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蜜蜂囊状幼虫病荧光PCR检测方法

1 范围

本标准规定了蜜蜂囊状幼虫病荧光PCR检测方法。
本标准适用于蜜蜂及其幼虫中囊状幼虫病的检测。

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

3 试剂和材料

除非另有规定,仅使用分析纯试剂。所有试剂均用无RNA酶污染的容器(用焦碳酸二乙酯水处理

后高压灭菌)分装。

3.1 水,GB/T6682,三级。

3.2 蜜蜂囊状幼虫病毒。

3.3 引物和探针,上游引物F1(10pmol/μL):5’-AAGTTGGAGGCGCGYATTTG-3’,下游引物

R1(10pmol/μL):5’-CAAATGTCTTCTTACDAGAAGYAAGGATTG-3’,探针P1(5pmol/μL):

5’-FAM-CGGAGTGGAAAGAT-TAMRA-3’。

3.4 磷酸盐缓冲盐水,配制方法见A.1。

3.5 总RNA抽提试剂。

3.6 氯仿。

3.7 异丙醇。

3.8 75%乙醇。

  注:用新开启的无水乙醇和焦碳酸二乙酯水配制。

3.9 焦碳酸二乙酯处理的水。

3.10 反转录酶。

3.11 RNA酶抑制剂(40U/μL)。

3.12 5×反转录酶缓冲液。

3.13 10×PCR反应缓冲液(含镁离子)。

3.14 DNA聚合酶(5U/μL)。

3.15 三磷酸脱氧核糖核苷酸(dNPTs每种浓度均为10mmol/L)。

4 器材

4.1 荧光定量PCR扩增仪。
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