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摘 要：数字 PCR是一种不依赖外部标准样品和标准曲线的绝对定量技术，在定量检测中应用广泛。本研究针对 QX200
微滴式数字 PCR、Naica微滴芯片数字 PCR、DropDx-2044微流控芯片数字 PCR等三个数字 PCR平台，分别测定动植物样

品特异性 DNA序列拷贝数。比较不同数字 PCR平台的测定结果、检测通量以及检测成本，评价三个数字 PCR平台在

DNA精准定量检测方面的特性。结果表明：三个数字 PCR平台在动植物定量检测的适用性、线性相关性、正确度和精密

度等方面均无显著差异；在检测通量、检测成本以及操作简便性方面，Naica数字 PCR平台优势明显。本研究对实验室有

效控制检测成本以及开展不同类型样品的定量检测提供了技术参考。
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Abstract：Digital PCR is an absolute quantitative technique that does not depend on reference material and stan⁃
dard curves, and is widely used in quantitative detection. In this study, three digital PCR platforms, including
QX200 droplet digital PCR, Naica droplet chip digital PCR and DropDx-2044 microfluidic digital PCR, were used
to determine the specific DNA sequence copy number of animal and plant samples. The throughput and cost of dif⁃
ferent digital PCR platforms were compared, and the characteristics of the three digital PCR platforms in DNA accu⁃
rate quantitative detection were evaluated. The results showed that there were no significant differences in the appli⁃
cability, linear correlation, accuracy and precision of the three digital PCR platforms for the quantitative detection of
animals and plants. The Naica digital PCR platform has obvious advantages in terms of detection throughput, detec⁃
tion cost and ease of operation. This study provides a technical reference for laboratories to select an appropriate
digital PCR platform for different types of sample detection.
Key words：Quantitative detection; Application Comparison; QX200 droplet digital PCR; Naica droplet chip digital
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近年来，转基因生物安全和食品安全等问题

受到越来越多的关注 [1]。食品中转基因成分、动

物源性成分快速准确检测的需求与日俱增 [2]。目
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前实时荧光 PCR（qPCR）是最常用的动植物核酸

成分定性及定量检测技术 [3-4]，但此类方法有一些

不足，如依赖标准曲线且容易被抑制剂影响，而

数字 PCR方法具有对抑制剂不敏感、无需标准

品、不依赖标准曲线、精准度和灵敏度高等优势，

已成为定量检测方法新的研究方向 [5-6]。

数字 PCR是一种高效精准的绝对定量分析方

法。自 1992年数字 PCR概念被提出以来发展迅

速，现已在转基因成分分析、动物源性产品检测、

微生物检测等相关领域广泛应用 [7-9]。其原理是
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将含有 DNA模版的 PCR反应体系分成数万个独

立的 PCR反应单元，单分子间通过大量稀释分

离，使每个反应单元中含有的靶标 DNA分子小于

或等于一个拷贝。这些反应单元在相同条件下独

自进行 PCR扩增，反应结束后含有靶标分子的反

应单元能够发生 PCR反应，即产生阳性信号，系

统计数为“1”；不含靶标分子的反应单元则产生

阴性信号，系统计数为“0”。扩增结束后，对产生

阳性信号的反应单元逐一计数，再根据泊松分布

的模型计算出样品中初始的 DNA模板量。He
等 [10]利用微滴式数字 PCR对肉制品中牛、羊、猪、

鸡、鸭和火鸡源性成分进行定量分析，结果测定

值与真实值基本一致，说明数字 PCR在肉制品真

伪鉴别方面具有较大的应用潜力。 Bogožalec
等 [11]利用微滴式数字 PCR 平台对转基因大豆

MON40-3-2样品进行单重 ddPCR和双重 ddPCR
的定量分析，并将结果与 qPCR结果进行比较，

证明在复杂基质中 ddPCR比 qPCR具有更好的精

准度和准确度。

目前，两种类型的数字 PCR平台在研究中使

用较多，一种是基于微流控芯片的数字 PCR (cd⁃
PCR)，如 Stilla公司的 Naica微滴芯片数字 PCR系
统、锐讯 DropDx-2044微流控芯片式数字 PCR系
统等；另一种是利用油包水液滴作为载体的数字

PCR(ddPCR) [12]，如 Bio-Rad 公司的 QX200、QX100
等。Naica微滴芯片数字 PCR系统是利用芯片上

的微管和微腔体，将反应样本分成大小一致的油

包水微滴，形成单层微滴阵列于芯片内，通过自

动化图像分析处理软件，对微滴进行可视化读取

及质控，智能化数据分析。DropDx-2044微流控

芯片数字 PCR系统是结合高精度压力控制微流

控系统与微流控芯片，实现油包水乳液微滴的制

备，利用先进的集成流体管道，将大小一致的微

滴置于芯片的微反应孔中，形成高通量微孔阵

列，通过自动化图像分析处理软件对微滴阴阳信

号进行数据分析。QX200微滴式数字 PCR是利用

微滴生成仪将反应体系制备成约 20 000个微小的

油包水小液滴，每个液滴作为一个单独的反应单

元。PCR扩增后，采用微滴分析仪逐一对每个微

滴进行检测，最后利用分析软件对数据进行分

析。两类平台都是基于数字 PCR的基本原理，

将大量稀释后的核酸溶液分散至芯片的微反应

器或者微滴当中，但是分液方式和读取结果的

系统不同。

本研究选择常见的三个数字 PCR平台，对转

基因玉米MON810、转基因大豆 ZH10-6、转基因水

稻 TT51、羊肉、牛肉和猪肉等动植物样品进行核

酸定量检测，通过比较相同样品、相同方法在不

同数字 PCR平台上的适用性、线性和准确性等检

测结果，评价三个数字 PCR平台的性能，以期为

不同类型样品的定量检测提供技术参考。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

转基因玉米MON810、转基因水稻 TT51、转基

因大豆 ZH10-6标准样品购自农业农村部科技发

展中心；羊肉、牛肉、猪肉样品购自长春市农贸市

场，实验室冷冻保存；非转基因大豆为实验室低

温保存；植物基因组提取试剂盒、动物血液和组

织基因组提取试剂盒购自德国 QIAGEN 公司；

ddPCR Supermix for Probes试剂盒购自美国 Bio-
Rad公司；PrefecTa Multiplex qPCR Tough mix试
剂盒购自美国 Apexbio公司；锐讯数字 PCR预混液

购自苏州锐讯生物公司；数字 PCR引物和荧光标

记探针购自上海生工公司。

QX200 Digital PCR系统：美国 Bio-Rad公司；

NaicaTM Crystal Digital PCR：法 国 Stllia 公 司 ；

DropDx-2044 数字 PCR 系统：苏州锐讯生物公

司；紫外 /可见光分光光度计：美国 Thermo Fisher
公司。

1.2 试验方法

1.2.1 DNA 提取

按照植物基因组提取试剂盒、动物血液和组

织基因组提取试剂盒说明书，分别提取植物和动

物试验样品的基因组 DNA，用 ND1000分光光度

计测量 DNA的质量和浓度，用 1×TAE将样品 DNA
稀释至 25 ng/μL，4 ℃冷藏保存备用。

1.2.2 引物和探针

通过查阅国内外已发表的论文、检测方法数

据库、技术标准等方式，获得检测靶标 DNA的引

物和探针序列，信息见表 1。用灭菌超纯水将引

物和探针干粉溶解至 10 μmol/L备用。

1.2.3 数字 PCR 反应体系和扩增条件

QX200数字 PCR反应体系为 20 μL，包含 2×
ddPCR Supermix for Probes 10 μL，10 μmol/L正向

引物和反向引物各 1.0 μL，10 μmol/L 探针 0.5
μL，DNA模板 1.0 μL，用 ddH2O补齐至 20 μL。扩

增条件为 95 ℃预变性 10 min，95 ℃变性 15 s，
60 ℃退火 60 s 共 40个循环。在扩增完成后 95 ℃
热变性 10 min，升降温设计为 2.5 ℃/s。Naica数字
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PCR 反应体系为 7 μL，包含 PrefecTa Multiplex
qPCR Tough mix 1.4 μL，Fluorescein sodium 0.7 μL，
10 μmol/L 正向引物和反向引物各 0.35 μL，10
μmol/L探针 0.175 μL，DNA模板 1.0 μL，用 ddH2O
补齐至 7 μL。扩增条件为 95 ℃预变性 3 min，
95 ℃变性 10 s，58 ℃退火 30 s 共 45 个循环。

DropDx-2044数字 PCR反应体系为 20 μL，包含锐

讯数字 PCR预混液 10 μL，10 μmol/L正向引物和

反向引物各 0.9 μL，10 μmol/L探针 0.5 μL，DNA
模板 1.0 μL，用 ddH2O补齐至 20 μL。扩增条件为

95 ℃预变性 10 min，94 ℃变性 30 s，58 ℃退火 60 s
共 40个循环。在扩增完成后 95 ℃热变性 10 min，
升降温设计为 2.0 ℃/s。
1.2.4 适用性测试

以转基因玉米MON810、转基因大豆 ZH10-6、
转基因水稻 TT51、羊肉、牛肉、猪肉等样品的基因

组 DNA为测试样品，以 CaMV35S启动子、ZH10-6
转化体特异性序列、TT51转化体特异性序列及

羊、牛、猪的内标准基因为扩增靶标，分别在三个

数字 PCR平台上扩增，每个样品重复 3次试验，每

次设 4个 PCR平行。对 12个平行测试的试验结

果进行分析，评价三个数字 PCR平台在动植物核

酸定量检测中的适用性。

1.2.5 线性测试

以转基因大豆 ZH10-6为代表，用 0.1×TAE将
ZH10-6基因组 DNA进行梯度稀释，制备成一系

列拷贝数浓度的线性测试样品，分别在三个数字

PCR平台上扩增，每个样品重复 3次试验，每次设

4个 PCR 平行。分析测定结果，评价三个数字

PCR平台对转基因大豆 ZH10-6含量进行定量测

定的线性动态范围。

1.2.6 检出限和定量限测试

用 0.1×TAE稀释 ZH10-6基因组 DNA，制备拷

贝数浓度分别为 20、10、5、2、1 copy/μL测试样

品，分别在三个数字 PCR平台上扩增，每个样品

设 15个 PCR平行，分析三个数字 PCR平台对转基

因大豆 ZH10-6含量定量测定的检出限及定量限。

1.2.7 准确度和精密度测试

将转基因大豆 ZH10-6粉末与非转基因大豆

粉末进行均匀混合，制备成 ZH10-6转化体成分的

质量分数分别为 5%、1%、0.5%、0.1% 的测试样

品，分别在三个数字 PCR平台上扩增，每个样品

重复 3次试验，每次设 4个 PCR平行。对 12次测

试的结果进行分析，比较测量值与预期值之间的

差异，评价三个数字 PCR平台进行转基因成分精

准定量时的准确度和精密度。

表 1 引物/探针序列信息

靶标

MON810玉米

TT51水稻

ZH10-6大豆

大豆内标准基因

羊内标准基因

牛内标准基因

猪内标准基因

引物/探针

CaMV35S-QF
CaMV35S-QR
CaMV35S-QP
TT51-QF
TT51-QR
TT51-QP
ZH10-6-QF
ZH10-6-QR
ZH10-6-QP
Lectin-QF
Lectin -QR
Lectin -QP
Lamb-QF
Lamb-QR
Lamb-QP
Beef-QF
Beef-QR
Beef-QP
Pork-QF
Pork-QR
Pork-QP

序列（5'－3'）
CGACAGTGGTCCCAAAGA

AAGACGTGGTTGGAACGTCTTC
FAM-TGGACCCCCACCCACGAGGAGCATC-BHQ1

AGAGACTGGTGATTTCAGCGGG
GCGTCCAGAAGGAAAAGGAATA

FAM-ATCTGCCCCAGCACTCGTCCG-BHQ1
CAAATCCTATGGGCATTCTTCC
CTAGAGCAGCTTGAGCTTGGATC

FAM-CACCTTCTGGCTCCTTCAAACACTG-BHQ1
GCCCTCTACTCCACCCCCA
GCCCATCTGCAAGCCTTTTT

FAM-AGCTTCGCCGCTTCCTTCAACTTCAC-BHQ1
CCAACATGCCTTTAAACCCTCAA
GGAACTGTAGCCTTCTGACTCG

FAM-TGCCTTTCCCCGCCAGTCTC-BHQ1
GTAGGTGCACAGTACGTTCTGAAG

GGCCAGACTGGGCACATG
FAM-CGGCACACTCGGCTGTGTTCCTTGC-BHQ1

GGAGTGTGTATCCCGTAGGTG
CTGGGGACATGCAGAGAGTG

FAM-TCTGACGTGACTCCCCGACCTGG-BHQ1

产物大小/bp

74

120

111

120

85

96

103

参考文献

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]



5期 董立明等：三个数字PCR平台在动植物DNA定量检测中的应用比较 77

1.3 数据分析

转基因成分含量采用拷贝数比值表示；利用

测量值的相对标准偏差（RSD）评价重复试验之

间、不同数字 PCR平台之间的精密度；利用测量

值的偏差（Bias）评价与预期值之间的正确度 [20]。

数字 PCR测量拷贝数值采用 Excel 2010进行统计

分析。

2 结果与分析

2.1 适用性测试

为了测试 QX200、Naica和 DropDx-2044等三

个数字 PCR平台在动植物样品核酸定量检测方

面的适用性，以转基因玉米MON810、转基因大豆

ZH10-6、转基因水稻 TT51及羊肉、牛肉、猪肉为

测试样品，分别进行数字 PCR扩增，结果如表 2所
示。在三个数字 PCR平台上，6种不同测试样品

中均能稳定扩增出靶标 DNA成分，且测量值比

较接近。此外，对 6个样品的测定结果进行 RSD
分析，QX200、Naica、DropDx-2044数字 PCR平台

的三次重复试验测量值的 RSD 值范围分别为

0.42%~1.08%、0.14%~0.77%和 0.04%~1.01%；相同

样品在不同平台上的测量值的 RSD 值介于

1.65%~8.66%，均小于 25%。因此，三个平台测

定重复性良好，符合数字 PCR的 MIQE(Minimum
Information for Publication of Quantitative Digital
PCR Experiments)指南要求 [21]，表明这三个数字

PCR平台均适用于 6种不同类型动植物样品的

定量检测。

表 2 动植物样品在三个数字 PCR平台上的检测结果

测试

样品

Mon810
玉米

ZH10-6
大豆

TT51-1
水稻

羊肉

牛肉

猪肉

数字PCR
平台

QX200
Naica

DropDx-2044
QX200
Naica

DropDx-2044
QX200
Naica

DropDx-2044
QX200
Naica

DropDx-2044
QX200
Naica

DropDx-2044
QX200
Naica

DropDx-2044

浓度/copies·μL-1
第一次试验

测量值的

均值

2 059
2 040
2 205
906
871
1 059
1 104
1 200
1 105
2 830
2 949
2 775
2 260
2 246
2 160
6 660
6 101
6 530

第二次试验

测量值的

均值

2 175
1 970
2 267
980
847
1 091
936
933
1 023
2 811
2 955
2 735
2 475
2 266
2 214
6 485
6 276
6 390

第三次试验

测量值的

均值

2 009
1 835
1 960
1 094
945
1 120
855
907
1 066
2 663
2 928
2 788
2 149
2 206
2 208
5 870
5 986
6 470

三次试验测

量值的均值/
copies·μL-1

2 051
2 041
2 212
903
872
1 059
1 108
1 202
1 111
2 838
2 947
2 774
2 249
2 242
2 168
6 649
6 077
6 543

三次试验测

量值的相对

标准偏差

RSD/%
0.64
0.42
0.91
0.69
0.25
0.43
1.08
0.33
1.01
0.54
0.14
0.04
0.84
0.66
0.68
0.42
0.77
0.45

三个平台测

量值的均值/
copies·μL-1

2 071

945

1 140

2 853

2 220

6 423

三个平台测

量值的相对

标准偏差

RSD/%

1.74

8.66

3.83

2.50

1.65

3.87

2.2 线性测试

在反应体系中加入拷贝数分别为10 000、1 000、
100、20、10、5、2、1的 ZH10-6大豆基因组 DNA，进
行数字 PCR扩增，对预期拷贝数和测定值进行线

性分析，结果如图 1所示。当测试样品的基因组

DNA 在 10~10 000 拷贝范围内，QX200、Naica、
DropDx-2044数字 PCR平台的线性相关性方程分

别 为 y=1.025x+14.684、 y=0.923x+11.920 和 y=
1.056x-6.495，R2分别为 0.999 7、0.999 9和 1.000 0，

均呈现出良好的线性相关性，且三个平台的测量

值与预期值之比均介于 0.94~1.0，接近 1∶1。以上

测试结果符合相关标准的动态范围要求，因此三

个数字 PCR平台在 10~10 000拷贝数范围，适用于

基因组DNA拷贝数的准确定值。

2.3 检出限和定量限测试

检出限（LOD）和定量限（LOQ）测试结果如

表 3所示。当测试样品中的靶标 DNA拷贝数浓

度低至 5个拷贝，在三个数字 PCR平台上分别进
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行的 15次平行扩增中，分别仅有 13、11和 12次
扩增检测到阳性信号，而在≥10个拷贝的样品中

15次平行扩增均能全部检出，说明利用同一方

法在三个数字 PCR平台上均能获得低至 10个拷

贝的检出限。当样品中的靶标 DNA拷贝数为 20
个拷贝时，在三个数字 PCR平台上测得的 15个
重 复 数 据 的 RSD 分 别 为 19.77%、16.38% 和

22.15%，说明利用三个数字 PCR平台检测 ZH10-
6转化体成分的 LOQ均可达 20个拷贝。LOD和
LOQ结果表明，三个数字 PCR平台在检测灵敏

度、准确度方面表现一致，均不低于 ENGL中对

测定方法的要求 [22]。图 1 三个数字 PCR平台对 ZH10-6大豆基因组DNA
拷贝数鉴定的线性范围测试

表 3 三个数字 PCR平台的 LOQ和 LOD测试结果

数字PCR平台

QX200

Naica

DropDx-2044

靶标DNA拷贝数

20
10
5
2
1
20
10
5
2
1
20
10
5
2
1

检出率

15/15
15/15
13/15
8/15
4/15
15/15
15/15
11/15
4/15
2/15
15/15
15/15
12/15
5/15
2/15

测量值均值/copies·μL-1
21
10
-
-
-
20
11
-
-
-
21
11
-
-
-

偏差/%
6.60
4.17
-
-
-
2.30
6.67
-
-
-
4.15
5.83
-
-
-

相对标准偏差/%
19.77
27.28
-
-
-

16.38
31.64
-
-
-

22.15
33.29
-
-
-

2.4 准确度和精密度测试

对转基因成分含量分别为 5%、1%、0.5%、
0.1%的 ZH10-6大豆样品，应用三个数字 PCR平
台进行拷贝数比值测定。结果如表 4 所示。

QX200 数字 PCR 的测定结果为 5.27%、1.01%、
0.49%、0.10%，Naica 为 4.99%、0.96%、0.48%、
0.10%，DropDx-2044 为 5.22%、1.02%、0.51%、
0.09%，三个数字 PCR平台的测量值均与预期值

无显著差异。 QX200、Naica、DropDx-2044 数字

PCR测量值与预期值的 Bias范围分别为 1.14%~
5.33%、0.22%~3.57%和 1.64%~7.92%；三次重复试

验 测 量 值 的 RSD 范围分别为 2.05%~11.53%、
1.24%~8.97%和 1.90%~11.99%；Bias和RSD均小于

25%。以上结果表明，检测结果的准确度、精密度

均符合MIQE指南中定量分析的参数要求。因此，

三个数字 PCR平台均具有良好的准确度和精密度。

表 4 三个数字 PCR平台准确性测试结果

数字PCR
平台

QX200

预期

值/%
5

1

扩增

参数

Lectin
ZH10-6
Lectin
ZH10-6

重复1均值

/copies·μL-1
9 555
512
8 910
96

重复2均值

/copies·μL-1
9 890
506
9 540
94

重复3均值

/copies·μL-1
9 815
523
9 530
93

总体平均值

/copies·μL-1
9 753
514
9 327
94

转基因含

量/%
5.27

1.01

偏差/%

5.33

1.14

相对标准偏

差/%
2.05

4.52
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3 讨论与结论

随着数字 PCR技术的快速发展和广泛应用，

各种数字 PCR平台相继被研发 [23]。由于 cdPCR与
ddPCR平台的分区方式不同，可能会导致不同类

型数字 PCR平台的性能差别。为了实现动植物

样品的核酸精准定量检测，有必要对不同数字

PCR平台进行适用性、灵敏性和精准性评价，以确

定不同数字 PCR平台的检测性能是否存在差异。

在前人研究中，针对数字 PCR检测方法开发

的居多，尚未见不同平台间的比较研究。例如，

在动物源性产品检测方面，刘立兵等 [24]利用

ddPCR对香肠制品中鸡、猪、牛源性成分进行定量

检测；Cai等 [25]建立了能同时定量检测牛肉和猪肉

成分的双重 ddPCR。在转基因成分检测方面，

Cottenet等 [26]评价了数字 PCR技术对 9种转基因大

豆和 15种转基因玉米定量检测的准确性，各项技

术参数均符合实际检测需求；Zhu等 [27]通过建立的

双重数字 PCR方法实现对 7种转基因玉米的准确

定量。在多平台联合定值方面，郑兰等 [28]采用

QX100、cdPCR、3D-dPCR三种数字 PCR平台对多

靶标质粒 DNA标准物质进行定值分析，均获得了

准确的定值结果；本实验室在建立转基因大豆数

字 PCR定量检测方法时，发现同一方法在 ddPCR
和 cdPCR平台上均能适用，定值准确性与荧光定

量 PCR无明显差异 [29]。

本研究详细地比较了不同原理、不同型号的

数字 PCR平台在动植物产品核酸定量检测方面

的性能，采用多个样本对仪器设备的适用性、线

性动态、LOD、LOQ、正确度等进行分析，结果显

示，在三个平台均获得了理想的测定结果。此

外，本研究也对不同数字 PCR平台的检测通量、

检测成本以及操作简便性进行了比较分析。检测

通量方面，QX200、Naica和 DropDx-2044数字 PCR
平台的样本通量分别为 96个样本、48个样本和 32
个样本，因此在大批量样本定量检测时，QX200数
字 PCR更具应用优势；检测成本和耗时方面，三

个数字 PCR平台的检测成本为 55~70元/样本，检

测耗时为 2.5~3 h/次，相对而言，Naica数字 PCR更
具优势；操作性和试剂耗材的兼容性方面，

QX200、Naica数字 PCR对检测人员的操作技术要

求相对较高，且需使用与数字 PCR平台配套的试

剂，而 DropDx-2044数字 PCR具有操作简单、可使

用国产数字 PCR扩增试剂，兼容性好、有利于检

测人员快速掌握仪器设备等优点。因此，在数字

PCR检测中，要根据实际情况选择合适的数字

续表 4

数字PCR
平台

Naica

DropDx-2044

预期

值/%
0.5

0.1

5

1

0.5

0.1

5

1

0.5

0.1

扩增

参数

Lectin
ZH10-6
Lectin
ZH10-6
Lectin
ZH10-6
Lectin
ZH10-6
Lectin
ZH10-6
Lectin
ZH10-6
Lectin
ZH10-6
Lectin
ZH10-6
Lectin
ZH10-6
Lectin
ZH10-6

重复1均值

/copies·μL-1
9 995
51
9 850
10

10 465
526
10 280
109
9 191
48
9 860
11

10 045
522
9 535
98
9 330
52
9 275
10

重复2均值

/copies·μL-1
9 990
46
9 985
9

9 889
485
10 584
98

11 333
51
9 707
9

10 100
540
9 420
97
9 490
45
9 535
8

重复3均值

/copies·μL-1
10 115
51

10 070
12

10 132
511
11 284
103
10 059
49
9 706
9

9 890
505
9 750
97
9 515
47
9 425
8

总体平均值

/copies·μL-1
10 033
49
9 968
10

10 162
507
10 716
103
10 194
49
9 758
10

10 011
522
9 568
97
9 445
48
9 412
9

转基因含

量/%
0.49

0.10

4.99

0.96

0.48

0.10

5.22

1.02

0.51

0.09

偏差/%

1.66

3.66

0.22

3.57

3.21

0.93

4.34

1.72

1.64

7.92

相对标准偏

差/%
4.51

11.53

1.24

6.90

6.06

8.97

1.90

1.57

6.98

11.99
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PCR平台，以满足精准定量检测的需求。
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