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摘  要：【背景】牛支原体(Mycoplasma bovis)是引起牛乳房炎、关节炎及呼吸道疾病等的重要病原

体之一，严重危害养牛业的健康发展。【目的】建立一种便捷、快速、灵敏和特异的环介导等温扩

增(loop-mediated isothermal amplification, LAMP)技术结合横向流动试纸条(lateral flow dipstick, 
LFD)方法用于牛支原体的检测。【方法】对牛支原体 P48 特异性基因序列进行对比，选择保守性

区域。运用 Primer Explorer V5 在线软件设计引物，并通过荧光染料法与以 oppD/F、oppD、urvC
为靶基因所设计的 LAMP 引物进行比较。对筛选出的最佳 P48 引物组的内引物(FIP/BIP)用生物素

和 6-羧基荧光素标记；利用单一控制变量法对反应温度、时间与引物浓度比进行优化；将 LAMP
检测方法与 LFD 相结合。最后评价该方法的敏感性、特异性、重复性及临床应用效果。【结果】

P48 LAMP 引物组荧光信号更强，Ct 值较小，扩增效率较高，优于已报道的 LAMP 引物组；当反

应温度为 60 ℃、引物(F3/B3:FIP/BIP)浓度比为 1:4、反应时间为 40 min 时最佳；最低检测浓度为

17.28 fg/µL，比行业标准 PCR 检测方法灵敏 1 000 倍；与多杀性巴氏杆菌、牛疱疹病毒等 9 种引

起牛呼吸道疾病相关病原体均无交叉反应；批间与批内试验均一致；运用该方法对 39 份临床鼻拭

子的检出率为 28.21%，高于行业标准的 PCR 法(检出率 23.07%)。【结论】成功建立一种敏感、特异

以及便于基层使用的牛支原体 LAMP-LFD 检测方法，为防控牛支原体病提供了技术支持。 
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Abstract: [Background] Mycoplasma bovis is one of the major pathogens causing bovine 
mastitis, arthritis, and respiratory diseases, seriously endangering the healthy development of 
the cattle industry. [Objective] To establish a convenient, rapid, sensitive, and specific method 
based on loop-mediated isothermal amplification (LAMP) combined with lateral flow dipstick 
(LFD) for the detection of M. bovis. [Methods] The conserved region was selected by 
comparison of the P48 specific sequence of M. bovis and used to design primers by Primer 
Explorer V5 online. The designed primers were compared with the LAMP primers designed 
with oppD/F, oppD, and urvC as target genes by the fluorescent dye method. The optimal 
internal primers (FIP/BIP) designed based on P48 were labeled with biotin and 
6-carboxyfluorescein, respectively. The reaction temperature, time, and primer concentration 
ratio were optimized by the single factor method. LAMP was combined with LFD for the 
detection of M. bovis. Finally, the sensitivity, specificity, repeatability, and clinical application 
effect of the established method were evaluated. [Results] The LAMP primers designed based 
on P48 had stronger fluorescence signal, lower Ct value, and higher amplification efficiency, 
outperforming the reported LAMP primers. The reaction conditions were optimized as 60 ℃, 
primer concentration ratio (F3/B3:FIP/BIP) of 1:4, and 40 min. The lower limit of detection of 
the established method was 17.28 fg/μL, which was 1 000 times lower than that of the PCR 
method, the standard method in the industry. There was no cross-reaction with 9 pathogens 
causing bovine respiratory diseases, such as Pasteurella multocida and bovine herpes virus 
(BHV). The results of inter-batch and intra-batch tests were consistent. The detection rate of  
39 clinical nasal swabs by the established method was 28.21%, which was higher than that 
(23.07%) of the PCR method. [Conclusion] A sensitive, specific, and easy-to-use LAMP-LFD 
method for detecting M. bovis was successfully established, which provided technical support 
for the prevention and control of M. bovis. 
Keywords: Mycoplasma bovis; loop-mediated isothermal amplification; lateral flow dipstick; P48 
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牛支原体(Mycoplasma bovis)是引起牛呼吸

道疾病、乳房炎及关节炎等疾病的重要病原体[1]。

其可通过气溶胶及垂直传播等方式感染水牛、

肉牛等不同品种的牛，且各个年龄段牛都易感。

此外，牛支原体易与多杀性巴氏杆菌(Pasteurella 
multocida) 、 溶 血 性 曼 氏 杆 菌 (Mannheimia 
haemolytica)等呼吸道常见病原发生混合感染，

侵袭犊牛呼吸系统，导致较高发病率、死亡率

及重大经济损失[2]。因此，对于牛支原体病的

鉴别诊断显得尤为重要。 
环介导等温扩增(loop-mediated isothermal 

amplification, LAMP)能在等温(60–65 ℃)条件

下，短时间(<1 h)内进行核酸扩增，是一种快速、

敏感和特异的基因扩增方法[3]。横向流动试纸

条(lateral flow dipstick, LFD)可以通过 6-羧基荧

光素(6-carboxyfluorescein, 6-FAM)标记的引物

与生物素标记的 LAMP 扩增产物特异性杂交，

与试纸条上包被生物素抗体的检测线结合，即

在 LFD 上完成显色，具有操作简单、可现场显

示结果等显著优势[4]。将二者结合建立的检测

方法已广泛应用于细菌[5]、病毒[6]和寄生虫[7]的

检测。然而，目前尚未有将该方法应用于牛支

原体检测的报道。 
靶基因选择对建立 LAMP 检测方法至关重

要。目前用于牛支原体检测的基因主要包括

oppD/F、urvC、polC 等[8-10]。研究显示，牛支

原体的 P48 基因高度保守，同源性高达 99.58%，

与无乳支原体 (Mycoplasma agalactiae)的同源

性约 81%，以 P48 基因为靶标可将二者进行区

分[11]。包世俊等[12]以 P48 基因为靶标建立的

PCR 检测方法，特异性较好，与无乳支原体、

丝状支原体亚种等均无交叉反应。 
因此，本研究以 P48 基因特异性片段为靶

标设计引物，并通过荧光染料法与以 oppD/F、

oppD、urvC 为目标基因设计的 LAMP 引物进

行比较[12-14]，对筛选出的最优引物组 LAMP 内

引物(FIP/BIP)分别标记生物素(biotin)和 6-羧基

荧光素(6-FAM)，然后将 LAMP 与 LFD 结合，

以期建立一种可视化、便捷化、适用基层的牛

支原体 LAMP-LFD 检测方法。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  核酸及临床样品 

牛支原体(Mycoplasma bovis)、多杀性巴氏

杆菌 (Pasteurella multocida)、溶血曼氏杆菌

(Mannheimia haemolytica)、大肠杆菌(Escherichia 
coli)、金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、
产单核细胞李斯特菌(Listeria monocytogenes)、
牛 病 毒性 黏 膜 病 / 腹 泻 病 病毒 (bovine viral 
diarrhoea virus, BVDV)、牛疱疹病毒 (bovine 
herpesvirus, BHV)、无乳支原体 (Mycoplasma 
agalactiae)、精氨酸支原体(Mycoplasma arginini)
等核酸样品均由中国兽医药品监察所制备提供。

39 份四岁左右健康散养牦牛鼻拭子于 2023 年

5 月采自四川省甘孜藏族自治州部分地区。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

Bst II DNA Polymerase、5×LAMP Reaction 
Mix 和荧光染料 TS LAMP Green (20×)，北京全

式金生物技术有限公司；细菌基因组 DNA 提取

试剂盒和高效口腔拭子基因组 DNA 提取试剂

盒，天根生化科技 (北京 )有限公司；病毒

DNA/RNA 提取试剂盒，TaKaRa 公司；单重核

酸检测试纸条，生工生物工程(上海)股份有限公

司；BM 2000 DNA Marker，北京博迈德基因技

术有限公司。核酸蛋白测定仪 NanoDrop，赛默

飞世尔科技(中国)有限公司；PCR 仪，伯乐生

命医学产品(上海)有限公司；三孔恒温水浴锅，

北京方通达科科技有限公司；恒温金属浴，杭

州瑞诚仪器有限公司。 
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1.2  LAMP 引物设计 
根据 NCBI 公布的牛支原体 P48 基因

(GenBank 登录号：CP002188.1)，利用 MEGA 11
进行比对，应用 Primer Explore V5 在线软件

(http://primerexplorer.jp/lampv5e/index.html) 设 计

引物，本研究所设计引物及已报道的引物均由

北京六合华大基因科技有限公司合成(表 1)。引

物工作浓度均为 10 μmol/L。 

1.3  引物筛选 
通过荧光染料法筛选出高特异性、扩增效

果较好的引物组进行试验。荧光染料法 LAMP
体系(25 μL)：5×LAMP Reaction Mix 5 μL，Bst II 
DNA Polymerase 2 μL，TS LAMP Green (20×) 
0.45 μL，FIP/BIP (10 μmol/L) 4 μL，B3/F3    

(10 μmol/L) 1 μL，模板 2 μL，ddH2O 补足 25 μL。
反应温度 60 ℃，40 个循环，每分钟收集 1 次

荧光信号。选取 Ct 值较小且荧光信号较强的引

物组，在 FIP 和 BIP 5′端分别用 biotin 和 6-FAM
进行标记。 

1.4  LAMP 反应体系和条件优化 
运用单一控制变量法分别对反应温度、反

应时间和引物浓度比进行优化。反应温度分别

设置为 58、59、60、61、62、63、64 和 65 ℃；

反应时间分别设置为 15、20、25、30、35、     
40 和 45 min；内外引物浓度比(F3:FIP 和 B3:BIP)
分别设置为 1:1、1:2、1:4、1:6、1:8 和 1:10。
反应产物经 1%琼脂糖凝胶电泳进行检测，选择

条带较亮时的条件。 
 
表 1  LAMP 引物信息 
Table 1  LAMP primer information 
基因 
Gene 

引物名称 
Primer name 

序列 
Sequence (5′→3′) 

来源 
Source 

P48 F3 CACACATCGTGTCTCGTAA This study 
B3 TCACCCTTTTTAGGTTCGTAA 
FIP Biotin-CCTTCATCAGTTATAAATGCTGCCCTTAAAACTAAGAGATGGTTTAACCG 
BIP 6-FAM-CATTCAATCAATCTGGTTGAGAAGCTTATTACCACTAACTTGCGC 

oppD/F F3 CCATCTAGCACATTTTTTCCT [13] 
B3 TCTAATTCGTCAAAAGTGACAT 
FIP TGAGCTTTCCATTGTTTGTTTTTCTACTAATTGACTTTAAGTTTGACTGG 
BIP ATGAGATGTACTCAAACACAGATCACATTATTTCTAAACTGCGCTTG 
LF AAGAAACAAAATTTTCATCAATAGA 
LB ATGGCTTTCTATTACGAAAAGCAA 

oppD F3 ACTAATCCAGCTCACCCTTA [14] 
B3 CGTTGCTGCTTTATGATGAC 
FIP TGGGGTTCCTTGAATTGAGAATAATTACATGAGCGCTTATCTCG 
BIP CAGATATGGCAAACTTACCTATCGGGGTGGTTCTTTTTCATAGTCAA 
LA TCTCATCATCATTTTCAGGTATAGC 
LB TGACCCTTTTGCACCTAGAA 

urvC F3 AGAAACAGACAAAAAATTAGTTCAC [15] 
B3 AAGCACCCTATTGATTTTTACTC 
FIP GATTTTTGCATAGCTTTTAAAGTGAGAAGGCAAACTAAGAAACATAAAAGG 
BIP GACGCTTCAGTTGAAGAATTATCAAATCCTTATTTTTAATGCTTTTGGC 

oppD/F F TTTTAGCTCTTTTTGAACAAAT [16] 
R GGCTCTCATTAAGAATGTC 
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1.5  牛支原体 LAMP-LFD 方法的建立 
取 5 μL LAMP 扩增产物用生理盐水稀释

20 倍，混匀，取 80 μL 稀释后的反应产物滴于商

品化核酸试纸条加样孔中，于 15 min 内记录判

读区检测结果。此外，分别用 PCR 仪、金属浴

和水浴锅诊断试剂进行恒温反应，验证不同仪

器的适用性。 

1.6  特异性试验 
分别以牛支原体(M. bovis)、多杀性巴氏杆

菌(P. multocida)、溶血曼氏杆菌(M. haemolytica)、
大肠杆菌(E. coli)、金黄色葡萄球菌(S. aureus)、
产单核细胞李斯特菌(L. monocytogenes)、牛病

毒性黏膜病/腹泻病病毒(BVDV)、牛疱疹病毒

(BHV)、无乳支原体(M. agalactiae)、精氨酸支

原体(M. arginini)的核酸为模板，利用本研究建

立的 LAMP-LFD 方法进行检测，验证该方法的

特异性。使用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取

支原体和细菌的核酸样品，用病毒 DNA/RNA
提取试剂盒提取病毒核酸。 

1.7  敏感性试验 
以初始浓度为 172.8 ng/µL 牛支原体基因组

为模板，用超纯水进行 10 倍梯度稀释。利用本

研究建立的 LAMP-LFD 方法及常规 PCR 法同

时检测[15]，比较该方法与常规 PCR 法的敏感性。 

1.8  重复性试验 
制备 3 批诊断试剂对阳性样品和双蒸水样

品进行批间与批内试验，验证其重复性。 

1.9  临床样本检测 
对采集的 39 份牦牛鼻拭子使用高效口腔

拭子基因组 DNA 提取试剂盒进行核酸提取，利

用本研究建立的 LAMP-LFD 方法进行检测，同

时使用牛支原体行业标准 PCR 法[16]对样品进

行检测，验证该方法的临床应用效果。 

2  结果与分析 
2.1  LAMP 引物筛选结果 

通过荧光染料法分别对 4 组 LAMP 引物进

行检测。结果显示，以 P48 基因为靶标设计的引

物荧光信号更高，Ct 值较小，扩增效率较高，优

于已报道的引物(图 1)。因此，选择 P48 LAMP
引物组进行条件优化，并对其内引物(FIP/BIP)分
别标记 biotin 和 6-FAM，以便后续与 LFD 结合。 

 

 
 

图 1  LAMP 荧光染料法扩增结果 
Figure 1  LAMP fluorescent dye amplification results. 
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2.2  条件优化结果 
运用单一控制变量法分别对反应温度、反

应时间和引物浓度比进行优化。如图 2A 所示，

当反应温度为 60 ℃时，梯形条带最亮；如图 2B
所示，当反应时间为 40 min 时梯形条带的亮度

与反应 45 min 时基本一致；如图 2C 所示，当

引物浓度比(F3:FIP 和 B3:BIP)为 1:4 时，梯形

条带较清晰、明亮。 

2.3  LAMP-LFD 结果判读 
结果判定(图 3A)：(1) 若质控区 C、检测

区 T 均出现显色条带，则待检样品中含牛支原

体核酸；(2) 若质控区 C 出现显色条带，检测

区 T 未出现条带，则待检样品中不含牛支原体

核酸；(3) 若质控区 C 未出现阳性条带，无论

检测区 T 是否出现阳性条带，检测均视为无效。 
分别用 PCR 仪、金属浴和水浴锅诊断试剂

进行恒温反应，结果均一致(图 3B)，表明该方

法适应性较好。 

2.4  特异性结果 
利用该方法分别对牛支原体(M. bovis)、多 

 

 
 

图 2  LAMP 条件优化   A：不同反应温度. 1–8：58、59、60、61、62、63、64、65 ℃. B：不同反应

时间. 1–7：15、20、25、30、35、40、45 min. C：不同引物浓度比. 1–6：1:1、1:2、1:4、1:6、1:8、1:10. 
M：DL2000 DNA 分子质量标准 
Figure 2  Optimization of LMAP conditions. A: Different reaction temperature. 1–8: 58, 59, 60, 61, 62, 63, 
64, 65 ℃. B: Different reaction time. 1–7: 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 min. C: Different reaction primer 
concentration ratio. 1–6: 1:1, 1:2, 1:4, 1:6, 1:8, 1:10. M: DL2000 DNA Marker. 
 

 
 
图 3  LMAP-LFD 结果判读示例(A)及在不同仪器中的检测(B)   A 中 1：阳性；2：阴性；3：无效. B
中 1：PCR 仪；2：水浴锅；3：金属浴 
Figure 3  Example of LMAP-LFD result interpretation (A) and detection of LAMP-LFD in different 
instruments (B). A: 1: Positive; 2: Negative; 3: Invalid. B: 1: PCR analyzer; 2: Water bath pot; 3: Metal bath. 
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杀性巴氏杆菌 (P. multocida)、溶血曼氏杆菌  
(M. haemolytica)、大肠杆菌(E. coli)、金黄色葡

萄 球 菌 (S. aureus) 、 产 单 核 细 胞 李 斯 特 菌     
(L. monocytogenes)、牛病毒性黏膜病/腹泻病病

毒 (BVDV)、牛疱疹病毒 (BHV)、无乳支原体    
(M. agalactiae)、精氨酸支原体(M. arginini)核酸

进行检测。结果表明，仅牛支原体显示阳性，而

其他牛病原体均无交叉反应(图 4A 和 4B)，表明

该方法具有良好的特异性。 

2.5  敏感性结果 
将 172.8 ng/µL 的牛支原体基因组进行 10 倍

梯度稀释，同时运用 LAMP-LFD 方法和常规

PCR 方法进行检测。结果如图 5A 所示，常规

PCR 方法最低可检测到 1.728×10–2 ng/µL；而

LAMP-LFD 方法最低可达检测 1.728×10–5 ng/µL 
(图 5B 和 5C 所示)，比常规 PCR 法灵敏 1 000 倍，

表明该方法敏感性较高。 

2.6  重复性结果 
制备 3 批诊断试剂分别进行批间与批内试

验。结果显示，批间与批内试验均一致，表明

该方法重复性好(表 2)。 

2.7  临床样本检测结果 
对 39 份牦牛鼻拭子临床样品提取基因组，

利用行业标准推荐的普通 PCR 法和本研究建立

的 LAMP-LFD 可视化同时进行检测。结果如

表 3 所示，普通 PCR 法检出率为 23.07% (9/39)；
LAMP-LFD 法检出率为 28.21% (11/39)，其中

LAMP-LFD 方法均能检出 PCR 检出的 9 份 
 

 
 

图 4  LAMP-LFD 特异性检测   A：LAMP 琼脂糖凝胶电泳图. B：LAMP-LFD 结果. M：DL2000 DNA
分子质量标准；1：多杀性巴氏杆菌；2：溶血性曼氏杆菌；3：大肠杆菌；4：牛病毒性黏膜病/腹泻病

病毒；5：牛疱疹病毒；6：金黄色葡萄球菌；7：产单核细胞李斯特菌；8：牛支原体；9：无乳支原体；

10：精氨酸支原体 
Figure 4  LAMP-LFD specific detection. A: LAMP agarose gel electrophoresis map. B: LAMP-LFD 
results. M: DL2000 DNA Marker; 1: P. multocida; 2: M. haemolytica; 3: E. coli; 4: BVDV; 5: BHV; 6:     
S. aureus; 7: L. monocytogenes; 8: M. bovis; 9: M. agalactiae; 10: M. arginini. 
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图 5  PCR 检测与 LAMP-LFD 检测敏感性比较   A：PCR 敏感性琼脂糖凝胶电泳图. B：LAMP 敏感性

琼脂糖凝胶电泳图. C：LAMP-LFD 结果. M：DL2000 DNA Marker；1–9：DNA 稀释浓度分别为 17.28、
1.728、1.728×10–1、1.728×10–2、1.728×10–3、1.728×10–4、1.728×10–5、1.728×10–6、1.728×10–7 ng/µL；10：
阴性对照 
Figure 5  Sensitivity comparison between PCR and LAMP-LFD. A: PCR sensitivity agarose gel electrophoresis. 
B: LAMP sensitivity agarose gel electrophoresis map. C: LAMP-LFD results. M: DL2000 DNA Marker; 1–9: 
DNA dilution concentrations were 17.28, 1.728, 1.728×10–1, 1.728×10–2, 1.728×10–3, 1.728×10–4, 1.728×10–5, 
1.728×10–6, 1.728×10–7 ng/μL; 10: Negative control. 
 
表 2  LAMP-LFD 重复性检测结果 
Table 2  LAMP-LFD repeatability test results 
批次号码 
Batch number 

牛支原体核酸 
M. bovis nucleic acid 

双蒸水 
ddH2O 

20231110 + – 
+ – 
+ – 

20231125 + – 
+ – 
+ – 

20231210  + – 
+ – 
+ – 

+：阳性；–：阴性 
+: Positive; –: Negative. 

表 3  39 份牦牛鼻拭子样品检测结果 
Table 3  Detection results of 39 clinical samples of 
yak nasal swabs 
Item 检测方法 Detection method 

LAMP-LFD PCR 
阳性数量 
Positive number 

11 9 

阴性数量 
Negative number 

28 30 

阳性率 
Positive rate (%) 

28.21 23.07 

 
阳性样品，检出率高于行业标准推荐的普通 PCR
方法[16]。表明本研究所建立的 LAMP-LFD 方法

适用于临床检测。 
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3  讨论 
牛支原体呈世界范围内流行，每年给养牛

业造成巨大的经济损失。据报道，牛支原体在

国外阳性率为 64.4%–88.0%[17-18]，国内阳性率为

8.7%–48.7%[19-20]。目前牛支原体核酸检测方法主

要有常规 PCR、荧光定量 PCR、LAMP 等[21-22]。

常规 PCR、荧光定量 PCR 方法虽然具有灵敏度

高、特异性强等优点，但需昂贵仪器和专业人

员，不利于临床现场使用[21,23]。而已有 LAMP
方法主要与凝胶电泳、比浊法、荧光染料相结

合，这些方法除需专业仪器外[14-15,23]。在实验

中产生的非特异性扩增如引物二聚体会干扰观

察结果[24]。实验中，产生的引物二聚体会导致

反应体系浑浊；若加入荧光染料非特异性扩增

也会导致假阳性。LFD 操作便捷、能现场观察

结果，且以检测靶标基因的观察方法可有效减

少非特异性扩增及引物二聚体扩增问题[25]。因

此，本研究将 LAMP 方法与 LFD 结合建立了更

加灵敏、特异且直观的检测方法。 
在靶基因选择方面，牛支原体特异性靶基

因有 oppD/F、urvC 等。其中 oppD/F 包含 oppD
基因和 oppF 基因，并且两个基因均为编码寡肽

转运 ATP 结合蛋白基因。但 Appelt 等[14]研究报

道，oppD 基因优于 oppF 基因。因此，本研究

利用荧光染料法以 P48 基因为目标基因设计

LAMP 引物与已报道的以 oppD/F[13]、oppD[14]、

urvC[15]特异性基因设计的 LAMP 引物进行了比

较，结果显示本研究所设计的 P48 LAMP 引物

组荧光信号更强，Ct 值较小，扩增效率较高，

优于已报道的引物。 
敏感性和特异性是评价该方法的重要指

标[26]。该方法与牛常见病原体(多杀性巴氏杆菌、

溶血性曼氏杆菌等 9 种)均无交叉反应，表明该方

法特异性较好。虽已有报道以 P48 基因为靶标能

特异区分牛支原体与丝状支原体[12]，但由于丝状

支原体引起的牛肺疫已在我国消灭，无法获取

病原核酸，未能进一步验证该方法与引起临床

症状相似的丝状支原体(肺炎)[27]病原是否存在

交叉反应。因此，本研究对引物组、扩增产物

进行 BLAST 比较，结果显示引物组只能扩增牛

支原体，并且扩增产物均为牛支原体 P48 基因。

将扩增产物与无乳支原体 P48 基因比较，其差

异率达 23%，相较 P48 基因全长特异性更高(差
异率为 19%)。另一方面，在临床样品检测中，

LAMP-LFD 检出率为 28.21%，高于普通 PCR 方

法的检测(23.07%)，并且 PCR 检出的阳性样本

LAMP-LFD 方法均能检出。鼻拭子是临床采样中

最简易的方法，但从中提取的核酸可能含量较

低，所以要求建立的检测方法需较高的敏感性。

而本研究以牛支原体 P48 基因建立的 LAMP-LFD
检测方法，最低检测限为 17.28 fg/µL，是常规

PCR 方法的 1 000 倍。这与侯轩等(20 pg/µL)[28]、

范晴等(100 copies/μL)[29]建立的 LAMP 检测方

法的敏感性相当或更高。 

4  结论 
本研究成功建立了灵敏、特异、操作便捷、

更适用于基层的牛支原体 LAMP-LFD 方法，

可为牛支原体防控、流行病学调查等提供技术

支持。 
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