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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:上海市动物疫病预防控制中心、中国农业科学院上海兽医研究所、青岛农业大学、中

国农业科学院北京畜牧兽医研究所、派菲尔德(上海)宠物有限公司、上海基灵生物科技有限公司.

本文件主要起草人:赵洪进、杨德全、刘光清、单虎 、梁瑞英、王建、刘健、杨显超、李鑫、孟春春、夏炉

明、鞠厚斌、葛菲菲、沈海潇、龚国华、陶田谷晟、张洪亮、汤新明、白艺兰、牛光斌、李杰、梁琳.
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引　　言

猫嵌杯病毒感染(felinecalicivirusinfection)是由猫嵌杯病毒(felinecalicivirus,FCV)感染猫科动物

引起的以结膜炎、口腔溃疡和上呼吸道炎症等为主要特征的一种急性、高度接触性呼吸道传染病.我国农

业农村部将其列为三类动物疫病.
猫嵌杯病毒主要感染猫科动物,如猫、虎、狮和猎豹等.患病动物和隐性带毒动物是主要传染源.主

要经呼吸道和消化道传播,被污染的水、食物、笼具、垫料、环境和带毒的动物等均可成为主要的传播媒介.
猫嵌杯病毒属于杯状病毒科(Caliciviridae)水疱疹病毒属(Vesivirus),目前只有一个血清型,但毒

力、抗原性和遗传性差异很大.引起的疾病除了具有典型的呼吸道症状外,还能引起致死性全身性疾病

(virulentsystemicdisease,VSD)和流行性出血热样疾病,呈现出不同的临床症状.猫嵌杯病毒感染与其

他呼吸道传染病,如猫疱疹病毒１型感染、猫衣原体病、猫支原体病、支气管败血波氏杆菌病等在临床上很

难区别,必须通过病原学和分子生物学等实验室方法才能确诊.
本文件建立了猫嵌杯病毒感染的诊断方法,从临床诊断、病毒学、分子生物学等方面全面制定了猫嵌

杯病毒的诊断方法,适用于猫嵌杯病毒感染的检测和诊断.
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猫嵌杯病毒感染诊断技术

１　范围

本文件描述了猫嵌杯病毒感染的临床诊断,样品采集、保存、运输和处理,以及病毒分离与鉴定、荧光

RTＧRAA、反转录聚合酶链式反应(RTＧPCR)和实时荧光RTＧPCR等实验室诊断方法.
本文件适用于猫嵌杯病毒感染的检测和诊断.

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

NY/T５４１　兽医诊断样品采集、保存与运输技术规范

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.

BHQ１:黑洞淬灭剂１(blackholequencherＧ１)

CPE:细胞病变(cytopathiceffect)

Ct值:阈值循环数(cyclethreshold)

DEPC:焦碳酸二乙酯(diethylpyrocarbonate)

DMEM:杜氏改良Eagle培养基(dulbecco＇smodifiedeaglemedium)

EDTA:乙二胺四乙酸(ethylenediaminetetraaceticacid)

F８１:猫肾传代细胞系(felinekidneyＧ８１cellline)

FAM:６Ｇ羧基荧光素(６Ｇcarboxyfluorescein)

FCV:猫嵌杯病毒 (felinecalicivirus)

PBS:磷酸盐缓冲液(phosphateＧbufferedsalinebuffer)

pH:酸碱值(pondushydrogenii)

RNA:核糖核酸(ribonucleicacid)

RTＧPCR:反转录聚合酶链式反应(reversetranscriptionpolymerasechainreaction)

RTＧRAA:反转录重组酶介导的等温核酸扩增技术(reversetranscriptionrecombinaseaidedamplifiＧ
cation)

TCID５０:半数组织培养感染剂量(mediantissuecultureinfectivedose)

VSD:致死性全身性疾病(virulentsystemicdisease)

５　临床诊断

５􀆰１　流行病学

５􀆰１􀆰１　常见的猫科动物,如猫、虎、狮和猎豹等均易感,幼龄动物最易感.

５􀆰１􀆰２　传染源主要为患病动物和隐性带毒动物,主要经呼吸道和消化道传播,被污染的水、食物、笼具、垫
料、环境和带毒的动物等均可成为传播媒介.

１
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５􀆰１􀆰３　一年四季均可发生,春秋季节多发.

５􀆰２　临床症状

５􀆰２􀆰１　精神沉郁,反应迟钝;轻度跛行;出现反复吞咽动作、进食困难、发热(３９􀆰５℃~４０􀆰５℃)、打喷嚏,
呼吸困难等呼吸道症状.

５􀆰２􀆰２　眼鼻分泌物增多、口腔溃疡及大量流涎(见附录 A 中的 A􀆰１),口腔溃疡是FCV 感染的最显著的

特征,嘴唇、舌和硬腭、腭中裂周围明显出现大面积的溃疡(见 A􀆰２).

５􀆰２􀆰３　高致病性毒株感染可致猫科动物出现 VSD,临床不仅表现为严重高热、呼吸困难等上呼吸道症

状,而且会出现面部及四肢水肿,面部、足部及耳部溃疡及脱毛,出血,跛行,黄疸和肺炎等全身性症状,甚
至能够导致患病动物死亡.

５􀆰３　病理变化

５􀆰３􀆰１　四肢关节偶见急性滑膜炎,滑膜增厚,关节液增多.

５􀆰３􀆰２　肺腹缘暗红色实变,增生性间质性肺炎.

５􀆰３􀆰３　支气管和细支气管内充满含有蛋白质的液体.

５􀆰３􀆰４　全身性感染病例,可见不同部位的病变,包括皮下水肿,口腔、鼻腔、耳鼓和脚掌等部位有不同程度

的溃疡,凝血异常,肺水肿,肝脏、脾脏和胰腺坏死等其他病理变化.

５􀆰４　鉴别诊断

猫嵌杯病毒感染与猫疱疹病毒Ⅰ型感染、猫衣原体病、猫支原体病、支气管败血波氏杆菌病的临床症

状相似:

a)　猫嵌杯病毒感染以口腔溃疡、上呼吸道症状为主;

b)　猫疱疹病毒Ⅰ型感染主要表现为咳嗽、打喷嚏、鼻脓性分泌物等上呼吸道症状与结膜炎、溃疡性

角膜炎、溃疡性眼周皮肤炎等眼部症状;

c)　猫衣原体病主要表现为结膜充血、水肿、浆液性眼分泌物等典型眼部症状;

d)　猫支原体病主要表现结膜炎、上呼吸道症状和慢性支气管炎等为主要症状;

e)　支气管败血波氏杆菌病主要表现为鼻炎、支气管肺炎以及脓疱型肺炎.
在临床实践中,很难根据临床症状进行区分,应依靠实验室诊断进行鉴别.

５􀆰５　结果判定

符合５􀆰１中描述的流行病学特征,且出现５􀆰２中２种及以上的临床症状,同时可观察到５􀆰３中描述的

任一病理变化,可判定为猫嵌杯病毒感染疑似病例;疑似病例可采用实验室检测方法确诊.

６　样品采集、保存、运输和处理

６􀆰１　总则

样品采集宜在发病初期、选择具有典型临床症状的动物进行,采样过程中应避免交叉污染,样品采集、
保存、运输和处理应符合 GB１９４８９和 NY/T５４１的要求.

６􀆰２　试剂

６􀆰２􀆰１　０􀆰０１mol/LPBS(pH７􀆰４):配制方法按附录B中的B􀆰１的规定执行.

６􀆰２􀆰２　５０％甘油磷酸缓冲液(pH７􀆰４):配制方法按B􀆰２的规定执行.

６􀆰２􀆰３　DMEM 高糖培养基:配制方法按B􀆰３的规定执行.

６􀆰２􀆰４　青霉素,浓度为１００００U/mL.

６􀆰２􀆰５　链霉素,浓度为１００００μg/mL.

６􀆰３　采样用具

６􀆰３􀆰１　无菌剪刀.

６􀆰３􀆰２　无菌镊子.

６􀆰３􀆰３　无菌采样拭子.
２
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６􀆰３􀆰４　无菌采血器或静脉采血针.

６􀆰３􀆰５　含EDTA抗凝剂的真空采血管.

６􀆰３􀆰６　样品保存管.

６􀆰３􀆰７　无菌离心管.

６􀆰３􀆰８　组织匀浆器或研磨器.

６􀆰３􀆰９　冷冻离心机.

６􀆰３􀆰１０　振荡器.

６􀆰３􀆰１１　０􀆰２２μm 针头式滤器.

６􀆰４　样品采集

６􀆰４􀆰１　全血样品采集

压迫动物肘部前臂头静脉或颈静脉近心端(气管的背外侧,胸腔入口处)或后肢内侧隐静脉,使静脉充

血扩张,绷紧静脉两侧皮肤,静脉采血针头斜面朝上、呈１５°角沿静脉的走向刺入静脉血管,见有血液流出

时,接入含EDTA抗凝剂的真空采血管采集１mL血液,充分混匀后编号备用.

６􀆰４􀆰２　血清样品采集

压迫动物肘部前臂头静脉或颈静脉近心端(气管的背外侧,胸腔入口处)或后肢内侧隐静脉,使静脉充

血扩张,绷紧静脉两侧皮肤,无菌采血器针头斜面朝上、呈１５°角由远心端向近心端刺入静脉血管,见有血

液流出时,缓慢抽取１mL血液,编号备用.

６􀆰４􀆰３　组织样品采集

用无菌剪刀、镊子分别采集约２cm×２cm 大小的病死动物肺脏、肝脏、脾脏和胰腺等以上器官有病

变和正常组织交接处的组织,置于无菌离心管中并编号.

６􀆰４􀆰４　眼分泌物拭子样品采集

用无菌采样拭子轻轻搔刮双侧眼结膜(来回滑动３次),刮取分泌物,置于装有１mL５０％甘油磷酸盐

缓冲液的样品保存管中并编号.

６􀆰４􀆰５　鼻咽拭子样品采集

把无菌采样拭子浸润到生理盐水中,然后通过鼻腔缓慢地插入到鼻咽部位,在受到阻力以后停留数

秒,轻轻旋转,将拭子取出置于装有１mL５０％甘油磷酸盐缓冲液的样品保存管中并编号.

６􀆰４􀆰６　细胞培养物

细胞培养物反复冻融３次,第三次解冻后,将细胞培养物置于无菌离心管中并编号.

６􀆰５　样品保存与运输

采集的样品应放入主容器密封后,采用保温箱加冰袋或干冰密封,应在８h之内送到实验室.上述采

集的样品可立即用于检测.不能立即检测的样品,在２℃~８℃下保存不超过２４h;若需长期保存,应放

置于－７０℃及以下的超低温冰箱.

６􀆰６　样品处理

６􀆰６􀆰１　全血样品处理

将全血样品分装于无菌离心管中,８０００r/min４℃离心５min.取上清液,置于另一无菌离心管中,编
号,用于病毒分离和核酸检测.

６􀆰６􀆰２　血清样品处理

应将血样室温下倾斜３０°静置２h~４h,待血液凝固有血清析出时,取血清于无菌离心管中,用于抗体

检测.

６􀆰６􀆰３　组织样品处理

取适量组织样品置于组织匀浆器或研磨器中充分研磨,加入终浓度为１０００U/mL 的青霉素、

１０００μg/mL的链霉素,DMEM 高糖培养基制备成１０％组织匀浆液.反复冻融３次,１００００r/min４℃离

心１０min,取上清,用直径０􀆰２２μm 针头式滤器过滤除菌,用于病毒分离和核酸检测.
３
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６􀆰６􀆰４　眼分泌物拭子和鼻咽拭子处理

将眼分泌物拭子或鼻咽拭子样品在振荡器上充分混合后,将拭子中的液体挤出后弃去拭子.３０００r/min
４℃离心５min,取上清液,用直径０􀆰２２μm 针头式滤器过滤除菌,用于病毒分离和核酸检测.

６􀆰６􀆰５　细胞培养物处理

４０００r/min４℃离心１０min,取上清液,用直径０􀆰２２μm 针头式滤器过滤除菌,用于病毒分离和核酸

检测.

７　病毒分离与鉴定

７􀆰１　试剂

７􀆰１􀆰１　DMEM 高糖培养基.

７􀆰１􀆰２　胎牛血清.

７􀆰１􀆰３　F８１细胞.

７􀆰１􀆰４　０􀆰２５％胰酶:配制方法按B􀆰４的规定执行.

７􀆰１􀆰５　细胞生长液:配制方法按B􀆰５的规定执行.

７􀆰１􀆰６　细胞维持液:配制方法按B􀆰６的规定执行.

７􀆰２　仪器设备

７􀆰２􀆰１　CO２培养箱.

７􀆰２􀆰２　高速冷冻离心机.

７􀆰２􀆰３　Ⅱ级生物安全柜.

７􀆰２􀆰４　倒置显微镜.

７􀆰２􀆰５　微量移液器(量程:２０μL~２００μL和１００μL~１０００μL).

７􀆰２􀆰６　细胞培养瓶.

７􀆰２􀆰７　血细胞计数板.

７􀆰２􀆰８　０􀆰２２μm 针头式滤器.

７􀆰３　操作方法

７􀆰３􀆰１　细胞的制备

分离病毒前２４h~３６h制备细胞.用０􀆰２５％胰酶消化处于对数生长期的 F８１细胞单层,将所得

细胞悬液以１５００r/min离心５min,并用细胞生长液将细胞重悬,血细胞计数板计数,调整细胞浓度至

２×１０６个/mL,分装于细胞培养瓶,制备细胞单层,待细胞长至６０％~７０％时备用.

７􀆰３􀆰２　接种细胞

每份样品接种３瓶细胞,另设细胞对照２瓶.弃去７􀆰３􀆰１中的细胞培养液上清,按细胞培养液１/１０
体积加入６􀆰６􀆰１、６􀆰６􀆰３、６􀆰６􀆰４、６􀆰６􀆰５样品于细胞培养瓶中,置于３７℃含５％ CO２培养箱中吸附１h,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℃含５％ CO２培

养箱中培养.

７􀆰３􀆰３　观察和记录

若被检样品中有FCV,通常在接种２４h~４８h后可出现CPE,在倒置显微镜下观察主要呈细胞圆缩、
聚集,最后溶解脱落,见附录 A􀆰３.对照细胞单层应完好,细胞形态基本正常或稍有衰老.收获细胞培养

液,用于病毒鉴定.

７􀆰３􀆰４　盲传

若接种细胞第一代７２h后未出现CPE,收获细胞培养液,冻融３次后,按照７􀆰３􀆰２所述方法进行盲传

三代.

７􀆰４　病毒鉴定

４
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对出现CPE的细胞培养液,选用本文件第８章、第９章和第１０章中规定的任一方法进行核酸鉴定.

７􀆰５　结果判定

出现CPE的细胞培养液,７􀆰４所述方法任一项检测阳性者,判为病毒分离阳性.细胞盲传三代未见

CPE,且经７􀆰４所述方法检测阴性者,判为病毒分离阴性.

８　荧光RTＧRAA

８􀆰１　试剂

８􀆰１􀆰１　DEPC水:配制方法按B􀆰７的规定执行.

８􀆰１􀆰２　商品化病毒RNA提取试剂盒.

８􀆰１􀆰３　阳性对照为含１０４ TCID５０/mL的 FCV 细胞培养物,用终浓度为０􀆰２％的甲醛溶液３７ ℃灭活

４８h;阴性对照为F８１正常细胞对照.

８􀆰１􀆰４　RTＧRAA荧光基础反应单元(含重组酶、单链结合蛋白和DNA聚合酶的冻干粉)(商品化).

８􀆰１􀆰５　RTＧRAA预混液(商品化).

８􀆰１􀆰６　乙酸镁(２８０mmol/L).

８􀆰１􀆰６　荧光RTＧRAA检测所需引物和探针:
上游引物F１:５′ＧGCATGACCGCCCTACACTGTGATGTGTTCGＧ３′;
下游引物R１:５′ＧACTCAAGATAAATTTGAAGCGGGGACTGGTＧ３′;
探针 P１:５′ＧCTTCAAATTAGTGATCAATCCTAACAAAT[FAMＧdT][idSpacer][BHQ１ＧdT]

TGTCCATAGGTTTCＧ３′C３Spacer.

８􀆰２　仪器设备

８􀆰２􀆰１　高速冷冻离心机.

８􀆰２􀆰２　振荡器.

８􀆰２􀆰３　微量移液器(量程:０􀆰５μL~１０μL、２μL~２０μL、２０μL~２００μL和１００μL~１０００μL).

８􀆰２􀆰４　冰箱(２℃~８℃和－２０℃以下).

８􀆰２􀆰５　荧光PCR仪.

８􀆰３　操作方法

８􀆰３􀆰１　核酸提取

采用商品化病毒RNA提取试剂盒提取各类样品中的病毒RNA;也可采用等效RNA提取方法,如采

用自动化核酸提取仪和配套核酸提取试剂进行核酸提取.

８􀆰３􀆰２　核酸扩增

８􀆰３􀆰２􀆰１　荧光RTＧRAA反应体系配制

每个检测反应体系需要４５􀆰５μL荧光RTＧRAA反应液,包含RTＧRAA预混液３２􀆰５μL、上下游引物

(１０μmol/L)各２μL、探针(１０μmol/L)０􀆰６μL、DEPC水８􀆰４μL.按n＋１(n 为待检样品、阳性对照和阴

性对照的份数总和)配制反应液,充分混匀后分装,每个反应管４５􀆰５μL.

８􀆰３􀆰２􀆰２　加样

将４５􀆰５μL荧光RTＧRAA反应液分别加入RTＧRAA荧光基础反应单元管中,再分别加入已制备好

的RNA溶液２μL,将２􀆰５μL乙酸镁(反应催化剂)加在反应单元管盖上,密封反应单元管,放入振荡器混

匀.

８􀆰３􀆰２􀆰３　荧光RTＧRAA反应

将上述加样后的反应单元管放入荧光PCR仪中,编辑样品表后,选定FAM 作为报告基团,淬灭基团

选none,反应参数设置如下:３９℃６０s,１个循环;３９℃３０s,３０个循环,每次循环时收集荧光信号.

８􀆰４　结果判定

８􀆰４􀆰１　试验成立的条件

５
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阳性对照有荧光对数增长,且荧光通道出现特异性的扩增曲线,相应的Ct值≤２０.阴性对照无荧光

对数增长,相应的无报告Ct值.阳性对照和阴性对照同时成立可判定试验有效,否则试验无效.

８􀆰４􀆰２　结果描述及判定

符合８􀆰４􀆰１的条件,被检样品Ct值≤２８且出现特异性扩增曲线,则判为FCV 核酸阳性;当无Ct值

或无荧光对数增长,则判为FCV核酸阴性;２８＜Ct值＜３０且出现特异性扩增曲线,则判为可疑,需要重

新检测.如复检后仍出现上述结果的,判为阳性,否则判为阴性.

９　反转录聚合酶链式反应(RTＧPCR)

９􀆰１　试剂

９􀆰１􀆰１　２×onestepBuffer(DyePlus).

９􀆰１􀆰２　PrimeScript１StepEnzymeMix.

９􀆰１􀆰３　５０×TAE缓冲液.

９􀆰１􀆰４　琼脂糖.

９􀆰１􀆰５　DNA Marker:分子大小范围为１００bp~２０００bp.

９􀆰１􀆰６　RTＧPCR检测所需引物:
上游引物F２:５’ＧCACSTTATGTCYGACACTGAＧ３’
下游引物R２:５’ＧCTRGADGTRTGCARRATTTＧ３’
其中,S、Y、R、D为简并碱基,S对应 G/C,Y对应C/T,R对应 A/G,D对应 A/G/T.

９􀆰１􀆰７　其余试剂同８􀆰１􀆰１~８􀆰１􀆰３.

９􀆰２　仪器设备

９􀆰２􀆰１　PCR扩增仪.

９􀆰２􀆰２　电泳仪.

９􀆰２􀆰３　电泳槽.

９􀆰２􀆰４　紫外凝胶成像仪.

９􀆰２􀆰５　其余仪器设备同８􀆰２􀆰２~８􀆰２􀆰４.

９􀆰３　操作方法

９􀆰３􀆰１　核酸提取

同８􀆰３􀆰１.

９􀆰３􀆰２　核酸扩增

９􀆰３􀆰２􀆰１　RTＧPCR反应体系配制

每个检测反应体系需要４５μLRTＧPCR反应液,包含２×OneStepBuffer(DyePlus)２５μL、PrimeＧ
Script１StepEnzymeMix２μL、上下游引物(１０μmol/L)各１μL、DEPC水１６μL.按n＋１(n 为待检样

品、阳性对照和阴性对照的份数总和)配制反应液,充分混匀后分装,每个反应管４５μL.

９􀆰３􀆰２􀆰２　加样

在已分装有PCR反应液的反应管中分别加入已制备好的RNA溶液５μL,使每管总体积达到５０μL,
记录反应管对应的样品编号.盖紧管盖后,５００r/min离心３０s.

９􀆰３􀆰２􀆰３　RTＧPCR反应

将反应管放入PCR扩增仪中,按照下列程序进行扩增:５０℃反转录３０min;９４℃预变性５min;９４℃
变性４５s,５０℃退火１min,７２℃退火１min,共３５个循环;７２℃终延伸１０min.

９􀆰３􀆰３　PCR扩增产物电泳

取８μLPCR扩增产物加入到１×TAE缓冲液配制的１􀆰５％琼脂糖凝胶中,以５V/cm 电压电泳

３０min~４０min.电泳结束后,将琼脂糖凝胶置于紫外凝胶成像仪中观察结果.

９􀆰４　结果判定

６
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９􀆰４􀆰１　试验成立的条件

阳性对照应有大小为９５５bp的特异性扩增条带,同时阴性对照无此扩增条带(参见附录C).

９􀆰４􀆰２　结果描述及判定

符合９􀆰４􀆰１的条件,被检样品有大小为９５５bp的特异性扩增条带,且与阳性对照条带分子量大小相

符,则判为FCV核酸阳性;被检样品无特异性的扩增条带,则判为FCV核酸阴性.

１０　实时荧光RTＧPCR

１０􀆰１　试剂

１０􀆰１􀆰１　２×OneStepRTＧPCRBuffer.

１０􀆰１􀆰２　PrimeScriptRTEnzymeMixⅡ.

１０􀆰１􀆰３　TaKaRaExTaqHS(５U/μL).

１０􀆰１􀆰４　实时荧光RTＧPCR检测所需引物和探针:
上游引物F３:５′ＧCCGTTAAYTCRGTGTTTGATTTGＧ３′
下游引物R３:５′ＧGGCTCTGATDGCTTGAAACTGＧ３′
探针P３:５′ＧFAMＧCCTGGGCTCTTCGCCGTCACCＧBHQ１Ｇ３′
其中,Y、R、D为简并碱基,Y对应C/T,R对应 A/G,D对应 A/G/T.

１０􀆰１􀆰５　其余试剂同８􀆰１􀆰１~８􀆰１􀆰３.

１０􀆰２　仪器设备

同８􀆰２􀆰１~８􀆰２􀆰５.

１０􀆰３　操作方法

１０􀆰３􀆰１　核酸提取

同８􀆰３􀆰１.

１０􀆰３􀆰２　核酸扩增

１０􀆰３􀆰２􀆰１　实时荧光RTＧPCR反应体系配制

每个检测反应体系需要２２μL荧光RTＧPCR反应液,包含２×OneStepRTＧPCRBuffer１２􀆰５μL、Ex
Taq HS(５U/μL)０􀆰５μL、PrimeScriptRTEnzymeMixⅡ０􀆰５μL、上下游引物(１０μmol/L)各０􀆰５μL、
探针(１０μmol/L)１μL、DEPC水６􀆰５μL.按n＋１(n 为待检样品、阳性对照和阴性对照的份数总和)配制

反应液,充分混匀后分装,每个反应管２２μL.

１０􀆰３􀆰２􀆰２　加样

在已分装有荧光RTＧPCR反应液的反应管分别加入已制备好的 RNA溶液３μL,使每管总体积达到

２５μL,记录反应管对应的样品编号.盖紧管盖后,５００r/min离心３０s.

１０􀆰３􀆰２􀆰３　实时荧光RTＧPCR反应

将上述加样后的反应管放入荧光 PCR仪中,编辑样品表后,选定 FAM 作为报告基团,淬灭基团选

none,反应参数设置如下:４２℃１０min,９４℃１５min;９５℃１５s,６０℃４５s,在每个循环第二步(６０℃
４５s)收集荧光信号,共４０个循环.

１０􀆰４　结果判定

１０􀆰４􀆰１　结果分析条件设定

阈值设定原则:阈值线设定于刚好超过阴性对照扩增曲线的最高点.不同仪器可根据仪器噪声情况

进行调整.

１０􀆰４􀆰２　试验成立的条件

阳性对照Ct值≤３０,并出现典型扩增曲线(见附录 D).阴性对照无Ct值并且无典型扩增曲线.阳

性对照和阴性对照同时成立可判定试验有效,否则试验无效.

１０􀆰４􀆰３　结果描述及判定

７
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符合１０􀆰４􀆰２的条件,被检样品Ct值≤３５且出现特异性扩增曲线,则判为FCV核酸阳性;当无Ct值

并且无典型扩增曲线,则判为FCV核酸阴性;３５＜Ct值＜４０且出现特异性扩增曲线,则判为可疑,需要重

新检测.如复检后仍出现上述结果的,判为阳性,否则判为阴性.

１１　综合判定

１１􀆰１　临床判定为疑似病例的易感动物,经本文件第８章、第９章和第１０章中规定的任一方法,检测为

FCV核酸阳性的,判定为猫嵌杯病毒感染确诊病例.

１１􀆰２　临床无明显特异症状的易感动物,经本文件第８章、第９章和第１０章中规定的任一方法,检测为

FCV阳性的,应经本文件第７章分离出病毒方可判定为猫嵌杯病毒感染.

８
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附　录　A
(资料性)

主要临床症状和CPE参考图

主要临床症状见图 A􀆰１和图 A􀆰２.

图A􀆰１　眼鼻分泌物增多、口腔大量流涎

图A􀆰２　口腔溃疡是FCV感染的最显著的特征,嘴唇、舌和硬腭、腭中裂周围明显出现大面积的溃疡.

病毒分离与鉴定时,病毒接种细胞出现病变见图 A􀆰３.

图A􀆰３　F８１细胞接种FCV２４h后的CPE(a)和阴性对照(b)

９
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附　录　B
(规范性)

试　剂　配　制

B􀆰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),加蒸馏水溶解,调整pH 至７􀆰４,定容至１０００mL,１０３kPa高压蒸汽灭菌３０min,或过滤除

菌,４℃保存备用.

B􀆰２　５０％甘油磷酸缓冲液(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,４℃保存备用.

B􀆰３　DMEM 高糖培养基

量取去离子水９５０mL,置于适宜的容器中.将DMEM 粉剂１０g加于３０℃的去离子水中,边加边搅

拌.每１０００mL培养液加３􀆰７g碳酸氢钠(NaHCO３).加去离子水至１０００mL,用１mol/L氢氧化钠

(NaOH)或盐酸(HCl)将培养液pH 调至７􀆰２.在过滤之前应盖紧容器瓶塞.立即用孔径０􀆰２２μm 的微

孔滤膜正压过滤除菌,４℃保存备用.

B􀆰４　０􀆰２５％胰酶

称取０􀆰２５g胰酶溶解于１００mLDMEM 高糖培养基后过滤除菌,－２０℃保存备用.

B􀆰５　细胞生长液

取９００mL的DMEM 高糖培养基加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１００U/mL,链霉素至终浓度１００μg/mL,４℃保存备用.

B􀆰６　细胞维持液

取９８０mL的DMEM 高糖培养基加２０mL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１００U/mL,链霉素至终浓度１００μg/mL,４℃保存备用.

B􀆰７　DEPC水

将DEPC加入去离子水中至终浓度为０􀆰１％(体积比),充分混合均匀后作用１２h,分装,１０３kPa高压

蒸汽灭菌３０min,４℃保存备用.
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附　录　C
(资料性)

FCVRTＧPCR检测示意

FCVRTＧPCR检测示意见图C􀆰１.

标引序号说明:

M———DNA分子量标准(DL２０００DNA Marker);

N———FCV阴性对照;

P———FCV阳性对照.

图C􀆰１　FCVRTＧPCR检测阴、阳性示意

１１
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附　录　D
(资料性)

FCV实时荧光RTＧPCR检测示意

FCV实时荧光RTＧPCR检测阴、阳性示意图见图D􀆰１.

标引序号说明:

N———FCV阴性对照;

P———FCV阳性对照.

图D􀆰５　FCV实时荧光RTＧPCR检测示意
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