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为了保证有效地捕捉荧光信号， Mastercycler ep realplex 实时荧光定量 PCR 系统采用 96 个光纤同步采集信号并传送至通道式

光电倍增管，这是目前最灵敏的荧光检测器。

我们有理由相信，5 µl 小反应体系定量扩增获得如此满意的重复性，在很大程度上得益于 Mastercycler ep realplex 实时荧光定

量 PCR系统优秀的光路设计、灵敏的荧光检测和均匀的热传导。此外，缩短了运行时间也很好地解决了样品蒸发的问题。

通过使用 Eppendorf epMotion 5070自动移液工作站完成液体准备工作，加上 Mastercycler ep realplex荧光定量 PCR系统优

异的性能，成功地将定量 PCR 的反应体系降至 5 µl 小体积。比常规的 25 µl 体系压缩了将近 80%。这将意味着试剂成本实实

在在的降低。

当我们需要操作高通量基因表达分析时，压缩试剂成本带来的好处是显而易见的，另外，由于 Eppendorf 银制超速模块可以在

25 分钟内完成 40 个循环，使实验时间也大幅压缩。因而， Eppendorf epMotion 5070 自动移液工作站与 Mastercycler ep 

realplex实时荧光定量 PCR系统的组合是您从事定量 PCR研究省时、省钱的选择。

图 4：SYBR Green I 定量分析

每孔 5 µl 反应体系定量 PCR 扩增重复性。扩增目的片段为

G171 bp片段。模板小鼠基因组 DNA（Promega）进行 3级 10倍稀释，

反应体系采用 Eppendorf RealMasterMix 含酶、 SYBR Green I 预混液，

正向与反向引物终浓度取 300 nM，45个循环，运行 41分钟。

阈值：1568（系统设置）

基线：自动

漂移校正：关闭

根据上方 SYBR Green I 分析生成标准曲线

结果： 斜率 = - 3.207，Y 轴截距 =34.13，扩增效率 = 1.05，相关系数

=0.996

基线：自动

漂移校正：关闭

通过与 20 µl 反应体系（未显示）的对比，5 µl 小反应体系

扩增的效率与相关系数与之相当。虽然，蒸发是小反应体系

扩增最大的挑战，但 Eppendorf 银制超速模块却很好地克

服了这个问题。它可以在 25 分钟内完成 40 个循环，而原

来同样的循环可能需要 40分钟。

Mastercycler ep realplex 实时荧光定量 PCR 系统实现的热

传导是基于拥有专利的 “三组回路” 技术，它意味着有六块

peltier 元件在模块内部精确温控。另外，用于荧光激发的

96个 LED光源直接位于反应模块的上方，保证每一孔都最大、

最一致的激发。市面上很多定量 PCR 仪的光源采用的都是

白炽灯位于反应模块正中的上方，对于普通 25 µl 反应体系

很容易发生由距离因素造成的荧光激发 /检测的 “边缘”效应。

当将反应体系降到 5 µl 这样的小反应体系时，边缘效应所

造成的危害将更为显著，影响结果的一致性。

Cycle
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实时荧光定量 PCR实验中试剂的节约

PCR

PCR 试剂是实验支出中最主要的花费。这些由聚合酶、寡

核苷酸和盐组成的混合物占据了总花费的 85％ - 95％。

一个标准的 50 µl SYBR® Green 定量 PCR 实验大约需要花

费 1.6 欧，而 TaqMan® 实验由于使用了昂贵的探针，成本

达到了 2.00欧。

PCR

epMotion®  

PCR

大部分使用者都会采用 20 µl 或

25 µl 的反应体系以减少支出，

但是通过继续减少反应体积，仍

有潜在的可以节约的空间（表 1）。

尽管利用 PCR 系统使用 20 µl

或 25 µl 的反应体系，并没有完

全挖掘出潜在的节省空间，但是

在此基础上进一步减少用量将变

得非常困难，原因是试剂量的减

少对移液精度的要求也更高了。

对于两倍梯度稀释（即 Ct 值的

差异为 1），其精确度往往需要

通过自动移液系统实现，如

Eppendorf 的自动移液工作站 

epMotion® 5070。

Cynthia Potter,
Eppendorf UK,

Cambridge

Arun Kumar, Ph.D.,
Eppendorf North America,

Westbury, N.Y.

表 1：不同 PCR反应体系下实验的平均成本

表 2：SYBR Green实时荧光定量 PCR实验中的平均支出（基于 250个工作日 /年）

TaqMan实验 50 µl反应体系 25 µl反应体系 10 µl反应体系

引物成本 0.75美分 0.32美分 0.15美分

样品成本 0.20欧 0.10欧 0.04欧

试剂成本 1.80欧 0.90欧 0.36欧

总成本 2.0075欧 1.0032欧 0.4015欧

   

SYBR Green实验 50 µl反应体系 25 µl反应体系 10 µl反应体系

引物成本 0.75美分 0.32美分 0.15美分

试剂成本 1.60欧 0.80欧 0.32欧

总成本 1.6075欧 0.8032欧 0.3215欧

通量 每天实验量 每年实验支出 每年实验支出 
每年节省费用

  25 µl反应体系 10 µl反应体系 

低 20 4,016欧 1,608欧 2,408欧

中 96（1 板） 19,076欧 7,716欧 11,360欧

高 288（3 板） 57,830欧 23,148欧 34,682欧

PCR PCR 
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评估 384孔微孔板混匀效率的一种新方法

● 论证用肉眼观察来判断混匀效率是不够的

● 推荐一种通过双染料光度法来量化混匀效率的方法

● 介绍该方法及相关试验数据，在某种意义上可用于混匀器

 及工程样机在实验环境下的混匀效率的测定

● 溶液 I（MVS® Diluent，ARTEL），含有不挥发的已知浓度

 的蓝色染料

● 溶液 II（MVS® Range C，ARTEL），除含有与溶液 I相同

 浓度的蓝色染料外还含有已知浓度的红色染料

● 用于测量在 520 nm & 730 nm的吸光率的平板读取器

 （Bio-Tek，ELx800nb）

● 384孔平底、未处理的黑色聚苯乙烯测定板（Corning，

 #3711）

样本

● 往一部分测试孔内加入 53 µl的溶液 I

● 使用多通道吸液管吸取 2 µl的溶液 II，加入到已有 53 µl

 溶液 I的孔内

● 在测试板上剩余的孔内加入 55 µl的溶液 I，保证混匀过程

 中孔板平衡

● 分别测试溶液的初始 /混匀前吸光度，在表格上对应为“测

 试 0” 点的值

对照液

● 向测定板的一部分孔内加入 55 µl预先混匀的对照液。此

对照液是在分配到测定板之前就混匀好的。包含两种染料，

与测试溶液的浓度相同。由于两种溶液的蓝色染料浓度是一

样的，所以可以以此作为参照。

溶液 I

分配溶液 I

溶液 II

加入溶液 II 用光度计测定

对照液

分配预混合的对照液 用光度计测定

Mix

对于 384微孔板的格局来说，想要得到最佳的混匀效果是比较难的。通常混匀效率都是通过肉眼观察来确定。我们的研究认为，

这种主观的定性的测定方法，往往不能得出最佳的结果，甚至得到错误的结论。因此，我们提出一种量化的手段，利用双染

料光度法，使得用户可以对混匀设备进行混匀效率的测定。

为了测定最理想的混匀状态，需要在测试孔板内分别加入两种溶液，然后进行预定的混匀程序。另外使用预先混匀的溶液作

为对照液来剔除非混匀因素带来的偏差。通过测定两种溶液的平均吸光率、标准偏差和变异系数（CV），计算多次混匀的数据结果，

就可得到混匀效率的数据。我们采用上述的新测量方法，测定了 384孔微孔板中未被混匀和完全混匀后的数据。

Mix

epMotion® 5070 自动移液工作站，精心的设计可以同时完

成 96 个样品的操作，为绝大多数实验室提供了完美的解决

方案。

标准化的操作过程减少了移液过程中的误差。10 µl 反应体

系的移液可以在非常高的精度下完成而无需依赖于操作者的

经验和技巧。

因此，根据使用频率的不同，使用 epMotion，每年可以节

省 2,400欧至 34,000欧的支出（表 2）。这种节约可应用于

所有实时荧光定量 PCR 的实验。价格适中的 epMotion 节

省下来的试剂的费用可以迅速抵消购买成本。

PCR

利用较小的反应体系进行实时荧光定量 PCR 不仅减少了实

验支出，而且加快了反应速度。当与快速而精确的实时荧光

定量 PCR 系统，如 Eppendorf 的 Mastercycler® ep realplex

配套使用时，设定 10 µl 的反应体系可以使两步法的定量

PCR反应时间降为 24分钟。同时，重复样本的标准偏差分

析显示，实验的重复性和精确性都大大提高了。

除了节约成本，使用自动移液工作站还有更多好处，例如：

● 减少手工操作带来的移液误差，从而获得更为可靠的分析

 数据

● 实验具高度重复性，即使使用者不相同

● 有更多的时间来完成其他任务，如对实验结果的评估

因为自动化的操作，使用者可以腾出更多的时间来专注于其

他方面，从而有了更多的个人空间。

epMotion 自动移液工作站是理想的液体操作系统，适合于

各种日常的不同要求的移液操作：

● 样品从试管到多孔板的转移

● 梯度稀释

● ELISA和以细胞为基础的实验制备

● 96和 384孔板的液体分装、转板、拼板等

● 高通量核酸抽提与纯化

更多信息

我们的网站：www.epmotion.com将提供给您详细的 epMotion应用及附件方面的信息。

此外，您可以通过 www.save-reagents.com网站计算您自己的实时荧光定量 PCR反应试剂的节省量。

HOLGER EGGERT,
EPPENDORF AG
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