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聚合酶链式反应技术在 DNA 检测中的应用与优化 
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摘   要 : 聚合酶链式反应 (polymerase chain reaction, PCR)技术能够在体外快速扩增特定脱氧核糖核酸

(deoxyribonucleic acid, DNA)片段, 这对于提高 DNA 检测灵敏度与效率有着重要意义, 同时, 还能确保科研人

员在微量样本中获取充足的 DNA 量, 在这一特性的支持下使得 PCR 技术开始广泛应用到食品安全检测、医

学诊断以及疾病监测等领域。基于此, 本文探究 PCR 技术在 DNA 检测中的应用, 阐述该技术在疾病诊断、食

品检测以及古生物学等领域的应用情况, 同时从引物设计、反应条件以及反应体系等方面入手, 探究 PCR 技

术在DNA检测中的优化路径, 旨在推动PCR技术在生命科学领域的进一步发展, 也为相关研究提供更为高效

的技术支持。 
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0  引  言 

聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)作为

分子生物学核心技术 , 是脱氧核糖核酸(deoxyribonucleic 
acid, DNA)检测与分析的关键手段, 广泛应用于医学检验、

食品安全、环境监测等多个领域, 为精准识别核酸序列提

供重要理论与技术支撑。当前, 随着检测场景不断拓展, 
对 DNA 检测的特异性、灵敏度和准确性要求持续提高, 传
统 PCR 技术在复杂样本检测、低丰度模板扩增等方面仍存

在局限, 相关优化研究已成为行业热点。基于此, 本文围

绕 PCR 技术在 DNA 检测中的应用展开系统梳理, 探讨针

对性优化路径。通过分析技术原理与实践应用的适配性, 
提出改进策略, 以期提升检测效率与精准度, 降低应用成

本, 为 PCR 技术在多领域的规范化、高效化应用提供参考, 
更好地满足社会各领域对 DNA 检测的现实需求。 

1  PCR 技术在 DNA 检测中的应用 

1.1  在亲子鉴定中的应用 

PCR 技术以其高灵敏度、高特异性和高效扩增能力, 
已成为 DNA 检测领域的核心技术, 广泛应用于法医鉴定、

疾病诊断、物种溯源与亲子鉴定等领域[1]。其中, 亲子鉴

定是其最为成熟和普及的应用方向之一。在亲子鉴定实践

中, 首先从被鉴定人(父母与子女)的血液、口腔黏膜细胞等

易得样本中提取基因组 DNA。随后, 利用 PCR 技术特异

性扩增短串联重复序列(short tandem repeat, STR)位点, 这
些位点具有高度多态性, 并且遵循孟德尔遗传规律: 子代

在每个 STR 位点上的 2 个等位基因, 必有一个源自父亲, 
一个源自母亲。通过对 PCR 扩增产物进行毛细管电泳和基

因分型, 对比亲代与子代间的 STR 位点匹配情况, 即可计

算亲权指数及累积亲权指数。该技术具有检测周期短、样

本需求量少、准确率极高等优势, 既能满足个人亲缘关系

确认的需求, 也能为司法鉴定提供权威的科学依据, 是目

前亲子鉴定领域的主流技术[2]。 

1.2  在疾病诊断中的应用 

现阶段, PCR 技术已经能够被成熟应用到医疗行业疾

病诊断领域, 尤其是在遗传性疾病与传染性疾病检测中更

具优势[3]。遗传性疾病是由于患者遗传物质发生改变而引发

的疾病, 以囊性纤维化(cystic fibrosis, CF)为例, 该疾病因囊

性纤维化跨膜传导调节因子(cystic fibrosis transmembrane 
conductance regulator, CFTR)基因突变而导致, 患者将会出

现呼吸道以及消化系统功能异常等情况 , 目前已知的

CFTR 基因突变类型高达 2000 余类 , 其中最常见的为

ΔF508 突变。在 PCR 技术应用中, 实验人员首先会从患者

的口腔黏膜等样本中提取 DNA 组织并通过 PCR 扩增, 在
扩增后便可通过直接测序法等识别基因突变类型与区域。此

外, 实验人员还可采用等位基因特异性 PCR (allele-specific 
PCR, AS-PCR)技术, 与直接测序法相比, 该方法操作更为

简便、检测成本更低, 且能快速实现对特定突变位点的精



【创新应用】 许云斐: 聚合酶链式反应技术在 DNA 检测中的应用与优化 
 
 
 
 
 

40 

准判定。AS-PCR 的操作过程更为简单且更加快速, 因此

非常适合应用于大规模筛查。将 PCR 技术应用到 CFTR 基

因检测中, 一方面能够在确定病情后尽早干预治疗, 另一

方面还可以应用于遗传风险评估当中, 如针对有遗传病史

的人群, 通过 PCR 技术检测 CFTR 基因突变能够有效评估

其后代患 CF 的可能性, 并以此为生育提供科学决策[4]。此

外, PCR 技术在传染性疾病诊断中同样具备显著优势, 随
着人口流动的加快以及生态环境的恶化, 目前各类传染性

疾病均呈现出快速传播趋势。引发新冠肺炎传染病的新冠

病毒为 RNA 病毒, 在病原体检测过程中技术人员首先需

要将病原体 RNA 逆转录为 cDNA, 随后便可以通过荧光定

量 PCR (quantitative real-time PCR, qPCR)技术进行扩增, 
此项检测技术的原理是依据荧光基团的荧光信号以实现对

PCR 扩增产物量的检测, 进而实现对新冠病毒核酸的定性

与定量分析[5]。 

1.3  在食品安全检测中的应用 

目前, PCR 技术主要应用于食品病原体、转基因等成

分检测中[6]。以食品中的病原体检测为例, 病原体是引发

食品污染的首要原因, 近些年 PCR 技术凭借其特异性强、

灵敏度高等优势, 已经成为食品病原体检测的关键技术。

食品中常见的病原体包括细菌、真菌以及微生物等, 以大

肠杆菌与沙门氏菌为例, 当消费者摄入病原体超标的食品

后会出现头晕、恶心以及呕吐等情况, 严重时甚至还会危

及患者的生命。应用 PCR 技术检测食品病原体时首先要做

好样本前处理, 如实验人员需要将细菌等病原体从食品中

分离并提取基因组 DNA[7-8]。其次需要依据病原体特异性

基因序列设计引物, 如针对大肠杆菌的 uidA 基因以及针对

沙门氏菌的 invA 基因等, 完成上述准备工作后进入 PCR
扩增环节, 若食品中含有目标病原体, 那么在扩增阶段将

会出现目标 DNA 片段, 在完成扩增后实验人员可通过凝

胶电泳进行初步检测, 或者通过荧光定量 PCR 技术进行定

量分析[9]。美国食品药品监督管理局提供的数据表明, 食
源性疾病的发生与食品生产加工环节存在密切联系, 因此

将 PCR 技术应用到食品致病性微生物检测中, 能够从源头

处预防食源性疾病。如在肉类产品加工前企业检测机构可

使用 PCR 技术对原材料中的沙门氏菌、李斯特菌以及大肠

杆菌等进行检测, 或者在生产完成后将该技术应用到抽样

检测中, 以此从源头处确保消费者的饮食安全。与传统检

测技术相比, PCR 技术可在数小时内得到检测结果, 因此

非常适用于大批量食品快速检测, 并助力食品企业及时发

现安全隐患[10-11]。 

2  PCR 技术在 DNA 检测中的优化策略 

2.1  引物设计优化 

引物设计是确保 PCR 实验成功的基础, 且引物的设

计质量将会直接决定 DNA 扩增的特异性[12]。为此, 实验

人员在技术应用中首先需要掌握引物设计原则, 通常情况

下其长度需要控制在 15~30 bp 之内, 且理想长度范围是

18~27 bp, 最大不宜超过 38 bp。若引物过长, 延伸温度将

会超过 Taq DNA 聚合酶的最适合反应温度, 进而将会对扩

增效率造成影响。此外, 引物的 GC 含量通常需要保持在

40%~60%之间, 若超过这一范围, 那么引物的退火时间将

会升高, 且容易出现与模板结合困难的情况, 相反的是, 
若达不到这一区间, 则会对引物的稳定性造成影响, 同时

还会出现非特异性结合[13]。此外, 在检测过程中还需要确

保引物 GC 含量相一致, 防止因差距过大而对扩增效果造

成影响。在检测过程中若发现常规引物无法满足检测需要, 
那么就需要设计非常规引物。首先, 巢式引物作为一类常

见的特殊引物, 其可以依托两轮 PCR 反应以增强扩增特异

性, 首轮 PCR 中使用一对外部引物扩增目标区域, 产物可

作为第二轮 PCR 模板, 在第二轮中使用一对内部引物, 这
对引物位于第一轮扩增产物的内部。这种方式能够高效控

制非特异性扩增, 同时确保扩增的特异性[14-15]。 

2.2  反应条件优化 

首先, 温度设计将会直接影响扩增效率和特异性, 且
在变性、退火等阶段均需做好温度参数优化。在变性阶段, 
DNA 双链解离一方面会受时间影响, 而另一方面则会受

到温度影响, 通常情况下初始变性温度为 94 ℃, 时间为

2~5 min, 此时模板 DNA 将被解链为单链, 若温度或者时

间达不到要求, 将会对 DNA双链解离造成不利影响, 进而

影响到扩增效率[16]。研究表明, 温度过低时扩增产物量下

降, 非特异性条带增加; 而当温度过高时, 如 98 ℃下虽然

能够确保 DNA 完全变性, 但是高温环境下 DNA 聚合酶活

性将会受到影响, 进而对酶的使用寿命造成影响。此外, 
实验人员需要依据引物 Tm 值确定退火温度, 通常情况下

退火温度要低于 Tm 值 3~5 ℃, 此外实验人员可以通过公

式(1)估算 Tm 值:  
 Tm=4(G+C)+2(A+T) (1) 

式中: Tm 为引物解链温度, ℃; G、C 分别为引物序列中鸟

嘌呤、胞嘧啶碱基数量, 个; A、T 分别为引物序列中腺嘌

呤、胸腺嘧啶碱基数量, 个。 
但在实际检测中考虑到引物与模板结合的复杂性 , 

还需借助实验进行优化。退火温度较高情况下将会引发结

合不稳定问题, 相反则会出现非特异性结合情况, 并由此

产生非特异性扩增产物。最后 , 延伸温度与时间是决定

DNA 聚合酶合成新链效率与准确性的关键因素, 最适宜

Taq DNA聚合酶的延伸温度是 72 ℃, 该温度下 Taq酶活性

将达到最高状态, 并有利于新 DNA 链的合成。在循环次数

优化中, PCR 反应初期时 DNA 片段将会成倍增长, 但是经

过数次循环后扩增产物量的增长将会受到限制, 部分情况

下甚至还会出现下降情况, 这是因为在反应过程中核苷三
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磷酸(nucleoside triphosphate, NTP)等成分逐渐被消耗, 且
反应过程产生的非特异性产物也会对扩增造成影响[17-18]。

为此, 实验人员需要确定最合适的循环次数并依此开展预

实验, 实验阶段实验人员需设计不同的循环次数并进行

PCR 扩增, 预实验完成后通过电泳结果以确定最为合适的

循环次数, 大部分 PCR 实验最佳循环次数为 30~35 次, 但
是针对扩增片段较长等特殊情况时, 则需要考虑适当延长

循环次数[19]。 

2.3  反应体系优化 

实验人员可以通过酶的选择、dNTP 优化等对反应体

系做出优化[20]。以酶的选择为例, 实验人员首先可以选择

使用 Taq 聚合酶, 其在热稳定、扩增效率等方面有着独特

优势, 但是其在使用过程中也会产生非特异性扩增问题, 
因此Taq聚合酶仅适用于对保真度要求不高的实验检测中, 
而 Pfu 聚合酶、Phanta 聚合酶等属于保真酶, 其错误率要

明显低于 Taq 聚合酶, 因此在测序等对保真度要求较高的

扩增实验中应当优先选择使用 Pfu 聚合酶等。除了酶的选

择之外, 实验人员还需充分考虑酶的热稳定、持续合成能

力等, 如热稳定较高的酶能够确保在整个循环过程中始终

保持最佳状态, 而持续合成能力反映了 DNA 聚合酶在解

离之前在合成新链的过程中能够整合的核苷酸数量, 对于

长片段 DNA 的合成尤为重要[21]。 

3  结束语 

综上所述, PCR 技术凭借高特异性、高灵敏度等优势

已经成为 DNA 检测中的核心工具, 且已经广泛应用到食

品、医疗等各个领域, 这为 DNA 精准检测提供了强有力的

技术支撑。因此, 为充分发挥 PCR 技术优势, 实验人员有

必要通过引物设计优化、反应条件优化以及反应体系优化

持续提升技术稳定性, 从而为生命科学研究提供更为精确

的技术解决方案。 
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