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PCR Detection Method of Canine and Feline Parvovirus
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R4/ )MmE PCR &M 75 7%

1 SEE

AR E T PCRIZWI A, AT LRI ARSI R 40 /Nps B A2 A DR 2 OLRRA 4l /N 88D
(138 FHPCRIZ B A .

R SCAIE FH TR0 R A A /N B AL R 38 FH T I RAE i o AN 5] 28 R 41 /N5 B3 AU 48 /)N 23 10 P s A
.

2 HeMsImxH

TN AN A AR ) P9 A I SR RS I 5 R TR BSAS SO A AN AT D 1R AR R e, v H B 51 R S
A% H AN I RCASE T A ASE H RS SeE, HERA CEIEITE MBS EH A
A

GB/T 6682 43 #r 2 = FH 7K IR A& AR 56 vk

GB 19289 sEI6=E AWpad 4= i@ F R

GB/T 27401 SEIG = i &34 Hl M yu sh ks %

NY/T 541 HEZSWIFHRE. R SBREANIE.

3 ARIBFENX

RSCHEA T B I E RIARTER E X o

4 YEREIVE

CPV: R4l/p# (Canine Parvovirus) ;

FPV: 4t/ E: (Feline Parvovirus) ;

PCR: E A& W5 xS (Polymerase Chain Reaction) ;
CPV-2. CPV-2a. CPV-2b. CPV-2c: /N[l R4/ N7 5

5 FEUEE

VKFE S 6 B OHL . EE G 2AR O B R 2RV K 4% PCRAX. BB R RS Wi 2% (0.1-2.5
pl,  0.5-10 pl,  1-100 pl,  1-1000 ul) « ZHZFEERS . K HLIKAL « SRAMI BT Bl s A% A o
6 R AN A

R KK 240K, RAFEGB/T 6682H — R /KIMZK . BEHMRZE . sk (10 ul, 200
ul, 1000 ub) 1.5 ml EP%. 0.2 ml PCRE . dNTP (% dATP. dTTP. dCTP. dGTP410 mmol/L,
20°CHRAF. )« PCREZINGI VIR 51 K S B C 77 LB 3B 10%+ ke FEBR MR AN  HcH|Z WM
KA FEABKIE S M3 N TA2. SXTBERIKZEM T FoHl 2 W EAS.



7 ZWAPR

7.1 HRPIXRESHE
7.1.1 IBEMNRRE

PRBEAH/N B B R, AR PUREE R AL, HE4EFRiC, Bid, =R E 30 min~1h, WA
ELOHLIFECY, 4000r/min, B0 5 min, FIRS RS HCE L5 B _E R MLE E AR ICHK EP &, IRAFE

7.1.2 FEFEIAHFHEMRRE

15 FH 200 SIS R A IS I R e 20, Bl FH A7 A1) 4% BB R4 2848 A & 2 PBS (pH7.0)
K E B AR, 7R AT, 10000r/min 2.0 Smin; B EEKINGE, #5, RAEH.

7.2 1ZE4 DNA $2BY

1) BUFE i A BRI 465 ul, IIA25 pl 10% T =i FE A ER AN AT 10 pl ()20 mg/mLEE Il K, 56°C
I PEIR LS E 2h;

2) IMANZEER A ERS00 pul, RZIES20s, 12000 g 2505 min, HEIHHE:

3) IIANZERHIm: =& Tk FREE (25: 24: 1), IR¥%IEAI20s, 12000 r/min, £.0»5 min,
BB

4) FIIANFEEN = H b TR 241 1), B%IEA20s, 12000 r/min #5005 min, Bk
B

5) B MDA K CEE, ERNEERES, 12000 /min #0210 min, F _EiF;

6) FIRT G, MA30 pl KEWAAAKEMIE, BIIFDNABIR, 20 CHEAA4&H .

7) 34k, DNAHHRH TR A 8 5 i A DN AR A G kAT

7.3 PCR &M

SNAR R W FB.2. 1% N IR KA HATY 1E:96°C AR Smin.  (96°C 30s. 52°C 30s. 72°C 45s,
HEHIEAR30K) 72°CLEMf10min. M FEEE, HUPCRMRHEAT 1% M5 AR HE B H K o
7.4 HRIZE

ERFRAE S AT H RN A 669 bp RIZIR F B (B EZRF VLM C) , WIH & 41/NR 1% R
P AR RE SR I AZ IR B, RIS IR B X B CRIRZ BR AR AR FH K K B AR oz,
% B AGI0 BH 1



Mt & A
(FERHE)
AREC
A1 10%+ ke ELARER £ (SDS)
1545 ml =Z28/KIEMRES g + T Re 3R mimRey (k) , MIRE60°CIEfE, HEhRRIHpHEZT. 8,
I=28/KEE 250 ml,
A2 ZEHEKIMER (20 mg/mL)

I =FKP A= PRGBS (Tris) 1.21 mg, Z %P2 (EDTA) 1.86 mg, +—
PSR IREN (SDS) 5 g, FERRAPHIEZT. 8. BUZB ML= INA20 mgfE ABEK, TOEWE 7%,

A.3 5XTBERKEHiR
FIF =K I =R PRI S (Tris)54. 0 g, Z %D 28 (EDTA) 2.9 mg, HIER27.5 g,
F15 mol/Li) ¥ ER I pH{A 28. 0.



Mt & B
(BRI
SI¥F5. PCR R Rz fAZR

B.1 S35
B. 1.1 RIS/ TEAZ R PCRASIN 7 518 H 51 ¥ Fr 91 WA&B. 1.
&= B.1 3|¥1F%

5% SIYIFE%) (57 -3 )  RIEM/AINEET A B (bp)
R GTAAGCTTCCAGGAGACTTT -
T GTAAGCTTCGTCGTGTTC

B.2 PCRRRL&ECH
B.2.1 RILM/NmEEFAELPCR R N iKEL 75 WARB. 2.
% B.2 PCRRNiRECTs

PCRIR B4 53 RBAE R
10 xPCR Buffer(with Mg?*) 50l
Taq DNA Polymerase (5U/uL) 0.5 ul
dNTP (2.5mM each) 4 (&R JE0.2mM each)
LWEEIY (100 mM) 0.2 pl (ZHJE0.2uM)
FHESIY) (100 mM) 0.2 pl(Z&KE0.2uM)
R A DN AR AR 2.0 ul (HEFE0.1~1pg)
R BAIK (B LARFIS0u) 38.1 ul

B.2.2 FEEM

I G| VLR N0 2uMIE BT LLRAS R R HOR , RIARE 1 DLAE0. 1~ 1My B 3 R B 511K 2%
WRE o A I, TS e SIREE, R A AR S SO, AT A S ik



Mt % C
CERMED

A
AAGCTTCCAGGAGACTTTGGTTTGGTTGATAAAGAAGAATGGCCTTTAATATGTGCATGGTTAGT
TAAACATGGTTATGAATCAACCATGGCTAACTATACACATCATTGGGGAAAAGTACCAGAATGG
GATGAAAACTGGGCGGAGCCTAAAATACAAGAAGGTATAAATTCACCAGGTTGCAAAGACTTAG
AGACACAAGCGGCAAGCAATCCTCAGAGTCAAGACCAAGTTCTAACTCCTCTGACTCCGGACGT
AGTGGACCTTGCACTGGAACCGTGGAGTACTCCAGATACGCCTATTGCAGAAACTGCAAATCAA
CAATCAAACCAACTTGGCGTTACTCACAAAGACGTACAAGCGAGTCCGACGTGGTCCGAAATAG
AGGCAGACCTGAGAGCCATCTTTACTTCTGAACAATTGGAAGAAGATTTTCGAGACGACTTGGAT

TAAGGTACGATGGCACCTCCGGCAAAGAGAGCCAGGAGAGGTAAGGGTGTGTTAGTAAAGTGGG

GGGAGGGGAAAGATTTAATAACTTAACTAAGTATGTGTTTTCTTATAGGACTTGTGCCTCCAGGT

TATAAATATCTTGGGCCTGGGAACAGTCTTGACCAAGGAGAACCAACTAACCCTTCTGACGCCGC
TGCAAAAGAACACGACGAAGCTTAC




	前言
	1　范围
	2　规范性引用文件
	3　术语和定义
	4　缩略语
	5　主要仪器
	6　试剂和材料
	7　实验步骤
	7.1　样品的采集与处理
	7.1.1　血清样品采集
	怀疑细小病毒感染的犬猫，使用非抗凝管采集全血，详细标记，登记，室温静置30 min~1 h，放入离心
	7.1.2　粪便或肛拭子样品采集
	使用粪便盒收集发生腹泻的犬猫新鲜粪便，或使用棉拭子肛门转圈采集粪便样品加适量PBS (pH7.0)或

	7.2　核酸DNA提取
	7.3　PCR检测
	7.4　结果判定
	若待检样品可扩增出大小为669 bp的核酸片段（参考核酸序列见附录C），则判定细小病毒核酸阳性；若待


	附录A（资料性）溶液配方
	A.1　10%十二烷基硫酸钠(SDS)
	在45 ml 三蒸水溶解5 g 十二烷基硫酸钠(电泳级)，加热至60℃溶解，用盐酸调pH值至7.8，
	加三蒸水定容至50 ml。

	A.2　蛋白酶K贮备液(20 mg/mL)
	每升三蒸水中加人三羟甲基氨基甲烷 (Tris) 1.21 mg，乙二胺四乙酸 (EDTA) 1.86

	A.3　5×TBE电泳缓冲液
	每升三蒸水中加入三羟甲基氨基甲烷(Tris)54.0 g，乙二胺四乙酸(EDTA)2.9 mg， 硼
	用5 mol/L的盐酸调pH值至8.0。


	附录B（资料性）引物序列、PCR反应体系
	B.1　引物序列
	B.1.1　犬猫细小病毒核酸PCR检测方法通用引物序列见表B.1。

	B.2　PCR反应液配方
	B.2.1　犬猫细小病毒核酸PCR反应液配方见表B.2。
	B.2.2　注意事项
	通常引物终浓度为0.2μM时可以获得良好的检测效果，可根据情况在0.1~1μM范围内调整引物的终浓度


	附录C（资料性）
	扩增核酸序列AAGCTTCCAGGAGACTTTGGTTTGGTTGATAAAGAAGAATGGCC

