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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／Ｔ０７６４—１９９９《出口家禽新城疫病毒检验方法》、ＳＮ／Ｔ１６８６—２００５《新城疫病毒中

强毒株检测方法荧光ＲＴＰＣＲ法》、ＳＮ／Ｔ１１０９—２００２《新城疫微量红细胞凝集抑制试验操作规程》和

ＳＮ／Ｔ１１１０—２００２《新城疫病毒分离及鉴定方法》。

本标准与ＳＮ／Ｔ０７６４—１９９９、ＳＮ／Ｔ１１０９—２００２、ＳＮ／Ｔ１１１０—２００２和ＳＮ／Ｔ１６８６—２００５相比，主

要技术变化如下：

———增加了临床诊断；

———增加了反转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）；

———删除了毒力测定的鸡胚平均致死时间（ＭＤＴ）和静脉致病指数（ＩＶＰＩ）。

本标准修改采用ＯＩＥ《陆生动物诊断试验和疫苗手册》（２００９版）（ＭａｎｕａｌｏｆＤｉａｇｎｏｓｔｉｃＴｅｓｔｓａｎｄ

ＶａｃｃｉｎｅｓｆｏｒＴｅｒｒｅｓｔｒｉａｌＡｎｉｍａｌｓ）中第２．３．１４章。

本标准与ＯＩＥ第２．３．１４章相比，主要技术差异如下：

———本标准完全采用了ＯＩＥ规定的病原分离与鉴定、血凝和血凝抑制试验方法；

———本标准增加了ＯＩＥ中提及但没有详细操作规程的反转录聚合酶链反应、荧光反转录聚合酶

链反应的具体试验步骤；

———本标准删除了ＯＩＥ中提及但没有详细操作步骤的酶联免疫吸附试验。

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：中华人民共和国珠海出入境检验检疫局、中华人民共和国上海出入境检验检疫

局、中华人民共和国北京出入境检验检疫局、中华人民共和国江苏出入境检验检疫局、中华人民共和国

山东出入境检验检疫局、中华人民共和国广东出入境检验检疫局、中华人民共和国内蒙古出入境检验检

疫局。

本标准主要起草人：徐海聂、胡永强、罗宝正、谷强、张常印、薄清如、廖秀云、王云华、沙才华、

管恩平、邱阳、朱广勤、王海艳。

本标准所代替标准的历次版本发布情况为：

———ＳＮ／Ｔ０７６４—１９９９；

———ＳＮ／Ｔ１１０９—２００２；

———ＳＮ／Ｔ１１１０—２００２；

———ＳＮ／Ｔ１６８６—２００５。
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新城疫检疫技术规范

１　范围

本标准规定了禽类新城疫的临床诊断、病毒分离与鉴定、血凝和血凝抑制试验、反转录聚合酶链反

应、荧光反转录聚合酶链反应的操作规程。

本标准适用于进出口禽类及其产品中新城疫的检疫。

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／Ｔ６６８２　分析实验室用水规格和试验方法

３　临床诊断

３．１　发病症状

新城疫简介参见附录Ａ。当禽出现以下部分或全部情形时，可作为初步诊断的依据之一：

ａ）　发病急，死亡率高；

ｂ）　体温升高，极度精神沉郁，呼吸困难，食欲下降；

ｃ）　粪便稀薄，呈黄绿色或黄白色；

ｄ）　出现扭颈、翅膀麻痹等神经症状；

ｅ）　免疫禽群出现产蛋下降。

３．２　病理变化

当禽出现以下肉眼可见的病变时，可作为初步诊断定性的依据之一：

ａ）　全身粘膜和浆膜出血，以呼吸道和消化道最为严重；

ｂ）　腺胃粘膜水肿，乳头和乳头间有出血点；

ｃ）　盲肠扁桃体肿大、出血、坏死；

ｄ）　十二指肠和直肠粘膜出血，有的可见纤维素性坏死病变；

ｅ）　脑膜充血和出血，鼻道、喉、气管粘膜充血、偶有出血，肺可见淤血和水肿。

当禽出现上述病变时，应进行实验室确诊。

４　实验室诊断

４．１　病毒分离与鉴定

４．１．１　设备、材料和试剂

４．１．１．１　器材：生物安全柜、离心机、Ｖ型微量血凝板、微量可调移液器、恒温箱等。
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４．１．１．２　抗生素：青霉素、链霉素、卡那霉素和制霉菌素等。

４．１．１．３　９日龄～１１日龄ＳＰＦ鸡胚、１日龄ＳＰＦ雏鸡。

４．１．１．４　ｐＨ７．０～７．４，０．０１ｍｏｌ／Ｌ等渗磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）：配制方法见附录Ｂ。

４．１．１．５　０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸氢二钠：配制方法见附录Ｂ。

４．１．１．６　阿氏液：红细胞保存液，配制方法见附录Ｂ。

４．１．１．７　１％鸡红细胞（ＲＢＣｓ）：配制方法见附录Ｂ。

４．１．１．８　拭子：脱脂棉球直径约０．４ｃｍ，１．０３４×１０
５Ｐａ高压蒸汽灭菌１５ｍｉｎ。

４．１．１．９　新城疫病毒标准阳性血清和标准阴性血清：由指定单位提供。

４．１．２　样品采集和制备

４．１．２．１　活禽采集咽喉拭子和泄殖腔拭子（需带有可见粪便），雏禽采集新鲜粪便。

４．１．２．２　死禽无菌采集肺、肾、肠（包括内容物）、脾、脑、肝、心组织和骨髓，采集咽喉拭子。这些样品可

单独或者混合存放，但肠内容物需单独处理。

４．１．２．３　样品置于含抗生素的ｐＨ７．０～７．４等渗磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ），组织和咽喉拭子保存液中含青

霉素（２０００Ｕ／ｍＬ）、链霉素（２ｍｇ／ｍＬ）、卡那霉素（５０μｇ／ｍＬ）和制菌霉素（１０００Ｕ／ｍＬ），而粪便、肠内

容物和泄殖腔拭子保存液抗生素浓度应提高５倍。加入抗生素后用０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸氢二钠调ｐＨ值到

７．０～７．４。

４．１．２．４　粪便和搅碎的组织，用含抗生素的ＰＢＳ制成１０％～２０％（质量浓度）的悬浮液，拭子浸入

２ｍＬ～３ｍＬ含抗生素的ＰＢＳ中，充分振荡。在４℃作用４ｈ或过夜，或室温（不超过２５℃）作用１ｈ～

２ｈ，或３７℃作用３０ｍｉｎ。拭子在反复挤压后弃去。

４．１．２．５　４℃３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液经０．２２μｍ滤膜过滤除菌。

４．１．２．６　采集或处理的样品在２℃～８℃条件下保存应不超过４ｄ，若需长期保存，应放置－７０℃冰

箱，但应避免反复冻融。采集的样品密封后，采用保温壶或保温桶加冰密封，尽快运送到实验室。

４．１．３　病毒分离培养

４．１．３．１　鸡胚接种

吸取除菌液经尿囊腔接种至少５枚９日龄～１１日龄的ＳＰＦ鸡胚，０．２ｍＬ／枚，３５℃～３７℃孵育

４ｄ～７ｄ。接种后每天检查鸡胚生长情况。

４．１．３．２　病毒收获

收集死胚、濒死鸡胚和培养结束时存活的鸡胚，置冰箱４℃致冷４ｈ～２４ｈ，无菌采集尿囊液。

４．１．４　病毒鉴定

４．１．４．１　血凝试验（犎犃）

用ＨＡ检测尿囊液的血凝活性。ＨＡ呈阴性反应的尿囊液用另一批９日龄～１１日龄的ＳＰＦ鸡胚

至少再传代一次，若ＨＡ结果仍为阴性，则判定新城疫病毒分离阴性。试验方法同４．２．３。

４．１．４．２　血凝抑制试验（犎犐）

ＨＡ呈阳性的尿囊液用新城疫病毒标准阳性血清进行 ＨＩ试验，以确认是否有新城疫病毒的存在。

试验方法同４．２．４。

２
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４．１．５　脑内接种致病指数（犐犆犘犐）测定

４．１．５．１　ＨＡ滴度高于２
４（大于１／１６）的新鲜感染尿囊液（不超过２４ｈ～４８ｈ，细菌检验为阴性），用等

渗无菌盐水作１０倍稀释，不加添加剂如抗生素。

４．１．５．２　脑内接种出壳２４ｈ～４０ｈ的ＳＰＦ雏鸡，共接种１０只，每只接种０．０５ｍＬ。

４．１．５．３　每２４ｈ观察一次，共观察８ｄ。

４．１．５．４　每天观察应给鸡打分，正常鸡记作０，病鸡记作１，死鸡记作２（每只死鸡在其死后的每日观察

中仍记作２）。

４．１．５．５　犐犆犘犐是每只鸡８ｄ内所有每次观察数值的平均数，计算方法见式（１）：

犐犆犘犐＝
∑狊×１＋∑犱×２

犜
…………………………（１）

　　式中：

∑狊
———８ｄ累计发病数；

∑犱
———８ｄ累计死亡数；

犜 ———８ｄ累计观察鸡的总数。

犐犆犘犐越大，新城疫病毒致病性越强，最强毒力病毒的犐犆犘犐将接近最大值２．０，而弱毒株的犐犆犘犐

近于０。使用弱毒疫苗，分离株的犐犆犘犐值在０．７以上，可认为强毒力病毒感染。

４．２　血凝（犎犃）和血凝抑制试验（犎犐）

４．２．１　材料和试剂

４．２．１．１　器材：Ｖ型微量血凝板、微量可调移液器等。

４．２．１．２　ｐＨ７．０～７．２，０．０１ｍｏｌ／Ｌ等渗磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）。

４．２．１．３　１％鸡红细胞（ＲＢＣｓ）。

４．２．１．４　标准新城疫病毒抗原、阳性对照血清和阴性对照血清。

４．２．１．５　４ＨＡＵ抗原：配制方法见附录Ｂ。

４．２．２　样品采集和处理

４．２．２．１　新城疫病毒悬液：无菌收取鸡胚尿囊液。

４．２．２．２　鸡血清：无菌采取动物血液，凝固后分离血清，置于４℃或－２０℃保存备用。

４．２．２．３　除鸡外其他禽种的血清：需排除血清对鸡红细胞的非特异性凝集，处理方法为每０．５ｍＬ血

清加２５μＬ鸡红细胞泥，轻轻振荡，静置至少３０ｍｉｎ，澄清，２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ～５ｍｉｎ，红细胞沉聚，

吸出吸附过的血清供检。

４．２．３　血凝试验（犎犃）

４．２．３．１　在Ｖ型微量血凝板中每孔加２５μＬＰＢＳ。见表１。

３
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表１　血凝试验操作术式 单位为微升

４．２．３．２　第１孔加入２５μＬ病毒悬液（如尿囊液），为精确计算血凝单位，病毒悬液开始可以作一系列

密集稀释，如１／３，１／５，１／７等。

４．２．３．３　将病毒悬液或抗原在反应板上作２５μＬ的系列倍比稀释。第１２孔不加病毒悬液或抗原，设

立为红细胞对照孔。

４．２．３．４　每孔再加２５μＬＰＢＳ。

４．２．３．５　每孔加入２５μＬ１％ＲＢＣｓ。

４．２．３．６　轻叩微量血凝板混合反应物，室温（约２０℃）静置４０ｍｉｎ，或４℃静置６０ｍｉｎ（若周围环境温

度太高），在对照孔的ＲＢＣｓ显著呈钮扣状时判定结果。

４．２．３．７　ＨＡ判定时，应将反应板倾斜，观察ＲＢＣｓ有无呈泪珠样流淌，完全凝集（无泪珠样流淌）的病

毒最大稀释倍数为该抗原的血凝滴度，表示１个血凝单位（ＨＡＵ），再根据开始的稀释倍数精确计算血

凝滴度。

４．２．４　血凝抑制试验（犎犐）

４．２．４．１　在Ｖ型微量血凝板中每孔加入２５μＬＰＢＳ。见表２。

表２　血凝抑制试验操作术式 单位为微升

４．２．４．２　第一孔加２５μＬ血清。

４．２．４．３　在血凝板上将血清作横向的２５μＬ的倍比稀释。

４．２．４．４　每孔加入２５μＬ４ＨＡＵ抗原，室温下（２０℃）静置不少于３０ｍｉｎ，４℃不少于６０ｍｉｎ。

４．２．４．５　每孔加入２５μＬ１％（体积分数）的ＲＢＣｓ，轻晃混匀后，室温（约２０℃）静置约４０ｍｉｎ，如环境

温度太高时，４℃放置约６０ｍｉｎ，当对照孔ＲＢＣｓ呈显著钮扣状时判定结果。
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４．２．４．６　每次测定应设已知滴度的阳性血清、阴性血清和红细胞对照。

４．２．４．７　结果判定如下：

ａ）　红细胞均匀分散在孔底周围、倾斜血凝板时不流淌判为完全凝集，记作＋＋＋＋；７５％凝集记

作＋＋＋；５０％凝集记作＋＋；２５％凝集记作＋；红细胞集中在孔底中央呈圆点、倾斜血凝板时

与对照孔（仅含２５μＬＲＢＣｓ和５０μＬＰＢＳ）ＲＢＣｓ流淌相同的孔判定为不凝集或血凝抑制，记

作－；

ｂ）　完全抑制４ＨＡＵ抗原的最高血清稀释倍数为 ＨＩ滴度；

ｃ）　检查各种对照。阴性对照血清ＨＩ滴度不高于１∶４（２
２ 或２ｌｏｇ２），阳性对照血清ＨＩ滴度应在

已知滴度的一个稀释度以内，红细胞对照无自凝现象，结果有效，试验成立；

ｄ）　如果１∶１６（２
４ 或４ｌｏｇ２）稀释的血清或者高于这个稀释度的血清能抑制４ＨＡＵ的抗原，这种

ＨＩ滴度被判为阳性。

４．２．４．８　在所有的确诊试验当中针对试验采用的 ＨＡＵ应设抗原滴度的追溯性测定。

４．３　反转录聚合酶链反应（犚犜犘犆犚）

４．３．１　主要仪器设备

４．３．１．１　ＰＣＲ仪。

４．３．１．２　凝胶电泳仪。

４．３．１．３　电泳仪。

４．３．１．４　紫外凝胶成像管理系统。

４．３．１．５　高速冷冻离心机。

４．３．１．６　微量可调移液器。

４．３．１．７　生物安全柜。

４．３．２　试剂

４．３．２．１　ＤＥＰＣ水：配制方法见附录Ｂ。

４．３．２．２　裂解液Ｔｒｉｚｏｌ：４℃保存。

４．３．２．３　三氯甲烷：－２０℃预冷。

４．３．２．４　异丙醇：－２０℃预冷。

４．３．２．５　７５％乙醇：用新开启的无水乙醇和ＤＥＰＣ水配制，－２０℃预冷。

４．３．２．６　０．０１ｍｏｌ／Ｌ（ｐＨ７．２）ＰＢＳ：１．０３４×１０
５Ｐａ，１５ｍｉｎ高压灭菌冷却后，无菌条件下加入青霉素、

链霉素各１００００ＩＵ／ｍＬ。

４．３．２．７　反转录和ＰＣＲ１０×缓冲液。

４．３．２．８　ＡＭＶ反转录酶（５Ｕ／μＬ）：－２０℃保存，不要反复冻融或温度剧烈变化。

４．３．２．９　ＲＮＡ酶抑制剂（４０Ｕ／μＬ）：－２０℃保存，不要反复冻融或温度剧烈变化。

４．３．２．１０　犜犪狇ＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）：－２０℃保存，不要反复冻融或温度剧烈变化。

４．３．２．１１　ｄＮＴＰｓ：含ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＡＴＰ、ｄＴＴＰ各１０ｍｍｏＬ／Ｌ。

４．３．２．１２　氯化镁（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）。

４．３．２．１３　电泳缓冲液（５×ＴＢＥ贮存液）：配制方法见附录Ｂ。

４．３．２．１４　溴化乙锭溶液（１０ｍｇ／ｍＬ）：配制方法见附录Ｂ。

４．３．２．１５　１．５％琼脂糖凝胶：配制方法见附录Ｂ。

４．３．２．１６　ＤＮＡ相对分子质量标准物 Ｍａｒｋｅｒ：ＤＬ２０００。

４．３．２．１７　上样缓冲液。
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４．３．２．１８　引物（Ｐｒｉｍｅｒ）：１０μｍｏＬ／Ｌ。根据Ｆ基因序列设计，扩增产物长度为５３５ｂｐ。

上游引物Ｐ１　５’ＡＴＧＧＧＣＹＣＣＡＧＡＹＣＴＴＣＴＡＣ３’

下游引物Ｐ２　５’ＣＴＧＣＣＡＣＴＧＣＴＡＧＴＴＧＴＧＡＴＡＡＴＣＣ３’

４．３．３　样品的采集与前处理

４．３．３．１　活禽和内脏组织：见４．１．２。

４．３．３．２　血清或血浆：用无菌注射器直接吸取至无菌离心管中。

４．３．４　试验步骤

４．３．４．１　样品核酸的提取

４．３．４．１．１　在样品处理区，取狀个１．５ｍＬ灭菌离心管，其中狀为待检样品数、一管阳性对照及一管阴

性对照之和，对每个管进行编号标记。

４．３．４．１．２　每管加入６００μＬ裂解液，然后分别加入待测样品、阴性对照和阳性对照各２００μＬ，一份样

品换用一个吸头。再加入２００μＬ三氯甲烷，混匀器上振荡混匀２０ｓ，室温静置１０ｍｉｎ。于４℃条件下，

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。

４．３．４．１．３　取与４．３．４．１．１中相同数量的１．５ｍＬ灭菌离心管，加入５００μＬ异丙醇（－２０℃预冷），对

每个管进行编号。吸取４．３．４．１．２离心后各管中的上清液转移至相应的管中，上清液至少吸取５００μＬ，

注意不要吸出中间层，颠倒混匀。

４．３．４．１．４　于４℃条件下，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ（离心管开口保持朝离心机转轴方向放置）。轻轻

倒去上清液，倒置于吸水纸上，吸干液体，不同样品应在吸水纸不同地方吸干。加入６００μＬ７５％乙醇，

颠倒洗涤。

４．３．４．１．５　于４℃条件下，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ（离心管开口保持朝离心机转轴方向放置）。轻轻

倒去上清液，倒置于吸水纸上，吸干液体，不同样品应在吸水纸不同地方吸干。

４．３．４．１．６　４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｓ，将管壁上的残余液体甩到管底部，用微量加样器尽量将其吸干，一份

样品换用一个吸头，吸头不要碰到有沉淀一面，室温干燥约３ｍｉｎ。不宜过于干燥，以免ＲＮＡ不溶。

４．３．４．１．７　加入２０μＬＤＥＰＣ水，轻轻混匀，溶解管壁上的ＲＮＡ，２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｓ，冰上保存备用。

提取的ＲＮＡ应在２ｈ内进行ＲＴＰＣＲ扩增或保存于－７０℃冰箱，将核酸转移至反应混合物配制区。

４．３．４．２　犚犜犘犆犚扩增

以下操作应在反应混合物配制区的冰盒上进行，按表３配制ＲＴＰＣＲ反应体系。试验过程中要设

立阳性对照、阴性对照和空白对照。建议配制检测样品总数所需反应液，可以多配一个样品使用量。

表３　犘犜犘犆犚反应体系配置表

组　　分
用量

μＬ

１０×缓冲液 ２．５

ｄＮＴＰｓ ２

ＡＭＶ反转录酶 ０．７

ＲＮＡ酶抑制剂 ０．５

犜犪狇ＤＮＡ聚合酶 ０．７

上游引物Ｐ１ １

６
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表３（续）

组　　分
用量

μＬ

下游引物Ｐ２ １

模板ＲＮＡ ３

ＤＥＰＣ水 １３．６

总体积 ２５

　　将以上反应体系瞬时离心充分混匀后，置ＰＣＲ仪内运行下列程序：

———４２℃４５ｍｉｎ，１个循环；

———９５℃３ｍｉｎ，１个循环；

———９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃４５ｓ，３０个循环；

———７２℃７ｍｉｎ，１个循环；

———ＰＣＲ产物置４℃保存。

４．３．４．３　犘犆犚产物电泳

制备１．５％琼脂糖凝胶板，取５μＬＰＣＲ产物和０．５μＬ上样缓冲液混匀，加入凝胶板加样孔，同时

加 Ｍａｒｋｅｒ、阴性对照和阳性对照。５Ｖ／ｃｍ电压电泳３０ｍｉｎ～４０ｍｉｎ。紫外凝胶成像管理系统内观察

结果、照像。

４．３．５　结果及判定

４．３．５．１　阳性对照出现５３５ｂｐ目的条带，阴性对照和空白对照均未出现目的条带，试验成立。

４．３．５．２　被检样品出现５３５ｂｐ目的条带，判为阳性。

４．３．５．３　被检样品未出现５３５ｂｐ目的条带，判为阴性。

４．３．５．４　对于扩增到的目的片段，需进一步进行序列测定，从分子水平确定其致病性强弱。根据序列

测定结果，对毒株Ｆ基因编码的氨基酸序列进行分析，如果毒株Ｆ２蛋白的Ｃ端有“多个碱性氨基酸残

基”，Ｆ１蛋白的Ｎ端即１１７位为苯丙氨酸，可确定为新城疫强毒感染。“多个碱性氨基酸”指在１１３位到

１１６位残基之间至少有三个精氨酸或赖氨酸。

４．４　实时荧光反转录聚合酶链反应（荧光犚犜犘犆犚）

４．４．１　试剂和仪器

４．４．１．１　试剂

４．４．１．１．１　新城疫病毒荧光ＲＴＰＣＲ检测试剂盒：试剂盒的组成、说明及使用注意事项参见附录Ｃ。

４．４．１．１．２　其他试剂见４．３．２．１～４．３．２．６。

４．４．１．２　主要仪器设备

４．４．１．２．１　荧光ＰＣＲ仪。

４．４．１．２．２　其他仪器设备见４．３．１．５～４．３．１．７。

４．４．２　样品的采集与前处理

见４．３．３。

７
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４．４．３　试验步骤

４．４．３．１　样品核酸的提取

见４．３．４．１。

４．４．３．２　扩增试剂准备与配制

在反应混合物配制区进行。

从试剂盒中取出ＮＤＶＲＴＰＣＲ反应液，在室温下融化后，２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｓ。设所需ＰＣＲ反应

数为狀，其中狀为待检样品数、一管阳性对照及一管阴性对照之和。每个测试反应体系需使用１５μＬ

ＲＴＰＣＲ反应液及０．２５μＬ犜犪狇ＤＮＡ聚合酶。计算各试剂的使用量，加入一适当体系试管中，向其中

加入１／４×狀颗ＲＴＰＣＲ酶颗粒，充分混合均匀，向每个反应管中各分装１５μＬ，转移至样品处理区。

４．４．３．３　加样

在样品处理区进行。在各反应管中分别加入４．３．４．１．７中制备的ＲＮＡ溶液１０μＬ，使总体积达

２５μＬ。盖紧管盖后，５００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ。

４．４．３．４　荧光犚犜犘犆犚反应

在检测区进行。将４．４．３．３中加样后的反应管放入荧光ＰＣＲ仪内，记录样品摆放顺序。反应参数

设置：

———反转录４２℃３０ｍｉｎ；

———预变性９２℃３ｍｉｎ；

———９２℃１０ｓ，４５℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，５个循环；

———９２℃１０ｓ，６０℃３０ｓ，４０个循环，荧光收集设置在第四阶段每次循环的退火延伸时进行。

注：不同的荧光ＰＴＰＣＲ检测试剂可以选择不同的反应条件。

４．４．４　结果判定

４．４．４．１　结果分析条件设定

读取检测结果。阈值设定原则以阈值线刚好超过正常阴性对照品扩增曲线的最高点，不同仪器可

根据仪器噪音情况进行调整。

４．４．４．２　质控标准

４．４．４．２．１　阴性对照无Ｃｔ值并且无扩增曲线。

４．４．４．２．２　阳性对照的Ｃｔ值应≤３０．０，并出现特定的扩增曲线。

４．４．４．２．３　如阴性对照和阳性对照不同时满足以上条件，此次实验视为无效。

４．４．４．３　结果描述及判定

４．４．４．３．１　阴性

无Ｃｔ值并且无扩增曲线，表明样品中无中强毒株新城疫病毒。

４．４．４．３．２　阳性

Ｃｔ值≤３０．０，且出现特定的扩增曲线，表示样品中存在中强毒株新城疫病毒。
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５　综合判定

５．１　临床诊断符合第３章规定的临床症状和病理变化，按４．１进行病毒分离与鉴定结果为新城疫病毒

阳性且犐犆犘犐≥０．７，诊断为新城疫。

５．２　临床诊断符合第３章规定的临床症状和病理变化，按４．３进行ＲＴＰＣＲ检测结果呈阳性且经序

列分析证明Ｆ蛋白裂解位点具有强毒特征，诊断为新城疫。

５．３　临床诊断符合第３章规定的临床症状和病理变化，按４．４进行荧光ＲＴＰＣＲ检测结果呈阳性，诊

断为新城疫。

５．４　患禽没有明显的临床症状和病理变化，但病原检测符合５．１或５．２或５．３，可判定为新城疫病毒

感染。

９
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附　录　犃

（资料性附录）

新城疫简介

犃．１　新城疫（ＮＤ）是由副黏病毒科禽腮腺炎病毒属的禽副黏病毒Ⅰ型（ＡＰＭＶ１）引起的一种急性、热

性、败血性和高度接触性传染疾病，主要侵害鸡和火鸡，其他禽类和人亦可受到病毒感染。新城疫一年

四季均可发生，但以春秋季较多。鸡场内的鸡一旦发生本病，可于４ｄ～５ｄ内波及全群。本病特征是高

热、呼吸困难、下痢和出现神经症状。新城疫病毒粒子呈圆形，大小为１２０ｎｍ～３００ｎｍ，多数在１８０ｎｍ

左右，大部分呈蝌蚪状，有囊膜和纤突。核衣壳呈螺旋对称，基因组为不分节段的单股负链ＲＮＡ。

犃．２　病禽是本病主要传染源，鸡在感染后的２４ｈ，口、鼻分泌物和粪便中开始排出病毒，在流行间歇期

的带毒鸡，也是本病的传染源。鸟类也是重要的传播者。ＮＤＶ可经消化道或呼吸道，也可经眼结膜、受

伤的皮肤和泄殖腔黏膜侵入机体，２４ｈ内很快在侵入部位繁殖，随后进入血液扩散道全身，引起病毒血

症。新城疫的潜伏期为２ｄ～１５ｄ或更长，平均为５ｄ～６ｄ。临床症状受病毒毒株的致病型的影响，ＯＩＥ

根据在感染鸡所引起的临床症状将ＮＤＶ的毒株分５个致病型，它们是：

———嗜内脏速发型：高致病型，常见肠出血性病变；

———嗜神经速发型：高死亡率，常有呼吸和神经症状；

———中等速发型：有呼吸症状，偶有神经症状，但死亡率低；

———温和型或呼吸型：症状温和或呈亚临床呼吸道感染；

———无症状肠型：常为亚临床性肠感染。

犃．３　病型界限很难划分，甚至在感染的无特定病原（ＳＰＦ）鸡上也可以看到若干型的症状。此外，当其

他的病原微生物混合感染或环境恶化时，温和株也可引起明显的临床症状。由于鸡的临床症状差别很

大，不同宿主对感染的反应也不一样，因此根据流行病学、临床症状和剖检变化进行综合分析判断只能

作出初步诊断，确诊需要通过实验室方法。
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附　录　犅

（规范性附录）

试剂配制

犅．１　狆犎７．０～７．４，０．０１犿狅犾／犔犘犅犛

甲液（０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸氢二钠）：磷酸氢二钠（１２Ｈ２Ｏ）７１．６４ｇ，氯化钠８．５ｇ，加蒸馏水至１０００ｍＬ。

乙液（０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钠）：磷酸二氢钠（２Ｈ２Ｏ）３１．２１ｇ，氯化钠８．５ｇ，加蒸馏水至１０００ｍＬ。

按表Ｂ．１混合甲液和乙液，用０．８５％氯化钠溶液２０倍稀释，１．０３４×１０５Ｐａ高压蒸汽灭菌１５ｍｉｎ，

置室温或４℃保存。

表犅．１　狆犎７．０～７．４，０．０１犿狅犾／犔犘犅犛配制

ｐＨ
甲液

ｍＬ

乙液

ｍＬ

７．０ ６１．０ ３９．０

７．２ ７２．０ ２８．０

７．４ ８１．０ １９．０

犅．２　阿氏液

葡萄糖　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　２．０５ｇ

柠檬酸钠（２Ｈ２Ｏ） ０．８０ｇ

氯化钠 ０．４２ｇ

蒸馏水 加至１００ｍＬ

溶解后，以１０％柠檬酸调节ｐＨ至６．１，分装，１．０３４×１０
５Ｐａ高压蒸汽灭菌１０ｍｉｎ，４℃保存。

犅．３　１％鸡红细胞

采集ＳＰＦ鸡或无禽流感、新城疫等血凝抑制抗体的成年鸡抗凝血，放入等量阿氏液中摇匀，置４℃

冰箱中保存备用。临用前用ＰＢＳ洗涤３次～５次，每次以２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，将血浆、白细胞充分

洗去至上清液清亮，用ＰＢＳ配成体积分数为１％的悬液。４℃保存备用。

犅．４　４犎犃犝标准新城疫病毒抗原

根据抗原的血凝滴度，计算４ＨＡＵ抗原的稀释倍数。例如表１抗原 ＨＡ滴度为２７（１∶１２８），其

４个单位抗原ＨＡ滴度为２５（１∶３２），则将抗原稀释３２倍。

将２５μＬ４ＨＡＵ的抗原用ＰＢＳ做等量倍比稀释，使各孔（２５μＬ）依次含有２、１、１／２、１／４ＨＡＵ，每孔

补加ＰＢＳ２５μＬ，再加入１％鸡红细胞２５μＬ，反应约４０ｍｉｎ，检查血凝图像与预期结果是否相符。

２ＨＡＵ、１ＨＡＵ孔红细胞应出现完全凝集，１／２ＨＡＵ孔红细胞应出现５０％凝集，１／４ＨＡＵ孔红细胞应
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不凝集。若与此不符，应重新配制抗原，测定ＨＡ滴度。

犅．５　电泳缓冲液（５×犜犅犈贮存液）

Ｔｒｉｓ　　　　　　　　　　　　　　　　　　５４．０ｇ

硼酸 ２７．５ｇ

０．５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ８．０） ２０ｍＬ

二蒸水定容至 １０００ｍＬ

充分溶解，４℃保存。

犅．６　１×犜犅犈使用液

用三蒸水５倍稀释５×ＴＢＥ贮存液。

犅．７　溴化乙锭溶液（１０犿犵／犿犔）

溴化乙锭 １ｇ

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！

犅．８　犇犈犘犆水

于三蒸水按０．１％加入ＤＥＰＣ，室温静置过夜，１．０３４×１０５Ｐａ高压２０ｍｉｎ，冷却备用。

犅．９　１．５％琼脂糖凝胶

在２５０ｍＬ三角烧瓶中加入电泳级琼脂糖１．５ｇ和１×ＴＢＥ缓冲液１００ｍＬ。加热使之完全溶解

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１×ＴＢＥ电泳缓冲液使之高出凝胶２ｍｍ～３ｍｍ。
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附　录　犆

（资料性附录）

中强毒株新城疫病毒荧光犚犜犘犆犚试剂盒组成、说明及使用时的注意事项

犆．１　试剂盒的组成

表犆．１　试剂盒组成

组成（４８ｔｅｓｔｓ／盒） 数量

裂解液 ３０ｍＬ×１盒

中强毒株新城疫病毒荧光ＲＴＰＣＲ反应液 ７５０μＬ×１管

ＲＴＰＣＲ酶颗粒（带盖ＰＣＲ反应管装） １颗／管×１２管

犜犪狇酶（５Ｕ／ｕｌ） １２μＬ×１管

ＤＥＰＣ水 １ｍＬ×１管

阴性对照 １ｍＬ×１管

阳性对照（非感染体外转录ＲＮＡ） １ｍＬ×１管

犆．２　说明

犆．２．１　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，于４℃保存。

犆．２．２　ＤＥＰＣ水，是用１％ＤＥＰＣ处理后的去离子水，用于溶解ＲＮＡ。

犆．２．３　ＲＴＰＣＲ反应液中含有特异性引物、探针及各种离子。

犆．３　使用时的注意事项

犆．３．１　由于阳性样品中模板浓度相对较高，检测过程中不得交叉污染。

犆．３．２　反应液分装时应尽量避免产生气泡，上机前注意检查各反应管是否盖紧，以免荧光物质泄漏污

染仪器。

犆．３．３　ＲＴＰＣＲ酶颗粒极易吸潮失活，ＲＴＰＣＲ酶在室温条件下应置于干燥器内保存，使用时取出所

需数量，剩余部分立即放回干燥器中。

犆．３．４　除裂解液外，其他试剂－２０℃保存。有效期为６个月。

犆．４　其他

通过验证的其他商品化试剂盒，可以按照其相应使用说明书进行操作。
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