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Abstract: Rolling circle amplification (RCA) of genomic or plasmid DNA has found wide used in technique academic and 

biotechnology reseach. In this study, we have successfully found what caused the nonspecific product in the reaction, thus designing 

an improved RCA which overcomes false priming at sites where primer dimers are formed. The results demonstrated that PEG or 

PEI could interact with the components of the improved RCA system, and help increase the reaction rate and yield of the improved 

RCA system, and dramatically reduces the nonspecific RCA products. This low-cost and efficient method dramatically overcomes 

nonspecific product amplification phenomenon in the RCA reaction which is problematic and has existed for a long time. 
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摘要：基因组DNA或质粒DNA的滚环扩增技术（RCA）广泛应用于学术和生物技术研究中。在本文中，我们阐述了

RCA非特异性扩增出现拖尾的原因，并设计了一种改良的RCA体系减少引物的错配和引物二聚体的形成。当在改良的

RCA中加入不同浓度的聚乙二醇（PEG，8000）或聚乙烯亚胺（PEI）可以有效的增强扩增的效率和特异性，同时也减

弱了RCA在反应中容易出现的非特异性扩增拖尾现象。这种成本低,效率高的方法极大地克服了RCA反应中的非特异性

扩增现象。 

关键字：RCA，重组质粒，聚乙烯亚胺，聚乙二醇 
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1．引言 

RCA 体系中利用随机的引物六聚体和噬菌体

Phi29DNA聚合酶已经越来越多的应用于DNA的扩增

[1-2]。它是一种可利用皮克至微克级的环状DNA作为模

板在恒温条件下对DNA进行指数扩增的方法[3]。商品化

试剂盒Templi Phi (Amersham Biosciences)，它利用了多

重引物RCA的方法可直接从克隆，菌斑，液体等环境中

直接获取模板进行DNA的扩增[4]，其DNA产物以双链和

串联重复序列单元为主[5]。 

作为一种有效的DNA扩增工具，RCA具有很多的优

势。如对设备要求低，操作简单，检测所有感染体中环

型DNA成分，不需要知道任何的基因序列信息[6-7]。目

前RCA技术已经被广泛的应用于DNA测序[8]，蛋白质表

达[3]，生物传感器[9]，诊断[10]，药物发现和纳米技术

[11]。 

然而，该技术在实际操作中，总是存在很低的扩增效

率,环境的污染以及非特异性扩增严重的问题，其反应效

率也会随着模板DNA大小，含量，结构的复杂程度而逐渐

降低[12]。基于RCA全基因组扩增的实用性，已证明用于

各种用途，在纳米技术中，得到长而有序的基因片段是包

裹其他有效成分的关键，然而实际的操作中，总是存在大

量非特异性的拖尾小片段，造成对纳米技术的一个干扰。

在SNP基因分型应用中，极低的模板浓度，极容易造成基

因组区域的丢失，RCA扩增效率底下，影响检验的结果等。

造成RCA扩增效率低下的原因最有可能是由于引物的错

配或引物二聚体的形成。针对这一问题的解决，已有相关

文献报道，利用一种来源于嗜热菌HB8中突变的单链DNA

结合蛋白（TthSSB-255）可有效的提高RCA反应中DNA

的合成效率和灵敏度，同时减弱非特异性扩增拖尾严重的

问题[12-13]。但该蛋白生产成本昂贵，考虑到该蛋白在整

个的制作过程中，需要进行蛋白表达，纯化，活性分析等

复杂的操作过程，以及蛋白不利于运输和保存的问题。因

此，发展一种低成本，简单，快速有效的方法去取代

TthSSB-255这种蛋白在RCA技术方面所具有的功能，改良

RCA反应中的灵敏度低，特异性差，非特异性严重的问题

依然是具有价值和挑战的。 

本文的研究中，基于对RCA已存在的缺点分析，发展

了一种新的RCA体系，在不需要加入TthSSB-255蛋白等任

何多余物质的情况下可有效的减弱非特性性扩增拖尾的

现象。其次通过对TthSSB-255蛋白的功能分析，本文首次

将化合物PEG8000和PEI在RCA体系中进行应用，可有效

提高RCA反应的灵敏度和特异性。不同浓度的PEG（8000）

和PEI在改良的RCA体系中，随着使用浓度的增加可逐渐

提高RCA反应的灵敏度和特异性，当浓度达到一定值以后

又会出现抑制RCA反应的现象。 

2．材料和方法 

RCA添加剂 

PEG（分子量：8000）和PEI购买于Sigma Aldrich (St. 

Louis, MO, USA)，实验中所用到的水来自于Milli-Q Plus 

185水纯化系统，其电阻值高于18MΩcm。商品化试剂盒
Templi Phi (Amersham Biosciences) 

2.1．RCA试剂盒体系 

RCA反应利用了商品化试剂盒TempliPhi(Amersham 

Biosciences)，并且严格按照其说明书进行操作，以1ng重

组质粒pUC19-HU-α为模板（HU-α的大小为273bp，基因

序列来源于NCBI（Gen Bank: EU891569.1），以EcoRI和

NedI为酶切位点）1 µl，添加到5µl的sample buffer中，95℃

加热3分钟，冷却至室温，再加入5µl的reaction buffer和

0.2µl of enzyme mix（包含phi29聚合酶和引物六聚体），

30℃反应4至18小时，反应结束后65℃加热10分钟终止反

应。 

2.2．PCR检测 

为了检测RCA产物中是否含有HU-α的片段，将RCA

的反应产物进行PCR试验。PCR的引物合成订购于Thermo 

Fisher Scientific，（China）其序列为 

primer1:5′AGGATCCATATGACCAAGTCAGAATTG

ATAG3′ 

primer2:5′TACCCGGAATTCTTAACCGTAAATATT

G-3′ 

整个的PCR体系为10µl，其中包含1µl的RCA产物，5µl

的2×Phusion Master Mix (containing buffer, nucleotides, 

and Phusion DNA polymerase, but not primers or template) 

和5pmol的引物1和引物2。温度体系：95℃1分钟，95℃30

秒，55℃30秒，72℃30秒，一共30个循环，最后72℃5分

钟，保存4℃。该体系借鉴ABI ProFlex™PCR system 

(Application Biosystems, USA)。 

2.3．PCR和RCA产物检测 

DNA用ExRed染色在1%琼脂糖凝胶进行电泳，用

GelX 1650凝胶图像分析系统（上海奥祥科学仪器有限公

司，中国上海）进行可视化和记录。基于琼脂糖凝胶电泳

图像，测定了PEG和PEI提高RCA效率的能力。这是通过

比较在给定浓度的PEG或PEI存在下RCA之后的目标DNA

条带的光密度值及其他条带的比例来实现的。使用UV /

可见蛋白质核酸分析仪（Thermo Fisher Scientific的

BioMate3）测定RCA产物的光密度。用各种添加剂的连续

浓度添加到RCA反应中进行比较，选择凝胶上最厚和最亮

目标条带（最大效率）的RCA反应的添加剂的浓度作为该

添加剂的最佳浓度。还根据上述方法评价了从限制性内切

核酸酶分析获得的靶DNA的含量比例以及RCA产物的

PCR检测。 

2.4．RCA改良体系 

整个体系10µl，包括1µl的1ng pUC19-HU-α，2µl的

2.5mM dNTP，2µl的10×BSA，1µl的phi29DNA聚合酶

buffer，0.2µl of Templi Phi (Amersham Biosciences)中的酶

混合液，1µl的PEG8000或PEI，其余部分用水补齐。 
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3．结果 

3.1．PEI和PEG对RCA试剂盒的影响 

验证PEI和PEG是否可以增强RCA的灵敏度和特异性。

将PEI和PEG进行了不同比例的稀释，分别在体系中加入1µl，

以1ng重组质粒pUC19-HU-α为模板，其余操作同试剂盒RCA

体系。发现在试剂盒RCA体系下加入适当浓度的PEI和PEG

可逐渐的增强RCA的灵敏度和特异性，但RCA的非特异性扩

增拖尾现象也逐渐增强如图1（a,c）。而且RCA极容易受到

环境或操作的污染，造成在非模板状态下也容易出现扩增现

象干扰实验结果，因此以不加模板的状态下验证了PEI和

PEG对试剂盒RCA的影响，发现当加入一定量的PEI或PEG

可以有效的消除非特异性扩增现象如图1（b,d）。 

 

图1 PEI和PEG对试剂盒RCA体系在有模板和无模板情况下的影响。（a）

重组质粒pUC19-HU-α为模板加入了不同浓度的PEI;（b）同（a）差别在

于不加模板；（c）重组质粒pUC19-HU-α为模板加入了不同浓度的PEG；

（d）同（c）差别在于不加模板；泳道M的markers范围（250bp到10kbp）。 

3.2．PEI和PEG对改良RCA体系的影响 

为了验证改良RCA与添加PEI和PEG后是否可以增强

RCA的灵敏度和特异性，同时减弱非特异性扩增产生的拖

尾现象。将PEI和PEG按不同比例进行稀释，分别在体系

中加入1ul，以1ng重组质粒pUC19-HU-α为模板，其余操

作同改良RCA体系。发现在改良RCA的体系中加入适当浓

度的PEI和PEG可以逐渐增强RCA的灵敏度和特异性，同

时减少非特异性扩增产生的拖尾现象如图2（a,c）。为了

进一步验证该方法下RCA产物的品质，以EcoRI分别酶切

不同的RCA产物，产生了一条大小符合模板pUC19-HU-α

且趋势逐渐增强的条带如图2（b,d）。该实验从RCA产物

和酶切产物两方面验证了PEI和PEG对改良的RCA体系灵

敏度和特异性的增强效果。 

 

图2 PEI和PEG对改良RCA体系在有模板情况下的影响。（a）重组质粒

pUC19-HU-α为模板加入了不同浓度的PEI;（b）EcoRI酶对图（a）RCA

产物酶切处理；（c）重组质粒pUC19-HU-α为模板加入了不同浓度的PEG；

（d）EcoRI酶对图（c）RCA产物酶切处理；泳道M的markers范围（250bp

到10kbp）。 

3.3．模板浓度的影响 

为了进一步验证PEI和PEG对改良RCA灵敏度和特异

性的影响，选择了不同的模板浓度下进行了RCA的比较，

观察在改良RCA的体系中加入PEI或PEG是否可以增强

RCA的灵敏度和特异性。模板（重组质粒pUC19-HU-α）以

1ng为基准值，依次稀释10倍直至10
-5。发现加入PEI或PEG

后可以实现在模板浓度只有0.1~0.01pg的情况下依然会出

现少量的扩增现象，这一点说明从模板浓度方面考虑，该

方法同样可以有效增强RCA的灵敏度和特异性，实现了在

低模板浓度下的RCA反应，同时减少非特异性扩增产生的

拖尾现象如图3（a,b,c）。 

 

图3 PEI和PEG对改良RCA体系在不同浓度模板情况下的影响。（a）重

组质粒 pUC19-HU-α为模板不加入任何辅助剂；（ b）重组质粒

pUC19-HU-α为模板加入了一定量的PEI；（c）重重组质粒pUC19-HU-α

为模板加入了一定量的PEG；泳道M的markers范围（250bp到10kbp）。 
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3.4．RCA产物定量分析 

为了定量分析PEG或PEI的添加是否能够使改良的

RCA体系的效率增加。利用了定量分析紫外/可见蛋白核

酸分析仪对RCA产物的核酸含量定量测定。如图4（a,b）

所示，发现不同浓度的PEI和PEG在一定浓度范围内可逐

渐增强RCA的扩增效率，但过量的添加剂在一定程度上降

低了RCA的扩增效率。 

 

图4 定量分析PEI和PEG对RCA扩增效率的影响。（a）改良RCA体系中

加入不同浓度的PEI；（b）改良RCA体系中加入不同浓度的PEG。（n=3,x� �

s；*P<0.05 vs PEI或PEG未处理组）。 

3.5．PCR验证RCA扩增的HU-α DNA 

评估RCA扩增的重组质粒pUC19-HU-α中HU-α DNA

的质量，使用连续稀释的重组质粒pUC19-HU-α或RCA产

物进行PCR检测。2%凝胶电泳显示对HU-α DNA（273bp）

片段的PCR结果。实验发现以同浓度的RCA扩增产物比以

重组质粒pUC19-HU-α作为模板的PCR效果更好如图5

（a,b）。当在RCA产物作为模板的PCR中加入PEI或PEG，

在一定成度上也增强了PCR的扩增效率，即使当模板浓度

由1ng/µl降低至1/1000同样能获得较高的扩增效率如图5

（c,d）。在PEI和PEG存在的情况下，尽管PCR扩增的非

特异性效率增强，但仍然获得大量的PCR目的产物。很明

显，PEI和PEG极大地刺激聚合，特别是在RCA和PCR反

应中模板浓度较低时。 

 

图5 PCR验证RCA扩增产物HU-α。（a）重组质粒pUC19-HU-α为模板稀

释成不同的浓度进行PCR;（b）RCA扩增产物为模板稀释成不同的浓度

进行PCR；（c）重组质粒pUC19-HU-α为模板稀释成不同的浓度同时加

入PEI进行PCR；（d）与图（c）不同处在于以PEG作为辅助剂；泳道M

的markers范围（250bp到10kbp）。 

4．结论 

本文首先通过对TthSSB-255蛋白在改良RCA反应中

所具有的现象，分析了现有的RCA存在的缺点，设计了

一种新的RCA操作体系，同时为了进一步完善改良的

RCA体系，首次利用了PEI和PEG这两种化合物作为对

RCA反应的辅助催化剂，并通过大量的浓度筛选，测定

了PEI和PEG的有效浓度范围，以上的研究结果已表明，

这样的RCA改良方法可以显著的减少RCA非特异性扩增

产生的拖尾现象，同时增强特异性扩增。众所周知，

phi29DNA聚合酶具有多重置换和连续复制的功能，它可

以与模板和引物同时结合，引导着DNA的合成。非特异

性RCA产物的形成，可能源自引物与模板的错配或者引

物二聚体的形成[12]。所以，在本文的研究中，如果可以

让引物不形成引物二聚体或引物与模板正确有序的结合

或者使phi29DNA聚合酶更好的指挥DNA的合成，是否可

以减少非特异性扩增产物以及增加特异性扩增。首先，

分析RCA试剂盒的操作步骤，它要求首先将模板加入到

sample buffer（含有引物六聚体）中，进行变性处理。那

么引物将会与解链的模板互补配对，然而这种互补配对

是随机的，没有秩序的，因此会出现大量的错配情况。

之后加入reaction buffer和酶MIX（含有phi29DNA聚合酶

和引物六聚体）进行反应。虽然，新加入phi29DNA聚合

酶可以有效指挥之后的引物与模板正确的结合与合成，

但是不能指挥之前已经与模板随机结合的引物，这就造

成了大量的非特异性扩增产物。所以引物需要与

phi29DNA聚合酶同时加入RCA反应体系，保证引物与模

板在phi29DNA聚合酶的指挥下正确的结合与合成。因此

本文设计了这种RCA改良方法，这种方法的操作要求，

首先将模板进行变性处理，之后同时加入引物和

phi29DNA聚合酶。从图2a和2b可以证实这一猜想。另外，

这个RCA试剂盒，在没有模板的情况下，同样会出现非

特异性扩增现象，这可能是受到环境中的生物气溶胶污

染或引物二聚体造成的，在sample buffer中含有大量的引

物，经过变性处理以后，这一部分引物会相互分开，与

之后加入的酶MIX中的引物会形成大量的引物二聚体，

造成非模板状态下的非特异性扩增。而改良的RCA操作

中，没有二次加入的引物，同时加入PEI或PEG作为辅助

剂，所以在没有模板的情况下不会出现非特异性扩增现

象，如图1b和1d证实了这一猜想。 

最近的报道证明单链DNA结合蛋白有利于RCA的反

应，Jin Inoue et al证明了一种突变的单链DNA结合蛋白可

以改善RCA反应，这些蛋白对RCA反应的效应是基于他们

特殊的DNA结合特点。而PEI是一种带正点的聚合物，它

可以有效的与DNA进行结合，有研究表明PEI是一种最有

效的非病毒基因载体[14-15]，因此在RCA试剂盒操作过程

的第一步加入PEI，可以辅助引物与模板结合的更紧密，

类似与单链DNA结合蛋白的功能，将有利于RCA的扩增，

如图1a所示。但是这种增强的效应是没有特异性的。而在

没有模板的情况下，PEI会结合大量的引物二聚体，使引

物大量聚集，从而干扰DNA的合成，克服非模板状态下，

试剂盒出现的非特异性扩增现象，正如如图1b证实了这一

猜想。单链DNA结合蛋白的另一功能就是可以有效的维持

DNA单链的状态，PEG具有良好的分散性特点[16-19]，引

起水活度的降低而改变稳定性[19-20]，还具有加速T4 

DNA连接酶的连接活动，和TaqDNA聚合酶活性[21-24]。

在RCA试剂盒操作过程的第一步加入PEG，可以使模板解

链后分散得更充分，有利于引物与模板的结合，从而有利

于RCA的反应，正如图1c所示，但是这种增强的效应也是

没有特异性的。而在没有模板的情况下，因为引物二聚体

本身的结合力非常弱，而且PEG对小分子的核酸分散效果
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更显著，所以会阻碍二聚体的形成，克服非模板状态下，

试剂盒出现的非特异性扩增现象，干扰DNA的合成，正如

如图1d证实了这一猜想。无论是PEI或者PEG，过度的结

合和分散都会阻碍DNA的合成，造成对RCA反应的抑制作

用，这种现象类似于PCR添加剂[25]，正如图5所示。 

证实了以上的猜测以后，考虑将PEI和PEG应用到改

良的RCA方法中，在变性的这一步中，PEI会与单链DNA

结合，当加入了引物和phi29DNA聚合酶后，PEI将作为单

链DNA与引物和phi29DNA聚合酶之间的媒介，更有利于

RCA的反应。同样的，在变性的这一步中，PEG可以辅助

变性，使模板的单链化程度更充分，从而提高RCA的反应

效率。而且这种方法，产生非特异性扩增拖尾现象较弱，

正如图4证实了这一猜想。但是过多的PEI和PEG在改良的

这种方法中，也会造成抑制现象，如图5所示。 
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