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摘要目的：NanoString nCounter是近年发展起来的进行基因表达谱检测的新平台，它利用分子条形码直接对基因表达进行多重

计数。本实验通过对 mRNA表达量的检测，分析 nCounter系统进行基因表达计数的可靠性。方法：应用 NanoString公司提供的
CAE Kit试剂盒，通过杂交（mRNA样品与报告探针和捕获探针杂交）、纯化（清洗未结合探针）和计数（读取 mRNA的条数）三个

步骤，检测由人参考 RNA和人脑 RNA构成的 4个样品中 48个目的基因的 mRNA表达量；对获得的未进行标准化的原始数据，

应用 Excel 2007软件进行线性分析，从再现性、稳定性、准确性方面对 nCounter分析系统进行评估。结果：再现性分析所有 R2均

大于 0.998，线性拟合良好；试剂盒中阳性控制所有 R2均大于 0.99，高于质控要求的 0.95；样品 H70B30和 H30B70的预期表达量

与实测值线性 R2大于 0.999，预期值与实测值一致性良好。结论：nCounter分析系统稳定性好，准确性高，检测 mRNA表达可
靠。
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Evaluation of multi-gene Expression Counting by NanoString nCounter*

The NanoString nCounter is a new platform for multi-gene expression counting using color- coded

molecular barcodes. The aim of this study was to evaluate the reliability of the nCounter Analysis System by detecting the mRNA

expression. The expression levels of 48 genes in 4 mRNA samples (composed of human references RNA and human brain

RNA) were detected using the CAE Kit provided by NanoString company. The procedure includes three steps of hybridization of mRNA(

reporter probes with capture probes), purification (washing off the uncombined probes) and mRNA counting. The unnormalized results
were evaluated by linear analysis using Excel 2007. Reproducibility, stability and accuracy of the nCounter Analysis System were

evaluated. All of the R-squared value was larger than 0.998 by reproducibility analysis and the linear fitting was perfect.

R-squared value of the positive control was above 0.99, better than the specified data by quality control (0.95). R-squared value of the

expected values and actually measured values in H70B30 and H30B70 was larger than 0.999 by linear analysis, which indicated a

consistence of expected levels and actually measured values. nCounter Analysis System is stable, accurate and reliable on
the detection of mRNA expression.

NanoString nCounter; Multi-gene expression counting; Evaluation

前言

随着分子生物学技术的发展，基因表达检测技术经历了从

单基因表达变化检测，如 Northern 杂交、实时定量 PCR

（qPCR），到高通量的基因芯片技术的广泛应用。基因芯片检测

通量高，但它是根据对照组样本得到的相对量，不同实验或不

同实验室之间数据存在较大的差异[1]。NanoString nCounter分

析系统属于第三代基因表达检测技术，其检测原理与基因芯片

完全不同。该技术运用了一种全新的分子条形码技术，对基因

表达进行直接的多重测定，以数字方式准确显示样品中的基因

表达真实数量，具有极高的灵敏度和精确度[1]。nCounter使用两

种探针（捕获探针和报告探针）与目标基因产物特异结合，形成

探针 /目标分子荧光复合物，一个复合物即代表一条 mRNA分
子，不同的基因序列以不同的荧光分子排列组合，nCounter可

以一次性直接测定一个样本中多达 800种基因的表达量[2]。在

设计探针时，首先按照引物设计的一般原则为每一个目标基因

选择一段 100 bp左右长度的互补序列，再将其分成两段各 50

bp的序列，分别作为捕获探针和报告探针的特异性结合序列，
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Sample H100 H70B30 H30B70 B100

Order of sample 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

R2 0.994 0.995 0.993 0.994 0.995 0.995 0.995 0.996 0.992 0.993 0.994 0.996

Sample H100 H70B30 H30B70 B100

Order of sample 1 vs.2 2 vs.3 1 vs.3 1 vs.2 2 vs.3 1 vs.3 1 vs.2 2 vs.3 1 vs.3 1 vs.2 2 vs.3 1 vs.3

R2 0.9999 1.0000 0.9999 0.9998 0.9992 0.9986 0.9998 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999

表 1再现性分析

Table 1 Reproducibility analysis

表 2阳性控制线性分析

Table 2 Linear analysis of positive control

两个序列都要满足与非特异扩增序列的同源性小于 85 %，或

少于 15 个连续互补碱基。该数字基因表达谱技术诞生于
Leroy Hood 博士创立的系统生物学研究所。2008 年，Nature

Biotechnology杂志上以封面故事的形式报道了他们的研究成
果 [2]。由于 nCounter 技术在表达谱定量分析领域具备了与
qPCR相似的灵敏度和精确度[3]，又兼备基因表达谱芯片的高

通量的优势，该技术已经被越来越多的研究者所采用。然而，目

前国内还没有应用该技术进行研究的实验报道。本实验拟应用

NanoString公司提供的试剂盒，通过对样本 mRNA 表达的检
测，从再现性、稳定性、准确性方面分析 nCounter系统进行基

因表达计数的可靠性。

1 材料和方法

1.1 材料
1.1.1 仪器 NanoString nCounter多基因表达分析系统。
1.1.2 试剂 评价试剂盒为 NanoString公司提供的用于用户
培训的 CAE Kit试剂盒，包括 48个人类基因，8个阴性控制，6

个阳性控制。试剂主要成分包括杂交缓冲液、特异性报告探针、

捕获探针、人参考 RNA（UHR）和人脑 RNA（Brn）等。本试剂盒

可检测 12份样品。
1.1.3 测定样品 测定样品为试剂盒中自带的 UHR 和 Brn

(浓度均为 100 ng/滋L) 。分别取 100 ng UHR（H100），70 ng

UHR+30 ng Brn（H70B30），30ng UHR +70 ng Brn（H30B70），
100 ng Brn（B100），配置成 4个 mRNA 样品（其中 H70B30 和
H30B70分别由 2种不同比例的 mRNA混合而成），分别加入

四个小管，每份样品进行三次平行加样，共得到 12个样品管。
1.2 方法
1.2.1 操作方法 严格按照试剂盒说明进行各项操作，过程包

括：杂交（mRNA样品与报告探针和捕获探针杂交），纯化（清洗

未结合探针），计数（读取 mRNA的条数）。数字化成像分析仪

进行 mRNA分子计数的方式，计数方式以 Fov（Fields of View，

视野）来表示，分为低（25 Fov），中（100 Fov），高（280 Fov），最

大（550 Fov）4种解析度，读取的 Fov越多，计数结果会越准确，

但计数时间也会相应增加。本次实验采用 280Fov进行分子计

数。

1.2.2 再现性分析 由三人对同一样品进行三次平行加样，对

所得结果进行线性分析。

1.2.3 阳性控制的线性分析 将实验中得到的阳性控制表达

量按照 128到 0.125的 4倍倍比稀释进行线性分析。试剂盒中

阳性控制已经进行 4倍稀释，分为 5个稀释度（128，32，8，2，
0.5，0.125）。
1.2.4 准确性评价 对样品 H100和 B100的表达量分别取均

值，分别记为 aH100和 aB100，那么，70 % aH100 + 30 % aB100

的值则为 H70B30的预期表达量，30 % aH100 + 70 % aB100

的值则为 H30B70的预期表达量。对计算得到的预期表达量与

真实检测得的 H70B30和 H30B70的表达量进行线性分析。

1.2.5 数据分析 采用 nSolver分析软件（NanoString公司提

供）对数据进行质量控制和标准化处理；应用 Excel2007 进行

线性分析；所有用于线性分析的结果均是未进行标准化之前的

原始数据。

2 结果

2.1 质量控制

首先对实验得到的数据进行质控。本次实验结果满足仪器

要求的四个质控标准：1）读到的 FOV ≥ 75 %；2）结合密度介

于 0.05与 2.25之间；3）阳性控制倍比稀释线性 R2 ≥ 0.95；4）
阴性控制均值与 2倍标准差的和小于浓度为 0.5的阳性控制

值。

2.2 再现性分析

对同一样品进行三次平行加样的结果进行线性分析显示，

所有 R2均大于 0.998，线性拟合良好（表 1）。

2.3 阳性控制的线性分析

实验中得到的阳性控制表达量按照 128 到 0.125的 5 个

稀释度进行线性分析，所有 R2均大于 0.99，高于质控规定的
0.95（表 2）。

2.4 准确性评价

样品 H70B30 和 H30B70 的预期表达量与实验真实测得
的表达量进行线性分析，线性拟合 R2＞ 0.999（图 1-2）。

3 讨论

nCounter分析系统利用分子条形码及双探针标志，对转录

414窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.15 NO.3 JAN.2015

图 1 H70B30预期值与实测值散点图

Fig. 1 Scatter plots of the expected and actually measured expression value

of H70B30

图 2 H30B70预期值与实测值散点图

Fig. 2 Scatter plots of the expected and actually measured expression value

of H30B70

本进行特异性标定；通过影像化的数字计数准确量化样本的表

达量，实现高通量、自动化地直接测定多种基因的表达[1]。该分

析系统由全自动样品处理工作站和数字化成像分析仪两部分

组成，主要实验过程包括杂交、纯化和计数 3个步骤。

该仪器用于检测 mRNA表达时，样品适宜加样量为 100

ng。本实验中每个样品加样量为 100 ng。实际上每个人加样会

有一定的误差，或者每个样品的浓度本来就存在误差。因此，对

同一个样品进行平行加样，加入的量可能会不一致。但是，该仪

器只要平行加样所得结果的线性拟合度高，nSolver软件将会

在原始数据的基础上，根据加入的 mRNA的量将结果进行校

正（标准化）。因此，即使加样量有误差，也将不会影响到最后结

果分析的准确性。本实验为三人平行加样，加样量可能会存在

误差，但本实验检测结果的线性拟合度好（R2值见表 1），表明

该仪器用于 mRAN检测稳定性好，有较好的重复性。
nSolver软件采用两种方式进行数据校正，包括采用阳性

控制校正加样量的误差，以及选取 3个以上管家基因表达的均
值当做内参来校正样品表达量水平。试剂盒中阳性控制已经按

照 128到 0.125进行了 4倍倍比的稀释。如果实测样品中阳性

控制的结果能呈现从 128到 0.125的 4倍倍比递减的关系，则

加样量产生的误差不会影响到最终的结果。我们所检测的 12

个样品与设置的倍比关系的线性 R2均大于 0.99（质控规定 R2

≥ 0.95），说明仪器有良好的稳定性和准确性。

此外，我们通过计算 H70B30和 H30B70的预期表达量与
它们的实测表达量来做线性相关分析，来进一步评价仪器的准

确性。结果表明，它们的线性 R2值均达到 0.999以上，由此可以

认为，H70B30的实测值与 70 % H100和 30 % B100 的 mRNA

的总量相符合，H30B70实测值与 30 % H100和 70 % B100的
mRNA的总量相符合。预期值与实测值良好的一致性说明了仪

器的准确性高，用于 mRNA表达的检测可靠。

我们的评价结果与国外一些研究报道相一致。他们通过线

性分析及通过仪器之间的相互验证研究，认为 nCounter具有

与 qPCR相似的灵敏度和精确度[2]，可以用于表达谱芯片[4]和二

代测序[3，5]的结果验证。根据 2008年 Nature Technology上的文

章，其将此平台与芯片、TaqMan PCR和 SYBR Green定量 PCR

进行了比较，发现 nCounter系统比芯片更为灵敏，与 qPCR的

灵敏度相似[2]。后来，Malkov等检测了新鲜冻存（FF）、石蜡包埋

（FFPE）以及组织粗提液样品中 48种基因的表达，并与 Taq-

man PCR检测结果相比较，证实 nCounter在多基因检测中确

实能获得准确、高质量的数据[6]。Stricker等检测了 107例小儿

神经母细胞瘤 FFPE组织，用 nCounter验证了来自 De Preter[7]

实验室的表达谱芯片的结果。该研究指出，由于 nCounter可以
检测来自 FFPE组织的低丰度的 RNA，甚至高度降解的 RNA

都能得到可靠的结果，而且该仪器分析时间短，操作简便，其在

小儿神经母细胞瘤的诊断与风险预测中将会得到很好的应用
[8]。同样，Northcott等也在小儿髓母细胞瘤 FFPE标本中获得了

快速、可靠、再现性好的检测结果[9]。Reis等用 19对口腔上皮癌

组织和正常组织为实验材料，分别用 nCounter、qPCR技术检
测了 FF和 FFPE样品中 20种 mRNA的表达，进一步证实在
FFPE样品 mRNA质量不佳的情况下，nCounter甚至表现出比
qPCR更好的准确性[10]。虽然我们没有进行仪器之间的验证比

较，例如用 qPCR 来验证该仪器的结果，但依据检测结果进行

的线性分析，也很好的反应了仪器的性能。

目前，nCounter 技术在生物医学方面已经有了广泛的应

用，如信号通路研究、表观遗传调控研究、临床检测、药物研发

和评价以及干细胞质量评估等 [1]。多项研究成果均应用到

nCounter技术发表的已经很多，如韩国 Lee等应用 nCounter系

统鉴定中国仓鼠卵巢细胞中 52个糖基化相关的基因[11]；Khan

等应用 nCounter平台检测老鼠 577个嗅觉受体基因的 mRNA

水平，探索嗅觉受体基因选择的调控方式 [12]；Guiducci等通过
nCounter技术分析临床样本相关免疫因子的表达，证实自身核

苷酸对 Toll样受体的识别影响了糖皮质激素治疗系统性红斑

狼疮的效果 [13]；McNab等应用 nCounter技术平台检测结核患

者血液样本中不同细胞程序性死亡配体基因的表达，发现了与

正常人相比中性粒细胞过表达程序性死亡配体基因[14]。由于该

技术的明显优势，NanoString公司开发了基于 nCounter技术的

乳腺癌预后基因诊断试剂盒，通过检测乳腺癌患者肿瘤细胞基

因表达谱，可以判断患者肿瘤复发风险，评估病人是否有必要

开展化疗和放疗，同时它还能判断乳腺癌病理类型[15-18]。该产品

被评为 2013年度生命科学领域最具创新力产品前 10名。目

前，科研人员已经建立了人和小鼠的基于目标基因、互补序列、

分子条形码的数据库，根据不同研究的需要，NanoString公司

能够提供相关基因的检测试剂盒。nCounter分析系统除了能够
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检测 mRNA外，还能检测 miRNA及 DNA拷贝数变异。

然而，nCounter分析系统不同于转录组测序技术，它不能

对未知的 mRNA进行检测。那些目前应用较广泛的转录组测

序技术，如罗氏公司的 454技术、Illumina公司的 Solexa技术
以及 ABI公司的 SOLiD技术，则能同时检测新的 mRNA[1, 19]。

但是 nCounter技术无需使用酶，也不需要进行 PCR扩增，从而

减少误差的产生。它弥合了 qPCR和芯片之间的鸿沟，继承了

高通量与精确性的优点[20]。由于它在表达谱定量分析领域具有

的明显优势，可以预见，该技术将会在生物和医学领域得到越

来越广泛的应用。
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