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1. BHERAN
%5 HB-703-2

P BV HA L DML, o B P S IR IS 25 (VHSVD) B G BT 7= A (1 — o LR B M e
IR EE S B E TR, EFER 2 KRR K IR . Oy BT S R I Bl m Rk, AN R
Gy RIRIET:, SRR R IR AR SR, REfE—4EDUZ ﬁﬁ,ﬁm,ﬁ%ki%%émﬁi
THEE W, s BT, R3S, HAT 6755,

T IE N S I OMCAE P B (VHSV) PRSI R AL 75 22, ARA R S5 2015 4
OIE /KA Wi iz Wi Tt 2. 3. 9 LR MBI PP o, &2 S5 KRG, TFRAEF T AR5
& MAARFISIATN R A YOE ., R K. . S BRERR. N Z AR EERST
SRR P AT R

2. AFEHRK

AR EFEZRY AF] . BARERS W% 1:
# 1 WA (50test/ &)

AT EH RS AR
BIRIRIUAT]: AR A 15ml X 2 4%
BIRY Hi7:  DEPC /K Iml X1 %

VHSV RT-PCR 2 % T50uLX 1 4
MR A 60uL X 1 4
IoF 1 %o MR Iml X1 %
VHSV BH 4% i Iml X1 %

(= AP AT A P AR 23 =] 257 B SR BRI SE DA D5 A8 ) O 28 RNA A ZCFR Bl &)
3. BEARE, F ik

3.1 FEACREE: PTHHURE 834 AN i K R T

HOB et RGNS O i JS B 2g T O Wi KIFIFRT B BR A 78 /0B, 0 5ml PBS
W85, 2 000r/min B5.Cr 10min B N TC R B0 8 4 F o BRIBCA A S 240 Mt s 72 1) 200 8 FH T
imalll8
3.2 fFI: WHE R IIFEALE 2 C—8 CHM T IRIENAKEIL 24 h; -70 CULNAIKMIfRAE, (HREE
G R URRR (B URRR 3 0 .
3.3 igki: KUK ISR INIK S 2 AT 15 M .

4, —P¥k RT-PCR #:

4.1 BART5E
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4. 1.1 FEARIALE (FEREARH) % X BT -

4.1. 1.1 BUn ANKE 1.5 mL Eppendorf 4, A n NBAFE S BHMA:XT HE S B xS B A CFE
YRR, B RRIE R SR O D , fdRid.

4.1, 1.2 RN 600 L 2R, A RIIIABARIFEAR . BIPEXTHE . BHPEXT B 200 pL, —HFEA
e FH— ANk, PN 200 uL &4, RS EIRGIES 5 s (ORREE TRz, DA AR WE,
WA U FEENRSD , T 4°C 12 000 r/min 850 15 mine

4.1.1.3 BS54, 1. 1. 1 MFEEEKE 1.5 nl Eppendorf %, HIA 500 pL SFHEEE (—20°CTHA)
bric. TREL 4. 1. 1. 2 BB LIEWEER SN IE T, EERN 2T E 5000, ASEETR
Hrhlal )z, SENR A .

4.1.1.4 F4 °C. 12 000 r/min &> 15 min (Eppendorf & D {RFHA S O RIRE) » /b
O 25 B3, B TRKAR L, iR O RIS S ATE I OK ARAS [ 5 %5 F) 5 I 600 pl 75%
LW, EUEIVE.

4.1.1.5 T4 °C. 12 000 r/min &> 10 min (Eppendorf & D {RFHA S OHLEE T RIRE) » /D
O 213G, BIE TR L, REWH T CRERESZTEBOKACA R D .

4116 4 000 r/min & 10s (Eppendorf &I L AR FFEH S OHLEC T HED , BERE LR
AR IR, ANOEIE B, AMEINFEZREERT, — ORIk, A E
WG VE—H, FETE3 nin, AT, Ll RNA .

4117 M 11 pL DEPC /K, BB, VAMFERE B RNA, 2 000 r/min B0 5 s, UK EIRFEHR
Flo $RHUHI RNA ZIAE 2 h WidEAT PCR I3 = R E-70 "CIKFHN .

[the]2 M8 O RNA HEURBURF S B) (585 HB-QPCR-01) fHif], B 5 HHhfEiRan
IR -
VE: $REUK RNA ZAE 2 h WHEAT PCR ¥ 3; HHEKPREIME-T0 CKEN.

4.2, RFEE

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

AR T o H R FH S B — B ART-PCR s My« RT-PCRIE& B, 76 IR FRl{L/S, 2 000 r/min
B05 so WHTHR — B ERT-PCRESIILEE U n,  Fordn iAo Sl BH P06 R 55 B P e R P A, A
par S B AR FR IS L R R 2.

% 2 FEARE LIRS B A ZR i )2

il RT-PCR S B RT-PCR V& & il
HE& 15 L 1.0 pL

HREMAARE 5 A T A SRR A &, IO BIE SR BRE , RmREYS, A
— B URT-PCREH & 03515 ul, HBEFRARLHX,
4.2.2 INFE (EEREARRBEX AT -

FE % BLE (1) — AERT-PCRE 40 I IR FEAAL B IRA. 1. 1. 7Trhiil £ (RNAJE R % 10 u L, 75
BAEE 500 r/minSS230s.

4.3, KBl ERWXK ).

B4, 2. 270 B0 J5 FIPCRA TONPCREG AL Y, C SEFEAAR BB o PRI E T -
F—HrB: 42 °C/60 min;
BB 94 °C/4 ming
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EZMBE: 94 °C/1min, 52 °C/1min, 72 °C/1 min, 30/MEH:
HEPUREE, 72 °C/8 min;
FEHWE, 4°C {#4E.

4.4 BRASHEHIK

P LUK G ] 45 1. SO PRI BR HEE B T AR o R P ASUBN ZKT- RGNS, {8 L K 2 R A M
[l o H4FE S PCRY 1Y =W FIAH B FYK EAEZE MR (Loading Buffer) % HLlVRAIfE INAFE AL, TEH
VKBS B SZDNARRAE S FRAE X I 5 V/emIIKk£90. 5 h, 4IRE I FA I 5 1k EERAMT T Bl
JBE AR AX PR 58 AN S S SR 15 4 G AT PO (ke  PEDNA R, FAERIF IR

5. ZRHE

5.1  VHSV—#31:RT-PCRJE FH A HE H L — 25505 bpIDNAF B o [ 48 of HE RN 4% 19 0 BE B8 1% A% BR A
5.2 fHIEESLTEARRE 505 bp DNA A7 B FAay, WA BH M.

6. BEARER

F: 5’ —ATG-GAA-GGA-GGA-ATT-CGTGAA-GCG-3’
R: 5" -GCG-GTG-AAG-TGC-TGC-AGT-TCC-C-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）：

