
书书书

犐犆犛１１．２２０
犅４１

! " # $ % & ' ' ( ) *

犌犅／犜３６８７５—２０１８

!"#$犚犜狀犘犆犚%&'(
犕犲狋犺狅犱狅犳犚犜狀犘犆犚犳狅狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犮犾犪狊狊犻犮犪犾狊狑犻狀犲犳犲狏犲狉狏犻狉狌狊

２０１８０９１７)* ２０１９０４０１+,

' ( + , - . / 0 1 2
!''()*3/0456 ) *



书书书

!　　"

　　!"#$%ＧＢ／Ｔ１．１—２００９&'()*+,。
!"#-./01234565789'。
!"#-:4;<=>"#?@ABCD（ＳＡＣ／ＴＣ１８１）EF。
!"#+,GH：IJKLMLNIJOKPQR、.4OKSTUVR。
!"#WX+,0：YZ[、\]、̂ _、̀ a、bcd、efg、hif、jkl、mno。

Ⅰ

犌犅／犜３６８７５—２０１８



#$%&犚犜狀犘犆犚'()*

１　+,

!"#)pqrstuvw(xyz{|}~��x�（ＲＴｎＰＣＲ）��(@AX�。
!"#�������rstu(r��、��、��3����<.rstu��(��，��

�rs(��3U�。
!"#(rstuＲＴｎＰＣＲ��������(rstu�u 3¡¢(¢£ 。

２　-./

¤¥¦§¨���!©ª。

ＤＥＰＣ：«¬�­®¯（ｄｉｅｔｈｙｌｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ）

ＥＤＴＡ２Ｎａ：®­°±®�­²（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄｄｉｓｏｄｉｕｍｓａｌｔ）

ＲＮＡ：�³��（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ）

ＲＴｎＰＣＲ：xyz{|}~��x�（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｎｄｎｅｓｔｅｄｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃ
ｔｉｏｎ）

３　01!23

３．１　01456

３．１．１　01478

ＰＣＲ´µ¶��·¸��9¹�、ＰＣＲx�º»¼½�———¼��、¾¿�、ÀÁ�。ÂÃÄÅÆ
��9¹�→¼��→¾¿�→ÀÁ�。Ç�È�3ÉÊË�。

３．１．２　0149:3;<=>=?

３．１．２．１　È�：ⅡÌ><Í:Î、Ï|ÐÑÒÓÔÕÖ、×ØÙÚ（－２０℃3４℃）、�ÛÜÝ、ＰＣＲ¾¿
È、ÀÁÈ、ÀÁÞ、ßàáâ[ãÈ（äßà�ÛÈ）、åæPç�、èéºêë�、ìíî、Gï�ðñ
��（２μＬ、１０μＬ、２００μＬ、１０００μＬ）。

３．１．２．２　�Ê：òóôõ�、öM÷、öMø、ùúû、üýþ、ÿó!"、５００ｍＬú#、５００ｍＬ$%&、
'()òＲＮＡ�*+（１０μＬ、２００μＬ、１０００μＬ）、１．５ｍＬòＲＮＡ�ÔÕ,、０．２ｍＬ-.ＰＣＲ,。

３．２　@ABC>DE

３．２．１　/ＲＮＡ9¹01Ｔｒｉｚｏｌ。

３．２．２　ＴＡＥÀÁ23�(½4，¼½��56zＡ。

３．２．３　１％78³áâ，¼½��56zＡ。

３．２．４　9:01：２００Ｕ／μＬＭＭＬＶxyz�，５×ＭＭＬＶ 23�，４０Ｕ／μＬＲＮＡ�;½1，ＤＥＰＣ
Ｈ２Ｏ，５Ｕ／μＬＥｘＴａｑＤＮＡ}~�，１０×ＥｘＴａｑ23�（Ｍｇ２＋ Ｐｌｕｓ），６<=>Ö?<（５０μｍｏｌ／Ｌ），

６×@ë23�，ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ／ｄＮＴＰ），wAB，CDEF，７５％®B，ｄｄＨ２Ｏ，G?®HIJ�
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K，ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，L)M%（ＤＥＰＣＨ２Ｏ），N)M%（rsO?Pu¢£、ÿQ(rstuäR
S(N)ëT）。

３．２．５　?<Å¥T¼½��，U56zＢ。

４　)*

４．１　FC;GH、IJKLM

４．１．１　GFNOPQ

êëTëTVWXYÃ.�Z'()[{，ëT\�]^_`�。

４．１．２　GFRS

èéºêë�：abþ、cF�3êëd。e�Vf��３％gh?²i�jklu５ｍｉｎ～
１０ｍｉｎ，mno3p；!"m１２１℃Ðqÿó１５ｍｉｎ；÷、øm１６０℃rs２ｈ。

４．１．３　GF>FCTU)*

４．１．３．１　VWXFC

�abþtpQr(@u，�cF�vcFw，�êëdê¹èéºëT，�ÿó!"xy１．５ｍＬ
ÔÕ,z{"|，}~，��ëTÒ�Ú�y´µ¶。

�´µ¶><Í:Î.¹'��ëT��åæPç�，��５�º�４℃�Ò(ＤＥＰＣＨ２Ｏ，�
�Pç，４℃、３０００×犵ÔÕ１５ｍｉｎ，¹@n�y�ÔÕ,.}~4�。

４．１．３．２　YZFC

ê¹t�räÍ��(råæ3��（���、��、��、��3���）��'()�K�ä9
:ÿó��，}~，��ëTÒ�Ú�y´µ¶。

�´µ¶><Í:Î.¹５０ｍｇ～１００ｍｇ��åæëT��åæPç�，��５�º�４℃�Ò
(ＤＥＰＣＨ２Ｏ，��Pç，４℃、３０００×犵ÔÕ１５ｍｉｎ，¹@n�y�ÔÕ,.}~4�。

４．１．３．３　[\FC

�òóôõ�ê�:�，ô��１／１０º�４％ＥＤＴＡi�(òó��.，�����}~4�。

４．１．３．４　]^FC

�üýþx¹�� ¡��ëT�ÔÕ,.，��１ｍＬ>X¢o，£¤��，４℃、３０００×犵ÔÕ

１５ｍｉｎ，¹@n�y�ÔÕ,.}~4�。9¥�º¦§<ÔÕ�¨©y�ÔÕ,}~4�。

４．１．３．５　_`abc

����<xªÓ«３(，y�ÔÕ,.}~4�。

４．１．３．６　JdeLM

ê�äWX(ëT�２℃～８℃¬ª¤­®��¯Y２４ｈ；°±n²­®，�³��－８０℃ÙÚ，

´�µ¡xªÓ«（Ó«�¯Y３(）。ê�(ëT³�ëT,.¶·�，ê�­¸���Ù�ärÙ，

�２４ｈ¹º�»´µ¶。
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４．２　fghi

４．２．１　9¹ëT/ＲＮＡ，�ê�!"#.( Ｔｒｉｚｏｌ�，¼�ê�9:�½01¾，$%01¾¿ÀÁ
ÂÃ。

４．２．２　ÄrsO?Pu¢£、ÿQ(rstuäRS(N)ëTÅÆN)M%，ÄＤＥＰＣＨ２ＯÆL)
M%。

４．２．３　$Ä¤Ｔｒｉｚｏｌ�ÂÃëT/ＲＮＡ9¹：

ａ）　¹��ëT、N)M%3L)M%Ç２５０μＬ��１．５ｍＬÔÕ,，Æ,��７５０μＬＴｒｉｚｏｌ，'
ÇëTÈ'É*+，����，Ê�１０ｍｉｎ；

ｂ）　ÆÉëT,.�２００μＬCDEF，���@Ë¤��５ｓ（��Y�ÌÍ，Ä¡Î>Ï?Ð，¼
�Ä�[ÑÒ��），�４℃、１３０００×犵ÔÕ１５ｍｉｎ；

ｃ）　�ñ��yñÔÕ�(@n�４００μＬ（ôÓ�X*'.\Ð）y １．５ｍＬòＲＮＡ�ÔÕ,
.，��º�(wAB（４℃�Ò），ÑÒ��，－２０℃Ê�２０ｍｉｎ；

ｄ）　�４℃、１３０００×犵ÔÕ１５ｍｉｎ，ÔÕÒÕ@n�，��７００μＬＤＥＰＣＨ２Ｏ¼½(７５％®B，
ÑÒpÖ；

ｅ）　�４℃、８０００×犵ÔÕ６ｍｉｎ，ÔÕÒÕ@n�，×Ø，¶¸rÙ１０ｍｉｎ～１５ｍｉｎ；

ｆ）　��２０μＬＤＥＰＣＨ２Ｏ，ÚÚ��，iÛ,.@(ＲＮＡ×Ø，Ù@­®4�。9¹(ＲＮＡ�
�２ｈ¹ÂÃＲＴ¾¿，°±n²­®�³y－８０℃ÙÚ。

４．３　jkl

Ä>Ö?<Æxyz?<，ÜÝ２０μＬxyzº»，½4ｃＤＮＡ：

ｄＮＴＰｓ ４．０μＬ

>Ö?< １．５μＬ

５×ＭＭＬＶ23� ４．０μＬ

xyz� ＭＭＬＶ １．０μＬ

ＲＮＡ�;½1 １．０μＬ

/ＲＮＡ ８．５μＬ

４２℃１．５ｈ，９５℃５ｍｉｎ。

４．４　mn５０μ犔op犘犆犚j9Xq

ｄｄＨ２Ｏ ３６．７μＬ

１０×ＥｘＴａｑ23�（Ｍｇ２＋ Ｐｌｕｓ） ５．０μＬ

à{@Þ?< １．０μＬ

à{¤Þ?< １．０μＬ

ｄＮＴＰｓ ４．０μＬ

ＥｘＴａｑＤＮＡ}~� ０．３μＬ

ｃＤＮＡ ２．０μＬ

ＰＣＲ¬ª：９５℃５ｍｉｎ→（９５℃４５ｓ→５５℃１ｍｉｎ→７２℃１ｍｉｎ）３５Éßà→７２℃７ｍｉｎ→４℃。

４．５　mn５０μ犔rp犘犆犚j9Xq

¹２μＬà{ＰＣＲÎ<ÅÆ¹{ＰＣＲ(áâÂÃ{|ＰＣＲ，ÜÝ５０μＬ¹{ＰＣＲx�º»：

ｄｄＨ２Ｏ ３６．７μＬ

１０×ＥｘＴａｑ23�（Ｍｇ２＋ Ｐｌｕｓ） ５．０μＬ
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¹{@Þ?< １．０μＬ

¹{¤Þ?< １．０μＬ

ｄＮＴＰｓ ４．０μＬ

ＥｘＴａｑＤＮＡ}~� ０．３μＬ

à{ＰＣＲÎ< ２．０μＬ

ＰＣＲ¬ª：９５℃５ｍｉｎ→（９５℃４５ｓ→５５℃１ｍｉｎ→７２℃４５ｓ）３５Éßà→７２℃７ｍｉｎ→４℃

４．６　st

４．６．１　¼½�ú(ÀÁT½â�(23�（Øãä１×ＴＡＥ）。

４．６．２　¼½１％78³áâ（56zＡ）。

４．６．３　å78³i�Ò�½âá.，æ���çH�Wè@éþ。áâêë'ìÆ４ｍｍ～５ｍｍ。

４．６．４　¹５μＬ¹{ＰＣＲÎ<í１μＬ６×@ë23���，�ñ��å9���ëî.。

４．６．５　©ØÀl，Ä１２０ＶÀqÂÃÀÁ，３０ｍｉｎ�ïðÀÁ。

４．６．６　�áâ[ãÈñVz­®�ò。

４．７　uvwx

N)M%ëT(¹{ＰＣＲÎ<'ó２７２ｂｐ¾¿ô，L)M%ò¾¿ô'ó（?<­}ºôõà）
ö，́ µ[Ý。÷�ëT(¹{ＰＣＲÎ<'ó２７２ｂｐvw)¬ôö，øpëTÆrstu����N
)，ù*ÆL)（5ú１）。

　　¿À：

Ｍ———ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；

１ ———N)M%；

２ ———L)M%。

y１　pz犚犜犘犆犚'(uv;sty{|

４．８　}~(�

ûü±X，�Â'ýåN)ＰＣＲ¾¿Î<�¹{ＰＣＲ@Þ、¤Þ?<ÂÃþÿ�Å，!]ＣＳＦＶ
(ＰＣＲ¾¿�="Å¥。

５　NOPQ

５．１　ëT(WX3����><Í:ⅡÌ（ＢＳＬ２Ì）äÄ@(´µ¶ÂÃ。#$rsëT(��、P
ç、ÔÕT%�ＲＮＡ9¹&Û�±�ⅡÌ><Í:Î¹ÂÃ。���('(<T±j�１％(D�²
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i�(`<)¹３０ｍｉｎ，�mÐqÿó�WX。

５．２　ＲＴｎＰＣＲ´µ¶Ç���Ê01Ë�，��*�Â;e�，+ð`�。´µ�,�Ý-�７５％
./äßà0M1Åà2luWX。

５．３　R�01��)p(¸ë¤­®，�3Ý-³�4W。xyz�3ＤＮＡ}~�ó�ó¹，9:0
1e�V±¶¸«?。¼½xyz3ＰＣＲx�º»ö，�åx�º»3«?(015³�Ù¾。

５．４　9¹ＲＮＡö，�ZF6、Ïâ[{，7úµ¡^8，¦9:Åö\，+ð;�3<=@ＲＮＡ�(
`�。e�./ün>´µ1ÅÏ、ñ���´µ�Ê。

５．５　"{|ＰＣＲ?9@�，ëTWX3��9¹YÃ.e�(�K,3*+�ÊKf±'()e�，
�]AªB�。

５．６　CDe�ＤＥＰＣWX(ò���('()ÉÊ。�ÿó(øþE¹ÔÕ,，́ ÔÕ,cF、GF
öµ¡©H,F。

５．７　��01�e�V±m２０００×犵ÔÕ１５ｓ，e�º:8×I�,J。¼½��x�º»ö�µ
¡Î>Kk。

５．８　ñ��、ＰＣＲÈ��p²Lµ。
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�　l　犃
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��;�3

犃．１　犜犃犈st���;�3

犃．１．１　０．５犿狅犾／犔�����g��（犈犇犜犃２犖犪）��（狆犎８．０）

­o®­°±®�­²　 １８．６１ｇ

ÿóþMo　 ８０ｍＬ

gh?²　 ðｐＨy８．０
ÿóþMo　 �y１００ｍＬ

犃．１．２　犜犃犈st���（５０�）:�

CNE=O=EF（Ｔｒｉｓ） ２４２ｇ

Ù®� ５７．１ｍＬ

０．５ｍｏｌ／Ｌ®­°±®�­²i�（ｐＨ８．０） １００ｍＬ

ÿóþMo �y１０００ｍＬ

犃．２　１％�����;:�

78³ １ｇ

ＴＡＥÀÁ23�（５０�） ２ｍＬ

ÿóþMo ９８ｍＬ

ìíî.P:«?，�G?®HIJ�Ki�５μＬ。
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�　l　犅
（����l）

�　　c

　　?<QR5SＢ．１。

�犅．１　#$%&pz犚犜犘犆犚�c��

?<Tù ?<Å¥（５′３′） ¾¿UVnë

à{@Þ?< ５′ＡＧＲＣＣＡＧＡＣＴＧＧＴＧＧＣＣＮＴＡＹＧＡ３′（２２２８２２５０）

à{¤Þ?< ５′ＴＴＹＡＣＣＡＣＴＴＣＴＧＴＴＣＴＣＡ３′（２８９８２８８０）
６７１ｂｐ

¹{@Þ?< ５′ＴＣＲＷＣＡＡＣＣＡＡＹＧＡＧＡＴＡＧＧＧ３′（２４７７２４９７）

¹{¤Þ?< ５′ＣＡＣＡＧＹＣＣＲＡＡＹＣＣＲＡＡＧＴＣＡＴＣ３′（２７４８２７２６）
２７２ｂｐ

　　N１：Ｒ（Ａ／Ｇ），Ｙ（Ｃ／Ｔ），Ｎ（Ａ／Ｔ／Ｃ／Ｇ），Ｗ（Ａ／Ｔ）。

N２：?<e�öÄＤＥＰＣＨ２ＯWXy１０μｍｏｌ／Ｌ，�－２０℃­®。

　　
 ¸~.YZÆ?<Å¥�ＣＳＦＶＡｌｆｏｒｔ１８７ ="å.(H�。
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