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E #hf0 F FAERSHIEN  SEREESE RT-PCR 3%

1 SEE

RAFFE R T EFAIEFR A= il s 2 AN SIS 2% )6 8 BRT-PCRYEYS A I ATERT & S JREL ., 7
AARE, ACEs 3% KD BRI AR TR,
A A TS P S2 I 58 i 58 BRT-PCRYE G ER AP 245 [ 18 975 T A% R RGN

2 MetsIRAxH
ASSCAFBA MNEAE 51 S0
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N AUATE A E SOE R T A
3.1
HR7iEfRE bovine enterovirus, BEV
TETE B BE 40 b 58, 51 s 2 B8 V5 B3 RE 1 JER L SR R I A A IR s 25 B o 28 i 1 I o
I BE R AR AN RER R (A~L) , FERYAZERBEY (BEV-E) FIFFBEV (BEV-F)
3.2
RAREEE reporter
E— MR FAT, AT RINAEYE R FiEE YA S B — PR ik 11 22 5
3.3
WRICHENEMRA black hole quencher, BHQ
TR IR I RE, R Ay R ae B LA T R RE B, AT 98 a2 B Tevk ke I — R Rg
B 2 e R AL &)
3.4
SERTREESE RT-PCR  real—time fluorescent quantitative RT-PCR, gRT-PCR
ARSI PCR Sz M sk F2 B 1 5 615 5K e Al H AR IR & 2 — P ar TR R .
3.5
6-BEWINE 6b-carboxyfluorescein, FAM
—Fh 32 B AR A bR 1C R IE R e K [F 4 i Ak
3.6
Ct{E ocycle threshold, Ct
e N B 7 51 1 76 615 518 B 1 BB BT 48 71 RPCRAE P44k

4 YEREIE

I il e N

EDTA: . %P 2.8 (Ethylene diamine tetraacetic acid) .
LB: Luria—Bertani.

PCR: B&EF8E U< M. (Polymerase chain reaction) .

PBS: B2 £h 22 P (Phosphate buffered solution) .

5 [RiE
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6.1 FREZELIZEUATIFN oRT-PCR # 1E1x 5

B3 FH 7 ol A R0 B AL IR HE B 7 & A qRT-PCRY™ 45711
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BEXIBEV-EANBEV-FAE K 417 51| 34 [/ (DR 53 X 3, et —xber il 51 A0 — 24 e VE DO IR e, TS
HEFK/NN101 bp.e SIHIATERET P A7 WK T

®1 SIMERAIRSFT

EIRZEZ S Fa (5" -3 )
BEV i 519 CCGTGAATGCTGCTAAYC
BEV i 519 GTACCGAAAGTAGTCTGTYC
BEVZ SR ET FAM-CGCACAAWCCAGTGTTGCTACG-BHQ1

6.3 PBS
B 7 AL I TE 0. 01 mol/L pH 7.2 PBS.
6.4 TA wEpERIEREEA
L35 FH i A RO TA T B R A
6.5 LBIEFE
i) £ 4L B SRA
6.6 FAREUAFIE
B3 FH 7 A 0 RS B
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EEkY/ koo
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& AR A A 0Pl B0y 12 000 g 2.

HEMEE: 2.5 nL, 10 pL, 100 L, 200 uL A1 000 wL Z5EA[FEFEHHRE.
UKF: 2 C~8 CHI-20 CHLLAF.
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8.1.2 tALMES
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SEAG S L RIS I B E -20 °C R LU {RAF3 d~5 d N SE RSNl -

8.1.3 £M#mHm
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9.2.1 qRT-PCR §/ 1#&{Kx %
20 wLRMER, AR LK.
%<2 qRT-PCR §/ ##{K &R

Sl PR
aRT-PCR—VEY S IR (6. 1) 10 uL
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9.3.2 PHMXIER
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FREE IR0 g, TEREREUIS g, EALEN10 g, INAZE/K A1 000 mL, FH1 mol /LA A A HN A HH i pH
£7.0, 121 CEEKFE20min, AHE =R EL CHALE.
A.2 LB EfkIEFE
JEE IR0 g, BERHREUIS g, S&ALEN10 g, IIXZE/KZETL 000 mL, FH1 mol/LHE AN AT
pHIEZT7.0, RGNS gBifleks, 121 Cak K20 min, fFAH1E50 C~60 C, IMAREEFEER
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Bedl 1 000 mLEE S ARAEH: 0.01 mol/L PBS (pH7.2) 800 mL, HyH200 mL, L77E T 443 g. —20 Clig
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CCTCCGGAGCCGTGAATGCTGCTAATCCCAACCTCCGAGCGTGTGCGCACAAACCAGTGTTGCTACGTCGTAACGCGTAAGTTGG
AGGCGGAACAGACTACTTTCGGTACTCCGTGTTTC



T/GXAS 969—2025

2 £ X M

[1] GB/T 6682 4TS5 = FH /KBRS FIREE /71
[2] GB 19489 =LIG=E AWz 4nidfEsR
[3] NY/T 541 HBEIZEFENRE. RAF 5B ARMIE




e N RN [ 44 b
BRI E R 24 iz 38 55 25 14 s )
S 5 E BRT-PCRYZ:
T/GXAS 969—2025
I P AR AEA 2 G — E
IRINER ZIRLR



	前言
	1　 范围
	2　 规范性引用文件
	3　 术语和定义
	4　 缩略语
	5　 原理
	6　 试剂和材料
	6.1　 病毒核酸提取试剂和qRT-PCR扩增试剂
	6.2　 引物和探针
	6.3　 PBS
	6.4　 TA克隆用连接试剂
	6.5　 LB培养基
	6.6　 质粒提取试剂盒

	7　 仪器设备
	8　 样品
	8.1　 样品采集
	8.1.1　 拭子/粪便样品
	8.1.2　 组织样品
	8.1.3　 全血样品

	8.2　 样品处理
	8.2.1　 拭子/粪便样品
	8.2.2　 组织样品
	8.2.3　 全血样品


	9　 试验步骤
	9.1　 核酸提取
	9.2　 核酸扩增
	9.2.1　 qRT-PCR扩增体系
	9.2.2　 qRT-PCR扩增条件

	9.3　 阴性及阳性对照
	9.3.1　 阴性对照
	9.3.2　 阳性对照


	10　 结果判定
	10.1　 质量控制
	10.2　 结果判断

	附录A  （规范性） 试剂配制
	A.1　 LB液体培养基
	A.2　 LB固体培养基
	A.3　 样品保存液

	附录B  （资料性） 重组质粒标准品制备方法及序列
	参考文献



