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1g8 年Saiki“。等首次报道了囊台酶涟 

反应 (Polymerase Chain Reaction． 

PCR)技术 可以快速扩增微 量 DNA 片 

断。1988年Gelfand 等用Thermus aq— 

uaticus耐热性DNR聚合酶 (Tgq酶)·代 
替大肠杆菌|DNA聚合酶的Klen0w片断， 

使PCR技术走上 了实用道路。 随着基 本 方 

法的不新完善， 彦l巳成为医学研究领域及临 

床诊断的重要手段。本文对PCR 方法及其 

在医学上应用的薪进展作一介绍。 

PCR．~术的基奉厣理 

PcR是一种特定DNA序如的体外酶促 

台成方法t·用二个分别与该序列赫荣链二E端 

互补的寡援瞽酸为引畅， 物的3，一OH末 

端即为 DNA。聚 合 酶酶促合 成 DNA 的起 

点，经楱板变性，引物退 及引物延 等三 

个步骤的多次循环’各步分别在束同的温度 

下进行 (92--95~， 口一b5℃和T2℃) 其 

结果使特定 DNA 片断呈指数级积累，一片断 

的末端是由 i-物的5 末端决定，片断的长度 
由两引物5 一末端之间的靶DNA序列 所 限 

定a由于上一个周期中gf物延伸产物可作为 

下一周期的模板，所以靶DNA 拷贝数目 在 

Pc 过程中近似(1+x)~fg数递增。X是 扩 

增效率，n为PCR循环次数。但扩增反应并 

不能无限地进行，经过—定次数的循环后， 

被扩增的 J)NA 片断不再呈指数级积累而进 

入线性增长期或静止期 ，此阶段称为平台期 

(P1~teu)。PCR反应到达平台期的时间 
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主要取决于样品中最初靶序列的拷贝数和扩 

增的DNA总量。 

PCR可扩增教链 (its)l或 单 链 (8s) 

DNA,也可以RNA为模板，经过 逆转 录 

和 PCR 过程扩增 cDNA。由于引 物 参 入 

PCR产物及引物与对应链目的区域之间配 

对的不严格性，故新的序列特异性突变，限 

制洼内切酶协点，调节序列和标记物可由引 

街带入PCR产物，为PClR技术的应用开辟 

新的途径。 
．  

= 方法学的改进 

．
反应的误差发生率 

最初用于PCR的DNA聚合酶是大肠杆 

茵DNA聚合酶 I的Kle，now片断。由于 

Klenow~ 不耐烈，所阻必须在氲个P，CR 
周期中添加新鲜的Klenow片断。Gelfand 

等超用Taq酶从而简化TPCR程 序，提 高 

了反应特异佳和反痤总 产 量 ，但 Tag酶无 

3。5，外切核酸酶校正活性，因而在催化DNA 

合威对宥较高的错误率(2x10 ／bp) 、在 

每次循环它常发生 A’·T转换为 a C，大 概 

每20—30次循环后必额导数0．3—0．8％累加 

的突变率。除点突变外，不同舶DNA 片断 

的扩增还会产生人为的重组 ：。这些都会给 

研究人员造成一种假氛 所以，应认识到由 

PCR获得的克隆不会与经典克鹰具有同等的 

价值。若要求由PCR扩增的DNA序列具有 

高度忠实性，则可用 T DNA 聚台酶代 替 

Taq酶。因为T DNA~!台酶合成的 错 误 

良 

． 随 

t 
各  

，由  

朝  

第 
卷 

苇  、 
蛑 

g； 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


率『氐于10。／bp 53 o如果启始的DNA 物 质 

仅只 有一个分子或损害很厉 害 (如 古 代 标 

本)，那么这些克隆最好用几种不同的PCR 

反应，这榉可在大 分子片断中发现由最初几 

次循环丽引起的突变 ：。然而T。DNA聚合 

酶耐热性差，因而限制了它的应用。近来， 

有报道l从Thel-moeoceds Litorolis分 离 

出耐热的VENT DNA聚台酶具有 3 外 

切按酸酶活性，而且合成、DNA舶错误率亦 

低‘ 。对此酶的3 ～5 外切按酸酶滔挂降解 

单链分子 (如引物或引物遇火前韵 PCR产 

物)是否影响扩增反应 ，尚需妥 进 一 步研 

究。 ‘ ， 

此外，具有3 5 外切校酸酶活 性妁 

DNA 聚合酶可能不适用于停尉特异的引 物 

扩增反应，因为它可去除引物3 一束端的错 

配碱基。最近， se等经过宾验证明Taq酶 

具有逆转录酶活性 ，并建立逆 转．录 P 

(PT-PCR)涟，取用PCR]~ o．D~A克隆 

以分析异常的mRNA，也有助予建立 单体 

系的R A扩增 和序列分析。在用 T q酶进 

行DNA扩增分折肘，：DNA溶液，组纲捷取 

液，，细胞悬液中的RNA 应加以地 理，否则 

含出现非特异性产物。 ． 

．  

2
． 反应特异性 

+  最0j：~PCR方法用Klenow片断虽能从 

基因组中将特定 的DNA 断 扩 增 0O，o0o 

倍，但事实上，只有 约 l豫PGR产 物 是靶 

DNA片断一。因’此 }需要用特异的探针作 

以后分析。Tsq酶介导的 PeR由于提高了 

引物退火温度和延伸温度，最大限度地减少 

了模板铬配使反应特异挂明显提高。Edee— 

rt等 报道提高退火温度和降低Mg“浪度能 

够增加反应特异性。 ． ． 

射物浓度也是影响反应特异摧静重要因 

素。在 PCR反应体系中gI物浓度过高，而 

摸板浓度报_低时，易形成引物二聚体 (pri— 

ra~r--dimer)。如果 匮引物的 3 ～末端互 

补的话，便容易出现引物二 聚 体。无 论 怎 

样，如吊引物二象体成为PCR反砬l妁障碍， 

可减少引物的用量来克服． ， 

人们在研究 Taq酶性质时发现在低 于 

其最遁温度时仍具有较好的 延 伸 活 性 因 

此，在PCR反应的初期，由于非特 异 性 退 

火于部分单链区域的引物能被延伸并于72℃ 

前停止。如果这些非特异性暹火和延静的引 

物3 一来端相对，将导致非特 异 性扩 增， 

Falooaa~ 等 提 出 在 反 应 达 刮 高 温 度 

(>7D℃)肘，加ATaq~ ：Mg~l2于反应体 

可以有披减少非特异性扩增，并称 之 为“热 

起动 (hot 8妇rt)，此语也鸵大大碱少g I物二 

聚体形成。l987年Mu1．1is等甩大片断lK n- 

OW作PCR扩增时，曾采用内引物；(nested 

primeFs)法来提高反应特异性 、，扩 增 出 

外引物(out primers)延伸产物_内部一段特 

定l的净歹u。但此法需在外引物伸延反廖完成 

后减少原外引物浓度及加A内引物，因商增 

加了前次反应产物对第二次扩增反应莳污染 

机会。Hignohi提出把外弓}物盼5 末端设有 

G-C夹子结掬，而内引物劐 很 短 (或 富 含 

AT)。这种外引物遏火 及延伸溢度较 高， 

丽内引物则较低。将豫者同时街日入 厦 应 体 

系，。韧始在较赢温度 进行 PCR 过 程，使 

外引物退火及延伸 经过几次周期后，降低 

遗血温度使内引物退火，再经n x周期嚣， 

降l低变性温度以阻止前P．cR产物变性使之 

不能作外 (褥的反应模 板。Hig~chi用 此 

方法从TO．000个细胞背景-DNA中扩增出一 

条H．IV序列。 

3
． 污染闯题 

目前 PCR技术在临床诊断中并来得到 

广泛运用 的一个重要原西是在于该方法灵敏 

度高，极易嗣镦量枵染而带来柏假阳性 。 

临床实验室的污染源主要包括外源性DNA} 

格康标本之间的变叉污染以及先前 PCR产 

榜的遗留物 (carry~Ovor)，丽后者被认 

为是主要的 。为减少实验室污染的频率和 

程度，Kwok等提出一系列 PCR操作的卫 

生指导“ 。其中包括隔离 不 同 的工作区， 

使甩一次性吸管，反应试剂分装，尤其是应 
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该有少量低旅度靶 DNA 的阳性对照和多种 

试剂空白对照及病原体阴性对照。 

近来，采用酶学方法和光化学谣消除前 

次PCR产物的污染，其原理皆是通过破坏能 

引起扩增的遗留靶模板。在酶学祛中“ ，先用 

dUTP替代前次扩增反应混合物率的TTP 

使 PCR产物只含 U 而不含T。然后把尿嘧 

啶DNA糖基酶 (UDG)加入待扩增的反应 

体系，它从含尿嘧啶DNA的磷酸醋链上 去 

除尿嘧啶，而对含胸腺嘧啶的模板 DNA 无 

作用。缺失了尿嘧绽的DNA将阻止DNA聚 

合酶继续合成并且缺失部位易被 酸 或 碱 水 

解。UDa可在变性温度 (95℃)下失 活， 

故不影响以后的 PCR过 程。在 光 化 学 法 

中“ ，利用 4~-amino-methyl-4，5t-di— 

me ylis0p8oralen(4 一AMDMIP)的光 

化学性质消除先前反应产物的污染。在扩增 

反 应前把(4 -AMDMIP)~ PCR反应体 

系，它不干扰引物遇火或Taq酶蒲性，而且 

具有耐热性。经过扩增后，用长 波 紫 外 光 

照射反应混台铂 Isopsoralen被 活化 为 

Psoralen而DNA束被破坏 活化舶 Psor— 

alen与双链 DNA 的魄啶残基形麻环丁婉 复 

合物，阻止DNA囊台酶在DNA链土移动。 

这两种方法均不破坏单链横板 DNA，因 而 

对分子杂交无影响，还可进行克隆和存冽分 

析。 ． 

4． PCR产物的分析 

已往采用同位素标记 ，Southern blot， 

分子杂交等均较繁琐。Sa}ki等描述的反 向 

斑点印迹有效地把非同位素检测和 PCR扩 

增相结合” ，德遗传变异的分析大为简纯。 

Wahlerg“ 等利用DNA圃相技术对PCR 

扩增产物进行分析，其设计原理如 图 i，此 

方法简单，并可定量和操作自动化。为减少 

非特异性扩增对检测结果的干扰，Ketter 

等采用与扩增DNA片断内部的序列相配对 

的寡核苷酸作为捕获探针，把分子杂交技术 

和周相分析法相结合。最近，Nickerson“ 

等报告 了—种酶联免疫一寡接苷酸连接分析 

·24O · 

固1 PCRi~相分析法的原理 

(ELISA-OLA)，其灵敏度高手上述 方 

法，更重要的是假阳性或假阴性低。总之，不 

断桶现蛳简便衙怏捷的检验手段，为临床实 

验塞广泛使甩 PCR技术打开了方便之 r了。 

三 医学上应用的新进展 

] 遗传病产前诊断t 

Saiki等 曾用 PCR技术通过扩增 珠 

旦白序列，然后用同位素标记探针杂交或限 

期性内切酶分析对镰刀细胞形贫血作产前诊 

断。现在，运用非间位素标记辱位基因特异 

性寡桉苷酸探针(ABO)对扩增DNA作斑点 

杂变 。这种方法也用于 l匦中海 贫血， 

HLA多恋性及其他遗传疾病 来，Nick· 

erson“ 等采用寡核苷酸连接分析(oLA)， 

其灵敏度太大提高。丽且可自动化操作。对 

于许多因多个等位基因突变目』起 的遗 传疾 

病，如囊性纤维化，如果把每—扩增标本固 

定在几张NC膜上，再各与几个ABO探针杂 

交，其操作过程鬟杂。Sitiki” ：尊采 用“反 

向斑点印迹 将多个寡核营酸探针固定 于 一 

张NC膜上而与标记的PCR产物杂交，使多 

点等位基因突变分析更迅速而又精确‘此疗 

法也用于多种 地中海贫血及更复杂的分子 

瘸研究。目前，PCR按术巳用于多种 遗俸 

性疾病的诊断 。 

2． HLA多态性基因分墅 

HLA I娄基因区的特异性筹位基因 与 

许多自身免疫疾病遗传易感性密切相菪·在 

HLA I类基困区，所有多态性基因位 于 第 

二外显子。已往通过皿请试验，借助细膳学 

检查及RFLR分析得以识别。但对编码顺序 

多态性的直接分析毋有困难-使用与第二寅卜 
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显子保守部位互补的 物进行PCR,对来 

自病人和对照组的Ⅱ类等位基因的顺序分析 

队及寡桉苷酸箨针杂交比较两妇人群的等位 

基因的分布，由于血清分翌 (如DRW 6)巳 

被证实在遗传上是异源的，根据顺序分析可 

揭示与特定疾病更为 高度 相 关 的等 位 基 

因 。例如，DRW6对自身免疫佳皮肤病 

即找常性天癌 (py)的相对危险率 (RR) 

是2．5：1，而特定的等位基因 即 DQB1．3的 

相对危险率为一1o0。写血清学或RFLR分 

析 l类多态性不同，根据 PCR分析不仅揭 

示二个等位基因是不同的，并可了艉它们如 

何不同和在何处不同。例如，易感的 DQB1．3 

等位基因仅在第5T位缴氨酸由天门冬氨酸取 

代，意味着该残基在易感性上 是关 键。此 

外，用分型和亚型二者的凛榛苷 酸探 针 与 

DQa 和DPfi，座位多态性外显子的扩增产 

物作HLA分型 印 “-。这种基因标记 对 组 

织移植中供体和受体的组织配型具有重要意 
● ’ 

义 。 

3
． 癌基因的研究 ． 

B细 咆漶泡性淋巴瘤患者往 往 有 (t4； 

18)染色体易位，且染色体断点聚集在染色体 

的投窄小部位，．可用一艘PCR珐拴出。Ph 

染色体阳性的慢性髓系白 血 瘸 (CML))， 

急性淋巴细胞白血病(ALL)等病 倒，染 色 

体各断点相距过远，不易由PCR扩增和分 

析。幸而，融合 (fasion)mRNA转录 本 

(bar-ab1)为自血病细胞所专有，以一个互 

补于bar顺序 的引物和～个互 补 于(ab1)顺 

序目』物扩增特异性“融台 顺序可橙渊出Ph 

染色捧易位的存在 。此法可监视 治疗 后 

最大量残留病根。 

用 PCR扩增和斑点杂交以及反向斑点 

杂交技术探测出多种癌症有ras癌基因的突 

变，如胰腺和结肠癌等有高比铡 ra#基因突 

变。在第lT对染色体的P53肿瘤抑制因子基 

因 ，’第L8对集色俸的DCC部位 (结肠 癌 

中缺失)及第5对染色体的MCC部位 (结肠 

癌中锗位)通过 PCR扩增及序列分析发现 

电们 有特异性突变。除_此之外，在Li— 

Frawmeni综合症患者也发现P53突变体。 

这些肿瘤抑制基因部位的各种突变的检测对 

于建立简单的诊断方法提出了挑战。 

4． 病毒性传染病的诊断 

诊断病毒性传染瘸‘自9方法主要是通垃血 

清学试验和细胞培养 然而，整舍入细胞的 

病毒基因往往处于潜伏状态，它并不裘_达。 

有些摘毒术能在体外生长，因些限制了这些 
方法的逅用范围。Ou．G．Y ：等甩PCR方 

法有效地旗人类单绥细胞中检 出HIV-]的 

前病毒痔列 典灵敏度达一个拷贝1，|04--to 

个细胞。Rorgors” 和Imagawa 等 分 

别用 PCR方法封受 HIV 感染母亲的新 生 

婴儿及具有爱谶病高危性而血清学试验阴性 

的凡 疑行检澍以明确他们是否碡染HIV。 

此外，PCR技 术可用于疾病的病原检铡 

例如，McDonneIl 等从恶性绪膜和角膜 

组织中发现HPV}Lode 等在血清学 试 

验阴性患者 中扩增出 讲 HIV 型的特 异 

性DNA片断 。 _l 

运用PcR控术在旧urker 淋巴瘤 鼻 

咽短，成人T细憾由_血病，肝细胞癌及宫颈 

癌 势别检测出盯鳓 毒， 人类T缃胞白血 

病病毒 也肝旃毒菝人奥乳头瘤状瘤病毒的 

DNA f爵旃序剜√橙测这些病毒在肿瘤发病 

机理的研究串提供有价值的预防 和诊 断 情 

况 o、 

5 法医学 一 

人类基因蛆‘,DNA由于存在着数量可变 

的串联重复序列 (VNTR)而星高度 多 惑 

性(Polymarhism，，对于基因组内VNTR 

区域的研究使法医学个体识别得以革新。应 

用 RFLR分析，需有足够量相对未降解 的 

高分子量的DNA，才得到个体特异的DNA 
“指纹 。然而实践中很难得到。采 用 PCR 

技术可从一根头发，单个二倍体细胞，甚至 

单个精子以鉴别其 DNA 多巷 性。1988年 

Jeffery[1 3小组直接在VNTR 区域的两侧 

设计一对g1物，对高度多态性的 VNTR进 
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行扩增获得成功。他们认为在普位基因长度 

差别不大和扩增产物较短 (<ikb)的座位 

可获得最忠实和最有效扩增。随后，Jeffe· 

rys等报导了扩增长度迭10kb的 VNTR等 

位基因。起码6种不同VNTR座位可从微克 

量的人类 DNA一同扩增，并可用一组座 位 

特异探针与扩增产物的Southern Mot杂交 

而同时被检测。选种DNA指纹结果具有接近 

的个体特异度。Horn 等用PCR扩增 

了D LZS801~域获得成功。最近， uce[tt] 

等用银染和聚丙烯酰胺凝胶 (PAGE)分析 

DNA 指 纹谱，不需要翩备探针，厨位素标 

记及酶切等繁锁步骤。 
一 个 Y染色体将异性的标志物也 可欲 

PCR扩增，男性特异魄产物可直接在溴 化 

乙锭染色的胶上观察到崴矮过斑点印迹进行 

分析。 

结束语 
． 

。 

^

● 

_ 

PCR 表—种“试管内克嚏 类 型，它 

能够在一个简单的自动他反应中护增一种特 

异的DNA片断；提进了：生物学研究不同领 

域的分子分析，并逐步在临 床 推广。 由．．于 

PCR／EDNA分析更加简便易行，如周ell4． 

rgeff描给分子生物学悬无执照的生勘化学 

实践，PCR技术“使DNA序列民主化”或使 

分子生物学的实践无需执照 随 藿．反应 试 

剂，仪器和 PCR程序的不断发展，研究人 

员和临床工作者将能够更容易了解各种核酸 

序列所携带的信息，继续开拓逮门有效技术 

新的应用并不断使之完善。 
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