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根据《中华人民共和国传染病防治法》制定本标准。 

本标准代替并废止WS 214-2001。 

本标准与WS 214-2001相比主要变化如下： 

―增加了病原学、流行病学、鉴别诊断； 

―修改了实验室检查部分； 

―删除了处理原则。 

本标准的附录A、附录B为规范性附录，附录C、附录D为资料性附录。 

本标准由卫生部传染病标准专业委员会提出。 

本标准由中华人民共和国卫生部批准。 

本标准起草单位：中国疾病预防控制中心病毒病预防控制所、北京地坛医院、中国疾病预防控制中 

心免疫规划中心、解放军302医院。 

本标准主要起草人：梁国栋、李兴旺、陈园生、唐青、赵敏、蔡皓东。 
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流行性乙型脑炎诊断标准 

1 范围 

本标准规定了流行性乙型脑炎的诊断依据、诊断原则、诊断和鉴别诊断。 

本标准适用于全国各级医疗卫生机构及其工作人员对流行性乙型脑炎的诊断、报告。 

2 术语和定义 

下列术语和定义适用于本标准。 

2. 1 
流行性乙型脑炎 Japanese encephalitis ,JE 

是由乙型脑炎病毒（Japanese encephalitis virus, JEV，简称乙脑病毒）引起的，主要侵犯中枢神

经系统的急性传染病，也称日本脑炎，简称乙脑，属自然疫源性疾病，主要经蚊媒传播，流行于夏

秋季。 

2. 2 
脑膜刺激征 ～ingeal irritation sign 

炎症刺激脊髓神经根，由其支配的相应肌群所出现的一种防御反应性肌痉挛现象。主要表现为颈

强直、克尼格征（Kernig's sign）和布鲁辛斯基征（Brudzinski's sign）阳性等。 

3 诊断依据 

3. 1 流行病学史 

居住在乙脑流行地区且在蚊虫擎生季节发病，或发病前25d内在蚊虫孽生季节曾去过乙脑流行地 

区。流行病学特征见附录D0 

3.2 临床表现 

3.2. 1 潜伏期 

一般为lod一 14d，可短至4d，长至21d. 

3.2.2 临床症状 

急性起病，发热、头痛、喷射性呕吐，发热2d---3d后出现不同程度的意识障碍，重症患者可出现全身 

抽搐、强直性痉挛或瘫痪等中枢神经症状，严重病例出现中枢性呼吸衰竭。 

3.2.3 体征 

浅反射消失、深反射亢进。脑膜刺激征和病理反射阳性、痉挛性瘫痪或去大脑强直。可伴有瞳孔大 

小改变、血压升高、心率减慢等颅内压升高体征。 

3.2.4 临床分型 

3.2.4.1 轻型 

发热，体温一般不超过39C；头痛、呕吐、精神萎靡，神志清楚，无抽搐，病程7d'-40d. 

3.2.4.2 普通型 

发热，体温39C'40C；剧烈头痛、喷射性呕吐、烦躁、嗜睡、昏睡或浅昏迷，局部肌肉小抽搐，病程 

约2周。 

3.2.4.3 重型 

发热，体温40℃以上；剧烈头痛、喷射性呕吐，很快进人昏迷，反复抽搐，病程约3周，愈后可留有后 

遗症。 



3.3.3 血清学检查 

急性期

病原学检 

早期感

检测日 

可供参

等液． 

期阳性。 

汹晒毒 

Ig  

IgG  

脊液或血清中分离出

毒的特异性核酸。 

1个月内未接种

恢复期血清中扭 

操作方法按附录B进行， 

行，病原学参见附录D. 操作方法按附 

戈产阳性， 
滴理耻匕急性期有4倍或4倍以 

3.3.3 
3.3.3.2 
上升高； 

3.3.3.3 
3.3.4 

3.3.4 
3.3.4.2 

缪 

临床诊断病例，同时称 

5. 4 在临床诊断或确定诊 

2倒甲输者；或临床诊断病今廊寸f3.3.4中任一项者。 

6 鉴别诊断 

主要与其他病毒性脑炎、细菌性脑膜炎、 、中毒性痢疾等鉴别。 

?I 和，。床表现溉查，综合 
清学或病原学检查。 

'I)'  
3和3.3.1项 

叭 
丫鳄者。 

谬出疑～''）床｝ 

5. 2 临床诊断病例，

疑似病例同时符 

5. 3 确诊病例 

疑似病例 

符合3. 1、3. 2 

4 诊断原则 

4. 1 根据流行方 

4. 2 确定诊断龚 

5 诊断 
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3. 2.4.4 极重型 

起病急骤，体温在1d-2d内上升至40℃以上，反复或持续性强烈抽搐，伴深昏迷，迅速出现脑病及 

呼吸衰竭，病死率高，幸存者发生后遗症几率较高。 

3. 3 实验室检查 

3.3. 1 血象 

白细胞总数多在(1O'-'20) X109/L，中性粒细胞可达80％以上。 

3.3.2 脑脊液 

压力增高，外观清亮，白细胞计数增高，多在（50'500) x 106/L，早期以多核细胞增高为主，后期以 

单核细胞增高为主，蛋白轻度增高，糖与氯华韵正常。  ～ 
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附 录 A 

（规范性附录） 

乙脑特异性病原学检测 

A. 1 乙脑病毒分离 

A. 1. 1 原理 

感染乙脑病毒后至发病早期，机体会

可能分离到乙脑病毒，从脑炎患者标本梢

离方法有组织细胞培养法和新生夙剐封 

A.1.2 组织细胞培养法  Z‘灿扮产 

A. 1.2. 1 试验材料  ，＿飞产 」 

A. 1.2.1.1 组织培养绷胞怕梦 	口口 

短暂的病毒血斌翱

扇渗日乙脑病毒是乙 

条件可铸酉种方 

此时采集患者血液和（或）脑脊液标本有 

的金标准，目前常规采用的病毒分

阮咐进行。 

轰液27mL、 

lmL,7. 5% 
液 57mL.. 
公过‘、1%: 

队液中包含， 

000pg/mL链 

10mL、10 000U/ 

调液体pH 7. 2一 

7.40 
b）维持液：

霉素和1 

A. 1 .2. 1.3 BH 

a)生长液：

和10 00 

百
匀
 

a)生长液：10 

mL青霉到 

维持液中包含 gle'：液61mL、164O培养液3lmL、胎牛血 2mL,10 000U/niL青

剧mL链霉素 卜日匕．酬胺lmL,:.5%碳酸氢钠 液体 pH 7. 2-7. 4。 

()Vero

Eagle's 	cI *  Eag1e 

 

84mfl 

 

吸 胎牛血清lOm 

卜％碳酸氢钠调杯 

、胎牛血清2mL 裴翼lmLagle's 	含Eagle育掖92mL 

的碳酸氢钠调 瑰霹素各‘mU.肖 
汪以浅/36细胞为例） 

OOU/mL青霉素 

7. 2'-'7. 4。 

!io 00U/mL青霉素和

体姗pH 7. 2一7.40 

A.1 
A.1 

b) 10 000g/ 
2. 2 操作步骤 

2mL标本 任坛弟层细胞培养管 生长至， 

:2-1: 
岭液可用原液直接接 

轻摇一次，促进吸附； 

28C..5％二氧化碳培 

.2.2. 1 阵(EI1 
1 5m诵 化碳培荞箱中，每

己时设立对照细翅 

种，血清需1 

A. 1.2.2.2 lh后弃去 

养箱中继续培养； 

A. 1.2.2.3 
A. 1.2.2.4 

实验。 

A. 1.2.3 

显微镜下观察煦 

出现病变的细胞感 

结果判定 

脑病毒在C6 /36细胞甘现病变时币」一般为3d'-'4d; 

清液进一步鉴定，无病变者直传三代不出现细胞病变可以停止 

乙型脑炎病毒感染C6/36细胞后，细胞病变表现为细胞聚集，融合和脱落等特征。患者标本引起 

组织培养细胞出现病变并非诊断乙脑病毒感染的特异性指标，还需要对分离物进行乙脑病毒特异性鉴 

定实验方能确诊。 

A.1.3 新生乳鼠接种法 

A. 1.3. 1 试验材料 

a) 2d-3d龄乳鼠，每窝乳鼠为一组。 

b)血清或脑脊液标本可以直接用于乳鼠接种。 

A. 1.3.2 操作步骤 



ws 214-2008 

A. 1.3.2.1 在每只乳鼠左（或右）侧眼后角与耳前缘与颅中线构成的三角区中心，刺人2mm-- 3mm, 

注射血清或脑脊液0. O2mL; 

A. 1.3.2.2 乳鼠接种后从24h起，每8h观察一次，出现发病后改为每4h观察一次。接种24h内死亡

的乳鼠视为非特异性死亡； 

A. 1.3.2. 3 乳鼠濒死时收获鼠脑组织，未发病的乳鼠继续观察至14d; 

A. 1. 3.2.4 制备鼠脑研磨液进行下一轮接种实验。按照上述方法在鼠脑内传代3次。可以引起乳鼠

规律病变的标本进行乙脑病毒特异性鉴定实验。 

A. 1.3.3 结果判定 

一般乳鼠接种乙脑病毒后60h左右开始发病，表现为拒乳、离群、蜷曲、抽搐、四肢强直等症状，随着

时间的推移症状逐渐加重，多数乳鼠在72h死亡。患者标本引起乳鼠发病并非诊断乙脑病毒感染的特

异性指标，还需要对分离物进行乙脑病毒特异性鉴定实验方能确诊。 

A.2 乙脑病毒特异性核酸检测 

A.2.1 原理 

基于常规RT-PCR原理，设计乙脑病毒特异性引物，对脑炎患者的标本进行乙脑病毒特异性核酸

检测。阳性结果可以判定为乙脑病毒感染。该方法比病毒分离更加敏感、快速，可直接作出诊断。 

A.2.2 试验材料 

A. 2. 2., 1 待检患者标本 

血清、脑脊液和（或）尸检脑组织均可。标本要求无菌采集， 好是一80℃或液氮保存，冷链运输； 

A.2.2.2 PCR扩增引物 

上游引物：PrMF(251275): 5'-CgT TCT TCA AGT TTA CAg CAT TAg C-3'，下游引物： 

Pr11VIR(925_9Ol):5'-CC YRT gTT YCT gCC AAg CAT CCA MCC-3'; 
A.2.2.3 细胞总RNA分离试剂 

Trizol（用于组织标本）;Trizol SL（用于液体标本），或病毒RNA提取试剂盒； 

A.2.2.4 逆转录和PCR扩增试剂 

AMy逆转录酶、DNA聚合酶、dNTP Mixture等。 

A.2.3 操作步骤 

A. 2.3. 1 病毒RNA提取 

待检标本用细胞总RNA分离试剂提取RNA，按照细胞总RNA分离试剂说明书操作； 

A.2.3.2 逆转录合成cDNA 

根据AMV逆转录酶反应要求，按照说明书通过逆转录反应合成与目的基因RNA序列互补的eDNA; 

A.2.3.3 PCR扩增 

目的基因的扩增条件为95℃预变性5min,94C 30s、55C 30s、72C 60s、扩增30-35个循环，72C 

延伸10mmn; 

A.2.3.4 结果观察 

用1％一2％琼脂糖凝胶电泳检测PCR扩增产物。 

A.2.4 结果判定 

该对引物对中国以往分离株及近年新分离的乙脑病毒均特异，应用以上引物扩增产物应为674核 

昔酸片断，如果扩增产物分子量与预期片段相同，而阴性对照无条带，表明标本中含有乙脑病毒核酸，可 

以判定为乙脑病毒核酸检测阳性。PCR产物的核昔酸序列还可以进行乙脑病毒基因分型研究，从而进 

一步揭示病毒株的基因型别特征。 
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附 录 B 

（规范性附录） 

乙脑血清学检测 

B. 1 微量中和试验（固定病毒一稀释血清法） 

B. 1.1 原理 

人或动物感染乙脑病毒后，血清中可产生具有高度特异性的中和抗体。中和试验是利用观察病毒 

感染力而检测标本中乙脑病毒中和抗体水平的实验方法。其基本原理是先将病毒与标本进行中和反 

应，然后接种组织培养细胞或实验动物来测定病毒感染力。观察病毒感染力的方法有细胞病变法、蚀斑 

形成法以及计算动物死亡数等。这里主要介绍用于检测患者血清标本中和抗体滴度的固定病毒稀释血 

清的微量中和试验。 

B. 1.2 试验材料 

B. 1.2.1 待检血清标本：无菌采集，一20℃以下保存； 

B. 1.2.2 细胞及相应培养液：按A.1.2分离乙脑病毒； 

B. 1.2.3 无菌Hanks洗液，调至pH 7. 4; 

B. 1.2.4 仪器设备：倒置生物显微镜、37C,5% CO2恒温培养箱、37℃水浴锅、组织培养板及加样器、 

吸管等。 

B. 1.3 操作步骤 

B.1.3.1 TCID5。滴定 

首先在敏感的细胞测定病毒50％致细胞病变量（TCID50）以确定进行中和试验的病毒用量，一般使 

用100TCID50 /5o拼L。允许范围为32----320TC1D50。 

B. 1.3. 1. 1 将生长状态良好的组织培养细胞接种至无菌96孔板（100拼L/孔），在37C,5% Co2孵箱 

培养24h左右，观察细胞生长状态以进行TCID5。试验； 

B. 1.3. 1.2 取新鲜病毒悬液，用维持液连续10倍系列稀释，每一个稀释度换用一个新的吸管或吸头； 

B. 1.3. 1.3 稀释的病毒分别接种于组织培养细胞，96孔板接种量为50拌L／孔；病毒每稀释度接种4 

孔，平行设立正常细胞对照4孔，37C,5% CO2培养箱中吸附lh; 

B. 1.3. 1.4 取出细胞培养板，吸去病毒液，以Hanks液洗3次，补加10如L细胞维持液将细胞管置于 

5％二氧化碳恒温培养箱中培养数日； 

B. 1.3.1.5 逐日在显微镜下观察并记录细胞病变情况，一般连续观察3d'--'7d; 

B. 1.3.1.6 按Reed和Muench法计算该病毒液的TCID5O。具体计算方法见式（B. 1)和式（B. 2): 

距离比例－ 
高于50％细胞病变百分数一50 

高于50％细胞病变百分数一低于50％细胞病变百分数 
・・・・・・……(B. 1) 

TCID5O =高于50％病变的病毒 高稀释度的对数＋距离比例 ・・・・・・・・・ ……(B.2) 

得到的计算结果可以表述为：在所计算得到的稀释度下，病毒的感染性剂量为1TCID50 /50拌L. 

B. 1.3.2 中和试验 

B. 1.3.2. 1 细胞培养：将生长状态良好的组织培养细胞接种至无菌96孔板，5% CO2孵箱培养24h左

右，观察细胞生长状态以进行微量中和试验； 

B. 1.3.2.2 血清标本的稀释：首先将待检血清在56℃灭活30mm；用维持液进行系列倍比稀释成1: 

10、 1:20.. 1:40等。具体操作步骤：取6 '-10个无菌处理的离心管分别标记不同的稀释度；向第1管

加人450fiL维持液，其余各管中加人100拌L维持液；取50拌L血清原液加人到第1管中，充分混匀，换用

新吸头吸取10011L加人第2管，充分混匀并依次进行稀释； 



结果判定 

Tcm0 
B. 1 .4 

B. 1 .4. 

5=4. 5 

加4孔；放置于37℃二氧化碳细胞墙 

继续培养； 

B. 1.3.2.6 细胞病变的观

完成细胞病变观察后按翩 

髯带 
液放置于37℃二氧化碳细胞培养箱 

后，刃飞观察并记录细胞病变情况。 
众 

全数一低I 
l稀释度又 

百分 
0%M曦

＋距离比 
变姆数”"""’・ ’・ (B. 3) 
目X和峰系数的对数。 

高于5 

中和抗体滴度 为：低于｛ 

瓤方法黝 
50％细胞孔出现病变的病毒 

口洲‘算，见式（B. 4沁 

由表B. 1看 

Reed和Muench 

比例一爵丽讯 Ll%T 50 
胞病变百分数一50 

。％细胞病变 
数．"’・・・ ……(B. 4) 

'-'I 一‘80-  50)/(80一  20) 

高于50%穿黯毒 高稀释臀瞥＋距 
、忿跳 	表B.1 滴定病毒 

在io-4一 io-5遨间，其中间距离比例按 

示意） 
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B. 1.3.2.3 对照的设立：已知阳性对照血清8孔，设立1,40,1,80两个滴度的阳性对照孔；以维持液

为阴性对照，设立正常细胞对照4孔；血清对照4孔（待检血清＋等体积维持液），病毒感染对照4孔（病

毒稀释液＋等体积维持液），病毒工作液滴度检查，（每孔中加人50拜L 2倍系列稀释病毒液， 终第一孔

为100TCID50、 50TCID50、 25TC1玖。……0.7TCID5。）。 

B. 1.3.2.4 血清标本与病毒悬液的孵育：按照TCIDS。试验测定的病毒原液进行适当稀释，得到 

1ooTcm50/25,L病毒稀释液，取病毒稀释液分别与稀释的待检血清、病毒对照、阳性血清对照等量混

匀；37℃水溶作用lh; 

B. 1.3.2.5 病毒接种：从细胞培养箱中取出96孔板，弃去细胞培养液，用Hanks液洗涤细胞孔板3 

次，动作应轻柔，弃去孔板内的液体，取50山砂孚育后的混合液至相应细胞培养孔中，每个滴度样品平行 

病毒 	… 
稀释度 	… ．絮狱 病变。 	累协撇 	声变涵． 出现细胞 

病变率／% 胞孔数 L无病变孔数‘｛有病变孔数个 I孔擎例 

1。一 	1  1 	4 丫 声N 4 一」目 .16 ） 尹16 100 

1。一 4 	洲 队可叹 自口口皿脚尸… 「 	12  ／… l /2/12 100 

10一3 4 X甲氛 口口p尸 0 	1 … ／… / 8/8 100 

10-4 4 X匆 食生 曰 少／4 / 尸
O 

/
/ 4 

尸 
80 

io一5 4 3\  了城奋 

1 

、～叫尸尸 
「 	护／ 1/5 20 

10一6 4 4 、喊之 8 	口 
门口尸 户产。 0/8 0 

正常对照 4 4 0 

注：令个所指方向为累加的方向。 

能使50％细胞管发生病变的病毒稀释度为io--，即Tcm5。为10-4,5，当病毒悬液做104.5倍稀释

时，50拜L中含1个TCID50。 

B. 1.4.2 中和试验结果计算方法举例如下： 

由表B. 2可以看出50％细胞病变出现在血清稀释度的1:320'--1, 640之间，其中间比例可以按

式（B. 5): 



罄黔黔嚣瓢 
距离比例=  (50-20)/咖一2少 

变百分 
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l对数 
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月
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一
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表B. 2 中和抗体滴定计算表（示意） 

血清稀释度ig 
病变观察 

CPE孔数／总孔数 

CPE分布 CPE累计 
CPE比数 CPE百分比／% 

阳性 阴性 阳性今 阴性个 

1,1O(10一') 0/4 0 4 0 24 0/24 0 

1,20(10-LI) 0/4 0 4 0 20 0/20 0 

1'40(10-1.6) 0/4 0 4 0 16 0/16 0 

1,80(10_i・ l) 0/4 0 4 0 12 0/12 0 

1'160(10_2・ 2) 0/4 0 4 0 8 0/8 0 

1,320(10_2・ 5) 1/4 	曰尸 声峨 户、 卜砍 4 1/5 20 

1,640(10一2・ 8) 3／分叮七 ‘仑 1 l …4 、 、1 4/5 80 

1,1 280(10一3') 声吸月岁 户r 盛之 卜咬 、  8/8 100 

注：、个所指方向为累加的方必洪夕1口 月口 自户气 、 

5一0.  15＝一2 .65 
呱靳以保护 50% 

・・・・・・ ……(B. 5) 

仁病变，中和抗体 

滴度判定为1'1 
如果患者急上 

B.2 1gM捕获I 

B. 2.1 原理 I 

乙型脑炎病皂

伏期为4d---21d, 

性1gM抗体。查

诊断为乙型脑炎。

本中抗乙脑病毒IgM 

有过氧化物酶的抗乙脑

速，适于早期快速诊断。  

恢复期血清的．

法检测抗乙脑病 

言机体首先产 

10d-44d.坦 

染者体｝
缸与底 

笛
倒
峨
 

脑病毒感染。 

临床症状的患者 

廷到检测目的淤该方 

抗体持续存在一 

其血液中或脑

倒抗乙脑病毒 

卜板上抗人

乙脑抗｛勃 

1gM  
孚性结合，再通过标记

特点是特异、敏感、快 

中。由于乙脑的潜

甲p可查到乙脑特异

肚体，结合症状可以

抗体，捕获感染者标 

1I病毒1gM七琳暇残蝴

进ELISA实验是利用包 

B. 2.2 
B. 2.2. 
B. 2.2. 
B.2.2. 
B.2.2. 
B. 2.2. 
B. 2.2. 
B. 2.2. 
B. 2.2. 
B.2.2. 
B.2.2. 
B. 2.2. 

试验材料 

抗人IgMi链抗体；、、～创叹护 一 ，产 

灭活乙脑病毒抗原； 、卜‘一 	 曰洲尸 

乙脑单克隆抗体； 一 一 

过氧化物酶标记的抗鼠IgG抗体； 

包被液：0. O5mol/L,pH 9. 6碳酸盐缓冲液； 

封闭液：含1％牛血清白蛋白（或5％脱脂奶）和0. 05% Tween-20的PBS液体； 

稀释液：含有0. 5％牛血清白蛋白（或3％脱脂奶）和。．05% Tween-20的PBS液体； 

洗液：含有0. 05% Tween-20的PBS液体； 

底物液：OPD或TMB; 

终止液：4NH2 SO4; 

酶标仪、洗板机、ELISA用96孔板、移液枪、多通道移液枪、37℃水浴、湿盒。 
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B. 2.3 操作步骤 

B. 2.3. 1 抗人IgM1i链抗体用pH 9. 6碳酸盐缓冲液稀释后包被，100L/孔，4℃过夜，洗板3次，甩干； 

B.2.3.2 每孔加2001L封闭液，37C温浴2h，洗板3次； 

B. 2.3.3 加待测标本（血清或脑脊液），并设立阳性对照、阴性对照和空白对照，10O拌L/孔； 

B.2.3.4 37℃温浴lh，洗板4次，甩干； 

B.2.3.5 每孔加10O拌L灭活抗原，37C温浴lh，洗板4次，甩干； 

B. 2.3.6 加适当稀释后的乙脑单克隆抗体，10外L／孔，37C温浴lh，洗板4次，甩干； 

B. 2.3.7 加酶标抗鼠IgG抗体，100L／孔，37C温浴lh，洗板4次，甩干； 

B. 2.3.8 加底物液OPD或TMB, 100拌L/孔，37℃温箱避光孵育1 5mmn; 

B. 2.3.9 每孔加50拌L终止液，终止反应； 

B. 2.3. 10 酶标仪在490nm或450nm处测OD值； 

B.2.3. 11 阳性对照：乙脑阳性血清或脑脊液代替待检标本，至少设立两孔，取平均值； 

B.2.3. 12 阴性对照：阴性血清或脑脊液代替待检标本，至少设立两孔，取平均值； 

B.2.3. 13 空白对照：稀释液代替待检标本。 

B. 2.4 结果判定 

首先根据式（B. 6)P/N值， 

P/N= (N1一N0) / (N2一N0） ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ……(B. 6) 
式中： 

N1―标本的OD值； 

N0―空白对照的OD值； 

N2―阴性对照的OD值。 

首先计算阳性对照孔，阳性对照P/N)2. 1情况下说明实验成立。其他检测标本的结果判定 

如下： 

检测标本P1N)2.1时，可以判定为阳性，表明患者新近感染乙脑病毒； 

当1. 5镇P/N<2. 1时，检测结果判为可疑阳性，需结合其他诊断方法的结果进行综合分析； 

当P/N<1. 5时，结果判为阴性，提示标本中无抗乙脑病毒1gM抗体。 

B. 3 间接ELISA法检测抗乙脑病毒I酮抗体 

B. 3.1 原理 

利用包被在塑料板孔中乙脑病毒抗原可以特异性结合患者标本中抗乙脑病毒抗体，再通过酶标记 

的抗人IgG抗体结合人源IgG的特性，达到检测目的。一般用乙脑全病毒作抗原，故检测到的不仅有 

乙脑中和抗体，还有乙脑非中和抗体。抗乙脑病毒IgG抗体阳性提示感染过乙脑病毒或接种过乙脑 

疫苗。 

B. 3.2 试验材料 

B. 3.2. 1 包被液、封闭液、洗液、底物液与终止液同B. 2.2. 

B. 3.2.2 灭活抗原、过氧化物酶标记的抗人IgG抗体。 

B. 3.3 操作步骤 

B. 3.3. 1 乙脑病毒抗原用pH 9. 6碳酸盐缓冲液稀释后包被，10011L／孔，4℃过夜，洗板3次，甩干； 

B. 3.3.2 加封闭液，200拼L／孔，37C温浴2h，洗板3次； 

B. 3.3.3 加待检的血清，并设立阳性对照、阴性对照和空白对照，100L/孔，37C温浴lh，洗板4次； 

B. 3.3.4 加酶标记抗人IgG抗体，100拜L/孔，37C温浴lh，洗板4次； 

B.3.3.5 加底物液OPD或TMB, 100拜L／孔，37C温箱避光孵育15mmn; 

B. 3.3.6 加终止液终止反应，50拜L／孔； 
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B. 3.3.7 在490nm或450nm处检测OD值； 

B. 3.4 结果判定 

按式（B. 6)计算P/N值。 

首先计算阳性对照孔，阳性对照P/N)2. 1情况下说明实验成立。其他检测标本的结果判定 

如下： 
检测标本P/N)2. 1时，可以判定为阳性； 
当1. 5(P/N<2. 1时，检测结果判为可疑阳性，需结合其他诊断方法的结果进行综合分析； 

当P/N<1. 5时，结果判为阴性。只有当双份血清中抗乙脑病毒IgG抗体4倍或4倍以上升高才 

具有诊断意义。 



司戛瓦3s'-- 5 S，再 髓黔 
晾干；用90 

C.1 .1 原理 

检测原理和ELISA法基本相同，不叱攀

片，使用荧光标记的抗体直接在荧梦邺垫平

和特异性较高等优点，它同样可必检担撼t乙脑当 

箕嘿输橇 
首先制备细胞培养的病毒抗原

是快速、简便、结果直观、敏感性 

C. 1 .2 
C. 1 .2. 1 
C. 1.2. 2 
C. 1 .2. 3 
C. 1 .2. 4 

制）等； 

试验材料

抗原片

对照：之 

：用乙脑病毒感 

gG抗 

2'-7 

疫血 

FITC标记

常用稀浏 

胞制 

90％甘油（PBS配 

、湿盒、染色缸、微量搅拌 

出制备好的抗 

晾干； 

C. 1.3.2 滴加 

C. 1.3. 3 湿盒 

C. 1.3.4 用缓2 

C. 1 .3. 5 用1, 

对照孔）; 

阳性对照；阳咧 

阴性对照：阴性 

空白对照：PBS 

结果判定 

霎态，PBS液振洗2遍，蒸馏7 辰洗I遍’""2mm , 

芝，每厅L 6pL; 
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PBS液 ，蒸馏水振洗1遍， L jfl，晾干； 

孔6拌L（包括所有 

蒸馏水振洗了遍，刽钦2mm; nU嘿一孔 
Ii标本加到固定有抗原当司 

孔中。 

稀释好的待测标本，并设笠铭性对j 

育30mm;  一  一 

原片“s'-5s,卜用
矛文思兰液吧F 

只有在阳性对照存在特异性岁

的。急性期血清标本稀释度）1, 

性；或双份血抗乙脑病毒IgG抗体 

光，阴性对照 

10荧光阳性（脑脊液为）1,5)可以判定为抗乙脑病毒1gM抗体阳 

4倍或4倍以上升高可以判定为阳性。 

，空白对照无荧光时，检测结果才是可靠 

〔或） 

ra（阳性对照）、口

人IgMi链抗体 

血穿 
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附 录 C 

（资料性附录） 

免疫荧光法检测抗乙脑病毒抗体 

C. 1 间接免疫荧光试验(IFA)检测抗乙脑病毒IgM、IgG抗体 



P.1.1 分类 

乙脑病毒（Jap 

P.1.2 形态结构 

anese encephalitis virus, JEV) 乱氰病毒科（Flaviviridae)，黄病毒属（Flavivirus)。 

碑基于

病毒白 缪 
脑病毒均可作为病原学诊断依据 

家畜，其中猪是

爵吸赫毒，人被把 

检测到乙脑 

P.2 流行病学 

P.2.1 传播媒j 

蚊虫是乙脑 

P.2.2 宿主及f 

主要传染源

症，此时蚊虫吸iii 

蚊虫既是本 

P.2.3 人群易拐 

自然疫源理的贮存宿主。 

烹翼嚣 仅淆硬少数出现典型乙脑症 

舒帮瞻 自治区、直辖市均有乙脑的流行 

D. 1 病原学 

球形，直径约4Onm, 

组全长10 976个核昔酸 

脚受正｝ 

7个非乡 

NA病 明显的嗜神经特性，该病毒基因 

P.1.3 分型 

乙脑病毒只有一个

国目前有LIII两种基洲 

P.1.4 理化特性

乙脑病毒对常 

D. 1.5 诊断意义 

人群对乙脑病毒周

状；感染后获得持久性 

P.2.4 流行病学特征 

细禅瓜骊。猪感染乙脑病

子叮咬而感染。 

了主要传播媒介，我国主要是三带嚎库 

染源 	 ＿ 
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 乙脑发病以儿童为主 预防接种的普及，近年来， 龄有走升趋势。我国绝大多数省、 

PrM基因序列可叩掩乙胆瀚毒分为五种基因型，我 

后3皿一5d内有病毒血 
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附 录 D 

（资料性附录） 

乙脑的病原学与流行病学 
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