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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/T５４８—２０１５«猪传染性胃肠炎诊断技术»,与 NY/T５４８—２０１５相比,除结构调整和

编辑性改动外,主要技术变化如下:

a)　增加了样品采集与处理(见第７章);

b) 增加了间接免疫荧光法(见第１０章);

c) 增加了实时荧光反转录 聚合酶链式反应(见第１３章);

d) 删除了血清中和试验中的常量法(见２０１５年版的６􀆰６􀆰４􀆰２);

e) 更改了间接酶链免疫吸附试验(见第１５章,２０１５年版的６􀆰７);

f) 增加了综合判定(见第１６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:中国农业科学院哈尔滨兽医研究所、黑龙江八一农垦大学.
本文件主要起草人:冯力、陈建飞、张鑫、时洪艳、郭龙军、石达、孙东波.
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/T５４８—２００２,２０１５年第一次修订;
———本次为第二次修订.

Ⅰ
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猪传染性胃肠炎诊断技术

１　范围

本文件规定了猪传染性胃肠炎的临床诊断、样品采集与处理和实验室诊断方法的技术要求.
本文件适用于猪传染性胃肠炎的诊断、监测.

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

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:细胞病变作用(Cytopathiceffect)

DAPI:４′,６Ｇ二脒基Ｇ２Ｇ苯基吲哚(４′,６ＧdiamidinoＧ２Ｇphenylindole)

DIFA:直接免疫荧光法(Directimmunofluorescenceassay)

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

FA:荧光抗体(FITCＧlabeledantibody)

FITC:异硫氰酸荧光素(Fluoresceinisothiocyanate)

IDIFA:间接免疫荧光法(Indirectimmunofluorescenceassay)

PBS:磷酸盐缓冲液(Phosphatebufferedsaline)

PRCV:猪呼吸道冠状病毒(Porcinerespiratorycoronavirus)

RealＧtimeRTＧPCR:荧光定量反转录Ｇ聚合酶链式反应(RealＧtimereversetranscriptionＧpolymerase
chainreaction)

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

TGE:猪传染性胃肠炎(Transmissiblegastroenteritis)

TGEV:猪传染性胃肠炎病毒(Transmissiblegastroenteritisvirus)

５　临床诊断

５􀆰１　流行病学

５􀆰１􀆰１　TGE一年四季均可发生,一般多发生在冬季和春季.

５􀆰１􀆰２　TGE潜伏期较短,通常为１８h~３d.传播迅速,２d~３d可波及整个猪群.

５􀆰１􀆰３　TGE有暴发流行、地方流行和周期性地方流行３种形式.

５􀆰１􀆰４　若感染了 TGEV变异株PRCV,则会出现不同的流行模式,从而使 TGE的流行更加复杂化.

５􀆰１􀆰５　各种年龄的猪均可感染,尤其是１０日龄以内的哺乳仔猪,发病率和死亡率可高达１００％.

５􀆰１􀆰６　病猪、带毒猪和隐性感染猪是本病的主要传染源.

５􀆰１􀆰７　病毒通过粪Ｇ口途径、气溶胶或感染母猪的乳汁进行传播.
１



NY/T５４８—２０２５

５􀆰２　临床症状

５􀆰２􀆰１　新生仔猪表现为呕吐、水样腹泻、脱水、体重迅速下降.腹泻严重的仔猪,呕吐物中常出现未消化

的乳凝块.粪便腥臭,病程短,症状出现后２d~７d死亡.

５􀆰２􀆰２　３周龄仔猪、生长期猪和出栏期猪感染时仅表现厌食,腹泻程度较轻,持续期相对较短,偶尔伴有

呕吐,极少发生死亡.

５􀆰２􀆰３　泌乳母猪发病,则一过性体温升高、呕吐、腹泻、厌食、无乳或泌乳量急剧减少.

５􀆰３　病理变化

５􀆰３􀆰１　肉眼可见的病理变化常局限于消化道,特别是胃和小肠.胃膨胀,胃内充满凝乳块,胃黏膜充血或

出血,胃大弯部黏膜淤血.小肠壁弛缓、膨满,肠壁菲薄呈半透明.小肠内容物呈黄色、透明泡沫状的液

体,含有凝乳块.哺乳仔猪肠系膜淋巴管的乳糜管消失.

５􀆰３􀆰２　组织学变化主要以空肠为主,从胃至直肠呈广范围的渗出性卡他性炎症变化.其特征是肠绒毛萎

缩变短(见附录 A中的图 A􀆰１),回肠变化稍轻微.小肠变化有较明显的年龄特征,新生猪变化严重.

５􀆰３􀆰３　电子显微镜观察,可见小肠上皮细胞的微绒毛、线粒体、内质网以及其他细胞质内的成分变性.在

细胞质空泡内有病毒粒子存在.

５􀆰４　结果判定

符合５􀆰１且满足５􀆰２或５􀆰３的病例,可判为 TGE疑似病例.确诊应采集有典型临床症状猪只的粪

便、小肠及其内容物进行实验室诊断.

６　生物安全措施

进行猪传染性胃肠炎的诊断、检测时,如动物剖检、样品采集与处理、核酸处理等,按照 GB１９４８９的

规定执行.

７　样品采集与处理

７􀆰１　仪器设备

７􀆰１􀆰１　手术刀、剪刀和镊子.

７􀆰１􀆰２　微量移液器及配套吸头.

７􀆰１􀆰３　振荡器.

７􀆰１􀆰４　组织匀浆器.

７􀆰１􀆰５　台式低温高速离心机.

７􀆰１􀆰６　冰箱(－２０℃).

７􀆰２　试剂材料

７􀆰２􀆰１　０􀆰０２mol/LpH７􀆰２磷酸盐缓冲液(PBS),配制方法按照附录B中B􀆰１的规定执行.

７􀆰２􀆰２　青霉素(１０００００IU/L).

７􀆰２􀆰３　链霉素(１０００００μg/L).

７􀆰２􀆰４　医用防护服.

７􀆰２􀆰５　样品保存管(２mL、２５mL、５０mL).

７􀆰２􀆰６　离心管(２mL、１５mL、５０mL).

７􀆰３　样品采集

７􀆰３􀆰１　粪便

选取临床症状典型的发病猪只,用灭菌注射器吸取其粪便１mL~２mL或轻轻挤压发病猪的腹部,从
其肛门处采集１mL~２mL粪便,放入含等体积无菌PBS(含终浓度１０００IU/mL青霉素、１０００μg/mL
链霉素)的样品保存管中,－２０℃保存.
２
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７􀆰３􀆰２　小肠及其内容物

用手术刀剖开病死猪腹腔,分别在十二指肠和直肠两端结扎并在结扎线外端剪断,然后放入样品保存

管,－２０℃保存.

７􀆰４　样品处理

７􀆰４􀆰１　粪便

将含粪便的样品保存管在室温解冻,剧烈振荡(２０００r/min)３min~５min,４℃条件下,３０００r/min
离心３０min,取上清液进行检测或－２０℃保存备用.

７􀆰４􀆰２　小肠及其内容物

将小肠及其内容物匀浆,用含终浓度１００００IU/mL青霉素、１００００μg/mL链霉素的无菌PBS制成５
倍悬液,４℃条件下,３０００r/min离心３０min,取上清液进行检测或－２０℃保存备用.

８　病毒分离与鉴定

８􀆰１　仪器设备

８􀆰１􀆰１　二级生物安全柜.

８􀆰１􀆰２　倒置显微镜.

８􀆰１􀆰３　冰箱(２℃~８℃、－２０℃).

８􀆰１􀆰４　台式低温高速离心机.

８􀆰１􀆰５　微量移液器及配套吸头.

８􀆰１􀆰６　CO２恒温培养箱.

８􀆰２　试剂材料

８􀆰２􀆰１　细胞培养液,配制方法按照B􀆰２的规定执行.

８􀆰２􀆰２　病毒培养液,配制方法按照B􀆰３的规定执行.

８􀆰２􀆰３　０􀆰２５％胰酶.

８􀆰２􀆰４　微孔滤膜.

８􀆰２􀆰５　细胞培养瓶.

８􀆰２􀆰６　PK１５或ST细胞系.

８􀆰３　样品制备

取７􀆰４上清液,经０􀆰２２μm 微孔滤膜过滤,获得过滤液,分装,立即使用或－２０℃保存备用.

８􀆰４　病毒分离

８􀆰４􀆰１　细胞单层制备

按常规方法将PK１５或ST细胞分装到２５cm２或７５cm２细胞培养瓶中,每瓶分装细胞悬液５mL或

１５mL,细胞浓度为２×１０５个/mL~３×１０５个/mL,３７℃静置培养４８h~７２h.

８􀆰４􀆰２　接种及观察

用病毒培养液对 PK１５或 ST 细胞单层轻轻洗３遍.取８􀆰３中过滤液０􀆰５mL(１􀆰５mL)接种于

２５cm２(７５cm２)细胞单层上,同时加０􀆰２５mL(０􀆰７５mL)病毒培养液、混匀,３７℃吸附１h,补加病毒培养

液至５mL(１５mL).正常细胞对照,２５cm２(７５cm２)细胞培养瓶加５mL(１５mL)病毒培养液,３７℃静置

培养.接种后,逐日观察CPE,连续７２h~９６h,记录CPE.若有CPE,收获细胞/病毒液,置于－２０℃保

存备用.

８􀆰４􀆰３　盲传

如接种细胞未出现CPE,则收获细胞/病毒液,按８􀆰４􀆰２方法进行盲传,根据 CPE变化情况可盲传

２代~３代.

８􀆰５　鉴定

３
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８􀆰５􀆰１　细胞病变

接种细胞颗粒增多,圆缩,呈小堆状或葡萄串样均匀分布,细胞破损,脱落.不同细胞培养物,CPE可

能有差异.正常对照细胞单层完好,形态良好(见附录C中的图C􀆰１).

８􀆰５􀆰２　判定

当接种细胞出现CPE,判定为病毒分离疑似阳性.可用直接免疫荧光法(见第９章)、间接免疫荧光

法(见第１０章)和RTＧPCR(见第１２章)中的任何一种方法进行确诊.

９　直接免疫荧光法

９􀆰１　仪器设备

９􀆰１􀆰２８　荧光显微镜.
９􀆰１􀆰１　冷冻切片机.

９􀆰１􀆰２　恒温培养箱.

９􀆰１􀆰３　微量移液器及配套吸头.

９􀆰１􀆰４　冰箱(４℃).

９􀆰１􀆰５　滴管.

９􀆰２　试剂材料

９􀆰２􀆰１　PBS,配制方法按照B􀆰１的规定执行.

９􀆰２􀆰２　伊文思蓝溶液,配制方法按照B􀆰４的规定执行.

９􀆰２􀆰３　磷酸盐缓冲甘油,配制方法按照B􀆰５的规定执行.

９􀆰２􀆰４　丙酮(分析纯).

９􀆰２􀆰５　荧光抗体(FA),制备见附录D中的D􀆰１.

９􀆰２􀆰６　TGEV,见D􀆰２.

９􀆰２􀆰７　阳性标本片,制备见D􀆰３.

９􀆰２􀆰８　阴性标本片,制备见D􀆰４.

９􀆰２􀆰９　PK１５或ST细胞系.

９􀆰２􀆰１０　载玻片.

９􀆰２􀆰１１　盖玻片.

９􀆰３　操作方法

９􀆰３􀆰１　标本片制备

９􀆰３􀆰１􀆰１　组织样本

将急性期(２d~３d)患病猪空肠(中段)制成４μm~７μm 冰冻切片,室温风干.于丙酮中固定

１５min.再置于PBS中浸泡１０min~１５min,室温风干.

９􀆰３􀆰１􀆰２　细胞载玻片标本

将接种２４h~４８h的 PK１５或ST 细胞载玻片及 TGEV 感染的 PK１５或ST 细胞、正常 PK１５或

ST细胞载玻片在PBS中冲洗３次,每次３min,室温风干.于丙酮中固定１５min,再置于 PBS中浸泡

１０min~１５min,室温风干.

９􀆰３􀆰２　染色

用０􀆰０２％伊文思蓝溶液将FA稀释至工作浓度(１∶８以上合格).４０００r/min离心１０min,取上清

液滴于标本上,３７℃恒温恒湿染色３０min,取出后用 PBS冲洗３次,依次为３min、４min、５min,室温

风干.

９􀆰３􀆰３　封固

滴加磷酸盐缓冲甘油,用盖玻片封固,荧光显微镜检查.如当日检查不完则将荧光片置于４℃冰箱中

４
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避光保存,不超过４８h内检查.

９􀆰４　结果判定

在荧光显微镜下检查,被检标本的细胞结构应完整清晰,并在阳性标本片、阴性标本片(见图 D􀆰１)均
成立时判定.若在胞浆中见到特异性绿色荧光,则判定为阳性;反之,则判定为阴性.

１０　间接免疫荧光法

１０􀆰１　仪器设备

１０􀆰１􀆰１　荧光显微镜.

１０􀆰１􀆰２　恒温培养箱.

１０􀆰１􀆰３　小型摇床.

１０􀆰１􀆰４　微量移液器及配套吸头.

１０􀆰１􀆰５　冰箱(４℃)

１０􀆰２　试剂材料

１０􀆰２􀆰１　PBS,配制方法按照B􀆰１的规定执行.

１０􀆰２􀆰２　PK１５或ST细胞系.

１０􀆰２􀆰３　TGEV(同９􀆰２􀆰６).

１０􀆰２􀆰４　载玻片.

１０􀆰２􀆰５　细胞培养板.

１０􀆰２􀆰６　丙酮(分析纯).

１０􀆰２􀆰７　４％多聚甲醛.

１０􀆰２􀆰８　TGEV阳性猪血清(见附录E中的E􀆰１).

１０􀆰２􀆰９　TGEV阴性猪血清(见E􀆰２).

１０􀆰２􀆰１０　FITC标记兔抗猪IgG抗体.

１０􀆰２􀆰１１　DAPI染色剂.

１０􀆰３　操作方法

１０􀆰３􀆰１　标本片制备

１０􀆰３􀆰１􀆰１　细胞载玻片标本

同９􀆰３􀆰１􀆰２.

１０􀆰３􀆰１􀆰２　细胞培养板标本

将分离病毒细胞、TGEV感染细胞(阳性对照)和正常细胞(阴性对照)培养２４h~４８h,用PBS洗３
次,每次３min,室温风干.于４％多聚甲醛中固定３０min,再用PBS洗３次,每次３min,风干.

１０􀆰３􀆰２　一抗孵育

将 TGEV阳性猪血清、阴性猪血清稀释(１∶５００)后,取适量加入到标本片,３７℃作用１h,用PBS洗

３次,每次３min,室温风干.

１０􀆰３􀆰３　二抗孵育

将FITC标记的兔抗猪IgG抗体稀释(１∶１０００)后,取适量加入到标本片,３７℃避光作用１h,用PBS
洗３次,每次３min,室温风干.

１０􀆰３􀆰４　染核

将DAPI染色剂稀释(１∶１０００)后,取适量加入到标本片,３７℃作用２０min,用PBS洗３次,再加入

适量PBS,荧光显微镜检查.如当日检查不完则将标本片置于４℃冰箱中避光保存,不超过４８h内检查.

１０􀆰４　结果判定

在荧光显微镜下检查,被检标本的细胞结构应完整清晰,并在阳性对照、阴性对照(见 E􀆰３)均成立时
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判定.若在胞浆中见到特异性绿色荧光,则判定为阳性;反之,则判定为阴性;细胞核呈蓝色.

１１　双抗体夹心酶链免疫吸附试验(夹心ELISA)

１１􀆰１　仪器设备

１１􀆰１􀆰１　酶标测试仪.

１１􀆰１􀆰２　恒温培养箱.

１１􀆰１􀆰３　台式离心机.

１１􀆰１􀆰４　微量移液器及配套吸头.

１１􀆰１􀆰５　冰箱(４℃)

１１􀆰２　试剂材料

１１􀆰２􀆰１　包被板(９６孔板).

１１􀆰２􀆰２　样品管.

１１􀆰２􀆰３　洗液,配制方法按照B􀆰６的规定执行.

１１􀆰２􀆰４　包被稀释液,配制方法按照B􀆰７的规定执行.

１１􀆰２􀆰５　样品稀释液,配制方法按照B􀆰８的规定执行.

１１􀆰２􀆰６　酶标抗体稀释液,配制方法按照B􀆰９的规定执行.

１１􀆰２􀆰７　底物溶液,配制方法按照B􀆰１０的规定执行.

１１􀆰２􀆰８　终止液,配制方法按照B􀆰１１的规定执行.

１１􀆰２􀆰９　猪抗 TGEVＧIgG(见附录F中的F􀆰１).

１１􀆰２􀆰１０　猪抗 TGEVＧIgGＧHRP(HRP为辣根过氧化物酶)(见F􀆰２).

１１􀆰２􀆰１１　阳性抗原(见F􀆰３).

１１􀆰２􀆰１２　阴性抗原(见F􀆰４).

１１􀆰３　操作方法

１１􀆰３􀆰１　待检样品

处理同７􀆰４.

１１􀆰３􀆰２　冲洗包被板

向各孔注入洗液,浸泡３min,甩干,再注入洗液,重复３次.甩去孔内残液,在滤纸上吸干.

１１􀆰３􀆰３　包被抗体

用包被稀释液稀释猪抗 TGEVＧIgG至使用倍数,每孔加１００μL,置于４℃过夜,弃液,用洗液冲洗３
次,每次３min.

１１􀆰３􀆰４　加样品

将待检样品用样品稀释液做５倍稀释,加入两个孔,每孔１００μL,每块反应板设阴性抗原、阳性抗原

及稀释液对照各两孔,置于３７℃作用２h,弃样品,用洗液冲洗３次,每次３min.

１１􀆰３􀆰５　加酶标抗体

每孔加１００μL经酶标抗体稀释液稀释至使用浓度的猪抗 TGEVＧIgGＧHRP,置于３７℃作用２h,弃
液,用洗液冲洗３次,每次３min.

１１􀆰３􀆰６　加底物溶液

每孔加新配制的底物溶液１００μL,置于３７℃作用３０min.

１１􀆰３􀆰７　终止反应

每孔加终止液５０μL,置于室温１５min.

１１􀆰３􀆰８　吸光度测定

用酶标测试仪在波长４９２nm 下测量各孔的吸光度(OD)值.
６



NY/T５４８—２０２５

１１􀆰４　结果判定

１１􀆰４􀆰１　试验成立条件

阳性抗原对照孔平均 OD值＞０􀆰８(参考值),阴性抗原对照孔平均 OD值≤０􀆰２.

１１􀆰４􀆰２　计算方法

P/N 值按公式(１)计算.

P/N ＝
OD４９２ＧP

OD４９２ＧNC
(１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

P　　　 ———待检样品 OD值;

N ———阴性抗原对照 OD值;

OD４９２ＧP ———待检样品在４９２nm 波长处的平均 OD值;

OD４９２ＧNC ———阴性抗原对照在４９２nm 波长处的平均 OD值.

１１􀆰４􀆰３　判定

当P/N 值≥２,且待检样品平均 OD值≥０􀆰２判为阳性,否则为阴性.如其中一个条件稍低于判定标

准,可复检一次,最后仍按照两个条件判定结果.

１２　反转录Ｇ聚合酶链式反应(RTＧPCR)

１２􀆰１　仪器设备

１２􀆰１􀆰１　PCR扩增仪.

１２􀆰１􀆰２　电热恒温水槽.

１２􀆰１􀆰３　台式高速低温离心机.

１２􀆰１􀆰４　电泳仪和水平电泳槽.

１２􀆰１􀆰５　微量移液器及配套吸头.

１２􀆰１􀆰６　微波炉.

１２􀆰１􀆰７　紫外凝胶成像仪.

１２􀆰１􀆰８　冰箱(４℃,－７０℃).

１２􀆰２　试剂材料

１２􀆰２􀆰１　变性剂:６mol/L异硫氰酸胍或 Trizol试剂.

１２􀆰２􀆰２　酚氯仿抽提液:苯酚、三氯甲烷、异戊醇(２５∶２４∶１)混合液.

１２􀆰２􀆰３　异丙醇(分析纯).

１２􀆰２􀆰４　DEPC水:焦磷酸二乙酯按０􀆰１％含量加入去离子水中配制而成.

１２􀆰２􀆰５　７５％乙醇:无水乙醇(分析纯)与DEPC水按３∶１配制而成.

１２􀆰２􀆰６　核糖核酸酶抑制剂(RNaseinhibitor)(４０U/μL).

１２􀆰２􀆰７　反转录酶 (MＧMLV)(２００U/μL).

１２􀆰２􀆰８　５×MＧMLV缓冲液.

１２􀆰２􀆰９　dNTPs混合物 (各１０mmol/L).

１２􀆰２􀆰１０　２×PCR MasterMix.

１２􀆰２􀆰１１　灭菌去蒸水.

１２􀆰２􀆰１２　１×TAE电泳缓冲液,配制方法见附录 G中的 G􀆰１.

１２􀆰２􀆰１３　琼脂糖:国产或进口的低熔点琼脂糖.

１２􀆰２􀆰１４　电泳加样缓冲液,配制方法见 G􀆰２.

１２􀆰２􀆰１５　DNA Marker(标准分子量):分子大小范围１００bp~２０００bp.
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１２􀆰２􀆰１６　１􀆰５mL离心管.

１２􀆰２􀆰１７　０􀆰２mLPCR反应管.

１２􀆰２􀆰１８　引物

正向引物(TGEVＧF):５′ＧATATGCAGTAGAAGACAATＧ３′(１０μmol/L).
反向引物(TGEVＧR):５′ＧTTAGTTCAAACAAGGAGTＧ３′(１０μmol/L).
反转录引物(RP):５′ＧTTAGTTCAAACAAGGAGTＧ３′(１０μmol/L).

１２􀆰３　样品制备

１２􀆰３􀆰１　待检样品:粪便、小肠及内容物(处理同７􀆰４),接毒细胞.

１２􀆰３􀆰２　阳性对照:已知病毒材料,如 TGEV感染的细胞.

１２􀆰３􀆰３　阴性对照:未感染细胞或灭菌去离子水.

１２􀆰４　操作方法

１２􀆰４􀆰１　病毒RNA提取

取待检样品、阴性对照、阳性对照各３００μL 分别置于１􀆰５mL 无 RNA 酶的灭菌离心管中,加入

５００μLRNA提取液,充分混匀,室温静置１０min;加入５００μL三氯甲烷,充分混匀,室温静置１０min,

４℃、１２０００r/min离心１０min,取上清(５００μL)于新的１􀆰５mL无RNA酶的离心管中,加入１􀆰０mL异

丙醇,充分混匀,－２０℃静置３０min,４℃、１２０００r/min离心１０min.小心弃上清,离心管倒置于吸水纸

上,室温自然风干,加入２０μL无RNasedH２O溶解RNA,瞬时离心,－７０℃保存备用.
注:可采用等效 RNA提取方法,如全自动化核酸提取仪和配套核酸抽提试剂进行核酸提取.

１２􀆰４􀆰２　cDNA合成

取制备的病毒RNA１２􀆰５μL于１􀆰５mL无 RNA 酶的灭菌离心管中,加入１μL反转录引物(RP)混
匀,７０℃保温１０min,冰浴２min,瞬时离心使模板RNA/引物混合液聚集于管底,将管置于冰上,依次加

入４μL５×MＧMLV缓冲液、１μLdNTPs混合物 (各１０mM)、０􀆰５μLRNase抑制剂、１􀆰０μL 反转录酶

MＧMLV混匀,４２℃保温１h;７０℃保温１５min,冰浴５min,得到cDNA 溶液,立即使用或置于－２０℃
保存.

１２􀆰４􀆰３　PCR反应

１２􀆰４􀆰３􀆰１　反应体系

反应体系(２５μL).在 PCR 管中依次加入２×PCR MasterMix１２􀆰５μL、正向引物(TGEVＧF)

０􀆰５μL、反向引物(TGEVＧR)０􀆰５μL、cDNA (待检样品、阴性对照、阳性对照)２μL、无菌去离水９􀆰５μL,
混匀,备用.

１２􀆰４􀆰３􀆰２　反应条件

９４℃预变性５min;９８℃变性１０s、５５℃退火３０s、７２℃延伸８５s,３０个循环;７２℃延伸７min,４℃
保存.

１２􀆰４􀆰４　扩增产物电泳检测

１２􀆰４􀆰４􀆰１　制胶

１％ 琼脂糖凝胶板的制备:将１g琼脂糖放入１００mL１×TAE电泳缓冲液中,微波炉加热融化,待温

度降至６０℃左右时,加入１０mg/mL溴化乙锭(EB)或EB替代物５μL,均匀铺板,厚度为３mm~５mm.

１２􀆰４􀆰４􀆰２　电泳

取待检样品、阳性对照、阴性对照PCR扩增产物和DNA Marker(DL２０００)各５μL,依次加入到琼脂

糖凝胶孔中,１５０V电压,１０min~１５min.

１２􀆰４􀆰４􀆰３　观察记录

用凝胶成像仪观察检测结果、拍照并记录试验结果.

１２􀆰５　结果判定

阳性对照出现１４１７bp(序列见附录 H 中的 H􀆰１)左右特异性条带,阴性对照没有预期的目的条带

８



NY/T５４８—２０２５

(见图 H􀆰１).若待检样品泳道出现１４１７bp左右的目的条带,判为阳性(＋);反之,则判为阴性(－).若

进一步验证,可对扩增产物进行测序.

１３　实时荧光反转录Ｇ聚合酶链式反应(实时荧光RTＧPCR)

１３􀆰１　仪器设备

１３􀆰１􀆰１　荧光定量PCR扩增仪.

１３􀆰１􀆰２　台式低温高速离心机.

１３􀆰１􀆰３　微量移液器及配套吸头.

１３􀆰２　试剂材料

１３􀆰２􀆰１　２×OnestepSYBRRTＧPCRbuffer.

１３􀆰２􀆰２　ExTaqHS(５U/μL).

１３􀆰２􀆰３　PrimeScriptRTEnzymeMix.

１３􀆰２􀆰４　灭菌去离子水.

１３􀆰２􀆰５　引物

TGEVＧF１:５′ＧGCTTGATGAATTGAGTGCTGATGＧ３′(１０μmol/L).

TGEVＧR１:５′ＧCCTAACCTCGGCTTGTCTGGＧ３′(１０μmol/L).

１３􀆰２􀆰６　离心管.

１３􀆰２􀆰７　PCR扩增管(０􀆰２mL).

１３􀆰３　样品制备

同１２􀆰３.

１３􀆰４　操作方法

１３􀆰４􀆰１　病毒RNA提取

同１２􀆰４􀆰１.

１３􀆰４􀆰２　反应体系

反应体系(２０μL).在 PCR管中依次加入２×OnestepSYBRRTＧPCRbuffer１０μL、ExTaqHS
(５U/μL)１μL、PrimeScriptRTEnzymeMix１μL、正向引物(TGEVＧF１)１μL、反向引物(TGEVＧR１)

１μL、RNA (待检样品、阴性对照、阳性对照)２μL、DEPC水４μL,混匀,备用.

１３􀆰４􀆰３　反应程序

反转录４２℃,５min;９５℃,１０s.PCR反应９５℃,５s;６０℃,２０s(检测荧光信号),进行４０个循环.
熔解曲线分析９５℃,１５s;６０℃,１min;９５℃,１s.

１３􀆰５　结果判定

１３􀆰５􀆰１　试验成立条件

序列见附录I中的I􀆰１.阳性对照扩增曲线有明显对数增长期,且Ct值＜２０;同时,阴性对照扩增曲

线无对数增长期(见图I􀆰２).

１３􀆰５􀆰２　判定

样品Ct值≤３０,且出现标准的S形扩增曲线,判为阳性.样品无Ct值或Ct值＞３５,且无标准扩增曲

线,判为阴性.样品３０＜Ct≤３５,且有标准扩增曲线,判为可疑,需重新检测.如重复后仍然为上述结果,
判为阳性;否则判为阴性.

１４　血清中和试验

１４􀆰１　仪器设备

１４􀆰１􀆰１　恒温培养箱.

１４􀆰１􀆰２　电热恒温水槽.
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１４􀆰１􀆰３　微量移液器及配套吸头.

１４􀆰１􀆰４　低温冰箱(－３０℃、－７０℃).

１４􀆰１􀆰５　微量振荡器.

１４􀆰１􀆰６　倒置显微镜.

１４􀆰２　试剂材料

１４􀆰２􀆰１　液体培养基(RPMI１６４０).

１４􀆰２􀆰２　细胞培养液,配制方法按照B􀆰２的规定执行.

１４􀆰２􀆰３　病毒培养液,配制方法按照B􀆰３的规定执行.

１４􀆰２􀆰４　０􀆰２５％胰酶.

１４􀆰２􀆰５　PK１５或ST 细胞系.

１４􀆰２􀆰６　TGEV,同９􀆰２􀆰６.

１４􀆰２􀆰７　TGEV阳性猪血清,同１０􀆰２􀆰８.

１４􀆰２􀆰８　TGEV阴性猪血清,同１０􀆰２􀆰９.

１４􀆰２􀆰９　待检血清,经５６℃水浴灭活３０min的猪血清.

１４􀆰２􀆰１０　９６孔微量培养板.

１４􀆰３　操作方法

１４􀆰３􀆰１　用RPMI１６４０液体培养基２倍系列稀释血清,每份血清加４孔,每孔５０μL,再分别加５０μL含

１００TCID５０的病毒液.

１４􀆰３􀆰２　经微量振荡器振荡１min~２min,置于３７℃中和１h(中间摇动２次).

１４􀆰３􀆰３　每孔加细胞悬液１００μL(２０万~３０万个细胞/mL),置于３７℃温箱中培养.每天观察CPE,连
续观察５d.

１４􀆰３􀆰４　设阴性血清对照、阳性血清对照、病毒对照和细胞对照.阴性血清与待检血清同倍稀释,阳性血

清做２－６稀释.

１４􀆰３􀆰５　观察记录结果,按ReedＧMuench方法计算其半数保护量,然后计算出血清的中和效价.

１４􀆰４　结果判定

１４􀆰４􀆰１　试验成立条件

病毒对照及阴性血清对照组均出现CPE,阳性血清及细胞对照组均无CPE.

１４􀆰４􀆰２　判定

血清中和效价１∶８或以上,判为阳性;１∶４为疑似;小于１∶４,判为阴性.疑似血清复检一次,仍为

可疑时,则判为阴性.

１５　间接酶链免疫吸附试验(间接ELISA)

１５􀆰１　仪器设备

１５􀆰１􀆰１　酶标测试仪.

１５􀆰１􀆰２　恒温培养箱.

１５􀆰１􀆰３　台式离心机.

１５􀆰１􀆰４　微量移液器及配套吸头.

１５􀆰２　试剂材料

１５􀆰２􀆰１　包被板(９６孔板).

１５􀆰２􀆰２　样品管(１􀆰５mL).

１５􀆰２􀆰３　兔抗猪IgG酶标抗体.

１５􀆰２􀆰４　洗液,配制方法按照 B􀆰６的规定执行.
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１５􀆰２􀆰５　包被稀释液,配制方法按照B􀆰７的规定执行.

１５􀆰２􀆰６　样品稀释液,配制方法按照B􀆰８的规定执行.

１５􀆰２􀆰７　酶标抗体稀释液,配制方法按照B􀆰９的规定执行.

１５􀆰２􀆰８　底物溶液,配制方法按照B􀆰１０的规定执行.

１５􀆰２􀆰９　终止液,配制方法按照B􀆰１１的规定执行.

１５􀆰２􀆰１０　TGEV阳性猪血清,同１０􀆰２􀆰８.

１５􀆰２􀆰１１　TGEV阴性猪血清,同１０􀆰２􀆰９.

１５􀆰２􀆰１２　待检血清样品.

１５􀆰２􀆰１３　TGEV重组 N蛋白(见附录J).

１５􀆰３　操作方法

１５􀆰３􀆰１　冲洗包被板

向各孔注入洗液,浸泡３min,甩干,再注入洗液,重复３次,甩干孔内残液,在滤纸上吸干.

１５􀆰３􀆰２　抗原包被

用包被稀释液稀释TGEV 重组N蛋白至使用浓度,包被量为每孔１００μL,置于４℃湿盒内２４h.弃

液,用洗液冲洗３次,每次３min.

１５􀆰３􀆰３　加待检及对照血清

将每份待检血清样品用样品稀释液做１∶２００稀释,加入孔中,每孔１００μL.每块反应板设阳性、阴
性血清及样品稀释液对照各２孔,每孔１００μL,置于３７ ℃湿盒内１h.弃液,用洗液冲洗３次,每次

３min.

１５􀆰３􀆰４　加酶标抗体

用酶标抗体稀释液将兔抗猪IgG酶标抗体稀释至使用浓度,每孔加１００μL,置于３７℃湿盒内１h.
弃液,用洗液冲洗３次,每次３min.

１５􀆰３􀆰５　加底物溶液

每孔加新配制的底物溶液１００μL,置于３７℃湿盒内５min~１０min.

１５􀆰３􀆰６　终止反应

每孔加终止液５０μL,室温作用５min.

１５􀆰３􀆰７　吸光度值测定

用酶标测试议,在波长４５０nm 下,测定各孔 OD值.

１５􀆰４　结果判定

１５􀆰４􀆰１　试验结成立条件

阳性血清对照平均 OD４５０nm值＞０􀆰６,阴性血清对照平均 OD４５０nm值＜０􀆰１５.

S/P 值按公式(２)计算.

S/P＝
OD４５０ＧS －OD４５０ＧNC

０D４５０－PC－OD４５０－NC
(２)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

S　　　———样本的吸光度值;

P ———阳性对照的吸光度值;

OD４５０ＧS ———待检样品在４５０nm 波长处的 OD值;

OD４５０ＧNC ———阴性对照在４５０nm 波长处的平均 OD值;

OD４５０ＧPC ———阳性对照在４５０nm 波长处的平均 OD值.

１５􀆰４􀆰３　判定

待测样品S/P 值≥０􀆰３５时,判定为阳性;S/P 值＜０􀆰３５时,判定为阴性.
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１６　综合判定

１６􀆰１　凡符合５􀆰４,并且８􀆰５、９􀆰４、１０􀆰４、１１􀆰４、１２􀆰５、１３􀆰５中任何一项阳性者,均判定为猪传染性胃肠炎.

１６􀆰２　临床无明显特异性症状的猪,凡符合１２􀆰５、１３􀆰５中任何一项阳性者,可判定猪传染性胃肠炎病毒带

毒(潜伏感染).

１６􀆰３　临床无明显特异性症状的非免疫猪,凡符合１４􀆰４、１５􀆰４任何一项阳性者,可判定曾经感染过猪传染

性胃肠炎病毒.
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附　录　A
(资料性)

猪小肠绒毛病理学组织变化(HE染色)

TGEV感染会导致猪小肠绒毛萎缩、变短、脱落,健康猪小肠绒毛正常,如图 A􀆰１所示.

图A􀆰１　TGEV感染猪小肠病理组织变化
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附　录　B
(规范性)

溶液的配制(试剂均为分析纯)

B􀆰１　０􀆰０２mol/LpH７􀆰２磷酸盐缓冲液(PBS)

B􀆰１􀆰１　０􀆰２mol/L磷酸氢二钠溶液的配制

称取磷酸氢二钠(Na２HPO４􀅰１２H２O)７１􀆰６４g,先加适量去离子水溶解,最后定容至１０００mL,混匀.

B􀆰１􀆰２　０􀆰２mol/L磷酸二氢钠溶液的配制

称取磷酸二氢钠(NaH２PO４􀅰２H２O)３１􀆰２１g,先加适量去离子水溶解,最后定容至１０００mL,混匀.

B􀆰１􀆰３　０􀆰０２mol/LpH７􀆰２磷酸盐缓冲液的配制

量取０􀆰２mol/L磷酸氢二钠溶液３６０mL,０􀆰２mol/L磷酸二氢钠溶液１４０mL,称取氯化钠３８g,用
去离子水溶解,最后定容至５０００mL,４℃保存.

B􀆰２　细胞培养液

含１０％灭活胎牛血清的１６４０培养液,加终浓度为１００IU/mL青霉素及１００μg/mL链霉素,用５􀆰６％
碳酸氢钠(NaHCO３)调pH 至７􀆰２.如需换液,则血清含量为５％.

B􀆰３　病毒培养液

B􀆰３􀆰１　HEPES液的配制

称取０􀆰２３８５gHEPES溶于１００mL去离子水中,用１mol/L氢氧化钠(NaOH)调整pH 至７􀆰０~
７􀆰２,过滤后置于４℃备用.

B􀆰３􀆰２　病毒培养液的配制

在１６４０培养液中依次加终浓度为１％ HEPES、５μg/mL~１０μg/mL 胰酶,１００IU/mL 青霉素、

１００μg/mL链霉素,用５􀆰６％碳酸氢钠(NaHCO３)调pH 至７􀆰２.

B􀆰４　０􀆰１％伊文思蓝原液

称取伊文思蓝０􀆰１g溶于１００mL０􀆰０２mol/LpH７􀆰２的PBS中,４℃保存.使用时,稀释成０􀆰０２％
浓度.

B􀆰５　磷酸盐缓冲甘油

量取丙三醇９０mL、０􀆰０２mol/LpH７􀆰２的PBS１０mL,振荡混合均匀即成,４℃保存.

B􀆰６　洗液

量取５０μL吐温Ｇ２０,加入１００mL０􀆰０２mol/LpH７􀆰２的PBS中,混合均匀即成.

B􀆰７　包被稀释液

称取碳酸钠１０􀆰６g,加去离子水至１０００mL,配制成０􀆰１mol/L的碳酸钠溶液.称取碳酸氢钠８􀆰４g,
加去离子水至１０００mL,配制成０􀆰１mol/L碳酸氢钠溶液.

量取０􀆰１mol/L碳酸钠溶液２００mL、０􀆰１mol/L的碳酸氢钠溶液７００mL,混合即成.

B􀆰８　样品稀释液

加０􀆰０５％吐温Ｇ２０及１％明胶的０􀆰０２mol/LpH７􀆰２的PBS.
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B􀆰９　酶标抗体稀释液

加０􀆰０５％吐温Ｇ２０、１％明胶及５％灭活牛血清的０􀆰０２mol/LpH７􀆰２的PBS.

B􀆰１０　底物溶液

B􀆰１０􀆰１　pH５􀆰０磷酸盐Ｇ柠檬酸缓冲液的配制

称取柠檬酸２１􀆰０１g,加去离子水至１０００ mL,量取２４３ mL 与０􀆰２ mol/L 磷酸氢二钠溶液(见

B􀆰１􀆰１)２５７mL混合,于４℃冰箱中保存不超过一周.

B􀆰１０􀆰２　底物溶液的配制

称取４０mg邻苯二胺,溶于１０００mLpH５􀆰０磷酸盐Ｇ柠檬酸缓冲液(用前从４℃冰箱中取出,在室温

下放置２０min~３０min),待溶解后,加入１５０μL过氧化氢,根据试验需要量可按比例增减.

B􀆰１１　终止液

２mol/L硫酸:量取浓硫酸４mL,加入到３２mL去离子水中混匀.
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附　录　C
(资料性)

TGEV感染PK１５细胞CPE和正常PK１５细胞图

TGEV感染的细胞颗粒增多,圆缩,呈小堆状或葡萄串样均匀分布,细胞破损,脱落.不同细胞培养

物,CPE可能有差异.正常对照细胞单层完好,形态良好,如图C􀆰１所示.

图C􀆰１　TGEV感染PK１５细胞和正常PK１５细胞
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附　录　D
(资料性)

荧光抗体、病毒、阳性标本片、阴性标本片制备和检测

D􀆰１　荧光抗体(FA)制备

将高免血清与等体积的３３％饱和度硫酸铵溶液混合均匀,盐析３次,沉淀用PBS溶解成原体积的

１/１０,透析过夜,过SephadexG５０柱,去除硫酸根离子和铵离子,加入终浓度为８％的PEG(相对分子量

为６０００)４ ℃ 过 夜,１２０００r/min４ ℃ 离 心 ３０ min,弃 上 清,沉 淀 用 PBS溶 解,调 整 蛋 白 浓 度 为

２０mg/mL.将IgG用相当于１/９０~１/１００蛋白量的异硫氰酸荧光素(FITC)在室温下标记２h.过

SephadexG５０柱,去除游离荧光素,过DEAEＧ３２纤维素精制.用双波长双光束分光光度计测定精制荧光

抗体.按照蛋白浓度(mg/mL)＝１􀆰４５×OD２８０－０􀆰７４×OD２６０计算荧光抗体的蛋白浓度,蛋白浓度达

１１mg/mL~１５mg/mL.根据 OD４９５值查出FITC浓度,再按照公式计算荧光抗体的F/P 值.将F/P
值在１~２之间的荧光抗体混合,２倍连续稀释,利用中和试验法进行抗体效价测定(１∶６４以上).分装、
置于－２０℃保存备用.

F/P 值按公式(D􀆰１)计算.

F/P＝０􀆰４１×
FITC(μg/mL)
IgG(mg/mL) (D􀆰１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

F ———荧光素;

P ———抗体蛋白.

D􀆰２　TGEV

经电镜、间接免疫荧光法、反转录Ｇ聚合酶链式反应和测序验证确诊的适应猪肾细胞的 TGEV H 毒强

毒株,滴度为１０６􀆰５TCID５０/mL,－７０℃保存备用.

D􀆰３　阳性标本片制备

用２mL１０６􀆰５TCID５０/mLTGEVH 毒强毒珠口服感染３d~５d健康仔猪,感染后２４h~３６h,取仔猪

空肠中段,制成冷冻切片(４μm~７μm),丙酮中固定１０min,再置于PBS中浸泡１０min~１５min,室温风

干,－２０℃保存备用.

D􀆰４　阴性标本片制备

取３d~５dTGE阴性健康仔猪空肠中段,制成冷冻切片(４μm~７μm),丙酮中固定１０min,再置于

PBS中浸泡１０min~１５min,室温风干,－２０℃保存备用.

D􀆰５　TGEV感染猪和健康猪空肠直接免疫荧光法检测参照图

TGEV感染猪空肠在胞浆中能见到特异性绿色荧光,而健康猪空肠见不到特异性绿色荧光,如图

D􀆰１所示.
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图D􀆰１　TGEV感染猪和健康猪空肠直接免疫荧光法检测图
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附　录　E
(资料性)

间接免疫荧光法阳性血清、阴性血清和检测参照图

E􀆰１　TGEV阳性猪血清

４周龄~６周龄健康阴性猪(中和抗体效价低于１∶２),经后海穴接种猪传染性胃肠炎病毒 H 毒弱毒

株,接种剂量１mL(含毒１０４􀆰０TCID５０)/头;间隔２周,用相同途径、相同剂量进行二免;间隔２周,用相同

途径、相同剂量进行三免.三免后每周采血,测定猪传染性胃肠炎病毒中和抗体效价.当中和抗体效价不

低于１∶３２时,则前腔静脉采血,待血液凝固后,置于３７℃２h,再置于２℃~８℃１h,将析出的血清转移

到离心瓶中,以２０００r/min离心５min,分离血清,２倍连续稀释,测定中和抗体效价(１∶５１２以上).分

装、置于－２０℃以下保存备用.

E􀆰２　TGEV阴性猪血清

４周龄~６周龄健康的 TGE阴性猪(中和抗体效价低于１∶２),经前腔静脉采血,待血液凝固后,置于

３７℃２h,再置于２℃~８℃１h,将析出的血清转移到离心瓶中,以２０００r/min离心５min,分离血清.
分装、置于－２０℃以下保存.

E􀆰３　TGEV感染PK１５细胞和正常PK１５细胞间接免疫荧光法检测参考图

TGEV感染PK１５细胞胞浆中有特异性绿色荧光,而正常 PK１５细胞胞浆无特异性绿色荧光,如图

E􀆰１所示.

图E􀆰１　TGEV感染PK１５细胞和正常PK１５细胞间接免疫荧光法检测图
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附　录　F
(资料性)

猪抗TGEVＧIgG、抗TGEVＧIgGＧHRP、阳性抗原和阴性抗原制备

F􀆰１　猪抗TGEVＧIgG制备

以３３％饱和度硫酸铵溶液采取盐析法纯化提取TGEV阳性猪血清(中和抗体效价１∶５１２以上)中的

IgG,即高免血清与等体积的３３％饱和度硫酸铵溶液混合均匀,盐析３次,沉淀用PBS溶解成原体积的１/

１０,透析过夜,过SephadexG５０柱,去除硫酸根离子和铵离子,加入终浓度为８％的PEG(相对分子量为

６０００)４℃过夜,１２０００r/min４℃离心３０min,弃上清,沉淀用PBS溶解,调整蛋白浓度为２０mg/mL,
分装于－２０℃保存备用.

F􀆰２　猪抗TGEVＧIgGＧHRP制备

称取 HRP２５mg溶于１􀆰２５％戊二醛溶液中,于室温静置过夜;反应后的酶溶液经SephadexGＧ２５层

析柱,用生理盐水洗脱,收集棕色流出液;将 F􀆰１制备的猪抗 TGEVＧIgG１２􀆰５mg用生理盐水稀释至

５mL,搅拌下逐滴加入酶溶液中;加１mol/LpH９􀆰５碳酸钠缓冲液０􀆰２５mL,继续搅拌３h,加０􀆰２mol/L
赖氨酸０􀆰２５mL,混匀后,置于室温２h.在搅拌下逐滴加入等体积的饱和硫酸铵,置于４℃１h,３０００r/min
离心３０min,弃上清,沉淀溶于少量PBS中,装入透析袋中透析,去除铵离子,１００００r/min离心３０min去

除沉淀,上清液即为猪抗 TGEVＧIgGＧHRP,分装,于－２０℃保存备用.

F􀆰３　阳性抗原制备

TGEVAHHF毒株接种于生长３d的PK１５或ST细胞单层上,加入无血清的培养液培养.当CPE
达９０％~９５％时,收获细胞及培养液,反复冻融３次,４℃、３０００r/min离心２０min,收集上清.每３０mL
上清加２mL~３mL４０％蔗糖,４ ℃、２５０００r/min离心２h,弃上清,沉淀用２mLTNE缓冲液重悬;

４℃、２５０００r/min离心１􀆰５h,弃上清,沉淀用１mLPBS(pH７􀆰４)重悬,调抗原浓度为２mg/mL,分装,于

－２０℃保存备用.

F􀆰４　阴性抗原制备

生长３d的PK１５或ST细胞单层,加入含终浓度１０μg/mL胰酶、无血清的培养液培养,２d后收获

细胞及培养液,反复冻融３次,４℃、３０００r/min离心２０min,收集上清,分装,于－２０℃保存备用.
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附　录　G
(资料性)

反转录Ｇ聚合酶链式反应溶液配制(试剂均为分析纯)

G􀆰１　１×TAE电泳缓冲液

称取三羟甲基氨基甲烷(Tris碱)２４２g,乙二胺四乙酸二钠(Na２EDTA)３７􀆰２g,加入去离子水

８００mL,充分搅拌溶解,加入５７􀆰１mL的醋酸,充分搅拌,加去离水定容至１L,配制成５０×TAE电泳缓

冲储存液,室温保存.
用去离子水将５０×TAE电泳缓冲储存液５０倍稀释,配制成１×TAE电泳缓冲液.

G􀆰２　电泳加样缓冲液(６×)

称取乙二胺四乙酸(EDTA)４􀆰４g,溴酚蓝０􀆰２５g,二甲苯蓝FF０􀆰２５g,加入去离水２００mL,加热搅

拌充分溶解,加入１８０mL甘油后,用２mol/L的氢氧化钠调节pH 至７􀆰０,用去离子水定容至５００mL,室
温保存.

１２
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附　录　H
(资料性)

反转录Ｇ聚合酶链式反应扩增序列和检测电泳图

H􀆰１　扩增产物序列(H株,长度１４１７bp)

５′ＧATATGCAGTAGAAGACAATTTGAAAATTACGAACCTATTGAAAAAGTGCACGTCCAT
TAAATTTAAAATGTTAATTTTATTATCTGCTATAATAGCATTTGTTGTTAAGGATGATGAA
TAAAGTCCTTAAGAACTAAACTTTCGAGTCATTACAGGTCCTGTATGGACATTGTCAAATCC
ATTAATACATCCGTAGATGCTGTACTTGACGAACTTGATTGTGCATACTTTGCTGTAACTCT
TAAAGTAGAATTTAAGACTGGTAAATTACTTGTGTGTATAGGTTTTGGTGACACACTTCTT
GCGGCTAGGGATAAAGCATATTCTAAGCTTGGTCTCTCCATTATTGAAGAAGTAAACACACA
AAATCCAAAGCATTAAGTGTTACAAAACAATTAAAGAGAGATTATAGAAAAACTGTCGTTC
TAAACTTCATGCGAAAATGATTGGTGGACTTTTTCTTAATACTCTGAGTTTTGTAATTGTTA
GTAACCATTCTATTGTTAATAACACAGCAAATGTGCATCATATAAAACAAGAACGTGTTAT
AGTACAACAGCATCAGGTTGTTAGTGCTAGAACACAAAATTATTACCCAGAGTTCAGCATCG
CTGTACTTTTTGTATCTTTTCTAGCTTTGTACCGTAGTACAAACTTTAAGACGTGTGTCGGC
ATCTTAATGTTTAAGATTTTATCAATGACACTTTTAGGACCTATGCTTATAGCATATGGTTA
CTACATTGATGGCATTGTTACAACAACTGTCTTATCTTTAAGATTTGCCTACTTAGCATACT
TTTGGTATGTTAATAGTAGGTTTGAATTTATTTTATACAATACAACGACACTCATGTTTGT
ACATGGCAGAGCTACACCGTTTAAGAGAAGTTCTCACAGCTCTATTTATGTCACATTGTATG
GTGGCATAAATTATATGTTTGTGAATGACCTCACGTTGCATTTTGTAGACCCTATGCTTGTA
AGCATAGCAATACGTGGCTTAGCTCATGCTGATCTAACTGTAGTTAGAGCAGTTGAACTTCT
CAATGGTGATTTTATTTATGTATTTTCACAGGAGCCCGTAGTCGGTGTTTACAATGCAGCCT
TTTCTCAGGCGGTTCTAAACGAAATTGACTTAAAAGAAGAAGAAGAAGACCGTACCTATGA
CGTTTCCTAGGGCATTGACTGTCATAGATGACACTGGAATGGTCATTAGCATCATTTTCTGG
GTCCTGTTGATAATTATATTGATATTACTTTCAATAGCATTGCTAAATTTAATTAAGCTAT
GCATGGTGTGTTGCAATTTAGGAAGGACAGTTATTATTGTTCCATTGCAACATGCTTACGAT
GCCTATAAGAATTTTATGCGACTTAAAGCATACAACCCCGATGGAGCACTCCTTGTTTGAAC
TAAＧ３′

H􀆰２　PCR检测电泳图示

PCR阳性对照、阴性对照电泳结果如图 H􀆰１所示.
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　标引序号说明:

　M———DNA Marker(分子量标准)DL２０００;

　１———阳性对照;

　２———阴性对照.

图H􀆰１　PCR检测阳性对照、阴性对照参照图
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附　录　I
(资料性)

实时荧光反转录Ｇ聚合酶链式反应扩增序列和扩增曲线图

I􀆰１　扩增序列(H株,S基因,长度１０９bp)

５′ＧGCTTGATGAATTGAGTGCTGATGCACAAGTTGACAGGCTGATCACAGGAAGACTTAC
AGCACTTAATGCATTTGTGTCTCAGACTCTAACCAGACAAGCCGAGGTTAGGＧ３′

I􀆰２　实时荧光反转录Ｇ聚合酶链式反应图示

扩增曲线如图I􀆰１所示.

图I􀆰１　猪传染性胃肠炎病毒实时荧光反转录Ｇ聚合酶链式反应扩增图
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附　录　J
(资料性)

猪传染性胃肠炎病毒重组N蛋白的表达与纯化

J􀆰１　主要材料和试剂

猪传染性胃肠炎病毒 AHHF株为中国农业科学院哈尔滨兽医研究所分离培养保存,大肠杆菌感受

态细胞DH５α和BL２１(DE３)、pGEXＧ６pＧ１载体、RNA提取试剂盒、反转录试剂盒、PCR试剂盒、胶回收试

剂盒、限制性内切酶、T４DNA连接酶、质粒提取试剂盒、培养基、琼脂糖、蛋白纯化试剂盒、蛋白定量试剂

盒、DNA marker、蛋白 marker均为商品化试剂.

J􀆰２　引物

上游引物:５′ＧGCTTGGATCCATGGCCAACCAGGGACＧ３′;
下游引物:５′ＧAGACTCGAGTCAGTTCGTTACCTCATCAＧ３′.

J􀆰３　方法

J􀆰３􀆰１　重组N蛋白原核表达载体的构建

利用RNA提取试剂盒提取病毒RNA,并反转录成cDNA.用上下游引物扩增 N 基因,琼脂糖凝胶

电泳验证并纯化回收相应的扩增片段,片段大小为１１６８bp.N基因纯化产物和原核表达载体pGEXＧ６pＧ
１分别用限制性内切酶BamHI和XhoI在３７℃双酶切２h.胶回收目的基因 N和pGEXＧ６pＧ１载体片

段,用 T４DNA连接酶４℃连接过夜.连接产物转化大肠杆菌感受态细胞 DH５α,筛选获得阳性重组质

粒,命名为pGEXＧ６pＧ１ＧTGEVＧN.重组质粒转化大肠杆菌感受态细胞BL２１(DE３),获得阳性菌株.

J􀆰３􀆰２　重组N蛋白的表达与纯化

阳性菌液按１∶１００体积比接种于LB液体培养基中,置于３７℃、２２０r/min培养.当菌液 OD６００nm值

达０􀆰６~０􀆰８时,向培养基中加入终浓度为０􀆰５mmol/mL的IPTG,置于１６℃、以２２０r/min培养１６h.
取诱导后菌液,以８０００r/min离心１０min,收集菌体沉淀,用PBS洗菌体沉淀３次,以８０００r/min离心

１０min,再用１/１０菌液体积的PBS重悬菌体沉淀,在１５０W 功率的超声波作用下冰浴裂解,有效时间为

１０min,工作时间为３s,间隔５s.将超声裂解物置于４℃、以１２０００r/min离心１５min,收集上清液.上

清液经 GSTBind树脂纯化,分步洗脱并收集目的蛋白洗脱液,即为纯化的目的蛋白.

J􀆰３􀆰３　重组N蛋白的浓度及纯度测定

分别取１μL、２􀆰５μL和５μL纯化的重组 N蛋白进行SDSＧPAGE电泳,用凝胶成像仪成像并用软件

BandScan５􀆰０分析蛋白浓度,蛋白纯度应不低于９０％.用商品化的蛋白定量试剂盒(BCA 法)按其说明

书对纯化的重组 N蛋白进行蛋白浓度测定.纯化后蛋白浓度应不低于２００μg/mL.
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