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丁刘玉
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LAMP的特征？与qPCR的区 别？
	LAMP：
1 、扩增反应在等温下可持续进行 ，不需要使双链DNA先变性成单链 ，扩增的效 率极高。
2 、针对六个区段使用四种不同的引物 ，可特异性扩增靶基因序列。
3 、扩增产物是在同一条DNA链上互补序列周而复始形成大小不一的结构。 qPCR：
1 、变温扩增 ，一般扩增循环包括变性 、（退火和）延伸，扩增速率为2^N；
2 、一般使用一对引物（和探针） ，即可进行特异性扩增；
3 、所得扩增产物为相同大小的DNA片段。
	

	

丁刘玉
	
	

2
	

LAMP优劣？
	1 、 LAMP的优势：
（ 1）扩增效率高 ，能够在1小时内有效地扩增1-10拷贝的目的基因 ，扩增效率是 普通PCR的10倍-100倍。
（2）反应时间短 ，恒温扩增不需要特殊的设备。
2 、 LAMP的劣势：
（ 1）对引物的要求特别高。
（2）由于其敏感性强，特别容易形成气溶胶 ，造成假阳性影响检测结果。
（3）不能定量 ，做多重扩增需要花费较多时间设计和匹配引物探针。
	

	张展鹏
	
	3
	Bst2.0 HS是否需要热启动程 序？
	不需要 。Bst2.0 HS在40度会有部分活性释放 ，60度可以完全释放，所以在常规 的LAMP扩增程序中（一般为60-65度） ，可以不用专门设置热启动程序。
	

	张展鹏
	
	4
	LAMP反应的温度和时间？
	反应温度一般在60~65℃ ,  65℃较为常见 。扩增良好的引物组合通常30min内即 可完成反应 ，可以适当延长时间 ，一般不超过60min。
	

	丁刘玉
	
	5
	关于矿物油的使用？
	矿物油的使用不影响LAMP的扩增反应。在配置完体系 ，上机反应前 ，可加入一 滴矿物油覆盖于反应液上部 ，以减少气溶胶的污染。
	

	
丁刘玉
	
	
6
	50×LAMP FIuorescent Dye 染料的使用？
	宝锐提供的50×LAMP FIuorescent Dye是根据宝锐LAMP体系调整后的最佳使用 量 。客户可使用其它荧光染料代替，使用浓度需要自行优化 。一般情况下可按照   提供浓度的0.25~1×进行使用 ，高浓度的染料对LAMP反应体系的抑制作用较
强 ，过高浓度的使用 ，可能会导致扩增失败。
	

	丁刘玉
	
	7
	如何提高LAMP染料法和探针 法的荧光强度？
	染料法中的荧光强度的提升可以通过更换染料或者提高染料的浓度达成 。探针法   中荧光强度的提升可以更换RNaseH II切割效率更高的引物探针 ，或者优化体系组 分 ，如酶 、底物 、盐离子等组分。
	

	





丁刘玉
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LAMP检测引物的设计？
	推荐设计网站 ：LAMP primer designing software:PrimerExpIorer 。主要针对  靶基因的6-8个不同的区域 ，基于靶基因3I端的F3c 、F2c 、F1c区以及5I端的B1 、B2 、B3等6个不同的位点设计引物 。关键点如下：
1 、引物区域之间的距离
（ 1 ）F2的5I端与B2的5I端距离为120-160bp
（2）F2的5 9 末端到F1c的5 9 末端约为40~60bp
（3）F3的3 9 末端到F2的5 9 末端约为0~60bp
（4）LoopF 位于F2c的3 9 末端和F1c的5 9 末端之间
（5）LoopB 位于B1的3 9 末端和B2的5 9 末端之间
2 、引物的Tm值
（ 1 ）F1c/B1c=64~66℃； F2/B2=59~61℃；F3/B3=59~61℃ ; LoopF/LoopB=64~66℃。
3 、GC含量尽可能的保证在40-65%。
4 、引物末端的稳定性 ：F1c/B1c 的 5I 末端和 F2/B2 的 3I 末端以及 F3/B3末 端区域计算6bp的dG应小于-4kcaI/moI。
	

	
丁刘玉
	
	
9
	LAMP引物的常规使用浓度？ 可调试的范围？
	常规引物的终浓度 ：FIP和BIP为1.6μM ，F3和B3为0.2μM ，LoopF和LoopB为 0.4μM。
引物可调试的终浓度范围 ：FIP和BIP为0.8~1.6μM ，F3和B3为0.1~0.4μM， LoopF和LoopB为0.2~0.8uM ，可根据具体实验结果进行调整。
	

	丁刘玉
	
	10
	如何设计RNase H II技术方案 的LAMP探针法的探针？
	建议探针引物的位置在F1和B1c中间 。LAMP探针引物两边的修饰与qPCR大致一 样 ，只是需要在第十个碱基后将其中一个脱氧核糖核酸碱基替换为核糖核酸 ，并   保证后面3 9 端至少有4个碱基 。一般在选择碱基替换时优选GC。
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LAMP检测中没有扩增或扩增 滞后的原因（染料法 、探针法 没有起线或起线滞后 ， 目视法 没有变色或变色不明显） ？如 何优化？
	1 、扩增滞后可能是酶与引物的适配性不佳 ，可以通过提高酶量或引物浓度进行优 化 ，或进行相应的引物优化 ，筛选更加适配的引物 。建议使用环引物 ，可以提高   扩增效率 、缩短反应时间。
2 、没有扩增可能是模板加入量太低或模板发生降解 ，可以提高模板用量或更换新 批次模板。
3 、直扩类型模板建议加入释放剂进行前处理 ，增加核酸产量。
4 、加入LAMP增强剂 ，可以提高体系扩增效率和耐抑制性。
5 、染料法和探针法没有起线可能是荧光强度较低 ，仪器检测异常 。染料法可以提 高荧光染料用量或更换荧光强度更高的荧光染料 ，探针法可以更换RNaseH II切割 效率更高的引物探针
6 、RY目视法易受缓冲体系影响，建议客户使用无酶水配制引物及模板 。OG目视 法建议在暗光环境中观察结果。
	

	

12
	

LAMP检测中出现 “假阳性 ” 的主要原因？
	1 、气溶胶污染：
在空气与液体面摩擦时就可形成气溶胶 ，在操作时比较剧烈地摇动反应管 ，开盖  时 、吸样时及污染进样枪的反复吸样都可形成气溶胶而污染 。据计算一个气溶胶  颗粒可含48000拷贝 ，因而由其造成的污染是一个值得特别重视的问题 。 所以， LAMP扩增结束后不建议打开管。
2 、形成引物二聚体而出现了非特异性扩增
这种情况大多数是由于引物设计不当引起 ，需要重新设计引物。
3 、其它原因：扩增体系未达到优化 、操作不够规范等。
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如何确认实验是否有出现异 常？
	
在扩增检测时 ，可设立阴性对照样品和阳性对照样品 。阴性对照样品检测为阴性   时 ，阳性对照样品检测为阳性时 ，表明试验全部过程的试剂没有受到污染 ，DNA  提取（ RNA提取 、RNA反转录） 、DNA扩增和电泳鉴定工作体系正常 。在阴性对 照样品和阳性对照样品检测结果成立的前提下 ，才能对待检样品进行判定 。只有   设立试验全程的对照 ，才能证明试验结果成立 。 造成假阳性的原因可以通过设置 试验对照来查找 。试验对照包括：
（ 1 ）DNA阳性对照 ：以含有目的片段的DNA(或质粒）作为模板进行扩增 ，证明 试剂是否有效 、扩增过程是否正确及待测样品中是否含有目的片段 。（注意 ：阳  性样品扩增效率高 ，应严格控制 ，避免其成为潜在的污染源）。
（2）DNA阴性对照 ：以不含有目的片段的阴性样品作为模板进行扩增 ，用于证 明扩增过程中无假阳性现象。
（3）空白对照 ：以纯水作为模板进行扩增 ，用于证明扩增过程中无假阳性现象。
（4） 等温扩增抑制物对照 ：在与阳性对照相同的反应体系中 ，加入相同数量的  待测样品DNA ，如果未扩增出目的片段 ，证明此待测样品DNA中存在扩增抑制物
。
（5）空白提取对照 ：空白提取对照扩增结果为阳性 ，说明DNA提取试剂可能受 到污染。
（6）阳性提取对照 ：阳性提取对照扩增结果为阴性 ，说明提取过程可能有误。
如果DNA阳性对照扩增结果为阴性 ，或者DNA阴性对照和空白对照扩增结果为阳 性 ，则说明PCR试剂或扩增过程存在问题。
	

	14
	如何避免出现假阳性？
	1 、控制实验室污染
（ 1）规范实验室设计
	

	


15
	


LAMP冻干程序是怎样？
	实   室               液                         扩增                   物流应按      液
1 、冻干粉程序：
（ 1）预冷 ：4℃ ,  30min。
（2）预冻 ：-50℃ ,  2h ；-30℃ ,  30min ；-50℃ ,  1h。
（3）一次升华 ：-30℃ ,  12h（另加1h升温时间）。
（4）二次升华 ：25℃ ,  5h（另加1h升温时间）。
2 、冻干球程序：
（ 1）预冻 ：-50℃ ,  1h ；-30℃ ,  30min ；-50℃ ,  1h。
（2）一次升华 ：-40℃ ,  12h（另加1h升温时间）。
（3）二次升华 ：25℃ ,  5h（另加1h升温时间）。
	

	

16
	
LAMP冻干微球能做到多大体 积，所对应的冻干球直径为多 少？
	1 、LAMP染料法和探针法可以做到7~25μl ，对应的冻干球直接是2.35~3.6mm
。
2 、LAMP PB目视法可以做到6~25μl ，对应的冻干球直径是2.25~3.6mm。
3 、LAMP RY目视法可以做到13~25μl ，对应的冻干球直径是2.9~3.6mm。
4 、冻干球冻干体积建议控制在25μl以内，体积过大 ，滴球时易破碎。
5 、体积下限主要受试剂组分浓度影响 ，部分组分无法进一步浓缩 ，以上数据以  25μl反应体系进行计算 ，若减少反应体系的体积 ，可以进一步缩小冻干球体积。
	





	

张展鹏
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用宝锐的LAMP可冻干液体试 剂做的冻干样品 ，形态不好或 扩增不好的原因？如何改进？
	1 、与冻干工艺有关 ，推荐使用宝锐的LAMP冻干程序 ，不适配的冻干程序可能会 导致酶活性受损 ，从而导致扩增性能下降；
2 、排查冻干过程参数是否异常（温度 、真空度变化）；
3 、按照产品说明书中的配置方法进行冻干 ，说明书中标识有不可用于冻干的组 分 ，该组分进行冻干会导致冻干样品形态不好或扩增不好。
4 、若使用宝锐的可冻干单酶产品搭配客户的Buffer进行冻干 ，需要客户自行优化 冻干工艺 。若使用宝锐的可冻干预混液产品进行冻干 ，需根据产品类型进行相应   的部分冻干或全组分冻干。
	

	
张展鹏
	
	
18
	LAMP红黄目视法扩增时 ，焦 磷酸和与镁离子结合产生焦磷 酸镁沉淀 ，酸性怎么形成的， 如何导致变色的？
	LAMP反应过程中产生焦磷酸根的同时也释放大量的氢离子 ，使体系pH值明显下 降 ，从而使酸碱指示剂发生颜色变化。
	

	张展鹏
	
	19
	LAMP红黄目视法中苯酚红用 量用多少合适？
	苯酚红的终浓度可以在50~150μM之间调整。
	

	
易志健
	
	
21
	在RPA中 ，普通引物与重组酶 结合是完全结合还是不完全结 合 ，结合位置是在5 9 端还是  在3 9 端？
	重组酶会跟引物结合形成重组酶-引物复合体 ，该复合物在模板上定位后 ，引发链 置换反应 。重组酶没有特定结合5I或3I端 ，但重组酶解离后 ，暴露的引物3I端会被 DNA聚合酶识别 ，并引发扩增。
	

	

易志健
	
	

22
	
RPA引物的选择中 ，如何判断 引物是否合适？
	1 、根据目标区域设计多组上下游引物；
2 、固定上游引物 ，通过电泳/探针法筛选最佳的下游引物；
3 、固定最佳的下游引物 ，通过电泳/探针法筛选最佳的上游引物；
4 、如果所得引物对还不能满足需求 ，可在周围以1个碱基变化量平移引物 ，也可  以在引物的3 ′端以1个碱基变化量增加或减少碱基，所获得的引物以2和3的方式 再进行测试 ， 目前没有专门评价RPA引物的工具 ，只能通过实验验证。
	

	易志健
	
	23
	RPA结果是否可以通过跑电泳 来断定？
	可以通过电泳来判断结果，但需要使用RPA基础型试剂 。EXO探针法试剂在反应 过程会降解扩增产物 ，使用EXO探针法试剂不能通过电泳判断结果。
	

	易志健
	
	24
	RPA技术是否可以结合羟基甲 酚蓝来进行结果的判定？
	有相关报道使用RPA技术结合HNB判定结果，但该方法对引物要求较高 ，需要体  系的非特异扩增较少 ，因为HNB 法不能区别体系中产生的引物二聚体或者非特异 性扩增 ，可能导致假阳性结果。
	

	
易志健
	
	
25
	RPA技术对于单碱基突变是否 可以检出？是否可以做多重检 测？
	可以利用RPA引物3I端的错配显着影响反应的特点检测单碱基突变，但值得注意   的是 ，RPA耐受引物5′端/中心错配，所以通常使用RPA结合CRISPR技术检测单 碱基突变 。可以进行多重检测 ，但是需要在引物设计的时候考虑不同引物之间(引  物和探针之间)的相互作用 ，并通过实验进行验证。
	

	

易志健
	
	

26
	
RPA技术与胶体金技术结合， 如何在胶体金试纸上面显色？
	方法较多 ，以下列举1个例子：在下游引物的5I端修饰生物素 ，在nfo探针的5I端 修饰6-FAM 。RPA反应时 ，nfo探针被切割 ，切割后探针可以被扩增并与下游引 物扩增产物形成双链扩增产物 ，该产物同时被生物素和6-FAM标记 ，试纸T线上 修饰的链霉亲和素可以特异结合生物素 ，纳米金上修饰的抗体可以特异结合6-
FAM 。当存在被生物素和6-FAM标记的产物时 ，可在T线处形成夹心结构 ，大量 纳米金聚集在T线上 ，从而实现显色。
	

	易志健
	
	27
	在RPA中 ，保守区域中目的片 段不相连，跨度较大 ，对引物 的设计是否有影响？
	如果跨度太大会有影响 ，RPA扩增产物长度应在100-350bp之间（探针法建议长 度在150bp附近） ，产物过长会影响扩增效率 ，RPA引物需要通过实验进行筛选
。
	

	



韦凯敏
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UNG/TS-UNG防污染体系作 用原理？
	1 、作用原理 ：UNG 酶（ UraciI-N-gIycosyIase ，尿嘧啶-N-糖基化酶）和TS-  UNG（ Temperature Sensitive UNG，温度敏感型UNG）可以降解含有脱氧尿  嘧啶核苷酸（dU ）的双链 DNA或单链 DNA 中的尿嘧啶糖苷键（dU ）。如果在 PCR 反应体系中以 dUTP 取代 dTTP ，使 PCR 产物都是含有dU的DNA链 ，在
PCR 开始前增加50 ℃（ UNG）或25℃（ TS-UNG）的保温步骤 ，UNG 酶即可  将反应体系中已有的dU的DNA污染物中的尿嘧啶碱基降解 。94/95℃变性条件下  ,  DNA 链断裂 ，消除由于污染DNA产生的扩增 ，从而保证扩增结果的特异性和准 确性 。同时在变性步骤 ， UNG 酶被灭活 ，不会再降解新扩增的产物 U-DNA 。高 品质的UNG酶可以消除高达108的U-DNA ，可以和热启动Taq酶一同用于建立含   有UNG/dUTP防污染的热启动PCR反应系统。
2 、客户端如果想要使用防污染体系 ，在预研阶段就要使用以 dUTP 取代 dTTP的 反应体系。
	

	韦凯敏
	
	2
	qPCR扩增曲线异常的原因？
	正常的扩增曲线一般呈S型 。异常的扩增曲线包括Ct值偏大 、无平台期 、平台期下 降等问题。
	

	
韦凯敏
	
	
3
	
NTC起线的原因？
	 (
1
 
、排查环境气溶胶或者试剂污染；
)(   )
2 、提高退火温度；
3 、降低引物工作浓度；
4 、反应试剂与引探不适配 ，易引起引物二聚体 、非特异性扩增；
5 、引物特异性不佳 ，必要时可设计多对引物 ，优中选优。
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如何提高灵敏度？
	1 、qPCR的灵敏度取决于实验条件 ，如使用的试剂 、引物性能 、模板纯度等；
2 、不同待扩增基因对dUTP的利用效率和对UNG酶的敏感度不同 ，如采用UNG 体系导致检测灵敏度下降 ，应对反应体系进行调整优化或另选靶标片段 ，重新设 计引物探针 ，或采用dUTP/dTTP混合体系；
3 、加入PCR添加剂 ：提高体系扩增效率和耐抑制性；
4 、合适的反应系统可以检测低至单拷贝 ( ≤10 copies/T ）的模板。
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qPCR染料法和探针法如何选 择？各自的优缺点？
	1 、探针法特异性更高：探针结合到发生特异性扩增的靶标片段上 ，被Taq酶水 解 ，从而生成特定波长范围的荧光信号 ，指示特异性扩增；
2 、探针法能够用多重检测 ；缺点是探针合成成本高；
3 、染料法经济实惠 ，可以通过建立溶解曲线 ，分析全部PCR产物的TM值，进行 多重检测分析；缺点是特异性没有探针法好；
4 、染料法常在科研用户中使用 ，而探针法由于特异性好 、可用于多重扩增等优势 被广泛应用于工业客户。
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如何评价液体试剂稳定性？
	1 、国家食品药品监督管理总局发布的《关于公布体外诊断试剂注册申报资料要求 和批准证明文件格式的公告》中规定 “稳定性研究资料包括至少三批样品在实际   储存条件下保存至成品有效期后的实时稳定性研究资料 ，并应当充分考虑产品在   储存 、运输和使用过程中的不利条件 ，进行相应的稳定性研究 。应当详细说明稳   定性研究方法的确定依据及具体试验方法 、过程 ”。
2 、《生物制品稳定性研究技术指导原则（试行） 》和《中国药典》（生物制品稳 定性试验指导原则）也有介绍体外诊断试剂产品稳定性研究的基本内容及注意事   项 。体外诊断试剂产品稳定性常规评价项目包括实时稳定性（长期稳定性） 、加   速稳定性（37℃保存0 、3 、5 、7 ，10天） 、使用稳定性（冻融稳定性 、开封稳   定性 、复溶稳定性等） 、运输稳定性等。
3 、宝锐对于液体试剂的稳定性评价包括 ：实时稳定性（20℃放置1年和2年）、 加速稳定性（37℃加速7和14天）和使用稳定性（冻融15次：试剂从-20℃取    出 ，室温放置30min ，混匀离心后再放回-20℃的过程为完成一次冻融）。
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熔解曲线异常的原因？
	1 、 熔解曲线出现双峰
（ 1）双峰 ，杂峰Tm在80℃之前
存在引物二聚体 ，可降低引物浓度或重新设计引物等方式优化。
模板量过低 ，促进引物二聚体的形成 ，建议提高模板量。
（2）双峰 ，杂峰Tm在80℃之后
引物特异性过差导致非特异性产物扩增 ，建议Blast检查引物特异性或重新设计引 物。
2 、 熔解曲线单峰但不尖锐
可能存在大小相近的非特异性产物，建议进行高分辨率琼脂糖电泳确认。
3 、 两种试剂平行对比 ，同一产物Tm值不同
可能是不同试剂的促解链成分或含量不一样 ，导致同一产物解链温度Tm值不一样
。
	

	

8
	
快速产品：扩增速率多快？可 否做多重扩增？
	1 、快速酶的扩增效率为1kb/5-10s；
2 、DNA快速体系在某品牌快速仪器上扩增50个循环 ，可在22min完成扩增， RNA体系快速扩增50个循环 ，可在32min完成扩增；
3 、目前检测体系为三重以内 ，多重快速扩增对底物要求更高；
4 、快速扩增的达成 ，和扩增试剂和扩增仪器升降温速度和性能稳定性均有关系， 需要进行选配。
	

	9
	快速体系M2221和M2181-4 差异？
	1 、M2181-4体系采用耐抑制扩增酶，对样本的抗抑制性会较M2221更好一些。
2 、M2221体系推荐应用于三重及以下的扩增反应 ，而M2181-4体系推荐应用于 单重或多重（四重及更多重）的扩增反应。
	

	10
	快速扩增中引物探针的用量？
	使用快速 PCR 程序扩增时 ，适当提高引物探针浓度有可能获得更好的扩增结果， 引物探针比例应进行配比优化。
	

	11
	MD2084-4和MD2104-4的差 异？
	二者酶相同 ，Buffer不同 。二者均可兼顾直扩和快速扩增 。MD2084-4对粪便样 本类抗抑制性更强 ，而MD2104-4对血液和唾液样本的抗抑制性更强。
	

	12
	使用直扩产品时无法扩增免提 取样本？
	不同类型的生物样本中抑制物的种类 、含量 ，靶基因的拷贝数均不同 ，因此应根 据样本类型和检测灵敏度要求等实际情况确定反应体系中的最佳加样量 ，必要时 可以先对样品采用无核酸酶水或TE Buffer稀释后再加样。
	





	






韦凯敏
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RT单管试剂的优点？应用场  景？单管稳定性的影响因素？
	1 、 RT单管试剂的优点：
（ 1）使用便捷 ：可支持引物探针全预混 ，检测时只需加入样本即可 ，从而使PCR 反应体系的配制和使用更加便捷 ，提高工作效率。
(2)生产简单 ，无额外多组分分装工作 ，简化了生产流程 ，且节约了耗材。
（3）灵敏度高 ：适用于低浓度RNA模板的高灵敏度扩增。
（4）稳定性好 ：可以实现提前加入引物 、探针预混 ，低温（-20度）长期稳定保 存。
（5）兼容快速扩增程序 ：采用高温反转录酶和快速扩增DNA聚合酶 ，具有更高 的反转录和PCR扩增效率 ，能在20~40 min内完成PCR反应。
2 、 应用场景：
（ 1 ）人和动物相关RNA病毒的检测。
（2）新冠 、流感病毒 、呼吸道多联检等⾼灵敏度检测。
（3）POCT应用场景。
3 、 单管稳定性的影响因素：
（ 1 ）引物探针设计 ：多重引物探针之间需要遵循引探设计规则，扩增端不可出现 二聚体 、发夹结构 、及高自由能结构域。
（2）探针水解 ：探针稳定性不足 ，长期保存过程中可能会自发水解 ，需提高引物 探针质量。
	

	韦凯敏
	
	14
	常规多重扩增推荐单酶？
	常规多重扩增推荐单酶 ：E16和E20。
	

	韦凯敏
	
	15
	对于同一样本 ，不同通道出现 Ct值差异较大的情况是什么原 因呢？
	不同通道一般对应不同靶标片段的扩增 ，其引物 、探针是不同的 ，不同引物 、探 针 、靶序列的扩增效率存在一定的差异 ，因此不同通道的扩增Ct值表现也会不一 样。
	

	

韦凯敏
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核酸释放剂T4处理后的扩增结 果不如直扩 ，Ct值影响挺大 ， 原因是什么？
	1 、不同样本的裂解和核酸释放的难易程度不同，处理效果不佳时可将样本和释放 剂混合后在60℃温浴加热10~15 min，使病毒裂解更加充分。
2 、如果出现低荧光值或扩增抑制 ，建议减少样品加量或预先稀释样品。
3 、用户应根据不同样本的具体情况 ，优化核酸释放剂与样本的比例和裂解产物的 加样量 ，以达到最佳的检测效果 。如有需要 ，我公司可以协助进行定制优化处理
。
4 、经核酸释放后的样本建议在1小时之内开始PCR反应。
	

	

韦凯敏
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	反应程序用50℃ 2min  95℃  10s对试剂影响大吗？把5min 预变性改成30s预变性 ，对耐  抑制性和灵敏度影响大吗？
	1 、50℃ 2min  95℃ 5min 中 “95℃ 5min ”包含热启动酶的热启动和模板的变   性过程 ，对于抗体修饰热启动酶 ，酶激活时间短 ，一般在30s-5min可热启动 ，快 速程序中可以测试95℃ 30s预变性。
2 、对于复杂样本或抑制物含量较高的样本 ，尤其是采用直接扩增方式时 ，95℃   1-5min的处理有利于促进样本的裂解和核酸释放 ，从而提高试剂的耐抑制性，从 而提高灵敏度 ，缩短预变性时间后的具体影响需根据实际测试结果为主。
	

	




韦凯敏
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一些常规的物料参数可否了 解，例如镁离子浓度等？
	[image: ]
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韦凯敏

韦凯敏
	
19
	客户做全血直扩 ，我们可以提 供哪些试剂？
	1 、可推荐宝锐直扩试剂MD2091或MD2091搭配核酸释放剂AS17；
2 、全血不作处理 ，直接扩增，建议全血加样量控制在5%以内（ PCR反应终浓 度） ；宝锐MD2091搭配核酸释放剂AS17 ，建议全血加样量控制在7.5%以内 （ PCR反应终浓度）。
	

	
	20
	全血释放剂AS17对扩增试剂 有要求吗？
	建议搭配直扩型扩增试剂使用 ，内部测试中搭配宝锐MD2091的扩增效果最好。
	

	
叶璐
	
	
1
	冻干样品出箱时形态正常 、短 时间存放后出现萎缩等现象的 原因？
	1 、冻干过程中水分去除不充分 ，导致残余水量较多 ，在后续加速过程中可能出现 萎缩 ，可延长二次升华时间或提高二次升华温度。
2 、冻干出箱后 ，样品受到环境影响 ，导致样品吸潮 ，后续加速也可能导致萎缩。 建议样品出箱时环境温度控制在25度 ，湿度控制25%以内。
	

	叶璐
	
	2
	冻干产品稳定性如何？
	宝锐常规qPCR 、qRT-PCR冻干产品（已确认冻干工艺）一般会进行55度加速  30d稳定性考察 ，部分产品已验证常温1年稳定 。若是含客户引探冻干的定制产 品 ，需客户自行验证样品稳定性。
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叶璐
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冻干相 
关
)
	3
	冻干样品加速稳定性与常温稳 定性的关系
	计算公式 ：等效天数=2n*加速天数       n=[加速温度-常温温度（25℃)]/10
例如55度加速45d，按照公式计算相当于常温360d 。 加速稳定性数据只是作为 参考 ，对于冻干样品稳定性评价仍需要常温稳定性数据。
	

	
4
	
冻干样品高温加速稳定性是否 有法规规定？
	目前无相关法规提及分子诊断试剂高温加速稳定性规则 ，高温加速稳定性只作为 业内对于样品稳定性评价的参考 ，设置高温加速实验目的：
1 、能在较短时间内拿到样品稳定性数据。
2 、模拟夏季高温运输环境对于冻干样品性能是否产生影响 。在高温稳定性的同 时 ，需要做常温稳定性验证 ，以评价样品在实际储存温度下的真实情况。
	

	
5
	
八联管 、冻干球目前推荐多大 体系 ，包装规格是多少？
	目前八联管 、冻干球优先推荐25μl体系 ，当然也可以根据客户需求定制 ；八联管 常规包装规格是8T/pkg ，冻干微球常规包装规格是10T/pkg 。如果八联管样品、 冻干球样品一次性使用不完 ，需在低湿的环境（湿度小于20%）下打开真空密封 包装 ，取出所用的样品量 ，八联管样品放入自封袋中 ，冻干球样品封好胶塞放置  于2-8℃ ,  3-5天内使用完。
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qPCR冻干微球能做到多大体  积，所对应的冻干球直径为多 少？
	[image: ]
	

	7
	是否可以实现冻干微球分装至 八联管？
	目前通过使用半自动的分球装置（类似漏筛）搭配抗吸湿的保护剂 ，可实现将冻  干微球分装至八联管中 。在DNA试剂已完成稳定性评价 ，将冻干微球分装至八联 管中 ，55度进行加速30天后扩增性能稳定；RNA试剂目前在验证中。
	暂行 ，后续定 期更新

	
8
	冻干样品复溶后体积会增大， 是否会影响扩增性能？
	在25μl体系冻干样品复溶时，水 、复溶液 、模板加量一共为25μl ，由于冻干样品 在溶解时会占据一部分体积 ，复溶后的样品体积会大于25μl ，这属于正常现象 ， 不影响试剂的扩增性能 。医药试剂的冻干 ，通常会对该参数进行验证，保证复溶 后体积更为精准 ，但体外诊断试剂冻干中不要求这么精确。
	

	9
	预冻干试剂货号中S 、O、V分 别代表什么意思？
	S代表冻干球冻干 ，O代表八联管冻干，V代表西林瓶冻干 。例如PFM5134- O25 ：代表使用FM5134 ，25μl体系 ，八联管冻干样品。
	

	
10
	
宝锐目前暂时不承接哪些冻干 服务？
	以下情况不承接冻干服务：
1 、 宝锐理论上不承接客户使用宝锐的酶 、冻干保护剂 ，但搭配客户自己优化的 Buffer进行冻干，若客户大批量采购宝锐酶原料 ，宝锐可酌情考虑为客户提供冻 干外包服务。
2 、 客户自己提供酶 、Buffer 、冻干保护剂（非宝锐试剂）。
	

	

11
	

冻干样品产能是多少？
	[image: ]
	

	12
	八联管冻干和冻干球的冻干程 序可以是一样的吗？
	八联管和冻干球的冻干程序在预冻和升华都有一定的差异 ，建议原位冻干和冻干 球冻干分别使用宝锐推荐程序。
	

	13
	可风干试剂是否在研发？
	目前正在研发阶段。
	暂行 ，后续定
期更新

	14
	冻干是为了除掉水 ，为什么配 置体系的时候还要加水？
	在配制体系中加入水 ，是为了保证冻干样品固溶物含量在较为合适的范围 。若不 补水 ，可能会导致冻干样品固溶物含量较高，在升华的过程中升华通道受阻 ，可 能会导致样品升华不完全 ，出现融化 、缺块等不良的外观现象。
	

	
15
	冻干球能否做到更小的直径， 目标1.5~2.3 mm，技术难度  主要体现在哪里 ，有没可能实 现量产？
	目前常规冻干微球体积可以做到4.4μl-25μl ，所对应冻干微球直径2-3.6mm 。如 果冻干球直径需求1mm，在滴珠机滴球过程中:（ 1）滴球困难 ，滴珠机精密度要 求较高；（2）不同冻干球之间体积差异较大 。目前直径2-3.6mm的冻干球可以  实现量产。
	

	16
	宝锐可以提供无甘油的酶原料 吗
	可以。
宝锐生物所有酶原料均为自产 ，且均有常规版本和可冻干版本 。可冻干DNA聚合 酶类都是无甘油的 ，可冻干M-MLV中含有极低甘油 ，但是不影响冻干。
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关于冻干服务需要收集哪些客 户信息？
	客户信息：
1 、客户前期是否测试宝锐可冻干的液体试剂 ，效果如何？
2 、本次冻干服务是采购还是测试？
3 、客户测试的液体体系货号以及冻干样品需求量是多少？
4 、冻干形式是八联管原位冻干 、冻干球冻干还是西林瓶冻干？
5 、冻干体系是多大 ：25ul 、50ul还是其他体系？
6 、需要客户按冻干样品需求量1.2~1.5倍准备引探 ，并提供引探使用说明。
7 、如果客户方便可提供相应的阳性核酸 ，并提供相应使用说明。
	

新增问题及解
答

	刘新元

	刘新元

	刘新元


刘新元
	18
	做到几种颜色的冻干球了？
	3种颜色了 ， 目前的问题是颜色区分度不是特别明显 ，主要是筛选了不影响荧光收 集的染料，稳定性也没有影响。
	新增问题及解
答

	
	19
	客户希望有酶活测定的方法学 习？
	用国标检测那套方法的原理 ，是行的通 。测活是一个复杂的实验 ，国标的方法和 我们的方法都比较复杂。
	新增问题及解
答

	
	20
	冻干品的分装如何解决静电的 问题？
	仪器吹离子风；
	新增问题及解
答

	
	21
	冻干加速55度30天是怎么定 的？
	1 、早期做37度加速的结果出的太慢了 ，一个条件做半年 ，这个无法实现研发要   求；55度30天基本相当于常温一年 。另外 ，55度是可能在集装箱运输 、夏季或者 中东地区可能达得到的箱内环境温度 ，因此也有现实意义。
	新增问题及解
答

	林楚江
	



























提取相
关
	1
	宝锐有哪些类型的核酸提取产 品？
	现有核酸提取产品适用的样本类型涵盖了 ：血液 、血浆 、血清 、拭子 、动植物组 织等 ，不同产品有不同的特点。
	

	林楚江
	
	2
	宝锐试剂产品能匹配其他厂家 的核酸提取仪器吗？
	现有的试剂产品主要分为瓶装和预封装两种规格 。其中预封装产品推荐匹配我们 的仪器来实现核酸自动化提取操作 。如果有匹配其他厂家仪器的需求 ，需要提前 对仪器型号 、适配的耗材等进行充分了解。
	

	
林楚江
	
	
3
	实验过程中出现磁珠残留的原 因一般有哪些？有什么解决办 法？
	造成实验过程中磁珠残留的现象一般有以下几种可能：
1 、磁珠本身粒径较小，表面基团松散，磁性较弱。
2 、仪器设置的磁吸时间太短，磁珠吸附不充分。
3 、样本本身经裂解后释放的杂质对磁珠造成的干扰 ，降低了磁珠的磁性。
上述问题可通过增加磁吸时间 、调整磁吸设备或优化核酸提取流程等途径解决。
	

	林楚江
	
	4
	实验过程中磁珠出现结块的现 象是怎么回事？
	磁珠结块现象一般是由于磁珠吸附过多杂质或提取过程中干燥时间过长导致的。 可以考虑通过适当调整样本裂解条件和缩短干燥时间来解决。
	

	林楚江
	
	5
	宝锐的试剂盒有做产品备案 吗？
	目前有5个已在药监局进行一类备案的产品试剂盒 ，适用于血液 、血浆和采样拭子 样本的病毒核酸提取。
	

	林楚江
	
	6
	宝锐产品的提取效率/性能怎么 样？
	目前核酸提取产品提取效率基本能达到85%以上 ，部分产品提取DNA病毒浓度可 低至10IU/ml ，RNA病毒浓度可低至50IU/ml ；提取重复性 、再现性的精密度CV  ≤3% ；批间差异的精密度CV≤5%。
	

	林楚江
	
	7
	是否能提供大包装试剂？
	可以。
	

	林楚江
	
	8
	无醇的提取试剂产品含有蛋白 酶吗？
	目前有三款无醇提取试剂 ，分别是：磁珠法拭子核酸提取试剂盒III 、磁珠法全血核 酸提取试剂盒II 、磁珠法血浆/血清核酸提取试剂盒II ，这三款产品目前均配有蛋白  酶。
	

	林楚江
	
	9
	需要提取痰液病毒样本 ，建议 用哪款产品？
	推荐含有蛋白酶的产品 ，如 ：磁珠法病毒核酸提取试剂盒I 、磁珠法病毒核酸提取 试剂盒plus等。
	

	林楚江
	
	10
	磁珠法病毒核酸提取试剂盒I   （通用基础版）想增加样本量 可以吗？
	一般不建议超过250μl样本量 ，如需增加样本量的使用 ，可以考虑测试磁珠法病毒 核酸提取试剂盒plus。
	

	


林楚江
	
	


11
	

用宝锐的试剂搭配其他厂家仪 器及耗材，反馈磁珠吸附不
上，有什么可能的原因？
	有几个方面可能的影响：
1 、提取仪磁棒磁力本身较弱。
2 、仪器磁吸动作下降以及上升速度如果较快 ，容易导致离开液面时磁珠受液体表 面张力等影响遗留在液体中。
3 、耗材本身没做低吸附处理，特别容易黏附磁珠导致残留。
4 、仪器本身的参数 ：如磁棒与磁棒套的闭合距离过大 、磁棒套对底高度过高等都 有可能影响。
5 、样本（如血液）裂解后蛋白较多 ，影响了磁珠的磁性 、（这个如果样本是拭 子 ，可能性就很低）
	

	林楚江
	
	12
	宝锐的核酸提取试剂是提DNA 还是RNA的？
	现阶段的核酸提取系列产品基本上是实现DNA和RNA共提取 ，可满足大部分场景 应用需求。
	

	林楚江
	
	13
	有无粪便DNA提取试剂盒？
	正在研发。
	暂行 ，后续定 期更新

	林楚江
	
	14
	有无专门针对尿液（脱落细 胞）的核酸提取试剂？
	暂时没有。
	暂行 ，后续定 期更新

	林楚江
	
	15
	裂解和洗脱的温度能不能让客 户自行调整？
	客户如有测试需要可以自行调整相关参数开展测试 ，但调整范围建议不要偏差太 大。
	





	
林楚江
	
	
16
	磁珠法全血核酸提取试剂盒II手 工提取有时候洗脱会带点颜
色 ，怎么回事？
	有一部分可能是管盖血液残留引起（手工操作存在的风险） ，另外样本不新鲜或 者溶血也会影响洗脱产物 ；或者是个别操作误差的影响 。这款无醇的试剂盒提取 程序主要是由自动化程序转换而来 ，手工操作的话可以考虑适当延长裂解时间， 也可以用洗涤液2再清洗一次，减少杂质的干扰；建议操作时注意细节。
	

	林楚江
	
	17
	提取试剂的裂解液、磁珠 、蛋 白酶可以混合长时间保存吗？
	不可以。
	

	林楚江
	
	18
	洗脱体积可以减少吗？
	客户如有测试需求 ，可以自行调整开展相关测试。
	

	

林楚江
	
	

19
	现有试剂可否用于细菌类病原 的诊断和样本提取 ，如：
1. 细菌性肠道感染（如志贺氏 菌 ，沙门氏菌 ，小肠结肠炎耶 尔森氏菌，艰难梭菌等） ，样 本为肛拭子。
2. 产妇乳链球菌感染 ，样本为 妇科拭子。
	

所述病原体我司未曾拥有 ，故无测试结论 ，但针对该类样本可推荐磁珠法病毒核 酸提取试剂盒I或磁珠法病毒核酸提取试剂盒plus进行测试。
	

	林楚江
	
	20
	目前提取试剂的预封装产品， 还存在一些耗材与客户的提取 仪不匹配 ，如何解决？
	建议客户使用子公司宝泰仪的BTE-32提取设备 ，或请客户提供相关耗材。
	

	周家宇
	
	21
	BTE-8是否可以使用客户的提 取试剂？
	BTE-8可以使用客户提取试剂 ，但是需要客户提供核酸提取程序 ，机器出厂时预 置客户的核酸提取程序 。目前机器不开放给客户修改提取程序 ，但在未来会开放 修改提取程序的工具。
	

	周家宇
	
	22
	8通道核酸提取仪什么时候可 以正式推出 、量产？
	目前是小批量生产，客户可以下单测试或购买。
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