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前　　言

　　本标准按照ＧＢ／Ｔ１．１—２００９给出的规则起草。

本标准代替ＧＢ／Ｔ１９１６７—２００３《传染性囊病诊断技术》，与ＧＢ／Ｔ１９１６７—２００３相比，除编辑性修

改外，主要技术变化如下：

———将“传染性囊病”和“传染性法氏囊病”统一为“传染性法氏囊病”；

———增加了规范性引用文件（见第２章）；

———增加了缩略语（见第３章）；

———增加了器材和试剂（见第５章、第６章、第７章、第８章、第９章）；

———增加了临床诊断（见第４章）；

———增加了实验室诊断样品采集（见第５章）；

———删除了直接免疫荧光法（见２００３年版的２．５．２）；

———删除了酶联免疫吸附试验（见２００３年版的第５章）；

———增加了ＲＴＰＣＲ检测方法（见第７章、附录Ｃ、附录Ｄ）；

———增加了实时荧光ＲＴＰＣＲ检测方法（见第８章、附录Ｅ）；

———删除了血清抗体的检测（见２００３年版的第４章）；

———增加了细胞培养分离病毒检测方法（见９．４．１、附录Ｆ）；

———增加了诊断结果的综合判定（见第１０章）。

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别这些专利的责任。

本标准由中华人民共和国农业农村部提出。

本标准由全国动物卫生标准化技术委员会（ＳＡＣ／ＴＣ１８１）归口。

本标准起草单位：中国动物卫生与流行病学中心、北京市农林科学院畜牧兽医研究所、中国农业科

学院哈尔滨兽医研究所。

本标准主要起草人：蒋文明、陈继明、刘月焕、王笑梅、王静静、刘爵、高玉龙、李阳、于晓慧、刘朔、

庄青叶、李金平、侯广宇、祁小乐、王素春、刘华雷。

本标准所代替标准的历次版本发布情况为：

———ＧＢ／Ｔ１９１６７—２００３。
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引　　言

　　传染性法氏囊病（Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｂｕｒｓａｌｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）又称甘布罗病（Ｇｕｍｂｏｒｏｄｉｓｅａｓｅ），由双股ＲＮＡ

病毒科（Ｂｉｒｎａｖｉｒｉｄａｅ）禽双股ＲＮＡ病毒属（犃狏犻犫犻狉狀犪狏犻狉狌狊）传染性法氏囊病病毒（ＩＢＤＶ）引起。火鸡、

鸭、珍珠鸡和鸵鸟均可感染ＩＢＤＶ。３周龄～６周龄的鸡发病急而且重，病死率高，而１周龄～３周龄鸡

常呈现亚急性或亚临床症状。该病毒侵害法氏囊可引起严重免疫抑制。已知ＩＢＤＶ有两个血清型，即

血清１型和２型，仅１型对鸡有致病性，火鸡和鸭为亚临床感染，２型未发现有致病性。

本病具有特征性临床症状和眼观病变，可做出初步诊断，确诊应进行病原检测。

２００３年之后，国内外ＩＢＤ诊断技术发展快速。一些更为简便和准确的诊断新技术已经成为ＩＢＤ诊

断和预防的重要手段。本次对ＩＢＤ诊断技术的修订，目的有二：一是与国际标准基本保持一致，改变国

家标准显著滞后于国际标准的状况；二是将一些在国内外经过多年实践证明成熟可行的新技术纳入进

来，改变原有标准中检测技术偏少且显著滞后于实际应用的状况。修订此标准，有利于我国ＩＢＤ诊断

和预防，也有利于提升国家标准的权威性和实用性。

本标准参考ＯＩＥ《陆生动物诊断试验和疫苗标准手册》（２０１６版），并结合我国相关技术研究新成果

进行修订。
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传染性法氏囊病诊断技术

１　范围

本标准规定了传染性法氏囊病临床诊断和实验室诊断的技术要求。

本标准适用于鸡传染性法氏囊病的诊断、检测、监测和流行病学调查。其中琼脂凝胶免疫扩散试

验、反转录聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）、实时荧光反转录聚合酶链式反应（实时荧光ＲＴＰＣＲ）、病毒分

离等诊断方法适用于临床疑似样本的检测与病毒分离，琼脂凝胶免疫扩散试验方法还适用于免疫抗体

水平检测。

２　规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文

件。凡是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。

ＧＢ１９４８９　实验室　生物安全通用要求

３　缩略语

下列缩略语适用于本文件。

ＡＧＩＤ：琼脂凝胶免疫扩散试验（Ａｇａｒｇｅｌｉｍｍｕｎｏｄｉｆｆｕｓｉｏｎｔｅｓｔ）

ＣＥＦ：鸡胚成纤维细胞（Ｃｈｉｃｋｅｍｂｒｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｃｅｌｌ）

ＣＰＥ：细胞病变（Ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃｅｆｆｅｃｔ）

ＩＢＤ：传染性法氏囊病（Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｂｕｒｓａｌｄｉｓｅａｓｅ）

ＩＢＤＶ：传染性法氏囊病病毒（Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｂｕｒｓａｌｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ）

ＰＢＳ：磷酸盐缓冲液（Ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ）

ＰＣＲ：聚合酶链式反应（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ）

ＲＴＰＣＲ：反转录聚合酶链式反应（Ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ）

ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ：实时荧光反转录聚合酶链式反应（Ｒｅａｌｔｉｍｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ）

ＳＰＦ：无特定病原体（Ｓｐｅｃｉｆｉｃｐａｔｈｏｇｅｎｆｒｅｅ）

ＴＡＥ：三羟甲基氨基甲烷乙酸乙二胺四乙酸（Ｔｒｉｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｍｅｔｈａｎｅａｃｅｔｉｃａｃｉｄ

ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ）

４　临床诊断

４．１　流行病学

４．１．１　自然感染仅发生于鸡，各种品种的鸡都能感染。

４．１．２　主要发生于２周龄～１５周龄的鸡，３周龄～６周龄的鸡最易感，而１周龄～３周龄鸡常呈现亚急

性或亚临床症状。

４．１．３　常呈急性发病，传播迅速，通常在感染后第３天开始死亡，５ｄ～７ｄ达到高峰，后快速下降。
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４．２　临床症状

４．２．１　潜伏期为２ｄ～３ｄ。

４．２．２　易感鸡群感染后发病突然，病鸡体温突然升高，病鸡出现腹泻，排出白色黏稠或水样稀便，病程

一般为１周左右。

４．２．３　急性病鸡可在出现症状１ｄ～２ｄ后死亡，鸡群３ｄ～５ｄ达死亡高峰，以后逐渐减少。

４．２．４　随着病程的发展，食欲废绝，颈和全身震颤，病鸡步态不稳，羽毛蓬松，精神委顿，卧地不动，呼吸

困难，泄殖腔周围的羽毛被粪便污染。

４．２．５　后期病鸡脱水严重，趾爪干燥，最后衰竭死亡。

４．３　剖检变化

４．３．１　严重者腿部和胸部肌肉有条索状或斑块状出血。

４．３．２　法氏囊水肿和出血，体积增大，重量增加，严重者呈紫黑色、葡萄状；部分法氏囊出现萎缩。

４．３．３　有些法氏囊淡黄色水肿。

４．３．４　肾肿大褪色，肾小管有尿酸盐沉积，呈红白相间“花斑肾”。

４．４　结果判定

符合上述流行病学特征、临床症状和剖检变化的病例，可以判为疑似ＩＢＤ。确诊应采集有临床症状

动物的法氏囊等组织或血清进行实验室诊断。

５　实验室诊断样品采集

５．１　器材

５．１．１　手术剪刀和镊子。

５．１．２　离心管。

５．１．３　样品保存管。

５．１．４　组织匀浆器。

５．１．５　采血器。

５．２　试剂

５．２．１　０．０１ｍｏｌ／ＬｐＨ７．２ＰＢＳ，配方见附录Ａ中Ａ．１。

５．２．２　青霉素。

５．２．３　链霉素。

５．３　样品采集

５．３．１　生物安全措施

按照ＧＢ１９４８９的要求进行。

５．３．２　组织病料采集

采集多只病鸡的法氏囊，分别装入样品保存管，密封、冷冻保存。

５．３．３　血清样品采集

经翅静脉采集鸡血液，每只应不少于１ｍＬ。无菌分离血清，装入２ｍＬ离心管中，密封后２℃～８℃
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冷藏或－２０℃冷冻保存。

５．４　样品处理

用剪刀剪碎法氏囊组织，加入含青霉素４０００ＩＵ／ｍＬ和链霉素４０００μｇ／ｍＬ的ＰＢＳ，用组织匀浆

器制成２０％匀浆，反复冻融２次～３次，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清作为检测材料。

６　琼脂凝胶免疫扩散试验（犃犌犐犇）

６．１　器材

６．１．１　３７℃温箱。

６．１．２　烧杯（２００ｍＬ）。

６．１．３　搅拌棒。

６．１．４　电磁炉。

６．１．５　微量可调移液器（１０μＬ、１００μＬ、１０００μＬ等不同规格）。

６．１．６　灭菌平皿（９ｃｍ～１５ｃｍ）。

６．１．７　打孔器（中心１孔，周围６孔，孔径３ｍｍ，孔距４ｍｍ）。

６．２　试剂

６．２．１　标准ＩＢＤ琼扩阳性抗原（参见附录Ｂ的Ｂ．１）。

６．２．２　标准ＩＢＤ琼扩阴性抗原（参见Ｂ．２）。

６．２．３　标准ＩＢＤＶ阳性血清（参见Ｂ．３）。

６．２．４　标准ＩＢＤＶ阴性血清（参见Ｂ．４）。

６．２．５　琼脂糖。

６．２．６　０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ｐＨ７．４），配方见Ａ．２。

６．２．７　氯化钠。

６．３　试验程序

６．３．１　琼脂平皿制备

参见Ｂ．５。

６．３．２　打孔、封底

在制备好的琼脂板上用打孔器打孔，并挑出孔中的琼脂。中心１孔，周围６孔，孔径３ｍｍ，孔距

４ｍｍ，在火焰上封底。

６．３．３　加样、孵育、观察

６．３．３．１　病原检测

中央孔加入标准ＩＢＤＶ阳性血清，第１孔、第４孔分别加入标准ＩＢＤ琼扩阳性抗原和标准ＩＢＤ琼

扩阴性抗原，其他孔分别加入待检样品，２０μＬ／孔。静置５ｍｉｎ～１０ｍｉｎ，将加样后的平皿轻轻倒置放

入填有湿纱布的盒内，置于３７℃温箱，在２４ｈ、４８ｈ观察并记录结果。

６．３．３．２　抗体检测

中央孔加入标准ＩＢＤ琼扩阳性抗原，第１孔、第４孔分别加入标准ＩＢＤＶ阳性血清和标准ＩＢＤＶ阴

性血清，其他孔分别加入待检样品；或第１孔加入标准ＩＢＤ阳性血清，其他孔分别加入倍比稀释的待检
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血清，２０μＬ／孔。静置５ｍｉｎ～１０ｍｉｎ，将加样后的平皿轻轻倒置放入填有湿纱布的盒内，置于３７℃温

箱，在２４ｈ、４８ｈ观察并记录结果。

６．４　试验成立条件

２４ｈ，标准ＩＢＤＶ阳性血清与标准ＩＢＤ琼扩阳性抗原孔之间形成清晰沉淀线，标准ＩＢＤＶ阳性血清

与标准ＩＢＤ琼扩阴性抗原孔之间未形成清晰沉淀线。

６．５　结果判定

６．５．１　病原检测

２４ｈ或４８ｈ，待检样品孔与标准ＩＢＤＶ阳性血清孔之间出现沉淀线，且与标准ＩＢＤ琼扩阳性抗原

沉淀线末端相吻合时，待检样品判为阳性；标准ＩＢＤ琼扩阴性抗原孔和待检样品孔与标准ＩＢＤＶ阳性

血清孔之间无沉淀线出现时，待检样品判为阴性（参见图Ｂ．１）。

６．５．２　抗体检测

待检血清孔与标准ＩＢＤ琼扩阳性抗原孔之间出现沉淀线，且与标准ＩＢＤＶ阳性血清沉淀线末端相

吻合时，待检血清判为阳性；待检血清孔与标准ＩＢＤ琼扩阳性抗原孔之间无沉淀线出现时，待检血清判

为阴性（参见图Ｂ．２）。

标准ＩＢＤ琼扩阳性抗原孔与待检血清之间形成清晰沉淀线的血清最高稀释倍数，即判为待检血清

琼扩效价。

７　反转录聚合酶链式反应（犚犜犘犆犚）

７．１　器材

７．１．１　ＰＣＲ扩增仪。

７．１．２　台式低温高速离心机。

７．１．３　电泳仪和水平电泳槽。

７．１．４　凝胶成像仪（或紫外透射仪）。

７．１．５　微量可调移液器（１０μＬ、１００μＬ、１０００μＬ等不同规格）。

７．１．６　去核酸酶水处理的离心管与吸头。

７．１．７　ＰＣＲ扩增管。

７．２　试剂

７．２．１　犚犜犘犆犚试剂

７．２．１．１　２× 一步法ＲＴＰＣＲ缓冲液。

７．２．１．２　ＴａｑＤＮＡ聚合酶反转录酶ＲＮＡ酶抑制剂混合物。

７．２．１．３　灭菌去离子水。

７．２．１．４　引物

７．２．１．４．１　上游引物＋２９０：５′ＡＧＡＴＴＣＴＧＣＡＧＣＣＡＣＧＧＴＣＴＣＴ３′。

７．２．１．４．２　下游引物－８６１：５′ＴＴＧＡＴＧＡＣＴＴＧＡＧＧＴＴＧＡＴＴＴＴ３′。

７．２．２　电泳试剂

７．２．２．１　电泳缓冲液：５０×ＴＡＥ贮存液（配方见Ａ．５），临用时加蒸馏水配成１×ＴＡＥ缓冲液（配方见Ａ．６）。
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７．２．２．２　琼脂糖：低熔点琼脂糖。

７．２．２．３　电泳加样缓冲液：配方见Ａ．７。

７．２．３　犇犖犃犕犪狉犽犲狉（标准分子量）

分子大小范围１００ｂｐ～２０００ｂｐ。

７．３　样品准备

７．３．１　本方法适用所有的ＩＢＤ病原样品种类，包括法氏囊组织、鸡胚接种物、细胞培养物等。

７．３．２　阳性对照：已知病毒材料，如ＩＢＤＶ感染的鸡胚或细胞。

７．３．３　阴性对照：ＩＢＤＶ阴性的鸡胚或细胞。

７．４　试验程序

７．４．１　核酸提取

７．４．１．１　异硫氰酸胍法抽提核酸

见附录Ｃ。

７．４．１．２　核酸提取等效方法

可采用等效病毒ＲＮＡ提取试剂或试剂盒进行核酸提取。

７．４．２　核酸扩增

７．４．２．１　引物：将引物（＋２９０／－８６１）稀释到工作浓度１０ｐｍｏｌ／μＬ。

７．４．２．２　ＰＣＲ反应混合液配制：每个ＰＣＲ管中依次加入４．５μＬｄｄＨ２Ｏ、１２．５μＬ２×一步法ＲＴＰＣＲ

缓冲液、各１μＬ上下游引物（＋２９０／－８６１）、１μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶反转录酶ＲＮＡ酶抑制剂混合物。

７．４．２．３　ＲＴＰＣＲ扩增：其中２个ＰＣＲ管中分别加入５μＬ阳性对照ＲＮＡ提取物和５μＬ阴性对照

ＲＮＡ提取物；在其他ＰＣＲ管中分别加入５μＬ待检样品ＲＮＡ模板。盖紧管盖，放入扩增仪中按照设

定程序扩增：５０℃３０ｍｉｎ；９４℃预变性２ｍｉｎ；然后进行３５个循环：９５℃变性３０ｓ、５７℃退火３０ｓ、

７２℃ 延伸４５ｓ；最后７２℃延伸５ｍｉｎ；４℃保存备用。

７．４．３　电泳

７．４．３．１　１．０％琼脂糖凝胶板的制备：称取１ｇ琼脂糖，加入１００ｍＬ１×ＴＡＥ缓冲液中。加热融化后加

１μＬ核酸染料（如Ｇｅｌｒｅｄ），混匀后倒入放置在水平台面上的凝胶盘中，胶板厚５ｍｍ左右。依据样品

数选用适宜的梳子。待凝胶冷却凝固后拔出梳子（胶中形成加样孔），放入电泳槽中，加１×ＴＡＥ缓冲

液淹没胶面。

７．４．３．２　加样：取６μＬ～８μＬＰＣＲ扩增产物和２μＬ加样缓冲液混匀后加入一个加样孔。每次电泳同

时设标准ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、阴性对照、阳性对照。

７．４．３．３　电泳：电压８０Ｖ～１００Ｖ或电流４０ｍＡ～５０ｍＡ，电泳３０ｍｉｎ～４０ｍｉｎ。最后，由凝胶成像系

统观察并拍照记录。

７．５　试验成立条件

电泳结束后，取出凝胶置凝胶成像仪（或紫外透射仪）上观察。阳性对照电泳结果应出现５９４ｂｐ扩

增条带，同时阴性对照无扩增条带。
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７．６　结果判定

符合７．５的条件，被检样品扩增产物电泳出现５９４ｂｐ目标条带，符合阳性序列的特征，判为ＩＢＤＶ

核酸阳性（参见附录Ｄ）；被检样品无扩增条带，判为ＩＢＤＶ核酸阴性。

８　实时荧光反转录聚合酶链式反应（犚犲犪犾狋犻犿犲犚犜犘犆犚）

８．１　器材

８．１．１　荧光定量ＰＣＲ扩增仪。

８．１．２　台式低温高速离心机。

８．１．３　微量可调移液器（１０μＬ、１００μＬ、１０００μＬ等不同规格）。

８．１．４　离心管与吸头。

８．１．５　ＰＣＲ扩增管（０．２ｍＬ）。

８．２　试剂

８．２．１　犚犜犘犆犚试剂

８．２．１．１　荧光定量ＲＴＰＣＲ试剂盒。

８．２．１．２　灭菌去离子水。

８．２．１．３　引物和探针。

８．２．１．３．１　ＩＢＤＶＰ５Ｆ：５′ＧＡＧＣＣＴＴＣＴＧＡＴＧＣＣＡＡＣＡＡＣ３′。

８．２．１．３．２　ＩＢＤＶＰ５Ｒ：５′ＣＡＡＡＴＴＧＴＡＧＧＴＣＧＡＧＧＴＣＴＣＴＧＡ３′。

８．２．１．３．３　ＩＢＤＶｐｒｏｂｅ：ＦＡＭＣＧＧＣＧＴＣＣＡＴＴＣＣＧＧＡＣＧＡＣＢＨＱ１。

８．３　样品准备

见７．３。

８．４　核酸提取

见７．４．１。

８．５　核酸检测

８．５．１　将引物（ＩＢＤＶＰ５Ｆ／ＩＢＤＶＰ５Ｒ）和探针（ＩＢＤＶｐｒｏｂｅ）稀释到工作浓度１０ｐｍｏｌ／μＬ。

８．５．２　按照荧光定量ＲＴＰＣＲ试剂盒说明书配置反应体系，每个ＰＣＲ管中加入各１μＬ上下游引物、

０．５μＬ探针。

８．５．３　在其中一个ＰＣＲ管中加入５μＬＩＢＤＶＲＮＡ，设为阳性对照；在另一个ＰＣＲ管中加入５μＬ超纯

水，作为阴性空白对照；在其他ＰＣＲ管中分别加入５μＬ待检样品ＲＮＡ模板。

８．５．４　实时荧光ＲＴＰＣＲ反应程序为：５０℃反转录１０ｍｉｎ；９５℃预变性５ｍｉｎ；然后进行４０个循环：

９５℃１０ｓ、６０℃３０ｓ（检测荧光信号）。

８．６　试验成立条件

阳性对照品扩增曲线有明显对数增长期，且Ｃｔ值≤３２；同时阴性对照品扩增曲线无对数增长期（参

见附录Ｅ）。
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８．７　结果判定

８．７．１　试验成立，样品Ｃｔ值≤３５，且出现标准的Ｓ形扩增曲线，判为阳性。

８．７．２　样品无Ｃｔ值或Ｃｔ值＞３８，且无标准扩增曲线，判为阴性。

８．７．３　样品３５＜Ｃｔ值≤３８，且扩增曲线均呈标准的Ｓ形曲线，判为可疑，需重新检测。如重复后仍然

为上述结果，判为阳性，否则判为阴性。

９　病毒分离

９．１　器材

９．１．１　倒置生物显微镜。

９．１．２　冰箱（２℃～８℃、－２０℃、－７０℃不同温度）。

９．１．３　ＣＯ２ 恒温培养箱。

９．１．４　４℃离心机。

９．１．５　微量可调移液器（１０μＬ、１００μＬ、１０００μＬ等不同规格）。

９．１．６　１ｍＬ注射器。

９．１．７　２５ｃｍ
２ 细胞培养瓶。

９．１．８　烧杯（１００ｍＬ）。

９．１．９　水浴锅。

９．２　试剂

９．２．１　０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７．２），配方见Ａ．１。

９．２．２　细胞培养液与细胞维持液，配方见Ａ．４．２和Ａ．４．３。

９．２．３　０．２５％胰酶，配方见Ａ．４．４。

９．３　试验细胞与动物

９．３．１　ＣＥＦ。

９．３．２　６日龄～８日龄ＳＰＦ鸡胚。

９．３．３　ＳＰＦ鸡和ＩＢＤ免疫鸡。

９．４　试验程序

９．４．１　细胞培养分离病毒

９．４．１．１　制备犆犈犉

参见附录Ｆ。

９．４．１．２　接种病毒

９．４．１．２．１　待细胞长成单层后，先倒去细胞培养瓶（Ｔ２５）中的营养液，加入１ｍＬ已经处理好的病料液，

置３７℃作用６０ｍｉｎ，中间每隔１５ｍｉｎ晃动一下细胞培养瓶，然后弃掉病料液，用维持液洗涤细胞面

１次，再加５ｍＬ细胞维持液，３７℃５％ ＣＯ２ 培养箱培养。细胞对照瓶不接种样品，弃去营养液后加

５ｍＬ细胞维持液。

９．４．１．２．２　观察和记录：每天观察有无ＣＰＥ，ＣＰＥ特征是细胞缩小，变圆，折光性增强。

９．４．１．２．３　盲传：如果接种６ｄ后仍未见ＣＰＥ，弃去培养液，将培养物反复冻融，收集细胞和病毒的冻融
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液，按９．４．１．２．１所述方法再接种生长４８ｈ的单层细胞进行盲传，即１ｍＬ第１代细胞／病毒液加４ｍＬ

细胞维持液，３７℃培养。如此盲传３代。

９．４．２　鸡胚分离病毒

９．４．２．１　接种病毒

９．４．２．１．１　将样品经绒毛尿囊膜接种于５枚９日龄～１１日龄的ＳＰＦ鸡胚。具体操作如下：分别在鸡胚

无血管处和气室顶端打一小孔，用吸球在气室顶端孔处抽吸以制造人工气室，然后用注射器于鸡胚无血

管处接毒，０．２ｍＬ／枚，之后将所打孔用蜡封闭，继续孵化。

９．４．２．１．２　每日照胚，接种４８ｈ内死亡的鸡胚弃去不用。收集接种４８ｈ后死亡鸡胚，检查鸡胚病变。

血清Ｉ型ＩＢＤＶ的初次分离物就可引起部分鸡胚死亡。病变表现为萎缩、皮下水肿、充血，皮下或颅内

出血，肝脏肿大、不均匀地充血、呈致斑驳病变。晚死的鸡胚肝肿大、变绿、有坏死灶；脾肿大，肾水肿、充

血，呈斑纹状。血清ＩＩ型ＩＢＤＶ不能引起感染鸡胚的皮下水肿和出血，但表现胚体小，呈灰黄色。

９．４．３　鸡接种试验

取３周龄～６周龄的ＳＰＦ鸡５只，每只滴眼０．０５ｍＬ样品。接种后７２ｈ～９６ｈ将鸡处死，检查法氏

囊、肾脏和胸肌有无病变。

９．５　病毒鉴定

对出现ＣＰＥ的细胞培养液、出现病变的鸡胚和病死鸡，选用第７章或第８章进行核酸鉴定，也可选

用第６章进行病原鉴定。

９．６　结果判定

９．６．１　细胞盲传３代未见细胞病变或鸡胚传代未见病变，且经第６章、第７章或第８章中规定的任一方

法检测阴性者，判定病毒分离阴性。

９．６．２　对出现ＣＰＥ的细胞培养液或出现病变的鸡胚，经第６章、第７章或第８章中规定的任一方法检

测阳性者，判为病毒分离阳性。

１０　综合判断

１０．１　符合第４章的流行病学特点、临床症状和剖检变化的病鸡，初步判断为ＩＢＤ疑似病鸡。

１０．２　ＩＢＤ疑似病鸡按照第６章、第７章、第８章或第９章中规定的任一方法，检测为病原学阳性的，判

断为ＩＢＤ确诊病鸡。

１０．３　不符合第４章的流行病学特点、临诊症状和剖检变化的鸡，临床无明显特异症状的动物（结合疫

苗免疫状况）但是按照第６章、第７章、第８章或第９章中规定的任一方法，检测为病原学阳性的，判断

为ＩＢＤＶ感染鸡。
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附　录　犃

（规范性附录）

溶液配制（试剂要求分析纯）

犃．１　０．０１犿狅犾／犔犘犅犛（狆犎７．２）

氯化钠（ＮａＣｌ） ８．０ｇ

氯化钾 （ＫＣｌ） ０．２ｇ

磷酸氢二钠（Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ） ２．９ｇ

磷酸二氢钾（ＫＨ２ＰＯ４） ０．２ｇ

去离子水 ８００ｍＬ

调节ｐＨ ７．２

加去离子水至 １０００ｍＬ

１２１℃高压灭菌３０ｍｉｎ，置于４℃冰箱备用。

犃．２　０．０１犿狅犾／犔磷酸缓冲液 （狆犎７．４）

氯化钾 （ＫＣｌ） ０．２ｇ

磷酸氢二钠（Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ） ２．９ｇ

磷酸二氢钾（ＫＨ２ＰＯ４） ０．２ｇ

去离子水 ８００ｍＬ

调节ｐＨ ７．４

加去离子水至 １０００ｍＬ

１２１℃高压灭菌３０ｍｉｎ，置于４℃冰箱备用。

犃．３　犘犅犛犜［含０．０５％（体积分数）吐温２０的０．０１犿狅犾／犔犘犅犛，狆犎７．２～７．４］

０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ １０００ｍＬ

吐温２０ ０．５ｍＬ

犃．４　细胞培养液与细胞维持液

犃．４．１　犈犪犵犾犲’狊犕犈犕

Ｅａｇｌｅ’ｓＭＥＭ营养液：Ｅａｇｌｅ’ｓＭＥＭ营养剂９５ｇ，加超纯水１０００ｍＬ。溶解后过滤除菌，４℃保

存备用。

犃．４．２　细胞营养液

Ｅａｇｌｅ’ｓＭＥＭ营养液 ９０ｍＬ

犊牛血清 １０ｍＬ
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５％碳酸氢钠 （ＮａＨＣＯ３）调整ｐＨ至７．２～７．４。

犃．４．３　细胞维持液

Ｅａｇｌｅ’ｓＭＥＭ营养液 ９８ｍＬ

犊牛血清 ２ｍＬ

５％碳酸氢钠（ＮａＨＣＯ３）调整ｐＨ至７．６～７．８。

犃．４．４　０．２５％胰酶

Ｅａｇｌｅ’ｓＭＥＭ营养液 １００ｍＬ

胰酶 ０．２５ｇ

溶解后过滤除菌，－２０℃保存备用。

犃．５　５０×犜犃犈贮存液

三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ） ２４２．０ｇ

冰乙酸 ５７．１ｍＬ

０．５ｍｏｌ／Ｌ乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）（ｐＨ８．０） １００．０ｍＬ

加双蒸水至１０００ｍＬ。

犃．６　１×犜犃犈缓冲液

使用前将５０×ＴＡＥ做５０倍稀释即可。

犃．７　电泳加样缓冲液

溴酚蓝 ０．２５ｇ

甘油 ３０．０ｍＬ

双蒸水 ７０．０ｍＬ

犃．８　裂解液

称取柠檬酸钠０．６４ｇ、十二烷基肌氨酸钠０．４１５ｇ，吸取β巯基乙醇０．７ｍＬ，用无核酸酶的蒸馏水溶

解，定容至５０ｍＬ。然后取以上配制的溶液３３ｍＬ，异硫氰酸胍２５ｇ，混合，完全溶解后４℃保存备用。

犃．９　２犿狅犾／犔乙酸钠（狆犎４．０）

ＣＨ３ＣＯＯＮａ·３Ｈ２Ｏ １９ｇ

无核酸酶水 ４０．０ｍＬ

将醋酸钠完全溶解于ｄｄＨ２Ｏ中，用冰醋酸调ｐＨ值至４．５，加ｄｄＨ２Ｏ至７０ｍＬ，搅拌过夜，高温高

压灭菌。
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犃．１０　酚∶三氯甲烷∶异戊醇（２５∶２４∶１）

将水饱和酚（ｐＨ５．０）、三氯甲烷、异戊醇按照体积比２５∶２４∶１配置混匀，装入棕色瓶，最后加入

０．１ｍｏｌ／Ｌ的ＴｒｉｓＨＣｌ保护液，４℃冰箱保存备用。
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附　录　犅

（资料性附录）

琼脂凝胶免疫扩散试验材料制备方法

犅．１　标准犐犅犇琼扩阳性抗原制备

将血清Ｉ型标准ＩＢＤＶ毒株用ＰＢＳ稀释后滴眼接种约３周龄的ＳＰＦ鸡。接种３ｄ后将鸡处死，无

菌采集法氏囊。称重后分别加入等体积的低温蒸馏水（或适宜的缓冲液如ＰＢＳ或胰蛋白磷酸盐肉汤）

和等体积三氯甲烷（注意：三氯甲烷有毒并可能致癌，因此要安全地操作和处理；可以用毒性较小的三氯

三氟乙烷代替三氯甲烷）。再用组织搅拌器充分搅碎，２０００犵离心３０ｍｉｎ，收集上清液，用２ｍＬ冻存

管分装（每管１００μＬ），置－８０℃备用。该上清液用ＰＢＳ稀释成１０％（体积分数）后，可用于上述ＳＰＦ

鸡的接种。用作抗体检测时，可在分装前灭活病毒：于收获的上清液中加０．３％（体积分数）β丙内酯，在

振荡器上作用２ｈ，作用温度为３７℃。在ＳＰＦ鸡胚中传代三次进行病毒分离，以核检灭活效果。

犅．２　标准犐犅犇琼扩阴性抗原制备

使用正常ＳＰＦ鸡的法氏囊组织制备，方法同Ｂ．１。

犅．３　标准犐犅犇犞阳性血清制备

来自专业实验室，并经过质量检验，通常是用ＩＢＤＶ标准毒株点眼接种于４周龄～５周龄的ＳＰＦ

鸡，接种后２８ｄ采血制备的血清。

取已知含有ＩＢＤ活毒的法氏囊组织（１０％）匀浆上清液０．０５ｍＬ，点眼接种于４周龄～５周龄的

ＳＰＦ鸡，接种后２８ｄ采血制备血清，小量分装，置－２０℃备用。

犅．４　标准犐犅犇犞阴性血清制备

采集ＳＰＦ鸡血，制备血清，小量分装，置－２０℃备用。

犅．５　琼脂平皿制备

取ＮａＣｌ８０ｇ、ＫＨ２ＰＯ４０．２ｇ、Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ２．９ｇ、琼脂糖１０ｇ，加蒸馏水至１Ｌ（２５℃时ｐＨ

７．１），１１５℃１５ｍｉｎ灭菌，置４℃备用。

在试验前的２４ｈ到７ｄ内将琼脂平皿准备好，先在微波炉等加热装置中融化琼脂糖（注意：不要让

水等其他外源物质进到琼脂糖瓶内，然后将平皿水平放置，再把融化的琼脂糖倒入一个９ｃｍ的平皿内，

琼脂糖厚约３ｍｍ。

将平皿盖好，待琼脂糖凝固后储存在４℃可以放７ｄ。如果需当天使用，则需将平皿盖打开，在

３７℃ 温箱中倒置干燥３０ｍｉｎ～１ｈ。

检测结果示意图如图Ｂ．１和图Ｂ．２所示。
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　　说明：

Ａｂ　　 ———标准传染性法氏囊病毒阳性血清；

１ ———标准传染性法氏囊病毒琼扩阳性抗原；

４ ———标准传染性法氏囊病毒阴性抗原；

２、３、５、６———待检样品。

图犅．１　抗原检测示意图

　　说明：

Ａｇ　　 ———标准传染性法氏囊病毒琼扩阳性抗原；

１ ———标准传染性法氏囊病毒阳性血清；

４ ———标准传染性法氏囊病毒阴性抗原；

２、３、５、６———待检血清。

或者

１ ———标准传染性法氏囊病毒阳性血清；

２～６ ———倍比稀释的待检血清。

图犅．２　抗体检测示意图
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附　录　犆

（规范性附录）

异硫氰酸胍法提取总犚犖犃

　　总ＲＮＡ提取方法如下：

ａ）　取待检样品、阴性对照、阳性对照各２００μＬ分别置于１．５ｍＬ离心管中，每管加入４００μＬ裂解

液（见Ａ．８），反复混匀，冰水浴５ｍｉｎ。

ｂ） 每管分别加入６０μＬ２ｍｏｌ／Ｌ乙酸钠（ｐＨ４．０），混匀。

ｃ） 每管加６００μＬ酚∶三氯甲烷∶异戊醇（２５∶２４∶１）混合液，混匀，冰水浴５ｍｉｎ。

ｄ） ４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。将上清液转入另一洁净离心管。

ｅ） 加入等体积异丙醇，混匀，室温放置１５ｍｉｎ。

ｆ） ４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，小心地倒掉上清。尽量倒干液体，留下ＲＮＡ沉淀。

ｇ） 加１０００μＬ７５％乙醇颠倒洗涤沉淀，４℃、１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，小心倒干液体，室温干燥

５ｍｉｎ～１０ｍｉｎ。

ｈ） 每管加２０μＬ无核酸酶水，用于溶解ＲＮＡ。总ＲＮＡ提取液可立即用于ＰＣＲ扩增，也可－７０℃

冰箱保存备用。
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附　录　犇

（资料性附录）

犚犜犘犆犚电泳及阳性序列

犇．１　犚犜犘犆犚电泳示意图

ＲＴＰＣＲ电泳示意图见图Ｄ．１。

　　说明：

Ｍ　　　　 　———ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；

泳道１ ———阴性对照；

泳道２ ———阳性对照；

泳道３、泳道４———检测样品。

图犇．１　犚犜犘犆犚电泳示意图

犇．２　阳性序列

犃犌犃犜犜犆犜犌犆犃犌犆犆犃犆犌犌犜犆犜犆犜ＡＣＣＴＧＡＡＡＡＴＧＡＧＧＡＧＴＡＴＧＡＧＡＣＣＧＡＴＣＡＡＡＴＡＣＴＣＣ

ＣＴＧＡＣＣＴＡＧＣＴＴＧＧＡＴＧＡＧＧＣＡＧＡＴＡＧＡＧＧＧＡＧＣＴＧＴＧＴＴＧＡＡＧＣＣＡＡＣＣＣＴＡＴＣＴＣＴＣＣＣ

ＣＡＴＴＧＧＡＧＡＣＣＡＧＧＡＧＴＡＣＴＴＣＣＣＴＡＡＡＴＡＴＴＡＴＣＣＡＡＣＡＣＡＣＣＧＣＣＣＧＡＧＣＡＡＧＧＡＧＡＡＧ

ＣＣＣＡＡＴＧＣＧＴＡＣＣＣＧＣＣＣＧＡＴＡＴＣＧＣＡＣＴＡＣＴＣＡＡＧＣＡＧＡＴＧＡＴＣＴＡＣＴＴＡＴＴＴＣＴＣＣＡＧＧＴ

ＴＣＣＣＧＡＧＧＣＴＡＣＡＧＡＣＡＡＣＣＴＣＡＡＡＧＡＴＧＡＧＧＴＣＡＣＣＣＴＡＣＴＡＡＣＣＣＡＡＡＡＴＡＴＴＡＧＡＧＡＴ

ＡＡＡＧＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＴＧＧＧＡＣＣＴＡＣＡＴＧＧＧＡＣＡＧＧＣＣＡＣＣＡＧＡＣＴＴＧＴＴＧＣＴＡＴＧＡＡＡＧＡＧ

ＧＴＴＧＣＣＡＣＴＧＧＧＡＧＡＡＡＣＣＣＧＡＡＣＡＡＡＧＡＴＣＣＴＣＴＡＡＡＧＣＴＴＧＧＧＴＡＣＡＣＣＴＴＴＧＡＧＡＧＣＡ

ＴＣＧＣＣＣＡＧＣＴＧＣＴＣＧＡＣＡＴＣＡＣＴＴＴＡＣＣＧＧＴＡＧＧＣＣＣＡＣＣＣＧＧＴＧＡＧＧＡＴＧＡＣＡＡＧＣＣＣＴＧＧ

ＧＴＡＣＣＡＣＴＣＡＣＡＡＧＧＧＴＧＣＣＧＴＣＡＡＧＧＡＴＧＴＴＧＧＴＴＣＴＧＡＣＧＧＧＣＧＡＣＧＴＡＧＡＴＧＧＧＧＡＡＴ

ＴＴＧＡＧＧＴＴＧＡＧＧＡＣＴＡＣＣＴＴＣＣＣ犃犃犃犃犜犆犃犃犆犆犜犆犃犃犌犜犆犃犜犆犃犃

　　注：黑体为引物序列。
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附　录　犈

（资料性附录）

实时荧光犚犜犘犆犚扩增示意图

　　实时荧光ＲＴＰＣＲ扩增示意图见图Ｅ．１。

图犈．１　犐犅犇犞实时荧光犚犜犘犆犚扩增示意图
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附　录　犉

（资料性附录）

犆犈犉细胞制备方法

　　ＣＥＦ细胞制备方法如下：

ａ）　将选好的９ｄ～１０ｄ发育良好的ＳＰＦ胚用５％的碘棉消毒蛋壳气室部位，再用酒精棉脱碘。

ｂ） 无菌取出鸡胚，放入灭菌的玻璃皿内，用ｐＨ７．２的ＰＢＳ冲洗一次，去头、四肢和内脏。再用

ｐＨ７．２的ＰＢＳ冲洗两次。

ｃ） 用剪刀剪成小块（２ｍｍ３～３ｍｍ
３），用ｐＨ７．２的ＰＢＳ冲洗两次。

ｄ） 约加４ｍＬ０．２５％胰酶溶液，３８℃消化３０ｍｉｎ，期间１５ｍｉｎ轻摇一次。

ｅ） 消化结束，弃掉胰酶消化液，用ｐＨ７．２的ＰＢＳ冲洗两次，再用细胞培养液冲洗一次。

ｆ） 加入适量的细胞培养液，用刻度吸管反复吹打（使细胞充分分散）。

ｇ） 将细胞分散液倒入带６层～８层纱布的１００ｍＬ烧杯中（过滤之前先用少许细胞培养液润湿纱

布），加入适量培养液（４０ｍＬ／胚），过滤。重复上述操作重虑一遍。

ｈ） 计数，要求滤液中活细胞浓度应为１×１０６ 个／ｍＬ～１．５×１０
６ 个／ｍＬ。

ｉ） 分装培养瓶中（４ｍＬ／瓶～５ｍＬ／瓶），置３７℃培养箱培养。状态良好（细胞透明度大，轮廓清

晰）的细胞适宜病毒接种。
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