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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。

本文件由石河子大学提出并归口。

本文件起草单位：石河子大学、新疆生产建设兵团第八师畜牧水产发展服务中心、新疆察布查尔县

农业农村局、石河子市北野镇金色牧源牧业有限公司。

本文件主要起草人：周霞、魏增科、方婷、程淳耀、吴洁、樊泰山、许家珞、罗志洁、郝宝峰、李

跃、李文雪、张辉、郭嘉、孙志华、王震、周军。
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原料乳中 blaTEM、strA、tetA 三种耐药基因 RPA-LFD 快速检测技术
规范

1 范围

本文件规定了原料乳中blaTEM、strA、tetA三重耐药基因的重组酶聚合酶扩增结合侧向流动免疫试

纸条等温检测（RPA-LFD）的术语与定义及实验室条件、仪器设备和试剂、检测blaTEM、strA、tetA
引物说明、试验方法步骤、试验结果的判定、废弃物处理、人员防护措施与生物安全等。

本文件适用于原料乳中blaTEM、strA、tetA三重耐药基因重组酶聚合酶扩增结合侧向流动免疫试纸

条等温检测。

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 19489 实验室生物安全通用要求

GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法

GB/T 31190 实验室废弃化学品收集技术规范

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1

耐药基因 blaTEM

blaTEM基因是编码TEM型β-内酰胺酶的核心耐药基因，也是革兰氏阴性菌中最常见的β-内酰胺类

抗生素耐药基因之一，所表达的TEM型β-内酰胺酶，能水解青霉素类、部分头孢菌素类抗生素的β-内酰

胺环。这一作用会破坏抗生素的分子结构，使其失去抗菌活性，导致细菌对这类药物产生耐药性。

3.2

耐药基因 strA

strA基因是编码链霉素3'-磷酸转移酶的耐药基因，主要介导细菌对链霉素类抗生素的耐药性，广泛

存在于革兰氏阴性菌中，所表达的酶能将链霉素分子的3'-羟基磷酸化，修饰后的链霉素无法与细菌核糖

体30S亚基结合。这会阻断抗生素对细菌蛋白质合成的抑制作用，最终使细菌对链霉素产生耐药性。

3.3

耐药基因 tetA

tetA 基因是介导细菌对四环素类抗生素产生耐药性的重要基因，主要通过编码转运蛋白将四环素

排出菌体外，从而降低胞内药物浓度，使细菌获得耐药性，所表达的四环素外排泵蛋白（属于Major
Facilitator Superfamily，MFS家族），能利用质子动力势将胞内的四环素类抗生素主动泵出细胞外，减

少药物与细菌核糖体的结合（四环素的作用机制是抑制细菌核糖体30S亚基，阻碍蛋白质合成），最终

导致细菌对四环素类药物耐药。

3.4

重组酶聚合酶扩增结合侧向流动免疫试纸条

重组酶聚合酶扩增结合侧向侧向流动向流动免疫试纸条（RPA-LFD）是一种将恒温核酸扩增技术

与可视化免疫层析检测相结合的快速检测方法，广泛应用于病原体、耐药基因、转基因成分等目标核酸

的现场快速筛查。
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3.5

引物

应用化学方法合成1对与已知扩增目的基因片段两侧DNA序列互补的寡核苷酸，作为扩增引物。

3.6

探针

应用化学方法合成1条与已知扩增目的基因片段序列互补位于引物序列之间的寡核苷酸，并通过标

记化学基团作为重组酶聚合酶扩增探针。

3.7

模板

来自原料乳待扩增的靶DNA。

4 实验室条件

4.1 基本要求

实验室须区分功能，分区独立设置。分级管理。

4.2 实验室功能

实验室应包括：准备室、缓冲间、无菌室、样品保存室等。

4.3 生物安全管理

实验室日常生物安全管理应符合GB 19489相关要求。

5 仪器设备与试剂

5.1 仪器设备

实验用仪器设备包含：

1) 灭菌的 1.5 mL离心管、0.2 mL PCR管及微量移液器 Tip 头；

2) PCR 仪或恒温水浴锅；

3) 微量离心机；

4) 可调微量移液器（10 μL～1000 μL）；

5) 微量蛋白核酸检测仪。

5.2 实验用材料

5.2.1 试剂要求

RPA恒温扩增反应干粉应在保质期内，并且置于-20℃保存；280 mM 醋酸镁溶液（MgOAc）等试

剂为分析纯或生化试剂；RPA Buffer 确保与 RPA 恒温扩增反应干粉相配套。1×PBS 保证无菌。

EDTA-Triton X-100 基础裂解液（（Tris-HCl（pH 8.0）：20 mM；EDTA（pH 8.0）：5 mM；Triton X-100：
1%；定容至 100mL））确保浓度准确。

5.2.2 实验用水

实验用水为灭菌双蒸水。实验室用水规格和试验方法应符合 GB/T 6682 相关要求。

5.2.3 材料

三靶标核酸检测试纸条（彩虹型）、阳性对照模板（含目标基因的质粒 DNA）阴性对照（非目标

DNA）、0.2 mL PCR 管（RPA 反应管）、1.5ml离心管、试纸条专用反应槽。

6 鉴定耐药基因 blaTEM、耐药基因 strA、耐药基因 tetA 引物及探针说明

6.1 扩增引物及探针信息
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依据blaTEM、strA、tetA基因分别设计上下2条引物及探针，引物及探针信息见表1。

表 1 引物及探针对照表

引物及探针

名称
序列及修饰

sF Biotin-ACGTGGTGACGGGCATGCCTTCGCGAAAAT

sR CCCATTGACGGCCACGCTTTGAGCAAATCC

LF-S TAMRA-GGTGATCAACTGGCAGGAGGAA-dSpacer-AGGAGGGTGCATGCTTGGTGATA-3`C3 Spacer

TF Biotin-GGAGGCTCTCAACCCGCTCGCTTCGTTCCGG

TR AATGCCGATCGTGGTCGCGTCCCAGTGAAAG

LF-T 6-FAM-GGGTCATTTTCGGCGAGGATCGCT-dSpacer-TCACTGGGACGCGACCACGATCG-3`C3

BF Biotin-GCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTA

BR TATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGG

LF-B Digoxin-CATAACCATGAGTGATAACACTGCG-dSpacer-CCAACTTACTTCTGACAACGATCG-3`C3

6.2 引物及探针使用说明

引物及探针在使用时用灭菌双蒸水稀释成浓度为10 μmol/L，再进行使用。

6.3 质控质粒

blaTEM-pMD-19-T-DH5α大肠杆菌、strA-pMD-19-T-DH5α大肠杆菌、tetA-pMD-19-T-DH5α大肠杆

菌，分别涂布LB平板，次日挑取单克隆菌落，无菌操作台内接种至20 mL LB液体培养基，摇床180
rpm/min培养12h，取5 mL菌液，提取IS 900阳性质粒，用微量核酸浓度检测仪检测阳性质粒浓度。

7 实验方法步骤

7.1 样品准备

收集生鲜牛乳约10 mL～20 mL置于装有抑菌剂的灭菌的带盖塑料管中，离心富集菌体或-20℃冷冻

保存备用。

7.2 模版制备

按照EDTA -Triton X-100法提取各乳样DNA。EDTA -Triton X-100乳样DNA提取方法步骤如下：

1) 将生鲜乳混匀，以无菌操作准确吸 1 mL，12000 r/min离心 10 min，去上清。

2) 加 1mL EDTA(0.5 mol/L)，沉淀重悬，混匀，12000 r/min离心 10 min，去上清。

3) 加 1mL Triton X-100(0.1%)，沉淀重悬，混匀，12000 r/min 离心 10min，去上清。

4) 加 1mL超纯水，沉淀重悬，混匀，14000 r/min 离心 10 min，去上清。

5) 准确加入 50 μL超纯水，沉淀重悬，混匀，隔水煮沸 10 min。立即置于冰上，冷却 5 min。
12000 r/min离心 5min，取上清，即为 DNA 模板。

7.3 实验方法步骤

实验开始前，提前打开PCR仪或水浴锅，根据最佳温度39 ℃作为反应温度、反应时间为30 min，提

取三种阳性质粒为阳性对照，灭菌双蒸水为阴性对照，提取乳样DNA为检测模板，每个试管为一个反

应体系，反应体系见表2。
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表 2 反应体系表

反应成分 添加量

反应干粉 1管
A buffer 25 μL
上游引物 各 1 μL
下游引物 各 1 μL
探针 各 1 μL
模板及无RNA酶水 8.0 μL
B buffer 8.0 μL
反应结束后，取出 PCR 仪或水浴锅中拿出试管，将反应后的产物稀释，并将其滴加至三靶标核酸

检测试纸条，在10min内观察试纸条结果。

8 实验结果的判定

8.1 阳性

阳性判定分为以下情况：

a) 试纸条出现一条蓝色条带，位于质控线（C线）；

b) 2条红色条带，位于检测线（T线）。

c) 阳性结果表明样本中含有待检测的核酸片段，且其数量≥试纸条的最低检出量。当目的核酸

产物浓度较低时，试纸条 C线显色呈蓝色，T线呈淡红色，甚至浅粉色条带，该结果也应判

定为阳性。

d) 当目的核酸产物浓度较高时，试纸条 C线显色呈红色，T线呈红色，该结果也应判定为阳性。

8.2 阴性

阴性判定分为以下情况：

a) 试纸条质控线（C线）出现一条蓝色条带，检测线（T线）没有条带。

b) 阴性结果表明样本中不含目的核酸片段，或其数量低于试纸条的最低检出量。

8.3 失效

试纸条质控线（C线）和检测线（T线）均未出现条带，提示所用的试纸条或扩增试剂可能已经损

坏、失效或操作有误。

9 废弃物处理

9.1 灭菌

试验过程中，产生的血液等废弃物，应经过高温高压灭菌或采取其它方式灭菌。

9.2 废弃化学品处理

有毒有害废弃化学品应存放于密闭容器中。并符合GB/T 31190相关要求。

10 员防护措施与生物安全

试验人员进入实验室，须穿着工作服，并佩戴符合生物安全标准的手套、口罩、护目镜、头罩等。

试验中，试验人员安全防护与预防交叉污染措施应符合 GB 19489 相关要求。
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