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对照图 3的熔解曲线分析结果，退火温度低于 48.6℃ （对应

样品槽上的第 1-3列位置）的实验体系与空白中均出现了大

量的非特异性片段扩增。值得一提的是，对 SYBR Green I 

法荧光定量 PCR实验进行熔解曲线分析是很必要的。

从表 1、图 2 的结果可以看到，特异性β球蛋白基因的扩

增 ，由最佳的退火温度（对应样品槽上的第 7-12 列位置）

到最差的退火温度（对应样品槽上的第 3 列位置）， Ct 值偏

移了大约 4个循环，从而导致不同的反应结果。

表 1 中还显示，对比样品槽上的第 10-12 列位置上不同的

退火温度， Ct 值偏移了大约 2 个循环，第 10 列对应的退火

温度实现的 PCR 结果最佳。纵观第 1-12 列结果趋势，由

第 1到第 10列，Ct值逐渐降低（特异性提高），由第 10到

第 12列，Ct值逐渐升高。

通过以上利用 Mastercycler ep realplex 梯度功能对 SYBR 

Green I 法荧光定量 PCR退火温度进行优化，实现了令人满

意的可靠结果。充分证明了梯度功能的灵活性与高效性，对

于初步建立 SYBR Green I 法荧光定量 PCR分析尤为必要。

基于Mastercycler ep            的梯度
与 Impluse功能实现

对 SYBR Green I 法荧光定量 PCR实验的高效优化

众所周知，目前实时荧光定量 PCR实验设计主要分为探针法与 SYBR Green I染料法。当选择探针法时，能检测 PCR中的特

异性扩增产物，而不受非特异性扩增产物的影响，因而被广泛应用于 mRNA 和以 RNA 为基因组的病原体的定量。一条有效

的荧光探针需要具备很高的保守性、合适的 GC含量和长度、以及合适的熔解温度（Tm），这使探针设计的难度极大提高。另外，

探针合成的费用昂贵，并且还需要针对不同的基因来设计不同的探针，因而在一定程度上限制了特异性探针的使用。

与荧光探针不同，SYBR Green I 是一种双链 DNA 结合染料，只要有合适的引物与模板，SYBR Green I 可以实现任何目的基

因的实时定量。但是，SYBR Green I对双链 DNA的结合是非特异性的，因此，PCR中的非特异扩增产物，特别是引物二聚体，

就会产生荧光信号并严重干扰对目的基因的定量。这也就是为什么对 SYBR Green I 法荧光定量 PCR 实验体系尤其需要优化

的原因。

实现对 SYBR Green I 法荧光定量 PCR 实验的高效优化在本质上就是努力提高 PCR 反应的特异性，Eppendorf 最新 

Mastercycler ep realplex 荧光定量 PCR 仪的梯度功能与 Impluse 功能，从仪器的角度高效灵活的促进 PCR 的优化过程，是 

SYBR Green I染料法荧光定量 PCR的得力助手。

如何正确地选择引物的退火温度对于 PCR 反应的结果与效

率至关重要。一直以来，虽然有许多软件提供各式算法去估

计该温度值，但是在现实的实验中能否精准地确定该参数却

是随机的。

Mastercycler ep realplex 的梯度功能旨在 96 孔 PCR 样品

槽上按 12列的方式提供一个相对宽的温控范围，即最多可

Mastercycler ep realplex  SYBR Green I PCR

以在一次 PCR 反应中实现 12 种不同的温度。如果你选择

的是 Mastercycler ep realplex 铝制样品槽，梯度温控范围

为 1-20℃ ，如果是银制样品槽，梯度温控范围为 1-24℃ 。

为了展示 Mastercycler ep realplex 的梯度功能的易用性，

更重要的是显示其对 SYBR Green I 法荧光定量 PCR 实验

优化的重要性，我们用实验进行验证。

对于梯度设定的 12 种不同的退火温度，每个温度条件下准

备三个重复管，每管加 5 ng 人基因组 DNA 作为模板，并

准备一个空白对照（NTC）。

准备包括 RealMasterMix 荧光定量 PCR 试剂、 SYBR 

Green I与引物的反应体系，用于扩增β球蛋白基因序列片段。

在 Mastercycler ep realplex 银制的样品槽上设定梯度退火

温度，温控范围 24℃ （44-68℃）见图 1，PCR程序为：95℃  

2 分钟预变性，三步 95℃ 15 秒、44-68℃ 30 秒、68℃ 60

秒 循环 40次，反应结束后加熔解曲线分析。

PCR

图 2：经对数处理的 beta球蛋白基因序列定量 PCR扩增曲线

显示梯度功能设定的不同退火温度对应的定量 PCR扩增 Ct值

图 1 Mastercycler ep realplex

梯度功能在 96孔 PCR样品槽上按 12列的方式显示一个连续

变温范围，并符合三组回路的技术特点

图 3：第 3和第 8列的熔解曲线分析

表 1：对于梯度设定的 12种不同的退火温度，分析对应反应体系的参数

realplex

Well position 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Annealing  
temperature (°C):

44.1 44.7 46.2 48.6 51.4 54.6 57.8 61.0 63.8 66.0 67.4 67.8

Mean Ct: 28.5 28.7 28.1 26.9 25.6 25.0 24.3 24.1 24.0 23.9 24.1 24.4

- - (+) + + + + + + + + +

 
PCR product:

+ + + (+) - - - - - - - -
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图 1 两种不同的薄荷品种的叶片照片（E33，E47）以及用这两品种的

原生质体融合产生的杂交植物叶片的图片（中间）

Eppendorf多功能电转仪
在薄荷原生质体的体细胞杂交实验中的使用

细胞融合是产生具有新特性细胞的技术基础，分为化学诱

导方法：PEG（聚乙二醇）和电融合方法。这项技术在自

然科学的基础研究、药物学测试、生物工程应用和植物育

种这些领域得到广泛的应用。

除了哺乳动物细胞融合这方面，通过原生质体间的融合产

生植物的杂交体也是一项极为重要的应用，这个植物杂交

体产生的过程称之为体细胞杂交（SH）。与传统经典的植物

育种方法相比，SH 具有其自身的优势，基因多样性可以在

短时间内得到迅速扩增，对那些难以通过自然杂交育种方

法产生或杂交效率很低的植物系来说，SH 方法提供了一个

可行途径。另外，SH 突破了以往的转化极限，只需把微量

的基因元素导入目标基因背景，从而能扩增染色体数量或

倍性，达到增加产量的目的（即：杂种优势效应） 。

细胞融合方法中电融合法的优势在于操作方便快捷，对原

生质体伤害更小，实验效率更高。它包括三个过程，第一

阶段：排列；细胞膜紧密相接触彼此吸引；第二阶段：在

高电场下非常短的电脉冲，在细胞膜上产生电穿孔，然后

就是融合过程；第三个阶段：后排列，细胞膜仍然相互接

触直到形成稳定的胞膜联接；至此，细胞融合全过程就圆

满结束了。

以下实验就是以薄荷为对象摸索原生质体融合的最佳参数，

创造一个新的、比以往更适合于薄荷醇生产的薄荷品种。

植物

用于电转的薄荷品种：Mentha piperita 变异体 Piperita 

multimentha、Mentha piperita 变异体 Piperita mitcham 

和 Mentha suaveolens Ehrh。由于花房植物的产量和传代

速度非常低，我们使用了体外培养的植株。

电融合仪器和配件

Eppendorf的多功能电转仪 Multiporator是一台电穿孔仪器，

整合了电融合的模式，使用特定的插件可将不同的融合杯与

仪器相连（图 2A），比如说 Eppendorf 的螺旋杯（电极间

距为 0.2 mm，能容纳 250 µl）；Eppendorf的微融合杯（电

极距离为 0.2 mm）（图 2B）用于在显微镜下观察实验过程

以优化实验参数。

图 2B：Eppendorf

的微量融合杯

图 2A：带螺旋融合杯的

Eppendorf多功能融合仪

E33

Hybrid E47

Mastercycler ep realplex  S Impluse

通过优化 PCR 反应的退火温度，可以尽可能地减少体系内

的非特异扩增；但是，另一个非特异扩增的易发环节即

PCR 反应由初始到第一次高温变性这一时相，对 PCR 反应

特异性的破坏作用不容忽视。

原因有二：首先普通 Taq 酶在常温即有活性，在 PCR 反应

由初始室温到第一次高温变性这一升温的过程中，很容易在

低于特异性退火温度下发生非特异性退火或引物二聚体的延

伸；其次，这些非特异性扩增产物又会作为模板，在其后的

正式循环中数量逐级放大。

因此，尽可能缩短 PCR反应由初始室温到第一次高温变性

这一升温过程所需要的时间，不失为一种提高 PCR 反应特

异性的有效手段。

基于 Mastercycler ep realplex S , 银制样品槽的 Impluse 功

能是 Eppendorf 独创的新颖的仪器层面的热启动理念，可

极大地提高定量 PCR 的特异性与 SYBR Green I 法荧光定

量 PCR的重复性。

Impluse 功能针对的正是 PCR 反应由初始室温到第一次高

温变性这一升温过程，原本 Mastercycler ep realplex  S ,银 

制样品槽的升温速度就已达 6℃/S, 在此基础上， Impluse 功

能通过增加热源，将 PCR 反应由初始室温到第一次高温变

性这一升温过程的升温速度提高到 8℃ /S，极大地缩短该时

相尤其是低于特异性退火温度下的时间，从而减小产生非特

异性扩增的机会。

在 SYBR Green I 法荧光定量 PCR 体系中，由于 SYBR 

Green I 染料对序列的非选择性，一旦非优化的体系导致非

特异性扩增的出现，势必导致特异性扩增产量的下降、 与

SYBR Green I 染料的结合下降，荧光信号的读取不准确。

图 3 显示在 SYBR Green I 法荧光定量 PCR 体系中，非特

异性扩增对应在熔解曲线分析上为特异性扩增峰以外的杂峰，

这一点与传统的胶电泳相呼应，图 2。

图 1： PCR

PCR 反应由初始室温到第一次高温变性这一升温的过程中（画圈部分），

很容易在低于特异性退火温度（第二步）下发生非特异性退火或引物二

聚体的延伸。

图 2：

A显示一特异性 PCR扩增而 B为非特异性 PCR扩增，B相较 A胶片中

增加的条带为非特异性扩增产物

图 3：  SYBR Green I PCR

非特异性扩增对应在熔解曲线分析上为特异性扩增峰以外的杂峰

图 4：Impluse

Impluse 功能选择与否的温度速率图谱分别用蓝色与红色区别，X 轴显

示时间、Y 轴显示温度。 Impluse 功能通过提高 PCR 反应由初始室温到

第一次高温变性这一升温过程的升温速度，极大减小产生非特异性扩增

的机会。
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