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　　摘要：绵羊肺炎支原体（ＭＯ）和小反刍兽疫病毒（ＰＰＲＶ）都可以造成山羊和绵羊的呼吸系统疾病，二者常呈现混
合感染，给我国养羊业造成巨大的威胁和经济损失，对二者的检测有助于了解临床疾病混合感染情况、更好地防控呼

吸道疾病。本研究的目的是建立同时检测绵羊肺炎支原体和小反刍兽疫病毒的双重ＲＴ－ＰＣＲ检测方法。根据公布
的基因序列针对ＭＯ和ＰＰＲＶ的１６ＳｒＤＮＡ和Ｎ基因设计合成２对特异性引物，构建标准质粒，进而通过退火温度和
引物浓度的优化、特异性和灵敏性检测，建立双重 ＲＴ－ＰＣＲ方法。结果显示，该方法能特异性扩增 ＭＯ（３５９ｂｐ）和

ＰＰＲＶ（６８６ｂｐ）基因片段，其特异性好，敏感性高，对ＭＯ和ＰＰＲＶ的最小检出量分别为１０３拷贝／μＬ和１０２拷贝／μＬ。
对部分临床样品检测结果显示，该方法可有效检测这２种病原，与单重 ＰＣＲ具有较高的符合率。本研究建立的双重
ＲＴ－ＰＣＲ方法具有良好的特异性和敏感性，可用于临床样品ＭＯ和ＰＰＲＶ感染的快速检测。
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　　小反刍兽疫（ｐｅｓｔｅｄｅｓｐｅｔｉｔｓｒｕｍｉｎａｎｔｓ，简称
ＰＰＲ）是由小反刍兽疫病毒（ｐｅｓｔｅｄｅｓｐｅｔｉｓｒｕｍｉｎａｎｔｓ
ｖｉｒｕｓ，简称 ＰＰＲＶ）引起的一种具有高度传染性的动
物病毒性疾病［１］。小反刍兽疫引起小反刍动物发

热、眼和鼻出现大量分泌物、肺炎、白细胞减少、呼

吸困难、上消化道溃疡糜烂和腹泻等主要症状［２］。

我国的第一例 ＰＰＲ病例于２００７年发现于西藏自治
区［３］，２０１３—２０１４年ＰＰＲ再次出现并迅速蔓延至多
个省（市）［４－５］。小反刍兽疫传播迅速，跨度范围

大，感染风险大，给我国动物疫病防控造成了巨大威

胁。绵羊肺炎支原体（ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｏｖｉｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，简称
ＭＯ）是造成羊支原体肺炎（ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｌｐｎｅｕｍｏｎｉａ
ｏｆｓｈｅｅｐ）的一种重要病原体，是目前影响养羊业发
展的主要呼吸道病原［６］。在临床上表现的主要特

征是发热、咳嗽、流涕同时出现肺炎和胸膜炎［７］，发

病过程多取急性或慢性，有很高的病死率，呈全球

性分布［８］，多流行于中东、东亚、澳洲等养羊业较为

集中的国家。在我国，自１９８２年胡景韶等首次分离

到 ＭＯ以来［９］，羊支原体肺炎流行日益普遍，危害

增强，对我国养羊业造成巨大威胁。

ＭＯ和ＰＰＲＶ均为引起山羊呼吸道疫病的主要
病原，临床上常呈现混合感染，因此正确有效地检

测混合感染情况对了解疾病的发生及防控具有重

要意义。支原体分离培养和病毒分离是检测病原

的常用方法，但此方法费时费力，对实验室条件和

生物安全性要求很高，很容易因操作原因导致分离

失败，且绝大部分实验室不具备病毒分离的条件，

这给这２种病原的快速诊断带来困难。目前对于绵
羊肺炎支原体和小反刍兽疫病毒的检测已经分别

建立了分子生物学方法特异的ＰＣＲ或 ＲＴ－ＰＣＲ方
法，这种方法可以广泛应用在对病原的检测、诊断

和流行病学调查方面［１０－１１］，但是，建立能够同时检

测ＭＯ和ＰＰＲＶ的ＰＣＲ方法将更有利于临床检测。
因此，本研究通过筛选靶基因和引物组合，优化反应

条件，建立同时检测ＭＯ和ＰＰＲＶ的双重ＲＴ－ＰＣＲ方
法，以期为这２种病原的检测提供有力的工具。

１　材料与方法

１．１　菌、毒株
山羊支原体（ＰＧ３株）、ＭＯ（Ｙ９８株）、丝状支原

体（Ｆ３８株）购自中国兽医药品监察所；ＰＰＲＶ疫苗
（ＰＰＲＶＮｉｇｅｒｉａ７５／１株）购自新疆天康畜牧生物技
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术股份有限公司；山羊痘活疫苗购自哈药集团生物

疫苗有限公司；蓝舌病病毒（ＢＴＶ）［１２］、牛病毒性腹
泻病毒（ＢＶＤＶ）［１３－１４］、边界病病毒（ＢＤＶ）［１５］、山羊
副流感病毒 ３型（ＣＰＩＶ３）［１６］、山羊疱疹病毒Ⅰ型
（ＣｐＨＶ－１）［１７］由江苏省农业科学院兽医研究所
保存。

１．２　试剂
限制性内切酶 ＨｉｎｄⅢ和 ＢａｍＨⅠ、１０×Ｋ

ｂｕｆｆｅｒ、ｐＭＤ１８－Ｔ载体购自宝生物工程（大连）有限
公司；ＤＨ５α感受态细胞、ＴｒａｎｓＺｏｌＵＰ、一步法
ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购
自北京全式金生物技术有限公司；ＤＮＡ／ＲＮＡ提取
试剂盒、质粒提取试剂盒和胶回收试剂盒购自爱思

进生物技术（杭州）有限公司。

１．３　引物设计与合成
参考ＧｅｎＢａｎｋ中的ＭＯ１６ＳｒＤＮＡ序列和ＰＰＲＶ

Ｎ基因序列，利用Ｐｒｉｍｅｒ５和 ＭＰｐｒｉｍｅｒ软件设计不
同的引物组合，然后筛选出２对特异性引物对（表
１），引物由南京擎科生物科技有限公司合成。

表１　引物序列

靶标
引物

名称

引物序列

（５′→３′）
预期片段大小

（ｂｐ）

ＭＯ ＭＯ１ ＣＡＡＣＧＡＡＡＴＡＴＡＴＴＡＧＣＴＴ ３５９

ＭＯ２ ＡＣＴＴＣＡＴＣＣＴＧＣＡＣＴＣＴＧＴ

ＰＰＲＶ ＰＰＲＶ１ ＡＴＴＧＴＣＣＡＣＴＡＴＴＧＡＧＴＣＣＴＴＧＡＴ ６８６

ＰＰＲＶ２ ＴＧＴＣＧＴＴＧＴＡＧＡＣＣＴＧＡＣＴＧＴＴ

１．４　标准质粒的构建
取２００μＬＭＯ培养液置于 １．５ｍＬ离心管

（ＲＮａｓｅｆｒｅｅ）中，参考核酸提取试剂说明书提取
ＤＮＡ，用引物ＭＯ１、ＭＯ２进行 ＰＣＲ扩增，反应体系：
０２ｍＬＰＣＲ反应管中加入２×ＰＣＲＭｉｘ１０μＬ，上下
游引物各０．５μＬ，核酸模板２μＬ，无菌双蒸水加至
总体积为 ２０μＬ，混匀。反应程序：９４℃预变性
５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５４℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，共３５个循
环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。电泳观察扩增结果。

取２００μＬＰＰＲＶ弱毒苗置于 １．５ｍＬ离心管
（ＲＮａｓｅｆｒｅｅ）中，提取 ＲＮＡ，使用引物 ＰＰＲＶ１、
ＰＰＲＶ２进行 ＲＴ－ＰＣＲ扩增，反应体系：在０．２ｍＬ
ＰＣＲ反应管中分别加入２×Ｒ－ＭｉｘＢｕｆｆｅｒ１０μＬ，引
物各 ０．５μＬ，Ｅ－Ｍｉｘ０．４μＬ，核酸模板 ４μＬ，无
ＲＮａｓｅ双蒸水加至总体积为２０μＬ，混匀。反应程
序：４５℃ 反转录３０ｍｉｎ；９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃
３０ｓ，５２℃３０ｓ，７２℃４５ｓ，共３５个循环；最后７２℃

延伸１０ｍｉｎ，同时设立阴性对照，一同进行电泳观察。
将上述 ＰＣＲ产物回收纯化，克隆入 ｐＭＤ１８－Ｔ

载体上，提取质粒，进行ＨｉｎｄⅢ和ＢａｍＨⅠ双酶切鉴
定，并对阳性质粒进行测序鉴定，正确的阳性质粒

即为标准质粒。

１．５　目的片段的扩增
利用一步 ＲＴ－ＰＣＲ试剂，以 ＭＯ的 ＤＮＡ和

ＰＰＲＶ的 ＲＮＡ为模板进行 ＲＴ－ＰＣＲ扩增。采用
２０μＬＲＴ－ＰＣＲ体系：在０．２ｍＬＰＣＲ反应管中加入
２×Ｒ－ＭｉｘＢｕｆｆｅｒ１０μＬ，ＭＯ１、ＭＯ２、ＰＰＲＶ１、和
ＰＰＲＶ２（均为 １０μｍｏｌ／Ｌ）各 ０．５μＬ，Ｅ－Ｍｉｘ
０．４μＬ，提取的阳性质粒４μＬ，采用无 ＲＮａｓｅ双蒸
水补至 ２０μＬ，混匀。反应条件为 ４５℃反转录
３０ｍｉｎ；９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５２℃ ３０ｓ，
７２℃ ４５ｓ，共３５个循环；最后 ７２℃延伸 １０ｍｉｎ。
ＲＴ－ＰＣＲ质粒完成后，取５～１０μＬ产物进行核酸
凝胶电泳检测。

１．６　双重ＲＴ－ＰＣＲ质粒条件的优化
首先对引物的浓度进行优化。引物 ＭＯ１、ＭＯ２

和引物ＰＰＲＶ１、ＰＰＲＶ２浓度均为１０μｍｏｌ／Ｌ，在配制
反应体系时固定引物 ＭＯ１、ＭＯ２加入的量为
０．５μＬ，ＰＰＲＶ１、ＰＰＲＶ２加入量设置５个梯度（０．１、
０．３、０．５、０．７、０．９μＬ），ＭＯ１、ＭＯ２分别与不同梯度
浓度 ＰＰＲＶ１、ＰＰＲＶ２组合形成引物对，保持其他反
应条件不变，进行 ＲＴ－ＰＣＲ扩增，反应程序同
“１５”节，反应结束后，取５～１０μＬ产物进行核酸
琼脂糖凝胶电泳检测。以扩增产物的电泳条带亮

度大、无非特异性扩增条带且引物二聚体少为标准

选择最佳引物比例。

用上述优化 好 的 引 物 浓 度 条 件 对 双 重

ＲＴ－ＰＣＲ扩增退火温度进行优化。设置７个梯度
退火温度，即４８、５０、５２、５４、５６、５８、６０℃ 进行双重
ＲＴ－ＰＣＲ扩增，以确定最佳退火温度。反应结束
后，取 ５～１０μＬ产物进行核酸琼脂糖凝胶电泳检
测。鉴定标准同上。

１．７　双重ＲＴ－ＰＣＲ特异性试验
用“１．６”节中优化好的反应体系和反应条件，

分别检测 ＭＯ、ＰＰＲＶ、丝状支原体、山羊支原体、山
羊痘活疫苗、ＣＰＩＶ３、ＢＴＶ、ＢＤＶ、ＢＶＤＶ－１、ＢＶＤＶ－
２、ＣｐＨＶ－１，判断该检测体系和条件的特异性。
１．８　双重ＲＴ－ＰＣＲ敏感性试验

将标准品质粒按 １０倍梯度稀释为 １×１０８拷
贝／μＬ至１×１００拷贝／μＬ，每个稀释度取４μＬ作为
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模板，进行双重ＲＴ－ＰＣＲ扩增，以评价该检测体系
和条件的敏感性。

１．９　临床样品的检测
采用本研究检测体系和条件检测 ２０１５—２０１８

年采集的１６５份临床样本（鼻拭子和血清），同时分
别用单重 ＰＣＲ和 ＲＴ－ＰＣＲ方法对其中的 ＭＯ和
ＰＰＲＶ进行检测，计算２种病原的检出率和符合率。

２　结果与分析

２．１　标准质粒的构建
以提取的 ＭＯＤＮＡ和 ＰＰＲＶＲＮＡ为模板分别

进行ＰＣＲ和 ＲＴ－ＰＣＲ扩增，并对产物进行琼脂糖
凝胶电泳检测。如图１所示，ＭＯ基因的扩增片段
为３５９ｂｐ，ＰＰＲＶ基因的扩增片段为６８６ｂｐ，与预期
的片段大小相符。

　　将回收纯化过的 ＰＣＲ产物连接到 ｐＭＤ１８－Ｔ
载体上，通过转化、提取质粒，对质粒进行双酶切鉴

定，琼脂凝胶电泳结果（图２）显示，目的片段与预期
片段大小相符，测序结果表明阳性质粒构建成功。

２．２　双重ＲＴ－ＰＣＲ检测
以ＭＯ的 ＤＮＡ和 ＰＰＲＶ的 ＲＮＡ作为模板，利

用ＭＯ１、ＭＯ２和ＰＰＲＶ１、ＰＰＲＶ２完成双重ＲＴ－ＰＣＲ
反应，通过琼脂凝胶电泳可观察到大小为６８６ｂｐ和
３５９ｂｐ的２个特异性条带（图３），与单重ＰＣＲ扩增
条带大小相同，与预期结果一致。

２．３　双重ＲＴ－ＰＣＲ反应条件优化
２．３．１　引物浓度优化　固定引物ＭＯ１、ＭＯ２浓度，
保持ＰＰＲＶ上下游引物体积相同，对ＰＰＲＶ１、ＰＰＲＶ２
设置５个体积梯度，分别为 ０．１、０．３、０．５、０．７、
０．９μＬ，进行双重ＲＴ－ＰＣＲ扩增，结果（图４）显示，
在ＭＯ１、ＭＯ２和 ＰＰＲＶ１、ＰＰＲＶ２浓度各为 ０．５μＬ
时，扩增效果达到最佳。

２．３．２　退火温度优化　固定ＲＴ－ＰＣＲ反应配制的
体系，２对引物体积均为０．５μＬ，在双重 ＲＴ－ＰＣＲ
扩增时设置６个梯度退火温度（４８、５０、５２、５４、５６、
５８、６０℃），最终确定最佳退火温度为５２℃（图５）。
２．４　双重ＲＴ－ＰＣＲ特异性试验

采用“２．３”节中优化过的双重 ＲＴ－ＰＣＲ反应
体系和条件对不同病原体进行检测，结果（图６）表
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明，ＭＯ培养液扩增出大小为３５９ｂｐ条带，ＰＰＲＶ弱
毒苗扩增出大小为６８６ｂｐ的条带，丝状支原体、山
羊支原体、山羊痘病毒、ＣＰＩＶ３、ＢＴＶ、ＢＤＶ、ＢＶＤＶ－
１、ＢＶＤＶ－２、ＣｐＨＶ－１均未扩增特异性条带，与预
期结果一致，说明该方法具有很好的特异性。

２．５　双重ＲＴ－ＰＣＲ敏感性试验
将ＭＯ和ＰＰＲＶ标准品质粒混合物按１０倍梯

度稀释为１×１０８拷贝／μＬ至１×１００拷贝／μＬ，取每
个稀释度样品进行双重ＲＴ－ＰＣＲ检测，结果（图７）
显示，该方法对 ＭＯ的最小检出量为１０３拷贝／μＬ，
对ＰＰＲＶ的最小检出量为１０２拷贝／μＬ。

２．６　临床样品检测
利用建立的双重 ＲＴ－ＰＣＲ方法对２０１５—２０１８

年采集的１６５份临床样本（鼻拭子和血清）进行检
测，琼脂凝胶电泳结果如表２所示，１６５份样本中有
７９份呈 ＭＯ阳性，有３０份呈 ＰＰＲＶ阳性，其中 ＭＯ
和ＰＰＲＶ混合感染的有 ２１份。检测结果与单一

ＰＣＲ和 ＲＴ－ＰＣＲ的检测结果符合率为：ＭＯ
９８７％、ＰＰＲＶ１００％。这说明本试验建立的双重
ＲＴ－ＰＣＲ检测方法可有效地对临床样品中的 ＭＯ
和ＰＰＲＶ进行快速同步检测。

表２　临床样品检测

病原
单重ＰＣＲ／
ＲＴ－ＰＣＲ（份）

双重ＲＴ－ＰＣＲ
（份）

符合率

（％）

ＭＯ ７９ ７８ ９８．７

ＰＰＲＶ ３０ ３０ １００

ＭＯ和ＰＰＲＶ混合感染 ２１ ２１ １００

３　讨论

ＭＯ在全球范围内均有分布，且有很高的流行
率，笔者所在实验室近年来对江苏省及周边地区患

呼吸道疾病的山羊和绵羊鼻拭子、肺脏等样品的检

测结果表明，ＭＯ普遍存在，该结果在临床疾病防控
中发挥重要作用。ＰＰＲＶ自 ２０１３年年底再次传入
我国多个省（区），造成了巨大的损失，目前虽然通
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过疫苗免疫已经很好控制了疫病的流行和发生，但

仍有散播病例。这２种病原临床上经常混合感染导
致羊呼吸道疾病的发生。ＰＣＲ和 ＲＴ－ＰＣＲ方法操
作简便、快速且检测结果准确，已被广泛用于这２种
病原的实验室检测。但是，目前仅有单独检测 ＭＯ
和ＰＰＲＶ的 ＰＣＲ和 ＲＴ－ＰＣＲ方法，需分别进行检
测。因此，本研究建立一种一步法双重ＲＴ－ＰＣＲ方
法，以同时、快速、准确、方便地检测这２种病原。

由于ＰＣＲ方法敏感性高，容易污染，且ＰＰＲＶ为
ＲＮＡ病毒，检测时需要先进行反转录再进行ＰＣＲ扩
增，而检测 ＭＯ时则直接进行 ＰＣＲ扩增，因此，本研
究方法采用核酸提取试剂盒从样品中同时提取ＤＮＡ
和ＲＮＡ，扩增反应采用一步法ＲＴ－ＰＣＲ方法，以减少
操作和加样步骤，减少污染的机会并提高检测效率。

引物设计是决定双重 ＰＣＲ成败的关键。利用
多重ＰＣＲ引物设计系统 ＭＰｐｒｉｍｅｒ软件针对 ＭＯ和
ＰＰＲＶ基因分别设计多对引物并进分析筛选最佳引
物组合，在设计过程中，不仅要考虑到每对引物的

Ｔｍ值、ＧＣ含量以及引物特异性，还应确保这些引物
对之间有相近的 Ｔｍ值，同时需保证不同的扩增产
物在电泳后能够很清晰地分辨；进而通过试验验证

筛选针对 ＭＯ和 ＰＰＲＶ的引物组合，用于同时特异
地检测ＭＯ和ＰＰＲＶ。在设计筛选过程中发现，有些
引物组合经软件预测效果良好且特异，但试验验证

时扩增效果不理想，因此在双重 ＰＣＲ引物设计时，
应使用软件分析筛选多个引物组合并通过试验验

证其应用效果。使用设计好的引物分别用单重

ＰＣＲ／ＲＴ－ＰＣＲ进行扩增，得到特异性片段并克隆
入ｐＭＤ１８－Ｔ载体上构建标准质粒，作为双重ＲＴ－
ＰＣＲ扩增的标准阳性对照。同时，为了减少引物对
间的干扰，获得最佳检测效果，本研究对双重 ＲＴ－
ＰＣＲ的反应条件进行优化，确定最佳引物反应浓度
比为１∶１，即各上下游引物均为０．５μＬ，最佳退火
温度为５２℃。敏感性和特异性试验证明，本研究方
法具有良好的特异性和较高的敏感性。通过对１６５
份临床样品进行检测证明，双重ＲＴ－ＰＣＲ的扩增结
果与单一ＰＣＲ和ＲＴ－ＰＣＲ有很高的符合率。临床
样品中ＭＯ感染率较高（约５０％），说明 ＭＯ临床感
染率较高，在ＰＰＲＶ阳性样品中，有７０％（２１／３０）混
合感染 ＭＯ，表明 ＰＰＲＶ与 ＭＯ混合感染较普遍，在
ＰＰＲＶ的临床检测时应考虑混合感染情况。

总之，本研究建立的双重ＲＴ－ＰＣＲ方法可用于
同时检测临床样品中的绵羊肺炎支原体和小反刍

兽疫病毒，操作简单、特异性强、敏感性高且可减少

污染机会、提高检测效率，可作为临床呼吸道疾病

样品快速检测的有力工具，具有较好的应用前景。
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