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特色乳粉中黄牛和山羊源性成分数字PCR检测方法
[bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc26986771]范围
[bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc26648466][bookmark: _Toc24884219]本文件描述了特色乳粉（羊乳粉、驼乳粉）中黄牛、山羊源性成分的数字PCR定性、定量检测方法。
本文件适用于特色乳粉（羊乳粉、驼乳粉）中黄牛、山羊源性成分的定性、定量检测。
本文件黄牛、山羊源性成分检测定量限为0.05%，检出限为0.01%。
[bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc26986531][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/T 6682  分析实验室用水规格和试验方法
GB 19489  实验室 生物安全通用要求
GB/T 27403  实验室质量控制规范 食品分子生物学检测
GB/T 34796  水溶液中核酸的浓度和纯度检测 紫外分光光度法
[bookmark: _GoBack]GB/T 42077  生物技术 核酸靶序列定量方法的性能评价要求qPCR法和dPCR法
术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。

数字 PCR  digital PCR, dPCR
将核酸模板分布在多个等体积的反应单元，每个反应单元中包含或不包含一个或多个拷贝的靶序列（核
酸模板），对靶序列进行PCR扩增，并对特定的 PCR 产物进行检测，再根据阳性微滴的比例以及泊松分
布原理，计算出靶序列的浓度或拷贝数。

拷贝数浓度 copy number concentration 
单位体积内含有特定核苷酸序列的分子（拷贝）数量。
原理
针对黄牛、山羊线粒体 DNA 保守序列设计特异性引物和探针，分别进行单重数字PCR扩增，根据荧光阈值判断每个微反应体系的扩增结果，依据微反应体系的阴、阳性率和泊松分布公式计算得到数字PCR反应体系中的黄牛、山羊种属特异性基因拷贝数浓度。
试剂与材料
除非另有说明，所有试验仅使用分析纯及以上试剂和无DNase/RNase的重蒸馏水或符合GB/T 6682 二级水以上标准的水。
三氯甲烷，分析纯
无水乙醇，分析纯
CTAB裂解缓冲液：称取4.00 g CTAB，16.364 g NaCl，加入20 mL 1mol/L Tris-HCl溶液（pH 
8.0），8 mL 500 mmol/L Na2-EDTA溶液（pH 8.0），先用70 mL超纯水溶解，再定容至200 mL，在103.4 kPa（121℃）灭菌20 min。
蛋白酶K溶液，蛋白酶K 20 mg/mL，无菌水溶解，-20℃保存，避免反复冻融。
缓冲液PB
缓冲液AW2
离心柱
Buffer EB
dPCR 预混液
[bookmark: _Hlk217303861]黄牛种属特异性序列引物、探针（cytb基因）
cytb-F:5'-CCTAGCAATACACTACACATCCG-3'
cytb-R:5'-TTGAAGCTCCGTTTGCGT-3'
[bookmark: _Hlk219291895][bookmark: _Hlk219291907]cytb-P:5'-Texas Red-TCTGTTACCCATATCTGCCGAGACGTG-3'-BHQ2
山羊种属特异性序列引物、探针（cytb基因）
cytb-F: 5'-ATAGGCTATGTTTTACCATGAGGAC-3′
cytb-R: 5'-CATTCGACTAGGTTTGTGCCA-3′
cytb-P: 5'-Texas Red-ACAGTCATCACTAATCTTCTTTCAGCAATCCC-3'-BHQ2
F代表上游引物；R代表下游引物；P代表探针。
仪器设备
数字PCR仪。
生物安全柜，Ⅱ级。
核酸蛋白分析仪。
恒温水浴锅：5 ℃～99 ℃，恒温波动度：±0.5 ℃
离心机：离心力≥17900 g。
天平：感量0.1 g、0.01 g、0.001 g。
微量移液器：1000μL、200 μL、100 μL、10 μL。
涡旋震荡仪。
离心管（1.5 mL、2.0 mL）。
纳米微孔板：26 K 24孔、26 K 8孔。
检验步骤
DNA提取
取奶粉样品1 g于50 mL离心管中，加入5 mL CTAB裂解缓冲液，25 µL蛋白酶K溶液，涡旋混匀，65 ℃下孵育1 h，每15 min涡旋样品1次。
取出孵育后样品，4℃离心10 min，7000 g。离心结束后，吸取1 mL上清到2 mL离心管中，加700 μL氯仿，颠倒混匀，离心5 min，12000 g。
将1 mL缓冲液PB移液到新的2 mL微量离心管中，加入250 µL 7.1.2中离心后的上层水相，并通过涡旋充分混合。
将7.1.3中的600 µL混合物移液到离心柱中，置于2 mL收集管中。以17900 g离心1分钟，然后弃去流出液，重复使用收集管。
对剩余样品重复7.1.4并弃去流出液，重复使用收集管。
向离心柱中加入500 µL缓冲液AW2，以17900 g离心1分钟，弃去流出液，重复使用收集管。
将离心柱转移到1.5 mL微量离心管中，将100 µL Buffer EB直接移液到离心柱膜上。在室温下孵育1分钟，然后以17900 g离心1分钟至洗脱。
DNA提取也可使用其他等效 DNA 提取与纯化试剂盒，并按试剂盒说明书进行操作。
DNA 浓度和纯度的测定 
按照GB/T 34796方法测定并计算DNA的浓度，判定DNA浓度和纯度。模板DNA的浓度宜在0.1 ng/µL～100 ng/µL 范围，且OD260 nm/OD280 nm比值宜在1.7～2.0之间，或质量能符合检测要求。
[bookmark: _Hlk214614115]数字PCR扩增
对照设置
优先选用有证标准样品、有证标准物质或以仅含有黄牛或山羊源性成分的样品作为阳性对照，以不含目标源性成分的DNA样品作为阴性对照，用等体积无酶无菌水代替模板DNA作为空白对照。同时进行对照和试样的数字PCR扩增，试样设置至少 2 次重复，对黄牛和山羊源性特异基因分别进行扩增，以定量值的均值作为最终结果。各对照PCR反应体系中，除模板外，反应体系和反应条件与7.3.2和7.3.3相同。
数字 PCR 反应体系
使用5.10、5.11中列出的引物和荧光标记探针分别进行dPCR扩增，根据表1配制单重dPCR扩增体系，反应体系的体积为40 μL。
数字PCR反应体系
	试剂成分 µL
	储备液浓度
	终浓度
	体积 µL

	数字PCR 预混液
	-
	1×
	10

	上游引物（10 µmol/L）
	10 µmol/L
	0.2 µmol/L
	0.8

	下游引物（10 µmol/L）
	10 µmol/L
	0.2 µmol/L
	0.8

	探针（10 µmol/L）
	10 µmol/L
	0.2 µmol/L
	0.8

	模板DNA（0.1～100 ng/μL）
	-
	-
	4

	无酶无菌水
	-
	-
	23.6


反应程序 
将混好的体系溶液转移到纳米微孔板芯片上，加样时沿侧壁加入，切勿产生气泡，再将蓝色封膜覆盖到微孔板上用滚轮压紧进行封膜，将封好的板子按照设置好的程序上机检测，反应程序为：95 ℃预变性2 min；40个循环：94˚C变性5 s，57˚C退火15 s，72˚C延伸30 s。
不同数字PCR平台需根据其仪器条件在本标准基础上适当调整反应程序。
荧光信号读取
扩增反应结束后，数字PCR仪会自动对每个微滴进行荧光检测，采用Texas Red通道读取荧光信号。
拷贝数计算 
数字PCR仪运行后经软件计算得出每个试样黄牛（或山羊）种属特异性基因拷贝数，将检测结果的平均值作为样品的检测结果，单位为拷贝数每微升（copies/μL）。
基质标准工作曲线的制作与绘制（定量检测）
黄牛源性成分检测以不含黄牛源性成分的空白乳粉为基质，添加质量分数为0.01%、0.05%、0.1%、0.5%、1%、5%的纯黄牛乳粉制备待测样品；山羊源性成分检测以不含山羊源性成分的空白乳粉为基质，添加质量分数为0.01%、0.05%、0.1%、0.5%、1%、5%的纯山羊乳粉制备待测样品；从分别制得的待测样品中提取 DNA，以仅含目标物种成分样品为阳性对照，以不含目标物种成分的样品为阴性对照，以无酶无菌水作为无模板对照，对目标物种成分利用相匹配的引物探针进行单重数字PCR检测，每个反应设置2个平行。以靶标乳粉掺入质量分数为横坐标，以靶标乳粉源性成分核酸拷贝数浓度为纵坐标，绘制标准工作曲线。
结果分析与表述
质量控制
数字PCR扩增结果中，阴性微滴和阳性微滴明显分开，阈值设在阴性微滴和阳性微滴分开的区域，阴性对照组和空白对照组均未检出阳性微滴，阳性对照有明显阳性微滴，且核酸拷贝数浓度平均值大于2 copies/μL，则试验成立。
结果表述
定性检测
阴性对照、阳性对照和空白对照检测结果符合9.1要求的情况下，结合7.3.5分析试样结果：
——试样检测出黄牛或山羊cytb基因阳性微滴，且核酸拷贝数浓度平均值大于2 copies/μL，则判定为阳性。表述为“样品中检出黄牛或山羊源性成分”。
——若样品中未检测出黄牛或山羊cytb基因阳性微滴，或仅检测出个别阳性微滴且核酸拷贝数浓度平均值小于等于2 copies/μL，则判定为阴性。表述为“样品中未检出黄牛或山羊源性成分”。
定量检测
阴性对照、阳性对照和空白对照检测结果符合9.1要求的情况下，结合7.3.5和8分析试样结果：
待测样品中黄牛或山羊的检测拷贝数浓度应在标准工作曲线线性范围内，超过线性范围最大值则应进行适当稀释后分析。根据8获得标准曲线拟合方程Y=aX+b（其中：Y为测得的核酸拷贝数浓度(copies/μL)；X为目标物种乳粉掺入质量分数（%），要求相关系数 R²≥0.98）计算靶标乳粉掺入质量分数，并报告定量检测结果，表述为“样品中检出黄牛或山羊源性成分，浓度为XX copies/μL，质量分数为XX%”。
如果测得的DNA拷贝数浓度低于标准曲线中0.01%浓度点对应的拷贝数，且拷贝数浓度小于等于2 copies/μL，则报告为 “未检出”；若测得的DNA拷贝数浓度低于标准曲线中0.01%浓度点对应的拷贝数，且拷贝数浓度大于2 copies/μL，则需复检，若复检结果仍检测出阳性微滴，且拷贝数浓度大于2 copies/μL，则判定为阳性，否则判定为阴性。
精密度
在重复性条件下获得的3次独立测定结果的相对标准偏差不超过25%。
检测过程中防止交叉污染的措施
数字PCR检测实验不同步骤操作应在相应的分区区域内完成，注意气溶胶污染。数字PCR实验环境条件和过程控制应按照GB/T 27403的规定执行。
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