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摘　要：用改进的组织印迹方法批量检测黄淮地区 ６９份 ＳＭＶ样品，结果显示 ４２个标样呈现非常清晰的蓝紫色阳

性反应，２６个标样显色较弱而无法确证，１个标样呈阴性反应。进一步对图片进行 ６００ｄｐｉ扫描并放大 ２００倍进行

分析，发现 ２６个显色弱的标样中有 ２５个呈阳性反应，１个标样显色很弱仍无法确证，使得检出率提高了 ３７％。利

用 ＲＴＰＣＲ程序对随机选取的 ８个样品进行验证，发现纯化与未纯化的 ＲＮＡ模板均能得到较为清晰的扩增条带，

而只有纯化后的 ＰＣＲ产物二次扩增才有预期的条带，且双酶切可产生 ２４５ｂｐ、２５５ｂｐ和 ３０７ｂｐ３个预期的片段。

表明改进的组织印迹方法能够用于批量、高效地检测 ＳＭＶ，而 ＲＴＰＣＲ可用于更为精确的检验。
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　　酶联免疫吸附（ＥｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄＩｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ

Ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）技术多用于大豆花叶病毒的血清检

测，可检测 １～５ｎｇ·ｍＬ－１的抗原样品［１２］
，但具有

要求严格、耗时、对大量样品检测困难等缺点。组

织印迹法（Ｔｉｓｓｕｅｂｌｏｔｔｉｎｇ）是在 ＥＬＩＳＡ基础上发展

起来的一种病毒检测技术，在国外大规模病毒调查

中具有良好的应用效果，可快速简便地进行检测，

在解剖镜辅助下可检测到１．７ｎｇ·ｍＬ－１的抗原样

品
［３５］
，但也存在对操作技术要求高、试验成本高等

不足之处。ＲＴＰＣＲ技术灵敏度更高、特异性更强，

在病毒检测上已有广泛应用
［６８］
，但目前使用 ＲＴ

ＰＣＲ检测大豆花叶病毒的研究较少，且批量检测较

困难。该研究利用改进的组织印迹与 ＲＴＰＣＲ相结

合的技术，检测该技术在黄淮地区大豆花叶病毒
［９］

上的应用效果，初步建立了有效的大豆花叶病毒的

组织印迹与 ＲＴＰＣＲ检测方法。
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１　材料与方法

１．１　组织印迹

１．１．１　植物材料　６９个 ＳＭＶ标样（６１个 ＳＭＶ分

离物），阳性对照（ＣＫ１）为 ＳＣ７［１０］。在寄主南农

１１３８２（南京农业大学国家大豆改良中心提供）上

繁殖保存。取刚发病 ５～１０ｄ的嫩叶用于试验，阴

性对照（ＣＫ２）为不接种的健康叶。

１．１．２　试验工具与设备　参照已报道的研究方

法
［３，５］
，备好小自封口袋、手术刀片、干净的吸水滤

纸、硝酸纤维膜、大培养皿、摇床和４℃冰箱等。

１．１．３　试验药品及试剂　ＳＭＶ包被抗体、酶标 Ａ

蛋白（购自北京动植物植检实验所病毒检测中心）；

ＢＣＩＰ／ＮＢＴ、ＢＳＡ（购买于南京博彩公司）。

１．１．４　溶液配制　参见北京动植物植检实验所病

毒检测中心随抗体提供的说明资料。

１．１．５　试验程序　参照已报道的研究方法［３，５］
，主

要包括切割样品、组织印迹、封闭、洗涤、加特异抗

体、洗涤、加酶标 Ａ蛋白、洗涤、显色反应、终止显色

和图片处理等步骤。略作改动如下：以酶标 Ａ蛋白

代替酶标抗体；特异抗体和酶标 Ａ蛋白温育方式为

３７℃下２ｈ；显色液为 ＢＣＩＰ／ＮＢＴ７ｍｇ／１４ｍｇ，溶于

４０ｍＬ底物溶液；在扫描仪下进行 ６００ｄｐｉ扫描放大

２００倍，在电脑下对显色较弱的进行图片分析。

１．２　ＲＴＰＣＲ方法

１．２．１　酶制剂及缓冲液　ＤＮａｓｅⅠ、ＤＥＰＣ、ＲＮＡ

ｓｉｎ、ＨｉｎｄⅢ、ＸｈｏＩ（购于南京生兴公司）；ＡＭＶ、Ｔａｑ

酶、ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８（购于南京申能博彩公司）；引物参

照周雪平等
［６］
所用的序列（由上海申能博彩合成）：

５′ＣＡＴＡＴＧＴＣＡＧＧＣＡＡＧＧＡＧＡＡＧＧＡＡ３′（引物 １），

５′ＴＴＴＡＴＴＡＣＴＧＣＧＧＴＧＧＧＣＣＣＡＴＧＣＣ３′（引物 ２），

在引物２的５＇端引入起始密码子 ＡＴＧ和 ＮｄｅＩ酶切

位点；在引物２的３＇端引入终止密码子 ＴＡＡＴＡＡ。

１．２．２　材料　同 １．１．２，按张七仙［１１］
的方法提取

叶片的总 ＲＮＡ，按梁国栋［１２］
的方法纯化 ＲＮＡ，总

ＲＮＡ和纯化的 ＲＮＡ保存在７０℃的超低温冰箱备

用。

１．２．３　试验方法　ＲＴＰＣＲ反应［６，１３］
：总 ＲＮＡ（５～

６μｇ）５μＬ、ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８（１μｇ·μＬ－１）１μＬ、ＤＥＰＣ

ＳＤＷ４μＬ，７０℃温育１０ｍｉｎ，迅速冰浴２ｍｉｎ。在冰

浴上 依 次 加 入：５×ＲＴｂｕｆｆｅｒ４μＬ、ｄＮＴＰｍｉｘ

（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）２ μＬ、ＲＮＡｓｉｎ（４０ Ｕ· μＬ－１）

０．５μＬ、ＡＭＶ（１０Ｕ· μＬ－１）２μＬ、ＤＥＰＣＳＤＷ

１．５μＬ，总２０μＬ，混匀，４２℃反转录 １ｈ，９５℃变性

５ｍｉｎ。取 ２μＬ用于下一步的 ＰＣＲ扩增，其余放于

－２０℃冰箱。

取一新的离心管，冰浴上依次加入：ｃＤＮＡ

２μＬ、１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ５μＬ、ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ·Ｌ
－１
）

４μＬ、ｄＮＴＰｍｉｘ（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）１μＬ、正向引物（２０

ｐｍｏｌ·μＬ－１）０．５μＬ、反向引物（２０ｐｍｏｌ·μＬ－１）

０．５μＬ、Ｔａｑ酶（５Ｕ·μＬ－１）０．５μＬ、ＤＥＰＣＳＤＷ

３６．５μＬ，共 ５０μＬ。进入 ３０个 ＰＣＲ循环：９３℃

３０ｓ，５５℃ １．５ｍｉｎ，６５℃ ２ｍｉｎ。３０个循环后，６５℃

保温５ｍｉｎ。取４μＬ产物用于琼脂糖凝胶电泳，条

带清楚后可再多扩增２管，均存于 －２０℃。

ＰＣＲ产物二次扩增与酶切鉴定：取 ２μＬＰＣＲ

产物及２μＬ纯化后的 ＰＣＲ产物，参照上述 ＰＣＲ扩

增体系再次扩增；ＰＣＲ纯化产物的双酶切鉴定［１４］
：

建立如下体系：取一洁净的 ＰＣＲ管，冰浴上依次加

入水２６μＬ、１０×ｂｕｆｆｅｒＹ＋／ＴＡＮＱＴＭ８μＬ、纯化产

物（约３μｇ）４μＬ、ＨｉｎｄⅢ（１６Ｕ·μＬ－１）１μＬ、Ｘｈｏ

Ⅰ（１０Ｕ·μＬ－１）１μＬ，总体积 ４０μＬ，将管置于

ＰＣＲ仪上３７℃温育３ｈ，反应后分别取 １．５μＬ、２．５

μＬ、１μＬ于８％的聚丙烯酰胺电泳。

２　结果与分析

２．１　组织印迹法

根据图 １将显色反应分为 ４个等级（表 １），

“＋＋＋＋”和“＋＋＋”表示呈现非常清晰和较为

清晰的蓝紫色阳性反应（与 ＳＣ７显色度相近），可

明确为阳性反应，共发现包括４２个标样（３９个 ＳＭＶ

分离物）；“＋＋”和“＋”表示显色较弱和很弱，介

与 ＣＫ１与 ＣＫ２之间，无法明确判断是否为阴性反

应，共包括２６个标样（２１个 ＳＭＶ分离物）；“－”表

示阴性反应，仅 １个标样与 ＣＫ相同，呈阴性反应，

检出率仅为６２％。

用扫描仪将图１以６００ｄｐｉ扫描并放大２００倍，

可以清楚地分辩出颜色反应，甚至着色部位也很清

楚。对等级为显色弱及以下的共 ２７个标样进行图

片分析表明，ＪＳ２０８１（Ｇ１０）呈阴性反应，ＪＳ２１６１

（Ｆ１３）显色很弱，需要进一步检测，其余 ２５个均可

确定为阳性反应（图 ２）。检出率提高到 ９９％，提高

了３７个百分点。
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Ａ１～Ａ３：阴性对照；Ａ４～Ａ６：阳性对照；Ａ６～Ａ１５：单个
标样；Ｂ列 ～Ｍ列：每列 ５个标样，重复 ３次。

Ａ１～Ａ３：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ａ４～Ａ６：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；
Ａ６～Ａ１５：Ｓｉｎｇｌｅｓａｍｐｌｅ；Ｂｌｉｎｅ～Ｍｌｉｎｅ：Ｆｉｖｅｓａｍｐｌｅｓｐｅｒ
ｌｉｎｅａｎｄｔｈｒｅｅｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎｓｐｅｒｓａｍｐｌｅｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎ．

图 １　ＳＭＶ标样的组织印迹测定
Ｆｉｇ．１　ＴｉｓｓｕｅｂｌｏｔｔｉｎｇｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＳＭＶ

图 ２　组织印迹扫描放大图片（括号内是本图

片在图 １中的位置）

Ｆｉｇ．２　Ｔｉｓｓｕｅｂｌｏｔｔｉｎｇｓｃａｎｐｉｃｔｕｒｅｓ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓａｎｄ

ｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｂｒａｃｋｅｔｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｐｏｓｉｔｉｏｎｓ

ｏｆｉｔｉｎＦｉｇ．１

表 １　大豆 ＳＭＶ标样的组织印迹显色分级

Ｔａｂｌｅ１ＴｈｅｃｏｌｏｒｒｅａｃｔｉｏｎｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｉｓｓｕｅｂｌｏｔｔｉｎｇｏｆＳＭＶ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ Ｇ Ｈ Ｉ Ｊ Ｋ Ｌ Ｍ

ＣＫ ＳＤ１０１２ ＳＤ１０５２ ＳＤ１０６６ ＳＤ１０６８ ＳＤ１０７３ ＳＤ１０７７ ＨＮ１０８０ ＨＮ１０８１ ＡＨ２００１ ＡＨ２００２ ＡＨ２００７ ＡＨ２００８

１ － ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋ ＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

２ － ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋ ＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

３ － ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋ ＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

Ｓｃ
!

７ ＡＨ２０１０ ＡＨ２０３０ ＡＨ２０３０ ＡＨ２０３４ ＡＨ２０３５ ＡＨ２０４０ ＡＨ２１７１ ＨＮ２２２０ ＨＮ２２２６ ＨＮ２２２８ ＨＮ２２３０ ＨＮ２２３６

４ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

５ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

６ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

１０７０ ＨＮ２２３７ ＨＮ２２３８ ＨＮ２２４０ ＨＮ２２４１ ＨＮ２２４２ ＨＮ２２４２ ＨＮ２２４３ ＨＮ２２４３ ＨＮ２２４４ ＨＮ２２４４ ＨＮ２２４５ ＨＮ２２４７

７ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

８
１０７２

＋＋＋＋
＋＋＋＋ ＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

９
２００６

－
＋＋＋＋ ＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

２００９ ＨＮ２２４８ ＨＮ２２４９ ＪＳ２００７ ＪＳ２０１１ ＪＳ２０１１ ＪＳ２０８１ ＪＳ２０８７ ＪＳ２１３４ ＪＳ２１３９ ＪＳ２１５２ ＪＳ２１５５ ＪＳ２１５５

１０ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋ ＋＋ － ＋＋＋＋ ＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

１１
２０２０

＋＋＋＋
＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋ ＋＋ － ＋＋＋＋ ＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

１２
２０２１

＋＋＋＋
＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋ ＋＋ － ＋＋＋＋ ＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

ｊｓ２００６ ＪＳ２１５７ ＪＳ２１５８ ＪＳ２１５８ ＪＳ２１６０ ＪＳ２１６１ ＪＳ２１６２ ＪＳ２１６２ ＪＳ２１６３ ＪＳ２１６４ ＪＳ２１６５ ＪＳ２１７５ ＪＳ２１８６

１３ ＋＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

１４
ｊｓ２１５１

＋＋
＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

１５
ｊｓ２１５４

＋＋
＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

　　 ＋＋＋＋、＋＋＋、＋＋、＋：显色由强到弱的等级；－：阴性反应；Ａ１～Ａ３：阴性对照；Ａ４～Ａ６：阳性对照；Ａ６～Ａ１５：单个标样；Ｂ列 ～Ｍ列：

每列５个标样，重复３次。

＋＋＋＋，＋＋＋，＋＋，＋：Ｓｙｍｂｏｌｏｆｃｏｌｏｒｒｅａｃｔｉｏｎｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｒｏｍｄａｒｋｃｏｌｏｒｔｏｌｉｇｈｔｃｏｌｏｒ；：Ｓｙｍｂｏｌｏｆｎｅｇａｔｉｖｅｒｅａｃｔｉｏｎ；Ａ１～Ａ３：Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ；Ａ４～Ａ６：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ａ６～Ａ１５：ｓｉｎｇｌｅｓａｍｐｌｅ；Ｂｌｉｎｅ～Ｍｌｉｎｅ：Ｆｉｖｅｓａｍｐｌｅｓｐｅｒｌｉｎｅａｎｄｔｈｒｅｅｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎｓｐｅｒｓａｍｐｌｅｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎ．
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２．２　ＲＴＰＣＲ方法
２．２．１　ＲＴＰＣＲ的扩增　选取纯化和未纯化的
ＲＮＡ样品共８个，设１个阳性对照（ＣＫ１）和 １个阴
性对照（ＣＫ２），进行 ＲＴＰＣＲ扩增，并取扩增产物 ４
μＬ进行琼脂糖凝胶电泳，结果表明：纯化的 ＲＮＡ可
扩增出清晰的条带（图３）；未经纯化的 ＲＮＡ除阴性
对照未能扩增出预期条带外，其余 ８个标样及阳性
对照均能扩增出预期条带，其中阳性对照 ＳＣ７的含
量低且杂质含量较多，也有较为清晰的条带（图４）。
表明此体系非常敏感、稳定，可以很好地用于 ＳＭＶ
的快速检测。

１：ＳＤ１０１２；２：ＳＤ１０６８；３：ＡＨ２００８；４ＣＫ２；５：ＣＫ１；６：ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ，１００ｂｐ；７：ＨＮ２２２８；８：ＨＮ２２３６；９：ＪＳ２００７；１０：ＪＳ２０８７．

图 ３　未纯化 ＲＮＡ的 ＲＴＰＣＲ
Ｆｉｇ．３　ＲＴ－ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｎｏｎｐｕｒｉｆｉｅｄＲＮＡ

１：ＳＤ１０１２；２：ＪＳ２０８７；３：ＨＮ２２２８；４：ＡＨ２０４０；
５：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，１００ｂｐ；６：ＨＮ２２３６．
图 ４　纯化 ＲＮＡ的 ＲＴＰＣＲ产物

Ｆｉｇ．４　ＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄＲＮＡ
２．２．２　ＰＣＲ产物的二次扩增与酶切鉴定　取
ＳＤ１０７３纯化和４个未纯化的 ＰＣＲ产物各 ２μＬ，其
它组分同上述扩增扩增体系，直接进行二次扩增，

结果只有纯化后的产物可扩增出预期条带（图 ５），
表明要进行二次扩增，最好将产物纯化后再进行。

二次扩增扩出了预期大小的片段同时也表明，反转

录及产物扩增正确。

根据储瑞银
［１５］
、刘俊君

［１６］
等发表的 ＳＭＶＣＰ

基因的序列，采用 ＤＮＡｓｓｉｓｔＶｅｒｓｉｏｎ２．０软件分析序

列的酶切位点，在５００ｂｐ处有１个 ＨｉｎｄⅢ酶切位点
（Ａ／ＡＧＣＴＴ），在 ２４５ｂｐ处有 １个 ＸｈｏⅠ酶切位点
（Ｃ／ＴＣＧＡＧ）。理论上，用双酶切可产生２４５ｂｐ、２５５
ｂｐ和３０７ｂｐ３个片段。取 ＳＤ１０７３（后面的鉴别寄
主鉴定结果表明 ＳＤ１０７３属 ＳＣ４株系群）的纯化后
的 ＰＣＲ产物４μＬ，进行双酶切反应，反应后分别取
１．５μＬ、２．５μＬ、１μＬ上样于 ８％的聚丙烯酰胺胶。
由图６可知：在３００ｂｐ稍上一点有１条带，其下２５０
ｂｐ左右有２条带，与理论上的预期片段大小相符。
因此可初步确定，可以用这 ２种酶将 ＳＭＶＣＰ切割
为预期大小的３个片段，即从侧面证明了扩增产物
的正确性。

１～４：ＨＮ２２３７，ＨＮ２２４１，ＪＳ２１３４，ＳＤ１０７３；５：ＳＤ１０７３纯
化产物的二次扩增条带。６：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，１００ｂｐ．
１～４：ＨＮ２２３７，ＨＮ２２４１，ＪＳ２１３４，ＳＤ１０７３；

５：Ｒｅ－ａｍｐｌｉｆｉｅｄｂａｎｄｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄＲＴ－ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆ
ＳＤ１０７３；６：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，１００ｂｐ．
图 ５　ＲＴＰＣＲ产物的再扩增

Ｆｉｇ．５　ＲｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｏｆＲＴ－ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

１：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，１００ｂｐ；２～４：ＳＤ１０７３纯化物双酶切产
物的上样量分别为 １．５μＬ、２．５μＬ、１μＬ

１：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，１００ｂｐ；２～４：１．５μＬ，２．５μＬ，１μＬｏｆ
Ｅｎｚｙｍｅ－ｄｉｇｅｓｔｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓ．

图 ６　ＲＴＰＣＲ纯化产物的双酶切
Ｆｉｇ．６　ＴｗｏｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄＲＴ－ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ
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３　结论与讨论

该研究将组织印迹检测程序在抗体和显色液

用量及在对待轻度感病样品的检测上做了改进，能

够更加快速高效地对大量样品进行检测，尤其是高

分辨率的扫描放大后，图片可非常直观地显示出病

毒的附着部位。

利用周雪平等
［６］
采用的 １对特异引物建立了

一套 ＲＴＰＣＲ体系，随机选取的 ８个标样都能扩增

出与阳性对照相同的特异条带，而阴性对照无任何

条带。对１个阳性产物进行了二次扩增和双酶切

鉴定，也得到了证实。这些标样在后来的株系鉴定

中
［９］
分别归为 ＳＣ３、ＳＣ４、ＳＣ５、ＳＣ７、ＳＣ８５个株

系群，１个未归入原先的株系群，表明本体系程序简

便、稳定，适用性好。

ＲＴＰＣＲ检测是在组织印迹检测之前进行的，

由于随机取样的原因未能选入印迹结果中的弱显

色样品。因此，对弱显色样品的 ＲＴＰＣＲ验证还有

待于进一步研究。
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