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四种基因定量方法对实时荧光 PCR 与微滴式数字 PCR

检测霍乱弧菌基因表达量的分析 
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摘要：基因表达量测定对基因功能解析和探索生命机理具有重大意义，目前实时荧光 PCR 和微滴式数字 PCR 技术是进行基因

表达量测定的有效方法。本文以低温处理的霍乱弧菌 sfs、vcc、RecA、hly 及 16S rRNA 基因为研究对象，分别用实时荧光 PCR 和微

滴式数字 PCR 技术对低温处理前后霍乱弧菌的上述基因表达量进行测定，实时荧光 PCR 实验数据分别采用∆∆CT 和 geNorm 法进行

分析，微滴式数字 PCR 实验数据分别采用相对定量和绝对定量法进行分析，获得处理组基因表达量相对于对照组的变化倍数；使用

多维尺度法来分析四种基因定量方法的数据。结果表明，在本实验条件下，四种基因定量方法的分析结果存在差异；16S rRNA 基因

表达量发生了变化，不适合作为内参基因；微滴式数字 PCR 能更直观的给出基因表达量变化的结果，并且基因表达差异相对定量分

析的准确度更高。 
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Abstract: Gene expression assays are highly important for analyzing gene function and investigating biological mechanisms. Currently, 

real-time and droplet digital PCR are effective methods for measuring gene expression. sfs, vcc, RecA, hly, and 16S rRNA genes of Vibrio 

cholerae were used for experiments after low temperature treatment. The samples were assessed by real-time and droplet digital PCR separately 

before and after low temperature treatment. Real-time fluorescence PCR experimental data were analyzed using the ΔΔCT and geNorm methods. 

Droplet digital PCR experimental data were analyzed using the relative and absolute quantification methods to calculate the fold change in gene 

expression in the treatment group as compared to the control group. The data from the four gene quantification methods were analyzed using the 

multidimensional scaling method. Under these experimental conditions, the results indicated that there was a significant difference between the 

results of the four gene quantification methods. The expression level of the 16S rRNA gene changed, making it unsuitable as a reference gene. 

Droplet digital PCR could give more intuitive results regarding the amount of change in gene expression and have better accuracy in the relative 

quantitative analysis of differentially expressed genes. 
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霍乱弧菌（Vibrio cholerae）是弧菌科的主要致病

菌，是引起霍乱的病原菌，每年影响数以万计人。霍

乱弧菌细菌分类学和分子流行病学的研究，越来越重 
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视霍乱弧菌特定基因表达量的检测。因为基因表达差

异会影响细菌的某些重要遗传性状，如细菌的生理结

构、致病性和耐药性等。DNA 分子扩增技术的应用促

进了分子生物学技术的发展，也为基因表达差异分析

提供了技术手段。自1985年聚合酶链反应（Polymerase 
Chain Reaction，PCR）技术[1]问世以来，已经成为生

命科学领域中重要的实验工具，但普通 PCR 很难完成
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基因表达的定量。实时荧光 PCR 技术（Real-time 
fluorescence Quantitative PCR，Real-time PCR）[2,3]是

目前 DNA 定量测定 常用的技术，被称为“第二代

PCR 技术”，该技术通过在 PCR 反应体系中加入荧光

结合染料或荧光标记探针，利用实时积累的荧光信号

监测整个扩增过程， 后通过标准曲线对未知模板进

行定量分析。目前，第三代 PCR 技术即微滴式数字

PCR（droplet digita PCR，ddPCR）[4~8]已应用到核酸

含量检测中，核酸的绝对定量分析取得了前所未有的

突破，实现了分子 DNA 的绝对定量[9]。 
利用传统方法进行基因表达相对量的计算，需要

提取 RNA 模板反转录后 PCR 得到目的基因的扩增产

物，再进行质粒克隆，绘制标准曲线等[10]，过程繁琐，

且已知标准曲线法的实际误差率在 6%~20%之间[11]，

存在一定的缺陷，很多相对定量计算方法应运而生。

QR=2-∆∆Ct法（简称∆∆CT 法）[12,13]因其简单方便在基

因表达相对定量的分析中得到广泛应用。2002 年

Vandesompele 等编写了 geNorm 程序（简称 geNorm
法）[14]，在内参基因选择和基因表达量计算的研究中

逐渐被采用[15]。不同相对定量计算方法的选择可能对

计算结果有一定的影响。 
本文以低温处理的霍乱弧菌致病性基因：糖发酵

激活蛋白编码基因（sfs）、胶原酶基因（vcc）、溶血素

基因（hly）和看家基因：管家基因（RecA）、16S rRNA
基因为研究对象，用 ddPCR 和 Real-time PCR 对其基

因表达量进行测定，分别采用∆∆CT 法、geNorm 法、

ddPCR 相对定量法（简称 ddPCR-16S 法）和 ddPCR
绝对定量法（简称 ddPCR 法）进行数据分析，比较各

基因处理前后相对表达量的变化，对这两种 PCR 方法

的准确度进行初步评价，并探讨了 16S rRNA 基因作

为内参进行相对定量的适用性。多维尺度法

（Multidimensional Scaling，MDS）是一种无监督的用

于高维数据降维的可视化工具。本文采用 MDS 将多

维数据降维，将四种相对定量方法的准确性和精密度

直观地表示在二维平面图上，从而直接显现四种方法

之间的差异和两种 PCR 技术的准确度。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

QX100 数字化痕量核酸检测系统（ddPCR 仪）（美

国 Bio-Rad 公司）；Scanspeed mini PINK 离心机（丹麦

Scanspeed 公司）；Roche LightCycler 480 高通量实时

荧光定量 PCR 系统（德国 Roche 公司）；涡旋振荡仪

（日本 Tomy 公司）；Eppendorf AG 22331 Hamburg 生

物分光光度计（德国 Eppendorf 公司）。 
表1 ddPCR和Real-time PCR的引物与探针 

Table 1 Primers and probes for ddPCR and Real-time PCR 

名称 序列（5’-3’） 

vcc-F GTCTGGCCATGTGGGTAACT 

vcc-R CACTCATTGTCCAGAGCGAA 

vcc-Probe FAM-TACCGCTACTTAGCCGCCAACACTCA-TAMRA 

16S rRNA-F CGAAGAACCTTACCTAC 

16S rRNA -R CCAACATTTCACAACAC 

16S rRNA -Probe FAM-CGCTGGAGTGCCTTCGGGAG-TAMRA 

RecA-F GGGTAACCTCAAGCAATCCAAC 

RecA-R CCAAACGAACAGAAGCGTAGAA 

RecA-Probe FAM-CGTAGAATTTCAGTGCGTTACCGCCAG-TAMRA 

sfs-F TGAATGCAAAACGGCAAATAA 

sfs-R CAAGGCGATAAAGGGCAAGGT 

sfs-Probe FAM-CACGGGTTGTCACCGCATCAGG-TAMRA 

hly-F GCCAAAATTGTGCGTATCAG 

hly-R ATAATCTTGGGCAATCGCA 
hly-Probe FAM-AACTGGCTCCAAACTGACGATAACC-TAMRA 

碱性蛋白胨水（Alkaline Peptone Water，APW）

（OXOID公司），胰蛋白胨大豆琼脂（Tryptone Soya 
Agar，TSA）（BD公司）；LightCycler 480 Probes Master
（罗氏诊断产品（上海）有限公司）；实验用RNA提

取试剂盒（High Pure RNA Isolation Kit，德国Roche公
司）；RT-PCR试剂盒（Transcriptor First strand cDNA 
Synthesis Kit，德国Roche公司）；ddPCR Master Mix
（Bio-Rad，美国CA）；实验用水为DEPC水（上海生
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工）；其它试剂均为分析纯。实验中sfs、RecA、hly及
16S rRNA基因的引物及探针采用Primer 5.0 软件设

计，vcc基因的引物与探针出自文献[16]，序列如表 1
所示，由大连TaKaRa公司合成并纯化。 

1.2  实验方法 

1.2.1  实验材料的制备 
霍乱弧菌由实验室从越南进口黑虎虾中分离得

到。将霍乱弧菌纯培养物划线接种于 TSA 培养基，

37 ℃培养 24 h，从 TSA 平皿上挑取纯菌落接种于 10 
mL APW 液体培养基，37 ℃、200 r/min 摇床震荡培养

过夜。取 1 mL 菌液于灭菌离心管中 12000 r/min 离心

1 min，弃上清，此菌体沉淀即作为初始状态对照。另

取 1 mL 菌液于灭菌离心管存放于 4 ℃冰箱进行低温

处理 30 d，4 ℃是 常使用的食物储存温度[17]，于 30 
d 取该离心管 12000 r/min 离心 1 min，弃上清，此菌

体沉淀即作为低温处理的样品。 
1.2.2  总 RNA 的提取 

采用 Roche（罗氏）High pure RNA Isolation Kit
提取低温处理和对照样品的总 RNA。RNA 经酶标仪

检测浓度和纯度，各样品的 OD260/OD280的比值在 2.0
左右，纯度较好，使用 Eppendorf AG 22331 Hamburg
生物分光光度计对各样品RNA浓度进行均一化处理，

用 Elution Buffer 对高浓度 RNA 进行稀释确保 RNA
初始水平一致，浓度约 1 μg/μL 留待反转录使用。 
1.2.3  cDNA 的合成 

采用 Roche（罗氏）Transcriptor First Strand cDNA 
Synthesis Kit合成cDNA。合成的cDNA使用Eppendorf 
AG 22331 Hamburg 生物分光光度计对浓度进行均一

化处理，留待进行 Real-time PCR 和 ddPCR 分析。 
1.2.4  定量 PCR 检测 
1.2.4.1  ddPCR 方法 

ddPCR 反应体系为：10 μL ddPCR Master Mix
（2X），上下游引物各 1.0 μL（表 1），2.5 μL 探针（表

1），4.5 μL dd H2O，1 μL cDNA 模板，反应总体积为

20 μL。反应条件及数据分析见 Dany 等的方法[18]。所

有待测样品均设 3 个重复，并用去离子水代替模板作

为阴性对照。 
1.2.4.2  Real-time PCR 方法 

Real-time PCR 反应体系为：10 μL LightCycler 480 
Probes Master（2X），上下游引物各 1.0 μL（表 1），
2.5 μL 探针（表 1），4.5 μL dd H2O，1 μL cDNA 模板，

反应总体积为 20 μL。反应条件及数据分析见 Dany 等

的方法[18]。所有待测样品均设 3 个重复，并用去离子

水代替模板作为阴性对照。 

1.2.5  基因表达差异定量分析 
1.2.5.1  ∆∆CT 法 

QR=(1+E)-∆∆Ct 
式中QR为处理组与对照组目的基因表达的相对定量的结

果，E为PCR效率，Ct指荧光信号达到阈值时的循环数，∆∆Ct=(Ct

目的基因-Ct内参基因)处理组-(Ct目的基因-Ct内参基因)对照组。 

本研究将“E”简化为“1”，以16S rRNA基因作为内

参，实验得出处理组与对照组的Ct值，用2-∆∆Ct进行计

算得出相对于对照组，处理组中目的基因的表达相对

于内参的改变倍数。 
1.2.5.2  geNorm 法 

geNorm 程 序 [14] 可 由 http://medgen.ugent.be/~ 
jvdesomp/genorm/下载。用geNorm软件筛选内参基因

时，在Excel中设定同一基因不同样本中Ct值 小者的

表达量为1，此基因的相对表达量则为2-∆Ct（∆Ct=各样

本Ct值- 小Ct值），将这些数据导入geNorm程序，软

件通过将每个候选基因与其他基因的配对表达水平比

值经对数变换，计算其标准差作为基因表达稳定值M，

对所有候选基因的表达稳定性排序，M值越小，说明基

因的稳定性越好。并通过内参基因标准化因子的配对

差异分析来判断内参基因的 适数目。选择好内参基

因后，再计算处理组中目的基因的表达相对于内参基

因标准化因子的改变倍数。 
1.2.5.3  ddPCR 的数据分析 

ddPCR检测可以直接得到处理组与对照组各基因

的绝对拷贝数，本文采用两种方式对ddPCR数据进行分

析。（1）ddPCR-16S法：使用16S rRNA基因为内参，

用某一目的基因处理组的拷贝数除以对照组的拷贝数

后，所得数据再除以16S rRNA基因处理组的拷贝数除

以对照组的拷贝数所得的数据，得到处理组相对于对

照组的变化倍数。（2）ddPCR法：直接用某一基因处理

组的拷贝数除以对照组的拷贝数，得到处理组相对于

对照组的变化倍数。 
1.2.6  统计分析 

不同基因及不同基因定量方法的数据采用两两之

间 t 检验的分析方法，p<0.05 表明有显著性差异，

p>0.05 表明无显著性差异。 
1.2.7  多维尺度分析 

参考贾俊涛等[19]的方法进行多维尺度分析。主要

步骤如下：建立12行4列的基因表达变化倍数矩阵（原

始矩阵），计算行与行之间的欧几里得距离组成相异性

距离矩阵，对此矩阵求解 佳拟合构造矩阵，构造矩

阵及其转置矩阵的乘积组成本征值向量，如果前几个

本征值占到所有的80%以上就可以用构造矩阵的前几

列数据来近似表示原始矩阵，从而完成高维数据的降
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维，实现高维数据的可视化。所有的分析步骤在

MATLAB R2013A（The Mathworks Inc.）中完成。 

2  结果与讨论 

2.1  四种基因定量方法对 Real-time PCR 和

ddPCR检测结果的分析 
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图1 四种基因定量方法对5种基因处理组相对于对照组变化倍

数的数据处理结果 

Fig.1 The results of the fold change in expression of five genes 

in the treatment group as compared to the control group 

analyzed by four gene quantification methods 

霍乱弧菌不同基因及不同基因定量方法的数据处

理结果如图 1 所示。本研究 t 检验结果表明，除 sfs 基
因和vcc基因的∆∆CT法与ddPCR-16S法的处理结果，

以及 sfs 基因的∆∆CT 法与 ddPCR 法的处理结果差异

不显著以外（p>0.05），其他基因的基因定量方法的处

理结果均存在显著差异（p<0.05）。 
用∆∆CT法对Real-time PCR的实验结果进行计算

时，依赖于 PCR 效率为 1 的假设，当 PCR 效率不高

或差别较大时，结果误差较大，因此在实际应用中具

有一定局限性[20]。geNorm 与其他三种方法均存在显

著差异（p<0.05）的原因可能是该计算方法存在一定

的使用前提，用其筛选内参基因时，内参基因的候选

基因本身就应该是受实验条件和生理状态等影响小的

基因[21]；当候选基因条件达不到时，计算结果可能会

存在较大疑义。由标准偏差的误差线大小可知，ddPCR
的误差 小，说明在本研究实验条件下，ddPCR 重复

性远高于其他两种 Real-time PCR 相对定量方法。 

2.2  ddPCR检测结果的分析 

在以往的研究中，16S rRNA基因常被用作看家

基因，在Erika等的研究中 16S rRNA基因被证实为

稳定的基因，可以用作标准化计算[22]。但是也有大量

实验证实 16S rRNA基因并不能作为内参基因直接使

用[23]。∆∆CT法与ddPCR-16S法均设定 16S rRNA基因

为内参，故如图 1 所示，∆∆CT法与ddPCR-16S法分析

时，假定 16S rRNA基因在处理前后表达水平不变，

而ddPCR法直接使用绝对的基因拷贝数进行计算，16S 
rRNA基因在ddPCR法分析时变化倍数约为 0.67
（p<0.05），说明处理组比对照组的 16S rRNA基因表

达有所下降，所以在本研究中，霍乱弧菌 16S rRNA
基因表达在低温处理前后并非稳定，不适合直接作为

内参基因。ddPCR直接给出基因拷贝数，无需提前确

定内参基因[24]，对于其他定量PCR，选择合适的内参

基因对目的基因的准确定量有很大的影响[25]。 

 
图2 ddPCR检测5种基因浓度变化 

Fig.2 The copy number of 5 genes measured by ddPCR 

本实验ddPCR直观的给出了5种基因低温处理前

后，基因表达拷贝数的变化。结果表明16S rRNA基因

和其他目标基因一样，在低温处理后发生了表达下降

的变化（图2），证明了在特定实验条件下16S rRNA基

因的表达并不总是稳定，不能直接作为内参基因用于

基因相对表达量的分析，与前人研究结果一致[23,26]。

Tricarico等[27]为对于已纯化mRNA中的目标基因进行

定量时，rRNA不能用于标准化；相对于大部分目标基

因，rRNA的表达量太高，不能真实的反映目标基因的

变化情况。由图2可见，在mRNA初始水平一致的情况

下，ddPCR结果表明16S rRNA基因的表达量明显高于

其他4种目的基因（p<0.05），所以在表达量差距如此

悬殊的情况下，对目的基因进行绝对量和相对量的比

较分析就难以确保准确性。 

2.3  多维尺度分析的结果 

MDS 分析技术起源于心理测验学，它是检验观察

数据是否能反映研究者提出的结构关系的一种理想方

法。MDS 分析结果见图 3。由于前两个本征值之和已

占到总体的 98.7%（远大于 80%），因此用构造矩阵的

前 2 列可以近乎完全的表示原先的 4 维原始矩阵。在

本次的 MDS 分析中，没有将以 16S rRNA 基因为内参

的结果列入指标。在 ddPCR-16S 法分析中已经将其列
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为标准化的分母，再将其作为分析对象就会得到变化

倍数为“1”的数值，无法显现该分析方法的变异，因此

以16S rRNA基因为内参的结果不适合作为MDS分析

的指标。 
图3中圈的中心体现结果的准确性，圈的大小表示

结果的精密度。如图3所示，本研究实验结果表明ddPCR
和ddPCR-16S法的准确性和精密度 好。Matthew等[28]

使用ddPCR和Real-time PCR检测感染PBMC的病人，结

果表明ddPCR比Real-time PCR具有更高的准确性和精

密度。 

 
图3 四种基因定量方法分析结果的MDS分析 

Fig.3 The results of MDS analysis of four gene quantification 

methods 

2.4  ddPCR的特点 

1999 年，Vogelstein 等[4]提出了一种新的核酸定量

方法数字聚合酶链式反应（数字 PCR）技术，数字 PCR
技术的原理是根据泊松分布公式将起始待测模板细分

为很多小份，使每 1 份中至多分配到 1 个核酸分子，

在每个小份中进行单个拷贝核酸分子 PCR 扩增反应，

后计数有扩增反应的小份的数量即可确定目标模板

的拷贝数，因此数字 PCR 技术是一种对待测核酸分子

进行绝对定量的方法。已报道的数字 PCR 平台有很多

种，本文介绍的 ddPCR 是其中应用 广泛 成熟，且

商业化程度 高的一种。与传统定量 PCR 不同，

ddPCR 通过直接计数的方法，可以实现起始 DNA 模

板的绝对定量，因此特别适合用于 Ct 值不能很好分辨

的应用领域，例如拷贝数变异、突变检测、等位基因

失衡和单细胞基因表达等。对于低浓度样品，检测通

量越高，可检测到样品信号的概率越大，灵敏度也就

越高[29]。有研究表明 ddPCR 能更精确的对石蜡包埋的

福尔马林固定的样本进行癌症基因组扩增定量，且灵

敏度更高[30]。因此，数字 PCR 技术非常适合用于疾病

的早期诊断。正是由于对痕量检测的高灵敏度，在某

些检测领域假阳性现象也很难避免。Maja Kiselinova
等[31]通过检测 HIV 病毒就发现 ddPCR 检测结果存在

假阳性的现象。并且也有实验发现，对巨细胞病毒进

行定量检测时，Real-time PCR 比 ddPCR 有更高的灵

敏度[32]。 
虽然数字 PCR 是 新一代 PCR 技术，其克服了

传统定量PCR的很多缺点。但是荧光PCR比数字PCR
的价格低廉，并且在不同检测领域各有优势。杨冬燕

等人[33]在进行餐厨废弃植物油检测时发现数字 PCR
检测灵敏度和准确率略高于荧光 PCR 方法，而数字

PCR 检测的稳定性和重复性略低于荧光 PCR 方法。

综合价格优势，使数字 PCR 相比荧光 PCR 技术在餐

厨废弃植物油鉴别领域的应用优势并不显著。ddPCR
的出现使数字 PCR 的成本降低，多种商业化 ddPCR
仪的出现使该技术更加实用，虽然在不同检测领域不

同 PCR 技术都有其不可替代的优势，但是总体看来

ddPCR 已将核酸定量技术带入一个崭新的时代。 

3  结论 

本研究结果表明，Real-time PCR 和 ddPCR 对霍

乱弧菌基因检测的结果，使用不同的相对定量方法分

析不同基因的基因表达量变化存在一定的差异，所以

霍乱弧菌的不同基因在不同的研究背景下，需要选择

适当的相对定量方法进行计算分析。使用 geNorm 法

选取霍乱弧菌内参基因时需要注意候选基因的筛选，

如果不重视前期候选基因的筛选可能导致内参基因的

选择结果存在问题。ddPCR 方法的检测结果表明霍乱

弧菌的 16S rRNA 基因在低温处理过程中还是发生了

变化，在本研究条件下不适合直接作为看家基因。

MDS 分析结果表明在霍乱弧菌基因检测领域，ddPCR
比 Real-time PCR 对基因表达量的检测具有更高的准

确度。 
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