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前　　言

本文件按照 GB/T１􀆰１—２０２０«标准化工作导则　第１部分:标准化文件的结构和起草规则»的规定

起草.
请注意本文件的某些内容可能涉及专利.本文件的发布机构不承担识别专利的责任.
本文件由农业农村部渔业渔政管理局提出.
本文件由全国水产标准化技术委员会淡水养殖分技术委员会(SAC/TC１５６/SC１)归口.
本文件起草单位:中国水产科学研究院珠江水产研究所、佛山市高明区万绿源生态种养殖有限公司.
本文件主要起草人:朱新平、陈辰、洪孝友、李伟、郑光明、仇全波、于凌云、刘晓莉、王亚坤、尹怡、刘毅

辉、魏成清、陈海港、周锦芬.
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鼋

１　范围

本文件确立了鼋 (PelochelyscantoriiGray,１８６４)的学名与分类,规定了鼋的主要形态构造特征、生
长与繁殖、细胞遗传学和分子遗传学特性,描述了相应的检测方法,给出了判定规则.

本文件适用于鼋的种质检测与鉴定.２　规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款.其中,注日期的引用文件,仅
该日期对应的版本适用于本文件;不注日期的引用文件,其最新版本(包括所有的修改单)适用于本文件.

GB/T６６８２分析实验室用水规格和试验方法

GB/T１８６５４􀆰１　养殖鱼类种质检验　第１部分:检验规则

GB/T１８６５４􀆰２　养殖鱼类种质检验　第２部分:抽样方法

GB/T１８６５４􀆰３　养殖鱼类种质检验　第３部分:性状测定

GB/T１８６５４􀆰１２　养殖鱼类种质检验　第１２部分:染色体组型分析

SC/T１１０８　鳖类性状测定

３　术语和定义

GB/T１８６５４􀆰３和SC/T１１０８界定的以及下列术语和定义适用于本文件.

３􀆰１
背部长　carapacelength
背部中线前缘至后缘的直线距离.

３􀆰２
背部宽　carapacewidth
背部最宽处的直线距离.

３􀆰３
吻长　snoutlength
吻端至眼眶前缘的距离.
[来源:SC/T１１０８—２０１１,３􀆰５]

３􀆰４
吻突长　proboscislength
吻前端突出肉质部分的长度.
[来源:SC/T１１０８—２０１１,３􀆰６,有修改]

３􀆰５
眼径　eyediameter
眼眶内缘的最大直径.
[来源:SC/T１１０８—２０１１,３􀆰７]

３􀆰６
眼间距　interorbitalwidth
左右眼眶上缘之间的最窄距离.
[来源:GB/T１８６５４􀆰３—２００８,３􀆰９,有修改]

３􀆰７
性成熟年龄　sexualmaturityage

１
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初次达到性成熟的年龄.

３􀆰８
窝卵量　numberofeggsintheclutch
每窝卵的数目.

４　学名与分类

４􀆰１　学名

鼋 (PelochelyscantoriiGray,１８６４).

４􀆰２　分类地位

脊索动物门(Chordata),脊椎动物亚门(Vertebratesubphylum),爬行纲(Reptilia),龟鳖目(TestudiＧ
nata),鳖科(Trionychidae),鳖亚科(Trionychinae),鼋属(Pelochelys).

５　主要形态构造特征

５􀆰１　外部形态特征

５􀆰１􀆰１　外形

体形近圆形,背部稍隆起,腹部扁平.体表皮肤裸露,无角质盾片、缘板等覆盖.头部小,呈棕褐色.
头背部宽平且光滑,背颈部光滑无疣粒.头部常半包裹于颈部前翻的皮褶之内.背部外观呈圆盘状,成体

为棕褐色,表面有虫蚀样凹纹,无斑点;稚鼋为黄褐色,边缘颜色较浅,表面分散有圆形深色斑点和碎石状

灰白色斑块,中部可见一条沿体轴方向的低平纵脊,纵脊随生长逐渐消失.腹部黄白色,无斑点.四肢扁

平,位于身体侧方,背面为棕褐色,腹面为黄白色.尾部较短,位于身体后端.
鼋外形见图１.

注:腹面图上半部所示为雌性,下半部所示为雄性.

图１　鼋外形图

２
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５􀆰１􀆰２　头

吻部钝,前端为管状吻突.吻突短,长度约为眼径的一半.口裂大且宽,上下颚无齿 ,但具细弱角质

鞘.口裂上下方均具唇褶,唇褶自口裂前部向后延伸至口裂末端.眼小而靠近吻前端,呈圆形,具眼睑,眼
径与眼间距近似相等.

５􀆰１􀆰３　颈

颈部粗壮,呈椎形,喉部具皮褶,前后伸缩有力,但不能向体背后方翻转.

５􀆰１􀆰４　躯干

背甲宽平,自颈部后自然隆起,表面可见８对肋痕.背甲边缘为宽厚的肉质裙边,裙边自背甲前端向

后方自然延伸.腹部光滑,具４处~５处巨大胼胝体,分别位于腹甲骨板之上.

５􀆰１􀆰５　四肢

四肢扁平,后肢较前肢粗壮.前后肢均为五趾型,趾端有爪,内侧３趾有爪外露,外侧２趾爪隐于皮

下,外侧最后一趾与外侧第二趾距离较远.前、后肢趾间均具全蹼,外侧最后一趾以皮膜与肢体相连,皮膜

可延伸至附肢基部.

５􀆰１􀆰６　尾

尾部呈倒锥形,雄性尾部较雌性粗壮,内含交接器.

５􀆰２　可量性状

在人工养殖条件下体重２５８g~１８７３g,背部长１３cm~２５cm 的鼋,可量性状的实测比值见表１.

表１　鼋可量性状的实测比值

背部宽/背部长 吻长/背部长 吻突长/背部长 眼径/背部长 眼间距/背部长

０􀆰８５５~１􀆰０２１ ０􀆰０２６~０􀆰０４７ ０􀆰０１５~０􀆰０２４ ０􀆰０３０~０􀆰０４２ ０􀆰０２９~０􀆰０４６

６　生长与繁殖

６􀆰１　生长

人工养殖条件下,鼋不同年龄组实测平均体重、背部长和背部宽见表２.

表２　鼋不同年龄组实测平均体重、背部长和背部宽

年龄

龄

体重

g

背部长

cm

背部宽

cm
１＋ ２５８􀆰９~４４５􀆰０ １３􀆰５７~１６􀆰７３ １２􀆰６２~１６􀆰０５
２＋ ５０２􀆰２~８８２􀆰８ １７􀆰２２~２２􀆰１６ １６􀆰３５~２１􀆰０９
３＋ ９２４􀆰６~１８７３􀆰３ １９􀆰５４~２５􀆰３２ １９􀆰４７~２３􀆰７３

６􀆰２　繁殖

６􀆰２􀆰１　性成熟年龄

１０龄以上.

６􀆰２􀆰２　繁殖期

４月—８月.

６􀆰２􀆰３　繁殖类型

卵生型,多次分批产卵.雌鼋每年可产卵３窝~６窝,窝卵量为２９枚~５２枚,相邻两批产卵间隔时间

为１２d~２０d.

６􀆰２􀆰４　卵

卵呈圆球形,壳白色、钙质化,卵径２􀆰９７cm~３􀆰３５cm.

７　遗传学特性

７􀆰１　细胞遗传学特性

３
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鼋体细胞染色体数:２n ＝６６.核型公式:１２m ＋１２sm ＋１４st＋２８mc.染色体臂数(NF):９０.
鼋染色体组型见图２.

图２　鼋染色体组型图

７􀆰２　分子遗传学特性

线粒体基因组DＧLoop区特异性引物 D１ＧF(ATTAATTCATGCTTGTAGGAC)和 D１ＧR(CGGGGＧ
TAGGGGGTTTAG)扩增片段为２条,大小分别为１０７bp和３７０bp,PCR扩增产物琼脂糖电泳图谱见

图３.

图３　鼋线粒体基因组PCR扩增产物琼脂糖电泳图谱

８　检测方法

８􀆰１　抽样

按照 GB/T１８６５４􀆰２的规定执行.

８􀆰２　主要形态构造特征测定

８􀆰２􀆰１　外形

在自然光下用肉眼观察.

８􀆰２􀆰２　可量性状

可量性状按附录 A进行测量.

８􀆰３　生长与繁殖检测

８􀆰３􀆰１　生长

体重按 GB/T１８６５４􀆰３的方法测定,背部长和背部宽按附录 A进行测量.

８􀆰３􀆰２　繁殖

性成熟年龄查阅养殖记录.产卵２４h后,对窝卵量进行计数.使用游标卡尺测量卵径.

８􀆰４　细胞遗传学特性

４



SC/T１１８０—２０２５

８􀆰４􀆰１　染色体标本制备

按照附录B的方法,在２５℃下培养外周血细胞７２h以上.向培养基中加入秋水仙素,使其终浓度为

０􀆰１５μg/mL,继续培养３h~４h.收集细胞,加入０􀆰０７５mol/L的氯化钾溶液１０mL,低渗处理４０min~
５０min,１０００r/min~１５００r/min离心５min.固定、滴片、染色和染色体计数按照GB/T１８６５４􀆰１２的方

法进行.

８􀆰４􀆰２　染色体核型

按照 GB/T１８６５４􀆰１２的方法测定.

８􀆰５　分子遗传学特性

采集鼋背颈部静脉血,按照附录C的方法进行.

９　结果判定

按照 GB/T１８６５４􀆰１的规定执行.

１０　判定规则

１０􀆰１　当检测结果符合第５章要求时,可判定为该物种.当可数性状符合本文件规定,而形态性状、可量

性状不符合本文件规定或与本文件规定有明显差异时,则应结合其他指标综合判定.

１０􀆰２　当出现下列情况时,需增加检测其他章节要求内容,依据检测结果对物种进行综合判定:

a)　必要时,检测第７章的内容;

b) 第三方提出要求检测第６章全部或部分内容时;

c) 全项检测时.

５
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附　录　A
(规范性)

鼋可量性状测量示意图

　

A􀆰１　规定了鼋可量性状测量.

标引序号说明:

l１———背部长;

l２———背部宽;

l３———吻长;

l４———吻突长;

l５———眼径;

l６———眼间距.

图A􀆰１　鼋可量性状测量示意图

６
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附　录　B
(规范性)

鼋外周血细胞培养方法

　

B􀆰１　试剂和材料

B􀆰１􀆰１　试剂

除非另有说明,在试验中仅使用细胞培养级的试剂.

B􀆰１􀆰１􀆰１　水:水为符合 GB/T６６８２规定的二级及以上水.

B􀆰１􀆰１􀆰２　肝素钠(C１２H１７NO２０S３).

B􀆰１􀆰１􀆰３　４Ｇ羟乙基哌嗪乙磺酸(C８H１８N２O４S).

B􀆰１􀆰１􀆰４　亚硒酸钠(Na２SeO３).

B􀆰１􀆰１􀆰５　丙酮酸钠(C３H３NaO３).

B􀆰１􀆰１􀆰６　βＧ巯基乙醇(C２H６OS).

B􀆰１􀆰１􀆰７　LＧ谷氨酰胺(C５H１０N２O３).

B􀆰１􀆰１􀆰８　　重组人碱性成纤维细胞生长因子(bFGF).

B􀆰１􀆰１􀆰９　氯化钠(NaCl):分析纯.

B􀆰１􀆰１􀆰１０　植物血球凝集素(PHAＧP).

B􀆰１􀆰２　溶液

B􀆰１􀆰２􀆰１　Eagle最低基础培养基(MEM):市售.

B􀆰１􀆰２􀆰２　胎牛血清:市售.

B􀆰１􀆰２􀆰３　非必需氨基酸:市售,１００×.

B􀆰１􀆰２􀆰４　青霉素Ｇ链霉素双抗:市售,１００×.

B􀆰１􀆰２􀆰５　肝素钠溶液(０􀆰１％):称取０􀆰１g肝素钠(B􀆰１􀆰１􀆰２),用水(B􀆰１􀆰１􀆰１)溶解,定容至１００mL.

B􀆰１􀆰２􀆰６　培养液:以Eagle培养基(B􀆰１􀆰２􀆰１)为基础,每毫升培养液加入０􀆰１５mL胎牛血清(B􀆰１􀆰２􀆰２),

２０mmol４Ｇ羟乙基哌嗪乙磺酸(B􀆰１􀆰１􀆰３),２nmol亚硒酸钠(B􀆰１􀆰１􀆰４),１mmol丙酮酸钠(B􀆰１􀆰１􀆰５),

５５μmolβＧ巯基乙醇(B􀆰１􀆰１􀆰６),１mmolLＧ谷氨酰胺(B􀆰１􀆰１􀆰７),５ng重组人碱性成纤维细胞生长因子

(B􀆰１􀆰１􀆰８),１０μL非必需氨基酸(B􀆰１􀆰２􀆰３),１０μL青霉素Ｇ链霉素双抗(B􀆰１􀆰２􀆰４).

B􀆰１􀆰２􀆰７　生理盐水(０􀆰７５％):称取０􀆰７５g氯化钠(B􀆰１􀆰１􀆰９),加水(B􀆰１􀆰１􀆰１)溶解,定容至１００ mL,

１２１℃高压灭菌１５min.

B􀆰１􀆰２􀆰８　植物血球凝集素溶液(１mg/mL):称取植物血球凝集素(B􀆰１􀆰１􀆰１０)１mg,用１mL生理盐水

(B􀆰１􀆰２􀆰７)溶解.

B􀆰１􀆰３　材料

B􀆰１􀆰３􀆰１　真空采血管:无菌.

B􀆰１􀆰３􀆰２　细胞培养瓶:２５mL,弯颈,聚苯乙烯材质.

B􀆰１􀆰３􀆰２　离心管:１０mL.

B􀆰２　仪器和设备

B􀆰２􀆰１　电子天平:感量分别为０􀆰０００１g和０􀆰０１g.
７
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B􀆰２􀆰２　超纯水机:电导率(２５℃)≤０􀆰１mS/m.

B􀆰２􀆰３　恒温培养箱.

B􀆰２􀆰４　高压灭菌锅.

B􀆰２􀆰５　低速离心机:最高转速≥１０００r/min.

B􀆰２􀆰６　容量瓶:１００mL.

B􀆰２􀆰７　移液器:量程可调,２μL~２０μL、２０μL~２００μL、１mL~５mL.

B􀆰３　样品制备

使用真空采血管(B􀆰１􀆰３􀆰１)从鼋背颈部抽取静脉血１mL.加入肝素钠溶液(B􀆰１􀆰２􀆰５),轻微振荡,混
合均匀.４℃冰箱中静置２h待血液分层,弃掉上层清液,保留下层血细胞.

B􀆰４　培养步骤

B􀆰４􀆰１　细胞接种

使用移液器移取３mL~５mL培养液(B􀆰１􀆰２􀆰６)和５μL的 PHAＧP溶液(B􀆰１􀆰２􀆰８)于细胞培养瓶

(B􀆰１􀆰３􀆰２)中,然后加入２００μL血细胞,轻轻摇动培养瓶,混合均匀.将培养瓶平放于恒温培养箱中,

２５℃培养３d~５d,每天需将培养瓶轻轻摇动１次~２次.

B􀆰４􀆰２　细胞收集

培养瓶中加入 ５ mL 的生理盐水(B􀆰１􀆰２􀆰７),轻轻振荡培养瓶 ３０s,将全部液体转移到离心管

(B􀆰１􀆰３􀆰３)中.１０００r/min离心２min.吸除上清液后,重新加入１mL的生理盐水(B􀆰１􀆰２􀆰７)吹打均匀.
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附　录　C
(规范性)

鼋线粒体基因组特异性引物PCR扩增方法

　

C􀆰１　试剂和耗材

C􀆰１􀆰１　试剂

除非另有说明,仅使用分析纯及以上的试剂和去离子水或相当纯度的水.

C􀆰１􀆰１􀆰１　蛋白酶 K:≥３０U/mg.

C􀆰１􀆰１􀆰２　尿素(NH２CONH２).

C􀆰１􀆰１􀆰３　三(羟甲基)氨基甲烷(C４H１１NO３,Tris).

C􀆰１􀆰１􀆰４　氯化钠(NaCl).

C􀆰１􀆰１􀆰５　十二烷基磺酸钠(C１２H２５NaO３S,SDS).

C􀆰１􀆰１􀆰６　二水合乙二胺四乙酸二钠(C１０H１４N２O８Na２􀅰２H２O,EDTAＧNa２􀅰２H２O).

C􀆰１􀆰１􀆰７　浓盐酸(HCl):质量分数≥３７％.

C􀆰１􀆰１􀆰８　三氯甲烷(CHCl３).

C􀆰１􀆰１􀆰９　异戊醇(C５H１２O).

C􀆰１􀆰１􀆰１０　三水合乙酸钠(CH３COONa􀅰３H２O).

C􀆰１􀆰１􀆰１１　冰乙酸(CH３COOH):１７􀆰５mol/L.

C􀆰１􀆰１􀆰１２　无水乙醇(C２H６O).

C􀆰１􀆰１􀆰１３　氢氧化钠(NaOH).

C􀆰１􀆰１􀆰１４　硼酸(H３BO３).

C􀆰１􀆰１􀆰１５　琼脂糖.

C􀆰１􀆰１􀆰１６　溴化乙锭(C２１H２０BrN３,EB).

C􀆰１􀆰１􀆰１７　溴酚蓝(C１９H１０Br４O５S).

C􀆰１􀆰１􀆰１８　二甲苯青(C２５H２７N２NaO６S２).

C􀆰１􀆰１􀆰１９　丙三醇(C３H８O３).

C􀆰１􀆰１􀆰２０　DNA marker:DL２０００.

C􀆰１􀆰２　溶液

C􀆰１􀆰２􀆰１　TrisＧ饱和酚:市售,pH≥８􀆰０.

C􀆰１􀆰２􀆰２　PCRbuffer:市售,１０×.

C􀆰１􀆰２􀆰３　dNTPmix:市售,每种脱氧核酸物质的量浓度为２􀆰５mmol/L.

C􀆰１􀆰２􀆰４　氯化镁溶液(MgCl２):市售,２５mmol/L.

C􀆰１􀆰２􀆰５　rTaqDNA聚合酶:市售,５U/μL.

C􀆰１􀆰２􀆰６　蛋白酶 K溶液(１０mg/mL):称取蛋白酶 K(C􀆰１􀆰１􀆰１)固体粉末１０mg,用１mL水溶解.

C􀆰１􀆰２􀆰７　DNA 裂解液:称取尿素(C􀆰１􀆰１􀆰２)１８０􀆰１８g,三(羟甲基)氨基甲烷(C􀆰１􀆰１􀆰３)０􀆰６０６g,氯化钠

(C􀆰１􀆰１􀆰４)３􀆰６５３g,十二烷基磺酸钠(C􀆰１􀆰１􀆰５)５g,EDTAＧNa２ 􀅰２H２O(C􀆰１􀆰１􀆰６)１􀆰８６１g溶解于

６００mL水中,使用浓盐酸(C􀆰１􀆰１􀆰７)调整pH 至８􀆰０后,继续加水定容至１L.

C􀆰１􀆰２􀆰８　TrisＧ饱和酚 :三氯甲烷 :异戊醇混合液:量取 TrisＧ饱和酚(C􀆰１􀆰２􀆰１)２５ mL,三氯甲烷

９



SC/T１１８０—２０２５

(C􀆰１􀆰１􀆰８)２４mL,异戊醇(C􀆰１􀆰１􀆰９)１mL.棕色瓶中避光,４℃保存.

C􀆰１􀆰２􀆰９　三氯甲烷 :异戊醇混合液:量取三氯甲烷(C􀆰１􀆰１􀆰８)２４mL,异戊醇(C􀆰１􀆰１􀆰９)１mL.

C􀆰１􀆰２􀆰１０　乙酸钠溶液(３mol/L):在８０mL水中溶解４０􀆰８３g三水合乙酸钠(C􀆰１􀆰１􀆰１０),用冰乙酸

(C􀆰１􀆰１􀆰１１)调节pH 值至５􀆰２,继续加水定容至１００mL.

C􀆰１􀆰２􀆰１１　７０％乙醇:量取无水乙醇(C􀆰１􀆰１􀆰１２)７０mL,加水定容至１００mL.

C􀆰１􀆰２􀆰１２　TE缓冲液(１×).称取 Tris(C􀆰１􀆰１􀆰３)０􀆰１２１g,EDTAＧNa２􀅰２H２O(C􀆰１􀆰１􀆰６)０􀆰０３７g,溶解

于８０mL水中,用浓盐酸(C􀆰１􀆰１􀆰７)调pH 至８􀆰０,继续加水定容至１００mL.

C􀆰１􀆰２􀆰１３　EDTA 溶液(０􀆰５ mol/L,pH８􀆰０):称取 EDTAＧNa２ 􀅰２H２O(C􀆰１􀆰１􀆰６)１８６􀆰１２g,溶解于

８００mL水中,用氢氧化钠(C􀆰１􀆰１􀆰１３)调pH 至８􀆰０,加水定容至１L.

C􀆰１􀆰２􀆰１４　TBE缓冲液(０􀆰５×):称取 Tris(C􀆰１􀆰１􀆰３)５􀆰４g,硼酸(C􀆰１􀆰１􀆰１４)２􀆰７５g,量取２０mLEDTA
溶液(C􀆰１􀆰２􀆰１３),加水定容至１L.

C􀆰１􀆰２􀆰１５　溴化乙锭溶液(１０mg/mL).称取溴化乙锭(C􀆰１􀆰１􀆰１６)１g,加入１００mL水,搅拌数小时至完

全溶解.

C􀆰１􀆰２􀆰１６　DNA 加样缓冲液:称取溴酚蓝(C􀆰１􀆰１􀆰１７)０􀆰２５g,二甲苯青(C􀆰１􀆰１􀆰１８)０􀆰２５g,量取丙三醇

(C􀆰１􀆰１􀆰１９)５０mL,加水定容至１００mL.

C􀆰１􀆰３　材料

C􀆰１􀆰３􀆰１　真空采血管:无菌.

C􀆰１􀆰３􀆰２　离心管:１􀆰５mL.

C􀆰１􀆰３􀆰３　PCR管:２００μL.

C􀆰１􀆰４　引物

按照７􀆰２合成D１ＧF和D１ＧR两对引物.

C􀆰２　仪器和设备

C􀆰２􀆰１􀆰１　电子天平:感量分别为０􀆰０００１g和０􀆰０１g.

C􀆰２􀆰１􀆰２　酸度计.

C􀆰２􀆰１􀆰３　高压灭菌锅.

C􀆰２􀆰１􀆰４　离心机:最高转速≥１２０００r/min.

C􀆰２􀆰１􀆰５　基因扩增仪.

C􀆰２􀆰１􀆰６　电泳仪.

C􀆰２􀆰１􀆰７　凝胶成像系统或紫外灯.

C􀆰２􀆰１􀆰８　一般实验室常用量具、器皿和设备.

C􀆰３　样品制备

C􀆰３􀆰１　组织样品的采集及处理

使用灭菌剪刀剪取约１００mg裙边组织或用真空采血管(C􀆰１􀆰３􀆰１)抽取２００μL外周血,并使用无水

乙醇(C􀆰１􀆰１􀆰１２)固定.

C􀆰３􀆰２　DNA的提取

采用以下方法提取DNA,或使用等效的商品化 DNA 提取试剂盒,按照操作说明进行核酸提取.将

固定处理好的组织样品中取出置于离心管(C􀆰１􀆰３􀆰２)中,加入４００μLDNA裂解液(C􀆰１􀆰２􀆰７)和２０μL蛋

白酶 K 溶液(C􀆰１􀆰２􀆰６),５５ ℃恒温消化４h以上.加入等体积的 TrisＧ饱和酚 :三氯甲烷 :异戊醇

(C􀆰１􀆰２􀆰８)旋转混合２０min,５０００r/min室温离心１５min.吸取上清液,加入等体积的三氯甲烷 :异戊

醇(C􀆰１􀆰２􀆰９)旋转混合２０min,５０００r/min室温离心１５min.吸取上清液,用灭菌枪头滴入乙酸钠溶液

(C􀆰１􀆰２􀆰１０)２滴~３滴,加入２􀆰５倍体积的无水乙醇(C􀆰１􀆰１􀆰１２),旋转混合３min~５min,１２０００r/min
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４℃离心５min.移除上清,加入１mL －２０℃预冷的７０％乙醇(C􀆰１􀆰２􀆰１１),１２０００r/min离心１min.
移除上清液,加入１mL无水乙醇(C􀆰１􀆰１􀆰１２),１２０００r/min离心１min.移除上清液,底部白色沉淀室温

下干燥１h.加入适量１×TE缓冲液(C􀆰１􀆰２􀆰１２)溶解,并调整浓度至１００ng/mL.－２０℃保存备用.

C􀆰４　测定步骤

C􀆰４􀆰１　PCR反应

C􀆰４􀆰１􀆰１　PCR反应体系

按照以下 方 法,在 PCR 管 (C􀆰１􀆰３􀆰３)中 配 制 扩 增 反 应 体 系,依 次 加 入 １μL１０×PCR buffer
(C􀆰１􀆰２􀆰２),０􀆰８μLdNTPmix(C􀆰１􀆰２􀆰３),０􀆰６μL MgCl２(C􀆰１􀆰２􀆰４),D１ＧF和 D１ＧR引物工作液(C􀆰１􀆰４)
各１μL,０􀆰０５μLrTaqDNA聚合酶(C􀆰１􀆰２􀆰５),１μLDNA样品(C􀆰３􀆰２),４􀆰５５μL水.

C􀆰４􀆰１􀆰２　PCR反应程序

在DNA扩增仪上,按照以下方法进行反应.９４℃预变性３min;９４℃变性３０s,５８℃退火１min,７２
℃延伸１min,扩增３０个循环;７２℃延伸１０min.

C􀆰４􀆰１􀆰３　琼脂糖电泳检测

０􀆰９g琼脂糖(C􀆰１􀆰１􀆰１５)加入６０mL０􀆰５×TBE缓冲液(C􀆰１􀆰２􀆰１４),加热至完全融化.向琼脂糖中

加入１μL溴化乙锭溶液(C􀆰１􀆰２􀆰１５),搅匀后倒入模具内,冷却至完全凝固.吸取２μLPCR扩增反应后

的溶液(C􀆰４􀆰１􀆰２),与２μLDNA 加样缓冲液(C􀆰１􀆰２􀆰１６)充分混合,加入胶孔,并在旁边胶孔加入４μL
DNA marker(C􀆰１􀆰１􀆰２０).使用０􀆰５×TBE作为电泳缓冲液(C􀆰１􀆰２􀆰１４),１５０V 恒定电压电泳２０min.
在凝胶成像系统或紫外灯下观察,记录结果并拍照保存.

C􀆰４􀆰２　结果判断

DNA样品的PCR产物为２条扩增片段,片段大小分别为１０７bp和３７０bp.
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