
2023���02���17 发布－ － 2023���06���01－ － 实施

动物盖塔病毒感染诊断技术

41

中华人民共和国农业行业标准

备案号：XXXX-XXXX

ＩＣＳ 11.220
CCS B

4303—2023

Diagnostic techniques for animalgetah virus infection

ＮＹ ／Ｔ

中华人民共和国农业农村部 发 布





NY/T４３０３—２０２３

目　　次

前言 Ⅱ􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

引言 Ⅲ􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

１　范围 １􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

２　规范性引用文件 １􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

３　术语和定义 １􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

４　缩略语 １􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

５　生物安全措施 １􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

６　临床诊断 １􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　６􀆰１　流行特点 １􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　６􀆰２　临床症状 １􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　６􀆰３　病理变化 ２􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　６􀆰４　结果判定 ２􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

７　样品采集与处理 ２􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　７􀆰１　样品采集 ２􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　７􀆰２　样品处理 ２􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

８　实验室诊断 ２􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　８􀆰１　病毒分离 ２􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　８􀆰２　RTＧPCR ３􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　８􀆰３　荧光RTＧPCR ４􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　８􀆰４　间接ELISA抗体检测 ５􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

　８􀆰５　血清中和试验(噬斑减少中和试验) ６􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

９　综合判定 ７􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

附录 A(规范性)　病毒分离相关溶液的配制 ８􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

附录B(资料性)　盖塔病毒RTＧPCR、荧光RTＧPCR相关引物和探针 ９􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

附录C(规范性)　核酸检测试验用溶液配制 １０􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

附录D(规范性)　酶联免疫吸附试验和血清中和试验用溶液的配制 １１􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

附录E(资料性)　血清中和试验(噬斑减少中和试验)测定示例 １２􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

Ⅰ



NY/T４３０３—２０２３

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:中国动物卫生与流行病学中心、云南省畜牧兽医科学院.
本文件主要起草人:徐天刚、王静林、左媛媛、李楠、孟锦昕、张慧、何于雯、戈胜强、李阳、王淑娟、吴晓

东、王志亮.
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引　　言

盖塔病(GetahVirusDisease)是由披膜病毒科甲病毒属盖塔病毒(GetahVirus,GETV)引起的一种

虫媒性人畜共患病,主要通过蚊、蠓等吸血节肢动物叮咬马、猪等哺乳动物传播.猪作为一种中间宿主,对
盖塔病毒的传播与扩散起到重要作用.该病感染宿主范围较为广泛,可引起人类和许多脊椎动物的无症

状感染,自然条件下已知马和猪感染出现有临床症状,如马的热症、皮疹和水肿,母猪的繁殖障碍和新生仔

猪死亡等.盖塔病主要流行于欧亚大陆和澳大利亚北部的太平洋沿岸地区,近年来我国多有报道并有蔓

延扩散趋势.该病的发生有一定的季节性和地域性,与吸血节肢动物媒介的活跃期和活动范围相关,一旦

传入可呈地方流行或暴发流行.本文件的实施对提高马和猪盖塔病的诊断和监测水平,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.
本文件诊断技术内容包括临床诊断、病原学诊断方法和血清学诊断方法.其中推荐的病原核酸 RTＧ

PCR检测方法与SN/T３１９８—２０１２«猪盖塔病RTＧPCR检测技术规范»相比,具有检测宿主广,引物特异

性好,与经典毒株、流行毒株匹配度更高的优势.
本文件的制定参考了国外相关文献并结合了我国有关研究成果.
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动物盖塔病毒感染诊断技术

１　范围

本文件规定了马、猪盖塔病毒感染的临床诊断、样品采集与处理,以及病毒分离、RTＧPCR、荧光 RTＧ
PCR、间接ELISA抗体检测、血清中和试验等实验室诊断方法的技术要求.

本文件适用于马、猪盖塔病毒感染的诊断、检测、检疫、监测和流行病学调查.

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.

GB１９４８９　实验室生物安全通用要求

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.

CPE:细胞病变效应(CytopathicEffect)

cDNA:互补脱氧核糖核酸(ComplementaryDNA)

DEPC:焦碳酸二乙酯(DiethylPyrocarbonate)

EDTA:乙二胺四乙酸(EthyleneDiamineTetraaceticAcid)

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

GETV:盖塔病毒(GetahVirus)

MEM:最低限度必需氨基酸营养液(MinimumEssentialMedium)

PBS:磷酸盐缓冲液(PhosphateBufferedSaline)

PCR:聚合酶链式反应(PolymeraseChainReaction)

PFU:噬斑形成单位(PlaqueFormingUnit)

RTＧPCR:反转录Ｇ聚合酶链式反应(ReverseTranscriptＧPolymeraseChainReaction)

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

５　生物安全措施

进行马、猪盖塔病毒感染的诊断、检测时,如动物剖检、样品采集与处理、核酸提取等,按照 GB１９４８９
的规定执行.

６　临床诊断

６􀆰１　流行特点

６􀆰１􀆰１　盖塔病毒感染可致马、猪出现明显临床症状.

６􀆰１􀆰２　盖塔病毒可在蚊、蠓等吸血节肢动物媒介体内复制并通过叮咬马、猪等动物进行传播.

６􀆰１􀆰３　盖塔病在马、猪中的暴发时间往往与蚊、蠓等吸血节肢动物媒介的季节高峰期相吻合.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　临床症状

１
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６􀆰２􀆰１　病马临床症状

６􀆰２􀆰１􀆰１　马主要表现为高烧不退,体温持续３８􀆰５℃~４０℃,一般经历７d~１４d的发病过程后症状消

失,体温恢复正常,通常预后良好.

６􀆰２􀆰１􀆰２　马后肢跗关节水肿和僵硬,颌下淋巴结肿胀和轻度疼痛、精神抑郁、轻度黄疸、阴囊水肿.荨麻

疹偶见,多表现为３mm~５mm 大小不等的丘疹,常见于颈肩部、前肢、臀部、股部和小腿部.

６􀆰２􀆰２　病猪临床症状

６􀆰２􀆰２􀆰１　成年猪表现为轻度发热和厌食.

６􀆰２􀆰２􀆰２　母猪表现为繁殖障碍、产死胎等症状,部分严重者呈犬坐姿势或出现神经症状,最后全身衰竭

死亡.

６􀆰２􀆰２􀆰３　新生仔猪表现为皮肤充血发红、肌肉震颤、精神不振、腹泻、排出棕黄色稀粪,呈现较高的死

亡率.

６􀆰３　病理变化

６􀆰３􀆰１　马、猪脾脏淋巴细胞和淋巴结可见增生、肿大和淤血,偶发皮肤炎症.

６􀆰３􀆰２　马、猪的脑、肝和骨骼肌易受侵袭,骨骼肌可发生退化、萎缩、坏死和肌纤维的炎性病变.

６􀆰４　结果判定

符合６􀆰１且出现６􀆰２和６􀆰３所述情形,可初步判定为疑似盖塔病毒感染.若进一步确诊,应采样进行

实验室诊断.

７　样品采集与处理

７􀆰１　样品采集

７􀆰１􀆰１　组织样品

无菌采集马的肺、肝、脾、肾、淋巴结、脊髓组织;采集猪的脾、淋巴结以及死亡胎儿２５g~５０g,装入样

品保存管,加入５０％甘油ＧPBS保存液,使保存液液面没过样品,加盖封口,冷冻保存.

７􀆰１􀆰２　血液样品

无菌采集处于发热期的马或猪的肝素抗凝血、EDTA 抗凝血以及无添加剂全血各１管,每管应不少

于３mL.密封后冷藏保存.

７􀆰２　样品处理

７􀆰２􀆰１　组织样品

取发病或死亡动物肺、肝、脾、肾、淋巴结、脊髓等组织或死亡胎儿脏器约２g,剪碎后加入１０mLPBS
溶液(含青霉素１０００IU/mL和链霉素１０００μg/mL)充分研磨,制成１∶５的组织悬浮液,４℃冰箱中浸

提４h.取２mL上清液用超声波裂解处理(１００μA,１min~２min)或反复冻融３次,３０００r/min离心

１０min,取上清液备用.标记编号后立即进行病原检测或冷冻保存.

７􀆰２􀆰２　血液样品

７􀆰２􀆰２􀆰１　肝素抗凝血:取肝素抗凝血２００μL,加入１mLPBS,１０００r/min离心１０min,吸出上层血浆.
标记编号后立即进行病原检测或冷冻保存.

７􀆰２􀆰２􀆰２　EDTA抗凝血:无须处理,标记编号后立即进行病原检测或冷冻保存.

７􀆰２􀆰２􀆰３　无添加剂全血:按常规方法制备血清,标记编号后立即进行抗体检测或冷冻保存.

８　实验室诊断

８􀆰１　病毒分离

８􀆰１􀆰１　主要仪器和器材

８􀆰１􀆰１􀆰１　生物安全柜.

８􀆰１􀆰１􀆰２　CO２细胞培养箱.
２
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８􀆰１􀆰１􀆰３　倒置生物显微镜.

８􀆰１􀆰１􀆰４　台式低温高速离心机.

８􀆰１􀆰１􀆰５　研钵和研杵(或组织匀浆机).

８􀆰１􀆰１􀆰６　２４孔细胞培养板.

８􀆰１􀆰２　主要试剂

８􀆰１􀆰２􀆰１　０􀆰０１mol/LPBS(pH７􀆰４),按照附录 A中 A􀆰１的规定配制.

８􀆰１􀆰２􀆰２　５０％甘油ＧPBS保存液,按照 A􀆰２的规定配制.

８􀆰１􀆰２􀆰３　青霉素,浓度为１００００IU/mL.

８􀆰１􀆰２􀆰４　链霉素,浓度为１００００μg/mL.

８􀆰１􀆰２􀆰５　细胞完全营养液和维持液,按照 A􀆰３的规定配制.

８􀆰１􀆰３　病毒分离

将BHKＧ２１(或 Vero、C６/３６等敏感传代细胞系)加入２４孔细胞培养板,培养至长满单层.用无菌

PBS洗涤细胞３次后,每孔接种０􀆰２mL疑似病畜的组织研磨上清液,或５０μL制备的血浆样品(加入不

含胎牛血清的细胞维持液至０􀆰２mL终体积),３７℃(适用于BHKＧ２１、Vero细胞)或２８℃(适用于C６/３６
细胞)吸附６０min后弃掉液体,加入含２％胎牛血清的细胞维持液,每孔１mL,在细胞培养箱中培养,并
逐日观察是否出现细胞病变(CPE).初代分离若未出现CPE,应盲传３代,每代连续观察７d.

８􀆰１􀆰４　病毒鉴定

将出现CPE的细胞悬液选用８􀆰２或８􀆰３所述方法进行核酸鉴定和分析.

８􀆰１􀆰５　结果判定

８􀆰１􀆰５􀆰１　细胞盲传３代未见细胞病变,且经８􀆰１􀆰４所述方法检测为阴性者,判定为病毒分离阴性.

８􀆰１􀆰５􀆰２　出现细胞病变,且经８􀆰１􀆰４所述方法检测为阳性者,判定为病毒分离阳性.

８􀆰２　RTＧPCR

８􀆰２􀆰１　主要仪器和器材

８􀆰２􀆰１􀆰１　PCR扩增仪.

８􀆰２􀆰１􀆰２　台式低温高速离心机.

８􀆰２􀆰１􀆰３　电泳仪和水平电泳槽.

８􀆰２􀆰１􀆰４　凝胶成像仪(或紫外透射仪).

８􀆰２􀆰１􀆰５　研钵和研杵(或组织匀浆机).

８􀆰２􀆰１􀆰６　微量可调移液器(２􀆰５μL、１０μL、１００μL、２００μL、１０００μL等不同规格).

８􀆰２􀆰１􀆰７　PCR扩增管.

８􀆰２􀆰１􀆰８　无RNA酶离心管和枪头.

８􀆰２􀆰２　引物与试剂

８􀆰２􀆰２􀆰１　引物(序列信息见附录B中的B􀆰１).

８􀆰２􀆰２􀆰２　商品化病毒RNA提取试剂盒.

８􀆰２􀆰２􀆰３　反转录酶(２００U/μL).

８􀆰２􀆰２􀆰４　核糖核酸酶(RNase)抑制剂(４０U/μL).

８􀆰２􀆰２􀆰５　dNTPs混合物(１０mmol/L).

８􀆰２􀆰２􀆰６　预混Taq酶.

８􀆰２􀆰２􀆰７　DL２０００DNA分子质量标准.

８􀆰２􀆰２􀆰８　DEPC处理水(按照附录C中C􀆰１的规定配制).

８􀆰２􀆰２􀆰９　TAE缓冲液(按照C􀆰２和C􀆰３的规定配制).
３
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８􀆰２􀆰２􀆰１０　１％琼脂糖凝胶(按照C􀆰４的规定配制).

８􀆰２􀆰２􀆰１１　阳性对照样品:含有盖塔病毒的EDTA抗凝血或细胞培养物.

８􀆰２􀆰２􀆰１２　阴性对照样品:健康动物的EDTA抗凝血、正常细胞培养物或DEPC处理水.

８􀆰２􀆰３　试验程序

８􀆰２􀆰３􀆰１　　病毒RNA提取

采用商品化病毒RNA提取试剂盒提取血液、组织、细胞培养物等各类样本中的病毒核酸,或用自动

化核酸提取仪提取各类样本中的病毒核酸.如在２h内检测,可将提取的核酸置于冰上保存;否则,应置

于－８０℃保存.

８􀆰２􀆰３􀆰２　　cDNA的制备

在含有８μLRNA的PCR扩增管内,加入随机引物[pd(N)６]１μL,１０mmol/LdNTPs混合物１μL,
轻敲管壁以混匀,瞬时离心,６５℃条件下水浴１０min,然后立即置于冰浴中２min.在含有 RNA的PCR
管内,依次加入１μL的反转录酶、４μL的５×反转录酶缓冲液、０􀆰５μL的核糖核酸酶(RNase)抑制剂、

４􀆰５μL的DEPC处理水,使反应终体积为２０μL,轻敲管壁以混匀反应体系,瞬时离心,３０ ℃ １０min,

４２℃６０min,７０℃１５min.将制备好的cDNA立即进行目的基因扩增或冷冻保存备用.

８􀆰２􀆰３􀆰３　基因扩增

配制２５μL反应体系所需试剂如下:

a)　２􀆰５μL的cDNA模板;

b)　１２􀆰５μL的预混Taq酶;

c)　０􀆰５μL的引物 GETV２４０F(２０pmol/μL);

d)　０􀆰５μL的引物 GETV８３５R(２０pmol/μL);

e)　９􀆰０μL的DEPC处理水.
瞬时离心后,置于PCR扩增仪内进行扩增.扩增程序为:９４℃预变性５min;９４℃变性３０s,５５℃退

火３０s,７２℃延伸４５s,３０个循环;７２℃延伸１０min,４℃保存扩增产物.

８􀆰２􀆰３􀆰４　电泳

RTＧPCR反应结束后,取反应产物８μL,DL２０００分子质量标准５μL,分别在１％琼脂糖凝胶中电

泳,１００mA电泳２０min,用凝胶成像仪观察结果并拍照保存.

８􀆰２􀆰４　试验成立的条件

阳性对照样品的PCR产物出现５９６bp特异性扩增条带,阴性对照和空白对照无扩增条带出现(引物

二聚体除外)时,试验成立.

８􀆰２􀆰５　结果判定

被检样品PCR产物出现５９６bp扩增条带时,可判定样品为盖塔病毒核酸阳性;否则为阴性.

８􀆰３　荧光RTＧPCR

８􀆰３􀆰１　主要仪器和器材

８􀆰３􀆰１􀆰１　荧光PCR扩增仪.

８􀆰３􀆰１􀆰２　台式低温高速离心机.

８􀆰３􀆰１􀆰３　研钵和研杵(或自动匀浆机).

８􀆰３􀆰１􀆰４　PCR扩增管.

８􀆰３􀆰１􀆰５　微量可调移液器(２􀆰５μL、１０μL、１００μL、２００μL、１０００μL等不同规格).

８􀆰３􀆰１􀆰６　无RNA酶离心管和枪头.

８􀆰３􀆰２　引物、探针及主要试剂

８􀆰３􀆰２􀆰１　引物和探针(序列信息见B􀆰２).

８􀆰３􀆰２􀆰２　病毒RNA提取试剂盒.

８􀆰３􀆰２􀆰３　荧光RTＧPCR试剂盒.
４
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８􀆰３􀆰２􀆰４　阳性对照样品:含有盖塔病毒的EDTA抗凝血或细胞培养物.

８􀆰３􀆰２􀆰５　阴性对照样品:健康动物的EDTA抗凝血、正常细胞培养物或DEPC处理水.

８􀆰３􀆰３　试验程序

８􀆰３􀆰３􀆰１　病毒RNA提取

同８􀆰２􀆰３􀆰１.

８􀆰３􀆰３􀆰２　荧光RTＧPCR扩增

按商品化荧光RTＧPCR试剂盒说明书操作.将有关试剂在室温下融化,２０００r/min离心５s.每个

样品配制２０μL反应体系,配制如下:

a)　１０􀆰０μL的２×一步法荧光RTＧPCR缓冲液;

b)　０􀆰４μL的Taq酶(５U/μL);

c)　０􀆰４μL的反转录酶混合物;

d)　０􀆰４μL的Rox参比染料;

e)　０􀆰４μL的引物 GETVＧF(１０pmol/μL);

f)　０􀆰４μL的引物 GETVＧR(１０pmol/μL);

g)　０􀆰４μL的探针 GETVＧP(１０pmol/μL);

h)　２􀆰０μL的模板RNA;

i)　５􀆰６μL的DEPC处理水.
将荧光RTＧPCR反应板(或管)封板(或盖紧管盖)标记后混匀,瞬时离心,放入荧光PCR扩增仪内进

行扩增.注意:反应体系可依据所用试剂盒的不同而适当改变.扩增程序如下:４２℃反转录５min,１个

循环;９５℃预变性１０s,１个循环;９５℃变性５s,６０℃退火延伸３４s,４０个循环.设定程序在第三阶段每

个循环的退火延伸时收集荧光信号.

８􀆰３􀆰４　试验成立条件

阳性对照的Ct值应＜２８,并出现典型的扩增曲线;阴性对照无Ct值并且无扩增曲线,试验结果有

效.否则,应重新进行试验.

８􀆰３􀆰５　结果判定

被检样品Ct值＜３５,且出现典型的扩增曲线,判定为盖塔病毒核酸阳性.无Ct值则判为盖塔病毒

核酸阴性.当３５≤Ct值≤４０,判定为可疑,应重新检测;如出现典型的扩增曲线,且Ct值≤４０,判定为盖

塔病毒核酸阳性.

８􀆰４　间接ELISA抗体检测

８􀆰４􀆰１　主要仪器和器材

８􀆰４􀆰１􀆰１　酶标仪.

８􀆰４􀆰１􀆰２　恒温培养箱.

８􀆰４􀆰１􀆰３　洗瓶或洗板机.

８􀆰４􀆰１􀆰４　微量可调移液器(２􀆰５μL、１０μL、１００μL、２００μL、１０００μL等不同规格).

８􀆰４􀆰１􀆰５　ELISA反应板、枪头等.

８􀆰４􀆰２　主要试剂

８􀆰４􀆰２􀆰１　包被抗原:经灭活和纯化处理的盖塔病毒细胞毒.

８􀆰４􀆰２􀆰２　酶标二抗:辣根过氧化物酶标记的羊抗猪(或马)IgG.

８􀆰４􀆰２􀆰３　对照:盖塔病毒阳性对照血清、盖塔病毒阴性对照血清.

８􀆰４􀆰２􀆰４　包被液:０􀆰０５mol/LpH９􀆰６碳酸盐缓冲液(按照附录D中D􀆰１的规定配制).

８􀆰４􀆰２􀆰５　洗涤液:含０􀆰０５％吐温Ｇ２０、pH７􀆰４的PBS(按照D􀆰２的规定配制).

８􀆰４􀆰２􀆰６　封闭液及抗体稀释液:含３％牛血清白蛋白(BSA)的pH７􀆰４的PBS(按照D􀆰３的规定配制).

８􀆰４􀆰２􀆰７　底物溶液:TMB溶液 (按照D􀆰４的规定配制).
５
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８􀆰４􀆰２􀆰８　终止液:２mol/LH２SO４(按照D􀆰５的规定配制).

８􀆰４􀆰３　试验程序

８􀆰４􀆰３􀆰１　抗原包被和封闭

将收获的盖塔病毒细胞毒经甲醛灭活后,按蔗糖密度梯度法超速离心纯化,获得的抗原用包被液稀释

至终浓度为１μg/mL,毎孔１００μL包被９６孔酶标板,４℃孵育过夜.洗涤液洗涤３次,每次５min.酶标

板每孔加入２００μL封闭液,置于３７℃恒温培养箱中封闭６０min,洗涤液洗涤３次,每次５min,甩干孔内

残液,在吸水纸上拍干备用.

８􀆰４􀆰３􀆰２　加样

将盖塔病毒阳性对照血清、阴性对照血清及待检血清用抗体稀释液分别作１∶４００倍稀释,酶标板每

孔加入１００μL,阴、阳性对照各加２孔,３７℃恒温培养箱中孵育６０min,洗涤液洗涤３次,每次５min,甩
干孔内残液,在吸水纸上拍干备用.

８􀆰４􀆰３􀆰３　加酶标二抗

根据被检测动物种类不同,加入１∶３０００(或按照说明书推荐)稀释的辣根过氧化物酶标记的羊抗马

或抗猪IgG,每孔１００μL,３７℃恒温培养箱中孵育６０min,洗涤液洗涤３次,每次５min,甩干孔内残液,在
吸水纸上拍干备用.

８􀆰４􀆰３􀆰４　显色与终止

每孔加入底物溶液５０μL,避光显色５min.显色完毕后,每孔加入５０μL终止液终止反应,立即在酶

标仪４５０nm 波长处读取结果.

８􀆰４􀆰４　试验成立条件

阳性对照血清的平均 OD４５０≥１􀆰０,阴性对照血清平均 OD４５０≤０􀆰３时,试验结果有效;否则,应重新进

行试验.

８􀆰４􀆰５　结果判定

按下列公式计算样品S/N 值:S/N＝待检样品 OD４５０值/阴性对照平均 OD４５０值.
在试验成立的前提下,样品S/N 值≥２􀆰１判定为盖塔病毒抗体阳性;S/N 值≤１􀆰５判为盖塔病毒抗

体阴性;１􀆰５＜S/N 值＜２􀆰１,判为可疑.对结果可疑样品必须进行复检,如复检结果仍为可疑,则于２周

后重新采样检测.

８􀆰５　血清中和试验(噬斑减少中和试验)

８􀆰５􀆰１　主要仪器和器材

８􀆰５􀆰１􀆰１　CO２细胞培养箱.

８􀆰５􀆰１􀆰２　倒置生物显微镜.

８􀆰５􀆰１􀆰３　微量振荡器.

８􀆰５􀆰１􀆰４　６孔细胞培养板.

８􀆰５􀆰１􀆰５　微量可调移液器(２􀆰５μL、１０μL、１００μL、２００μL、１０００μL等不同规格).

８􀆰５􀆰２　主要试剂

８􀆰５􀆰２􀆰１　１％琼脂糖(按照D􀆰６的规定配制).

８􀆰５􀆰２􀆰２　３％中性红(按照D􀆰７的规定配制).

８􀆰５􀆰２􀆰３　细胞完全培养液和维持液(按照 A􀆰３的规定配制).

８􀆰５􀆰３　试验程序

８􀆰５􀆰３􀆰１　毒价测定

将盖塔病毒液用无血清细胞维持液作１０－１~１０－１０稀释,取长满单层BHKＧ２１细胞的６孔细胞培养

板,吸出培养液,将１０－３~１０－８的病毒稀释液１００μL分别加入到６孔细胞培养板,３７℃吸附６０min.吸

出细胞板内液体,加入第一层胶(含１％琼脂糖和２％胎牛血清的细胞维持液),每孔３mL,３７℃培养１d~
２d.当显微镜下观察出现噬斑时,加入第二层胶(含１％琼脂糖、０􀆰０３％中性红溶液和含２％胎牛血清的

６
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细胞维持液),每孔３mL,６h后观察噬斑并计数.测定噬斑形成单位(PFU).

８􀆰５􀆰３􀆰２　中和试验

将待检血清于５６℃水浴３０min灭活.取血清１０μL和无血清细胞维持液９０μL混合,在９６孔培养

板上做连续倍比稀释.然后,加入１００μL(含２００个PFU)的病毒液,经微量振荡器振荡１min~２min,

３７℃中和作用６０min.分别接种在已经长满单层BHKＧ２１细胞的６孔板,３７℃吸附６０min,在试验中分

别设有０个PFU、１０个PFU、５０个PFU和１００个PFU对照.加入第一层胶(含１％琼脂糖和含２％胎牛

血清的细胞维持液),３７℃培养１d~２d.当显微镜下观察出现噬斑时,加入第二层胶(含１％琼脂糖、

０􀆰０３％中性红溶液和２％胎牛血清的细胞维持液),６h后观察噬斑并计数.

８􀆰５􀆰４　结果判定

８􀆰５􀆰４􀆰１　计算中和抗体滴度

以Reed和 Muench氏法计算(示例见附录E):
距离比例＝(高于９０％的噬斑百分数－９０％)/(高于９０％的噬斑百分数－低于９０％的噬斑百分数)

９０％噬斑抑制终点＝高于９０％稀释度对数＋距离比例×稀释系数的对数

８􀆰５􀆰４􀆰２　判定

对照成立,以９０％抑制噬斑减少为滴定终点,血清抗体稀释滴度大于等于１∶１０的标本判为阳性.

９　综合判定

９􀆰１　临床判定为疑似的易感动物,经８􀆰１分离出盖塔病毒,或经８􀆰２、８􀆰３任一项检测为盖塔病毒核酸阳

性的,可判定为盖塔病发病.

９􀆰２　临床无明显特异症状的非免疫动物经８􀆰４、８􀆰５任一项检测为盖塔病毒抗体阳性的,可判定该动物曾

经感染过盖塔病毒.若８􀆰４和８􀆰５检测结果不一致,以８􀆰５检测结果为准.

９􀆰３　临床无明显特异症状的同群或具有流行病学相关性易感动物,采集血液或组织样品经８􀆰１、８􀆰２、８􀆰３
任一项检测为阳性的,可判定为盖塔病感染.

７
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附　录　A
(规范性)

病毒分离相关溶液的配制

　

A􀆰１　０􀆰０１mol/LPBS(pH７􀆰４)

称取８􀆰００g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),调整pH 至７􀆰４,加去离子水定容至１０００mL,高压灭菌,室温保存.

A􀆰２　５０％ 甘油ＧPBS保存液(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,高压灭菌,室温或４℃
保存.

A􀆰３　细胞完全营养液和维持液

A􀆰３􀆰１　MEM 基础营养液

称取９􀆰５gMEM 干粉和２􀆰２g碳酸氢钠(NaHCO３),加去离子水定容至１０００mL,充分混匀,过滤除

菌后４℃保存备用.

A􀆰３􀆰２　２００mmol/L谷氨酰氨溶液(母液)
称取２􀆰９２３g谷氨酰氨(LＧglutanin),加去离子水配制成１００mL溶液.

A􀆰３􀆰３　细胞完全营养液(pH７􀆰２)
取９００mL的 MEM 基础营养液加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１００IU/mL,链霉素至终浓度１００μg/mL,谷氨酰氨至终浓度２mmol/L,４℃保存备用.

A􀆰３􀆰４　细胞维持液(pH７􀆰２)

１０００mL的 MEM 基础营养液,加入青霉素至终浓度１００IU/mL,链霉素至终浓度１００μg/mL,谷氨

酰氨至终浓度２mmol/L,４℃保存备用.

８
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附　录　B
(资料性)

盖塔病毒RTＧPCR、荧光RTＧPCR相关引物和探针

　

B􀆰１　盖塔病毒RTＧPCR检测引物

表B􀆰１列出了盖塔病毒RTＧPCR检测引物信息.

表B􀆰１　盖塔病毒RTＧPCR检测引物

引物名称 引物序列(５′Ｇ３′) 产物大小,bp 基因

GETV２４０F 　TCCAACAGGCGTCACCATC
GETV８３５R 　GCTTTCGGCTCTCGGTGTA

５９６ NS１

B􀆰２　盖塔病毒荧光RTＧPCR检测引物和探针

表B􀆰２列出了盖塔病毒荧光RTＧPCR检测引物和探针信息.

表B􀆰２　盖塔病毒荧光RTＧPCR检测引物和探针

引物名称 引物序列(５′Ｇ３′) 产物大小(bp) 基因

GETVＧF 　CGCTTATCTGGACTTGGTCG
GETVＧR 　GAAGGTACTGCGCTCCTGATT

GETVprobe 　FAMＧTCTGCCCGGCCAAACTAAGATGTTACＧTAMRA
１２９ NS４

B􀆰３　引物和探针的稀释

开盖前,将新合成的引物或探针进行瞬时离心(１２０００r/min,３０s);用 DEPC处理水溶解,加水量为

１０×总纳摩尔数,充分混匀,此时引物或探针的浓度为１００pmol/μL,可作为储存液,－２０℃或以下温度

保存;使用时,将１００pmol/μL的引物或探针储存液用 DEPC处理水配制浓度为２０pmol/μL(RTＧPCR)
或１０pmol/μL(荧光RTＧPCR)的使用液,－２０℃或以下温度保存.

９
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附　录　C
(规范性)

核酸检测试验用溶液配制

　

C􀆰１　DEPC处理水

取１mLDEPC加入去离子水至终体积１０００mL,充分混匀后将瓶盖拧松,置于３７℃放置过夜,高压

灭菌.室温或４℃保存备用.

C􀆰２　５０×TAE储存液

取２４２g的Tris碱、３７􀆰２g的Na２EDTA􀅰２H２O、５７􀆰１mL的冰乙酸,加８００mL去离子水充分溶解,
混匀后加去离子水定容至１０００mL.室温保存.

C􀆰３　１×TAE缓冲液

使用前,将５０×TAE做５０倍稀释即可.

C􀆰４　１％琼脂糖凝胶

称取１􀆰０g琼脂糖放入１００mL的１×TAE电泳缓冲液中,加热融化,待温度降至６０℃左右,加入

２􀆰５μL核酸染料 GoldView(１０mg/mL),混匀后制备凝胶块.

０１
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附　录　D
(规范性)

酶联免疫吸附试验和血清中和试验用溶液的配制

　

D􀆰１　包被缓冲液———０􀆰０５mol/L碳酸盐缓冲液(pH９􀆰６)

称取０􀆰３１８g碳酸钠(Na２CO３)、０􀆰５５８g碳酸氢钠(NaHCO３),调整pH 至９􀆰６,加去离子水定容至

２００mL,充分混匀,过滤除菌,室温保存备用.

D􀆰２　洗涤缓冲液———含０􀆰０５％吐温Ｇ２０的０􀆰０１mol/LPBS(pH７􀆰４)

取０􀆰５mL的吐温Ｇ２０(TweenＧ２０),加入１０００mL的０􀆰０１mol/LPBS(pH７􀆰４)中,充分混匀,现用

现配.

D􀆰３　封闭液及抗体稀释液———含３％BSA的０􀆰０１mol/LPBS(pH７􀆰４)

称取３g牛血清白蛋白(BSA),加入１００mL的０􀆰０１mol/LPBS(pH７􀆰４)中,充分混匀,现用现配.

D􀆰４　底物溶液(TMB溶液)

D􀆰４􀆰１　A液

称取２０mg的３,３′,５,５′Ｇ四甲基联苯胺(TMB),加入１０mL无水乙醇(分析纯)中,待充分溶解后加

去离子水定容至１００mL.用０􀆰４５μm 滤膜过滤后,避光４℃~８℃棕色瓶保存.

D􀆰４􀆰２　B液

取７􀆰１７g磷酸氢二钠(Na２HPO４)、０􀆰９３g的柠檬酸(C６H８O７)和０􀆰６４mL的过氧化氢尿素溶液

(０􀆰７５％),加去离子水定容至１００mL,调整pH 至５􀆰０~５􀆰４.

D􀆰４􀆰３　用法

使用时,将 A液、B液按１∶１的比例混合,现用现配.

D􀆰５　终止液(２mol/LH２SO４)

将１１􀆰１０mL浓 H２SO４缓慢加入８８􀆰９０mL去离子水中,混匀,冷却至室温.

D􀆰６　１％琼脂糖

取１􀆰００g琼脂糖溶解于１００mL去离子水中,１０３kPa高压蒸汽灭菌３０min,４℃保存.

D􀆰７　３％中性红

取３􀆰００g中性红溶解于１００mL去离子水中,１０３kPa高压蒸汽灭菌３０min,４℃保存.

１１
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附　录　E
(资料性)

血清中和试验(噬斑减少中和试验)测定示例

　
将待检血清灭活后做１∶１０~１∶１６０倍比稀释,分别与稀释好的病毒(０􀆰１mL含２００个PFU)等量

混合,置３７℃作用６０min,接种至已经长满单层BHKＧ２１细胞的６孔板,每个稀释度接种２个孔,置３７℃
作用６０min,加入预热的第一层胶(含１％琼脂糖和细胞维持液),３７℃培养１d~２d,当显微镜下观察出

现噬斑时加入预热的第二层胶(含１％琼脂糖、０􀆰０３％中性红溶液和细胞维持液),３７℃继续培养,６h后

观察噬斑并开始计数.结果按Reed和 Muench氏法计算.示例如表E􀆰１.

表E􀆰１　测定示例数据

血清稀释度
噬斑数

１号 ２号

平均

噬斑数

出现噬斑的

百分数

噬斑抑制的

百分数

１∶１０(１０－１) ０ ０ ０ ０ １００
１∶２０(１０－１􀆰３) ３ ３ ３ ６ ９４
１∶４０(１０－１􀆰６) １１ １３ １２ ２４ ７６
１∶８０(１０－１􀆰９) １９ ２１ ２０ ４０ ６０
１∶１６０(１０－２􀆰２) ４４ ４０ ４２ ８４ １６

对照 ５１ ４９ ５０

距离比例＝(高于９０％的噬斑百分数－９０％)/(高于９０％的噬斑百分数－低于９０％的噬斑百分数)

＝(９４－９０)/(９４－７６)

＝０􀆰２２
９０％噬斑抑制终点＝高于９０％稀释度对数＋距离比例×稀释系数的对数

＝－１􀆰３＋０􀆰２２×(－０􀆰３)

＝－１􀆰３＋(－０􀆰０６６)

＝－１􀆰３６６
即该份血清中和效价为１０－１􀆰３６６,,相当于血清作１∶２３稀释.
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