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!"#-./012345678'。
!"#-94:;<="#>?@ABC（ＳＡＣ／ＴＣ１８１）DE。
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#$%&'２()*犘犆犚+,-.

１　/0

!"#)�������２��kＰＣＲL�(����。

!"#��������２���L�。

２　1/23456

������!��( �¡¢£¤¥(。¦¡§¨©(ª���，«§¨©(¬!���!�

�。¦¡£§¨©(ª���，®w¬!（̄ °W^(±²F）���!��。

ＧＢ／Ｔ６６８２　³´µM¶�·)¸3¹M��

ＧＢ／Ｔ２５１７２　�º»¼½=¾¿ÀÁ?@)Â

３　789

��ÃÄÅ���!��。

�kＰＣＲ：�kÆÇÈÉÊË （ｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ）

犆狋Ì：ÍÎË ÏÐ(�kÑÒÓÔÕÖ�(×ÌØWÙÚ(Û�Ü（ｃｙｃｌｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄ）

ＤＮＡ：ÝÞ�ß��（ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ）

犜犪狇È：犜犪狇ＤＮＡÆÇÈ（犜犪狇ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ）

ＴＥàá½：ＴｒｉｓＥＤＴＡàá½（ＴｒｉｓＥＤＴＡｂｕｆｆｅｒ）

ＰＣＶ：�����（ｐｏｒｃｉｎｅｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ）

４　:;<=

４．１　�kＰＣＲL�â。

４．２　ãäåÊæçèéê：¤ë»ì４℃、èéäí¤Ô１２０００ｒ／ｍｉｎîH。

４．３　ïðñò：２℃ ～８℃。

４．４　ïðñó：－２０℃î�。

４．５　ôõ»ñò：¤ë»ì－７０℃î�。

４．６　öÓ÷½ø：０．２μＬ～２μＬ、１μＬ～１０μＬ、１０μＬ～１００μＬ、２０μＬ～２００μＬ、１００μＬ～１０００μＬ，ù
úû¿÷½øüú(ýþ。

４．７　ãÿ!"#。

５　>?

５．１　１．５ｍＬèéÏ。

５．２　０．２ｍＬＰＣＲ$%Ï&'(Ï。
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６　@A

６．１　)*+^,-，.L�./�(¹012³´3，µM¶�· 4ÇＧＢ／Ｔ６６８２(c5。

６．２　ＤＮＡｚｏｌ，67>ＤＮＡ88¹0，�２℃ ～８℃ÀÁ。

６．３　9·:;，－２０℃<æ。

６．４　７５％:;，9·:;3=>·ú?，－２０℃<æ。

６．５　８ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ@½，ú?ABCＡ。

６．６　ＰＢＳàá½（０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ，ｐＨ７．４），ú?ABCＡ。

６．７　犜犪狇ÈD１０E犜犪狇 ÈË àá½：犜犪狇 ÈFí2５Ｕ／μＬ，犜犪狇 ÈË àá½. Ｍｇ
２＋ Fí

2１５ｍｍｏｌ／Ｌ。

６．８　ｄＮＴＰｓ：GｄＡＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＴＴＰH１０ｍｍｏｌ／Ｌ，－２０℃ÀÁ，IJËKçL。

６．９　ª;3ＴａｑＭａｎMN，O�ABCＢ。

６．１０　�����２�PQ�%R73SQ�%R7：PQ�%/�!TNU&VWXY!T�，

－２０℃ÀÁû�；SQ�%¤Z�g[�(VW\]。

６．１１　Ð^%_`：a^0βbcdef(_`。

７　BCDEFGH

７．１　DBIJ

７．１．１　g@h、ih、jk，Ù１６０℃lm!"２ｈ。

７．１．２　VWUnø&oUp，Ù１６０℃lm!"２ｈ。

７．１．３　qrZsÏ。

７．２　BCDE

７．２．１　ssR7Zt：�9"§uø8vwL�xys£¥�５ｍＬ，z�9"èéÏÐ，¶»&o

３７℃{|}z~��t２０ｍｉｎ～３０ｍｉｎ，２０００ｒ／ｍｉｎ～３０００ｒ／ｍｉｎèé１０ｍｉｎ，ývHs½Õw(
èéÏÐû�。

７．２．２　��R7Zt：v�w���１ｇ，�J１５ｍＬ!"èéÏ.，�J５ｍＬＰＢＳ，��。

７．２．３　¼½R7Zt：$%ＧＢ／Ｔ２５１７２(��Zt3ÀÁ¼½。

７．２．４　VWR7Zt：Zv���（̄ °�¾(��）&���bc�ø（���、��、��、��3�
�）�J!"１５ｍＬèéÏ.，�Ò，�µM¶。

７．２．５　��XY;：��XY;ËKçL３�，�３��ç�，���XY;z�１．５ｍＬ9ＤＮＡÈ(
!"èéÏÐ，�Òû�。

７．３　BCKLFMN

H�Zt(R7¤� ��L�。£¡� L�(R7，.２℃～８℃�ÀÁ £ô¢２４ｈ，

－２０℃±５℃¤î£�ÀÁ３Î¤，－７０℃î�¤¥©ÀÁ。R7¦�Z�õ»ÀÁ§¨¦©，ù.
)�»í�(ÀÁ©Ð�Ô。

７．４　BCGH

７．４．１　ss3¼½R79ª§¨«¬，®¯����8v。

７．４．２　��R7：３０００ｒ／ｍｉｎèé１０ｍｉｎ，vHs½，°J１．５ｍＬèéÏ.，���±(��8v。
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７．４．３　VWR7：v１ｇ�ç(VW，i²，�J２ｍＬＰＢＳ§¨Un，?ûVW�³，８０００ｒ／ｍｉｎèé

５ｍｉｎ，vHs���±(��8v。

７．４．４　��XY;：４０００ｒ／ｍｉｎ，４℃èé１０ｍｉｎ，vHs���±(��8v。

８　)*犘犆犚OPQR

８．１　犇犖犃ST

８．１．１　.��8v´��。ＤＮＡ88/�ＤＮＡｚｏｌ¹08v，µ¤î/�¶·67>¹0¸8v。

８．１．２　v狀Î!"(１．５ｍＬèéÏ，.狀2¹LR7Ü＋PQ�%＋SQ�%，�ÍÎèéÏ§¨
�Ò。

８．１．３　ÍÏº�J８００μＬＤＮＡｚｏｌ，»³¼�J½LR7、PQ�%、SQ�%H２００μＬ，¾¿１０��
�，４℃&¶»１００００ｒ／ｍｉｎèé１０ｍｉｎ。

８．１．４　v９００μＬHs，zw(１．５ｍＬ!"èéÏ.，�J５００μＬ9·:;，��，¶»}z３ｍｉｎ；

４℃&¶»１００００ｒ／ｍｉｎèé５ｍｉｎ。

８．１．５　ÀHs，ÁÏ%àà�J０．８ｍＬ～１ｍＬ７５％:;，¾¿３�～６���，４℃１００００ｒ／ｍｉｎè
é５ｍｉｎ。ËKÂÃÄ��，�èéÏ¿Å�ý·ÆH，~�Çl&�÷½ø÷ÈÉ½。

８．１．６　�５０μＬ８ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ@½@�ÊË，ＤＮＡ.２℃～８℃ñò¤ÀÁÄÎ¤，－２０℃ñó
¤£�ÀÁÄÌ。

８．２　)*犘犆犚+,

８．２．１　UVWXYZ[

.¹0ú?´§¨。ÖµØ�kＰＣＲË ÏÜ2狀，狀2¹LR7Ü＋PQÏÜ＋SQÏÜ，Í
ÎË (ÍÎABCＣ，2�IJ÷½øvRÏÐ，ÑÒ$狀＋１ÎË §¨ú?。ú?Ë ½.ñ¸
.§¨。

８．２．２　UV\Y]^

�８．２．１.ú?(�kＰＣＲË ½Ó³��，$%ÍÏ３９．８μＬ³��０．２ｍＬÔ-ＰＣＲÏÐ，�

ＰＣＲÏz�９６ÕÖH，$×O�RùØÙ"Ú，°÷ì��8v´。

８．２．３　_B

.��8v´§¨。.ÍÎＰＣＲË ÏÐ�J０．２μＬ(Ð^%_`，ù³¼�J８．１?û(��

１０μＬＤＮＡ@½，ÛHÛk，５００ｒ／ｍｉｎ～１０００ｒ／ｍｉｎèé３０ｓ。°÷ìL�´。

８．２．４　`a+,

８．２．４．１　)*bc<d

.L�´§¨。�８．２．３.èé�(ＰＣＲÏ}J�kＰＣＲL�âÐ，ÖzMN：５′ÜÝＦＡＭ 3

ＨＥＸÄÎ�kðÞ，３′1ÜÝ9（Ｎｏｎｅ）。

８．２．４．２　e%f6<dg+,

�ßàá，<Ë ５０℃／２ｍｉｎ；
�âàá，<ãQ９５℃／２ｍｉｎ；
�äàá，ãQ９５℃／１５ｓ，åæ、çè、�kZt６０℃／３０ｓ，４０ÎÛ�；
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�éàá，æê２５℃／１０ｓ。
L��ë�，ÀÁ�ì，íîït(�kðñ3犆狋Ìò��ì。

９　hijk

９．１　lm<k

×ÌÖ�ó*íîâøôõö÷§¨øù，î×ÌñúÙô¢�ºSQR7ûü(®ãý2#。

９．２　nop[

９．２．１　ＰＣＶ２SQ�%：ＦＡＭðÞ9þÿ犆狋Ì&9!�(Ｓ�ûüðñ，ＨＥＸðÞ犆狋Ì≤３６"û
üðñ2!�(Ｓ�；

９．２．２　ＰＣＶ２PQ�%：ＦＡＭðÞ犆狋Ì≤３０，ＨＥＸðÞ犆狋Ì≤３６，ûüðñ2!�(Ｓ�；

９．２．３　９．２．１3９．２．２c5ª.#ß�µM.#Ø$%，&*，!�µM9·，ª'w§¨。

９．３　hiqrsjk

９．３．１　½LR!L��ì.ＦＡＭðÞ犆狋Ì≤３８，"ûüðñ2!�(Ｓðñ，þÿ2ＰＣＶ２��P
Q；３８＜犆狋Ì≤４０，ò�2¤(，¤(R7'wL�，)'K�*�３８＜犆狋Ì≤４０，"ûüðñ12!
�(Ｓðñ，þÿ2ＰＣＶ２��PQ。

９．３．２　½LR!L��ì.ＦＡＭðÞ9犆狋Ì&9!�(Ｓ�ûüðñ，#Ø ＨＥＸðÞ犆狋Ì≤３６
"ûüðñ2!�(Ｓðñ，*+R!ô¢!��L�,-íÂ.，þÿ2ＰＣＶ２��SQ。

９．３．３　½LR!L��ì.ＦＡＭðÞ9犆狋Ì&9!�(Ｓ�ûüðñ，#Ø ＨＥＸðÞ犆狋Ì＞３６，
*+R!(L��ì9·， /0ù1)óf，ù�2R!§¨'KµM。
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t　u　犃
（1/2tu）

v\Z[

犃．１　８犿犿狅犾／犔犖犪犗犎v\

3Ó０．３２ｇＮａＯＨ，@�Õ１０００ｍＬÈèk·.，��，³�，º»ÀÁ。

犃．２　wxyz{\（０．０１犿狅犾／犔犘犅犛，狆犎７．４）

�８００ｍＬ>4·@�８ｇＮａＣｌ，０．２ｇＫＣｌ，１．４４ｇＮａ２ＨＰＯ４ 3０．２４ｇＫＨ２ＰＯ４。�ＨＣｌø5@
½(ｐＨÌì７．４，�·ì１Ｌ。³��Ù１２１℃、１５ｍｉｎãÿ!"�û�。
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t　u　犅
（1/2tu）
3|F}~

　　ª;、MN(633O�A7Ｂ．１。

�犅．１　3|、}~Y��gR�

63 O�

ＰＣＶ２ｑＦ ５′ＧＧＡＧＴＣＴＧＧＴＧＡＣＣＧＴＴＧＣ３′

ＰＣＶ２ｑＲ ５′ＣＣＡＡＴＣＡＣＧＣＴＴＣＴＧＣＡＴＴＴＴ３′

ＰＣＶ２Ｐ（MN） ５′ＦＡＭＣＣＧＣＴＣＡＣＴＴＴＣＡＡＡＡＧＴＴＣＡＧＣＣＡＢＨＱ１３′

ＩＣＦ ５′ＡＡＧＴＧＣＴＣＧＧＴＧＣＣＴＴＴＡＧＴＧ３′

ＩＣＲ ５′ＧＴＣＣＣＡＴＡＧＡＣＴＣＡＣＣＣＴＧＡＡＧＴ３′

ＩＣＰ（MN） ５′ＨＥＸＣＣＴＧＧＣＴＣＡＣＣＴＧＧＡＣＡＡＣＣＴＣＡＡＧＢＨＱ１３′

　　�：ª;3MN¤-=;`aÇ8，�ＴＥ@½@�ù9:ì１００μｍｏｌ／Ｌ;ÁFí，－２０℃ÀÁû�；íîªcú

?8１０μｍｏｌ／Ｌ<�½，－２０℃ÀÁ=L�/�。
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t　u　犆
（1/2tu）

)*犘犆犚UVWX

　　�kＰＣＲË ÍÎA7Ｃ．１。

�犆．１　)*犘犆犚UVWX

V³ １ÎL�Ë (�JÓ

１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ ５μＬ

犜犪狇È （５Ｕ／μＬ） ２μＬ

ｄＮＴＰｓ（１００ｍｍｏｌ／Ｌ） １．５μＬ

Ｍｇ
２＋（１ｍｏｌ／Ｌ） ０．２５μＬ

ＰＣＶ２ｑＦ（１０μｍｏｌ／Ｌ） １μＬ

ＰＣＶ２ｑＲ（１０μｍｏｌ／Ｌ） １μＬ

ＰＣＶ２Ｐ（１０μｍｏｌ／Ｌ） ０．６μＬ

ＩＣＦ（１０μｍｏｌ／Ｌ） ０．５μＬ

ＩＣＲ（１０μｍｏｌ／Ｌ） ０．５μＬ

ＩＣＰ（１０μｍｏｌ／Ｌ） ０．５μＬ

ｄｄＨ２Ｏ ２６．９５μＬ

Ç> ３９．８μＬ
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