
!３７"　!３#

２００９$３%

!"#$%&'(()

（
&'()*

）

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＮｏｒｔｈｗｅｓｔＡ＆ＦＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（Ｎａｔ．Ｓｃｉ．Ｅｄ．）
Ｖｏｌ．３７ Ｎｏ．３

Ｍａｒ．２００９

���>^２�犛犢犅犚犌狉犲犲狀１ ¡¢£Î

犘犆犚��ãä?¤¥



n��

１，２，
I�G

１，
.®

１，２，̄
°±

１，２，
;x²

１，２，

³´µ

１，
WQi

１，２，
¶·¸

１，２

（１½»-Õ0) ~�×�)3

，
½» jÜ４５０００２；２½»$12�ïà(}¦§�{Î

，
½» jÜ４５０００２）

［
B　C

］　【78

】
�$°Å�1êë

、
y"�xy²Ï&Ñì２U

（ＰＣＶ２）8ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１�z�æ¹~ＰＣＲ

bc

。【
bc

】
¦�èíZ8ＰＣＶ２犗犚犉２}R�Zü

，
àvû+Í１Cb2

。
nu_9ＰＣＲ'JＰＣＶ２犗犚犉２}

R

，
þí¹Iy8犗犚犉２}R(W³I¾ｐＴＧ１９ＴmG�

，
\M0½ó²ＪＭ１０９，sＰＣＲNyZí¹Å8>¾�¦

�á°

，
�éX3à-Ö�$ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１�æ¹~ＰＣＲX3è¯=eîè¯

，
ûvy"�

、
ÝÞ�=¦.�õ

{

。【
��

】ＰＣＶ２�æ¹~ＰＣＲX3è¯%&zì�-ÖjX6�Ó8¯�|Ù

，
eîè¯ÝÞ

，
{|Ùwé

０．９９８８，LVxy8{�wé１{�

／２５μＬ，ÝÞ�=¦.�ßÓ

。【
��

】
�${xyＰＣＶ２8ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１�

æ¹~ＰＣＲbc

，
é�Ñ8¾#&HN¹~L©ＰＣＶ２�F�Xó¹{}�

。

［
DEF

］　²Ï&Ñì２U

（ＰＣＶ２）；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１；�z¹~ＰＣＲ；ＰＣＲxybc

［
GH6IJ

］　Ｓ８５８．２８ ［
KLMNO

］　Ａ ［
KPQJ

］　１６７１９３８７（２００９）０３００８２０５

ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１ｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ

ＰＣＲｍｅｔｈｏｄｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｙｐｅ２ｐｏｒｃｉｎｅｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ

ＪＩＡＹａｎｙａｎ
１，２，ＬＩＭｉｎｇｆｅｎｇ１，ＷＡＮＧＤｏｎｇｆａｎｇ１

，２，ＣＵＩＢａｏａｎ１
，２，ＣＨＥＮＨｏｎｇｙｉｎｇ１

，２，

ＷＥＩＺｈａｎｙｏｎｇ
１，ＬüＸｉａｏｌｉ１

，２，ＧＵＯＸｉａｎｐｏ１
，２

（１犜犺犲犆狅犾犾犲犵犲狅犳犃狀犻犿犪犾犎狌狊犫犪狀犱狉狔犪狀犱犞犲狋犲狉犻狀犪狉狔，犎犲狀犪狀犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犣犺犲狀犵狕犺狅狌，犎犲狀犪狀４５０００２，犆犺犻狀犪；

２犎犲狀犪狀犃狀犻犿犪犾犉狅狅犱犛犪犳犲狋狔犓犲狔犔犪犫狉狅狋狅狉犪狉狔，犣犺犲狀犵狕犺狅狌，犎犲狀犪狀４５０００２，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：【Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ】ＴｈｅｓｔｕｄｙｄｅｖｅｌｏｐｅｄａＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲｗｈｉｃｈｃａｎｄｅ

ｔｅｃｔｐｏｒｃｉｎｅｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓｔｙｐｅ２ｑｕｉｃｋｌｙａｎｄｆｌｅｘｉｂｌｙ．【Ｍｅｔｈｏｄ】ＡｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｉｔｈｉｎＯＲＦ２

ｏｆｐｏｒｃｉｎｅｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓｔｙｐｅ２（ＰＣＶ２）ｐｕｂｌｉｓｈｅｄｉｎＧｅｎＢａｎｋ，ａｐａｉｒｏｆｐｒｉｍｅｒｓｗａｓｄｅｓｉｇｎｅｄ．Ｔｈｅ犗犚犉２ｇｅｎｅ

ｗａｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｗｉｔｈｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＰＣＲ．ＴｈｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｗａｓｃｌｏｎｅｄｉｎｔｏｐＴＧ１９Ｔｖｅｃｔｏｒａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅｄ．Ｔｈｅ

ｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｗａｓｕｓｅｄａｓｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｔｅｍｐｌａｔｅｔｏｇｅｎｅｒａｔｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅａｎｄｍｅｌｔｃｕｒｖｅ．

Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｓｓａｙ，ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅａｓｓａｙａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙａｓｓａｙｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ．【Ｒｅｓｕｌｔ】Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓ

ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｗａｓｓｈｏｗｎａｆｉｎｅｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ

ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｒｅｓｈｏｌｄｃｙｃｌｅａｎｄｔｅｍｐｌａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ．Ｍｅｌｔｃｕｒｖｅｗａｓｓｐｅｃｉｆｉｃａｎｄｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

ｗａｓ０．９９８８；ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔｏｆｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｆｏｒＰＣＶ２ｗａｓ１ｃｏｐｙｐｅｒ２５μＬ，ａｎｄｔｈｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ

ｗａｓｍｏｒｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｒｅａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｔｈａｎｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＰＣＲ．【Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ】ＡＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉ

ｔａｔｉｖｅＰＣＲｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇ犗犚犉２ｇｅｎｅｏｆＰＣＶ２ｗａｓｄｅｖｅｌｏｐｅｄｆｏｒｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｅａｒｌｙａｎｄｒａｐｉｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｉｎｇｔｈｅｉｎｆｅｃｔｄｅｇｒｅｅｏｆＰＣＶ２ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｙ．

 ［
���#

］　２００８０５１３
［
}� 7

］　½»$W9¬¿Q}� 7

（０６２１００２１００）

［
�´µ¶

］　<çç

（１９８３－），N，½»&¾¬

，
�¿À¾

，
¿ÀÁÂLSÀÁ)=LSÑì)9:

。

［
nJ�´

］　|û(

（１９４８－），¹，½»}¾¬

，
£¼

，
½¾Ø`È

，
¿ÀÁÂLSÑk)NLSÀÁ)9:

。



犓犲狔狑狅狉犱狊：Ｐｏｒｃｉｎｅｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ２（ＰＣＶ２）；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１；ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ；ＰＣＲｍｅｔｈｏｄｆｏｒ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

　　²Ï&Ñì

（Ｐｏｒｃｉｎｅｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ，ＰＣＶ）Î１９７４

$�¡)´ＴｉｓｃｈｅｒG

［１］
Á²ÄO~HIÙＰＫ１５

�×ÆLd9ó8

。
L¾�'8ＰＣＶÜbc²�

Ñ

，
!ÿéＰＣＶ１，â|Å�'8�bc²�Ñ8

ＰＣＶ，!ÿéＰＣＶ２
［２３］。

H³ÅÛ²(Ù0���

+ ø

（Ｐｏｓｔｗｅａｎｉｎｇ ｍｕｌｔｉｓｙｓｔｅｍｉｃ ｗａｓｔｉｎｇ ｓｙｎ

ｄｒｏｍｅ，ＰＭＷＳ），ÎÈＰＣＶ２bc8²8°Å(Ù

00�TU�jÑ

，
|５～８e�8Û²L¢�

，
¿

À#³é²Gá��

、
À�µ�

、
ºuá�

、
÷ø

、
s

Ö=)�G

［２］。
&１９９１$<�0×k%��Ñ|

ó

，
ÿè�7¡NWÝ

、
�Ýp(¡¢8²_�\]

E�

，
�¨»f²ÕÌÍ{S08sÕýÊ

，
èÍé

¡]I)´|)8�§h°

。

7F

，
]»!g8ＰＣＶ２_9ＰＣＲxybcµ

E

、
bé

、
êë

、
"�

，
�S'E�ò¾�=ＰＣＲ'

FG�Q

，
â�È"ＰＣＶ２8\]E�

，
 ¡�Ñ�

� ¡�F8²_�Ñì~oE�Ô�ÜU

，
_9

ＰＣＲI¢ÌÍ�x

［４］。
¡]��G

［５］
íZ

，
gk·

/q/�xyＰＣＶ２ÝÞ�Ó

，
��bcÜ�¹~

，

\Ü�C§!u��ï�zaú

。ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１

Î�+"¹<ＤＮＡ8�æF�

，
��¹~ＰＣＲ§

!z�¹<ＰＣＲß2�+ú9�æJK

，
nRUÙ

0�zaúûxy

［６７］。
�bcFÓ>�µé

、
"�

�3

、
¦.�Ó

、
'Fô

、
gz;=�&1¹~L©

Gª§

，
èÍéÑkxy8¦Àbc

。
ét

，
z9:

!gＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１�z�æ¹~ＰＣＲ，CＰＣＶ２

�ï¹�=¹~xy

，
|#éH³ÅÛ²(Ù0�

��+ø8¾#&H

、
³2OPay

、
ÑJTH=K

ÅNÃÄjÑ8&H2��Ù��

。

１　���bc

１．１　�　�

１．１．１　!'�AB　犜犪狇
ＴＭ

N

、ｓｙｂｒ�æＰＣＲ§

!Á

、ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００G

，
�&00ËØ2×

�Ó���

；ＰｒｏｔｅｉｎＫ，�&�7Ø2×���

；

ｐＴＧ１９ＴmG

、Ｔ４ＤＮＡ0nN

，
éＰｒｏｍｅｇａ��

ßà

；１６４０efÁ

、
QØ�Ö�

，
é ＧＩＢＣＯ��ß

à

；ＢUD~á°êë2;õr¥

，
�&,�½0�

³Ø2}R/�Ó�./��

；ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ２０００U

�z¹~ＰＣＲ'JR

，
È7¡ＣｏｒｂｅｔｔＲｅｓｅａｃｈ�

�Øß

。

１．１．２　���r��　²Ï&ÑìⅡU

（ＰＣＶ２）=

ＰＫ１５HIî

，
�&�¡�³aWN

；
²ËìíÑì

（ＰＲＶ）、²HDÑì

（ＰＰＶ）７９０９X3ìî=²-�

ÑÑì

（ＰＲＲＳＶ），È½»-Õ0)��çØ2Îû

E

；
×�²ＪＭ１０９�[´HI

，
éËØ2×�

（
0

0

）
Ó���ßà

。

１．１．３　³b��C´µ　¦�è�^8ＰＣＶ２

犗犚犉２}RZü

（ＡＦ０２７２１７），.gＰｒｅｍｉｅｒｅｘｐｒｅｓｓ

þóàv１CÝÞ�b2

，
'J(W·"犗犚犉２}

R8１４１５～１５８６ｂｐ，>Xé１７１ｂｐ，b2Züé

：

�9b2 Ｐ１：５′ＧＧＧＣＣＡＣＡＡＴＴＧ ＡＡＣ

ＣＴＴＡＣＣＣ３′；

�9b2 Ｐ２：５′ＣＧＣＡＧＣＡＴＣＣＧＡ ＴＡＴ

ＡＣＴＧＴＣＡ３′。

b2È� Ø2×�/�Ó���+Í

。

１．２　ＰＣＶ２?45

þ>ÍEZ8ＰＫ１５HIgeNÀMÑÉÅ

ÄO

，
;efÁGÛ１／１０8ＰＣＶ２ÅìURnÅ

ＰＫ１５HI

，
efv９６ｈ�mÑì

，
§.aæ２～３

Æ

，
�ÌÑìÁ

，－２０℃[Eög

。

１．３　M·¦�§¨?t©

１．３．１　ＰＣＶ２¶·F±²　î_98YZN Ｋ

c

［８］
=2Ñì1B

，
LÅ<¾２０μＬ¸ª÷eî

，
[

E"－２０℃ög

。

１．３．２　ＰＣＶ２犗犚犉２,-FＰＣＲ�;　CＰＣＲ§

!òó=õr�ïªM

。
§!GÙé

：１０×ＰＣＲ

ｂｕｆｆｅｒ５．０μＬ，ｄＮＴＰ（２．５ｐｍｏｌ／μＬ）４．０μＬ，�、�

9b 2

（５０ ｐｍｏｌ／μＬ）ÿ １．０ μＬ，ＭｇＣｌ２ （２５

ｍｍｏｌ／ｍＬ）４．０μＬ，ＤＮＡ-Ö１０μＬ，犜犪狇ＤＮＡ�

+N

（５Ｕ／μＬ）０．５μＬ，î¸ª÷v５０μＬ。§!�

Zé

：９５℃K;�５ｍｉｎ；９４℃;�１ｍｉｎ，５５℃"

#５０ｓ，７２℃�ú５０ｓ，'J３０&%&

；
LÅ７２℃

�ú１０ｍｉｎ。§!�ýÅ

，
;５μＬＰＣＲß2g２０

ｇ／Ｌ8ð@Ïñ¡�ï56xy

。
îＤＮＡñ¡%

�õr¥CÔ�%�ＰＣＲß2

。

１．３．３　ＰＣＶ２犗犚犉２,-F¸¹ClO　þ%�

ªM8ＰＣＲß2�ｐＴＧ１９ＴmG{0

，
��¦�

á°ｐＴＧ１９Ｔ犗犚犉２，þÿ\M>0½ó²ＪＭ１０９

�[´HI�

，
'Å�OKÝLgi�øÖ�Ë<

¾�³IS

。
ýgＢUD~á°êë2;õr¥

c2;¦�á°

，
�ïＰＣＲí¹

，
û!ËØ2×�

３８!３# <ççG

：
²Ï&Ñì２UＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１�z�æ¹~ＰＣＲxybc8�$



（
00

）
Ó����ïZüy¹

。

１．３．４　�º�»¼F½¾　2;¾�¦�á°

，
�

jILææXv�L~y¹ＯＤ２６０=ＯＤ２８０，û¦�

Wv�G

［９］
�98�i

，
vë9á°�8ＤＮＡ{

�wé８．７×１０１３ ｍＬ－１。C¾�¦�á°�ï１０

8¿ABC

，
;１０－４，１０－５，１０－６，１０－７，１０－８，１０－９G

６&BCX8¦�á°�éX3à-Ö

，
g"�æ

¹~ＰＣＲ§!òó8ªM

、
X3è¯8�$=Dà

8xy

。

１．４　ＰＣＶ２ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１ ¡¢£ÎＰＣＲ�

�ãä?¤¥

§!ôGÛé２５μＬ，ÿ�ｓｙｂｒ�æＰＣＲ§!

Á

（
s7 ＤＮＡ �+N

、ｄＮＴＰ、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１G

）

１２．５μＬ，�、�9b2

（５０ｐｍｏｌ／μＬ）ÿ０．５μＬ，á

°-Ö１μＬ，î¸ª÷v２５μＬ。§!�Zé

：９５

℃K;�５ｍｉｎ；９４℃;�１５ｓ，５５℃"#１０ｓ，７２

℃�ú１５ｓ，'J２５&%&

。
UzàÜ<á°-Ö

8?�Câ

。

１．５　ＰＣＶ２ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１ ¡¢£ÎＰＣＲM

·ev?¤¥

L~|sOXBC8á°é-Ö

，
�ï�æ¹

~ＰＣＲ'J

，
û.g�Éþó�ïL©

，
�$X3

è¯=eîè¯

。

１．６　ＰＣＶ２ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１ ¡¢£ÎＰＣＲ�

�ãä?þª

１．６．１　¿À�　¾�¦�á°s１０8¿ABC

Å

，
�ïＳＲＢＹＧｒｅｅｎ１�æ¹~ＰＣＲxy

，
û�

]nＰＣＲAß

。

１．６．２　jÁ�　L~2; ＰＣＶ２、ＰＲＶ、ＰＰＶ、

ＰＲＲＳＶ8}R�

，
�ï�æＰＣＲ'J

，
VW�§!

GÙ8ÝÞ�

，
Uzà¾�=?�Câ

。

１．６．３　ÂÃ�　é{{H�æＰＣＲxy��8�

¦.�

，
<;BCXé１０－５8¦�á°é-Ö

，
0

ä'J６Æ

，
�Ö�bc83y�=Ï¹�

。

１．７　«¬���

;１６äó&½»ÜU�%8G:ＰＭＷＳÑ

�

，
L~�ï�æ¹~ＰＣＲ=_9ＰＣＲxy

，
|A

ß２Åbc8y"X

。

２　���L©

２．１　ＰＣＶ２犗犚犉２9:?ＰＣＲm4

;ＰＣＶ２犗犚犉２}R8ＰＣＲß2５μＬ，"２０

ｇ／Ｌð@Ïñ¡�56

，
��9'１ò１７１ｂｐij

8ＤＮＡP

（
ö１），�K#0D°a

。

ö１　ＰＣＶ２犗犚犉２}R8ＰＣＲ'Jß256��

Ｍ．ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１．ＰＣＶ２犗犚犉２}RＰＣＲ'Jß2

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆＰＣＶ２犗犚犉２ｇｅｎｅ

Ｍ．ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＰＣＶ２犗犚犉２ｇｅｎｅ

ö２　¦�á°ｐＴＧ１９Ｔ犗犚犉２8ＰＣＲ'Jß256��

Ｍ．ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１～２．¦�á°ｐＴＧ１９Ｔ犗犚犉２

8ＰＣＲ'Jß2

；３．?�Câ

Ｆｉｇ．２　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄｐＴＧ１９Ｔ犗犚犉２

Ｍ．ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１－２．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄｐＴＧ１９Ｔ犗犚犉２；３．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

２．２　��ÄwｐＴＧ１９Ｔ犗犚犉２?:Î

C¦�á°�ïＰＣＲí¹

，
�'J>１òb

１７１ｂｐ8(W

，
�0nF8ＰＣＲß20D°a

，̈

ÿéｐＴＧ１９Ｔ犗犚犉２（ö２）。CＰＣＲí¹Å8¾

�¦�á°�ïZüy¹

，
���ＧｅｎＢａｎｋ�è�

^8Züj}°a

。

４８ +,-.(/0))í

（
&'()*

）
!３７"



２．３　ＰＣＶ２ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１ ¡¢£ÎＰＣＲM

·ev?¤¥

îªM8§!òó

，
;１０－４，１０－５，１０－６，１０－７，

１０－８，１０－９G６&BCX8¦�á°é-Ö

，
L~<

¾>ＰＣＲ§!GÙ��ï'J

，
8>ＰＣＶ２�æ¹

~ＰＣＲ'J1,)è¯

，
/ö３。

ö３　ＰＣＶ２�æ¹~ＰＣＲ'J1,)è¯

１～６．Ù２５μＬ��Æ7-Ö８．７×１０９，８．７×１０８，８．７×１０７，８．７×１０６，８．７×１０５=８．７×１０４&{�8

犗犚犉２}R³I¾�á°

；７．?�Câ

Ｆｉｇ．３　ＤｙｍａｔｉｃｃｕｒｖｅｆｏｒｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｏｆＰＣＶ２

１－６．Ｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｃｌｏｎｅｄ犗犚犉２ｇｅｎｅｐｏｓｉｔｉｖｅｐｌａｓｍｉｄｗａｓｓｈｏｗｎｉｎ８．７×１０９，８．７×１０８，８．７×１０７，８．７×１０６，

８．７×１０５，８．７×１０４ｃｏｐｙｐｅｒ２５μＬｏｆｔｅｍｐｌａｔｅ；７．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

　　¦�ＰＣＶ２�æ¹~ＰＣＲ'J1,)è¯

，
5

ë&1ØÍX3è¯

（
ö４），ÿøÜé－２．８６，��

é２８．９０，{|Ùwé０．９９８８，Áâ�|89{�

w

（狓）�%&zì

（犆狋）h�8¯�|Ùè¯^_i

：

犆狋＝－２．８６×ｌｇ狓＋２８．９０，âíyDà8犆狋 ì�|

ÁRU¿;

；
þíyDà8犆狋ìO¾^_i'�|

vë9ÿ�þ{�w

。

ö４　ＰＣＶ２�æ¹~ＰＣＲX3è¯

Ｆｉｇ．４　ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｆｏｒｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｏｆＰＣＶ２

２．４　ＰＣＶ２ＰＣＲm4�U?®8ev

Èö５�|@9

，
X3àＤＮＡÿ&BCX8

eî$X�é８６．８℃ij

，
�}3X�ＤＮＡjX

6I{|

。

２．５　ＰＣＶ２ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１ ¡¢£ÎＰＣＲ�

�ãäþª

２．５．１　¿À�　þèvë9{�w8¦�á°�

１０¿OXBC

，
��æ¹~ＰＣＲR�89N�x

98LV{�wé１{�

／２５μＬ（§!GÙjX

），

A_9ＰＣＲ��3１００¿

。

２．５．２　jÁ�　�æＰＣＲ'J���4

，
�Ó

ＰＣＶ２Ó�æJK

，
ÿ^MＰＲＶ、ＰＰＶ、ＰＲＲＳＶ �

��æJK

，
CÔ�bcÓpÓ8ÝÞ�

。

２．５．３　ÂÃ�　¦.�õ{��^Ô

，
ÙÆ'J8

５８!３# <ççG

：
²Ï&Ñì２UＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１�z�æ¹~ＰＣＲxybc8�$



l1Ü>１&%&

，
�/�æＰＣＲxybcFÓß

38�¦.�

，
ÁâûH{ÜUDà�xy��8

�Ù�=Ï¹�

。

ö５　ＰＣＶ２ＰＣＲ'Jß28eîè¯

Ｆｉｇ．５　ＭｅｌｔｃｕｒｖｅｏｆＰＣＶ２ＰＣＲａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ

２．６　«¬���

C１６äG:ＰＭＷＳ8Ñ��ïＳＹＢＲＧｒｅｅｎ

１�æ¹~ＰＣＲxy

，１６äj}¾�

；
âýg_9

ＰＣＲ'J

，
�xy>１３ä¾�

；
CÔ�æ¹~ＰＣＲ

A_9ＰＣＲy"X3

。

３　�　�

é{ �ÚF²Ï&ÑìÑ8 ¡êë&H=

xÁÀõ

，
zõ{�${°Å²Ï&Ñì２U8

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１�z�æ¹~ＰＣＲxybc

。
�]

nＰＣＲ{A

，
�bcFöp(ª§

：
y"X3

，
�x

y>１{�

／２５μＬ（§!GÙjX

）
8-Ö~

；
ÝÞ

�Ô

，
�ÿ^²��Ñì�qÐ§!

；̄
�IJÐ

，

X3è¯%&zì�-ÖjX6�Ó8¯�|Ù

，

{|Ùw_０．９９８８；NTz�;

，
Á1B2;vx

yjÍ

，
ÝT３ｈij

，
��bc�ïj}�×i>

�

，
Á¦z��1{_9ＰＣＲbcE�8'Jß2

'F=ò¾�8ðñ

。

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１Î�+"ＤＮＡ¹<8°Å�

æF�

，
N|ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１�z�æ¹~ＰＣＲx

ybcCb2Àõß3

［６７，１０］。
zõ{���4

，
X

3àＤＮＡÿ&BCX8eî$X�é８６．８℃i

j

，
§!u��L9'�ÝÞ�'J=Ô�8b2

+�G

，
ÁâCÔzõ{8b2ÝÞ�pÓ

。

ＰＣＶ２ÎbcＰＭＷＳ8¿ÀÑkG

，
�Î�X

�FＰＣＶ２ûÜ�bcＰＭＷＳ，�ÓÚ�F°¹~

|�8 ＰＣＶ２z

，
�^'9 ＰＭＷＳ8 ¡#

³

［１１］。
Rt

，
C²G]ＰＣＶ２ik�ï¹~xy

，

CＰＭＷＳ8K��&HFÓ¦À�g

，
â]nxy

bcÜ��ï¹~y¹

。

z9:�$8ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１�z�æ¹~

ＰＣＲxyＰＣＶ２8bc

，
é¾#&HＰＣＶ２c>{

pÓ8Z4�g

，
\é�°R9:ＰＣＶ２�²G]

8Læ

、
aÑÉtN�¸2�8 9 : ó ¹ { }

�

［１２］。

［
kyKL

］

［１］　ＴｉｓｃｈｅｒＩ，ＭｉｅｌｄｓＷ，ＷｏｌｌｆＤ，ｅｔａ１．Ｓｔｕｄｉｅｓｏｎｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ

ａｎｄｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆｐｏｒｃｉｎｅｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ［Ｊ］．ＡｒｃｈＶｉｒｏｌ，１９８６，

９１（３／４）：２７１２７６．

［２］　�　�

，
ÂÒ�．12Ñì)

［Ｍ］．２*．,�

：
()9*ª

，

１９９７：１１７５１１８２．

ＹｉｎＺ，ＬｉｕＪＨ．Ａｎｉｍａｌｖｉｒｏｌｏｇｙ［Ｍ］．２ｎｄｅｄｉｔｉｏｎ．Ｂｅｉｊｉｎｇ：Ｓｃｉ

ｅｎｃｅＰｒｅｓｓ，１９９７：１１７５１１８２．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

［３］　5©-

，
�ðÐ．²Ï&Ñì8LSØ2)Ý�N&Hbc

［Ｊ］．+»�b0))í

：
&'()*

，２００７，３３（２）：３１９３２３．

ＹａｎｇＸＮ，ＧｕｏＷＺ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｂｉｏｌｏｇｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓａｎｄｄｉ

ａｇｎｏｓｔｉｃｍｅｔｈｏｄｓｏｆｐｏｒｃｉｎｅｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｏｕｔｈ

ｗｅｓｔＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｆｏｒＮａｔｉｏｎａｌｉｔｉｅｓ：ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＥｄｉｔｉｏｎ，

２００７，３３（２）：３１９３２３．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

［４］　�YÔ

，
®　Y

，
¦©Í

，
G．²Ï&ÑìＰＣＲxybc8ªM

［Ｊ］．�¡Ñì)

，２００６，２１（４）：４０５４０７．

ＤｏｎｇＺＱ，ＺｈａｎｇＺ，ＬｉＸＣ，ｅｔａｌ．ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆＰＣＲｆｏｒｔｈｅ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐｏｒｃｉｎｅｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ２［Ｊ］．ＶｉｒｏｌｏｇｙＳｉｎｉｃａ，２００６，２１

（４）：４０５４０７．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

（
[\]９４^

）

６８ +,-.(/0))í

（
&'()*

）
!３７"


