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摘  要 

目的：隐–荧光(Hf: hidden fluorescent) DNA通过带荧光素及10 nt之内淬灭基团的Hf引物扩增。方法：

本研究设计Hf_Pf引物带有dT12_Fam荧光素-dT16_BHQ1淬灭基团，扩增5851 bp HfDNA pET28a-xylanase，
探讨Hf_Pf引物Tm (退火温度)适合计算器、HfDNA扩增条件、T5 DNA酶(T5exo)切割产物检测、及T5exo
酶切动力学。结果：Hf_Pf Tm计算器为Oligo、IDT，经非等量引物PCR优化扩增HfDNA，激光共聚焦定

性检测HfDNA酶切产物Fam荧光、酶标仪定量检测荧光值19,683 a.u。根据HfDNA浓度–荧光值方程，

T5exo酶促动力学参数Km 0.1 nM，弥补解离常数KD不足。结论：本研究扩增隐–荧光HfDNA，提供了

DNA酶学研究新材料。 
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Abstract 
Objective: Hidden fluorescent (Hf) DNA substrates can be amplified by Hf primer that has a flu-
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orescein and a quencher within 10 nt. Method: The study designed a 20 nt Hf_Pf having the 
dT12_Fam and the dT16_BHQ1, amplified a 5851 bp HfDNA pET28a-xylanase, determined suitable 
analyzers for calculating primer Hf_Pf Tm (melting temperature), optimized PCR to amplify the 
HfDNA substrates, assayed HfDNA-T5exo digestion product fluorescence. Result: Suitable analyz-
ers were Oligo and IDT, and un-equal PCR was optimized to amplify the HfDNA substrates. Instead 
of the HfDNA substrates, the HfDNA-T5exo digestion products exhibited dT12_Fam fluorescence in 
quality under a laser scanning confocal microcopy and a 19,683 a.u fluorescence intensity in 
quantity under a microreader. According to HfDNA concentration-fluorescence intensity function, 
T5exo kinetics was determined to have a 0.1 nM Km, fulfilling in-adequate of dissociation constant 
KD. Conclusion: The study amplified HfDNA substrates, provided a new material for assaying 
DNase enzyme properties. 
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1. 引言 

DNA 酶(DNase)性质检测涉及底物 double-stranded (ds) DNA 和产物核苷酸，但是二者均无法显色，

所以 dsDNA 标记和产物检测成为关键。放射性同位素标记 dsDNA 最早用于 T5exo (T5 DNA 外切酶)和
VIII 型外切酶[1]-[6]。后来，荧光染料 PicoGreen、SYBR Green I、BEBO 染色 dsDNA 用于 RecBCD 外切

酶、T7 噬菌体 gene 6 外切酶和 DNA 聚合酶[7] [8] [9] [10]。而后，荧光标记 ddNTP 用于 Sanger 终止法

测序、分子标记探针用于荧光定量 PCR、拓扑异构酶[7] [8] [11] [12] [13]。但是，同位素衰变导致误差[14]，
荧光染料普遍染色 DNA 而不具有特异性，而且荧光染料与 dsDNA 分子没有定量关系。PicoGreen 染色

2.7 kb dsDNA 检测 VIII 型外切酶，需要荧光标记 25 bp dsDNA (探针引物与反向互补 ssDNA 退火)检测解

离常数 KD [4]。但是，荧光标记 ddNTP、探针引物、分子标记探针均不参与 dsDNA 扩增[8] [9] [11] [12] [13] 
[15] [16]。受 Cy5-ATP 标记 ds break 连接中间物荧光检测[17]和 PCR 高效制备 dsDNA 启发[18]，带荧光

基团和 10 bp 之内淬灭基团的隐–荧光(Hf: hidden fluorescein) dsDNA 扩增成为可能。 
本研究将“带荧光素和 10 nt 之内淬灭基团的引物”称为隐–荧光(Hf)引物，但是这种目前只作为探

针引物、还没有用于扩增 dsDNA 的报道。HfDNA 扩增需要以下条件：1) Hf 引物能够扩增 dsDNA。dT
碱基 5 位通过 linker 标记荧光、淬灭基团(图 1)，3、4 位游离能够与模板链氢键匹配，Hf 引物理论上可

以扩增 dsDNA。2) Tm (退火温度)是 DNA 扩增关键，需要确定 Hf 引物 Tm 值的适用计算器。3) HfDNA
中 dT_荧光素-dT_淬灭基团间距 10 bp 之内，理论上没有荧光，经 T5exo 酶切分开 dT_荧光素、dT_淬灭

基团，理论上产生荧光。 
基于上述理论分析，本研究设计 20 nt 正向隐–荧光引物 Hf_Pf，其 dT12 位荧光素 6-Fam (carbox-

flurescine) (dT12_Fam 绿色荧光需要 495 nm 激发光、521 nm 发射光)、dT16位淬灭基团 BHQ1 (Black Hole 
Quencher) (图 2)，与 22 nt 反向引物 Pr 协同扩增 5851 bp 的 HfDNA pET28a-xylanase (黑曲霉 GH11 木聚

糖酶基因) [19]。从 DNAman、NEB (New England Biolab)、Oligo (上海生物工程公司)、IDT (Integrated DNA 
Technologies)中确定 Tm 适合计算器。根据 Hf_Pf/Pr Tm 差值选用双退火 PCR 程序[20]，HfDNA-T5exo
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酶切产物经定性和定量检测，进而计算 T5exo 酶促动力学，为 DNA 酶研究提供新材料。 
 

 

 
Figure 1. Structure of 6-Fam and BHQ1. dT: nucleotide, linker, 6-Fam: carboxflurescine, 
BHQ1: Black Hole Quencher 
图 1. 6-Fam-dT 和 BHQ1-dT 结构式，dT：dT 碱基，linker：连接臂，6-Fam：Fam 荧光

素，BHQ1：BHQ1 淬灭基团 
 

 
Figure 2. Schematic model of hidden fluorescent HfDNA amplification. Hidden fluorescent 
primer Hf_Pf has the dT12_Fam fluoresin-the dT16_BHQ1 quencher, Hf_Pf primer has a 10 
nt homology arm (HA) with the reverse primer Pr, the 5851 bp HfDNA was amplified by 
PCR, and was optimized to increase quantity by un-equal primer PC, T5 DNA exonucleae di-
gestion of the HfDNA releases the dT12_Fam from the dT16_BHQ1, and releases fluorescence 
图 2. 隐–荧光 HfDNA 扩增模式。隐–荧光引物 Hf_Pf 带 dT12_Fam 荧光素-dT16_BHQ1
淬灭基团，Hf_Pf 与反向引物 Pr 有 10 nt 同源(HA)，PCR 扩增得到全长 5851 bp HfDNA，

经非等量引物 PCR 优化提高 HfDNA 扩增量，HfDNA 经 T5 DNA 酶切分离 dT12_Fam
与 dT16_BHQ1，从而产生荧光 

2. 方法与材料 

2.1. 材料 

Q5 DNA 聚合酶、T5 DNA 外切酶(T5exo)由 NEB (New England BioLabs，中国)公司提供，Hf_Pf 引物

(dT12_6-Fam, dT16_BHQ1)和常规引物 Pr 由上海生物工程公司合成(表 1)。Hf 引物稀释和保存与常规引物相

同，干粉在−20℃下保存 1 年，荧光素不稳定需要避光保存。质粒 pET28a-xylanase 为本实验室构建[19]。 
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2.2. HfDNA 扩增 

PCR 体系加入 54 ng pET28a-xylanase 质粒，250 μmol Hf_Pf，250 μmol Pr 引物，200 μM dNTPs，1 U 
Q5 DNA 聚合酶，1 × Q5 DNA 聚合酶缓冲液，以水补足 50 μL 体系。PCR 程序为：98℃预变性 3 min，
98℃变性 30 s，双退火程序(69℃退火 15 s，57℃退火 15 s)，72℃延伸 3 min 40 s，30 个循环，72℃延伸

10 min。扩增 dsDNA 用 Thermal Cycler Block 5020 热循环仪(Thermo Scientific, USA)，在 1%的琼脂糖凝

胶中电泳(DYY-5 型电泳仪)，EB 染色后在 302 nm 波长下照像，电泳分析软件 Gel-Pro Analyzer 4.0 (Media 
Cybernetics, USA)。 

非等量引物扩增 HfDNA：引物 Hf_Pf 与 Pr 有 10 bp 同源，容易形成引物二聚体，将 Hf_Pf 和 Pr 引
物量分别降低 20%，探讨非等量引物对 HfDNA 扩增量影响。 

酶切产物定性、定量分析、酶促动力学需要大量 HfDNA，利用大量–高纯–高浓度 DNA 方法制备

HfDNA [21]。将 40 管(共 2000 μL)PCR 产物经 CsCl-EB 超速离心后，以 DNA 纯化柱回收 HfDNA。质粒

DNA、HfDNA 浓度用 Nanodrop 2000 检测(Thermo Scientific, USA)。  

2.3. HfDNA 用于 T5exo 酶活性检测 

T5exo 酶切反应：加入 600 ng HfDNA，2 μL (10 U/μL) T5exo、1 × T5exo buffer，以水补足 10 μL 反

应体系，在 37℃酶切 30 min，每个反应设置 3 个平行，阴性对照加入灭活的 T5exo (加入 10% SDS 经 70℃
孵育 30 min)，以水为空白对照。 

酶切产物 dT12_Fam 定量检测：HfDNA-T5exo 反应液以 H2O 补足 150 μL，加入黑色酶标板，选择

520~550 nm 波段用 SpectraMax® i3x 酶标仪检测(Molecular Devices, Thermo Fisher Scientific, USA)，以动

态方式(dynamics)每 90 s 采集一次数据，采集 21 次荧光值平均值，水为空白对照。 
用 IBM SPSS Statistics 软件分析数据显著性，依次选用“分析”→“比较均值”→“单因素 ANOVA”，

“两两比较”：选择“LSD (L)、Tukey s-b (K)和 Waller-Duncan”参数(Duncan’s multiple range test, P < 0.05)，
“选项”：描述、方差齐性检验，区分显著性差异。 

酶切产物 Fam 定性检测：从 HfDNA-T5exo 酶切产物中取出 5 μL 样品滴加到载玻片上，镊子夹住盖

玻片倾斜覆盖液体，避免气泡产生，用 A1R HD25 激光共聚焦显微镜在 488 nm 激光下检测(Nikon Cor-
poration, Japan)。 

2.4. HfDNA 用于 T5exo 酶促动力学 

构建荧光值-HfDNA浓度方程：酶切体系如上，只是150 μL体系分别加入50、100、300、500 ng HfDNA，

加入黑色酶标板，以 SpectraMax® i3x 酶标仪实时检测 37℃反应 30 min 荧光值，以动态方式每 90 s 检测

一次荧光值，共采集 21 次数据平均值。 
酶促动力学检测：150 μL 反应体系分别加入 50、100、300、500 ng HfDNA，1 U T5exo，加入黑色

酶标板。实时检测 37℃反应 30 min 荧光值，每个反应 3 次重复，根据荧光值–时间变化趋势，取前 7 min
反应数据线性拟合，根据拟合方程计算各时刻荧光值，从而减小荧光值波动的误差。根据标准曲线计算

反应速度(nM/s)，与底物(nM)进行 Hill 方程拟合，得到最大反应速度 Vmax 和亲合常数 Km。 

3. 结果与分析 

3.1. HfDNA 扩增 

如图 2 所示，Hf_Pf 引物带 dT12_Fam 荧光素和 4 nt 之内 dT16_BHQ1 淬灭基团，BHQ1 淬灭 10 nt 内
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荧光，Hf_Pf 引物理论上无荧光。以 Hf_Pf 及 Pr 引物、质粒为模板通过反向 PCR 扩增 5851 bp 隐–荧

光 HfDNA。HfDNA 中 dT12_Fam 和 dT16_BHQ1 间距 4 bp，HfDNA 理论上无荧光。经 T5exo 酶切后，

dT12_Fam 与 dT16_BHQ1 分离，dT12_Fam 理论上产生绿色荧光，通过激光共聚焦显微镜和酶标仪定性、

定量检测。 
Hf_Pf Tm 值计算是扩增 HfDNA 的关键。分别用 DNAman、NEB、Oligo、IDT 计算 Hf_Pf Tm 值，

根据能否扩增出 HfDNA 确定适合计算器。由表 1 可知，引物 Hf_Pf 与 Pr Tm 差值 11.3℃~16℃，双退

火程序才能扩增 HfDNA [20]。DNAman 计算 Tm 值分别为 63/78℃，PCR 无目的条带(图 3_1)。NEB 计

算 Tm 值分别为 66℃/79℃，60℃/69℃PCR 无目的条带(图 3_4)。说明 DNAman 和 NEB 不适合 Tm 计

算。 
 
Table 1. Tm values calculated by four analyzers 
表 1. 引物 Tm 四种计算值 

 DNAman (℃) Oligo (℃) IDT (℃) NEB (℃) 

Hf_Pf: 5’-CAGCCATATGAT12-FamGAG 
T16-BHQ1 G CC G-3’ 62.6 

56.4 
56, S 

56.1, D 
56 66 

Pr: 5’-CATATGGCTGCCGCGCGGCACC-3’ 78.6 69 67.3 79 

注：隐–荧光引物 Hf_Pf dT12 标记荧光素 6-Fam，dT16 标记淬灭基团 BHQ1，Hf_Pf 与常规引物 Pr 10 nt 同源(下划

线表示)，DNAman：DNAman 计算器，Oligo (上海生物工程公司) (https://www.sangon.com/baseCalcuLator)，IDT 
(Integrated DNA Technologies IDT DNA (https://sg.idtdna.com/calc/analyzer) (需注册)，NEB (New England Biolab) 
(http://tmcalculator.neb.com/#!/main)。其中，S/D：以 Fam 和 BHQ1 中的单一、双基团计算 Tm。 
 

Oligo 计算 Tm 值分别为 56.4℃/69℃，57℃/69℃PCR 扩增得到目的条带(图 3_3)。IDT 计算 Tm 值分

别为 56℃/67.3℃，57℃/69℃PCR 扩增得到目的条带(图 3_6)。说明 Oligo 和 IDT 适合计算 Tm。Oligo 计

算 Tm 时考虑修饰基团(Fam 和 BHQ1)位置影响(位于引物 5’端、3’端、中间)，加入单一、两种基团时引

物 Tm 分别为 56℃、56.1℃ (表 1)，表明修饰基团降低引物 Tm 值 0.3℃~0.4℃。 
 

 
Figure 3. Electrophoresis of HfDNAs. M: λ-DNA/HindIII marker, 1: no HfDNA from PCR using 63˚C/78˚C of 
DNAman, 2: plasmid pET28a-xylanase control, 3: HfDNA from PCR using 57˚C/69˚C of Oligo, 4: no HfDNA from 
PCR set by Tm 60˚C/69˚C, 5: HfDNA from optimized PCR, 6: HfDNA from PCR using 57˚C/69˚C of IDT. HfDNA 
from optimized PCR (lane 7~12). 7: with 200:250 μmol primer Hf_Pf/Pr (121 ng HfDNA). 8: with 250:250 umol 
Hf_Pf/Pr (149 ng HfDNA), 9: with 200:250 μmol Hf_Pf/Pr (163 ng HfDNA), 10: with 200:250 μmol Hf_Pf/Pr and an 
80% plasmid templates (213 ng HfDNA), 11~12: 200:300 μmol Hf_Pf/Pr (119 ng HfDNA) 
图 3. HfDNA 电泳。M：λ-DNA/HindIII marker，1：DNAman Tm 值 63℃/78℃无 HfDNA 条带，2：pET28a-xylanase
质粒对照，3：Oligo Tm 值 57℃/69℃PCR 得到 HfDNA 条带，4：NEB Tm 值 60℃/69℃PCR 无 HfDNA 条带，5：
PCR优化 HfDNA条带，6：IDT 计算 Tm值 57℃/69℃PCR得到HfDNA条带。PCR优化扩增 HfDNA (Lane: 7~12), 
7：200:250 μmol Hf_Pf/Pr (121 ng HfDNA)，8：250:250 umol Hf_Pf/Pr (149 ng HfDNA)，9：200:250 μmol Hf_Pf/Pr 
(163 ng HfDNA)，10：200:250 μmol Hf_Pf/Pr 及 80%模板量(213 ng HfDNA)，11~12：200:300 μmol Hf_Pf/Pr (119 
ng HfDNA) 
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3.2. 非等量引物扩增 HfDNA 

Oligo 和 IDT 虽然适合 Tm 值计算(57℃/69℃)，但是 Hf_Pf 与 Pr 10 nt 同源导致 HfDNA 扩增量不足(表
1)，改变单侧引物量的非等量引物 PCR 才能提高 HfDNA 扩增量。由 Gel-pro analyzer 软件计算 Hf_Pf/Pr
等量时 HfDNA 量 149 ng 为参照(图 3_8，表 2)，Hf_Pf 降低 20%，HFDNA 量减少 19% (图 3_7)。Pr 提高

20%时，HfDNA 量减少 20% (图 3_11，12)。Pr 降低 20%时，HfDNA 量增加 9% (图 3_9)。Pr 降低 20%
且模板量降低 20%时 HfDNA 量增加 43% (图 3_10，5)。降低单侧引物量可以减少引物二聚体形成[22]，
多余一侧引物与模板结合延伸得到目的 DNA。因为至少 3 次 PCR 循环才能产生目的 DNA，并作为后续

指数扩增的模板，初始模板量过大会减少目的 DNA 扩增量。 
 
Table 2. HfDNA amplified by un-equal PCR 
表 2. 非等量引物 PCR 扩增 HfDNA 

PCR Quantity of HfDNA/ng Rate of control (%) 

1.2Hf_Pf/Pr 121 81 

Hf_Pf/Pr  149 100 

Hf_Pf/0.8Pr  163 109 

Hf_Pf/0.8Pr, 0.8 template  213 143 

Hf_Pf/1.2Pr  119 80 

Hf_Pf/1.2Pr  119 80 

 
不带荧光–淬灭基团的同源引物，降低任何单侧引物量 10%均可提高 DNA 扩增量[20]。但是，Hf

引物却明显不同，降低 Hf_Pf 量均减少 HfDNA 扩增量，与 Oligo 引入修饰基团降低 Tm 值一致，说明修

饰基团降低 Hf_Pf 引物–模板亲合力，所以 HfDNA 扩增时只能降低常规引物 20%。 
PCR 优化后大量扩增 HfDNA，将 40 管 2000 μL PCR 产物经大批量–高纯度–高浓度纯化方法：

CsCl-EB 超速离心-DNA 纯化柱回收。共得到 28,715 ng 纯化 HfDNA，浓度 195.5 ng/μL，A260/280 可达

1.89，A260/230 可达 2.26。 

3.3. HfDNA-T5exo 酶切产物检测  

Hf_Pf 引物 dT12_Fam 与 dT16_BHQ1 间距 4 nt，HfDNA 中二者间距 4 bp，所以理论上无荧光，激光

共聚焦显微镜检测证实无荧光(图 4_2)。600 ng HfDNA 经 T5exo 酶切将 dT12_Fam 基团与 dT16_BHQ1 分

开[15]，理论上产生荧光，激光共聚焦显微镜在 488 nm 激发光下检测到 Fam 绿色荧光(图 4_1)。   
与定性检测不同，酶标仪在 520~550 nm 波段可以定量检测荧光强度。600 ng HfDNA 酶切产物荧光

值 19,683 a.u (图 4_3)，阴性对照(T5exo-B)荧光值与水相同(图 4_3)。HfDNA-T5exo 酶切产物产生 Fam 荧

光，表明 HfDNA 可以定性、定量检测 DNA 酶活性。 

3.4. HfDNA 用于 T5exo 酶促动力学 

首先检测 50、100、300、500 ng HfDNA 完全降解产物荧光值，得到 Fam 荧光值-HfDNA 浓度方程(图
5 左)：dT12_Fam = 22,225 × HfDNA (Fam 指反应后荧光值，反应体系中 HfDNA 浓度 nM，R2 = 0.98)。根

据方程，600 ng HfDNA 酶切产物荧光值 19,683 a.u 相当于 19,683 ÷ 22,225 = 0.89 nM (图 4_3)。600 ng 
HfDNA 理论浓度 600 ng ÷ (5,851 bp × 2 × 330) ÷ (0.15 µL ÷ 1000) = 1.0 nM，表明荧光计算值与理论值相

近。 
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Figure 4. Assay of HfDNA-T5exo digestion product green dT12_Fam fluorescence. Fluorescence dT12_Fam of the HfDNA- 
T5exo digestion 20× observed by a laser scanning con-focal microscope ①, with the HfDNA pET28a-xylanase as the nega-
tive control ②. dT12_Fam fluorescence intensity of the HfDNA-T5exo digestion assayed for 19,683 a.u by a Microplate 
Reader ③, with water as the blank control (H2O), and the negative control (T5exo-B). The groups a and b were significantly 
different (Duncan’s multiple range test, P < 0.05) 
图 4. HfDNA-T5exo 酶切产物 Fam 荧光检测。激光共聚焦显微镜检测 HfDNA-T5exo 酶切产物 dT12_Fam 荧光 20× ①，

HfDNA pET28a-xylanase 无荧光②。酶标仪定量检测 HfDNA-T5exo 酶切产物 Fam 荧光值 19,683 a.u ③，阴性反应荧

光值(T5exo-B)与水(H2O)相同，a 和 b 具有显著性差异(Duncan’s multiple range test, P < 0.05) 
 

为探讨 HfDNA 适用性，检测 T5exo 酶切 HfDNA 酶促动力学。在 150 µL 体系下 37℃ 30 min 酶切

50、100、300、500 ng 底物，每 90 s 实时检测荧光值。取不同底物浓度下 6 min (6 × 90 s)荧光值线性拟

合避免误差[23]，则底物反应速率(nM/s) = 线性方程斜率 × 540 s ÷ 22,225 (标准曲线斜率) ÷ 540 s，与

HfDNA 底物浓度拟合 Hill 方程(图 5 右)，得到 Vmax 为 8.1 × 10−4 nM/s、亲合常数 Km 为 0.1 nM 值。则

1 min 内产生核苷酸 = 8.1 × 10−4 nM/s × 60s = 0.486 nM，接近于 1U 的 T5exo 定义(0.5 nM/min dsDNA 降

解产物)。T5exo 酶切速率 = 8.1 × 10−4 (nM/s) × 2 (dsDNA) = 16.2 × 10−4 nM/s*nt/U，说明 T5exo 有较强持

续外切活性。亲合常数 Km 为 0.1 nM，弥补了 KD值不足[1] [5]，结果表明 HfDNA 可以表征 DNA 酶活

性。 
 

 
Figure 5. Standard curve (left) and kinetics of T5 exonuclease digestion of HfDNA (right). The insert was change of 
dT12_Fam fluorescence along with time of standard line using 20 U T5exo and kinetics using 1 U T5exo respectively 
图 5. 标准曲线(左)和 T5exo 酶切 HfDNA 动力学(右)。插图分别是标准曲线时 20U T5exo-HfDNA 荧光值–时间线性

拟合，酶促动力学时 1U T5exo-HfDNA 荧光值–时间线性拟合 
 

基于放射性标记 DNA 的 T5exo 转换常数 18 nt/s [1]，则 T5exo 浓度(说明书无浓度) = 16.2 × 10−4/18 = 
0.9 × 10−4 nM/U = 0.9 × 10−4 × 291 (Aa) × 110 (Aa 分子量) ng/U = 2.9 ng/U，又因为 1 U = 0.1 µL，所以，
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T5exo 浓度 = 29 ng/µL。T5exo 转换常数 18 nt/s，接近于持续外切活性较高的 VIII 外切酶 Kcat 18.8/s [4]，
高于 λ外切酶(λ exonuclease) Kcat 9.3/s [24]。 

4. 讨论 

本研究以隐–荧光引物 Hf_Pf 扩增带有 dT12_Fam 和 dT16_BHQ1 的 5851 bp HfDNA、经非等量引物

PCR 优化，HfDNA-T5exo 酶切产物定性、定量检测。据笔者所知，还没有 Hf 引物扩增 HfDNA 的报道。

5851 bp 长链 HfDNA 扩增基于：1) 接近放射性标记 40 kb T7 噬菌体 DNA、2.7 kb 质粒 pUC19 DNA [1]、
荧光染料 PicoGreen 染色 2.7 kb 线性 pUC19 DNA [4]。2) 5851 bp HfDNA 能够扩增，则较短 HfDNA 更容

易扩增。3) 针对 T5exo Kcat 18.1/s，5851 bp HfDNA 底物更好显示 T5exo 持续外切活性。淬灭基团导致

5~7 nm 荧光共振能量转移(fluorescence resonance energy transfer: FRET)从而不激发荧光[25]，一个 DNA
螺旋 10 bp 间距 3.4 nm，所以 Hf 引物需要荧光–淬灭基团间距 10 nt 之内，间距 4 nt 的 dT12_Fam 和

dT16_BHQ1 的 Hf_Pf 引物和 HfDNA 无荧光，T5exo 酶切分离 dT12_Fam 和 dT16_BHQ1 产生荧光，经激

光共聚焦和酶标仪定性和定量检测。化学反应连接荧光素-DNA 时出现连接效率问题[26] [27] [28]，PCR
扩增得到每个 DNA 分子带一个隐–荧光分子，淬灭基团 10 nt 之内引入第二个荧光基团可以增强荧光强

度。 
HfDNA 特异性问题。相比而言，放射性同位素标记 dsDNA 制备复杂[1] [3] [4]，需要加入放射性标

记的 3H、32P 原子，利用胞内 dsDNA 系统合成，而且放射性同位素危害人体健康。以 HfDNA 得到 T5exo
亲和常数 Km 0.1 nM，弥补了放射性同位素标记 dsDNA 无法检测 Km 值的不足[1]。以酸可溶性

(acid-soluble)方式检测酶切产物无法得到 T5exo 亲合常数 Km [1]。检测 VIII 型外切酶活性时[4]，通过 5’
端 dT_Fam 荧光素标记 25 bp dsDNA (5’-[FluorT] AGAGCTTAATTGCTGAATCTGGTG-3’退火反向互补

ssDNA)，只能得到 RecE564 解离常数 KD 70 nM，不同于 PicoGreen 染色 2.7 kb dsDNA 酶切底物，λ ex-
onuclease 得到 KD 161 nM。与本研究以 HfDNA 得到 T5exo Km 0.1 nM 相比，相差近 3 个数量级，说明

KD表示底物亲合力有较大误差，因为 T5exo (Kcat 18.1/s )~1 s 即可完全降解分子标记 25 bp dsDNA，无法

表征酶切 2.7 kb pUC19 dsDNA 底物亲合力，另外，荧光燃料 PicoGreen 对 ssDNA 和 dsDNA 均染色，ssDNA
与 dsDNA 结合的染料分子多少不一致，而且不能定量 dsDNA 结合多少个染料分子。 

荧光值单位问题。因为不同设备荧光单位不一致，荧光值均以绝对单位表示(a.u: arbitrary unit) [26] 
[27] [28] [29]。Fam 荧光值-HfDNA 浓度标准曲线斜率 22,225 以 150 µL 检测，而 Cy5 荧光-Cy5DNA 标准

曲线斜率 29,079 以 200 µL 检测[30]，表明 200 µL 检测体系 Cy5 比 150 µL Fam 荧光强度高，增大检测体

系可以提高荧光检测准确度。基于相对荧光单位概念，Hf-DNA-Fam 荧光方程斜率 22,225 a.u 除以检测体

系 150 μL 得到 Fam 相对值荧光强度 148.2 a.u /μL。Cy5DNA-Cy5 荧光方程斜率 29,079 a.u 除以 200 μL 检

测体系得到 Cy5 相对值荧光强度 145.4 a.u /μL，则二者相近。表明以检测体系的相对值荧光强度浓度标

准曲线可以用于不同荧光素。将荧光值绝对单位 19,683 a.u 除以 HfDNA 浓度 195.5 ng/µL 得到相对荧光

强度 100.7 a.u/(ng/µL)，可以排除 HfDNA 浓度的影响，则荧光值之间平行性更好。与水作为空白对照相

比，阴性对照中 T5exo 变性影响荧光值释放，从而显示水作为空白更合理。 
Tm 值计算问题。DNAman、NEB 计算 Tm 值时与理论公式 4 × (G + C) + 2 × (A + T)、经验公式 62.3 

+ 0.41 × (GC%)相同。长片段引物(megaprimer)构建重组质粒时[31] [32]、引物与模板匹配的 3’端序列用于

计算 Tm [32]，这些计算公式[33]根据氢键数目的多小、或 GC%含量计算 Tm 值，只能计算常规引物 Tm
值[34]，不适合计算Hf引物Tm值。Oligo和 IDT适合Hf引物Tm值计算，Hf引物Tm值比前者低 6℃~10℃，

加入修饰基团后 Tm 值进一步降低 0.3℃~0.4℃。这是因为：1) 荧光–淬灭基团通过较长 linker 连接 dT (图
1)，2) Oligo 和 IDT 用最近–邻(nearest-neighbor)方法得到碱基平均热动力参数计算 Tm 值[35]。Oligo 只
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是平均考虑修饰基团的 5’、3’、及中间位置影响，实际上修饰基团越近 3’端对 Tm 影响越大，3) Q5 DNA
聚合酶融合了 Sso7d DNA 结合域，提高 DNA 聚合速度、持续合成能力、DNA 保真度和稳定性[36]。 

5. 结论 

本研究以隐–荧光 Hf 引物扩增 5851 bp 的隐–荧光 HfDNA，Oligo 和 IDT 为适合计算器。Hf 引物

能够扩增 HfDNA，HfDNA-T5exo 外切产物经激光共聚焦显微镜定性检测 Fam 荧光素，并用酶标仪定量

检测荧光值，探讨了 T5exo 切割 HfDNA 的酶促动力学参数 Km 为 0.1 nM，弥补了文献 KD不足。结果表

明 HfDNA 可以代替放射性标记 DNA、非特异性荧光染料，为 DNA 酶学性质研究提供了新材料。 
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