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摘要!聚合酶链式反应!D"E"作为常规分子克隆技术已在分子生物学的各个领域得到广泛应用#

然而$多重D"E技术应用于质粒拷贝数检测的研究尚未见报道# 为深入探索多重D"E在质粒拷贝

数测定中的应用$首先利用构建的多重D"E引物设计及评估体系分别针对细菌基因组FGH和质粒

载体FGH序列设计多重D"E引物%然后以转化有不同质粒载体的大肠杆菌菌液为模板进行多重

D"E反应%最后利用凝胶成像仪采集图像后进行积分光密度分析以获得质粒的相对拷贝数# 结果显

示通过多重D"E得到的质粒相对拷贝数与E*&,6)$A*D"E和 I(=)#*J% C,()的检测结果基本一致$说

明多重D"E可用于质粒拷贝数的定性检测# 利用多重D"E技术建立了一种便捷的质粒拷贝数检测

方法$为在宿主细胞中快速确定克隆载体或表达载体的相对含量提供了参考#

关键词!质粒拷贝数!多重D"E!菌液!实时定量D"E!I(=)#*J% C,()

中图分类号!K7/

!!在分子生物技术方面!大肠杆菌系统作为重要的

宿主以其易于培养'遗传背景清楚'操纵简便等优点已

被广泛应用于大量重要基因的克隆与表达!但由于不

同质粒载体在宿主菌中存在松弛型和严紧型调控!使

得不同宿主细胞中质粒拷贝数存在明显的差异!其中

多拷贝质粒在每个细胞可以达几十乃至几百份质粒拷

贝!少的则只有一到几份拷贝)16/*

+ 由于不同质粒拷贝

数将严重制约目的基因的表达调控进而影响基因产物

的产率!因而发展一种经济合理'操作简便的质粒拷贝

数鉴定方法不仅可以加速基于原核表达体系进行基因

表达调控的研究!而且可以显著节约实验研究的成本

和时间+ 虽然利用传统 I(=)#*J% C,()或F()C,()方法以

及借助于大型设备如高效液相色谱或毛细管电泳以及

E*&,6)$A*D"E等可以实现质粒拷贝数的测定!但由于

存在操作复杂'耗时长'成本高以及对于仪器的要求高

等缺点)2*

!使其在普通实验室中的应用受到了极大限

制+ 本研究旨在利用多重D"E技术建立一种快速高效

的质粒拷贝数鉴定方法+

聚合酶链式反应"L(,.A*J&M*+#&$% J*&+)$(%! D"E#是

目前广为使用的分子生物学技术!并进而衍生出包括差

异显示D"E'实时定量D"E'巢式D"E'多重D"E和不对

称D"E等在内的多种不同类型的相关技术)9*

+ 其中多

重D"E"A=,)$L,*ND"E#通过在同一D"E反应体系里针

对多个FGH模板使用两对或两对以上引物进行反应!可

实现多个核酸片段的同时扩增+ 自 1455 年"#&AC*J,&$%

等)7*首次提出这一概念以来!多重D"E已被广泛应用于

许多领域!包括基因敲除分析'突变和多态性分析)3*

'植

物病虫害检测)8*

'食品病原微生物检测)5*

'基因表达的定

性和半定量分析)4*等+ 因此!如能通过在大肠杆菌基因

组FGH和克隆载体或重组表达载体上设计引物'进行多

重D"E反应!那么通过对电泳条带灰度值的分析就有可

能更简单地计算得到质粒的相对拷贝数+ 因此!基于本

实验室新近设计完成的多重 D"E引物设计系统

ODLJ$A*J"#))L$PPC$(+(AL=)*@CA$@&+@+%PODLJ$A*JP#

)10*

和多因素引物特异性评估系统 OQRLJ$A*J" #))L$PP
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C$(+(AL=)*@CA$@&+@+%POQRLJ$A*JP#

)11*

!以转化有克隆

载体T9990或表达载体 LQ;URVQD的WX117和FW7

"

两

种大肠杆菌中为对象进行比较研究!旨在为鉴定质粒拷

贝数和选择合适的宿主细胞提供参考+

$%材料和方法

$&$%材%料

大肠杆菌 WX117 和 FW7

"

菌株由本实验室保存(

克隆载体 T9990 "HAL

Y

# 和表达载体 LQ;U RVQD

"HAL

Y

#均由东京女子医科大学 O$)&%$I 教授惠赠(质

粒提取试剂盒购自美国 DJ(A*-&公司(琼脂糖购自

V*%*X*+# 公司( RNX&> 酶' X&Z&E&I['E DJ*A$NRN

X&>

XO试剂盒'FT/000 FGHO&J\*J']GXD!限制性内切

酶购自X&Z&E&公司(V(,]S$*̂

XO核酸染料购自北京赛

百盛基因技术有限公司(T'培养基相关试剂均购自

_;_̀F公司(D"E购自美国热电公司!E*&,6)$A*D"E

"O;2000D#购自美国安捷伦公司(电泳仪购自北京六

一仪器厂!凝胶呈像仪购自 I&-*"J*&)$(%公司+ 引物和

生物素标记探针均由 %̀a$)J(-*% 公司合成(碱变性液$

1b7 A(,PTG&",!0b7 A(,PTG&_W(中和液$ 1 A(,PT

XJ$M6W","LW8b9#!1b7 A(,PTG&",(转移液$/0 cII"+

$&'%方%法

1b/b1!多重D"E引物设计!首先从G"'̀数据库获得

大肠杆菌 WX117 和 FW7

"

的基因组序列'克隆载体

T9990 序列和表达载体 LQ;URVQD序列!并以 QHIXH

格式保存到同一文本文件(然后提交到多重 D"E引物

设计软件 ODLJ$A*J" #))L$PPC$(+(AL=)*@CA$@&+@+%P

ODLJ$A*JP#进行引物设计)10*

+ 根据实验需要设计两组

多重引物!每组均以大肠杆菌基因组中的 V&LH为内

参!根据各引物序列的!"值'产物长度'各引物罚分值

等参数选择多重引物对中 !"值较接近的一组扩增引

物!并送 %̀a$)J(-*%公司进行化学合成!具体引物序列信

息如表 1 所示+

表 $%多重!"#反应的引物序列对

()*+,$%!-./,-0,12,34,056-)/7+.58.39 :)-9,:

9,3,0*8 /2+:.7+,; !"#

靶序列 引物序列 "7d

"

2d#

预期扩增长度

"CL#

V&LH

上游$ HVXXVVXVVXV"HVVHHV"VXX

下游$ HH"H"HX"H""V"XVVXV"VHH

125

#9990 "$%&U'(%)#

上游$ VH"V""VVV"HHVHV"HH"X

下游$ XH""V"VHVH"""H"V"X"H

951

1b/b/!菌液多重 D"E模板的制备!根据 DJ(A*-&公

司质粒提取说明书所述方法分别提取质粒 T9990 和

LQ;URVQD!然后采用热激法将其分别转化入两株不同

大肠杆菌WX117 和 FW7

"

感受态细胞!继而采用涂布

棒涂布到含有HAL

Y

"终浓度$100

#

-PA,#的T'固体培

养基上!并置于 28 e恒温箱孵育 10 f1/ # 待长出克

隆+ 次日!挑取阳性克隆并接种到含有HAL

Y

"终浓度$

100

#

-PA,#的T'液体培养基中!28 e /00JPA$% 摇菌

约 2 f9 #!待*+

300

值达 0b5 并经测序验证后用作菌液

D"E模板+

1b/b2!菌液多重 D"E扩增及凝胶图像采集分析!按

照X&Z&E&公司 RNX&> 说明书提供方法进行多重 D"E

反应+ 其中!D"E总反应体系为 /7

#

,!模板量为 0b7

#

,

菌液!上下游引物分别为 0b/

#

,的质粒引物对和 0b2

#

,的基因组FGH引物对!具体 D"E反应程序如下$47

e 7b7 A$%(47 e 20 M

"

30 e 97 M

"

8/ e 30 M"/3 个

循环#(8/ e 7 A$%+ D"E扩增产物采用 1b7g琼脂糖

凝胶电泳分离并结合凝胶成像仪采集凝胶图像!继而

利用凝胶成像仪自带分析软件进行各基因片段的积分

光密度值"$%)*-J&,(L)$+&,]*%M$).! _̀F#分析!并获得质

粒 _̀F相对于基因组 _̀F的相对比值!以此数值的大

小表征质粒含量的相对高低程度+

1b/b9!E*&,6)$A*D"E体系及反应!按照 X&Z&E&

I['EDJ*A$NRNX&>

XO试剂盒说明书进行实时荧光定量

D"E反应!所用引物与多重 D"E的一致!以 V&LH为内

参!通过荧光值变化相对定量两种质粒的拷贝数+ D"E

体系$ I['EDJ*A$NRNX&> O$N" / c# 10

#

,!E_;

E*h*J*%+*F&.0b9

#

,!上'下游引物"10

#

A(,PT#各 0b9

#

,!菌液模板上样量 0b9

#

,!]]W

/

_5b9

#

,+ D"E反应

条件$47 e 20 M(47 e 17 M

"

30 e 20 M

"

8/ e 20 M!

反应循环数 23+ D"E结束后对扩增产物进行熔解曲线

分析!以确保特异性扩增+

1b/b7!使用 I(=)#*J% C,()技术检测质粒拷贝数!针对

相同体积*+

300

值相同的 9 种菌液按相同的实验流程提

取质粒!用限制性内切酶"质粒 Lh;6RVQD用 ,-"Ẁ!

质粒T9990 用&./

$

#各 90

#

,+ 28 e水浴消化 9#(酶

切样品用于 0b8g琼脂糖凝胶"0b7g V(,]S$*̂

XO

#电泳

/#!虹吸转移到硝酸纤维素膜!57 e将膜干燥 /#(37 e

预 杂 交 /# 后! 用 生 物 素 标 记 的 探 针

"XH""V"VHVH"""H"V"X"H""VV"X!1i7000# 37 e

杂交过夜(经 / cII""0b1g IFI# 37 e 10 A$%!1 c

II""0b1g IFI# 37 e 10 A$%!0b7 cII""0b1g IFI#

94
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37 e 10 A$%!0b/ cII""0b1g IFI# 37 e 10 A$%!0b1

cII""0b1g IFI# 37 e 10 A$% 梯度洗膜后!用辣根

酶标记链亲和素"1i/00#室温孵育 20 A$%(1 cX'IX洗

膜 10 A$% c2 后进行R"T显色!;胶片曝光 10 A$%!显

影'定影直至条带清晰+ 继而利用 D̀D软件对条带的积

分光密度值 _̀F进行分析!以此数值的大小表征质粒

含量的相对高低程度+

1b/b3!统计学分析!上述分析数据采用 IDII 12b0 统

计分析软件的)6检验进行统计学分析+ 将 )j0b07 定

义为显著性差异(将)j0b01 定义为极显著差异+

'%结%果

'&$%菌液多重!"#条件优化

FGH扩增反应中进入平台期是基于 D"E技术分

析基因差异的重要影响因素+ 为探索循环数对多重

D"E反应平台期的影响!我们采用梯度 D"E分别系统

排查了从 /0 到 2/ 个循环中分别以质粒T9990 和 LQ;U

RVQD为模板进行D"E扩增到达平台期的时间!并采用

琼脂糖凝胶电泳分离后进行积分光密度计算及柱状图

分析!结果如图 1 所示!当循环数为 /0 到 /5 个时!质粒

T9990 和 LQ;URVQD扩增片段的积分光密度值随着循

环数的增加而增加!/3 个循环时已达最大"图 1C#(电

泳条带的亮度直观上有明显的变化+ 当循环数达到 20

次以后!质粒 T9990 和 LQ;URVQD扩增片段的积分光

密度值基本没有变化!提示反应已进入平台期"图 1&#+

由于大肠杆菌基因组的模板在数量上较载体要少!所

以在质粒D"E扩增没有达到平台期前!基因组的扩增

理论上不会进入平台期+ 因此!本实验选择 /3 次作为

最适合的D"E循环参数!在此条件下!每对引物的扩增

都是有效扩增!不受平台期的影响+

图 $%!"#反应循环条件优化及柱状图分析

<.9&$%=7:./.>):.6365:?,484+.39 463@.:.6365!"#)3@:?,?.0:69-)/)3)+80.0

"&#HAL,$h$+&)$(% (hL,&MA$] LQ;URVQD!"C#HAL,$h$+&)$(% (hL,&MA$] T9990

'&'%利用多重!"#技术进行质粒相对拷贝数的测定

根据上述多重D"E条件优化结果!选择 /3次循环对

大肠杆菌基因组和载体FGH进行菌液多重D"E扩增!结

果如图 /&所示!同一质粒在不同大肠杆菌中经D"E扩增

后的琼脂糖凝胶电泳结果呈现明显差异!且条带亮度的强

弱与所检测得到的质粒浓度"结果未显示#之间呈正相关

关系!即质粒浓度高的菌液中D"E条带的亮度更高!质粒

浓度较低的菌株中D"E条带的亮度相应较弱+

进一步通过 D̀D软件对上述琼脂糖凝胶图像进

行积分光密度分析!得到各组质粒扩增条带的积分光

密度与基因组扩增条带的积分光密度的相对比值!然

后在重复实验次数的基础上得到平均相对比值以及

各自的标准差!用_J$-$% a*J5b0 软件进行柱状图分析

以及 )6检验分析!结果可见在宿主菌 FW7

"

中 / 种质

粒的相对比值与宿主菌 WX117 中两种质粒的相对比

值存在极显著性差异!)j0b01"图 /C#+ 因此!通过

菌液多重 D"E扩增及积分光密度分析可以便捷地判

定质粒拷贝数的相对数量!为在宿主细胞中快速确定

克隆载体或表达载体的相对含量提供了技术参考+

'&A%通过#,)+B:./,!"#技术检测质粒的相对拷贝数

近年来基于灵敏度高'所需样品量少等优点!实时

荧光定量D"E在动植物外源基因拷贝数检测中发挥重

74
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图 '%质粒拷贝数测定及柱状图分析!! C"#"3DE#

<.9&'%F,:,-/.3):.6365:?,7+)0/.@4678 32/*,-

)3@?.0:69-)/)3)+80.0

"&# F*)*JA$%&)$(% (hL,&MA$] +(L.%=AC*JC.A=,)$L,*ND"E

"C#W$M)(-J&A&%&,.M$M(h̀_F

要作用)1/617*

!因此!我们将 E*&,6)$A*D"E作为本文方

法的对照实验+ 由于 I['EVJ**% 是一种非特异性的

FGH双链结合染料!在实时荧光定量 D"E中须进行熔

解曲线的分析来判断是否存在非特异性扩增+ 本实验

的熔解曲线如图 2&所示!无论是针对内参 V&LH还是

目的基因"外源质粒#的扩增!在 D"E过程中都没有非

特异性的条带出现!较好地避免了检测过程中假阳性

结果的出现+ 本研究为半定量检测!通过将V&LH的表

达量作为均一化的标准!对目的质粒的表水平进行半

定量分析!结果如图 2C 所示!可见同一质粒在不同大

肠杆菌株系中的相对表达量存在明显的差异!其中两

种质粒在菌株FW7

"

中的相对表达量为菌株WX117 中

的 2 倍左右!并且此结果与通过多重 D"E技术的检测

结果趋势基本一致+

'&E%通过G62:?,-3*+6:检测质粒的相对拷贝数

为了进一步明确克隆载体T9990 和表达载体 LQ;U

RVQD在两种大肠杆菌中的复制效率"即相对拷贝数#!

在 E*&,6)$A*D"E对照体系的基础上! 我们通过

I(=)#*J% C,()对其又进行了无放大的基因水平确认+

当*+

300

值达到 0b5 时!吸取相同体积"10 A,#的菌液进

行质粒提取!其原理在于基因组FGH的个数理论上在

图 A%#,)+B:./,!"#对质粒相对拷贝数的检测

<.9&A%F,:,-/.3):.6365-,+):.H,7+)0/.@4678 32/*,-*8 #,)+B:./,!"#

"&#F$MM(+$&)$(% "=Ja*(hC()# $%)*J%&,J*h*J*%+*&%] )&J-*)-*%*!"C#E*,&)$a*>=&%)$).(h)#*L,&MA$] +(L.%=AC*J

不同菌株中是一致的+ 根据本研究需求!仅针对两个

质粒设计了生物素标记探针!而没有进行基因组水平

的 I(=)#*J% C,()分析+ 结果如图 9 &所示!在基因水平

上!/ 种质粒在大肠杆菌菌株FW7

"

和WX117 中拷贝数

同样存在较显著的差异!通过对图像进行积分光密度

分析可见 I(=)#*J% C,()结果也与本文基于多重菌液

D"E的结果是一致的+ 由此可见!本文提出的通过多

重菌液D"E对质粒的拷贝数进行相对定量的技术是切

实可行的!并能够在普通实验条件下推广+

A%讨%论

与传统的 I(=)#*J% C,()以及近年来新发展的 E*&,6

)$A*D"E技术相比较!通过对多重 D"E电泳结果的半

定量分析!也可方便地计算出质粒的相对拷贝数+ 虽然
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图E%G62:?,-3*+6:对质粒相对拷贝数的检测和柱状图分析

<.9&E%F,:,-/.3):.6365-,+):.H,7+)0/.@4678 32/*,-*8

G62:?,-3*+6:)3@?.0:69-)/)3)+80.0

该方法不能获得质粒拷贝数的精确含量!但是可以给

实验人员提供一个可参考的数值范围!并能够清晰地

反映出不同宿主细胞内对于同一质粒扩增效率的差

异+ 更重要的是该技术操作简便而且更加经济可行!

尤其适合于普通实验条件下比较和选择最适合的宿主

细胞进行基因的克隆和蛋白的高效表达+

本文结果显示!由于多重 D"E对质粒相对拷贝数

的检测结果与E*&,6)$A*D"E'I(=)#*J% C,()等结果基本

一致!说明本文所述方法具有一定的可行性!并且基于

本实验室自行研发的多重 D"E引物设计软件"#))L$PP

C$(+(AL=)*@CA$@&+@+%PODLJ$A*JP#

)10*可以很容易地实

现高质量'高特异性多重引物设计)13*

+ 因此!通过多重

D"E检测质粒相对拷贝数在技术方面不存在障碍+ 其

次!与传统质粒拷贝数的检测方法)2*

!如氯化铯 <溴化

乙锭""M",6R'#平衡梯度离心法!高效液相色谱"#$-#6

LJ*MM=J*,$>=$] +#J(A&)(-J&L#.! WDT"#以及毛细管电泳

"+&L$,,&J.*,*+)J(L#(J*M$M! "R#和核酸杂交等方法比较

而言!多重菌液 D"E的方法可操作性强'重复性好!可

显著节省检测的时间和成本+ 多重菌液D"E通过基因

组FGH实现相对定量的方法更加简便和直观!甚至跳

过了从质粒提取到浓度检测这些繁琐的步骤!可直接

判断出哪种菌株更适合于目的基因的克隆或蛋白的表

达!而传统方法则相对比较耗时+ 与同属于聚合酶链

式反应家族的E*&,6)$A*D"E相比较!通过普通的琼脂

糖凝胶电泳技术分析多重D"E的扩增产物不需要昂贵

的E*&,6)$A*D"E仪和荧光标记物!实验条件更简单!成

本更低!更适合于普通实验室的推广+ 另一方面!研究

表明在传统方法检测质粒拷贝数的过程中!提取 FGH

的步骤最为关键!如果提取效率不高!检测结果也会产

生很大的偏差)2! 18*

(而在本研究中无需 FGH的提取!

通过以反应体系中包括的宿主内部基因组中的特异基

因做对照!可直接评价质粒模板的含量!从而推测质粒

的相对拷贝数!这样可显著减少实验操作过程中误差

累积对结果造成的干扰+

另外!需要说明的是!使用该技术进行质粒相对拷

贝数的计算时!要特别注意D"E扩增循环参数的选择+

如果循环数过大!D"E扩增就会进入平台期而导致各

样品间的条带差异不明显甚至消失!以至对结果的判

断产生干扰+ 因此!通过循环梯度 D"E进行循环数的

选择很关键!以确保宿主基因组和质粒 FGH的扩增均

处于D"E扩增的对数期内+

总之!多重 D"E技术以其高效快捷'高度特异敏

感'能加速实验进程等优点已得到很多领域科研工作

者的青睐)10612*

+ 该技术在质粒相对拷贝数鉴定中的应

用!与传统的检测手段相比具有显著的技术优势!并且

还可推广到酵母中基因克隆和表达量的鉴定!以及真

核细胞中转染外源基因的丰度鉴定等+ 因此!多重

D"E技术的引入可以显著提高质粒等外源基因丰度的

检测效率!从而使选择合适的宿主细胞进行基因克隆

和蛋白的表达更加便利+

参考文献

)1* 门大鹏@质粒@生物工程进展! 1442! 19"2#$ 94670@

O*% FD@DJ(-J*MM$% '$()*+#%(,(-.! 1442! 19"2#$ 94670@

)/* 萨姆布鲁克k!拉塞尔 Fl@黄培堂等译@分子克隆实验指

南@第 2 版@北京$ 科学出版社! /00/@/63@

I&ACJ((\ k! E=MM*,,Fl@XJ&%M,&)*] C.W=&%-DX@O(,*+=,&J

",(%$%-$ H T&C(J&)(J.O&%=&,@2

J]

@'*$m$%-$ I+$*%+*DJ*MM!

/00/@/63@

)2* 周涛@质粒拷贝数的测定方法@生物技术通讯!1444! 10

"1#$ 71678@

:#(= X@T*))*JM$% '$()*+#%(,(-.! 1444! 10 "1#$ 71678@

)9* 萨姆布鲁克k!拉塞尔 Fl@黄培堂等译@分子克隆实验指

南@第 2 版@北京$ 科学出版社! /00/@7486801@

I&ACJ((\ k! E=MM*,,Fl@XJ&%M,&)*] C.W=&%-DX@O(,*+=,&J

",(%$%-$ H T&C(J&)(J.O&%=&,@2

J]

@'*$m$%-$ I+$*%+*DJ*MM!

84



中国生物工程杂志 "#$%&'$()*+#%(,(-. S(,@21 G(@3 /011

/00/@7486801@

)7* "#&AC*J,&$% kI! V$CCME H! E&%$*JkR! *)&,@F*,*)$(%

M+J**%$%-(h)#*]=+#*%%*A=M+=,&J].M)J(L#.,(+=Ma$&A=,)$L,*N

FGH &AL,$h$+&)$(%@ G=+,*$+H+$]ME*M! 1455! 13 " /2 #$

11191611173@

)3* 刘正斌!高庆荣!王瑞霞@多重 D"E技术在植物生物学研究

中的应用@分子植物育种! /007!2"/#$ /316/35@

T$= :l! V&(KE! l&%-E;@O(,*+=,&JD,&%)'J**]$%-!

/007!2"/#$ /316/35@

)8* _,=h*A$kH! Z=A&JDT! G&$]= EH@O=,)$L,*ND"Eh(J)#*

]*)*+)$(% (hHhJ$+&% +&MM&a&A(M&$+a$J=M&%] R&M)HhJ$+&% +&MM&a&

A(M&$+"&A*J((% a$J=M$% +&MM&a&@kS$J(,O*)#(]M! /005! 179

"1#$11161/0@

)5* F*,E'! '$%*))$HV! O&J)$% O"! *)&,@O=,)$L,*ND"Eh(J)#*

]*)*+)$(% &%] $]*%)$h$+&)$(% (h]&$J.C&+)*J$(L#&-*M$% A$,\@Q((]

O$+J(C$(,! /008! /9"1#$ 87651@

)4* 张平平!刘宪华@多重D"E方法对大豆转基因食品的定性检

测@食品科学!/009! /7"1#$ //86/20@

:#&%-DD! T$= ;W@Q((] I+$*%+*! /009! /7"1#$ //86/20@

)10* I#*% :[! K= l'! l&%-l! *)&,@ODLJ$A*J$ &LJ(-J&Ah(J

J*,$&C,*A=,)$L,*ND"E LJ$A*J]*M$-%@'O" '$($%h(JA&)$+M!

/010! 11"1#$ 192@

)11* K= l '! I#*% :[@OQRLJ$A*J$ A=,)$L,*h&+)(J*a&,=&)$(% (h

)#*ML*+$h$+$).(hD"ELJ$A*JM@'$($%h(JA&)$+M! /004! /7 "/#$

/836/85@

)1/* "#&%-Dl! I(%-l k! l= Z[! *)&,@nM*(h&h,=(J*M+*%)6

D"EJ*&+)$(% )(]*)*+)-*%(A$+M*>=*%+*+(L.%=AC*J&%]

)J&%M+J$L)$(%&,&C=%]&%+*@ V*%(A* E*M! 1443! 3 " 10 #$

1012610/3@

)12* V&,,&̂&.HI! HCJ&%+#*ME! I+J(--Mk! *)&,@W$-#6)#J(=-#L=)

)J&%M-*%*+(L.%=AC*J*M)$A&)$(% C.+(AL*)$)$a*D"E@D,&%)O(,

'$(E*L! /00/!/0"2#$/376/88@

)19* [&%-TX! F$%-k[! :#&%-"O! *)&,@RM)$A&)$%-)#*+(L.

%=AC*J(h)J&%M-*%*M$% )J&%Mh(JA*] J$+*C.J*&,6)$A*>=&%)$)&)$a*

D"E@D,&%)"*,,E*L! /007!/2"10 <11#$8746832@

)17* 樊佳佳!白俊杰!马冬梅! 等@转红色荧光蛋白基因唐鱼外源

基因拷贝数的测定@生物技术通讯! /011! //"1#$31637@

Q&% kk! '&$kk! O&FO! *)&,@T*))*J$% '$()*+#%(,(-.! /011!

//"1#$31637@

)13* 王稳!屈武斌!申志勇!等@利用ODLJ$A*J设计引物并优化扩

增条件以提高多重 D"E效率的实验研究@生物化学与生物

物理进展!/010! 28 "2#$29/6293@

l&%-l! K= l '! I#*% :[! *)&,@DJ(-'$(+#*A'$(L#.M!

/010$ 28 "2#$ 29/6293@

)18* 丁满生!马文峰!郭美锦!等@温度诱导模式对重组大肠杆菌质粒

拷贝数的影响@华东理工大学学报!/003! 2/"1#$ 22628@

F$%-O I! O&l Q! V=(O k! *)&,@kR&M)"#$%&n%$a(h

I+$*%+*&%] X*+#%(,(-.! /003! 2/"1#$ 22628@

IJ,KL,:?6@:6 M@,3:.58 :?,"678 J2/*,-65!+)0/.@*8 L2+:.7+,; !"#

T̀ [=&%

1!/

!ERG"#&%-6#(%-

1

!ln[(%-6#(%-

1

![RK$&(

1
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