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﹩﹣燉—

前 言

狂犬病（ｒａｂｉｅｓ）是由弹状病毒科狂犬病病毒引起的一种人兽共患的急性接触性传染病。主要侵害

中枢神经系统，引起狂暴不安和意识紊乱等症状，最后麻痹、衰竭而死。发病率不高，病死率几乎为百分

之百。本病呈世界性分布，以亚洲最多发生。我国也不例外，近年来有增多的趋势。世界各国十分重视

狂 犬病的研究和检疫。世界动物卫生组织［ＷｏｒｌｄＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｆｏｒＡｎｉｍａｌＨｅａｌｔｈ（英），ＯｆｆｉｃｅＩｎｔｅｎ
ｔｉｏｎａｌｄｅｓＥｐｉｚｏｏｔｉｃ（法），ＯＩＥ］和我国已将其列为重点防制的二类动物疾病。

狂犬病症状非常明显，却非十分特异，且无肉眼可见的特殊病变。狂犬病的确诊有赖于实验室的检

查结果。但是，由于本病发病急，病程短，病死率高，使得实验室诊断通常以检查病毒抗原为主。例如，世

界卫生组织（ＷＨＯ）已把基于病原鉴定的内基氏个体（ｎｅｇｒｉｂｏｄｉｅｓ）检查、免疫荧光试验和小鼠及细胞培

养物感染试验，作为诊断狂犬病的定性方法并将其标准化。ＯＩＥ予以采纳并向各成员国推荐使用。本标

准是参照 ＷＨＯ和 ＯＩＥ推荐的这些方法，结合我国的研究成果和实际情况而制定的。本标准的实施，对

提高狂犬病的诊断和检疫水平，及时采取防制措施，保证人畜健康，将起到重要作用。
需要指出的是，内基氏小体检查和免疫荧光试验分别可能产生 ５％～１０％和 ２％～５％的假阴性结

果。因此，在进行上述两项检查的同时，应进行小鼠感染试验，即把这三项检查视为狂犬病诊断的三个必

要程序。
本标准的附录 Ａ为标准的附录，附录 Ｂ为提示的附录。
本标准由中华人民共和国农业部提出。
本标准由全国动物检疫标准化技术委员会归口。
本标准起草单位：中国人民解放军农牧大学。
本标准主要起草人：宣华、向华。
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 范围

本标准规定了狂犬病内基氏小体（ｎｅｇｒｉｂｏｄｉｅｓ）检查、免疫荧光试验、小鼠和细胞培养物感染试验

的技术要求。
本标准适用于各种易感动物的狂犬病的诊断和检疫。

 内基氏小体检查

． 准备

．． 器材：胶皮手套、口罩、防护眼镜等个人防护器具；骨锯、骨凿、骨剪、脑刀等动物解剖器具；切片

机、染色缸等组织制片与染色器具；光学显微镜等。
．． 标本保存液：１０％（体积分数）福尔马林溶液，５０％（体积分数）甘油生理盐水。
．． 染色液：赛勒（Ｓｅｌｌｅｒ）氏染色液，曼（Ｍａｎｎ）氏染色液，其配制方法见附录 Ａ（标准的附录）。
．． 人身防护：见附录 Ｂ（提示的附录）。
． 样品的采集和运送

．． 对可疑为狂犬病而扑杀或死亡的动物（含实验感染小鼠），应在死亡后 ３ｈ内（越早越好）由大脑

海马回（Ａｍｍｏｎ氏角）、小脑皮质和延髓各切取 １ｃｍ３组织数块，放入灭菌玻璃瓶，再置于冰瓶内于 ２４ｈ
内送达实验室。
．． 不能立即送检者，应加 １０％福尔马林溶液固定，或加 ５０％甘油生理盐水，４℃保存送检。
．． 不能就地取脑时，小动物可送检完整的新鲜尸体，大动物可送检未剖开的头颅。
． 标本片的制备

．． 对新鲜脑组织，可用外科刀切开，以通过火焰去脂的载玻片在其切面上触压一下制成压印片。每

张载玻片可接触 ２～３个部位，每份材料做 ３～４张。
．． 在甘油盐水中保存的新鲜病料，应先用生理盐水彻底洗去甘油，方可制片，制片方法同 ２．３．１。
．． 所有压印片于室温下干燥后，浸入甲醇溶液固定 ２ｍｉｎ。
．． 经 １０％福尔马林溶液充分固定过的脑组织可按常规方法制备组织学切片。
． 染色

．． 赛勒氏染色法

在 经 过 甲 醇 固 定 并 风 干 的 压 印 片 上，滴 加 赛 勒 氏 染 色 液（以 盖 满 压 印 面 而 不 溢 为 度）着 染 ５ｓ～
１０ｓ，然后用蒸馏水冲洗，干燥后镜检。
．． 曼氏染色法

．．． 将经过甲醇固定并风干的压印片，或者经过脱蜡、浸水、风干的切片浸入曼氏染色液中浸染。
压印片浸染 ５ｍｉｎ，切片浸染时间因温度而异（室温下 ２４ｈ，或 ３８℃温箱中 １２ｈ，或 ６０℃温箱中 ２ｈ）。
．．． 以蒸馏水快速洗去染色液，至无浮色出现为止，用吸水纸吸干。
．．． 以无水乙醇稍洗，至标本区刚出现蓝色为度。
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．．． 浸入碱性乙醇分化 １５ｓ～２０ｓ，至标本区出现红色。
．．． 依次通过无水乙醇和蒸馏水各数秒钟，分别洗去氢氧化钠和乙醇，再浸入微酸性水中 １ｍｉｎ
～２ｍｉｎ。酸化期间，经常于显微镜下观察，至细胞核出现蓝色为宜；如果核蓝色过深，说明酸化过度，可

退回至碱性乙醇，再作短时分化。
．．． 以蒸馏水水洗后，依次通过 ９５％乙醇和无水乙醇脱水，并经二甲苯透明，最后加香胶封固。
． 显微镜检查及判定

内基氏小体嗜酸性，位于神经细胞胞浆中，呈圆形、椭圆形或棱形，直径 ３μｍ～２０μｍ，一个细胞内

通常含有一个内基氏小体，但也可含有几个。用赛勒氏染色时，内基氏小体呈桃红色，神经细胞为蓝紫

色，组织细胞为深蓝色。用曼氏染色时，内基氏小体为鲜红色，神经细胞的胞核为蓝色、胞浆为淡蓝色，红

细胞为粉红色。有时，在鲜红色的内基氏小体中还可以见到嗜碱性的蓝色小颗粒。
内基氏小体即狂犬病包涵体，为狂犬病所特有。因此，一旦检出内基氏小体，即可确诊。但在检查犬

脑时，应注意与犬瘟热病毒引起的包涵体相区别。犬瘟热包涵体主要出现于呼吸道、膀胱、肾盂、胆囊、胆

管等器官粘膜上皮细胞的胞浆和胞核内。在脑组织内，见于原浆细胞和一些小胶质细胞的核内，在神经

原内很少见到。

 免疫荧光试验

． 材料准备

．． 器材

荧光显微镜，恒温箱，载玻片（片厚 ２ｍｍ以下），盖玻片，冰冻切片机。
．． 试剂

．．． 异硫氰酸荧光黄（ＦＩＴＣ）标记抗狂犬病病毒丙种球蛋白（以下简称狂犬病荧光抗体）和未标记

抗狂犬病病毒丙种球蛋白（以下简称狂犬病未标记抗体），由制标单位提供。使用时，用 ０．０２％伊文思蓝

（Ｅｖａｎｓｂｌｕｅ）染色液稀释成 ２～４个染色单位。例如，荧光抗体染色效价为 １∶６４，则作 １∶３２～１∶８稀

释后使用。
．．． 丙酮（分析纯）使用前置普通冰箱内预冷至 ４℃左右。
．．． ０．０１ｍｏｌ燉ＬｐＨ７．４磷酸盐缓冲盐水（ＰＢＳＳ）。
．．． ０．０２％伊文思蓝染色液。
． 样品的采取和运送

同 ２２。
． 标本片的制备

．． 病料标本片制备

．．． 按照 ２３的方法和要求制得压印片，也可由切面刮取脑细胞泥均匀涂成直径约 １ｃｍ的圆形

涂抹面，或者参照常规方法将被检脑组织制成厚度在 ５μｍ～８μｍ的冰冻切片。
．．． 标本片于空气中自然干燥，在冷丙酮中固定 ４ｈ或过夜，然后在冷磷酸盐缓冲盐水中轻轻漂

洗，取出后干燥，在标本区周围用记号笔划圈，立即染色检查，或密封于塑料袋中，置－２０℃暂时保存。
．． 细胞培养物标本片制备

接种了被检病料的细胞培养物（如神经母细胞瘤细胞），继续在二氧化碳恒温箱中培养 ４８ｈ，随后

用橡皮刮子刮取细胞泥在载玻片上制成薄而均匀涂片。当以盖玻片为载体生长的细胞培养物时，则可直

接取此长满细胞单层的盖玻片作为标本片。然后按 ３．３．１．２风干、固定和保存。
． 染色

．． 用吸管吸取稀释的狂犬病荧光抗体，滴加 １～２滴于经丙酮固定的标本片上，使其布满整个标本

区。
．． 将 标 本 片 置 于 搪 瓷 盘 内（盘 底 垫 以 浸 湿 的 纱 布，纱 布 上 放 玻 片 架），放 ３７℃恒 温 箱 内 着 染
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３０ｍｉｎ。
．． 取出玻片，用磷酸盐缓冲盐水轻轻冲去玻片上多余的染色液，再将玻片连续通过 ３缸（或杯）磷

酸盐缓冲盐水，每缸浸泡 ３ｍｉｎ，并不时轻轻振荡。最后在蒸馏水中浸泡 ３ｍｉｎ。
．． 在吸水纸上轻轻磕尽玻片上的蒸馏水，自然干燥后，于标本区上滴加 １滴甘油缓冲液（分析纯中

性甘油 ９份，ｐＨ７４磷酸盐缓冲盐水 １１份），覆盖玻片扣于载玻片上，然后镜检。
． 对照设置

．． 已知狂犬病病毒标本片加狂犬病荧光抗体染色应有特异荧光出现。
．． 已知狂犬病病毒标本加狂犬病未标记抗体阻抑后，再加狂犬病荧光抗体染色，应无特异荧光出

现。
．． 已知狂犬病病毒阴性标本片加狂犬病荧光抗体染色，应无特异荧光出现。
． 荧光显微镜检查及判定

一般用蓝紫光，激发滤光片用 ＢＧ１２，吸收滤光片用 ＯＧ１或 ＧＧ９，以满足异硫氰酸荧光黄的荧光谱要

求为准。暗视野聚光器比明视野聚光器易于观察特异性荧光。物镜浸油须用无荧光镜油，也可以封片用

的甘油缓冲液代替。先检查对照标本。只有在对照标本的染色结果符合 ３５１～３５３要求时才能去检

查被检标本。特异性荧光呈亮绿至黄绿色，背景细胞染成淡黄或橙红色，细胞核成暗红色。狂犬病特异

性荧光颗粒较大，数量不等，位于细胞浆内。凡在神经细胞胞浆内发现特异性荧光，均应判为狂犬病病毒

感染者。

 小鼠和细胞培养物感染试验

． 材料准备

．． 器材：细胞培养瓶（或管），二氧化碳恒温箱，微量超滤器（滤膜孔径 ０４５μｍ），微量组织研磨器，
普通离心机及离心管，０２５ｍＬ注射器及针头等。
．． 试剂：０５％水解乳蛋白汉克氏（Ｈａｎｋｓ）液，伊格尔氏（Ｅａｇｌｅ）最低要素培养液（ＥＭＥＭ），犊牛血

清，２００００ＩＵ燉ｍＬ青霉素溶液，２００００μｇ燉ｍＬ链霉素溶液等。
．． 小鼠：无特定病原（ＳＰＦ）易感小鼠，５～７日龄（也可用 ３～４周龄者，但发病时间可能稍推迟）。
．． 仓鼠肾传代细胞（ＢＨＫ２１）或小鼠神经母细胞瘤（ＮＡＣ１３００）细胞。
． 样品的采取和运送

除可按照 ２．２的方法和要求送检新鲜脑组织外，还应采集唾液送检。方法是：用灭菌吸管吸取或用

灭菌棉拭棒蘸取腮腺口附近的唾液，置入 １ｍＬ～２ｍＬ内含 ２％灭活豚鼠血清和抗生素的 Ｈａｎｋｓ液中，
低温保存备用。
． 样品的处理

脑组织用组织研磨器磨碎，加 ０５％水解乳蛋白 Ｈａｎｋｓ液制成 ２０％（牔燉爼）混悬液，以 ３０００ｒ燉ｍｉｎ
离心 ３０ｍｉｎ，吸取上清液，加入青霉素 ５００ＩＵ燉ｍＬ和链霉素 ５００μｇ燉ｍＬ，在 ４℃处理 ３ｈ～４ｈ，即可用于

感染小鼠和细胞培养物的接种样品。唾液样品亦需经上述离心和杀菌处理。怀疑有污染的样品，可用

０．４５μｍ微孔滤膜过滤法处理。
． 感染方法

．． 小鼠感染法

每份样品用 小 鼠 ４～６只。左 手 固 定 小 鼠，在 耳 与 眼 之 间 用 碘 酒 消 毒。右 手 持 吸 取 接 种 样 品 的

０２５ｍＬ注射器在消毒部位刺入硬脑膜下，每只小鼠注射 ０．０３ｍＬ。对照小鼠 ２只，按同法同剂量注射

稀释液（即 ０．３％水解乳蛋白 Ｈａｎｋｓ液）。每天早晚各观察 １次，记录是否有发病小鼠。至少观察 ２８ｄ。
．． 细胞培养物感染法

每份样品接种 ４～６管细胞培养物。取接近长成单层的细胞培养物用 Ｈａｎｋｓ液轻洗 ３次，每管接种

样品 ０．１ｍＬ～０．２ｍＬ，在 ３７℃恒温箱内吸附 １ｈ，用 Ｈａｎｋｓ液洗 １次（亦可不洗）加入含有 １％～２％犊
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牛血清的 ＥＭＥＭ 液（添加量随细胞瓶大小而定），放二氧化碳恒温箱（３７℃）内继续培养。同时设细胞对

照 ２管，以 ０．５％水解乳蛋白 Ｈａｎｋｓ液替代样品上清液。每天观察 １次，记录是否有致细胞病变作用

（ＣＰＥ）出现。至少观察 １５ｄ。
． 感染性鉴定

．． 小鼠感染性鉴定

若对照小鼠健活，而样品接种小鼠在接种后 ４ｄ～７ｄ开始发病，呈现痉挛、麻痹等神经症状并死

亡，可确诊为狂犬病感染者。如果症状不典型，可扑杀取脑，采用内基氏小体检查或免疫荧光试验鉴定

之。如果 ７ｄ后不发病，可将其中 ２只小鼠放血致死，取脑作成 １０％（牔燉爼）混悬液，接种健鼠盲目传代；
第 ２代在 ７ｄ左右还不发病时，再盲传 １代；至第 ３代经 ４周观察仍不发病时，可报告狂犬病小鼠感染

试验阴性。对观察期间死亡的小鼠，应进行内基氏小体检查或免疫荧光检查以鉴别之。
．． 细胞培养物感染性鉴定

若对照细胞培养物正常，而样品接种的细胞培养物不论是否出现细胞病变，但经免疫荧光试验证实

有特异性荧光时，可确诊为狂犬病感染者。为缩短检验时间，可在接种后 ４８ｈ抽取 １～２管细胞培养物

进行免疫荧光试验。对既无细胞病变又无特异性荧光反应者，应再盲传 ２次。第 ３代经 １５ｄ观察仍无细

胞病变和特异性荧光时，可报告狂犬病细胞培养物感染试验阴性。

４
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附 录 ﹢
（标准的附录）
染色液的配制

﹢ 塞勒（━━┇）氏染色液

母液Ⅰ：美蓝饱和溶液

碱性美蓝 ２０ｇ
无水甲醇（分析纯） １００．０ｍＬ

母液Ⅱ：复红饱和溶液

碱性复红 ４０．０ｇ
无水甲醇（分析纯） １００．０ｍＬ

母液Ⅲ：无水甲醇（分析纯）
使用液：取母液Ⅰ １５ｍＬ与母液Ⅲ ２５ｍＬ混合，再加入母液Ⅱ ２ｍＬ～４ｍＬ，充分混合，装入褐色

瓶中，塞紧瓶塞保存备用。此染色液配制时间越久，染色效果越好。

﹢ 曼（┃┃）氏染色液

１０ｇ燉１００ｍＬ甲基蓝水溶液 ３５ｍＬ
１０ｇ燉１００ｍＬ伊红水溶液 ３５ｍＬ
加蒸馏水至 １００ｍＬ。
配制时，在甲基蓝水溶液和伊红水溶液分别过滤后，各取 ３５ｍＬ，再加蒸馏水补足 １００ｍＬ。

﹢ 碱性乙醇溶液

取无水乙醇 ３０ｍＬ，加 １０ｇ燉１００ｍＬ氢氧化钠溶液 ５滴（约 ０３ｍＬ～０．４ｍＬ）即成。

﹢ 微酸性水溶液

取蒸馏水 ３０ｍＬ，加纯冰乙酸溶液 ４～５滴（约 ０．３ｍＬ）即成。

附 录 ﹣
（提示的附录）

人 身 防 护

﹣ 从事狂犬病可疑动物解剖和检疫检验的人员，应穿戴工作服、手套、口罩和防护眼镜，防止感染性

病料或气溶胶进入粘膜和伤口。工作期间不准吸烟、喝水、吃东西。工作结束时，要洗手洗脸和消毒。
﹣ 被狂犬病可疑动物咬伤者，应立即用大量 ２０％肥皂水、０．１％新洁尔灭溶液或清水充分冲洗，再用

７５％酒精或 ２％～３％碘酒消毒，彻底清理伤口，注射狂犬病疫苗。必要时，应同时注射狂犬病免疫血清

（或精制免疫球蛋白）。
﹣ 尸体剖检工作应在病理解剖室内或其他安全地点进行。采完病料之后，应将尸体连同污物一起焚

毁或深埋，不得留作它用。污染的场地、器械和工作服等应彻底消毒。
﹣ 作活检的狂犬病可疑动物，在确诊为非狂犬病感染动物之前，应将之严格隔离，防止侵袭其他人畜。

５
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