PCR引物设计注意事项

1， 长16-30bp，（C+C）大约50%，Tm值=CCx4+ATX2，尽量避免连续地排列嘌呤和嘧啶

2， 避免嘧啶形成二级结构

3， 2个引物不应互补，特别在3 端应避免形成2个多聚体

4， 人工合成引物应当用PAGE或离子HPLC纯化。

5， 引物浓度不应太高，一般0。1-0。5umol/L为宜否则易形成多聚体，或非特异性扩增物引起错配和引物二聚体。

6， 5端最好带有限制酶识别顺序，不要有其他内切酶位点，DNA片段两端有两个新的限制酶识别位点。

影响PCR的因素

1， 模版DNA： 不能有任何蛋白酶，核酸酶和Tag酶抑制剂，线性化的或缺刻的DNA比用超螺旋型DNA反应效果好。

2， 引物：尽量避免二聚体（3端），引物浓度不宜过高，否则非特异性产物增多。

3， Mg浓度： 各种单核苷酸浓度200umol/L时Mg为1。5nmol/L为宜，如过高，反应特异性降低，如过低，反应产物减少。

4， dNTP浓度：50-200umol/L的Dntp，过高引起错误掺入，过低产物减少。

5， 酶用量：100ul中2。5U，每分钟可延伸1000-4000个DNA

6， 周期过多：Tag酶专一性降低，错误掺入，结果不好。

7， 循环参数，：1）解链温度：94度 1min可使起始模版完全变性，94度时间过长会破坏Tag酶活性2）

