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前 言

牛流行热（简称 ＢＥＦ）又称牛暂时热、三日热、一日热、僵硬病等，本病在亚、非和大洋洲许多国家均
有发生。该病是由弹状病毒科暂时热病毒属牛流行热病毒引起的一种急性、热性传染病，呈周期性流行。
在发病期间，对牛的产奶量、使役能力、增重、精液品质都有严重影响，还可导致少数病牛瘫痪，流产甚至
死亡。严重危害养牛业的发展。
本标准是根据我国科研成果，与澳大利亚合作研究成果和我国的实践经验制定的。
本标准的附录 Ａ、附录 Ｂ、附录 Ｃ为规范性附录，附录 Ｄ为资料性附录。
本标准由农业部畜牧兽医局提出。
本标准由全国动物检疫标准化技术委员会归口。
本标准起草单位：中国农业科学院哈尔滨兽医研究所。
本标准主要起草人：白文彬 、严隽端。
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牛流行热微量中和试验方法

 范围

本标准规定了牛流行热微量血清中和试验技术。
本标准适用于牛流行热的诊断、免疫监测和流行病学调查。

 微量血清中和试验

 器材

 营养液和 ００５％胰酶 ＥＤＴＡ（简称 ＡＴＶ）液，配制方法见附录 Ａ。
 细胞及其制备、传代、计数方法，见附录 Ｂ。
 抗原（指示毒）、标准阳性血清、阴性血清由法定单位提供，按说明书使用。抗原毒价以及工作抗
原（１００ＴＣＩＤ５０）测定方法见附录 Ｃ。
 微量滴定板：无菌带盖 ９６孔微量滴定板（简称微量板）。
 微量加样器：２５μＬ、５０μＬ及 １００μＬ单道和多道加样器，加样塑料滴头（装量为 ２５μＬ～
１００μＬ，与加样器配套使用）。
 二氧化碳培养箱。
 操作方法

 灭活
被检血清以及阴、阳性血清用前均于 ５６℃水浴锅中灭活 ３０ｍｉｎ。

 准备
制备工作抗原（指示毒）方法（见第 Ｃ１章），将已知毒价的合格种毒用生长液（见第 Ａ１章）稀释成

１００ＴＣＩＤ５０燉ｍＬ。
 定性试验

 向微量板的每孔各加 ２５μＬ生长液。
 在第一排加被检血清，每份占 ２孔，每孔 ２５μＬ，混合均匀，即成 ２倍稀释。
 用多道加样器从第 １孔取 ２５μＬ液体对应移入第 ２排孔内，混匀即成 ４倍稀释。再从孔内吸
出 ２５μＬ丢弃。
 每孔加工作抗原 ２５μＬ，混匀置 ３７℃孵育 ６０ｍｉｎ。
 每孔加细胞悬液 １００μＬ（３００００个细胞）。细胞计数方法见第 Ｂ３章。
 试验对照系统的设置。每批试验的对照系统的设置：标准阳性血清，从第 １列至第 ６列，每列

４孔，逐列稀释（即 ２倍～６４倍），标准阴性血清、细胞对照和病毒对照各 １列 ４孔。同时对本试验使用的
工作抗原，随同试验再次进行测定。
 用灭菌的盖子盖上微量板，置 ３７℃二氧化碳（ＣＯ２）培养箱内，培养 ５ｄ。从第 ３ｄ起逐日记录
细胞病变效应（ＣＰＥ）。
 结果判定：标准阳性血清中和抗体价≥６４，标准阴性血清、病毒对照排各孔均出现 ＣＰＥ，工作
抗原含量滴定在规定的范围之内（ＣＰＥ出现的孔数与毒价查阅方法见第 Ｄ１章），细胞对照孔正常情况
下，４倍稀释的被检血清列，两孔都出现 ＣＰＥ时，判为阴性；仅 １孔出现 ＣＰＥ，被判为可疑，应再重复试
验一次；两孔均不产生 ＣＰＥ时，则被判为阳性。
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 定量试验（测定抗体滴度）
 向微量板的每孔各加 ２５μＬ生长液。
 每份被检血清在微量板第 １列占 ４孔，每孔加 ２５μＬ即待检血清为 ２倍稀释。
 用多道加样器将 ２倍稀释的每份待检血清混匀后，吸取 ２５μＬ对应移入第 ２排孔内，混匀即
为 ４倍稀释，以此类推，直至稀释≥６４倍，最后一列各孔内混合血清各丢弃 ２５μＬ。
 每孔各加工作抗原 ２５μＬ，但细胞对照不加工作抗原，置 ３７℃下孵育 ６０ｍｉｎ。
 每孔加 １００μＬ细胞悬液（３００００个细胞）。
 盖上灭菌盖，置 ３７℃二氧化碳（ＣＯ２）箱内培养 ５ｄ。从第 ３ｄ起逐日记录 ＣＰＥ。
 对照系统各项试验内容、方法与定性试验相同。
 半数感染量的终点、中和抗体价计算和查阅方法见附录 Ｄ。
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附 录 ﹢
（规范性附录）

营养液和 ％胰酶 ﹦﹥﹢配制方法

﹢ ﹫营养液的配制

ＲＰＭＩ１６４０粉末 １０４ｇ
无离子水或双蒸馏水 １０００ｍＬ
充分溶解后经 ０２２μｍ孔径微孔滤膜滤过除菌。
细胞培养生长液是在滤过除菌营养液的基础上，按 １０％加入灭活犊牛血清，１００ＩＵ燉ｍＬ青霉素和

１００μｇ燉ｍＬ链霉素，然后用 １ｍｏｌ燉Ｌ盐酸（ＨＣｌ）溶液调整 ｐＨ值至 ７２左右。
细胞培养维持液的犊牛血清含量为 ２％。

﹢ 胰酶 ﹦﹥﹢的配制

氯化钠 ８０ｇ
氯化钾 ０．４ｇ
葡萄糖 １．０ｇ
碳酸氢钠 ０．５８ｇ
０４％胰蛋白酶 ０．５ｇ
ＥＤＴＡ ０．５ｇ
将前 ３种试剂加入到容器内，添加一定量的双蒸馏水搅拌全溶后，再将其余试剂缓慢加入到该溶液

内搅拌全溶，最后补加双蒸馏水到 １０００ｍＬ，混匀，调 ｐＨ值至 ７６，以微孔滤膜（孔径为 ０２２μＬ）滤过
除菌。分装若干小瓶，置－２０℃下保存备用。
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附 录 ﹣
（规范性附录）

细胞及其制备、传代、计数方法

﹣ 细胞复苏培养

取出液氮内冻存的 ＢＨＫ２１细胞安瓶 １支，置 ３７℃水浴，全融后迅速开封，立即移入装 １０ｍＬ生长液

（见第 Ａ１章）的 １００ｍＬ方瓶内，放 ３７℃下静止培养一夜，换同量生长液继续培养，经 ２ｄ～３ｄ天即可
形成良好的细胞单层。

﹣ 细胞传代

将上述形成良好单层细胞培养瓶内生长液倒掉，以含 ００５％胰酶 ＥＤＴＡ（见第 Ａ２章）４ｍＬ加入
培养瓶中进行消化，待细胞单层疏松拉网时，用吸管贴壁反复吹打数次，制成均匀散在细胞悬液，加入

０４ｍＬ犊牛血清混匀，以终止胰酶 ＥＤＴＡ对细胞的作用。随后以 １０００ｒ燉ｍｉｎ的速度离心 ５ｍｉｎ，细胞
沉淀按 １∶５分钟率进行传代。

﹣ 细胞计数

进行微量血清中和试验时，每孔加进约 ３００００个细胞。细胞计数的具体方法是：将发育良好的一方
瓶单层细胞，按 Ｂ２方法消化离心处理后，制成 ４ｍＬ细胞悬液。取该液 ０１ｍＬ加生长液 ９９ｍＬ混
匀，以毛细管吸取少量细胞悬液加入到白细胞计算板的计算室内，在显微镜下观察，并按式（Ｂ１）、式

（Ｂ２）、式（Ｂ３）计算：

牕＝ ４大区平均细胞数 ＝ ４大区细胞数
４ ………………………（Ｂ１）

细胞数 燉ｍＬ＝ 牕× １０６ ………………………（Ｂ２）
为配成 １０ｍＬ的 ３×１０５燉ｍＬ细胞悬液，求出应加的细胞液数量（牀）。

牀＝ ３× １０５× １０
牕× １０６ ＝ ３

牕 ………………………（Ｂ３）

然后取细胞液 牀ｍＬ，加细胞生长液（见第 Ａ２章）到 １０ｍＬ。
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附 录 ﹤
（规范性附录）

抗原毒价及工作抗原（﹤﹫﹥）测定方法

﹤ 抗原（指示毒）制备

取生长良好的方瓶或转瓶 ＢＨＫ２１单层细胞，倾去细胞生长液，将冻结保存的毒种用 ＲＰＭＩ１６４０营
养液的细胞维持液（见第 Ａ１章）稀释 １００倍，按细胞生长液量的五分之一接种于单层细胞于 ３７℃吸附

１ｈ，倾去病毒液，添加与细胞生长液量相同的细胞维持液。置 ３７℃培养，每日观察 １次～２次，当细胞病
变达 ７５％以上时收获，反复冻融 ３次后，放－４０℃冰箱冻结保存备用。

﹤ 抗原毒价（﹤﹫﹥）测定

用 ＲＰＭＩ１６４０生长液将上述制备的抗原作 １０倍系列稀释，取 １０－４、１０－５、１０－６、１０－７四个滴度分别

接种于每孔含 １００μＬＢＨＫ２１细胞液的 ９６孔塑料板的 ４个孔内，每孔 ２５μＬ。同时设不接毒的细胞孔对
照。放 ３７℃二氧化碳（ＣＯ２）培养箱，培养 ５ｄ，观察ＣＰＥ出现孔数，计算毒价（见第Ｄ１章）和ＴＣＩＤ５０，新
鲜的抗原毒价应≥１０６．０ＴＣＩＤ５０。

﹤ 工作抗原毒价（﹤﹫﹥）的测定和计算方法

测定和计算的具体步骤如下：首先将待检抗原（病毒液）作 １０倍、５０倍稀释，前者称 Ａ液，后者称 Ｂ
液，同时对 Ａ、Ｂ液进行毒价（用以 １０的对数表示）测定。例如Ａ液的毒价是 ３５，Ｂ液的毒价是 ２７５，那
么则取（３５～２．７５）÷４＝０．１９作为等差常数，然后用 Ａ液的毒价值顺次减去常数，当所得的差等于或
接近 ２时的病毒稀释度即为工作抗原用量（１００ＴＣＩＤ５０）（见表 Ｃ１）。

表 ﹤ ﹤﹫﹥计算示例

Ａ液病毒稀释度 １∶１０ １∶２０ １∶３０ １∶４０ １∶５０ １∶６０ １∶７０ １∶８０ １∶９０ １∶１００

Ａ液毒价值减去

系数值的差

３．５－０．１９

＝３．３１

３．３１－０．１９

＝３．１２

３．１２－０．１９

＝２．９３

２．９３－０．１９

＝２．７４

２．７４－０．１９

＝２．５５

２．５５－０．１９

＝２．３６

２．３６－０．１９

＝２．１７

２．１７－０．１９

＝１．９８

１．９８－０．１９

＝１．７９

由对应表可见，差值 １９８接近 ２，故把待检抗原（病毒液）稀释 ８０倍，即为微量血清中和试验所用
的 １００ＴＣＩＤ５０工作抗原。

﹤ 标准阳性血清

系用牛流行热病毒强毒人工感染 １岁的小公奶牛或自然感染牛耐过后 ３周～４周，采集分离的血
清经中和抗体效价测定其效价应≥１２８倍。

﹤ 标准阴性血清

系采自非污染区健康牛分离的血清，经血清中和试验检查，应无牛流行热特异抗体。
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附 录 ﹥
（资料性附录）
毒 价 计 算 法

﹥ 细胞病变（﹤﹦）出现孔数与查阅毒价法

见表 Ｄ１。
表 ﹥ 改进的 ┐┊┃法毒价查阅表

病毒稀释

滴度

ＣＰＥ
出现孔数

毒价

（牃＋牄）

１００

１０－１

１０－２

１０－３

１０－４

＋＋＋＋

－－－－

－－－－

－－－－

－－－－

０５＋１６

１００

１０－１

１０－２

１０－３

１０－４

＋＋＋＋

＋－－－

－－－－

－－－－

－－－－

０７５＋１６

１００

１０－１

１０－２

１０－３

１０－４

＋＋＋＋

＋＋－－

－－－－

－－－－

－－－－

１０＋１６

病毒稀释

滴度

ＣＰＥ
出现孔数

毒价

（牃＋牄）

１００

１０－１

１０－２

１０－３

１０－４

＋＋＋＋

＋＋＋－

－－－－

－－－－

－－－－

１２５＋１６

１００

１０－１

１０－２

１０－３

１０－４

＋＋＋＋

＋＋＋＋

－－－－

－－－－

－－－－

１５＋１６

１００

１０－１

１０－２

１０－３

１０－４

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋－－－

－－－－

－－－－

１７５＋１６

病毒稀释

滴度

ＣＰＥ
出现孔数

毒价

（牃＋牄）

１００

１０－１

１０－２

１０－３

１０－４

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋－－

－－－－

－－－－

２０＋１６

１００

１０－１

１０－２

１０－３

１０－４

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋－

－－－－

－－－－

２２５＋１６

１００

１０－１

１０－２

１０－３

１０－４

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

－－－－

－－－－

２５０＋１６

注：本表的终末毒价以 ＴＣＩＤ５０＝１０ａ＋ｂ燉ｍＬ表示。其中以微量板测定的毒价 １０ａ燉２５μＬ表示，由于 １ｍＬ

（１０００μＬ）比 ２５μＬ大 ４０倍，所以改成终末毒价时，需在前者基础上，加 ｌｏｇ４０＝１．６即为终末毒价，用 ａ＋

ｂ之和表示。

测定毒价的各滴度列，每增加一个 ＣＰＥ孔，毒价就提高 ０２５，个别情况下，相邻的病毒浓度大的测
毒列，ＣＰＥ孔未现，而病毒浓度低的测毒列，反而出现 １个或 ２个 ＣＰＥ孔，此时应将后者向病毒浓度大
的测毒列移动。
关于确定终末毒价的举例：如稀释度为 １０－２的待检病毒列 ４孔均出现 ＣＰＥ，其毒价则为

２５＋１６＝４１，以此类推，被测病毒稀释到 １０－７时，有 ３孔出现 ＣＰＥ，其毒价则为 ７２５＋１６＝８．８５。

﹥ 中和抗体效价计算和查阅方法

见表 Ｄ２。

６
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表 ﹥ 改进的 ┐┊┃法中和抗体价查阅表

血清稀释倍数

微量板孔号及 ＣＰＥ出现情况

１２３４ １２３４ １２３４ １２３４

＋－－－ ＋＋－－ ＋＋＋－ ＋＋＋＋

２ ２ ２ ２（１．６） １（１．４）
４ ５ ４ ３ ３
８ １０ ８ ６ ６
１６ １９ １６ １２ １１
３２ ３８ ３２ ２５ ２２
６４ ７７ ６４ ５１ ４５
１２８ １５４ １２８ １０２ ８９
２５６ ３０９ ２５６ ２０４ １７７
５１２ ６１６ ５１２ ４０７ ３５４
１０２４ １２３０ １０２４ ８１２ ７０７
２０４８ ２４５５ ２０４８ １６２２ １４１３

注：中和抗体效价位于纵向血清稀释倍数与横向 ＣＰＥ出现孔数的交叉点上。如血清稀释 ４时，该排 ４孔中 １孔

出现 ＣＰＥ，中和抗体价为 ５；２孔出现 ＣＰＥ，中和抗体为 ４；３、４孔出现 ＣＰＥ时，中和抗体价均为 ３；又如血清

稀释 ６４倍时，该排 ４孔中 １孔出现 ＣＰＥ，中和抗体价为 ７７；２孔出现 ＣＰＥ，中和抗体价为 ６４；３孔出现 ＣＰＥ，
中和抗体价为 ５１；４孔全出现 ＣＰＥ，中和抗体价为 ４５，其他情况类推。

燉—

需要全本请访问 www.ertongbook.com





櫽
燋欂

櫷

中 华 人 民 共 和 国 农 业

行 业 标 准

牛流行热微量中和试验方法

ＮＹ燉Ｔ ５４３—２００２


中 国 标 准 出 版 社 出 版

北京复兴门外三里河北街 １６号

邮政编码：１０００４５
电话：６８５２３９４６ ６８５１７５４８
中国标准出版社秦皇岛印刷厂印刷

新华书店北京发行所发行 各地新华书店经售


开本 ８８０×１２３０ １燉１６ 印张 ３燉４ 字数 １５千字

２００２年 １２月第一版 ２００２年 １２月第一次印刷

印数 １－１５００


书号：１５５０６６·２１４８１３ 定价 ． 元

网址 ｗｗｗ．ｂｚｃｂｓ．ｃｏｍ

版权专有 侵权必究

举报电话：（）


