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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/T５７２—２０１６«兔病毒性出血病血凝和血凝抑制试验方法»和 NY/T２９６０—２０１６«兔

病毒性出血症病毒RTＧPCR检测方法»,与 NY/T５７２—２０１６和 NY/T２９６０—２０１６相比,除结构调整和

编辑性改动外,主要技术变化如下:

a)　增加了临床诊断(见第５章);

b) 更改了兔出血症病毒血凝和血凝抑制试验方法的试剂(见６􀆰２􀆰１,２０１６年版的３􀆰４和３􀆰５)、样品

(见６􀆰２􀆰２,２０１６年版的３􀆰５)、HA试验(见６􀆰２􀆰５,２０１６年版的第５章)、HI试验(见６􀆰２􀆰６,２０１６
年版的第７章);

c) 删除了玻片血凝法(２０１６年版的第６章);

d) 更改了RTＧPCR试验的引物(见６􀆰３􀆰２􀆰１,２０１６年版的第５章)、RTＧPCR步骤(见６􀆰３􀆰４,２０１６年

版的６􀆰４、６􀆰５)、结果判定(见６􀆰３􀆰６,２０１６年版的第７章);

e) 增加了实时荧光定量RTＧPCR试验(见６􀆰４);

f) 增加了综合判定(见第７章).
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:江苏省农业科学院、中国动物卫生与流行病学中心.
本文件主要起草人:王芳、胡波、宋艳华、王志亮、陈萌萌、邵卫星、魏后军、范志宇、仇汝龙、朱伟峰.
本文件及其所代替文件的历次版本发布情况为:
———２００２年首次发布为 NY/T５７２—２００２,２０１６年第一次修订;
———２０１６年首次发布为 NY/T２９６０—２０１６,本次为第一次整合修订.
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兔出血症诊断技术

１　范围

本文件规定了兔出血症临床诊断、血凝和血凝抑制试验、RTＧPCR试验、实时荧光定量 RTＧPCR试验

的技术要求.
本文件适用于兔出血症流行病学调查、诊断、检疫以及病原鉴定.

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)适用于本文

件.

GB１９４８９　实验室　生物安全通用要求

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.

RHD１:兔出血症１型(rabbithaemorrhagicdiseasetype１)

RHD２:兔出血症２型(rabbithaemorrhagicdiseasetype２)

RHDV１:兔出血症病毒１型(rabbithaemorrhagicdiseasevirustype１)

RHDV２:兔出血症病毒２型(rabbithaemorrhagicdiseasevirustype２)

５　临床诊断

５􀆰１　易感动物

５􀆰１􀆰１　兔出血症病毒１型(RHDV１)主要感染２月龄以上家兔并出现明显的临床症状.

５􀆰１􀆰２　兔出血症病毒２型(RHDV２)可感染家兔和野兔,家兔更易感,７日龄以上的哺乳仔兔出现明显的

临床症状和死亡.RHDV２对其他动物,如地中海松田鼠和白齿鼩等,也有易感性.

５􀆰２　临床症状

５􀆰２􀆰１　兔出血症(RHD)具有高度传染性和致死率,病兔的死亡率可达７０％~９０％.

５􀆰２􀆰２　最急性型:主要表现为突然死亡,死前表现短暂的兴奋,突然倒地,划动四肢呈游泳状继之昏迷,濒
死时抽搐,角弓反张,典型病例可见鼻孔流出血样液体,肛门松驰,肛周有少量淡黄色黏液附着.

５􀆰２􀆰３　急性型:主要表现为精神不振,食欲减退,渴欲增加,呼吸迫促乃至呼吸困难.死前有短期兴奋、挣
扎、狂奔、咬笼,全身颤抖,四肢划动.肛门松弛,肛周有少量淡黄色黏液附着,少数病死兔鼻孔中流出血样

液体.

５􀆰２􀆰４　慢性型:主要表现为精神不振,食欲减退或废绝,消瘦严重,衰竭而死.少数耐过兔,则发育不良,
生长迟缓.

５􀆰２􀆰５　RHDV１感染死亡兔与RHDV２感染死亡兔的症状相似.

５􀆰３　剖检病变

５􀆰３􀆰１　肝脏淤血、肿大、质脆,表面呈淡黄色或灰白色条纹,切面粗糙;脾脏淤血、肿大,呈黑紫色;肾脏肿
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大、淤血,并有出血点.

５􀆰３􀆰２　胸腺水肿、肿大、出血;肺脏有不同程度充血、淤血、水肿、出血;心脏淤血,心包膜有点状出血.

５􀆰３􀆰３　鼻腔、喉头和气管黏膜淤血、出血;气管和支气管内有泡沫状血液.

５􀆰３􀆰４　胃肠多充盈,浆膜出血;小肠黏膜充血、出血;肠系膜淋巴结水样肿大,其他淋巴结多数充血.

５􀆰３􀆰５　胸腔和腹腔有血液样渗出物.

５􀆰４　结果判定

出现５􀆰１、５􀆰２、５􀆰３的情况,初步判为兔出血症临床疑似病例,需要进一步开展实验室诊断.

６　实验室诊断

６􀆰１　样品采集、保存、运输和处理

６􀆰１􀆰１　总则

样品采集、保存和运输按照NY/T５４１的规定执行.涉及病原检测应在生物安全二级实验室操作,按
照 GB１９４８９的规定执行.

６􀆰１􀆰２　组织样品采集

无菌采集病死兔肝脏组织,装入无菌采样袋或一次性灭菌的１５mL或５０mL离心管并编号.

６􀆰１􀆰３　样品保存和运输

样品采集后置于保温箱中,加入预冷的冰袋,密封,２４h内送实验室;如未能在２４h送达实验室,应冰

冻样品,加冰袋低温运输.样品应尽快处理,在２℃~８℃保存宜不超过２４h;若需长期保存,样品应放在

－７０℃以下冰箱中.

６􀆰１􀆰４　样品处理

６􀆰１􀆰４􀆰１　取兔肝脏组织,剪碎、研磨或匀浆,按１g组织加１０mLPBS的比例配成悬液,反复冻融３次,再
以８０００r/min离心３０min,取上清液作为血凝和血凝抑制试验材料.

６􀆰１􀆰４􀆰２　取兔肝脏组织,剪碎、研磨或匀浆,按１g组织加１０mLDEPC水的比例配成悬液,反复冻融３
次,再以８０００r/min离心３０min,取上清液作为核酸检测材料.

６􀆰２　血凝(HA)和血凝抑制(HI)试验

６􀆰２􀆰１　试剂

６􀆰２􀆰１􀆰１　PBS配置方法应符合附录 A中 A􀆰３的规定.

６􀆰２􀆰１􀆰２　人“B”型或“O”型红细胞悬液(首选“B”型)应符合 A􀆰４的规定.

６􀆰２􀆰１􀆰３　２５％高岭土悬液配方应符合 A􀆰５的规定.

６􀆰２􀆰１􀆰４　抗兔出血症病毒１型特异性血清、抗兔出血症病毒２型特异性血清、阴性血清(SPF兔血清)　
血清需进行非特异性凝集和非特异性抑制因子处理,见附录B.用于抗原检测时,用PBS稀释将阳性血

清至 HI效价为１∶６４~１∶２５６.

６􀆰２􀆰２　样品

待检兔肝脏悬液、阳性对照RHD１病死兔肝脏悬液(或 RHDV１重组 VP６０蛋白)、阳性对照 RHD２病死

兔肝脏悬液(或RHDV２重组 VP６０蛋白)、阴性对照健康兔肝脏悬液.

６􀆰２􀆰３　RHDV１重组VP６０蛋白的制备

将重组兔出血症病毒１型VP６０杆状病毒接种Sf９昆虫细胞,５d后,收集细胞培养物,反复冻融３次

后,以３０００r/min离心５min,取上清液即为RHDV１重组 VP６０蛋白,置于２℃~８℃条件下备用.

６􀆰２􀆰４　RHDV２重组VP６０蛋白的制备

将重组兔出血症病毒２型VP６０杆状病毒接种Sf９昆虫细胞,５d后,收集细胞培养物,反复冻融３次

后,以３０００r/min离心５min,取上清液即为RHDV２重组 VP６０蛋白,置于２℃~８℃条件下备用.

６􀆰２􀆰５　HA试验

６􀆰２􀆰５􀆰１　在９６孔 U型微量反应板上,从第２孔至第２１孔,每孔加入２５μLPBS.
２
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６􀆰２􀆰５􀆰２　在第１、第２孔加入待检兔肝脏悬液２５μL.

６􀆰２􀆰５􀆰３　从第２孔开始,充分混合后用２５μL微量移液器等量倍比稀释至第２１孔,稀释后第２１孔弃去

２５μL.

６􀆰２􀆰５􀆰４　第２２孔加入RHD１病死兔肝脏悬液(或RHDV１重组 VP６０蛋白)２５μL、第２３孔加入 RHD２
病死兔肝脏悬液(或RHDV２重组 VP６０蛋白)２５μL作为阳性对照,第２４孔加入健康兔肝脏悬液２５μL
为阴性对照.

６􀆰２􀆰５􀆰５　每孔加１％人红细胞２５μL,立即置于微型振荡器上摇匀,于２℃~８℃静置４５min~６０min,
待阴性对照孔中红细胞完全沉积后观察结果.

６􀆰２􀆰５􀆰６　结果判定.当RHD１病死兔肝脏悬液(或 RHDV１重组 VP６０蛋白)、RHD２病死兔肝脏悬液

(或RHDV２重组 VP６０蛋白)阳性对照红细胞１００％凝集,健康兔肝脏悬液红细胞１００％沉积时,试验成

立.被检样品红细胞１００％凝集的最高稀释度作为其血凝效价,HA 效价≥１∶８０判为阳性,HA 效

价≤１∶１０判为阴性;HA效价为１∶２０或１∶４０判为可疑,应重复试验,重复后 HA效价≥１∶２０的判为

阳性,否则判为阴性.

６􀆰２􀆰６　HI试验

６􀆰２􀆰６􀆰１　４个血凝单位(４HAU)悬液配置.根据６􀆰２􀆰５测定的待检兔肝悬液 HA效价,用PBS配制成４
HAU的悬液.

６􀆰２􀆰６􀆰２　在９６孔 U型微量反应板上,自第２孔至第２４孔,每孔加入PBS２５μL.

６􀆰２􀆰６􀆰３　吸取处理后的血清２５μL于第１、第２孔,第２孔充分混匀后用２５μL移液器等量倍比稀释至第

２４孔,稀释后第２４孔弃去２５μL.

６􀆰２􀆰６􀆰４　第１~第２４孔,每孔分别加４HAU的抗原２５μL,摇匀,３７℃温箱作用３０min~６０min.

６􀆰２􀆰６􀆰５　每孔各加１％人红细胞２５μL,立即置于微型振荡器上摇匀,于２℃~８℃冰箱静置４５min~６０
min,待PBS对照孔的红细胞完全沉积后观察结果.

６􀆰２􀆰６􀆰６　每次测定须设已知效价的阳性血清对照、阴性血清对照(SPF兔血清)、４HAU 抗原对照、被处

理血清对照(含PBS２５μL、待检处理血清２５μL、１％人红细胞２５μL)、PBS对照(含PBS５０μL、１％人红

细胞２５μL).

６􀆰２􀆰６􀆰７　结果判定.当阳性血清 HI效价与已知结果相比,误差不高于１个滴度时,阴性对照血清 HI效

价不高于１∶２,４个血凝单位对照 HA效价为１∶４,试验成立.以完全抑制４HAU抗原凝集的血清最高

稀释度为被检血清 HI抗体效价.用于抗体检测时,被检血清 HI效价≥１∶１６时,判为阳性.用于抗原

(病毒)检测时,４HAU待检兔肝悬液能被抗兔出血症病毒１型特异性血清和抗兔出血症病毒２型特异性

血清抑制,判为疑似RHDV１阳性;４HAU待检兔肝悬液的血凝能被抗兔出血症病毒２型特异性血清抑

制,不能被抗兔出血症病毒１型特异性血清抑制,判为疑似RHDV２阳性.
注:在实际检测工作中,由于人的血细胞不易获取,也不易保存,而且不同操作者的判定结果缺乏一致性,所以可用其

他方法代替 HA和 HI试验.

６􀆰３　RTＧPCR试验

６􀆰３􀆰１　仪器设备

６􀆰３􀆰１􀆰１　PCR扩增仪.

６􀆰３􀆰１􀆰２　高速冷冻离心机(最大离心力在１２０００g 以上).

６􀆰３􀆰１􀆰３　核酸电泳仪和水平电泳槽.

６􀆰３􀆰１􀆰４　微量移液器(０􀆰５μL~１０μL;２μL~２０μL;２０μL~２００μL;１００μL~１０００μL).

６􀆰３􀆰１􀆰５　凝胶成像系统或紫外透射仪.

６􀆰３􀆰２　试剂与材料

６􀆰３􀆰２􀆰１　引物,见附录C中的C􀆰１.

６􀆰３􀆰２􀆰２　５０×TAE储存液,配制方法按照附录 A中的 A􀆰１执行.
３
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６􀆰３􀆰２􀆰３　１􀆰２％琼脂糖凝胶,配制方法按照 A􀆰２执行.

６􀆰３􀆰２􀆰４　DEPC水,配制方法按照 A􀆰６执行.

６􀆰３􀆰２􀆰５　样品.待检兔肝脏悬液、阳性对照RHD１病死兔肝脏悬液(或重组质粒pMD１９ＧTＧvp６０Ｇ１,vp６０
基因序列 GenBank:FJ７９４１８０)、阳性对照RHD２病死兔肝脏悬液(或重组质粒pMD１９ＧTＧvp６０Ｇ２,vp６０基

因序列 GenBank:MT３８３７４９)、阴性对照健康兔肝脏悬液(或DEPC水).

６􀆰３􀆰３　肝脏样品RNA的提取

取样品２００μL,加入 Trizol７００μL,振荡混匀后,室温放置１０min;加入氯仿３００μL,剧烈振荡后,室
温放置１min,以２℃~８℃１１０００r/min离心１５min;取上层水相５００μL,加入５００μL异丙醇,混匀,

－２０℃放置１５min,以２℃~８℃１１０００r/min离心１０min;去上清液,缓缓加入７５％乙醇１mL洗涤,
以２℃~８℃８０００r/min离心５min;去上清液,室温干燥２０min,加入DEPC水２０μL,使充分溶解.或

者按RNA抽提试剂盒的方法进行.

６􀆰３􀆰４　RTＧPCR步骤

６􀆰３􀆰４􀆰１　反转录反应

取提取的RNA５μL加入反转录反应液(配方见附录 D中的 D􀆰１)中,瞬间离心混匀后置于PCR仪

中,反应参数为:６５℃反应１５min,４２ ℃孵育１h,９５ ℃ ５min,同时设立阴性对照和阳性对照,产物于

－２０℃保存备用.

６􀆰３􀆰４􀆰２　PCR反应

取反转录产物４μL加入PCR反应液(配方见D􀆰２)中,反应参数为:９５℃３min;然后进入循环９５℃
１５s,５８℃１５s,７２℃３０s,３５个循环;于７２℃延伸５min,２℃~８℃保存.

６􀆰３􀆰５　结果观察

将PCR反应产物于１􀆰２％琼脂糖凝胶进行电泳,电压为１２０V,时间为３０min,紫外灯下观察结果,并
进行拍照.

６􀆰３􀆰６　结果判定

RHDV１阳性对照有唯一一条约３４７bp的目的条带,RHDV２阳性对照有唯一一条约７４８bp的目的

条带,阴性对照、空白对照无相应的目的条带的情况下,检测样品出现与阳性对照相同目的条带的判为阳

性,即判定为RHDV１或/和RHDV２核酸阳性.

６􀆰４　实时荧光定量RTＧPCR试验

６􀆰４􀆰１　仪器设备

６􀆰４􀆰１􀆰１　实时荧光定量PCR仪.

６􀆰４􀆰１􀆰２　其他器材同６􀆰３􀆰１􀆰２~６􀆰３􀆰１􀆰５.

６􀆰４􀆰２　试剂与材料

６􀆰４􀆰２􀆰１　引物和探针,见附录E中的E􀆰１.

６􀆰４􀆰２􀆰２　DEPC水,配置方法按照A􀆰６执行.

６􀆰４􀆰２􀆰３　样品.待检兔肝脏悬液、阳性对照RHD１病死兔肝脏悬液(或重组质粒pMD１９ＧTＧvp６０Ｇ１,vp６０
基因序列 GenBank:FJ７９４１８０)、阳性对照RHD２病死兔肝脏悬液(或重组质粒pMD１９ＧTＧvp６０Ｇ２,vp６０基

因序列 GenBank:MT３８３７４９)、阴性对照健康兔肝脏悬液(或DEPC水).

６􀆰４􀆰３　肝脏样品RNA的提取

同６􀆰３􀆰３.

６􀆰４􀆰４　实时荧光定量RTＧPCR操作

取提取的 RNA２μL加入反应液(配方见 E􀆰４)中,瞬间离心混匀后,置于实时荧光定量PCR仪中.
按下列参考反应条件进行扩增(可根据仪器及试剂进行适当调整):４２℃５min,９５℃１０s;然后进入循环

９５℃５s,６０℃３４s,４０个循环.

４
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６􀆰４􀆰５　结果观察

试验检测结束后,根据收集的荧光曲线和Ct值判定结果.

６􀆰４􀆰６　结果判定

阳性对照品Ct值≤３５且扩增曲线有明显对数增长期,同时阴性对照扩增曲线无对数增长期的情况

下,试验成立.检测样品的Ct值≤３５,且出现标准的S形扩增曲线,判为阳性,即样品中存在RHDV１或/
和RHDV２核酸;无Ct值或Ct值＞３８,且无标准扩增曲线,判为阴性,即样品中不存在 RHDV１或/和

RHDV２核酸.当检测样品３５＜Ct值≤３８,且扩增曲线均呈标准的S形曲线,判为可疑,需进行一次重复

实验,如重复后仍然为上述结果,判为阳性;如Ct值≤３５,判为阳性;如Ct值＞３８,判为阴性.

７　综合判定

７􀆰１　疑似RHDV感染引起的RHD
符合５􀆰１、５􀆰２、５􀆰３,且６􀆰２病原样品 HA试验阳性,判定为疑似兔出血症;可根据６􀆰２病原样品 HI试

验进一步分型,HI试验为疑似RHDV１阳性的判定为疑似兔出血症１型,HI试验为疑似RHDV２阳性的

判定为疑似兔出血症２型.

７􀆰２　确诊RHDV感染引起的RHD

７􀆰２􀆰１　符合７􀆰１,且６􀆰３或６􀆰４试验结果为RHDV１核酸阳性,判定为兔出血症１型.

７􀆰２􀆰２　符合７􀆰１,且６􀆰３或６􀆰４试验结果为RHDV２核酸阳性,判定为兔出血症２型.

７􀆰２􀆰２　符合７􀆰１,且６􀆰３或６􀆰４试验结果为 RHDV１和 RHDV２核酸阳性,判定为 RHDV１、RHDV２混

合感染的兔出血症.

５
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附　录　A
(规范性)
试剂的配制

A􀆰１　核酸电泳缓冲液(TAE)

A􀆰１􀆰１　５０×TAE储存液:分别称量 Na２EDTA􀅰２H２O３７􀆰２g、冰醋酸５７􀆰１mL、Tris􀅰Base２４２g,加灭

菌双蒸水定容至１０００mL.或商品化的试剂.

A􀆰１􀆰２　１×TAE溶液:取１０mL储存液加４９０mL蒸馏水即可.

A􀆰２　１􀆰２％琼脂糖凝胶

将１􀆰２g琼脂糖干粉加到１００mLTAE溶液中,沸水浴或微波炉加热至琼脂糖熔化,待凝胶稍冷却后

加入溴化乙锭,终浓度为０􀆰５μg/mL.

A􀆰３　PBS溶液(０􀆰０１mol/LPBS,pH７􀆰０~７􀆰２)

分别量 取 KH２PO４ ０􀆰２４g、Na２HPO４ １􀆰４４g、NaCl８􀆰０g、KCl０􀆰２g,加 灭 菌 双 蒸 水 定 容 至

１０００mL,调节pH 至７􀆰０~７􀆰２,２℃~８℃保存备用.或商品化的试剂.

A􀆰４　人“B”型或“O”型红细胞悬液的制备

取人“B”型或“O”型红细胞以２０倍量PBS(０􀆰０１mol/L,pH７􀆰０~７􀆰２)混匀洗涤红细胞,以２０００r/min离

心５min,弃上清液,重复洗涤４次.最后,将沉积的红细胞用PBS配成１％和２０％(体积分数)的红细胞悬液,
置于２℃~８℃条件下备用.

A􀆰５　２５％高岭土悬液

取高岭土粉末２５g,加入按 A􀆰３配置的PBS溶液,定容至１００mL,２℃~８℃保存.使用前摇匀.

A􀆰６　DEPC水

将DEPC加入去离子水中至终浓度为０􀆰１％,充分混匀后作用１２h,分装,１２１℃高压灭菌３０min,冷
却后置于２℃~８℃条件下备用.

６
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附　录　B
(资料性)

血清非特异性凝集因子和非特异性抑制因子的处理方法

B􀆰１　血清非特异性凝集因子的处理

兔血清会对人红细胞产生非特异性凝集,可用人红细胞对待检血清进行吸附.具体方法:取１００μL
血清,５６℃水浴灭活３０min,加入１００μL２０％人“B”型红细胞悬液,振荡混匀,２℃~８℃作用１h后(其
间振荡混匀３次),以２０００r/min离心５min(２℃~８℃),收集上清液.

B􀆰２　血清非特异性抑制因子的处理

利用高岭土处理血清中的非特异性抑制因子.具体方法:将按B􀆰１处理的兔血清加入２００μL２５％
高岭土的沉淀中,振荡混匀,２０℃~２５℃作用１h后(其间振荡混匀３次),以８０００r/min离心５min,收
集的上清液即为１∶２稀释的血清.

７
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附　录　C
(资料性)

RTＧPCR试验用引物

C􀆰１　引物

vp６０基因扩增引物序列如表C􀆰１所列.

表C􀆰１　vp６０基因扩增引物序列

检测目的 引物序列(５′Ｇ３′) 扩增大小,bp

RHDV１Ｇvp６０基因
上游引物:TATTCTGGGAACAACTCCAC
下游引物:AACAGTCCGGTTGGATTTTG

３４７

RHDV２Ｇvp６０基因
上游引物:CCCTGGAAGCAGTTCGTCAAAC
下游引物:GATGTCAACAAGGTCTGACAG

７４８

C􀆰２　兔出血症病毒１型中国 WF/２００７株PCR扩增vp６０基因靶序列

TATTCTGGGAACAACTCCACCAACGTGCTTCAGTTTTGGTACGCTAATGCTGGGTCTGCG
ATTGACAACCCTATCTCCCAGGTTGCACCAGACGGCTTCCCTGACATGTCATTCGTGCCCTTT
AACAGCCCCAACATTCCGACCGCGGGGTGGGTCGGGTTTGGTGGTATTTGGAACAGTAACAA
CGGTGCCCCCGCTGCTACAACTGTGCAGGCCTATGAGTTAGGTTTTGCCACTGGGGCACCAAA
CAGCCTCCAGCCCACCACCAACACTTCAGGTGCACAGACTGTCGCTAAGTCCATTTATGCCGT
GGTAACCGGCACAAACCAAAATCCAACCGGACTGTT(３４７bp)

C􀆰３　兔出血症病毒２型中国SC２０２０/０４株PCR扩增vp６０基因靶序列

CCCTGGAAGCAGTTCGTCAAACGTGCTTGAGCTTTGGTATGCTAGTGCCGGGTCTGCAGC
TGACAACCCCATCTCCCAAATTGCTCCAGATGGTTTCCCTGACATGTCATTTGTACCCTTCAG
CGGTATCACCATCCCTACCGCAGGGTGGGTCGGGTTCGGTGGGATCTGGAACAGCAGTAATGG
TGCCCCCTACGTCACGACCATGCAGGCTTATGAGTTGGGTTTTGCCACTGGAGTACCGAGCAA
CCCCCAACCCACCACCACCACTTCAGGGGCTCAGATTGTTGCCAAGTCCATCTATGGCGTTGCA
AATGGCATAAACCAGACAACAGCCGGGTTGTTTGTGATGGCATCTGGTGTCATATCCACTCCA
AACAGCAGTGCCACTACGTACACACCTCAGCCAAACAGGATTGTTAACGCACCTGGCACCCCT
GCTGCTGCCCCTATTGGCAAGAACACACCCATCATGTTCGCGTCTGTTGTTAGGCGCACCGGC
GACATCAACGCTGAGGCCGGTTCAACTAACGGAACCCAGTACGGCGCGGGATCACAACCGCTG
CCGGTGACAATTGGACTTTCACTGAACAATTATTCATCGGCACTTATGCCTGGGCAGTTCTTC
GTTTGGCAGCTAAACTTTGCTTCCGGCTTCATGGAACTTGGCTTGAGTGTTGATGGATA CTTC
TACGCGGGAACAGGGGCTTCAGCCACCCTCATTGACCTGTCAGACCTTGTTGACATC(７４８bp)

８
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附　录　D
(资料性)

RTＧPCR反应液配制

D􀆰１　反转录反应液

反转录反应液的配方见表D􀆰１.

表D􀆰１　反转录反应液配方

组分 １个检测体系的加入量,μL

AnchoredOligo(dT)１８Primer(０􀆰５μg/μL) １
２×TSReactionMix １０

TransScriptRT/RIEnzymeMix １
gDNARemover １
RNaseＧfreeWater ２

RNA模板 ５

D􀆰２　PCR反应液

PCR反应液的配方见表D􀆰２.

表D􀆰２　PCR反应液配方

组分 １个检测体系的加入量,μL

２×RapidTaqMasterMix ２０
RHDV１上游引物(１０μmol/L) １
RHDV１下游引物(１０μmol/L) １
RHDV２上游引物(１０μmol/L) １
RHDV２下游引物(１０μmol/L) １

反转录产物 １

９
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附　录　E
(资料性)

实时荧光定量RTＧPCR引物及反应液

E􀆰１　引物和探针

vp６０基因扩增引物和探针序列见表E􀆰１.

表E􀆰１　vp６０基因扩增引物和探针序列

检测目的 引物序列(５′Ｇ３′) 扩增大小,bp

RHDVＧvp６０基因

上游引物:CGGTTTGCCGMCATTG
下游引物:CCAAARCTSAAGCACGTTKG

RHDV１探针:VICＧAGTGCAAGTTATTCTGGSAACAACTCＧBHQ１
RHDV２探针:FAMＧAACGCAAGTTTCCCTGGAAGCAGTTCＧBHQ１

７８

E􀆰２　兔出血症病毒１型中国 WF/２００７株PCR扩增vp６０基因靶序列

CGGTTTGCCGACATTGACCATCGAAGAGGCAGTGCAAGTTATTCTGGGAACAACTCCAC
CAACGTGCTTCAGTTTTGG(７８bp)

E􀆰３　兔出血症病毒２型中国SC２０２０/０４株PCR扩增vp６０基因靶序列

CGGTTTGCCGCCATTGACCACGACAGAGGCAACGCAAGTTTCCCTGGAAGCAGTTCGTCA
AACGTGCTTGAGCTTTGG(７８bp)

E􀆰４　实时荧光RTＧPCR反应液

实时荧光RTＧPCR反应液的配方见表E􀆰２.

表E􀆰２　实时荧光RTＧPCR反应液配方

组分 １个检测体系的加入量,μL

２×OneStepRTＧPCRBufferⅢ １０
TaKaRaExTaqHS(５U/μL) ０􀆰４
PrimeScriptRTEnzymeMixⅡ ０􀆰４

上游引物(１０μmol/L) ０􀆰６
下游引物(１０μmol/L) ０􀆰６

ROXReferenceDyeII(５０×) ０􀆰４
RHDV１荧光探针(１０μmol/L) ０􀆰８
RHDV２荧光探针(１０μmol/L) ０􀆰８

RNA产物 ２
灭菌水 ４

　　注:无需 ROX的荧光定量PCR检测仪,反应液中以灭菌水替代 ROX.

０１


