明白之间——说说荧光定量PCR实验耗材的选择
前两天，在与某实验室研究员交流时了解到这么一个情况，他们在qPCR实验时使用透明管，得到的实验结果荧光信号值比较低，曲线被压得很低，坐标轴也不能自适应曲线，显示如下图。
[image: IMG_256]
而正常情况如下图，纵坐标的范围是可以随着曲线最大荧光信号值而变化的，并可获得一条漂亮的S曲线。
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白管PK透明管
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PCR管/板常见的有白色和透明两种。在传统PCR实验中，两者在使用效果上没有太大差异，相比较透明管更为方便，因为实验者更容易看清楚试剂加上与否。但在荧光定量PCR实验中，白管的优势就凸显出来了。

优势一：白管管壁支持一致的信号反射，提高qPCR结果的一致性。

qPCR实验的核心数据是Ct值，而荧光信号是Ct值计算的数据来源，所以管内的荧光能否完好地传递至顶部的检测器是至关重要的。

如下图是三种不同透明度的管子，因为透明管四周均是透明的，对于底部试剂激发出来的荧光会散向四面八方，管内的荧光信号只有少量能到达管顶部，最终只有少量信号进入检测器，且管间荧光信号不一致。

[image: IMG_258]
图1 白管和透明管内部荧光信号路线图

然而，如图1所示，与其他管材相比，白管管壁不透明，几乎没有信号丢失，且隔绝了样品台污染的荧光信号干扰，减少了相同样本孔间差异。

优势二：白管支持最大限度的信号传输，改进对低拷贝数样本的检测，提高灵敏度。

[image: IMG_259]
图2 白管和透明管检测信号对比图

从图2中可以看出，同样试剂量的情况下，到达检测器的信号强度，使用白管明显高于透明管。因此相比于透明管，使用白管可明显提高检测器检测到的信号强度，提高qPCR数据的灵敏度。

优势三：支持更小体系扩增，节约实验成本

正因为白管有着高灵敏度的特性，使用白管可以采用小体积反应，从而可减少实验试剂量，大大节省成本～

[image: IMG_260]
图3 白管扩增结果展示图

国际一线品牌也同样证实白管更适合实时荧光定量实验的结论。

赛默飞
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如上图，qPCR使用透明和白色耗材的结果比较：
（A）与透明孔相比，白色孔Ct值更低（灵敏度更高）。
（B）白色孔在技术重复中也表现出更高的一致性。
在设置实时PCR或qPCR的反应时，与透明耗材相比，我们更推荐使用白色耗材，以实现灵敏和准确的荧光检测。
                                          ——赛默飞生命科学
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那么荧光定量PCR仪需要采用什么技术才能满足使用白管呢?我们来看一下国际主流品牌定量的PCR仪吧。

首先来看一下赛默飞的高端系列Q5和Q7，他们用的是CCD顶部检测的技术方案，再来看一下罗氏的旗舰产品LG480，可以看到他们用的也是CCD顶部检测技术。
[image: 微信图片_20230414110231]

朗基是国内第一家全部采用顶部CCD检测技术的定量PCR仪厂家
顶部CCD检测技术光学部件固定，稳定性好，故障率低，对荧光信号的接收和处理能力强，是定量PCR仪检测技术的大势所趋。
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此外，同样是白管，我们实验证明白管的质量高低也会影响荧光信号值的大小。如下图：
[image: IMG_268]
结果表明，相较于其他品牌白色管和透明管的扩增曲线，朗基标配的白色管的荧光信号值更强，曲线重合度更好。

综上所述，在进行qPCR实验时，使用白管和顶部检测技术的qPCR仪，可获得更佳实验结果。

朗基奥金系列荧光定量PCR仪采用顶部CCD检测技术，配套的管材都是白管，也可单独采购白管，欢迎选购朗基产品，联系我们哦～
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Figure 3; Comparison of white and clear microplates used in the Amplification plots (black): White microplate, R? = 0.99943,
amplification of the actin gene in a serial dilution (10x), from 10° efficiency = 0.99

to 10" of tobacco gDNA using innuMIX qPCR MasterMix SyGreen.  Amplification plots (red): Transparent microplate, R? = 0.99931,
The use of white microplates in real-time PCR experiments leads to efficiency = 0.98

total fluorescence intensities, which are more than four times

higher than when using transparent plastic ware.
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Fig.1 Comparative PCR run of the PCR strip 72.985.002 (transparent)
and 72.985.092 (white), each sealed with the highly transparent cover
strip 65.980.002. A 100 bp fragment of the EmMGFP plasmid (template
quantity 1000 molecules) was amplified in a volume of 20 pl with the
Eppendor realplex 48 thermocycler (n=8).
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