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摘要! 为建立牡蛎疱疹病毒魁蚶株快速$灵敏$准确和操作简便的检测方法!实验根据已测序

完成的 "C+.949*P全基因组序列!选择其保守区域!建立了交叉引物等温扩增检测方法!并对

反应温度$J%@?C$>M

2 B浓度和反应时间进行了优化% 结果显示!最佳温度为 8/ K!反应时间

为 83 ;=G!J%@?C浓度为 411 ;;/05'!>M

2 B浓度为 8 ;;/05'% 该方法检测灵敏度为 /3 拷贝

的质粒 4%&!并且特异性较强!与贝类常见病原急性病毒性坏死病毒$鲍鱼疱疹病毒$派琴虫$

包纳米虫$马尔泰虫以及对虾白斑综合征病毒和副溶血弧菌均无交叉反应% 使用实验建立的

-?&检测方法对 2342 年分别采自韩国庆尚南道$山东长岛$辽宁大连共计 22 份 "C+.949*P

感染情况未知的魁蚶样品进行了检测% 研究表明!实验所建立的 "C+.949*P的 -?&检测方

法简单$快速$灵敏且特异性强% 由于其检测结果可通过简单离心或者向反应管中加入核酸荧

光染料 RBGB(=GJB3

@>进行肉眼观察!所以可以在沿海贝类养殖厂及条件简陋的实验室使用!具

有较好的应用前景%

关键词! 魁蚶' 牡蛎疱疹病毒魁蚶株' 交叉引物等温扩增' 检测

中图分类号! *04;1466666666666 文献标志码(&

66魁蚶#9*(@:(&*( /&<%$:,<'""$俗称赤贝&血贝&

大毛蚶"属瓣鳃纲 #'<;B00=H3<G8X=<$&翼形亚纲

#?IB3=/;/32X=<$&蚶目#&38/=J<$&蚶科#&38=J<B$)

魁蚶为冷水性贝类"主要分布于中国&日本&朝鲜半

岛及俄罗斯东南部沿海"在我国南北部沿海均有分

布"以黄海北部较多) 魁蚶肉质鲜美"具有很高的

经济价值"深受国内外市场的欢迎
'4 72(

)

疱疹病毒是一种大型的包膜病毒"基因组为

线性双链 4%&"大小介于 425 <215 SH) 国际病

毒分类委员会 2342 年发表的病毒分类第九次报

告"将原来的疱疹病毒科提升为疱疹病毒目"在疱

疹病毒目中增设软体动物疱疹病毒科
'/(

) 从 23

世纪 ;3 年代以来"世界上很多国家都先后发现过

由疱疹病毒导致的不同贝类死亡的现象) 现已从

美洲牡蛎#6&(##<#,&>( R"&$"'"*($&太平洋牡蛎#6=

$"$(#$&欧洲牡蛎#C#,&>( >+%)"#$&葡萄牙牡蛎#6=

('$%)(,($&新西兰扁牡蛎 #1"<#,&>( *:")>'#"#$&澳

大利 亚 扁 牡 蛎 # C=('$(#"$& 近 江 牡 蛎 # 6=

&"R%)(&"#$&菲律宾蛤仔#D%+",(@>#@:")"@@"'(&%.$&

欧洲 大 扇 贝 # ->*,>' .(B".%#$& 台 湾 杂 色 鲍

#4()"<,"#+"R>&#"*<)<&#%@>&,>B,($和澳大利亚鲍鱼

#4()"<,"#C21$中发现了疱疹样病毒"并引起这些

贝类发生大规模死亡
'1(

)

牡蛎疱疹病毒魁蚶株 #*PCI3<=G /7"CI3B=J

XB32BCT=3QC94""C+.949*P$由 2342 年 8 月本实验室

从山东长岛&莱州&日照和即墨等地的养殖基地样
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品中检测获得"健康魁蚶感染后"主要表现为反应

迟钝&触碰后双壳不闭合或闭合缓慢"外套膜内缩"

内脏团呈灰白色或黑灰色) 出现上述症状的个体

一般 4 J 内就会死亡"其死亡率可达到 ;5L)

交 叉 引 物 等 温 扩 增 # 83/CC 23=;=GM

<;20=7=8<I=/G"-?&$技术是一种最近发展起来的

新型等温扩增技术"-?&扩增体系中除包含具有

链置换功能的 PCI4%&聚合酶外"还包括扩增引

物和两条交叉引物"在合适的反应体系下"这些寡

聚核苷酸链能依靠 PCI4%&聚合酶的高活性的

链置换特性" 使 4%& 的循环扩增能不断完

成
'5 79(

) 该技术不仅摆脱了对精密仪器设备的依

赖"反应时间也大大缩短) 本研究依据 -?&技术

中的单交叉原理建立了一种 "C+.949*P的 -?&

检测方法"并将其与 ?-$方法进行了比较"以期

为 "C+.949*P的诊断提供一种现场快速高灵敏

度的检测方法)

46材料与方法

'(')实验材料

魁蚶病料66感染 "C+.949*P的魁蚶样品"

2342 年采自山东长岛养殖海区"经 ?-$鉴定为阳

性"本实验室保存)

主要 试 剂 6 6 43 >@XB3;/?/0$B<8I=/G

PQ77B3&PCI4%&聚合酶#9 333 #5;'$购自 %BV

,GM0<GJ P=/0<HC%?3B;=W ,W @<U&J%@?C#43 ;;/05

'$&2>4499@购自 @<D<$<生物工程有限公司

#大连$%RBGB(=GJB3

@>

购自厦门百维信生物技术

有限公司%PBI<=GB购自 *=M;<9&0J3=8X 公司%质粒

小提试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司%4%&

琼脂糖凝胶回收试剂盒购自 :F;/ 公司)

实验仪器66?-$仪#美国应用生物系统公

司"&220=BJ P=/CFCIB;C$%电泳仪 #北京六一仪器

厂 4ZZ948P型稳压稳流电泳仪$%(Q6=(=0;#'&*

/333$凝胶成像系统%%<G/43/2 23338超微量分

光光度计'赛默飞世尔科技#中国$有限公司(%引

物由上海生物工程有限公司合成)

'(,)PH+引物设计

根据本实验室已测序完成的 "C+.949*P全

基因组序列"选择其保守序列作为靶序列) 利用

?3=;B3,W20/3B3113 软件"设计出一套 -?&引物

#表 4$) 为便于对 -?&扩增产物进行特异性检

验"在引物 4 C中引入限制性内切酶 4"'J )))的识

别序列 &&R-@@)

表 ')L9[E#'#GXPH+引物

-./(')H84;189@916<%8L9[E#'#GXPH+.99.:

引物

23=;B3

引物序列#5N9/N$

23=;B3CBUQBG8B

4C @R-&-&R&@@-@-@RR@&&R@-R9&&R-@@9-RR@R@-&-&R&&@&&RR@@

2< @R-&-&R&@@-@-@RR@&&R@-R

/< @@@&--&@-@--&&-&RR&@R@R

1C &&-@&&@@---@&@-&@-@&--@

5< &@-@-R@-&@--&@R@R@--@&-@

注!引物 4C中序列*&&R-@@+为引入的限制性内切酶 4"'J )))的识别序列

%/IBC!IX<I&&R-@@=CIXB3B8/MG=I=/G C=IB/73BCI3=8I=/G BGYF;B4"'J )))

'(!)L9[E#'#GX粗提液的制备和病毒总 "*+

的提取

将采集的 ?-$检测为阳性的魁蚶样品在冰

上解冻"取其外套膜&鳃及肝胰腺组织在冰上用过

滤海水反复冲洗"加入 0 倍体积的除菌过滤海水"

在冰浴中用高速匀浆机 23 333 35;=G 匀浆 1 <5

次"每次 4 ;=G%匀浆液经 133 目筛绢过滤除去杂

质后"4 333 >$"1 K离心 /3 ;=G"取上清液%2 533

>$"1 K离心 4 X"取上清液%; 533 >$"1 K离心

/3 ;=G"取上清液%用 3115

!

;滤膜过滤除菌即为

"C+.949*P粗提液" 793 K超低温冰箱保存

备用
'0(

)

按照天根公司生产的 @)&%<;2 RBG/;=8

4%&D=I说明书上的方法提取 "C+.949*P粗提

液的总 4%&)

'(M)PH+反应体系的建立和条件优化

-?&反应初始体系总体积为 25

!

'"其中包

括!1 ;;/05' >M-0

2

& 412 ;/05' PBI<=GB& 413

;;/05'J%@?C&418 ;;/05'引物 4<&319 ;;/05'

引物 2<5/<& 312 ;;/05' 引 物 1C55<& 43 >

@XB3;/?/0PQ77B3215

!

'&PCI4%&聚合酶 9 #以

及适量的 4%&模板"于 85 K温育 83 ;=G"95 K

灭活 43 ;=G%并对产物进行 2L琼脂糖凝胶电泳"

使用凝胶成像仪照相)

495
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反应温度的优化66实验中扩增温度按照

50&84&8/&85&8; 和 80 K依次递增"每个温度条

件下分别设置 / 个重复进行实验"从中选出 -?&

的最佳反应温度)

>M

2 B浓度的优化66在选定的温度下"将

>M-0

2

的终浓度以 2&1&8&9&43 和 42 ;;/05'依

次递增"每个浓度条件下设置 / 个重复"从而选定

最佳 >M-0

2

浓度)

J%@?C浓度的优化66在选定的温度以及优化

后的>M-0

2

浓度下"将 J%@?C的终浓度以 413&412&

411&418&419 和 213 ;;/05'依次递增"每个浓度条

件下设置 /个重复"从而选定最佳 J%@?C用量)

反应时间的优化66在选定的温度以及优化

后的 >M-0

2

和 J%@?C浓度下"扩增时间按照 23&

/3&13&53 和 83 ;=G 依次递增"设置 / 次重复"确

定最佳扩增时间)

'(N)PH+产物的酶切鉴定

使用优化后的反应体系对 "C+.949*P进行

-?&核酸扩增"对产物进行 4"'J )))酶切"酶切结

果通过 2L琼脂糖凝胶电泳并拍照观察)

'(R)PH+灵敏度实验

靶序列引物设计66根据本实验室已测序完成

的"C+.949*P基因组序列"选取其保守序列使用

?3B;=B3513软件设计上下游引物"上游引物 -?&9(!

5N9&-R&R-@&R&&-&&-@R&-@&R&-R9/N"下游

引物 -?&9$!5N9&@R&@R&@R@RR@@@@@R@@@9

R@@R9/N"预计扩增片段大小为 ;33 H2)

重组质粒的构建66以提取的感染 "C+.949

*P的魁蚶总 4%&为模板"?-$反应条件!01 K预

变性 5 ;=G%01 K /3 C"55 K /3 C";2 K /3 C"/5 个

循环%最后 ;2 K延伸 43 ;=G%产物 1 K保存) 4L

琼脂糖凝胶电泳观察 ?-$扩增结果) 将扩增出约

;33 H2 的目的片段进行胶回收"然后将该目的基因

连接至 2>4499@载体中"做 @&克隆并测序)

从测序正确的 @&克隆菌体中提取质粒"电

泳检测纯度"分光光度计测量其浓度"计算质粒拷

贝数"再进行 43 倍梯度系列稀释成 / >43

;

</ >

43

3

拷贝5

!

'进行 -?&和常规 ?-$灵敏度测试)

-?&体系采用*411+中优化后的配比"常规 ?-$

反应体系同上)

'(U)PH+特异性实验

分别以贝类常见病原急性病毒性坏死病毒

#&.%."<8QIBT=3<0GB83/C=CT=3QC$&鲍鱼疱疹病毒

#<H<0/GBXB32BCT=3QCBC$&派琴虫#->&N"'#%#C21$&

包纳米虫 #Q<'(."( C21$&马尔泰虫 #!(&,>")"(

C21$以及对虾白斑综合征病毒#A**."VX=IBC2/I

CFGJ3/;B T=3QC$ 和 副 溶 血 弧 菌 # I"/&"<

@(&(:(>.<)0,"*%#$核酸作为待检样品"以牡蛎疱

疹病毒魁蚶株呈阳性的核酸作为阳性对照"设置

/ 次重复"检验 -?&方法的特异性)

'(V)利用 PH+进行实际样品的检测

使用已优化的 -?&方法对 2342 年分别采自

韩国庆尚南道&辽宁大连和山东长岛的 "C+.949

*P感染情况未知的 22 份魁蚶样品进行检测"使

用核酸荧光染料 RBGB(=GJB3

@>

染色并观察颜色

变化)

26结果

,(')PH+反应条件的优化

反应温度66对 "C+.949*P-?&反应体系

进行不同温度梯度#50"84"8/"85"8; 和 80 K$扩

增"结果显示当 -?&反应体系反应温度为 8/ K

时"可以得到最清晰明亮的特异性条带 #图 4$)

因此"选择 8/ K作为 -?&检测 "C+.949*P的反

应温度)

图 ')L9[E#'#GXPH+反应体系温度优化

>14'2333

@>

4%&><3SB3% 4 <81分别对应 50&84&8/&85&8;

和 80 K

C4D(')L&34;4S.34%2%<3A181.534%231;&18.3@81%<

3A1L9[E#'#GXPH+.99.:

>14'2333

@>

4%&><3SB3% 0<GBC4 78 <3BJ=77B3BGI3B<8I=/G

IB;2B3<IQ3BC!50"84"8/"85"8; <GJ 80 K 3BC2B8I=TB0F

66>M

2 B浓度66确立最适反应温度为 8/ K后"

对 "C+.949*P-?&反应体系中 >M

2 B

浓度#2"1"

8"9"43"42 ;;/05'$进行优化"结果显示当 >M

2 B

浓度为 8 ;;/05'时有最清晰的特异性条带 #图

2$"因此"在 "C+.949*P -?&反应体系中以 8

;;/05'作为最佳 >M

2 B

浓度)

295
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图 ,)L9[E#'#GXPH+反应体系 KD

, e优化

>14'2333

@>

4%&><3SB3% 4 <81分别对应 2&1&8&9&43 和

42 ;;/05'>M

2 B浓度

C4D(,)L&34;4S.34%2%<3A1KD

, e

5%251238.34%2%<

3A1L9[E#'#GXPH+.99.:

>14'2333

@>

4%& ><3SB3% 0<GBC4 78 <3BJ=77B3BGI>M

2 B

8/G8BGI3<I=/GC!2"1"8"9"43 <GJ 42 ;;/05'3BC2B8I=TB0F

66J%@?C浓度66在已确定最适温度和最佳

>M

2 B

浓度的条件下"将 J%@?C终浓度按照 413&

412&411&418&419 和 213 ;;/05'依次递增进行

扩增"结果显示"在终浓度为 411 ;;/05'时条带

最清晰 #图 / $"因此"选择 411 ;;/05'作为

"C+.949*P-?&最适 J%@?C浓度)

图 !)L9[E#'#GXPH+反应体系 6*-H9浓度的优化

>14'2333

@>

4%&><3SB3% 4 <81分别对应 413&412&411&

418&419 和 213 ;;/05'

C4D(!)L&34;4S.34%2%<3A16*-H95%251238.34%2%<

3A1L9[E#'#GXPH+.99.:

>14'2333

@>

4%& ><3SB3% 0<GBC4 78 <3BJ=77B3BGIJ%@?C

8/G8BGI3<I=/GC!413" 412" 411" 418" 419 <GJ 213 ;;/05'

3BC2B8I=TB0F

66反应时间的优化66在已优化温度&>M

2 B

浓

度和 J%@?C浓度的基础上"对反应时间进行了优

化#图 1$"最终选择 83 ;=G 作为 "C+.949*P-?&

反应的最佳时间)

,(,)PH+产物的酶切鉴定

对 -?&产物加入 4"'J )))进行特异性酶切"

同时以不加酶产物和健康魁蚶核酸扩增产物作为

对照"2L琼脂糖凝胶电泳观察条带#图 5$"结果

显示""C+.949*P核酸 -?&产物酶切后呈现大小

不等的 5 条片段)

图 M)L9[E#'#GXPH+反应体系时间优化

>14'2333

@>

4%&><3SB3% 4 <51分别对应 23&/3&13&53 和

83 ;=G

C4D(M)L&34;4S.34%2%<81.534%234;1%<

3A1L9[E#'#GXPH+.99.:

>14'2333

@>

4%& ><3SB3% 0<GBC4 75 <3BJ=7B3BGI3B<8I=/G

I=;B!23"/3"13"53 <GJ 83 ;=G 3BC2B8I=TB0F

图 N)PH+产物酶切鉴定

>14'2333

@>

4%&><3SB3% 41不加酶对照% 21酶切组% /1健

康魁蚶核酸扩增产物对照

C4D(N)PH+&8%6@53964D19316/: 819384534%2

12S:;1H/;6YYY

>14'2333

@>

4%&><3SB3% 0<GB41QGJ=MBCIBJ -?&23/JQ8IC%

0<GB21-?& 23/JQ8IC<7IB34"'J )))J=MBCI=/G% 0<GB/1GBM<I=TB

8/GI3/0
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,(!)PH+灵敏度实验

以构建好的重组质粒 2>4499-?&为模板"

进行 43 倍梯度稀释至 / >43

3

拷贝5

!

'"同时以

?-$反应为对照"结果显示"-?&反应可检测灵

敏度达到 /3 拷贝5

!

'"灵敏度是 ?-$的 433 倍

#图 8$)

,(M)PH+特异性实验

使用已优化的反应体系检测 -?&特异性显

示"只有 "C+.949*P扩增得到明亮清晰的条带

#图 ;$"显示 -?&反应具有较好的特异性)

图 R)PH+灵敏度"上#和 HPQ灵敏度"下#的比较

>14'2333

@>

4%&><3SB3% 4 <9143 倍系列稀释的质粒标准品"分别为 / >43

;

"/ >43

8

"/ >43

5

"/ >43

1

"/ >43

/

"/ >43

2

"/ >43

4 和

/ >43

3拷贝5

!

'

C4D(R)P%;&.849%2%<9129434743419%<PH+.265%271234%2.=HPQ.99.:

>14'2333

@>

4%&><3SB3% 0<GBC4 791&CC<FC8/GJQ8IBJ V=IX 43 77/0J CB3=<0J=0QI=/GC/7IXB?0<C;=J# 2>4499-?&$4%&!/ >43

;

"

/ >43

8

"/ >43

5

"/ >43

1

"/ >43

/

"/ >43

2

"/ >43

4

<GJ / >43

3

8/2=BC2B3

!

'3BC2B8I=TB0F

图 U)PH+反应特异性实验

>14'2333

@>

4%&><3SB3% 41牡蛎疱疹病毒魁蚶株% 21急性

病毒性坏死病毒% /1鲍鱼疱疹病毒% 11派琴虫% 51包纳米虫%

81马尔泰虫% ;1白斑综合征病毒% 91副溶血弧菌% 01空白对照

C4D(U)PH+9&154<4543: 6131534%2F43A

L9[E#'#GX9&154<45&84;189

>14'2333

@>

4%& ><3SB3% 41"C+.949*P% 21&.%.% /1

<H<0/GBXB32BCT=3QC% 11->&N"'#%#C21% 51Q<'(."( C21% 81

!(&,>")"( C21% ;1A**.% 91I=@(&(:(>.<)0,"*%#% 01GBM<I=TB

8/GI3/0

,(N)PH+反应产物的可视化鉴定

将 -?&产物使用 2L琼脂糖凝胶电泳分析"

产物呈特殊的梯形条带"这是扩增方法的典型特

征) 在 -?&反应扩增过程中"生成大量的反应副

产物 7焦磷酸镁白色沉淀"反应产物呈浑浊状)

所以也可通过肉眼直接观察反应后管中是否形成

白色沉淀或出现浑浊来定性判断是否发生扩增反

应#图 9$) 另一种方法是通过加入核酸荧光染料

RBGB(=GJB3

@>

来判断 -?&反应的结果"如果反应

混合物变为黄绿色"则有扩增产物产生%若保持橙

色不变"则无扩增产物产生#图 0$)

,(R)PH+检测实际魁蚶样品的应用

对 2342 年 / 批分别采自韩国庆尚南道&山东长

岛&辽宁大连的共 22 份"C+.949*P感染情况未知的

魁蚶样品取外套膜"提取核酸"使用已建立的 -?&

反应体系"并以重组质粒作为阳性对照"模板加无菌

水为阴性对照"-?&扩增后加入 RBGB(=GJB3

@>

显色
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#图 43$"采样信息及阳性比率如下#表 2$)

图 V)肉眼观察 PH+产物

C4D(V)Y29&1534%2%<PH+819@=39

图 B)0121C42618

-K染色观察 PH+产物

C4D(B)Y29&1534%2%<PH+819@=39/:

.6642D 0121C42618

-K

图 'Z)样品检测结果

4 <43 为韩国庆尚南道样品% 44 <48 为山东长岛样品% 4; <22 为辽宁大连样品

C4D('Z)Q19@=39%<PH+.99.:9

4 7431C<;20BC8/00B8IBJ 73/; D/3B<RFB/GMC<GMG<;9J/% 44 7481C<;20BC8/00B8IBJ 73/; -X<GMJ</% 4; 7221C<;20BC8/00B8IBJ 73/;

4<0=<G

表 ,)样品信息和阳性比率

-./(,)G.;&=142<%8;.34%2.26&%9434718.31

采样地点

C<;20=GM C=IB

采样时间

C<;20=GM I=;B

样品数量5只

G/1/7C<;20BC

阳性样品编号

G/1/72/C=I=TBC<;20BC

阳性比率5L

23BT<0BG8B

韩国庆尚南道 D/3B<RFB/GMC<GMG<;9J/ 2342938 43 4&2&0 /3

山东长岛 -X<GMJ</ 234293; 8 42&45&48 53

辽宁大连 4<0=<G 2342938 8 4;&49&23&24&22 9/1//

/6讨论

常见的病原检测方法一类是以聚合酶链式反

应
'43 742(

# 2/0F;B3<CB8X<=G 3B<8I=/G"?-$$为代表

的传统核酸变温扩增技术"其耗时 2 </ X"需要精

密的 ?-$仪实现目的片段的扩增"并要以电泳槽

进行琼脂糖凝胶电泳鉴定) 另一类则是近 43 年

发展起来的核酸等温扩增技术"例如环介导等温

扩增技术#0//29;BJ=<IBJ =C/IXB3;<0<;20=7=8<I=/G"

'&>?$

'4/(

&交叉引物扩增技术 # 83/CC23=;=GM

<;20=7=8<I=/G"-?&$

';(

& 滚 环 扩 增 技 术 # 3/00=GM

8=380B<;20=7=8<I=/G"$-&$

'41(

等) -?&作为一种

近年新出现的等温扩增技术"目前已有多种应用

于人类以及食品中传染病病原的 -?&检测方

法
'45 749(

) 在水产动物病原诊断方面"Z<GM 等
'40(

建立了对虾白斑综合征病毒的交叉引物等温扩增

595
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方法)

本研究建立的 -?&检测方法特异性良好"只

对 "C+.949*P产生特异性扩增反应"对 "C+.949

*P阳性质粒的最低检测量为 /3 拷贝"其检测灵

敏度为传统 ?-$技术的 433 倍) 由于 -?&反应

灵敏度高"其反应试剂&实验器材及环境易因受到

微量 4%&模板污染而导致假阳性结果的出现"

另外 -?&反应扩增效率极高"打开反应管时"反

应产物易形成气溶胶而污染周围环境"所以配制

反应体系时要注意操作"防止 4%&模板污染试

剂"而且应将配制反应体系的区域与观察反应结

果的区域进行严格分区"防止假阳性结果的出现)

-?&反应体系成分比较复杂"其中 >M

2 B

浓

度&温度对反应的影响最大%>M

2 B

在很大程度上

会影响引物退火温度以及 PCI4%&聚合酶的活

性%而温度主要影响 PCI4%&聚合酶的活性) 由

于 -?& 反应产物大量合 成" 消 耗 了 大 量 的

J%@?C"产生了大量的焦磷酸盐"焦磷酸盐与镁离

子结合生成焦磷酸镁白色沉淀"因此"-?&反应

产物的判断不仅可以通过琼脂糖凝胶电泳"也可

根据沉淀量的多少"即浑浊度来判断产物量的多

少进而对样品阴阳性进行判定) 同时"也可使用

RBGB(=GJB3

@>

核酸染料染色"肉眼观察反应产物

颜色变化判定阴阳性)

应用建立的 "C+.949*P-?&检测方法"对

2342 年分别采自韩国庆尚南道&山东长岛&辽宁

大连的共 22 份 "C+.949*P感染情况未知的魁蚶

样品进行检测"在反应结束后的产物中加入核酸

荧光染料 RBGB(=GJB3

@>

"并进行肉眼观察"感染样

品与阳性对照均有明显的黄绿色"与阴性对照所

显橙色有明显的差异"表明本研究所建 "C+.949

*P的 -?&检测方法可以通过向反应产物管中加

入 RBGB(=GJB3

@>

核酸染料"观察管中混合液颜色

变化来判断靶序列是否进行了扩增) 同时"也可

通过简单离心观察反应后管中是否形成白色沉淀

或出现浑浊来定性判断是否发生扩增反应"具有

较强的实用性"可适用于现场快速诊断)

综上所述"本实验建立的 "C+.949*P的 -?&

检测方法具有特异性强&灵敏度高&方便快捷等优

点"实验过程仅需一个恒温水浴锅即可完成反应

扩增"且检测结果可以通过肉眼直接观察"适用于

基层实验室对于样品的快速检测"具有良好的应

用前景)
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