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前  言 

本标准按照 GB/T 1.1—2009 给出的规则起草。 

本标准的附录 A 为规范性附录，附录 B 为资料性附录。 

本标准由中华人民共和国农业部提出。 

本标准由全国动物卫生标准化技术委员会归口。 

本标准起草单位：军事医学科学院军事兽医研究所、中国兽医药品监察所。 

本标准主要起草人：郭焕成、王琴、徐璐、冯烨、张乾义、赵启祖、邹兴启，朱圆源，涂长春。 
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猪瘟病毒 RT-nPCR 检测方法 

1 范围 

本标准规定了猪瘟病毒特异的套式RT-PCR（RT-nPCR）方法的技术要求。 

本标准适用于可能感染猪瘟病毒的猪活体或其脏器、血液、排泄物和细胞培养物中猪瘟病毒核酸的

检测，可用于猪瘟的诊断和监测。 

本标准的猪瘟病毒套式RT-PCR(RT-nPCR)方法不能区分感染的猪瘟病毒野毒株和免疫的疫苗株。 

2 规范性引用文件 

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文

件。凡是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。 

GB/T 27540  猪瘟病毒实时荧光 RT-PCR检测方法。 

3 术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

3.1  

猪瘟病毒  Classical swine fever virus, CSFV   

猪瘟病毒是猪瘟（Classical swine fever, CSF）的病原体，感染猪和野猪。猪瘟是一种急性、热

性、高度接触性传染病，以高热、出血和高死亡率为特征。猪瘟病毒为单股正链RNA病毒，黄病毒科瘟

病毒属成员，病毒粒子略呈圆形，直径40-60nm，外包脂质囊膜，内部为二十面体对称的核衣壳。 

3.2  

反转录套式聚合酶链式反应  Reverse transcription nested polymerase chain reaction，

RT-nPCR 

反转录套式聚合酶链式反应即以RNA为模板反转录成cDNA，再以cDNA为模板进行套式PCR。套式PCR

又称巢式PCR，使用两对PCR引物扩增完整的片段。第一对PCR引物扩增片段和普通PCR相似。第二对引物

称为套式引物，其结合在第一次PCR产物内部，使得第二次PCR扩增片段短于第一次扩增片段。套式PCR

的优势在于，如果第一次扩增产生了错误片段，则第二次能在错误片段上进行引物配对并扩增的概率极

低。因此，套式PCR的扩增特异性高。同时，通过两次PCR反应，显著提高了核酸检测的灵敏度。 

3.3  

DEPC 

焦碳酸二乙酯（Diethyl pyrocarbonate）。DEPC是RNA酶的化学修饰剂，和RNA酶的活性基团组氨

酸的咪唑环反应而抑制RNA酶活性。 
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4 实验前准备 

4.1 实验室条件 

4.1.1 实验室分区：PCR 实验室分区包括核酸提取区、PCR反应体系配制区—配液区、扩增区、电泳区。

流程顺序为核酸提取区→配液区→扩增区→电泳区。各区仪器和耗材专用。 

4.1.2 实验室应配备的仪器及器材 

4.1.2.1 仪器：II级生物安全柜、台式高速冷冻离心机、普通冰箱（-20℃和 4℃）、分析天平、PCR

扩增仪、电泳仪、电泳槽、紫外凝胶成像仪（或紫外分析仪）、组织研磨器、扁桃体采样器、微波炉、

单道可调移液器（2μL、10μL、200μL、1000μL）。 

4.1.2.2 器材：无菌注射器、眼科剪、眼科镊、称量纸、棉拭子、灭菌牙签、500mL量筒、500mL锥形

瓶、一次性无 RNA酶吸头（10μL、200μL、1000μL）、1.5mL无 RNA酶离心管、0.2mL 薄壁 PCR管。 

4.2 化学药品及试剂 

4.2.1 总 RNA提取试剂 Trizol。 

4.2.2 TAE电泳缓冲液的制备，配制方法见附录 A。 

4.2.3 1%琼脂糖凝胶，配制方法见附录 A。 

4.2.4 其它试剂：200U/µL M-MLV反转录酶，5×M-MLV 缓冲液，40U/µL RNA酶抑制剂，DEPC-H2O，5U/µL 

Ex-Taq DNA聚合酶，10×Ex-Taq 缓冲液（Mg
2+
 Plus），6 碱基随机引物（50μM），6×上样缓冲液，dNTPs(2.5 

mM/dNTP)，异丙醇，氯仿，75%乙醇，ddH2O，溴化乙啶替代染料，DL2000 DNA Marker，阴性对照（DEPC-H2O），

阳性对照（猪瘟病毒阳性组织样品或细胞培养上清）。 

4.2.5 引物序列及配制方法，见附录 B。 

5 方法 

5.1 样品的采集、保存和运送 

5.1.1 采样注意事项 

采样及样品前处理过程中应戴一次性手套，样品间不得交叉污染。 

5.1.2 采样工具 

扁桃体采样器：鼻捻子、开口器和采样枪。使用前均应用3%氢氧化钠溶液浸泡消毒5 ～10min，经

清水冲洗；牙签经121℃高压灭菌15min；剪、镊经160℃干烤2h。 

5.1.3 采样及样品处理方法 

5.1.3.1 活体样品 

用鼻捻子固定活猪的上颚，用开口器打开口腔，用采样枪采取扁桃体样品，用灭菌牙签挑至1.5mL

离心管并作标记，编号，置于样品冷藏箱送至实验室。 

实验室内取待检样品置于组织研磨器，加入5倍体积4℃预冷的DEPC-H2O，充分研磨，4℃、3000g离

心15min，取上清液转入离心管中编号备用。 

5.1.3.2 组织样品 

采取病死猪或安乐死的猪组织和脏器（淋巴结、脾脏、肾脏、肝脏和回肠等）装入一次性塑料袋或

其它灭菌容器，编号，置于样品冷藏箱送至实验室。 
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实验室内取50mg～100mg待检组织样品置于组织研磨器，加入5倍体积4℃预冷的DEPC-H2O，充分研

磨，4℃、3000g离心15min，取上清液转入离心管中编号备用。 

5.1.3.3 4%EDTA抗凝血 

用无菌注射器采集全血，注入含1/10V 4%EDTA溶液的无菌容器中，充分混匀后编号备用。 

5.1.3.4 排泄物  

用棉拭子挑取少许新鲜粪便样品于离心管中，加入适量生理盐水，震荡混匀，4℃、3000g离心15min，

取上清液转入离心管中编号备用。其余液体排泄物离心后直接转入离心管编号备用。 

5.1.3.5 细胞培养物 

细胞培养物冻融3次，转入离心管中编号备用。 

5.1.3.6 存放与运送 

采集或处理的样品在2～8℃条件下保存应不超过24h；若需长期保存，应放置-80℃冰箱，但应避免

反复冻融（冻融不超过3次）。采集的样品放入样品管中密封后，采用保温容器加冰袋或干冰，在24h

内运送到实验室。 

5.2 核酸提取 

采用Trizol方法提取样品总RNA。 

5.2.1 取 n个 1.5mL 离心管，其中 n为待检样品数+阳性对照管数+阴性对照管数，对每个离心管进行

编号。 

5.2.2 每管加入 500L Trizol，分别加入待检样品、阳性对照和阴性对照各 200L，一份样品换一个

吸头，充分混匀，静置 10min；再加入 200L氯仿，混匀器上振荡混匀 5s（不能过于强烈，以免产生

乳化层，也可以用手颠倒混匀）。于 4℃、13 000g离心 15min。 

5.2.3 取与本标准 5.2.1 中相同数量的 1.5mL 离心管，加入 400µL 异丙醇（4℃预冷），对每个管进

行编号。取本标准 5.2.2离心后的上清液约 400µL（注意不要吸出中间层）转移至相应的管中，颠倒混

匀，-20℃静置 20min。 

5.2.4 于 4℃、13 000g 离心 15min，小心倒去上清，加入 700μL 75%乙醇，颠倒洗涤。 

5.2.5 于 4℃、8000g离心 6min，小心倒去上清，沉淀室温干燥 10～15min。 

5.2.6 加入 20µL DEPC-H2O，轻轻混匀，溶解管壁上的 RNA沉淀，冰上保存备用。提取的 RNA须在 2h

内进行 RT扩增，若需长期保存须放至-80℃冰箱。 

5.3 反转录 

以随机引物为反转录引物，建立20µL反转录体系，制备cDNA： 

dNTPs 4.0µL 

随机引物 1.5µL 

5×M-MLV 缓冲液 4.0µL 

反转录酶 M-MLV 1.0µL 

RNA酶抑制剂 1.0µL 

总 RNA 8.5µL 

42℃1.5h，95 ℃5min。 

5.4 建立 50μL外套 PCR反应体系 
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ddH2O 36.7µL 

10×Ex-Taq 缓冲液（Mg
2+
 Plus） 5.0µL 

外套上游引物 1.0µL 

外套下游引物 1.0µL 

dNTPs 4.0µL 

Ex-Taq DNA聚合酶 0.3µL 

cDNA 2.0µL 

PCR条件：95℃5min→（95℃45s→55℃1min→72℃1min）35个循环→72℃7min→4℃。 

5.5  建立 50μL内套 PCR反应体系 

取2μL外套PCR产物作为内套PCR的模板进行套式PCR，建立50μL内套PCR反应体系:  

 

 

 

 

 

 

 

 

PCR条件：95℃5min→（95℃45s→55℃1min→72℃45s）35个循环→72℃7min→4℃ 

 

5.6 电泳 

5.6.1配制适量的电泳及制胶用的缓冲液（通常是 1×TAE）。 

5.6.2  配制 1%琼脂糖凝胶（见附录 A）。 

5.6.3  将琼脂糖溶液倒入制胶模中，然后在适当位置处插上梳子。凝胶厚度一般为 4～5mm。 

5.6.4  取 5μL 内套 PCR产物与 1μL 6×上样缓冲液混匀，用移液器将其加入加样孔中。 

5.6.5  接通电源，以 120v 电压进行电泳，30min后停止电泳。 

5.6.6  用凝胶成像仪观察并保存结果。 

5.7  结果判定 

阴性对照无凝胶成像条带且阳性对照可见272bp目的条带，实验成立。若成像系统中无272bp的目的

条带，RT-nPCR反应为阴性，表示样品中无猪瘟病毒核酸。若成像系统中有272bp的目的条带，RT-nPCR

反应为阳性，表示样品中有猪瘟病毒核酸。若目的条带模糊难以判别时，建议重复检测一次，重检后仍

模糊，结合GB/T 27540检测判断结果。 

示例 1：  

 

 

ddH2O 36.7µL 

10×Ex-Taq 缓冲液（Mg
2+
 Plus） 5.0µL 

内套上游引物 1.0µL 

内套下游引物 1.0µL 

dNTPs 4.0µL 

Ex-Taq DNA聚合酶 0.3µL 

外套 PCR产物 2.0µL 
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5.8 基因测序 

根据需要，可进一步将阳性PCR扩增产物用内套PCR上游、下游引物进行双向测序，获得CSFV的PCR

扩增区基因序列。 

6 注意事项 

6.1 检测后的废弃物品需浸入 1％次氯酸钠溶液的污物缸内 30min，后经高压处理。 

6.2 RT-nPCR实验室各分区器材试剂专用，不可跨区流动使用，防止污染。实验结束后立即用 75％酒

精或紫外灯对工作环境消毒处理。 

6.3 所用试剂应在规定的温度下保存，用毕立即放回原处。反转录酶和 DNA聚合酶现用现取，其他试

剂使用前需室温融化。配制反转录和 PCR反应体系时，应将反应体系和融化的试剂暂放于冰盒。 

6.4 提取 RNA时，须戴口罩、乳胶手套，尽量避免交谈，缩短操作时间，防止唾液和皮肤上 RNA酶的

污染。使用酒精棉清洁实验工作台、移液器等实验器材。 

6.5 因套式 PCR极其敏感，样品处理和核酸提取过程中使用的塑料管和吸头等材料均需一次性使用，

不得重复利用。 

6.6 推荐使用免处理的无核酸酶的一次性耗材。用灭菌的镊子夹取离心管，且离心管开盖、扣盖时避

免接触管口。 

6.7 检测试剂在使用前需经 2000g离心 15s，使液体全部沉降于管底。配制分装反应体系时应避免产

生气泡。 

6.8 按要求准确吸取各种试剂。 

6.9 移液器、PCR仪等应定期校验。 

图 1 套式 RT-PCR 检测结果的电泳图示例 

M：DL2000 DNA Marker 

1：阳性对照 

2：阴性对照 

 

272bp 

M   1   2 
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A  A  

附 录 A 

（规范性附录） 

溶液的制备 

A.1 TAE电泳缓冲液的制备 

A.1.1 0.5mol/L乙二胺四乙酸二钠（EDTA）溶液（pH8.0） 

二水乙二胺四乙酸二钠                        18.61g 

灭菌双蒸水                                    80mL 

氢氧化钠                                调 pH至 8.0 

灭菌双蒸水                               加至 100mL 

A.1.2 TAE电泳缓冲液（50倍）配制 

三羟甲基氨基甲烷（Tris）                      242g 

冰乙酸                                      57.1mL 

    0.5 mol/L乙二胺四乙酸二钠溶液（pH8.0）       100mL 

    灭菌双蒸水                            加至 1 000mL 

A.2 1%琼脂糖凝胶的配制 

琼脂糖                                          1g 

TAE电泳缓冲液（50倍）                         2mL 

灭菌双蒸水                                    98mL 

微波炉中完全融化，加溴化乙啶替代染料溶液 5µL。 

注：用于电泳的缓冲液和用于制胶的缓冲液必须统一。 
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B  

附 录 B 

（资料性附录） 

引物 

B.1 引物信息  见表B.1 

表B.1 猪瘟病毒套式 RT-PCR引物信息 

引物名称 引物序列（5’-3’） 扩增片段长度 

外套上游引物 5’ AGR CCA GAC TGG TGG CCN TAY GA 3’ (2228-2250)
*
 

671bp 
外套下游引物 5’ TTY ACC ACT TCT GTT CTC A 3’ (2898-2880)

*
 

内套上游引物 5’ TCR WCA ACC AAY GAG ATA GGG 3’ (2477-2497)
*
 

272bp 
内套下游引物 5’ CAC AGY CCR AAY CCR AAG TCA TC 3’ (2748-2726)

*
 

注1：R (AG)，Y (CT)。 

注2：引物使用时以 DEPC-H2O 稀释至 10μmol/L，于-20℃保存。 

* 括号中数字为引物序列在CSFV Alfort-187株基因组中的位置。 
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