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食品中病原性微生物之
Real-time PCR檢測

講者:袁巧璇 技佐
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課程大綱

阪崎腸桿菌及腸炎弧菌檢驗方法介紹

Real-time PCR(即時PCR) 原理

PCR (聚合酶鏈鎖反應)原理
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What is DNA (deoxyribonucleic acid)

Nucleotide unit
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DNA replication  

DNA polymerase 5’       3’
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PCR-Polymerase chain reaction

polymerase
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PCR
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膠體電泳
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電泳膠片結果

M 1 2 3 4 5 6
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Real time PCR
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檢測方式 傳統PCR Real-time PCR

專一性 佳 優

靈敏度 普通 優

儀器成本 普通 高

檢驗成本 低 高

結果判定 電泳膠片(band)
(end-point)

螢光反應曲線
(即時)

反應時間 較長 較短
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當螢光值達到偵測之閥值
(Threshold)，此時所對應的循
環數(cycle)稱之為Ct值。
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目標DNA的濃度與Ct值成反比關係。
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Quantitative PCR-qPCR

 依據連續稀釋標準樣品的Ct值及已知濃度，可得
標準曲線，根據此標準曲線可以推算樣品的起始
濃度，達到定量之目的。
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DNA binding dye-SYBR Green



17

Taiwan Food and Drug Administration  Ministry of Health and Welfare

DNA binding dye-SYBR Green

 優點: 不需額外合成probe，方法簡單，成本較低。

 缺點: primer dimer 及非專㇐性PCR產物皆產訊號，
無法做multiplex PCR
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Fluorescent probe-TaqMan
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Fluorescent probe-TaqMan

 優點：專㇐性佳，可做Multiplex PCR ，螢光強度
 與反應產物呈正比
 缺點：需額外合成特殊probe，成本高，
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Important factors in real-time PCR

Composition 
of DNA 

template

DNA 
polymerase 

choice

Buffer 
components

Primer & 
probe 
design

Additives 
and 

inhibitors
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如何得到DNA
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DNA條件

1.7-2.0
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引子與探針設計
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引子與探針設計
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阪崎腸桿菌反應條件

合成之引子及探針，拆封後，
以無菌去離子水稀釋成適當
濃度，分裝後置於-20℃貯
存備用，另探針需避光保存。
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腸炎弧菌反應條件

合成之引子及探針，拆封後，
以無菌去離子水稀釋成適當
濃度，分裝後置於-20℃貯
存備用，另探針需避光保存。

Tlh (thermolabile hemolysin)不耐熱性溶血素
Tdh (thermostable direct hemolysin)耐熱性溶血素
Trh (TDH related hemolysin)類耐熱性溶血素
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阪崎腸桿菌Real-time PCR 反應結果

MMS PC

MMS
PC

增菌液

可疑菌落

NC

NC



30

Taiwan Food and Drug Administration  Ministry of Health and Welfare

腸炎弧菌Real-time PCR反應結果

菌種鑑別基因(tlh)

致病基因(tdh)

致病基因(trh)

PC

PC

PC
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腸炎弧菌Multiplex PCR反應條件
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Real-time PCR
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Trouble Shooting

Q: 沒訊號??

Q: 曲線圖很??

Q: Ct 值很低，不確定?
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Master mix A
Master mix B
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操作注意事項
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Thank You ~~~


