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前  言

  本文件按照GB/T1.1—2020《标准化工作导则 第1部分:标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。
请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
本文件由中华人民共和国农业农村部提出。
本文件由全国动物卫生标准化技术委员会(SAC/TC181)归口。
本文件起草单位:中国动物卫生与流行病学中心、中国疾病预防控制中心病毒病预防控制所。
本文件主要起草人:王楷宬、谭文杰、潘俊慧、黄保英、魏世萌、祁倩、王素春、李阳、隋金钰、周凯钰太、

李超、刘华雷、康京丽。
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引  言

  新型冠状病毒(SevereAcuteRespiratorySyndromeCoronavirus2,SARS-CoV-2)属于β冠状病毒

属,是一种有包(囊)膜的单股正链RNA病毒,基因组大小约为30kb,病毒颗粒呈球形或椭球形,直径

为60nm~140nm。
截至2024年,至少36个国家报告了动物SARS-CoV-2感染病例,涉及犬、猫、貂、虎、狮、白尾鹿、大

猩猩、雪豹以及河马等。除上述自然感染动物外,研究发现兔和狐狸等动物也会人工感染SARS-CoV-2。

SARS-CoV-2感染动物后可能发生变异,导致病毒感染宿主谱扩大,加大了SARS-CoV-2防控难度。
基于当前动物SARS-CoV-2感染情况及其危害制定的本文件,能用于各类动物SARS-CoV-2感染

的诊断。
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动物新型冠状病毒感染诊断技术

1 范围

本文件规定了动物新型冠状病毒感染的临床诊断、样品采集、处理和保存、荧光RT-PCR和病毒分

离鉴定等方法的技术要求。
本文件适用于动物新型冠状病毒感染的诊断、检疫、检测、监测和流行病学调查等。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中,注日期的引用文

件,仅该日期对应的版本适用于本文件;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/T6682 分析实验室用水规格和试验方法

GB19489 实验室 生物安全通用要求

NY/T541 兽医诊断样品采集、保存与运输技术规范

3 术语和定义

本文件没有需要界定的术语和定义。

4 缩略语

下列缩略语适用于本文件。
CPE:细胞病变(CytopathicEffect)

Ct值:循环阈值(CycleThreshold)

DMEM:培养基(Dulbecco’SModifiedEagleMedium)

EDTA:乙二胺四乙酸(EthyleneDiamineTetraaceticAcid)

FBS:胎牛血清(FetalBovineSerum)

N:核衣壳蛋白(NucleocapsidProtein)

ORF1ab:开放阅读框1ab(OpenReadingFrame1ab)

PBS:磷酸盐缓冲液(PhosphateBufferSolution)

RNA:核糖核酸(RibonucleicAcid)

RT-PCR:反转录聚合酶链式反应(ReverseTranscriptionPolymeraseChainReaction)

SARS-CoV-2:新型冠状病毒(SevereAcuteRespiratorySyndromeCoronavirus2)

Vero:非洲绿猴肾细胞(AfricanGreenMonkeyKidney)

VeroE6:非洲绿猴肾细胞E6(AfricanGreenMonkeyKidneyE6)

5 生物安全要求

进行动物新型冠状病毒感染的检测和诊断时,样品采集与处理、核酸提取和病毒分离鉴定等,按照
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GB19489的规定执行。

6 临床诊断

6.1 流行病学

6.1.1 传染源:主要为SARS-CoV-2感染的患者和动物,及受污染的物品和环境。

6.1.2 传播途径:主要经呼吸道飞沫和密切接触传播,在相对封闭环境中可经气溶胶传播。

6.1.3 易感动物:主要为貂等鼬科动物;猫、狮子、虎和豹等猫科动物;大猩猩等非人类灵长类动物;鼠
等啮齿类动物;白尾鹿和犬等其他动物。老龄动物较易感。

6.2 临床症状

6.2.1 呼吸道症状:咳嗽、喷嚏、流涕、呼吸窘迫。

6.2.2 消化道症状:呕吐、腹泻。

6.2.3 全身症状:发烧、食欲不振、嗜睡。

6.3 病理变化

6.3.1 影像学检查:可见肺叶有毛玻璃混浊和/或斑片状病变。

6.3.2 眼观病变:可见鼻和气管黏膜上皮局部充血、水肿以及分泌物等。

6.3.3 组织病理学检查:肺泡腔内充满粉红色渗出液、淋巴细胞和脱落的上皮细胞;肺泡间隔增宽,有
大量渗出液;部分感染动物小肠上皮细胞变性、坏死。

6.4 临床判定

符合6.1,且出现6.2或6.3中的一条或多条情况时,可初步判定为临床疑似感染。确诊应采集样品

进行实验室诊断。

7 样品采集、处理和保存

7.1 仪器设备

7.1.1 台式高速冷冻离心机。

7.1.2 组织匀浆器或研磨器。

7.1.3 高压灭菌器。

7.1.4 漩涡振荡器。

7.1.5 生物安全柜:Ⅱ级或Ⅱ级以上。

7.1.6 微量可调移液器(100μL和1000μL)。

7.2 试剂材料

7.2.1 除另有规定外,所用试剂均为分析纯,所用水为GB/T6682规定的二级水。

7.2.2 0.01mol/LPBS(pH7.2),配制方法按照附录A中A.1。

7.2.3 样品稀释液,配制方法按照A.2。

7.2.4 采样管:2mL,无菌无核酸酶。

7.2.5 样品保存管:15mL和50mL,无菌无核酸酶螺口离心管。

7.2.6 一次性无菌采样拭子。
2
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7.2.7 一次性静脉采血针。

7.2.8 无菌剪刀、无菌镊子。

7.2.9 采血管。

7.3 样品采集

7.3.1 样品选择

对于活体动物,首选采集鼻、咽拭子和/或肛拭子,采样拭子避免触碰到其他物体;如需要,也可采集

粪便拭子、血液等。对于病死动物,可采集肺、气管等样品。

7.3.2 拭子样品

7.3.2.1 鼻腔采样:应将采样拭子轻轻插入鼻孔,旋转至少3次。如鼻孔无法插入,可改为鼻周采样,使
用采样拭子轻扫鼻腔附近区域至少3次。

7.3.2.2 咽部采样:应使用采样拭子擦拭动物咽喉两侧扁桃体和咽后壁至少3次。

7.3.2.3 将同一只动物的鼻拭子和/或咽拭子,共同装入含有样品稀释液的2mL采样管中,拭子头应

完全浸入样品稀释液中,编号并填写相应采样单。

7.3.2.4 肛门采样:应使用采样拭子轻轻插入肛门中,旋转至少3次后拔出。装入含有样品稀释液的

2mL采样管中,拭子头应完全浸入样品稀释液中,编号并填写相应采样单。

7.3.2.5 若无法采集肛拭子,可用采样拭子蘸取粪便,装入采样管。

7.3.3 血液样品

用含有EDTA的采血管无菌采集动物静脉血,采血后立即颠倒充分混匀,编号并填写相应采样单。

7.3.4 组织样品

用无菌剪刀、镊子采集病死动物的肺、气管等组织,分别装入15mL或50mL的样品保存管中,编
号并填写相应采样单。

7.4 样品保存、包装与运输

样品保存、包装与运输按照NY/T541的规定执行。

7.5 样品处理

7.5.1 拭子样品

使用振荡器将拭子样品采样管中的内容物充分混合,弃去拭子后12000r/min离心5min,取上清

液备用。

7.5.2 血液样品

可直接作为检测材料,或按NY/T541的规定制备血浆备用。

7.5.3 组织样品

无菌条件下将组织剪碎,按1∶4加入PBS后经组织匀浆器或研磨器制成匀浆,冻融2次~3次,

12000r/min离心10min,取上清液备用。
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8 荧光RT-PCR

8.1 仪器设备

8.1.1 荧光定量PCR仪。

8.1.2 台式高速冷冻离心机。

8.1.3 漩涡振荡器。

8.1.4 低速离心机。

8.1.5 微量可调移液器(10μL、100μL、1000μL等不同规格)。

8.1.6 生物安全柜:Ⅱ级或Ⅱ级以上。

8.2 试剂材料

8.2.1 市售商品化RNA提取试剂盒。

8.2.2 2×RT-PCR缓冲液。

8.2.3 反转录酶。

8.2.4 DNA扩增酶。

8.2.5 无核酸酶水:分子生物学级。

8.2.6 阳性对照标准品:经100℃加热10min或56℃加热30min灭活处理后的SARS-CoV-2病毒液

或携带检测靶基因的假病毒。若病毒液和假病毒难以获得,可采用携带检测靶基因的质粒。

8.2.7 阴性对照标准品:无菌无核酸酶水。

8.2.8 引物和探针,按附录B中B.1执行。

8.2.9 离心管与带滤芯吸头:无菌无核酸酶。

8.2.10 PCR扩增管(0.2mL)或PCR板:无菌无核酸酶。

8.3 RNA提取

取7.5处理后的样品,进行RNA提取。可选市售商品化RNA提取试剂盒,按照说明书进行操作。

8.4 荧光RT-PCR反应混合液配制

按照B.2同时配制ORF1ab和N基因检测的荧光RT-PCR反应体系。也可选用其他市售等效荧

光RT-PCR扩增试剂盒进行检测。

8.5 荧光RT-PCR反应

8.5.1 按照B.2将待检样品RNA分别加入ORF1ab和N基因检测的荧光RT-PCR反应体系中。每

个待检样品的2个靶标(ORF1ab和N)荧光RT-PCR检测均需做3个平行反应,同时设立阳性对照和

阴性对照。

8.5.2 将PCR反应管放入荧光定量PCR仪扩增,反应条件为:42℃5min,95℃30s,进行1个循环;

95℃5s,60℃30s(收集FAM通道荧光信号),进行40个循环。反应结束后,根据收集的荧光曲线和

Ct值判定结果。

8.6 试验成立条件

阳性对照出现特异性扩增曲线,且Ct值≤33;同时阴性对照无Ct值,且无特异性扩增曲线(见附录

C),说明试验成立。否则,试验不成立。
4

GB/T46337—2025



8.7 结果判定

8.7.1 靶标检测的结果判定

当试验成立时,被检样品Ct值≤37,且出现特异性扩增曲线,则判为检测靶标阳性;当37<Ct值≤
40,且出现特异性扩增曲线,则判定为检测靶标可疑,重复测定后仍在可疑区间,则判为检测靶标阳性;
当被检样品无Ct值或Ct值>40,且无特异性扩增曲线,则判为检测靶标阴性。

8.7.2 样品检测的结果判定

样品检测结果按照附录D进行判定。

a) 同一份样品中2个靶标(ORF1ab和N)荧光RT-PCR检测均为阳性,即2个靶标的3个平行

反应各出现至少1个阳性检测结果;或同一份样品中单靶标(ORF1ab或N)荧光RT-PCR检

测至少2个平行反应为阳性,样品判定为SARS-CoV-2核酸阳性。

b) 同一份样品中2个靶标(ORF1ab和N)荧光RT-PCR检测均为阴性,样品判定为SARS-CoV-
2核酸阴性。

c) 当出现单靶标(ORF1ab或N)只有1个平行反应为阳性时,需对该样品重新提取核酸,并进行

荧光RT-PCR检测,若仍出现单靶标至少1个平行反应为阳性,则样品判定为SARS-CoV-2
核酸阳性;否则,判为SARS-CoV-2核酸阴性。

9 病毒分离鉴定

9.1 仪器设备

9.1.1 倒置生物显微镜。

9.1.2 2℃~8℃冰箱、-20℃冰箱和-70℃冰箱。

9.1.3 CO2 恒温培养箱。

9.1.4 生物安全柜:Ⅱ级或Ⅱ级以上。

9.1.5 微量可调移液器(10μL、100μL、1000μL等不同规格)。

9.1.6 细胞计数仪。

9.2 试剂材料

9.2.1 0.01mol/LPBS(pH7.2),同7.2.2。
9.2.2 0.25%胰酶,配制方法按照A.3。

9.2.3 DMEM培养基(商品化试剂)。

9.2.4 青链霉素(双抗)混合液(100×)。

9.2.5 胎牛血清。

9.2.6 细胞营养液,配制方法按照A.4。

9.2.7 细胞维持液,配制方法按照A.5。

9.2.8 试验细胞:Vero细胞、VeroE6细胞。

9.2.9 细胞培养瓶、细胞培养板。

9.3 试验程序

9.3.1 单层细胞制备

9.3.1.1 使用0.25%胰酶将状态良好的细胞消化后,采用含1%双抗的细胞营养液终止消化。
5
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9.3.1.2 将消化后的细胞进行计数,调整浓度为1×106 个/mL,加入细胞培养板或细胞培养瓶中。

9.3.1.3 细胞培养12h~24h,当密度达80%~90%时,吸弃细胞营养液。

9.3.2 病毒接种

9.3.2.1 样品制备:经7.5处理过的样品与细胞维持液按照1∶5~1∶10的比例进行混合,混匀后,室
温放置10min。

9.3.2.2 吸附:在细胞培养板(12孔板或6孔板)中加入制备好的样品(每孔500μL或1mL),置于

37℃、5%(体积分数)CO2 恒温培养箱中吸附(首次病毒接种吸附120min,后续病毒传代吸附

60min),然后吸弃上清,加入细胞维持液,置于37℃、5%(体积分数)CO2 恒温培养箱培养;同时设置正

常细胞对照。

9.3.2.3 细胞病变观察和盲传:每天观察出现变圆、皱缩、脱落的CPE(见附录E)并记录,初代分离培养

通常难以出现CPE,一般需要盲传2代~3代。

9.3.2.4 取样与鉴定:当细胞出现CPE时,收取培养上清液或细胞裂解液进行鉴定;若盲传至少3代仍

未见CPE,培养至120h收取培养上清液或细胞裂解液进行鉴定。采用市售商品化RNA提取试剂盒

提取培养上清液或细胞裂解液中的核酸,按照第8章进行荧光RT-PCR检测。

9.4 结果判定

9.4.1 收集盲传至少3代的培养上清液或细胞裂解液,经荧光RT-PCR检测为阴性者,判为SARS-
CoV-2分离鉴定阴性。

9.4.2 收集盲传至少3代的培养上清液或细胞裂解液,经荧光RT-PCR检测为阳性者,判为SARS-
CoV-2分离鉴定阳性。分离鉴定的SARS-CoV-2可用于基因测序和遗传变异分析等。

10 综合判定

10.1 符合6.1,且出现6.2或6.3中的一条或多条情况时,判定为动物SARS-CoV-2感染疑似病例。

10.2 疑似病例或有SARS-CoV-2阳性病例接触史的无症状动物,按照第8章或第9章中规定的任一

方法,检测为阳性者,判定为动物SARS-CoV-2感染。

6
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附 录 A
(规范性)

溶液配制(所用试剂为分析纯)

A.1 0.01moL/L磷酸盐缓冲液(PBS,pH7.2)

配制0.01moL/L磷酸盐缓冲液所需试剂如下:
———8g的氯化钠(NaCl);
———0.2g的氯化钾(KCl);
———2.9g的磷酸氢二钠(Na2HPO4·12H2O);
———0.2g的磷酸二氢钾(KH2PO4)。
试剂加水溶解至1L,调整pH至7.2,高压灭菌,4℃保存。

A.2 样品稀释液

0.01moL/L磷酸盐缓冲液(PBS,pH7.2)无菌条件下分别加入青霉素(终浓度2000U/mL)、链霉

素(终浓度2mg/mL)、庆大霉素(终浓度50μg/mL)、霉菌抑制素(终浓度1000U/mL)和牛血清白蛋

白(终浓度5mg/mL)。
上述抗生素浓度宜用于组织或咽喉拭子,如果用于粪便和肛拭子的缓冲液,抗生素浓度可提高

5倍。

A.3 0.25%胰酶

准确量取DMEM培养基100mL,胰酶0.25g,充分混匀,溶解后过滤除菌,-20℃保存。

A.4 细胞营养液

准确量取DMEM培养基90mL,胎牛血清10mL,充分混匀,使用5%碳酸氢钠(NaHCO3)调整

pH至7.2~7.4,2℃~8℃保存。

A.5 细胞维持液

准确量取DMEM培养基98mL,胎牛血清2mL,充分混匀,使用5%碳酸氢钠(NaHCO3)调整pH
至7.6~7.8,2℃~8℃保存。

7

GB/T46337—2025



附 录 B
(规范性)

荧光RT-PCR引物和探针序列信息及反应体系配制表

B.1 荧光RT-PCR引物和探针序列

荧光RT-PCR引物和探针序列信息见表B.1。

表B.1 荧光RT-PCR引物和探针序列信息

引物/探针名称 引物序列(5'-3')

ORF1ab-F CCTGTGGGTTTTACACTTAA

ORF1ab-R ACGATTGTGCATCAGCTGA

ORF1ab-P FAM-CCGTCTGCGGTATGTGGAAAGGTTATGG-BHQ1

N-F GGGGAACTTCTCCTGCTAGAAT

N-R CAGACATTTTGCTCTCAAGCTG

N-P FAM-TTGCTGCTGCTTGACAGATT-TAMRA

B.2 荧光RT-PCR反应体系配制表

荧光RT-PCR反应体系配制按表B.2。

表B.2 荧光RT-PCR反应体系配制表

组分 体积/μL

2×RT-PCR缓冲液 10.0

反转录酶 0.4

DNA扩增酶 0.4

上游引物(10μmol/L) 0.4

下游引物(10μmol/L) 0.4

探针(10μmol/L) 0.4

无核酸酶水 6.0

待检样品RNA 2.0

总体积 20.0
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附 录 C
(资料性)

荧光RT-PCR检测及结果判定参考图

  荧光RT-PCR检测及结果判定见图C.1。

标引序号说明:

1 ———SARS-CoV-2ORF1ab阳性对照;

2 ———SARS-CoV-2N阳性对照;

3~8———阴性对照。

图C.1 荧光RT-PCR检测及结果判定参考图
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附 录 D
(规范性)

荧光RT-PCR检测结果判定

  荧光RT-PCR检测结果判定见表D.1。

表D.1 荧光RT-PCR检测结果判定表

ORF1ab N 判定结果

+/+/+ +/+/+

+/+/+ +/+/-

+/+/+ +/-/-

+/+/- +/+/+

+/+/- +/+/-

+/+/- +/-/-

+/-/- +/+/+

+/-/- +/+/-

+/-/- +/-/-

+/+/+ -/-/-

+/+/- -/-/-

-/-/- +/+/-

-/-/- +/+/+

SARS-CoV-2核酸阳性

+/-/- -/-/-

-/-/- +/-/-

需重新提取核酸,进行荧光RT-PCR检测,若仍出现单靶标至少

1个平行反应为阳性,则样品判定为SARS-CoV-2核酸阳性;否
则,判为SARS-CoV-2核酸阴性

-/-/- -/-/- SARS-CoV-2核酸阴性

  注:“+”表示检测反应孔结果为阳性,“-”表示检测反应孔结果为阴性。
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附 录 E
(资料性)

Vero细胞感染SARS-CoV-2的CPE参考图

  Vero细胞感染SARS-CoV-2的CPE见图E.1。

标引序号说明:

A———Vero细胞正常形态参考图;

B———SARS-CoV-2接种Vero细胞后48h的CPE参考图。

图E.1 Vero细胞感染SARS-CoV-2的CPE参考图
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