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Polymerase chain reaction (PCR) 원리  

DNA 또는 RNA 의 특정영역을 시험관(tube)에서 대량으로 증폭하는 기술 

1) DNA, RNA template: 증폭 대상이 되는 DNA, RNA  

2) PCR Primers : 증폭할 부분을 잡는 짧은 염기서열 

3) Taq polymerase : 열에 특별히 강한 유전자 합성효소  
     (Taq polymerase: Thermus aquaticus 라는 온천에 사는 세균의DNA polymerase, 

72℃가 최적온도, 94℃에서도 안정함) 

4) dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) : 유전자를 합성하는 재료가 되는 각 뉴클레오티드                   

                                 염기들 

5) MgCl+2 : MgCl2+은 dNTP와 복합체를 형성하여 효소활성, primer annealing 등에 관여 

 PCR 구성 요소 

1) 복잡한 전체 genome 중에 연구하고자 하는 유전자가 희귀유전자를 분석하고  

  연구하는데 가장 큰 문제점 

2) PCR은 특정 DNA sequence의 copy 수를 기하급수적으로 증폭시킴  
 

3) 단순하고, 쉽게 응용 할 수 있기 때문에 순수 분자생물학 분야 이외에도 의학, 이학,   
  농학, 수의학, 식품과학 뿐 아니라 고고학이나 인류학에 이르는 다양한 분야에서 그  
  사용 범위를 넓혀가고 있음 

 PCR의 원리  



Polymerase chain reaction (PCR) 원리  

 PCR Primers Design 

※ OLIGO Primer Analysis Software등의 primer 설계     

   소프트를 이용하여 최적의 배열을 선택하는 것이 중요함 

  - Tm(melting temperature)값이 60 ℃ 전후가 되도록 설계 

 - Tm값(℃)= [(nA＋nT)×2]＋[(nC＋nG)×4]-5  

※ PCR Primer 디자인    

  Forward Primer: 5’- ccc cgc ggt - 3’   

  Reverse Primer: 5’- ctt gtg tag - 3’  



Polymerase chain reaction (PCR) 원리  

 반응액의 조성 
  1) 내열성의 DNA poymerase 
      : 반응에 사용하는 완충액의 조성이 다를 수 있으므로 주의 
  2) MG2+ 농도 
      : 일반적으로 PCR 반응 에서는 1.5～2.5mM 의 MG2+ 농도 
       ※ PCR 상 Mg2+ 의 영향 

          ⅰ) 효소 활성           ⅱ) primer 의 annealing 

          ⅲ) 합성된 DNA의 충실성  ⅳ) primer - dimer 의 형성 

     ※ Tag polymerase 는 10mM MgCl2 에 의해 40～50% 저해(MgCl2를 과잉 첨가하는 것은 바람직하지 못함) 

   3) dNTP 
      : PCR의 효율, 특이성 면에서 20～200mM에서 양호한 결과를 얻음 
     ※ dNTP 농도가 높으면 DNA polymerase 가 잘못된 dNTP를 intake 하는 mismatch 현상에 영향 

           dNTP 농도를 낮추면   PCR 특이성과 충실도가 높아짐 misprimering 이 감소 

 4) 주형 DNA . RNA 
      간편한 DNA 조제법 
        ⅰ) 소수의 조직배양 세포를 비동한 증류수 속에서 가용화 하여 PCR에 사용 

          ⅱ) 사람의 머리털로 PCR을 증폭하는 다형분석 

          ⅲ) 포르말린으로 고정한 파라핀 조직을 조작으로 PCR 

   ※ 주형 DNA 양(1-50ng) 
           -  human genome DNA : 1ng 
            -  효모  DNA   : 10ng 
            -  대장균 DNA  : 10ng 



Polymerase chain reaction (PCR) 원리  

 
  (1) DNA 변성 (Denaturation) 
      : 두가닥의 DNA를 94-95℃에서 15-30초간 처리 
         → 각각 한가닥 DNA로 해리 
 
  (2) primer 의 Annealing 
      : 한 가닥으로 변성한 DNA 와 primer를 공존  
         2종류의 primer는 각각 상보적인 한 가닥 주형 DNA에 annealing 한다 
 
  (3) 신장 반응 (Extension) 
      : 4종류의 기질 (dNTP : Adenine, Guanine, Cytosine, Thymine)이 공존 
         DNA polymerase를 작용시켜 primer를 신장 
     
   ※ 신장반응에 필요한 시간은  ① 주형 DNA의 농도   에 따라 좌우 
                                       ② 증폭 단편의 크기 
                                        ③ 반응 온도 
     Taq polymerase의경우 72℃에서 30초~10분(1kb/min)  

 PCR의 세가지 반응단계 

  (1)DNA의 변성(denaturation), (2)Primer의 annealing, (3)신장반응(extension)     
  세 가지 반응단계가 반복적 연쇄반응(cycle)으로 일어남  



THERMOCYCLER 
PCR tube 

The Reaction 



1. PCR 뒤쪽 왼편에 있는 전원 스위치를 ON으로 켜준다. 

2. Control Panel의 문자 버튼으로 이름과 PIN 번호를 입력한다. (공용 PCR의 경우, 가급적 비밀번호는 형성하지 않는다) 

3. Control Panel의 커서 혹은 마우스를 이용하여 사용자와 프로그램 파일을 선택한다. 

4. 프로그램 화면에서 “Edit”버튼을 눌러서 프로그램을 변경할 수 있다. 

5. 먼저 왼쪽 하단에 “Header”에서 Mastercycler “pro S” 외에 lid (뚜껑) 온도, lid function, control mode등을 설정한다.  

6. 화면상에서 각각의 시간, 온도, cycle은 더블클릭하여 설정값을 변경할 수 있다. 

7. “Options “에서는 gradient, time increment, temperature increment , ramping 속도 등을 설정할 수 있다.  

8. control panel의 “STOP”버튼 또는 화면상의 “STOP”을 누르면 PCR 진행시에 일시정지가 가능하다. 

9. “Resume” 일시정지된 PCR을 재실행이 가능하다. 

10.“Abort”는 PCR 진행을 취소할수 있다. 

11. “Exit” 는 실행 중인 프로그램의 디스플레이 화면에서 퇴거가 가능하다. 

12.“Status” 버튼 누르면 현재 진행 중인 PCR 과정이 디스플레이 된다.  

모 델 명 Master cycler pros 제 조 사 Eppendorf 

담 당 자 
연구지원본부, 생체효능검증실 

김일신 5211              
업 체 명 

와이제이사이언스 김영진 사장 

054-272-2126 

Master Cycler Pros의 작동 방법 



 Log book 작성 및 장비이용  

Log book 작성 

    - 정확한 장비이용 방법을 습득한 후 장비이용 

    - 장비 옆에 비치되어 있음 

- 장비이용을 할때 반드시 log book 을 작성할것 

- 사용일자, 사용시간, 사용자, 소속 및 연락처, 비고 
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