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摘要： 皆在建立快速精准检测鸡毒支原体 （ＭＧ） 和鸡滑液囊支原体 （ＭＳ） 的双重 ＰＣＲ 方法， 并利用该方法检测分析海南文昌鸡主要养殖地区

ＭＧ 和 ＭＳ 感染现状及流行特点。 针对 ＭＧ ｍｇＣ２ 基因和 ＭＳ ｖｌｈＡ 基因的保守序列， 分别设计引物并合成， 通过对反应条件及程序的优化， 建立

ＭＧ、 ＭＳ 双重 ＰＣＲ 检测方法； 对所建方法进行灵敏性、 特异性及重复性验证， 同时与国家农业行业标准进行比较， 验证其准确性。 应用所建方法

对海南文昌鸡主要养殖地区采集的 １ ５１０ 份未免疫 ＭＧ、 ＭＳ 疫苗的文昌鸡咽喉拭子进行病原学检测。 结果显示： 建立的双重 ＰＣＲ 检测方法对 ＭＧ、
ＭＳ 的最低检测限度均达到 ２􀆰 １×１０２拷贝 ／ μＬ； 与新城疫、 马立克氏病、 传染性法氏囊病和传染性喉气管炎等 ４ 种鸡常见病的病原不发生交叉反

应； 与国家农业行业标准发布的 ＭＧ、 ＭＳ 单一 ＰＣＲ 方法检测结果的符合率分别达到 １００％与 ９８􀆰 ８３％； 病原学检测结果显示， 海南文昌鸡主要养

殖地区 ＭＧ 的感染率为 １１􀆰 ７９％ （９５％ ＣＩ： １０􀆰 １６％～１３􀆰 ４２％）， ＭＳ 的感染率为 ２５􀆰 ９６％ （９５％ ＣＩ： ２３􀆰 ７５％～２８􀆰 １７％）， ＭＧ 和 ＭＳ 的混合感染率为

７􀆰 ４２％ （９５％ ＣＩ： ６􀆰 １０％～８􀆰 ７４％）； ＭＧ 和 ＭＳ 在春季高发， 以中型规模养殖场和成年鸡感染情况最为严重， 商品代肉鸡的阳性率最高。 结果表

明， 本研究建立的 ＭＧ、 ＭＳ 双重 ＰＣＲ 检测方法具有良好的敏感性、 特异性、 稳定性和准确性， 可应用于临床样本的检测； 当前海南省文昌鸡主

要养殖地区存在 ＭＧ、 ＭＳ 感染， 应加强防控。
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　 　 自 １９３６ 年禽支原体病被定义为鸡的呼吸道疾病

之后， 便一直威胁着养鸡业的健康发展， 给养鸡业带

来了巨大的困扰和经济损失［１］。 至今发现的与禽类

相关的支原体有 ２０ 余种， 其中， 鸡毒支原体 （Ｍｙｃｏ⁃
ｐｌａｓｍａ ｇａｌｌｉｓｅｐｔｉｃｕｍ， ＭＧ） 和鸡滑液囊支原体 （Ｍｙ⁃
ｃｏｐｌａｓｍａ ｓｙｎｏｖｉａｅ， ＭＳ） 是禽支原体中流传范围最广

且致病力最强的两类支原体。 ＭＧ 感染后主要引起鸡

和火鸡以及其他家禽的慢性呼吸道疾病［２］， 患病鸡

会表现出不同程度的呼吸道症状， 如呼吸不畅、 气喘

等， 严重时可见鼻腔内出现大量分泌物， 病禽食欲废

绝， 最终死亡［３］； 感染 ＭＳ 的鸡会出现脚垫、 关节肿

大、 跛行、 瘫痪、 胸部皮下滑液肿胀等症状， 有时会

出现呼吸道症状， 蛋壳尖端异常、 鸡的生长性能和产

蛋量下降等现象［４］。
近年来， ＭＧ 和 ＭＳ 在我国呈现出逐年增长趋势，

许多省份都出现了 ＭＧ 和 ＭＳ 感染， 且二者混合感染

的病例也越来越多［５－６］。 研究表明， 严格做好生物防

控， 定期监测鸡群 ＭＧ 和 ＭＳ 情况， 淘汰阳性鸡， 可

大大提升 ＭＧ 和 ＭＳ 的防控效果［７］。
然而， 对于 ＭＧ 和 ＭＳ 的监测而言， 目前临床上

的检测手段精准度不够、 操作复杂、 检测成本高或是

检测所需的仪器缺乏。 如病原分离鉴定， 虽然是检测

支原体的金标准， 但其操作难度大、 时间长， 可能需

要 ３～４ 周； 血清学检测速度快， 成本低， 但易出现

非特异性和交叉反应， 无法区分疫苗毒与野毒， 并且

不能同时检测 ＭＧ 和 ＭＳ， 缺点较多； 荧光定量 ＰＣＲ
检测技术敏感性高， 但检测成本较高， 且受检测仪器

的限制， 在基层实验室应用不多［８－９］。 而相较于这些

方法， ＰＣＲ 方法则更加快速、 灵敏和廉价， 适用于

临床大规模检测或监测［１０］。 多重 ＰＣＲ 检测方法是在

普通 ＰＣＲ 方法的基础上发展起来的， 可实现一个样

本一次可检测多种疾病， 具有节省时间、 人力和物力

的优点， 适用于大量临床样本 （特别是混合感染样

品） 中病原体的快速诊断。 目前临床上已有一些 ＭＧ
和 ＭＳ 的多重 ＰＣＲ 检测方法［１１－１３］， 但这些方法要么

敏感性不高， 要么在检测样品中会有非特异性条带出

现。 因此， 本研究通过对 ＭＧ ｍｇＣ２ 基因和 ＭＳ ｖｌｈＡ
基因的保守序列进行引物设计， 并对其反应体系和条

件进行优化， 建立起敏感性高、 特异性强、 经济适用

的 ＭＧ 和 ＭＳ 双重 ＰＣＲ 检测方法， 为检测防控 ＭＧ、
ＭＳ 提供可靠的技术手段； 同时应用所建方法对海南

省文昌鸡主要养殖地区采集的 １ ５１０ 份文昌鸡咽喉拭

子进行病原学检测， 以掌握 ＭＧ、 ＭＳ 在海南省文昌

鸡主要养殖地区的流行情况， 为科学有效防控 ＭＧ 和

ＭＳ 提供数据支持。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌 （毒） 株和疫苗

ＭＧ、 ＭＳ 均保存于海南省农业科学院畜牧兽医研

究所实验室， 新城疫 （Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ ｄｉｓｅａｓｅ， ＮＤ） 活疫

苗 （Ｌａ Ｓｏｔａ 株）， 马立克氏病 （Ｍａｒｅｋ􀆳ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＭＤ）
火鸡疱疹病毒活疫苗 （ＦＣ－１２６ 株）， 传染性法氏囊

病 （ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｕｒｓａｌ ｄｉｓｅａｓｅ， ＩＢＤ ） 活 疫 苗 （ Ｂ８７
株）， 传染性喉气管炎 （ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｌａｒｙｎｇｏｔｒａｃｈｅｉｔｉｓ，
ＩＬＴ） 活疫苗 （Ｋ３１７ 株）， 均购自哈药集团生物疫苗

有限公司； 鸡支原体 （Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ， Ｍ．
ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ）（ＡＴＣＣ １５３１９ 株） 和模仿支原体 （Ｍｙｃｏ⁃
ｐｌａｓｍａ ｉｍｉｔａｎｓ， Ｍ． ｉｍｉｔａｎｓ） （４ ２２９ 株） ＤＮＡ 由西北

农林科技大学兽医免疫学实验室馈赠。
１􀆰 ２　 样品来源

分别于海南省文昌鸡主要养殖地区 （海口、 文

昌、 琼海、 儋州） 的 １１ 个不同规模、 不同饲养类型

的文昌鸡场， 采用随机抽样的方式， 在不同季节采集

不同类型、 不同生长阶段的未免疫 ＭＧ、 ＭＳ 疫苗的

文昌鸡咽喉拭子共 １ ５１０ 份， 于－８０ ℃冰箱保存。
１􀆰 ３　 主要试剂

２×Ｔａｑ Ｐｌｕｓ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ）、 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 均购自南京诺唯赞生物科技有限公司；
ＤＬ５００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、 ｐＭＤＴＭ １８－Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ、
大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞、 ５０×ＴＡＥ 缓冲液， 均购
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自宝生物工程 （大连） 有限公司； ＤＮＡ 纯化回收试

剂盒、 质粒小提试剂盒均、 ＦａｓｔＫｉｎｇ ｇＤＮＡ Ｄｉｓｐｅｌｌｉｎｇ
ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ， 购自天根生化科技 （北京） 有限公司；
琼脂糖 Ａｇａｒｏｓｅ 购自生工生物工程 （上海） 股份有限

公司。

表 １　 采样鸡场信息

编号 养殖类型 采样数量 ／ 份 地点

１ 种鸡场 １ ２６４ 文昌

２ 种鸡场 ２ ２４４ 海口

３ 种鸡场 ３ １８４ 海口

４ 种鸡场 ４ １９６ 海口

５ 种鸡场 ５ ２６０ 文昌

６ 商品蛋鸡场 １ ３２ 海口

７ 商品蛋鸡场 ２ ３０ 海口

８ 商品肉鸡场 １ ９６ 海口

９ 商品肉鸡场 ２ ６０ 文昌

１０ 商品肉鸡场 ３ ４４ 琼海

１１ 商品肉鸡场 ４ １００ 儋州

１􀆰 ４　 试验方法

１􀆰 ４􀆰 １　 引物的设计与合成

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中公布的ＭＧ ｍｇＣ２ 基因和ＭＳ ｖｌｈＡ
基因序列， 运用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件对其序列进行对比后

选取保守区域， 利用 Ｏｌｉｇｏ ７ 软件进行引物设计， 引

物序列见表 ２。 引物由北京擎科生物科技股份有限公

司合成。

表 ２　 ＭＧ、 ＭＳ 引物序列

名称 引物序列 （５′→３′） 片段大小 ／ ｂｐ

ＭＧ－Ｆ ＴＴＣＴＴＴＡＣＴＣＴＴＧＧＧＴＴＴＡＧＧＧ

ＭＧ－Ｒ ＧＴＴＣＴＴＣＧＡＴＴＡＴＴＣＣＡＡＧＧＧＡ
１１９

ＭＳ－Ｆ ＡＣＣＣＴＧＴＡＧＡＧＡＣＴＧＣＴＡＡＡＡＣ

ＭＳ－Ｒ ＴＴＡＧＣＡＧＣＡＧＴＡＡＣＣＧＡＴＣＣ
１９６

１􀆰 ４􀆰 ２　 核酸提取及 ｃＤＮＡ 合成

ＮＤ、 ＭＤ、 ＩＢＤ、 ＩＬＴ 活疫苗用无菌 ＰＢＳ 缓冲液

稀释后， 取稀释液； 采集的咽喉拭子加入生理盐水浸

泡挤压后， ４ ℃离心取上清液。 将获得的稀释液与上

清液参照核酸提取说明书进行核酸提取， 获得 ＭＳ、
ＭＧ、 马立克氏病病毒 （ＭＤＶ）、 传染性喉气管炎病

毒 （ＩＬＴＶ） 及临床样品的 ＤＮＡ 于－２０ ℃冰箱保存备

用， 新城疫病毒 （ ＮＤＶ） 和传染性法氏囊病病毒

（ＩＢＤＶ） 的 ＲＮＡ 测定浓度后反转录成 ｃＤＮＡ 于

－２０ ℃冰箱保存备用。

１􀆰 ４􀆰 ３　 阳性质粒标准品的制备

以 ＭＧ、 ＭＳ 的 ＤＮＡ 为模板， 进行 ＰＣＲ 扩增。 扩

增产物经 ２％浓度琼脂糖凝胶电泳检测后， 切下目的

片段凝胶， 纯化回收后与 ｐＭＤ１８－Ｔ 载体连接， 连接

产物转化至感受态细胞 ＤＨ５α 中。 挑取单菌落进行菌

液扩增验证， 验证成功后送生工生物工程 （上海）
股份有限公司测序。 测序结果无误的菌液提取质粒，
经浓度测定后于－２０ ℃冰箱保存备用。
１􀆰 ４􀆰 ４　 单重 ＰＣＲ 反应体系的建立及优化

以 ＭＧ 和 ＭＳ 的阳性质粒为模板， 建立 ２５ μＬ 单

重 ＰＣＲ 扩增反应体系： 上游引物 （ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ）
１ μＬ， 下游引物 （ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） １ μＬ， ＤＮＡ 模板

１ μＬ， ２×Ｔａｑ Ｐｌｕｓ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ） １２􀆰 ５ μＬ，
双蒸水补齐至 ２５ μＬ。 先根据引物的解链温度， 将退

火温度的优化范围设定在 ５３～６０ ℃， 共设 ８ 个梯度；
确定最适温度后， 选择 ２８、 ３２ 和 ３５ 个循环进行

优化。
１􀆰 ４􀆰 ５　 双重 ＰＣＲ 反应体系的建立及优化

以 ＭＧ、 ＭＳ 的阳性质粒等体积混合物为模板，
建立 ２５ μＬ 反应体系。 基于单重 ＰＣＲ 优化结果， 对

ＭＧ、 ＭＳ 双重 ＰＣＲ 反应体系进行优化。 将退火温度

分别设置为 ５０、 ５１􀆰 ２、 ５２、 ５３􀆰 １、 ５４、 ５５􀆰 ２、 ５６􀆰 ５
和 ５７ ℃。 循环次数分别为 ２８、 ３２ 和 ３５ 个循环。 上

下游引物 （ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 添加量分别为 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ５、
０􀆰 ６、 ０􀆰 ８ 和 １ μＬ。 经 ＰＣＲ 反应验证确定最佳退火温

度、 循环数和引物添加量后， 建立起 ＭＧ、 ＭＳ 双重

ＰＣＲ 检测方法。
１􀆰 ４􀆰 ６　 双重 ＰＣＲ 敏感性试验

将 ＭＧ 和 ＭＳ 的阳性质粒等体积混匀后进行 １０
倍梯度稀释， 以 １０９ ～ １００拷贝 ／ μＬ 共 １０ 个浓度梯度

为模板， 根据优化所得条件进行扩增， 以此确定所建

方法的敏感性。
１􀆰 ４􀆰 ７　 双重 ＰＣＲ 特异性试验

以 ＭＧ、 ＭＳ、 ＭＤＶ、 ＩＬＴＶ、 ＮＤＶ、 ＩＢＤＶ、 Ｍ．
ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ 和 Ｍ． ｉｍｉｔａｎｓ 的 ＤＮＡ ／ ｃＤＮＡ 为模板， 用所

建方法对其进行扩增， 以此确定建立方法的特异性。
１􀆰 ４􀆰 ８　 双重 ＰＣＲ 重复性试验

选择拷贝数在 １０６拷贝 ／ μＬ 的 ＭＧ 和 ＭＳ 阳性质

粒， 混匀后取 １ μＬ 作为模板， 用优化后的反应条件

进行扩增， 重复 ３ 次， 以确定所建方法的批内重复

性。 选择同浓度混匀后的质粒， 在不同时间进行

ＰＣＲ 扩增， 以此确定所建方法的批间重复性。
１􀆰 ４􀆰 ９　 临床应用

随机选取 ２５６ 份临床样品， 同时应用本研究建立

的 ＭＧ、 ＭＳ 双重 ＰＣＲ 检测法与中华人民共和国农业

行业标准发布的 ＭＧ、 ＭＳ 单一 ＰＣＲ 检测法［１４］进行样
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品检测， 将检测结果进行比对， 以此验证所建方法的

准确性。
应用本研究建立的 ＭＧ、 ＭＳ 双重 ＰＣＲ 检测法对

采集的 １ ５１０ 份咽喉拭子进行病原学检测。 通过凝胶

电泳判定检测结果， 在 １１９ ｂｐ 处出现条带判定为 ＭＧ
阳性， 在 １９６ ｂｐ 处出现条带判定为 ＭＳ 阳性， 同时出

现条带判定为 ＭＧ、 ＭＳ 混合感染。
１􀆰 ５　 数据统计与分析

所有试验数据由 Ｅｘｃｅｌ ２０１９ 软件进行汇总。 使用

ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件对 ＭＧ、 ＭＳ 阳性率进行卡方检验。 各

组间 ＭＧ、 ＭＳ 阳性率差异性采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０
软件进行分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异显著， Ｐ＜０􀆰 ０１ 表示

差异极显著。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 阳性质粒构建

结果显示 （图 １）， 构建的 ＭＧ、 ＭＳ 阳性质粒分

别在 １１９ 和 １９６ ｂｐ 处扩增出目的条带， 与预期结果

相符； 其浓度经紫外分光光度计测定后均为 ６７
ｎｇ ／ μＬ， 换算拷贝数为 ２􀆰 １×１０１０拷贝 ／ μＬ。

Ｍ􀆰 ＤＬ５００ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 阴性对照； ２． ＭＧ 阳性质粒； ３． ＭＳ 阳性

质粒。

图 １　 ＭＧ （Ａ）、 ＭＳ （Ｂ） 阳性质粒验证结果

２􀆰 ２　 单重 ＰＣＲ 反应体系的建立

经优化， ＭＧ 单重 ＰＣＲ 的最适反应条件为：
９５ ℃ ３ ｍｉｎ； ９５ ℃ １５ ｓ， ５４ ℃ １５ ｓ， ７２ ℃ １５ ｓ， 循

环 ３５ 次； ７２ ℃ ５ ｍｉｎ。 ＭＳ 单重 ＰＣＲ 的最适反应条

件为： ９５ ℃ ３ ｍｉｎ； ９５ ℃ １５ ｓ， ５３ ℃ １５ ｓ， ７２ ℃
１５ ｓ， 循环 ３２ 次； ７２ ℃ ５ ｍｉｎ。
２􀆰 ３　 双重 ＰＣＲ 反应体系的建立

ＭＧ、 ＭＳ 双重 ＰＣＲ 反应体系优化结果表明，
ＭＧ、 ＭＳ 双重 ＰＣＲ 的最优反应体系为： ＭＧ 上游引物

（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） １ μＬ， ＭＧ 下游引物 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
１ μＬ， ＭＳ 上游引物 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ６ μＬ， ＭＳ 下游

引物 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ６ μＬ， ＤＮＡ 模板 １ μＬ， ２×Ｔａｑ
Ｐｌｕｓ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ） １２􀆰 ５ μＬ， 双蒸水补齐至

２５ μＬ。 最优反应条件为： ９５ ℃ ３ ｍｉｎ； ９５ ℃ １５ ｓ，
５１􀆰 ２ ℃ １５ ｓ， ７２ ℃ １５ ｓ， 循环 ３５ 次； ７２ ℃ ５ ｍｉｎ。
２􀆰 ４　 双重 ＰＣＲ 敏感性试验

敏感性试验结果如图 ２ 所示， 建立的双重 ＰＣＲ
检测方法对 ＭＧ 和 ＭＳ 的最低检测限度为 ２􀆰 １ × １０２

拷贝 ／ μＬ。

Ｍ． ＤＬ５００ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 阴性对照； ２～１１􀆰 质粒浓度依次为 １０９ ～１００

拷贝 ／ μＬ。

图 ２　 ＭＧ、 ＭＳ 双重 ＰＣＲ 敏感性验证结果

２􀆰 ５　 双重 ＰＣＲ 特异性试验

特异性试验结果见图 ３， 只有 ＭＧ 和 ＭＳ 的模板

扩增出现单一目的条带， ＩＬＴＶ、 ＩＢＤＶ、 ＮＤＶ、 ＭＤＶ、
Ｍ． ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ、 Ｍ． ｉｍｉｔａｎｓ 的模板均未扩增出条带，
说明所建方法特异性良好。

Ｍ． ＤＬ５００ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 阴性对照； ２􀆰 阳性对照； ３􀆰 ＭＧ； ４􀆰 ＭＳ；
５􀆰 ＩＬＴＶ； ６􀆰 ＩＢＤＶ； ７􀆰 ＮＤＶ； ８􀆰 ＭＤＶ； ９􀆰 Ｍ． ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ； １０􀆰 Ｍ． ｉｍ⁃
ｉｔａｎｓ。

图 ３　 ＭＧ、 ＭＳ 双重 ＰＣＲ 特异性验证结果

２􀆰 ６　 双重 ＰＣＲ 重复性试验

重复性试验结果见图 ４， 批内重复和批间重复均

出现清晰的目的条带， 说明所建方法重复性良好。
２􀆰 ７　 双重 ＰＣＲ 准确性试验

临床检测结果见表 ３， 使用国家农业行业标准检

·３０１·畜牧与兽医　 ２０２５ 年　 第 ５７ 卷　 第 ８ 期



测法检出 ＭＧ 阳性样品 ４ 份， 阳性率为 １􀆰 ２％ （４ ／
２５６）， 检出 ＭＳ 阳性样品 １３ 份， 阳性率为 ５􀆰 ０８％
（１３ ／ ２５６）， 检出 ＭＧ ／ ＭＳ 双阳性样品 ３ 份， 阳性率为

１􀆰 １７％ （３ ／ ２５６）； 采用本试验建立的方法检测， 检出

ＭＧ 阳性样品 ４ 份， 阳性率为 １􀆰 ２％ （４ ／ ２５６）， 检出

ＭＳ 阳性样品 １６ 份， 阳性率为 ６􀆰 ２５％ （１６ ／ ２５６）， 检

出 ＭＧ ／ ＭＳ 双阳性样品 ３ 份， 阳性率为 １􀆰 １７％ （３ ／
２５６）。 经比较， 两种方法检测 ＭＧ 的符合率为 １００％
（２５６ ／ ２５６）， 检测 ＭＳ 的符合率为 ９８􀆰 ８３％ （ ２５３ ／
２５６）， 且本试验所建 ＭＧ、 ＭＳ 双重 ＰＣＲ 检测方法的

ＭＳ 阳性检出率高于国家农业行业标准检测法。
Ｍ． ＤＬ５００ Ｍａｒｋｅｒ； １． 阴性对照； ２～４． 阳性质粒。

Ａ． 批内重复； Ｂ． 批间重复。

图 ４　 ＭＧ、 ＭＳ 双重 ＰＣＲ 重复性验证结果

表 ３　 双重 ＰＣＲ 检测方法与行业标准 ＰＣＲ 检测方法检测结果的符合率

检测病原 样品数 ／ 份
双重 ＰＣＲ 检测法 行业标准检测法

阳性样品数 ／ 份 阴性样品数 ／ 份 阳性样品数 ／ 份 阴性样品数 ／ 份

检测结果一致的

样品数 ／ 份
符合率 ／ ％

ＭＧ ２５６ ４ ２５２ ４ ２５２ ２５６ １００

ＭＳ ２５６ １６ ２４０ １３ ２４３ ２５３ ９８􀆰 ８３

２􀆰 ８　 文昌鸡咽喉拭子样品的 ＭＧ、 ＭＳ 病原检测

２􀆰 ８􀆰 １　 不同地区文昌鸡 ＭＧ、 ＭＳ 病原检测

本次采集的 １ ５１０ 份文昌鸡咽拭子样品中， 检出

ＭＧ 阳性样品 １７８ 份， 阳性率为 １１􀆰 ７９％ （９５％ ＣＩ：
１０􀆰 １６％～１３􀆰 ４２％）； 检出 ＭＳ 阳性样品 ３９２ 份， 阳性

率为 ２５􀆰 ９６％ （９５％ ＣＩ： ２３􀆰 ７５％ ～ ２８􀆰 １７％）； 检出

ＭＧ ／ ＭＳ 双阳性样品 １１２ 份， 混合感染阳性率为

７􀆰 ４２％ （９５％ ＣＩ： ６􀆰 １０％ ～ ８􀆰 ７４％）。 ＭＧ、 ＭＳ 阳性

率差异显著 （ＭＧ： χ２ ＝ １０８􀆰 ００， Ｐ＜０􀆰 ０５； ＭＳ： χ２ ＝
２０４􀆰 ００， Ｐ＜０􀆰 ０５）。 海口、 文昌、 琼海、 儋州 ４ 个地

区均存在 ＭＧ、 ＭＳ 感染 （图 ５）， 但感染程度存在差

异。 海口市的 ＭＧ 和 ＭＳ 阳性率显著高于其余 ３ 个地

区 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 分别为 １３􀆰 ５５％ （１０６ ／ ７８２）（９５％ ＣＩ：
１１􀆰 １５％～１５􀆰 ９６％） 和 ３１􀆰 ７１％ （２４８ ／ ７８２） （９５％ ＣＩ：
２８􀆰 ４５％～３４􀆰 ９８％）， 其混合感染阳性率同样高于其

余地区， 达到 ８􀆰 ９５％ （７０ ／ ７８２） （９５％ ＣＩ： ６􀆰 ９５％ ～
１０􀆰 ９５％）。 　
２􀆰 ８􀆰 ２　 不同季节文昌鸡 ＭＧ、 ＭＳ 病原检测

结果显示 （图 ６）， 不同季节文昌鸡的 ＭＧ、 ＭＳ
阳性率差异显著 （ＭＧ： χ２ ＝ ２１３􀆰 ００， Ｐ＜０􀆰 ０５； ＭＳ：
χ２ ＝ ３２１􀆰 ００， Ｐ＜０􀆰 ０５）。 春季文昌鸡的 ＭＧ、 ＭＳ 阳性

检出率显著高于其他季节 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 分别达到

５２􀆰 ２６％ （８１ ／ １５５） （９５％ ＣＩ： ４４􀆰 ３７％ ～ ６０􀆰 １５％） 和

４２􀆰 ５８％ （６６ ／ １５５） （９５％ ＣＩ： ３４􀆰 ７７％～５０􀆰 ３９％）， 其

混合感染率达到 ２８􀆰 ３９％ （４４ ／ １５５）（９５％ ＣＩ： ２１􀆰 ２７％～
３５􀆰 ５１％）； 而夏季文昌鸡的 ＭＧ、 ＭＳ 阳性检出率最

低， 分别为 １􀆰 ５６％ （４ ／ ２５６） （ ９５％ ＣＩ： ０􀆰 ０４％ ～
３􀆰 ０８％） 和 ６􀆰 ２５％ （１６ ／ ２５６） （９５％ ＣＩ： ３􀆰 ２８％ ～
９􀆰 ２２％）， 其 ＭＧ、 ＭＳ 混合感染率为 １􀆰 １７％ （３ ／ ２５６）
（９５％ ＣＩ： ０􀆰 ０１％～２􀆰 ４９％）。

组间比较， 字母不同表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 字母相同表示差

异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 下同。

图 ５　 不同地区的文昌鸡 ＭＧ、 ＭＳ 病原检测结果

２􀆰 ８􀆰 ３　 不同生长阶段文昌鸡的 ＭＧ、 ＭＳ 病原检测

结果显示 （图 ７）， 在不同生长阶段文昌鸡的咽

喉拭子样品中均有 ＭＧ、 ＭＳ 阳性样品检出， 且 ＭＧ、
ＭＳ 的阳性率差异显著 （ＭＧ： χ２ ＝ ６４􀆰 ００， Ｐ＜ ０􀆰 ０５；
ＭＳ： χ２ ＝ １４２􀆰 ００， Ｐ＜０􀆰 ０５）。 成年鸡 ＭＧ、 ＭＳ 的单重

及混合感染阳性率均显著高于雏鸡和育成鸡 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 分别达到 １６􀆰 ５７％ （１１３ ／ ６８２） （ ９５％ ＣＩ：
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１３􀆰 ７８％～１９􀆰 ３６％）、 ３４􀆰 １６％ （２３３ ／ ６８２） （９５％ ＣＩ：
３０􀆰 ６０％～３７􀆰 ７３％） 和 １１􀆰 ７３％ （８０ ／ ６８２） （９５％ ＣＩ：
９􀆰 ３１％～１４􀆰 １５％）。

图 ６　 不同季节文昌鸡 ＭＧ、 ＭＳ 的病原检测结果

图 ７　 不同生长阶段的文昌鸡 ＭＧ、 ＭＳ 病原检测结果

２􀆰 ８􀆰 ４ 不同养殖规模文昌鸡场 ＭＧ、 ＭＳ 的病原检测

结果显示 （图 ８）， 不同养殖规模文昌鸡场的

ＭＧ、 ＭＳ 阳性率差异显著 （ＭＧ： χ２ ＝ １２４􀆰 ００， Ｐ ＜
０􀆰 ０５； ＭＳ： χ２ ＝ ３００􀆰 ００， Ｐ＜０􀆰 ０５）。 中型文昌鸡场的

ＭＧ、 ＭＳ 阳性检出率最高， 分别达到 ３８􀆰 ３３％ （２３ ／
６０） （９５％ ＣＩ： ２５􀆰 ９３％ ～ ５０􀆰 ７４％） 和 ４１􀆰 ６７％ （２５ ／
６０） （９５％ ＣＩ： ２９􀆰 ０９％～５４􀆰 ２５％）； 大型文昌鸡场的

ＭＧ、 ＭＳ 阳性检出率最低， 分别为 ８􀆰 ５６％ （８４ ／ ９８１）
（９５％ ＣＩ： ６􀆰 ８１％ ～ １０􀆰 ３１％） 和 １６􀆰 ４１％ （１６ ／ ９８１）
（９５％ ＣＩ： １７􀆰 ２８％～２２􀆰 ２７％）； 中型文昌鸡场的 ＭＧ、
ＭＳ 混合感染阳性率最高， 达到 ３８􀆰 ３３％ （２３ ／ ６０）
（９５％ ＣＩ： ２５􀆰 ９３％～５０􀆰 ７４％）。
２􀆰 ８􀆰 ５　 不同类型文昌鸡 ＭＧ、 ＭＳ 的病原检测

结果显示 （图 ９）， 不同类型的文昌鸡咽拭子样

品中均有 ＭＧ、 ＭＳ 阳性样品检出， 且 ＭＧ、 ＭＳ 阳性

率差异显著 （ＭＧ： χ２ ＝ ７６􀆰 ００， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； ＭＳ： χ２ ＝
２０６􀆰 ００， Ｐ＜０􀆰 ０５）。 其中， 商品代肉鸡的 ＭＧ、 ＭＳ 阳

性检出率及混合感染阳性率显著高于蛋鸡和种鸡

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 分别为 ２７􀆰 ３３％ （８２ ／ ３００） （９５％ ＣＩ：
２２􀆰 ２８％～３２􀆰 ３８％）、 ４２􀆰 ００％ （１２６ ／ ３００） （９５％ ＣＩ：
３６􀆰 ４１％～４７􀆰 ５９％） 和 １８􀆰 ６７％ （５６ ／ ３００） （９５％ ＣＩ：

１４􀆰 ２５％～２３􀆰 ０８％）； 商品代蛋鸡的 ＭＧ 阳性检出率最

低， 为 ３􀆰 ２３％ （２ ／ ６２） （９５％ ＣＩ： ０􀆰 ０１％ ～ ７􀆰 ６６％）；
种鸡的 ＭＳ 阳性检出率最低， 为 ２０􀆰 ９９％ （ ２４１ ／
１ １４８） （９５％ ＣＩ： １８􀆰 ６４％～２３􀆰 ３５％）。

图 ８　 不同养殖规模的文昌鸡场 ＭＧ、 ＭＳ 病原检测结果

图 ９　 不同类型文昌鸡 ＭＧ、 ＭＳ 病原检测结果

３　 讨论

支原体自发现以来便在全球范围内广泛传播， 给

家禽养殖业带来严重的经济损失。 ＭＧ 和 ＭＳ 是致病

力最强、 危害最严重的两类支原体， 一直是规模化养

殖的顽疾。 鸡群感染 ＭＧ 和 ＭＳ 后， 会表现出与呼吸

道类疾病相似的临床症状， 仅凭肉眼难以区分， 加之

部分鸡只会出现 ＭＧ、 ＭＳ 混合感染的情况， 给临床

诊断带来困难， 因此亟需一种既可检测病原单一感

染， 又可检测混合感染的检测方法。
本试验以 ＰＣＲ 检测技术为基础， 在一个反应体

系中同时加入 ＭＧ 和 ＭＳ 的引物， 进行双重 ＰＣＲ 扩

增， 经过一系列试验验证和优化， 最终建立 ＭＧ、 ＭＳ
双重 ＰＣＲ 检测方法。 试验结果表明， 本试验所建方

法具有良好的敏感性， 最低检测限度达到 ２􀆰 １×１０２拷

贝 ／ μＬ， 灵敏度优于杨斌等［１１］、 杨美等［１２］ 建立的

ＭＧ、 ＭＳ 双重 ＰＣＲ 检测技术； 与现有 ＭＧ、 ＭＳ 单重

ＰＣＲ 检测方法的敏感性相当［１５－１６］， 且检测时间大大

缩短。 所建方法与鸡常见病原 ＩＬＴＶ、 ＩＢＤＶ、 ＮＤＶ、
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ＭＤＶ 不发生交叉反应， 说明该方法特异性良好； 在

不同时间对 ＭＧ、 ＭＳ 混合质粒进行扩增， 均出现清

晰条带， 说明所建方法具有良好的重复性。 此外， 本

试验还将所建 ＭＧ、 ＭＳ 双重 ＰＣＲ 检测方法与单一

ＰＣＲ 行业标准方法的临床检测结果进行了比较分析，
发现两种方法 ＭＧ 的检测符合率达到 １００％， ＭＳ 的检

测符合率达到 ９８􀆰 ８３％， 且本试验所建 ＭＧ、 ＭＳ 双重

ＰＣＲ 检测方法的 ＭＳ 阳性检出率高于国家农业行业标

准检测法， 进一步说明所建 ＭＧ、 ＭＳ 双重 ＰＣＲ 方法

更具可靠性， 可用于临床检测。 然而， 本试验所建方

法不能鉴别野毒株与疫苗株， 因此在临床检测时需明

确采样鸡只未免疫 ＭＧ、 ＭＳ 疫苗。
此外， 应用所建 ＭＧ、 ＭＳ 双重 ＰＣＲ 检测方法对

海南省文昌鸡主要养殖地区采集的 １ ５１０ 份未免疫

ＭＧ、 ＭＳ 疫苗的鸡咽喉拭子进行检测， 结果显示 ＭＧ
的阳性率为 １１􀆰 ７９％， ＭＳ 阳性率为 ２５􀆰 ９６％， ＭＧ、
ＭＳ 混合感染阳性率为 ７􀆰 ４２％， 说明海南省文昌鸡主

要养殖地区存在 ＭＧ、 ＭＳ 感染， 且部分呈混合感染，
提示当地养殖场应加强对 ＭＧ、 ＭＳ 疫病防控。

检测发现， ４ 个文昌鸡主要养殖地区均存在不同

程度的 ＭＧ、 ＭＳ 感染， 以海口的感染情况最为严重，
分别为 １３􀆰 ５５％和 ３１􀆰 ７１％。 由于海口是文昌鸡的优

势生产区之一［１７］， 有着较大的文昌鸡出栏量和较快

的出栏速度， 倘若养殖人员疫病防控意识淡薄， 防控

不到位， 就极有可能造成养殖场内疫病频发， 因此，
建议海口地区的各养殖场应加强日常消毒工作， 严格

规范管理制度， 注重提升工作人员的防疫意识； 而其

他 ３ 个地区的养殖场也仍需加强饲养管理， 注重防控

ＭＧ、 ＭＳ。
检测结果提示， ＭＧ、 ＭＳ 在一年四季中均有发

生， 因此一年四季均需做好 ＭＧ、 ＭＳ 的防控， 其中

春季的 ＭＧ、 ＭＳ 阳性检出率显著高于其余三季， 此

结果与姜兰兰等［１８］和马爽等［１９］ 的调查结果一致。 海

南春季阴雨连绵， 气温忽冷忽热， 差异较大， 倘若养

殖场 （户） 没有制定合理的应对措施， 鸡群将无法

适应环境的变化， 便会诱使机体抵抗力下降， 最终受

到 ＭＧ 和 ＭＳ 侵染； 因此建议各养殖场加强对鸡场的

散热保暖措施， 尤其在春季要尽量避免或减少因低温

高湿等环境气候变化诱发的疫病， 同时可适当给鸡群

饲喂一些抗应激、 促免疫的物质， 以提高鸡群的抗

病力。
不同生长阶段文昌鸡临床样品的检测结果显示，

ＭＧ 和 ＭＳ 的感染率会随着鸡群日龄的增加而呈现出

升高趋势， 这与孙佳琳等［２０］ 的调查结果相吻合； 推

测原因可能是由于鸡群中存在的隐形感染鸡或症状不

明显的病鸡没有及时隔离， 它们不断向外散播病毒，

加之日常消毒不到位， 造成笼舍、 器具及周边环境持

续污染， 而鸡群长时间处于污染的环境下， 一旦其抵

抗力下降， 便会诱发感染； 因此建议各养殖场应定期

对鸡群开展 ＭＧ 和 ＭＳ 的监测， 及时隔离阳性鸡， 同

时应在日常清洁中注重对饲喂的器具和笼舍的消毒，
多开窗通风， 切断病原的传播途径。

不同养殖规模的文昌鸡场 ＭＧ、 ＭＳ 检测结果显

示， 中型规模的文昌鸡场 ＭＧ 和 ＭＳ 感染情况最为严

重， 推测原因可能与养殖场的自身条件和管理水平相

关。 海南大型文昌鸡场大多拥有良好的硬件设施， 严

格的管理制度、 充足的人手和防疫措施； 小型文昌鸡

场则多采用散养的饲养方式， 鸡群拥有充足的活动空

间和流动的新鲜空气； 相较而言， 中型文昌鸡场的基

础设施和标准化生产规范程度不如大型养殖场， 饲养

空间也没有小型养殖场宽裕， 且部分养殖户为追求效

益会增加饲养密度， 一系列因素增加了鸡群发病的风

险［２１］， 造成阳性率过高的现象； 因此， 建议中型养

殖场合理规划鸡只密度， 加强制定疫病防范措施， 提

高鸡群的饲养管理水平。
在不同养殖类型的文昌鸡中， 商品代肉鸡的

ＭＧ、 ＭＳ 感染情况最为严重， 这与孙杰龙等［２２］ 的调

查结果一致。 这主要是由于肉鸡的饲养周期短， 出栏

快， 日常防疫工作没有种鸡和蛋鸡严格， 加之部分养

殖户在鸡出栏后没有及时进行清洁消毒或空舍便开始

饲养新鸡， 导致病原在鸡舍和鸡笼上长期停留， 造成

新一批鸡受到感染。 因此， 建议养殖场 （户） 加强

疫病防范， 在鸡出栏后务必空舍 ２ 周以上， 并进行彻

底的消毒处理后方可进鸡。
综上所述， 本研究成功建立了 ＭＧ、 ＭＳ 双重

ＰＣＲ 检测方法， 经验证所建方法具有良好的特异性、
敏感性和重复性， 与行业标准 ＰＣＲ 检测方法的符合

率达到 ９８􀆰 ８％以上， 可用于临床检测。 病原学调查

结果显示， 海南省文昌鸡主要养殖地区存在 ＭＧ、 ＭＳ
感染， 建议加强 ＭＧ、 ＭＳ 的防控措施， 及时接种疫

苗， 减少对文昌鸡养殖业的经济损失。
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