浅谈PCR仪温度校准的必要性及方法
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摘要：本文分析了PCR仪使用的现状及其进行温度校准的必要性。提出了PCR仪温度校准的方法和校准项目（温度准确性，温场均匀性，升降温速率，最大超调温度）以及数据处理方法，并分析了每一校准项目的重要性。
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1、 引言
    PCR是聚合酶链反应(polymerase chain reaction)的简称，是在短时间内体外大量扩增特定的DNA片段的分子生物学技术。自动完成聚合酶链反应，提供DNA 扩增的温度条件而设计的仪器称为PCR仪。

    PCR仪主要用于DNA片段的放大，可将DNA分子或某一DNA片段于数小时内扩增至十万乃至百万倍，在这过程中主要是3个特征温度循环：

1． 高温变性：把样品加热至90～95℃让DNA模板变性变成单链。

2． 低温退火：让样品的温度迅速下降至50～65℃,引物就可以结合到模板上去。

3． 适温延伸：让样品的温度上升至70～75℃,DNA聚合酶就可以从引物开始用底物复制出新链。
因此，在PCR反应过程中对温度控制的要求很高，良好的温度控制是PCR仪质量好坏的关键。
二、PCR基因扩增仪校准的现状
PCR仪的控温精度、升降温速率以及温场的均匀性等直接影响DNA片段扩增的结果。PCR仪经使用后，其温度传感器的计量特性会发生变化，作为计量设备一般须经定期校准后方能继续使用。
几乎进行聚合酶链反应试验的实验室（如基因判别、亲子鉴定、DNA个体识别）都会使用多台扩增仪以满足实验需求。而且，实验室内的基因扩增仪都是常开常用，使用频率高，很难保证其性能指标符合实验要求。各实验室对PCR仪的质量控制还停留在自检自校和依赖于厂商的售后支持。

我院于2006年编写了基因扩增仪（PCR仪）的校准规范JCJ/E111025.1/0-2006，早已开展PCR仪的温度校准项目。使用标准装置：
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          装置名称

性能
	（PCR仪）校准仪

	特点
	加热槽温度动态实时检测

	适用工况
	任何工况

	测温通道数
	16

	温度测量范围
	（0-110）℃

	系统分辨率
	0.01℃

	测温准确度
	±0.10℃

	采样频率
	2Hz


由于需要PCR仪升降温速率较快, 故要求温度传感器的热惯性小(滞后要小)，反应灵敏。因此，校准过程使用热敏电阻作为测温传感器。标准测试程序为：
	序号 
	温度点
	持续时间

	步骤1
	30°C
	1:00 分钟

	步骤2
	95°C
	3:00 分钟

	步骤3
	30°C
	2:00 分钟

	步骤4
	90°C
	3:00 分钟

	步骤5
	50°C
	3:00 分钟

	步骤6
	70°C
	3:00 分钟

	步骤7
	60°C
	3:00 分钟

	步骤8
	30°C
	1:00 分钟


通过专用软件进行数据处理及分析，并绘制温度循环测试曲线。见图一
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                    图一   pcr温度循环测试曲线

3、 PCR仪温度校准的项目及必要性
一个稳定的温度循环是成功实现PCR所必需的。其中温度控制的动、稳态特性是影响PCR扩增结果正确与否的最重要因素之一, 这包括温度准确性、升降温速度、温场均匀性、最大超调温度。

（一）、温度准确性

温度准确性是PCR仪最重要的性能指标，如温度准确性低可直接造成非特异性扩增，甚至是错误的扩增结果，造成假阳性和假阴性。

市场上各家厂商考核基因扩增仪（PCR仪）性能的主要指标，一般厂家的企业指标为±0.5℃，一些性能较好的产品可以实现的温度准确度为±0.3℃。故需对PCR仪控温准确度进行测试。
    校准实验平均温度的计算公式为：
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I—参加检测的温度探头序号；n—参加检测的温度探头的数量
（二）、温场均匀性

    由于PCR仪加热器加热不均匀，导致PCR仪模块上各孔存在一定温差。造成试验结果偏差。一般PCR仪边缘点的温度低于中间区域，所以均匀性为PCR仪重要的性能指标。一般厂家的企业指标规定均匀性为±0.5℃，一些性能较好的产品可以实现的温度均匀度为±0.3℃。
    校准实验时，通过选取孔板中16个特殊反应位置（如图2所示）来测量温度，并得出孔板的温度均匀性。均匀性为各个探头在同一时刻最大温度与最小温度的差值。均匀度计算公式为：tmax-tmin  （tmax =最大温度；tmin =最小温度）[image: image3.png]Probe layout (96v - 15)
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                 图二  96孔板探头布点示意图
（三）、升降温速率
PCR扩增产物数量的多少决定了PCR的效率。为了在短时间内获得尽可能多的产物，需要仪器在升降温段具有按照预设升降温速率快速升温和降温的能力（最大升温速率达15~20℃）。一个完整的PCR过程，是由若干个升温→恒温→降温循环构成的。因为“变性”，“退火”和“延伸”3个阶段是必须要保证的。因此，只有使升降温的过程尽可能地迅速，才能缩短每个PCR循环以及整个PCR 过程所需时间。一般厂家的企业指标规定升温速率为±3℃/sec。
仪器校准实验时，升温速率为温度从40℃到90℃的时间；降温速率为温度从70℃到35℃的时间。详见图三
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             图三      PCR降温速率计算示意图
（四）、最大超调温度

    当温度从一定点温度调节到另一定点温度,就会产生温度的超调。超调温度过大同样会对试验产生影响，所以校准实验时，需要计算最大超调温度和平均超调温度。见图四
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                图四      温度曲线超调温度部分

4、 结束语
聚合酶链反应（PCR）技术由于其极高的检测灵敏度和特异性已经越来越多地应用于临床检验、司法鉴定等工作中。有多种原因会造成PCR扩增的错误结果，排除实验过程中人为因素造成的误差，PCR仪温度控制系统工作性能的优劣是造成检验结果出现偏差甚至错误的至关重要因素。通过对PCR仪的定期校准可以极大的避免PCR过程中假阳性或假阴性结果的产生，提高PCR试验的准确性和稳定性。
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Introduction to the necessity and method of temperature calibration for PCR instrument
Zhu Chenbin，Zhu Yichen，Yao Lifang，ZhangLiping，Chen Yu，Zhu Xueping

Abstrat:The situation of using PCR intrument and the nessity of its temperature calibration is introducted. The mathod of PCR instrument’s temperature calibration is given by this article.  The temperature calibration items for PCR instruments that contain the temperature accuracy, temperature uniformity ,velocity of temperature change,max overshoot temperature and mathods of data analysis are also introducted. So is the temperature analysis of each calibration items 
Key words: PCR instrument；temperature calibration；temperature accuracy；temperature uniformity；velocity of temperature change；max overshoot temperature 
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