
复习-RNA纯度分析（1）

l RNA质检参数OD260/OD280、OD260/OD230
的意义。

l 260、280、320、230 nm下的吸光度分别代表
了核酸、蛋白质、盐浓度和有机溶剂的值。
l A230: 测定其它碳源物质，如酚，糖类等。
l A260：核酸的吸收峰测，测RNA，DNA，引
物等的浓度。
l A280：蛋白质的吸收峰。



复习-RNA纯度分析（2）

l OD260/OD280(Ratio)在1.8~2.1范围内时，

RNA中蛋白的污染是可以容忍。

l 当R < 1.8时，溶液中蛋白的污染比较明显。

l 当R > 2.2时，说明RNA已经水解成单核酸了。

l 纯RNA的OD260/OD280的比值为2.0。



l OD230表示样品中存在一些污染物，如碳水

化合物、盐（胍盐）等，较纯净的核酸

A260/A230的比值大于2.0 。

复习-RNA纯度分析（3）







Ø实时定量PCR技术

ØDNA甲基化检测技术

Ø基因芯片技术

Ø变性高效液相色谱检测技术

Ø原位杂交技术

ØSNP检测技术

ØDNA测序技术

常用核酸标志物的检测技术



PCR视频（2分24秒视频）



PCR技术反应原理





PCR技术反应体系



PCR引物设计



PCR引物设计原则（1）



l引物与非特异扩增区的序列的同源性不要超过
70%，引物3′末端连续8个碱基在待扩增区以外不
能有完全互补序列，否则易导致非特异性扩增。
l引物3’端的碱基，特别是最末及倒数第二个碱基

，应严格要求配对，最佳选择是G和C。
l引物的5’端可以修饰。如附加限制酶位点，引入

突变位点，用生物素、荧光物质、地高辛标记，
加入其它短序列，包括起始密码子、终止密码子
等。

PCR引物设计原则（2）



PCR引物设计软件



PCR的过程

PCR视频（3分24秒视频）



PCR结果展示-核酸凝胶电泳



PM2.5导致巨噬细胞TGF-β信号通路激活，
肝脏细胞中胶原水平升高

l LX-2, a human HSC cell line; p-SMAD3: a key mediator of TGFb-triggered fibrotic response.



实时荧光定量PCR技术



l TaqMan探针法：探针完整时，报告基团发射的荧光信号被淬灭
基团吸收；PCR扩增时，Taq酶的5’-3’外切酶活性将探针酶切降
解，使报告荧光基团和淬灭荧光基团分离，从而荧光监测系统
可接收到荧光信号，即每扩增一条DNA链，就有一个荧光分子
形成，实现了荧光信号的累积与PCR产物的形成完全同步。

实时荧光定量PCR技术



SYBRGreen法反应体系





引物设计方法（1）
https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/



• https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

引物设计方法（2）



引物设计方法（3）





l随着循环次数的增加，被扩增的目的基因片

段呈指数规律增长，通过实时检测与之对应

的随扩增而变化荧光信号强度，求得Ct值；

l同时利用数个已知模板浓度的标准品作对照，

即可得出待测标本目的基因的拷贝数。

数据计算



Ct值
lCt值（Cycle threshold，循环阈值）：每个反

应管内的荧光信号到达设定阈值时所经历的循
环数。



荧光阈值

荧光阈值的设定
lPCR反应的前15个循环的荧光信号作为荧光

本底信号；
l荧光阈值的缺省（默认）设置是3-15个循环

的 荧 光 信 号 的 标 准 偏 差 的 1 0 倍 ， 即 ：
threshold = 10*SDcycle 3-15



数据计算原理



l每个模板的Ct值与该模板的起始拷贝数的对数
存在线性关系，公式如下。
ØCt=-1/lg(1+Ex)*lgX0+lgN/lg(1+Ex)
Ø n为扩增反应的循环次数，X0为初始模板量，Ex为扩

增效率，N为荧光扩增信号达到阈值强度时扩增产物
的量。

l起始拷贝数越多，Ct值越小。

数据计算原理



数据计算公式

l相对定量：2-△△ ct

△△ct=实验组（目的ct-内参ct）-对照组（目的ct-内参ct）



数据结果



Ø实时定量PCR技术

ØDNA甲基化检测技术

Ø基因芯片技术

Ø变性高效液相色谱检测技术

Ø原位杂交技术

ØSNP检测技术

ØDNA测序技术

常用核酸标志物的检测技术



基因芯片

约1分钟视频



基因芯片


