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前　　言

本文件按照 GB/T１１—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:中国兽医药品监察所、中国动物卫生与流行病学中心、金宇保灵生物药品有限公司.
本文件主要起草人:吴华伟、陈晓春、樊晓旭、刘丹、赵丽霞、苏佳、薛青红、孙翔翔、秦义娴、孔冬妮、

田莉莉、陈坚、高金源、孙淼、刘蒙达、邓永、黄小洁、陈延飞、张皓博、王嘉、薛麒、赵炜、杨青春、陈建、侯力丹、
焉鑫、李岭、王秉昆、高月异、翟天舒.
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引　　言

轮状病毒(rotavirus,RV)是一种双链RNA病毒,属于呼肠孤病毒科,是重要的人畜共患病原之一,可
感染多种动物,常引起婴幼儿或幼龄动物的腹泻.牛轮状病毒(bovinerotavirus,BRV)于１９６８年被 MeＧ
bus等首次发现并命名为新生牛犊腹泻病毒(neonatalcalfdiarrheavirus,NCDV),我国于１９８０年在福建

首次发现.作为影响养牛业发展的最重要的腹泻类疾病之一,由BRV 感染引起的犊牛腹泻已在全球养

牛国家和地区广泛流行,且被证实主要由 A群RV引起,其临床发病常以精神沉郁、厌食、水样腹泻、脱水

和酸中毒为主要特征,并伴有细菌的继发感染,使临床症状进一步加重,病情恶化,死亡率显著上升,给养

牛业造成了严重的经济损失.
目前,我国尚无牛轮状病毒感染诊断技术的相关标准和规范.本文件参考了有关文献,并结合国内外

相关检测技术研究新成果,规定了间接免疫荧光染色、RTＧPCR、实时荧光 RTＧPCR等病原学诊断方法及

病毒中和试验、间接ELISA抗体检测等血清学诊断方法,适用于我国 A群牛轮状病毒感染诊断的需求.

Ⅲ
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牛轮状病毒感染诊断技术

１　范围

本文件规定了牛轮状病毒感染的临床诊断、病原学诊断和血清学诊断方法的技术要求和操作规范.
本文件适用于牛轮状病毒感染的诊断、检测、监测以及流行病学调查.

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.

GB/T６６８２　分析实验室用水规格和试验方法

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.

BRI:牛轮状病毒感染(bovinerotavirusinfection)

BRV:牛轮状病毒(bovinerotavirus)

CPE:致细胞病变效应(cytopathiceffect)

DMEM:达尔伯克(氏)改良伊格尔(氏)培养基(Dulbecco′smodifiedeaglemedium)

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

FBS:胎牛血清(fetalbovineserum)

FITC:异硫氰酸荧光素(fluoresceinisothiocyanate)

MA１０４:猴胚胎肾细胞(MA１０４cells)

PBS:磷酸盐缓冲液(phosphatebuffersaline)

PBST:吐温磷酸盐缓冲液(phosphatebuffersolutionwithtweenＧ２０)

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

TCID５０:半数组织感染量(mediantissuecultureinfectivedose)

VNT:病毒中和试验(virusneutralizationtest)

５　临床诊断

５１　流行病学

５１１　传染源

病牛和隐性带毒牛是最主要的传染源.病毒污染的饲料、土壤、垫草和饮水也可引起传播.

５１２　传播途径

主要通过粪Ｇ口途径传播.患牛排出的粪便中含有大量病毒,进入环境中可通过消化道和呼吸道感染

健康牛群.

５１３　易感动物

所有品种、日龄和性别的牛均可感染,但多发生于１日龄~７日龄的犊牛,且感染后发病率较高,成年

１
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牛多隐性耐过.

５１４　流行特点

一年四季均可发生,春季和秋季发病率更高,呈地方性流行.

５２　临床症状

潜伏期１８h~９６h.前期症状不明显,突然发病,精神沉郁,吃奶减少或废绝,体温正常或略偏高.典

型症状是严重腹泻,粪便呈黄褐色或乳白色,黏稠或呈水样,有时粪便附有肠黏膜及血液,含有未消化凝乳

块,肛门周围、后肢内侧及尾部常被粪便污染,排便次数不一,排便失禁,不断有稀粪从肛门流出.后期因

严重腹泻导致机体严重脱水,眼睛凹陷,重症时皮肤干燥,被毛粗乱,四肢无力,卧地不起,心力衰竭和代谢

性酸中毒而死亡.

５３　病理变化

主要局限于消化道,特别是小肠的空肠和回肠部,肠壁变薄,呈半透明状.肠内容物稀薄,呈黄褐色、
红色或灰褐色,一般无出血或充血,但有时小肠伴有广泛出血.小肠绒毛萎缩或脱落,肠系膜淋巴结显著

肿大,胆囊呈现肿大增生现象.

５４　结果判定

出现５２部分或全部临床症状,或出现５３剖检病理变化的发病牛,可判为BRI疑似病例.疑似病

例需进一步采样进行实验室诊断.

６　样品的采集、处理、运输和保存

６１　仪器设备

６１１　高速台式冷冻离心机.

６１２　涡旋混合振荡器.

６１３　研钵/组织匀浆器.

６１４　Ⅱ级生物安全柜.

６２　试剂材料

６２１　PBS,按照附录 A中 A１的规定配制.

６２２　含１０００U/mL青霉素和链霉素的DMEM 营养液.

６２３　含２００μg/mL庆大霉素的DMEM 营养液.

６２４　灭菌离心管(１５mL、２mL、１５mL)、灭菌注射器或一次性采血管.

６２５　单道微量移液器及配套吸头(１０μL~１００μL、１００μL~１０００μL、０５ mL~５ mL、１ mL~
１０mL).

６２６　样品保存管(袋)、采样专用灭菌棉拭子、灭菌剪刀、镊子(含弯头)、０２２μm 滤器.

６３　样品采集和处理

６３１　血清

无菌采集血液,将样品管放于室温,静置１h,再于２℃~８℃冰箱放置１h或过夜,３０００r/min离心

５min~１０min,吸取上层血清.用于ELISA抗体检测时可直接使用;用于中和抗体效价测定时,使用前

需５６℃灭活３０min.

６３２　组织样品

采集病死牛小肠或肠内容物样品１０g~２０g,分别置于样品保存管(袋)中.如果样品需长途运输,加
入含５０％甘油的PBS,液面没过样品,加盖封口,编号备用.使用时,用无菌的剪刀和镊子剪取小肠等组

织样品２０g于研钵或组织匀浆器中充分研磨,再加１００mL含１０００U/mL青霉素和链霉素的DMEM
营养液,混匀,５０００r/min离心５min后,取１０mL上清液转入１５mL灭菌离心管中.用于核酸检测

时直接使用;用于病毒分离时需将上清液经０２２μm 滤器过滤后备用,或将已用含双抗的 DMEM 营养液

处理的组织研磨液１００００r/min离心１５min后取上清液直接使用.
２
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６３３　粪便或肛拭子样品

挑取５g~１０g的粪便标本加入５０mL~１００mL含２００μg/mL庆大霉素的DMEM 营养液或采集

肛拭子样品置于１５mL~２０mL含２００μg/mL庆大霉素的 DMEM 营养液中,２℃~８℃５０００r/min
离心１０min,收集上清液待检.用于核酸检测时直接使用;用于病毒分离时需将上清液经０２２μm 滤器

过滤后备用,或将已用含庆大霉素的DMEM 营养液处理的粪便或肛拭子样品１００００r/min离心１５min
后取上清液直接使用.

６４　样品运输和保存

样品采集后置于保温箱中,加入预冷的冰袋,密封.样品的保存和运输按照 NY/T５４１的规定执行,
尽可能２４h内送达实验室进行检测.采集或处理好的样品在２℃~８℃条件下保存应不超过２４h;若需

长期保存,应置于－７０℃以下保存,冻融不超过３次.

７　病毒分离与鉴定

７１　仪器设备

７１１　显微镜.

７１２　高速台式冷冻离心机.

７１３　细胞计数仪.

７１４　恒温培养箱[(３７±２)℃].

７１５　Ⅱ级生物安全柜.

７２　试剂材料

７２１　PBS,按照 A１的规定配制.

７２２　商品化０２５％ EDTAＧ胰酶和０２５％胰蛋白酶溶液,按照 A２的规定配制.

７２３　细胞培养液,按照 A３的规定配制.

７２４　细胞维持液,按照 A４的规定配制.

７２５　MA１０４.

７２６　灭菌离心管(１５mL、１５mL、５０mL).

７２７　细胞培养瓶(T２５、T７５).

７２８　单道(多道)微量移液器及配套吸头(１０μL~１００μL、２０μL~２００μL、３０μL~３００μL、１００μL~
１０００μL).

７３　制备单层细胞

将 MA１０４传代细胞用０２５％ EDTAＧ胰酶消化液消化分散后,再用细胞培养液将其浓度稀释为１×
１０６个/mL~２×１０６个/mL,并将其分装至２５cm２细胞培养瓶,３７℃培养箱中静置培养７２h~９６h,形成

单层备用.

７４　样品前处理

将处理好的样品加入终浓度为２０μg/mL~５０μg/mL的胰酶,置于３７℃孵育１h~２h.

７５　接种细胞

取已长成良好单层的 MA１０４,弃去细胞培养瓶中的培养液,并用 PBS洗涤２次.按最终细胞培

养液体积的５％~１０％接种上述前处理的样品,３７ ℃吸附１h~２h,弃去接种样品,补加 DMEM 细胞

维持液,同时设立加有等量相同细胞维持液的正常细胞对照,置于３７℃培养９６h~１４４h,每天观察并

记录.

７６　观察和记录

如对照细胞单层完好、细胞形态正常,接种样品的细胞如出现CPE(见附录B中的B１),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９６h~１４４h取出,并
置于－７０℃以下冻存备用.

３
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７７　盲传

将第一代无CPE的细胞培养物冻融３次后混合,３０００r/m 离心１０min,取上清液按７５、７６接种细

胞并进行观察、记录和收毒,盲传第二代.此过程中培养物仍无CPE则按同样的方法继续盲传第三代,培
养结束后无论是否出现CPE均收毒,置－７０℃以下冻存备用.

７８　病毒鉴定

７６或７７分离培养物按第８章进行间接免疫荧光染色,结果为阳性者判定为病毒分离阳性.

８　间接免疫荧光染色

８１　仪器设备

８１１　倒置荧光显微镜.

８１２　CO２恒温培养箱[(３７±２)℃].

８１３　Ⅱ级生物安全柜.

８１４　其他仪器设备同７１.

８２　试验材料

８２１　８０％冷丙酮或其他固定液(如甲醇、４％多聚甲醛).

８２２　病毒对照(BRV参考毒株CVCCAV５１、CVCCAV５２或其他分离毒株).

８２３　商品化BRV单克隆抗体(或单克隆抗体BRVＧ３株或BRVＧ１０株)以及FITC标记的抗鼠IgG荧

光抗体,使用前稀释至推荐工作浓度.

８２４　其他试验材料同７２.

８３　试验步骤

８３１　按７３方法制备浓度为１×１０６个/mL~２×１０６个/mL的 MA１０４悬液,分装于９６孔细胞板中,

０１mL/孔,将细胞板置于３７℃、５％ CO２培养箱中培养７２h~９６h.

８３２　将７６或７７的样品冻融３次后混合,３０００r/min离心１０min,取上清液按照７４进行前处理后

接种于长成良好 MA１０４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,并用PBS洗涤２
次),０１mL/孔,每个样品接种４孔,同时设立病毒对照４孔(２０TCID５０/孔~２００TCID５０/孔)及正常细胞

对照４孔.

８３３　接种后细胞板置于３７℃、５％ CO２培养箱中吸附１h~２h,弃去接种样品,每孔补加０１mL细

胞维持液,置于３７℃、５％ CO２培养箱中继续培养９６h~１４４h,其间显微镜下观察每一个孔是否出现

CPE.

８３４　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％冷丙酮或其他固定液

(如甲醇、４％多聚甲醛),０１mL/孔,２℃~８℃固定３０min~６０min.

８３５　弃去孔中固定液,室温自然晾干.每孔分别加入 BRV 单克隆抗体工作液５０μL,３７ ℃孵育

４５min~６０min;PBS洗涤３次,再每孔加入 FITC标记的抗鼠IgG 荧光抗体工作液５０μL,３７ ℃孵育

４５min~６０min.

８３６　PBS洗涤３次后,弃去孔中液体,在倒置荧光显微镜下观察各细胞孔中的荧光情况.

８４　结果观察与记录

被BRV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(见B２),未感染细胞无荧光.染色后,应立即在蓝

色激发光下观察并及时记录,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.

４
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８５　试验成立条件

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

８６　结果判定

根据荧光观察结果,被检样品孔任一孔结果为(＋＋)或以上时判定被检样品为BRV阳性;被检样品

孔结果均低于(＋＋)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

为BRV阳性;被检样品孔结果均为(－)时,判定被检样品为BRV阴性.

９　RTＧPCR方法

９１　仪器设备

９１１　高速台式冷冻离心机.

９１２　PCR仪.

９１３　电泳仪.

９１４　凝胶成像仪.

９１５　涡旋混合振荡器.

９１６　Ⅱ级生物安全柜.

９２　试剂材料

９２１　Trizol裂解法抽提试剂或具有同等效力的RNA抽提试剂盒.

９２２　商品化一步法RTＧPCR试剂盒或具有同等效力的试剂盒.

９２３　DEPC水,按照 A５的规定配制.

９２４　电泳缓冲液,按照 A６的规定配制.

９２５　１０％的琼脂糖凝胶,按照 A７的规定配制.

９２６　上游引物和下游引物,见附录C中的C１.

９２７　阳性对照:将BRV的细胞培养物置于５６℃水浴灭活６０min,－２０℃保存备用.

９２８　阴性对照:MA１０４培养液上清或已知BRV阴性的动物组织悬液,－２０℃保存备用.

９２９　无核酸酶离心管(１５mL)和PCR反应管(０２mL).

９２１０　单道微量移液器及配套无核酸酶带滤芯吸头(１μL~１０μL、１０μL~１００μL、２０μL~２００μL、

１００μL~１０００μL).

９３　操作程序

９３１　病毒核酸提取

可使用商品化病毒RNA提取试剂盒,或使用 Trizol法按如下操作:

a)　取２００μL待检样品、阴性对照和阳性对照,分别加入１mLTrizol试剂,涡旋振荡３０s,室温

(１５℃~２５℃,下同)放置５min;

b)　加入２００μL三氯甲烷,涡旋振荡３０s,室温放置１５min;１２０００r/min离心１５min;

c)　取上层水相至一新的离心管中,加等体积异丙醇,上下颠倒数次混匀,－２０℃放置２０min;

d)　１２０００r/min离心１５min,弃上清液,加入１mL７５％乙醇清洗沉淀;１００００r/min离心１０min,
弃上清液,沉淀室温干燥５min;

e)　加５０μLDEPC水溶解RNA沉淀,RNA溶液应立即使用或－２０℃冰箱保存备用,避免反复冻融.

９３２　反应体系配制

采用商品化一步法RTＧPCR试剂盒配制２５μL反应体系:

a)　１２５μL的２×一步法RTＧPCR反应缓冲液;

b) １０μL的上游引物(１０μmol/L);

c) １０μL的下游引物(１０μmol/L);

d) ０５μL的酶混合物;
５
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e) ３０μL模板;

f) ７０μL的DEPC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.

９３３　RTＧPCR反应程序

４５℃反转录３０min;９４℃预变性５min;９４℃变性３０s,５８℃退火３０s,７２℃延伸９０s,共３５个循

环;７２℃延伸１０min.

９３４　电泳

用１０％ 的琼脂糖凝胶对PCR产物进行电泳.将８μLPCR产物和２μL电泳加样缓冲液混匀后加

入凝胶孔中进行电泳,并设立DNA标准分子量１００bp~２０００bpMarker作对照.５V/cm~８V/cm 电

泳３０min左右,以溴酚蓝接近凝胶块底部为准,停止电泳.电泳结束后,将琼脂糖凝胶置于凝胶成像仪中

观察结果.

９３５　试验成立条件

阳性对照出现大小约１０１４bp的条带,阴性对照不出现任何条带,试验成立.

９４　结果判定

被检测样品出现１０１４bp大小的特异性的扩增条带,则判为BRV核酸阳性;被检样品无特异性的扩

增条带,则判为BRV核酸阴性.必要时,可切胶回收测序或直接送PCR产物进行测序.RTＧPCR产物电

泳示意图和参考序列见C２和C３.

１０　实时荧光RTＧPCR方法

１０１　仪器设备

１０１１　荧光定量PCR仪.

１０１２　其他仪器设备同９１.

１０２　试验材料

１０２１　BRV实时荧光RTＧPCR检测引物、探针序列,见附录D中的D１.

１０２２　商品化一步法RTＧqPCR Mix试剂盒或具有同等效力的试剂盒.

１０２３　其他试验材料同９２.

１０３　操作程序

１０３１　病毒核酸提取

同９３１.

１０３２　反应体系配制

用商品化一步法RTＧqPCR Mix试剂盒配制２５μL反应体系:

a)　１２５μL的２×一步法RTＧqPCR混合物(含酶混合物);

b) ０８μL的上游引物(１０μmol/L);

c) ０８μL的下游引物(１０μmol/L);

d) １０μL的探针(１０μmol/L);

e) ２０μL的模板;

f) ７９μL的DEPC水.
盖紧反应管盖或反应板封膜,振荡混匀后瞬时离心.每次检测时应设置阴性对照和阳性对照.
注:反应体系可依据所用试剂盒的不同而适当改变.

１０３３　反应程序

将１０３２加样后的反应管/板放入荧光定量PCR仪内,记录样品摆放顺序.选定FAM 作为报告基

团,MGB作为荧光淬灭基团.反应参数设置如下:５２℃反转录５min;９５℃预变性１０s;９５℃变性５s,

６０℃退火延伸３０s,４０个循环,在每一个循环的６０℃时收集FAM 荧光信号.试验结束后,根据收集的

６
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荧光曲线和Ct值判定结果.
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.

１０４　试验成立条件

阳性对照的Ct值应≤３００且出现特异性扩增曲线,阴性对照无Ct值且无特异性扩增曲线,试验结

果有效.

１０５　结果判定

被检样品无Ct值或无特异性扩增曲线,判为BRV核酸阴性;被检样品Ct值≤３６０且出现特异性扩

增曲线,判定为BRV核酸阳性;被检样品Ct值＞３６０且出现特异性扩增曲线,需复检.复检Ct值若＞
３６０且出现特异性扩增曲线,判定为BRV核酸阳性;若无特异性扩增曲线,则判为BRV核酸阴性.实时

荧光RTＧPCR扩增曲线示意图见D２.

１１　病毒中和试验

１１１　仪器设备

同７１.

１１２　试验材料

１１２１　中和试验牛轮状病毒阳性血清(中和抗体效价不低于１∶１０２４)、中和试验阴性血清(中和抗体效

价低于１∶８),使用前均需要５６℃水浴灭活３０min.

１１２２　其他试验材料同７２.

１１３　操作程序

１１３１　定量测定

１１３１１　按７３制备病毒中和试验用细胞培养板.

１１３１２　将BRV参考毒株或其他毒株按照７４进行预处理,然后用细胞维持液稀释成２００TCID５０/

０１mL,作为中和病毒工作液.

１１３１３　用多道移液器于９６孔空白细胞板(样品稀释用)中加入细胞维持液,６０μL/孔,用单道移液器

将待检血清加入第一列孔中,每份血清加４孔,６０μL/孔.用多道移液器(调至６０μL)从第一列孔开始连

续作倍比稀释,直至最后一个孔,并从最后一孔中弃去６０μL稀释液.

１１３１４　用多道移液器从细胞板的第二列开始每孔加入６０μLBRV中和病毒工作液,第一列加６０μL
细胞维持液作为被检血清毒性对照,同时设１∶８稀释的BRV阳性血清对照、１∶４稀释的BRV阴性血清

对照和正常细胞对照各４孔及BRV 中和病毒液回归对照１００~１０－３的４个稀释度,每个稀释度各４孔.
然后,将样品稀释细胞板置于３７℃、５％ CO２培养箱中孵育１h~２h.

１１３１５　将１１３１１制备的已长成良好紧密细胞单层的细胞板弃去培养液,然后每孔加入 PBS
２００μL,洗涤２遍后弃去PBS,然后将１１３１４各样品转移到该细胞培养板相对应的孔中,１００μL/孔,置
于３７℃培养箱中培养９６h~１４４h.通过CPE或间接免疫荧光染色(见第８章)判定各孔感染情况.采

用ReedＧMuench法计算血清中和抗体效价(见附录E).

１１３２　定性测定

操作方法同１１３１,但被检血清稀释时只做１∶８稀释度(１０μL 被检血清样品＋７０μL 细胞维

持液).

１１３３　双份血清测定

１１３３１　双份被检血清取自同一动物,间隔２１d.

１１３３２　试验操作方法同１１３１.

１１４　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,阳性血清对照孔不出现 CPE或荧光染色阴性,阴性对照血清出现 CPE或间接免疫荧光染色

７
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(见第８章)阳性,试验成立.

１１５　结果判定

１１５１　定量测定时,被检血清中和抗体效价不低于１∶８时,判该血清为BRV抗体阳性.

１１５２　定性测定时,被检血清在１∶８稀释时有２个或２个以上孔未出现CPE或荧光染色为阴性,判该

血清为BRV抗体阳性.

１１５３　双份血清测定时,当间隔２１d的第二份血清的抗体效价高于第一份血清４倍或４倍以上,则证

明该动物正在发病过程中.

１２　间接ELISA抗体检测

１２１　仪器设备

１２１１　酶标仪.

１２１２　恒温培养箱[(３７±２)℃].

１２１３　单道(或多道)微量移液器及配套吸头(１０μL、１００μL、２００μL、３００μL、１０００μL、１０mL).

１２２　试验材料

１２２１　包被抗原(表达纯化的BRVVP６蛋白),见附录F.

１２２２　包被液,按照附录 G中 G１的规定配制.

１２２３　洗涤液/样品稀释液/酶标抗体稀释液,按照 G２的规定配制.

１２２４　封闭液,按照 G３的规定配制.

１２２５　底物显色液,按照 G４的规定配制.

１２２６　终止液,按照 G５的规定配制.

１２２７　酶标抗体:商品化抗牛IgGHRP酶标抗体,使用前用样品稀释液稀释至工作浓度.

１２２８　酶标板和血清稀释板(９６孔).

１２３　操作程序

１２３１　包被抗原:将包被抗原用包被液稀释至１μg/mL,每孔５０μL,包被酶标板,封口后,３７℃孵育２
h或２℃~８℃孵育１２h.

１２３２　洗涤:弃去孔内液体,每个反应孔加入约２５０μL的洗涤液进行洗涤,洗涤５次,最后一次在洁净

的吸水纸上将酶标板拍干.

１２３３　封闭:每孔加入封闭液２５０μL,置于３７℃培养箱中封闭１h.重复步骤１２３２.拍干后可密封

置于－２０℃保存.

１２３４　加样品:将待检血清用样品稀释液先做２５倍稀释(４μL待检血清＋９６μL样品稀释液),然后再

连续作２倍系列稀释至１∶２００,每份样品加２孔,每孔５０μL.同时加入阴性对照血清和阳性对照血清

(已稀释至工作浓度,直接使用)各２孔,每孔５０μL.置于３７℃ 培养箱中反应１h.重复步骤１２３２.

１２３５　加酶标抗体:加入工作浓度的抗牛IgGHRP酶标抗体,每孔加入５０μL,置于３７℃恒温培养箱

中反应１h.重复步骤１２３２.

１２３６　加底物:每孔加入１００μL底物显色液,轻柔摇匀,３７℃避光显色１０min~１５min.

１２３７　加终止液:每孔加入５０μL终止液终止反应.

１２３８　读数:加终止液后１５min内在酶标仪上读取４５０nm 吸光值(OD４５０nm).

１２３９　计算阳性对照平均 OD４５０nm值(P)、阴性对照平均 OD４５０nm值(N)和各待检血清平均 OD４５０nm值

(S).

１２４　试验成立条件

阳性对照平均OD４５０值(P)应不低于０６且不高于２０(０６≤P≤２０),阴性对照平均OD４５０值(N)应

不高于０２８(N≤０２８),试验成立.
８
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１２５　结果判定

当被检样品孔平均 OD４５０值(S)和阴性对照孔平均 OD４５０值(N)之比大于或等于２１(即S/N≥２１)

时,判为BRV抗体阳性;当被检样品孔平均 OD４５０值(S)和阴性对照孔平均 OD４５０值(N)之比小于２１(即
S/N＜２１)时,判为BRV抗体阴性.

１３　综合判定

１３１　根据５４临床诊断判定为BRI疑似病例,同时经第８章、第９章、第１０章任一方法检测为BRV阳

性者,判为BRI确诊病例.

１３２　无明显临床症状的动物,经第８章、第９章、第１０章任一方法检测为BRV 阳性者,判为BRV 隐性

感染.

１３３　经第１１章、第１２章任一方法检测为BRV抗体阳性,若第８章、第９章、第１０章任一方法检测判定

为阳性者,判为BRI确诊病例;若第８章、第９章、第１０章任一方法检测为阴性,则判为曾经感染过BRV.

１３４　经第８章、第９章、第１０章任一方法检测为BRV阴性,且经第１１章、第１２章任一方法检测抗体也

为阴性,则判为BRI阴性.

９
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附　录　A
(规范性)

病毒分离鉴定及RTＧPCR方法溶液配制

A１　磷酸盐缓冲液(PBS,００１mol/L,pH７２)

首先配制 A液(０２mol/L磷酸二氢钠水溶液),即取 NaH２PO４H２O２７６g,加纯化水溶解,最后

定容至１０００mL;再配制B液(０２mol/L磷酸氢二钠水溶液),即取Na２HPO４７H２O５３６g,加纯化水

溶解,最后定容至１０００ mL;最后取 A 液 １４ mL 和 B 液 ３６ mL,加 NaCl８５g,用纯化水定容至

１０００mL.经过滤除菌后,备用.

A２　０２５％胰蛋白酶溶液

取胰蛋白酶(１∶２５０)０２５g加入１００mLPBS(A１)中,充分溶解后,０２２μm 过滤器过滤除菌,分装

成１０mL/管,－２０℃保存备用.也可采用商品化０２５％胰蛋白酶溶液(不含EDTA).

A３　细胞培养液

取商品化DMEM 培养液４５０mL,加入胎牛血清(无BVDV、BRV及其抗体,或马血清)５０mL,现用

现配.

A４　细胞维持液(含终浓度０５μg/mL~２５μg/mL胰蛋白酶)

取商品化DMEM 培养液５００mL,加入０２５％胰蛋白酶溶液０１mL~０５mL,现用现配.

A５　DEPC水

将DEPC加入纯化水中至终浓度为０１％(V/V),充分混合均匀后作用１２h,分装,(１２１±２)℃高压

灭菌３０min,冷却后冷藏备用.

A６　电泳缓冲液

配制５０×TAE电泳缓冲液所需试剂如下:

a)　２４２g三羟甲基氨基甲烷;

b) ５７１mL冰乙酸;

c) １００mL０５mol/L乙二胺四乙酸(pH８０).
将上述试剂在８００mL纯化水中搅拌溶解,再用纯化水定容至１０００mL,室温保存.
取２０mL上述５０×TAE加入９８０mL纯化水中,配制成１×TAE电泳缓冲液,室温保存.

A７　１０％的琼脂糖凝胶

取１×TAE电泳缓冲液１００mL加入锥形瓶中,再加入琼脂糖１０g,封上保鲜膜,在微波炉中加热至

琼脂糖完全熔化.冷却至６０℃左右,加入溴化乙锭(终浓度０５μg/mL)或其他商品化溴化乙锭替代物,
混合均匀后将琼脂糖溶液倒入制胶模中,待凝固后备用.
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附　录　B
(资料性)

细胞病变及荧光染色示意图

B１　牛轮状病毒感染 MA１０４CPE示意图

BRV感染 MA１０４７２hCPE如图B１所示.

图B１　BRV感染 MA１０４CPE(７２h)示意图

B２　间接免疫荧光染色示意图

间接免疫荧光染色示意图如B２所示.

图B２　间接免疫荧光染色示意图
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附　录　C
(资料性)

RTＧPCR方法引物序列及结果示意图

C１　RTＧPCR扩增引物

RTＧPCR方法所用的引物序列见表C１.

表C１　RTＧPCR扩增引物序列

引物名称 引物序列(５′Ｇ３′) 扩增片段大小 靶基因

上游引物 ATGTATGGTATTGAATATACCACA
下游引物 GGTCACATCATACAATTCTAATCTA

１０１４bp VP７

　　注１:引物可由生物公司合成,纯度为 HPLC级,用 DEPC水溶解并稀释至终浓度１０μmol/L,－２０℃保存备用.
注２:引物是根据 GenBank公布的牛轮状病毒(NCBI登陆号:MN９２８４９４１)VP７ 基因全长序列设计.

C２　RTＧPCR产物电泳示意图

RTＧPCR产物电泳示意图见图C１.

标引序号说明:

M———DNA分子量标准(２０００bpDNALadderMarker);

PC———阳性对照;

NC———阴性对照;

１———粪便样品.

图C１　RTＧPCR产物电泳示意图

C３　VP７基因特异性扩增序列

ATGTATGGTATTGAATATACCACAATTCTAATCTTCTTGATATCGATTACATTGTTAAA
TTACATATTGAAATCAATAACAAGAATAATGGACTACATAATCTACAGGTTTTTATTCATG
GTAGTGATACTGGCCGCAGTAACAAATGCGCAGAACTATGGAGTTAATTTGCCAATAACTGG
GTCGATGGATACTACGTATGCAAACTCTACACAAAATGAATCGTTTTTAACATCGACTTTGT
GTTTGTATTATCCAATTGAGGCATCAAATGAAATAGCTGATACCGAATGGAAAAATACACT
GTCGCAACTGTTTCTGACTAAAGGGTGGCCAACTGGATCCGTATATTTTAAGGAGTACGCTG
ATATAGCGGCTTTTTCAGTGGACCCTCAATTATATTGTGATTATAATTTGGTTTTAATGAAA
TATGATTCAACATTAGAATTGGATATGTCTGAGTTAGCGGATCTTATATTGAATGAATGGC
TATGCAATCCAATGGATATAACGTTGTACTACTATCAGCAAACTGATGAAGCAAACAAATG
GATATCAATGGGTTCGTCTTGCACGGTAAAAGTATGTCCATTAAACACACAGACACTTGGTA
TTGGATGCCTAACAACTGACCCAAATACGTTTGAGACGGTTGCGACAACTGAAAAACTAGTA
ATTACTGACGTTGTAGATGGTGTTAATCACAAGTTAGATGTTACAACAACAACTTGTACTA
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TACGCAACTGTAAAAAATTAGGACCGAGAGAAAATGTAGCGGTTATACAGGTAGGTGGCGC
AAACATTTTAGACATTACTGCTGATCCGACAACTGCACCTCAAACAGAGAGAATGATGCGAG
TGAATTGGAAAAAATGGTGGCAGGTATTTTATACGGTTGTAGATTACGTTAACCAGATAATT
CAAGCAATGTCCAAGAGATCTAGGTCGTTAAATTCATCAGCGTTCTATTACAGAGTGTAGAT
ACATATTAGATTAGAATTGTATGATGTGACC(１０１４bp)

注:该序列为 GenBank公布的牛轮状病毒(NCBI登陆号:MN９２８４９４１)VP７ 基因序列,不同 G血清型甚至同一 G血

清型不同分离毒株的VP７ 基因序列可能存在差异;下划线为引物匹配位置.
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附　录　D
(资料性)

实时荧光RTＧPCR方法相关资料

D１　实时荧光RTＧPCR引物和探针

实时荧光RTＧPCR方法所用的引物和探针序列见表D１.

表D１　引物探针序列

引物/探针名称 引物序列(５′Ｇ３′) 位置 靶基因

上游引物 ACCATCTACACATGACCCTC ９６３~９８２
下游引物 GGTCACATAACGCCCC １０３４~１０４９

探针 FAMＧATGAGCACAATAGTTAAAAGCTAACACTGTCAAＧMGB ９８４~１０１６
NSP３

　　注１:引物和探针可由生物公司合成,纯度为 HPLC级,用 DEPC水溶解并稀释至终浓度１０μmol/L,－２０℃保存.
注２:引物探针是根据已发布的牛轮状病毒株(NCBI登陆号:KX６５５５３６１)NSP３序列进行设计.

D２　实时荧光RTＧPCR扩增曲线

实时荧光RTＧPCR扩增曲线示意图见图D１.

标引序号说明:

PC———阳性对照;

NC———阴性对照;

１———粪便样品.

图D１　实时荧光RTＧPCR扩增曲线示意图

D３　NSP３基因特异性扩增序列

ACCATCTACACATGACCCTCTATAAGCACAATAGTTAAAAGCTAACACTGTCAAAAACC
TAAATGGCTATAGGGGCGTTATGTGACC(８７bp)

注:下划线为引物匹配位置,黑体为探针匹配位置.
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附　录　E
(资料性)

中和抗体效价测定结果计算方法

中和效价按照ReedＧMuench法进行计算,示例见表E１.

表E１　中和抗体效价测定结果示例

血清稀释度

(病毒定量)
细胞病变孔比例

(CPE)
细胞病变孔数 无细胞病变孔数

累计结果

细胞

病变孔数

无细胞

病变孔数

细胞病变率

CPE,％
１∶４(１０－０６０) ０/４ ０ ４ ０ ９ ０
１∶１６(１０－１２０) １/４ １ ３ １ ５ １７
１∶６４(１０－１８１) ２/４ ２ ２ ３ ２ ６０
１∶２５６(１０－２４１) ４/４ ４ ０ ７ ０ １００

１∶１０２４(１０－３０１) ４/４ ４ ０ １１ ０ １００

从表E１可见,半数保护数(PD５０)在１０－１２０~１０－１８１,按ReedＧMuench法计算距离比例,即:

距离比例＝
５０％－低于５０％的CPE百分率

高于５０％的CPE百分率－低于５０％的CPE百分率＝
５０－１７
６０－１７＝０７７

PD５０＝低于５０％死亡(CPE)百分率的血清稀释度的对数＋距离比例×稀释系数的对数

＝－１２０＋０７７ ĺg１/４＝－１２０＋０７７´(－０６)＝－１２０－０４６＝－１６６
查－１６６的反对数＝００２１８(１∶４５９)
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附　录　F
(资料性)

牛轮状病毒VP６蛋白的表达与纯化

F１　材料和试剂

牛轮状病毒;pTT５哺乳动物表达载体;质粒提取试剂盒、限制性内切酶、镍离子亲和层析柱、Expi２９３
细胞、转染试剂均为商品化试剂,PBS缓冲液.

F２　牛轮状病毒VP６氨基酸参考序列

MDVLYSLSKTLKDARDKIVEGTLYSNVSDLIQQFNQMIITMNGNEFQTGGIGNLPIRNWNFD
FGLLGTTLLNLDANYVETARNTIDYFVDFVDNVCMDEMVRESQRNGIAPQSDSLRKLSGIKFKRI
NFDNSSEYIENWNLQNRRQRTGFTFHKPNIFPYSASFTLNRSQPAHDNLMGTMWLNAGSEIQVA
GFDYSCAINAPANTQQFEHIVQLRRVLTTATITLLPDAERFSFPRVIISADGATTWYFNPVILRPN
NVEVEFLLNGQIINTYQARFGTIVARNFDTIRLSFQLMRPPNMTPAVAALFPNAQPFEHHATVG
LTLRIESAVCESVLADARETMLANVTSVRQEYAIPVGPVFPPGMNWTDLITNYSPSREDNLQRVF
TVASIRSMLVK

F３　方法

F３１　VP６蛋白哺乳动物表达载体的构建

根据 VP６基因序列(Genbank登录号 AFA４１７２９１),经密码子优化后进行基因合成(１１９１bp),在其

两端分别引入XbaⅠ和 HindⅢ酶切位点.将载体pTT５用XbaⅠ和 HindⅢ双酶切,经PCR产物纯化后,
将 VP６基因片段连接至pTT５表达载体,转化EcoliDH５α感受态细胞,筛选获得阳性重组载体命名为

pTT５ＧVP６.

F３２　VP６蛋白的表达与纯化

复苏Expi２９３细胞,培养于FreeＧStyle２９３培养基中,将细胞转入６孔板中.当细胞整合度达６０％
时,取纯化的重组质粒pTT５ＧVP６,按Lipofectamine２０００转染试剂说明书转染至Expi２９３细胞.转染后

４８h收集细胞,加入蛋白裂解液,经离心后取上清液,按照镍离子亲和层析柱的说明书纯化 VP６蛋白,目
的蛋白大小约为４７ku.

F３３　重组蛋白纯度及浓度测定

分别取５μL、２５μL和１μL纯化的重组蛋白进行SDSＧPAGE电泳,用凝胶成像仪成像并用薄层扫

描法测定蛋白纯度,蛋白纯度应不少于９０％,同时利用BCA 法测定蛋白浓度,纯化后蛋白浓度应不小于

１０mg/mL.
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附　录　G
(规范性)

酶联免疫吸附试验(ELISA)溶液配制

G１　包被液(００５mlo/L碳酸盐缓冲液,pH９６)

取碳酸钠(Na２CO３,分析纯)１５９g、碳酸氢钠(NaHCO３,分析纯)２９３g,加纯化水至１０００mL,充分

溶解后,调节pH 至９６,２℃~８℃保存备用.

G２　洗涤液/血清稀释液/酶标抗体稀释液(PBST)

取吐温Ｇ２００５mL加入１０００mLPBS(A１)中.用于酶标板洗涤或封闭液配制时直接使用;用于

ELISA血清样品稀释和酶标抗体稀释时需经过滤除菌,现用现配.

G３　封闭液(０３％大豆蛋白)

取大豆蛋白３０g加入１００mLPBST(G２)中,现用现配.

G４　底物显色液(TMBＧ过氧化氢尿素溶液)

底物液 A:取 TMB(分析纯)２００mg、无水乙醇或DMSO１００mL,加纯化水至１０００mL,充分溶解.
底物缓冲液B:取磷酸氢二钠(Na２HPO４１２H２O,分析纯)７１７g、柠檬酸(分析纯)９３３g、０７５％

过氧化氢尿素６４mL,加纯化水至１０００mL,充分溶解,pH 调至５０~８０.
将底物 A液和底物缓冲液按１∶１混合,即成底物显色液,现用现配.

G５　终止液(２mol/L硫酸溶液)

取硫酸(分析纯)５８mL、纯化水４４２mL,混合后室温保存.
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