
实时荧光定量PCR技术原理、应用及实践

(Real time Quantitative PCR)

Real time Quantitative PCR

分子生物学实验室
微生物资源与生态组
所级公共技术中心

李想
2024.12.4



主要内容

Real-time qPCR的定量原理2

Real-time qPCR的检测方法3

Real-time qPCR的基本概念1

Real-time qPCR的实验应用4



PCR：基本原理



PCR：基本原理

Denaturation: 

94 – 96°C

Annealing: 

50 – 65°C

Extension: 

70 – 75°C

基本要素：

• Template

•DNA polymerase

• dNTP, N=A,G,C or T

• Primers



PCR：基本原理



PCR：基本原理

•理想的PCR反应：

N=N0*2
n

•实际的PCR反应：

N=N0* (1+E)n

•N0：初始模板量

•N ：第n次循环后的产物量

•n ：扩增反应的循环次数

E ：扩增效率

S形曲线，具有平台效应



PCR检测方法的发展历程

PCR ＋ 电泳检测

PCR ＋ 酶联免疫检测（ELISA）

琼脂糖电泳，扩增核酸检测
片断迁移率与其分子量成反比

1. 扩增

Amplicon

2. 变性

捕获探针

磁珠
D-cup

3. 杂交

4. 酶联反应

5. 催化底物

实时荧光定量PCR



什么是qPCR？

激发光

发射光

一种实时监控核酸扩增的技术——在PCR反应体系中加入
荧光基团，利用荧光信号的变化动态监测整个反应过程，
以此实现对初始模板的定量分析。

荧光基团



什么是qPCR？

光源

控制系统

PCR仪

记录装置光学系统
❖温控系统

❖光学系统

❖控制系统



qPCR技术是普通PCR技术的发展



与普通PCR的对比

同一个样本进行96次重复 传统PCR检测

Real time PCR 检测

❖ Real time PCR--起点检测：
--  起点量是样本中起始的DNA量

-- “加入了500个拷贝”

-- 具有重现性，误差小

❖传统PCR--终点检测：
--  终点产物量经过PCR放大的DNA量

-- “生成了500，0000，0000个拷贝”

-- 不恒定，误差大

传统PCR检测



qPCR如何工作？



qPCR如何工作？



qPCR如何工作？



qPCR如何工作？



荧光定量PCR检测方法

染料标记：

✓ SYBR Green I

探针标记：

✓水解探针： TaqMan

✓非水解探针：Molecular beacon

            



SYBR Green I与Taqman 对比

Taqman

• 优点
− 更高的特异性 

− 不会有引物二聚体干扰
− 支持多重荧光实验设计
− 实验方法易于优化

• 缺点
− 价格稍贵

SYBR Green 

• 优点

− 价格便宜

− 大部分基因以及少量样品均适
用

• 缺点

− 特异性稍差

− 必须要做 Melt curves

− 不支持多重荧光设计

− 实验方法通常需要优化



Taqman 工作原理

荧光报告基团

（Reporter

）

荧光淬灭基团

（Quencher）

序列特异性

寡核苷酸探针
5‘ 3‘

➢游离状态下，FRET效应，不发荧光

➢伴随产物生成，荧光积累

UPL（Universal Probelibrary）

TaqMan Probe



Taqman 工作原理

R Q

5’3’

5’ 3’

5’3’

5’ 3’

Excitation
QQ Q

Excitation

每形成一个DNA链，就会切断一条探针，每切断一条探针，就会产生一个单位的光信号



SYBR Green I 工作原理

⚫ SYBR Green I 是一种与双链DNA

小沟结合的荧光染料。

⚫ SYBR Green I只与双链DNA结合才

能发出荧光。

⚫ 荧光信号与双链DNA分子数成正

比，随着扩增产物增加而增加。

荧光信号强度与反应体系中
所有双链DNA分子成正比。



SYBR® Green I 化学原理



SYBR® Green I 化学原理



SYBR® Green I 化学原理

• 新的序列，新的信号！



SYBR Green I

优点：

❖  使用方便，成本低

--   仅需设计两个引物

❖通用性好

--   对DNA模板没有选择性

需要在反应结束时，对产物做熔解曲线分析。

缺点：

❖ SYBR Green与所有双链
DNA结合

-- 引物二聚体或错误扩增产
物造成假阳性

-- 只能检测单一模板，无法
进行多重检测



扩增曲线（primary curve）



荧光扩增曲线的四个阶段

基线期，扩增的荧光信号被荧光背景信号所掩盖，我们无法判断产物量

的变化。需要经过数个循环后荧光信号才能够被检测到，一般以15个循

环的荧光信号作为荧光本底信号。

指数增长期， PCR 产物量的对数值与起始模板量之间存在线性关系，我

们可以选择在这个阶段进行定量分析。

线性期和平台期，扩增产物已不再呈指数级的增加。 PCR 的终产物量与

起始模板量之间没有线性关系，所以根据最终的 PCR 产物量不能计算出

起始 DNA 拷贝数。



q-PCR中的重要概念



❖基线(baseline)： 线性扩增曲线中的水平部分

基线（baseline）



荧光阈值（threshold）

荧光阀值(threshold)：扩增曲线上人为设定的一个值，它可以设定在荧光
信号指数扩增阶段任意位置上。

-- 缺省设置：PCR反应前3-15个循环荧光本底信号标准偏差的10倍

-- 手动设置：大于样本的荧光背景值



Ct 值(Cycle Threshold)
www.themegallery.com

Ct值：PCR扩增过程中，扩增产物的荧光信号达到
设定的阈值时，荧光值所对应的PCR循环次数。



Ct 值(Cycle Threshold)
www.themegallery.com

Ct值的特点：

▪相同模板进行96次扩增，平台期DNA拷贝数波动
很大，但Ct值相对固定；

▪Ct值则极具重现性



Ct值可以确定初始模板量？

Rn=RB+ X0 (1+E)N * RS

第n个循环的总信号
        =本底信号 + 起始DNA数目 * PCR扩增效率 * 单位信号强度

当循环次数n=Ct时
RCt=RB+ X0 (1+E)Ct * RS

两边同时取对数得:
lg(RCt-RB)=lgX0+Ctlg(1+E)+lgRS

Ct=-lgX0/lg(1+E)+ lg(RCt-RB)-lgRS/lg(1+E)

Ct=-klgX0+b

lgX0与Ct值呈线性关系
根据Ct值可以计算出样本中起始模板所含有的拷贝数

起始拷贝数越多，Ct值越小。



Rn vs. Cycle number-- 扩增曲线 LogDNA vs. Ct -- 标准曲线

.未知
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10
6 105

102

10

标准曲线 (standard curve)

标准曲线分析
-- 对已知或未知样本进行系列浓度梯度稀释



将温度对荧光强度的变化求导。

熔解曲线 (dissociation curve)

确认PCR反应产物的特异性

对数图谱原始图谱



熔解曲线分析

特异性产物
非特异产物



熔解曲线分析

跑胶验证

出现杂峰如何解决？
优化反应条件(提高退火温度，增加模板量等)，必要时重新设计引物。



实时荧光定量PCR的主要应用方向：遗传变异分析

❖医学临床
▪ 特异DNA/RNA片段的检测及鉴定（如人凝血因子V基因的突变检测、肿瘤
相关突变的检测、肿瘤相关的甲基化分析）

▪ 物种鉴别（如病毒、细菌的亚种）

▪ 抗生素抗药性菌株的变异监测

▪ 产前诊断

❖普通科研
▪ 药物遗传学研究（如CYP2C各种亚型的突变筛查）

▪ 遗传指纹图谱

▪ 分子进化

❖食品安全
▪ 转基因作物筛查

▪ 食品微生物鉴定





实时荧光定量PCR的主要应用方向：定量检测

❖医学临床
▪ 病毒及其他致病性微生物与寄生虫的定量检测（绝对定量）

▪ 基因拷贝数变化，如染色体异变检测（相对定量）

▪ 微小残留病灶的定量检测（绝对定量）

❖普通科研
▪ mRNA表达水平检测（相对定量）

▪ 基因芯片结果验证

❖食品安全
▪ 转基因作物定量（相对定量）

▪ 食品微生物定量（绝对定量）

❖动植物疫病



荧光定量PCR定量分析

❖绝对定量

 样本中核酸的量（拷贝数、微克）

◼ 检测某给定血液样本中的病毒颗粒数，有6000个拷贝

◼ 检测土壤/水体样本中的特定功能基因数/功能菌数，有
3000个拷贝

❖相对定量

不同样本中目的基因表达量的差异

◼ 肿瘤组织和正常组织相比，某个基因的表达量mRNA改变
了多少倍，改变了60倍



荧光定量PCR定量分析



主要内容

相对定量

绝对定量



相对定量

❖标准品：目的基因和内参基因的相对拷贝数
➢ 内参基因：GAPDH, －actin, 18S rRNA

➢ 目的基因：DNA, cDNA, RNA

❖梯度稀释：4-5个以上不同浓度梯度

❖重复：3 R/sample（一般）

❖阴性对照：NTC（Non Temple Control）

❖标准曲线：相对标准曲线



相对定量

特点

选择内参基因

内参基因

beta-actin、

GAPDH、

18S rRNA等

看家基因

housekeeping

gene

在细胞中的表达量

或在基因组中的拷

贝数恒定，受环境

因素影响较小

-- 文献检索

-- 实验筛选

内参基因

-- 同样体积或重量的样本所来源的细胞数目不同。

-- RNA抽提、反转效率不同，操作中存在误差。

对样本初始浓度差异进行均一化校正。



相对定量(两者效率不一致)

❖ 以4－5个浓度梯度稀释，分别作目的基因和内参基因的标准曲线

❖ 确定未知样本中目的基因和内参基因的Cp值

❖ 根据各自的标准曲线算出目的基因和内参基因的量

❖ 均一化处理＝目的基因量/内参基因量

❖ 设对照组值为1，换算出实验组的表达水平



∆ Ct
Sample

∆ CtNon treated sample

Housekeeping Gene

∆ Ct

∆ Ct

∆ ∆ Ct

2- ∆ ∆ Ct = Change in Expression Level

Gene of Interest

相对定量(两者效率一致)



➢ 公式--2-ΔΔCt：

① Ct处理– Ct 内参(处理)= ΔCt处理 ；Ct对照– Ct 内参(对照)= ΔCt对照

② ΔCt处理– ΔCt对照 = ΔΔCt

③ 倍数差异= 2-ΔΔCt

成立条件：假设扩增效率为100%

满足条件：1）内参基因和目标基因的扩增效率接近

                   2）内参基因和目标基因的扩增效率均为90%-110%

处理 对照

相对定量方法



主要内容

相对定量

绝对定量



绝对定量

❖标准品：目的基因的绝对拷贝数
➢ 目的基因：DNA, cDNA, RNA

❖梯度稀释：4－5个不同浓度梯度

❖重复：3R/sample

❖阴性对照：NTC(Non Template Control)

❖标准曲线：绝对标准曲线

➢ 斜率一般在-3.3~-3.8

➢ -3.322表示PCR扩增效率100%

❖定量：根据未知模板的Cp值确定目的基因的绝对拷贝数



绝对定量

-- 样本起始浓度与Ct呈线性关系，根据已知拷贝的标准
品作出标准曲线。

--根据未知样品的Ct值，推算出未知样本量。

以标准品为标杆



绝对定量的步骤

拷贝数计算

对标准品进行梯度浓度稀释

荧光定量PCR反应

建立标准品

未知样品Ct代入标准曲线
确定拷贝数

质粒提取

OD值测定

计算待测样本浓度

/样本分子量

/待测样本拷贝数
标准品进行5-6个

梯度稀释

标准品稀释倍数为10



标准曲线制作方法

实验操作流程

南楼313室



标准曲线制作流程

标准品制备

引物选择

PCR扩增 产物纯化
连接载体

感受态细胞

转化 培养

克隆筛选质粒提取PCR验证
检测浓度

计算拷贝
倍比稀释

上机扩增

标准曲线

数据分析

基因组DNA

样品



前期准备工作

引物选择

PCR扩增 产物纯化
连接载体

感受态细胞

转化 培养

克隆筛选质粒提取PCR验证
检测浓度

计算拷贝
倍比稀释

上机扩增

标准曲线

数据分析

基因组DNA

样 品 培养基平板



前期准备工作

引物选择

培养基平板

基因组DNA

样 品

提前准备好含X-Gal，IPTG，Amp的LB平板培养基
（避光保存，保存日期不超过7天）

新鲜样品需冷冻或冻干保存，如土壤、液体培养物、动植物组织等

采用基因组DAN试剂盒提取，冷冻保存

根据研究的目的基因选择文献中通用引物

自己设计引物



样品基因组DAN 的提取 



标准品制备

引物选择

PCR扩增 产物纯化
连接载体

感受态细胞

转化 培养

克隆筛选质粒提取PCR验证
上机扩增

标准曲线

数据分析

基因组DNA

样品

检测浓度

计算拷贝倍比稀释

分子克隆



分子克隆的基本步骤



连接

含重组子的阳性克隆

载体 + 目的基因

转化、筛选和鉴定阳性克隆

DNA重组体+

受体细胞



目的基因PCR扩增及纯化

引物选择

PCR扩增 产物纯化
连接载体

感受态细胞

转化 培养

克隆筛选质粒提取PCR验证
检测浓度

计算拷贝倍比稀释
上机扩增

标准曲线

数据分析

基因组DNA

样品

标准品制备



PCR MIX:

•引物

•4种dNTP混合物

•Mg2+（10Xbuffer）

•Taq DNA聚合酶

•模板DNA 

•无菌水H2O

目的基因PCR



目的基因PCR

PCR实验流程图 

混合 分装
• 模板DNA 

• 引物

• 4种dNTP混合物

• Taq DNA聚合酶

• Mg2+ 

上机 扩增



取样 点样

电泳 检测

制胶

琼脂糖凝胶电泳检测



PCR 产物切胶纯化 采用胶纯化试剂盒纯化



连接

含重组子的阳性克隆

载体
+ 目的基因

转化、筛选和鉴定阳性克隆

DNA重组体+

受体细胞



目的基因分子克隆

引物选择

PCR扩增 产物纯化
连接载体

感受态细胞

转化 培养

克隆筛选质粒提取PCR验证
检测浓度

计算拷贝倍比稀释
上机扩增

标准曲线

数据分析

基因组DNA

样品

标准品制备



67

分子克隆所需材料



68

感受态细胞



69

载体质粒



70



DNA片段的克隆步骤：
1.在微量离心管(PCR管)中配制下列DNA溶液，全量为 5 L。

2.加入5L(等量)的Solution I.
3.16℃反应30分钟。
4.全量（10L）加入至100L DH5α感受态细胞中，冰中放置30分
钟。（感受态细胞在冰上解冻）
5.42℃加热45s后，再在冰中放置1分钟
6.加入890L LB液体培养基，37℃振荡培养60分钟。
7.在含有X-Gal，IPTG，Amp的LB平板培养基上培养12-24h。
8.挑选白色单菌落，放入LB液体培养基，培养12h

71

试剂 使用量

pMD19-T 

Vector

1 L

Insert DNA 1-3 L

dH2O Up to 5 L

分子克隆的详细操作步骤



蓝白斑筛选平板





无质粒的

受体菌

-半乳糖苷酶部

分缺失，不能分
解Xgal；无抗菌
素抗性

在含抗菌素
和Xgal的培
养基上培养

无菌斑

生长

质粒转化的受
体菌

-半乳糖苷酶的

缺失被载体产物
互补，能分解
Xgal。且有抗菌
素抗性

在含抗菌素
和Xgal的培
养基上培养

有蓝色

菌斑生长

带外源DNA插

入的质粒转化
的受体菌

载体产物失活，
不能互补-半乳

糖苷酶的缺失。
不能分解Xgal，
但有抗菌素抗性

在含抗菌素
和Xgal的培
养基上培养

有白色

菌斑生长

阳性重组克隆的筛选



含X-Gal，IPTG，Amp的LB培养基平板

蓝白斑筛选平板



标准品制备

质粒提取及检测

引物选择

PCR扩增 产物纯化
连接载体

感受态细胞

转化 培养

克隆筛选质粒提取PCR验证
检测浓度

计算拷贝倍比稀释
上机扩增

标准曲线

数据分析

基因组DNA

样品

保存阳性克隆子



77

质粒提取



质粒提取

PCR验证

检测浓度

计算拷贝

倍比稀释

采用质粒试剂盒提取质粒，冷冻保存

从质粒中扩增出产物，说明
目的基因成功插入质粒

吸取1l，检测质粒浓度
计算质粒的拷贝数
（见附件：核酸拷贝数的计算）

倍比稀释质粒原液，为绘制标准
曲线做准备 （10-1—10-9）

标准品制备



绝对定量

-- 样本起始浓度与Ct呈线性关系，根据已知拷贝的标准
品作出标准曲线。

--根据未知样品的Ct值，推算出未知样本量。

以标准品为标杆



扩增及分析

引物选择

PCR扩增 产物纯化
连接载体

感受态细胞

转化 培养

克隆筛选质粒提取PCR验证
检测浓度

计算拷贝倍比稀释
上机扩增

标准曲线

数据分析

基因组DNA

样品

上机软件操作流程



控制软件操作流程及分析方法

软件操作流程

南楼311室



收费标准



谢谢！
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