
附件：

包1试剂要求：

	名称
	规格
	数量

	禽流感H5型普通 RT-PCR试剂盒
	50头份/盒
	4

	禽流感H9型普通 RT-PCR试剂盒
	50头份/盒
	4

	新城疫ND型普通 RT-PCR试剂盒
	50头份/盒
	4

	核酸提取试剂盒
	50头份/盒
	10

	禽传染性支气管炎病毒荧光核酸扩增检测试剂盒
	40 份/盒
	5

	合计
	
	27


一、H5亚型禽流感病毒一步法RT-PCR诊断试剂盒

*【作用与用途】  用于H5亚型禽流感病毒的检测。

*【试剂盒组成】  

	名称
	数量
	保存

	H5 RT-PCR Premix
	1050 µl
	-20℃

	Enzyme Mix
	50 µl
	-20℃

	Positive Control
	50 µl
	-20℃

	Negative Control
	50 µl
	-20℃


【操作步骤】

1.样品RNA提取
按照柱式或TRIzol方法提取样品RNA，作为反应模板。

2.一步法RT- PCR加样体系
	组份
	加样量

	RNA模板
	3.0 µl

	H5 RT-PCR Premix
	21.0 µl

	Enzyme Mix
	1.0 µl

	总量
	25.0 µl


*3.反应程序:

	42℃
	30min

	94℃预变性


	2min



	94℃变性
	30s

	55℃退火
	30s    35个循环

	72℃延伸
	30s  

	
	

	72℃延伸
	5min


4.电泳：

   将PCR产物5-10µl经1%的琼脂糖凝胶电泳，在紫外成像仪下观察结果。

【结果判定】

*阴、阳性对照成立的前提下，在约370bp位置出现扩增带，样品为H5亚型禽流感病毒阳性（如图）。
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【规格、贮藏及有效期】

50份/盒。试剂盒应-20℃保存，到用户手上有效期应≥9个月。

二、H9亚型禽流感病毒一步法RT-PCR诊断试剂盒说明书

*【作用与用途】  用于H9亚型禽流感病毒的检测。

*【试剂盒组成】  

	编号
	数量
	保存

	H9 RT-PCR Premix
	1050 µl
	-20℃

	Enzyme Mix
	50 µl
	-20℃

	Positive Control
	50 µl
	-20℃

	Negative Control
	50 µl
	-20℃


【操作步骤】

1.样品RNA提取
按照柱式或TRIzol方法提取样品RNA，作为反应模板。

2.一步法RT- PCR加样体系
	组份
	加样量

	RNA模板
	3.0 µl

	H9 RT-PCR Premix
	21.0 µl

	Enzyme Mix
	1.0 µl

	总量
	25.0 µl


3.*反应程序:

	42℃
	30min

	94℃预变性


	2min



	94℃变性
	30s

	55℃退火
	30s        35个循环

	72℃延伸
	45s  

	
	

	72℃延伸
	5min


4.电泳：

   将PCR产物5-10µl经1%的琼脂糖凝胶电泳，在紫外成像仪下观察结果。

【结果判定】

*阴、阳性对照成立的前提下，在约490bp位置出现扩增带，样品为H9亚型禽流感病毒阳性（如图）。
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【规格、贮藏及有效期】

50份/盒。试剂盒应-20℃保存，到用户手上有效期应≥9个月。

三、新城疫病毒（NDV）一步法RT-PCR诊断试剂盒说明书

*【作用与用途】  用于新城疫病毒的检测。

*【试剂盒组成】  

	编号
	数量
	保存

	ND RT-PCR Premix
	1050 µl
	-20℃

	Enzyme Mix
	50 µl
	-20℃

	Positive Control
	50 µl
	-20℃

	Negative Control
	50 µl
	-20℃


【操作步骤】

1.样品RNA提取
按照柱式或TRIzol方法提取样品RNA，作为反应模板。

2.一步法RT- PCR加样体系
	组份
	加样量

	RNA模板
	3.0 µl

	ND RT-PCR Premix
	21.0 µl

	Enzyme Mix
	1.0 µl

	总量
	25.0 µl


3.*反应程序:

	42℃
	30min

	94℃预变性


	2min



	94℃变性
	30s

	55℃退火
	30s    30个循环

	72℃延伸
	45s  

	
	

	72℃延伸
	5min


4.电泳：

   将PCR产物5-10µl经1%的琼脂糖凝胶电泳，在紫外成像仪下观察结果。

【结果判定】

*阴、阳性对照成立的前提下，在约530bp位置出现扩增带，样品为新城疫病毒阳性（如图）。
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【规格、贮藏及有效期】

50份/盒。试剂盒应-20℃保存，到用户手上有效期应≥9个月。

四、总RNA 极速抽提试剂盒

*适用范围：动植物组织、细胞、细菌、病毒等

样本量
培养细胞<1×107，组织<10mg，细菌<1×109，体液据所含细胞量

耗时
10 min

产量
100-300μg/1×107细胞，1-6μg/ mg组织，50-200μg/1×109细菌

洗脱体积
25-50μl 

纯度
OD260/280: 1.9-2.1

试剂盒组成 ( Catalog no. 220010  50 次)

RA1
10 ml（仅提取细胞浆RNA时使用）

洗液
60 ml（使用前加入45 ml无水乙醇）

洗脱液
10 ml

内套管，外套管
50套

组织研磨器
需要时另配（提取组织RNA时用）

说明书
1份

操作流程

1.样品处理


培养细胞 <2×106： 悬浮培养细胞或经消化脱落的贴壁细胞离心收集，留下细胞团块和适量上清，使细胞浓度<2×107 / ml，充分震荡直至没有细胞团块，取100μl细胞悬液放入1.5ml eppendorf管中。

培养细胞 >2×106： 如果要提取的细胞量>2×106（但<1×107），先离心收集细胞并去除全部上清，仅留下细胞团块，充分振荡致细胞完全松散（重要），加入RA1液100μl，立即振荡混匀数秒后瞬时离心，吸取100μl上清液放入1.5ml eppendorf管中，立即进行提取。

组织块：新分离的组织或RNAwait中冻存的组织称重后，放入飞捷组织研磨器的钢网中，根据组织重量加入生理盐水（<50mg组织/ml，例如50mg组织加入生理盐水1ml以上），用研磨棒将组织轻轻研磨过钢网，立即吸取过网悬液100μl放入1.5ml eppendorf管中。   


细菌：取培养生长良好的细菌菌液100μl直接放入1.5ml eppendorf管中后进行提取。较稀的菌液取0.5-1ml离心后留下细菌团块及大约100μl上清，充分振荡悬浮细菌，直至没有细胞团块（重要）。

病毒：直接取血清或血浆等样本液100μl，放入1.5ml eppendorf管中后进行提取。样本中有较多红细胞时需先低速离心去除红细胞。

植物组织：鲜嫩植物组织（50mg）在液氮中研磨粉碎组织，待液氮蒸发后加入1ml生理盐水混匀，取100μl放入1.5ml eppendorf管中。

抗凝全血及骨髓：先用淋巴细胞分离液分离获得白细胞后，按照上述培养细胞的方法操作。

血浆、腹胸水、脑脊液、羊水等：样本液混匀后直接吸取100μl放入1.5ml eppendorf管中后进行提取，样本中应无红细胞或仅有少量红细胞，否则需先低速离心去除红细胞。或取腹胸水、脑脊液、羊水等大量液体样本离心，留下底部细胞及100μl上清，充分吹打混匀后吸取100μl放入1.5ml eppendorf管中。

2.RNA提取

1)
在处理好的样本管中，加入RA2液500μl，充分颠倒混匀5-10次，静置1min。

2)
将样本裂解物全部吸入或倒入内套管（已插在外套管中），离心1min。

3)
取出内套管，吸去外套管中液体后放回内套管，加入500μl洗液，离心1min。

4)
重复步骤3再洗一次。

5)
取出内套管，吸去外套管中液体后放回内套管，不加洗液，离心1min。

6)
将内套管移入新的1.5ml eppendorf管中，在膜中央加入洗脱液25-50μl，室温静置1min。

7)
离心1min，获得总RNA。

注：按照标准操作，本试剂盒提取的RNA经验证在4℃放置5天无显著降解。更长时间的保存应置于-80℃冰箱。

五、禽传染性支气管炎病毒(AIBV)核酸扩增检测试剂盒
*【目的】本试剂盒适用于检测发病动物体液、咽或泄殖腔试子或肺脏、肾脏、淋巴结等组织标本以及细胞培养液中禽传染性支气管炎病毒(AIBV)RNA。

*【原理】本试剂盒选取一对禽传染性支气管炎病毒(AIBV)特异性引物和一条特异性荧光探针，应用Trizol 提取RNA，经逆转录酶作用将RNA 转录成cDNA，后者在Taq 酶作用下，配以FQ-Buffer(内含Mg2+、Tris-HCl 等)、四种核苷酸单体（dNTPs）等成分，用一步PCR 荧光探针法对禽传染性支气管炎病毒(AIBV) RNA 进行扩增，从而达到快速检测之目的。

【组成】

名称数量规格

RNA 提取液B 1 管500μl/管

逆转录酶系1 管40μl/管

Taq 酶系1 管40μl/管

AIBV PCR MIX 1 管800μl/管

AIBV 阳性质控品1 管50μl/管

阴性质控品1 管500μl/管

DEPC 水1 管2000μl/管

备注: RNA 提取液A(Trizol Reagents)等另行配备。

【使用方法】

1．RNA提取

1.1 样品处理

固体组织：取50mg 左右组织用玻璃匀浆器匀浆或剪刀剪碎，加入500μl RNA 提取液A（Trizol reagents），研磨或振荡至匀浆状，转移到1.5ml 的EP 管中，室温放置5min。

培养物、试子等液体标本：将标本充分混匀，取100μ液体标本加入500μl RNA 提取液A（Trizol reagents）充分震荡，室温放置5min。

1.2.加入100μl 氯仿，用力震荡15s，室温静置5min， 4℃ 13,000rpm 离心5min。

1.3.小心将上层水相转移到干净离心管中，加300 μl 无水乙醇，另加10μl RNA 提取液B（内含不溶物，使用前室温溶解并充分混匀），充分混匀，13,000rpm 离心1min。

1.4.弃上清，加入500 μl 75%的DEPC 乙醇，充分混匀，13,000rpm 离心1min，小心吸去大部分乙醇。

1.5.将提取管敞口在室温空气中干燥5min 待乙醇挥发干净，用20μl DEPC H2O 溶解沉淀。阴性质控品：取100μl阴性质控品加入500μl RNA 提取液A（Trizol reagents）充分震荡，室温放置5min。后按1.2~1.5操作。AIBV 阳性质控品: 直接取3μl 进行PCR 扩增。

2．PCR扩增

从试剂盒中取出AIBV-PCR MIX、Taq 酶系，逆转录酶系室温融化并振荡混匀后，10,000rpm离心10s。设所需要的PCR 反应管管数为N（N=样本数+1 管阴性对照+1 管阳性对照），每个测试反应体系配制如下表：

试剂AIBV-PCR MIX   逆转录酶系     Taq酶系

用量20μl          1μl           1μl

计算好各试剂的使用量，加入一适当体积洁净离心管中，充分混匀，10,000rpm 离心10s，向设定的N 个PCR 反应管中分别加入22μl，向每管中加入处理后样品(所获得的RNA 样品)或AIBV 阳性质控品和阴性质控品3μl，10,000rpm瞬时离心30 秒。将各反应管放入定量PCR 仪器的反应槽内，按对应顺序设置阴性质控品，阳性质控品以及未知标本，并设置反应体积(25μl)、样品名称、标记荧光基团种类(报告基团为FAM，淬灭基团为TAMRA)和循环条件:

ABI PRISM 7700，ABI PRISM5700，ABI GeneAmp 7000 (需要剪掉反应盖)，ABI PRISM7300/7500(使用8 联管)，MJOpticon(使用8 联管)等使用薄壁管的仪器，循环条件: 42℃→20 分钟，后94℃→2 分钟，后93℃ 30 秒→55℃ 45 秒， 40个循环。

LightCycler 等使用毛细管的仪器，循环条件: 42℃→20 分钟，94℃→2 分钟，后93℃ 5 秒→58℃ 45 秒，共40 个循环。

3. 结果分析判定

反应结束后，使用手动调整阈值使阴性质控品Ct 值在40以上，Ct 值小于38 个循环的为阳性；Ct 值在38-40 个循环之间，为灰区，需要进行重复试验。重复试验之后，如果Ct 值仍然在38-40 个循环之间，判断为阳性，没有荧光值增长为阴性。

【质控标准】

阴性质控品：全部阴性。

AIBV 阳性质控品：阳性质控品的Ct 值均应小于30，且呈标准S型扩增曲线。

以上条件应同时满足，否则，此次试验视为无效，全部试验应重新进行。

*【规格、贮藏及有效期】40 份/盒。试剂盒应-20℃闭光保存，到用户手上有效期≥9 个月。

包1、包2产品均需满足条件如下：

1、中标方应提供产品的原厂证明或生产厂家供货确认函、出厂检验报告或合格证书；
2、在保质期内，须按合同条款提供免费服务，非因操作不当造成试剂损坏由中标人负责包换。
包2试剂要求：
	名称
	规格
	数量

	禽流感A型荧光RT-PCR试剂盒
	48头份/盒
	10

	禽流感H5荧光RT-PCR试剂盒
	48头份/盒
	5

	新城疫荧光RT-PCR试剂盒
	48头份/盒
	10

	合计
	
	25


1、 禽流感病毒通用型荧光定量RT-PCR

*禽流感病毒通用型荧光定量RT-PCR检测试剂盒可用于检测所有15个亚型的A型流感病毒。

*操作过程符合GB/T 19438.1-2004《禽流感病毒通用荧光RT-PCR检测方法》。

（一）试剂构成
试剂盒组成包括应核酸扩增试剂及阴性对照和阳性对照，具体成分参见表一。

*核酸扩增采用了一步法RT-PCR。

阳性对照采用体外反转录RNA。

表一：试剂盒组成（48头份/盒）

	组成成份
	体积

	核酸扩增试剂
	

	DEPC水
	1ml×1管

	RT-PCR反应液
	750ul×1管

	*RT-PCR酶（带盖PCR反应管装）（Promega固体酶）
	1颗/管×12管

	Taq酶（5U/ul）
	12ul×1管

	对照品
	

	阴性对照
	1ml×1管

	阳性对照（非感染性体外转录RNA）
	1ml×1管


试剂盒可用于几乎所有禽类相关样品的检测：包括肌肉组织、脏器、咽喉拭子、泄殖腔拭子、血清或血浆等。

（二）体系扩增

1 扩增试剂准备（PCR前准备区）

从试剂盒中取出相应的RT-PCR反应液、Taq酶，在室温下融化后，2,000rpm离心5sec。设所需PCR数为n（n = 样本数 + 1管阴性对照 + 1管阳性对照），每个测试反应体系配制如下表：

	试  剂
	RT-PCR反应液
	Taq酶

	用  量
	15 ul
	0.25 ul


计算好各试剂的使用量，加入一适当体积试管中，向其中加入n/4颗RT-PCR酶颗粒，充分混合均匀，向每个PCR管中各分装15ul，转移至样本处理区。
2 加样（样本处理区）
在各设定的PCR管中分别加入上述样本处理步骤6.8.中制备的RNA溶液各10ul，盖紧管盖，放入荧光 PCR荧光检测仪内，记录样本摆放顺序。
3 RT-PCR反应（检测区）
3.1 循环条件设置
	Program
	cycles
	Temperature (℃) 
	Incubation

Time(min:sec)
	Acquisiton

Mode

	1
	1
	42
	30:00
	None

	2
	1
	92
	3:00
	None

	3
	5
	92
	10
	None

	
	
	45
	30
	None

	
	
	72
	1:00
	None

	4
	40
	92
	10
	None

	
	
	60
	30
	收集荧光

	  5
	 1
	40
	0
	None


3.2 仪器检测通道选择FAM通道。

4 结果分析条件设定
读取F1通道的检测结果。阈值设定原则以阈值线刚好超过正常阴性对照品扩增曲线的最高点，结果显示阴性为准。或可根据仪器噪音情况进行调整。
5 质控标准
5.1 阴性对照的检测结果为阴性。
5.2 阳性对照的Ct值应小于等于28.0。否则，此次实验视为无效。
6 结果判断
6.1 Ct值无数值的样本为阴性样本。

6.2 Ct值≤30.0的样本为阳性。
6.3 Ct值大于30.0的样本建议重做。重做结果无数值者为阴性，否则为阳性。

*【规格、贮藏及有效期】

48份/盒。试剂盒应-20℃保存，到用户手上有效期应≥9个月。
2、 禽流感病毒H5亚型荧光定量RT-PCR

*禽流感病毒H5亚型荧光定量RT-PCR检测试剂盒可用于检测H5亚型的禽流感病毒。

*操作过程符合GB/T 19438.2-2004《H5亚型禽流感病毒荧光RT-PCR检测方法》。
（一）试剂构成
试剂盒组成包括应核酸扩增试剂及阴性对照和阳性对照，具体成分参见表一。

*核酸扩增采用了一步法RT-PCR。

阳性对照采用体外反转录RNA。

表一：试剂盒组成（48头份/盒）

	组成成份
	体积

	核酸扩增试剂
	

	DEPC水
	1ml×1管

	RT-PCR反应液
	750ul×1管

	*RT-PCR酶（带盖PCR反应管装）（Promega固体酶）
	1颗/管×12管

	Taq酶（5U/ul）
	12ul×1管

	对照品
	

	阴性对照
	1ml×1管

	阳性对照（非感染性体外转录RNA）
	1ml×1管


试剂盒可用于几乎所有禽类相关样品的检测：包括肌肉组织、脏器、咽喉拭子、泄殖腔拭子、血清或血浆等。

（二）体系扩增

1 扩增试剂准备（PCR前准备区）

从试剂盒中取出相应的RT-PCR反应液、Taq酶，在室温下融化后，2,000rpm离心5sec。设所需PCR数为n（n = 样本数 + 1管阴性对照 + 1管阳性对照），每个测试反应体系配制如下表：

	试  剂
	RT-PCR反应液
	Taq酶

	用  量
	15 ul
	0.25 ul


计算好各试剂的使用量，加入一适当体积试管中，向其中加入n/4颗RT-PCR酶颗粒，充分混合均匀，向每个PCR管中各分装15ul，转移至样本处理区。
2 加样（样本处理区）
在各设定的PCR管中分别加入上述样本处理步骤6.8.中制备的RNA溶液各10ul，盖紧管盖，放入荧光 PCR荧光检测仪内，记录样本摆放顺序。
3 RT-PCR反应（检测区）
3.1 循环条件设置
	Program
	cycles
	Temperature (℃) 
	Incubation

Time(min:sec)
	Acquisiton

Mode

	1
	1
	42
	30:00
	None

	2
	1
	92
	3:00
	None

	3
	5
	92
	10
	None

	
	
	45
	30
	None

	
	
	72
	1:00
	None

	4
	40
	92
	10
	None

	
	
	60
	30
	收集荧光

	  5
	 1
	40
	0
	None


3.2 仪器检测通道选择FAM通道。

4 结果分析条件设定
读取F1通道的检测结果。阈值设定原则以阈值线刚好超过正常阴性对照品扩增曲线的最高点，结果显示阴性为准。或可根据仪器噪音情况进行调整。
5 质控标准
5.1 阴性对照的检测结果为阴性。
5.2 阳性对照的Ct值应小于等于28.0。否则，此次实验视为无效。
6 结果判断
6.1 Ct值无数值的样本为阴性样本。

6.2 Ct值≤30.0的样本为阳性。
6.3 Ct值大于30.0的样本建议重做。重做结果无数值者为阴性，否则为阳性。

*【规格、贮藏及有效期】

48份/盒。试剂盒应-20℃保存，到用户手上有效期应≥9个月。
3、 新城疫病毒荧光定量RT-PCR

*新城疫病毒荧光定量RT-PCR检测试剂盒可用于检测新城疫病毒。

（一）试剂构成
试剂盒组成包括应核酸扩增试剂及阴性对照和阳性对照，具体成分参见表一。

*核酸扩增采用了一步法RT-PCR。

阳性对照采用体外反转录RNA。

表一：试剂盒组成（48头份/盒）

	组成成份
	体积

	核酸扩增试剂
	

	DEPC水
	1ml×1管

	RT-PCR反应液
	750ul×1管

	*RT-PCR酶（带盖PCR反应管装）（Promega固体酶）
	1颗/管×12管

	Taq酶（5U/ul）
	12ul×1管

	对照品
	

	阴性对照
	1ml×1管

	阳性对照（非感染性体外转录RNA）
	1ml×1管


试剂盒可用于几乎所有禽类相关样品的检测：包括肌肉组织、脏器、咽喉拭子、泄殖腔拭子、血清或血浆等。

（二）体系扩增

1 扩增试剂准备（PCR前准备区）

从试剂盒中取出相应的RT-PCR反应液、Taq酶，在室温下融化后，2,000rpm离心5sec。设所需PCR数为n（n = 样本数 + 1管阴性对照 + 1管阳性对照），每个测试反应体系配制如下表：

	试  剂
	RT-PCR反应液
	Taq酶

	用  量
	15 ul
	0.25 ul


计算好各试剂的使用量，加入一适当体积试管中，向其中加入n/4颗RT-PCR酶颗粒，充分混合均匀，向每个PCR管中各分装15ul，转移至样本处理区。
2 加样（样本处理区）
在各设定的PCR管中分别加入上述样本处理步骤6.8.中制备的RNA溶液各10ul，盖紧管盖，放入荧光 PCR荧光检测仪内，记录样本摆放顺序。
3 RT-PCR反应（检测区）
3.1 循环条件设置
	Program
	cycles
	Temperature (℃) 
	Incubation

Time(min:sec)
	Acquisiton

Mode

	1
	1
	42
	30:00
	None

	2
	1
	92
	3:00
	None

	3
	5
	92
	10
	None

	
	
	45
	30
	None

	
	
	72
	1:00
	None

	4
	40
	92
	10
	None

	
	
	60
	30
	收集荧光

	  5
	 1
	40
	0
	None


3.2 仪器检测通道选择FAM通道。

4 结果分析条件设定
读取F1通道的检测结果。阈值设定原则以阈值线刚好超过正常阴性对照品扩增曲线的最高点，结果显示阴性为准。或可根据仪器噪音情况进行调整。
5 质控标准
5.1 阴性对照的检测结果为阴性。
5.2 阳性对照的Ct值应小于等于28.0。否则，此次实验视为无效。
6 结果判断
6.1 Ct值无数值的样本为阴性样本。

6.2 Ct值≤30.0的样本为阳性。
6.3 Ct值大于30.0的样本建议重做。重做结果无数值者为阴性，否则为阳性。

*【规格、贮藏及有效期】

48份/盒。试剂盒应-20℃保存，到用户手上有效期应≥9个月。
包1、包2产品均需满足条件如下：

1、中标方应提供产品的原厂证明或生产厂家供货确认函、出厂检验报告或合格证书；
2、在保质期内，须按合同条款提供免费服务，非因操作不当造成试剂损坏由中标人负责包换。
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