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实训一

皮张炭疽杆菌病的检疫

一、实训材料

在皮张炭疽检疫之前，应做好下列器械与药品的准备工作。

（一）设备器材

大型高压灭菌器，自动、半自动或手工拣皮器，反应管木架与盘，20 ml容瓶与盘，过

滤漏斗，各种量杯，各种容瓶，抗原与血清加注器，带乳头的毛细管，中性滤纸(中性石棉），

大恒温箱等。

（二）药品与反应成分

0.85％生理盐水。

浸皮液：氯化钠 0.85 g（盐皮不加氯化钠），石炭酸 0.3～0.5 g，蒸馏水 100 ml，pH

值 6～8。

炭疽菌粉标准抗原，炭疽沉淀素血清、阴性血清，均由兽医生物药品厂生产供应。

二、方法步骤

（一）拣样

被拣皮张，应存放在专用库和指定的地方，须与检疫合格皮张分开存放，严防

污染。

每批被检疫皮张按同产地、同种皮编成一个报检号，每 100张或 50张为一捆，码成

一垛，每批放在一处。

在每张皮的腿部或腋下边缘部位，拣取样皮一块约 1 g，复检时仍在第一次拣样的附

近部位拣取样皮一块约 2 g，供做检疫材料。

样皮应装入特制的布袋内（也可用其他容器），每袋应制成 100个小格，并编成 1～100

个袋号（称百格袋），按其拣样顺序，将样皮依次装入小格袋内（皮张号、样皮号与袋格号

应一致），逐一将样皮袋严密包装送往消毒室，并附以报检单。
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与高频人畜禽共患疫病 防疫检疫

炭疽沉淀反应样皮报检单

报检号：

报检单位： 地址：

样皮名称： 数量：

来源地： 存放地：

采样日期：

迄止号码： 受理日期：

报检机关兽医： 签印： 年 月 日

皮垛的编号，应与装样皮的布袋号相一致。盐皮、鲜皮及冻皮必须分开拣样，不得

混掺。

拣样完毕的皮张，在未收到检疫结果通知单前，必须保持原状，不得分类、包装、加工

和移动。

拣样人员应进行炭疽病预防免疫的训练，具备一定的防疫知识。在工作前，应穿好防

护服，工作后应充分消毒洗手，工作服须高压灭菌，要严格遵守防疫卫生制度。

每次拣样时兽医检疫人员应在现场负责指导监督。

（二）消毒

收到样皮后，应按报检单内容进行登记。

高压灭菌器用前应进行检查，然后将样皮袋放入高压灭菌器内，在 1.05×105 Pa、

121.3℃条件下保持 30 min。

干皮与湿皮应分别消毒。如一次灭菌，干皮放上边，湿皮放下边，但湿皮、鲜皮和冻皮

于灭菌前应在 37℃～38℃恒温箱中放置 48 h，或于室温放置 3～4 d，令其干燥后再进行消

毒灭菌。

在操作中，应按检验炭疽病的防疫要求，不得污染周围环境和物品，用后的器械物品

应及时消毒处理。

（三）被检皮张抗原的制备

将清洁干燥的容瓶放在木盘中，排成 5列（或 10列），每列 10只，每盘 50瓶（或 100

瓶），经灭菌后修剪除去脂肪的样皮，按规定的重量，每 2张装入一个容瓶中，自左起第 1

排第 1瓶放 1～2号，第 10瓶放 19～20号，以此类推，第 5排第 50瓶放 99～100号皮样。容

瓶位置不得混乱，第 1瓶和第 50瓶应做记号。

如有缺皮或样皮混乱时，须将相应的容瓶反扣起来以免错号。

将样皮的木盘编号，且与样皮袋号保持一致，同时将编号卡片放在木盘外侧的号夹

中，不得遗失。

按 1∶10的比例将浸皮液石炭酸生理盐水逐瓶加入 20 ml，在 10℃～20℃室温的条件
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下，浸泡 16～24 h，也可在 8℃～14℃水浴中浸泡 14～20 h。

以清洁无污的容瓶与漏斗（每漏斗放以叠好的中性滤纸），每 10个为 1排，每盘 5

排，共计 50个，其各个编号应与样皮木盘各个编号相一致。然后对号滤过，应使皮张抗原

滤到澄清透明为止。

将滤过透明之皮张抗原木盘编号卡片放在木盘外侧的号夹中，不得丢失。

（四）炭疽沉淀反应操作方法

炭疽沉淀素血清应为黄色透明，无溶血现象。振荡混浊的血清，经滤过透明后，方能

使用。冻过的血清应不用，开封后的血清，应在 1～3 h内用完。不同批号的血清不能混用。

血清应保存在 2℃～14℃冷暗处，保存期为两年。

本反应须在 15℃～20℃以上的室温下进行。

实施本反应前须按下列要求做好预备试验。

一是炭疽沉淀素血清，对 1∶5000 倍标准炭疽菌粉抗原在 1 min 内应呈标准阳性

反应。

二是炭疽沉淀素血清，对已知阳性皮张抗原作用 15 min应呈阳性反应，对生理盐水

作用 5 min应呈阴性反应。

三是阴性血清对 1∶5000倍标准炭疽菌粉抗原和已知阴性皮张抗原经 15 min应呈阴

性反应。

四是将反应管按皮张抗原木盘内的编号顺序排好，以血清加注器（或带乳头毛细管）

向反应管内加注炭疽沉淀素血清 0.1～0.2 ml，然后以抗原加注器吸取等量的抗原，沿反应

管壁徐徐加入，并记录加完后的时间，按加完的时间顺序判定结果。

五是血清与皮张抗原的接触面应界限清晰，明显可见，界限不清者应重做。血清与抗

原加注器（或毛细管）应以生理盐水充分彻底洗涤后方可继续使用。

六是如为盐皮抗原，应在炭疽沉淀素血清中加入 4％化学纯氯化钠后，方能做血清学

反应。

（五）判定

判定时，左手取出木盘中的装有 10支反应管的木条，然后将反应管置于水槽中蘸水

取出，放于与眼睛平行位置，右手持黑色板衬于反应管的后面，在光线充足处进行观察与

判定。须按下列标准记录结果。

“+”：抗原与血清接触后，经 15 min在两液接触面处，出现致密、清晰明显的白环为阳

性反应。

“±”：白环模糊，不明显者为疑似反应。

“-”：两液接触面清晰无白环者为阴性反应。

“0”：两液接触面界限不清，或其他原因不能判定者为无结果。

对可疑和无结果者，须重做一次。用过的一切用具应充分洗涤，使之清洁无污，干燥
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与高频人畜禽共患疫病 防疫检疫

后再用。

（六）复检

病皮复检时，应单张检验。初检呈阳性和疑似阳性的材料，须重新对同一浸泡瓶的两

个皮张号拣样复检。复检时，应使用 2～3个血清效价与初检血清效价相近的不同批号的

沉淀素血清来进行，同时用阴性血清做对照。复检的方法同初检。

复检材料呈阳性反应判为炭疽沉淀反应阳性。复检再呈疑似反应时，须按阳性处理。

经确定某号为阳性病皮后，应将病皮及上下相邻之污染皮准确挑出，均作病皮处

理，并盖病皮戳印，保管于专用库或指定地方隔离。病皮、污染皮未经消毒，不得作合格

皮处理。

皮张检疫结束后，应将结果填入检疫簿中，并开检验通知单（见下表）。

以有效的方法对病皮进行消毒，并经效果鉴定合格者，方能加工投产应用。
检验结果通知单

区分

反应
张 数 号 码

阳性

疑似

阴性

合计

备注：

检疫机关： 检疫员：

三、实训报告

如何进行炭疽沉淀反应操作?
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实训二

布鲁氏杆菌病的检疫

一、实训材料

试管架、灭菌小试管、吸管（1 ml、2 ml、5 ml、10 ml）、清洁玻璃板、玻璃铅笔、洗耳球、

牙签（或火柴杆）、温箱、0.5％石炭酸生理盐水、布鲁氏杆菌试管凝集抗原和平板凝集抗

原、布鲁氏杆菌标准阴性血清及阳性血清、酒精灯。

二、方法步骤

布鲁氏杆菌病的实验室检疫方法常用血清凝集试验，包括试管凝集反应和平板凝集

反应。

（一）采血和分离血清

1. 方法

马、牛、羊由颈静脉，猪由耳静脉或从尾尖以无菌操作采取血液 7～10 ml，沿管

壁盛于灭菌试管中，记好动物编号和试管号，并立即摆成斜面使之凝固（冬季置于

温暖处，夏季则置于阴凉处）。凝固后 10～12 h 血清析出，用吸管吸出血清于灭菌试

管中备检。若血清析出量少，或上层凝块粘连管壁，使血清蓄积于凝块之下，可用无

菌纤细铁丝或接种针沿管壁穿刺，使血凝块脱离管壁，然后放于阴凉处（夏季），让

血清充分析出。

2. 注意事项

（1）采血用针头、注射器，须事先高压灭菌或用生理盐水煮沸消毒，盛血试管也须事

先干热或高压灭菌。

（2）一畜一针，用完后置于 3％来苏儿溶液中浸泡消毒，然后清洗，以免阻塞针孔。

（3）采血最好在早晨采食前或停食 6 h后进行，以获得良好血清。

（4）采血时应使血液沿管壁流入管内，以免产生气泡，引起溶血。冬季采血应防冻。

（5）血清尽可能于 24 h内送检，最长不得超过 3 d，否则应加防腐剂。通常每 9 ml血

清加入 1 ml 5％石炭酸生理盐水，或每 1 ml血清加入 1～2滴 5％石炭酸生理盐水。送凝固

全血应防止振荡。
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与高频人畜禽共患疫病 防疫检疫

（6）待检血清必须是无明显蛋白凝固、无溶血现象及无腐败气味的。加入石炭酸的血

清，自采血之日算起不得超过 15 d。

（7）每份血清或血液必须标明畜号，注明加何种防腐剂，同时附送采血登记表两份，

以便核对。

（二）平板凝集试验

1. 操作方法

若为冷藏的血清，在检验前应先将被检血清置于室温下，使之达到 20℃。最

好用平板凝集试验箱，也可取一块洁净玻璃板，用蜡笔画成 4 cm2 方格数列，每排

7 格。
表 1 布鲁氏杆菌病平板凝集试验操作术式表

方格号 1 2 3 4 阳性血清对照 阴性血清对照 抗原对照

被检血清（ml） 0.08 0.04 0.02 0.01 阳性血清 0.03 阴性血清 0.03 生理盐水 0.03

布鲁氏杆菌平板

凝集抗原（ml） 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03

相当于试管凝集

的稀释倍数
1:25 1:50 1:100 1:200

按表 1加样，用火柴杆或牙签由 0.01～0.08 ml的血清量顺序混合摊开，轻摇玻板，充

分混合，在火焰上微微加热（30℃左右）并不断转动，使之受热均匀。5～8 min内观察记录

结果。

大群检疫时，允许只用 2个血清量做试验：牛、马、骆驼和鹿用 0.04 ml 及 0.02 ml，

猪、羊用 0.08 ml和 0.04 ml。

2. 结果判定

“++++”：出现大凝集片或小颗粒，液体完全透明。

“+++”：有明显的凝集片或颗粒，液体几乎透明。

“++”：有可见的凝集片或颗粒，液体不甚透明。

“+”：仅仅可见到颗粒，液体混浊。

“-”：液体均匀混浊，无凝集现象。

此法操作简便，用于大群检疫的粗筛。多个样品时只作一组对照。

（三）试管凝集试验

1. 操作方法

（1）每份血清用 5支试管、3支对照管，置于试管架上。待检血清多时，只作一组对照。

（2）按表 2操作。先在 1号管内加入 2.3 ml 0.5％石炭酸生理盐水（绵羊血清抗原用含

0.5％石炭酸的盐水稀释），2～6号管各加 0.5 ml。
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表 2 布鲁氏杆菌试管凝集试验操作术式表

试管号 1 2 3 4 5 6 7 8

0.5%石炭酸

生理盐水（ml）
2.3 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

被检血清（ml） 0.2 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
(1∶20)抗原（ml） 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

血清稀释倍数 1∶12.5 1∶25 1∶50 1∶100 1∶200
对照

抗原对照 阳性对照 阴性对照

（3）另取吸管吸被检血清 0.2 ml于第 1管，反复吹吸 2～3次，使之充分混匀（防止气

泡产生和吹出管外），吸出 1.5 ml弃去，再吸 0.5 ml加入第 2管吹吸混匀后，吸出 0.5 ml

加入第 3管，以此类推至第 5管，混匀后吸出 0.5 ml弃去。第 6管不加血清，第 7管加 1∶25

阳性血清 0.5 ml，第 8管加 1∶25阴性血清 0.5 ml。

（4）在各管中均加入用 0.5％石炭酸生理盐水作 1∶20稀释的抗原 0.5 ml，充分振荡。

（5）放入 37℃温箱 24 h，取出观察并记录结果。

2. 结果判定

在阳性、阴性及抗原对照管反应正常的情况下判定。

“++++”：上层液体完全透明，管底有极显著的伞状沉淀物，表示菌体 100％被凝集。

“+++”：上层液体稍混浊，管底沉淀物与“++++”同，表示菌体 75％被凝集。

“++”：液体半透明，管底有伞状沉淀物，表示菌体 50％被凝集。

“+”：液体较混浊或透明不显著，管底有不明显的伞状沉淀物，表示菌体 25％被凝集。

“-”：液体不透明，管底无伞状沉淀物，细菌呈圆点状沉于管底，振荡均匀混浊，表示

菌体不凝集。

（四）判定标准

牛、马和骆驼的血清于 1∶100稀释度（0.02 ml），猪、羊和狗于 1∶50稀释度（0.04 ml），

出现“++”以上的凝集现象为阳性反应。

牛、马和骆驼血清于 1∶50稀释度（0.04 ml），猪、羊和狗于 1∶25稀释度（0.08 ml）出现“++”

以上的凝集现象时为可疑反应。

可疑反应的动物，于 3～4周后重检。重检结果：牛、羊仍为可疑的，判为阳性；猪、马仍

为可疑的，若该群家畜无临床病例和大批阳性患畜出现，可判为阴性。

三、实训报告

简述布鲁氏杆菌试管凝集试验和平板凝集试验的操作过程和结果判定。它们各有何

特点和缺点？
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实训三

牛结核病的检疫

一、实训材料

保定牛、牛鼻钳、剪毛剪、卡尺、皮内注射器、点眼器、提纯牛结核菌素、5%硼酸棉球、

酒精棉球、记录表等。

二、方法步骤

经临床检查有患结核病可疑的奶牛，立即用牛结核菌素变态反应检疫。在我国，牛结

核检疫多采用牛结核菌素皮内注射结合点眼的变态反应方法。

（一）皮内变态反应

1．注射部位及术前准备

将奶牛编号登记后，在颈侧中部上 1/3处（3个月以内的犊牛可在肩胛部）剪毛（直径

约 10 cm），用卡尺测量术部中央皮皱厚度并记录下来。

2．注射方法及剂量

保定牛只。用酒精棉球消毒术部，左手捏起术部中央皱皮，右手持皮内注射器皮内注

射提纯牛结核菌素 0.1 ml。注射后局部应出现小泡，若无小泡，可选 15 cm以外的部位或

对侧重作。

3．观察反应

于注射后 72 h 观察注射局部有无热、痛、肿胀等炎性反应，用卡尺测量术部皮皱

厚度，并记录下来。对呈阳性和疑似反应的牛，须在原注射部位以同样剂量做第二次

注射，并于第 48 h（即第一次注射后 120 h）记录结果，观察反应项目同上，均应详细

记录。

4．判定标准

阳性反应（+）：皮厚差在 4 mm以上。

疑似反应（±）：皮厚差在 2.1～3.9 mm。

阴性反应（-）：皮厚差在 2 mm以下。
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（二）点眼变态反应

每次检疫需进行两次，间隔 3～5 d。

1． 术前准备

检查两眼，眼结膜正常者可点眼，有眼病或结膜不正常者，不可点眼检疫。

2． 点眼方法与剂量

一般点于左眼，左眼有病可点于右眼，但需在记录上注明。点眼时，对保定牛用 1％硼

酸棉球擦净眼外周的污物，用一手的中指、拇指使眼结膜与下眼睑形成凹窝，另一手持点

眼管向凹窝内滴入提纯牛结核菌素 3～5滴（0.2～0.3 ml）。若点眼管接触眼结膜或被污染，

须用棉球消毒后再用。

3． 观察反应

点眼后应防止风沙入眼，避免阳光直射及牛头与物体摩擦。于点眼后第 3 h、6 h、9 h

各观察一次，必要时第 24 h再观察一次，每次记录结果。应观察眼结膜与眼睑肿胀状态，

流泪及分泌物的性质与量的多少。由提纯牛结核菌素引起的食欲减退或停止、全身战栗、

呻吟、不安等全身性反应，均应记录。反应阳性和疑似牛，72 h后于同一眼内再重做一次，

观察及判定同上。

4． 判定标准

阳性反应（+）：有两个大米粒大小或 2 mm×10 mm以上的呈黄白色的脓性分泌物自

眼角流出，或散布在眼的周围，或积聚于眼结膜囊及其眼角内，或上述反应较轻，但有明

显的结膜充血、水肿、流泪并有其他全身反应者。

疑似反应（±）：有两个大米粒大小或 2 mm×10 mm以内的灰白色、半透明的黏液性分泌

物积聚在眼结膜囊内或眼角处，并无明显的眼睑水肿及其他全身反应者。

阴性反应（-）：无反应或仅有结膜轻微充血，流出透明的浆液性分泌物者。

（三）综合判定

上述两种方法中，任何一种方法呈阳性反应者，即判定为结核菌素阳性反应牛；两种

方法中任何一种方法呈疑似反应者，即判为疑似反应牛。

（四）复检

判定为疑似反应牛，应于检查后 25～30 d后复检，结果仍为疑似的，再经 25～30 d复

检一次，仍为疑似的，可酌情处理。一般情况下，如果此牛来自健康牛群，判为阴性，而来

自于非健康牛群的则判为阳性。

在健康牛群中检出阳性反应牛时，应于 30～45 d后进行全群复检，连续 3次，不再出

现阳性牛时，可认定为健康牛群。

若在牛群中发现有开放性结核牛，同群被检牛虽是可疑反应牛，也应视为被感染牛。

经两回检疫都为疑似反应者，即可判为结核菌素阳性牛。
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（五）注意事项

为便于观察，一般在早晨进行为好。

三、实训报告

如何进行奶牛结核检疫？写出方法步骤、检疫结果，并作出判定。

进行牛结核病的变态反应诊断时，为什么要同时用皮内注射和点眼两种方法？
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实训四

禽流感的诊断

一、设备材料

（一）器材

剪刀、镊子、酒精灯、棉拭子、1～3 ml戴帽塑料试管、离心机、离心管、琼脂粉、打孔器、

微量移液器（配有滴头）、96孔 V型微量反应板、微量振荡器、10日龄鸡胚、照蛋器、75％

酒精、锥子、1 ml注射器、针头、蜡烛、15 m1试管及支架、10 ml试管、青霉素、链霉素、卡

那霉素、阿氏液、pH值 7．2的 0.01 mol/L磷酸盐缓冲液（PBS）。

（二）诊断制剂

高致病性禽流感病毒血凝素分型抗原和标准分型血清以及阴性血清、待检血清、鸡

新城疫阳性血清、减蛋综合征 EDS76血清、支原体标准阳性血清。

二、内容及方法

（一）临诊诊断

鸡和火鸡感染禽流感病毒后的危害最为严重，一年四季均可发生，但以冬春多发。病

禽通常精神委顿，饮食减少、消瘦，母鸡产蛋量下降。有时也可能出现呼吸道症状，咳嗽、

啰音、呼吸困难，病禽流泪，羽毛杂乱，身体蜷缩。有的病禽出现神经症状和下痢。高致病

性禽流感病毒感染鸡后，鸡可出现头和面部水肿，冠和肉呈肿胀并发绀。

（二）病理诊断

高致病性禽流感病毒感染后，主要引起出血性病变，常见喉头气管出血有黏液，心冠

脂肪点状出血，心包肥厚，腺胃乳头出血、溃疡，在腺胃黏膜上有一层脓性分泌物等病变。

整个肠道，尤其是十二指肠、直肠和泄殖腔黏膜出血严重。肾脏常肿胀，有尿酸盐沉积。

（三）禽流感病毒分离

1． 病料采集

一般应在感染初期或发病急性期从死禽或活禽采取。死禽采集气管、肺、肝、肾、脾、

泄殖腔等组织样品。活禽用大小不等的灭菌棉拭子擦拭喉头、气管或泄殖腔，带有分泌物

的棉拭子放入含有 1000 IU/ml青霉素、200 ug/ml链霉素 pH值 7．2～7．6的肉汤中。
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