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聚合酶链式反应技术及应用

             检验医学院生命科学学院
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聚合酶链式反应（polymerase chain 

reaction,PCR）技术是生命科学界的重大发明，是
生物技术领域中最重要的四项生物技术（即细胞融
合技术、分子克隆术、蛋白工程技术和基因扩增技
术）之一。

PCR的最大特点，是能将微量的DNA大幅增加。通过
体外（试管内）扩增，可以将目的基因（或靶基因）
片段百万倍的放大，从而达到极大地提高核酸分子
检测的灵敏度，理论上其检测的灵敏度可以达到一
个细胞、甚至一个分子的水平。 
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1. PCR发展简史

PCR的发明人，一般公认是凯
利﹒穆利斯（K. Mullis, 在
Cetus公司工作期间，发明了
PCR 。

Ø1983年4月穆利斯萌发了PCR的构想;

Ø1985 关于PCR 的文章首次由Cetus公
司Saiki等人在 Science 上 发 表; 

Ø1987 当年7月Cetus 公司在美国获得
PCR基本技术专利批准,并于当年11月推
出了第一 个PCR试剂产品及第一台热循

环仪；
Ø1989 Science 报道了耐热性DNA多聚
酶 Taq 酶的 发现,预示着分子时代的到来；
Ø1990 Cetus科学家 D.Gelfand和
S.Stoffel发明了纯 化Taq DNA 多聚酶的

方法；
Ø1991 TaqMan 技 术 发 表；
Ø九十年代中期PCR临床应用在国内全

面展开；
Ø1998年 实时荧光PCR技术开始在中国

较广泛的应用于临床检测。
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Kary B. Mullis

       <<The Unusual Origin 

of the Polymerase Chain Reaction>>

1989年美国《Science》杂志列PCR 为十余项重大
科学发明之首,比喻1989年为PCR爆炸年,Mullis荣
获1993年度诺贝尔化学奖。
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PCR的应用

• 研究
– 基因克隆，DNA测序，分析突变

• 诊断
– 细菌、病毒、寄生虫检测，诊断

• 人类基因组工程
– 遗传图谱的构建，DNA测序，表达图谱

• 法医
– 犯罪现场标本分析

• 肿瘤
– 各种肿瘤检测

• 其他……
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PCR技术的基本原理是DNA的半保留复制，在模板

DNA、引物和四种dNTP存在的条件下，依赖于DNA聚合

酶的酶促反应。

在体内，DNA复制是周期性的，所以基因扩增的数量有限；

PCR技术在体外利用人工合成的引物，再加上DNA聚合酶

和一些合适的底物和因子，通过对温度的控制，使DNA不

断位于变性、复性和合成的循环中，达到扩增DNA的目的。

  2. PCR基本原理
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模板DNA

94℃变性

55℃退火

72℃引物延伸

第二次循环

模板变性退火

延伸

图6-1   PCR原理示意图
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PCR产物生成曲线

扩增产物

循环次数

指数扩增期

扩增平台期
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PCR的特点

Ø灵敏度高
皮克(pg=10-12)量级扩增到微克(ug=10-6)水平

能从100万个细胞中检出一个靶细胞

病毒检测的灵敏度可达3个 PFU (空斑形成单位)

细菌检测的最小检出率为3个细菌

Ø简便、快速
一次性加好反应液，2～4 小时完成扩增

扩增产物一般用电泳分析

Ø对标本的纯度要求低
血液、体腔液、洗嗽液、毛发、细胞、活组织等组织的粗提DNA
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• 反应体系： （五要素）

–  模板（template）

–引物(primer) 

人工合成的两段寡核苷酸序列，决定RCP的特异性。

3. PCR反应体系和反应条件

• DNA

 

• RNA：总RNA、mRNA、tRNA、rRNA、 病毒RNA

基因组DNA

质粒DNA
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PCR反应成功扩增的一个关键条件在于寡核苷酸引

物的正确设计。

引物设计的目的是在两个目标间取得平衡：扩增特
异性和扩增效率。特异性是指发生错误引发的频
率，特异性不好或劣等的引物会产生额外无关和
不想要的PCR扩增子；引发效率是指在每一PCR

循环中一对引物扩增的产物与理论上成倍增长量
的接近程度。
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引物的长度

        典型的引物为18-24个核苷酸，在一定范围内

引物需要足够长，保证序列独特性，并降低序列

存在于非目的序列位点的可能性；引物长度的上

限主要与反应效率有关，所以一般又不能太长，

因为过长会导致其延伸温度大于72℃，即Taq酶

的最适温度。

引物设计基本原则
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PCR产物长度

    一般来说，PCR产物长度对扩增效率有影响。

扩增片段长度在普通PCR以200～500bp为宜；

实时荧光PCR则为50～150bp。
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引物的均衡性和GC含量

          引物中碱基组成应尽可能随机分布，避免

出现嘌呤或嘧啶碱基堆积现象。有效引物中

(G+C)的比例为40-60%，过高(非特异性扩增)

或过低（特异性降低）都不利于引发反应。上

下游引物的GC含量不能相差太大。
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引物溶解温度（Tm值）

         引物的Tm值一般控制在55-60度, 尽
可能保证上下游引物的Tm值一致,一般
不超过2度. 如果引物中的G+C含量相对
偏低,则可以使引物长度稍长,而保证一定
的退火温度.

             Tm=2(A+T)+4(C+G)
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引物自身

          

          引物间3’端的互补、二聚体或发夹结
构也可能导致PCR反应失败; 引物3’端的几
个碱基与模板DNA需严格配对，并最好为

低稳定性结构。

          5’端序列对PCR影响不如3’端大，常用

来引进修饰位点或标记物。 
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- DNA 聚合酶(DNA polymerase)   

PCR发明初期，不耐热的Klenow片段

耐热的Taq DNA聚合酶

－良好的热稳定性：92.5、95、97.5℃时，半衰期分别为
130、40、5～6 min；

－良好的延伸效率：在75～80 ℃时延伸效率最高，每个
酶蛋白分子的延伸速度可达150个核苷酸/s；

－无3′－5′外切酶活性，缺乏校正功能；
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-dNTP: 包括dATP、dTTP、dGTP、dCTP

- PCR buffer:

一般组成：50mM KCl, 10-50mM, Tris-Cl (室温
PH8.3) ，1.5mM MgCl2 

KCl：促进引物退火，高浓度KCl抑制Taq DNA聚合酶活性；

Tris-Cl：调节pH值，使反应体系偏碱性；

MgCl2 ：调节Taq DNA聚合酶活性、影响引物退火，PCR产

物的特异性等
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1）PCR反应成分

（1）模板

一般100ng DNA模板/100L。模板浓度过

高会导致反应的非特异性增加。

 PCR反应条件
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（（22）引物浓度）引物浓度

        0.1-0.5 0.1-0.5 mol/Lmol/L

        浓度过高易导致模板与引物错配浓度过高易导致模板与引物错配,,反应特异性下反应特异性下

降。降。

（（33））Taq DNATaq DNA聚合酶（聚合酶（thermus aquaticusthermus aquaticus，，水生栖
热菌))

        0.5-5 U/100 0.5-5 U/100 ll

        酶量增加使反应特异性下降酶量增加使反应特异性下降;;酶量过少影响反应酶量过少影响反应

产量。产量。
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（4）dNTP

    dNTP浓度取决于扩增片段的长度

    四种dNTP浓度应相等

    浓度过高易产生错误碱基的掺入,浓度过低

则降低反应产量

    dNTP可与Mg2+结合,使游离的Mg2+浓度下降,

影响DNA聚合酶的活性。
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（5） Mg2+

 Mg2+是DNA聚合酶的激活剂。

0.5mmol/L-2.5mmol/L反应体系。

对于大多数的PCR引物来说， Mg2+浓度为
1.5mmol/L是适宜的，如果扩增效果不好，则

调整镁离子的浓度可能会有所帮助。

Mg2+可与负离子结合,所以反应体系中dNTP、
EDTA等的浓度影响反应中游离的Mg2+浓度。
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2）循环参数

(1)变性  

    使双链DNA解链为单链

    94℃, 30s～1min。

(2) 退火  

    温度由引物长度和GC含量决定，一般比引物Tm值
约低5℃。

    增加温度能减少引物与模板的非特异性结合;降低

温度可增加反应的灵敏性，但特异性低。。

热启动：在第一轮扩增前必
须使模版DNA完全变性，一

般94℃，变性5分钟
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（33）延伸）延伸

            70-7570-75℃℃,,一般为一般为7272℃℃

            延伸时间由扩增片段长度决定。（延伸时间由扩增片段长度决定。（1~3 min)1~3 min)

（（44）循环次数）循环次数

          主要取决于模版主要取决于模版DNADNA的浓度的浓度

            一般为一般为25-3025-30次次

              次数过多：产生次数过多：产生““平台效应平台效应””

                                  错误掺入率增加错误掺入率增加
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4.PCR扩增产物的检测方法

• 凝胶电泳：琼脂糖凝胶电泳法 、聚丙烯酰胺凝胶
电泳法 

• PCR-限制性片段长度多态性分析法（PCR-RFLP） 

• 单链构型多态性分析法（PCR-SSCP）

• 核酸探针杂交法 

• PCR产物测序 

• 荧光PCR
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(一)琼脂糖凝胶电泳法

• 基本原理：

–DNA在电泳缓冲液中带负电荷，将PCR产物点样于
负极端的加样孔，在电场力的作用下DNA涌向正极，
并且由于电荷效应和分子筛效应，不同DNA分子量
及构型的DNA涌动率不同；

–在电泳过程中，凝胶中的EB将嵌入DNA分子中，在
紫外线照射下，EB-DNA复合物发出橙红色荧光，
荧光强度与DNA含量成正比；

–不同浓度的凝胶分辨DNA的有效范围不同。

操作简单，但存在EB污染。
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聚丙烯酰胺凝胶电泳特点及用途

• 特点：

–分辨力高，长度仅相差1bp的DNA分子即可分开；

–上样量远大于琼脂糖凝胶；

–回收的DNA纯度高；

–采用银染色DNA或RNA，灵敏度高，比琼脂糖凝胶
电泳中EB染色法高2-5倍，而且避免EB易退色的弱
点。

• 用途：PCR扩增指纹图、多重PCR、PCR产物限制性片
段长度多态性（PCR-RFLP）分析。
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(二)PCR-限制性片段长度多态性分析法
（polymerase chain reaction based on 

restriction fragment length polymorphism，
PCR-RFLP）

• 不同的限制性核酸内切酶可识别特异DNA序列，
所以用特定的限制性核酸内切酶对目的DNA分子
进行消化，得到的酶切片段其大小和数量可以在
一定程度上反应出目的DNA分子的序列信息

用途：传染病病原体基因分型   人类基因的变异性研究。

是诊断遗传病和传染病病原体基因分型的常用方法
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PCR-RFLP法：

   

限制性内切酶

恶性肿瘤（癌基因或抑癌基因）

Ras基因

突变

限制性内切酶
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(三) 单链构型多态性分析法（PCR-Single Strand 

Conformation Polymorphism，简称PCR-SSCP）

• 本法就是将PCR 产物双链DNA（dsDNA）变性为单
链DNA （ssDNA），加样于变性聚丙烯酰胺凝胶

进行电泳，由于DNA 分子在凝胶中的电泳迁移率
与其分子量和空间结构有关，而空间结构又与
ssDNA序列有关。因此，电泳结束后，ssDNA带位
置的差异即可反映出PCR产物序列的差异。
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PCR-SSCP过程

           ---------------------------      primer

           ---------------------------
                                       ↓      32P-dNTP掺入   PCR扩增
                        产物    

                          ↓
                        变性
                          ↓
                     单链DNA

                          ↓
             中性聚丙烯酰胺凝胶电泳
                         ↓                         1      2       3       4      5

                     自显影
                          ↓                                                                     1.为正常
                  结果分析                                                                  2、4、5纯合患者
                                                                                                    3.为杂合子
      

.                                                                                                  

                                                                                                   

                                                                                             

解链

构像

DAN

原  理
过  程
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优点及作用：方法简便、快速、灵敏，不需要特殊的仪器，
适合临床实验的需要。该方法和其他方法相比有较高的检测
率。首先，它可以发现靶DNA片段中未知位置的碱基突变。
经实验证明小于300bp的DNA片段中的单碱基突变，90%可
被SSCP发现，另外，SSCP方法可通过聚丙烯酰胺凝胶电泳
将不同迁移率的突变单链DNA分离，并且还可以进一步提
纯。用这种方法可以最终从DNA序列水平上鉴别突变DNA

片段。
不足之处：只能作为一种突变检测方法，要最后确定突变的
位置和类型，还需进一步测序；电泳条件要求较严格；另外，
由于SSCP是依据点突变引起单链DNA分子立体构象的改变

来实现电泳分离的，这样就可能会出现当某些位置的点突变
对单链DNA分子立体构象的改变不起作用或作用很小时，

再加上其他条件的影响，使聚丙烯酰胺凝胶电泳无法分辨造
成漏检。
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(四) 核酸探针杂交法

(1)点杂交（dot blot）

(2)反向点杂交（reverse dot blot）

(3)微孔板夹心杂交（microplate hybridization）

(4)荧光探针杂交

(5)Southern印迹杂交（Southern blot）
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样品 正对照 负对照 标准分子量

  污染是污染是PCRPCR实验的常见问题。只要实验室里曾经扩增过某个实验的常见问题。只要实验室里曾经扩增过某个

片段，就有可能以后的实验中发生污染。片段，就有可能以后的实验中发生污染。

因此，做实因此，做实
验的时候绝验的时候绝
对不要忘了对不要忘了
负对照。负对照。

用紫外灯破用紫外灯破
坏污染物也坏污染物也
是一个办法是一个办法

5. PCR常见问题及分析
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(1) 假阳性
①PCR产物是最主要的污染源。

②阳性对照的污染。

③标本之间的交叉污染。

④在采集标本时，其他污染源带来的污染。

⑤使用带有污染的试剂。

预防措施：
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(2) 假阴性

假阴性是PCR反应中另一个易出现的问题。造成的原
因也比较多。可以归纳以下几方面原因。

• 1)标本处理的原因。

  ①处理标本时，靶DNA丢失。

  ②处理标本时，杂质成分没有去除干净，带入PCR
反应中抑制了Taq酶活性。

  ③标本放置不当，模板发生降解（尤其是RNA）。
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• 2)PCR试剂问题。
     ① 引物设计不合理。
     ② Taq DNA聚合酶失活。
     ③ Mg2+浓度过低或是没有加。

• 3)PCR扩增过程中的问题
     ①PCR扩增仪故障。
     ②PCR扩增反应液没有加液体石蜡油。
  4) PCR产物鉴定中的问题
     ①电泳时没有加溴化乙锭。
     ②电泳缓冲液和凝胶使用次数过多。
     ③凝胶浓度过低，使扩增带跑散。
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(3) 引物二聚体

形成引物二聚体的原因有：

  ⑴两个相同的或不同的引物分子之间有较多

的碱基配对，特别是引物3′端有互补区。

  ⑵引物比例太高，可增加模板用量。

  ⑶退火温度过低。

  ⑷热循环次数过多。
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(4) 非特异性PCR产物

造成非特异性PCR产物的常见原因及其预防措施：
① 引物特异性不高或用量太大，应更换引物或降
低用量；

②TaqDNA聚合酶质量不好或用量太大，应更换酶
或降低酶使用量；

③ Mg2+浓度过高，可适当调整其浓度；
④退火温度过低，可提高退火温度；
⑤延伸时间过长，可减少延伸时间；
⑥热循环次数过多，应适当增加模板量，减少循环
次数。
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