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TE I RS P A = AR R B AN R I B . S S 0 4 B RIS VR 148, 1 R i Al vk 2 S B
LT, TSRS IS /NP Jie 2 52 T L3 b R SR AR -

N T IENBRLZEAAE (TS) 3 BE LIS AT ZE i B 78 1) 75 22, ARAF] 2015 4F OIE /KA shy% i
ZWIFM 2. 2. 5 PHEE ARSI IRREN S, G2 IR K RGN, TFRAF TARRA & N
AARFNEHATAN A PR . R B R, L iREfiea . RO 2N Il A I 5 S
=

2« WEHAK

WA EH R EREZRY . BARHEZ % 1:
F£ 1. W EARKR (50test/&D

R &L A
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4. %t RT-PCR &l
4. 1 BB

4.1 1 FEARIIALEE (FEREARRI X HET) -

4.1. 1.1 BUn ANKE I 1.5 mL Eppendorf 4, A n NBAFE S BHMA:XT HE S B X B An CFE
SR BT BRI S E AR D, bRl (F: WRFIE B BE X IR B BB PCR A
Bk, LHRBIZR)

4. 1. 1.2 BN 600 L 2RI, 2 BIIIANBATFEAFIHPEXT G- 200 uL, — A FEA R — AN
Sk, PO 200 pl G4, VRAIEE BIRGIRA 5 s (ARRed TRz, LSRR, BATRUH
FEEVES) , T 4°C 12 000 r/min 2.0 15 min.

4.1.1.3 BU5 4.1, 1. 1 MFESE KHE R 1.5 nl Eppendorf &, M 500 pL SEEE (-20CHIA)
fbric. TR 4. 1.1, 2 BRI RIS RN E T, ISR 2 IRE 5000, ASHETR
R la 2, mER A

4.1.1.4 T4 C. 12 000 r/min &.» 15 min (Eppendorf &I IR B O BT MCED , /D
O3 B3, BB TIROKARE, 35 TR O FIRE S E ROK AN [ B 7 35 F) 5 N 600 ul 75%
LW, EEVEE.

4.1.1.5 T4 °C. 12 000 r/min B> 10 min (Eppendorf B IR EAS LR RIRE) , /b
O B3, BB TWOKAR b, REWNTRAAE CRFERESAEROKAA R T .

4116 4 000 r/min B 10s (Eppendorf & JF HARFFEA B OHLEE S T M ALE D , BB EE FIAR A
TR R, ANOEIE B, AMEINFEZRE LR T, — ORIk, TESARE
MR YOE—TH, ZE|ETHE3 min, T Bk TR, DA RNA AN

41.1.7 JUA 11 pL DEPC /K, 3RBRIES), WAEEE ERRNA, 2 000 r/min B0 5 s, VK EORFEAS
Flo $2HUK RNA ZIPE 2 h EAT PCR 973 575 KR AU E -70 "CUKFEN -

[thrar 308 Opas RNA AR BGAA &) (585 HB-QPCR-01) flifH, B 5@ PR
IR -

VE: $REUK RNA ZAE 2 h WHEAT PCR ¥ 3; HHEKPREIME-T0 CKEN.

412 K

4.1 2.1 RGeS (TR IR NVRAPIRCHI X 3T -

MARF G FR B H AR N %% 6 RT-PCR Wil BEHRE &9, fE=I Fab)5, 2000 r/min &0 5 s.

WHT 9476 RT-PCR Al i #0/ n, FoHp n OB Aa A S BT BE 5 BT BRI AT, RN R

A R LI LK 2:

R 2 BEEE DR S B R B R
7 RT-PCR 2 % ¥k BEHRE AW
H= 15 L 1.0 nL

FREMAARE 5 A T A SRR A &, IANBIE SRR E F, e S, A
WIHERT-PCRE HH %70 %516 pl, BB EFEALEX,
4.1.2.2 ke (FEARREBEIX AT -

TE A B YERT-PCREE H 43 NN LR FEA AL B IRA. 1. 1. T 2 IRNAVE VR #4510 pl, #'5%
B, 500 r/ming 030 s,
4.1.2.3 %6 RT-PCR A (ZEATINIX A7) -
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4. 1. 2. 29 B0 5 PCRE mARﬁMPm#wuw,ﬂ%ﬁ$ﬁmmr

TSR B E

F—BrB, RFEA8C /30 min;

BB, TAEME9S °C/10 ming

BB, 95 °C/15s, 60 °C/60s, 40MEIR, (R =M BURRIEFR 160 "CIR K IE M UL dE %2
H.

RIS A RS, AR AR I 5l ZR FNC L E ) 7 45 R

4.2 SRAE

4.2.1 SR Mg

FLHE SRR 25 5 o AR 1A S DUV AR A 3 5 M P A g AT R R, DL BB 2 I 4 e e 15 B A
T 2R ) A UM
2.2 JRARARdE

-~

4.2.2.1 BAPEXTHRTE Ct HECY 1 2k
4.2.2.2 FAPEXTRER) Ct {ER<28. 0, FRHILSAIMY G4, B, XSS TERL.
4.2.3  EFHHIR KA E
4.2.3.1 Bk
TECHEBTLY B Hh 4L, 7~FE S TETSVIZIR
4.2.3.2 B
CtfH=<30, HHIMBIY ML, SRS P AIETSVIZR
4.2.3.3 BHRJEM

CE>SORIREA I A, HLf s RICHUEH NI, 9P
5. MXBARER (GIWRHREFF)

F: 5’-TTG-GGC-ACC-AAA-CGA-CAT-T-3’
R: 5-GGG-AGC-TTA-AACTGG-ACA-CAC-TGT-3’
probe: 5’ (FAM)-CAG-CAC-TGACGC-ACA-ATA-TTC-GAG-CAT-C- (TAMRA) 3’
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	4.1.1.2 每管加入600 (L裂解液，分别加入被检样本和阴性对照各200 (L，一份样本换用一个吸头，再加入200 (L氯仿，混匀器上振荡混匀5 s（不能过于强烈，以免产生乳化层，也可以用手颠倒混匀），于4℃ 12 000 r/min离心15 min。
	4.1.1.3 取与4.1.1.1相同数量灭菌的1.5 mL Eppendorf管，加入500 (L异丙醇（-20℃预冷），做标记。吸取4.1.1.2各管中的上清液转移至相应的管中，上清液应至少吸取500(L，不能吸出中间层，颠倒混匀。
	4.1.1.4 于4 ℃、12 000 r/min离心15 min（Eppendorf管开口保持朝离心机转轴方向放置），小心倒去上清，倒置于吸水纸上，沾干液体(不同样品须在吸水纸不同地方沾干)；加入600 (L 75％乙醇，颠倒洗涤。
	4.1.1.5 于4 ℃、12 000 r/min离心10 min（Eppendorf管开口保持朝离心机转轴方向放置），小心倒去上清，倒置于吸水纸上，尽量沾干液体（不同样品须在吸水纸不同地方沾干）。
	4.1.1.6 4 000 r/min离心10s（Eppendorf管开口保持朝离心机转轴方向放置），将管壁上的残余液体甩到管底部，小心倒去上清，用微量加样器将其吸干，一份样本换用一个吸头，吸头不要碰到有沉淀一面，室温干燥3 min，不能过于干燥，以免RNA不溶。
	4.1.1.7 加入11 (L DEPC水，轻轻混匀，溶解管壁上的RNA，2 000 r/min离心5 s，冰上保存备用。提取的RNA须在2 h内进行PCR扩增；若需长期保存须放置-70 ℃冰箱内。
	【也可参照《病毒RNA柱式提取试剂盒说明书》（货号：HB-QPCR-01）使用，更方便快捷提取核酸】。
	注：提取的RNA须在2 h内进行PCR扩增；若需长期保存须放置-70 ℃冰箱内。
	4.1.2 检测
	4.1.2.1扩增试剂准备（在反应混合物配制区进行）：
	从试剂盒中取出相应的荧光RT-PCR反应液、酶混合物，在室温下融化后，2000 r/min离心5 s。设所需荧光RT-PCR检测总数为n，其中n为被检样品、阳性对照与阴性对照的和，每个样品测试反应体系配制见表2：
	4.1.2.2 加样（样本处理区进行）：
	4.1.2.3 荧光RT-PCR检测（在检测区进行）：
	循环条件设置：


	4.2.1 结果分析条件设定
	4.2.2 质控标准
	4.2.2.1  阴性对照无Ct值或无扩增曲线。
	4.2.2.2  阳性对照的Ct值应<28.0，并出现典型的扩增曲线。否则，此次实验视为无效。

	4.2.3 结果描述及判定
	4.2.3.1 阴性
	4.2.3.2 阳性
	4.2.3.3 有效原则


