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荧光定量 PCR 技术基本原理与实验策略的研究
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摘要：荧光定量 PCR技术作为一种重要的分子生物学工具，近年来在生物医学研究、疾病诊断、

病原体检测及遗传学研究等领域得到了广泛应用。本文综述了荧光定量 PCR技术的基本原理，

包括其基于 DNA 扩增的指数增长特性以及荧光信号的实时监测方法。进一步探讨了该技术在不

同应用场景下的具体应用案例，如病原体载量的快速测定、基因突变筛查及基因表达水平的定量

分析。通过对比传统 PCR方法，强调了荧光定量 PCR在灵敏度、特异性和定量准确性方面的显

著优势。此外，还讨论了影响荧光定量 PCR结果准确性的关键因素，并提出了优化实验条件的

策略。本研究旨在为相关领域的研究人员和临床工作者提供一个全面了解荧光定量 PCR技术的

平台，促进其在更多领域内的深入应用与发展。
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引言

在 HBV感染人体时，它的遗传物质 DNA

会首先进入到人体细胞中。所以如果我们能检

测出体内的 HBV-DNA含量，那么我们就可以

判断是否感染 HBV。想检测 DNA，可以先用

PCR技术扩增，然后把扩增后的 DNA 进行凝

胶电泳检测，把结果与对照组进行对照，就可

以判断是否感染。但这种常规 pcr有一个弊端，

我们在实验课上都做过这个实验，耗时很长。

那么有没有更高效，更快捷的方式，能应用到

临床上对病原体感染的检验呢？答案是肯定

的。让我们一起看看实时和荧光两个词的含义。

“实时”意味着我们能够在 PCR 反应进行的

过程中，实时监测反应的进程；“荧光”则是

利用荧光信号来指示 PCR产物的数量变化[1]。

这两个特点的结合，使得荧光定量 PCR 技术

与普通 PCR 技术相比，具有了独特的优势。

实时荧光定量 PCR技术通过对 PCR扩增反应

中每一个循环产物荧光信号的实时监测，从而

实现对起始模板的定量分析，这一创新让核酸

检测进入了一个全新的阶段。

在荧光定量PCR反应的第一步和第二步，

与普通 PCR 是完全相同的。第一步是高温变

性，在 94℃-96℃的高温条件下，双链 DNA

解旋成为两条单链，这一过程破坏了 DNA 双

链之间的氢键，就像将紧密缠绕的绳子解开一

样，为后续的反应做好准备。第二步是低温退

火，温度降至 55℃-65℃，引物与单链 DNA

模板按照碱基互补配对原则特异性结合。引物

是一段人工合成的短单链 DNA，其序列与目

标 DNA两端的序列互补，就如同“导航员”，

引导DNA聚合酶找到需要复制的起始位置[2]。

到了第三步，荧光定量 PCR 展现出了与

普通 PCR的关键区别。除了引物，在 DNA 单

链上还结合了一个特殊的分子——荧光探针。

荧光探针和荧光染料都能够与模板 DNA互补，

并结合到模板 DNA 上，它们的作用是指示扩

增产物的增加情况。其中，荧光探针主要有 T

aqMan探针、分子信标、FRET 探针等类型，

荧光染料主要有 SYBR Green等。接下来，我

们着重深入了解一下 TaqMan探针是如何发挥

作用的。
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TaqMan 探针的结构非常巧妙，它的 5’

端连接着一个荧光报告基团，我们简称为 r基

团，这个基团能够发出荧光信号；3’端则连

接着一个荧光猝灭基团，它的作用是猝灭 5’

端发射的荧光。在 TaqMan探针保持完整状态

时，r 基团发出的荧光信号会被 q基团吸收，

就像光被黑洞吞噬一样，我们无法检测到荧光

信号。但是，当反应进入第四步，也就是延伸

阶段时，情况发生了变化。新链会从 5’端向

3’端延伸，DNA 聚合酶在沿着模板 DNA 合

成新链的过程中，一旦识别到与模板 DNA 结

合的 TaqMan 探针，它的 5’-3’外切酶活性

就会发挥作用。DNA 聚合酶就像一个“分子

剪刀”，将处在 DNA 5’端连有 r基团的核苷

酸水解下来。这样一来，r基团和 q基团分离，

猝灭基团失去了对荧光报告基团的抑制作用，

荧光探针便能够发出荧光。

以 HBV-DNA 检测为例，每一个 HBV-D

NA分子就好比一个“敌人的堡垒”，而每一个

TaqMan探针就像是潜伏在堡垒附近的“信号

兵”。当 PCR反应启动，每复制一次 HBV-DN

A，对应的 TaqMan 探针就会被 DNA 聚合酶

“激活”，释放出荧光信号，如同发射出一个

信号弹。随着 PCR 循环次数的不断增加，目

的基因片段会呈指数规律增长。从数学角度来

看，假设起始模板数量为 N0，经过 n 次循环

后，理论上的 PCR 产物数量 N=N0×2^n，而

荧光信号强度也会呈指数规律增长，实现了荧

光信号的累积与 PCR 产物形成完全同步。在

整个反应过程中，通过连接着反应体系的电脑，

我们可以实时监控荧光信号的变化情况。随着

反应的进行，最终我们会在电脑屏幕上看到一

条 S型曲线[3]。这条 S型曲线具有重要的生物

学意义，它代表着样本中存在目标基因，也就

意味着 HBV 感染阳性。曲线的起点（即荧光

信号开始显著增强的循环数，Ct值）与起始模

板的数量密切相关，起始模板量越多，Ct值越

小，反之则越大，通过标准曲线，我们还能够

准确计算出样本中 HBV-DNA的具体含量。

为了让大家对荧光定量 PCR 技术的优势

有更直观的认识，我们来看一些相关的实验数

据和文献研究。有一项针对荧光定量 PCR 和

普通 PCR 的 HBV-DNA 检出率对比实验，研

究人员选取了 200份疑似 HBV 感染的临床样

本，分别采用两种方法进行检测。结果显示，

普通定性 PCR检测出 HBV-DNA阳性样本 85

份，而荧光定量 PCR检测出阳性样本 112份，

且能够精确测定每份样本中病毒 DNA 的拷贝

数。这一结果与我们前面所讨论的荧光定量 P

CR 技术的原理和优势是完全相符的。普通 P

CR 只能通过凝胶电泳检测是否存在目标 DN

A，无法对其进行定量分析，且检测灵敏度相

对较低，容易出现漏检情况；而荧光定量 PC

R不仅能够检测到目标 DNA 的存在，还能够

对其进行高精度的定量分析，检测的灵敏度和

准确性都大大提高。

在动物学研究中，该技术可以用于监测动

物疫病的发生和传播。比如，在禽流感疫情防

控中，科研人员可以利用荧光定量 PCR 技术

快速检测禽类样本中是否携带禽流感病毒，并

准确测定病毒的含量。通过对不同地区、不同

禽类群体的定期监测，能够及时发现病毒的变

异情况和传播趋势，从而及时采取有效的防控

措施，防止疫情的扩散。

除了在病原体检测和疾病诊断方面的应

用，荧光定量 PCR 技术在其他领域也有着广

阔的发展前景。在分子生物学基础研究中，它

可以用于基因表达分析，帮助科研人员了解不

同基因在细胞生长、发育、分化等过程中的表

达调控机制。例如，在研究胚胎发育过程中，

通过荧光定量 PCR 技术检测不同阶段关键基

因的表达水平，能够揭示胚胎发育的分子机制。

在干细胞研究中，检测干细胞分化过程中特定

基因的表达变化，有助于了解干细胞的分化路

径和调控网络[4]。
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在农业领域，该技术可用于转基因作物的

检测，确保转基因产品的安全性和合规性。随

着转基因技术在农业中的广泛应用，对转基因

作物的检测变得尤为重要。荧光定量 PCR 技

术能够准确检测转基因作物中特定外源基因

的存在及其拷贝数，判断转基因成分是否符合

相关标准[5]。

在法医学领域，荧光定量 PCR 技术能够

对微量生物样本进行 DNA 分析，为案件侦破

提供有力的证据支持。在一些犯罪现场，可能

遗留的生物样本非常微量，如血迹、毛发、皮

屑等，传统的检测方法难以准确分析。而荧光

定量 PCR 技术凭借其高灵敏度和特异性，能

够从这些微量样本中扩增出足够的 DNA 进行

分析，通过与嫌疑人的 DNA 样本进行比对，

为案件侦破提供关键线索。

随着科学技术的不断发展，荧光定量 PC

R技术也在持续改进和创新。一方面，新的荧

光探针和荧光染料不断被研发出来，这些新型

探针和染料具有更高的灵敏度、更强的特异性

和更稳定的性能，能够进一步提高检测的准确

性和可靠性。例如，一些新型的荧光探针采用

了特殊的化学修饰，能够降低背景荧光信号，

提高检测的信噪比；新型荧光染料具有更宽的

激发和发射光谱范围，可以实现多重荧光检测，

在一个反应体系中同时检测多个目标基因。

另一方面，仪器设备也在不断升级，反应

速度更快、通量更高、操作更简便的荧光定量

PCR仪相继问世，使得大规模、高通量的检测

成为可能。现代的荧光定量 PCR 仪普遍采用

了微流控技术，能够在微小的芯片上实现多个

独立的 PCR 反应，大大减少试剂用量，提高

反应效率，并且便于实现自动化检测。同时，

仪器的软件系统也更加智能化，能够自动分析

数据、生成报告，降低了操作人员的工作强度

和人为误差。

同时，荧光定量 PCR 技术与其他技术的

结合也日益紧密。例如，与微流控技术相结合，

能够实现芯片上的 PCR反应，将整个 PCR反

应体系集成在一个微小的芯片上，不仅减少了

试剂用量，还提高了反应的均一性和稳定性，

便于实现自动化和高通量检测。与二代测序技

术相结合，可以对 PCR 产物进行深度测序分

析，获取更丰富的基因信息，为疾病的精准诊

断和个性化治疗提供更全面的数据支持。通过

二代测序，可以检测到 PCR 产物中的基因突

变、基因重排等信息，这对于肿瘤的精准分型

和靶向治疗具有重要意义。

然而，尽管荧光定量 PCR 技术具有诸多

优势，但在实际应用中也面临着一些挑战和问

题。首先，该技术对实验环境和操作人员的要

求较高，需要严格的实验室条件和专业的技术

人员进行操作，以避免实验过程中的污染，保

证检测结果的准确性。实验室需要配备专门的

PCR实验室分区，包括试剂准备区、样本处理

区、扩增区和产物分析区，每个区域之间需要

严格隔离，防止交叉污染。操作人员需要经过

专业培训，熟练掌握实验操作技能和质量控制

要点，任何一个环节的失误都可能导致检测结

果的偏差。

其次，荧光定量 PCR 技术的检测成本相

对较高，包括试剂、仪器设备的购置和维护等

方面，这在一定程度上限制了其在一些资源有

限地区的广泛应用。荧光定量 PCR 试剂中，

荧光探针和特殊的酶等关键试剂价格昂贵，且

一次实验需要消耗一定量的试剂；仪器设备的

购置成本也较高，后期的维护和校准也需要投

入一定的费用。这对于一些经济欠发达地区的

医疗机构和实验室来说，开展荧光定量 PCR

检测存在一定的经济压力。

为应对这些挑战，科研人员和相关机构正

在积极开展研究和探索。一方面，不断优化实

验流程和操作规范，开发更加简便、快捷、低

成本的检测方法和试剂，降低技术门槛，提高

检测的可及性。例如，一些科研团队正在研发

基于等温扩增技术的荧光定量检测方法，该方
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法不需要复杂的温度循环，能够在恒温条件下

实现核酸的快速扩增，具有操作简便、反应速

度快等优点，有望应用于基层医疗机构和现场

检测。同时，通过优化试剂配方，降低荧光定

量 PCR试剂的成本，提高其性价比。

另一方面，加强国际间的合作与交流，共

同制定统一的检测标准和质量控制体系，提高

检测结果的可比性和可信度。世界卫生组织

（WHO）等国际组织正在推动建立全球统一

的核酸检测标准，规范荧光定量 PCR 技术的

操作流程和质量控制要点。各国科研机构和企

业也在积极参与相关标准的制定和完善工作，

通过共同努力，提高荧光定量 PCR 技术的标

准化水平。

结束语

综上所述，荧光定量 PCR 技术作为一种

先进的分子生物学检测技术，在病原体检测、

疾病诊断、科学研究等多个领域发挥着重要作

用。尽管它在发展过程中面临着一些挑战，但

随着技术的不断创新和完善，相信在未来，荧

光定量 PCR 技术将为人类的健康和科学研究

做出更大的贡献，为我们揭开更多生命科学的

奥秘，为疾病的预防、诊断和治疗带来更多的

希望和突破。
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