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广谱版细菌检测试剂盒（qPCR法）说明书
【试剂盒简介】

广谱版细菌检测试剂盒（qPCR法）基于荧光定量PCR（Taqman探针法）技术，用于定性检测如培养基、细胞培养物以及生

物制品中是否有细菌污染。

经验证，本试剂盒可检测常见的革兰氏阳性菌（包括腊样芽孢杆菌，痤疮丙酸杆菌，化脓性链球菌，表皮葡萄球菌，粪肠球

菌，金黄色葡萄球菌，枯草芽孢杆菌，产气荚膜梭菌，生孢梭菌，丙酮丁醇梭菌，嗜酸乳杆菌，肺炎链球菌）和革兰氏阴性

菌（包括粘质沙雷氏菌，嗜根考克氏菌，普通拟杆菌，脆弱拟杆菌，荧光假单胞菌，阴沟肠杆菌，肺炎克雷伯菌，铜绿假单

胞菌，大肠杆菌，洋葱伯克霍尔德菌和稳定伯克霍尔德菌），共23种细菌，其中检测5种细菌（包括金黄色葡萄球菌、铜绿

假单胞菌、枯草芽孢杆菌、生孢梭菌和大肠埃希菌）的检测限不大于100 CFU/mL。使用silva数据库序列比对，可匹配超3

万种已知细菌菌株，与真菌、支原体和293细胞等无交叉反应，具备灵敏度高、特异性好等特点。已根据中国药典qPCR方法

检测相关要求进行了验证。

本试剂盒使用两种荧光探针，FAM和ROX，分别检测细菌目标序列和内质控。FAM通道特异性检测细菌，ROX通道检测内质

控。内质控可在PCR反应阶段加入，用于排除因样品中含有PCR抑制因素导致的假阴性结果；也可在样品提取阶段加入，用

于评估提取效果，排除提取不当而导致的假阴性。

推荐本试剂盒与本公司的核酸提取试剂盒（货号：MK0104-50）搭配使用，提取样品中的细菌DNA，排除不同样本基质的

干扰，提高检测的灵敏度。

【试剂盒组成】

表1 试剂盒组分

试剂名称 货号 规格（50 T）

5×Bac 反应液 BacA2-50 250 μL×1 管

酶 BacB2-50 6.25 μL×1 管

Bac 阳性质控 BacC2-50 100 μL×1 管

Bac 内质控 BacD2-50 100 μL×1 管

PCR 稀释液 BacE2-50 1000 μL×2 管

* 5×Bac反应液保存和使用过程注意避光，所有试剂取用时应避免微生物和核酸污染。

【产品规格】

产品货号：BA0002-50

产品规格：50 T/盒

【有效期】

-20℃保存，12个月。

【适用机型（包括但不限于以下机型，使用前需进行仪器验证）】

上海宏石SLAN-48P和SLAN-96S
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【实验所需但试剂盒中未含材料】

*1.5 mL 或 2.0 mL 无菌低吸附离心管 

* 八联管或 96孔qPCR 板 

* 1000 μL、200 μL、100 μL、10 μL无菌低吸附带滤芯枪头 

* 75%酒精及核酸清除剂

【相关设备】
* 超净台或生物安全柜 

* 高速离心机及掌式离心机 

* 漩涡振荡器 

* 荧光定量 PCR 仪 

* 不同规格微量移液器

【实验流程】

一、实验前准备
1. 穿戴无DNA污染的工作服、一次性口罩、一次性乳胶手套、一次性无纺布帽子。

2. 工作区及环境采取适当方式消毒，去除残留核酸。所以设备和耗材转移到相应工作台内，工作台内紫外照射至少30 min，

先后喷洒75%酒精和核酸清除剂全面擦拭消毒。

3. 将试剂盒从冰箱-20℃以下区域转移至冰上或2~8℃条件下融化，除组分BacB2-50外均需涡旋振荡混匀，所有组分瞬时离

心转移到工作台内，实验全程应遵守无菌操作。

4. 实验严格分区操作（阴性区、待测样本区、阳性区和扩增区），相关实验应至少在各区域的超净工作台内操作。阴性区：

试剂配制及无模板对照加样区；待测样本区：待测样本及阴性对照加样区（可与样本提取区共用）；阳性区：阳性质控加

样区（可以与待测样本区共用，但使用阳性质控时一定要在待测样本加样完成后，阳性质控加样后做好操作区的核酸清除工

作）；扩增区：qPCR反应体系的扩增。

二、样本检测
1.样本准备

推荐使用本公司核酸提取试剂盒（货号：MK0104-50）进行样本的核酸提取，提取产物作为待测样本加入检测体系进行检

测。提取时每份待测样本加入1 μL内质控，添加内质控时间点以本公司的核酸提取说明书为准。若使用其他品牌提取试剂，

需验证提取效率及兼容性。

*含细胞的样本（浓度>10⁴ cell/mL），推荐优先去除过量细胞后再进行核酸提取。（详见提取试剂说明书）

*阴性对照最好选取同类型无污染样品，避免成分差异。

*本产品检测的是细菌的核酸。如果待测样本中含有细菌表达的蛋白，检测结果可能会出现阳性（样本中的细菌核酸残留导

致），推荐此类样本使用本公司带扩展包的核酸提取试剂盒提取后进行检测。（详见提取试剂说明书）

2.qPCR反应液准备

使用前阅读说明书并按流程进行操作。

① 确定配制反应孔数（推荐做2个检测重复孔，1个分装损失孔）

推荐配制反应孔数N=（待测样品数+无模板对照1个+阴性对照1个+阳性对照1个）×重复孔数+1

② qPCR反应液配制（阴性区操作）
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表 2 qPCR反应液配制表

试剂准备：试剂盒中的各组分，提前在冰上完全融化、混匀后使用。建议试剂盒中PCR稀释液分装1 mL放入阳性区使用。

各试剂配制按表2进行，充分混匀后，按照20 μL每管分装到PCR反应管中。

组分 单孔用量 用量

5×Bac 反应液 5 μL 5 μL × N

酶 0.125 μL 0.125 μL × N

PCR 稀释液 14.875 μL 14.875 μL × N

总体积 20 μL 20 μL × N

* 所有操作应在阴性区的无菌超净工作台中进行，遵守无菌操作规范。

3.加样

每个反应孔中加入5 μL模板，总反应体系为25 μL。

样本直接检测时，内质控用试剂盒中的PCR稀释液稀释后使用（50倍稀释后使用），现用现稀释，请勿反复冻融使用。

阳性对照、无模板对照、待测样品，具体参考下表进行加样：

表 3 各反应孔加样示

样本类型 加样示例 操作区域

阳性对照 20 μL qPCR 反应液 +2.5 μL 阳性质控 +2.5 μL 内质控（50 倍稀释） 阳性区

无模板对照 20 μL qPCR 反应液 +5 μL PCR 稀释液 阴性区

待测样本 20 μL qPCR 反应液 +5 μL 待测样本 待测样本区

阴性对照 20 μL qPCR 反应液 +5 μL 阴性对照 待测样本区

* 加样完成后，立即盖紧管盖，在掌上离心机短时离心，轻弹管底消除气泡后再次离心，尽快上机检测。

* 条件允许的实验室可以在样本类型中增加细菌作为阳性对照样本，提取方式与加样方式和待测样本一致，但操作时需与待

测样本严格分开，结果判定方式与表5阳性质控一致。

4.qPCR扩增

将qPCR反应管放入扩增仪器样品槽，按照对应顺序设置无模板对照、阴性对照、阳性对照和待测样品。读取FAM通道和

ROX通道，反应体积设置为25 μL，反应程序：

表 4 qPCR反应程序

反应阶段 温度 时间 循环数

预变性 95℃ 1 min 1

变性 95℃ 5 sec
33

退火 / 延伸（荧光信号采集） 57℃ 15 sec

* 分析参数示例：SLAN-48P/96S宏石的阈值线推荐0.12，参数如有需要亦可自行在合理范围内进行调整。如在其它设备上

使用，需完成仪器适用性验证，遇到问题可与我公司技术人员联系。
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质控样本 FAM通道 ROX通道

阴性对照 无正常扩增曲线或 NoCt Ct 值≤ 30

阳性对照 Ct 值≤ 30 Ct 值≤ 30

无模板对照 无正常扩增曲线或 NoCt 无正常扩增曲线或 NoCt

* 在使用试剂盒的阳性对照进行仪器适用性验证时，推荐将FAM和ROX通道的阈值线调整到阳性对照在相应通道最大荧光强

度的10%，且与无模板对照及阴性样本荧光信号有区分。

* 荧光信号采集时间不少于15 sec，部分仪器无法设到15 sec，也可采用仪器荧光信号采集的最短时间。

5.结果分析

本试剂盒设置阳性对照、阴性对照和无模板对照作为质控，阳性对照、阴性对照和无模板对照判定结果应满足表5：

表 5 质控结果判定

* 阴性对照、阳性对照和无模板对照结果符合表5的判定结果后，才能对待测样本进行结果判定；如结果与表5不符，待测样

本的判定结果不可靠，需要分析原因后重新安排检测。

表 6 待测样本结果判定

FAM 通道 ROX 通道 结果判定

Ct 值≤ 33 无关 阳性

无正常扩增曲线或 NoCt Ct 值≤ 30 阴性

无正常扩增曲线或 NoCt Ct 值 >30 qPCR 抑制，样本重复提取及 qPCR 检测。

* 数据均为2复孔检测结果，2复孔结果同时满足表6条件，可依表6做结果判定。

表 7 异常结果判定

FAM 通道 ROX 通道
结果判定

复孔 1 复孔 2 复孔 1、2

Ct 值≤ 33 无正常扩增曲线或
NoCt Ct 值 <35

增加样本重复提取及 qPCR 检测，第二次的结果
优先依表 5、6 进行判定，如仍有不少于 1 复孔
Ct 值≤ 33，样本为阳性，其他结果样本判定为阴性。

* 增加样本推荐用量为第一次提取时的10倍，通过15000×g离心10 min去除部分上清，余下的沉淀及上清应满足提取用量。

* 如遇特殊样品或其他异常现象，结果难以判读，请联系友康生物，咨询具体解决方案。

【注意事项】

1.本产品仅供科研使用。

2.使用本试剂前请仔细阅读说明书，实验应规范操作，包括样本处理、反应体系的配制及加样，严格按照说明书步骤操作。

3.实验室管理需尽量遵照PCR基因扩增实验室的管理规范，实验人员需进行专业培训，实验过程严格分区进行，各区各阶段

不可交叉使用，避免阳性质控、阳性样本、内质控对检测体系的污染，所有消耗品仅作一次性使用。

4.整个检测环境必须在无菌和无核酸污染的条件下完成，所有工作台、仪器设备、试剂耗材需要提前清洁杀菌，所有物品移

入工作台之前均需要经过严格的清洁杀菌处理。
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5.反应管完成反应后，请勿打开反应管盖子。样品操作、废弃物处理应符合相关法规要求。

6.请在有效期内使用试剂盒，不同批号的试剂组分不可以互换使用。
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