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摘　要：根据ＧｅｎＢａｎｋ公布的绵羊肺炎支原体Ｙ９８株 （Ｎｏ．ＫＭ４３５０６９．１）犘８０基因序列，利用ＢｅａｃｏｎＤｅｓｉｇｎｅｒ

７．９软件设计１对特异性引物，建立了绵羊肺炎支原体的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ实时荧光定量检测方法。结果显示，该

方法可以特异性检测绵羊肺炎支原体，对其他羊常见病原扩增结果无特异性扩增；该方法最低检测限为１０

ｃｏｐｉｅｓ·μＬ
－１，组内和组间变异系数均小于２％；采用该方法对９６份临床样品进行检测，绵羊肺炎支原体的阳

性率为６７．７％ （６５／９６），结果显示该方法与ＴａｑＭａｎ实时荧光定量ＰＣＲ方法检测结果一致。以上结果表明本研

究建立的绵羊肺炎支原体ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ实时荧光定量ＰＣＲ方法特异性强、灵敏度高、重复性好，可用于绵羊肺

炎支原体的病原学检测和流行病学调查。
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Ｍｏ是引起绵羊和山羊支原体性肺炎的主要病原体

之一［１］，羊感染发病后病程较长，康复羊亦可长期

带菌，因此消灭困难。羔羊感染发病后死亡率高，

通常病死率为３０％～５０％，甚至高达８０％
［２－３］。

羊支原体性肺炎在全世界养羊国家均有存在，我国

四川、贵州、内蒙古、青海、广西、福建等地均有

该病发生的报道［４－５］，对养殖户造成了严重的经济

损失，限制了养羊业的健康发展。

绵羊肺炎支原体与其他引起羊支原体性肺炎的

病原之间缺乏交叉免疫反应，免疫预防困难，且其

所引起疾病的症状与传染性胸膜肺炎极为相似，因
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此很有必要建立快速准确检测绵羊肺炎支原体的方

法。当前绵羊肺炎支原体常用的检测方法有分离鉴

定法、常规ＰＣＲ法、血清学方法和实时荧光定量

ＰＣＲ。由于支原体的分离鉴定法、常规ＰＣＲ法和

血清学方法存在费时费力、灵敏度低、特异性差等

缺点，不能满足大批量样品的实时监测；而实时荧

光定量ＰＣＲ方法灵敏度高，操作简单，可进行批

量检测，已 有 Ｙａｎｇ 等
［６］、程 振 涛 等［７］、尹 正

军［８］、王华［９］分别根据狆１１３基因、１６ＳｒＲＮＡ、

狋狌犳 基因和 犖犃 基因建立了 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＩ和

ＴａｑＭａｎ实时荧光定量ＰＣＲ方法。林裕胜等
［１０］用

犘８０基因建立了检测羊口疮病毒和绵羊肺炎支原体

的双重ＰＣＲ方法。但目前尚未见关于犘８０基因荧

光定量ＰＣＲ方法检测绵羊肺炎支原体的报道。本

研究基于绵羊肺炎支原体犘８０基因建立了绵羊肺

炎支原体染料法ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ实时荧光定量ＰＣＲ

方法，以期为该病的检测提供参考。

１　材料与方法

１１　菌株及临床样品

山羊支原体山羊肺炎亚种模式株Ｆ３８和山羊

支原体山羊亚种核酸由中国农业科学院兰州兽医研

究所储岳峰研究员馈赠；大肠杆菌、多杀性巴氏杆

菌、绵羊肺炎支原体ＦＪ０１ＣＬ、莱氏无胆甾原体、

金黄色葡萄球菌、牛支原体、丝状支原体山羊亚

种，溶血性曼氏杆菌，均为本研究室分离、鉴定和

保存；９６份疑似羊支原体性肺炎鼻拭子样品，为

２０１４年９月至２０１８年６月采集于福建省内山羊

场。

１２　主要仪器、试剂和耗材

荧光定量ＰＣＲ 仪，购自ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；染

料ＳＹＢＲ犘狉犲犿犻狓犈狓犜犪狇试剂 （２００次）、ＲＮａｓｅ

ＦｒｅｅＷａｔｅｒ、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ，均购自宝生物工程

（大连）有限公司；质粒提取试剂盒，购自Ｏｍｅｇａ

公司；细菌基因组ＤＮＡ抽提试剂盒，购自生工生

物工程 （上海）有限公司；胶回收试剂盒，购自康

宁生命科学有限公司。

１３　引物的设计与合成

根据 ＧｅｎＢａｎｋ公布的绵羊肺炎支原体 犘８０

（ＧｅｎＢａｎｋＮｏ．ＫＭ４３５０６９．１）基因，在其保守区

用 ＢｅａｃｏｎＤｅｓｉｇｎｅｒ７．９ 设计 １ 对特异性 引物

（Ｐ８０Ｆ：５′ＣＣＴ ＴＡＴ ＡＣＡＣＧＣＴＡＴ ＧＧＴ３′／

Ｐ８０Ｒ：５′ＣＧＡＴＧＴＴＡＧＡＴＴＣＴＴＣＣＴＡＴＣ

３′），引物由宝生物工程 （大连）有限公司合成。

１４　标准品的制备

参考文献 ［１１－１２］的方法提取绵羊肺炎支原

体的ＤＮＡ和质粒，－７０℃保存备用。

１５　反应条件的优化

按照参考文献 ［１１］建立２５μＬ反应体系：

上、下游引物 （１０μｍｏｌ·μＬ）各０．５μＬ，染料试

剂ＳＹＢＲ犘狉犲犿犻狓犈狓犜犪狇酶１２．５μＬ，模板２μＬ，

ＲＮａｓｅＦｒｅｅ水８．５μＬ。初步反应条件为：９５℃３０

ｓ；９５℃５ｓ，退火温度以２℃为梯度从５０℃依次增

加到６２℃，３０ｓ，共４０个循环；退火延伸时检测

荧光信号，以产生的荧光值 （△犚狀）最高和最小

的犆狋值，并且在熔解曲线中无非特异性峰值为最

佳优化标准。

１６　标准曲线的建立

按照参考文献 ［１２］换算公式将测定的阳性重

组质粒的ＯＤ２６０值换算为拷贝数浓度，然后进行１０

倍倍比稀释，按照上述优化条件进行荧光定量

ＰＣＲ扩增。

１７　特异性试验

在上述优化条件下，分别对绵羊肺炎支原体、

山羊支原体山羊亚种、牛支原体、丝状支原体山羊

亚种等核酸进行荧光定量ＰＣＲ检测，检验该方法

的特异性。

１８　敏感性试验

以不同稀释浓度的标准品为模版，用建立的荧

光定量ＰＣＲ方法进行检测；同时用林裕胜等
［１２］建

立的绵羊肺炎支原体ＴａｑＭａｎ实时荧光定量ＰＣＲ

方法进行检测，比较两种方法的敏感性。

１９　重复性试验

以１×１０７、１×１０５、１×１０３ｃｏｐｉｅｓ·μＬ
－１等３

个浓度的标准品参照参考文献 ［１２］进行组内和组

间重复试验。

１１０　临床样本检测

应用建立的荧光定量ＰＣＲ方法对采集的９６份

疑似羊支原体性肺炎的鼻拭子样品进行检测，同时

与林裕胜等［１２］建立的ＴａｑＭａｎ实时荧光定量ＰＣＲ

方法进行比较，评估该方法的准确性。

２　结果与分析

２１　阳性标准品的制备

绵羊肺炎支原体ＦＪ０１ＣＬ质粒犘８０部分基因

重组质粒经ＰＣＲ和测序鉴定，电泳图片可见扩增

出与预期大小一致的条带，为１２６ｂｐ （图１）；将

测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ公布的绵羊肺炎支原体犘８０

基因 （ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ．ＫＭ４３５０６９．１）进行比对，

两者的相似性为１００％。
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图１　绵羊肺炎支原体阳性质粒扩增

犉犻犵．１　犃犿狆犾犻犳犻犲犱狆狅狊犻狋犻狏犲狆犾犪狊犿犻犱狅犳犕．狅狏犻狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲

注 Ｍ为１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ；１为绵羊肺炎支原体ＦＪ０１ＣＬ质粒

ＤＮＡ；２为阴性对照。

２２　反应条件的优化及标准曲线的建立

通过对绵羊肺炎支原体荧光定量ＰＣＲ反应条

件的优化，获得最佳反应条件为：９５℃３０ｓ预变性；

９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ，共４０个循环。从图２可以看

出，在１×１０１～１×１０
７ｃｏｐｉｅｓ·μＬ

－１具有良好线性

关系，标准曲线相关系数犚２＝１．００，扩增效率犈＝

９７．６％。由图３可见，当犜犿＝（７９．５±０．２３）℃时，

没有非特异性扩增产物，仅有单特异性峰生成。

２３　特异性分析

利用上述优化方法分别对绵羊肺炎支原体、丝

状支原体山羊亚种、山羊支原体山羊肺炎亚种等核

酸进行荧光定量ＰＣＲ检测，结果 （图４）可见，

除绵羊肺炎支原体能扩增出Ｓ型曲线外，其他羊常

见病原均无扩增。

２４　灵敏度分析

灵敏性试验结果显示，建立的荧光定量ＰＣＲ方

法与ＴａｑＭａｎ实时荧光定量ＰＣＲ方法敏感性一致，

对阳性标准品的最低检测值均为１０ｃｏｐｉｅｓ·μＬ
－１，

表明建立的方法灵敏度高。

图２　绵羊肺炎支原体荧光定量ＰＣＲ标准曲线

犉犻犵．２　犛狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲狅犳犕．狅狏犻狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犚犜狇犘犆犚

２５　稳定性分析

选取１×１０７、１×１０５和１×１０３ｃｏｐｉｅｓ·μＬ
－１

的阳性标准品进行组内和组间重复试验，结果 （表

１）可知，３份不同稀释度模板组内变异系数为

０．６４％ ～１．７８％，组 间 变 异 系 数 为 ０．６９％ ～

１．６５％，具有良好的重复性。

２６　临床样品检测

分别利用本研究建立的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ荧光定

量ＰＣＲ和林裕胜等
［１２］建立的ＴａｑＭａｎ实时荧光定

量ＰＣＲ对从福建省内采集的９６份临床疑似羊支原

体性肺炎的鼻拭子样品进行ＤＮＡ检测，比较两者

结果的符合率。结果 （表２）表明，二者检测结果

完全一致，阳性率均为６７．７％。

表１　绵羊肺炎支原体实时荧光定量ＰＣＲ的重复性试验结果

犜犪犫犾犲１　犚犲狆犲犪狋犪犫犻犾犻狋狔狅犳犕．狅狏犻狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲犱犲狋犲犮狋犻狅狀犫狔犚犜

狇犘犆犚

重组质粒 Ｍｏ
浓度／

（ｃｏｐｉｅｓ·μＬ
－１）

组内重复 组间重复

Ｃｔ平均值±
标准差

变异系数

／％

Ｃｔ平均值±
标准差

变异系数

／％

１×１０７ １３．５２±０．１９ １．４１ １３．５３±０．１８ １．３３

１×１０５ ２０．１９±０．１３ ０．６４ ２０．１３．±０．１４ ０．６９

１×１０３ ２６．３５±０．４７ １．７８ ２６．１２±０．４３ １．６５
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图３　绵羊肺炎支原体荧光定量ＰＣＲ熔解曲线

犉犻犵．３　犕犲犾狋犻狀犵犮狌狉狏犲狅犳犕．狅狏犻狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犚犜狇犘犆犚

图４　绵羊肺炎支原体荧光定量ＰＣＲ特异性试验结果

犉犻犵．４　犛狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔狋犲狊狋狅狀犕．狅狏犻狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲犱犲狋犲犮狋犻狅狀犫狔犚犜狇犘犆犚

表２　ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ荧光定量ＰＣＲ和 ＴａｑＭａｎ荧光定量

ＰＣＲ法临床样品检测结果比较

犜犪犫犾犲２　犕．狅狏犻狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲犱犲狋犲犮狋犻狅狀狊狅狀犮犾犻狀犻犮犪犾狊犪犿狆犾犲狊狌狊犻狀犵

犛犢犅犚犌狉犲犲狀犐犚犜狇犘犆犚犪狀犱犜犪狇犕犪狀犚犜狇犘犆犚

检测方法 样品数
阳性

样品数

阴性

样品数

阳性率

／％

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ荧光定量ＰＣＲ ９６ ６５ ３１ ６７．７

ＴａｑＭａｎ荧光定量ＰＣＲ ９６ ６５ ３１ ６７．７

３　讨　论

绵羊肺炎支原体是引起羊支原体性肺炎的主要

病原，在我国羊群中的感染率很高。羊支原体性肺

炎临床症状以高热、咳嗽、流涕为特征，病死率

高，严重制约了养羊产业的健康发展［１］。目前福建

省大多数羊场均存在该病［４］。由于羊支原体性肺炎

与山羊传染性胸膜肺炎临床上很容易混淆，同时，

绵羊肺炎支原体分离培养困难、耗时长，不适于该

病的快速诊断，因此，很有必要建立绵羊肺炎支原

体快速、特异和敏感的检测方法，为羊支原体性肺

炎病的科学防控提供技术支持。

普通ＰＣＲ检测样品过程中，需要在反应结束

后，将扩增产物在琼脂糖胶上电泳后才能得到检测

结果，整个操作过程较为繁琐，费时费力，在样品

量多的情况下容易出现污染，而且容易假阳性［１３］。
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而荧光定量ＰＣＲ在加样后整个过程都可以在仪器

上实时监控，减少后续电泳和凝胶成像步骤，极大

地减少了人力。荧光定量ＰＣＲ又分为染料法和探

针法，染料法与探针法相比，具有成本低、且引物

设计简单，容易操作等优势［１４］。

绵羊肺炎支原体犘８０基因编码膜蛋白，虽然

其免疫特性尚未深入研究，但已用于构建遗传进化

树，比较不同菌株之间的亲缘关系［１５］，并且已有

研究根据该基因序列建立了常规ＰＣＲ方法
［１０］，应

用于临床样品的检测。本研究采用染料法ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎＩ根据犘８０基因保守序列设计特异性引物建

立了绵羊肺炎支原体荧光定量ＰＣＲ检测方法。研

究结果显示，本研究建立的方法特异性强，对丝状

支原体山羊亚种、牛支原体、山羊支原体山羊肺炎

亚种、山羊支原体山羊亚种等羊常见病原均无反

应；标准曲线具有良好的线性关系，相关系数犚２

为１．００，扩增效率为９７．６％；组内和组间变异系

数均小于２％，说明该方法具有很高的精确度和良

好的稳定性。Ｙａｎｇ等
［６］、程振涛等［７］、尹正军［８］、

王华［９］分别建立了绵羊肺炎支原体实时荧光定量

ＰＣＲ方法，其最低检测限分别为３、１０、２２、５

ｃｏｐｉｅｓ· μＬ
－１。本研究建立的方法最低检测限为

１０ｃｏｐｉｅｓ· μＬ
－１，与程振涛等［７］依据１６ＳｒＲＮＡ

基因建立的染料法和林裕胜等［１２］依据ｐ１１３基因建

立的ＴａｑＭａｎ荧光定量ＰＣＲ方法的敏感性一致，

与Ｙａｎｇ等
［６］和王华［９］依据狆１１３基因和犖犃 基因

建立的染料法敏感性相当。应用本研究建立的方法

对福建省内 ９６ 份鼻拭子样品进行 检 测 并 与

ＴａｑＭａｎ荧光定量ＰＣＲ法进行比较，结果显示，

二者敏感性一致，表明犘８０基因作为靶基因应用

于绵羊肺炎支原体的检测是可行的，本研究建立的

方法可以用于绵羊肺炎支原体的准确快速检测。

９６份鼻拭子样品中绵羊肺炎支原体检测的阳

性率为６７．７％。如此高的阳性率与养殖户疫苗使

用不当有一定关系，结合本研究室近几年检测结果

来看，引起福建省羊支原体性肺炎的病原是绵羊肺

炎支原体和丝状支原体山羊亚种，福建省尚未检测

到山羊传染性胸膜肺炎病原。而福建省养殖户当前

免疫的疫苗主要有小反刍兽疫弱毒疫苗、山羊传染

性胸膜肺炎灭活疫苗、口蹄疫疫苗和羊痘疫苗，很

少用绵羊肺炎支原体和丝状支原体山羊亚种二联灭

活苗进行免疫，因此导致羊支原体性肺炎发病率居

高不下。

综上所述，本研究建立的绵羊肺炎支原体

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ实时荧光定量ＰＣＲ可用于绵羊肺炎

支原体的准确快速检测和流行病学调查。
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