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摘要! 为明确牙鲆及大菱鲆病原迟钝爱德华菌毒力基因的携带情况并建立分子检测方法!实

验以迟钝爱德华菌 B:8&%B:8W%D9EW及 =:H-为靶基因设计特异性引物!进行 6-$扩增及环介

导恒温扩增"0//L78@E:9H@E :C/HG@A89098L0:B:=9H:/<!'&Q6#!并对其特异性%灵敏性和实际应

用进行了比较$ 结果显示!32 株病原迟钝爱德华菌均扩增出 B:8&%B:8W%D9EW及 =:H-9 种毒

力基因!目的条带大小分别为 192%130%303 及 338 JL!9 株对照菌无任何扩增条带&以 B:8&和

D9EW设计的两对引物进行的双重 6-$扩增!同一 6-$反应体系中病原迟钝爱德华菌可扩增

出 192 和 303 JL 两条目的条带!且灵敏度为 /12 A32

/

-(#58'!9 株对照菌无任何扩增条带&

以 B:8&设计的 9 条特异引物进行的 '&Q6扩增!病原迟钝爱德华菌可扩增出阶梯状条带!反

应产物加入荧光染料 *XW$OA@@<

!

后反应液呈现明显的绿色阳性反应!9 株对照菌无阶梯状

扩增条带且呈现橙色阴性反应!灵敏度为 /12 A32

3

-(#58'!比双重 6-$的检测限要低 322

倍$ 研究表明!操作简便%快速且特异性及灵敏性强的 '&Q6检测方法!对迟钝爱德华菌引起

的水产动物疾病的快速诊断具有实践意义$

关键词! 迟钝爱德华菌& 毒力基因& 双重 6-$& 环介导恒温扩增技术"'&Q6#

中图分类号! ?0:7& *893444444444 文献标志码'&

44迟钝爱德华菌#K<V%$<-(188% +%$<%$对鱼类的

感染是日本学者保科于 3861 年在鳗鲡 #E)3,(88%

4%@*)(&%$中首先发现的"现已知该菌不仅是鳗鲡的

一种重要病原细菌"还可感染多种人工养殖的淡海

水鱼" 如 鲫 # 9%$%--(,-%,$%+,-$( 斑 点 叉 尾

# G&1+%8,$,- @,)1+%,-$( 虹 鳟 # O)&*$'")&',-

0"I(--$( 大 鳞 大 马 哈 鱼 # O)&*$'")&',-

+-'%V"+-&'%$(黑鲈 #C(&$*@+1$,--%80*(<1-$(紫

#>1$*8% @,$@,$%-&1)-$(真鲷#2%3$*-*0,-0%4*$$(

黑 鲷 # >@%$,- 0%&$*&1@'8,-$( 鲻 鱼 # C,3(8

&1@'%8,-$(星斑川鲽 #28%+(&'+'"--+188%+,-$(牙鲆

#2%$%8(&'+'"-*8(.%&1,-$(大 菱 鲆 # >&*@'+'%80,-

0%!(0,-$等均可被感染发病+ 在鲆鲽鱼类养殖生

产中"该菌危害尤为严重"引起的牙鲆及大菱鲆感

染发病无明显的季节性"对不同月龄的牙鲆及大菱

鲆均可感染且发病率和致死率均较高'病鱼表现为

摄食减少至停食(游动迟缓"多数病鱼均有不同程

度的腹胀和不等量的腹水#腹水包括较透明或不很

透明(血样腹水(胶胨状等$"部分病鱼在体表#包括

鳍(鳍基(头部(鳃盖(口部(下颌(腹面及其他体表

部位等$有不同程度的出血现象"个别病鱼肠管脱

出肛门外
)3 59*

+ 同时"该菌也能在一定条件下引发

人的胃肠炎
)7*

+ 因此"明确迟钝爱德华菌毒力基因

的携带情况并以毒力基因为分子靶标建立快速检

测方法"对水产养殖生产中由病原迟钝爱德华菌引

起的水产动物疾病的快速诊断具有重要的实际

意义+

迟钝爱德华菌存在多个毒力基因"B:8&

#B:8JA:90LA/H@:< LA@=2AC/A&$ 和 B:8W#B:8JA:90

LA/H@:< LA@=2AC/AW$基因起黏附(入侵宿主细胞的
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功能
)6*

'=:H-#=:HA9H@039C@0:D9C@$基因起调控裂解

柠檬 酸 的 功 能" D9EW# D02H989H@E@=9AJ/I309C@

:C/V38@$基因使迟钝爱德华菌能在宿主细胞内存

活并超越宿主的防御屏障#依赖血清和巨噬细胞介

导的杀伤作用$

)0*

"这些毒力基因可作为检测致病

性迟钝爱德华菌的生物学标记+ 本实验利用 6-$

方法确定迟钝爱德华菌 9 个常见的毒力基因

B:8&(=:H-(B:8W(D9EW在鲆鲽鱼类分离株中的分布

情况'并以 B:8&和 D9EW两种毒力基因为分子靶

标"建立了一种病原迟钝爱德华菌的双重 6-$检

测方法'同时以 B:8&为分子靶标建立了迟钝爱德

华菌的 '&Q6快速检测方法"为养殖场中病原迟

钝爱德华菌快速检测及分子流行病学研究奠定

基础+

34材料与方法

!"!#供试菌株

供试迟钝爱德华菌分离自发病牙鲆及大菱

鲆"阴性对照鳗弧菌#:(6$(* %)3,(88%$,0$(哈氏弧

菌#:;'%$.1"($(美人鱼弧菌 #:;<%0-18%$及杀鲑

气单胞菌#E1$*0*)%--%80*)(&(<%$均分离自发病

海水鱼
): 533*

"本实验室保存供用"菌株编号及在

O@<W9<U 登录号见表 3+

表 !#供试菌株来源

&'("!#V3181,-65.3'1,5>5+71,.*+5.>7/

菌株编号

CHA9:< %/1

菌种名称

CL@=:@C<98@

来源

/A:D:<

36*A$%&基因登录号

36*A$%&D@<@9==@CC:/< %/1

+-23282073 至 +-23282077 迟钝爱德华菌 牙鲆 &X007/3/#+-23282073$

+-232:/273 至 +-232:/277 迟钝爱德华菌 大菱鲆 &X007/39#+-232:/273$

W+3 鳗弧菌 半滑舌鳎 O?127999

*282:23 哈氏弧菌 矛尾复 虎鱼 +Q1/6297

*F3 美人鱼弧菌 半滑舌鳎 O#11:08/

+?232/1273 杀鲑气单胞菌 石鲽 &X0:6300

!"$#引物设计与合成

根据 O@<W9<U 上已发表的迟钝爱德华菌毒

力基因 B:8&# &(983869 $( B:8W# &(983869 $(

D9EW#&X20:727 $(=:H-#&(98386/ $ 序列"采用

6A:8@A6A@8:@A712 软件设计 9 对特异性引物#表

1$'以毒力基因 B:8&为靶序列"通过 LA:8@A

@IL0/A@A.9 软件设计 9 条 '&Q6特异性引物#表

1$+ 各引物均由上海生物工程技术公司合成+

表 $#引物序列

&'("$#J+=>+,2+-60314+35

基因

D@<@

引物

LA:8@A

引物序列#7Z7/Z$

LA:8@AC@T2@<=@

产物长度5JL

LA/E2=H0@<DHG

B:8& ,H7B:8&7(

,H7B:8&7$

F-&&--FOO&O-&OFOFO&O

O-O--FO-&OOFF&&&F&F-

192

B:8W ,H7B:8W7(

,H7B:8W7$

OO-&O&&&O-OOOF&&F-

FO&&&--F--&O--FO&-F

130

D9EW ,H7D9EW7(

,H7D9EW7$

&FF---O-FFFOOFF-&O

-FOO&---F&-FO-FO&F&-

303

=:H- ,H7=:H-7(

,H7=:H-7$

O&&OO&FF&O---FO&-O

-&&OOFOOF-&-O--&&&

338

B:8& ,H7B:8&7(/ &&OF--O-&F--&&OO-F

,H7B:8&7W/ &F-O-F&&-&&--OF-&--

,H7B:8&7()6 FO&--OO-&&-OOF&FFO--7-&O&F-&&--FOO&O-&OFO

,H7B:8&7W)6 OO-O&&&OO-OFOOOF&F-O7-FO&F-OO-O&F-OOO&&

!";#细菌模板 MNG的制备方法

上述供试菌模板 4%&按煮沸法提取!取 3

8'菌液离心 3 8:<#31 222 A58:<$"弃上清"将菌

体悬浮于 322

"

'的灭菌蒸馏水中"322 Y煮沸 32

::23
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8:<"冰浴中冷却后离心 32 8:<#31 222 A58:<$"

取上清作为 6-$模板+

!"%#迟钝爱德华菌 % 种毒力基因检测

以 ,H7B:8&(,H7B:8W(,H7D9EW和 ,H7=:H-9 对

引物分别对模板进行 6-$扩增+ 在 17

"

'反应

体系中含有!1 A6/K@A#%D 6-$ Q9CH@AQ:I 3/

"

'"引物各 3

"

'"模板 1

"

'"双蒸水 :

"

''扩增条

件!87 Y预变性 7 8:<"接 87 Y变性 3 8:<"复性

3 8:<#B:8&和 B:8W复性温度为 77 Y(D9EW为

79 Y(=:H-为 72 Y$"01 Y 延伸 3 8:<"/2 个循

环"然后 01 Y温育 32 8:<+ 扩增后的 6-$产物"

用 312> 琼脂糖凝胶电泳+

!"?#双重 )EK及 \GO)扩增条件的优化及特

异性检测

选择 ,H7B:8&和 ,H7D9EW1 对引物对模板进

行双重 6-$扩增"优化引物浓度和退火温度"优

选出迟钝爱德华菌双重 6-$最佳反应条件'以 3

对外引物 #,H7B:8&7(/ 与 ,H7B:8&7W/$和 3 对内

引物#,H7B:8&7()6与 ,H7B:8&7W)6$对模板进行恒

温扩增"优化出迟钝爱德华菌 '&Q6最佳反应条

件+ 以鳗弧菌(哈氏弧菌(美人鱼弧菌及杀鲑气单

胞菌为对照菌株"检验引物的特异性+ '&Q6产

物一部分用琼脂糖凝胶电泳检测"另一部分加入

*XW$OA@@<

!

荧光染料后观察反应液的颜色变

化以判断结果+

!"A#双重 )EK及 \GO)扩增的灵敏性检测

以菌液稀释方法进行灵敏性试验+ 将菌株培

养至对数期"平板计数+ 菌液 32 倍比梯度稀释

为!/12 A32

:

"/12 A32

0

"/12 A32

6

"/12 A32

7

"

/12 A32

9

"/12 A32

/

"/12 A32

1

"/12 A32

3

"/12 A

32

2

-(#58'"提取模板 4%&后按照所建立的双

重 6-$与 '&Q6检测方法进行灵敏性检测+

!"B#迟钝爱德华菌双重)EK与\GO)检测的应用

取 市 场 海 产 品 半 滑 舌 鳎 # 9")*38*--,-

-10(8%1.(-$(缢蛏#>()*)*.%&,8% &*)-+$P&+%$(中国明

对虾#=1))1$*@1)%1,-&'()1)-(-$(毛蚶# >&%@'%$&%

-,6&$1)%+%$(矛尾复 虎鱼#>")1&'*3*6(,-'%-+%$(

菲律宾蛤仔 #?,<(+%@1-@'(8(@@()%$,0$(小黄鱼

#/%$(0(&'+'"-@*8"%&+(-$(凤鲚#9*(8(% 0"-+,-$肌肉

组织匀浆"匀浆液人工感染迟钝爱德华菌"之后用

营养肉汤增菌培养 9 G 后提取4%&"并按建立的双

重 6-$和 '&Q6方法检测"对照组为未染菌的肌

肉组织匀浆液+ 琼脂糖凝胶电泳及荧光染料

*XW$OA@@<

!

检测结果+

14结果

$"!#迟钝爱德华菌 % 种毒力基因检测结果

分离自牙鲆及大菱鲆的 32 株病原迟钝爱德

华菌基因组 4%&均可扩增出 192(130(303 和

338 JL 9 条目的条带"未加模板阴性对照无任何

扩增条带"表明 B:8&(B:8W(D9EW(=:H-为病原迟

钝爱德华菌携带"可用于该菌的初步检测"图 3 为

选择的代表菌株 +-23282073 9 种毒力基因的检

测结果+

图 !#迟钝爱德华菌毒力基因 )EK扩增结果

Q14'1222' 31B:8&' 11B:8W' /1D9EW' 91=:H-' 71对照+

L18"!#&*+3+5>:.-6@13>:+,2+8+,+5-6

<"&%+;% (/ )EK'40:1612'.1-,

Q14'1222' 31B:8&D@<@' 11B:8WD@<@' /1D9EWD@<@' 91=:H-

D@<@' 71=/<HA/01

$"$#迟钝爱德华菌双重 )EK及 \GO)检测方

法的建立

经过优化之后的双重 6-$反应体系#17

"

'$

为!1 A6/K@A#%D 6-$Q9CH@AQ:I 3117

"

'",H7

B:8&和 ,H7D9EW两对引物各 217

"

'"模板 1

"

'"

双蒸水 :17

"

''扩增条件!87 Y预变性 7 8:<"接

着进入循环程序!89 Y变性 3 8:<"79 Y退火 3

8:<"01 Y延伸 3 8:< /2 C"共 /2 次循环"循环结

束后 01 Y温育 32 8:<+

经过优化之后的 '&Q6反应体系#17

"

'$为

32 AFG@A8/L/0J2BB@A117

"

'(E%F6117

"

'#32

88/05'$(QD

1 @

1

"

'#17 88/05'$(甜菜碱 9

"

'

#7 8/05'$"()6(W)6各 1

"

'#32

"

8/05'$"(/(

W/ 各 217

"

'# 32

"

8/05'$(4%&模板 1

"

'(

WCH4%&酶 3

"

'#: 222 #$(EE+

1

" 6

"

'''&Q6

的反应条件为 67 Y下保持 62 8:<"之后 :2 Y终

止反应 32 8:<+

8:23
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$";#迟钝爱德华菌双重 )EK及 \GO)的特异性

双重6-$结果表明迟钝爱德华菌+-23282073

株基因组 4%&可扩增出 192 和 303 JL 1 条目的条

带"而其它 9 株对照病原菌均未出现任何扩增条带

#图 1$"表明本实验建立的迟钝爱德华菌双重 6-$

检测方法具有较强的特异性+

'&Q6扩增结果表明迟钝爱德华菌可扩增出

阶梯状条带"而其它 9 种病原菌均未出现任何扩

增条带#图 /$"'&Q6反应液经 *XW$OA@@<

!

染色"可见迟钝爱德华菌呈现绿色的阳性反应"而

其它 9 种对照病原菌均呈现橙色的阴性反应#图

9$+ 该结果表明所建立的迟钝爱德华菌 '&Q6

检测方法具有很好的特异性+

图 $#迟钝爱德华菌双重 )EK特异性检测结果

Q14'1222' 31B:8&' 1"D9EW' /1B:8&和 D9EW' 9 <019 株对

照菌+

L18"$#J0+216121./ -67>:0:+S )EK6-37+.+2.1-,-6<"&%+;%

Q14'1222' 31B:8& D@<@' 11D9EW D@<@' /1B:8& 9<E D9EW

D@<@C' 9 501=/<HA/0/BB/2AJ9=H@A:91

图 ;#迟钝爱德华菌 \GO)特异性检测结果$电泳%

Q14'1222' 31迟钝爱德华菌' 1 <719 株对照菌+

L18";#J0+216121./ -6\GO)6-37+.+2.1-,-6

<"&%+;%$+:+2.3-0*-3+515%

Q14'1222' 31K;+%$<%' 1 571=/<HA/0/BB/2AJ9=H@A:91

图 %#迟钝爱德华菌 \GO)特异性

检测结果$J_RKP3++,

#

%

Q14'1222' 31迟钝爱德华菌' 1 <719 株对照菌+

L18"%#J0+216121./ -6\GO)6-3

7+.+2.1-,-6<"&%+;%

Q14'1222' 31K;+%$<%' 1 571=/<HA/0/BB/2AJ9=H@A:91

$"%#迟钝爱德华菌双重 )EK及 \GO)检测的

灵敏度

32 倍系列稀释菌液提取 4%&后按 111 建立

的双重 6-$及 '&Q6检测方法进行灵敏性检测"

结果双重 6-$菌体浓度自 /12 A32

:

-(#58'至

/12 A32

/

-(#58'均可扩增出清晰条带#图 7$"

表明本实验建立的双重 6-$方法检测迟钝爱德

华菌灵敏度为 /12 A32

/

-(#58'''&Q6检测的

结果表明菌体浓度自 /12 A32

:

-(#58'至 /12 A

32

3

-(#58'均可扩增出清晰的阶梯状条带 #图

6$"且反应液中加入 *XW$OA@@<

!

荧光染料后

呈现明显的绿色的阳性反应#图 0$"表明本实验

建立的 '&Q6检测迟钝爱德华菌灵敏度为 /12 A

32

3

-(#58'+

图 ?#迟钝爱德华菌双重 )EK检测方法的灵敏性

Q14'1222' 3 <:1B:8&和 D9EW扩增片段#菌液 32 倍系列稀

释为 / A32

:

</ A32

3

-(#58'$ +

L18"?#J+,51.1@1./ -67>:0:+S )EK6-3

7+.+2.1-,-6<"&%+;%

Q14'1222' 3 5:198L0:B:@E BA9D8@<HC/BB:8& 9<E D9EW

#C@A:9003 E:02H@E 327B/0E BA/8/ A32

:

5/ A32

3

-(#58'$1
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图 A#迟钝爱德华菌 \GO)检测方法的灵敏性$电泳%

Q14'1222' 3 <:1扩增片段#菌液 32 倍系列稀释为 / A32

:

<

/ A32

2

-(#58'$+

L18"A#J+,51.1@1./ -6\GO)4+.*-756-37+.+2.1-,-6

<"&%+;%$+:+2.3-0*-3+515%

Q14'1222' 3 5:198L0:B:@E BA9D8@<HC#C@A:9003 E:02H@E 327B/0E

BA/8/ A32

:

5/ A32

2

-(#58'$1

$"?#迟钝爱德华菌双重 )EK与 \GO)检测

应用

人工染菌的:种海产品组织匀浆增菌液"提

取 4%&后分别进行双重 6-$和 '&Q6检测+

双重 6-$和 '&Q6检测电泳结果显示"人工染菌

组均呈现阳性扩增"未染菌组均无电泳条带 #图

:"图 8$''&Q6反应液中加入 *XW$OA@@<

!

染

色"可见人工染菌组呈现绿色阳性反应"未染菌组

呈现橙色阴性反应 #图 32 $+ 该结果表明双重

6-$与 '&Q6两种方法均能将感染迟钝爱德华

菌的样品准确检出+

/4讨论

迟钝爱德华菌是水产养殖生产中常见且危害

严重的病原细菌"毒力作用包括侵入表皮细胞(产

生耐巨噬细胞介导的杀伤作用和酶产物的作用"

在迟钝爱德华菌中存在多个毒力基因"这些基因

可作为检测迟钝爱德华菌的生物学标记+ 本文根

据 B:8&(B:8W(D9EW(=:H-的 9 个毒力基因序列设

计的 9 对引物"扩增供试迟钝爱德华菌基因组

4%&"结果迟钝爱德华菌均可扩增出与目的条带

大小一致的条带"表明32株鲆鲽类病原迟钝爱德

图 B#迟钝爱德华菌 \GO)检测方法的灵敏性$J_RKP3++,

#

%

Q14'1222' 3 <:1阳性扩增#菌液 32 倍系列稀释为 / A32

:

</ A32

2

-(#58'$ +

L18"B#J+,51.1@1./ -6\GO)4+.*-756-37+.+2.1-,-6<"&%+;%

Q14'1222' 3 5:1L/C:H:M@/B98L0:B:=9H:/<#C@A:9003 E:02H@E 327B/0E BA/8/ A32

:

5/ A32

2

-(#58'$1

图 C#迟钝爱德华菌的双重 )EK检测应用

Q14'1222' 3 <:1: 种海产品染菌组织匀浆增菌液' 8 <361: 种海产品未染菌组织匀浆液+

L18"C#G00:12'.1-,-67>:0:+S )EK6-37+.+2.1-,-6<"&%+;%

Q14'1222' 3 5:1J9=H@A:90@<A:=G8@<H/B: 89A:<@LA/E2=HC' 8 5361J9=H@A:90</7@<A:=G8@<H1
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图 D#迟钝爱德华菌的 \GO)检测应用$电泳%

Q14'1222' 3 <:1: 种海产品染菌组织匀浆增菌液' 8 <361: 种海产品未染菌组织匀浆液+

L18"D#G00:12'.1-,-6\GO)6-37+.+2.1-,-6<"&%+;%$+:+2.3-0*-3+515%

Q14'1222' 3 5:1J9=H@A:90@<A:=G8@<H/B: 89A:<@LA/E2=HC' 8 5361J9=H@A:90</7@<A:=G8@<H1

图 ![#迟钝爱德华菌的 \GO)检测应用$J_RKP3++,

#

%

Q14'1222' 3 <:1: 种海产品染菌组织匀浆增菌液' 8 <361: 种海产品未染菌组织匀浆液+

L18"![#G00:12'.1-,-6\GO)6-37+.+2.1-,-6<"&%+;%

Q14'1222' 3 5:1J9=H@A:90@<A:=G8@<H/B: 89A:<@LA/E2=HC' 8 5361J9=H@A:90</7@<A:=G8@<H1

华菌均携带此 9 种毒力基因"此 9 种毒力基因可

用于鲆鲽鱼类致病性迟钝爱德华菌的 6-$检测+

以 B:8&和 D9EW两种毒力基因设计引物建立的

双重 6-$检测体系特异性强"菌体灵敏度为 / A

32

/

-(#58'"而以毒力基因 B:8&作为分子靶标

建立的 '&Q6检测技术灵敏度要高于双重 6-$

方法 1 个数量级"两种分子检测方法为养殖场中

病原迟钝爱德华菌快速检测及分子流行病学研究

奠定基础+ 但两种检测方法都应注意到检测过程

中外源性 4%&污染问题"避免出现假阳性结果+

'&Q6反应有极高的特异性"一是通过琼脂

糖凝胶电泳"观察产生各种片断长度的茎环结构

的扩增产物"在电泳图谱中显示为从点样孔处开

始的条带'二是直接向扩增管中加入嵌入剂

*XW$OA@@<

!

"无扩增反应的管子呈橙色"有扩

增反应的管子将变为绿色'三是可以用肉眼观察

或浊度仪检测反应管中的沉淀 #焦磷酸镁沉淀$

浊度判断扩增与否+ '&Q6技术因其具有高特异

性(高效率和快速反应的特点"于 122/ 年开始逐

步被用于医学的临床检测"Q9A23989等
)31*

首次

采用 '&Q6方法检测海洋环境中的大肠杆菌'

*/<D 等
)3/*

用 '&Q6检测志贺氏菌属和肠道侵袭

性大肠埃希氏菌"以 :L9+基因为目标"起始模板

仅为 : =B2"扩增反应可在 1 G 内完成+ 目前国内

外学者在爱德华菌检测研究方面已多有报导"

X@G 等
)39*

以 @:L3: 基因为分子标记建立了斑点叉

尾 爱德华菌的 '&Q6检测方法'*9M9< 等
)37*

以

溶血素基因 #@HG&$设计引物建立了迟钝爱德华

菌的 '&Q6检测方法"对分离自鳗鲡(罗非鱼(比

目鱼(鳗鲡养殖池水和海鲷的 7 种不同迟钝爱德

华菌株作了 '&Q6特异性检测"检测限 3 A32

/

-(#58''在日本比目鱼养殖池水体中"'&Q6可

以检测 /1: A32

1

-(#58'的迟钝爱德华菌病原

体'邓显文等
)36*

以 1/ *A4%&基因设计引物建立

了迟钝爱德华菌的 6-$检测技术'李晨等
)30*

建

立了包括迟钝爱德华菌在内的 / 种主要水产病原
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菌多重 6-$检测方法+ 此外"采用 '&Q6技术建

立了对诺卡氏菌 #N*&%$<(% -1$(*8%1$

)3:*

(柱状黄

杆菌 #=8%.*6%&+1$(,0 &*8,0)%$1$

)38*

等病原菌的

检测方法"其特异性强"灵敏度高"都是 6-$法无

法相比的+

'&Q6技术操作简便(耗时短"不需要精密的

仪器或昂贵的耗材等特点"非常适用于水生动物

疫病即时(现场(快速检测大量样本的病原体的要

求+ 但 '&Q6技术也有自身的局限性"首先是

'&Q6对于实验设计要求很高"需要设计的引物

数目多"结构复杂"还要考虑靶序列的片段及茎环

结构等因素'由于 '&Q6扩增的阳性反应呈现

C8@9A和一些低分子质量的带"并不像 6-$只呈

现单带"一旦产生非特异性扩增"则不易鉴别"因

此应特别关注反应的特异性'另外"'&Q6技术却

不能在 3 次反应中同时检测 1 个或多个病原体+
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