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摘要　高分辨熔解（ＨＲＭ）曲线分析技术是近年发展起来的一种用于基因突变检测和单核苷酸多态性（ＳＮＰ）分析

的新方法，它通过实时监测ＰＣＲ产物升温过程中双链ＤＮＡ饱和染料的荧光强度变化来分析核酸序列的微小差

异。根据 ＨＲＭ分析仪对荧光检测的时间和灵敏度需求，提出基于光开关阵列的多路高速荧光激发和检测模块实

现高通量的微弱荧光快速检测；并根据 ＨＲＭ荧光数据特点，对原始荧光曲线进行滤波、基线探测、归一化和对温

度微分等处理，从熔解曲线两端的线形区域自动提取基线作为归一化的标准，可以在不损失曲线形态特征信息的

情况下获得更为精确的熔解温度，从而实现不同基因型熔解曲线的快速、准确识别。
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１　引　　言

基因突变是指ＤＮＡ序列的各种变异，它的发

生与ＤＮＡ的复制、损伤、修复以及癌变和衰老都有

关系。近年来高分辨熔解（ＨＲＭ）曲线分析技术逐

渐成为基因突变检测和单核苷酸的多态性（ＳＮＰ）分

析的有力工具［１］。ＨＲＭ 是一种联管式ＰＣＲ后分

析技术，可以有效区分不同ＳＮＰ位点与不同的基因

型。ＨＲＭ不仅可以对已知突变进行分析，更重要

的是还可以对未知突变进行筛查、扫描。ＨＲＭ 分

析技术具有三个突出的优势：１）高通量、高灵敏度、

０２１７００１１



光　　　学　　　学　　　报

高特异性、低成本且不受检测位点的限制；２）操作简

单、方便、灵活，节省时间成本；３）闭管无污染且不损

伤ＤＮＡ，熔解分析后可进行凝胶电泳或测序。根据

２０１０年最新文献报道，ＨＲＭ 技术针对人类肿瘤相

关的基因突变检测，４２８例标本检测灵敏度为

９６．９％，３０８０例标本检测特异性为９７．１％
［２］。由于

ＨＲＭ分析技术的众多优势，它在医学、生物和农业

等领域的突变扫描、ＳＮＰ分析、基因分型和甲基化

分析等多个方面表现出非常好的应用前景。同时，

与其相关的专用仪器的研究也越来越受到重视。

专用的ＨＲＭ分析仪通过实时监测升温过程中

饱和型双链ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）荧光染料与被研究生物

标本ＰＣＲ扩增产物的结合情况，根据采集的高分辨

率荧光数据以温度为横坐标构建熔解曲线，并基于

熔解曲线特征和熔解温度的变化来分析判断是否存

在ＳＮＰ及基因突变。Ｈｅｒｒｍａｎｎ等
［３］２００７年详细

分析和评价了目前科学工作者使用的 ＨＲＭ仪器及

其替代品的性能，ＨＲＭ 分析的应用依赖于 ＨＲＭ

分析仪的温度及荧光检测分辨率。国内关于 ＨＲＭ

专用仪器的研究还未见报道。

ＨＲＭ 分析仪涉及的关键技术有：样品温度的

精确控制和孔间温度均匀性，高通量、高灵敏度、高

密度荧光数据（至少每摄氏度１０荧光数据点）的快

速采集以及荧光熔解曲线自动分析方法。由于前两

项技术在系统集成时往往是矛盾的，不容易在同一

设备上集成，因此同时提高热学模块和光学检测模

块的分辨率和集成性能是ＨＲＭ仪器的核心技术之

一。现有的具有 ＨＲＭ 功能的 ｑＰＣＲ 如罗氏的

ＬＣ４８０，其温控系统性能较好，为了实现高通量荧光

采集它采用了ＣＣＤ成像的方式进行多孔检测，国内

刘军等［４］也采用ＣＣＤ基因芯片的荧光靶点扫描，但

其灵敏度和信噪比都无法与光电信增管（ＰＭＴ）检

测相比，而且各通道间的光学信号干扰大；而其他采

用ＰＭＴ进行高通量检测时则需要机械扫描方式，

目前较快的美国安捷伦ＳｔｒａｔａｇｅｎｅＭｘ３０００ｐ型实

时荧光定量ＰＣＲ仪９６路扫描时间需３．５ｓ，这限制

了荧光的采集速度，导致荧光数据点的减少。本文

针对高通量微弱荧光检测提出了基于光开关阵列的

多路荧光激发和检测模块，实现了无机械扫描动作

的高速荧光采集。这种方法不仅可以提高荧光数据

密度，还有利于降低通道串扰、提高检测灵敏度。根

据 ＨＲＭ 荧光数据特点，本文对原始荧光曲线进行

滤波、基线探测、归一化和对温度微分等处理，从熔

解曲线两端的线形区域自动提取基线作为归一化的

标准，可以在不损失曲线形态特征信息的情况下获

得更为精确的熔解温度，进而实现不同基因型熔解

曲线的快速、准确识别。

２　ＨＲＭ分析仪中的高通量微弱荧光

检测

ＨＲＭ 分析仪进行高通量分析时，每个通道中

均以０．１℃／ｓ的升温速度从７０℃左右向９０℃左

右缓慢上升，在此过程中ｄｓＤＮＡ不断解螺旋并最

终变性成两条单链ＤＮＡ，同时饱和荧光染料（标记

在ＤＮＡ双螺旋结构中的小沟）的荧光强度也随温

度升高而逐渐减小。为了保证不同生物学标本哪怕

只有一个碱基不同导致熔解荧光曲线有细微差别就

能被高分辨地捕捉出来，需要每个通道的荧光数据

密度至少每摄氏度１０个荧光数据点
［５］。

２．１　基于光开关阵列的荧光检测系统

目前已经有多种双链ＤＮＡ饱和荧光染料，这

包括 ＬＣＧｒｅｅｎ，ＲｅｓｏＬｉｇｈｔ与ＥｖｅｒＧｒｅｅｎ等。这些

都是绿色荧光染料，最佳激发波长范围 ４４０～

４７０ｎｍ，发射荧光波长４７０～５２０ｎｍ。相应地，本系

统中使用的光源是４５０ｎｍ的发光二极管，检测器

采用日本滨松（Ｈａｍａｍａｔｓｕ）的高性能金属平面式

光电倍增管 Ｈ５７８４。本文设计的荧光检测系统如

图１所示。

要实现至少每摄氏度１０个荧光数据点的数据

密度和０．１℃／ｓ的升温速度，系统必须在１ｓ内采

集到所有通道中的荧光数据。在激发端和荧光检测

端都采用光开关阵列进行快速切换，从而实现高速

荧光采集。单个试管的激发与荧光检测结构如图１

的左下角所示，独立的荧光收集光纤避免了荧光串

扰。前端的微透镜用于提高荧光收集的范围，提高

检测灵敏度。

光开关是一种具有一个或多个可选的传输端

口，对光传输线路或集成光路中的光信号进行相互

转换或逻辑操作的光学器件［６］。光开关可以在毫秒

级时间内进行操作，具有波长范围宽、开关速度快、

低插损、高回损、光路无胶和稳定可靠等显著优

点［７，８］。选取中国电子集团公司桂林激光通信研究

所研制的ＦＳＷ１×２４型光开关模块，其关键技术参

数如表１所示。该模块通过微机电装置改变输入光

的传播方向实现光路切换功能，相邻通道间的顺序

切换时间小于１０ｍｓ。

０２１７００１２
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图１ 基于光开关阵列的快速荧光检测系统结构图

Ｆｉｇ．１ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｆａｓｔｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｂａｓｅｄｏｎｆｉｂｅｒｏｐｔｉｃｓｓｗｉｔｃｈａｒｒａｙ

表１ ＦＳＷ１×Ｎ型光开关的关键技术参数

Ｔａｂｌｅ１ ＫｅｙｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｆｉｂｅｒｏｐｔｉｃｓｓｗｉｔｃｈＦＳＷ１×Ｎ

Ｔｙｐｅ ＦＳＷ１×ＮＳＭ／ＭＭＡ

Ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ Ｃｕｓｔｏｍｅｄ４７０ｎｍ，５２０ｎｍ

Ｉｎｓｅｒｔｉｏｎｌｏｓｓ ≤０．８ｄＢ（ｔｙｐｅｄ≤０．５ｄＢ）

Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ≤±０．０５ｄＢ

Ｓｅｒｖｉｃｅｌｉｆｅ ≥１０
７

Ｒｅｔｕｒｎｌｏｓｓ
≥２５ｄＢ（ｍｕｌｔｉｍｏｄｅｆｉｂｅｒ），

≥５０ｄＢ（ｓｉｎｇｌｅｍｏｄｅｆｉｂｅｒ）

Ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ≤－７０ｄＢ

Ｓｗｉｔｃｈｔｉｍｅ
≤１０ｍｓ（ａｄｊａｃｅｎｔｃｈａｎｎｅｌ，

ｓｗｉｔｃｈｉｎｔｕｒｎ）

Ｄｒｉｖｉｎｇｖｏｌｔａｇｅ ＤＣ５Ｖ

Ｏｐｅｒａｔｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ －１５℃～＋６５℃

Ｓｔｏｒａｇｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ －４０℃～＋７５℃

　　对于９６孔高通量的荧光快速检测，在荧光激发

端和检测端分别使用４组ＦＳＷ１×２４型光开关组

成光开关阵列，每个光开关对应２×１２个ＰＣＲ试管

的孔位。控制系统以１００Ｈｚ的频率同步切换激发

与检测端两个对应的光开关，四组光开关同时运行，

对四路ＰＭＴ的信号同时检测。每个通道的切换时

间为１０ｍｓ，本课题进行１０ｍｓ的荧光数据采集，２４

孔的荧光采集时间共需约２４×２０ｍｓ，由于四组光

开关阵列可以并行进行荧光的激发与检测，所以完

成所有９６孔的荧光数据采集时间约５００ｍｓ。

２．２　荧光检测速度测试与串扰测试

随机选择经ＰＣＲ热循环扩增过的ＤＮＡ试剂标

本（含饱和荧光染料ＬＣＧｒｅｅｎ）装入９６孔载台，设置

激发端和检测端的光开关同步切换频率为１００Ｈｚ，

相当 于 每 个 通 道 的 切 换 时 间 为 １０ ｍｓ。采 用

ＴｅｋｔｒｏｎｉｘＴＤＳ２０２４Ｂ型数字示波器记录光电倍增管

输出Ｏ／Ｅ端信号，即各路荧光对应的模拟电信号。

示波器记录的信号如图２所示，从中可以看出光开

关切换频率为１００Ｈｚ时，随机ＰＣＲ标本对应的输

出幅度各异的脉冲输出上升沿和下降沿很陡，能满

足之后Ａ／Ｄ转换及数字和软件系统对各路信号的

识别和采集，实现多路荧光信号无机械动作快速扫

描检测。实测的单通道切换加上荧光采集时间约

２３ｍｓ，四组光开关阵列同步实现的９６路荧光采集

时间约５４０ｍｓ。

图２ 荧光检测速度测试示波器图

Ｆｉｇ．２ Ｏｓｃｉｌｌｏｇｒａｍｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｐｅｅｄｔｅｓｔ

随机选择经ＰＣＲ热循环扩增过的ＤＮＡ试剂

标本（含饱和荧光染料ＬＣＧｒｅｅｎ）装入９６孔载台的

０２１７００１３



光　　　学　　　学　　　报

１号、３号和５号等奇数号样本孔中，同样设置光开

关同步切换频率为１００Ｈｚ。示波器记录的各通道

荧光信号如图３所示，偶数号样本孔对应的ＰＭＴ

输出基本上为背景噪声，实验证明系统的结构和运

行模式避免了荧光的激发和检测串扰。

图３ 荧光串扰测试示波器图

Ｆｉｇ．３ Ｏｓｃｉｌｌｏｇｒａｍｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｃｒｏｓｓｔａｌｋｔｅｓｔ

３　荧光数据处理与熔解曲线特征提取

ＨＲＭ荧光数据处理分为两部分：１）在下位机

进行荧光数据采集时进行快速软件滤波，系统采用

改进的跳水滤波算法；２）在完整的实验数据上传到

计算机后进行的预处理、熔解曲线拟合等过程，预处

理包括粗大误差剔除和中值滤波，采用双Ｓ曲线模

型进行拟合。由熔解曲线来区分不同的基因型和

ＤＮＡ突变，还需要对熔解曲线进行基线探测、归一

化和微分等数据处理与特征提取过程。

把熔解曲线对荧光强度归一化是进行特征提取

的第一步。归一化需要确定荧光曲线成线形变化的

两个基线区域，这两个区域分别对应ｄｓＤＮＡ的双

螺旋状态（螺旋度为１００％）和全部熔解为单链

ＤＮＡ的状态（螺旋度为０％）。如图４所示，自动基

线探测可以在熔解曲线上寻找两个线形区域作为归

一化的标准。

完成荧光强度的两个基线区域的探测后，将熔

解曲线在荧光强度轴上进行归一化，如图５所示。

熔解温度定义为ＤＮＡ双螺旋结构失去一半时对应

的温度，经过准确的基线探测后，熔解温度在熔解曲

线上对应荧光强度降到５０％时对应的温度。目前

还有一种常用的归一化方法———温度移位归一化，

通过这种归一化可以部分补偿由于各样品孔间的温

度差异造成的熔解曲线差别，使得从熔解温度的不

同就可以区分出杂合子变异；但这种温度归一化也

会造成熔解曲线的一些有用信息丢失，使得它无法

分辨纯合子变异。本文涉及的仪器采用了压控热管

图４ 熔解曲线的自动基线探测

Ｆｉｇ．４ Ａｕｔｏｍａｔｉｏｎｂａｓｅｌｉｎｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅｓ

图５ 熔解曲线的归一化荧光强度

Ｆｉｇ．５ Ｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅｓｏｆｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

恒温槽的热学模块设计，从而可以将孔间的温度均

匀性提高到小于等于０．０５℃，不采用温度移位归一

化即可以分辨出不同杂合子熔解温度，同时又不会

造成熔解曲线的信息丢失，可分辨纯合子变异。

图６ 熔解曲线对温度的微分

Ｆｉｇ．６ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｔｏｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｉｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｏｆｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅｓ

除了熔解温度外，不同基因型和基因发生变异

时的熔解曲线的形态特征区别更大。将荧光强度对

温度求微分得到的曲线（如图６所示）可以获得更多

的特征。
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彭年才等：　基于高通量微弱荧光快速检测的高分辨熔解曲线分析仪

图４～６展示了三组不同基因型熔解曲线的数

据处理与识别过程，最终通过图６可以将这三种不

同的基因型快速、准确地区分开。

４　结　　论

设计了基于光开关阵列的多路高速荧光激发和

检测模块实现高通量的微弱荧光快速检测，满足

ＨＲＭ分析仪的荧光检测的快速性和灵敏度需求；

通过对原始荧光曲线进行滤波、自动基线探测、归一

化和对温度微分等处理，可以实现不同基因型熔解

曲线的快速、准确识别。
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