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何謂 PCR - 聚合酶連鎖反應？

「DNA聚合酶 (DNA polymerase）」在⼀對⾼特異性的

「引⼦（Primers）」引導下，短時間內於試管內 (In Vitro)

或體外「⼤量複製 DNA 序列」的分⼦⽣物學技術
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DNA 模板
（Template）

dNTP

Primer

Buffer MgCl2

DNA
Polymerase
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ü DNA模板 (template)：含有需要擴增的 DNA⽚斷，雙股經⾼溫解離成單

股 DNA，作為 PCR 反應的模版。

ü 引⼦ (primer)：包括了前置引⼦ (forward primer) 和反置引⼦ (reverse

primer)，決定了需要擴增的起始和終⽌位置。

ü DNA聚合酶 (polymerase)：複製需要擴增的區域。能將核酸原料（dNTPs）

依照 DNA 模板密碼，正確地⼀個⼀個地加上去，⽽合成新的ㄧ股基因⽚

段。
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ü 去氧單核苷酸 (dNTP)：⽤於構造新的互補鏈「dATP、dGTP、dCTP、

dTTP」 。

ü 氯化鎂 (MgCl2) ：可提供「鎂」離⼦作為聚合酶的輔因⼦，輔助聚合酶

作⽤。

ü 緩衝體系 (Buffer) ：提供適合聚合酶⾏使功能的化學環境，主要是由 Tris、

KCl 所調配成的緩衝液，pH 約8.4。
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何謂 qPCR

流程⽐較

基礎原理

螢光染劑法

CT值定義

Ø「Real-time PCR」視為兩個部份，「Real-time」和 「PCR」。

Ø別稱 ：「Quantitative real time polymerase chain reaction 」

Ø簡稱： 「 qPCR」。

n在 DNA 擴增反應中，加⼊「特定螢光染劑」或是「螢光探針」。

n藉由 PCR 擴增的原理：使極微量的 DNA 進⾏擴增放⼤，並經由「螢光」，

達到即時偵測 「Real-time」的⽬的，推算聚合酶連鎖反應(PCR) 的產物總量。

螢光探針法



PCR V.S. qPCR
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ü 閾值線（Threshold line）: 在 PCR 運⾏開始時，PCR 產量很低，這會產⽣⾮常微弱的的螢光數值（螢光背景）。

ü 指數期（Exponential phase） : 每個循環的產物量會以2的倍數（線性）成⾧。 此時，「CT」可⽤於此階段並定

義為「定量標準」。

ü ⾮指數期（Non-exponential Plateau phase）：⼀旦所有試劑（例如：核苷酸）在 PCR 反應中消耗殆盡，擴增反

應最終將被減慢並達到平穩狀態（Plateau）。
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Baseline Log phase Plateau

• Threshold
CT value

ü 閾值（Threshold ）：機器「扣除基本螢光背景值」後，螢光開始被系統偵測到的起始數值。

ü 在循環中螢光訊號的強度達到預先設定的「閾值」時，此時的「循環數」稱為 CT （threshold

cycle）值或 Cq（quantification cycle）值。
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High 
concentration

Low 
concentration

Ø CT（threshold cycle）值與「起始濃度」呈現反⽐。
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DNA binding dye – SYBR Green I

1. 利⽤螢光物質嵌⼊「 dsDNA」，

2. 隨著 cycle 數增加產物變多，嵌⼊雙股產物的 DNA binding dye 也會越

多。

3. 每個 cycle 能偵測的螢光量也會隨之增加。
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DNA binding dye – SYBR Green I

在進⾏ SYBR Green PCR 實驗時，該如何確認 PCR 產物的專⼀性？

1. ⽅式：利⽤ DNA  Tm值 的特性來進⾏判斷。

2. 分析⽅法：

� Melt Curve（左上）

� Melt Peak（右上）
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Tm

Double Stranded DNA Single Stranded

Tm值：Total DNA雙螺旋結構打開 50%時的溫度稱為熔解溫度（Tm）。

� DNA 中「 G-C 含量」越⾼，Tm 值越⾼，成正⽐關係。

� 若只有單⼀產物，理論上「Tm值」溫度均相同。

� 若當有第⼆組半解離溫度出現時，表⽰可能含有「不專⼀性」產物或是「 primer-dimer」形成，均會

造成 CT 值的誤判。

Melting Curve– Tm值
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Melting Peak– Tm值

Tm值：Total DNA雙螺旋結構打開 50%時的溫度稱為熔解溫度（Tm）。

� DNA 中「 G-C 含量」越⾼，Tm 值越⾼，成正⽐關係。

� 若只有單⼀產物，理論上「Tm值」溫度均相同。

� 若當有第⼆組半解離溫度出現時，表⽰可能含有「不專⼀性」產物或是「 primer-dimer」形成，均會

造成 CT值的誤判。



Melting Peak– Tm值
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TaqMan probe ，在探針（probe）兩端分別標定上不同螢光物質

� 當 DNA 進⾏複製時，探針會被切割⽔解，讓兩個螢光物質分開，因此能偵測到螢光。

� 具有較好的專⼀性，且可以藉由不同的螢光波⾧及探針的配合，對於同⼀樣本同時進⾏多⽬標偵測

(Multiplex detection)

Hydrolysis  probe– TaqMan probe
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染劑法 VS  探針法
何謂 qPCR

流程⽐較

基礎原理

螢光染劑法

CT值定義

螢光探針法

Ø SYBR Green I Dye

� Singleplex（單基因表現）

� Non-specific（不具專⼀性）

� 結合位：dsDNA

� 敏感度：中（10-100 copies ）

� 需避免 Primer-dimer 形成

� 價格便宜

Ø TaqMan Probe

� Multiplex（兩種含以上基因表現）

� Highly Specific（⾼度專⼀性）

� 結合位：probe 設計專⼀區域

� 敏感度：⾼（1-10 copies）

� 需預先設計專⼀螢光 Probe（⼩於 30 bp）

� 價格較昂貴
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標準曲線
實驗要點

絕對定量

相對定量

MIQE 準則

應⽤⽅式

注意事項

• 線性標準曲線： R2 > 0.980

• ⾼擴增效率：PCR Efficiency > 90 - 110%

• 擴增效率計算公式：

� Amplification efficiency, E = 10 -1/slope

� ％ Efficiency = (E-1) x 100%

• 當 E < 90% 時：可能含有 PCR 抑制物。

• 當 E > 110% 時：可能有 Pipetting error 或是 primer-dimer 產⽣。
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實驗要點

絕對定量

相對定量

MIQE 準則

應⽤⽅式

注意事項

ü絕對定量，即針對樣本作絕對量化。

ü先利⽤標準品作標準曲線，再以CT值⽐較樣本與標準品的相對關係呈現

的實驗結果（內插法）。

ü依據標準品的不同，通常以常⽤單位形式作為表⽰如下：
� 濃度： ng/ml、μg/ml 
� 計量單位 ng、pg、copy number

ü絕對定量注意要點：標準曲線的斜率與相關係數(R2 )

� 斜率範圍：「3.0 ~ -3.6」， (對應 PCR efficiency 為 90%~110%)
� 相關係數： 「R2 > 0.980」，越接近 1 越好。
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y = mx + b

1

2 3



實驗要點

絕對定量

相對定量

MIQE 準則

應⽤⽅式

注意事項

ØDDCT (Livak)

Reference Target

21

Tissue #2 (Test)     :

Tissue #1 (Control):

20

22

24

D CT #2:

D CT #1: 22-21 = 1

24-20 = 4
1st Delta

D D CT : 1-4 = -32nd Delta

Fold induction = 2-DDCt = 2-(-3) = 8



實驗要點
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應⽤⽅式

注意事項

ü 基因表現

� 藥物作⽤

� 癌症指標

� 基因調控（siRNA/miRNA）

� 基因治療

� 微陣列基因晶⽚檢測（Microarray）

� GMO 基改⾷品檢測

ü 病原菌偵測

� 多重病原菌追蹤與偵測（Multiplex）

� ⼤量檢體篩選

� 同步分析定性 / 定量

� 藥物治療成效監控

ü SNP 基因分型

� 可以快速檢測、評估已知位點的單核苷酸多態性

� 作為藥物設計使⽤

� 可⽤於遺傳疾病檢測使⽤
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1
2 3

4

資料來源 : https://ntuhmc.ntuh.gov.tw/epaper-25th.htm
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5

6
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ㄏ

ㄏ

ㄏ

ㄏ

ㄏ

★紅⾊：來⾃「樣品」

★綠⾊：來⾃配製「試劑 / 溶液」

常⾒的「PCR抑制物」
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注意事項

擴增⽚段（Amplicon）

1. 建議⾧度：75 - 200bp

2. 標的⽚段：需避免可能產⽣ 2級結構的區域

3. 避免重複：防⽌ 4個含以上相同核苷酸連續重複

4. CG 佔⽐：40 - 60%



實驗要點

絕對定量

相對定量

MIQE 準則

應⽤⽅式

注意事項

引⼦設計（Primer）

1. 建議⾧度：18 - 25bp

2. 引⼦⽚段：需避免可能產⽣ 2級結構的區域

3. 避免重複：防⽌ 3個含以上核苷酸 G 或 Ｃ 連續重複

4. CG 佔⽐：40 - 60%

5. Tm值：50 - 65℃ ，公式：Tm = 4℃ ( G + C )+ 2℃ ( A + T )
6. 引⼦兩端：forward 與 reverse 序列不可互補，以免產⽣「Primer-dimer」

Taq DNA polymerase

DNA



實驗要點

絕對定量

相對定量

MIQE 準則

應⽤⽅式

注意事項

(q)PCR - 試劑使⽤建議

名稱
SsoAdvanced Universal
SYBR Green Supermix

iTaq Universal
SYBR Green Supermix

iQ SYBR Green Supermix

添加

Cq偵測
敏感度

Sso7d 融合蛋⽩（專利） 無 無

不易擴增
的樣品

專⼀性



實驗要點

絕對定量

相對定量

MIQE 準則

應⽤⽅式

注意事項

(q)PCR - 試劑使⽤建議

對應 PCR
抑制物能⼒

對應模式

適⽤儀器

無

標準 / 快速 標準 / 快速 標準

熱起動：3 min

時間節省

任何廠牌 任何廠牌 限制：BIORAD 

熱起動：30 s 熱起動：30 scDNA

單循環 20 - 45 s 17 - 35 s 40 - 75 s
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(q)PCR - 試劑使⽤建議

「Sso7d」酵素檔案

1. 來源：Sulfolobus solfataricus（硫磺礦硫化葉菌）- 7 kD 蛋⽩質

2. 功能：

ü 可穩定「聚合酶-模版」複合物的穩定性。

ü 相較於傳統 iTaq 聚合酶⼤幅增加反應速率 / 減少實驗反應時間。

ü 「GC-rich（> 60%） 」 or「 2 級結構」⼤量發⽣區域進⾏⾼效率擴增。

ü 適⽤對象：超過「 250bp 」⾧⽚段 / 「含有⼤量PCR抑制物 」⼲擾之樣品。

ü 範例：Blood spot、Cell lysate、Crude extraction 、FFPE（⽯蠟包埋組織）、植物體抽取物等。

ㄏ
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(q)PCR - 產線⽀援

PCR
CFX Manager Software

Real-Time PCR (qPCR)

Automation options

(q)PCR consumables

(q)PCR Reagents
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系統介⾯ - 正⾯

外觀簡介

硬體啟動

耗材使⽤

光學應⽤

軟體上機
可調式觸控螢幕

加溫反應槽

伸縮式 - 上蓋

LED 系統顯⽰燈

進氣孔

USB 插槽
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冷卻閥

插座

USB 插槽（A）

USB 插槽（B）

⼄太網路插槽
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操作介⾯ - 觸控⾯板

外觀簡介

硬體啟動

耗材使⽤

光學應⽤

軟體上機



操作介⾯ - 觸控⾯板

外觀簡介

硬體啟動

耗材使⽤

光學應⽤

軟體上機



操作介⾯ - 觸控⾯板

外觀簡介

硬體啟動

耗材使⽤

光學應⽤

軟體上機



操作介⾯ - 觸控⾯板

外觀簡介

硬體啟動

耗材使⽤

光學應⽤

軟體上機



操作介⾯ - 觸控⾯板

外觀簡介

硬體啟動

耗材使⽤

光學應⽤

軟體上機



操作介⾯ - 觸控⾯板

外觀簡介

硬體啟動

耗材使⽤

光學應⽤

軟體上機

裝置狀態列

網路狀態列

主要控制列

使⽤者帳⼾

開關上蓋



操作介⾯ - 觸控⾯板

外觀簡介

硬體啟動

耗材使⽤

光學應⽤

軟體上機

檔案位置

檔案名稱 創⽴資料夾

檔案編輯



操作介⾯ - 觸控⾯板

外觀簡介

硬體啟動

耗材使⽤

光學應⽤

軟體上機



使⽤規格 - ⼋連排

Low – Profile Only !!

外觀簡介

硬體啟動

耗材使⽤

光學應⽤

軟體上機



使⽤規格 - ⼋連排

Low – Profile Only !!

外觀簡介

硬體啟動

耗材使⽤

光學應⽤

軟體上機



使⽤⽅式 - 96孔盤 / ⼋連排

外觀簡介

硬體啟動

耗材使⽤

光學應⽤

軟體上機



軟體啟動 - 介⾯操作

Start Run !

外觀簡介

硬體啟動

耗材使⽤

光學應⽤

軟體上機



軟體啟動 - 介⾯操作

外觀簡介

硬體啟動

耗材使⽤

光學應⽤

軟體上機



軟體啟動 - 介⾯操作

外觀簡介

硬體啟動

耗材使⽤

光學應⽤

軟體上機



光學設計 - 運作模式

外觀簡介

硬體啟動

耗材使⽤

光學應⽤

軟體上機



光學設計 - 優點

垂直光路：「免定期（ROX）校正」光學模組

螢光訊號 : 「⾼強度」 / 「⾼專⼀性」

光源 : 「LED」壽命⾧ / 即開即⽤（無需暖機）

他牌

外觀簡介

硬體啟動

耗材使⽤

光學應⽤

軟體上機



光學設計 - 染劑與波段

外觀簡介

硬體啟動

耗材使⽤

光學應⽤

軟體上機



補 充 篇



反應模組

溫度梯度

梯度應⽤

反應模組：蜂巢式簍空設計

Max ramp rate 5oC / sec

Temp Accuracy ± 0.2oC

Temp Uniformity ± 0.3oC 

Uniformity

控溫精準 + 數據精確

超⽔準的「均⼀性」，放在任何位置都能安⼼實驗

導熱均勻 ＋ 快速升溫



反應模組

溫度梯度

梯度應⽤

加熱/冷卻⽅式：晶⽚控溫 (Peltier)

溫度梯度設定：「1 - 24°C 」

各溫度反應起始點⼀致，實驗反應精準無誤差

圖像式介⾯：⽅便操作與設定



反應模組

溫度梯度

梯度應⽤ 透過「溫度梯度」優化可產⽣更好的結果和特

異性。結果說明測定 A 和 B 可在 57.9°C 的黏合

溫度（Annealing Temp.）下運⾏在同⼀加熱板

上。溫度越⾼，測試 A 中的產物越少，⽽在測

試 B 中，較低溫度會產⽣⾮特定產物。 M，

DNA marker。




