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   职业暴露人群血清学和环境高致病性禽流感 

监测方案（2011年版） 

 
2009年由一种新的人、禽、猪流感病毒重配而来的甲型 H1N1流

感病毒所导致的流感大流行，再一次证明流感病毒的重配，并由新的

重配病毒导致流感大流行是不可避免的。因此尽管此次流感大流行已

经结束，但如何应对由其它新型病毒所导致的一场新的流感大流行仍

是我们的重要任务。高致病性 H5N1 禽流感病毒仍然在很多国家和地

区导致动物疫情，人感染病例也一直在不断发生，因此由其导致流感

大流行的警报并没有解除。2008 年以来，在卫生部每年中央财政转

移支付 SARS、人禽流感防治项目专项经费的支持下，各省均安排了

禽流感职业暴露人群的血清学和环境高致病性禽流感病原学监测工

作。通过此项工作不仅有效地提高了我国流感监测网络实验室的检测

能力，在 2009年甲型 H1N1流感的防控中发挥了重要作用，而且通过

及时分析 H5N1 禽流感病毒的变异情况以及在职业暴露人群中的感染

状况的变化，可以进一步监测感染来源，确定感染高危因素，监测禽

流感病毒致病力和传播能力的改变，为流感大流行的预警提供了依

据。为进一步规范此项工作，继续做好流感大流行的预测预警，持续

提高我国应对流感大流行的能力，在前期工作的基础上，结合目前我

国流感监测网络的发展现状，重新修定了《职业暴露人群血清学和环

境高致病性禽流感监测方案（2011 年版）》，用于指导全国的监测工

作。 
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一、监测目的 

1.了解职业暴露人群中高致病性 H5N1 禽流感病毒感染变化状

况。 

2.了解高致病性 H5N1禽流感病毒在环境中的分布情况。 

3．监测高致病性 H5N1禽流感病毒的变异情况。 

二、监测点的设置 

（一）监测点所在地区的选择 

优先选择满足以下标准之一的地区设立监测点： 

1.该城市或县城所辖或周边地区曾经发生过人和/或动物禽流感

疫情； 

2.周边地区湖泊、河流等水体分布比较密集，水禽养殖业发达； 

3.境内为候鸟栖息地或候鸟迁徙路线。 

（二）监测场所和监测点的选择 

各省根据具体情况选择两类及以上监测场所设立监测点，并确定

每年承担监测工作任务的网络实验室。 

1．城乡活禽市场：每家活禽市场为一个监测点。 

2．家禽规模养殖场（户）：每家家禽规模养殖场为一个监测点。 

3．家禽散养户集中的地区：每个自然村为一个监测点。 

4．家禽屠宰加工厂：每家家禽屠宰加工厂为一个监测点。  

5．野生禽鸟栖息地：一个乡镇（或县区）所辖的野生禽鸟栖息

地作为一个监测点。 

各省选择监测地区、监测场所和监测点后将监测点基本信息上报

中国疾病预防控制中心（见附表 1），同时录入“传染病监测技术平
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台信息管理系统”。 

采集职业暴露人群血清时，同时在该监测点采集一次环境标本，

即采集的职业暴露人群血清要有该监测点的环境标本与之对应。 

三、监测内容和方法 

（一）职业暴露人群血清流行病学监测 

1．监测对象 

（1）活禽批发市场、城乡农贸市场或菜市场中直接与禽类接触

的人员。 

（2）家禽规模养殖场（户）中直接与禽类接触的人员。 

（3）家禽散养户的家庭成员。 

（4）家禽屠宰加工厂中直接与禽类接触的人员。 

（5）野生候鸟栖息地中与候鸟或其排泄物有接触的人员。 

2．监测时间 

各省份每年冬春季（10 月—次年 3 月）统一组织开展一次职业

暴露人群血清流行病学监测。 

3．监测方法 

（1）流行病学调查 

收集调查对象的基本情况、禽类接触史等内容，填写“职业暴露

人群血清流行病学监测调查问卷”（见附表 2），确保调查问卷与血清

标本严格的一一对应关系，调查问卷、血清标本登记表、血清采样管

上的血清标本编号务必保持一致。调查问卷在调查完成后 1周内录入

“传染病监测技术平台信息管理系统”。  

（2）标本采集、运送 

各省份每年至少采集 400份职业暴露人群血清标本。采集监测对
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象的空腹静脉血 5ml（见附录 1），填写“职业暴露人群血清标本采样

登记表”（见附表 3），在登记表上手写记录血清标本编号或粘贴打印

的血清标本编号条形码，同时确保调查问卷、血清标本登记表、血清

采样管上的血清标本编号要一致。血清标本编号规则：（1）血清标本

代号：B；（2）年份后两位；（3）网络实验室编号（三位）（见附录 2）；

(4) 实验室标本编号：从 001开始。 

分离后的血清，在无菌条件下分装为 3份，其中 1份用于抗体检

测，1份留样保存，1份（1ml）送国家流感中心复核。血清标本应置

－20℃或以下冻存，避免反复冻融。同时，在标本采集后将标本信息

1 周内录入“传染病监测技术平台信息管理系统” “暴露人群血清监测

模块”。标本采集完成后 2 周内送中国疾病预防控制中心病毒病所国

家流感中心，同时在信息系统上进行网上送检，送国家流感中心的标

本须附上信息系统生成的血清标本送检单（附表 4）。标本运输时遵

守国家生物安全的有关规定。 

（3）实验室检测 

各省级疾病预防控制中心统一组织血清标本 H5N1 抗体初筛检测

工作，采用的方法为马血球血凝抑制实验（HI）和/或单放射免疫扩

散溶血实验（SRH），或者根据国家流感中心每年下发试剂说明书中推

荐的检测方法（见附录 3）。标本采集后要求 1个月内完成检测工作，

填写“职业暴露人群血清标本检测结果表”（见附表 5），检测结束后

1周内将检测结果录入“传染病监测技术平台信息管理系统”。  

国家流感中心采用微量中和实验（MN）对阳性标本和随机抽取的

5%阴性标本进行复核，并在收到标本 3个月内向各网络实验室反馈复

核结果。 

（二）环境标本高致病性禽流感病原学监测 
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1．监测对象 

监测点的水、禽类（含候鸟）粪便及笼具表面等环境标本。 

2．监测时间 

全年监测，每月监测 1次。每次须提前几天了解监测点的情况，

避免在监测点消毒后 2日内采样。 

    3．监测方法 

  （1）标本采集 

各省组织网络实验室每月采集 1次标本不少于 40份，全年采集

标本量不少于 480份。每个监测点可包括 2-3个采样点，采集的环境

标本可包括禽类粪便、笼具表面擦拭标本等多个种类（具体见附录 1）。 

环境标本采样点的设置和定义: 

² 城乡活禽市场：活禽市场每个摊位为一个采样点。 

² 家禽规模养殖场（户）：家禽规模养殖场每间（排）禽舍为一

个采样点。 

² 家禽散养户集中的地区：每个家禽散养户为一个采样点。 

² 家禽屠宰加工厂：家禽屠宰加工厂每个屠宰/加工间为一个采

样点。  

² 野生禽鸟栖息地：根据当地情况，在监测点不同方位/位置的

地点为一个采样点。 

标本采集种类及方法见附录 1。在采集标本的同时填写“环境标

本采样登记表”（附表６），在登记表上手写记录环境标本编号或粘贴

打印的环境标本编号条形码，确保环境标本登记表、环境采样管上的

环境标本编号要一致。环境标本编号原则：（1）环境标本代号 ：Ｃ ；

（2）年份后两位；（3）网络实验室编号（三位）（见附录 2）；(4) 实

验室标本编号：从 001开始。  
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（2）标本运输、处理 

标本采集后应在 4℃条件下 48 小时内运送至监测实验室。实验

室收到标本后应立即进行标本处理（见附录 1），并将标本分为 3份，

1份用于核酸检测，1份用于病毒分离，1份留样备送检（至少 1.5ml）。

标本采集后 1周内将“环境标本采样登记表”信息录入到“传染病监测

技术平台信息管理系统” “禽流感环境监测模块”。留样标本要求在－

70℃或以下冻存。标本运输时遵守国家生物安全的有关规定。 

（3）实验室检测 

各监测实验室收到标本后 1周内对标本进行流感病毒 A型核酸检

测，A型流感病毒核酸阳性的标本进一步进行 H5、H7、H9亚型检测，

填写“环境标本核酸检测结果登记表”（附表７），同时将结果录入到 

“传染病监测技术平台信息管理系统”。各监测实验室如具备 BSL-3生

物安全实验室可开展 H5和 H7亚型高致病性禽流感病毒分离工作，填

写“环境标本病毒分离、鉴定结果登记表”（附表８），同时将结果录

入到 “传染病监测技术平台信息管理系统”。所有阳性标本和病毒的

运输按照国家关于高危病原微生物运输管理的有关规定执行。 

在检测后 2 周内将所有 A 型流感病毒核酸阳性标本的备存标本

（1.5ml） 送中国疾病预防控制中心病毒病所国家流感中心，同时在

信息系统上进行网上送检，送国家流感中心的标本须附上信息系统生

成的环境标本送检单（附表 9）。各监测实验室分离的病毒在 2 周内

送中国疾病预防控制中心病毒病所国家流感中心，同时在信息系统上

进行网上送检，上送的毒株须附上信息系统生成的环境标本分离毒株

送检单（附表 10）。国家流感中心在收到标本或毒株 2个月内反馈复

核鉴定结果。 
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四、职责分工及组织实施 

（一）中国疾病预防控制中心 

1.负责监测方案的起草、论证、修改和完善，开展相关培训，对

监测工作进行督导、评估和考核。每个季度对监测数据和结果进行分

析和总结。 

2.向各省级疾病预防控制中心流感实验室提供血清检测抗原和

参考血清，对送检标本开展复核工作，并及时反馈结果。 

（二）各省级（自治区、直辖市）疾病预防控制中心 

1 .制定本省的实施方案，负责监测工作的实施，包括监测点的

选择、监测人员的技术培训和指导。 

2.负责统一组织和开展本省血清标本 H5N1 抗体检测工作、对网

络实验室的环境标本检测工作进行分工安排。按监测方案的要求及时

提交检测结果、组织检测结果录入、上送各类标本进行复核。 

3.定期进行督导、考核及评估。每季度向中国疾病预防控制中心

病毒病所国家流感中心提交全省的监测工作报告。 

（三）各监测网络实验室所在疾病预防控制中心 

1.根据省级疾病预防控制中心的统一安排，负责监测工作的具体

实施，包括监测场所的选择、人员的技术培训和指导、标本的采集以

及数据收集、整理及上报。 

2. 根据省级疾病预防控制中心的统一安排，对采集标本进行实

验室检测，并及时提交检测结果。将标本采集和检测数据录入传染病

监测技术平台信息管理系统，按监测方案的要求及时上送各类标本进

行复核。 

3.每季度向省级疾病预防控制中心提交监测工作总结。 
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五、考核和评估 

中国疾病预防控制中心组织专家对职业暴露人群和环境高致病

性禽流感监测工作进行年度考核、评估。考核内容包括：采集、检测

及上送国家流感中心标本的数量和及时性，报告到监测信息系统的数

据质量，实施方案的制定，人员培训，监测工作的实施与管理等。 

六、项目联系人 

    中国疾病预防控制中心病毒病所国家流感中心 

（一）监测网络管理与流行病学组： 

联系人：史景红、陈敏、孙闪华、徐翠玲 

        电话：010-58900864；58900863 

        传真：010-58900863 

        地址：北京市昌平区昌百路 155号，102206 

（二）禽流感病原监测组： 

联系人：邹淑梅、白天、李晓丹 

        电话：010-63580764；58900856 

        传真：010-63580764；58900855 

        地址：北京市宣武区迎新街 100号，100052 

（三）信息系统支持组 

联系人：杨磊、蓝雨 

电话：010-58900858 

地址：北京市昌平区昌百路 155号，102206 
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七、附表和附录 

附表 1、监测点信息登记表 

附表 2、职业暴露人群血清流行病学监测调查问卷 

附表 3、职业暴露人群血清标本采样登记表 

附表 4、职业暴露人群血清标本送检单 

附表５、职业暴露人群血清标本检测结果表 

附表６、环境标本采样登记表 

附表７、环境标本核酸检测结果登记表 

附表８、环境标本病毒分离、鉴定结果登记表 

附表９、环境标本送检单 

附表 10、环境标本分离毒株送检单 

附录 1、标本的采集、处理、保存与运输 

附录 2、全国流感监测网络实验室名单编号 

附录 3、实验室操作方法简介 
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附表 1、监测点信息登记表 

监测点名称  

监测点详细地址            省          市        县（市、区） 

          乡（镇/街道）          村（居委会） 

监测场所种类*  

监测年份  当年第几次监测  

涉及禽、鸟种类  

涉及禽、鸟来源  

*监测场所种类选择：城乡活禽市场、家禽规模养殖场（户）、家禽散养户集中的地区、家禽

屠宰加工厂、野生候鸟栖息地。 
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附表 2、职业暴露人群血清流行病学监测调查问卷 

省市县编码□□□□□□              血清标本编号                 

一、一般情况 

1、姓名：          （电话：            ）  

2、性别：  ①男性   ②女性                

3、年龄：      周岁      

4、现住址：                                   

5、职业：      ①幼托儿童  ②散居儿童 ③学生（大中小学） ④教师 ⑤保育

员及保姆 ⑥餐饮食品业 ⑦商业服务 ⑧医务人员 ⑨工人 ○10民工 ○11农民 ○12牧

民 ○13渔（船） 民 ○14干部职员 ○15离退人员 ○16家务及待业 ○17其他      ○18不详 

二、暴露情况（可多选） 

6、职业暴露人群种类：①散养户 ②规模化养殖场从业人员 ③活禽批发市场人

员 ④农贸市场或菜市场活禽交易人员 ⑤家禽屠宰加工厂人员 ⑥野生候鸟栖息

地接触鸟类人员 ⑦其他                                  

7、暴露方式： 

     ①喂养   ②清扫禽舍    ③加工（宰杀、拔毛、洗切、腌制、烹饪） 

     ④食用   ⑤捕杀    ⑥运输    ⑦捕捉  ⑧销售   其他             

8、如为养殖人员，禽类养殖方式：  

①散养  ②圈养   

9、近一个月来，接触禽种类：     

     ①鸡   ②鸭   ③鹅  ④鸽子   ⑤野禽   ⑥其他          

10、近一个月以来，是否接触过病死禽？           

①是    ②否【跳至 12题】   ③不详【跳至 12题】 

    （1）病死禽种类： ①鸡  ②鸭  ③鹅  

                   ④鸽子⑤其他          

    （2）接触方式为：     （可多选） 

     ①喂养    ②清扫禽舍    ③加工（宰杀、拔毛、洗切、腌制、烹饪） 

     ④食用    ⑤捕杀    ⑥运输    ⑦捕捉    ⑧其他             

（3）接触病死禽时是否有防护措施？          

①是     ②否【跳至（4）】   ③不详【跳至（4）】 

      如果有，采取的措施有：     （可多选） 
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①戴口罩（N95口罩、过滤口罩、棉纱口罩、一次性外科口罩） ②戴面罩  

③穿防护服（规范、不规范）④防护眼镜 ⑤手套 ⑥帽子⑦白大衣 ⑧其它            

    （4）接触病死禽的持续时间：      天（    月    日到    月    日） 

累计暴露：     小时 

11、近 1个月是否出现过发热？         

①是    ②否 

            

 

 

 

调查人员单位：                                    调查人员：              

调查日期：                审核人员：              审核日期：             
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附表 3、职业暴露人群血清标本采样登记表 

监测实验室：              监测实验室编号§：           监测场所种类#：             监测点名称：                              

血清标本编号@ 姓名 年龄 性别 采样日期 血液标本量(ml) 备注 

       

       

       

       

       

       

注：@血清标本编号原则：（1）血清标本代号 ：B ；（2）年份后两位；（3）网络实验室编号(三位)；(4) 实验室标本编号 从 001开始。例如北京

市疾病预防控制中心 2011年采集的标本 B11001001 ，浦东新区疾病预防控制中心 2011年采集的标本 B11022001。 

#监测场所种类选择：①城乡活禽市场；②家禽规模养殖场（户）；③家禽散养户集中的地区；④家禽屠宰加工厂；⑤野生候鸟栖息地。 

§为避免现场填写血清标本编号出错，请提前填写实验室编号。 

采集人：                        采集单位 ：                        送检日期：      年     月     日 
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附表 4、职业暴露人群血清标本送检单 

送检单编号（自动生成）：              送检日期：     年     月    日       送检单位（盖章）：                        

血清标本编号 姓名 年龄 性别 采样日期 
送检的血清标

本量(ml)* 
标本状态# 备注 

        

        

        

        

        

        

注：#标本状态：①溶血；②乳糜血；③黄疸；④血清量少,不足 1ml。 

*送检的血清标本量：请在送检时填写。 
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附表 5、职业暴露人群血清标本检测结果表 

血清标本编号 采样日期 收样日期 检测方法# 
检测结果 检测结果 

备注 
抗原 1 HI滴度或 SRH直径 抗原 2 HI滴度或 SRH直径 

阳性对照         

         

         

         

         

         

         

         

注：#检测方法：①马血球 HI；② SRH。  

检测单位：              检测者：                   检测日期：      年    月    日   审核者：                   
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附表６、环境标本采样登记表 

监测实验室名称：            监测实验室编号@：            监测场所种类#：            监测点名称：                       

环境标本编号& 
采样点 

编号 
采样点名称 

采样点描述 

（包括禽的种类） 
采样时间 

标本种类* 

（请选择） 

如果为其他类型标

本，请说明 

采集标本量

（ml或 g） 

备

注 

         

         

         

         

         

注：&环境标本编号原则：（1）环境标本代号：C ；（2）年份后两位；（3）网络实验室编号（三位）；(4) 实验室标本编号 从 001开始。例如北京

市疾病预防控制中心 2011年采集的标本 C11001001 ，浦东新区疾病预防控制中心 2011年采集的标本 C11022001。 

@ 为避免现场填写环境标本编号出错，请提前填写实验室编号。 

#监测场所选项：①城乡活禽市场；②家禽规模养殖场（户）；③家禽散养户集中的地区；④家禽屠宰加工厂；⑤野生候鸟栖息地。 

*标本种类选项：①笼具表面擦拭标本；②宰杀或摆放禽肉案板表面的擦拭标本；③粪便标本；④清洗禽类的污水；⑤禽类饮水；⑥其他。 

采集人：                    采样单位：                    联系方式：             送检日期：       年     月    日  
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附表７、环境标本核酸检测结果登记表 

检测单位 ：                                

环境 

标本编号 
采集日期 

监测点 

名称 

采样点 

名称 
标本种类 

检测日

期 

核酸 

检测方法# 

核酸检测结果* 
备注 

A型 H5 H7 H9 其他 

 
 

           

 
 

           

 
 

           

 
 

           

 
 

           

 
 

           

 
 

           
注：*：选项：+（阳性）、可疑+（可疑阳性）、-（阴性）、未（未检测）。 

#：①One-step PCR ；②Real-time PCR。 

操作者：                       复核者：                        
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附表 8、环境标本病毒分离、鉴定结果登记表 

检测单位 ：                                      

环境                      

标本编号 
收样日期 

接种日

期 

传代史@ 

收获日期 HA滴度$ 
血球类

型% 

核酸 

检测方法

# 

核酸检测结果* 
毒株名称

& 
鉴定日期

MDCK细胞 鸡胚 A型 H5 H7 H9 其他 

    
                            

                            

    
                            
                            

注：*：选项：+（阳性）、可疑+（可疑阳性）、-（阴性）、未（未检测）。 

#：①One-step PCR ；②Real-time PCR。 

@传代史：分别填写 E1、E2…和 C1、C2… 

$ HA滴度：2的倍数或阴性。 

%血球类型：①鸡红细胞；②人红细胞；③豚鼠红细胞。 

&毒株名称：型别（A）/环境标本种类/采集地（省份）/网络实验室编号+标本顺序号/年代（亚型）,例如 A/粪便/上海/021007/2001（H5N1） 

操作者：                       复核者：                        
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附表９、环境标本送检单 

送样网络实验室：                                                      送样时间：      年    月    日 

标本编号 采集日期 
监测点名

称 

采样点名

称 
标本种类 检测日期 

核酸检测

方法# 

核酸检测结果* 
备注 

A型 H5 H7 H9 其他 

 
 

           

 
 

           

 
 

           

 
 

           

 
 

           

 
 

           
注：*：选项：+（阳性）、可疑+（可疑阳性）、-（阴性）、未（未检测）。 

#：①One-step PCR；②Real-time PCR。 

 

送检人签字：                           联系电话：                             

注：标本采集管必须使用塑料管，避免运输或保存过程造成采样管破裂。 
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附表 10、环境标本分离毒株送检单 

送样网络实验室：                                             送样时间：             年       月      日 

标本编号 收样日期 接种日期 

传代史@ 

收获日期 HA滴度$ 

血球

类型

※ 

核酸 

检测方法# 

核酸检测结果* 
毒株名称

& 
鉴定日期

MDCK细胞 鸡胚 A型 H5 H7 H9 其他 

  
                              

 
                            

  
                              

 
                            

注：*：选项：+（阳性）、可疑+（可疑阳性）、-（阴性）、未（未检测）。 

#：①One-step PCR；②Real-time PCR。 

@传代史：分别填写 E1、E2…和 C1、C2… 

$ HA滴度：2的倍数或阴性。 

    ※血球类型：①鸡红细胞；②人红细胞；③豚鼠红细胞。 

    &毒株名称：型别（A）/环境标本种类/采集地（省份）/网络实验室编号+标本顺序号/年代（亚型）,例如 A/粪便/上海/021007/2011（H5N1）。 

    标本采集管必须使用塑料管，避免运输或保存过程造成采样管破裂。 

送检人签字：                           联系电话：                            
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附录 1、标本的采集、处理、保存与运输 

一、血清标本的采集、处理和运输 

（一）血清标本的采集 

采集监测对象空腹静脉血 5mL。（如果存在困难，可考虑在饭后 2 小时后采

血），使用真空负压采血套装管或注射器均可，同时做好标记，采集后填写附表

3。 

（二）血清标本的处理和保存 

1. 如采集当日不能及时对标本进行处理，则可将采血管放 4℃过夜，标本

在 4℃过夜放置后血清会自然析出，次日直接离心即可，2000rpm～3000rpm离心

10min。如有个别未析出血清的，可将血清采样管放置于 37℃水浴锅或 37℃培养

箱内 30min-1h后再离心。 

2. 如当日即可处理血清标本，则将血清采样管放置于 37℃水浴锅或 37℃培

养箱内 30min-1h，使血清析出。血清析出后，2000rpm～3000rpm离心 10min。 

3. 在生物安全柜内分装血清标本。尽可能采用带外螺旋盖的冻存管进行标

本分装，分装好的标本尽可能放置在冻存盒内。 

3.1根据采样登记表上的信息，在冻存管上贴好相应的标签。血清标本一分

为三，1份用于省 CDC统一检测，1份由省 CDC保存备份，1份送国家流感中心

检测（保证有 1mL）。分装后的标本需置-20℃或以下保存，尽量避免反复冻融。 

3.2 血清分装完成后，填写附表 5。并在监测系统中录入标本相关信息。 

（三）血清标本的送检和运输 

血清标本采集后标本放入专用运输箱内（或疫苗冷藏包），放入冰排，然后

以柔软物质填充，内衬具吸水和缓冲能力的材料。同时信息系统上进行网上送检，

附加盖送检单位公章的送检单，送检单应单独放在防水的袋子里。血清标本和环

境标本一起运至国家流感中心，相关程序见环境标本的采集、处理、保存和运输。 

二、环境标本的采集、处理、保存和运输 

（一）标本的采集和处理 
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1.采样液 

环境标本采样液可使用 Hank's 或 Eagle's 等培养液加入以下抗菌素和

0.5%BSA：氨苄青霉素 (2 x 10
6 
IU/L)、 链霉素 (200 mg/L) 、多粘菌素 B (2 x 

10
6
 IU/L) 、 庆大霉素 (250 mg/L) 、 制霉菌素 (0.5 x 10

6
 IU/L) 、 盐酸氧

氟沙星 (60 mg/L)、磺胺甲基异恶唑 (200 mg/L)。 

2.标本种类、采集方法及处理 

（1）水标本 

在禽类活动或笼具旁的水沟或水池的不同部位共收集水标本 5-10ml 置于

15ml 外螺旋盖的管内。水样标本到实验室后应在采样管中加入上述抗生素和

0.5%BSA，再进行分装。如果采集的水标本中存在固体等物质，应将采集的标本

在无菌条件下反复吹打，以便打碎固体物质，置 4℃待其自然沉淀 30min，也可

3000rpm 离心 10min，取上清进行分装。 

（2）笼具表面标本 

每个笼具采集一份标本放在一个单独的采样管中。用蘸有采样液的带有聚丙

烯纤维头的拭子擦拭笼具表面禽类最常接触的 3-5个不同部位（包括笼具底部），

然后将擦拭过的拭子放入含 5ml采样液的采样管中，尾部弃去。也可以用多个拭

子充分擦拭笼具表面后放到一个采样管中。 

环境标本要在无菌条件下反复吹打收集的溶液，以便打碎固体，置 4℃待其

自然沉淀 30min，也可 3000rpm 离心 10min，取上清进行分装。 

（3）宰杀或摆放禽肉案板表面的擦拭标本 

如果宰杀或摆放禽肉使用不同的案板，可采集擦拭标本放到不同的采样管

中。方法与采集笼具表面擦拭标本的方法相同，拭子要擦拭禽肉接触最多的部位。 

（4）粪便标本 

从禽舍或环境中采集新鲜禽类粪便样品 3-5g左右，放入含 5ml采样液的采

样管中。采集的粪便标本要在无菌条件下反复吹打，以便打碎粘液和固体物质，

置 4℃待其自然沉淀 30min，也可 3000rpm 离心 10min，取上清进行分装。 

（5）清洗禽类的污水 

如果有清洗禽类的污水盆或桶，可采集清洗禽类的污水标本。将水槽中的水
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样用无菌的、一次性的玻璃棒或棉签充分混匀后采集 5-10ml置于 15ml外螺旋盖

的管内。水样标本到实验室后应在采样管中加入抗生素和 0.5%BSA，再进行分装。

方法与采集水标本相同。 

（6）禽类饮用水 

在每个笼具旁的饮水槽采集一份饮用水标本。方法与采集清洗禽类的污水标

本的方法相同。 

（7）其他 

包括地面污水、地面灰尘及笼具垫草等。 

（二）环境标本保存和送检 

环境可置 4℃存放 2天，存放超过 2天需置-70℃或以下保存。 

环境标本处理后，将原始标本分为三份，一份用于核酸检测，一份保存备用,

一份备用送国家流感中心，送检量不少于 1.5 ml。对于核酸检测阳性的原始标

本按规定及时送往国家流感中心。所有标本要求-70℃或以下保存，在收到国家

流感中心复核鉴定报告后，病毒分离阳性和病毒分离阴性的标本均需按照生物安

全有关规定处理。 

（三）环境标本运送流程 

  1.如果环境标本检测为 A型流感阳性，根据病原微生物菌（毒）种或样本规

定需按 B类包装进行运输。 

2.请各监测网络实验室将运送的环境标本送检单（加盖单位公章由负责人签

字）传真至病毒病所实验室管理办公室办理同意接收证明。同时与国家流感

中心禽流感病原监测组联系，并传真一份标本清单。 

病毒病所实验室管理办公室 

电话：010-58900679     传真：010-58900677 

值班电话：13683131949 

3.如果监测网络实验室没有准运证或准运证已过期，请联系中国疾病预防控

制中心实验室管理办公室办理。 

中国 CDC实验室管理办公室 

电话：010－58900335 
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传真：010－58900347 

4.标本航空运输联系人和电话 

办完接收证明和准运证后，可以到机场或航空公司包装标本，并办理寄送手

续。标本运输的航空运输单收货人一栏填写“北京迪捷姆空运咨询服务有限公

司” ，该公司联系电话 010-68479643转 224，手机 13611015419。寄送的标本

务必随同附上环境标本送检单。  

5. 标本接收 

送检的标本送到实验室后，由专人在生物安全柜内打开标本的包装，记录收

检日期、送检实验室名称、核对并记录送检标本编号是否与送检单相同。国家流

感中心完成检测后在监测信息系统对送检单位反馈复核鉴定结果，并根据送检单

位需要，定期反馈纸质报告。 

如果标本运输过程中由于意外不能保证低温导致标本融化，个别标本洒漏等

情况需及时记录并反馈网络实验，如对这些标本进行检测需在结果报告中记录标

本意外情况。 

三、标本接收联系方式 

（一）血清标本接收 

血清标本接收人：白天 

中国疾病预防控制中心病毒病预防控制所国家流感中心 

地址：北京市宣武区迎新街 100号 329室 

联系电话： 010－83556967 

传真： 010－83556967 

（二）环境标本接收 

环境标本接收人：邹淑梅 

中国疾病预防控制中心病毒病预防控制所国家流感中心 

地址：北京市昌平区昌百路 155 号  

联系电话： 010－58900856 

传真： 010－58900855 
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附录 2、全国流感监测网络实验室名单编号 

网络实验室 实验室编号 

北京市疾病预防控制中心 001 

北京市宣武区疾病预防控制中心 002 

北京市西城区疾病预防控制中心 003 

怀柔区疾病预防控制中心 004 

首都儿科研究所附属儿童医院 085 

北京市朝阳区疾病预防控制中心 086 

北京市海淀区疾病预防控制中心 087 

天津市疾病预防控制中心 005 

天津市和平区疾病预防控制中心 088 

天津市南开区疾病预防控制中心 089 

天津市塘沽区疾病预防控制中心 090 

天津市津南区疾病预防控制中心 091 

天津市北辰区疾病预防控制中心 092 

天津市蓟县疾病预防控制中心 093 

河北省疾病预防控制中心 006 

石家庄市疾病预防控制中心 007 

唐山市疾病预防控制中心 094 

秦皇岛市疾病预防控制中心 095 

邯郸市疾病预防控制中心 096 

邢台市疾病预防控制中心 097 

保定市疾病预防控制中心 098 

张家口市疾病预防控制中心 099 

承德市疾病预防控制中心 100 

沧州市疾病预防控制中心 101 

廊坊市疾病预防控制中心 102 

衡水市疾病预防控制中心 103 

山西省疾病预防控制中心 008 

太原市疾病预防控制中心 104 

大同市疾病预防控制中心 105 

阳泉市疾病预防控制中心 106 

长治市疾病预防控制中心 107 

晋城市疾病预防控制中心 108 

朔州市疾病预防控制中心 109 

晋中市疾病预防控制中心 110 
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运城市疾病预防控制中心 111 

忻州市疾病预防控制中心 112 

临汾市疾病预防控制中心 113 

吕梁市疾病预防控制中心 114 

内蒙古疾病预防控制中心 009 

呼和浩特市疾控中心 115 

包头市疾病预防控制中心 116 

乌海市疾病预防控制中心 117 

赤峰市疾病预防控制中心（松山区） 118 

通辽市疾病预防控制中心 119 

鄂尔多斯市疾病预防控制中心 120 

呼伦贝尔市疾病预防控制中心 121 

满洲里市疾病预防控制中心 122 

巴彦淖尔市疾病预防控制中心 123 

乌兰察布市疾控中心 124 

兴安盟疾病预防控制中心 125 

二连浩特市疾病预防控制中心 126 

锡林郭勒盟疾病预防控制中心 127 

阿拉善盟疾病控制中心 128 

辽宁省疾病预防控制中心 010 

沈阳市疾病预防控制中心 011 

大连市疾病预防控制中心 012 

丹东市疾病预防控制中心 013 

盘锦市疾病预防控制中心 014 

鞍山市疾病预防控制中心 129 

抚顺市疾病预防控制中心 130 

本溪市疾病预防控制中心 131 

锦州市疾病预防控制中心 132 

营口市疾病预防控制中心 133 

阜新市疾病预防控制中心 134 

辽阳市疾病预防控制中心 135 

铁岭市疾病预防控制中心 136 

朝阳市疾病预防控制中心 137 

葫芦岛市疾病预防控制中心 138 

吉林省疾病预防控制中心 015 

长春市疾病预防控制中心 016 

吉林市疾病预防控制中心 017 

四平市疾病预防控制中心 139 
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辽源市疾病预防控制中心 140 

通化市疾病预防控制中心 141 

白山市疾病预防控制中心 142 

松原市疾病预防控制中心 143 

吉林省白城市疾病预防控制中心 144 

延边洲疾病预防控制中心 145 

黑龙江省疾病预防控制中心 018 

哈尔滨市疾病预防控制中心 019 

齐齐哈尔市疾病预防控制中心 020 

鸡西市疾病预防控制中心 146 

鹤岗市疾病预防控制中心 147 

双鸭山市疾病控制中心 148 

大庆市疾病预防控制中心 149 

伊春市疾病预防控制中心 150 

佳木斯市疾病预防控制中心 151 

七台河市疾病预防控制中心 152 

牡丹江市疾病预防控制中心 153 

黑河市疾病预防控制中心 154 

绥化市疾病控制中心 155 

大兴安岭地区疾病控制中心 156 

上海市疾病预防控制中心 021 

浦东新区疾病预防控制中心 022 

黄浦区疾病预防控制中心 157 

上海市卢湾区疾病预防控制中心 158 

徐汇区疾病预防控制中心 159 

上海市长宁区疾病预防控制中心 160 

静安区疾病预防控制中心 161 

普陀区疾病预防控制中心 162 

上海市闸北区疾病预防控制中心 163 

上海市虹口区疾病预防控制中心 164 

杨浦区疾病预防控制中心 165 

上海市闵行区疾病预防控制中心 166 

宝山区疾病预防控制中心 167 

嘉定区疾病预防控制中心 168 

金山区疾病预防控制中心 169 

上海市松江区疾病预防控制中心 170 

青浦区疾病预防控制中心 171 

奉贤区疾病预防控制中心 172 
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崇明县疾病预防控制中心 173 

江苏省疾病预防控制中心 023 

徐州市疾病预防控制中心 024 

无锡市疾病预防控制中心 025 

扬州市疾病预防控制中心 026 

南京市疾病预防控制中心 174 

常州市疾病预防控制中心 175 

苏州市疾病预防控制中心 176 

南通市疾病预防控制中心 177 

连云港市疾病预防控制中心 178 

淮安市疾病预防控制中心 179 

盐城市疾病预防控制中心 180 

镇江市疾病预防控制中心 181 

泰州市疾病预防控制中心 182 

宿迁市疾病预防控制中心 183 

浙江省疾病预防控制中心 027 

杭州市疾病预防控制中心 028 

宁波市疾病预防控制中心 029 

温州市疾病预防控制中心 184 

嘉兴市疾病预防控制中心 185 

湖州市疾病预防控制中心 186 

绍兴市疾病预防控制中心 187 

金华市疾病预防控制中心 188 

义乌市疾病预防控制中心 189 

衢州市疾病预防控制中心 190 

舟山市疾病预防控制中心 191 

台州市疾病预防控制中心 192 

丽水市疾病预防控制中心 193 

安徽省疾病预防控制中心 030 

马鞍山市疾病预防控制中心 031 

阜阳市疾病预防控制中心 032 

合肥市疾病预防控制中心 033 

芜湖市疾病预防控制中心 194 

蚌埠市疾病预防控制中心 195 

淮南市疾病预防控制中心 196 

淮北市疾病预防控制中心 197 

铜陵市疾病预防控制中心 198 

安庆市疾病控制中心 199 
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黄山市疾病预防控制中心 200 

滁州市疾病预防控制中心 201 

宿州市疾病预防控制中心 202 

巢湖市疾病预防控制中心 203 

六安市疾病预防控制中心 204 

亳州市疾病预防控制中心 205 

池州市疾病预防控制中心 206 

宣城市疾病预防控制中心 207 

福建省疾病预防控制中心 034 

福州市疾病预防控制中心 035 

泉州市疾病预防控制中心 036 

厦门市疾病预防控制中心 037 

莆田市疾病预防控制中心 208 

三明市疾病预防控制中心 209 

漳州市疾病预防控制中心 210 

南平市疾病预防控制中心 211 

福建省龙岩市疾病预防控制中心 212 

宁德市疾病预防控制中心 213 

江西省疾病预防控制中心 038 

宜春市疾病预防控制中心 039 

赣州市疾病预防控制中心 040 

南昌市疾病预防控制中心 214 

景德镇市疾病预防控制中心 215 

萍乡市疾病预防控制中心 216 

九江市疾病预防控制中心 217 

新余市疾病预防控制中心 218 

鹰潭市疾病预防控制中心 219 

吉安市疾病预防控制中心 220 

抚州市疾病预防控制中心 221 

上饶市疾病预防控制中心 222 

山东省疾病预防控制中心 041 

青岛市疾病控制中心 042 

泰安市疾病预防控制中心 043 

济宁市疾病预防控制中心 044 

济南市疾病预防控制中心 045 

淄博市疾病预防控制中心 223 

枣庄市疾病预防控制中心 224 

东营市疾病预防控制中心 225 
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烟台市疾病预防控制中心 226 

潍坊市疾病预防控制中心 227 

威海市疾病预防控制中心 228 

日照市疾病预防控制中心 229 

莱芜市疾病预防控制中心 230 

临沂市疾病预防控制中心 231 

德州市疾病预防控制中心 232 

聊城市疾病预防控制中心 233 

滨州市疾控中心 234 

菏泽市疾控中心 235 

河南省疾病预防控制中心 046 

郑州市疾病控制中心 236 

开封市疾病预防控制中心 237 

洛阳市疾病预防控制中心 238 

平顶山市疾病预防控制中心 239 

安阳市疾病预防控制中心 240 

鹤壁市疾病预防控制中心 241 

河南省新乡市疾病预防控制中心 242 

焦作市疾病预防控制中心 243 

濮阳市疾病预防控制中心 244 

许昌市疾病预防控制中心 245 

漯河市疾病预防控制中心 246 

三门峡市疾病预防控制中心 247 

南阳市卫生防疫站 248 

商丘市疾病预防控制中心 249 

信阳市疾病预防控制中心 250 

周口市疾病预防控制中心 251 

驻马店市疾病预防控制中心 252 

济源市疾病预防控制中心 253 

湖北省疾病预防控制中心 047 

荆州市疾病预防控制中心 048 

十堰市疾病预防控制中心 049 

武汉市疾病预防控制中心 050 

宜昌市疾病预防控制中心 051 

襄樊市疾病预防控制中心 052 

黄石市疾病预防控制中心 254 

鄂州市疾病预防控制中心 255 

荆门市疾病预防控制中心 256 
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孝感市疾病预防控制中心 257 

黄冈市疾病预防控制中心 258 

咸宁市疾病预防控制中心 259 

随州市疾病预防控制中心 260 

恩施自治州疾病预防控制中心 261 

湖南省疾病预防控制中心 053 

郴州市疾病预防控制中心 054 

长沙市疾病预防控制中心 055 

株洲市疾病预防控制中心 056 

常德市疾病预防控制中心 057 

湘潭市疾病预防控制中心 262 

衡阳市疾病预防控制中心 263 

邵阳市疾病预防控制中心 264 

岳阳市疾病预防控制中心 265 

张家界市疾病预防控制中心 266 

益阳市疾病预防控制中心 267 

永州市疾病预防控制中心 268 

怀化市疾病预防控制中心 269 

娄底市疾病预防控制中心 270 

湘西自治州疾病预防控制中心 271 

广东省疾病预防控制中心 058 

云浮市疾病预防控制中心 059 

广州市疾病预防控制中心 060 

深圳市疾病预防控制中心 061 

韶关市疾病预防控制中心 272 

珠海市疾病预防控制中心 273 

汕头市疾病预防控制中心 274 

佛山市疾病预防控制中心 275 

江门市疾病预防控制中心 276 

湛江市疾病预防控制中心 277 

茂名市疾病预防控制中心 278 

肇庆市疾病预防控制中心 279 

惠州市疾病预防控制中心 280 

梅州市疾病预防控制中心 281 

汕尾市疾病预防控制中心 282 

河源市疾病预防控制中心 283 

阳江市疾病预防控制中心 284 

清远市疾病预防控制中心 285 
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东莞市疾病预防控制中心 286 

中山市疾病预防控制中心 287 

潮州市疾病预防控制中心 288 

揭阳市疾病预防控制中心 289 

广西自治区疾病预防控制中心 062 

南宁市疾病预防控制中心 063 

柳州市疾病预防控制中心 290 

桂林市疾病预防控制中心 291 

梧州市疾病预防控制中心 292 

北海市疾病预防控制中心 293 

防城港市疾病预防控制中心 294 

钦州市疾病预防控制中心 295 

贵港市疾病预防控制中心 296 

玉林市疾病预防控制中心 297 

百色市疾病预防控制中心 298 

贺州市疾病预防控制中心 299 

河池市疾病预防控制中心 300 

来宾市疾病预防控制中心 301 

崇左市疾病预防控制中心 302 

海南省疾病预防控制中心 064 

三亚市疾病预防控制中心 065 

海口市卫生防疫站 303 

琼海市疾病预防控制中心 304 

儋州市疾病预防控制中心 305 

四川省疾病预防控制中心 066 

攀枝花市疾病预防控制中心 067 

德阳市疾病预防控制中心 068 

成都市疾病预防控制中心 069 

自贡市疾病预防控制中心 310 

泸州医学院附属医院医学实验中心 311 

泸州市疾病预防控制中心 312 

绵阳市疾病预防控制中心 313 

广元市疾病预防控制中心 314 

遂宁市疾控中心 315 

内江市疾控中心 316 

乐山市疾病预防控制中心 317 

南充市疾病预防控制中心 318 

眉山市疾病预防控制中心 319 
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宜宾市疾病预防控制中心 320 

广安市疾病预防控制中心 321 

达州市疾病预防控制中心 322 

雅安市疾病预防控制中心 323 

巴中市疾病预防控制中心 324 

资阳市疾病预防控制中心 325 

阿坝州疾控中心 326 

甘孜州疾病预防控制中心 327 

凉山州疾病预防控制中心 328 

重庆市疾病预防控制中心 070 

重庆市万州区疾病预防控制中心 306 

重庆市涪陵区疾病预防控制中心 307 

重庆市黔江区疾病预防控制中心 308 

重庆市永川区疾病预防控制中心 309 

贵州省疾病预防控制中心 071 

贵阳市疾病预防控制中心 329 

六盘水市疾病预防控制中心 330 

遵义市疾病预防控制中心 331 

安顺市疾病预防控制中心 332 

铜仁地区疾病预防控制中心 333 

黔西南州疾病控制中心 334 

毕节地区疾病预防控制中心 335 

黔东南州疾病预防控制中心 336 

黔南州疾病预防控制中心 337 

云南省疾病预防控制中心 072 

红河州疾病预防控制中心 073 

曲靖市疾控中心 074 

昆明市疾病预防控制中心 338 

玉溪市疾控中心 339 

保山市疾病预防控制中心 340 

昭通市疾病预防控制中心 341 

丽江市疾病预防控制中心 342 

普洱市疾病预防控制中心 343 

临沧市疾病预防控制中心 344 

楚雄州疾病预防控制中心 345 

文山州疾控中心 346 

西双版纳州疾病预防控制中心 347 

大理州疾病预防控制中心 348 
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德宏州疾病预防控制中心 349 

怒江州疾病预防控制中心 350 

迪庆州疾病预防控制中心 351 

西藏自治区疾病预防控制中心 075 

拉萨市疾病预防控制中心 352 

昌都地区疾病预防控制中心 353 

山南地区疾病预防控制中心 354 

日喀则地区疾病预防控制中心 355 

那曲地区疾病预防控制中心 356 

阿里地区疾病预防控制中心 357 

林芝地区疾病预防控制中心 358 

陕西省疾病预防控制中心 076 

西安市疾病预防控制中心 077 

铜川市疾病预防控制中心 359 

宝鸡市疾病预防控制中心 360 

咸阳市疾病预防控制中心 361 

渭南市疾病预防控制中心 362 

延安市疾病预防控制中心 363 

汉中市疾控中心 364 

榆林市疾病预防控制中心 365 

安康市疾控中心 366 

商洛市疾控中心 367 

杨陵区疾病预防控制中心 368 

甘肃省疾病预防控制中心 078 

兰州市疾病预防控制中心 079 

天水市疾病预防控制中心 080 

嘉峪关市疾病预防控制中心 369 

金昌市疾病预防控制中心 370 

白银市疾病预防控制中心 371 

武威市疾病预防控制中心 372 

张掖市疾病预防控制中心 373 

平凉市疾病预防控制中心 374 

酒泉市疾病预防控制中心 375 

敦煌市疾病预防控制中心 376 

庆阳市疾病预防控制中心 377 

定西市疾病预防控制中心 378 

甘肃省陇南市疾病预防控制中心 379 

临夏州疾病预防控制中心 380 
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甘南州疾病预防控制中心 381 

青海省疾病预防控制中心 081 

西宁市疾病预防控制中心 382 

海东疾病预防控制中心 383 

海北州疾控中心 384 

黄南州疾控中心 385 

海南州疾病预防控制中心 386 

青海省果洛州疾病预防控制保健中心 387 

玉树州疾病预防控制中心 388 

格尔木市疾病预防控制中心 389 

海西州疾病预防保健中心 390 

宁夏回族自治区疾病预防控制中心 082 

银川市疾病预防控制中心 391 

石嘴山市疾病预防控制中心 392 

吴忠市疾病预防控制中心 393 

固原市疾控中心 394 

中卫市疾控中心 395 

新疆维吾尔自治区疾病预防控制中心 083 

乌鲁木齐市疾病预防控制中心 084 

克拉玛依市疾病预防控制中心 396 

吐鲁番地区疾病预防控制中心 397 

哈密地区疾病预防控制中心 398 

昌吉回族自治州疾病预防控制中心 399 

博州疾病预防控制中心 400 

巴州疾病预防控制中心 401 

阿克苏地区疾病预防控制中心 402 

克州疾病预防控制中心 403 

喀什地区疾病预防控制中心 404 

和田地区疾病预防控制中心 405 

伊犁州疾病预防控制中心 406 

塔城地区疾病预防控制中心 407 

阿勒泰地区疾病预防控制中心 408 

兵团疾病预防控制中心 409 

石河子市疾病预防控制中心 410 
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附录 3、实验室操作方法简介 

一、马红细胞血凝抑制试验检测禽流感抗体 

（一）生物安全要求 

禽流感 H5N1亚型检测抗原制备和灭活需要在 BSL-3 级实验室进行。其余操

作均在 BSL-2级实验室进行。 

（二）材料 

1．抗原：灭活的 H5N1禽流感病毒。 

2．血清：（1）阳性对照血清；阴性对照血清（2）待检血清。 

3．其他主要试剂： 

（1）马红细胞（1:1 的比例保存于阿氏液中，建议采血后 72 小时内使用）

（2）磷酸盐缓冲液（PH 7.2 PBS）：0.01M； 

（3）牛血清白蛋白（BSA）：Sigma A8412 LOT 117K2301（推荐使用） 

（4）霍乱滤液（RDE）：国家流感中心提供 

4．其他： 

（1）“V” 型 96孔血凝板 

（2）37℃及 56℃水浴锅 

（3）台式离心机 

（4）多道可调加样器 

（5）离心管 

（6）EP管 

（7）96孔 PCR板（处理血清时可以用，推荐使用） 

（三）质量控制 

1.对照血清 

每次实验必须在 96 孔板上设立阳性对照和阴性对照，同批次的阳性对照结

果滴度应保持 2倍以内。 

2.红细胞对照 
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实验可根据红细胞对照来判断反应时间，尽可能在每块 96孔板上设计一  

孔红细胞对照（PBS+1%红细胞悬液）。 

3. 抗原回滴 

  一个红细胞血凝单位指能引起等量标准化的红细胞凝集时病毒的量。进行

红细胞凝集抑制试验时一般用 4个红细胞血凝单位（指 25μL体积中含有 4个红

细胞血凝单位）的病毒量。每次实验前，均须对配置好的含 4个血凝单位的抗原

进行回滴，回滴合格后方可使用。 

（四）实验步骤 

1．血清处理 

（1）用单道加样器吸出 1体积血清置于无菌 Eppendorf管内，换滴头加入

4体积 RDE，吹打混匀。注：如有细胞板离心机，也可使用 96孔 PCR板对标本进

行批量处理。举例说明：PCR 板每排可处理 10 份标本，在后期实验中，即可用

排枪吸取 10份标本转移至 96孔血凝板的 A1-A10行进行倍比稀释（A11-A12设

为阳性对照血清和阴性对照血清）。 

（2）置 37℃水浴 16～18h。 

（3）从 37℃水浴锅取出后将水浴锅温度调至 56℃水浴，30min灭活。 

（4）马红细胞吸附：瞬时离心，待冷却后加入清洗后的浓红细胞达 20%（每

100µLRDE处理过的血清加入 20µL清洗后的浓红细胞）。混匀后室温吸附 1 h。 

（5）2000rpm离心 3min。 

（6）如血清处理后当日即可开展标本检测，则直接可用离心后的标本进行

检测，但吸取血清时须注意勿将红细胞吸出。如 2-3天后才能对标本进行检测，

则需将血清转移至干净的离心管或 PCR板中（因吸附血清时留下的红细胞放置过

久后会出现溶血，影响检测结果），放 4℃保存备用。 

2．马红细胞的采集及 1%马红细胞悬液的配备 

（1）在注射器里放入一定体积的阿氏液，从颈静脉处采集马血后放入容器

中，轻柔混匀，如阿氏液不足则需补足（阿氏液和红细胞的比例为 1:1）。 

（2）采集的马红细胞应放入冰箱 4℃保存，越新鲜越好，建议在采集后 72

小时内使用。 
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（3）在配置 1%马红细胞悬液前需清洗红细胞液。建议使用含 0.5%BSA的 PBS

清洗和配置 1%马红细胞悬液。首先加入 5mL红细胞（沉积在容器底部的红细胞）

至 50mL离心管。加入 45mL PBS-0.5% BSA使总体积达到 50mL，轻柔混匀。 

（4）2000rpm离心 10 min。 

（5）吸掉上清液后，连续重复步骤（3）-（4）两次。 

（6）配置终浓度为 1%的马红细胞悬液，如配置 100mL马红细胞悬液，则取

1mL离心后的红细胞加至 99mL PBS-0.5%BSA中。每次用前轻轻混匀后使用。 

3. 制备用于红细胞凝集抑制试验的 4个红细胞血凝单位的抗原 

（1）将血凝板横向放置：垂直方向称列，如孔 A1～H1称为第一列；平行方

向称行，如 A1～A12称为 A行。标记好标准诊断抗原及加样顺序。 

 
1）吸取 50μL PBS加入血凝板的第二列至最后一列，于第一列加入 100μL

抗原。 

2）从第一列取 50μL抗原，依次从第二列至第八列做 2倍系列稀释。最后

一列每孔弃去 50μL。 

3）每孔加入 50μL 1%马红细胞悬液，轻弹血凝板，使红细胞与病毒充分混

合。 

4）室温孵育 60min。  

5）结果判定：倾斜 96孔血凝板，观察红细胞凝集现象，红细胞如未凝集，

则会成泪滴状，且周围光滑。红细胞凝集滴度的判定以出现凝集的最高稀释度为

终点，其稀释度的倒数即为病毒的红细胞凝集滴度。红细胞凝集以“+”记录；
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无凝集或部分凝集“-”记录。 

（2）制备 4 个红细胞凝集抗原：首先计算出红细胞凝集抑制试验所需的病

毒抗原的总量。一块血凝板需要 2.5mL含 4个血凝单位的抗原。根据参待检血清

的份数计算出实验所需病毒抗原量，然后配制抗原。 

（3）计算出病毒稀释度。用病毒红细胞凝集滴度（HA 滴度）除以 8，得到

的商即为 4个红细胞血凝单位的稀释度。如，某病毒的 HA滴度为 64，除以 8等

于 8。按 1:8（1mL病毒液加 7mL PBS）稀释该病毒即可得到 4个血凝单位/25μL

的抗原病毒量。 

（4）抗原回滴：为了保证红细胞凝集抑制试验中抗原用量一致并且准确无

误，新配制的 4个血凝单位抗原须复核滴定： 

在血凝板中选取 1列，在第 2-5孔中加 50ulPBS, ，在第一孔中加入 100uL

稀释好的抗原，然后吸取 50uL抗原至第 2孔，倍比稀释至第 5孔，最后弃掉 50uL,

在每孔中加入 50μL1%马红细胞悬液，至室温孵育 60min后观察凝集结果。如只

有前 4孔出现凝集，表明每 50μL病毒含有 8个血凝单位（即 25μL中含有 4个

红细胞血凝单位），该病毒稀释准确，可以用于红细胞凝集抑制试验。如第 5 孔

也出现凝集，说明每 50μL病毒含有 16个血凝单位（即 25μL中含有 8个血凝

单位），该抗原必须等量稀释（即补加和第一次配置时相同体积的 PBS）。如只有

前 3孔凝集，表明每 50μL病毒仅含有 4个血凝单位（即 25μL中含有 2个血凝

单位），病毒量需要加倍（即补加和第一次配置时相同体积的病毒）。此外，4个

血凝单位抗原必须每次用前新配制。 

4．红细胞凝集抑制试验（HI）检测血清抗体 

将血凝板横向放置：垂直方向称列，如孔 A1～H1 称为第一列；平行方向称

行，如 A1～A12称为 A行。标记好待检病毒的实验室编号及加样顺序。由于职业

人群血清中 H5N1抗体阳性率较低，故可以将每份血清先做 4孔稀释进行初筛，

抗体阳性的标本再单独进行复核检测。故除去阳性对照和阴性对照外，每块血

凝板可以检测 20份标本。 
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（1）每孔加入 25μL PBS。 

（2）A11加入 25μL标准诊断血清作为阳性对照；A12加入 25μL H5N1阴

性血清作为阴性对照。 

（3）自 A1孔开始分别加入 25μL待检血清； 

（4）先稀释对照血清，用多道加样器吸取 25μL血清（A1-A2），由 A行至

H行做 2倍系列稀释血清，至 H行后弃去 25μL。系列稀释时需注意每一次稀释

都应混合均匀。 

（5）稀释待检血清，先用多道加样器吸取 25μL A1-A10排待检血清，由 A

行至 D行做 2倍系列稀释血清，至 D行后弃去 25μL。再用多道加样器吸取 25μL 

E1-E10排待检血清，由 E行至 H行做 2倍系列稀释血清，至 H行后弃去 25μL。

系列稀释时需注意每一次稀释都应混合均匀。 

（6）每孔中均加入 25μL含 4个血凝单位的抗原。 

（7）混匀后室温孵育 20min。 

（8）每孔加入 50μL 1%马红细胞悬液，轻弹血凝板，使红细胞与病毒充分

混合。 

（9）室温孵育 60min，观察红细胞凝集抑制试验结果，倾斜 96孔血凝板，

红细胞如未凝集（凝集抑制），则会成泪滴状，且周围光滑。红细胞凝集抑制以

“+”记录；凝集或部分凝集“-”记录。 

（10）结果判定 

当特定的抗体与相应的红细胞凝集抗原结合后，可以抑制病毒引起的红细胞
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凝集现象。红细胞凝集抑制效价是指抑制红细胞凝集出现时血清的最高稀释度的

倒数。如 1:80稀释的血清孔不出现凝剂（红细胞凝集完全抑制），1:160稀释的

血清孔出现凝集（无红细胞凝集抑制），该血清对测定病毒的红细胞凝集抑制效

价为 80。人血清对 H5N1抗原的抑制效价≥1:160可判定为阳性（参考 WHO推荐

标准），但还需要用另一种血清学方法验证。 

 

二、流感/禽流感单放射免疫扩散溶血技术抗体检测 

（一）生物安全要求 

抗原的制备和血清灭活根据所从事病毒的种类在相应的生物安全级别实验

室进行，SRH检测在生物安全二级（BSL-2）实验室进行操作。 

（二）材料 

1．Alsever’s 液 

2．pH 7.2 PBS缓冲液 

3．10%叠氮钠（sodium azide， NaN3）溶液    

4．5×10-4mol/L KIO4（过碘酸钾）溶液 

11.5 mg KIO4加入 pH7.2 PBS 溶液至 100mL，完全溶解后置 4℃保存。 

5．1%琼脂糖 

6．1%鸡红细胞悬液 

7．浓鸡红细胞（洗涤后去掉上清的鸡红细胞） 

8．补体的制备 

至少 6只健康成年豚鼠，采血前一天下午禁食，第二天上午从心脏采

血，每只可采 5～10mL，每只采完后速至冰上，多只豚鼠血清混匀后使用，

当天分离血清，分装，置-70℃冰箱中保存。由于补体耐热性差，因此，

操作时尽量在 4℃条件下进行。 

9．抗原 

灭活的 H5N1禽流感病毒。 

10．参比血清 
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抗H5N1病毒兔血清。 

11．待检血清 

血清检测前 56  30min℃ 灭活去除血清中不耐热的非特异性抑制素和补体；

血清从 56℃水浴箱中取出，置室温冷却，每管加终浓度为 20%的浓鸡红细胞，

混匀，置室温 1h或 4℃过夜，1500rpm离心 10min，弃沉淀物，留上清。红细胞

吸附的目的是去除人血清中可能含有对鸡红细胞的嗜异性抗体（Forssman’s 

antibody）。 

12．免疫扩散板 

13．打孔器，孔径为 2mm和 3mm的打孔器。 

14．小烧杯，带盖的可装扩散板的塑料盒。 

15．测量放大镜（带有每个刻度 0.1mm的刻度尺）或一般透明并带刻度的

尺子。根据测量的溶血圈直径，可按下列公式计算出溶血圈面积（S）： 

S1=πR12   S2=πR22   S=S1-S2 

     如用3mm孔径，测量的溶血圈直径为8mm，代入上述公式就可算出溶血圈

面积：S1=πR1
2 = π×42=3.1416×16=50.27（mm2） 

S2=πR2
2=π×1.52=3.1416×2.25= 7.07（mm2） 

S=S1-S2=50.27-7.07=43.20 （mm2） 

16. V型96孔血凝板 

（三）实验步骤 

1、病毒抗原红细胞凝集滴度的测定及 1000个红细胞血凝单位计算 

（1）病毒抗原红细胞凝集滴度的测定 

采用鸡血球，按常规流感病毒 96孔血凝板进行病毒血凝滴度测定。 

（2）1000个红细胞血凝单位计算 

根据红细胞凝集滴度算出 1000个红细胞血凝单位所需测定病毒的量。如病

毒血凝滴度为 64，则按下列公式计算： 

0.05:64=x:1000, x =（0.05×1000）/64=50/64=0.78（mL） 

也就是说，每0.1mL浓的鸡红细胞中需要加入0.78mL测定的病毒溶液。按这个比

例算出实验所需的病毒量。 
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2．溶解 1%琼脂糖并恒温于 60℃水浴箱中。 

使用 PH7.2 的 PBS 同时加入 1‰NaN3以防止细菌生长。煮沸或者用微波炉使

1%琼脂糖完全溶解，速置 60℃水浴箱中，分装于小烧杯中，2.9mL/杯，置 60℃

水浴箱中。根据工作量计算出所需烧杯的数量。 

3．红细胞处理 

按每块扩散板需50µl 浓的鸡红细胞，计算出工作中所需的浓红细胞容量，

将所需的浓鸡红细胞放入带尖底的15mL离心管中，加入等容量的5×10-4 mol/L 

KIO4，混匀，置室温15min。 KIO4处理的目的是使病毒吸附到红细胞表面后不

会游离下来。 

4．加病毒抗原 

按每0.1mL 浓鸡红细胞需1000个红细胞血凝单位病毒抗原的比例，加入

KIO4处理过的红细胞，混之，置室温10min，1500rpm离心3min，弃上清，用至

少5倍量于沉淀物的pH7.2 PBS冲洗，1500rpm离心10min，弃上清，加入与红细

胞等量的pH7.2 的PBS。 

5．把所需的扩散板平排好，并标明标记。 

6．溶血板制备 

用吸管将步骤中红细胞轻轻吹匀，而后吸出100µL放入恒温在60℃水浴箱中

含3mL琼脂糖的烧杯，置水浴中摇匀，而后迅速倒入扩散板中，并迅速用烧杯

铺平之。待第一块板铺完后，按同法铺第二块板，直至全铺完。溶血板凝固后

应为红细胞均匀分布的透明凝胶板，若出现芝麻样颗粒、浓淡不均的血丝等，

均应重新进行铺板。 

7．打孔 

待琼脂糖完全凝固（一般置室温15~20min）后打孔，诊断用打3mm直径孔，

血清流行病学调查打2mm直径孔。打完后用针头将孔中琼脂挑出，然后盖上板盖。 

8．加样 

孔径3mm的一般10µL/孔，孔径2mm的为4~5µL/孔，每批实验必须要有阳性

和阴性血清对照；配对血清应在同一板上进行，以便减少板间的误差。 

9．扩散 
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当每块板加完样本，马上盖上板盖。待全部板加完样本并盖上板盖，平放在

带有湿度的盒子中，置4℃冰箱扩散16～18h。 

10．加补体 

补体从-70℃冰箱取出，用自来水龙头冲之，让其速溶。溶后速置冰上，用

冷的pH 7.2 PBS进行1:3或1:4稀释，即1mL补体稀释成3mL或4mL。将扩散板从冰

箱取出，平放实验桌上，每板平铺稀释好的补体1mL，平放带有湿度的盒中，无

需板盖，平放35~37  ℃ 孵箱4h。正常红细胞对照板，除病毒用pH7.2 PBS替代外，

其余操作步骤完全与实验板相同。 

11．结果观察和判断 

4 h以后，从孵箱中取出，倒掉补体，进行结果观察。 

（1）阳性对照血清应出现清晰，而不是模糊或不透明的溶血圈，并溶血圈

面积比预实验的不能相差 1.5倍或以上；阴性对照血清不应出现任何溶血圈。 

（2）正常红细胞对照板不应出现任何溶血圈。 

（3）恢复期血清溶血圈面积应为急性期的≥2 倍表示有意义的差异；两者

相差＜1.5 倍为实验误差；两者相差 1.5 倍或以上但不到 2 倍，需重复测定，如

仍相差 1.5 倍或以上但不到 2 倍，可判为有意义差异。如重复测定相差为＜1.5

倍，表示为实验误差。 

不配对血清测定时，2mm孔径的，溶血圈直径需≥4mm（溶血圈面积≥

9.42mm2）；3mm孔径的，溶血圈直径需≥5mm（溶血圈面积≥12.57mm2）可认

为是阳性血清。 

12．注意事项 

（1）抗原量一定要掌握准确，量过大一方面使测定敏感性下降，另一方面

由于过量的病毒颗粒吸附在红细胞表面，红细胞不易吹散开，铺板时易出现芝麻

样颗粒，过少的红细胞溶解不清晰或不溶解。 

（2）血清尽量避免反复冻融，因反复冻融会产生抗补体影响溶血圈的清晰

度。 

（3）双份配对的血清应在同一块板上进行测定，以便避免板间的误差。 
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（4）阳性对照血清，有时由于滴度过高，出现很大的溶血圈，把邻近的孔

覆盖，因此，最好靠近它的孔不加样本或将阳性血清进行适当稀释，如 1:5稀释，

而后使用之。 

（5）对患者进行血清学诊断时，建议用 3mm孔径的孔，因用 2mm孔径有

时会出现重叠溶血圈影响结果准确的判断。进行血清流行病学调查时建议用

2mm孔径。 

（6）测量溶血圈直径时，应测量最清晰的，因标准的溶血圈常为靠近孔边

缘出现清晰透亮的溶血圈，它的外围出现不十分清晰的溶血圈，此溶血圈外围又

有个清晰的溶血圈，这是要测量的直径。测量时，尺子要挨在扩散板上。 

（7）正常红细胞对照板所出现的溶血圈面积与实验板几乎一样大小，表明

嗜异性抗体未完全去除干净，应再用鸡红细胞进行再吸附来去除之；如对照板所

出现的溶血圈面积比实验板小 2倍或以上，一般不影响对实验结果的判断。 

（8）琼脂糖最好用高纯度，低熔点，在有效期内，新鲜配制的，配好后保

存期不超过一个月，因保存期过长，铺板时易造成琼脂板出现裂缝。 

（9）一定要加 1‰NaN3以防止细菌生长，因细菌会造成非特异性溶血。 

（10）温度一定要控制好，因补体不耐热，操作补体时间尽量要缩短，并在

4℃下操作；补体一定为≥6只豚鼠的混合血清。 

（11）禽类血清不结合豚鼠补体，不应用鸡的抗血清作为阳性对照血清。 

（12）如缺乏时间对实验结果进行观察和测量，可将实验板置 4℃冰箱，至

少一星期进行测量不影响实验结果；溶血板制备完后，平放带湿度的盒中，置 4℃

冰箱，最长只能存两星期。 

 

三、A型流感病毒 RT-PCR检测 

（一）生物安全要求 

分装标本、裂解病毒需在 BSL-2 级实验室生物安全柜内操作。核酸检测区

域要分出试剂配制、核酸提取、扩增、检测的不同分区。 

（二）主要材料 

1．提 RNA Kit：QIAGEN RNeasy Mini Kit （catalog #74104） 
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2．β－巯基乙醇（SIGMA β-Mercaptoethanol Lot 062K0115） 

3．70％乙醇 

4．RT-PCR Kit：QIAGEN One step RT-PCR Kit（catalog #210212） 

5．Promega RNasin Ribonuclease Inhibitor （catalog #N2111） 

6．检测引物：Forword and Reverse Primers（均为 10μM），序列如下： 

引物名称 碱基组成 说明 

FluA-M-F30 5’-TTC TAA CCG AGG TCG AAA CG-3’ 用于检测 A型流感病毒M基因 

FluA-M-R264 5’-ACA AAG CGT CTA CGC TGC AG-3’ 

H5HA-F248 5’-GTG ACG AAT TCA TCA ATG TRC CG-3’ 主要用于检测禽流感H5N1亚型流感
病毒 HA基因 

H5HA-R647 
5’-CTC TGG TTT AGT GTT GAT GTY CCA 
A-3’ 

H9HA-F426 5’-GAA TCC AGA TCT TTC CAG AC-3’ 主要用于检测禽流感H9N2亚型流感
病毒 HA基因， H9HA-R808 5’-CCA TAC CAT GGG GCA ATT AG-3’ 

H7-F245 5’- CCC AAT GTG AYC AAT TCCT-3’ 主要用于检测禽流感 H7N7 或 H7N3
亚型流感病毒 HA基因 H7-R428 5’- GCT CCA TTR GTT CTG ATT CC-3’ 

 

（三）实验步骤 

1．RNA提取 

（1）根据标本数量分装 RLT液：从 Kit中取出 RLT液，用 1.5mL离心管分

装，每管 500μL（在体系配制区操作）。 

（2）加标本 100ul到裂解液中。 

（3）每管分别加入 5μL β-巯基乙醇，混匀后依次加入 600μL 70%的乙醇，

充分混匀。 

（4）从 Kit中取出带滤柱的 2mL收集管，打开包装将其做好标记。取步骤 2

中的混合液 600μL加入滤柱中，12000rpm，离心 15s，弃收集管中的离心液。 

（5）滤柱仍放回收集管上，将步骤 2 剩余的混合液全部吸入滤柱中，

12000rpm，离心 15s，弃离心液。 

（6）于滤柱中加入 700μL Wash Buffer RW1液，12000rpm，离心 15s。 

（7）从 QIAGEN RNeasy Mini Kit中取一支干净的 2mL收集管，将离心后

的滤柱移到新的收集管上，于滤柱中加入 500μL Wash Buffer RPE液，12000rpm，

离心 15s。 
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（8）弃收集管中的离心液，再于滤柱中加入 500μL Wash Buffer RPE液，

13000~14000rpm，离心 2min。 

（9）将滤柱移到一个干净的 1.5mL eppendorf管上，向滤柱中加入 30~50μL

的 Rnase-free Water，室温静置 1~3min。 

（10）12000rpm，离心 1min，收集离心液即为提取的病毒 RNA，立即做实

验或-20℃以下保存。 

注意：Buffer RPE使用之前加无水乙醇。 

2．反应体系配制 

    （1）实验设计：检测标本 RNA时，阴性对照用无菌水，阳性对照用已知病

毒 RNA。 

（2）PCR反应体系配制（在体系配制区配反应液） 

组    分 体 积（μL） 

5×RT-PCR Buffer 5×n 

10mM dNTP Mixture 1×n 

RT-PCR Enzyme Mix 1×n 

RNase Inhibitor 0.1×n 

上游引物 0.5×n 

下游引物 0.5×n 

RNase Free Water 11.9×n  

Total 20×n 

2）将上述反应液混匀，分装到 0.2mL PCR小管中，每管 20μL，分别做

好标记。 

3）加 RNA模板（在核酸提取区） 

将上述分装好的 PCR小管分别加入模板。首先加入阴性对照管（5μL无

菌水），然后分别加标本 RNA（每管 5μL），最后加入阳性对照 RNA（每管 5

μL）。 

（3）RT-PCR 

将上述加好模板的反应管混匀，短暂离心后放入 PCR仪进行 RT-PCR 
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扩增，反应程序如下： 

1）60℃作用 1min， 2）42℃作用 10min， 3）50℃作用 30min 

4）95℃作用 15min， 5）94℃变性 30s， 6）50℃退火 30s， 

7）72℃延伸 1min，回到第 5步，34个循环， 8）72℃作用 10min， 

9）4℃ 保存 

（4）RT-PCR产物检测： 

1）将制备好的 1.5％琼脂糖凝胶入电泳槽（带梳子孔的一端在阴极），倒入

电泳液（1×TBE）浸过胶面即可。 

2）PCR产物各取 10μL，加入 2μL上样缓冲液（6×Loading Buffer），混

匀后加入电泳胶孔内先加 Marker（DL－2000）5μL，然后依次加标本 PCR产

物，再加阴性对照，最后加阳性对照产物）。 

3）观察结果并用凝胶成像系统拍照记录。 

（四）结果判断： 

在系统成立，即阴阳性参考均正常的条件下，判断结果，阳性各条带为：

甲型（210bp）出现特异性条带，判为阳性结果。未出现条带，或不在上述位置

出现非特异性条带，均判为阴性结果。 

 

四、A型流感病毒实时荧光定量PCR检测 

1、生物安全要求 

实验室操作应当遵守生物安全实验室的有关生物安全的规定。核酸提取及加

RNA模板可在 BSL-2级实验室生物安全柜内操作；PCR反应体系配制在体系配

制区；PCR产物检测在电泳区操作。 

2、试剂及耗材（所列厂家仅用作举例，实验室可自行选择） 

序号 试剂名称 货号 规格 生产商 

1 
Ag Path-ID TM 

One-step RT-PCR kit 
4387424 500次 AB 

2 引物*（40μM）  2OD TAKARA 
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*引物和探针序列见下表 
引物/探针名称 碱基组成 

FluA-Forward 5’-GAC CRA TCC TGT CAC CTC TGA C-3’ 

FluA-Reverse 5’-GGG CAT TYT GGA CAA AKC GTC TAC G-3’ 

FluA-probe 5’-TGC AGT CCT CGC TCA CTG GGC ACG -3’ 

AH5 Forward 5’-TGG AAA GTR TAA RAA ACG GAA CGT -3’ 

AH5 Reverse 5’-YGC TAG GGA RCT CGC CAC TG -3’ 

AH5 probe  5’-TAC CCG CAG TAT TCA GAA GAA GC-3’ 

AH9 Forward 5’-CAA GCT GGA ATC TGA RGG AAC TTA CA-3’ 

AH9 Reverse 5’-GCA TCT GCA AGA TCC ATT GGA CAT-3’ 

AH9 Probe 5’-CCC AGA ACA RGA AGG CAG CAA ACC CCA TTG-3’ 

5‘FAM标记，3‘BHQ1淬灭 

 

3、设备 

（1） BSL-2生物安全柜； 

（2） 涡旋混合器； 

（3） 10μL，100μL，200μL，1000μL量程移液器； 

（4） Real-time PCR仪； 

4、质量控制 

（1） 本实验检测所需Ag Path-ID TMOne-step RT-PCR试剂不同批号之间

需进行灵敏度的检测。同一试剂不同批次的灵敏度的检测至少半年一次。 

（2） 实验检测除待检标本外还需设置阳性对照及阴性对照，阳性对照核

酸事先应稀释分装，经Real-time PCR检测Ct值在30以内，阴对照为DEPC处理水，

Real-time PCR检测Ct值为0。 

5、实验步骤 

（1） 实验注意事项 

由于Real-time PCR检测灵敏度高，因此必须采取一些预防污染的措施，以避

免假阳性结果的出现，建议采取如下方法： 

a) 核酸提取、反应液配制及检测反应进行应在独立的房间中进行。 

b) 不同的房间配制相应的专用耗材和设备，不可交叉使用。 

3 探针*（10μM）  2OD TAKARA 
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c) 配制反应液时，应穿着干净的实验服，带无粉手套进行操作。 

d) 实验操作期间，如怀疑有污染，请更换手套。 

e) 试剂及反应管的盖子应尽可能盖上。 

（2） 设备准备 

操作台的表面、枪头和离心机应保持洁净，可用5%漂白剂或其它清洁剂，

如可以去除DNA酶的试剂擦拭台面，以减少核酸污染的风险。 

（3） 试剂准备 

注意：配制反应液期间，尽量保持所有试剂放置在低温装置中，如预冷的冰

盒。 

a) 引物和探针配制 

引物配制：将新合成的引物开盖前短暂离心（12000rpm，15s）。用RNase Free 

Water溶解，加水量为10×总摩尔数，充分混匀，此时引物浓度为100μM，可作为

储存液。将100μM的引物2.5倍稀释，此时浓度为40μM，可作为工作浓度。 

探针配制：将新合成的探针管开盖前短暂离心（12000rpm，15s）。用 RNase 

Free Water溶解，加水量为 10×总摩尔数，充分混匀，此时引物浓度为 100μM，

可作为储存液。将 100μM的探针 10倍稀释，此时浓度为 10μM，可作为工作浓

度。 

b) 引物和探针准备 

融化引物和探针（融化后的引物和探针在避光条件下，可在2℃-8℃下保存3

个月,振荡所有引物和探针,短暂离心引物和探针，然后放置在低温装置上。 

c) Real-time RT-PCR试剂 

将25×RT-PCR Enzyme Mix放置在低温装置上。 

融化2×RT-PCR Buffer，颠倒混匀。 

短暂离心2×RT-PCR Buffer后放置在低温装置上。 

（4） 反应体系配制 

a) 按照如下组分配制反应体系，引物序列详见附录附表 2,配制方法详见

Real-time PCR引物制备 SOP。 
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组    分 体 积（μL） 

2×RT-PCR Buffer 12.5×n 
25×RT-PCR Enzyme Mix 1×n 

上游引物 0.5×n 
下游引物 0.5×n 
探针 0.5×n 

RNase Free Water 5×n 
Total 20×n 

将上述反应液混匀，分装到0.2mL PCR小管中，每管20μL，分别做好标记。 

加RNA模板（在核酸提取区） 

将上述分装好的PCR小管分别加入模板。首先加入阴性对照管（5μL无菌水），

然后分别加标本RNA（每管5μL），最后加入阳性对照RNA（每管5μL）。 

一步法Real-time RT-PCR反应 

将上述加好模板的反应管混匀，短暂离心后放入PCR仪进行RT-PCR扩增，

反应程序如下： 

96孔仪器 SmartCycler II 
循环数 

温度 时间（分钟：秒） 温度 时间（分钟：秒） 

45℃ 10:00 45℃ 10：00 1 

95℃ 10:00 95℃ 15：00 1 

95℃ 00:15 95° 00：15 
40 

60℃ 00:45 60° 00：60 

注：SmartCycler II 仪器升降温度设为 1.6℃/秒；适用此反应条件的 96 孔仪器有
AB7500，7900HT和 Stratagene 3500P. 

d) 结果说明 

e) 阴性对照反应得到的荧光曲线不应超过阈值线，应无Ct值或为Ct值为零。

如果阴性对照产生假阳性则是说明有污染产生，此次检测结果无效，然后严格按

照操作程序重复实验。 

f) 阳性对照的检测结果应为阳性，且Ct值在20～30之间。如果阳性对照检

测结果未达到要求，则需严格按照操作程序重复试验。 

g) 当所有对照成立，检测标本在35个循环内出现荧光信号，则相应引物和
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探针阳性；若Ct值在35～40间，应重复确认，如Ct值还在40内可判断为阳

性；Ct值超过40，视该样本为阴性。 
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