附件1

吉林梅花鹿产品检测机构名单

	序号
	机构名称
	检测范围

	1
	中国农业科学院特产研究所
	重金属类、鹿源性成分

	2
	长春海关技术中心
	重金属类、鹿源性成分

	3
	吉林省中鹿鹿产品检验检测有限公司
	重金属类、鹿源性成分








附件2

吉林梅花鹿产品检测工作指南

1、 检测范围
检测机构对“吉林梅花鹿”区域公用品牌授权产品开展以下10类梅花鹿产品检测，产品形式详见下表。
	序号
	产品类别
	具体产品形式

	1
	鹿茸
	干鹿茸、鲜鹿茸、鹿茸片、鹿茸粉

	2
	鹿血
	鲜鹿血、干鹿血、鹿血冻干粉

	3
	鹿角帽（鹿角）
	鹿角帽、鹿角帽粉、鹿角、鹿角粉

	4
	鹿骨
	鹿骨、鹿骨粉

	5
	鹿肉
	鲜鹿肉（含冰鲜鹿肉）

	6
	鹿尾
	鲜鹿尾、干鹿尾、鹿尾粉

	7
	鹿心
	鲜鹿心、干鹿心、鹿心粉

	8
	鹿筋
	鲜鹿筋、干鹿筋、鹿筋粉

	9
	鹿鞭
	鲜鹿鞭、干鹿鞭、鹿鞭粉

	10
	鹿胎
	鲜鹿胎、干鹿胎、鹿胎粉


二、检测标准
（一）检测标准
检测机构应按照以下标准和方法开展检测工作，检测结论应包括结论模板内容。
	检测
项目
	执行标准/方法依据
	合格要求
	结论模板

	感官
检查
	鹿茸：《中华人民共和国药典》+梅花鹿茸性状检验方法（附1）
	符合标准中梅花鹿茸的性状要求。
	编号XXXX样品，经检验，性状符合相应标准或方法中梅花鹿茸+[茸型]的要求。

	
	鹿鞭：NY 317-1997
	符合标准中鹿鞭性状的要求。
	编号XXXX样品，经检验，性状符合 NY 317-1997 中“鹿鞭”的要求。

	
	鹿茸片：NY/T 1162-2006
	符合标准中蜡片、粉片、沙片、骨片的要求。
	编号XXXX样品，经检验，感官指标符合 NY/T 1162-2006 中“片型”的要求。

	梅花鹿源成分
	GB/T 38164-2019
	可采用1种或多种方法检测，必须检出梅花鹿源性成分/序列，不得检测出马鹿、赤鹿、驼鹿、驯鹿、猪、羊、牛等成分/序列。
	编号XXXX样品，经检验，依据 GB/T 38164-2019或数字PCR法检出梅花鹿源性成分/序列。

	
	数字PCR法（附2）
	
	

	
	SN/T 4660-2016
	
	编号XXXX样品，经检验，依据 SN/T 4660-2016 检出梅花鹿源性成分/序列。

	
	基因芯片检测法（附3）
	
	编号XXXX样品，经检验，依据基因芯片检测法或序列鉴定法检出梅花鹿（或其他动物）特异性成分/序列。

	
	序列鉴定法（附4）
	
	

	部分外源成分
	GB/T 38164-2019、数字PCR法、DNA鉴定法
	可采用1种或多种方法检测，不得检出马鹿、赤鹿、驯鹿、猪、牛、羊等成分/序列。
	参照梅花鹿源成分检测模板

	重金属检测
	鹿角帽、鹿血、鹿心、鹿筋、鹿鞭、鹿肉、鹿尾、鹿胎：GB 2762-2025
	符合标准要求。
	编号XXXX样品，铅（Pb）/镉（Cd）/砷（As）/汞（Hg）含量为X.XXmg/kg，符合“标准名称”限量要求。

	
	鹿茸片：NY/T 1162-2006
	
	


（二）鉴定标准
1.梅花鹿茸：性状检验和鹿源性成分检测均符合本检测标准要求，鉴定证书中鉴定结果处可标注“梅花鹿茸”。
2.梅花鹿鞭：性状和鹿源性成分检测均符合本检测标准要求，鉴定证书中鉴定结果处可标注“梅花鹿鞭”。
三、结果报告
（一）检验报告。按照《中华人民共和国药典》2025年版一部“鹿茸”、NY 317-1997、NY/T 1162-2006、GB/T 38164-2019或SN/T 4660-2016标准开展检验检测、出具数据和结果，并且参数和标准同在检测机构资质认定和农产品质量安全检测机构考核授权范围内的，可以出具带CMA和CATL的检验报告。
（二）检测报告。按照梅花鹿茸性状检验方法、数字PCR法、基因芯片检测法、DNA鉴定法开展检验检测出具数据和结果，检测报告需加盖单位公章，不需带CMA和CATL标识。
（三）鉴定证书。鹿茸和鹿鞭产品感官检验和鹿源性成分检测均符合相应标准规定，可出具鉴定证书。
四、检验费用
	检测项目
	计费单位
	参考价格（单位：元）

	鹿茸性状检测
	每样品
	50

	鹿鞭性状检测
	每样品
	25

	鹿茸片性状检测
	每样品
	50

	SN/T 4660—2016法
	每样品
	240

	GB/T 38164—2019法
	每样品
	1500

	数字PCR法
	每样品
	1500

	基因芯片检测法
	每样品
	800

	DNA鉴定法
	每样品
	300

	砷（As）/汞（Hg）
	每项
	150

	铅（Pb）/镉（Cd）
	每项
	80元



附：1.梅花鹿茸性状检验方法
2.鹿源性成分鉴定及定量检测数字 芯片式数字PCR法
3.梅花鹿血源纯度基因芯片检测法
4.梅花鹿、马鹿、赤鹿、驯鹿、猪、羊、牛源序列鉴定法





附1

梅花鹿茸性状检验方法

1 适用范围
本文件规定了梅花鹿茸的性状特征。
本文件适用于梅花鹿茸外观性状特征的检验检测。
2 术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
2.1 梅花鹿茸
鹿科动物梅花鹿（Cervus nippon Temminck）的雄鹿未完全骨化覆有茸毛的嫩角。
2.2 梅花鹿茸类型
毛桃（茸）、头茬茸、二杠茸、三杈茸、怪角茸（畸型茸）、再生茸。
[bookmark: OLE_LINK2][bookmark: OLE_LINK1]2.3 毛桃
鹿在第一个生茸期内第一次采收的鹿茸称毛桃（茸），亦称初角茸。
2.4 头茬茸
在一个生茸期内第一次采收的鹿茸。
2.5 二杠茸
[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK4]鹿茸生长到分生第二个分枝前采收的梅花鹿茸。
2.6 三杈茸
鹿茸生长到分生第三个分枝前采收的梅花鹿茸。
2.7 再生茸
同一个生茸期内第二次及之后采收的鹿茸。
2.8 花皮茸
鲜茸体上的带有白色或粉白色条带的鹿茸。加工干了有一条明显的光亮黑色条带。
2.9 黑线茸
鲜茸体有一条黑色线带的鹿茸。加工干燥后黑色线带依然存在。
2.10 虎口
主干与分杈的夹角部位。
2.11 主干
亦称大梃，鹿茸的主枝，其它枝都是由此分生出来的，相对较粗且长。
2.12 茸头/嘴头
鹿茸大梃顶部分杈部位。
2.13 眉枝
主干锯口上方所分出的第一分枝。
2.14 第二分枝、第三分枝
鹿茸主干第一分枝以外，往上排序，依次称为第二分枝、第三分枝。      
2.15 骨豆
鹿茸骨化而形成的表面疣状凸起。
2.16 暄皮
茸皮与皮下组织分离的现象。
2.17 包棱
茸根部表面连续的棱状突起
2.18 蜡头
鹿茸加工后，大梃上部有一个收缩沟，沟的上头部分为蜡头。
3 技术要求
3.1二杠茸
3.1.1 茸体各部分呈圆柱状，具有一个分枝。主枝习称“大梃”，侧枝习称“门桩”或“眉枝”，大梃长于门桩，较粗。
3.1.2 大梃长8cm-50cm，顶端有明显的蜡头，干鹿茸茸根锯口直径2-12cm。离锯口0.5-3cm处分出侧枝，长3-30cm，较大梃略细；
3.1.3 茸皮清晰可见，皮茸紧贴，无喧皮，无破损。呈红棕色、黄棕色、黄褐色、褐色或黑褐色，多呈油润光泽。
3.1.4 表面密生灰白色、黄棕色或黑褐色茸毛，呈短针状、坚挺；茸毛质地柔软，手感柔顺，无刺痛感；密度适中，分布均匀，上端较密，下端较稀。
3.1.5 大梃和门桩分岔间既虎口处多数具有一条筋脉。
3.1.6 干鹿茸质地坚硬、体轻。
3.1.7 有鹿茸特有的腥气。
3.2 三杈茸
3.2.1 茸体具有两个同侧间距性分枝。
3.2.2 大梃长15-95cm，略呈弓形，微扁，顶端多有蜡头，下部多有纵棱筋，上有1个较小分枝。
3.2.3 主侧枝上略细，部分茸体上有骨豆。
3.2.4 有鹿茸特有的腥气。
3.3 再生茸
3.3.1 茸型呈二杠型、三岔型、独角型。
3.3.2 茸毛较长且粗硬、密实，呈深灰色较多，色泽较深。
3.3.3 梃长而不圆，或上细下粗，底端骨化程度较高，
3.3.4 二杠或三杈虎口往往黑线明显，花皮较多，纵棱筋硬。
3.3.5 体重，气微腥。
4 检验方法
4.1 感官检验
4.1.1 在自然光下用目力对梅花鹿茸的形态、色泽、质地、皮、毛进行检验，用嗅觉鉴别气味。
4.1.2 借助放大镜检查外观破损情况。
4.2 长度
用长度米尺进行测量。
5 检验规则
5.1 抽样方法
逐枝取样检测。
5.2 判定规则
梅花鹿茸符合4中规定的全部性状要求，判定该鹿茸符合本文件中梅花鹿相应茸型的规定。


附2
鹿源性成分鉴定及定量检测 芯片式数字PCR法
[bookmark: heading_2][bookmark: heading_4]1 范围
本文件规定了鹿源性成分的鉴定和定量检测原理、方法。
本文件适用于鹿茸、鹿角帽、鹿鞭、鹿肉、鹿血及鹿内脏产品中鹿源性成分的定性和定量检测及产品中猪、牛、羊、鸭源成分检测。
定量限0.1 %。
[bookmark: heading_6]2 规范性引用文件
GB/T 27403 实验室质量控制规范 食品分子生物学检测
GB/T 38164常见动物源性成分检测 梅花鹿成分检测 实时荧光PCR法
SN/T4660 鹿种鉴定技术规范
[bookmark: heading_5]3 原理 
根据不同鹿种线粒体特异性基因片段的唯一性，dPCR扩增后，通过荧光信号检测每个微反应单元的阳性（含目标DNA并成功扩增）与阴性（不含目标DNA或未扩增）状态，结合泊松分布原理，实现对目标DNA模板的绝对定量计数。
[bookmark: heading_7]4 检测用引物和探针
4.1 针对六种动物物种特异性基因设计的引物和TaqMan荧光探针（每种动物对应1对特异性引物和1条特异性探针），探针5’端标记不同荧光报告基团（如FAM、HEX、ROX、CY5等，避免荧光信号重叠），3’端标记淬灭基团（BHQ1或TAMRA），由专业试剂公司合成并纯化（脱盐纯化或HPLC纯化），引物浓度10μmol/L，探针浓度10μmol/L，-20℃避光保存。
4.2引物序列见表1。
表1  引物探针序列
	目标
	序列
	探针

	梅花鹿
	靶向线粒体部分DNA区域，CNIP-f/CNIP-r序列
	探针标记FAM扩增子长度约223bp

	马鹿
	靶向线粒体部分DNA区域，引物参考CELA-f/CELA-r序列
	探针标记HEX扩增子长度约248bp

	猪
	GGA GTGTGTATCCCGTAGGTG/CTGGGGACATGCAGAGAGTG
	探针标记ROX

	牛
	GTAGGTGCACAGTACGTTCTGAAG/GGCCAGACTGGGCACATG
	探针标记CY5

	羊
	CTGACACACGGGACACCTCTCC/AAGCTAAACATGGACCCACAT
	探针标记FAM

	鸭
	GGAGCACCTCTATCAGAGAAAGACA/GTGTGTAGAGCTCAAGATCAATCCC
	探针标记CY5


5 试剂或材料
5.1 DNA提取试剂
商品化基因组DNA提取试剂盒，配套蛋白酶K（20 mg/mL）、PBS缓冲液（pH7.4）、盐酸溶液（1mol/L）；此外可准备二硫代苏糖醇，用于含角蛋白的样品的DNA提取，提高提取效率。
5.2 dPCR专用试剂
dPCR预混液：含热启动Taq酶、dNTPs、Mg²等，适配多重荧光检测）、无酶无菌水。DEPC处理，无DNA酶污染。
5.3质控试剂
阳性对照：目标动物单一DNA标准品及混合标准品；
阴性对照：不含目标动物成分的植物性食品DNA，如大豆、小麦DNA；
空白对照：无酶无菌水。
[bookmark: heading_11]5.4 阳性对照品
选取物种明确的梅花鹿、马鹿、猪、牛、羊、鸭未经破坏的组织或器官，经物种鉴定确认仅含单一物种特异性基因。采用商品化DNA提取试剂盒提取基因组DNA，经核酸定量仪检测纯度（A260/A280=1.8~2.0）和浓度，-20℃保存备用；
混合对照品：将待测目标动物DNA按等比例混合，用于多重检测方法的验证[3][4][8]。其中梅花鹿标准品可参考GB/T 38164-2019要求制备，马鹿标准品可通过权威机构获取或自行鉴定制备。
5.5内参基因：18SrRNA；
5.6无酶无菌离心管：1.5 mL、50 mL；
5.7无酶无菌吸头：10 μL、100 μL、1000 μL；
5.8 dPCR专用反应板：96孔或384孔，适配所用dPCR仪型号。
[bookmark: heading_12]6 仪器设备
6.1芯片式数字PCR仪（dPCR仪）：支持多重荧光检测，至少4种荧光通道，适配所用探针荧光基团；
6.2 组织研磨仪；
6.3 高速冷冻离心机：转速≥12000 r/min；
6.4 恒温水浴锅：可调节温度至56 ℃；
6.5 核酸定量仪或超微量分光光度计；
6.6 超净工作台或生物安全柜；
6.7 移液器：10 µL、100 μL、1000 μL，精度校准合格；
6.8 高压蒸汽灭菌锅；
[bookmark: heading_13]6.9 涡旋振荡器。
7 实验步骤
[bookmark: heading_14]7.1 样品制备
取适量样品，在液氮或低温条件无菌状态下研磨成均匀粉末或糜状，备用。
[bookmark: heading_17]7.2 DNA提取
7.2.1 取200 mg制备后的样品，加入50 μL裂解液和20 μL蛋白酶K（20mg/mL），涡旋振荡5 min，56 ℃恒温水浴2 h，期间每隔20 min涡旋振荡一次，确保样品充分裂解；
7.2.2裂解完成后，加入300μL无水乙醇，涡旋振荡30 s，充分混匀；
7.2.3将混合液转入试剂盒配套吸附柱中，8000 r/min离心2 min，弃掉废液；
7.2.4加入500 μLL洗涤液1，8000 r/min离心2 min，弃掉废液；加入500 μL洗涤液2，8000 r/min离心2 min，弃掉废液；
7.2.5 将吸附柱放入新的1. 5mL离心管中，12000 r/min离心3 min，去除残留洗涤液，避免影响后续PCR反应；
7.2.6向吸附柱中央加入50 μL~100 μL洗脱液（65℃预热），室温静置5 min，12000 r/min离心2 min，收集洗脱液，-20 ℃保存备用；
7.2.7 同步提取阳性对照、阴性对照样品的DNA；
7.2.8 同步进行空白样品检测，不加入样品，按上述步骤操作，用于后续质控。
可按商品试剂盒说明书操作，结合样品基质特性优化提取步骤。
[bookmark: heading_18]7.3 DNA纯度与浓度检测
用核酸定量仪检测提取的基因组DNA浓度和纯度，要求A260/A280=1.8~2.0，A260/ A230≥1.5，若纯度不达标，需重新纯化；浓度调整至10~100 ng/μL，浓度过高则用无酶无菌水稀释，过低则重新提取，确保DNA质量满足dPCR检测要求。
[bookmark: heading_19]7.4 dPCR反应体系
采用多重dPCR检测模式，可根据仪器荧光通道数量，将六种动物成分分为2~3组进行检测，避免荧光信号重叠。每组反应体系总体积为20 μL，配制过程在无菌操作台或生物安全柜中进行，严格遵循“先加试剂、后加模板”的原则，避免交叉污染，具体体系见表2 （单组反应，以检测马鹿、梅花鹿、猪为例）。
表2  梅花鹿、马鹿、猪dPCR反应体系
	试剂名称
	体积（μL）
	备注

	dPCR预混液（2×）
	10.0
	含热启动Taq酶、dNTPs等，适配多重检测

	梅花鹿引物（10μmol/L）
	0.8
	上游引物+下游引物，各0.4 μL

	马鹿引物（10μmol/L）
	0.8
	上游引物+下游引物，各0.4 μL

	猪引物（10μmol/L）
	0.8
	上游引物+下游引物，各0.4 μL

	马鹿探针（10μmol/L）
	0.4
	标记HEX，避光加入

	梅花鹿探针（10μmol/L）
	0.4
	标记FAM，避光加入

	猪探针（10μmol/L）
	0.4
	标记ROX，避光加入

	基因组DNA模板
	2.0
	浓度10~100ng/μL，空白对照用无酶无菌水替代

	无酶无菌水
	4.4
	补足至20 μL，根据实际体积调整


注：1. 牛、羊、鸭成分检测体系按上述比例配制，替换对应引物和探针，调整荧光基团以避免重叠；
2. 每种样品设置3个平行，阳性对照、阴性对照、空白对照同步设置3个平行，确保结果可靠性；
3. 针对不同dPCR平台，可依据说明书调整反应体系的组分和最终体积，并保证各组分终浓度不变。
[bookmark: heading_20]7.5 微反应单元生成与PCR扩增
将反应体系加入芯片微腔室中，按照仪器说明书操作，密封芯片，确保每个微腔室充满反应体系，无气泡。
[bookmark: heading_22]7.6 PCR扩增
7.6.1将芯片放入dPCR仪扩增模块中，优化引物退火温度，设置统一扩增程序，避光扩增，避免荧光信号淬灭；
7.6.2预变性：95 ℃，10 min，激活热启动Taq酶，彻底变性DNA模板；
7.6.3扩增循环：94 ℃，30 s，变性，解开DNA双链；60℃，1 min退火+延伸，引物结合并扩增目标片段，共60个循环；
7.6.4 终延伸：98 ℃，10 min，确保扩增产物完整；
7.6.5 保温：4 ℃，保存，避免扩增产物降解。
注：针对不同PCR反应平台，可根据仪器说明书对热启动步骤程序进行修改，但不得修改扩增循环的温度和时间参数；扩增过程中严格控制温度变化速率，避免微腔室损坏。
[bookmark: heading_23]7.7 荧光信号检测与数据分析
[bookmark: heading_24][bookmark: heading_25]7.7.1 PCR扩增结束后，dPCR仪自动对每个微反应单元进行荧光信号扫描，检测不同荧光通道的信号强度，区分阳性微滴（含目标DNA，扩增后产生特异性荧光信号）和阴性微滴（不含目标DNA，无荧光信号或荧光信号低于阈值）。
7.7.2使用dPCR仪配套数据分析软件，导入荧光信号检测数据，设置荧光阈值（阈值线应尽可能贴近阴性液滴区域，同一批样品设定的阈值线保持一致），软件根据泊松分布原理，计算每个反应孔中目标DNA的拷贝数浓度（copies/μL），并输出3个平行反应的平均值和标准差。
7.7.3同步标准曲线制作：将目标动物DNA标准品进行梯度稀释，10⁶、10⁵、10⁴、10³、10² copies/μL，按上述dPCR流程检测，以对照品拷贝数浓度为横坐标，以检测得到的拷贝数浓度为纵坐标，绘制标准曲线，相关系数R²≥0.99。
[bookmark: heading_26]8结果判定
[bookmark: heading_27]8.1 质控标准
8.1.1 空白对照：3个平行反应阳性微滴数小于实际有效微滴数的0.03 %；
8.1.2 阴性对照：3个平行反应阳性微滴数小于实际有效微滴数的0.03 %；
8.1.3 阳性对照：3个平行反应均检测到对应动物成分的阳性微滴，特异性探针荧光信号明显高于阈值；
8.1.4 样品平行样：3个平行反应的拷贝数浓度变异系数CV≤25 %，否则需重新检测该样品；
8.1.5 微滴质量：每个反应的有效微滴数不低于仪器理论数的60%，阳性微滴的数量不超过总微滴数量的80%，可按dPCR仪具体参数要求调整。
[bookmark: heading_28]8.2 定性判定
8.2.1 阳性（含对应动物成分）：样品3个平行反应中，至少2个反应检测到对应动物成分的阳性微滴，且拷贝数浓度＞0，同时内参基因（3.5）检测阳性，说明DNA提取有效，判定样品中含有该种动物成分；
8.2.2 阴性（不含对应动物成分）：样品3个平行反应均未检测到对应动物成分的阳性微滴，或拷贝数浓度=0，且内参基因检测阳性，判定样品中不含该种动物成分；
8.2.3可疑：样品3个平行反应中，仅1个反应检测到阳性微滴，或拷贝数浓度处于临界值（接近0），需重新提取DNA进行复检，复检后仍为可疑则判定为阴性。
[bookmark: heading_29]8.3 定量判定
若需进行定量分析，在定性阳性的基础上，根据标准曲线和样品DNA拷贝数浓度，结合样品处理流程稀释倍数、取样量等，计算样品中对应动物成分的含量。
样品中目标成分含量（ng/g）=样品DNA拷贝数浓度×洗脱液体积×稀释倍数/样品取样量（g）
注：若样品中含有多种动物成分，可分别计算每种成分的含量，确定各成分比例；未经加工的梅花鹿、马鹿成分可通过特异性探针荧光信号强度结合标准曲线，实现精准定量。
[bookmark: heading_35]9 废弃物处理
9.1生物废弃物：实验过程中产生的样品废液、DNA提取废液、反应体系废液、阳性对照废液等，加入含氯消毒剂（有效氯浓度≥1000 mg/L），室温静置30 min后，按医疗废弃物规范处理；
9.2 耗材废弃物：使用过的离心管、吸头、密封膜、研磨珠等，放入专用医疗废弃物垃圾袋中，密封后进行高压灭菌处理，再交由专业机构处置；
9.3 化学废弃物：盐酸、乙醇等化学试剂废液，分类收集，交由专业机构处置，不得随意倾倒；
9.4 耗材废弃物：dPCR反应板、芯片等耗材，按医疗废弃物规范处理，避免污染环境。


附3

梅花鹿血源纯度基因芯片检测方法
1 适用范围
本文件规定了梅花鹿成分的液相芯片定量检测方法。
本文件适用于梅花鹿、马鹿、杂交鹿等的梅花鹿源性成分定量检测。
2 规范性引用文件
GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法
GB/T 37874 核酸提取纯化方法评价通则
GB/T 35024 常见畜禽动物成分检测方法 液相芯片法
3 缩略语
PCR：聚合酶链式反应
SA-PE: 链霉亲和素-藻红蛋白
MFI: 中位荧光强度值
4 原理
液相芯片又称悬浮阵列技术，其核心原理是将编码的微球悬浮在液相环境中作为反应载体，每个微球表面包被有特定的捕获分子（如抗体、核酸探针等）。当样本中的目标分子与微球表面的捕获分子发生特异性结合后，通过流式细胞术或成像系统对微球进行逐个检测，根据不同微球的编码信号识别其种类，所得到的荧光信号经过光电倍增管后经电脑处理，最后对数据进行分析，得出结果。
5 试剂与材料
使用分析纯试剂和符合GB/T 6682规定的一级水。
5.1 DNA提取试剂盒
推荐针对不同的样品基质类型选取不同的基因组提取试剂盒。
5.2 芯片
“鹿芯一号”基因分型芯片。
6 仪器与设备
6.1 液相芯片检测仪，报告激光：532nm；分类激光：635nm
6.2 Ⅱ级生物安全柜
6.3 PCR仪，平均温度变化速度0.1℃/s
7 操作步骤
7.1 提取DNA
7.2 PCR反应
7.2.1 PCR反应体系和反应条件‌
7.2.1.1 PCR反应体系
PCR反应体系应在Ⅱ级生物安全柜中操作。50 μL 体系含 10× PCR Buffer 5 μL、2.5 mmol/L dNTP 4 μL、10 μmol/L上下游引物各1 μL、DNA模板1 μL（100 ng）、Ex Taq酶0.5 μL，补双蒸水至50 μL；每个样品做2个平行管（误差＞10%需重检），加样后涡旋混匀。
7.2.1.2 PCR反应条件‌
95℃预变性5 min；94℃变性30 s、58℃退火30 s、72℃延伸30 s，35个循环；72℃延伸10 min。
7.2.1.3 对照设置
在液相芯片检测样品的同时，应设置空白对照，以水为空白对照。对照体系除模板外，其余组分及条件与样品一致。
7.2.2	仪器设置‌
设定样品名称、探针编号和类型、微球数量等。
7.2.3 杂交反应体系与杂交反应条件‌
7.2.3.1 杂交反应体系
50 μL体系含1.5×TMAC 杂交液33 μL、与 探针（100 μmol/L）偶联的微球各0.5 μL（每种约5000个）、Tris盐酸盐（pH=8）缓冲液15 μL、PCR产物2 μL；空白孔以2 μL Tris盐酸盐缓冲液取代PCR产物。
7.2.3.2 杂交反应条件
95℃变性5 min， 58℃杂交30 min，加入1×TMAC杂交液稀释的SA-PE（2 pg/mL）100 μL，58℃孵育10 min。
7.2.4 杂交结果检测‌
按预先设定的样品摆放顺序将杂交后反应液转移到检测板，运行仪器进行荧光检测。
8 结果
在设置的读数时间内，荧光编码微球个数≥20个，表明所产生的中位荧光强度（MFI）值可信；试验可进行结果判定；定量计算“鹿芯一号”芯片全部2000个位点基因分型结果。
测试样品中梅花鹿源性成分位点比例≥96.875%，即可判定为梅花鹿样品。测试样品中马鹿源性成分位点比例≥96.875%，即可判定为马鹿样品。其余为杂交鹿样品。
[bookmark: _GoBack]
附4

梅花鹿、马鹿、赤鹿、驯鹿、猪、羊、牛源序列鉴定法

1 适用范围
本文件规定了梅花鹿、马鹿、赤鹿、驯鹿、猪、羊、牛的PCR鉴定方法。
本文件适用于鹿茸、鹿血、鹿角帽（鹿角）、鹿骨、鹿肉、鹿尾。鹿心、鹿筋、鹿鞭、鹿胎中梅花鹿、马鹿、赤鹿、驯鹿、猪、羊、牛源序列定性检测。
2 规范性引用文件
GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法
WS/T 230-2002 临床诊断中聚合酶链反应（PCR）技术的应用术语和定义
3 原理
针对梅花鹿、马鹿、赤鹿、驯鹿、猪、羊、牛基因组特异性基因序列设计引物，应用聚合酶链反应（PCR）技术扩增特异性DNA片段，根据与数据库比对片段对梅花鹿、马鹿、赤鹿、驯鹿、猪、羊、牛源序列进行鉴定。
4 试剂和材料
除非另有说明，所有的化学试剂均为分析纯。实验用水规格应符合GB/T 6882中二级水的规定。
4.1 引物
8对引物分别为A、B、C、D、E、F、G、H。
4.2 试剂
4.2.1 氯化钠（NaCl），CAS 号 7647-14-5。
4.2.2 氯化镁（ MgCl2·6H2O），CAS 号 7791-18-6。
4.2.3 氢氧化钠（NaOH），CAS 号 1310-73-2。
4.2.4 琼脂糖，CAS 号 9012-36-6。
4.2.5 三羟甲基氨基甲烷（Tris），CAS 号 77-86-1。
4.2.6 十二烷基磺酸钠（SDS），CAS 号 2386-53-0。
4.2.7 乙二胺四乙酸二钠盐（Na2EDTA），CAS 号 15708-41-5。
4.2.8 盐酸（HCl），CAS 号 7647-01-0。
4.2.9 三氯甲烷（氯仿），CAS 号 67-66-3。
4.2.10 冰乙酸，CAS 号 64-19-7。
4.2.11 无水乙醇，CAS 号 64-17-5。
4.2.12 Tris 饱和酚，CAS 号 108-95-2。
4.2.13 Triton X-100，CAS 号 9036-19-5。
4.2.14 75%乙醇。
4.2.15 酚﹕氯仿混合液（体积比 1﹕1）：Tris 饱和酚、氯仿等体积混合，置于棕色瓶中，4℃保存。
4.2.16 dNTP 溶液（市售）：含 dATP、dTTP、dCTP、dGTP，各 2.5 mmol/L。
4.2.17  10×PCR Buffer 缓冲液（不含氯化镁）（市售）：100 mmol/L KCl，160 mmol/L (NH4)2SO4，20 mmol/L MgSO4，200 mmol/L Tris-HCl (pH 8.8)，1% TritonX-100，1 mg/mL BSA。
4.2.18  Taq DNA 聚合酶（5 U/µL）。
4.2.19 10 mM Tris：称量 24.22 g Tris 溶于 160 ml 蒸馏水中，加浓 HCL 调 pH 至 8.0，最后定容至200 mL，常温保存。
4.2.20  0.5 mol/l EDTA：称量 186.1 g EDTA 溶于 800 mL 蒸馏水中，加 NaOH 调 pH 至 8.0，最后定容至1000mL，高压灭菌后，常温保存。
4.2.21  10% SDS：称量 10.0 g SDS 溶于 100 mL 蒸馏水中，55 ℃水浴锅中助溶。
4.2.22  20 mg/mL 蛋白酶 K：称量 100.0 mg 蛋白酶 K 溶于 5 ml 无菌去离子水（ddH2O）中，分装成 1 mL/份，-20 ℃保存。
4.2.24  50×TAE：称量 242.0 g Tris 溶于 700 mL 蒸馏水中，加入 57.1 mL 冰乙酸，100 mL 0.5 mol/LEDTA（pH8.0）后定容至 1000 mL，使用时 50 倍稀释。
5 仪器
5.1 PCR 仪。
5.2 紫外分光光度计。
5.3 电泳仪。
5.4 凝胶成像系统。
5.5 离心机：离心力≥12000 g。
5.6 微量可调移液器：0.2 μL～2 μL，2 μL～20 μL，20 μL～200 μL，100 μL～1000 μL。
5.7 涡旋振荡器。
5.8 电子天平：感量 0.0001 g
5.9 恒温水浴锅。
6 试样制备
新鲜或加工后样品，每个样品选取2个点，每个点采集0.05g的样品，在液氮下研磨成粉末状，放入冻存管中，-80 ℃保存。
7 分析
7.1 提取 DNA
7.1.1 取处理后的试样约0.01g，放入 1.5 mL 离心管中，加入 500 μL细胞裂解液摇匀，加入 10 μL蛋白酶 K，充分混匀后放入 55 ℃水浴中温和振荡，消化过夜。
7.1.2 加入等体积的 Tris 饱和酚，颠倒混匀离心，上清液转入新的离心管中，重复 2 次。
7.1.3 上清液加入等体积的酚和氯仿的混合液（1﹕1），缓慢混匀 10 min，4 ℃ 12000 r/min 离心 5 min，吸取上清。
7.1.4 上清液中加入等体积的氯仿，颠倒混匀，4 ℃ 12000 r/min 离心 5 min，吸取上清。
7.1.5 加入 2 倍体积的冰乙醇，混匀，4 ℃ 12000 r/min 离心 10 min，弃上清液。
7.1.6 加入 75%乙醇 500 μL，4 ℃ 12000 r/min 离心 10 min，弃上清，沉淀核酸。
7.1.7 在65 ℃烘箱中干燥 5 min；
7.1.8 加入 100 μL超纯水，溶解，-20 ℃保存。
注：也可用DNA提取试剂盒提取，按照试剂盒操作说明书指示进行操作。
7.2 PCR检测
7.2.1 PCR反应体系
PCR反应体系见表1，同时设置阴性对照（无菌水）。
	成分
	用量/(μL)

	10 × Buffer
	2.5

	dNTP/(2.5 mM)
	3.0

	上游引物/(10 μM)
	0.5

	下游引物/(10 μM)
	0.5

	Taq 酶/(5 U/μL)
	0.5

	DNA 模板
	1.0

	ddH2O
	16.5


7.2.2 PCR 反应程序
预变性95°C，10 min；循环扩增94 ℃,1 min，56 ℃,50 s，72 ℃,1 min，30个循环；延伸72 ℃，10 min。4 ℃保存。
7.2.3 测序和数据库比对
将PCR扩增产物10μL送测序公司进行测序，测序结果需要与动物遗传资源数据库进行比对。
8 结果判定
若待检样品出现特异性序列，即判定为梅花鹿（3个）、马鹿（2个）、赤鹿（3个）、驯鹿（1个）、猪（1个）、羊（1个）、牛（1个）产品。
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