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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。

本标准代替ＧＢ／Ｔ１８６３７—２００２《牛病毒性腹泻／粘膜病诊断技术》，除编辑性修改外，主要技术变

化如下：

———增加了“临床诊断”方法（见第４章）；

———增加了“实时荧光ＲＴＰＣＲ检测”（见５．４）。

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：中国兽医药品监察所、中华人民共和国北京出入境检验检疫局、扬州大学、中华人

民共和国宁夏出入境检验检疫局、中华人民共和国天津出入境检验检疫局、中国动物卫生与流行病学

中心。

本标准主要起草人：李俊平、刘环、印春生、陶洁、郝俊虎、蒲静、范学政、吴华伟、孙淼、王建华、

宋建德、朱国强。

本标准所代替标准的历次版本发布情况为：

———ＧＢ／Ｔ１８６３７—２００２。
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引　　言

　　牛病毒性腹泻／粘膜病（ＢｏｖｉｎｅＶｉｒａｌＤｉａｒｒｈｅａ／ＭｕｃｏｓａｌＤｉｓｅａｓｅ，ＢＶＤ／ＭＤ，简称ＢＶＤ），是由牛病

毒性腹泻／粘膜病病毒（ＢｏｖｉｎｅＶｉｒａｌＤｉａｒｒｈｅａ／ＭｕｃｏｓａｌＤｉｓｅａｓｅＶｉｒｕｓ，ＢＶＤ／ＭＤＶ，简称ＢＶＤＶ）感染

牛引起的以发热、粘膜糜烂溃疡、白细胞减少、腹泻、咳嗽及怀孕母牛流产或产出畸形胎儿为主要特征的

一种传染病。ＢＶＤＶ在分类学上属黄病毒科（犉犾犪狏犻狏犻狉犻犱犪犲），瘟病毒属（犘犲狊狋犻狏犻狉狌狊），是瘟病毒属的代

表种，目前国际病毒分类委员会确定的ＢＶＤＶ有二个基因型（或种），分别是ＢＶＤＶ１和ＢＶＤＶ２。它

们与同属的猪瘟病毒（ＣｌａｓｓｉｃａｌＳｗｉｎｅＦｅｖｅｒＶｉｒｕｓ，ＣＳＦＶ）及羊边界病病毒（ＢｏｒｄｅｒＤｉｓｅａｓｅＶｉｒｕｓ，

ＢＤＶ）之间存在着结构与抗原相关性，在血清学上有部分交叉反应。ＢＶＤＶ１引起的疫病呈全球分布，

较为常见，而ＢＶＤＶ２引发的疫病不多见。二个基因型的病毒均可根据其在培养细胞上能否产生细胞

病变而被分为二个生物型，即致细胞病变型（Ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃｔｙｐｅ，ＣＰ）和非致细胞病变型（Ｎｏｎｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ

ｔｙｐｅ，ＮＣＰ）。ＮＣＰ毒株是引起所有感染和发病类型的生物型，而ＣＰ毒株主要出现在粘膜病病例。

目前，该病在世界范围内广泛流行，我国于１９８３年首次分离到了ＢＶＤＶ。近年来，病原学调查表明

我国牛、羊、鹿、猪等均不同程度的感染ＢＶＤＶ，该病已严重影响着我国畜牧业的健康发展。

本标准中所描述的方法均为近几年我国在ＢＶＤ诊断过程中常用的方法，包括临床诊断、病原学诊

断及血清学诊断技术。血清学诊断技术为病毒中和试验。病原学诊断技术包括病毒分离鉴定和实时荧

光ＲＴＰＣＲ（ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ）检测方法，本标准中的ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ检测方法具有ＢＶＤＶ特异

性，能够同时检测ＢＶＤＶ１和ＢＶＤＶ２，且能特异区分ＢＶＤＶ与ＣＳＦＶ。

结合我国动物防疫相关法律、法规和政策，本标准能够有效地诊断和监测我国ＢＶＤ／ＭＤ的发生和

流行。
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牛病毒性腹泻／粘膜病诊断技术规范

１　范围

本标准规定了牛病毒性腹泻／粘膜病的流行病学、临床症状、病理变化等临床诊断，及样品采集与处

理、病毒分离与鉴定、ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ检测及病毒中和试验等实验室诊断的技术要求和操作规范。

本标准适用于检测不同样品中的１型和２型牛病毒性腹泻／粘膜病病毒、核酸及抗体水平。

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。

ＧＢ／Ｔ６６８２　分析实验室用水规格和试验方法

ＧＢ／Ｔ１９４３８．１—２００４　禽流感病毒通用荧光ＲＴＰＣＲ检测方法

ＧＢ１９４８９　实验室　生物安全通用要求

ＧＢ／Ｔ２７４０１　实验室质量控制规范　动物检疫

３　缩略语

下列缩略语适用于本文件。

ＢＴ：牛鼻甲骨细胞（ＢｏｖｉｎｅＴｕｒｂｉｎａｔｅｃｅｌｌ）

ＢＶＤ／ＭＤ：牛病毒性腹泻／粘膜病（ＢｏｖｉｎｅＶｉｒａｌＤｉａｒｒｈｅａ／ＭｕｃｏｓａｌＤｉｓｅａｓｅ）

ＢＶＤ／ＭＤＶ：牛病毒性腹泻／粘膜病病毒（ＢｏｖｉｎｅＶｉｒａｌＤｉａｒｒｈｅａ／ＭｕｃｏｓａｌＤｉｓｅａｓｅＶｉｒｕｓ）

ＣＰＥ：致细胞病变效应（ＣｙｔｏｐａｔｈｉｃＥｆｆｅｃｔ）

ＣＰ：致细胞病变型（Ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃｔｙｐｅ）

ｃＲＮＡ：互补ＲＮＡ（ＣｏｍｐｌｅｍｅｎｔＲＮＡ）

Ｃｔ（Ｃｐ）：每个反应管内的荧光信号量达到设定的阈值所经历的循环数（ＣｙｃｌｅＴｈｒｅｓｈｏｌｄ，ｏｒ

ＣｒｏｓｓｉｎｇＰｏｉｎｔ）

ＤＥＰＣ：焦碳酸二乙酯（ＤｉｅｔｈｙｌＰｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ）

ＦＡＭ：羧基荧光素（Ｃａｒｂｏｘｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ）

ＦＢＳ：胎牛血清（ＦｅｔａｌＢｏｖｉｎｅＳｅｒｕｍ）

ＦＩＴＣ：异硫氰酸荧光素（ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎＩｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ）

ＭＤＢＫ：牛肾继代细胞（ＭａｄｉｎＤａｒｂｙＢｏｖｉｎｅＫｉｄｎｅｙｃｅｌｌ）

ＭＥＭ：基础培养基（ＭｉｎｉｍｕｍＥｓｓｅｎｔｉａｌＭｅｄｉｕｍ）

ＮＣＰ：非致细胞病变型（Ｎｏｎｃｙｔｏｐａｔｈｉｃｔｙｐｅ）

ＰＢＳ：磷酸盐缓冲液（ＰｈｏｓｐｈａｔｅＢｕｆｆｅｒＳａｌｉｎｅ）

ＰＢＳＴ：吐温磷酸盐缓冲液（ＰｈｏｓｐｈａｔｅＢｕｆｆｅｒＳｏｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈＴｗｅｅｎ２０）

ＰＩ：持续性感染（ＰｅｒｓｉｓｔｅｎｔＩｎｆｅｃｔｉｏｎ）

ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ：实时荧光反转录聚合酶链反应（ＲｅａｌｔｉｍｅＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ＣｈａｉｎＲｅａｃｔｉｏｎ）
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ＴＣＩＤ５０：组织半数感染量（ＭｅｄｉａｎＴｉｓｓｕｅＣｕｌｔｕｒｅＩｎｆｅｃｔｉｖｅＤｏｓｅ）

４　临床诊断

４．１　流行病学

ＢＶＤＶ可感染各种年龄的牛，青年牛可发生急性感染，怀孕牛极易发生垂直传播。急性感染的牛

病毒血症持续时间较短，表现为一过性排毒，而且排毒量低，在疫病的传播中不起主要作用。怀孕牛感

染可引起流产、胚胎吸收、死胎、先天性缺陷或出生牛犊的持续性感染（ＰＩ）等。怀孕１２０天之前先天性

感染的胎牛，出生后往往表现为ＰＩ，它们可终身带毒及排毒，是ＢＶＤＶ的主要储存宿主和传播来源。

ＢＶＤＶ的水平传播导致急性感染，主要发生在同牛群内或临近牛群间的相互感染，其中易感牛与

ＰＩ牛直接接触是ＢＶＤＶ水平传播的主要途径。

４．２　临床症状

４．２．１　亚临床感染

在免疫机能健全、血清抗体阴性的牛发生ＢＶＤＶ感染时，７０％～９０％的牛不表现出明显的眼观临

床症状，即处于亚临床感染状态。可导致温和型发热、白细胞减少症和血清中和抗体的产生，对泌乳期

奶牛可导致产奶量降低。

４．２．２　急性感染

急性ＢＶＤＶ感染通常发生在免疫机能健全的青年牛群，以６月龄～２４月龄的血清抗体阴性牛常

见。临床症状包括不同程度的高热、厌食、精神沉郁、白细胞减少、眼和鼻腔分泌物增加、口腔溃疡、口腔

脓包和出血、腹泻、呼吸困难以及泌乳期产奶量降低等，在乳房和皮肤交接处及乳头上常见皮肤溃烂。

死亡率不高，个别病牛表现出临床症状后３天～１０天死亡。也有一些急性感染的牛不表现明显的临床

症状。发病的严重程度与感染毒株的毒力以及是否继发感染密切相关。

４．２．３　严重急性感染

发生严重急性感染时显著特征为高发病率和高死亡率，各种年龄均有发生，表现为高热、肺炎和突

然死亡，怀孕母牛发生流产。血小板减少症和出血性综合征是严重急性ＢＶＤＶ感染的表现形式，感染

牛通常表现为血小板严重减少，粘膜表面淤血、鼻出血、血性腹泻、高热、白细胞减少和死亡等。近年来，

报道的严重急性感染多由ＮＣＰ的ＢＶＤＶ基因２型毒株所致。

４．２．４　持续性感染（犘犐）

妊娠母牛在怀孕早期（约１２０天前）感染ＢＶＤＶ后可导致病毒的垂直传播，从而感染胎牛，感染的

胎牛出生后存活下来的大部分犊牛都会发展成为ＰＩ牛。ＰＩ牛是ＢＶＤＶ最主要的储存宿主和传播来

源，可终生带毒并通过尿、粪、分泌物、奶或精液大量排毒。该感染类型无特定的病变，临床差异较大。

有的表现正常，有的衰弱无力，站立和哺乳都困难，也可表现为神经系统缺陷（如肌肉颤抖、共济失调及

失明等），严重的常在出生数日内死亡。为确诊ＰＩ牛，对排毒牛需间隔３周后再次检测牛的排毒情况，

如果仍排毒，可以判定为ＰＩ牛。

４．２．５　粘膜病（犕犇）

ＭＤ是ＢＶＤＶ感染引起的一种最严重的临床类型，只发生于ＰＩ牛，一般呈散发性，比较少见。其

致病机理是胎儿时期感染了ＮＣＰ的ＢＶＤＶ毒株的牛，又感染了与此毒株抗原相近的ＣＰ株，引发了粘
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膜病。粘膜病主要表现为发病突然、高热、食欲减退、呼吸急促、产奶量降低、大量水血样腹泻。腹泻通

常以出现粘膜排泄、纤维蛋白样物质、血便和恶臭为特征。死亡率非常高。出现 ＭＤ病例预示着牛群

存在ＢＶＤＶ感染，提示有必要开展流调普查与防控。

４．３　病理变化

急性ＢＶＤＶ感染往往导致胃肠道、消化道和呼吸系统的表皮损伤。严重急性感染病牛剖检时可见

口腔腐烂或溃疡、胃肠表面淤血、溃疡或出血。

对粘膜病死亡牛进行剖检，可见大量坏死性溃疡和整个胃肠道的腐烂，鼻孔和上呼吸道粘膜可见溃

疡症状，小肠派伊尔氏结常见坏死和出血症状。典型的肠内容物多呈水样，并有恶臭气味。

４．４　结果判定

出现４．２．２或４．２．３或４．２．４或４．２．５至少一项临床症状且同时出现４．３剖检病理变化的发病牛，可

判为ＢＶＤ／ＭＤ可疑。

５　实验室诊断

５．１　样品的采集与处理

５．１．１　基本原则

在进行病毒分离和ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ检测时，优先采集病变组织和鼻拭子等样品；在进行抗体定

性或定量检测时，优先采集血清和牛奶样品。采样及前处理样品时应戴一次性手套。采样中注意避免

样本间交叉污染。

５．１．２　采样及处理工具

除采用一次性商品化无菌采样工具外，其他所有采样工具应经１２１℃±２℃，１５ｍｉｎ高压灭菌并烘

干或经１６０℃干烤２ｈ。

５．１．３　样品采集

５．１．３．１　血清

用无菌注射器直接采集血液至灭菌离心管或采用一次性采血管采集血液，分离血清，编号备用。

５．１．３．２　组织样品

用无菌剪刀、镊子采集待检脏器或组织。可采集肠粘膜刮取物或肺、脾、淋巴结等作为待检组织样

品；对流产胎牛、死胎，直接采集胎儿的组织；对怀疑死于粘膜病的牛，可采集血块或肺、脾、淋巴结等组

织，尤其是肠道集合淋巴组织，如肠道样品已发生自溶，可采扁桃体和淋巴结。将采集的样品装入无菌

采样袋或其他灭菌容器，编号备用。

５．１．３．３　鼻拭子

对疑似为急性感染期或持续感染的牛，采集鼻分泌物拭子。取鼻拭子时将拭子深入鼻腔来回擦拭

２次～３次并旋转，取分泌物；将采样后的拭子放入盛有２．０ｍＬＰＢＳ（配方见附录Ａ的Ａ．１．３）的采样管

中，编号备用。

３
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５．１．３．４　精液

采集新鲜精液直接装入１．５ｍＬ灭菌离心管中，编号备用；对于冷冻精液，在室温解冻后，使用无菌

剪刀剪断精液保存管，将精液收集在１．５ｍＬ灭菌离心管中，编号备用。

５．１．３．５　牛奶

采用手工挤奶取样，待检牛每次挤奶时弃去前三把乳后，采集新鲜牛奶直接装入１．５ｍＬ灭菌离心

管中，编号备用。同群不同个体牛采集的牛奶可以混合。

５．１．４　样品贮运

样品采集后置保温箱中，加入预冷的冰袋，密封。样品的运输按照相关的运输要求包装，并以最快

的方式（尽可能２４ｈ内送达）送实验室进行检测。

５．１．５　样品处理

５．１．５．１　血清

无菌采血后，将样品管放于室温，静置１ｈ，再于４℃冰箱放置１ｈ或过夜，２０００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ～１０ｍｉｎ，无菌吸取上层血清，编号备用；如果样品形成为凝血块，将样品冻融３次后，２０００ｒ／ｍｉｎ

离心５ｍｉｎ～１０ｍｉｎ，无菌吸取上清液（如怀疑可能污染时按总体积的１０％加入含１００００Ｕ／ｍＬ青霉

素和链霉素的ＰＢＳ），编号备用。

５．１．５．２　组织样品

用无菌的剪刀和镊子剪取待检样品２．０ｇ于研钵或组织匀浆器中充分研磨，再加１０．０ｍＬＰＢＳ（含

牛血清白蛋白、青霉素和链霉素，配方见Ａ．１．５）混匀，２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后，取１．０ｍＬ上清液转入

无菌１．５ｍＬ灭菌离心管中，编号备用。

５．１．５．３　鼻拭子

用含１０００Ｕ／ｍＬ青霉素和链霉素的细胞培养液４倍稀释后，２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ取上清液，

编号备用。

５．１．５．４　精液

冻融３次（或超声波裂解处理，用于 ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ试验的样品也可取１００μＬ精液加入

５００μＬＣａｔｒｉｍｏｘ１４，振荡混匀），用含１０００Ｕ／ｍＬ青霉素和链霉素的细胞培养液制备成１∶１０的乳

剂，２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ取上清液，编号备用。

５．１．５．５　牛奶

全脂乳样品经２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ后或置２℃～８℃过夜，取上清液，脱脂乳样品无需离心处

理，直接取样编号备用。

５．１．６　样品存放

采集或处理好的样品在２℃～８℃条件下保存应不超过２４ｈ；若需长期保存，应放置－７０℃以下

保存，冻融不超过３次。
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５．２　病毒分离与鉴定

５．２．１　仪器

５．２．１．１　倒置荧光显微镜。

５．２．１．２　倒置显微镜。

５．２．１．３　台式离心机（最高离心速度不低于５０００ｒ／ｍｉｎ）。

５．２．１．４　超声波裂解仪。

５．２．１．５　细胞计数仪。

５．２．１．６　生物安全柜。

５．２．１．７　恒温培养箱（３７℃±２℃）。

５．２．１．８　ＣＯ２ 恒温培养箱（３７℃±２℃）。

５．２．１．９　高速台式冷冻离心机（最高离心速度不低于１２０００ｒ／ｍｉｎ）。

５．２．１．１０　涡旋混合振荡器。

５．２．１．１１　研钵。

５．２．１．１２　组织匀浆器。

５．２．１．１３　冰箱（２℃～８℃、－２０℃、－７０℃）。

５．２．１．１４　单道（或多道）微量移液器（１０μＬ、１００μＬ、２００μＬ、３００μＬ、１０００μＬ）。

５．２．２　耗材

５．２．２．１　离心管（１．５ｍＬ、２ｍＬ、１５ｍＬ、５０ｍＬ、１００ｍＬ）。

５．２．２．２　采样管（５ｍＬ）。

５．２．２．３　细胞培养瓶（２５ｃｍ
２、７５ｃｍ２、１７５ｃｍ２）。

５．２．２．４　细胞培养板（９６孔、４８孔、２４孔、６孔）。

５．２．２．５　移液器吸头（１０μＬ、２００μＬ、３００μＬ、１０００μＬ）。

５．２．２．６　剪刀（含弯头剪刀）。

５．２．２．７　镊子（含弯头镊子）。

５．２．２．８　采样专用商品化棉拭子。

５．２．２．９　一次性采血管（含针头）。

５．２．２．１０　注射器（５ｍＬ、１０ｍＬ、２０ｍＬ）。

５．２．２．１１　标签。

５．２．３　试剂

５．２．３．１　ＰＢＳ：配方见Ａ．１．３。

５．２．３．２　ＰＢＳＴ：配方见Ａ．１．４。

５．２．３．３　细胞培养液与细胞维持液：配方见Ａ．２。

５．２．３．４　ＢＶＤＶ阳性参照毒株：ＢＶＤＶ１（ＯｒｅｇｏｎＣ２４Ｖ株）、ＢＶＤＶ２（８９０株）。

５．２．３．５　ＦＢＳ（无ＢＶＤＶ及其抗体）或马血清，－２０℃保存。

５．２．３．６　中和试验对照血清：ＢＶＤＶ１阳性血清、ＢＶＤＶ２阳性血清和阴性血清（已５６℃水浴灭活

３０ｍｉｎ）。

５．２．３．７　病毒液：ＢＶＤＶ１（ＯｒｅｇｏｎＣ２４Ｖ株）和ＢＶＤＶ２（８９０株）分别接种 ＭＤＢＫ细胞收获的培养物，

测定ＴＣＩＤ５０后，分装于小管，－７０℃以下保存备用。

５．２．３．８　细胞：ＭＤＢＫ传代细胞或ＢＴ传代细胞，细胞形态良好。
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５．２．４　试验步骤

５．２．４．１　制备单层细胞

将 ＭＤＢＫ传代细胞或ＢＴ传代细胞用０．２５％ ＥＤＴＡ胰酶消化液消化分散后，用细胞培养液分散

为浓度为１×１０６ 个／ｍＬ～２×１０
６个／ｍＬ，分装细胞培养瓶，３７℃恒温培养箱５％ ＣＯ２ 培养箱中静置培

养２４ｈ～４８ｈ，形成单层备用。

５．２．４．２　接种细胞

每份样品接种３瓶细胞，另设细胞对照２瓶。接种前，先弃去细胞培养瓶中的培养液，按最终细胞

维持液体积的１０％加入已经处理好的样品，３７℃吸附２ｈ～３ｈ，补加细胞维持液（配方见Ａ．２．２）。细胞

对照瓶不接种样品，弃去培养液后加入等量细胞维持液。均置于３７℃恒温培养箱或５％ ＣＯ２ 培养箱

中培养。

５．２．４．３　观察和记录

每天观察并记录。如对照细胞单层完好，细胞形态正常或稍有衰老，接种病料的细胞如出现ＣＰＥ，

且７０％以上细胞出现ＣＰＥ时，取出并置－７０℃以下冻存备用。无ＣＰＥ的细胞瓶，于接种后９６ｈ～

１４４ｈ，取出并置－７０℃以下冻存备用。

５．２．４．４　盲传

将第１代无ＣＰＥ的细胞培养物冻融３次后混合，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液按５．２．４．２接

种细胞，按５．２．４．３进行观察、记录、收毒，盲传第２代。此过程中培养物仍无ＣＰＥ则按同样的方法继续

盲传第３代，培养结束后无论是否出现ＣＰＥ均收毒，置－７０℃以下冻存备用。取盲传３代的培养物进

行５．２．４．５或／和５．４的检测。

５．２．４．５　荧光染色鉴定

５．２．４．５．１　按５．２．４．１方法制备浓度为１×１０
６ 个／ｍＬ～２×１０

６个／ｍＬ的 ＭＤＢＫ传代细胞或ＢＴ传代细

胞，分装于９６孔细胞板中，０．１ｍＬ／孔，将细胞板置于３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养２４ｈ。

５．２．４．５．２　将５．２．４．３和５．２．４．４备用样品，冻融３次后混合，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液接种于

长成８０％以上细胞单层的９６孔细胞板中（接种前弃去培养板孔中的细胞营养液），０．１ｍＬ／孔，每个样

品接种４孔，同时阳性对照ＢＶＤＶ１毒株（ＯｒｅｇｏｎＣ２４Ｖ株）和ＢＶＤＶ２毒株（８９０株）各接种４孔（１００

ＴＣＩＤ５０／孔～３００ＴＣＩＤ５０／孔）。设不接毒的正常细胞对照４孔。

５．２．４．５．３　接种后细胞板置于３７℃，５％ ＣＯ２ 培养箱中吸附２ｈ～３ｈ，每孔补加维持液０．１ｍＬ，置

３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中继续培养７２ｈ～１２０ｈ，期间显微镜下观察每一个孔是否出现ＣＰＥ。

５．２．４．５．４　培养结束后，弃去细胞板孔中液体，用ＰＢＳ轻轻洗涤一次，吸干，加入８０％的冷丙酮，

０．１ｍＬ／孔，４℃固定１０ｍｉｎ～１５ｍｉｎ。

５．２．４．５．５　固定好的样品进行免疫荧光染色，在倒置荧光显微镜下观察各细胞孔中的荧光情况并记录

观察结果，具体操作如下：

ａ）　弃去孔中丙酮，室温自然晾干。每孔分别加入ＦＩＴＣ标记的抗ＢＶＤＶ 荧光抗体（同时抗

ＢＶＤＶ１和抗ＢＶＤＶ２）工作液５０μＬ，３７℃孵育１ｈ；或每孔先加入牛抗ＢＶＤＶ１和牛抗

ＢＶＤＶ２特异性阳性血清混合工作液或ＢＶＤＶ１和ＢＶＤＶ２单克隆抗体混合工作液５０μＬ，

３７℃孵育１ｈ后，ＰＢＳ洗涤３次，再每孔加入ＦＩＴＣ标记的抗牛ＩｇＧ荧光抗体或ＦＩＴＣ标记的

抗鼠ＩｇＧ荧光抗体工作液５０μＬ，３７℃孵育１ｈ。
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ｂ）　ＰＢＳ洗涤３次后，弃去孔中液体。

ｃ）　在倒置荧光显微镜下观察各细胞孔中的荧光情况并及时记录，记录可分为：

１）　（!）无荧光；

２）　（＋）荧光微弱，细胞形态不清晰；

３）　（＋＋）荧光较亮，细胞形态清晰；

４）　（＋＋＋～＋＋＋＋）荧光较强，明亮闪烁，细胞形态清晰。

５．２．４．５．６　根据荧光染色观察结果，按照以下条件及标准进行试验结果判定：

ａ）　试验成立的条件如下：５．２．４．５．５ｃ）项正常细胞对照应为１），２个阳性对照均应为３）或４），否则

判为结果无效，应重检。

ｂ）　在试验成立的前提下，样品检测结果判定为：

１）　当５．２．４．５．５ｃ）项被检样品孔结果为３）或４）时判定被检样品为 ＢＶＤＶ 阳性。当

５．２．４．５．５ｃ）项被检样品孔结果为２）时应重检，重检结果与首次结果一样时，判定被检样品

为ＢＶＤＶ阳性。

２）　其他情况判定被检样品ＢＶＤＶ阴性。

５．２．４．６　犚犲犪犾狋犻犿犲犚犜犘犆犚检测法鉴定

５．２．４．６．１　样品核酸提取

将５．２．４．３和５．２．４．４备用样品，冻融３次后混合，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液，按５．４．４．２提

取核酸。

５．２．４．６．２　扩增试剂的准备与配制

按５．４．４．３准备与配制扩增试剂。

５．２．４．６．３　加样

按５．４．４．４加样。

５．２．４．６．４　犚犲犪犾狋犻犿犲犚犜犘犆犚

按５．４．４．５进行ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ检测。

５．２．４．６．５　结果判定

按５．４．４．６进行结果判定。

５．２．４．７　综合结果判定

５．２．４．５和５．２．４．６可以单独使用或联合使用进行ＢＶＤＶ鉴定。当单独使用时，按照相应鉴定方法

的结果判定进行检测结果判定。当联合使用时，按５．２．４．５．６或（和）５．２．４．６．５结果判定被检样品为

ＢＶＤＶ阳性的，判定被检样品为ＢＶＤＶ阳性；按５．２．４．５．６和５．２．４．６．５结果判定被检样品均为ＢＶＤＶ

阴性的，判定被检样品为ＢＶＤＶ阴性。

５．３　病毒中和试验

５．３．１　仪器

同５．２．１。
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５．３．２　耗材

同５．２．２。

５．３．３　试剂

同５．２．３。

５．３．４　试验步骤

５．３．４．１　定量测定

５．３．４．１．１　用多道移液器于９６孔细胞培养板中加入稀释液（无血清的 ＭＥＭ），５０μＬ／孔。

５．３．４．１．２　用单道移液器取５０μＬ经５６°Ｃ３０ｍｉｎ灭活后的被检血清于２块细胞板的第一排孔中，每份

样品每块板加４孔。

５．３．４．１．３　用多道移液器（调至５０μＬ）从第一排孔开始连续作倍比稀释，直至最后一个孔，并从最后一

排的孔中弃去５０μＬ稀释液。

５．３．４．１．４　用稀释液将ＢＶＤＶ１（ＯｒｅｇｏｎＣ２４Ｖ株）和ＢＶＤＶ２（８９０株）病毒液分别稀释成１００ＴＣＩＤ５０／

５０μＬ的工作液。

５．３．４．１．５　第一块板用多道移液器从第二排孔开始每孔加ＢＶＤＶ１（ＯｒｅｇｏｎＣ２４Ｖ株）病毒工作液

５０μＬ，第一排孔加５０μＬ稀释液作为被检血清毒性对照，同时设１∶１０稀释的ＢＶＤＶ１阳性血清对

照、１∶５稀释的阴性血清对照和正常细胞对照各４孔及ＢＶＤＶ１（ＯｒｅｇｏｎＣ２４Ｖ株）病毒液回归对照

１００～１０
－３的４个稀释度，每个稀释度各４孔。第二块板用多道移液器从第二排孔开始每孔加ＢＶＤＶ２

（８９０株）病毒工作液５０μＬ，第一排孔加５０μＬ稀释液作为被检血清毒性对照，同时设１∶１０稀释的

ＢＶＤＶ２阳性血清对照、１∶５稀释的阴性血清对照和正常细胞对照各４孔及ＢＶＤＶ２（８９０株）病毒液

回归对照１００～１０
－３的４个稀释度，每个稀释度各４孔。

５．３．４．１．６　将细胞板置于３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中孵育２ｈ～３ｈ。

５．３．４．１．７　将５．２．３．８选用的细胞单层用ＰＢＳ液轻轻洗涤１次，加入０．２５％ＥＤＴＡ胰酶消化液，消化分

散后，用细胞培养液制备成细胞悬液（约含２×１０５ 个细胞／ｍＬ～５×１０
５ 个细胞／ｍＬ）加入到上述各试验

孔中，１００μＬ／孔。

５．３．４．１．８　将细胞板置于３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养６ｄ，第一块板从第４天开始观察，于第６天判

定各孔细胞病变情况。第二块板于第６天按５．２．４．５进行荧光染色判定各孔细胞感染情况。

５．３．４．２　定性测定

５．３．４．２．１　用多道移液器于９６孔细胞培养板中加入稀释液（无血清的 ＭＥＭ），４０μＬ／孔。

５．３．４．２．２　用单道移液器取１０μＬ灭活后的被检血清于２块细胞板与被检血清样品编号相应的孔中，

每份样品加４孔。

５．３．４．２．３　病毒工作液配制见５．３．４．１．４。

５．３．４．２．４　第一块板用多道移液器将ＢＶＤＶ１（ＯｒｅｇｏｎＣ２４Ｖ株）病毒工作液加入到上述试验孔中，

５０μＬ／孔，同时设１∶１０稀释的ＢＶＤＶ１阳性血清对照、１∶５稀释的阴性血清对照和正常细胞对照各

４孔及ＢＶＤＶ１（ＯｒｅｇｏｎＣ２４Ｖ株）病毒液回归对照１０
０
～１０

－３的４个稀释度，每个稀释度各４孔。第二

块板用多道移液器将ＢＶＤＶ２（８９０株）病毒工作液加入到上述试验孔中，５０μＬ／孔，同时设１∶１０稀释

的ＢＶＤＶ２阳性血清对照、１∶５稀释的阴性血清对照和正常细胞对照各４孔及ＢＶＤＶ２（８９０株）病毒

液回归对照１００～１０
－３的４个稀释度，每个稀释度各４孔。

５．３．４．２．５　重复５．３．４．１．６～５．３．４．１．８步骤。

８

犌犅／犜１８６３７—２０１８



５．３．４．３　双份血清测定

５．３．４．３．１　双份被检血清取自同一动物，间隔２１天，血清样品按５．１．３．１采集和５．１．５．１处理。

５．３．４．３．２　试验操作方法同５．３．４．１。

５．３．４．４　结果判定

５．３．４．４．１　培养至第６天时进行判定。当正常细胞对照孔内细胞单层生长良好，病毒回归对照结果在

３０ＴＣＩＤ５０／５０μＬ～３００ＴＣＩＤ５０／５０μＬ范围之内，阳性血清对照孔不出现ＣＰＥ或荧光染色为阴性，阴性

血清对照孔出现ＣＰＥ或荧光染色为阳性，证明试验成立，可进行结果判定，否则试验不成立，应重检。

５．３．４．４．２　定量测定时，记录每份血清各稀释度的４个孔中出现ＣＰＥ或荧光染色为阳性的孔数，按照

ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈ法（见附录Ｂ）分别计算各血清针对ＢＶＤＶ１和ＢＶＤＶ２的中和抗体效价，针对任一种病

毒的抗体效价大于１∶５时，该血清即为阳性。

５．３．４．４．４　定性测定时，被检血清在１∶５稀释时有２个或２个以上孔的细胞未出现ＣＰＥ或荧光染色为

阴性，该血清即为阳性。

５．３．４．４．４　双份血清测定时，当相隔２１天的第２份血清的抗体效价高于第一份血清４倍或４倍以上，

则证明该动物正在发病过程中。

５．４　实时荧光犚犜犘犆犚检测

５．４．１　仪器

５．４．１．１　台式离心机（最高离心速度不低于５０００ｒ／ｍｉｎ）。

５．４．１．２　高速台式冷冻离心机（最高离心速度不低于１２０００ｒ／ｍｉｎ）。

５．４．１．３　荧光ＰＣＲ检测仪及配套反应管（板）。

５．４．１．４　涡旋混合振荡器。

５．４．１．５　冰箱（２℃～８℃、－２０℃、－７０℃）。

５．４．１．６　单道微量移液器（５μＬ、１０μＬ、１００μＬ、２００μＬ、３００μＬ、１０００μＬ）。

５．４．２　耗材

５．４．２．１　无核酸酶离心管（１．５ｍＬ）。

５．４．２．２　采样管（５ｍＬ、１０ｍＬ）。

５．４．２．３　剪刀（含弯头剪刀）。

５．４．２．４　镊子（含弯头镊子）。

５．４．２．５　采样专用商品化棉拭子。

５．４．２．６　标签。

５．４．２．７　ＰＣＲ反应管。

５．４．２．８　无核酸酶移液器吸头（１０μＬ、２００μＬ、３００μＬ、１０００μＬ）。

５．４．３　试剂

５．４．３．１　总则：除另有说明，所用试剂均为分析纯，所用液体试剂均需使用无ＲＮＡ酶的容器进行分装。

５．４．３．２　ＴＲＩｚｏｌ（２℃～２５℃）、氯仿（２℃～８℃）、异丙醇（－２０℃）、Ｃａｔｒｉｍｏｘ１４，均为商品化试剂。

５．４．３．３　ＤＥＰＣ水：见Ａ．３。

５．４．３．４　７５％乙醇：用新开启的无水乙醇和ＤＥＰＣ水配制，－２０℃预冷。

５．４．３．５　ＰＢＳ（含牛血清白蛋白、青霉素和链霉素）：配方见Ａ．１．３。
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５．４．３．６　ＢＶＤＶＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ检测引物、探针序列，反应液配方及使用注意事项：见附录Ｃ。

５．４．３．７　ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ试验阳性、阴性对照应满足以下要求：

ａ）　阳性对照为灭活ＢＶＤＶ的细胞培养物（制备方法见 Ｄ．１）或ＢＶＤＶ５′ＵＴＲ基因体外转录

ｃＲＮＡ溶液（制备方法见Ｄ．２）；

ｂ）　阴性对照为正常 ＭＤＢＫ传代细胞培养液或已知ＢＶＤＶ阴性的动物组织悬液。

５．４．４　试验步骤

５．４．４．１　实验室的标准化设置与生物安全管理

本方法的实验室设置与管理见ＧＢ／Ｔ１９４３８．１—２００４；实验室生物安全管理见ＧＢ１９４８９。

５．４．４．２　样品核酸提取

５．４．４．２．１　在样本制备区进行。采取ＴＲＩｚｏｌ裂解法提取，也可采用其他等效的ＲＮＡ提取方法，如柱式

提取法。

５．４．４．２．２　待检样品、阳性对照和阴性对照的份数总和用狀表示，取狀 个灭菌１．５ｍＬ离心管，逐管

编号。

５．４．４．２．３　每管加入６００μＬＴＲＩｚｏｌ。

５．４．４．２．４　每管分别加入已处理的待检样品、阳性对照、阴性对照各２００μＬ，充分混匀。

５．４．４．２．５　每管加入２００μＬ氯仿，充分颠倒混匀。于４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。

５．４．４．２．６　新取狀个灭菌的１．５ｍＬ离心管，逐管编号，每管加入５００μＬ异丙醇（－２０℃预冷）。

５．４．４．２．７　吸取５．４．４．２．５各管中的上清液５００μＬ，转移至５．４．４．２．６相应的管中，避免吸出中间层，颠倒

混匀。

５．４．４．２．８　于４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，轻轻倒去上清液，倒置于吸水纸上，沥干液体，不同样品

应在吸水纸不同位置沥干。

５．４．４．２．９　逐管加入６００μＬ７５％乙醇（－２０℃预冷），颠倒洗涤。

５．４．４．２．１０　于４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，轻轻倒去上清液，倒置于吸水纸上，沥干液体，不同样品

应在吸水纸不同位置沥干。

５．４．４．２．１１　４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｓ，将管壁上的残余液体甩到管底部，用微量移液器尽量将其吸干。注

意一份样本换用一个吸头，吸头不要碰到有沉淀一面。

５．４．４．２．１２　室温干燥３ｍｉｎ（不宜过于干燥，以免ＲＮＡ不溶）。

５．４．４．２．１３　每管加入２５μＬＤＥＰＣ水，轻轻混匀，溶解管壁上的ＲＮＡ，２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｓ，获得ＲＮＡ

溶液，冰浴保存备用（４℃保存不超过８ｈ，若长期保存应放置－７０℃冰箱）。

５．４．４．３　扩增试剂的准备与配制

５．４．４．３．１　在反应混合物配制区进行。

５．４．４．３．２　每个检测反应体系需使用１５（ＬＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ反应液。根据５．４．４．２．２中设定的狀值，

按表Ｃ．２配制反应液，充分混匀后分装，每管１５μＬ。转移反应管至样本制备区。

５．４．４．４　加样

５．４．４．４．１　在样本制备区进行。

５．４．４．４．２　在上述５．４．４．３．２的反应管中分别加入５．４．４．２．１３中制备的ＲＮＡ溶液１０μＬ，使每管总体积

达到２５μＬ，记录反应管对应的样品编号。盖紧管盖后，瞬时离心。
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５．４．４．５　犚犲犪犾狋犻犿犲犚犜犘犆犚

５．４．４．５．１　在检测区进行。

５．４．４．５．２　将５．４．４．４．２加样后的反应管放入荧光ＰＣＲ检测仪内，记录反应管摆放顺序。选定ＦＡＭ 作

为报告基团，ＢＨＱ１无荧光淬灭基团。反应参数设置如下：

ａ）　第一阶段，反转录４２℃／３０ｍｉｎ（或按反转录酶说明书进行设定）；

ｂ）　第二阶段，预变性９４℃／３ｍｉｎ；

ｃ）　第三阶段，９２℃／１５ｓ，４５℃／３０ｓ，７２℃／６０ｓ，５个循环；

ｄ）　第四阶段，９２℃／１０ｓ，５６℃／６０ｓ，４０个循环，在ｃ）第三阶段每个循环的退火延伸时收集荧光。

试验结束后，根据收集的荧光曲线和Ｃｔ（或Ｃｐ）值判定结果。

５．４．４．６　结果判定

５．４．４．６．１　结果分析条件设定：根据仪器噪声情况对阈值设定进行调整，以阈值线刚好超过阴性对照品

扩增线的最高点为准。

５．４．４．６．２　质控标准同时满足以下两个条件，试验有效。否则，此次实验视为无效：

ａ）　阴性对照应无Ｃｔ（或Ｃｐ）值并且无扩增曲线（参见附录Ｅ）；

ｂ）　阳性对照的Ｃｔ（或Ｃｐ）值应≤２８，并出现典型的扩增曲线（参见附录Ｅ）。

５．４．４．６．３　根据Ｃｔ（或Ｃｐ）值对试验结果进行描述及判定，描述和判定分为：

ａ）　无Ｃｔ（或Ｃｐ）值，且无扩增曲线，表示样品中无ＢＶＤＶ核酸，判为阴性；

ｂ）　Ｃｔ（或Ｃｐ）值≤３５，且出现典型的扩增曲线，表示样品中存在ＢＶＤＶ核酸，判为阳性；

ｃ）　Ｃｔ（或Ｃｐ）值＞３５，且出现典型的扩增曲线的样品需复检。复检仍出现上述结果的，判为阳性，

否则判为阴性。

６　结果诊断判定

６．１　病原学判定

出现４．２．２或４．２．３或４．２．４或４．２．５的四项临床症状的任意一项，并同时符合４．３病理剖检变化的

发病牛可判为ＢＶＤ／ＭＤ可疑；凡符合５．２．４．５．６ｂ）１）者判为样品中ＢＶＤＶ病原阳性；凡符合５．４．４．６．３ｂ）

者或符合５．４．４．６．３ｃ）阳性判定指标的均判为样品中ＢＶＤＶ病毒核酸阳性。

６．２　血清学判定

凡具有５．３．４．４为阳性者判为样品中ＢＶＤＶ抗体阳性。
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附　录　犃

（规范性附录）

溶液配制

以下所用试剂均为分析纯。

犃．１　犘犅犛配方

犃．１．１　犃液

０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钠水溶液：ＮａＨ２ＰＯ４·Ｈ２Ｏ２７．６ｇ，溶于去离子水中，最后定容至１０００ｍＬ，

备用。

犃．１．２　犅液

０．２ｍｏｌ／Ｌ 磷酸氢二钠水溶液：Ｎａ２ＨＰＯ４·７Ｈ２Ｏ５３．６ｇ（或 Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ７１．６ｇ或

Ｎａ２ＨＰＯ４·２Ｈ２Ｏ３５．６ｇ），加去离子水溶解，最后定容至１０００ｍＬ，备用。

犃．１．３　０．０１犿狅犾／犔狆犎７．２犘犅犛的配制

取Ａ液１４ｍＬ、Ｂ液３６ｍＬ，加ＮａＣｌ８．５ｇ，用去离子水定容至１０００ｍＬ。经过滤除菌后，备用。

犃．１．４　犘犅犛犜的配制

取Ａ液１４ｍＬ、Ｂ液３６ｍＬ，加ＮａＣｌ８．５ｇ，加０．５ｍＬ吐温－２０，用去离子水定容至１０００ｍＬ。经

过滤除菌后，备用。

犃．１．５　０．０１犿狅犾／犔、狆犎７．２犘犅犛（含牛血清白蛋白、青霉素和链霉素）的配制

取Ａ液１４ｍＬ、Ｂ液３６ｍＬ，加ＮａＣｌ８．５ｇ，牛血清白蛋白５ｇ，用去离子水定容至１０００ｍＬ。经过

滤除菌后，无菌条件下分别按１００００Ｕ／ｍＬ加入青霉素和链霉素，备用。

犃．２　细胞培养液与细胞维持液

犃．２．１　细胞培养液

Ｅａｇｌｅ’ｓＭＥＭ培养液　　　　　　８７．５ｍＬ

ＦＢＳ １０ｍＬ

７．５％ 碳酸氢钠 １．５ｍＬ

调节ｐＨ至７．２～７．４，充分混匀，现配现用。

犃．２．２　细胞维持液

Ｅａｇｌｅ’ｓＭＥＭ培养液 ９５．５ｍＬ

ＦＢＳ ２ｍＬ

７．５％ 碳酸氢钠 １．５ｍＬ

调节ｐＨ至７．２～７．４，充分混匀，现配现用。
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犃．３　犇犈犘犆水

将ＤＥＰＣ加入去离子水（符合ＧＢ／Ｔ６６８２要求）中至终浓度为０．１％（体积分数），充分混合均匀后

作用１２ｈ，分装，１２１℃±２℃高压灭菌３０ｍｉｎ，冷却后冷藏备用。
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附　录　犅

（规范性附录）

犚犲犲犱犕狌犲狀犮犺法计算中和抗体效价的方法

犅．１　按照犚犲犲犱犕狌犲狀犮犺法计算中和抗体效价

中和抗体效价以半数保护数（ＰＤ５０）的反对数表示，ＰＤ５０计算方法如下：

ＰＤ５０等于或低于５０％ＣＰＥ百分数的血清稀释度的对数加上距离比例与稀释系数的对数的乘积。

其中，距离比例按ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈ法计算，以５０％减去低于５０％的ＣＰＥ百分数的差作为分子，高于５０％

的ＣＰＥ百分数减去低于５０％的ＣＰＥ百分数作为分母，求分子与分母的比值即为距离比例。

求ＰＤ５０的反对数，结果以１∶狓的格式表示，即为相应样品的中和抗体效价。

犅．２　中和抗体效价计算方法示例

犅．２．１　某血清中和抗体效价测定结果见表Ｂ．１。

表犅．１　中和抗体效价测定结果示例

血清稀释度

（病毒定量）

细胞病变

（ＣＰＥ）孔

比例

细胞病变

孔数

无细胞病

变孔数

累计结果

细胞病

变孔数

无细胞病

变孔数

细胞病变率／％

ＣＰＥ／％

１∶４（１０－０．６０） ０／４ ０ ４ ０ ９ ０

１∶１６（１０－１．２０） １／４ １ ３ １ ５ １７

１∶６４（１０－１．８１） ２／４ ２ ２ ３ ２ ６０

１∶２５６（１０－２．４１） ４／４ ４ ０ ７ ０ １００

１∶１０２４（１０－３．０１） ４／４ ４ ０ １１ ０ １００

犅．２．２　按Ｂ．１中和抗体效价计算方法，将Ｂ．２．１中和抗体效价测定结果数据按ＰＤ５０计算方法进行计算，

计算过程如下：

从表Ｂ．１可见，ＰＤ５０介于１０
－１．２０和１０－１．８１之间，按ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈ法计算距离比例，即：

距离比例＝
５０－１７

６０－１７
＝０．７７

ＰＤ５０＝－１．２０＋０．７７×ｌｇ１／４＝－１．２０＋０．７７×（－０．６）＝ －１．２０－０．４６＝ －１．６６

ＰＤ５０的反对数＝１０
－１．６６＝０．０２１８＝１∶４５．９

该血清的中和抗体效价表示为１∶４５．９。
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附　录　犆

（规范性附录）

引物探针序列及犚犲犪犾狋犻犿犲犚犜犘犆犚反应液配方

犆．１　引物探针序列

ＢＶＤ／ＭＤ病毒核酸ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ检测方法所用的引物探针序列见表Ｃ．１。

表犆．１　引物探针序列

引物或探针名称 序列（５′－３′）
基因组位置

（ｎｔ）
检测靶基因

上游引物

下游引物

探针

ＣＣＧＣＧＡＭＧＧＣＣＧＡＡＡＡＧＡ

ＴＧＡＣＧＡＣＴＮＣＣＣＴＧＴＡＣＴＣＡＧ

ＦＡＭＣＣＡＴＧＣＣＣＴＴＡＧＴＡＧＧＡＣＴＡＧＣＡＢＨＱ１

８３～１００

１７８～１９８

１０７～１２９

５′ＵＴＲ

　　注１：上游、下游引物均为简并引物。

注２：引物和探针可由生物公司合成，纯度为 ＨＰＬＣ级，用ＤＥＰＣ水溶解并稀释至终浓度１０μｍｏｌ／Ｌ，－２０℃保

存备用。

注３：引物探针是根据已发布的毒株序列进行设计，基因组位置参考毒株 Ｂｏｖｉｎｅｖｉｒａｌｄｉａｒｒｈｅａｖｉｒｕｓｓｔｒａｉｎ

ＯｒｅｇｏｎＣ２４Ｖ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＡＦ０９１６０５．１）。

犆．２　犚犲犪犾狋犻犿犲犚犜犘犆犚反应液配方

ＢＶＤ／ＭＤ病毒核酸ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ反应液配方见表Ｃ．２。

表犆．２　犚犲犪犾狋犻犿犲犚犜犘犆犚反应液配方

ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ反应液组分 １个检测体系的加入量

５×ＲＴ缓冲液ａ（Ｍｇ
２＋浓度１５ｍｍｏｌ／Ｌ） ５．０μＬ

ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ） １．０μＬ

ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ） ２．０μＬ

上游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ） １．０μＬ

下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ） １．０μＬ

探针（１０μｍｏｌ／Ｌ） ０．５μＬ

ＭＭＬＶ反转录酶（２００Ｕ／μＬ） ０．５μＬ

ＲＮＡ酶抑制剂（４０Ｕ／μＬ） ０．２５μＬ

犜犪狇酶
ｂ（５Ｕ／μＬ） ０．２５μＬ

ＤＥＰＣ水 ３．５μＬ

　　
ａ ５×ＲＴ缓冲液的组成为：３７５ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ、１５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、５０ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ、２５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．３，２５℃）。

ｂ 犜犪狇酶：具有５′→３′外切活性。
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犆．３　注意事项

在检测过程中，应严防不同样品间的交叉污染。

反应液分装时应避免产生气泡，上机前检查各反应管是否盖紧，以免荧光物质泄露污染仪器。
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附　录　犇

（规范性附录）

犚犲犪犾狋犻犿犲犚犜犘犆犚试验阳性对照制备方法

犇．１　灭活犅犞犇犞的细胞培养物制备方法

取毒价达５．６×１０５ＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ的ＢＶＤＶＯｒｅｇｏｎＣ２４Ｖ毒株的细胞培养物，根据稀释后的体积

添加０．５％甲醛溶液灭活，３７℃过夜。

犇．２　犅犞犇犞５′犝犜犚基因体外转录犮犚犖犃溶液制备方法

ＢＶＤＶ５’ＵＴＲ基因体外转录ｃＲＮＡ溶液，是通过回收ＢＶＤＶＯｒｅｇｏｎＣ２４Ｖ毒株５’ＵＴＲ基因的

ＲＴＰＣＲ扩增产物（引物序列见表Ｄ．１，反应液配方及反应条件见表Ｄ．２），长度为３８６ｂｐ，与ｐＭＤＴ２０

载体进行连接，转化ＴＯＰ１０感受态细胞，碱裂解法提取质粒ＤＮＡ，经ＰＣＲ和酶切鉴定后获得阳性重组

质粒（命名为ｐＭＤ２０ＢＶＤＶ５Ｕ），再以纯化的质粒为模板，将质粒线性化之后，用试剂盒进行体外转

录；将体外转录产物用ＤＮａｓｅ除去其中的ＤＮＡ模板再经ＴＲＩｚｏｌ提取ＲＮＡ进行浓度测定后，即得到

制备ＢＶＤＶ阳性对照所需的ＲＮＡ阳性对照品母液。将母液１０倍系列稀释之后，可作为ＢＶＤＶＲｅａｌ

ｔｉｍｅＲＴＰＣＲ方法的阳性对照使用。

表犇．１　引物序列

引物名称 序列（５′３′）
基因组位置

（ｎｔ）
检测靶基因

上游引物

下游引物

ＧＴＡＴＡＣＧＡＧＡＧＴＴＡＧＡＴＡ

ＧＴＧＣＣＡＴＧＴＡＣＡＧＣＡＧＡＧＡ

１～１８

３６７～３８５
５′ＵＴＲ

　　注１：引物和探针可由生物公司合成，纯度为 ＨＰＬＣ级，用ＤＥＰＣ水溶解并稀释至终浓度１０μｍｏｌ／Ｌ，－２０℃保

存备用。

注２：引物探针是根据已发布的毒株序列进行设计，基因组位置参考毒株 Ｂｏｖｉｎｅｖｉｒａｌｄｉａｒｒｈｅａｖｉｒｕｓｓｔｒａｉｎ

ＯｒｅｇｏｎＣ２４Ｖ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＡＦ０９１６０５．１）。

表犇．２　犚犜犘犆犚反应液配方及反应条件

ＲＴＰＣＲ反应液组分 １个检测体系的加入量

５×ＲＴ缓冲液ａ（Ｍｇ
２＋浓度１５ｍｍｏｌ／Ｌ） ５．０μＬ

ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ） １．０μＬ

ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ） ２．０μＬ

上游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ） １．０μＬ

下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ） １．０μＬ

ＭＭＬＶ反转录酶（２００Ｕ／μＬ） ０．５μＬ

ＲＮＡ酶抑制剂（４０Ｕ／μＬ） ０．２５μＬ
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表犇．２（续）

ＲＴＰＣＲ反应液组分 １个检测体系的加入量

犜犪狇酶
ｂ（５Ｕ／μＬ） ０．２５μＬ

ＤＥＰＣ水 ４．０μＬ

　　注：反应条件为：

ａ）　反转录４２℃／３０ｍｉｎ；

ｂ）　预变性９４℃／３ｍｉｎ；

ｃ）　９４℃／３０ｓ，５５℃／３０ｓ，７２℃／３０ｓ，３５个循环；

ｄ）　７２℃／１０ｍｉｎ。

　　
ａ ５×ＲＴ缓冲液的组成为：３７５ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ、１５ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２、５０ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ、２５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ

（ｐＨ８．３，２５℃）。

ｂ 犜犪狇酶：具有５′→３′外切活性。
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附　录　犈

（资料性附录）

犅犞犇／犕犇犞核酸阴性及阳性典型扩增曲线示意图

ＢＶＤ／ＭＤＶ核酸 ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ检测，质控阴性对照及阳性对照典型扩增曲线示意图见图

Ｅ．１。

图犈．１　犅犞犇／犕犇犞核酸犚犲犪犾狋犻犿犲犚犜犘犆犚典型扩增曲线示意图
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