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动物及其加工产品中动物DNA成分鉴定MLPA检测方法
1　 范围
本标准规定了动物及其加工产品中动物DNA成分的MLPA检测方法。

本标准适用于动物及其加工产品中动物DNA成分定性检测，包括猪、狗、鹅、鸡、家鸭、番鸭、马、驴、山羊、绵羊、黄牛、水牛、牦牛、兔，共14种动物DNA成分。
2　 规范性引用文件 

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文 件。凡是不注日期的引用文件，其新版本（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
3　 术语与定义

下列术语和定义适用于本文件。
3.1　 MLPA（multiplex ligation-dependent Probe amplification，多重连接探针扩增）

结合应用杂交、连接及PCR扩增技术优势，通过扩增系统的配制可实现对一种或多种DNA成分进行特异性检测的技术。
4　 原理
根据不同物种的线粒体特异性基因序列，对各个物种设计特异性的MLPA探针。一个物种的完整MLPA探针被设计成为两个部分。其中，左侧部分探针包括一个位于其3’端并与靶序列完全互补的杂交序列和一个位于其5’末端的PCR通用引物序列；右侧部分探针包括一个位于其5’末端并与靶序列完全互补的杂交序列和一个位于其3’末端的PCR通用引物序列。不同的物种通过最终DNA产物片段大小不同而进行区分。

以提取的DNA为模板，变性后与所有探针的混合物杂交，杂交后进行连接反应，若待测样本DNA中含有靶序列，则探针与待测核酸互补良好，连接反应可进行，即两部分探针连接成为一条完整的核酸单链；反之，若样本DNA中没有完全匹配的靶序列，则探针与其不能完全互补，连接反应无法进行。后续通用引物的PCR扩增反应只在连接完整的探针上进行，而未完成连接反应的探针则不被扩增。由于每一个物种对应的探针片段长度不同，故扩增片段长度不同。最终扩增产物在毛细管电泳仪上进行片段分析的毛细管电泳检测即可实现同时检测多个物种的DNA。

5　 仪器设备及器具
5.1　 基因分析仪（可分辨80-200 bp DNA片段，分辨率可达1 bp。）

5.2　 PCR仪

5.3　 生物安全柜

5.4　 微量移液器：0.2μL-2μL,1μL-10μL,2μL-20μL,20μL-200μL,200μL-1000μL

5.5　 高速冷冻离心机

6　 试剂
除非另有规定，本方法所用试剂均为分析纯，水为GB/T 6882规定的一级水。
6.1　 TE 缓冲液（pH 8.0）：10 mM Tris·HCL，0.1 mM EDTA。

6.2　 MLPA试剂盒：含DNA杂交缓冲液、Ligase-65连接酶缓冲液、Ligase-65连接酶、PCR预混液、通用引物对。

6.3　 去离子甲酰胺（100%，测序级）

6.4　 分子量内标（分子量范围适用于80-200 bp的片段分析）

6.5　 毛细管电泳胶

6.6　 毛细管电泳阴阳极离子缓冲液
6.7　 探针

探针序列见表1。
探针预混液的配制：每一条探针先稀释为1 μM的母液，等比例混合后，用TE缓冲液稀释，最终使每条探针终浓度为4 nM。

表1 探针序列

	物种名
	探针名
	探针序列（5’-3’）

	猪
	探针1
	GGGTTCCCTAAGGGTTGGA cgcccgtcaccctcctcaagcatgtagtaataaaaataacct

	
	探针2
	atattcaattacacaaccatgcaagaagagacaagtcgtaacaaggtaagc TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

	狗
	探针1
	GGGTTCCCTAAGGGTTGGA ccctatggagctttaattaactaacccaaacttatggatactagatacctac

	
	探针2
	aaggcataacataacaccattattatgagttagcaatttaggttggggt TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

	鹅
	探针1
	GGGTTCCCTAAGGGTTGGA ctctaagcagtgaaaccaactaaaccgtgaagagggc

	
	探针2
	cttcccccaccactttcaatcctagaaaaggacca TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

	马
	探针1
	GGGTTCCCTAAGGGTTGGA gtcagtatcagattatacccccacataacactatacccacctg

	
	探针2
	acatgcaatatcttatgaatggcctatgtacgtcgtgcatta TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

	山羊
	探针1
	GGGTTCCCTAAGGGTTGGA ggctgtatgtccgcgttatatggatgttagtaaatgtat

	
	探针2
	ttgtgtgtaggcgagcggtgtaatgtacttgcatac TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

	驴
	探针1
	GGGTTCCCTAAGGGTTGGA ccaactaaaaatttcaaagcactcttatccaatacacccagaagctaaaac

	
	探针2
	aactaaaatagctaaacgccttaccccttgagaatcaaaatgaac TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

	牦牛
	探针1
	GGGTTCCCTAAGGGTTGGA ccacaacacacagcctactaattagcttcacaagccttctccttataaat

	
	探针2
	caatttggtgacaatagcctcaatttttcactaatatttttctctgact TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

	家鸭
	探针1
	GGGTTCCCTAAGGGTTGGA cctaataaccctcgcctgaaccgcagctattctat

	
	探针2
	ctctcctaacgctagggctagcctacgaatgag TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

	绵羊
	探针1
	GGGTTCCCTAAGGGTTGGA catgtttaagacagacataagatatgttgggtttatgaacgctc

	
	探针2
	atgtccgtgggtgggtggttgtgcttttcttgtat TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

	黄牛
	探针1
	GGGTTCCCTAAGGGTTGGA catccggcctaaccatgtgatttcactttaactcaatgacc

	
	探针2
	cctgctaataattggcctaacaacaaatatactaacaatataccaatga TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

	水牛
	探针1
	GGGTTCCCTAAGGGTTGGA cagcactccaaataaagtaactatataagcacccaacccatcacttcacaac

	
	探针2
	acagttaatgtagcttaaaaccaaagcaaggcactgaaaatgcctagatgagtt TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

	兔
	探针1
	GGGTTCCCTAAGGGTTGGA cccactctcaagaactcaaaattcttcgtgctaccatgtacacc

	
	探针2
	aagctctaaaccactaagtaaggtcagctaaataagctatcggg TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

	鸡
	探针1
	GGGTTCCCTAAGGGTTGGA cccaccccctaaagacacccaccttt

	
	探针2
	gtcaaccttgagaacgttggggttaagagca TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

	番鸭
	探针1
	GGGTTCCCTAAGGGTTGGA ccaaagactgaaggctcaccacttcttagagtatccac

	
	探针2
	cctaacctcagagaaaaaggactcaaacctttatctcc TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

	内参
	探针1
	GGGTTCCCTAAGGGTTGGA cgattccggagagggagcctgagaaacggctaccacatccaaggaaggcagcag

	
	探针2
	gcgcgcaaattacccactcccgacccggggaggtagtgacgaaaaataacaatacagg TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC


注：加粗体序列内容为通用引物。探针2的5’端需磷酸化修饰。
7　 操作步骤
7.1　 样品DNA提取

使用商品化DNA提取试剂盒，按照试剂盒说明书操作。

7.2　 样品DNA质量评估

使用微量紫外分光光度计测定260 nm以及280 nm处吸光度值，并获得DNA浓度。

7.3　 MLPA反应

7.3.1　 对照设置

7.3.1.1　 阳性对照

    以含目标成分的样品或含目标片段的阳性质粒作为阳性对照。
7.3.1.2　 阴性对照

    以不含目标成分的样品或不含目标片段的阴性质粒作为阴性对照。

7.3.1.3　 空白对照

    以灭菌去离子水代替样品DNA进行后续反应。

7.3.1.4　 空白提取对照

以灭菌去离子水代替样品进行核酸提取并进行后续反应。

7.3.2　 DNA变性反应
    取5 µL（约50-100 ng）样品DNA加入PCR反应管中，置于PCR仪上，98℃变性5 min。
7.3.3　 DNA杂交反应
    在PCR管中加入1.5 µL DNA杂交缓冲液和1.5 µL探针预混液，涡旋混匀，置于PCR仪上，95℃变性1 min，68℃杂交2 h。
7.3.4　 连接反应

7.3.4.1　 配制Ligase-65连接酶预混液

按照每PCR管25 µL灭菌去离子水、3 µL Ligase-65连接酶缓冲液A、3 µL Ligase-65连接酶缓冲液B、1 µL Ligase-65连接酶的量进行配制，混匀后使用，每PCR管加入32 µL。

7.3.4.2　 连接反应程序

混匀后，置于PCR仪上，54℃连接15 min，98℃变性5 min。
7.3.5　 PCR反应

7.3.5.1　 配制PCR预混液

按照每PCR管7.5 µL灭菌去离子水、2 µL通用引物对、PCR预混液0.5 µL的量进行配制，混匀后使用，每PCR管加入10 µL。

7.3.5.2　 PCR反应程序

混匀后，置于PCR仪上95℃变性15 s，64℃退火15 s，72℃延伸20 s，共进行28次循环，最后72℃延伸5 min。
7.3.6　 毛细管电泳分析

    将PCR产物使用灭菌去离子水稀释100倍，取1 μL稀释后的PCR产物以及0.25 μL分子量内标加入至8.75 μL去离子甲酰胺中，混匀后95℃变性5 min，立即冰上降温后，在基因分析仪上进行毛细管电泳分析。
注：毛细管电泳条件依据各个品牌型号的不同而进行调整。
8　 结果判断
8.1.1　 结果判断

将数据结果导入片段分析的软件中，将样本峰与标准峰位置比对。
若待测样品在对应物种标准峰位置中未出现峰图，内参在标准峰位置中出现峰图，其他各项对照实验结果正常，且样品SQ值大于0.75，则可判定该样品未检出×××DNA成分。

若待测样品在对应物种标准峰位置中出现峰图，内参在标准峰位置中出现或未出现峰图，其他各项对照实验结果正常，且样品SQ值大于0.75，则可判定该样品检出×××DNA成分。
若待测样品在对应物种标准峰位置中未出现峰图，内参在标准峰位置中也未出现峰图，其他各项对照实验结果正常，且样品SQ值大于0.75，则可判定该样品未检出内参基因。
8.1.2　 结果表达
检出×××DNA成分；

未检出×××DNA成分。
未检出内参基因。

_________________________________

附 录 A

（资料性附录）

Applied Biosystems 3500DX 毛细管电泳分析条件

A.1 毛细管电泳分析

    样品：将PCR产物使用灭菌去离子水稀释100倍，取1 μL稀释后的PCR产物以及0.25 μL分子量内标Liz600加入至8.75 μL去离子甲酰胺中，混匀。
DNA产物标准试剂：取1 μL DNA产物标准试剂以及0.25 μL分子量内标Liz600加入至8.75 μL去离子甲酰胺中，混匀。

A.2 毛细管电泳分析条件

使用50cm毛细管，pop7胶。

预跑程序：60℃，15 KV，180 s。

正式程序：60℃，19.5 KV，1330 s，注射电压1.6 KV，注射时间8 s。
A.3 标准峰片段大小设置

不同仪器对同一个DNA产物片段电泳结果会稍有不同，因此需提前使用DNA产物标准试剂测试实际大小后进行设置。

在Applied Biosystems 3500DX中设置如下表：
表A.1 标准峰片段大小
	物种名称
	片段大小设置（bp）

	鸡
	94

	家鸭
	106

	鹅
	109

	山羊
	115

	番鸭
	113

	绵羊
	119

	马
	123

	兔
	125.5

	黄牛
	126

	猪
	130

	驴
	132

	牦牛
	137

	狗
	139

	水牛
	142.5

	18SrRNA
	149
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