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附录B(资料性)　核酸检测用引物、探针序列信息 １０􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

附录C(规范性)　核酸检测相关溶液的配制 １３􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

附录D(规范性)　酶联免疫吸附试验溶液的配制 １４􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
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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.
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:中国动物卫生与流行病学中心.
本文件主要起草人:王淑娟、张永强、王清华、包静月、徐天刚、王莹、郑东霞、王华、李林、吕艳、孙成友、

邹艳丽、胡永新、刘雨田、赵永刚、赵云玲、戈胜强、任炜杰、刘春菊、左媛媛、王英丽、于小静、宋芳芳、王云

霞、李金明、王志亮.
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引　　言

裂谷热(RiftValleyfever,RVF)是由裂谷热病毒(RiftValleyfevervirus,RVFV)引起的经蚊媒或接

触传播的一种人兽共患急性、热性传染病.RVFV 为布尼亚病毒目白纤病毒科白蛉病毒属成员,单股负

链RNA,基因组分L、M、S三节段,只有一个血清型,主要感染绵羊、山羊、牛、骆驼、野生动物等,感染动物

以高流产率和新生动物的高死亡率为特征.人对该病普遍易感,可通过接触感染性动物材料(体液或组

织)、食用未煮熟的肉奶或被携带病毒的蚊媒叮咬而感染,通常无症状或伴有中度至重度非致死性流感样

症状,甚至死亡.从事采样、实验的工作人员处理病料时,应备有高级别生物防护设施.该病多发于蚊子

滋生季节,主要流行于非洲大陆和阿拉伯半岛,对绵羊、山羊和牛的危害较为严重.世界动物卫生组织

(WOAH)将该病列为必须通报动物疫病,我国将其列为重点防范的外来动物疫病之一.
本文件的实施将提高我国裂谷热的诊断和监测水平,及时采取防控措施,更有效地做好裂谷热的防控

工作.
本文件的制定参考了«陆生动物诊断试验与疫苗手册»,并结合了国内外相关文献和我国相关技术有

关研究新成果.

Ⅳ
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裂谷热诊断技术

１　范围

本文件描述了裂谷热的临床诊断、样品的采集、运输与保存、病毒分离与鉴定、RTＧPCR、实时荧光

RTＧPCR、IgM 捕获ELISA等诊断方法.
本文件适用于羊、牛、骆驼和野生动物等RVF的诊断、检疫、监测与流行病学调查等.

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)适用于本

文件.

GB６６８２　分析实验室用水规格和试验方法

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

NY/T５４１　兽医诊断样品采集、保存与运输技术规范

NY/T１９４８　兽医实验室生物安全要求通则

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.

BHK:乳仓鼠肾(细胞)(babyhamsterkidneycell)

CPE:细胞病变效应(cytopathiceffect)

Ct:循环阈值(cyclethreshold)

DEPC:焦碳酸二乙酯(diethylpyrocarbonate)

EDTA:乙二胺四乙酸(ethylenediaminetetraaceticacid)

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

FAM:６Ｇ羧基荧光素(６ＧcarboxyＧfluorescein)

HRP:辣根过氧化物酶(horseradishperoxidase)

MEM:最低限度必需营养液(minimumessentialmedium)

OD:光密度(opticaldensity)

PBS:磷酸盐缓冲液(phosphatebufferedsaline)

S/P:样品与阳性对照比值

RNA:核糖核酸(ribonucleicacid)

RTＧPCR:反转录Ｇ聚合酶链反应(reversetranscriptionＧpolymerasechainreaction)

RVF:裂谷热(riftValleyfever)

RVFV:裂谷热病毒(riftValleyfevervirus)

TAE:三羟甲基氨基甲烷Ｇ乙酸Ｇ乙二胺四乙酸缓冲液(trisＧAceticacidＧEDTAbuffer)

TAMRA:四甲基罗丹明(tetramethylrhodamine)

TMB:３,３′,５,５′Ｇ四甲基联苯胺(３,３′,５,５′Ｇtetramethylbenzidine)

TBST:含吐温的 Tris盐缓冲液(trisbufferedSalinewithTween２０)
１
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Vero:非洲绿猴肾细胞(verdareno)

５　生物安全措施

进行疑似RVF样品采集与处理、病毒分离、核酸提取等诊断、检测活动时,按照GB１９４８９、GB/T２７４０１、

NY/T５４１、NY/T１９４８等的规定执行.病毒分离培养在生物安全三级(BSLＧ３)实验室进行.

６　临床诊断

６􀆰１　流行病学

６􀆰１􀆰１　传染源

感染动物是最主要的传染源,其血液、体液或器官都具有传染性.感染的蚊虫(库蚊、白蛉、蜱等)既是

传播媒介也是传染源.

６􀆰１􀆰２　传播途径

６􀆰１􀆰２􀆰１　虫媒传播:该病主要通过带毒的库蚊、伊蚊、蜱、螨等吸血昆虫叮咬传播或虫媒的远距离移动传

播.病毒可通过蚊子卵进行传播,病蚊产的卵可在泥土中存活很多年,遇到适宜的环境,就孵化成带有病

毒的蚊子,再一次引起病毒的循环传播.

６􀆰１􀆰２􀆰２　接触传播:直接或间接接触病畜组织、血液、唾液、体液、分泌物和排泄物等.

６􀆰１􀆰２􀆰３　呼吸道传播:嗅闻流产的胎儿等吸入带病毒的气溶胶.

６􀆰１􀆰２􀆰４　消化道传播:食用感染动物的未经煮过或消毒过的奶、肉制品,动物舔食污染的草料等.

６􀆰１􀆰２􀆰５　垂直传播:可通过胎盘传播给胎儿.

６􀆰１􀆰３　易感动物

绵羊、山羊、牛、骆驼、羚羊、马、驴、猴、田鼠、蝙蝠、鹿、狗、猫、禽类以及人等.其中,绵羊最易感.

６􀆰１􀆰４　流行特点

６􀆰１􀆰４􀆰１　RVF常年均可发生,常暴发于蚊虫活跃的夏秋季节,特别是温暖、潮湿的雨季.其流行和传播

与周期性的降水量有关,夏秋雨季为该病流行高发期,通常暴雨和洪涝灾害后在一个国家或地区呈地方性

流行或暴发流行.

６􀆰１􀆰４􀆰２　绵羊、山羊、牛、骆驼等动物出现大量孕畜流产和幼畜死亡并伴有密接人员发病是该病的主要特

征.

６􀆰１􀆰４􀆰３　多发生于农村和牧区,人发病通常都是在动物流产和发病１周~２周后出现,以牧民、兽医、屠
夫、农民为主,RVFV研究人员发病率也较高.

６􀆰２　临床症状

６􀆰２􀆰１　动物感染后主要表现发热、厌食、呕吐、腹泻、肝炎、产奶量下降、流产等症状,常常出现大量幼畜突

然死亡或成批母畜不明原因流产.

６􀆰２􀆰２　最急性的病例可能不出现任何症状,突然死亡.

６􀆰２􀆰３　急性病例潜伏期非常短,主要症状为发热、步态不稳、呕吐、可视黏膜瘀血斑或瘀血点、流黏液性鼻

液、出血性腹泻等.羔羊出现症状后大多３６h内死亡,１周龄内羔羊病死率高达１００％.山羊与绵羊相

似,但症状稍轻.犊牛表现为精神萎靡、食欲不振,伴随高热、腹泻、呼吸困难、黄疸等.

６􀆰２􀆰４　亚急性病例主要发生在成年绵羊.出现发热并伴随有厌食和虚弱,部分羊出现呕吐和腹痛症状.
怀孕母羊出现大批流产或产出弱羔.奶牛表现为产奶量下降,怀孕母牛流产.

６􀆰２􀆰５　成年牛、骆驼感染后通常表现为隐性感染.有的成年牛表现有流泪、流涎、产奶量下降等,骆驼会

突发死亡、流产等.

６􀆰２􀆰６　人感染后,通常无症状或伴有中度至重度非致死性流感样症状,主要为发热、头痛、呕吐、腹泻、乏
力、肌肉关节疼痛、畏寒等,少数病人可能出现畏光、视网膜病变、脑炎、严重的出血性肝病、白细胞减少甚

至死亡.
２
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６􀆰３　临床判定

当易感动物出现６􀆰２中的临床症状至少１条,并符合６􀆰１流行病学特征至少１项,可判为裂谷热疑似

病例,确诊需进一步采样进行实验室诊断.

７　样品的采集、运输与保存

７􀆰１　样品的采集

７􀆰１􀆰１　每个疑似RVF畜群选择３只(头)~５只(头)病畜采集样品.

７􀆰１􀆰２　对有发热、腹泻或流产等临床症状的活畜,无菌采集 EDTA 抗凝血以及无抗凝剂全血各１管,每
管应不少于５mL,无抗凝剂全血按照常规方法制备血清.

７􀆰１􀆰３　无菌采集病死畜或流产胎畜的肝、脾、脑组织、淋巴结、流产物等２５g~５０g,分别置于样品保存管

(袋)中.如果样品需长途运输,应加入５０％甘油ＧPBS保存液,使保存液液面没过样品,并加盖封口.

７􀆰１􀆰４　采集样品的人员需穿戴个体防护装备,做好个人防护,以防感染.此外,由于带毒蚊虫的叮咬可以

传播本病,野外采样时还应做好蚊虫叮咬的生物安全防护,也要防范动物的爪、骨头和利器的刺伤.

７􀆰２　样品的运输与保存

７􀆰２􀆰１　样品采集后,应尽可能在４℃容器内冷藏运输,２４h内送至实验室.对于不能２４h内送达实验室

但不影响检验结果的样品,应以冷冻状态运送.样品的包装应防渗、防漏、防溢出,避免包装穿刺或损坏.
样品运输应符合 NY/T５４１的要求.

７􀆰２􀆰２　样品在４℃保存应不超过２４h.若需长期保存,应置于－７０℃以下保存,冻融不超过３次.

８　病毒分离与鉴定

８􀆰１　主要仪器与设备

８􀆰１􀆰１　生物安全柜.

８􀆰１􀆰２　CO２培养箱.

８􀆰１􀆰３　倒置生物显微镜.

８􀆰１􀆰４　台式低温高速离心机.

８􀆰１􀆰５　研钵和研杵(或冷冻组织匀浆机).

８􀆰１􀆰６　细胞培养瓶.

８􀆰１􀆰７　０􀆰４５μm 滤器.

８􀆰１􀆰８　移液器(１０μL、１００μL、２００μL、１０００μL等不同规格).

８􀆰２　主要试剂与材料

８􀆰２􀆰１　０􀆰０１mol/LPBS(pH７􀆰４),按照附录 A中的 A􀆰１配制.

８􀆰２􀆰２　５０％甘油ＧPBS保存液,按照 A􀆰２配制.

８􀆰２􀆰３　青霉素,浓度为１００００IU/mL.

８􀆰２􀆰４　链霉素,浓度为１００００μg/mL.

８􀆰２􀆰５　细胞完全营养液和维持液,按照 A􀆰３配制.

８􀆰２􀆰６　BHK或 Vero细胞.

８􀆰３　样品处理

８􀆰３􀆰１　组织样品

在生物安全柜内研磨或匀浆处理受检样品.分别取肝、脾、脑组织、淋巴结、流产物等组织病料１g,剪
碎后加入１０mLPBS或细胞完全营养液(含青霉素１００IU/mL和链霉素１００μg/mL)充分研磨,制成

１０％的组织悬浮液,３０００r/min４℃离心１０min,取上清液,经０􀆰４５μm 滤膜过滤后作为接种材料.经处

理的样品当天使用,使用前置４°C保存,剩余样品置于－７０℃保存.
３
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８􀆰３􀆰２　血液样品

取抗凝血５００μL,冻融３次,３０００r/min４℃离心１０min,取上清.经处理的样品当天使用,使用前

置４℃保存,剩余样品置于－７０℃保存.

８􀆰４　病毒分离

８􀆰４􀆰１　样品接种

接种前一天用 T２５细胞瓶传代 HKＧ２１或 Vero等,待第二天细胞长至８０％,取处理好的样品按１
mL/瓶接种,每个样品接种２瓶细胞,另外设对照细胞１瓶.

８􀆰４􀆰２　接种细胞后,３７℃吸附６０min,弃去上清液并以无菌PBS清洗１次,加入含２％胎牛血清的细胞

维持液,３７℃继续培养５d~６d并逐日观察细胞状态.当出现细胞变圆或脱落等细胞病变效应(CPE)
时,及时收获细胞培养物,进入８􀆰５病毒鉴定程序.如果没有出现CPE,应继续盲传３代,进入８􀆰５病毒鉴

定程序.

８􀆰５　病毒鉴定

将出现CPE或盲传三代的细胞培养物反复冻融３次,取２００μL按第９章或第１０章的规定做进一步

核酸鉴定和分析,其余细胞培养物置于－７０℃保存.

８􀆰６　结果判定

８􀆰６􀆰１　细胞盲传三代未见CPE,且经第９章或第１０章所述方法检测为阴性者,判定为RVFV分离阴性.

８􀆰６􀆰２　出现CPE或细胞盲传三代未见CPE,经第９章或第１０章所述方法检测为阳性者,判定为 RVFV
分离阳性;否则,判定为RVFV分离阴性.

９　RTＧPCR

９􀆰１　主要仪器与设备

９􀆰１􀆰１　PCR扩增仪.

９􀆰１􀆰２　台式低温高速离心机.

９􀆰１􀆰３　电泳仪和水平电泳槽.

９􀆰１􀆰４　凝胶成像仪(或紫外透射仪).

９􀆰１􀆰５　研钵和研杵(或组织匀浆机).

９􀆰１􀆰６　移液器(１０μL、１００μL、２００μL、１０００μL等不同规格).

９􀆰１􀆰７　冰箱(２℃~８℃、－２０℃、－７０℃).

９􀆰１􀆰８　核酸提取仪.

９􀆰２　主要试剂与材料

９􀆰２􀆰１　引物(序列信息见附录B中的B􀆰１).

９􀆰２􀆰２　DEPC处理水,按照附录C中的C􀆰１配制.

９􀆰２􀆰３　TAE缓冲液,按照C􀆰２和C􀆰３配制.

９􀆰２􀆰４　１􀆰５％琼脂糖凝胶,按照C􀆰４配制.

９􀆰２􀆰５　一步法RTＧPCR试剂盒(商品化).

９􀆰２􀆰６　RNA提取试剂盒(商品化).

９􀆰２􀆰７　上样缓冲液.

９􀆰２􀆰８　提取阳性对照:灭活的RVFV细胞培养物等.

９􀆰２􀆰９　反应阳性对照:人工合成的含有 RVFV 目的基因的质粒或体外转录法制备的 RVFVRNA 片段

(序列信息见B􀆰２)等.

９􀆰２􀆰１０　提取阴性对照:BHKＧ２１等正常细胞对照、RVF阴性动物抗凝血.

９􀆰２􀆰１１　反应阴性(空白)对照:DEPC处理水等.
４
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９􀆰３　操作方法

９􀆰３􀆰１　病毒核酸提取

采用RNA提取试剂盒(商品化)提取各类样本中的病毒核酸,或用自动化核酸提取仪提取各类样本

中的病毒核酸.每次提取核酸时应设置核酸提取阳性对照和阴性对照.

９􀆰３􀆰２　反应体系配制

用一步法RTＧPCR 试剂盒(商品化)配制２５μL反应体系:
———１２􀆰５μL的２×一步法RTＧPCR反应缓冲液;
———１􀆰０μL的正向引物 NS２g(１０μmol/L);
———１􀆰０μL的反向引物 NS３a(１０μmol/L);
———１􀆰０μL的酶混合物;
———３􀆰０μL模板;
———６􀆰５μL的DEPC处理水.
瞬时离心后,置于PCR扩增仪内进行扩增.每次检测应设置阳性对照和阴性对照.
注:反应体系可依据所用试剂盒的不同而适当改变.

９􀆰３􀆰３　RTＧPCR反应程序

５０℃反转录３０min;９５℃预变性５min;９４℃变性１min,５５℃退火１min,７２℃延伸１min,共３５个

循环;７２℃延伸１０min.
注:反应程序可依据所用的试剂盒不同而适当改变.

９􀆰３􀆰４　RTＧPCR扩增产物电泳

取８μLPCR扩增产物,按上样缓冲液比例要求加入上样缓冲液混匀,加入到用１×TAE缓冲液配制

的１􀆰５％琼脂糖凝胶中进行电泳,１００V电泳３０min左右.电泳结束后,将琼脂糖凝胶置于凝胶成像仪中

观察结果.

９􀆰４　试验成立条件

阳性对照应出现６６８bp大小的特异性扩增条带,阴性对照应无任何扩增条带.RTＧPCR产物电泳图

见B􀆰３.

９􀆰５　结果判定

被检测样品出现与阳性对照条带分子量大小相符的６６８bp大小的特异性扩增条带,且PCR扩增产

物经测序后序列比对为RVFV核酸则判定该样品为RVFV核酸阳性;被检样品无特异性扩增条带,则判

为RVFV核酸阴性.

１０　实时荧光RTＧPCR

１０􀆰１　主要仪器与设备

１０􀆰１􀆰１　荧光 PCR 扩增仪.

１０􀆰１􀆰２　台式低温高速离心机.

１０􀆰１􀆰３　研钵和研杵(或自动匀浆机).

１０􀆰１􀆰４　核酸提取仪.

１０􀆰１􀆰５　冰箱(２℃~８℃、－２０℃、－７０℃).

１０􀆰１􀆰６　移液器(１０μL、１００μL、２００μL、１０００μL等不同规格).

１０􀆰２　主要试剂与材料

１０􀆰２􀆰１　引物和探针(序列信息见B􀆰４).

１０􀆰２􀆰２　一步法RTＧqPCR Mix试剂盒(商品化).

１０􀆰２􀆰３　商品化核酸提取试剂盒.

１０􀆰２􀆰４　提取阳性对照:灭活的RVFV细胞培养物等.
５
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１０􀆰２􀆰４　反应阳性对照:人工合成的含有RVFV目的基因的质粒或体外转录法制备的 RVFVRNA片段

(序列信息见B􀆰５)等.

１０􀆰２􀆰４　提取阴性对照:BHKＧ２１等正常细胞对照、RVF阴性动物抗凝血.

１０􀆰２􀆰４　反应阴性(空白)对照:DEPC处理水等.

１０􀆰３　操作方法

１０􀆰３􀆰１　病毒核酸提取

同９􀆰３􀆰１.

１０􀆰３􀆰２　反应体系配制

用一步法RTＧqPCR Mix试剂盒(商品化)配制２０μL反应体系:
———１０􀆰０μL的２×一步法 RealＧtimeRTＧPCR反应缓冲液;
———０􀆰８μL的上游引物(１０μmol/L);
———０􀆰８μL的下游引物(１０μmol/L);
———０􀆰４μL的探针(１０μmol/L);
———３􀆰０μL的模板;
———５􀆰０μL的DEPC处理水.
盖紧PCR管盖或封膜,瞬时离心后,置于荧光PCR扩增仪内进行扩增.每次检测时,应设置阳性对

照和阴性对照.
注:反应体系可依据所用试剂盒的不同而适当改变.

１０􀆰３􀆰３　反应程序

５０℃反转录１０min;９５℃预变性５min;９５℃变性５s,５７℃退火延伸３５s,４５个循环,在每一个循环

的５７℃时收集FAM 荧光信号.
注:反应体系、反应程序可依据所用试剂盒及荧光定量PCR仪的不同而适当改变.

１０􀆰４　试验成立条件

提取阳性对照和反应阳性对照的Ct值应≤３２且出现特异性扩增曲线,提取阴性对照和反应阴性对

照无Ct值且无特异性扩增曲线,试验结果有效.

１０􀆰５　结果判定

被检样品无Ct值或无特异性扩增曲线,判为 RVFV核酸阴性;被检样品Ct值≤３６且出现特异性扩

增曲线,判定为RVFV核酸阳性;被检样品Ct值＞３６且出现特异性扩增曲线需复检,复检 Ct值若＞３６
且出现特异性扩增曲线,判定为RVFV核酸阳性,若无特异性扩增曲线则判为 RVFV 核酸阴性.扩增曲

线示意图见B􀆰６.

１１　IgM 捕获ELISA(仅用于检测牛、羊血清)

１１􀆰１　主要仪器与设备

１１􀆰１􀆰１　酶标仪.

１１􀆰１􀆰２　恒温培养箱.

１１􀆰１􀆰３　冰箱(２℃~８℃、－２０℃、－７０℃).

１１􀆰１􀆰４　洗板机.

１１􀆰１􀆰５　移液器(１０μL、１００μL、２００μL、３００μL、１０００μL等不同规格).

１１􀆰２　主要试剂

１１􀆰２􀆰１　包被抗原:兔抗牛Ｇ羊IgM 多克隆抗体.

１１􀆰２􀆰２　重组RVFVN蛋白.

１１􀆰２􀆰３　酶标抗体:HRP标记抗RVFVN蛋白单克隆抗体.

１１􀆰２􀆰４　对照:RVF阳性对照血清、RVF阴性对照血清.
６
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１１􀆰２􀆰５　包被缓冲液:磷酸盐缓冲液,按照附录D中的D􀆰１配制.

１１􀆰２􀆰６　洗涤缓冲液:０􀆰０５M TBST(含０􀆰１％吐温Ｇ２０),pH８,按照D􀆰２配制.

１１􀆰２􀆰７　封闭/稀释液:含３％牛血清白蛋白(BSA)的０􀆰０１mol/LPBS,pH７􀆰４,按照D􀆰３配制.

１１􀆰２􀆰８　底物溶液:TMB溶液,按照 D􀆰４配制.

１１􀆰２􀆰９　终止液:２mol/LH２SO４,按照 D􀆰５配制.

１１􀆰３　操作方法

１１􀆰３􀆰１　样品处理:常规方法分离血清.用无菌注射器直接采集血液至灭菌离心管或用一次性采血管采

血,将样品室温静置１h,再于４℃冰箱放置１h或过夜,５０００r/min离心５min~１０min,无菌吸取上层

血清,编号备用.

１１􀆰３􀆰２　包被酶标板:用包被缓冲液将兔抗牛Ｇ羊IgM 多克隆抗体稀释至终浓度１μg/mL,每孔１００μL
包被９６孔酶标板,室温孵育过夜.

１１􀆰３􀆰３　洗板:每孔加３００μL洗涤缓冲液洗涤３次,将酶标板在吸水材料上拍干.

１１􀆰３􀆰４　封闭:酶标板每孔加入３００μL封闭/稀释液,于３７℃孵育１h.弃去孔内液体,将酶标板在吸水

材料上拍干.

１１􀆰３􀆰５　加样:将待检血清、阳性对照血清和阴性对照血清用抗体稀释液１∶５稀释后按表１加入相应孔,
表中 NC为阴性血清,PC为阳性对照血清,１－４４为待检血清样品,每孔加入５０μL,３７℃孵育１h.按

１１􀆰３􀆰３洗板.

表１

序号
封闭/
稀释液

RVFVN
蛋白

封闭/
稀释液

RVFVN
蛋白

封闭/
稀释液

RVFVN
蛋白

封闭/
稀释液

RVFVN
蛋白

封闭/
稀释液

RVFVN
蛋白

封闭/
稀释液

RVFVN
蛋白

１ NC NC ５ ５ １３ １３ ２１ ２１ ２９ ２９ ３７ ３７
２ NC NC ６ ６ １４ １４ ２２ ２２ ３０ ３０ ３８ ３８
３ PC PC ７ ７ １５ １５ ２３ ２３ ３１ ３１ ３９ ３９
４ PC PC ８ ８ １６ １６ ２４ ２４ ３２ ３２ ４０ ４０
５ １ １ ９ ９ １７ １７ ２５ ２５ ３３ ３３ ４１ ４１
６ ２ ２ １０ １０ １８ １８ ２６ ２６ ３４ ３４ ４２ ４２
７ ３ ３ １１ １１ １９ １９ ２７ ２７ ３５ ３５ ４３ ４３
８ ４ ４ １２ １２ ２０ ２０ ２８ ２８ ３６ ３６ ４４ ４４

１１􀆰３􀆰６　加重组RVFVN蛋白:用封闭/稀释液将重组 RVFVN蛋白稀释至终浓度１μg/mL加入偶数

列孔,将封闭/稀释液加入奇数列孔,每孔加入５０μL,３７℃孵育１h.按１１􀆰３􀆰３洗板.

１１􀆰３􀆰７　加 HRP标记的酶标抗体:每孔加入５０μL工作浓度的 HRP标记的酶标抗体,３７℃置于湿盒中

作用１h.按１１􀆰３􀆰３洗板.

１１􀆰３􀆰８　加底物溶液:每孔加入１００μL底物溶液,室温孵育１５min.

１１􀆰３􀆰９　加终止液:每孔加入１００μL终止液,终止显色反应.

１１􀆰３􀆰１０　读值:在酶标仪４５０nm 波长读取结果.

１１􀆰４　计算

按以下公式计算样品与阳性对照比值百分比 (S/P):

S/P＝样品净 OD值/PC净 OD平均值.
式中:
净 OD值＝偶数列孔 OD值－奇数列孔 OD值.
阳性对照净 OD值表示为:PC净 OD.
阴性对照净 OD值表示为:NC净 OD.

１１􀆰５　试验成立条件

PC净 OD平均值＞０􀆰３５,且PC净 OD平均值/NC净 OD平均值＞３,说明试验条件成立.
７
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１１􀆰６　结果判定

S/P≥０􀆰５,判为裂谷热抗体阳性;S/P≤０􀆰４,判为裂谷热抗体阴性;０􀆰４＜S/P＜０􀆰５,判为可疑,可疑

样品应进行复检,如复检结果仍为可疑则于２周后重新采样检测.

１２　综合判定

１２􀆰１　经６􀆰３判定为疑似RVF病例时,第８章、第９章、第１０章、第１１章任何方法检测为阳性者,均可判

为RVF确诊病例.

１２􀆰２　无明显临床症状的动物如羊、牛、马、骆驼等,第８章、第９章、第１０章任何方法检测为阳性者,可判

为RVF隐性感染.

１２􀆰３　当第１１章判定为阳性,若同时第８章、第９章、第１０章任何方法检测为阳性者,判为 RVF确诊病

例;若第８章、第９章、第１０章所有方法检测均为阴性,判为曾经感染过RVFV.

８
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附　录　A
(规范性)

病毒分离鉴定溶液的配制

A􀆰１　０􀆰０１mol/LPBS(pH７􀆰４)

称取８􀆰０g氯化钠(NaCl)、０􀆰２０g氯化钾(KCl)、１􀆰４２g磷酸氢二钠(Na２HPO４)、０􀆰２７g磷酸二氢钾

(KH２PO４),加去离子水溶解至１０００mL,调整pH 至７􀆰４,１０３kPa高压蒸汽灭菌３０min,室温保存.

PBS一经使用,于４℃保存不超过３周.

A􀆰２　５０％甘油ＧPBS保存液(pH７􀆰４)

将０􀆰０１mol/LPBS与纯甘油(分析纯)等量混合,调整pH 至７􀆰４,分装为小瓶,１０３kPa高压蒸汽灭

菌３０min.室温或４℃保存.

A􀆰３　细胞完全营养液和维持液

A􀆰３􀆰１　MEM 基础营养液

称取９􀆰５gMEM 干粉和２􀆰２g碳酸氢钠(NaHCO３),加去离子水溶解至１０００mL,充分混匀,过滤除

菌后４℃保存备用.

A􀆰３􀆰２　２００mmol/L谷氨酰氨溶液(母液)
称取２􀆰９２３g谷氨酰氨(LＧglutanin),加去离子水配制成１００mL的溶液.

A􀆰３􀆰３　细胞完全营养液(pH７􀆰２)

９００mL的 MEM 基础营养液加１００mL的灭活胎牛血清混合,配制成１０００mL的溶液,加入青霉素

至终浓度１００IU/mL,链霉素至终浓度１００μg/mL,谷氨酰氨至终浓度２mmol/L,４℃保存备用.

A􀆰３􀆰４　细胞维持液(pH７􀆰２)

１０００mL的 MEM 基础营养液,加入青霉素至终浓度１００IU/mL,链霉素至终浓度１００μg/mL,谷氨

酰氨至终浓度２mmol/L,４℃保存备用.

９
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附　录　B
(资料性)

核酸检测用引物、探针序列信息

B􀆰１　RTＧPCR引物

表B􀆰１列出了RTＧPCR引物信息.

表B􀆰１　RTＧPCR引物信息

引物名称 序列(５′–３′) 位置 产物大小 基因

NS２g GATTTGCAGAGTGGTCGTC ６２~８０
NS３a ATGCTGGGAAGTGATGAGCG ７１０~７２９

６６８bp NSs基因

B􀆰２　NSs基因序列

GenBank:KX７８５３３０􀆰１
　 １acacaaagaccccctagtgcttatcaagtatatcatggattactttcctgtgatatctgt
　６１tgatttgcagagtggtcgtcgtgttgtgtcagtggagtacattagaggtgatggtcctcc
１２１caggataccttattctatggttgggccctgttgtgtctttctcatgcaccatcgtcctag
１８１tcacgaggttcgcttgcgattttctgatttctacaatgtcggagaattcccgtaccgagt
２４１cggacttggagactttgcatcaaacgttgcacctccaccagcaaagccttttcagagact
３０１tattgatctaataggccatatgactcttagtgatttcacaagattccccaatctgaaaga
３６１agccatatcctggcctcttggagaaccctccctggccttctttgacctaagctctactag
４２１agtgcacaggaatgatgacattagaagggatcagattgccactctagcaatgaggagctg
４８１caagattaccaatgatctggaagactcctttgttggcttacacaggatgatagtgactga
５４１ggctattctcagagggattgatctgtgcctgttgccaggctttgacctcatgtatgaggt
６０１tgctcacgtccagtgtgttcggcttctgcaggcagcaaaagaggacatttctaatgctgt
６６１agttccaaactcagccctcattgctcttatggaggagagcctgatgctgcgctcatcact
７２１tcctagcatgatggggagaaacaactggattccagttgttcctccaatcccagatgttga
７８１gatggaatcagaggaggagagtgatgatgatggatttgttgaggttgactagaggttaag
８４１gctgccccaccccccaccccctaatcccgaccgtaaccccaaccacccctttcccccaaa
９０１cccctgggcagccacttaggctgctgtcttgtacgcctgagcagctgccatgacagccgc
９６１tgacggcttcccattagaatccacaagcccaaaagctttcaggaattctctcctcttctc

１０２１atggcttataaagttgctattcactgctgcattcattggctgcgtgaacgttgcagcaac
１０８１ttcctcctttgttctacctcggaggtttgggttgatgacccgagagaactgcagcagata
１１４１cagagagtgagcatccaatatcgcccttagatagtcttctggcagagaagggtccaccat
１２０１gccagcaaagctggggtgcatcatatgccttgggtatgcaggggataggccatccatggt
１２６１ggtcccagtgacaggaagccactcacttaagacgaccaaggcctggcatgtccagccagc
１３２１cagggcggcagcgactcgtgatagagtcaactcatcccgggagggattcccctccttcag
１３８１cttgtacttgttgatgagagcctccacagtagccttgccctcttttgacattttcatcat
１４４１catcctccggggcttgttgccacgagttagagccagaacaatcattttcttggcatcctt
１５０１ctcccagtcggccccaccatactgcttcaagagttcgataaccctacgggcatcaaatcc
１５６１ttgataagcaaactctcggacccactgttcaatctcattgcggtccactgcttgagcagc
１６２１aaactggatcgcaagctcttgatagttgtccattattgtaatagtgtttgtatctctagg
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１６８１gagctttgtgt
注:下划线加粗为引物序列.

B􀆰３　RTＧPCR产物电泳图

RTＧPCR产物电泳图见图B􀆰１

标引序号说明:

M———DL２０００DNA Marker;

１———阳性;

２———阴性.

图B􀆰１　RTＧPCR产物电泳图

B􀆰４　实时荧光RTＧPCR引物和探针

表B􀆰２列出了实时荧光 RTＧPCR引物和探针信息.

表B􀆰２　实时荧光RTＧPCR引物和探针信息

引物名称 序列(５′–３′) 位置 基因

RVS AAAGGAACAATGGACTCTGGTCA １１６４－１１８６
RVAs CACTTCTTACTACCATGTCCTCCAAT １２３３－１２５８
RVP FAMＧ５′ＧAAAGCTTTGATATCTCTCAGTGCCCCAAＧ３′ＧTAMRA １２０４－１２３１

Gn

B􀆰５　Gn基因序列

GenBank:KX７８５３３１􀆰１　 Gn４８７－２０８７
４８１aggaccctcatctcagaaacagaccagggaagggacataactacattgacgggatgactc
５４１aggaggatgccacatgcaaacctgtgacatatgctggggcatgtagcagttttgatgttt
６０１tgctcgaaaagggaaaattccccctcttccagtcatatgctcatcatagaactctactag
６６１aggcagttcacgacaccatcattgcaaaggctgatccacctagctgtgatctccagagtg
７２１ctcatgggaatccctgcatgaaagagaaactcgtgatgaagacacactgtccaaatgact
７８１accagtcagctcattacctcaacaatgacgggaaaatggcttcagtcaagtgccctccta
８４１agcatgagcttactgaggactgcaacttttgtaggcagatgacaggtgctagcttgaaga
９０１aggggtcttatcctctccaggacttattttgtcagtcaagtgaggatgatggatcaaaac
９６１taaagacaaaaatgaaaggggtctgcgaagtgggggttcaggcactcaaaaagtgtgatg

１０２１gccaactcagcactgcacatgaggttgtgccctttgcagtgtttaagaattcaaagaagg
１０８１tttatcttgacaagcttgaccttaagactgaagaaaatctgctaccagactcatttgtct
１１４１gctttgagcataagggacagtataaaggaacaatggactctggtcagactaagagggagc
１２０１tcaaaagctttgatatctctcagtgccccaagattgggggacatggtagcaagaagtgca
１２６１ctggggacgcagcattttgctctgcttatgagtgtactgctcaatatgccaatgcctatt
１３２１gttcacatgctaatgggtctgggattgtacagatacaagtatccggggtctggaagaagc
１３８１ctttatgtgtggggtatgagagagtggttgtgaagagagaactctctgccaagcccatcc
１４４１agagagttgagccttgcacaacttgcataaccaaatgtgagcctcatggattggttgtcc
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１５０１gatcaacagggttcaagatatcatctgcagttgcttgtgccagcggagtttgcgtcacag
１５６１gatcgcagagcccttctactgagatcactctcaagtatccagggatatcccagtcctctg
１６２１ggggggatataggggttcacatggcacatgatgatcagtcagttagctccaaaatagtgg
１６８１ctcactgccccccccaggacccgtgcctagtgcatggctgcatagtgtgtgctcatggct
１７４１tgataaattaccagtgtcacactgctcttagtgcttttgttgttgtgttcgtattcagct
１８０１ctgttgcaataatttgtctggccattctttataaggtgctcaggtgcctaaagattgccc
１８６１caaagaaagttctgaatccactaatgtggatcactgccttcatcagatgggtgtataaga
１９２１agatggttgccagagtggcagacaatatcaatcaagtgaacagagaaataggatggatgg
１９８１aaggaggccagttggctctagggaaccctgcacccattcctcgtcatgctccgattccac
２０４１gttatagcacatacctaatgctactattgattatctcatatgcatcagcatgttcagaac
注:下划线加粗为引物序列.反向引物 RVAs对应的此序列１２３８、１２５０位碱基分别是g和c,为了和 WOAH 推荐引

物一致合成的时候可以将１２３８、１２５０位改为引物对应的a和t,不改也可以,敏感性、特异性不受影响.

B􀆰６　实时荧光RTＧPCR扩增曲线图

实时荧光RTＧPCR扩增曲线示意图见图B􀆰２.

图B􀆰２　RVFV核酸荧光RTＧPCR典型扩增曲线示意
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附　录　C
(规范性)

核酸检测相关溶液的配制

C􀆰１　DEPC处理水

取１mLDEPC加入去离子水至终体积１０００mL,充分混匀后将瓶盖拧松,置于３７℃放置过夜,高压

灭菌.室温或４℃保存备用.

C􀆰２　５０×TAE储存液

取２４２g的Tris碱、３７􀆰２g的Na２EDTA􀅰２H２O、５７􀆰１mL的冰醋酸,加８００mL去离子水充分溶解,
混匀后加去离子水定容至１０００mL.室温保存.

C􀆰３　１×TAE缓冲液

使用前,将５０×TAE进行５０倍稀释即可.

C􀆰４　１􀆰５％琼脂糖凝胶

称取１􀆰５g琼脂糖放入１００mL的１×TAE电泳缓冲液中,加热融化,待温度降至５０℃~６０℃时,加
入２􀆰５μL核酸染料 GoldView(１０mg/mL),混匀后制备凝胶块.
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附　录　D
(规范性)

酶联免疫吸附试验溶液的配制

D􀆰１　包被缓冲液

称取８gNaCl、０􀆰２gKCl、１􀆰４４gNa２HPO４和０􀆰２４gKH２PO４,溶于８００ml蒸馏水中,用 HCl调节溶

液的pH,至７􀆰４,加蒸馏水定容至１L.

D􀆰２　洗涤缓冲液

称取６􀆰０５２gTris、８􀆰７６６gNaCl,加入８００ml纯水溶解,调节酸碱度至pH８,加１mL吐温Ｇ２０,定容

至１０００mL.

D􀆰３　稀释及封闭液

称取３g牛血清白蛋白(BSA),溶于１００mL的０􀆰０１mol/LPBS(pH７􀆰４)中,充分混匀,现配现用.

D􀆰４　底物溶液(TMB)

A液:称取２０mg的３,３′,５,５′Ｇ四甲基联苯胺(TMB),加入到１０mL无水乙醇(分析纯)中,待充分溶

解后加去离子水定容至１００mL.用０􀆰４５μm 滤膜过滤后,避光４℃~８℃棕色瓶保存.

B液:取７􀆰１７g磷酸氢二钠(Na２HPO４)、０􀆰９３g的柠檬酸(C６H８O７)和０􀆰６４mL的过氧化氢尿素溶

液(０􀆰７５％),加去离子水定容至１００mL,调整pH 至５􀆰０~５􀆰４.
用法:使用时,将 A液、B液按１∶１的比例混合,现配现用.

D􀆰５　终止液(２mol/LH２SO４)

将１１􀆰１０mL浓 H２SO４缓慢加入到８８􀆰９０mL去离子水中,混匀,冷却至室温.
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