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Polymerase: DNA聚合酶
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                                   Kary B. Mullis（穆利斯（美））

Khorana(1971)等提出在体外经DNA变性，与适当引物杂
交，再用DNA聚合酶延伸，克隆DNA的设想。

1983年，Mullis发明了PCR技术，使Khorana的设想得到实现。

1988年耐热DNA聚合酶（Taq）引入了PCR技术 。
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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http://www.karymullis.com
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图片来自百度搜索

94℃变性

50-65℃退火
XX℃延伸
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94 ℃ 55℃

37℃
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Taq DNA聚合酶（thermus aquaticus)

酶
活
性
(%)
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55℃ 72℃

PCR循环
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加热或强酸、碱性作用可以使

DNA双螺旋的氢键断裂，双

链解离，形成单链DNA，这

称为DNA的变性。

加

热

解除变性的条件后，变性的单

链可以重新结合起来，形成双

链，其原有的特性和活性可以

恢复，这称DNA复性， 也叫

退火。

复

温
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1 PCR技术的基本原理

5’
引物

3’
5’3

’ 变性、退火

变性、退火

延伸

延伸

PCR扩增原理
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2 PCR技术的特点

PCR产物每轮循环增加一倍

30轮循环

扩增量达230个拷贝（109拷贝）
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引物

引物
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3’
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PCR扩增法，只需要数小时，就可以用电泳法检

出1μg基因组DNA中仅含数个拷贝的模板序列。

通常的DNA 扩增法是分子克隆法, 首先要构建含有

目的的基因的载体, 然后将它导入细胞后进行扩增，还

要用同位素探针进行筛选；这种方法，要经过DNA内

切、连接、转化和培养等相关的过程，操作复杂，一

般需要数周时间。
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目的基因

扩增

宿主细胞
复制子

扩增
载体

提取DNA分子
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1 反应体系



2 基本过程

模板DNA

dNTP
预变性

引物 94oC5’

Buffer

PCR技术的基本过程
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72 ℃ 5～7 min

Taq 酶

模板DNA

dNTP

94℃循

环 55 ℃

仪 72 ℃引物

Buffer

PCR技术的基本过程(2)
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琼脂糖凝胶电泳

PCR技术的基本过程(3)
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3 PCR反应条件

1）PCR反应成分
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Mg2+是DNA聚合酶的激活剂。

0.5-2.5mmol/L反应体系。

Mg2+浓度过低会使Taq酶活性丧失、PCR产量下降； Mg2+

过高影响反应特异性。

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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经典循环参数（500bp以内）

94℃

94℃

55 ℃

5min

30s

×30次45s

72 ℃
72℃

1min
7min

4 ℃

forever
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PCR技术的应用

PCR技术应用广泛：

u生命学科

u医学工程

u遗传工程

u法医学

u考古学
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2)基因检测

内源性病变基因

正常人

病 人

A

A’

病原微生物基因

正常人 (-)

病 人 (+)
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遗传病的诊断

地中海贫血

珠蛋白链合成不平衡
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A

正常 病人
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3）基因鉴定

女

性

男

性

Y引物PCR
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法医学分析

个体识别、亲缘
鉴定

方法：PCR-RFLP

DNA遗传指纹
PCR-ASO

PCR-VNTR多态性

PCR-SSCP

线粒体DNA测序
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