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鸭肝炎病毒1型和3型双重RT-PCR检测方法
1 范围
本标准规定了鸭肝炎病毒1型（DHV-1）和鸭肝炎病毒3型（DHV-3）双重RT-PCR检测方法的技术要求。
[bookmark: _Hlk8914804]本标准适用于鸭病变肝组织、接种疑似病料的鸭胚尿囊液或细胞培养物中DHV-1型和/或DHV-3型核酸的检测。
2 缩略语
下列缩略语适用于本文件。
DHV：鸭肝炎炎病毒 (duck hepatitis virus）
RT-PCR：反转录聚合酶链式反应（reverse transcription-polymerase chain reaction） 
RNA：核糖核酸（ribonucleic acid） 
DNA：脱氧核糖核酸（deoxyribonucleic acid）
DEPC：焦炭酸二乙酯（diethylpyrocarbonate） 
Taq酶：Taq DNA聚合酶（Taq DNA polymerase） 
dNTP：脱氧核糖核苷三磷酸（deoxy-ribonucleoside triphosphate） 
M-MLV：莫洛尼氏鼠白血病病毒（moloney murine leukemia  virus） 
PBS：磷酸缓冲液（phosphate buffer solution） 
TAE：Tris-乙酸电泳缓冲液（tris acetate-EDTA buffer）
EB：溴化乙锭（ethidium bromide）
3 主要仪器
3.1  PCR扩增仪。
3.2  台式低温高速离心机（最大离心力12000 g 以上）。
3.3  电泳仪。
3.4  凝胶成像系统。
3.5  冰箱（-20 ℃；-80 ℃）。
3.6  微波炉。
3.7  分析天平（准确度0.01 g以上）。
3.8  水浴锅。
3.9  微量移液器（2.5 µL ；10 µL；200 µL；1000 µL）。
4 试剂和材料 
4.1  RNA抽提试剂：Trizol或其他商品化RNA提取试剂。
4.2  氯仿、异丙醇、无水乙醇。
4.3  M-MLV反转录酶。
4.4  RNA酶抑制剂。
4.5  DEPC处理的灭菌水。
4.6  Taq DNA聚合酶。
4.7  dNTP。
4.8  DNA分子质量标准（DNA Marker）。
4.9  RT-PCR反应试剂。
4.10  EB（10 µg/µL）或核酸染料。
4.11  磷酸盐缓冲液（PBS，0.01 mol/L，pH7.2），见附录A中的A.1。
4.12  50×TAE电泳缓冲液，见附录A中的A.2。
4.13  1%琼脂糖凝胶，见附录A中的A.3。
4.14 引物：DHV-1扩增上游引物，5’-GGTGATTCTAACCAGTTGGGG-3’，下游引物，5’-TTCAATTTCCAGATTGAGTTCAAA-3’ ； DHV-3扩增上游引物，5’- GATGTAGTTATGGTGCTTAGACGC-3’，下游引物，5’-ACGAACCAGCCATTGACG-3’ ，引物浓度均为 10 pmol/µL。
4.15 阳性对照样品：DHV-1和DHV-3鸭胚接种尿囊液毒；阴性对照样品：正常鸭胚尿囊液。
5样品的采集及处理 
5.1  采样工具 
15 mL 离心管、1.5 mL 离心管、剪刀、镊子和研钵，经121（±2）℃， 15 min 高压灭菌并烘干。 
5.2  采样方法
5.2.1  鸭病变肝组织 
采取病死或剖杀鸭的肝组织1 g 左右，按1:5倍体积加入PBS，研磨冻融3次，装入15 mL 灭菌离心管中， 8000 g 离心10 min，取上清液转入1.5 mL 离心管中，-80 ℃ 保存备用。 
5.2.2 鸭胚尿囊液和细胞培养物 
鸭胚尿囊液、细胞培养物冻融3 次，转入1.5 mL 离心管中，-80 ℃ 保存备用。
6  RT-PCR检测
6. 1  RNA提取
6.1.1  用Trizol或其他商品化RNA提取试剂提取待测样品、阳性对照和阴性对照样品的RNA。
6.1.2  200 μL 的样品和800 μL Trizol置于一个1.5 mL 离心管，反复颠倒混匀，室温静置5 min。
6.1.3  12000 g  4 ℃ 离心5 min，吸取上清液移入新的离心管中，加入200 μL 氯仿，用手剧烈振荡15 s，室温静置5 min。
6.1.4  12000 g  4 ℃ 离心15 min，吸取上清液移入新的离心管中（注意不要吸出中间层），加入等体积异丙醇，上下颠倒混匀，室温静置10 min。
6.1.5  12000 g  4 ℃ 离心10 min，小心弃去上清液，加入75%乙醇1 mL（DEPC水配制）。
6.1.6  12000 g  4 ℃ 离心5 min，弃去乙醇，室温干燥2~5 min，加入适量DEPC水，-80 ℃保存备用。
6.2  反转录 
6.2.1  在PCR反应管中依次加入：
Oligo dT Primer 1 μL，dNTPs(10 mM) 1 μL，检测样品RNA 3 μL，DEPC水6 μL。
6.2.2  水浴锅或PCR仪中，65 ℃ 作用5 min，冰上急冷2 min。
6.2.3  在上述反应管中再依次加入：
5×RT Buffer 4 μL，RNase Inhibitor（40U/μL ）0. 5 μL，M-MLV反转录酶（200U/μL ）1 μL，DEPC水3. 5 μL。
6.2.4  PCR仪中， 42 ℃ 作用60 min，再70 ℃ 作用15 min，-20 ℃ 保存备用。
6.3  PCR反应体系：
10×PCR Buffer 2.5 μL，DHV-1和DHV-3上游引物各1 μL，DHV-1和DHV-3下游引物各1 μL，dNTPs(2.5 mml/L) 2 μL，Taq DNA聚合酶0.25 μL，反转录产物5 μL，灭菌去离子水11.25 μL。
6.4  PCR反应条件： 
[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK4]94℃ 预变性5 mi n后；94℃ 1 min，52℃50 s，72℃ 1 min，35个循环；最后72℃延伸10 min。
6.5 电泳  
将PCR扩增产物5 μL 与2 μL 上样缓冲液混合，点样于1%琼脂糖凝胶板加样孔中，琼脂糖凝胶板一侧点样孔加入DNA Marker ，缓冲液为1×TAE，以5 V/cm 电压电泳30 min 左右。 
7 结果判定
当阳性对照在预期大小的位置720 bp 和642 bp 出现特异性条带，阴性对照均未出现预期大小目的条带时，实验结果成立。被检样品在720 bp 位置出现特异性条带为DHV-1核酸阳性，被检样品在642 bp 位置出现特异性条带为DHV-3核酸阳性。
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附  录  A
（规范性附录）
试剂配制
A.1    0.01 mol/L pH7.2磷酸盐缓冲液（PBS）的配制 
A.1.1   0.2 mol/L磷酸氢二钠溶液：称取磷酸氢二钠（Na2HPO4·12H2O）  71.6 g，先加适量灭菌去离子水溶解，最后定容至1000 mL，混匀。 
A.1.2   0.2 mol/L磷酸二氢钠溶液：称取磷酸二氢钠（NaH2PO4·H2O）  27.6 g，先加适量灭菌去离子水溶解，最后定容至1000 mL，混匀。 
A.1.3  量取0.2 moL/L磷酸氢二钠溶液36 mL，0.2 mol/L磷酸二氢钠溶液14 mL，称取氯化钠8.5 g，加灭菌去离子水800 mL，调pH值至7.2，最后定容至1000 mL，4℃保存。 
A.2   电泳缓冲液（50 倍） 
A.2.1  0. 5 mol/L乙二铵四乙酸二钠（EDTA）溶液（pH8. 0） 
     二水乙二铵四乙酸二钠（分析纯）                18.61 g 
     灭菌双蒸水                                    80 mL 
     氢氧化钠（分析纯）                           调pH至8.0 
     灭菌双蒸水                                    加至100 mL 
A.2.2   TAE电泳缓冲液（50×） 
     羟基甲基氨基甲烷（Tris）（分析纯）               242 g
     冰乙酸（分析纯）                                57.1 mL 
      0.5 mol/L乙二铵四乙酸二钠溶液(pH8. 0)            100 mL 
     灭菌双蒸水                                      加至1000 mL 
A.3  1%琼脂糖凝胶 
    琼脂糖（电泳级）              1 g 
    1×TAE电泳缓冲液            100 mL 
    微波炉中完全融化，降温至60 ℃ 左右，加EB或核酸染料5 μL，均匀铺板。
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