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摘要 多重 PCR技术广泛应用于多个研究领域，其中引物设计及扩增条件是提高多重 PCR实验效率的关键因素．为探讨优
化多重 PCR实验的方法，以小鼠 5个看家基因为研究对象，使用实验室新近开发的 MPprimer程序设计多重 PCR引物，并
通过改变多种反应条件来优化多重 PCR实验．结果表明，MPprimer程序能够设计出理想的多重 PCR引物，并且通过对退火
温度及延伸时间进行优化，可显著提高多重 PCR实验效率，对于提高基因表达的规模化检测能力具有积极的促进作用．
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聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)
技术是目前广为使用的分子生物学技术，并进而衍

生出多种类型的相关技术，包括差异显示 PCR、
实时定量 PCR、巢式 PCR、多重 PCR 和不对称
PCR等[1]，其中多重 PCR(Multiplex PCR)早在 1988
年就被用来快速检测人杜氏肌营养不良相关基因外

显子的缺失情况 [2]，可大幅度提高 PCR效率．同
时，这种通过在同一 PCR反应体系里提供两对或
两对以上引物、能够同时扩增出多个核酸片段的

PCR技术以其简便、高效、灵敏的突出优势已被
广泛用于动物疫病诊断[3]、植物病虫害检测[4]、食

品病原微生物检测[5]等研究领域．然而，正是由于

多重 PCR技术是在反应过程中添加多对引物，必
然会增加引物设计的难度以及针对不同扩增产物的

最佳退火温度、延伸时间、循环次数等诸多复杂因

素的“众口难调”而极易导致非特异性扩增反应的

发生，从而导致多重 PCR的实用性受到影响[6]．其

中，多重 PCR引物设计是一个关键环节[7]，因此，

如能在引物设计这一关键环节避免非特异扩增反

应的发生，那么就有可能显著提高多重 PCR实验
效率．基于本实验室新近设计完成的多重 PCR引
物设计系统 MPprimer (http://biocompute.bmi.ac.cn/
MPprimer/) 和 多 因 素 引 物 特 异 性 评 估 系 统
MFEprimer(http://biocompute.bmi.ac.cn/MFEprimer/)[8],

本研究以小鼠的 5个看家基因为对象，重点介绍多
重 PCR 引物设计程序 MPprimer 的使用以及多重
PCR 实验中的一些优化方案，旨在为提高多重
PCR效率提供参考依据．

1 材料和方法

1援1 材料

清洁级成年雄性 C57BL/6J小鼠(购自军事医学
科学院实验动物中心)．
1援2 主要试剂

TRIzol 试剂购自 Invitrogen公司；DEPC购自
Sigma公司；DNase玉购自 Promega公司；琼脂糖
购自 Genetech 公司； ExTaq 酶、 DNA Marker
DL2000、dNTP Mixture 均为 TaKaRa 公司产品；
反转录试剂盒为 ToYoBo公司产品；水饱和酚购自
北京博迈德科技发展有限公司；糖原购自上海生物
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Gene Primer sequence(5忆→3忆) Amplicon
size/bp

Rpl13a Forward: ACGGAAGGAAAAGGCCAAGATGCAC 143
Reverse: ATTGGGTTCACACCAGGAGTCCGTT

GAPDH Forward: AGCCTCGTCCCGTAGACAAAATGGT 243
Reverse: AGATGGTGATGGGCTTCCCGTTGAT

Pgk1 Forward: CGGTGTTGCCAAAATGTCGCTTTCC 448
Reverse: GGCCGGCTCAGCTTTAACCTTGTTT

B2m Forward: ACCGGAGAATGGGAAGCCGAACATA 665
Reverse: ACAGGGTTGGGGGTGAGAATTGCTA

茁-Actin Forward: GAGCACAGCTTCTTTGCAGCTCCTT 994
Reverse: TCCTGTCAGCAATGCCTGGGTACAT

Table 1 Primer sequences and target
genes used in this study

Fig. 1 Results of primer set and virtual electrophoresis from MPprimer
(a) The specific information of primer set including primer sequences, amplicons size, Tm, penalty and relative mobility. (b) The 1.5% virtual

electrophoresis of five target products.

工程有限公司；GoldViewTM核酸染料为北京赛百

盛基因技术有限公司产品；氯仿、异戊醇、无水乙

醇、75%乙醇均为国产分析纯试剂．
1援3 引物设计

选取小鼠 5个看家基因(茁-actin，B2m，Pgk1，
GAPDH，Rpl13a)进行测试．从 GenBank数据库下
载 其 cDNA 序 列 (GenBank 序 列 号 分 别 是 ：
NM_007393, NM_009735, NM_008828, NM_008084,
NM_009438)，在MPprimer系统中进行引物设计．
所有引物均由 Invitrogen公司合成．
1援4 总 RNA的提取及反转录
采用 TRIzol试剂提取小鼠皮层组织总 RNA．

采用 ToYoBo公司的反转录试剂盒，以提取的总
RNA为模板，反转录出 cDNA一链，具体操作步
骤按照试剂盒说明书进行．反转录体系如下：a．
RNase Free H2O 7 滋l，25 滋mol/L随机引物 1 滋l,
10 滋mol/L Oligo(dT)20 1 滋l，总 RNA 3 滋l，混匀
后，65℃ 伊 5 min，然后立即置于冰上．b．加入
5 伊 RT缓冲液 4 滋l，dNTP混合液(各 10 mmol/L)
2 滋l, 10 U/滋l RNase抑制剂 1 滋l，反转录酶 1 滋l．
混匀后按以下条件进行反转录：30℃ 伊 10 min→
42℃伊 30 min→85℃ 伊 5 min→4℃停止．瞬时离心
后，-20℃保存．
1援5 多重 PCR
实验中分别采用五重、四重、三重、二重和单

对引物 PCR，其中单对引物 PCR为 12.5 滋l反应体
系，不同类型的多重 PCR反应按比例混合均匀各
引物对后，使用相同的反应体系进行实验．反应条

件为：94℃预变性 5.5 min；然后 94℃ 伊 30 s→
58℃ 伊 45 s→72℃ 伊 50 s，36 个循环后 72℃延伸
5 min．PCR产物用琼脂糖凝胶电泳检测，具体为

将 PCR产物(20 滋l)与 6伊加样缓冲液(4 滋l)混匀后，
加入含 GoldViewTM核酸染料(0.05 ml/L)的 1.5%琼
脂糖凝胶中，稳压 100 V，电泳 60 min．用凝胶成
像分析系统将电泳后的琼脂糖凝胶拍照并保存

图像．

2 结 果

2援1 使用MPprimer设计多重 PCR引物
进入MPprimer网站主页(http://biocompute.bmi.

ac.cn/MPprimer/)，然后将 5 个小鼠基因的 cDNA
序列输入序列框．为便于区分扩增产物的电泳条

带，分别限定 5 个扩增片段长度范围(101～200、
201～300、400～520、650～720、851～1 000)以
及引物长度参数(Min: 20、Opt: 25、Max: 30)，其
余为默认选项．MPprimer自动生成多个候选引物
对组合供实验选择使用．本实验选用结果清单中的

2号引物对组合(表 1)，点击后显示各引物序列的
具体信息(包括 Tm值、产物长度、各引物罚分值

等，图 1a)，同时 MPprimer 提供 4 种浓度(0.5%、
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泳道为四重 PCR的结果，第 3、4、8泳道为三重
PCR 的结果，第 2、5、6 泳道为二重 PCR 的结
果．从电泳图谱可以清晰地看到目的电泳条带，并

且没有非特异性扩增．另外，以三重 PCR 为例，
不论是哪三种引物对的组合，均可得到理想结果．

如图 3 所示，3 号泳道显示的是 茁-Actin、B2m、
Pgk1 的组合， 4 号泳道显示的是 B2m、Pgk1、
GAPDH 的组合， 8 号泳道显示的是 茁-Actin、
Pgk1、GAPDH 的组合．这也说明由 MPprimer 设

计的五重 PCR中的 5对引物可以兼容任意引物对
的组合．

3 讨 论

多重 PCR的反应原理、反应试剂和操作过程
与常规普通 PCR相同，但多重 PCR在反应过程中
显然比单对引物 PCR更复杂．根据我们的研究经
验，在进行多重 PCR实验之前，需要考虑诸多因
素对结果的影响．

Fig. 2 Agarose gel electrophoresis of single PCR products
1: Rpl13a (143 bp); 2: GAPDH (243 bp); 3: Pgk1 (448 bp); 4: B2m

(665 bp); 5: 茁-Actin(994 bp); M: DNA marker DL2000.

1.0%、1.5%、2.0%)的虚拟琼脂糖凝胶电泳图谱，
方便用户在实际实验前对电泳结果具有直观印象．

选择相应浓度值后提交 MPprimer软件分析，便可
得到虚拟电泳结果(图 1b)．
以上 5对引物提交MFEprimer软件(参数设定：

word size为 7，E-value为 1000，选用小鼠 RefSeq
数据库)进行引物特异性核查，均未发现非特异性
扩增．

2援2 多重 PCR产物的琼脂糖凝胶电泳分析
为了系统摸索 PCR实验条件，我们首先用针

对 5个基因的 5对引物分别做了单对引物 PCR．
由于在设计引物时 MPprimer系统会尽可能将各对
引物的 Tm值设定在 60℃左右，因此在进行单对引
物 PCR时利用梯度 PCR技术，以(60依2)℃为限进
行退火温度的摸索(限于篇幅，细节未提供)．最终
确定了适合各对引物的最佳退火温度为 58℃，此
时各引物对均能很好地扩增出期望长度的目的片

段，而且无非特异扩增条带出现(图 2)．

在确定单对引物 PCR能够正常工作的基础上，
我们进行了多重 PCR(含两对及两对以上引物)实
验，结果显示各种多重 PCR反应均能特异性地扩
增出期望长度的目的片段．为了更直观地显示几组

不同类型多重 PCR的效果，针对凝胶电泳的上样
顺序按照字母“P”、“C”、“R”的形状进行排
列，如图 3 所示，左起泳道为 DNA marker
DL2000，第 1、7 泳道为五重 PCR 的结果，第 9
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首先，高质量的多重 PCR引物设计是关键．
针对目前尚缺乏简单实用的多重 PCR引物设计软
件的现状，本研究所使用的 5对引物均是用实验室
新近开发完成的 MPprimer软件设计完成．在多重
PCR引物设计时，除考虑单对引物的 Tm值、GC
含量、驻G 和引物是否特异等因素[9]外，还需要确

保这些引物对之间有相近的 Tm值，例如本研究中

所选 5对引物的 Tm值都在 60℃左右，这为后续在
58℃的同一退火温度下同时扩增所有目的片段奠定
了基础，而 MPprimer系统在给出候选引物对时兼
顾了所有这些因素，使用起来十分便捷．同时，在

设计多重引物时还要考虑各个扩增产物的长度，因

为适度的电泳迁移率能够很方便地在电泳图谱上区

分各个目的条带．MPprimer系统提供对各个扩增
产物长度的设定，用户可以自行设定．本研究分别

对 5个扩增产物的大小进行了限定，如图 3的 1号
泳道所示，5个扩增产物能够很清晰地用肉眼辨认
出来．当引物设计完成时，还需对各个引物对的特

异性进行严格地核查．本研究利用实验室开发的引

物特异性核查系统 MFEprimer 对 5对引物的特异
性进行了评估，均未发现存在非特异性扩增，为后

续实验的成功奠定了重要基础．

其次，在多重 PCR的实际操作过程中，建议
重点优化反应的退火温度及延伸时间，可使用梯度

PCR技术摸索出最佳的退火温度．本研究经过摸
索，对各种组合的多重 PCR均采用了 58℃的同一
退火温度和 72℃伊 50 s的延伸时间，得到了理想的
扩增片段．

全面考虑各种影响多重 PCR的因素后，多重
PCR相对于常规普通 PCR的优势就十分明显．多
重 PCR 不仅保留了一般 PCR 的高敏感性和特异
性，而且一次反应可检出多个目的基因，可显著提

高检测效率．例如在食品安全检测中，往往需要使

用多重 PCR技术来同时检测食品中可能存在的多
种病原微生物．肖勇等[10]将多重 PCR技术用于公
共卫生突发事件食源性病原菌的快速检测．陈静

等[11]将多重 PCR技术用于线粒体突变聋病的临床
检测，同样收到了良好的效果．此外，如果在多重

PCR中引入内参照后，能够更真实地对所检测基
因的相对表达情况进行定量，这比目前很多实验室

采用的将目的基因与内参照基因分开进行 PCR、
然后电泳的方法更能准确地反映目的基因的相对表

达丰度．显然，多重 PCR的定量也将成为未来发
展的方向，对于相对准确地评估基因表达谱具有重

要意义．

随着多重 PCR技术的不断推广与成熟，多重
PCR技术将不仅仅停留在目前仅检测少数几个基
因表达这一层次．基于 MPprimer的引物设计以及
优化的反应条件，有望使多重 PCR技术达到与小
规模基因芯片同样的效果，能够同时且快速检测一

批基因的表达情况，这将会大幅度节约芯片检测的

成本，并将真正提高多重 PCR实验的效率．
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Improvement of Multiplex PCR Efficiency by Using The MPprimer to
Design Primers and Optimizing The Amplification Conditions*
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Abstract Multiplex PCR was used in many biological fields. Primer design and amplification conditions are
critical for enhancing the efficiency of multiplex PCR. In order to improve the multiplex PCR assay, five
house-keeping genes of mouse were selected to design primers for multiplex PCR analysis by using the MPprimer
program, followed with optimizing the conditions for PCR reactions. Result showed that MPprimer is a valuable
tool for multiplex PCR primer design. In addition, by optimizing the conditions for multiplex PCR such as the
annealing temperature and extension time, the efficiency of multiplex PCR assay could be significantly improved.
This work can be used to advance large-scale gene expression analysis in the post-genome era.
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