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书书书

前　　言

　　本标准按照ＧＢ／Ｔ１．１—２００９给出的规则起草。

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：军事医学科学院军事兽医研究所。

本标准主要起草人：冯烨、郭焕成、许运斌、江禹、涂长春。
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引　　言

　　本文件的发布机构提请注意，声明符合本文件时，可能涉及４．４与套式ＲＴＰＣＲ检测方法相关的专

利的使用。

本文件的发布机构对于该专利的真实性、有效性和范围无任何立场。

该专利持有人已向本文件的发布机构保证，他愿意同任何申请人在合理且无歧视的条款和条件下，

就专利授权许可进行谈判。该专利持有人的声明已在本文件的发布机构备案。相关信息可以通过以下

联系方式获得：

专利持有人姓名：江禹、涂长春

地址：吉林省长春市净月经济开发区柳莺西路６６６号军事医学科学院军事兽医研究所

请注意除上述专利外，本文件的某些内容仍可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别这些专

利的责任。
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动物狂犬病病毒核酸检测方法

１　范围

本标准规定了检测动物狂犬病病毒核酸的套式ＲＴＰＣＲ和荧光定量ＲＴＰＣＲ方法。

本标准适用于临床疑似狂犬病病毒感染动物脑组织、脊髓、脑脊液、唾液腺、唾液以及狂犬病病毒细

胞培养物中病毒核酸的检测（参见附录Ａ）。

２　缩略语

下列缩略语适用于本文件。

ＲＴＰＣＲ：反转录聚合酶链式反应（ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＣｈａｉｎＲｅａｃｔｉｏｎ）

ＤＮＡ：脱氧核糖核酸（ＤｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄ）

ＲＮＡ：核糖核酸（ＲｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄ）

ＤＥＰＣ：焦炭酸乙二酯（Ｄｉｅｔｈｙｐｙｏｃａｒｂｏｎａｔｅ）

ＰＢＳ：磷酸盐缓冲液（ＰｈｏｓｐｈａｔｅＢｕｆｆｅｒＳｏｌｕｔｉｏｎ）

Ｃｔ值：达到阈值的循环数（ＣｙｃｌｅＴｈｒｅｓｈｏｌｄ）

ＥＤＴＡ：乙二胺四乙酸（ＥｔｈｙｌｅｎｅＤｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃＡｃｉｄ）

ｄＮＴＰ：三磷酸脱氧核糖核苷（ＤｅｏｘｙＲｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅＴｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ）

犜犪狇酶：耐热ＤＮＡ聚合酶（ＴｈｅｒｍｕｓＡｑｕａｔｉｃｕｓＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ）

３　器材和试剂

３．１　器材

３．１．１　仪器

ＩＩ级生物安全柜、４℃离心机、冰箱（－２０℃）、冰柜（４℃）、分析天平、ＰＣＲ扩增仪、荧光定量ＰＣＲ

扩增仪、电泳仪、电泳槽、紫外凝胶成像仪（或紫外分析仪）、微波炉、震荡混匀器、组织研磨器、单道可调

移液器（１０μＬ、２００μＬ、１０００μＬ）。

３．１．２　耗材

手术剪、医用镊子、称量纸、棉签、琼脂糖、量筒（５００ｍＬ）、锥形瓶（５００ｍＬ）、一次性无ＲＮａｓｅ枪头

（１０μＬ，２００μＬ，１０００μＬ）、无 ＲＮａｓｅ离心管（１．５ｍＬ）、与荧光定量 ＰＣＲ 扩增仪配套的 ＰＣＲ 管

（０．２ｍＬ）、组织研磨棒。

３．２　试剂

３．２．１　总ＲＮＡ提取试剂。

３．２．２　磷酸盐缓冲液（１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ，ｐＨ７．４）。配制方法见附录Ｂ。

３．２．３　ＴＡＥ电泳缓冲液。配制方法见附录Ｂ。

３．２．４　其他试剂：２００ＩＵ／μＬ反转录酶、１０×反转录酶缓冲液、４０Ｕ／μＬＲＮＡ酶抑制剂、５ＩＵ犜犪狇酶、
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１０×犜犪狇缓冲液（含Ｍｇ
２＋）、２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ、５０μｍｏｌ／Ｌ寡聚脱氧胸苷酸引物［Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１５Ｐｒｉｍ

ｅｒ］、５０μｍｏｌ／Ｌ随机引物、２５ｍｍｏｌ／Ｌ氯化镁（ＭｇＣｌ２）、１０％聚乙二醇辛基苯基醚（ＴｒｉｔｏｎＸ１００）、核

酸染料、上样缓冲液、三氯甲烷、异丙醇、７５％乙醇、双蒸水、ＤＥＰＣ水。

３．２．５　引物及探针序列，见附录Ｃ。

４　方法

４．１　样品的采集、保存和运送

４．１．１　对可疑为狂犬病而扑杀或死亡的动物，应在死亡后尽早无菌采集脑组织，放入灭菌容器内；对待

活检动物，采集脑脊液和唾液拭子。生物安全要求见附录Ｄ。

４．１．２　将待检样品置于２℃～８℃的运输箱内运输；如不能立即运输，可置于样品保存管内，－２０℃以

下保存，保存期间避免反复冻融。样品置于－７０℃以下可长期保存。

４．１．３　新鲜冷藏或冰冻样品均应尽快运送至检测地点。

４．２　样品处理

４．２．１　脑组织、脊髓和唾液腺

称取０．１ｇ待检动物脑组织、脊髓或唾液腺样品，置于离心管中。加入４００μＬ１×ＰＢＳ充分研磨。

脑组织研磨液经４℃３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。取１００μＬ上清放到１．５ｍＬ离心管中，待检。

４．２．２　唾液拭子样品

将唾液拭子棉签倒置于离心管中，４℃３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。取上清２００μＬ，置１．５ｍＬ离心管

中，待检。

４．２．３　脑脊液或细胞培养物样品

取脑脊液样品或细胞培养物２００μＬ，置１．５ｍＬ离心管中，待检。

４．３　核酸提取

４．３．１　提取样品总ＲＮＡ，可采用本标准推荐方法，或选择商业试剂盒，按照试剂盒说明进行。

４．３．２　取１００μＬ脑组织、脊髓或唾液腺样品悬液上清加入９００μＬ裂解液，或２００μＬ脑脊液、唾液样

品、细胞培养物加入８００μＬ裂解液，剧烈振荡３０ｓ，静置５ｍｉｎ。

４．３．３　每个样品管中加２００μＬ三氯甲烷，振荡２０ｓ，４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。

４．３．４　转移４．３．３中的６００μＬ上清液至新离心管，加等体积的异丙醇，混匀后４℃静置１０ｍｉｎ，４℃

１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。

４．３．５　弃上清液，沉淀中加１ｍＬ７５％乙醇，４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清，留沉淀，将离心管

倒置于吸水纸上干燥。

４．３．６　将离心管中ＲＮＡ沉淀用１０μＬＤＥＰＣ水充分溶解。

４．４　套式犚犜犘犆犚检测方法

４．４．１　对照设立

设置要求：从样品处置开始应设置阳性对照、阴性对照。

阳性对照：取已知阳性的同类样品作为阳性对照。也可以将适量灭活的狂犬病病毒添加到已知阴
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性样品中作为阳性对照。

阴性对照：取已知阴性的同类样品作为阴性对照。

采用４．３的方法提取阳性对照和阳性对照的ＲＮＡ。

４．４．２　反转录

反应体系：以Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１５Ｐｒｉｍｅｒ、随机引物为引物，建立２０μＬ反转录体系。

　　　　　　　２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ　　　　　　　　　　　　　　４．０μＬ

随机引物（５０μｍｏｌ／Ｌ） １．５μＬ

Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１５Ｐｒｉｍｅｒ（５０μｍｏｌ／Ｌ） ０．５μＬ

１０×反转录缓冲液 ４．０μＬ

反转录酶 １．０μＬ

ＲＮＡ酶抑制剂 １．０μＬ

ＲＮＡ ８．０μＬ

反应条件：４２℃ 孵育１．５ｈ后，９５℃反应５ｍｉｎ，产物为ｃＤＮＡ。

４．４．３　外套犘犆犚反应体系

反应体系：

　　　　　　　双蒸水 ３９．７μＬ

１０×犜犪狇缓冲液（含 Ｍｇ
２＋） ５．０μＬ

外套上游引物 １．０μＬ

外套下游引物 １．０μＬ

ｄＮＴＰｓ １．０μＬ

犜犪狇酶（５Ｕ／μＬ） ０．３μＬ

４．４．２的反应产物ｃＤＮＡ ２．０μＬ

反应条件：９４℃，２ｍｉｎ后；９４℃３０ｓ→５６℃３０ｓ→７２℃４０ｓ进行３５个循环；７２℃，１０ｍｉｎ；产物

保存于４℃产物为外套ＰＣＲ反应产物。

４．４．４　内套犘犆犚反应体系

反应体系：取２μＬ外套ＰＣＲ产物作为内套ＰＣＲ的模板进行套式ＰＣＲ，每个样品建立５０μＬ内套

ＰＣＲ反应体系，组成如下：

双蒸水 ３９．７μＬ

１０×犜犪狇缓冲液（含 Ｍｇ
２＋） ５．０μＬ

内套上游引物 １．０μＬ

内套下游引物 １．０μＬ

ｄＮＴＰｓ １．０μＬ

犜犪狇酶（５Ｕ／μＬ） ０．３μＬ

外套反应产物 ２．０μＬ

反应条件：９４℃，２ｍｉｎ后；９４℃３０ｓ→５６℃３０ｓ→７２℃４０ｓ进行３５个循环；７２℃，１０ｍｉｎ；产物

为外套ＰＣＲ反应产物，保存于４℃。

４．４．５　电泳

配制适量的电泳及制胶用的缓冲液和１％琼脂糖凝胶（见附录Ｂ）。将琼脂糖溶液倒入制胶模中，

然后在适当位置处插上梳子。凝胶厚度一般在３ｍｍ～５ｍｍ之间。取ＰＣＲ产物与上样缓冲液混匀，
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用移液枪将其加入加样孔中。接通电源，以１２０Ｖ电压进行电泳，２０ｍｉｎ后停止电泳。用凝胶成像仪

观察并保存结果。

４．４．６　实验成立的条件

阳性对照样品的外套ＰＣＲ产物出现８４５ｂｐ扩增带、内套ＰＣＲ产物出现３７１ｂｐ扩增带，阴性对照

无扩增带出现（引物二聚体带除外）时，实验成立。

４．４．７　结果判定

被检样品的外套ＰＣＲ产物出现８４５ｂｐ扩增条带，内套ＰＣＲ产物出现３７１ｂｐ特异性条带，或仅内

套ＰＣＲ产物出现３７１ｂｐ特异性条带时，均判定样品为狂犬病病毒检测阳性，否则为阴性。

４．５　荧光定量犚犜犘犆犚检测方法

４．５．１　对照设立

设置要求：从样品处置开始应设置阳性对照、阴性对照。

阳性对照：取已知阳性的同类样品作为阳性对照。也可以将适量灭活的狂犬病病毒添加到已知阴

性样品中作为阳性对照。

阴性对照：取已知阴性的同类样品作为阴性对照。

采用４．３的方法提取阳性对照和阳性对照的ＲＮＡ。

４．５．２　荧光定量犚犜犘犆犚反应体系建立

每个样品建立５０μＬ荧光定量ＲＴＰＣＲ体系，组成如下：

　　　　　　　ＤＥＰＣ水　　　　　　　　　　　　　　１６．１５μＬ

ｄＮＴＰｓ ０．５μＬ

１０×犜犪狇缓冲液 ５μＬ

ＭｇＣｌ２ １２μＬ

１０％ＴｒｉｔｏｎＸ１００ １μＬ

ＲＮＡ酶抑制剂 ０．２５μＬ

犜犪狇酶 ０．５μＬ

反转录酶 ０．６μＬ

上游引物工作液 ２μＬ

下游引物工作液 １μＬ

探针工作液 １μＬ

总ＲＮＡ １０μＬ

４．５．３　荧光定量犚犜犘犆犚扩增

４２℃３０ｍｉｎ；９２℃３ｍｉｎ；９２℃３０ｓ→５５℃３０ｓ→７２℃２０ｓ进行４５个循环；设置７２℃时收集荧

光。

４．５．４　结果分析条件设定

直接读取检测结果。阈值设定原则根据仪器噪声情况进行调整，以阈值线刚好超过正常阴性样品

扩增曲线最高点为准。
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４．５．５　实验成立的条件

阴性对照无Ｃｔ值，且无典型扩增曲线。阳性对照Ｃｔ值＜２６，且出现典型扩增曲线。实验结果

有效。

４．５．６　结果描述及判定

阴性：无Ｃｔ值，且无典型扩增曲线，判定样品中无ＲＡＢＶ。

阳性：Ｃｔ值≤３２，且出现典型扩增曲线，判定样品中存在ＲＡＢＶ。

可疑：Ｃｔ值＞３２，且出现典型扩增曲线，判定为可疑，需对样本重新检测。重检结果出现Ｃｔ值和典

型扩增曲线者判为阳性，否则判为阴性。
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附　录　犃

（资料性附录）

狂犬病与狂犬病毒属

　　狂犬病是由狂犬病毒属（Ｌｙｓｓａｖｉｒｕｓｇｅｎｕｓ）成员引起的一种具有高度嗜神经性的烈性传染病。

２０１２年国际病毒分类委员会（ＩＣＴＶ）第十次会议将狂犬病病毒界定为单股负链ＲＮＡ病毒目（Ｍｏｎｏｎ

ｅｇａｖｉｒａｌｅｓ）弹状病毒科（Ｒｈａｂｄｏｖｉｒｉｄａｅ）狂犬病毒属成员。该属目前包括了１２个已定种和２个暂定种，

分别为狂犬病病毒（Ｒａｂｉｅｓｖｉｒｕｓ，ＲＡＢＶ）、拉各斯蝙蝠病毒（Ｌａｇｏｓｂａｔｖｉｒｕｓ，ＬＢＶ）、蒙哥拉病毒

（Ｍｏｋｏｌａｖｉｒｕｓ，ＭＯＫＶ）、杜文哈根病毒（Ｄｕｖｅｎｈａｇｅｖｉｒｕｓ，ＤＵＶＶ）、欧洲蝙蝠狂犬病毒１型（Ｅｕｒｏｐｅａｎ

ｂａｔｌｙｓｓａｖｉｒｕｓ１，ＥＢＬＶ１）、欧洲蝙蝠狂犬病毒２型（Ｅｕｒｏｐｅａｎｂａｔｌｙｓｓａｖｉｒｕｓ２，ＥＢＬＶ２）、澳大利亚蝙

蝠病毒（Ａｕｓｔｒａｌｉａｎｂａｔｌｙｓｓａｖｉｒｕｓ，ＡＢＬＶ）、阿拉万病毒（Ａｒａｖａｎｖｉｒｕｓ，ＡＲＡＶ）、北塔吉克斯坦病毒

（Ｋｈｕｊａｎｄｖｉｒｕｓ，ＫＨＵＶ）、伊尔库特病毒（Ｉｒｋｕｔｖｉｒｕｓ，ＩＲＫＶ）、西高加索蝙蝠病毒（ＷｅｓｔＣａｕｃａｓｉａｎｂａｔ

ｖｉｒｕｓ，ＷＣＢＶ）、希莫尼蝙蝠病毒（Ｓｈｉｍｏｎｉｂａｔｖｉｒｕｓ，ＳＨＩＢＶ）、博克罗蝙蝠狂犬病病毒（Ｂｏｋｅｌｏｈｂａｔｌｙｓ

ｓａｖｉｒｕｓ，ＢＢＬＶ）、生驹狂犬病毒（Ｉｋｏｍａｌｙｓｓａｖｉｒｕｓ，ＩＫＯＶ）。除ＲＡＢＶ 外，其他成员统称为狂犬病相关

病毒（ＲＲＶ）。ＲＡＢＶ作为狂犬病毒属最重要的成员，分布最广，全世界９９％以上的人和家养动物狂犬

病是由ＲＡＢＶ引起的，其他国家偶尔有狂犬病毒属其他成员引发的狂犬病报道。在我国目前所有人和

陆生动物狂犬病疫情均是由ＲＡＢＶ感染引发的。

世界动物卫生组织（ＯＩＥ）《陆生动物诊断实验和疫苗手册》明确指出，核酸检测技术是快速、敏感的

狂犬病诊断方法，可用于临床样品诊断和狂犬病毒属初步分型。本标准按照 ＯＩＥ要求，根据我国狂犬

病病毒流行株的特点制定，不仅适用于动物脑组织的检测，而且与荧光抗体实验（ＦＡＴ）方法相比，更适

用于脑脊液、唾液以及腐败样品的检测。需要指出的是，套式ＲＴＰＣＲ和荧光定量ＲＴＰＣＲ方法均可

以准确地检测出狂犬病病毒（ＲＡＢＶ）。此外，套式ＲＴＰＣＲ方法还可用于检测狂犬病相关病毒，有关

实验室可根据实际仪器设备条件进行选择。
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附　录　犅

（规范性附录）

溶液的制备

犅．１　磷酸盐缓冲液（１犿狅犾／犔犘犅犛、狆犎７．４）的制备

犅．１．１　成分

磷酸二氢钠　　　　　　　　　　　　１ｇ

氯化钾 １ｇ

氯化钠 ４２．５ｇ

磷酸氢二钠（Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ） １４．５ｇ

犅．１．２　配制方法

将Ｂ．１．１试剂溶于５０００ｍＬ灭菌双蒸水中。

犅．１．３　使用

使用时（１２１±２）℃高压灭菌２０ｍｉｎ，４℃保存备用。

犅．２　犜犃犈电泳缓冲液的制备

犅．２．１　乙二胺四乙酸二钠（犈犇犜犃）溶液（０．５犿狅犾／犔、狆犎８．０）

犅．２．１．１　成分

二水乙二胺四乙酸二钠　　　　　　　　　　１８．６１ｇ

氢氧化钠 ２ｇ

犅．２．１．２　配制方法

将二水乙二胺四乙酸二钠加入到８０ｍＬ灭菌双蒸水中，用氢氧化钠（约２ｇ）调ｐＨ至８．０，二水乙

二胺四乙酸二钠全部溶解后，加灭菌双蒸水至１００ｍＬ。

犅．３　犜犃犈电泳缓冲液（５０倍）配制

犅．３．１　成分

羟基甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ） ２４２ｇ

冰乙酸 ５７．１ｍＬ

０．５ｍｏｌ／Ｌ乙二胺四乙酸二钠溶液（ｐＨ８．０） １００ｍＬ

犅．３．２　配制方法

将羟基甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）加入５７．１ｍＬ冰乙酸和０．５ｍｏｌ／Ｌ乙二胺四乙酸二钠溶液（ｐＨ８．０）

１００ｍＬ，加灭菌双蒸水至１０００ｍＬ。
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犅．４　犜犃犈电泳缓冲液（工作液）配制

犅．４．１　成分

５０×ＴＡＥ电泳缓冲液　　　　　　　　 ２０ｍＬ

犅．４．２　配制方法

将５０×ＴＡＥ电泳缓冲液２０ｍＬ加灭菌双蒸水至１０００ｍＬ。

犅．５　１％琼脂糖凝胶的配制

犅．５．１　成分

琼脂糖　　　　　　　　　　　　１ｇ

ＴＡＥ电泳缓冲液（５０倍） ２ｍＬ

核酸染料 ５μＬ

犅．５．２　配制方法

将琼脂糖和ＴＡＥ电泳缓冲液（５０倍）加入９８ｍＬ灭菌双蒸水，放入微波炉中加热至完全融化后，

滴加５μＬ核酸染料。
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附　录　犆

（规范性附录）

引物及探针

　　表Ｃ．１和表Ｃ．２给出了套式ＲＴＰＣＲ引物信息和荧光定量ＲＴＰＣＲ引物及探针信息。

表犆．１　套式犚犜犘犆犚引物信息

引物名称 引物序列（５’３’） 扩增片段长度

外套上游引物

外套下游引物

５’ＡＴＧＴＡＡＣＮＣＣＴＣＴＡＣＡＡＴＧＧ３’

５’ＧＣＣＣＴＧＧＴＴＣＧＡＡＣＡＴＴＣＴ３’
３７１ｂｐ

内套上游引物

内套下游引物

５’ＡＣＡＡＴＧＧＡＫＫＣＴＧＡＣＡＡＲＡＴＴＧ３’

５’ＣＣＴＧＹＹＷＧＡＧＣＣＣＡＧＴＴＶＣＣＹＴＣ３’
８４５ｂｐ

　　注１：Ｒ（ＡＧ），Ｙ（ＣＴ）。

注２：引物使用时用ＤＥＰＣ水稀释２０μｍｏｌ／Ｌ，于－２０℃保存。

表犆．２　荧光定量犚犜犘犆犚引物及探针信息

引物及探针名称 引物及探针序列（５’３’） 扩增片段长度

上游引物工作液

下游引物工作液

探针

ＡＴＧＴＡＡＣＡＣＣＹＣＴＡＣＡＡＴＧ

ＧＣＡＧＧＧＴＡＹＴＴＲＴＡＣＴＣＡＴＡ

ＦＡＭＡＣＡＡＧＡＴＴＧＴＡＴＴＣＡＡＡＧＴＣＡＡＴＡＡＴＣＡＧＴＡＭＲＡ

９２ｂｐ

　　注１：Ｒ（ＡＧ），Ｙ（ＣＴ）。

注２：两引物扩增片段长度为１１１ｂｐ，犜犪狇ｍａｎ探针５’端标记荧光报告基团ＦＡＭ（６羧基荧光素），３’端标记荧光

淬灭基团为ＴＡＭＲＡ（６羧基４甲基罗丹明）。引物和探针使用时以 ＤＥＰＣ水分别稀释２０μｍｏｌ／Ｌ和

５μｍｏｌ／Ｌ，于－２０℃保存。
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附　录　犇

（规范性附录）

生物安全

犇．１　生物安全措施

犇．１．１　狂犬病病毒属于高危险病原，为了确保狂犬病检测实验室的生物安全，实验室具有严格的安全

管理规定，工作人员应经过生物安全培训，皮肤裸露或有开放性伤口时，不能进行本实验。

犇．１．２　所有涉及狂犬病检测的人员应进行暴露前免疫和血清抗狂犬病毒中和抗体水平的检测，以确保

抗体水平达到保护，未经免疫的人员不得进入狂犬病研究、检测实验室。

犇．１．３　样品的处理应在生物安全Ⅱ级（ＢＳＬ２级）或以上的实验室进行。严格操作疑似感染狂犬病病

毒脑组织时的个人防护措施：操作样品时应穿防护服，带一次性乳胶手套和口罩，在生物安全柜内操作。

本实验涉及载玻片等玻璃器材，要防止玻片破碎划伤。

犇．１．４　实验室中所有的废弃物、沾染的器皿，包括检测的组织样品、解剖器械、实验器皿等，均应严格消

毒处理后才能够丢弃，消毒可采用焚烧、５％ 氢氧化钠浸泡或１２１℃高压３０ｍｉｎ的方法。

犇．１．５　ＲＴＰＣＲ实验室按照工作流程分为配液区、模板提取区、扩增区和电泳区。各区器材试剂专用，

不可跨区流动使用，防止污染。实验结束后立即用７５％乙醇或紫外灯对工作环境消毒处理。

犇．１．６　提取ＲＮＡ时，推荐使用免处理的无ＲＮａｓｅ和ＤＮａｓｅ一次性耗材。须戴口罩、乳胶手套，尽量避

免交谈，缩短操作时间，防止唾液和皮肤上ＲＮＡ酶的污染。使用７５％乙醇清洁实验工作台、移液器等

实验器材。

犇．２　急救措施

犇．２．１　如果在狂犬病病毒生物安全实验室内出现伤口暴露，应立即用大量肥皂水冲洗创面，补充注射

狂犬病疫苗１剂，创伤严重时应立即就医。

犇．２．２　如果因操作感染物而造成暴露，应立即按Ⅲ级暴露处理原则进行暴露后处理。
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