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摘 要：普通PCR引物对目的基因扩增的单一特异性，限制了其在临床疾病检测中的通用性范围，而多重PCR需要避免

若干引物对之间二级结构的干扰，应用同样受到一定的限制。简并PCR技术中简并性引物是基于基因保守区域的分析

并结合简并碱基而设计，可以检测出高度相似的靶基因，具有高效性、灵敏性、特异性和低成本的特点，目前已被广泛应

用于多个领域。综述了简并PCR技术在临床、食品安全、动植物疫病、寄生虫、水产养殖等领域疾病检测中的应用，并对

其优缺点进行了讨论，以期为简并PCR的进一步发展以及在其他领域的应用提供参考和指导。
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Application of Degenerate PCR Technique in Disease Detection
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Abstract：The single specificity of ordinary PCR primers for amplifying target genes limits the universality in clinical disease de‑
tection， while multiplex PCR needs to avoid interference of secondary structures between several primer pairs， which also limits 
its application. The degenerate primers based on the conserved region design of genes can detect highly similar species， and de‑
generate PCR shows good efficiency， sensitivity， specificity and low cost in the application of correlation detection. Currently， 
degenerate PCR technology has been widely used in mutiple fields. This article reviewed the application of degenerate PCR tech‑
nology in clinical， food safety， animal and plant diseases， parasites， aquaculture and other fields， and discussed its advantages 
and disadvantages， in order to provide reference and guidance for the further development of degenerate PCR and its application 
in other fields.
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病原微生物包括细菌、真菌、病毒和寄生虫

等，它们广泛分布于空气、水源、土壤和食物中，对

人类健康构成威胁。为了同时满足多个指标的筛

选和检测需求，需要开发更快速、更准确的技术或

方法应用于病原微生物的检测。

目前，病原物的检测方法包括传统分离法、酶

联免疫吸附法、基因芯片技术和PCR技术。其中，

传统分离鉴定法通过观察微生物的形态特征、生

理、生化反应和血清反应等进行病原的分类鉴定，

但操作时间较长。酶联免疫吸附法基于抗原与抗

体的特异性反应建立，具有高度特异性，但灵敏度

受取样时间和操作方法等因素影响。基因芯片技

术适用于微量检测分析，具有高精确度，但成本较

高，检测在一定程度上受限［1］。PCR 技术由于其
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卓越的性能，在检测领域中占据重要地位［2］。

普通 PCR 和多重 PCR 是 PCR 技术的常见形

式，但在同源序列存在多个基因突变位点时，设计

特异性引物进行扩增分析可能面临困难。而简并

PCR通过引入简并核苷酸获得简并性引物，该类

引物可以与更多基因匹配，实现多个高度同源性

基因序列的扩增，基于此原理进一步拓展应用，用

于快速、敏感地检测病原体的存在，进而实现对疾

病的诊断与检测［3］。简并 PCR 最早于 1990 年被

引入，并在随后的几十年中得到了广泛应用和发

展，以简并核苷酸代表若干个可能的碱基，实现各

种目标变异序列的覆盖。因此，简并 PCR在扩增

多个相关基因、突变位点或变异形式，具有独特优

势［4］。由于在引物设计灵活性、多样性扩增能力、

效率和经济性等方面具有明显优越性，使简并

PCR 技术在研究多态基因［5-6］ 、种群遗传学、疾病

检测［7-8］等领域中发挥着重要作用，并为快速、准

确地获取目标序列信息提供支持。本文系统归纳

和总结了简并 PCR 技术在疾病检测中的研究进

展，旨在推动该技术的进一步优化和创新，以满足

不断增长的疾病检测需求。

1　简并PCR的原理及技术特点

1.1　简并PCR的原理

简并PCR（degenerate PCR）是一种基于简并引

物设计的 PCR技术，用于扩增具有高度变异性的

基因或检测存在多个亚型的病原体。在简并PCR
反应体系中，引物序列以含有代表多个可能碱基

的字母表示，用于替代在多个高度相似的核苷酸

序列中出现2个或2个以上的变异碱基（图1）。这

些字母被称为简并碱基，在引物序列中存在简并

碱基的引物被称为简并引物（degenerate primers），

也可称为共同引物（consensus primers）或通用引

物（universal primers 或 general primers）［9］。简并

PCR 利用在引物中引入简并位点或混合碱基

（IUPAC代码），以允许引物与多个相关序列结合，

扩大引物的范围，从而涵盖多个可能的核苷酸选

择［10］。这样的设计使得简并引物能够与多个目标

序列的变异体发生互补配对，并在 PCR反应中扩

增出多个相似但不完全相同的DNA片段［11］。

1.2　简并PCR的技术特点

简并 PCR技术的核心——简并引物，是具有

适应性的，可实现不同场景下的检测需求。在普

通 PCR 中，简并引物设计可涵盖多个引物序列，

用于扩增目标基因的不同亚型或变异位点，适用

于确定目标基因的有无或特定亚型，通过检测

PCR产物的条带判断扩增是否成功，但无法准确

量化目标基因的丰度。相比之下，在实时荧光定

量 PCR 中，通过实时监测 PCR 反应中的荧光信

号，可以即时记录 PCR 产物的累积量，同时使用

荧光探针（如TaqMan探针）结合特定荧光染料，可

精确检测目标基因的拷贝数或表达量，适用于病

毒载量检测、基因表达水平分析等需要准确定量

的应用场景。因此，简并引物在这 2 种 PCR 技术

的应用中存在检测方式、定量能力和引物设计等

方面的差异，彰显了其在不同 PCR技术中的灵活

性与适应性。

简并 PCR 具有的特殊性是相比于其他 PCR
技术而言的，设计简并性引物的目标是获得高简

并性的引物，即单个简并引物就能够实现与更多

基因匹配，这在一定程度上也展现了其技术特

点。①多样性检测，简并 PCR适用于检测高度差

异的基因或病原体，能够覆盖不同亚型或变异体

的序列变化，适用于多样性较高的目标 DNA，可

实现针对多个相关序列的同时扩增，从而获得更

全面的变异信息［12］。②高灵活性和特异性，简并

引物的设计可以根据基因序列变化进行调整和优

化，对多个同源基因进行 PCR扩增，相比之下，普

通 PCR引物无法涵盖多个变异位点。同时，引物

的简并位点可以限制非特异性杂交和扩增，从而

提高检测的灵活性和特异性［13］。③快速和高通

量，简并 PCR可以在单个 PCR反应中同时扩增多

个目标序列，节省了时间和成本。此外，结合高通

图1　简并PCR技术的原理

Fig. 1　Principle of degenerate PCR technique
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量技术，如基因芯片或二代测序，可以实现快速、

准确地分析大规模样本中的病原体变异［14］。④适

用范围广，简并 PCR技术适用于需要同时扩增多

个目标序列的情况，被广泛应用于基础研究、临床

诊断和环境监测等多个领域。

早在 1994年，我国学者杨怀涛首次利用简并

PCR技术实现了对不同基因型人乳头瘤病毒（hu‑
man papillomavirus，HPV）的快速检测［9］。随后的

近 30 年，伴随着 SARS、COVID-19 等各类传染病

的间断性爆发，简并 PCR技术也得到了快速的发

展。在流行病毒性疾病频发区域，由于同一病毒

株的序列突变情况多样，突变位点复杂，导致基因

序列的多样性和复杂性。经序列分析表明，保守

区内由突变引起的核苷酸异质性，保证了毒株各

基因型间的特异性，可以据此利用简并 PCR技术

区分不同基因型的毒株。简并度，也称简并程度，

是评价简并引物的一个重要指标，其是将简并引

物中简并核苷酸代码对应的碱基种类数相乘得到

的，如简并引物序列为：5'→YAG NCG YTT YAA 
NTY YGT-3'，已知简并核苷酸代码为：R=A/G；Y=
C/T；M=A/C；K=G/T；S=C/G；W=A/T；H=A/C/T；B=
C/G/T； V=A/C/G；D=A/G/T；N=A/C/G/T，则简并引

物的简并度应为 2×4×2×2×4×2×2=512［15］。当简并

引物的简并度过高时，以 I（次黄嘌呤）代替N可以

降低其简并度，因为 I能很好的与ATCG四种碱基

配对。若将上述简并引物中的N用 I代替后，其简

并度降低为2×1×2×2×1×2×2=32。

2　简并引物的设计

目前，简并引物的设计方法通常是检查目标序

列，通过多重比对进行手动设计，具体设计过程主

要有：①对研究的基因序列进行搜索，查找具有代

表性物种的基因序列作为引物设计的模板；②氨

基酸序列比对找出高度保守区域；③采用CodeHop
法（consensus degenerate hybrid oligonucleotide primers）
为每个给定的多重比对构建一对引物，主要考虑

上下游的简并度、退火温度、遗传密码使用的偏好

性等，其中简并度最高为 128，上下游引物退火温

度相近，相差在5 ℃内［10，16］；④筛选合适的上、下游

引物，每个引物包含一个简并的3′核心区域，以及

一个稳定退火的 5′端非简并的保守序列［16］，且每

个保守区域至少有6个氨基酸残基（长度在18 bp），

上下游引物PCR产物大小在150~1 200 bp［15］。

3　简并PCR技术在疾病检测中的应用

随着简并 PCR 技术的发展，其效率高、成本

低、检测速度快等优点也逐渐被发现，目前该技术

已经在临床病原体、动植物疫病、食源性致病菌、寄

生虫、水产养殖检测等多个领域得以应用（图2）。
3.1　简并PCR技术在临床检测中的应用

近年来，国内外研究将简并PCR技术应用于疾

病检测领域，如与肝癌相关的雄激素受体（androgen 
receptor，AR）属于类固醇受体家族，通常在患者的

肝脏中高表达。Chang 等［8］应用简并 PCR 技术来

检测肝脏中各种类固醇受体的表达，发现在人类

肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）和癌旁

肝组织中类固醇受体类型和表达均不同，同时根

据表达程度进行疾病检测与诊断，也为验证AR影

响肝癌细胞的可能分子机制提供了支持。而早在

1996年，Guyader等［7］采用单一简并引物用于多种

人杯状病毒的 cDNA 合成与病毒性疾病的检测。

2002年，欧盟专利局对“利用简并引物检测病毒”的

专利进行了授权（专利号：WO2002/099130A2）［17］。

对于人类新型圆环病毒的检测最初也是通过简并

引物实现的，之后有研究表明简并引物也能够用

于检测鹅圆环病毒（goose circovirus，GoCV）、鸽圆

环病毒（pigeon circovirus，PiCV）和鸭圆环病毒

（duck circovirus，DuCV）［18］。2014年，Ho等［19］开发

了一种用于NGS的带有多条条形码的简并引物，

构建了专门用于发现和检测病毒的生物信息学工

具 VirFind，扩展和丰富了病毒基因组序列信息。

而根据病毒性疾病在国内的流行情况，有学者也

进行了相应的检测研究，如手足口病是一种常见

的儿童传染病，与肠道病毒（enterovirus，EV）的感

染密切相关。胡群等［20］利用简并 PCR 技术设计

了一组引物，用于同时扩增不同类型肠道病毒的

特定基因片段，并通过凝胶电泳分析扩增产物，实

现对肠道病毒的检测。临床感染样本的分析结果

显示，阳性检出率达到 90% 以上，同时检测到多

个不同类型肠道病毒，这表明不同分型的肠道病

毒流行情况可能与地区有关［20］。

此外，简并PCR技术也应用于临床中的疾病诊

断和流行病学调查。例如，儿童病毒性脑膜炎和

脑炎是由多种病毒引起的疾病，其中肠道病毒又
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是最常见的发病因子，在分子生物学检测和分型

中，结合简并引物检测到了肠道病毒，并通过测序

和比对发现多个类型的毒株，成功地识别出致病

原的多个分型，实现了疾病类型的快速诊断［21］。另

外，使用简并引物通过聚合酶链式反应或实时荧

光定量RT-PCR法对皮肤样本进行检测，发现了与

人皮肤、粘膜部分良性病损及恶性病损发生密切

相关的HPV［22-23］和不同类别的出血热病毒（hemor‑
rhagic fever virus，CCHFV）［24］。同样，在 2020年新

型冠状病毒感染（corona virus disease 2019，COV‑
ID-19）大流行期间，Chu 等［25］使用结合简并引物

的实时定量 PCR技术，建立了一种能快速检测人

体样本中 COVID-19 的新方法，实现了快速识别

患者的目的。

此外，结合简并引物扩增出流感病毒的全长

基因组［26］，并进一步使用实时荧光定量 PCR 检

测，实现样本中流感病毒拷贝数的定量分析，这提

示在临床检测中利用简并 PCR技术，可快速检测

出目的病毒，同时结合分型引物、克隆送测和进化

树分析等方法，缩小范围从而快速明确病毒的感

染情况或同时检测多个基因分型的毒株，提高检

测灵敏度与特异性［27］。综上可知，这些技术的应

用有助于早期临床疾病诊断和流行病学调查，为

疾病的防控与治疗提供重要的支持。

3.2　简并PCR技术在病毒检测中的应用

3.2.1　植物病毒　植物病毒病对农业造成重大损

失，是制约全球农业发展的主要因素，因此快速准

确地检测与诊断植物病毒，对于减少疾病传播和

制定有效的管理策略具有关键作用。2010 年，

Chomič 等［28］建立的简并 PCR 引物可对黄症病毒

科进行全面评估，同时该方法也可用于检测黄矮

病毒组和马铃薯卷叶病毒属中尚未发现的物种。

图2　简并PCR技术的应用

Fig. 2　The application field of degenerate PCR technology
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香石竹斑驳病毒侵染香石竹引起环斑、斑驳、叶和

花扭曲、畸变，直接威胁寄主植物的生长。廖富荣

等［29］在 5′端加入非互补富含 AT 序列的简并引

物，结果检测到 3 种不同分型的香石竹斑驳病毒

（alphacarmo virus），同时该方法还提高了简并引物

的灵敏度。此外，利用简并引物对相似病毒感染

症状的物种进行病毒检测及鉴定也是简并PCR技

术应用上的新突破，利用这一方法成功发现感染

菊花叶上原种属的致病新毒株［30］。Digiaro 等［31］

设计了3组简并引物，分别检测同种属的3个病毒

亚群，并且结合特异性引物对同一亚群的所有病

毒进行检测，实现了不同亚群间种的区分，这对于

快速鉴定植物致病原、寻找治病方案提供了参考。

类病毒（viroid）与植物病毒类似，是由 250~ 
400个核苷酸组成的具有感染性的环状单链RNA
分子，其会引起植物寄主发育不良、叶片和茎秆变

色、扭曲或坏死、植株死亡等不良症状。Tseng等［32］

综合分析了 30个类病毒的全基因组序列，设计的

一对简并引物能同时检测 6 种病毒，这种多重检

测的能力可以及时发现和监测不同病原体的存

在，实现对植物疫情的早期诊断与控制。可见，利

用简并引物检测植物疫病，可以实现对同种属植

物病毒亚群的检测。

3.2.2　动物病毒　简并 PCR 技术在动物病毒检

测中也有较广泛的应用，尤其对于动物表现出相

似病原症状的病原体的检测与诊断，有助于实现

疾病的早期治疗和实施有效防控措施。羊痘病毒

（sheep pox virus，SPPV）、山羊痘病毒（goat pox vi‑
rus，GTPV）和块状皮肤病病毒（blocky skin dis‑
ease virus，LSDV）这 3 种病毒是世界卫生组织列

出的法定报告种，它们给世界范围内的反刍动物

养殖业造成了严重的损失。国内学者Nan等［33］使

用基于简并引物的PCR技术实现了对 3种病毒的

检测与诊断，为病毒性动物疫病的检测提供了快

速的诊断方法。与猪腹泻相关的病毒病原包括猪

圆环病毒2型（PCV2）、猪流行性腹泻病毒（porcine 
circovirus type 2，PEDV）、猪传染性胃肠炎病毒

（porcine infectious gastroenteritis virus，TGEV）、猪

轮状病毒A（porcine rotavirus A，RVA）和RVC。Nan
等［34］使用病毒特异性嵌合引物（chimeric primer，
CP）进行短循环多重扩增，在通用引物（universal 
primers，UP）的 5′端添加尾巴，然后使用 UPs 进行

通用扩增，设计了 5条含有CPs（UP1~5）的简并引

物，并在基于 UP 的单重 PCR（UP-S-PCR）中进行

评估，鉴定出了猪腹泻病毒的混合感染，同时及时

发现和监测到不同病原体的存在，为流行性病毒

的变异监测和疫苗设计提供了重要信息。

此外，由于简并引物的高度选择性和特异性，

可以迅速识别目标病毒的存在，例如杨义琴等［35］、

王波等［36］都使用该技术分别成功地检测到低水平

的小反刍动物慢病毒前病毒、兔出血病毒，显示出

检测灵敏度高的特点。Chassalevris 等［37］采用寡

精胺（阳离子精胺单元）修饰的简并引物结合半巢

式实时 PCR检测到了小反刍动物慢病毒，提高了

检测灵敏度与特异性。有研究发现，结合 SYBR 
GreenⅠ实时荧光检测体系，基于 3步法检测的基

础上，在延伸步骤后增加一步 5 s 的恒温荧光检

测，可以实现引物二聚体和特异性扩增产物两者

熔解温度之间的优化区分［24］。该方法对病毒RNA
检测的灵敏度优化至 59.6 pg，这是简并 PCR技术

的创新性应用，对于病毒早期感染的检测和干预

具有重要的指导意义，同时也可应用于未来的动

物疫情监测和流行病学调查。

3.3　简并 PCR 技术在食品质量安全检测中的

应用

在食品质量安全检测中，主要涵盖微生物学

分析和化学成分分析 2个方面。微生物学分析旨

在检测食品中潜在的病原微生物，包括肉类制品、

水产品、新鲜牛奶、新鲜蔬果等，以评估其安全性

并识别可能存在的致病因子。2004 年，Lin 等［38］

成功实现在肉类制品中快速检测沙门氏菌，同时

发现在 PCR 之前若进行 8 h 的预培养步骤，可以

检测到低至 1~9 CFU·g-1（mL）的食物样品，且食

物本身的微生物群落不会受到检测结果的干扰。

步雨珊等［39］将疑似含有荧光假单胞菌的牛奶作为

检测对象，基于荧光假单胞菌蛋白酶基因 aprX设

计简并引物，并以该区域作为检测靶标，发现了牛

奶中危害最大的嗜冷菌微生物荧光假单胞菌，检

出限为2.57×103 CFU·mL-1。刘继超等［40］以常见的

能引起食物中毒的病原体金黄色葡萄球菌为研究

对象，对其产生的葡萄球菌肠毒素 A和金黄色葡

萄球菌肠毒素B进行了检测。Dehaut［41］针对鱼类

腐败的标志性三甲胺变质鱼味，以其编码的特异

性标志物 torA 基因作为检测靶标，通过简并引物

扩增弧菌和光杆菌 torA基因，同时利用 qPCR法检

测整个鱼片储存过程 torA 拷贝数变化，实现了对
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加工鱼类的新鲜度表征，克服了鱼类新鲜度检测

不及时的问题。Ghazali等［42］通过细菌的高度保守

序列 16S rRNA，对 16种常见蔬菜样品中的细菌群

落进行检测，检测到了包括蓝细菌门、异常球菌-

栖热菌门、放线菌门、变形菌门和厚壁菌门 5个门

类的细菌种类，其中蓝细菌门在样本中占据主导

地位，这一研究实现了对蔬菜样品中潜在病原体

的快速检测，为相关疾病的检测与防控提供了重

要的科学依据。

化学成分的分析则是为了验证食品中的成分

是否符合法规和标准要求，包括营养成分、添加剂

使用情况以及重金属残留，以确保食品质量安全，

同时为疾病检测提供必要的数据支持。简并PCR
技术对化学成分的检测分析主要以食品中的转

基因成分与营养成分为代表。李飞武等［43］将转基

因作物中常见的 8种Bt基因作为检测转基因成分

的靶标。李葱葱等［44］进一步扩大了转基因作物检

测的种类，选取使用频次最高的目的基因 crylA，
检测灵敏度可稳定达到 0.1%，crylA基因可作为高

效筛选抗虫转基因食品的检测方法，该方法可以

同时检测多个转基因成分，为食品中转基因成分

的鉴定和食用安全提供了有效工具和保障。Liu
等［45］通过在狗肉（ATPase 6）、驴肉（tRNA phe 12S 
rRNA）、狸肉（16S rRNA）、鸡肉（Cytb）、牛肉（Cy‑
tb）、猪肉（Cytb）、马肉（Cytb）、兔肉（Cytb）等 8种不

同肉类的线粒体基因设计检测位点，实现了对多

种肉制品成分的检测与区分。Li等［46］将检测种类

扩大至 14 种，且检测灵敏度仍能对 ng 级别 DNA
进行识别。简并 PCR 技术在食品质量防控中发

挥了重要作用，为确保食品安全和提供早期预警

提供了重要技术支持。

3.4　简并PCR技术在寄生虫检测中的应用

简并引物也可用于寄生虫检测，但目前应用

范围尚不广泛，仍有待进一步探索。王会品等［47］

应用简并引物介导的 qPCR法检测羊肝组织中的

细粒棘球绦虫，以线粒体 b 基因作为检测靶基因

进行序列分析，然后与肝内的常见寄生虫，如肝片

吸虫和莫尼茨绦虫等进行特异性检测验证，结果

表明建立的简并引物 qPCR 法特异性好，扩增效

率达 92.6%，这为后续棘球蚴病的检测提供了诊

断和分型依据。

3.5　简并PCR技术在水产养殖中的应用

病原体感染会给水产养殖业造成严重损失，

采用相关技术对其进行监测对于病原体的预防和

控制具有重要意义。如草鱼呼肠孤病毒（grass 
carp reovirus，GCRV）引起的草鱼出血病是一种严

重的病毒性疾病，对养殖鱼类造成了重大经济损

失。范玉顶等［48］利用一对简并引物设计了一种通

用RT-PCR检测方法，可同时检测GCRV的 3种基

因型，研究结果表明家养鱼类中草鱼呼孤病毒引

起的草鱼出血病主要以GCRV Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ单一基因

型病毒感染为主。此外，还存在部分Ⅰ、Ⅱ型的混

合感染情况，这一方法的应用克服了使用特异性

引物进行分子鉴定的局限性，对于草鱼出血病的

早期检测和疾病防控具有重要意义。综上可知，

简并 PCR 技术为水产养殖行业提供了有效的工

具和方法，有助于及时发现和控制病害，提高养殖

效益和生物安全性。

4　简并引物多重PCR存在的问题及对策

当前简并 PCR技术广泛应用于多个领域，尽

管存在一些问题，但仍有改进的空间，针对目前简

并PCR技术存在的问题，可以采取以下改进方法。

4.1　引物的设计优化

首先，可以根据目标序列的复杂性和变异性，

合理选择引物的简并度，而对于高度保守的区域，

可以降低引物的简并度，以提高特异性。其次，精

确计算引物的 Tm值。可通过调整引物长度，从单

个引物的 5′端去除核苷酸，将核苷酸多样性引入

引物库，并缩小简并引物池中引物的 Tm范围，此

外 3′端选择性的去除碱基，也能够整体调整引物

的 Tm
［11］；在传统的引物设计中，若要求引物尽可

能地匹配目标DNA序列和一些未知序列，则可以

统计沿序列每个位置的碱基数目，确定合适的引

物长度，调整引物 Tm值
［49］。最后，同一 PCR 中使

用多个不同的引物时，可以使用额外的工具（如利

用Oligo 7或DNAMAN软件分析评估）提前检查设

计的引物，避免引物之间可能发生的交叉杂合。

4.2　引物的验证与优化

首先，实验前进行引物的验证与优化，通过进

行单独 PCR 扩增、测序验证等方法，确保引物的

特异性与可靠性。其次，使用探针染料标记的通

用引物，替代基因分型方法，减少非特异性扩

增［50］，同时，5′端加入非互补的富含 AT序列的方

法提高检测灵敏度［29］。最后，引物的 5′端可以使
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用简并碱基，同时 3′端采用双脱氧碱基终止的方

法也能提高扩增的特异性。

4.3　优化PCR条件

首先，实时荧光定量检测中，利用特异性扩增

片段的 Tm值区间，选择一个作为荧光信号采集的

温度，以去除非特异性扩增的影响［24］。其次，可以

在反应体系中加入一定浓度的四甲基氯化铵、甲

酰胺、甘油、DMSO、NP-40等［51，53］，其中扩增片段>
1 kb 的产物，可添加 DMSO，提高 PCR 的特异性。

最后，采用 touchdown PCR，通过调整扩增时引物

的 Tm，前 4~5 个循环采用低于计算机预计的退火

温度 5~10 ℃，往后的循环提高退火温度，以此增

加特异性扩增产物和促进简并PCR反应［4，54］。

4.4　检测样本的准备

首先，以 RNA 为遗传物质的样品检测中，因

RNA易降解，通常在反转录时，需要选择添加 ligo-

dT得到的 cDNA 作为简并 PCR 的模板，否则转录

本的 3′末端易扩增失败。其次，基因组DNA作模

板容易获得，但存在的内含子会影响引物与模板

的配对结合，也会导致扩增产物太长不能有效扩

增，因此要避开内含子基因编码区域。

4.5　引入新技术

结合新兴的分子生物学技术，如高通量测序、

数字PCR等，可以提供更准确和可靠的检测结果。

5　展望

简并引物的设计经历了 HYDEN 设计简并引

物、给定 DNA 序列设计最小简并引物、自定义设

计最大简并引物、多重迭代引物选择器（multiple 
iterative primer selector，MIPS）、CodeHoP等算法优

化等过程，因此，目前对于设计简并引物并非难

题。多项专利与研究成果表明，基于简并引物的

PCR技术是一种多样性的基因扩增技术，以简并

性引物对高度同源性基因序列进行扩增，可实现

即时高效的全覆盖序列分析与扩增，同时能提高

反应的特异性和敏感性，简并引物的这种独特优

势，是无可替代的。近年来，简并 PCR 技术在多

个研究方向已经得到应用，包括疾病检测、病原体

检测、基因组扩增、基因多态性分析和种群遗传学

等，而随着现有分子生物学技术的更新与迭代，简

并引物展示出更多的发展趋势，如与 CRISPR 技

术相结合，利用简并引物设计的向导 RNA，克服

了因基因多态性导致的靶向活性降低等问题。由

此可见，简并引物的应用并非停滞不前，也不会被

淘汰，而是借助当前成熟的简并引物设计方法，广

泛应用于基因研究相关领域，又能与新兴技术方

法结合，实现新的研究目标，拓展简并引物的新应

用与发展前景。

目前，简并 PCR技术尽管已在许多领域得到

了广泛的应用，但仍存在一些挑战和改进空间。

如目前仍缺乏简并引物设计的相关标准，可能有

以下原因。①在设计简并引物时，需要考虑到可

能的序列组合，同时确保引物的特异性。这种复

杂性和难度使简并引物的设计并非简单地追求低

简并性或高简并性，而是需要根据具体实验目的

来确定引物简并性的适应程度。②由于不同实验

室、不同研究领域对简并引物的要求不同，缺乏统

一的设计标准也导致了标准化困难。尽管目前尚

未有统一的标准，但简并 PCR技术可实现对具有

较高同源性基因序列的检测，同时通过简并引物

的设计或者将其与其他技术联合使用，可以解决

上述问题。另一方面，这些问题也为未来简并

PCR技术的发展提供了方向。首先，简并 PCR技

术在引物设计和优化方面要更注重提高特异性，

避免与非目标序列发生杂交，以确保 PCR反应的

准确性与可靠性。其次，随着计算机技术的发展，

可以借助生物信息学工具和算法设计更精准、更

高效的简并引物，提高 PCR的效率和成功率。总

体而言，简并 PCR技术是一项具有长期应用前景

的技术，其优势远远超过其局限性。

由于简并引物涉及碱基的简并性，其发展与

基因序列分析领域密切相关，借助当前已有的研

究成果和技术方法，既能在已知研究领域发挥技

术优势，又能根据原理及适用性与新兴技术方法

结合，如基因组学、转录组学、蛋白组学等，未来也

可能在药物研发、疾病诊断等方面得到进一步拓

展。总之，简并 PCR技术在分子生物学研究和临

床诊断中具有广泛的应用，相信通过不断改进和

创新，简并 PCR 技术将继续在各个领域发挥作

用，为研究者提供更准确、高效和全面的分子生物

学工具，进而推动科学研究和医学诊断的发展。
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