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摘要 数字 PCR是一项针对单分子目标 DNA的绝对定量技术．该技术是将含有 DNA模板的反应溶液分配到大量独立的反
应室中并且发生扩增反应，通过统计反应室中的阳性信号来定量 DNA的拷贝数．DNA样品在反应室中随机和独立分布是单
分子成功扩增和准确定量 DNA拷贝数的关键因素．本文综述了数字 PCR的发展历史、数字 PCR与实时荧光定量 PCR的区
别，以及数字 PCR在临床诊断、转基因成分定量、单细胞基因表达、环境微生物检测和下一代测序等方面的最新进展，并
展望了该技术的应用前景．
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核酸的序列、多样性和丰度分析是现代生物学

的基础．核酸定量技术在诊断和个体化医疗、食品

检验和转基因生物检测、病原体鉴定、法医科学等

方面已被广泛应用，同时这些应用也推动了核酸定

量技术的进步[1]．

DNA分子扩增技术的应用促进了分子生物学
技术的发展[2]．精确定量 DNA拷贝数是现代分子
生物学和医学的重要应用之一．数字 PCR(digital
polymerase chain reaction，dPCR)作为 DNA定量的
新技术 [3-4]，克服了实时荧光定量 PCR (real time
quantitative PCR，qPCR [5])的一系列缺点，实现了
单分子 DNA绝对定量．dPCR是将单个 DNA样品
反应液分别进行数以百计的反应，并且每个反应分

别进行扩增检测．dPCR 是 DNA 绝对定量方法，
解决了 qPCR所用的标准曲线对测量结果产生影响
等问题，并可减少 qPCR带来的基体效应[6]．此技

术在临床诊断、转基因成分定量、单细胞基因表

达、环境微生物检测和下一代测序等方面的研究发

挥了重要作用．

1 dPCR技术发展历史
1992年，Sykes等[7]报道了基于样品稀释和泊

松分布数据处理的巢式 PCR定量技术，并提出了
数字 PCR的构想．1997年，Kalinina 等使用玻璃

毛细管进行了微升(滋l)级的 PCR反应，通过荧光探
针收集到基因组 DNA的单分子信号，进而发展了
单分子定量技术[8]．1999年, Vogelstein和 Kinzler[3]

基于以上报道采用 96 孔板系统发展了微升级的
PCR扩增方法，用于结肠癌的致癌突变基因 ras 的
定量分析． 随之， Dressman 等发明了一种
BEAMing方法(珠子、乳剂、扩增与磁力)[9]：将链

霉亲和素与磁珠共价结合，磁珠外包裹一层生物素

的 PCR引物，进行扩增反应．反乳化作用后，使
用流式细胞仪通过磁珠分析等位基因变异．尽管步

骤较多，该技术仍不失为广泛应用于实验室定量

DNA的理想方法，可以用来检测和定量单核苷酸
多态性(single nucleotide polymorphism，SNP)或突
变等核酸序列变异[10]及含有变异等位基因的磁珠能

够被流体分离排序，因而可应用于样品测序等序列

分析[11]．

尽管 dPCR 技术具备广阔应用前景，但由于
96孔或 384孔平板加样的复杂操作为精确测量带
来了困难，也难以解决高通量测量问题．微流体的
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Fig. 1 Microfluidic dPCR 12伊765 array (Fluidigm)[15]

图 1 微流体 dPCR的 12伊765反应芯片[15]

出现和纳升(nl)反应仪器的开发克服了这些技术的
瓶颈．在 2003年，Liu等[12]使用微流体的概念，在

微流体芯片上进行了 400个独立的 3nl PCR反应．
2008 年，嵌入式芯片的 PCR 反应次数达到了
9 180 个 6nl 的 PCR 平行反应 [13]．例如，Fluidigm
公司的 Biomark系统，此系统微流体 dPCR芯片由
12个独立的微流体面板(panel)和相应进样孔组成
(图 1).每个面板含有 765 个 6nl 的独立反应室
(partition)．4.6 滋l反应液通过进样孔进入后被分配
到 765个反应室进行独立扩增．该技术在日趋完善
的同时，单次的反应数和检测精度成为此项技术研

究的重点．最近，Heyries等[14]报道了一个百万级

的微流体 dPCR装置，成为了 dPCR技术的又一重
大突破．该装置通过表面张力以达到样品分布和疏

水控制，提高了单分子 DNA扩增的保真性，每皮
升(pl)进行 100万个反应，达到每平方厘米(cm2) 44
万个反应．这种装置可实现每 10万个野生型序列
中低于一个变异拷贝的检测．

2 qPCR与 dPCR比较研究
qPCR是目前 DNA定量研究的主要技术，该

技术通过在 PCR 反应体系中加入荧光结合染料
(SYBR誖 green I)或荧光标记的探针(如 TaqMan誖
Probes)，利用实时积累的荧光信号监测整个扩增过

程，最后通过标准曲线对未知模板进行定量分析，

以此来评估 PCR的扩增效果[16-18]．qPCR主要依赖
于校准物制备的标准曲线，进而确定未知样品的浓

度，因此是一种相对定量的方法．该技术存在以下

问题：a．校准品和样品间背景的不同将引入偏差，
并且影响 PCR的效率和测量响应[6]；b．低拷贝数
的目标 DNA分子不能通过扩增检测到[14]；c．样品
的 PCR扩增效率可能与校准物的扩增效率不同[19]；

d．DNA 提取时引入 DNA 溶液的杂质或者 DNA
降解影响了 PCR动态扩增过程[20]．

dPCR是一项检测和定量核酸的新技术[3]．它

不同于传统的 qPCR，因为采用直接计数目标分子
数而不依靠任何校准物或外标，dPCR通过计数单
个分子从而实现绝对定量．dPCR将传统 PCR的指
数数据转换成数字信号，仅仅通过显示程序设定的

循环数后扩增是否发生，即可克服上述困难，达到

核酸的绝对定量．dPCR在进行扩增反应前，将含
有 DNA模板的 PCR溶液稀释后分布到大量的独立
反应室(图 2)，单分子间通过稀释分离，并且独自
进行 PCR扩增，最后分析每个扩增产物．这实现
了通过先于 PCR扩增的样品分离．这种样品的分
配可以消除本底信号的影响，提高低丰度靶标的扩

增灵敏度[15]，简单计算出 DNA的模板拷贝数而不
需要采用参考标准物或者外标．准确的定量依赖于

40～45 个循环的扩增，错误的阴性检出水平(单
DNA模板出现在反应室而未被检出)非常低[19]．数

字 PCR是一项具有可重复性的定量微量 DNA分子
的优良技术[15]．其操作方便、检测通量高、特异性

强、灵敏度高、定量准确等优点使其成为了分子生

物学研究中的重要工具．

Fig. 2 The principle of dPCR
图 2 dPCR扩增反应原理
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3 dPCR应用研究
3援1 dPCR在临床诊断方面的研究

dPCR应用于癌症的等位基因突变和拷贝数变
异等方面的检测研究，为癌症检测提供了新的诊断

工具[21]．Oehler等[22]对慢性白血病的相关基因 ABL
酪氨酸激酶结构域突变采用了 dPCR进行绝对定量
检测，并且建立了同时检测多个 ABL酪氨酸激酶
结构域突变的方法．表皮生长因子受体(epithelial
growth factor receptor，EGFR)突变或过表达一般会
引发肿瘤．Yung等开发了一种关于非小细胞性肺
癌患者血浆和肿瘤中的两种 EGFR突变体(第 19外
显子内缺失和第 21外显子 L858R突变)的 dPCR定
量检测方法[22]．第 19外显子内缺失和第 21外显子
L858R 突变占酪氨酸激酶突变响应的 85%以上．
实验结果表明这两种突变在预治疗的 35个血浆样
品分别检出 6个(17%)和 9个(26%)．与肿瘤细胞的
测序结果相比，血浆 EGFR突变的灵敏度和特异性
是 92%和 100%．在肿瘤和血浆中的低丰度 EGFR
突变通过微流体 dPCR灵敏检测和精确定量将应用
于预测治疗反应、监控疾病进展和早期检测获得性

耐药等方面研究．

高通量基因分型验证与疾病相关的 SNPs研究
促使研究者采用一项新的技术，dPCR，对外周血
液及口腔洗液提取 DNA 的基因分型进行评价分
析．利用基于 BioMark PCR平台的 Fluidigm 48伊48
动态阵列生物芯片进行 SNP基因分型．共 90个样
品与 20个 SNP的体系对比，分别得到平均 99.7%
以及 16个体系 100%的结果．TaqMan基因分型与
三组 SNP进行对比得到了 100%的相关性．为了研
究 DNA模板变化的影响，血液样品(CH-1，n=20；
CH-2，n=47；KK，n=47)和口腔洗液(n=37)通过 24
个 SNPs进行基因分型．CH-1和 CH-2批次显示了
很好的基本响应(逸98.8%)，KK批次和口腔洗液样
品响应较低(82.1%和 94.0%)．但经再纯化后的 KK
和口腔洗液样品结果响应率有显著提高(逸98.8%).
研究结果表明 dPCR的准确度与 TaqMan基因分型
类似，但 DNA用量更少，节省了更多的人力、时
间及成本[23]．

拷贝数变异(copy number variation，CNV)是人
类遗传变异的重要来源，并且与大量的人类疾病密

切相关 [24-25]．Qin 等采用 dPCR 系统精确定量了
DNA 样品的拷贝数，建立了 dPCR 的分析模型，
并且进行了以下 3个方面的研究：a．在一系列人

类基因组和合成的 RPP30基因中定量了 RPP30基
因的拷贝数，与预期结果相符；b．研究了商品化
样品中的 CYP2D6基因拷贝数，与传统手段定义的
拷贝数一致；c．通过对 ERBB2基因的扩增筛选到
了 40个乳腺癌样品，与文献报道的基本一致[26]．

这项研究表明，dPCR为特异性 CNV 的研究提供
了一个新的、精确的和强有力的技术支持[27]．

孕妇血浆中的胎儿游离核酸(DNA和 RNA)检
测开启了无创产前诊断的新领域，补充了唐氏综合

症(非侵入性染色体异倍体)产前诊断方法．基于胎
儿核酸的精确 dPCR方法推进了此研究领域的发
展，为孕妇及胎儿提供更安全的诊断[28]．在 2007
年，Lo 等 [29]在证明了 dPCR 可用于孕妇血浆
RNA-SNP等位基因比率的测量后，应用该方法从
整倍体胎盘 DNA 样品中鉴别出 21 个三倍体样
品．Lo等进一步证明：即使三倍体 DNA以小量片
段存在时，异倍体也能被检测到．后者对于针对母

亲血浆建立的三倍体检测方式是十分必要的．Fan
和 Quake[30]后续发表的文献也支持了这个观点．随

后，Lo等[31]针对以蛋白质 -RNA 复合物方式存在
于血浆中的胎儿游离 RNA进行了研究．比较了质
谱和 dPCR 对孕妇血浆中 PLAC4 基因的 mRNA-
SNP比率，其中质谱的临床灵敏度为 90%，临床
特异性为 96.5%，dPCR的临床灵敏度和特异性均
为 100%．近期研究表明，与质谱检测和 qPCR相
比，dPCR 可以获得更精确的定量结果．故此，
dPCR检测胎儿 DNA的浓度可能要高于预期 [32]．

微流体芯片 dPCR的快速发展，已成为目前临床应
用最具潜力的无创产前诊断技术，并为其在常规检

查中的应用奠定了基础[33]．

3援2 dPCR在转基因植物检测方面的研究
转基因植物及相关食品的定量分析主要测定转

入基因的相对含量．目前常用 qPCR作为核酸定量
方法．dPCR可以不需要校准物而准确测量低拷贝
的 DNA 分子．Corbisier 等[19]用 dPCR分析了提取
于 MON810玉米种子的外源检测基因和 hmg基因
的拷贝数，验证了 dPCR的绝对拷贝数比例定量结
果和质粒 DNA做标准物质 qPCR相对定量比率一
致．因此提出 dPCR具有计量特性，可以用来测量
转基因相关标准物质的 DNA拷贝数比率．
单分子扩增效率对于改善总 DNA片段的拷贝

数和短片段完整 DNA的估计偏差有显著意义．目
标 DNA分子在反应室的随机和独立分布是 dPCR
准确定量的关键．Bhat等[4]认为，反应室的容量是
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不确定度的主要来源，并且评定的相对不确定度在

6%以下．这项发现可以用于其他 dPCR测量的置
信水平研究．随后，Burns等[6]采用经验证的检测

转基因成分的 qPCR反应体系，评估了 dPCR技术
的绝对检测限和定量限，也阐述了采用梯度预实验

的方式可以使 dPCR更精确地测量拷贝数．经过
30个平板重复后，实验结果表明在每个平板发生
200～700个反应是最为精确的，这和仪器厂商的
推荐是一致的[34]．

3援3 dPCR在单细胞基因表达方面的研究
将 dPCR 技术用于单细胞基因表达研究是

dPCR技术发展的里程碑[35]．White等[35]设计开发了

一种能够高精度测量单细胞中数以百计的基因表达

的 dPCR 设备．此设备可进行包括细胞获取、裂
解、反转录和定量 PCR等单细胞加工处理．此外，
为了提高通量，降低成本，White等采用微升体积
处理减少了测量噪音，增加了灵敏度，提高了单核

苷酸的特异性．并且应用这项技术测定了 3 300个
单细胞，包括：a．miRNA在 K562细胞的表达；
b．miRNA及其目标转录子在胚胎细胞分化时的协
同作用；c．乳腺癌细胞的单核苷突变检测等，建
立的核心功能提供了多种基于芯片系统的单细胞转

录分析．

Spurgeon等[36]报道了基于微流体 dPCR的高通
量基因表达平台．此平台同时对 2 304个基因进行
扩增反应，与 96孔板相比需要更少的上样量．在
单芯片上还可以检测 18个组织中的 45 个不同基
因．实验结果与传统的 qPCR十分吻合，并且同商
业化的 DNA芯片相比具有更好的重复性．Warren
等[37]报道了数字 RT-PCR微流体芯片可实现转录因
子表达数量的系统定量分析，并且可以计算源自单

细胞的 cDNA样品．在一个包括早期 5 级造血前
体的研究中，Warren发现造血干细胞中转录因子
PU1表达显著变化，在 flk2-和 flk2+骨髓祖细胞中
PU1表达呈多样性．
最近，Guo等[38]采用 dPCR技术研究了受精卵

到囊胚的单细胞基因表达．利用单细胞表达分析，

对小鼠囊胚中 64细胞期 3种不同细胞类型的 500
个细胞分化到此阶段进行了研究．基于 800余个转
录子的全胚胎分析，选择了 48个基因进行研究，
结果发现 3种细胞类型可以利用定量表达方法进行
明显的区分．最后分别确定 ID2和 Sox2为细胞外
和细胞内最早的标记物．进而对早期内细胞受体配

合对 Fgfr2/Fgf4进行负相关表达分析．定位与信号

传递发生在转录活动成熟之前．结果表明单细胞表

达分析能够深入研究细胞的发育机制，应将这项技

术推广应用于更广泛的生物系统中．

3援4 dPCR在环境微生物方向的研究
dPCR技术高通量扩增和分析的优点使同时研

究自然界的多个细菌单细胞的多个不同基因得以实

现．Ottesen等[39]使用一个在白蚁和其肠道菌群相

关的多级关键酶基因作为诱饵，采用 dPCR技术发
现了未知的核糖体 RNA．这种技术能够系统地鉴
定复杂生态环境中携带目的基因的细菌，并根据一

两个目的基因追溯到其种属，因此，dPCR将为环
境研究领域提供新的契机．

病毒可能是地球上存在量最大的生物物种．然

而，对于大多数病毒的寄主，却鲜有基因组学或经

典的阶段划分技术对其进行研究．Tadmor等[40]采

用 dPCR方法，通过一个病毒标志基因将单细菌细
胞与自然环境相关联．应用这项技术对白蚁后肠微

生物群落的研究发现在属的范围感染模式间，存在

着巨大的属内选择性．病毒标志物显示了宿主间严

格的等位基因混合，揭示了除邻近宿主外的等位基

因横向基因转移的限制程度．方法无需培养宿主细

胞或病毒，为许多环境细菌与病毒的相互作用提供

了有效方法．

3援5 基于 dPCR的单分子测序技术研究
自从 2003年单分子测序技术[41]应用到测序领

域后，此类技术的各类形式[42-43]相继报道，并且以

每年 10倍通量高速增长．
dPCR为高通量测序提供了灵敏的和绝对的校

准[44]．下一代测序(next generation sequencing, NGS)
如 454，Solexa和 SOLiD平台需要通过测序校正分
子数量．此条件存在两种不利后果：a．大量微克
级的样品需要制备为文库，因此限制了可测序样品

的范围．对多数应用来讲，包括宏基因组、考古学

样品、法医样品和临床样品测序，DNA的样品量
是非常有限的．b．每个文库需要滴定法测序，因
此增加了成本 , 降低了测序的通量 . 为此 , 使用
dPCR精确定量 454和 Solexa测序文库，使测序文
库的制备达到纳克级，同时消除了花费在仪器滴定

的成本和时间．同时成功地对 454 FLX 和 Solexa
测序平台的低于纳克级的细菌和哺乳动物的 DNA
样品进行了测序．White等的研究结果首次明确证
明了基于 454平台的皮克级 DNA样品的测序，对
DNA样品的需求量在无预扩增时降低了 1 000余
倍[42]．dPCR实现了测序文库的绝对定量，消除了
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构建和 PCR定量标准曲线等不确定因素，相对标
准偏差低于 10%，在无滴定情况下，足够满足直
接测序的精度要求．

ABCA4基因突变或等位基因不一致可引起多
种疾病．Zernant等[45]为寻找 ABCA4疾病的相关变
异基因，研究了 168例医学诊断为黄斑病变、视
锥 - 视杆营养不良或其他 ABCA4 疾病表型的患
者．首先使用 ABCA4芯片筛选基因突变，结果发
现 111例病人中有 1例病人有 2个预期的突变，57
个病人中没有，随后应用 dPCR和 454测序平台鉴
定了新变异结果，分析了这些致病性的原因．在已

鉴定单一位点突变的 103例病人中，鉴定了第二疾
病相关等位基因 49例．虽然编码 ABCA 4基因的众
多突变仍然未知，并且许多位于 ABCA4的非编码
区，但是 A BCA4实验结果是一个较好的选择方法，
NGS平台对于筛选大量的疾病是一个在时间和消
费方面都高效的工具．

NGS是一种识别和确认未知致病菌的前景广
阔的技术，然而其在生物防御和公共健康应用等方

面的时效性，却往往因为缺乏快速、有效、可靠的

自动 DNA样品制备方法而受到限制．为了突破这
种限制，Kim等[46]设计了一种基于流体分布元件的

数字微流体(DMF)平台，使得多子系统模块能够进
入自动 NGS库样品制备系统．通过一种新型毛细
管接口，可以实现液体在 DMF设备与外部流体模
块间的高重复性转移，使得流路连续，且小滴样品

能够在一个完整的系统内得到处理．这里，该技术

强调了 DMF元件平台和 NGS样品制备流程中自
动运行毛细管接口的效用．将毛细管接口与一种嵌

入式非接触电导检测器连接，DMF设备实现了目
标分析物从样品流到小液滴的闭环自动片段采集．

NGS中重复次数最多的缓冲液交换与样品清洗通
过使用一种磁珠解决，实现了 DMF 平台上平均
DNA回收率为(80 依 4.8)%．
先天性糖基化缺陷是由于机体缺少糖基化作

用，主要影响到 N相关途径造成的．至少 40%的
先天性糖基化缺陷病人在诊断过程中没有得到分子

水平的确认． Jones等[47]通过已经导致先天性糖基

化缺陷基因的下一代测序验证的研究，从分子水平

提高了诊断先天性糖基化缺陷的水平．12 例未
知样本致病突变的先天性糖基化缺陷病人作为阳

性对照进行 NGS 验证，分别采用 RainDance 与
Fluidigm 平台(dPCR)进行序列富集和目标扩增，
SOLiD 平台用于测序和扩增产物． 进而通过

NextGENe誖 进行生物信息学分析．结果表明，12
个阳性对照的致病突变通过 NGS都得以确认．在
病人诊断过程中，NGS的发展使实验室诊断多基
因与分析逐个基因相比成本消耗更低、速度更快、

效率更高．临床实验室的下一代测序数据分析结果

同样支持这项技术，推广使用这项技术至关重要．

4 总结与展望

生物学的基础研究和分子技术的前进伴随着更

精确和更灵敏的测量技术发展[14]．值得一提的是，

dPCR具有测量独立性与无需任何校准物的特点．
因此，该技术是潜在的核酸测量基准方法，并从原

理上为核酸计量提供了保证 [19]．相比其他方法，

dPCR作为绝对定量方法能准确定量目标 DNA和
提供可靠的定量数据 [4]．商业化 dPCR 仪器 (如
Fluidigm 公司的 BioMark System)的大量出现进一
步推动和扩大了该技术的发展和应用范围．

dPCR技术及其应用凸显了单分子定量技术的
潜力．不久，微流体 dPCR就会突破反应速度和体
积的限制，实现自动化和高通量的应用[2]．核酸测

序将是基于 dPCR的单分子扩增技术最重要的应用
领域．dPCR的克隆扩增可以减少下一代测序的时
间和成本，并使个人基因组测序得以实现．我们期

望在不远的将来，这项技术的发展将对单分子核酸

扩增领域产生深远影响，在分子生物学和医学等基

础研究和应用方面发挥更大的作用．
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