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前 卜J

    本标准根据我国近二十年对蓝舌病诊断的研究成果和技术的发展，参考世界动物P.}几组织厂w。山!

Organization for Animal ilea It h(#} ),Office Intentional des Epizootic(法).()工G」标准性文件《世界动物
I1.生组织推荐的诊断力一法和生物制品标准手册))2.1.9条“蓝占病”和澳大利亚动物疫病标雕诊断方法

'"Bluetongue� 帝而编写的〔本标准引用了GI3/T 18089- 200(A微量中和试验及病毒分离和鉴定方法》

有关规定力法

    俄舌病是由库蝶传播、蓝舌病病毒引起的仗害反当动物的严重传染病。蓝舌病病毒系呼肠孤病毒科

环状病毒属t3群成员、国际已知有24个血清型，在血清学 卜与环状病毒属相关病毒有交叉反应:该病

毒主要引起绵羊发病和死亡 牛及其他反=1动物常为隐性感染，但川通过媒介昆虫传播本病 鉴于该病

的诊断和检疫技术复杂，因此应建立该病的综合诊断技术标准.这是制定本标准的宗旨

    本标准规定的方法，分别适用于病At分离鉴定、病原检测、病毒血清'j}1鉴定和抗体检测等不同需要。

    木标准的附录A、附录日都是标准的附录，附录C是提示的附录。

    本标准山中华人民共和国农业部提出。

    本标滩山个国动物检疫标准化技术委员会归CI,

    本标准起草单位:云南省热带亚热带动物病毒病重点实验室、农业部动物检疫所、大津动植物检疫

)1.)

    本标准主要起草人:张念祖、杨承谕、李志华、张富强、胡玉玲、张开礼、马洪超、赵祥平、向文彬
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1 范围

本标准规定J蓝舌病的诊断技术和程序。

本标雕适用于蓝舌病的诊断和检疫。4,5,6章用于病毒分离鉴定和病原检测,7,8章用于病毒的血

清型鉴定，9,10章用于抗体检测。

2 引用标准

下列标准所包括的条文.通过在本标准中引用而构成为本标准的条文。本标准出版时，所示版本均

为有效。所有标准都会被修订.使用本标准的各方应探讨使用下列标准最新版本的可能性。

(B/f18089  2000 蓝舌病微W血清中和试验及病毒分离和鉴定方法

3 病毒分离和鉴定

3.1 器械和设备
3.1.1 %孔组织培养板(平底，简称96孔板)，单道微量加样器(0. 5 1'1一10 1<L, 5 1,1, - 10 ,11·

40 1'1一，0 p1.200 tal一1 000 1'1)及滴头，八道连续加样器(50 fl,, 100 V1_,150 uL,200 11)及滴头

3门.2  1(、2o C、一80(冰箱，普通恒温培养箱及二氧化碳培养箱。

3门.3 鸡胚开孔器，照蛋箱或鸡胚用灯，组织捣碎器及擦镜纸(高压灭菌备用)。

3.1.4 超声波粉碎器，低速离心机，倒置显微镜及荧光显微镜

I2 试剂卜J材料

12门 肝素抗凝血采血竹

3.2. 2 细胞:蚊子细胞(C6/36)、仓鼠肾细胞(BHK,)或非洲绿猴肾细胞(Vero)

3.2. 3 细胞培养液及分散液(按常规配力配制)

3.2.4  &ir,病'p- s隆抗体(18n3B6,7D3n2)o

12.5 蓝r-病荧光抗体

12.6                    1 ()一1 1 l1龄鸡胚。

13 病毒分离

I11 样品的采集和制备见(:B/"1' 18089-2000中8.1。

I12 鸡胚接种见(.B门’18089-2000中8. 2

I13 接种细胞

33.3.1 将捣碎的鸡胚肝组织离心，2 000 r/min, 10 min，取r.清液 为避免不必要的“有传”‘先对待分

离材料进行捕获酶联免疫吸附(ELISA)试验(见第‘章)，将呈阳性的反应材料接种(;6/36细胞，睡份

样.结接两管(瓶)，梅管(瓶)接。. 2 ml。将接种细胞置于30 C温箱培养7d

13.3. 2 吹打接种的('6/36细胞，接种于BHK 细胞，侮份C6/36接种八管(瓶)BHK ，旬管0. 2 ml，

接种的BIIK细胞ti:于37(环境中，吸附th一hRAI生)竺兰全1夔鲤选竺2缨燮些堕生
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胞病变〔CI'E)者收获，无细胞病变(CPE)者在BHK 细胞育传 几代，仍无细胞病变弃之

13.4 病毒保存及1_作液的制备

13.4门 BHK� F.出现细胞病变的病毒悬液JB 1 ml‘无菌小管分装，作为原始毒，置

3.3-4.2 川原始毒于BHK.细胞上扩增，分装保存，记为“原始毒+1”

33.4.3 “原始毒+11，按3. 3. 3. 2方法增殖，分装、保存，作为贮存毒液

3.3.4.4 贮存毒液增殖分装，4C保存，作为工作毒液，用于病毒鉴定

3.4 病毒鉴定

    鉴定方法见GB月’18089-2000中9.1及本标准4.6

80C保存。

d 免疫酶染色(immunoenzyme stain)

4门 器械和设备
4.1.1  96孔组织培养板(平底)，单道加样器(0.5 VI一10 ;Al., 5 ;,l一10川J、魂        pl-200 u1., 200 ;,L-

1 000 Id,)及滴头，八道加样器(50 1,1�100 i l-150 pL.200曰及滴头 稀释试}'I用小瓶

4.1.2 普通恒温箱(37C),4〔、一20〔冰箱及倒置显微镜

4. 2 试#M与材料

4.2. 1 病毒分离获得的未知毒株。
4.2. 2 仓鼠肾细胞(BHK.)，使用浓度2.5X10，个/ml一3.3X10个/ml-
4. 2. 3 培养液基础培养液/汉克氏液(BHF/HANKS)液十Ioi}tx'1 nii清+1丫   Ii 14A .链霉素液(最低

浓度为100 IU或pg/-L,4、保存)
4-2.4 蓝舌病单克隆抗体(8A3B6,7D3八2).4 C保存，羊(或兔)抗鼠免疫球蛋白G (IgG )辣根过氧化物

酶联结合物。

4.2. 5  Ig(;浓度1. 3 mg/mI，在一20C、以下保存。
4.2.6   8%的福尔马林(即37%-40%甲醛水溶液)

4.2.7 溶液配制:磷酸盐缓冲液(pH7. 4)+0. 05%吐温-20(PBST)

      1%明胶PBSTo

    底物3氨基一9乙基咔吐(AEC)液配制方法见附录A(标准的附录)。

4. 3 操作程序
4.3.1        96孔组织培养板中加待检病毒(3.3.4.4).每个样品I孔，20砂一孔

4. 3.2 设细胞对照4孔(加细胞生长液20 pI/孔)，阳性对照4孔(加已知蓝舌病病毒悬液20 ILI/孔)，

阴性对照4孔(加其他环状病毒群成员如鹿流行性出血病病毒20 ILI/孔、。

4.3.3 每孔加入13HK。细胞悬液180 ILL(2. OX I ()个/ml,),置37 C 5%二氧化碳中培养，逐日观察

4. 3.4 当样品孔出现细胞病变时，每孔加人8%福尔马林200 I<1，室温静置10 min，移弃福尔马林和细

胞培养液

4.15 IH PBST(见附录“、洗涤易次

4.3.6 加单克隆抗体(8A3BG+7D3A2;用含10r明胶的[PBST作1:5稀释)50 ICI/孔，放于湿盒中，

37 C,0}育90 min.

4.3.7 用P13ST洗涤5次。
4.3.8 加酶结合物(抗鼠1gG辣根过氧化物酶结合物，用含t%明胶的PBST作t:1 000稀释)50 k1,/

孔，放于湿盒中，37 C，反应90mm o
4.19 加底物(AEC),14孔1001,1，室温静置30 min用倒置显微镜观察

  4.4 判定
    阴性对照、细胞对照不着色，而阳性对照中的感染细胞被染成红棕色时，试验成+Y_样.异t，1'有红棕色

细胞，则判别为阳性<表明此样品为蓝舌病病毒)，否则，判为阴性
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5 抗原捕获酶联免疫吸附试验(ntigen capture EI,1SA)

5. 1

5.1.1

200 1,1

5. 1.2

板仪

5.2

5. 2. 1

5. 2. 2

5.2.3

5.2.4

器械和设备

  9 (t孔高吸附性酶标实验板 单道加样器(0.5 [l,--10 pL,5 Id, -40 1,1,, 40 Id, -200 pL,

一100(卜I，及滴头八道加样器(50川,100刃,150川,200川)及滴头，稀释试剂用小瓶。
普通杠;温箱(37C)，水浴箱(37C)，魂(、、一20 冰箱，微量振荡器，混合仪，酶标洗板仪及酶标读

试剂与材料

  捕捉杭体:牛抗蓝舌病病毒 23(BTV-23)型抗体，一20(保存

  检测杭体:兔抗蓝禹病病毒20(BTV-20))t9核芯抗体，一20(保存

  结合物:抗兔Ig(;辣根过氧化物酶结合物，4(、保存。

  溶液配制:碳酸盐缓冲液(pH9. 4).乙酸柠檬酸盐缓冲液((p}-16.0);磷酸盐缓冲液(pl17. 4 )

    四甲荃联苯胺储存液(室温避光保存);

    3()%过氧化},,L (I1,());

    含脱脂奶的PBST(PI3S I'-SM )

    配制方法见附录B(标准的附录)

5.2.5 9一11日龄鸡胚。

5.3 样品处理

5.3.1 对细胞培养物样品不需特殊处理 使用前用PEST对倍稀释。

5.3.2 对临床样品的处理方法见3. 3. 10

5.4 实验设计和样品编号

5.4门 侮个样.昂2孔，同时设蓝舌病病毒-1(BTV-I ),蓝舌病病毒 23(B I V-23)阳性对照各2孔，阴性

对照2孔(对照已知蓝舌病阳性和阴性细胞培养物或鸡胚肝脏悬液)。

5.4.2 包被:用碳酸盐缓冲液(见Bi)对捕捉抗体作1。。。倍稀释，加人酶标实验板50川/孔，置密闭

湿盒中，4(·过夜

5.4. 3 用PBST(见BT)洗涤5次并晾十。

5.4.4 加待检样品:按实验设计铸孔加样50 I,l后，室温静置60 min，再在37 C振荡30 mm

5.4. 5 用PBST洗涤5次。

5.4- 6 加检测抗体 用BPST-SM(见B2)对检测抗体作1:2000稀释，每孔50 pl加人实验板，37 (

振荡30 min.

5.4. 7 用PBST洗涤5次

5.4. 8 加酶结合物:用BPST-SM对酶结合物作T:3 000稀释，母孔50 pL加人实验板，37 C振荡

30 mill,

5.4. 9 用PBST洗涤5次

5.4. 10 加底物:按以下比例对底物进行稀释,9.7 nil 乙酸柠檬酸缓冲液十50川30%过氧化氢+

300 ICI四甲基联苯胺储存液(见附录C),每孔50川 加人实验板，37避光反应10 min-15 min，用

2 mol/!的硫酸50 1,1,/孔 终止反应。

5.4. 11 在酶标读板仪读取280 nm波长的吸光度值。

5-5 结果判定

    在阳性和阴性对照成立的前提 下，当样品孔光吸收值为阴性对照孔两倍或两倍以!时判为阳性(表

明样品I，存在蓝舌病抗原)，否则判为阴性。
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6 定型微t中和试验

6.1 器械和设备
61.1 96孔组织培养板(平底，简称 96孔板)，单道微量加样器(0. 5川，一10川,5川 一10川、

40 p1,-200 IA-200 td一1 000 Fl)及滴头，8道连续加样器(50 k1-100 1,1-150 1,1�200 fl)及滴头

6.1.2 4(、 20(及 一80C冰箱，普通恒温培养箱及二氧化碳培养箱

6门.3 倒置显微镜，微型振荡器及磁力搅拌器

6.2 试剂与材料

6.2.飞 病毒
    待定型病毒须经群特异性试验鉴定为蓝舌病的毒株并经3次克隆达到纯化;对照病毒为蓝舌病病

毒 24(BTV-24)f_标准株。

6.2.2 阳性血清(抗血清)
    蓝舌病毒24个血清型国际准抗血清型(或应用蓝舌病毒24个血清型国际准毒株自制，中和抗体效

价应尽可能高，筛检试验不低于1:20，校正试验不低于1‘320，并无细胞毒性)

6.2. 3 阴性血清

    无蓝舌病抗体和细胞毒性的新生犊牛血清

6.2.4 细胞

      仆洲绿猴肾细胞(Vero)，使用浓度1.5 x1 o'个/ml。

6.2.5 细胞生长液
    199培养液+双抗各含200单位(pg) /m l,十10写新生犊牛血清(不含蓝舌病抗体，使用前56 C,

30 min灭活)

6.2.6 细胞维持液

      199培养液+双抗各200个单位(vg) /ml,，亦可加2写胎牛血清(FCS)同上)。

6.2.了 o.1 %蔡黑蓝染色液(见CO.

6. 3 试验准备

6.I1 病毒繁殖
    应用转管或静止培养方法，在Ver。细胞在转管中形成单层后，换为维持液，将待检病毒接入，37 C

培养，连续观察7d，记录细胞病变结果。病毒要在Ver。细胞L适应3-5代，用1 ml吸管充分吹打竹

壁，取病毒悬液用同样的方法传代，最后一代的病毒液分装于1 ml小管，作为检测病毒贮存液 80 C

保存 使用时接种于单层细胞上，37 C培养，逐日观察，待细胞病变达到75%以上时收毒，在-80('和

4川旬冻融三次，置无菌离心2 000 r/min离心20 min，取上清液分装于1 ml小管，4'C'保存备用

6.3.2 毒价滴定
    用细胞生长液将病毒作10 '-10 6稀释，加进96孔板，每个稀释度8孔，每孔50川，再加细胞生

长液50川。细胞对照8孔，仅加细胞生长液100 l.L，然后每孔各加人细胞悬液100川J，置37 Y'二氧化

碳培养箱内培养(二氧化碳浓度为5%)，观察10d，在细胞对照成立的前提下，记录结果，按细胞半数感

染量<Karber)方法「见附录C(提示的附录门计算病毒的每50川 中所含50坏组织细胞感染量

6.4 筛检试验

6.4门 实验设计及记录表见表to
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表 I 各型BTV血清和对照排列

:

i 2 3 1 O 6 7 8 9 1O 11 12

一丁一1 9 17 V10。

            一

S Ic.C·

2 10 18 V10 ti 〔.(一

19 VIO S C. C.(- 3 I1

I

马

6

12 20 V10 ， S 〔一C.D

:{ :一
VIO，

V10V10
VI0 I
V10: viol

:一
7 15 23 viol, V10-' V10

8 16 21 V 100 V I O-' V1O 艺

6.4. 2 阳性血清经56 ('30 min灭活后，作1:20稀释

6.4- 3 将待检病毒用细胞生长液稀释为每50 VI、含10。个TCID;o.作为病毒工作液

6.4.4 将试验各组分加人微量反应板，程序是:

    a)5。>11阳性血清;

    b) 50 CAI病毒液(待检样品孔为每50 }I含10。个TCID );

    c)振荡后置37、中和1 h;

    d) 100川 细胞悬液(1.5X10'个细胞/m L) o

    }_述液体总量200衅。

6.4.5 对照

    a)病毒对照:取病毒工作液，用细胞生长液作稀释100,10-',100,10-,四个稀释度，每个稀释度4

孔，每孔50 VI，加100 FBI细胞悬液，补生长液50 t}L达到总量200 pL,

    b)细胞对照:设4孔，每孔加细胞悬液100川，补生长液100川 达到总量200川

    c)阴性对照:设4孔，每孔加人1:20稀释的阴性血清50川J，蓝舌病病毒工作液50川一，细胞悬液

100 1'1

    d)置37 C培养箱(二氧化碳浓度为5%)培养10 d,

    如长期保存可用0.1%茶黑蓝染液染色，每孔加染色液50 kL-100川一，室温静置2-3h，用水漂

洗，晾干。

6.5 筛检结果判定

6.5门 判定条件

6.5.1.1 细胞对照组应不出现细胞病变。
6.5.1.2 病毒对照，应保证在100个TCID。的病毒液100和10’稀释度的各孔均出现CPE,10 有

1-2个孔出现细胞病变,10 '4孔全无细胞病变

6.5.1.3 阴性对照应全部出现细胞病变。

6.5.2 判定标准
    在以上对照成立的情况下，如出现细胞病变记为CPE+，如不出现细胞病变为CPE-- o若某 一型抗

        120
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体组均无细胞病变，其他型的抗体组均有细胞病变，则可初步认为是该血清型病毒，再按6.5.3进一步

确认;若两个或两个以L的血清型抗体组无细胞病变，则认为可能是其中的某个型，按6. 5. 4作进一步

鉴定;若所有抗体组均出现细胞病变，按6. 5. 5进行。

6.5. 3 病毒仅被某型标准阳性血清中和

    将待定型病毒与初定型的同型标准毒分别作10-1-10‘稀释，每个稀释度加8孔，每孔50 kL，其

中前四孔每孔加1:20稀释的初定型标准阳性血清50川，后四孔每孔加1: 20稀释阴性的犊牛血清

50川，振荡混匀，37 C,5% -氧化碳培养箱中培养10d，判定结果。当标准毒的标准毒阳性血清中和滴

度较其阴性血清孔高2个或2个以上，而待检病毒也出现类似情况，则可判定为该型病毒

6.5-4 有细胞病变的两TU的抗血清(已知滴度)，分别作1:10,1，20,1:40,1，80,1，160,1，320等

倍比稀释，每稀释度均为4孔，每孔各加100TCIDso被测病毒，各种试剂的加样量和顺序按6.4.4进行。

以四孔完全抑制细胞病变的最高稀释度作为判定终点，若某型抗体中和滴度比其他型高出2个或2个

以上并与标准毒试验结果基本一致，则可定为该型。

6. 5.5 均不被24个血清型抗体中和的病毒，可能为多型混合感染或新的血清型，则需进行克隆化，克

降化的病毒再按上述方法作血清型特异鉴定，若仍然不被24个血清型抗体中和，则可能属于新型。

7 空斑及空斑抑制定型试验

7.1 材料准备
7.1.1 传代细胞 生长良好的SVP(非洲绿猴肾细胞系中一种特殊细胞株)或Ver。传代细胞，在直径

为6 cm或直径9 cm的培养皿中48 72 h长成致密单层。

7.1.2 参考阳性血清:以1-24型蓝舌病毒制备的无菌高效价、型特异性血清，琼扩效价在1:2以上，

一20(’保存。
7.1.3 病毒 将保存病毒在敏感细胞「繁殖数代，反复冻融三次，离心取r清液，一70 C保存。

7.1.4 滤纸圆片:直径为。2 cm定量分析滤纸片，置小容器内103.4 kPa(15磅/时 ,̀121 C ) 30 min高

压灭菌,烘箱内烘十备用。
7.1.5 0.1%中性红:双蒸的无离子水配制。.1%中性红，2143 Pa高压灭菌30 min, 4 C冰箱保存备用

7.1.6 低熔点琼脂糖:以磷酸盐缓冲液将低熔点琼脂糖配制成1%浓度，103.4 kPa高压灭菌30 min,

溶解后放43C水浴锅备用。

了.2 空斑试验

7.2-1 将长满单层的培养皿营养液倒出，用灭菌磷酸盐缓冲液冲洗两遍。

7. 2.2 将病毒用磷酸盐缓冲液从10 1-10“递次稀释，每皿加0. 3 nil, (6 cm盘)皿或0. 75 m工」(9 cm

皿)。37 C感作40 min吸出病毒液。
7.2. 3 用磷酸盐缓冲液轻洗3次。将。.1%中性红按1 100的比例加入低熔点琼脂糖中，在超净台冷

却1 min后，轻轻倒人5 mL(6 cm皿)或15 mL(9 cm皿),30 min后，倒置37'C --氧化碳培养箱中。

7.2.4 24 h后，逐日检查空斑情况，至120 h止，判读结果。蓝舌病病毒空斑，在SVP或Vero细胞上出

现直径约1 mn，近圆形白色空斑，健康细胞层颜色为深红色，计数各稀释度空斑数并作记录，计算每毫

升空斑形成单位(PF:U/m工)

了.3 空斑抑制试验
7.3.1 将培养好的单层细胞用磷酸盐缓冲液轻洗2遍，将待检病毒稀释至10̀  PFU/mL，每盘放人

0.3 nil. (6 cn，皿)或。.75 mL(9 cm皿),37(感染40 min，吸出病毒液。

7. 3 将培养皿用磷酸盐缓冲液冲洗3遍，将。.1%中性红按1，10。比例加人已溶化43 C的1 0/n琼脂

i1,,摇匀，轻轻倒人皿中，6 cm皿加5 ml� 9 cm皿加15 ml,, 静置30 min.
7. 3.3 将24个型参考阳性血清按一定顺序，用滤纸片浸人血清后，轻轻置于琼脂上静置15 min后，记

清J(!1号倒置、二氧化碳培养箱37 C培养。
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7. 3.4  48 h后逐日观察结果，测量抑制圈直径。并作好记录，拍照，按7.3.5判定。

了.I5 结果判定

    相应型血清的抑制圈为围绕血清滤纸片的边缘较整齐的深红色的环形带，直径一般在 1.2cm-

2. 0 cm左右，可判定某病毒为该血清型;个别情况下，另一型也同时出现一定的抑制圈，但抑制圈的直

径一般不超过。. 6 cm，边缘较不整齐，颜色亦较淡，此为交叉反应所致，应加以鉴别 必要时，可重复

试验

8 琼脂免疫扩散试验(AGID)

8门 材料和器械

8门门 抗原和阴、阳性血清

    按说明书要求使用。

8门.2 器械

    直径6 cm平皿;

    外径4 mm打孔器;

    眼科手术镊子。

81-3 待检血清

    血清应无污染，3个月内在4C保存，常温保存15 d内，可用于检测。

8.2 试验方法

82门 琼脂平皿的制作

8.2门门 琼脂糖基配制:

    琼脂糖 ()·89一0.99

    生理盐水 100 ml,

    按1，10 000比例加人叠氮钠或硫柳汞，调整pH7. 4-7. 6,高压消毒10 min

8.2.1.2 琼脂平皿制备;融化的琼脂待冷至45 C ̂ 50 C时，以无菌手术倒人直径6 cm平皿中，每平皿

约7m工。厚度约为4 mm，待凝固后置4C保存备用。

8.2.1.3 扫一孔:用直径4 mm金属打孔器在已凝固的琼脂糖凝胶平皿上打孔(各孔排例如图1所示)。

孔距为3 mm，打孔后用针挑出切下的孔内琼脂块，封底。

                                            ① ⑧

                                            ⑥ 0 。

                                              0 ④

                                              图 飞 布局

8.2.2 加样:用微量加样器或毛吸管，吸取抗原或血清滴于孔内;中央孔滴加抗原，周围的1,3,5孔滴

加待检血清,2,4,6孔滴标准阳性血清，样品以加满不溢出为度。加样后静置10 min，放人37 C温箱中

进行反应。分别在24 h,48 h,72 h观察并记录结果。

8. 3 结果判定
    判定时将琼脂平皿置暗背景或侧强光照射下观察。标准阳性血清与抗原孔之间出现一条清晰的白

色沉淀线，则认为试验可以成立;如果沉淀线没有或不明显则本试验不能成立，应重做。结果判定标准

如下:

    a)阳性:待检血清孔与抗原孔之间出现明显清晰白色沉淀线，并与标准阳性血清孔的沉淀线相融

合(见图2);
    b)阴性:待检血清孔与抗原孔之间无沉淀，标准阳性血清孔的沉淀线直伸孔边，判为阴性(见

}冬{0:
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    () 弱阳性 标准阳性血清孔沉淀线在被检孔处向抗原孔侧弯曲，但不形成完整的线，则待检血清判

为弱阳性，应重复试验，若重复仍为弱阳性反应时判阳性(见图4) ;

    d) I卜特异性反应:在抗原孔与待检血清之间的沉淀线粗而混浊，或与标准阳性血清孔沉淀线交叉

井r1.伸孔边时则认为非特异性反应，应重试(见图5);

    。)试验后24 h,48 1,,72 1:判定中凡出现沉淀线均应记录，并判为阳性，凡72 1、仍末见沉淀反应者

判为阴性

O _I \O_
U l 3s0

O ②

⑥}①{①

⑤ 0匆

图 2 阳性((1.3.5) 图 3 阴性(1.3.5) 图 4 弱阳性(5) 图 5 非特异性(3.5)

9 竞争酶联免疫吸附试验(C-ELISA )

9门 材料

9.1门 化学制剂溶液

    吐温 2。磷酸盐缓冲液(见BI卜

    底物(四甲基联苯胺溶液,TMB)储备液(见〔'3) ;

    样品稀释液「含脱脂奶的PBST(PBS I'-SM)4(见C4)

9.1. 2  1物制M

9门.2门 阳性对照血清:此血清以1:10,1:80被稀释作为强、弱阳性对照血清。

9门.2.2 阴性对照血清:蓝舌病抗体阴性的牛血情，试验中以1:1。对照稀释。

9.1.2.3 单克隆抗体(单抗):蓝舌病毒VP7的单克隆抗体(群特异性单抗)

9门.2.q 酶结合物 辣根过氧化物酶交联的山羊抗小鼠血清

91.2-5 设备和器械:

    D 6孔酶联免疫吸附试验(ELISA)反应板;

    带嘴塑料瓶(500 ml)，用手洗板;

    加样器(10 [,1,,50 pl,,100 IA一200 IA多道加样器);

    酶标仪(使用波长为450 nm),

9.2 试验程序

9.2门 包被抗原

    按照说明书将抗原稀释到工作浓度，每孔加50越，在室温保湿条件下过夜。用PBST洗板5次，铝

箔纸密封4C保存。

9.2.2 加样
    将待检血清用PEST-SM作I:10稀释，每孔加50川，每份样品使用两孔。空白对照两孔，各加

PBSI-SM50 IA

    强PU性血清对照两孔，各孔加50 pI;

    弱阳性血清对照两孔，各加人50 p1;

    阴性血清对照两孔，各加人501,1

9.2. 3 反应

      置37(温箱振荡1h

9.2.4 加单克隆抗体
    按照说明书要求用PBST-SM将单抗稀释到工作浓度，每孔加50川。37 C温箱振荡30 min

9.2-5 加酶结合物
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    按说明书将酶结合物用PBST-SM稀释到工作浓度，每孔加50川。3T C振荡30

9.2.6 用PBST洗板5次。

9.2.7 加底物和终止

    将新配制的底物(见5. 4. 10)液迅速向每孔加人100 BI，反应10 min-20 min

100 PI。

9.3 读数和判定

m m o

。每孔加终止液

读数用酶标仪设置对照孔，以波长450 nm读取每孔吸光度值。

计算抑制率:以式(])计算抑制率(I);
            { A.1

I(肠)一 {1一 e IX l00
                    、 曰}n I

··..·..·..·......·..··⋯ ⋯ (1)

八 一 样品吸光度;

A— 标准阴性吸光度。

判定前提:阴性对照吸光度(A�)应在范围。.8̂ 1.4内;强阳性抑制率应大于8500;弱阳性抑制

月.，

，
L

C
咐︺

于

3

中

3

今

象

式

象

率应在35%-50%之间。如果实际值与此值偏离较大，则不具备判定条件。
9. 3.4 判定:样品的抑制率(n大于6 0%判为蓝舌病病毒抗体阳性;小于40%判为阴性;40 % 60%判

为弱阳性，应重复，如仍为此值可定为弱阳性。
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      附 录 A

    (标准的附录)

免痊酶染色所需试剂

Al  PBST

    氯化钾(KCI)                                   0. 20 g

    磷酸氢二钠(Na,HPO) 2. 29 g

    磷酸二氢钾(KH,PO) 0. 20 g
    加水至 1 000 MI

    吐温 20                                       0. 50 ml-

A2  1%明胶PBST

    称取明胶，加PBST100 ml-，水溶解，4C保存备用。

A3 3-氨基一9一乙基咔哇(AEC)液

    3-氨基一9一乙基咔哇(AEC)                     20 mg

    二甲基亚矾(DMSO)                            3 ml

    将AEC;于。MS()中溶解后，加至50 m工乙酸盐缓冲液(pH 6. 0 )中，再加30%过氧化氢30 pl充分

混匀备用(该溶液不适宜保存，现用现配)。

                          附 录 B

                    (标准的附录)

抗原捕捉酶联免疫试验和定型微t中和试验用试荆溶液

B1  0.05 mol/I碳酸盐缓冲液(pH9. 6包被用)

    碳酸钠(Na,CO,)                                1. 59 g

    碳酸氢钠(NaHCO,)                              2.93 g

    硫柳汞 0. 10 g

    加蒸馏水至 1 000 ml, 4 C保存备用

B2 乙酸一柠檬酸缓冲液

      甲液:

        乙酸钠 8.2 g

        双蒸馏水 1 000 ml,

      乙液:

        柠檬酸 2. 10 g

        双蒸馏水 100 ml

    用乙液调整甲液至pH9. 6，高压灭菌4C保存。

B3 四甲基联苯胺(TMB)储存液
    称取3'-3',5,-5’四甲基联苯胺30 mg于100 ml，甲醇中，室温搅拌数小时至完全溶解，用棕色瓶

避光保存。

BQ  PBST-SM
      PBST                                         100 ml

    脱脂奶粉 1g

B5  2 moll 硫酸
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    双蒸馏水

    浓硫酸

B6 0.1Yo蔡黑蓝染色液配制

    蔡黑(naphthalene black)

      乙酸

    乙酸钠(无水)

    加蒸馏水至

160 ml

20 ml

1. 0 g

60. 0 ml

13. 6 g

100 ml

  附 录 C

(提示的附录)

Karber方法

Karber法的公式见式(C1)用常用对数(Ig)计算

一
式中

              1gTCID (或I,几 ,EI几 )=I,十d(s-0. 5)

病毒的最低稀释倍数;

一 稀释系数，即组距;

一 细胞病变比值的和(不包最低稀释度细胞病变的比值)。

L

d

人

以下例(见表CI)说明:

表〔一1 病毒TC工D 滴定

病毒稀释度 10忿 10习 10 “ 10 “ 10- 10了

病毒稀释度

    (Ig)

细胞病变比值

一2

4/4

一 3 4 一 5   6

2/4

    7

0厂44/4 4/4 3/4

本例I,=一2,d=一1， s-4/4+4/4+3/4+2/44-0/4=4.2--,

代人公式:IgTCI Dso=一2+(一1)X(4.25一。.5)
                          幸 一 5.75

            TCID, =10 z ,s

查反对数表可得TCID, =1/560 000

如各稀释度均为0. 1 ml，那么1 ml一中含5 600

病毒毒价通常以每毫升含多少TCID},o(或LDs

00。个TCID 或I OE. ,,个TCID〕

,ELD )表示，本例病毒毒价为每毫升含s 600 000

个’CC I以


