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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ＳＮ／Ｔ１１６６．１—２００２《水泡性口炎补体结合试验操作规程》、ＳＮ／Ｔ１１６６．２—２００２《水泡

性口炎微量血清中和试验操作规程》和ＳＮ／Ｔ１１６６．３—２００６《水泡性口炎逆转录聚合酶链反应操作

规程》。　

本标准与ＳＮ／Ｔ１１６６．１—２００２、ＳＮ／Ｔ１１６６．２—２００２和ＳＮ／Ｔ１１６６．３—２００６相比，主要技术变化

如下：

———增加了水泡性口炎的病毒分离及鉴定；

———增加了荧光反转录聚合酶链反应；

———增加了竞争酶联免疫吸附试验。

本标准由国家认证认可监督管理委员会提出并归口。

本标准起草单位：中华人民共和国深圳出入境检验检疫局、中华人民共和国云南出入境检验检

疫局。

本标准主要起草人：花群义、阮周曦、杨俊兴、杨云庆、秦智锋、吕建强、曾少灵、林庆燕、宗卉、

张彩虹、周晓黎、董俊。

本标准所代替标准的历次版本发布情况为：

———ＳＮ／Ｔ１１６６．１—２００２；

———ＳＮ／Ｔ１１６６．２—２００２；

———ＳＮ／Ｔ１１６６．３—２００６。
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水泡性口炎检疫技术规范

１　范围

本标准规定了动物水泡性口炎的病毒分离及鉴定、反转录聚合酶链反应、荧光反转录聚合酶链反

应、中和试验、竞争酶联免疫吸附试验的技术要求。

本标准适用于动物水泡性口炎的检验检疫。

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／Ｔ１８０８８　出入境动物检疫采样

３　缩略语

以下缩略语适用于本文件。

ＢＨＫ２１：仓鼠肾细胞

ＢＬＰ：乳糖蛋白胨缓冲肉汤

ＣＰＥ：致细胞病变作用

Ｃｔ值：每个反应管内的荧光信号达到设定的阈值时所经历的循环数

ｃＥＬＩＳＡ：竞争酶联免疫吸附试验

ＤＥＰＣ：焦碳酸二乙酯

ＭｃＡｂ：单克隆抗体

ＯＤ值：光密度值

ＰＩ：抑制百分比

ＴＣＩＤ５０：半数组织培养感染量

Ｖｅｒｏ：非洲绿猴肾细胞

ＶＳＶ：水泡性口炎病毒

ＶＳＶＩＮＤ：水泡性口炎病毒印地安那型

ＶＳＶＮＪ：水泡性口炎病毒新泽西型

４　病毒分离与鉴定

４．１　病毒分离

４．１．１　样品的采集：按ＧＢ／Ｔ１８０８８进行。主要采集动物口、蹄冠上或乳头上的水泡上皮组织。采集

后立即冷藏送检或置碳酸缓冲甘油（配方见附录Ａ）中低温保藏。采集到的水泡液置灭菌瓶中，冷藏送

检或低温保藏。若从冻肉中采样，可采淋巴结或组织；采集的精液样品应不少于１ｍＬ，冻精样品每头每

批次取样３管～５管；无症状或无水泡的活动物采集抗凝全血，胚胎及其冲洗液。

４．１．２　样品的处理：将采集到的上皮、淋巴结或组织样品，经研磨后用０．０１ｍｏｌ／ＬｐＨ７．２的ＰＢＳ（配
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制见附录Ａ）配制成２０％的悬液。精液用乳糖蛋白胨缓冲肉汤（ＢＬＰ，配制见附录Ａ）作１∶５稀释后，经

８０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心３０ｍｉｎ，弃上清液，并弃去浮游脂肪，再用ＢＬＰ作１∶５稀释成悬液；水泡液、胚胎

冲洗液无需处理，全血用ＢＬＰ作１∶５稀释后，直接用于病毒的分离或鉴定。

４．１．３　接种细胞：澄清组织悬液或水泡液与抗生素（含青霉素２０００ＩＵ／ｍＬ、链霉素２０００μｇ／ｍＬ）

４℃作用３０ｍｉｎ，接种于ＢＨＫ２１或Ｖｅｒｏ细胞单层，３７℃５％二氧化碳培养箱吸附１ｈ，弃去接种物，

用细胞培养液洗涤三次，然后加入维持液，置于３３℃～３５℃５％二氧化碳培养箱中继续培养。

４．２　病毒鉴定

采用反转录聚合酶链反应和荧光反转录聚合酶链反应进行病毒分离物的鉴定。接种后２ｄ～３ｄ

出现ＣＰＥ，需进行鉴定。如无ＣＰＥ，则盲传三代，仍无ＣＰＥ，则判为ＶＳＶ阴性。

５　反转录聚合酶链反应

５．１　试剂和材料

５．１．１　水泡性口炎病毒标准株

新泽西型（ＮＪ）和印第安那型（ＩＮＤ）标准病毒株。

５．１．２　犜犪狇酶

－２０℃保存，避免反复冻融或温度剧烈变化。

５．１．３　逆转录酶ＡＭＶ

－２０℃保存，避免反复冻融或温度剧烈变化。

５．１．４　ＲＮＡ抑制剂（ＲＮａｓｉｎ）

－２０℃保存，避免反复冻融或温度剧烈变化。

５．１．５　ｄＮＴＰ（含ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＡＴＰ、ｄＴＴＰ各１０ｍｍｏｌ／Ｌ）

５．１．６　引物

５．１．６．１　选用水泡性口炎病毒Ｌ蛋白基因较保守的序列为ＰＣＲ扩增区。采用半套式ＲＴＰＣＲ方法，

半套式引物分别根据ＮＪ株和ＩＮＤ株扩增区的碱基差别设计。外侧引物Ⅰ（Ｐ１）：５’ＡＡＧＧＣＴＣＴＣ

ＴＧＴＴＴＣＣＧＧＡＴＣＴＧＧ３’；外侧引物Ⅱ（Ｐ２）：５’ＴＧＡＴＴＣＡＡＴＡＴＡＡＴＴＡＴＴＴＴＧＧＧＡ

Ｃ３’；ＮＪ半套式引物（Ｐ３）：５’ＴＧＴＴＣＴＧＧＴＧＴＧＣＡＡＡＣＣＡＧＧＴＡＴＣ３’；ＩＮＤ半套式引物

（Ｐ４）：５’ＡＧＴＡＧＡＡＣＴＧＴＧＣＡＡＧＣＣＣＧＧＴＡＴＣ３’。

５．１．６．２　用ＤＥＰＣ水将引物配制成浓度为２５ｐｍｏｌ／μＬ。

５．１．７　三氯甲烷（氯仿）。

５．１．８　７５％乙醇：用新开启的无水乙醇和ＤＥＰＣ水配制，－２０℃预冷。

５．１．９　异戊醇：使用前预冷到－２０℃。

５．１．１０　变性液、５倍ＡＭＶ逆转录酶浓缩缓冲液、犜犪狇酶用１０倍浓缩缓冲液、ＴＢＥ电泳缓冲液、ＥＢ核

酸染色液、上样缓冲液、ＤＥＰＣ处理水等。配制方法见附录Ａ。

５．２　器材和设备

ＰＣＲ扩增仪、电泳仪、微量移液器及吸头、凝胶图像分析仪、恒温培养箱、普通冰箱和低温冰箱、电

动匀浆器或组织研磨器、离心机和离心管等。

５．３　操作方法

５．３．１　被检样品的采集和处理

５．３．１．１　被检样品的采集：样品主要采集动物口、蹄冠上或乳头上的水泡上皮组织，采集后立即冷藏送
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检或置缓冲甘油（用０．０１ｍｏｌ／ＬｐＨ７．２的ＰＢＳ配制的５０％的甘油溶液）中低温保藏；采集到的水泡液

置灭菌瓶中，冷藏送检或低温保藏；若从冻肉中采样，可采集淋巴结或组织；无症状或无水泡的活动物采

集抗凝全血。

５．３．１．２　被检样品的处理：将采集到的上皮、淋巴结或组织样品，经研磨后用０．０１ｍｏｌ／ＬｐＨ７．２的

ＰＢＳ配制成２０％的悬液。全血、胚胎及其冲洗液、细胞培养物无需处理；取４５０μＬ样品悬液放入

１．５ｍＬ的离心管，再加入４５０μＬ变性液并混匀，旋涡振荡混合２０ｓ，冰浴１５ｍｉｎ。

５．３．２　对照样品制备和处理

５．３．２．１　阳性对照样品制备：将水泡性口炎病毒ＮＪ型和ＩＮＤ型分别接种ＢＨＫ２１或Ｖｅｒｏ细胞单层，

３７℃吸附１ｈ后加入维持液，置５％二氧化碳培养箱３７℃培养，逐日观察。待ＣＰＥ达７５％以上，冻融

两次，收获细胞培养病毒悬液，分装成１ｍＬ小瓶，置－７０℃保存备用。

５．３．２．２　阴性对照样品制备：制备ＢＨＫ２１或Ｖｅｒｏ细胞单层，弃去细胞培养液，加入维持液，置５％二

氧化碳培养箱３７℃培养３ｄ，冻融两次，收获细胞悬液，分装成１ｍＬ小瓶，置－７０℃保存备用；或采集

相同动物的组织样品作为阴性对照样品。

５．３．２．３　对照样品的处理：取４５０μＬ阳性和阴性对照样品细胞悬液放入１．５ｍＬ的离心管，再加入

４５０μＬ变性液并混匀，旋涡振荡混合２０ｓ，冰浴１５ｍｉｎ。

５．３．３　犚犖犃提取

５．３．３．１　取２５０μＬ处理后的样品置１．５ｍＬｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，作好标记，同时设立阳性样品、阴性样品

对照，加入３倍体积Ｔｒｉｚｏｌ，振荡混合２０ｓ，静置５ｍｉｎ。

５．３．３．２　加入２００μＬ三氯甲烷，振荡混合２０ｓ，静置５ｍｉｎ；４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液

置另一个标记好的１．５ｍＬｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，加入等体积异丙醇，－２０℃静置１５ｍｉｎ。

５．３．３．３　４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，轻轻弃上清液，加１ｍＬＤＥＰＣ水配制的７５％乙醇。

５．３．３．４　４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，小心弃去乙醇，倒置滤纸上，烘干，加２０μＬＤＥＰＣ水溶解，立

即进行ｃＤＮＡ的合成或－８０℃保存备用。

５．３．３．５　ＲＮＡ提取也可采用等效的商品化病毒ＲＮＡ提取试剂盒制备ＲＮＡ。

５．３．４　反转录合成犮犇犖犃

在ＰＣＲ管中加入１０μＬ反转录模板（样品ＲＮＡ）、１μＬ引物Ｐ２、５μＬ５倍逆转录酶浓缩缓冲液、

２μＬｄＮＴＰ、０．５μＬＲＮＡ酶抑制剂（２０Ｕ）、１μＬ逆转录酶ＡＭＶ（１０Ｕ）和０．５μＬ水，总体积为２０μＬ。

置于４２℃反转录４５ｍｉｎ，立即冰浴，用作ＰＣＲ模板。

５．３．５　犘犆犚扩增犇犖犃

５．３．５．１　５０μ犔犘犆犚反应液组成

１０×犜犪狇酶缓冲液　　　　　　　　　５μＬ

氯化镁（ＭｇＣｌ２）（２５ｍｍｏｌ／Ｌ） ４μＬ

ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ） ４μＬ

引物Ｐ１ １μＬ

引物Ｐ２ １μＬ

犜犪狇酶（５Ｕ） １μＬ

ｃＤＮＡ模板 ５μＬ

ＤＥＰＣ水 ２９μＬ

３
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５．３．５．２　犘犆犚循环参数

将ＰＣＲ反应管置于ＰＣＲ扩增仪。９４℃５ｍｉｎ；９４℃４５ｓ、５５℃４５ｓ、７２℃３０ｓ，４０次循环，然后

７２℃７ｍｉｎ，最后４℃保存。

５．３．６　犘犆犚产物琼脂糖电泳

用ＴＢＥ电泳缓冲液配制２％的琼脂糖（含０．５μｇ／ｍＬＥＢ）平板。将平板放入水平电泳槽，使电泳

缓冲液刚好淹没胶面。将８μＬ样品和２μＬ样品缓冲液混匀后加入样品孔。在电泳时设立ＤＮＡ标准

分子量作对照，推荐使用ｐＵＣ１９ＤＮＡ／犕狊狆Ⅰ（犎狆犪Ⅱ）。５Ｖ／ｃｍ电泳约３０ｍｉｎ，当溴酚蓝到达底部

时停止。在紫外灯下观察有无２２７ｂｐ的ＤＮＡ片段扩增产物条带。

５．３．７　半套式犘犆犚定型

５．３．７．１　ＰＣＲ产物琼脂糖凝胶电泳后，如果看不到２２７ｂｐ的ＤＮＡ条带，取５μＬ产物做模板；如果电

泳后能看到２２７ｂｐ的ＤＮＡ带，只是要求进行定型，则需将产物按１∶１０００稀释后，取５μＬ做模板。

５．３．７．２　取两只离心管，一管作新泽西型（ＮＪ）：另一管作印第安那型（ＩＮＤ）：

ａ）　新泽西型（ＮＪ）定型的ＰＣＲ反应管中依次分别加入以下试剂，配制５０μＬＰＣＲ反应体系：模板

（ＰＣＲ产物）５μＬ，犜犪狇酶（５Ｕ）１μＬ，ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，引物Ｐ２１μＬ，引物Ｐ３

（ＮＪ型）１μＬ，１０×犜犪狇酶缓冲液５μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）６μＬ，ＤＥＰＣ水２９μＬ；

ｂ）　印第安那型（ＩＮＤ）定型的ＰＣＲ反应管中依次分别加入以下试剂，以配制５０μＬＰＣＲ反应体

系：模板（ＰＣＲ产物）５μＬ、犜犪狇酶１μＬ（５Ｕ）、ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ、引物Ｐ２１μＬ、引物

Ｐ４（ＩＮＤ型）１μＬ，１０×犜犪狇酶缓冲液５μＬ，２５ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＭｇＣｌ２６μＬ、ＤＥＰＣ水２９μＬ。

５．３．７．３　将ＰＣＲ反应管置于ＰＣＲ扩增仪。９４℃４ｍｉｎ；９４℃３０ｓ、５５℃４５ｓ、７２℃４５ｓ，３０次循环，

然后７２℃５ｍｉｎ，最后４℃保存。

５．３．７．４　如同５．３．６，用ＴＢＥ电泳缓冲液配制２％的琼脂糖（含０．５μｇ／ｍＬＥＢ）平板进行电泳检测。

５．３．８　设立对照

５．３．８．１　从５．３．３ＲＮＡ抽提开始，就应设立阳性对照、阴性对照。以含有已知新泽西型（ＮＪ）和印第

安那型（ＩＮＤ）病毒株的细胞悬液作为阳性对照，用正常的ＢＨＫ２１或Ｖｅｒｏ细胞悬液作为阴性对照。

５．３．８．２　只有在对照成立的情况下，试验有效，可进行结果判定。

５．４　结果判定

５．４．１　ＰＣＲ后阳性对照会出现一条２２７ｂｐ的ＤＮＡ片段。阴性对照没有该核酸带。

５．４．２　半套式ＰＣＲ后，与引物相应的血清型病毒的阳性对照会出现一条１１９ｂｐ的ＤＮＡ片段。阴性

对照没有该核酸带。

５．４．３　待测样品ＰＣＲ扩增后，如能在相应２２７ｂｐＤＮＡ位置上有带，即可作出定性。半套式ＰＣＲ后

如出现一条１１９ｂｐ的ＤＮＡ片段，即可定型为与引物相应的血清型。

５．４．４　必要时对扩增产物进行序列测定，参考序列参见附录Ｂ。

６　荧光犚犜犘犆犚检测方法

６．１　仪器与器材

６．１．１　荧光ＰＣＲ检测仪。

６．１．２　高速台式冷冻离心机（离心速度１２０００ｒ／ｍｉｎ以上）。

４
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６．１．３　台式离心机（离心速度３０００ｒ／ｍｉｎ）。

６．１．４　混匀器。

６．１．５　冰箱（２℃～８℃和－２０℃两种）。

６．１．６　微量可调移液器（５μＬ、１０μＬ、１００μＬ、１０００μＬ）及配套带滤芯吸头。

６．１．７　Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管（１．５ｍＬ）、透明薄壁ＰＣＲ管（０．２ｍＬ）。

６．２　试剂

６．２．１　三氯甲烷、异丙醇、７５％乙醇：同５．１。

６．２．２　引物：上游引物为５’ＡＴＧＧＣＴＣＣＴＡＣＡＧＴＴＡＡＧＡＧＡＡＴＣＡ３’，下游引物为５’ＴＧＡＡＧ

ＴＡＡＴＣＡＧＣＣＧＧＧＴＡＴＴＣ３’。

６．２．３　荧光双标记探针（１０μｍｏｌ／Ｌ）：（ＦＡＭ）５’ＣＧＡＡＡＴＴＡＣＣＧＧＣＣＡ ＡＣＧＡＧＧＡＴＣ３’（ＴＡＭＡＲ）。

６．３　操作方法

６．３．１　被检样品的采集和处理

同５．３．１。

６．３．２　对照样品制备和处理

同５．３．２。

６．３．３　犚犖犃提取

同５．３．３。

６．３．４　荧光犚犜犘犆犚检测步骤

６．３．４．１　荧光ＲＴＰＣＲ反应液的配制：在反应混合物配制区进行。设所需荧光ＲＴＰＣＲ检测总数为

犖（犖＝犝＋２＋１），其中犝 为被检样品数、２为刚性对照数、１为阴性对照数，按表１配制反应体系混合

液，配制在冰盒中进行。也可采用市售的商品化一步法荧光ＲＴＰＣＲ反应液配制或分装。

表１　反应体系混合液配制

组　　　分
每管用量

μＬ

犖 管总用量

μＬ

ＡＭＶ反转录酶（５Ｕ／μＬ） １ 犖×１

ｄＮＴＰｓ（每种均为１０ｍｍｏｌ／Ｌ） ５ 犖×５

ＲＮＡｓｉｎ（４０Ｕ／μＬ） １ 犖×１

犜犪狇ＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ） ０．５ 犖×０．５

反转录和ＰＣＲ缓冲液（５×） １０ 犖×１０

ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ） ６ 犖×６

上游引物（１５μｍｏｌ／Ｌ） １ 犖×１

下游引物（１５μｍｏｌ／Ｌ） １ 犖×１

探针（１０μｍｏｌ／Ｌ） １ 犖×１

ＤＥＰＣ水 １３．５ 犖×１３．５

总体积 ４０ 犖×４０

５
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６．３．４．２　荧光ＲＴＰＣＲ反应液分装：将６．３．４．１配制的荧光ＲＴＰＣＲ反应液充分混合均匀，按每管

４０μＬ分装于０．２ｍＬ透明荧光ＰＣＲ管，荧光ＰＣＲ管放于９６孔板上，一定要按顺序记录好被检样品

管、阳性对照管、阴性对照管。转移至样本处理区。

６．３．４．３　加样：在样本处理区进行。在各设定的荧光ＲＴＰＣＲ管中分别加入制备好的 ＲＮＡ溶液

１０μＬ，盖紧管盖，５００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ。转移至检测区。

６．３．４．４　荧光ＲＴＰＣＲ检测：在检测区进行。将６．３．４．３中离心后的ＰＣＲ管放入荧光ＲＴＰＣＲ检测

仪内，在９６孔板内（表内）记录或填写被检样品（Ｕｎｋｎｏｗｎ）、阳性对照（ＰＣ）、阴性对照（ＮＴＣ）；设置探

针：５’为ＦＡＭ，３’为ＴＡＭＡＲ。

６．３．４．５　循环条件设置：第一阶段，反转录４２℃，３０ｍｉｎ；第二阶段，预变性９４℃，３ｍｉｎ；第三阶段，

９４℃／２０ｓ，６０℃／３０ｓ，４０个循环。试验检测结束后，保存结果，根据收集的荧光曲线和Ｃｔ值判定

结果。

６．４　结果判定

６．４．１　结果分析和条件设定

直接读取检测结果。基线和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

性样品扩增曲线的最高点为准。

６．４．２　质控标准

６．４．２．１　阴性对照无Ｃｔ值，并且无扩增曲线，一直为水平线。

６．４．２．２　阳性对照的Ｃｔ值应小于２８．０，并出现典型的扩增曲线，两个阳性对照扩增曲线基本重合。

否则，此次实验视为无效。

６．４．３　结果描述及判定

６．４．３．１　阴性

无Ｃｔ值并且无扩增曲线，表示样品中无水泡性口炎病毒。

６．４．３．２　阳性

Ｃｔ值小于等于３０．０，且出现典型的扩增曲线，表示样品中存在水泡性口炎病毒。

６．４．３．３　有效原则

Ｃｔ值在３０．０～３５的样本建议重做。重做结果无Ｃｔ值或者大于等于３０．０为阴性，否则为阳性。

６．４．４　结果处理

如样品经荧光ＲＴＰＣＲ反应判定为阳性，应立即将原样品按生物安全要求包装送国家口蹄疫参考

实验室确认。

７　微量血清中和试验

７．１　试剂和材料

７．１．１　病毒：ＶＳＶＮＪ和ＶＳＶＩＮＤ国际标准毒株。

６
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７．１．２　血清：ＶＳＶＮＪ和ＶＳＶＩＮＤ两型标准阳性血清、阴性血清。

７．１．３　被检血清。

７．１．４　细胞：ＢＨＫ２１或Ｖｅｒｏ细胞株。

７．１．５　细胞培养液：ＥＭＥＭ细胞生长液，配制见附录Ａ。

７．１．６　细胞维持液：ＥＭＥＭ细胞维持液，配制见附录Ａ。

７．１．７　细胞分散液：配制见附录Ａ。

７．２　器械和设备

分析天平、高压灭菌器、干烤箱、超声波粉碎机、倒置显微镜、微型振荡器、二氧化碳培养箱、冰箱

（－２０℃保存血清，－７０℃保存种毒）。９６孔组织培养板，单孔道、多孔道微量移液器（２０μＬ～２００μＬ）。

７．３　试验程序

７．３．１　病毒繁殖

制备ＢＨＫ２１或Ｖｅｒｏ细胞单层，加维持液洗去细胞培养液中的犊牛血清后，弃维持液，然后接种

ＶＳＶＮＪ型和ＶＳＶＩＮＤ病毒，３７℃吸附１ｈ，弃去细胞瓶中接种的病毒液，加入维持液，置５％二氧化

碳培养箱３７℃培养，逐日观察，出现细胞圆缩、脱落等ＣＰＥ。待ＣＰＥ达７５％以上，收获病毒悬液，冻融

或超声波处理，２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，分装成每小瓶１ｍＬ，置－７０℃保存备用。

７．３．２　毒价测定

将各型病毒在９６孔板上作１００～１０
－１０稀释，每孔病毒悬液为５０μＬ，每个稀释度作８孔，加入

１００μＬ细胞悬液（浓度３×１０
５ 细胞／ｍＬ），每孔再加入５０μＬＥＭＥＭ，每块板设８孔细胞对照。置５％

二氧化碳培养箱３７℃培养，从２４ｈ开始逐日观察记录 ＣＰＥ。按 Ｋａｒｂｅｒ方法计算出各型病毒的

ＴＣＩＤ５０／５０μＬ。

７．３．３　操作步骤

７．３．３．１　血清处理

水泡性口炎标准阳性血清、阴性血清、被检血清经５６℃３０ｍｉｎ灭能。

７．３．３．２　设立对照

７．３．３．２．１　细胞对照：设４孔正常细胞对照，即每孔加细胞悬液１００μＬ（３×１０
５ 个细胞／ｍＬ）、稀释液

１００μＬ。

７．３．３．２．２　阴性血清对照：设４孔阴性对照，每孔加阴性血清和１００ＴＣＩＤ５０／５０μＬ病毒悬液各５０μＬ，

再加入细胞悬液１００μＬ（３×１０
５ 个细胞／ｍＬ）。

７．３．３．２．３　病毒回归对照：将各型病毒稀释成１０００、１００、１０、１ＴＣＩＤ５０／５０μＬ，每个稀释度作４孔，每

孔加入５０μＬ病毒悬液，再加入细胞悬液１００μＬ（３×１０
５ 个细胞／ｍＬ）、每孔补充稀释液５０μＬ。

７．３．３．２．４　阳性血清对照：将阳性血清分别作１∶４、１∶８、１∶１６、１∶３２、１∶６４、１∶１２８稀释，每个稀释

度作４孔，每孔加各稀释度阳性血清和１００ＴＣＩＤ５０／５０μＬ病毒悬液各５０μＬ，再加入细胞悬液１００μＬ

（３×１０５ 个细胞／ｍＬ）。

７．３．３．２．５　血清毒性对照：每份被检血清应按稀释度各设一孔毒性对照、每孔各加稀释度血清５０μＬ，

稀释液５０μＬ和１００μＬ细胞悬液。

７
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７．３．３．３　中和试验

７．３．３．３．１　实验步骤

将每份被检血清作１∶４、１∶８、１∶１６、１∶３２、１∶６４、１∶１２８稀释，每个稀释度作４个孔，每孔各加

稀释度血清５０μＬ。每孔加入病毒悬液５０μＬ（１００ＴＣＩＤ５０／５０μＬ），振荡３ｍｉｎ～５ｍｉｎ，置３７℃中和

１ｈ；加细胞悬液１００μＬ（３×１０
５ 个细胞／ｍＬ），置３７℃５％二氧化碳培养箱培养，２４ｈ后逐日观察ＣＰＥ

并进行记录，培养７ｄ。

７．３．３．３．２　结果判定

当病毒回归１０００、１００、１０ＴＣＩＤ５０／５０μＬ全部出现ＣＰＥ、１ＴＣＩＤ５０／５０μＬ出现５０％ＣＰＥ，阳性血

清１∶３２出现５０％以上保护、阴性孔细胞１００％病变、正常细胞孔细胞形态正常、血清毒性对照孔无细

胞毒性出现，全部对照成立时，才能进行判定，判定时间为４８ｈ～７２ｈ。被检血清孔５０％出现保护，判

为阳性，如低于５０％判为阴性。当某份血清的某一稀释度出现５０％保护时，该血清稀释度即为该份血

清的中和抗体滴度。

８　酶联免疫吸附试验

８．１　试剂和材料

８．１．１　包被抗原：水泡性口炎病毒提纯抗原。

８．１．２　血清：水泡性口炎标准阳性、阴性血清。

８．１．３　被检血清：经５６℃３０ｍｉｎ灭能。

８．１．４　水泡性口炎病毒特异性单克隆抗体（ＶＳＶＭｃＡｂ）。

８．１．５　羊抗鼠ＩｇＧＨＲＰ：可从有关生物试剂公司购买，按说明书指定的工作浓度稀释使用。

８．１．６　包被液、洗涤液、封闭液、稀释液、底物液、终止液：配制见附录Ａ。

８．２　器械和设备

８．２．１　酶标仪。

８．２．２　可拆９６孔酶标板。

８．２．３　单孔道、多孔道可调微量移液器（１μＬ、５０μＬ、１００μＬ、１０００μＬ）、微量滴头。

８．２．４　吸管（５ｍＬ、１０ｍＬ）。

８．２．５　刻度量筒（１００ｍＬ、１０００ｍＬ）。

８．２．６　试剂瓶（５０ｍＬ、１００ｍＬ、５００ｍＬ）。

８．２．７　洗涤瓶（５００ｍＬ）。

８．２．８　贮液器。

８．２．９　计算器。

８．２．１０　３７℃恒温箱。

８．３　试验操作

８．３．１　包被酶标板：按照提供的包被抗原所附说明书要求，用包被液稀释抗原，包被９６孔酶标板，每孔

５０μＬ，置４℃冰箱过夜。

８．３．２　用稀释液按１∶１０稀释阳性、阴性对照血清和所有被检血清，被检血清稀释可在试验前１ｄ进
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行，置４℃过夜。

８．３．３　洗涤：取出已包被抗原的酶标板，用洗涤液洗板三次，在纸巾上拍干。

８．３．４　加样如下：

ａ）　按表２所示设立稀释液空白对照、阴性血清对照、阳性血清对照；

ｂ）　每份被检血清样品加两孔；

ｃ）　取１００μＬ稀释液入空白对照孔，取５０μＬ阴性、阳性血清加入相应的对照孔，取５０μＬ被检血

清样品入相邻横行孔内，３７℃湿盒感作１ｈ，用洗涤液洗板三次。

表２　水泡性口炎竞争酶联免疫吸附试验

１ １

２ ２

３ ３

４ ４

５ ５

６ ６

７ ７

８ ８

９ ９

１０ １０

１１ １１

１２ １２

１３ １３

１４ １４

１５ １５

１６ １６

ＢＬ ＢＬ

ＢＬ ＢＬ

ＰＣ ＰＣ

ＰＣ ＰＣ

ＮＣ ＮＣ

ＮＣ ＮＣ

１７ １７

１８ １８

１９ １９

２０ ２０

２１ ２１

２２ ２２

２３ ２３

２４ ２４

２５ ２５

２６ ２６

２７ ２７

２８ ２８

２９ ２９

３０ ３０

３１ ３１

３２ ３２

３３ ３３

３４ ３４

３５ ３５

３６ ３６

３７ ３７

３８ ３８

３９ ３９

４０ ４０

４１ ４１

４２ ４２

　　注：ＢＬ—空白对照，ＰＣ—阳性血清对照，ＮＣ—阴性对照。１～４２为样品号。

８．３．５　ＭｃＡｂ和羊抗鼠ＩｇＧＨＲＰ的稀释：ＭｃＡｂ按说明书要求，用稀释液稀释，混匀：羊抗鼠ＩｇＧ

ＨＲＰ按说明书要求，用稀释液稀释，混匀。

８．３．６　加 ＭｃＡｂ：每孔加５０μＬＭｃＡｂ（空白对照不加），轻轻混匀。酶标板置３７℃湿盒感作３０ｍｉｎ。

８．３．７　加酶结合物：除空白对照孔外，其他所有孔每孔加５０μＬ羊抗鼠ＩｇＧＨＲＰ。轻轻混匀。酶标板

置３７℃湿盒中感作３０ｍｉｎ。

８．３．８　配制底物液：取出９．７ｍＬ底物液于棕色瓶中，加入ＴＭＢ液３００μＬ和７μＬ３０％ Ｈ２Ｏ２，充分

混匀。

８．３．９　洗涤酶标板孔５次。

８．３．１０　加底物液：在室温下所有板孔加１００μＬ底物液（此步要尽快完成），酶标板置湿盒暗盒

１０ｍｉｎ。

８．３．１１　加终止液：快速加入５０μＬ／孔终止液。终止后，应在３０ｍｉｎ内测定 ＯＤ值，以免颜色发生

变化。

８．３．１２　用酶标仪在波长４５０ｎｍ下测定ＯＤ值，按下式计算ＰＩ。

８．３．１３　抑制百分比（ＰＩ）计算见式（１）：

ＰＩ＝ １００－
被检血清平均 ＯＤ值
阴性血清平均 ＯＤ值

×（ ）１００ ×１００％ ……………………（１）

８．３．１４　结果判定：ＰＩ≥５０％被检血清ＶＳＶ抗体阳性；ＰＩ＜５０％被检血清ＶＳＶ抗体阴性；ＰＩ在４５％～

５０％之间的样品判为可疑，应重复试验，如ＰＩ仍在４５％～５０％之间，则判为阳性。

９

犛犖／犜１１６６—２０１０



附　录　犃

（规范性附录）

溶 液 配 方

犃．１　碳酸缓冲甘油

犃．１．１　０．５犿狅犾／犔狆犎９．５碳酸缓冲液的配制

无水碳酸氢钠（ＮａＨＣＯ３）　　　　　　　　　　　３．７０ｇ

无水碳酸钠（Ｎａ２ＣＯ３） ０．６０ｇ

蒸馏水 １００ｍＬ

抽滤除菌。

犃．１．２　碳酸缓冲甘油

１份碳酸缓冲液加９份灭菌甘油混合即成。

犃．２　０．０１犿狅犾／犔狆犎７．２～７．４磷酸盐缓冲液（犘犅犛）

无水磷酸氢二钠（Ｎａ２ＨＰＯ４） １．１９ｇ

无水磷酸二氢钠（ＮａＨ２ＰＯ４） ０．２２ｇ

氯化钠（ＮａＣｌ） ８．５０ｇ

蒸馏水 １０００ｍＬ

１．０３４×１０５Ｐａ，１５ｍｉｎ高压灭菌或抽滤除菌。

犃．３　乳糖蛋白胨缓冲液肉汤（犅犔犘）

犃．３．１　ａ液的配制：

无水磷酸二氢钠（ＮａＨ２ＰＯ４） ４．６０ｇ

三蒸水 ５００ｍＬ

犃．３．２　ｂ液的配制：

无水磷酸氢二钠（Ｎａ２ＨＰＯ４） ９．４０ｇ

三蒸水 １０００ｍＬ

犃．３．３　工作液：

ａ液 ２２０ｍＬ

ｂ液 ７８０ｍＬ

蛋白胨 ２．００ｇ

乳糖 １００ｇ

１．０３４×１０５Ｐａ，１５ｍｉｎ高压灭菌或抽滤除菌。

犃．４　变性液的配制

柠檬酸钠 ０．７６４ｇ

０１
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十二烷基肌氨酸钠 ０．５ｇ

β巯基乙醇 ０．８６８ｍＬ

异硫氰酸胍 ７．４１８ｇ

灭菌三蒸水 水加至１００ｍＬ

犃．５　裂解液

裂解液的主要成分为异硫氰酸胍和酚，为ＲＮＡ提取试剂，外观为红色液体，于４℃保存；可直接购

买商品化的Ｔｒｉｚｏｌ试剂。

犃．６　５倍犃犕犞逆转录酶浓缩缓冲液

ＴｒｉｓＨＣｌ ２５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８．３

氯化钾（ＫＣｌ） ２５０ｍｍｏｌ／Ｌ

氯化镁（ＭｇＣｌ２） ５０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＤＴＴ ５０ｍｍｏｌ／Ｌ

犃．７　犜犪狇酶用１０倍浓缩缓冲液

ＴｒｉｓＨＣｌ ５００ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８．８

氯化钾（ＫＣｌ） ５００ｍｍｏｌ／Ｌ

ＴｒｉｔｏｎＸ１００ １％

犃．８　上样缓冲液

每１００ｍＬ水溶液中含：溴酚蓝０．２５ｇ，蔗糖４０ｇ。

犃．９　犇犈犘犆处理水

去离子水中按０．１％加入ＤＥＰＣ（焦碳酸二乙酯），室温或３７℃静置过夜，１．０３４×１０５Ｐａ高压

３０ｍｉｎ，冷却备用。

犃．１０　５×犜狉犻狊硼酸（犜犅犈）电泳缓冲液

Ｔｒｉｓ ５４．０ｇ

硼酸 ２７．５ｇ

０．５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ８．０） ２０ｍＬ

三蒸水定容至 １０００ｍＬ

充分溶解，４℃保存。

犃．１１　１０犿犵／犿犔溴化乙锭溶液

溴化乙锭 １ｇ
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三蒸水 １００ｍＬ

置棕色瓶中，磁力搅拌数小时以确保其完全溶解，然后用铝箔包裹容器，保存于室温。

本品为强致癌物，使用时需小心。

犃．１２　２％琼脂糖凝胶的制备

在２００ｍＬ三角烧瓶中加入：电泳级琼脂糖，２ｇ；０．５×ＴＢＥ缓冲液，１００ｍＬ。微波炉中使之完全

溶解后，加入１０ｍｇ／ｍＬ溴化乙锭溶液５μＬ充分摇匀，备用；待琼脂糖冷却到６０℃左右，倒入制胶板并

防止气泡产生，使琼脂糖厚度达３ｍｍ～５ｍｍ；待凝胶完全凝固后去掉梳子和两端封口物，将凝胶托盘

放入电泳槽，加入０．５×ＴＢＥ电泳缓冲液使之高出凝胶２ｍｍ～３ｍｍ。

犃．１３　无钙镁离子的０．０１犿狅犾／犔犘犅犛（狆犎７．２）

磷酸氢二钠（Ｎａ２ＨＰＯ４） １．１９ｇ

磷酸二氢钠（ＮａＨ２ＰＯ４） ０．２２ｇ

氯化钠（ＮａＣｌ） ８．５０ｇ

水 １０００ｍＬ

犃．１４　０．０４犿狅犾／犔狆犎７．４的磷酸盐缓冲液（犘犅犛）

磷酸氢二钠（Ｎａ２ＨＰＯ４） ０．５６ｇ

磷酸二氢钾（ＫＨ２ＰＯ４） ０．１４ｇ

氯化钠（ＮａＣｌ） ８．５ｇ

水 加至１０００ｍＬ

犃．１５　犈犕犈犕细胞生长液

按说明书要求配制ＥＭＥＭ 培养基，加１０％无水泡性口炎抗体的胎牛血清（经５６℃３０ｍｉｎ灭

活），含青霉素２００ＩＵ／ｍＬ、链霉素２００μｇ／ｍＬ）。抽滤除菌，同时分装，贮存于４℃冰箱。

犃．１６　犈犕犈犕细胞维持液

按说明书要求配制ＥＭＥＭ培养基，加２％无水泡性口炎抗体的胎牛血清经５６℃３０ｍｉｎ灭活，含

青霉素２００ＩＵ／ｍＬ、链霉素２００μｇ／ｍＬ）。抽滤除菌，同时分装，贮存于４℃冰箱。

犃．１７　细胞分散液

胰酶 ２．５ｇ

乙二胺四乙酸二钠（ＥＤＴＡ） ０．２ｇ

无钙镁ＰＢＳ １０００ｍＬ

抽滤除菌，同时分装，冻存。
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犃．１８　包被液：０．０５犿狅犾／犔狆犎９．６碳酸盐缓冲液

碳酸氢钠（ＮａＨＣＯ３） １．４６ｇ

碳酸钠（Ｎａ２ＣＯ３） ０．９７ｇ（或Ｎａ２ＣＯ３·１０Ｈ２Ｏ　　１．２ｇ）

水 ５００ｍＬ

溶解后置于４℃冰箱，一周内使用。

犃．１９　洗涤液（０．０１犿狅犾／犔狆犎７．４犘犅犛０．０５％吐温２０，犘犅犛犜）

氯化钠（ＮａＣｌ） ４ｇ

磷酸二氢钾（ＫＨ２ＰＯ４） ０．１ｇ

磷酸氢二钠（Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ） １．４５ｇ

氯化钾（ＫＣｌ） ０．１ｇ

吐温２０ ０．２５ｍＬ

水 ５００ｍＬ

溶解后置于４℃冰箱备用。

犃．２０　稀释液：１％明胶或５％鸡血清犘犅犛犜

洗涤液 １００ｍＬ

明胶 １ｇ

或

洗涤液 ９５ｍＬ

鸡血清 ５ｍＬ

溶解或混匀后置于４℃冰箱备用。

犃．２１　底物液

犃．２１．１　乙酸柠檬酸缓冲液（狆犎６．０）

乙酸钠（Ａ液）：

乙酸钠 １．６４ｇ

水 ２００ｍＬ

溶解后置于４℃冰箱备用。

柠檬酸（Ｂ液）：

柠檬酸 ２．１ｇ

水 １００ｍＬ

溶解后置于４℃冰箱备用。

配制：取Ｂ液约２ｍＬ至Ａ液中调ｐＨ值至６．０，置于４℃冰箱备用。

犃．２１．２　犜犕犅溶液

ＴＭＢ ３５０ｍｇ
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甲醇 １００ｍＬ

加温溶解后于暗盒中存室温。

犃．２１．３　工作底物液（临用前配制）

ｐＨ６．０乙酸柠檬酸缓冲液（３７℃） ９．７ｍＬ

ＴＭＢ溶液 ３００μＬ

Ｈ２Ｏ２ ７μＬ

犃．２２　终止液：１犿狅犾／犔犎２犛犗４

浓硫酸 ２２．２ｍＬ

水 １７７．８ｍＬ

犃．２３　封闭液

３％明胶或１０％灭能鸡血清ＰＢＳＴ。
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附　录　犅

（资料性附录）

犚犜犘犆犚扩增片段序列（２２７犫狆／１１９犫狆）

　　１　ｇｇａａａｃａａａａａｇａｔｇｇｔｃａｃｇａｇｔｇａｃａｔｇｔｇｔｔａｃａａａｔｇａｔｃａａａｔｔｃｃｇａｃａｔｇｔｇｃ

６１　ｔａａｔｔｔｇａｔｇｔｃｔｔｃａｇｔｃｔｃｔａｃｔａａｔｇｃａｔｔａａｃｇｇｔｔｇｃａｃａｃｔｔｔｇｃａｇａａａｇｃｃｃ

１２１　ｔａｔａａａｃｇｃａａｔｇａｔｔｃａａｔａｔａａｔｔａｔｔｔｔｇｇｇａｃｃｔｔｔｇｃｔｃｇａｔｔａｔｔｇｃｔｃｔｔｔａｔ

１８１　ｇｃａｔｇａｃｃｃｔｇｃａａｔａａｇａｃａａｔｃｔｃｔｇｔａｔａｃａｇｔｃａａｇｇａａａａｇａｔａｃｃｔｇｇｔｔｔｇｃａ

２４１　ｃａｃｃａｇａａｃａｔｔｃａａａｔａｃｇｃｔｇｔａｔｔａｔａｔｃｔａｇａｔｃｃｔｔｃａａｔｃｇｇａｇｇｇｇａａｔｇｔｇｇ

３０１　ｔａｔｇｇｃｇｔｔｇｔｃｔｃｇａｔｔｃｔｔａａｔｃａｇａｇｃｔｔｔｔｃｃａｇａｔｃｃｇｇａａａｃａｇａｇａｇｃｃｔｔｔｃ

３６１　ａｔｔｃｔｇｇａａａｔｔｔａｔｔｔａｔｇａａｃａｔｇｃｔｃｇｇａｇｃｃｔｃｃａｔｃｔｔａａａａａｇａｔｇｇｃｔｇｔａａｔ

４２１　ｇｔｔｔｇｇｇｇａｃｃｔｔｃｃａａｔｔｇｃｃａａａｔｔｃａｇａａｔａｇａｇｃａｔａｔｃａａｔａａｇｔｔａｔｔａｇａｇｇａ
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