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摘要　多色荧光的激发检测光路是多重定量聚合酶链式反应（ＰＣＲ）系统的核心组成部分。根据系统对荧光激发

的均一性、荧光检测的时间和灵敏度需求，提出一种基于磁光开关和光电倍增管（ＰＭＴ）的多色荧光激发检测光路。

通过四色ＬＥＤ单独激发和ＰＭＴ检测来提高灵敏度；利用磁光效应实现光路的电控切换，配合一维扫描机构和滤

光片切换装置，完成９６孔标准ＰＣＲ板的四色荧光扫描。该设计避免了多色荧光光路的系统串扰。由于荧光染料

本身光谱特性产生的荧光光谱串扰是通过标准迭代的四维聚类分析算法计算串扰矩阵，并通过４种常用染料的实

验研究，对所建荧光检测系统进行荧光光谱串扰评估。
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１　引　　言

实时荧光定量聚合酶链式反应（ＰＣＲ）技术由于

具有实时、灵敏、特异等优点，已经成为分子研究的

主要手段之一，广泛应用于分子生物学和医学研究

及临床。但是普通的实时定量ＰＣＲ受荧光检测通

道限制，单次反应只能分析单个靶序列，使其在科学

研究中的使用受到限制。基于多色荧光检测和分析

技术的多重定量ＰＣＲ方法，通过在一个反应体系内

标记不同荧光染料，可实现一次反应检测和多个靶

序列鉴别［１］。

基于多色荧光检测的多重ＰＣＲ方法中，关键技

术是多色荧光激发和检测系统的实现，而系统对激

发的均一性、检测的快速性和灵敏度有很高的要求。

常规的多色荧光激发和检测系统主要有单孔扫描和

整板成像两大类，其中，单孔扫描方式一般以步进电

机带动扫描镜头进行二维运动以实现所有荧光信号

的采集，这种方式可以获取特异性较强的荧光信号，

但是步进电机控制的精确性及机械运动噪声会影响

荧光信号的精度［２－３］；而整板成像是基于电荷耦合

器件（ＣＣＤ）成像的荧光采集技术，其优点在于可以

同时采集所有样品的荧光信号，但其灵敏度低，荧光

信号之间有较大干扰，存在明显的“边缘效应”而造

成较大的成像误差［４］。本文提出一种多色荧光激发

和检测装置，并在该装置下对实际获取的实时ＰＣＲ

荧光数据进行分析、处理及验证。

针对所设计的光学检测系统，需要解决其由于

荧光染料光谱重叠引起的色彩补偿问题。要分析每

一个检测通道获得的荧光数据首先必须得到纯荧光

染料在每个检测通道的校准数据和自动荧光控制数

据，利用这些数据计算出信号交叉常数，并通过矩阵

代数法将测量的荧光值转化为实际的荧光值。设计

的多重ＰＣＲ采用４个波长段的荧光报告基团，理论

上在一次实验中，可以用４种染料作为探针的荧光

报告基团，结合４种不同的靶基因，进行４重ＰＣＲ

反应。

２　实验方法

２．１　多色荧光激发检测系统的设计

采用４种波长冷光源发光二极管（ＬＥＤ）作为激

发光源，组合相应的带通滤光片及聚焦透镜，形成激

发单元；相应的４种检测波长的带通滤光和聚焦透

镜，组合光电倍增管（ＰＭＴ）形成检测单元；激发光

通过光纤束从激发单元传输至样品池，而发射荧光

也通过光纤束从样品池传输至检测单元；激发光纤

束和发射光纤束利用基于磁光效应的光开关［５］实现

光路在不同检测孔间的切换；步进电机带动激发和

检测单元做一维运动进行分色扫描，另一个电机带

动光纤束做一维扫描，完成９６孔的扫描检测，光路

示意图如图１所示。系统中设计的激发和荧光发射

波长如表１所示，使用的荧光染料分别为羧基荧光

素（ＦＡＭ），亚磷酰胺（ＨＥＸ），德克萨斯红（Ｔｅｘａｓ

Ｒｅｄ）和菁染料琥珀亚酰胺酯（Ｃｙ５）。

表１ 系统所采用激发和荧光发射波长

Ｔａｂｌｅ１ Ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎａｎｄｅｍｉｓｓｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｉｎｔｈｅｓｙｓｔｅｍ

Ｃｈａｎｎｅｌ
Ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ

ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ／ｎｍ
Ｅｍｉｓｓｉｏｎ

ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ／ｎｍ
Ｄｙｅ

１ ４７０ ５２５ ＦＡＭＴＭ

２ ５２３ ５６４ ＨＥＸＴＭ

３ ５７１ ６１２ Ｔｅｘａｓｒｅｄ

４ ６３０ ６７０ Ｃｙ５

图１ 光学检测系统

Ｆｉｇ．１ Ｏｐｔｉｃａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ
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臧留琴等：　多重定量ＰＣＲ系统中多色荧光检测和光谱串扰校正方法

　　荧光激发和检测光纤束采用一种磁光效应，利

用法拉第效应，通过改变所加载的磁场改变光的传

输通道［６］，如图２所示。

图２ 基于磁光效应的光通路切换

Ｆｉｇ．２ Ｌｉｇｈｔｐａｔｈｓｗｉｔｃｈｂａｓｅｄｏｎｍａｇｎｅｔｏｏｐｔｉｃｅｆｆｅｃｔ

激发光检测光纤束示意图如图３所示，由一个

输入光纤，８个输出光纤及光路切换模块组成，其中

光路切换模块有５个引脚对外，实现光路切换模块

的供电和控制。

图３ 检测光纤束

Ｆｉｇ．３ Ｏｐｔｉｃａｌｆｉｂｅｒｂｕｎｄｌｅｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

通过控制端１、２、３的电平切换，实现光通路切

换，所选用的光通路切换装置具体参数如表２所示。

表２ 光通路切换装置参数

Ｔａｂｌｅ２ Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｏｐｔｉｃａｌｐａｔｈｓｗｉｔｃｈｉｎｇｄｅｖｉｃｅ

Ｐａｒａｍｅｔｅｒ Ｄｅｆａｕｌｔｖａｌｕｅ

Ｉｎｓｅｒｔｉｏｎｌｏｓｓ／ｄＢ ０．９～１．２

Ｒｅｔｕｒｎｌｏｓｓ／ｄＢ ≥４０

Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ／ｄＢ ≥３５

Ｅｘｔｉｎｃｔｉｏｎｒａｔｉｏ／ｄＢ ０．１５～０．３

Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇｔｉｍｅ／μｓ １０～４００

２．２　荧光串扰的校正方法

在基于４色荧光检测的ＰＣＲ系统中，测得的原

始荧光数据包含４个波长的荧光浓度
［７］，组成“检测

空间”向量狊，而实际需要得到的模版浓度由荧光染

料浓度表征，形成“染料空间”向量犳，此处需要通过

一个４×４的转换矩阵犕 实现检测空间到染料空间

的转换，此转换矩阵即为荧光串扰矩阵，狊＝犕犳。犕

的一列表示某一种染料发射的荧光在４种检测波长

下的相对浓度值。通过测定多个浓度的某种纯染料

在４个检测通道的荧光值，计算串扰影响矩阵

犕
［８］。确定荧光串扰矩阵，必须明确各个荧光染料

在各检测通道的荧光串扰系数犽（犻，犼），由该系数形

成多通道的荧光串扰矩阵 犕。荧光染料在检测通

道的荧光串扰系数是该染料在该检测通道读取荧光

强度去除荧光染料自体背景荧光值后，与该染料在

所有通道中读取的荧光强度值与背景值之差的比

值，可以表示为

犽（犻，犼）＝
狅（犻，犼）－犪（犼）

∑
犖

狀＝１

［狅（犻，狀）－犪（狀）］

， （１）

式中犽（犻，犼）是染料犻在通道犼中的串扰常数，狅（犻，犼）

是检测到的染料犻在通道犼中的光强，犪（犼）是通道犼

中的自体荧光（即背景荧光），狀是通道序号，犖 是通

道总数。荧光串扰矩阵可表示为

犕 ＝

犽１１ 犽１２ 犽１３ 犽１４

犽２１ 犽２２ 犽２３ 犽２４

犽３１ 犽３２ 犽３３ 犽３４

犽４１ 犽４２ 犽４３ 犽

熿

燀

燄

燅４４

． （２）

　　大多数荧光染料和荧光染料之间的串扰都是随

温度变化的［９］。校准时以０．２℃／ｓ的升温速度从

４０℃～９５℃进行连续荧光检测。荧光强度随温度

的变化曲线可以用３次多项式来拟合，保存最佳拟

合参数用于之后的插值。

为了实现荧光数据的颜色补偿，每次采集的温

度用来对校准曲线温度敏感的荧光值进行插值。荧

光强度还要考虑校准时和测量时系统的电子增益。

狅（犻，犼）＝［狑（犻，犼）犜
３
＋狓（犻，犼）犜

２
＋狔（犻，犼）犜＋

狕（犻，犼）］［犌Ｄ（犼）／犌Ｃ（犼）］， （３）

犪（犼）＝［犿（犼）犜
３
＋狀（犼）犜

２
＋狆（犼）犜＋狇（犼）］×

［犌Ｄ（犼）／犌Ｃ（犼）］， （４）

式中狑（犻，犼），狓（犻，犼），狔（犻，犼），狕（犻，犼）是荧光随

温度变化的三次多项式系数，犿（犻，犼），狀（犻，犼），

狆（犻，犼），狇（犻，犼）是通道自体荧光随温度变化的三

次多项式系数。犌Ｄ（犼）和犌Ｃ（犼）分别是测量时和校

准时系统的电子增益系数。

测量时每种染料的实际荧光信号强度犳为

犳＝犕
－１［犗－犃］， （５）

式中犳是每种染料的实际荧光信号强度，犕 是各种

染料对不同通道的串扰矩阵，犗是每个通道测量得

到的荧光强度，犃是荧光染料的背景荧光强度。

计算荧光串扰矩阵的最简单的方法是：首先从

原始数据中移除基线，其次需要选择４个与各荧光

染料相关的典型峰值，然后计算出这４个峰值的相
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对荧光强度。这种方法虽然简便，但是由于只有４

个数据，精确性较差，一般在实际应用中不会采用。

以这种方法为基础，对其进行优化提出一种通过多

次扫描得到多组数据形成多个矩阵，然后对多个矩

阵进行平均的方法。这种方法是在每次扫描时，每

种染料在每个通道只取最大值，而其他值都设为０，

然后利用最小二乘法对串扰矩阵进行优化。

一种通过荧光检测数据直接计算荧光串扰矩阵

的算法核心为四维聚类分析［１０］，包括数据搜集、基

线校准、峰值识别以及自动归一化。估计出的串扰

矩阵的质量可以通过对训练数组中转换峰值点的三

维散点分析进行评估。采用一系列标准迭代聚类技

术在模式识别中进行特征选择来确定串扰矩阵。这

种方法所需的处理步骤较少，但是需要移除基线且

需要一组初始值来进行迭代。对该方法可通过观察

色彩分离后的数据轨迹进行评估。在此基础上，提

出了另一种对串扰矩阵进行估计的方法［１１］，其串扰

矩阵每一列数据可通过一种特定的实验进行计算，

该实验方法是在每次荧光扫描和读值时，只采用单

一的荧光标记物，而数据采集则在４个通道同时进

行，以此评估出每一种染料在各个通道的荧光串扰。

该方法利用迭代算法和奇异值分解算法使两次测量

差异、一维散度和均方误差和达到最小值。

计算荧光串扰矩阵，需要考虑以下因素。１）必

须确定所读取的荧光值的准确性，以此作为评价各

种串扰矩阵估计质量的基础，并优选出最佳矩阵估

计算法。２）在估计串扰矩阵时，需在训练过程（迭

代）中采用尽量多的扫描数据组。３）如何确定采集

的荧光值的基线是一个关键问题，此处提出以下几

种方法：寻求一种不需要预先确定基线轨迹的算法；

然后用预先给定的串扰矩阵来近似估计基线并对荧

光数据进行校正。４）峰值的确定通常可以通过低通

滤波对数据进行多点平滑处理。

提出一种实验方法确定４种荧光染料在４个检

测通道的荧光值，通过确定不同荧光染料在不同通

道的相互关系，确定各染料在各通道的干扰，以此确

定荧光串扰矩阵。由于荧光定量ＰＣＲ的检测值为

相对荧光强度，在荧光串扰矩阵中，可以认为每一种

荧光染料在其发射荧光波长的检测通道下，其影响

因子为１，这样，实际荧光串扰矩阵只需要确定１２

个元素。因此串扰矩阵犕 可以改写为如下表达式：

犕 ＝

１
犽１２
犽２２

犽１３
犽３３

犽１４
犽４４

犽２１
犽１１

１
犽２３
犽３３

犽２４
犽４４

犽３１
犽１１

犽３２
犽２２

１
犽３４
犽４４

犽４１
犽１１

犽４２
犽２２

犽４３
犽３３

熿

燀

燄

燅
１

． （６）

　　具体算法如下：

１）初始化：设犻＝１，用原始数据作为训练数据

组，初始估计矩阵 犕
（０）是一个４×４单位矩阵。同

时需要设一个阈值α和一个正整数犜，其中α是一

个小正数。

２）抽样：用不同染料在荧光采集通道获取荧光

值，每两种染料的相对荧光值组成多个二维散点图。

以第一组分为犡坐标，第二组分为犢 坐标组成的二

维散点图为例。

确定边界：选择第一组分的两个分位点作为范

围的边界，在本次迭代中，当前训练数据组中处于边

界范围内的这些点可用于估计出串扰矩阵中的元素

犽２１／犽１１。

区域分割：将两边界所包含的范围平均分为多

个相同的宽度。

选择极值点：找到所有扫描数据点中，第一组分

值落在一个给定分割的区域内而其第二组分值最小

的散点。

３）一维线性回归：对从最后一个步骤中获得的

扫描数据进行第二组分对第一组分的一维线性回归

计算，将此处估计出的斜率值作为犽２１／犽１１的下一个

估计值。同理，该图中估计出的另一臂的斜率可作

为犽１２／犽２２的下一个估计值。

４）对其他参数进行估计：根据上述步骤２和３，

可估计出矩阵中其他各元素的值，并估计出串扰矩

阵犕。

５）评估颜色校正的质量：计算步骤２、３和４中

得到的１２个估计斜率的绝对值的最大值，如果该值

低于阈值α，则进行步骤７，否则即按步骤６继续计

算。

６）修正：用 犕 的逆矩阵以逐点相乘的方法对

训练数据组进行修正，得到新的训练数据组。设

犕
（犻）＝犕

（犻－１）×犕，其中，犻为迭代次数，每次增加１，

如果犻＞犜，则进行步骤７，否则就从第一步骤重新计

算。
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　　７）归一化：对 犕
（犻）进行归一化处理，使矩阵每

列的数据相加为１。

该算法的输出结果为估算出的串扰矩阵。首

先，步骤２中选择的区域的分位点一般为训练数据

组中每个组分值的６０％～９９％，选取９９％的分位点

来消除异常值。其次，分割的区域不能太小也不能

太大，太小容易使迭代效率下降，且容易导致更大的

偏差，而太大则会引起许多分割区域内不存在一个

边界点，一般确定分割区域的数量时要求每个分割

区域内平均包含６～１０个有效数据点。第三，数值

实验结果表明一维线性回归要优于最小二乘回归

法。第四，结束迭代的基本原则是检查斜率是否平

行于犡 轴，此处通过为斜率设定阈值实现该原则，

一旦估计的斜率值小于设定的阈值，迭代则终止。

阈值的选择依赖于精度要求和噪声水平。根据多组

数据分析和判定，一般选取０．０５作为阈值。最后，

还对估计出的串扰矩阵进行了归一化处理，使矩阵

的每一列相加之和为１。

２．３　估算荧光串扰校正矩阵的实验方法

为了评估４色ＰＣＲ光学系统的荧光串扰矩阵，

设计以下试验进行原始数据采集。４个检测通道的

滤光片中心波长及带宽与４种染料发射谱相对关系

如图４所示。

图４ 检测波长及带宽与染料发射谱关系

Ｆｉｇ．４ Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｄｙｅｅｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒｕｍａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈａｎｄｂａｎｄｗｉｄｔｈ

　　确定系统的荧光串扰矩阵，需首先对系统进行

背景校正，背景荧光是ＰＣＲ仪的环境荧光强度，主

要由背景电信号、样本块中的污染物、塑料耗材中的

水以及塑料耗材自身引起，背景校正就是通过实验

获取系统的背景荧光值，生成校正文件用于后续实

验数据处理消除背景荧光影响。然后确定此光学系

统的荧光染料浓度线性范围，最后进行纯染料校正，

通过对获取的数据进行分析处理得到系统的荧光串

扰矩阵。

背景校正方法：在反应管中加入不含模版的

ＰＣＲ反应体系，制成背景校正板，测量其空白荧光

强度。在运行校正程序期间，定量 ＰＣＲ 系统在

１０ｍｉｎ内连续读取背景校正板的荧光强度，信号收

集的温度为６０℃（一般ＰＣＲ反应中进行荧光采集

的温度）。随后，用软件计算所收集到的荧光强度的

平均值，保存到校正文件中。软件在今后的分析中

将自动调用此校正文件，从实验数据中扣除背景信

号。

确定系统荧光染料浓度线性范围方法：在９６孔

标准ＰＣＲ板的Ｃ３～Ｃ１２孔中各加入ＦＡＭ 的８种

梯度稀释液２５μＬ；在Ｄ３～Ｄ１２孔中各加入 ＨＥＸ

的８种梯度稀释液２５μＬ；在Ｅ３～Ｅ１２孔中各加入

ＴｅｘａｓＲｅｄ的８种梯度稀释液２５μＬ；在Ｆ３～Ｆ１２

孔中各加入Ｃｙ５的８种梯度稀释液２５μＬ。将反应

板放入检测仪器中进行检测，在１０ｍｉｎ内连续读取

的反应板的荧光强度，对读取的荧光数据进行分析，

确定荧光染料的浓度线性范围。

纯染料校正方法：将４种染料在其浓度线性范围

内各稀释成２４个浓度梯度，并按浓度大小顺序加入

到９６孔标准反应板中，制成纯染料校正板。将纯染

料校正反应板放置入仪器，进行光学扫描和荧光数据

采集。设置仪器以０．２℃／ｓ的升温速率从４０℃升到

９５℃，从４０℃开始，每升高１℃，保温１０ｓ，进行一次

荧光数据采集，记录采集的荧光数值用于后续计算。

３　结果与讨论

３．１　光学系统性能

随机选择经定量ＰＣＲ扩增的ＤＮＡ试剂标本

装入９６孔载台，设置激发端和检测端的磁光开关同

步切换频率为２５００Ｈｚ，相当于每个通道的切换时
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图５ 荧光检测速度测试图

Ｆｉｇ．５ Ｓｐｅｅｄｔｅｓｔｉｎｆｌｕｏｒｅｃｅｎｃｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

间为４００μｓ。采用ＴｅｋｔｒｏｎｉｘＴＤＳ２０２４Ｂ型数字示

波器记录ＰＭＴ输出Ｏ／Ｅ端信号，即各路荧光对应

的模拟电信号。示波器的信号如图５所示。从中可

以看出光开关切换频率为２５００Ｈｚ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，能满足之后模数转换及数字和软件系统对各

路信号的识别和采集，实现多路荧光检测通道的快

速扫描检测。实测的单通道切换加上荧光采集时间

小于５００μｓ，８通道的荧光采集不到４ｍｓ。

３．２　四色犘犆犚光学系统荧光串扰矩阵的实验结果

所设计的光学检测系统，根据２．３节提出的实

验方法，可首先获得其系统的背景荧光值，然后确定

其染料浓度的线性范围为１０－１０～１０
－３ｍｍｏｌ／Ｌ。利

用在该浓度线性范围内的荧光染料进行纯荧光染料

校正，一次校正试验可获取５５次采集测４个通道各

９６个数据，根据得到的荧光值，可区分出不同浓度

下某种纯染料在４个检测波长下的相对荧光值，其

中某一次读取的４种荧光染料分别在４个通道的荧

光值如图６所示，为了获取较多样本以减小计算误

差，可进行多次校正试验以增大样本量。

图６ 染料Ｆａｍ，Ｈｅｘ，ＴｅｘａｓＲｅｄ，Ｃｙ５的荧光数据

Ｆｉｇ．６ ＦｌｕｏｒｅｓｅｎｔｄａｔａｏｆＦａｍ，Ｈｅｘ，ＴｅｘａｓＲｅｄａｎｄＣｙ５ｄｙｅ

　　对于获取的数据，首先先去除其背景噪声影响，

然后利用２．２节所述算法对数据进行处理，估计出

荧光串扰矩阵。在实际应用时，在得到串扰矩阵的

各参数后，要对检测数据进行反处理，得出实际荧光

数据用于结果分析，即得到犕 后，还需要求其逆矩

阵犕－１，存储其逆矩阵的各参数，逐点乘以实际采

集的荧光数据（即检测空间）后，得到实际荧光数据

（即染料空间）值。

３．３　估计串扰矩阵并求取逆矩阵

对采集的荧光数据进行分析，建立二维散点图，

根据２．２节所述算法，先确定分布边界，在实际应用

时，选取每个组分的６０％～９９％作为信息范围，然

后将散点分布区域平均分为２００个相等的区间，选

取最大迭代次数为９。以采集的组的数据作为训练

数据组，估计出最优的串扰矩阵（表３），最后进行归

一化计算（表４）。

表３ 最优串扰矩阵

Ｔａｂｌｅ３ Ｏｐｔｉｍｉｚｅｄｃｒｏｓｓｔａｌｋｍａｔｒｉｘ

ＦＡＭ ＨＥＸ ＴｅｘａｓＲｅｄ Ｃｙ５

Ｃｈ１ １ ０．４５７１４３ ０．０７１４２９ ０．００５７１４

Ｃｈ２ ０．１７１４２９ １ ０．１５７１４３ ０．０２５７１４

Ｃｈ３ ０．００１４２９ ０．００２８５７ １ ０．３２８５７１

Ｃｈ４ ０．００００８６ ０．００１４２８ ０．００２８６１ １
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臧留琴等：　多重定量ＰＣＲ系统中多色荧光检测和光谱串扰校正方法

表４ 归一化矩阵

Ｔａｂｌｅ４ Ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｍａｔｒｉｘ

ＦＡＭ ＨＥＸ ＴｅｘａｓＲｅｄ Ｃｙ５

Ｃｈ１ ０．８５２ ０．３１３ ０．０５８ ０．００４

Ｃｈ２ ０．１４６ ０．６８４ ０．１２８ ０．０１９

Ｃｈ３ ０．００１２ ０．００２０ ０．８１２ ０．２４２

Ｃｈ４ ０．０００８ ０．００１０ ０．００２ ０．７３５

　　由于每个荧光检测系统在实现的时候存在个体

差异，由此造成系统的背景荧光值及相对荧光强度

值存在差异，因此对每个新建立的荧光检测系统都

应该进行系统的背景荧光检测及荧光串扰矩阵估

算，以此确保不同系统在临床应用时能较好地达到

一致性要求。

４　结　　论

设计了一种利用四色ＬＥＤ作为激发光源，利用

ＰＭＴ作为光检测器，基于磁光效应实现多色荧光定

量ＰＣＲ检测，配合一维扫描机构和滤光片切换装

置，进行９６孔标准ＰＣＲ板的四色荧光扫描，完成多

色实时荧光定量ＰＣＲ检测。磁光效应组合光纤传

输可有效避免光通路之间串扰。对于荧光染料本身

光谱特性产生的串扰，通过标准迭代的四维聚类分

析算法计算串扰矩阵。描述了荧光串扰矩阵的计算

方法及算法实现，并针对４种常用染料的进行实验

研究，对所建立的多色实时荧光定量检测系统进行

荧光串扰评估计算。

参 考 文 献
１ＥＭａｒｙ，ＧＲｉｃｈａｒｄ．ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ：ａｄｖａｎｔａｇｅｓ，ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓ，

ａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＧｅｎｏｍｅＲｅｓ，１９９４，３（４）：６５－７５．

２Ｋ Ｄｉｅｔｅｒ． Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｒｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：

ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓａｎｄｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＭｏｌＭｅｄ，２００２，８（６）：

２５７－２６０．

３ＮＴｈｅｌｗｅｌｌ，ＳＭｉｌｌｉｎｇｔｏｎ，ＡＳｏｌｉｎａｓ，犲狋犪犾．．Ｍｏｄｅｏｆａｃｔｉｏｎａｎｄ

ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｃｏｒｐｉｏｎｐｒｉｍｅｒｓｔｏｍｕｔａｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｎｕｃｌｅｉｃ

ＡｃｉｄｓＲｅｓ，２０００，２８（１９）：３７５２－３７６１．

４ＬｉｕＪｕｎ，ＺｈａｏＪｉｂｉｎ，ＬｉｕＷｅｉｊｕｎ，犲狋犪犾．．Ｇｅｎｅｃｈｉｐｍｉｃｒｏａｒｒａｙ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓｐｏｔｓｉｍａｇｅｓＣＣＤＳｃａｎｎｉｎｇａｎｄａｃｑｕｉｒｉｎｇｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．

ＣｈｉｎｅｓｅＪＬａｓｅｒｓ，２０１０，３７（２）：５０５－５０９．

　 刘　军，赵吉宾，刘伟军，等．基因芯片荧光靶点阵列图像ＣＣＤ

扫描采集系统［Ｊ］．中国激光，２０１０，３７（２）：５０５－５０９．

５ＷａｎｇＧａｎｇ，ＭｉｎｇＡｎｊｉｅ，ＬｉａｎｇＪｉｎｇｑｉｕ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｔｈｅ

ｏｐｔｉｃａｌｓｗｉｔｃｈ ［Ｊ］．ＭＥＭＳＤｅｖｉｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００５，４：

１９５－１９９．

　 王　刚，明安杰，梁静秋．光开关研究进展［Ｊ］．ＭＥＭＳ器件与

技术，２００５，４：１９５－１９９．

６ＺｈｉＹａｎａｎ，ＹａｎＡｉｍｉｎ，ＳｈｕＲｏｎｇ，犲狋犪犾．．Ｈｉｇｈｓｐｅｅｄｄｉｇｉｔａｌ

ｂｅａｍｓｃａｎｎｅｒｂａｓｅｄｏｎｅｌｅｃｔｒｏｏｐｔｉｃｃｒｙｓｔａｌｓｗｉｔｃｈａｒｒａｙ ［Ｊ］．

ＡｃｔａＯｐｔｉｃａＳｉｎｉｃａ，２０１０，３０（１２）：３４３０－３４３４．

　 职亚楠，闫爱民，舒　嵘，等．高速电光晶体开关阵列数字光束

扫描器［Ｊ］．光学学报，２０１０，３０（１２）：３４３０－３４３４．

７ＰｅｎｇＮｉａｎｃａｉ，ＺｈａｎｇＺｈｅｎｘｉ，ＬｉＺｈｅｎｇ，犲狋犪犾．．Ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｍｅｌｔｉｎｇａｎａｌｙｚｅｒｂａｓｅｄｏｎｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔｆａｓｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｗｅａｋ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ［Ｊ］．ＡｃｔａＯｐｔｉｃａＳｉｎｉｃａ，２０１２，３２（２）：０２１７００１．

　 彭年才，张镇西，李　政，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［Ｊ］．光学学报，２０１２，３２（２）：０２１７００１．

８ＬｉＬｅｉ，ＰＴｅｒｅｎｃｅ．Ａｎｅｓｔｉｍａｔｅｏｆｔｈｅｃｒｏｓｓｔａｌｋｍａｔｒｉｘｉｎｆｏｕｒ

ｄｙｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｂａｓｅｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ［Ｊ］．Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，

１９９９，２０（７）：１４３３－１４４２．

９ＫＪａｓｏｎ，Ｎ Ｌｙｌｅ，Ｋ Ｄａｖｉｄ，犲狋犪犾．．ＴｈｅＨａｎｄｂｏｏｋｏｆＰｌａｎｔ

Ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓａｎｄ ＭｕｔａｎｔＳｃｒｅｅｎｉｎｇ ［Ｍ］．Ｂｅｒｌｉｎ：ＷｉｌｅｙＶＣＨ，

２０１０：１４９－１６５．

１０ＹＺｈｏｎｇｂｉｎｇ，ＳＪｅｓｓｉｃａ，Ｇ Ｍｉｃｈｉｅｌ，犲狋犪犾．．Ａｕｔｏｍａｔｉｃｍａｔｒｉｘ

ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｉｎｆｏｕｒｄｙｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｂａｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ［Ｊ］．

Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，１９９６，１７（６）：１１４３－１１５０．

１１Ｈ Ｗｅｉａｎ，ＹＺｈｏｎｇｂｉｎｇ，ＤＲＦｕｈｒｍａｎｎ，犲狋犪犾．．Ａ ｍｅｔｈｏｄｔｏ

ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅ ｆｉｌｔｅｒ ｍａｔｒｉｘ ｉｎ ｆｏｕｒ ｄｙｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｂａｓｅｄ

ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ［Ｊ］．Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，１９９７，１８（１）：２３－２５．

栏目编辑：韩　峰

０１１７００２７


