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荧光定量 PCR 概述
基础知识与概念

1. 荧光定量 PCR 概述

核酸扩增和检测技术是当今生物学研究的重要手段之一。包括基础科学、生物技术、
医学研究、法医学、诊断学等在内的各领域的科学家们用这种方法进行广泛的应用研

究。对于某些应用，核酸定性检测就可以满足需求；而另外一些应用，要求进行定量

分析。为你的应用选择最好的解决方案需要对技术有广泛的了解。

本指南介绍荧光定量 PCR 的多项技术特点，包括设计优化的荧光定量 PCR 实验以及不

同应用目的的数据处理及分析。第 5-7 章用不同的实验设计和数据来阐述荧光定量 PCR 

在专业领域的应用，包括基因表达分析、等位基因分析、转基因生物 (GMO) 检测。

本指南介绍了一项强有力的技术及提供了一些必要的信息，希望能满足您现在及将来

的应用需求。

1.1 荧光定量 PCR 的主要概念 

1.1.1 什么是荧光定量 PCR？ 

常规 PCR 中，扩增产物 (扩增子) 是通过终点法来分析检测，即 PCR 反应结束后，DNA 

通过琼脂糖凝胶电泳，然后进行成像分析。而荧光定量 PCR 可以在反应进行过程中进

行累积扩增产物的分析和检测，即“实时”。

在反应体系中加入荧光分子，通过荧光信号的按比例增加来反应 DNA 量的增加，使

PCR 产物的实时检测成为可能。满足实验目的的荧光化学物质包括 DNA 结合染料和

荧光标记的序列特异引物或探针；专门的热循环仪配备荧光检测模块，用于监测扩增

时的荧光，检测到的荧光信号反映了每个循环扩增产物的量。

相对常规 PCR 而言，荧光定量 PCR 的主要优点是准确地确定初始模板拷贝数和宽的

动态范围内和高的灵敏度。荧光定量 PCR 结果可以用于定性 ( 判断一段序列的有无 )，
也可以用于定量 ( 确定 DNA 拷贝数 )，即 qPCR ，而常规 PCR 只能做半定量。另外，
荧光定量 PCR 的结果无需通过琼脂糖凝胶电泳来评估，大大节省实验时间，提高实验

效率。还有，由于 PCR 反应和检测都在反应管中进行，样品污染的几率大大降低，无

需扩增后的实验操作。
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1.1.2 荧光定量 PCR 工作原理

为了更好的了解荧光定量 PCR 原理，用样品扩增曲线来说明 ( 图 1.1 )。图中，x-轴表示 

PCR 循环数，y-轴表示扩增反应的荧光值，与反应管中扩增产物的量有比例关系。

扩增曲线显示 2 个阶段，指数增长阶段和之后出现的非指数平台阶段。在指数增长阶

段，每个循环 PCR 产物量大约增加一倍。然而，随着反应的进行，反应体系组成成分

的消耗，其中的一种或多种成分限制反应。此时，产物增长速度变慢，反应进入平台

期 ( 图 1.1 中 28-40 个循环 )。

图 1.1 PCR 扩增图 ( 显示的是基线扣除后的荧光强度 )
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反应最初，虽然产物是指数增长，但是荧光处于背景水平，检测不到荧光增加 ( 图 1.1

中 1-18 个循环 )。当累积了足够的扩增产物，可以产生可检测的荧光信号时，这个循环

数叫初始循环数，即 CT 。由于 CT 值处于指数期内，这时的反应成分不会抑制扩增反应

进行，因此荧光定量 PCR 结果是可靠的，可以准确地反映反应体系中模板的初始量。

CT 值主要由扩增反应体系中模板的初始浓度决定的。如果模板初始浓度高，只需要较

少的扩增循环就可以累积足够的产物，产生高过背景的荧光信号，因此，反应就有一

个小或早出现的 CT；相反，如果模板初始浓度低，需要较多的扩增循环才能产生高过

背景的荧光信号，反应就有一个大或迟出现的 CT 。两者之间关系的建立是荧光定量

PCR 用于定量的依据，将在第 4 章详细介绍用 CT 值进行定量。

1.1.3 优化的 qPCR 特点

由于实时定量建立在模板的初始浓度与 CT 关系的基础上，因此荧光定量 PCR 的优化

非常重要，保证样本具有准确可重复的实验结果。优化的 qPCR 结果有以下特点：

•	线性的标准曲线（R2 > 0.980 或 r > |–0.990|）

•	高扩增效 ( 90-105% )

•	一致的重复反应

一种有效的用来确定 qPCR 实验是否是最优化的方法：将模板稀释成一系列浓度梯度

进行 PCR 反应，用这个结果作标准曲线，模板可以用已知浓度的样品 ( 如纳克级的基

因组 DNA 或多个拷贝的质粒 DNA ) 或未知浓度的样品 ( 如 cDNA )。用模板初始量 ( 或

未知量样品的稀释倍数 ) 的 log 值对每个稀释样品的 CT 值作图，两者呈递减的线性关

系，称之为标准曲线。递减的直线关系等式和 Pearson 相关性系数 ( r ) 或可信度 ( R2 ) 

常常被用来判断 qPCR 条件是否优化。

理论上，一系列稀释样品的扩增曲线之间有均匀的间距，如图 1.2A 所示。如果产物

在每一循环都加倍，荧光曲线之间的间距由等式 “2n = 稀释倍数”决定，这里 n 是阈值

线上扩增曲线之间的循环数（或称为 CT 的差异）。例如，10 倍稀释的 DNA 样品， 

2n = 10，因此，n＝3.32，CT 值相差 3.32 个循环，由均匀间距的扩增曲线可以产生一

个线性的标准曲线，如图 1.2B 所示，图中显示等式和递减线性的 r 值。
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标准曲线的 r 或 R2 值显示实验数据满足衰减的线性程度，即数据的线性程度。线性用

来衡量重复样品数据是否一致和不同拷贝数的初始模板是否具有相同的扩增效率。如

果重复样品的 CT 值明显不同，r 或 R2 值会变低，你应该优化反应条件，保证 qPCR 反

应的 r 的绝对值 >0.990 或 R2 值 >0.980。

图 1.2. 作标准曲线来评定反应条件的优化。用 iCycler iQ® 实时定量 PCR 仪扩增 10 倍稀释模板

的样品实验数据作标准曲线，每个稀释样品重复三次。A. 系列稀释模板的样品扩增曲线。B. 每

个稀释样品的 CT 值对初始模板量的 log 值作的标准曲线。图中显示递减直线的等式和 r 值，计

算的扩增效率为 95.4%。

A

B
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扩增效率，E，与标准曲线的斜率相关，计算方程等式如下： 

E = 10–1/斜率  

理论上，在每个指数扩增循环中，PCR 产物的量加倍，即 PCR 产物 2 倍增加，反应

效率为 2。在上面等式中反应效率等于 2，2＝10–1/斜率，那么，优化的标准曲线斜率

应为 –3.32，斜率的绝对值与上面的荧光曲线间距相同。

扩增效率用百分率表示，即每个循环扩增模板的百分比，将扩增效率E转换成百分率为：

% 效率 = (E – 1) x 100%

对于一个理想的反应，%效率 = (2 – 1) x 100%= 100% 。

图 1.2 中显示的反应： 

E = 10–(1/–3.436) = 1.954

% 效率 = (1.954 – 1) x 100% = 95.4%

每个循环的终点，扩增子的拷贝数增加 1.95 倍，或 95.4% 的模板被扩增。

扩增效率接近 100% 是优化的重复性好的实验的最好标志。实际操作时，反应的扩增

效率应该在 90–105% 之间，如果扩增效率低，可能的原因是引物设计的不当，或者

反应条件未优化；扩增效率 >100%，可能的原因是系列稀释样品加样错误，或者有非

特异性产物扩增，如引物二聚体产生。用上述方法确定扩增效率，反应体系中反应抑

制剂的出现也可能导致扩增效率的明显增加，原因是含有高浓度模板的样本通常也含

有高浓度的抑制剂，导致反应的 CT 延迟出现，而低浓度模板的样本中抑制剂的浓度

低，反应的 CT 延迟的程度最小，导致斜率的绝对值以及计算所得的扩增效率会增加。
如果扩增效率 <90% 或 >105%，建议重新设计引物或探针，参照 2.3 和 2.4 章节引物

和探针设计指南。
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实验开始
总体注意事项

2. 实验开始

已经介绍了荧光定量 PCR 的概念，现在我们可以进一步研讨更多的实用细节问题。本

章给出建立荧光定量 PCR 检测的建议，包括基本的实验室设备 ( 2.1 章节 )、基本实验

设计和反应成分组成 ( 2.2 章节 )、决定单重或多重检测 ( 2.2.1 章节 )、选择荧光定量

的化学方法 ( 2.2.2 章节 )，还给出了最常用化学方法 SYBR Green I ( 2.3 章节 ) 和 

TaqMan ( 2.4 章节 ) 来建立 qPCR 反应的更详细的指导。

2.1 总体注意事项

正确的实验技巧是成功的荧光定量 PCR 反应重要然而常被忽视的要素。为得到最佳的

实验结果，实验人员要尽可能减少样品间交叉污染的可能，避免将核酸从一个实验带

入下一个实验。以下措施有助于避免实验污染问题：

•	用稀释的漂白剂或净化剂抹擦工作台 

•	在指定地配有紫外灯的超净室、罩式或台式超净台中准备样品，理想的条件是样品

准备与 PCR 扩增分开在不同的区域，注意避免质粒或扩增子污染样品准备区，绝不

要将扩增后产物带入指定洁净区

•	在样品准备和配制反应液过程中勤换手套 

•	使用轴防护装置的移液器和带滤芯的移液器头 

•	勤用稀释的漂白剂清洁移液器 

•	只使用 PCR 级的水和 PCR 专用试剂进行 PCR 实验 

•	用带旋盖的 EP 管稀释和配制反应液 

除了注意以上事项，在进行 PCR 实验时，还应准备一个无模板的对照来验证有无污染

发生，而且用热启动酶防止反应开始之前的非特异性扩增。

为最小化实验结果的统计学偏差，先制备混合反应液，建议所有样本有三个重复。大

剂量包装的反应试剂，使用前进行分装，尽量减少试剂的反复冻融。
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2.2 qPCR 实验设计注意事项

设计实时 PCR 实验的第一步是根据目的确定最好的实验方法，用单重还是多重检验？
采用哪种化学方法？下面详细阐述每一种检测办法，并对如何选择最好的实验方法给

出指导。 

2.2.1 单重实验或多重实验？ 

在单个反应管中扩增多于一个目标片段时，实际操作和科学的原因都可能迫使你尝试

多重反应。最近，依赖荧光定量 PCR 仪的性能，在单个反应管中扩增和定量多达 5 

种目标的反应成为可能。比较单重技术，多重技术具有以下优点：

•	 	减少初始模板用量，这在初始材料量有限时很重要 

•	如果对照基因在每个样品中都能被扩增出来，可以减少假阴性

•	增加实验通量，同时减少试剂消耗  

•	将样品操作及实验室污染降几率到最低

如果上述事项对于你的实验都不重要，那么单重反应就足够了。第 3 章将对怎样建

立和优化多重 qPCR 反应给出实践方案。

2.2.2 方法选择

设计 qPCR 实验的关键一步是选择监测目标序列扩增的化学方法，可用的荧光化学方

法多种多样，被分为 2 大类：1 ) DNA 结合染料 ( SYBR Green I )，2 ) 荧光染料标记地

序列特异性寡聚核苷酸引物或探针 ( 分子信标和 TaqMan、杂交探针、Eclipse 探针，
Amplifluor、 Scorpions、LUX and BD QZyme 引物 )。实时 PCR 最常用的化学方法是 

DNA 结合染料 SYBR Green I 和 TaqMan 水解探针，2.2.2.1 和 2.2.2.2 部分概述了这

些不同类型的荧光化学方法。 

无论是单重或多重反应，还是出于成本考虑，选择化学方法的依据是 qPCR 检验的应

用目的。总体来说，对于低通量、单重实验，优先考虑使用 DNA 结合染料，因为这

个实验设计简单、条件建立快、开始成本低；而对于高通量实验，荧光标记引物或
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探针的实验（单重或多重）更加合适，因为最初的成本可以在以后的多个实验中分

摊且多重分析可以节省时间。多重分析要求一个用于标记引物或探针的荧光化学方

法，由于 DNA 结合染料缺乏特异性，使得其与多重定量分析矛盾。

2.2.2.1 DNA 结合染料 (SYBR Green I)
SYBR Green I 是荧光定量 PCR 最常用的 DNA 结合染料，与双链 DNA ( dsDNA ) 非特

异性结合。在游离状态下，SYBR Green I 发出微弱的荧光，但一旦与 dsDNA 结合，
其荧光增加 1,000 倍 ( 图 2.1 )。所以，一个反应发出的全部荧光信号与出现的 dsDNA

量成比例，且会随扩增产物的增加而增加。

PCR

Unbound SYBR Green I

Bound SYBR Green I

图 2.1. 实时 PCR 中的 DNA 结合染料，当染料分子与 dsDNA 结合时荧光信号剧增。 
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图 2.2. SYBR Green I 反应产物的熔点曲线分析， 荧光定量 PCR 仪的熔点曲线分析功能可以用于

区分特异性与非特异性产物。A, 荧光强度改变的一次负导数与温度的作图，2 个峰代表 2 个 PCR

产物的 Tm 值；B, qPCR 产物凝胶电泳分析。第 1 泳道,分子量标记, 50–2,000 bp, 第 2,3 泳道, 显

示 ( A ) 反应的 2 个重复样品，凝胶中 2 条分离的条带显示 2 个 PCR 产物。

A B

dsDNA 结合染料的优点包括：实验设计简单 ( 仅需要 2 个引物，不需要设计探针 )，无需

设计多个探针即可以快速检验多个基因 ( 如确认基因芯片实验的多基因表达数据结果 )，低

的初始成本 ( 探针成本高 )，且能够进行熔点曲线分析检验扩增反应的特异性。 

熔点曲线分析可以用来确定不同的反应产物，包括非特异性产物。扩增反应完成后，
通过逐渐增加温度同时监测每一步的荧光信号来产生熔点曲线，随着反应中 dsDNA 

变性 ( 即 DNA 的熔解 )，荧光信号降低，用荧光信号改变的负的一次导数与温度作图，
在扩增子的熔解温度上有一特征峰 ( Tm，DNA 双链碱基对分离 50% 的温度 )，用这个

特征峰可以将特异产物与其它产物如引物二聚体区分开，因为它们在不同的温度熔解。
图 2.2 显示，Tm 值在 89ºC 的熔解峰代表特异性产物，对应凝胶中 2、3 泳道上部条

带，Tm 值在 78ºC 的融解峰代表非特异性产物，对应凝胶中 2、3 泳道下部条带。

DNA 结合染料最大的缺点是缺乏特异性，即 DNA 结合染料可以结合任一 dsDNA。因

此，荧光 PCR 反应中非特异性产物的出现会增加荧光值，影响定量结果的准确性。另

外，DNA 结合染料不能用于多重反应，因为不能区分不同扩增子发出的荧光。然而，
在用 SYBR Green I 进行荧光定量 PCR 分析时，可以设计平行反应来检测多个基因，

例如目标基因和参照基因。
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2.2.2.2 基于荧光标记的引物和探针的化学机理
许多基于荧光标记的引物和探针的化学方法已经被设计出来，并且可以从不同的供应

商处购买到。在以下部分会详细阐述最普遍使用的化学物质，TaqMan 探针和分子信

标，另外还简单的介绍其它的荧光标记引物和探针的化学方法，包括 Eclipse 探针、 
Amplifluor、Scorpions、LUX 和 BD QZyme 引物。

基于荧光标记的引物和探针的化学方法具有一些共同的特征。总的来说，这些化学方

法利用荧光共振能量传递 ( FRET )，或一些其它荧光淬灭形式来保证仅在扩增产物出

现时特异的荧光才能被监测到。引物或靶标特异的寡聚核苷酸探针被标记上一个荧光

报告基团，多数情况下，设计寡聚核苷酸探针，通过在探针上标记淬灭分子和设计相

关机制：当特异的靶标不存在时荧光信号被淬灭，当探针结合到特异的靶标上时，报

告基团与淬灭基团分离，来监测荧光信号。下面详细阐述各个化学方法的原理。

荧光定量 PCR 实验中，荧光引物和探针有优于 DNA 结合染料的 2 大特征，第一，它

们可以特异地监测目标序列，防止非特异性产物的干扰而影响定量的准确性；第二，

它们可以用于多重反应。

TaqMan 实验 

TaqMan 实验使用一条序列特异地、荧光标记的寡聚核苷酸探针，叫 TaqMan 探针和

一对序列特异的引物。图 2.3 显示 TaqMan 实验的工作原理，与所知的 5'-核酸酶实验

一样，TaqMan 实验利用某些热稳定的聚合酶的 5'-核酸外切酶的活性，如 Taq 或 Tth，
探针包含 5' 端的荧光报告基团和 3' 端的荧光淬灭基团。当探针完整时，由于接近淬

灭基团，报告基团的荧光被淬灭，在扩增反应退火/延伸合并的阶段，探针与靶标杂交， 

Taq 或 Tth 的 dsDNA 特异地 5'－－>3' 外切酶活性切除报告基团，所以，报告基团与

淬灭基团分离，产生的荧光信号与样本中扩增产物的量成比例。常用的荧光报告基团

为荧光素 ( FAM，发出绿色荧光 )，淬灭基团为 BHQ 1，表 2.1 列出了合适的报告基团

与配对的淬灭基团更多的信息。

TaqMan 探针主要优点包括高特异性、高信噪比和能进行多重反应，缺点是探针的初

始成本高和实验设计繁琐，2.4.1 节详细阐述了 TaqMan 实验设计。 
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分子信标

除 2 个序列特异的引物荧光，分子信标实验使用一个序列特异、荧光标记的寡聚核苷

酸探针叫分子信标。一段荧光标记、具有茎环状发夹结构的寡聚核苷酸 ( 25-40nt ) ( 图

2.4 )，分子信标的 5' 端附有荧光报告基团，3' 端附有淬灭基团，环被设计成与靶标序

列的 15–30 核苷酸特异杂交，环的两端各有 5-6 核苷酸互补形成茎结构，将报告基团

与淬灭基团连接到一起。发夹结构中，由于报告基团接近淬灭基团，监测不到荧光信

号，在扩增反应的退火阶段，分子信标与靶标序列结合，报告基团与淬灭基团分离，
因此报告基团不再被淬灭。与 TaqMan 实验不同，在反应中分子信标被替代而不是被

破坏，因为所用的 DNA 聚合酶缺乏 5' 核酸外切酶的活性。由分子信标上报告基团发

出的荧光信号强度与反应中靶标的量成比例。

分子信标有一些优于其它化学物质的特点：高特异性、可以用于多重反应，如果靶标

序列与信标匹配不正确，不能杂交而不能发出荧光̶̶适合区分等位基因。

使用分子信标的最大缺点是它的设计，发夹的茎必须坚固足以防止分子的随机折叠成

非发夹结构，非发夹结构会导致随意荧光产生；同时，发夹的茎不要太坚固，否则信

标不能与靶标正确杂交。

图 2.3 TaqMan 实验 

Reporter

Extension

Quencher

R Q

R

Q

R

Q

R

Q

During annealing, the TaqMan probe binds to the 
target sequence

During extension, the probe is partially displaced 
and the reporter is cleaved. The free reporter 
fluoresces
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其它化学方法

杂交探针实验采用 2 条序列特异性寡聚核苷酸探针和一对序列特异性引物，2 条探针

被设计成结合与靶标上的相邻位置，如图 2.5 所示。第一个探针 3' 端带有供体基团，
而第二个探针的 5' 端带有受体基团，选择合适的供体及受体基团，以致供体基团发射

波长与受体基团的激发波长显著重叠，而供体基团发射波长与受体基团的发射波长明

显分离，在特定波长激发供体基团，在受体基团发射波长处监测。在 PCR 反应退火步

骤，探针头尾相连地杂交在靶标序列上，因此荧光分子接近，从供体到受体产生荧光

共振能量传递，受体荧光信号的增加与扩增子出现的量成比例。

Donor fluorophore

Acceptor fluorophore

R2

R2

R1

R1

R2

R1

During annealing, the two probes bind
to the target in a head-to-tail orientation.
The acceptor fluorophore fluoresces

图 2.5 杂交探针

Reporter

Quencher

R Q

R

Q

During annealing, the probe binds to the
target sequence to separate reporter and 
quencher. The reporter fluoresces

Molecular beacons are hairpin probes with 
reporter and quencher

R Q

图 2.4 分子信标
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Eclipse 探针的 qPCR 实验采用一对引物和一段序列特异的寡聚核苷酸探针，     如图 

2.6 所示，探针与扩增子内的序列互补，并且 3' 端带有荧光报告基团、5' 端带有荧光

淬灭基团和一个小沟结合物 ( MGB )。未杂交的探针采用的构型使带有报告基团和淬灭

基团在一起，淬灭报告荧光。在 PCR 反应退火一步骤，在 MGB 的帮助下，探针与靶

序列杂交，探针因此变成线性，报告基团与淬灭基团分离，报告基团发出荧光，由此

产生的荧光信号与样本中扩增产物的量成比例。

图 2.6 Eclipse 探针

Reporter

Quencher

Minor groove binder

RQ

R

Q

During annealing, the probe unfolds and binds 
to the target sequence to separate the reporter 
and quencher. The reporter fluoresces

In an intact Eclipse probe, the reporter is 
quenched when in close proximity to quencher

RQ

MGB

MGB

3’5’

MGB

用 Amplifluor 探针的 qPCR 实验采用一对靶标特异的引物和一个通用引物叫 UniPrimer，
第一个靶标特异引物含有一个 5' 端外延序列叫 Z 序列，Z 序列也存在于 UniPrimer 的 

3' 端，如图 2.7 所示，UniPrimer 形成发夹结构，荧光报告基团和淬灭基团分别连在茎

结构的 5' 和 3' 端，在这个发夹构型中，由于报告基团与淬灭基团接近，报告基团的荧

光被淬灭。第一个扩增循环时，第一个靶标特异的引物 ( 带有 Z 序列 )与模板杂交，然

后延伸；第二个循环时，第二个靶标特异的引物被用于合成一个新的目标模板，它含有

一段与 Z 序列互补的序列，从第二个循环产生的产物可以作为 UniPrimer 的模板，在第

三个扩增循环中延伸的 UniPrimer 作为模板用于下一轮扩增，第四个循环，模板扩展到 

UniPrimer 的发夹部分，导致 UniPrimer 的开放，成为线性结构，这使得报告基团发出

荧光。在紧接之后的循环中，用第二个靶标特异引物和 UniPrimer 进行指数扩增，结

果荧光信号与样本中扩增产物的量成比例。
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Scorpions 引物实验采用一对引物，其中一个同时作为探针，具有茎环结构，5' 有荧

光报告基团， 3' 端有淬灭基团，如图 2.8 所示。引物的环序列与同一条链的靶序列内

在的一段互补，第一个扩增循环时，引物延伸，在同一条链上产生与环序列互补的序

列，引物的 3' 端的淬灭基团部位含有一个 PCR 阻碍物，以阻止反向链在延伸时通读；
之后变性和退火，探针的环通过分子内相互作用与靶标序列杂交，报告基团与淬灭基

团分离，最终产生的荧光信号与样本中扩增产物的量成比例。 

LUX 引物实验采用一对引物，其中一个是发夹构型，靠近 3' 端带有一个荧光报告基团，
如图 2.9 所示，引物完整时，报告基团被发夹的二级结构淬灭。扩增过程中，LUX 引

物与产物结合，报告基团发出荧光。

Reporter

Quencher

R

Q

The UniPrimer anneals to the sequence 
of the Z primer and is extended by the 
polymerase

The UniPrimer-containing product serves 
as a template for the other primer

Extension of primer causes the hairpin to 
unfold and to separate the reporter and 
quencher. The reporter fluoresces

The Z primer anneals, and is extended in 
the first amplification round

R

Q

3’

Z

Z

5’

R

Q

RQ

图 2.7 Amplifluor 探针
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Reporter

PCR blocker

Quencher

R

Q

During annealing, the hairpin primer binds 
to the template, and is then extended

The Scorpions primer acts as a probe.  
The intact primer forms a hairpin so that the 
quenched reporter does not fluoresce

During subsequent denaturation, the reporter 
separates from the quencher, and the loop  
sequence binds to the internal target sequence. 
The reporter on the extended Scorpions primer 
fluoresces

R Q

R Q

R

Q

图 2.8 Scorpions 引物

图 2.9 LUX 引物

Reporter

Extension

Annealing

Denaturation

R

The LUX primer forms a hairpin so that the 
quenched reporter does not fluoresce

The primer becomes single-stranded

During extension, the primer is extended, and 
the reporter fluoresces in the double-stranded 
DNA product

R

R

R

R
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用 BD QZyme 引物进行 qPCR 实验采用一个靶标特异的酶原引物，一个靶标特异的

反向引物和一个通用的寡聚核苷酸底物，如图 2.10 所示。寡聚核苷酸 5' 端有荧光报

告基团、3' 端有淬灭基团。当寡聚核苷酸底物完整时，由于接近淬灭基团，报告基团

的荧光被淬灭，酶原引物含有一段编码催化 DNA 序列，第一个扩增循环时，酶原引

物延伸；第二个扩增循环中，第一个循环的产物作为靶标特异的反向引物的模板，延

伸后产生一个新的含有催化 DNA 区域的靶序列。在之后的退火步骤中，荧光标记的

寡聚核苷酸底物与催化 DNA 序列杂交，然后被剪切，报告基团与淬灭基团分离，结

果产生的荧光信号与样本中的扩增产物的量成比例。

Extension

The zymogene primer encodes the 
catalytic DNA. During annealing, the 
zymogene primer anneals to the target

During extension, the catalytic 
DNA is made

During the next annealing step, the 
catalytic DNA binds the probe and 
cleaves the reporter from the quencher

The free reporter fluoresces

Denaturation

Annealing of probe

R Q

R
Q

Reporter

Quencher

R

Q

图 2.10 BD QZyme 引物
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2.3 SYBR Green I 反应设计和优化

SYBR Green I 进行定量 PCR 实验反应体系含有一对用于扩增靶序列内特异区段的 PCR

引物和用于扩增产物使用的 SYBR Green I 染料。SYBR Green I 实验的步骤如下：

•	引物和扩增子设计

•	反应条件确定和优化

详细步骤见 2.3.1 和 2.3.2 节。

2.3.1 引物和扩增子设计

成功的荧光定量 PCR 反应要求高效和特异性扩增产物，引物和靶序列都会影响扩增效

率。因此在选择靶序列和设计引物时，必须考虑到这一点。满足实验设计要求的软件

程序有很多，有免费的和商业付费的，Primer3是一个很受欢迎的在线引物设计程序 

( http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi )；还有用于引物

设计和扩增子选择的商业付费软件如 Beacon Designer。

扩增子设计遵循以下原则：

•	 扩增子长度 75－200bp，片段越短扩增效率越高；但如果片段小于 75bp，扩增子

很难与可能存在的引物二聚体区分。

•	 	尽可能的避免产生二级结构。推荐使用软件如 mfold  

(http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/) 来预测扩增子在退火温度条

件下是否形成二级结构，更多详细资料请参阅 Bio-Rad bulletin 2593

•	模板尽量避免有长的 ( >4 ) 单碱基重复

•	GC	含量为 50–60%

引物设计遵循以下原则：

• 引物的 GC 含量为 50–60%

•	 	熔解温度(Tm) 在 50ºC-65ºC 之间，计算 Tm 时，建议使用 50mM 盐浓度和 300nM

核苷酸浓度。

•	 	避免产生二级结构，必要时引物结合位置设计在目标序列二级结构区域之外

•	 	避免超过 3 个 G 或 C 重复片段

•	 	引物末端碱基为 G 或 C
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•	 	检检查正向和反向引物确保3' 没有互补配对 ( 避免引物二聚体形成 ) 

•	用软件来检验引物的特异性，如 Basic Local Alignment Search Tool (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/)

2.3.2 实验体系的优化 

SYBR Green I 实验反应成分如下： 

•	含有 SYBR Green I 的 PCR 反应液 

•	模板 

•	引物

预混的荧光定量 PCR 反应液含有反应缓冲液、DNA 聚合酶、dNTPs 和 SYBR Green I

染料，这些成分可以从多个商家购买，我们推荐使用 iQ™ SYBR® Green 超混合液。 

优化的 SYBR Green I PCR 反应灵敏性和特异性高，在宽的动态范围内都有很好的扩

增效率。确定一个 SYBR Green I qPCR 反应的性能，通过下面两步来实现： 

• 确定最佳的退火温度

• 构建标准曲线来确定反应性能

2.3.2.1 退火温度的优化 
qPCR 最佳的退火温度在具有温度梯度的仪器上很容易确定，如 MiniOpticon™，
MyiQ™，Chromo4™ and iQ™5 系统。温度梯度的功能允许同时在一个温度范围内优化

实验的退火温度，因此一次实验可以得到最佳的退火温度。

为了找到最佳的退火温度，我们建议在计算得到的 Tm 值上下一定范围内，优化退为

温度。图 2.11 是一个退火温度优化的实验例子。

由于 SYBR Green I 与染料所有 dsDNA 结合，因此，有必要通过分析扩增产物来检查

qPCR 的特异性，可以利用荧光定量 PCR 仪上的熔点曲线功能，也可以用凝胶电泳分

析扩增产物。图 2.12 显示图 2.11 中优化退火温度试验的熔点曲线和凝胶电泳分析结

果。优化的 SYBR Green I qPCR 反应的熔点曲线只有一个峰，对应的凝胶电泳如图

2.12 中显示的一条带。图中显示的是退火温度为 62.2ºC 时的结果。
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通过熔点曲线分析来确定可能伴随特异性产物扩增同时出现的非特异性扩增产物。图

2.13 示例，特异性产物熔点曲线峰 Tm 为 89ºC，对应凝胶电泳图中上面的条带，非

特异性产物熔点曲线峰 Tm 为 78ºC，对应凝胶电泳图中下面的条带，比较凝胶电泳图

和熔点曲线图，可以判定与特异性产物对应的熔点曲线峰，另外那个非特异性条带为

引物二聚体。如果通过熔点曲线分析发现有非特异性产物如引物二聚体产生，我们建

议重新设计反应的引物 ( 见 2.3.1 节 )。

图 2.12. SYBR Green I 反应。A，熔点曲线分析，用荧光强度变化的负一次导数与温度作图。 
B，扩增产物凝胶电泳分析。第 1 泳道，分子量标记，100–1,000 bp，每100 bp 递增，1,200 and 
1,500 bp；第 2 泳道，单一的 PCR 产物，与图 ( A ) 中的峰对应。

图 2.11. 退火温度优化。在 Chromo4 荧光定量 PCR 仪上设定退火温度梯度范围 55ºC 到 72ºC ，
退火温度为 62ºC 时 CT 值最小。因此选择此温度为反应的最佳退火温度。
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2.3.2.2 用标准曲线进行反应的评估

如 1.1.3 节描述，用未知样本系列梯度稀释样品构建标准曲线，来判定 SYBR Green I

反应的效率、重复性和动态范围。理想的扩增效率应在 90–105% 之间，标准曲线的 

R2>0.980 或 r > |–0.990|，同时重复样本的 CT 值应相近。

用作标准曲线的模板浓度范围必须涵盖所有待测样本模板浓度，使得待测样本的实验

结果在反应的线性动态范围内。如果待测样本的实验结果在标准曲线范围外，通过以

下步骤之一来完善实验： 

•	构建更宽地能覆盖待测样本浓度的标准曲线进行分析，同时确保标准曲线在新的浓

度范围内的线性 

•	如果待测样品 CT 值低于标准曲线上最高浓度标准品的 CT 值，稀释待测样品再进行

qPCR 反应

•	如果待测样品 CT 值高于标准曲线上最低浓度标准品的 CT 值，增加待测样品量再进

行 qPCR 反应。

图 2.13. 熔点曲线分析. 此反应中有非特异性产物即引物二聚体产生，熔点曲线分析显示一个额外

的峰. A, 用荧光强度变化负一次导数与温度作图； B, qPCR 产物凝胶电泳分析。第 1 泳道，分子

量标记, 50–2,000 bp，第 2,3 泳道，显示 ( A ) 反应的 2 个重复样.

A
B
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2.4 TaqMan 探针反应设计和优化

TaqMan 反应包括一对 PCR 引物和序列特异的双标记荧光探针，分析步骤为：

•	引物和探针的设计

•	反应体系的确定和优化

详细步骤见 2.4.1 和 2.4.2 章节。

2.4.1 引物和探针设计

同任何 qPCR 反应一样，基于 TaqMan 探针的 qPCR 反应对扩增的效率和特异性也有

要求。引物设计的原则与 2.3.1 节阐述的相同。通常引物设计在退火温度在 55-60 ºC 

之间。推荐使用设计软件如 Beacon Designer 来设计 TaqMan 探针和引物。由于双标

记的探针是 TaqMan 实验最昂贵的成分，建议先订购引物，用 SYBR Green I反应来确

定引物的性能，之后再订购 TaqMan 探针 ( SYBR Green I 反应中引物的确定见 2.3 节 )。

TaqMan 探针的 Tm 比引物的 Tm 高 5–10ºC，在大多数情况下，探针小于 30 个核苷

酸且 5' 端不含 G，因为 G 能够淬灭荧光信号。选择在靶序列内一段 GC 含量为

30–80% 的序列设计探针，且探针退火结合的目标单链 G 含量多于 C 含量 ( 因此探针

的 C 含量多于 G 含量 )。

设计 TaqMan 探针的一个重要方面是荧光报告基团和淬灭基团的选择，表 2.1 列出常

用的报告基团和淬灭基团组合。当设计单重反应时，推荐用 FAM 标记探针，因为其价

格便宜、容易合成、性能良好且适用于目前市场上的所有定量仪器。
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获得准确的 qPCR 数据，需要考虑的另一重要方面是探针的质量。如果探针合成或纯

化较差，完美设计的探针也不能成功完成实验。不正确地切除非结合的荧光标记、低

效结合、和/或低效淬灭能产生高荧光信号背景或噪音，低的信噪比导致灵敏度下降和

小的线性动态范围。由不同的厂家甚至同一厂家不同批次合成，具有同样序列、标记

同样荧光基团的二条探针，测出荧光值也可能。因此为了反应数据具有直接可比性，
建议最新合成的探针分批保存。

2.4.2 实验体系的确定及优化 

基于 TaqMan 探针的 qPCR 反应含有如下成分：

•	 PCR	反应液

•	模板 

•	引物

•	探针

含有缓冲液、DNA 聚合酶和 dNTPs 的 PCR 反应液可以从多个厂家购买，建议用 iQ™ 

超混合液来进行 TaqMan 实验，引物浓度均为 300 nM、探针浓度为 200 nM。 

TaqMan 实验要特别注意温度条件，常用的 TaqMan 实验用二步法代替传统的变性、
退火、延伸三步 PCR 循环。二步法：第一步为变性，第二步为退火和延伸合并，温度

为 55–60ºC，这确保引物在延伸时探针保持与目标序列的结合。通常，将 TaqMan 探

针设计在其 Tm 在 60–70ºC 之间。

优化的 TaqMan 实验具有高的灵敏度和特异性，以及在宽的动态范围内良好的扩增效

率。用 1.1.3 和 2.3.2 章节阐述的方法来确定 TaqMan 实验性能。用梯度稀释的已知浓

表 2.1 常用荧光报告基团和淬灭基团组合

报告基团 对应的淬灭基团

FAM BHQ1, DABCYL,* TAMRA**
TET BHQ1, DABCYL*
HEX BHQ1, BHQ2, DABCYL*
TAMRA BHQ2, DABCYL*
Texas Red BHQ2, BHQ3, DABCYL*
ROX BHQ2, BHQ3, DABCYL*
Cy5 BHQ2, BHQ3

*  DABCYL 是机械的淬灭基团，仅适用于分子信标

** 不建议使用 TAMRA 作为淬灭基团，但是当进行单色 FAM 实验时 TAMRA 可以作为淬灭基团， 
   TAMRA 在分子信标实验中作为淬灭基团效果较差。
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度模板扩增结果作标准曲线，用这条递减直线的 R2 或 r 值来确定扩增 效率。反应效率

应在 90-105% 之间，R2 >0.980 或 r > |–0.990|，且重复样本 CT 值相近。

如果实验能满足上述各项要求，实验可以马上开始。如果实验不能满足上述各项要求，
建议实验操作者重新设计引物和 TaqMan 探针。

需要注意的是：用于作标准曲线的模板浓度范围必需涵盖全部待测样本模板浓度，使

得待测样本模板的扩增结果在实验的动态范围内，如果待测样本反应结果在标准曲线

的动态范围之外，必须进行下面三步的调整：

•	构建覆盖待测样本模板浓度的标准曲线，分析并确保在新的动态范围内的线性

•	如果待测样本的 CT 值低于标准曲线上最高浓度的标准品的 CT 值，稀释待测样本后

重做实验

•	如果待测样本的 CT 值高于标准曲线上最低浓度的标准品的 CT 值，增加待测样品量 

 重做实验。
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3. 多重实验注意事项 
如果想在一个反应管中通过扩增多个靶标进行定量实验，即多重实验 ( 见 2.2.1 节 )，
在实验开始之前请阅读以下内容。 

成功的多重实验源于周密的实验设计和反应条件的优化，而不是在同一反应管中将所

有引物和模板简单的混合，因为在一个反应管中，任何一个靶标的扩增都能影响其它

靶标的扩增。

多重荧光定量 PCR 实验普遍存在的问题是扩增样本中浓度有明显差异的所有靶标。举

一基因表达研究实例，研究中用参照基因与目标基因 ( GOI ) 作比较。当二者在同一反

应管中扩增时 ( 多重反应 )，如果参照基因大量出现且扩增效率高于 GOI，GOI 的扩增

可能受参照基因的扩增抑制，最终导致计算的样本中 GOI 的量偏低。

建立多重反应实验应采用以下步骤： 

•	设计引物和探针序列

•	选择标记探针的报告基团和淬灭基团

•	优化单重实验 

•	验证多重实验 

•	必要时，优化多重实验 

以下几节将详细阐述上述每一步骤。 

3.1 多重实验的引物和探针设计

如果你正在建立多重的 TaqMan 实验，参考 2.4 节的指导设计单重 TaqMan 实验。设

计所有引物的 Tm 接近相同 ( 55–60ºC )，所有的探针 Tm 接近相同且约高于引物的 

Tm 大约 5–10ºC。重要一点是不同的引物及探针之间不能互补，因为所有的引物和探

针在反应时均在同一反应管中。建议使用商业付费软件如 Beacon Designer 来设计多

重反应的引物和探针组合。
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3.2 多重实验的报告基团和淬灭基团的选择

多重实验要求使用多个报告基团来追踪每个靶标的扩增反应。为区分每个反应，应选

择发射波长最小限度交叠的荧光报告基团。选择的荧光基团需要与所用的荧光定量

PCR 仪的激发和发射滤光片兼容，可以参照仪器手册列出的兼容的荧光基团清单，例

如在 Chromo4™ 和 iQ™5 上进行 4 重反应，建议使用 FAM、HEX、Texas Red 和 Cy5；
在 iQ™5 系统上进行 5 重反应，我们建议用 FAM、HEX、TAMRA、Texas Red 和 Cy5。

3.3 多重实验前单重实验的优化 

建立多重实验的第一步是优化单重反应，通过梯度稀释的已知浓度的模板构建的标准

曲线来确定单重反应的扩增效率，细节如 1.1.3 和 2.3.2 节所述。单重反应扩增效率应

为 90–105%。

3.4 多重实验的确定 

在同一块反应板上进行相应靶序列的单重和多重实验，然后比较 CT 值。单重和多重

实验得到的靶序列的 CT 值应无明显差异，如果二者差异明显，需要优化反应条件。
优化反应如 3.5 节所述，通过改变反应成分的浓度来实现。 
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3.5 多重实验优化

如果多重反应没有优化，那么样本中扩增效率低或低丰度靶序列的扩增会受扩增效率

高或较高丰度靶序列扩增的抑制。这是由于反应组分，例如 DNA 聚合酶和核苷酸，
在后期的循环中有限，抑制较低效率或低丰度的靶序列扩增。

在单重反应和多重反应中加入固定量的模板比较抑制影响效果，多重反应的 CT 值比单 

重反应的 CT 值延迟。如图 3.1 显示 4 个靶标的扩增：ß-actin、鸟氨酸脱羧酶 ( ODC )、 
抗 ODC 酶 ( OAZ ) 和抗 ODC 酶抑制剂 ( AZI )，在其它反应组分一样的条件下单重反

应 ( 深蓝色线表示 ) 和多重反应 ( 浅蓝色线表示 ) 结果，低丰度的靶序列 ODC 和 AZI 

扩增受影响，导致它们在多重反应中的 CT 值比相应单重反应中的 CT 值延迟。

图 3.1. 四重反应中 iTaq™ DNA 聚合酶浓度优化。单重反应 iTaq 浓度 ( 1x )，多重反应增加 iTaq 酶浓

度 ( 1– 4x )，MgCl2 和 dNTP 浓度保持一致。ß-actin 和 OAZ 基因 ( 在同一样本中表达水平最高的基

因 ) 在所有 iTaq 酶浓度测试条件下的单重和多重反应中扩增效率相近；而低表达的基因，AZI 和 
ODC，多重扩增反应需要增加 iTaq酶浓度，才能使它们的扩增效率达到单重反应的相近水平。

10,000

1,000

100

10

1
0 12 16 20 24 28 32 36 400 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40

10,000

1,000

100

10

1

10,000

1,000

100

10

1

Cycle

1,000

100

10

1

Cycle

b-Actin

OAZAZI

ODC

P
C
R
	b
as
el
in
e	
su
bt
ra
ct
ed
	R
FU

—	Singleplex,	1.25	U	iTaq
—	Fourplex,	1.25	U	iTaq
—	Fourplex,	2.5	U	iTaq
—	Fourplex,	3.75	U	iTaq	
—	Fourplex,	5	U	iTaq



31© Bio-Rad Laboratories, Inc.  Real-Time PCR Applications Guide

多重实验注意事项
多重实验优化

优化多重反应的一个方法是增加 DNA 聚合酶、dNTPs 和 MgCl2 的浓度。因此为优化

多重反应中 ß-actin、ODC、AZI 和 OAZ 的扩增，需要增加 DNA 聚合酶、dNTPs 和

MgCl2 的浓度。

首先，在多重反应中增加 DNA 聚合酶浓度，以 1.25 U 增量从每个反应 1.25U 增加到

每个反应 5 U，实验结果显示，随着 DNA 聚合酶浓度增加，ODC 和 AZI 的扩增效率

增加，如图 3.1 显示。 

根据这个结果，我们在以下优化步骤中选用 DNA 聚合酶浓度为 3.75 U。之后，我们验

证 MgCl2 浓度从 3.5 mM 增加到 5 mM 和 dNTPs 浓度从 200 µM 增加到 400 µM 的影

响，结果如图 3.2 显示，当多重反应中每 50µl 反应体积 3.75 U 的 iTaq DNA 聚合酶，
200 µM dNTPs，5 mM MgCl2，4 个基因的扩增效果最好。

 

图 3.2 四重反应中 dNTPs 和 MgCl2 浓度优化。保保持 iTaq DNA 聚合酶浓度为 3.75 U 每 50µl 反
应体积不变，评估 dNTPs 和 MgCl2 浓度的影响，多重扩增反应最优的条件：5.0 mM MgCl2，200 
µM dNTPs，和 3.75 U iTaq DNA 聚合酶。( 单重反应数据未显示。) 
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图 3.3 多重实验性能确定。单重实验数据 ( 蓝色 ) 和四重实验数据 ( 红色 ) ( 4 个重复样，模板为

人前列腺的 cDNA ) 有层次呈现，在指数增长期各图完全重叠，表中显示单重和多重反应的平均 
CT 值。

 CT Values
 b-Actin ODC AZI OAZ

单重反应	 17.0	±	0.0	 23.0	±	0.2	 22.2	±	0.1	 20.8	±	0.1
多重反应	 17.3	±	0.0	 23.1	±	0.2	 22.2	±	0.1	 20.8	±	0.2
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为验证优化的多重实验性能，我们用优化的条件 ( 3.75 U iTaq、5 mM MgCl2、200 µM 

dNTPs ) 对每个引物-探针组合同时进行单重和多重反应比较实验，单重和多重反应的

实时扩增图显示它们有相同的 CT 值和在指数增长期扩增的重叠，由此成功地获得以

人前列腺 ( 图 3.3 ) 和小肠 ( 数据未显示 ) 抽提的总 RNA 为模板的多重反应条件。
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4. 荧光定量 PCR 数据分析

就像第一章所讨论的那样，荧光定量 PCR 是检测样品中核酸数量的方法。即使知道

在你样品管中有 500000 个 p53 mRNA 分子也没有任何生物学意义。生物学家通常

对下列事情更感兴趣： 1 ) 给定的血样中的病毒颗粒数；2 ) 相当量的肿瘤组织和正常

组织比，p53 mRNA 改变了多少倍。分析这两种假设的方法就分别叫做绝对定量和相

对定量。

绝对定量是通过样品的 CT 值和标准曲线进行比较实现的。分析的结果是给定数量的

样品中 ( 给定数量的细胞，每微克总 RNA ) 中核酸的量 ( 拷贝数、微克 )。相对定量的

分析结果是在相当量的试验组 ( 样品 A ) 和对照组 ( 样品 B ) 中一个靶基因的相对比率  

(倍数差异 )。

这两种方法都需要回答样品数量是多少的问题。并且，相对定量是通过等量样本间比

较方法得到结果。绝对定量和相对定量两种方法中，定量 PCR 得到的数值都要进行校

准才能使数据有生物学意义。这是通过归一化处理来实现的。在绝对定量中，是通过

得到的目标基因的量和样品的单位数量进行调整或者标准化得到的。在相对定量中，
归一化确保相等数量的样品中比较目标基因的量。虽然任何一种定量方法的归一化可

以是模板制备的细胞数目、作为 PCR 模板的核酸的微克数或者一个参照基因的表达水

平，但前两种常常被用来进行绝对定量，第三种被用来进行相对定量。参照基因指的

是在各个样品中基因表达保持不变的基因并且在所做的实验处理过程中不发生变化。
如果对加入的 RNA 的数量不能精确定量，例如只有很少的起始模板可以使用的情况

下，使用参照基因法是很有优势的。
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很多不同的方法可以进行绝对定量和相对定量。在下边的几个章节中，我们对什么时

候和怎样使用绝对定量或相对定量提供一些具体例子和指导，并且对应用在这两种方

法中的归一化定义进行进一步探究

4.1 绝对定量

4.1.1 什么时候使用绝对定量 

让我们从一个需要绝对定量的样品实例开始。医生对一个病人的每毫升血液中病毒颗

粒数感兴趣。所以医生从 10 毫升血液中提取 DNA，然后通过对病毒 DNA 特异的荧光

定量 PCR 检测确定病毒颗粒的数目。通过待测样本的 CT 值和已知病毒颗粒数的标准

曲线进行比较，医生能够确定在分析的 DNA 样品中有 10000 个病毒。基于以上信

息，她能够确定每毫升血中有 1000 个病毒。

在以上的例子中，之所以使用绝对定量，是因为医生对给定数量的样品 ( 每毫升血 ) 

中的核酸 ( 病毒颗粒数 ) 感兴趣。因此，在这个例子中归一化是“每毫升血”。最终的结

果是对单个样品的定量描述，并不依赖于别的样品的性质。换句话说，当你想找出一

个给定样品的本质属性的时候，就应该使用绝对定量。 

4.1.2 使用标准曲线进行绝对定量  

绝对定量中，未知样本的量 ( 即拷贝数或单位数量 ) 可以通过从已知量的标准品范围

中推算得出。为了建立标准曲线，需要已知浓度的模板。模板稀释后，用这些稀释样

品作为标准样品，将未知的待测样本和标准样置于同一次实验中进行反应，用稀释的

标准样品构建标准曲线，通过推算来确定未知样本中目的基因的量。这与用分子量标

记来判定琼脂糖凝胶上未知 DNA 条带分子量大小的原理相似。

  



图 4.1示例：用标准曲线来确定特定序列标核酸的拷贝数。在此实验中，我们希望能

确定 2 个样本 A 和 B 中β-actin 基因的拷贝数，用已知浓度的β-actin 样本 10 倍梯

度稀释，得到一组含有 102–107 个拷贝模板数的标准品，标准品和样本在同一实验中

运行。 

构建标准曲线，用初始模板拷贝数的对数值为 x 轴、对应的 CT 值为 y 轴作图  

( 图 4.1 )，图上部显示递减线形等式 [y = mx + b，或  = m(log quantity) + b]

从递减的线性等式可以推导出如下等式，以确定未知样本的量： 
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图 4.1. 用标准曲线进行绝对定量。为确定样本 A 和 B 中 ß-actin 的拷贝数，10 倍稀释已知浓度样

品 ( 102-107 拷贝数的 ß-actin ) 和未知样品一起进行 ß-actin 特异的 SYBR Green I 荧光定量 PCR 
反应，通过稀释样品得到的标准曲线来确定未知样本 ß-actin 的拷贝数。所有的标准稀释样品和未

知样品都有 3 个重复样，定量 PCR 仪为 Chromo4。

Nn = 10      ,n = CT
n – b(    )m

CT – b(    )
mQuantity = 10     

log Quantity

y = –3.50x + 37.20; r2 = 0.999

 2 3 4 5 6 7

C
T

30

25

20

15

Sample B

Sample A



37© Bio-Rad Laboratories, Inc.  Real-Time PCR Applications Guide

荧光定量 PCR 数据分析
相对定量

在上述等式中，样本 A 和 B 重复样分析的拷贝数由它们的 CT 值决定。显然，当有重

复样时，会出现平均值和单个的标准差报告，如表 4.1 最后一列所显示。重点提醒：
标准曲线只可能用于推算而不能外推未知样本的量，因为在标准样测试范围之外的实

验可能不具线性关系。

常用的荧光定量 PCR 应用绝对定量来确定染色体或基因拷贝数和病毒载量，这个定量

方法概念简单，数学分析方法简单易学，然而，这个方法要求已知浓度的模板，且每

次实验标准样品都必须与待测样品同时平行扩增

4.2 相对定量

4.2.1 何时使用相对定量？ 

举一个应用相对定量实例：研究者想知道在癌变的和正常的卵巢细胞中 p53 的表达水

平是否有差异？如果有差异，相差多少？研究目的是找出等量的 2 种组织中 p53 

mRNA 相对的量，或叫“差异倍数”。根据其希望采用归一化的类型，研究者可以选择

以下任意一种设计。

(1) 研究者分别从 1,000 个癌变的和 1,000 个正常卵巢细胞中提取 RNA，对样本进行

p53 mRNA 特异地反转录定量PCR实验 (RT-qPCR) 确定 p53 mRNA 的量，结果显示了

从等量癌变的和正常卵巢细胞中提取的 RNA 样本中 p53 mRNA 分子数目的比率，即

是 p53 mRNA 的差异倍数。

表 4.1 用绝对定量方法确定未知样本 A 和 B 中 ß-actin 的拷贝数。用图 4.1 中显示递减线性等式

计算未知样本的拷贝数

样品 重复 CT 拷贝数

A  1 18.61 204,577
A  2 18.41 234,115
A  3 18.87 172,300
平均值   203,664 ± 30,917

B  1 17.06 569,789
B  2 17.07 563,823
B  3 17.00 591,173
平均值   574,928 ± 14,381
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(2) 如果研究者之前已经确定癌变和正常卵巢细胞中 GAPDH mRNA 的表达水平相等，
那么，研究者可以从大约等量的癌变和正常卵巢细胞中提取 RNA，而不需要确定细胞

的具体数目，然后通过 RT-qPCR 实验来确定样本中 p53 mRNA 和 GAPDH mRNA 的

水平。相对于正常细胞，癌细胞中 p53 相对表达量可以由二种不同类型细胞中标准化

的 GAPDH 与 p53 的表达水平比例确定。 

上述实验中，由于研究者关心等量样本 A 和 B 中靶序列的相对量，因此选择相对定

量方法。上述两种分析方法的差异在于所用的标准不同，第一种假设中的标准是细

胞数目；第二种假设中的标准是 GAPDH mRNA 表达水平，之前已确认 GAPDH 

mRNA 表达水平在两种不同类型细胞中是保持不变的恒量。4.2.2 和 4.2.3 章节分别

阐述了上述两种情况实验数据的数学处理分析，两个实例的最后结果都是对一个样

本某一特性相对其它样本同一特性的数量描述，即用相对定量去比较多个样本间某

一特定性质。

4.2.2 以质量单位作为标准进行相对定量

用质量单位 ( 如细胞数目或核酸的微克数 ) 而不用参照基因作为标准的优点是，实验

设计概念简单，数据数学分析处理简单易学。无论细胞数目或核酸质量是否作为标

准，这个方法要求准确地量化初始材料。

当用相对定量法比较多个样本时，选择一个样本作为校验样本 ( Calibrator，即我们常

说的对照 )，所有其它样本目标基因的表达都以对照为标准上调或下调。通常用未处理

或基准样本作为对照。在 p53 实验中，我们可以选择正常的卵巢细胞作为对照，癌细

胞为试验样品。
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为确定癌细胞对正常细胞的 p53 相对表达量，从相同数目的癌变的和正常的卵巢细胞

中抽取总 RNA，用试验样品 ( 癌细胞 ) 和对照样品 ( 正常细胞 ) 的 CT 值来计算两者间

的比率，计算式如下：

Ratio(test/calibrator) = ECT(calibrator) – CT(test)

E 是扩增效率，1.3 章节已经阐述如何确定 E 值。假设反应具有完美的扩增效率 ( 即每

个循环模板量加倍 )，那么上述等式变为：  

Ratio(test/calibrator) = 2CT(calibrator) – CT(test)

或 

Ratio(test/calibrator) = 2∆CT

 ∆CT = CT(calibrator) – CT(test) 

这种计算相对表达量的方法常常被称作 ∆CT 法。下边的假定的例子告诉你

如何使用 ∆CT 来决定一个靶基因 ( p53 ) 在肿瘤和正常卵巢组织中的表达的

相对表达水平。

例子：从正常和肿瘤组织 50ngRNA 得到的 cDNA 的 CT 值如下所示： 

 
   样品 53 的 CT 值（目的基因）

   正常（校验） 15.0

   肿瘤（检测） 12.0

假设扩增效率是 100% ( E=2 )，选择正常细胞作为校验样本，p53 基因在肿瘤和正常

卵巢细胞的相对计算如下：

Ratio(test/calibrator) = 2CT(calibrator) – CT(test)

          = 2(15 – 12)

 = 8

因此，p53 基因在肿瘤组织中的表达水平比在正常组织中高 8 倍。
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4.2.3 以参照基因作为标准进行相对定量

用参照基因 ( 如 GAPDH 或 ß-actin ) 而不用质量单位作为标准的优点是，这个方法能

准确量化初始材料的载量，尤其当初始材料量常常受限时，进行相对基因表达分析实

验十分方便。缺点是这个方法要求得到一个或多个在所有测试样本中恒定表达的已知

参照基因，而且表达水平不受研究条件下处理方式的影响。确定这样的参照基因十分

重要，最近有报道提出在大多数研究实验中，使用多个参照基因对于准确定量是必须

的。( 详见：Vandesompele et al., Genome Biology 3, research 0034.1–0034.11, 2002 )    

如前面章节所讨论，用相对定量比较多个样本，样本之一常被选为参照。在其它所有样

本中目标基因的表达都相对于参照上调或下调，通常用未处理的或基准样本作为校准样

本。在 p53 实验中，我们可以选择正常卵巢细胞作为校准样本，癌细胞为实验样本，
为确定试验样本和校准样本中目标基因相对表达量，以参照基因为标准，目标基因和参

照基因的表达水平都需要用 RT- qPCR 来确定，即需要确定 CT 值，如表 4.2 所示。

表 4.2. 以参照基因为标准的相对定量 CT 值

  试验样本   校准样本

  Test Calibrator (cal) 

目标基因 (Target gene) CT(target, test) CT(target, cal)

参照基因 (Reference gene) CT(ref, test) CT(ref, cal)

确定 CT 值之后，可以用不同的方法来确定实验样本相对于校准样本目标基因的相对

表达水平，下面我们介绍三种用参照基因进行相对定量的方法：1 ) Livak 法，即众

所周知的 2–∆∆CT 法，2）用参照基因的 ∆CT 法，3 ) Pfaffl 法。每种方法都有优点和

缺点，并且必须满足分析实验结果的前提条件。
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4.2.3.1  2–DDCT (Livak) 方法
进行相对基因表达分析普遍采用操作简便的 2–DDCT 法，条件是目标基因和参照基因扩

增效率都接近 100% 且相互间效率偏差在 5% 以内。使用 2–DDCT 法之前，必须验证目

标基因和参照基因的扩增效率。1.1.3 章节阐述了扩增效率的确定方法。 

一旦确定目标基因和参照基因有相似且接近 100% 的扩增效率，你就可以确定不同样

本中目标基因表达水平的相对差异，步骤如下：

首先，对所有的测试样和校准样本，用内参基因的 CT 值归一目标基因的 CT 值：

DCT(test) = CT(target, test) – CT(ref, test)

DCT(calibrator) = CT(target, calibrator) – CT(ref, calibrator)

其次，用校准样本的 ∆CT 值归一试验样本的 ∆CT 值： 

DDCT = DCT(test) – DCT(calibrator)

最后，计算表达水平比率：

2–DDCT = 表达量的比值

得到的结果是通过参照基因表达水平校准的试验样本中目标基因相对于校准样本的增

加或减少的倍数，用参照基因校准目标基因表达的目的是弥补样本组织量的差异。

如果目标和内参基因的扩增效率不相近，可以优化或重新设计实验，或者可以采用 

4.2.3.3 节中阐述的 Pfaffl 法。另外，如果目标基因和参照基因有同样的扩增效率，

但是扩增效率不等于 2，那么，2–DDCT
  法的公式可以修正为用实际扩增效率值代替

等式中的 2。例如，如果目标基因和参照基因的扩增效率都为 1.95，计算公式为 

1.95–DDCT。
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下边的假定的例子告诉你如何使用 2-DDCT 法来决定一个目标基因（p53）在肿瘤和正

常卵巢组织的表达的相对水平。

例子：正常和肿瘤组织 50ngRNA 得到的 cDNA 用来分析 p53 ( 目标基因 ) 和 GAPDH 

( 参照基因 )。GAPDH 用来作为参照是因为以前的研究表明这个基因在正常和肿瘤组

织中没有差异。

  样品  CT p53 (目标基因)  CT GAPDH (参照基因)

  正常 ( 校准样本 ) 15.0   16.5

  肿瘤 ( 试验样本 ) 12.0   15.9

为了用上面介绍的方法进行相对定量分析，在检测和校准的样品中靶基因的 CT 值和

内参的 CT 值进行归一化：

∆CT (正常) = 15.0 – 16.5 = –1.5

∆CT (肿瘤)= 12.0 – 15.9 = –3.9

然后，试验样本的与校准样本的 ∆CT 值进行归一化

∆∆CT = ∆CT（肿瘤)– ∆CT（正常） 

        = –3.9 – (–1.5) = –2.4

最后，计算表达比率：

2–∆∆CT = 2–(–2.4) = 5.3

因此，肿瘤细胞的 p53 表达水平比正常细胞高 5.3 倍

4.2.3.2 用参照基因的 ∆CT 法
用参照基因的 ∆CT 法是 Livak 法的一种变化形式，它更容易掌握且结果相同，与 3.2.2

章节中得到的 ∆CT 值相比，∆CT 法用每个样本中参照基因与目标基因的 CT 值差异。
虽然这种方法的操作步骤简单，但同样能真实衡量基因表达水平，将参照基因的表达

水平计算在内。结果显示，主要的差异是，校准样本的表达水平不是 1.0。如果用这

个方法得到的表达值除以所选的校准样本的表达值，计算结果与 2-∆∆CT 法的结果正好

相同：

Ratio (reference/target) = 2CT(reference) – CT(target)
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这个方法的数学前提与 2–∆∆CT 法的相同。

例子：正常和肿瘤组织 50ngRNA 得到的 cDNA 用来分析 p53 ( 目标基因 ) 和 GAPDH  

( 参照基因 )。GAPDH 用来作为参照是因为以前的研究表明这个基因在正常和肿瘤组

织中没有差异。

  样品    CT p53 (目标基因) CT GAPDH (参照基因)

  正常 ( 校准样本 )  15.0  16.5

  肿瘤 ( 试验样本 )  12.0  15.9

为了计算相对表达，对每种样品中的 p53 的表达量进行归一化   

  2(CT(GAPDH) – CT(p53)) = 表达

  对于正常细胞， 2(16.5 – 15) = 2.8 

  对于肿瘤细胞， 2(15.9 – 12) = 14.9 

尽管这种方法得到的结果与 2-∆∆CT 法不同，但是快速分析这两个样本的比值能够得到

极其一致的结果。  

  正常组织的表达=正常/正常 = 2.8/2.8 = 1

  肿瘤组织表达=肿瘤/正常= 14.9/2.8 = 5.3

4.2.3.3  Pfaffl 法
当目标基因和参照基因的扩增效率相近时，用 2-∆∆CT 法定量相对基因表达是最合适的

方法，但是如果两个扩增子扩增效率不同，必须选择另一个方法来确定不同样本中目

标基因的相对表达量。用下列公式确定测试样和校准样之间表达比率：

Ratio =
(Etarget)

DCT, target (calibrator – test)

(Eref)
DCT, ref (calibrator – test)
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上述等式中，Etarget 和 Eref 分别是目标基因和参照基因的扩增效率，∆CT target 

(calibrator – test) 是校准样本中目标基因的 CT 减去测试样中目标基因的 CT, ∆CT ref 

(calibrator – test) 是校准样本中参照基因的 CT 减去试验样本中参照基因的 CT。

上述等式的前提：每个基因 ( 目标和参照 ) 在试验样本和校准样本中有相同的扩增效

率，但是目标基因和内参基因之间的扩增效率可以不同。。

2–∆∆CT 法和 Pfaffl 法相关性很大，事实上， 2–∆∆CT 法是 Pfaffl 法的简单的特例：当 

Etarget = Eref = 2 时。如果用 2 代换 Etarget 和 Eref，Pfaffl 法简化如下：

   Ratio =

            =  2–[(CT, target (test) – CT, target (calibrator)] – [(CT, ref (test) – CT, ref (calibrator)]

            =  2–DDCT

2DCT, target (calibrator – test)

2DCT, ref (calibrator – test)
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5. 基因表达分析

荧光定量 PCR 最普遍的应用是研究基因表达情况。在现代生物医学研究的许多领域，
从基础科学研究到药物研究的实际应用，检测基因表达情况都是基本的也是很重要的

工作。很多基因表达研究中，研究者感兴趣的是，待测样品与对照样品相比，基因表

达水平的相对变化情况。例如，一个研究者感兴趣的是，某个特定基因在癌变组织与

正常组织中基因表达的变化情况。在这个部分，我们会给出概括性指导方针和一个基

因表达实验的实例，给大家示范如何利用实时 PCR 进行基因表达分析。 

5.1 实验设计 

接下来的部分是一个用 TaqMan 探针进行多重 PCR 扩增分析基因表达差异的实例。在

这个例子中，我们感兴趣的是聚胺生物合成途径中三个基因在两个不同样本中的相对

表达情况。这三个基因分别是鸟氨酸脱羧酶 (ODC)、抗 ODC 酶  (OAZ) 和抗 ODC 酶抑

制剂 (AZI)。两个样本是样本 A 和样本 B。考虑到可能存在的加样误差和所使用的 RNA

的定量误差，起始 cDNA 的使用量在不同的定量 PCR 反应体系中会有所不同。在这

个例子中，选择参照基因 ß-actin 的表达作为标准，均一化处理不同 cDNA，检测 

ODC、OAZ 和 AZI 在两个不同样本中相对表达水平。实验步骤如下：

1. 从样本 A 和样本 B 中分离 RNA。

2. 将 RNA 反转录成 cDNA。 

3. 用多重 qPCR 法检测每个 cDNA 样本中三个目的基因 (ODC、OAZ 和 AZI) 和参照基

因 (ß-actin) 的量。

4. 分析数据，并计算出每个目的基因在两个样本中的相对表达情况。
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该实验是典型的 RT-qPCR 实验流程。见图 5.1。在接下来的部分，我们会仔细介绍这

个流程中的每个步骤需要实际注意的事项。 

5.2 RNA 分离

5.2.1 样品收集 

为了很好的检测基因表达情况，样品应该尽可能的保持均一。如果你的样品组织包含

许多不同的细胞类型，检测目的基因的表达会变得困难。如果你想得到均一的样本，
要用可以分离特定细胞的许多种方法中的一种来操作。这些方法包括组织解剖、穿刺

活组织切片检查 ( needle biopsies ) 和激光捕获微解剖 ( laser capture microdissection )。
然后，从收集到的细胞中获得 RNA 样品。

图 5.1 基因表达分析实验流程

RNA isolation

Reverse transcription (RT)

qPCR assay development

qPCR experiment

Data analysis
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5.2.2 RNA 提取

大多数的 RT-qPCR 都能使用总 RNA 和 poly(A+) RNA 的任意一种。在操作 RNA 时一

个很重要的问题就是要避免你的溶液、耗材和实验器具出现 RNA 酶污染。要使用的无 

RNA 酶的溶液可以从公司购买。或者，用 DEPC 处理后再高压灭菌。使实验器具上存

在的 RNA 酶失活有两种方法，一是用 DEPC 处理，二是 250ºC 烘烤器具 3 小时。无 

RNA 酶的耗材也可以从许多商业公司购买到。

制备得到的 RNA 样品要用 DNA 酶处理一下，来消除可能被扩增的基因组 DNA。如果

基因组 DNA 被扩增，mRNA 的拷贝数就会被高估。但是，由于刚开始使用的样品数

量是有限制的，我们不推荐使用 DNA 酶处理样品，因为额外的操作会损失 RNA。可

以通过设计转录特定的引物来消除基因组 DNA 扩增带来的影响，比如，引物本身或

其扩增产物跨外显子。

5.2.3 检测核酸的质量和数量 © 

核酸数量的正确是基因表达分析所必需的，特别是要用总 RNA 的量来对目的基因表达

进行标准化时。一般来说，RNA 的浓度和纯度可以用 260 nm 和 280 nm 紫外吸收的比

值来检测。总的来讲，这种方法的灵敏度较低，特别是对相对较稀的样品，它不能正

确指示 RNA 的质量。为了很好的检测样品的质量和数量，我们推荐使用 Experion™ 全

自动电泳系统。( 见产品指南 ) 高质量和低质量总 RNA 样品的全自动电泳图见图 5.2。

图 5.2 使用 Experion 全自动电泳系统检测的 RNA 质量

A：高质量的总 RNA 样品，显示出 18S 和 28S 两个明显的峰；B：低质量的总 RNA 样品，仅观

察到小的降解片段

A B
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5.3 cDNA 模板的制备 ( 反转录 )

用 RT-qPCR 定量基因表达有两种方法：“两步法” RT-qPCR 和“一步法” RT-qPCR。两

种情况下，RNA 都要反转录生成 cDNA，用 cDNA 作为定量 PCR 扩增的模板。“一步”
和“两步”指的是反转录和定量 PCR 是在同一个或分开的反应管中进行。两步法中，首

先，RNA 用反转录酶生成 cDNA。取一部分 cDNA 作为模板再进行多个 qPCR 反应。
一步法中，反转录和 qPCR 在同一个反应管中进行。

两步法 RT-qPCR 法中，反转录这一步骤可以使用 oligo(dT) 引物、随机引物、这两者

的组合或基因特异的引物。一步法 RT-PCR 必须使用基因特异的引物，还需要用一个

有内在 RT 活性的 DNA 聚合酶̶Thermus thermophilus (Tth) 聚合酶，或者使用包括反

转录酶和耐热的 DNA 聚合酶的双酶系统。由于 Tth DNA 聚合酶来源于一个耐热的细

菌，因而它能在很高的温度下 ( >60ºC ) 进行反转录反应，这样可以将高 GC 含量

mRNA 的二级结构减到最少。

基因表达的正确分析需要反转录有好的可重复性。反转录反应的好坏取决于所使用的

反转录酶的灵敏度、动力学范围和特异性。来源于 MMLV 和 AMV 反转录酶是使用最

广泛的酶。若需要长的或全长的 cDNA 转录本，MMLV 反转录酶和它的衍生物要好于 

AMV 反转录酶，因为 MMLV 反转录酶有更低的 RNase H 活性。然而，还有一种情况

存在，为了在 PCR 反应中有效的扩增某些模板和那些含量很低的模板，有时候用 

RNase H– 反转录酶进行的反转录反应需要后续的 RNase H 处理。
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如上所述，两步法 RT-qPCR 中，反转录这一步骤可以使用 oligo(dT) 引物、随机引

物、这两者的组合或基因特异的引物。引物的选择会影响你对目的基因的定量。使用

基因特异的引物比使用 oligo(dT) 或随机引物有更低的背景。如果你选择 oligo(dT) 引物

进行反转录，你应该将 PCR 引物设计在靠近转录物的 3' 端，避免 mRNA 缩短造成的

灵敏度下降；这一点对长一些的转录物尤其重要。如果使用的转录物或物种其 poly(A) 

尾较短或者缺少 poly(A) ，你在转录反应中就不能使用 oligo(dT) 引物。在 5’ 核酸酶分

析实验中， 我们发现使用 oligo(dT) 生成的 cDNA 表现非常好，但是，随机引物生成的 

cDNA 表现同样好，并且对大多数序列来说还要稍好一些，对有些序列来讲要好很

多。我们发现，对于大多数的 PCR 反应，使用 iScript™ 和 iScript 选择 cDNA 合成试

剂盒能得到最好的反应效果。这个试剂盒用的是 MMLV 反转录酶（见产品指南）。

   

5.4 qPCR 实验方法选择 

基因表达分析可以使用许多种不同的化学方法，可能是单重分析也可能是多重分析。
你的实验设计既要考虑实际应用因素也要考虑到科学研究的因素。当你选择是用单重

分析还是多重分析时，有一些因素要考虑，详情见 2.2.1 部分。对于单重分析，在

2.2.2 部分中列出的所有化学方法都可以用。对于多重分析，必须使用基于荧光标记的

引物或探针化学方法，如在 2.2.2.2 部分中列出的那些。dsDNA 结合染料不能用于多

重分析。 

关于怎样设计和优化单一和多重 TaqMan 分析，已经在 2.4 部分和第 3 部分详细讨论

过；有关实验方法选择和优化这一步骤的详情请参考以上部分。需要指出的是，基因

表达分析实验中，设计的引物应该跨越剪切点，以避免扩增出基因组 DNA。
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5.5 应用举例

为了检测三个目的基因 ODC、OAZ 和 AZI 以及参照基因β-actin 在样品 A 和 B 中的

表达情况，用多重的两步 RT-qPCR 分析四个基因的表达情况。

5.5.1 多重分析的反应组分 

在 50 µl 反应体系中包括以下组分：

  用100 ng 总 RNA 进行反转录，取全部反应体系的 1/10

  300 nM 引物

  200 nM 探针 

  200 µM dNTP

  5 mM MgCl2 

  3.75 U iTaq™ DNA 聚合酶 

5.5.2 循环条件

循环条件如下： 

 循环 1 1 个循环 95°C  3 分钟

 循环 2 40 个循环

  步骤 1    95°C  10 秒

  步骤 2    59°C  60 秒 (采集信号)
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5.6 基因表达数据分析

三个目的基因 ODC、OAZ 和 AZI 以及参照基因 ß-actin 的相对表达用 4.2.3.1 部分中

提到的 2-∆∆CT ( Livak ) 法进行分析。结果见表 5.1。这四个基因的扩增效率是一致的，
都是 >99.5%。因为四个基因在一个反应管中进行，ß-actin 和三个目的基因的每一个

可以看作是配对的数据点；因此，可以计算出每一个重复中参照基因和目的基因的

∆∆CT，然后得出三个重复的平均数。再用每个目的基因在两个组织样品中的平均

∆∆CT 计算 ∆∆CT。接下来，用 ∆∆CT 计算这三个目的基因在两个样品间的倍数差异。
相对于样品 A，ODC、AZI 和 OAZ 在样品 B 中的表达水平分别提高了 7.0－8.0 倍、
2.8－3.7 倍和 3.0－3.5 倍。

表 5.1 相对于样品 A，ODC、OAZ 和 AZI 在样品 B 中的相对定量 
   CT Values

样品 ß-Actin ODC AZI OAZ 

A        Replicate 1 20.3 27.9 25.8 24.0
        Replicate 2 20.2 28.0 25.9 24.2
        Replicate 3 20.3 27.9 26.0 24.0

平均值 DCT  7.6 ± 0.1 5.6 ± 0.1 3.8 ± 0.1

B        Replicate 1 20.8 25.5 24.9 22.9
        Replicate 2 20.8 25.4 24.7 23.0
        Replicate 3 20.9 25.6 24.6 22.9

平均值 DCT  4.7 ± 0.1 3.9 ± 0.2 2.1 ± 0.1

样品 B DCT – 样品 A DCT –2.9 ± 0.1 –1.7 ± 0.2 –1.7 ± 0.1

表达量差异 (2–DDCT)  7.0–8.0 2.8–3.7 3.0–3.5
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6. 基因型/等位基因分析

单核苷酸多态性 (SNPs) 是由 DNA 序列中同一个位置上的碱基对的常见替换造成的个

体 DNA 序列差异。通常，对人类而言，如果一个基因在同一个位置上具有多个等位基

因且在人群中出现几率大于 1%，这个基因的多个等位基因被认为具有 DNA 多态性。
DNA 序列的变化影响很多生物功能，比如个体对疾病的感染几率，及其对药物治疗的

反应。在研究受多个基因控制的复杂疾病的过程中，SNPs 分析有助于判断各个基因

的具体功能。

因此人类基因突变及其所引起的疾病和 SNPs 的研究需要不断设计和优化用于识别 DNA 

变异的分子工具。SNP 检测及基因型、等位基因分析可以通过等位基因特异性 PCR 

( Allele-specific PCR )，等位基因特异性引物延伸 ( Allele-specific primer extension )，
多聚核苷酸连接实验 ( oligonucleotide ligation assay ) 和单链构像多态性分析 ( single-

strand conformational polymorphism (SSCP) analysis ) 实现。最近基于荧光定量 PCR

的 SNP 基因型分析方法正在各大研究和诊断实验室中逐渐普及。与传统基因型分析方

法相比，荧光定量 PCR 技术具有高效率，低交叉污染和低劳动量等多方面的优势。  

本章我们将介绍利用 TaqMan 探针进行荧光定量 PCR 等位基因分析的方法，其中包

括一个利用本方法鉴定高加索地区人群的脑静脉血栓的两个风险因子的案例。这个方

法可以很容易的改进和应用到其他各种 SNPs 的检测。
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6.1 实验设计

根据实验使用的探针化学方法不同，如 TaqMan 探针或分子信标，荧光定量 PCR 法基

因型分析和 SNP 检测可以有多种实验方案 ( 见 2.2.2.2 )。以下我们将介绍 TaqMan 探

针识别等位基团的机理，并提供使用TaqMan探针法进行等位基团识别时实验设计中的

各项注意事项。

TaqMan 探针是如何识别碱基变化的呢？TaqMan 探针是一对具有特异荧光标记的寡核

苷酸探针。其中一种荧光基团被用来标记野生型，另一种荧光基团则标记突变型。每

种探针带有 5' 端特异荧光基团和3' 端荧光淬灭基团 ( 见 2.4.1 荧光报告基团和淬灭基

团选择部分 )。如图 6.1，PCR 反应中只有与 DNA 模板的碱基匹配的 TaqMan 探针可

以与扩增片段杂交，此时 DNA 聚合酶的 5' 外切酶功能将探针的 5' 端荧光报告基团切

除，使其与荧光淬灭基团分离，从而发出特定波长的荧光信号。同时未杂交的探针，
其荧光报告基团无法被切除，因此仍然被 3' 端的荧光淬灭基团所淬灭，无法发射任何

荧光信号。因此，根据所检测到的荧光信号，可以判断模板 DNA 的基团型。一次实验

所检测的碱基变化的数量取决于实验的设计和您的荧光定量 PCR 仪器所支持的荧光基

团检测种类。iGycler iQ® Chromo™ 和 iQ™5 系统可以同时检测最多 4 种不同荧光标

记，因此可以用于检测 4 种不同碱基变化。
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图 6.1. 用 TaqMan 方法进行等位基因分析的原理。 
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前面已经提到过，荧光定量 PCR 法检测基因型和等位基因可有多种不同实验设计。当

待检测的 SNP 是一段碱基序列中同一个位置上的 2 或 4 种碱基变化，您只需要设计

一对引物来扩增一段片段，及相应的 2 或 4 种特异荧光标记的探针 ( 每种探针标记有

一特异荧光基团 )。当待检测的 SNP 是一段碱基序列中多个不同位置上出现的碱基变

化，您需要设计多对引物来扩增多个不同片段，再设计两种带有不同荧光标记的特异

探针用于 PCR 扩增，同时检测每一个扩增片段中的碱基变化。  

下面将介绍一个使用 TaqMan 探针的多色多重荧光定量 PCR 扩增实验，同时检测两种

常见的高加索地区脑静脉血栓风险因子 ( FVL 和 PT，G/A 变异 )。这里同一次 PCR 扩

增反应包括：1 ) 两对引物用于同时扩增两段扩增片段，分别位于凝血因子 V 基因 ( 包

含 FVL G1691A 变异 ) 和凝血因子 ∏ 基因 ( 包含 PT G20210A 变异 )，2 ) 两对具有特

异碱基的荧光标记探针，每对探针分别识别野生型和突变型序列。

6.2 使用 TaqMan 方法设计引物和探针

等位基因分析实验中的引物和探针设计方法和 2.4.1 中介绍的引物设计方法有些不

同。这里我们使用 Oligo 6 软件 ( Molecular Biology Insights, Inc., Cascade, CO, US ) 

设计等位基因分析实验中的引物，方法与 2.4.1 中介绍的方法大体相同 ( 避免引物自

身结合，避免发夹结构产生，避免引物二聚体等 )，但是引物的Tm最好选在 55ºC 左

右。引物被用来进行多重 PCR 反应，因此具有相似的Tm值，并且引物间或引物和探

针间均不互补，见 3.1 )。我们设计了两对引物，同时扩增凝血因子V基因中的一段

97bp 序列片段，和凝血因子Ⅱ基因中的一段 111bp 序列片段，每段扩增片段包含带

检测碱基变异位点 ( FVL 和 PT G/A 变异 )。凝血因子 V 引物对为：正向：5’-TCT GAA 

AGG TTA CTT CAA GGA C-3’ 和反向 5’-ATC GCC TCT GGG CTA ATA- 3’，凝血因子

Ⅱ引物对为：正向：5’-TTG TGT TTC TAA AAC TAT GGT TCC-3’, 反向：5’-AGT AGT 

ATT ACT GGC TCT TCC T-3'。
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对等位基因分析来说，特异性 TaqMan 探针的设计使其与目标扩增片段高特异性结

合，而有错配碱基的探针无法与目标基因结合。我们建议探针最好要比较短 ( Tm 在

55ºC 左右 )，而多态性点位于探针的中间。请注意这些设计方针不同于 Livak ( 1999 )

和 2.4.1中提到过的方法 ( 探针 Tm 在 65 到 67ºC 之间，长度在 23 到 26 碱基之间；
引物 Tm 在 58 到 60ºC 之间 )。虽然长度在 23 ~ 26 碱基之间的探针在定量实验中效

果较好，我们仍然建议使用较短的 TaqMan 探针用于等位基因分析。 

这里，我们设计的探针大约 17 到 19 个碱基，Tm = 55 ± 1.5 ºC，与跨越 FVL 和 PT

基因的 G/A 碱基变异位点的基因序列互补，且该变异位点位于探针的中间。用于识别

凝血因子 V 野生型和 FVL 突变型的探针分别为 5’-[FAM]-TGG ACA GGC GAG GAA 

TAC-BHQ1-3’ ( 凝血因子V野生型 )，5’-[TET]-TGG ACA GGC AAG GAA TAC A-BHQ1-

3’ ( FVL G20210A 突变型 )。用于识别 PT 野生型和 G20210A 变异型的探针分别为

5’-[TAMRA]-CTC TCA GCG AGC CTC AA-BHQ2-3’ ( PT 野生型 )，5’-[Texas Red]-ACT 

CTC AGC AAG CCT CAA-BHQ2-3’ ( PT G20210A 突变型 )。

6.3 DNA 提取和样品处理

SNP 检测和基因型分析中，通常是使用从全血样品、细胞系或机体组织 ( 肿瘤变异检

测 ) 中提取的人类基因组 DNA。我们使用了 AquaPure™ genomic DNA blood kit 或者

InstaGene™ matrix ( 见产品介绍 ) 提取基因组 DNA 模板。大分子量的长链基因组 DNA

的变性需要以下操作：1 ) 使用限制性内切酶切断长链，但是注意不要切断目标扩增片

段；和/或 2 ) 将 DNA 样品在沸水中加热 10 分钟，立即在冰上降温。   
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本例中，52 个个体的全血样品被用于提取基因组 DNA 模板。这 52 个样本 FVL 和 

PT 基因型已经通过 PCR-RFLP 提前确定。DNA 的浓度和纯度通过分光光度计  

( OD260/OD280 ) 或者核酸染料结合实验 ( Hoechst 或者 PicoGreen 结合双链 DNA ) 

或者荧光光度计 ( 如 VersaFluor™ 荧光光度计 ) 来检测。每一个多色多重扩增反应需

要大约 10ngDNA。

 

6.4 TaqMan 探针实验的反应组分

虽然我们在 PCR 反应中混合了单独的反应物成分 ( 包括缓冲液，DNA 聚合酶，
dNTPs，您也可以使用预混的反应液，如 iQ™ 超混合液。每个反应包括：1 ) 2 对扩增

引物，以扩增凝血因子 V 和 PT 基因，2 ) 两对特异性荧光标记的等位基因分型探针，
各用于检测每个基因的野生型和 G/A 突变型。反应组分和最终浓度如下：

  10 ng DNA 模板 

  400 nM 每种引物

  400 nM 每种探针 

  200 µM  dNTP 

  3 mM MgCl2 

  20 mM Tris-HCl, pH 8.4

  50 mM KCl

  2.25 U iTaq™ DNA 聚合酶

  加无菌无核酸酶水到终体积 25.0 µl

我们建议您准备比实际需要用量多的 PCR 反应液，以防止在分装过程中的加样误差。

同时我们建议对实验对照至少检测三个重复样品，包括野生型，突变型和无模板对照。  



59© Bio-Rad Laboratories, Inc.  Real-Time PCR Applications Guide

基因型/等位基因分析
实验优化

6.5 实验优化 

我们使用 iCycler iQ® 系统的温度梯度功能优化多种引物和探针的 PCR 反应的最佳退

火温度。我们使用了 55 到 70 ºC 间的 8 个温度扩增两个不同凝血因子的野生型和突

变型和一个无模板对照，发现在 58ºC 退火和延伸 45 秒能够最好的识别碱基的不同    

( 数据未显示 )。  

     

6.6 Taqman 探针实验的循环条件

使用 iCycler iQ 系统共同扩增 FVL 和 PT 的扩增循环程序如下。在 58ºC 退火和延伸步

骤中读取荧光信号。

  

 循环 1  重复 1 次  95°C  3.5 分钟

 循环 2  重复 50 次

  步骤 1    95°C  10 秒

  步骤 2    58°C  45 秒 (采集信号)

6.7 等位基因分析的数据处理

6.7.1 等位基因分析的结果验证 

我们分析了具有野生型或者 FVL 和/或 PT G20210A 基因突变型的个体 DNA 样品，图

6.2 – 6.7 显示了 6 种可能结果。一个野生型个体 ( 图 6.2 ) 显示两个野生型探针的荧光

信号，但没有任何相应突变型信号。当一个纯合子个体具有两种碱基突变中任何一种

时 ( 图 6.3 和 6.4 )，一个基因的野生型 ( 而不是突变型 ) 和另一个基因的突变型 ( 而不

是野生型 ) 的探针信号被检测到。当一个个体是其中一个基因的杂合体时，此基因的

野生型和突变型探针信号同时被检测到 ( 图 6.5 和 6.6 )。而在两种基因都是杂合体的

双杂合个体样品中，所有的探针信号均被检测到 ( 图 6.7 )。
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图 6.2. 野生型

FVL 野生型探针/FAM

PT G20120A  野生型探针/TAM RA
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FVL 突变型探针/TET

PT G20210A 突变型探针/Texas Red
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图 6.3. FVL 突变型纯合体

FVL 野生型探针/FAM

PT G20120A 野生型探针/TAMRA
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FVL 突变型探针/TET

PT G20210A 突变型探针/Texas Red
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图 6.4. PT G20210A 突变型 

FVL 野生型探针/FAM

PT G20120A 野生型探针/TAM RA



65© Bio-Rad Laboratories, Inc.  Real-Time PCR Applications Guide

基因型/等位基因分析
等位基因分析的数据处理

FVL 突变型探针/TET

PT G20210A 突变型探针/Texas Red 
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图 6.5. FVL G1691A 杂合体

FVL 野生型探针/FAM

PT G20120A 野生型探针/TAM RA
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FVL 突变型探针/TET

PT G20210A 突变型探针/Texas Red
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图 6.6. PT G20210A 杂合体

FVL 野生型探针/FAM

PT G20120A 野生型探针/TAMRA
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FVL 突变型探针/TET

PT G20210A 突变型探针/Texas Red
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图 6.7. FVL 和 PT G20210A 双杂合体

FVL 野生型探针/FAM

PT G20120A 野生型探针/TAMRA
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FVL 突变型探针/TET

PT G20210A 突变型探针/Texas Red
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为了检测这个 4 色实验的可重复性，我们使用了 6 个已知基因型的 DNA 样品 ( WT，
FVL 纯合体，PT G20210A 纯合体，FVL 杂合体，PT G20210A 杂合体，和 FVL、PT 

G20210A 双杂合体 ) 和一个无模板对照，通过5次单独的重复实验，每次实验均得到

持续准确无争议的结果。

6.7.2 基因型识别  

通过分析各碱基特异性探针的扩增曲线或者使用荧光定量 PCR 仪器分析软件 ( 包括

iCycler iQ、DNA EngineOpticon® 2、Chromo4 和 iQ5 ) 中的等位基因分析功能，样品

的基因型能够得到识别。当 PCR 扩增完成后，iCycler iQ、iQ5 和 Opticon Monitor™ 软

件使用特定算法根据指定的野生型和突变型纯合子对照样品的数据来确定待测样本的

基因型。这些软件可以计算最终相对荧光值 ( RFU ) 或者 CT 值，并利用这些数据绘制

散点图。 

在以上介绍的多色多重扩增案例中，基因型的识别使用了 iCycler iQ 软件的 RFU 模

式，分析结果在两个不同的图中显示。图 6.8 显示了凝血因子 V 的基因型识别，图中

各点落入四个不同点群。点群 1 的样品的 FAM 荧光信号 ( x 坐标 ) 在 1,050- 

1,700RFU，为具有野生型的样品。点群 2 的样品的 TET 荧光信号 ( y 坐标 ) 在1,000- 

1,6000RFU，为具有 FVL 纯合突变型的样品。点群 3 的 FAM 和 TET 荧光信号均在

图 6.8. 基于多种 TaqMan 反应的凝血因子 V 基因识别图。
图中显示 FAM ( 野生型 ) vs. TET  ( 突变型 ) 荧光强度值。
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图 6.9. 基于多种 TaqMan 反应的 PT 基因识别图。
图中显示 TAMRA ( 野生型 ) vs. Texas Red  ( 突变型 ) 荧光强度值。

300 到 1,100RFU 之间，为 FVL 杂合体样品。点群 4 的样品的两种荧光信号基本都无

法检测到，因此这些样品为无模板对照。同理，图 6.9 显示了 PT 基因的各基因型的

四个不同点群。因此这个多重四色反应的基因型识别结果与 RFLP 方法基因型识别实

验的结果相符 ( 结果未显示 )。
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7. 转基因生物 ( GMO ) 检测

GMOs 是指用基因工程技术或者其他现代生物技术改变基因组构成的生物。目前有许

多作物通过遗传改良来获得诸如抗除草剂、抗病、抗虫等性状，常见的有大豆、玉米

及棉花。随着反对转基因食品商品化的浪潮，对食物中转基因成分 ( GMO ) 进行准确

可靠的检测就显得越来越重要。

目前，常见的 GMO 检测方法主要分为 2 类，一种是基于 DNA 的 PCR 检测方法，一

种是基于蛋白质的酶联免疫吸附试验 ( ELISAs )。尽管 ELISAs 方法更加便宜及快捷，
但是在实际检测工作中， DNA 检测法得到了更为广泛使用。这主要是因为 PCR 技术

除了具有高灵敏度、高特异性及高可靠性等突出的优点以外，还可以选择对转基因成

分进行定性或者定量检测。比如荧光定量 PCR 技术就可以准确的检测出食品中某一种

转基因成分的含量。

以抗除草剂的大豆为例。大多数抗除草剂性状的获得都是通过抗草甘膦修饰完成的。
草甘膦是EPSPS的竞争抑制物，而 EPSPS 是植物合成芳香族氨基酸所必需的酶。为

了获得草甘膦抗性，植物被转化了一种耐受草甘膦的 epsps 基因，这个基因来自土壤

细菌农杆菌的 CP4 菌株。 cp4-epsps 基因在植物中表达，产生抗草甘膦性状，这样

草甘膦就可以在种植有基因改良作物 ( 例如：Roundup Ready 公司的大豆 ) 的农田中

施用。  

Roundup Ready 大豆中 cp4-epsps 基因是由35s启动子启动表达，目前大部分转基因

作物载体构建经常会使用来自花椰菜花叶病毒 (CaMV) 的 35s 启动子，所以 CaMV-

35s 启动子可以作为转基因成分定量检测的有效手段。

在这个章节中， 我们提供一个标准的荧光定量 PCR 的方法来检测和定量抗除草剂的

基因改良大豆。这个程序仅需要较少的起始样本就可以同时检测多个样本，既可以分

析原料又可以对加工食品进行检测，此外还可以用于检测其他转基因作物，比如玉

米、水稻和花生等。 
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7.1 实验设计

目前，有两种 qPCR 方法可以进行食品中转基因大豆成分的检测及定量 ( 详见定量

PCR 化学方法 2.2.2 ，SYBR Green I 荧光染料及TaqMan探针及单重 PCR 扩增及多重

PCR 扩增注意事项 2.2.1 )。第一个方案是利用 SYBR Green I 染料进行单色分析 ( 单

重 PCR 反应 )，即同时在两个反应中分别扩增 GMO 特异序列 ( 除草剂抗性相关的靶

基因 ) 和内源参照基因豆凝集素 ( lectin )。第二个方案是利用2种不同荧光素标记的

Taqman 探针在一个反应体系中同时扩增 2 个靶基因，进行双色检测分析：一个探针

检测 GMO 特异的启动子 ( 35s 启动子），一个探针检测内源参照基因大豆凝集素 

( lectin )。这两种方案均是用特异性引物扩增大豆凝集素 ( lectin ) 基因的一段序列作为

参照，来校正每一样本中大豆 DNA 的含量。随后利用一系列标准品生成标准曲线确

定样本中转基因大豆的含量。

7.2 DNA 提取及样品制备

通过比例混合非转基因大豆粉末与 Roundup Ready 大豆粉末得到含有 0%-5% 定量标

准品 ( Sigma )。从超级市场买来的下列食品用来作为测试样品：大豆饼、豆制甜点和

两个不同品牌的大豆粉。

干燥的样品、定量标准样品和大豆粉可直接用于 DNA 的提取；豆饼和甜点用研钵捣

碎成均一的糊状，用于 DNA 提取  

如定量 PCR 分析 7.3 及 7.4 所述，DNeasy Plant Mini Kit ( Qiagen ) 用来分离定量标准

品和食物样品的 DNA；按照试剂盒的指南来抽提不同样品的 DNA；通过分光光度法

来确定 DNA 的浓度；通过1%的琼脂糖凝胶电泳来进行质量检验。平均而言，我们可

从每个 55–100 mg 的样品中获得 1-2 µg 的 DNA 。
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7.3 利用 SYBR Green I 方法对转基因大豆进
行定量 PCR 分析

从食品及标准品中提取纯化 DNA 之后 ( 详见 7.2 )，利用 SYBR Green I 方法进行单重

qPCR 分析，确定大豆加工食品中抗除草剂转基因大豆的含量。本实验分别检测转基

因大豆的特异序列 ( cp4-epsps 基因 ) 及在转基因及非转基因大豆中均表达的大豆内源

基因 lectin，确定转基因成分的含量。因为 SYBR Green I 染料可以和任何的双链 DNA

结合，不能区分特异序列 ( 转基因大豆的 cp4-epsps 基因 ) 及大豆内源参照基因

lectin，因而必须平行的在不同的反应管中进行靶基因的单一 PCR 扩增。通过比较 

lectin 基因和 epsps 基因的系列浓度梯度反应的 CT 值，做出标准曲线；通过标准曲线

可以检测食品中少至 0.5%(w/w) 的 GMO 含量。

7.3.1 PCR 反应成分 

扩增转基因大豆特异序列 ( cp4-epsps 的扩增片段长度为 356bp )，其正向引物为：
5'-TGG CGC CCA AAG CTT GCA TGG C-3'，反向引物为：5'-CCC CAA GTT CCT 

AAA TCT TCA AGT-3'。大豆凝集素基因 lectin ( 在转基因及非转基因大豆中均表达 ) 扩

增片段长度为 318bp ，其正向引物为：5'-GAC GCT ATT GTG ACC TCC TC-3'，反向

引物为：5'-GAA AGT GTC AAG CTT AAC AGC GAC G-3'。

此外，对于 SYBR Green I qPCR 扩增来说，我们可以单独加入每个反应组分 ( 如随后

实验 )，也可以使用预混的 PCR 反应液，比如伯乐公司的产品 iQ™ SYBR® Green 超混

合液。荧光定量 PCR 反应组分及浓度如下。

  100 ng/µl DNA

  250 nM of 引物

  200 µM dNTPs 

  2 mM MgCl2
  1x 无 Mg2+ 缓冲液 

  0.5x SYBR Green I 

  0.02 U/µl DyNAzyme II DNA 聚合梅 (Finnzymes)

  无菌、无核酸酶的水，加至 20 µl 
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7.3.2 PCR 循环条件

在荧光定量 PCR 仪 Opticon 2 上平行扩增转基因大豆的特异序列 ( cp4-epsps 基因 ) 

及在大豆内源基因lectin，程序如下：

  1.   94°C, 3 min

  2.   94°C, 10 sec

  3.   60°C, 15 sec

  4.   72°C, 20 sec

  5.   86°C, 2 sec

  6.   Plate read

  7.   Go to step 2, 39 more times

  8.   72°C, 10 min

  9.   Melt-curve analysis: 65°C to 98°C, 0.2°C/read, 1 sec hold

  10. 72°C, 10 min

  结束

7.3.3 数据分析   

利用 SYBR Green I 染料做定量分析，我们需要利用熔点曲线确定每个靶基因为特异扩

增（不能有非特异片段的扩增），即在熔点曲线上每个扩增产物为一个特异的峰 

( 数据没有显示 )。详情请参考 2.2.2.1如何用熔点曲线来评估反应特异性。 

通过以下 3 个步骤分析食品中转基因大豆的含量： 

所有大豆成分对 GMO 含量进行均一化处理，产生 ∆CT，2 ) 利用标准品得到一条标准

曲线 ( %GMO 的 log 浓度对 ∆CT )，3 ) 利用标准曲线，通过 ∆CT 均一化所有样本，确

定食品样本中转基因大豆的成分。  

1、通过计算 ∆∆CT 均一化处理样本中的转基因大豆含量。对每一个标准和样品，分别

用 GMO 特异序列 epsps 扩增产物的 CT 值减去内源参照基因 lecti 扩增产物的 CT 值

产生一个 ∆CT 值。对于那些没有扩增出 epsps 的标准品和样品，∆CT 用 ND 标记。

DCT = CT(GMO epsps) – CT(lectin)

这个 ∆CT 值的使用是建立在假定两对引物有相同的扩增效率并且相互独立扩增的基础

上的。
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2、利用标准品产生标准曲线：设定 %GMO 的 log 浓度为 Y 轴，标准品的 △CT 值为 

X 轴，得到一条标准曲线 ( 见图 7.1，标准品浓度为 GMO 含量 0–5% )。为了从标

准曲线中知道待测食品 GMO 的百分含量，我们使用了 Excel 电子表格的添加“趋
势线”功能，并且利用相关系数的 R2 确定数据线性关系的好坏。

表 7.1. 计算 ∆CT = CT(epsps) – CT(lectin)

样品或标准品 CT(epsps) CT(lectin) ∆CT

0.0% GMO standard ND 19.68 ND 
0.1% GMO standard ND 19.78 ND 
0.5% GMO standard 26.85 19.58 7.27
1.0% GMO standard 25.62 19.52 6.10
2.0% GMO standard 24.56 19.70 4.86
5.0% GMO standard 22.94 19.48 3.46
 Soy dessert 22.78 19.27 3.51
 Soy flour ND 18.13 ND
 Soy burger 22.32 19.91 2.41

图. 7.1 利用标准样品 ∆CT 及 GMO% 生成标准曲线图 ， R2 = 0.999
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3、为了从标准曲线中知道待测食品 GMO 的百分含量，我们使用了 Excel 电子表格的

添加“趋势线”功能。在该功能中，下列值对标准品是特定的：log%GMO ( 已知的 y

值 )，∆CT 值 ( 已知的 x ) 和样品的 ∆CT 值。通过公式计算出待测样品 

log%GMO，就可以通过10(log%GMO) 计算出样品中 %GMO。

7.4 利用 TaqMan 探针对转基因大豆进行多重

qPCR 分析

从食品及标准品中提取纯化 DNA 之后 ( 详见 7.2 )，本节主要是利用 TaqMan 探针进行

多重定量 PCR 扩增，分析大豆类食品中抗草甘膦大豆 ( 如转基因大豆 ) 的成分。本实

验分别检测转基因大豆的特异序列 ( CaMV 35S 启动子 ) 及内源基因 lectin ( 在转基因

及非转基因大豆中均表达 )，确定样本转基因成分的含量。因为 Taqman 探针具有序列

特异性的特点，可以在一个反应管中同时扩增多个反应。本实验 CaMV 35S 启动子特

异探针用 FAM 标记，而大豆内源参照基因 Lectin 特异探针用 VIC 标记通过比较 lectin

基因和 CaMV 35S 基因的系列浓度梯度反应的 CT 值，做出标准曲线；通过标准曲线

可以检测食品中少至 0.5%(w/w) 的 GMO 含量。

 

表 2  7.2. 不同样品中转基因大豆的含量

样品 ∆CT %GMO

Soy dessert 2.1 4.40
Soy flour* ND 0–0.5
Soy burger* 0.7 >5

* 表示样品的浓度超过标准品浓度范围
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7.4.1 PCR 反应成分

利用 TaqMan 探针进行转基因大豆多重 qPCR 分析的反应成分如下。转基因大豆 35S

检测试剂盒由 Applied Biosystems 公司提供，分别包括缓冲液、DNA 聚合酶、
dNTPS，引物及探针。在一个反应管中同时扩增 2 个基因，一个是由 FAM 标记探针

检测的 GMO 特异序列 CaMV 35S 启动子，一个由 VIC 标记检测大豆内源参照基因

Lectin。 

  2.0 µl DNA

  17.5 µl GMO kit mix (Applied Biosystems)

  0.5 µl AmpliTaq Gold (Applied Biosystems)

  20.0 µl 总体积

7.4.2 PCR 循环条件

荧光定量 PCR 仪 Opticon 2 上扩增转基因大豆的特异序列 ( CaMV 35S 启动子 ) 及在

大豆内源基因 lectin，程序如下：

   1.   94°C, 9 min

  2.   96°C, 20 sec

  3.   60°C, 1 min

  4.   72°C, 30 sec

  5.   Plate read

  6.   Go to step 2, 39 more times

  End

7.4.3 数据分析   

参考 7.3.3 所述，通过以下 3 个步骤分析食品中转基因大豆的含量：1 ) 所有大豆成分

对 GMO 含量进行均一化处理，产生 ∆CT 值，2 ) 利用标准品得到一条标准曲线 

( %GMO 的 log 浓度对 ∆CT )，3 ) 利用标准曲线，通过 ∆CT 均一化所有样本，确定食

品样本中转基因大豆的成分。用 TaqMan 探针分析结果如下：

1、通过计算 ∆CT 均一化处理样本中的转基因大豆含量。对于那些没有扩增出 CaMV 

的标准品和样品，∆CT 值用 ND 标记。

∆CT = ∆CT(CaMV) – ∆CT(lectin)
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2、利用标准品产生标准曲线，见图 7.2，标准品浓度为 GMO 含量 0–5% . 

表 3 7.3. 计算 ∆CT, ∆CT = CT(epsps) – CT(lectin)

样品或标准品 CT(CaMV) CT(lectin) ∆CT

0.0% GMO standard  ND 24.40 ND
0.1% GMO standard 35.96 24.30 11.66
0.5% GMO standard 33.19 23.60 9.59
1.0% GMO standard  32.12 23.60 8.52
2.0% GMO standard  31.34 24.00 7.34
5.0% GMO standard 29.76 23.80 5.96
Soy burger 27.22 21.85 5.37
Soy flour ND 20.73 ND

图. 7.2 利用标准样品 ∆CT 及 GMO% 生成标准曲线，见图 。R 2 = 0.996
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3、从标准曲线中推算待测食品 GMO 的百分含量。 

表 4 7.4. 不同样品中转基因大豆的含量

样品 ∆CT %GMO

Soy burger* 4.41 >5
Soy flour* ND 0–0.1

* 表示样品得浓度超过标准品浓度范围
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8.MIQE 指南

Sean Taylor, Michael Wakem, Greg Dijkman, Marwan Alsarraj,  
and Marie Nguyen, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA 94547

实时荧光定量 PCR ( qPCR ) 目前已成为不同样品间进行基因表达水平定量差异比较的

权威性方法。在过去 10 年中，该方法迅速流行，查阅 RT ( 反转录 ) -qPCR 资料，出版

文章超过 25,000 篇，涉及科学的多个领域，包括农业、环境、工业和医学研究。

除了这一技术的应用十分广泛，另一个使该技术迅速发展的主要原因是杂志的编辑审

阅专家组对用 RT-qPCR 方法得到的定量和分子数据来支持表型观察报告的需求不断增

加。而且，基因表达分析也用于支持通过蛋白组检测得到的蛋白表达数据。生物技术

公司为配合这一技术的迅速发展，相继开发出各种可运行 RT-qPCR 实验的相关试剂和

仪器。然而，目前还没有建立严谨的指南，研究者们通常通过不同的信息来源来设计

他们的实验，这使得实验数据的质量参差不齐。

大量的技术缺陷可能会影响 RT-qPCR 数据的质量，包括不适当的实验设计，没有足

够的对照和重复，对实验条件和样品操作技术缺乏适当的定义，低质量 RNA样品，反

转录引物选择不理想，qPCR 反应和数据分析方法的不正确等。为帮助科学家们能产

生一致的，高质量的 qPCR 实验数据，定量 PCR 实验数据发表所必需实验信息最低

限度标准 ( MIQE ) 已在近日出版 ( Bustin et al. 2009 )。之后开发了基于 XML的实时定

量 PCR 数据标注语言建立起的 RDML 协议，使实时定量 PCR 数据得到统一 ( Lefever 

et al. 2009 )。这一协议正积极发展合适和标准化的术语、为生物和生物医药研究者提

供的最小信息指南、灵活及广泛的数据文件架构，这些数据架构可通过各种工具来创

建、处理和验证 RDML 文件。关于 RDML 项目的所有相关信息可在 www.rdml.org/ 中

查到。

MIQE 和  RDML 的最终目标是建立一个清晰的框架，在这个框架中，可对  RT- 

qPCR 实验进行管理，给审稿人和编辑提供指南，使其可以使用已构建的标准对投稿

文章的技术质量进行评价。同样，通过使用该方法所产生的数据对于研究结果更具有

一致性，可比性和可靠性。

因为 mRNA 转录的高动态性和样品操作及下游处理步骤的多变性 ( Garson et al. 2009 )，
RT-qPCR 流程中每一步的标准化对结果的可靠性和重复性至关重要。MIQE 提供了一

个检测列表，该列表包含 85 个参数来确保实验结果的质量，满足了所有杂志的接受

标准 ( Bustin et al.2009 )。

我们将通过这篇文章阐述如何应用 MIQE ( http://medgen.ugent.be/rdm/guidelines.php ) 

指南建立完整的实验方法。
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8.2 RNA 抽提

如果样品不得不在采集后要放置一段时间或者样品数量多，无法立即处理，则在使用

前需要一直把样品保存于合适的条件下 ( 冷冻于-80ºC 和 / 或保存于 RNA 保存液中 )。
为缩短RNA抽提过程中的操作时间，我们建议以 10-20 的小批次来进行样品处理。
RNA 抽提过程应包括 DNase I 处理步骤以便去除基因组 DNA 污染。一些经济方便的

试剂盒，比如 Aurum RNA 抽提试剂盒 ( Bio-Rad Laboratories，Inc. ) 可用于任何样

品，包括植物和动物组织的处理，该试剂盒含有柱上 DNase I 处理步骤。 

8.1  实验设计 

适当的实验设计是所有基因表达研究的关键。因为 mRNA 转录对外在因素敏感，该反

应需要在严格的控制及设定条件下进行。花费一定的时间对实验过程，对照组，样品

类型和重复次数，实验条件和样品操作方法进行设计十分必要，可以减少每次实验结

果可变性 ( 表 1 )。在进行基因表达实验之前，每一个参数都需要进行仔细记录以确保

所发表数据的优良的生物学重现性。

 

实验设计 对照组 重 复 实验条件 样品操作

疾病或处理组 时间长度研究 生物学 生长条件  细胞或组织收 
     (i.e., t = 0) ( 每个孔不同样品 ) ( 培养基和时间或 OD ) 获的精确时间

靶标基因 正常vs.疾病 技术  胚胎发育天数 样品抽提 
    ( i.e.正常 ) ( 每个孔相同样品 )   的方法

内参基因 未处理组vs.        ̶ 药物或复合物 保存方法 
    药物处理组  的单位质量 和时间 
    ( i.e.未处理 )   

        ̶        ̶        ̶ 性别，表型 解冻和均 
    质化过程

        ̶        ̶        ̶ 孵育时间 总 RNA 抽 
    提过程

表 1. qPCR 实验设计及样品处理。该表格总结了一个典型的 RT-qPCR 实验流程，从

实验设计到对照组，重复数及实验条件到样品操作的细节进行设定。这些设定是确保 

qPCR 数据产生过程中的关键步骤能产生高质量，高重复和可发表的 RT-qPCR 数据。
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8.3 RNA 质量控制 

在 RT-qPCR 实验流程中使用高纯度 ( 无污染 ) 和高完整性 ( 无降解 ) 的 RNA 是最关

键的因素之一。不纯的 RNA 样品会抑制 PCR 反应，产生偏离的数据。使用部分降解

的RNA会产生可变和不正确的定量结果 ( Fleige and Pfaffl 2006，Gingrich et al. 2006 )。
样品的纯度和完整性无直接关联，因此 RNA 样品的这两个性质是进行下游实验的最低

要求。 

样品  RNA 中是否有蛋白的污染可以通过  OD260/280 分光光度法来进行检测。
OD260/280 比值在 1.8 到 2.0 之间则表示该 RNA 质量好，没有蛋白和苯酚的污染 

( 图 1B )。然而从分光光度仪上无法得到关于 RNA 完整性的信息。有几种方法可以用来

检测 RNA 的完整性。传统的方法是通过甲醛琼脂糖凝胶电泳及 EB 荧光染料染色来观 

察。此方法中可观察到分子量一大一小 ( 核糖体 RNA，rRNA ) 的两条尖锐的条带，其

中大分子量的条带亮度是小分子量条带亮度约两倍则提示 RNA 是完整的。这种方法成

本低，但 RNA 的完整性判断具有主观性，并且需要大约 200ng 的总 RNA，如果样品

稀有，则相对浪费。使用光密度扫描仪进行成像对 rRNA 条带的亮度进行定量可以改善

上面的方法。虽然 28S/18S 的比值在不同组织和细胞类型中会有所变动，当该比值在 

1 至 2 之间则提示 RNA 样品的完整性程度。

RNA 完整性分析可通过微流体电泳系统 ( Imbeaud et al.2005 ) 得到大的改善，如 

Experion 全自动电泳系统 ( Bio-Rad )。该系统在一个步骤中整合了 RNA 的完整性和

浓度质量 ( 从皮克到纳克级 )  ( 图 1A 和 1C ) 测定。该系统可生成一块虚拟胶，电泳

图和 28S/18S 比值，Experion 系统软件还可自动计算并报告 RNA 质量 ( RQI ) 指示值 

 ( 图 1C )。基于电泳图的多个标准 ( Denisov et al.2008 )，该值可反应 RNA 样品的完 

整性。RQI 值在1 ( 降解 ) 至 10 ( 完整 ) 之间，可提供对 RNA 样品的客观评判，该值可

筛选出降解的样品。 

通过确保所有 RNA 样品纯

度和质量的一致性可以降低

生物学重复的差异 ( 图 1D )  

( Imbeaud et al. 2005 )。当

一批 RNA 样品符合质量控制

标准时，我们建议这批样品

可立即用于 qPCR 实验，或

者将其反转录为更加稳定的 

cDNA，以便在质量检测后保

持其完整性。
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图 1. RNA 纯度和完整性分析。该图显示通过分光光度计和 Bio-Rad Experion 全自动电泳仪系统

对 RNA 纯度和完整性进行分析。小鼠肝脏总 RNA 样品通过在 90ºC 加热不同时间进行降解，进

行 RNA 纯度和完整性分析。绿色框显示，单单通过吸收值 ( ≥1.8 ) 提示总 RNA 样品的质量符合要

求，但通过 Experion 系统 RQI 完整性检测得到的低 RQI 值显示该样品已经降解。A，Experion 软
件生成的虚拟凝胶图像显示 RNA 样品不同的降解程度和 18S rRNA 条带逐渐降低的亮度；B，使 
用 Nanodrop 分光光度计检测所有样品的 OD260/OD280 比值显示样品没有蛋白污染；C，使用

Experion 软件总结 RNA 完整性分析。28S/18S rRNA 比值和 RQI 提示热处理过的 RNA 样品完整

性降低。通过颜色分类易于分辨出不符合 qPCR 的样品； D，降解样品中 GAPDH 的 qPCR 分析

（Gingrich et al.2006）。图形显示降解样品中 Cq 值的增加。

B

C

D

Sample A260/280* A260/230*

1 Control—no heat 1.90 2.44
2 3 min @ 90˚C 1.93 2.40
3 5 min @ 90˚C 2.06 2.37 
4 10 min @ 90˚C 2.03 2.37 
5 15 min @ 90˚C 2.02 2.31 
6 1 hr @ 90˚C 1.99 2.18 
7 2 hr @ 90˚C 2.00 2.32 
8 4 hr @ 90˚C 1.89 2.23

* Generally accepted ratios (A260/280 and A260/230) for good quality RNA are >1.8.
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8.4 反转录 

鉴于  RNase 在环境中广泛存在，我们建议在质量控制检测后将总  RNA 样品 

立即反转录为 cDNA。这种处理避免了 RNA 样品在反转录为 cDNA 之前因反复 

冻融而导致的RNA降解。在反转录步骤中，关键是抽提的 RNA 样品能连贯完整的覆盖

基因组。一些基因长度很长，但这些序列的 RT 产物长度不足，特别是在RT引物只是

与每个 mRNA 末端配对时。使用 mRNA 末端配对引物和 mRNA 序列随机位点配对引

物的组合会得到每个基因的反转录产物群。此方法比单一的末端或随机位点配对转录

本更具代表性，可对转录基因组进行更好的覆盖。

反转录缓冲液应该含有随机引物，RNaseH，特异性和灵敏度高的反转录酶，该酶

应具有高动态范围，可对 1µg 至 1pg 的 RNA 进行反转录，其操作应简单快速。
iScript™ ( Bio-Rad ) cDNA 合成试剂盒满足这些标准并适用于任何总 RNA 样品的反转

录。我们建议为了减少不同生物学上重复样品的差异，每次反转录反应使用的 RNA 的

量和反应时间应相同。RNA 的反转录本可在使用前一直保存于 -20ºC 或 -80ºC。

8.5 引物和扩增子设计  

引物的设计和目标序列的选择对产物的特异性和有效扩增来说至关重要。目标序列

应该是唯一的，长度在 75 至 300bp 之间，GC 含量在 50 至 60% 之间，不含二级结

构。我们建议引物的 GC 含量在 50 至 60% 之间，融解温度在 55-65ºC 之间。应避免

引物中含有连续的 G 或 C，但推荐在引物的末端含有 G 或 C。

目前有很多引物对设计和目标序列选择的程序。我们建议使用  P r ime r -B l as t  

( www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/indec.cgi? LINK_LOC=BlastHomeAd ), 

该程序由 NCBI 开发，运用 Pr imer3 运算法则来运行 (  Rozen and Skaletsky 

2000 )。引物序列可在使用者选择的数据库中进行比对，以确保目标基因的特

异性。MFOLD 程序 ( http://mfold.bioinfo.rpi.edu/cgi-bin/dna-form1.cgi ) 可用来

分析扩增子是否存在阻碍有效扩增的二级结构 ( Zuker 2003 ) ( 图 2 )。理想状

态下，在  qPCR 反应中应至少定制两套寡核苷酸来检测它们在反应中的表现。  
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8.6 qPCR 扩增与 qPCR 验证 

qPCR 验证检测使用一系列标准品对引物退火温度范围、反应效率和反应特异性进

行优化 ( Bustin et al.2009 )。这将确保反应条件、缓冲液和引物的优化及 cDNA 样

品无 Tag 酶抑制剂污染。Bio-Rad 创建的网站资源（www.bio-rad.com/genomics/

pcrsupport）可帮助使用者进行 qPCR 设计和验证。验证检测的关键点总结如下：

8.6.1 退火温度、融解曲线分析、扩增子凝胶分析和无
模板对照的确定

PCR 反应中的关键一步是引物与目标序列的退火。在合适的温度下，引物可有效的与

其目标序列进行退火，与此同时降低了非特异性退火和引物二聚体的形成。最快确定

退火温度的方法是使用带有温度梯度功能的热循环仪。Bio-Rad 的所有热循环仪和实

时定量 PCR 仪均有温度梯度加热模块选项。研究者应对计算得出的引物退火温度附近

的温度进行检测 ( 图 3A )。

检测 PCR 产物的特异性也非常重要。通过 PCR 反应后进行的融解曲线分析，可对引

物退火的特异性进行检测。融解曲线应该显示出一个单一尖锐峰 ( 图 3B )。此外，每对

引物至少有一个样品的扩增产物需要用合适的凝胶 ( 琼脂糖凝胶或可分辨更小 DNA片

图2. 退火温度对扩增子二级结构的影响。 MFOLD 程序对扩增子进行的分析可预测在 60ºC ( 左图 ) 
存在大量二级结构，而在 65ºC ( 右图 ) 存在少量二级结构。
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图 3. qPCR 引物的验证。使用梯度加热模块在一定退火温度范围内进行 qPCR 反应。扩增图显示

在最低的四个退火温度 ( 53ºC 至 57.7ºC ) 时，扩增效率最高，它们的 Cq值最低；B，融解曲线分

析显示单一峰，提示 PCR 产物为单一产物。

段的聚丙烯酰胺凝胶 ) 来确定扩增子的大小是否正确 ( 图 4 )。此外，所有的全自动电泳

系统，如 Experion 全自动电泳系统 ( 使用 Experion DNA 1K 分析试剂盒 ) 可用于快速精

确的确定扩增子大小。

因为大多数 qPCR 实验在一个扩增过程中会对多个基因进行研究，所以设计退火温度

相近的不同引物，使得在同一次反应中使用的退火温度适合所有引物对就十分重要。
每次运行中各对引物都应包括两个非模板对照 ( NTC ) 重复样以便检测缓冲液和溶液是

否有 DNA 污染和引物二聚体。
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8.6.2 标准曲线的建立 ( 评价 PCR 扩增效率 )

PCR 扩增效率是指多聚酶把各种试剂 ( dNTPs，寡核苷酸和模板 cDNA ) 转变生成

扩增子的效率。每个循环扩增子的最大增量为两倍即代表 PCR 反应的效率是 

100%。 检测 PCR反应的扩增效率非常重要，因为扩增效率可反映人为原因引起的 

qPCR 问题。低扩增效率 ( <90% ) 可能由于 Tag 酶抑制剂的污染，过高或未优化的退

火温度，时间较久或已失活的 Tag 酶，引物设计不合理或扩增子含二级结构。过高反

应效率 ( >105% ) 一般是由于引物二聚体或非特异性扩增。而引起过高或过低的反应

效率最常见的原因包括移液器不准或不当的移液器操作技术。

标准曲线一般被用来确定 qPCR 的反应效率。标准曲线所用的模板一般是 cDNA 或质

粒 cDNA。我们建议实验开始时从 cDNA 样品的最高浓度开始，可设置 8 个 10 倍系

列稀释的点来确保标准曲线能覆盖实验中所有可能会用到的模板浓度( 即形成宽的动态

范围 )。对每个稀释度来说，标准 qPCR 流程中每个引物对要重复三次来确定 Cq 值。
标准曲线是模板起始浓度的对数值对 Cq 值得到的。其后所得的线性回归直线的方

程，Pearson 相关系数 ( r ) 或决定系数 ( R2 ) 可用来评价 qPCR 反应是否需要优化。

理想情况下，一系列稀释样品产生的扩增曲线重复应是分布均匀的 ( 图 5A )。如果每

次扩增都是两倍增长，那么荧光曲线之间的间隔可用公式 2n=稀释因子确定，这里 n 

是各曲线在荧光阀值时的循环数差 ( 即不同曲线之间 Cq 值的差值 )。例如，DNA 为 

10 倍梯度稀释，则 2n=10，因此 n=3.32，即表示不同曲线的 Cq 值之间相差为 3.32 

个循环。均匀间隔的扩增曲线 ( 图 5 ) 可产生线性的标准曲线 ( 图 5B )，其反应效率在 

90 至 105% 之间。

标准曲线的 r 或 R2 可代表实验数据符合回归曲线的程度，即数据的线性化程度。线性

化可检测重复孔之间的差异性，不同起始模板拷贝数的扩增效率是否一致。重复孔之

间如果有明显的 Cq值差异，r 或 R2 值会降低。qPCR 反应的理想 r 绝对值应 >0.990 或 

R2 值应 >0.980。删除标准曲线两末端的点可以得到可接受的斜率值 ( 效率 ) 和 R2 值。
标准曲线将最终确定每对引物对适用的 cDNA 浓度动态范围，这关系到样品的稀释。

图 4. 对 PCR 产物进行凝胶分析。对扩增子的凝胶

电泳分析显示凝胶中有和预期的扩增子大小相符的

单一条带出现。  
( ODZ，鸟氨酸脱羧酶；AZI，抗酶抑制剂 )。

2 kb –

200 bp –

100 bp –

50 bp –

 ACTB ODC AZI
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图 5. 标准曲线。A，对系列稀释的模板进行 qPCR 实验并确定每个稀释度的 Cq 值。每个浓度的

模板进行三次重复。注意，三次重复的 Cq 值十分一致，表明操作误差小；B，以 Cq 值对模板拷

贝数的对数（或相对浓度）作图进行标准曲线制作，通过斜率得到扩增效率和 R2 值。理想情况

下，每个稀释度的三个重复样品的扩增曲线的扩增效率均接近 100%（90-105%），R2 值超过 
0.98，每个基因具有单一，尖锐的熔解曲线峰。C，扩增子的融解曲线分析显示出单一峰。
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8.6.3 qPCR 试剂、仪器和分析软件

目前市场上供应各种商品化 qPCR 试剂盒。我们推荐使用 Bio-Rad 的 SsoFast  

EvaGreen 超混液，该试剂含有 EvaGreen 染料，这是一种饱和染料，比 SYBRGreen 

的灵敏度更高。除此以外， Sso7d 融合多聚酶及优化缓冲液可抵抗对 Tag 酶有抑制作

用的污染，从而得到出色的重复性。  

市场上现在有多种 qPCR 检测仪，以下原则可用于选择合适的仪器： 

 1.  标准 96 孔规格，样品体积在 10-50µl，使用 0.2ml 低位反应板，反应联管或反应管。
 2.  可进行快速升降温并且具有温度梯度功能的加热模块。
  3.  无需使用专利性的试剂、消耗品或荧光染料。

Bio-Rad 公司的 CFX96™ 和 CFX384™ 实时定量 PCR 仪可完全符合这些标准。 所有

的 qPCR 仪都会有配套的数据分析软件，我们推荐出色的软件应包括以下特点：

 1.  可灵活的进行反应板设置，在反应运行前，运行中或运行后都可对反应孔进行描述

和编辑。
  2.  可对同一块反应板上运行的不同实验进行反应孔分组编辑。
  3.  软件带有基因表达分析功能，可进行多个内参基因 ( Vandesompele et al. 2002 ) 和

反应效率的标准化 ( Pfaffl 2001 ) 。
  4.  可以把多块板的实验数据整合在一起进行大规模的基因研究。

Bio-Rad 的 CFX Manager 软件完全符合这些标准，并与 CFX96 和 CFX384 实时定量 

PCR 仪配套使用。 
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8.7. 数据分析

8.7.1 内参基因的选择

在 RT-qPCR 实验中，内参基因被用来作为数据标准化的对照，以校正作为模板的 

cDNA 所存在的数量差异 ( Gutierrez et al. 2008, Huggett et al. 2005, Vandesopmpele 

et al. 2002 )。好的内参基因应该在不同实验条件下或不同时间点上，在各个样品中的

表达都无改变。某些基因如 GAPDH，b-actin 或 rRNA 通常被用作内参基因。虽然如

此，有大量的研究显示，这些基因在不同组织或不同处理条件下的表达都有不同，在

这种情况下这些基因可能并不适合被用作内参基因。因此内参基因需要通过实验数据

进行仔细的筛选，我们建议通过以下流程进行筛选： 

1.  在每个实验条件下或时间点下取至少一个或两个样品进行总 RNA 抽提以并确定其

纯度和质量 ( 参照上面步骤 2 和步骤 3 )。

2.  标准化样品浓度后以相同体积对每个样品进行反转录  

PCR ( 步骤 4 )。

3.  以每个 cDNA 样品为模板，取同样体积进行 qPCR 实验。

4. 比较不同条件下每个基因的 Cq 值。

不同条件或时间点下的 Cq 差异 ( DCq ) 应不超过 0.5。因为任一特定的基因都可能

受不同实验条件影响，我们建议在实验中同时检测至少三个或四个位于不同代谢途径

中的特定内参基因，并对表达差异最小的几个基因进行几何平均以准确地标准化数据  

( Vandesompele et al. 2002 )。

图 6. 实验的重复样。所有的实验都应该联合设置有生物学重复和技术重复样品。图中简单显示了

对照 n 和处理/实验组 n 的三个生物学重复。对每个生物学样品，目标基因和内参基因都设了三

个技术重复样。因此实验中共设置至少 36 个样品，加上两个 NTC n 重复样，总的反应孔数超过 
40 个。
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8.7.2 实验重复性与重现性

在基因表达实验中，有两个可变原因可能会影响实验结果：

1.   不同生物个体，组织或培养样品间基因表达水平的内在差异所导致的生物学差异。 

2.  由移液操作和移液器本身等原因导致的实验过程本身存在的技术差异。 

为减少生物学和技术差异的影响，一般认为在实验中至少要设置三个生物学样品重

复，并且每个生物学样品至少有两个技术性重复 ( 图 6 )。如果实验是在对照和处理样

品之间进行基因表达水平比较，设置的三个生物学重复样品应该来源于在独立实验中

分别进行处理的样品。

8.8 结 论

RT-qPCR 是基因表达分析方法的选择之一，该方法灵敏度高，可检测极低浓度的 

RNA 样品。然而，为确保数据的准确性，重复性和高质量，实验应遵守严格的标准操

作流程。发表基因表达实验数据时，应如实汇报所有的实验细节和对照。这将有利于

通过科学交流对实验数据进行正确评价，使实验数据能在不同实验室和不同实验中进

行比较。 

总之 qPCR 实验的关键步骤包括：

1.  实验设计应有合适数目的生物学重复及正确的对照样品设置。
2.  样品的获得应严格遵守实验流程中对采样、处理和保存的要求以确保重复性并减小

重复样品间的标准偏差。
3.  对 RNA 的纯度和完整性进行质量控制。
4.  将总 RNA 反转录成 cDNA 的反转录反应。
5.  qPCR 实验中正确的引物设计、引物退火温度确定、基因扩增效率摸索。
6. qPCR 实验数据分析中内参基因选择和统计方法计算。

MIQE 指南提供了发表被认可的 RT-qPCR 实验结果所需考虑的所有参数。通过这篇文

章我们可以看到在 MIQE 列表中所有最重要的条例，这些可用于实践并确保得到高质

量结果。
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