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摘要：数字PCR (聚合酶链式反应))能够带来高灵敏度水平的核酸检测，甚至实现单分子分析。由于其独特的绝对定

量能力和高灵敏度，数字PCR成为了一种强大的生物分子学工具。本文将从第一人称视角带入数字PCR，共同体验

数字PCR的生活，以便于读者理解数字PCR的发展背景、技术原理和疫情中的应用。 
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Abstract:  Digital PCR (Polymerase Chain Reaction) enables highly sensitive nucleic acid detection, allowing for 

the analysis of individual molecules. With its unique capability for absolute quantitation and high sensitivity, digital PCR 

has emerged as a powerful tool in biomolecular research. This article presents digital PCR from a first-person 

perspective, allowing readers to appreciate the evolution, technical principles, and applications of digital PCR during 

the pandemic. 
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PCR (Polymerase Chain Reaction，聚合酶链式反应)技术自1983年问世以来，就在病原体、癌基

因等疾病分子的诊断领域发挥了巨大的作用，并且因其能够高效复制DNA片段的特点，该技术成功

荣获了1993年的诺贝尔化学奖[1]。之后随着荧光技术的发展，人们在DNA扩增过程中加入荧光物质，

以荧光强度来测定聚合酶链式反应后的产物总量，实时荧光定量PCR (quantitative real-time PCR，

qPCR)诞生了，但是由于其是大体积反应系统，反应过程中的非特异性扩增会增加假阳性结果和背

景信号，从而无法获得绝对定量的结果。 

近几年随着MEMS (微机电系统)工艺的不断成熟和微流控技术的不断发展，数字PCR (digital 

PCR, dPCR)应运而生。作为一种新型的PCR技术，数字PCR弥补了qPCR的不足，无需标准物质和标

准曲线即可实现核酸的绝对定量，同时它还能够在单个水平分子上进行检测，可以检测低至0.001%

的等位基因频率，并且在检测低丰度目标时可以提供更高的灵敏度、特异性和准确性[2]。那么数字



大 学 化 学 Univ. Chem. 2025, 40 (4), 341 

PCR究竟是怎样一步步走向成功的呢？就让我们以第一人称视角，进入数字PCR的内心世界，一起

听听数字PCR的冒险经历吧。 

 

1  PCR的故事 
在很久以前，热稳定DNA聚合酶尚未被发现时，DNA的体外复制只能通过先高温使双链DNA变

性解旋成单链，然后降低温度并加入设计引物、DNA聚合酶、dNTP (脱氧核糖核苷三磷酸)来完成。

但是，DNA聚合酶在高温时会失活，因此每一个循环时都要加入新的DNA聚合酶，这样不仅操作繁

琐，而且价格昂贵。直到可以耐受90 °C以上高温而不失活的Tap DNA聚合酶被发现，扩增过程不再

需要每个循环都加入聚合酶，这使得操作变简单的同时，也大大降低了成本。为了继承这些优点，

同时继续创新发展，我的父亲PCR (聚合酶链式反应)就建立了我们PCR的大家庭。 

我的父亲PCR非常严格，他常常教导我们要成为一种对社会、对科学有贡献的技术，而他也会

对我们讲述他那时候的故事：“那时候我一个循环只需要两分钟，两、三分钟我就能将需要扩增的目

的基因扩增放大几百万倍[3]。”当他说这些时，他的脸上总是充满了自豪。 

我和我的兄弟姐妹们也对这些故事充满了好奇：“父亲您是怎么做到的啊？” 

他说：“我会通过三步来实现，且听我细细道来。”这时他总会喝一口茶，而我们的兴趣也被勾

了起来，“首先，我会将模板DNA加热到93 °C变性，使模版DNA双链或者扩增过的DNA双链解离。

变性后我会把温度退火降至55 °C，使引物与模版DNA单链的互补序列配对结合，最后在72 °C、DNA

聚合酶的作用下，以dNTP为反应原料，根据碱基互补配对原理和半保留复制原理，延伸合成一条与

模版DNA链互补的‘半保留复制链’。这就是全部的步骤了(图1)。” 

 

   
图1  PCR扩增流程[4] 

 

此时的我们已经明白了：“变性过程是为了让双链解离成单链，以便在退火过程引物可以与单链

结合，从而延伸合成一条‘半保留复制链’。” 

我的父亲此时总会露出欣慰的笑容，他点点头，说：“没错，看来你们已经完全理解了我的思路，

掌握了我的方法，希望以后你们可以将我的方法加以完善，然后总结出你们自己独特的新方法，让

咱们家族枝繁叶茂、生生不息。” 

 

2  实时荧光PCR有想法 
我的哥哥qPCR (实时荧光定量PCR)是我们之中听得最认真、学得最认真的。他继承了父亲的理

念，在父亲的思路里面加入了自己的想法。 
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在听完父亲的讲话后，我的哥哥又仔细地思考了一下父亲的话，激动地说道：“我懂了，父亲的

方法只能通过半保留复制实现定性分析，而如果要实现更为精确的定量分析，只是这样可不行。”说

罢，他就将自己锁在房间里，我也有好几天没有再见过他。 

直到一天又一次的家庭聚会，我的哥哥出现了，并兴奋地大喊了一句：“成了！” 

看着我们兄弟姐妹包括父亲关切的目光，他嘿嘿一笑，对着父亲说：“我把您的方法改进了一下，

如果成功的话，我们的技术就可以实现定量分析了。” 

父亲也非常惊喜：“讲讲！” 

随后哥哥咳了一声，说：“我的想法是向PCR体系中加入荧光信号，让荧光基团连接在产物链上，

之后就可以利用荧光信号的积累实时检测整个PCR进程，也可以通过绘制荧光信号的标准曲线对未

知模板链进行定量分析了[5] (图2)。” 
 

 
图2  实时荧光PCR流程[4] 

 
父亲听后很高兴，他说哥哥的思路非常正确，并且让他大胆实践，如果成功肯定会大有作为。

事实也正如父亲所料，他很快就被广泛应用于食品科学检测鉴定研究、微生物检测控制分析及临床

诊断等领域[6]。 

但是突然有一天，他把我叫到房间说：“其实我的方法是有一些问题的，我发现在反应过程中，

底物的消耗和焦磷酸盐分子的积累会导致反应速率逐渐降低，模板链不会再以指数扩增的形式生成

产物[7]。因此不能通过最终产物的量推算模板链的量，只有在指数扩增阶段才可以对模板链进行定

量分析，是一种相对定量的分析方法，而且受到阈值循环数(cycle threshold, CT值)和样品中抑制剂的

影响也较大，无法准确检测低丰度样品。这些问题就交给你来解决了。” 

 
3  数字PCR开辟自己的道路 

带着哥哥留下的问题，我开始了新一轮的思考。他的反应体系仍然是大体系，这意味着许多因

素都会影响实验结果而导致误差增大。如果我可以把每一个PCR反应体系都提取出来，然后再向里

面加入荧光基团，那么有多少荧光信号就代表了有多少个PCR反应，就有多少条模板链。这样得到

的实验结果不仅更精准，而且还可以实现低丰度目标物的检测。 

说干就干，我先将扩增体系进行极限稀释，分成数百万个独立扩增的PCR反应，使得每个反应

中尽可能只含有一个模板分子。之后再对各个反应进行独立的扩增，扩增完成后读取荧光信号对结

果的阴阳性进行判断，有荧光信号的反应单元标记为“1”，没有荧光信号的反应单元标记为“2”。

但是这样就可以直接通过读出有荧光信号的反应单元来确定目标物分子的拷贝数了吗？其实这只是

理想条件下，事实上反应孔中可能会有0个、1个或多个模板分子。因此我引入了泊松统计方法进行

数据校准，从而计算出靶分子的拷贝数和浓度[8]。原理如图3所示。 
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图3  Digital PCR流程和泊松分布公式 

P(k)：在λ条件下每个反应单元中含有k个拷贝目标分子的概率；λ：每个反应单元包含目标分子的平均拷贝数； 

k：反应单元内实际存在的目标分子数；e：自然常数 

 

我将自己的想法告诉哥哥后，他对这个思路大为赞赏，他说：“我是测量整个体系中荧光信号的

变化趋势，然后根据指数扩增阶段来实现定量的目的；而你是把整体体系分成单独的体系，再通过

收集终点时的荧光信号，将定量简化为一系列阳性和阴性结果的枚举，从而将信号转化为二进制数

字以便于统计。这样做基本实现了单分子检测，避免了模板之间的竞争反应，不仅不依赖于标准曲

线对样品进行定量分析，也避免了反应速率变化所带来的陷阱，是一种更精准、灵敏度更高的绝对

定量方法啊[9]！” 

听到哥哥的话后我深感振奋，立志要用我独特的方式为核酸检测提供更多的思路和方法。因此

在之后我又根据分配样品方式的不同开发出了三种系统，分别是微滴式数字PCR (droplet digital PCR, 

ddPCR)、芯片式数字PCR (chip digital PCR，cdPCR)和微流体数字PCR (microfluidic digital PCR，

mdPCR)。ddPCR是将反应液分割成成千上万有乳液包裹的微液滴，每个微液滴在PCR扩增过程中独

立进行，这避免了物质在互相扩散和热扩散过程中的损失，在扩增完成后，就可以利用流式细胞技

术对荧光信号逐个进行单独的检测，通过计算含目标荧光的液滴占所有液滴的比例即可定量目的序

列的含量[10]。由于其在不同PCR仪中均可扩增的优势，因此应用广泛。cdPCR则是通过微流控技术

把反应液均匀导入芯片上的独立反应仓中进行扩增，通过类似于基因芯片的扫描技术，检测每个反

应仓或通孔的荧光信号，从而计算出目的序列的含量[11]。cdPCR的优势在于其高通量和并行处理能

力，但需要特定的仪器来完成扩增和检测过程。mdPCR通过微流体通道对模板进行分液，可以生成

纳升(nL)级或更小液滴，虽然可以提供极高的灵敏度，但是其上样过程需借助机械驱动设备，不仅

大幅度提高了仪器成本，也提高了操作复杂性。 

 
4  数字PCR的疫情之战 

凭借着更高的灵敏度和精确度，我很快就在研究检测病毒、细菌、衣原体、寄生虫感染等领域

被委以重任，比如说2020年的一次，我就被分配到了检测新冠病毒的第一线，为抗击疫情做出了卓

越的贡献。 

严重急性呼吸综合症冠状病毒2号(SARS-CoV-2)引发的新冠疫情对于全球的公共卫生造成了巨

大的威胁，它们主要以传染途径多样、传播能力强的特点在全球各处游走。虽然随着时间的推移，

人体中的免疫系统已经有了处理该病毒的方法，它们已经不再构成威胁，但是根据病毒族群的发展

趋势来看，它们短时间内不会消失，并且还会进化成多种变异毒株，其中Omicron变异株是全球流行

的优势毒株[12]，而我的任务就是对它进行高效地检测和鉴定。 

在接到这份任务后，我立即查找了前辈检测的相关资料，发现它们使用的引物和探针靶标大多

是对于O (开放读码框架)基因、N (核衣壳蛋白)基因、E (包膜蛋白)基因所设计的，并不能检测SARS-

CoV-2各变异株之间S (刺突蛋白)基因的序列差异，所以我要专门针对于Omicron变异株S基因进行检
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测，来为微量RNA病毒检测以及病毒风险监测提供技术支撑。 

首先我以变异株的O基因、N基因、E基因和S基因为模板分别进行单重ddPCR扩增，图4结果显

示了四种基因均有良好的扩增效果，各基因阴阳性微滴区分明显，并且阴性对照未出现阳性微滴信

号。并且我还发现在55 °C退火阶段，四对引物均能与模板链有效结合，说明还可以构建多重ddPCR

检测体系。 

 

 
图4  各基因单重ddPCR扩增后产物电泳图[13] 

M：DL2000；1：ORF1ab基因扩增产物；2：N基因扩增产物； 

3：E基因扩增产物； 4：S基因扩增产物 

 

在实验中，我不断改变四种基因引物与探针的配比和使用量来进行重复扩增实验，每次实验只

控制单一变量，结合阴阳性微滴间荧光差值和检测拷贝数筛选出最佳引物探针组合，确保扩增后的

一维散点图阴阳性能明显区分且中间弥散微滴数较少，最终确定了多重ddPCR反应体系[13]。 

在找到具体方法后，我激动地找到了我的哥哥，并和他一起检测了20份临床样本，经过实验结

果的比较，我们的检测结果一致，都检出了阳性结果18个[13]，并且我的检出限更低，灵敏度更高，

用于微量新冠病毒也能准确快速地检出，哥哥也说我的方法可以应用于临床诊断了。 

这就是我抗击疫情的故事，虽然我仍然存在一些局限和不足，但是我可以及时监测和定量

Omicron变异株，对于以后SARS-CoV-2未知变种的研究出了一份力，我相信通过不断完善自我，我

在检测病毒、细菌等病原体的检测上会更高效、更精准。 

 

5  结语 
虽然数字PCR的故事告一段落了，但是他的传奇经历还在继续，让我们共同期待数字PCR在更

多领域的优异表现，我相信有着绝对定量、高灵敏度、高精密度的特点，不管走到哪里他都会发出

他独特的光芒。 
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