
·技术与方法·

生物技术通报
BIOTECHNOLOGY　BULLETIN 2011年第 1期

双标准曲线相对定量 PCR试验原理与方法
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　　摘　要:　实时荧光定量 PCR(FQ-PCR)是一种准确有效的核酸定量分析技术 , 具有易操作 、高通量 、高敏感性 、高特异

性 、高度自动化和低污染等优点 , 并随新定量 PCR仪及新操作方法的发展而得到广泛应用 ,但是 , 定量 PCR的高敏感性特点

使得实验操作严格而繁琐。阐述了一种改进的相对定量方法———双标准曲线法的试验原理和特点 , 描述了定量 PCR体系的

优化方式 , 探讨了试验误差分析方法及试验操作技巧 ,并就试验数据的处理方法进行讨论。试验证明 , 双标准曲线法是一种

经济 、简单而准确的定量方法。
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　　Abstract:　Real-timefluorescentquantitativepolymerasechainreaction(FQ-PCR)isanucleicacidquantificationtechnique, has

theadvantageofsimplicityofoperation, highflux, highsensitivity, reliablespecificity, highlyautomatedandlesspolluted, andhasbeen

usedwidelywiththeintroductionofnewquantitativePCRinstrumentationandoperatingmethods.Real-timePCRexperimentscallfor

precisenessandredundancybecauseofhighsensitivity.Inthisview, wediscussedtheexperimentprincipleandexperimentfeaturesof

double-standardcurvesmethod———aimprovedrelativequantificationPCRmethod, amplifyhowtooptimizePCRreactionsystem, then

describedtheanalyticapproachofexperimentalerrorandexperimentaloperativeskills, atlast, themeansofdealingwithexperimentda-

ta.Theresultsshowedthatdouble-standardcurvesmethodiseconomical, simpleandaccurate.
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实时荧光定量 PCR(real-timePCR)是 20世纪

90年代发展起来的一种准确 、快速的核酸定量分析

技术 ,通过在 PCR反应体系中引入一种荧光化学物

质 ,对 PCR扩增反应中每一个循环产物的荧光信号

进行实时检测 ,得到一条荧光扩增曲线图 ,最后通过

参照标准曲线对反应体系中未知模板初始浓度进行

定量分析。它以其特异性强 、灵敏度高 、重复性好 、

定量准确 、速度快 、全封闭反应等优点成为了分子生

物学研究中的重要工具 。

实时荧光定量 PCR常使用的荧光化学方法主

要有 5种 ,分别是 DNA结合染料(SYBRGreen),水

解探针 ,分子信标 ,荧光标记引物 ,杂交探针
[ 1]
。荧

光染料的优势在于它能监测任何 dsDNA序列的扩

增 ,使用方便 ,检测成本低 ,但是非特异性结合容易

导致假阳性信号出现;其他方法特异性好 ,但是设计

探针的难度较大 ,合成成本也较高 。定量分析方法
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包括绝对定量分析和相对定量分析 ,绝对定量指的

是用已知的标准曲线推算未知的样本的量 ,可以得

到某个样本中基因的绝对拷贝数和浓度;相对定量

指的是在待测样本中靶序列相对于另一对照样本的

量的变化 ,比较对两个或多个不同处理的样本中的

基因表达水平的高低变化 ,得到的结果是比率
[ 2]
。

相对定量法又分为比较 Ct法 ,双标准曲线法和比较

定量法 ,本研究以 RotorGene3000定量 PCR仪为

例 ,用 SYBRGreen荧光化学法 ,探讨双标准曲线相

对定量分析的试验操作方法。

1　双标准曲线法原理

双标准曲线法就是每次试验都分别用标准品做

内参基因和目的基因的标准曲线 ,并同时扩增各个

样本中目的基因和内参基因 ,然后从各自标准曲线

上计算待测样本中初始表达量 ,将目的基因表达量

进行归一化处理以消除初始 RNA或 cDNA量的差

异带来的表达差异。归一化值 =目的基因浓度 /看

家基因浓度 ,最后通过公式:F=(待测组样品目的

基因浓度 /待测组样品看家基因浓度)/(对照组样

品目的基因浓度 /对照组样品看家基因浓度),即可

得出不同样本或不同处理下目的基因的表达量差

异 ,假设对照组是表达量为 1的样本 ,则待测样本为

对照组表达量的 n倍
[ 3]
。

此方法中目的基因表达量是相对于某个内参基

因的量而言的 ,因此相对定量的标准曲线就比较容

易制备 ,对于所用的标准品只要知道其相对稀释度

即可 ,无需准确计算目的基因拷贝数或浓度 。内参

基因一般为一些看家基因 ,因为看家基因理论上没

有个体及组织特异性 ,所以其表达量差异基本可以

代表初始 RNA或 DNA量的差异。内参须满足:

①研究样本之间表达量相近;②处理因素不会影

响其表达;③ 可与待测基因同时进行相同的扩

增
[ 4]
。常用的内参有 3-磷酸甘油醛脱氢酶 (GAP-

DH)、β -肌动蛋白 、β 2-微球蛋白 、18SrRNA、葡萄糖-

6-磷酸脱氢酶(G-6-PDH)等 。

2　双标准曲线法的特点

双标准曲线相对定量分析方法的最大特点是 ,

应用简便 ,无需像比较 Ct法那样对试验进行严格的

优化 ,基因扩增效率不要求达到 100%这种理想状

态 ,也不要求目的基因和看家基因有相同的扩增效

率。不足之处是每次试验都必需对目的基因和看家

基因做两组标准曲线 ,而且必需有一组稳定的标准

品;并且 ,如果用于做标准曲线的标准品不同于样

品 ,如标准品为质粒或纯化的 PCR产物 ,而待测样

品为 cDNA,那么标准曲线的扩增效率并不能真实

地反映样品的扩增情况
[ 5]
,因此以标准曲线来计算

样品的实际浓度就存在一定误差 ,但是最终试验数

据处理是求算待测基因和看家基因的比值 ,这种误

差可以抵消。

双标准曲线法比较适合于样本量不大 ,但是研

究的目的基因数目比较多的试验 ,相对于比较 Ct

法 ,避免了对每个基因扩增条件的严格优化 。同时 ,

最好统一每个目的基因(包括内参基因)的 PCR体

系和 PCR扩增条件 ,这样就避免每次都做内参基因

的标准曲线和优化反应体系 ,达到减少工作量 ,节省

试验成本的目的。

3　双标准曲线法的操作步骤

3.1　引物设计 、cDNA模板及标准品的制备

定量试验要求引物的特异性好 ,避免非特异性

扩增干扰目的片段的检测 。引物设计原则:引物的

长度为 18-27 bp, G+C含量 45% -55%,上下游

引物 Tm值差别不超过 2℃, Tm值在 55 -62℃之

间 ,引物 3′端不能选择 A最好选择 T, 3′端自由能最

好小于 9kJ/mol,尽量避免引物自身互补尤 ,其避免

3′端有发夹结构 , PCR产物长度要小于 200 bp。片

段太长会使 Ct值延时出现 ,并过分消耗 PCR反应

组分降低 PCR反应效率 ,影响试验结果的准确性 。

制备 cDNA模板要保证所有样本的反转录体系

中 mRNA起始量相等 ,反转录完成后做定量 PCR预

试验 ,扩增所有样本中内参基因 ,使其 Ct值大约相

等。反转录产物原液稀释 10-50倍后作反应模板 ,

否则浓度太高 ,荧光背景过高 ,定量结果不准确。为

避免模板中掺入抑制剂 ,如 SDS、EDTA、胍盐 、甲硫

胺和磷酸钠等 ,影响 PCR的扩增效率 ,所以最好使

用离心柱提取 RNA。

标准品可以是扩增的目的基因片段 ,也可以是插

入了目的片段的质粒。质粒较单纯的 DNA片段更加

稳定 ,易于保存。用特异性引物 ,以获得的 cDNA为

模板进行 PCR扩增 ,得到目的片段并进行纯化 ,将不

同基因的 PCR纯化产物与 pMD18-T载体进行连接 ,
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经转化 、细菌培养 ,最后提取质粒用作标准品 。

3.2　定量 PCR体系的优化

经过 PCR反应体系的优化 ,使扩增效率达到

80%-100%,对应的标准曲线斜率在 -3.9 -3.3

之间 ,此时得到的标准曲线可靠性较高。而使用优

质的热启动酶 、dNTP、Mg
2+
及尿嘧啶 -N-糖基化酶

(UNG/dUTP)防污染系统预混成定量 PCR体系也

是很重要的 , 现 QIAGEN、ABI等公司出售的 2 ×

SYBRGreenPCRMasterMix试剂盒 ,试验所要添加

的只有引物 、cDNA模板及水 ,可以最大程度降低反

应变量 ,减少优化参数 ,提高试验可重复性和可靠

性
[ 6]
。一般而言 ,定量 PCR反应体系中各组分的终

浓度:热启动酶 1-2U, dNTPs(dATP、dGTP、dCTP、

dTTP/ dUTP)0.2 -0.5 mmol/L, MgCl2 2.5 -

5.5mmol/L, UNG0.2 -1 U, 上游 (及下游)引物

0.2-1 μmol/L,退火温度及模板终浓度根据具体试

验进行优化
[ 7, 8]
。引物储存时间 、引物特异性及结

合能力 、扩增产物的长度及 G+C含量 、PCR体系中

各组分含量 、不同样本间 DNA聚合酶抑制物的存在

情况 、退火温度以及循环扩增仪上不同位置的差异

等都会影响扩增效率 ,因此 ,扩增效率太低时要从这

些方面进行优化 。

3.3　标准曲线的制备

每条标准曲线至少要有 5个浓度梯度 ,而且每

个浓度梯度至少要有 3个重复 ,才能保证标准曲线

有好的线性关系 。标准品做梯度稀释时要讲求技

巧 ,以 10倍连续梯度稀释方法为例:取 1 V标准品

原液 +9 V稀释缓冲液 ,得 10
-1
标准品;取 1 V10

-1

标准品 +9V稀释缓冲液 ,得 10
-2
标准品 ,同理依次

稀释 10
-3
, 10

-4
, 10

-5
,共 5个浓度梯度 ,切勿直接把

1V标准品原液加入到不同体积的稀释缓冲液中 ,

而且每一个梯度的稀释液一定要充分混匀 ,再进行

下一个浓度梯度的稀释 ,这样才能使标准曲线有较

高的 R
2
值 ,线性关系好。

如果出现不理想(不规则)的扩增曲线 ,表现为

有高的荧光初始值 ,线性关系不好 ,原因是模板浓度

高于仪器检测范围 ,模板一开始就结合大量染料 ,扰

乱了基线 ,这时要调整标准品稀释梯度 ,如可以选择

10
-5
-10

-9
稀释度。一般最高浓度梯度对应的 Ct

值至少不要小于 5,选取的 5个浓度梯度对应 Ct值

最佳范围位于 10-30个循环 ,同时被选点的模板浓

度范围要包括待测样本浓度 。

Ct值的确定取决于阈值(threshold),荧光阈值

的缺省设置是 3-15个循环的荧光信号标准偏差的

10倍。阈值确定后 ,阈值与扩增曲线的交点所对应

的循环数就是 Ct值 ,即荧光信号强度达到设定阈值

时所经历的循环数
[ 9]
。阈值应在 PCR反应的指数

扩增期设定(图 1),因为这一时期每个模板的 Ct值

与该模板起始拷贝数的对数存在线性关系 logN0 =

-Ct×logE+logN,起始拷贝数越大 , Ct值越小。利

用不同稀释梯度的标准品作标准曲线 ,其中横坐标

代表标准品稀释浓度 ,纵坐标代表 Ct,然后通过扩

增曲线获得未知样品的 Ct值 ,即可从标准曲线上计

算出该未知样品目的基因起始浓度。

图 1　荧光扩增曲线
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3.4　熔解曲线制备

由于 SYBRGreen是一种双链 DNA结合染料 ,

能非特异地掺入到双链中去 ,导致假阳性出现 ,影响

定量结果 ,所以一般 PCR反应完成后增加一条熔解

曲线 ,对 PCR产物进行特异性检测 ,以区分由产物

和本底造成的荧光信号
[ 10]
。如果得到的熔解曲线

有单一峰值 ,而且峰线窄而尖(图 2),说明引物特异

性好 ,扩增产物单一。

图 2　熔解曲线

3.5　样本中目的基因表达量检测

如果样本量太大 ,样本不能与标准品同时进

行 PCR扩增 ,则做完标准曲线后再以相同的 PCR

体系和条件扩增各组样本 ,然后将标准曲线导入

样本扩增曲线来计算各个样本中目的基因浓度。

为了导入标准曲线 ,需要在样本扩增反应中使用

一个已知浓度的参照 ,可以选择标准曲线的 5个

浓度点中的任意一个为参照 ,在样品编辑中将样

品类型设置为标准品并给予相应浓度值 。同一参

照可以输入多个拷贝以提高该方法的准确性 。但

不能定义超过一个参照的浓度 ,例如 ,可以有 3个

重复的 1 000拷贝参照 ,但是在同一试验中不能有一

个 1 000拷贝参照和一个 100拷贝的参照
[ 11]
。试验

完成做熔解曲线 。　　

3.6　试验操作注意事项

定量检测试验十分灵敏 ,加样不准确会造成每

个样本的重复性不好 ,进而影响最终结果 。加样要

仔细 、认真 、缓慢 ,确定每次加样完毕枪头中无明显

的残留 。试验过程中使用的枪头 、离心管都需经无

DNA酶的 RNA酶处理且硅化程度较高 。同时 ,尽

量减少枪头换取频率 ,避免耗材间的差异给加样带

来的误差 。由于试验中每个基因都对应多个样本模

板 ,且每个模板都要做 3次重复 ,所以在 PCR体系

构建时 ,将 2×SYBRGreenPCRMasterMix,引物和

无 RNase水混在一起 ,再均分到每个反应管中。而

每个模板需要单独加到反应管 ,为了避免小量加样

带来误差 ,每次加样量不要低于 2 μL,所以如果模

板浓度太高可以进行一定程度的稀释 ,以增加每次

的加样量 。

2×SYBRGreenPCRMasterMix中含有热启动

TaqDNA聚合酶 ,所以操作不需在冰上进行 ,但是为

了避免操作时间太长会对导致引物 、模板降解和对

MasterMix质量产生影响 ,建议冰上操作。加样时要

避免强光线直射 ,强光会加速 MasterMix中的荧光

淬灭 。试验药品和材料分装保存 ,避免交叉污染。

试验中用于引物和模板稀释的水都要确保无菌 、无

酶 、无核酸及无热源污染 。

操作台要设在安静 ,洁净的环境中 ,少有人员走

动 ,空气流动性小 ,避免空气中的杂质影响试验结

果 ,可以在超净工作台上操作但不要开风机或风速

要小 ,防治水分蒸发导致加样误差。试验前用 75%

乙醇擦拭操作台 ,加样枪等试验必需品 。试验全程

穿戴手套 ,口罩和干净的实验服。

4　标准曲线试验误差分析
用不同批次试验来检测人为操作及实验仪器误

差对标准曲线制作的影响。本研究以鲤脑组织 cD-

NA为模板 ,扩增鲤 18SrRNA基因 200bp左右片段

序列 ,然后将其纯化并连接到 pMD18-T载体中 ,克

隆后提取质粒作为标准品。紫外分光光度检测质粒

浓度为 20 μg/mL,将质粒进行 10倍连续梯度稀释 ,

经过预试验选择 10
-3
-10

-7
5个合适的浓度点 ,用

相同的 PCR反应体系 、PCR反应程序 ,但是分 3个

试验批次做 18SrRNA基因的标准曲线 ,每条标准

曲线都有 5个浓度梯度 ,每个浓度梯度做 3次重复。

同一阈值进行 3次试验结果分析 , 得到 3条 18S

rRNA基因的标准曲线回归方程及相关参数 ,结果

见表 1。 3次试验 R
2
都大于 0.99 ,说明线性关系很

好 ,标准品梯度稀释恰当 ,加样误差小;扩增效率都

在 90%左右 ,说明引物设计合理 ,而且 PCR反应体

系得到优化。
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表 1　标准曲线及相关参数

试验次序 R2 扩增效率 标准曲线回归方程

1 0.99788 0.92555 CT=-3.514×log(conc)+ 36.221

2 0.99865 0.89299 CT=-3.608×log(conc)+ 36.832

3 0.99881 0.89422 CT=-3.605×log(conc)+ 36.817

利用 Excel对标准曲线每个浓度点的 3次试验

结果进行单因素方差分析
[ 12]
,得到各浓度点 F检验

结果如表 2所示 。结果表明 , 3次试验中标准曲线 5

个浓度点的检测值差异并不显著(P>0.05),而且 3

次试验的 R
2
值及扩增效率很接近 ,说明试验批次及

自身操作所带来的试验误差对试验结果并未产生影

响。所以在用双标准曲线法对多个基因进行定量

时 ,如果各个基因的 PCR反应体系 、反应条件一致 ,

则不需要同时做内参基因和目的基因的标准曲线 ,

内参基因标准曲线做一次就足够;而且如果样本数

过多 ,一个 RUN不能完成所有样本的检测 ,可以分

成不同的批次做 ,试验误差不会影响定量结果。

表 2　三次重复试验各浓度梯度 F检验

浓度梯度 差异源 SS df MS F P Fcrit

108

组间 6.42E+13 2 3.21E+13 1.97E-01 0.826659 5.143253

组内 9.8E+14 6 1.63E+14

总计 1.04E+15 8

107

组间 4.05E+12 2 2.02E+12 4.13E+00 0.074423 5.143253

组内 2.94E+12 6 4.9E+11

总计 6.99E+12 8

106

组间 7.19E+10 2 3.59E+10 1.52E+00 0.291623 5.143253

组内 1.42E+11 6 2.36E+10

总计 2.13E+11 8

105

组间 2.07E+08 2 1.03E+08 1.26E+00 0.348876 5.143253

组内 4.92E+08 6 8.20E+07

总计 6.99E+08 8

104

组间 3.77E+06 2 1.88E+06 2.59E+00 0.15424 5.143253

组内 4.36E+06 6 7.26E+05

总计 8.12E+06 8

5　试验数据处理

为了使结果准确并有统计学意义 ,就要求每个

试验组(对照组和待测组)样本量 n≥6,每个样本的

重复次数≥3。这样目的基因及看家基因的标准曲

线和样本不能在一个 RUN中检测完成(RG3000定

量 PCR仪 36孔转子)。因此 ,可以先在一个 RUN

中同时做目的基因和看家基因的标准曲线 ,然后在

另一个 RUN中同时扩增每个样本的目的基因和看

家基因 ,如果样本过多可以分成几个 RUN来检测 ,

但是同一个样本的目的基因和看家基因的检测要在

同一个 RUN中完成 ,以避免不同试验批次造成的试

验误差。试验完成后将标准曲线导入样本扩增曲线

中 ,得到每个样本目的基因和看家基因 Ct值和浓度

(重复样本软件自动算出均值)。试验结果要用归

一化值表示 ,归一化值 =目的基因浓度 /内参基因浓

度 ,根据公式算出每个样本的归一化值
[ 13]
,然后分

别统计待测组和对照组所有样本归一化值的算术平

均数及标准偏差 ,结果用柱形图表示
[ 14]
。本试验以

18SrRNA基因为内参基因 , 检测鲤低温处理组

(6℃)和常温对照组(20℃)中细胞色素 c氧化酶亚

基(s6)及肌醇-1-磷酸盐合成酶(s10)的基因表达量

差异 ,其结果用柱形图表示 ,见图 3。
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图 3　柱形图表示基因表达差异

利用公式相对表达量 =(待测样品目的基因初

始浓度 /待测样品内参基因初始浓度)/(对照样品

目的基因初始浓度 /对照样品内参基因初始浓

度),计算待测组目的基因相对于对照组的表达差

异倍数 。

6　结束语

相比于其他定量方法 ,双标准曲线法在试验操

作上有种种优势 ,如对 PCR体系和扩增效率的要求

不那么严格 ,试验误差可以在最终结果处理时消除

一部分 ,这就大大减少了试验的工作量 ,而且得到的

试验结果比较可靠 ,是一种经济实用 ,准确合理的试

验方法 。目前已有人将其用于鱼类抗逆方面的研究

中
[ 15]
,并得到了预期结果。该方法必将以其高效 、

简便 、准确及易操作的优点 ,在基因表达定量研究方

面得到广泛应用 。
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