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Tth 体系引物探针设计：关键结果
基于宝锐蛋白工作台 Tth 卡与文献证据 ｜ 2026-11-01 ｜ 内部技术参考
核心结论：Tth 一步法的引物 Tm 要跟住 60–65°C 的 RT 温度；探针保持在 68–72°C；Tth 没有通用引物公式，最终以 3–5 对引物、2–3 条探针的实测筛选为准。
一、结论与建议区间
“Tth 的引物探针 Tm 要比双酶体系高”这一经验方向成立，但不能概括为所有引物、所有探针都无条件升高。双酶体系通常由 MMLV 在 42–55°C 逆转录，引物 Tm 58–62°C、探针 68–70°C 即可；Tth 一步法在同一管内完成 60–65°C 逆转录与 PCR，同一个引物首先要能在 RT 温度下退火，因此引物 Tm 需要上移。
更准确的落地区间是：双酶体系，引物 58–62°C、探针 68–70°C；Tth 一步法 RT 60°C，引物 60–64°C、探针 68–72°C；RT 63–65°C，引物 63–66°C、探针 68–72°C；Tth 两步法，RT 可用单独的高 Tm 基因特异引物，PCR 引物仍可按 58–62°C 设计。探针的“高”比引物更有共识：水解探针通常比引物高 8–10°C，常规 qPCR 为 68–70°C；Tth 文献实例的探针为 72°C，与 68–72°C 的建议一致。
1999 年 Tth 5′ 核酸酶研究的实例值得直接记住：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。探针偏高有直接依据，但引物并非全部高于 65°C，其中一条就是 60°C。关键不是统一抬高，而是让引物与 RT/退火温度匹配。
二、Tth 体系的关键事实
工作台中的 Tth 为 P52028、834 aa，注释的 5′→3′ 外切酶域为 1–290，聚合酶域为 291–834；实验结构 8XK9 只解析 296–832，外切域没有实验结构，三维视图是 AlphaFold 预测。Tth 具有 5′→3′ 外切酶活性，水解探针在原理上兼容；但 Tth 缺少 3′→5′ 校对活性，野生型 RT 依赖 Mn²⁺，Mn²⁺ 又会降低保真度并增加非特异。
1991 年的 Tth RT 研究表明，高温可减少 RNA 二级结构障碍、获得全长 cDNA，偶联 RT/PCR 的效率显著高于 Taq；但 2003 年一项临床比较中，一步法 rTth 的灵敏度低于两步法 TaqMan。由此不能把“Tth 一步法”写成天然更灵敏，高温 RT 的优势要通过具体引探和样本基质验证。
三、为什么引物必须靠筛选
本次检索未见公开的 Tth 专用引物设计公式；1999 年那篇 Tth 5′ 核酸酶研究还明确报告，引物位置对 assay 影响很大。这与客户经验一致：引物不是先有一套公式再套用，而是围绕靶标设计多组引探后实测。建议首轮设计 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 的矩阵中筛选，模板覆盖 10²–10⁶ copies，每条件 3 次重复，并设置 NTC 与 no-RT 对照。
判读不以荧光最高为标准，而以低输入 Ct 稳定、NTC 干净、扩增效率 90–110%、R²≥0.98、重复 CV≤10% 为主；前两名再换 3 批 RNA 或 3 批酶复筛。客户提取体系、仪器和样本基质不同，门槛需重设。
四、工作台缺口与下一步
现有蛋白工作台已能说明 Tth 的结构与 RT-PCR 用途，但酶学知识平台的 46 篇文献库中，Tth 仅挂在“耐抑制”目标，尚无引探路线。也就是说，工作台回答了“Tth 是什么”，还没有回答“某个客户靶标该选哪对引物探针”。
下一步按三个 owner 推进：产品部确认客户使用的是野生型 Mn²⁺ 依赖 Tth，还是 I640F/I709K 类 Mg²⁺ 依赖变体；研发确认 5′ 核酸酶对所用药探针化学的切割效率；销售管理按上述矩阵回收客户实测数据，并回填工作台，形成 Tth 引探案例库。
五、证据边界与三个不确定点
本文引用的 1999 年 Tth 5′ 核酸酶研究与 2026 年耐热聚合酶综述已读全文；1991 年 Tth RT、2023 年 Mn²⁺ 变体与 2003 年一步法比较仅读摘要。常规 TaqMan 的 58–60°C / 68–70°C 区间来自厂商设计指南，不是同行评审结论。
三个不确定点：第一，1999 年实例的 Tm 用 2(A+T)+4(G+C) 估算，未计染料、盐和 Mn²⁺，不能把 60/62/70/72 当作绝对值；第二，65°C 是否比 60°C 更好缺少同一引探的梯度对照；第三，客户探针化学、仪器退火程序和样本基质未知，本文是设计框架，不是对客户体系的性能承诺。
证据：① PMID 1714296（Tth RT，1991，摘要）；② PMID 10224010 / PMC91307（Tth 5′ 核酸酶，1999，全文）；③ PMID 36797604（Tth Mn²⁺ 变体，2023，摘要）；④ PMID 42653192（耐热聚合酶综述，2026，全文）；⑤ PMID 12843053（一步法 rTth 比较，2003，摘要）；⑥ Thermo Fisher TaqMan Assay Design Guide（厂商指南）；⑦ PMID 9465037（nearest-neighbor Tm，1998，摘要）。工作台：工具/蛋白结构与性能工作台_v5_交互重做_20261031_V01.html；数据/enzyme_knowledge_platform_20261031.json。
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