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钉螺体内血吸虫核酸检测 环介导等温扩增法
[bookmark: _Toc97195091][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc17233325]范围
[bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc26648466][bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884219][bookmark: OLE_LINK63][bookmark: OLE_LINK2]本标准规定了钉螺体内日本血吸虫核酸检测-环介导等温扩增技术的方法和要求。
本标准适用于各级疾病预防控制机构组织开展钉螺体内日本血吸虫核酸检测。
[bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc97195092][bookmark: _Toc26986772]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 15976       血吸虫病控制和消除
GB 19489       实验室生物安全通用要求
GB/T 27025     检测和校准实验室能力的通用要求
WS 233         病原微生物实验室生物安全通用准则
WS/T 563       血吸虫中间宿主调查 钉螺调查           
[bookmark: _Toc97195093]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。 
环介导等温扩增法 loop-mediated isothermal amplification
是一种针对靶基因上的六个区域设计四条引物、利用链置换型DNA聚合酶于60～65℃恒温扩增并通过检测浊度值或颜色判读的基因扩增方法。
仪器设备
[bookmark: OLE_LINK47][bookmark: OLE_LINK48]4.1超净工作台
洁净等级100级。
4.2 解剖显微镜
目镜：10×，物镜：10×、40×。
4.3 高压灭菌器
灭菌温度/压力：121 ℃/0.1 MPa，精度± 0.5 ℃。
4.4 台式高速离心机
离心力范围10 000×g～30 000×g。
4.5 微型离心机
[bookmark: _Hlk231879210]适配0.2 ml PCR管，离心力范围1 000×g～3 000×g。
4.6电热恒温水浴锅
控温范围5 ℃～99.9 ℃，温度分辨率/波动度0.1 ℃/±0.5 ℃。
4.7 电热恒温鼓风干燥箱
控温范围室温+ 5 ℃～250 ℃，温度分辨率/波动度0.1 ℃/±0.5 ℃。
4.8 普通冰箱
冷藏控温范围2 ℃～8 ℃，温度分辨率/波动度0.1 ℃/±0.5 ℃；冷冻控温范围-15℃～-20℃，温度分辨率/波动度0.1 ℃/±2 ℃。
4.9 微量移液器
量程范围1 μL～10 μL，增量0.1 μL；量程范围10 μL～100 μL，增量1 μL；量程范围100 μL～1000 μL，增量5 μL。
[bookmark: OLE_LINK62]4.10 小型手持式电动组织研磨器
[bookmark: OLE_LINK1]振动转速范围1 200 r/min～2 000 r/min。
[bookmark: OLE_LINK61][bookmark: OLE_LINK60]4.11 紫外可见分光光度计
光谱范围 200 nm～800 nm。
4.12 漩涡混悬仪
[bookmark: _Hlk231369387]无级调速范围为200 r/min～3 000 r/min。
[bookmark: OLE_LINK17]试剂和材料
5.1 分子生物学试剂
Bst DNA聚合酶、脱氧核糖核苷三磷酸（dNTPs）、甜菜碱（betaine）、硫酸锰（MgSO4）、钙黄绿素。
[bookmark: OLE_LINK51][bookmark: OLE_LINK50]5.2 化学试剂
乙醇。
[bookmark: OLE_LINK20][bookmark: OLE_LINK15]5.3 参考物
阳性对照为日本血吸虫核糖体28s质粒DNA。
阴性对照为无核酸酶水（或去离子灭菌水）。
5.4 实验耗材 
5.4.1 无菌塑料培养皿（ ‌90 mm×15 mm‌）。
[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK5]5.4.2 一次性无菌注射器（1 mL）。
5.4.3 镊子
5.4.4 解剖针
5.4.5 PCR管
5.4.6 离心管（1.5 mL、2.0 mL、50 mL）。
[bookmark: _Hlk231211713]5.4.7 移液器吸头（1 µL -10 µL、10 µL -100 µL、100 µL -1000 µL）。
5.4.8 载玻片（25.4 mm x 76.2 mm）。
5.4.9 玻璃板（150 mm×150 mm×5 mm）。
检测步骤
6.1 样本前处理
[bookmark: OLE_LINK23][bookmark: _Hlk231932232]钉螺样本采用去离子水或蒸馏水漂洗2~3次，吸水纸吸干备用。
6.2 钉螺DNA提取
    采用混合样本进行操作，根据混合的钉螺颗数选用方式一或方式二均可（见附录A）
6.3 LAMP扩增
将获得的钉螺DNA样本加入LAMP扩增试剂进行等温扩增反应，每次反应设置阴性对照、阳性对照。引物序列、反应体系配制及反应过程（见附录B）。
6.4结果判定
取出反应管，根据管内反应液颜色变化，判断结果（见附录B）。

[bookmark: BookMark5]

[bookmark: _Hlk231285565][bookmark: _Hlk231285720]
（规范性）
钉螺组织基因组DNA提取方法
[bookmark: _Hlk223435884]A.1方式一
[bookmark: OLE_LINK7]A.1.1组织裂解
将预处理好的钉螺（≦50颗，同一环境）转入配套研磨管中，加入2 mL裂解液、2 μL消泡剂，密闭后电动研磨至螺壳完全破碎；开盖添加0.5 mL中和液，盖上新的无孔管盖，混匀静置1 min。吸取中层匀浆液1 mL转入1.5 mL离心管中，12 000 r/min离心5 min。
[bookmark: _Hlk231284595]A.1.2 DNA纯化
吸取上清液转移至套于2.0 m L收集管的制备管，6 000 r/min离心1 min，弃滤液；制备管复位，加500 μL洗涤液，12 000 r/min离心1 min，弃滤液；再加700 μL洗涤液，12 000 r/min离心1 min，弃滤液，重复洗涤一次；空柱12 000 r/min空离心1 min除残液；吸附柱转入新1.5 mL离心管，在制备管膜中央加50~100 μL TE洗脱液或无核酸酶水（DNase & RNase-free），室温静置1 min。12 000 r/min离心1 min得到纯化DNA。
A.1.3 DNA质量
   用紫外可见分光光度计测定DNA浓度，基因组DNA的质量参考范围：OD260/OD280比值为1.7~1.9。
A.1.4 DNA储存
DNA样本4℃(1周内)或-20℃（长期）冻存备用。
               


A.2 方式二
A.2.1组织匀浆液制备
将预处理好的钉螺（≦10颗，同一环境），双层玻璃板轻轻压碎，用解剖针（或眼科镊）剔除钉螺外壳，钉螺软体组织转入灭菌的2.0 mL无菌离心管内；依次加入400 μL组织裂解液、40 μL 蛋白酶 K溶液，混匀，置冰上用手持式电动研磨器研磨(工作条件：每次15 s、间隔5 s；共2次)；将研磨处理的钉螺软体组织置56℃水浴充分裂解，期间每30 min取出离心管放置振荡器上充分混匀30 s，56℃水浴时间2～3 h（注：无研磨设备可56℃过夜消化）。
A.2.2 DNA纯化
[bookmark: _Hlk231933246]钉螺组织匀浆液加400 μL中和缓冲液混匀，70℃孵育10 min，待溶液变清亮，简短离心以去除管盖内壁的水珠；加人400 μL无水乙醇，充分振荡混匀15 sec；全部液体转入吸附柱，12 000 r/min离心30 sec弃废液，加入500 μL结合缓冲液，12 000r/min离心30 sec，将吸附柱放入收集管中；向吸附柱中加入600 μL漂洗液（含乙醇），12 000 r/min离心30 sec，将吸附柱放入收集管中，此步骤重复操作一次；空柱12 000 r/min空离心2 min，室温晾干2 min除乙醇；吸附柱换新离心管，向吸附膜的中间部位悬空滴加50~100 μL洗脱缓冲液，室温静置10 min，12,000 r/min离心 2 min收集 DNA。
A.2.3  DNA浓度测定
   用紫外可见分光光度计测定DNA浓度。基因组DNA的质量参考范围：OD260/OD280比值为1.7~1.9。
A.2.4 DNA储存
DNA样本2 ℃~8 ℃(1周内)或-20 ℃（长期）冻存备用。






附录B
                                    (规范性)
环介导等温扩增反应
B.1日本血吸虫核糖体28s基因的LAMP扩增引物序列及引物配制
——外引物F3：5’-GGCCACACCAGTGACAAT-3’； 
——外引物B3：5’-GCGGAATGGTCATCACGAT-3’； 
——内引物FIP：5’-ACTTGGCCTTGCTGTCCTTGATGTTGGGATCGACGGCAC-3’； 
——内引物BIP：5’-CGCTCGGCAATCTCGGTGATGCTGGCCTTGGGGAACGC-3’。
干粉引物用去灭菌TE缓冲液配制成100 μmol/L储备液。然后取出一部分，按照外引物:内引物=1:8的比例加入相应体积的无核酸酶水稀释成工作液备用。
B.2 反应体系配制
配制反应体系在碎冰或冰袋上操作（宜低温），按25 μL体积/反应进行配制：取无菌消毒处理的0.2 mL PCR 反应管，分别加入待测基因组DNA 模板2.0 μL、2×LAMP反应缓冲液12.5 μL、扩增引物混合物1.0 μL、无核酸酶水7.5 μL、Bst DNA聚合酶1.0 μL、钙黄绿素显色试剂1.0 μL。每次扩增反应时，分别以日本血吸虫靶基因重组质粒DNA（或日本血吸虫虫体来源基因组DNA）、无核酸酶水（或灭菌去离子水）作为阳性、阴性对照。
B.3 等温扩增反应
[bookmark: _Hlk231281443]反应管置水浴锅65℃恒温孵育60 min；60 min阳性对照未显色可延长孵育至90 min观察。
B.4 结果判定
肉眼观察反应管内液体颜色变化，在阴性对照反应管内液体为棕（橙）色，阳性反应管内液体呈绿色的情形下：
a） 阳性结果：待检样本反应管液体呈绿色，则报告为LAMP检测阳性。
b） 阴性结果：待检样本反应管液体呈棕（橙）色，则报告为LAMP检测阴性。
c） LAMP检测阳性，表明从待测钉螺样本中检测到日本血吸虫目的基因片段，系日本血吸虫核酸筛查阳性，如需确认可进行测序鉴定。
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