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T h e G S T
一 。 a n d

e o m p e t i t o r D N A f r a g m e n t s w e r e p u r i f ie d o n a 4 % a -

g a or s e g e l a n d t h e b a n d s w e r e e u t o u t a n d P u r i f i e d b y

u s i n g a N u e l e o t r a p k it ( B io / G e n e )
.

T h e e o n e e n t r a -

t io n o f t a r g e t a n d e o m p e t it o r w e r e d e t e r m i n e d b y a

s p e e t or p h o t o m e t e r a t 2 6 0 n m ( 1 O D = 5 0 拌g / m L )
.

T h e G S T
一 ( : t a r g e t f r a g m e n t w a s s e q u e n e e d

,

w h i e h

w a s 1 0 0 0,0 i d e n t i e a l t o t h e p u b li s h e d s e q u e n e e [1 7 1
.

1
.

4 P C R

t h e n t o 5 0% B i n 1 m i n a n d t h e n r e 一 e q u i l i b r a t i o n f o r

5 m i n w i t h 5 0% B
.

T h e f lo w r a t e w a s 1
.

o m L /m i n

w i t h d e t e e t io n a t 2 6 0 n m
.

T h e e o lu m n o v e n t e m P e ar
-

t u r e w a s s e t a t 3 0 ℃
.

T h e inj e e t i o n v o l u m e w a s

2 0 拌 L
.

2 R e s u l t s a n d d i s c u s s i o n

奋

T h e G S T
一 a t a r g e t a n d e o m p e t i t o r m o l e e u l e s w e r e

a m p li f i e d u s i n g P C R
.

E a e h r e a e t i o n e o n t a i n e d 1 0

m m o l / L T r is
一

H C I
,

p H 8
.

3
,

5 0 m m o l / L K C I
,

1
.

5 m mo l / L M g C IZ
,

o
.

3 m m o l / L dN T p s ,

0
.

4 拌m o l/ L

P r im e r s
an d 2

.

5 un i t s of A m p l iT aq D N A P o l y m
e r as e

( P e r k in E lm e r )
.

T h e t h e r m a l e y e l e r e o n d i t i o n s i n -

e l u d e d a n i n i t i a l d e n a t u r a t i o n s t e p a t 9 4 ℃ f o r 2 m in
,

f o ll o w e d b y a m p l i f i e a t i o n a t 9 4 ℃ fo r 3 0 5 ,

5 0 ℃ f o r

3 0 5 a n d 7 2 ℃ f o r 3 0 5 ,

f o r a e e r t a i n n u m b e r o f e y e l e s

a s i n d i e a t e d
.

1
.

5 H P L C e o n d i t io n s f o r q u a n t i f i e a t i o n o f P C R

P or d u e t s

M o s t o f t e n ,

P C R p r o d u e t s a r e s e p a r a t e d b y g e l

e l e e t r o P h o r e s i s a n d q u a n t i f i e d b y im a g e s e a n n in g o r

b y d e t e e t i o n o f a n i n e o r p o r a t e d r a d io l a b e l
.

T h e s e

m e t h o d s a r e e i t h e r n o t p a r t i e u l a r l y q u a n t i t a t i v e o r u s -

in g h a z a r d o u s r e a g e n t s , a n d a lso no t r e a d i ly a u t o m a t
-

e d
.

H P L C w i t h a n o n 一

p o r o u s e o l u m n a n d U V d e t e e -

t i o n h a s b e e n s h o w n t o b e a p o w e r f u l t e e h n i q u e f o r

s e p a r a t io n a n d q u a n t i f i e a t i o n o f P e R p r o d u e t s 〔1 9一 2 1 ]
.

O u r i n t e r e s t w a s t o d e v e l o p a r e l ia b l e m e t h o d t o d e -

t e e t a n d q u a n t i f y e n z y m e i n d u e t i o n i n e u l t u r e d nr a m
-

m a li a n e e l ls w i t h H P L C d e t e e t io n t o im p or v e t h e e o n -

d i t io n s f o r R T
一 e o m p e t i t i v e 一

P C R
.

F ig
.

2 s h o w s t h e

s e P a r a t io n o f P CR m a r k e r s t a n d a r d s o n t h e H P L C
.

D N A f r a g m e n t s u p t o 5 0 0 b p e a n b e s e p a r a t e d u n d e r

t h e e o n d i t i o n s d e s e r ib e d in S e e
.

1
.

T h e e o n d i t i o n s

w e r e o p t im i s e d f o r s i z e s b e t w e e n 5 0 a n d 2 0 0 b P p r o d
-

u e t s a n d t h e m i n im u m s i z e d i f f e er n e e er q u i r e d fo r

b a s e l in e s e P a r a t i o n o f t a r g e t a n d e o m p e t i t o r w a s

3 0 b p
.

L i n e a r s t a n d a r d e u r v e s o f t a r g e t ( 1 2 0 b p ) a n d

e o m p e t i t o r ( 1 5 0 b p ) w e r e o b t a i n e d b y p l o t t i n g t h e

a m o u n t s o f t h e t a r g e t o r e o m p e t i t o r ( u p t o 16 0 n g ) a -

g a i n s t t h e a b so
r b a n e e t 2 6 0 n m ( F i g

.

3 )
.

翔 5 O
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000
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协

T h e H P L C s y s t e m i n e l u d e d a n a u t o inj e e t o r ,
t w o

p u m p s , a U V
一

d e t e e t o r , e o n t or ll e d b y a G i l s o n 7 1 5

H P L C e o n t r o ll e r
.

T h e s e p a r a t i o n o f G S T
一 a t a r g e t a n d

e o m p e t i t o r w a s p e r f o r m e d o n a S h o d e x I E C D N A p a k

e o l u m n ( 6 欠 5 0 m m ) ( P h e
on m e n e x ,

U K ) w i t h a l i n
-

e a r g r a d ie n t p or g r a m f o r b i n a r y m ob il e p h a s e a s 10 1
-

lo w s :
b u f f e r A 。 o n t a i n e d o

,

1 m o l / L T r is
一

H C I a n d

l m m o l / L E D T A ( p H S
.

0 ) a n d b u f f e r B w a s b u f f e r

A + l m o l / L N a C I ( p H S
.

0 ) T h e m o b i le p h a s e w a s a

l in e a r g r a d i e n t f r o m 5 0 % t o 7 5 % b u f f e r B i n 1 6 m i n
,

6 8 1 0 12 14

R e t e n t io n t ime (而
n )

F ig 2 H P L C s e p a ar t i o n o f P C R m a r k e r s ( 5 0 t o 1 0 0 0 b p )
.

E a e h

p e a k e o n t a in e d 4 0 n g d o u b le s t r a n d e d D N A
.

Q
u a n t it a t iv e P C R r e q u i r e s t h e s y n t h e s i s o f a

e o m P e t i t o r w h i e h e a n b e a m P l if i e d w i t h t h e s a m e e ff i
-

e i e n e y a s t h e t a r g e t
.

A n i d e a l e o m P e t i t o r s h o u ld r e -
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F ig
.

3

a r n 0 U n t S

o n t o s fl

G S-T以 t
耀 et 汕 d e o m pe t it or ( n

g)

S t a n d a r d e u r v e s o f G S T
一 a t a gr

e t a n d e o m p e t i l

d G S T t ar g et o r e

om
p et i t o r ( 1 0 一 1的

n g )
,

i o n
一
e x e h a n g e e o lu m n

.

T h e s t a n d a r d e u r v e s o f l

V a r io u s

i nj e e t e d

a n d c o m p e t i t o r ( ` ) w e r e p lo t t ed by us i昭 amo
u
nt ( n g )

p e a k h e ig ht
a t 2 6 0 n m ; R Z v a lu e s w e r e 0

.

9 9 5 5 an d o
.

9 9 7 3

t i v e ly
.

ag a ln s t

r e s P e C
-

s e m b l e t h e t a r g e t s e q u e n e e s a s e l o s e a s p o s s ib le b o t h

i n l e n g t h a n d s e q u e n e e [7
,

9 ]
.

T h e d e s i g n e d 15 0 b p

e o m p e t it o r h a s a s im il a r G + C c o n t e n t ( 5 2
.

6 % ) t o

t h e 12 0 b p t a r g e t ( 5 1
.

6 % )
, a n d o n l y 2 5 % l o n g e r i n

l e n g t h
.

T h e e o m p e t i t o r a n d t a r g e t w e r e b a s e l i n e s e p a -

r a t e d d i r e e t l y o n t h e H P L C
.

T h e u s e o f a P C R
一

g e n e r -

a t e d e o m P e t i t o r h a s s o m e a d v a n t a g e s o v e r t h e m e t ho d
o f i n e o r p o r a t i n g a n E c o R I s i t e i n t o a e o m p e t i t o r [ 18 ]

.

I n e o r P o r at i o n o f an E co R I s i t e r e
明i r e s d et er m i n at ion

o f t h e e f f i e i e n e y o f d i g e s t io n b y r e s t r ie t i o n e n z y m e ,

a n d i t a lso r e q u i r e s a n e x t r a s t e p o f d i g e s t i o n b e f o r e

a n a l y s is w i t h a n a s s o e ia t e d r is k o f p or d u e t 10 5 5 [ 1 8
,

2 2 ]
.

粼

8 10 1 2 14 1 6

R￡忱 n t i o n 桩m e (m in )

F ig
.

4 C hro m a t
眼 ra m s o f d i ft e r e n t r a t ios

o f t a琅 e t a n d e

om
p e t i t o r

( 2 6 e y e les )
.

T h e fi r s t e h ro m a t
馆

r a m co n t ia n s o n ly e o m p e t i t o r ( C )
a n d t h e f i n al e o n t a i n s o nl y t a rg

e t ( T )
.

T h e o t h e r r a t ios a r e i n d i e a t

e d o n t he e h ro n l a t o g r a r比 5
.

A k e y is s u e 15 w h e t h e r t h e e o m P e t it o r 15 a m p li
-

f ie d w i t h t h e s

am
e e f f i e i e n e y a s t h e t a r g e t

.

T o

d e m o n s t r a t e t h is
,

w e d e t e r m i n e d w h a t t h e s u i t a b l e

r at i o of t a r g e t t o e o m P e t i t o r m o l e e u l e s 15 a n d h ow
e y

-

e le n u m b e r s a f f e e t s t h e a e e u r a e y o f q u a n t i t a t i v e R T
-

P C R
.

W i t h k n o w n a m o u n t s o f t a r g e t a n d e o m p e t i t o r

m o le e u l e s m i x e d i n d if f e r e n t r a t io s ,
t h e f i n a l q u a n t i f i

-

e a t io n o f t h e P C R r e a e t io n w a s d e t e r m i n e d
.

T h e

kon w n n u m b e r o f s t a r t i n g t a r g e t

mo le e u l e s w a s

t e r m e d
“ t a r g e t m o l e e u l e s a d d e d

” a n d t h e n u m b e r o f

m o l e e u le s e a l e u la t e d u s i n g P C R w a s r e f e r r e d ot a s

“ t a垠e t m o l e e u l e s m e a s u r e d
”

.

T h e t o t a l n u m b e r o f

m o l e e u le s w a s Z
、

4 5 又 10 5 a n d t h e r a t i o o f t a r g e t / c

om
-

p e t i t o r m o l e e u le s w a s for m 0
.

2 t o 5 a t t h e b e g i n n i n g

o f t h e e x p e r im e n t
.

A l l of t h e t a r g e t m o l e e u l e s m e a -

s u r e d w e r e w i t h i n 9 0 % o f t h e t a玛 e t m o l e e u le s a d d e d

( t h e r a t io s o f m ol e e ul e s a d d e d / m ol e e ul e S m e a s u r e d

a r e a l l w i t h i n 0
.

9 5 一 1
.

0 5
, a n d t h e e h r o m a t o g r a m s

a r e , h o w n i n F i g
.

4
.

T h i s e o n f i r m s t h a t t h e e o m P e t i
-

t o r m o l e e u l e s a r e a m p l if i e d w i t h t h e s a m e e f f i e i e n e y a s

t h e t a r g e t m o l e e u l e s i n t h e P C R a m P l i f i e a t io n , a n d i n

R T
一

P C R
.

T h e r e fo r e t h e 1 5 0 b P e o m P e t it o r 15 a s u it
-

a b l e in t e r n a l e o n t or l fo r q u a n t i f ie a t io n o f G S T
一 a g e n e

e x p r e s s i o n b y R T
一 e o m p e t it i v e 一 P C R a n a l y s i s

.

T h i s e x -

t e n d s t h e m e tho d d e s e r i b e d p r e v i o u s l y [1 1 ]
.

T h e

a m o u n t o f P C R p r o d u e t s o f t a塔e t a n d e o m P e t i t o r i n
-

e r e a s e d w i t h t h e e y e l e n u m b e r 15 s h o w n in F i g
.

5
.

A f
-

t e r 2 1 e y e l e s ,

b o t h p or d u e t s e o u ld b e d e t e e t e d b y

H P L C a n d t h e r a t i o o f t h e s e t w o P or d u e t s r e m a in e d

e o n s t a n t u n t i l t h e fo r m a t i o n o f a h e t e r o d u p l e x a t e y e l e

2 7
.

B e e a u s e t h e n u e le o t i d e s e q u e n e e s o f t a r g e t a n d

e o m p e t i t o r a r e i d e n t ie a l e x e e P t fo r t h e i n s e r t
,

t h e r e

w i ll b e h e t e r o d u p l e x D N A f o r m a t i o n d u e t o ht e e or s s

a n n e a li n g b e t w e e n t h e t a r g e t a n d t h e e o m p e t i t o r

mo l e e u le s w h e n t h e r e a e t a n t s s u e h a s P r im e r s b e e

om
e

a l im i t i n t h e l a t e r s t a g e o f t h e P C R a m P l i f i e a -

t io n [ 18
,

23
,

2 4 ]
.

H e t e ro d u p l e x f o r m a t io n e a n t h u s b e

.

令
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协 e o nt ro l l e d b y l im it i n gt h e e y e l e nu m b e r st o 2 6a s

s h o w n i nF i g
.

5
.

T h e fo r m at io n o f h et e
ro du P l e x i n

-

e r e as e d w it ht h e e y e l e nu m b e r , a n d a f t e r 3 0 e y e le s

t h e r e w a s r e la t iv e ly l i t t l e i n e r e a s e i n t h e a m o u n t s o f

t a r g e t a n d e o m P e t i t o r P or d u e t s
,

b u t t h e h e t e
or d u P l e x

i n e r e a s e d s u b s t a n t i a l l y
.

T h e a

mo
u n t o f t h e h e t e or d u -

p l e x w a s m : 、 x im u m a t a r a t io o f t a r g e t / e o m p e t i t o r 二 1

( d a t a
on t s h o w n )

.

H o w e v e r ,
t h e q u a n t if i e a t io n r a n g e

e a n b e e x t e n d e d in t o t h e n o n 一 e x P o n e n t i a l p h a s e o f t h e

am
p l if i e at io n [ 4

, 25 , 2 6 ]
,

50 i t 15 p o s is b le ot w o r k i n t h is

r a n g e P or
v i d e d t h a t t h e h e t e or d u p le x e a n b e r e so l v e d

for m P e a k s o f t a r g e t a n d co m p e t i t o r
.

I t h a s b e e n r e -

Po r t e d t h a t t h e a m o u n t o f t a塔e t m o l e e u le s a n d co m
-

p e t iot r

mo l(
: e u l e s ca n b e e a le u la t e d a e co r d i n g t o t h e

m o le e u l a r w e ig h t r a t i o
, a n d a dd e d b a e k t o t h e t a r g e t

a n d co m P e t i t o r P e a k s ,

b u t t h is m a y d e e r e a s e t h e a e -

c u r a e y o f t h e r e s u l t s [2 3 1
.

i n g t h e fo r m u la
:

19 ( Y e / Y T ) = l g X e 一 lg X T +

, 19 [ ( i + E e ) / ( i + E T ) ] [9 ]
,

w h e r 。 Y 。 i、 t h e

a m o u n t o f e o m p e t i t o r a f t e r P C R a m p li f i e a t io n : Y T

t h e a m o u n t o f t a r g e t a f t e r P C R a m P l i f i e a t io n ; X e t h e

a m o u n t o f e o m P e t i t o r a d d e d ; X T t h e a m o u n t o f t a r -

g e t ; E e a n d E T a r e t h e e f f i e i e n e i e s o f e o m p e t i t o r a n d

t a塔 e t er s p e e t i v e ly
.

W h e n t h e e f f i e ie n e i e s a r e e q u a l
,

t h e f o mr
u l a 15 s im p l i f i e d i n t o 19 ( Y e / Y T ) = l g X e -

l g X T ; lg X T = l g X e 一 19 ( Y e / Y T ) ; 1
.

e
.

X T =

X c’ Y T / Y c
.

U s i n g t h es e e o n d i t i o n s ,
t h e e x p r e s s io n o f m R N A

e n e o d i n g G S T
一 a w a s in d u e e d b y o l t i p ar z i n h u m a n

h e P a t o m a H e p GZ
e e ll s a s e x p e e t e d

.

T h e t w o e h or
-

m a t o g r a m s s h o w t h e a m o u n t s o f G S T
一 a t a r g e t i n e o n -

t or l a n d i n o l t ip r a z 一 t r e a t e d ( 2 拜m o l / L ) H e p GZ
e e l ls

( F i g
.

6 )
, s

ho w i n g a 2
.

5
一

fo ld in d u e t i o n
.

T h e i n d u e -

U
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T
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C
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R e et n t io n it me (而
n )

F ig
.

6
.

Cb m l ) a r l

son
o f G S T

一
a t a r g e t

om l e e u lse in con
t
olr an d

o l t ip r

, t r aet
e d H e p GZ

e e l ls
.

OT
t al RN A for m e

on
t
or l ( a ) a n d

o l t i p r

二
t

aer
t de ( b ) H e p GZ

e e lls w as s p i k e d w i t h 15 f g

com
p e t i t o r

be lo r e R l
, 一

P C R
.

24一23

_ 一一一
~ 2

22一21

书

10 12 14

R e te int on t ime (而
n )

F ig
.

5
.

D e P e n d e n e e o f e y e le n u m b e r o f P C R o n co m pe t i to r
an d

t a r g e t p e a k s
.

T he id e al r a n g e o f d e t
ec

t i o n 15 be t w ee n t he d e t e e t ion
l im i t ( 2 1 c y e le s ) an d b e

for
e h e t e和 d u p le x ( H L〕) 拓加

a t

lon ( 2 6 e y
-

c l e s )
.

旗

T h e e ( ) m b i n a t i o n o f R T
一

co m P e t it i v e P C R a n d

H P L C i n a n a ly s i s o f t h e i n d u e t i o n o f G S T
一 以 w a s P e r -

f o r m e d b y s e t t i n g u P r e P l ie a t e r e a e t i o n s e o n t a i n i n g e -

q u a l a

mo
u n t s o f u n k n o w n G S T

一 a t a r g e t w i t h d i f f e r e n t
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