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实时荧光定量 PCR(TaqMan)法 

测定外源基因的拷贝数 

王爱民1， 
(1．徐州师范大学 生命科学学院，江苏 徐州 221116；2．江苏省药用植物生物技术重点实验室 ，江苏 徐州 221116) 

摘 要：实时荧光定量 PCR是近年新兴的一项技术，因其快速、方便、便宜，需要 DNA样品量少，无需放射性 

检测等优点被广泛应用于基因的定量分析。该文就实时荧光定量 PCR(TaqMan)技术的发展、基本原理及测 

定外源基因拷贝数的技术流程做一介绍。 
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Abstract：Real-time fluorescent quantitative PCR iS a new technique which has been developed tO be used in quantita— 

tive analysis of genes as well with the advantages of simpleness，quickness，short needs of target fragment DNA and 

none of hazardous radioisotopes in recent years．The development，the principle of real—time fluorescent quantitative 

PCR(TaqMan)and the techinical flow of estimating copy number of transgenic gene are introuduced in this paper． 
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传统测定基因拷贝数的方法是 Southern Blot— 

ting。事实证明它确实是一个行之有效的、准确的 

方法，但在实际操作过程中我们也不难发现，它费 

时、费力，同时还需大量的 DNA样品，甚至要使用 

放射性同位素(Mason等，2003)。近年兴起的实时 

荧光定量 PCR(real—time quantitative polymerase 

chain reaction，real—time quantitative PCR)技术弥 

补了以上的不足(Ingham等，2001；Song等，2002； 

Mason等，2003)。实时荧光定量 PCR技术是在 

1996年由美国 Applied Biosystems公司推出，它通 

过在 PCR反应体系中加入荧光基团，利用荧光信号 

的积累实时监测整个 PCR进程，最后通过标准曲线 

对未知模板进行定量分析的方法。其主要优点是： 

(1)不需要进行 PCR的后处理，最大限度的减少了 

操作过程中可能导致的污染；(2)快速，便宜；(3)避 

免使用具有危害的放射性同位素；(4)仅需要少量的 

DNA样品；(5)提供一个广泛的定量动力学范围，能 

对拷贝数差异较大的不同样品进行精确定量。由于 

该技术不仅实现了PCR从定性到定量的飞跃，而且 

与常规 PCR相 比，它具有特异性更强、有效解决 

PCR污染问题、自动化程度高等特点，目前已得到 

广泛应用。 

1 基本原理 

实时荧光定量 PCR的发明归功于两个重要的 
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发现：一是发现 DNA Taq聚合酶有 5 一3 外切酶 

活性且为双链特异性(Deborab，1999)；二是利用荧 

光能 量传 递 技术 (fluorescence resonance energy 

transfer，FERT)(Heid等，1996)构建了双标记寡核 

苷酸探针 ，即 TaqMan探针。 

Higuchi(1993)首次报导了实时定量 PCR技 

术。在 PCR反应过程中通过溴化乙锭的插人和一 

台改良的热循环仪，用 UV射线照射样品，然后用 

CCD相机检测产生的荧光信号。以荧光信号和 

PCR循环数为轴作图。这一方法的主要缺陷在于 

特异性比较低，在检测到特异性荧光信号的同时，一 

些非特异性的 PCR产物也被检测到。现在更多的 

是采用 5 核酸酶的方法 ，包括 TaqMan探针 (Gib— 

son等 1996，Heid等 1996)，分子标记 (Tyagi& 

Kramer，1996)，SYBR Green I染料(Yin等 2001， 

Schmittgen等 ，2000)等。有关实时定量 PCR的名 

词概念可参看相关文献(Ginzinger，2002)。 

PCR反应体系中，在加入一对引物的同时加入 

一 个特异性的荧光探针，该探针为一寡核苷酸，5 端 

和 3 端分别标记一个报告荧光基团，如 FAM(6-羧 

基荧光素)，TET(四氯一6一羧基荧光素)，JOE(2，7-二 

甲基一4，5-二氯一6一羧基荧光素)，HEX(六氯一6一甲基 

荧光素)和一个淬灭荧光基团，如 TAMRA(6一羧基 

四甲基诺丹明)。两者之间构成能量传递结构。探 

针完整时，报告基团发射的荧光信号被淬灭基团吸 

收，不出现荧光信号变化；PCR扩增时，Taq聚合酶 

的5 3 外切酶活性将与底物结合的探针酶切降解， 

报告荧光基团和淬灭荧光基团分离，使淬灭基团的淬 

灭作用被解除，从而荧光监测系统可接收到荧光信 

号，即每扩增一条DNA链，就有一个荧光分子形成， 

实现了荧光信号的累积与 PCR产物形成完全同步。 

实时荧光定量 PCR一般使用 ct值(每个反应 

荧光信号达到设定域值所经的循环数)定量，由于 

Ct值与模板初始拷贝数的对数成线性关系，利用已 

知起始拷贝数的标准品可作出标准曲线，只要获得 

未知样品的Ct值，即可从标准曲线上计算出该样品 

的起始拷贝数(Woo等，1999)。一些与癌变有关的 

基 因，如 HER2／neu(Millson等，2003)，erbB2 

(Bi~che等，1998)，MYCN(De等，2002；Raggi等， 

l999)等基因拷贝数的变化均可通过这种方法得到 

检测。也 利用该方法检 测 了番茄外 源 nptlI， 

TSWV-N基因(Mason等，2003)以及 pmi，adh基 

因的拷贝数(Ingham等，2001)。 

目前市场上有许多种实时定量 PCR仪可供选 

择；其中包括ABI7700，BI7900，BI7O00(Applied 一 

osystems)，MX4000 (Stratagene，LaJolla，CA， 

USA)．Lightcycler(Roche，Alameda，CA，USA)， 

iCycler(Bio—Rad，Hercules，CA，USA)，Smarteycler 

(Cepheid，Sunnyvale，CA，USA)，Robocycler(MJ 

Research，Incline Village，NV，USA)等。 

2 测定外源基因拷贝数的技术流程 

2．1引物、探针的设计 

与普通 PCR相 比，real—time PCR对引物的要 

求较高。引物的优劣直接关系到是否能扩增出特异 

的目的基因，并且能够排除在扩增中形成引物二聚 

体。通常对引物设计的要求主要包括：3 端应无二 

级结构、重复序列、回文结构和高度的变异；两条引 

物之间不能发生互补，尤其是在 3 端；两条引物中 

的GC含量应保持大体一致，其含量应占引物碱基 

的4O ～7O ，不应有 G／C和 A／T富集区的非平 

衡分布；引物的Tm值一般都设计在 59～60℃，这 

主要是因为在 6O℃ Taq酶的5 一3 外切核酸酶的活 

性最强，并且引物位置要尽可能的靠近探针，扩增片 

断长度要小于400 bp。 

实时荧光定量 PCR的灵敏之处其一就在于 

PCR反应体系中引入序列特异性的第三个寡核苷 

酸——探针。探针的优劣直接影响到荧光信号的接 

收效果。Taq聚合酶的外切核酸酶的活性是双链特 

异性的，因此它只对和模板结合的探针起作用，而对 

游离的探针不起作用。在real—time PCR进程中，探 

针必须和模板紧紧结合才能保证 Taq聚合酶从 5 

端水解探针核苷酸。因此探针的熔链温度(Tm)一 

般都设计在 68～7O℃，这样，当60℃变性和延伸时 

探针模板结合的是非 常稳定的。对 富含 AT的序 

列 ，可在 3 端引入 MGB(minor groove binder)来增 

加探针和模板结合的稳定性(Kutyavin等，2000)。 

同时还应注意：探针的长度必须小于 3O bp，否则荧 

光报告基团和荧光猝灭基团距离较远，荧光能量传 

递作用减弱，背景信号增加；探针 5 端第一个碱基 
一 般不能是 G，否则会猝灭荧光。 

目前，TaqMan real—time PCR的引物和探针多 

是由公司专业人员设计的。 

2．2反应体系和反应参数的确定 

实时定量 PCR通常采用的反应体系见表 l。 
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如果扩增片段较短，在 100 bp以内，可采用两步扩 

增法，即 95℃变性 2O～3O S，60℃退火延伸 30 S， 

同时接收荧光信号；如果片段稍长则可采用三步法， 

即增加 72℃延伸 45 S，并在延伸阶段接收荧光信 

号。循环数一般为45~55。 

2．3模板的浓度 

如果研究者是进行首次实验，那么应选择一系 

列稀释浓度的模板来进行实验，以选择出最为合适 

的模板浓度。基因组 DNA的模板浓度在 50pg～ 

5ng之间选择。一般而言，使 Ct值位于 15～3O个 

循环比较合适，若大于 30则应使用较高的模板浓 

度，如果 Ct小于 15则应选择较低的模板浓度。 

表 1 实时荧光定量 PCR反应体系 

Table 1 The reaction system of real-time 

fluorescent quantitative PCR 

成分 Composition 用量 Dosage 

5×PCR Buffer： 

25 mM MgClz： 

2 mM dNTP： 

25 pM Primer F： 

25 pM Primer R： 

10 pM TaqMan Probe： 

1 U／ L Taq DNA Polymerase 

模板 DNA： 

ddH2O： 

2．4优化探针、引物的量 

探针、引物相对量是实时荧光定量PCR反应非 

常重要的影响因素。引物浓度太低，会致使反应不 

完全；若引物太多，则发生错配以及产生非特异产物 

的可能性大大增加。探针浓度太低，荧光信号较弱； 

若浓度太高，则会影响信躁比。一般在首次实验过 

程中，必须先通过一系列梯度浓度的探针和引物的 

正交预实验来确定两者的相对量。最基本的原则是 

获得在 15～30之间最小的 Ct值和最大的信号／背 

景比值。 

2．5内源参照基因及标准品的选择 

测定基因的拷贝数多数是通过相对定量的方 

法，即同一DNA模板两个完全独立的扩增反应，一 

个是内源参照基因，通过标准曲线可知其起始量；一 

个是目的基因，通过标准曲线也可以得到其起始量。 

目的基因起始量与内源参照基因起始量的比值即为 

目的基因的拷贝数。 

内源参照基因(Endogenous reference gene)多 

数是选取生物体内源的低拷贝基因，如玉米的乙醇 

脱氢 酶基 因 alcohol dehydrogenase(Ingham 等， 

2001；Shou等，2004)；大豆的凝集素基因 soybean 

lectin(Schmidt& Parrott，2001)；番茄的液泡蔗糖 

酶 基 因 tomato vacuolar invertase(German等， 

2003)，及抗坏血酸过氧化物 酶基 因 ascorbate per— 

oxidase(Mason等，2003)；烟草的谷氨酰胺合成酶 

基 因 plastidic glutamine synthetase(Bubner等， 

2004)；油菜 的高 移动 组蛋 白基 因 high—mobile— 

group protein I／Y基因(Weng等，2004)；水稻的蔗 

糖磷酸合酶基因 sucrose phosphate synthase(Ding 

等，2004)及一些内源性管家基因(house keeping 

gene)如 p一肌动蛋白、p2一微球蛋白和 18s rRNA(Li— 

vak& Schrnittgen，2001)等。 

标准品可以是纯化的质粒 DNA，体外转录的 

RNA，或者是 体外 合成 的 ssDNA。但 Song等 

(2002)等认为，理想的标准品应该是已插入外源基 

因的植物基因组DNA，并且用Southern Blotting已 

准确测得插入外源基因拷贝数。在相同的扩增条件 

下目的基因测得的荧光信号量同标准曲线进行比 

较，从而得到 目的基因的量 。 

2．6定量校正曲线的建立 

转基因和内源参照基因的定量 PCR校正曲线 

的建立是用定量 PCR的方法分析转基因外源基因 

拷贝数的关键步骤。在应用校正曲线计算外源基因 

或内源参照基因的拷贝数前，首先确定建立的定量 

校正曲线的可靠性和合理性。即所有基因PCR反 

应的效率要相似，并且最好大于或者等于90 。这 

能够通过将正控制模板 1O倍连续稀释，以模板浓度 

值的logE10]对数值绘制 Ct曲线；曲线的斜率可以 

看作 PCR反应的效率。斜率为一3．32表示 PCR反 

应效率为 100 。关于这方面的细节和其他的计算 

方法请看有关文献(Nigro等，2001；Ginzinger等， 

2000；Meijerink等，2001)。 

2．7外源基因拷贝数的计算 

在定量 PCR反应中，C 是扩增目的基因的量 

达到固定域值 (threshold)时的循环数，描述定量 

PCR反应的公式是： 

XT—X0×(1+Ex) ·x—Kx， ⋯⋯⋯⋯ ⋯⋯⋯ ① 

这里 X 扩增目的基因分子达到域值时的量， 

X。是起始 目的基因分子的量，Ex是 PCR反应效 

率，C 。 是目的基因分子的量达到域值时的循环数， 

K 在公式中表示它是一个常数。 

对于参照基因来说，PCR反应公式为： 

度 度 度 

L L

止 撒 麟 撕 
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Rr—R。×(1+ ) 7-,R===KR，⋯⋯⋯ ⋯⋯⋯ ⋯⋯ ② 

这里，R 扩增内源参照基因分子达到域值时的 

量，R。是起始内源参照基因分子的量， 是 PCR 

反应效率，G 。 是内源参照基因分子的量达到域值 

时的循环数，K 为常数。从 PCR扩增公式可看出， 

达到域值时的循环数(Ct值)与起始模板(X。或 R。) 

的对数成线性关系。因此，通过梯度稀释目的基因 

或内源参照基因模板 DNA量，其浓度的对数与相 

应的Ct值可以做一条直线，称为标准曲线(Stand— 

ard curve)。通过标准曲线，PCR反应效率与常数 

K可以求得。 

1+E一1O一 ，⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯ ③ 

K一10 ，⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯ ④ 

这里S(slope)是标准曲线的斜率，J是截距(in— 

tercept)，代人由标准曲线得到的值③、④。两基因 

起始浓度的比一X。／R。可以由最终公式⑤得到 ： 

X ／17 =101％． 一， )，s ：～[(c —IR)， ] ⋯ ⋯⋯⋯ ⑨ 

这里 Jx和J 分别是目的基因和内源参照基因 

相对标准曲线的截距，S 和s 分别是两基因的斜 

率，C ， 和C ， 是每一个被检测样品中目的基因与 

内源参照基因达到域值时的循环数。如果内源参照 

基因(R。)的拷贝数确定，则目的基因的拷贝数(X。) 

可计算出来。 

如果转基因植 物都为 代，对于外源转基 因 

来说是杂合子；而对于内源参照基因来说是纯合子， 

因此，得到的X。／R。值必须翻倍(x 2)。 

如果标准品是 已插人外 源基 因的植物基 因组 

DNA，并且用 Southern Blotting准确测得插入外源 

基因拷贝数的话，一种快速方便的计算外源转基因 

的拷贝数的方法是采用相对定量的方法，即分别根 

据同一 DNA模板构建的外源转基因和内源参照基 

因的定量校正曲线得知各基因的起始量，那么外源 

基因与内源参照基因起始量的比值，就是外源基因 

的拷贝数。 

3 展望 

该技术借助于荧光信号来检测PCR产物，一方 

面提高了灵敏度，另一方面还可以做到 PCR每循环 

一 次就收集一个数据，建立实时扩增曲线，准确地确 

定 Ct值，从而根据 Ct值确定起始 DNA拷贝数，做 

到了真正意义上的DNA定量，这是 DNA定量技术 

的一次飞跃。实时荧光定量 PCR(TaqMan)法测定 

外源基因拷贝数，具有高的特异性和高信噪比的优 

势，并且方法简单、快捷，需要 DNA量少，不需进行 

放射性检测，再加之其高通量和低成本，已在许多领 

域得到广泛应用。但是应该看到，这种检测方法对 

低拷贝的准确性较高，而对多拷贝的检测的准确性 

还有待提高(Bubner等，2004)，因此这种方法并不 

能完全的替代传统的 Southern Blotting，而应该是 

传统方法的补充，尤其是在大批量的转基因株系的 

初筛中。 
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