第四章  PCR技术

PCR（polymease chain reaction）技术是20世纪80年代中期发展起来的一种DNA体外扩增新技术，它是现代分子生物学和分子遗传学研究的重要方法。它是将提取的总DNA (或cDNA)变性后使之成为单链，变性后的DNA将作为DNA聚合酶链式反应的模板。首先设计并合成与待扩增的双链DNA片段两条链的3’端互补的寡聚核苷酸引物(一般每个引物多于15个核苷酸)，然后在50～60℃的温度下将过量的引物加入到少量的DNA样品，这时DNA保持单链状态，而合成的特异性引物能够与其互补序列配对复性，这些杂交上的寡聚核苷酸将作为引物，参与模板DNA互补链的合成。加入dNTP和耐热的Taq DNA聚合酶后，DNA合成反应开始，Taq DNA聚合酶能在高达72℃的条件下进行反应。当反应完成时，将反应混合物加热到95℃使新合成的DNA双链变性，当温度下降以后，由于过量引物的存在，另一轮的反应又可以进行。这种合成—变性—退火—合成的循环可以重复多次，使所需要的DNA片段得到特异性的扩增，在理想的条件下，每一次循环使两个引物位点之间的DNA序列增加一倍。
这项技术从开始诞生到现在，不断发展和简化，现已完全实现了自动化。目前已生产出各种型号的PCR仪，由于引物的长短和碱基的组成不同，所需的复性温度和时间存在差异。现已衍生了许多相关的方法，如RAPD(random amplified polymorphic DNA)，AP-PCR (arbibary primed－PCR)，DAF (DNA amplification fingerprint)，AFLP (amplified fragment polymorphism)等。

实验一  PCR技术与分析

一、原理和用途
PCR扩增是一种特定区段DNA的复制，这仍然遵守DNA生物合成的基本规律，其复制方式是以半保留形式进行的。PCR法扩增DNA，必须有DNA模板、DNA聚合酶、DNA引物和四种dNTPs。特异性DNA片段的扩增需要2个寡核苷酸序列互不相同的引物，它们与模板DNA两条链上各一段序列互补，一个是上游引物，一个是下游引物，扩增的片段长度正好是两个引物之间的长度加上两个引物的长度。引物1和引物2这段DNA的序列是已知的，这是PCR扩增的必要条件，而它们之间的序列未必清楚。引物1和引物2序列的长度一般为15～30个碱基，可以用DNA合成仪合成二个引物。PCR扩增系统中模板DNA经过高温变性后，分解为二条单链。然后，系统温度降低到退火温度（38～65℃），引物与其互补的模板DNA结合，形成局部双链，这是DNA复制的固定起点，即延伸的固定起点。
PCR扩增过程中，链的延伸是有方向性的。以引物为固定起点，延伸才能进行。目前使用的DNA聚合酶，合成DNA的方向都是从5'端到3'端。当PCR扩增系统温度升至60～72℃时，已经与引物退火的单链，由固定的延伸起点在聚合酶的作用下4种dNTPs会迅速地以旧链为模板，合成新链。若以Ａ'和B'引物而言，合成的方向都是从5'端到3'端的方向进行。PCR扩增片段的长度正好是两个引物之间的长度加上两个引物的长度。其范围从数百个至数千个碱基，使用长片段扩增的Taq 聚合酶，可达20 kb以上。
利用PCR技术能够从复杂的DNA分子群体中选择性地复制一段特异的序列，使某一DNA片段得到特异性的扩增。其基本原理就是仿照生物体内DNA变性一复性一DNA链延长的周期循环过程（见前述）。模板DNA经过高温变性、低温退火和中温延伸三个阶段的循环过程。前一轮扩增产物又是下一轮扩增的模板，每循环一次，模板DNA的拷贝数加倍。第一次循环，由一条模板双链DNA变成二条；第二次循环，则变成４条；第三次循环，就变成８条；以几何级数扩增下去。循环n次，理论上可得到2n个分子。一般的扩增循环是30～35次，最后形成特定的DNA片段。PCR扩增DNA特定区段，是由人工合成的二条寡核苷酸引物决定的，引物是PCR扩增的关键。

目前PCR技术已用于生物科学的许多领域，已在基因扩增、基因的克隆、DNA分子多样性分析、疾病诊断、突变检测、基因表达分析等方面得到了广泛的应用。

对于PCR技术，由于所用的DNA量很少，因此除了分离的DNA可用于PCR外，还有其它的DNA微量分离法，甚至微量细胞用开水煮一下都可以用于PCR。为了加入PCR精确的DNA量，同样必须测定DNA的浓度，再根据其浓度计算出所需DNA量的体积。

二、实验材料

DNA样品溶液。
三、溶液与缓冲液
1． Taq DNA聚合酶

2． dNTP

3． 10×PCR缓冲液

4． 上游引物，下游引物

5． 25 mmol/L MgCl2
6． 10×TBE 缓冲液：

900 mmol/L Tris

900 mmol/L 硼酸

100 mmol/L EDTA

pH 调至8.0，高压灭菌，用时可稀释为0.5×或1×TBE 缓冲液用。

8．10 mg/mL溴化乙啶染色液

9．溴酚蓝电泳加样缓冲液：

0.25％溴酚蓝

0.25％二甲苯青FF

40％（W/V）蔗糖水溶液

10．DNA Marker：pBR322／MSP。
四、仪器设备及耗材
PCR仪，小型高速离心机，旋涡振荡器，电泳仪，电泳槽，凝胶板槽，胶梳子，微波炉，电子天平，凝胶成像仪或紫外透射议，离心管架，吸头盒，2 μL、10 μL、100 μL移液器，10 μL、200 μL  吸头，0.2 mL离心管，胶带纸等。

五、实验方法
1． PCR 反应物的组成：在一个0.2 mL的PCR离心管中

2.5 μL            10× PCR缓冲液

2.5 μL            2 mmol/L dNTP

2.5 μL            25 mmol/L Mg++ 
1.0 μL            12.5 pmol/μL 上游引物

1.0 μL            12.5 pmol/μL    下游引物

1.0 μL            100～200 ng/μL   模板DNA

0.5 U             Taq DNA聚合酶

加水到 25  μL  

将以上溶液放在冰上，按以上顺序将以上溶液依次加入到一个灭过菌的0.2 mL PCR管中。

2． 振荡混匀，短时离心。

3． 将带有样品的PCR离心管插在PCR仪中，按下列的程序运行：

PCR特异性扩增的程序：95℃预变性5 min，35个循环（94℃变性30 s后，60℃退火60 s，72℃延伸2 min），72℃延长10 min。注意：退火温度60℃不是固定的，可根据引物碱基的长度和组成而改变。
4． 电泳：方法同上(第三章实验一：核酸(DNA或RNA)的琼脂糖凝胶电泳)，但用1.4%～2.0% 琼脂糖凝胶电泳，电泳60 V 2～3 h。

5．电泳结束后，在凝胶成像仪上观察和照相，分析。正常情况下这种扩增产物只有一条已知长度的DNA扩增带。

六、作业与思考题
1． PCR技术的原理是什么？

2． DNA的扩增循环是无限的吗？

3． 在特异性扩增中，引物有何要求？

实验二  RAPD指纹技术

一、原理和用途
RAPD技术是PCR技术的一种扩展，一般指的是利用一个9～10碱基的随机引物扩增生物的整个基因组，与上述方法的区别在于RAPD技术只用一个引物。在合适引物的情况下其扩增引物可产生丰富的多态DNA带谱。一般退火温度为38℃，扩增45个循环，模板30～300 ng。PCR扩增后，扩增产物用凝胶电泳分离而产生不同个体多态DNA片段。RAPD技术所用的引物是随机的，但对某一特定序列的引物来说，如果该引物序列在模板DNA上有两个或两个以上不同链上的互补序列，且这些位置之间的距离适当就可扩增出DNA片段(图4-1)。如果引物互补位点发生碱基突变，导致互补位点减少；出现新的互补位点；互补位点之间的DNA发生插入或缺失，使扩增产物长度发生变化；或插入片段过大，导致不能扩增，均可检测出DNA在这些区域的多态性。不同引物由于其在模板DNA上互补位置及数目不同，扩增产物片段的大小及数量也会不同，同一种引物可能只能检测到模板基因组DNA的部分区域上的多态，但一系列引物[image: image1.wmf] 

GCACCCGACG

 

GCACCCGACG

 

CGTCGGGTGC

 

CGTGGGCTGC

 

GCAGCCCACG 

 

CGTGGGCTGC

 

GCACCCGACG

 

CGTCGGGTGC

 

GCA

G

CC

C

A

CG

 

CGTGGGCTGC

 

GCA

G

CC

C

A

CG

 

CGTCGGGTGC

 

GCACCCGACG

 

3´

 

 

3´

 

 

5´

 

 

5´

 

 

5´

 

 

5´

 

 

5´

 

 

5´

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3´

 

 

3´

 

 

3´

 

 

3´

 

 

 

第

三

个

循环

 

第

二

个

循环

 

模板

DNA

 

第

一

个

循环

 

一个

随机

引物

 

 

 

 

 

的检测范围可覆盖整个基因组。RAPD广泛应用于家系分析及鉴定，种群及种系遗传分析，遗传连锁图的构建，基因定位及特定区域连锁标记确定，以及杂交后导入基因的追踪等方面。此法的缺点是，实验的重复性较差，所以，需严格控制实验条件。

二、实验材料

DNA样品溶液。

三、溶液与缓冲液
1． Taq DNA聚合酶

2． dNTP

3． 10×PCR缓冲液

4． 随机引物：9～10碱基的随机引物

5． 25 mmol/L MgCl2
7．10×TBE 缓冲液：

900 mmol/L Tris

900 mmol/L 硼酸

100 mmol/L EDTA

pH调至8.0，高压灭菌。

用时可稀释为0.5×或1×TBE 缓冲液用。

8．10 mg/mL溴化乙啶染色液

9．溴酚蓝电泳加样缓冲液：

0.25％溴酚蓝

0.25％二甲苯青FF

40 ％（W/V）蔗糖水溶液

10．DNA Marker：pBR322／MSP。
四、仪器设备及耗材
PCR仪，小型高速离心机，旋涡振荡器， 电泳仪，电泳槽，凝胶板槽，胶梳子，微波炉，电子天平，凝胶成像仪或紫外透射议，离心管架，吸头盒，2 μL、10 μL、100 μL  移液器，10 μL、 200 μL  吸头，0.2 mL 离心管，胶带纸等。

五、实验方法
1．下列溶液被加到一个0.2 mL的PCR离心管中，终体积为25 μL。

	10× PCR缓冲液
	2.5 μL

	2 mmol/L dNTP
	2.5 μL

	10 μmol/L 引物
	2.5 μL

	25 mmol/L Mg++
	2.5 μL

	200 ng/μL 模板DNA
	1.0 μL

	0.5 U/μL Taq DNA聚合酶
	1.0 μL

	加水到
	25 μL


将以上溶液放在冰上，按以上顺序将以上溶液依次加入到一个灭过菌的0.2 mL PCR管中。
2．振荡混匀，短时离心。

3．将带有样品的PCR离心管插在PCR仪中，按下列的程序运行：

94℃ 1.5 min变性后，45个循环（变性94℃ 30 s, 复性36～42℃ 1 min，链延长72℃ 2 min），最后一步延长72℃ 10 min。注意：退火温度可根据引物碱基的长度和组成而改变。
4．电泳：方法同上(第三章实验四：琼脂糖凝胶制作与电泳)，但用1.4%～2.0% 琼脂糖凝胶电泳，电泳60 V 3.5 h。

5．在凝胶成像仪上观察和照相、分析。在合适的引物扩增下可产生丰富的多态性带纹。

六、作业与思考题
1． RAPD技术的原理是什么？

2． 哪些因素都影响RAPD的扩增结果？

实验三  PCR-SSCP技术
一、原理和用途
SSCP（single strand conformation polymorphism）叫单链构像多态性。其原理为：生物大分子在单链旋转时由取代基团形成不同的立体结构而产生不同的构像，这种结构的改变不涉及共价键的破坏。DNA片段由双链变成单链后，在非变性的条件下会折叠成不同的空间构像，单链的这种空间构像会因为个别核苷酸的置换而改变，长度相同或相近的单链在电泳时由于构像不同而具有不同的迁移率，从而显示多态性。在进行SSCP分析时，应先将扩增后的DNA片段变性为单链，然后在非变性的聚丙烯酰胺凝胶中电泳。所以，PCR-SSCP技术在检测生物DNA分子遗传多样性方面具有重要作用。

二、实验材料

DNA样品溶液。

三、溶液与缓冲液
1． Taq DNA聚合酶

2． DNTPs

3． 10×PCR缓冲液

4． 上游引物与下游引物

5． 25 mmol/L MgCl2
6． 10×TBE 缓冲液：用时可稀释为0.5×或1×TBE 缓冲液。

7． 50%丙烯酰胺凝胶溶液：49g丙烯酰胺 +N，N′亚甲基双丙烯酰胺1g 加水至100 mL，37℃溶解，置于棕色瓶中4℃保存。

8． 溴酚蓝电泳加样缓冲液

9． 10% 过硫酸胺（APS）

10． TEMED（N, N, N′, N′- 四甲基乙二胺）
11． 银染溶液的配制：

固定液：10% 乙醇

氧化液：1% 硝酸

染色液：0.1% AgNO3

显色液：2% Na2CO3。无水碳酸钠6 g，硫代硫酸钠0.3 mg，溶于300 mL纯水中，用时加入37%甲醛0.4 mL。

终止液：4% 醋酸

13．SSCP分析变性缓冲液：10 mL95% 甲酰胺，200 μL 0.5 mol/L EDTA（pH 8.0），0.25％二甲苯青FF，0.25％溴酚蓝。

14．DMSO（二甲基亚砜）

15．DNA Marker：100 Ladder DNA Marker

四、仪器设备及耗材
PCR仪，小型高速离心机，电泳仪，垂直电泳槽，脱色摇床，水浴振荡器，胶梳子，微波炉，电子天平，凝胶成像仪，离心管架，吸头盒，10 μL 微量加样器，2 μL、10 μL、100 μL移液器，10 μL 、200 μL  吸头，0.2 mL PCR管，1.5 mL 离心管，胶带纸等。

五、实验方法
1．下列溶液被加到一个0.2 mL的PCR管中，终体积为25 μL。

	0.5 U/μL Taq DNA聚合酶    
25mmol/L MgCl2   

10×Buffer      

2.5 mmol/L dNTPs         

DMSO            

上游引物(10 pmol)        

下游引物(10 pmol)        

DNA模板

纯水
总体积                
	2.0 μL   

2.0 μL   

2.5 μL    

1.5 μL  

1.5 μL 

0.5 μL   

0.5 μL   

2.0 μL
12.5 μL 
25.0 μL


2．PCR-SSCP 的PCR反应程序

    95℃       4 min

95℃       1 min 
X℃        30 s      
72℃       2 min      
    72℃      10 min


注：X℃ 退火温度因引物碱基组成和长度不同而有差异。
3．PCR-SSCP的PCR产物电泳：

PCR扩增完成后，从每个反应管中，取8 μL   扩增产物加1 µL溴酚蓝电泳加样缓冲液；混匀加样于2% 的琼脂糖凝胶上，另在一样品孔中加2 µL 100 Ladder DNA Marker作参照, EB染色，10 V/cm电泳1 h左右。电泳结束后，紫外透射仪上检测。
4．PCR-SSCP 的PCR产物变性：

（1）取PCR扩增产物8 µL于一灭菌离心管中，加入等体积的变性缓冲液中，封好离心管。

（2）95℃水浴中变性5～10 min后，立即冰浴5 min以上，直至上样时取出。

5．PCR-SSCP 的PCR产物的聚丙烯酰胺凝胶电泳

（1）电泳装置的准备：将聚丙烯酰胺垂直电泳槽中的凝胶玻璃板充分洗净，凉干后小心装入胶框，再装在垂直电泳槽中，将螺丝拧紧，然后用1% 琼脂糖凝胶封住胶框的下边以防漏胶。

（2）聚丙烯酰胺凝胶的制作：（8% PAGE）

50%丙烯酰胺               4.8 mL（避光4℃保存）

5×TBE                    6 mL

5％甘油                    1.5 mL

纯水                       17.5 mL

10% APS                   210 µL

TEMED                    18 µL

合计                       30 mL

注意：根据垂直电泳槽的大小确定聚丙烯酰胺凝胶的体积。
（3 胶的制作、灌胶、点样方法：将胶混匀后快速倒入玻璃板夹层中，插入梳子，待胶凝固后（1 h以上），拔掉梳子，用水冲洗加样孔，然后用移液器或吸水纸吸取水分（目的是防止电泳后带不整齐），再点样。

（4）电泳：在胶槽中倒入电泳缓冲液（0.5×TBE），在室温下，5 V/cm电泳至溴酚蓝电泳加样缓冲液适当位置时（电泳12～14 h ），停止电泳。

（5）回收垂直电泳槽中的电泳缓冲液，卸下玻璃板，将其置于染色缸内用薄钢勺或刀片小心地将上面的玻璃板从一角撬起，将上面的玻璃板平稳的拿开。有时候凝胶仍附着在下面的玻璃板上，可连同玻璃板进行染色，很快凝胶即从玻璃板上脱落。

6．聚丙烯酰胺凝胶中DNA的染色

常用的染色方法两种，一种为溴化乙锭染色法，另一种为硝酸银溶液染色法。本实验介绍常规的硝酸银溶液染色法。

（1）将染缸中的凝胶，先用蒸馏水冲洗一遍。

（2）固定：加入10% 乙醇固定10 min，弃去固定液。

（3）氧化：加入1% 硝酸，3 min，弃去氧化液。用水漂洗2次，每次10 s。

（4）染色：加入0.1% AgNO3，放在脱色摇床上15～30 min后，将硝酸银倒掉，用水冲洗15 s。

（5）显色：用2% Na2CO3显色，待条带清晰后将溶液倒掉，然后加入4% 的乙酸溶液停止显色。回收乙酸溶液待后用。胶浸泡水中至照相。

7．用凝胶成像仪照相，然后判断SSCP的基因型。
六、作业与思考题
1．为什么在95℃水浴中变性5～10 min后要立即冰浴？

2．比较特异性扩增和RAPD扩增和微卫星扩增以及SSCP扩增的引物和程序有何异同？

3．比较微卫星电泳和SSCP电泳有何不同之处和相似之处？

实验四  PCR-SSR技术
一、原理和用途

在真核生物基因组中，除了基因的编码序列和调控序列外，还有许多未知功能的重复序列。微卫星又称为短串联重复序列(STR)。这是一类由1～6个核苷酸为重复单位组成的串联重复序列，重复次数为10～20次。由于重复的次数不同以及重复程度的不完全造成了每个微卫星位点的多态性。大量研究表明，微卫星标记在基因组中广泛且均匀分布，数目巨大，多态含量丰富；遵循孟德尔遗传规律；等位基因间呈共显性遗传；侧翼序列保守，据此可设计引物扩增出多态的DNA片断。微卫星可用于跨物种扩增；检测方便，重复性好，适合自动化和半自动化分析等特点，已广泛应用于遗传图谱构建、数量性状基因定位、标记辅助选择、亲子鉴定及生物多样性研究。

二、实验材料

DNA溶液样品。

三、溶液与缓冲液
1． Taq DNA聚合酶

2． dNTPs

3． 10×PCR缓冲液

4． 上游和下游微卫星引物

5． 25 mmol/L MgCl2
6． 30%丙烯酰胺凝胶液：29 g 丙烯酰胺＋N，N’亚甲基双丙烯酰胺1 g加水至100 mL，37℃溶解，置于棕色瓶中保存。
7． 酚蓝电泳加样缓冲液：
0.25％溴酞蓝

0.25％二甲苯青青FF

40％(W/V)蔗糖水溶液
8． 10×TBE缓冲液：

900 mmol/L Tris
900 mmol/L硼酸
100 mmol/L EDTA
注意：pH值调至8.0后高压灭菌；用时可稀释为0. 5×或1×1BE缓冲液。
9．  10％过硫酸胺(APS)
10． TEMED(N，N,N’，N’-四甲基乙二胺)

11． DNA Marker：pBR322／MSP。
12． 银染溶液：
固定液：10％乙醇；

氧化液：1％硝酸；

染色液：0.1％AgN03；

显色液：2％Na2C03，即无水碳酸钠6 g，硫代硫酸钠0.3 mg，溶于300 mL纯水中，用时加入37％甲醛0.4 mL；

终止液：4％醋酸
四、仪器设备及耗材

PCR仪，小型高速离心机，电泳仪，垂直电泳槽，脱色摇床，胶梳子，微波炉，电子天平，凝胶成像仪，离心管架，吸头盒，10 μL 微量注射器，2 μL、10 μL、100μL 移液器，10 μL、200 μL 吸头，0.2 mL离心管，胶带纸等。
五、实验方法

1．微卫星扩增体系的制备
组成如下： 

	10× PCR缓冲液
2.5 mmol/L dNTP
25 mmol/L Mg++
微卫星上游引物(10 pmol/μL)

微卫星下游引物(10 pmol/μL)
DNA(50 ng/μL)

0.5 U/μL Taq DNA聚合酶
H2O

合计
	1.20 μL 

0.75 μL 

1.50 μL  

1.00 μL
1.00 μL 

2.00 μL

1.00 μL 

3.55 μL  
12.00 μL


将以上溶液放在冰上，按以上顺序将以上溶液依次加入到一个灭过菌的0.2 mL PCR管中，终体积为12 μL。
2．扩增程序
微卫星扩增的程序：95℃预变性2.0 min，35个循环（94℃变性30 s后，60℃退火30 s，72℃延伸 45 s），72℃延长10 min。 注意：退火温度不是固定的，可根据引物碱基的长度和组成而改变。
3．聚丙烯酰胺凝辟的制备、电泳与染色
（1）电泳装置的准备：将玻璃板充分洗净，凉于后小心装入胶框；装在垂直电泳槽上，将螺丝拧紧，然后用1％琼脂糖凝胶封住胶框的下边以防漏胶。  
（2）聚丙烯酰胺凝胶的制作：(8％PAGE)

	30％丙烯酰胺

5×TBE

加水至
10％APS

TEMED
合计
	9.5 mL(避光4℃保存)
6 mL
30 mL

210 μL
18 μL
30 mL


（3）灌胶、点样：将胶混匀后快速到人玻璃板夹层中，插入梳子，待胶凝固后(1 h以上)，拔掉梳子后用水冲洗加样孔，然后用移液器或吸水纸吸取水分(目的是防止电泳后带不整齐)，然后点样。Marker为pBR322／MSP。

（4）电泳：向胶槽中倒人电泳缓冲液(1×TBE)，200～300 V电泳3 h。

（5）染色：电泳结束后，将胶转入染缸中，先用蒸馏水冲洗一遍。

（6）固定：加入10％乙醇固定10 min，弃去固定液。

（7）氧化：加入1％硝酸，3 min，弃去氧化液。用水漂洗2次，每次10 s。

（8）染色：加入0.1％AgNO3，放在脱色摇床上15~30 min后，将硝酸银倒掉，用水冲洗15 s。

（9）显色：用2％Na2C03显色，待条带清晰后将溶液倒掉，然后加入4％的乙酸溶液停止显色。回收乙酸溶液待后用。胶浸泡水中至照相。   
4．图像分析

用凝胶成像仪照相并根据图像判断微卫星DNA的基因型。

六、作业与思考题
1． 什么是微卫星DNA？

2． 为什么微卫星DNA扩增产物通常要用聚丙烯酰胺凝胶电泳？

实验五  PCR-ISSR技术
一、原理和用途
在真核生物的基因组中广泛存在着一类长度很短、串联分布的简单重复序列（simple sequence repeats，SSR），它的基本单位是1-6个核苷酸，如（AT）n、（CTT）n、（ATGT）n等，n表示基本单位串联重复的数目，它在同一物种的不同基因型之间是可变的，且呈现高度的多态性。若根据SSR两侧的保守序列设计引物，然后对串联重复的SSR序列进行PCR扩增，不同基因型材料的扩增产物之间的长度差异就可以反映出它们在SSR序列拷贝数上的差异（如本章实验四），因此SSR可作为一种分子遗传标记加以利用。但由于SSR两侧序列具有物种特异性，造成实验中引物设计的难度比较大。近几年来人们又在SSR的基础上发展出了另外一种新的称为简单重复序列区间（inter-simple sequence repeats，ISSR）的分子标记技术，其基本原理是在SSR的3’端或5’端加锚1-4个简并性核苷酸，以此加锚SSR寡聚核苷酸为引物进行PCR所获得的扩增产物是两侧具有反向排列SSR的一段DNA序列，而不是SSR序列本身。ISSR在引物设计上比SSR简单，不需知道DNA序列即可用引物进行扩增，且重复性和稳定性比较好，现已广泛应用于遗传作图、基因定位、遗传多样性、进化、系统发育等方面的研究中，其实验方法与PCR－SSR技术类似。

二、实验材料

DNA样品溶液：预先用无菌超纯水或TE（pH 8.0）稀释至20 ng/μL。

三、溶液与缓冲液

1．Taq DNA聚合酶

2．10×PCR缓冲液

3．上样缓冲液（含0.025%溴酚兰）。

4．25 mmol/L MgCl2溶液

5．dNTP Mix（含dATP、dCTP、dTTP和dGTP各10 mmol/L），

6．ISSR引物（稀释至25 ng/μL） 

7．1×TAE缓冲液

8．琼脂糖

9．溴乙锭

10．灭菌超纯水

11．蒸馏水

四、仪器设备及耗材
PCR扩增仪，水平琼脂糖凝胶电泳槽，稳压稳流电泳仪，胶模及梳齿，紫外透射仪，微波炉，100 mL量筒，250 mL三角瓶，20 μL、200 μL、1 mL移液器各一支，10 μL、100 μL、1000 μL吸头，0.2 mL PCR管、1.5 mL离心管，台式离心机，分析天平，500 mL烧杯等。

五、实验方法
1．ISSR-PCR扩增

（1）在每个0.2 mL PCR管中分别加入下列成分：

	10×PCR缓冲液
	3.0 μL

	25 mmol/L MgCl2
	1.8 μL

	10 mmol/L dNTP
	0.4 μL

	ISSR引物
	2.0 μL

	Taq DNA酶
	1.0 U

	DNA
	1.0 μL

	超纯水至
	30 μL


若DNA样品数较多，为了消除加样带来的误差和减少加样时间，可以先将除DNA之外的其它试剂按需扩增的总管数混样，然后平均分装到各扩增管中，最后再加入DNA模板。

（2）将扩增管中的混合液瞬间离心至管底，若PCR仪有热盖则不需要加矿物油，否则还需要往每管中滴加1~2滴矿物油覆盖在样品表面，防止样品在扩增过程中蒸发。

（3）将扩增管整齐地排列于PCR仪的样品槽中，盖紧盖子，然后设置和运行PCR程序，ISSR通常的PCR反应条件为：94℃变性5 min；94℃变性30 s，46~56℃退火45 s，72℃延伸1.5 min，反应35个循环；72℃延伸7 min后终止反应。退火温度的高低依赖于所使用引物的Tm值。

2．琼脂糖凝胶的制备

（1）根据样品数的多少选择适当大小的胶槽，将胶槽两端密封住后水平放置，并插上梳齿。

（2）按制备1.5%凝胶浓度称取一定量的琼脂糖，倒入一个干净的250 mL三角瓶内，然后用量筒量取适量的TAE倒入三角瓶内（考虑到煮胶时会蒸发部分水，可预先多倒入约5 mL的蒸馏水），摇匀。

（3）在微波炉内煮胶至沸腾，取出后小心地摇匀，再重复煮1~2次，直至对光观察看不到有透明的悬浮物方可达到要求。

（4）待胶液冷却至50~60℃左右时加入浓度为10 mg/mL的溴乙锭溶液（4~5 μL/100 mL胶液），充分摇匀，注意摇动过程中要防止产生大量的气泡；

（5）静置片刻后，将胶液倒入预先准备好的胶模中，若在倒胶过程中出现气泡，可用一根注射针头小心地将气泡赶除。

（6）待凝胶自然冷却至完全凝固后即可开始准备电泳。

3．ISSR扩增产物的电泳分离

（1）给每个扩增管中加入5 μL上样缓冲液，混合均匀。

（2）在水平电泳槽中倒入一定体积的1×TAE缓冲液，将胶槽两端的封堵物撤去后连同凝胶浸入电泳槽内的TAE缓冲液中，小心拔下梳齿。

（3）上样：用移液器从每个扩增管中吸取15～20 μL扩增产物，小心地逐个加到凝胶的上样孔中。

（4）接通电源进行电泳，电压为3～4 V/cm，待溴酚兰指示带移动至距凝胶底端2/5位置时，停止电泳。

（5）将凝胶从胶模中取出，放置在凝胶成像仪上观察、照相。

4．试验数据的统计与处理

ISSR主要为显性标记，表现为每一个基因型材料的PCR产物在琼脂糖凝胶的同一位置上扩增带的有或无，有带则计为1，无带计为0，并记入表4－1中；利用统计分析软件（Statistics）对数据进行分析整理，计算出各不同基因型个体之间的遗传系数，并画出聚类分析树状图。

表4-1  ISSR试验数据统计表

	ISSR引物编号：

	样品编号
	扩增带位置及扩增结果
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六、作业与思考题
1．试比较ISSR和SSR、RAPD有什么异同点？

2．影响ISSR分析结果准确性的主要因素有哪些？
实验六  RT-PCR技术

一、原理和用途
RT-PCR也叫反转录PCR。它是将mRNA首先反转录为第一条cDNA，再经特异的基因引物进行PCR扩增，以达到所需要量的目的。这种技术已广泛应用于cDNA文库的构建，基因克隆及基因表达方面的研究等。

二、实验材料

总RNA或mRNA 溶液。
三、溶液与缓冲液
1． Oligo(dT)15
2． RNasin RNA酶抑制剂

3． 10(反转录缓冲液

4． 反转录酶：AMV Reverse Transcriptase
5． Taq DNA 聚合酶

6． 特定基因上游引物与下游引物

7． 25 mmol/L MgCl2  

8． DEPC-H2O(0.1%)

四、仪器设备及耗材
PCR仪，小型高速离心机，干燥培养恒温器，恒温水浴箱，旋涡振荡器，离心管架，吸头盒，烧杯，三角瓶，2 μL、10 μL、100 μL、200 μL、1000 μL移液器，10 μL、200 μL、1000 μL吸头，1.5 mL、15 mL、50 mL离心管，提洗柱子等

五、实验方法
1. 反转录反应

（1）反转录反应混合物以下列组成，加到一个0.2 mL的PCR管中。

1 μg/μL总RNA                       1 μL 

0.5 μg/μL Oligo(dT)15                   1 μL   

RNasin Ribonuclease Inhibitor            20 U 
反转录酶(AMV Reverse Transcriptase)     15 U 

10 mmol/L dNTP                       2 μL  

10×反应缓冲液                       2 μL
(使终浓度为5 mmol/L MgCl2，10 mmol/L Tris·HCl，pH 9.0，50 mmol/L KCl，0.1% Triton X-100)

加DEPC-H2O(0.1%)到                  20 μL

（2）振荡混合后，瞬时离心。

（3）将样品离心管插在PCR仪时，42℃运行 1 h，以得到第一条cDNA连。

2．RT－PCR或DDRT－PCR

（1）RT－PCR反应混合物以下列组成加到一个薄壁0.2 mL 的离心管中, 如下：
第一条cDNA链                         5 μL
10(反转录缓冲液                     2.5 μL 

25 mmol/L MgCl2                        1 μL
上游引物（20碱基）                 12.5 pmol 
下游引物（20碱基）                 12.5 pmol  

Taq DNA Polymerase                 0.625 U 

加超纯H2O到                           25 μL
（2）振荡混合后，瞬时离心。

（3）将样品离心管插在PCR仪时，PCR按下列程序运行：

反应的程序为  94℃ 1.5 min变性后， 94℃ 变性1 min, 60℃ 复性1 min， 72℃ 链延长2 min 30个循环。最后一步延长72℃ 10 min 。

注意：如果进行DDRT－PCR，只需将引物换成一个20～30个碱基的随机引物，将复性温度作相应的改变即可。

3． PCR产物的电泳

方法见第三章实验一琼脂糖凝胶制作与电泳，反应产物在1.5％的琼脂糖凝胶上，TBE缓冲液中，60 V 电泳1.5～2.0 h，然后在凝胶成像仪上观察、照相。带的量化分析通过计算机分析软件进行。

六、作业与思考题
1．RT-PCR技术成功的关键是什么？

2．如果要获得完全的某一基因的DNA序列，在引物设计上有何要求？

×30个循环


×30


×30
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图4-1 RAPD-PCR的反应原理
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