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动物流感检测 A型H1N1流感病毒中

HA、NA的焦磷酸测序检测方法

1 范围

本标准规定了焦磷酸测序技术用于A型H1N1流感病毒及其墨西哥变异株中的 HA和NA核酸

序列检测方法。
本标准适用于A型H1N1流感病毒通用及A型H1N1流感病毒墨西哥变异株的核酸检测。

2 规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件,仅注日期的版本适用于本文

件。凡是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 分析实验室用水规格和试验方法

GB/T18088 出入境动物检疫采样

GB19489 实验室生物安全通用要求

NY/T541 动物疫病实验室检验采样方法

SN/T1193 基因检验实验室技术要求

3 缩略语

下列缩略语适用于本文件。

ATP:三磷酸腺苷(adenosinetriphosphate)

DNA:脱氧核糖核酸(deoxyribonucleicacid)

DEPC:焦碳酸二乙酯(diethylpyrocarbonate)

PBS:磷酸盐缓冲生理盐水(phosphatebelancedsolution)

Pyrosequencing:焦磷酸测序

RT-PCR:反转录聚合酶链式反应(reversetranscriptionpolymerasechainreaction)

RNA:核糖核酸(ribonucleicacid)

Taq酶:TaqDNA聚合酶

4 原理

焦磷酸测序是通过测序引物和PCR扩增单链DNA模板杂交,与DNA聚合酶、ATP硫酸化酶、荧
光素酶、三磷酸腺苷双磷酸酶和底物(APS)、荧光素孵育,逐一加入四种dNTPs(dATP,dTTP,dCTP,

dGTP),如与模板配对,此dNTP与引物的末端形成共价键,释放焦磷酸基团(PPi);ATP硫酸化酶在

APS存在的情况下催化焦磷酸形成ATP,ATP驱动荧光素酶介导的荧光素向氧化荧光素转化,氧化荧

光素发出与ATP量成正比的可见光信号;光信号由电荷耦合检测器(CCD)收集并由软件转化为峰。
每个光信号的峰高与反应中掺入的核苷酸数目成正比。ATP和未掺入的dNTP由三磷酸腺苷双磷酸

酶降解,淬灭光信号,并再生反应体系。
1

GB/T27538—2011




