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尊敬的审查员：您好！

在此感谢您对本申请“实时荧光定量PCR检测试剂盒、判断槟榔幼苗缺锌状态的方法202110878832.3”所做的认真细致的审查，以及为此付出的辛勤劳动。

针对本申请的第1次审查意见通知书中的意见，专利代理师和技术发明人分别从专利相关法规和技术角度对此进行了认真研读、分析以及交流讨论，最终形成了以下答辩意见。
26条3款的解释说明。

首先，本申请核心保护的是：实时荧光定量PCR检测试剂盒、判断槟榔幼苗缺锌状态的方法，本申请具体公开的技术手段为：ZIP基因的实时荧光定量PCR检测试剂盒，包括一组AcZIP表达水平检测引物和一对槟榔内参基因。本申请解决的技术问题为：现有技术中没有详细的通过分子水平来检测槟榔缺锌的状态，多以生理生化指标来检测槟榔是否处于缺锌的状态，并且关于通过AcZIP基因家族差异性表达来判断槟榔幼苗缺锌状态的方法尚未见报道。
本领域技术人员基于本申请限定的特定基因的试剂盒能够进行槟榔幼苗缺锌的判断，即本申请已经公开了解决技术问题的必要技术手段，即本申请已经公开了解决本申请记载的技术问题以及实现的技术效果全部所需要的技术方案，本领域技术人员能够基于本申请公开的内容重现本申请的技术方案，且能够解决技术问题。
其次，本申请虽然在[0061]段记载了缺铁处理，但是本申请后续全部内容均未记载缺铁处理的幼苗或得到缺铁处理的结果，因此能够断定，本申请此处出现了笔误错误的将其他实验处理写在了此处，这是本领域技术人员基于公知常识能够确定的。

在本申请的[0061]段还记载了“缺锌的槟榔幼苗的新叶呈网格状的黄化现象”结合本申请[0063]段中记载的“对出现黄化现象的槟榔幼苗的叶片以及主根进行收集”，能够毫无疑问的确定本申请采集的样品是来自于出现缺锌的槟榔幼苗，也就是说本申请的试验组的样品来自于缺锌处理的幼苗，同时基于常规实验的方法，对照组设置均是未进行任何处理的幼苗，也就是说本申请的试验组为仅进行缺锌处理的槟榔，而对照组是未进行任何处理的正常槟榔幼苗。
本申请虽然未记载实验样本的数量，但是本申请是经过了无数次实验才确定的相应基因，只是基于篇幅的限制并未将全部实验过程写在说明书中，而是将实验的过程进行了精简与概括，在说明书中简要描述了大致的实验过程，同时本申请是经过了无数次实验才得到的相应数据，而在实验数据挑选的过程中很可能出现挑选的实验数据与实验附图不是来自于同一次实验的情况，但是这仅仅是数据挑选时发生的错误，该实验数据仅仅是对本申请的效果一个侧面验证，其不能替代本申请的技术方案而存在，因此不能基于本申请在记载实验数据中出现了问题，就判断本申请的方案是不能实现的。
且如何进行缺锌处理是本领域的常规技术手段，可以通过培养液中不添加锌或其他方式进行缺锌处理，这是常规实验手段，因此未在说明书中予以说明。
最后，本申请的附图中均提到了ck，本领域常规技术人员应当明白，ck表示常规对照，也就是说，本申请限于篇幅的原因虽然未详细说明对照组、实验组等的具体过程，但是本申请确实是进行了对照实验的，如下：
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而本申请的相关基因也是基于无数次对照实验筛选得到的，是能够从基因表达上进行缺锌幼苗检测的。
然后，值得注意的是，本申请的核心并不在于如何进行基因的筛选，而是利用某种基因进行幼苗的缺锌筛选，本申请已经公开了相应的基因，公开了搭载该基因的试剂盒，则本领域技术人员就能够基于本申请公开的内容实现本申请记载的实时荧光定量PCR检测试剂盒。而该基因筛选过程的实验数据是否存在错误或者说该基因是如何筛选得到的并不是本申请的核心技术方案，也不影响本申请的技术方案的公开程度或创造性。本领域技术人员并不需要明确该基因的筛选过程也能利用本申请公开了特定基因与检测引物的试剂盒进行特定性状的幼苗的筛选，也就是说本申请已经公开了解决技术问题的全部技术方案。
然而，根据本中请说明书的记载，其试验设计时，①对槟榔进行缺锌处理的方法为:“在实验基地以Hoagland为配方，采用水培的方法对一叶期进行适应性培养后的槟榔幼苗进行缺铁和缺锌的处理，每隔一周时间进行培养液的更换，直到槟榔幼苗出现明显的表型。缺锌的槟榔幼苗的新叶呈网格状的黄化现象”(参见说明书第[0061]段)，其中未清楚记载是对试验组的槟榔幼苗同时进行缺铁和缺锌处理，还是分为两个组，一个组进行缺锌处理一个组进行缺铁处理;②在样品采集时仅"对出现黄化现象的槟榔幼苗的叶片以及主根进行收集"”，提取样品RNA，反转录得到cDNA，以其为模板进行qPCR反应，其文字记载的反应结果如下:“每个qPCR反应重复三次。记录qPCR反应体系的Ct值。根据2(-AACt)计算基因在不同处理下的相对表达量，可以看出 ZIP1在叶片中几乎不表达，在缺锌的根中表达量显著增加，ZIP1在新叶中表达量没有显著变化，在根中表达量显著增加，ZIP2在新叶中表达量显著上调，在根中没有显著变化”;由于本申请中并未记载对照组具体为何，也未清除记载对槟榔进行缺锌处理的方法，本领域技术人员甚至不能确定本申请中的对照组(CKLI、CKR）是正常培养的槟榔，还是仅进行了缺铁处理的槟榔，试验组（-ZnLI、-ZnR）是同时进行了缺铁、缺锌处理的槟榔还是仅进行了缺锌处理的槟榔;而且本申请中并未记载其样本量大小，本领域技术人员可以合理预期，当其样本量过小时（例如试验组和对照组槟榔各一株)，其检测结果可能存在个体差异，并不具备统计学意义;③本申请中文字记载的试验结果，与说明书第[0098]段的表格和附图3中呈现的结果并不一致，从表格以及附图3中能够明显看出，ZIP2在缺锌的根中表达量上调，而非如文字所述的没有显著变化。即使不考虑本申请的样本量问题，且无论本领域技术人员是以第[0098]段的表格和附图3呈现的结果为准，还是以说明书第[0097]段文字记载的结果为准，由于本申请对其对照组和试验组并未清楚划分，也将导致本领域技术人员不能确定其试验组呈现的变化是相对于何种对照组产生的。具体地，如果对照组为正常培养，并未进行任何缺铁、缺锌处理，试验组同时进行了缺铁和缺锌处理且表现出明显的缺锌症状，则本领域技术人员无法确定槟榔叶片和根中ZIP1、ZIP2表达量的差异具体是由缺锌还是缺锌引起的，进而无法达到通过检测槟榔叶片和根中ZIP1、ZIP2的表达量来判断槟榔是否缺锌的技术效果。如果对照组为缺铁处理的槟榔幼苗，试验组为缺锌处理且有明显缺锌表型的槟榔幼苗，则本申请中缺少正常对照，且缺铁的槟榔幼苗对照无法确认是何状态，不能确认待测槟榔幼苗的检测数据应该与何种对照组进行比较，即实际应用时，无法判断槟榔叶片和根中的ZIP1、ZIP2基因的表达量是上调还是下调还是无显著变化，进而无法基于本申请的判断标准判断槟榔是否缺锌。

综上，本申请所提供的实验数据并不能充分证明槟榔新叶和根中的ZIP1(SEQ ID NO.4）和ZIP2(SEQID NO.5)的表达情况能够用于判断槟榔是缺铁还是缺锌、判断槟榔幼苗的缺锌状态。因此，本领域技术人员根据申请文件记载的内容，无法实施本发明的技术方案以解决其技术问题。即本领域技术人员根据说明书中公开的内容不能实现本发明以解决其技术问题，因此，本申请说明书公开不充分，不符合专利法第26条第3款的规定。
综上所述，本申请的技术方案已经充分公开，符合专利法第26条第3款的规定。
上述修改没有超出原权利要求和说明书记载的范围，因此符合专利法第三十三条的规定；同时修改后的权利要求符合专利法第26条第3款的规定。
申请人认为，本申请权利要求书已符合专利法及其实施细则的相关规定，希望审查员以此为基础尽快批准本申请的专利权。如果审查员认为本申请仍有不符合专利法及其实施细则的相关规定之处，恳请再给予一次陈述意见/修改/会晤的机会。

100012
2016.10


