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内容概要

　　《临床PCR基因诊断技术》的重点是以临床实用性为目的，从PCR技术的基本原理，引物的设计
，临床各种标本中的模板制备，PCR扩增，产物检测方法等，都进行了详细介绍，实验者只要按所述
程序操作，便能顺利地完成你所要求的实验项目并获得满意的结果。
同时对PCR技术在临床疾病诊断中的应用意义，给予了详细的论述，为临床医生进行疾病的诊断提供
方便。
 《临床PCR基因诊断技术》是作者在参阅国内外大量的文献，并结合多年从事临床PCR实验诊断工作
经验的基础上编写而成。
它的出版，将为工作在医学临床第一线的医学实验诊断技术人员、临床医生提供一本具有较高价值的
参考书。
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章节摘录

　　3.特异性　　原位PCR的特异性是评价该方法是否成功的一个关键参数。
液相PCR扩增产物的特异性可用凝胶电泳或Souther印迹鉴定。
如用细胞悬液做原位PCR，扩增后可将细胞溶解，同样可采用凝胶电泳或Souther印迹对扩增产物的特
异性进行鉴定。
但在玻片上进行原位PCR，只有间接法原位PCR可通过原位杂交检出特异性扩增片段，特异性较高，
而直接法就较差。
原位PCR的非特异性问题主要是较容易出现假阳性。
其原因可能是引物与模板错配或在引物延伸过程中三磷酸核苷酸的错误掺入而导致特异性序列扩增；
或因细胞内受损DNA的修复而形成的非特异性序列；也可能由于特异性扩增产物弥散出细胞外而附着
在邻近的阴性细胞上。
在原位扩增时，采取热启动PCR和／或套式PCR，可提高反应的特异性。
在引物延伸时，如掺人生物素标记的三磷酸核苷酸。
会使合成的新链体积增大，这样可减轻由弥散引起的人工现象。
在PCR反应中，用针对同一靶序列不同片段的多对引物进行扩增，这样可得到不同长度的扩增产物，
它们互相重叠，像“脚手架”那样交织一起。
由此可避免扩增产物被洗脱，有利于扩增序列原位保留，防止弥散。
采用多对引物不仅可提高原位PCR的特异性，而且还提高其敏感性。
但是当为靶序列设计多对引物有困难时，这一增加反应特异性和敏感性的措施就无法采用了。
　　三、应用前景　　回顾人类可行进步的历史，许多可行的发展是以研究方法与工具的创新为先导
的。
以病理学为例，自古至今随着尸体解剖、光学显微镜、电子显微镜以及免疫组织化学技术的创立，先
后经历了器官病理学、细胞病理学、超微病理学和免疫病理学等几个发展阶段。
仅年来，原位杂交和原位PCR的兴起，又将病理学这门有着悠久历史的学科推进到了分子病理学水平
。
原位PCR作为一种敏感性高、特异性强，能在组织细胞原位进行低拷贝数基因定位的形态学研究方法
，从一开始就受到病理学专家的青睐。
在艾滋病等病毒病因、潜伏性、隐性感染及发病机理的探讨，肿瘤细胞的基因突变、基因重排，良、
恶性肿瘤的鉴别，以及对遗传性疾病基因缺陷等的方面，发挥了重要的作用。
　　⋯⋯
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