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反向 PCR

常规的 PCR 技术只能对两端序列已知的 DNA 片段进行扩增，但在实际工作中常常需要通过基因上一小段已知序列

对其邻近序列进行扩增。为了解决这一问题，科学家们对常规 PCR 进行技术改进，发明了多种获得已知基因两侧

序列的方法，包括反向 PCR、锚定 PCR、RACE-cDNA 末端的快速扩增等。本文主要对反向 PCR 做一介绍。反向

PCR（inverse-PCR，IPCR）具有与常规 PCR 方向相反的引物，并且 IPCR 的扩增方向与普通 PCR 相反，因此称

为反向 PCR。

实验原理

IPCR 实验是将待扩增片段环化，通过一对方向相反的引物实现已知序列两侧基因序列的扩增（见下图）。常规 PCR

的方向是相对的，可以扩增一对引物之间的片段，因此想要扩增引物两侧的基因片段，需要设计方向相反的引物。

但用方向相反的引物进行 PCR 扩增，是无法得到足够的产物的，因为每个引物只能对各自的模板线性扩增，无法

进行指数级增长。为了解决这个问题，需对扩增的 DNA 模板先进行酶切，然后连接环化，使其引物方向成为相对，

而后再进行 PCR 扩增。

图 1：反向 PCR 技术原理

制备流程

引物设计

引物的方向与常规 PCR 相反，其设计原则与常规 PCR 相同。
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模板制备

取基因组 DNA，先用适宜的限制性酶进行切割，随后去除反应中的限制性酶，再用连接酶将酶切片段进行自身连

接，形成一环状结构（为了提高 IPCR 效率，有时会将环化模板再次线性化会有利于扩增，即在已知序列的引物之

间寻找一合适的酶切位点，且该位点在待研究的侧翼未知序列上不存在，用相应的限制性酶消化，即可获得线性化

的模板）。

PCR 反应

根据模板设置合适的条件进行 PCR 扩增。一般来说，在 IPCR 实验中只进行一轮 PCR 是不够的，通常会设计不同

的引物进行两轮或两轮以上的 PCR 反应（巢式 PCR）。

产物分析

扩增产物可以通过琼脂糖凝胶电泳分析判断其分子量，也可以进行 TA 克隆并进行测序获得基因序列。

注意事项

1. 用限制性酶酶切基因组 DNA 要彻底（电泳条带弥散）

2. 在进行连接反应时，反应体系中不能存在乙醇（痕量的乙醇也会对随后的连接产生不利影响）

3. 对基因组的复杂度有一定的限制，对于大于 109bp 的基因组需要构建小一些的文库

4. 扩增片段的长度有一定的限制，尽管现在利用长片段 PCR 可以对长达几十 kb 的片段进行扩增，但对 IPCR 来说

还是很难达到这种境地。为了增加实验的成功率，最好将 IPCR 的扩增长度限制在 2-3kb

应用

反转录 PCR 对克隆侧翼未知 DNA 序列快速有效，是常规 PCR 技术的重要补充，是分子生物学技术的重要方法之

一。IPCR 在分子生物学研究中应用广泛，可以检测病毒、转座子[1]等在基因组中的整合位点，克隆基因的邻接序列

以及建立基因组步移[2]文库等。虽然该技术目前存在一定的缺陷（如基因组的复杂度、扩增的长度等有一定的限制），

但随着分子生物学技术的发展，必将会得到不断的完善。
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