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Polymerase Chain Reaction (PCR)

• 目的DNA片段的体外复制。

Temperature

Time
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PCR Cycle (Step 1) Denaturation

Target Sequence

Target Sequence
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PCR Cycle (Step 2) Annealing

Target Sequence

Target Sequence

Primer 1Primer 2

5’

3’

5’

5’

3’

5’

3’

3’
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PCR Cycle (Step 3) Extension
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End of the 1st PCR Cycle 

Two copies of target sequence
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Target Amplification

Cycles     Copies of Target

1              2

2              4

3              8

4              16

10            1,024

20            1,048,576

30            1,073,741,824

40            1,099,511,600,000

1 cycle = 2 Amplicon

2 cycle = 4 Amplicon

3 cycle = 8 Amplicon

4 cycle = 16 Amplicon

5 cycle = 32 Amplicon

6 cycle = 64 Amplicon

7 cycle = 128 Amplicon
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PCR反应体系 (PCR反应五要素)
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1. 引物

• 引物：决定PCR反应的特异性

• Tm值(熔解温度)，指DNA双螺旋结构降解一半时的温

度。核酸的吸光值达到其260nm吸光值两倍时的温度。

• 长度为25mer以下的引物，Tm = 4℃(G+C)+ 2℃(A+T)
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1. 序列应位于高度保守区，与非扩增区无同源序列

2. 长度18-24 个核苷酸

3. G＋C含量在40 - 60％之间，上下游引物之间Tm差异小于2℃
4. 四种碱基随机分布

5. 引物自身不应存在互补序列，以防形成发夹结构

6. 引物之间不应存在互补序列，以防形成二聚体

7. 引物3’端的末位碱基对Taq酶的合成效率有较大的影响

8. 5’端序列对PCR 影响不太大，因此常用来引进修饰位点或标记物

引物设计的原则
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• Taq (Thermusaquaticus) DNA聚合酶
•热启动酶
• Pfu DNA聚合酶
•复合酶
•基因工程改造酶

2. DNA聚合酶
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3. dNTP

• 浓度过低会降低PCR产物的产量

• 高浓度dNTP可与Mg2+结合，使游离的Mg2+浓度下降，
影响DNA聚合酶的活性

• 影响产量、特异性、保真性
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4. 模板DNA

模板DNA的浓度：0.1-2ug/100ul体系

• PCR产量随模板DNA浓度的增加而显著升高

•模板浓度过高导致产生弥散产物或非特异性扩增产物

•模板中抑制物或杂质较多：降低模板用量或稀释模板
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pH值
提供酶的最佳工作环境
pH升高，扩增量提升，突变率上升
pH降低，扩增量下降，保真性提升

关键组分： Mg2+

酶工作所必需的离子
Mg2+升高：提升扩增量，产生非特异性扩增
Mg2+降低：降低扩增量，特异性增强

其它离子： KCl , (NH4)2SO4等
中和DNA所带电荷

5. 反应缓冲液
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标准PCR实验流程-反应体系配制

• DNA 模板

• 上游引物 (FW primer)  0.1-0.5uM

• 下游引物 (RV primer)   0.1-0.5uM

• 底物 dNTPs  250uM

• DNA 聚合酶 0.5-2.5 units 

• 缓冲液 (Tris-HCl, KCl)

• MgCl2 或 MgSO4  1.5-2.0 mM
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标准PCR实验流程-热循环

变性 94℃     30s 

退火 55℃     30s

延伸 72℃     30s

预变性 94℃     5min

25-35 Cycles

再延伸 72℃     5-10min

目的片段: 500bp
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1. 变性
使双链DNA解链为单链
94-95℃ 20-30s

2. 退火
退火温度=Tm值-5℃
Tm = 2 (A+T) + 4 (G+C)  引物长度≤20nt
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

3. 延伸
延伸时间由扩增片段长度决定
Taq DNA Polymerase: 1 kb/min

4. 循环数
主要取决于模板DNA的浓度
一般为25-35次
循环数过多：扩增效率降低，错误掺入率增加

循环参数
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标准PCR实验流程-产物检测

琼脂糖凝胶电泳
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什么是成功的PCR?

• Specificity 特异性

• Yield 灵敏性 (产量)
• Fidelity 保真性

• Product length 产物长度

Annealing temperature
extension time
Cycle number
Nature of DNA sequence
Type of DNA polymerase
Reaction conditions (pH，dNTPs and Mg2+)
Initial number of template
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PCR技术应用

• 生命学科研究
– 基因克隆，DNA测序，分析突变

• 疾病诊断
– 细菌、病毒、寄生虫检测
– 各种肿瘤检测

• 遗传工程
– 遗传图谱构建，DNA测序，表达图谱

• 法医学
– 犯罪现场标本分析

• 其他
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1975年诺贝尔生理和医学奖

David Bahirsore Howard Martin Tersin Renato Dulbecco

逆转录
DNA RNA Protein

转录 翻译
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逆转录酶以 mRNA 为模板合成第 1 条 cDNA 链，

然后通过 PCR 反应扩增出许多 cDNA 分子拷贝。

RT-PCR 是扩增 mRNA 的快速及灵敏的方法。

1.  检测某一基因在转录水平的表达

2.  克隆特异的 cDNA

RT-PCR
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DNA聚合酶
活性中心

RNaseH
活性中心

AMV RT MMLV RT

RNase H活性 强，合成长度短 弱，合成长度长

合成量 低 高

热稳定性
反应温度

好
42~55℃

差
37~42℃

逆转录酶
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RT-PCR原理
5’

3’AAAAA
5’3’

mRNA

逆转录酶、下游引物、dNTPs

DNA 聚合酶、上游及下游引物、dNTPs

经 30 个循环，产生 230  个分子拷贝

5’3’1st cDNA

3’ 5’
5’ 3’

5’
5’
3’

3’
特异 PCR 产物5’

5’3’
3’

5’
5’3’
3’

5’
5’
3’
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一步法 RT-PCR
RT 反应与 PCR 反应在同一个试管中进行。

两步法 RT-PCR
RT 反应与 PCR 反应在不同的试管中进行。

下游引物

• 特异性引物

• Oligo(dT) 

RT-PCR实验流程

组织或培养细胞

总RNA提取

DNase去除DNA污染

Reverse transcripatase
催化1st cDNA合成

DNA polymerase 
催化PCR扩增
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Real-time PCR
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Why using Real-time PCR ?
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Real-time PCR原理

在PCR反应体系中加入荧光基团，利用荧光信号
的变化实时监测反应过程中扩增产物的变化，通过Ct
值和标准曲线的分析对起始模板进行定量。

•绝对定量
•相对定量
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Real-time PCR的主要方法

TaqMan探针

适用于多重PCR
特异性较好

SYBR Green I
简单

成本低
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SYBR Green法
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TaqMan探针法
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•扩增曲线
•熔解曲线
•标准曲线（扩增效率）
• NTC（No Template Control）
• NRT（No RT Control）

Real-time PCR参数
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Cycle

Fluorescence

扩增曲线

• 基线 (Baseline)：采用前15个循环信号作为荧光本底信号。

• 阈值 (Threshold)：PCR扩增信号进入相对稳定对数增长期时
的荧光值，3-15个循环的荧光信号标准差的10倍。

• Ct值 (Cycle Threshold)：每个反应管内的荧光信号到达设定
的阈值时所经历的循环数。

Ct
值
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Ct值

 Ct值主要是由反应中模板的初始浓度决定。模板浓度高，
只需较少的扩增循环就可累积足够的产物，产生高过背景
的荧光信号，那么Ct值就会很早出现，相反CT值则会较晚
出现。

 大多数荧光定量PCR实验的Ct值在18-30之间。

 Ct值在30-35个循环之内出现，需要多次重复试验以判断
数据的准确性，然后再判断是否有目的基因的扩增。

 Ct值在35个循环之后出现，可以认为反应失败。
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熔解曲线（染料法）
—判断产物特异性

熔解曲线(Dissociation curve)：随温度升高DNA的双螺旋结构降解程度的曲线。
熔解温度(Tm) ：DNA双链解链50%的温度
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熔解曲线
—判断产物特异性
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标准曲线

 绝对定量：用标准曲线来计算待测样本的量

 相对定量：用标准曲线来判断反应是否需要优化

Sample A
Sample B
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扩增效率

r2=0.999   Slope= -3.364
E=10(-1/slope) -1

r2: 0.95~1   Slope: -3.58~ -3.10
E: 90%~110%

 E＜90%
• 引物本身即存在问题。

• 反应体系需进一步优化。

 E＞110%
• 稀释样品加样错误。

• 反应中有非特异性产物生成。

• 存在反应抑制剂。 39



NTC (No Template Control)

NTC—反应是否存在污染
NTC—引物是否特异，是否会形成引物二聚体

 NTC的最佳状况

NTC的CT值为零，扩增曲线与基线重合

 NTC不为零

NTC的CT值与全管反应物的CT值相差5以上或10以上
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NTC

引物二聚体
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Sample

Sample Sample

 RT反应的阴性对照，
不加入RT酶的反应

 检测RNA中是否有基
因组DNA残留

NRT (No RT Control)
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如何避开DNA的干扰？

A

C  

B  
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相对定量实例

比较正常组织与胶质瘤病人
样本中A基因的表达差异
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相对定量实例—实验步骤

结论 结果计算

引物扩增
效率确定

数据分析 上机反应

确定对照样品
及内参基因

RTRNA提取
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1. 确定对照样品及内参基因

确定对照样本（Calibrator）
多个样本比较情况下，其中之一作为对照样本，其它所
有样本中目的基因的表达都相对于对照上调或下调。

确定内参基因（GAPDH或β-actin ）
在所有样本中恒定表达的已知基因，对起始模板量均一
化，该内参基因可以是一个或多个。
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2. 引物扩增效率确定

β-actin

y= (-3.397)x+34.81

r2 = 1, E=97.1%

A

y= (-3.545)x+35.81

r2 = 0.999, E=91.5%
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3. 数据分析—融解曲线

β-actin A
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3. 数据分析—扩增曲线&NTC

β-actin A
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3. 数据分析—NRT曲线

Sample

NRT
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4. 结果计算

Template Assay Ct
正常组织 actin 22.88

胶质瘤组织 actin 25.86
正常组织 A 21.08

胶质瘤组织 A 22.86

△Ct (对照样品) = Ct (对照样品,目的基因) - Ct (对照样品,内参基因)

=21.08 - 22.88= -1.8

2－△△Ct

△Ct (试验样品) = Ct (试验样品,目的基因) - Ct (试验样品,内参基因)

= 22.86 - 25.86= -3

△△Ct = △Ct (试验样品) - △Ct (对照样品) = (-3) - (-1.8) = -1.2

2- △△Ct = 2- (-1.2) = 2.30
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5. 得出结论

正常组织 胶质瘤组织

胶质瘤组织中A基因表达量比正常组织中高2.30倍
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