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摘要：【目的】与设置单一退火温度的常规 PCR (S-Tm PCR)不同，本研究探讨双退火温度 PCR (D-Tm PCR)

由高到低设置 2 条引物各自退火温度。【方法】以 PxF61 和 VPel 为正/反向引物，用 Q5 DNA 聚合酶扩

增 4.3 kb 的模式 DNA pET20b-Xyn (黑曲霉木聚糖酶基因)。PCR 程序为：98 °C 预变性 3 min，30 次循

环{98 °C 变性 30 s，设置双退火[Tm1 70 °C (PxF61)退火 15 s、Tm2 62 °C (VPel)退火 15 s]，72 °C 延伸

130 s}。【结果】与 S-Tm PCR (61 °C)相比，D-Tm PCR 扩增 4.3 kb 的目的条带亮度更高，减少 2 条杂带；

经 25 次循环目的 DNA 产物量最高。D-Tm PCR 用于长片段引物扩增 5.3 kb 重组质粒 DNA 条带更明显。

【结论】D-Tm PCR 直接扩增目的条带，避免了探讨 Tm 的麻烦，不要求 2 条引物 Tm 相近，从理论上更

加清晰地认识引物与各自模板分步退火过程。 
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PCR 是重要的分子生物学操作技术[1]，广泛

用于基因扩增、诊断[2–4]、酶工程等领域[5–6]。科学

研究中开发了不同 PCR 扩增方式：如多重 PCR，

逆转录 PCR，非对称 PCR、重叠延伸 PCR[7–8]、反

向 PCR[9]、荧光定量 PCR[10–11]、连接 PCR[12]、解

旋 酶 PCR[13] 等 ， PCR 还 用 于 无 限 制 性 酶 切

(restriction enzyme free)的重组质粒构建[14–15]。目

的基因特异性和扩增量受模板量、引物量、dNTPs

与 Mg2+浓度等参数影响[16–17]。 

设置合适的退火温度(Tm)是 PCR 操作成功的

关键因素[18–19]。引物 Tm 值根据引物与模板匹配序

列长度、碱基种类和 GC%含量，通过理论公式、

经验公式、软件、网上平台等方法计算，以低于

理论 Tm 值的温度设置为 PCR 退火温度。常规 PCR

选择两条引物中较低 Tm 值作为退火温度，称为单

一退火温度 PCR (S-Tm PCR)。S-Tm PCR 要求 2 条

引物 Tm 值接近(ΔTm≤5 °C)，但是 Tm 值涉及引物

匹配区域 DNA 序列、引物 GC%含量、碱基数目、

种类等多种因素。要用温度梯度 PCR、降落 PCR 

(TD：Touchdown PCR)探讨合适 Tm
[20]，有时经过
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多次探索才能找到合适的退火温度[21]。有时 2 条

引物匹配区域的 DNA 中 GC%含量差异较大，如

pET20b 中 6His 标签处 GC%含量较高，而启动子

序列处 AT%含量较高，扩增此段 DNA 时所用 2

条引物 Tm 相差很大。设置 S-Tm 影响目的条带特

异性、出现非特异性条带，有时甚至难以扩增出

目的 DNA 条带，比如长片段引物(megaprimer)扩

增重组质粒 DNA，设置单一退火温度无法扩增出

目的条带[22]。 

本课题组构建重复序列重组质粒用到 Tm 值

85 °C 的 4.2 kb 长片段引物作为正向引物，在 80 °C 

DNA 双链复性温度下才能与模板退火。反向引物

为 Tm 值 64 °C 的 19 bp 常规引物，此时需要设置

80 °C 和 64 °C 2 个退火温度使每条引物分别与模

板结合[22]。受此退火过程启发，本研究探讨双退火

温度(D-Tm)PCR，设置 2 条引物各自 Tm 扩增 4.3 kb

的 pET20b-Xyn 模式 DNA，Xyn 为 555 bp 的黑曲

霉 GH11 家族木聚糖酶基因[5–6]，pET20b 长度 3.7 kb。

以 PxF61 (Tm1=70 °C)为正向引物，VPel (Tm2=62 °C)

为反向引物。通过反向 PCR 扩增 4.3 kb DNA 条带，

比较 D-Tm PCR (Tm1 70 °C 退火 15 s，Tm2 62 °C 退

火 15 s)与 S-Tm (Tm 61 °C 退火 30 s) PCR 对扩增目

的 DNA 特异性和扩增量的影响。目的是通过 D-Tm 

PCR 增加目的条带特异性，减少非特异性条带，

减少探讨 Tm 的麻烦，从理论上清晰地认识引物与

各自模板分步退火过程。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

高保真 Q5 DNA 聚合酶和 dNTPs 购于 New 

England Biolab (中国，北京)，以含有黑曲霉 GH11

家族木聚糖酶基因 Xyn、海栖热袍菌 GH10 家族

木 聚 糖 酶 碳 水 化 合 物 结 合 结 构 域 C1 的

pET20b-Xyn 质粒(4.3 kb)、pET20b-Xyn-C1 质粒

(4.8 kb)，pET20b-C1-Xyn 质粒(4.8 kb)为模板(均由

本实验室构建)[5–6]。PxF61 引物(5′-AGTGCCTGCA 

TCAACTACGTGCAAAA-3′，26 bp，GC%为 46.2%)，

Vpel 引物(5′-GATATCCATGGCCATCGC-3′，18 bp，

GC%为 55.6%)，LF 引物(5′-CCTGAGGTCCTTCCA 

C-3′，16 bp，GC%为 62.5%，Tm 为 51.3 °C)，VRP

引 物 (5′-CATATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAA 

ACAAAAT-3′，35 bp，GC%为 22.9%，Tm 为 60.4 °C)，

RX 引物(5′-AGAGGAGATCGTGACACTG-3′，19 bp，

GC%为 52.6%，Tm 为 53.4 °C)均由 Genewiz 公司(中

国，北京)合成：用 NEB 公司平台计算 PxF61 Tm1= 

70 °C，VPel Tm2=62 °C。λ-DNA Hind III Marker(约

0.5 µg/µL)购自 TaKaRa 公司(中国)。 

热循环扩增设备为 Thermal Cycler Block 5020 

PCR 仪(Thermo Fisher scientific)。胶纯化试剂盒、

质粒提取试剂盒购自北京索莱宝(Solarbio)科技有

限公司，以 Nanodrop 2000 (Thermo Scientific)检测

质粒 DNA 浓度。DYY-5 型稳压稳流电泳仪(北京六

一仪器厂)。凝胶成像系统及蛋白质电泳分析软件

Gel-Pro Analyzer 4.0 (USA，Media Cybernetics 公司)。 

1.2  D-Tm/S-Tm PCR 扩增 DNA 

1.2.1  pET20b-Xyn DNA (4.3 kb)的扩增：在 200 µL 

EP 管中加入 20 ng pET20b-Xyn 质粒模板，PxF61

和 VPel 引物各 500 nmol/L，200 µmol/L dNTPs，  

1 U Q5 DNA 聚合酶，10 µL Q5 聚合酶 5×缓冲液，

加水补足 50 µL 扩增体系。D-Tm PCR 程序为：

98 °C 预变性 3 min，30 次循环{98 °C 变性 30 s，

D-Tm 退火[Tm1 70 °C 退火 15 s (PxF61)、Tm2 62 °C

退火 15 s (Vpel)]，72 °C 延伸 130 s}，72 °C 延伸

10 min，4 °C 保温。S-Tm PCR 程序中设置 61 °C

退火 30 s，保证 D-Tm 和 S-Tm PCR 具有相同的退
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火时间，其他程序与 D-Tm PCR 相同。预先均匀混

合 100 µL 反应试剂，然后分成 2 管分别进行 D-Tm/ 

S-Tm PCR 保证反应体系中试剂及浓度相同。选择

同一台 PCR 仪同一个加热孔，分别进行 D-Tm/S-Tm 

PCR 保证扩增条件相同。分别取 5 µL PCR 产物以

1.4%象凝胶电泳检测，比较目的产物条带亮度及

特异性。蛋白质电泳分析软件 Gel-Pro Analyzer 4.0

扫描计算 DNA 含量，λ-DNA Hind III DNA Marker

点样时取 3 µL 相当于 200 ng。 

1.2.2  C1-pET20b-C1-Xyn DNA (5.3 kb)的扩增：(1) 

长片段 C1-pET20b DNA 的扩增，先以 500 nmol/L 

LF/VRP 引物，20 ng pET20b-Xyn-C1 模板，10 µL 

5×Q5 DNA 聚合酶 buffer，200 µmol/L dNTPs，1 U 

Q5 DNA 聚合酶，加水补足 50 µL 扩增体系。PCR

程序：94 °C 预变性 5 min，30 次循环(94 °C 变性

30 s，64 °C 退火 20 s，72 °C 延伸 149 s)，72 °C 延

伸 10 min，4 °C 保温。(2) 取 241 ng 纯化的

C1-pET20b DNA (4.3 kb)作为长片段正向引物，

100 nmol/L RX 为反向引物，40 ng pET20b-C1-X

质粒模板，10 µL Q5 聚合酶 5×缓冲液，200 µmol/L 

dNTPs，1 U Q5 DNA 聚合酶，加水补足 50 µL 扩

增体系。D-Tm PCR 程序：94 °C 变性 5 min，15

次循环{94 °C 变性 30 s，D-Tm 退火[Tm1 80 °C 退火

30 s 降温速度 1 °C/s，Tm2 64 °C 退火 20 s]，72 °C

延伸 190 s)}，72 °C 延伸 10 min，4 °C 保温。

S-Tm-PCR 设置 64 °C 退火 30 s，其他与 D-Tm PCR

程序相同。 

1.3  不同循环次数对 DNA 扩增量的影响 

以 pET20b-Xyn 质粒为模板，PxF61/VPel 为

正/反向引物，用 D-Tm PCR (Tm1 70 °C 退火 15 s

和 Tm2 62 °C 退火 15 s) 35 次循环扩增 4.3 kb 的

pET20b DNA 条带，每 5 次循环取 5 µL PCR 产物

进行 1.4%凝胶电泳检测，比较循环次数对 DNA

扩 增 量 的 影 响 。 蛋 白 质 电 泳 分 析 软 件 Gel-Pro 

Analyzer 4.0 扫描计算 DNA 含量。 

2  结果和分析 

2.1  D-Tm/S-Tm PCR 扩增 DNA 

2.1.1  pET20b-Xyn DNA (4.3 kb)的扩增：课题组长

期实验检测 Q5 DNA 聚合酶扩增速度为 2 kb/min，所

以设置 130 s 延伸时间扩增 4.3 kb 的 pET20b-Xyn 

DNA，30 次循环扩增后，各取 5 µL PCR 产物在

1.4%琼脂糖凝胶电泳检测，D-Tm PCR[Tm1 70 °C

退火 15 s (PxF61)，Tm2 62 °C 退火 15 s (Vpel)]扩增

目的产物条带亮度略高，Gel-Pro Analyzer 4.0 计算

目的 DNA 量为 93.9 ng，S-Tm PCR 扩增目的 DNA

量为 88.5 ng。D-Tm PCR 中减少 3.3 kb 和 11.3 kb

两条杂带(图 1，箭头所示)，表明 D-Tm PCR 扩增 

 

 
图 1.  D-Tm/ S-Tm PCR 扩增产物电泳检测 

Figure 1.  Electrophoresis of DNA amplified with 
D-Tm and S-Tm PCR. M: λ-DNA Marker; 61, 70/62: 
S-Tm (Tm 61) and D-Tm PCR [annealing at Tm1 70 °C 
for 15 s (PxF61) and at Tm2 62 °C for 15 s (Vpel)]; 
arrows: two non-specific DNA bands of the S-Tm PCR 
more than the D-Tm PCR.  
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产物特异性更高。S-Tm PCR (Tm 61 °C 退火 30 s)

产物中有明显杂带，3.3 kb 处杂带 26 ng，11.3 kb

处杂带 29.5 ng，15 kb 处杂带 14 ng，而 D-Tm PCR

中只有 15 kb 处杂带 12 ng。非特异性条带可能是

高温引物 PxF61 在较低温度 Tm 61 °C 时与模板非

特异性区域匹配而产生的。 

2.1.2  长片段引物扩增 5.3 kb DNA：先以 LF/VRP

正/反向引物、pET20b-Xyn-C1 质粒(4.8 kb)模板

扩增 4.2 kb C1-pET20b DNA，割胶回收纯化后

取 241 ng 作为长片段正向引物、19 bp RX 作为反

向引物、4.8 kb pET20b-C1-X 质粒模板扩增 5.3 kb 

C1-pET20b-C1-Xyn 线性重组质粒 DNA。结果显

示 D-Tm PCR 中目的 DNA 条带明显好于 S-Tm PCR 

(图 2)。 

2.2  D-Tm PCR 循环次数对 DNA 扩增量的影响 

为确认 D-Tm PCR 扩增目的 DNA 最佳扩增次

数，探讨了不同循环次数对 pET20b-Xyn DNA 扩

增量的影响。结果表明 10 次循环开始出现目的

DNA 条带(图 3-A)，25 次循环目的条带亮度最高，

30 次循环目的条带开始减少。20 次循环后目的条

带上方开始出现杂带，其亮度随扩增次数增加而

增加，可能是扩增产物互为引物互为模板，在 DNA

聚合酶作用下扩增出非特异性条带。30 次循环后

目的 DNA 条带亮度开始减少，35 次循环后目的

DNA 条带亮度少于 30 次循环，35 次循环后目的

条带亮度只略微多于 10 次循环，表明 35 次循环

后目的条带消耗量超过合成量，从而导致目的条

带减少。表明 20 ng pET20b-Xyn 模板经 25 次循环

目的 DNA 扩增量达到最大值。模板量过多时平台

期前移，该结果与 S-Tm PCR、定量 PCR 相同。一

般情况下 1.5 mL 菌液提取质粒浓度为 40–50 ng/µL， 

 

 
 

图 2.  长片段引物扩增 5.3 kb 重组质粒 DNA 

Figure 2.  Amplification of 5.3 kb recombinant 
plasmid DNA using megaprimer. M: λ-DNA Marker; 
D-Tm PCR: double annealing temperature PCR; S-Tm 
PCR: single annealing temperature PCR. 

 

 
 

图 3.  D-Tm PCR 不同循环次数对 DNA 扩增量影响 

Figure 3.  Effect of cycles on target DNA in D-Tm PCR. Electrophoresis (A) and gel analysis (B) of amplified 
DNA at different cycles. M: λ-DNA Marker; numbers: cycles of amplifications. 



1266 Yawei Huang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2017, 57(8) 

actamicro@im.ac.cn 

 

将其稀释 50 倍或 100 倍作为模板，均能够扩增出

很好的目的条带。运用 Gel-Pro Analyzer 4.0 扫描

计算清晰可见 DNA 扩增量随循环次数的变化  

(图 3-B)，并且 25 次循环 DNA 扩增量达到最高值。 

3  讨论 

本研究探讨同一 PCR 循环中设置 2 条引物各

自 Tm 作为分步退火过程的 D-Tm PCR，先设置高

温 Tm1 70 °C 退火 15 s，而后低温 Tm2 62 °C 退火

15 s。常规 PCR 中只用 2 条引物中较低 Tm 作为退

火温度，所以称为 S-Tm PCR。李庆生等用双退火

温度扩增丙型肝炎病毒 NS5 基因[23]，实质上是不

同 PCR 中的不同退火温度，第一步 PCR 用 Tm 

57 °C 扩增 5 次循环，第二步 PCR 用 Tm 42 °C 扩

增 25 次循环，还是以 2 条引物中较低 Tm 设置为

退火温度的 S-Tm PCR。D-Tm PCR 则不同，是同

一 PCR 中设置 2 条引物的各自退火温度。 

3.1  D-Tm PCR 机理 

退火是引物与对应单链模板结合过程，D-Tm 

PCR 选择 2 条引物各自 Tm 促使每条引物与对应模

板结合，引物 P1 先在较高退火温度(Tm1 70 °C)下

与负链模板结合(图 4)，而后引物 P2 在较低退火

温度(Tm2 61 °C)下与正链模板结合，从而完成退火

过程。 

S-Tm PCR 中隐含分步退火。S-Tm PCR 设置单

一 Tm，表观上同一 Tm (61 °C)下 2 条引物与各自

模板同时结合(图 4)，从而掩盖了引物的分步退火

过程，使研究者误认为 2 条引物同时与各自模板

结合，特别是刚接触 PCR 的初学者可能被这种错

误认识影响一生。实质上 S-Tm PCR 也是 2 条引物

在高、低 Tm 下分别与各自模板结合，因为从 98 °C

的变性温度到 Tm 61 °C 的退火是一个逐步降温过 

 
 

图 4.  D-Tm 和 S-Tm PCR 退火比较 

Figure 4.  Comparison of annealing between S-Tm and 
D-Tm PCR. P1: primer with higher annealing 
temperature; P2: primer with lower annealing 
temperature; D-Tm PCR: double annealing temperature 
PCR; S-Tm PCR: single annealing temperature PCR. 

 

程，Thermo Fisher Scientific PCR 仪默认样品升/

降温速度为 3.35 ºC/s，从 98 °C 到 61 °C 需要 11 s，

所以 S-Tm PCR 隐含分步退火过程。 

TD-PCR 和温度梯度 PCR 中的分步退火操作。

因为 S-Tm PCR 中 2 条引物间 Tm 不同，从而导致

有时扩增不出目的条带，此时常用 TD-PCR 或温

度梯度 PCR 探索合适的 Tm 值[20,24]。TD-PCR 在每

次循环后降低 0.5–1.0 °C 直至设定温度[20,24]，温度

梯度 PCR 中设置一系列温度参数，所以 TD-PCR

和温度梯度 PCR 实质上是 2 条引物在不同温度下

分别与各自模板的结合。D-Tm PCR 将这一过程从

理论上清晰阐述出来，说明引物与各自模板分步

结合过程，一条引物与模板结合与否与另一条引

物无必然关系。 

3.2  D-Tm PCR 优势 

与 S-Tm PCR 相比，D-Tm PCR 有 3 点优势： 

(1) 不需要考虑 2 条引物 Tm 值的差异。不受

2 条引物长度、碱基组成、匹配位置 DNA 的限制，

不要求 2 条引物 Tm 差值小于 5 °C。本课题组在探

讨 D-Tm PCR 过程中，曾用到温度差异达到 17 °C 

(Tm1 78 °C 和 Tm2 61 °C)的 2 条引物扩增出特异且
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明亮的目的 DNA 条带。用 megaprimer 构建重组质

粒时[22]，4.2 kb 长片段正向引物 Tm 值 80 °C，19 bp

反向引物 Tm 值 64 °C，二者相差达到 16 °C，只有

用 D-Tm PCR 才能扩增出条带，S-Tm 无法扩增出

目的条带，S-Tm PCR 中不允许设计温度差异这么

大的引物。  

(2) 不需要探索 Tm。D-Tm PCR 能直接扩增特

异性目的条带，只需要从高到低依次设置各个引

物的退火温度，具有简便易行的特点。S-Tm PCR

需要花费很大时间和精力探究合适的退火温度，

科研新手使用温度梯度 PCR 或 TD-PCR 探索退火

温度更不容易。 

(3) DNA 条带特异性更好。D-Tm PCR 扩增目

的 DNA 条带亮度略好，而非特异条带数目明显减

少，杂带中 DNA 含量也明显减少，说明 D-Tm PCR

特异性更好。这是因为：  S① -Tm 可能导致低温引

物 P2 与其模板结合不牢固，引物与模板结合是在

分子热运动作用下结合-解离的动态平衡过程，高

温引物 P1 产生茎环结构影响与模板结合；  ② 较

低退火温度下单链模板容易形成茎环结构影响引

物结合产生非特异性条带，PCR 扩增其实是双链

DNA 与引物竞争模板的结果[25]。高保真 Q5 DNA

聚合酶与 Phusion DNA 聚合酶相同，聚合酶端部

均融合了提高 DNA 结合力和持续合成力的 DNA

结合结构域，从而保证了长片段 DNA 扩增的准确

性和完整性。保真性较低的 Taq DNA 聚合酶没有

额外的 DNA 结合结构域，利用 S-Tm PCR 扩增可

能非特异性条带更多、更明显，甚至扩增不出目

的条带。 

3.3  D-Tm PCR 对引物退火的说明 

(1) 如何设置高、低温退火？根据 2 条引物

Tm 值从高到低依次设置为 D-Tm PCR 退火温度，

不涉及程序中其他参数。这种次序不能改变，否

则在表观上与 S-Tm 相同，在低温退火时高温、低

温引物会同时与各自模板结合，再进入高温退火

时低温引物又与模板解离，只有高温引物与模板

结合。(2) 低温退火时高温引物是否会与模板再次

结合？这种担心是多余的，因为高温退火时 P1 引

物结合的对应位置已经饱和，低温退火时不会再有

P1 引物结合，所以 D-Tm PCR 是对退火过程的进一

步认识。另外，30 次 PCR 循环中常用 500 nmol/L

引物量，探讨 D-Tm PCR 时发现 100、200 nmol/L

引物扩增出与 500 nmol/L 引物相同亮度的目的条

带，所以用 100、200 nmol/L 引物可以节约 2–5 倍

引物量。 

4  结论 

本研究以 2 条引物各自 Tm 由高到底依次设置

为退火温度的 D-Tm PCR，比 S-Tm PCR 扩增 4.3 kb 

DNA 条带亮度更高，杂带更少，经 25 到 30 次循

环得到最亮的目的条带。D-Tm PCR 不要求引物

Tm 相近，不需要多次探讨就能有效扩增目的 DNA

条带，理论上更加清晰地认识引物与各自模板分

步退火过程。 
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Amplification of DNA with double annealing temperature PCR 

Yawei Huang1, Ang Yang1, Yunjie Shangguan1, Tianyan He1, Wenxuan Xu1,    
Liangwei Liu1,2* 
1 Life Science College, Henan Agricultural University, Zhengzhou 450002, Henan Province, China 
2 Key Laboratory of Enzyme Engineering of Agricultural Microbiology, Ministry of Agriculture, Zhengzhou 450002, Henan 
Province, China 

Abstract: [Objective] Instead of standard PCR setting a single annealing temperature (S-Tm), we studied double 

annealing temperature PCR (D-Tm PCR) setting respective annealing temperature for forward and reverse primers 

from higher to lower. [Methods] A 4.3 kb pET20b-Xyn (Aspergillus niger xylanase gene) model DNA was 

amplified with Q5 DNA polymerase by using PxF61 and VPel as forward and reverse primers. The PCR procedure 

was: pre-denaturation at 98 °C for 3 min, and 30 cycles of denaturation at 98 °C for 30 s, annealing at Tm1 70 °C 

(PxF61) for 15 s and at Tm2 62 °C (VPel) for 15 s, extension at 72 ºC for 130 s. [Results] The 4.3 kb target DNA 

band of D-Tm PCR was a little brighter, whereas non-specific DNA bands were two less than those of the S-Tm PCR 

(Tm=61 °C). Twenty-five cycles of amplification created the brightest target DNA band in the D-Tm PCR. A 5.3 kb 

recombinant plasmid DNA was clearly amplified in the D-Tm PCR than the S-Tm PCR. [Conclusion] The D-Tm 

PCR amplified directly target DNA band without demanding for investigation of an optimal annealing temperature 

and for setting closer annealing temperatures between forward and reverse primers. Moreover, two respective 

annealing steps were clearly elucidated from theoretical viewpoint. 

Keywords: Double annealing temperature, PCR, DNA 
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