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壹、 緣起及目的 

定量 PCR (real-time PCR)利用在核酸增殖過程中螢光訊號同步

放大之特性，具快速、即時偵測之效果，並搭配標準品配置之檢量線

達到定量目的。該技術定量範圍廣、成本不高、操作流程可標準化，

並可進一步發展為高通量(high throughput)檢測平台，廣為各研究領域

使用，許多分子生物檢測試劑大廠皆發展、出售以定量 PCR 打造之

檢測試劑套組，國際官方檢驗方法常以定量 PCR 方法作為快速篩檢

或是定量檢測方法。然而，若 PCR 反應效能未達 100%，定量結果易

有低估之情況，例如檢體中含有抑制 PCR 的物質、如遇成分較為複

雜之檢體或核酸序列因變異而無法與引子或探針完全互補，將明顯降

低螢光訊號強度，而唯螢光訊號強度有 2 倍以上差異才算是在定量上

有意義的差異，因此明顯削弱定量 PCR 之定量範圍及解析度。 

   

    數位 PCR (digital PCR)又被稱作第三代 PCR，與定量 PCR 不同

在於檢體進入 PCR 增殖反應前，先以油滴技術(droplet)或晶片平台

(chip)將樣本劃分成百至上萬的反應小單元，以至有些小單元不含核

酸分子，或僅含單一核酸分子。之後每個反應小單元同步進入 PCR

增殖反應，在反應結束後檢視每個小單元是否有螢光訊號，統計具有

螢光訊號的小單元數目，而每個具有螢光的小單元並非皆均僅含單一
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目標核酸分子，因此再以 Poission distribution 統計方式校正之，以接

近真實中檢體含有目標核酸分子數量(copy number)。由於數位 PCR

數據無須借助檢量線等間接定量方式，以 copy number 直接呈現定量

結果，且該系統可發展多色螢光系統，達到相對定量或多目標同步定

量之目的，且因樣本進入 PCR 反應前已被劃分成眾多反應小單元，

即使原先檢體中含有 PCR 反應抑制物，在檢體被劃分同時，最後留

存於單一反應小單元的抑制物濃度已相對十分低，有效降低其對 PCR

效率的影響程度。因此，相對於過去的定量 PCR，數位 PCR 可有效

改善原先存在於定量 PCR 的致命缺點，展現高靈敏性、高準確性且

多目標的定量能力。 

 

   有鑑於數位 PCR 為新一代核酸定量檢驗技術，現為國際間分子

生物檢驗之未來趨勢，亦為本署在食品生物檢測能力發展重點。本次

參加之歐洲生物高峰會─第 5屆定量 PCR及數位 PCR研討會將針對

定量PCR及數位PCR技術檢測上之應用、方法開發及評估進行探討，

會中出席者皆為新穎分子生物技術之國際知名專家學者，出席該會可

即時與其交流獲其寶貴經驗並擴展國際人脈，以期提升本署於分子生

物檢驗之研究開發與國際同步。 
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貳、 過程 

日期 地點 行程 

12/3 台北-泰國曼谷-英國

倫敦 

啟程 

12/4-12/5 英國倫敦 

Novotel London West 

歐洲生物高峰會–第五屆定

量 PCR 及數位 PCR 研討會 

12/7-12/8 英國倫敦-泰國曼谷-

台北 

返程 
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參、 第五屆定量 PCR 及數位 PCR 研討會 

    本次筆者參加由 Global Engage 於英國倫敦 Novotel London West

飯店舉辦第四屆歐洲生物高峰會(4
th

 Bio Summit–Europe)，係在

Novotel Lon West 二樓數間會議室同時進行「第五屆定量 PCR 及數位

PCR 研討會(5
th
 qPCR & Digital PCR Congress)」、「第四屆合成生物學

及基因編輯研討會(4
th

 Synthetic Biology & Gene Editing)」、「第三屆微

流體研討會(3
rd

 Microfluid Congress)」及「次世代定序技術及應用研

討會(NGS technique & application)」(如圖一、二、三)，凡選擇其中

一項研討會，即可自由至其他 3 項研討會聆聽之，大會提供手冊亦以

單一時間軸將 4 項研討會議程並列(如附件一)，並針對每位講者之背

景、專長及當日講題摘要分別列出，使與會者在會議前快速瞭解每項

講題重點，方便規劃安排想要聆聽的演講場次，以及會後向講者討論

交流之議題。 

 

    相較於去年第四屆定量 PCR及數位 PCR研討會議程內容偏重於

定量 PCR 及數位 PCR 在醫療、植物、食品、環境等領域之研究及應

用，本屆大會邀請國際知名在定量PCR及數位PCR技術之專家學者，

分享定量 PCR 及數位 PCR 技術之特性、實驗設計、平台操作及數據

分析須注意之細節，其中第一天上午議程為大會邀請在數位 PCR 方
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法建置及確效評估有著豐富經驗的、任職於澳洲國家測量研究所

(National Measurement Institute)的 Kerry Emslie 博士，分享澳洲國家

測量研究所如何建立、評估數位 PCR 技術，以及如何將數位 PCR 技

術應用至 DNA 參考物質進行精準定量，以及其他領域之檢測；下午

議程數位 PCR 及定量 PCR 分別在 2 個會議室進行，其中定量 PCR

議程針對定量 PCR 使用策略及技術開發進行探討，數位 PCR 則是聚

焦於數位 PCR 特性、技術優化、數據分析、該技術與其他新穎分子

生物技術(如次世代定序技術)之結合及未來普遍使用於臨床診斷之

可能性。 

 

圖一、第四屆歐洲生物高峰會演講會場入口 
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圖二、進行「第五屆定量 PCR 及數位 PCR」之演講廳 

 

圖三、進行「次世代定序技術及應用研討會」之演講廳 

 

本屆大會邀請 Kerry Emslie 博士，以「Digital PCR for high 

accuracy measurement of DNA reference materials」為題，詳細說明

digital PCR 在核酸物質定量上的潛力、digital PCR 技術及數據分析可

能產生的誤差，以及其所屬之澳洲國家測量研究所如何致力於 digital 

PCR 之方法建立及多項檢測領域之應用。澳洲國家測量研究所的任務
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係建立參考檢驗方法 (reference method)及提供確效用參考物質

(reference materials)，因相中數位 PCR 具準確定量之特性，自 2006

年起，澳洲國家測量研究所致力於數位 PCR 技術之評估，及其在各

檢測領域之應用潛力。在多年研究下，Kerry Emslie 博士所率領之研

究團隊歸納會影響數位 PCR 準確性(accuracy)及精密性(precision)的

各項因子，其中最重要為在進入 PCR 增殖前將樣本劃分成之反應小

單元個數、每個反應小單元之體積是否一致、數據分析時劃分螢光正

反應訊號及背景螢光訊號之閾值線(threshold)，以及操作人員熟練度、

吸取檢體及試劑過程產生之體積誤差等。在針對數位 PCR 可能產生

誤差之關鍵因子進行確認，Kerry Emslie 博士成功藉由油滴式數位

PCR 建立多項檢測領域之定量檢驗方法，並運用數位 PCR 技術完成

多項過去不易精準定量之核酸參考物質之確效，並且在 2016 年在知

名期刊發表核酸參考物質之建立流程(1)(2)，並闡述數位 PCR 在其中所

扮演之角色。 

 

  另外，在其後發、來自冰島的 Jon Josson 博士發表有關核酸分子

本身構形(conformation)在數位 PCR 定量數據上的影響，核酸分子若

以超螺旋形式進入 digital PCR 反應，該構形明顯阻礙聚合酶，降低 

PCR 反應效能，進而造成定量數據之低估，因此在進行數位 PCR 前，
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Jon Josson 博士建議先以如 Northern Lights Assays 之二維核酸電泳技

術分析樣本中核酸物質之構型，以確認是否需先破壞原有核酸分子構

形之樣本前處理(3)。 

 

  另外，在有關高通量定量 PCR 的應用中，任職於法國食品，環

境和職業健康與安全局(the French Agency for Food, Environmental 

and Occupational Health & Safety)的 Sara Moutailler博士發表其所屬之

Vectotiq Team如何運用 Fluidigm Biomarker real-time PCR system搭配

96 x 96 或 48 x 48 晶片，發展出同步偵測由蜱為媒介傳播之細菌、病

毒、寄生蟲及其他病原微生物。近年由於氣候變遷，在歐美地區以蜱

為媒介傳播之疾病(tick-borne disease)比例明顯上升，蜱已成為許多國

家病媒防治重點，由於以蜱為媒介傳播之病原微生物相當繁多，因此

在進行相關流行病學調查或田野樣本檢驗時，繁重的檢驗工作花費大

量的人力物資，因此發展出能同步偵測多件樣本、且單一樣本可同步

偵測多項目標，實為迫切需求。因此 Sara Moutailler 博士所帶領的研

究團隊利用 Fluidigm Biomarker real-time PCR system可藉由晶片設計

特性，彈性利用 2 種規格晶片，設計出一套針對蜱為媒介傳播之病原

微生物快速檢測系統。以收集 5 個國家之 13 處田野採集，共計 19474

件蜱蛹檢體進行實測，結果顯示該系統單次反應可針對 94 個檢體，
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同步檢測 50 種細菌、22 種寄生蟲、29 種病毒及另外 5 種微生物(4)。

該平台之同步快速檢測能力顯著，Sara Moutailler 博士預計未來運用

該平台建立以蚊子為傳播媒介之 58種病毒(mosquito-borne virus)同步

快速檢測方法。 
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肆、 次世代定序技術及應用研討會 

    除了聆聽定量 PCR 及數位 PCR 相關議題，由於署內近年亦著力

於次世代定序技術之建立及應用，因此筆者在 2 天研討會中亦數度中

途跑場至次世代定序技術及應用研討會，即時吸收目前國際間在次世

代定序技術之發展現況。 

 

    在筆者報名前，即發現大會邀請我國中央研究院副研究員邱國平

博士發表其近年建立之 T-oligo-primed PCR (TOP-PCR)技術及其應用

至次世代定序技術之優勢。凡有送核酸樣本定序的人都知道，待測樣

本之核酸濃度及品質須達到一定要求，才能獲得較為可信的定序品質；

次世代定序技術的問世，除可提供定序較高的精確度，亦改善靈敏性，

然而如想獲得優良的定序品質，以 illumina 平台為例，在上機前須將

核酸樣本片斷化至一定範圍，落於該範圍的核酸分子才能與該平台設

計的 adaptor 結合以進行後續核酸分子增殖反應，且核酸樣本至少需

0.5 奈克(ng)，且實驗設計不慎亦生成 primer dimer，降低定序感度。

如面臨過於碎裂、濃度稀少如臨床之無細胞 DNA 檢體(cell-free DNA)，

往往面臨難以上機或定序品質不佳的命運，甚至可說核酸檢體的優劣

直接決定次世代定序數據品質亦不為過。有鑑於此，為解決上述問題，

邱博士領導的研究團隊巧妙設計彼此部分互補的 T-oligo及 P-oligo以
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形成 Half Adaptor (HA)，片段僅 11 bp，易於水溶液中散布及結合核

酸分子，且 HA 無選擇性結合任何長度的核酸分子，結合能力為

illumina 原有平台使用之 adaptor 之 2-3 倍，且由於序列特性，HA 沒

有自身結合(self-ligation)的問題，僅由 HA 中的 T-oligo 作為單一引子

進行後續反應。該技術除可應用至傳統 PCR，亦可直接改善前述

illumina 系統在樣品要求上的困難點，目前 TOP-PCR 除在 2017 年 1

月發表在知名期刊 (5)，並已在台灣及美國成功申請專利，顯示

TOP-PCR 已獲得國際認可。未來邱博士將著眼於 TOP-PCR 在臨床體

液檢體之檢測，例如細菌鑑定等應用。 

 

    另一有趣議題為國際知名美粧大廠 L'Oréal 萊雅集團旗下的研究

團隊運用次世代定序技術在皮膚微生物群落(Skin Microbiome)之研

究成果，會議中由 Ahmad Khodr 博士代表報告。由於人類基因體計

畫(Human Genome Project)之進行，運用次世代定序技術可有效、快

速、系統性解析人體各部位微生物群落生態，其中發現皮膚健康與否

和皮膚表面微生物群落是否達到生態平衡、好菌是否存在優勢有相當

直接的關聯，例如粉刺的生成即 Propionibacterium spp.等壞菌過度生

長有關，甚至在國際美粧新聞內容中亦曾提到未來益生菌可能作為臉

部保樣品強效成分，運用益生菌重塑臉部微生物群落，有效恢復皮膚
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健康狀態，因此近年國際多家美妝、保健大廠如 L'Oréal 及 Johnson & 

Johnson 紛紛投入皮膚微生物群落之相關研究，並與知名研究中心如

法國巴斯德研究室合作，試圖解開皮膚微生物群落之奧秘。Ahmad 

Khodr 博士分享 L'Oréal 研究中心在運用次世代定序技術於揭密皮膚

微生物群落的經驗分享，發現以往在微生物群落常以 16S rRNA 序列

解析微生物群落之菌種分布，其中在皮膚微生物群落分析以 16S 

rRNA的V1及V3序列區域之解析度為較佳；然而後來發現 16S rRNA

解析度僅能闡述菌種分布，然而在年長者及年輕者的皮膚分析，發現

其菌種分布差異不大，進一步以 whole metagenome sequencing 分析之，

發現雖然菌種分布大致相同，但這些微生物群落在年長者及年輕者的

基因表現樣態大不相同，因此在研究皮膚微生物群落時，應帶入基因

表現是否具有差異之觀點，以功能註解(functional annotation)的角度

進行分析，而且在分析時數據資料庫亦要慎選，以免造成分析偏差

(6)。 

 

 

 

 

 

 

 



15 
 

伍、海報展覽 

    本次大會在定量 PCR 及數位 PCR 領域共接受 11 份海報發表，

本署在數位 PCR 於食品中基因改造成分檢測知應用及評估研究以

「Evaluation of quantitative ability of genetically modified contents by 

digital PCR」為題發表(如附件二、三及圖四)，在展場中亦吸引不少

與會者前來觀看，更有與會者十分有興趣地詳細作筆記(如圖五)。 

 

圖四、筆者與本署海報合影 
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圖五、對於本署海報認真筆記的與會者 

 

    在這次海報展覽中，亦遇見同為來自亞洲的日本、韓國的與會者，

其中來自日本國家度量衡研究所(National Metrology of Institute)的柴

山祥枝(Sachie Shibayama)博士，其發表主題為「Accuracy validation of 

chip-based digital PCR by DNA certificated reference material, including 

the evaluation of partition volume on the chip by SEM」，柴山博士在會

場中看到同為東方臉孔的筆者亦相當開心，因柴山博士之發表為會場

中少數針對晶片式數位 PCR 應用於 DNA 參考物質之定量評估，筆者

好奇在詢問柴山博士有關其研究起緣，柴山博士表示過去在數位 PCR

尚未問世前，由於定量 PCR 解析度不足，關於核酸參考物質之精準

定量多仰賴如同位素稀釋超高效液相層析串聯質譜技術 (Liquid 
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chromatography–isotope dilution tandem mass spectrometry, LC-IDMS)

或感應耦合電漿質譜儀(Inductively coupled plasma mass spectrometry, 

ICP-MS)生物化學技術，流程相當繁瑣；在數位 PCR 問世後，其高

靈敏度及精準定量之特性，國際間相當多研究團隊(如以 Kerry Emslie

及歐盟合作的網絡實驗室)紛紛發表關於數位 PCR 在 DNA 分子定量

之可能性，但由於成本因素，目前油滴式數位 PCR 市占率較高，因

此近年文獻大多針對油滴式數位 PCR 進行方法評估及確效，然而油

滴式數位 PCR 亦在油滴產生後發生油滴體積改變而不一致，此因素

已證實為造成數位 PCR 發生誤差主要因素之一。有鑑於此，因著眼

於晶片式數位 PCR 以晶格取代油滴，將單一樣本區分近 2 萬個反應

單元，較於油滴，晶格具規格一致、體積固定、晶格製程可標準化減

少誤差之特性，而日本國家度量衡研究所擔負生產國家級核酸參考物

質之任務，因此柴山博士隸屬之研究部門針對萊富公司生產之

QuantStudio 3D Digital PCR 進行分析，首先以掃描式電子顯微鏡分析

確認 QuantStudio 3D Digital PCR 平台使用之晶片中各晶格體積是否

一致，之後再以已知、經 ICP-MS 及 LC-IDMS 確效後之 DNA 參考物

質進行測試，結果顯示雖晶片式數位 PCR 在眾多晶格之體積亦存在

些許誤差，但該平台在定量 DNA 分子上表現不錯。 

 

    另，國立南韓科技技術院(Korea Advanced Institute of Science and 
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Technology)之 Chang Yeol Lee 發表「Electrochemical real-time PCR 

based on intercalation of methylene blue and its diagnostics application 

for influenza virus」，係以生物工程的角度，以電化學法取代過去

real-time PCR 使用之螢光反應，以免除過去 real-time PCR 需仰賴體

積大、售價較高的反應儀器，其研究在玻片上塗布甲基藍，由於甲基

藍具氧化還原特性，而甲基藍本身又能與核酸分子結合，因此利用甲

基藍在與核酸分子結合後造成電位改變之特性，達到定量核酸分子之

能力，該研究並實際以臨床 H1N1 核酸檢體實際檢測，結果顯示能達

到不錯的檢測能力，且該反應無需偵測螢光，因此檢測儀體積可大幅

縮小，利於攜帶，未來可應用至床邊檢驗(point-of-care testing)。 
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陸、 心得與建議 

    2017 年 9 月林澤揚科長與筆者赴義大利參加歐盟基因改造實驗

室聯盟年度會議，於會議中得見歐洲各國已將數位 PCR 技術廣泛應

用在各項檢測領域，然而過程中發現因數位 PCR 在核酸定量上的高

解析度，因此以數位 PCR 重新定量歐盟先前已建立之基因改造成分

之核酸標準品，發現核酸標準品中有 heterozygote 存在，如持續使用

該標準品將顯著造成基因改造成分定量上的誤差，因此目前歐盟審慎

重新評估過去已建立之標準品，並以數位 PCR 重新檢測一次，由此

可預見未來數位 PCR 無疑將在分子生物檢測領域劃下嶄新的一頁；

而數位 PCR 直接以核酸分子數量(copy number)作為檢測單位，但現

行法規或標準大多以其他單位呈現，因此歐盟正為數位 PCR 技術其

應用領域相關之法規及標準該如何調和積極討論中。 

 

    在此次研討會中，諸位數位 PCR 專家深入剖析數位 PCR 可能產

生的誤差來源，雖目前歐盟有關數位 PCR 技術的官方制定確效規範

尚未發布，但在 2013 年包含 Kerry Emslie 博士等 15 位國際知名數位

PCR專家已在Clinical Chemistry期刊發表篇名「The digital PCR MIQE 

guideline: minimum information for publication of quantitative digital 

PCR experiments」(7)，內容以深入淺出說明數位 PCR 技術之特性，

更以查檢表(checklist)形式提醒數位 PCR 操作者在實驗進行前須先
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確認哪些流程及細節，不啻為初學者入門數位 PCR 最佳教材。 

 

    筆者在 9 月份赴義大利參加歐洲 GMO 實驗室聯盟第 28 屆年度

大會時巧遇任職於日本國家農業與食品研究組織(National Agriculture 

and Food Research Organization)的橘田和美(Kazumi Kitta)博士，橘田

博士亦表示其任職單位近年亦針對晶片式平台在基因改造成分檢驗

分析之能力進行評估，由橘田博士及柴山博士的經驗分享，可大致窺

見日本國家實驗室近年逐漸引進數位 PCR 作為其檢驗方法開發、核

酸參考物質精準定量之目的及期許。 

 

    本署在數年前引入數位 PCR-高通量定量 PCR 雙模組，然而該系

統之數位 PCR 模組因其晶片僅能將樣本劃分至 770 個反應小單元，

定量能力遠不及油滴式數位 PCR 及新式晶片式數位 PCR。有感國際

間已普遍使用數位PCR，許多國家皆已將數位PCR運用於檢驗業務，

本署作為國家實驗室，實需另外引進能將樣本劃分為上萬反應小單元

之數位 PCR，善用數位 PCR 高靈敏度及高解析度定量之特性，有效

提升本署於生物性分子檢測能力。 

 

    因嗅到數位 PCR 技術帶來的商機，已有相當多儀器及檢測公司

紛紛投入數位 PCR 的研發，不僅將機械手臂導入數位式 PCR 操作流
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程以降低人為誤差，同時大幅提升檢測通量(throughput)，並針對現行

油滴式數位 PCR 的缺點加以改善，推出成本更低、無須檢體前處理、

具一致體積之反應小單元等新式數位 PCR 平台，可謂百家爭鳴。筆

者建議在導入數位 PCR 新機前，先確認自身業務在核酸定量上的需

求，並追蹤國際間有關各項數位PCR平台檢測能力評比之相關報導，

方能選擇出適合的數位 PCR 平台。 

 

    為有效提升生物性成分檢測能力，本署近年致力於發展數位 PCR

及次世代定序技術，以數位 PCR 為例，在本次研討會所發表以基因

改造成分為分析標的，同時評比 3 項數位 PCR 平台之定量範圍，海

報發表當日吸引相當多與會者前來觀看並作筆記，此景反映出本署之

研究成果已獲得國際關注；本署亦運用高通量定量 PCR 技術成功建

立基因改造黃豆品系快速鑑定，預期其應用至在過去需大量人力物力

檢測之港埠監測調查，將能大幅降低檢測成本及檢測時間。在研討會

中看到其他國家將相同系統應用至大規模的監測調查，除了顯示本署

在建立檢驗方法之能力已與國際同步，期許本署未來能擴大應用高通

量定量 PCR 技術，尤其是針對已完成定量 PCR 方法之病原微生物、

益生菌及物種鑑別，建議可先調和各項定量 PCR 條件使其統一，再

針對業務需求設計單次反應能同步檢測之標的，將能有效提升本署快
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速檢測能力強度。 

 

    最後，感謝署內長官支持參加檢驗技術相關之國際研討會，此行

筆者有幸能與多位知名專家學者面對面進行交流，在談話中獲得許多

新知及最新國際趨勢，回國後將持續此行所建立之人脈網，並在自身

專業更加精進，並針對研究成果進行發表，以提升本署之專業能見度，

並將相關技術運用於檢驗業務並推廣之，以強化國內檢驗量能。 
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捌、 附件 

附件一、歐洲生物高峰會之研討會議程 
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附件二、海報展覽清單 
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附件三、本署於研討會發表海報內容及投稿摘要 
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