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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/T５６５—２００２«梅迪Ｇ维斯纳病琼脂凝胶免疫扩散试验方法»,与 NY/T５６５—２００２相

比,除结构调整和编辑性改动外,主要技术变化如下:

a)　增加了缩略语(见第４章);

b) 增加了临床症状(见第５章);

c) 增加了病理变化(见第６章);

d) 增加了病原学检测(见第７章);

e) 增加了间接ELISA抗体检测方法(见８􀆰２);

f) 增加了综合判定(见第９章);

g) 增加了鉴别诊断(见第１０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:中国农业科学院兰州兽医研究所、西南民族大学、中国动物疫病预防控制中心、陕西

省动物疫病预防控制中心.
本文件主要起草人:窦永喜、陈豪泰、刘振东、朱学亮、殷相平、孙跃峰、张志东、孙雨、杨文欢.
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/T５６５—２００２;
———本次为第一次修订.
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引　　言

梅迪Ｇ维斯纳病(MaediＧVisna,MV)是由梅迪Ｇ维斯纳病毒(MaediＧVisnavirus,MVV)引起绵羊间质

性肺炎或脑膜炎为主要症状的一种慢性传染病.梅迪Ｇ维斯纳为冰岛语,梅迪的意思是“呼吸困难”,描述

了一种增进性间质性肺炎;维斯纳的意思是“抽搐”或“消耗”,症状为麻痹性脑膜炎.世界动物卫生组织

(WOAH)将该病列为法定报告动物疫病,我国将其列为三类动物疫病.我国在１９６６—１９６７年因引入种

羊而传入该病,之后在部分省份有发病报道.
本文件的临床症状和病理变化部分主要参考«兽医微生物学»(陆承平主编,第五版)、«兽医传染病»

(陈溥言主编,第六版)及世界动物卫生组织(WOAH)«陆生动物诊断试验和疫苗手册»(２０２２年版),琼脂

凝胶免疫扩散试验方法在原«梅迪Ｇ维斯纳病琼脂凝胶免疫扩散试验方法»(NY/T５６５—２００２)的基础上进

一步细化修订,病原学和其他血清学诊断方法主要参考世界动物卫生组织(WOAH)«陆生动物诊断试验

和疫苗手册»(２０２２年版)并结合近年来该病研究新成果的基础上进行优化和验证后制定.
梅迪Ｇ维斯纳病与山羊关节炎脑炎病原均属于慢病毒,两种病毒基因组核酸序列具有较高的同源性,

血清交叉反应性也很高,可通过感染物种、临床症状进行初步鉴别,再根据病毒核酸检测结果或病毒基因

测序结果进行确诊.
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梅迪Ｇ维斯纳病诊断技术

１　范围

本文件规定了梅迪Ｇ维斯纳病临床症状、病理变化及其病原学和血清学检测方法的技术要求.
本文件适用于梅迪Ｇ维斯纳病的诊断、检测、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.

GB/T６６８２　分析实验室用水规格和试验方法

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.

AGID:琼脂凝胶免疫扩散(agargelimmunodiffusion)

CPE:细胞病变效应(cytopathiceffect)

Ct:循环阈值(cyclethreshold)

DMEM:细胞基础培养液(dulbecco′smodifiedeaglemedium)

DNA:脱氧核糖核酸(deoxyribonucleicacid)

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

MV:梅迪Ｇ维斯纳病(maediＧVisna)

MVV:梅迪Ｇ维斯纳病毒(maediＧVisnavirus)

OD:光密度(opticaldensity)

PCR:聚合酶链式反应(polymerasechainreaction)

PBS:磷酸盐缓冲液(phosphatebufferedsaline)

qPCR:实时定量PCR(quantitativerealＧtimePCR)

TAE:TrisＧ乙酸ＧEDTA缓冲液(trisacetateEDTAbufferedsolution)

５　临床症状

５􀆰１　梅迪病(呼吸型)

５􀆰１􀆰１　多发生于３岁以上的绵羊,病程长,通常为４个月~８个月,有的可达数年.

５􀆰１􀆰２　初期病羊行动迟缓,上坡时常落后于羊群,呼吸频率加快;后期严重时鼻孔扩张,伸颈仰头,呼吸急

迫,常持站立姿势,除辅助呼吸肌参与呼吸过程外,头部和肋部经常出现有节奏的跳动,偶发干咳;听诊可

在肺的内侧听到啰音,叩诊肺腹侧呈现实音.

５􀆰１􀆰３　病羊体重逐渐下降,虚弱消瘦;体温正常,食欲减退;轻度贫血,持续性白细胞增多.最后因缺氧和

继发细菌性肺炎死亡,病死率高达１００％.

５􀆰２　维斯纳病(脑炎型)

５􀆰２􀆰１　多见于２岁以上的成年羊,偶见于１年以内的幼年羊.

５􀆰２􀆰２　早期病羊表现后肢步态不稳、共济失调,容易摔倒,之后发展为后肢轻度瘫痪;随着病程缓慢发展,
１
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后肢由轻瘫逐渐发展为完全截瘫,嘴唇震颤,体况迅速恶化.发病后数周至数月内死亡.

６　病理变化

６􀆰１　梅迪病(呼吸型)

６􀆰１􀆰１　剖检变化:肺膨大,大小和重量是正常肺的２倍~４倍,表面可见肋弓压痕,呈灰黄至灰蓝色,如海

绵状,切面干燥;气管、支气管和纵隔淋巴结肿大,为正常的２倍~４倍.

６􀆰１􀆰２　组织学变化:显著特征是肺间质淋巴样增生,肺泡壁增厚.随着病程发展,还可出现平滑肌纤维、
结缔组织和上皮细胞增生.镜检可见血管周围、细支气管周围及肺泡内有淋巴细胞、单核细胞及巨噬细胞

的弥漫性浸润,甚至形成淋巴结节,部分淋巴结节中出现生发中心或淋巴滤泡.

６􀆰２　维斯纳病(脑炎型)

６􀆰２􀆰１　剖检变化:无特异性病理变化,病期长的主要表现后肢肌肉萎缩.

６􀆰２􀆰２　组织学变化:局限于中枢神经系统,呈弥漫性脑脊髓炎,淋巴细胞浸润及小神经胶质细胞增生,血
管周围可见“套袖现象”;脑脊液中淋巴细胞增多,单核细胞数可达４０个/mm３~２０００个/mm３;大脑、小
脑、脑桥、延脑及脊髓出现脱髓鞘现象.

７　病原学检测

７􀆰１　病毒分离

７􀆰１􀆰１　主要仪器和设备

７􀆰１􀆰１􀆰１　二氧化碳培养箱.

７􀆰１􀆰１􀆰２　倒置生物显微镜.

７􀆰１􀆰１􀆰３　二级生物安全柜.

７􀆰１􀆰１􀆰４　台式低温高速离心机.

７􀆰１􀆰１􀆰５　微量可调移液器(２􀆰５μL、１０μL、１００μL、２００μL、１０００μL等不同规格).

７􀆰１􀆰２　主要试剂和材料

７􀆰１􀆰２􀆰１　淋巴细胞分离液.

７􀆰１􀆰２􀆰２　细胞培养液(含１０％胎牛血清),按照附录 A中 A􀆰１的规定配制.

７􀆰１􀆰２􀆰３　细胞维持液(含２％胎牛血清),按照 A􀆰２的规定配制.

７􀆰１􀆰２􀆰４　磷酸盐缓冲液(PBS,０􀆰０１mol/LpH７􀆰４),按照 A􀆰３的规定配制.

７􀆰１􀆰２􀆰５　青霉素和链霉素溶液,按照 A􀆰４的规定配制.

７􀆰１􀆰２􀆰６　０􀆰２５％胰蛋白酶溶液,按照 A􀆰５的规定配制.

７􀆰１􀆰２􀆰７　绵羊脉络丛成纤维细胞,见附录B.

７􀆰１􀆰３　试验程序

７􀆰１􀆰３􀆰１　从活体中分离病毒

７􀆰１􀆰３􀆰１􀆰１　样品采集

无菌采集疑似感染绵羊或山羊的抗凝血或乳汁.

７􀆰１􀆰３􀆰１􀆰２　血液中提取白细胞

将抗凝血用PBS做１∶１稀释后加入到淋巴细胞分离液中(不同商品化淋巴细胞分离液应按试剂说

明进行操作),４℃５０００r/min离心５min,用移液器将上清和下部的红细胞移出,避免碰到贴在管壁上

的白细胞,用适量细胞培养液悬浮白细胞,制成约１×１０７个细胞/mL的白细胞悬液.

７􀆰１􀆰３􀆰１􀆰３　乳汁中提取白细胞

按７􀆰１􀆰３􀆰１􀆰２所述的方法依次进行分离,最后制成约１×１０７个细胞/mL的白细胞悬液.

７􀆰１􀆰３􀆰１􀆰４　白细胞培养

２
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将白细胞悬液置于聚四氟乙烯袋中,于３７℃、５％的CO２培养箱内培养１０d~１２d.期间,根据细胞

状态和培养液颜色变化更换细胞培养液３次~５次.

７􀆰１􀆰３􀆰１􀆰５　与绵羊脉络丛成纤维细胞共培养

取２mL~５mL白细胞培养物转移到长到６０％~７０％满的绵羊脉络丛成纤维细胞培养瓶中,于３７
℃、５％的CO２培养箱内培养,期间每隔２d~３d更换细胞维持液１次.

７􀆰１􀆰３􀆰１􀆰６　结果观察

在白细胞与绵羊脉络丛成纤维细胞共培养后的２周~５周内,如果存在活病毒,绵羊脉络丛成纤维细

胞将出现细胞病变效应(CPE),具体表现为:细胞高度空泡化,或者出现多核巨细胞或巨大的合胞体,或者

出现树枝状、能折光的星状细胞.

７􀆰１􀆰３􀆰２　从剖检组织中分离病毒

７􀆰１􀆰３􀆰２􀆰１　样品采集

无菌采取新鲜的病变组织,如肺脏、脑、脊髓、乳房等组织.

７􀆰１􀆰３􀆰２􀆰２　样品处理

在生物安全柜内将组织放置于无菌细胞培养皿内,用PBS或 DMEM 冲洗１次~２次,然后将组织剪

碎,移至细胞培养瓶中,每瓶２０个~３０个组织碎块,补充细胞培养液至完全没过组织碎块,３７℃、５％的

CO２培养箱内培养.

７􀆰１􀆰３􀆰２􀆰３　组织细胞培养

待培养瓶中的组织块贴壁后,小心更换细胞完全培养液,使组织块中的细胞增殖.当组织块周边增殖

的细胞覆盖瓶壁达９５％以上程度时,用０􀆰２５％胰蛋白酶溶液消化.

７􀆰１􀆰３􀆰２􀆰４　与绵羊脉络丛成纤维细胞共培养

取２mL~５mL消化的细胞培养物转移到长到６０％~７０％满的绵羊脉络丛成纤维细胞培养瓶中,按

７􀆰１􀆰３􀆰１􀆰５方法共培养.

７􀆰１􀆰３􀆰２􀆰５　结果观察

组织细胞与绵羊脉络丛成纤维细胞共培养后的２周~５周,如果存在活病毒,绵羊脉络丛成纤维细胞

将出现细胞病变效应(CPE),具体表现同７􀆰１􀆰３􀆰１􀆰６.

７􀆰１􀆰４　结果判定

共培养后,绵羊脉络丛成纤维细胞出现特征性的细胞病变效应(CPE),则初步判定为梅迪Ｇ维斯纳病

毒分离阳性.进一步鉴定需将出现CPE的细胞,采用PCR检测方法(见７􀆰２)或qPCR检测方法(见７􀆰３)
进行核酸检测和分析.

共培养后,如果绵羊脉络丛成纤维细胞不出现任何细胞病变效应(CPE),形态与对照正常绵羊脉络丛

成纤维细胞一致,则判定为梅迪Ｇ维斯纳病毒分离阴性.

７􀆰２　PCR检测方法

７􀆰２􀆰１　主要仪器和设备

７􀆰２􀆰１􀆰１　凝胶成像仪.

７􀆰２􀆰１􀆰２　PCR扩增仪.

７􀆰２􀆰１􀆰３　台式低温高速离心机.

７􀆰２􀆰１􀆰４　电泳仪.

７􀆰２􀆰１􀆰５　微量可调移液器(２􀆰５μL、１０μL、１００μL、２００μL、１０００μL等不同规格).

７􀆰２􀆰１􀆰６　无DNA酶和RNA酶PCR管、离心管和移液器吸头.

７􀆰２􀆰２　主要试剂和材料

７􀆰２􀆰２􀆰１　DNA提取试剂盒.

７􀆰２􀆰２􀆰２　阳性对照:含 MVVgag 基因片段的重组质粒.

７􀆰２􀆰２􀆰３　阴性对照:正常绵羊脉络丛成纤维细胞提取的DNA.
３
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７􀆰２􀆰２􀆰４　空白对照:灭菌超纯水.

７􀆰２􀆰２􀆰５　DL２０００DNA分子质量标准.

７􀆰２􀆰２􀆰６　PCR预混液(２×),按照附录C中C􀆰１的规定配制.

７􀆰２􀆰２􀆰７　１×TAE电泳缓冲液,按照C􀆰２的规定配制.

７􀆰２􀆰２􀆰８　加样缓冲液(６×),按照C􀆰３的规定配制.

７􀆰２􀆰２􀆰９　核酸染色剂,按照C􀆰４的规定配制.

７􀆰２􀆰２􀆰１０　１􀆰５％琼脂糖凝胶,按照C􀆰５的规定配制.

７􀆰２􀆰２􀆰１１　引物序列,见附录D中的D􀆰１.

７􀆰２􀆰３　前病毒DNA提取

用DNA提取试剂盒从血液或组织样品或病毒分离细胞培养物中提取前病毒 DNA,用分光光度法测

定DNA浓度,－２０℃冰箱保存备用.

７􀆰２􀆰４　PCR反应体系

总反应体系为５０μL,其中:PCR预混液(２×)为２５μL、上游引物(１０μmol/L)和下游引物(１０μmol/

L)各２μL、模板DNA或对照样品(１０ng~５００ng)、灭菌超纯水补足体积至５０μL.

７􀆰２􀆰５　PCR反应程序

９４℃预变性２min~３min;９８℃变性１５s,５８℃退火１５s,７２℃延伸１min,共３５个循环;循环结束

后７２℃延伸１０min.

７􀆰２􀆰６　PCR产物电泳

取PCR扩增产物５μL~１０μL,经１􀆰５％琼脂糖凝胶电泳,在凝胶成像系统中观察结果.

７􀆰２􀆰７　试验成立条件

阳性对照有大小约为５１５bp的特异性扩增条带,阴性对照和空白对照无任何扩增条带,试验成立.

７􀆰２􀆰８　结果判定

在试验成立的前提下,样品有大小约为５１５bp的特异性扩增条带,判为 MVV 核酸阳性;阳性可进一

步用测序法验证,PCR产物核酸序列见D􀆰２.

７􀆰３　qPCR检测方法

７􀆰３􀆰１　主要仪器和设备

７􀆰３􀆰１􀆰１　实时荧光定量PCR仪.

７􀆰３􀆰１􀆰２　台式低温高速离心机.

７􀆰３􀆰１􀆰３　微量可调移液器(２􀆰５μL、１０μL、１００μL、２００μL、１０００μL等不同规格).

７􀆰３􀆰１􀆰４　无DNA酶和RNA酶PCR管、离心管和移液器吸头.

７􀆰３􀆰２　主要试剂和材料

７􀆰３􀆰２􀆰１　商品化实时荧光定量PCR试剂盒(荧光染料法).

７􀆰３􀆰２􀆰２　上、下游引物序列,见D􀆰３.

７􀆰３􀆰２􀆰３　阴、阳性对照,同７􀆰２􀆰２中的阴、阳性对照.

７􀆰３􀆰３　前病毒DNA提取

参照７􀆰２􀆰３进行.

７􀆰３􀆰４　反应体系配制

反应体系为２５μL,其中:实时荧光定量PCR酶预混液(２×)１２􀆰５μL、上游引物(１０μmol/L)和下游

引物(１０μmol/L)各１􀆰０μL、模板DNA或阴性对照样品或阳性对照样品２􀆰０μL、灭菌超纯水补足体积至

２５μL.振荡混匀并瞬时离心,置于实时荧光定量PCR仪内进行扩增.

７􀆰３􀆰５　反应程序设置

９５℃预变性３０s;９５℃变性５s,６０℃退火３０s,共４０个循环;每个循环在６０℃时收集荧光信号.
４



NY/T５６５—２０２５

７􀆰３􀆰６　熔解曲线分析

上述循环反应结束后,再按９５℃５s,６０℃６０s,５０℃３０s进行一个循环并收集荧光信号,进行熔解

曲线分析.

７􀆰３􀆰７　试验成立条件

阳性对照扩增曲线有明显对数增长,且Ct值≤３０,熔解曲线为单一波峰,阴性对照无扩增曲线,试验

成立.合格的qPCR扩增曲线和熔解曲线见图D􀆰４和图D􀆰５.

７􀆰３􀆰８　结果判定

在试验成立的前提件下,被检样品Ct值≤３５且有特异性扩增曲线,判为 MVV 核酸阳性.无Ct值

或Ct值＞３８,判为 MVV 核酸阴性.若３５＜Ct值≤３８且出现特异性扩增曲线,则判为可疑.可疑样品

应重新检测,若重新检测Ct值≤３８且有明显扩增曲线则判为 MVV核酸阳性,若无Ct值或Ct值＞３８则

判为 MVV核酸阴性.阳性样品可进一步通过测序法验证,qPCR产物核酸序列见D􀆰２下划线部分.

８　血清学检测

８􀆰１　琼脂凝胶免疫扩散试验

８􀆰１􀆰１　主要仪器和设备

８􀆰１􀆰１􀆰１　恒温培养箱.

８􀆰１􀆰１􀆰２　六边形打孔器.

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

８􀆰１􀆰１􀆰４　培养皿(９cm).

８􀆰１􀆰２　主要试剂和材料

８􀆰１􀆰２􀆰１　磷酸盐缓冲液(PBS,０􀆰０１mol/LpH７􀆰４),按照 A􀆰３的规定配制.

８􀆰１􀆰２􀆰２　MVV标准抗原.

８􀆰１􀆰２􀆰３　对照:MV标准阳性对照血清和阴性对照血清.

８􀆰１􀆰３　试验程序

８􀆰１􀆰３􀆰１　琼脂糖凝胶平板的制备

称取琼脂糖０􀆰８g~１g,加入至１００mLpH７􀆰４的PBS缓冲液中,加热融化后,冷却至５５℃左右时,
向直径９cm 的平皿倒入约１５mL,冷却凝固后,４℃保存备用.

８􀆰１􀆰３􀆰２　打孔

用六边形打孔器或者其他孔型的打孔器垂直在琼脂糖凝胶平板打孔,孔径３mm~５mm,孔间距

２mm~３mm,挑出孔内琼脂糖凝胶块,平皿底部在酒精灯火焰上方快速来回加热５次~６次以封底.之

后,将所打的孔按图１所示进行编号和定位.

图１　琼脂凝胶平板打孔编号示意图

８􀆰１􀆰３􀆰３　加样

中央孔中加入梅迪Ｇ维斯纳病毒标准抗原,１、３、５孔分别加入待检血清样品,２、４、６孔加入标准阳性血

５



NY/T５６５—２０２５

清.每孔的加样量为加满但不溢出.

８􀆰１􀆰３􀆰４　孵育

静置待孔中液体完全吸附后,将平皿反转倒置放入湿盒中,在２０℃~２５℃培养箱中孵育过夜.

８􀆰１􀆰３􀆰５　结果观察

孵育２４h后,观察标准阳性血清和抗原孔之间的沉淀线.若沉淀线不清晰,可在２℃~８℃冰箱中

静置继续孵育２４h后再观察.

８􀆰１􀆰４　结果判定

在标准阳性血清和抗原孔之间出现沉淀线的条件下,样品孔与抗原孔之间形成的沉淀线与阳性对照

血清形成的沉淀线弯曲环联,判为 MVV抗体阳性;无沉淀线,或沉淀线与阳性对照沉淀线交叉或者不相

联时,判为 MVV抗体阴性.

８􀆰２　间接ELISA抗体检测方法

８􀆰２􀆰１　主要仪器和设备

８􀆰２􀆰１􀆰１　酶标仪.

８􀆰２􀆰１􀆰２　恒温培养箱.

８􀆰２􀆰１􀆰３　单道微量可调移液器(２􀆰５μL、１０μL、１００μL、２００μL、１０００μL等不同规格)和八道微量可调移

液器(３００μL).

８􀆰２􀆰１􀆰４　酶标板和移液器吸头等.

８􀆰２􀆰２　主要试剂和材料

８􀆰２􀆰２􀆰１　包被抗原:纯化的 MVVp２５(又称CA蛋白)重组蛋白.

８􀆰２􀆰２􀆰２　对照:MV标准阳性血清、标准阴性血清.

８􀆰２􀆰２􀆰３　酶标抗体:HRP标记兔抗羊IgG.

８􀆰２􀆰２􀆰４　包被缓冲液(０􀆰０５mol/L碳酸盐缓冲液,pH９􀆰６),按照附录E中的规定E􀆰１配制.

８􀆰２􀆰２􀆰５　磷酸盐缓冲液(PBS,０􀆰０１mol/L,pH７􀆰４),按照 A􀆰３的规定配制.

８􀆰２􀆰２􀆰６　洗涤缓冲液/血清稀释液(PBST,pH７􀆰４),按照E􀆰２的规定配制.

８􀆰２􀆰２􀆰７　封闭缓冲液(含３％BSA的pH７􀆰４PBS),按照E􀆰３的规定配制.

８􀆰２􀆰２􀆰８　底物溶液,按照E􀆰４的规定配制.

８􀆰２􀆰２􀆰９　终止液(２mol/LH２SO４),按照E􀆰５的规定配制.

８􀆰２􀆰３　试验程序

８􀆰２􀆰３􀆰１　抗原包被

用包被液将 MVVp２５重组蛋白稀释至终浓度１μg/mL,每孔１００μL包被９６孔酶标板,４ ℃孵育

过夜.

８􀆰２􀆰３􀆰２　洗板

弃去孔内液体,用洗涤缓冲液洗板３次,将酶标板在吸水材料上拍干.

８􀆰２􀆰３􀆰３　封闭

酶标板反应孔中每孔加入２００μL封闭液,于３７℃孵育１h.按８􀆰２􀆰３􀆰２冲洗酶标板.

８􀆰２􀆰３􀆰４　加血清

用血清稀释液分别将待检血清、阴性对照血清和阳性对照血清作１∶４稀释,然后向包被有 MVV 抗

原的酶标板反应孔中,依次加入１００μL稀释好的待检血清、阳性对照血清和阴性对照血清,每份血清做２
孔重复.

８􀆰２􀆰３􀆰５　孵育

用膜封住酶标板,室温(２２℃~２５℃)或者３７℃孵育１h.

８􀆰２􀆰３􀆰６　洗板

６
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按８􀆰２􀆰３􀆰２冲洗酶标板.

８􀆰２􀆰３􀆰７　加酶标抗体

用稀释液将 HRP标记兔抗羊IgG稀释至最佳工作浓度(１∶２００００),每孔加入１００μL,用膜封住酶

标板,室温(２２℃~２５℃)或者３７℃孵育１h.

８􀆰２􀆰３􀆰８　洗板

按８􀆰２􀆰３􀆰２冲洗酶标板.

８􀆰２􀆰３􀆰９　加底物溶液

每孔中加入１００μL底物溶液,室温下避光作用１５min.

８􀆰２􀆰３􀆰１０　加终止液

每孔中加入１００μL终止液终止反应.

８􀆰２􀆰３􀆰１１　读取吸光值

在反应终止后的１０min内,在酶标仪４５０nm 波长处读取每孔的吸光值.

８􀆰２􀆰４　样品吸光值百分比计算

待检血清样品吸光值百分比(S)按公式(１)计算.

S＝
OD４５０－SＧOD４５０－NC

OD４５０－PCＧOD４５０－ NC
×１００％ (１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

S　　　 ———待检血清样品在４５０nm 处的吸光值百分比;

OD４５０－S ———待检血清样品在４５０nm 处的平均吸光值;

OD４５０－NC ———阴性对照血清在４５０nm 处的平均吸光值;

OD４５０－PC ———阳性对照血清在４５０nm 处的平均吸光值.
注:应用商品化试剂盒检测,应根据试剂盒提供的说明及评价条件进行操作和判定.

８􀆰２􀆰５　结果判定

S＞４０％,判为 MVV抗体阳性.

S＜３０％,判为 MVV抗体阴性.

S 介于３０％~４０％,判为可疑,应进行复检.复检如果S＞４０％,判为 MVV 抗体阳性;S＜３０％,判
为 MVV抗体阴性;如S 仍介于３０％~４０％,则判为 MVV抗体阳性.

９　综合判定

９􀆰１　疑似

具有临床症状或病理变化的易感动物,或经７􀆰１病毒分离阳性的易感动物,判定为梅迪Ｇ维斯纳病疑

似病例.

９􀆰２　确诊

易感动物经７􀆰２或７􀆰３任一项检测为 MVV 核酸阳性的,或经８􀆰１或８􀆰２任一项检测为 MVV 抗体

阳性的,判定为梅迪Ｇ维斯纳病确诊病例.

１０　鉴别诊断

与山羊关节性脑炎的鉴别诊断:

a)　梅迪Ｇ维斯纳病主要感染绵羊,临床上以进行性消瘦、间质性肺炎或脑膜炎为主要症状;

b) 山羊关节炎脑炎主要感染山羊,临床上羔羊呈脑脊髓炎,成年山羊则以多发性关节炎、间质性肺

炎和乳房炎为主要症状.
两种疫病从易感动物、临床症状进行初步鉴别诊断,阳性病例可根据PCR和qPCR结果或病毒基因

测序结果进行确诊.

７
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附　录　A
(规范性)

病毒分离所需溶液的配制

A􀆰１　细胞培养液(含１０％胎牛血清)

A􀆰１􀆰１　DMEM 基础培养液的配制

量取去离子水９５０mL,置于容器中,称取１０gDMEM 粉剂和３􀆰７g碳酸氢钠(NaHCO３)加入３０℃
的去离子水中,边加边搅拌,充分溶解后加去离子水至１０００mL,用１mol/L氢氧化钠或盐酸将pH 调至

６􀆰９~７􀆰０,除菌过滤后４℃保存备用.

A􀆰１􀆰２　加入１０％胎牛血清

取DMEM 基 础 培 养 液 ９００ mL、胎 牛 血 清 １００ mL 混 合,然 后 加 入 抗 生 素 至 青 霉 素 终 浓 度

１００IU/mL、链霉素终浓度１００μg/mL,４℃保存备用.

A􀆰２　细胞维持液(含２％胎牛血清)

取DMEM 基础培养液９８０mL、胎牛血清２０mL混合,然后加入抗生素至青霉素终浓度１００IU/mL、
链霉素终浓度１００μg/mL,４℃保存备用.

A􀆰３　磷酸盐缓冲液(PBS,０􀆰０１mol/LpH７􀆰４)

称取氯化钠(NaCl)８g、氯化钾(KCl)０􀆰２g、磷酸二氢钾(KH２PO４)０􀆰２４g、十二水磷酸氢二钠(Na２

HPO４􀅰１２H２O)３􀆰５８g,充分溶解后,加去离子水定容至１０００mL,调节pH 至７􀆰４,１２１℃高压蒸汽灭菌

２０min,常温保存.

A􀆰４　青霉素和链霉素溶液

取青霉素和链霉素溶解于去离子水中,使每毫升含青霉素１万 U、链霉素１００００μg,用０􀆰２２μm 滤膜

除菌过滤后,－２０℃冻存备用.

A􀆰５　０􀆰２５％胰蛋白酶溶液

称取胰蛋白酶０􀆰２５g,溶解于１００mLPBS中,用０􀆰２２μm 滤膜过滤除菌,２℃~８℃低温保存.

８
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附　录　B
(资料性)

绵羊脉络丛成纤维细胞的制备

B􀆰１　取材与漂洗

选取约１/３妊娠期的健康绵羊剖腹取出胚胎,开颅无菌取脑室中脉络丛放入无菌平皿中.用灭菌

PBS漂洗表面血污３次,取适量组织放入青霉素瓶内.

B􀆰２　剪切与消化

将组织小块置于青霉素瓶一角,用眼科剪反复剪切组织块成１mm３大小,然后再用PBS液清洗３次,
静置１min．用吸管吸去上层洗液.最后一遍尽量吸去PBS液.

先加入５mL０􀆰２５％胰蛋白酶,静置１min.然后加入１０倍体积的０􀆰２５％胰蛋白酶,３７℃水浴消化

３０min,小心吸去消化液,用PBS液漂洗３次,吸去PBS液.

B􀆰３　吹打过滤

将消化好的组织移入细胞培养瓶中,加２０mLDMEM 基础培养液,用破口吸管充分吹打,吹打动作

要轻柔,以免影响细胞成活率.将细胞悬液用４层无菌纱布过滤,除去未消化好的组织块.

B􀆰４　细胞传代

根据细胞密度向细胞悬液中加适量DMEM 基础培养液,加１５％胎牛血清、１％谷氨酰胺、１％双抗,调

pH 至７􀆰０.混匀后用吸管均匀分装至细胞培养瓶中,于３７℃培养箱中培养２４h后,可置于倒置显微镜

下观察细胞生长状况.
待细胞长成单层,弃去培养液,然后加lmL~２mL胰蛋白酶/EDTA消化３０s~６０s,加少量细胞培

养液充分吹打,使细胞分散,留适量细胞继续培养.一般传２代~３代后可用于接种病毒.

B􀆰５　细胞冻存

挑选已长成单层的细胞培养物进行消化,加上适量的细胞培养液,３０００r/min离心２０min.弃去上

清液,加少量细胞培养液,摇匀,使细胞分散,按１０％体积比加入二甲基亚砜(DMSO),分瓶封口.然后,
梯度降温至－７０℃,迅速投入液氮中保存.

B􀆰６　细胞复苏和培养

从液氮中取出细胞瓶立即放入３８℃~４０℃水浴中,使其在１min内完全融化.无菌操作将细胞悬

液移入细胞培养瓶中,补加足量细胞培养液,置于３７℃培养箱中培养,４８h后换液,继续培养长至单层细

胞,复苏的细胞在传代１０代~１５代之前均可用于 MVV的分离和培养.
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附　录　C
(规范性)

PCR检测相关溶液的配制

C􀆰１　PCR预混液(２×)

取TaqDNA聚合酶(０􀆰５U/μL)４μL、dNTPs(２􀆰５mmol/L)４μL、１０×反应缓冲液(含 Mg２＋ )

５μL,用灭菌超纯水调体积至２５μL.
注:商品化PCR预混液(２×)可按照说明直接进行PCR反应体系的配制.

C􀆰２　１×TAE电泳缓冲液

取三羟甲基氨基甲烷(Tris)２４２g、乙二胺四乙酸二钠二水合物(Na２EDTA􀅰２H２O)３７􀆰２g、冰乙酸

５７􀆰１mL,加入至８００mL去离子水中,充分搅拌溶解后,加去离子水定容至１０００mL,调pH 至８􀆰０,制成

５０×TAE电泳储存液,常温保存备用.
取５０×TAE电泳储存液２０mL,加入至９８０mL去离子水中混合均匀,临用现配.

C􀆰３　加样缓冲液(６×)

称取溴酚蓝０􀆰２５g和蔗糖４０g,加入至１００mL灭菌超纯水中充分溶解,４℃保存备用.

C􀆰４　核酸染色剂

在１０mL灭菌超纯水中加入１００mg溴化乙锭(EB)配制成１０mg/mL的浓缩液.使用时按１０％体

积加入.
注:商品化核酸染料可替代EB染色剂使用.

C􀆰５　１􀆰５％琼脂糖凝胶

称取琼脂糖(电泳级)１􀆰５g,加入至１００mL１×TAE电泳缓冲液中,加热至琼脂糖固体完全融化,冷
却至５０℃~６０℃时加核酸染色剂１０μL(商品化核酸染料按照说明书加入),混匀后倒入胶槽后自然凝固

后使用.
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附　录　D
(资料性)

PCR和qPCR引物、扩增核酸序列和扩增曲线参考图

D􀆰１　PCR引物序列

MVV的gag 基因保守性高,因此常被用作检测和诊断的靶基因,其他基因也可作为靶基因.PCR
引物序列信息见表D􀆰１.

表D􀆰１　梅迪Ｇ维斯纳病毒PCR引物序列

引物 目的 靶基因 序列(５′Ｇ３′) 大小

GagＧF 正向引物

GagＧR 反向引物
gag

５′ＧGAGAAAAAGGGATACCCCGAGCＧ３′
５′ＧTCAAAATCCTCGGACACAAGＧ３′

５１５bp

D􀆰２　PCR和qPCR扩增核酸序列

PCR扩增的 MVVgag 基因序列,其中下划线部分为qPCR扩增序列:

GAGAAAAAGGGATACCCCGAGCTCAAGGAAGTAATTAAAGCAACATGTAAAATAAAGG
TAGGGGCCGGGAAGGAGACCTTGACAGAAGGGAACTGTTTATGGGCACTAAAAACTGTAGA
CTTTATATTTGAAGATATAAAGACAGAACCGTGGACTCTTACAAAGATGTATACTGTATGG
GACAGATTAAGACAGTTGACTCCAGAAGAGACAAGTAAAAGAGAGTTTGCCTCCTTGCAAG
CTACATTGGCTTGCCTAATGTGTAGTCAAATGGGCATGAAGCCTGAGACAGTGCAGGCAGCA
CGGGGAATAATAAGTATGAAGGAAGGACTACAAGAGAATAAGGAGGAAAAAAAGGTAGAA
CAACTCTACCCAAATCTAGAGAAGCACAAGGAAGTATACCCCATTGTGAATTTGCAAGCGGG
GGGAAGGAGTTGGAAGGCAGTAGACTCCGTAGTCTTCCAACAGCTGCAAAATGTAGCAATGC
AGCATGGACTTGTGTCCGAGGATTTTGA(GenBank:KR０１１７５７􀆰１)

D􀆰３　qPCR引物序列

qPCR引物序列信息见表D􀆰２.

表D􀆰２　梅迪Ｇ维斯纳病毒qPCR引物序列

引物 目的 靶基因 序列(５′Ｇ３′) 大小

GagＧqF 正向引物

GagＧqR 反向引物
gag

５′ＧAAGGTAGARCAACTCTACCCＧ３′
５′ＧACACAAGTCCATGCTGCATＧ３′

１４８bp

D􀆰４　qPCR扩增曲线参考图

图D􀆰１为qPCR扩增曲线参考图.

D􀆰５　qPCR熔解曲线参考图

图D􀆰２为qPCR熔解曲线参考图.
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图D􀆰１　qPCR阳性、阴性和可疑扩增曲线

图D􀆰２　qPCR扩增阳性熔解曲线
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附　录　E
(规范性)

间接ELISA抗体检测相关溶液的配制

E􀆰１　包被缓冲液(０􀆰０５mol/L碳酸盐缓冲液,pH９􀆰６)

A液:称取碳酸钠(Na２CO３)１􀆰６８g,溶解于４００mL去离子水中.

B液:称取碳酸氢钠(NaHCO３)２􀆰８６g,溶解于２００mL去离子水中.
将４００mLA液与１５０mLB液混合,调节pH 至９􀆰６,４℃保存备用,１个月有效.

E􀆰２　洗涤缓冲液/血清稀释液(PBST,pH７􀆰４)

向１０００mL０􀆰０１mol/L的PBS(pH７􀆰４)中加入吐温Ｇ２００􀆰５mL,充分混匀后使用.

E􀆰３　封闭缓冲液(含３％BSA的pH７􀆰４PBS)

称取３g牛血清白蛋白(BSA),加入至１００mL０􀆰０１mol/LPBS(pH７􀆰４)中,充分混匀,现配现用.

E􀆰４　底物溶液

E􀆰４􀆰１　A液

称取２０g３,３′,５,５′Ｇ四甲基联苯胺(TMB),溶于１０mL的无水乙醇中,加去离子水至１００mL,用

０􀆰４５μm 滤膜过滤,避光２℃~８℃棕色瓶保存.

E􀆰４􀆰２　B液

称取十二水磷酸氢二钠(Na２HPO４􀅰１２H２O)７􀆰１７g、柠檬酸(C６H８O７)０􀆰９３g,量取０􀆰７５％过氧化氢

尿素０􀆰６４mL,加去离子水至１００mL,调节pH 至５􀆰０~５􀆰４,避光２℃~８℃保存.

E􀆰４􀆰３　用法

使用时,将 A液、B液按１:１的比例混合,现配现用.

E􀆰５　终止液(２mol/LH２SO４)

取２２􀆰２mL浓硫酸(浓度９８％),缓慢加入到１７７􀆰８mL去离子水中,不断搅拌混匀,冷却至室温后分

装保存.
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