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摘要： 为建立一种牛呼吸道合胞体病毒 （Ｂｏｖｉｎｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｃｙｔｉａｌ ｖｉｒｕｓ， ＢＲＳＶ） 快速简便的检测方法， 本研究基于 ＢＲＳＶ Ｍ 基因保守区序列，
设计特异性引物及探针， 通过优化反应条件， 建立用于 ＢＲＳＶ 检测的一步法实时荧光定量 ＰＣＲ， 并验证了该方法的敏感性、 特异性和重复性； 同

时利用建立的检测方法对采集的临床样本进行检测。 结果表明： 本研究所建立的 ＢＲＳＶ 荧光定量检测方法， 其特异性好， 仅对 ＢＲＳＶ 存在特异性

扩增； 敏感性高， 最低可达 １０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ； 稳定性好， 组内变异系数和组间变异系数小。 使用所建立的 ＢＲＳＶ 一步法实时荧光定量 ＰＣＲ 对宁夏地

区 ９４ 份临床样品进行检测， 阳性率为 ５􀆰 ３％ （５ ／ ９４）。 上述结果表明， 本研究建立的检测方法可为 ＢＲＳＶ 的快速诊断提供有力的技术支持。
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　 　 牛呼吸道合胞体病 （ ｂｏｖｉｎｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｃｙｔｉａｌ
ｄｉｓｅａｓｅ， ＢＲＳＤ） 是由牛呼吸道合胞体病毒 （ ｂｏｖｉｎｅ
ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｃｙｔｉａｌ ｖｉｒｕｓ， ＢＲＳＶ） 引起的一种呼吸道

传染病， 是牛呼吸道疾病综合征 （ ｂｏｖｉｎｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
ｄｉｓｅａｓｅ ｃｏｍｐｌｅｘ， ＢＲＤＣ） 的主要疾病之一［１］。 ＢＲＳＶ
主要通过空气飞沫传播， 可感染牛、 羊等多种反刍动
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物， 其中 ２～ ６ 月龄犊牛的发病率高， 但单独感染后

死亡率较低［２－３］。 牛感染 ＢＲＳＶ 后， 可继发细菌感

染， 出现严重间质性肺炎、 上呼吸道感染等多种严重

临床症状， 引起泌乳奶牛产奶量下降或废绝、 妊娠母

牛流产和犊牛死亡。 已有研究发现 ＢＲＳＶ 影响牛气管

上皮细胞对多杀性巴氏杆菌的黏附作用， 使病原侵入

下呼吸道后发生更为严重的继发感染［４－５］。 ＢＲＳＤ 传

染性强， 在全球范围内流行， 增加奶牛及肉牛养殖、
治疗成本， 严重影响我国畜牧业经济稳定发展。

ＢＲＳＶ 的荧光定量 ＰＣＲ 检测方法靶基因多为 Ｎ
基因及部分 Ｆ 基因， 而随着病毒的传播变异， 这些

检测技术具有一定的局限性［６－８］。 近期， 郭兵等［８］ 根
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据 ＢＲＳＶ 的 Ｆ 基因建立 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ Ⅱ 荧光定量 ＰＣＲ 检

测方法， 该方法特异性良好且最低检测限达 ３９
ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。 常益铭等［９］ 根据 Ｎ 基因建立恒温隔绝式

荧光 ＲＴ－ＰＣＲ 检测方法， 该方法敏感性高， 最低检

测限为 ３􀆰 ４５ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。 上述的检测方法可为 ＢＲＳＶ
的检测提供新的技术支撑， 但在检测中， 反转录过程

中反复开盖容易造成污染， 影响结果的准确性。
综上， 本研究基于 ＢＲＳＶ Ｍ 基因保守序列， 建立

检测 ＢＲＳＶ 的一步法实时荧光定量 ＰＣＲ， 并初步应用

于牧场临床样品检测， 旨在为宁夏地区 ＢＲＳＤ 的流行

病学调查提供技术支撑。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 核酸及临床样品

ＢＲＳＶ 阳 性 样 品， 牛 传 染 性 鼻 气 管 炎 病 毒

（ＩＢＲＶ）、 牛支原体、 牛冠状病毒、 牛细小病毒、 金

黄色葡萄球菌、 牛病毒性腹泻病毒 （ＢＶＤＶ）、 牛源

肠球菌等病原的核酸样品均由本实验室保存。 ９４ 份

临床样品采自宁夏各规模化牧场。
１􀆰 ２　 主要试剂

病毒 ＲＮＡ 提取试剂盒 （Ｋｉｔ Ｒ６８７４）、 琼脂糖胶

回收试剂盒 （Ｋｉｔ Ｄ２５００） 购自广州飞扬生物工程有

限公 司； 逆 转 录 试 剂 盒 （ ６２１０Ａ ）、 ｐＭＤ１８ － Ｔ
（６０１１） 等购自宝生物工程 （大连） 有限公司； ２ ×
Ｔａｑ Ｐｌｕｓ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （Ｐ２１１）、 ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ Ｕ＋ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ
ｑＲＴ－ＰＣＲ Ｐｒｏｂｅ Ｋｉｔ （Ｑ２２３） 购自诺唯赞生物科技股

份有限公司； 氨苄青霉素、 琼脂糖购自大连美仑生物

技术有限公司； ＬＢ 液体培养基、 ＬＢ 固体培养基购自

生工生物工程有限公司； ５ × Ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄ Ｌｏａｄｉｎｇ Ｄｙｅ、
Ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄ ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅ 购自礼美生物科技 （上
海） 有限公司； ５０ × ＴＡＥ 缓冲液购自北京雷根生物

技术有限公司； ＤＨ５α、 质粒小提试剂盒购自天根生

化科技 （北京） 有限公司。
１􀆰 ３　 试验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 引物及探针设计与合成

基于 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中 ＢＲＳＶ 现有病毒基因组

序列， 使用 ＭＡＦＦＴ 对序列进行比对， 选择 ＢＲＳＶ Ｍ
蛋白基因保守区域， 使用 ＮＣＢＩ Ｐｒｉｍｅｒ ｄｅｓｉｇｎｉｎｇ Ｔｏｏｌ
引物设计工具 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｔｏｏｌｓ ／
ｐｒｉｍｅｒ－ｂｌａｓｔ ／ ）设计 ＢＲＳＶ 通用型引物及探针 （表 １）。
其中， ＴａｑＭａｎ 探针使用 ５′－ＦＡＭ、 ＢＨＱ１－３′修饰， 扩

增后的目的片段大小为 １４１ ｂｐ。 引物及探针交由生工

生物工程有限公司合成。

表 １　 ＢＲＳＶ 引物、 探针序列信息

引物 ／ 探针名称 序列 （５′→３′） 片段长度 ／ ｂｐ

ＢＲＳＶ－Ｆ ＧＧＣＡＡＡＴＡＴＧＧＡＧＡＣＡＴＡＣＧＴＧＡＡ

ＢＲＳＶ－Ｒ ＧＣＡＧＡＧＡＴＧＧＡＹＧＡＴＴＧＧＡＡＣ

ＢＲＳＶ－Ｐｒｏｂｅ ＦＡＭ－ＣＴＣＣＡＴＧＡＡＧＧＡＴＣＲＡＣＨＴＡＣＡＣＡＧＣ－ＢＨＱ１

１４１

１􀆰 ３􀆰 ２　 标准质粒构建

使用 ＢＲＳＶ－Ｆ、 ＢＲＳＶ－Ｒ 对 ＢＲＳＶ 的 ｃＤＮＡ 进行

扩增及胶回收后， 与 ｐＭＤ１８－Ｔ 在 １６ ℃条件下进行过

夜连接， 并转化至 ＤＨ５α， 获得重组质粒 ｐＭＤ１８－Ｔ－
ＢＲＳＶ。 经测序验证正确后使用质粒小提试剂盒进行

质粒提取， 使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ Ｏｎｅ 测质粒浓度后分装至

于－８０ ℃ 冰箱保存。
１􀆰 ３􀆰 ３　 反应条件优化

基于 ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ Ｕ＋ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ｑＲＴ－ＰＣＲ Ｐｒｏｂｅ Ｋｉｔ
的推荐体系， 以 １０７ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的 ｐＭＤ１８－Ｔ－ＢＲＳＶ 标

准质粒为模板。 使用梯度温度法对反应体系的温度进

行优化， 其中， 梯度温度分别为 ５８ ℃、 ５７􀆰 ４ ℃、
５６􀆰 ２ ℃、 ５４ ℃、 ５１􀆰 ３ ℃、 ４９􀆰 ２ ℃、 ４７􀆰 ７ ℃、 ４７ ℃
等 ８ 种； 使用棋盘法对引物及探针浓度进行优化， 其

中引物的浓度为 ０􀆰 １、 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ６、
０􀆰 ７、 ０􀆰 ８ 和 ０􀆰 ９ μｍｏｌ ／ Ｌ， 探针浓度设计为 ０􀆰 ０５、

０􀆰 １０、 ０􀆰 １５、 ０􀆰 ２０、 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 ３０、 ０􀆰 ３５、 ０􀆰 ４０ 和

０􀆰 ４５ μｍｏｌ ／ Ｌ， 确定该引物探针最佳扩增条件。
１􀆰 ３􀆰 ４　 标准曲线的建立

以 １０２ ～１０９ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 重组质粒为模板， 每个稀

释度的标准质粒使用 １􀆰 ３􀆰 ３ 中优化后的最佳条件进行

３ 次重复检测， 绘制该检测方的标准曲线。
１􀆰 ３􀆰 ５　 敏感性检测

选取浓度为 １００ ～１０９ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ １０ 个不同的浓度

ｐＭＤ１８－Ｔ－ＢＲＳＶ 重组质粒为模板， 对检测方法的敏

感性进行验证。
１􀆰 ３􀆰 ６　 特异性检测

采用 １􀆰 ３􀆰 １ 设计的引物探针及优化后的反应条件

对 ＩＢＲＶ、 牛支原体、 牛冠状病毒、 牛细小病毒、 金

黄色葡萄球菌、 ＢＶＤＶ、 牛源肠球菌、 ＢＲＳＶ 等 ８ 种

病原的核酸进行扩增， 以 ｄｄＨ２Ｏ 为阴性对照， 以 １０７

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 标准质粒为阳性对照； 采用优化后的最优
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反应条件进行该方法的特异性验证。
１􀆰 ３􀆰 ７　 重复性检测

将 ｐＭＤ１８－Ｔ－ＢＲＳＶ 重组质粒进行 １０ 倍倍比稀

释， 选取 １０５、 １０６ 和 １０７ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的 ｐＭＤ１８ － Ｔ －
ＢＲＳＶ 重组质粒为模板， 对该检测方法的组内重复性

及组间重复性进行验证， 使用变异系数评估该检测方

法的重复性。
１􀆰 ４　 临床样品检测

对收集到的 ９４ 份血清样品， 使用病毒 ＲＮＡ 提取

试剂盒提取核酸后进行检测， 并使用魏硕佟等［１０］ 建

立的 ＢＲＳＶ 单一 ＰＣＲ 检测方法进行检测， 比较两种

检测方法的检测结果， 评估建立的 ＢＲＳＶ 一步法实时

荧光定量 ＰＣＲ 检测方法在实际生产应用中的可行性。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 重组质粒标准品的构建

以 ＢＲＳＶ 核酸为模板， 逆转录后使用表 １ 中引物

ＢＲＳＶ－Ｆ、 ＢＲＳＶ－Ｒ 进行 ＰＣＲ 扩增， 扩增产物经电泳

纯化回收后与 ｐＭＤ１８－Ｔ 载体连接， 构建重组质粒标

准品。 以 ｐＭＤ１８ －Ｔ－ＢＲＳＶ 重组质粒为模板， 使用

ＢＲＳＶ 特异性引物 ＢＲＳＶ－Ｆ、 ＢＲＳＶ－Ｒ 对质粒 ｐＭＤ１８－
Ｔ－ＢＲＳＶ－Ｆ 进行扩增， 扩增产物大小为 １４１ ｂｐ， 与预

期目的片段大小一致， 结果见图 １。

Ｍ． ＤＬ－２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ｐＭＤ１８－Ｔ－ＢＲＳＶ－重组质粒。

图 １　 ｐＭＤ１８－Ｔ－ＢＲＳＶ 重组质粒 ＰＣＲ 验证

２􀆰 ２　 ＢＲＳＶ 荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的反应条件优化

２􀆰 ２􀆰 １　 温度优化

使用 ５８ ℃、 ５７􀆰 ４ ℃、 ５６􀆰 ２ ℃、 ５４ ℃、 ５１􀆰 ３ ℃、
４９􀆰 ２ ℃、 ４７􀆰 ７ ℃、 ４７ ℃ ８ 种不同温度对扩增反应的

退火温度进行优化， 试验结果表明， 该反应体系最优

扩增条件为： ５５ ℃ １５ ｍｉｎ 逆转录； ９５ ℃ ３０ ｓ 预变

性； ９５ ℃ １０ ｓ、 ５４ ℃ ３０ ｓ， 共 ４０ 个循环。
２􀆰 ２􀆰 ２　 引物及探针浓度优化

采用棋盘法对扩增体系中的引物及探针浓度进行

优化， 试验结果表明， 该引物及探针的最优反应体系

（２０ μＬ）： ２ × Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｕ＋ Ｍｉｘ １０ μＬ， Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｕ＋

Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ １ μＬ， ｄｄＨ２ Ｏ ５􀆰 ８ μＬ， 上下游引物各

０􀆰 ４ μＬ， 探针 ０􀆰 ４ μＬ， 模板 ＲＮＡ ２ μＬ。
２􀆰 ３　 标准曲线的建立

使用优化后的最佳反应条件， 以 １０ ２ ～ １０ ９

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ ８ 种浓度的重组质粒为模板进行扩增， 每

个浓度的模板进行 ３ 个重复； 扩增后对 Ｃｔ 值求取平

均值后结合模板质粒浓度绘制标准曲线； 根据扩增结

果及模板拷贝数绘制的标准曲线为 ｙ ＝ －０􀆰 ２９９ ８ｘ＋
１１􀆰 ７２４， Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９７ ４， 斜率 ｋ ＝ －０􀆰 ２９９ ８， 表明该标

准曲线线性关系良好 （见图 ２）。

图 ２　 ｐＭＤ１８－Ｔ－ＢＲＳＶ 荧光定量 ＰＣＲ 标准曲线

２􀆰 ４　 敏感性试验

采用优化后的反应体系及扩增条件， 以 １００ ～ １０９

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ １０ 个不同的浓度 ｐＭＤ１８－Ｔ－ＢＲＳＶ 重组质

粒为模板进行扩增。 试验结果表明， 该反应体系阴性

对照无扩增， 检测下限为 １０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ （图 ３）。

Ｎ． ｄｄＨ２Ｏ； １～１０􀆰 ｐＭＤ１８－Ｔ－ＢＲＳＶ 质粒浓度分别为 １０９， １０８，

１０７， １０６， １０５， １０４， １０３， １０２， １０ 和 １ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。

图 ３　 实时荧光定量 ＰＣＲ 的敏感性试验

·６９· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２４　 Ｖｏｌ􀆰 ５６　 Ｎｏ􀆰 ３



２􀆰 ５　 特异性试验

使用表 １ 的引物及探针对 ＩＢＲＶ、 牛支原体、 牛

冠状病毒、 牛细小病毒、 金黄色葡萄球菌、 ＢＶＤＶ、
牛源肠球菌、 ＢＲＳＶ ８ 种病原的核酸进行扩增。 试验

结果表明， 除阳性对照及 ＢＲＳＶ 核酸正常扩增外， 阴

性对照及其他病原无扩增 （图 ４）， 即检测方法可与

其他呼吸道病原进行鉴别， 表明该方法特异性较好。
２􀆰 ６　 重复性试验

使用最优体系及最佳扩增条件对 １０５、 １０６和 １０７

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的 ｐＭＤ１８－Ｔ－ＢＲＳＶ 重组质粒为模板， 对该

检测方法的组内重复性及组间重复性进行验证。 结果

如表 ２ 所示， 该检测方法的组内及组间的变异系数均

小于 ２％， 表明方法的重复性较好。

Ｓ． ｐＭＤ１８－Ｔ－ＢＲＳＶ 标准质粒； Ｎ． ｄｄＨ２ Ｏ； １􀆰 ＢＲＳＶ； ２􀆰 ＩＢＲＶ；
３􀆰 牛支原体； ４􀆰 牛冠状病毒； ５􀆰 牛细小病毒； ６􀆰 金黄色葡萄球菌；
７􀆰 ＢＶＤＶ； ８􀆰 牛源肠球菌。

图 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ 的特异性试验

表 ２　 实时荧光定量 ＰＣＲ 组内及组间重复性试验

质粒浓度 ／

（ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１）

组内重复 组间重复

Ｃｔ 值平均数 Ｃｔ 值标准差 变异系数 ／ ％ Ｃｔ 值平均数 Ｃｔ 值标准差 变异系数 ／ ％

１×１０５ ２２􀆰 １６ ０􀆰 ０３ ０􀆰 １２ ２２􀆰 ０５ ０􀆰 ２８ １􀆰 ２８

１×１０６ １８􀆰 ９０ ０􀆰 １７ ０􀆰 ８８ １８􀆰 ９０ ０􀆰 １０ ０􀆰 ５０

１×１０７ １５􀆰 １１ ０􀆰 ２３ １􀆰 ５３ １５􀆰 ２５ ０􀆰 ２４ １􀆰 ６０

２􀆰 ７　 临床样品检测

用本研究建立的 ＢＲＳＶ 一步法实时荧光定量 ＰＣＲ
检测方法， 对取自宁夏不同牧场的 ９４ 份血清样本进

行检测， 同时使用魏硕佟等［１０］ 建立的 ＢＲＳＶ 普通

ＰＣＲ 检测方法检测， 结果如表 ３ 所示。 ＢＲＳＶ 一步法

实时荧光定量 ＰＣＲ 方法检出阳性样品 ５ 份， 检出率

为 ５􀆰 ３％； 普通 ＰＣＲ 方法检出 ０ 份。 说明本研究建立

的方法比普通 ＰＣＲ 方法能更灵敏地检测到 ＢＲＳＶ。

表 ３　 实时荧光定量 ＰＣＲ 组内及组间重复性试验结果

检测方法 样品总数 ／ 份 阳性样品数 ／ 份 检出阳性率％

荧光定量 ＰＣＲ ９４ ５ ５􀆰 ３

普通 ＰＣＲ ９４ ０ ０􀆰 ０

３　 讨论

近年来， 我国多地区存在 ＢＲＳＶ 的流行， 严重困

扰养牛业的健康发展。 魏硕佟等［１０］ 发现宁夏地区

ＢＲＳＶ 阳性率为 １５􀆰 ０５％； 姜利霞等［１１］ 发现湖南省

ＢＲＳＶ 阳性率为 ０􀆰 ８４％； 赵毅等［１２］ 发现东北三省

ＢＲＳＶ 感染率为 ３２􀆰 ７５％。 预防 ＢＲＳＤ 及其他呼吸道

传染病的主要措施是加强饲养管理和疫苗接种。 疫苗

接种虽然取得了较好的防控效果， 但目前依然存在局

限性， 影响疫苗的整体免疫效果［１３］。 因此对该病的

主动高效检测及监测， 对 ＢＲＳＤ 的防控有重要意义。
荧光定量 ＰＣＲ 技术已被应用于多种疾病的检测

诊断。 研究人员已采用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ 染料法和

ＴａｑＭａｎ 探针基于 Ｎ 基因建立多种针对 ＢＲＳＶ 的检测

方法， 如孙晓波等［１４］基于 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ染料法建立

Ｎ 基因荧光定量 ＰＣＲ； 韦佳塔等［１５］ 与齐力格尔等［１６］

建立 Ｎ 基因荧光探针 ＰＣＲ 检测方法。 在荧光定量

ＰＣＲ 检测中， 探针和引物的选择对检测方法建立至

关重要， 对检测灵敏度和准确性影响很大［１７］。 本研

究以 ＢＲＳＶ Ｍ 蛋白为靶标基因， 设计特异性引物探

针， 通过对优化反应条件、 引物和探针浓度等多种条

件进行优化， 选取最适引物探针浓度及反应条件， 建

立一步法实时荧光定量 ＰＣＲ。
本研究建立的 ＢＲＳＶ 一步法荧光定量 ＰＣＲ 检测

方法具有特异性强、 敏感性高的特点， 检测下限可以

达到 １０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 且可有效减少反复开盖导致的交

叉污染。 此外， 该检测方法重复性好， 组内及组间的

变异系数均小于 ２％。 对本实验室 ２０２３ 年第一季度收

集的 ９４ 份血清样本进行检测， 发现 ＢＲＳＶ 阳性率为

５􀆰 ３％， 提示 ＢＲＳＤ 在宁夏地区存在一定的流行， 该

检测结果对了解宁夏地区 ＢＲＳＤ 的流行病学信息具有

一定意义。
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综上， 在今后的疫病监测工作中， 应加强对包括

ＢＲＳＤ 在内的牛呼吸道疾病的检测与监测， 防范

ＢＲＳＤ 在我国发生大范围流行。 此外， 要进一步加强

ＢＲＳＶ 的致病机制研究， 为研发有效疫苗以防范

ＢＲＳＤ 发生大规模流行提供理论支撑。
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