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正交试验在选择聚合酶链反应最适条件中的应用
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聚 合酶链反应 ( P C R )是 80 年代兴起的一种体外

D N A 扩增技术
。

它能快速特异地扩增 目的基 因 或

D N A 片段
,

已经 广泛地应用于分子生物学的各个领

域
。

由于 P C R 是一种微量的多因素参与的酶促反

应
,

尤其是对 M g Z+ 、

模板 D N A
、

引物
、

d N T P ( d A T P
、

d C T P
、

dG T P
、

d T T P 的统称 )等因素反应十分敏感
。

不同的 P C R 实验都有 自己的最适反 应条件
。

此外
,

各个实验室的条件 (如仪器设备和试剂等 )均不 相

同
,

即使文 献报道成功的 P C R 扩增条件
,

在不同的

实验室也不一定能获得最佳效果
。

因此
,

实验者每建

立一种新的或引用他人的 P C R 检测方法时
,

仍需 自

己摸索反应条件
。

传统的办法是固定其它因素
,

每次

只改变其中的一个因素
,

对比实验结果
,

找出该因素

的最适条件
。

然后用同样的方法找出其他因素的最

适条件
。

这时若要确定 4个因素 ( M g +2
、

模板 D N A
、

引

物
、

d N T P )3 个不同浓度水平的最佳搭配的实验条件

时
,

需进行 81 次试验才能达到 目的
。

这样十分繁琐费

时
,

而且因没有考虑到各因素之间的相互影响
,

故得

出的
“

最适条件
”
不一定就是最合适的

。

我们根据统计学原理
,

利用正交试验
,

确定引

物
、

模板 D N A
、

M g D 12和 dN T P 4种 反应物为影响

P C R 扩增结果的主要 因素
,

扩增产物电泳后 照像经

图像分析仪得到各管产物的产量 ( 以灰度计算 )
,

再

按
“

信号 /噪音比
”

公 式计算评估扩增效应
。

据此来确

定各反应成分的最佳比例
。

再按照正交实验所得的结果指导以后的实验
,

结果均十分满意
,

特异性扩增条带清晰
,

无非特异性

扩增产物
,

实验的重复性好
。

因而我们认为这是一种

值得推广的新方法
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外
,

对多次 IV F 周期失败
,

或前次 I V F 周期中受精

率 < 20 %的不育症患者也是一个适当的选择
.

cI sl 法受精与正常受精过程相当或更快
,

本研

究中有 10 % 的异常受精率
,

考虑与注射时精卵不处

于绝对相同的细胞分裂周期有关 L3 ] 。

CI SI 受精机理

与穿刺卵膜
,

回收部分胞浆以及将精子注 人胞浆后

退针
,

精子制动等过程与激活卵子有关
,

但仍存在一

些影响精卵结合并进一步生长发育的有关因素
,

有

待进一步研究
。
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