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MIQE - 实时荧光定量PCR实验流程
及数据处理的国际化标准
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定量PCR存在问题

实验前：

如何合理设计实验？

选择什么样的试剂耗材，仪器？

预实验怎么开展，实验条件如何优化？

实验后：

实验数据如何分析，结果如何描述？

投稿时提供哪些实验信息？

已有的实验结果是否能够很好的重复？

参考文献中是否存在一些不可靠或前后矛盾的数据？



Questionable Data 问题数据

Slope : -1.365
Eff = 440.26%

Slope : -

2.276Eff = 175.02%

艾滋病研究和人类反转录病毒

扩增效率(E)=（10的负的斜率分之一次方）-1



MIQE—qPCR的国际标准

qPCR的国际标准：就评价qPCR实验和发表文章时所必需的实
验信息提出了最低限度的标准。

MIQE has been 

frequently cited by other 

researchers:  => 5000  

times
http://Scholar.Google.com/



What is MIQE?    

It’s a Checklist (检查清单) !

⚫ Experimental Design （实验设计）

⚫ Sample Information （样本信息 ）

⚫ Nucleic Acid Extraction （核酸提取）

⚫ Reverse Transcription （反转录）

⚫ qPCR Target Information

⚫ （目的基因信息）

⚫ qPCR Oligonucleotides

⚫ （qPCR 寡核苷酸）

⚫ qPCR Protocol （qPCR 程序）

⚫ qPCR Validation （qPCR验证）

⚫ Data Analysis （数据分析）



MIQE 指南好处

 规范专业术语和概念

⚫ 术语: reference genes, qPCR, Cq (quantification cycle )

⚫ 概念: sensitivity, specificity, accuracy, repeatability, reproducibility

⚫ 灵敏度，特异性，准确度，重复性，重现性

 规范操作标准

⚫ 样品获取、处理和制备

⚫ RNA 或 DNA质控

⚫ 反转录

⚫ qPCR 过程(酶,、耗材、 特异性、引物序列、 二级结构,、对照、校正)

⚫ 数据分析(均一化, 生物重复和技术重复)

– 评审可以更好的评估研究者所用的实验方案的有效性

– 确保文献的完整性和可靠性





qPCR进行基因表达分析

实验设计

核酸提取

反转录

qPCR实验

数据分析



实验设计

- 实验样品的分类，处理和对照都要具备并明确定义
- 重复数



样品重复数

Experiment

Control

NTC/NRT

- 生物性重复：不同的材料（时间、植株、批
次、反应板）做的同一实验
- 技术重复实际上就是同一材料包括的复孔

- NTC用来验证实验材料是否具有污染。
- NRT是未经反转录的RNA作为阴性对照。对
gDNA残留的控制。



Nucleic Acid Extraction （核酸提取）
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RT-qPCR要求高质量的RNA：

•使用高纯度（不含DNA和蛋白质及抑制物）和高度完整（无降解）的

RNA进行实验是整个RT-qPCR实验流程中最关键的环节！

整个RNA提取过程中严格避免Rnase污染造成的RNA降解。

• 仔细分析所得RNA 的质量，包括浓度和完整性

• RNA质控的重要性：

• RNA不纯将导致对下游PCR反应的抑制，Cq将右移，产生数据偏差。

•若RNA发生降解，将导致不正确的结果。

RNA的纯度和完整性是不相关的，都需要进行检测！

核酸提取
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• 分析RNA纯度和完整性

•UV 吸光度

– A260/A280=2.0,

– A260: 0.15~1

– A260/A230=2.5

– 凝胶电泳分析

28S rRNA，18S rRNA

RNA定量和完整性分析



Corresponding Nanodrop Readings 

*Generally accepted ratios (A260/280 and A260/230) 

for good quality RNA are > 1.8.

Sample
Conc
(ng/ul) A260/280* A260/230*

Control-no heat 115 1.90 2.44

3 min @ 90C 114 1.93 2.40

5 min @ 90C 115 2.06 2.37

10 min @ 90C 115 2.03 2.37

15 min @ 90C 116 2.02 2.31

1 hr @ 90C 109 1.99 2.18

2hr @ 90C 117 2.00 2.32

4 hr @ 90C 118 1.89 2.23

RNA 纯度和完整性

RQI Value & Color Coded Classification

Experion Virtual Gel
L    C    3’     5’   10’  15’  1h   2h  4h

Samples 6,7,8 are highly degraded.



Experion Automated Electrophoresis System

GOI

Reference 

Gene

RT-qPCR

CT GOI 17.9 20.5 17.9

CT Ref Gene 24.7 24.7 26.7

DCT 6.8 4.3 8.8



反转录



反转录效率



Ideal

Reality ?

RNA cDNA

Reproducible Data Not Reproducible

不管target gene的丰度如何、起始的RNA输入量如何，反转录的效率都是
一致的→确保cDNA的差异能够真实反映 RNA i.e. 基因表达的差异。 不
影响表达差异的判定。

反转录效率一致性



 iScript qRT-PCR Standard Curve Comparison: 

cDNA serial dilution vs. total RNA serial dilution 

Log Starting Quantity 
(femtograms of input RNA) 

Note: 1/10th of cDNA reaction used for PCR 
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cDNA Standard 
Curve Total RNA Standard 
Curve 

                             cDNA    
         total 

RNA Slope                   
  
-3.394 

             -3.382 
Corr. Coef.             0.999  

              0.999 
Intercept               38.91  

              38.09 
PCR efficiency 97.1% 97.6% 

反转录效率一致性可以通过预实验来判定

• 实验: 梯度稀释RNA及cDNA



Published Evidences

Steven Bustin was involved in 

the development of the MIQE 

guidelines for qPCR 

experiments. Image courtesy 

of Steven Bustin.

BACKGROUND: cDNA is a necessary first step for numerous 

research and molecular diagnostic applications. Although RT 

efficiency is known to be variable, little attention has been paid 

to the practical implications of that variability.

RESULTS: RT efficiency is enzyme, sample, RNA 

concentration, and assay dependent and can lead to variable 

correlation between mRNAs from the same sample. This 

translates into relative mRNA expression levels that generally 

vary between 2- and 3-fold, although higher levels are also 

observed.



Published Evidences

Stephen Bustin, Clinical Chemistry 61:1 (2015)

Cq:15.15

ΔCq:0.48

Cq:17.37

ΔCq:1.74

Cq:16.53

ΔCq:1.11

Cq:15.14

ΔCq:0.40
Cq:14.67

ΔCq:1.05

Cq:16.41

ΔCq:0.81

Variability exemplified by qPCR results of GAPDH#1 reverse-transcribed by iScript, Vilo, 

Grandscript, Readyscript, Primescript, or Tetro.

Scatterplots show the Cqs obtained from individual RT replicates (n = 10) carried out for each RTase and 

subjected to qPCR analysis (n = 2), i.e., on the basis of Cqs recorded from the 20 qPCR reactions (10 

RT X 2 qPCR replicates). The horizontal line shows the median Cq values, and the ΔCqs record the 

range between the lowest and highest Cqs for each RTase.



 转录效率一致性 — 真实反应样品中RNA的表达量

 反转录效率 — 灵敏度

 GC含量高的RNA模板

 避免转录mRNA 5’ ,3’ 区域序列不均一

 操作方便，快速

 反转录的RNA模板容量

什么是好的cDNA合成？



qPCR 实验

引物和探针的设计

反应体系的优化

标准曲线

内参基因的选择



qPCR Oligonucleotides （引物和探针）



引物探针相关资源

 Workflow for PCR primer design. The following web sites are 

pertinent: 

 PrimerBlast: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast;

 DINAmelt: http://unafold.rna.albany.edu/?q=DINAMelt;

 Mfold: http://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold;

 BLAST: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi;

 Ensembl: http://www.ensembl.org/index.html;.

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/primer-molecular-biology
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast;
https://unafold.rna.albany.edu/?q=DINAMelt;
https://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold;
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi;
https://www.ensembl.org/index.html;


RTPrimerDB - Primer & Probe 

Database （引物/探针资源共享）





http://www.ncbi.nlm.nih.

gov/BLAST/Blast.cgi

序列同源性分析(BLAST)



Amplicon Secondary Structures

 Bad location for primers

http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold

• Good location for primers

55°C 60°C



引物的设计
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• 在公共资源或数据库中寻找已经发表的或经过实验验证的引物和探针，比如

http://www.rtprimerdb.org

•GC含量在30%~80%(理想范围为40~60%) ，引物长度在18~30bp，Tm在55~65℃；

上下游引物ΔTm≤4 ℃.

• 避免引物和模板间错配，特别是引物3`端的错配。

• 限制二级结构。

• 避免引物位于模板的二级结构丰富区（茎环结构）。

• 限制连续的G 或C长度超过3个碱基。

• 将C或G置于引物的3`端，但是3`端最后5个碱基中不要超过2个C或G。

• 避免3’端最后碱基为T(可能产生错配）。

• 避免引物间的互补，以避免产生引物二聚体，特别注意引物间3`端互补不能超过2

个碱基。

• 在NCBI数据库上比对引物、探针、扩增子序列，确保特异性。

• 同时检查引物退火位置的是否存在SNP位点。

• 产物长度在75~200bp之间，最大不超过250bp。

• 设计退火位置在不同外显子上的引物，如果必要引物可跨外显子/外显子连接点。



Optimization and Validation 

优化与验证

欲速则不达！！！



dynamic thermal gradient

6
o
C Below

10
o
C Above

利用温度梯度优化体系



• 退火温度的优化通常是qPCR体系优化的第一个参数

• 软件计算的引物Tm并不准确。

• 在最适退火温度下进行过PCR扩增是很关键的。

•  选择兼容性好的supermix

利用温度梯度优化体系
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Effect of Annealing Temp on C(t)

退火温度影响Cq值

C(t) vs Annealing Temp
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CCl26 amplified using Bio-Rad iQ SYBR Green Supermix:  5ul Assay  95oC 60sec / 50x95oC 10 sec， 55-70oC 60 sec / melt analysis
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利用标准曲线检验验证下列因素

✓扩增效率（90%≤E≤110%）

✓标准品的动态范围

✓ PCR抑制剂的存在与影响

标准曲线



Thermal 

gradient

Single Plate Optimisation of Annealing Temperature and PCR Efficiency via Slope 
of Calibration Curve 一次试验完成引物退火温度和扩增效率的优化

利用温度梯度优化体系

Dilution series

107 106 105 104 103 102

一对引物在每一个温度下，做一个模板稀释序列 (每个稀释两个重复），引物浓度固定。



利用温度梯度优化体系

检查特异性



Tm=68oC
E=40%
R2=0.977

Tm=67oC
E=69%
R2=0.999

利用温度梯度优化退火温度

Early Ct

Reproducibility



Tm=65.5oC
E=93%
R2=1.000

Tm=64oC
E=103%
R2=0.999

利用温度梯度优化退火温度



Tm=62oC
E=103%
R2=0.999

Tm=61oC
E=103%
R2=0.999

利用温度梯度优化体系



Optimal Conditions
TA = 61 - 64C
E=103%
R2=0.999

利用温度梯度优化体系



什么是好的qPCR supermix?

 高灵敏度，特异性，重复性

 高扩增效率（数据才可靠）

 适用难扩增的基因，如GC含量高

 对模板中的抑制剂耐受（如血液、植物、土壤等复杂样品中提取的核
酸 ，或使用Trizol抽提的核酸

 试剂稳定（小体积反应，放置较长时间）

 兼容广泛的扩增条件，减少优化

⚫ 引物浓度

⚫ 退火延伸温度
 速度更快
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CFX maestro——符合国际标准的分析软件



 内置基因表达功能，有多种基因分析模式，如多参照基因分

析 (Vandesompele Model)，根据每个基因的扩增效率分析

（Pfaffl Model），选择内参基因

 多板合并功能，能够同时分析多次实验的数据

 批次间差异校正

CFX maestro——符合国际标准的分析软件

符合MIQE理念的逻辑运算算法

PCR扩增效率
Normalization

Reference gene

△△ Ct
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• Relative Quantity (    Cq)

– Not normalized

– Normalization accomplished via equal loading of samples

– Post analysis normalization

• Normalized Expression (       Cq)

– Accounts for loading differences

– Usually normalize to reference gene

– Relative quantity of Target is normalized by the relative 

quantity of the reference genes

数据分析——归一化



基因表达分析（相对定量）的计算方法

No normalized, 

equal loading of 

samples

Comparative  Cq Method

E DCt 2ΔΔCq

Livak Method1 Pfaffl Method2 Vandesomple

Method3

• Hypothesis of 

100% PCR 

efficiency, 1 

reference gene

• adjusted PCR 

efficiency, 1 

reference gene

• adjusted PCR 

efficiency, 

multiple 

reference 

genes

ΔCq,ref

ref

ΔCq,goi

goi

E

E
NRQ =

ΔΔCqNRQ 2=

n ΔCq,ref

ref

n

i

ΔCq,goi

goi

EΠ

E
NRQ =

CFX Maestro Software provides 

all mathematical models.



E=100%

E靶基因 = E内参

数据分析——归一化



相对定量 - Pfaffl modifcation

Reference Cq Target gene Cq

21

20

22

24

90% = 1.9

Delta Cq:

Efficiency:

20-21 = -1

100% = 2

24-22 = 2

2target GOI

deltaCq  target GOI (24-22 = 2)

Fold induction =  

1.9reference 

deltaCq reference (20-21 = -1)
= 

4

0.53
= 7.5

0.53
7.5

(From Standard curve)

Tissue #2: (control)

Tissue #1: (sample)



相对定量的数据处理法选择



内参基因的选择
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选择正确的内参基因对于qPCR实验是必不可少的

• 由于生物系统的复杂性，没有任何一个内参基因对于所以的实验都是适

用的。

• 正确的内参基因必须保证在实验系统中恒定表达（通常是组织特异的）。

• 使用未经验证的单内参基因将导致明显的偏差(25%的例子中这种偏差超

过3倍，而10%的例子中多达6倍)

• 使用通过验证的多内参基因作为校正子是最适当且普遍适用的校正

方法。



内参基因验证

内参基因选择：

Google Scholar搜索
‘qPCR reference gene genorm [your organism/tissue of interest]’

选取文献中报道的6-10个在靶生物/组织中稳定表达的内参基因

关键词: 源文献，GeNorm

 如何筛选和验证某研究中适合的参考基因?

⚫ 选择8-10个备选参考基因，以及每种处理下~10个代表性样本

⚫ 备选参考基因应代表不同的生物学途径，具有不同的表达水平

⚫ qPCR测定每个样本中每个备选参考基因的相对含量（以表达量最高的样

本为对照）

⚫ CFX™ Maestro software可自动计算每个备选参考基因的M值 (参考基因

稳定值，reference gene stability value).

 M值越小，对应的参考基因表达越稳定.

 多数情况下，2-3个参考基因有助于提高数据的可靠性



内参基因的选择和验证

 CFX Maestro 软件自动筛选某研究的最适参考基因

⚫ ideal (Green): 可任意选择，用作本研究的参考基因

⚫ Acceptable(Yellow): 选择至少3个或更多参考基因用于该研究.

⚫ Unstable(Red): 均不可用作本研究的参考基因



多板合并分析与批间差校正

 什么是批间校正（inter-run calibration）?

⚫ 修正相同基因在不同qPCR检测批次之间的Cq值差异的数据处理过程

 为什需要inter-run calibration?

⚫ qPCR仪器通量有限，必须多次运行

⚫ 随机误差 (PCR block, lamp, filters, detectors, and so on),

⚫ 数据分析设置 (扩增曲线拟合、基线扣除、阈值线设置)，

⚫ 试剂耗材的批间差 (反复冻融，荧光素衰减等)

 如何修正批间差（with inter-run calibrators, IRCs)?

⚫ 在各运行批次间分别测试1个或多组完全相同的样本。

⚫ 这些相同的样本在不同Plate上的Cq值会不一样

 How does it work?

⚫ For example……
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例如有一个基因表达分析实验，包括4个不同基因(Actb, GAPDH, P53,

EGFR)以及30个不同的cDNA样品。

• 两种样品检测布局策略: Gene maximization and Sample 

maximization

关于IRC（inter-run calibration）
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Sample maximization method

关于IRC（inter-run calibration）
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关于IRC（inter-run calibration）

gene maximization method



多板合并分析与批间差校正（Gene study）

CFX Maestro 自动识别并执行批
间差校正（inter-run-calibration）



统计学检验

生物学数据的一个最重要特征是其不确定性.

⚫ 细胞经过处理后某基因相对于对照表达量升高

问题：是生物体本身的不确定性引起的，还是处理因素作用的结果？

如何对数据进行评价？

⚫ 显著性检验：利用统计学的方法，检验被处理的问
题 是否存在 统计上的显著性差异。

⚫ CFX Maestro软件集成t-test和ANOVA



统计学检验 T-test

 T检验是用于小样本（样本容量小于
30）的两个正态总体平均值差异程
度的检验方法。它是用T分布理论来
推断差异发生的概率，从而判定两
个平均数的差异是否显著。

 T-tests 得出 p-values,对于检验水平
α=0.05或0.01

⚫ P>α，不拒绝H0，无统计学差异

⚫ P<α，接受H1，有统计学差异



CFX Maestro  中使用T-test 



假设检验— 方差分析ANOVA

方差分析ANOVA：又称为F-检验，用于两个及两个以上样本均数差别的
显著性检验。

CFX Maestro 1.1 提供单因素方差分析（one-way ANOVA），用于同一个自变
量的多个总体均数（多个数据集）间的比较（即观察一个因素）

方差分析首先是比较各组间总的差异，如总差异有显著性，再进行组间的两两比
较（多重比较检验）

例如：用5中不同的药物处理小
鼠（5个处理组），同时设置未
处理组（对照组），观察Gene 

X在这6组小鼠中的表达量是否
有差异。这里有一个自变量，
即处理方式。可使用单因素
ANOVA

应用ANOVA的条件：
1. 随机样本
2. 来自正态分布
3. 两均数比较时，要求总体方差相当



CFX Maestro  中使用ANOVA
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软件提供从Cq值到统计学检验结论的一键式分析工具：

• 完备的数据计算方法，符合MIQE规范

• Gene Study 功能，无限合并多板分析功能

• 可带入实际扩增效率、可以进行多内参相对定量分析

• 自动计算内参稳定系数M值，方便内参筛选

• 多种实验结果可视化显示功能，柱形图、箱线图、点状图、聚类图、散点

图、火山图、热图，图形输出功能强大，图形导出可直接用于发表

• 中文版本、安全版本和Mac版本

• 整合统计学分析工具（t-test, 单因素方差分析）

产品介绍-软件系统
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谢谢大家！
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