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口蹄疫病毒荧光 RT-PCR 检测方法

1 范围

本标准规定了口蹄疫病毒荧光 RT-PCR 检测的操作方法。

本标准适用于动物及其动物产品中口蹄疫病毒的检测。

2 缩赂语

下列缩略语适用于本标准。

2. 1 荧光 RT-PCR

荧光反转录聚合酶链反应。

2.2 Ct 筐

每个反应管内的荧光信号达到设定的阂值时所经历的循环数。

2.3 RNA 

核糖核酸。

2.4 DEPC 

焦碳酸磷醋。

2.5 PBS 

磷酸盐缓冲盐水，配方见附录 A.

2.6 Taq 酶

TaqDNA 聚合酶。

2.7 FMDV 

口蹄疫病毒。

3 原理

GB/T 22915-2008 

根据口蹄疫病毒各型共有的基因特定序列的保守片段，合成→对通用的特异性引物和一条通用的

特异性探针。荧光探针的 5'端标记 FAM荧光素， 3'端标记 TAMRA荧光素， 3'端的猝灭基因在近距离

内能吸收 5'端报告荧光基因发出的荧光信号。但在扩增时，由于 Taq 酶的 5'~3'的外切活性，在延伸

到荧光探针时，将其切断，两基因分离，猝灭作用消失，荧光信号产生。因此，可以通过检测荧光信号对

核酸模板进行检测。

4 材料与试剂

4. 1 仪器与器材

4. 1. 1 荧光 RT-PCR 检测仪。

4. 1. 2 高速台式冷冻离心机(离心速度 12 000 r/min 以上〉。

4. 1. 3 台式离心机(离心速度 3 000 r/min) 囚

4. 1. 4 混匀器。

4. 1. 5 冰箱 (2 'C~8 'C和一20 'C两种λ

4. 1. 6 微量可调移液器(5μL ， 10μL ， 100μL ， l 000μL)及配套带滤芯吸头。

4. 1. 7 Eppendorf 管(1. 5 mL)、透明薄壁 PCR 管 (0.2 mL) 。
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4.2 试剂

4.2. 1 除特别说明以外，本标准所用试剂均为分析纯，所有试剂均用无 RNA 酶污染的容器(用 DEPC

水处理后高压灭菌)分装。

4.2.2 三氯甲烧。

4.2.3 异丙蹲 20 'C预冷。

4.2.4 PBS，配制j见附录 A.

4.2.5 75%乙醇用新开启的无水乙障和 DEPC 水配制， -20 'C预冷。

4.2.6 引物:上游引物 5'-TTACAAACCT五运益基品~CTC-3' ，下游引物 5'-CGGAGATCAACT

TCTCCTGTATG-3' 。

4.2.7 荧光双标记探针(10

5 抽样

5. 1 采样工具

5. 1. 1 下列采样

5. 1. 2 

5. 1. 3 

5. 1. 4 

5. 1.5 

5. 1. 6 研钵。

5.2 样品采集

5.2. 1 采集的
即民带且恰甜与

取咽喉液体

5.2.4 血液 z用真空采

送检。

5.2.5 肌肉或组织脏器 z

温保藏。

5.3 样品贮这

TGG-3' (T AMRA) 。

见附录 B.

。采集后立

，将水泡皮以

3 次~5 次取分泌

也可用食道探杯刮

、编号后保存于 4 'C或

容器，编号，冷藏送检或低

样品采集后，放人密闭的塑料袋内(一个采样点的样品，放入一个塑料袋内) ，于保温箱中加冰、密

封，送实验室。

5.4 样品制备

5.4. 1 水泡液、血液和口腔分泌物

样品在混匀器上充分混合后，用经高压灭菌的银子将拭子中的液体挤出，室温放置 30 min，取上清

液转入无菌的1. 5 mL Eppendorf 管中，编号备用。

5.4.2 水泡皮、肌肉或组织脏器

取待检样品 2.0 g 于洁净、灭菌并烘干的研钵中充分研磨，加 10 mL PBS 混匀，4 'C下 3 000 r/min 

离心 15 min，取上清液转入无茵的1. 5 mL Eppendorf 管中，编号备用。
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5.5 样本存放

制备的样本在 2 oC~8 oC条件下保存应不超过 24 h，若需长期保存应置 70 oC 以下，但应避免反

复冻融〔冻融不超过三次)。

6 操作方法

6. 1 实验室标准化设置与管理要求

口蹄疫病毒荧光 RT-PCR 检测的实验室规范，见附录 Co

6.2 样本的处理

6.2. 1 在样本制备区进行。样

6.2.2 取 n 个灭菌的1. 5

编号。

6.2.3 每管加入 600

个吸头，再加入 200

6.2.4 取与 6.2.

记。吸取 6.2.3

1昆匀。

6.2.5 于 4
0

C

去上清液，

洗涤。

序号 | 
1 

2 

3 

4 

组分

荧光 RT-PCR 反应液(2X)

Taq 酶

RT-PCR 反转录酶颗粒

RNA酶抑制剂 CRNasin)

5 ROX参考染料(ROX reference dye) 

6 DEPC 水

6.3.2 反应体系混合液分装

.w雷ffl 量/μL

25 

1 

1/2(颗)

1 

1 

12μL 

出售，也可自行配制。

200μL，一份样本换用一

离心 15 mino 

20 "c预冷) ，做标

吸出中间层，颠倒

，小心11tl

5 s ，冰上保存备

、 Taq 酶，在室温下融化

。，其中 u 为被检样品数、

n 管总用量/μL

ηX25 

nX1 

ηX 1/2(颗)

nX1 

nX1 

nX12 

根据测试样品的数量(n) ， 向配制的反应体系混合液中加人 nX1j2 颗 R下PCR 反转录酶颗粒，充
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分混合均匀，按每个 PCR管 40μL分装于 0.2 mL 透明 PCR 管，将荧光 PCR 管放于 96 孔板上，一定要

按顺序记录好被检样品管、阳性对照管、阴性对照管。转移至样本处理区。

6.3.3 加样

在样本处理区进行。在各设定的 PCR 管中分别加入 6.2.8 中制备的 RNA 溶液 10μL，盖紧管盖，

500 r/min 离心 30 s" 转移至检测区。

6.3.4 荧光 RT-PCR 检测

6.3.4. 1 在检测区进行。将 6.3.3 中离心后的 PCR 管放入荧光 R下PCR 检测仪内，记录样本摆放顺

序。在 96 孔板内(表内)记录或填写被检样品 (Unknown) 、阳性对照 (PC) 、阴性对照 (NTC) 。设置探

针， 5 '为 FAM ， 3'为 TAMRA"

6.3.4.2 循环条件设置:

第一阶段，反转录 42 "c , 30 min; 

第二阶段，预变性 94 oC ,3 min; 

第二阶段， 94 "C/10 s ,45 "C/30 s , 72 "C/1 min ， 5 个循环;

第四阶段， 94 "C/10 s , 60 "C/30 s ， 40 个循环，在第四阶段每个循环的退火延伸时收集荧光;

试验检测结束后，根据收集的荧光曲线和 Ct 值判定结果。

7 结果判定

7. 1 结果分析条件设定

直接读取检测结果。基线和阂值设定原则根据仪器噪声情况进行调整，以阔值线刚好超过正常阴

性样品扩增曲线的最高点为准。

7.2 质控标准

7.2. 1 阴性对照元 Ct 值，并且无扩增曲线，一直为水平线。

7.2.2 阳性对照的 Ct 值应小子 28.0 ，并出现典型的扩增曲线， 2 个阳性对照扩增曲线基本重合。否

则，此次实验视为无效。

7.3 结果描述及判定

7.3. 1 阴性

元 Ct 值并且元扩增曲线，表示样品中无口蹄疫病毒。

7.3.2 阳性

Ct 值小于等于 30.0，且出现典型的扩增曲线，表示样品中存在口蹄疫病毒。

7.3.3 有效原则

Ct 值在 30. 0~38. 0 的样品建议室傲。重做结果元。值者为阴性，否则为阳性。
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A.1 A 液

附录 A

(规范性附录〉

试剂的配制

GB/T 22915--2008 

0.2 mol/L 磷酸二氢销水溶液 2磷酸二氢销 (NaH2 PO. • H20) 27. 6 g，溶于蒸馆水中，最后稀释至

1000 mL。

A.2 B 液

0.2 mol/L 磷酸氢二纳水溶液 z磷酸氢二锅 (Na，日P04 • 7H, O) 53.6 g(或 Na2 HPO, • 12H20 

71. 6 g ，或 Na2 日P04 .2比 035.6 g) ，加蒸馆水溶解，最后稀释至 1 000 mLo 

A.3 0.01 moI/L 、pH7.2 磷酸盐缓冲盐水(PBS)的配制

取 A 液 14 mL ， B 液 36 mL，加氯化纳 (NaC]) 8. 5 g，用蒸馆水稀释至 1000 mL。经 121 oC 士 2 oC 

15 min 高压灭菌，冷却后，无菌条件下按每毫升加入 1000 IU 青霉素、1 000 问链霉素。
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附录 B

(资料性附录)

试剂盒的组成

B.1 试剂盒组成

每个试剂盒可做 48 个检测，包括以下成分

裂解液

DEPC 水

RT-PCR 反应液(内含口蹄疫病毒的引物、探针)

RT-PCR 酶

T呵酶

阴性对ffñ

阴性对照(非感染性体外转录 RNA)

ROX参考染料(ROX refcrence dye) 

B. 2 说明

30 mLX1 盒

2 mLX1 管

750μLX1 管

2 颗粒X12 管

12μLX1 管

1 mLX1 管

2 mLX1 管

0.1 mLX1 管

B. 2.1 裂解液的主要成分为异硫氨酸肌和酷，为 RNA 提取试剂，外观为红色液体，于 4 .C保存。

B.2.2 DEPC 水，是用 l%DEPC 处理后的去离子水，用于溶解 RNA 和稀释标准品。

B. 2. 3 RT-PCR 反应液中含有特异性引物、探针及各种离子。

B.3 功能

试剂盒可用于动物组织样品(包括水泡皮、水泡液、组织、脏器、分泌物、血液、血清或血浆等)中口蹄

疫病毒的检测。

B. 4 使用时的注意事项

B. 4.1 在检测过程中，应严防不同样品间的交叉污染。

B. 4. 2 反应液分装时应避免产生气泡，上机前检查各反应管是否盖紧，以免荧光物质泄露污染仪器。

B. 4. 3 RT-PCR 酶颗粒极易吸潮失活，应在室温条件下置于干燥器内保存，使用时取出所需数量，剩

余部分立即放回干燥器中。
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附录 C

(规范性附录)

口蹄疫病毒荧光 RT-PCR 检测方法的实验室规范

C.1 实验室设置要求

C. 1. 1 实验室分为三个相对独立的工作区域:祥本制备区、反应混合物配制区和检测区。

C. 1. 2 工作区域应有明确标记，避免不同工作区域内的设备、物品混用。

C. 1. 3 每一区域应有专用的仪器设备。

C. 1.4 整个实验过程中均应使用元 RNA 酶的一次性耗材，用到的玻璃器皿使用前应 250 'C干烤 4 h 
以上，以彻底去除 RNA 酶。

C. 1. 5 各区域的仪器设备应有明确标记，以避免设备物品从各自的区域内移出，造成不同的工作区域

问设备物品发生混淆。

C. 1. 6 进入各个工作区域严格遵循单一方向顺序，即只能从样本制备区、扩增反应混合物配制区至检

测区。

C. 1. 7 在不同的工作区域应使用不同颜色或有明显区别标志的工作服，以便于鉴别;离开工作区时，

不得将各区特定的工作服带出。

C. 1. 8 实验室清洁时应按样本制备区、扩增反应混合物配制区至检测区的顺序进行。

巳1. 9 不同的实验区域应有其各自的清洁用具以防止交叉污染。

C.2 工作区域仪器设备配置

C. 2.1 样本制备区(要求在负压实验室或具有三级生物安全实验室内进行操作，BSL-3)

样本制备区需配置以下仪器设备 z

一一-2 'C~8 'C冰箱 5

20 'C冰箱;

一一高速台式冷冻离心机(4 'C ,12000 r/min); 

混匀器;

一一常最加样器(0.5μL、2μL、5μL、 10μL、20μL 、 50μL、 100μL、 300μL、 1000μL) ; 

一一可移动紫外灯(近工作台面)。

C. 2. 2 反应混合物配制区

反应混合物配和j区需配置以下仪器设备 z

2 'C~8 'C冰箱 5

20 'C冰箱，

手掌式离心机(3 000 r/min); 

一-tl昆匀器;

→一微量加样器(0.5μL、2μL、5μL、 10μL 、20μL 、50μL 、 100μL、 300μL、 1000μL) ; 

可移动紫外灯(近工作台面)。

C. 2. 3 检测区

检测区需配置以下仪器设备=

一一荧光 PCR 仪(配计算机订

一一移动紫外灯;

一一打印机。
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C. 3.1 样本制备区〈要求在负压实验室或具有三级生物安全实验室内进行操作)

样本制备区的功能及注意事项如下:

标本的保存，核酸提取、贮存及其加入至扩增反应管，在样本制备区进行。

避免在本区内不必要的走动。可在本区内设立正压条件以避免邻近区的气溶胶进入本区造成

污染。为避免样本间的交叉污染，加入待测核酸后，应立即盖紧含反应混合液的反应管。

用过的加样器吸头应放人专门的消毒(例如含次氯酸纳溶液〉容器内。实验室桌椅表面每次工

作后都要清洁，实验材料(原始样本、提取过程中样本与试剂的混合液等〉如出现外溅，应作清

洁处理并作记录。

一一对实验台适当的紫外照射(波长 254 nm，与工作台面近距离)有助于灭活去污染。工作后通过

移动紫外线灯管来确保对实验台面的充分照射。

C. 3. 2 反应混合物配制区

反应混合物配制区功能及注意事项如下 2

试剂的分装和反应混合液的制备在本区进行。

一一用于标本íli'J备的试剂应直接运送至反应混合物配制区，不能经过检测区，在打开含有反应混合

液的离心管或试管前，应将其快速离心数秒。

在整个本区的实验操作过程中，操作者应戴手套，并经常更换。工作结束后应立即对工作区进

行清洁。本工作区的实验台表面应可耐受诸如次氯酸销等化学物质的消毒清洁作用。

实验台表面用可移动紫外灯(波长 254 nm)进行照射。

C. 3. 3 检测区

检测区功能及注意事项如下:

基因片段(病毒 RNA 或 cDNA) 的扩增及扩增片段的分析在本区内进行。

本区注意避免通过本区的物品及工作服将扩增产物带出。为避免气溶胶所致的污染，应尽量

减少在本区内的走动。

完成操作及每天工作后都应对实验室台面进行清洁和消毒，紫外照射方法与前面区域相同。

如有溶液溅出，应处理并作记录。本区的清洁消毒和紫外照射方法同前面区域。

使用时的注意事项

在检测过程中，应严防不同样品间的交叉污染。

反应液分装时应避免产生气泡，上机前检查各反应管是否盖紧，以免荧光物质泄露污染仪器。

L
V
C
C
C
V
M
A

、

E
E

备工您m镀功能及注意事项ιa 

C.3.4 
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