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Tth 一步法 RT-PCR 引物探针设计：
现象、结论与依据
客户技术资料 ｜ 2026-11-01 ｜ 宝锐生物
Tth（Thermus thermophilus）DNA 聚合酶可在 Mn²⁺ 条件下进行逆转录，并能与 PCR 在同一管内完成。把 Tth 用于一步法 RT-PCR 时，引物和探针的设计不能简单照搬“MMLV + Taq”的双酶体系。下面按现象、结论、论点的顺序说明。
一、现象
在实际 Tth 体系的设计和测试中，一个常见的现象是：引物、探针的 Tm 往往要比双酶体系做得更高。这个现象有它的原因——Tth 一步法的逆转录温度通常在 60–65°C，同一个引物既要参与这一温度下的逆转录，又要参与后续 PCR 退火。双酶体系常用 MMLV 在 42–55°C 逆转录，引物 Tm 58–62°C 即可；Tth 把反应温度抬高后，引物如果仍停留在 58–60°C，RT 段的退火就可能不充分。
但“都要高”并不是一个可以无条件套用的结论。文献中可直接看到一个 Tth 5′ 核酸酶体系：60°C 逆转录 30 min，随后 40 个循环（95°C 15 s、60°C 30 s、72°C 90 s），扩增子 211 bp；引物 Tm 分别为 60、62、68、70°C，探针 Tm 72°C。也就是说，探针偏高有明确实例，但引物并非全部高于 65°C——其中一条就是 60°C。
另一个现象是引物位置的影响。上述 Tth 研究明确报告，引物位置对 assay 影响很大；这解释了为什么 Tth 体系往往不是先有一套“通用序列公式”，而是围绕靶标设计多组引物、探针后实测筛选。
二、结论
结论可以归纳为三句话：第一，Tth 一步法的引物 Tm 要跟住 60–65°C 的 RT 温度，不能照搬双酶体系的 58–62°C；第二，探针保持在 68–72°C，并比引物高约 8–10°C；第三，引物最终靠筛选，不存在一套适用于所有靶标的通用 Tth 引物公式。
落到具体区间：双酶体系可用引物 58–62°C、探针 68–70°C；Tth 一步法 RT 60°C 时，引物可放在 60–64°C、探针 68–72°C；RT 63–65°C 时，引物可放在 63–66°C、探针仍为 68–72°C；Tth 两步法则可把 RT 引物和 PCR 引物分开，PCR 引物仍按 58–62°C 设计，探针 68–70°C。
三、结论的论点
论点一：RT 温度是 Tth 引物设计的第一约束。1991 年 Tth RT 研究显示，Tth 在 Mn²⁺ 条件下具有高效逆转录活性，高温可减少 RNA 二级结构障碍、获得全长 cDNA，偶联 RT/PCR 的效率高于 Taq。温度抬高后，引物必须先满足 RT 段的退火；这是引物 Tm 需要上移的直接原因，而不是因为 Tth 本身要求所有引物都高 Tm。
论点二：探针偏高有依据，引物不能一概而论。1999 年 Tth 5′ 核酸酶实例中，探针 Tm 72°C，引物 Tm 60–70°C；探针确实高于常规 qPCR 的 68–70°C 区间，但引物中仍有 60°C 的成员。把“引物探针 Tm 都高于双酶体系”作为统一规则，会忽略引物与 RT/退火温度的匹配关系。
论点三：Tth 的 5′ 核酸酶和 Mn²⁺ 特性决定了必须做体系筛选。Tth 具有 5′→3′ 外切酶活性，水解探针在原理上可用；但 Tth 缺少 3′→5′ 校对活性，野生型 RT 依赖 Mn²⁺，Mn²⁺ 又会降低扩增保真度、增加非特异。探针能否被有效切割、引物是否产生非特异，不能只靠 Tm 预测，必须在实际缓冲体系和模板背景中看 Ct、NTC 与扩增效率。
论点四：一步法不是天然更灵敏，筛选要在同一体系完成。2003 年一项临床比较中，一步法 rTth 的灵敏度低于两步法 TaqMan；这说明高温 RT 的效果是条件性的。实际验证可采用 3–5 对引物、每对配 2–3 条探针，覆盖 3 个扩增子位置，在 RT 60/63/65°C 与退火 58/60/62°C 的矩阵中比较；判读看低输入 Ct、NTC、扩增效率和重复性，而不是只看荧光最高值。
四、需要说明的边界
文献实例的 Tm 采用 2(A+T)+4(G+C) 估算，未计入染料、盐和 Mn²⁺；这些数值只能用于相对比较，不能当作绝对值。65°C 是否比 60°C 更好，需要同一引探在 60/63/65°C 的梯度对照；不同探针化学（TaqMan、MGB、LNA 等）、仪器退火程序和样本基质也会改变结果。
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