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1. BHEREAN
%5 HB-702-2

Fe e ML 8S B IRILIN, 2 A JEE T ORI A i I 8 B RS0 (THNV) JEe2f R 24
R e £ a8 AN ek Ao £ SR BT A ) — P B VRO . By IRKEh A 1 T R SL A, AR KRR
WG ZLRRRIS R PE AR E RS . L P LA i B A OV BRI, 2 Al i By ik, HIWRE R,
O SRR 2 ik 50%-100%. AR kA, IRERIVIE Z W, 7K 8-12° CH AiRtiT k.

N T ENAR GG M8 BRI (THNV) PRI IR M 2, AR 5% 2015 4F
OIE /KAEZNWFIR I M 2. 3. 4 PRUERI ST, G2 RSB & RGN, TR T A5
o NAAHGIATRI AR R i AET. BRSO 2 A A
SR R R

2+ WIS

WA AR EFEZIRY 1. BRI 1.
£ 1. WA EAHKR (50test/&D

R &L A
IR IO AL BRARI 15ml X 2 &
Y 15k77:  DEPC 7K Iml X1 %
THNV RT-PCR &2 Wi 750pL X 1 &
IR A 60uL X 1 &
) 1 %t B Iml X1 %%
THNV FH XS e Iml X 1%

(= LIRS O AT A P AR 23 =) 257 (R e ORI SE DRAE D5 (8 K O RNA AU Bl &)
3. FEARE, FHAEH

3.1 FEACRAEE: BT FEURE 28 M 20 4R i R K B IR BT

BUH S A 2% CFF Wi IR B 2g T O8eid KE I THmHA 78 20 01 B, i 5ml PBS
JRA], 2 000r/min &0 10min B 3G NTCHR B0 25 F o B AT S 40 A2 O 40 i Bl
yioRill8
3.2 fFI: WHEJSIFEARLE 2 C—8 CHA T IRMAFERMAE 24 hy 70 CLAUN KRS, (HNEE
TR VRAL (B2 R 3 O .
3.3 B RAVKEBHEEM MK & B 3T 125

4. —B¥E RT-PCR Al
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4.1 BAEJ573%

4.1 1 FEARIIALEE (ZEREARI X HEAT) -

4.1. 1.1 BUn ANKE 1.5 mL Eppendorf 4, L n SNBEATFE . BHAM:XT B8-S B xS B Fn CPH
PR BT BRTE R & A OAn D, fdbRids

4.1. 1.2 BEMA 600 uL 2R, 2 BIIMANBAIFEAR . BIPEXTIE. BHPEXT RS 200 pL, — M FEA
B — Ak, FEIIN 200 uL &0, VRAIES BIRGIRS) 5 s Chet Tz, Ller=Efib)2,
WATLLHFEHFERS)D . T 4C 12 000 r/min B0 15 min.

4.1.1.3 BS54, 1. 1. 1 MIFEEEKE 1.5 nl Eppendorf 4, HIA 500 pL SFHEEE (—20°CTHA)
fHbric. WEL 4. 1.1, 2 B8 i LG S MM E R,  EiERN 20 E 500ul, ASAETR
HriE ), EENES .

4.1.1.4 T4 C. 12 000 r/min &» 15 min (Eppendorf &I IR ER A B ML BT MCED , /D
O8] 22 i 18 B FOKAR L, 35T ORRFE S OK ARAN R 5 1) 5 I 600 ul 75 %
LW, EUEIVE.

4.1.1.5 T4 C. 12 000 r/min & 10 min (Eppendorf &I IR B O MCED , /D
O B, BIE TR L, REWHTHE CRFEFESITERKAA R 5T S

41.1.6 4 000 r/min B0 10s (Eppendorf & D RFFFA SO T A ) » B E AR LR 4
AR R, ANOEIE B, AMEINFEZEERT, — ORIk, TEARE
EREVCE—T, EI T3 min, gt T4, Pl RNA AN

4117 JMA 11 pL DEPC /K, REIRS), VAMAEEE LR RNA, 2 000 r/min B0 5 s, UK EORAFA
F . $ZEUF RNA Z07E 2 h (NiE4T PCR Y4 5 T KR AU E -70 CUKFEN .
[thrar 208 Opag RNA A URBOGAF & ) (585 HB-QPCR-01) flifH, B 5@ PLdEH
ZIR]Y .

VE: $REUK RNA ZAE 2 h WHEAT PCR ¥ 3; HHEKPREIME-T0 CKEN.

4.2, WoER

4. 2. 1 BRI (TE R SIRE VI HIX 3T -

M7 P B A S ) — 22 EERT-PCRI MR« RT-PCRIB& B, 7205 FAtdL/E, 2 000 r/min
B05 so WHTHR — B ERT-PCRESIILE S N,  Forn Bl i St BH P R B P e R P A, A
AR s AR AR ) L R R 2.

F 2 BRI R B R B R

el RT-PCR J% J% #i% RT-PCR J& &1l
& 15 vl 1.0 uL

FRPEMAARE S A T A SRR A &, IO BIE SR BRE F, RREYS, A
—BVERT-PCRE 433515 ul, HBEMALIHX,
4.2.2 INFE (EEREARRBEX AT -

FE & BOE ) — VERT-PCRE 43 AN FIRFEA L FE AP PR, 1. 1. TR i) RNAVE MR- 10 u L, 3
B E 500 r/minSS230s.

4.3, KW (FERW X HEAT):

$4. 2. 2 B0 J5 IPCRAE TN PCRES AL N, 1 SRR BT o JEIR A BT
B 42 °C/30 min;
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(AR I = _Malcyon

FHrE: 95 °C/2 min;

=B 95 °C/30sec, 50°C/30sec, 72°C/1 min, 40PE¥F;
SEPUR B, 72°C/10 min;

BB, 4°C fRAE.

4.4 BRASHEHIK

JHFBK Gt 4% 1. SO BR MR BT AR o R PRSP HL IR, {8 PRk 8 i A 4 PR T8 A
Mo K10 w LEESHPCRY G W RIAR . FE K _EREZE P (Loading Buffer) % FLIVR ] Ja IIAKFE AL SL .
FE HLPKI BESZDNABRHE 7> T RAEX . 5 V/emFIKL0. 5 h, 2REY I FAREASRF 1k, ERIMT T
R AR A AR ANE S ' TR IS T 9 AT U s S PEDNA R BK Y, SR FIC k.

5. HRAE

5.1  THNV—#EERT-PCR /5 BH 1t %7 HE H F— 25693 bp KIDNA KT B o [ o HE RN 23 13 06 HE VR A 14 A% TR
5.2  FRIFESHAEFIN. 693 bp DNA 78 B, WA

6. HIEARER

ElEYIEg ]l
F: 5” —AGA-GAT-CCCTAC-ACC-AGA-GAC-3’ ;
R: 57 -GGT-GGT-GTT-GTTTCC-GTG-CAA-3" ;
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	4.1.1.1 取n个灭菌的1.5 mL Eppendorf管，其中n为被检样品、阳性对照与阴性对照的和（阳性对照、阴性对照在试剂盒中已标出），做标记。
	4.1.1.2 每管加入600 (L裂解液，分别加入被检样本、阴性对照、阳性对照各200 (L，一份样本换用一个吸头，再加入200 (L氯仿，混匀器上振荡混匀5 s（不能过于强烈，以免产生乳化层，也可以用手颠倒混匀），于4℃ 12 000 r/min离心15 min。
	4.1.1.3 取与4.1.1.1相同数量灭菌的1.5 mL Eppendorf管，加入500 (L异丙醇（-20℃预冷），做标记。吸取4.1.1.2各管中的上清液转移至相应的管中，上清液应至少吸取500(L，不能吸出中间层，颠倒混匀。
	4.1.1.4 于4 ℃、12 000 r/min离心15 min（Eppendorf管开口保持朝离心机转轴方向放置），小心倒去上清，倒置于吸水纸上，沾干液体(不同样品须在吸水纸不同地方沾干)；加入600 (L 75％乙醇，颠倒洗涤。
	4.1.1.5 于4 ℃、12 000 r/min离心10 min（Eppendorf管开口保持朝离心机转轴方向放置），小心倒去上清，倒置于吸水纸上，尽量沾干液体（不同样品须在吸水纸不同地方沾干）。
	4.1.1.6 4 000 r/min离心10s（Eppendorf管开口保持朝离心机转轴方向放置），将管壁上的残余液体甩到管底部，小心倒去上清，用微量加样器将其吸干，一份样本换用一个吸头，吸头不要碰到有沉淀一面，室温干燥3 min，不能过于干燥，以免RNA不溶。
	4.1.1.7 加入11 (L DEPC水，轻轻混匀，溶解管壁上的RNA，2 000 r/min离心5 s，冰上保存备用。提取的RNA须在2 h内进行PCR扩增；若需长期保存须放置-70 ℃冰箱内。
	【也可参照《病毒RNA柱式提取试剂盒说明书》（货号：HB-QPCR-01）使用，更方便快捷提取核酸】。
	注：提取的RNA须在2 h内进行PCR扩增；若需长期保存须放置-70 ℃冰箱内。
	4.2.1扩增试剂准备（在反应混合物配制区进行）：
	4.2.2 加样（在样本处理区进行）：

