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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.
本文件代替 NY/T５５４—２００２«鸭病毒性肝炎诊断技术»,与 NY/T５５４—２００２相比,除结构调整和编

辑性改动外,主要技术变化如下:

a)　增加了临床症状和病理变化(见第５章);

b) 增加了病毒的分离(见第６章);

c) 增加了DHAVＧ１和DHAVＧ３RTＧPCR(见第７章);

d) 增加了DHAVＧ１和DHAVＧ３RTＧqPCR(见第８章);

e) 增加了DHAVＧ１病毒中和试验(见第９章);

f) 增加了DHAVＧ１血清中和试验(见第９章);

g) 增加了DHAVＧ１和DHAVＧ３抗体的胚胎中和试验(见第１０章);

h) 删除了雏鸭接种/保护试验(见２００２年版的第２章);

i) 删除了鸭(鸡)胚接种/中和试验(见２００２年版的第３章).
本文件推荐的临床症状和病理变化、病毒分离、RTＧPCR、RTＧqPCR、病毒中和试验、血清中和试验方

法与 WOAH 推荐的相应方法基本一致.
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:华南农业大学、中国农业大学、山东省滨州畜牧兽医研究院.
本文件主要起草人:郭霄峰、罗均、张大丙、王笑言、沈志强、王文秀、王金良.
本文件及其所代替文件的历次版本发布情况为:
———２００２首次发布为 NY/T５５４—２００２;
———本次为第一次修订.

Ⅰ
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鸭甲型病毒性肝炎１型和３型诊断技术

１　范围

本文件规定了鸭甲肝病毒１型和３型在鸭胚中的分离、RTＧPCR鉴定、RTＧqPCR鉴定;鸭甲肝病毒１
型的微量中和试验鉴定、抗体的微量中和试验检测和胚胎中和试验方法;鸭甲肝病毒３抗体的胚胎中和试

验方法.
本文件适用于鸭甲型病毒性肝炎１型和３型的诊断与检疫.

２　规范性引用文件

本文件没有规范性引用文件.

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.

DHAV:鸭甲肝病毒(DuckHepatitisAVirus)

DEF:鸭胚成纤维细胞 (DuckEmbryoFibroblasts)

DEL:鸭胚肝细胞 (DuckEmbryoLiverCells)

DEEC:鸭胚上皮细胞 (DuckEmbryoEpithelialCells)

CPE:细胞病变 (CytopathicEffect)

DMEM:杜氏改良伊格尔培养基 (Dulbecco′sModifiedEagleMedium)

TCID５０:半数细胞培养感染量 (MedianTissueCultureInfectiveDose)

W/V:重量体积比 (Weight/Volume)

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

PBS:磷酸盐缓冲液 (PhosphateBufferSaline)

RTＧqPCR:荧光定量PCR(quantitativerealＧtimePCR)

５　临床诊断

５􀆰１　临床症状

５􀆰１􀆰１　该病主要发生于３周龄以内的雏鸭,并且以１周龄内的雏鸭为主.感染鸭发病急、传播快、病死

率高.

５􀆰１􀆰２　发病初期,病鸭精神萎靡,食欲减退或废绝,眼半闭呈昏睡状,头触地;１２h~２４h后,病鸭出现神

经症状,表现为运动失调、身体倒向一侧、两脚痉挛,死前头向背部扭曲,两腿伸直、向后张开,呈典型的角

弓反张状.

５􀆰１􀆰３　最急性病鸭常未见任何异常而突然抽搐痉挛死亡.

５􀆰２　病理变化

５􀆰２􀆰１　大体病变主要为肝脏肿大、质地易脆,表面呈黄红色或花斑状,并有特征性的点状出血或刷状

出血.

５􀆰２􀆰２　多数病例可见胆囊肿胀、胆汁充盈,部分病例脾脏肿大.

５􀆰２􀆰３　急性病例的组织学病变表现为肝细胞坏死、变性和淋巴细胞浸润,慢性病例或耐过鸭常见不同程

１
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度的空泡变性和淋巴细胞聚集.

５􀆰３　结果判定

凡具有５􀆰１临床症状和５􀆰２病理变化的病鸭,初步判定为疑似鸭病毒性肝炎.

６　病毒分离

６􀆰１　仪器设备

６􀆰１􀆰１　冷冻台式离心机.

６􀆰１􀆰２　照蛋器.

６􀆰１􀆰３　恒温培养箱.

６􀆰１􀆰４　１mL注射器及针头.

６􀆰１􀆰５　手术剪.

６􀆰１􀆰６　镊子.

６􀆰１􀆰７　研钵.

６􀆰２　耗材

０􀆰２２μm 细菌滤器.

６􀆰３　试剂

６􀆰３􀆰１　青霉素.

６􀆰３􀆰２　链霉素.

６􀆰３􀆰３　卡那霉素.

６􀆰３􀆰４　PBS溶液,按照附录 A的规定配制.

６􀆰３􀆰５　５０％甘油生理盐水.

６􀆰４　胚胎

１０日龄~１２日龄DHAVＧ１或DHAVＧ３抗体阴性鸭胚.

６􀆰５　样品采集

６􀆰５􀆰１　采集感染初期或发病急性期病鸭的肝脏.

６􀆰５􀆰２　送检病料置于灭菌的５０％甘油生理盐水中.

６􀆰６　样品保存

６􀆰６􀆰１　采集的样品若在４８h内处理,可于４℃保存.

６􀆰６􀆰２　或尽快置于－２０℃以下保存(－７０℃储存最好).

６􀆰７　样品处理

６􀆰７􀆰１　组织样品于研钵中研磨后加入５倍~１０倍pH７􀆰２~７􀆰４的 PBS溶液,制成组织悬浮液.然后

３０００r/min４℃离心３０min,取上清液作为接种材料.

６􀆰７􀆰２　为防止细菌污染,可在样品液中加入青霉素１０００IU/mL、链霉素１０００μg/mL和卡那霉素１０００

μg/mL,于３７℃温箱中作用３０min.或采用０􀆰２２μm 细菌滤器对上述病料样品液作滤过除菌.

６􀆰７􀆰３　对处理的样品作无菌检验.

６􀆰８　鸭胚接种

６􀆰８􀆰１　取已处理并且无菌检验合格的样品,经尿囊腔接种１０日龄~１２日龄的非免疫鸭胚,每枚鸭胚接

种０􀆰２mL病毒液,每个样品接种４枚~５枚鸭胚.将已接种病毒的鸭胚置于３７℃恒温培养箱中孵育.

６􀆰８􀆰２　弃去接种后２４h内死亡的鸭胚.对２４h内未死亡的鸭胚,每间隔６h观察胚胎的死亡情况.收

集２４h~９６h死亡鸭胚,放入４℃冰箱中静置４h~１２h,待鸭胚血管收缩,进行鸭胚剖检.

６􀆰９　胚胎病变

胚胎大体病变为发育迟滞、全身皮下出血、腹部和后肢水肿.胚肝呈黄红色、肿胀,并可能有坏死灶.
２
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６􀆰１０　病毒收获

无菌收取２４h~９６h内的死胚或活胚的尿囊液和肝脏,－２０℃保存备用.

７　RTＧPCR检测

７􀆰１　仪器

７􀆰１􀆰１　冷冻离心机.

７􀆰１􀆰２　凝胶成像系统.

７􀆰１􀆰３　PCR仪.

７􀆰２　耗材

７􀆰２􀆰１　RNaseＧFree离心管.

７􀆰２􀆰２　０􀆰２mL的指形管.

７􀆰２􀆰３　１􀆰５mL的指形管.

７􀆰３　试剂

７􀆰３􀆰１　DHAVＧ１上下游引物.

７􀆰３􀆰２　DHAVＧ３上下游引物.

７􀆰３􀆰３　RNA抽提试剂盒.

７􀆰３􀆰４　逆转录酶.

７􀆰３􀆰５　dNTPs.

７􀆰３􀆰６　TaqDNA酶.

７􀆰３􀆰７　琼脂糖.

７􀆰３􀆰８　１０００bpDNALadder.

７􀆰３􀆰９　PBS溶液,按照附录 A中 A􀆰１的规定配制.

７􀆰３􀆰１０　氯仿.

７􀆰３􀆰１１　７０％的乙醇.

７􀆰３􀆰１２　RNaseＧFreeddH２O.

７􀆰３􀆰１３　阳性核酸对照.

７􀆰３􀆰１４　阴性核酸对照.

７􀆰４　DHAV的检测

７􀆰４􀆰１　引物

DHAVＧ１F:AAGAAGGAGAAAATY(C或 T)AAGGAAGG;

DHAVＧ１R:TTGATGTCATAGCCCAAS(C或 G)ACAGC;
扩增３D基因片段,长度为４６７bp.

DHAVＧ３F:TGGCTATTGACTTTGGCTT;

DHAVＧ３R:TGTTATGGACTGGAACCACT;
扩增５′UTR区域,扩增长度为２９２bp.

７􀆰４􀆰２　病料的处理

以无菌术式收集病鸭的肝脏,或胚胎的肝脏、尿囊液.肝脏样品在组织研磨器中研磨成乳糜状,加

PBS制成１０％(W/V)悬浮液.肝脏悬浮液或尿囊液经１２０００r/min４℃离心１５min,取上清液备用.

７􀆰４􀆰３　病毒核酸的抽提

７􀆰４􀆰３􀆰１　用 RNA 抽提试剂盒提取病毒的 RNA.取 ２５０μL 尿囊液或肝组织研磨上清液于一新的

RNaseＧFree离心管中,加入７５０μL裂解液,剧烈振荡,室温下静置５min.

７􀆰４􀆰３􀆰２　随后加２００μL氯仿,剧烈振荡１５s,室温下放置２min.
３
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７􀆰４􀆰３􀆰３　１２０００r/min４℃离心１５min,取上清液于另一支离心管中.加入等体积的７０％乙醇,混匀.
再将溶液转移到吸附柱中.

７􀆰４􀆰３􀆰４　１２０００r/min４℃离心６０s,弃掉滤液(溶液较多的情况下,可多次进行).向吸附柱中加入３５０

μL去蛋白溶液,１２０００r/min４℃离心６０s,弃掉滤液.

７􀆰４􀆰３􀆰５　向吸附柱中加入５００μL漂洗液,静置２min.１２０００r/min４ ℃离心６０s,弃掉滤液(重复

１次).

７􀆰４􀆰３􀆰６　１２０００r/min４℃离心２min,弃掉滤液,室温静置数分钟,以彻底晾干漂洗液.

７􀆰４􀆰３􀆰７　将吸附柱转移到一个新的RNaseＧFree离心管中,加入３０μL~５０μLRNaseＧFreeddH２O,静置

２min.

７􀆰４􀆰３􀆰８　１２０００r/min４℃离心２min,收集含RNA的滤液.获得的RNA溶液保存于－２０℃或者直接

用于RTＧPCR.

７􀆰４􀆰４　RTＧPCR扩增

７􀆰４􀆰４􀆰１　一步法RTＧPCR.取２支０􀆰２mL的指形管,一管加入 DHAVＧ１上下游引物(DHAVＧ１F和

DHAVＧ１R)各１０pmol,另一管加入DHAVＧ３上下游引物(DHAVＧ３F和DHAVＧ３R)各１０pmol.随后

分别在两管中依次加入下列试剂,总体积为２０μL:

a)　模板,提取样品的总RNA５μL;

b) 逆转录酶,１μL;

c) １０mmol/LdNTPs,２μL;

d) TaqDNA酶,２μL;

e) １０×RTＧPCR 缓冲液,２μL;

f) RNaseＧFreeddH２O 至２０μL.

７􀆰４􀆰４􀆰２　于PCR仪中扩增:４５℃反转录３０min;９４℃预变性５min;９４℃变性２０s,５２℃退火３０s,７２℃延

伸３０s,共进行４０个循环;７２℃再延伸５min.同时,设立DHAVＧ１和DHAVＧ３阳性以及阴性对照.

７􀆰４􀆰４􀆰３　反应结束后电泳检测.

７􀆰４􀆰５　PCR产物的电泳检测

反应结束后,取５μL~１０μLPCR产物于１􀆰２％~１􀆰５％的琼脂糖凝胶中电泳,同时以１０００bpDNA
Ladder为参照.电泳条件为５０V恒压、电泳４０min.电泳结束后,将凝胶于紫外灯下观察.

７􀆰４􀆰６　结果判定

７􀆰４􀆰６􀆰１　DHAVＧ１阳性对照在４６７bp处有一条特异的DNA条带,或者DHAVＧ３阳性对照在２９２bp处

有一条特异性条带,阴性对照没有目的带,判定试验成立.

７􀆰４􀆰６􀆰２　待检样品在４６７bp位置有DNA带,判定为DHAVＧ１阳性,否则为阴性.

７􀆰４􀆰６􀆰３　待检样品在２９２bp位置处有条带,判定为DHAVＧ３阳性,否则为阴性.

７􀆰４􀆰６􀆰４　如同一待检样品均可扩增出４６７bp和２９２bp的条带,阴性无条带,则判定为 DHAVＧ１和

DHAVＧ３混合感染.

８　RTＧqPCR检测

８􀆰１　仪器

８􀆰１􀆰１　冷冻离心机.

８􀆰１􀆰２　恒温水浴箱.

８􀆰１􀆰３　荧光定量PCR仪.

８􀆰２　耗材

８􀆰２􀆰１　RNaseＧFree离心管.

８􀆰２􀆰２　０􀆰２mL的指形管.
４
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８􀆰２􀆰３　１􀆰５mL的指形管.

８􀆰３　试剂

８􀆰３􀆰１　DHAVＧ１上下游引物或DHAVＧ３上下游引物.

８􀆰３􀆰２　RNA抽提试剂盒.

８􀆰３􀆰３　逆转录酶.

８􀆰３􀆰４　dNTPs.

８􀆰３􀆰５　TaqDNA酶.

８􀆰３􀆰６　RNA酶抑制剂.

８􀆰３􀆰７　PBS溶液,按照附录 A中 A􀆰１的规定配制.

８􀆰３􀆰８　氯仿.

８􀆰３􀆰９　７０％的乙醇.

８􀆰３􀆰１０　RNaseＧFreeddH２O.

８􀆰３􀆰１１　SYBRGreenMasterMix.

８􀆰３􀆰１２　阳性核酸对照.

８􀆰３􀆰１３　阴性核酸对照.

８􀆰４　DHAV检测

８􀆰４􀆰１　引物

qDHAVＧ１F:TGGTCGAGTCCCATACACTATAA;

qDHAVＧ１R:GCCACACTTTCCACTGCCCCTA;
扩增长度１５３bp.

qDHAVＧ３F:TGGTCGAGTCCCATACACTATAA;

qDHAVＧ３R:CTCGGCACAGGATCCAATAATC;
扩增长度１０６bp.

８􀆰４􀆰２　病料处理

以无菌术式收集病鸭的肝脏,或胚胎的肝脏、尿囊液.肝脏样品在组织研磨器中研磨成乳糜状,加

PBS制成１０％(W/V)悬浮液.肝脏悬浮液或尿囊液经１２０００r/min４℃离心１５min,取上清液备用.

８􀆰４􀆰３　病毒核酸的抽提

８􀆰４􀆰３􀆰１　用 RNA 抽提试剂盒提取病毒的 RNA.取 ２５０μL 尿囊液或肝组织研磨上清液于一新的

RNaseＧFree离心管中,加入７５０μL裂解液,剧烈振荡,室温下静置５min.

８􀆰４􀆰３􀆰２　随后加２００μL氯仿,剧烈振荡１５s,室温下放置２min.

８􀆰４􀆰３􀆰３　１２０００r/min４℃离心１５min,取上清液,加入等体积的７０％乙醇,混匀.将溶液转移到吸附

柱中.

８􀆰４􀆰３􀆰４　１２０００r/min４℃离心６０s,弃掉滤液(溶液较多的情况下,可多次进行).向吸附柱中加入３５０

μL去蛋白溶液,１２０００r/min４℃离心６０s,弃掉滤液.

８􀆰４􀆰３􀆰５　向吸附柱中加入５００μL漂洗液,静置２min,１２０００r/min４℃离心６０s,弃掉滤液(重复１次).

８􀆰４􀆰３􀆰６　１２０００r/min４℃离心２min,弃掉滤液,室温静置数分钟,以彻底晾干漂洗液.

８􀆰４􀆰３􀆰７　将吸附柱转移到一个新的RNaseＧFree离心管中,加入３０μL~５０μLRNaseＧFreeddH２O,静置

２min.

８􀆰４􀆰３􀆰８　１２０００r/min,４℃离心２min,收集含RNA的滤液.获得的 RNA 溶液保存于－２０℃或者直

接用于qPCR.

８􀆰４􀆰４　RTＧqPCR扩增

８􀆰４􀆰４􀆰１　取２支０􀆰２mL的指形管,分别加入 RNA５μL和qDHAVＧ１、qDHAVＧ３下游引物(１０mmol/
５
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L)各２μL,混匀,先置７０℃加热５min,再冰浴３min.

８􀆰４􀆰４􀆰２　在上述混合液加入下列试剂,总体积为２５μL:

a)　dNTPMix(１０mmol/L),５μL;

b) MＧMLVRT５× ReactionBuffer,５μL;

c) MＧMLV反转录酶,０􀆰５μL;

d) RNase抑制剂,０􀆰５μL;

e) RNaseＧFreeddH２O,７μL,混匀.

８􀆰４􀆰４􀆰３　置４２℃反应１h,在９４℃条件下灭活５min,获得DHAVＧ１和DHAVＧ３的cDNA.

８􀆰４􀆰４􀆰４　取２支０􀆰２mL的指形管,其中一管加入DHAVＧ１cDNA２μL,qDHAVＧ１上下游引物各１μL
(１０μmol/L);另一管加入DHAVＧ３cDNA２μL,qDHAVＧ３上下游引物各１μL(１０μmol/L);再于每支指

形管中加入SYBRGreenMasterMix预混液１０μL和ddH２O６μL,混匀.

８􀆰４􀆰４􀆰５　在荧光定量PCR仪中运行扩增:在９５℃预变性５min;以９５℃变性１０s,６０℃退火３０s;运行

４０个循环.

８􀆰４􀆰４􀆰６　溶解曲线程序为:９５℃１５s,６０℃６０s;以０􀆰３℃/５s的速度,从６０℃升至９５℃,在９５℃维持

１５s.

８􀆰４􀆰５　结果判定

８􀆰４􀆰５􀆰１　阴性对照无Ct值,无扩增曲线(见附录E中的E􀆰１);阳性对照Ct值≤３５,扩增曲线拐点清楚,
指数期明显(见E􀆰２);溶解曲线呈单一峰(见E􀆰３),判定试验成立.

８􀆰４􀆰５􀆰２　待检样品无Ct值,无扩增曲线,判定为DHAVＧ１或DHAVＧ３阴性.

８􀆰４􀆰５􀆰３　 待 检 样 品 以 qDHAVＧ１ＧF:TGGTCGAGTCCCATACACTATAA;qDHAVＧ１ＧR:GCCAＧ
CACTTTCCACTGCCCCTA为引物,样品Ct值≤３５,有特定的扩增曲线,判定为DHAVＧ１阳性.

８􀆰４􀆰５􀆰４　待检样品以 qDHAVＧ３ＧF:TGGTCGAGTCCCATACACTATAA;qDHAVＧ３ＧR:CTCGGCAＧ
CAGGATCCAATAATC为引物,样品Ct值≤３５,有特定的扩增曲线,判定为DHAVＧ３阳性.

８􀆰４􀆰５􀆰５　Ct值＞３５的样品需复检,重复后若无Ct值,判定为阴性;否则,判定为阳性.

９　DHAVＧ１微量中和试验

９􀆰１　固定血清检测病毒

９􀆰１􀆰１　病毒及血清

９􀆰１􀆰１􀆰１　待检DHAVＧ１病毒.

９􀆰１􀆰１􀆰２　DHAVＧ１阳性血清.

９􀆰１􀆰１􀆰３　DHAVＧ１阴性血清.

９􀆰１􀆰１􀆰４　鸡血清.

９􀆰１􀆰２　耗材

９６孔细胞培养板.

９􀆰１􀆰３　胚胎和细胞

９􀆰１􀆰３􀆰１　１７日龄或１２日龄 DHAVＧ１抗体阴性鸭胚.

９􀆰１􀆰３􀆰２　DEL,按照附录B的规定制备.

９􀆰１􀆰３􀆰３　DEF,按照附录C的规定制备.

９􀆰１􀆰３􀆰４　DEEC,按照附录D的规定制备.

９􀆰１􀆰４　试剂

９􀆰１􀆰４􀆰１　DMEM 培养基.

９􀆰１􀆰４􀆰２　营养液,按照附录 A中 A􀆰２的规定配制.
６
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９􀆰１􀆰４􀆰３　维持液,按照附录 A中 A􀆰３的规定配制.

９􀆰１􀆰５　病毒中和试验

９􀆰１􀆰５􀆰１　用DMEM 培养基将待检病毒样品作１０－１１~１０－１倍比稀释,然后分别与等体积的阳性血清、阴
性血清混合,３７℃作用６０min.

９􀆰１􀆰５􀆰２　将病毒血清混合液转入已长成单层并已弃去营养液的 DEL或 DEF或 DEEC９６孔板中,每孔

５０μL.加入含２％鸡血清的维持液,每孔５０μL,每个稀释度重复４孔.最后一列４孔作为空白对照.

９􀆰１􀆰５􀆰３　将细胞板置于３７℃５％ CO２的细胞培养箱内继续培养３d~５d,观察CPE.CPE特征为细胞

变圆并坏死.按ReedＧMuench法计算病毒的 TCID５０.

９􀆰１􀆰６　结果判定

９􀆰１􀆰６􀆰１　空白对照孔未出现CPE,判定试验成立.

９􀆰１􀆰６􀆰２　阳性血清试验组的 TCID５０≥阴性血清试验组的 TCID５０１００倍时,判定待检样品为 DHAVＧ１
阳性.

９􀆰２　固定病毒检测血清

９􀆰２􀆰１　病毒及血清

９􀆰２􀆰１􀆰１　DHAVＧ１.

９􀆰２􀆰１􀆰２　DHAVＧ１阳性血清.

９􀆰２􀆰１􀆰３　DHAVＧ１阴性血清.

９􀆰２􀆰１􀆰４　待检血清.

９􀆰２􀆰１􀆰５　鸡血清.

９􀆰２􀆰２　胚胎和细胞

９􀆰２􀆰２􀆰１　１７日龄或１２日龄 DHAVＧ１抗体阴性鸭胚.

９􀆰２􀆰２􀆰２　DEL,按照附录B的规定制备.

９􀆰２􀆰２􀆰３　DEF,按照附录C的规定制备.

９􀆰２􀆰２􀆰４　DEEC,按照附录D的规定制备.

９􀆰２􀆰３　耗材

９６孔细胞培养板.

９􀆰２􀆰４　试剂

９􀆰２􀆰４􀆰１　DMEM 培养基.

９􀆰２􀆰４􀆰２　营养液,按照附录 A中 A􀆰２的规定配制.

９􀆰２􀆰４􀆰３　维持液,按照附录 A中 A􀆰３的规定配制.

９􀆰２􀆰５　病毒TCID５０的滴定

９􀆰２􀆰５􀆰１　用DMEM 培养基将DHAVＧ１病毒作１０－１１~１０－１倍比稀释,取适宜稀释度病毒液接种于已弃

去培养液并长满DEL或DEF或DEEC细胞的９６孔板中,每孔５０μL,每个稀释度重复４孔.最后一列

的４孔作为空白对照.

９􀆰２􀆰５􀆰２　将细胞板置于３７℃作用１h,然后加入含２％鸡血清的细胞维持液,每孔５０μL.将细胞板置于

３７℃５％ CO２培养箱内继续培养３d~５d,按ReedＧMuench法计算病毒的 TCID５０.

９􀆰２􀆰６　血清中和试验

９􀆰２􀆰６􀆰１　将待测血清样品置于５６℃水浴锅内灭活３０min,然后用DMEM 培养基将其作２倍系列稀释.

９􀆰２􀆰６􀆰２　将２１~２１０系列稀释的血清样品、DHAVＧ１阳性血清、阴性血清分别与等体积 １００TCID５０

DHAVＧ１病毒混合,３７℃作用６０min.

９􀆰２􀆰６􀆰３　将病毒与血清的混合液转入到已长成单层并已弃去营养液的 DEL或 DEF或 DEEC９６孔板

中,每孔５０μL,同时加入含２％鸡血清的维持液,每孔５０μL.每个稀释度的血清样品重复４孔,阳性、阴

７
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性和空白对照各设置２孔.

９􀆰２􀆰６􀆰４　将细胞板置于３７℃５％ CO２的细胞培养箱内继续培养５d,观察CPE.

９􀆰２􀆰７　结果判定

９􀆰２􀆰７􀆰１　阳性和空白对照孔未出现CPE,而阴性对照孔出现CPE,判定试验成立.

９􀆰２􀆰７􀆰２　血清的中和效价为完全抑制细胞发生病变的最高血清稀释度.抗体中和效价≥１∶１６的血清

判定为DHAVＧ１中和抗体阳性.

９􀆰２􀆰７􀆰３　抗体中和效价≤１∶１６的血清判定为DHAVＧ１中和抗体阴性.

１０　胚胎中和试验检测DHAVＧ１或DHAVＧ３中和抗体

１０􀆰１　仪器设备

１０􀆰１􀆰１　冷冻台式离心机.

１０􀆰１􀆰２　恒温培养箱.

１０􀆰１􀆰３　１mL注射器及针头.

１０􀆰２　病毒及血清

１０􀆰２􀆰１　DHAVＧ１.

１０􀆰２􀆰２　DHAVＧ３.

１０􀆰２􀆰３　DHAVＧ１阳性血清.

１０􀆰２􀆰４　DHAVＧ１阴性血清.

１０􀆰２􀆰５　DHAVＧ３阳性血清.

１０􀆰２􀆰６　DHAVＧ３阴性血清.

１０􀆰２􀆰６　待检血清.

１０􀆰３　胚胎

１０􀆰３􀆰１　９日龄~１０日龄SPF鸡胚.

１０􀆰３􀆰２　１０日龄~１２日龄DHAVＧ１或DHAVＧ３抗体阴性鸭胚.

１０􀆰４　试剂

１０􀆰４􀆰１　PBS溶液,按照附录 A中 A􀆰１的规定配制.

１０􀆰４􀆰２　青霉素.

１０􀆰４􀆰３　链霉素.

１０􀆰５　中和试验

１０􀆰５􀆰１　以pH７􀆰２~７􀆰４的PBS溶液将青霉素和链霉素分别稀释至２０００IU/mL和２０００μg/mL.

１０􀆰５􀆰２　将DHAVＧ１或DHAVＧ３病毒液按８∶１∶１的体积比与青霉素和链霉素混合,备用.

１０􀆰５􀆰３　将DHAVＧ１与等体积的待检血清、DHAVＧ１阳性血清、DHAVＧ１阴性血清混合,置于３７℃温箱

中作用３０min.

１０􀆰５􀆰４　或将DHAVＧ３与等体积的待检血清、DHAVＧ３阳性血清、DHAVＧ３阴性血清混合,置于３７℃温

箱中作用３０min.

１０􀆰５􀆰５　以每枚胚０􀆰２mL病毒血清混合液经尿囊腔接种９日龄~１０日龄SPF鸡胚或１０日龄~１２日龄

的非免疫鸭胚,每个样品接种４枚~５枚胚.于３７℃恒温培养箱中孵育.

１０􀆰５􀆰６　弃去接种后２４h内死亡的胚胎.２４h后每间隔６h观察胚胎的死亡情况,收集２４h~９６h死亡

的胚胎,放入４℃冰箱中静置４h~１２h,待胚胎血管收缩,进行剖检.

１０􀆰６　结果判定

１０􀆰６􀆰１　阳性血清对照组的胚胎未发生死亡,胚体无病变;而阴性血清对照组胚胎发生死亡,胚胎发育迟

滞、全身皮下出血、腹部和后肢部水肿.胚肝呈黄红色、肿胀并可能有坏死灶,判定试验成立.
８
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１０􀆰６􀆰２　在DHAVＧ１与待检血清混合的试验组中,如未发生胚胎死亡,胚体无病变,判定为待检测血清

DHAVＧ１抗体阳性.

１０􀆰６􀆰３　在DHAVＧ１与待检血清混合的试验组中,如胚胎发生死亡,胚胎发育迟滞、全身皮下出血、腹部

和后肢部水肿,胚肝呈黄红色、肿胀并可能有坏死灶,判定为待检测血清DHAVＧ１抗体阴性.

１０􀆰６􀆰４　在DHAVＧ３与待检血清混合的试验组中,如未发生胚胎死亡,胚体无病变,判定为待检测血清

DHAVＧ３抗体阳性.

１０􀆰６􀆰５　在DHAVＧ３与待检血清混合的试验组中,如胚胎发生死亡,胚胎发育迟滞、全身皮下出血、腹部

和后肢部水肿,胚肝呈黄红色、肿胀并可能有坏死灶,判定为待检测血清DHAVＧ３抗体阴性.

１１　综合判定

１１􀆰１　凡具有５􀆰１临床症状和５􀆰２病理变化,并且 RTＧPCR后约４６７bp处有一条特异的 DNA 条带,判
定为鸭甲型病毒性肝炎１型.

１１􀆰２　凡具有５􀆰１临床症状和５􀆰２病理变化,微量中和试验病毒阳性,判定为鸭甲型病毒性肝炎１型.

１１􀆰３　凡具有５􀆰１临床症状、５􀆰２病理变化,待检样品以 qDHAVＧ１ＧF:TGGTCGAGTCCCATACACＧ
TATAA,qDHAVＧ１ＧR:GCCACACTTTCCACTGCCCCTA为引物,样品Ct值≤３５,有特定的扩增曲线,
判定为鸭甲型病毒性肝炎１型.

１１􀆰４　凡具有５􀆰１临床症状、５􀆰２病理变化,并且 RTＧPCR后２９２bp处有一条特异的 DNA 条带,判定为

鸭甲型病毒性肝炎３型.

１１􀆰５　凡具有５􀆰１的临床症状、５􀆰２病理变化,待检样品以qDHAVＧ３ＧF:TGGTCGAGTCCCATACACＧ
TATAA,qDHAVＧ３ＧR:CTCGGCACAGGATCCAATAATC为引物,样品Ct值≤３５,有特定的扩增曲

线,判定为鸭甲型病毒性肝炎３型.

１１􀆰６　凡满足９􀆰２􀆰７􀆰２或１０􀆰６􀆰２的条件,判定为DHAVＧ１中和抗体阳性.

１１􀆰７　凡满足９􀆰２􀆰７􀆰３或１０􀆰６􀆰３的条件,判定为DHAVＧ１中和抗体阴性.

１１􀆰８　凡满足１０􀆰６􀆰４的条件,判定为DHAVＧ３中和抗体阳性.

１１􀆰９　凡满足１０􀆰６􀆰５的条件,判定为DHAVＧ３中和抗体阴性.

９
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附　录　A
(规范性)

试剂配制方法

　

A􀆰１　PBS缓冲液

配制pH７􀆰４PBS缓冲液所需试剂如下:

a)　０􀆰２g的氯化钾;

b) ８􀆰０g的氯化钠;

c) ０􀆰２７g的磷酸二氢钾;

d) ３􀆰５８g的十二水合磷酸氢二钠.
以上试剂均为分析纯,溶解于适量双蒸水中,调pH 至７􀆰２~７􀆰４,用双蒸水定容至１０００mL,４ ℃

保存.

A􀆰２　营养液

在９００mL的DMEM 培养基中加入１００mL胎牛血清,再加青霉素至终浓度１００IU/mL.以７％
NaHCO３调pH 至７􀆰２~７􀆰４.

A􀆰３　维持液

在９８０mL的 DMEM 培养基中加入２０mL胎牛血清,再加青霉素至终浓度１００IU/mL.以７％
NaHCO３调pH 至７􀆰２~７􀆰４.
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附　录　B
(规范性)

鸭胚肝细胞(DEL)的制备

　

B􀆰１　将１７日龄的鸭胚放入超净台内,气室朝上,先用碘酊消毒气室部位,后用酒精棉脱碘;敲开气室部

的蛋壳,撕开蛋壳膜、尿囊膜及羊膜,用镊子轻轻取出鸭胚,放入无菌的平皿中.取出肝脏,弃胆囊,用PBS
缓冲液清洗３次.

B􀆰２　将肝脏转移到无菌的小烧杯中,剪碎;然后,用PBS缓冲液清洗３次.向肝脏碎片中加入０􀆰０５％胰

酶(胰酶的量为组织块的３倍~５倍),然后置于３７℃水浴中５min~１０min.

B􀆰３　弃掉胰酶,用 DMEM 清洗３次,再用２mLDMEM 吹散组织块;然后,用４层无菌纱布或细胞筛

过滤.

B􀆰４　过滤后的细胞悬液１０００r/min离心１０min,弃掉上清液.加少量DMEM 培养液,轻轻吹散底部的

细胞沉淀.

B􀆰５　用计数板进行细胞计数,计数后的细胞按４×１０５个/mL用 DMEM 培养液进行稀释.转入细胞瓶

或细胞培养板中,放入３７℃５􀆰０％ CO２培养箱中进行培养.
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附　录　C
(规范性)

鸭胚成纤维细胞(DEF)的制备

　

C􀆰１　将１２日龄的鸭胚放入超净台内,气室朝上,先用碘酊消毒气室部位,后用酒精棉脱碘;敲开气室部

的蛋壳,撕开蛋壳膜、尿囊膜及羊膜,用镊子轻轻取出鸭胚,放入无菌的平皿中.剪除头、四肢、内脏,用

PBS缓冲液清洗３次.

C􀆰２　将胚的胴体转移到无菌的小烧杯中,剪碎,然后用PBS缓冲液清洗３次.向胴体碎片中加入０􀆰２５％
胰酶(胰酶的量为组织块的３倍~５倍),然后置于３７℃水浴中５min~１０min.

C􀆰３　弃掉胰酶,用 DMEM 清洗３次,再用２mLDMEM 吹散组织块;然后,用４层无菌纱布或细胞筛

过滤.

C􀆰４　过滤后的细胞悬液１０００r/min离心１０min,弃掉上清液.加少量DMEM 培养液,轻轻吹散底部的

细胞沉淀.

C􀆰５　用计数板进行细胞计数,计数后的细胞按４×１０５个/mL用 DMEM 培养液进行稀释.转入细胞瓶

或细胞培养板中,放入３７℃５􀆰０％ CO２培养箱中进行培养.
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附　录　D
(规范性)

鸭胚上皮细胞系(DEEC)的制备

　

D􀆰１　将长满DEEC的细胞培养瓶中的培养液弃去,加入无菌的PBS缓冲液轻摇３０s,弃去上清液.

D􀆰２　加入２mL在３７℃预热的EDTAＧ胰酶,温和地摇动细胞瓶１min,使EDTAＧ胰酶均匀分布在整个

细胞薄层,然后用移液管吸去EDTA胰酶.

D􀆰３　重新加入１mLEDTAＧ胰酶使其分布在整个细胞薄层,于３７℃孵育细胞直至细胞从培养瓶表面分

离(５min~１０min),必要时摇动或吹打使细胞充分分离,然后加入１mL胎牛血清灭活残余的胰酶.

D􀆰４　加入１９mL配置好的含有LＧ谷氨酰胺和６％~１０％胎牛血清的DＧDMEM 培养液,轻轻用移液管吹

散细胞团.

D􀆰５　每个 T２５培养瓶中加入５mL４×１０５个/mL细胞悬液,于３７℃５％ CO２培养箱里培养细胞,２d~
３d即可生长单层细胞.

D􀆰６　细胞冻存步骤:常规方法冻存,按１∶４∶５配冻存液,即１份甘油、４份血清和５份培养基.
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附　录　E
(资料性)

荧光定量PCR曲线图

　

E􀆰１　荧光定量PCR阴性扩增曲线见图E􀆰１.

图E􀆰１　荧光定量PCR阴性扩增曲线图

E􀆰２　荧光定量PCR阳性扩增曲线见图E􀆰２.

图E􀆰２　荧光定量PCR阳性扩增曲线图

E􀆰３　荧光定量PCR溶解曲线见图E􀆰３.
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图E􀆰３荧光定量PCR溶解曲线图
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