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液滴微流控系统在数字聚合酶链式反应中的应用研究进展

范一强*摇 王 玫摇 高 峰摇 庄 俭摇 唐 刚摇 张亚军
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摘摇 要摇 数字聚合酶链式反应(PCR)技术近年来发展迅速。 与以实时荧光定量 PCR 为代表的传统 PCR 技术

相比,数字 PCR 技术显著提高了定量分析的精确度和灵敏度。 数字 PCR 的快速发展与近年来微流控技术在

数字 PCR 技术中的广泛应用有着密切的联系。 早期的研究和商业化产品使用的是大规模集成流路微流控芯

片,加工过程复杂且价格高昂。 近年来,液滴微流控芯片被应用到数字 PCR 技术中,它可以在短时间内产生

102 ~ 107个微液滴,每一个微液滴都是最多只含有一个目的基因片段的 PCR 反应器。 PCR 扩增后,通过对单

个微液滴的观察计数,就可以获得绝对定量的分析数据。 本文综述了不同种类的液滴微流控系统在数字

PCR 技术中的应用,以及液滴数字 PCR 微流控芯片在生物、医药、环境等领域的应用。
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1摇 引摇 言

早在 1992 年,已有学者提出了数字聚合酶链式反应(Digital PCR, dPCR)的概念[1],并且指出其在

DNA 的定量分析方面具有显著优势。 但是初期的 dPCR 技术发展十分缓慢,这是由于如果使用传统的

96 孔板或者 384 孔板进行 PCR 扩增,需要数个多孔板同时进行扩增,不仅操作复杂,且实验样品和试剂

的消耗量非常大[2]。 在当时的条件下,研究者很难开展数字 PCR 的研究。 此外,在 DNA 定量研究方

面,由于实时荧光定量 PCR (Real鄄time quantitative PCR, RT鄄qPCR) [3,4]等技术的发展和广泛应用,也使

得 dPCR 技术的发展缓慢。
随着微流控技术的出现和近年来的高速发展,研究者尝试将微流控技术与数字 PCR 技术结合起

来。 与微流控芯片结合后的 dPCR 技术的灵敏度和精确度有了很大提高[5],在单细胞研究[6,7]、基因测

序[8]、医学诊断[9 ~ 11]、环境监测[12,13]、食品安全[14 ~ 16]等领域得到了越来越多的应用,展现出了广泛的应

用潜力。 近年来,还涌现出一批商业化的 dPCR 检测设备。 本文综述了近年来 dPCR 技术及液滴微流控

芯片的发展状况,并介绍了 dPCR 技术在医学、生命科学等领域的实际应用情况。

2摇 dPCR 原理

传统的实时定量 PCR 以指数形式体现定量信息,而 dPCR 技术所能提供的 DNA 量化信息是以线性

的数字化形式体现的。 dPCR 的原理如图 1 所示[17],将含有目标基因、引物、聚合酶等的溶液稀释后,根
据实验需要被分成 102 ~ 107份不等的溶液(反应单元),每份溶液中至多只含有一个目的基因拷贝。 这

些溶液单元经过与传统的 PCR 技术相同的热循环扩增后,对每份溶液进行检测。 如果含有目的基因,
则计为“1冶(阳性反应);不含有目的基因,则计为“0冶(阴性反应),这些代表阳性反应的数字“1冶和代表

阴性反应的数字“0冶类似于数字电路中的通和断两种状态,这也是 dPCR 名称的由来。 最后通过对阳性

反应的单元计数可以获知扩增之前目的基因的绝对数量。 考虑到有可能出现扩增前一个反应单元里有

两个或以上目的基因的情况,使用泊松分布进行校正可以进一步增加对扩增前目的基因计量的准确度。
与传统的 PCR 技术相比,由于热循环和荧光探针标记等技术已经较为成熟,dPCR 主要的技术难点

体现在对稀释后的反应溶液进行大规模等分的技术上。 在对稀释后的溶液进行等分方面,最初采用了

96 孔或 384 孔板的方法,但这种方法试剂消耗量巨大(每孔约 5 滋L),且可实现的反应单元数量较少。

第 44 卷

2016 年 8 月
摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇

分析化学 (FENXI HUAXUE)摇 评述与进展

Chinese Journal of Analytical Chemistry
摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇

第 8 期

1300 ~ 1307



图 1摇 dPCR 技术原理示意图[17]

Fig. 1 摇 Schematic diagram of digital polymerase chain
reaction (dPCR) process[17]

后来尽管在反应单元的数量上有所增加,如 Shen
等[18]在玻璃基底加工了 1280 个反应单元,但仍存在

溶液等分不能自动完成和反应单元数量较少的问

题。 直到微流控技术被应用到 dPCR 领域后,反应单

元的数量才得到了爆发式的增长。 关于微流控技术

在 dPCR 领域的应用,本文后续部分会详细介绍。
为了进一步说明 dPCR 技术的原理,图 2 显示了

dPCR 技术在胎儿早期疾病诊断中的应用。 图 2a 是

检测过程中一组 12 块多孔板中的 1 块,具有 765 个

反应单元,每个反应单元的容积为 6 nL,含有目标基

因、引物、荧光探针等的反应溶液通过微流控技术被

均匀送入各个反应单元中。 经过 PCR 扩增后,由
TaqMan 探针标记的含有目标基因的反应单元发出

荧光,可以很容易地观察到。 经过计算机图像处理,转换为图 2b 所示的热点图(Heat map), 每个红点
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图 2摇 采用 dPCR 技术在微流控阵列中对采自孕妇血浆中的胎儿 DNA 进行扩增[10] 。 (a)同一个芯片阵

列在扩增前后的对比 (b) 阳性反应的热点图 (c) 扩增过程的指数图

Fig. 2摇 Digital PCR amplification of fetal DNA from maternal plasma analyzed in a digital array microfluidics
chip[10] . (a) Same chip before and after PCR amplification process, (b) Heat map for the positive reactions,
(c) Exponential plot for the amplification process

代表一个含有目标基因的反应单元,通过热点图就可以准确分析出目标基因的数量。 图 2c 是作为参考

的 dPCR 的扩增曲线,需要指出的是,dPCR 对目标基因的测量并不需要扩增曲线的帮助,而在实时荧光

定量 PCR 检测中,对目标基因扩增数量的检测直接依赖于与标准曲线的对比,由于标准曲线与实际样

品扩增效率不同等原因,导致荧光实时定量 PCR 检测的准确度偏低。 Hindson[19] 和 Whale[20] 等对实时

荧光 PCR 技术和 dPCR 技术进行了系统对比,结果表明,相比于实时荧光定量 PCR,dPCR 对目标基因

定量检测的灵敏度、精度、检测时间等方面有着非常显著的优势。 在检测精度方面,dPCR 与实时荧光

PCR 相比,相对标准偏差(RSD)显著减小, 测量精密度提高[19];在检测时间方面,如果保持与荧光 PCR
相同的精度,dPCR 的日检测量增加了 7 倍[19]。

早期的微流控技术与 dPCR 的结合应用体现在以集成流路微流控芯片( Integrated fluid circuit,
IFC) [21]为基础的 dPCR 技术。 这种微流控芯片采用多层光刻技术加工而成,具有非常复杂的流路结构

以及气动的微泵与微阀,通过微泵和微阀将溶液送入反应腔阵列,其加工过程复杂,成本非常高,且受到

加工技术和成本的限制,IFC 芯片可以实现的反应单元数量一般不超过 10000 个[22]。
近年来,液滴微流控技术的发展给 dPCR 带来了新的发展机遇。 采用液滴微流控技术,经过高度稀

释的含有模板 DNA 和引物等的反应溶液可以在微流控芯片中很容易地被分成 102 ~ 107小液滴[23],每
个体积只有 纳升[24]甚至皮升[25]的小液滴都是只含有最多一个目的基因的微型反应器,经过 PCR 扩增

后,通过荧光检测,可以很直观地定量分析出原始溶液中目的基因的拷贝数量。
与 IFC 芯片相比,液滴微流控芯片的优势不止体现在反应单元的数量,其最大优势在于成本方面:

IFC 芯片的加工采用接近纳米尺度的多层光刻技术,成本非常高;而液滴微流控芯片大多只有一层结
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构,且加工尺度在微米级,因此大大降低了芯片的加工成本(微流控芯片的加工成本占芯片总成本的大

部分),这对于 dPCR 技术的发展至关重要。

3摇 液滴微流控技术

3. 1摇 微流控系统中微液滴的产生方法

如前所述,微流控技术对于 dPCR 发展的贡献主要在于可以大规模增加反应单元的数量,通过微流

控技术,高效精确地将样本溶液分割为 102 ~ 107份。 微流控技术对样本溶液的分割,最初是由气动微

泵、微阀控制分割样本溶液[21]的 IFC 芯片,不仅结构较为复杂,加工难度也较大,可以分割的份数也非

常有限,单块芯片的成本非常高[26]。 近年来,研究者开始使用微流控系统产生大量微液滴的办法实现

对样本溶液的分割[27,28],每个产生的含有目的基因、探针和引物等的微液滴都可以作为一个独立的反

应单元进行 PCR 扩增,而微滴产生的速度、数量、体积等均可以通过微流控系统精确控制。 相比于 IFC
芯片,液滴微流控芯片的加工过程简单,成本低廉,代表了未来微流控与 dPCR 结合的发展方向。 下面

将结合微液滴在 dPCR 领域的应用,简要介绍使用微流控系统产生及操控微液滴的技术。
通过微流控系统产生大量应用于 dPCR 技术的微液滴,最常用的方法是乳化技术(Emulsion),即两

种不相溶的液体混合时,一种液体会以微滴的形式分散在另一种溶液中。 微流控芯片可以在微尺度上

对一种溶液(分散相)在另外一种不相溶的溶液(连续相)中产生微液滴的过程进行精确控制,继而获得

大量体积在纳升甚至皮升级,且大小均一的微液滴。
图 3 显示了使用液滴 dPCR 技术对癌症基因进行筛选和测序的应用研究[28]。 如图 3 所示,在一个

T 形(T鄄junction)的微通道中,黄色代表油,蓝色代表包含引物、荧光探针以及目标基因等的水溶液。 由

于两种液体不相溶,在微通道的液体流动过程中,油在微通道内在向左侧流动的过程中对水溶液不断进

行挤压,作为分散相的水溶液在连续相油的不断挤压中被最终剪断,形成了一个微液滴(本例中体积为

2. 5 nL)。 分散后的微液滴含有至多一个目的基因以及引物、荧光探针等,分散后的液滴可以使用传统
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图 3摇 用于单分子 PCR 研究的微液滴产生过程[28]

Fig. 3 摇 Microfluidic emulsion generation for single鄄molecule
PCR[28]

的 PCR 技术进行扩增,由于油的阻隔,在扩增

过程中,每个微液滴都是一个相对独立的反应

单位。
除了图 3 所展示的 T 形微通道的液滴产

生系统,类似的还有 Y 形[29]、十字形[30] 等多

种微通道结构,都可以用于产生微液滴。 除了

乳化法之外,还可以采用流动聚焦(Flow鄄focu鄄
sing)等方法[31]产生单 /双 /多层包裹的微液滴

(Single / double / multiple emulsion)。 采用微流

控技术产生微液滴的大小与微通道的尺寸及

连续相和分散相的流速、粘度等都有直接关系[32]。 现阶段使用微流控技术可以产生的微液滴的体积范

围从 0. 05 pL 到 1 nL 不等,对应的微液滴直径为 5 ~ 120 滋m[33],实际应用中可以灵活选择。 文献[29]
中采用的是以油包水(W / O)方式产生的微液滴,根据实验需要,同样的微流控系统还可以产生水包油

(O / W)的微液滴,甚至气体包水(W / G)的微液滴。
在连续相液体的选择方面,多采用矿物油(Mineral oil),对微液滴形状的保持和微液滴间的阻隔起

到了重要作用,且对微液滴中参与 PCR 扩增的生物大分子、酶等的活性和结构没有影响[14]。 为了增强

液滴产生的稳定性和控制分散相微液滴的大小,有的研究者在矿物油中加入了 0. 5% ~ 3. 0%的表面活

性剂[34,35]。 在水或油中添加表面活性剂对微液滴的稳定起到了重要作用,且未发现毒副作用。 未来的

研究中,可以通过改变微通道表面的物理化学性质等方法(物理 /化学修饰),增加微流控系统产生微液

滴的稳定性,从而摆脱对价格昂贵的表面活性剂的依赖,减少对溶液的污染。
微流控芯片材料的选择与其应用环境有直接关系。 目前,在 dPCR 领域,无论是 IFC 芯片,还是液

滴微流控芯片,通常使用聚二甲基硅氧烷[14, 36](PDMS)材质的微流控芯片。 PDMS 具有良好的生物相
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容性和透气性,且微加工性能良好[37],但在某些有机溶剂的作用下会发生溶解和变形。 根据目前微流

控技术发展的总体趋势,未来非常有可能产生基于热塑性塑料(如:PMMA、PS、PC 等),甚至纸基等低成

本微流控 dPCR 芯片。
3. 2摇 微液滴的高通量生成技术

液滴微流控芯片在 dPCR 领域的应用是利用了液滴微流控系统可以迅速产生大量的微液滴的优

势。 近年来,在产生高通量微液滴的微流控芯片方面进行了大量研究,目前,单一微液滴产生装置的液

滴产生速度可以高达 10 kHz[38],如果将多块微流控芯片并行使用,或者在一块微流控芯片上加工数十

到数百个微液滴产生装置,还可以极大提升液滴的产生速度。 Nisisako 等在[39] 一块圆形的玻璃基底上

呈辐射状排布了 128 个 Y 形微液滴产生器,每小时可产生 1 L 粒径为 96. 4 滋m 的微液滴。
图 4 展示了 Holtze 等[40]制作的高速微液滴发生微流控芯片,芯片采用了软光刻的方法,使用传统

紫外光刻技术对 SU鄄8 进行曝光冲洗后,利用 SU鄄8 作为模具,对 PDMS 进行倒模,最后将 PDMS 键合在

玻璃片上制成微流控芯片。 他们不仅在连续相的油中添加了表面活性剂,还在分散相的水中也添加了

具有良好生物相容性的表面活性剂(PFPE鄄PEG 共聚物),从而极大提高了微液滴高速产生时的稳定性,
液滴的产生速度可以达到 30 kHz(图 4a)。 从图 4b 可见,随着微通道内油流量上升,微液滴的产生速度

也迅速上升,产生的微液滴的直径随之变小。 为了验证 PFPE鄄PEG 共聚物作为表面活性剂的生物兼容

性,在微液滴中进行了质粒 DNA 体外编译 茁鄄Galactosidase 酶的实验,获得了满意的效果。
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图 4摇 液滴产生过程中的稳定性[40](a)使用流动聚焦的方法从 25滋m 的喷嘴中产生的微液滴,(b) 在水

流速不变的情况下,微液滴产生的频率和大小与油流速之间的关系

Fig. 4 摇 Droplet stability during formation[39] . ( a) Droplets are generated by flow鄄focusing from a 25鄄mm
nozzle; (b) Droplet production frequency and drop diameter as a function of oil flow rate at constant flow rate of
the water phase

值得注意的是,高通量的微液滴产生技术对微流控芯片系统以及扩增后的液滴荧光检测都提出了

更高的要求。 首先,产生高通量液滴的微流控芯片对反应液体进样的稳定性和连续性都提出了更高要

求,这种情况下,反应液体进样常需要通过价格高昂的恒压泵实现。 其次,高通量的液滴产生微流控系

统对芯片的键合也提出了更高要求,内部的高压液体对芯片的键合强度要求更高。 最后,对液滴的荧光

检测的速度方面也提出了更高要求,检测系统不仅需要在极短时间内对微流控芯片中按顺序排布流动

的微液滴进行荧光检测,还需要高速的数据处理和统计能力。

4摇 dPCR 与液滴微流控芯片的结合和应用

目前,基于液滴微流控芯片的 dPCR(Droplet digital PCR, ddPCR)已被广泛应用于疾病检测[41,42]、
基因诊断[43]、基因测序[44]、食品安全[45]等多个领域。

在疾病检测和基因诊断方面,Heredia 等[46]采用液滴 dPCR 技术对乳腺癌肿瘤细胞中的表皮生长因

子受体(HER2)的表达水平进行了研究。 与之前研究者的结果相比,采用 dPCR 显著提高了对 HER2 表

达水平的准确度,为研究 HER2 表达水平与乳腺癌发病之间的关系提供了准确数据。 dPCR 技术在疾病

诊断领域的应用远不止于乳腺癌领域,在肺癌[47]、结肠癌[48]等疾病的检测领域,研究者也利用 dPCR 技

术对其相应的标志物(如:EGFR、KRAS 等)进行了检测,从而实现了在基因水平上对疾病诊断的目的。
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利用 dPCR 技术的高灵敏度,还可以对微量的游离在血液中的肿瘤导致的 CNAs 进行检测,对于癌症的

早期诊断有着重要的意义。 实验表明,利用 dPCR 技术,可以达到在 106 个野生型中检测出一个突变基

因的灵敏度[49]。 Contente鄄Cuomo 等使用液滴 dPCR 对微量的游离在细胞外可作为癌症标志物的 DNA
片段进行了检测[50],验证了在血液的复杂背景中,利用 dPCR 技术对循环肿瘤标志物检测的可行性。

在环境工程和食品安全领域,Bian 等[14]采用经过油饱和处理的基于 PDMS 材料的微流控芯片,对
饮用水中 E. coliO157 和 L. monocytogenes 两种细菌进行了 dPCR 检测(图 5),分别用两种不同颜色的荧

光探针标记两种细菌,PCR 扩增后可以同时对两种颜色荧光微液滴进行检测计数,从而得到两种细菌

在初始溶液中的绝对定量结果[14],用这种方法对饮用水的检测精度可以达到 10 CFU / mL[15]。 在食品

安全领域,为了适应欧盟对转基因农作物的严格要求,Dobnik 等[51] 提出并验证了利用液滴 dPCR 技术

对欧盟境内种植的 12 种转基因玉米进行快速检测的方法。 Dany 等[45]也使用 dPCR—实时荧光 PCR 联

用技术对食品、饲料、种子中的转基因成分进行了测定,在提高精度的同时也降低了检测成本。
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图 5摇 使用液滴 dPCR 对 E. coliO157 和 L. monocytogenes 同时进行检测[14]

(a)微流控芯片的加工 (b) 产生微液滴 (c) 在微流控芯片上进行扩增和使用通过荧光分析结果

Fig. 5摇 Droplet digital PCR workflow for simultaneous detection of E. coli O157 and L. monocytogenes[14]

(a) Fabrication of microfluidic chip; ( b) generation of droplets; ( c) On鄄chip amplification followed by
fluorescence read out

在液滴微流控技术与 dPCR 的结合应用方面也有一些商业化产品,如 Bio鄄Rad 公司的 QX 系列液滴

dPCR 检测系统,其中 QX100 系统中的液滴微流控芯片可以在一次分析中将样品溶液分成 11. 2 万 ~
12. 8 万个小液滴,每块芯片的价格仅为 24 美元。 在 QX100 系统中,使用了前文提到过的十字形的微流

道,分散相溶液在连续相油的挤压中不断产生小液滴,通过数个液滴产生微流控芯片的并行协作,在短

时间内产生了大量的小液滴,每个小液滴就是一个反应容器;PCR 热循环扩增结束后,又使用微流控技

术,使小液滴依次通过检测装置对其进行荧光检测,完成计数过程。 与之相似,RainDance 公司的 Rrain鄄
drop 系统附带的微流控芯片的 8 个进样通道同时工作时,最高可将样品溶液分为 8000 万个 pL 级的微

液滴,每块微流控芯片的成本也只有 80 ~ 240 美元。 相比之下,Fluidigm 公司 BioMark 系统使用的基于

IFC 技术的微流控芯片中的 12 个反应单元阵列加起来也仅有 9180 个反应单元,每块芯片价格却高达

400 美元[17]。 由此可见,从单个芯片的价格和对反应溶液分割的份数来看,液滴微流控芯片相比于 IFC
芯片都拥有巨大的优势。

典型的商业化液滴 dPCR 系统的工作原理如图 6 所示,含有目的基因、Taq 聚合酶、引物、分子信标

(如:TaqMan 等)的溶液经过微流控芯片,被分为数百万个微液滴,分散的微液滴被收集在离心管中进

行 PCR 热循环扩增,扩增的同时,通过荧光探针 /分子信标标记目的基因,最后,微液滴被重新送入微流

控芯片中,微液滴依次通过荧光传感器进行检测,最后得到数据分析图。 值得一提的是,现阶段微液滴

一般可以通过荧光探针标记两种颜色,如果对荧光探针的强度进行控制,基于两种颜色的探针最多可以

达到 12 个标记的多重分析[53]。
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图 6摇 基于液滴微流控技术的 dPCR 工作流程[52]

Fig. 6摇 Overview of digital droplet PCR workflow[52]

5摇 结语和展望

与传统的依靠标准曲线和循环阈

值进行定量检测的实时荧光 PCR 技术

相比,在目标基因的定量精度和灵敏度

方面,dPCR 具有非常明显优势:通过对

溶液的高度稀释和分割,每份溶液中都

至多含有一个目标基因,在扩增后,通
过荧光检测,可以准确定量分析出原始

溶液中的目标基因数量。
dPCR 技术在基因工程、疾病检测

以及环境工程等领域得到了较为广泛

的应用,无疑是未来 PCR 技术的发展方

向。 液滴 dPCR 是近年来兴起的一项新

dPCR 技术,是微流控技术与 dPCR 结合产生的新成果。 相比于基于 IFC 的 dPCR 芯片,液滴 dPCR 对反应

溶液的分割数量增加了上千倍,可以容易地将反应溶液分割为数百万份含有至多一个目标基因的微液滴,
大大提高了定量分析精密度,不仅推动了 dPCR 在更多领域的应用,且显著降低了 dPCR 技术的成本。

目前,包括液滴 dPCR 在内的整个 dPCR 技术还处于发展初期,与液滴 dPCR 相关的液滴微流控芯

片技术、多重荧光探针、反应后微液滴的高速检测等相比还有很大发展的空间。 在液滴微流控芯片技术

方面,其技术难点在于大规模高通量的液滴产生技术,高通量往往是通过增加芯片中的液体流动速度和

采用数块微流控芯片并行运作实现的,这对芯片的设计、微通道的加工、芯片的键合等都提出了更高的

要求,是未来技术攻关的重要难点之一。 在多重荧光探针的使用方面,多数实验室研究和商业化产品使

用的都是 1 ~ 2 个荧光探针,可以实现对 1 ~ 2 个目标基因的同时检测。 在未来的 dPCR 技术发展中,提
高荧光探针数量必然是发展趋势之一,在一次 dPCR 检测中对多个目标基因进行定量分析,大大提高效

率,降低成本,对医学检测等领域的应用有着重要意义。 前面提到的高通量液滴产生技术和多重荧光探

针技术也都对 PCR 扩增后的荧光检测系统提出了更高的要求,在非常短的时间内,不仅需要荧光检测

系统对液滴是否具有荧光做出判定,还需要对荧光的颜色做出准确判断,所以,未来 dPCR 技术发展中

高速荧光检测和信号处理也是亟待解决的难题。
此外,值得重点关注的是液滴 dPCR 技术的高成本问题。 目前,为了保证内部微流道洁净,只能一

次性使用的液滴微流控芯片的成本仍然过高,使得整个液滴 dPCR 技术的检测成本高昂,影响了液滴

dPCR 技术的普及。 微流控芯片成本的绝大部分源自微加工技术和芯片材料,相信未来随着微流控技

术的高速发展,各种低成本的微加工方法的不断涌现和各类低成本材料的使用,会在很大程度上降低液

滴 dPCR 技术的成本。 从降低成本方面考虑,研发应用于液滴 dPCR 技术中的高通量、低成本微流控芯

片也必将是未来的发展方向之一。
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Recent Development of Droplet Microfluidics in Digital
Polymerase Chain Reaction

FAN Yi鄄Qiang*, WANG Mei, GAO Feng, ZHUANG Jian, TANG Gang, ZHANG Ya鄄Jun
(School of Mechanical and Electrical Engineering, Beijing University of Chemical Science, Beijing 100029, China)

Abstract摇 Digital polymerase chain reaction (PCR) has been experiencing a rapid development during the
past few years. Comparing with the traditional real鄄time quantitative PCR (RT鄄qPCR), using the same primer
and probe, the accuracy for the absolute quantification of target gene is significantly improved. The
development of digital PCR is directly related to the development of microfluidics. The integrated fluid circuit
is an early combination of the microfluidics and digital PCR, which has a complicated fabrication process with
high cost. Recently, researchers are trying to apply the droplet microfluidics in digital PCR, and the droplet
microfluidic chip is able to generate millions of droplets within a short time. Each of these droplets containing
no more than one target gene is a reaction chamber during the amplification process. After amplification, each
droplet is tested to achieve the absolute quantification of the target gene. This paper reviews the recent
progresses of droplet digital PCR, and the applications of droplet digital PCR in biological, medical and
environmental fields.
Keywords摇 Digital polymerase chain reaction; Droplet microfluidics; Genetic testing; Gene sequencing;
Review
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