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附录 A(规范性)　病毒分离鉴定溶液的配制 １０􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　A􀆰１　０􀆰０１mol/LPBS(pH７􀆰４) １０􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　A􀆰２　５０％甘油–PBS保存液(pH７􀆰４) １０􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　A􀆰３　细胞培养液 １０􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　A􀆰４　细胞维持液 １０􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　A􀆰５　０􀆰２５％胰蛋白酶溶液 １０􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　A􀆰６　绵羊(山羊)睾丸或肾原代细胞制备 １０􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

附录B(资料性)核酸检测用引物、探针序列信息 １１􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　B􀆰１　RTＧPCR引物 １１􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　B􀆰２　５’UTR 基因序列(１Ｇ３７２) １１􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　B􀆰３　RTＧPCR产物电泳图 １１􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　B􀆰４　实时荧光 RTＧPCR引物和探针 １１􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　B􀆰５　实时荧光RTＧPCR扩增曲线示意图 １２􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

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

　C􀆰１　５０×TAE储存液 １３􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　C􀆰２　１×TAE 缓冲液 １３􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　C􀆰３　１􀆰５％琼脂糖凝胶 １３􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

附录D(规范性)病毒繁殖和毒价测定 １４􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　D􀆰１　病毒繁殖 １４􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　D􀆰２　毒价测定 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、中国兽医药品监察所、江苏省农业科学院.
本文件主要起草人:王淑娟、樊晓旭、徐天刚、王莹、左媛媛、吴华伟、刘茂军、刘丹、陈晓春、毛立、李文

良、吕艳、王华、胡永新、常星、张锋、王清华、张永强、赵永刚、郑东霞、邹艳丽、徐蛟、刘春菊、任炜杰、孙翔

翔、孙明军、田莉莉、董雅琴、王媛媛、苏红、李金明、包静月、王志亮.
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引　　言

边界病(borderdisease,BD)是由边界病病毒(borderdiseasevirus,BDV)引起的主要发生于绵羊和山

羊等动物的病毒性疫病,以繁殖障碍和羔羊畸形为特征.该病主要通过垂直方式传播,也能通过消化道、
呼吸道等方式水平传播.BDV在分类学上属于黄病毒科瘟病毒属成员,与猪瘟病毒(CSFV)和牛病毒性

腹泻病毒(BVDV)同属.BDV 可分为２种生物型:致细胞病变型(CP)和非致细胞病变型(NCP),其中

NCP型更普遍.
该病１９５９年首次在英格兰和威尔士边界地区的羊群中出现,目前在世界范围内广泛流行.我国

２０１３年首次分离到BDV.近年来,流行病学调查表明我国绵羊和山羊等均不同程度地感染BDV.BDV
有免疫抑制作用,胎儿感染可能导致羔羊的持续性感染(PI),PI羊抗体阴性但持续排毒,是主要传染源,
所以用病原学检测方法检出PI羊是防控该病的关键和前提.本文件中的病原学检测方法均具有BDV特

异性,能够特异性区分BDV、BVDV和CSFV.
本文件的实施将提高我国边界病的诊断和监测水平,为更有效地做好边界病的防控工作提供技术支

撑.
本文件的制定参考了 WOAH:ManualofDiagnosticTestsandVaccinesforTerrestrialAnimals、«陆

生动物诊断试验与疫苗手册»相关内容,在技术上与国际保持一致,并结合了国外相关文献和我国相关技

术有关研究新成果.
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边界病诊断技术

１　范围

本文件规定了边界病(borderdisease,BD)的临床诊断、样品采集、运输与保存及病毒分离与鉴定、

RTＧPCR、实时荧光RTＧPCR、病毒中和试验等诊断技术要求.
本文件适用于绵羊、山羊等动物边界病的诊断、检疫、监测和流行病学调查等.

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)适用本文件.

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.

BD:边界病(Borderdisease)

BDV:边界病病毒(Borderdiseasevirus)

BVDV:牛病毒性腹泻病毒(Bovineviraldiarrheavirus)

CP:致细胞病变型(Cytopathictype)

CPE:细胞病变效应(Cytopathiceffect)

CSFV:猪瘟病毒(Classicalswinefevervirus)

Ct:循环阈值(Cyclethreshold)

DEPC:焦碳酸二乙酯(Diethylpyrocarbonate)

DMEM:Dulbecco’s最低基本培养基(Dulbecco’sminimalessentialmedium)

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)

FITC:异硫氰酸荧光素(Fluoresceinisothiocyanate)

NCP:非致细胞病变型(NonＧcytopathictype)

OD:光密度(Opticaldensity)

PBS:磷酸盐缓冲液(Phosphatebufferedsaline)

PBST:吐温磷酸盐缓冲液(PhosphatebufferedsalinewithTweenＧ２０)

PI:持续性感染(Persistentinfection)

RNA:核糖核酸(Ribonucleicacid)

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

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

TAMRA:四甲基罗丹明(Tetramethylrhodamine)
１
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TCID５０:组织半数感染量(Mediantissuecultureinfectivedose)

５　生物安全措施

进行BD的诊断、检测时,生物安全措施按照GB１９４８９、GB/T２７４０１、NY/T５４１、NY/T１９４８的规定

执行.

６　临床诊断

６􀆰１　流行病学

６􀆰１􀆰１　传染源

病羊、持续性感染(PI)羊及带毒动物是最主要的传染源.病毒主要存在于流产的胎儿、胎膜、羊水及

持续感染动物的分泌物和排泄物中.

６􀆰１􀆰２　传播途径

垂直传播或通过消化道、呼吸道等水平传播,垂直传播是主要传播途径.

６􀆰１􀆰３　易感动物

绵羊最易感,山羊、牛、猪以及其他动物也能感染.

６􀆰１􀆰４　季节性

该病可常年发生,没有明显季节性.

６􀆰１􀆰５　流行特点

羊群感染后主要表现在繁殖季节不孕或流产增多,流产以怀孕９０d左右最多.典型特征是母羊生出

弱小羔羊,羔羊发育不良、畸形,多在断奶前后死亡.羔羊常呈神经症状、体型异常、多毛,所以该病又称

“多毛震颤病”或“茸毛症”.

６􀆰２　临床症状

６􀆰２􀆰１　急性感染

病羊低热,出现短暂病毒血症,有的出现食欲不振、结膜炎、流鼻涕、呼吸困难和腹泻,羔羊死亡率可达

５０％.

６􀆰２􀆰２　胚胎感染

６􀆰２􀆰２􀆰１　妊娠早期感染,一般出现流产、死胎,死胎可被自动吸收,或产前可见较大胎儿流产、死胎,或早

产弱小羔羊.在产羔羊季节,出现大量不孕母羊.

６􀆰２􀆰２􀆰２　妊娠中期感染,胎儿出生后小而虚弱、站立困难,常出现明显神经症状、病羔震颤、运动紊乱和骨

骼异常等.

６􀆰２􀆰２􀆰３　妊娠晚期感染,出生后的羔羊多数正常且健康,出生后不带毒,但有BDV 抗体,部分羔羊可因

体弱而早亡.

６􀆰２􀆰３　持续性病毒血症

胎儿在产生免疫应答前(６０d~８５d)感染病毒并存活,出生后存活下来的大部分羔羊会始终保持病

毒血症状态,成为持续性感染(PI)羊.PI羊是BDV 最主要的储存宿主和传染源,可终生带毒并通过粪、
尿、分泌物、奶或精液大量排毒.

６􀆰２􀆰４　持续性病毒血症绵羊迟发病

持续性感染(PI)羊常出现腹泻、消瘦,眼鼻出现大量的分泌物,有时呼吸困难.

６􀆰３　临床判定

当易感动物出现６􀆰２部分或全部临床症状,并符合６􀆰１流行病学特征,可判为BD疑似病例,确诊需

进一步采样进行实验室诊断.

７　样品采集、运输与保存

７􀆰１　样品的采集

２
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７􀆰１􀆰１　每个疑似BD畜群选择至少５只(头)病畜采集样品,少于５只(头)的畜群则全部采集.

７􀆰１􀆰２　对有发热、腹泻、流产等临床症状的活畜,采集流产物、眼分泌物、鼻腔、口腔、尿道棉拭子,分别置

于６００μL~１０００μL灭菌的PBS溶液中.无菌采集抗凝血以及全血各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.采集公羊精液至少５mL,置于５０mL离心管中.

７􀆰１􀆰３　无菌采集死亡时间不超过２４h的病死畜或流产胎畜的组织(肾、睾丸、肺、甲状腺、胸腺、脾脏、淋
巴结、脑和肠道病变组织等)样品各２５g~５０g,分别置于样品保存管(袋)中.如果样品需长途运输,加入

５０％甘油ＧPBS保存液,液面没过样品,加盖封口.

７􀆰２　样品的运输与保存

７􀆰２􀆰１　样品采集后,应于４８h内低温送至实验室.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.

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　倒置荧光显微镜.

８􀆰１􀆰４　台式低温高速离心机.

８􀆰１􀆰５　冰箱(２℃~８℃、－２０℃、－７０℃).

８􀆰１􀆰６　研钵和研杵(或冷冻组织匀浆机).

８􀆰１􀆰７　０􀆰４５μm 滤器.

８􀆰１􀆰８　剪刀.

８􀆰１􀆰９　镊子(含弯头镊子).

８􀆰１􀆰１０　灭菌漏斗(含４层纱布).

８􀆰１􀆰１１　三角瓶.

８􀆰１􀆰１２　细胞培养瓶.

８􀆰１􀆰１３　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的规定配制.

８􀆰２􀆰２　５０％甘油ＧPBS保存液,按照 A􀆰２的规定配制.

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　细胞培养液,按照 A􀆰３的规定配制.

８􀆰２􀆰６　细胞维持液,按照 A􀆰４的规定配制.

８􀆰２􀆰７　０􀆰２５％胰蛋白酶溶液,按照 A􀆰５的规定配制.

８􀆰２􀆰８　２月龄~４月龄的健康雄性绵羊通过无菌手术摘取的睾丸或肾脏,应无BDV污染.

８􀆰２􀆰９　胎牛血清,应无BVDV和BDV污染且相应抗体均应为阴性,－２０℃保存.

８􀆰２􀆰１０　阳性毒株,BDV分离株.

８􀆰２􀆰１１　BDV单克隆抗体(商品化)以及FITC标记的抗鼠IgG荧光抗体(商品化)或BDV直接免疫荧光

抗体(商品化),使用前稀释至推荐工作浓度.

８􀆰３　样品处理

８􀆰３􀆰１　组织样品

３
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在生物安全柜内研磨或匀浆处理受检样品.分别取肾、睾丸、肺、甲状腺、胸腺、脾脏、淋巴结、脑和肠

道病变组织等样品１g,加灭菌生理盐水５mL~１０mL,研磨成１０％~２０％匀浆,５０００r/min４℃离心

１５min,接种细胞的样品取上清液经０􀆰４５μm 滤器过滤,编号备用,经处理的样品当天使用,使用前置于

４℃保存,剩余样品置于－７０℃以下保存.

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

置于４℃保存,剩余样品置于－７０℃以下保存.

８􀆰３􀆰３　血清样品

用无菌注射器直接采集血液至灭菌离心管或采用一次性采血管采集血液,将样品管放于室温,静置于

１h,再于４℃冰箱放置于１h或过夜,５０００r/min离心５min~１０min,无菌吸取上层血清,编号备用.

８􀆰３􀆰４　精液样品

加入１０倍体积含１００U/mL青霉素和２００μg/mL链霉素的 DMEM 细胞维持液匀浆,５０００r/min
４℃离心１５min,收集上清液作为接种材料.不能立即接种细胞者,应置－７０℃以下保存.

８􀆰３􀆰５　棉拭子样品

将浸泡于灭菌PBS溶液中的棉拭子充分捻动、混匀,接种细胞的样品取上清用０􀆰４５μm滤膜过滤备

用,剩余样品置于－７０℃以下保存.

８􀆰４　病毒分离

８􀆰４􀆰１　制备单层细胞

将绵羊(山羊)睾丸或肾原代细胞(按照 A􀆰６的规定制备)用０􀆰２５％ EDTAＧ胰酶消化液消化分散后,
用含１０％胎牛血清的DMEM 培养液稀释成浓度为１×１０６个/mL~２×１０６个/mL,将其分装至细胞培养

瓶,于３７℃含５％ CO２培养箱中静置培养２４h~４８h,形成细胞单层备用.

８􀆰４􀆰２　接种细胞

每份样品接种２瓶细胞,另设细胞对照１瓶.接种前先弃去细胞培养瓶中的培养液,按最终细胞维持

液体积的８％~１０％比例接种已处理好的样品,３７℃吸附１h~２h,补加细胞维持液.细胞对照瓶不接种

样品,弃去培养液后加入等量细胞维持液.均置于３７℃恒温培养箱或５％ CO２培养箱中.

８􀆰４􀆰３　观察和记录

每天观察并记录.如对照细胞单层完好,细胞形态正常或稍有衰老,接种病料的细胞如出现CPE,且

７０％以上细胞出现CPE时取出并置于－７０℃以下冻存备用.无CPE的细胞瓶于接种后１２０h~１６８h进

行盲传.

８􀆰４􀆰４　盲传

将第１代无CPE的样品接种细胞瓶,弃去细胞培养液,重新补加与第１代相同体积的细胞维持液继

续培养１２０h~１６８h,按８􀆰４􀆰３进行观察和记录,盲传第２代.此过程中培养物仍无CPE则按相同的方

法盲传第３代,培养结束后无论是否出现CPE均收毒,置于－７０℃以下冻存备用.取盲传３代的培养物

进行病毒鉴定.

８􀆰５　病毒鉴定

８􀆰５􀆰１　免疫荧光染色

８􀆰５􀆰１􀆰１　按８􀆰４􀆰１方法制备浓度为１×１０６个/mL~２×１０６个/mL的绵羊(山羊)睾丸或肾原代细胞,分
装于９６孔细胞板中,０􀆰１mL/孔,置于３７℃５％ CO２培养箱中静置培养２４h.

８􀆰５􀆰１􀆰２　将８􀆰４􀆰３或８􀆰４􀆰４备用样品,冻融３次后,３０００r/min离心１０min.取上清液接种于已长成

８０％以上细胞单层的９６孔细胞板中(接种前弃去培养板孔中的细胞营养液),０􀆰１mL/孔,每个样品接种４
孔,同时设立阳性病毒对照４孔(１００TCID５０/孔~３００TCID５０/孔),设不接毒的正常细胞对照４孔.

８􀆰５􀆰１􀆰３　接种后细胞板置于３７℃含５％ CO２培养箱中吸附１h~２h,每孔补加细胞维持液０􀆰１mL,置
于３７℃含５％ CO２培养箱中继续培养１２０h~１６８h.
４
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８􀆰５􀆰１􀆰４　培养结束后,弃去细胞板孔中液体,用PBS轻轻洗涤１次,吸干,加入８０％的冷丙酮或其他固定

液(如４％多聚甲醛),０􀆰１mL/孔,４℃固定３０min~４０min.弃去孔中固定液,室温自然晾干,备用.

８􀆰５􀆰１􀆰５　固定好的细胞板采用直接免疫荧光或间接免疫荧光方法进行染色.

８􀆰５􀆰１􀆰５􀆰１　直接免疫荧光染色:每孔加入１００μLBDV 直接免疫荧光抗体工作液,３７℃孵育１h.PBS
洗涤３次后,弃去孔中液体.

８􀆰５􀆰１􀆰５􀆰２　间接免疫荧光染色:每孔分别加入BDV单克隆抗体工作液１００μL,３７℃孵育１h;PBS洗涤

３次,再每孔加入FITC标记的抗鼠IgG荧光抗体工作液１００μL,３７℃孵育１h.PBS洗涤３次后,弃去

孔中液体.

８􀆰５􀆰１􀆰６　镜检

８􀆰５􀆰１􀆰６􀆰１　荧光染色特点:被BDV 感染的细胞,在蓝紫光(波长４９０nm~４９５nm)激发的荧光显微镜

下,胞浆呈黄绿色的荧光,并常见有闪烁明亮黄绿色荧光的细小颗粒散布于胞浆内.未感染细胞无荧光.

８􀆰５􀆰１􀆰６􀆰２　荧光观察记录:荧光在激发光照射下,随时间延长而明显减弱,因此在染色后,应尽快镜检及

时记录,记录可分为:
(－):无荧光;
(＋):荧光微弱,细胞形态不清晰;
(＋＋):荧光较亮,细胞形态清晰;
(＋＋＋~＋＋＋＋):荧光较强,明亮闪烁,细胞形态清晰.

８􀆰５􀆰１􀆰７　试验成立条件

当正常细胞对照为(－)、４个阳性对照均为(＋＋)或以上,证明试验成立,可进行结果判定.

８􀆰５􀆰１􀆰８　免疫荧光结果判定

根据荧光染色观察结果,被检样品孔任一孔结果为(＋＋)或以上时判定被检样品BDV 阳性;被检样

品孔均低于(＋＋)但任一孔结果为(＋)时应重检,如重检结果有任一孔不低于(＋)时,判定被检样品

BDV阳性;被检样品孔结果均为(－)时,判定被检样品BDV阴性.

８􀆰６　结果判定

经８􀆰４病毒分离后的样品,经８􀆰５病毒鉴定或第９章 RTＧPCR或第１０章实时荧光 RTＧPCR进行检

测判为阳性者,可判定为BDV分离阳性.

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　稳压稳流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.

９􀆰２􀆰３　TAE缓冲液,按照附录C中的C􀆰１和C􀆰２的规定配制.

９􀆰２􀆰４　１􀆰５％琼脂糖凝胶,按照C􀆰３的规定配制.
５
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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BDV细胞培养物等.

９􀆰２􀆰９　反应阳性对照:人工合成的含有 BDV 目的基因(序列信息见 B􀆰２)的质粒或体外转录法制备的

BDVRNA片段或BDV细胞培养物提取的核酸等.

９􀆰２􀆰１０　提取阴性对照:正常细胞对照或BDV阴性动物抗凝血.

９􀆰２􀆰１１　反应阴性(空白)对照:DEPC处理水等.

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.如在２h内检测可将提取的核

酸冷藏保存,超过２h应置于－７０℃以下冰箱中保存.

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(反应体系可依据所用试剂盒的不同而适当

改变):
———１２􀆰５μL的２×一步法RTＧPCR反应缓冲液;
———１􀆰０μL的正向引物PBD１３６F(１０μmol/L);
———１􀆰０μL的反向引物PBD３３５R(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.

９􀆰３􀆰３　RTＧPCR反应程序

５０℃反转录３０min;９５℃预变性５min;９５℃变性１min,５８℃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试剂盒的不同而适当改变.

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,用１×TAE 缓冲液配制的

１􀆰５％琼脂糖凝胶进行电泳,Marker用DL２０００DNA Marker,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

提取阳性对照和反应阳性对照应出现２２５bp的特异性扩增条带,且提取阴性对照和反应阴性对照应

无任何扩增条带,试验成立.

９􀆰５　结果判定

被检测样品出现２２５bp大小的特异性的扩增条带,则判为BDV核酸阳性;被检样品无特异性的扩增

条带,则判为BDV核酸阴性.RTＧPCR产物电泳图见B􀆰３.

１０　实时荧光RTＧPCR

１０􀆰１　主要仪器与设备

１０􀆰１􀆰１　荧光定量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).
６
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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　一步法实时荧光定量RTＧPCR试剂盒(商品化).

１０􀆰２􀆰３　RNA提取试剂盒(商品化).

１０􀆰２􀆰４　DEPC处理水.

１０􀆰２􀆰５　提取阳性对照:灭活的BDV细胞培养物等.

１０􀆰２􀆰６　反应阳性对照:人工合成的含有BDV 目的基因(序列信息见B􀆰２)的质粒或体外转录法制备的

BDVRNA片段或BDV细胞培养物提取的核酸等.

１０􀆰２􀆰７　提取阴性对照:正常细胞对照或BD阴性动物抗凝血等.

１０􀆰２􀆰８　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(反应体系可依据所用试剂盒的不同

而适当改变):
———１０􀆰０μL的２×一步法RealＧtimeRTＧPCR反应缓冲液;
———０􀆰８μL的上游引物BDV８７F(１０μmol/L);
———０􀆰８μL的下游引物BDV２３７R(１０μmol/L);
———０􀆰４μL的探针BDV１３６TF(１０μmol/L);
———０􀆰４μL的ROXReferenceDyeII;
———３􀆰０μL的模板;
———４􀆰６μL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,应设置反应阳

性对照、提取阳性对照和阴性对照.

１０􀆰３􀆰３　反应程序

５０℃反转录１０min;９５℃预变性５min;９５℃变性１５s,６０℃退火延伸３０s,４５个循环,在每一个循

环的６０℃时收集FAM 荧光信号.
注:反应时间和温度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≤３０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BDV核酸阴性;被检样品Ct值≤３６且出现特异性扩增

曲线,判定为BDV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BDV核酸阳性,若无特异性扩增曲线则判为BDV 核酸阴性.扩增曲线示

意图见B􀆰５.

１１　病毒中和试验

１１􀆰１　主要仪器与设备

７
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１１􀆰１􀆰１　生物安全柜.

１１􀆰１􀆰２　５％ CO２培养箱.

１１􀆰１􀆰３　倒置荧光显微镜.

１１􀆰１􀆰４　台式低温高速离心机.

１１􀆰１􀆰５　冰箱(２℃~８℃、－２０℃、－７０℃).

１１􀆰１􀆰６　移液器(１０μL、１００μL、２００μL、１０００μL等不同规格).

１１􀆰１􀆰７　０􀆰４５μm 滤器.

１１􀆰１􀆰８　９６孔细胞培养板.

１１􀆰２　主要试剂与材料

１１􀆰２􀆰１　绵羊(山羊)睾丸或肾原代细胞,分离培养方法按照 A􀆰６的规定进行.

１１􀆰２􀆰２　NCP型BDV毒株,按照附录D准备病毒和测定毒价.

１１􀆰２􀆰３　BDV阳性血清.

１１􀆰２􀆰４　BDV阴性血清.

１１􀆰２􀆰５　BDV单克隆抗体(商品化)以及FITC标记的抗鼠IgG荧光抗体(商品化)或BDV直接免疫荧光

抗体(商品化),使用前稀释至推荐工作浓度.

１１􀆰３　操作方法

１１􀆰３􀆰１　按８􀆰４􀆰１方法制备细胞单层.

１１􀆰３􀆰２　用移液器吸取１００μL待检血清、BDV阳性和阴性对照血清,分装于无菌离心管中,一份血清换

一个移液器吸头.将分装后的待检血清和对照血清置于５６℃水浴锅中灭活３０min.

１１􀆰３􀆰３　在血清灭活期间,将已知毒价的BDV用无血清DMEM培养液将病毒稀释至２００TCID５０/０􀆰１mL.

１１􀆰３􀆰４　取１块９６孔细胞培养板(记为板Ⅰ)每孔加入细胞维持液６０μL.将１１􀆰３􀆰２灭活后的待检血清

和对照血清按顺序加入上述培养液中,每孔２０μL,每份血清做２个重复.此时,待检/对照血清均被稀释

４倍.血清稀释后,向板I中各孔加入１１􀆰３􀆰３中的稀释好的病毒液８０μL.同时设１∶４稀释的BDV 阳

性血清对照、１∶４稀释的阴性血清对照和正常细胞对照各２孔及BDV病毒液回归对照１００~１０－３的４个

稀释度,每个稀释度各２孔.将板I置于３７℃含５％ CO２培养箱中孵育１h.

１１􀆰３􀆰５　孵育结束后,将１１􀆰３􀆰１中制备的细胞板(记为板Ⅱ),用多道移液器吸净上清,然后迅速加入板Ⅰ
对应孔中的血清Ｇ病毒混合液,每孔１００μL.

注:进行此步骤操作时,以两列为单位进行操作.例如,先用多道移液器吸净板Ⅱ中１列、２列细胞培养液,然后迅速从

板I中吸取１列、２列孔中液体加入板Ⅱ的对应孔中.

１１􀆰３􀆰６　将板Ⅱ置于３７℃含５％ CO２培养箱中孵育１h.

１１􀆰３􀆰７　取出板Ⅱ,每孔加入维持液１００μL,置于３７℃含５％ CO２培养箱中培养１２０h~１６８h.

１１􀆰３􀆰８　按８􀆰５􀆰１􀆰４~８􀆰５􀆰１􀆰６进行免疫荧光染色.

１１􀆰４　试验成立条件

当正常细胞对照孔内细胞单层生长良好,病毒回归对照结果在３０TCID５０/５０μL~３００TCID５０/５０μL
范围之内,BDV阳性对照血清均为染色阴性,阴性对照血清均为染色阳性,试验成立.

１１􀆰５　结果判定

待检血清的２个重复孔免疫荧光染色均为阴性时,判为BDV抗体阳性;若２个重复孔免疫荧光染色

均为阳性时,判为BDV抗体阴性.若２个重复孔中１孔免疫荧光染色阳性、１孔免疫荧光染色阴性,则该

血清判为可疑,应重复检测;若仍为可疑结果,则判为BDV抗体阴性.

１２　综合判定

１２􀆰１　根据第６章临床诊断判定为BD疑似病例,经第８章、第９章、第１０章任意方法检测为BDV 阳性
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者,判为BD确诊病例.

１２􀆰２　无明显临床症状的动物,经第８章、第９章、第１０章任意方法检测为BDV阳性者,判为BD隐性感染.

１２􀆰３　按第１１章判定为BDV抗体阳性,若同时第８章、第９章、第１０章任意方法检测判定为阳性者,判
为BD确诊病例;若同时第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BDV.

９
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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　细胞培养液

９００mL高糖型DMEM 培养液,加入１００mL胎牛血清,加入青霉素至终浓度２００IU/mL,链霉素至

终浓度２００μg/mL,两性霉素B至终浓度２􀆰５μg/mL充分混匀.４℃保存.

A􀆰４　细胞维持液

１００mLDMEM 培养液加入胎牛血清２mL~４mL,现配现用.

A􀆰５　０􀆰２５％胰蛋白酶溶液

取胰酶(胰蛋白酶,Trypsin)０􀆰２５g加入无菌PBS缓冲液１００mL中,４℃低温、低速过夜搅拌溶解,
用０􀆰２２μm 一次性滤器过滤分装,－２０℃保存.也可采用等效的商品化试剂.

A􀆰６　绵羊(山羊)睾丸或肾原代细胞制备

A􀆰６􀆰１　选择２月龄~４月龄健康雄性绵羊(山羊),放血致死,无菌取睾丸或肾脏.

A􀆰６􀆰２　剥弃睾丸的被膜、内膜及附睾(剥弃肾脏的被膜及髓质部)后,将组织用剪刀剪成１mm２~２mm２

小方块,用DMEM 培养液漂洗３次,倒去液体.

A􀆰６􀆰３　按组织重量的５倍,加入０􀆰２５％胰蛋白酶溶液,置于３７℃恒温水浴锅中消化３０min~４０min,沉
淀１min~２min,弃去胰蛋白酶溶液,

A􀆰６􀆰４　用细胞维持液洗２次~３次后,加入细胞培养液,振摇分散细胞,反复数次至达到所需细胞液体

积,经４层纱布过滤后制成１􀆰０×１０６个/mL~２􀆰０×１０６个/mL的细胞悬液,备用.
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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引物信息表

引物名称 序列(５′–３′) 位置 产物大小 基因

PBD１３６F TCGTGGTGAGATCCCTGAG １３６Ｇ１５４
PBD３３５R GCAGAGATTTTTATACTAGCCTATTC ３３５Ｇ３６０

２２５bp ５’UTR

B􀆰２　５’UTR基因序列(１Ｇ３７２)

　１　gtatacgggagtagctcatgcccgtatacaaaattggatattccaaaactcgattgggtt
６１　agggagccctcctagcgacggccgaaccgtgttaaccatacacgtagtaggactagcaga

１２１　cgggaggactagccatcgtggtgagatccctgagcagtctaaatcctgagtacaggatag
１８１　tcgtcagtagttcaacgcaggcacggttctgccttgagatgctacgtggacgagggcatg
２４１　cccaagacttgctttaatctcggcgggggtcgccgaggtgaaaacacctaacggtgttgg
３０１　ggttacagcctgatagggtgctgcagaggcccacgaataggctagtataaaaatctctgc
３６１tgtacatggcac
注:黑色加粗的为 RTＧPCR引物,标下划线的为实时荧光 RTＧPCR引物及探针.其中,１３６~１５４位置既是 RTＧPCR上

游引物的位置,也是实时荧光 RTＧPCR探针引物的位置.

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;　　　２———阴性.

　１———阳性;

图B􀆰１　RTＧPCR产物电泳图

B􀆰４　实时荧光 RTＧPCR引物和探针

表B􀆰４列出了实时荧光RTＧPCR引物和探针信息.
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表B􀆰４　实时荧光RTＧPCR引物和探针信息表

引物名称 序列(５′Ｇ３′) 位置 基因

BDV８７F CCGTGTTAACCATACACGTAGTAGGA ８７Ｇ１１２
BDV２３７R GCCCTCGTCCACGTAGCA ２２０Ｇ２３７
BDV１３６TF FAMＧTCGTGGTGAGATCCCTGAGＧTAMRA １３６Ｇ１５４

５’UTR

B􀆰５　实时荧光RTＧPCR扩增曲线示意图

实时荧光RTＧPCR扩增曲线见图B􀆰２.

图B􀆰２　BDV核酸实时荧光RTＧPCR典型扩增曲线
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附　录　C
(规范性)

核酸检测相关溶液的配制

C􀆰１　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􀆰２　１×TAE缓冲液

使用前将５０×TAE做５０倍稀释即可.

C􀆰３　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溴化乙锭溶液或其他核酸染料,混匀后制备凝胶块.
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附　录　D
(规范性)

病毒繁殖和毒价测定

D􀆰１　病毒繁殖

按８􀆰４􀆰１方法制备绵羊(山羊)睾丸或肾原代细胞单层.将BDV接种绵羊(山羊)睾丸或肾原代细胞,

３７℃吸附１h~２h后加入细胞培养液,置于３７℃、５％ CO２培养箱中继续培养１２０h~１６８h,收获病毒培

养物,冻融３次后,３０００r/min离心１０min,取病毒上清液分装小瓶,每瓶１mL,置于－７０℃保存备用.

D􀆰２　毒价测定

用９６孔细胞培养板每孔加入细胞悬液１００μL,将病毒上清液作１０１~１０６倍系列稀释,每个稀释度作

６孔,每孔加入病毒悬液１００μL.同时,每块板设６孔细胞对照,每孔加入细胞悬液和细胞培养液各１００μL.
置于３７℃、５％ CO２培养箱中培养,从第７２h开始逐日观察记录CPE,无CPE的细胞在１２０h~１６８h,按

８􀆰５􀆰１方法进行免疫荧光染色.根据 CPE和免疫荧光染色结果,按 ReedＧMuench方法计算出病毒液的

TCID５０.
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