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前　　言

本文件按照 GB/T１􀆰１—２０２０«标准化工作导则　第１部分:标准化文件的结构和起草规则»的规定

起草.
本文件代替 NY/T１９５３—２０１０«猪附红细胞体病诊断技术规范»,与 NY/T１９５３—２０１０相比,除结构

调整和编辑性改动外,主要技术变化如下:

a)　更改了标准名称(见标准名称,２０１０年版的标准名称);

b)　更改了范围(见第１章,２０１０年版的第１章);

c)　增加了规范性引用文件(见第２章);

d)　增加了缩略语(见第４章);

e)　增加了生物安全措施(见第５章);

f)　增加了疑似猪附红细胞体感染判定(见６􀆰４);

g)　增加了样品采集、保存与运输(见第７章);

h)　删除了样品的采集(见２０１０年版的２􀆰３􀆰３);

i)　增加了疑似猪附红细胞体感染判定(见８􀆰３);

j)　更改了核酸提取(见９􀆰５,２０１０年版的２􀆰３􀆰５);

k)　增加了荧光RAA检测方法(见第１１章);

l)　增加了间接ELISA抗体检测方法(见第１２章);

m)　增加了阻断ELISA抗体检测方法(见第１３章);

n)　更改了综合判定(见第１４章,２０１０年版的第３章).
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专利的责任.
本文件由农业农村部畜牧兽医局提出.
本文件由全国动物卫生标准化技术委员会(SAC/TC１８１)归口.
本文件起草单位:河南省动物疫病预防控制中心、河南省畜产品质量监测检验中心、青岛立见生物科

技有限公司、苏州吉玛基因股份有限公司.
本文件主要起草人:闫若潜、吴志明、班付国、王淑娟、马震原、刘梅芬、王东方、刘影、赵雪丽、朱前磊、

方先珍、王英华、袁淑萍、刘先敏、柴茂、杨海波、王翠、刘敏、曹伟伟、刘光辉、苗连叶、王华俊、苑述友、房大

学、孙荣钊、赵美雪、张利平、靳冬、国立浩.
本文件及其所代替文件的历次版本发布情况为:
———２０１０年首次发布为 NY/T１９５３—２０１０;
———本次为第一次修订.
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引　　言

猪附红细胞体病是由猪附红细胞体[Mycoplasmasuis (Eperythrozoonsuis )]寄生于猪红细胞表面

或游离于血浆、组织液及脑脊液中引起的人畜共患传染性疾病.猪附红细胞体可引起患猪出现发烧、皮肤

红紫、贫血、黄疸、咳嗽等一系列症状,造成猪群生产性能下降、免疫力低下、死亡率增加.该病不仅制约了

我国畜牧业健康发展,也对人类健康和公共卫生安全造成威胁,我国将其列为三类动物疫病.
随着对猪附红细胞体病诊断需求的增加和诊断技术的发展,现行«猪附红细胞体病诊断技术规范»

(NY/T１９５３—２０１０)已不能满足实际生产需要,需增加荧光RAA等病原学现场快检方法、ELSIA等血清

学检测方法.由于目前尚无针对猪附红细胞体病的疫苗,因此,疑似猪附红细胞体感染动物经检测抗体阳

性即可确诊感染.
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猪附红细胞体病诊断技术

１　范围

本文件规定了猪附红细胞体病的生物安全措施,临床诊断,样品采集、保存与运输,涂片镜检,实时荧

光PCR检测方法,荧光RAA检测方法,间接 ELISA 抗体检测方法,阻断 ELISA 抗体检测方法,综合判

定.
本文件适用于对猪附红细胞体病的诊断.

２　规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款.其中,注日期的引用文件,
仅该日期对应的版本适用于本文件;不注日期的引用文件,其最新版本(包括所有的修改单)适用本文件.

GB１９４８９　实验室生物安全通用要求

３　术语和定义

本文件没有需要界定的术语和定义.

４　缩略语

下列缩略语适用于本文件.

DEPC:焦碳酸二乙酯(diethypyrocarbonate)

DNA:脱氧核糖核酸(deoxyribonucleicacid)

dNTPs:脱氧核糖核苷三磷酸(deoxyribonucleosidetriphosphates)

ELISA:酶联免疫吸附试验(enzymelinkedimmunosorbentassay)

E􀆰suis:猪附红细胞体(eperythrozoonsuis)

OD:光密度(opticaldensity)

PBS:磷酸盐缓冲液(phosphatebuffersolution)

PCR:聚合酶链式反应(polymerasechainreaction)

RAA:重组酶介导等温核酸扩增技术(recombinaseaidedamplification)

５　生物安全措施

进行猪附红细胞体实验室检测时,如样品处理、核酸提取等,生物安全措施应按照 GB１９４８９的规定

执行.

６　临床诊断

６􀆰１　流行病学

６􀆰１􀆰１　易感动物

不同年龄、性别、品种的猪均易感,还可感染人及绵羊、牛、鼠、猫等多种动物.

６􀆰１􀆰２　传染源

发病猪和隐性感染猪是本病的传染源.

６􀆰１􀆰３　传播途径

主要通过吸血昆虫传播,或通过血液污染的针头和器械传播,也可垂直传播.

６􀆰１􀆰４　发病规律

１
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本病一年四季均可发生,尤其是夏秋季节.

６􀆰２　临床症状

６􀆰２􀆰１　发热,体温升高到４０℃~４２℃,食欲下降,精神委顿,呼吸困难,排棕红色尿液.

６􀆰２􀆰２　感染初期皮肤潮红,后期背部及四肢末梢发绀,特别是耳廓边缘发绀.

６􀆰２􀆰３　贫血,全身皮肤及可视黏膜苍白或黄染.

６􀆰２􀆰４　慢性病猪表现消瘦、苍白,部分猪出现荨麻疹或病斑型皮肤变态反应.

６􀆰２􀆰５　血液稀薄,凝固不良,红细胞数量减少.

６􀆰２􀆰６　新生仔猪衰竭,母猪繁殖障碍.

６􀆰３　病理变化

６􀆰３􀆰１　贫血和黄疸,全身肌肉色泽变淡,脂肪及肺、胸腔、胃、肠、膀胱等内脏器官浆膜有不同程度的黄染.

６􀆰３􀆰２　淋巴结、脾脏、肝脏肿大;肾脏肿大,质地变脆,外观黄染.

６􀆰３􀆰３　膀胱蓄积棕红色尿液,黏膜黄染.

６􀆰４　结果判定

符合６􀆰１中描述的流行病学特征,且出现６􀆰２中３种及以上的临床症状,同时可观察到６􀆰３中的任一

病理变化,可判为疑似猪附红细胞体感染.

７　样品采集、保存与运输

７􀆰１　样品的采集

７􀆰１􀆰１　镜检样品

自耳静脉或前腔静脉无菌采血,将采集的新鲜血样进行涂片染色镜检.

７􀆰１􀆰２　抗凝血样品

用无菌注射器先吸入０􀆰１％肝素０􀆰５mL~１mL,再自耳静脉或前腔静脉采集１０倍量血液,快速混匀

后转入无菌离心管中,编号备用.可用于PCR检测、实时荧光PCR检测、荧光RAA检测.

７􀆰１􀆰３　血清样品

自耳静脉或前腔静脉无菌采血,每头应不少于５mL,无菌分离血清,装入２mL离心管中,编号备用.
可用于ELISA检测.

７􀆰２　保存与运输

样品采集后置中保温箱中,加入预冷的冰袋,宜２４h内运送到实验室.样品密封后在２℃~８℃条

件下保存应不超过２４h,如超过２４h应冷冻保存.

８　涂片镜检

８􀆰１　涂片染色镜检

将采集的新鲜血样直接涂片,采用吉姆萨染色镜检,猪附红细胞体感染猪红细胞表面可见紫红色小体

或圆点;健康猪红细胞形态规则,边缘光滑,染色均匀.

８􀆰２　结果判定

符合８􀆰１,判定为疑似猪附红细胞体感染.

９　PCR检测方法

９􀆰１　试剂

９􀆰１􀆰１　TE缓冲液、阳性对照、阴性对照、无核酸酶水、TAE缓冲液、１􀆰２％的琼脂糖凝胶,配制方法按照

附录 A的规定执行.

９􀆰１􀆰２　商品化DNA提取试剂盒.

９􀆰１􀆰３　６×上样缓冲液.
２
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９􀆰１􀆰４　DNA分子量标准.

９􀆰２　仪器设备

９􀆰２􀆰１　核酸提取仪.

９􀆰２􀆰２　PCR扩增仪.

９􀆰２􀆰３　台式低温高速离心机(最大转速１２０００g 以上).

９􀆰２􀆰４　电泳仪和水平电泳槽.

９􀆰２􀆰５　凝胶成像系统或紫外透射仪.

９􀆰２􀆰６　微量可调移液器(０􀆰１μL~０􀆰２５μL、０􀆰５μL~１０μL、２μL~２０μL、２０μL~２００μL、１００μL~
１０００μL等不同规格).

９􀆰３　引物

上游引物E􀆰suisＧP１:５′ＧATTTACCGCATGGTAGATATTTGＧ３′;
下游引物E􀆰suisＧP２:５′ＧAGAAACTTTCCACTCTTCTCACＧ３′.
扩增产物大小为６６６bp.

９􀆰４　样品处理

取５００μL待检样品加入１􀆰５mL 离心管中,４℃条件下１２０００g 离心２０min,弃上清,沉淀中加入

４００μLTE缓冲液溶解.取阳性对照、阴性对照各１μL,分别加入４００μLTE缓冲液,混匀.

９􀆰５　核酸提取

采用商品化DNA提取试剂盒按照说明书提取样品及阳性对照、阴性对照中的核酸,或用核酸提取仪

提取核酸.如在２h内检测可将提取的核酸置于冰上保存,否则应置于－２０℃冰箱保存.

９􀆰６　PCR扩增

９􀆰６􀆰１　配制PCR反应体系

PCR体系配制见表１.体系配好后盖紧PCR反应管,并做好标记.

表１　PCR体系配制表

试剂成分 加入体积

１０×PCR缓冲液(含 Mg２＋ ) ２􀆰５μL
２􀆰５mmol/LdNTPs ２μL

ExTaqDNA聚合酶(５U/μL) ０􀆰２５μL
E􀆰suisＧP１(２０μmol/L) ０􀆰５μL
E􀆰suisＧP２(２０μmol/L) ０􀆰５μL

无核酸酶水 １６􀆰２５μL
总体积 ２２μL

９􀆰６􀆰２　PCR反应

９􀆰６􀆰２􀆰１　将２２μLPCR反应混合液加入到PCR管,将３μLDNA 模板加入到PCR管,并设阳性对照、
阴性对照及空白对照.

９􀆰６􀆰２􀆰２　加入模板后,密封反应管,充分混匀,瞬时离心.

９􀆰６􀆰２􀆰３　将PCR管放在 PCR 仪中,按如下条件运行扩增程序:９５ ℃预变性５min;９４ ℃ ４５s,６４ ℃
４５s,７２℃４５s,共３５个循环;最后７２℃延伸１０min.

９􀆰６􀆰２􀆰４　反应结束后取出产物置于４℃.

９􀆰７　PCR扩增产物的电泳检测

９􀆰７􀆰１　取５μL~１０μLPCR扩增产物和１μL~２μL６×电泳上样缓冲液混合后,连同５μLDNA 分子

量标准分别加到１􀆰２％ 的琼脂糖凝胶各孔中.

９􀆰７􀆰２　５V/cm 恒压下电泳３０min,将电泳结束后将凝胶置于凝胶成像系统或紫外透射仪中观察结果,
进行判定并做好试验记录.

３
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９􀆰８　试验成立条件

当阴性对照不出现条带、阳性对照出现约６６６bp特异性扩增条带(见附录B中的B􀆰１),试验成立;否
则,试验不成立.

９􀆰９　结果判定

在试验成立的前提下,如果被检样品的PCR产物电泳后在６６６bp位置上出现特异性扩增条带,判为

猪附红细胞体核酸阳性;若条带极弱,应复检１次,再次出现６６６bp大小条带判定为猪附红细胞体核酸阳

性;否则,判为阴性.

１０　实时荧光PCR检测方法

１０􀆰１　试剂

１０􀆰１􀆰１　阳性对照、阴性对照、无核酸酶水,配制方法按照附录 A的规定执行.

１０􀆰１􀆰２　商品化DNA提取试剂盒.

１０􀆰２　仪器设备

１０􀆰２􀆰１　核酸提取仪.

１０􀆰２􀆰２　实时荧光PCR仪.

１０􀆰２􀆰３　台式低温高速离心机(最大转速１２０００g以上).

１０􀆰２􀆰４　微量可调移液器(０􀆰１μL~０􀆰２５μL、０􀆰５μL~１０μL、２μL~２０μL、２０μL~２００μL、１００μL~
１０００μL等不同规格).

１０􀆰３　引物和探针

上游引物E􀆰suisＧP３:５′ＧACTGTCCCTACATACTGGTTCTTGＧ３′;
下游引物E􀆰suisＧP４:５′ＧAGGAGAGGGTCACCCAGATCＧ３′;

TaqMan探针E􀆰suisＧProbe１:５′ＧFAMＧAGCCTCACTGCGTCCAAGTTCAＧBHQ１Ｇ３′.

１０􀆰４　核酸提取

同９􀆰５.

１０􀆰５　实时荧光PCR扩增

１０􀆰５􀆰１　配制实时荧光PCR反应体系

PCR体系配制见表２.体系配好后盖紧PCR反应管,并做好标记.

表２　实时荧光PCR体系配制表

试剂成分 加入体积

１０×PCR缓冲液(含 Mg２＋ ) ２􀆰５μL

２􀆰５mmol/LdNTPs ２μL

ExTaqDNA聚合酶(５U/μL) ０􀆰２５μL

E􀆰suisＧP３(２０μmol/L) ０􀆰５μL

E􀆰suisＧP４(２０μmol/L) ０􀆰５μL

E􀆰suisＧProbe１(１０μmol/L) １􀆰０μL

无核酸酶水 １５􀆰２５μL

总体积 ２２μL

１０􀆰５􀆰２　实时荧光PCR反应

１０􀆰５􀆰２􀆰１　将２２μLPCR反应混合液加入到荧光PCR管,将３μLcDNA 模板加入到荧光PCR管,并设

阳性对照、阴性对照及空白对照.

１０􀆰５􀆰２􀆰２　加入模板后,密封反应管,充分混匀,瞬时离心.
４
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１０􀆰５􀆰２􀆰３　将荧光 PCR 管放入荧光 PCR 仪中,按如下条件运行扩增程序:９５ ℃预变性２min,９５ ℃
１５s,６０℃４０s,共４０个循环,在每个循环的延伸结束时进行FAM 荧光信号收集.

１０􀆰６　试验成立条件

阳性对照的Ct值应＜３０且出现特异性扩增曲线(见B􀆰２),阴性对照应无Ct 值或Ct 值≥４０且无特

异性扩增曲线,试验成立;否则,试验不成立.

１０􀆰７　结果判定

１０􀆰７􀆰１　在试验成立的前提下,被检样品Ct值≤３０且出现特异性扩增曲线,判为猪附红细胞体核酸阳

性.

１０􀆰７􀆰２　当无Ct值或Ct值＞３２且无特异性扩增曲线,判为猪附红细胞体核酸阴性.

１０􀆰７􀆰３　当３０＜Ct值≤３２且出现特异性扩增曲线,判为疑似.疑似样品应复检１次,若Ct值≤３０且出

现特异性扩增曲线即判为猪附红细胞体核酸阳性;否则判为猪附红细胞体核酸阴性.

１１　荧光RAA检测方法

１１􀆰１　试剂

１１􀆰１􀆰１　RAA反应预混液.

１１􀆰１􀆰２　２８０mmol/L乙酸镁.

１１􀆰１􀆰２　除不需要 TAE核酸电泳缓冲液、６×上样缓冲液、DNA分子量标准外,其他试剂同９􀆰１.

１１􀆰２　仪器设备

１１􀆰２􀆰１　恒温荧光基因检测仪或荧光定量PCR仪.

１１􀆰２􀆰２　台式低温高速离心机(最大转速１２０００g 以上).

１１􀆰２􀆰３　微量可调移液器(０􀆰１μL~０􀆰２５μL;０􀆰５μL~１０μL;２μL~２０μL;２０μL~２００μL;１００μL~
１０００μL等不同规格).

１１􀆰３　引物和探针

上游引物E􀆰suisＧP５:５′ＧTCTGGCGGACTCCAGATCTGGGTGACCCTCＧ３′;
下游引物E􀆰suisＧP６:５′ＧTGCAAGGCCTGAGTGAATATCCGCTGATGCＧ３′;
探针E􀆰suisＧProbe２:CTGAGCCCCTGCCTCTCAGAACCCGCCTCC[FAMＧdT][THF]G[BHQ１Ｇ

dT]CCATCTGAAATTGCC.

１１􀆰４　核酸提取

同９􀆰５.

１１􀆰５　核酸扩增

１１􀆰５􀆰１　配制荧光RAA反应体系

每个样品配制４４􀆰５μL荧光RAA反应混合液,体系配制见表３.

表３　荧光RAA反应体系配制表

试剂成分 加入体积

RAA反应预混液 ２９􀆰６μL

E􀆰suisＧP５(２０μmol/L) ２μL

E􀆰suisＧP６(２０μmol/L) ２μL

E􀆰suisＧProbe２(１０μmol/L) １μL

无核酸酶水 ９􀆰９μL

总体积 ４４􀆰５μL

１１􀆰４􀆰３　荧光RAA反应

５
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１１􀆰４􀆰３􀆰１　将４４􀆰５μL荧光RAA反应混合液加入到荧光RAA反应管中,将３μLDNA模板加入到反应

管中,将２􀆰５μL乙酸镁加在反应单元管盖上,混合均匀.每次进行荧光 RAA扩增时均应设立阳性对照、
阴性对照及空白对照.

１１􀆰４􀆰３􀆰２　加入模板后,密封反应管,充分混匀,瞬时离心.

１１􀆰４􀆰３􀆰３　将所有反应管放入荧光恒温检测仪中,按如下条件运行扩增程序:３９℃６０s,共１个循环;３９℃
３０s,共４０个循环,在每个循环的延伸结束时进行荧光信号收集.

１１􀆰５　试验成立条件

阳性对照起峰时间≤１０min(Ct值≤３０)且出现特异性起峰曲线(见B􀆰３),阴性对照无起峰时间或阴

性对照起峰时间＞１５min(Ct值＞４０)且无特异性起峰曲线,试验成立;否则应重新进行试验.

１１􀆰６　荧光RAA结果判定

在试验成立的前提下,被检样品起峰时间≤１２min(Ct值≤３６)且出现特异性起峰曲线,则判为猪附

红细胞体核酸阳性;被检样品无起峰时间或被检样品起峰时间＞１２min(Ct值＞３６)且无特异性起峰曲

线,则判定为猪附红细胞体核酸阴性.

１２　间接ELISA抗体检测方法

１２􀆰１　试剂

１２􀆰１􀆰１　包被抗原:大肠杆菌系统重组表达的猪附红细胞体p４０蛋白,制备及鉴定方法见附录C.

１２􀆰１􀆰２　酶标抗体:辣根过氧化物酶标记的羊抗猪二抗.

１２􀆰１􀆰３　对照:猪附红细胞体抗体阳性对照(阳性血清)、阴性对照(阴性血清),制备方法见附录D.

１２􀆰１􀆰４　PBS、包被液、洗涤液、封闭液、样品稀释液、酶结合物稀释液、终止液,配制方法按照附录E的规

定执行.

１２􀆰１􀆰５　底物溶液:商品化即用型 TMB底物溶液.

１２􀆰２　仪器设备

１２􀆰２􀆰１　酶标仪.

１２􀆰２􀆰２　恒温箱.

１２􀆰２􀆰３　洗板机或洗涤瓶.

１２􀆰２􀆰４　９６孔酶标板.

１２􀆰２􀆰５　U形９６孔稀释板.

１２􀆰２􀆰６　微量可调移液器(２􀆰５μL、１０μL、１００μL、２００μL、１０００μL等不同规格).

１２􀆰３　试验程序

１２􀆰３􀆰１　抗原包被

用包被缓冲液将猪附红细胞体重组p４０蛋白稀释至终浓度０􀆰２５μg/mL,加入９６孔酶标板进行抗原

包被,１００μL/孔,３７℃饱和湿度下吸附２h,用洗涤缓冲液洗板１次后拍干,３００μL/孔加入封闭缓冲液,

３７℃饱和湿度下吸附２h,用洗涤缓冲液洗板１次后拍干.

１２􀆰３􀆰２　操作步骤

１２􀆰３􀆰２􀆰１　待检血清与阴性对照、阳性对照血清使用样品稀释液做５０倍稀释.

１２􀆰３􀆰２􀆰２　酶标板上对照和待检样品的分布图,见表４.５０μL/孔,在 A１、B１加入稀释后的阳性对照血

清,在C１、D１加入稀释后的阴性对照血清,从E１、F１开始按顺序在其余孔加入稀释后的待检血清,３７℃
孵育６０min.

１２􀆰３􀆰２􀆰３　弃去反应孔中的液体,每孔用洗涤液清洗４次,１×洗涤液３００μL/孔.

１２􀆰３􀆰２􀆰４　每孔加入１×酶标抗体,５０μL/孔,３７℃孵育３０min.

１２􀆰３􀆰２􀆰５　弃去反应孔中的液体,每孔用洗涤缓冲液清洗４次,１×洗涤液３００μL/孔.
６
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１２􀆰３􀆰２􀆰６　每孔加入底物溶液,５０μL/孔,室温避光作用１０min.

１２􀆰３􀆰２􀆰７　每孔加入５０μL终止液,终止反应.

１２􀆰３􀆰２􀆰８　用酶标仪在４５０nm 波长下测定各孔 OD值.

表４　样品加样记录表(推荐模式)

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２

A P S５
B P S６
C N S７
D N S８
E S１ S９
F S２ S１０
G S３ S１１
H S４ S１２

　　注:P为阳性对照孔;N为阴性对照孔;S１、S２、S３、S４等为待检样品孔,其余类推.

１２􀆰４　试验成立条件

阳性对照 OD４５０nm值＞０􀆰８００,且阴性对照 OD４５０nm值＜０􀆰１００,试验成立;否则,应重新进行试验.

１２􀆰５　结果判定

在试验成立的前提下,S/N 值的计算:S/N＝待测样品 OD４５０nm值/阴性对照 OD４５０nm值.如果S/N
值≥２􀆰１,应判定为猪附红细胞体抗体阳性;如果S/N 值＜２􀆰１,应判定为猪附红细胞体抗体阴性.

１３　阻断ELISA抗体检测方法

１３􀆰１　试剂

１３􀆰１􀆰１　包被抗原:重组表达的猪附红细胞体p４０蛋白,制备及鉴定方法见附录C.

１３􀆰１􀆰２　酶标抗体:辣根过氧化物酶标记的p４０蛋白单抗,制备方法见附录F.

１３􀆰１􀆰３　对照:猪附红细胞体阳性对照(阳性血清)、阴性对照(阴性血清),制备方法见附录D.

１３􀆰１􀆰４　包被液:PBS、包被液、洗涤液、封闭液、样品稀释液、酶结合物稀释液、终止液,配制方法按照附录

E的规定执行.

１３􀆰１􀆰５　底物溶液:商品化即用型 TMB底物溶液.

１３􀆰２　仪器设备

见１２􀆰２.

１３􀆰３　试验程序

１３􀆰３􀆰１　包被

用包被缓冲液将猪附红细胞体重组p４０蛋白稀释至终浓度０􀆰２５μg/mL,每孔１００μL包被,３７℃饱和

湿度下吸附２h,用洗涤缓冲液洗板１次后拍干,３００μL/孔加入封闭缓冲液,３７℃饱和湿度下吸附２h,用
洗涤缓冲液洗板１次后拍干.

１３􀆰３􀆰２　操作步骤

１３􀆰３􀆰２􀆰１　待检血清与阴性对照、阳性对照使用样品稀释液做２倍稀释.

１３􀆰３􀆰２􀆰２　酶标板上对照和待检样品的分布图,见表５.５０μL/孔,在 A１、B１加入稀释后的阳性对照血

清,在C１、D１加入稀释后的阴性对照血清,从E１、F１开始按顺序在其余孔加入稀释后的待检血清,３７℃
孵育６０min.

１３􀆰３􀆰２􀆰３　弃去反应孔中的液体,每孔用洗涤液清洗４次,１×洗涤液３００μL/孔.

１３􀆰３􀆰２􀆰４　每孔加入１×酶标抗体,５０μL/孔,３７℃孵育３０min.

１３􀆰３􀆰２􀆰５　弃去反应孔中的液体,每孔用洗涤缓冲液清洗４次,１×洗涤液３００μL/孔.
７
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１３􀆰３􀆰２􀆰６　每孔加入底物溶液,５０μL/孔,室温避光作用１０min.

１３􀆰３􀆰２􀆰７　每孔加入５０μL终止液,终止反应.

１３􀆰３􀆰２􀆰８　用酶标仪在４５０nm 波长下测定各孔 OD值.

表５　样品加样记录表(推荐模式)

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２

A P S５
B P S６
C N S７
D N S８
E S１ S９
F S２ S１０
G S３ S１１
H S４ S１２

　　注:P为阳性对照孔;N为阴性对照孔;S１、S２、S３、S４等为待检样品孔,其余类推.

１３􀆰４　试验成立条件

阳性对照 OD４５０nm值＞１􀆰０００,且阴性对照 OD４５０nm值＜０􀆰２００,试验成立;否则,应重新进行试验.

１３􀆰５　结果判定

在试验成立的前提下,S/N 值的计算:S/N＝(阴性对照 OD４５０nm值－待测样品 OD４５０nm值)/(阴性对

照OD４５０nm值－阳性对照OD４５０nm值).如果S/N 值≥０􀆰４,应判定为猪附红细胞抗体阳性;如果S/N 值＜
０􀆰４,应判定为猪附红细胞抗体阴性.

１４　综合判定

１４􀆰１　疑似

符合６􀆰４和/或８􀆰２,可判为疑似猪附红细胞体感染.

１４􀆰２　确诊

符合１４􀆰１,且经PCR检测方法(第９章)、实时荧光检测PCR方法(第１０章)、荧光 RAA 检测方法

(第１１章)任一项判为核酸阳性的,或经间接ELISA抗体检测方法(第１２章)或阻断ELISA 抗体检测方

法(第１３章)任一项检出抗体阳性的,可确诊为猪附红细胞体感染.
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附　录　A
(规范性)

PCR反应溶液的配制

A􀆰１　TE缓冲液

１０mmol/LTrisＧHCl(pH８􀆰０),１mmol/LEDTA(pH８􀆰０),充分混匀.

A􀆰２　阳性对照

猪附红细胞体功能性结构蛋白编码基因 ORF２的pGEMＧTeasy重组质粒(１􀆰０×１０５拷贝/μL).

ORF２目的片段基因序列为:５’ＧATGGAGCATACCTGGGCCTGGAGAGCACCAGGTTGGTCTT
TACAAAAGGGGGCACCAGAAAGGCGAGGTTCTGCAAACTGTGTACCCTTTTCACAATCTCCA
CTGCTAGCTAGCTGTCCACTTTCCAGACAACCCCCCCCAAAAAACACAAACACCCCCCCCCCCC
CCCAcAAGCACACAAACACACACACACACACCTTTCCTGGTAAACAGGAACTAGTGCAGATAG
GACCTAAAAAATGAAGCACCAGTTTGCCCTGAGAACTGTCCCTACATACTGGTTCTTGCCCAG
CCTCACTGCGTCCAAGTTCCAGATCTGGCGGACTCCAGATCTGGGTGACCCTCTCCTGAGCCCC
TGCCTCTCAGAACCCGCCTCCTGGTCCATCTGAAATTGCCACTGCAGTAGCTCAAAACTGAGG
TCCTAAAGCCGAGCATCAGCGGATATTCACTCAGGCCTTGCAGGGTGCATGGAGGACGACTG
TCCTCCGGCAGCCTCATCTCCTCGCAGCGCCATCCAGCGGTGAGACAGCAAGGGCACCCTGGGC
AGAGATTGCTGGCCAGGCACCCCTGAAACCTGGTGCGGAGGATTCCAAGCCTGAAGCCGTCCC
TTCCTCCATCCACCCCACCCCTAAAATTAGGACACATCTATCTCCTGCACCTTCCCACＧ３’.

A􀆰３　阴性对照

pGEMＧTeasy空质粒(１􀆰０×１０５拷贝/μL).

A􀆰４　无核酸酶水

量取１mL的DEPC,加入去离子水定容至１０００mL,充分混匀,将瓶盖拧松后置于３７℃放置过夜,
高压灭菌.

A􀆰５　１×TAE核酸电泳缓冲液

称取２４􀆰２gTris碱,加入５􀆰７１mL的冰乙酸和１０mL的０􀆰５mol/LEDTA(pH８􀆰０),加蒸馏水定容

至１００mL,使用时用蒸馏水作５０倍稀释,即为１×TAE核酸电泳缓冲液.

A􀆰６　１􀆰２％的琼脂糖凝胶

称取０􀆰６g琼脂糖,置于２００mL锥形瓶中,加入５０mL１×TAE缓冲液,加热溶解,冷却至５０℃~
６０℃时加入２􀆰５μL溴化乙锭溶液,混匀后倒入胶槽内自然凝固.
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附　录　B
(资料性)

猪附红细胞体PCR扩增产物电泳图、荧光PCR及荧光RAA扩增曲线图

B􀆰１　猪附红细胞体PCR扩增产物电泳图见图B􀆰１.

标引序号说明:

M——— DL２０００DNA Marker;

１———猪附红细胞体阳性对照;

２———阴性对照.

图B􀆰１　猪附红细胞体PCR扩增产物电泳图

B􀆰２　猪附红细胞体荧光PCR扩增曲线见图B􀆰２.

图B􀆰２　猪附红细胞体荧光PCR扩增曲线

B􀆰３　猪附红细胞体荧光RAA扩增曲线见图B􀆰３.
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图B􀆰３　猪附红细胞体荧光RAA扩增曲线
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附　录　C
(资料性)

重组表达猪附红细胞体p４０蛋白的制备及鉴定

C􀆰１　重组菌株的诱导表达与纯化

将切除信号肽的猪附红细胞体p４０基因插入pETＧ３２a原核表达载体并转化入大肠杆菌,构建E􀆰coliＧ
pETＧ３２aＧp４０重组表达菌.将E􀆰coliＧpETＧ３２aＧp４０接种于含有 Amp＋(１００μg/mL)LB固体培养基中,
置于３７℃培养过夜,挑取单菌落接种于含 Amp＋(１００μg/mL)LB液体培养基,置于３７℃、２２０r/min摇

床振荡培养至OD６００nm在０􀆰５~０􀆰６,取１mLE􀆰coliＧpETＧ３２aＧp４０菌液作为诱导前对照,随后再加入IPTG
至终浓度为１mmol/L,置于３７℃２２０r/min的摇床中振荡培养８h.取１mL诱导表达好的菌液至离心

管内,８０００g 离心３min,去掉上清,用PBS洗涤一次后加入３０μLPBS重悬细菌,再加１０μL４×SDS蛋

白上样缓冲液,混匀后煮沸１０min,４℃条件下以１００００g 离心１min,取５μL进行１０％的SDSＧPAGE
电泳,确定在分子量４６kDa大小处表达出目的蛋白(rＧp４０),用 Westernblot方法分析rＧp４０蛋白的抗原

性.收集剩下的菌液表达并纯化rＧp４０蛋白,纯化后的rＧp４０蛋白经浓度测定,每毫升蛋白量应不低于

０􀆰０５mg.

C􀆰２　重组表达猪附红细胞体p４０蛋白的反应性及特异性鉴定

将纯化的rＧp４０蛋白用包被缓冲液稀释成０􀆰５μg/mL包被ELISA板,用间接ELISA方法测定,与猪

附红细胞体抗体阳性血清的S/N 值应≥２􀆰１;而与非洲猪瘟病毒(ASFV)抗体阳性血清、猪繁殖与呼吸综

合征病毒(PRRSV)抗体阳性血清、猪瘟病毒(CSFV)抗体阳性血清、猪伪狂犬病毒(PRV)抗体阳性血清、
猪流行性腹泻病毒(PEDV)抗体阳性血清、猪传染性胃肠炎病毒(TGEV)抗体阳性血清、猪δ冠状病毒

(PDCoV)抗体阳性血清及pETＧ３２a空载体大肠杆菌BL２１plysS(空载体蛋白)抗体阳性血清的S/N 值均

应＜２􀆰１.
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附　录　D
(资料性)

猪附红细胞体阳性对照(阳性血清)、阴性对照(阴性血清)的制备及鉴定

D􀆰１　猪附红细胞体抗原的制备

无菌采集感染猪附红细胞体猪的前腔静脉抗凝血,采用淋巴细胞分离液经３０００g 离心２０min分离

出抗凝血中的白细胞、血小板及细胞碎片等组分,然后收集红细胞泥;用 PBS悬浮,置于０􀆰１５％吐温Ｇ２０
及３％EDTA的pH 为７􀆰４的PBS缓冲液中,５０℃水浴中热致敏３０min,１６００g 离心１０min收集上清

液.经１􀆰２μm 滤器过滤后,滤液１２０００g 离心１h,沉淀即为猪附红细胞体,沉淀经PBS反复离心洗涤３
次后去除残余宿主血浆蛋白,加１mLPBS重悬沉淀,超声波裂解１０min,经２０００g 离心１０min,取上清

液即为猪附红细胞体抗原,－２０℃保存.

D􀆰２　猪附红细胞体抗体阳性对照(阳性血清)制备

用猪附红细胞体免疫小型猪(首免加入弗氏完全佐剂,二免加入弗氏不完全佐剂),最后一次免疫２周

后心脏采血分离血清;用纯化rＧp４０蛋白包被ELISA 板检测抗体效价,以测定孔 OD值(S)/阴性对照孔

OD值(N)≥２􀆰１判为阳性,S/N＜１􀆰５判为阴性.测定猪血清抗体效价≥１∶１６０００时,大量采集全血分

离血清,５６℃３０min水浴补体灭活后分装于２mL冻存管中,每管１mL,－７０℃ 冰箱保存,作为猪附红

细胞体抗体阳性对照(阳性血清).

D􀆰３　猪附红细胞体抗体阴性对照(阴性血清)制备

选择猪附红细胞体抗体阴性小型猪(用纯化rＧp４０蛋白包被ELISA板检测抗体为阴性)采集全血,分
离血清,灭活后作为猪附红细胞体抗体阴性对照(阴性血清).
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附　录　E
(规范性)

ELISA反应溶液的配制

E􀆰１　包被液(含０􀆰０５mol/LCBS,pH９􀆰６)

称取１􀆰５９g碳酸钠 (Na２CO３,分析纯)、２􀆰９３g碳酸氢钠 (NaHCO３,分析纯),加纯化水定容至

１０００mL.

E􀆰２　洗涤液(含０􀆰０１mol/LPBS,０􀆰０５％ 吐温Ｇ２０,pH７􀆰４)

称取０􀆰２g磷酸二氢钾(KH２PO４,分析纯)、２􀆰８９g十二水磷酸氢二钠(Na２HPO４􀅰１２H２O,分析纯)、

８􀆰０g氯化钠(NaCl,分析纯)、０􀆰２g氯化钾(KCl,分析纯),０􀆰５mL加入吐温Ｇ２０,加纯化水定容至１０００mL.

E􀆰３　封闭液

称取１g牛血清白蛋白(BSA)、５g蔗糖,再加洗涤液定容至１００mL.

E􀆰４　样品稀释液

称取１g酪蛋白(Casein)、５g氯化钠(NaCl,分析纯),再加洗涤液定容至１００mL.

E􀆰５　酶结合物稀释液

称取１g牛血清白蛋白(BSA),加入４００μLProclin３００,再加洗涤液定容至１００mL.

E􀆰６　终止液的配制

量取４４２mL蒸馏水,量取５８mL硫酸(H２SO４,分析纯)缓慢加入蒸馏水中.

E􀆰７　pH７􀆰２０􀆰０１mol/LPBS的配制

称取０􀆰２g磷酸二氢钾(KH２PO４,分析纯)、２􀆰８９g十二水磷酸氢二钠(Na２HPO４􀅰１２H２O,分析纯)、

８􀆰０g氯化钠(NaCl,分析纯)、０􀆰２g氯化钾(KCl,分析纯),加纯化水定容至１０００mL,用氢氧化钠或盐酸

调pH 至７􀆰２.
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附　录　F
(资料性)

猪附红细胞体p４０单克隆抗体的制备

F􀆰１　免疫小鼠

将猪附红细胞体抗原与弗氏佐剂混合乳化,皮下多点注射免疫Balb/c小鼠３次,用间接ELISA方法

测定免疫小鼠的血清抗体效价,以S/N 值≥２􀆰１时抗体的最大稀释度作为抗体效价.选取效价大于１∶
１０００００的小鼠于细胞融合前３d加强免疫１次.

F􀆰２　细胞融合

选择状态良好且呈对数生长的sp２/０细胞６瓶~８瓶,将细胞从瓶壁上轻轻吹打下来并转移到５０
mL离心管中,以１０００g 离心５min.弃上清,用５mL无血清 DMEM 培养液悬浮,用细胞计数板计数;
脾细胞与骨髓瘤细胞sp２/０按细胞数量１∶５混合均匀,１０００g 离心１０min,倒掉上清,轻弹管底使其疏

松;在一个干净的烧杯中加入３７ ℃蒸馏水,将含有混合细胞的离心管置于水浴中,１min内逐滴加入１
mL３７℃预热的聚乙二醇PEG２０００,边滴加边旋转离心管,加完后温浴９０s;在１min内逐滴加入１mL
３７℃预热的不完全DMEM 培养液;在１min内逐滴加入２mL３７ ℃预热的不完全 DMEM 培养液;在

１min内逐滴加入４mL３７℃预热的不完全DMEM 培养液;再用３７℃预热的不完全DMEM 培养液补加

至２０mL,１０００g 离心５min,倒掉上清;将细胞沉淀重悬于６０mL２０％胎牛血清的 HAT选择培养液

中,以１００μL/孔加入含有饲养细胞的９６孔细胞培养板中,置于３７℃、５％ CO２培养箱培养.

F􀆰３　杂交瘤细胞的筛选

融合后第５d用 HAT培养液进行第一次半量换液,第９d进行全换液,待细胞长到孔底的１/４~１/

３时吸出８０μL上清分别加至rＧp４０包被板进行ELISA检测,以S/N≥２􀆰１作为阳性判断标准,以免疫

阳性血清作阳性对照,正常小鼠血清作阴性对照,对分泌上清检测为rＧp４０抗体阳性的细胞株进行克隆

化培养.

F􀆰４　杂交瘤细胞的克隆化

采用有限稀释法对检测阳性的杂交瘤细胞及时进行克隆化培养.制备饲养细胞,HT培养液中制备

饲养细胞层１００μL/孔;轻轻吹打混匀阳性杂交瘤细胞,细胞计数后调整细胞数至１０个/mL;将杂交瘤细

胞悬液１００μL/孔接种于含饲养细胞的９６孔细胞培养板中,３７℃、５％ CO２培养箱中进行培养;每日观察

并记录每孔细胞克隆数,待细胞长到孔底的１/４~１/３时,对细胞上清用单抗筛选用间接ELISA方法进行

检测;选择克隆数少、OD４５０nm值高的双阳性孔,将其再次克隆.经３次~４次克隆化操作,直至所有克隆化

细胞孔检测阳性率达１００％时,即可确定获得分泌特异性单抗的杂交瘤细胞株.将克隆化的单克隆抗体

杂交瘤细胞株扩大培养,分装冻存.

F􀆰５　抗体纯化标记

采用体内诱生腹水法制备单克隆抗体,１２周龄~１６周龄健康Balb/c小鼠,每只小鼠腹腔注射弗氏不

完全佐剂０􀆰５mL,７d~１０d后每只小鼠腹腔接种l×１０６个~５×１０６个杂交瘤细胞,经７d~１０d后可见小鼠

腹部明显膨大,无菌操作采集腹水.腹水以８０００g 离心１０min,弃去上层脂肪层,收集中层腹水,采用免疫

层析柱对抗体进行纯化,进行辣根过氧化物酶标记,通过间接ELISA测定效价后并分装保存于－２０℃.
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