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　１１􀆰４　试验方法 ７􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　１１􀆰５　试验成立条件 ７􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　１１􀆰６　结果判定 ７􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

１２　竞争酶联免疫吸附试验(CＧELISA) ７􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　１２􀆰１　仪器设备 ７􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　１２􀆰２　试剂材料 ７􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　１２􀆰３　样品处理 ８􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　１２􀆰４　试验方法 ８􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　１２􀆰５　试验成立条件 ９􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　１２􀆰６　结果判定 ９􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

１３　综合判定 ９􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

附录 A(规范性)　样品保存、病毒分离及微量中和试验相关溶液的配制 １０􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

附录B(资料性)　CHIKV分离物CPE １１􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

附录C(规范性)　反转录Ｇ聚合酶链反应溶液的配制 １２􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

附录D(资料性)　反转录Ｇ聚合酶链反应引物和探针序列及电泳结果 １３􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

附录E(规范性)　微量中和试验抗体效价和毒价测定及血清对照排列表 １５􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

附录F(规范性)　基孔肯雅病毒C和E２重组蛋白及高免血清的制备 １８􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

附录 G(规范性)　竞争酶联免疫吸附试验用溶液的配制 ２１􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
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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:云南省畜牧兽医科学院、昆明医科大学、中国科学院动物研究所.
本文件主要起草人:王静林、杨振兴、何于雯、郑爱华、孟锦昕、李楠、李苏胜.
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引　　言

基孔肯雅病毒(chikungunyavirus,CHIKV)为不分节段的单股正链 RNA 病毒,属于披膜病毒科

(Togaviridae)甲病毒属(Alphavirus),是一种虫媒病毒.CHIKV主要通过伊蚊叮咬人、猴和猪等哺乳动

物进行传播,并引起基孔肯雅热(chikungunyafever,CHIK).该病最初流行于非洲的热带和亚热带地

区,并逐步扩散到南亚、东南亚、印度洋岛屿及美洲地区,属于一种蚊媒性人兽共患传染病.

CHIKV于１９５２年７月在非洲的坦桑尼亚被首次确认,疾病流行地区不同村庄的平均感染率为

４０％~５０％.该病毒在非洲东部发现后,在乌干达又出现人感染病例.随后,该病毒在非洲撒哈拉以南多

地被发现.１９６４年,在津巴布韦的非人灵长类动物中检测到 CHIKV 抗体.随后一些研究证实,非人灵

长类动物为该病毒的主要宿主,非洲伊蚊及其他一些树栖蚊媒为该病地方性流行的主要传播媒介.

１９６４—１９６７年,在泰国、马来西亚、菲律宾和印度等国的生猪养殖场和屠宰场采集的样品中均检测到

CHIKV抗体.我国于１９８６年首次从云南省捕获的蝙蝠、白纹伊蚊和三带啄库蚊体内分离到 CHIKV.
近年来,在我国南方地区的一些生猪养殖场采集的样品中检出CHIKV抗体,并存在零星散发病例.

在自然条件下,人、猴和猪等动物感染CHIKV均可出现临床症状,如人的发热、皮疹和关节痛,猴的

高滴度的病毒血症,母猪的繁殖障碍和仔猪的肢体活动障碍.该病的发生有一定的季节性和地域性,与伊

蚊的活跃期和活动范围有关,可呈现地方性流行或暴发流行.本文件的实施对提高猪基孔肯雅热的诊断

和监测水平,及时采取防控措施,保护家畜健康和产业发展,将起到重要作用.

Ⅳ
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猪基孔肯雅病毒感染诊断技术

１　范围

本文件规定了猪基孔肯雅病毒感染的临床诊断、病毒分离、RTＧPCR、荧光 RTＧPCR、微量中和试验以

及酶联免疫吸附试验等实验室诊断技术要求.
本文件适用于猪基孔肯雅病毒感染的诊断.

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

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:

CHIKV:基孔肯雅病毒(chikungunyavirus)

CPE:细胞病变效应(cytopathiceffect)

Ct值:每个反应管内的荧光信号循环数阈值(cyclethresholdvalue)

EDTA:乙二胺四乙酸(ethylenediaminetetraaceticacid)

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

HRP:辣根过氧化物酶(horseradishperoxidase)

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

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

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

５　生物安全措施

进行猪CHIKV感染的实验室诊断时,如动物剖检、样品采集与处理、核酸提取和病毒分离鉴定等,应
按照 GB１９４８９的规定执行.

６　临床诊断

６􀆰１　流行特点

６􀆰１􀆰１　CHIKV主要通过伊蚊(白纹伊蚊和埃及伊蚊)叮咬人、猴和猪等哺乳动物进行传播.

６􀆰１􀆰２　CHIKV在猪中的暴发流行时间往往与伊蚊繁殖季节(夏秋季)相吻合,每年６月—９月通常为该

病流行期,气候湿热地区为高流行区域.

６􀆰２　易感动物

家猪是CHIKV的易感动物,各种年龄和品种的猪均易感,主要危害妊娠母猪和仔猪.CHIKV 也可

感染野猪.

６􀆰３　临床症状

１
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６􀆰３􀆰１　仔猪感染CHIKV后出现短暂的发热,一般潜伏期为３d~１２d,发病急骤,体温常迅速上升至

４０℃~４４℃,同时出现一个或多个关节剧烈疼痛,严重可致活动能力丧失.发热２d~３d后,或在身体

躯干及四肢或背面出现斑、丘疹等,部分感染后不出现临床症状.

６􀆰３􀆰２　母猪感染CHIKV后以发热为主(体温＞４０℃),并出现高滴度的病毒血症,全身通红,烦躁,食欲

下降,部分不出现临床症状,极少部分导致流产和早产.

６􀆰３􀆰３　成年猪感染CHIKV后很少或者不出现临床症状,临床症状以发热为主(体温＞４０℃),最高可达

４４℃,食欲下降,１周后体温恢复正常,其他临床症状也逐渐减轻.

６􀆰４　病理变化

６􀆰４􀆰１　剖检病理变化:皮肤组织出现局部水肿、斑或丘疹,大部分淋巴结肿大.

６􀆰４􀆰２　组织病理学变化:肝部出现明显肝细胞水肿,肌肉中检测到的肌纤维变性及肌母细胞增生,关节腔

滑膜遭到破坏并出现纤维蛋白渗出.

６􀆰５　结果判定

６􀆰５􀆰１　在CHIKV流行地区,猪出现上述临床症状和病理变化,可初步判定为猪基孔肯雅热疑似病例.

６􀆰５􀆰２　疑似病例应按照NY/T５４１规定的要求采集猪的全血、血清、脾脏及淋巴结等组织样品,进行实验

室检测.

７　样品采集与保存

７􀆰１　主要试剂

７􀆰１􀆰１　０􀆰０１mol/LPBS(pH７􀆰４),按照附录 A中的 A􀆰１配制.

７􀆰１􀆰２　５０％甘油ＧPBS保存液,按照 A􀆰２配制.

７􀆰２　采样器材

解剖刀、剪刀、镊子、注射器(５mL、１０mL)及针头、真空采血管(含EDTA 或肝素钠抗凝剂)、离心管

(２mL、１０mL)、样品保存管、工作服、口罩、一次性手套、采样记录单、记号笔、防水标签、封口膜、冰袋等.

７􀆰３　样品采集

７􀆰３􀆰１　全血样品采集

使用真空采血管(含EDTA和肝素钠抗凝剂)分别采集发病猪或疑似感染猪血液不少于５mL.

７􀆰３􀆰２　血清样品采集

采集发病猪或疑似感染猪全血不少于５mL,置于４℃析出血清后,３０００r/min离心１５min,取上层

血清装入离心管中.

７􀆰３􀆰３　组织样品采集

无菌采集病死猪或扑杀猪的组织样品不少于５g.首选脾脏,其次为淋巴结、骨髓等组织.将所采集

样品装入样品保存管,加入５０％甘油ＧPBS保存液,使液面没过样品,加盖封口.

７􀆰４　样品保存

采集的样品应保存于４℃,并在２４h~４８h内运送至实验室用于检测及病毒分离,长期保存应置于

－８０℃冰箱.

８　病毒分离

８􀆰１　仪器设备

８􀆰１􀆰１　二氧化碳培养箱(３７℃).

８􀆰１􀆰２　冰箱(４℃、－２０℃、－８０℃).

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　微量可调移液器(０􀆰５μL~２􀆰５μL、１μL~２０μL、２０μL~２００μL、１００μL~１０００μL)及配套吸头.
２
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８􀆰１􀆰６　低温组织匀浆机.

８􀆰１􀆰７　细胞培养用器皿(１２孔、２４孔细胞培养板或细胞培养瓶).

８􀆰２　试剂材料

８􀆰２􀆰１　青霉素,浓度为１００００U/mL.

８􀆰２􀆰２　链霉素,浓度为１００００μg/mL.

８􀆰２􀆰３　两性霉素B,浓度为５０００μg/mL.

８􀆰２􀆰４　胰酶消化液,按照 A􀆰３配制.

８􀆰２􀆰５　细胞生长液与维持液,按照 A􀆰４配制.

８􀆰２􀆰６　细胞:仓鼠肾细胞(BHKＧ２１).

８􀆰３　样品处理

８􀆰３􀆰１　组织样品

取猪脾、淋巴结各２g,剪碎后加入１０mL的PBS(含青霉素２０００U/mL、链霉素２０００μg/mL),将
组织置于匀浆机中研磨,４ ℃冰箱中浸提４h.取上清液２mL用超声波裂解处理(１００μA、１min~
２min),３０００r/min离心２０min,取上清液１mL,加入４mL灭菌双蒸水,混匀,采用０􀆰２２μm 滤膜过滤

除菌.经处理的样品如当天使用,使用前置于４℃保存,剩余样品置于－８０℃保存备用.

８􀆰３􀆰２　血液样品

取肝素钠抗凝血２００μL,加入１mLPBS,１０００r/min离心１０min;细胞沉淀再用１mL的PBS洗涤

２次,离心弃上清液;细胞沉淀中加入９００μL灭菌双蒸水,充分振荡,使红细胞完全胀裂.经处理的样品

当天使用,使用前置于４℃保存,剩余样品置于－８０℃保存备用.

８􀆰４　试验方法

８􀆰４􀆰１　单层细胞制备

用细胞生长液稀释BHKＧ２１细胞,细胞终浓度为每毫升１×１０６个细胞.将稀释的细胞加入２４孔细

胞培养板,１mL/孔,置于３７℃、５％CO２培养箱中培养长成单层.

８􀆰４􀆰２　样品接种

待BHKＧ２１长成单层细胞后,用无菌PBS洗涤３次,每孔接种２００μL按８􀆰３􀆰１处理的组织样品,或

５０μL按８􀆰３􀆰２处理的血液样品,置于３７℃吸附６０min后弃掉液体,每孔加入１mL的细胞维持液,置于

３７℃、５％ CO２培养箱中培养,每天观察CPE,连续观察７d.

８􀆰４􀆰３　培养物盲传

样品初次接种细胞培养７d后,不论有无CPE,均应将每孔内细胞液取１００μL,移入按照８􀆰４􀆰１制备

的新细胞板对应的孔内(第２代),置于３７℃、５％CO２培养箱中培养７d,每天观察CPE.每份样品的细胞

培养物应盲传３代.

８􀆰５　结果判定

８􀆰５􀆰１　培养物盲传３代未见CPE(见附录B中的图B􀆰１a),可判定为病毒分离阴性.

８􀆰５􀆰２　初次接种样品或盲传后出现CPE(见图B􀆰１b),可初步判定为病毒分离阳性.应将出现 CPE的

细胞培养物用RTＧPCR(第９章)、荧光 RTＧPCR(第１０章)或微量中和试验(第１１章)做进一步鉴定和

分析.

９　反转录Ｇ聚合酶链式反应(RTＧPCR)

９􀆰１　仪器设备

９􀆰１􀆰１　自动化核酸提取仪.

９􀆰１􀆰２　PCR仪.

９􀆰１􀆰３　台式低温高速离心机(离心速度１２０００r/min以上).

９􀆰１􀆰４　稳压稳流电泳仪和水平电泳槽.
３
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９􀆰１􀆰５　凝胶成像系统.

９􀆰１􀆰６　低温组织匀浆机.

９􀆰１􀆰７　微量可调移液器(０􀆰５μL~２􀆰５μL、１μL~２０μL、２０μL~２００μL、１００μL~１０００μL)以及无

RNase吸头.

９􀆰２　试剂材料

９􀆰２􀆰１　商品化病毒RNA提取试剂盒.

９􀆰２􀆰２　商品化一步法RTＧPCR核酸扩增试剂盒.

９􀆰２􀆰３　DEPC水,按照附录C中的C􀆰１配制.

９􀆰２􀆰４　１×TAE电泳缓冲液,按照C􀆰２配制.

９􀆰２􀆰５　１％琼脂糖凝胶,按照C􀆰３配制.

９􀆰２􀆰６　阳性对照品:CHIKV核酸阳性的全血.

９􀆰２􀆰７　阴性对照品:CHIKV核酸阴性的全血.

９􀆰２􀆰８　引物序列信息见附录D中的D􀆰１,加DEPC水配制成１００μmol/L的储存浓度和２０μmol/L的工

作浓度,－２０℃保存.

９􀆰３　样品处理

９􀆰３􀆰１　组织样品

取待检组织样品２􀆰０g于匀浆机中充分研磨,加１０mL的PBS混匀,４℃、３０００r/min离心１５min,
取上清液转入无菌的１􀆰５mL离心管中,对样品进行编号.

９􀆰３􀆰２　血清、全血或血浆

直接使用.

９􀆰３􀆰３　细胞培养物

收获出现CPE的细胞培养物悬液,反复冻融３次,２０００r/min离心２０min,取上清液转入无菌的１􀆰５mL
离心管中,对样品进行编号.

９􀆰４　试验方法

９􀆰４􀆰１　RNA的提取

用病毒RNA提取试剂盒提取各类样品中的病毒核酸,或用自动化核酸提取仪提取各类样品中的病

毒核酸.核酸提取后,应立即检测或置于－８０℃保存.每次抽提核酸,应至少包括一个阳性对照和一个

阴性对照.

９􀆰４􀆰２　RTＧPCR扩增反应

９􀆰４􀆰２􀆰１　反应体系配制

在每个PCR管内,配制２５μL的RTＧPCR扩增反应体系如下:

a)　１２􀆰５μL的２×１StepBuffer(DyePlus);

b) １μL的PrimeScript１StepEnzymeMix;

c) ０􀆰５μL的上游引物CHIKV_７９０F(２０μmol/L);

d) ０􀆰５μL的下游引物CHIKV_１２０７R(２０μmol/L);

e) ２􀆰５μL的RNA模板;

f) ８μL的DEPC水.
每次进行RTＧPCR扩增时均应设立阳性、阴性及空白对照.阳性对照应用阳性对照样品所提取的核

酸作为模板,阴性对照应用阴性对照样品所提取的核酸作为模板,空白对照应用DEPC水作为模板.

９􀆰４􀆰２􀆰２　RTＧPCR反应条件

瞬时离心后,将PCR反应管放入 PCR仪,按下列参数进行反应:５０ ℃反转录３０min,９４ ℃预变性

３min;９４℃变性３０s,５２℃退火３０s,７２℃延伸３５s,３５个循环;７２℃终延伸７min,４℃保存.

９􀆰４􀆰２􀆰３　琼脂糖凝胶电泳

４
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将１％琼脂糖凝胶放入水平电泳槽,使电泳缓冲液刚好淹没胶面,取６μLRTＧPCR扩增产物,５μL
DL２０００DNA Marker分别加入凝胶孔,按５V/cm 进行电泳２０min~３０min.电泳结束后,将琼脂糖凝

胶置于凝胶成像系统中观察结果.

９􀆰５　试验成立条件

阳性对照RTＧPCR产物应有大小为４１８bp的特异性扩增条带,且阴性对照和空白对照应无任何扩增

条带.

９􀆰６　结果判定

符合９􀆰５的条件,被检样品有大小为４１８bp的特异性扩增条带(见附录 D中的图 D􀆰１),且与阳性对

照条带分子量大小相符,则该样品判为CHIKV核酸阳性;被检样品无特异性的扩增条带,则判为CHIKV
核酸阴性.

１０　荧光反转录Ｇ聚合酶链反应(荧光RTＧPCR)

１０􀆰１　仪器设备

１０􀆰１􀆰１　荧光PCR仪(含FAM 荧光通道).

１０􀆰１􀆰２　台式低温高速离心机(离心速度１２０００r/min以上).

１０􀆰１􀆰３　混匀器.

１０􀆰１􀆰４　微量可调移液器(０􀆰５μL~２􀆰５μL、１μL~２０μL、２０μL~２００μL、１００μL~１０００μL)以及无

RNase吸头.

１０􀆰１􀆰５　荧光PCR扩增管.

１０􀆰２　试剂材料

１０􀆰２􀆰１　商品化病毒RNA提取试剂盒.

１０􀆰２􀆰２　商品化一步法荧光RTＧPCR核酸扩增试剂盒.

１０􀆰２􀆰３　DEPC水,按照B􀆰１配制.

１０􀆰２􀆰４　阳性对照品:同９􀆰２􀆰６.

１０􀆰２􀆰５　阴性对照品:同９􀆰２􀆰７.

１０􀆰２􀆰６　引物和探针序列信息见D􀆰３,加DEPC水配制成１００μmol/L的储存浓度和１０μmol/L的工作浓

度,－２０℃保存.

１０􀆰３　样品处理

同９􀆰３.

１０􀆰４　试验方法

１０􀆰４􀆰１　RNA的提取

同９􀆰４􀆰１.

１０􀆰４􀆰２　荧光RTＧPCR扩增反应

１０􀆰４􀆰２􀆰１　反应体系配制

在每个荧光PCR管内,按下列方法配制２０μL的荧光RTＧPCR扩增反应体系,根据仪器要求加入或

不加入参比荧光ROX:
———１０μL的２×OneStepRTＧPCRBuffer;
———０􀆰４μL的ExTaq HS(５U/μL);
———０􀆰４μL的PrimeScriptRTEnzymeMixⅡ;
———０􀆰４μL的参比荧光ROX Ⅰ或Ⅱ(或不加入参比荧光);
———０􀆰４μL的上游引物CHKＧTRＧS(１０μmol/L);
———０􀆰４μL的下游引物CHKＧTRＧA(１０μmol/L);
———０􀆰８μL的探针CHKＧFAM(１０μmol/L);

５
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———２􀆰５μL的RNA模板;
———４􀆰７μL的DEPC水(不加入参比荧光的加入５􀆰１μL的DEPC水).
每次进行荧光RTＧPCR扩增时均应设立阳性对照、阴性对照及空白对照.阳性对照应用阳性对照样

品所提取核酸作为模板,阴性对照应用阴性对照样品所提取核酸作为模板,空白对照应用 DEPC水作为

模板.

１０􀆰４􀆰２􀆰２　荧光RTＧPCR反应条件

瞬时离心后,将PCR反应管放入荧光PCR仪,按下列参数进行反应:４２℃反转录１０min;９５℃预变

性３０s;９５℃变性５s;６０℃退火延伸３５s,共４５个循环,在每个循环的６０℃时收集FAM 荧光信号.

１０􀆰４􀆰２􀆰３　荧光RTＧPCR阈值线设定

一般根据荧光定量仪自动设置阈值线;若手动设置,阈值线应高于阴性对照和基线区.

１０􀆰５　试验成立条件

阳性对照的Ct值＜３０且出现特异性扩增曲线,阴性对照无Ct值或阴性对照Ct值≥４０且无特异性

扩增曲线,试验结果有效;否则应重新进行试验.

１０􀆰６　结果判定

符合１０􀆰５的条件,被检样品Ct值≤３８且出现特异性扩增曲线,则判为 CHIKV 核酸阳性;当无Ct
值或Ct值≥４０,则判为CHIKV核酸阴性;当３８＜Ct值＜４０且出现特异性扩增曲线,则判为疑似.对疑

似样品,模板量加倍(５μLRNA模板)进行１次复检,做３个重复;有２个重复Ct值＜４０且出现特异性扩

增曲线即判为CHIKV核酸阳性,否则判为CHIKV核酸阴性.

１１　微量中和试验

１１􀆰１　仪器设备

１１􀆰１􀆰１　二氧化碳培养箱(３７℃).

１１􀆰１􀆰２　冰箱(４℃、－２０℃、－８０℃).

１１􀆰１􀆰３　倒置生物显微镜.

１１􀆰１􀆰４　微型振荡器.

１１􀆰１􀆰５　微量可调移液器(０􀆰５μL~２􀆰５μL、１μL~２０μL、２０μL~２００μL、１００μL~１０００μL),多道可调

移液器(２０μL~２００μL),配吸头.

１１􀆰１􀆰６　９６孔平底细胞培养板.

１１􀆰２　试剂材料

１１􀆰２􀆰１　阳性血清:CHIKV阳性血清为确诊感染CHIKV的猪血清(中和抗体效价,筛检试验不低于１∶２０,
确认试验不低于１∶３２０),按照附录E中的E􀆰１进行抗体效价测定.

１１􀆰２􀆰２　阴性血清:商品化SPF猪血清.

１１􀆰２􀆰３　细胞:BHKＧ２１细胞,使用浓度为１􀆰５×１０５个细胞/mL.

１１􀆰２􀆰４　细胞生长液及维持液:按照 A􀆰４配制.

１１􀆰２􀆰５　０􀆰１％萘黑蓝染色液:按照 A􀆰５配制.

１１􀆰３　试验准备

１１􀆰３􀆰１　病毒增殖

BHKＧ２１细胞应采用静止培养的方法培养.当细胞形成单层后,换为细胞维持液培养;接入待检病

毒,３７℃培养,逐日观察,待CPE达到７５％以上时收毒,分别置于－８０℃和４℃冻融３次,置于无菌离心

管中２０００r/min离心２０min,取上清液进行分装,－８０℃保存备用.

１１􀆰３􀆰２　毒价滴定

将待检病毒用细胞维持液作１０－１~１０－６稀释;按每孔５０μL,将每个稀释度各８孔加进９６孔平底细

胞培养板,设细胞对照孔８孔,每孔各加入细胞维持液５０μL;上述各孔再补加细胞维持液５０μL,随后加
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入细胞悬液１００μL;置于３７℃、５％CO２培养箱内培养,连续观察７d,每天记录结果;当细胞无污染,且细

胞对照孔中的细胞层完整的前提下,按照D􀆰２计算细胞半数感染量 TCID５０.

１１􀆰４　试验方法

１１􀆰４􀆰１　试验设计及记录

按照E􀆰３进行试验设计及记录.

１１􀆰４􀆰２　操作步骤

１１􀆰４􀆰２􀆰１　阳性血清经５６℃处理３０min后,作１∶１０稀释.

１１􀆰４􀆰２􀆰２　将待检病毒用细胞维持液稀释为每５０μL含１００个 TCID５０,作为病毒工作液.

１１􀆰４􀆰２􀆰３　将５０μL阳性血清、５０μL待检病毒液分别加入对应的孔(１~９的样品检测区),振荡后置于

３７℃中和１h,然后加入１００μL细胞悬液.

１１􀆰４􀆰２􀆰４　病毒对照、细胞对照和阴性对照设置为:

a)　病毒对照:取病毒工作液,用细胞维持液稀释为１００、１０－１、１０－２、１０－３４个稀释度;１００、１０－１、１０－３

３个稀释度,每个稀释度４孔,１０－２稀释度８孔,每孔５０μL;加１００μL细胞悬液,补细胞维持液

５０μL达到总量２００μL;

b) 细胞对照:设４孔,每孔加细胞悬液１００μL,补细胞维持液１００μL达到总量２００μL;

c) 阴性对照:设４孔,每孔加入１∶１０稀释的阴性血清５０μL,病毒工作液５０μL,细胞悬液１００μL.

１１􀆰４􀆰２􀆰５　置于３７℃、５％ CO２培养箱培养,连续观察７d,每天记录结果.

１１􀆰４􀆰２􀆰６　培养７d后,每孔加入０􀆰１％萘黑蓝染色液５０μL~１００μL,室温静置２h~３h,用水漂洗,
晾干.

１１􀆰５　试验成立条件

１１􀆰５􀆰１　细胞对照组不出现CPE.

１１􀆰５􀆰２　病毒对照,应保证在１００个 TCID５０的病毒液、１００和１０－１稀释度的各孔均出现CPE,１０－２有２个~
６个孔出现CPE,１０－３孔无CPE.

１１􀆰５􀆰３　阴性对照应全部出现CPE.

１１􀆰６　结果判定

１１􀆰６􀆰１　符合１１􀆰５的条件,出现 CPE记为 CPE＋,不出现 CPE为 CPE－.若某一组待测病毒未引起

CPE,则可初步认为是CHIKV阳性,再按１１􀆰６􀆰２进一步确认.

１１􀆰６􀆰２　将待测病毒作１０－１~１０－８稀释,每个稀释度加８孔,每孔５０μL,其中前四孔每孔加１∶１０稀释

的CHIKV阳性血清５０μL,后四孔每孔加１∶１０稀释的阴性血清５０μL,振荡混匀,３７℃、５％CO２培养箱

中培养７d,判定结果.当CHIKV阳性血清中和滴度较其阴性血清孔高出２个或２个以上,则可判定为

该种病毒.

１２　竞争酶联免疫吸附试验(CＧELISA)

１２􀆰１　仪器设备

１２􀆰１􀆰１　９６孔平底聚苯乙烯酶标反应板.

１２􀆰１􀆰２　微量可调移液器(１μL~２０μL、２０μL~２００μL、１００μL~１０００μL),多道可调移液器(２０μL~
２００μL),配吸头.

１２􀆰１􀆰３　酶标仪.

１２􀆰１􀆰４　微孔板振荡器.

１２􀆰１􀆰５　普通恒温箱(３７℃).

１２􀆰２　试剂材料

１２􀆰２􀆰１　包被用抗原:CHIKV重组的C和E２蛋白,按照附录F中的F􀆰１制备和纯化.
７
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１２􀆰２􀆰２　CHIKV竞争抗体:CHIKV重组的C和E２蛋白免疫小鼠制备的高免血清,按照F􀆰２制备和测

定抗体效价.

１２􀆰２􀆰３　阳性血清:同１１􀆰２􀆰１.

１２􀆰２􀆰４　阴性血清:同１１􀆰２􀆰２.

１２􀆰２􀆰５　酶结合物:辣根过氧化物酶标记的二抗(山羊抗鼠IgGHRP结合物).

１２􀆰２􀆰６　抗原包被液:０􀆰０５mol/L(pH９􀆰６)碳酸盐缓冲液,按照附录 G中的 G􀆰１配制.

１２􀆰２􀆰７　洗涤缓冲液:PBST(pH７􀆰４),按照 G􀆰２配制.

１２􀆰２􀆰８　封闭液及抗体稀释液:含５％脱脂奶粉的PBST(PBSTＧSM),按照 G􀆰３配制.

１２􀆰２􀆰９　底物溶液:按照 G􀆰４配制,也可以使用商品化 TMB溶液.

１２􀆰２􀆰１０　终止液:１mol/L硫酸,按照 G􀆰５配制.

１２􀆰３　样品处理

同７􀆰３􀆰２.

１２􀆰４　试验方法

１２􀆰４􀆰１　包被抗原

用包被液将抗原稀释到指定的工作浓度(４􀆰１２μg/mL),每孔１００μL加入９６孔酶标板中,４℃包被过

夜.

１２􀆰４􀆰２　封闭

用PBST洗板３次后,每孔加入２００μL的含５％脱脂奶的PBST(PBSTＧSM),３７℃孵育２h或４℃
孵育１６h(过夜).

１２􀆰４􀆰３　加样

用PBST洗板３次后,将待检血清用稀释液作１∶１０稀释,每孔５０μL加入酶标板,每份样品加２孔;
阳性血清和阴性血清分别用稀释液作１∶１０稀释,每个对照样品设２孔,每孔加５０μL;空白对照２孔,每
孔加５０μL稀释液.

１２􀆰４􀆰４　反应

微孔板振荡器混合孔内的溶液,置于３７℃温箱内３０min.

１２􀆰４􀆰５　加入竞争抗体

用稀释液将CHIKV竞争抗体１∶５００倍稀释到指定的工作浓度,每孔５０μL加入酶标板,微孔板振

荡器混合孔内的溶液,３７℃温箱内放置３０min.

１２􀆰４􀆰６　加酶结合物

用PBST洗板５次,用稀释液将酶结合物１∶６０００倍稀释到指定的工作浓度,每孔１００μL加入酶标

板,微孔板振荡器混合孔内的溶液于３７℃温箱内放置３０min.

１２􀆰４􀆰７　洗板

用PBST洗板５次,在吸水纸上拍干.

１２􀆰４􀆰８　加底物和终止液

每孔加１００μL底物溶液,室温避光反应５min~１０min,每孔加入１００μL终止液终止反应.

１２􀆰４􀆰９　读数和抑制率计算

在酶标仪读取４５０nm 波长的光度吸收值(OD４５０).
以公式(１)计算抑制率(I).

I＝
ODn－ODs

ODn

æ

è
ç

ö

ø
÷×１００ (１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

ODs ———样品光度吸收值;

ODn ———标准阴性光度吸收值.
８
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１２􀆰５　试验成立条件

阴性对照 OD４５０应在０􀆰８~１􀆰５范围内,阳性对照血清 OD４５０值≤０􀆰３０,试验条件成立.

１２􀆰６　结果判定

样品的抑制率大于６０％判为CHIKV抗体阳性;小于４０％判为阴性;界于４０％~６０％判为可疑,应重

复,如仍为此结果,可判为阳性.

１３　综合判定

１３􀆰１　经６􀆰５􀆰１判定为疑似猪基孔肯雅热病例,经 RTＧPCR(第９章)、荧光 RTＧPCR(第１０章)任一项检

测出CHIKV核酸阳性,或经病毒分离和微量中和试验(第８章和第１１章)检测出CHIKV 抗原阳性,可
诊断为猪基孔肯雅热感染阳性.

１３􀆰２　无明显症状的猪经 RTＧPCR(第９章)、荧光 RTＧPCR(第１０章)任一项检测出CHIKV 核酸阳性,
或经病毒分离和微量中和试验(第８章和第１１章)检测出 CHIKV 抗原阳性,可诊断为 CHIKV 感染

阳性.

１３􀆰３　无明显症状的动物若RTＧPCR(第９章)和荧光RTＧPCR(第１０章)检测结果均为阴性,或病毒分离

和微量中和试验(第８章和第１１章)未检测出 CHIKV 抗原,应通过 CＧELISA 进行血清学检测.经 CＧ
ELISA(第１２章)检测出CHIKV抗体,可诊断为CHIKV抗体阳性.

９
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附　录　A
(规范性)

样品保存、病毒分离及微量中和试验相关溶液的配制

A􀆰１　０􀆰０１mol/L磷酸盐缓冲液(PBS,pH７􀆰４)

称取８􀆰０g氯化钠(NaCl)、０􀆰２g氯化钾(KCl)、１􀆰４２g磷酸氢二钠(Na２HPO４􀅰１２H２O)、０􀆰２７g磷

酸二氢钾(KH２PO４),将其溶于９５０mL去离子水中,用 HCl调节pH 至７􀆰４后,定容至１０００mL,１０３
kPa高压蒸汽灭菌２０min.保存于室温,PBS一经使用,于４℃保存不超过３周.

A􀆰２　５０％甘油ＧPBS保存液

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

３０min,室温或４℃保存.

A􀆰３　胰酶消化液

称取８􀆰０g氯化钠(NaCl)、０􀆰４g氯化钾(KCl)、０􀆰４g磷酸二氢钾(KH２PO４)、０􀆰０８g磷酸氢二钠

(Na２HPO４􀅰１２H２O)、０􀆰３５g碳酸氢钠(NaHCO３)、０􀆰２g二水乙二胺四乙酸二钠(Na２EDTA􀅰２H２O)、

２􀆰５g胰蛋白酶(Trypsin),加蒸馏水溶解至１０００mL,４℃静置４h,用０􀆰２２μm 孔径微孔滤膜滤过除菌,
分装后－２０℃保存.

A􀆰４　细胞生长液和维持液

A􀆰４􀆰１　MEM 基础营养液

称取９􀆰５g MEM 干粉、２􀆰２g碳酸氢钠(NaHCO３),加蒸馏水溶解至１０００mL,充分溶解后,经

０􀆰２２μm孔径微孔滤膜滤过除菌,４℃保存.

A􀆰４􀆰２　２００mmol/L谷氨酰氨溶液(母液)
称取２􀆰９２３g谷氨酰氨(LＧglutanin),加入双蒸馏水(ddH２O)１００mL,充分溶解后,经０􀆰２２μm 孔径

微孔滤膜滤过除菌,４℃保存.

A􀆰４􀆰３　细胞生长液

取９００mL的 MEM 基础培养液,加入１００mL的灭活胎牛血清,配制成１０００mL的溶液(含青霉素

１００U/mL、链霉素１００μg/mL、两性霉素B２􀆰５μg/mL、谷氨酰氨２mmol/L,pH７􀆰２),４℃保存.

A􀆰４􀆰４　细胞维持液

取９８０mL的 MEM 基础培养液,加入２０mL的灭活胎牛血清,配制成１０００mL的溶液(含青霉素

１００U/mL、链霉素１００μg/mL、两性霉素B２􀆰５μg/mL、谷氨酰氨２mmol/L,pH７􀆰２),４℃保存.

A􀆰５　０􀆰１％萘黑蓝染色液配制

称取１􀆰０g 萘 黑 (naphthaleneblack)、１３􀆰６g 无 水 乙 酸 钠 (C２ H３NaO２),加 入 ６０􀆰０ mL 乙 酸

(CH３COOH),加蒸馏水定溶至１００mL,充分溶解后,室温保存.
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附　录　B
(资料性)

CHIKV分离物CPE

CHIKV分离物接种BHKＧ２１细胞后３２h的CPE如图B􀆰１所示.

图B􀆰１　CHIKV分离物接种BHKＧ２１细胞的CPE

１１
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附　录　C
(规范性)

反转录Ｇ聚合酶链反应溶液的配制

C􀆰１　DEPC水的配制

取１mL的DEPC(Diethylpyrocarbonate),加去离子水溶解至１０００mL,充分混匀,将瓶盖拧松后置

于３７℃过夜,１０３kPa高压蒸汽灭菌２０min.

C􀆰２　１×TAE电泳缓冲液

称取２４２􀆰０g三羟甲基氨基甲烷(Tris)、３７􀆰２g二水乙二胺四乙酸二钠(Na２EDTA􀅰２H２O)、

５７􀆰１mL乙酸(CH３COOH),加去离子水溶解至１０００mL,充分溶解后配制成５０×TAE电泳缓冲液,室
温保存.

取２０mL的５０×TAE,加去离子水溶解至１０００mL,充分混匀配制成１×TAE电泳缓冲液,室温

保存.

C􀆰３　１％琼脂糖凝胶

称取１g琼脂糖粉末,加入１００mL的１×TAE电泳缓冲液,微波炉中溶解后,冷却至６０℃,加入溴

化乙锭储液使其最终浓度为０􀆰５μg/mL,并充分混匀,倒入胶槽内自然凝固.

２１
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附　录　D
(资料性)

反转录Ｇ聚合酶链反应引物和探针序列及电泳结果

D􀆰１　RTＧPCR引物序列

CHIKVRTＧPCR的引物序列位于CHIKV亚洲谱系毒株 RNA 中编码非结构蛋白的高度保守区域

参见D􀆰２,引物的序列为:
上游引物CHIKV_７９０F:５′ＧTGTGCTGTTCTCAGTAGGGTＧ３′;
下游引物CHIKV_１２０７R:５′ＧGTTCGTATTCCGTTGCGTＧ３′.

D􀆰２　RTＧPCR引物位置及特异性扩增片段序列(４１８bp)

７８１　 AGAGGGAAGAAGCTAAAACCGTGTGACCGTGTGCTGTTCTCAGTAGGGTCAACGCTCTAC
８４１ CCGGAAAGCCGCAAGCTACTTAAGAGCTGGCACTTACCATCGGTGTTCCATCTAAAGGGC
９０１ AAACTCAGCTTCACATGCCGCTGTGATACAGTGGTTTCGTGCGAGGGCTACGTCGTTAAG
９６１ AGAATAACGATGAGCCCAGGCCTTTATGGAAAAACCACAGGGTATGCGGTAACCCACCAC

１０２１ GCAGACGGATTCTTGGTGTGCAAGACTACCGACACGGTTGACGGCGAAAGAGTGTCATTC
１０８１ TCGGTGTGCACATACGTGCCGGCGACCATTTGTGATCAAATGACCGGCATCCTTGCTACA
１１４１ GAAGTCACGCCGGAGGATGCACAGAAGCTGTTGGTGGGGCTGAACCAGAGAATAGTGGTT
１２０１ AACGGCAGAACGCAACGGAATACGAACACCATGAAAAACTATCTGCTTCCCGTGGTCGCC

D􀆰３　荧光RTＧPCR引物和探针序列

引物与探针序列根据GenBank亚洲谱系毒株RNA中编码非结构蛋白的保守区域序列(参见D􀆰４)设
计,引物和探针的序列为:

上游引物CHKＧTRＧS:５′ＧCGGCGACCATTTGTGATCAＧ３′;
下游引物CHKＧTRＧA:５′ＧTCGTATTCCGTTGCGTTCTGＧ３′;
探针序列CHKＧFAM:５′Ｇ(FAM)TCCTTGCTACAGAAGTCACGCCGGA (BHQ１)Ｇ３′.

D􀆰４　荧光RTＧPCR引物和探针位置及特异性扩增片段序列(１２７bp)

１０８１　TCGGTGTGCACATACGTGCCGGCGACCATTTGTGATCAAATGACCGGCATCCTTGCTACA
１１４１ GAAGTCACGCCGGAGGATGCACAGAAGCTGTTGGTGGGGCTGAACCAGAGAATAGTGGTT
１２０１ AACGGCAGAACGCAACGGAATACGAACACCATGAAAAACTATCTGCTTCCCGTGGTCGCC

D􀆰５　RTＧPCR产物的琼脂糖凝胶电泳

RTＧPCR产物的琼脂糖凝胶电泳结果见图D􀆰１.
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标引序号说明:

M———Marker(Marker为核酸分子量标准 DL２０００);

１———空白对照;

２———阴性对照;

３———阳性对照;

４———CHIKV核酸阳性样品.

图D􀆰１　RTＧPCR产物的琼脂糖凝胶电泳

４１
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附　录　E
(规范性)

微量中和试验抗体效价和毒价测定及血清对照排列表

E􀆰１　抗体效价测定

E􀆰１􀆰１　试验方法

采用血清中和试验进行抗体效价测定,具体步骤如下:

a)　待测血清经５６℃处理３０min后,用细胞维持液作１∶(１０~１２８０)倍比稀释;

b) 按照E􀆰２进行毒价测定,将测定毒价的CHIKV 病毒液用细胞维持液分别稀释成１００个、１０个

和１个 TCID５０３个浓度;

c) 将稀释好的待测血清每孔５０μL加入到９６孔细胞培养板,每个稀释度加８孔;

d) 在上述孔中,每孔５０μL加入１００个 TCID５０的病毒液,充分振荡混匀后,３７℃孵育６０min;每孔

１００μL加入细胞浓度为１􀆰５×１０５个细胞/mL的BHKＧ２１细胞悬液;

e) 病毒对照:１００个和１０个 TCID５０的各４孔、１个 TCID５０的８孔,每孔５０μL;每孔加１００μL细胞

悬液,并补细胞维持液５０μL达到总量２００μL;

f) 细胞对照:设４孔~６孔,每孔加细胞悬液１００μL,补细胞维持液１００μL达到总量２００μL;

g) 充分振荡混匀后,置于３７℃、５％ CO２培养箱中培养７d,判定结果.

E􀆰１􀆰２　试验成立条件

细胞对照组不出现CPE;病毒对照,应保证在１００个和１０个 TCID５０的各孔均出现CPE,１个 TCID５０

的对照孔内应有２个~６个孔出现CPE.

E􀆰１􀆰３　结果计算

符合E􀆰１􀆰２的条件,出现CPE记为CPE＋,不出现CPE为CPE－.
根据公式(E􀆰１)计算抗体效价.

PD５０＝１∶１０[lgA＋(０􀆰５×
B
C)×lg２] (E􀆰１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

PD５０———中和抗体效价;

A ———显示完全中和(不出现CPE)的最大血清稀释度(１∶A);

B ———完全中和的最大血清稀释度以下,还有多少孔出现了中和保护;

C ———每个稀释度重复孔数.

E􀆰１􀆰４　测定示例

见表E􀆰１.

表E􀆰１　测定示例数据

血清稀释度
重复

１号 ２号 ３号 ４号 ５号 ６号 ７号 ８号
病毒对照 细胞对照

１∶１０ － － － － － － － － １００ １ －

１∶２０ － － － － － － － － １００ １ －

１∶４０ － － － － － － － － １００ １ －

１∶８０ － － － － － － － － １００ １ －

１∶１６０ － ＋ － ＋ － ＋ － ＋ １０ １ －

１∶３２０ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ １０ １ －

１∶６４０ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ １０ １ －
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表E􀆰１ (续)

血清稀释度
重复

１号 ２号 ３号 ４号 ５号 ６号 ７号 ８号
病毒对照 细胞对照

１∶１２８０ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ １０ １ －

　　说明:
表E􀆰１中粗黑框表示细胞培养板内各孔的布位,出现CPE记为CPE＋,不出现CPE为CPE－.１号~８号为样品检测区,

同一稀释度的８个重复.病毒对照:１００、１０、１分别表示１００个、１０个和１个 TCID５０的３个稀释度,１００个和１０个 TCID５０各加

４孔,１个 TCID５０加８个孔.细胞对照加８孔.
表中显示完全中和的最大血清稀释度为１∶８０,A 即为８０;完全中和的最大血清稀释度(１∶８０的血清稀释度)以下,还有４

个孔出现了中和保护,B 即为４;每个稀释度做了８个孔的重复,C 即为８.
依据公式(E􀆰１)计算抗体效价PD５０:

PD５０ ＝１∶１０[lgA＋(０􀆰５×
B
C )×lg２]

＝１∶１０[lg８０＋(０􀆰５×
４
８ )×lg２]

＝１∶１６０
即该份血清中和抗体效价为１∶１６０.

E􀆰２　Karber方法毒价测定

Karber法的公式见式(E􀆰２),用常用对数(lg)计算.

lgTCID５０(或LD５０、EID５０)＝L＋d(s－０􀆰５) (E􀆰２)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
式中:

TCID５０———半数组织细胞感染量;

L ———病毒的最低稀释度的对数(lg);

d ———稀释系数,即组距;

s ———CPE比值的和.
以下例(见表E􀆰２)说明.

表E􀆰２　病毒TCID５０滴定

病毒稀释度 病毒稀释度对数(lg) CPE比值

１０－２ －２ ４/４

１０－３ －３ ４/４

１０－４ －４ ４/４

１０－５ －５ ３/４

１０－６ －６ １/４

１０－７ －７ ０/４

本例中L＝－２,d＝－１,s＝４/４＋４/４＋４/４＋３/４＋１/４＋０/４＝４􀆰０
代入公式:lgTCID５０＝－２＋(－１)×(４􀆰０－０􀆰５)

＝－５􀆰５
TCID５０＝１０－５􀆰５

查反对数表可得 TCID５０＝１/３１６２２８,即每５０μL含３１６２２８个 TCID５０.如各稀释度均为０􀆰１mL,
那么１mL中含６３２４５６０个 TCID５０或１０６􀆰８个 TCID５０.

病毒毒价通常以每毫升含多少 TCID５０(或LD５０、ELD５０)表示,本例病毒毒价为每毫升含６３２４５６０
个 TCID５０.

E􀆰３　血清和对照排列表

见表E􀆰３.
６１



NY/T４７３６—２０２５

表E􀆰３　血清和对照排列表

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２

A １ １ １ V１０－３ S V１０－２

B ２ ２ ２ V１０－３ S V１０－２

C ４ ４ ４ V１０－３ S V１０－２

D ５ ５ ５ V１０－３ S V１０－２

E ６ ６ ６ V１００ V１０－１ V１０－２

F ７ ７ ７ V１００ V１０－１ V１０－２

G ８ ８ ８ V１００ V１０－１ V１０－２

H C􀆰C C􀆰C C􀆰C C􀆰C C􀆰C C􀆰C C􀆰C C􀆰C C􀆰C V１００ V１０－１ V１０－２

　　说明:
表中粗黑框表示细胞培养板内各孔的布位.１~９为样品检测区,其中１~３为样品１检测区,４~６为样品２检测区,７~９

为样品３检测区;１０~１２为对照区.

V表示病毒对照,V１００、V１０－１、V１０－２、V１０－３四个稀释度,V１０－２为１个 TCID５０,加８个孔,其余每个稀释度占用４孔.

C􀆰C表示细胞对照.

S表示阴性血清对照.
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附　录　F
(规范性)

基孔肯雅病毒C和E２重组蛋白及高免血清的制备

F􀆰１　基孔肯雅病毒C和E２重组蛋白的制备

F􀆰１􀆰１　重组杆粒

F􀆰１􀆰１􀆰１　重组转移载体pFBDＧCＧE２的构建

将CHIKV的衣壳蛋白C和包膜糖蛋白E２克隆到pFBD载体,具体步骤如下:

a)　对CHIKV的C和E２基因进行PCR扩增和纯化;

b) 胶回收纯化后的C基因与载体分别用BamHⅠ和 HindⅢ进行双酶切;

c) 将C目的片段连接到酶切纯化过的pFBD载体中,转化DH５α感受态细胞并进行菌落PCR鉴定;

d) 将阳性菌落进行扩大培养,并提取质粒;

e) 对提取的质粒用BamHⅠ和 HindⅢ进行双酶切鉴定,并将测序正确的命名为pFBDＧC;

f) 将纯化后的E２基因与重组质粒pFBDＧC分别用 NheⅠ和KpnⅠ进行双酶切,对切下有特异性

条带的凝胶进行胶回收;

g) 回收产物测定浓度后进行连接、转化,然后通过菌落PCR鉴定,将鉴定阳性的菌扩大培养提取质

粒,再通过NheⅠ和KpnⅠ对质粒进行双酶切鉴定分析,正确地命名为pFBDＧCＧE２.

F􀆰１􀆰１􀆰２　重组杆粒rBacmidＧCＧE２的构建

将构建好的pFBDＧCＧE２转化至E􀆰coliDH１０Bac感受态细胞并进行PCR鉴定,具体步骤如下:

a)　将E􀆰coliDH１０Bac感受态细胞在冰上融化后,加入２μLpFBDＧCＧE２质粒,冰上放置３０min;

b) 将混合液放在事先调为４２℃的金属浴中热激９０s,然后再迅速冰浴３min;

c) 在超净台内往混合液中加入８００μL预热的含卡那霉素和四环素抗性的 LB液体培养基,在

３７℃、２００r/min的摇床上培养１h;

d) ４５００r/min室温离心２min,在超净台中弃掉７００μL部分上清液,余约２００μL液体悬起沉淀,
加至含有XＧGal和IPTG的卡那霉素(５０μg/mL)的LB平板上,用涂菌棒涂抹均匀,置于３７℃
恒温培养箱中培养１２h~１６h,至平板上长出菌落;

e) 蓝白班筛选,挑取白色的单个菌落,接种于５mL含三抗的LB液体培养基中,在３７℃、２００r/min
的摇床上培养１２h左右;

f) 将重组的杆状病毒质粒进行扩大培养,提取质粒后进行PCR鉴定.

F􀆰１􀆰２　重组杆状病毒的表达

F􀆰１􀆰２􀆰１　P１代毒株的获取

将重组杆粒rBacmidＧCＧE２转染至sf９昆虫细胞,具体步骤如下:

a)　稀释活率大于９０％的sf９细胞到５􀆰５×１０５/mL,接种到６孔板中,每孔加２mL使得每孔的细胞

总数为１􀆰１×１０６个,放在２７℃培养箱中培养１h使细胞贴壁;

b)　分别取出１μg纯化的杆粒 DNA 和６μL翻转混合过的 Cellfectin试剂稀释到１００μL未补充

Grace培养基中,然后将二者混合后在室温孵育３０min;

c) 向混合液中加入８００μL培养基,混匀后加到提前弃掉细胞培养基的六孔板中,放在２７℃培养箱

中培养５h;

d) 弃去六孔板中的混合液,加２mL全培养基,放在２７℃培养箱中培养７２h;

e) ７２h后,细胞出现明显病变,收集培养液,离心除去细胞碎片,所获得上清液即为P１代毒株,存
于－８０℃备用.
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F􀆰１􀆰２􀆰２　P１代毒株的扩增

由于P１代毒株的病毒滴度比较低,所以要用P１代毒株继续感染sf９细胞,以获得滴度较高的病毒毒

株.向铺满sf９细胞的细胞瓶中按１∶１０比例加P１代病毒液,放在２７℃培养箱中培养７２h,待细胞出现

明显病变,收集培养液,离心除去细胞碎片,所获得上清即为P２代毒株,存于－８０℃备用.同样,用P２代

病毒液感染sf９细胞获得P３代毒株,并对P３代进行鉴定.

F􀆰１􀆰３　重组蛋白的纯化

具体步骤如下:

a)　将P３代的病毒液接种sf９细胞进行扩大培养,在无血清条件下２７℃摇床上孵育７２h;

b) ２０００r/min离心１５min,将细胞从培养基中分离出来;

c) 在上清培养基中加入７％(W/V)聚乙二醇(PEG)Ｇ６０００和０􀆰５mol/LNaCl,充分溶解后,在室温

条件下静置２h沉淀分泌的蛋白;

d) 将沉淀重悬于１mLGTNE缓冲液(２００nmol/L甘氨酸、５０mmol/LTrisＧHCl、１００mmol/L
NaCl、１mmol/LEDTA,pH７􀆰３)中,并进行７０％(W/V)、４０％(W/W)的不连续蔗糖梯离心

(２５０００r/min离心２h,４℃);

e) 用５mLGTNE缓冲液重悬７０％~４０％间的蛋白条带,４℃下２８０００r/min离心３０min沉淀蛋白;

f) 将沉淀重悬于５０μLGTNE中,并在－８０℃保存.

F􀆰１􀆰４　重组蛋白检测

F􀆰１􀆰４􀆰１　SDSＧPAGE
取重组蛋白样品,加入２×蛋白上样缓冲液混匀,水浴煮沸５min上样.用８０V 电压电泳至溴酚蓝

到分离胶,把电压提高到１２０V,继续电泳至溴酚蓝到达凝胶底部.取下凝胶,用考马斯亮蓝染色２h后

脱色.待蓝色背景脱净后,观察和分析电泳结果.

F􀆰１􀆰４􀆰２　纯化蛋白浓度测定

用紫外分光光度法测定C和E２重组蛋白浓度,根据公式(F􀆰１)计算蛋白浓度.

M ＝(１􀆰４５×OD２８０－０􀆰７４×OD２６０)×N (F􀆰１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺
式中:

M ————蛋白浓度,单位为毫克每毫升(mg/mL);

N ————稀释倍数.
以OD２８０/OD２６０＞１􀆰６为蛋白纯度合格.

F􀆰２　高免血清的制备

F􀆰２􀆰１　动物免疫

采用F􀆰１制备的重组蛋白通过常规方法免疫昆明小鼠获取高免血清.一共免疫４次,免疫间隔２１d.
首次免疫取０􀆰０１mol/LPBS稀释的抗原与等体积弗氏完全佐剂混合,充分乳化后,经背部、皮下、腋窝、腹
股沟多点注射,２􀆰５μg/只,共免疫５只;第２次、第３次免疫将抗原与等体积弗氏不完全佐剂混合,充分乳

化后,经背部、皮下及足跖部,注射抗原量倍增;第４次经尾静脉注射进行加强免疫.

F􀆰２􀆰２　抗体效价测定

采用间接ELISA方法,进行抗体效价测定,具体步骤如下:

a)　用包被液将CHIKV的重组C和E２蛋白稀释至工作浓度(４􀆰１２μg/mL),分别包被９６孔酶标板

(防止产生气泡),每孔１００μL,３７℃孵育２h后置于４℃过夜;

b) 以PBST洗涤３次,在纸巾上拍干,每孔加入１２０μL封闭液(G􀆰３),３７℃封闭２h,沥干;

c) 加入１∶(４０~２０４８０)倍比稀释的免疫小鼠血清,并以正常小鼠的血清作阴性对照,３７℃孵育

３０min,PBST洗涤４次;

d) 加入羊抗鼠IgGＧHRP,３７℃孵育３０min,PBST洗涤５次;

e) 以 TMB显色液避光显色１０min,１mol/L硫酸(G􀆰５)终止反应;
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f) 酶标检测仪测定OD４５０值,效价达到１∶１２８０为免疫合格,采集血液分离血清,小瓶分装,置于

－２０℃保存.
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附　录　G
(规范性)

竞争酶联免疫吸附试验用溶液的配制

G􀆰１　包被液———０􀆰０５mol/L(pH９􀆰６)碳酸盐缓冲液

称取０􀆰３１８g碳酸钠(Na２CO３)、０􀆰５８８g碳酸氢钠(NaHCO３),加去离子水溶解至２００mL,充分溶解

后用０􀆰２２μm 膜过滤除菌,室温保存备用.

G􀆰２　洗涤缓冲液———pH７􀆰４的PBST(含０􀆰０５％吐温Ｇ２０)

取０􀆰５mL吐温Ｇ２０(TweenＧ２０),加入１０００mL的PBS(pH７􀆰４)充分混匀后,室温保存,宜现用现配.

G􀆰３　封闭液及抗体稀释液———含５％脱脂奶粉的PBS(pH７􀆰４)

称取５􀆰０g脱脂奶粉,加入１００mL的PBS(pH７􀆰４),充分溶解后,４℃保存,宜现用现配.

G􀆰４　底物溶液

G􀆰４􀆰１　底物A液

称取５􀆰０g磷酸氢二钠(Na２HPO４)、０􀆰０６g过氧化氢尿素[CO(NH２)２􀅰H２O２]、１００mL柠檬酸

(C６H８O７),加入１００mL去离子水,充分溶解后,避光４℃~８℃ 保存,宜现用现配.

G􀆰４􀆰２　底物B液

称取１􀆰０５g柠檬酸(C６H８O７)、１４􀆰６mg乙二胺四乙酸(EDTA)、２５􀆰０mg的３,３′Ｇ二氨基联苯胺

(DAB),加入１００mL去离子水,充分溶解后,用０􀆰４５μm 滤膜过滤,避光４℃~８℃保存,现用现配.

G􀆰４􀆰３　用法

使用时,将 A液、B液按１∶１的比例混合,现用现配.

G􀆰５　终止液———１mol/LH２SO４

取５􀆰５mL浓硫酸(H２SO４),缓缓加入９４􀆰５mL的蒸馏水中,边加边搅拌,充分混匀后室温保存.
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