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摘  要 : 多重 PCR (Multiplex polymerase chain reaction，MPCR) 是指通过一次 PCR 反应同时对多个靶标进行扩

增，结合一定的检测手段对扩增产物进行检测从而实现对多个靶标进行诊断的技术。MPCR 具有高效率、高通量、

低成本的特性而被深入研究。目前 MPCR 技术已被广泛应用于科学研究和疾病诊断等领域，文中从 MPCR 扩增

与检测两方面概述了 MPCR 技术发展及其应用，讨论了 MPCR 技术的优点及存在的问题，并且提出将反应体系

分隔成小液滴或结合管式对流 PCR (Capillary convective PCR，CCPCR) 技术的方式有望提高固相载体表面的扩

增效率，从而开发出扩增效率高、一致性好、体系稳定、检测重数高的多重 PCR 技术。 
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Abstract:  Multiple PCR (Multiplex polymerase chain reaction, MPCR) is a technology to simultaneously amplify multiple 
targets through a single reaction and to detect the amplification products by reliable detection means so as to realize the 
diagnosis of multiple targets. MPCR has been well studied for its high efficiency, high throughput and low cost. At present, 
MPCR has been widely used in scientific research, disease diagnosis and other fields. Here, we summarize the development 
and application of MPCR from amplification and detection, and discuss the advantages and existing problems of MPCR. We 
propose that separate the reaction mixture into droplets or combined MPCR with the capillary convective PCR is expect to 
further improve the amplification efficiency of the surface of the solid phase carrier, so as to provide reference for the 
development of multiple PCR with high amplification efficiency, good consistency, good stability and multiplex detection. 

Keywords:  multiple PCR, melting curve, microfluidic, membrane chromatography, Luminex liquid chip 
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传统的多重 PCR (Multiplex polymerase chain 
reaction，MPCR)是在普通 PCR 的基础上，在同

一个反应体系中加入不同的引物对，针对不同的

模板或同一模板的不同区域进行特异性的扩增，

从而得到多个目的片段，结合一定的检测手段进

而实现同时对多个靶标进行诊断的技术。自

Chamberlain[1]于 1988 年首次提出这个概念以来，

MPCR 已经应用于许多领域，包括基因突变与缺

失、基因分型与定量、遗传检测、伴药诊断等[2-6]。

MPCR 所涵盖的范围广，能够同时对多个靶标进

行检测，大幅提升检测效率的同时，还降低了检

测成本。 
随着科学技术的发展，MPCR 技术在扩增

和检测方面已经取得了许多新的突破。在扩增

方面，不再局限于在同一反应管中进行扩增，

而是将不同的引物对和模板分散于相对独立的

空间中进行扩增；在检测方面，不断有新的超

多重检测技术的出现。文中从 MPCR 扩增与检

测两方面概述了 MPCR 技术的发展及其应用，

对影响 MPCR 扩增与检测效果的因素进行了总

结，并对提高固相载体表面的扩增效率提出针

对性策略。 

1  多重荧光定量 PCR 技术 

1.1  基于荧光探针的多重 PCR 技术 
多重荧光定量 PCR (Multiple fluorescence 

quantitative PCR)技术是在荧光定量 PCR 技术的

基础上，利用几种不同荧光基团的组合，结合仪

器对不同通道荧光的检测能力实现对多个靶标的

实时定量检测。TaqMan 水解探针  (Hydrolysis 
probes) 是多重荧光 PCR 体系中常用的一种探

针，探针一端标记荧光基团，另一端标记淬灭基

团，通过在不同序列末端标记不同荧光基团及相

应的淬灭基团，即可形成不同的 TaqMan 水解探

针，将上述探针及相应的扩增引物加至同一反应

体系，即可实现对多个靶标的共同检测。Weller

等[7]以 TaqMan 探针为基础，成功构建了两重 PCR
扩增和检测体系，Zhang 等[8]通过单管逆转录反应

成功地实现了对肠病毒 71 型 (EV71)、柯萨奇病

毒 A16 (CA16) 以及总肠道病毒 (EVs) 的三重检

测。分子信标 (Molecular beacon) 是多重 PCR 体

系中另一种常用的探针，基于荧光共振能量转移 
(Fluorescence resonance energy transfer，FRET) 的
原理，当体系中不存在特异性的靶标时，分子信

标会自发形成茎环结构，淬灭基团与荧光基团相

互接近从而发生 FRET，不会产生荧光。如果体

系中存在特异性的靶标，在一定的条件下，茎环

结构会打开并且与靶标进行复性，从而产生荧光

信号。那么在同一个反应体系中加入几种靶标特

异性的分子信标就能够实现对多个靶标的同时

检测。Vet 等[9]针对 4 种不同的靶标设计了 4 种

不同的分子信标并且首次在四色荧光 PCR 仪上

实现了四重的检测，El-Hajj 等 [10]利用五色分子

信标探针实现了对结核杆菌利福平耐药突变的

检测。 

1.2  基于探针编码的多重 PCR 技术 
基于水解探针和分子信标探针的多重荧光

定量 PCR 技术的优点是简便快捷，然而受仪器

荧光检测通道的限制，往往最多只能达到四重或

五重检测。组合探针编码  (Combination probe 
coding) 技术的开发，使得目前的多重实时核酸扩

增可检测的靶标数目多于仪器可检测的数目。通

过对 4 种不同的荧光基团进行相互组合可以形成

15 种指示探针 (图 1)，在多重反应体系中加入多 
 

 
 

图 1  荧光基本元素之间的相互组合  
Fig. 1  The combination of the basic elements of 
fluorescence. 



 
 

钟泽澄 等/多重 PCR 技术研究进展 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

173

种靶序列特异的置换探针 (Displacing probes)，
那么在检测通道有限的情况下仍能够实现对多

种不同的靶标同时进行扩增和检测。Huang 等

利用多色组合探针编码技术  (MCPC) 实现了

对 8 种食源性病原菌的鉴定以及通过 4 色组合探针

编码技术实现了对 15 种不同型别的 HPV 病毒进

行分型[11-12]。 

1.3  基于荧光染料的多重 PCR 技术 
非特异性的荧光染料嵌入到 DNA 双链小沟

中后，在特定的激发光激发后将会产生一定波长

的荧光。以此为基础发展了熔解曲线  (Melting 
curve) 分析法，利用不同 DNA 序列具有不同 Tm 
(Melting temperature) 值的特征，在 PCR 反应结

束后，通过程序升温使双链逐渐解链成单链，当

达到双链特异的 Tm 值所对应的温度时，荧光强

度大幅度降低，利用这样的原理可以对 PCR 中

不同长度的双链产物或相同长度不同 GC 含量的

双链进行分析 (图 2)。Singh 等[13]利用多重实时

PCR 熔解曲线分析的方法，成功地实现了同时对

氨苄西林、链霉素、磺胺、四环素、氯霉素耐药

的沙门氏菌的检测与辨别，Mendes 等[14]建立了

一种多重熔解曲线分析方法并且实现了对不同

基因编码的金属-β-内酰胺酶型别的检测和鉴别。

针对不同的型别设计了特异性的引物对，从而对

模板进行扩增生成不同的扩增子，扩增子之间

Tm 值各有差异，最后通过熔解曲线峰的位置进行

鉴别。在熔解曲线分析技术的基础上发展而来 
 

 
 

图 2  多重熔解曲线  
Fig. 2  Multiple melting curve. 

的高分辨率熔解曲线技术是一种利用饱和染料，

借助高分辨率的仪器，实现对单个核苷酸熔解温

度不同从而形成不同形态熔解曲线，进而对基因

进行分析的新技术，它具有极高的灵敏度，能够检

测出单个碱基之间的差别，目前主要应用于单核苷

酸多态性分析、甲基化分析、基因突变、基因分型

等领域[15-18]。 

1.4  基于荧光探针熔解曲线的多重 PCR 技术 
由于荧光基团本身发射的不是单一波长的荧

光，而且 PCR 仪对不同荧光基团发射的荧光信号的

区分度有限，所以现有的 PCR 仪只能检测 4–5 种

不同的荧光信号。而基于荧光染料的多重 PCR 技

术由于染料不具备特异性的识别能力，所以同一

反应体系中通常只能使用一种荧光染料。为了弥

补这两种方法的不足而开发出来的荧光探针熔解

曲线技术 (Fluorescence probe melting curve technique) 
具有成本低、多重检测能力更强的优点。通过在

靶序列中选取相对保守的区域设计通用扩增引

物，然后在引物对之间选取差异度较大的区域设

计能够识别各种目标核酸序列的特异性探针，探

针在扩增的过程中不会被完全水解，并且根据检

测通道的不同将探针进行分组，每个通道中包含

多个特异性探针，通过调整探针的长度或 GC 含

量对每条探针的 Tm 值进行人为的调控，使得同

一检测通道内针对不同靶标的检测探针 Tm 值都

间隔合适的差值，每个荧光通道均可定性检测多

个 靶 标 ， 最 后 通 过 熔 解 曲 线 进 行 分 析 。

Elenitoba-Johnson 等[19]利用荧光探针熔解曲线技

术成功地区分了 27 种可能发生碱基替换的序列。

Liao 等[20]利用荧光探针熔解曲线技术成功地实现

了对 15 种高危型 HPV 的分型以及实现了对 48 种

人类单核苷酸多态性的分型和分析。 

2  基于微流控的多重 PCR 技术 

多重荧光定量 PCR 技术需将多个引物对、探

针以及模板加入到同一个反应管中进行反应，伴
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随检测重数的增加，同管内核苷酸链数目也会增

加，各核苷酸链之间互搭形成二聚体甚至多聚体

的可能性大幅上升，轻则导致非特异性扩增的出

现，靶标扩增效率下降，检测灵敏度和特异性降

低，重则导致非特异性扩增占据主导，靶标扩增

失败，造成检测结果假阳性和 /或假阴性。基于

微流控芯片 (Microfluidic chip) 的多重 PCR 技

术通过在芯片微孔中预装填不同的引物对的方

法将各重扩增限制在各自的独立空间内，再通过

液流控制系统将模板引流到不同的微孔中，进而

在微孔中进行特异的 PCR 扩增反应，最后再进

行终点定性检测 (图 3)[21]，从而实现对多个靶标

的区分和鉴别[21-24]。Poritz 等结合微流控技术研

发了一种可以同时检测多种病原体的诊断平台，

称为“FilmArray”，该平台成功地实现了在 1 h 内

对 21 种常见的病毒或细菌的检测和鉴别[25-27]。

Cai 等[28]设计的一种微流控芯片利用双向电泳技

术和多重阵列 PCR 终点荧光检测技术实现了在

全血中对不同病原菌的即时检测。多重液滴式数

字 PCR 的作用原理与基于微流控芯片的多重

PCR 的原理相似，通过芯片装置和液流控制系统

产生成千上万个液滴，每个液滴中只包含单个目

的 DNA 分子，这样就可以使不同的靶标处于相

对独立的空间进行各自特异性的扩增反应，最后

通过计算各靶标发生有效扩增的液滴数，从而实

现绝对定量。Jackson 等[29]利用液滴式数字 PCR
成功地实现了对血液游离 DNA (Free DNA) 中罕

见癌症突变的多重检测，利用液滴式数字 PCR 对

珍贵的临床标本进行多靶标的检测，极大地提高

了标本的利用率并降低了成本[30-31]。基于微流控

芯片的多重 PCR 技术和多重液滴式数字 PCR 的

优点是在一定程度上避免了非特异性扩增产物的

生成以及在荧光定量 PCR的基础上增加了检测重

数。但是当模板浓度较低时，基于微流控的方法

将模板分流至含特异性引物微孔中的概率降低，

易产生假阴性结果；而多重液滴式数字 PCR 的方

法使每个液滴中仅包含单重引物和模板的概率相

对较低，往往一个液滴中包含多对引物或者液滴

中的引物与模板为非特异性配对，另外它对模板

的要求较高，浓度过高的模板不能保证生成的每

个液滴中仅包含单个目的 DNA 分子。此外在检

测方面，上述两种技术都需要配合扩增的特殊性

而使用到高精密度的检测仪器，其技术的复杂性

使其实现较为困难。 
 

 
 

图 3  基于微流控的多重 PCR[21] 
Fig. 3  MPCR based on microfluidic[21]. 
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3  基于固相载体的多重 PCR 技术 

3.1  基于膜层析的多重检测技术 
膜层析技术 (Membrane chromatography) 是

在柱层析技术上发展而来的一项技术，以膜介质 
为基质，偶联相应的离子交换、亲和、疏水等化

学基团，制作而成的一种新型的层析介质。膜层

析技术具有简单快速并且能够自动分离液体混合

物的优点，而多重 PCR 技术具有有效富集目的片

段的优点，将这两种技术有机地结合在一起能够

形成一种灵敏度高、特异性好、成本低、简便快

速的多重核酸检测方法。该方法提前将靶标特异

性的捕获探针固定在层析膜的不同位置上，然后

使变性后的多重 PCR扩增产物通过毛细作用经过

层析膜，固定在特定位置的捕获探针通过碱基互

补配对的作用将末端带有胶体金或荧光素的产物

捕获，而非特异的扩增产物及引物被洗脱，最后

通过肉眼或荧光检测仪对产生的荧光进行检测和

识别 (图 4)[32]。Mao 等[33]基于胶体金标记的核酸探

针和侧流试纸条建立了一种现场检测目的基因的

方法，利用这种核酸层析金标试纸条能够在 15 min
内检测出核酸样本。Carter 等[34]发明的侧流微阵

列方法能够快速、灵敏地对多种核酸进行检测，

并且不需要专门的仪器设备，这种方法以微型侧

流设备为基础，利用核酸杂交介导靶标的捕获。

Gomez-Martinez 等[32]开发的多重核酸检测试纸条

在现场实现了对 108 例献血者血型相关基因型的

准确鉴定。基于膜层析的多重检测技术以其操作

简单、携带便捷等优点拓宽了可检测的范围，使

检测不再局限于实验室，对于现场检测也能够实

现[35-37]，但是膜层析技术中样品的阻滞、非特异

性杂交等问题仍然是今后需要解决的问题。 

3.2  基于 Luminex 液相芯片的多重检测技术 
液相芯片技术 (Liquid chip technology) 被称

为后基因组时代的芯片技术，也被称为 xMAP 技

术。它可以同时对 1 份标本中的 100 种不同目的

分子进行检测，并能在 30 min 内检测 96 个不同

的样本。其液相微球编码原理为，将两种荧光染

料分别用 10 种不同的浓度两两混合形成 10×10
的荧光配比阵列，并对微球进行染色，得到 100 种

不同荧光编码的微球。将荧光编码且共价结合了

不同捕获探针的微球悬浮于一个液相体系中，先

加入待检测分子与其反应，再加入带有荧光标记

的报告分子，从而形成“微球-捕获探针-靶标-报告

分子”复合物。检测时，该复合物在鞘液的作用下

将逐个通过检测通道，接受两束不同波长的激发

光照射并对相应的发射光进行检测，其中一束激

光用于识别微球种类，即判定该种微球是对哪种

特定的靶标进行检测，另一束激光用于检测微球上

报告分子的荧光强度，从而实现对待测物质的定性

和定量分析 (图 5)[38]。Sherry 等[39]利用 Luminex 
 

 
 

图 4  基于膜层析的多重检测[32] 
Fig. 4  Multiple detection based on Lateral Flow Assay[32]. 
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图 5  基于 Luminex 液相芯片的多重检测技术[38] 
Fig. 5  Multiple detection based on Luminex liquid chip[38]. 

 
液相芯片技术实现了对沙门氏菌和其他病原菌的

检测和鉴定。Rajeswari 等[40]利用 Luminex 液相芯

片技术和液滴生成技术成功地实现了对禽流感病

毒、传染性猴气管炎病毒和空肠弯曲菌的检测和

鉴别。Song 等[41]利用 Luminex 液相芯片技术同时

对 11 种不同的突变型进行检测和分型。虽然基于

Luminex 液相芯片技术能够实现同时对多种不同

病原体的检测和鉴别，但它仅在检测方面发挥了

其多通量、高效率的特性，其实质上并没有解决

多重扩增中众多引物、探针、模板间相互错配的

问题。因此，未来开发出微球表面多重扩增以及

Luminex 液相芯片检测一体化的技术是核酸多重

检测的重要研究方向。 

4  总结与展望 

MPCR 技术的优势在于它的高效性，通过一

次扩增反应即可实现对多种病原体进行检测和

鉴别，相较多个单重检测而言成本显著降低。

MPCR 有着广泛的应用前景，但是仍然存在许多

影响 MPCR 扩增与检测效果的因素 (表 1)，其中

扩增效率的一致性是最大的难题，检测重数越

多，效率一致性往往越低。针对 MPCR 扩增效率

一致性的问题，传统单管多靶标扩增的方式通过

不断优化反应体系中缓冲液、酶、引物、探针等

的用量，确保每一重的扩增效率保持一致，然而

随着检测重数的增加，形成二聚体甚至多聚体的

可能性也大幅上升，轻则导致非特异性扩增的出

现，靶标扩增效率下降，检测灵敏度和特异性降

低，重则导致非特异性扩增占据主导，靶标扩增

失败，造成假阳性和 /或假阴性，影响检测准确

性。而基于微流控的 MPCR 则将每一重的扩增分

布在各自相对独立的空间内进行，在一定程度上

降低了引物二聚体的生成，保证了扩增效率，但

是微流控的实现相对较为困难，且当模板浓度较 
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表 1  影响 MPCR 扩增与检测效果的主要因素 
Table 1  The main factors affecting MPCR amplification and detection effect 

Technology Amplification Detection 
MPCR based on 
PCR instrument 

Single-tube amplification, the system with high 
amplification efficiency tends to inhibit the 
amplification of other systems; 
After increasing the multiplicity, it is easy to be 
interfered by the primer dimers. 

The number of detection channels of 
instrument is correlated with its discrimination 
of different fluorescence signals. 

MPCR based on 
microfluidic 

The probability of low template concentration 
distributed into micropores with specific primers 
was reduced, which easily led to false negative 
results; 
The effective amplification is relative to ramp rate 
of instrument, chip heat transfer efficiency and chip 
materials. 

Multiplex detection requires high precision, 
miniaturized instrument, which is difficult to 
achieve. 

MPCR based on 
solid phase vector 

The immobilization of primers reduces the 
probability to bind to template 

Specific detection of products in different solid 
- phase carrier surface in a single - tube is 
affected by the performance of instrument. 

 
低时，易产生假阴性结果。相比于上述方法，基

于固相载体表面扩增的 MPCR 则将不同的引物

对分配至不同的固相载体上，使得每个靶标的扩

增集中于以特定固相颗粒为载体的表面，从根本

上解决 MPCR 引物间相互干扰的问题，此外将固

相载体表面扩增与 Luminex 液相芯片检测技术

相结合能够同时对各固相颗粒及颗粒表面的扩

增信号进行特异性识别，并且理论上能够实现

100 重的核酸扩增与检测，极大地提高了检测重

数的同时又能保证各靶标的扩增互不干扰，但是

由于需要将引物束缚至固相载体，这在一定程度

上限制了引物与模板的碰撞概率并且导致其扩

增效率降低，那么如何提高固相载体表面的扩增

效率值得深入思考。针对上述问题，可通过将反

应体系分隔成微小液滴，或结合管式对流 PCR
技术使反应体系在扩增的过程中循环流动，将有

望提高引物与模板之间碰撞的概率，同时提高固

相载体表面的扩增效率，从而开发出扩增效率

高、一致性好、体系稳定、检测重数高的多重

PCR 技术。 
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