
PrimeSTARTM HS DNA Polymerase

• PrimeSTARTM HS DNA Polymerase origin
-Super-thermophilic-bacteria
(Blunt-End로 합성됨!)

• 특징
☆ 1. 세계 톱 클래스의 높은 정확성(fidelity)
☆ 2. 기존의 pfu계열에 비해 확연하게 높은 증폭 효율
☆ 3. 정확하고 높은 priming 효율
☆ 4. Library로부터의 cloning에 최적
☆ 5. 항체를 첨가한 Hot Start PCR



Targeting : Fidelity & 높은 증폭효율

• cDNA 클로닝을 위한 high fidelity PCR 반응을 요구하는
실험을 실시하고 있는 user

• 타사 high fidelity효소에 비해 증폭 효율이 높기 때문에 소
량의 샘플이나 증폭하기 어려운 샘플도 효과적으로 증폭할
수 있다.

• 증폭 사이즈 : Human genome 8.5kbp, E.coli genome  
10kbp,λDNA 20kbp 증폭 확인



Q&A : 일반적인 반응

일반적인 PCR 반응 조성 (Total 50μl)

5×PS Buffer 10 μl
2.5mM dNTP Mixture                                 4 μl
Primer 1 0.2∼0.4μM (final conc.)
Primer 2 0.2∼0.4μM (final conc.)
Template ＜500ng
PrimeSTAR DNA Polymerase (2.5U/μl) 0.5μl
D.D.W up to 50μl

Human Genome DNA
5 ng∼500 ng(＜500 ng)
λDNA 10 pg∼10 ng
E.coli Genome DNA
100 pg∼100 ng
Plasmid 10 pg∼1 ng

PCR 조건
98℃ 10sec
55℃ 5,15 sec
72℃ 1Kbp/min

or

30cycles 98℃ 10sec
68℃ 1Kbp/min 30cycles

주）변성 조건은 기본적 98℃ 5∼10sec이다.
94℃의 경우는15sec∼30sec이다.



Q&A : Annealing Temp & Time

• 주의 : PrimeSTARTM HS DNA Polymerase는 Taq계열의 효소가 아
니므로, Taq과 동일 조건에서 PCR되지 않을 수 있다.

• Annealing temp : 55 ℃에서 시작한다.

• Annealing time : (primer 길이가 25 mer 이하일때)

• Tm value ≥ 55 ℃ : 5 sec

• Tm value ＜55 ℃ : 15 sec

• : primer 길이가 25 mer 이상일때

• - 5 sec 로 사용

• 긴 annealing time은 오히려 smear 현상을 나타낼 수도 있다.

• Tm value (℃): 2(NA+NT)+4(NC+NG)-5

• 참고 : Tm value가 70 ℃를 넘으면 2 step으로 반응진행



Q&A : Annealing Temp & Time

Human genomic:0.5kb Human genomic:4 kb

1 2M1 M2 1 2

M1 pHY marker
M2 λHind III digest
Lane 1 annealing at 55 ℃ for 5 sec
Lane 1 annealing at 55 ℃ for 30 sec



Q&A : Smear현상(multi-band)

• PCR condition을 변경
- annealing time 줄임

- annealing temp 높임 : 58~65 ℃

- PCR program 변경 : 3 steps → 2 steps

※ 모든 procedure를 얼음위에서 한다.



Discussion : 실험적인 advice

• PrimeSTARTM HS DNA Polymerae는 high fidelity 및
높은 priming 효율을 갖고 있기 때문에 일반적인 Taq
보다 annealing temp를 높게 잡아야 함.

• 조건 검토시 우선적으로
(1) Tm value 계산에 의한 annealing time confirm.

(2) annealing temp를 조절하되, Gradient PCR을 이용
하기를 권장.

- Gradient PCR이 없을시, 55 ℃부터 검토(온도를 높여
가면서 조건설정)

- 일반적인 Taq보다 annealing temp가 높을 수 있음.

(3) annealing temp조절후에도 smearing pattern나타나
면 2 step 반응 이용 권장.
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