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[bookmark: _Toc120713557][bookmark: BookMark2]前言
本标准按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化标准的结构和起草规则》的规定起草。
本标准规定了测定水体中总微囊藻基因和产毒微囊藻基因的实时荧光定量PCR法
本标准为首次发布。
请注意本标准的某些内容可能涉及专利。本标准的发布机构不承担识别专利的责任。
本标准由浙江省质量协会提出并归口。
本标准起草单位：
本标准验证单位：
本标准主要起草人：
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水体中微囊藻基因的测定 实时荧光定量PCR法
[bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc97192964][bookmark: _Toc120713558]范围
[bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc26648466]本标准规定了测定水体中总微囊藻基因和产毒微囊藻基因的实时荧光定量PCR法。
本标准适用于饮用水、地表水中总微囊藻基因和产毒微囊藻基因的测定。
本标准样品当水样提取体积为30 mL时，总微囊藻基因检出限为50 copies/mL，测定下限为200 copies/mL；产毒微囊藻基因的检出限为38 copies/mL，测定下限为15 copies/mL。
[bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc97192965][bookmark: _Toc120713559]规范性引用标准
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 14581  水质 湖泊和水库采样技术指导
HJ/T 91  地表水和污水监测技术规范
HJ 494  水质采样技术指导
[bookmark: _Toc97192966][bookmark: _Toc120713560]术语和定义
下列术语和定义适用于本标准。	

Ct值  cycle threshold
每个管内的荧光信号达到设定的阈值时所经历的循环数。
[bookmark: _Toc120713561]方法原理
实时荧光定量PCR（Quantitative Real-time PCR）是指在聚合酶链式反应（PCR）反应体系中加入荧光基团，利用荧光信号积累实时监测整个PCR进程，最后通过最后通过Ct值和标准曲线对未知模板进行定量分析的方法。
本方法运用TaqMan探针法，利用荧光共振能量转移现象，使系统中的荧光强度或者荧光种类发生变化，通过检测这种变化可测出PCR反应体系中产物的种类和量。
[bookmark: _Toc120713562]试剂和材料
除非另有说明，分析时均使用符合国家标准的分析纯试剂。实验用水为新制备的蒸馏水。
乙醇：75%。
无水乙醇：纯度不低于96%。
植物DNA提取试剂盒：包括过滤柱，收集管等。
DNA聚合酶混合液。
无菌水。
离心管：0.5 mL、1.5 mL、2 mL。
微孔滤膜：乙酸纤维滤膜或其他材质滤膜，直径25 mm，孔径0.2 µm。
玻璃破碎珠：212 µm～300 µm，425 µm～600 µm，710 µm～1180 µm。
采样瓶：聚乙烯塑料广口瓶，1000 mL，洗净干燥。
冰袋。
擦镜纸。
封口膜。
引物和探针：引物和探针应由生物公司合成，用无菌水配制成10 μmol/L工作液，-20 ℃以下普通冰箱中保存供检测用。引物与探针序列见表1。
实时荧光引物和探针序列表
	基因组
	引物/探针
	序列

	总微囊基因
(MICR region)
	F引子（上游引物）
	GCCGCRAGGTGAAAMCTAA

	
	R引子（下游引物）
	AATCCAAARACCTTCCTCCC

	
	探针
	Cy3/AAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGT/BHQ_2

	产毒微囊基因
(mcyB region)
	F引子（上游引物）
	TGTGGAGTCTATTTATCCTCTTTCC

	
	R引子（下游引物）
	GAGTTTGACTACAATAAATCCCTGAAT

	
	探针
	FAM/CAGGAAGGGATGCTCTTTCA/BHQ_1

	序列中M可为A/C。


[bookmark: _Toc120713563]仪器与设备
采水器：不锈钢或有机玻璃材质，圆柱形。容量和深度规格要满足采样要求。
微量砂芯过滤器：250 mL，包括漏斗（直径25 mm，容积200 mL）、多孔聚酯滤膜支撑板、收集瓶。
真空泵：相对真空度不高于-17 kPa。
微量冷冻高速离心机：1.5 mL转子，转速不低于14000 rpm。
离心机：2 mL，转速不低于6000 rpm。
振荡混匀器。
荧光定量PCR仪：温度范围4.0 ℃～99.9 ℃。
PCR反应管：根据qPCR仪要求选择单管、八联排管或96孔荧光反应板。 
烘箱：60 ℃ ± 2 ℃。
水浴装置：加热温度可调，可精确调至植物DNA提取试剂盒说明书要求的温度。
微量移液器：2 μL、10 μL、50 μL、200 μL和1000 μL
移液枪或移液管：10 mL。
酒精喷壶：100 mL～250 mL。
不锈钢镊子。
冰箱：规格为4 ℃和-20 ℃。
冷藏箱。
二级生物安全柜。
计时器。
高压灭菌器。
[bookmark: _Toc120713564]样品
水样的采集
点位布设、采样频次及采样方法按照GB/T 14581、HJ/T 91和HJ 494的相关规定执行。
使用采样瓶时用水样充分润洗3次，再采集水样。
使用采水器（6.1）采集1 L样品至采样瓶（5.9）中。若水体透明度较高，浮游植物数量较少时，应酌情增加采样体积。样品采集时采样瓶不应装满，以便摇匀。
水样的运送和保存
运输过程应避光，并保持水样温度1 ℃～5 ℃。应在24 h内完成过滤，过滤后的样品在-20 ℃冰箱中保存待检。
[bookmark: _Toc120713565]分析步骤
准备
将212 µm～300 µm、425 µm～600 µm、710 µm～1180 µm三种破碎珠(5.8)以1:1:1的方式加入2 mL离心管（5.6）中，约0.1 mL，备用。
按植物DNA提取试剂盒（5.3）的说明，配制试剂，准备好过滤柱和收集管。
[bookmark: _Hlk97561874]过滤
根据过滤速度可取水样10 mL～50 mL,用0.2 µm滤膜（5.7）于微量砂芯过滤器（6.2）过滤，待样品水分抽干后，将滤膜卷起并放入离心管（8.1.1）中。
DNA提取　	
按植物DNA提取试剂盒说明书上操作步骤进行DNA的提取，DNA提取成功后置于-20 ℃保存备用。
测定
标准曲线配制
从-20℃冰箱中取出标准品原液（一般1011 copies/µL～1012 copies/µL），室温融解。
避免反复冻融。
移取适量标准品原液至0.5 mL离心管，用无菌水稀释至1×108 copies/µL，将稀释过标准品在震荡器上震荡约10 s，使用迷你离心机离心约5 s。
以10倍重复稀释步骤，逐级稀释制作7个标准品，其系列浓度分别为：1×107 copies/µL、1×106 copies/µL、1×105 copies/µL、1×104 copies/µL、1×103 copies/µL、1×102 copies/µL、1×101 copies/µL。
反应体系配制
操作前开启生物安全柜（6.17）过滤吸气口5 min～10 min、UV灯开启20 min～30 min。
将所有的耗材与实验工具喷75 %酒精消毒并擦拭，在生物安全柜内使用
在操作前将试剂解冻并使用震荡器混合约10 s，再放入迷你离心机离心约5 s。
反应体系在生物安全柜内配制，可在冰盒中操作。qPCR反应体系配制量应大于以下计算的体积：设qPCR反应管数为n×3，n为待检样品数＋空白＋核验样品数，配制单个样品体积见表2。将配好的反应体系，震荡混合约10 s，再离心约5 s，转移到qPCR试管中。
qPCR反应体系
	试剂
	用量

	无菌DI水
	8.0 µL

	酶混合液
	12.5 µL

	F引子（10 µmol/L）
	1.0 µL

	R引子（10 µmol/L）
	1.0 µL

	探针（10 µmol/L）
	0.5 µL

	总体积
	23.0 µL

	在开始操作前，将灯光关闭(探针必须要避光)


加样
加入2.0 µL样品或标准品DNA，盖好盖子，离心机混匀。
按qPCR仪器说明书操作步骤上机检测，并记录结果。
空白试验
以2.0 µL无菌水代替样品加入qPCR试管中，与样品同步骤操作。
荧光定量PCR反应参数
95 ℃活化、180 s；95 ℃ 变性、5 s，退火延伸60 ℃、20 s，40个循环，每个循环结束后设置采集荧光。5，端选择FAM荧光通道，3，端选择无（none）荧光。
根据不同仪器和试剂要求可适当调整反应参数。
扩增效率计算
标准系列以稀释标准液副本数的对数为横坐标，以Cq值为纵坐标，作线性回归，绘制标准曲线。扩增效率（E）按式（1）计算。
		()
式中：
E ——扩增效率,范围应90％～110％。
b ——斜率/线性系数,范围应-3.08～-3.59。
结果计算
水样中总微囊藻基因和微囊藻产毒基因的含量（C）,单位为 copies/mL表示，按式（2）计算。
		()
式中：C  ——微囊藻基因含量，copies/mL
Ct  ——取得DNA数据/量化周期；
a  ——常数项；
b  ——斜率/线性系数；
V1 ——提取液体积，µL；
V0 ——过滤样品体积，mL。
结果表示
计算结果保留三位有效数字，用科学记数法表示
精密度和准确度
精密度
6家实验室对地表水中同一样品进行了6次重复测定：实验室内相对标准偏差为  ～ ，加标回收率为 ～ ，实验室间相对标准偏差为 

准确度
6家实验室对提取好的同一地表水样品（  ）copies/mL，加标进行了6次重复分析测定，平均加标回收率范围为

质量保证与控制
空白检验
每10个样品，做一个样品空白核查，不得检测出Ct值。
校准
标准曲线相关系数≥0.995。每10个样品应测定标线中浓度点，与标线中同浓度点Ct值差绝对值应小于1。
平行样
每个样品至少做1个平行样，平行测定结果Cq值最大值与最小值差应小于1。
加标样
    每10个样品，做1个样品加标样，接受的加标回收率范围为80%～120%。
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