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PCR 检测体系灵敏度 从样本到阈值的证据地图
TaqMan qPCR 为主；RT-qPCR 单列一章；同时看 LOD95、扩增效率 E、Ct 与临床灵敏度。本页用于确认报告结构，不作为最终技术结论。

灵敏度是串联系统的总结果，

不是单一酶活指标。

低拷贝时，取样体积与 Poisson 分布先设下限；酶学参数决定“能否高效延伸”，配方决定“酶与底物的有效状

态”，引探决定“能否特异退火并被切割”。任何一个环节的损失，都会抵消另一环节的增益。

因果链 / CAUSAL CHAIN

01
取样与模板回收

每反应有效拷贝数、提取回收率、基质抑制

LOD 的统计下限 [3]

02 变性 / 模板可及
GC 含量、二级结构、片段完整性

引物能否找到靶点 [6]

03
引物 / 探针退火

Tm、ΔG、二级结构、引物二聚体

退火占据率与特异性 [6]

04 聚合酶结合 / 延伸
kcat/Km(dNTP)、processivity、延伸速率、活性酶比例

扩增效率 E 的核心 [4][5]

05
探针切割

5′核酸酶切割效率、探针可及性、链置换

每扩增子的信号产出 [5]

06 信号 / 阈值

背景荧光、淬灭效率、仪器增益、阈值算法

Ct 与 LOD95 的判定 [1][3]

证据簇 / EVIDENCE CLUSTERS

簇 核心问题 代表证据（等级） 主要缺口

A 口径与统计

LOD95、E、Ct、临床灵敏度分别回答

什么？

MIQE；MIQE 2.0；LOD/LOQ 方法（A） 临床灵敏度不是 LOD 的同义词

B 酶动力学与结构

哪些动力学量直接决定延伸与切割？

DNA 聚合酶动力学综述；TaqMan 机制研究

（B*，厂商主导）；PDB 1TAU/1TAQ（A）

同一 qPCR 条件下的突变体动

力学数据少

C 配方与辅因子

游离 Mg²⁺、dNTP/Mg、离子强度如何

改变有效活性？

PCR 优化方法学（C）；MIQE 报告框架（A） 配方多为经验矩阵，缺普适最

优值

D 引探热力学

Tm/ΔG、二级结构、扩增子长度如何影

响退火与切割？

qPCR 引探设计综述（B）；TaqMan 机制（B*） 过度稳定探针会降低区分度

E 体系边界

热启动、RT、样本基质与抑制剂如何改

写结论？

PCR 抑制机制综述（A）；耐热 RT 工程（B）；

热启动 Taq（B）

不同样本基质需独立验证

F 临床灵敏度

患者阳性检出比例由什么决定？

诊断准确性基本定义（A） 需临床样本与目标人群，不能

由酶学推算

等级：A 同行评审且直接相关｜B 同行评审但间接/体系特异｜B* 厂商主导研究，需独立互证｜C 方法学/协议｜G 缺口。临床灵敏度不进入酶学因果

链，单独作为诊断准确性指标处理。

正向调整 / 需有条件

processivity↑ · kcat/Km(dNTP)↑ · 游离 Mg²⁺ 滴定 · Tm/ΔG 匹配 · 短扩增子 · 热启动 · 基质前

处理

负向作用 / 常见反向

Mg²⁺/dNTP 过量 · 高盐/甘油 · 探针过度稳定 · 引物二聚体 · 长扩增子/高 GC · 反复冻融 · 基质抑

制剂
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