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1000名客户服务专业人士

覆盖约70个城市
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带着你的问题



内容

• Real-time PCR的基本原理

• Real-time PCR的常见检测模式

• Real-time PCR硬件介绍
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罗氏诊断生命科学部核心服务领域之一

实时荧光
PCR

基础科研
所有涉及基因水
平研究的单位

生物/制药公司
- 各种传染病的确诊
，试剂盒开发
- CRO公司检测项目
- 药厂基因水平筛选

疾控中心
- 传染病检测与防控

检验检疫/食品安全
- 病源微生物，过敏原，
转基因检测

医院
- 病毒载量
- 病毒分型
- 肿瘤靶向药物的
辅助用药-个性化
诊疗

– 基因功能研究
– 基因表达水平研究
– 基因突变与多态性



实时定量PCR原理

PCR原理简述

聚合酶链式反应（PCR）：

能够按照模板DNA序列，在DNA聚合酶的催化下，用4种dNTP来合成与模板

DNA完全相同的拷贝，从而在多种DNA分子的混合物中特异地扩增某一特定

DNA片段。

• 模板DNA

• 与模板DNA两端互补的一对引物

• DNA聚合酶

• dATP, dGTP, dCTP, dTTP
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PCR原理



PCR 的扩增公式

 

 

No. of Cycles 

 

No. of  Target Amplicons 

 

1 

 

2 

 

2 

 

4 

 

3 

 

8 

 

4 

 

16 

 

5 

 

32 

 

10 

 

1024 

 

20 

 

1,048,576  (1.0 E6) 

 

30 

 

1,073,741,824  (1.0 E9) 

 

37 

 

137, 438, 953, 472  (1. 3 E11) 

 

40 

 

1,099,511,627,776  (1.1 E12) 
 

 

1 cycle = 2 Amplicon

2 cycle = 4 Amplicon

3 cycle = 8 Amplicon

4 cycle = 16 Amplicon

5 cycle = 32 Amplicon

6 cycle = 64 Amplicon

7 cycle = 128 Amplicon

N = N0 x 2
n 

N: 扩增子数量

N0: 起始模板数量

E： 扩增效率，理论值为2

n: 循环数

E



• 在实时荧光定量PCR反应中，引入了一种荧光化学物质，随着PCR 反应

的进行， PCR 反应产物不断累计，荧光信号强度也等比例增加。每经过

一个循环，收集一个荧光强度信号，这样我们就可以通过荧光强度变化

监测产物量的变化，从而得到荧光扩增曲线
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Real-Time PCR的扩增曲线
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• 把PCR反应的前6个循环的荧光信号作为荧光本底信号

• 荧光阈值的默认设置是2-6个循环本底荧光信号平均值的12倍

荧光阈值

阈值
基线范围



Real-Time PCR And Crossing Points

• 不同的叫法：Real-time PCR; Quantitative PCR; Kinetic PCR

• Cp的定义：样品的荧光强度超过背景荧光值（荧光阈值）的时刻所对应
的循环数，crossing point (Cp)，quantification cycle (Cq)，
threshold cycle (Ct)含义相同。

• 假设: 对于所有的样品，在 “crossing point” 时刻，DNA分子数都是一样的
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high target concentration  

early increase in fluorescence

early Cp  



Cp计算原理——最大二阶求导

-30

-20

-10

0

10

20

30

40

0 10 20 30 40 50

-5

0

5

10

15

20

25

30

35

0 10 20 30 40 50

-5

0

5

10

15

20

25

30

35

0 10 20 30 40 50

-30

-20

-10

0

10

20

30

40

0 10 20 30 40 50

2nd 最大二阶导数

荧光信号

1st 最大一阶
导数

全自动计算方法
• 无需使用者任何定义
• 根据扩增曲线形状自动计算
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Cp 值的计算

Fit Points 法

半自动计算方法
•使用者自行调节曲线噪音
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普通PCR 荧光定量PCR

在PCR反应的平台期检测，

分析终点产物的量

在PCR反应的对数期检测，

分析起始点产物的量

检测模式为电泳 实时监测荧光信号

动力学范围有限 动力学范围广(100～1010拷贝/mL )

副产物形成不能鉴别 有效鉴别非特异扩增和突变

绝对和相对定量困难(相对于

看家基因的定量复杂)

不仅可以相对定量，

还可以绝对定量

VS

普通PCR和荧光定量PCR的区别



问题与讨论



内容

• Real-time PCR的基本原理

• Real-time PCR的常见检测模式

• Real-time PCR硬件介绍
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• 非特异性染料

– SYBR Green I

– ResoLight

• 序列特异性探针

– Taqman

– Molecular Beacons

– HybProbes

– Simple Probe

– Universal probe

Real-time PCR的常见检测模式



荧光分子的工作原理

• 吸收短波长光源的能量

• 发出长波长的光

• 发射光谱在长波长区域有“拖尾”现象
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http://www.microscopyu.com/articles/fluorescence/fluorescenceintro.html

Inner Orbital

Inner Orbital

Ground StateGround State

Excited 

State

Outer Orbital

Excitation (light) Emission (light)

Nucleus
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5’3’

5’ 3’

Excitation

SG

Emission

非特异性染料检测-SYBR Green I

SG

SG

SG
SG

• SYBR Green I是具有绿色激发波长的染料，能结合于任意dsDNA双螺
旋小沟区域，不依赖于序列

• 不饱和 dsDNA 结合染料

• Excitation: 488nm; Emission: 533nm

• 信号检测: elongation; melting curve



5’3’

5’ 3’
Excitation

Emission
SG SG

SG SG
SG

非特异性染料检测-SYBR Green I

• SYBR Green I是具有绿色激发波长的染料，能结合于任意dsDNA双螺
旋小沟区域，不依赖于序列

• 不饱和 dsDNA 结合染料

• Excitation: 488nm; Emission: 533nm

• 信号检测: elongation; melting curve



实时定量PCR染料与探针
SYBR Green I 的优势和局限

优势
• 对DNA模板没有选择性，适用

于任何DNA ，通用性好

• 使用方便

• 不需要设计和合成复杂探针

• 灵敏度高

• 价格便宜

局限
• 会与非特异性双链DNA（如引

物二聚体）结合，产生假阳性，

需要通过后续熔解曲线分析进行

产物鉴定

• 对引物特异性要求较高



使用溶解曲线分析进行产物验证

• Tm 熔解温度：

– 50% dsDNA 变性为 ssDNA 时的温度

– 每个PCR产物都有其特定的 Tm

– 非特异性产物，引物二聚体都可以通过看Tm值来判断出来

22

• 影响 Tm的因素：

– GC%，片段长度

– 盐离子浓度，Mg2+浓度，SYBR Green I 染

料的浓度

• 熔解曲线：随着温度升高，SYBR Green I 染料从

变性的 dsDNA上脱落下来，荧光减弱。



溶解曲线检测引物二聚体
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实验 Set-up

• 模板: 50-100ng gDNA for 20ul reaction

– 模板量太多是不好的

• 引物: 0.2-1uM

– 0.5uM recommended

• Enzyme, dNTPs, MgCl2 , buffer

• SYBR Green I

– 太多的 SYBR Green 是不好的

• Negative control （阴性对照）

– 阴性对照对于使用染料法(SYBR Green)的实验来说特别的重要
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非特异性染料检测-SYBR Green I



序列特异性探针检测-水解探针（ Taqman ）

R Q

5’3’
5’ 3’

5’3’

5’ 3’

Excitation

QQ
QExcitation

• 例如：TaqMan probes, Universal ProbeLibrary probes

• 将一个荧光分子报告基团(Reporter, R) ，如FAM与淬灭基团(Quencher, 
Q)偶联,探针完整时，R所发射的荧光能量被Q基团吸收，无荧光

• 扩增时，利用 DNA聚合酶的5’外切酶活性水解掉探针的5’端

• 退火与延伸均在 60oC

• 信号检测: elongation



实时定量PCR染料与探针

TaqMan 水解探针法的优势和局限

优势
• 特异性高，可鉴定野生型和突变

型

• 引物设计相对简单

• 重复性比较好

局限
• 只适合一个特定的目标

• 荧光探针不能自行标记，合成价

格较高

变性 退火 延伸 延伸结束，检测信号



实验 Set-up

• 模板: up to 500ng gDNA; 101-1010 copies of pDNA for 20ul 
reaction

– 太多模板是不好的

• 引物: 0.3-1uM

– 0.5uM recommended

• Enzyme, dNTPs, MgCl2 , buffer

• 探针: 0.05-0.2uM

– 0.1uM recommended

– 对于多重PCR, 适当增加探针浓度

• Negative control
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序列特异性探针检测-水解探针（ Taqman ）



问题与讨论



内容

• Real-time PCR的基本原理

• Real-time PCR的常见检测模式

• Real-time PCR硬件介绍
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LightCycler® 480荧光定量PCR系统的优势

三好一快

光源好

温控好

检测好

加热快

光源

控制系统

温控系统

光源

控制系统

光学系统



高强度白色固态光源

– 光强度高，无需预热

– 寿命长达20000小时，基本终身无需更换

– 5个激发通道，6个检测通道

滤镜轮

CCD 相机

多孔板

物镜

光学系统好

高强度白光固态光源＋优化的光路系统

光路系统

固定光路系统，无需定期校正

特别设计的五棱反射光路，减少光程差

有效避免传统仪器的中心强、两边弱的光学边缘效应

无需ROX被动染料校正

HTC II Emission Channels (new filter design) and Dye Spectra
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温控系统好

独一无二的Therma-Base专利技术

半导体加热固有的边缘效应 Thermabase技术解决边缘效应

彻底解决边缘效应，孔间温度均一性达业内最佳的0.1℃

0.5℃ 0.1℃
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检测系统好

冷CCD检测芯片保证最好的分辨率和重复性

检测线性范围11个数量级：100－1010

精确区分1000拷贝与2000拷贝，是其他最好的同类

仪器的5倍以上，样本重复24次，Cp值标准差仅0.04，

孔间检测的重复性为CV≤0.15%（Cp值）.

• 冷CCD检测芯片

– 仅业内高端仪器采用，工作温度低至+10℃，背

景噪音低，可获得最佳的检测分辨率

• 高分辨率熔解曲线(HRM)应用

– 溶解曲线温度分辨率：0.01℃

– 发表HRM相关的SCI文献数量为所有仪器之最
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Amplification of a 536 bp 
-globin fragment
from genomic DNA 
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536 bp

加热降温快

一小时内完成40个循环的常规检测

• 升温4.8 ℃/秒，降温2.5 ℃/秒

• 无需快速酶和薄壁管等特殊试剂和耗材，通过

硬件上的设计快速完成40个PCR循环

96孔模式 < 1 hour; 384孔模式 < 40 min



• 可互换的热循环模块

• 无需厂家工程师在场

• 无需重新校准

• 更换完毕后仪器自动检测

并确认模块型号

LightCycler® 480荧光定量PCR仪
96孔模块与384孔模块互换



Doing now what patients need next


