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聚合酶链反应及其应用 

生物化学教研室 刘先俊 综述 吕懿娟 审校 

聚 合 酶 链 反 应 (Polymerase Chain 

Reaction)简称PCR。它由引物 介 导的在 

体外将特定DNA序列在DNA聚合 酶的作用 

下进行扩增的方法。为要从生物材料中获得 

某一段特定的DNA序列(基因)，往 往 需要 

经过非常繁琐的步骤并花费大 量 的 时 间， 

PCR技术的发明则是在该方面取得了重大突 

破。这种技术无需构建含目的基因的重组载 

体以及转化细胞后进行扩增、筛选和提纯等 

复杂程序，并能克服传统方法的诸多不足。 

自PCR技术首次报道以来u ，已在很多方面 

得到广泛应用。尤其是近年来 耐 热的DNA 

聚合酶 (Taq DNA Polymerase)的应用， 

使PtR方法不仅具有快速、灵 敏、简 便 的 

特点，而且其特异性、重复性以及被扩增片 

段的长度都有较大的提高 。本文对近年来 

PCR方法的改进及应用作一介绍。 

PcR的原理和方法 

pCR技术在体外酶促扩增 DNA片段的 

原理类似于体内天然DNA的复 制 机制 ， 

利用DNA聚台酶以解链的单股DNA为模板， 

以四种脱氧核糖核苷三磷酸作为底物模仿体 

内DNA的复制过程。主要在附加的 一 对引 

物间诱发的5 3 方向的聚合反 应。PCR方 

法包括下列三步反应的重复循环： 

1
． 模板DNA的变性 

将作为PCR模板的双链DNA置 于94℃ 

左右的高温条件下使其变性。此时，DNA的 

双链解开形成单股的DNA并游离于 反应 体 

系中。 

2
． 
引物与模板的退火 

、  
_ 

在降低温度过程中，加入反应体系中的 
两种引物将分别退火到相应 互 补的DNA链 

上。由于加入反应体系审∞引物比模板DNA 

的允子数大为；过量。因此 引物与模板 

DNA形成复合物的机率远高于模板DNA分 

子的自身复性。 
1 

● 

3． 扩增步骤 

在DNA聚合酶的最适温度 下，在有 四 

种脱氧核苷三磷酸存在时， DNA链会沿着引 

物—— 模板复合物从引物的3 端向前延伸。 

以上描述的变性、退火和延伸即为PCR 

的一轮循环。整个PCR过程一般需要进行25 

～ 35轮的循环反应。随着PCR的进行，新合 

成的产物又可成为下一轮循环的模板。理论 

上讲，合成产物的数量每经过一轮循环都将 

增加一倍，可按2 计算 (n为循环次数)。而 

实际扩增效率通常低于理论值。一般扩增产 

物的倍率可按下列公式计 算：Y一(1+x) ， 

Y为产物倍率，X为平均效率，n为 循 环 次 

数。如果按75％效率计算，单拷贝基因经过 

25轮循环之后，基因拷贝数就超过10。。 

PCR原理可用下图表示：(如图1)。 

早期用~：PCR的DNA聚合酶是大肠杆 

菌DNA聚合酶 I的Klenow酶[I、̈。 由于该 

酶不耐热，在每次PCR循环中DNA变 性 时 

均被灭活而需补加新的Klenow酶。Klenow 

酶催化DNA聚合反应时错误率较高 且 扩增 

片段的长度也 有 限 。随后，Koehavong 
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l 
第二轮 

’ 

’  

、  

第四轮及以后 

图1 聚合酶链反应。(图中小长方块表 

示引物)产物按2“积聚 

等人 应用T4DNA聚合酶，尽管该 酶催化 

DNA聚合时有较低的错误率，但该 酶 仍对 

热不稳定。Taq DNA聚合酶是从嗜高温性 

细 菌T~hermus aquat~cus中提 取 出 来㈣， 

可在较高温度时酶的活性仍不致完全丧失。 

其最适温度是70"C～75℃，从而使反应特异 

性大大提高 。此外，它还 能合 成 较长 的 

DNA片段 "。自从自动的DNA扩增仪 问 

世以来，PCR大多采用T寻q DNA聚合酶 

· l76· 

早期的PCR方法用于扩增已知 序列 的 

DNA片段，而且所设计的引物与模 板D NA 

完全匹配fl 。近年来，为了满足多种研究需 

要而对PCR方法进行修改。Somm er等人㈣ 

的研究表明，在 用Taq DNA聚合酶而引物 

长度为20~24bp时，引物3 端仅需少量的碱 

基与模板DNA完全配对就 可 成 功 地 进行 

PCR扩增。随后发现，引物3 端单一碱基与 

模板的误配对也可成功扩增 。因此，在引 

物 的5 端或引物内部人工引入某些特定序列 

如限制性内切酶的识别 序列[1̈，某 种启动 

子序列[1I】或者起始密码、终止密 码 以 及其 

它序列[1 ̈剐等，这些序列可能与模板不完全 

互补，但由于在模板引物退火时可允许有少 

量误配，原则上只要对引物退火到模板上的 

专一性不产生太大的影响，PCR仍能有效地 

扩增。在扩增之后，被引入的序列会出现在 

新合成的产物中 以便于随后的克隆，表达 

或作其它分析用。 

在分子生物学中的应用 

1
． 核酸序列分析 

核酸序列分析时，可先用PCR对含量极 

微的待测样品进行扩增，产生适量的模板拷 

贝。将PCR产物克隆到M1。载体中，以 链终 

止法测序 “ I或用双链PCR产物直 接测 

序 ㈣ I也可用PCR技术扩增出单链DNA用 

链终止法测序 " 。 

2． ．定位诱变 

定位诱变技术在分子生物学和生物化学 

中已广泛甩于研究基因表达调控以及蛋自质 

结构与功能的关系。早期用于定位诱变的方 

法既费时且效率低。PCR方法的问世使定位 

诱变方法得到很大改进 盯 。对于基因外边 

缘的诱变可在引物的5 端引入特定序列 (见 

前)以达到定位诱变的目的，这也是应用最 

多的定位诱变方法。对于基因片熙中间的诱 

变，Kadow~ 等人强̈ 设计的四引物法通过,ki 
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引物突变点的掺入并用PCR扩增。这些定位 

诱变方法可使产物的突变率达99％vA_k，这 

是传统方法所不能比拟的。 

3． 扩增外部未知序列 (genome wal- 

king) 

PCR技术可用来扩增位于已知序列侧翼 

的未 知DNA序列 蛆 即在基 因组中从 已知 

序列向未知序列游动。用一种或几种限制性 

内切酶酶解基因组DNA，将酶 切片段连 接 

到任一克隆载体上。用DNA的已知区 域 来 

设计特异引物，另一个引物是与 载 体DNA 

互补的合成寡核苷酸 链，进 行PCR扩 增。 

尽管基因组DNA的各种酶解片段 都 可能与 

载体DNA连接且载体特异的引物 也可 与它 

们结合，但PCR扩增的特异性受特异引物的 

限制，仅仅特异片段能达到指数级扩增。它 

克服了传统的鸟枪克隆的烦杂工作，具有简 

便、快速和准确的特点。 

4． 扩增cDNA序列 

利用不同种属相同基因的同源性和已知 

某种种属的基因序列或蛋白质序列来扩增另 
一 种属的相同基因片段[2 ¨。该 法首 先将 

细胞 ~,mRNA提取出 来 合成 cDNA，根据 

不同种属相同基因的同源性，利用某一种属 

的已知基因的保守序列或蛋白质的氨基酸保 

守序列来设计特异引物，再利用mRNA的5 

端或3 端的共同结构合成另一个 非 特 异 引 

物，可对特异基因的cDNA片段进行扩增， 

最后通过序列分析可得到目的基因片段的全 

序列。 

5
． 锚位PCR(Anchored PCR) 

当仅知DNA某一端序列时，可用 锚 位 

P CR进行扩增[25~26]O该法利用已知序 列端 

白乞DNA设计特异引物，在待扩增序 列 的另 

一 端加入多聚G尾，根据加入的多聚G尾 设 

计另一个非特异引物多聚C—— 锚引物 (an- 

chor primer)从而可对该 段DNA序列进 行 

PCR扩增。该技术对那些一端序列已知而另 
一 端序列可变的基因研究特别有用。 

6
．  
用于基因表达调控的研究 

PCR用于基因表达调控的研究，除用定 

位诱变技术改变特定位置的核苷酸序列从而 

观察其表达情况外，Kinzer等人[2 将 基、因 

组DNA先用超声波处理或 用 内 切 酶MbolI 

完全酶切后再用Klenow酶补齐产生平 头 末 

端的DNA片段，平均 约200---300bp左 右，然 

后与捕获接 头 (Catch Linker)连 接，再 

用内切酶Xhol酶切。这 种捕获接头 是体 外 

合成的20个碱基的寡核苷酸链。以上述DNA 

片段为模板，以捕获接头为引物进行PCR扩 

增。扩增后的产物通过加入一种特定的蛋白 

质或核酸与目的基因片段特异结合而将目的 

基因片段选择出来以研究基因表达的调控。 

三、在临床医学中的应用 

1
．  
疾病诊断 

由于PCR方法的快速性和敏感性 ，使得 

许多因基因缺陷导致的疾病的诊断 (包括产 

前诊断)成为可能 ，尤其是哪些用常规方法 

不可能诊断的疾病。近年来 ，PCR方法结合 

放射性标记的探针、非放射性探针以及固相 

化探针的应用 。们，使得诊断不 仅 快速、 

准确，而且操作过程大为简化。如镰刀形红 

细胞贫血  ̈， 一地中海贫血 ̈ ，苯 丙酮 酸 

尿症 扪，血友病A ̈ ，结构变异胰 岛 素所 

致的糖尿病 。 等。 

2
．  
分析限制性内切酶片段 长 度 多态 

性 

限制性内切酶片段长度多态性是指某一 

DNA区域内由于基因缺失、插入、碱 基 突 

变等引起的限制性内切酶识别序列位点发生 

改变或消失从而使DNAg,这 区域经限制 

性内切酶水解后产生 酶切片段长度的不一 

致。传统的研究方法是用二种或多种限制性 
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内切酶消化，再作Southern转移，相 应 的 

探针杂交而观察片段的大小。不 仅 操 作 复 

杂、费时而且需要样品量多。 用PCR技术 

扩增含有限制性内叨酶 识 别位 _的 特 定 

DNA区域，利用PCR?"~-物作限制 性 内切酶 

酶解分析，就可快速、准确地检测出该区域 

的限制性内切酶片段长度多态性[33)34 。 

3． 病毒感染性疾病的诊断 

传统的诊断病毒感染性疾病的方法是检 

测完整的病毒颗粒或用免疫学方法。它们费 

时长，灵敏度低。用PCR方法可使未形成病 

毒颗粒的单个DNA分子迅速 扩 增 ，有助于 

早期诊断。如人类免疫缺 陷 病毒[3 。̈，人 

类嗜T淋巴细胞性白血病病毒 ，人疱疹病 

毒 "以及肝炎病毒 。 等。 

4． 胎儿性别诊断 ’ 

由于PCR技术可对单 个细 胞的DNA进 

行扩增。因此，它有可能在体外用来测定人 

胚脆受精卵在植入子宫内膜 前 的性别∞ 。 

性别诊 断的一般方 法是利用PCR技术扩 增Y 

染色体特异的149bp的DNA片段和Alu重复 

序列的300bp的DNA片段，PCR产 物在 琼 

脂糖电泳肟观察，若 出 现149bp和300bp两 

条DNA带，说明受试者为男性，若 只 出现 ． 

300bp的DNA带，说叫受试者为女性 ̈ 。该 

法 与传统方法比较，不仅 ；J 早期作出诊断， 

而且方法简便。 

5． 疾病发病机理的研究和肿瘤基因突 

变等的特异性检测 

疾病发病机理的研究是临床医学研究的 

重要课题。许多疾病的发病机理目前仍未完 

全清楚如糖尿病 ，肿瘤等。PCR问 世 无 疑 

为研究这些疾病的发病机理提 供了 一 条途 

径⋯Ḧ 。如Cariello等人‘‘。’应用PCR来研究 

自身免疫性疾病与人类主要组织相客性抗原 

(HLA)类型的关系．Horn等人 应̈用PCR 

对胰岛素依赖型糖尿病和非糖尿病个体的高 

I7 · 

度多态HLA类型I位点的序列分 析 发现 

DQB位点的等位基因具有很高的可疑性(Su- 

seeptibility)。 

此外，PCR还可用来对肿瘤 基 因 突变 

的捡  ̈有利于早期诊断。 

四、法医学中的应用 

由于PCR所需的模板量少，因而可对头 

发‘“】，精细胞【们’的DNA以及有部份降解 的 

DNh样品 B’|7’进行扩增。这在法医 学鉴定 

上特别有用。可根据罪犯在现场留下的极少 

量犯罪证据如几根头发，少量精液或血斑， 

应用PCR技术将样品扩增后也能作出鉴定。 

五、考古学及生物进化研究 

中的应用 

PCR技术对模板的完整要 求 不高，对 

部份降解的DNA样品也能成功扩增 。H"， 

因而在考古学研究上也有也用价值。此外， 

在生物进化的研究上，已发 现PCR具 是 特 

殊的应用价值‘‘。”4O]。 、 
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