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动物流感检测 A型流感病毒

通用荧光RT-PCR检测方法

1 范围

本标准规定了A型流感病毒通用荧光RT-PCR检测的操作方法。
本标准适用于活动物及其产品中A型流感病毒的检测。

2 规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件,仅注日期的版本适用于本文

件。凡是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

GB19489 实验室 生物安全通用要求

GB/T19495.2 转基因产品检测 实验室技术要求

GB/T27401 实验室质量控制规范 动物检疫

SN/T1330 进出口生、熟毛皮检验规程

3 缩略语

下列缩略语适用于本文件。

Ct值:每个反应管内的荧光信号达到设定的阈值时所经历的循环数(Ctvalue)

DEPC:焦碳酸二乙酯(diethylpyrocarbonate)

PBS:磷酸盐缓冲液(配方见附录A)(phosphatebuffersaline)

RNA:核糖核酸(ribonucleicacid)

RT-PCR:反转录-聚合酶链式反应(reversetranscriptionpolymerasechainreaction)

4 原理

流感病毒(influenzavirus)属正粘病毒科,根据抗原特性及其基因特性的不同,流感病毒分为甲

(A)、乙(B)、丙(C)型。乙型变异性较弱、丙型抗原性比较稳定,仅感染人类;甲(A)型抗原变异性最强,
感染人类和其他动物,常引起世界性大流行。编码基质蛋白的 M基因是A 型流感病毒共有且较保守。
采用Taqman技术,针对 M基因中特定序列,合成一对特异性引物和一条特异性的荧光双标记探针,探
针的5′端标记报告荧光基团(R),3′端标记淬灭荧光基团(Q)。在PCR退火阶段,一对引物和一条探针

同时与目的基因片段结合,探针上R基团发出的荧光信号被Q基团所吸收,仪器检测不到R所发出的

荧光信号;在PCR延伸阶段,Taq酶在引物的引导下沿着模板链合成新链,当链的延伸进行到探针结合

部位时,受到探针的阻碍而无法继续,Taq酶发挥5′→3′外切核酸酶的功能,将探针水解成单核苷酸,标
记在探针上的R基团就游离出来,R所发出的荧光不为Q所吸收而被检测仪所接收,随着PCR反应的

进行,PCR产物量与荧光信号呈现正比关系。
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