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摘  要：【背景】布鲁氏菌(Brucella)、牛传染性鼻气管炎病毒(infectious bovine rhinotracheitis virus, 
IBRV)和犬新孢子虫(Neospora caninum)是引起奶牛流产的重要病原，目前针对上述病原的血清学

检测方法，存在特异性低或操作复杂等问题，PCR 或 RT-PCR 方法仅能对单一病原进行检测；多

重 PCR 可同时对多种病原进行检测，可极大地提高病原的检测效率。【目的】建立布鲁氏菌、牛

传染性鼻气管炎病毒和犬新孢子虫的多重 PCR 检测方法，对临床样品进行快速检测。【方法】针

对布鲁氏菌 omp25 基因、牛传染性鼻气管炎病毒 gB 基因和犬新孢子虫 SRS2 基因设计特异性引

物，优化多重 PCR 的退火温度、引物浓度、延伸时间和循环次数；以沙门氏菌(Salmonella)、大肠

杆菌(Escherichia coli)、隐孢子虫(Cryptosporidium)、弓形虫(Toxoplasma gondii)和圆环病毒标准核

酸验证多重 PCR 反应的特异性，以含靶基因的重组质粒验证多重 PCR 的敏感性；对 55 份流产奶

牛阴道拭子进行检测。【结果】多重 PCR 的退火温度为 59 ℃，延伸时间为 40 s，循环次数为 30，各

引物浓度为 1 μmol/L；对 omp25 基因和 SRS2 基因的检测下限为 4×101 copies，对 gB 基因的检测

下限为 4×102 copies；与其他病原无交叉反应；55 份样品中检出布鲁氏菌阳性 9 份，牛传染性鼻气

管炎病毒阳性 3 份，犬新孢子虫阳性 7 份，其中布鲁氏菌和犬新孢子虫混合感染 1 份。【结论】成

功构建了 3 种病原的多重 PCR 检测方法，能够对临床样品进行快速、准确的检测。 
关键词：奶牛；流产；多重 PCR；布鲁氏菌；牛传染性鼻气管炎病毒；犬新孢子虫 



 
614 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

Establishment and application of a multiplex PCR assay for 
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Abstract: [Background] Brucella, infectious bovine rhinotracheitis virus (IBRV), and 
Neospora caninum are major pathogens that cause abortions in dairy cows. Current serological 
methods for detecting the above pathogens are characterized by low specificity and complex 
operation, while PCR and RT-PCR methods are only capable of detecting single pathogens. 
Multiplex PCR enabling the detection of multiple pathogens at the same time greatly increases 
the detection efficiency. [Objective] To establish a multiplex PCR assay for rapidly detecting 
Brucella, IBRV, and N. caninum in clinical samples. [Methods] Specific primers were designed 
for Brucella omp25, IBRV gB, and N. caninum SRS2, and the annealing temperature, primer 
concentration, extension time, and number of cycles of the multiplex PCR assay were 
optimized. The specificity of the multiplex PCR assay was examined with the standard nucleic 
acids of Salmonella, Escherichia coli, Cryptosporidium, Toxoplasma gondii, and circovirus. The 
sensitivity of the multiplex PCR assay was tested with the recombinant plasmids carrying the 
target genes. Finally, the established assay was employed to test 55 vaginal swabs from cows 
suffering from abortions. [Results] The optimal conditions of the multiplex PCR assay were 
annealing temperature of 59 ℃, the extension time of 40 s, 30 cycles, and the primer 
concentration of 1 μmol/L. The lower limit of detection was 4×101 copies for omp25 and SRS2 
and 4×102 copies for gB. The established assay showed no cross-reactivity with other pathogens. 
Nine out of 55 samples were detected positive for Brucella, 3 positive for IBRV, and 7 positive for 
N. caninum. Particularly, one sample was subjected to mixed infection by Brucella and N. caninum. 
[Conclusion] A multiplex PCR assay for three pathogens was successfully constructed, 
enabling rapid and accurate detection of clinical samples. 
Keywords: dairy cow; abortion; multiplex PCR; Brucella; infectious bovine rhinotracheitis 
virus; Neospora caninum 
 
 

奶牛流产是阻碍奶牛养殖业发展的重要因

素，不仅造成胎儿损失，还可引起母牛繁殖障碍，

对产奶量也有很大影响[1]。布鲁氏菌(Brucella)、
犬新孢子虫(Neospora caninum)、牛传染性鼻气

管炎病毒(infectious bovine rhinotracheitis virus, 
IBRV)是引起奶牛流产的 3 种常见病原[2-4]。 

布鲁氏菌可感染人、牛、羊、猪、鹿和犬

等动物，引发重要的人畜共患传染病，即布鲁
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氏菌病(brucellosis)，简称布病。该病属于二类

动物疫病，病原菌主要侵害生殖系统，引起母

畜不孕、流产、早产、产死胎、胎衣不下等，

公畜主要表现发热、关节炎、睾丸炎等[5]。新

孢子虫病(neosporosis)是由犬新孢子虫感染引

起的多宿主原虫病，主要宿主包括牛、羊、马

等，可引起孕畜流产、死胎、新生胎儿神经系

统疾病等，是世界性奶牛流产的主要病因[6]。牛

传染性鼻气管炎(infectious bovine rhinotracheitis)
又称“红鼻病”，是由牛传染性鼻气管炎病毒感

染引起的一种热性、急性接触性传染病，可导

致奶牛子宫炎、阴道炎、流产、死胎等[7]，我

国将该病列为二类动物疫病。 
随着分子生物学技术的快速发展，PCR 或

RT-PCR 已广泛用于上述病原的检测[8-10]，但现

有方法多是针对单一病原的检测。因此，本研

究旨在建立一种准确性高、灵敏性强的多重

PCR 方法，对上述 3 种流产病原进行快速诊断

和及时防控。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

布鲁氏菌、犬新孢子虫、牛传染性鼻气管

炎病毒、沙门氏菌 (Salmonella) 、大肠杆菌

(Escherichia coli)、隐孢子虫(Cryptosporidium)、
弓形虫(Toxoplasma gondii)及圆环病毒标准核

酸，西北农林科技大学动物医学院实验室保存。

55 份流产奶牛阴道拭子样品，宁夏回族自治区

灵武市某规模化奶牛养殖场。 

1.2  主要试剂和仪器 
DNA 提取试剂盒、DNA 纯化试剂盒及质

粒小提试剂盒，北京 Tiangen 生化科技公司；

PrimeSTAR DNA Polymerase、pMD-19T Vector、
DH5α 感受态细胞和 DNA marker，TaKaRa 公

司；羧苄青霉素，北京索莱宝科技有限公司；

Quick Taq HS DyeMix，东洋纺(上海)生物科技

有限公司。核酸电泳仪，北京六一生物科技有

限公司；核酸扩增仪和凝胶成像系统，伯乐生

命医学产品公司；台式高速离心机，艾本德股

份公司。 

1.3  引物的设计与合成 
根据 GenBank 上 Brucella omp25 基因

(GenBank 登录号：X79284.1)、IBRV gB 基因

(GenBank 登 录 号 ： KJ652520.1) 、 Neospora 
caninum SRS2基因(GenBank登录号：JQ410454.1)
的序列，选择保守片段，利用 Primer 5 软件设

计 3 组特异性引物(表 1)。引物由西安擎科生物

科技有限公司合成。 

1.4  重组质粒的构建 
按照 DNA 提取试剂盒说明书提取实验室

保存的布鲁氏菌、犬新孢子虫和牛传染性鼻气管

炎病毒的核酸，利用 3 组引物分别扩增目的基因 
 

表 1  多重 PCR 引物 
Table 1  Primers for multiplex PCR 
病原名称及基因 
Pathogen and gene 

引物名称 
Primer name 

序列 
Sequence (5′→3′) 

扩增片段长度 
Fragment length (bp) 

Brucella 
omp25 gene 

Omp25-F ACCCTCGATATGTCACCCCT 744 
Omp25-R GAACTTGTAGCCGATGCCGA 

Neospora caninum 
SRS2 gene 

SRS2-F GCGTCGTTTTAGCAGTTGGG 953 
SRS2-R CTTGTCCTTCGCGTTTTGGG 

IBRV 
gB gene 

gB-F GTACGCGGCCATTACAAACC 502 
gB-R CAAAAAGTTCCGCGAGACCG 
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片段。PCR 反应体系(50 μL)：PrimeSTAR DNA 
Polymerase 25 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各
1 μL，基因组 DNA 2 μL，无酶水 21 μL。PCR
反应条件：98 ℃ 5 min；98 ℃ 10 s，55 ℃ 15 s，
72 ℃ 1 min，30 个循环。将回收产物与 pMD-19T 
Vector 连接并转化至 DH5α 感受态细胞，经蓝白

斑筛选和 PCR 鉴定后，提取质粒使用 Sal Ⅰ限制

性内切酶进行鉴定并测序。鉴定正确的 3 种重组

质粒分别命名为pMD-19T-omp25、pMD-19T-SRS2
和 pMD-19T-gB，采用分光光度计测定并计算各

重组质粒的浓度(ng/μL)，再根据相对分子量计

算 3 种质粒的浓度(表 2)，–20 ℃保存。 

1.5  单重 PCR 反应条件的优化 
PCR 反应体系(20 μL)：Taq Mix 酶 10 μL，

质粒模板(浓度为 2×1010 copies) 2 μL，上、下游

引物各 1 μL，无酶水 6 μL。Omp25-F/Omp25-R、

SRS2-F/SRS2-R 和 gB-F/gB-R 引物浓度设为

1.0、0.8、0.6、0.4、0.2 和 0.1 μmol/L，退火温

度依次设置为 51、53、55、57、59 和 61 ℃。 

1.6  多重 PCR 反应条件的优化 
PCR 反应体系(20 μL)：Taq Mix 酶 10 μL，

质粒模板(3 种质粒浓度均为 2×1010 copies) 2 μL，
上、下游引物各 1 μL，无酶水 6 μL，在同一 PCR
反应体系中同时加入 Omp25-F/Omp25-R 、

SRS2-F/SRS2-R、gB-F/gB-R 和 3 种质粒。引物

浓度分别设为 2.0、1.0、0.8、0.5、0.4、0.2、
0.1 μmol/L，退火温度分别设为 53、55、57、59、
61 ℃，延伸时间分别设为 55、45、40、35 s，

循环次数分别设为 35、30、25、20 次，优化多

重 PCR 反应条件。 

1.7  多重 PCR 反应的特异性验证 
采用优化后的多重 PCR 反应体系和条件分

别对大肠杆菌、沙门氏菌、弓形虫、隐孢子虫

和圆环病毒的标准核酸进行扩增，验证多重

PCR 反应的特异性。 

1.8  单重和多重 PCR 反应的敏感性验证 
三种重组质粒按照 4×1010–4×100 copies/μL

浓度进行梯度稀释，以 4×105–4×100 copies/μL 浓

度质粒为模板，分别用单重和多重 PCR 反应进行

扩增，确定检测下限。 

1.9  多重 PCR 反应的重复性验证 
采用优化后的反应条件，以 3 种质粒混合

液为模板，重复进行 3 次 PCR 反应，验证多重

PCR 反应的重复性。 

1.10  临床样品检测 
使用 DNA 提取试剂盒提取 55 份流产奶牛

阴道拭子基因组 DNA，用建立的多重 PCR 方

法进行检测，将阳性扩增产物送至西安擎科生

物科技有限责任公司测序。 

2  结果与分析 
2.1  标准核酸扩增产物特征 

以布鲁氏菌、犬新孢子虫和牛传染性鼻气

管炎病毒的标准核酸为模板进行 PCR 反应，经

琼脂糖凝胶电泳，分别在 744、953 和 502 bp
处出现特异性条带(图 1)。 

 
表 2  质粒信息 
Table 2  Plasmid information 
Item pMD-19T-gB pMD-19T-omp25 pMD-19T-SRS2 

Target gene length (bp) 502 744 953 
Plasmid length (bp) 3 190 3 432 3 641 
Concentration (ng/μL) 232 373 247 
Copies 4.7×1010 4.3×1010 3.5×1010 
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图 1  标准核酸扩增产物的电泳图   M：DNA 分

子质量标准；1：牛传染性鼻气管炎病毒；2：布

鲁氏菌；3：犬新孢子虫；4：阴性对照。 
Figure 1  Electropherogram of amplification products 
of standard nucleic acid. M: DNA marker; 1: 
Infectious bovine rhinotracheitis virus; 2: Brucella; 
3: Neospora caninum; 4: Negative control. 
 
2.2  重组质粒特征 

使用 Sal Ⅰ限制性内切酶酶切鉴定 3 种重组

质粒，并对酶切产物进行 PCR 鉴定后经凝胶电

泳检测，结果显示，酶切片段及扩增产物与预

期大小符合(图 2)。 

2.3  优化的单重 PCR 反应条件 
单重 PCR 反应中，设定引物退火温度为

55 ℃，引物浓度为 0.8 μmol/L 时，单独扩增各

目的基因均可得到清晰的目的条带(图 3)。 

2.4  优化的多重 PCR 反应条件 
多重 PCR 反应中，设定引物退火温度为

59 ℃，各引物浓度为 1.0 μmol/L，延伸时间为

40 s，循环次数为 30 次时，扩增的 3 条目的基

因条带最清晰且扩增效率高(图 4)。 

2.5  多重 PCR 反应的特异性 
特异性结果显示，布鲁氏菌、犬新孢子虫、

牛传染性鼻气管炎病毒标准核酸样品均可扩增

出特异性条带，对照样品无条带(图 5)。 

2.6  单重和多重 PCR 反应的敏感性 
敏感性结果显示，单重 PCR 对 omp25 基因、

SRS2 基因和gB 基因的检测下限为4×101 copies/μL；
多重 PCR 对 omp25 基因和 SRS2 基因的检测下

限为 4×101 copies/μL，对 gB 基因的检测下限为

4×102 copies/μL (图 6)。 
 

 
 
图 2  重组质粒扩增产物的电泳图   A：酶切质粒电泳图谱(M：DNA 分子质量标准；1：pMD-19T-gB
质粒；2：pMD-19T-omp25 质粒；3：pMD-19T-SRS2 质粒；4：阴性对照)。B：质粒 PCR 产物电泳图

谱(M：DNA 分子质量标准；1、5、9：阴性对照；2–4：pMD-19T-gB 质粒，6–8：pMD-19T-omp25
质粒，10–12：pMD-19T-SRS2 质粒)。 
Figure 2  Electropherogram of recombinant plasmid products. A: Electropherogram of enzyme digested 
plasmids (M: DNA marker; 1: pMD-19T-gB; 2: pMD-19T-omp25; 3: pMD-19T-SRS2; 4: Negative control). 
B: Electropherogram of plasmid PCR products (M: DNA marker; 1, 5, 9: Negative control; 2–4: 
pMD-19T-gB; 6–8: pMD-19T-omp25; 10–12: pMD-19T-SRS2). 
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图 3  应用引物 gB (a)、Omp25 (b)和SRS2 (c)在优化退火温度(A)和引物浓度(B)条件下建立的单重PCR
扩增产物电泳图谱   M：DNA 分子质量标准；1：阴性对照；A：2–7：退火温度分别设定为 51、53、
55、57、59、61 ℃；B：2–7：引物浓度分别设定为 1.0、0.8、0.6、0.4、0.2、0.1 μmol/L。 
Figure 3  Electropherogram of single-fold PCR amplification products established by applying primers gB 
(a), Omp25 (b) and SRS2 (c) under optimized annealing temperature (A) and primer concentration (B) 
conditions. M: DNA marker; 1: Negative control; A: 2–7: The temperature in sequence as 51, 53, 55, 57, 59, 
61 ℃; B: 2–7: The concentration in sequence as 1.0, 0.8, 0.6, 0.4, 0.2, 0.1 μmol/L. 
 

 
 
图 4  应用混合引物在优化退火温度(A)、引物浓度(B)、延伸时间(C)和循环次数(D)条件下建立的多重 PCR
扩增产物电泳图   M：DNA 分子质量标准。A：1–5：退火温度设定为 53、55、57、59 和 61 ℃；6：阴性

对照。B：1：阴性对照；2–8：引物浓度设定为 2.0、1.0、0.8、0.5、0.4、0.2 和 0.1 μmol/L。C：1–4：延伸时

间设定为 55、45、40 和 35 s；5：阴性对照。D：1–4：循环次数设定为 35、30、25 和 20 次；5：阴性对照。 
Figure 4  Electropherogram of multiplex PCR amplification products established by applying mixed primers 
under optimized conditions of annealing temperature (A), primer concentration (B), extension time (C) and 
number of cycles (D). M: DNA marker; A: 1–5: The temperature in sequence as 53, 55, 57, 59, 61 ℃; 6: 
Negative control. B: 1: Negative control; 2–8: The concentration in sequence as 2.0, 1.0, 0.8, 0.5, 0.4, 0.2, 
0.1 μmol/L. C: 1–4: The extended time as 55, 45, 40, 35 s; 5: Negative control. D: 1–4: The number of cycles 
as 35, 30, 25, 20; 5: Negative control. 



 
李彬 等 | 奶牛流产三种病原多重 PCR 检测方法的建立与初步应用 619 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 5  特异性试验的 PCR产物电泳图   M：DNA
分子质量标准；1：布鲁氏菌、犬新孢子虫、牛传

染性鼻气管炎病毒标准核酸混合样品；2–6：大肠

杆菌、沙门氏菌、弓形虫、隐孢子虫、圆环病毒

标准核酸。 
Figure 5  Electropherogram of PCR products for 
specificity tests. M: DNA marker; 1: Mixed 
standard nucleic acid samples of Brucella, Neospora 
caninum, and infectious bovine rhinotracheitis virus; 
2–6: Escherichia coli, Salmonella, Toxoplasma, 
Cryptosporidium and Circovirus standard nucleic 
acid samples. 

2.7  多重 PCR 反应的重复性 
重复性结果显示，以布鲁氏菌、犬新孢子

虫、牛传染性鼻气管炎病毒的混合核酸样品为

模板进行 3 次重复 PCR 扩增，均在对应大小处

出现特异性条带(图 7)。 

2.8  临床样品检测 
采用建立的多重 PCR 方法对 55 份流产奶

牛的阴道拭子样品进行 PCR 检测及电泳(图 8)。
结果显示，9 份检出布鲁氏菌，7 份检出犬新孢

子虫，3 份检出牛传染性鼻气管炎病毒，另有    
1 份同时检出布鲁氏菌和犬新孢子虫(表 3)。 

3  讨论与结论 
选择合适的基因片段进行引物设计是建立

PCR 检测方法的关键。omp25 基因是布鲁氏菌的

特异性基因，与其他细菌毒力基因无同源性[11]，

是布鲁氏菌分子检测(如 PCR、荧光 PCR 等)的 
 

 
 
图 6  对 pMD-19T-gB 质粒(A)、pMD-19T-omp25 质粒(B)、pMD-19T-SRS2 质粒(C)和混合质粒(D)敏
感性试验的 PCR 产物电泳图谱   M：DNA 分子质量标准；1–6：质粒浓度为 4×105、4×104、4×103、

4×102、4×101、4×100 copies。 
Figure 6  Electropherogram of PCR products from sensitivity tests on pMD-19T-gB (A), pMD-19T-omp25 
(B), pMD-19T-SRS2 (C) and mixed plasmids (D). M: DNA marker; 1–6: The plasmid concentration as 4×105, 
4×104, 4×103, 4×102, 4×101, 4×100 copies. 
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图 7  对布鲁氏菌、犬新孢子虫、牛传染性鼻气管

炎病毒的重复性试验 PCR 扩增产物电泳图谱    
M：DNA 分子质量标准；1–3：标准核酸的重复验

证；4：阴性对照。 
Figure 7  Electropherogram of PCR products from 
reproducibility tests for Brucella, Neospora caninum, 
and infectious bovine rhinotracheitis virus. M: DNA 
marker; 1–3: Replicates of standard nucleic acids; 4: 
Negative control. 

首选基因之一[12]。gB 蛋白是牛传染性鼻气管炎

病毒的主要糖蛋白，gB 基因具有高度的保守

性，因而是建立 IBRV 检测方法的首选基因之

一[13]。SRS2 蛋白广泛存在于犬新孢子虫的速殖

子和缓殖子阶段，因此，SRS2 基因常用于急性

期和慢性期感染检测 [14]。因此，本研究选择

Brucella omp25 基因、IBRV gB 基因、Neospora 

caninum SRS2 基因作为引物设计的目的序列。

各引物的退火温度较高，以保证反应的特异性，

其次，扩增片段均大于 500 bp，并且 3 种片段

大小差异在 200 bp 以上，易于观察。 
本研究所选用的 Quick Taq HS DyeMix 预先

对 dNTP、聚合酶和 Mg2+浓度进行了优化，在保

证扩增效率和准确性的前提下，提高检测效率。 
 

 
 
图 8  临床样品的多重 PCR 扩增产物电泳图谱   M：DNA 分子质量标准；1：布鲁氏菌、犬新孢子虫、

牛传染性鼻气管炎病毒的标准核酸；2–56：阴道拭子样品；57：阴性对照。 
Figure 8  Electropherogram of multiplex PCR products from clinical samples. M: DNA marker; 1: Standard 
nucleic acids for Brucella, Neospora caninum, and infectious bovine rhinotracheitis virus; 2–56: Vaginal 
swab samples; 57: Negative control. 
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表 3  临床样品中的病原检出率(抗原阳性数/样品

总数) 
Table 3  Pathogen detection rate in clinical samples 
(number of antigen positives/total samples) 
病原 
Pathogen 

阳性率 
Positivity rate (%) 

布鲁氏菌 
Brucella 

16.40 (9/55) 

犬新孢子虫 
Neospora caninum 

12.73 (7/55) 

牛传染性鼻气管炎病毒 
Infectious bovine rhinotracheitis 
virus 

5.45 (3/55) 

布鲁氏菌+犬新孢子虫 
Brucella+Neospora caninum 

1.80 (1/55) 

 
在 PCR 反应中，延伸时间和循环次数对检测效

率也十分重要，本研究分别对这 2 个条件进行

了优化，最终将整个反应的时间缩短至 1 h。在

对 PCR 产物进行凝胶电泳时发现，1%琼脂糖凝

胶电泳时会出现条带区分不明显和拖带的现

象，将琼脂糖凝胶浓度提高到 2%，拖带和区分

不明显问题得到明显改善。 
王建东等[15]对宁夏回族自治区银川市和吴

忠市奶牛场的流产样品进行 PCR 检测，布鲁氏

菌总阳性率为 9.2%。康晓冬等[16]对宁夏回族自

治区 9 个奶牛养殖场的奶牛进行新孢子虫抗体

检测，平均阳性率 24.11%，最高可达 30.77%。

鲍显伟等[17]利用双重 PCR 检测方法对 79 份奶

牛流产样品进行检测，结果显示 IBRV 阳性率

为 12.66%。本研究的奶牛流产样品采自流产情况

较为严重的奶牛养殖场，而国内有关研究大多

采用随机取样，这可能是本研究中布鲁氏菌及犬

新孢子虫检出率远高于其他报道的主要原因。 
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