
芯片定量验证引物设计概要 

 

上海伯豪生物技术有限公司作为 Agilent公司和Affymetrix 公司在中国的首家认证技术服

务商，为客户提供高品质的芯片检测和高质量的数据服务。当您拿到芯片结果数据时，为保证

结果的可信度，对其进行验证是必不可少的，首当其冲的是利用 RT-qPCR 对同一样本进行

定量验证。RT-qPCR 实验的影响因素众多，为确保您能够快速高效地完成芯片验证工作，

我们总结出了 mRNA 芯片验证实验中需要注意的五个事项。 

1. 选择信号值较高的探针 

优先选择 Flag 为 P（若组间差异大，可选择一组为 P，另一组为 A），信号值大于 7（原

始信号值 27=128）的探针数据进行验证。上海伯豪生物技术有限公司为您提供信号值

大于 7 的差异基因列表，您可以根据自己的需要进行验证基因的选择。 

 

2. 靶序列的选择 

mRNA 用 oligo d(T)进行反转录时，3’端被优先反转录，5’端反转录效率偏低，因

此优先选择靶序列在基因 3’端的探针。对于芯片上多个探针检测同一基因，且信号值

均较高时，尽量选择靶序列在基因 3’端的探针。 

Agilent 芯片结果中提供了探针序列， 候选验证基因的序列通过 Accession 号在相应



的数据库中进行查找，并与探针序列进行 Blast 比对，确定探针序列在候选验证基因的

位置信息。 

 
 

Affymetrix 芯 片 探 针 对 应 的 基 因 靶 序 列 信 息 可 以 在 Affymetrix 官 网

（http://www.affymetrix.com/estore/）上进行查找，如下图所示为人的 U133 Plus 

2.0 芯片 227319_at 探针集对应的靶序列查找。 
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3. qPCR 产物序列最好包含探针序列 

mRNA 定量验证最好选择位于基因 3’端的探针作为候选靶标，避免引物设计在 5’端

或中部出现的反转录效率低或差异剪接。引物设计在包含探针序列的 3’UTR 区，可保

证扩增的高效性。 

4. 对引物扩增效果进行验证 

引物质量影响着定量检测的结果，如果引物的溶解曲线不好，说明有非特异性扩增，须

重新设计引物。引物的扩增 Ct 值最好在 20-25 之间，如果 Ct 值过高，说明引物扩增

效率不好或模板降解。 

5. 定量实验与芯片实验用相同样本 



定量验证所用的模板要与芯片实验是同一样本，如果是生物学重复或相似的样本，由于

个体差异或制备动物模型条件不同等原因，验证结果可能与芯片结果不一致。 

 

在对芯片结果进行 qPCR 验证过程中，严格遵循这五条注意事项，我们的验证工作就事半

功倍了。 

 


