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1 SEE

ARTEWI T2k fLHE (Pavo muticus) ROBERORFHHALIE 2L i Seis AT M BOAR e BT L WL
BUESHRAE. I AE . ARG A D IR, e S b 2
ARG TSR AL AR BB A AL B 2 LS = A

2 MEMsIAxH

TN BISCA A P 8 I S R R 5 | R T A RROAR SC A AN T A 2R K b 3 H G 51 ST
1% H A B AR ASE F T A AR H AR5 SO, A CBEFEITE e Ses) EHTA
A

GB 19489 SEiG = AW 2z 4=l FH BoR

GB/T 27401 SZI& = i A% Hil e ShAs %

3 AIBMZEX

IBUARTE R E SGE T A
3.1

%% B nematodes

28 AT T B AR S 20, 26 BUg @ 2T, ZOIRECE AR, JEEeFhR 2 ¥PR BRI . A1,
PN FR B = E AR, — O MERE AR o A R INE T AN [F) 22 R, e e — e Sl 7 o
AR PEZR A LA AR TUH ALE .

4 HEREIE

N A T IS T AR SO

BLAST: 3T R 751 Lt H kR4 2% 1.5 Basic Local Alignment Search Tool
DNA: i Z %R Deoxyribonucleic Acid

NCBI: % KEWH ARG EH 0> National Center for Biotechnology Information
PCR: & W#E B Polymerase Chain Reaction

TAE: Tris-ZFERHVKZEMW Tris Acetate-EDTA Buffer

5 IR
S FL AR TH A 2 R ARSI R SR FH T 2 2 W 42 28 R H B Bl HUAA 1) T ¥, S R LT AR AE B A 1 2

RGN, B R, ATERAEHAE W T ER RS S R R e AUk, Bt R AIPCRYS ¥
HBEAT P25 5E o
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6 FIRERFSHFE

gp AL W R EE AW (Ascaridia) « FRIZEH (Heterakis) FMEMELH (Capillaria).
SEFLE LR AT S RHIE S LI A

7 RN

7.1 EEEBBAEKX
SR = N LGB 194897 [ IR
7.2 ANREX
KA ARG GRLHA AR B A
7.3 EYREEK

RAE S s o R e B 5
FE A

KRB, JRFFHE i B I AT T

8 (& &AM

®
-

FENFEE
IEE e B, A
W RS AT
&JEH: 60 He
PCR #3414
e 5 B O AL
7 RF: 220,01 mg
TEE KB #: 36 CE1 C
RO A, i K R .
BB A (EFE0.5 ul~

10 HEPKAE. KA. ERAMEER

O 00 N o0 O AN -

00 pL #1100 pL~1 000 pL) .

©® O ® ® ® © o ® o x
~ 4 4 a4 a4

8.2 FERXH

8.2.1 MIFIEEK,

8.2.2 2. S%HEERFREIE, FLERWNIE AW

8.2.3 FE[A4 DNA $2EGRAH & .

8.2.4 2X Taq PCR Master Mix,

8.2.5 DL 2000 DNA Marker.

8.2.6 THKo

8.2.7 S50XTAE ZErPii: Tris Bf 242 g F157. 1 mL VKEERE, FHXZEKERF 1 L.

8.2.8 Yk, FTHE UG R & .

8.2.9 1%EAHEWHEENS: | ¢ BARHES 100 mL 1 X TAE B30, In#vEt L4157, N 10 pL &R 4ekl, 60 C

I, EINEHE, Sf B IR AR 5, T B R bk [ E R B T A RE R AR
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FEfSRFLE ST PR AR, SR RIORAE T 15 L I %8B
10 HIEHE]

10.1 FEESZFRMN
10.1.1 ORI

KT Eh /KBy, 2k dh UN & 45 Lagiihnts HUFERES g, IR Eh/K50 mL, FH B EEHEE
57, WiF60 H 4@ i miowZE 20 A il g e AR 5 h, FEECRIWEE, SEETHEIAE, &
bR, BT

10.1.2 RN

MIEFE 7 B ik, HZE
FESG 5 AT WL 543 W L A48
iE o

10.2 PCR #&3M
10.2.1 DNA RUIREVFN{RTF

USSR, FH RS S ADNAS
[FIDNA, fRAF-T4 CUKFE+

10.2.2 PCR ¥

S0 RPCRY 1S 7 920 kAT Ha b

G S U AT . VA A 2

10.2.2.1 PCR ¥/ 13|14

B 2 L TTSFE LA (178 03 B el 2 He LRSS
BD1: 5'-GTCGTAACAAGGTTTCCGTAR3 ;:BP2

10.2.2.2 PCR ¥/ KR

PCRY™ 34 & R M50 uL, 1352 X Tag ix 25.04F, THK19.0 uL, F/#/BDIFIBD2%
2.0 uL, DNAER2.0 pL.

10.2.2.3 PCR i 1812F

FHPCRY 4 % B R NV FEF, 94 C A MESmin; 94 ‘CAS M 30s, 50 “CiB/k30s, 72 ‘CiE{#130s, ¥
E30MER N, 572 CHEMSmin, 16 C&ho N, 8] e 3 [ 4 o B8 AT BH X

10.2.2.4 PCR =448

PCRY™ 4 5€ i), HUPCRF=45 L, M 1%35 AR BE &R 3K FLA+, LADL 2000 DNA MarkerfEHZHE,
110 VHL R HPK30min. A4 EBERHH N 8 AMEE IS AR O g AR . A ML TIUT A L 000 bp /e 45 (1) 5%
Wy, HE AT AT I T S IR .

11 RIG IR TR
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REOERAE . R DA BE AN, X HBEATPCRIGEIN G , A PCR™ Wil Fy 45 R 5 NCBT GenBank H ) ¥ 51| 3£ 4T
BLASTTEZ ELXS, 58 & 15 G FLAR T A T8 2 UG I

11.2  B{R&EN

S AT B R UL 850 B WS . SBREIC, AR L, P A LA A e
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SRECR, T N L A (L st R B



DB53/T 1064.4—2021

M X A
(FERHE)
JHIEZ B R B AR LS HFIE

AT LA AN L B BN B (Ascaridia) « SFRIZH (Heterakis) FIEAMZH (Capillaria) :

—— Wi H (Ascaridia) RFEAM, FEFAR, HHRK 2.6 cn~7 cm; MHK 6.5 ecm~11 cm. HIPE
W, K, DRSS, RN (T0~90) pmX (47~51) pm;

—— R LR (Heterakis) J& T FRIFL R RIBL R, FAETAEEERNE. RIEEMEAR, %
W, MK 7 mm~13 mm; #EHK 10 mm~15 mm., U ERERTE, HEA, KN (65~80)
um X (35~46) pm;

——EBML A (Capillaria) BEREAAEG. FmAK, BRIR, SURERBHEH, FIR2HE T
Bfo MEHRK 23.7 mm~54. 4 mm, EFEHM; MEHRK 39.4 nm~53.0 mm, EIHRA M, B
BEEY, i, SSE)E, Wi INgE, K/ (65~80) pumX (35~46) um.
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A& 5.
B.3 HmXE&ESFE
B.3.1 {EXREHTIHIIEL &
B BRUCKFERS NS 33T O PE
B.3.2 REER, HIEFIH =
5 FRES S AR A A
B.3.3 [Al—HEEFE N & 2 BN

B.4 HmICRSHS

ERSESERERT, BT (C 74 o ¢ LRI AR T, R
B RIS ATR, RIS RN J A P

K H KEN

B.5 #HmHIGERTE
PAMEE SR S, AP A AL AR S FIE 5 o A 2RI A CWA IR IRAT, B 3IFE 52 B AH OGS0 =
B.6 #HMHEZHMIELERTF

HFAMFE AR AR SERUR B 148 h IR BIRE R 7> TAEM A S =, JF R PREATDNASR I A . izfmid e
RN R ORI, PR SRR E TR b, FVEIRAE AT TR -

B.7 HMAIRE. BEMMAEIETHNENRE
FREIREE . Ie A AL B R P A M) 2 A BORNAT A7 GB/T 27401 R4 5 o B2 il VI X 25K



DB53/T 1064. 4—2021

Mt & C
(BRI
FILEHNELHRIVRAERE A

SEFLETH AL IE BN LR d AR OB AR IR A A CL AT, R BB AG B U EIC. 25T s, BNk B Uik
BRI anEIC. 3TN, S 2R H ARG R A W C.L 4FTR .

ElC 1 EMLAHMAFEHFRHRERA (X100)

EC.2 MumipkFEMRHRQEA (X100)



DB53/T 1064. 4—2021

ElC 4 HRRZLBHFFAEHRRERA (X20)







lc0Z—v 901 L/gsdd



	目  次
	前  言
	引  言
	绿孔雀检疫技术 第4部分：消化道线虫实验室检测技术规范
	1　范围
	2　规范性引用文件
	3　术语和定义
	3.1  线虫 nematodes

	4　缩略语
	5　试验原理
	6　常见线虫形态特征
	7　试验条件
	7.1　实验室通用要求
	7.2　人员要求
	7.3　生物安全要求

	8　仪器设备和试剂
	8.1　主要仪器设备
	8.1.1　正置光学显微镜、体视显微镜。
	8.1.2　载玻片及盖玻片若干，漏斗、玻璃棒、烧杯。
	8.1.3　金属筛：60目。
	8.1.4　PCR扩增仪。
	8.1.5　高速台式离心机。
	8.1.6　电子天平：量程0.01 mg～10 000 mg。
	8.1.7　恒温水浴锅：36 ℃±1 ℃，65 ℃±1 ℃。
	8.1.8　超纯水器，高压灭菌锅。
	8.1.9　单道移液器（量程0.5 µL～10 µL、2 µL～20 µL、10 µL～100 µL和100 µ
	8.1.10　电泳槽、电泳仪、紫外凝胶成像仪、涡旋振荡器。

	8.2　 主要试剂
	8.2.1　饱和食盐水。
	8.2.2　2.5%重铬酸钾液，乳酸酚透明液。
	8.2.3　基因组DNA提取试剂盒。
	8.2.4　2×Taq PCR Master Mix。
	8.2.5　DL 2000 DNA Marker。
	8.2.6　无菌水。
	8.2.7　50×TAE缓冲液：Tris碱242 g和57.1 mL冰醋酸，用双蒸水定容到1 L。 
	8.2.8　核酸染料，用于凝胶成像显示条带。
	8.2.9　1%琼脂糖凝胶：1 g琼脂糖与100 mL 1×TAE缓冲液，加热融化均匀，加入10 µL核酸染料，


	9　样品
	10　试验步骤
	10.1　形态学检测
	10.1.1　虫卵检测
	10.1.2　虫体检测

	10.2　PCR检测
	10.2.1　DNA的提取和保存
	10.2.2　PCR扩增
	10.2.2.1　PCR扩增引物
	10.2.2.2　PCR扩增体系

	10.2.2.3  PCR扩增程序
	10.2.2.4  PCR产物检测


	11　试验数据处理
	11.1　虫卵检测
	11.2　虫体检测


	附　录　A（资料性）消化道线虫的基本形态特征
	附　录　B（规范性）粪样的采集和保存方法
	B.1　采样工具
	B.2　粪样的选取原则
	B.2.1　采集绿孔雀新鲜粪样，同一堆粪样只采集一份样品。
	B.2.2　如遇到绿孔雀母幼粪样，分开采集；依据母绿孔雀和幼绿孔雀的粪样大小有明显差异作出判断，并在备注栏记录。

	B.3　样品采集方法
	B.3.1　在采集用于消化道线虫研究的粪样时，采集较为新鲜、无污染的粪便样品，并佩戴一次性PE手套。每次采样时应
	B.3.2　采集时，直接剥取分离新鲜粪样的表层部分和内部部分，分别放入样品管中，贴上样品标签纸，写上样品编号和采
	B.3.3　同一堆粪样应尽量多取样品。

	B.4　样品记录与编号
	B.5　样品的临时保存
	B.6　样品的运输和实验室保存
	B.7　样品的采集、运输和处理过程中的生物安全

	附　录　C（资料性）绿孔雀消化道线虫虫卵虫体镜检照片

