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实验动物爪蠕生产和使用指南

? 范围

本标准规定了爪瞻的形态特征、病害、饲料、设施与环境及其检测方法。

本标准适用于非洲爪瞻 (Xenopus laevis )和热带爪瞻 (Xenopus tropicalis )的质量控制。

2 规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注明日期的引用文件，仅所注日期的

版本适用于本文件。凡是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/T 5750 <生活饮用水标准检验方法》

GB/T 6003.1 <试验筛技术要求和检验》

GB/T 6439 <饲料中水榕性氯化物的测定》

GB 13195 <水质水温的测定温度计或颠倒温度计测定法》

GB 14924 .1 <实验动物配合饲料通用质量标准》

GB/T 14924.9 <实验动物配合饲料常规营养成分的测定》

GB/T 14924.10 <实验动物配合饲料氨基酸的测定》

GB/T 14924.11 <实验动物配合饲料维生素的测定》

GB/T 14924.12 <实验动物配合饲料矿物质和微量元素的测定》

GB 14925-2010 <实验动物环境及设施标准》

GB/T 18652 <致病性嗜水气单胞菌检验方法》

GB/T 18654.1 2 <养殖鱼类种质检验第 12 部分:染色体组型分析》

HJ 506 <水质榕解氧的测定一一电化学探头法》

HJ 586 <水质游离氯和总氯的测定一-N，N-二乙基-1 ，4-苯二胶分光光度法》

NY5072 <元公害食品渔用配合饲料安全限量》

SC/T 1056 <蛙类配合饲料》

SC/T 1077 <渔用配合饲料通用技术要求》

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本标准。

3.1 

实验爪蟠 experimental c1awed frog 

经人工繁育，用于发育生物学、细胞生物学、毒理学、神经学、人类疾病和生殖缺陷

模型等科学研究及教学、生产、检测等的两栖类动物，包括非洲爪瞻和热带爪瞻。



3.2 
养殖单元 breeding unit 
用于爪瞻繁育，由同一水体及相关设施设备等组成的一个单位。

3.3 
配合饲料 formula feed 
根据爪蜡营养需要，将多种饲料原料和添加剂按照一定比例配制的饲料。

3.4 
蚓斟 tadpole

受精卵孵出至尾完全被吸收的爪瞻。

3.5 
幼蠕仕oglet

尾完全被吸收至接近性成熟的爪瞻。

3.6 

成瞻 adult frog 
性腺已发育成熟的爪瞻。

3.7 

设施 facility

用于爪搪生产和使用的建筑物及其设备总和。

4 遗传

4.1 分类地位
非洲爪瞻和热带爪瞻隶属于两栖纲(Amphibia)、无尾目(Anura)、负子瞻科(Pipidae) 、

爪瞻属 (Xenopus) 。

4.2 习性和分布

4.2.1 习性
爪瞻终生水栖，自然状态下喜栖息于温暖、泥质底的淡水水体中，早春至早秋期间繁

殖，温度低于 8"C或干旱时进入休眠状态;适宜温度下，可常年繁殖。非洲瓜瞻可存活 25~30

年，热带爪瞻可存活 5~20 年。

4.2.2 分布
原产于非洲，非洲爪瞻分布范围南至南非南部，北至苏丹东北，西至尼日利亚西部，

肯尼亚、喀麦隆、刚果共和国也有分布;热带爪瞻主要分布于塞内加尔至喀麦隆西北部和

萨纳加河西部。

4.3 形态特征

4.3.1 非洲爪瞻
成年个体体长 50~140 mm; 后肢有 3 个黑色角质爪(图 1A) 。

4.3.2 热带爪瞻
成年个体体长 28~峭 mm; 后肢有 3~5 个黑色角质爪，内阳突发育成第 4 爪(图1B)。
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A B 

图 1 非洲爪蠕和热带爪蜡比较 (Amaya. 1998) 

A 非洲爪瞻 B. 热带爪瞻

4.4染色体数目

4.4.1 非洲爪瞻

4N=72 0 

4.4.2 热带爪瞻

2N=20。

4.5 饲养管理

见附录 Ao

4.6 检测方法

4.6.1 抽样数量

按引进爪瞻数量的 6%抽样，每次不少于 5 只，最多不超过 30 只，优先抽取可疑样品。

4.6.2 体长

体长为吻端至泄殖腔孔的距离。

4.6.3 染色体

参照 GB/T 18654.12 执行。

4.7 判定

判定方法如下z

a) 形态符合规定，判定为合格;

b) 形态存在差异或不可检测时，补充染色体检测，染色体数目符合规定，判定为合格。

5 病害预防与检测

5.1 主要病原及其症状

爪瞻主要病原及其症状见表 10



表 1 爪晦主要病原及其症状

病原 症状

蛙虹彩病毒 Ranavirus 行为呆滞，浮于水面，皮肤有水泡或腐烂，全身性出血，内脏器官有大

量出血点，胃胀气:蝴蚂水肿，出血

脑膜炎败血伊利莎白菌 Elizabethkingia 运动机能失调，头部歪斜，身体失去平衡，眼角膜浑浊、发自(白内障) , 

meningωψticum 同时伴有皮肤溃汤、肝坏死等症状

致病性嗜水气单胞菌 Aeromonω hydrophila 行动迟缓，厌食，后腿红肿，严重时后腿肌肉充血呈紫红色，腹部红肿

( pathogenic ) 

分枝杆菌 A今ωbacterium spp. 行动迟缓，身体瘦弱，皮肤溃殇，肝脏肿大，腹部膨大

水霉 Saprolegnia spp. 嗜睡，浮于水面，病灶部位长"白毛并伴随皮肤溃殇、坏死和水肿等

症状

毛细线虫 Pseudocapillaroides spp. 严重感染时呼吸困难，行动无力，庆食，背部皮肤出现管状凸痕

小杆线虫 Rhabdias spp. 肺部感染和贫血，生长停滞，肠道有大量幼虫和卵

隐抱子虫 C均伊削P旷idia spp. 身体消瘦，肠道发炎

5.2 病原控制

5.2.1 隔离检疫

5.2. 1.1 运输到达后，应缓慢向运输容器添加养殖水，降低瓜瞻应激反应。

5.2.1.2 不同来源、不同批次爪瞻应置于不同养殖单元饲养。

5.2.1.3 隔离期 2 周以上。

5.2.1.4 隔离期间应对进出隔离区域的人员、物品采取病原隔离措施，如人员应穿戴工作

服、手套，物品进出前应经消毒处理。

5.2. 1.5 隔离检疫结束后，应对隔离区域彻底清洁、消毒。

5.2.2 日常管理

5.2.2.1 养殖设施、设备使用前采用紫外线照射、醋酸熏蒸或 84 消毒液喷洒等消毒处理。

5.2.2 .2 养殖水每月采用 0.5 mg/L高锚酸饵榕液或 2mg/L漂白水溶液等至少消毒一次。

5.2工3 不同养殖单元的工具不能交叉使用。养殖工具采用 5 mg/L高健酸伺溶液等攫泡

30min 以上，每周至少 1 次。

5.2.2.4 患病个体及时捞出，安乐死后采取深埋、焚烧等处理措施。

5.3 健康检查

5.3 .1 每日观察是否出现下列异常情况:

a) 长时间浮于水面、行为异常或反应迟钝;

b) 水中有大量脱落的皮肤;

c) 体表出现痕斑、愤殇、充血、出血、皮肤粗糙等;

d) 指(趾)缺失;

e) 腹部膨大，身体、四肢肿胀，腹部凹陷;

f)眼睛浑浊、发白等。

5.3 .2 定期(每月至少一次)观察是杏出现下列异常情况:

a) 放大镜或解剖镜观察趾躁有气泡、出血点、痕斑等;
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b) 放大镜或解剖镜观察背部皮肤下有线虫引起的管状凸起;

c) 口腔内有胃的回流物或其他异物、充血、出血、渍殇等;

d) 泄殖腔肿胀或发红;

e) 腹部触诊有肿块。

5.3 .3 异常情况处理

发现异常个体及时隔离，分析异常原因，采取相应处理措施。

5.4 病原检测

5.4.1 检测要求

5.4.1.1 抽样方法

一个养殖单元内随机取样。

5.4.1.2 抽样数量

爪瞻:按取样单元群体数量的 5%抽样，每次抽样不少于 5 只，最多不超过 30 只。

水样:抽取 25 mL水样。

5.4.1.3 检测指标

蛙虹彩病毒、脑膜炎败血伊利莎白菌、致病性嗜水气单胞菌为必检指标，其他为必要

时检测指标。

5.4.1.4 检测频率

每 6个月至少检测 1 次。

5.4.2 检测方法

5.4.2.1 细菌

按附录B.l~B.3 方法执行，常用培养基的配制方法见附录 C。

5.4.2.2 真菌

按附录 B.4的方法执行。

5.4.2.3 病毒

按附录 D 的方法执行。

5.4.2.4 寄生虫

按附录 E 的方法执行。

5 

养殖单元内的爪瞻和水样如检出蛙虹彩病毒、脑膜炎败血伊利莎白菌或致病性嗜水气

单胞菌，则判定该养殖单元内的爪瞻不合格。

6 饲料

6.1 配合饲料分类

爪瞻配合饲料分为蝴斟粉料、蚌}血斗颗粒料、幼瞻颗粒料和成瞻颗粒料 4 个类别，各类

饲料规格应符合表 2 的要求。
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表 2 饲料分类与规格

饲料类别
非洲爪蜻 热带爪蝙

适用对象{日龄) Id 

7-38 

规格{粒径) Imm 

0.2-0.5 

适用对象(日龄) Id 规格{粒径) Imm 

由科蚓粉料

蚓蚂颗粒料

幼瞻颗粒料

成瞻颗粒料

6.2 技术要求

6.2.1 原料要求

39-60 

61-500 

>500 

应符合 GB/T 14924.1的规定。

6.2.2 感官指标

0.5-1.0 

1.0-3.0 

3.0-5.0 

7-35 

36-55 

56-150 

>150 

0.1心.5

0.5-1.0 

1.0-2.0 

2.0-3.0 

色泽、颗粒大小均匀;无霉变、变质、结块和虫蛙现象;无霉昧、酸败等异味。

6.2.3 加工质量指标

应符合表 3 的规定。

指标

原料粉碎粒度(筛上物 ) 1% 

(筛孔尺寸 0.250mm)

表 3 爪蝠饲料加工质量指标

粉料

:;;;5.0. 

运 10.0

颗粒料

罢王 5.0b

混合均匀度(变异系数 ) 1% 

水中稳定度(溶失率 ) 1% f受泡 60 回且，颗粒不开裂，表面不开裂，不脱皮

a 采用 "ø 200 x 50-0.18010.125" 实验筛筛分( GB!T 6003 .1 ) ; 

b 采用"自 200 x 50-0.1 8010.1 60" 实验筛筛分( GB!T 6003 .1 )。

6.2.4 营养成分指标

爪瞻配合饲料常规营养成分指标应符合表 4 的规定，氨基酸、维生素、矿物质和微量

元素成分推荐值见附录 F。

表 4 常规营养成分指标

粗蛋白 粗脂肪 粗纤维 粗灰分 氯化纳 水分 钙 总磷

饲料种类 飞\\ ;:;./% 声1% :;;;/% 运1% 运1% ...1% 运1% ;:;'/% 

蚓蚓粉料 41 4 5 15 10 5 1.2 

蚓虫ij.颗粒饲料 40 4 5 15 10 5 1.2 

幼瞻颗粒饲料 38 4 6 15 10 5 1.2 

成瞻颗粒饲料 35 4 6 15 10 5 1.2 

6.2.5 卫生指标

应符合 NY5072 的规定。



跚跚爪蜻时宿费尊悔~~重建紧

6.3 检测方法

6.3 .1 感官指标、原料粉碎粒度、海合均匀度、水中稳定性和卫生指标

按照 SC/T 1056 的规定执行。

6.3.2 配合饲料常规营养成分、氨基酸、维生素、矿物质和微量元素指标

分别按照GB厅 14924.9-GB/T 14924. 12 的规定执行，氧化纳按照 GB/T6439 的规定执行。

6.4 检测规则

按照 SC/T 10元的规定执行。

7 设施与环境

7.1 设施
7. 1.1 地面、内墙和天花板都应使用无毒材料，且应易于清洗和消毒。

7.1 .2 应配备应急电源和漏电保护开关，电箱、插座和灯管等用电设施应有防水装置。

7. 1.3 门窗、下水道等与外界连通的部位应有预防敌害生物进入的设施。

7.2 设备
7.2.1 养殖缸

a) 选用无毒材质;

b) 元锐边、尖角，内外壁光滑;

c) 应配有观察、投喂、换水及防逃装置。

7.2.2 辅助设备
应配有温湿度控制、照明、水质监测与消毒等辅助设备。

7.3 环境

7.3 .1 养殖间环境

7.3 .1.1 噪声小于 60dB。

7.3. 1.2 工作照度~200 lxo 

7.3 .2 水环境

7.3 .2.1 水环境指标
爪瞻水环境指标应符合表 5 的要求。

项目

水温!'C

电导率/ (μS/cm) 

总硬度( CaC03 ) / (mg/L) 

总碱度( CaC03 ) / (mg/L) 

酸碱度 (pH)

溶解氧含量注/ (mg/L) 

表 5 水环境指标

非洲爪蝙

18-24 

500-3000 

150-300 

50-200 

蝴蚓(7.0-8.0)

幼瞻、成瞻 (6.5-8.5 ) 

5 

热带爪蜻

22-28 

500-1000 

100-300 



项目

余氯~/ (J.Lg!L) 

非离子氨罢王/(mg!L)

亚硝酸盐氮乓/ (mg!L) 

硝酸盐氮~/ (mg!L) 

照度运/lx

昼夜明暗交替时间/h

7.3 .2.2 病原指标

标准

非洲爪蝙

0.2 

0.02 

0.5 

50 

500 

12112 

续表

热带爪蜻

养殖水中不得携带蛙虹彩病毒、脑膜炎败血伊利莎白菌、致病性嗜水气单胞菌。

7.4 检测方法

病原检测按照 5.4的方法执行;环境检测按照附录 G执行。

7.5 检测频率

环境指标应至少每 6个月检测 1 次。



A.1 繁殖

A. l.l 亲瞻选择

附录 A

(资料性附录)

饲养管理

选择体质元伤病、无畸形、非近亲个体作为亲瞻。雄瞻应躯体雄健、前肢粗壮、婚

垫明显;雌瞻应体型丰满、腹部膨大柔软而富有弹性、卵巢轮廓明显可见、生殖孔微红

微突。

A.1.2 繁殖

A.l.2.1 人工催产

向爪瞻背部淋巴囊内注射 HCG激素，雌性单只注射量为 200 町，雄性单只注射量为

100 IU，注射完毕的i帷雄亲瞻分开饲养，配对当天再次分别注射 100 田 HCG 激素。

A. l .2.2 自然受精

将注射后的雌、雄亲瞻置于深度约为 16 cm、 NaCl 浓度为 20 nmollL的水中配对过夜，

次日清晨收集受精卵。

A. l.2.3 人工授精

A.1.2.3 .l 取卵

沿泄殖腔方向轻轻滑动挤压腹部，一般 1~2 min 后开始排出卵子， 24h 内可按照此种

方法收集卵子 4~6 次，用元菌培养皿承接成熟卵子，取卵后爪瞻应休养 3~6 个月;也可通

过手术取卵方式获得成熟卵子。

A. 1.2.3.2取精

可通过迅速处死雄瞻方式获得精子。

A.1.2.3 .3 授精

MMR溶液使用前于 25"C预热，将获取的卵子和精子置于盛有 0.5 x Mf\战 (Marc' s 

Modified Ringer' s )溶液的无菌培养皿中混合 5 mino MMR溶液配方见附表A.l 。

附表 A.l MMR 溶液配方

化学试剂 lx储备液 20x储备液

KCI 2mmoI/L 40mmoνL 

MgS04 ImmoνL 20 mmol/L 

CaCh 2mmoI/L 40 mmol/L 

NaCI 0.1 mmoνL 2mmoI/L 

HEPES 5mmoνL 100mmoνL 



A.2 孵化

A.2.1 孵化密度

直径为 90mm 的培养皿中孵化的受精卵不超过 100 粒，尽量使卵分散;根据胚胎发育

情况，及时调整孵化密度。

A.2.2 孵化条件

孵化液为 0.5 灿剧R; 非洲爪瞻孵化温度为 20OC ，热带爪瞻孵化温度为 25OC; 每天更

换孵化液 1 次;及时移除死亡胚胎。

A.3 蚌↓蚂期饲养

A.3 .1 5 日龄前蝴血斗

不技喂，不充氧，于 0.75 gIL的盐水中养殖;每天更换 50%养殖水，换水前后水质因

子尽量一致。

A.3.2 6 日龄蝴斟至尾完全被吸收

2 周后开始充气，投喂配合饲料;每天投喂 3~8 次;每次投喂量以 15 min 内吃完为宜;

及时清理粪便残饵。

A.4 幼成瞻饲养

A .4.1 投喂

每天投喂配合饲料 1 次，投喂量以 1~2 h 内吃完为宜，进食期间保持安静，进食 3~4h

后清除粪便残饵，避免爪瞻应激反色。

A.4.2 换水

静水养殖每 2 天换水 1 次，每次换水量 100%，循环水养殖系统每周换水 113; 换水前

后水质因子尽量一致。

A.5 爪瞻养殖密度

爪瞻养殖密度见附表A.2

幼瞻

成瞻

A.6 日常管理

附表 A.2 爪蟠养殖密度

非洲爪蝠 ... 

100 

5 

A.6.1 每天巡查饲养设施设备，并观察爪瞻生活状态。

A.6.2 定期监测水质指标。

A.7 运输
A.7.1 包装

内包装应由无毒材料制成。

(单位:只11OL)

热带爪蜻 ... 

150 

10 

3 



• 
实验动物 J

A.7.2 标签

每一运输容器应携带标明爪瞻名称、来源、数量、规格等信息的标签。

A.7.3 温度

非洲爪瞻适宜的运输温度为 15~27 "C ，热带爪瞻为 18~30 "C。

A.7.4 密度

运输前一天禁食，运输密度不超过养殖密度的 5 倍。

A工5 时间

运输不宜超过 48 h。
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8.1 脑膜炎败血伊利莎白菌

B. l.1 采样

元菌采取爪瞻肝脏或脑组织。

B. 1.2 分离培养

附录 B

(规范性附录)

细菌和真菌鉴定方法

将样本接种于营养琼脂平板， ( 28 :t 1 ) "c培养 48 ho 

B. 1.3 鉴定

挑选营养琼脂平板上可疑脑膜炎伊丽莎白菌菌落，染色镜检，将符合脑膜炎伊丽莎白

菌菌体特征的菌落接种于营养琼脂平板纯化培养，置( 28 土1)"C培养 48h，挑取新鲜菌落

进行生化试验。

B. 1.3.l 菌落特征

培养 48 h 后菌落呈微黄色或亮黄色。

B.1.3 .2 菌体特征

革兰氏阴性、细长杆菌，单个分散排列。

B. 1.3.3 生化鉴定

氧化酶阳性，葡萄糖、麦芽糖、甘露醇、果糖产酸，不发酵木糖、藤糖、乳糖，不还

原硝酸盐，白，半乳糖甘酸、 DNA 酶阳性。也可采用生化鉴定试剂盒进行鉴定。

B.1.4 结果判定

经鉴定符合 B. 1.3 中各项检测结果，或根据生化鉴定试剂盒鉴定为脑膜炎败血伊丽莎

白菌。

8.2 致病'性嗜水气单胞菌

B.2.1 采样

无菌采取爪瞻肝脏或肾脏组织。

B.2.2 分离培养

将样本接种于营养琼脂平板， ( 28 :t 1 ) "c培养 24ho
B.2.3 鉴定和结果判定

挑选营养琼脂平板上可疑菌落，染色镜检，将符合嗜水气单胞菌菌体特征的菌落接种

于营养琼脂平板纯化培养，置( 28 士1)"C培养 24h，挑取新鲜菌落进行生化试验。

按 GB/T 18652 进行鉴定和结果判定。也可采用生化鉴定试剂盒进行鉴定。

8.3 分枝杆菌

B.3.l 采样

无菌采取爪瞻肝或肾组织。
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B.3.2 分离培养
将样本接种于罗氏培养基， 28~32't;恒温培养 15~30 天。

B.3.3 鉴定

B.3 .3 .1 菌落特征

黄色或灰白色(避光培养)凸起的粗糙菌落。

B.3.3.2 菌体特征

挑选可疑菌落(或直接取肾组织涂片)，抗酸染色呈红色。

B.3.3 .3 PCR 鉴定

按附录 D 的方法进行。

B.3.4 结果判定

经鉴定符合 B.3.3中各项检测结果，可判定为分枝杆菌。

8.4水霉

B.4.1 镜检

a) 取皮肤病灶组织镜检，可见真菌子包子和菌体。

b) 水霉寄生时，体表成片"白毛"即是水霉的菌丝，菌丝直径 15~20μm; 菌丝中有

多个细胞核，元横隔，菌丝顶端膨大形成于包子囊。

B.4.2 PCR鉴定

按附录 D 的方法进行。

B.4.3 结果判定

符合 B.4.1 和 B.4.2 中各项检测结果，可判定为水霉。
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C.1 普通琼脂平板

附录 G

(资料性附录)

培养基配制方法

牛肉膏 3.0 g 

蛋白陈 10.0 g 

氯化铀 5.0 g 

磷酸二氢梆 1.0 g 

琼脂 15.0 g 

上述各成分加人蒸馆水中，加热溶化， pH 7.2~7.4，补足蒸锢水至 1000 mL，分装后，

121 "c灭菌 20min。

C.2 罗氏培养基

L-谷氨酸铀 14.4 g 

KH2P04 4.8 g 

MgS04 0.48 g 

拘橡酸镜 1.2 g 

甘油 24 mL 

马铃薯淀粉 60 g 

上述各成分加人蒸锢水中，加热榕化， pH 8 .4~8札补足蒸馆水至 1200 mL，分装后，

121 "c灭菌 20min，备用。

上述培养基冷却至 55"C时，以无菌操作加人新鲜鸡蛋卵液 2000 mL(鸡蛋卵液的制备:

洗净新鲜鸡蛋表面，漫泡在 70%乙酶或其他消毒被中 20~30 min，取出，擦干，开口，收

集鸡蛋卵液，经过消毒纱布过滤成鸡蛋卵液) , t昆匀;加人 2%孔雀绿水溶液 20 r毡，混匀;

静置 1h 后，倒平板， 85"C放置 1h 后，放入冰箱备用。



0.1 基因组 DNA 的提取

附录 D

(规范性附录)

实验动物爪蜡妒喇尊重边疆擎

微生物PCR检验方法

病毒取实验爪瞻脾脏组织、真菌取皮肤组织、细菌取纯培养物或病灶组织，按照常规

方法提取 DNA，双蒸水溶解后于-20"C保存备用。阳性对照分别为:确定感染病毒和真菌

的组织样本，细菌为模式菌株，病毒、真菌阴性对照为确定健康组织样本，细菌阴性对照

为大肠杆菌 ATCC25922 株，空白对照为双蒸水。

0.2 PCR扩增

PCR 扩增引物序列及反应条件见附表 D.1 o
PCR 总反应体积为 50 此，其中含 10 x PCR Buffer 5μL (Mg2

+ Plus) , dNTP (2.5 

mmol/L each )4 阵，上、下游引物( 20μmol/L )各 lμL，基因组 DNA4μL( 100~500 ng) , 

Taq 酶 (5 U/μL) 0.4此，双蒸水补齐至 50 !J.L。

0.3 琼脂糖凝胶电泳
在电泳缓冲液中加人 1%琼脂糖，加热融化后加人澳化乙链制备凝胶，凝固后进行电

泳。 8 !J.L PCR产物加人 2μL5x 上样缓冲液，混匀后加人上样孔， 120V 恒压电泳 20min ，

紫外线透射检测。

0 .4 序列~tl序

PCR产物经回收纯化后，在 DNA测序仪上测序;为保证测序的可靠性和准确性，采

用双向测序，并进行人工核对、校正。

0.5 结果及判定

D.5.1 试验结果成立条件

阳性对照出现附表 D.l 中相应的目的条带，阴性对照和空白对照没有目的条带出现，

试验结果成立;否则，结果不成立。

D.5.2 普通 PCR

琼脂糖凝胶电泳后，在空白和阴、阳性对照成立的情况下，待检样品若没有出现附表

D.1中相应的目的条带，则判定目标病原核酸阴性;待检样品若出现附表 D.1中相应的目

的条带，则需进一步序列测定。

D.5 .3 测序
按 D.4进行测序，结果采用 BLAST 程序 (h句: / /blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast吨i)与

GenBank 中已登录的相应基因序列进行序列同源性分析，序列同源性在 90%以上，即可判

定待检样本目标病原核酸阳'性;否则判定目标病原核酸阴性。



附表 D.l 爪蠕病原微生物 PCR检测靶基因、号|物序列和反应条件

菌种 靶基因 引物序列( 5'• 3' ) 扩增片段Ibp PCR反应条件

虹彩 MCP CGCATGTCTTCTGTAACTGG 1392 95 "C、 4 min; 94"C、 308 ， 50"C、

病毒 CGTTACAAGATTGGGAATCC 30 8, 72"C、 60 8, 30 个循环;

72"C延伸lO min

CGCGATAGGCTACTATAACATGG 500 95 "C、 4 min; 94"C、 308 ， 52 "C、

AGATGTGTGACGTTCTGCACC( 巢式引物) 30 8, 72"C、 45 8, 30 个循环;

72"C延伸lO min

分校 16S GCG AAC GGG TGA GTA ACA CG 924 95 "C、 4 min; 94 "C、 308 ， 50"C、

杆菌 rRNA TGC ACA CAG GCC ACA AGG GA 1 min , 72"C、 1 min , 35 个循环;

AATGGGCGCAAGCCTGATG 300 
72"C延伸lO min

ACCGCT ACACCAGGAAT (巢式引物)

水霉 ITS TCCGTAGGTGAACCTGCGG 744 95 "C、 4 min; 94"C、 308 ， 58 "C、

TCCTCCGCTTATTGATATGC 308 ， 72"C、608 ， 35 个循环 72"C

延伸lO min



E.1 寄生虫形态及寄生部位

E.l.l 毛细线虫

附录 E

(资料性附录)

寄生虫特征

实验动物爪蜡盼和辑用蜡起蠢黯

虫体细长，白色、圆线形，前端钝圃，体表有许多小乳突，具有坚硬角质层，体长 2--4 mm

(附图E.1)。主要寄生于背部皮肤，呈管状凸起;刮取体表白斑皮肤或水体沉积物中可

见成体和幼体。

E.l.2 小杆线虫

虫体透明、纤细，元分节，两侧对称，具有充满体液的假体腔，体表具有角质层，体

长 lmm左右(附图E. 2) 。成体寄生在肺部，肠道内有大量幼体和虫卵。

E. l .3 隐抱子虫

卵形或梨形，卵囊平均大小为 5.43 ~x4列问(附图E. 3) 。主要寄生在肠道等部位。

E.2 寄生虫形态图

附固 E.1 毛细线虫( Køie et al., 2001 ) 
附图巳 2 隐乎包子虫( Current et al., 1986) 



列标准

附录 F

(资料性附录)

配合饲料氨基酸、维生素、矿物质和微量元素推荐值

F.1 配合饲料氨基酸推荐值见附表 F.l 。

附表 F.l 配合饲料氨基酸推荐值

指标 含量 指标 含量

精氨酸/% 2.46-2.57 亮氨酸/% 2.77-3 .10 

赖氨酸/% 1.70-2.63 异亮氨酸/% 1.49-1.72 

甲硫氨酸/% 0.76-0.80 苯基丙氨酸/% 1.44-1.77 

胧氨酸/% 0.59-0.93 醋氨酸/% 1.16-1.96 

色氨酸/% 0.3年0.45 苏氨酸/% 1.43-1.54 

组氨酸/% 0.74-1.12 缴氨酸/% 1.48-2.00 

F.2 配合饲料维生素推荐值见附表 F.2o

附表 F.2 配合饲料维生素推荐值

指标 含量 指标 含量

维生素 AI(田Jkg) 7400-14000 泛酸/ (mgJkg) 3年100

维生素 D3/ (IUJkg) 2000-2400 胆碱/ (mgJkg) 2640-3230 

维生素 E/ (IUJkg) 83.7-175 维生素 BJ (mgJkg) 12-32 

维生素 Bd (mgJkg) 15-36 叶酸/ (mgJkg) 7.0-8.51 

维生素 B2/ (mgJkg) 11-37 生物素/ (mgJkg) 0.6-0.73 

烟酸/ (mgJkg) 100-240 维生素 B1矿 ( JlgJkg) 58-140 

维生素 KI (mgJkg) 5如5.85

F.3 配合饲料矿物质和微量元素推荐值见附表 F.3。

附表 F.3 配合饲料矿物质和微量元素推荐值

指标 含量 指标 含量

例/% 。ι1.2 镑/ (mgJkg) 102-240 

纳/% 0.27-0.51 锺/ (mgJkg) 77-120 

续剧 0.19-0.23 钢/ (mgJkg) 16-42 

氯化物/% 0.43-0 .70 砸/ (mgJkg) 0.09-0.94 

铁/ (mgJkg) 296-540 殃/ (mgJkg) 1.2-2.3 
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附录 G

(资料性附录)

养殖间环境和水环境指标检测方法

G.1 养殖间环境指标检测方法见附表 G.1。

附表 G.l 养殖间环境指标检测方法

项目

噪声/dB

照度/lx

G.2 水环境指标检测方法见附表 G.2

附表 G.2 7.1<环境指标检测方法

项目

水温rc

电导率/ (IIS/cm ) 

总硬度( CaC03 ) / ( mg/L ) 

总碱度( CaC03 ) / (mg/L) 

酸碱度 (pH)

溶解氧含量~/ (mg/L) 

余氯运/(IIg/L)

非离子氨.:;;/ (mg/L) 

亚硝酸盐氮':;;/(mg/L)

硝酸盐氮运/ (mg/L) 

照度/lx

昼夜明暗交替时间/h

参考文献
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