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摘要：乳化液ＰＣＲ是单分子ＰＣＲ技术，非常适合于微拷贝量的ＤＮＡ分析。乳化液ＰＣＲ是把ＰＣＲ反应液分隔在亿万个油包水
的小室中，每个小室一般只含一个模板，可独立进行单分子ＰＣＲ扩增。本文主要介绍乳化液ＰＣＲ的建立、发展和应用进展。
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　　ＰＣＲ技术自１９８５年问世以来，已被广泛用于基
础研究和临床诊断。但传统 ＰＣＲ需要对产物进行
电泳分离和染色处理，容易交叉污染和出现假阳性，

且不能准确定量。１９９６年美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
公司推出实时荧光定量 ＰＣＲ技术使上述问题得到
较好解决，实现了ＰＣＲ从定性到定量的飞跃。其操
作简单，实时监测，特异性强，灵敏度高，重复性好，

定量准确，不需要对产物进行后期处理，能有效防止

污染，而且荧光定量还可以通过熔解曲线、探针等方

式防止非特异性扩增和假阳性，极大地提高了检测

效率。最近一种单分子 ＰＣＲ技术———乳化液 ＰＣＲ
（ｅｍｕｌｓｉｏｎＰＣＲ）成为研究的热点，以乳化液 ＰＣＲ为
基础的新一代 ＰＣＲ系统，与传统 ＰＣＲ、定量 ＰＣＲ相
比，其结果的精确度、准确性和灵敏度更佳，且它的

定量结果不再依赖于Ｃｔ值，直接给出靶序列的起始
浓度，实现真正意义上的绝对定量，非常适合于微拷

贝数和基因突变率等检测，在基础研究和临床诊断

中将有广泛的应用前景。

１　乳化液ＰＣＲ的建立与发展

目前把单个 ＤＮＡ分子转化成大量相同的 ＤＮＡ
分子时常用的技术是克隆和 ＰＣＲ。克隆的优势是
可以把不同种类的单个 ＤＮＡ分子分别扩增并自然

分离成不同的群落，每个群落中包含上百万个完全

相同的拷贝。由于基因存在突变等因素，传统 ＰＣＲ
用相同的引物扩增的产物不一定相同，因此要达到

和克隆相同的目的就必须把每个 ＤＮＡ分子分在不
同的ＰＣＲ管中进行扩增，这相当困难，因为当模板
量很小时，传统 ＰＣＲ扩增已非常困难，非特异产物
往往占主导地位，引物二聚体也常常出现，特异性产

物少，扩增效率低下，甚至扩增失败，对单个ＤＮＡ分
子进行扩增就更加困难了。如果用传统 ＰＣＲ同时
扩增多种ＤＮＡ分子时，则会出现优先扩增短片段，
而且会出现非特异性产物［１２］。这些非特异性产物

来源于一个引物延伸不完全，在下一个循环中结合

到另一种 ＤＮＡ片段，也有一些是不同种类的 ＤＮＡ
片段杂交形成的［３］。所以传统 ＰＣＲ的实际灵敏度
和准确度受到了限制。因此非常有必要建立一种既

能把每个 ＤＮＡ分子完全分隔，又能高效扩增的，简
单易行的单分子ＰＣＲ技术。
１９９８年，Ｔａｗｆｉｋ等［４］在模拟每个细胞独立完成

生命活动所需的反应过程中，提出了“油包水”乳化

液（ｗａｔｅｒｉｎｏｉｌｅｍｕｌｓｉｏｎ）颗粒的概念，这些分布在油
相中的液体颗粒可使生化反应在各自微小空间内独

立完成。２００１年 Ｇｈａｄｅｓｓｙ等［５］用乳化液颗粒形成

的小室高效筛选出高耐热的、对蛋白质抑制剂肝素
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高抵抗力的 ＤＮＡ聚合酶。２００３年，Ｎａｋａｎｏ等［６］将

ＰＣＲ反应移植到这种“油包水”乳化液颗粒中进行，
使每个 ＤＮＡ分子在独立的液相颗粒中得到有效扩
增，乳化液 ＰＣＲ技术应运而生。乳化液 ＰＣＲ是在
ＰＣＲ反应前，将包含ＰＣＲ反应所有成分的水相与油
相按一定比例混合，在一定转速搅拌力的作用下形

成无数个大小相对均匀稳定且在油乳化液中悬浮的

小水滴，由于乳化液的阻隔，这些小水滴构成了独立

的ＰＣＲ反应空间，使 ＰＣＲ反应能够独立进行而互
不干扰。最大特点是可形成数目庞大的独立反应空

间以进行ＤＮＡ扩增。最理想的状态下每个小水滴
中只含有一个 ＤＮＡ模板，进行 ＰＣＲ时不受干扰而
正常扩增。这样每个小水滴中就是单个 ＤＮＡ分子
的ＰＣＲ扩增，相当于进行高效的克隆扩增，从而使
乳化液ＰＣＲ变成真正的单分子ＰＣＲ技术。

乳化液ＰＣＲ的优势在于［１３，７９］：（１）可以把不同
的 ＤＮＡ片段分在不同的乳化液颗粒中单独进行
ＰＣＲ扩增，避免了引物间以及不同种类产物间相互
杂交，消除了非特异性产物；（２）能消除不同产物间
的竞争抑制，解决了传统 ＰＣＲ优先扩增短链 ＤＮＡ
片段问题。能对每个 ＤＮＡ片段进行准确定量；（３）
高通量，能同时扩增多达１０８个不同的 ＤＮＡ模板，
且产物量多于传统ＰＣＲ；（４）灵敏度高，能把正常基
因中的极微量变异基因扩增出来，而不受与其同源

的正常基因的干扰；（５）结合流式细胞术还可对
ＤＮＡ片段的原始拷贝数进行绝对定量检测。

乳化液ＰＣＲ的缺点是较常规 ＰＣＲ多一步制备
乳化液颗粒的过程；乳化液ＰＣＲ的关键技术是如何
制成相对均匀、稳定、大小合适的乳化液颗粒。搅拌

法制备乳化液颗粒时，搅拌子的大小、搅拌速度和时

间，可控制乳化液颗粒的大小，但搅拌子接触乳化液

颗粒易造成污染。应用漩涡振荡器代替磁力搅拌器

制备乳化液，可进一步简化乳化液 ＰＣＲ［１０］，但其制
出的乳化液均一度差。应用超声波制备乳化液，超

声波的参数（如时间和波长）对乳化液颗粒的大小

有巨大影响，但制备的乳化液颗粒比搅拌法更加均

匀［１１］。２０１０年Ｌｅｎｇ等［８］用微流控芯片制备更加均

一的乳化液颗粒，并在 ＰＣＲ反应液中加入琼脂糖，
建立高效、经济的乳化液ＰＣＲ技术。该技术选用超
低熔点琼脂糖，在 ＰＣＲ扩增时琼脂糖呈液态，反应
结束时降低温度使ＰＣＲ反应液凝结成琼脂糖小球，
这样每个琼脂糖小球保持了单克隆特性。该技术避

免了使用磁珠所造成的立体阻碍和电荷排斥而引起

的低效ＰＣＲ扩增问题。并用该方法检测出混合在

１０００００个正常的 Ｋ１２细胞中单个大肠埃希菌
Ｏ１５７∶Ｈ７，表现出极高的灵敏度

［１２］。

２　乳化液ＰＣＲ的应用

２．１　ＤＮＡ测序　ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｐｏｌｏｎｙ测序技术是２００５
年Ｓｈｅｎｄｕｒｅ等［１３］用乳化液ＰＣＲ和自动显微镜等技
术发展起来的高通量测序技术。其独到之处在于使

用连接酶把四色荧光标记寡核苷酸探针连续与单链

ＤＮＡ模板配对，通过多次配对后得到颜色编码，再
解码成碱基序列。该法可对单拷贝 ＤＮＡ片段进行
大规模扩增和高通量并行测序。２００７年底美国
ＡＢＩ公司把相关技术整合进 ＳＯＬｉＤ测序技术平台，
推出新一代基于乳化液 ＰＣＲ原理的高通量并行基
因测序平台。２００５年，４５４公司推出了革命性的基
于焦磷酸测序法的超高通量基因组测序系统———

ＧｅｎｏｍｅＳｅｑｕｅｎｃｅｒ２０Ｓｙｓｔｅｍ，开创了边合成、边测序
（ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｂｙｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）的先河。一年后，又推出
了性能更优的第二代基因组测序系统ＧｅｎｏｍｅＳｅ
ｑｕｅｎｃｅｒＦＬＸＳｙｓｔｅｍ（ＧＳＦＬＸ）。该法也用乳化液
ＰＣＲ技术扩增ＤＮＡ，使每一个水滴中开始时仅包含
一个包被大量引物的磁珠和一个链接到微珠上的

ＤＮＡ模板分子，这样每个独特的片段在自己的微反
应器里进行独立的扩增，而没有其他的竞争性或污

染性序列的影响，整个片段文库的扩增平行进行。

对于每一个片段而言，扩增后产生了数百万个相同

的拷贝。随后，乳化液混合物被打破，扩增的片段仍

然结合在磁珠上。接着将携带 ＤＮＡ的捕获磁珠放
入ＰＴＰ板中进行后继的测序。

乳化液 ＰＣＲ和 ＤＮＡ测序技术的结合，利用前
者的微量、并行的特点使大量的测序反应能同时进

行，实现了测序的高通量，使 ＤＮＡ测序技术得到了
质的发展。

２．２　定量检测　２００３年，Ｄｒｅｓｓｍａｎ等［１４］用乳化液

ＰＣＲ技术建立ＢＥＡＭｉｎｇ技术来定量检测基因突变。
该技术主要包括六个步骤（图１）：（１）将上游引物
与磁珠连接；（２）将配置好的 ＰＣＲ体系的水溶液与
矿物油混合，形成相互独立的乳化液微粒；（３）ＰＣＲ
扩增；（４）磁场吸附纯化磁珠，ＰＣＲ产物变性形成单
链ＤＮＡ；（５）与荧光标记的探针杂交（预先设计好针
对突变或未突变位点的探针，并分别用不同颜色的

荧光标记）；（６）流式细胞仪对磁珠的荧光信号进行
定量分析。因为每个乳化液颗粒中只包含一个磁

珠，每个磁珠就代表一个模板，不同的荧光颜色代表

不同的模板，所以检测磁珠的数量就是原始模板的
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量，是绝对定量。同时，该技术还能检测基因突变

率，因为基因的突变程度与肿瘤的发展密切相关，使

该技术对肿瘤的早期诊断有重要的临床应用价值。

２００５年Ｆｒａｎｋ等［１５］用ＢＥＡＭｉｎｇ技术定量检测血浆
中ＡＰＣ分子的突变。早期结直肠癌患者１ｍＬ血浆
中约有４７８００个 ＡＰＣ分子，其中８％发生突变，研
究还发现当突变率在０．０１％ ～１．７％时，约有６０％
的患者是可治愈的。２００６年 Ｌｉ等［１６］用 ＢＥＡＭｉｎｇ
技术检测到万分之一的罕见型基因序列突变，表现

出极高的灵敏度。２００９年 Ｌｉ等［９］用该技术检测血

浆循环ＤＮＡ波形蛋白基因甲基化，能准确地测出混

合在１０００个未甲基化的波形蛋白基因中的１个甲
基化序列，即能测出０．１％的甲基化序列。以每 ２
ｍＬ的血浆中含一个甲基化波形蛋白片段为临界值
来判断，该技术检出大肠癌总的敏感性为５９％，特
异性为９３％。对仅限于结肠壁的早期肠癌的敏感
性为５２％，而血清ＣＥＡ仅为１４％，该法为ＣＥＡ测定
的４倍。而传统的甲基化特异性ＰＣＲ检测时，当甲
基化程度少于６．２％不能检出。ＢＥＡＭｉｎｇ技术把肿
瘤基因突变的检测敏感性和特异性提高到一个新的

高度，能有效应用于突变率较低的早期肿瘤。

图１　ＢＥＡＭｉｎｇ技术定量检测基因突变

　　２０１１年 ＢｉｏＲａｄ公司推出以乳化液为基础的
“第三代 ＰＣＲ”———ＱＸ１００微滴式数字 ＰＣＲ系统。
微滴式数字ＰＣＲ是一种全新的核酸定量方法，与传
统定量 ＰＣＲ相比，其结果更准确，灵敏度更高。定
量的结果不再依赖于Ｃｔ值，直接给出靶序列的起始
浓度，实现真正意义上的绝对定量。ＱＸ１００微滴发
生器将含有核酸分子的反应体系制成成千上万个纳

升（ｎＬ）级的乳化液颗粒，经 ＰＣＲ扩增后，采用微滴
分析仪逐个对每个微滴进行检测，有荧光信号的微

滴判读为１，没有荧光信号的微滴判读为０（因此该
技术被称为“数字 ＰＣＲ”），最终根据泊松分布原理
以及阳性微滴的比例，分析软件可计算给出待检靶

分子的浓度或拷贝数。由于能够确定待检靶分子的

绝对数目，因此ＱＸ１００微滴式数字ＰＣＲ特别适合应
用于拷贝数变异、突变检测和基因相对表达研究等，

并对遗传病、癌症、传染病的研究提供了一种全新的

技术思路与手段。

２．３　其他应用　２００５年 Ｗｅｔｍｕｒ等［１７］把乳化液

ＰＣＲ和ＬｉｎｋｉｎｇＰＣＲ结合起来建立了 Ｌｉｎｋｉｎｇｅｍｕｌ
ｓｉｏｎＰＣＲ（ＬＥＰＣＲ）技术，能同时分析一条基因上多
个突变位点，从而使人群的单体型分析变得简单、方

便。同年Ｎａｋａｎｏ等［１８］建立 ＲＴ乳化液 ＰＣＲ检测单
分子ＲＮＡ。Ｋｏｊｉｍａ等［１９］用乳化液 ＰＣＲ建立高通量
筛选转录因子ＤＮＡ结合位点的方法，２０１２年又用乳
化液ＰＣＲ建立了高通量检测和筛选启动子活性的
方法［２０］。２００６年 Ｗｉｌｌｉａｍｓ等［１］发现用乳化液 ＰＣＲ
能高效扩增复合基因文库，同时能解决普通 ＰＣＲ的
偏移扩增和非特异性产物问题。Ｇｅ等［２，２１］建立乳

化液多重ＰＣＲ结合微孔板法高效检测孕妇血浆中
胎儿ＤＮＡ，并用此法检测不育男子和孕妇胎儿中 Ｙ
染色体的部分缺失。２０１１年 Ｓｈａｏ等［３］把乳化液

ＰＣＲ用于ＳＥＬＥＸ筛选，使随机文库的扩增变得简单
高效。２０１２年 Ｄｅｎｇ等［２２］结合乳化液 ＰＣＲ技术建
立凝胶微球阵列法定量检测结直肠癌患者粪便中

ＡＰＣ、ＴＰ５３和ＫＲＡＳ的突变，结果５０％的患者阳性，
提示该法有可能作为结直肠癌的无创诊断。
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３　展望

随着乳化液 ＰＣＲ技术发展，尤其是以乳化液
ＰＣＲ技术为基础的新一代的 ＰＣＲ系统的出现，使乳
化液ＰＣＲ广泛渗透到分子生物学的各个领域，尤其
是对肿瘤的早期诊断可能会有很高的应用价值。
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