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单分子PCR产物错误率分析*
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摘要 碱基错配致使PCR扩增产物中存在突变序列.大量模板PCR扩增时突变序列所占的比例较低，对随后进

行的PCR产物分析影响不大，但当对微量甚至单个模板DNA扩增时，情况则完全不同.对单分子PCR产物的

错误率进行了理论分析，结果表明:根据实验目的和条件，选择忠实性不同的聚合酶是十分关键的.
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    体外DNA扩增时，聚合酶可能引发的碱基错

配使聚合酶链式反应(polymerase chain reaction,
PCR)的产物出现错误，因此正确地计算出产物的

错误率成为一个重要的问题.在常规的分子生物学

实验中，模板数通常很大 (一般为105个以上)，

如果使用忠实性低的耐热Taq酶 (掺人错误率为

10-1/帅)，在扩增效率为70%时，将200 by长的
片段扩增一百万倍，产物错误率为33%，而使用

忠实性高的pfu聚合酶 (掺人错误率为7 x

10一今bp)，同样实验效率下将500帅长的片段扩

增一百万倍，产物错误率仅为。.7%川.可见，大
量模板下的PCR产物中突变序列通常只占其中一

小部分，大多数情况下不足以影响随后进行的实验

分析〔z一〕.
    最近，基因组测序和法医诊断学的需求，极大

地促进了以少量甚至单个DNA分子为模板的单分

子PCR扩增 (single molecule PCR amplification)实

验的发展1，一“〕.在这类实验中，模板数很少，聚

合酶导致的突变一旦发生，在随后的循环中都会随

着原来的序列一起呈指数扩增，并且由于还可能产

生新的突变，使得突变序列随扩增循环数的增加而

不断加大其所占比例，从而可能严重影响最终的实

验结果.因此，事先对单分子PCR扩增产物的错

误率进行论证分析是十分必要的，并且也已引起人

们越来越多的重视.

              T二0x(1+k)"         (1)

其中T为产物片段数，0为初始模板数，k为扩增

效率，N为扩增循环数.在常规PCR实验中，大

量初始模板数下，一次扩增循环后正确链的概率遵

循泊松分布的未击中事件的概率，则进行N次循
环后产物错误率F即为

              F二1一。Lxf.N                  (2)
其中L为片段长度，f为聚合酶的掺人错误率.
    虽然扩增过程不变，但是在小样本情况下，泊

松分布不再适用，公式 (2)不能直接用于计算单

分子PCR产物的错误率.所以在我们的计算中，

当扩增产物到达10，以前用随机数进行模拟，也就
是说利用计算机产生足够多的随机数，通过判断产

生的随机数是否大于所使用的聚合酶掺人错误率来

决定一个碱基是否发生了突变，从而计算某一循环

的产物错误率.当产物的量达到105以后则可继续

采用公式 (2)，以简化计算过程.这里选择105作

为计算转折点，是因为常规实验下以105为扩增起
点，我们希望两种情况下的计算能够尽量接近.扩

增循环次数N仍然遵循公式1的规律 (这里不考

虑没有扩增产物的前两个循环).

    实验使用的软件是Matlab 6. 0,假设扩增效率

均为70%.我们选用了两种典型的聚合酶，忠实

性低而常用的耐热Taq酶 (掺人错误率为2x

10 -0/bp l' l)和忠实性最高的pfu酶 (掺人错

1 研究方法与实验环境

    众所周知，PCR是一个扩增产物随着扩增循

环数的增加而呈指数上升的过程.扩增过程中产物

片段数遵循如下公式:
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误率为7 x 10-'/bp)，通过计算模板数从1到10
之间变化时，分别扩增200 by和500坤长的片段，
产物达到10'，时的突变序列总数，对单分子PCR

产物的错误率进行讨论.

2 结果与分析

    考虑到单个模板PCR与大量模板PCR扩增实

验的情况不同，我们首先对不同情况下的突变进行

了定义 当PCR被用于研究异源群体中的稀有分

子，例如对野生型基因的突变检测，寻找SNPs

等，如果聚合酶诱导的突变序列掩盖了稀有DNA
序列，那么扩增产物将与实际结果大相径庭[2〕，
这种情况下我们将每一条扩增链看作一个整体，突

变的定义针对整条链而言，即只要含有错配碱基的

序列就定义为突变序列.

    但是在另一些实验中，如为野生型基因测序而

进行的PCR扩增，聚合酶诱导的错配碱基是随机

分布在整条链上的，即使一些扩增产物中可能会含

有个别错配碱基，但是最终通过对所有产物片段的

比较仍然可以得到一致序列〔’岌.这种情况下扩增

产物将不再作为一个整体被处理，突变的定义针对

单个碱基而言，,L演变为突变碱基的定义.因此我

们根据不同的实验目的对单分子PCR产物的错误

率分别进行分析.

2.1 针对整条链的突变

    研究异源群体中稀有分子的PCR实验中，突

变的定义是针对整条链而言的，这里又分两种情况

进行计算.一种是在起始循环中是否发生错配，完

全按照产生的随机数进行模拟，这基本代表了真实

J情况下的产物错误率;第二种情况我们则假设起始

循环中确有一个模板发生错配，这时的PCR错误

率代表了较为极端情况下的结果.
    在随机错配情况下，从表I中所示的PCR错

误率计算结果可以看出，模板从1到10的变化对

产物错误率的影响不大，并且因为计算对结果的精
确度要求不高，所以，可以认为单个模板和稀少模

板的PCR实验得到的结果相等，并且这时的错误

率非常接近于大量模板时的情况，可见突变序列总

数受模板数的影响很小.

Table 1  The error rate of single molecule PCR using Taq and pfu polymerase

remplates number

Tay polymerase

pfu poly.-

2        3        4        5        6        7        8 9       10

0.5048   0.4727   0.4833 0.4739 0.4847   0.4671   0.4675   0.4814   0.4662   0.4745

0.0109   0.0105   0.0109 0.0105 0.0109   0.0107   0.0105   0.0109   0.0113   0.0106

    如果起始循环中确有一个模板发生错配，错配

碱基会随着以后的循环一起被扩增川，这样的事
件遵循二项分布，这时产物的错误率应该大于随机

错配假设下的错误率.计算结果表明 ‘表2)，在

起始循环中发生突变的概率不是很高，也就是说在

相对少的情况下第一个扩增循环就产生突变序列
特别是当实验中使用忠实性较高的聚合酶时.但

是，如果使用的是忠实性低的聚合酶，例如Taq
酶，起始循环中一旦错配发生，即使增加模板数到

10个，最终的产物错误率也会非常高，这时只有

更换忠实性高的聚合酶才能使错误率降低.所以在
这类实验中虽然可以用单个分子作为模板，但是在

实验中必须使用忠实性较高的聚合酶，才能保证得

到好的实验结果.

Table 2  The error rates of single molecule PCR using T叫and pfu polymerase when one

                                                  in the first cycle

h即pens mismatch

Templates number        1 4        5 6 7 9      10

r}       I%

polymerase F1%

    Pf

polymemse

  2.0      3.9      5.8      7.5      9.2     10.9

73.5     64.5     57.6     55.8     53.6     52.3

  0.03     0.07     0.10     0.14     0. 17     0.21

50.5     33.7     20.9     17.6     13.5     11.0

;一
0.24     0.28

10.1      8.7

15.3     16.7

50.5     50. 1

  0.31     0.35

  7.7      6.9

P is the probability thet one template happens mismatch; F is the em, rote of single molecule PCR
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2.2 针对单个碱基的突变

    为基因测序进行的PCR扩增过程中，单个碱

基的错误不足以影响整个链的质量，这时的错误率

是指所有片段相同位置上错配碱基的概率.我们假

设扩增实验在片段不同位置上的作用相同，那么每

个碱基位置卜发生突变的概率相等.

    这里同样分两种假设进行讨论 在第一种假设

下，是否发生错配完全按照产生的随机数进行模

拟，计一算结果表明:使用忠实性较低的Taq酶时，
以单个分子为模板，单碱基的错误率为17. 9% ;
如果更换忠实性较高的聚合酶，碱基错误率会

更低.

    在起始循环中确有一个模板上发生突变的情况

下，如果使用忠实性低的Taq酶，虽然单个碱基的
错误率会超过50%，但是发生错配的概率却极低，
仅为2 x 10-0 error/bp.如果更换忠实性稍高的聚合
酶，或者略微增加初始模板个数，不但发生突变的

概率大大下降而且碱基错误率也下降到50%以下.

因此，在为测序进行的单分子PCR实验中，起始

循环发生错配的概率极低，可以不予考虑，而略微

优化实验条件，都可以得到非常理想的实验结果.

我们初步的单分子PCR扩增实验结果也已证实了

这一点.

2.3 实验条件的影响

    从上面的计算可以看出，实验中使用的聚合酶

是非常重要的因素，表3是在500 by链长情况下，

序列从单个模板扩增到1012时，用不同的聚合酶诱
导带来的错误率变化，影响效果非常显著.

基突变检测等一类实验中，如果使用忠实性较低的

酶，在起始循环中一旦发生错配，实验产物将不能

用作下一步的分析，所以这类实验中应该尽量使用

忠实性高的聚合酶，以保证实验质量;但当突变的

定义针对单个碱基时，例如在测序等实验中，除了

非常极端的情况下错误率会超过50%以外，即使

使用了忠实性低的酶，实验结果也很理想.

    同时从表1中可以看出，相对于大量模板下产

物的错误率，少量模板PCR的错误率并未大幅增

加，说明模板数对产物错误率的影响很小，所以一

般情况下可以用单个模板分子进行PCR扩增.当
然实验条件会对错误率产生直接影响，为了能够得

到好的实验结果，应该努力优化PCR反应条件，

比如使用忠实性高的酶，努力提高扩增效率.
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Abstract        Mismatches during amplification result in some mutations in the PCR products. The simulation indicates

that the rate of mutation is quite low and has no influence on the consequent sequencing analysis when template

DNA molecules are abundant, but it is not the case when the PCR amplification is performed with single or few

molecules as templates. The error rates of single molecule PCR under different conditions showed that it is essential

to select different polymerases according to different experimental purposes.
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