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前  言

  本标准按照GB/T1.1—2009给出的规则起草。
本标准参考世界动物卫生组织(OIE)2013年版《陆生动物卫生手册》2.1.13狂犬病的相关内容。
本标准由中华人民共和国农业部提出。
本标准由全国动物卫生标准化技术委员会(SAC/TC181)归口。
本标准起草单位:中国人民解放军军事医学科学院军事兽医研究所。
本标准起草人:扈荣良、张守峰、刘晔、张菲、连海。

Ⅰ

GB/T34740—2017

订
单
号
：
0
1
0
0
1
9
1
2
1
6
0
5
2
4
9
0
 
 
防
伪
编
号
：
2
0
1
9
-
1
2
1
6
-
0
9
5
1
-
3
3
3
9
-
7
8
7
0
 
 
购
买
单
位
:
 
全
国
动
物
卫
生
标
准
化
技
术
委
员
会

全
国
动
物
卫
生
标
准
化
技
术
委
员
会
 专

用



订
单
号
：
0
1
0
0
1
9
1
2
1
6
0
5
2
4
9
0
 
 
防
伪
编
号
：
2
0
1
9
-
1
2
1
6
-
0
9
5
1
-
3
3
3
9
-
7
8
7
0
 
 
购
买
单
位
:
 
全
国
动
物
卫
生
标
准
化
技
术
委
员
会

全
国
动
物
卫
生
标
准
化
技
术
委
员
会
 专

用



动物狂犬病直接免疫荧光诊断方法

1 范围

本标准规定了动物狂犬病直接免疫荧光诊断方法的材料和试剂、器械和设备、防护措施、动物脑组

织样品采集、运输和保存、实验操作及镜检观察与结果判定。
本标准适用于动物狂犬病的病原学诊断。

2 规范性引用文件 

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件,仅注日期的版本适用于本文

件。凡是不注日期的引用文件,其最新版本(包括所有的修改单)适用于本文件。

GB/T6682—2008 分析实验室用水规格和试验方法

3 缩略语

下列缩略语适用于本文件。

DFA:直接免疫荧光检测(DirectImmunofluorescenceAssay)

FITC:异硫氰酸荧光素(FluoresceinIsothiocyanate)

PBS:磷酸盐缓冲溶液(Phosphate-BufferedSaline)

4 材料和试剂 

除非另有规定,仅使用分析纯试剂。

4.1 水,GB/T6682—2008,二级水。

4.2 狂犬病阳性对照脑组织(见A.1)。

4.3 狂犬病阴性对照脑组织(见A.2)。

4.4 FITC标记的抗狂犬病病毒抗体(商品化的荧光抗体),应由抗狂犬病病毒核蛋白的单克隆抗体或

多克隆抗体制备而成,用PBS(0.01mol/L,pH7.4,见B.1)稀释成工作液,现用现配。

4.5 1%伊文思蓝溶液(见B.2)。

4.6 固定液(80%丙酮溶液,见B.3)。
警示———丙酮易燃,有害健康!

4.7 PBS(0.01mol/L,pH7.4,见B.1)。

4.8 80%碱性缓冲甘油溶液(见B.4)。

5 器材和设备

5.1 剖检采样及防护器材

手术刀、剪刀、钳、镊、乳胶手套、护目镜。
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5.2 样品保存及冷冻设备

无菌螺口带盖离心管、-20℃以下冰箱。

5.3 样品消毒设备

高压灭菌器。

5.4 检测设备和器材

倒置荧光显微镜、37℃加湿培养箱、移液器及吸头、载玻片、盖玻片、染色缸、湿盒、吸水纸。

6 防护措施

样品采集人员应采取相应的个人防护措施及实验操作过程中污染物品的处理(见附录C)。

7 动物脑组织样品的采集、运输和保存

7.1 采集 

7.1.1 采集部位

用于检测的脑组织应包含脑干、小脑和海马角。

7.1.2 小动物脑组织的采集

鼠、兔等小动物可打开颅腔,采集全部脑组织。

7.1.3 中、大动物脑组织的采集

犬等中、大动物通常可通过枕骨大孔采样法,采集部分脑组织用于本检测:用一直径5mm饮料吸

管或一个2mL一次性塑料移液管,朝一侧眼睛方向插入枕骨大孔,抵最深处后捏紧或堵住外口,小心

抽出,管内脑组织即包含延髓、小脑基底部、海马角、大脑髓质和皮质等部位。

7.2 运输

样品装入无菌螺口带盖离心管,密封包装后,4℃以下冷藏或冷冻运输。样品运输应使用双层密封

包装。在无法保证冷藏运输时,可将脑组织保存在含50%甘油的PBS(见B.1)中,但仍应尽可能低温

运输。

7.3 保存 

在无菌螺口带盖离心管内,于-20℃以下保存。

8 实验操作

8.1 脑组织触片制备 

在Ⅱ级生物安全柜中取小脑、脑干、海马角、大脑髓质和皮质等部位各米粒大小的待检组织,每个部

位分别在同一载玻片不同位置上轻触,形成明显的印记,倒放在吸水纸上轻压吸去多余液体。同时制备

已知阴、阳性脑组织触片。将触片在生物安全柜内室温干燥10min。
2
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8.2 触片固定 

警示———丙酮易燃,有害健康!
干燥后的触片置于载玻片架上,浸入冷的80%丙酮(见B.3)内固定30min。室温自然干燥

10min。

8.3 荧光抗体染色、浸洗及封片

8.3.1 以PBS(0.01mol/L,pH7.4,见B.1)稀释荧光抗体至工作浓度,加终浓度0.002%的伊文思蓝

(见B.2),混匀后吸取约200μL滴加于组织触片表面。

8.3.2 将载玻片放入湿盒,在37℃温箱内温育1h。

8.3.3 弃去载玻片上的染色液,于PBS浸洗2次,每次3min。

8.3.4 以吸水纸小心吸去玻片边缘多余液体,样品表面滴加1滴(约30μL)80%碱性缓冲甘油溶液

(见B.4),加盖玻片,于1h内在暗室中荧光显微镜下观察。

9 镜检观察与结果判定

9.1 镜检操作

荧光显微镜下判定检测结果。应使用200倍放大倍数观察。在对样品观察结果作出阴性结论前,
每张触片应至少读取40个不同的视野。

9.2 染色强度及病毒抗原分布判定

9.2.1 荧光显微镜下的特异性荧光为大小不等的亮绿色尘埃样颗粒或稍大的团块,有时沿神经纤维走

行,呈条索状分布。阳性样品应呈明亮的苹果绿色,组织炎性分泌物或腐败产物可导致荧光强度减弱。

9.2.2 脑组织样品中的病毒抗原分布对应的染色强度分为4个等级,分别记为+、++、+++、++
++,无特异性荧光颗粒时记为“-”。

9.2.3 ++++:样品的每个视野内几乎都有大量的不同大小和形状的特异性荧光颗粒。

9.2.4 +++:样品的绝大多数视野内都有不同大小和形状的特异性荧光颗粒,数量不等。

9.2.5 ++:10%~50%的视野内可见形状、大小不等的特异性荧光颗粒,且荧光颗粒数量较少。

9.2.6 +:<10%的视野内可见形状、大小不等的特异性荧光颗粒,且荧光颗粒稀少。

9.2.7 -:各视野均无特异性荧光颗粒出现。

9.3 结果判定

9.3.1 阳性对照触片的抗原分布应判定为+++~++++,阴性触片应判定为-,作为对照成立的

标准。

9.3.2 在对照成立的基础上,对待检样品进行判定。待检样品着染强度为明亮或明显的苹果绿色,抗
原染色判定为++~++++时判定为狂犬病感染阳性;+判定为狂犬病感染可疑;无特异性荧光染色

的样品判定为阴性。

9.3.3 可疑阳性样品应取多部位脑组织样品复检,复检仍为可疑的,判为阳性。
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附 录 A
(规范性附录)

狂犬病阳性和阴性犬脑组织制备

A.1 狂犬病阳性对照脑组织

狂犬病阳性对照脑组织制备时首先取10%的狂犬病病毒SRV9株小鼠脑毒匀浆,0.03mL/只脑内

接种10日龄以下乳鼠,正常饲养。小鼠于第6天至第8天发病,濒死时以脱颈方式处死乳鼠,生物安全

柜内无菌采集脑组织。以直接免疫荧光法进行脑组织狂犬病病毒抗原的检测。80%以上视野内存在亮

绿色特异性荧光灶者可用作阳性对照组织。阳性对照脑组织置1.5mL螺口离心管内,-20℃冰柜内

保存,保存期24个月。

A.2 狂犬病阴性对照脑组织

狂犬病阴性对照脑组织制备时首先取普通家犬,在正常喂饲条件下笼养21d,如无异常表现,肌肉

注射0.1mL/kg的0.5%戊巴比妥钠溶液0.4mL/kg,待完全麻醉后,通过静脉注射气栓实施安乐死。
剖检采取脑组织,无菌条件下切成约0.5cm3 大小,置1.5mL螺口离心管内。随机取总份数的5%,以
直接免疫荧光法进行脑组织狂犬病病毒抗原的检测。镜下所有视野内均不应有特异性荧光灶。阴性对

照脑组织于-20℃冰柜内保存,保存期24个月。
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附 录 B
(规范性附录)
试剂及其配制

B.1 0.01mol/L磷酸盐缓冲溶液(PBS)

称取氯化钠85.00g,磷酸氢二钠15.49g,磷酸二氢钠2.03g,加蒸馏水溶解,定容至10L。

B.2 1%伊文思蓝溶液

称取伊文思蓝1g,加蒸馏水溶解,定容至100mL。

B.3 固定液(80%丙酮溶液)

警示———丙酮易燃,有害健康!
量取丙酮80mL,加水(GB/T6682—2008,二级)定容至100mL。

B.4 80%碱性缓冲甘油溶液

B.4.1 碳酸盐缓冲液的配制:称取碳酸钠4.3g,碳酸氢钠8.6g,加水 (GB/T6682—2008,二级),溶解

定容至500mL。

B.4.2 80%碱性缓冲甘油溶液配制:量取甘油80mL,加入碳酸盐缓冲液(B.4.1)20mL,混匀。
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附 录 C
(规范性附录)

狂犬病诊断检测操作的个人防护措施及实验操作过程中污染物品的处理

C.1 进行狂犬病诊断检测的操作者应进行狂犬病暴露前免疫,每年进行2次血清狂犬病病毒中和抗体

检测,中和抗体效价应不低于1.0IU/mL。

C.2 检测操作时应佩戴口罩、双层手套,着长袖工作服。采样时应在此基础上加戴护目镜。

C.3 应避免锐物刺伤和割伤。发生外伤后,应立即停止实验,以肥皂水冲洗伤口不少于15min,并加

强免疫狂犬病疫苗1剂。

C.4 实验过程中接触被检病料的器械及一次性耗材应于120℃湿热高压灭菌20min后按常规清洗或

废弃。
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