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　注：箭头所示为放大的非特异谱带；其中，泳道 1 为 M arker；
泳道 2 和 3 分别是以图 4中的 1.5 μl和 1.0 μl的 D 为模板的巢式
PCR；泳道 4 等于 D；
泳道 5和 6 分别是以图 4中的 1.5 μl和 1.0 μl的 A 为模板的巢式
PCR；泳道 7 等于 A；
泳道 8和 9 分别是以图 4中的 1.5 μl和 1.0 μl的 B 为模板的巢式
PCR；泳道 10为空白；
泳道 11和 12分别是以图 4中的 1.5 μl和 1.0 μl的 C 为模板的巢
式 PCR；
泳道 13 为空白。

图 5　以图 4 中部分扩增产物为模板进行巢式 PCR 的聚丙烯酰胺凝胶电泳（PA G E）图谱

3　讨论

前面两种 PCR 方法（梯度 PCR 和降落 PCR）应用比较广泛，在很多 PCR 实验中都可以找到它们的成功
应用例子［9］。现在很多厂家的较高型号的 PCR 仪都实现了梯度功能和降落功能，只需要简单的编程就可以
实现梯度 PCR 和降低 PCR 的反应，大大地提高了实验的效率。

根据 Bam hram A rezi等［8］计算反应产物的公式：N =N 0 ×（1 +E）C t，反应产物除了与扩增效率 E 和循环
次数 C t有关之外，还有一个较为关键的因素决定反应产物的得率，那就是反应开始时的模板量 N 0。当 N 0

差异较大时，扩增产物就会存在较大的差别。我们在准备 PCR 反应体系时，有两个方面的可能性使反应体
系的模板量产生较大的差别：一是各样品的 D N A 浓度很难精确定量，只能取近似值，从而造成反应体系模板
量的差异；第二个可能的原因是在 PCR 反应体系的配制过程中产生的。在配制 PCR 反应体系时，往往都是
先配制除模板外的 PCR M aster，分装后再独立加各样品的模板 D N A，所以反应体系的各组分（除模板 D N A
外）都是较均一的。但在反应样品较多的情况下，重复加样过程的繁琐有时会导致加入了不等量的模板

D N A 到各反应体系中，于是由于反应体系配制过程加样的误差使得反应产物得率受到很大的影响，可能有
些反应没有得到可检测水平的产物，在辨别谱带时往往把该样品的基因型定义为零。当发生这种情况时，样

品的基因型并没有得到正确的分辨，用巢式 PCR 接着再扩增可以得到特异性产物。但巢式 PCR 实验方法
在有效的扩增特异性产物的同时，也有效地把原来未检测到的非特异产物扩增到非常显著的水平，所以在辨

别谱带时要非常小心。
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