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1. BHEREAN
%5 HB-710-2

EAL % (Hemorrhagic disease of grass carp) FEEYLYELMMMNE M, JET-RAE
80%LA Lo HEVR/KHEERLf, GnfiE e, GG, 60, 6L EBOA IR REIR, (2] DA R R Bl b
3% . ZIREKIR R T20°C L ERRAT, 25~28°C AT mig. & WA NIR S . Rk
s, BEEFNEE IR . BT, AT LA IR SCIRERHOIR e if . RIS RS, wT i
e, FF. PRFe e R R H . 6 RN E A PR FE (Grass carp reovirus, GCRV) , &7K
AR IR # R (Aquareovirus) HIRG . R AN EAATOnmIERTE IR, HXEAKTT, LHEME, &
BHUAF BAUEERNA . AR F B RN vk (L1 L2, L3, K/hfE4. Okb~3. 7kb)  H (M4,
M5. M6, K/NFE2.5~2.0kb) . /)N (S7. S8, S9. S10. S11, K/NEL. 6~1.0kb) =4. fEAR[FEH
XAFAEDT M . BRI B %o 40 B A BRI AN X 8 () 55 18— ZE R Bibk. ZEMRELR
W A AN LB ACER PR GCRV-8T3 MRk, BEFECO. CIKEEAHMYH KM 5E H HICPE, fEAR
DL AR IR ;. GCRV-9014 iA1bRE, AETECIK. CO4NME A KB4 AE, (HAF=ACPE, JFEIR DAL H
M. EZERR 4 GCRV-90144k FIGCRV-87 34K ) [F) Y5 4 A< 51181%.

N EREA R (GCRV) REAG I AN 0 7T 75 2, A 5] AR AR HE SN/ T3584-20 13 % £
H LT A 28 43 AR R S A M GCRV-90 LAWK 5 (1) 5| W7 51 e HAB A S HCE HOR bR, FEAR A | ™
)7 i o B DR E A R T AE PP AR o B DRAS ) S R A v A I K . AR B A Pk
REL R WM. 28 BTSRRI Z SRS A .

2. AHEHRK

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

AT EH RS AR
IRTEHUAT:  RPER AL 15ml X 2 %
BIRY 7. DEPC /K Iml X 1 %

GCRV-9014 RT-PCR [ M T50uLX 1 4
MR A 60uL X 1 4
[HEREFapiE Iml X 1 %
GCRV-9014 BH 4%t i Iml X1 %

(= A%PRAR IO A] A P AR 23 =] 257 B SR U R SE DA D5 A8 ) O 285 RNA A G FR Bl &)
3. BEARE, Fkisk
3.1 FEACREE: PTHHURE S A AN i e K R T
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HUpr et (R ZINERS CFFS Moy T, B 2g T OB K IFHET W 78 738 B, 0 5ml PBS

AT, 2 000r/min &0 10min B IEH NTCR B O 25 F o BODUA T 58 240 s A2 1 48 i B T

Rl

3.2 47I: WHEGHIREATE 2 C—8 CHAF T IRAFRAET 24 hy -70 CRATFAIKWILRAE, (H NG

TS RRL (B2 R 3 U0 .

3.3 1B RAVKAEBERME INUK S B 31T 1850 .

4, —35¥E RT-PCR #3
4.1 BiE 5

4.1 1 FEARIIALEE (FEREARRI X T -

4.1.1.1 BUn NMKEM 1.5 nl Eppendorf &, JH n PR FE 55 BT BRIAT CRHMEXSREL [T
SRR RA G OAR D, ibrid. (F: SFIEH KR R EBEN PCR RN, T8
REUZR)

4.1, 1.2 RN 600 L 2R, 0 BIIIANATFEAFIIPEXT RE - 200 uL, — A FEA A — ANk
Sk, FIN 200 pL &4, RAIE ERGES 5 s ORBER T9m%, P2, tHarblH
FEWFEVES) , T 4°C 12 000 r/min 2.0 15 min.

4.1.1.3 BU5 4. 1. 1. 1 MFE%E KHE R 1.5 nL Eppendorf &, M 500 pL AR (-20CHIA)
bric. TREL 4. 1. 1. 2 BB R LIEWEEF SN E T, EERN 2 /IR E 5000, ASRETR
HAEE, EEES .

4.1.1.4 T4 C. 12 000 r/min &» 15 min (Eppendorf &I IR EFEH B O T B , /D
O3 25 B3, B8 TRKAR L, iR O R S ATE I OK ARAS [ b 5 35 F) 5 N 600 pl 75%
CWE, HUEIHE.

4.1.1.5 T4 °C. 12 000 r/min &> 10 min (Eppendorf B I {RFHAS O RIRE) » /b
O B3, B8 THOKA L, REN TR CRFERESITERKRA RS .

4.1.16 4 000 r/min B§.0» 10s (Eppendorf B MIRFFFAB QAT MRED , K& RE ERFRR
WAARREE R, ANOEIE B, AMEINFESEHETRT, —OrEREH— Mk, TEAE
WERGYE T, ZETHE 3 nin, ARG T4, D% RNA A%,

4.1.1.7 JNA 11 pL DEPC K, #AZIRE], VARERE LI RNA, 2 000 r/min 85005 s, K EIRIEE
Flo $EHUH RNA ZIAE 2 h (WdEAT PCR I3 2 R KRN E -70 "CIKAH
[tBal 28 O RNA HERGRBUORF & B) (585 HB-QPCR-01) i, B 5 (i PLfiEfEL
IR -

¥E: BEEUK RNA Z7E 2 h WiE/T PCR ¥ 3Y; HFREKHRFIURE-70 CHKAEN .

4.2, RFEE

4.2, 1y 38aE g (FE R MIRA VIR H X 3T -
AR T B o H L R S B — S ART-PCR s M« RT-PCRIE&T B, 76 IR FRlfL/S, 2 000 r/min
B05 so VTR —DVERT-PCRACIMAAE n,  HorPn B AG AR s BH X B85 B e B A, BN
R S B AR AR L R 2.
F 2 BRI SR IBRR RLAA AR 2R
A RT-PCR 5 B RT-PCR V& &5 il
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& 15 L 1.0 uL

AR IR it OB T B SR A &, A BE B BE h, RRE A, A
—IBVERT-PCRE & 04515 nL, HREMARLFX.
4.2.2 TNFE CAEREARACBEIXHEAT) -

FE & BE I — ERT-PCRAE Hh 20 NN _EIRFEAAL D R4, 1. 1. 7Trh ] 5 IORNATR VLA 10 n L, 52
A 500 r/mingS0r30s.

4.3, Kl CFERRI X#4T):

Kd. 2. 27 B0 A FIPCRAE TRNPCRATINAX Y, ACFAEASRIRY . FEIA AT e E W T
BB 42 °C/30 min;

M 94 °C/4 ming

FE=MrE: 94 °C/1 min, 55°C/1 min, 72°C/1 min, 30MEH;

VUM B, 72 °C/8 min;

FHME, 4°C 17,

4.4 BRASHEHIK

FH FLUK Z2 P 2% 1. B% B ARBE B IR TR o B P AR AP LKA, 8 P bk G2 e i M e I
[flo K510 u LEF SHPCRY G F= M AAH S HL VK EFESMR (Loading Buffer) % LUHIVRS] G IMAFE S FLo
TE HL YK B B STDNARRHE > T RAEXT IR . 5 V/emFIK£90. 5 h, SVREYE BRI 12 1. fERAMT T
BEE IR BB SR AMZE G N S 2 A S T R e R DNA L KT, ddidF il % .

5. HRAE

5.1 —ERT-PCR /5 BH % B8 B — 24 320bp [RIDNAF By o 914 5ot BE RN 28 1 ok FR VR B A% R vy
5.2  FRNFESHAEFIN 320 bp DNA 78 B, WA

6. HIBEARER

F: 5’ -acgtg cgatt ggaag agctt— 3’

R: 5’ —agttc tcaaa gctga gacag— 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。(注：试剂盒中的阳性对照直接作为PCR检测的模板，无需提取核酸)
	4.1.1.2 每管加入600 (L裂解液，分别加入被检样本和阴性对照各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）：

