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言
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本标准按照
!"

!

#$%$

"

&''(

给出的规则起草#

本标准代替了
)*

!

#$+(,

"

&''+

$猪伪狂犬病微量血清中和试验操作规程%#

本标准与
)*

!

#$+(,

"

&''+

相比&主要技术变化如下'

"""本标准中第
-

章引用了
!"

!

#$,+-$

"

&''&

$伪狂犬病诊断技术%中第
.

章的内容(

"""修改采用了
!"

!

#$,+-$

"

&''&

$伪狂犬病诊断技术%中第
&

)

-

)

/

章的内容(

"""本标准中第
/

章代替了$猪伪狂犬病微量血清中和试验操作规程%*

)*

!

#$+(,

"

&''+

+#

本标准修改采用
012

$陆生动物诊断试验与疫苗手册%*

&'',

+中第
&%$%&

章制定&修改了病毒分离)

345

)血清中和试验的操作规程&增加了兔体接种试验)鉴别诊断
261)7

方法)乳胶凝集试验)免疫荧光

试验的操作规程#
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伪狂犬病检疫规范

!

!

范围

本标准规定了伪狂犬病的病毒分离鉴定)聚合酶链式反应)兔体接种试验)血清中和试验)酶联免疫

吸附试验)乳胶凝集试验及免疫荧光试验的检疫技术规范#

本标准适用于进出境猪)羊)牛)犬)猫及其他易感动物伪狂犬病的检疫和诊断#

%

!

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#
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!

#$,+-$

"

&''&

!

伪狂犬病诊断技术

'

!

病毒分离鉴定

'%!

!

试验材料及设备

8929

培养液)细胞生长液)细胞维持液配方见附录
7

&猪肾细胞系细胞*

3:;$<

+或仓鼠肾细胞

*

"=:&$

+)新生犊牛血清)青霉素)链霉素)

'%&&

"

>

微孔滤膜)细胞培养瓶)

./?

恒温培养箱等#

'%%

!

操作方法

'%%%!

!

样品采集

用于病毒分离的样品可以是活猪的口咽液)鼻液*拭子+或扁桃体活组织&或来源于死亡猪或表现临

床症状猪的样本&其中脑和扁桃体样本是首选#对于潜伏感染的猪&三叉神经节是分离病毒最合适的

部位#

牛感染该病的特征通常是搔痒&可以采集脊索的相应部位作为样本#

'%%%%

!

样品处理

在含抗生素*例如
&''1@

!

>6

青霉素和
$''

"

A

!

>6

链霉素+的细胞培养液或常规缓冲液中对以上

样品进行匀浆处理&样品与液体的比例为
$B<

&反复冻融
.

次后
.'''C

!

>DE

低速离心
$'>DE

获得上

清液&经
'%&&

"

>

微孔滤膜过滤&然后利用其接种任何对伪狂犬病毒敏感的细胞培养系统#如果不立

即接种细胞分离病毒&可以将其置于
F/'?

保存作为接种材料#

'%%%'

!

接种细胞

分离该病毒常使用猪肾细胞系*

3:;$<

+&接种前采用细胞生长液培养细胞&接种后使用的细胞维持

液应该含有抗生素&例如
&''1@

!

>6

青霉素和
$''

"

A

!

>6

链霉素#

将样品滤液接种到已长成单层的
3:;$<

细胞上&接种量为最终培养维持液的
$'G

&

./?

恒温培养

箱中吸附
$H

&然后加入
8929

培养维持液&置于
./?

恒温培养箱中培养&逐日观察#

$
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!

#!"#$

"
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'%'

!

观察结果

通常伪狂犬病毒诱导产生的细胞病变效应*

432

+出现在接种后的
&-H

#

/&H

内&因此用于接种的

细胞培养物应维持
<I

#

+I

#

当接种样品滤液后出现
432

时&表现为细胞变圆)聚集&成网状)细胞层脱落&有时形成合胞体#在

没有明显
432

时&应盲传三代&如仍然无
432

出现&则伪狂犬病毒分离检测为阴性#

'%(

!

病毒鉴定

对于出现
432

的细胞培养物进行病毒鉴定&可以采用病毒中和试验)免疫荧光试验或聚合酶链式

反应&出现阳性结果即可判定为伪狂犬病毒分离鉴定阳性#

(

!

聚合酶链式反应*

$%&

+

按照
!"

!

#$,+-$

"

&''&

中的操作方法进行#

)

!

兔体接种试验

)%!

!

试验动物

选择健康成年家兔&经血清中和试验)乳胶凝集试验)琼脂扩散试验或酶联免疫吸附试验检测&证实

为伪狂犬病抗体阴性#

)%%

!

样品处理

无菌采集疑为该病死亡或扑杀动物的脑组织)扁桃体)淋巴结&混合后剪碎&用组织匀浆器研磨&用

灭菌生理盐水配成
$B<

乳悬液&反复冻融
.

次后&以
.'''C

!

>DE

离心
$'>DE

&取上清液加入青霉素和

链霉素溶液&最终浓度分别为
&''1@

!

>6

和
$''

"

A

!

>6

&置
-?

冰箱中作用
$&H

&作为待检样品#

)%'

!

接种试验动物

将待检样品经颈部皮下注射接种&每只家兔接种
$>6

#

&>6

#

)%(

!

结果观察及判定

)%(%!

!

伪狂犬病毒感染阳性

被接种动物在接种后
&-H

#

-,H

注射部位出现奇痒&家兔啃咬注射局部&导致皮肤溃烂&家兔尖

叫)口吐白沫&最终死亡#

)%(%%

!

伪狂犬病毒感染阴性

观察
<I

后&接种家兔仍健活且无奇痒症状&判为阴性#

"

!

血清中和试验

"%!

!

试验材料及设备

细胞'选用对伪狂犬病毒敏感的细胞&例如
3:;$<

细胞系或原代肾细胞#

细胞培养液'根据细胞种类不同选用不同培养液&例如
3:;$<

细胞的培养液可以是加
$'G

胎牛血

&
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!
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清的
8929

培养液#

标准伪狂犬病病毒株&适宜保存于
F/'?

或更低的温度&或冻干保存于
-?

#

标准阳性血清和标准阴性血清#

./?

二氧化碳培养箱等#

"%%

!

预备试验

利用
5JJIK 9LJEMH

法或
:NCOJC

法测定病毒的
#418

<'

*

<'GPDQQLJMLRPLCJDESJMPDTJIUQJ

+&参见

附录
"

#

"%'

!

正式试验

"%'%!

!

定性试验

"%'%!%!

!

将样品血清置于
<+?

水浴
.'>DE

&破坏血清中的补体#

"%'%!%%

!

将未稀释的血清加入到
(+

孔细胞培养板中&每份
.

孔&每孔
<'

"

6

#

"%'%!%'

!

每孔加入
<'

"

6

含有
$''#418

<'

!

<'

"

6

*或
&'''#418

<'

!

>6

+的伪狂犬病毒液&振荡后置于

./?

二氧化碳培养箱中
$H

#

"%'%!%(

!

每孔加入
$<'

"

6

细胞悬液&细胞浓度约为
$%<V$'

< 细胞!
>6

&轻微振荡使细胞均匀分布在

孔的底部&然后置于
./?

二氧化碳培养箱中*或密封细胞板后置于
./?

恒温培养箱中+#

"%'%!%)

!

每次检测应设置如下对照'

W

+

!

病毒对照'将
$''#418

<'

!

<'

"

6

的病毒液作
$B$

)

$B$'

)

$B$''

)

$B$'''

的稀释&每个稀释

度的病毒液设
,

孔重复&每孔加
<'

"

6

&在加入
<'

"

6

培养液后置于
./?

二氧化碳培养箱中

$H

&以
+%.%$%-

的方式加入细胞悬液后培养(

O

+ 细胞对照'至少作
&

孔重复&每孔加
$''

"

6

培养液及
$<'

"

6

浓度约为
$<''''

细胞!
>6

的细

胞悬液(

M

+ 阳性血清对照'使用已知伪狂犬病毒中和抗体滴度*

#

+的血清&作
-#

)

&#

)

#

)

#

!

&

)

#

!

-

五个稀

释度&每个稀释度至少作
&

孔重复&每孔
<'

"

6

&以
+%.%$%.

)

+%.%$%-

的方式分别加入病毒悬

液)细胞悬液后培养(

I

+ 阴性血清对照'以
+%.%$%&

)

+%.%$%.

)

+%.%$%-

的方式操作(

J

+ 被检血清对照'为了验证待检血清是否有细胞毒性作用而设立此对照&每份待检血清
<'

"

6

&

加入
<'

"

6

培养液后置于
./?

二氧化碳培养箱中
$H

&然后以
+%.%$%-

的方式加入细胞悬液

后培养#

"%'%!%"

!

在试验后
-,H

和
/&H

&分别利用倒置显微镜*

$''V

+观察
(+

孔细胞培养板&检查细胞孔中是

否有毒性反应和
432

&只有如下对照结果成立才能判定待检样品的试验结果'

W

+ 病毒对照'病毒悬液的滴度应该在
.'#418

<'

!

<'

"

6

#

.''#418

<'

!

<'

"

6

之间(

O

+ 细胞对照'细胞对照孔的细胞正常)无变化(

M

+ 阳性血清对照'测得的血清抗体滴度应与预期滴度相当*波动在
$

个滴度范围之内+(

I

+ 阴性血清对照'没有
432

出现(

J

+ 被检血清对照'被检血清的
432

检查应考虑其对细胞毒性作用的可能#

"%'%!%*

!

待检血清的检测会出现如下结果'

W

+ 在
.I

内&

.

孔均出现
432

的&判为阴性(

O

+ 在第
.

天&

.

孔均未出现
432

的&判为阳性(

M

+ 在第
.

天&

.

孔中只有
$

孔出现
432

的&判为可疑&需要重新检测(

.

!"

!

#!"#$

"

%&!&



I

+ 在第
.

天&出现
432

的小斑时&判为可疑&需要重新检测(

J

+ 在待检血清对照孔及测试孔有细胞毒性效应的&判为可疑&需要重新检测#

注'在试验后
$+H

替换新鲜培养液将降低细胞毒性效应&同时不影响特异性抗体的滴度#

"%'%%

!

定量试验

"%'%%%!

!

将样品血清置于
<+?

水浴
.'>DE

&破坏血清中的补体#

"%'%%%%

!

在
(+

孔细胞培养板上待检血清区域&每孔加入
<'

"

6

培养液&然后加入
<'

"

6

待检血清进行

系列倍比稀释&每个稀释度作
.

孔重复&在最后一个稀释孔中混匀后弃去
<'

"

6

#

"%'%%%'

!

除病毒对照及每份样品的待检血清对照之外&其余孔中加入
<'

"

6

含有
$''#418

<'

!

<'

"

6

*或
&'''#418

<'

!

>6

+的伪狂犬病毒液#随后的操作参照
+%.%$%.

)

+%.%$%-

#

"%'%%%(

!

检测对照设置同
+%.%$%<

#

"%'%%%)

!

结果判读是在试验后
-,H

和
/&H

&分别利用倒置显微镜*

$''V

+观察
(+

孔细胞培养板&检查

细胞孔中是否有毒性反应和
432

&计算血清抗体效价#

血清抗体效价
"

$B&

&判为伪狂犬病中和抗体阳性#

血清抗体效价大于
$B$

而小于
$B&

&判为可疑&应采用
261)7

或乳胶凝集试验验证结果&或者重

新采样检测&间隔期至少
,I

#

血清抗体效价小于
$B$

&判为阴性#

*

!

酶联免疫吸附试验*

'()!*

+

*%!

!

检测全病毒抗体
'()!*

*%!%!

!

试验材料及设备

完整伪狂犬病毒抗原)酶标抗体)伪狂犬病阳性血清)阴性血清(抗原稀释液)洗涤液)样品稀释液)

酶标结合物稀释液)底物液)终止液配制方法参见附录
"

(酶标反应板)

./?

恒温培养箱)酶标仪#

*%!%%

!

操作方法

*%!%%%!

!

包被抗原

以完整伪狂犬病毒抗原作为包被酶标反应板的抗原#

*%!%%%%

!

包被酶标反应板

用抗原稀释液稀释抗原&通过方阵滴定法确定最佳包被抗原浓度作为工作浓度#将工作浓度的抗

原加到
(+

孔酶标反应板上&每孔
&''

"

6

&于
-?

包被
$,H

&然后用洗涤液洗板
.

次&包被好的酶标反应

板置于
F&'?

或
F/'?

保存备用#

*%!%%%'

!

检测程序

利用样品稀释液按
$B.'

稀释待检样品)阳性血清)阴性血清&加入到包被好的酶标反应板上&每孔

$''

"

6

&阳性对照和阴性对照分别作
.

孔重复&于
./?

放置
.'>DE

#弃去板中溶液&用洗涤液洗板

.

次#每孔加入
$''

"

6

用酶标结合物稀释液稀释到工作浓度的酶标结合物&于
./?

放置
.'>DE

#弃

去板中溶液&用洗涤液洗板
.

次&最后一次洗完后应用吸水纸拍干#加入
$''

"

6

合适的底物溶液*如邻

苯二胺
;

过氧化氢+&室温避光显色
&<>DE

后&每孔加入
<'

"

6

终止液终止显色#在酶标仪上测定
-('E>

波长的光吸收值*

08

-('

+#

-

!"

!

#!"#$

"

%&!&



*%!%'

!

结果判定

可采用
!

!

"

值作为临界值进行结果判定&先计算阴性对照
08

-('

平均值*

*4

+和阳性对照
08

-('

平

均值*

34

+&

!

!

"

*样品检测
08

-('

值与阳性对照
08

-('

平均值之比+

X

*样品
08

-('

值
F*4

+!*

34F*4

+#

当
!

!

"

"

'%<

&判为抗体阳性(当
!

!

"

#

'%<

&判为抗体阴性#

*%%

!

鉴别检测
'()!*

*%%%!

!

试验材料及设备

伪狂犬病毒
A

2

蛋白)酶标抗体)抗伪狂犬病
A

2

蛋白阳性血清)抗伪狂犬病
A

2

蛋白阴性血清(抗原

包被液)洗涤液)样品稀释液)酶标结合物稀释液)底物液)终止液配制方法参见附录
"

(酶标反应板)

./?

恒温培养箱)酶标仪#

*%%%%

!

简要操作流程

*%%%%%!

!

包被抗原

以伪狂犬病毒
A

2

蛋白作为包被酶标反应板的抗原#

*%%%%%%

!

包被酶标反应板

用包被液稀释抗原&通过方阵滴定法确定最佳包被抗原浓度作为工作浓度#将工作浓度的抗原加

到
(+

孔酶标反应板上&每孔
&''

"

6

&于
-?

包被
$,H

&然后用洗涤液洗板
.

次&包被好的酶标反应板置

于
F&'?

或
F/'?

保存备用#

*%%%%%'

!

检测程序

检测操作见
/%$%&%.

&结果判定见
/%$%.

#

$

!

乳胶凝集试验

$%!

!

试验材料及设备

伪狂犬病乳胶凝集试验抗原'由灭活伪狂犬病毒致敏乳胶颗粒的悬液&呈白色均匀的乳状#

伪狂犬病标准阳性血清)伪狂犬病标准阴性血清&稀释液配制方法参见附录
"

#

载玻片)微量移液器及吸头#

$%%

!

操作方法

$%%%!

!

对照试验

取
$<

"

6

#

&'

"

6

伪狂犬病乳胶凝集试验抗原&分别与等量阴性血清)阳性血清在洁净的玻片上混

匀&如在
<>DE

内分别出现如下判定标准中的不凝集和等于!高于
<'G

凝集&则对照组成立&可进行待

检血清的检测#

$%%%%

!

待检血清的检测

不需对待检血清热灭活或其他方式的灭活处理即可进行定性检测#取
$<

"

6

待检血清&与等量伪

狂犬病乳胶凝集试验抗原在洁净干燥的载玻片上用竹签搅拌充分混合&在
.>DE

#

<>DE

内观察结果#

<

!"

!

#!"#$

"

%&!&



$%'

!

判定标准

反应后应出现以下几种凝集结果&以
<'G

以上凝集判为阳性结果'

W

+

!

$''G

凝集'混合液变清亮&凝集颗粒聚集在液滴的边缘(

O

+

/<G

凝集'混合液几乎变清亮&出现大的凝集颗粒(

M

+

<'G

凝集'混合液略混浊&出现较多的细小凝集颗粒(

I

+

&<G

凝集'混合液混浊呈乳白色&只出现少量的细小凝集颗粒(

J

+

'G

凝集'混合液呈乳白色均匀一致的悬液&无凝集颗粒出现#

$%(

!

结果判定

待检血清出现
<'G

以上凝集&判为伪狂犬病抗体阳性&否则判为抗体阴性#在待检血清为抗体阴

性&且血清来源动物接受过免疫接种的情况下&则可用血清中和试验或酶联免疫吸附试验进一步检测&

对出现以下三种情况的结果判定'

W

+

!

血清中和试验或酶联免疫吸附试验结果为阴性&则判为伪狂犬病抗体阴性(

O

+ 血清中和试验或酶联免疫吸附试验结果为可疑&应在间隔
&

周后再检测&在乳胶凝集试验)血

清中和试验或酶联免疫吸附试验为阴性或可疑时&则判为阴性(三种方法中任一结果为阳性&

则判为阳性(

M

+ 血清中和试验或酶联免疫吸附试验结果为阳性&则判为伪狂犬病抗体阳性#

#

!

免疫荧光试验

#%!

!

试验材料及设备

伪狂犬病毒荧光抗体)猪伪狂犬病阳性血清)猪伪狂犬病阴性血清)伪狂犬病毒的敏感细胞系*如'

3:$<

细胞)

"=:;&$

细胞+(荧光显微镜)冷冻切片机)恒温培养箱)离心机)高压灭菌器)微量移液器)洁

净载玻片)盖玻片)眼科镊子#

#%%

!

操作方法

#%%%!

!

标本制作

对于新鲜采集的病料&可以制备触片)压片或冷冻切片(对于待检样品接种细胞后检测的&可以在接

种时放置洁净无菌的载玻片来制备细胞飞片#随后用预冷的丙酮固定
$'>DE

&自然干燥后冷藏备用#

#%%%%

!

免疫荧光检测

将上述处理的标本在
3")

液中浸润&然后用吸水纸去除周边多余液体&放入湿盒#滴加工作浓度

的伪狂犬病荧光抗体到待检标本上&

./?

恒温箱中作用
.'>DE

#随后用
3")

液漂洗待检标本
.

次&每

次
.>DE

&用吸水纸去除周边多余液体&自然干燥后于荧光显微镜下检查#

#%'

!

结果判定

在将待检冰冻切片)压片或组织培养玻片置于荧光显微镜下镜检判定结果时&应该注意出现荧光的

颜色和在细胞中的分布部位#用异硫氰酸荧光黄*

Y1#4

+标记的荧光抗体&在荧光显微镜下应发出亮绿

色荧光&凡是呈现暗绿色或黄色的荧光&则为非特异性荧光#阳性特异性荧光应该出现在细胞浆中&如

果在细胞浆外或细胞核内出现荧光&则不能判为阳性#判定结果标准如下'

+

!"

!

#!"#$

"

%&!&



W

+

!

在细胞浆中出现亮绿或黄绿荧光者&判为阳性(

O

+ 在细胞浆中未出现亮绿或黄绿荧光者&判为阴性(

M

+ 在细胞浆中出现微弱亮绿或黄绿荧光者&判为可疑&需要进行重复试验#如果重复试验中&在

细胞浆中依然出现微弱亮绿或黄绿荧光者&判为阳性#

/

!"

!

#!"#$

"

%&!&



附
!

录
!

*

*规范性附录+

病毒分离鉴定溶液的配制

*%!

!

+,',

培养液

取
8929

培养基粉末
$.%<

A

溶于
(<'%'>6

去离子水中&轻轻搅拌至完全溶解后&加入
.%/

A

碳

酸氢钠*

*W=40

.

+&用
$%'>UR

!

6

盐酸*

=4R

+调
Z

=

值至
+%,

#

/%'

&加去离子水定容至
$'''>6

&立即

用孔径为
'%&&

"

>

的微孔滤膜正压过滤除菌后&置
-?

保存备用#

*%%

!

+,',

生长液

在
8929

培养液中加入
$'G

的新生犊牛血清*经
<+?

水浴
.'>DE

灭能+)

&''1@

!

>6

的青霉素&

$''

"

A

!

>6

的链霉素&

-?

保存备用#

*%'

!

+,',

维持液

在
8929

培养液中加入
.G

的新生犊牛血清*经
<+?

水浴
.'>DE

灭能+)

&''1@

!

>6

的青霉素&

$''

"

A

!

>6

的链霉素&

-?

保存备用#

,

!"

!

#!"#$

"

%&!&



附
!

录
!

-

*资料性附录+

病毒
#%)+

)&

计算公式及酶联免疫吸附试验溶液的配制

-%!

!

病毒
#%)+

)&

的计算

按照表
"%$

*举例说明+进行细胞病变孔数等统计&计算出各个稀释度的细胞病变百分比#

表
-%!

病毒稀释度
细胞病变情况 累计孔数

病变孔数 未病变孔数 病变孔数 未病变孔数
细胞总孔数

出现细胞病变

百分比!
G

$'

F$

, ' <$ ' <$

*

<$

!

<$

+

$''

$'

F&

, ' -. ' -.

*

-.

!

-.

+

$''

$'

F.

, ' .< ' .<

*

.<

!

.<

+

$''

$'

F-

, ' &/ ' &/

*

&/

!

&/

+

$''

$'

F<

, ' $( ' $(

*

$(

!

$(

+

$''

$'

F+

+ & $$ & $.

*

$$

!

$.

+

,-%+

$'

F/

- - < + $$

*

<

!

$$

+

-<%-

$'

F,

$ / $ $. $-

*

$

!

$-

+

/%$

$'

F(

' , ' &$ &$

*

'

!

&$

+

'%'

!!

按式*

"%$

+)式*

"%&

+计算该病毒的
#418

<'

'

距离比
#

高于
<'G

病变百分数
$

<'

高于
<'G

病变百分数
$

低于
<'G

病变百分数
,,,,,*

"%$

+

$

R

A

#418

<'

X

高于
<'G

稀释度对数
%

距离比
&

稀释度对数 ,,,,,*

"%&

+

!!

从此例表中可见该病毒的
#418

<'

在
$'

F+

*

,-%+G

+和
$'

F/

*

-<%-G

+之间&按上述公式计算'

代入公式'距离比
X

,-%+F<'

,-%+F-<%-

X'%,,

FR

A

#418

<'

XF+['%,,V

*

F$

+

XF+%,,

所以'

#418

<'

X$'

F+%,,

!

'%$>6

注'由于稀释病毒时采用
$'

倍系列稀释*

$'

F$

+&其稀释度的对数是
F$

(试验中&每孔加入的病毒液使用量是

'\$>6

#

-%%

!

抗原稀释液

分别称取三羟甲基氨基甲烷*

#CDQ

+

$&%$$-

A

)乙二胺四乙酸*

28#7

+

'%<,<

A

)氯化钠*

*W4R

+

'%''(

A

&

用
(''>6

双蒸水充分溶解&调节
Z

=

值至
(%+

&最终定容至
$'''>6

#

-%'

!

洗涤液

在
(''>6

双蒸水中加入&混匀后定容至
$'''>6

#

(

!"

!

#!"#$

"

%&!&



-%(

!

样品稀释液*

$-!

!

#.//0

+

首先称取磷酸二氢钠*

*W=

&

30

-

-

=

&

0

+

$.,

A

溶解于双蒸水中&并定容至
$'''>6

&配制
$>UR

!

6

的磷酸二氢钠*

*W=

&

30

-

-

=

&

0

+贮液(称取磷酸氢二钠*

*W

&

=30

-

+

$-&

A

溶解于双蒸水中&并定容至

$'''>6

&配制
$>UR

!

6

磷酸氢二钠*

*W

&

=30

-

+贮液#

取
&,' >6$ >UR

!

6

磷酸二氢钠 *

*W=

&

30

-

-

=

&

0

+贮液)

/&' >6$ >UR

!

6

磷酸氢二钠

*

*W

&

=30

-

+贮液)

'%<>6

吐温
;&'

&混匀即为
Z

=/%&

的样品稀释液*

3")

!

#]JJE

+#

-%)

!

酶标结合物稀释液

在
$'''>6

样品稀释液*

3")

!

#]JJE

+中加入
$'

A

牛血清白蛋白*

")7

+#

-%"

!

底物液*

1$+

!

2

%

1

%

+

首先配制
'%$>UR

!

6

Z

=<%'

磷酸盐
;

柠檬酸盐缓冲液&称取磷酸氢二钠*

*W

&

=30

-

+

/$%+

A

)柠檬酸

$(%&

A

&充分溶解于
(''>6

双蒸水中&并定容至
$'''>6

#

取邻苯二胺*

038

+

'%'-

A

)

.'G

过氧化氢*

=

&

0

&

+

'%$<>6

&溶解于
'%$>UR

!

6

Z

=<%'

磷酸盐
;

柠檬

酸盐缓冲液中&定容至
$''>6

#底物溶液对光敏感&应避免强光直射&且现配现用#

-%*

!

终止液*

%345

!

(

硫酸+

将
&&%&>6

硫酸*

=

&

)0

-

+缓慢加入到
$//%,>6

双蒸水中混匀#

'$

!"

!

#!"#$

"

%&!&




