
 数字PCR技术
 （dPCR）

 主要成熟技术包括

 1、微滴式数字PCR
 （Drop-out dPCR）

 这是一种将PCR反应体系分成大量纳升级别的微
 小液滴的方法，每个液滴可以看作是一个独立的
 反应单元。这些液滴被分配到微孔板或油相中，
 然后通过PCR扩增。每个液滴要么包含模板
 DNA，要么不包含，通过计数阳性液滴的数量来
 确定目标分子的浓度。

 2、芯片式数字PCR
 （Chip-based dPCR）

 在这种方法中，PCR反应是在微流控芯片上进行
 的，芯片上有成千上万个微小的反应室。样本被
 分配到这些反应室中，然后进行PCR扩增。这种
 方法可以实现高度的并行化和自动化，适合于高
 通量分析。

 3、分割式数字PCR
 （Partition-based dPCR）

 类似于微滴式，但通常指的是使用不同类型的物
 理分割技术，如磁珠或凝胶珠，来分离样本，而
 不是液体微滴。这种方法可以用于不同的样本类
 型和格式。

 4、纳米孔技术

 虽然不是传统意义上的dPCR，但纳米孔测序技
 术也可以用于直接测量单个DNA分子，它通过检
 测DNA分子通过纳米孔时的电流变化来计数分
 子，这在某种程度上与dPCR的目标计数有相似
 之处。

 5、表面等离子共振
 （SPR）

 这种技术通过监测分子结合事件引起的反射光的
 变化来检测生物分子间的相互作用，也可以用于
 定量分析，尽管它更多地用于生物传感器而非传
 统的PCR分析。

 6、量子点标记技术
 （Quantum Dots, QDs）

 利用量子点的独特光学性质来提高检测的灵敏度
 和准确性。

 微滴式数字PCR
 （Drop-out dPCR）

 定义
 是一种将PCR反应体系分割成大量独立的、纳升级别的微小液滴，每个液滴都相当于一个微型的PCR反应器。这种方法的核心优
 势在于它可以无需标准曲线即可直接计算出样本中目标序列的绝对数量，因此在基因表达分析、病原体检测、突变检测等领域有
 着广泛的应用。

 操作流程

 样本准备

 步骤1：样本采集与初步处理

 首先，从患者体内采集血液样本。为了提取病毒DNA，我们需要使用商
 业化的血液核酸提取试剂盒，按照制造商提供的协议进行操作。这通常涉
 及离心、裂解细胞、沉淀蛋白质和去除杂质等步骤，最后得到纯净的
 DNA溶液。

 步骤2：PCR反应混合物的制备

 1、缓冲液：提供PCR反应所需的环境。

 2、DNA聚合酶：用于合成新的DNA链。

 3、dNTPs：即脱氧核苷酸三磷酸，是DNA合成
 的原料。

 4、引物：特异性识别病毒DNA的序列，确保只
 有目标序列被扩增。

 5、探针：通常带有荧光基团，能够与目标序列
 特异性结合，用于后续的检测。

 6、逆转录酶（如果目标是RNA）：如果目标是
 病毒RNA，则需要先将其逆转录成cDNA。

 7、MgCl₂：作为酶的辅助因子，增强聚合酶的
 活性。

 8、样本DNA：之前提取的病毒DNA。

 步骤3：油相制备  准备油相，其中可能已经包含了表面活性剂和稳定剂，这些成分有助于形成稳定的微
 滴。油相的选择和制备必须符合所使用dPCR系统的规格要求。

 将上述成分混合
 均匀后，得到
 PCR反应混合
 物。

 液滴生成

 步骤1：液滴生成

 使用微流控系统（如RainDance Technologies
 的ThunderStorm系统）将PCR反应混合物与油
 相混合。在这个过程中，水相混合物被注入到高
 速旋转的油相中，通过微流控芯片的微通道。由
 于表面张力的作用，水相会被分割成无数个微小
 的液滴，每个液滴的大小通常在纳升级别。

 步骤2：微滴稳定
 生成的微滴被收集并在特定条件下稳定下来，通
 常是通过添加电荷或改变温度，以防止液滴破裂
 或合并。

 步骤3：微滴分配  稳定的微滴被转移到96孔板或其他适合的容器
 中，准备进行PCR扩增。

 关键参数

 1、微滴尺寸：微滴的尺寸需要保持一致，以确保
 PCR反应的一致性。

 2、微滴分布：每个孔板中的微滴数量应该是已
 知的，以准确计算阳性率。

 3、阳性率：样本的稀释程度应该调整到大约1%
 到10%，以确保足够的阳性微滴数量。

 注意事项

 1、微滴均匀性：微滴的尺寸和分布需要尽可能均
 匀，以减少变异系数。

 2、样本稀释：样本可能需要稀释，以达到适当
 的阳性率。

 3、交叉污染：在液滴生成过程中要避免交叉污
 染，使用无菌技术和一次性耗材。

 4、质量控制：监控微滴生成的过程，确保每个
 孔板中的微滴数量一致。

 实际应用中
 的考虑因素

 1、样本稳定性：ctDNA可能不稳定，需要快速处
 理以避免降解。

 2、引物设计：引物需要针对特定的肿瘤标志物
 设计，以确保特异性。

 3、仪器校准：微流控系统需要定期校准，以保
 证微滴尺寸的一致性。

 4、成本和时间：液滴生成是整个dPCR过程中资
 源密集的部分，需要考虑实验的经济性和时间管
 理。

 PCR扩增

 微滴内的PCR反应按照常规的温度循环进行，包
 括变性、退火和延伸步骤。 在这个过程中，每个
 含有模板DNA的微滴都有机会扩增其内部的
 DNA。

 1.变性：高温（例如95°C）使DNA双链分离成单
 链。

 2.退火：降低温度（例如55-60°C）让引物与模
 板DNA结合。

 3.延伸：适中的温度（例如72°C）使DNA聚合酶
 合成新的DNA链。

 关键注意事项

 1、温度控制：PCR扩增的每个阶段都需要精确的
 温度控制，以确保特异性扩增。

 2、循环次数：循环次数需要优化，以避免过度
 扩增导致的偏差。

 3、实时监测：实时监测可以提供扩增动力学的
 信息，帮助区分非特异性扩增和真实阳性。

 4、质量控制：使用阴性对照和阳性对照来验证
 扩增的特异性和灵敏度。

 实际应用中的考虑因素

 1、引物和探针设计：需要针对HIV的特定基因序
 列设计，以确保特异性。

 2、逆转录酶的选择：选择高效且特异的逆转录
 酶，确保RNA到cDNA转换的效率。

 3、扩增效率：优化PCR条件，如退火温度和循
 环次数，以提高扩增效率。

 4、污染预防：在整个过程中采取措施防止污
 染，如使用无菌试剂和一次性耗材。

 这三个步骤构成一个
 循环，重复多次（通
 常是35-40次），直
 到有足够的DNA扩
 增。

 荧光检测  扩增完成后，通过荧光检测系统读取每个微滴的
 荧光信号。

 荧光探针（如FAM、VIC等）会与目标序列结
 合，发出荧光信号。

 数据收集分析  对每个微滴进行最终的荧光信号读取。根据荧光
 信号的强度，可以区分出阳性和阴性微滴。

 计算阳性的微滴比例，即阳性率，然后根据总的
 微滴数和阳性率来估算原始样本中目标DNA的拷
 贝数。

 液滴生成是dPCR中的关键技术步骤，它的成功
 直接影响到后续PCR扩增的结果和数据分析的准
 确性。如果液滴生成不成功，整个实验可能会失
 败。因此，这个步骤需要精确控制和严格的实验
 操作。

 关键参数

 阳性率  指含有目标DNA的微滴占总微滴的比例。

 拷贝数  每个阳性微滴中的目标DNA拷贝数可以通过阳性
 率和已知的微滴总数计算得出。

 稀释因子  这是指样本被稀释的程度，影响阳性率和最终的
 拷贝数估计。

 应用

 1、基因表达分析：  可以直接测定mRNA的表达水平，无需依赖内参
 基因。

 2、病原体检测：  可以用于检测病毒、细菌等微生物的存在和数
 量。

 3、突变检测：  可以精确地检测和量化基因突变。

 4、拷贝数变异分析：  用于评估基因或染色体区域的拷贝数变化。

 5、药物代谢研究：  监测药物代谢酶的表达水平。

 优点

 1、绝对定量：  不需要标准曲线，可以直接给出目标分子的绝对
 数量。

 2、高灵敏度：  可以检测到极低浓度的目标分子。

 3、高精度：  重复性好，变异系数（CV）较低。

 4、无指数扩增偏差：  避免了实时定量PCR中的指数扩增偏差。

 局限性

 1、成本：  相比传统PCR，微滴式dPCR的成本较高。

 2、通量：  虽然可以并行处理多个样本，但相比传统PCR，
 通量仍然有限。

 3、复杂性：  实验操作相对复杂，需要专门的设备和技术。

 关键组件和功能

 1、温度控制系统

 1、加热/冷却元件：dPCR仪器配备有高效的加热和冷却系统，能够在短时间内迅速改变反
 应温度，以适应PCR的不同阶段（变性、退火、延伸）。温度控制的精确性对于确保PCR反
 应的特异性和效率至关重要。

 2、温度均匀性：整个PCR反应板需要均匀加热和冷却，以保证所有微滴都能经历相同的
 温度周期，从而确保一致性。

 2、空气压力驱动

 1、压力调节：在液滴生成过程中，压力用于推动液体流动，确保水相和油相在微流控芯
 片上的正确混合和分割。压力的精确控制是生成均匀大小微滴的关键。

 2、流速控制：通过调节压力，可以控制流体的速度，进而影响微滴的尺寸和分布。

 3、压紧力  密封机制：在PCR过程中，需要施加一定的压紧力来确保PCR板的密封性，防止蒸发和
 污染。这通常通过热盖实现，以维持恒定的反应体积。

 4、挪动运动

 1、微流控芯片：在液滴生成阶段，需要精确控制微流控芯片中的流体运动，以确保水相和
 油相正确混合和分割。这通常通过精密泵和阀门系统完成。

 2、微滴分配：液滴生成后，需要将它们分配到PCR板的各个孔中，这一过程也需要精确控制。

 5、光信号检测

 1、荧光检测器：在PCR扩增后的检测阶段，仪器使用高灵敏度的荧光检测器来捕捉微滴中的
 荧光信号。这些信号反映了每个微滴中PCR产物的存在与否。

 2、滤光片和激光：用于激发荧光探针并过滤掉背景噪音，只检测特定波长的荧光信号。

 3、光电倍增管：用于放大荧光信号，提高检测的灵敏度。

 6、数据传输和通讯

 1、数据采集系统：仪器内置的数据采集系统负责记录每个微滴的荧光信号，并将这些数
 据传输到计算机系统。

 2、软件分析：专用的软件分析这些数据，计算阳性微滴的比例，并据此推断样本中目标
 DNA的浓度。

 3、用户界面：仪器通常配备有直观的用户界面，允许研究人员输入实验参数，监控实验
 进度，并接收实验结果。

 7、其他重要组件

 1、光学系统：用于观察微滴并记录荧光信号。

 2、机械臂：自动化的机械臂用于装载和卸载PCR板，以及执行其他需要精确位置控制的任务。

 3、温度感应器：监测PCR板各处的温度，确保温度均匀性。

 注意事项

 1、校准：所有的仪器组件都需要定期校准，以确保数据的准确性。

 2、维护：仪器需要定期维护，以保持长期的性能稳定。

 3、操作培训：操作人员需要接受专业培训，以正确设置和运行仪器。

 总结  微滴式dPCR的关键在于精确控制和测量每个微滴的状态，以及准确计算阳性微滴的数量。这项技术对于需要高精度和绝对定量的研
 究非常有价值，尤其是在那些难以获得合适标准曲线的情况下。

 小结：每种技术都有其优势和局限性，选择哪种
 技术取决于实验的具体需求，例如样本类型、所
 需的灵敏度、通量以及成本等因素。微滴式和芯
 片式dPCR是目前最常用的技术，因为它们提供
 了高精度和相对较高的通量，同时操作也相对简
 单。随着技术的发展，这些方法也在不断地改
 进，以提高灵敏度、特异性和通量，降低成本，
 并简化操作流程。


