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            南京医科大学康达学院 2014级 药学三班 杨相强
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今天2016年4月2日星期六，我和小组伙伴到连云港第一人民医院参观。我们来到医院见到了杨主任，他还在会议室给我们大概的讲了关于PCR技术的发展及其应用，包括现今在科研和临床上的应用，让我更加明白PCR(Polymerase Chain Reaction)技术(聚合酶链式反应)对于医学的重要性。而我作为一名医学生，应该要掌握它。

[image: image3.jpg]在杨主任的带领下，我们来到了中心实验室参观了一些仪器。看到那些仪器时，我觉得很有趣，也觉得很神奇，因为就凭这些小仪器就能够研究出很多的生物分子。在杨主任的介绍下，我了解到在实验室中最便宜的仪器也要四五十万，而做一个简单的研究也要上百万，顿时觉得对待科研必须要抱着专一，严谨的态度，这样才能够不浪费资源，担负起作为一个医学生应有的责任。而最让我震撼的是那些正在实验室做研究的人，他们都在专心致志的工作，并不曾因为我们的打扰而被干扰。向他们致敬！或许这就是他们最迷人的地方，因为他们的工作关系到人民的健康，这就是他们最有力的职业担当体现。任何一种职业都需要用心去工作，用心去感悟，用心去对待。只有将自己融入其中，才能够明白自己所处的位置，担起应当的责任。相比之下，自己还有很多需要学习的地方，不仅专业知识要扎实，更要明白自己的使命和责任，要从平时做起，一步一个脚印走踏实，提高自己的各项能力和提升自己的素养，以后才能更好的为他人服务，更能胜任自己的工作，更能对得起人民大众。

注：

  1.PCR的发明
PCR(聚合酶链式反应)是在1985年由Karry Mullis在Cetus公司工作期间发明的，并于1995年获得了诺贝尔奖。
  2.PCR技术实质
PCR(聚合酶链式反应)是一种用于扩增特定的DNA片段的分子生物学技术，它可看作是生物体外的特殊DNA复制。是利用DNA在体外95℃高温时变性会变成单链，低温（经常是60℃左右）时引物与单链按碱基互补配对的原则结合，再调温度至DNA聚合酶最适反应温度（72℃左右），DNA聚合酶沿着磷酸到五碳糖(5'-3')的方向合成互补链。 

  3.PCR技术的基本原理
在模板DNA、引物和四种脱氧核糖核苷酸存在下,依赖于DNA聚合酶的酶促合成反应。DNA聚合酶以单链DNA为模板,借助一小段双链DNA来启动合成,通过一个或两个人工合成的寡核苷酸引物与单链DNA模板中的一段互补序列结合,形成部分双链。在适宜的温度和环境下,DNA聚合酶将脱氧单核苷酸加到引物3´-OH末端,并以此为起始点,沿模板5´→3´方向延伸,合成一条新的DNA互补链. 
  4.步骤
 标准的PCR过程分为三步：
DNA变性（90℃-96℃）：
双链DNA模板在热作用下，氢键断裂，形成单链DNA。
退火（60℃-65℃）：
系统温度降低，引物与DNA模板结合，形成局部双链。
延伸（70℃-75℃）：
在Taq DNA聚合酶（在72℃左右，活性最佳)的作用下，以dNTP为原料，从引物的3′端开始, 沿模板5′→3′端的方向延伸，合成与模板互补的DNA链。
    每一循环经过变性、退火和延伸，DNA含量即增加一倍。现在有些PCR因为扩增区很短，即使Taq酶活性不是最佳也能在很短的时间内复制完成，因此可以改为两步法，即退火和延伸同时在60℃-65℃间进行，以减少一次升降温过程，提高了反应速度。
检测
PCR反应扩增出了高的DNA拷贝数，下一步检测扩增效率就成了关键。荧光素（溴化乙锭，EB）染色凝胶电泳是最常用的检测手段。电泳法检测特异性是不太高的，因此引物二聚体等非特异性的杂交体很容易引起误判。但因为其简捷易行，成为了主流检测方法。近年来以荧光探针为代表的检测方法，有逐渐取代电泳法的趋势。 
  5.PCR技术的临床应用
（1）感染性疾病的治疗
    PCR在医学检验学中最有价值的应用领域就是对感染性疾病的诊断。理论上，只要样本有一个病原体存在，PCR就可以检测到。一般实验室也能检出10~100基因拷贝，而目前病原体抗原检测方法一般需要7-105个病原体才可检测到。PCR对病原体的检测解决了免疫学检测的“窗口期”问题，可判断疾病是否处于隐性或亚临床状态。
在乙型肝炎病毒、丙型肝炎病毒定量研究中发现，病毒的数量与某些药物的疗效相关。例如，干扰素治疗对肝炎病毒高拷贝者不敏感，低拷贝者敏感；而有些药物则具有显著降低病毒高拷贝的作用。
（2）肿瘤的治疗
     癌基因的表达增加和突变，在许多肿瘤早期和良性的阶段就可出现。PCR技术不但能有效的检测基因的突变，而且能准确检测癌基因的表达量，可据此进行肿瘤早期诊断、分型、分期和预后判断。
一些病毒致癌作用也与病毒载量有关，EB病毒载量的FQ-PCR检测结果已被用于鼻咽癌早期发现和随访。
（3）遗传病的治疗
    PCR技术首次临床应用就是从检测镰状细胞和β-地中海贫血的基因突变开始的。基因的突变和缺失均会引起各种珠蛋白的表达不平衡，用FQ-PCR检测各种珠蛋白基因表达差异，是地中海贫血诊断的有效手段。 
总结：

     PCR技术的应用非常广泛，现今已经涉及到生物医学，法医学，兽医学，检验医学等方面。运用的领域有：基因组克隆，不对称PCR制备单链DNA用于DAN测序，反向PCR测定未知DNA区域，荧光定量PCR用于对PCR产物时监控，cDNA快速扩增，检测基因的表达等等。医学应用有：检测细菌，病毒类疾病，诊断遗传疾病，诊断肿瘤等等。不仅如此，PCR技术还与我们的生活息息相关，比如：DAN指纹识别，个体识别，亲子关系鉴定，法医物证等等。更加兴奋的是理论上可以运用PCR技术来克隆出在地球上已经灭绝的动物 ，不管这是否符合社会法则，这有可能为以后人类生存提供了一个道路。相信在不久的将来PCR技术可以更好的服务于社会，而人类也能更加得益于这项技术。

  （南京医科大学康达学院基础医学部网页）       
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