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摘 要：【目的】建立牛支原体(Mycoplasma bovis)、多杀性巴氏杆菌(Pasteurella multocida, P.m)和

溶血性曼氏杆菌(Mannheimia haemolytica, M.h)的三重 qPCR 检测方法，并开展规模化奶牛养殖场

牛呼吸道疾病综合征(bovine respiratory disease complex, BRDC)的流行病学调查。【方法】以实验室

分离鉴定后纯化的菌株制备敏感性质控样品；选取国内主要流行株的保守基因，分别以牛支原体

的 uvrC 基因、多杀性巴氏杆菌的 Kmt1 基因和溶血性曼氏杆菌的 lktD 基因作为靶标，建立多重

探针和引物体系，优化反应体系参数，构建三重 qPCR 方法。验证该方法的敏感性、重复性和特

异性，并与细菌分离鉴定方法进行符合率验证。利用该方法对 1 252 份临床疑似 BRDC 的样本进

行病原学检测，分析病原的流行特征和时空分布特征。【结果】三重 qPCR 方法的标准曲线 R2 值

分别为 0.998 6、0.994 6 和 0.998 6；牛支原体、多杀性巴氏杆菌和溶血性曼氏杆菌的最低检出量

分别为 2.50×103、1.26×103 和 7.50×102 CFU/mL。批内和批间变异系数均小于 2%，仅 3 种菌的敏

感性质控样品出现特异性扩增曲线。符合率试验结果显示，牛支原体、多杀性巴氏杆菌和溶血性

曼氏杆菌与细菌分离鉴定方法的符合率分别为 100.00%、98.40% 和 97.60%。流行病学调查显示，

BRDC 细菌性病原总阳性率为 75.9% [95% confidence interval (CI), 73.4%−78.3%]，其中混合感染占比

48.8%，冬季为高发期，北方地区阳性率显著高于南方 (P<0.001)。【结论】本研究建立的三重

qPCR 方法具有良好的特异性、稳定性和重复性，为我国 BRDC 主要病原的一步法检测提供了候
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选方案。本研究还分析了 BRDC 细菌病原的协同感染特征及地理-季节分布规律，为精准防控策

略的制定提供了参考。
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Abstract: [Objective] To establish a triple qPCR detection method for Mycoplasma bovis, 
Pasteurella multocida (P. m) and Mannheimia haemolytica (M. h), and to conduct an 
epidemiological investigation of bovine respiratory disease complex (BRDC) in large-scale dairy 
farms with it.[Methods] Sensitive quality control samples were prepared using the purified strains 
isolated and identified in our laboratory. The conserved genes of the major prevalent strains in 
China were used as targets, including the uvrC of M. bovis, Kmt1 of P. m, and lktD of M. h, to 
establish a multiplex qPCR containing multiple pairs of primers and probes. By optimizing the 
parameters of the reaction system, a triple qPCR method was established and its sensitivity, 
repeatability and specificity were verified. The coincidence rate with the bacterial isolation and 
identification method was verified. A total of 1 252 clinical samples suspected of BRDC were 
tested using the established method, and the prevalence and spatiotemporal distribution 
characteristics of three pathogens were analyzed based on the test results.[Results] The R2 values 
of the standard curves for the triple qPCR for detecting M. bovis, P.m, and M.h were 0.998 6, 
0.994 6 and 0.998 6 respectively; the minimum detectable quantities were 2.50×103, 1.26×103 and 
7.50×102 CFU/mL, respectively. The intra-batch and inter-batch coefficients of variation of the 
reaction system were both less than 2%, and only the specific amplification curves were observed 
for the three sensitive quality control samples established. The results of the test showed that the 
concordance rates of M. bovis, P. m, and M. h with bacterial isolation and identification methods 
were 100.00%, 98.40% and 97.60%, respectively. The epidemiological survey indicated that the 
total positive rate of bacterial pathogens in BRDC was 75.9% (95% confidence interval (CI),  
73.4%−78.3%), among which the proportion of mixed infections was 48.8%. The incidence was 
higher in winter, and the positive rate in the northern region was significantly higher than that in the 
southern region (P<0.001). [Conclusion] The multiple qPCR method established in this study 
demonstrated excellent specificity, stability and repeatability, which provided a candidate solution 
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for the detection of major pathogens of BRDC in China. The analysis of the co-infection 
characteristics and geographical-seasonal distribution patterns of BRDC bacterial pathogens 
offered meaningful references for the formulation of precise prevention and control strategies.
Keywords: Mycoplasma bovis; Pasteurella multocida; Mannheimia haemolytica; epidemiological 
investigation; multiplex qPCR

牛 呼 吸 道 疾 病 综 合 征 (bovine respiratory 

disease complex, BRDC)是全球肉牛和奶牛养殖

业中最重要的健康问题之一[1]，其发病机制复

杂，常由多种病毒和细菌协同作用引发[2]。其

中，多杀性巴氏杆菌、溶血性曼氏杆菌和牛支

原体是主要的细菌性病原[2]。BRDC 在全球范围

内具有较高的发病率和死亡率[3]，目前国内养牛

业中 65% 的疾病均与 BRDC 相关，感染率为

100%，死亡率不低于 35%[4]，导致了严重的经

济损失。研究表明牛支原体是 BRDC 的主要病

原体[5]，具有独特的生物学特性和广泛的致病

性[6-7]，且不同地区的菌株表现出显著的基因组

多样性和耐药性[8]。溶血性曼氏杆菌常定殖于健

康反刍动物的上呼吸道[9]，在特定条件下可引发

严重的呼吸道疾病[10]，其生物被膜的形成增强

了抗生素耐药性和耐药基因的传播[11-13]。多杀

性巴氏杆菌的致病常与运输、拥挤等应激因素

相关[14]，且能与其他病原体协同作用[15]。

近年来，多重 qPCR 因其高灵敏度和高通量

的优势被广泛应用于病原检测[16]，但现有的

BRDC 检测体系多针对单一病原，或缺乏标准

化验证[17]。此外，我国 BRDC 的流行病学数据

较为零散，病原体的协同作用机制及其时空分

布规律尚未得到系统阐明[18]。因此本研究选取

牛支原体的 uvrC 基因、多杀性巴氏杆菌的 Kmt1

基因和溶血性曼氏杆菌的 lktD 基因作为靶标，

建立三重 qPCR 检测方法，并对全国 51 个牧场

进行流行病学调查。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　样品来源

110 份呼吸道拭子样本和 15 份内脏样本(通

过南京农业大学实验动物福利与伦理委员会审

批，编号：NJAULLSC2022085)作为符合率试验

的临床样本，均采集于安徽蚌埠某牧业。1 184

份呼吸道拭子样本和 68 份组织样本作为流行病

学调查样本，采集自全国各地的 51 个牧场。所

有纳入流行病学调查的临床样本均来自呈现典

型呼吸道症状的牛只，包括咳嗽、气喘、呼吸

困难；同时伴随全身性临床症状，如体温显著

升高(≥39.5 ℃)、食欲减退及精神沉郁，部分病

例还可见产奶量下降。每个牧场按呼吸道症状

牛存栏量的 5% 抽取样本，优先选择急性期症状

明显的牛只，所有采样牛均来自规模化牛场。

1.2　菌株、主要试剂和仪器

大肠埃希氏菌、肠道沙门氏菌、金黄色葡

萄球菌、粪肠球菌、产气荚膜梭菌、乳酸乳球

菌、肉芽肿曼氏杆菌、丝状支原体、牛鼻支原

体、病毒性腹泻病毒、牛传染性鼻气管炎病毒、

牛呼吸道合胞体病毒、牛疱疹病毒 1 型、昏睡

嗜血杆菌、牛结核分枝杆菌、肺炎克雷伯氏菌、

肺炎链球菌，均由南京农业大学保存。

参考菌株：多杀性巴氏杆菌 SX1804-1 

(2018 年分离自陕西省某牧场患肺炎奶牛肺组

织，血清型为 A 型)、溶血性曼氏杆菌 HB2011-1 

(2011 年分离自河北省某牧场牛拭子，血清型为

A1)由本实验室分离鉴定保存。牛支原体 HB08-1 

(登录号为 NC_018077.1)由华中农业大学郭爱珍

老师惠赠。

1×Taq Master Mix，青岛立见生物科技有限

公司。

自动核酸提取仪及耗材，南京诺唯赞生物

科技股份有限公司；荧光定量 PCR 仪，西安天

隆科技有限公司。
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1.3　敏感性质控样品制备

依据 Rossetti 等[19]、许腾林等[20]、 Klima

等[21]的研究，选用针对多杀性巴氏杆菌、溶血

性曼氏杆菌和牛支原体的荧光 PCR 引物和探针，

交由百力格生物科技(上海)股份有限公司合成。

将 P.m 和 M.h 参考菌株接种于 THB 液体培养

基，37 ℃ 180 r/min 恒温摇床中培养 8–10 h，

M. bovis 参考菌株接种于 PPLO 肉汤培养基，

37 ℃ 5% CO2 培养箱中培养 48 h。提取核酸后

进行 10 倍梯度稀释，利用荧光定量 PCR 验证，

选定 Ct 值在 25−30 的稀释度，冻干保存，制备

成质控品 Mb/QC/DNA、Pm/QC/DNA、Mh/QC/

DNA，并于−20 ℃保存。

1.4　引物探针设计与制备

从 GenBank 数据库选取 11 株牛支原体的

uvrC 基因、7 株多杀性巴氏杆菌的 Kmt1 基因和

11 株溶血性曼氏杆菌的 lktD 基因，使用 DNAStar 

11.1 软件进行序列比对，筛选出靶基因的保守

区域后，针对各基因序列保守且同源性高的区

域，利用 Primer Express 3.0 软件评估引物二聚

体(ΔG 值>−10 kcal/mol)和发夹结构，设计引物

和探针。采用独立荧光通道(FAM、VIC、Cy5)

分离信号，以减少交叉干扰。共筛选出 6 种三

重引物探针组合，并交由百力格生物科技(上海)

股份有限公司合成。

将筛选的引物和探针以 100 μmol/L 的浓度

复溶后配制反应体系。将核酸阳性质控样品 Mb/

QC/DNA、Pm/QC/DNA、Mh/QC/DNA 用 1×TE

缓冲液 10 倍稀释至 10−5 作为模板，每个稀释度

设置 3 个重复。三重 qPCR 反应体系(25 μL)：

1×Taq Master Mix 12 µL，M. bovis、P.m、M.h

的上、下游引物(100 µmol/L)各 0.06 µL，探针

(100 µmol/L) 各 0.03 µL， DNA 模 板 5 µL，

ddH2O 7.85 µL。三重 qPCR 反应条件：37 °C 预

孵育 2 min，95 °C 预变性 3 min；95 °C 变性 10 s，

60 ° C 退火 30 s，共 40 个循环。收集 FAM、

VIC、Cy5 荧光信号。通过比较各引物探针组合

的 Ct 值和扩增曲线，选择 Ct 值最小且扩增曲线

最典型的组合。

1.5　反应优化

对引物探针浓度、退火温度和延伸时间分

别进行优化。通过配制不同引物探针浓度的反

应液体系(表 1)，选择检测 Ct 值最小且扩增曲线

最典型的浓度进行优化。以最优浓度为基础，

改变退火温度(55−65 °C，以 2 °C 为梯度)进行反

应，选择最佳退火温度。在最佳浓度和退火温

度条件下，改变延伸时间(10−60 s，以 10 s 为梯

度)，通过对比检测 Ct 值和扩增曲线，确定最佳

延伸时间。

1.6　标准曲线建立

采用平板菌落计数法确定菌株浓度后，用

TE 缓冲液进行 10 倍梯度稀释至 10−7 CFU/mL。

表1　优化引物探针浓度时配制的反应液体系

Table 1　The reaction mixture system for optimization of primer and probe concentrations

Primers and probes
(100 μmol/L)

M. bovis-F

M. bovis-R

M. bovis-P

P.m-F

P.m-R

P.m-P

M.h-F

M.h-R

M.h-P

Combinations of primer probes at different concentrations (μL)

Group 1

2.0

2.0

1.0

2.0

2.0

1.0

2.0

2.0

1.0

Group 2

2.0

2.0

1.3

2.0

2.0

1.3

2.0

2.0

1.3

Group 3

2.0

2.0

1.6

2.0

2.0

1.6

2.0

2.0

1.6

Group 4

4.0

4.0

1.0

4.0

4.0

1.0

4.0

4.0

1.0

Group 5

4.0

4.0

1.3

6.0

6.0

1.3

4.0

4.0

1.3

Group 6

4.0

4.0

1.6

4.0

4.0

1.6

4.0

4.0

1.6

Group 7

6.0

6.0

1.0

6.0

6.0

1.0

6.0

6.0

1.0

Group 8

6.0

6.0

1.3

4.0

4.0

1.4

6.0

6.0

1.8

Group 9

6.0

6.0

1.6

6.0

6.0

1.8

6.0

6.0

1.0
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以每个稀释度的核酸为模板，进行 5 次重复反

应。在已优化的程序下，使用最佳浓度的三重

荧光 PCR 反应液进行反应。以 Ct 值为纵坐标，

lg CFU/mL 为横坐标，利用 GraphPad Prism 10.0

绘制标准曲线，并计算 R2 值和扩增效率。

1.7　敏感性验证

将核酸敏感性质控样品进行 10 倍梯度稀释

至 10−6 CFU/mL，选取出现 Ct 值的最低浓度及

其邻近浓度，分别重复测定 20 次，以 95% 置信

区间内至少 19 次阳性为判定标准。

1.8　重复性验证

预先配制三批三重荧光反应液，随机选取

一批，以 3 种敏感性质控样品为模板进行 3 种

梯度稀释(100、10−1、10−2)，每种稀释度重复 8 次

反应，其余两批按相同方法操作，记录 Ct 值，

并统计分析变异率。

1.9　特异性验证

选取牛呼吸道及环境中常见的病原菌，包

括大肠埃希氏菌、肠道沙门氏菌、金黄色葡萄

球菌、粪肠球菌、产气荚膜梭菌、乳酸乳球菌、

肉芽肿曼氏杆菌、丝状支原体、牛鼻支原体、

病毒性腹泻病毒、牛传染性鼻气管炎病毒、牛

呼吸道合胞体病毒、牛疱疹病毒 1 型、昏睡嗜

血杆菌、牛结核分枝杆菌、肺炎克雷伯氏菌、

肺炎链球菌，使用优化后的方法进行检测，观

察其是否出现扩增曲线和 Ct 值。

1.10　流行病学调查

本研究于 2023−2024 年从全国 51 个牧场采

集了 1 252 份临床样本(2023 年 825 份，2024 年

427 份)，所有样本均来自具有呼吸道临床症状

的牛只。应用本研究建立的三重 qPCR 方法检测

牛支原体、多杀性巴氏杆菌和溶血性曼氏杆菌。

数据采用卡方检验(χ2)比较区域间差异，置信区

间计算基于二项分布。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　敏感性质控品制备

通过平板菌落计数，牛支原体、多杀性巴氏

杆菌和溶血性曼氏杆菌在梯度稀释前的浓度分别

为 5.0×105、4.1×107 和 3.0×107 CFU/mL。当 Ct

值约为 25 时，这些细菌的敏感性质控品 Mb/QC/

DNA、Pm/QC/DNA 和 Mh/QC/DNA 对应的 CFU

分 别 为 5.0×105、 4.1×105 和 3.0×105 CFU/mL 

(表 2)。将此时的核酸浓度稀释后进行冻干处理，

即可得到白色粉末状的冻干质控品。

2.2　引物、探针筛选结果

通过软件共设计了 9 套引物探针(表 3)，其

中牛支原体的探针为 FAM，多杀性巴氏杆菌的

探针为 VIC，溶血性曼氏杆菌的探针为 Cy5。利

用 DNAStar 11.1 软件分析引物二聚体和发夹结

构的 ΔG 值(>−10 kcal/mol)，最终选出 6 组可匹

配的三重引物探针组合(表 4)。通过比较这 6 组

的检测 Ct 值和扩增曲线，选择了组合 6 作为最

表2　不同稀释度下多杀性巴氏杆菌、溶血性曼氏杆菌和牛支原体的平均Ct值

Table 2　The average Ct values for qPCR detection of P.m, M.h and Mycoplasma bovis at different dilutions

Dilution
Bacteria liquid
10−1

10−2

10−3

10−4

10−5

10−6

Blank control

P.m average Ct value
19.67
23.06
26.50
29.91
33.69
36.88
39.51
N/A

M.h average Ct value
20.60
23.91
26.35
30.83
34.42
38.29
N/A
N/A

M. bovis average Ct value
26.65
29.04
32.76
34.51
N/A
N/A
N/A
N/A

N/A: Not available.
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佳方案，其 Ct 值最小，3 个通道均显示完整的

扩增曲线，且扩增曲线最为典型(图 1)。

2.3　反应条件优化结果

对引物、探针浓度、退火温度和延伸时间

分别进行优化后，确定的最佳浓度比例：反应

体系 25 μL，3 种病原体的上、下游引物均为

(100 μmol/L) 0.2 μL，探针均为 0.08 μL；其余用

酶反应液补足至 20 μL，反应模板为 5 μL。

最终确定的反应程序：37 °C 孵育 2 min；

95 °C 预变性 5 min；95 °C 变性 10 s，59 °C 退

火 20 s，共 40 个循环；在 59 °C 时收集 FAM、

VIC 和 Cy5 荧光信号。

2.4　建立的标准曲线

溶血性曼氏杆菌、多杀性巴氏杆菌和牛支原体

的初始浓度分别为 8×107、4×107、4×107 CFU/mL，

提取核酸并进行梯度稀释后在最佳反应条件下进

行反应。通过软件分析，生成了三重 qPCR 标准

曲线(图 2)。结果显示，标准曲线线性关系良好，

引物扩增效率分别为 92%、93% 和 93%，符合

要求。

表3　引物探针序列

Table 3　Sequences of primers and probes

Number

1

2

3

4

5

6

7

8

9

Primers name

MB/F1
MB/R1
MB/P1
MB/F2
MB/R2
MB/P2
MB/F4
MB/R4
MB/P4
PM/5F
PM/5R
PM/5P
PM/6F
PM/6R
PM/6P
PM/7F
PM/7R
PM/7P
MH/8F
MH/8R
MH/8P
MH/9F
MH/9R
MH/9P
MH/F1
MH/R1
MH/P1

Primer sequences (5′→3′)

CAGTGCTGATGTTGAATA
GCTTCATTAACTTGTTGTA
FAM-ACCGCCATCAGCTATAACTAAGTCAT-BHQ1
GAATTTACGCAAGAGAATGCTTCA
GCAATGCCTCTTTATTTGTTTTACAG
FAM-TGACGGCGCTATTAA-MGB
AAACCAAAGCCTTAATTGACCT
TCCATATTTGGACCTAGTCCTT
FAM-ACCGGTTTGCAAAGTCGCACT-BHQ1
GGAGTTTGGTGTGTTGAG
CAGACTGACAAGGAAATATAAAC
VIC-AATCTGCTTCCTTGACAACGGC-BHQ1
CCTTGTCAGTCTGATTTATC
GACCAAAATAGGTAACCAATA
VIC-CCGCTCTGTCGTTAATGGCTTC-BHQ1
GCTYGTTGTGAGTGGGCTTGT
GCCGTTGTCAAGGAAGCAGAT
VIC-TTTGTTGGGCRGAGTTTGGTG-BHQ1
GATCGAATTATTGTGATG
GGTGTAAGTAGGAATAAAGTC
Cy5-CAAGGCAAGCACCACGAATTACT-BHQ2
TATTAGCAACCATTGGGCAACA
CAATCACTTGCCCTGATAGCAT
Cy5-ACCTTTGGCTAGGGGCACACT-BHQ2
TGTTAGAGGCCACCGCTCTG
CGCATCCGGGCTAATATGTTT
Cy5-CACCTCCTGCCCTGCTGCAACAA-BHQ2

表4　六组引物探针组合

Table 4　Six combinations of the primers and probes

Triple primer probe 
combination

Group 1

Group 2

Group 3

Group 4

Group 5

Group 6

Primer probe number

1

1

2

2

3

2

4

5

6

4

4

4

7

7

9

8

9

9
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图1　六组引物探针组合的qPCR扩增曲线。A−F：组合1−6的qPCR扩增曲线。

Figure 1　The qPCR curves of six combinations of primers and probes. A−F: The qPCR curves of group 1 to 

group 6.
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图2　三重qPCR标准曲线。A：溶血性曼氏杆菌的标准曲线；B：多杀性巴氏杆菌的标准曲线；C：牛支

原体的标准曲线。

Figure 2　The triple qPCR standard curve. A: Mannheimia haemolytica detection standard curve; B: Pasteurella 

multocida detection standard curve; C: Mycoplasma bovis detection standard curve.
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2.5　敏感性试验结果

质控品在 10‒2 稀释度下均能检测出 Ct 值

( 图 3)，进一步将质控品稀释至原始浓度的

0.500 0%、0.250 0%、0.125 0% 和 0.062 5%，并

进行 20 次重复实验。结果表明，3 种质控品均

在 0.250 0% 浓度时检出 Ct 值的次数≥19 次：

Mb/QC/DNA 在 0.250 0% 浓度时平均 Ct 值为

38.39，最低检出量为 2.50×103 CFU/mL；Pm/

QC/DNA 在 0.250 0% 浓度时平均 Ct 值为 37.43，

最低检出量为 1.26×103 CFU/mL；Mh/QC/DNA

在 0.250 0% 浓度时平均 Ct 值为 37.68，最低检

出量为 7.50×102 CFU/mL。通过 GraphPad 10.0

软件绘制 ROC 曲线，采用约登指数确定最佳

cut-off 值为 38.75，该阈值对应灵敏度与特异性

的最大平衡。

2.6　重复性试验结果

对不同浓度质控品进行检测后，3 批预混酶

反应液的 Ct 值变异率(图 4)显示，批内和批间变

异系数均小于 2%，表明该多重荧光 PCR 检测

方法具有较好的重复性。

2.7　特异性试验结果

对 1.9 节中提到的 17 种病原菌的核酸进行

特异性检测。结果表明，仅 Pm、Mh 和 Mb 的

敏感性质控品显示出扩增曲线(图 5)，表明本研

究建立的三重荧光 PCR 检测方法具有较高的特

异性。

2.8　临床检测结果

对安徽某牧场样本的符合率分析显示(表 5)，

牛支原体的阳性和总体符合率均为 100.00%；多

杀性巴氏杆菌的阳性符合率为 88.00%，总体符

合率为 98.40%；溶血性曼氏杆菌的阳性符合率

为 92.86%，总体符合率为 97.60%。

2.9　BRDC 细菌性病原体在我国的流行

病学特征

2.9.1　病原体流行特征

应用本研究建立的牛支原体、多杀性巴氏

杆菌和溶血性曼氏杆菌三重 qPCR 方法对

2023 年 1 月至 2024 年 12 月期间采集的 1 252 份

BRDC 临床样本进行检测。结果显示，950 份样

本(75.9%, 95% CI 73.4%−78.3%)至少检测到一种

目标细菌性病原体阳性。其中，多杀性巴氏杆

菌的阳性率显著高于其他两种病原体(χ2=47.6, 

P<0.001)，提示其在 BRDC 发病中可能占据主

导地位(表 6)。

在 950 份阳性样本中，混合感染占比

48.8% (463/950)，双重感染为主导，占比 36.0% 
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图3　多重荧光PCR敏感性试验。A：不同浓度牛支原体的qPCR曲线；B：不同浓度多杀性巴氏杆菌的

qPCR曲线；C：不同浓度溶血性曼氏杆菌的qPCR曲线。

Figure 3　 The sensitivity of triplex qPCR. A: The qPCR curves for detection of M. bovis at different 

concentrations; B: The qPCR curves for detection of P. m at different concentrations; C: The qPCR curves for 

detection of M.h at different concentrations
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(342/950)，其中“牛支原体+多杀性巴氏杆菌”组

合占 58.2% (199/342)，三重感染占 12.8% (121/

950) (图 6)。

2.9.2　地理分布规律

BRDC 主要细菌性病原体地理分布总体呈

现北高南低的趋势(表 7)，华北、东北和西北地

区为高发区，平均阳性率均超过 35.0%，其中多

杀性巴氏杆菌在东北地区的阳性率高达 48.5%，

显著高于其他区域(χ2=47.6, P<0.001)。

0.79

0.79

0.87

0.87

0.80

0.74 0.56

0.85

0.74

0.79

0.80

0.81

0.95

1.15

1.09

0.75

1.05

1.15

稀释度
Dilution level

Mb/QC/DNA (within-groups)
Pm/QC/DNA (within-groups)
Mh/QC/DNA (within-groups)
Mb/QC/DNA (between-groups)
Pm/QC/DNA (between-groups)
Mh/QC/DNA (between-groups)

变
异

系
数

C
oe

ffi
ci

en
t o

f v
ar

ia
tio

n 
(%

) 3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.0

0.5

100 10−1 10−2
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Figure 4　 CV Comparison between and within 

batches for different QC DNAs.
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图5　多重荧光PCR特异性试验。1：牛支原体曲

线；2：多杀性巴氏杆菌曲线；3：溶血性曼氏杆

菌曲线。

Figure 5　 The specificity of triplex qPCR. 1: The 

qPCR curve of M. bovis; 2: The qPCR curve of P.m; 

3: The qPCR curve of M.h.

表5　临床样本检测结果

Table 5　The results of clinical sample detection

Pathogen

M. bovis

P.m

M.h

Bacterial 
isolation 
result

Negative

Positive

Negative

Positive

Negative

Positive

Triple qPCR 
result

Negative

116

0

115

1

109

1

Positive

0

9

1

8

2

13

Kappa 
coefficient

1.000 0

0.984 0

0.976 0

表6　1 252份临床样本主要病原体阳性率分布

Table 6　 Distribution of prevalence rates of major 

pathogens in 1 252 BRDC suspected samples

Pathogen

P.m

M. bovis

M.h

Number of positive 
samples

412

328

267

Positivity rate 
(%, 95% CI)

32.9 (30.3−35.6)

26.2 (23.8−28.7)

21.3 (19.1−23.7)

M. o
bv

is+
P.m

+M.h

M. o
bv

is+
M.h

M. o
bv

is+
P.m

P.m
+M.h
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图6　混合感染各组合数量统计图

Figure 6　 Statistical chart of the number of co-

infections in detected samples.
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2.9.3　季节分布规律

冬季(12 月至次年 2 月)为全年感染高峰，多

杀性巴氏杆菌和溶血性曼氏杆菌的阳性样本数

最多，混合感染占比最高，以“牛支原体+巴氏

杆菌”组合为主(58%)。夏季(6−8 月)感染强度整

体下降，但牛支原体仍保持一定活跃度。值得

注意的是，虽然夏季溶血性曼氏杆菌阳性样本

数较低，但云南地区雨季(6−9 月)溶血性曼氏杆

菌感染风险较旱季有所升高，可能与高湿度

(>80%)环境下细菌生物被膜形成能力增强密切

相关。春季(3−5 月)和秋季(9−11 月)为过渡期，

多杀性巴氏杆菌感染规模逐步上升，可能与动

物运输和气候应激相关(图 7)。

3　讨论　讨论

3.1　方法学创新

相较于传统检测手段，本研究建立的同步

检测体系具有显著优势。在靶基因选择上，本

研究采用 uvrC、Kmt1 和 lktD 基因，避免了传统

16S rRNA 靶标因保守性过高而导致的交叉反应

问题[22]。牛支原体的 uvrC 基因作为 DNA 修复

基因[23]，具有高保守性和高灵敏度，能够检测

低至 83 个基因拷贝的感染[24]，且在奶样、组织

样本等多种临床样本中表现出良好的稳定性[25]。

多杀性巴氏杆菌的 Kmt1 基因具有较高保守性，

针对该基因的实时定量 PCR 表现出高灵敏度和

特异性[26]。溶血性曼氏杆菌的 lktD 基因编码白

细胞毒素，具有高度特异性[27]，能够有效区分

曼氏杆菌与其他类似病原，尤其在混合感染情

况下显著降低了假阳性率[28]。

与传统培养法需要 48−72 h 相比，本方法能

在 3 h 内完成检测，且单次反应成本降低了约

40%[29]。对于混合感染样本，三重 qPCR 体系在

灵敏度上优于单重 qPCR，尤其在三重感染的精

准识别上表现更为突出，为处理复杂临床病例

提供了新的解决方案[24]。

3.2　流行病学特征

本研究通过对全国 51 个牧场的 1 252 份临

床样本进行检测，揭示了我国 BRDC 细菌性病

原体的流行特征具有时空特异性。结果显示，
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图7　各季节病原体阳性样本数

Figure 7　Number of positive samples for pathogens 

based on seasons.

表7　各区域病原体阳性率统计

Table 7　Statistics of pathogen positivity rates in various regions

Region

Northeast China

North China

Northwest

East China

Central China

Southwest China

M.bovis positive 
rate (%, 95% CI)

40.7 (33.1−48.8)

41.1 (34.7−47.8)

37.3 (29.6−45.7)

15.7 (10.9−22.0)

14.6 (8.4−23.6)

8.9 (2.9−21.3)

P.m positive rate 
(%, 95% CI)

48.5 (40.8−56.3)

46.8 (40.2−53.5)

44.4 (36.3−52.7)

20.2 (14.7−27.0)

19.1 (11.9−28.8)

15.6 (6.9−29.8)

M.h positive rate 
(%, 95% CI)

28.1 (21.7−35.6)

23.4 (18.1−29.5)

23.9 (17.5−31.7)

11.8 (7.6−17.7)

10.1 (5.1−18.3)

6.7 (1.8−18.5)

Province/city/Autonomous region with high 
incidence

Hulunbuir, Tongliao, Chifeng

Hohhot, Baotou, Ulanqab

Bayannur, Ningxia Hui Autonomous Region, 
Xinjiang Uygur Autonomous Region

Shandong, Anhui, Jiangsu

Henan, Hubei, Hunan

Yunnan
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多杀性巴氏杆菌的总体阳性率最高，牛支原体

次之，两者混合感染占比达 58.2%。牛支原体全

年检出稳定，推测其免疫逃逸与耐药性进化可

能支持其长期定殖[30]；而多杀性巴氏杆菌冬季

阳性率显著升高，可能与低温应激及黏膜屏障

功能削弱有关[31]。混合感染占比 48.8%，其中三

重感染病例(12.8%)多伴随严重临床症状，提示

病原体的协同作用可能通过基因水平转移加速

耐药性扩散[32-33]。

从地理分布来看，北方地区病原阳性率普

遍高于南方，其中东北地区多杀性巴氏杆菌阳

性率高达 48.5%，可能与寒冷气候延长病原气溶

胶存活时间及规模化牧场密集有关[34]。此外，

云南雨季(6−9 月)溶血性曼氏杆菌感染率异常升

高，可能与高湿度促进其生物被膜形成能力

相关[35]。

3.3　局限性及未来方向

尽管本研究取得了重要进展，但仍存在一

些局限性。首先，本研究未涉及病毒病原体的

检测。BRDC 通常由病毒与细菌共同感染引起，

未来研究应加入病毒检测(如 BRSV、BPIV3)，

以更全面地分析病原体的协同作用[36]。其次，

本研究样本主要来源于规模化牧场，缺乏对散

养牛群和不同品种感染差异的探讨。未来可扩

大采样范围，进一步完善流行病学数据。此外，

尽管本研究发现了较高比例的混合感染，但未

深入分析病原体的耐药基因分布。抗生素滥用

可能加剧 BRDC 治疗的难度，未来可结合基因

组测序深入探讨病原耐药性的发展趋势[37-38]。

4　结论　结论

本研究成功建立了一种基于牛支原体 uvrC

基因、多杀性巴氏杆菌 Kmt1 基因及溶血性曼

氏杆菌 lktD 基因的三重荧光定量 PCR 检测方

法。该方法灵敏度高 (最低检出限为 7.5×102− 

2.5×103 CFU/mL)、特异性强(与其他呼吸道病原

无交叉反应)，且重复性优异(批内/批间变异系数

<2%)。临床样本检测显示，牛支原体、溶血性

曼氏杆菌和多杀性巴氏杆菌的总体符合率分别

为 100.00%、97.60% 和 98.40%，显著优于传统

培养法。流行病学调查表明，在 1 252 份临床样

本中细菌性病原总体检出率为 75.9%，混合感染

占比 48.8%，冬季为发病高峰。牛支原体为全年

稳定存在的核心病原，多杀性巴氏杆菌冬季检

出率显著升高。需要强调的是，BRDC 的典型

发病机制中，病毒的初始感染可破坏呼吸道屏

障并抑制宿主免疫，为条件致病菌的继发感染

提供条件。本研究未将病毒性病原纳入研究范

围，未来将进一步结合病毒检测数据以明确其

动态机制。
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