
明悉引物设计 参透 PCＲ技术
孙 娟 ( 首都师范大学附属回龙观育新学校 北京 102208)

摘 要 PCＲ是高中生物学的重难点之一，引物设计是 PCＲ的核心。本文通过对引物设计题型的分类和解析，促进学生深度理解
PCＲ的原理，以及 PCＲ技术在基因定点突变、酶切位点添加、突变位点确认等问题解决中的广泛应用。

关键字 PCＲ 引物设计 题型解析

PCＲ( Polymerase Chain Ｒeaction) 是一种人工合成
DNA的聚合酶链式反应，PCＲ 技术是高中生物学选修
3《现代生物科技专题》模块的重点和难点之一，其基
本原理和过程如图 1所示。

图 1 PCＲ原理反应示意图［1］

在教学实践中，教师一般采用动画演示或者绘图
的方式阐释 PCＲ 的原理和过程。但是，学生在解决
PCＲ实际问题时仍然会有很多困惑，其中最为突出的
问题是 PCＲ的引物设计。引物设计是 PCＲ的核心，学
生既可以通过 Primer Premier等软件去设计引物，也可
以通过考题去明悉引物设计的意义，从而深刻理解
PCＲ的原理和过程。

PCＲ除了能完成常规的 DNA扩增，还可以通过巧
妙的引物设计实现基因定点突变、添加酶切位点、特定
片段的拼接 ( 搭桥 PCＲ) 等功能。本文结合具体题目
明悉引物设计的多种方法，从而对不同的 PCＲ 进行深
度解析。
1 常规 PCＲ的引物设计和选择

PCＲ的引物包括两条，这两条引物能够分别与待
扩增片段( 序列已知) 的两条链碱基互补配对，而 DNA
的两条新链延伸方向相反，这与 DNA 的空间结构为反
向平行双螺旋的特点是一致的。在常规的引物设计
中，均应包括两条引物，且位于待扩增片段的两端，引
物方向均为 5'→3'。扩增目的不同，选择的引物也会

不同，但基本原则相同。
例 1 ( 2014年·北京 30题) ( 2) a 基因是通过将

T-DNA插入到 A基因中获得的，用 PCＲ法确定 T-DNA
插入位置时，应从图 2中选择的引物组合是 。
( 参考答案: II、III)

图 2 链式 DNA引物选择题型

注: Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ为引物

解析: 此题目中 PCＲ 是为了确认插入位置，故需
要将 T-DNA与 A基因连接的位置扩增出来，引物应分
别与上下两条链互补，图 2给出了引物的方向( 延伸方
向为 5'→3') ，所以，只能选择 II、III。

例 2 ( 2011 年·北京 31 题) ( 6) 根据 T-DNA 的
已知序列，利用 PCＲ技术可以扩增出被插入的基因片
段。其过程是: 提取突变体植株的 DNA，用限制酶处
理后，再用 将获得的 DNA 片段连接成环( 图
3) ，以此为模板，从图中 A、B、C、D四种单链 DNA片
断中选取 作为引物进行扩增，得到的片断将
用于获取该基因的全序列信息。( 参考答案: DNA 连
接酶; B、C)

图 3 环状 DNA引物选择题型

注: A、B、C、D 表示能与相应 T-DNA
链互补、长度相等的单链 DNA 片段; 箭头指
示 DNA合成方向

解析: 此题通过 PCＲ可以获取未知基因的全部序
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列信息，因此，需要将“被插入的基因片段”全部扩增
出来，引物应位于其两端，且分别于两条链互补。图 3
给出了 A 的方向，根据 DNA 的结构特点可知，C 与 A
方向相同，B、D的方向与 A相反，选用 A、D能够扩增
出 T-DNA序列，选用 B、C才能扩增出包含“被插入的
基因片段”的序列信息，故选择 B、C。

例 3 ( 北京·西城 2017． 1，26 题 ) ( 2 ) ②利用
PCＲ技术从 cDNA文库中获取 AtNX1 基因( 基因序列
未知) ，需根据 AtNX1蛋白氨基酸序列设计引物，引物
的序列可以有多种，原因是 。在 PCＲ 体系中
需加入其中的 引物 ( 填“全部”或
“任意 1种”或“其中 2种”) 。( 参考答案: 全部)

解析: 此题的难度较例 1、2 有所增加，考查了引
物与模板碱基互补配对的特点，由于密码子具有简并
性( 一种氨基酸对应多种密码子) ，并不能确定哪一种
引物可以和未知序列碱基互补配对，因此，需要将全部
引物加入，配对成功的引物可以完成 PCＲ 扩增过程，
其他引物因无法配对不形成干扰。
2 基因定点突变的引物设计

例 4 ( 北京·海淀 2017．11，34 题) ( 2) 萝卜的蛋
白 A具有广泛的抗植物病菌作用，而且对人体没有影
响。检测发现，转入的蛋白 A 基因在大肠杆菌细胞中
表达效率很低，研究者推测不同生物对密码子具有不
同的偏好，因而设计了与蛋白 A 基因结合的两对引物
( 引物 B和 C中都替换了一个碱基) ，并按图 4 方式依
次进行 4次 PCＲ扩增，以得到新的蛋白 A 基因。①这
是一种定点的 技术。②图 4所示的 4次 PCＲ
应该分别如何选择图中所示的引物? 请填写以下表格
( 若选用该引物划“√”，若不选用该引物则划“×”) 。
( 参考答案: ( 2) ① 基因突变 ② 如下表所示)

引物 A 引物 B 引物 C 引物 D

PCＲ1 √ √ × ×

PCＲ2 × × √ √

PCＲ3 × × × ×

PCＲ4 √ × × √

解析: 此题的引物设计与以往都不同，B 和 C 中
都替换了一个碱基，从图 4分析可知，这两个引物位于
基因的相同位置，替换的碱基应该能够互补配对，如此
便可以实现将基因 A 的特定位置替换为新的碱基对。
因此，属于一种基因突变的技术。后续的 PCＲ 过程就
是为了完成基因的定点突变，根据引物设计原则，学生
可以从 PCＲ1、PCＲ2的图示中选出引物 A＆B、C＆D。

PCＲ1、PCＲ2的产物混合后退火，由图 4 可见，引
物 B、C所在位置的序列可以碱基互补配对结合在一
起，从而使蛋白 A基因的两条链以局部配对的方式结
合，并彼此充当引物( 不需要额外添加引物) ，完成5'→
3'方向的延伸过程。因此，PCＲ3的结果是在替换了一
个碱基的位置发生基因的定点突变。PCＲ4 过程是为
了获取更多新的蛋白 A 基因，选取的引物应位于其两
端，根据扩增方向为 5'→3'的原则，选择的引物应该是
A和 D。

图 4 基因定点突变原理示意图

注: 图中“ ”为碱基序列变化点

此题进行 PCＲ扩增的目标是实现某一个特定位
置碱基对的替换，因此，需要根据目的基因的序列进
行分段 PCＲ，最后再将两段拼接起来，是一种比较传
统和实用的体外基因突变方法。随着科技的发展，
CＲISPＲ-Cas9 定点突变技术应用更为广泛，其原理
见例 5。

例 5 ( 北京·海淀 2016．5) 敲除基因时，sgＲNA
与红眼基因 B的部分序列互补配对，细胞内的 Cas9酶
在配对区域定点剪切，引起红眼基因 B 发生碱基对

，导致基因突变。该过程中，sgＲNA 和 Cas9
酶共同剪切 DNA的作用类似于 酶的作用，敲
除后需要 酶对 DNA上的切口进行修复。( 参
考答案: 缺失，限制，DNA连接)
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图 5 CＲISPＲ-Cas9技术原理图

解析: 此题中，基因突变是通过 sgＲNA ( small
guide ＲNA，向导序列) 实现的，sgＲNA是人工设计的能
够与特定基因碱基互补配对的一小段 ＲNA，当其与目
的基因结合后，Cas9 酶就可以对目的基因进行剪切，
从而实现基因突变。
3 搭桥 PCＲ与酶切位点的添加

例 6 ( 北京·海淀 2017．5，30 题) ( 3) 为研究基
因 A与四膜虫的耐药性是否有关，科研人员提取耐药
个体的 DNA，用图 6 所示的引物组合，分别扩增 A 基
因的 A1 片段、A3 片段。

图 6 添加特定序列的 PCＲ引物选择

注: 引物Ⅱ、Ⅲ上的 x、y片段分别与 N基因两端互补配对

① 据图 6分析，用引物Ⅰ、Ⅱ组合扩增后，得到的
绝大部分 DNA片段是下图中的 。

② 将大量 N基因片段与扩增得到的 A1 片段、A3

片段置于 PCＲ反应体系中进行扩增，得到的绝大多数
扩增产物是 。( 参考答案: ( 3) ①d ②A1-N-
A3 )

解析: 此题的难点在于对 PCＲ 过程的分析，引物
与模板链结合后，在 Taq酶的作用下开始延伸，延伸的
终点为模板链的终点 ( 图 7 ) ，第二轮扩增后会出现
“A1-x”序列，之后以 2n 扩增，同时，以“A1-A2-A3”为模
板进行的扩增在两轮后都会产生“A1 +x”片段，最终反
应体系中“A1-x”数量最多。同理，用 III 和 IV 扩增出
的应为“y-A3”。

在 N 基因片段与扩增得到的 A1 片段、A3 片段的
PCＲ反应体系中，通过引物中 x、y 片段局部配对的方
式，两条链可以结合并分别充当彼此的引物，不再需要
额外添加引物，其原理与例 4的 PCＲ3过程( 图 4) 相同。
最终，通过搭桥 PCＲ的方式实现“A1-N-A3”的拼接。

图 7 添加特定序列的 PCＲ原理

4 简并引物与突变位点确认
例 7 原创试题( 节选) : 采用电击转化法将已知

序列的外源 DNA 片段随机插入野生型衣藻基因组中
可获得衣藻的鞭毛突变体，为进一步确定突变体衣藻
的突变基因，设计以下实验 ( 图 8 ) 。若要确定外源
DNA片段插入 X基因的位置，需要选用引物
及 ，分别扩增出对应序列，再通过测序和序列
比对确定外源 DNA片段插入 X 基因的 a 和 b 两个位
置。( 参考答案: 1、3; 2、4)

图 8 确认突变位点的 PCＲ引物选择

解析: 此题需要找出外源 DNA 在 A 基因中的插
入位点 a、b，因此，需要分别扩增出包含 a、b两个位点
的序列，按照图示应选择 1、3扩增出左侧片段，选择 2、
4扩增出右侧片段，测序后即可得知插入位点的序列。

此项 PCＲ技术中的 X 基因序列是未知的，因此，
并不能设计出与其碱基互补配对的引物 3、4。在实际
操作中，通常会通过查询衣藻的全基因组序列找出其
较为保守的一些序列，从而设计出一些能够与多个位
点结合的简并引物( degenerated primers) ，在 PCＲ 过程
中，同时加入简并引物 3、4和 1、2( 与已知序列结合) ，
通过调整退火温度，促使 3、4 引物与多个位点发生特
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传感器在初中植物呼吸作用实验教学中的应用
谷 青 ( 江苏省常熟实验中学 常熟 215500)

摘 要 利用 O2、CO2、温度、湿度传感器对植物呼吸作用过程进行实时检测，并对得到的直观数据加以分析，得出呼吸作用的实

质。同时利用传感器能在短时间内快速检测出气体变化这一优点，进一步对不同植物材料呼吸作用过程中释放 CO2 的量进行检

测，从而得出植物的不同器官都可以进行呼吸作用这一结论。

关键词 初中生物学实验 呼吸作用 传感器应用

苏科版七年级生物学上册第 3 单元第 7 章“能量
的释放和利用”一课中利用 O2 的助燃性和 CO2 使澄
清石灰水变浑浊的特性，通过两个传统实验来突破重
难点，让学生通过实验现象的观察最后总结出植物呼
吸作用的实质。教材中的传统实验方法只能够定性检
测植物呼吸作用后气体变化的最终结果，而对于植物
呼吸作用过程中气体的变化过程无法得知。利用传感
器和计算机组成的数字化实验系统实时监测植物呼吸
过程中各指标的变化，颠覆传统的教学思路，成为实验
教学的一种新手段［1］。
1 背景分析
1．1 教学背景 教材中“植物呼吸过程产生 CO2”这
一实验将等量的新鲜菠菜和烫过的菠菜分别放入两个
密封完好的黑色塑料袋中，将软管一端插入袋口并系
紧，用止水夹夹紧另一端，放置 24 h。学生实验时，分
别使每一袋蔬菜的软管插入澄清石灰水中，松开止水
夹，轻轻挤压塑料袋，通过观察石灰水的浑浊程度来判
断 CO2 的释放量。“植物呼吸作用消耗 O2”实验中，将
等量的新鲜菠菜和烫过的菠菜放入两个广口瓶。将其
放在温暖的地方，封闭、遮光处理 24 h，学生分别将点
燃的蜡烛迅速伸入甲、乙两瓶中，观察蜡烛的燃烧
情况。

这两个实验涉及的材料较多，准备时间较长。装
置的密闭性和澄清石灰水的质量都会对实验结果造成
一定影响。且 CO2 的释放量和 O2 消耗量都要达到一
定程度才能观察到明显的实验现象，使得实验的实施
有很大的局限性［2］。实验结果只能呈现最终时刻 CO2

和 O2 的有无，无法对这段时间内气体的变化过程做实
时监测。且教材中重点对呼吸作用消耗 O2 释放 CO2

这两个结论进行了实验验证，而学生通过这两个实验
并不能得出呼吸作用产生水、释放能量的结论。如果
利用温度和湿度传感器就可以检测出植物呼吸作用过
程中温度和湿度的变化，通过直观的实验数据来得出
结论，能使学生更深刻地理解呼吸作用的实质。
1．2 生物传感器 结合计算机与传感器的数字化实
验系统进入中学生物学实验室，这是信息技术与生物
学课程相整合的突破口和教育手段现代化的标志［3］。
通过 pH、O2、CO2 等传感器测量实验数据，利用计算
机强大的数据处理功能绘制曲线，通过数字和图表等
直观数据的分析来准确反映定量实验的结果［4］。这一
方法将复杂实验简单化，有效地缩短了实验时间，同时
在极短的时间内大量采集并处理实验数据，确保实验
结果的可靠性。传统实验得到的数据只是某个时刻
的，而传感器可以在一段时间内不间断地采集数据，具
有持续性。通过这些连续的数据就可以展示出实验中
某个指标的动态变化。例如，植物的呼吸作用过程中，
利用传感器检测就可以看出 CO2 或 O2 的含量在 24 h

中的变化过程［5］，有助于更好地分析实验，根据实验现
象来反思原理、归纳总结。同时利用现代化实验技术，
使得枯燥的实验过程变得有趣，学生乐于参与其中，改
变以往被动按部就班做实验的状态，真正实现学生的
主动探究，有利于提高实验教学效率，培养学生的主动
探索、自主探究的创新能力。
2 实验设计与实施
2．1 实验设备与材料 器材: 带 USB 接口的计算机，
数据采集器，数据线，CO2 传感器，O2 传感器，温度传
感器，湿度传感器，密封罐，密封盖，橡胶塞。材料:
菠菜。

檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳檳
异或非特异结合，其中有一部分即为包含 a 或者 b 的
产物。之后，通过琼脂糖凝胶电泳技术，使不同长度的
PCＲ产物分离开，选择含量较高的( 条带较宽) 的位置
切下胶块进行 DNA 回收，测序后通过与外源 DNA 序
列比对得出 a、b所在具体位点。

( 基金项目: 北京市昌平区教育科学“十三五”规

划课题“高中‘微生物在线’校本课程开发与实践”，
No．G087)
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