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　　荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）技术是１９９３年美国 Ａｐ

ｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司推出，通过比较样本的循环数或称为循

环阈值（Ｃｔ）与已知起始靶分子数的标准系列（如校准曲线），来

得到未知样本的起始靶数量［１］。荧光定量ＰＣＲ技术对肿瘤

学、遗传学、免疫学、微生物学、寄生虫学和基因治疗等进一步

研究及临床应用起积极重要的作用［２］。截止到２０１１年已有

２３种病原微生物的荧光定量ＰＣＲ已得到美国食品药品监督

管理局和中国食品药品监督管理局的认可，适合于临床检测的

应用［３］。荧光定量ＰＣＲ技术能得到准确的定量结果的前提是

正常扩增曲线得到正确的Ｃｔ，在工作中如果出现了异常曲线

其定量结果是可能受到影响的。作者结合工作中遇到的异常

曲线对结果产生的影响、发生的原因及处理进行总结，现将结

果报道如下。

１　扩增曲线先下降后上升

情况描述：扩增曲线在阈值下方基线后方呈下降曲线，也

多为上升曲线，扩增曲线与阈值可能相交产生Ｃｔ值，也可能不

相交而无Ｃｔ值。样本扩增曲线先下降后上升对结果产生的影

响是其显示的Ｃｔ值比真实Ｃｔ值大，也意味着显示的定量结果

低于样本的真实靶值。其发生的原因主要是因为在基线的设

置起止范围内该样本的基线荧光信号值变化较大，有可能是：

（１）上机前该样本在管壁上有液滴，随着扩增过程该液滴在某

一循环处落入总反应体系中，使该样本的某一循环后总的荧光

信号包括报告基团荧光信号和淬灭基团荧光信号同时增多并

保持不变。（２）该样本反应管壁上有残液在循环过程中不断流

入总反应体系导致反应体系中报告基团荧光信号和淬灭基团

荧光信号均逐渐增多。导致该样本基线的信号变化较大，故扩

增曲线先下降后上升。处理办法是：如果是情况（１）且发生在

１０个循环之前可以把基线的起始设置在荧光信号变化后的起

始循环数；如果是情况（１）且发生在１０个循环之后和情况（２）

建议复查后发放结果。

２　扩增曲线某一循环处所有样本均出现抖动或在某几个循环

处成锯齿样变化

产生这样的曲线如果发生在１５个循环以前对结果基本没

有影响，如果发生在１５个循环以后对Ｃｔ值处于抖动附近的样

本结果造成不准确的结果。其发生原因主要是仪器在某一时

刻由于电压不稳造成信号收集不稳定或者数据传输在那几个

循环造成了不顺畅（图１）。处理的方案是如果发生在１５个循

环之前可以正常发放结果，如果发生在１５个循环之后对Ｃｔ值

处于抖动附近的样本进行复查后发放结果。

图１　　扩增曲线在２６～３１循环处所有样本均出现抖动

３　扩增曲线成斜直线上升并有Ｃｔ值

情况描述：扩增曲线呈Ｓ型的标准扩增曲线，呈现出斜直

线样图形，并与阈值有相交并产生Ｃｔ值。产生这样的曲线会

造成仪器报告出假阳性的定量结果。其发生原因是基线设置

范围内样本的基础荧光信号有波形变化，其产生原因可能因样

本中含有多个体积较大的气泡或者仪器缺乏维护导致的仪器

噪音信号偏高和时间延长。处理方案是根据探针成分曲线可

以直接判断阴性结果。

４　扩增曲线的斜率明显低于其他样本的扩增曲线（图２）

产生这样的曲线的原因多是样本中可能存在抑制物或试

剂的原因导致。这样的曲线会造成仪器报告出的定量结果偏

低。其处理办法是首先对样本进行稀释，如果存在抑制物，稀

释后样本的扩增曲线会变为正常，按正常扩增曲线得出的结果

乘以稀释倍数得出正确的样本浓度；如果稀释样本后扩增曲线

仍然是这样的情况，可能是试剂原因导致的，这个时候最好的

解决办法是有两种检测不同基因部位的试剂，可以互补［４］。而

且国内有学者研究不同厂家生产的乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）

ＤＮＡ荧光定量试剂对高病毒载量标本的检测结果无显著差

别，但对病毒载量低的标本则存在显著差别，国产试剂检测

ＨＢＶＤＮＡ线性范围较窄，对低拷贝结果可靠性差
［５］。
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做到既能减少漏检，又不至于过多重复检查呢？世界卫生组织

推荐先用非特异性方法对血清进行过筛试验，出现阳性再用特

异性方法进行确认，这样会使一些过往感染者漏检，给医院在

法律上带来不必要的麻烦。《全国临床检验操作规程》建议每

次用两种以上的方法进行检测［５］，这是一种比较好的方法，既

可提高检出率，又可对现症患者进行确认，但存在较大的重复

检查，增加实验室的工作量，增加患者的经济负担，对医疗资源

也造成一定的浪费。对如何合理选择梅毒血清学检测方法的

问题，作者认为，应根据不同人群、不同临床需求来作出选择，

而不应有固定的模式。

２．１　对于健康体检、手术前、孕产前、输血前等人群的梅毒血

清学检查，应选用敏感度高且能发现既往感染的试验（如

ＥＬＩＳＡ、ＣＭＩＡ）进行筛查，阳性者再用ＴＲＵＳＴ进行现症鉴别。

２．２　初诊患者如果临床怀疑梅毒感染，建议用特异性和非特

异性两种方法同时进行检测（如ＴＲＵＳＴ＋ＥＬＩＳＡ），这样不但

对现症患者进行诊断，而且还能提高检出率。

２．３　梅毒确诊患者在治疗过程中应观察其非特异性抗体滴度

变化情况，如是合理足量用药后，其滴度应该有明显下降（下降

１／４以上）；对于临床治愈的梅毒患者，也应该每过半年进行一

次非特异性梅毒抗体检测，如其滴度明显升高时应考虑复发。

２．４　先天性梅毒患儿的诊断，除了用特异性和非特异性

（ＴＲＵＳＴ＋ＥＬＩＳＡ）两种方法同时进行检测外，还要连续６个

月每个月进行一次非特异性抗体滴度检测，如果滴度不断下

降，２～３个月后甚至消失，可排除诊断；如果滴度不断上升，甚

至超出母体滴度的４倍，便可支持诊断。

２．５　急诊或是抢救的患者检测梅毒抗体可用ＧＩＣＡ检测后进

行初报，然后再用其他特异性（如ＥＬＩＳＡ、ＣＭＩＡ）方法检测后

发出最终结果。

２．６　老年人用ＥＬＩＳＡ进行血清梅毒抗体检测时会出现较高

的假阳性［６］，建议采用其他特异性试验（如ＴＰＰＡ）进行检测。

对于上述检测出现可疑结果时必须用 ＴＰＰＡ或ＦＴＡＳ

ＡＢＳ进行联合复检；对于可疑病例也必须联合多种方法进行

重复多次检测。梅毒不仅是个医学问题，而且也是个社会问

题，况且梅毒血清学无论敏感性和特异性都不能达到１００％。

不同方法，不同病期阳性率不同，所以对梅毒诊断必须依据流

行学资料、临床资料、实验室资料综合分析判断［７］。
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图２　　扩增曲线斜率明显低于其他样本

　　综上所述，荧光定量ＰＣＲ技术是一种非常方便和实用的

方法，但也会出现因为各种原因出现扩增曲线异常的情况，这

会造成仪器显示的结果与真实结果不相符的情况。这个时候

需要对扩增曲线进行识别，识别出异常曲线，然后对异常曲线

进行认真分析，根据分析结果进行相应处理后可以得到准确的

荧光定量ＰＣＲ异常曲线的定量结果。
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