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摘  要 

目的：探讨单色多重定量PCR方法在人类端粒长度测量中的临床应用价值。方法：我们设计了针对端粒

基因多次重复序列的能产生固定长度产物的引物，同时设计能扩增单拷贝基因的引物作为内参；两对引

物在同一管中进行SYBR green QPCR反应，数据进行分析获得端粒相对长度。结果：1) 两对引物在单

管中反应没有改变单独反应时的扩增效率和溶解温度；2) 同一样本在单管内和双管内反应T/S的差异很

大；3)通过对同一样本进行10次重复发现，单管的值很均一，而双管的值相差很大，CV%分别是15.25%
和53%。结论：我们的结果提示，单色单管方法准确性和重复性都大大优于单色双管，能够准确测量端

粒的相对长度，有利于在生物医疗研究领域中的应用。 
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Abstract 
Objective: To investigate the clinical value of the monochrome multiplex quantitative PCR method in 
measuring the length of the human telomere. Methods: We designed primers targeting the mul-
tiple repeating sequences producing fixed-length products in the gene encoding telomere. Primers 
were also designed to amplify single-copied genes which served as the internal control. The two 
primers were loaded into the same tube for the SYBR green QPCR, and data were analyzed to get 
the information of the relative length of the telomere. Results: 1) The amplification efficiency and 
the melting temperature were not changed in reactions with two pairs of primers in the single 
tube versus two separate tubes; 2) There was a significant difference in the T/S of the same sam-
ples with reactions occurring in single or separate tubes; 3) After repeating the test 10 times of the 
same sample, we found that the results from single tube were stable while there were big variations 
for the results obtained for reactions in two separate tubes (the CV% are 15.25%, 53%, respec-
tively). Conclusions: Our results indicate that the accuracy and reproducibility of monochrome sin-
gle tube reactions in measuring the relative length of telomeres are significantly better than those of 
monochrome two tubes reactions. These data are helpful for the use of the qPCR in biomedicine. 
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1. 前言 

在生物医疗研究领域中经常需要测量端粒长度[1] [2] [3]。由于在疾病机理研究、用药需求以及健康

人群中，对端粒长度和端粒酶活性检测的需求越来越多[1] [2] [3]，我们认为需要开发一种可提高准确性、

提高通量及降低成本的方法，为提高检测服务精准度。到目前为止，有多种方法可以测量端粒长度，如

Q-FISH、STELA、TeSLA 和传统的 Southern 印迹法等均可测量端粒的末端限制性片段(Terminal Restriction 
Fragment: TRF) [4] [5]，但这些方法都是低通量且繁琐、耗时耗力。荧光定量 PCR 方法，即单色双管定

量 PCR 方法可检测端粒相对平均长度，这种方法省时、操作简单，而且是小样本量检测，通量高。然而，

这种方法也有缺陷，主要是端粒和内参在不同管中反应，从而产生加样误差和不同反应孔的差异[2]。为

了减少人为产生的误差，在此我们比较在单管内同时检测端粒和内参是否会减少这种差异，从而提高检

测的准确性。 

2. 材料与方法 

2.1. 一般资料 

参加本次研究的志愿者共 22 例，均签署知情同意书，年龄在 50 ± 2 岁。 

2.2. 实验方法 

2.2.1. 标本的采集 
抽取 22 位病人静脉血，置无菌 EDTA 抗凝管中，颠倒抗凝管使全血和抗凝剂充分混匀。 
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2.2.2. 全血基因组 DNA 的提取 
取 200 μL全血，按照血液提取试剂盒进行基因组DNA提取(天根DP348)，提取好的DNA用NanoDrop 

2000 (美国 Thermo)测定浓度和纯度，基因组 DNA 保存于−20℃备用。 

2.2.3. 单色单管 SYBR Green 荧光定量 PCR 方法建立 
1) 引物设计：用 Primer5 软件，根据端粒的序列(参考 NCBI 的 NG_009265)设计端粒引物，并由通

用公司合成引物如下：T-F:ACACTAAGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTAGTGT; T-R:TGTTAGG 
TATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTAACA。作为内参的单拷贝基因(参考 NCBI 的白蛋白序列

NG_009291)的引物设计，为了提高产物的溶解温度，F 和 R 共设计了 50 个 GC 夹钳结构，具体引物序列

如下：S-F: CGGCGGCGGGCGGCGCGGGCTGGGCGGaaatgctgcacagaatccttg; S-R:GCCCGGCCCGCCGCG 
CCCGTCCCGCCGgaaaagcatggtcgcctgtt [2]；2) 标准品设置：标准品 DNA 最高浓度 210 ng/μL，按 1:3 倍

比稀释成 210、70、23.33、7.78、2.59 ng/μL；3) 荧光定量 PCR 反应体系：反应总体积为 20 μL，包括 1×SYBR 
Green Realtime PCR Master Mix (TOYOBO 公司) 10 μL，DNA (样本和标准品) 2 μL，端粒引物 T-F、T-R
终浓度均为 400 nmol/L；单拷贝基因引物 al-F、al-R 终浓度均为 400 nmol/L。反应在同一块 96 孔板上进

行，标准品和待测样本均设置 3 复孔。另外设置以相同体积的超纯水作为 DNA 的阴性对照，亦为 3 个复

孔。在 ABI 7500 实时荧光定量 PCR 仪(赛默飞)上检测。4) 反应条件为 I：95℃ 15 min；II：94℃ 15 s，
49℃ 15 S，2 个循环；III：94℃ 15 S，62℃ 10 S，74℃ 32 s (获取端粒信号)，84℃ 10 S，88℃ 32 s (获取

内参基因信号)，32 个循环。反应结束后建立熔解曲线。 

2.2.4. 双管法 SYBR Green 荧光定量 PCR 方法建立 
1) 引物：应用单管法的引物，包括 T-F，T-R 和 S-F，S-R；2) 标准品设置：标准品 DNA 最高浓度

210 ng/μL，按 1:3 倍比稀释成 210、70、23.33、7.78、2.59 ng/μL；3) 荧光定量 PCR 反应体系：端粒管

反应总体积为 20 μL，包括 1×SYBR Green Realtime PCR Master Mix (TOYOBO 公司) 10 μL，DNA (样本

和标准品) 2 μL，端粒引物 T-F、T-R 终浓度均为 400 nmol/L；内参管反应总体积为 20 μL，包括 1×SYBR 
Green Realtime PCR Master Mix (TOYOBO 公司) 10 μL，DNA (样本和标准品) 2 μL，单拷贝基因引物 S-F、
S-R 终浓度均为 400 nmol/L。反应在同一块 96 孔板上进行，标准品和待测样本均设置 3 复孔。另外设置

以相同体积的超纯水作为 DNA 的阴性对照，亦为 3 个复孔。在 ABI 7500 实时荧光定量 PCR 仪(赛默飞)
上检测。4) 反应条件为 I：95℃ 1 min；II：95℃ 15 s，60℃ 40 S，40 个循环。反应结束后建立熔解曲

线。 

2.3. 分析方法 

本研究采用 SPSS17.0 软件的 one way ANOVA 得到均值，方差和差异系数。端粒的相对长度是由 T/S
值决定的，T/S = 端粒信号(T)/内参单拷贝基因信号(S)，T/S 相对值是和端粒的平均长度成正比的，从而

决定端粒的相对长度。 

3. 结果 

3.1. 单色单管和双管法 SYBR Green 荧光定量 PCR 检测端粒 
相对长度的标准曲线 

两种方法分别对标准 DNA 样品(210 ng/μL)按 1:3 稀释成 210、70、23.33、7.78．2.59 ng/μL的 5 个

点进行检测，结果见表 1： 
从表上可以看出，把两对引物放入同一管中检测并没有影响扩增效率以及标准曲线的线性关系。 
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Table 1. Comparison of the parameters for standard curves between two methods 
表 1. 两种方法标准曲线的参数比较 

 单色单管 单色双管 

SLOPE (斜率) −3.063 −3.318 

R2 (直线相关系数) 0.991 0.999 

扩增效率(10(−1/SLOPE) − 1) 1.120 1.002 

3.2. 单色单管和双管法 SYBR Green 荧光定量 PCR 检测端粒相对长度的熔解曲线 

溶解曲线见图 1，A 单色双管的 T 峰，由于端粒和内参在不同的管中反应，所以不能同时出现 T 和 S，
从图可以看出双管 T 峰在 80℃左右；B 单色单管由于 T 和 S 在同一管里反应，所以溶解曲线出现两个峰，

T 峰还是在 80℃左右，峰形单一正常没有杂峰，说明两对引物放在一管反应没有改变端粒引物的特异性，

T 峰在同样的温度溶解并峰形单一无杂峰。 
 

 
(a)                                                (b) 

Figure 1. (a) Telomere dissociation curve of reactions in two separate tubes; (b) Telomere dissociation curve of reactions in 
single tube 
图 1. (a) 双管法的端粒溶解曲线；(b) 单管法的端粒扩增溶解曲线 

3.3. 单色单管和双管法 SYBR Green 荧光定量 PCR 检测 22 例样本的端粒相对长度情况 

比较了两种方法的标准曲线和溶解曲线都没有差异的情况下，用这两种方法检测了 22 例样本，每个

样本每种方法都平行检测 3 次，通过计算得到每个样本的 T 平均拷贝数和 S 平均拷贝数，两种方法得到

的 T/S 值进行比较 P < 0.05，T/S 结果分布见图 2，从图直观可见两种方法检测同一样本的结果差异很大。 
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Figure 2. Distribution of T/S values of 22 samples detec- 
ted with two methods 
图 2. 两种方法检测 22 例样本的 T/S 值的分布情况 

3.4. 单色单管和双管 SYBR Green 荧光定量 PCR 法检测样本的重复性比较 

为了确定两种方法对同一样本检测的差异，我们对同一样本分别用两种方法检测 10 次，看看哪种方

法的重复性更好，结果见表 2。 
 

Table 2. Comparison of the reproducibility between the two methods 
表 2. 两种方法重复性比较 

重复次数 单管 T/S 双管 T/S 

1 0.488739 0.582212 

2 0.600981 1.17264 

3 0.430101 1.595541 

4 0.534647 1.497936 

5 0.480686 1.505065 

6 0.577541 0.788893 

7 0.628224 1.347831 

8 0.401768 1.6099 

9 0.459544 3.492232 

10 0.601653 1.20622 

均值 0.520388 1.479847 

SD 0.079373 0.785338 

CV% 15.25% 53% 

 
两种方法 10 次检测同一样本的 T/S 值的平均值进行比较发现，P < 0.05，即不同方法得到的结果差

异很大，并且从表上的 CV%值看，单管法重复性好，而双管法重复性很差。重复性高，说明检测结果准

确，可靠。 

4. 讨论 

单管法实时荧光定量 PCR 测定端粒长度，将端粒引物和内参引物置于同一个 PCR 管中扩增，利用

端粒和内参在扩增时 Tm 值的不同，可以在同一反应中，不同的温度情况下分别收集端粒荧光信号和内

参荧光信号，从而能同时得到 T 和 S 值[1] [2]。 
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该方法与传统多重 PCR 不同的是两个目标基因的扩增并不是同时进行。即理论上，当两个目标序列

在同一扩增体系中，合成所需温度有很大差异时，在同一个 qPCR 系统中可以分别收集来自两个具有非

常不同拷贝数的成对核酸目标产物的信号。在低拷贝的目标序列的信号仍处于基线时，高拷贝的目标序

列荧光信号可以较早收集到信号。本方法通过引物设计，端粒首先扩增并在 74℃收集信号。由于端粒的

拷贝数比单拷贝基因高，此时单拷贝基因的荧光值仍在基线水平以下，因此 74℃收集到的信号仅代表端

粒。温度继续升高到 85℃，此时端粒产物已完全解链，聚合酶只用于单拷贝基因的扩增，因此此时收集

的荧光信号仅代表单拷贝基因产物的信号[2]。 
单管和双管方法比较，消除了加样误差和批内误差对结果产生的影响，同时试剂和模板用量以及时

间均减少了一半，节约了经济成本和时间成本；进一步提高了 QPCR 端粒长度测量的准确性和通量，降

低了成本。通过对两种方法的对比分析，单管法获得的 T/S 结果在独立运行中具有更高的可重复性，对

端粒长度测定以及端粒疾病相关的药物研究都具有重要参考价值[6] [7] [8]。另外，这种方法可以很容易

地适用于许多自然发生在不同拷贝数的 DNA 模板的研究，例如 mtDNA 与单拷贝基因，rDNA 与单拷贝

基因，Alu-DNA 与单拷贝基因。类似地，在反转录成 cDNA 之后，具有非常不同拷贝数的成对 RNA 物

种可以通过这种方法进行量化[7] [8]。 
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