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籌銉

HiDi® (High Discrimination) 表示对 

PCR 引物 3' 端核苷酸错配的高鉴别能

力。HiDi® 2X PCR Master Mix 是一种可

应用于 SYBR 方法的即用型预混液，含

有高鉴别能力的重组 DNA 聚合酶，可

适用于等位基因特异性 PCR (AS-PCR)1、

甲基化特异性 PCR 等应用。

HiDi® 对于鉴定诸如 CRISPR/Cas 

或 TALEN 等基因组编辑组技术的实验

效果也同样有效 2,3。该酶采用适配体修

饰的热启动技术，50℃ - 55℃ 以上的

温度会破坏适配体的二级结构，释放  

DNA 聚合酶活性。优化的化学缓冲液提

高了反应灵敏度，确保聚合酶稳定且高

效地发挥其性能。

通过扩增信号的延迟，HiDi®可有效

地鉴别转换或颠换突变。基于探针法的

检测，可选择 HiDi® Taq 2X PCR Master 

Mix ( 货号 : #4200S 或 #4200M)。
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炴䙼 瓡嫳 柣䇅 峑縀曨

1 95°C 2 min 1

2 95°C 15 sec 40

3 60°C 30 sec 40

4 72°C 30 sec 40

㐩 1: 慀嫙脩禔峑縀樍禱┝
壽髯燴嫙鈀 C 譊鳘炴菗續剅獼嵾炴䙼孨䅏颲 10 min┝

∕ 1䲪宲篵㞄㝧┝
WT Primer: 鞲㶝脠⿱蒅菗仹禦諏㴜菗崍闐宲篵┝
A-mismatch primer: 㶝脠⿱蒅菗仹禦菗 3' 諨 A-蝒仹䃩㴜 (䑵捝訩獼) 菗崍闐宲篵┝
T-mismatch primer: 㶝脠⿱蒅菗仹禦菗 3' 諨 T-蝒仹䃩㴜 (㬸捝訩獼) 菗崍闐宲篵┝
慀榐宲篵 Tm 懶鉐麂 63セ┝

NM_001101.5:85-1212 3’ -GTCTTTGCGGATGTCCACGTCACACTTCATGATGGAGT-5’

 WT primer 5’ -GGATGTCCACGTCACACTTC -3’

 A-mismatch primer 5’ -GGATGTCCACGTCACACTTA -3’

 T-mismatch primer 5’ -GGATGTCCACGTCACACTTT -3’

 Forward primer 5’ -CACTCTTCCAGCCTTCCTTC -3’

HiDi® 2x PCR Master Mix和其他三家

供应商，同时以 100 bp 的肌动蛋白 (Actin) 

基因片段 (Genbank NM_001101.5) 为靶基

因进行扩增，以 10 倍梯度稀释模板，并

设定 3 个平行实验组，采用 SYBR Green 

染料法每反应进行超过 40 次循环 ( 如表 

1 所示 )。根据图 1，设计 3' 端匹配和错配

的反向引物。反应程序及引物终浓度均根

据不同供应商建议条件进行配置。
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首先，从图 2 (A) (E) 中可以看出，相

较于野生型匹配引物的扩增结果，HiDi® 

2x PCR Master Mix 表现出色，在鉴别颠

换突变 (A-碱基错配引物 ) 方面最高效。

T- 碱基错配引物的扩增信号有极为

显著的延迟，这说明酶预混液具有良好

的鉴别能力。此外，使用其他供应商的

产品时荧光信号值更低，这导致针对 A- 

碱基错配引物或 T- 碱基错配引物的鉴

别能力较差，如图 2 (B) (C) (D) (E) 所示。

其次，HiDi® 2x PCR Master Mix 通

过野生型匹配引物扩增后的效率高达

97%，优于其他三家供应商的同类产品。

HiDi® 2x PCR Master Mix 在鉴别单

个核苷酸突变方面表现出卓越的能力，

是使用等位基因特异性 PCR (AS-PCR) 

进行突变检测、或基因组编辑效果验证

的首选产品。

基于 SYBR Green 染料法的 HiDi® 

2x PCR Master Mix，相较于其他三家知

名供应商的预混液，具有更加优越的性

能。

HiDi® 2x PCR Master Mix 在高灵敏 

PCR 扩增中一样高效。

HiDi® 2x PCR 

Master Mix 桇
㶖脩譳縛仹禦簊
宂嵾 PCR (AS-

PCR) 氞玤讞欳
驔㵇僫嵏嵾菗䕬
㯖攙櫧┝



∕ 2䲪憁倵楧鉳縹 Cq 懶∕┝
A) HiDi® 2x PCR Master Mix 漢脩 3' 槃諨䃩㴜宲篵㮨㐍訩獼縛祂
㹃壓┝
B) 燴嫙鈀 A 㶖脩滌剛鳘褔䃩㴜宲篵〢枼狚嘄縁訩獼縛祂菗㹃壓┝
C) 燴嫙鈀 B 憁倵暲橦鞣閨䲗骶枼狚㮋訝㹃壓訩獼菗蒅菗┝
D) 燴嫙鈀 C 憁倵暲橦鞣閨䲗骶鬭喪講惻懶楪該䲗枼狚㮋訝㹃壓訩獼
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HiDi® 2x PCR Master Mix

野生型引物, E=97% A-碱基错配引物 T-碱基错配引物
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野生型引物, E=63% A-碱基错配引物 T-碱基错配引物
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野生型引物, E=89% A-碱基错配引物 T-碱基错配引物
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燴嫙鈀 C

野生型引物, E=106% A-碱基错配引物 T-碱基错配引物
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HiDi® 2x PCR Master Mix
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野生型引物 A-碱基错配引物 T-碱基错配引物

E) HiDi® 2x PCR Master Mix 縹壽闖燴嫙鈀踭楓攙櫧╳鞣閽玱嫳溦
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在 A、B、C 和 D 组中：针对野生型匹配正、反向引物、A-碱基错配反
向引物和 T-碱基错配反向引物的三条扩增曲线对应于样本中的 DNA 

拷贝数分别为 50000、5000 和 500。
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