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实时荧光定量
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聚合酶链反应$
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&是通过对聚合酶

链反应$
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&扩增反应中每一个循环产物荧光信号的实时检

测#从而实现对起始模板定量及定性的分析#可以分为绝对定

量和相对定量两种类型'绝对定量可用于目的基因拷贝数的

检测领域#而相对定量可用于差异表达分析(芯片评估及基因

型检测等方面'在相对定量检测中#受制于实验操作(模板来

源估算等差异造成的影响#需要一个参数进行校准#于是引入

了管家基因的概念'管家基因即系统内部稳定表达的一种基

因#它的作用是在分析
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结果差异时#需要同时对不同

样品中的内参基因进行定量
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#以此对目的基因的定量结
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基因作为
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临床研究报道#但多存在检测灵敏度较低及不稳定的情况)
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收录的人
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基因序列#设计优化

并合成一对引物#建立了人
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基因的
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方法#为

人体功能基因及病原基因的表达进行定量分析提供一种更为

快速灵敏的方法'
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讨
!!

论

c;&/Nc

的设想是由
8̀

@

H$B8

等)

(

*于
'33)

年最早提出'

所谓
c;&/Nc

技术#是指在
/Nc

反应体系中加入荧光基团#利

用荧光积累实时监测整个
/Nc

进程#最后通过标准曲线对未

知模板进行定量分析的方法'该技术结合了
c;&/Nc

仪(实

时荧光定量试剂(通用电脑和自动分析软件#构成
/Nc&bU"

"

cU"

实时荧光定量检测系统'

与普通
/Nc

相比#

c;&/Nc

优势在于可以对目的基因表

达水平进行准确的绝对定量或者相对定量分析#因此被广泛用

于病毒学研究中#如病毒的快速诊断(定量检测(毒力鉴别(致

病机理等研究)

3&')

*

'

本研究采用
Of!c_E>>:

+

染料进行检测#不需合成荧光

探针'相比探针法#具有较高的灵敏性和试验稳定性'由于非

特异性扩增和引物二聚体同样会产生荧光信号#因此在
/Nc

结束后立即进行溶解曲线分析#非特异性扩增与特异性扩增产

物吸收峰
;J

值存在差异#可以进行区分'而本研究的溶解曲

线显示每一条扩增曲线均为特异性单峰#无非特异性扩增#

;J

值符合要求'

本研究检测人
_"/b̀

基因的灵敏度从
'-

' 拷贝数量级

延伸到
'-

0 数量级#灵敏度高#范围宽'每个稀释度三个复孔

重复性良好#

/N

值均低于
'[

#且多次试验基本无差别#体现

了良好的稳定性'

本研究成功设计了能特异扩增人
_"/b̀

基因保守区片

断的引物#从来自人体
/!.N

细胞的总
cU"

样品中能扩增到

'-,K

D

大小的特异性片段#并成功构建
D

.b'(&;&_"/b̀

重

组质粒#建立了基于
Of!c_E>>:

染料技术的人
_"/b̀

基因

荧光定量
c;&/Nc

方法'所建立的方法快速#检测线性范围

广#灵敏度高等特点#为
_"/b̀

作为内参基因对人相关基因

JcU"

水平的
c;&/Nc

分析及病原基因表达的定量分析提供

了方法学借鉴'
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毒和调节免疫系统的作用#说明维吾尔族抵抗病毒和调节免疫

系统的能力比汉族强#这可能与维吾尔族长期大量食用羊肉(

洋葱和胡萝卜以及维吾尔族人好动性格有关'

本研究对
'('

例克拉玛依地区健康成人维吾尔族和汉族

人群
Nb*

e

(

Nb1

e

(

Nb(

e计数及
Nb1

e

"

Nb(

e比值正常值参考

范围进行分析#为本地区的实验室提供了参考依据#将有助于

诊疗各类细胞免疫功能紊乱导致的疾病#以及指导
%̀V

的诊

断(治疗及预后'
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