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1985年，Kary.B.Mullis教授发明了具有划 

时代意义的PCR技术。

1993年， Kary.B.Mullis因该技术的发明而 

获得诺贝尔化学奖。

   一、 多聚酶链式反应
（PCR：Polymerase Chain Reaction)



PCR反应过程

 93 ℃~98 ℃变性：加热使双链DNA变 

为单链。

 37 ℃~65 ℃退火：降温使引物和互补 

模板在局部形成杂交链 。

 70 ℃~75 ℃延伸：耐热DNA聚合酶按 

5′→3′方向催化以引物为起始点的延伸 

反应。
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PCR特点：高效扩增、忠实复制

PCR技术原理



PCR产物的电泳检测和分析

ladder PCR fragment



二、实时荧光定量PCR

   (Real time Quantitative PCR)

 定义：在PCR反应体系中加入荧光基团，利用荧光信号累 

积实时监测整个PCR进程，最后通过Ct值和标准曲线对未 

知模板起始浓度进行定量分析的方法。



TaqMan作用机理

reverse  

primer

R Q
3'

5'

3'

5'

3'

5'

forward
5'primer

1. Polymerisation

prob  

e

R

Q
3'

5'

3'

5'

5'

3'

5'

2. Strand displacement

3

' 5'

3'

5'

5'

3'

5'

3. Cleavage

R

Q

5'

3'

5'

QR

5'

3'

5'

3

'

4. Polymerisation completed

1. 每产生一条DNA链，就切断一条探针

2. 每切断一条探针，就产生一个单位信号
3. 信号强度与结合探针的DNA分子数成正比



普通PCR 实时荧光定量PCR

开管操作、需要后处理、 

易造成污染，假阳性率高。
闭管操作、无需后处理、避 

免了污染，防止假阳性。

PCR结束后，对终点产物进 

行分析，不能定量，重复 

性差。

实时监测PCR扩增，在指数扩 

增期对起始模板进行定量，  

重复性好。

人工分析结果，操作复杂， 

存在误差。
仪器自动分析，操作简单， 

增加了灵敏度和客观性。

与普通PCR的区别



实时荧光定量PCR应用

病原体检测

转基因食品检测

基因表达研究

基因表达差异分析

亲子鉴定、个体识别

基因分型



三、实时荧光定量PCR结果分析

扩增曲线的认识

结果分析时几个基本概念



PCR扩增曲线线性图
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扩增曲线线性图谱：
横坐标：扩增循环数（Cycle number）；纵坐标：荧光强度（Delta Rn）。
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扩增曲线对数图谱：
横坐标：扩增循环数（Cycle number）；纵坐标：荧光强度（Delta Rn）。

PCR扩增曲线对数图



结果分析时的几个基本概念

基线（Baseline）

阈值线（Threshold）

Ct值（Cycle threshold）



基线
 基线（Baseline）：扩增曲线中的水平部分。

调整原则：如果Ct值>18，不需调整，使用自动分析结果； 

如果Ct值<18，修改终点，再分析一次；
起点一般取3~6，终点一般取12~15。



阈值线
 阈值线（Threshhold）：荧光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，但一般我们 

将荧光域值的缺省设置是 3-15 个循环的荧光信号的标准偏差 

的 10 倍。

手动调节阈值线的原则：要大于样本的荧光背景值和阴性对照的荧光最高值， 

同时要尽量选择进入指数期的最初阶段，真正的信号是荧光信号超过域值。



Ct值

 Ct（Cycle Threshhold）值：每个反应管内的荧光 

信号到达设定的域值时所经历的循环数被称为 Ct  

值（ threshold value ）。

 PCR扩增过程中，荧光信号开始由本底进入指数增长 

阶段的拐点所对应的循环次数，是实时荧光定量PCR 

判断阴、阳性和进行定量分析的依据。



四、结果报告的要点分析

报告的基本要求

报告结果：IU与拷贝的含义



报告的基本要求

检测结果的报告应准确、清晰和客观；

定性测定报告“阴性”或“阳性”，定量测定则以“拷贝数/ml”或  

“IU/ml”报告，避免二者之间的混淆；

每份报告应包括以下信息：标题、唯一标识、检测标本说明、标本特 

性和状态、标本接收日期和检测日期、检测方法、检测和审核人员签 

字及发出日期、参考结果或范围；

如对报告有效性有疑问，实验室应立即通知临床相关科室予以纠正；

病人要求用电话、传真或邮件报告结果时，注意保密性原则；



 标准曲线平滑均匀，相关系数、内参等参数的数值允许变

 化范围均应在试剂制造商推荐的范围内。

 阴、阳室内质控检测结果均处于在控状态。

 以上几项标准均达到要求后，当次实验有效，可以发放报告。否 

则，本次实验无效。

实验结果有效性判断标准



IU与拷贝

 IU（international units）：国际单位，其设立的主要目的是为测定提供一 

个通用的标准单位；WHO在经过统计学上的数据处理后，综合多中心多方法检 

测所得到的数据，主观的赋予候选标准物质一个数值，其表述单位为国际单位

（IU）；

 拷贝（copies）：是各公司采用各自方法标准物质时，对检测结果的表述单位；

 IU与拷贝的关系：由于方法学的差异，不同方法检测同一标准物质的结果有所 

差别，甚至相差几倍，我们可直观的理解为，这其中的倍数关系就是不同方法 

间拷贝与IU的转换关系。



五、临床基因扩增检验技术在性病 
实验诊断中的应用

常见性传播疾病病原体

淋球菌（NGH）

沙眼衣原体（ CT ）  

解脲脲原体（UU）  

梅毒螺旋体（TP）  

单纯庖疹病毒（HSV） 

乳头瘤病毒（HPV）

人类免疫缺陷病毒（HIV）



标本采集、存放及运输



 对于常规开展的项目应该定期进行室内质量控制。

 定量与定性

质量控制



 病原微生物如淋球菌等经药物治疗后已死亡，但PCR仍可 

为阳性，故治疗结束后至少两周内不宜做PCR检测。

临床“假阳性”问题



 定性项目不能发定量报告 分泌物（拭子）样本

检验报告的问题



六、临床基因扩增检验管理要求

 医疗机构临床基因扩增检验实验室管理办法.doc

 医疗机构临床基因扩增检验实验室工作导则.doc
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