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3种主要水产病原菌多重 PCR检测方法的建立 
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摘 要 根据 目前水产上 常见病原菌鳗弧菌 Vibrio anguillarum、嗜水气单胞茵 Aeromonas hy— 

drophila、迟缓爱德华氏茵Edwardsiella tarda的毒力相关基因，选择具有特异性的鳗弧菌调控毒力 

蛋白表达的toxR(Positive transcriptional regulator)基因、嗜水气单胞茵中重要的编码气溶素(Aero- 

Iysin)基因aerA、迟缓爱德华氏菌中编码分泌 系统装置蛋 白的基 因evpA，分别设计 1对特异性引物， 

建立可同时特异性地检测 3种菌的多重PCR检测体系。对反应条件进行优化并测试了其特异性和 

灵敏度。实际样品检测证明，此多重PCR体系具有良好的可靠性。 
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M ultiplex PCR for the detection of three main aquatic pathogens 
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ABSTRACT A multiplex polymerase chain reaction (PCR)was developed for synchronous 

detection of three major pathogens of aquatic animals，including Vibrio anguillarum，Aero— 

monas hydrophila and Edwardsiella tarda．Three important and special virulent genes were 

selected for the multiplex PCR，such as positive transcriptional regulator toxR gene of V． 口 一 

guillarum，aerolysin gene aerA，which encodes important virulent factor of A．hydrophila， 

and evpA gene，which encodes the apparatus protein of secretion system T6SS of E．tarda． 

The reaction condition was optimized and the specificity and sensitivity was tested for this meth～ 

od．The detection for real samples also proved its reliability． 
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随着水产养殖种类的增加和养殖规模的不断扩大，养殖环境的恶化或养殖模式的不规范，使得一些水产病害 

频频发生。目前水产上主要的细菌性病害有对虾养殖中的对虾幼体菌血病、红腿病(弧菌病)、烂眼病、烂鳃病、幼 

体肠道细菌病、气单胞菌病等(胡超群等 2000；陈昌福等 2008；朱香萍等 2008)；河蟹红腿(肢)病、肠道溃疡 
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病、烂鳃病、腐甲穿孑L症等(陈昌福等 2008)；鱼类细菌性败血症、细菌性肠炎病等(陈昌福等 2008)。这些疾病 

多由弧菌属 Vibrio中的鳗弧菌 Vibrio anguillarum、气单胞菌属 Aeromonas中的嗜水气单胞菌Aeromonas hy— 

drophila、爱德华氏菌属 Edwardsiella中的迟缓爱德华氏菌 Edwardsiella tarda等细菌引起 。 

目前对于这些水产病害多采用药物或疫苗来控制 ，但是药物 的副作用及疫苗的安全性都存在潜在的风险 

问题 ，所 以在实际养殖 中多采用 以防为主，防治结合的方针(唐开华等 2008)来预防疾病。能够对病原菌做到 

提前预警，对水产病害的防治工作非常重要。比较常用的检测方法有生化鉴定 、PCR、基因芯片等(冯家望等 

2007；秦 蕾等 2008；杨壮志等 2008)，对多种细菌进行平行检测的多重 PCR的方法也有所报道 ，如嗜水气 

单胞菌和迟缓爱德华氏菌的多重 PCR方法(邓显文等 2008)、副溶血弧菌及霍乱弧菌多重 PCR方法(贺晓龙 

2006)及一些食品上常见病原菌多重 PCR方法的建立(陈 伟等 2008；焦豫良等 2005；李 博等 

2008)，而可以同时检测水产上弧菌、气单胞菌、迟缓爱德华氏菌的单管多重 PCR检测方法鲜有报道 。本试验 

期望建立一种可以同时检测水体 中的鳗弧菌、嗜水气单胞菌、迟缓爱德华氏菌的单管多重 PCR检测方法 ，实现 

对 3种主要水产病原菌的平行检测，满足实地大批量样品的检测需求 ，也有助于预警交叉感染的可能性 。 

l 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 买验 用 菌株 

鳗弧菌Vibrio anguillarum 菌株 MN、3101、VAN为本实验室鉴定和保存，ATCC433O5、ATCC43306购 

自美国标准菌种收藏所(American Type Culture Collect，ATCC)；嗜水气单胞菌、迟缓爱德华 氏菌、溶藻胶弧 

菌 Vibrio alginolyticus、副溶血 弧菌 Vibrio parahaemolyticus、哈维 氏弧菌 Vibrio harveyi、费 氏弧菌 Vibrio 

fischeri、灿 烂弧菌 Vibrio splendidus均为本实 验室保 种；交 替假单胞菌 Pseudoalteromonas sp．菌株 

05111102、051 12302为本实验室分离 ；试 验中使用 的中国对虾 FP ，zPr。 P，z“P“s chinensis、斑节对虾 Penaeus 

monodon均为本实验室购买 ，作为宿主代表。 

1．1．2 试剂 与仪 器 

试验 中所用到的 rTaq(5 U／u1)、Ex Taq(5 U／IA)、DI 2000 DNA Marker均为宝生物(TAKARA)公司产 

品；离心机 为 TG16A—WS台式 高速离心机 (上海卢湘仪离心机仪器有 限公 司)；琼脂糖凝胶 电泳仪 为 BAY— 

GENE BG-Power600(~L京百晶生物技术有限公司)；凝胶成像仪为FUJIFILM LAS-3000(日本富士公司)，PCR仪 

为 Veriti 96一well Thermal Cycler(ABI)；水浴使用 DK一8D三孔电热恒温水槽(上海一恒科学仪器有限公司)。 

1．2 细菌培养及模板制备 

细菌培养采用 2216E海水培养基 ，固体培养基添加 2 琼脂粉 。细菌基 因组 DNA提取采用细菌基因组 

DNA提取试剂盒(TIANamp Bacteria DNA Kit，北京天根生化科技有限公司)提取，并用基因分析仪(Nano— 

Drop NDq000，美国 NanoDrop)测定 DNA浓度 ；虾组织基 因组 DNA提取采用海洋动物组织基 因组 DNA提 

取试剂盒(TIANamp Marine Animals DNA Kit，北京天根生化科技有限公司)，一20℃保存备用。 

1．3 基因的确定与引物的设计 

在 GenBank上下载 3种细菌对应的 toxR、aerA、evpA基因序列 ，通过 Accelrys gene 2．5比对分析，选用 

序列 AB042547、DQ186611、AY424360，设计出3对引物，由上海生工生物技术有限公司合成。 

1．4 多重 PCR方法的建立 

1．4．1 多重 PCR的特异性试验 

25 l反应体系包括 ：toxR、aerA和 evpA 的 3对 引物 ，每条引物各 0．2 txmol／I ；10× PCR buffer(Mg 一 

free)，2．5 ul；25 mmol／I Mg。 ，2．0 ul；2．5 mmol／L dNTP，1．5 l；5 U l rTaq(TAKARA)，0．3 ul；分另0用 
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鳗弧菌 5种菌株 ：MN、3101、VAN、ATCC43305、ATCC43306和溶藻胶弧菌、副溶血弧菌、哈维氏弧菌、费氏弧 

菌、灿烂弧菌、嗜水气单胞菌、迟缓爱德华氏菌、05111102、05112302的基因组 DNA，及宿主中国对虾、斑节对 

虾的基因组 DNA 1．5 I做模板。扩增程序设为 ：94℃预变性 4 min；94℃ 20 S，58℃ 30 S，72。C 40 s，30个循 

环；72℃延伸 10 rain。PCR产物用 1 琼脂糖凝胶电泳查看结果，并选择鳗弧菌ATCC43305的toxR、嗜水气 

单胞菌的 aerA及迟缓爱德华氏菌的evpA PCR产物测序(TAKARA)。 

1．4．2 多重 PCR检测方法的建立及条件优化 

1．4．2．1 多重 PCR退火温度的优化 

25 1 PCR体系：鳗弧菌、嗜水气单胞菌、迟缓爱德华氏菌的基因组 DNA各 1．0 l混合作为模板，其他成 

分参照 1．4．1。扩增程序设为：94。C预变性 4 rain；94。C 2O S，退火温度设置梯度 55、56、57、58、59、60℃ 30 S， 

72℃40 S，30个循环；72℃延伸 10 rain。PCR产物用 1 琼脂糖凝胶电泳查看结果，以选择最合适的退火温度。 

1．4．2．2 多重 PCR的 Mg 浓度的优化 

25 1 PCR体系：设置 25mmol／I Mg 梯度为 1．5、2．0、3．0、4．O、5．0、6．0 l；混合模板采用嗜水气单胞 

菌、迟缓爱德华氏菌的基因组DNA与鳗弧菌一ATCC43305或ATCC43306的基因组 DNA混合，其他成分参照 

1．4。1。扩增程序同 1．4．2．1，即组成 36种 Tm值与 Mg ’。浓度的组合，PCR产物用 1 琼脂糖凝胶电泳查看 

结果，以选择最佳的 Mg计终浓度。 

1．4．2．3 多重 PCR的 dNTP浓度的优化 

25肚I PCR体系：设置 2．5mmol／I dNTP梯度为 0．5、1．0、1．5、2．0 l，其他成分参照 1．4．2．1。扩增程 

序：94℃ 4 rain；94℃ 20 S，58。C 30 S，72℃ 40 S，30个循环；72℃延伸 10 rain。PCR产物用 1％琼脂糖凝胶 

电泳查看结果，在Tm值居中的情况下选择最佳的dNTP终浓度。 

1．4．2．4 多重 PCR引物浓度的优化 

25 l PCR体系：每对引物终浓度分别定为 0．1、0．2、0．4、0．6 t~mol／I ，其他成分参照 1．4．2．1。扩增程序 

同 1．4．2．3，PCR产物用 1 oA琼脂糖凝胶 电泳查看结果 ，以确定最佳 的引物终浓度。 

1．4．3 多重 PCR的灵敏度验证 

首先分别测定鳗弧菌 ATCC43306、嗜水气单胞菌、迟缓爱德华氏菌基因组 DNA的浓度，用无 RNAase水 

依次进行 10。～1O。倍的稀释，再依次取 1．0 l组合成为混合模板。25 l PCR体系：使用保真性强的 5 u／t~l 

Ex Taq，0．3 l；10×Ez Taq PCR buffer(+Mg )，2．5 1；其余成分同1．4．1。扩增程序同1．4．2．3，PCR产 

物用 1 琼脂糖凝胶电泳查看结果，验证该多重 PCR检测方法的灵敏度。 

1．5 多重 PCR方法的实例应用 

用某养殖场病鱼的内脏组织在 2216E海水培养基平板上培养后获取的单菌落扩大培养，再取 1．0 tll的菌 

液用无 RNAase水作 1O倍稀释，取 1．5 1做模板，利用多重 PCR检测体系检验，并做 1次重复。同时用 16S 

通用引物 27F、1492R(分别对应 E．coli 16S rRNA的 8～27和 1 492～1 507碱基)(Suzuki eta1． 1996)扩增 

该菌的 16S rDNA片段，测序(TAKARA)。 

2 结果与分析 

2．1 多重 PCR的特异性验证 

本试验建立的单管多重PCR检测方法可以将目的基因片段成功地扩增，图 1中的 1～5泳道分别为鳗弧 

菌 5种菌株做模板的 PCR扩增结果。其中，菌株 MN、ATCC43305为强毒株，3101、VAN、ATCC43306为弱 

毒株。结果表明，此多重 PCR体系没有强毒株或弱毒株的限制，均可扩增出理想的片段；11和 12泳道分别为 

嗜水气单胞菌的aerA和迟缓爱德华氏菌的evpA扩增片段；6～10、13～16泳道为其他细菌或宿主基因组 

DNA做模板时的PCR扩增结果。由图 1中可以看出，此多重 PCR体系不与其他细菌及宿主(中国对虾、斑节 

对虾)基因组 DNA有扩增反应。 
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M：DL 2000 DNA marker；1一l6泳道扩增物使用的模板依次为：鳗弧菌 MN、3101、VAN、ATCC43305、ATCC13306；溶藻胶弧菌、 

副溶血弧菌、哈维氏弧菌、费氏弧菌、灿烂弧菌、嗜水气单胞菌、迟缓爱德华氏菌、05111102、05112302、中国对虾、斑 对虾的基因 

组 DNA 

M ：DL 2000 D A marker； No 1～ 1 6 lanes： Amplified fragments of V． anguillarum—MN， 3101， VAN， ATCC43305， 

ATCC43306；V．alginolyti~ us．V．parahaemolyticus，V．harveyi，V．fischeri，V．splendidus，A．hydkophila．E．tarda， 

O51111O2，O5ll2302，F．chinensis and P．monodon in order 

图 1 用多重 PCR检测体系扩增不同模板的电泳结果 

Fig．1 Agarose gel eIectrophoresis of multiplex PCR amplified against various DNA templates 

将扩增出的鳗弧菌 toxR片段测序结果在 http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／中比对 ，出现的 3条同源序列 

都是鳗弧菌的 toxR序列 ，且同源率为 98 ～99 ，与 目的序列 AB042547同源率为 98 ；同样嗜水气单胞 菌一 

aerA 片段 测 序 结 果 BI AST 后 出 现 的 同 源序 列 全 是 本 种 aerA 或 Hemolysin gene序 列 ，与 目的 序 列 

DQ186611同源率为 96 ；迟缓爱德华氏菌 evpA片段测序结果 BLAST后 4条 同源序列分别为迟缓爱德华氏 

菌的 CP001135及目的序列 AY424360，同源率为 99 ，而与同属种鲇鱼爱德华氏菌 E．ictaluri的基因组序列 

CP001600和 AF037441同源率最高为 93 。因此用此多重 PCR检测体系可以特异性地扩增出鳗弧菌 toxR、 

嗜水气单胞菌 aerA、迟缓爱德华氏菌 evpA 的片段 ，而且不与本实验室现有的其他 9株菌及 两种宿主基因组 

DNA 问有扩增反应 。 
M  1 ， 4 

2．2 多重 PCR条件的优化 

经过多次试验 ，最终选择多重 PCR反应的退火温度为 58。C； 

25 l反应体系里 2．5 mmol／I dNTP最佳用量为 1．0 tA，即终浓 

度 0．1 mmol／I (图 2)。25 mmol／I Mg 最佳用量为 2．0 ul，即 

终浓度为 2．0 mmol／I (图 3)。并且它既适用于鳗弧菌强毒株 

ATCC43305，也适用于鳗弧菌弱毒株 ATCC43306分别与嗜水气 

单胞菌、迟缓爱德华氏菌基因组 DNA的混合模板；引物浓度选择 

0．2 mol／I (图4)。至此确定了可以平行检测鳗弧菌、嗜水气单胞 

菌、迟缓爱德华氏菌的单管多重 PCR检测方法的 25 l反应体系 

为：}昆合模板 3．0 l；引物各 0．2 txmol／I ；10× PCR buffer(Mg。。。 

free)，2．5 t,1；25 mmol／I Mg ，2．0“1；2．5 mmol／I dNTP，1．0 

ul；5 U／ul rTaq，0．3#1；无菌水补齐。扩增程序为 ：94℃ 4 min；94 C 

2O S，58。C 3O S，72℃ 40 S，30个循环 ；72。C 10 min。 

2．3 多重 PCR体系 30个循环下检测灵敏度的测定 
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7 

) 
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l 

M：DI 2000 DNA marker；1～4泳道分别使用 

dNTP浓度为 ：0．5、1．0、1．5和 2．0 tA 

M ：DL 2000 DNA marker；No 1～4 lanes： 

different dNTP concent ration as 0．5，1．0，1．5 and 2．0u1 

图 2 多重 PCR检测体系dNTP浓度优化 

Fig．2 Optimization Of dN I、P concentration 

for the multiplex PCR detection system 

测得所提取鳗弧菌 ATCC43306、嗜水气单胞菌、迟缓爱德华氏菌基因组 DNA的浓度分别为 125．4、 

256．0、25．8 ng／／A。260与 280 nm处的吸光度比值分别为：2．O()、2．03、1．78。当稀释倍数为 1O。时，即混合模板中 

含有鳗弧菌ATCC 43306基因组DNA 0．125 4ng(1 2 5．4Pg)、嗜水气单胞 菌基 因组DNA 0．256ng(256．0Pg)、 



104 渔 业 科 学 进 展 第 31卷 

M：DL 2000 DNA marker；1～6泳道是使用鳗弧菌 ATCC43305、嗜水气单胞菌、迟缓爱德华氏菌混合模板的扩增结果，7～12泳道是鳗弧菌一 

ATCC43306、嗜水气单胞菌、迟缓爱德华氏菌混合模板的多重PCR扩增结果；1～6及7～l2泳道分别使用Mg 体积为：1．5、2．0、3．O、4．0、5．0、6．0／*1 

M：DL 2000 DNA marker；No 1～ 6 lanes：Amplified fragments of V．anguillarum strain ATCC43305 and A．hydrophila，E．tarda mixed tam— 

plate；，No 7～12 lanes：Multiplex PCR amplified fragments ofV．anguillarum strain ATCC43306，A．hydrophila and E．tarda mixed template； 

Mg gradient volumn was set as 1_5，2．0，3．0，4．0，5．0，6．Oul 

图3 多重PCR检测体系 Mg。 浓度的优化 

Fig．3 Optimization of Mg。 concentration for the multiplex PCR detection system 

迟缓爱德华 氏菌基因组 DNA 0．025 8 ng(25．8 Pg)时，鳗弧菌 

toxR处有目的条带扩出，嗜水气单胞菌 aerA处也有目的条带 

扩出，迟缓爱德华 氏菌 evpA处有很微弱的 目的条带扩出；而当 

稀释倍数为 1O 时，只有鳗弧菌 toxR处有微弱 的目的条带被扩 

增出，其他两处有模糊的印迹(图 5)。所以用此多重 PCR检测 

体系在扩增 30个循环后，1％琼脂糖凝胶电泳显示最低检测水 

平分别为：鳗弧菌模板 DNA 12．54 pg、嗜水气单胞菌模板DNA 

256．0 Pg、迟缓爱德华氏菌模板 DNA 25．8 Pg。在多重 PCR反 

应体系中基因引物扩增效率的不同，以及单管内多种模板问、多 

条基因引物问的相互干扰等 ，都会影响最终多重 PCR检测方法 

的灵敏度判定 。本次试验结果与沙 丹等(2009)建立的 3种食 

源性致病菌沙门菌、变形杆菌和金黄色葡萄球菌的多重 PCR方 

法灵敏度结果相似，虽没有实时荧光 RT—PCR方法的灵敏度高 

(罗 卫等 2008)，但是此方法相对于其他生化及生物学方法 

依然有高效、高产、低成本、速度快等优点 ，对致病菌的监测及提 

前预警具有重要的意义。 
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M：DI 2000 DNA marker；1～4泳道分别是使 

用不同终浓度引物的多重 PCR扩增结果，分 

别 为 0．1、0．2、0．4、0．6 gmol／L 

M ；DI 2000 DNA marker； No 1～ 4 lanes： 

Different conceI1trati0ns of primers used in 

multiplex PCR as 0．1，0．2，0．4 and 0．6,umol／L 

图 4 多重 PCR检测体系引物浓度的优化 

Fig．4 Optimization of primer concentrations for 

the multiplex PCR detection system 

2．4 实际样品的检测结果 

如图6所示两次采用此多重 PCR体系检测的结果中，都只有 1条带，且位置显示为鳗弧菌的toxR目的片 

段，而该菌的16S rDNA测序结果与GenBank上公布的鳗弧菌的 16S rDNA序列同源率高达 100 。说明此 

病鱼感染 的极可能是鳗弧菌 ，也进一步验证了本试验建立的多重 PCR检测方法的可靠性。 

3 讨论 

多重 PCR(Multiplex PCR)，又称多重引物 PCR或复合PCR，它是在同一 PCR反应体系里加入两对以上引 

p  O  O  O  0  0  0  b ∞ ∞ 如 m 

Z  l  
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物 ，同时扩增出多个核酸片段的 PCR反应 ，其反应原理、反应试剂和操作过程与一般 PCR相同。最早由 Cham— 

berlian等于 1988年首次提出来，目前已被广泛应用于医学及生物领域，包括基因敲除分析、突变、多态性分析、定 

量分析、RNA检测及微生物耐药检测等(赵红庆等 2007)，不仅是科研的主要手段，也具有很高的实用价值。影 

响多重PCR的因素有很多，其中Mg 的浓度很关键，所以在引物设计相对特异的前提下，实现对多重 PCR体系 

中各条件的摸索，尤其是Mg 浓度的优化，是建立起高效、准确的多重 PCR检测体系的必然过程。 

弧菌科 Vibrionaceae细菌，广泛存在于海水、淡水和水生动物 中，其 中某些种对人 、鱼 、鳗 、蛙、蟹及其他动 

物有致病性(刘 淇等 2007；张保强等 2006)，如鳗弧菌、副溶血弧 菌等就具有很强的致病力(戈 蕾等 

2007)。鳗弧菌的保守基因 toxR可以调节毒力蛋白的表达，并且具有一定 的种特异性(0kuda et a1． 2001)， 
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M：DL 2000 DNA marker；1～2泳道 是样 品为模板的多重 PCR扩增 

结果，条带位置为鳗弧菌的 toxR片段位置 

M ：DI 2000 DNA marker；No 1～ 2 lanes：Amplification results of 

multiplex PCR against the sanle sample template，and the stripe was 

fragment of V．anguillarum gene toa'R 

图 6 多重 PCR体系检测实际样品的电泳结果 

Fig．6 Agarose gel electrophoresis of multiplex 

PCR amplified by the sample template 

许 拉等(2008)曾利用副溶血弧菌 、创伤弧菌 、哈维氏弧菌和溶藻胶弧菌的 toxR基 因将它们区分开。所以试 

验中选择此基因不仅可用于鳗弧菌的鉴定 ，而且可以为下一步该菌的毒力分析做铺 垫。嗜水气单胞菌也是水 

产养殖上常见的病原菌，尤其是在淡水渔业 中(邓显文等 2008)；其主要毒力基 因为溶 血性基 因(Hemolysin 

gene)，其中的气溶素基因 aerA研究的较深(朱大玲等 2004)。本试验选用 Aer毒素作为研究对象之一 ，对 

该菌的快速诊断 、流行病调查及公共卫生检测、检疫等方面具有重要作用(李莲瑞等 2004)。迟缓爱德华氏菌 

是一种重要的人畜共患病的病原菌，也是爱德华氏菌属 中唯一感染人的成员 ，其毒力机制及毒力相关基因的研 

究都有不同程度的开展 (Abbott et a1． 2006)。迟缓爱德华氏菌 的毒力机制也 比较复杂 ，这里选择其 中一个 

重要的分泌系统 Evp毒力蛋 白编码基因 evpA(Cellular protein gene)(Srinivasa et a1． 2004)，和其管家基 因 

mukF一样 ，都可用于迟缓爱德华氏菌的鉴定及毒力分析(Mohanty et a1． 2008)。 

本试验根据已有的 3种水产病原菌鳗弧菌、嗜水气单胞菌及迟缓爱德华 氏菌毒力相关基因的资料，选择 3 

个相对特异性的基因 tox’R、aerA、evpA，建立 了单管多重 PCR检测体系，并对反应条件进行了优化 。采用模 

板稀释方法判定此多重 PCR检测方法的最低检测水平分别为：鳗弧菌模板 DNA 12．54pg、嗜水气单胞菌模板 

DNA 256．0pg、迟缓爱德华氏菌模板 DNA 25．8pg。此方法的建立不仅可将这 3种主要的水产病原菌从本实 

验室现存的 l4株菌中特异性地鉴定出，而且比一般的生化检测方法省时、灵敏。它既跳开了传统的分离培养、 

生化试验等的繁琐过程，又可在较短的时间里，利用一步单管 PCR做出判断。虽然鲜有迟缓爱德华氏菌感染 

对虾的报道 ，但多有此菌感染鱼的报道；而鳗弧菌、嗜水气单胞菌却是中国对虾及斑节对虾主要的致病菌(李天 

是 l二  ̈ 结 酋 m 刚 泳o 一 
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道等 1998；徐晓津等 2001)，所以试验中选用两种对虾的基因组 DNA作为模板，来检验此多重 PCR检测 

方法的特异性。结果证明，这些引物不与宿主基因组 DNA有扩增反应，这样就减少了宿主基因组 DNA对 

PCR结果判断的干扰，也大大提高了此方法在实际应用中的特异性和灵敏性。并且目前利用宿主基因组 

DNA作为模板来验证多重 PCR检测方法特异性的方式鲜有报道，本试验的开展正好作为一个补充，为病原的 

检测手段提供一种可行的验证方案 。 

当前基因芯片技术作为一种新兴的生物技术，已经在水产病害检测中得到了发展和应用(许 拉等 

2008)，可以把多重 PCR技术与基因芯片技术相结合使用，一方面基因芯片可以检验 PCR的特异性，另一方面 

多重PCR的应用也节减了基因芯片技术中样品准备的过程和成本，为本方法的后续应用提供了广阔的发展空间。 
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