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La PCR quantitative en temps réel
Q-RT-PCR

icycler
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•La PCR quantitative en temps réel (Q-RT-PCR) couple une RT-PCR
classique à une méthode de quantification fluorescente. La cinétique de
quantification est basée sur la détection « en temps réel » d’un signal
fluorescent dont l’intensité est proportionnelle à la quantité de produit PCR
généré au cours de l’amplification. La quantification du signal repose sur le
concept de « threshold cycle » (Ct).



Cinétique de la PCR



- Haute précision pendant la phase exponentielle
- Variabilité importante à la phase plateau

PCR en temps réel
PCR "classique"
en point final

PCR conventionnelle versus en temps réel





PCR en temps réel - Quantification

Valeurs de fluorescence corrélées à la quantité de produit amplifié
➔ Concept de "cycle seuil"  (Ct) : base de la quantification

Ct ( Cycle threshold) = 
nombre de cycle 
d'amplification 
nécessaire pour obtenir 
un signal fluorescent 
statistiquement 
significatif par rapport au 
bruit de fond (valeur 
seuil). 

 Plus le Ct est petit, plus l'échantillon est concentré

Seuil fixé au 
dessus du 
bruit de 

fond





Principe du SYBR Green I 

= Agent intercalant dont l'émission de fluorescence augmente
lorsqu'il est lié à l'ADN double brin
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Avant amplification

SYBR Green

Le SYBR Green en solution
émet peu de fluorescence

Durant l'élongation, il se fixe sur
l'ADN double brin naissant,
entraînant une augmentation de la
fluorescence
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Après amplification

F

ADN double brin

L'émission de fluorescence est mesurée à la fin de chaque cycle d'élongation



SYBR Green Avantage - Inconvénients 

Avantage
- Economique
- Facile d'utilisation
- Pas d'expertise particulière pour le design de sondes fluorescentes
- Non affecté par des mutations de l'ADN cible (qui affectent l'hybridation
des sondes spécifiques)

Inconvénients
- La spécificité repose entièrement sur les amorces
- Faux positifs, surestimation de la quantification (le SYBRgreen se fixe à 
n'importe quelle molécule d'ADN double brin y compris des produits non 
spécifiques ex : dimères d'amorces, mauvais appariements)

 Analyse de la courbe de fusion indispensable



Analyse de la courbe de fusion 

Température °C
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SYBR Green 
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Courbe de fusionCourbe d'amplification

Ct : quantification Tm : spécificité du produit 
d'amplification



Sondes Taqman - Principe

Hybridation d'une sonde spécifique

Composition de la sonde 
● Fluorochrome émetteur (reporter) en 5'
Ex : FAM 6-carboxy-fluorescein

● Fluorochrome suppresseur (quencher) en 3' 
ex : TAMRA 6-carboxy-tetramethyl-
rhodamine

➔ pas d'émission de fluorescence



Cette méthode repose sur deux principes :
- la technologie FRET (fluorescence resonance energy transfer)
- l’activité 5’-exonucléase de la Taq Pol

5’

5’

3’

3’

FP

RP

Reporter Quencher

FAM, VIC TAMRA

Sondes Taqman - Principe

La fluorescence émise par le reporter est absorbée par le quencher

Taq pol

 Spécificité des amorces pour la PCR
 Spécificité de l’hybridation de la sonde TaqMan
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Lumière

- FRET (fluorescence resonance energy transfer) depuis le reporter
(haute énergie) vers le quencher (faible énergie),

➔pas de signal fluorescent émis par le reporteur quand la sonde
est intacte

Sondes Taqman - Principe



- au cours de l’élongation catalysée par la Taq Pol l’activité 5’
nucléase coupe la sonde→ libération du reporter
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- lorsque la polymérisation est complétée, pour chaque molécule d’ADN 
synthétisée un reporteur émet de la fluorescence. 



 La fluorescence est proportionnelle aux taux d'hydrolyse de la sonde hybridée donc à la 
quantité de produit d'amplification



Sondes Taqman

Avantage : 
- Spécificité accrue

Spécificité des primers pour la PCR
Spécificité de l’hybridation de la sonde TaqMan

- Possibilité de multiplexage avec des sondes portant des fluorochromes
différents

Inconvénient :
- Impossibilité de réaliser des courbes de fusion
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