PCR技术
刘昊鑫 20301050184
聚合酶链式反应（PCR）是一种用于放大扩增特定DNA片段的分子生物学技术，它可以看作是生物体外特殊的DNA复制。运用PCR技术能够将微量的DNA大量扩增。
一、技术原理
DNA进行半保留复制。生物体内，双链DNA在酶的作用下解旋成单链。在DNA聚合酶的参与下，根据碱基互补配对原则复制成同样的两分子拷贝。但是提供高温条件同样能使双链DNA解旋，而温度降低时又恢复双链。当提供95℃左右的高温时，双链DNA解旋成单链；之后降低温度到约68℃，使引物结合到DNA单链上。再调整温度到72℃，在DNA聚合酶的作用下，把游离的dNTP按照碱基互补配对原则结合到单链上，形成一条由旧链和新链杂合成的新的双链DNA。这个过程可概括为‘变性-退火-延伸’三个基本步骤。通过重复这个过程，就能将DNA片段大量复制。但是在高温条件下，常规的DNA聚合酶会被破坏，因此在每个循环的加热步骤后必须补充新的聚合酶。当使用能耐受高温的Taq酶时，在底物等条件充足的前提下，只通过三个温度的循环变化就能实现DNA片段的大量扩增。
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二、技术应用
1.病原体的基因诊断
PCR技术能使极少量的外源性基因序列（如病毒、细菌、寄生虫等）大量扩增而被检测出来，灵敏度大大超过分离培养、血清学检查等方法。具有准 确、快速、取材少等特点，特别适于大量标本的筛选及流行病学调查。PCR    技术用于多种传染性病原体的检测，如从外周血或组织中检测HIV，从血清   中检测乙肝病毒、丙肝病毒等。目前对新冠病毒的检测使用荧光定量RT-PCR技 术，先采用RT-PCR技术将新馆病毒的RNA逆转录为对应DNA，再采用荧光定量 PCR技术，将得到的DNA大量复制，同时，使用特异性探针对复制得到的DNA 进行检测。  
2.亲子鉴定、追踪凶手
使用PCR技术对某些特定的基因位点进行扩增，通过比对亲子双方某些特定位点的基因序列可以较为准确的判断是否存在血缘关系。这种方法同样 可用于追踪凶手，通过对犯罪现场留下的凶手的血迹、头发、精液等进行 PCR扩增得到凶手特定位点的基因序列，然后比对嫌疑人的基因可确定其 是否为真凶。
3.分子生物学研究
基因克隆、DNA测序、突变分析、基因诱变、比较基因表达量等等基因层面的研究都要用到PCR技术。
三、技术的优缺点
1.优点
碱基互补配对原则保障了PCR技术扩增DNA片段的准确性与高度的特异性；扩增迅速敏感，指数级扩增；操作快捷，可自动完成扩增；

2.缺点
Tap酶缺乏3’端到5’端外切酶活性，因而不能纠正反应中发生的错误核苷酸渗入，导致复制的新DNA链中有一定程度的错配碱基；容易由于实验污染或操作污染而出现假阳性结果。
