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3. 分析结果

反应产物可直接进行琼脂糖凝胶电泳，通过凝胶成像设备观察目的条带的扩增情况。如有

需要，可进行割胶回收。

无产物或产物量少的改进措施有：1降低退火温度至 Tm-8℃；2减少抑制剂的影响，如提

取的基因组 DNA中含有抑制扩增的成分，需要高倍稀释（1: 10000）后使用；3采用乙醇

沉降洗脱，提高模板 DNA的纯度；4使用 PCR添加剂，如 PCR Enhancer（Cat. #：P9041）

可提高高 GC模板产量。

操作注意事项

1. 为避免酶的校正活性导致引物降解，请于冰上配置反应体系。

2. 本品的扩增产物有平末端和 3'-dA末端两种。如要进行 TA克隆，请先进行加 A反应，

以提高克隆效率。（加 A反应：参考如下体系，72℃，15-30min）

PCR（纯化）产物 1-7 μl

10× Taq Buffer（Mg2+ Plus） 1 μl

dATP 0.2 mM

Taq DNA聚合酶 5U

超纯水 To 10 μl

3. dUTP、dITP和含有这些核苷酸的引物不能用于 Pfu DNA聚合酶催化的 PCR扩增。因

为该酶与含有尿嘧啶和次黄嘌呤的 DNA模板结合后会中止 DNA聚合反应。

引物设计注意事项

引物长度一般在 15-30个碱基之间；上下游引物 3’末端避免互补，避免出现 3个以上重复

的 G或 C，或出现发夹结构，否则会产生非特异性扩增；GC含量控制在 40-60%，且上

下游引物 GC含量尽量接近；Tm值控制在 55-65℃之间，且上下游引物 Tm值尽量接近，

额外附加序列（酶切位点、修饰等）是非模板匹配序列，不参与 Tm值计算。

本品仅供科学研究使用。
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