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由于它是不依赖于外部校准曲线或参考!

能敏感的和特异的检测核酸!同时相比
f

;89

!它对

;89

抑制剂低敏感$

E

%

!已成为一种新的分子检测技

术$

4"3*

%

"这项技术是稀有事件检测或拷贝数变异估计

等需要精确定量应用的理想工具$
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%

"因此!

00;89

的应用越来越广泛!在癌症检测!核酸定量上应用越

来越多$
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"

00;89

正在迅速取代
f

;89

作为独立

的
?H=

定量分析的一种有效方法$
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"本研究对

Z>[?H=

的一段保守区域设计引物和探针!同时对

这段保守区域构建质粒!再利用
00;89

检测含有

Z>[?H=

目的基因的
;G8KB

质粒"

本文 在 用
00;89

检 测
;G8KB

质 粒 前 先 用

!8:9

&

酶对构建好的
;G8KB

质粒进行酶切!在酶切

过程中用了两个孵育时间!一个是孵育
2R

!另一个是

孵育
5R

"研究结果显示!利用
00;89

分别检测酶切

2R

和
5R

的
;G8KB

质粒!结果与质粒理论值进行比

较!差异无统计学意义&
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'"说明
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酶在孵育
2R

后就可以把

;G8KB

质粒完全切开!能保证酶切后质粒通过

00;89

的检测结果和质粒的理论值一致!从而也保证

了接下去的
00;89

性能验证实验顺利进行"所以没

必要担心酶切时间不足!质粒酶切不完全而影响实验

结果!这与文献报道的时间相符$
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本研究利用
00;89

对酶切和没有酶切的
;G8KB

质粒进行检测!对检测结果进行比较!发现没有酶切

的
;G8KB

质粒
00;89

几乎没有检测出来!而酶切的

;G8KB

质粒检测结果很好!两者相比!差异有统计学

意义&
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'"酶切的
;G8KB

质粒

检测结果与
;G8KB

质粒理论值相比!差异无统计学

意义&

5JV*.2
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'"究其原因!可能没有酶切

的
;G8KB

质粒是环状容易形成超螺旋结构!在高温

变性时双链
?H=

不容易打开!在低温退火时引物和

探针不能结合到模板链上!从而影响了扩增效率"另

一方 面!可 能 是
00;89

自 身 原 因 导 致"伯 乐

h\2**

FI微滴式数字
;89

是将
2*

(

C

的反应体系通

过微滴发生器产生
2****

个油包水的微滴!每个微滴

只有
3(C

"没有酶切的
;G8KB

质粒含有
2E*6S

P

!

体积相对比较大!可能不容易形成微滴!从而降低了

检测结果"而酶切过的
;G8KB

质粒只有
4KS

P

的目

的基因片段!体积小容易形成微滴!所以检测结果与

;G8KB

质粒理论值相符"

同时!本研究还对放置了不同时间的酶切
;G8KB

质粒进行检测"研究结果显示!放置了
2

周和
5

周的

酶切
;G8KB

质粒相比刚刚酶切的
;G8KB

质粒!其检

测值在逐渐降低!说明酶切的
;G8KB

质粒随着放置

时间的延长!可能线性
?H=

模板又还原成环状的模

板!从而降低了扩增效率!该假设有待进一步实验证

明"例如对放置了
2

周和
5

周的酶切
;G8KB

质粒进

行核酸电泳!看在
2E*6S

P

位置有没有条带出现!如

果有说明线性
?H=

模板已还原成环状的模板!如果

没有就要分析其他原因!如
4KS

P

的线性
?H=

片段

自身发生了降解!具体原因还有待进一步分析"
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结
!!

论

!!

00;89

是一种灵敏和准确的新型核酸定量方法!

特别是在检测低拷贝载量"在科研工作中经常会用

00;89

检测质粒!本研究得出的结论是利用
00;89

检测含有目的基因的
;G8KB

质粒时要先进行酶切再

检测!酶切时间只需
2R

即可将质粒酶切完全!同时酶

切的
;G8KB

质粒不宜放置过久!要尽快检测"
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