前的原始PCR产物。

[0060] 泳道L：显示对应标准参照物大小(碱基对或bp)的DNA序列梯。

[0061] C：接力PCR产物图。

[0062] 泳道1：来自化学合成特异性引物的阳性对照结果；

[0063] 泳道2：来自酶法制备的特异性引物的接力PCR产物；

[0064] 泳道3：阴性对照结果；
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[0065] 泳道L：显示对应标准参照物大小(碱基对或bp)的DNA序列梯。

[0066] 定义

[0067] 术语“管”是指一种发生PCR或任何其它类型生物分子反应的容器，这种“管”可以

由塑料制成，并是微管或Eppendorf管的形式。这种“管”也可以由玻璃、硅酮、硅和金属制

成，且是微加工装置的一部分。

[0068] 术语“靶”、“靶序列”和它们的衍生词，指被怀疑或预计将存在于样品中，并被设计

以使用任何合适的方法被选择、分析、检测、探测、捕获、复制、合成和(或)扩增的单链或双

链核酸序列。

[0069] 术语“文库”、“DNA文库”和它们的衍生词，如用于此处，指的是DNA片段或DNA序列

的集合，它们受到平行的样品制备和(或)平行检测测定过程。在一些实施例中，如多重扩

增，使用靶特异性引物选择性扩增靶序列，并形成靶序列文库。

[0070] 术语“样品”指的被怀疑包含靶的任何样本、培养物等。样品可包括含有一种或多

种核酸的任何生物、临床、外科、农业、大气或水生型样本。样品可包括任何类型的样本，如

颊组织、全血、干燥血点、器官组织、血浆、尿、粪便、皮肤和毛发。该术语还包括任何分离的

核酸样品，如新鲜冷冻或福尔马林固定的石蜡包埋组织的基因组DNA。

[0071] 术语“合成”、“合成的”和它们的衍生词通常指的是聚合酶引导的核苷酸聚合反

应，可选地以模板依赖方式。聚合酶通过将核苷三磷酸(NTP)、脱氧核苷三磷酸(dNTP)或双

脱氧核苷三磷酸(ddNTP)中的核苷单磷酸转移到延伸的寡核苷酸链的3′羟基上，以合成寡

核苷酸。为达到本次公开的目的，合成包括通过从脱氧核苷三磷酸转移核苷单磷酸的方式，

杂交引物的连续延伸，。

[0072] 术语“寡”、“寡核苷酸”和它们的衍生词，是指短的单链核酸序列，包括DNA、RNA、

DNA‑RNA杂交体和包含分子的各种修饰基团。可以通过化学方法、酶促方法或者化学和酶促

方法的组合来产生或合成它们。

[0073] 术语“延伸”及其变体，如用于此处，是指在给定引物和具有体内或体外酶促活动

特性的给定聚合酶引导下，一个或多个核苷酸聚合到现有核酸分子的末端。典型地但不必

要的，这样的引物延伸发生在模板依赖性方式中。模板依赖性延伸期间，碱基的顺序和选择

是由既定的碱基配对规则驱动，包括沃森‑克里克型(Watson‑Crick)类型的碱基配对规则

或替代地(特别是在涉及核苷酸类似物延伸反应的情况下)一些其它类型的碱基配对范例。

在一个非限制性的例子中，在聚合酶的作用下，延伸发生在核酸分子3′OH端的核苷酸聚合

反应中。

[0074] 术语“扩增”和“扩增的””和它们的衍生词通常指，核酸分子(被称为模板核酸分

子)中至少有一部分被复制或拷贝，产生至少额外的核酸分子的行动或过程。额外的核酸分

子选择性地包含与模板核酸分子至少一些部分基本上相同或基本上互补的序列。模板核酸

分子可以是单链或双链，额外的核酸分子也可以独立地是单链或双链。在某些实施例中，扩

增包括模板依赖性体外酶催化反应，用于产生核酸分子的至少一些部分的至少一个拷贝或

者产生与核酸分子的至少一些部分互补的核酸序列的至少一个拷贝。扩增可选地包括核酸

分子线性或指数的复制。在一些实施例中，这种扩增是在等温条件下进行的；在另一些实施

例中，这种扩增可以包括热循环。在一些实施例中，扩增是一种多重扩增，单个扩增反应中

包括多个靶序列的同时扩增。在单个扩增反应中，至少有一些靶序列位于相同核酸分子上
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或不同靶核酸分子中。在一些实施例中，“扩增”包括至少部分DNA和RNA碱基的单独扩增，或

者组合扩增。扩增反应可包括单链或双链核酸底物，还可以进一步包括本领域技术人员已

知的任何扩增过程。在一些实施例中，扩增反应包括聚合酶链反应(PCR)。

[0075] 术语“引物”和其派生词是指可以与目的靶序列杂交的任何多核苷酸或寡核苷酸。

在本次公开的某些实施例中，至少引物的3’末端部分与靶序列的一部分互补。通常情况下，

在扩增或合成条件下，引物作为扩增或合成的起始点，这样的扩增或合成可发生在模板依

赖的方式中，并可选地形成引物延伸产物，该产物与靶序列的至少一部分互补。示例的扩增

或合成条件可以包括引物与多核苷酸模板(例如，包括靶序列的模板)接触，核苷酸和诱导

剂如在合适温度的聚合酶，盐浓度以及pH值，诱导核苷酸聚合到靶特异性引物的末端。扩增

或合成反应中，引物可以与相配的引物配对，以形成包括正向引物和反向引物的引物对。在

某些实施例中，正向引物包括与核酸分子链的至少一部分基本上互补的3’部分，反向引物

包括与核酸分子链的至少的一部分基本上相同的3’部分。在一些实施例中，正向引物和反

向引物能够杂交核酸双链体的相反链。可选地，正向引物启动第一条核酸链的合成，反向引

物启动第二条核酸链，其中第一和第二条链彼此基本互补，或可杂交形成双链核酸分子。

[0076] 术语“特异性引物”和“靶特异性引物”是指单链寡核苷酸，它的3’部分与含有靶序

列的核酸分子的至少一部分基本互补或相同。在某些实施例中，特异性引物包括两个或更

多与含有靶序列的核酸分子的一部分基本互补或相同的特异性部分。在某些实施例中，该

特异性引物包括至少通用区段。通用区段是设计为多对引物共享的序列片段。在某些实施

例中，通用区段位于两个特异性部分之间。在某些实施例中，通用区段位于特异性引物的5’

末端部分。

[0077] 术语“通用引物”和“文库引物”指单链寡核苷酸，其包含与核酸分子的通用区段的

至少一部分基本互补或相同的3’部分。在一些实施例中，核酸分子的通用区段是在靶序列

的PCR产物中。在一些实施例中，核酸分子的通用区段是在靶序列的引物延伸产物中。

[0078] 术语“杂交”与本领域的使用一致，一般指两个核酸分子经历碱基配对的相互作用

的过程。两个核酸分子杂交时，一个核酸分子的任何部分是与其他核酸分子的任何部分碱

基互补；它不一定要求两核酸分子在其整个各自的长度杂交。在一些实施例中，在核酸分子

中至少一个可以包括不与其他核酸分子杂交的部分。

[0079] 术语“聚合酶链式反应”或“PCR”是K.B.Mullis美国专利编号4683195和4683202中

的一种方法，由此并入其为参考文献，其描述了增加未克隆纯化的基因组DNA中目的多核苷

酸片段的浓度的方法。扩增目的多核苷酸的这一过程包括向包含期望的目的多核苷酸的

DNA混合引入大量过量的两种寡核苷酸引物，随后在DNA聚合酶的存在下，进行精确序列的

热循环。两种引物与它们各自的目的双链多核苷酸链互补。为了实现扩增，将混合物变性、

引物退火，与目的分子的多核苷酸内它们的互补序列结合。在退火后，引物在聚合酶下延

伸，形成新的一对互补链。变性、引物退火和聚合酶延伸这三个步骤可多次重复(即变性，退

火和延伸构成一个循环，可以有大量的“循环”)以获得高浓度预期的目的多核苷酸的扩增

片段。预期的目的多核苷酸扩增片段(扩增子)的长度是由彼此相对的该对引物的相对位置

确定的，因此，这个长度是一个可控参数。通过重复该过程，该方法被称为“聚合酶链式反

应”(以下简称“PCR”)。因为混合物中目的多核苷酸的预期扩增片段成为占主导地位的核酸

序列(从浓度方面)，它们被称为“PCR扩增”。
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[0080] 术语“单链PCR”和“线性扩增反应”指的是只使用每个引物特异性序列组中的一个

引物进行的扩增反应。“引物特异性序列”是指含有至少一个引物互补部分的核酸序列。引

物特异性序列组包含一个或多个引物特异性序列。

[0081] 术语“聚合酶”和它的衍生词一般是指能催化核苷酸聚合成核酸链的任何酶。通用

但不是必须的，这种核苷酸聚合可以通过在模板依赖性方式发生。这样的聚合酶可包括但

不限于天然存在的聚合酶和任何亚基及其截短，突变体聚合酶，变体聚合酶，重组体，融合

或以其他方式基因改造的聚合酶，化学改性聚合酶，合成分子或装配体，以及任何类似物，

衍生物或其保留了催化这样的聚合能力的片段。可选地，聚合酶可以是包括一个或多个突

变的突变聚合酶，突变涉及与其他氨基酸的一个或多个氨基酸置换，聚合物的一个或多个

氨基酸的插入或缺失，或者两个或多个聚合酶部分的连锁。一些示例性聚合酶包括但不限

于DNA聚合酶和RNA聚合酶。这里所使用的术语“聚合酶”及其变体，也涉及包括彼此连接的

至少2个部分的融合蛋白，其中第部分包括能够催化核苷酸聚合成核酸链的肽，并与含有第

二多肽的第二部分相连。在一些实施例中，该第二多肽可包括报道酶或持续合成能力增强

域。可选地，聚合酶具有5’外切核酸酶活性或末端转移酶活性。在一些实施例中，聚合酶可

以选择性的再激活，例如通过使用热、化学物质或额外再加入新的大量的聚合酶到反应混

合物中。在一些实施例中，聚合酶可以包括热稳定，热启动，保真度高，3’至5’的核酸酶活

性，5’至3’的核酸酶活性，和链置换活性。

[0082] 术语“多重扩增”，“多重PCR”及它们的衍生词术语是指使用至少一个靶特异性引

物的样品中进行的两个或多个靶序列的选择性和非随机扩增。在一些实施方案中，多重扩

增使得一些或所有靶序列在单个反应容器内扩增。在一个给定的多重扩增中，“多重”或通

常指的是该单个多重扩增过程中扩增的不同的靶特异性序列的数量。

[0083] 术语“GC含量”指的是核酸分子的胞嘧啶和鸟嘌呤的含量。

[0084] 术语“DNA条线码”及它的衍生词，通常指的是通用引物中单一短(4‑14核苷酸)的

核酸序列，可以作为区分或分离样品中多个扩增靶序列的“钥匙”。

[0085] 术语“互补的”和“互补”和它们的变体是指任何两个或多个核酸序列(例如，部分

或整体模板核酸分子，靶序列和/或引物)，可以逆平行在两个或多个对应位置进行碱基配

对累积，如在杂交双链体中。这样的碱基配对可以根据一套既定的规则，如根据Watson‑

Crick碱基配对的规则或根据一些其他碱基配对模式。可选地，第一和第二核酸序列之间可

以存在“完全”互补性，其中在第一核酸序列的每个核苷酸可以与第二核酸序列上对应的逆

平行位置中的核苷酸进行稳定的碱基配对的相互作用。“部分的”互补性描述了核酸序列，

其中一个核酸序列的残基的至少20％，但是少于100％与其他核酸序列的残基互补。“部分

的”互补性也描述了核酸序列，其中一个核酸序列的目的部分的残基的至少20％，但是少于

100％与其他核酸序列的残基互补。

[0086] 术语“缔合部分”、“结合系数”、“结合部分”和它们的衍生词指的是与相应引物杂

交的模板部分、与相应探针杂交的靶或与相同的核酸序列的另一个部分杂交的部分。缔合

部分的计算于2005年在Miura等的“A  novel  strategy  to  design  highly  specific  PCR 

primers  based  on  the  stability  and  uniqueness  of  3 '‑end  subsequences”

(Bioinformatics  21  4363‑4370)中有描述，且在本发明的说明中也有描述。

[0087] 术语“平行测序”、“大量平行测序”、“高通量测序”、“下一代测序”和它们的变体指
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的是并行测序过程中，同时产生数千或数百万条序列的测序技术。这项技术中牵涉到的各

种方法和过程在2008年Mardis  ER的″Next‑generation  DNA  sequencing  methods"(Annu 

Rev  Genomics  Hum  Genet  9：387‑402)和2010年M .L .Metzkerx的“Sequencing 

technologies—the  next  generation”(Nature  Review  Genetics  11：31‑46)中均有描

述。

[0088] 术语“引发区域”、“引发部分”和它们的衍生词指的是目的靶序列的一部分，设计

其是要与相应的引物基本上杂交。

[0089] 术语“探针序列”、“探针”和它们的衍生词是指为了达到检测、捕获和富集的目的

而设计的与目的靶序列杂交的核酸序列。在一些实施例中，探针包含一个或多个荧光染料

基团。在一些实施例中，探针包含一个或多个荧光淬灭基团。在一些实施例中，探针包含一

个或多个供体和(或)受体荧光基团。在一些实施例中，探针序列是溶液中的自由分子。在一

些实施例中，探针序列固定在珠表面上。在一些实施例中，探针序列固定在一个基本平坦的

表面上。在一些实施例中，探针序列嵌入在凝胶中。

[0090] 术语“特异性”通常指的是在所有报道的事件中正确报道事件的部分。在一些实施

例中，该术语指的是在引物延伸反应中所有引物已经延伸条件下的所有引物中目标靶的正

确延伸的的引物部分。在一些实施例中，该术语指的是在PCR反应中所产生的所有PCR产物

中正确PCR产物的部分。在一些实施例中，该术语指的是在杂交反应中的所有探针‑靶对中

完全匹配的探针‑靶对的部分。

[0091] 术语“变体”、“序列变异”和它们的衍生词是指目的样本的序列部分，它与参考样

品或参考序列中相同位置上的序列部分不同。变异包括点变异和结构变异。对于本公开的

目的，该变异可以是与疾病相关的或非疾病相关的。点变异包括单核苷酸多态性或SNP。结

构变异包括短插入、短缺失、大的插入、大缺失、插入缺失(缺失后跟一个插入)、置换、重复、

倒置、易位或任何其他类型的变异。

[0092] 术语“捕获区域”和它们的衍生词是指夹在两对引物之间，包括引物的靶特异性部

分的靶序列区域。

[0093] 概述

[0094] 本发明的目的是提供一种新的、改进的且操作简单的PCR方法，该方法提高了序列

特异性，具有低的引物相关的扩增偏差，并适合于多重扩增用途。

[0095] 本发明的一个应用方面涉及大量并行测序应用的靶富集的领域。目的靶序列是从

基因组样品中选择，扩增，并在侧翼具有包含可选的DNA条形码的测序引发部分。本发明的

另一个应用方面涉及用于DNA阵列基因分型应用的靶富集领域。目的靶序列是从基因组样

品中选择，扩增，并用荧光染料或用缀合的配体进行标记。这两个应用中的靶富集方法中的

技术方法有许多相似之处。E.H.Turner和Memanova等人分别于2009和2010年在“Methods 

for  genomic  partitioning”(Annu .Rev .Genomics  Hum .Genet .2009，10：263‑284)和

“Target‑enrichment  strategies  fornextgeneration  sequencing”(Nat.Methods.2010，

7，111‑118)中提供了该领域的详细技术综述。主要方法包括多重PCR，环化捕获和杂交捕

获。该方法的性能是通过捕获的特异性、均一性、多重性、输入要求、可扩展性、流程简单和

成本进行评估。本发明提供了具有显著改善性能的靶富集的方法和组合物。

[0096] 本发明涉及寡核苷酸引物，它包括具有3’端和5’端的3p臂、环部分以及具有3’端
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和5’端的5p臂。其中，5p臂与DNA模板杂交，3p臂在与DNA模板杂交的同时，提供聚合酶延伸

的序列特异性，环部分位于5p臂和3p臂之间，不与DNA模板结合。

[0097] 本发明涉及包括设计的寡核苷酸和靶核酸的稳定杂交结构。其中设计的序列和靶

序列是稳定的，其中所述的杂交结构具有一个或多个单链环以及两个或多个双链体区段，

其中每个环位于双链体区段之间。

[0098] 本发明涉及扩增靶核酸的方法，包括提供第一个特异性引物，第二个特异引物，第

一通用引物，第二通用引物，靶核酸，聚合酶和核苷酸，进行靶筛选，该靶筛选包括两轮第一

热循环程序，该第一热循环程序包括变性步骤，退火步骤和延伸步骤和进行扩增，该扩增包

括两轮或多轮第二热循环程序，该第二热循环程序包括变性步骤，退火步骤和延伸步骤，从

而扩增靶核酸。

[0099] 本发明涉及扩增两种或多种不同的靶核酸的方法，包括提供第一组特异性引物，

包含两个特异性引物，其中每个引物特异性设计用于第一个靶核酸；第二组特异性引物，其

中每个引物特异性设计用于第二个靶核酸，第一通用引物，第二通用引物和靶核酸。进行两

轮第一热循环程序，该第一热循环程序包括变性步骤，退火步骤和延伸步骤)；以及进行两

轮或多轮第二热循环程序，该第二热循环程序包括变性步骤，退火步骤和延伸步骤)，从而

扩增靶核酸。

[0100] 本发明涉及纯化PCR产物的方法，包括添加PCR反应成分的混合物添加，该混合物

包括第一通用引物和第二通用引物，DNA片段、聚合酶、PCR缓冲液，其中靶序列侧翼有引发

区段，其与第一和第二通用引物相同或互补，其中片段不包含引发区域，其中第二通用引物

包括引发区段、修饰基因区段和标记区段探针接枝珠，其中探针有序列与标记区段的序列

基本上互补，并经由杂交，通过与珠721促进PCR产物的捕获。

[0101] 本发明涉及序列文库的制备方法，包括用第一通用引物和第二通用引物扩增靶序

列，每个通用引物包括引发区段，修饰基因区段和标记区段，用于产生含有单链标记的PCR

产物，这个单链标记将引导液应用于基底，使得基底与探针杂交，从而在基底表面产生引

导/探针对，洗去多余的引导液，将含PCR产物的单链标记加入到基底中，从而使单链标记、

引导(guide)和探针在基底表面共杂交。

[0102] 详细描述

[0103] 靶特异性引物

[0104] 本发明的一个方面涉及一种引物形式，被称为Ω引物。图1是Ω引物100、110、120

的三个典型结构设计的示意图。每个引物包括三个功能部分，包括3p臂101、111和121；环

102、112和122；和5p臂103、113和123。3p臂101、111和121的功能之一是与模板DNA104杂交，

并提供聚合酶延伸反应的起点。5p臂103、113和123稳定Ω引物与模板DNA之间的结合。环

102、112和122使得两臂分开。图1A示意性地表示出了具有内环102和105的Ω引物100与。内

环是双链3p臂101和5p臂103部分之间的引物100和模板104两者上的单链核酸序列部分。图

1B示意性地表示出了带有发夹环的Ω引物110。发夹环由引物序列形成，包括单链的环112

和双链茎113。图1C示意性地表示出了带有凸环122的Ω引物120。此凸环结构只在引物内形

成。这些结构是由引物与模板序列之间的杂交相互作用所形成的，并本领域技术人员可以

通过理论计算进行设计(见J.SantaLuciaJr.et  al.(2004)“The  thermodynamics  of  DNA 

structural  motifs”Annu.Rev.Biophys.Biomol.Struct.33：415‑440)。
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[0105] 所公开的Ω引物提供在各种应用中需要的特征和/或性质。本发明一方面是利用

两个分开的结合部来平衡引发特异性和结合强度。在一个典型应用中，，5p臂的设计比3p臂

具有更高的结合能，从而使得5p臂可以启动和维持结合而3p臂能检查聚合酶延伸序列特异

性。一个成功的引发反应要求两个分开的部分杂交。这减少了偏离靶引发的几率，并产生特

异性更高的引物设计。5p臂的结合强度比3p臂的结合强度可以大1.1倍，或1.2倍或1.3倍或

1.4倍或1.5倍1.6倍或1.7倍，或1.8倍或1.9倍或2倍或2.5倍，或3倍或5倍或10倍。5p臂的结

合强度比3p臂的结合强度可以大在1.1到100倍，1.1至50倍，1.1至25倍，1.1至20倍，1.1至

15倍，1.1至10倍，1.1至5倍，1.5到100倍，1.5至50倍，1.5至25倍，1.5至20倍，1.5至15倍，

1.5至10倍，1.5至5倍，2至100倍，2至50倍，2至25倍，2至20倍，2至15倍，2至10倍，2至5倍，5

至100倍，5至50倍，5至25倍，5至20倍，5至15倍，5至10倍，5至5倍之间。

[0106] 这种设计的另一方面是使Ω引物在指定引发位点具有耐受一定模板序列变异的

能力。此特征是用于覆盖一般人群非常理想的检测。例如，千人基因组计划报告在人群中

3800万单核苷酸多态性(SNP)变体的验证单体型图(The  1000  Genomes  Project 

Consortium(2012)“An  integrated  map  of  genetic  variation  from  1，092  human 

genomes”Nature  491：56‑65)。这意味着在60亿个二倍体核苷酸长的人类基因组中，平均不

到200个核苷酸就有一个SNP变体。当前版本人类NCBI  dbSNP数据库包含7400万SNP基因型

变体，意味着在三十亿个核苷酸长的人类基因组中平均每40个核苷酸中有一个SNP变体。

SNP是人类基因组中最丰富的变体形式。这些变体对PCR引物的设计提出了挑战，因为设计

用于参考靶序列的引物恰好被应用到在对应引发区包含一个或多个变体的实际靶样品中

时可能不起作用。由于一般人群中变体密度高，理想的引物是能够容忍变体，从而最大化靶

序列中引发可到达的区域。本公开的一方面将变体纳入引物设计的考虑范围。在设计Ω引

物中，设计该引物的5p臂长度应足够长，使得5p臂和所有预期变体的靶等位基因之间的结

合在相应的反应温度是稳定的。该3p臂长度应足够长，以实现与参考靶等位基因的稳定结

合。因此，5p臂用作锚，3p臂检查引发位点的正确性。这种设计策略显著扩大了靶序列中引

发的可到达区域，产生了宽容变体的引物，也产生了特异性高的引发。5p臂可以是至少长10

个核苷酸长，或至少15个核苷酸长或至少20个核苷酸长，或至少25个核苷酸，或至少30个核

苷酸长，或至少35个核苷酸长或至少40个核苷酸长，或至少45个核苷酸长，或至少50个核苷

酸长，或至少55个核苷酸长或至少60个核苷酸长，或至少65个或至少70个核苷酸长，或至少

75个核苷酸长或至少80个核苷酸长，或至少85个核苷酸，或至少90个核苷酸长，或至少95个

核苷酸长或至少100个核苷酸长，或至少125个核苷酸长，或至少150个核苷酸长，或至少200

个核苷酸长或至少250个核苷酸长。5p臂可以是10至200个核苷酸之间的长度，或长度为10

到150个核苷酸之间，或长度为10至100个核苷酸之间，或长度为10到90个核苷酸之间，或10

至80个核苷酸之间长，或10至70个核苷酸之间的长度，或长度为10到60个核苷酸之间，或长

度为10到50个核苷酸之间，或长度为10到40个核苷酸之间，或在10至30个核苷酸之间长度，

或10至20个核苷酸之间的长度，或长度为15到200个核苷酸之间，或长度为15到150个核苷

酸之间，或长度为15至100个核苷酸之间，或者是在15至90个核苷酸之间长度之间，或15至

80个核苷酸长度，或为15至70个核苷酸之间的长度，或长度为15到60个核苷酸之间，或长度

为15到50个核苷酸之间，或长度为15到40个核苷酸之间，或15至30个核苷酸之间的长度，或

15至20个核苷酸之间的长度，或20至200个核苷酸之间的长度，或长度为20到150个核苷酸
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之间，或长度为20至100个核苷酸之间，或者20到90个核苷酸之间的长度，或长度为20到80

个核苷酸之间，或在20到70个核苷酸之间的长度，或长度为20到60个核苷酸之间，或者是20

至50个核苷酸长度，或长度为20到40个核苷酸，或20至30个核苷酸之间的长度，或在长度25

到200个核苷酸之间，或在25至150个核苷酸之间的长度，或在长度在25至100个核苷酸之

间，或者是长度在25至90个核苷酸之间，或长度为25到80个核苷酸之间，或在25至70个核苷

酸之间的长度，或在长度在25至60个核苷酸之间，或在长度在25至50个核苷酸之间，或长度

在25至40个核苷酸之间，或为25到30个核苷酸之间的长度，或在长度为30至200个核苷酸之

间，或在30至150个核苷酸之间的长度，或在长度为30至100个核苷酸之间，或为30到90个核

苷酸之间长度，或长度为30到80个核苷酸，或者30到70个核苷酸之间的长度，或在长度为30

至60个核苷酸之间，或者在长度为30至50个核苷酸之间，或者在长度为30至40个核苷酸之

间，或者是35至200个核苷酸之间的长度，或在长35至150个核苷酸之间，或者在长度35至

100个核苷酸之间，或者在长度为35到90个核苷酸之间，或者在长度35到80个核苷酸之间，

或35到70个核苷酸之间的长度，或在长度在35至60个核苷酸之间，或者在长度35至50个核

苷酸之间，或者在长度为35到40个核苷酸之间，或者是在长度在40至200个核苷酸之间，或

40至150个核苷酸之间的长度，或在长度在40至100个核苷酸之间，或者在长度为40到90个

核苷酸之间，或者在长度为40到80个核苷酸之间，或在40到70个核苷酸之间的长度，或可在

长度为40到60个核苷酸之间，或者是在长40至50个核苷酸之间。

[0107] 3p臂可以是至少长5个核苷酸，或至少6个核苷酸长或至少7个核苷酸长，或至少8

个核苷酸，或至少9个核苷酸长，或至少10，或至少11个核苷酸长或至少12个核苷酸长，或至

少13个核苷酸长，或至少14个核苷酸长，或至少15个核苷酸长或至少20个核苷酸长，或至少

25个或至少30个核苷酸长，或至少35个核苷酸长或至少40个核苷酸长，或至少45个核苷酸，

或至少50个核苷酸长，或至少55个核苷酸长或至少60个核苷酸长，或至少65个核苷酸长，或

至少70个核苷酸长，或至少80个核苷酸长或至少90核苷酸长。3p臂可以为5至100个核苷酸

之间的长度，或长度为5至90个核苷酸之间，或长度为5至80个核苷酸之间，或在5至70个核

苷酸之间的长度，或在5至60个核苷酸之间长度，或5到55个核苷酸之间的长度，或长度为5

至50个核苷酸之间，或在5至45个核苷酸之间的长度，或长度为5至40个核苷酸之间，或者是

在5至35个核苷酸之间长度，或5至30个核苷酸之间的长度，或长度为5至25个核苷酸之间，

或长度为5至20个核苷酸之间，或长度为5至15个核苷酸之间，或者是在长度为5至10个核苷

酸之间，或者是6至100个核苷酸之间的长度，或长度为6到90个核苷酸之间，或长度为6到80

个核苷酸之间，或者是6到70个核苷酸之间的长度，或长度为6到60个核苷酸之间，或者是在

长度为6到55个核苷酸，或核苷酸长度在6到50之间，或6至45个核苷酸之间的长度，或长度

为6到40个核苷酸之间，或长度为6到35个核苷酸之间，或者6至30个核苷酸之间的长度，或

长度为6至25个核苷酸之间，或长度为6到20个核苷酸之间，或长度为6到15个核苷酸之间，

或者是6到10个核苷酸长，或长度为7至100个核苷酸，或7至90个核苷酸之间的长度，或在长

度为7至80个核苷酸之间，或7到70个核苷酸之间的长度，或在长度为7至60个核苷酸之间，

或者是7到55个核苷酸长度，或7至50个核苷酸的长度，或7至45个核苷酸之间的长度，或在

长度为7到40个核苷酸之间，或者在长度为7到35个核苷酸之间，或者是7到30个核苷酸之间

长度，或7至25个核苷酸之间的长度，或在长度为7到20个核苷酸之间，或者在长度为7至15

个核苷酸之间，或者是在长度为7至10个核苷酸之间，在10至100个核苷酸之间长度，或10至
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90个核苷酸之间的长度，或长度为10到80个核苷酸之间，或在10至70个核苷酸之间的长度，

或长度为10到60个核苷酸之间，或在10至55个核苷酸之间长度之间，或长度为10到50个核

苷酸长度，或10至45个核苷酸之间的长度，或长度为10到40个核苷酸之间，或长度为10到35

个核苷酸之间，或者是长度为10至30个核苷酸之间，或10至25个核苷酸之间的长度，或长度

为10到20个核苷酸之间，或长度为10到15个核苷酸之间，或介于15至100个核苷酸之间的长

度，或在长度15到90个核苷酸之间，或者长度为15至80个核苷酸，或15至70个核苷酸之间的

长度，或长度为15到60个核苷酸之间，或长度为15到55个核苷酸之间，或长度为15到50个核

苷酸之间，或15到45个核苷酸之间的长度，或长度为15到40个核苷酸之间，或长度为15到35

个核苷酸之间，或长度为15到30个核苷酸之间，或长度为15至25个核苷酸之间，或者在长度

为15至20个核苷酸之间。

[0108] 关于公开的Ω引物设计，存在各种实施例。例如，引物可以包括由两个或多个环分

开的三个或更多个结合部分。理想的是将引物的结合特征分配到环部分所分开的两个或更

多个分段的结合部分，以达到提高引发特异性，调节结合强度，插入或掺入特异性序列，和/

或获得其他理想的功能的目的。环可以是至少5个核苷酸长，或至少6个核苷酸长，或至少7

个核苷酸长，或至少8个核苷酸，或至少9个核苷酸长，或至少10，或至少11个核苷酸长，或至

少12个核苷酸长，或至少13个核苷酸长，或至少14个核苷酸长，或至少15个核苷酸长，或至

少20个核苷酸长，或至少25个核苷酸或至少30个核苷酸长，或至少35个核苷酸长或至少40

个核苷酸长，或至少45个核苷酸，或至少50个核苷酸长，或至少55个核苷酸长，或至少60个

核苷酸长，或至少65个核苷酸长，或至少70个核苷酸长。环可以是7至100个核苷酸之间的长

度，或在长度为7至90个核苷酸之间，或者在长度为7至80个核苷酸，或长度为7至70个核苷

酸之间，或在长度为7至60个核苷酸之间，或者是在长度为7至55个核苷酸之间，或7至50的

核苷酸长度之间，或7至45个核苷酸之间的长度，或在长度为7到40个核苷酸之间，或者在长

度为7到35个核苷酸之间，或者7至30个核苷酸之间的长度，或在长度为7至25个核苷酸之

间，或者在长度为7到20个核苷酸之间，或者在长度为7至15个核苷酸之间，或者是在长度为

7至10个核苷酸之间，介于长度为10至100个核苷酸之间，或10至90个核苷酸之间的长度，或

长度为10到80个核苷酸之间，或在10至70个核苷酸之间的长度，或长度为10到60个核苷酸

之间，或者是10到55个核苷酸之间长度，或长度为10到50个核苷酸之间，或在10至45个核苷

酸之间的长度，或长度为10到40个核苷酸之间，或长度为10到35个核苷酸之间，或长度为10

到30个核苷酸，或10至25个核苷酸之间的长度，或长度为10到20个核苷酸之间，或长度为10

到15个核苷酸，或长度为12到100个核苷酸之间，或介于12至90个核苷酸之间长度，或长度

为12到80个核苷酸之间，或12至70个核苷酸之间的长度，或长度为12到60个核苷酸之间，或

长度为12到55个核苷酸之间，或长度为12到50个核苷酸之间，或12到45个核苷酸之间的长

度，或长度为12到40个核苷酸之间，或长度为12到35个核苷酸之间，或长度为12到30个核苷

酸之间，或者是在长度为12到25个核苷酸之间，或12至20个核苷酸之间的长度，或在长度12

至15个核苷酸之间，介于15至100个核苷酸之间的长度，或长度为15到90个核苷酸之间，或

15至80个核苷酸之间的长度，或长度为15到70个核苷酸之间，或15至60个核苷酸之间的长

度，或长度为15到55个核苷酸之间，或长度为15到50个核苷酸之间，或在15到45个核苷酸之

间的长度，或介于长度为15至40个核苷酸之间，或15至35个核苷酸之间的长度，或长度为15

到30个核苷酸之间，或长度为15至25个核苷酸之间，或者是长度为15至20个核苷酸之间。
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[0109] 本发明的示例性实施例是一种高特异性杂交探针。设计探针(Ω探针)序列，这样

当与靶序列杂交时，形成侧翼有Ω臂的一个或多个Ω环。图2显示了示例性的Ω探针220，包

括间隔区201，Ω臂1到3，202、204、206、203、以及Ω环1，203和环2，205。根据特定的应用，间

隔区201是可选的，并且可以连接到探针的3’或5’的末端。对于需要探针附着于表面的应

用，通常优选具有通过间隔区的附着。在一些实施例中，间隔区201包括一个或多个核苷酸。

在一些实施例中，该间隔区201包括一个或多个非核苷酸部分。在一些实施例中，非核苷酸

部分包括但不限于至少一个C3烷基间隔区，至少一个乙二醇间隔区和至少一个1’，2’‑双脱

氧核糖。在一些实施例中，该Ω臂202，204或206包括至少一个核苷酸。在一些实施例中，核

苷酸的数目在1和100之间。在一些实施例中，核苷酸的数目在3和60之间。在一些实施例中，

核苷酸的数目在5和40之间。在一些实施例中，每个环203或205包括一个或多个核苷酸。在

一些实施例中，核苷酸的数目在1和100之间。在一些实施例中，核苷酸的数目在3和60之间。

在一些实施例中，核苷酸的数目在5和40之间。在一些实施例中，每个环203或205包括一个

或多个非核苷酸部分。在一些实施例中，非核苷酸部分包括但不限于至少一个C3烷基间隔

区，至少一个乙二醇间隔区，和至少一个1’，2’‑双脱氧核糖。在一些实施例中，每一个非核

苷酸环203或205的长度在1和200个分子键之间。在一些实施例中，每个环203或205的长度

在5和100个分子键之间。在一些实施例中，每个环203或205的长度在5和60个分子键之间。

[0110] 从热力学角度，探针210和相应的靶模板序列220之间的结合反应中，Ω臂202，204

和206与模板220的结合，降低自由能，并稳定结合，而Ω环203和205拉紧，增加自由能，结合

不稳定。在一个实施例中，设计臂的长度和环，这样很好地平衡由于臂引起的自由能降低和

由于环引起的自由能增加，以当探针与目的靶序列在预定的杂交条件下杂交时，产生稳定

的Ω形结构。当靶包含一个或多个变体核苷酸时，探针‑靶结合的原始结构就不再不稳定，

使得结合减少。所公开的Ω探针的设计，与包含一个连续的靶互补结合区段的常规杂交探

针设计相比，一个显著的优点是不牺牲特异性，延长探针长度的能力。一般情况下，核酸结

合测定法报告了与相应的探针杂交的靶的数目。这数目通常是通过测量含有探针的表面或

含有探针的溶液上结合密度得到的。平衡的结合密度是由结合自由能确定。自由能越低，平

衡结合密度越高(Miura  el  al.(2005)“Anovel  strategy  to  design  highly  specific 

PCR  primers  based  on  the  stability  and  uniqueness  of  3 '‑end  subsequences”

Bioinformatics  21  4363‑4370)。常规探针的结合自由能随探针长度的增加而增加。当常

规探针是长的时(例如超过35个核苷酸)，靶中短的变体如SNP只会在探针‑靶结合中产生一

小部分自由能。因此，常规探针的序列特异性随着探针长度的增加而减小。通过比较，对Ω

探针‑靶结合自由能由Ω环调节，即使整体结合的长度长，也可以通过设计维持在一定的理

想水平。因此，Ω探针保留了对更大范围探针‑靶结合长度的高特异性。整个Ω结构的自由

能在杂交条件下要低于零的。在本说明书的“计算方法”部分描述了Ω引物的自由能计算。

Ω探针的一个示例性实施例是微阵列测定法，该测定法可以涉及一个或多个检测方法，包

括但不限于用荧光染料标记靶序列做常规荧光检测，或用供体和受体荧光基团在环核苷酸

上或附近标记Ω探针进行FRET(荧光共振能量转移)检测。这些额外的标记和检测方法是由

Buzdin在A .Buzdin和S .Lukyanov (2007)“Stem‑loop  oligonucleotides  as 

hybridization  probes  and  their  practical  use  in  molecular  biology  and 

biomedicine”Nucleic  Acids  Hybridization，Chapter  14，85‑96，Springer)中描述了。
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[0111] 接力PCR

[0112] 本发明另一方面是关于靶扩增的方法，被称为接力PCR。一个完整的PCR过程包括

由两个功能不同，但依次连接的反应阶段，即靶筛选和文库扩增，即图3中所示的阶段1和阶

段2反应。本发明的方法的显著优点是，利用程序化PCR仪在单个管中进行两个功能不同的

反应阶段，没有任何其他人工操作。用于接力PCR的反应混合物包括2组引物、模板以及适合

的聚合酶、核苷酸和PCR缓冲液。第一组引物包括至少一对特异性引物301和302。一般来说，

每对引物勾勒出目的靶区域304。示例性特异性引物对包括特异性引物1，301和特异性引物

2。302。一示例性的特异性引物340(一个“常规”的引物)包括3’末端特异性区段341(10～80

个核苷酸之间，优选长度为12至50个之间的核苷酸)和5’末端通用区段342(10和80个核苷

酸之间，优选长度为12至50个之间的核苷酸)。每个特异性引物的特异性区段的序列与相应

的靶序列或模板的相应部分基本上相同或互补。第二组引物包括至少一对通用引物。在一

个示范性实施例中，使用了一对通用引物，包括通用引物1，321、通用引物2，322。示例性的

通用引物350包含3’末端的通用区段351和5’末端尾区段352。特异性引物1，301和通用引物

1，321的通用区段的序列基本相同。特异性引物2，302和通用引物2，322的通用区段的序列

基本相同。在优选实施例中，通用区段的序列基本不与样本DNA序列的任何部分杂交。在优

选的实施例中，通用引物的浓度显著高于相应的特异性引物的浓度。在某些实施例中，通用

引物和对应特异性引物的摩尔浓度比为至少50、100、500、1,000、5,000、10,000、50,000或

更大。各个引物的序列设计、引物合适的浓度、通用引物和特异性引物浓度比以及聚合酶的

选择将作为明确的反应条件和应用要求进行说明。

[0113] 图3示意性概述了接力PCR的示范性实施例。在该图中，阶段1是靶筛选阶段，有两

个热循环，并涉及一对特异性引物：特异性引物1，301和特异性引物2，302。第一轮循环中，

特异性引物1，301和特异性引物2，302在相应的模板300上延伸，产生互补链的两个复制的

第一轮循环产物序列311和312。这里，模板是其上发生聚合酶延伸反应和产生互补复制的

核酸序列。在这个说明书中，术语“模板”，“靶序列”和“样品DNA”是根据描述的上下文，可互

换使用。通过延伸反应，特异性引物的通用区段掺入到第一轮循环产物序列中。第二轮循环

中，特异性引物1，301和特异性引物2，302在相应的第一轮循环产物序列311和312上延伸，

产生互补链的两个复制的第二轮循环产物序列323和324。第二轮循环产物序列323和324侧

翼有在5′末端的特异性引物1和2的通用区段325和326，在3′末端的特异性引物的互补通用

区段327、328。第二轮循环产物序列是余下循环中扩增的两端侧翼的靶序列。一般地，通用

引物被设计为不与样品DNA序列的任何部分杂交，也不在第一轮和第二轮循环反应中涉及。

图3中，第三轮循环到第N轮循环构成第二阶段，其中靶序列的文库被扩增。从第三轮循环开

始，两端侧翼的靶序列323和324变得可用，它们携带互补通用区段327和328与该通用引物

321和322杂交，并进行扩增反应。当多对特异性引物和一对通用引物都参与其中，第二轮循

环结束后，所有相应的靶序列侧翼具有相同对的通用区段，并在第三轮循环到第N轮循环

(最后一轮循环)之间由一对通用引物进行扩增。通用引物与特异性引物的高浓度比确保通

用引物在第2阶段的扩增反应中占主导地位。

[0114] 所公开的接力PCR方法的一方面消除了进行多个人工PCR循环和产物纯化的需要。

这是以前从靶特异性引物扩增转换成通用引物扩增使用的(例如Z .Lin  et  al .1996，

“Multiplex  genotype  determination  at  a  large  number  ofgene  loci”
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Proc .Natl .Acad .Sci .93：2582‑2587；K .E .Varley  et  al .2008，“Nested  Patch  PCR 

enables  highly  multiplexed  mutation  discovery  in  candidate  Genes”Genome 

Res.18：1844‑1850和J.Leamon  et  al.2012，“Methods  and  compositions  for  multiplex 

PCR”美国专利申请公布US  2012/0295819  A1)。

[0115] 所公开的接力PCR方法的另一方面将靶特异性引物从参与扩增过程中排除(图3中

第轮循环到第N轮循环)，从而最小化特异性引物相关的扩增偏差。所公开的接力PCR反应的

一个特点就是第一阶段限制特异性引物直接从原始样品模板产生侧翼靶序列的功能，以最

小化第二阶段中特异性引物堆靶序列扩增反应的贡献。当有2对或更多对特异性引物参与

时，这最小化了引物依赖性的扩增的产率变化。

[0116] 反应条件和引物设计对所公开的接力PCR反应的结果有重要影响。对于多重PCR的

应用，本发明的不同反应条件是与常规PCR反应和已知的多重PCR反应的变化中所使用的靶

特异性引物浓度相比，使用了显著更低的靶特异性引物浓度。可以在比以前所用的特异性

引物浓度更低的特异性引物浓度下进行接力PCR反应。常规PCR翻译中，引物浓度为100nM和

5000nM之间(见Dieffenbach  et  al .，PCR  Primer：A  Laboratory  Manual，Cold  Spring 

Harbor  Laboratory  Press，2003)。在已知的多重PCR反应的变化中，靶特异性引物浓度为

10nM和400nM之间(见Henegariu  et  al.1997，“Multiplex  PCR：Critical  Parameters  and 

Step‑by‑Step  Protocol”Bio  Techniques  23：504‑511；J.Brownie  et  al .1997，“the 

elimination  of  primer‑dimer  accumulation  in  PCR”Nucleic  Acids  Res .25：3235‑

3241；K .E .Varley  et  al .2008，“Nested  Patch  PCR  enables  highly  multiplexed 

mutation  discovery  in  candidate  Genes”Genome  Res.18：1844‑1850和B.Frey  et  al.

(2013)，“Methods  and  amplification  of  target  nucleic  acids  using  a  multi‑

primerapproach”美国专利申请公布US  2013/00045894  A1)。通过比较，在本发明的示例性

实施例中，如实施例I到III所示，每一特异性引物的浓度为1nM或更低，且每个通用引物的

浓度为500nM。本发明的另一个不同的反应条件是第1轮和第2轮热循环中使用显著延长的

退火时间与低浓度特异性引物结合。在常规PCR和已知多重PCR反应的变化中，退火时间在

10s到2min之间。通过比较，在本发明的示例性实施例中，如实施例I到IV所示，在第1轮和第

2轮热循环中，使用30min和4h之间的延伸时间。在浓度为1nM或更低的特异性引物浓度，使

用先前报道的退火时间30s，得到的PCR产物量低，低于实验中常规的琼脂糖凝胶电泳测量

的检测限(例如B.Frey  et  al.2013，“Methods  and  amplification  of  target  nucleic 

acids  using  a  multi‑primer  approach”美国专利申请公开US  2013/00045894  A1)。本发

明的另一个不同的反应条件是，在第1轮和第2轮循环中，使用高的退火温度和长的延伸时

间相结合。这些示范性的反应条件只代表本发明的某些方面，而不应该被解释为以任何方

式限制本发明。具体应用的精确的反应条件，由本领域技术人员根据本说明书整体和所包

括的参考文献的教导确定。

[0117] 本发明的一个方面是Ω引物的使用，有利地做为特异性引物在接力PCR中的使用。

图4A示意了使用Ω引物401和402做为特异性引物的接力PCR的示例性概括实施例。在每个

引物中，3p臂403和5p臂405都是具有靶序列特异的。换句话说，臂序列是与对应的模板序列

400的引发部分互补的。Ω引物的环部分404和441用作特异性引物的通用区段。通用引物

421、422和445包括在3’末端的通用区段446和在5’末端的尾段447。相应的通用引物440和
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Ω引物445的通用区段441和446的序列基本相同。

[0118] 如图4A所示，一个完整的接力PCR过程包括两个阶段，阶段1的靶筛选和阶段2的扩

增。靶筛选阶段包括2个热循环和涉及一对特异性引物：特异性引物1，401和特异性引物2，

402。在第一轮循环中，特异性引物1，401和特异性引物2，402在相应的模板400上延伸，产生

互补链的两个复制的第轮循环产物序列410。原始特异性引物402包括第一轮循环产物410

的5’部分。特异性引物402的原始3p臂403，环404，和3p臂405分别成为第一轮循环产物410

的特异性引发区段411，通用引发区段412和5p臂的尾段413。在第二轮循环中，特异性引物

1，401和特异性引物2，402在相应第一轮循环产物序列410上延伸，产生互补链的两个复制

的第二轮循环产物序列420。第二轮循环产物序列420在靠近5’端的部分中侧翼有通用区段

412和414以及在靠近3’端的部分中侧翼有互补的通用区段423和424。互补的通用区段423

和424与通用引物421和422互补，并用作第3轮循环至第N轮循环的PCR扩增反应的引发位

点。在某些实施例中，涉及多对特异引物，所有引物对共享相同对的环序列，从而使靶序列

文库在一对通用引物下进行扩增。第一轮循环产物和第二轮循环产物的5p臂的尾部413绕

过通用引物422和423的文库扩增。结果，最终扩增产物430只保留原始的Ω特异性引物的3p

臂部分。

[0119] 尽管图4A中的Ω引物具有内环，其他环形式的Ω引物也可应用到接力PCR中。作为

另一个示例性实施例，图4B描绘接力PCR过程中使用凸环Ω引物做为特异性引物451和452。

在图4A和图4B所示的靶筛选和文库扩增过程的原理基本相同。

[0120] 结合Ω引物和接力PCR的示范性应用是测序测定法的靶富集。该组合为应用带来

了显著和独特的好处。事实上，扩增产物中只保留原始Ω特异引物的3p臂部分403和453是

非常可取的，因为它提供了最小化扩增的靶序列430和480中特异性引物部分431和481长度

的机会。这是通过使用长5p臂和短3p臂，同时保持Ω引物和相应模板在对应的退火温度下

足够稳定结合来实现的。为了测序使用，从特异性引发部分431或481之间的天然部分432和

482的测序读取来自于测试样品的天然序列，，而从特异性引物部分431和481的测序读取由

使用的引物确定。由于测序过程的读取长度是有限的，缩短特异性引物部分431和481是非

常可取的，以便最大化天然序列的有用的读取长度。在一些实施例中，通用引物1的尾部区

段352，447和497还包括至少一个条形码部分。在一些实施例中，通用引物2的尾部区段352，

447和497还包括至少一个条形码部分。在一些实施例中，通用引物1和通用引物2两者的尾

部区段352，447和497还包括至少一个条形码部分。。条形码部分的设计和使用参考

Bystrykh  LV(2012)Generalized  DNA  Barcode  Design  Based  on  Hamming  Codes.PLoS 

ONE  7(5)：e36852.doi：10.1371/joumal.pone.0036852。

[0121] 在一些实施例中，至少一个Ω引物包含两个或多个环。在图5中所示的一个示范性

实施例中，特异性引物501包括接力引发环502和插入环503。接力引发环502作为特异性引

物的通用区段。在第一轮反应中特异性引物1，501延伸并形成第一轮循环产物511。这导致

插入环503作为插入片段513掺入到产物中。剩余的循环继续以同样的方式进行上述有关图

4A和图4B中的接力PCR过程。在过程完成时，插入片段533掺入到最终产物530中。这种区段

引物的示范性应用包括但不限于诱变，基因敲除，基因敲进，特征标记，蛋白质工程和基因

治疗。

[0122] 利用接力PCR的靶富集的一些实施例包括靶筛选，该靶筛选使用通用引物PCR的单
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一引物延伸和扩增：单一引物延伸接力PCR。图6描述了一个示例性应用的实施例，其包括样

品制备和接力PCR过程。样品制备涉及片段化和衔接头连接。这一过程公知为分子生物学领

域，是由N.Ameson等人((2008)“Whole‑Genome  Amplification  byAdaptor‑Ligation  PCR 

ofRandomly  Sheared  Genomic  DNA(PRSG)”Cold  Spring  Harb  Protoc)和D.Bentley等人

((2008)“Accurate  whole  human  genome  sequencing  using  reversible  terminator 

chemistry”Nature  456  53‑59)以及相关的配套文件进行了详细的阐述。一个示例的样品

制备从双链DNA模板600的随机片段化为短区段开始。可以从不同来源，包括不限于基因组

DNA和RNA来源的双链cDNA产生双链DNA序列。双链DNA片段化可以使用一个或多个各种众所

周知的过程包括雾化、超声处理和酶促消化。雾化可以使用商业产品雾化器和产品说明书

(来自于Life  Technologies(Grand  Island，NY))。超声处理可以使用各种商业产品之一来

完成，例如聚焦超声仪(来自于Covaris  instrument(Wobum，MA))。酶促消化法可使用商业

试剂盒 dsDNA  Fragmentase(来自于NEB(Ipswich，MA))。修复DNA片段末端使用

UltraTMEnd  Repair/dA‑Tailing  Module(来自于NEB(Ipswich，MA))。利用T4 

DNA连接酶(来自于NEB(Ipswich，MA))连接，添加衔接头603到片段到末端补齐片段。就得到

衔接头侧翼的片段604。衔接头603是双链DNA序列，包括正链寡核苷酸601和负链寡核苷酸

602。在一些实施例中，正链寡核苷酸601和负链寡聚核苷酸602是完全彼此互补的。在一些

实施例中，正链寡核苷酸601和负链寡聚核苷酸602彼此部分互补。在一些实施例中，正链寡

核苷酸601比负链寡核苷酸602短，且与负链寡核苷酸602的3’部分基本互补。在一些实施例

中，正链寡核苷酸601的3’末端的修饰核苷酸阻断聚合物延伸反应的寡核苷酸。示例的修饰

核苷酸包括但不限于双脱氧胞苷，倒置的dT，3’氨基修饰基因和3’生物素。在一些实施例

中，正链寡核苷酸601的5’末端被磷酸化。在一些实施例中，负链寡核苷酸602的3’末端是dA

突出端。

[0123] 图6的下部分描述了单一引物延伸接力PCR过程，其中每个靶序列由单一特异性引

物的延伸反应筛选，然后通过一对通用引物PCR扩增。在示例性实施例中，反应混合物包括

衔接头侧翼片段604作为样本模板，一个或多个Ω引物为靶特异性引物610，通用引物1，

611，通用引物2，612和聚合酶，所有混合在PCR缓冲液中。每个Ω引物包括3p臂615，至少一

个环616和5p臂617。3p臂615和5p臂617的序列是根据预定的靶序列从起始DNA模板600设计

的。环616包含与通用引物2，612的3’部分具有大致相同序列的的部分。通用引物1，611的3’

部分的序列1和负链寡核苷酸602的选定部分基本上相同。在一些实施例中，负链寡核苷酸

602的选定部分覆盖了负链寡核苷酸602的大部分。在一些实施例中，负链寡核苷酸602的选

定部分覆盖了负链寡核苷酸602减去与正链寡核苷酸601重叠部分的其大部分。在第一轮循

环反应中，特异性引物610结合到相应的靶序列片段614，然后其被延伸以产生第一轮循环

产物620。在第二轮循环中，通用引物1，611结合第一轮循环产物620的衔接头621部分，然后

延伸以产生第二轮循环产物630。第二轮循环产物630包含通用的引发部分631，与特异性引

物610的环616互补，并结合通用的引物2，612，以方便在剩下循环中的PCR扩增。从第三轮循

环到第N轮循环，筛选的靶序列在配对的通用引物1，611和通用引物2，612下被扩增，产生产

物640。尽管图6的示例性实施例描述了Ω引物做为特异性引物，可替代的实施例中，可以在

单一引物延伸接力PCR中使用常规引物作为特异性引物。在接力PCR中使用常规引物，已在

上述图3被描述。常规引物物不是Ω引物；在一些实施例中，常规引物有结合区段，但没有环
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和(或)多余的错配(即它与其靶序列一一对应)。

[0124] 分离

[0125] 在一些实施例中，接力PCR产物溶液进一步纯化，以将PCR产物430、330、480、530和

640从其余的反应混合物中分离出来。各种建立的PCR反应纯化方法和商业试剂盒可用于此

目的。这些包括但不限于标准化磁珠，来自于Axygen  Biosciences(Union  City，CA)，PCR纯

化柱(来自于Qiagen(Valencia，CA))，和切胶纯化。图7说明了本发明的纯化方法的示例性

实施例。起始混合物包括靶序列700、通用引物1(701)、通用引物2、片段707和聚合酶，全部

在PCR缓冲液中。靶序列700侧翼有与通用引物1和通用引物2相同或互补的引发区段，并设

计为由引物扩增。片段707不携带引发区段，不期望由引物扩增。这起始混合物是类似于图6

第一轮循环反应结束时的反应混合物。通用引物2(702)，包括引发区段，修饰基因区段704

和标记区段705。修饰基因区段704的功能是阻止聚合酶延伸反应通过区段和/或方便在位

置上酶促、化学或光裂解。修饰基因区段704的示例性实施例包括但不限于至少一个C3烷基

间隔区，至少一个乙二醇间隔区，至少一个光裂解的间隔区，至少一个1’，2'‑双脱氧核糖和

至少一个脱氧尿苷。这些修饰基因掺入到寡核苷酸中在核酸合成领域众所周知，这可以由

商业供应商如集成DNA技术公司(Coralville，IA))进行。在一个实施例中，通用引物2(702)

包括六乙二醇间隔区作为修饰基因区段704，其阻止聚合酶延伸反应通过区段和进入标记

区段705中。结果PCR产物710含有单链突出端标记区段715。在一些实施例中，标记区段705

包含一个寡核苷酸。在一些实施例中，标记区段705包括至少一个结合部分。示例性的结合

部分是生物素。在一些实施例中，标记区段705包括寡核苷酸和结合部分的组合。在一些实

施例中，结合部分是连接到标记区段705寡核苷酸的5’末端。在一些实施例中，将一种或多

种上述纯化试剂盒或方法应用于该PCR产物溶液，以除去聚合酶和残留的单链引物。在一些

应用中，如单一引物延伸接力PCR，，片段717有类似PCR产物710的平均大小，和需要额外的

或不同的纯化过程中以去除片段717。

[0126] 图7所示的下部分说明所公开的纯化方法的示例性实施例涉及直接捕获PCR产物

720。在PCR产物溶液中加入探针722接枝的珠721，或是引物去除的PCR产物溶液。探针722的

序列基本上互补标记区段715的序列，并有利于通过杂交，由珠721捕获PCR产物720。可选

地，溶液盐浓度可以调节，以确保足够的杂交。盐包括但不限于氯化钠、柠檬酸钠、磷酸钠、

氯化钾、磷酸钾、氯化铵、Tris氯化物，和/或两种或多种盐的混合物。在室温下或在预定的

温度下，在溶液中搅拌和孵育，提高捕获产率。用杂交缓冲液洗涤珠721去除片段717，残留

聚合酶和游离引物，同时保留杂交的聚合酶链反应产物720。为完成纯化，将珠721放在洗脱

缓冲液中，并将缓冲液温度升高，以从珠721释放PCR产物720。

[0127] 寡核苷酸固定以形成探针722接枝珠721和使用珠捕获核酸序列在生物学领域是

众所周知的。一个示范性实施例中使用 MyOneTM  Streptavidin  C1(来自于Life 

Technologies(Grand  Island，NY))作为珠721。探针722和标记区段705的互补对的序列设

计分享了杂交探针设计的许多原理和程序，这是本领域技术人员所熟悉的。该序列以这样

的方式设计，这样在结合过程期间和在杂交缓冲液中获得该对之间的稳定杂交，但是在释

放过程期间获得该对之间的变性。般情况下，结合和/或杂交缓冲液具有较高的盐浓度，至

少为50mM，100mM，500mM，1M，2M，或更高。洗脱缓冲液具有相对低的盐浓度，至多100mM，

50mM，10mM，5mM，1mM或更低。一般情况下，结合温度低于洗脱温度。温度是根据相应缓冲溶
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液中的探针722/标记705对的Tm(熔化温度)决定的。优选的结合温度在结合或杂交缓冲液

中探针/标记对的Tm以下。优选的洗脱温度在洗脱缓冲液中的探针/标记对的Tm以上。在一

些实施例中，在洗脱过程后，PCR产物730保持双链。在一些实施例中，结合温度至多40℃、35

℃、30℃、25℃、22℃或更低。洗脱温度至少为30℃，35℃，40℃，45℃，50℃，55℃，或更高。在

序列设计中的其他注意事项包括最小化探针722序列与任何靶序列的交叉杂交，并最小化

涉及标记区段705的二级结构。

[0128] 所公开方法的替代实施例涉及PCR产物720的间接捕捉。在一些实施例中，探针722

不是预先接枝到珠721，而是包含配体部分，如生物素。珠721涂覆有捕获部分，如链霉亲和

素。在实施例中，第一，游离探针722与标记区段715杂交。然后，捕获部分覆盖的玻珠721被

添加到杂交溶液中以捕捉PCR产物720。其余的过程类似于上面所描述的。

[0129] 上述纯化方法的一个方面是具有单链突出端的PCR产物的直接形成。突出端可以

用来促进纯化。该方法使得在温和的变性条件下释放双链产物730。相比之下，常规的生物

素化引物，没有修饰基因区段704和标记区段705，会产生平末端。虽然PCR产物可以被链霉

亲和素包被的玻珠捕获，但是产物的释放需要强有力的变性条件(见Life  Technologies的

MyOneTM  Streptavidin  C1用户手册，Grand  Island，NY)，在该条件下，PCR产物

的双链结构也会变性。

[0130] 本公开描述了在用于基于表面簇的测序中文库制备和簇形成的新改进方法中包

含PCR产物的单链突出端的使用(D .Bentley  et  al .(2008)“Accurate  whole  human 

genome  sequencing  using  reversible  terminator  chemistry”Nature  456  53‑59)。图8

示意性地表示出了新的方法。图8的顶部描述了PCR的靶扩增，这类似于图7，并已在上述描

述了。靶扩增过程如图8所示，是一个通用PCR过程，包括下代测序中序列文库的制备

(Mardis  ER(2008)″Next‑generation  DNA  sequencing  methods"，Annu  Rev  Genomics 

Hum  Genet  9：387‑402)。所公开的方法的一个特点是产生含有单链标记815的PCR产物810。

在一些实施例中，通用引物2(802)包括引发区段803、修饰基因区段804和标记区段805，并

在图3至图6的接力PCR过程中作为通用引物1，321、421、471、521和611或作为通用引物2，

322、422、472、523和612使用。所公开的方法还包括含有PCR产物810的单链标记815固定到

基底，用于进行化学和/或生化反应。作为一个示范性的例证，在图8中，基底826与探针822，

表面引物1(823)，和表面引物2(824)接枝。根据应用，基底826可以用玻璃、硅、聚合物、金属

或任何其他合适的材料制成。接枝部分，探针822，表面引物1(823)和表面引物2(824)是预

定序列的寡核苷酸。在一些实施例中，接枝部分还包括间隔区827，以将寡核苷酸连接到基

底表面。接枝寡核苷酸对到基底表面是公知技术，已在文献中描述(B.Joos  et  al.(1997)

“Covalent  attachment  of  hybridizable  oligonucleotides  to  glass  supports”Anal 

Biochem，247  96‑101；Y.Rogers  et  al.(1999)“Immobilization  of  oligonucleotides 

onto  a  glass  support  via  disulfide  bonds：Amethod  for  preparation  of  DNA 

microarrays”Anal  Biochem，266  23‑30；D.Bentley  et  al .(2008)“Accurate  whole 

human  genome  sequencing  using  reversible  terminator  chemistry”Nature  45653‑

59，Supplementary  Information)。PCR产物810的固定开始于单链标记815，引导821和探针

822的共杂交。引导821是一段寡核苷酸序列，一部分序列与标记815互补，一部分序列与探

针822互补。在一些实施例中，进行共杂交是首先以足够高的引导821浓度，将引导821溶液
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应用于基底826上，以在基底上基本上与所有探针822杂交，再洗去溶液中任何多余的引导

821。这一步在基底表面上产生引导/探针对。以足够高的PCR产物810浓度(阈浓度)，通过应

用PCR产物以基本上与所有的引导/探针对杂交来完成共杂交。在一些实施例中，一旦杂交，

标记815的5’端堆栈到探针的3’端，并且在两端之间没有缝隙。在一些实施例中，标记815的

5’末端被磷酸化，而探针822的3’末端为羟基。标记815和探针822可以通过连接共价地连接

在一起。在一些实施例中，连接是通过使用NEB的T4连接酶(Ipswich，MA)完成。

[0131] 标记815，探针822和引导821的序列设计主要考虑因素包括熔化温度，序列唯一性

和分子内折叠。标记/引导和探针/引导对在相应缓冲液中的熔化温度应该大大高于杂交和

连接温度，从而可以达到和/或保持在两个反应条件下足够高的杂交产率。在一些实施例

中，探针/引导对的熔化温度高于标记/引导对的熔化温度。所有这三个序列在反应条件下

应具有最小折叠。所有这三个序列应该足够不同于表面引物l(823)和表面的引物2(824)的

序列，因此，不会发生与两个表面引物的交叉杂交。此外，杂交温度，连接温度和缓冲组合物

应以这样的方式设计，使得PCR产物810的双链结构在这两个反应中仍然保持稳定。更准确

的序列和反应条件的设计将在本公开的稍后部分中描述。

[0132] 替代方法可用于连接标记815和探针822。在一些实施例中，标记815的5’末端是叠

氮化物基团，探针822的3’末端是炔基团。标记815和探针822然后使用由R.Kumar等人描述

的点击化学连接到一起((2007)“Template‑Directed  Oligonucleotide  Strand 

Ligation，Covalent  Intramolecular  DNA  Circularization  and  Catenation  Using 

Click  Chemistry”J.AM.CHEM.SOC.129，6859‑6864)。

[0133] 在一些实施例中，标记815和探针822共价结合后，系统包括基底和固定的PCR产物

820，被放入变性缓冲液中，洗涤去除双链828和引导821。在一些实施例中，该变性缓冲液包

含高浓度的甲酰胺。其结果是单链产物830共价地连接到基底826。

[0134] 在一些实施例中，产物830，表面引物1(823)和表面引物2(824)一步发生酶促和/

或化学反应，以产物830作为起始模板延伸表面引物，从而在起始产物830附近产生产物830

的额外拷贝，这形成产物830的表面簇。然后，产物830的平行拷贝作为模板进行测序。表面

簇的形成和测序过程在D .Bentley等人发表的文章以及相关补充资料中有详细描述

((2008)“Accurate  whole  human  genome  sequencing  using  reversible  terminator 

chemistry”Nature  45653‑59)，这些文献由此以它们整体并入为参考文献。在一些实施例

中，表面引物1(823)的序列与侧翼1(831)的序列基本上是互补的。在一些实施例中，表面引

物2(824)的序列基本上与侧翼2(833)的序列相同。在某些实施例中，表面引物1(823)的表

面密度基本上与表面引物2(824)的表面密度相同。表面密度的定义是每单位表面积的固定

的分子数。在一些实施例中，表面引物1(823)和表面引物2(824)的表面密度显著高于探针

822的表面密度。在某些实施例中，表面引物1(823)(或表面引物2(824))与探针822的表面

密度比率是至少1000、10000、100000、1000000、10000000、100000000或更大。在某些实施例

中，表面密度比率由在基底表面的接枝制备中所用的探针822、引物1(823)和引物2(824)混

合液的相对浓度所控制。

[0135] 所公开的方法的某些方面包括向基底表面添加探针和表面引物以及使用探针捕

获的序列作为簇形成的种子。在本领域实践中(D.Bentley  et  al.(2008)“Accurate  whole 

human  genome  sequencing  using  reversible  terminator  chemistry”Nature  456  53‑
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59)，基底表面只能接枝有以基本上相同表面密度存在的两种引物。表面簇的种子是由一个

表面引物和一个PCR产物的侧翼经引物的聚合酶延伸杂交形成的。当表面引物被密集地群

集在基底表面上时，种子密度是由PCR产物的溶液浓度控制。在正常条件下，终簇密度与种

子密度成比例。在一个平行的测序过程中，从每个簇发出的信号被用来推导出种子模板的

序列。为了从单个簇获得可靠的信号检测，需要足够的相邻簇之间的距离，否则，从相邻的

簇发射的信号是不可分离的，将产生错误的序列读取。另一方面，为了最大化读取通量的目

的，提高簇密度是可取的。存在最佳的簇密度。在目前的实践中，通过仔细控制簇溶液中的

PCR产物浓度，实现了光学簇密度。这个过程是耗时和受测量仪器以及人类操作失误的影

响。通过比较，在本发明的方法中，通过基底制造商在基底表面制备期间固定的探针密度或

表面引物与探针的比率来控制簇密度。其结果是，对于用户点的簇制备，只要用户使PCR产

物浓度超过阈值，所产生的簇密度会永远停留在固定值附近。

[0136] 在一些实施例中，使用不同序列的多个探针822。当多个样品平行测序时，这种布

置特别有用。每个样品进行靶扩增时，都使用的单一的一对通用引物1(801)和通用引物2

(802)。不同样本的通用引物2(802)包括不同序列的不同标记805。每个单一标记805通过单

一引导821与单一探针822配对。多个标记，探针和引导的设计考虑必须包括序列之间的交

叉杂交最小化。在一些实施例中，不同探针的数目至少为1、2、4、8、12、16、32、48、64、96或更

多。在一些实施例中，所有探针中每个不同探针的表面密度基本上是相同的。在一些实施例

中，不同探针的表面密度是不同的。在某些实施例中，选定组探针的表面密度设置在预定

值，而使得其余的探针的表面密度基本上相等。在某些实施例中，表面引物1(823)(或表面

引物2(824))与联合探针822的表面密度比率是至少1000、10000、100000、1000000、

10000000、100000000或更大。在一些实施例中，通用引物1(801)包括至少一个条形码部分。

在一些实施例中，通用引物2(802)的引发段包括至少一个条形码部分。引物中条形码组合

是用来识别序列读取中样本来源。在一个示例性实施例中，在多样品平行测序的簇制备中

使用包含多探针的基底，应用涉及基底826的所有引导821的溶液混合物以形成引导/探针

对。洗去多余的引导821。然后，所有样本中含有PCR产物810的标记815的溶液混合物被施加

到基底上，以完成标记/引导/探针共杂交。连接，变性和簇形成如上所述进行。其结果是，每

个样品簇的数目与基底表面上可用的样本特异性探针数量是直接相关的，只要样品PCR产

物的浓度高于阈值，就与样品PCR产物的浓度几乎无关。通过比较，目前多个样本的平行测

序中现有技术的簇制备方法需要所有所涉及样品的精确样品数量标准化和精确控制的总

PCR产物浓度。本方法的自限性的特点在易操作、结果的一致性和整体过程的牢靠性方面比

目前的方法具有显著的优势。

[0137] 聚合酶的选择

[0138] 在本发明的一些实施例中，扩增产物通过使用一种或多种DNA聚合酶，经聚合酶链

反应形成。在一些实施例中，该聚合酶可以是热稳定聚合酶。在一些实施例中，该聚合酶可

以是热启动聚合酶。在一些实施例中，该聚合酶可以是一种高保真性聚合酶。在一些实施例

中，该聚合酶可以是重组聚合酶。在一些实施例中，聚合酶可以是商业化的产品如

Taq  DNA聚合酶(Life  Technologies，Grand  Island，NY)，AccuPrimeTM  Taq  DNA聚合酶

(Life  Technologies，Grand  Island，NY)，AmpliTaq  DNA聚合酶(Life 

Technologies，Grand  Island，NY)，Taq  DNA聚合酶(New  England  Biolabs，Ipswich，MA)，
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DNA聚合酶(New  England  Biolabs，Ipswich，MA)，Deep  VentTM  DNA聚合酶(New 

England  Biolabs，Ipswich，MA)， Hot  Start  Flex  DNA聚合酶(New  England 

Biolabs，Ipswich，MA)， High‑Fidelity  DNA聚合酶(New  England  Biolabs，Ipswich，

MA)，PfuTurbo  Cx  Hotstart  DNA聚合酶(Agilent，Santa  Clara，CA)，PfuUltra  II  Fusion 

HS  DNA聚合酶(Agilent，Santa  Clara，CA)，KAPA  HiFi  PCR  Kits(KAPA  Biosystems，

Wilmington，MA)。

[0139] 在本发明的一些实施例中，使用一个或多个热启动聚合酶用于最小化潜在的偏离

靶的扩增和引物二聚体的形成。

[0140] 在一些实施例中，有利地使用一种新的热稳定的高保真聚合酶，其缺乏链置换活

性和5’至3’核酸酶活性。缺乏链置换和5’至3’的核酸酶活性对多重扩增的应用有利，在多

重扩增中两个或多个靶区域是串联或位置接近。通过使用这些聚合酶，引物与串联区域中

间的结合不会被移位或退化。这类新的热稳定的高保真聚合酶的商业产品包括，但不限于

Hot  Start  Flex  DNA聚合酶(New  England  Biolabs，Ipswich，MA)和 High‑

Fidelity  DNA聚合酶(New  England  Biolabs，Ipswich，MA)。

[0141] 反应条件

[0142] 反应条件一般由所涉及的聚合酶、引物的热动力学性质，靶序列的特性和多重PCR

多重性决定。一个接力PCR过程包括2个功能不同的反应阶段，这可以需要不同的反应条件。

具体应用的具体反应条件可以由本领域技术人员通过遵循下面的具体考虑，在本说明书后

面的实施例以及该专利说明书的教导和参考文献而确定。接力PCR的第一阶段的功能是在

特异性靶序列侧翼产生通用区段。应该设计相应的反应条件以达到下列目的：产生最高可

能靶向复制产率，最小化偏离靶向的模板复制，以及最小化引物二聚体的形成。如图3至图5

所示，第一阶段反应包括第1和2轮循环反应。在图6中，第一阶段包括第1轮循环反应。每个

循环包含三个热步骤，包括变性，退火，和延伸。第1轮循环和第2轮循环的退火条件是需要

考虑的关键因素。以下原则是用来指导的注意事项。随着特异性引物的数量增加，引物二聚

体的形成概率增大((见U.Landegren  et  al.(1997)“Locked  on  target：strategies  for 

future  gene  diagnostics”Ann.Med .，29：585‑590)。另一方面，基于化学反应的热动力学

和动力学(见I .Tinoco  et  al .(1995)“Physical  Chemistry：Principles  and 

Applications  in  Biological  Sciences”Prentice  Hall  College  Div；3rd  edition)，随

着引物浓度下降，平衡产物浓度以及引物‑引物的速率以及靶向引物‑模板杂交的相互作用

下降。此外，基于核酸杂交的热动力学原理(见J .SantaLucia  Jr .et  al .(2004)“The 

thermodynamics  of  DNA  structural  motifs”Annu.Rev.Biophys .Biomol.Struct.33：

415‑440)，杂交稳定性随杂交温度的降低和互补序列长度的增加而增加。总的来说，随着扩

增反应复杂性增加和/或特异性引物数量增加，每个单独引物浓度应降低，以减小引物‑二

聚体形成的可能性；同时，引物浓度不应大幅下降，从而所需的引物和模板之间的相互作用

不会减弱。在这样的情况下，引物的浓度降低，退火时间应增加，以弥补引物和模板之间减

少的相互作用率。一般优选高的退火温度用于获得高的引物特异性和最小化不期望的引

物‑引物杂交。当选定的聚合酶具有高3’至5’的核酸酶活性时，优选高的退火温度以避免在

长时间的退火周期中引物的净降解。通常期望发现接近峰值聚合酶活性温度的最佳的退火
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温度，在10℃范围内。从相应的聚合酶供应商获得峰值聚合酶活性温度。

[0143] 在本说明书的实施例I到实施例IV提供了本发明的示例性的反应条件。对于高复

杂度的扩增应用，最佳反应条件比之前已知的条件变化明显。靶特异性引物浓度为0.001nM

或更低，0.01nM或更低，0.1nM或更低，1nM或更低，2nM或更低，3nM或更低，4nM或更低，或5nM

或更低。在本发明的一些实施例中，靶特异性引物浓度是约从0.0001nM到10ηM，或约从

0.0001nM到5nM，或约从0.0001nM到4nM，或约从0.0001nM到3nM，或约从0.0001nM到2nM，或

约从0.0001nM到1nM，或约从0.0001nM到0.1nM，或约从0.0001nM到0.01nM，或约从0.0001nM

到0.001nM，或约从0.001nM到10ηM，或约从0.001nM到5nM，或约从0.001nM到4nM，或约从

0.001nM到3nM，或约从0.001nM到2nM，或约从0.001nM到1nM，或约从0.001nM到0.1nM，或约

从0.001nM到0.01nM，或约从0.01nM到10ηM，或约从0.01nM到5nM，或约从0.01nM到4nM，或约

从0.01nM到3nM，或约从0.01nM到2nM，或约从0.01nM到1nM，或约从0.01nM到0.1nM，或约从

0.1nM到10ηM，或约从0.1nM到5nM，或约从0.1nM到4nM，或约从0.1nM到3nM，或约从0.1nM到

2nM，或约从0.1nM到1nM，或约从1nM到10ηM，或约从1nM到5nM，或约从1nM到4nM，或约从1nM

到3nM，或约从1nM到2nM。退火时间可以大于5分钟，大于10分钟，大于20分钟，大于30分钟，

大于40分钟，大于50分钟，大于60分钟，大于70分钟，大于80分钟，大于90分钟，大于100分

钟，大于110分钟，大于120分钟，大于130分钟，大于140分钟，大于150分钟，大于160分钟，大

于170分钟，大于180分钟，大于190分钟，大于200分钟，大于210分钟，大于220分钟，大于230

分钟，大于240分钟。退火时间可以是约5分钟至500分钟，或约5分钟至400分钟，或约5分钟

至300分钟，或约5分钟至250分钟，或约5分钟至200分钟，或约5分钟至150分钟，或约5分钟

至100分钟，或约5分钟至50分钟；或约10分钟至500分钟，或约10分钟至400分钟，或约10分

钟至300分钟，或约10分钟至250分钟，或约10分钟至200分钟，或约10分钟至150分钟，或约

10分钟至100分钟，或约10分钟至50分钟；或约20分钟至500，或约20分钟至400分钟，或约20

分钟至300分钟，或约20分钟至250分钟，或约20分钟至200分钟，或约20分钟至150分钟，或

约20分钟至100分钟，或约20分钟至50分钟；或约30分钟至500，或约30分钟至400分钟，或约

30分钟至300分钟，或约30分钟至250分钟，或约30分钟至200分钟，或约30分钟至150分钟，，

或约30分钟至100分钟，或约30分钟至50分钟；或约40分钟至500，或约40分钟至400分钟，或

约40分钟至300分钟，或约40分钟至250分钟，或约40分钟至200分钟，或约40分钟至150分

钟，，或约40分钟至100分钟，或约40分钟至50分钟；或约50分钟至500，或约50分钟至400分

钟，或约50分钟至300分钟，或约50分钟至250分钟，或约50分钟至200分钟，或约50分钟至

150分钟，或约50分钟至100分钟；或约60分钟至500，或约60分钟至400分钟，或约60分钟至

300分钟，或约60分钟至250分钟，或约60分钟至200分钟，或约60分钟至150分钟，，或约60分

钟至100分钟。优先选择高的退火温度。退火温度可大于50℃，或大于60℃，或大于65℃，或

大于70℃，或大于75℃，或大于80℃，或大于85℃，或大于90℃。退火温度可以约从50℃至95

℃，或约从50℃至90℃，或约从50℃至85℃，或约从50℃至80℃，从约从50℃至75℃，或约从

50℃至70℃，或约50℃至65℃，或约从50℃至60℃；或约从55℃至95℃，或约从55℃至90℃，

或约从55℃至85℃，或约从55℃至80℃，或约从55℃至75℃，或约从55℃至70℃，或约从55

℃至65℃，或约从55℃至60℃；或约从60℃至95℃，或约从60℃至90℃，或约从60℃至85℃，

或约从60℃至80℃，或约从60℃至75℃，或约从60℃至70℃，或约从60℃至65℃；或约从65

℃至95℃，或约从65℃至90℃，或约从65℃至85℃，或约从65℃至80℃，或约从65℃至75℃，
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或约从65℃至70℃；或约从70℃至95℃，或约从70℃至90℃，或约从70℃至85℃，或约从70

℃至80℃，或约从70℃至75℃；或约从75℃至95℃，或约从75℃至90℃，或约从75℃至85℃，

或约从75℃至80℃；或约从80℃至95℃，或约从80℃至90℃，或约从80℃至85℃；或约从85

℃至95℃，或约从85℃至90℃，或约从90℃至95℃。通过比较，在先前已知的条件下，靶特异

性引物的浓度为10nM至400nM，退火时间为10秒和2分钟之间和建改低退火温度(见

Henegariu  et  al .(1997)“Multiplex  PCR：Critical  Parameters  and  Srep‑by‑Srep 

Protocol”BioTechniques  23：504‑511；J.Brownie  et  al .(1997)，“the  elimination 

ofprimer‑dimer  accumulation  in  PCR”Nucleic  Acids  Res .25：3235‑3241；以及

K.E.Varley  et  al.(2008)“Nested  Patch  PCR  enables  highly  multiplexed  mutation 

discovery  in  candidate  Genes”Genome  Res .18：1844‑1850；B.Frey  et  al .(2013)

“Methods  and  amplification  of  target  nucleic  acids  using  a  multi‑primer 

approach”美国专利申请公开US  2013/00045894  A1)。

[0144] 在一些实施例中，所有特异性引物的浓度基本相同。在一些实施例中，不同特异性

引物的浓度是不同的。在一些实施例中，在预定水平制备所选数目引物的浓度，并靶向样品

序列的预定部分用于控制目的和/或用于任何其它期望目的。在一些实施例中，通用引物的

浓度显著高于相应的特异性引物的浓度。在一些实施例中，通用引物的浓度至少为50nM，

100nM，200nM，500nM，1000nM，2000nM，5000nM，或更高。通用引物的浓度可约从10nM至

5000nM，或约从10nM至1000ηM，或约从10nM至500nM，或约从10nM至250nM，或约从10nM至

100nM；或约从25nM至5000nM，或约从25nM至1000ηM，或约从25nM至500nM，或约从25nM至

250nM，或约从25nM至125nM，或约从25nM至100ηM，或约从25nM至50nM；或约从50nM至

5000nM，或约从50nM至1000ηM，或约从50nM至500nM，或约从50nM至250nM，或约从50nM至100

ηM。在一些实施例中，通用引物与所对应的特异性引物的的摩尔浓度比率可以至少为10、

20、50、100、200、500、1000、2000、5000、10000、20000、50000、500000或更大。通用引物与所

对应的特异性引物的的摩尔浓度比率可以在10至5000000之间，或从10至500000，或从10至

50000，或从10至5000，或从10至500，或从10至50；或从50至5000000，或从50至500000，或从

50至50000，或从50至5000，或从50至500；或从500至5000000，或从500至500000，或从500至

50000，或从500至5000。在一些实施例中，特异性引物的浓度至多50nM，20nM，5nM，2nM，1nM，

0.5nM，0.2nM，0.1mM，0.05nM，0.02nM，0.01nM，0.001nM，或更低。

[0145] 在一些实施例中，第1轮循环和第2轮循环的退火温度的选择应用用来平衡聚合酶

3′至5’核酸酶活性与聚合酶活性。在一些实施例中，第1轮循环1和第2轮循环的退火温度这

样选择使得所用的聚合酶的核酸酶活性和聚合酶活性的组合结果在退火阶段不会引起特

异性引物的大幅降解。

[0146] 在一些使用Ω引物和含有3’至5’外切酶活性的聚合酶的实施例中，第一阶段的退

火步骤包括两个阶段，阶段1和阶段2。阶段1温度接近或为聚合酶延伸温度，而阶段2温度低

于阶段1。阶段1退火时间或持续时间比阶段2长。每个Ω引物的5p臂设计得足够长，在阶段1

温度，5p臂序列与相应的模板序列稳定杂交。而3p臂设计得足够短，使得在阶段1的温度，3p

臂大部分保持自由形式未结合)。这样设计该条件，以最小化在阶段1长退火时间期间Ω引

物的3核酸外切酶消化，设计阶段1长退火时间以使引物与模板序列高比率杂交。3p臂的长

度被设计成这样一种方式，使得在第2阶段的退火温度下3p臂与模板杂交。
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[0147] 对于第1轮循环和第2轮循环延伸步骤和阶段2热循环的反应条件可以用通用PCR

条件设定，就像在对应聚合酶供应商的产品说明书中发现的一样。在一些实施例中，当涉及

多个高GC含量的靶序列时，延伸时间可以延长。在一些实施例中，延伸时间是至少15秒，30

秒，60秒，90秒，120秒或更多。在本说明书的实施例中提供了示例性的反应条件。

[0148] 在一些实施例中，在进行多重PCR的样品中加入加标(spike‑in)对照。在一个示例

性实施例中，加标对照是已知序列的化学合成核酸。在另一个示例性实施例中，通过提取已

知序列的生物核酸来获得加标对照。在另一个实施例中，加标对照是化学合成核酸以及提

取已知序列的生物核酸的混合物。加标对照的序列可从选自双链核酸序列、单链核酸序列，

含有与通用引物3’端匹配的3’和5’端以及在通用引物下进行扩增的序列，以及这样序列，

其含有不与通用引物3’端匹配，而是与相应的特异性引物匹配的3’和5’端，，并可通过特异

引物进行复制。在一些实施例中，加标对照包括多个不同GC含量的核酸序列。在一个实施例

中，GC含量变化从15％到85％，或从15％到80％，或从15％到75％，或从15％到70％，或从

15％到65％，或从15％到60％；或从20％到85％，或从20％到80％，或从20％到75％，或从

20％到70％，或从20％到65％，或从20％到60％；或25％到85％，或从15％到80％，或从25％

到75％，或从25％到70％，或从25％到65％，或从25％到60％。具体应用中，加标对照的GC含

量的实际范围由具体应用的本领域技术人员所决定。在一些实施例中，对含有加标对照的

样品扩增产物进行定量分析用于优化反应条件。在一些实施例中，对含有加标对照的样品

扩增产物进行定量分析用于质量控制。在一些实施例中，对含有加标对照的样品扩增产物

进行定量分析用于进行定量标准化。

[0149] 引物制备

[0150] 在一些实施例中，引物可以通过常规化学合成制成((L.J.McBride  et  a1.(1983)

“An  investigation  of  several  deoxynucleoside  phosphoramidites  useful  for 

synthesizing  deoxyoligonucleofides”Tetrahedron  Letters，24：245  248)。在一些其他

的实施例中，引物是由化学合成在微阵列上制成((X.Zhou  et  al.(2004)“Microfluidic 

PicoArray  synthesis  of  oligodeoxynucleotides  and  simultaneously  assembling 

ofmultiple  DNA  sequences”Nucleic  Acids  Res.32：5409‑5417；X.Gao  et  al.“Method 

and  apparatus  for  chemical  and  biochemical  reactions  using  photo‑generated 

reagents”.US专利US6 ,426 ,184；Gao，X .，Zhang，H .，Yu，P .，LeProust，E .，Pellois，

J .P .Xiang，Q.，Zhou，X..“Linkers  and  co‑coupling  agents  for  optimization  of 

oligonucleotide  synthesis  and  purification  on  solid  supports”.US7 ,211 ,654，

AU2002305061；Gao，X.，Zhou，X.，Cai，S.‑Y，You，Q.，Zhang，X.“Array  oligomer  synthesis 

and  use”WO2004/039953))。微阵列的合成具有每一个序列成本低的优点，其中在需要至少

有10，50，100，500，5000，10000，50000，或100000引物序列的高多重PCR的应用中特别有利。

产品名称为oligomixTM的微阵列合成的寡核苷酸混合物可以从LC  Sciences(Houston，TX)

商购获得。

[0151] 在一些实施例中，在被用作PCR引物之前，扩增合成的寡核苷酸。当化学合成的规

模较低，如微阵列上化学合成的情况，首选扩增。图9所示为通过扩增产生特异性引物的示

例性实施例。引物前体模板900使用上述微阵列的常规方法化学合成。每个引物前体模板

900包括具有多个功能区段的寡核苷酸，包括5p侧翼901，5p臂902，环903，3p臂904和3p侧翼

说　明　书 26/61 页

28

CN 111100912 B

28



905。在3p侧翼区段905的5’端为dA(脱氧腺苷)核苷酸。为了示例目的，图9所示的引物前体

模板900是专为制备Ω引物设计的。然而，通过简单地用常规引物区段(例如图3中的特异性

区段341和通用区段342)替换5p侧翼901和3p侧翼905之间部分，模板设计也可以用于制备

常规引物，。2对引物的制备，制备引物1(906)和制备引物2(907)用于PCR扩增。制备引物1

(906)序列与5p侧翼901序列基本相同。制备引物2(907)序列与3p侧翼905的序列基本上是

互补的。此外，制备引物2(907)的3’端是dU(脱氧尿苷)核苷酸。虽然只有一个引物的前体模

板900是绘制在图9中，扩增的目的是同时扩增多个引物的前体模板900，以产生多个靶筛选

和文库扩增的特异性引物。所有单个引物前体模板900都有相同对的5p侧翼和3p侧翼区段，

但在中间有特异性引物部分。含有dU引物的使用需要PCR聚合酶有能力读完尿嘧啶。可接受

的聚合酶，包括但不限于NEB的热启动TaqDNA聚合酶(1pswich，MA)和Agilent的PfuTurbo 

Cx热启动DNA聚合酶(Santa  Clara，CA)。在混合模板的PCR扩增过程中，应采取措施最小化

序列偏差，以及避免PCR产物交叉杂交。热启动聚合酶是首选。制备引物1(906)和制备引物2

(907)的熔化温度优选比聚合酶制造商所建议的最高延伸温度高5℃或以上，从而使PCR退

火和延伸温度可以最大化。首选较低的PCR循环数。在一些实施例中，循环数最多为25、24、

23、22、21、20、19、18、17、16、15或更低。完成前体扩增之时，双链前体910产生。

[0152] 下一步是去掉前体的帽子，其中前体910负链919的dU在UDG/EDA(尿嘧啶DNA糖基

化酶/乙二胺)溶液中被消化。另外，dU可使用NEB的USERTM(尿嘧啶特异性切除试剂)酶消化

(Ipswich，MA)。在某些实施例中，在消化后应用纯化处理以除去消化酶和/或改变缓冲组合

物。纯化方法包括但不限于Axygen  Biosciences的标准化珠(Union  City，CA)，Qiagen的

PCR纯化柱((Valencia，CA)，)，并切胶纯化。在消化的前体920中，负链929的3p臂924的5’端

没有帽子结构。图9描述了片段927与前体920的正链928杂交，在某些实施例中，在消化过程

中或在纯化过程中，片段927是从链928解离的。

[0153] 图9的下部说明了如何激活被消化的前体转化为特异性引物，以及如何将激活过

程与靶筛选和文库扩增结合在一起。在三个功能不同的过程中，引物激活，靶筛选和扩增可

在单一的管中进行。示例性的起始反应混合物包括消化的前体930，制备引物1(936)，模板

941，通用引物1(942)，引物2(943)，一个或多个DNA聚合酶、和含有dNTP的PCR缓冲液。消化

的前体930和消化的前体920相同，制备引物1(936)与引物1(906)相同。消化的前体930和制

备引物1(936)的适宜浓度的类似于特异性引物和通用引物的浓度，这已在“反应条件”部分

被描述。在如上所述的一个类似的方式中，其他组份被用来进行接力PCR，其合适的浓度已

在“反应条件”部分被描述。反应是在PCR仪上进行的。在第一轮循环中，制备引物1(936)与

负链939退火，然后延伸形成活化的特异性引物940，带有可延伸的3p臂。如图3，4，5和6所

示，从第二轮循环开始，以上面描述的相同方式进行作为接力PCR过程进行的反应过程。此

方法的一个方面是活性特异性引物的原位生产。该方法的优点是过程简单和所涉及的步骤

最少。

[0154] 图10所示的是通过扩增产生特异性引物的另一个示例性实施例。PCR模板1000包

括特异性引物的spc引物区段1002，5p侧翼区段1001和3p侧翼1003。3p侧翼1003的5’端为dA

(脱氧腺苷)核苷酸。spc引物区段1002可以为常规特异性引物序列，Ω特异引物，或任何核

苷酸序列。2个制备引物，制备引物1(1004)和制备引物2(1005)用于PCR扩增。制备引物1

(1004)包括3’部分，其序列与5p侧翼1001的序列基本相同。制备引物2(1005)包括3’部分，
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其序列与3p侧翼1003的序列基本互补。制备引物2(1005)还包括3’末端的dU(脱氧尿苷)。在

一些实施例中，最好是有一个或多个dU纳入到制备引物2(1005)的中部分。在一些实施例

中，多重PCR模板1000包括在过程中，该过程每个模板包含不同的spc引物区段1002，但是相

同的5p侧翼区段1001和相同的3p侧翼区段1003。适用的条件已经在上述图9的过程中描述。

完成PCR扩增时，双链产物1010产生。

[0155] 下一步是去除双链PCR产物1010的负链1019的dU。在一些实施例中，在UDG(尿嘧啶

DNA糖基化酶)溶液中dU被移除或被消化，以除去尿嘧啶，然后在EDA(乙二胺)溶液中剪去核

苷酸骨架。在一些实施例中，dU使用USERTM(尿嘧啶特异性切除试剂)酶消化(NEB(Ipswich，

MA))。这两种消化过程产生具有优选的磷酸化5’末端的负链1029。在一些实施例中，消化后

应用纯化处理，以除去消化酶和/或改变缓冲组合物。纯化方法包括但不限于标准化珠

(Axygen  Biosciences(Union  City，CA))，PCR纯化柱(Qiagen(Valencia，CA))，并切胶纯

化。在一些优选的实施例中，一个或多个dU已掺入制备引物2(1005)中部分中，制备引物2剩

余片段太短而不能保持在正链1028上，得到单链3p侧翼1023。

[0156] 下一步是通过去除单链3p侧翼1023末端补齐产物1020。末端补齐过程的要求是为

了产生平端双链产物1030，其具有与spc引物1002的3’端相同的正链1038的3’端，以及为了

保持负链1039的磷酸化5’末端完整。在一个实施例中，末端补齐是利用NEB的T4DNA聚合酶

进行(Ipswich，MA)。T4  DNA聚合酶具有3’‑5’外切酶活性，没有5’‑3’核酸外切酶的功能。末

端补齐的产物1030中正链1038具有羟基3’末端，并且可在接力PCR中作为活性特异性引物。

通过去除活性引物的反义链，可以提高特异性引物的效率。最后一步是去除负链1039。在一

些实施例中，通过酶促移除负链1039。在一个实施例中，用λ核酸外切酶(NEB(Ipswich，MA))

消化负链1039。本制备过程的最终产物为单链特异性引物1040。

[0157] 图11说明了通过扩增产生特异性引物的另一个实施例。PCR模板1100包括特异性

引物的spc引物区段1102，5p侧翼区段1101和3p侧翼1103。在一些实施例中，3p侧翼区段

1103包括一个或多个由一个或多个限制酶识别的限制酶切位点。spc引物区段1102可以为

常规的特异性引物序列，Ω特异性引物，或任何核苷酸序列。两个制备引物，制备引物1

(1104)和制备引物2(1105)用于PCR扩增。制备引物1(1104)包括3’部分，其序列与5p侧翼

1101的序列基本相同。制备引物2(1105)包括3’部分，其序列与3p侧翼1103的序列基本互

补。制备引物2(1105)还包含一个或多个限制酶切位点。在一些实施例中，多重PCR模板1100

包括在过程中，该过程每个模板包含不同的spc引物区段1102，但是相同的5p侧翼区段1101

和相同的3p侧翼区段1103。与图9和图10中的PCR反应相比，图11中的PCR的成分不需要dU，

因此该方法中使用的PCR聚合酶不需要具有读完尿嘧啶的能力。合适的聚合酶已在上述“聚

合酶的选择”部分中描述了。在混合模板的PCR扩增过程中，应采取措施最小化序列偏差，避

免PCR产物交叉杂交。首选热启动聚合酶。。制备引物1(1104)以及制备引物2(1105)，优选以

这样一种方式设计，从而使PCR退火和延伸温度可在最高可能的水平使用。本公开的后续部

分将提供引物设计的详细说明。首选较低的PCR循环数。在一些实施例中，循环数最多为25、

24、23、22、21、20、19、18、17、16、15或更低。完成前体扩增之时，双链产物1110产生。

[0158] 下一步是限制酶切消化。这一步是将双链PCR产物1110的正链1118上的3p侧翼

1103移除，以暴露spc引物区段的3’端。在一些实施例中，使用一个或多个限制酶来进行消

化。在一些实施例中，使用IIS型限制酶(A .Pingoud  et  al .(2001)“Structure  and 
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function  of  type  II  restriction  endonucleases”Nucleic  Acids  Res .29  3705‑

3727)。在一些实施例中，从商业供应商获得限制酶，如NEB(Ipswich，MA)。示例性的限制酶，

包括但不限于BspQI，SapI，BsaI‑HF，BpuEI，BfuAI，AcuI和BtsI(NEB(Ipswich，MA))。在一些

实施例中，在设计模板1100、制备引物1及制备引物2中考虑的因素之一是限制3p侧翼1103

和制备引物2中识别位点序列，避免在模板1100和制备引物1(1104)中任何其他部分中的识

别位点序列。在优选实施例中，在消化产物1120中，正链1128的3’端与spc引物1102的3’端

相同。在优选的实施例中，在消化产物1120中，负链1129的5’端磷酸化，正链1128的3’端为

羟基基团。

[0159] 消化产物1120中的正链1128具有羟基3’末端，可作为活性的特异性引物在接力

PCR中使用。通过去除活性引物的反义链，可以提高特异性引物的效率。最后一步是去除负

链1129。在一些实施例中，酶促地移除负链1129。在一个实施例中，用λ核酸外切酶(NEB

(Ipswich，MA))用来消化负链1129。本制备过程的最终产物为单链特异性引物1130。

[0160] 引物与靶序列的设计

[0161] 在一些实施例中，特异性引物的形式包括两个功能不同的部分，如图3所示。3’区

是靶特异性片段和5’区是通用片段。在一些实施例中，该特异性引物的Ω形式包括三个功

能不同的部分，如图4A和4B所示。3p臂是第一靶特异性区段；环部分是通用区段；5p臂是第

二靶特异性区段。在一些实施例中，如图3、4A、4B、5所示，通用引物包括两部分。3’区是通用

区段，5’区是尾区段。

[0162] 在一些实施例中，使用一对通用引物，通常由通用引物1和通用引物2组成。其中，

通用引物1和2分别由通用区段1和2与尾区段1和2组成。在使用常规形式的特异性引物的实

施例中，每对特异性引物都包含第一特异性引物和第二特异性引物，第一特异性引物由通

用区段1和第一靶特异性区段组成，第二特异性引物由通用区段2和第二靶特异性区段组

成。在使用Ω形式的特异性引物的实施例中，每对特异性引物应该包含第一特异性引物和

第二特异性引物，第一特异性引物由通用区段1、第一3p臂和第一5p臂组成；第二特异性引

物由通用区段2、第二3p臂和第二5p臂组成。

[0163] 在某些实施例中，可以使用2个或更多对通用引物。然后，相应组的特异性引物对

与具有相应组特异性引物的每对通用引物一起使用。每组通用引物和特异性引物的组分和

相互关系与上述段中描述的相同。

[0164] 一般情况下，特异性引物和通用引物的通用区段序列的设计表现出以下特点：(i)

它们应该与目的样品中任何预期或可疑的没有实质的杂交；(ii)它们应该与自身或彼此之

间没有实质的杂交；以及(iii)它们应该没有稳定的二级结构。此外，通用引物的3’端应产

生基本稳定的杂交。这通常是通过在3’端具有足够的GC含量实现的。通用引物的通用区段

的GC含量和长度应该按照熔化温度不低于第二阶段的热循环退火温度进行设计。

[0165] 在一些实施例中，本发明用于制备大规模平行测序应用的样品。设计通用引物的

尾区段以容纳克隆乳液扩增，克隆桥式扩增，和/或序列模板制备过程中所涉及的任何其它

反应(E .R .Ma rd is (2008)“Next‑Genera tion  DNA  Seq uencing  Method s”

Annu.Rev.Genomics  Hum.Genet.9：387‑402)。在一些实施例中，通用引物的尾区段包含DNA

条形码。

[0166] 一般情况下，常规形式特异性引物的靶特异性区段的序列与目的靶序列的选定部
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分基本上是相同或互补的。所选择的序列表现出以下特点：(i)它应该与目的样本中预期或

可疑序列的任何其它部分具有最小化杂交；(ii)它应该与其它特异性引物，与通用引物和

与自身没有实质的杂交；(iii)引物的3’末端应与模板产生基本稳定的杂交；(iv)它应该是

足够长的，以与相应的模板在相应的退火条件下形成基本稳定的杂交；以及(v)特异性引物

整体(包括特异性区段和通用区段)应该没有稳定的二级结构。

[0167] 选择Ω特异性引物的3p臂和5p臂的序列的原则类似于上述段落中描述的常规形

式特异性引物。下列是直接针对Ω形式的形成的额外考虑。(i)环应该与目的样品中预期或

可疑序列的任何部分具有最小的杂交；(ii)3p臂5p臂长度应足够长以使得3p臂5p臂与对应

模板在相应的退火条件下同时基本稳定杂交。这些结构是由引物与模板序列之间相互杂交

作用形成，本领域技术人员可以通过理论计算设计它们(见J.SantaLuciaJr.eta1.(2004)

“The  thermodynamics  of  DNA  structural  motifs”Annu.Rev.Biophys.Biomol.Struct.

33：415‑440)。

[0168] 在一些实施例中，特异性引物和/或通用引物中含有修饰的核苷酸，用于性能改进

和/或特定的应用。在一个实施例中，引物的3’端由硫代磷酸修饰的核苷酸组成。一方面，硫

代磷酸修饰的核苷酸抑制核酸外切酶降解。在一些实施例中，3’端的硫代磷酸修饰的核苷

酸的数量至少是1，2，3或更多。

[0169] 计算方法

[0170] 本发明描述了严格的PCR引物设计方法。该方法的一个方面是使用严格热动力学

计算以定量预测引物性能，包括靶向引物/靶结合系数，引发效率，偏离靶延伸概率，和引物

二聚体的形成概率。所公开的方法在定量方面，相比于使用按经验制定的分数来决定引物

选择的现有技术的引物设计方法和/或工具具有明显的改进(A .Untergasser  et  al .

(2012)“Primer3‑new  capabilities  and  interfaces”Nucleic  Acids  Res.40：e115)。该

方法的另一个方面是变体耐受引物的设计，以实现对来自一般群体的样品的加强的性能。

图12描绘了所公开的计算过程的流程图。在以下的说明中，大多采用人类基因组相关序列

作为例子。然而，所公开的方法可以用于设计任何物种，包括人工靶序列的引物。该说明书

的这一部分涉及生物信息学和热动力学。所公开的方法可供本领域技术人员来设计PCR引

物。

[0171] 引物设计方法的步骤1是制备引物结合模板序列。该输入数据是用户定义的靶区

域，包括数据库的版本，染色体数目，靶区域的起始和终止位置。输入数据还可以包括用户

提供的靶区域中的序列变异。在优选实施例中，用户提供了单个样本或患者的序列变异。在

一些实施例中，单个样本的序列变异不可用，用户可以提供组合的序列变异。在一些实施例

中，用户可以通过直接提供个别的靶序列选择替代靶序列输入格式。

[0172] 根据靶标信息的输入数据，设计特异性引物的引物结合模板序列是从参考序列数

据库中提取。每个引物结合模板序列的区域通过延伸靶区域的两端超过了相应的靶区域，

以便有足够的空间可放置用于捕获整个靶区域的引物。在一些实施例中，延伸长度至少是

50，75，100，125，150，200，250或更多。在一些实施例中，特异性引物用于高通量测序应用中

文库的制备，选择延伸长度近似于测序运行的读长。参考序列数据库可以从各种公共和私

人来源中选择。示例性的参考数据库包括人类基因组的基因组参考组合GRCh37和GRCh38，

和针对小鼠基因组的GRCm38，以及针对斑马鱼基因组的CRCz10。在一个优选的实施例中，使

说　明　书 30/61 页

32

CN 111100912 B

32



用含有重复序列小写形式(soft‑masked)的参考序列数据库。小写形式(soft‑masking)转

换重复序列为小写字母，同时保持序列的大写字母的其余部分。所提取的参考序列见图13

中的参考等位基因1300。

[0173] 在一些实施例中，当引物设计是针对大的群体，优选在引物结合模板区域中包括

变体序列，无论何时，变体数据是可用的。可以从公共或私人来源获得变异数据库。变体数

据库的优选类型包括单个样本的变异。一种更为优选的变体数据库包括个体样本的单倍体

型变体。对此，千人基因组计划产生和发布了人类基因组的单倍体型变体数据库(G.McVean 

et  al.(2012)“An  integrated  map  of  genetic  variation  from  1，092  human  genomes”

Nature，491，56‑69)。另外，当单个样本的变体数据库不可用时，可以使用组合样本的变体

数据库。对此，dbSNP数据库从人类SNP数据库UCSC基因组浏览器中建立了138可用的组合的

变体数据库。

[0174] 引物结合模板区域的变体序列是从现有的最佳可用变体数据库中提取。在示范性

实施例中，目的区域中的变体序列是从人类千人基因组数据库中使用VCF工具提取。提取的

数据包括多于1000人的单倍体型的数据。在一些实施例中，所提取的数据被编译成等位基

因频率高于预定阈值的独特的单倍体型的列表。在一些实施例中，预定阈值至多10％，5％，

1％，0.5％或更低。在一些实施例中，编译的单倍体型数据格式化成变体等位基因1310，

1320，1330，1340，1350和1360，与引物结合模板的参考等位基因1300一致，如图13所示。这

些变体等位基因在设计特异性引物序列是有用的，满足了在一个给定的群体下，一定百分

比成功的需求。在另一个示例性实施例中，通过直接读取FASTA文件从dbSNP数据库提取目

的区域中变体序列。所提取的dbSNP序列1370与参考等位基因1300一致。在一些实施例中，

当用户提供的变体序列存在，变体序列如上所述以类似的方式编译。

[0175] 其次，描述参考引物结合模板序列。也就是去识别任何序列特征，这在单个扩增子

的起始与终止位置的确定期间将需要特殊考虑。在一些实施例中，该描述包括屏蔽

(masked)重复序列和同源部分的识别。单个参考引物结合模板序列内的屏蔽重复序列的位

置被提取，并在一个数据表中编译，以便后续使用。跨越单个参考引物结合模板序列以及单

个参考引物结合模板序列内的同源性的部分由比对确定。在一些实施例中，使用比对工具

如NIH的BLAST进行比对。在一些实施例中，所识别的同源部分的长度至少为50、75、100、

150、200、250、300、400、500或更多。在一些实施例中，所识别的同源部分的长度至少是捕获

区域的平均长度。在一些实施例中，捕获区域的平均长度是基于特定应用的要求通过引物

设计者预先确定。单个参考引物结合模板序列内的同源部分的位置在一个靶数据表中编

译，以便后续使用。

[0176] 步骤2的引物设计方法是设计引物序列，并计算引物对参考和变体靶等位基因的

结合特性。引物序列在预先确定组的参数指导下，经严格的热动力学计算得到。在一些实施

例中，每个特异性引物的结合部分的序列由相应的参考等位基因1300的序列确定。在一些

实施例中，一些特异性引物的结合部分的序列是由一些目的变体等位基因的序列(如图13

中的1310、1320、1330、1340、1350或1360)所确定。本发明的方法包括一些原理计算，可以单

独或组合使用来设计常规引物，Ω引物，任何其他形式的引物和/或杂交探针。

[0177] 在一个示范性实施例中，设计了常规特异性引物。如上述描述图3的部分，常规特

异性引物包括特异性区段341和通用区段342。通用区段是这个示例性实施例中的一个给定
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序列。下面是描述如何设计特异性区段的序列，以及如何评价其引发性能：1)固定引物的3’

位置在参考引物结合模板的预定位置；2)确定模板链；3)确定特异性区段的合适长度，它在

预定的模板浓度、引物浓度，缓冲盐(如Na+和Mg++)浓度，以及退火温度条件下，会产生与引

物杂交的足够的一部分模板；4)从预定的最小长度开始，提取给定链模板的互补序列，给定

的起始位置与给定的长度(在一些实施例中，最小长度至多为20个核苷酸，15个核苷酸，10

个核苷酸或更少)；5)将提取序列添加到通用区段的3’端以形成起始实验序列；6)计算实验

序列与模板序列之间的结合自由能ΔG。在一些实施例中，采用近邻法计算结合自由能(见

J.SantaLuciaJr.et  al.(2004)“The  thermodynamics  of  DNA  structural  motifs”Annu

.Rev.Biophys.Biomol.Struct.33：415‑440)。在一些实施例中，利用计算软件包如UNAFold

计算结合自由能((N.Markham  and  M.Zuker  (2008)UNAFold：software  for  nucleic  acid 

folding  and  hybridization .In  Keith，J .M .，editor，Bioinformatics，Volume 

II .Structure，Function  and  Applications，number  453  in  Methods  in  Molecular 

Biology，chapter  1，pages  3‑31.Humana  Press，Totowa，NJ.ISBN  978‑1‑60327‑428‑9)。

从自由能ΔG，模板的缔合分数fa(方程式7)是来自杂交平衡方程(方程式1和5)，质量平衡

方程(方程式2，3，4)与热动力学平衡常数方程(方程式6)。

[0178]

[0179]

[0180]

[0181]

[0182]

[0183]

[0184]

[0185] 在该方程式中，Ct，Cp，和Cc分别表示平衡状态下模板、引物、以及模板‑引物复合物

的浓度； 和 分别是起始模板和引物浓度；Ka是平衡常数；T是退火温度；R为理想气体

常数。方程式7是来源于假设方程式5和6中的起始模板浓度 明显小于起始引物浓度 得

到的。在一些实施例中，人们可以通过求解方程式5的二阶方程来获得fa的精确解。

[0186] 从方程式7得到fa值可与预定的阈值模板的缔合分数fa，thr相比。在一些实施例中

fa，thr至少是0.90，0.91，0.92，0.93，0.94，0.95，0.97，0.98，0.99或更多。在一些实施例中，

fa，thr是约从0.90到0.99，0.91到0.99，0.92到0.99，0.93到0.99，0.94到0.99，0.95到0.99，

0.97到0.99，0.98到0.99。如果fa小于fa，thr，特异性区段长度可以增加1或按预定的数量递

增，重复上述计算直到fa高于fa，thr。由此产生的序列是候选引物，将进行进一步的评估。

[0187] 本公开的方法，相对于现有技术确定引物长度的方法和工具做了显著的改进。在

所公开的方法中，在实际的退火或反应温度和反应组合物下，在计算被引物杂交的模板的
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分数的基础上确定引物的长度。引物的引发效率与计算的量成比例。相比之下，引物设计方

法和工具的情况决定了基于引物Tm的引物长度，Tm是核酸的质量属性，与实际反应温度无

关。在热动力学计算((J .SantaLucia  Jr .et  al .(2004)“The  thermodynamics  of  DNA 

structural  motifs”Annu.Rev.Biophys.Biomol.Struct.33：415‑440)中，Tm涉及焓和熵。Tm
与自由能不是单一的关系，这涉及到焓，熵和温度，Tm不能给出模板缔合分数fa的预测。按照

引物设计方法的经验法则，使用引物Tm以下5℃或以上3℃的退火温度，并不保证足够的或

可预测的引物‑模板结合。

[0188] 然后，进行计算以评估候选引物的引发性能。在一些实施例中，该评估包括对变体

等位基因的引物结合，引物3“端结合稳定性，以及折叠对引物结合的影响。来自候选引物的

参考等位基因和变体等位基因之间的杂交形成含有一个或多个非Watson‑Crick的基序或

错配的双链体，这通常导致结合自由能的增加，以及由此模板缔合分数降低(见方程式7)。

在一些实施例中，当存在单个变体等位基因，候选引物和所有单个可用的变体等位基因之

间的结合自由能ΔG采用上述的方法和工具进行计算，这包括含有错配的核酸双链体的热

力学计算。然后用方程式7计算相应的模板缔合分数fa的值。挑选最低fa值作为最坏情况下

候选引物的模板缔合分数fa，min。在一些实施例中，最坏的情况下，只有一个组合变体序列

(例如dbSNP数据库中的一个)是可用的，使用与计算单个变体等位基因同样的方法，根据组

合变体序列计算模板缔合分数fa，min。

[0189] 本发明公开的方法包括酶对核酸结合的影响有关的热动力学计算的考虑。按照使

用供应商提供的聚合酶进行PCR的惯例，引物退火温度通常按制造商建议的水平设置。对大

多数聚合酶，建议将退火温度设置为比引物Tm低5℃。然而，对于新一类聚合酶，包括

Phusion聚合酶和Q5聚合酶(都由NEB，Ipswich，MA提供)，建议将退火温度设置为比引物Tm
高3℃以上。这种公开的方法需要考虑影响聚合酶和相关蛋白对结合的热动力学计算。在一

些实施例中，聚合酶和相关蛋白对结合的影响被计算为一种等效盐。在示例性实施例中，根

据，在涉及Phusion聚合酶的反应混合物中的自由能的热动力学计算中额外添加75mM盐浓

度。在一些实施例中，通过在矩阵条件下测得的实验PCR产物产率的曲线拟合得到了聚合酶

和相蛋白的等效盐浓度。条件变量包括引物特异性区段长度和退火温度。在某些实施例中，

实验性PCR是接力PCR。在一些实施例中，使用UV熔解曲线法测定聚合酶对结合的效果

(J.SantaLucia(1998)“A  unified  view  of  polymer，dumbbell，and  oligonucleotide 

DNAnearest‑neighbor  thermodynamics”Proc.Natl.Acad.Sci.，95，1460‑1465)。

[0190] 在一些实施例中，通过候选引物和参考以及变体等位基因模板之间的结合自由能

的热动力学计算，进行了引物3’端结合稳定性的计算。在一些实施例中，引物3’端结合模板

的引物‑模板结合自由能使用常规最近邻热动力学计算。命名邻近引物的3′端或结合相应

模板的3’端的自由能ΔGclose。然后，对于从引物的3端开始的预定数量的碱基，或者直到达

到最小自由能，从叠加能量顺序地去除最近邻自由能来计算自由能(见(see页码418‑419 

of  J.SantaLucia  Jr.et  al.(2004)“The  thermodynamics  of  DNA  structural  motifs”

Annu.Rev.Biophys.Biomol.Struct.33：415‑440)。在一些实施例中，预定数量的碱基是至

少1，2，3或更多。因在碱基i处开放，故命名为自由能ΔGopen，i。方程式8显示引物3’碱基i处

打开和引物3’封闭的结合状态之间的平衡反应。ΔΔGi是两结合态之间的自由能差。只有

当它的3′端结合到相应的模板时，该引物在延伸反应中才是有活性的。如方程式12所示，有
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引物3’封闭的引物‑模板复合物的分数，这是来自于结合平衡方程式(方程式8和9)，质量平

衡方程式(方程式10)和热动力学平衡常数方程式(方程式11)。

[0191]

[0192]

[0193]

[0194]

[0195]

[0196] 在该方程式中，Copen，i和Cclosed分别表示引物3’碱基i处打开和引物3’′封闭的引

物‑模板复合物的平衡浓度；Cc是方程式2中表示的引物‑模板复合物浓度；Kclosed，i表示引物

3’碱基i处打开和引物3’封闭的结合状态的平衡常数；T是退火温度；R为理想气体常数。

[0197] 在一些实施例中，所涉及的一个或多个聚合酶有3’‑5’外切核酸酶活性，并且在引

物3′端的一个或多个错配可以在退火过程中去除。当PCR样品中含有一个或多个变体等位

基因时，可出现错配。在一些实施例中，所用聚合酶有3’到5’外切核酸酶活性，引物3’端结

合的稳定性是通过在引物的3′端具有至多1、2、3或多个核苷酸开放的引物‑模板复合物的

分数来测量的。计算的准确公式来自于热动力学的技术人员，并遵循本公开的指导。允许开

放的确切长度可由实验的特定的聚合酶和特定的退火条件包括退火时间来确定。

[0198] 所公开的方法，使得预测引物3’端结合稳定性的现有技术的方法和工具有了显著

改善。所公开的方法对于在实际反应条件下引物3′端结合其模板的分数提供了一种定量预

测。相比较而言，现有技术的引物设计方法和工具提供经验记分，惩罚3’端涉及长的A和T的

引物序列。在这方面，现有技术的方法是定性的，不提供定量预测的引物性能。

[0199] 图14说明了引物和模板折叠对引物模板结合的影响。该图显示了三个平行反应，

包括松弛引物P1401转变为折叠结构P’1402，松弛模板T1402转变为折叠结构T’1412和引物

P1401和模板T1402杂交为引物‑模板复合物PT  1420。Kpf、Kbf和Kpt分别为折叠和杂交反应的

平衡常数。在平衡状态下，三个反应用方程式13，14和15表示。质量平衡用方程式16和17表

示。三个反应的热动力学平衡常数用方程式18、19和20表示。

[0200]

[0201]

[0202]

[0203]

[0204]
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[0205]

[0206]

[0207]

[0208] 在该方程式中，Cp，Ct，Cp′和Ct′分别是在松弛和折叠状态的引物和模板的平衡浓

度；Cpt是杂交产物的平衡浓度； 和 分别是引物和模板的起始浓度；ΔGpf是特定区段

内引物的折叠自由能；ΔGtf是引发区段内模板的折叠自由能；T是退火温度；R为理想气体常

数。在一些实施例中，折叠自由能使用最近邻法计算(见J.SantaLucia  Jr.et  al.(2004)

“The  thermodynamics  ofDNA  structural  motifs”Annu.Rev.Biophys.Biomol.Struct.

33：415‑440)。在一些实施例中，折叠自由能使用计算软件包如UNAFold计算((N.Markham 

and  M .Zuker (2008) UNAFold：software  for  nucleic  acid  folding  and 

hybridization .In  Keith，J .M .，editor，Bioinformatics，Volume  II .Structure，

Function  and  Applications，number  453  in  Methods  in  Molecular  Biology，

chapter1，pages  3‑31.Humana  Press，Totowa，NJ.ISBN  978‑1‑60327‑428‑9)。在大多数应

用情况下，起始引物浓度是显着高于起始模板浓度，杂交产物的浓度总是小于起始模板浓

度，如方程式20中所示。结合方程式13到17和方程式21的应用条件，我们得到了方程式22的

fa，fold，显示的是在竞争性引物和模板折叠反应存在的情况下下，模板被引物杂交的分数。

[0209]

[0210]

[0211] 所公开的方法，对现有技术折叠对引物‑模板结合的影响的方法和工具进行了显

着的改善。所公开的方法提供了在竞争性引物和模板折叠反应存在的情况下，模板被引物

杂交的分数的定量预测。相比较而言，现有技术的引物设计方法和工具提供经验记分，惩罚

具有稳定折叠(负折叠自由能)的引物序列。在这方面，现有技术的方法是定性的，不提供定

量预测的引物性能。

[0212] 在一些实施例中，对参考以及所有可用的变体等位基因进行方程式13到22的计

算。挑选最低fa，fold，作为最坏的情况下候选引物的模板缔合分数。引物的性能是由最坏的

情况下的引发效率预测，该引发效率由方程式22的最低fa，fold和方程式12的最低fclose相乘

得到。在一些实施例中，为了节省计算时间，方程式22是适用于参考等位基因，方程式7和方

程式12适用于参考以及变体等位基因。引物的性能，根据方程式23计算，结合fa，fold，参考模

板缔合分数fa，ref，最坏的情况下模板缔合分数fa，min，和最坏的情况下引物3封闭的分数

fclose，min估测。这就完成了常规引物的设计和性能预测。

[0213]

[0214] 通过移动引物3’位置到参考引物结合模板上另一个预定的位置，重复下一个引物

设计和性能预测，直到完成所有预定位置的过程。在一些实施例中，以平铺(tiling)模式布

置所述预定位置。在一些实施例中，平铺的增量是参考引物结合模板上的1，2，3，4或多个核
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苷酸。在一些实施例中，平铺形成在参考引物结合模板的正、负链。在一些实施例中，在预定

位置设计的引物包括与预先确定的通用引物(通用引物1或通用引物2)的通用区段互补的

通用区段。在一些实施例中，设计了2组引物，每组覆盖所有预定位置，但一组包括与通用引

物1的通用区段互补的通用区段，其他组包括与通用引物2的通用区段互补的通用区段。

[0215] 如前所述，Ω引物包括5p臂，环和3p臂。环序列基本上由相应的通用引物3’区确

定，并提供作为预定参数的一部分。在一些实施例中，引物5p臂的功能是作为锚定引物提供

与模板序列的稳定结合，而3p臂检查结合的特异性，将环引入到延伸产物中。在示例性实施

例中，从3p臂开始设计引物。类似于常规引物设计，引物的3’位置固定在参考引物结合模板

的预定位置，3p臂初始轨迹长度的设置在一个预定值。在一些实施例中，预先确定的初始轨

迹长度为5、6、7、8、9或更多。为了计算，假设Ω引物通过5p臂已经结合到其模板。适当长度

的3p臂足以克服环的积极的自由能和具有足够的结合系数结合到其模板，这是理想的结

果。为方便起见，3p臂与模板的结合被称为3p臂关闭。3p臂开放和封闭的平衡反应如方程式

24所示，这是一级反应。方程式25示具有3p臂打开的引物‑模板复合物的自由能。末端自由

能ΔGterminal涉及5p臂3’末端的悬挂基序。ΔG5pArm，stack是5p臂的最邻近的叠加自由能。方程

式26示具有3p臂关闭的引物‑模板复合物的自由能。ΔGloop是环的自由能。ΔG3pArm，stack是3p

臂的最邻近的叠加自由能。方程式27示的是3p臂打开和关闭状态之间的自由能差。方程式

25、26和27中所涉及的所有基序的自由能计算由Santalucia详细描述(J .SantaLucia 

Jr.et al.(2004)“The thermodynamics of DNA structural motifs”Annu.Rev.Biophys

.Biomol.Struct.33：415‑440)。方程式28表示方程式24所示的反应的平衡条件。方程式29

是质量平衡方程式。方程式30表示方程式24所示反应的热动力学平衡常数。

[0216]

[0217] ΔG3pArm，open＝ΔGterminal+ΔG5pArm，stack 方程式25

[0218] ΔG3pArm，close＝ΔGloop+ΔG3pArm，stack+ΔG5pArm，stack 方程式26

[0219] ΔΔG＝ΔG3pArm，close‑ΔG3pArm，open＝ΔGloop+ΔG3pArm，stack‑‑ΔGterminal 方程式27

[0220]

[0221] Cpt＝C3pArm，open+C3pArm，close 方程式29

[0222]

[0223]

[0224] 在该方程式中，Cpt，C3pArm，close，和C3pArm，open分别表示引物‑模板复合物、3p臂关闭的

引物‑模板复合物和3p臂打开引物‑模板复合物的浓度；T是退火温度；R为理想气体常数。通

过结合方程式28，29和30，推导出方程式31，其表示具有3p臂结合到模板的Ω引物的分数。

[0225] 从方程式31得到的f3pArm，close值，然后与预定的阈值f3pArm，close，thr相比。在一些实施

例中，f3pArm，close，thr至少是0.90，0.91，0.92，0.93，0.94，0.95，0.97，0.98，0.99或更多。在一

些实施例中，fa，thr是约从0.90到0.99，0.91到0.99，0.92到0.99，0.93到0.99，0.94到0.99，

0.95到0.99，0.97到0.99，0.98到0.99。如果f3pArm，close比f3pArm，close，thr小，可以通过按照1或

预定递增数量来增加3p臂的长度，重复上述计算直到f3pArm，close接近f3pArm，close，thr。
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[0226] 接下来，确定5p臂长度。出于示范的目的，凸环(图1C中以122显示)用于我们的Ω

引物。在凸环的Ω结构，5p臂的3’端位置设置为紧靠近3p臂的5’端。出于计算目的，将5p臂

看作分离的结合序列。5p臂的长度以类似于常规引物特异性区段的长度得到。衍生的5p臂

满足产生预定阈值模板缔合分数的要求。在一些实施例中，该阈值是至少0.90，0.91，0.92，

0.93，0.94，0.95，0.97，0.98，0.99或更多。在一些实施例中，fa，thr是约从0.90到0.99，0.91

到0.99，0.92到0.99，0.93到0.99，0.94到0.99，0.95到0.99，0.97到0.99，0.98到0.99。通过

推导3p臂和5p臂加上预定环序列，我们有完整的候选Ω引物序列，用于进一步评估。

[0227] 本公开的一个显著的方面是设计具有宽容变体的引物，以实现对一般群体样品的

加强性能。在实施例中，将设计应用于Ω引物。宽容变体的Ω引物的3p臂以上述同样的方式

衍生而来。宽容变体的Ω引物5p臂通过对变体等位基因进行方程式1到7的迭代计算，增加

5p臂的长度直到阈值模板的缔合分数满足要求得到。这迫使5p臂长度增加从而保持与模板

充分结合，即使当引发区存在一个或多个变体。在一些实施例中，计算中使用预定的最大长

度以限制5p臂长度在限值内。在一些实施例中，预确定的最大长度至少为40、50、60或更多。

在一些实施例中，计算中包括的变体限于SNP变体。一般群体中的SNP变体的频率是目前所

有类型的变体中最高。宽容SNP的引物设计可以显著扩大基因组序列中引物放置的可用区

域。在一些实施例中，在常规或任何其他类型的引物或探针的设计中应用宽容变体引物的

原则。

[0228] Ω引物性能的预测类似于上述常规引物的预测。在一些实施例中，对Ω引物的3′

端结合稳定性的预测是利用方程式8至12进行的。这产生最坏情况下3’封闭引物分数

f3pClose，min。在一些实施例中，使用方程式13到22预测折叠对5p臂结合模板的影响。这就产生

了在折叠完成存在的情况下，结合5p臂的模板缔合分数fa，5pArm，fold。在一些实施例中，用方

程式1到7计算模板结合整个Ω引物的模板缔合分数fa，omega。在一些实施例中，用方程式13

到22进行预测折叠对模板结合整个Ω引物的影响fa，omega，fold。

[0229] 在一些实施例中，更多的考虑预测折叠对3p臂结合的影响。图15示意性地表示出

了3p臂结合到模板与折叠的竞争反应。在该示例性说明中，具有与模板1502结合的其5p臂

1503的Ω引物1501与折叠的模板1512、引物1521、折叠的引物1521、都折叠的引物1531和模

板1532、以及期望形式的结合模板1542的3p臂1545的亚稳态处于平衡。这些反应用4个独立

的平衡方程式32到35表示。质量平衡用方程式36表示。热动力学平衡常数由方程式37到40

提供。

[0230]

[0231]

[0232]

[0233]

[0234] Cpt＝Copen+Cfold，tpl+Cfold，prm+Cfold，both+Cbind 方程式36

[0235]
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[0236]

[0237]

[0238]

[0239]

[0240] 在该方程式中，Cpt，Copen，Cfold，tpl，Cfold，prm，Cfold，both，和Cbind分别表示5p臂结合到模

板的所有状态下引物‑模板复合物的浓度，非折叠状态下引物和模板打开状态的引物‑模板

复合物，模板折叠的引物‑模板复合物，引物折叠的引物‑模板复合物，模板和引物都折叠的

的引物‑模板复合物，3p臂结合到模板的引物‑模板复合物；ΔΔG3pArmClose表示当5p臂结合

到模板时，3p臂闭合和3P臂打开状态下自由能差值，该值由方程式27提供；T为退火温度；R

为理想气体常数。结合方程式32到36，衍生出方程式41，其表示在存在引物和模板折叠反应

竞争的情况下，具有3p臂结合到模板的Ω引物的分数。

[0241] 在一个实施例中，Ω引物性能由最坏的情况下结合5p臂的变体模板的模板缔合分

数fa，5pArm，min、结合5p臂的参考模板的模板缔合分数fa，5pArm，ref、最坏的情况下引物3’闭合的

分数f3pClose，min、存在折叠竞争情况下，结合5p臂的参考等位基因模板的模板缔合分数

fa，5pArm，fold，和在存在引物和模板折叠反应竞争的情况下，具有3p臂结合到模板的Ω引物分

数f3pArmClose，fold。方程式42为Ω引物性能的一个示范性的预测。

[0242]

[0243] 在一些实施例中，出于计算时间，计算精度、5p臂，3p臂和环区段功能的具体设计

和具体应用的考虑，与5p臂结合相关的模板缔合分数(fa，5pArm，min、fa，5pArm，ref和fa，5pArm，fold)

可以被相应的与整个Ω引物结合相关的模板缔合分数取代。有关整个Ω引物结合的模板缔

合分数的计算已在上面描述。

[0244] 通过移动引物3’位置到参考引物结合模板上另一个预定的位置上，可以重复下一

个Ω引物的设计和性能预测，直到完成所有预定位置的过程，方式与上述常规引物的描述

一样。

[0245] 在一些实施例中，其中特异性引物的制备包括PCR扩增，引物的性能预测，包括引

物(常规，Ω引物，以及其他类型)的PCR模板900，1000和1100的扩增效率。在一些实施例中，

计算模板侧翼区段901、905、1001、1003、1101、和1103中模板的折叠对PCR翻译中引发效率

的影响。在一些实施例中，使用方程式13到22进行计算。

[0246] 引物设计过程的步骤3至5寻找引物偏离靶的位置，并提供在偏离靶位置，引物延

伸效率的定量预测。在步骤3中，所有候选引物都与参考基因组数据库或任何序列数据库比

对，基本上代表候选引物将要被应用的样品中所涉及的完整DNA序列组。在某些实施例中，

使用BLAST或一个或多个BLAST衍生软件进行比对。为方便起见，比对结果被标记为命中。从

总命中中删除一个靶命中。靶向命中是引物被设计结合的序列位点。其余的命中是偏离靶

的命中。保存比对位置，查询序列的比对部分和主序列的比对部分，用于偏离靶的结合系数

计算使用。引物序列是比对的查询序列，和数据库序列是主序列。在一些实施例中，使用
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BLASTN。在一些实施例中，以这样一种方式设置BLAST，允许错配和空位。在一些实施例中，

BLAST空位开放、空位延伸、惩罚和奖励使用默认值。在一些实施例中，以这样一种方式设置

BLAST，允许错配和空位。在一些实施例中，使用合理的小BLAST字段长度(word_size)保证

偏离靶搜索的灵敏度。在一些实施例中，BLAST字段长度设置为6，7，8，9，10，11，12，13，14，

15或更多。该字段长度的选择是基于计算时间，可用计算机内存，和预期比对搜索灵敏度之

间的平衡。BLAST是最流行的和最基本的比对工具，它的使用是生物信息学的技术人员所熟

悉的。

[0247] 在一些实施例中，其中对Ω引物进行偏离靶的搜索，除了原始整个Ω引物序列的

对比外，增加了需要的比对操作。增加的比对捕获任何偏离靶的位点，该位点可以与Ω引物

杂交形成稳定的环结构。BLAST是局部比对工具，可能会错过涉及大空位的这种类型的位

点。在一些实施例中，通过与目的序列数据库比对组合的3p臂和5p臂序列形成额外的比对。

在比对结果中，当查询序列的比对部分包括5p臂和3p臂的连接，插入相应的环序列到查询

序列的比对部分连接，以产生恢复查询序列，并将相同环长度的空位插入到相应主序列的

比对部分位点的连接，以产生比对主序列。然后通过去除整个Ω引物比对结果和组合的5p

臂和3p臂序列比对结果之间多余的比对命中，编译比对结果。在一些实施例中，使用全局比

对工具对整个Ω引物序列的序列对和相应的扩大区域做两两比对。在一些实施例中，全局

比对工具是基于Needleman‑Wunsch算法编写(S.Needleman  el  al .(1970)″A  general 

method  applicable  to  the  search  for  similarities  in  the  amino  acid  sequence 

oftwo  proteins"Journal  of  Molecular  Biology  48，443‑53)。比对结果将有适当的空

位。

[0248] 引物设计的步骤4是构建引物/偏离靶的结合对序列，为计算结合系数做准备。通

过扩展查询序列和主序列比对部分两端预定数量的核苷酸来构造配对序列。在某些实施例

中，预定数量是0、1、2、3或更多。扩大比对部分的目的是在结合对序列两端产生突出端，这

样下面结合计算可以通过包括突出端叠加能量更准确地完成(J.SantaLucia  Jr.et  al .

(2004)“The  thermodynamics  of  DNA  structural  motifs”Annu.Rev.Biophys.Biomol.S

truct.33：415‑440)。

[0249] 引物设计的步骤5是计算引物/偏离靶的结合特性。使用上述与靶向模板与引物结

合相同的方法，计算引物和偏离靶序列之间的结合自由能。从自由能，我们在特异性引物退

火条件下使用方程式1到7得到偏离靶序列的结合系数。另一个重要的偏离靶结合特性是结

合区域末端和引物3’端之间的距离也被称为距离突出端长度。当突出端长度小于阈值长

度，认为偏离靶引物是可延伸的。在一些实施例中，通过所用的聚合酶确定阈值长度。在一

些实施例中，当聚合酶没有3’‑5’外切核酸酶活性，阈值的长度是0。在一些实施例中，当聚

合酶具有3’‑5’外切核酸酶活性，阈值的长度至少是0，1，2，3或者更多个核苷酸。在一些实

施例中，保存整组引物/偏离靶的结合特性，包括位置，结合系数和可延伸性，当结合系数超

过阈值结合系数值时使用。在一些实施例中，可延伸的偏离靶结合的阈值结合系数值是

0.05，0.01，0.005或更少。在一些实施例中，非可延伸的偏离靶结合的阈值结合系数的值是

0.75，0.5，0.25，0.1或更少。阈值结合系数的值是由所需的引物特异性，计算时间，计算机

内存大小，和计算机存储大小来确定。

[0250] 引物设计的步骤6是计算候选特异性引物和通用引物之间的交叉杂交结合。在一
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些实施例中，通用引物与所有候选引物比对。然后，比对的结果以步骤5中所描述的相同方

式被用来计算结合系数。在一些实施例中，交叉杂交自由能使用计算软件包如UNAFold计算

(N.Markham  and  M.Zuker  (2008)UNAFold：software  for  nucleic  acid  folding  and 

hybridization .In  Keith，J .M .，editor，Bioinformatics，Volume  II .Structure，

Function  and  Applications，number  453  in  Methods  in  Molecular  Biology，chapter 

1，pages  3‑31.Humana  Press，Totowa，NJ.ISBN  978‑1‑60327‑428‑9)。对于大多数应用，每

个特异性引物的浓度显著小于通用引物的浓度，并且结合系数是通用引物结合杂交的特异

性引物的分数。应检查特异性引物和通用引物的引物延伸性。如果可延伸的引物被发现，进

一步检查是否延伸产物可以由一个或两个通用引物扩增。如果延伸产物是由通用引物从常

规引物的特异性区段或从Ω引物的3p臂区段延伸产生，那么这个延伸产物是可扩增的。当

结合系数超过阈值结合系数值时，记录候选引物的结合系数、延伸性、和可扩增性。在一些

实施例中，非可延伸的交叉杂交结合的阈值结合系数的值是0.25，0.2，0.1或更少。在一些

实施例中，可延伸但不可扩增的交叉杂交结合的阈值结合系数值是0.2，0.1，0.05或更少。

在一些实施例中，可延伸和可扩增的交叉杂交结合的阈值结合系数的值为10‑5、10‑6、10‑7、

10‑8或更少。通过保持合理高部分的用于特异性引发用途的特异性引物的考虑来确定非可

扩增的交叉杂交结合的阈值结合系数。可扩增的交叉杂交结合的阈值结合系数值是通过考

虑特异性引物和接力PCR模板之间的浓度比确定。目标是保持引物二聚体产物的水平低于

模板扩增的水平。作为示例性的例子，假设模板浓度为1fM和特异性引物浓度是10pM；可扩

增交叉杂交结合的结合系数为10‑5会产生约0.1fM引物与引物延伸产物，并会与模板平行扩

增。最终，约10％的PCR产物为引物‑引物二聚体。当单独候选特异性引物真正被选择时，在

计算过程的步骤9中进行特异性引物中交叉杂交结合的计算。

[0251] 引物设计的步骤7是计算所有候选引物的记分。在一些实施例中，除了定量计算步

骤2中导出的引发效率外，我们使用几个质量记分来指导从候选引物群中选择最终的引物。

在示范性实施例中，质量记分公式化以有利于引物GC含量偏向于0.4和0.6之间，以阻止引

物长度超过90，有利于在参考等位基因对比最坏情况下变体等位基因上所获得的高比率的

引物长度，以阻止偏离靶的结合，并阻止特异性引物和通用引物之间的交叉杂交结合。以前

步骤的计算已经产生了记分计算所需的参数。已经计算的参数包括引物长度、参考等位基

因模板的引物长度，最坏情况下变体等位基因模板的引物长度，可延伸和不可延伸的偏离

靶结合的结合系数，不可延伸的结合系数，可延伸但不可扩增的结合系数，以及候选特异性

引物和通用引物之间可扩增的交叉杂交的结合。记分公式使用线性，非线性，成比例，成反

比例，和某些类型的分布曲线，这是做控制，自动化，和传统的PCR引物设计的技术人员所熟

悉的。在示范性的实施例中，所有的记分都有最大值1和最小值的0，1是最好的，0是最差的。

按照方程式式43，把所有的单个记分结合成一个单一的记分，来表示引物的整体质量。

[0252]

[0253] 在该方程式中，Si是单个记分，包括GC含量，引物长度，参考等位基因与最坏情况

下变体等位基因的引物长度比率，特异性引物与通用引物之间的偏离靶结合和交叉杂交结

合。在该方程式中，wi是记分Si的权重因子。权重因子是一个按经验确定的数，用于调整单个

记分在确定整体质量记分的相对重要性。权重因子通常具有最小值0。

[0254] 引物设计的步骤8是建立候选捕获区域的列表。该列表包括捕获区域的起始和终
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止位置，同时每个候选捕获区域具有特异性引物1和特异性引物2。候选捕获区域的目的是

用丰富的特异性引物1和特异性引物2的组合，提供所需靶区域的全部覆盖，这样可以通过

选择最佳可能的特异性引物1和特异性引物2的组合，最终选择出捕获区域。“候选捕获区

域”和“捕获区域”可互换地使用。在一些实施例中，以平铺(tiling)模式设置捕获区域。在

一些实施例中，捕获区域的长度是预先确定的。在一些实施例中，根据应用确定预定区域长

度。在示例性实施例中，所捕获的序列用于高通量测序。根据测序读长，确定捕获区域的长

度。测序读长是测序仪器单次读取通道报告的核苷酸的数量。作为示例性的例子，测序运行

包括2个通道，每个通道读长为150nt(核苷酸)。两个通道从相反的两端读取靶序列。总测序

长度为300个核苷酸。然后，为了读取整个捕获区域，在2次读取通道之间有一定的重叠，280

个核苷酸可以被选择作为最大捕获区域长度。为选择最佳可能的特异性引物，在该区域长

度上保持一定的灵活性是非常有用的。140个核苷酸被选为最小捕获区域长度。处理超过最

大捕获区域长度的长重复屏蔽部分的情况能力也很有用。重复屏蔽序列往往可以有非常大

的数量发生在基因组中，并常常被引物设计所屏蔽。为了充分覆盖所需靶区域，当平铺过程

运行到重复屏蔽区域，扩展最大捕获区域长度。为了示例性目的，我们设置了扩展的最大捕

获区域长度在600。

[0255] 在一些实施例中，靶的平铺过程从挑选正链最左(或最低位置)的候选特异性引物

1开始，然后选择位于最小捕获区域长度上游的负链的候选特异性引物2。确保所需靶区域

中至少有一部分是在两个特异性引物之间。候选扩增子从候选捕获序列的PCR扩增产生。候

选的扩增子的质量记分是两特异性引物的质量记分的产物。在一些实施例中，计算包括但

不限于GC含量、折叠自由能和候选捕获区域长度的其它质量记分。通过上述步骤7的下面的

教导，可以得出以分数公式。扩增子的整体质量记分计算与方程式43相同。添加捕获区域的

开始和终止位置，特异性引物1和特异性引物2的信息，和候选捕获区域列表的扩增子记分。

重复上述过程，不断增加捕获区域长度，直到达到最大捕获区域长度。在一些实施例中，增

量为1、2、3、4、或更多。然后从下一个正链的最左的候选特异性引物1开始，重复上述过程，

直到平铺达到最右的可用候选特异性引物。在一些实施例中，进行平铺附加轮循环是从正

链最左边的候选特异性引物2，负链特异性引物1和负链特异性引物2开始，每个引物与相对

链的其它特异性引物相匹配。

[0256] 引物设计的步骤9是选择扩增子序列覆盖所有所需的靶序列。在这部分的计算中，

扩增子，包括相应的特异性引物的最后选择是在候选捕获区域列表上的所有可用候选扩增

子中进行。在一些实施例中，最后的扩增子以平铺的方式被选择。在一些实施例中，平铺过

程被应用于一次一个靶序列。

[0257] 在一些实施例中，靶序列的平铺选择开始于覆盖靶序列的起始位置的候选扩增子

组。在该组中，按上述步骤6相同的方式，计算候选特异性引物对和每个候选特异性引物自

身之间的交叉杂交结合。以上述步骤7中所描述的相同的方式计算交叉杂交结合的记分。

[0258] 下一步，通过候选特异性引物对偏离靶的序列的捕获进行预测。这是通过查找步

骤5中的引物/偏离靶结合特性的数据，并决定是否有可测量的偏离靶序列可以通过候选特

异性引物捕获来完成的。当在相同的毗连序列上都有可延伸的偏离靶结合位点的两个特异

性引物有位于相对链上彼此面对的3’端时，并彼此足够接近时，他们会产生偏离靶序列。这

方面的考虑包括单个特异性引物具有2个或更多个偏离靶结合位点。在一些实施例中，仅当
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偏离靶结合位点之间的距离低于阈值距离时才考虑偏离靶捕获。在一些实施例中，阈值距

离是最多100000，10000，1000或更少。偏离靶产物的相对浓度从两偏离靶结合位点的结合

系数产物预测。基于偏离靶产物的相对浓度计算候选扩增子(这是与候选引物相关)的偏离

靶记分。在一些实施例中，偏离靶记分被公式化成与偏离靶产物的相对浓度成反比，其记分

范围从0到1。

[0259] 由原始质量记分乘以交叉杂交结合记分和偏离靶记分来修改相应扩增子的质量

记分。然后，选择具有最高的质量记分的扩增子，作为第一平铺。如果选定的扩增子覆盖靶

序列的终止位置，靶序列的选择完成。如果选定的扩增子没有覆盖靶序列的终止位置，继续

进行下一个平铺。

[0260] 在一个优选实施例中，相邻的平铺在接合处的一些长度重叠。在一些实施例中，重

叠长度至少为1、2、5、10、15、或更多个核苷酸。在一些实施例中，作为输入参数的一部分，预

先确定最小重叠长度和最大重叠长度。在一些实施例中，最小重叠长度至少为1、2、5或更多

个核苷酸。在一些实施例中，最大重叠长度至少是10，20，30或更多个核苷酸。在一些实施例

中，为了避免相邻平铺之间捕获反应(图3、4A、4B、5的第1轮循环和第2轮循环)的干扰，相邻

平铺的接力PCR反应在单独的PCR管中进行。在一些实施例中，两个PCR管用于一套完整的靶

序列的捕获和扩增，每个管包含用于平铺中每一个其他成员的特异性引物。保存第一平铺

扩增子的引物信息到管1引物列表。第二平铺选自候选扩增子组，其在第一平铺的捕获区域

的终止位置减去最大重叠长度再减去最小重叠长度范围内有捕获区域开始位置。从这个组

中，以上面描述第一平铺同样的方法挑选第二平铺扩增子。保存第二平铺扩增子的引物信

息到管2引物列表。如果选定的扩增子覆盖靶序列的终止位置，靶序列的选择完成；如果选

定的扩增子没有覆盖靶序列的终止位置，继续进行下一个平铺，直到达到靶序列的末端。

[0261] 当引物已经存在于管1或管2时，预先存在的引物需要被包含在特异性引物交叉杂

交结合和偏离靶捕获的计算中。例如，如果按上述过程继续第三平铺，新选择的引物将放置

在管1。两种特异性引物交叉杂交结合和偏离靶捕获的计算将包括新的特异性引物对，每个

新的特异性引物与自身，和每个新的特异性引物与管1中已有的每个引物之间的结合。

[0262] 在一些实施例中，对含有长同源部分的靶序列的平铺选择进行特殊的考虑。如上

所述，在步骤1中已识别了长的同源部分，并在靶数据表中提供信息。在一些实施例中，基于

同源部分的一个拷贝选择扩增子，相应的特异性引物用于所有同源部分。这样可以避免了

从不同位点，而本质上相同的靶序列复制和/或冲突引物的潜在问题。

[0263] 显然，在上述教导的指引下，对所公开的计算方法进行许多修改和变化是可能的。

例如，在一些实施例中，总是去除低质量的引物，以减少以后步骤的计算时间。

[0264] 应用

[0265] 除了上述靶富集用于大规模平行测序，本发明可以有利地用于各种其他应用中。

在一些实施例中，该Ω引物与接力PCR组合有利地用于实时PCR。每个反应中使用了一对特

异性引物和一对通用引物。热循环过程期间，在前两轮循环中，特异性Ω引物高特异性和高

效率地筛选靶部分。在剩下轮的循环中，通用引物对靶进行扩增。这种方法的优点是无论靶

序列是什么，都在扩增循环中使用一对表征很好地的通用引物。期望对靶序列变异的测量

依赖性比常规实时PCR减少，在实时PCR中特异性引物负责所有扩增循环。传统方法中成指

数地扩大了由于不同特异性引物设计引起的扩增产率差异。通过使用接力PCR，由于不同的

说　明　书 42/61 页

44

CN 111100912 B

44



特异性引物设计而产生的扩增产率差异被消除。在一些实施例中，常规的特异性引物与接

力PCR的组合被应用于实时PCR。

[0266] 在一些实施例中，使用接力PCR制备阵列检测用的样品。每个接力PCR反应中都采

用了多个特异性引物和一对通用引物。在一些实施例中，至少有一种通用引物附着有荧光

染料，包括但不限于Cy3，Cy5，Alexa3，Alexa5，FTIC和FAM(这里添加更多)。在一些实施例

中，至少有一种通用引物连接有共轭配体，包括但不限于生物素，NHS，NH2和CHO。荧光染料

和配体这里被称为标记。一个或多个标记可以连接到引物分子的一个或多个核苷酸上。标

记连接的引物被称为标记引物。在一些实施例中，一对通用引物由一个未标记引物和一个

标记引物组成。在一些实施例中，标记引物的浓度高于未标记引物的浓度。标记和未标记引

物的摩尔浓度比为至少1，2，5，10或更大。在一些实施例中，使用两轮PCR反应来产生标记的

靶样品。在第一轮中，进行接力PCR。用多个特异性引物和一对未标记的通用引物。第一轮

PCR产物可选择性地被纯化，以除去残留的引物和酶，并保留双链PCR产物。第二轮是单链

PCR反应，涉及一个标记的通用引物和等量的第一轮PCR产物或纯化的第一轮PCR产物。在一

些实施例中，该等量至少是第一轮PCR产物的总体积的1/1000，1/500，1/200，1/100，1/50，

1/20，1/10或更多。

[0267] 在一些实施例中，该组合物包括可扩增短串联重复序列，单核苷酸多态性，基因，

外显子，编码区，外显子组，或其它部分的一个或多个靶特异性引物对。在一些实施例中，模

板是由RNA样品合成的cDNA。

[0268] 因此，在一些实施例中，提供了寡核苷酸引物，其包含具有3’端和5’端的3p臂，环

部分和具有3’端和5’端的5p臂，其中5p臂杂交DNA模板，3p臂杂交DNA模板和提供聚合酶延

伸的序列特异性，环部分位于5p臂和3p臂之间，不与DNA模板结合。在一些实施例中，DNA模

板基本上与5p臂和3p臂互补。在一些实施例中，5p臂是10到100个核苷酸的长度，如25到60

个核苷酸；和/或3p臂的长度是6到60个核苷酸，如10到20个核苷酸；和/或环部分是12到50

个核苷酸的长度，如15到40个核苷酸。在一些实施例中，当结合到DNA模板时，3p臂的5’端和

5p臂的3’端彼此邻近。在一些实施例中，当与DNA模板杂交时，5p臂比3p臂具有较高的结合

能(如两或三倍高)。在一些实施例中，该引物包括凸环、发夹环和/或内环。

[0269] 在一些实施例中，该公开提供了一种用于检测使用的杂交结构，包括探针和靶，其

中杂交结构具有一个或多个单链环和2个或多个双链体区段，其中每个环路位于双链区段

之间。在一些实施例中，该单链环在探针中，包括一个或多个非核苷酸部分。在一些实施例

中，该探针包括间隔区。在一些实施例中，杂交结构用于聚合酶延伸。在一些实施例中，杂交

结构用于杂交检测。在一些实施例中，环包含12到50个核苷酸。

[0270] 在一些实施例中，提供用于扩增靶核酸的方法。在一些实施例中，该方法包括提供

第一特异性引物，第一通用引物，第二通用引物，侧翼的靶片段，聚合酶和核苷酸；进行靶筛

选，包括一轮第一热循环程序，该程序包括变性步骤、退火步骤和延伸步骤；以及进行扩增，

其包括两轮或多轮第二热循环程序，该程序包括变性步骤、退火步骤和延伸步骤，从而扩增

靶核酸。在一些实施例中，该方法包括提供第一特异性引物，第二特异性引物，第一通用引

物，第二通用引物，靶核酸，聚合酶和核苷酸；进行靶筛选，包括两轮第一热循环程序，该程

序包括变性步骤、退火步骤和延伸步骤；以及进行扩增，包括两轮或多轮第二循环程序，该

程序包括变性步骤、退火步骤和延伸步骤，从而扩增靶核酸。在这些方法的一些实施例中，
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第一特异性引物有3’端和5’端，其中3’端含有第一序列特异性区段和5’端包含第一通用区

段；和/或第二特异引物有3’端和5’端，其中，3’端含有第二序列特异性区段和5’端包含第

二通用区段；和/或第一和第二特异性引物的浓度低于第一和第二通用引物500倍，和/或第

一和第二特异性引物的浓度约约从0.0001nM到5nM；和/或第一和第二通用引物的浓度约从

200nM到5000nM；和/或第一和第二特异性引物的浓度小于lnM；和/或第一和第二通用引物

的浓度大于200nM；和/或第一个特异性引物是Ω引物，并且其中第二个特异性引物是Ω引

物；和/或第一热循环程序的退火时间约从30分钟到4小时；和/或第一热循环程序的退火温

度约从60℃至75℃；和/或第一热循环程序的退火温度约从60℃至72℃；和/或第一热循环

程序的退火温度约从65℃至72℃；和/或第二热循环程序有从10‑50个循环，如20‑40个循

环，和/或退火温度在聚合酶的聚合酶活性的峰值10℃以内；和/或聚合酶是无链置换活性

和5’‑3’核酸酶活性的聚合酶；和/或聚合酶选自下列组：Phusion热启动Flex  DNA聚合酶和

热启动高保真DNA聚合酶。

[0271] 在一些实施例中，提供用于扩增2个或多个不同靶核酸的方法。在一些实施例中，

该方法包括提供一套特异性引物对，其中每对包括针对特定靶核酸的第一和第二特异性引

物，第一通用引物，第二通用引物和一套靶核酸，聚合酶和核苷酸；进行两轮第一热循环程

序，该程序包括变性步骤，退火步骤和延伸步骤；进行两轮或多轮第二热循环程序，该程序

包括变性步骤、退火步骤和延伸步骤，从而扩增靶核酸。在一些这样的实施例中，第一和第

二特异性引物的浓度低于第一和第二通用引物500倍，和/或第一和第二特异性引物的浓度

约从0.0001nM到5nM；和/或第一和第二通用引物的浓度约约从200nM到5000nM；和/或第一

和第二特异性引物的浓度小于1nM；和/或第一和第二通用引物的浓度大于500nM；和/或第

一循环程序的退火时间约从30分钟到4小时，和/或第一和第二特异性引物是Ω引物或第一

和第二特异性引物是常规特异性引物。

[0272] 在一些实施例中，提供用于纯化PCR产物的方法。在一些实施例中，该方法包括向

PCR反应混合物添加组分，该组分包含靶序列、第一通用引物和第二通用引物，DNA片段、聚

合酶、PCR缓冲液，其中靶序列侧翼有引发片段，其与第一通用引物和第二通用引物是相同

或互补的，不包含引发区段的片段，以及第二通用引物包括引发区段、修饰基因区段和标记

段；探针接枝珠，其中探针具有与标记区段的序列基本上互补的序列，和便于通过杂交通过

珠捕获PCR产物。在这种方法的一些实施例中，修饰基因区段选自下列群组：一个或更多的

C3烷基间隔区，一个或多个乙二醇间隔区，一个或多个光裂解的间隔区，一个或多个1’，2’‑

双脱氧核糖、一个或多个脱氧尿苷或它们的组合。在一些实施例中，标记段包括至少一个结

合部分。在一些实施例中，结合部分可以是生物素。在一些实施例中，标记区段可以包含寡

核苷酸和结合部分。在一些实施例中，结合部分可连接到标记区段寡核苷酸的5′端。

[0273] 在一些实施例中，提供用于产生表面簇的方法。在一些实施例中，该方法可包括用

第一通用引物和第二通用引物扩增靶序列，其中第一通用引物包括引发区段和第二通用引

物包括引发区段，修饰基因区段和标记区段，以产生包含单链标记的PCR产物，其中，PCR产

物包括第一和第二链，其中第二链连接到单链标记；提供基底，所述基底包括探针、第一表

面引物，第二表面引物；将PCR产物和引导应用到基底上，使得PCR产物、引导与探针杂交，以

在基底表面上上产生PCR产物/引导/探针复合物；连接PCR产物与探针从而耦合PCR产物；冲

洗基底去除PCR产物的第一链；以及延伸第一表面引物和第二表面引物，从而形成表面簇。
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在一些这样的实施例中，探针，第一表面引物，以及第二表面引物附着于基底。在一些实施

例中，探针、第一表面引物和第二表面引物还包括间隔区，通过该间隔区，该探针、第一表面

引物以及第二表面引物可连接到基底表面。

[0274] 在本文所述方法的一些实施例中，通用引物可含有尾区段和通用区段；和/或特异

性引物具有特异性区段和通用区段。在一些实施例中，这里描述的引物可以有通用区段和

特异性区段，其中特异性区段是由3p臂5p臂组成，其中环是由通用区段组成。

[0275] 在一些实施例中，提供了一种设计PCR引物的方法。在一些实施例中，该方法可包

括确定引物长度，以产生足够的模板缔合系数；确定引物3’端结合系数；确定折叠效应存在

情况下模板缔合系数；通过结合变体等位基因的缔合系数确定引发效率。

[0276] 为了更好地了解本发明和其许多优点，将通过下面的实施例以示例的方式给出。

实施例

[0277] 实施例I——常规和接力PCR的比较

[0278] λDNA(来自NEB，lpswich，MA)作为模板，设计两个常规特异性引物和两个通用引

物，使用Phusion  Hot  Start  Flex聚合酶MasterMix(来自NEB，lpswich，MA)。下面列出各个

反应混合物的组分。管1中的反应是常规PCR。管2和3中反应是利用不同特异性引物浓度的

接力PCR反应。

[0279] 表1：反应混合物组分

[0280]   单位 管1 管2 管3

特异性引物(λPrm1和λPrm2) nM(每种引物) 500 5 0.5

通用引物(comPrm1和comPrm2) nM(每种引物)   500 500

λDNA模板 fM 10 10 10

Phusion  Hot  Start  Flex  2×Master  Mix X 1 1 1

总体积 μL 25 25 25

[0281] 热循环反应在热循环仪DNA  Engine  Tetrad(来自Bio‑Rad，Hercules，CA)中进行。

管1中的常规PCR使用的温度程序如下表。

[0282] 表2：PCR温度程序

[0283]   步骤 温度(℃) 时间

活化 1 98 30秒

变性 2 98 15秒

退火 3 60 30秒

延伸 4 72 30秒

转到2，1个循环 5    

变性 6 98 15秒

延伸 7 72 30秒

转到6，25个循环 8    

延伸 9 72 10分钟

保持 10 4 永远

[0284] 管2和3中的接力PCR反应温度程序如下表。
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[0285] 表3：接力PCR温度程序

[0286]

[0287]

[0288] 特异和通用引物序列如下表。所有实验中用到的寡核苷酸序列由LC  Sciences，

Houston，TX提供。除了特别描述的，所有寡核苷酸序列使用传统合成方法在CPG(可控孔径

的玻璃)基板(L .J .McBride  et  al .(1983)““An  investigation  of  several 

d e o x y n u c l e o s i d e  p h o s p h o r a m i d i t e s  u s e f u l  f o r  s y n t h e s i z i n g 

deoxyoligonucleofides”Tetrahedron  Letters，24：245248)上合成。

[0289] 表4：引物序列列表

[0290]

[0291] PCR产物利用3％琼脂糖凝胶电泳分析。琼脂糖凝胶通过1.2g琼脂糖溶解在40mL1

×TAE中，根据琼脂糖制造商的说明转化为凝胶厚板(Grand  Island，NY)来制备。12×7‑mm

梳子用于制造加样孔。凝胶加样，来自每个PCR产物管(25μL)的1μL  PCR产物溶液与1μL  6×

蓝色凝胶加样缓冲液和4μL  TAE在PCR管中混合。混合物充分混合，旋转，加样到凝胶加样孔

中。70V电泳1小时20分钟。这种凝胶厚板按照生产商说明用SYBR  Gold染色(Grand  Island，

NY)。图16是实验的琼脂糖凝胶电泳图像。泳道1‑3对应的管是1‑3产物。泳道L是50bp的序列

梯走胶。在所有三个管中都能获得预期大小的PCR产物。

[0292] 管1中的常规PCR包括两种特异性引物和219bp的预期产物大小。在这个反应中，两
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种常规引物浓度为500nM，退火时间30sec足以产生预期量的预期产物，如在图16的泳道1中

显示。在最开始的两个循环中，60℃的退火温度由特异性引物的靶特异性部分的Tm确定。在

剩余的循环中，使用在72℃的组合的退火延伸步骤。温度是由整体特异性引物的Tm值确定

的。

[0293] 在管2和3中的多接力PCR包括两个特异性引物和两个通用引物。预期产物大小为

290bp。管2和管3中使用特异性引物的浓度分别为5nM和0.5nM低浓度。在开始的两个循环中

使用超长的1小时的延长退火时间，从而允许低浓度特异性引物和相应模板的杂交。在最开

始的两个循环中，60℃的退火温度由特异性引物的靶特异性部分确定。设计循环3和4是为

了添加通用引物侧翼到循环1和2产生的靶序列。循环3和4的60℃的退火温度由通用引物的

通用区段的Tm值确定。在剩余的循环中，在72℃使用结合的退火延伸步骤。温度是由整体通

用引物的Tm值确定。在这个反应中，使用常规通用引物浓度为500nM。从循环3到最后的循环

使用30sec的短退火时间用于扩增。在图14的泳道2和3中显示凝胶电泳图像中观察到的预

期量的预期产物。

[0294] 同时也进行了对照试验，第一个对照试验包括两种分别500nM的通用引物

(comPrm1和comPrm2)，λDNA  10fM以及Phusion  Hot  Start  Flex聚合酶Master  Mix(来自于

NEB，Ipswich，MA)。第二个对照试验包括两个分别50nM的特异性引物(λPrml和λPrm2)，两个

分别500nM的通用引物(comPrml和comPrm2)，没有λDNA和Phusion  Hot  Start  Flex聚合酶

Master  Mix(来自于NEB，Ipswich，MA)。两组对照实验使用如上所示接力PCR温度程序进行。

在两个反应中都没有观察到产物。

[0295] 实施例II——接力PCR利用Ω引物扩增人类基因组DNA

[0296] 人类DNA用作模板，使用两个常规的特异性引物和两个通用引物，Phusion  Hot 

Start  Flex聚合酶MasterMix(来自于NEB，Ipswich，MA)被利用。六对特异性引物用于分别

扩增六个靶序列。一对通用引物结合每对特异性引物使用。加上一个非特异性引物对照的

总共六个扩增反应分别在六管中进行。反应混合物的组分如下所示。

[0297] 表5：反应混合物的组分

[0298]  单位 管6 管7

特异性引物(specPrm1和specPrm2) nM(每种引物) 1  

通用引物(comPrml和comPrm2) nM(每种引物) 500 500

人类基因组DNA模板 fM 2 2

Phusion  Hot  Start  Flex  2×Master  Mix X 1 1

总体积 μL 25 25

[0299] 热循环反应利用以下的温度程序在热循环仪DNA  Engine  Tetrad(来自Bio‑Rad，

Hercules，CA)中进行。

[0300] 表6：接力PCR温度程序

[0301]   步骤 温度(℃) 时间

活化 1 98 5分钟

变性 2 98 15秒

特异性引物退火 3 65 2小时

延伸1 4 68 120秒
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延伸2 5 72 120秒

转到2，1个循环 6    

变性 7 98 15秒

起始通用引物退火 8 60 30秒

延伸1 9 68 120秒

延伸2 10 72 120秒

转到7，1个循环 11    

变性 12 98 15秒

延伸1 13 68 120秒

延伸2 14 72 120秒

转到12，25个循环 15    

延伸 16 72 10分钟

保持 17 4 永远

[0302] 特异性引物序列信息如下表：

[0303] 表7：特异性引物序列信息

[0304] 索引 引物名称 反应管 靶染色体 靶链 引物链 靶起始/终止 靶长度 扩增子长度

1 TP53_31_59_tile03_O1 1 chr17 + ‑ 7578615    

2 TP533_1_59_tile03_O2 1 chr17 + + 7578439 176 293

3 TP53_31_59_tile01_O1 2 chr17 + ‑ 7578353    

4 TP53_31_59_tile01_O2 2 chr17 + + 7578162 191 308

5 PIK3CA12_tile01_O1 3 chr3 + ‑ 178938982    

6 PIK3CA12_tile01_O2 3 chr3 + + 178938809 173 290

7 KRAS1_tile01_O1 4 chr12 ‑ + 25378405    

8 KRAS1_tile01_O2 4 chr12 ‑ ‑ 25378595 190 307

9 APC1_tile01_O1 5 chr5 ‑ + 112173871    

10 APC1_tile01_O2 5 chr5 ‑ ‑ 112174042 171 288

11 APC2_tile01_O1 6 chr5 ‑ + 112174557    

12 APC2_tile01_O2 6 chr5 ‑ ‑ 112174730 173 290

[0305] 表8：引物序列列表

说　明　书 48/61 页

50

CN 111100912 B

50



[0306]

[0307] 使用的通用引物与实验I中相同。PCR产物分析采用与实验I中相同的琼脂糖凝胶

电泳方法。图16就是凝胶图。泳道1到泳道6分别是六个单独PCR反应对应的产物。泳道7是非

特异性引物对照走胶结果。泳道L是DNA序列梯用来显示对应标准参照物的大小(碱基对或

bp)。在六个管中都获得了预期大小的PCR产物。下表显示产物条带在凝胶图上的相对信号。

这个相对信号的标准偏差是0.191。利用 分析软件(来自MediaCybemetics，

Rockville，MD)提取凝胶图像中的凝胶信号值。相对信号是提取信号除以信号值得到。在泳

道7的非特异性引物实验中没有检测到PCR产物。

[0308] 表9：产物条带的相对信号

[0309]

[0310] 实施例III——多重PCR在一个管中扩增实施例II的所有六个靶

[0311] 与实施例II中同样的六对Ω引物和一对通用引物被使用，反应混合物的组分如下

表。

[0312] 表10：反应混合物组分

[0313]   单位 管1

特异性引物(12个引物) nM(每种引物) 1

通用引物(comPrml，comPrm2) nM(每种引物) 500
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人类基因组DNA模板 fM 2

Phusion  Hot  Start  Flex  2×Master  Mix X 1

总体积 μL 25

[0314] 热循环反应利用以下的温度程序在热循环仪DNA  Engine  Tetrad(来自Bio‑Rad，

Hercules，CA)中进行。

[0315] 表11：接力PCR温度程序

[0316]

[0317]

[0318] PCR产物分析采用与实验I中相同的琼脂糖凝胶电泳方法。图18就是凝胶图。泳道1

是多重PCR的产物。泳道L是DNA梯序列用来显示对应标准参照物的大小(碱基对或bp)。PCR

产物的大小分布在预期的288到308bp。多重PCR产物使用HiSeq  2000(来自Illumina，San 

Diego，CA)通过平行测序分析。所有六个预期扩增子都生成了测序读取。下表显示每个靶序

列的扩增子的读取数分布。在表中，读取分数通过每个目标序列的读取数除以总读取数来

计算。相对读取分数通过读取分数除以读取分数的平均值来计算。所有6个扩增子都有平均

读取数的20％以上的读取数。相对读取分数的标准偏差是0.512。图18B是6个预期扩增子的

测序读取数分布的散布图。

[0319] 表12：测序得到的每个扩增子的读取数分布
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[0320]

[0321] 实施例IV——利用Ω引物的多重PCR在一管中扩增44个靶

[0322] 在一个反应管中进行利用Ω引物的多重接力PCR，以捕获和扩增人类基因组DNA中

44个靶。PCR产物的扩增子分布通过HiSeq  2000(来自Illumina，San  Diego，CA)测序仪测序

来获得。根据公开的引物设计和计算方法，88个Ω引物被设计用来捕获人类基因组的44个

特异性靶区域。基因组组装版本GRCh37/hg19用于靶/引物设计。在下面表中列出了捕获区

域的信息。在表中，我们称包括Ω引物3p臂区段的捕获区域为“探针”(prb)。表的最后两列

列出了成对引物的索引。Ω特异性引物序列根据本公开的设计方法设计，通用引物与实验I

中通用引物相同。

[0323] 表13：捕获区域列表
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[0324]

[0325] 反应混合物组分如下表。

[0326] 表14：反应混合物组分

[0327]   单位 管A 管B 管C

特异性引物(88个引物) nM(每种引物) 1 0.2 0.04

通用引物(comPrm1和comPnn2) nM(每种引物) 500 500 500

人类基因组DNA模板 fM 2 2 2

Phusion  Hot  Start  Flex  2×Master  Mix X 1 1 1

总体积 μL 25 25 25

[0328] 热循环反应利用以下的温度程序在热循环仪DNA  Engine  Tetrad(来自Bio‑Rad，

Hercules，CA)中进行。

[0329] 表15：接力PCR温度程序

[0330]   步骤 温度(℃) 时间

活化 1 98 5分钟

变性 2 98 15秒
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特异性引物退火 3 65 2小时

延伸1 4 68 60秒

延伸2 5 72 60秒

转到2，1个循环 6    

变性 7 98 15秒

最初通用引物退火 8 60 30秒

延伸1 9 68 60秒

延伸2 10 72 60秒

转到7，1个循环 11    

变性 12 98 15秒

延伸1 13 68 60秒

延伸2 14 72 60秒

转到12，25个循环 15    

延伸 16 72 10分钟

保持 17 4 永远

[0331] 通过利用HiSeq  2000(来自Illumina，San  Diego，CA)平行测序分析多重PCR产物。

图19显示扩增子读取数分布的测序测量结果。图A、B和C、绘制了分别利用1nM、0 .2nM和

0.04nM浓度的特异性Ω引物获得的结果。所有44个设计的靶区域产生的扩增子在测序结果

中观察到。来自所有三个特异性Ω引物浓度的PCR产物中超过95％的扩增子有在平均读取

数20％以上的读取数。

[0332] 实施例V——接力PCR和退火时间

[0333] 进行实验以揭示依靠第一阶段各自5nM和1nM的特异性引物浓度的特异性引物退

火时间的多重PCR产率。反应混合物的组成成分如下所示。

[0334] 表16：反应混合物组分

[0335]   单位 管1‑5 管6‑10

特异性引物(APC1_R1，APC1_R2) nM(每种引物) 5 1

通用引物(comPrm1和comPrm2) nM(每种引物) 500 500

人类基因组DNA模板 fM 2 2

Phusion  Hot  Start  Flex  2×Master  Mix X 1 1

总体积 μL 25 25

特异性引物退火时间 Min 10‑240 10‑240

[0336] 特异性引物序列如下。通用引物与实验I中所用通用引物相同。

[0337] 表17：引物序列列表

[0338] 引物名称 引物序列5′到3′

APC1_R1 GTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATCGAGAGAACGCGGAATTGGTCTAGGCA  SEQ  ID  17

APC1_R2 CCTTGGCACCCGAGAATTCCAAGTGGTAGACCCAGAACTTCTGTCTTCCT  SEQ  ID  18

[0339] 热循环反应利用以下的温度程序在热循环仪DNA  Engine  Tetrad(来自Bio‑Rad，

Hercules，CA)中进行。

[0340] 表18：接力PCR温度程序
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[0341]

[0342]

[0343] PCR产物分析采用与实验I中相同的琼脂糖凝胶电泳方法。在所有10管中，预期PCR

产物大小288bp已获得。下表显示胶图中所提取的产物条带的信号值和相对信号值。利用

分析仪软件(来自MediaCybemetics，Rockville，MD)提取凝胶图像中的凝胶信号

值。相对信号值是指在同一特异性引物浓度内相应的信号值除以最大信号值得到的。从数

据中可以看出在5nM的高特异性引物浓度时，在10分钟的短时特异性引物退火时间内，相对

信号值迅速升高到0.7高的相对信号。但是，在1nM的低特异性引物浓度时，需要显著延长的

特异性引物退火时间60分钟或更长使相对信号值接近于1。

[0344] 表19：产品条带信号

[0345]

[0346] 实施例VI‑利用微阵列合成的特异引物前体的多重接力PCR

[0347] 我们进行实验以实施利用微阵列合成的特异引物前体的多重接力PCR实验。这个
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实验的方法在本公开的图9的示例中已经有介绍。

[0348] 根据本公开的设计方法，该实验设计了捕获人基因组中102个特异靶区域的一组

204个Ω引物前体序列，所有的Ω引物前体序列拥有相同的5’和3’侧翼区段用于PCR扩增使

用。下面的表格列出了2个示例的Ω引物前体序列(204个中的2个)和2个制备引物序列。如

本公开中之前所述，制备引物prepPrm2在其3’末端有dU。204个Ω引物前体序列就是使用微

阵列合成方法合成的，而2个制备引物是使用传统的寡核苷酸合成方法合成。所有的204个

Ω引物前体序列都是使用LC  Sciences(Houston，TX)平行合成技术合成，并且以混合物的

形式在单一管中。

[0349] 表20：引物序列列表

[0350]

[0351] Ω引物前体序列混合物首先使用Taq  hot  start  2X  master  mix(NEB，Ipswich，

MA)进行扩增。PCR反应混合物组分如下表：

[0352] 表21：PCR混合物组分

[0353]  单位 管1

通用引物(comPrm1和comPrm2) nM(每种引物) 500

模板‑Ω引物前体混合物 pM 1

Taq  Hot  Start  2×Master  Mix X 1

总体积 μL 25

[0354] 热循环反应是在热循环仪DNA  Engine  Tetrad(来自Bio‑Rad，Hercules，CA)上进

行。PCR温度程序如下：

[0355] 表22：PCR温度程序

[0356]   步骤 温度(℃) 时间

活化 1 95 5分钟

变性 2 95 30秒

退火 3 60 30秒

延伸 4 68 60秒

转到2，10个循环 5    

延伸 6 72 10分钟

保持 7 4 永远

[0357] 使用实验I相同的琼脂糖凝胶电泳方法分析PCR产物。图20A泳道1显示为PCR的产

物的琼脂糖凝胶电泳图像。可以看到如预期所示的95‑130bp，中间为110bp分布的PCR产物。

Ω引物前体的PCR产物然后使用PCR纯化珠(Agencourt  AMPure  XP  system，来自Beckman 

Coulter，Brea，CA)进行纯化，纯化过程按照珠制造商说明进行。纯化的PCR产物的浓度使用

Agilent的Bioanalyzer(Santa  Clara，CA)进行检测。

[0358] 然后，PCR产物的dU碱基使用UDG/EDA处理去除。UDG消化溶液配制方法参照下表。
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UDG和UDG缓冲液购买自NEB公司(Ipswich，MA)。溶液在37℃温育60分钟。然后，取2μL  200mM 

EDA(来自于Sigma‑Aldrich，St.Louis，MO)加入溶液中在37℃温育另外60分钟。

[0359] 表23：反应混合物组分

[0360]   单位 管1

总体积 μL 10

PCR产物 μL 8

UDG(5U/μL) μL 1

UDG缓冲液，10× μL 1

[0361] 接力PCR使用扩增的并且去除dU的特异引物前体来进行，模板为人基因组DNA，聚

合酶选择Phusion  Hot  Start  Flex聚合酶Master  Mix(来自于NEB，Ipswich，MA)。各个反应

成分的组分如下表。管1中的反应是没有加入特异引物前体的阴性对照反应，管2为接力PCR

的实验组反应。

[0362] 表24：反应混合物组分

[0363]   单位 管1 管2

特异性引物前体 nM(所有)   1.4

PrepPrm1 nM 200 200

通用引物(comPrml，comPrm2) nM(每种引物) 500 500

模板‑人类基因组DNA fM 2 2

Phusion  Hot  Start  Flex2×Master  Mix X 1 1

总体积 μL 25 25

[0364] 热循环反应是在热循环仪DNA  Engine  Tetrad(from  Bio‑Rad，Hercules，CA)上进

行。PCR温度程序如下：

[0365] 表25：接力PCR温度程序

[0366]

说　明　书 56/61 页

58

CN 111100912 B

58



[0367]

[0368] 使用与实验I相同的琼脂糖凝胶电泳方法分析接力PCR产物。图20B显示为PCR的产

物结果图片。L道是DNA序列梯，表示相应标准参照物的大小(碱基对或bp)。泳道1是管1的阴

性对照的结果，在阴性对照中没有观察到PCR产物(下部条带是由于未使用的引物)。泳道2

加样有管2的PCR产物，可以看到如预期所示的295‑399bp，中间为317bp的条带的分布。

[0369] 实施例VII‑‑‑利用PCT扩增制备的特异性引物的多重接力PCR

[0370] 我们进行了实验以实施利用PCT扩增制备的特异性引物的多重接力PCR。这个实验

的方法在本公开的图11的示例中已经有介绍。

[0371] 根据本公开的设计方法，该实验设计了捕获基因组组装版本GRCh37/hg19的人基

因组中靶区域的Ω引物。捕获的靶区域是属于APC1基因的外显子区域，该基因位于人的第5

号染色体，捕获区域的起始位点为112,173,776，终止位点为112,173,955。下面的表格列出

了该实验的寡核苷酸序列。制备引物prepPrml和prepPrm2设计好用于PCR扩增特异引物模

板。PrepPrm2序列中嵌入了限制酶识别位点GCTCTTC，用于限制核酸酶BspQI对PCR产物的限

制性酶切。特异引物模板APC1_chr5_112173790_p1和APC1_chr5_112173944_p2包含5’和3’

的侧翼区段，设计用于通过prepPrm1和prepPrm2进行PCR扩增。特异引物模板的中间部分设

计Ω引物。特异引物APC1_chr5_112173790_p1_no3pFlank和APC1_chr5_112173944_p2_

no3pFlank拥有与APC1_chr5_112173790_p1和APC1_chr5_112173944_p2相同的Ω引物设

计，但是却没有3’侧翼区段。他们是激活特异引物，用作参考序列以与接力PCR反应中对靶

区域进行捕获的特异引物模板产生的引物比较。comPrml和comPrm2引物是设计的接力PCR

的通用引物。下表的寡核苷酸序列由LC  Sciences(Houston，TX)提供并使用传统的方法合
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成。

[0372] 表26：引物序列列表

[0373]

[0374] 为了扩增特异引物模板，2个特异性引物模板等浓度混合在一起，PCR成分如下表

所示。反应中使用到的聚合酶为Hot  startPhusion聚合酶(来自于NEB，Ipswich，MA)。

[0375] 表27：反应混合物组分

[0376]   单位 管1

制备引物(prepPrml，prepPrm2) nM(每种引物) 500

模板(APC1_chr5_112173790_p1) fM 20

模板(APC1_chr5_112173944_p2) fM 20

Phusion  Hot  Start  Flex  2×Master  Mix X 1

总体积 μL 25

[0377] 热循环反应是在热循环仪DNA  Engine  Tetrad(来自于Bio‑Rad，Hercules，CA)上

进行。PCR温度程序如下：

[0378] 表28：PCR温度程序

[0379]   步骤 温度(℃) 时间

活化 1 98 5分钟

变性 2 98 15秒

退火 3 60 30秒

延伸 4 72 60秒

转到2，1个循环 5    

变性 6 98 15秒

延伸 7 72 60秒

转到6，19个循环 8    

延伸 9 72 10分钟

保持 10 4 永远

[0380] 使用与实验I相同的琼脂糖凝胶电泳方法分析PCR产物。图21A泳道1显示为PCR产

物的凝胶图像。2个PCR产物的预期大小分别为153bp和141bp。胶带位置符合预期。PCR产物

然后使用PCR纯化珠(AgencourtAMPure  XP  system，来自Beckman  Coulter，Brea，CA)进行

纯化，纯化过程按照珠制造商说明进行。纯化的PCR产物的浓度使用NanoDrop分光计测量
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(来自于NanoDropproducts，Wilmington，DE)。

[0381] 然后，使用下表中所示的反应组分，限制酶消化PCR产物。限制酶BspQI以及10X 

Cutsmart的缓冲液购买自NEB(Ipswich，MA)。消化反应在制造商推荐的温度和时间下进行：

50℃，30分钟。消化产物然后使用PCR纯化珠(Agencourt  AMPure  XP  system，来自Beckman 

Coulter，Brea，CA)进行纯化，纯化过程按照珠制造商说明进行。纯化后的消化产物使用与

实验I相同的琼脂糖凝胶电泳方法分析。图21B泳道2显示为产物的凝胶图像。两个消化产物

的预期大小分别为132bp和120bp。胶带位置符合预期。FIG.21B泳道1为限制酶消化前的原

始PCR产物。

[0382] 表29：反应混合物组分

[0383]

[0384]

[0385] 使用下表所示的反应组分，限制酶消化产物然后进行λ外切核酸酶消化，以生成单

链特异引物序列。λ外切核酸酶以及10X反应缓冲液购买自NEB(Ipswich，MA)。消化反应在酶

制造商推荐的条件下进行：37℃，30分钟进行。消化产物然后使用PCR纯化珠(Agencourt 

AMPure  XP  system，来自Beckman  Coulter，Brea，CA)进行纯化，纯化过程按照珠制造商说

明进行。我们称产物为酶制备特异引物。

[0386] 表30：反应混合物组分

[0387]   单位 管1

限制性酶消化产物(20ng/μL) μL 8

10×λ外切核酸酶反应缓冲液 μL 1

λ外切核酸酶(1000U/mL) μL 1

总体积 μL 10

[0388] 使用酶制备的特异引物进行接力PCR反应，模板为人基因组DNA，聚合酶选用

Phusion  Hot  Start  Flex聚合物Master  Mix(from  NEB，Ipswich，MA)。各个反应体系的反

应组分如下表。管1反应为阳性对照，使用了参考特异引物APC1_chr5_112173790_p1_

no3pFlank和APCl_chr5_112173944_p2_no3pFlank。管2反应为实验组使用酶制备的特异引

物的反应。管3为阴性对照反应管，不加基因组DNA。

[0389] 表31：反应混合物组分

[0390]   单位 管1 管2 管3

特异性引物(参考) nM(每种引物) 1    

特异性引物(酶制备的) nM(每种引物)   1 1

通用引物(comPrml，comPrm2) nM(每种引物) 500 500 500
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模板‑人类基因组DNA fM 1 1  

Phusion  Hot  Start  Flex  2×Master  Mix X 1 1 1

总体积 μL 25 25 25

[0391] 热循环反应是在热循环仪DNA  Engine  Tetrad(来自于Bio‑Rad，Hercules，CA)上

进行。PCR温度程序如下：

[0392] 表32：接力PCR温度程序

[0393]  步骤 温度(℃) 时间

活化 1 98 5分钟

变性 2 98 15秒

退火Ω引物 3 65 2小时

延伸1 4 68 60秒

延伸2 5 72 60秒

转到2，1个循环 6   

变性 7 98 15秒

起始lib引物退火 8 60 30秒

延伸1 9 68 60秒

延伸2 10 72 60秒

转到7，1个循环 11   

变性 12 98 15秒

延伸1 13 68 60秒

延伸2 14 72 60秒

转到12，27个循环 15    

延伸 16 72 10分钟

保持 17 4 永远

[0394] 使用与实验I相同的琼脂糖凝胶电泳方法分析接力PCR产物。图21C显示为PCR产物

的图像。L泳道是DNA序列梯，表示相应标准参照物的大小(碱基对或bp)。泳道1显示的是管1

的阳性对照的结果，使用的是传统方法合成的参考特异引物，泳道2是实验组管2的结果，使

用酶制备的特异引物。泳道1的阳性对照中和泳道2的实验中可以看到约300bp的相同产物

大小。大小与预期大小312bp相符。泳道3为管3的为阴性对照结果，可以看到没有产物条带

在300bp附近。

[0395] 本专利中，说特性是可选的，那就意指给权利要求提供足够的支持(例如.，35 

U.S.C.112和或者EPC的83条以及84条)，权利要求包括参考这个可选方法特性的封闭的，排

除的或者否定的语言。排除语言尤其是从包括任何附加主题排除特定描述的特征。比如，说

A可以是药物X，这是为了给权利要求提供支持，该权利要求明确地表明A只由X组成，或者A

不包括除了X以外的任何其它药物。否定的语言明确地从权利要求范围排除可选的特性。例

如，说元件A可以包括X，这种语言是用于给权利要求提供支持，权利要求明确地表明A不包

括X。排除或否定属于的非限制性例子包括：“仅(只)”、“单独”、“包括(含)，由…组成”、“基

本上包括、基本上由…组成”、“单独”、“无(没有)”、“在缺少…的情况下(例如，相同类型的

其它项、结构和/或功能)”、“不包括(排除)”、“不包括”、“不(没有)”、“不能(不可以)”、或者
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这种语言的任何组合和/或变化。

[0396] 同样，参考“一”或“所述”也可以用于支持单数和复数的事件，除非上下文说明了

是其他的意思。例如，“狗”包括对一只狗，不多于一只狗，至少一只狗，一群狗等等的支持。

使得术语表示单数的非限制性例子包括“单个(一)”、“一”、“单独”，“仅仅一”，“不多于一”

等等。使得术语表示(潜在或实际的)复数的非限制性例子包括“至少一”、“一个或多个”、

“一个以上”、“两个或多个”、“多重”、“多个”、“任何组合”、“任何变更”、“任何一个或多个”

等。权利要求书或说明书在一组的一个或多个成员之间包含或者，如果一个，多于一个，或

者所有的组成员存在于，被使用于或者与一个产品或者过程相关，就考虑其满足，除非上下

文说明了是其他的意思。

[0397] 此处给出的范围，包括端点。此外，这是可以理解的，除非另有说明，否则从语境与

本领域普通技术人员的理解，数值被表述成范围可以说在本发明不同实施例的这个范围的

任何特定的值或者子范围，一直到范围的下限值的十分之一，除非上下文说明了是其他的

意思。

[0398] 本专利申请书中引用的所有出版物和专利此处并入为参考文献，就好像每个单独

的出版物或专利单独和特别地被标明并入为参考文献一样。任何出版物的引用是因为其公

开在申请日之前，并且不应该解释为承认本发明由于现有技术的方面而没有资格早于这种

公开的承认。

[0399] 尽管参考了实施例已经特别地表示和描述了本发明，本领域技术人员将理解这里

可以进行形式和细节的各种变化，而不背离所附权利要求所包括的本发明的范围。
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