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PCR技术的发展历史 

Routine PCR 

定性检测 

1st 2nd 3rd 

Real-time PCR 

相对定量 
Digital PCR 

绝对定量 
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Real-Time PCR的基本原理 

实时检测：在普通PCR反应体系中加入荧光物质（染料或探针），

然后实时记录PCR过程中与目标分子量相关的荧光信号强度 

定量原理：利用指数期Cq值与起始模板量对数值间的线性相关性，

对DNA进行定量 

Cq 

Threshold 

Cq: Quantification cycle 
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Droplet digital PCR技术原理 
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PCR反应体系配制 微滴化处理 

Positive reactions 

 

Negative reactions 

微滴的荧光信号检测 

荧光物质 
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ddPCR绝对定量原理 

Sample 4 

 

High  

concentration 

Sample 2 

 

Low  

concentration 

Sample 1 

NO  

targets 
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Medium  

concentration 

Poisson  

corrected 

38/143 

Poisson  

corrected 

96/143 

Poisson  

corrected 

6.2/143 

p= 34/143 p= 70/143 p= 6/143 p= 0 positive /143 total 

http://en.wikipedia.org/wiki/File:Simeon_Poisson.jpg
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ddPCR实现精准定量和高度重复 

Nat Methods. 2013  
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ddPCR实现痕量样品的检测 
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ddPCR不易受扩增效率的影响 

Clin Chem, 2013 

ddPCR offers an advantage over qPCR when dealing with inhibition-prone samples 
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微滴式数字PCR的特点和优势 

○:Negative reactions 

●:Positive reactions 

Sample partitioned 

into many reactions 

Fluorescent signal 

dPCR reaction mix 

Assay/ target 

PCR 

End point analysis 

- Digital read out 

Threshold 
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无需标准曲线的绝对定量（DNA/mRNA/miRNA/LncRNA） 

提高对抑制物的耐受度（克服抑制物对定量结果的干扰） 

更高的检测灵敏度（提升高丰度野生型背景下的<0.1%突变检出率） 

更高的数据精密度（能识别1.1倍以内的浓度变化） 

更好的数据重复性（对靶标核酸含量的连续监测、横向比较） 

Key Benefits  

of ddPCR: 
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QX200TM微滴式数字PCR系统 

微滴分析仪 

微滴发生器 

Reagents Consumables 

Assays 
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微滴式数字PCR的操作流程 
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微滴制备 

将含样品的预混液和油加入微滴发生卡的指定位置，放入微滴发生器内

。每次对8个样品进行微滴化处理，2 min完成，每个样品可生成20,000

个微滴。 
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微滴扩增 

普通PCR仪即可，无需实时检测荧光。 
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将PCR反应板直接放入微滴分析仪，自动对样品进行逐个分析，每个

微滴逐个通过检测器，每小时可完成32个样品的检测。 

微滴检测 
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软件自动分析结果，无需计算 

简易操作流程 & 软件使用指南 

../2-安装培训资料材料/QX200/QX200简易操作流程.pdf
../2-安装培训资料材料/QX200/QX200简易操作流程.pdf
../2-安装培训资料材料/QX200/QX200简易操作流程.pdf
../2-安装培训资料材料/QX200/QX200软件使用指南.pdf
../2-安装培训资料材料/QX200/QX200软件使用指南.pdf
file:///C:/罗艳 工作文件/1-市场部产品资料/3.16配音最终版（不可给客户）.mpg
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ddPCR相关配套试剂耗材 

微滴发生油 

ddPCR预混液 

微滴发生卡及密封垫 

引物/探针/Assay 

96孔反应板及封膜 微滴读取油 
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ddPCR应用广泛 

稀有突变检测 

环境监测 

微生物检测 

微小差异基因表达分析 

NGS测序文库质控 

无创产前检查 

拷贝数变异分析 

DNA残留检测
/CRMCs质控标定 
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ddPCR的主要应用 

• 绝对定量：标准物质的标定，没有标准品但需要定量检测的样品…… 

• 高灵敏度的检测：痕量样品，珍稀样品，突变检测，单细胞研究…… 

• 高精密度的检测：微小表达差异分析，拷贝数变异分析（CNV），动态监

测…… 

• 复杂样品的检测：环境样品，土壤，水样…… 

• NGS结果的验证，基因编辑检测…… 
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标准物质的标定 

 

Anal Bio Chem, 2014 

中国计量科学研究院 
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ddPCR用于HIV DNA的高灵敏检测 

Background 

 出生时为HIV 阳性，进行抗病毒治疗，29天后即无法通过常规检测手段检测到HIV 

Solution 

24,26月龄时，采用ddPCR技术对该名婴儿HIV DNA进行检测 

NEJM, 2013 

Age HIV DNA detected by 

ddPCR 

Replication-competent 

virus detected 

24 months 37 copies/ million 

PBMC 

No 

26 months 4 copies/ million 

PBMC 

No 

灵敏度高达0.0004% 



26 

ddPCR用于单细胞mRNA和Protein检测 

Highlights 

• Digital PLA protocol allows ultrasensitive protein quantification from single cells 

• Combination with digital PCR allows joint single-cell protein and mRNA 

measurements 

• Absolute mRNA and protein abundances measured jointly from single mammalian 

cells 

• Joint mRNA-protein data was used to build a two-step model of gene expression 
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ddPCR用于微小基因表达差异分析研究 

 

研究内容：发现埃

及伊蚊的性别决定

因子Nix基因，采

用ddPCR确定基因

的拷贝数及对其他

基因表达的调控 

Science, 2015 
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ddPCR用于微小基因表达差异分析研究 

采用了PCR，FISH和ddPCR

的方法对Nix基因在雌雄性中

的拷贝数进行检测分析 

采用ddPCR方法，检测Nix基因敲除后

雌性分化相关因子dsx和fru的表达水平 

Science, 2015 
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近年来，人们对抗生素的过度使用越来越关注，在这样的背景下，人们希望能有替代措施来避免或

者减少抗生素的使用。本文评价了来源于椰子的低聚甘露糖(MOS)作为添加剂，在凡纳滨对虾养殖

过程中对对虾的生长、抗Vibrio harveyi弧菌能力等方面的作用。通过微滴式数字PCR对免疫基因表

达水平的分析，证明MOS可以通过调节凡纳滨对虾自身免疫力相关基因的表达，从而提高抗Vibrio 

harveyi弧菌的能力。 

ddPCR用于凡纳滨对虾免疫基因表达分析 
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ddPCR用于凡纳滨对虾免疫基因表达分析 

Fig. Overview of experimental plan to determine effects of copra meal mannooligosaccharide 

(MOS) supplementation on shrimp growth and immune performance. 
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ddPCR检测miRNA更灵敏、准确 

Nat Methods. 2013  
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双重ddPCR检测2种蓝藻 

AEM, 2017 

qPCR与ddPCR相关性较好； 

qPCR线性范围更宽，耗时更短，成本更低，

适合初筛； 

ddPCR重复性更好，更耐受PCR抑制物以及

多重反应的竞争抑制，检测水华样本的准确度

和精确度更高。 
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ddPCR检测eDNA预测种群状态 

ddPCR检测的重复性及准确度更高，CV值更小 

ddPCR对环境因子的耐受程度更高，在检测真

实样本时性能优于qPCR 
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ddPCR在基因编辑事件中的应用 

Strategy for 
mutant 
detection 

ddPCR 
detects and 
quantifies 
mutant allele 
freq of 0.02% 

 ddPCR detected gene editing events as low as 0.02% frequency 

 10-fold decrease in active work time over existing methods (screen 11 

clones instead of 2,000!) 

 Over 20 independent iPSC clones isolated to date using ddPCR 
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ddPCR文献搜索工具 

https://www.bio-rad.com/ddPCR/publications/?WT.mc_id=180514024366 
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ddPCR实验设计——金黄色葡萄球菌的检测 

J Clin Micro, 2017 

Initial testing of 104 nasal swabs showed that the ddPCR method had 100% 

agreement with the standard culture method, while the normal duplex qPCR 

method had only about 87.5% agreement. 

 The single-bacterium duplex ddPCR assay is rapid and powerful for more 

accurate detection of MRSA directly from clinical specimens. 

中国科学院武汉病毒所 
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ddPCR实验设计 

J Clin Micro, 2017 

annealing temperature 

optimization 

Optimizing 

conditions for 

bacteria lysis 

Evaluation of the duplex 

ddPCR performance 

Performance of duplex 

ddPCR for spiking experiment 

Assay validation 

duplex ddPCR and  

qPCR comparison 

Primers/probes design 

Sample test 
(nasal swab specimens) 
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J Clin Micro, 2017 

ddPCR实验设计 
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J Clin Micro, 2017 

ddPCR实验设计 
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Thank you ! 

罗艳     应用支持 

邮箱：yan_luo@bio-rad.com 


