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前  言 

本文件按照 GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第 1 部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。 

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。 

本文件由江苏集萃药康生物科技股份有限公司提出。 

本文件由中国兽医协会归口。 

本文件起草单位：江苏集萃药康生物科技股份有限公司、上海实验动物研究中心、苏州大学苏州医

学院实验动物中心、苏州西山生物技术有限公司、上海药康生物科技有限公司。 

本文件主要起草人：赵静、魏晓锋、周正宇、王晨娟、琚存祥、杨慧欣、王韬、李灵恩、蔡利东、

熊艳、于灵芝、盛雅洁、王立鹏。 
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实验动物 蛲虫 PCR检测方法 

1 范围 

本文件描述了实验动物蛲虫的PCR检测方法。 

本文件适用于实验大鼠、小鼠的蛲虫定性检测。 

2 规范性引用文件 

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；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/T 6682  分析实验室用水规格和试验方法 

GB/T 18448.6  实验动物 蠕虫检测方法 

GB 19489  实验室 生物安全通用要求 

NY/T 541  兽医诊断样品采集、保存与运输技术规范 

3 术语和定义 

本文件没有需要界定的术语和定义。 

4 缩略语 

下列缩略语适用于本文件。 

DNA：脱氧核糖核酸（Deoxyribonucleic acid） 

EDTA：乙二胺四乙酸（Ethylenediamine tetraacetic acid） 

PBS：磷酸盐缓冲液（Phosphate buffered saline） 

RNA：核糖核酸（Ribonucleic acid） 

TAE：三羟甲基氨基甲烷-乙酸-乙二胺四乙酸缓冲液（Tris-acetate-EDTA） 

18S rRNA：18S 核糖体 RNA（18S ribosomal RNA ） 

5 原理 

用合适的方法提取样本中的 DNA，分别针对蛲虫的 18S rRNA 保守基因（参考序列见附录 F）设

计特异性引物，通过 PCR 对模板进行扩增，根据 PCR 反应结果分析该样品中是否含有蛲虫核酸，以

判断蛲虫感染情况。 

6 实验材料 
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6.1 试剂 

6.1.1 除特殊说明外，本文件所用试剂均为分析纯；所用水应符合 GB/T 6682 的要求，所有试剂均用

无 RNA 酶的容器分装。 

6.1.2 商品化粪便 DNA 提取试剂盒或其他等效产品。 

6.1.3 PCR 反应酶：商品化 DNA 聚合酶或其他等效产品。 

6.1.4 磷酸盐缓冲液（PBS）(0.02 mol/L，pH 7.2)，配制方法按附录 A。 

6.1.5 琼脂糖。 

6.1.6 50×TAE 电泳缓冲液，配制方法按附录 A。 

6.1.7 DNA 相对分子质量标准：100 ~ 2000 bp （DL2000 DNA Marker）。 

6.1.8 溴化乙锭（EB）：10 mg/mL，配制方法见附录 A，或其他等效产品。 

6.1.9 1.5 %琼脂糖凝胶，配方按附录 A。 

6.2 引物 

针对隐匿管状线虫（Syphacia obvelata）、四翼无刺线虫（Aspiculuris tetraptera）、鼠管状线虫（Syphacia 

muris）等常见蛲虫的特异性靶点基因（见附录 B）设计的特异性引物，引物序列见附录 C。 

6.3 主要设备和耗材 

6.3.1 电动匀浆器。 

6.3.2 0.5 mm 无菌氧化锆珠子。 

6.3.3 恒温水浴锅。 

6.3.4 高速台式离心机（离心速度可达 13000 r/min）。 

6.3.5 涡旋振荡仪器。 

6.3.6 分析天平。 

6.3.7 高压蒸汽灭菌器。 

6.3.8 冰箱（-20 ℃、-80 ℃）。 

6.3.9 生物安全柜。 

6.3.10 超净工作台。 

6.3.11  PCR 仪。 

6.3.12 凝胶电泳仪。 

6.3.13 微量移液器（100 μL ~ 1000 μL、20 μL ~ 200 μL、2 μL ~ 20 μL、0.5 μL ~ 10 μL）。 

6.3.14 无核酸酶的离心管（1.5 mL、2 mL、5 mL、15 mL），无核酸酶的吸头（10 μL、200 μL、1 mL），

无核酸酶的 PCR 扩增反应管（0.2 mL，八连排或 96 孔板）。 
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6.3.15 采样工具：剪刀、镊子和无菌棉拭子等。 

7 实验步骤 

7.1 通则 

样品的采集、保存与运输按照 NY/T 541 的规定执行；实验室生物安全要求按照 GB 19489 的规定

执行。 

7.2 样品的采集 

按照 GB/T 18448.6 的方法，无菌采集实验动物盲肠内容物、粪便，每份 40 mg ~ 60 mg，装入无菌

容器中。采样过程中应避免样品间交叉污染。采集完成后，编号备用。 

7.3 废弃物处理 

采样结束后，动物尸体、未使用完的盲肠内容物、粪便样品应使用生物安全垃圾袋包装完整，高压

灭菌后交由医疗垃圾处理单位处理；采样器材应使用消毒液浸泡或高压灭菌消毒，并做好实验台面及采

样时的消毒。 

7.4 样品 DNA提取 

7.4.1 样品预处理 

取待检实验动物的新鲜粪便 40 mg ~ 60mg 置于无菌研磨管中，加入 400 μL 无菌 PBS 溶液和 3 ~ 5

颗无菌氧化锆珠子，放入匀浆仪中匀浆。取匀浆后的粪便样本 100 mg ~ 300 mg 至 1.5 mL 无菌离心管中

用于 DNA 提取或置于-20 ℃保存备用。 

7.4.2 核酸提取 

利用商品化粪便寄生虫DNA提取试剂盒或核酸自动提取仪进行样本DNA的提取，提取方法按照选

用试剂盒配套的说明书进行。 

7.5 PCR 检测扩增 

7.5.1 PCR 扩增反应体系 

PCR 扩增反应体系见表 1。每次反应需同时设置阳性对照和阴性对照，其中以蛲虫 DNA 或标准质

粒 DNA 作为阳性对照，以不含有蛲虫的其他寄生虫 DNA 或者无菌水为阴性对照。 

表1  PCR扩增反应体系 

组分 1 个检测反应的加入量（μL） 终浓度 

2 × Taq Master Mix 15 1× 

上游引物 F（10 μmol/L） 1.2  400 nmol/L 

下游引物 R（10 μmol/L） 1.2  400 nmol/L 

样品 DNA 2  / 

去离子水 10.6  / 

总体系 30  / 

7.5.2 反应程序 
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PCR 扩增反应程序见表 1。 

表 2  PCR 扩增反应程序 

反应温度 反应时间 循环数 

95 ℃ 5 min 1  

95 ℃ 30 s 

35 56 ℃/60 ℃ 30 s 

72 ℃ 1 min 

72 ℃ 5 min 1 

注：隐匿管状线虫 PCR 方法的退火温度是 60 ℃，四翼无刺线虫 PCR 方法、鼠管状线虫 PCR 方法退火温度是 56 ℃。 

7.6 电泳观察 

使用1×TAE溶液，配制成含有溴化乙锭的1.5 %琼脂糖凝胶。用移液器取8 μL ~ 10 μL的PCR扩增产

物加入1.5 %琼脂糖凝胶的梳孔中，其他孔中分别加入等量的阴性对照、阳性对照的PCR产物，并以

DL2000 DNA Marker作为参照进行电泳检测。电压根据实际电泳槽长度确定，一般控制在3 V/cm ~ 5 

V/cm，当看到指示染料移动到凝胶边缘时关闭电源结束电泳。将凝胶放入凝胶成像系统进行拍照记录

电泳结果。 

7.7 结果判定 

7.7.1 试验成立条件 

阳性对照出现相应大小（各引物的扩增产物大小见附录C）的目的扩增条带，阴性对照未出现条带，

试验结果有效；否则应重新进行试验。 

7.7.2 结果判定 

7.7.2.1  用隐匿管状线虫特异引物检测被检样本出现 333 bp 条带时，判定为隐匿管状线虫核酸阳性，

否则为核酸阴性。 

7.7.2.2  四翼无刺线虫特异引物检测被检样本出现 471 bp 条带时，判定为四翼无刺线虫核酸阳性，

否则为核酸阴性。 

7.7.2.3  鼠管状线虫特异引物检测被检样本出现 371 bp 条带时，判定为鼠管状线虫核酸阳性，否则

为核酸阴性。 

7.7.2.4 序列测定 

必要时，可取被检样本扩增出的阳性 PCR 产物进行核酸序列测定，序列结果与已公开发表的蛲虫

（包括隐匿管状线虫、四翼无刺线虫、鼠管状线虫）特异性片段序列进行比对。序列同源性在 95 %以

上，可判定被检样本蛲虫核酸阳性，否则判定为阴性。 
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附 录 A 

（规范性） 

试剂配置 

A.1 pH7.2，0.02 mol/L PBS的配制 

A.1.1 A液的配制 

0.2 mol/L磷酸二氢钠溶液：称量磷酸二氢钠（NaH2PO4·H2O）27.6 g，加入适量去离子水溶解，最后

定容至1000 mL，混匀。 

A.1.2 B液的配制 

0.2 mol/L 磷酸氢二钠溶液：称量磷酸氢二钠 Na2HPO4·7H2O 53.6 g（或 Na2HPO4·12H2O 71.6 g 或

Na2HPO4·2H2O 35.6 g），先加入适量去离子水溶解，最后定容至 1000 mL。 

A.1.3 pH7.2，0.02 mol/L PBS 的配制 

取 A 液 14 mL、B 液 36 mL，加氯化钠（NaCl）8.5 g，加 800 mL 无菌去离子水溶解稀释，用 HCl

调节 pH 至 7.2，最后定容至 1000 mL，经 121℃高压灭菌 15 min，冷却备用。 

A.2 50×TAE电泳缓冲液的配制 

A.2.1 0.5 mol/L乙二胺四乙酸二钠（EDTA）溶液（pH8.0） 

取乙二胺四乙酸二钠（EDTA-Na2·H2O）18.61 g，用 80 mL 无菌去离子水进行溶解，再用 5 mol/L

氢氧化钠溶液将 pH 调至 8.0，最后用无菌去离子水定容至 100 mL，经 121℃高压灭菌 15 min，冷却备

用。 

A.2.2 50×TAE电泳缓冲液的配制 

取羟基甲基氨基甲烷（Tris）242 g，冰乙酸 57.1 mL，0.5 mol/L pH8.0 的 EDTA 溶液 100 mL 混合，

用无菌去离子水定容至 1000 mL，经 121 ℃高压灭菌 15 min，冷却备用。用时要先用无菌去离子水稀释

至 1×再进行使用。 

A.3 溴化乙锭（EB）溶液（10 mg/mL） 

取溴化乙锭 0.2 g，溶解于 20 mL 无菌去离子水中。 

A.4 1.5 %琼脂糖凝胶（含 0.5 μg/mL溴化乙锭）的配制 

取琼脂糖 1.5 g，加入 100 mL 的 1×TAE 电泳缓冲液中，混合后加热至琼脂糖完全溶解，待溶液冷

却至 50 ℃ ~ 55 ℃时，加入溴化乙锭溶液 5 μL，轻轻晃动混匀，避免产生气泡，先将梳子置入电泳槽中，

然后将琼脂糖溶液倒入电泳板上，待凝固后取下梳子备用。 
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附 录 B 

（资料性） 

阳性质粒序列 

B.1 隐匿管状线虫 18S rRNA 基因片段参考序列（GenBank Accession No.EF464554.1） 

GCATATAAGAAATAAACTCCTAGCGGTGGATCACTAGGCTCGAAGATCGATGAAGAACGCAGT

TAGCTGCGATAATTAGTGTGAATTGCGGACACATTGAACACAAAAAATTCGAACGCACATTGCGCC

ATCGGGTCCTCTCCCGTTGGTACGTCTGGTTGAGGGTTGAAATCTACAAATTAAAGTTGTCGACT

GACTGCTAATATATACATGCACTCAGTTTAGTATGTTTAGGTGGCTTATAGCTACCACAAAACACGT

AATGTGATGTGGTGACATAACGACAACGATTTTGCATGGCAAGTATAGTCGTGCTGCGTTGTGCAA

GTGGCCGAACTCTGTTAGGCATCTGCACATGAAACCAAGGTAGATGCTTAGCGGGATCGGTATGAC

GTATCTGTGATACTATAGCAAAATCATGTCTGTCAACCACGTTATGATAACCTCAACTCAGTCGTGA

TTACCCGCTGAATTTAAGCATATAACTAAGCGAGTCCCATAGTAACGGCGAGTGAACTGGGATGA

GNTCAGCGCTGAATCACACAGTATAACTACTGTCGTGAACTGTGGCGTATAGGTGTAACTGCATCG

ACAGCTATC 

注：下划线部分为隐匿管状线虫特异性引物目标检测片段；黑体为隐匿管状线虫特异性引物序列。 

B.2 四翼无刺线虫 18S rRNA 基因片段参考序列（GenBank Accession No. EF464551.1） 

AGAAGTGTGTATGAGTAGAGCAGCACATTCTCACGATCACTACACATCTATGTGAAGAACAAC

TCTTAGCGGTGGATCACTCGGCTCGTAGATCGATGAAGAACGCAGTTAGCTGCGATAACTAGTGCG

AATTGCGGACACATTGAGCACTAAAATTTCGAACGCACATTGCGCCATCGGGTTCATTCCCCTTGG

CACGTCTGGCTGAGAGTCGAAATCTAAAATATACTCTTTAACGCATACACACATACACACCGTATA

TGTGTTGCACATCGGCTCATATAACAATACCTATGGCTGTAGCGAGTGTTTTGTTAACAGCAGCTAT

AGATGGCTAGTTTGTTATACAGAGACGATCTGCTAGTAGTGTGATACATATAAACGTGTGTGCGAGT

GTGTGTGTGTGCGTGCACAAAAAGAGTGATGTCGATAGACTATTTTTACTCAGTATAAATGGGCGA

GATTATTTTGTACTGGTGTAAACAATACTCTATTCAGTTTTGAAAACAGTGTGCCGACTTTGTCGCG

GACACGCATACATAAGAGTTCGATTGAACAGGCTAGTACAACCACAAGCAACATAACCACTGCCTT

GGTAAATTGCTTGAAAGCGAATCTCTAGCATACAAAGAGGCGATATGTGCAAGAGTTAGCAAGCGC

TTTCATGCTAGTCAAAGCTTTTTACTGTAGGCCGCAAGTTAGTGGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG

CTAAGCGAGTGTTCAACAATGACCTCAGCTCAGTCGTGATTACCCGCTGAATTTAAGCATATAACTA

AGCGGAGGAAAAGAAACTAACGA 

注：下划线部分为四翼无刺线虫特异性引物目标检测片段；黑体为四翼无刺线虫特异性引物序列。 

B.3 鼠管状线虫 18S rRNA 基因片段参考序列（GenBank Accession No.EF464553.1） 

CGATGGCAATTTCTGACTTACTCTTAGTGGTGGATCACTTGGCTCGAAGATCGATGAAGAACG

CAGTTAACTGCGATAACTAGTGCGAATTGCGGACACATTGAGCACAAAAACTTCGAACGCACATT

GCGCCATCGGGTCCTTTCCCGTTGGCACGTCTGGTTGAGGGTTGAAGCCTATGACGATGGCATGT

TCTCAGCTGACTGCAGCGTTTTCGCTGTACTCAGCGGTTTGAATAAAGTACGTTTAGGCTGCTAAA

GTACTGTTGCAACGGCAGCTGCAAGGCACACCGCTACGTGATGCGCTGAGTTTAGTTGTGCTAGAT

ACGTGAAGTTTTGCGCTGCAAGCGCTAGCATTGCCGTATCGTGCAAATCGCTGAACCTTTTTTGAT
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GATGCAAAGCCAATAAAGGTTTGGTATGGTGCGCGCTAAATGTTGGCGGCAGACGACACGATAGA

CTAAATGAAAGGCGTATGACAGTAGTACCTCAACTCAGTCGTGATTACCCGCTGAATTTAAGCATAT

ACTAAGCGCGGAAAAGAAACTAACGAGGATTTCCATAGTAACGGCGAGTGAACTGGAAAGAGCT

CAACGCTGAATCG 

注：下划线部分为鼠管状线虫特异性引物目标检测片段；黑体为鼠管状线虫特异性引物序列。 
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附 录 C 

（资料性） 

PCR扩增引物序列 

PCR 扩增引物名称与序列见表 C.1。 

表 C.1 PCR 扩增引物名称与序列 

项目 引物 序列（5′→3′） 片段大小 

隐匿管状线虫 Syphacia obvelata 

Syo-F ACAAATTAAAGTTGTCGACTGACTG 

333 bp 

Syo-R CGTTACTATGGGACTCGCTTAG 

四翼无刺线虫 Aspiculuris tetraptera 

Ast-F ATACTCTTTAACGCATACAC 

471 bp 

Ast-R TGCGGCCTACAGTAAAAAGC 

鼠管状线虫 Syphacia muris 

Sym-F CCTATGACGATGGCATGTTC 

371 bp 

Sym-R TTAGTTTCTTTTCCGCGCTT 
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