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目前狂犬病的诊断措施 

一、临床诊断： 

根据临床症状 

流行病学 

只能参考，不能用于确诊 

二、实验室诊断： 

病原与血清学检测技术 

用于确诊 

 



用于狂犬病检测的样品 

一、病毒检测 

脑组织：人和动物 

唾液：人和动物 

脑脊液：病人 

皮肤活检：病人 

二、抗体检测： 

血清：人和动物 

 



目前狂犬病诊断现状 

• 现状：人主要靠临床诊断，动物主要靠实
验室诊断 

• 标准：实验室诊断是国际上确认狂犬病的
唯一依据 

• 结论：能否开展实验室检测是国际上判定
一个国家狂犬病防治水平的重要指标，是
狂犬病防治最基本的技术能力。 



1 

3 

2 狂犬病实验室

诊断 
病毒核酸检测 

病毒抗原检测 

血清学检测 

三位一体检测技术 

实验室诊断全覆盖 

狂犬病实验室检测技术 



一、采样技术 

吸管法（脑组织） 

二、病原检测（抗原与核酸） 

免疫荧光抗体检测（ Fluorescent antibody test ，FAT） 

快速免疫诊断法（ Rapid immunodiagnostic test ，RIDT)：免疫酶技术
，免疫组化法（dRIT)。只需普通光镜，不需荧光显微镜。 

组织学检测：Negri bodies. 已淘汰。 

核酸检测：RT-PCR，荧光定量PCR，基因探针或芯片等； 

单抗测定、序列测定与系统发生分析 

三、病毒分离 

细胞培养（RTCIT） 

小鼠接种试验（MIT） 

四、血清学检测 

荧光抗体中和实验（FAVN） 

快速荧光灶抑制试验（RFFIT) 

ELISA：各种抗体检测试剂盒 

狂犬病实验室检测技术国际标准 

OIE标准 WHO标准 



吸管采集法——WHO、OIE共同推荐 

• 适合大规模的流行病学调查； 

• 适于野外采样； 

• 操作简单,不容易引起气溶胶。 

• 污染面积小； 

• 涉及到的实验器材少 。 

 

脑组织样品的采集 

取直径0.5mm吸管，沿枕骨大孔向一只眼的方向插入，边插边轻轻旋转至不能深

入为止，捏紧吸管后端并拔出，管里即含有脑组织样品（包括脑干、小脑、海马

角和皮质）。 



把死亡犬颈部往前弯曲，切开枕部和第一颈椎间的皮肤、韧带和肌肉。 

暴露枕骨大孔 插入吸管 

脑组织样品的采集 



将吸管内脑组织移入样品管 

脑组织样品的采集 



主容器 次级容器 外包装 

吸收性材料 

低温冷藏 

样品的包装 

脑组织样品的采集 



FTA卡片法 

优点： 
 灭活病毒，不破坏核酸 
 室温长期保存 
 方便运输，特别是国际样品寄送 
 
缺点： 

× 灵敏度较低， 

× 重复点样 

http://www.whatman.com 
 
Picard-Meyer et al., 2007 

脑组织样品的采集 

http://www.whatman.com/


• 狂犬病病毒荧光抗体试验 

Rabies fluorescent antibody test (FAT) 

• 准确性98-100%，全球最常用的方法 

• 国际金标准：WHO和OIE 

• 国家标准GB/T18639-2002“狂犬病诊断技术”。 

• 每个实验室的必备技术 

 

 

 

特异性强、敏感性高、操作简单，能在2小时内得到检测结果。 

需要荧光显微镜、荧光素标记的抗狂犬病病毒抗体和具有经验
丰富的专业技术人员。 

适用于动物脑组织、延髓样品和感染病毒的细胞的检测。 适用范围： 

优点： 

缺点： 

狂犬病病毒荧光抗体试验 



 Tip头挑取0.02 g待检脑组织置于压舌板上 

1 

在载玻片上抹2个直径约1cm的印记  

2 

狂犬病病毒荧光抗体试验 



冷丙酮固定至少 20 min  

3 

           荧光显微镜下观察   

6 

37℃孵育 至少30 min 

5 

滴加荧光抗体工作液  
（4 ×荧光抗体、10000 × 伊文思蓝） 

4 

狂犬病病毒荧光抗体试验 



犬   

阴性脑组织样品  
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犬   

实验结果的判定： 

狂犬病病毒荧光抗体试验 



Lembo et al. 2006;  
Niezgoda et al., 2009 

直接免疫组化法 

直接免疫组化法 Direct Immunohistochemistry test (dRIT) 

敏感性、特异性与FAT一样 

不需荧光显微镜 

特别适合现场检测或发展中国家实验室 

 
dRIT FAT 



• WHO和OIE推荐的狂犬病诊断的确诊方法 

• 国家标准GB/T18639-2002“狂犬病诊断技术” 

• 优点：结果可靠、灵敏度高 

• 缺点：费时，技术条件高 

 

Rabies Tissue Culture Isolation Test (RTCIT) 

狂犬病病毒组织培养感染试验 



乳鼠脑内接种实验 

• Mouse inoculation test (MIT) 

• 国际标准、国家标准GB/T18639-2002“狂犬病诊断技术” 

          使用可疑动物脑组织悬液通过颅内注射方式接种乳鼠，发病乳鼠
的典型症状：竖毛，镊子夹其尾部倒提时出现震颤，行动时后腿运动
失调、麻痹，最终死亡。 

• 适用范围：用于确诊、病毒分离与毒力测定等方面。 

• 优点： 敏感、适用于不具备组织细胞培养 

       条件的实验室进行狂犬病病毒的分离。 

• 缺点: 耗时长、生物安全条件高， 

    不利于动物福利。 



套式RT-PCR方法：OIE推荐，但不能用于确诊 

适用范围： 

1. 满足兽医部门对狂犬病检测的需要。 

2. 开展狂犬病分子流行病学研究，大规模筛查。 

试剂盒特点： 

1. 高检测灵敏度，检测底线为0.02个TCID50。 

2. 检测时间短，可在8个小时内完成96份样品的检测工作。 

1st  round PCR 2nd  round PCR 

PCR扩增结果 

病毒核酸检测方法 



荧光定量PCR（Taqman RT-PCR）方法：OIE推荐，但不能用于确诊 

 

适用范围： 

1. 满足兽医部门对临床样本快速检测的需要。 

2.将反转录与荧光定量RCR方法整合一步，降低交叉污染的几率，3h内就
可完成。。 

试剂盒特点： 

1.快速、灵敏、精确定量、可重复性好 

2. 可检测4.68个TCID50的细胞毒样品。 

A B 

病毒核酸检测方法 



基因分型芯片分型鉴定： 

够特异性鉴别狂犬病病毒属7种主要成员

的基因芯片方法（LyssaChip），快速、高通

量检测和分型，具有传统测序分型鉴别方法无

法比拟的优势。    

     

RABV 

DUVV EBLV-1 EBLV-2 ABLV 

LBV MOKV Control 

LyssaChip J Clin Microbiol, 50(3): 619-25 

病毒核酸检测方法 

新技术 



    套式RT-PCR、定量RT-PCR和基因芯片三种方法的检测SRV9株细胞毒RNA。结果：

基因芯片的检测灵敏度是另外两种检测技术的10倍，其最低检测滴度可达到 

0.158个TCID50/ml 

荧光定量RT-PCR方法与套式RT-PCR方法相比，灵敏度相当，均可灵敏的检测 

到100.2 TCID50/ml滴度的病毒。 

 

细胞毒SRV9的滴度 

检测方法 

套式RT-PCR 荧光定量RT–PCR 
基因芯片
LyssaChip 

102.2 TCID50/ml 6/6 6/6 6/6 

101.2 TCID50/ml 6/6 6/6 6/6 

100.2 TCID50/ml 5/6 4/6 6/6 

10-0.8 TCID50/ml 0/6 0/6 2/6 

不同检测方法灵敏度比较 



不同检测方法检测人工腐败性样品 

腐败时间（d） FAT* 套式RT-PCR* 荧光定量RT-PCR* MIT* 
1 +/+ +/+ +/+ -/- 
2 +/+ +/+ +/+ -/- 
3 +/+ +/+ +/+ -/- 
4 +/+ +/+ +/+ -/- 
5 +/+ +/+ +/+ -/- 
6 +/+ +/+ +/+ -/- 
7 +/- +/+ +/+ -/- 
8 -/- +/+ +/+ -/- 
9 -/- +/+ +/+ -/- 

10 -/- +/+ +/+ -/- 
11 -/- +/+ +/+ -/- 
12 -/- +/+ +/+ -/- 
13 -/- +/+ +/+ -/- 
14 -/- +/+ +/+ -/- 
15 -/- +/+ +/+ -/- 
16 -/- +/+ +/+ -/- 
17 -/- +/+ +/+ -/- 

注：“+”为检测阳性；“-”为检测阴性。 *分子为TJ105毒株、分母为CQQJ-09毒株 

1.FAT能检测到腐败6天以内的脑组织样品 
2.定量RT-PCR和RT-PCR能检测到腐败17天以内的脑组织样品 
3.MIT不能检测腐败的脑组织样品 



环介导的等温核酸扩增（LAMP） ： 

克服了PCR技术需要昂贵的仪器设备的缺点，

只需使用等温水浴就可以完成所有的反应。

产物可以不需任何仪器即时观察，非常适

合于基层及现场使用。 

    LAMP法和传统PCR法的敏感性一致,但

整个试验过程比普通PCR法节省时间1.5 h。 

 

LAMP扩增产物荧光显色结果  
1.狂犬病病毒ERA株细胞毒;2.健康犬脑组织样本 

LAMP扩增产物电泳结果 

中国兽医学报.2010,30(11):1476-1479. 

病毒核酸检测方法 

新技术 



狂犬病病毒的金标试纸条 

突破了实验仪器的限制，所需样品量少、检测速度快（仅需30min）、操

作简单等无可比拟的优势，非常适于临床快速检测和现场应用。 

特异性实验结果 
灵敏度实验结果 

狂犬病病毒阳性样品 阴性样品 

中国病原生物学杂志.2009,4(10):734-737 

新技术 

金标试纸条 



狂犬病抗体检测“金标准” 
WHO和OIE共同推荐的标准方法，适合于国际贸易。可以准确定量血清

中的抗体水平，因此特别适用于免疫效果评价、宠物出国抗体检测等。 

荧光抗体中和试验（FAVN） 
快速荧光灶抑制试验（RFFIT) 

狂犬病抗体检测 



OIE推荐方法， 

定性，不能定量或定量不准确 

大规模抗体普查，容易高通量、自动化 

商业化试剂盒品种较多 

 

抗体ELISA 

狂犬病抗体检测 



狂犬病抗体胶体金检测试纸 

能在20min内快速判断抗体是否达到保护效力，

可以为犬免疫后的抗体监测提供参考。     

目前试纸条已经获得国家专利，专利号：

200610016961.0， 

该方法正在申请兽用新生物制品，临床批件号

200824。 

J Virol Methods.2010,80-85. 

狂犬病抗体检测 

新技术 



重组狂犬病病毒rHEP-eGFP，建立狂犬病病毒中和试验

检测方法FAVN-eGFP。 

该方法不仅同标准FAVN一致性良好，而且无需固定、

染色步骤，方便快捷。最重要的FAVN-eGFP与CVS-11株相比，

更加安全稳定，在普通实验室中进行即可。 

国家专利申请号：201210346779.3 

Viruses.2014,6,1578-1589. 

狂犬病抗体检测 

新技术 



标准方法 

标准操作程序 

规范管理 

技术比对 

 

狂犬病诊断实验室能力与管理 



实验室规范化管理 

ISO/IEC17025:2005 
General requirements for the competence of testing  

and calibration laboratories 

 
The ISO 17025 standard is comprised of 5 elements:  
1. Scope  
2. Normative References  
3. Terms and Definitions  
4. Management Requirements  
5. Technical Requirements  

 
Elements 4 and 5 contain the actual accreditation requirements. 
 

ISO17025 contains “all of the requirements 
that testing and calibration laboratories have to 
meet if they wish to demonstrate that they 
operate a management system, are technically 
competent and are able to generate technically 
valid results” 



实验标准操作程序 

1. 临床样品的处理 

2. 荧光抗体实验（FAT） 

3. 套式RT-PCR方法 

4. 荧光定量PCR方法 

5. 荧光抗体中和实验（FAVN） 

6. 乳鼠脑内接种实验（MIT） 

7. 组织培养分离实验（RTCIT） 

8. 病毒滴度测定实验（TCID50测定） 

9. 毒株保藏标准操作规程 

建立健全标准化操作程序 1 

实验室规范化管理 



仪器设备使用标准
操作程序 

1. 高速离心机操作规程 
2. 显微镜操作规程 
3. 荧光显微镜操作规程 
4. 制冰机操作规程 
5. 二氧化碳培养箱器操作规程 
6. 超低温冰箱操作规程 
7. 电子天平期间核查规程 
8. 电热恒温培养箱操作规程 
9. 自动化核酸提取工作站操作规程 
10. 组织破碎仪操作规程 
11. 全自动控温水浴锅操作规程 
12. 生物安全柜操作规程 
13. 实时定量PCR扩增仪操作规程 
14. 多功能酶标仪操作规程 
15. pH计使用操作规程 
16. 浓度测定仪操作规程 
17. 高压灭菌器操作规程 
18. ISOcage通气笼操作规程 

实验室规范化管理 

建立健全标准化操作程序 1 



其他规定记录 

1. 检测实验监督工作计划 

2. 实验室安全检查记录 

3. 废弃物处理记录 

4. 试剂采购申请 

5. 供应品验收记录 

6. 毒株使用记录 

7. 细胞冻存记录 

实验室规范化管理 

样品登记表 

毒株使用登记表 

细胞冻存登记表 

建立健全规章制度 2 



 

欧盟狂犬病参考实验

室组织的 

病原学比对实验 

FAT、套式RT-PCR 

荧光定量RT-PCR 

基因分型芯片 

2010年 

欧盟狂犬病参考实验

室组织的 

血清学比对实验 

狂犬病病毒荧光抗体

中和实验（FAVN） 

2012年 

欧盟狂犬病参考实验

室组织的 

血清学比对实验 

狂犬病病毒荧光抗体

中和实验（FAVN） 

2014年 

国际实验室间比对试验 3 

2010年通过证明 2014年通过证明 2012年通过证明 

实验室规范化管理 



BSL-2实验室 

II级生物安全柜 
--自2006年卫生部[人间传染的病原微生物名录] 

实验室规范化管理 

名称  狂犬病毒 

危害程度分类  第二类  

街毒病毒培养  BSL-3  

街毒动物感染实验  ABSL-3  

固定毒培养 （FAVN） BSL-2 

未经培养的感染材料的操作  BSL-2  

灭活材料的操作  BSL-1  

无感染性材料的操作  BSL-1  

实验室的安全级别 4 



• 所有实验室工作人员务必进行狂犬病疫苗的暴露前免疫， 

• 动物样品操作应该在2级生物安全柜中进行，操作时应带一次性乳
胶手套和穿工作服等。 

• 操作完毕应对工作台面以及样品可能沾染的仪器设备和工具等用
消毒液擦洗消毒。 

• 所有用后剩余的样品、废弃物和可能污染的实验用品等应进行高
压灭菌处理后，再进行常规垃圾处理。  

实验室规范化管理 

狂犬病实验室安全防护 5 



国际培训 

01 
东南亚地区培训 

    2014年受OIE和国家农业部兽医局委

托、我实验室承办东南亚地区“区域狂犬

病诊断培训班”。来自东盟10个国家级兽

医实验室的11位部门主管或高级兽医师参

加了本次培训。 

    这是我国有史以来，首次对外开办狂

犬病诊断技术培训班，实现了技术输出。 

技术培训 



国内培训 

02 

全国动物狂犬病检测与诊断技术培训班： 

2006年、2010年 

农业部兽医局委托 

各省级动物疫控部门狂犬病防控工作 

负责人和技术人员共170余人次参加。 

 

     

 

 

 

澳门培训 
自2007年以来已连续5年 

农业部兽医局的委托 

澳门民政总署动物检疫监管处10人次。 

目前澳门首家狂犬病监测实验室已经初具规模。 

技术培训 


