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前  言

  本文件按照GB/T1.1—2020《标准化工作导则 第1部分:标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。
请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
本文件由中国仪器仪表学会提出并归口。
本文件起草单位:国家食品安全风险评估中心、湖南师范大学、江西省疾病预防控制中心、浙江省疾

病预防控制中心、辽宁省疾病预防控制中心。
本文件主要起草人:李楠、陈作红、江涛、王佳慧、何正蜜、张眉眉、刘洋、陈鸿鹄、耿英芝。
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引  言

  采用PCR扩增-Sanger测序法鉴别致命鹅膏等3种剧毒鹅膏菌,以鹅膏菌基因组DNA为模板,针
对ITS1-5.8SrDNA-ITS2区域进行PCR扩增、克隆和测序,通过与参考序列比对进而对物种进行鉴

别。其优点在于突破了形态学鉴定的局限性,不受样品个体形态特征、发育阶段的影响和限制,从DNA
水平为引发食物中毒或相关研究的鹅膏菌的物种鉴别提供依据。

本文件的制定目的是为致命鹅膏等3种剧毒鹅膏菌的物种鉴别提供统一的操作程序,使其鉴别实

现标准化,从而显著提升蘑菇中毒事件的检测、鉴别和防控能力。
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3种剧毒鹅膏菌的物种鉴别

PCR扩增-Sanger测序法

1 范围

本文件给出了3种剧毒鹅膏菌物种鉴别的PCR扩增-Sanger测序法。
本文件 适 用 于 致 命 鹅 膏(Amanitaexitialis)、灰 花 纹 鹅 膏(Amanitafuliginea)和 裂 皮 鹅 膏

(Amanitarimosa)的物种鉴别。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中,注日期的引用文

件,仅该日期对应的版本适用于本文件;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—2008 分析试验用水规格和试验方法

GB/T19495.2—2004 转基因产品检测 实验室技术要求

GB/T27403—2008 实验室质量控制规范 食品分子生物学检测

GB/T35918—2018 动物制品中动物源性检测基因条码技术 Sanger测序法

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1 
鹅膏菌 amanita
隶属于真菌界、担子菌门、担子菌纲、伞菌目、鹅膏菌科、鹅膏属的真菌。

3.2 
Sanger测序法 Sangersequencing
双脱氧链终止法

以单链或双链DNA为模板,在DNA聚合酶的催化下延伸结合在模板上的引物,直到掺入一种链

终止核苷酸为止。每个反应含有四种dNTP,并混入用同位素或荧光标记的ddNTP,使延长的寡聚核

苷酸选择性终止,通过高分辨率变性毛细管电泳分离片段获得碱基顺序的方法。
[来源:GB/T35918—2018,3.1.2]

3.3 
可疑蘑菇样品 suspiciousmushroomsamples
在蘑菇中毒事件中,中毒者食用剩余的蘑菇样品,或流行病学调查中采集到的经中毒者确认其所进

食的蘑菇样品。

3.4 
呕吐物样品 vomitsamples
中毒者呕吐的胃内容物。
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