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扩增程序：

阶段 循环数 温度 时间

逆转录 1x 50℃ 15 min

预变性 1x 95℃ 30 sec

变性
35-40x

95℃ 5 sec

退火/延伸 60-65℃
* 30 sec

备注：退火/延伸温度可根据引物Tm值调整。

结果分析

定量实验至少需要三个生物学重复。反应结束后需要确认扩增曲线。

实验条件的选择

实验条件选择时，请从扩增特异性与扩增效率两方面进行综合考虑。要求能同时满足这两

个条件的反应体系，才可以在较大浓度范围内进行很好的定量。

扩增效率高的实验体系应具备以下条件：

1. 扩增产物起峰更早（CT值小）。

2. PCR扩增效率高（接近理论值 100％）。

常见问题分析

1.无 CT 值（信号）出现

a.模板量不足或模板严重降解。注意 RNA 模板极易降解，-20℃只能短期储存，长期贮

藏应存放到-80℃。

b.模板中含有严重的抑制物。

c.未加入引物。

d.未加入RT-PCR Enzyme Mix。
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2.阴性对照也出现明显的扩增曲线

a.试剂或环境被扩增产物污染。注意不要打开 PCR 反应结束后的PCR 管。

b.高浓度对照标准品（特别是质粒 DNA）具有与 PCR 扩增产物相同的污染能力，产生

的气溶胶污染物同样不可忽略。

c.应选用带滤芯的吸头加模板，并注意不要混用 PCRⅠ区和 PCRⅡ区的移液器。

d.如确定试剂被扩增产物污染，应更换所有试剂，原有试剂全部予以丢弃。

3.实验重复性不好

a.加样不准确。添加 ROX Reference Dye 可以修正加样导致的误差，如果仪器条件允许，

应尽量添加 ROX Reference Dye 使用，不要省略。

b.仪器在样品上温度条件有差异，即温度均一性不好。尽量将PCR 管放到中间，避免边

缘效应。

c.模板浓度低。样品初始浓度越低，重复性越差，如果条件允许，尽量应减少模板的稀

释倍数。

4.扩增效率低

a.本产品若长期不用，请放置于-20℃贮存。

b.反应体系中有PCR 反应抑制物。一般是加入模板时所引入，应先把模板适度稀释， 再加

入反应体系中，减少抑制物的影响。

5.扩增曲线不正常

a.基线等设置不当。按仪器说明书重新操作。

b.模板量过多。当扩增曲线在 10 个循环内起峰时，应将模板稀释 100~1000 倍后使用。c.
在做 RNA 模板梯度时，PCR 结果无梯度相关性。可能是原始模板浓度过高，稀释浓度

不够；或者原始模板浓度太低。

d.扩增曲线未呈现 S 性，呈直线型。可能是原始模板含较多的 PCR 抑制物，应减少模
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