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摘要    自 1985年Mullis发明了体外多聚酶链反应(PCR)至今, PCR已经发展到第三代技术, 即绝对定量的数字

化 PCR. PCR 技术自问世以来, 在遗传病、病原体、癌基因等分子诊断领域和法医鉴定等方面发挥了巨大作用. 本

文简要介绍了 PCR 技术的发展历程, 综述和讨论了绝对定量的数字化 PCR 的技术路线和应用进展, 总结提出了

其进一步发展面临的问题, 并展望了数字 PCR 技术在生物医学方面的发展前景.   

关键词    绝对定量, 多聚酶链式反应, 微孔, 油包水, 微流体 
  

 
 
脱氧核糖核酸(deoxyribonucleic acid, DNA)通过

对执行生命体生长与运作的遗传指令进行编码来传

递生命信息, 它与遗传疾病的传递、恶化以及临床诊

断息息相关. 然而从临床样品中提取的靶 DNA 含量

极少(小于千分之一), 所以, 单个或少数几个DNA分

子在若干数量级上的扩增放大对于临床检测的准确

性和特异性非常重要. 例如, 不同疾病的病原 DNA

片段(如艾滋病[1,2]、胎儿染色体非整倍体[3,4]、肺癌[5]、

环境细菌[6]等)可以在疾病早期通过核酸扩增被筛选

出来. 因此, 通过扩增靶目标的 DNA 模板并准确定

量分析, 对很多疾病的早期检测、早期诊断和治疗具

有重要意义.  

Khorana 在 1971 年第一次提出了利用多聚酶链

式反应(polymerase chain reaction, PCR)进行 DNA 体

外扩增的理念. 而 Mullis 在 1983 年设计了这一过程

并于 1985 实际应用到实验研究中. 由于该反应过程

是非定量的, 所以最初样品的 DNA 浓度无法通过扩

增后的分子量推测[7]. 第一代 PCR(即终点法 PCR)在
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进行扩增后只能获得半定量的结果. 随着生物分子

荧光技术的发展, 1992 年, 实时定量 PCR(RT-PCR)

即基于荧光探针或染料的第二代 PCR 技术应运而生. 

该技术随后逐渐发展为检测目标片段的主流分子生

物学技术. 在实时定量 PCR 过程中, 荧光信号随着

扩增产物的积累而增强. 实时荧光定量 PCR 能够实

时获得模板扩增的荧光值, 然后根据 DNA 模板在指

数增长时期的 Ct 值与标准 DNA 的 Ct 值比较来计算

初始模板的浓度. 但是这种方法由于是大体积反应

系统, 非特异性的扩增增加了假阳性结果和背景信

号 , 因此 , 最终无法获得绝对定量的结果(“绝对定

量”指的是目标分子的数量). 如今, PCR 技术为了达

到绝对定量化已经发展到了第三代 , 即数字 PCR 

(digital PCR)(图 1)[8], 相比较于第一代和第二代 PCR

 

 

图 1  数字 PCR 的 4 种常见技术路线及其检测原理(网络版彩图) 

提取自白细胞、组织细胞或细菌的 DNA 样品经过稀释后主要有 4 种方式将其分散为单分子的体系: 基于微孔芯片的方法; 基于打印的微滴

阵列的方法; 基于微流控室分割的方法; 基于油包水微液滴的方法. 其中油包水的方法适用的检测方式是光电倍增管(photomultiplier, PMT) 

检测, 其他 3 种方法的检测方式均基于电荷耦合器(charge coupled device, CCD)拍照检测 
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技术, 微量的样品就足以获得可靠的检测结果. 其中

的“数字”被解释为单一实体中信号的开关(如开或关, 

凝固的或非凝固的, 激活的或非激活的, 荧光的或非

荧光的, 有差别的和无差别的)[9]. 数字 PCR 是在有

限稀释条件下将单个待检测的 DNA 模板分散于单个

重复的反应体系中, 每个反应体系中有一个 DNA 模

板没有 DNA 模板(统计上), 这样极大减少了扩增后

DNA 模板检测的背景荧光[10]. 数字 PCR 具有显著提

升检测通量, 极大提高检测精确性, 提升检测浓度下

限的优势. 

在数字 PCR 中, DNA 模板扩增前被稀释到一定

的浓度, 在此浓度下, 包含单个 DNA 模板的微体系

通过扩增被荧光探针检测到并产生某种颜色荧光的

特定信号, 而不包含单个 DNA 模板的微反应体系则

不能产生荧光信号. 因此, 通过计算产生阳性信号的

微反应体系数量就能提供一个准确的数字化结果 . 

通过此方法, 样品中的初始目标 DNA 模板就能够被

绝对定量, 这样极大降低了 PCR 产生的扩增偏倚(即

非特异性的扩增)[11]. 随着 PCR相关技术的飞速发展, 

现在可以利用微纳技术实现数字 PCR 实验的特殊需

求. 然而由于该技术尚处于发展阶段, 存在技术缺陷

导致的假阳性、昂贵的实验成本、复杂的实验过程、 

临床研究缺乏等丞待解决的挑战. 所以对这一新兴

领域做一个全面的概述是非常必要的.  

近期, 越来越多的人开始关注数字 PCR, 科学引

文索引收录的相关文章的数量也在飞速增长. 该领

域综述性文章主要涉及数字 PCR 发展史[12~17]以及相

关应用 [18,19], 极少涉及该领域技术路线的分类和对

比, 以及不同技术路线催生的产品和应用范围. 毋庸

置疑, 作为一种绝对定量的分子生物学研究工具, 数

字 PCR将在DNA的定量检测中承担越来越重要的角

色. 本文首先按照不同样品分散方法对数字 PCR 的

技术路线做了清晰的划分, 同时介绍了不同技术路

线中的新兴技术, 最后展示了目前数字 PCR 的相关

应用. 其中, 本文尤其对数字 PCR 的关键技术路线

及其发展水平进行了介绍, 包括样品的分散, 信号放

大(即多聚酶链式反应), 荧光图像的获取和处理, 并

进一步概述了新兴的可与数字 PCR 整合的微纳技术. 

希望本综述将有助于相关研究人员更好地了解数字

PCR 并将其深入应用到生物医学研究领域.  

1  样本的分散 

核酸样品的分散是数字 PCR 中的第一步, 也是

最核心的技术步骤. 早期应用于数字 PCR 的样品分

散方法基于 96 或 384 孔, 且步骤较为繁琐[8]. 发展至

今, 数字 PCR 的微反应体系已经减小至纳升(nL)或

皮升(pL)级别. 理想情况下, DNA 模板应完全分散在

独立反应体系内(如微反应室、微孔、微滴), 即在开

始扩增前, 每个微反应体系中的 DNA 模板分布应遵

循统计规律, 每个微体系中只有单个或没有 DNA 模

板. 包含目标 DNA 模板的微体系会在若干 PCR 循环

之后显示出目标荧光信号, 系统自动判读为 1; 不含

目标 DNA 模板的微体系因只显背景荧光信号则判读

为 0. PCR 扩增后, 通过计算 1 所占百分比就能够推

算出初始目标核酸浓度. 但在实际操作中, 通常每反

应单元中可能包含两个或两个以上的目标分子 [20], 

就需要使用泊松概率分布函数(poisson distribution)进

行计算[16], 以排除这些异常单元对定量检测的影响. 

每个反应单元中包含 n 个分子的概率可以通过

f(n,)= (eλn)/n!计算获得. 其中 n表示每个反应单元

中的分子数量, 表示芯片上的分子总数与反应单元

之间的比例(即扩增前每个反应单元中包含分子数量

的平均值)[21]. 现今, 数字 PCR 的几种主流核酸样品

分散技术主要包括基于微孔板, 油包水微液滴, 微流

体芯片等, 且已开发出相应的产品并应用于实践中.  

DNA 模板的分散过程涉及一些重要的参数, 包

括微体系尺寸、体积(每个微滴)、微滴通量(每个芯 

片)及微滴的质量(表 1). 一些影响因素会影响到这些

参数的准确性. (ⅰ) 对于微体系尺寸, 较大的反应体

系也许会包含一个以上的 DNA 模板导致读取信号荧

光结果错误, 然而, 过小的体积对加工工艺要求苛

刻, 同时将增加微体系的总数量, 技术上难以实现; 

(ⅱ) 对于每个微滴来说, 由于微滴具有有限的体积, 

一些基因组的大片段无法被包含进去, 因此, 基因组

大片段需要预先被消化成小片段. 但是, 消化步骤会

限制数字 PCR 的应用方向, 并且会影响检测结果的

准确性; (ⅲ) 至于每次试验中产生的微滴通量, 当然

在大部分情况下是越高越好, 在许多特定片段的检

测中, 目标片段的含量通常很低, 而且背景值又很

强, 这无疑会大大影响接下来的分析过程; (ⅳ) 对于

微反应体系来说, 微滴的质量指的是微反应体系的

稳定性, 它取决于每种技术路线本身的特点. 相邻的
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表 1  数字 PCR 的 4 种常见样品分散方法的比较 

DNA 样品分散方法 
分散相关参数 

单元尺寸(m)[11] 单元体积(nL) 单元数量(个) 体系稳定性 分散速度(个/min) 

微孔芯片的方法 106~105 0.800~1.000 nL 20000(每个芯片) *** 60000 

油包水微液滴的方法 105~104 0.001~1.000 nL 20000~10000000(每组通道) * 2000 

微流控微室的方法 105~104 6.250 nL 14112(每个芯片) ** 10000 

基于打印的方法 104 0.800 nL 400(每板) ** 100 

 
微体系之间是否是物理阻隔, 是否会出现交叉污染, 

是否有溶剂蒸发的风险, 这些特点一并决定微体系

的质量. 除此之外, 面对数以万计的微反应体系的数

量, 较慢的样品分散速度会直接影响数字 PCR 检测

的效率, 阻碍技术自身的发展和应用. 在实际测试

中, 动态检测范围也是一项很重要的应用指标, 具有

更宽的动态检测范围, 意味着适用于更广泛的应用. 

相比传统的实时荧光定量 PCR(动态检测范围为 105), 

基于微流控微室分割方法的像素数字 PCR(megapixel 

digital PCR)的动态检测范围能够达到 107[22]. 应用最

广泛的微液滴数字 PCR(Bio-Rad®, 美国)的动态检测

范围为 104~105[23,24], 与之具有相同单元数量的 20K

数字 PCR 芯片(Thermo Fisher Scientific®, 美国)的动

态检测范围为 105[25]. 所以, 对于研究人员来说, 需

要合理权衡检测精确度、实验通量, 以及检测系统和

测试分析的成本等方面, 选取合适的数字化 PCR 检

测平台[26]. 下面, 主要就数字 PCR的 4种常见的技术

路线及其检测原理分别进行介绍.  

1.1  微孔板 

基于微孔板的数字 PCR 原理如下: 首先在硅基

或者玻璃上建立密集的微米尺度的微孔阵列(图 2A), 

然后采用物理和化学方法进行表面改性, 使用该微

孔阵列能够产生数万个纳升级别的微反应体系. PCR
中采用多色荧光标记法, 结合 DNA 探针高度的结合

特异性, 进行目标物的快速检测; 同时开发专用的二

维图像采集硬件和软件对检测结果进行获取和分析. 

阵列微孔中被荧光素标记的探针经过 PCR 反应, 会

在一定波长的激发下, 产生特异性荧光反应, 并且产

生不同的荧光信号(图 2C). 核酸溶液中分别与目标

DNA 结合的探针所产生的信号便可以显示其自身的

特征与浓度[21]. 微孔板是进行数字 PCR 检测的一种

理想备选方案, 它能够将微孔阵列的重复性和稳定

性与数字 PCR 的定量化、高敏感度、宽动态范围以 

 

图 2  基于微孔芯片的数字 PCR 检测(网络版彩图) 

A: 表面修饰后的微孔硅芯片对核酸溶液的单分子分散; B: 微孔硅

芯片(20K™芯片)的扫描电子显微镜照片; C: TaqMan探针检测的照片 

及特异性检测的特点相结合.  
目前, 微孔板数字 PCR 技术平台(Quant Studio 

3D digital PCR sysytem, Thermo Fisher Scientific®)已

成功商业化, 并应用于实际数字 PCR 检测中[27~29], 

采用了双色荧光探针的微孔板数字 PCR 芯片能够同

时在一张芯片上检测两种目标物. 图 2B 展示 Thermo 

Fisher Scientific®公司“Quant studio 20K™芯片”的扫

描电子显微镜照片, 该芯片核心是采用微纳加工技

术制造的 1 cm2 的微孔硅片. 首先采用硅片光刻技术 

在硅基上加工 20000 个六边形的微孔, 接着进行表面

改性, 将疏水的硅基氧化为亲水的二氧化硅, 然后打

磨去除其表面的氧化层, 形成具有疏水表面同时兼

具亲水微孔内壁的硅芯片. 每张芯片包含 20000 个六

边形微孔, 每个微孔中的容量约 0.8~1 nL, 微孔最大

直径约 60 μm, 深度约 330 μm, 孔间最小间距约 

20 μm, 深宽比达到 5:1, 并且完全贯穿硅芯片. 所以

借助孔内壁的亲水性以及通孔毛细管作用, 微孔中

的亲水性核酸溶液可以保持停留在孔内部.  
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如上文所述, 微孔硅芯片一般以光刻(或称为纳

米压印)方式制造而成, 逐渐地被用来检测核酸和蛋

白浓度. Dimov 等人[30]通过标准光刻技术在硅基上制

造了微孔阵列(长 20 μm; 宽 20 μm; 深 50 μm). 在其

制作的超过 60000 个微反应室的芯片上可进行单细

胞多重 RNA 计数. Witters 等人[31]将蛋白质分子连接

到一定大小的超顺磁微珠上, 通过外加磁力和磁珠

的选择湿润性作用, 微珠上的目标 DNA 模板能够被

拖拽进比微珠尺寸稍大的微孔中, 据报道该装置检

测浓度的线性动态范围为 10 aM~90 fM, 跨越了 4 个

数量级, 对于不同浓度范围的样本具有良好的兼容

性, 同时也提高了目标蛋白的检测精确度.  

1.2  油包水 

油包水微液滴数字 PCR 的原理如图 3 所示: 一

定浓度的待测DNA样品与 PCR预混液一同加入微流

控芯片内的微通道, 在流过“T”型混合管道后, 核酸

溶液会被油包裹形成一定大小的油包水结构, 且每

一个油包水微滴中只包含一个 DNA 模板或不包含

DNA 模板. 收集油包水微液滴于 PCR 管中, 启动

PCR 热循环. 待反应结束后, 所有微液滴逐个通过光

电倍增管的检测通路[32], 根据荧光强度的泊松分布

设定阈值, 将产生目标荧光的液滴记作 1, 反之则为

0. 最终通过阳性微滴(产生目标荧光的微滴)计数结

果计算出初始样品目标 DNA 的浓度. 一般来说, 油

包水的液滴构型可以借助以下微纳结构实现: 丙烯

酸聚氨酯(polyurethane acrylate, PUA)、聚甲基丙烯 

 

 

图 3  基于油包水微液滴的数字 PCR(网络版彩图) 

油包水的方法主要包括两个步骤: 借助微流控芯片生成油包水液滴

(左); 逐一读取液滴的荧光信号(右) 

酸甲酯(polymethyl methacrylate , PMMA)、聚二甲基

硅氧烷(polydimethylsiloxane, PDMS)等材料上加工的

T型通道, 聚二甲基硅氧烷上的剪切-聚焦通道, 硅基

通道阵列[33].  

基于油包水微液滴技术, Bio-Rad®于 2011 和

2013 年分别推出了 QX100™和 QX200™数字 PCR 系

统 ,  并 应 用 于 诸 多 与 基 因 检 测 相 关 的 应 用 
中[23,24,34~37]. 在其配套的微滴产生芯片上, 20 μL PCR
反应混合液加载到具有 8 个并行通道的微滴生成芯

片进样孔; 60 μL 含有乳化稳定剂和表面活性剂的矿

物油被注入相邻的进油孔, 然后将微流体芯片嵌入

微滴发生器(DG™). 微滴发生器利用真空在出液孔

处产生的连续负压, 将存于 8 个进样孔中的样品分散

为约 20000个大小均一的微滴[10]. 通常该技术可产生

平均体积为 1 nL 左右的油包水微液滴. 最近, Rain 
Dance®公司(美国)正式推出了名为 Rain Drop™的数

字 PCR 系统, 该系统对油包水微液滴技术进行了很

大的改进: 不但提升了微液滴生成芯片微通道的数

量, 而且减小了通道尺寸, 每次能够以大约 5 pL/每

微滴的体积制造最多 100000 个微液滴[16,25].  
一种结合了油包水微液滴结构和磁珠的数    

字 PCR 技术, 也被称为 BEAMing(beads, emulsion, 

amplification, and magnetics)[38], 用于检测样本中目

标核酸片段的含量, 从而量化遗传变异的程度. 采用

该方法产生的反应单元(微磁珠液滴)能够通过流式

细胞仪进行筛选, 并应用于进一步研究[39].  

1.3  微流控 

微流控技术因其集成化、高通量、便携、样品量

需求少等优点已逐渐应用于分子生物学的诸多研究

中. 现在, 通过微流控技术与数字 PCR 技术相结合

产生了一种名为 “微流体阀 ”的微流控芯片结构 ,   

它在外观上与集成电路中的晶体管的排列很相    

似 [22,40,41], 因此也被称作集成流路芯片(integrated 

fluid circuit, IFC). 集成流路芯片的制造加工能够借

助多层软光刻技术实现[11]. 微流控数字 PCR 的原理

如下: PCR 预混液首先与稀释后的 DNA 样品混合, 

一并通入 PDMS 通道中, 样品通道由成千上万个微

纳加工获得的小室串联而成. 一定量核酸溶液在流

动过程中逐渐填满这些小室, DNA 模板也均匀地分

散到这些单元内, 最终形成包含单分子核酸的 PCR 

反应阵列. 小室之间通过“微流体阀”分隔, 除了反应
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层, 另外一层具有相同通道数量的 PDMS 膜采用“压

力阻断”的方式分割与之垂直的反应层通道, 最终形

成互相之间完全独立的微反应室. 微量 PCR 反应就

在众多互相独立的小室中进行. Tian 等人[40]设计并且

制作了多层 PCR 芯片, 包含 DNA 纯化和数字 PCR

检测功能. 他们借助磁珠和外加磁场完成了模板链的

冲洗和洗脱步骤. 为解决 PDMS 膜的透气性造成的样

品蒸发, 他们增加了一层注满水的 PDMS 层, 以此来

保持 PCR 反应层的湿润度, 减少溶剂的蒸发.  

Fluidigm®公司(美国)已经通过微流控芯片平台

(BioMark™ HD system)在数字 PCR 检测领域中获得

了重大的成果[22,42~46], 其研发的微流控芯片名为“集

成流路芯片”(IFCs). 每个微流控芯片借助微流控阀

门将注入的PCR混合液随机分散到1176个互相独立, 

容量为 6.25 nL 的反应室内[42]. 当气体或液体被注入

到控制通道网络(油通道)中时, 油通道和 DNA 溶液

通道之间的 PDMS 膜向上弯折, 便形成了微流控阀. 

当阀门闭合时, 连续的 DNA 溶液通道被分割为独立

的 PCR 反应小室(图 4). 使用该芯片, 研究人员检测

了 3 种与肺癌相关的基因丰度, 研究结果显示出了微

流控芯片用于单核酸分子扩增与检测的可行性和灵

活性[48]. 一种集成了细胞捕获、细胞裂解、反转录和

数字 PCR 检测的微流控数字 PCR 芯片也被用于单细

胞分析[49], 与 IFCs 的不同之处在于, 它采用流动的

油相产生独立的反应区室, 而不依赖于“微流体阀”

结构.  

另外 ,  Shen 等人 [50 ]设计制作的名为“滑动芯

片”(slip chip)的数字 PCR 芯片, 现在已经被用于准确

测定 PCR 扩增的 DNA 模板数量. 该芯片工作时, 微

升级的核酸样品能够被分散到 1280 个微液滴内, 每

个微液滴的体积为 2.6 nL. 而且, 该数字 PCR 芯片还

实现了单拷贝模板的检测精度. 之后, 研究人员设计

出一种以“滑动芯片”(slip chip)为实验平台, 并且结

合了数学理论的微流控芯片装置, 称为多体积数字

PCR(multivolume digital PCR, MV digital PCR)装  

置[51]. 相比每个微反应腔具有固定体积的数字 PCR

技术, 多体积数字 PCR 的优势在于, 既保持了较好

的线性检测范围(最大可达 106)和高的检测精度, 又

使数字化的单分子 PCR 检测所需要的微反应腔的数

量维持在最小值. 多体积数字 PCR 装置不仅能够满 

 

图 4  基于微流控的数字 PCR[22,42,47](网络版彩图) 

微流体数字 PCR 芯片由两层 PDMS 通道层构成: PCR 反应层 

(DNA 溶液, 包含 PCR mix)和压力微阀控制层(油) 

足临床样本中 HIV 病毒载量(血浆中, 从<500 个分子/ 

mL 到>1000000 个分子/mL)的即时检测需求, 而且能

够进行多体积数字 RT-PCR(MV digital RT-PCR), 确

定 RNA 分子的含量[1]. 多体积数字 PCR 简化了数字

PCR 的操作, 节约了检测空间, 而且能够实现不同区

域上(同一张芯片)、不同样品的多重目标物检测. 除

此之外, Tian等人[52]报道了一种负压驱动的数字 PCR

芯片 , 它的主要材料也是聚二甲基硅氧烷(PDMS), 

该芯片具有 650 个微反应腔, 每一个腔的容积大约为

6.28 nL. 但是, PDMS 芯片中的溶剂依然有可能在

PCR 反应过程中蒸发.  

基于微流控的数字 PCR 在精确度和重复性上优

于其他数字 PCR 技术路线, 但要在微流控芯片上实

现多重目标物的高通量 PCR 检测, 仍是十分复杂的

步骤. 此外, PDMS 薄膜作为微流控数字 PCR 芯片的

主要材料, 本身的透气性会影响到 PCR 反应体系  

的密封性, 从而使芯片的设计变得更加复杂. 微流控

技术昂贵的成本也在一定程度上限制了数字 PCR 的

发展.   
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1.4  生物打印 

随着喷墨打印技术的发展, 生物打印单元的精

确度和打印效率已经有了长足发展, 目前已经应用

于某些特定的研究领域[53~56], 如 3D 细胞打印[57~61]. 

在数字 PCR 领域, 生物打印技术具有的灵活性和潜

在高通量特点, 使其具有很大的竞争优势. 生物打印

与数字 PCR 的结合能够诞生一款适合不同实验需求

的定制化仪器. 应用于数字 PCR 的生物打印技术一

般具有以下几个步骤: (ⅰ) 打印若干体积均一的微

油滴到特定表面, 形成油滴阵列; (ⅱ) 将包含PCR预

混液和核酸样品的微液滴加入到每一个油滴内; (ⅲ) 

启动PCR热循环反应; (ⅳ) 待反应结束, 进行荧光图

像的获取和分析. 受到生物打印技术的启发, Sun 等

人 [62]设计了一种方法, 即在疏水疏油表面上打印上

百个液滴来进行 qPCR 检测(图 5). 每个液滴的体积

能够达到 800 pL, 而且每个液滴被硅油包裹起来, 避

免了在热循环中样品的蒸发和交叉污染.  

2005 年, 虚拟反应室(virtual reaction chamber, 

VRC)(图 6)的概念第一次应用在 PCR 芯片上. 每个

PCR 样品液滴都被一滴矿物油所包裹[63]. 其本质也

是采用基于打印 PCR 液滴到油滴内的方法进行实时

荧光定量 PCR检测. Neuzil等人[64]进一步优化了该方

案, 他们将用于显微镜观察的玻璃盖玻片放置在硅

芯片上方, 以此消除核酸样品之间的交叉污染. 为了

实现虚拟反应室的便携式检测 , Novak 等人 [65 ]和 
 

 

图 5  基于生物打印的数字 PCR 检测(网络版彩图) 

打印出的每个液滴的体积大约为 0.8 nL, 数量为 400(20×20)个 

Neuzil等人[66]为该系统加入了基于 TaqMan探针的检

测光路和一块用于显示 real-time PCR 反应参数(包

 

图 6  虚拟反应室(VRC)PCR(网络版彩图) 

A: 虚拟反应室结构示意图; B: 检测通量为 4 个样品 VRC 检测装置(其中包含一个标准品, 用于参考荧光值); C: 集成在 PCB(印刷电路板)上

的便携式 VRC 检测装置 
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括温度循环参数和荧光强度)的 LCD 显示屏, 虽然功

能完备, 但是它的体积却和一部手机一样. 这种便携

式的检测设备能够在一些医疗水平较低的地区发挥

它即时核酸检测的功能, 以此达到预防和控制公共

传染性疾病, 如 H5N1 禽流感病毒的检测[67].  

生物打印技术在适用性, 检测通量和成本方面

具有很大优势, 同时得益于喷墨打印技术的不断发

展, DNA 打印技术必将在数字 PCR 领域占据一席 

之地.  

1.5  其他方式 

目前, 除了上述 4 种主要的核酸样品分散方式, 

还有其他一些样品分散方法也应用于研究中. MDH 

(multiplexed digital-PCR coupled with hydrogel 
bead-array)即“水凝胶微珠阵列-多重数字 PCR”采用

了水凝胶微珠乳化产生微液滴的方法. 该方法可以

通过形成的微珠阵列进行多重目标物的检测(图 7)[68].  

 

 

图 7  基于水凝胶微珠阵列的多重数字 PCR[68] 

(网络版彩图)
 

MDBH 主要包括 3 个步骤: 1.准备模板. 采用通用序列标记的引物

进行反转录; 2.数字 PCR. 基于微乳液的单分子扩增; 3.计数. 通过

水凝胶微珠阵列进行计数, 序列 1 为管家基因, 作为定量参考, 其

他序列为结肠直肠癌相关基因 

MDHB 的检测极限能够达到 0.1%(即从 1000 个 DNA

分子的背景中检测出一个目标 DNA 模板), 而且, 在

以-actin 基因作为检测目标物时, 检测灵敏度能够

达到 100 个细胞以下.  

琼脂糖微珠阵列方法能够将液态的微液滴转变

为固态的琼脂糖微珠, 这样, 防止了核酸微滴之间的

交叉污染. 该方法使微液滴的操纵和保存变得更加

简单(图 8)[69,70]. PCR 预混液通过微流体芯片上的通

道时, 被流动的油相分散为微小的液滴, 琼脂糖凝胶

则均匀地包裹在其表面. 通过该方法所得的微滴尺

寸大约为 80~100 μm. 包含目标物的琼脂糖微珠会在

4℃下凝固, 可以直接用于荧光显微镜观察. 琼脂糖

微珠比流体微滴系统更容易操作, 对于开发分子生

物技术相关的下游应用, 如克隆和测序来说, 具有很

大优势.  

2  定量检测 

定量检测过程包括了荧光图像的获取, 处理及

数据分析. 为了准确检测目标 DNA 模板的浓度, 就

必须精确获取荧光分析结果. 而理想的图像处理系 

 

 

图 8  琼脂糖微珠单拷贝核酸分析方法[69](网络版彩图) 
PCR 溶液通过微流体芯片通道, 被油相分散为微小的液滴, 液滴表

面均匀包裹着琼脂糖凝胶. “溶胶-凝胶转换机制”能够防止PCR时样

品微滴之间的交叉污染, 也使微液滴的操纵和保存更加方便 
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统必须具备高分辨率、快速检测、假阳性筛选以及高

普适性等优点. 在定量检测中, 荧光探针或 DNA 染

料被用在数字 PCR 中以检测扩增产物. 通常释放的

荧光可以直接被 PMT 或 CCD 测量. 尽管双链嵌合荧

光染色(SYBR Green)应用范围极广, 但是该染料在

使用过程中缺乏针对序列的特异性, 而荧光探针(如

TaqMan荧光探针)却恰恰具备这种特性. 采用了荧光

探针的 PCR 产物, 甚至是引物二聚体都可以显示出

荧光[49].  

目前, 一系列策略已被用于提升数字 PCR 的分

辨率和荧光成像质量(图 9). 针对微孔数字 PCR 芯片, 

Dimov 等人 [30]将微孔阵列置于自动滑行扫描系统

(Zeiss Axio Imager DIC/荧光显微镜, 德国)中以获得

全阵列成像. 曝光区域覆盖了 CCD(帕尔贴冷却, 索

尼 ICX285 传感器, 日本)70%的动态范围. 与 Dimov

的做法相似 ,  Zhang 等人 [70]使用倒置荧光显微镜

(Nikon Eclipse Ti-U, 日本)对微孔阵列在 100 倍放大

率下曝光了 3 s 实现了全阵列成像. 不同于使用商业

化荧光显微镜成像方式, Zhong 等人[72]自行研发了一

种荧光显微镜, 该显微镜具有功率为 20 mW, 488 nm

波长激发光的光源(Cyan; Picarro, 美国), 光源放大

两倍后通过物镜聚焦于微流体通道上. 该显微镜使

用双通滤波器通过物镜收集荧光(512/25 nm 以及

543/22 nm 分别对应于 FAM 和 VIC 荧光素). 在收集

荧光中采用了两个光电倍增管(H5784-20)在 200 kHz

的采样频率下采样, 然后荧光被 USB-625 数据采集

卡特征性地记录下来. 同时, 在 850 nm LED 背面光

照明的条件下所有的微滴通过同一物镜成像. 此外, 

该技术采用了短波滤光片来分离光路中的杂光, 并

且由 CCD 相机(Guppy, 德国)拍照. 与 Zhong 等人开

发的荧光显微镜不同, Zhu 等人[47]通过 Maestro Ex 

IN-VIVO 成像系统(CRI Maestro, 美国)对 PCR 扩增

 

 

图 9  不同数字 PCR 荧光检测的定量结果(网络版彩图) 

A: 通过 CCD 捕捉到的经过扩增的 20K 芯片荧光图像. 图像中的不同颜色的点代表两种荧光染料(FAM 和 VIC), 分别对应不同的模板链[71]; 

B: 20 pL 微孔 PCR 芯片在扩增前和扩增了 40 个循环之后的终点荧光图像[30]. 对 Nanog 基因的启动子区域进行扩增之后, 微孔在 40 个循环

时的亮度和每个微孔中的细胞数目呈现明显的对数线性关系, 表明微孔的亮度可以作为目标DNA初始含量的半定量指示参数; C: 模板浓度

为 1.5 个拷贝(左)和 0 个拷贝(右)的琼脂糖微珠经过扩增后的显微荧光图像[69]; D: 凝胶微滴 PCR(emPCR)中经过扩增后的微珠在 3 种不同的 

扫描通道(VIC 通道, FAM 通道, 双通道)下的特征荧光图像[68] 
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后的芯片进行成像, 荧光图像由广域 CCD 系统获得, 

而且图像可以使用荧光显微镜(OLYMPUS, 日本)来

放大和观察. 目标荧光在激发光波长为 455 nm 时被

激发, 所释放的荧光通过中心吸收波长为 455 nm 的

长波长滤光片被 CCD 所接收 . 除了上述方法外 , 

Colle 等人[73]开发了一种无需物镜的芯片成像技术. 

该系统由一个电池、一个 LED 灯、一个光子芯片以

及一个 CMOS 成像芯片构成. 光子芯片以及 CMOS

成像芯片之间的间隙设计非常小(大约 1 μm), 所以当

检测或取样时, 倏逝波对于检测或者利用纳米光栅

物镜采样法获得的衍射图像影响微乎其微. 这种无

需目镜的芯片成像技术分辨率能够达到 25 μm, 能够

满足微阵列和微孔数字 PCR 的荧光图像检测精度, 

而且该系统组成简单, 便于集成. 因此, 将这种无物

镜检测方式应用在数字 PCR 的成像中会极具潜力. 

目前, 对于获取的荧光图像分析使用最广泛的

图像软件包括 imageJ, Matlab[4,30,47], LabView[71]和

Mathematica[2]. Dimov 等 人 [30] 使 用 了 ImageJ 

v4.4(NIH, 美国 ) 和 MatLAB 5.3(Math Works, El 

Segundo CA, 美国)中的自定义脚本分析获取的图像. 

另外, 一款由 Fan 开发的 Matlab 软件减弱了 PCR 扩

增之前的芯片背景荧光影响. 而且, 该软件能够从最

终成像结果中获得不同荧光通道的荧光值[4]. Strain

等人[2]则开发了一款自定义算法软件包, 它可将每个

荧光通道区分为阳性、阴性或者模糊不清 3 种情况, 

通过计数阳性反应微室的数目算出每一单位体积中

模板的拷贝数. 对于以上所有的检测方法来说, 数字

PCR 的大多数微反应体系中会有一个待测 DNA 模板

(发出信号光)或者没有待测 DNA 模板(只发出背景

光), 然而, 数字 PCR 的检测方式属于终点式检测, 

一些微反应室在扩增之前就会包含 1 个以上待测

DNA 模板, 数字 PCR 的检测方式无法准确区分出它

们(都是野生型 DNA 模板; 都是突变型 DNA 模板; 

两种 DNA 模板混合 ). 此时 , 泊松分布 (poisson 

distribution)便可以发挥作用[7], 来估计这种非正常情

况的出现几率. 当实验条件符合数字 PCR 检测时, 

可假定单个液滴中加入的模板数量分布遵循泊松分

布, 同时也假定阳性微滴遵循二项分布. Zhong 等  

人[71]在 LabView 中开发了一种检测阳性反应液滴数

量的算法, 该算法适用于固定或手动调节荧光强度

阈值的情况.  

事实上, 这些图像处理方法之间存在着较大的

差异. 对不同的样品分散方式所对应的不同图像处

理方法进行了客观评价(表 2). 不同的图像处理方法

之间具有互相补充的优缺点.  

3  数字 PCR 的生物医学应用 

目前, 数字 PCR 生物临床应用主要在探测核酸

稀有突变和临床样品中的核酸定量 [74]. 稀有突变主

要指一个独特的稀有 DNA 分子可以在大量 DNA 分

子中被探测到[8]. 目前, 稀有突变通常使用实时定量

PCR 来进行检测, 虽然实时定量 PCR 大大缩减了检

测效率, 但是引物或探针也经常会因为结合到非目

标物的野生型序列而受到干扰. 随着研究的深入, 已

有结果显示有限稀释的方法能减少野生型序列在扩

增中产生的比例, 同时也显著提高了检测灵敏度. 所

以说, 数字 PCR 具有绝对度量样品中 DNA 模板数量

的能力. Morisset等人[75]已经使用二重数字 PCR技术, 

不需制定参考曲线就可测得 MON810 转运基因和

Hmaize 内参基因的绝对数量, 而且其核酸的检测灵

敏度可以达到 5 个拷贝数. 依照现有数字 PCR 在生

物医学中的应用, 根据其发挥作用的不同领域, 主要

包括以下几方面(图 10): 病原微生物的检测、拷贝数

变异研究、miRNA 表达分析、下一代测序文库定量、

单细胞基因表达分析与染色体异常探测. 除此之外, 

稀有癌症目标检测和创建精确的参考和标准以及转

基因成分的鉴定也是数字 PCR 技术的潜在应用领域.  

3.1  病原微生物的检测 

数字 PCR 的高通量扩增和荧光分析技术具有的

优势使研究者们准确地检测细菌数目和病毒载量成为

可能. 采用名为“IC 3D”的高通量扩增微滴系统成功

在几分钟内检测出全血中的大肠杆菌 (Escherichia 

coli)浓度[76]. Looft等人[77]使用数字PCR芯片在不同药

物干预下准确测定了猪肠道细菌(Prevotella)的数量. 

表 2  不同分散方法的检测参数比较 a) 

样品分散方法/ 
检测原理 

假阳性概率 便携性 检测速度 

微孔/CCD * *** **** 

油包水/PMT **** ** * 
微流控/CCD 
生物打印/扫描 

*** 
** 

**** 
* 

*** 
** 

a) CCD: 电荷耦合器; PMT: 光电倍增管 
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图 10  数字 PCR 在生物医学中的应用(网络版彩图) 
 

数字 PCR 的高敏感性有利于 HIV 含量的测   

定[78~80]. Oliveira 等人[81]对脑脊液(cerebrospinal fluid, 

CSF) 中细胞和外周血单核细胞 (peripheral blood 

mononuclear cells, PBMC)的 HIV 核酸进行微滴式数

字 PCR 检测. HIV 核酸拷贝数的定量以持家基因

RPP30 作为参考标准, 最终得出结论: 脑脊液细胞球

中的 HIV DNA 检出率为 64%, 且 53%的样品含有

HIV RNA. 人巨噬细胞病毒(human cytomegalovirus, 

HCMV)是一种疱疹病毒组 DNA 病毒, 能够引起以生

殖泌尿系统、中枢神经系统和肝脏疾患为主的各系统

感染, 严重的导致死亡. 初步诊断一般采用细胞染色

镜检; 病毒核酸的快速诊断则采取 DNA 探针原位杂

交方法 ; 而酶联免疫吸附测定法 (enzyme-linked 

immunosorbent assay, ELISA)检测 lgM 抗体和 lgG 抗

体, 则适用于病毒早期感染和流行病学调查. 为了准

确地检测HCMV体内含量, Pavsic等人[82]同时使用了

两种数字 PCR 平台, 即 QX100™ Droplet Digital™ 

PCR system (Bio-Rad Laboratories) 和 Biomark™ HD 

system (Fluidigm®)对样品进行检测. 采用 QX100 系

统时, 病毒样品直接扩增检测比从血浆提取 DNA 得

到的病毒 DNA 拷贝数高 18%, 比从 PBS 溶液提取

DNA得到的拷贝数高 35%. 对于Biomark系统, 则分

别达到了 26%和 53%.  

总的来说, 在病原微生物检测方面, 数字 PCR

排除了目标物浓度过低和样品中抑制剂两方面的干

扰, 能够稳定地得到可信度较高的检测结果.  

3.2  拷贝数变异研究 

拷贝数变异(copy number variation, CNV)是人类

遗传变异的重要来源, 并且与大量人类疾病紧密相

关. 由于生物体突变存在于大量正常组织, 且一般丰

度都很低, 所以在待测样品(组织或血液)中检测体细

胞突变具有一定难度. 现有大部分数字 PCR 仪器可

以探测到 1~100个拷贝数的变异范围[83]. 基于芯片的

数字 PCR已被用于检测生殖细胞中线粒体DNA的拷

贝数变异[84]. Stabley 等人[27]在 Quant studio 3D™数字

PCR 系统的帮助下证实了近端脊髓性肌萎缩(spinal 

muscular atrophy, SMA)的病变严重关系与 SMN2 基

因拷贝数呈负相关关系 . Tian 等人 [52]利用名为

“localized temporary negative pressure assisted 
microfluidic device”的自制设备测定了角蛋白 19 在肺

癌细胞 A549 中的含量, 并发现荧光斑点的数目和稀

释因子之间有紧密的联系 . 同样是针对肺癌研究 , 

Pender 等人[85]和 Lin 等人[86]分别对鼠类肉瘤病毒癌

基因(kirsten rat sarcoma viral oncogene, KRAS)和表皮

生长因子受体基因(epidermal growth factor receptor, 

EGFR)的突变拷贝数进行了数字 PCR 定量, 其中对

KRAS 基因突变的检测限达到了 2000:1(即在 2000 个

含野生 KRAS 基因的 DNA 分子中检测到 1 个含突变

KRAS 基因的 DNA 模板), 远优于 Sanger 测序(10:1)

和下一代测序 [87](50:1). 在重度浆液性卵巢癌研究

中, Schwarz 等人[88]通过数字 PCR 技术定量检测到了

NF1 缺失和 TP53p.R175H 突变在卵巢癌病变组织中

的准确数量. 以上研究均是围绕基因或者突变位点
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的拷贝数变异检测所开展. 随着同类研究工作越来

越多, 说明拷贝数变异研究已成为数字 PCR 的主流应

用, 并且研究人员对此类应用的关注度也日益增高.  

3.3  miRNA 表达分析 

microRNA(miRNA)是一类内生的、长度约为

20~24 个核苷酸的小 RNA 片段, 广泛存在于动植物

和某些病毒体内, 其在细胞内具有多种重要调节作

用, 主要作用是通过多个 RNA 分子之间的组合来精

细调控某个基因的表达 [89 ,90].  对于癌症检测来说 , 

miRNA 是极具前途的癌症循环标志物, 在癌症早期

诊断和病灶监测方面具有很大应用前景[91,92]. 然而, 

目前仍然缺少 miRNA 表达水平的标准化检测方法. 

而基于微液滴的数字 PCR 能够完成核酸的精确量化, 

提供目标序列的绝对定量结果 ,  当然也能够用于

miRNA 的丰度检测.  Davide 等人使用 Quant Studio 

3D™数字 PCR 系统, 对肺癌病人血浆中 5 种肺癌的

miRNA 标志物(mir-16-5p, mir-21-5p, mir-126-3p, 

mir-486-5p 和 mir-660-5p)进行定量检测. 为了验证检 

测结果的正确性, 他们合成了与肺癌病人血浆样本、  

癌组织和细胞系同源的寡核苷酸序列, 经过梯度稀

释后再进行数字 PCR 检测, 然后对比两种检测结果. 

Li 等人[5]采用数字 PCR 对肺癌病人和正常人体内的

两种肺癌相关的 miRNA 分子进行了检测, 最终得到

了目标 miRNA 分子拷贝数和 cDNA 含量之间的线性

关系, 且跨越了 7 个数量级. 为了验证 miRNA 介导

的 昆 虫 与 宿 主 之 间 的 跨 界 交 流 (cross-kingdom 

communication), Ling 联合 T-A 克隆, Sanger 测序和微

滴数字 PCR 分别在 5 个时间点测定了幼蚕(Bombyx 

mori)的血淋巴中特定 miRNA 片段的含量[93], 并发现

幼蚕体内均检测到了桑树(Morus alba L.)中合成的 8

种 miRNA 分子, 其中 miR166b 不仅存在于血淋巴中, 

也能在幼蚕的脂肪体内检测到.  

3.4  下一代测序文库定量 

对于下一代测序技术(next generation sequencing, 

NGS), 研究人员需要为测序平台选择大小合适的测

序文库[94]. 文库过小会降低序列读取水平, 文库过大

会造成大量无用数据, 而对合适大小的文库进行准

确的测定能够帮助研究者获得最佳的测序结果. 数

字 PCR 不用考虑其他方法(如实时定量 PCR)中不同

长度扩增子产生的扩增偏倚, 它获得的是数字化结

果(即 0 或 1). 因此, 数字 PCR 技术为下一代测序技

术提供了可靠的参照和绝对参考标准[95,96]. White 等

人[95]在数字 PCR 协助下准确量化了 454 和 Solexa 测

序文库, 首次在 454 测序平台上完成了皮克级样品的

测序. 通过数字 PCR, 测序需要的样品量减少至几十

或几百皮克, 而且不需进行测序前的预扩增步骤. 同

时, 这种方法又消除了标准曲线(出自 qPCR)造成的

复制偏差 . 与此不同 , Eastburn 实现了一种被称为

“MESA(microfluidic droplet enrichment for sequence 

analysis), 用于序列分析的微流控液滴富集”的目标

模板富集技术. 当采用 MESA 方法时, 来自 5 个不同

基因座的 250 kb 大小的目标基因组 DNA 片段被富集

了大约 31.6 倍[97]. MESA 首先分离出基因组 DNA 片

段, 并且进行基于 TaqMan 探针检测的液滴 PCR 反

应, 以此鉴别该片段是否包含目标序列, 而且其中阳

性微滴在介电电泳的作用下能够被回收, 再通过酶

促反应去除扩增子, 获得的样品用于进一步测序. 该

方法能够在目的基因座内进行更加全面的基因多态

性分析, 适用于诸多遗传变异相关的研究和诊断方

面的应用.  

3.5  单细胞基因表达分析 

单细胞基因表达分析有助于深层次研究细胞发

育的机理. 通常对单细胞进行下游的检测分析时, 往

往需要对单细胞基因组进行预扩增 ,  以增加目标

DNA 模板的数量. 然而, 随着预扩增循环数的增加, 

会导致扩增偏倚, 一部分基因会对其他基因造成损

害. 而数字 PCR 能够在较低目标物水平下产生更准

确的定量结果, 因此, 不需要大量预扩增循环数. 为

了研究大范围, 并行的单细胞转录组, 研究者将单细

胞和修饰有条码引物的微珠一同包裹在纳升级别的

油包水微滴中, PCR 检测结果表明具有不同分子标记

的细胞显示出差异的转录信号[98,99]. Swennenhuis 等

人[100]制作了一种可以自动分散单细胞的芯片, 该芯

片由 6400 个微孔构成, 每个微孔底部有一个大约 

5 μm 的小洞, 一旦有单个细胞停留在这个小洞上, 

就会阻止其他细胞流进该微孔, 进而进入其他微孔. 

通过该方法, 能够在微孔中快速高效地形成大量单

细胞, 对每个细胞的转录组进行分析.  

哺乳动物 DNA CpG 岛上的二核苷酸甲基化[101]

是一种很常见的基因修饰 , 在基因的表观遗传调  

控[102]、基因组印记[103]、转座子下调[104]和 X 染色体
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失活等方面扮演了重要角色. 单细胞限制甲基化分

析 (single-cell restriction analysis of methylation, 

SCRAM)就是对单细胞进行多重位点甲基化水平的

分析. SCRAM 主要包括以下步骤: 单细胞的分离和

裂解 ; 采用甲基化敏感的限制性内切酶对基因组

DNA 消化; 针对多重位点进行两轮 PCR 扩增, 并以

此判定目标位点的甲基化水平高低 [46]. Brouzes 等  

人[105]和 Mazutis 等人[106]基于液滴微流控技术, 能够

在 2~6 h 内筛选多达 100 万个杂交瘤单细胞. 由于单

个细胞被限制在微液滴中, 所以最终检测到的目标

物必定来源于该细胞, 这样的分区方法克服了传统

流式细胞术和荧光激活细胞分选的局限性. 除此之

外, 基于数字 PCR 的单细胞基因表达分析还有望应

用在循环肿瘤细胞(circulating tumor cells, CTC)的筛

选和检测中[107]. Weaver等人[108]总结了目前用来高通

量地产生单细胞的微纳技术, 为数字 PCR 更广泛地

应用于单细胞基因表达分析打下了基础. 单细胞基

因的表达分析与数字 PCR 技术的结合必定成为定量

PCR 发展史上里程碑式的事件.  

3.6  染色体异常探测 

染色体异常就是指染色体 DNA 的一部分缺失, 

增加或不规则变化[109]. 而染色体突变在严格意义上

指一段染色体的变化, 它涉及多个基因[110]. Stahl 等

人[111]通过微滴式 PCR 阵列在若干个数量级上准确测

定了造血干细胞中嵌合体的数量, 而且该结果已被

实时定量 PCR 和 STR-PCR(短串联重复 PCR)所证实. 

利用微滴发生器的油包水数字 PCR 已经用于确定

DNA 序列变异导致的构象变化, 而不需要进行克隆

或者单分子稀释[112]. 值得关注的是该过程无需进行

繁琐的基因克隆和人为稀释步骤, 大大减少了操作

的时间和复杂程度.  

4  总结与展望 

综上所述, 因为其独一无二的检测精确性, 数字

PCR 在生物医学领域中具有广泛的应用. 然而, 具有

高通量、微体系、高灵敏度的数字 PCR 技术在进一

步发展中仍受制于一些因素[113]. 尚需解决以下问题: 

(ⅰ) 如何不借助仪器, 在微孔板或者微流控芯片上

进行简单、稳定且高效的液体(液滴)操纵, 以产生单

分子的PCR体系; (ⅱ) PCR热循环和液体操纵过程中

微体系之间的良好独立性如何实现; (ⅲ) 如何能在

不影响数据质量和检测速度的同时做到检测系统小

型化; (ⅳ) 借助微体系分割, 数字PCR检测到的样品

浓度极限能够达到什么数量级.  

随着微纳加工、荧光成像、微流控等领域的快速

发展, 在高精度、短时间核酸检测需求的推动下, 数

字 PCR 领域面临的问题将会被一一解决, 从而实现

分子诊断领域的跨越式发展. 数字 PCR 是一项非常

有前景的 DNA 定量检测技术, 然而目前依然处于实

验研究阶段 . 虽然市场上已经存在商品化的数字

PCR 平台, 但这些产品大多价格昂贵且功能集成化

程度较低, 同时对于多目标物的检测能力较弱. 这些

方面也限制着数字 PCR 技术的应用与普及, 同时也

正是该领域的研究者应该去解决的问题. 期待在不

久的未来, 整个数字 PCR 检测系统在交叉领域发展

的推动下, 可以实现结构的极大简化, 功能的高度集

成以及成本的最大削减, 并被应用于生物医学检测

的最前沿领域, 最终走进人们的日常生活.   
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Since 1985, Mullis invented the in vitro polymerase chain reaction (PCR), PCR has been developed to the third 
generation, which is the absolute quantitative digital PCR. In the past three decades, PCR has played a significant 
role in molecular diagnosis aiming at genetic disease, pathogen, oncogenes and forensic identification. In this review, 
we first briefly introduce the development of PCR and then review and discuss the technical route and applications of 
absolute quantitative digital PCR. Finally, the challenges and future perspectives in biomedicine are summarized.  
 
absolute quantification, polymerase chain reaction, micro-well, water in oil, microfluidics 
 
doi: 10.1360/N052015-00332  

 

All article content, except where otherwise noted, is licensed under a Creative Commons Attribution 3.0 Unported license.
Downloaded to IP: 113.200.58.73 On: 2016-08-23 13:26:24 http://engine.scichina.com/doi/10.1360/N052015-00332



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 450
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 650
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


