国家标准《实验动物 近交系小鼠、大鼠SNP标记检测法》编制说明

一、工作简况，包括任务来源、协作单位、主要工作过程、国家标准主要起草人及其所做的工作等；

任务来源：TCS281项目（2019101854）

牵头单位：中国食品药品检定研究院（下简称中检院）

3、协作单位：上海实验动物研究中心（下简称动研中心）、广东省实验动物监测所、山西医科大学、北京维通利华实验动物技术有限公司、北京擎科生物科技股份有限公司、北京云菱计量检测有限公司、上海铮思为生物科技有限公司、陕西省中医药研究院（下简称陕中医）、陕西省实验动物质量监督检测中心（下简称陕质监）、杭州医学院、苏州苏大卫生与环境技术研究所有限公司（下简称苏大研究所）

4、主要工作过程：

（1）“近交系小鼠SNP标记检测法”起草主要流程：

①2019年4月25日，中检院会同广东实验动物检测所、北京维通利华实验动物技术有限公司在北京召开了实验动物遗传国家标准修订第一次工作会，初步确定了小鼠SNP检测法方法验证方案。
②2019年5月中旬，通过国家标准委员会质量工作组专家邮件返回投票，通过了《实验动物 近交系小鼠SNP标记检测法》立项。

③2019年5-6月，通过资料查阅、技术方法调研及前期实验结果，起草了《实验动物 近交系小鼠SNP标记检测法》，并成立了标准工作组，进行任务分工。
④2019年6月至2020年4月在上述3家单位进行了标准方法验证。选择BALB/c、C57BL/6小鼠DNA标准样品各2份，抽取了35个位点中的18个进行PCR扩增和一代测序验证。测序结果比对一致（第一次）。

⑤2020年5月29日，在钉钉线上答辩会上，标委会专家对标准草案进行了讨论并提出修改意见。

⑥2020年6月至2020年7月，按照专家意见完成了标准稿的修订。
⑦2020年7月至2021年3月，中检院与动研中心进行了标准研究合并，并由动研中心完成了标准方法的二次验证，测序比对结果一致。比对中同时发现，对于一代测序普通Taq酶扩增效果更为稳定，因此在标准修订稿中增加了推荐使用普通Taq酶。

⑧2021年3月至2021年7月，进行结果的整理汇总及标准稿的再次完善。

⑨2022年11-12月，接到小鼠大鼠SNP标准合并通知。参与上海牵头的大鼠SNP LDR方法的研究验证。同时，进行SNP一代测序法的研究。
⑩2023年1-9月，协助上海进行了LDR方法验证方案的讨论。筛选了覆盖大鼠全染色体组的38个SNP位点，进行了一代测序方法的建立，同时，与北京擎科生物科技股份有限公司、北京云菱计量检测有限公司、上海铮思为生物科技有限公司签订标准方法验证协议，每家单位得到后述的小鼠样本2个，大鼠样本两个，各自平行完成5次扩增测序比对，全面进行了小鼠35个位点和大鼠38个位点一代测序方法的验证工作（第二次）。截至9月底，擎科公司已返回验证报告，云菱公司返回了验证结果。两者比对结果一致。上海铮思为公司的验证结果尚在整理中。
（2）“近交系大鼠SNP标记检测法” 起草主要流程：
①2021年2-4月，动研中心因日常工作需要开展大鼠近交系种群遗传质量检测，通过资料查阅、技术方法调研及前期实验结果，起草了《实验动物 近交系大鼠SNP标记检测法》。
②2021年4月中下旬，成立大鼠SNP检测方法标准工作组，动研中心向国家标准化质量委员会提交《实验动物 近交系大鼠SNP标记检测法》草案。

③ 2022年11月11日，钉钉线上会议，《近交系大鼠SNP检测法方法》国标立项答辩，经国家标准委员会质量工作组专家合议，将近交系小鼠、大鼠SNP标记检测法进行合并，合并为《实验动物 近交系小鼠、大鼠SNP标记检测法》。
④2023年2月27日，动研中心、中检院、陕中医，在腾讯会议线上召开了实验动物遗传国家标准《实验动物 近交系小鼠、大鼠SNP标记检测法》合并后第一次工作会，初步确定了大鼠SNP检测法方法验证方案。

⑤2023年4-9月，动研中心、陕质监、杭州医学院、苏大研究所等4家单位进行了大鼠SNP检测标准方法验证。选择BN、Lewis大鼠DNA标准样品各2份，将19个SNP位点分为两组进行PCR扩增和LDR连接，然后进行毛细管电泳分型，验证3家SNP位点毛细管电泳分型结果比对一致，且毛细管电泳分型结果与一代测序结果比对一致。苏大研究所还未返还验证报告。
⑥2023年9月，进行结果的整理汇总及标准稿的再次完善。
5、主要起草人及工作：
岳秉飞：标准提案、研究指导、专家审评会答辩等；

魏杰：标准起草、实施标准验证方案，落实修订意见、专家审评会答辩等；

赵莹：标准起草、实施标准验证方案，落实修订意见、专家审评会答辩等；

王洪、赵丽亚、周佳琪、李欢、赵蓝，姚养正、汤建平、范春、陈国强、宋国华、王静：标准方法验证。

二、编制原则、强制性国家标准主要技术要求的依据（包括验证报告、统计数据等）及理由；
1、编制原则

目前，有1个强制性标准和2个推荐性技术方法标准，分别如下： 

1个强制性标准：GB14923 《实验动物 遗传质量控制》，修订于2022年，推荐了使用分子生物学方法进行遗传质量监测，但没有具体技术方法。
2个推荐性技术方法标准：GB14927.1 《实验动物近交系小鼠、大鼠生化标记检测法》和GB14927.2 《实验动物近交系小鼠、大鼠免疫标记检测法》。这两个标准方法更新于2008年，分别采用了生化和免疫位标，是经典的遗传检测方法，但停留于20世纪中后期技术水平，与国际水平严重脱节。
因此，需要建立国内适用、国际通行的近交系大鼠SNP检测方法和标准。
本标准按照“科学性、规范性、可行性”的原则，依据中国国家标准《标准化工作导则—第1部分：标准的结构和编写》（GB/T 1.1-2009）规则起草。

本标准规定了实验动物近交系小鼠单核苷酸多态性（SNP）标记检测方法，包括标准的范围、规范性引用文件、术语和定义、操作程序与结果判定等。
2、验证分析方案、综述报告，预期效益；

小鼠SNP验证方案与综述报告（第一次）：
（1）验证引物信息（表1）：P1--P18上下游引物，每管各20μL。

表1   验证引物标记名称及产物长度参考（第一次）
	序号
	SNP标记名称
	产物（bp）
	序号
	SNP标记名称
	产物（bp）

	1
	rs3022796
	344
	10
	rs3023382
	189

	2
	rs3022825
	299
	11
	rs3023442
	297

	3
	rs3022883
	209
	12
	rs3023450
	216

	4
	rs3022977
	385
	13
	rs3089349
	299

	5
	rs3023064
	153
	14
	rs3023481
	250

	6
	rs3023177
	200
	15
	rs3089604
	290

	7
	rs3023203
	183
	16
	rs3709624
	673

	8
	rs3023226
	185
	17
	rs3659787
	277

	9
	rs3023251
	186
	18
	rs3722313
	272

	
	产物以C57BL/6数据参考
	
	
	


（2）验证模板信息（表2）：共4个，每品系2个

表2 品系模板信息（第一次）
	模板
	每管浓度均高于50ng/μL

	C57BL/6
	2管（C1，C2）
	25μL

	BALB/cA
	2管（B1，B2）
	25μL


（3）PCR扩增体系：

PCR 总反应体积为30μL,

其中含10×PCR buffer（Mg2+）:  3μL，

上下游引物(10 pmol/μL)      各1μL ,

dNTP 2.5mmol/L :               3μL ,

Taq 酶5U/μL:                 0.2μL ,

30 ng/μL基因组DNA:           1μL，

纯水                          21.8μL。

（4）PCR 反应程序：

96℃预变性, 3min；

96℃变性，30s；

60℃，1min；

72℃延伸，30s；30个循环；

72℃继续延伸8min；扩增产物4℃保存。

（5）电泳及产物返回测序
制备1*TAE制备2.5%琼脂糖凝胶，取PCR扩增结果5μL，用移液器在凝胶上点样。110V，30min。凝胶成像系统记录检测结果并返回拍照结果。

将电泳后有结果的产物寄回，统一测序。

返回内容及信息包括：4个模板18个SNP位点的PCR产物管；PCR琼脂糖凝胶电泳结果图，以及PCR所用主要仪器试剂品牌型号信息。

（6）综述报告
按照标准项目要求和工作流程，经过标准立项、起草、验证、修改、再验证的过程，自2019年月至截至2021年7月，完成了全部4家单位的方法验证及结果分析以及标准修改稿。

经验证，得到如下结果：

①C57BL/6、BALB/cA每种品系2个样品所得结果一致；

②4家单位在18个SNP位点上的测序结果一致。比对结果详见表3，部分电泳和测序比对结果见图1、图2。
表3 4家单位2个品系18个SNP位点比对结果（第一次）
	SNP位点
品系

单位


	C57BL/6
	
	BALB/cA

	
	广东
监测所
	维通利华
	上海

中心
	中检院
	
	广东
监测所
	维通利华
	上海

中心
	中检院

	rs3022796
	T
	T
	T
	T
	
	T
	T
	T
	T

	rs3022825
	T
	T
	T
	T
	
	T
	T
	T
	T

	rs3022883
	A
	A
	A
	A
	
	A
	A
	A
	A

	rs3022977
	C
	C
	C
	C
	
	T
	T
	T
	T

	rs3023034
	G
	G
	G
	G
	
	G
	G
	G
	G

	rs3023177
	C
	C
	C
	C
	
	A
	A
	A
	A

	rs3023203
	A
	A
	A
	A
	
	A
	A
	A
	A

	rs3023226
	T
	T
	T
	T
	
	C
	C
	C
	C

	rs3023251
	T
	T
	T
	T
	
	C
	C
	C
	C

	rs3023382
	T
	T
	T
	T
	
	G
	G
	G
	G

	rs3023442
	A
	A
	A
	A
	
	A
	A
	A
	A

	rs3023450
	T
	T
	T
	T
	
	C
	C
	C
	C

	rs3089349
	G
	G
	G
	G
	
	A
	A
	A
	A

	rs3023481
	G
	G
	G
	G
	
	A
	A
	A
	A

	rs3089604
	T
	T
	T
	T
	
	T
	T
	T
	T

	rs3709624
	T
	T
	T
	T
	
	C
	C
	C
	C

	rs3659787
	G
	G
	G
	G
	
	A
	A
	A
	A

	rs3722313
	T
	T
	T
	T
	
	C
	C
	C
	C
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图1 4家单位在rs3022825(P2)和rs3022883（P3）位点琼脂糖电泳图
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图2 4家单位2品系样品在rs3023450位点的测序结果
小鼠SNP验证方案与综述报告（第二次）：
（1）验证引物工作液信息（表4）：P1—P35上游引物（F），下游引物（R）。每管不少于50μL。
表4  验证引物标记名称及产物长度参考（第二次）
	序号
	SNP标记名称
	产物（bp）
	
	序号
	SNP标记名称
	产物（bp）

	1
	rs3022796
	344
	
	19
	rs3023382
	189

	2
	rs3022825
	299
	
	20
	rs3091048
	185

	3
	rs3022883
	209
	
	21
	rs3091174
	198

	4
	rs3022953
	198
	
	22
	rs3023436
	198

	5
	rs3022977
	385
	
	23
	rs3023442
	297

	6
	rs3023034
	249
	
	24
	rs3023450
	216

	7
	rs3023039
	459
	
	25
	rs3089349
	299

	8
	rs3023064
	153
	
	26
	rs3023481
	250

	9
	rs3023162
	262
	
	27
	rs3089604
	290

	10
	rs3023177
	200
	
	28
	rs3709624
	673

	11
	rs3023203
	183
	
	29
	rs3659787
	277

	12
	rs3023226
	185
	
	30
	rs3722313
	272

	13
	rs3089984
	199
	
	31
	rs3702158
	236

	14
	rs3089109
	191
	
	32
	rs3724876
	177

	15
	rs3088673
	190
	
	33
	rs3712692
	197

	16
	rs3023251
	186
	
	34
	rs3706082
	241

	17
	rs3023342
	198
	
	35
	rs3656801
	163

	18
	rs3023381
	169
	
	
	
	

	
	产物以C57BL/6数据参考
	
	
	
	


（2）验证模板信息（表5）：2个。

表5 品系模板信息（第一次）
	DNA模板
	每管浓度均高于50ng/μL

	C57BL/6J
	2管
	50μL/管

	BALB/cJ
	2管
	50μL/管


（3）PCR扩增体系：

PCR 总反应体积为30μL,

其中含10×PCR buffer（Mg2+）:  3μL

上下游引物(10 pmol/μL)      各1μL

dNTP 2.5mmol/L :               3μL 

Taq 酶5U/μL:                 0.2μL

30 ng/μL基因组DNA:           1μL

纯水                          21.8μL

（4）PCR 反应程序：

96℃预变性, 3min；

96℃变性，30s；

60℃，1min；

72℃延伸，30s；30个循环；

72℃继续延伸8min；扩增产物4℃保存。
（5）电泳检测与测序判定
制备1*TAE制备2.5%琼脂糖凝胶，取PCR扩增结果5μL，用移液器在凝胶上点样。110V，30min。凝胶成像系统记录检测结果并返回拍照结果。
请将电泳后有结果的产物进行一代测序，并通过Ensembl等数据库进行SNP位点比对，判定该品系的SNP分型。
报告返回要求

报告仅体现分型结果。原始记录应包含：

PCR琼脂糖凝胶电泳结果图，以及PCR所用主要仪器试剂品牌型号信息：PCR电泳仪型号、Marker、Buffer、Taq酶、dNTP。

5次SNP测序结果、汇总分型结果。

原始记录请按照各自单位格式出具，或作为附件盖章返回。

（7）综述报告
按照标准项目要求和工作流程，经过标准立项、起草、验证、修改、再验证的过程，截至2023年9月，完成了全部2家单位的方法验证及结果分析以及标准修改稿。

经验证，擎科公司返回报告得到如下结果：

①C57BL/6J、BALB/cJ2个样品5次测序比对所得结果一致（图3、图4）。
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图3 擎科公司一代测序法PCR扩增部分琼脂糖凝胶图

1-rs3022796
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8-rs3023064
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图4 擎科5次测序分型比对的部分结果图

②擎科公司35个SNP位点上5次扩增测序结果汇总见表6。

表6 擎科公司2个品系35个SNP位点5次平行实验比对结果（第二次）
	SNP位点
	BALB/cJ
	C570BL/6J
	
	SNP位点
	BALB/cJ
	C570BL/6J

	1-rs3022796
	A
	T
	
	19-rs3023382
	G
	T

	2-rs3022825
	T
	T
	
	20-rs3091048
	T
	T

	3-rs3022883
	A
	A
	
	21-rs3091174
	G
	G

	4-rs3022953
	A
	A
	
	22-rs3023436
	A
	T

	5-rs3022977
	T
	C
	
	23-rs3023442
	A
	A

	6-rs3023034
	G
	G
	
	24-rs3023450
	C
	T

	7-rs3023039
	T
	T
	
	25-rs3089349
	A
	G

	8-rs3023064
	T
	G
	
	26-rs3023481
	A
	G

	9-rs3023162
	G
	G
	
	27-rs3089604
	T
	T

	10-rs3023177
	A
	C
	
	28-rs3709624
	C
	T

	11-rs3023203
	A
	A
	
	29-rs3659787
	A
	G

	12-rs3023226
	C
	T
	
	30-rs3722313
	C
	T

	13-rs3089984
	C
	A
	
	31-rs3702158
	G
	A

	14-rs3089109
	C
	C
	
	32-rs3724876
	T
	G

	15-rs3088673
	G
	T
	
	33-rs3712692
	T
	G

	16-rs3023251
	C
	T
	
	34-rs3706082
	C
	T

	17-rs3023342
	G
	A
	
	35-rs3656801
	A
	G

	18-rs3023381
	A
	G
	
	/
	/
	/


（7）预期效益
建立接轨国际、国内适用的近交系小鼠SNP检测法，更为符合实验动物福利伦理要求。减少实验动物资源发展中因标准方法差异带来的资源结果互认问题，能够高效快速的对近交系小鼠进行遗传质量监测，降低由于遗传漂变、环境因素等带来的在蛋白水平不易检出的品系质量问题风险，提升近交系小鼠在疾病模型中的应用价值，减少生产繁育和科研损失，在同类分子生物学方法中更为准确经济，有益于推广应用。

大鼠SNP验证方案与综述报告（LDR方法）：

（1）PCR扩增体系：
PCR 总反应体积为20μL（按照各自酶的体系配制）：
其中含10×PCR buffer（无Mg2+）：       2μL，
GC溶液                                2μL，
上下游引物(各0.5pmol/μL)                2μL，
dNTP 2.5mmol/L ：                     1.6μL，
镁离子（25mM）：                     2.4μL，
DNA聚合酶5U/μL：                     0.1μL，
30 ng/μL基因组DNA：                  2μL，
纯水                                   7.9μL。
（2）PCR 反应程序：
95℃预变性，15min；
94℃变性，30s，
退火温度（一组是59℃，二组是61℃），1min30s，
72℃延伸，1min，35个循环；
72℃继续延伸10min；扩增产物4℃保存。
（3）琼脂糖凝胶电泳检查

检测的样本：PCR产物（100-300bp）。
上样量：各5uL上样。
电泳条件：1*TAE，2%琼脂糖凝胶
制备1*TAE，制备2%琼脂糖凝胶，取PCR扩增结果5μL，用移液器在凝胶上点样。110V，30min。将电泳后有结果的琼脂糖电泳图拍照，确定产物没问题后再做LDR，LDR产物送检测公司检测。
（4）LDR反应体系：
LDR总反应体积为20μL，
10× Buffer：                    2μL，
位点特异探针（各0.5pmol/L）：   2μL，

Taq DNA链接酶（40units/μL）：  0.2μL，

模板（PCR产物）：             8μL，

纯水                           8μL。

（5）LDR反应程序：
95℃预变性2min；

94℃变性30s，
50℃连接2min，30个循环；4℃保存。
（6）引物及探针信息

两组SNP引物及探针信息（表7）：引物和探针各2管，共4管。
表7 引物及探针信息
	引物及探针
	各位点引物浓度
	体积

	第一组引物
	各0.5pmol/μL
	60ul

	第二组引物
	各0.5pmol/μL
	60ul

	第一组探针
	各0.5pmol/μL
	60ul

	第二组探针
	各0.5pmol/μL
	60ul


验证模板信息（表8）：每品系2管，2个品系，共4管。

表8 模板信息
	模板
	每管浓度均高于30ng/ul

	BN
	2管（B1，B2）
	20ul

	Lewis
	2管（L1，L2）
	20ul


（8）基因型判定方法

通过毛细管电泳分析软件可将各种激光标记的DNA电泳带转变成相应的扫描吸收峰。再通过与已知分子量的标准品比较，确定LDR连接产物大小，判定个体的基因型。
验证用的两组SNP位点的PCR、LDR产物长度及各位点基因型见表9，第一组引物含10个SNP位点，第二组引物含9个SNP位点。
表9.两组SNP位点的PCR、LDR产物长度参考及各位点基因型
	组别
	序号
	SNP位点
	PCR产物长度（bp）
	探针名称
	LDR产物长度（bp）
	各位点碱基

	1
	1
	rs65970293
	199
	rs65970293_modify
	
	

	
	
	
	
	rs65970293_T
	79
	T

	
	
	
	
	rs65970293_C
	81
	C

	
	2
	rs106996961
	109
	rs106996961_modify
	
	

	
	
	
	
	rs106996961_G
	82-83
	G

	
	
	
	
	rs106996961_T
	84-85
	T

	
	3
	rs63860341
	173
	rs63860341_modify
	
	

	
	
	
	
	rs63860341_C
	88
	C

	
	
	
	
	rs63860341_T
	90
	T

	
	4
	rs64750237
	152
	rs64750237_modify
	
	

	
	
	
	
	rs64750237_T
	91-92
	T

	
	
	
	
	rs64750237_C
	93-94
	C

	
	5
	rs107261116
	205
	rs107261116_modify
	
	

	
	
	
	
	rs107261116_G
	95-96
	G

	
	
	
	
	rs107261116_C
	97-98
	C

	
	6
	rs64102787
	213
	rs64102787_modify
	
	

	
	
	
	
	rs64102787_C
	99-100
	C

	
	
	
	
	rs64102787_A
	101-102
	A

	
	7
	rs105187832
	193
	rs105187832_modify
	
	

	
	
	
	
	rs105187832_G
	104
	G

	
	
	
	
	rs105187832_T
	106
	T

	
	8
	rs64682441
	188
	rs64682441_modify
	
	

	
	
	
	
	rs64682441_T
	112
	T

	
	
	
	
	rs64682441_C
	114
	C

	
	9
	rs65067166
	188
	rs65067166_modify
	
	

	
	
	
	
	rs65067166_G
	116-117
	G

	
	
	
	
	rs65067166_C
	118-119
	C

	
	10
	rs8167985
	154
	rs8167985_modify
	
	

	
	
	
	
	rs8167985_T
	120
	T

	
	
	
	
	rs8167985_G
	122
	G

	2
	1
	rs106672258
	174
	rs106672258_modify
	
	

	
	
	
	
	rs106672258_T
	80
	T

	
	
	
	
	rs106672258_C
	82
	C

	
	2
	rs65921305
	192
	rs65921305_modify
	
	

	
	
	
	
	rs65921305_T
	83-84
	T

	
	
	
	
	rs65921305_G
	86
	G

	
	3
	rs106458396
	240
	rs106458396_modify
	
	

	
	
	
	
	rs106458396_T
	92
	T

	
	
	
	
	rs106458396_C
	94
	C

	
	4
	rs106888236
	203
	rs106888236_modify
	
	

	
	
	
	
	rs106888236_C
	96
	C

	
	
	
	
	rs106888236_A
	98
	A

	
	5
	rs63814610
	226
	rs63814610_modify
	
	

	
	
	
	
	rs63814610_C
	101
	C

	
	
	
	
	rs63814610_T
	103
	T

	
	6
	rs8152541
	217
	rs8152541_modify
	
	

	
	
	
	
	rs8152541_G
	105
	G

	
	
	
	
	rs8152541_A
	107
	A

	
	7
	rs105824121
	160
	rs105824121_modify
	
	

	
	
	
	
	rs105824121_A
	108
	A

	
	
	
	
	rs105824121_G
	110
	G

	
	8
	rs13453252
	183
	rs13453252_modify
	
	

	
	
	
	
	rs13453252_G
	113
	G

	
	
	
	
	rs13453252_C
	115
	C

	
	9
	rs65108991
	169
	rs65108991_modify
	
	

	
	
	
	
	rs65108991_A
	117
	A

	
	
	
	
	rs65108991_C
	119
	C


（9）返回内容及信息

返回内容及信息包括：PCR琼脂糖凝胶电泳结果图、LDR毛细管电泳图和每个品系在所有SNP位点的检测结果，以及PCR所用主要仪器品牌型号、试剂品牌等信息。
（10）综述报告

按照标准项目要求和工作流程，经过标准立项、起草、验证、修改、再验证的过程，自2023年4月至截至2023年9月，完成了3家单位的大鼠SNP检测方法验证及结果分析。待2023年10月完成标准修改稿。

经验证，得到如下结果：

①动研中心针对BN、Lewis各两个样本送出去测序，BN、Lewis各两个样本在两组共19个SNP位点的测序结果见图5、表7，一代测序结果与各单位的毛细管电泳分型结果一致。
②3家单位的琼脂糖凝胶电泳检测结果见图6。以第一组SNP组合为例，列出了3家验证单位的毛细管分型比对结果，见图7、图8，从图中看出，每家单位的检测结果是相同的。3家单位在2组大鼠SNP位点上的毛细管电泳检测比对结果详见表10，3家单位在19个SNP位点上的检测结果一致。
 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



图5 动研中心对2个近交系大鼠品系在 19个SNP位点的测序结果
表10 3家单位2个大鼠近交系品系19个SNP位点的测序与毛细管电泳分型比对结果
	SNP位点
品系
单位
	BN测序结果
	BN毛细管电泳结果
	Lewis测序结果
	Lewis毛细管电泳结果

	
	
	陕质检
	杭州医学院
	动研中心
	
	陕质检
	杭州医学院
	动研中心

	rs65970293
	T
	TT
	TT
	TT
	C
	CC
	CC
	CC

	rs106996961
	G
	GG
	GG
	GG
	G
	GG
	GG
	GG

	rs63860341
	C
	CC
	CC
	CC
	T
	TT
	TT
	TT

	rs64750237
	T
	TT
	TT
	TT
	T
	TT
	TT
	TT

	rs107261116
	G
	GG
	GG
	GG
	C
	CC
	CC
	CC

	rs64102787
	C
	CC
	CC
	CC
	C
	CC
	CC
	CC

	rs105187832
	G
	GG
	GG
	GG
	T
	TT
	TT
	TT

	rs64682441
	T
	TT
	TT
	TT
	T
	TT
	TT
	TT

	rs65067166
	G
	GG
	GG
	GG
	C
	CC
	CC
	CC

	rs8167985
	T
	TT
	TT
	TT
	G
	GG
	GG
	GG

	rs106672258
	T
	TT
	TT
	TT
	T
	TT
	TT
	TT

	rs65921305
	T
	TT
	TT
	TT
	T
	TT
	TT
	TT

	rs106458396
	T
	TT
	TT
	TT
	T
	TT
	TT
	TT

	rs106888236
	C
	CC
	CC
	CC
	C
	CC
	CC
	CC

	rs63814610
	C
	CC
	CC
	CC
	T
	TT
	TT
	TT

	rs8152541
	G
	GG
	GG
	GG
	G
	GG
	GG
	GG

	rs105824121
	A
	AA
	AA
	AA
	A
	AA
	AA
	AA

	rs13453252
	G
	GG
	GG
	GG
	G
	GG
	GG
	GG

	rs65108991
	A
	AA
	AA
	AA
	A
	AA
	AA
	AA


   SHAPE  \* MERGEFORMAT 


 SHAPE  \* MERGEFORMAT 
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图6 3家单位在2组SNP位点的PCR产物琼脂糖凝胶电泳图
 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



图7 3家单位用第一组SNP位点检测BN品系毛细管电泳结果
 SHAPE  \* MERGEFORMAT 


图8 3家单位用第一组SNP位点检测Lewis品系毛细管电泳结果

（7）预期效益
建立接轨国际、国内适用的近交系大鼠SNP检测法，更为符合实验动物福利伦理要求。减少实验动物资源发展中因标准方法差异带来的资源结果互认问题，能够高效快速的对近交系大鼠进行遗传质量监测，降低由于遗传漂变、环境因素等带来的在蛋白水平不易检出的品系质量问题风险，提升近交系大鼠在疾病模型中的应用价值，减少生产繁育和科研损失，在同类分子生物学方法中更为准确经济，有益于推广应用。
大鼠SNP验证方案与综述报告（一代测序方法）：

验证引物工作液信息（表11）：P1—P38上游引物（F），下游引物（R）。每管不少于50μL。

表11 大鼠一代测序法引物信息
	序号
	SNP位点编号
	rs号
	长度（bp）

	1
	1-1
	rs64750237
	159

	2
	
	
	

	3
	1-2
	rs106888236-R
	203

	4
	
	
	

	5
	1-3
	rs106458396
	266

	6
	
	
	

	7
	1-4
	rs107038347
	303

	8
	
	
	

	9
	1-5
	rs106672258
	378

	10
	
	
	

	11
	1-6
	rs105466309
	468

	12
	
	
	

	13
	1-7
	rs65921305
	555

	14
	
	
	

	15
	1-8
	rs106795993
	702

	16
	
	
	

	17
	2-1
	rs106891788
	156

	18
	
	
	

	19
	2-2
	rs65801920
	196

	20
	
	
	

	21
	2-3
	rs8164880
	261

	22
	
	
	

	23
	2-4
	rs105008665
	355

	24
	
	
	

	25
	2-5
	rs8152541
	430

	26
	
	
	

	27
	2-6
	rs106610489
	499

	28
	
	
	

	29
	2-7
	rs13453115
	597

	30
	
	
	

	31
	2-8
	rs105753760
	788

	32
	
	
	

	33
	3-1
	rs8173311
	359

	34
	
	
	

	35
	3-2
	rs66190198
	214

	36
	
	
	

	37
	3-3
	rs106506161
	268

	38
	
	
	

	1
	3-4
	rs106996961
	366

	2
	
	
	

	3
	3-5
	rs65729677
	480

	4
	
	
	

	5
	3-6
	rs65970293
	539

	6
	
	
	

	7
	3-7
	rs8170947
	679

	8
	
	
	

	9
	4-1
	rs107097763
	191

	10
	
	
	

	11
	4-2
	rs8173257
	331

	12
	
	
	

	13
	4-3
	rs105187832
	300

	14
	
	
	

	15
	4-4
	rs13453252
	349

	16
	
	
	

	17
	4-5
	rs64102787
	406

	18
	
	
	

	19
	4-6
	rs106647405
	469

	20
	
	
	

	21
	4-7
	rs65545562
	585

	22
	
	
	

	23
	4-8
	rs105694545
	678

	24
	
	
	

	25
	RT-1
	RS13458024
	172

	26
	
	
	

	27
	RT-2
	RS8166089
	225

	28
	
	
	

	29
	RT-3
	RS8158177
	483

	30
	
	
	

	31
	RT-4
	RS13457316
	403

	32
	
	
	

	33
	RT-5
	RS13448591
	474

	34
	
	
	

	35
	RT-6
	RS13456231
	576

	36
	
	
	

	37
	RT-7
	RS8149053
	775

	38
	
	
	


验证模板信息（表12）：2个。
表12 大鼠一代测序法模板信息
	DNA模板
	每管浓度均高于50ng/μL

	BN
	2管
	50μL/管

	F344
	2管
	50μL/管


PCR扩增体系（表13）：

表13 大鼠一代测序法扩增体系
	反应体系组分
	体积

	TaqTM Hot Start DNA聚合酶
	0.2 µL

	10×buffer
	4 µL

	dNTP
	3.2 µL

	上下游引物
	各1 µL

	DNA模板
	1 µL

	Sterilized dd H2O
	29.6 µL


(4)PCR 反应程序：
95℃预变性, 5min；
96℃变性，30s；
58℃，30s；
72℃延伸，30s；35个循环；
72℃继续延伸8min；扩增产物4℃保存。
电泳检测、分型、结果返回要求，同小鼠一代测序二次验证

综述报告
按照标准项目要求和工作流程，经过标准立项、起草、验证、修改、再验证的过程，截至2023年9月，完成了全部2家单位的方法验证及结果分析以及标准修改稿。

经验证，擎科公司返回报告得到如下结果：

①BN、F344 2个样品5次测序比对所得结果一致（图9、图10）。
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图9 擎科公司大鼠一代测序法PCR扩增部分琼脂糖凝胶图
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1-4-rs3023064
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图10 擎科大鼠一代测序法5次测序分型比对的部分结果图

②擎科公司38个SNP位点上5次扩增测序结果汇总见表14。

表14 擎科公司2个品系38个SNP位点5次平行实验比对结果
	序号
	SNP位点rs号
	BN
	F344
	
	序号
	SNP位点rs号
	BN
	F344

	1
	rs64750237
	T
	C
	
	20
	rs106996961
	G
	T

	2
	rs106888236
	C
	C
	
	21
	rs65729677
	A
	A

	3
	rs106458396
	T
	T
	
	22
	rs65970293
	T
	C

	4
	rs107038347
	G
	A
	
	23
	rs8170947
	C
	C

	5
	rs106672258
	T
	T
	
	24
	rs107097763
	G
	A

	6
	rs105466309
	G
	G
	
	25
	rs8173257
	G
	G

	7
	rs65921305
	T
	G
	
	26
	rs105187832
	C
	C

	8
	rs106795993
	A
	A
	
	27
	rs13453252
	G
	G

	9
	rs106891788
	C
	C
	
	28
	rs64102787
	C
	C

	10
	rs65801920
	T
	T
	
	29
	rs106647405
	C
	C

	11
	rs8164880
	G
	A
	
	30
	rs65545562
	T
	T

	12
	rs105008665
	T
	C
	
	31
	rs105694545
	A
	G

	13
	rs8152541
	G
	G
	
	32
	rs13458024
	G
	A

	14
	rs106610489
	C
	C
	
	33
	rs8166089
	C
	G

	15
	rs13453115
	A
	G
	
	34
	rs8158177
	G
	A

	16
	rs105753760
	G
	A
	
	35
	rs13457316
	A
	G

	17
	rs8173311
	C
	T
	
	36
	rs13448591
	T
	C

	18
	rs66190198
	T
	T
	
	37
	rs13456231
	A
	G

	19
	rs106506161
	T
	T
	
	38
	rs8149053
	G
	A


（7）预期效益
比起LDR法，一代测序法虽然用时稍长，但位点选择更为灵活丰富，同时一代测序为金标准，测序平台更加广泛适用，有助于方法推广。
建立接轨国际、国内适用的近交系大鼠SNP检测法，更为符合实验动物福利伦理要求。减少实验动物资源发展中因标准方法差异带来的资源结果互认问题，能够高效快速的对近交系大鼠进行遗传质量监测，降低由于遗传漂变、环境因素等带来的在蛋白水平不易检出的品系质量问题风险，提升近交系大鼠在疾病模型中的应用价值，减少生产繁育和科研损失，在同类分子生物学方法中更为准确经济，有益于推广应用。
三、与有关法律、行政法规和其他强制性标准的关系，配套推荐性标准的制定情况
GB14923-2022《实验动物 遗传质量控制》推荐了SNP方法，但没有具体技术标准。本标准 可以作为GB14923-2022的配套技术标准。

与GB14927.1-2008、GB14927.2-2008、T/CALAS 21-2017标准方法不冲突，优于其中的生化标记、免疫标记，与微卫星标记在封闭群遗传检测中互为补充。

中华人民共和国《实验动物管理条例》和《实验动物许可证管理办法》均有明确规定：实验动物必须有清楚地遗传背景。

本标准与国内现行的法律、法规没有冲突。是对现行法律、法规的有益补充。
四、与国际标准化组织、其他国家或者地区有关法律法规和标准的比对分析
目前国际上主要实验动物机构均采用SNP检测法用于近交系大、小鼠的遗传质量评价，如下表。本标准采用大、小鼠SNP位点开展近交系，与国际上的实验动物遗传质量检测方法同步。

	机构
	JAX
	Taconic
	Envigo
	CIEA

	国家
	美国
	美国
	美国
	日本

	标记类型
	SNP
	SNP
	SNP
	SNP

	小鼠标记数
	35/27

（亚系/常规）
	96
	48/96

（近交/封闭）
	32/20

（新品系/常规）

	大鼠标记数
	/
	96/759

（常规/建库）
	48/96

（近交/封闭）
	20

	分类
	实验室标准
	实验室标准
	实验室标准
	实验室标准


五、重大分歧意见的处理经过和依据

无。

六、对强制性国家标准自发布日期至实施日期之间的过渡期（以下简称过渡期）的建议及理由，包括实施强制性国家标准所需要的技术改造、成本投入、老旧产品退出市场时间等
本标准可作为GB14923-2022的配套技术标准，为后者的补充。不涉及对GB14923-2022的技术改造。

七、与实施强制性国家标准有关的政策措施，包括实施监督管理部门以及对违反强制性国家标准的行为进行处理的有关法律、行政法规、部门规章依据等
不涉及。
八、是否需要对外通报的建议及理由
否
九、废止现行有关标准的建议
不涉及
十、涉及专利的有关说明
涉及1项专利，具体如下：
专利申请号：202110458886.4

专利名称：近交系大鼠SNP位点分型检测方法
必要权利要求：可免费用于非商业用途
实施许可声明方式：专利权人或专利申请人同意在公平、合理、无歧视基础上,免费许可任何组织或者个人在实施该标准时实施专利。
十一、强制性国家标准所涉及的产品、过程或者服务目录
不涉及
十二、其他应当予以说明的事项
无
C57BL/6(中检院)


C57BL/6(上海)


C57BL/6(广东)


C57BL/6(维通利华)


BALB/cA(中检院)


BALB/cA(上海)


BALB/cA(广东)


BALB/cA(维通利华)
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CTGCTGGATGGCCAQTECCTGGTCCAGTATGATCACCAT



[image: image19.jpg]1565970293-BN TATATGTGTGCTTTCIGTCCATAACACTGGG
1s65970293-lewis TATATGTGTGCTTTCEGTCCATAACACTGGG
rs106996961-BN (% [a]) TAGTCACAAAATAAA'TCTATITACAGAATG
rs106996961-lewis (X [a]) TA'ITCACAAAATAAAIACTATWACAGAATG

rs63860341-BN ATCGGAACGTﬂGGTGAGGGCITGAGFCG
rs63860341-Lewis ATCGGAACGTCAIGGTGAGGGCTTGAGTCG
rs64750237-BN CCAGTGTGTI'ITATC'CCI'ITATCCTCTITA
rs64750237-lewis CCAGTGTGTI'ITATC'CCI'ITATCCTCTITA

rs107261116-BN ([A)) AAAAAAAACTG'ITCTITAAACCCITGCTG'IT
rs107261116-lewis (&) AAAAAAAACTGWCTITAAACCCWGCFGW
rs64102787-BN CAGAGGTCTAGACFG'TGGGAGCFGACAGGC
rs64102787-lewis CAGAGGTCTAGACFG'TGGGAGCFGACAGGC
rs105187832-BN (fZ[)  CGTTTATGAATAAACECCCAAGCGGTGAGCA
rs105187832-Lewis (fZ[E) CGTTTATGAATAAACACCCAAGCGGTGAGCA

rs64682441-BN TTACTCTCTGCTAATIICTGAGCCTTGCTATT
rs64682441-lewis TTACTCTCTGCTAATCTGAGCCTTGCTATT
rs65067166-BN AGCATAGATGACTTGBCTGGATGTGAAGGAG
rs65067166-lewis AGCATAGATGACTTGECTGGATGTGAAGGAG
158167985-BN ATTCTGGAATTTGTGIGTAACCTCCAATTAT
rs8167985-lewis ATTCTGGAATTTGTGEGTAACCTCCAATTAT
rs106672258-BN CCATATCGAGGTGTCTGGGGGCATGGCTGCT
rs106672258-lewis CCATATCGAGGTGTCTGGGGGCATGGCTGCT
r565921305-BN AAATCTATTTTTCCCGTAAATTCAACATTC
rs65921305-lewis AAATCTATTTTTCCCIGTAAATTCAACATTC
rs106458396-BN AGGGATAAAAATGGATACATTGCTTGCTAAA
rs106458396-lewis AGGGATAAAAATGGATACATTGCTTGCTAAA
rs106888236-BN AACCTTTAGCATCCCETTCGTTGATACTGTT
rs106888236-lewis AACCTTTAGCATCCCETTCGTTGATACTGTT
rs63814610-BN CACAAGGCCCAGCACEGCCTGGTACCTACCT
rs63814610-lewis CACAAGGCCCAGCACIGCCTGGTACCTACCT
158152541-BN CATCTGTAC-TCTAGBAGTGTGATGCAGATG
rs8152541-lewis CATCTGTACCTCTACBAGTGTGATGCAGATG
rs105824121-BN GGGGTGGGGAGGCACNAGGTTCTTAACTAAT
r5105824121-lewis GGGGTGGGGAGGCACHAGGTTCTTAACTAAT
rs13453252-BN TACCAGGTACACTACBCAGCGTCGTTCCTCG
rs13453252-lewis TACCAGGTACACTACGCAGCGTCGTTCCTCG

rs65108991-BN AGCTTTGTTTATATAATAGACTGAGGCACAG
rs65108991-lewis AGCTTTGTTTATATAATAGACTGAGGCACAG
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