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《探针法支原体检测试剂盒》方法学报告

（版本 20210203c）

1. 产品名称

《探针法支原体检测试剂盒》（qPCR Mycoplasma Detection Kit with Probe）（货号：QM016）

2. 产品简介

本公司开发的《探针法支原体检测试剂盒》采用支原体特异性引物和支原体特异性荧光探针（报告基因为

FAM），用于对样品的支原体基因组 DNA 进行荧光定量 PCR扩增检测。

试剂盒内同时含有内参对照质粒 mycoIC2和相应的引物和荧光探针（报告基因为 VIC），用于监控支原体 DNA

提取和 qPCR扩增的效率。

本试剂盒可用于检测一切可能含支原体的样品，比如：（1）体外细胞培养的上清；（2）血清；（3）各种体

液，如唾液、尿液、鼻腔分泌物等；（4）别的液体样品。本产品仅供研究使用。

3. 产品优点和缺点

《探针法支原体检测试剂盒》具有 100%支原体识别率、最高的检测灵敏度和最高的检测正确率、可以区分真

阴性样品和假阴性样品等一系列优点，该方法被认为是支原体快速检测的金标准。

《探针法支原体检测试剂盒》主要缺点：方法本身没有明显缺点，配套仪器相对昂贵。

4. 产品特异性测试

经测试，本公司开发的《探针法支原体检测试剂盒》至少可以识别在体外细胞培养中曾经报道出现的 20种支

原体，根据文献报道，这些支原体基本上占污染细胞的支原体种类的 100%。具体如下：（1）M. hyorhinis、（2）

M. fermentans、（3）M. arginini、（4）M. hominis、（5）M. orale、（6）M. salivarium、（7）M.pirum、（8）A. laidlawii、

（9）M. agalactiae、（10）M. bovis、(11) M. bovoculi、（12）A. axanthum、（13）M. buccale、 (14)M. pneumoniae、

（15）M. arthritidis、（16）M. pulmonis、（17）M. gallisepticum、（18）M. gallinarum、（19）M. canis、（20）

Ureaplasma urealyticum（注：M.为 Mycoplasma的缩写, A.为 Acholeplasma的缩写）。

此外，根据支原体 DNA 的序列，本试剂盒可以识别 100多种至今已发现的支原体，具有广谱的识别能力。

如果客户发现除上述 20种支原体外，还有其他的支原体也会污染体外培养的细胞，或者客户纯粹就是想检测

其他的支原体，请告诉我们支原体的名称，我们将进行序列比对，然后告诉你本试剂盒是否可以识别。

5. 产品扩增效率和灵敏度测试

5.1 实验设计

我们选取了上述 20种支原体中比较有代表性的 4 种支原体（分别是：A. laidlawii，M. pneumoniae，M.

fermentans和 M. orale），使用含相应支原体基因片段的质粒载体，经 DNA 定量后，计算出相应的分子数。

质粒经 10倍系列稀释【从 10^(-4)到 10^(-11)】后，进行相应的 qPCR扩增（每个稀释度做 2个重复），

并对结果绘制标准曲线。
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5.2各支原体质粒 10倍系列稀释的原始扩增曲线，如图 1所示：

1. A.laidlawii扩增曲线 2.M. pneumoniae扩增曲线

3.M. fermentans扩增曲线 4.M. orale扩增曲线

图 1. 支原体质粒 10倍系列稀释的原始扩增曲线。每个稀释度做 2个重复，每个反应管的 DNA加入量为 2μ

L。从结果来看：各支原体质粒模板都要很好的 S型扩增曲线。
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5.3各支原体质粒 10倍系列稀释的 Ct值，如表 1所示：

表 1. 各支原体质粒 10倍系列稀释的 Ct值。每个稀释度做 2个重复，每个反应管的 DNA 加入量为 2μL。由表 1

可知：在每个反应管的 DNA 加入量为 2μL的情况下，《探针法支原体检测试剂盒》对 4种支原体的最高检测灵

敏度（即检测下限）大约在 4-16 copies，即 2-8 copies/μL【具体请参考表 1中，4种支原体质粒的 10^(-10)稀释度

的数据】。
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5.4根据表 1的数据，可得各支原体质粒 10倍系列稀释的标准曲线，从而计算出各自的 PCR扩增效率。具体如图

2所示：

图 2. 各支原体质粒 10倍系列稀释的标准曲线。从以上结果可知，4种支原体的 PCR扩增效率基本都在 97-99%

之间，具有非常良好的扩增效率。纵坐标表示 Ct值，横坐标表示质粒的不同稀释度，1-5分别是 10^(-4)到 10^(-8)

共 5个稀释度。
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6. 《探针法支原体检测试剂盒》检测灵敏度的影响因素：

（1） 可以通过对样品进行支原体基因组 DNA 的提取，从而提高《探针法支原体检测试剂盒》的相对最高检测

灵敏度（相对提高）。该方法可以提高 10-100倍的相对检测灵敏度。

（2） 对支原体进行离心浓缩：取 1 mL细胞上清，先 13000 rpm（约 16000 g）离心 5 minutes，吸走全部上清，

用 50 μL 5 mM Tris-HCl, pH 8.5 重悬沉淀，95 ℃加热处理 5minutes，简单离心后（1000 g，5 seconds），

取上清进行检测。该离心浓缩过程大约可以将相对检测灵敏度提高 20倍。

（3） 如果样品是经过支原体基因组 DNA 提取纯化或者离心清洗的，还可以通过提高每个反应管的 DNA 加入

量（比如从 2 μL提高到 18 μL），该方法可提高 9倍的相对检测灵敏度。

（4） 上述最高检测灵敏度（即检测下限）是在没有添加 mycoIC2内参质粒的情况下获取的。如果按照说明书添

加了 mycoIC2内参质粒，由于内参的扩增会与支原体的扩增存在竞争关系，导致《探针法支原体检测试剂

盒》的最高检测灵敏度会轻微下降。根据每微升样品中所含 mycoIC2内参质粒的分子数不同，灵敏度可能

持平，也可能轻微下降 2-4倍。

7. 测试：离心柱提取过程是否会影响《探针法支原体检测试剂盒》的检测灵敏度

我们使用经支原体液体培养基培养数天的 M. hyorhinis（猪鼻支原体）支原体活菌作为检测对象，分别设计了

四组实验：（1）组 1：样品不加内参质粒，直接检测；（2）组 2：样品加入内参质粒后直接检测；（3）组 3：样

品提取时加入内参质粒，经本公司《支原体基因组 DNA 提取试剂盒》提取后检测；（4）组 4：处理方法与组 3

完全相同。结果表 2所示：

表 2. 离心柱提取过程对《探针法支原体检测试剂盒》检测灵敏度的影响测试结果。每个稀释度做 2个重复，

每个反应管的 DNA加入量为 2μL。其中 FAM 通道测试支原体，VIC通道测试内参质粒。从本表结果可知：（1）

比较组 1和组 2的测试结果，可知：加入内参质粒不会对试剂盒的检测灵敏度产生明显影响；（2）比较组 1、组

2和组 3、组 4的测试结果，可知：样品经本公司《支原体基因组 DNA 提取试剂盒》提取后再检测，不会对试剂

盒的检测灵敏度产生明显影响。
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8. 本公司四款不同原理的快速《支原体检测试剂盒》的检测灵敏度比较

为了比较本公司开发的四款不同原理的快速《支原体检测试剂盒》【分别是：《一步法恒温支原体检测试剂盒》

（简称“一步法”）、《PCR法支原体检测试剂盒》（简称“PCR法”）、《发光法支原体检测试剂盒》（简称

“发光法”）和《探针法支原体检测试剂盒》（简称“探针法”）】的检测灵敏度高低，我们使用了以下两种 DNA

作为模板：（1）含 M. hyorhinis基因片段的质粒【由于“发光法”只能检测活菌，该模板只比较了另外三种试剂

盒】；（2）经支原体液体培养基培养数天的 M. hyorhinis支原体活菌（猪鼻支原体）。

比较结果如下表所示：

说明：四款快速《支原体检测试剂盒》检测灵敏度比较。从本表可知：（1）“探针法”的检测灵敏度最高，

其检测下限可以达到 5.6-10.8 copies/2μL；（2）其次是“PCR法”，与“探针法”的最高检测灵敏度基本持平或

略低一点；（3）“一步法”的检测灵敏度比“PCR法”和“探针法”都要低，其检测下限大约为 22.5-172.3 copies/2

μL；（4）“发光法”的检测灵敏度最低，其检测下限（即需要样品的发光值与阴性对照的发光值的比值大于 1.2）

大约为 2200个活菌/μL【10^(-3)稀释度】。
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液体培养法与qPCR法对检测猪鼻支原体灵敏度比较
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摘要：为了比较《中国药典》已收录但相当耗时的液体培养法和未收录但相对快速的荧光

定量PCR（qPCR）法对支原体检测的灵敏度，试验分别在猪鼻支原体生长的对数期（48 h）、稳定

期（96 h）和衰亡期（144 h）取样，将样品 10倍系列稀释后，使用液体培养法和 qPCR法对各个

稀释度进行检测（两种方法的样品加入体积分别为0.5 mL和5 μL），以比较二者的灵敏度。结

果显示：在存活支原体占比高的对数期和稳定期，液体培养法比qPCR法的检测灵敏度高约100
倍；而在死亡支原体占比大幅增加的衰亡期，结果则相反，qPCR法反而比液体培养法的检测灵

敏度高约 1 000倍。当把对数期样品高速离心浓缩约 100倍后再用 qPCR法检测，其检测灵敏

度比浓缩之前提高了约100倍。上述结果表明：影响液体培养法和qPCR法相对灵敏度的主要

因素是各自体系中不同的样品加入体积和样品中存活支原体的比例，而由于前一因素导致的

两种方法灵敏度的差异，可以通过高速离心浓缩的方法缩小，使两种方法的相对灵敏度基本

相同。

关键词：猪鼻支原体； 液体培养法； qPCR法； 检测； 灵敏度
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between liquid culture and qPCR
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Abstract：To Compare the detection sensitivity between liquid culture and real 􀆼 time qPCR for the samples

collected at different growth phases of Mycoplasma hyorhinis（included in the Chinese Pharmacopoeia but very time􀆼
consuming）（not included in the Chinese Pharmacopoeia but rapid），samples were collected at three different growth
phases of Mycoplasma hyorhinis ：log phase（48 h），stationary phase（96 h）and dead phase（144 h）. Then the
samples were diluted 10 times serially，and the detection sensitivity was tested by liquid culture and qPCR. The
results showed that the detection sensitivity of liquid culture was about 100 times higher than that of the qPCR method
in the log phase and stationary phase with a high proportion of viable mycoplasma. In the dead phase when the
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支原体（Mycoplasma）是一个俗称，一般泛指柔

膜体纲（Mollicutes）中的任何一个种。支原体是一

种可以独立生长的最小的原核生物，其主要特征

是没有细胞壁，基因组较小，体积介于细菌与病毒

之间，直径为 300 —800 nm［1􀆼2］。不同种类的支原

体可能会引起动物或人类的疾病，还可能污染体

外培养的细胞和用于疫苗生产的鸡胚［3􀆼4］。由于支

原体体积小且无细胞壁，通过普通显微镜往往无

法观察到，而且支原体污染一般不会引起培养液

浑浊度的明显改变，只能依赖特定的检测方法才

能判断待测样品中是否含有支原体。目前，支原

体检测的方法主要有培养法（包含液体培养法、半

流体培养法和固体培养法）、指示细胞培养法（DNA
染色法）、普通PCR法（Conventional PCR）、qPCR法

（quantitative real 􀆼 time PCR）和酶活法（Enzymatic
activity）等［5􀆼6］。

《中国药典》（2020版）中的支原体检查法收录

了培养法和指示细胞培养法［7］。由于培养法和指

示细胞培养法需要耗费的时间较长（指示细胞培养

法至少需要 3—5 d，培养法需要 3—4周），而很多

情况下待测样品的支原体检测结果必需在较短的

时间内出具（比如，数小时之内）。此种情况下，只

能选择除培养法和指示细胞培养法外的其它支原

体快速检测方法，如基于核酸扩增技术（Nucleic
acid amplification techniques，NAT）的普通PCR法、

qPCR法等。

按照各国药典的规定如果需要使用NAT法代

替药典收录的培养法和指示细胞培养法，必须对

该检测方法进行充分验证，以证明其各种指标不

低于药典收录的方法。虽然《中国药典》（2020版）

没有NAT法验证的具体要求，但是《欧洲药典》有

NAT法验证的明确要求，即必需对以下指标进行

验 证 ，包 括 ：灵 敏 度（Sensitivity）或 检 测 下 限

（Detection limit）、特异性（Specificity）和稳定性

（Robustness）［8］。其中，灵敏度是关键的指标之

一。已有不少介绍根据《欧洲药典》对支原体NAT
法进行验证的文献，既有普通 PCR法［9􀆼11］，也有

qPCR法［12􀆼14］。
由于我国药典与《欧洲药典》的支原体培养基

配方、样品接种量、检测流程等都不尽相同［7􀆼8］。因

此，根据《欧洲药典》进行方法学验证的支原体

NAT法在我国是否能直接用于支原体检测，一般

认为在使用前需要进行适用性验证，并需同步开

展我国药典收录的支原体检测法与NAT法的平行

检测研究，以积累数据为替代药典方法提供数据

支持［15］。
目前，我国药典没有NAT法验证的具体要求，

同时国内缺乏可供支原体NAT法进行方法学验证

的支原体参比物质，因此几乎查不到根据《中国药

典》对支原体NAT法进行验证的相关文献［15］。基

于此，本研究以猪鼻支原体作为参考菌株，分别在

其生长的对数期、稳定期和衰亡期取样，模拟日常

支原体检测中可能遇到的含有不同存活率支原体

的样品，采用液体培养法和 qPCR法对其进行检

测，比较了两种不同方法的灵敏度，为后续采用

qPCR法快速检测支原体提供科学依据。

1 材料与方法
1.1 菌种

猪 鼻 支 原 体（Mycoplasma hyorhinis，ATCC
17981），购自美国 ATCC（American Type Culture
Collection）。该菌种在使用之前，经16s rRNA基因

PCR扩增并测序，证明其确实为猪鼻支原体，与美

国 ATCC 17981 菌株对应的 16s rRNA 基因序列

proportion of dead mycoplasma increased significantly，the detection sensitivity of qPCR was about 1000 times higher
than that of liquid culture. When the log phase sample was concentrated（about 100 times）by centrifugation，they
were detected again by qPCR. Compared with the sample before concentration，the detection sensitivity of the sample
was increased by 100 times. In conclusion，the main factors affecting the relative detection sensitivity of liquid culture
and qPCR are the sample addition volumes in their respective systems and the proportion of viable and dead
mycoplasma cells in the samples. The difference in sensitivity between the two methods caused by the former factor can
be reduced by high􀆼speed centrifugal concentration，so that the sensitivity of the two methods is the same.

Keywords：Mycoplasma hyorhinis； Liquid culture； qPCR； Detection sensitivity
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CA B
48 h 96 h 144 h

N T N T N T

注：A：接种后 48 h（对数期）；B：接种后 96 h（稳定期）；C：接种后

144 h（衰亡期）。N：不接种的阴性对照管；T：接种猪鼻支原体的测

试管

图1 猪鼻支原体接种至肉汤培养基后各取样时期对应的培养基

颜色

100%相同。

1.2 主要试剂

符合《中国药典》配方的支原体肉汤培养基（不

含精氨酸）（货号：MC005）和基于荧光定量 PCR
（qPCR）原理的探针法支原体检测试剂盒（货号：

QM016），购自上海易色医疗科技有限公司；小牛

血清，购自上海李记生物科技有限公司；青霉素，

购自生工生物工程（上海）股份有限公司。该探针

法支原体检测试剂盒根据厂家提供的说明书和方

法学报告，为通用型支原体检测试剂盒，可以检测

包括猪鼻支原体在内的至少20种支原体。

1.3 样品的收集

支原体肉汤培养基配制：根据说明书，称取

27.52 g支原体肉汤培养基的干粉，溶于1 000 mL水

中，调整pH值为7.1±0.2，113 ℃高压灭菌20 min，待

温度降至室温，加入200 mL灭活的小牛血清和80万
单位青霉素溶液，配制好后于4 ℃冰箱保存。

样品的收集：将大约 20 CCU（Color􀆼Changing
Units，变色单位）的猪鼻支原体接种至上述支原体

肉汤培养基中，37 ℃培养一段时间后，分别在其生

长的对数期（48 h，培养基未变色）、稳定期（96 h，
培养基呈轻微橙色）和衰亡期（144 h，培养基已经

变为黄色）的三个不同时期取样，每个时期各取 1
份。各取样时期对应的培养基颜色如图1所示。

1.4 支原体检测的液体培养法

支原体的液体培养方法参考《中国药典》的

“3301支原体检查法”部分［7］。将上述三个不同时

期的样品经 10倍系列稀释到支原体肉汤培养基

（样品0.5 mL，肉汤培养基4.5 mL），待测样品最高

稀释度为10-9，各设置一组不接种支原体的阴性对

照组。按照我国药典规定：利用培养法进行支原体

检测时，样品加入体积为 0.5—1.0 mL。本研究中

的样品加入体积为0.5 mL，符合药典要求。灵敏度

判断标准采用《中国药典》的标准：每个稀释度接种

3支测试管，37 ℃培养，直到所有测试管不再变色

为止，每 2天拍照观察变化，以接种后测试管 2/3
以上呈现变色的最高稀释度为该培养液的灵敏度。

1.5 支原体检测的qPCR法

不浓缩样品的准备：将上述三个不同时期的同

一份样品经 10倍系列稀释到生理盐水，最高稀释

到 10-13稀释度。以稀释后的支原体悬液直接作为

模板，采用支原体 qPCR试剂盒检测，每个反应管

内样品的加入体积采用常规20—30 μL qPCR反应

体系常用的样品加入体积 5 μL。灵敏度判断标准

采用与液体培养法类似的标准，每个稀释度做3个
重复。以 PCR 反应管的 2/3 以上出现 Ct（Cycle
threshold）值的最高稀释度为该方法的检测灵敏度。

浓缩样品的准备：取对数期不同稀释度的样品

各 8 mL，然后 16 000 g离心 5 min后弃去大部分上

清，保留底部 80 μL液体，混匀后即为浓缩样品

（约浓缩 100倍）并作为模板，采用上述 qPCR试剂

盒检测。

本研究中，均没有对上述两种样品进行支原

体DNA的提取，而是直接用不同稀释度的支原体

悬液为模板进行 qPCR检测。根据已有的文献报

道：相比提取DNA后检测，直接使用支原体悬液进

行qPCR检测是一种更加灵敏的方法［16］。
基于qPCR原理的探针法支原体检测试剂盒的

具体操作参考厂家说明书进行，其中的样品加入

体积为5 μL/反应，qPCR反应程序如下：1）预变性：

95 ℃ 2 min，1 个循环；2）扩增：95 ℃ 10 s，60 ℃
35 s，共 45个循环。该试剂盒的结果判断标准：当

待测样品的FAM通道出现典型的 S型扩增曲线并

且有Ct值时，该样品检测结果判为阳性；其它结果

判为阴性。

2 结果与分析
2.1 三个不同时期猪鼻支原体样品的液体培养法

检测结果

三个不同时期采集的猪鼻支原体样品经液体
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注：A􀆼C：分别为 48 h（A，对数期）、96 h（B，稳定期）和 144 h（C，衰亡期）三个不同时期样品的培养结果；Day 0 - Day 12：培养 0-12天的结

果；10-4 - 10-9：接种物为10-4 - 10-9稀释度的培养结果

图2 三个不同时期猪鼻支原体样品的液体培养法检测结果

培养法检测，结果显示：在支原体对数期（48 h）采

集的样品，经 10倍系列稀释（样品 0.5 mL，肉汤培

养基 4.5 mL），经 37 ℃培养 4天后，接种物为 10-4

稀释度的3支测试管均由初始的鲜红色变为黄色；

培养6天后，接种物为10-4 — 10-6稀释度的所有测

试管的培养液均变为黄色，而接种物为10-7稀释度

只有1支测试管培养液变黄色；而后继续培养到12
天，所有测试管均不再变色（图 2A）。根据液体培

养法的判断标准，在每支测试管的样品加入体积

为0.5 mL，液体培养法对猪鼻支原体对数期（48 h）
样品的检测下限为 10-6稀释度。如果以CCU为衡

量单位，将0.5 mL的10-6稀释度的接种物定义为1
个CCU，那么该时期采集的样品的支原体初始含

量为2×106 CCU/mL。
同理，液体培养法对猪鼻支原体稳定期（96 h）

样品和衰亡期（144 h）样品的检测下限分别为 10-8

稀释度和10-7稀释度（图2B、2C），而稳定期样品和

衰亡期时期采集的样品的支原体初始含量分别为

2×108 CCU/mL和2×107 CCU/mL。
由此可见：以CCU为衡量单位（反映样品中存

活支原体的含量），在猪鼻支原体生长的对数期、

稳定期和衰亡期采集的样品的初始含量呈先升后

降的趋势，分别是2×106 CCU/mL、2×108 CCU/mL和

2×107 CCU/mL，其初始含量从对数期到稳定期增

加了 100倍，而后随着培养液 pH的降低和营养的

耗尽，大量支原体开始死亡，其初始含量从稳定期

到衰亡期则降低了10倍。

2.2 三个不同时期猪鼻支原体样品的qPCR法检

测结果

三个不同时期采集的猪鼻支原体样品经qPCR

法检测，结果显示：在支原体对数期（48 h）采集的

样品，经 10倍系列稀释到生理盐水后直接作为模

板，经qPCR法检测，10-2 — 10-4每个稀释度的3个
反应管均出现Ct值，而10-5稀释度只有1个反应管

出现Ct值（表 1）。根据 qPCR法的判断标准：在每

个反应管的样品加入体积为5 μL情况下，qPCR法

在检测猪鼻支原体对数期样品的检测下限为 10-4

稀释度。同理，qPCR法在检测猪鼻支原体稳定期

（96 h）样品和衰亡期（144 h）样品的检测下限分别

为10-6稀释度和10-10稀释度（表1）。
如果以同一样品的不同稀释度来比较液体培养

法和qPCR法的检测灵敏度，可发现：在存活支原体

占比高的对数期和稳定期样品，液体培养法比qPCR
法的检测灵敏度也高约100倍（比如：对数期样品，液

体培养法和qPCR法的灵敏度分别为10-6稀释度和10-4

稀释度）；而在死亡支原体占比大幅增加的衰亡期，

结果则相反，qPCR法反而比液体培养法的检测灵敏

度高约1 000倍（液体培养法和qPCR法的灵敏度分别

为10-7稀释度和10-10稀释度）。

3 讨论
本研究分别在猪鼻支原体生长的对数期、稳定

期和衰亡期取样，模拟日常支原体检测中可能遇

到的含有不同死活支原体比例的样品，然后同时

采用液体培养法和qPCR法对其进行检测，比较了

两种不同方法的灵敏度。结果显示：存活支原体占

比高的对数期和稳定期样品，液体培养法比qPCR
法的检测灵敏度高约 100倍。而两种方法的样品

加入体积正好相差 100倍（液体培养法为 0.5 mL，

液体培养法与QPCR法对检测猪鼻支原体灵敏度比较⁃薛少华，等 兽医临床 ·· 77



qPCR法为 5 μL），本研究选取了其中的对数期样

品，并对其进行高速离心浓缩，测试是否可以通过

该方法提高样品中的支原体密度，从而提高qPCR
法的检测灵敏度。

测试结果显示：经高速离心浓缩约 100倍后，

qPCR法在检测猪鼻支原体对数期（48 h）样品的检

测下限是10-6稀释度（表1）。与浓缩之前相比，其

灵敏度提高了约 100倍，从 10-4稀释度提高到 10-6

稀释度。可见，经高速离心浓缩约100倍后，在检

测对数期样品时，qPCR法的灵敏度已经与液体培

养法的灵敏度基本相同，二者都可以大约达到10-6

稀释度。上述结果表明：由于样品加入体积不同导

致的qPCR法和液体培养法检测灵敏度的差异，可

以通过高速离心浓缩的方法缩小，使两种方法的

相对灵敏度基本相同。

由于液体培养法中的样品加入体积一般会比

qPCR法中的样品加入体积大很多，根据不同国家

药典规定，二者可以相差100—1 000倍，采取一定

方法浓缩待测样品中支原体的细胞密度或支原体

的核酸浓度，是提高qPCR法检测灵敏度的关键步

骤。2020年Sung等人报道了一种高灵敏度的 real􀆼
time qPCR支原体检测方法。为了达到欧洲药典规

定的NAT法代替培养法必须达到的灵敏度要求，

即 10 CFU/mL（CFU：Colony􀆼Forming Units，菌落形

成单位），其首先将初始支原体浓度为 10 CFU/mL
的标准品进行了高速离心浓缩约 50倍，使标准品

的支原体浓度提高到 1 CFU/2 μL，然后使用该浓

缩后的标准品直接进行qPCR法检测，该方法最终

能使所有待测的9种支原体的qPCR法灵敏度达到

欧洲药典规定的 10 CFU/mL的灵敏度［13］。2022年
耿仁浩等人报道了一种支原体普通 PCR检测方

法，同时与国产支原体液体培养基的培养法相比

后发现，在核酸提取过程中，对待测样品的核酸浓

缩 10倍后（样品的初始体积为 1 mL ，提取的核酸

终体积为 0.1 mL），其检测下限可以达到 1 000
CCU/mL［17］。

影响液体培养法和qPCR法的检测灵敏度的因

素主要有：1）两种方法的绝对灵敏度。由于只要测

试管中含有1个活的支原体，经过培养，最终就能

使整个测试管发生颜色改变，所以液体培养法的

绝对灵敏度的理想值应该是 1个支原体。实际检

测时，由于很多支原体容易聚集成团块，同时很难

保证待测样品中所有支原体都是100%存活，所以

液体培养法的绝对灵敏度的实际值一般是 1个或

表1 三个不同时期猪鼻支原体样品的qPCR法检测结果

稀释度

10-2

10-3

10-4

10-5

10-6

10-7

10-8

10-9

10-10

10-11

10-12

10-13

48 h样品（未浓缩）

Ct1
27.37
30.46
33.25
37.19
-
-
-
-
-
ND
ND
ND

Ct 2
27.32
30.3
35.89
-
-
-
-
-
-
ND
ND
ND

Ct 3
27.14
30.7
33.9
-
-
-
-
-
-
ND
ND
ND

96 h样品（未浓缩）

Ct1
ND
ND

27.94
31.94
35.43
42.93
-
-
-
ND
ND
ND

Ct 2
ND
ND

27.75
31.18
34.02
-
-
-
-
ND
ND
ND

Ct 3
ND
ND

26.91
30.98
33.3
-
-
-
-
ND
ND
ND

144 h样品（未浓缩）

Ct1
ND
ND
ND

28.57
30.82
32.6
34.84
36.93
38.8
-
-
-

Ct 2
ND
ND
ND

28.96
30.38
32.43
32.52
36.43
38.95
-
-
-

Ct 3
ND
ND
ND

28.57
29.91
33.77
33.72
37.79
41.79
-
-
-

48 h样品（浓缩后）

Ct1
ND

26.09
29.44
34.71
-
-
-
-
-
-
ND
ND

Ct 2
ND

25.97
29.39
35.47
38.68
-
-
-
-
-
ND
ND

Ct 3
ND

26.56
29.81
34.56
37.55
-
-
-
-
-
ND
ND

注：“-”：阴性反应结果；“ND”：未测试。
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几个支原体。而qPCR法的绝对灵敏度的实际值一

般也是 1个或几个拷贝（本研究使用的 qPCR法试

剂盒根据厂家提供的方法学报告，至少可以检测

到 4个拷贝的质粒）。从上可知，这两种方法的绝

对灵敏度差异不应该是两种方法在检测对数期和

稳定期样品时灵敏度相差 100倍的主要原因。2）
样品的加入体积。某一方法的绝对灵敏度是由该

方法的属性决定的，很难改变。但是，同一方法的

相对灵敏度却可以通过增加检测体系中的样品加

入体积来提高。例如，同样装有10 mL液体培养基

的2支测试管，第一支加入1 mL的样品，第二支加

入 0.1 mL的样品。假设液体培养法的绝对灵敏度

为1个支原体的理想值，则第一支测试管的理论检

测下限为 1个支原体/mL，第二支测试管的理论检

测下限为 1个支原体/0.1 mL（即 10个支原体/mL）。

因此，第一支测试管的相对灵敏度会比第二支测

试管高 10倍左右。为了提高支原体的检出率，各

国药典都对培养法中的样品加入体积有明确的规

定，不能太少。比如，我国药典的“支原体检查法”

明确规定样品加入体积为 0.5—1.0 mL，欧洲药典

则明确规定样品加入体积为 10 mL［7􀆼8］。本研究中

液体培养法的样品加入体积采用我国药典规定的

0.5—1.0 mL的下限0.5 mL，而qPCR法则采用常规

20—30 μL qPCR 反应体系常用的样品加入体积

5 μL，二者相差100倍。理论上，即使液体培养法

和qPCR法的绝对灵敏度相同，因两种方法的样品

加入体积的差异，也会导致二者的相对灵敏度相

差 100倍左右。这应该是导致以下实验现象的主

要原因：在存活支原体占比高的对数期和稳定期，

液体培养法比 qPCR法的检测灵敏度高约 100倍。

3）样品中死亡与存活支原体的比例。液体培养法

只能检测存活的支原体，而qPCR法既能检测存活

的支原体也能检测死亡且基因组DNA未降解的支

原体。理论上，当样品中死亡支原体的占比很高

时，qPCR法虽然加入的样品体积比培养法小，但

是由于其可以同时检测存活的支原体和死亡的支

原体，而液体培养法只能检测存活的支原体，此时

qPCR法的检测灵敏度有可能超过培养法。极端情

况下，如果多个样品中支原体 100%都是死亡的，

可能导致液体培养法检测结果 100%为阴性，而

qPCR法检测结果100%为阳性。因此，在死亡支原

体占比大幅增加的衰亡期，qPCR法反而比液体培

养法的检测灵敏度高约1 000倍。

本研究也解释了为何在实际的支原体检测中

存在的如下现象：既存在培养法检测结果为阳性而

qPCR法检测结果为阴性的样品，也存在 qPCR法

检测结果为阳性而培养法检测结果阴性的样品。

Keskin 等在同时使用培养法和qPCR法检测临床样

品中的人型支原体的比较研究中发现，47个培养

法检测为阳性的样品中的 4个样品，其 qPCR法检

测结果为阴性；而45个qPCR法检测为阳性的样品

中的2个样品，其培养法检测结果为阴性［18］。
本研究结果可为国内相关机构采用qPCR法快

速检测支原体和开展全面的qPCR法代替液体培养

法的方法学验证提供一定的参考。第一，当制备

用于比较液体培养法和qPCR法相对灵敏度的参比

物质时，只能在存活支原体占比高的对数期和稳

定期内选择适当时间点采集，不能在死亡支原体

占比大幅增加的衰亡期采集，否则有可能得出错

误的两种方法的相对灵敏度比较结果。第二，当

预计待测样品中存活支原体占比较高或者试验的

主要目的是检测待测样品中是否含有存活的支原

体时，笔者建议：根据液体培养法和 qPCR法各自

体系中样品加入体积的差异倍数，对待测样品进

行高速离心（或其他方法）浓缩后再检测，具体浓

缩的倍数需要大于或至少等于两种方法的样品加

入体积的差异倍数，浓缩的目的是使qPCR法体系

中含有的支原体数量大于或至少等于液体培养法

体系中含有的支原体数量。本研究中，液体培养

法的样品加入体积为 0.5 mL，qPCR法的样品加入

体积为 5 μL，二者的差异倍数为 100，则需要至少

浓缩 100倍（条件允许时，可以进一步增加浓缩的

倍数到 100—1 000 倍）后再检测，才有可能使

qPCR法的相对灵敏度达到甚至超越液体培养法的
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相对灵敏度。

4 结论

本研究结果表明：影响液体培养法和 qPCR法

相对灵敏度的主要因素有各自体系中不同的样品

加入体积和样品中死活支原体的比例，而由于前

一因素导致的两种方法灵敏度的差异，可以通过

高速离心浓缩的方法缩小，使两种方法的灵敏度

基本相同。
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