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摘要： 为建立一种高效准确检测猪肺炎支原体 （Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ， Ｍｈｐ） 的实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 方法， 以 Ｍｈｐ Ｐ４６ 基因为

靶基因设计、 合成特异性引物及探针， 通过优化反应条件， 建立了 Ｍｈｐ ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测方法， 并应用于临床样品检测。 结果： 该方法的最佳引物

和探针浓度分别为 ０􀆰 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ 和 ０􀆰 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ， 最适退火温度为 ６０ ℃， Ｃｔ 值与标准质粒拷贝数之间具有良好的线性关系， 与其他猪常见病原体无

交叉反应， 检测最低拷贝数为 １􀆰 ０×１０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 组内和组间变异系数均小于 ２％， 建立的 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法特异性、 敏感性与重复性均较好； 利用

建立的方法与商品化试剂盒对 ８１ 份临床样品进行检测， 显示敏感性优于商品化试剂盒； 同时对湖南省某规模化猪场生长育肥猪进行跟踪监测，
共采集 ３５０ 份口、 鼻拭子样品， 发现 １００～１３０ 日龄属于 Ｍｈｐ 感染活跃阶段， 且临床用药可减轻感染程度。 综上， 本试验建立的 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法可

用于 Ｍｈｐ 监测和流行情况调查， 为 Ｍｈｐ 感染的防控与净化提供技术支持。
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　 　 猪支原体肺炎是由猪肺炎支原体 （Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ
ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ， Ｍｈｐ） 引起 的 一 种 慢 性 呼 吸 道 疾

病［１－２］。 Ｍｈｐ 感染会导致猪的生长速度和饲料转化率

降低， 一旦猪场传入该病， 病原很难在短时间内清

除［３］。 Ｍｈｐ 常与其他病毒或细菌发生混合感染引起

猪呼吸道疾病综合征 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｃｏｍ⁃
ｐｌｅｘ， ＰＲＤＣ）， 严重影响猪群出栏率［４－５］。 该病分布

十分广泛， 世界各地均有发生， 被认为是危害各国养

猪业的重要疫病之一。 因此， 加强猪群 Ｍｈｐ 监测，
对指导该病原的预防控制， 甚至净化具有非常重大的

意义。
猪支原体肺炎有很多诊断方法， 如临床诊断

（屠宰场监测）、 分离培养法、 血清学诊断方法、 免

疫学诊断方法、 核酸探针技术和 ＰＣＲ 诊断技术等［６］。
目前， 应用最广泛的 Ｍｈｐ 抗体检测方法是酶联免疫

吸附试验 （ＥＬＩＳＡ）， 但市面上常用的 ＥＬＩＳＡ 试剂盒

的灵敏度有限， 同时由于生猪感染后抗体产生所需的

时间长， 将导致监测结果滞后［７－９］。 实时荧光定量

ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 因其灵敏度高、 特异性强、 重复

性好等优点， 能起到尽早发现感染的作用［１０］， 已成

为 Ｍｈｐ 病原检测的最优方法。 Ｍｈｐ 存在一些免疫原

性蛋白， 已被评估为用于血清学诊断的有效候选抗

原， 如细胞溶质蛋白 Ｐ３６、 膜蛋白 Ｐ４６ 和 Ｐ６５， 以及

黏附素 Ｐ９７Ｒ１［１１］。 Ｐ４６ 蛋白是一种能够将 Ｍｈｐ 与其

他猪源支原体区分开的膜蛋白［１２］， 基因序列在 Ｍｈｐ
菌株之间具有很好的保守性。 因此， 本研究基于 Ｍｈｐ
Ｐ４６ 基因序列， 设计引物和探针， 建立了 Ｍｈｐ 的

ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测方法， 并对某猪场不同阶段猪群进行

Ｍｈｐ 跟踪检测， 考察其在生长育肥猪中的感染规律。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 阳性核酸样品来源

猪鼻支原体 （Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｈｙｏｒｈｉｎｉｓ， Ｍｈｒ）， 胸膜

肺 炎 放 线 杆 菌 （ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，
ＡＰＰ）， 猪繁殖与呼吸综合征病毒 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃ⁃
ｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ， ＰＲＲＳＶ）， 猪圆环

病毒 ２ 型 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２， ＰＣＶ２）， 猪

瘟病毒 （ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ， ＣＳＦＶ）， 伪狂犬病

病毒 （ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ， ＰＲＶ） 和猪流行性腹泻病

毒 （ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ， ＰＥＤＶ） 等病原阳

性核酸均由本实验室制备保存。
１􀆰 ２　 主要试剂和仪器

２×Ｐｈａｍｔａ Ｍａｘ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 为诺唯赞生物科技有限

公司产品； 小提质粒提取试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ 公司；
ＤＨ５α 感受态细胞为北京全式金生物技术有限公司产

品； Ｍｈｐ 核酸检测试剂盒 （探针法 ｑＰＣＲ） 购自某生

物科技有限公司； ２× Ａｃｃｕｒａｔｅ Ｔａｇ ＨＳ Ｐｒｏｂｅ Ｐｒｅｍｉｘ
（ＵＮＧ Ｐｌｕｓ）、 ＭａｇａＢｉｏ ｐｌｕｓ 病毒 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 纯化试剂

盒Ⅵ （ＢＳＣ８６Ｓ１ＥＸ） 和全自动核酸提取纯化仪均为

杭州博日科技股份有限公司产品； 全自动医用 ＰＣＲ
分析系统 （ＳＬＡＮ－９６Ｐ） ＲＴ－ｑＰＣＲ 仪为上海宏石医

疗科技有限公司产品。
１􀆰 ３　 试验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 引物和探针设计与合成

于 ＧｅｎＢａｎｋ 下载 ＭｈｐＰ４６ 基因序列， 使用 Ｐｒｉｍｅ
５􀆰 ０ 及 Ｏｌｉｇｏ７ 软件设计 ＲＴ－ｑＰＣＲ 引物 Ｍｈｐ－Ｆ、 Ｍｈｐ－
Ｒ、 探针 Ｍｈｐ －Ｐ 以及制备标准质粒的特异性引物

Ｍｈｐ－ｂ－Ｆ、 Ｍｈｐ－ｂ－Ｒ， 引物和探针序列见表 １。 引物

和探针由生工生物工程 （上海） 股份有限公司合成。

表 １　 引物和探针序列

引物 ／ 探针 序列 （５′→３′） 扩增片段长度 ／ ｂｐ

Ｍｈｐ－Ｆ ＧＧＴＣＡＡＧＡＴＴＡＴＡＡＴＧＡＴＡＡＡＧＣＣ

Ｍｈｐ－Ｒ ＣＣＧＡＡＧＡＡＣＴＴＣＡＡＣＡＧＣＡＡＣ

Ｍｈｐ－Ｐ ＦＡＭ－ＹＴＡＴＣＡＡＡＧＡＣＧＧＣＧＡＴＣＡＡＡ－ＢＨＱ１

１１１

Ｍｈｐ－ｂ－Ｆ ＧＧＴＴＣＡＡＡＡＣＣＡＧＣＴＴＣＴＡＴ

Ｍｈｐ－ｂ－Ｒ ＴＴＧＧＴＡＧＴＴＴＴＧＣＴＴＴＴＡＧＴＴＣ

２９８

１􀆰 ３􀆰 ２　 标准质粒的制备

用核酸提取试剂盒提取 Ｍｈｐ 阳性样本的 ＤＮＡ 作

为模板， 用特异性引物 Ｍｈｐ－ｂ－Ｆ ／ Ｒ 扩增目的片段，
然后进行回收纯化、 Ｔ 载体克隆， 转化后挑取阳性单

克隆菌提取质粒， 测定浓度后根据公式计算拷贝数。
质粒拷贝数 （ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ） ＝ 质粒浓度× １０－９ × ６􀆰 ０２ ×
１０２３ ／ （６６０×质粒总长度）。 最后将标准质粒梯度稀释

至不同浓度－２０ ℃保存备用。
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１􀆰 ３􀆰 ３　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 反应体系和条件的优化

ＲＴ－ｑＰＣＲ 反应体系为 ２５ μＬ， 其中 ２× Ａｃｃｕｒａｔｅ
Ｔａｇ ＨＳ Ｐｒｏｂｅ Ｐｒｅｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬ， 设置上、 下游引物

Ｍｈｐ－ Ｆ、 Ｍｈｐ － Ｒ 终浓度 ０􀆰 １ ～ ０􀆰 ６ μｍｏｌ ／ Ｌ， 探针

Ｍｈｐ－Ｐ终浓度 ０􀆰 ０５ ～ ０􀆰 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ， 模板 ５ μＬ， 用

ｄｄＨ２Ｏ 补至 ２５ μＬ。 根据 Ｃｔ 值和荧光强度来确定最

佳的反应体系。 反应程序： ３７ ℃ ２ ｍｉｎ， ９５ ℃ ３０ ｓ；
９５ ℃ １０ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， ４５ 个循环。 建立最佳反应体

系后， 以 １０ 倍梯度稀释的标准质粒作为模板， 每个

样品重复 ３ 孔， 设置退火温度 ５６、 ５８、 ６０ ℃进行优

化， 选择扩增结束后 Ｃｔ 值小、 Ｒｎ 值高且曲线平滑的

温度为最适退火温度。
１􀆰 ３􀆰 ４　 标准曲线的建立

取梯度稀释的标准质粒为模板进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ 扩

增， 每个样品重复 ３ 孔， 将拷贝数以 １０ 为底的对数

与检测的 Ｃｔ 值为横纵坐标绘制标准曲线， 并计算扩

增效率和相关系数。
１􀆰 ４　 方法性能评估

１􀆰 ４􀆰 １　 特异性和敏感性试验

用本方法对 Ｍｈｒ、 ＡＰＰ、 ＰＲＶ、 ＣＳＦＶ、 ＰＣＶ２、
ＰＲＲＳＶ、 ＰＥＤＶ 的核酸样品为模板进行检测， 判断该

方法特异性。 另外取 １０ 倍倍比稀释的标准质粒为模

板进行扩增， 同时设定阴性对照， 确定 Ｍｈｐ 最低检

测限度。
１􀆰 ４􀆰 ２　 重复性试验

以 １０ 倍倍比稀释的标准质粒为模板， 每个浓度

重复 ３ 个孔， 分别进行组内重复试验和组间重复试

验。 计算平均值与变异系数， 判断该方法的可重

复性。
１􀆰 ４􀆰 ３　 稳定性试验

将不加模板的反应体系于 ２５ ℃ （不避光）、
２５ ℃ （避光）、 ４ ℃和－２０ ℃各保存 ７ ｄ， 将体系于

－２０ ℃和室温冻融 ５ 次和 １０ 次。 分别对标准质粒进

行扩增， 以现配体系作为对照组， 通过检测结果， 判

断该方法稳定性。
１􀆰 ５　 与商品化试剂盒对比检测

用本方法与商品化试剂盒同时检测 ８１ 份临床样

品， 进行一致性检验， 对于不相符的样本采用普通

ＰＣＲ 扩增测序判定结果。
１􀆰 ６　 检测方法的初步应用

于湖南省某规模化猪场选取 ５０ 头 ６０ 日龄的仔猪

打上耳牌， 按个体大小分成 ５ 组 （Ａ、 Ｂ、 Ｃ、 Ｄ、 Ｅ
组）， 分 ５ 个栏位在同一个区域由同一个饲养员饲

养， 根据 Ｍｈｐ 感染规律、 猪场的用药以及生产节奏，
于不同日龄采集口、 鼻拭子样品， 用建立的方法进行

Ｍｈｐ 监测， 分析感染规律。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 标准质粒的制备

测得制备质粒浓度为 ２３１ ｎｇ ／ μＬ， 根据公式计算

出 Ｍｈｐ 质粒的拷贝数为 ７􀆰 ０７×１０１１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 并将

质粒依次稀释为 ７􀆰 ０７×１０１ ～ ７􀆰 ０７×１０１０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 于

－２０ ℃保存备用。
２􀆰 ２　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 反应体系和条件的优化

　 　 选取 ７􀆰 ０７×１０１ ～７􀆰 ０７×１０４ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ １０ 倍梯度浓

度的标准质粒为模板， 通过矩阵法， 对 ＲＴ－ｑＰＣＲ 反

应中的引物浓度、 探针浓度和退火温度进行优化。 结

果显示， 最佳引物浓度为 ０􀆰 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ， 探针浓度为

０􀆰 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ， 最佳退火温度为 ６０ ℃。
２􀆰 ３　 标准曲线的建立

取 ７􀆰 ０７×１０２ ～７􀆰 ０７×１０９ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ １０ 倍梯度浓度

的标准质粒为模板进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ 扩增， 结果显示，
拷贝数的对数与 Ｃｔ 值之间呈线性相关 （图 １）， Ｍｈｐ
的回归方程为 ｙ ＝ －３􀆰 ４００ ７ｘ＋４７􀆰 ３５ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ３，
Ｅ＝ ９６􀆰 ８１％）。 回归方程相关系数 Ｒ２高于 ０􀆰 ９９９， 扩

增效率 Ｅ 介于 ９０％ ～ １１０％之间， 与之相对应的斜率

介于－３􀆰 ５８ ～ －３􀆰 １ 之间， 说明建立的 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法

较为理想。

图 １　 Ｍｈｐ ＲＴ－ｑＰＣＲ 标准曲线

２􀆰 ４　 方法性能的评估

２􀆰 ４􀆰 １　 特异性和敏感性试验

用本研究建立的 ＲＴ － ｑＰＣＲ 检测方法对 Ｍｈｐ、
Ｍｈｒ、 ＡＰＰ、 ＰＲＶ、 ＣＳＦＶ、 ＰＣＶ２、 ＰＲＲＳＶ、 ＰＥＤＶ 的

核酸进行检测， 结果显示 （图 ２Ａ）， 仅 Ｍｈｐ 扩增出

了特异性曲线和 Ｃｔ 值， 其他均为阴性， 证明本试验

建立的检测方法具有良好的特异性。 将 ７􀆰 ０７ × １０７

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 浓度的标准质粒以 １０ 倍倍比稀释 （ １ ×
１００ ～１×１０６） 为模板， 采用建立的方法进行扩增， 结

果表明 （图 ２Ｂ）， 该检测方法的最低检测限度可达

１􀆰 ０×１０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 说明本研究方法敏感性较高。
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１􀆰 Ｍｈｐ 阳性样本； ２～８􀆰 分别为 Ｍｈｒ、 ＡＰＰ、 ＰＲＶ、 ＣＳＦＶ、 ＰＣＶ２、 ＰＲＲＳＶ 和 ＰＥＤＶ 阳性样本。

图 ２　 Ｍｈｐ ＲＴ－ｑＰＣＲ 特异性 （Ａ） 和敏感性曲线 （Ｂ） 分析

２􀆰 ４􀆰 ２　 重复性试验

选取 ５ 个浓度 （７􀆰 ０７×１０２ ～７􀆰 ０７×１０６ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）
的标准质粒为模板， 利用本试验建立的 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方

法进行组内和组间的重复性试验， 结果显示 （表 ２），

组内 Ｃｔ 值变异系数在 ０􀆰 ０３％ ～ ０􀆰 ５７％之间， 均小于

２％， 组间 Ｃｔ 值变异系数为 ０􀆰 ２４％ ～ １􀆰 ５２％， 同样均

小于 ２％， 表明该方法具有良好的重复性。

表 ２　 Ｍｈｐ ＲＴ－ｑＰＣＲ 重复性试验

质粒浓度 ／

（ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１）

组内重复试验 组间重复试验

平均值 标准差 变异系数 ／ ％ 平均值 标准差 变异系数 ／ ％

７􀆰 ０７×１０６ ２２􀆰 ８３ ０􀆰 ０３ ０􀆰 １２ ２２􀆰 ８１ ０􀆰 ０６ ０􀆰 ２４

７􀆰 ０７×１０５ ２６􀆰 ３９ ０􀆰 ０１ ０􀆰 ０３ ２６􀆰 ３５ ０􀆰 １０ ０􀆰 ３８

７􀆰 ０７×１０４ ２９􀆰 ９７ ０􀆰 １７ ０􀆰 ５７ ２９􀆰 ９３ ０􀆰 １４ ０􀆰 ４６

７􀆰 ０７×１０３ ３４􀆰 ０１ ０􀆰 ０７ ０􀆰 ２１ ３３􀆰 ６７ ０􀆰 ３８ １􀆰 １３

７􀆰 ０７×１０２ ３６􀆰 ３１ ０􀆰 １６ ０􀆰 ４３ ３６􀆰 ５６ ０􀆰 ５６ １􀆰 ５２

２􀆰 ４􀆰 ３　 稳定性试验

将优化后的反应体系于不同条件下进行加速稳定

性试验， 如表 ３ 所示， 本方法在不同条件下保存 ７ ｄ

及冻融 ５ 次和 １０ 次后均有较高的检测水平， 表明该

方法稳定性较好。

表 ３　 Ｍｈｐ ＲＴ－ｑＰＣＲ 稳定性试验结果

检测项目 现配体系
保存组 冻融组

－２０ ℃ ４ ℃ ２５ ℃ （不避光） ２５ ℃ （避光） ５ 次 １０ 次

Ｃｔ 值 ３０􀆰 ６３ ３０􀆰 ７３ ３０􀆰 ３３ ３０􀆰 ２９ ３０􀆰 ３１ ３０􀆰 ２５ ３０􀆰 ５６

２􀆰 ５　 与商品化试剂盒对比检测

利用建立的 Ｍｈｐ ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法与商品化试剂盒

同时对采集的 ８１ 份口鼻拭子进行检测。 结果显示

（表 ４）， 本研究建立的方法共检出阳性样品 ４４ 份，
阳性率为 ５４􀆰 ３２％； 而商品化试剂盒检测出 ３５ 份阳性

样品， Ｍｈｐ 阳性检出率为 ４３􀆰 ２１％。 将结果有差异的

９ 份样品的 ＰＣＲ 产物作为模板， 用荧光定量引物进

行普 通 ＰＣＲ 扩 增， 由 图 ３ 可 见 均 扩 增 出 了 约

１１０ ｂｐ 的目的片段。 将扩增的 ９ 份 ＰＣＲ 产物送擎科

生物工程技术有限公司进行测序， ＤＮＡ 序列比对结

果显示， 均为 Ｍｈｐ 的 Ｐ４６ 基因片段。 结果说明该 ９
份样品确实为 Ｍｈｐ 阳性， 本研究建立方法的敏感性

优于比对的商品化试剂盒。
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表 ４　 与商品化试剂盒的对比检测结果

检测方法
商品化试剂盒

阳性数 阴性数 总计

ＲＴ－ｑＰＣＲ

阳性数 ３５ ９ ４４

阴性数 ０ ３７ ３７

总计 ３５ ４６ ８１

Ｍ． ＤＮＡ 分子质量标准； １～９􀆰 有差异样品； １０􀆰 阴性对照。

图 ３　 差异样品的 Ｍｈｐ ＰＣＲ 扩增

２􀆰 ６　 检测方法的初步应用

对湖南省某规模猪场生长育肥猪跟踪采集的 ６０、
９７、 １０７、 １２７、 １３７、 １５１、 １６０ 日龄猪的口鼻拭子进

行 Ｍｈｐ ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测， 并统计不同日龄段各组猪的

阳性率， 结果见图 ４。 ５ 组猪 Ｍｈｐ 感染规律大体一

致。 ９７ 日龄口鼻拭子阳性率出现明显上升， １０７ 日龄

均出现下降。 至 １２７ 日龄各组猪 Ｍｈｐ 阳性率再度上

升， Ａ、 Ｂ 和 Ｃ 组达到感染高峰 （阳性率＞８０％）， Ｄ
组于 １３７ 日龄达到高峰， Ｅ 组于 １５１ 日龄达到高峰，
随后于 １６０ 日龄， 除 Ａ 组阳性率有所上升外， 口鼻

拭子 Ｍｈｐ 阳性率整体均出现降低 （３０％～７０％）。

图 ４　 湖南省某规模化猪场生长育肥猪不同日龄 Ｍｈｐ
病原监测结果

３　 讨论

猪支原体肺炎临床症状与其他呼吸系统疾病的症

状相似， 并且常与其他病原混合发生感染。 该病原在

我国养猪业中较为常见， ２０１６—２０１９ 年， 宋志强

等［１３］对全国 ２６ 个省份 ３７５ 个猪场， 总计 ３５ ９９５ 头上

市肥猪样本的检测， 发现 Ｍｈｐ 阳性率为 ６７％， 并通

过调查分析结果估算出中国养猪业平均每年因 ＭＰＳ
造成的损失高达 ８２􀆰 ８ 亿元。 邱刚等［１４］对林芝地区未

经 Ｍｈｐ 疫苗免疫的藏猪进行调查， 发现 Ｍｈｐ 抗体总

阳性率 ７２􀆰 ６９％， 除仔猪阶段外 （未能排除是否存在

母源抗体）， 育肥猪的阳性率最高， 为 ７６􀆰 ３８％。 李

新苹等［１５］同样调查发现新疆地区 Ｍｈｐ 感染率较高，
９１３ 份肺脏中 Ｍｈｐ 阳性 ７３０ 份， 阳性率为 ８０％ （７３０ ／
９１３）， 与 ＰＲＲＳＶ、 ＰＣＶ２ 或 ＡＰＰ 的混合感染率为

５７􀆰 １％。 广东省南部的一项研究发现， 集约化养殖的

猪群中 Ｍｈｐ 感染率平均为 ４５􀆰 ７％， 其中公猪的感染

率最高 （６８􀆰 ８％） ［１６］。 Ｍｈｐ 感染严重影响猪群生长性

能， 导致饲料转化率降低［１７］， 给养猪业造成巨大的

经济损失［１８］。 有研究表明成功根除 Ｍｈｐ， 进行药物

治疗、 母猪免疫驯化和疫苗接种等管理措施是有效

的， 可得到显著的投资回报［１９］。 综上， Ｍｈｐ 在猪群

中感染率高， 且常与其他病原混合感染， 给养猪场带

来巨大经济损失。 因此， 做好精准诊断和综合防控非

常重要。
ＲＴ－ｑＰＣＲ 技术广泛应用于 Ｍｈｐ 的检测， 检测耗

时短， 不需要琼脂糖凝胶电泳等步骤即可判定结果，
且采集鼻、 喉拭子样本即可快速地检测到 Ｍｈｐ 病原

体， 比血清样本的 ＥＬＩＳＡ 抗体检测具有更高的诊断

灵敏度［２０－２１］。 此外， 鼻拭子样品对不同生产阶段猪

群均具有更好的采集便利性与检测适用性， 可进行大

批量样品检测， 既节约时间， 又提高了检测效率［２２］。
目前， Ｍｈｐ ＲＴ－ｑＰＣＲ 选取保守基因片段主要是 Ｍｈｐ
Ｐ３６ 基因、 １８３ 基因以及 Ｐ９７ 基因［１０，２３－２５］。 Ｍｈｐ Ｐ４６
基因是一种高度保守的蛋白编码基因， 本试验以该基

因为靶标设计引物、 探针， 并成功建立了一种 Ｍｈｐ
的 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测方法。 该方法灵敏度高， 最低检出

浓度可达 １􀆰 ０ × １０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ； 具有较好的特异性，
对 Ｍｈｒ、 ＡＰＰ、 ＰＲＶ、 ＣＳＦＶ、 ＰＣＶ２、 ＰＲＲＳＶ、 ＰＥＤＶ
等均无交叉反应； 组内和组间重复性试验 Ｃｔ 值变异

系数均小于 ２％， 表明具有良好的重复性。 与商品化

试剂盒进行对比， 本方法的阳性检出率更高， 对于检

测结果有差异的样品经普通 ＰＣＲ 扩增及测序验证均

为 Ｍｈｐ 阳性， 表明该方法敏感性优于参与比对的商

品化试剂盒。
本研究还对湖南省某规模化猪场 ５０ 头生长育肥
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猪进行跟踪监测发现， ６０ 日龄均未检测到 Ｍｈｐ， 一

方面可能由于跟踪时间是从 ６ 月份开始， 此时湖南省

气温较高， 栏舍通风状况好， 生猪 Ｍｈｐ 感染相对较

轻； 另一方面由于保育期间用药较多， Ｍｈｐ 感染传

播并不明显。 至 ９７ 日龄， 发现感染率上升， 但 １０７
日龄阳性率又出现明显下降， 这与该猪场在 １００ 日龄

开始进行常规的抗支原体现场加药相关。 综合各个阶

段监测结果， 发现该猪场生长育肥猪在１００～１３０ 日龄

属于 Ｍｈｐ 感染活跃阶段， 持续到 １５０ 日龄仍存在

Ｍｈｐ 的感染流行， 为生长育肥猪 Ｍｈｐ 的防控提供了

参考数据。
综上所述， 本研究建立的针对 Ｍｈｐ 的 ＲＴ－ｑＰＣＲ

检测方法不仅灵敏性高， 特异性和重复性也较好， 可

以用于临床样品 Ｍｈｐ 检测和流行病学调查。
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