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猪瘟病毒RT-nPCR检测方法

1 范围

本标准规定了猪瘟病毒特异的反转录-套式聚合酶链反应(RT-nPCR)方法的技术要求。
本标准适用于可能感染猪瘟病毒的猪脏器、血液、粪便和细胞培养物中猪瘟病毒核酸的检测,可用

于猪瘟的诊断和监测。
本标准的猪瘟病毒RT-nPCR方法不能区分感染的猪瘟病毒野毒株和免疫的疫苗株。

2 缩略语

下列缩略语适用于本文件。

DEPC:焦碳酸二乙酯(diethylpyrocarbonate)

EDTA-2Na:乙二胺四乙酸二钠(ethylenediaminetetraaceticaciddisodiumsalt)

RNA:核糖核酸(ribonucleicacid)

RT-nPCR:反转录-套式聚合酶链反应(reversetranscriptionandnestedpolymerasechainreac-
tion)

3 实验前准备

3.1 实验室条件

3.1.1 实验室分区

PCR实验室分区包括核酸提取区、PCR反应体系配制区———配液区、扩增区、电泳区。流程顺序为

核酸提取区→配液区→扩增区→电泳区。各区仪器和耗材专用。

3.1.2 实验室应配备的仪器及器材

3.1.2.1 仪器:Ⅱ级生物安全柜、台式高速冷冻离心机、普通冰箱(-20℃和4℃)、分析天平、PCR扩增

仪、电泳仪、电泳槽、紫外凝胶成像仪(或紫外分析仪)、组织研磨器、扁桃体采样器、微波炉、单道可调移

液器(2μL、10μL、200μL、1000μL)。

3.1.2.2 器材:无菌注射器、眼科剪、眼科镊、称量纸、棉拭子、灭菌牙签、500mL量筒、500mL锥形瓶、
一次性无RNA酶吸头(10μL、200μL、1000μL)、1.5mL无RNA酶离心管、0.2mL薄壁PCR管。

3.2 化学药品及试剂

3.2.1 总RNA提取试剂Trizol。

3.2.2 TAE电泳缓冲液的制备,配制方法见附录A。

3.2.3 1%琼脂糖凝胶,配制方法见附录A。

3.2.4 其他试剂:200U/μLM-MLV反转录酶,5×M-MLV 缓冲液,40U/μLRNA酶抑制剂,DEPC-
H2O,5U/μLExTaqDNA聚合酶,10×ExTaq缓冲液(Mg2+ Plus),6碱基随机引物(50μmol/L),

6×上样缓冲液,dNTPs(2.5mmol/L/dNTP),异丙醇,三氯甲烷,75%乙醇,ddH2O,溴化乙啶替代染
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