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［摘　要］　从山西某猪场采集疑似猪支原体肺炎肺组织病料，接种ＣＨ培养基培养，克隆纯化获得

一株菌株。该菌株经ＰＣＲ、培养特性、生化特性和血清学特性试验鉴定为猪肺炎支原体，命名为 ＤＪ

－１６６株。该分离菌株在人工合成培养基上传８代稳定后，活菌计数达到１０８ＣＣＵ／ｍＬ；菌液培养物

气管注射猪后，致病性较弱；免疫原性试验证明该分离菌株具有良好的免疫原性，此结论为猪支原

体肺炎疫苗的研究提供了必要条件。
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　　猪支原体肺炎（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｌｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅｏｆ

ｓｗｉｎｅＭＰＳ），又称猪地方流行性肺炎（Ｓｗｉｎｅｅｎｚｏｏｔｉｃ

ｐｎｅｕｍｏｎｉａ），俗称猪喘气病［１］。猪支原体肺炎是猪

呼吸道疾病综合征的重要病原之一［２］，可继发感染

ＰＲＲＳＶ、ＰＣＶ２等，从而导致多种疫苗接种失

败［３－４］。由于猪肺炎支原体生长要求苛刻，营养要

求高，不易分离；在分离过程中还易受猪鼻支原体

的影响，给本病的研究工作带来了困难。本试验从

山西某猪场中疑似猪肺炎支原体感染的病猪肺脏

中成功分离获得一株猪肺炎支原体，以期为猪支原

体肺炎的研究提供必要条件和有利数据。

１　材 料

１．１　病料来源　２００８年山西某猪场出现咳嗽、气

喘和腹式呼吸猪支原体肺炎临床症状的猪，采集肺
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脏组织后，经ＰＣＲ检测猪肺炎支原体阳性。

１．２　培养基　ＣＨ液体培养基和固体培养基，批号

为ＣＨ０１，北京大北农科技集团股份有限公司制备。

１．３　试验动物　２周龄福建黑猪，购自福建莆田黑

猪保种场，母猪未注射猪支原体肺炎疫苗，仔猪猪

肺炎支原体抗原、抗体阴性，猪圆环病毒（ＰＣＶ２）、

猪繁殖与呼吸障碍综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）抗原阴性。

１．４　检验用强毒　猪肺炎支原体强毒ＨＢ株，批号

为ＤＧ０１，北京大北农科技集团股份有限公司制备。

１．５　猪肺炎支原体阳性血清　本实验室从 ＡＴＣＣ

引进的猪肺炎支原体２７７１４株制备兔抗猪肺炎支

原体特异性血清，琼扩效价为 １∶３２，批号为

０８０５０１。

１．６　猪鼻支原体阳性血清　从中国兽医药品监察

所菌种保藏中心购进的猪鼻支原体ＢＴＳ－７株制备

兔抗猪鼻支原体特异性血清，琼扩效价为１∶１６，批

号为０８０７０４。

２　方 法

２．１　猪肺炎支原体分离、传代　将疑似猪肺炎支

原体的病肺组织剪成颗粒型，接入含５０％猪鼻支原

体特异性血清、８００ＩＵ／ｍＬ青霉素和０．００１％醋酸

铊的ＣＨ培养基中，每管放入１０粒，３７℃培养。每

间隔６ｄ盲传１次，每天观察培养基 ｐＨ值变化，前

３代均加入５０％猪鼻支原体特异性血清。

２．２　猪肺炎支原体克隆纯化　将菌液培养物接种

ＣＨ培养基，置３７℃培养，当培养基颜色发生改变，

ｐＨ值为６．８左右时，收获培养物，将培养物进行１０

倍系列稀释，取１０－３、１０－４和１０－５３个稀释度中各

取出０．１ｍＬ接种 ＣＨ固体培养基平板上，涂匀后

置３７℃ ５％ＣＯ２环境下培养１０ｄ，观察菌落形态，

并在显微镜下挑取外周质地疏松、中央致密、边缘

整齐的单个菌落，接种 ＣＨ液体培养基。按以上方

法对分离株连续重复克隆３次。

２．３　ＰＣＲ鉴定

２．３．１　ＰＣＲ鉴定及测序　根据 ＤＢ３２／Ｔ１４６１－

２００９中猪肺炎支原体Ｐ３６基因引物序列，合成两条

引物，引物序列为Ｐ１：５’－ＴＴＡＣＡＧＣＧＧＧＡＡＧＡＣＣ

－３’；Ｐ２：５’－ＣＧＧＣＧＡＧＡＡＡＣＴＧＧＡＴＡ－３’；预

计扩增片段长度约为４２７ｂｐ。将分离菌株按江苏

省地方标准［５］方法提取基因组 ＤＮＡ，进行 ＰＣＲ鉴

定和测序。

２．３．２　多重 ＰＣＲ鉴定　猪肺炎支原体多重 ＰＣＲ

引物序列为 ｍｈｐ－ｆ：５’－ＴＴＣＡＡＡＧＧＡＧＣＣＴ

ＴＣＡＡＧＣＴＴＣ － ３’；ｍｈｒ － ｆ：５’ － ＧＧ

ＧＡＡＧＡＡＡＡＡＡＡＴＴＡＧＧＴＡＧＧＧ－３’；ｍｆｌ－ｆ：５’－

ＣＧＧＧＡＴＧＴＡＧＣＡＡＴＡＣＡＴＴＣＡＧ－３’；ｍ－ｒ：５’－

ＡＧＡＧＧＣＡＴＧＡＴＧＡＴＴＴＧＡＣＧＴＣ－３’；预计猪肺炎

支原体扩增片段长度约为１０００ｂｐ；猪鼻支原体扩

增片段长度约为１１２９ｂｐ，猪絮状支原体扩增片段

长度约为７５４ｂｐ。将分离菌株按文献［６］方法提取

基因组ＤＮＡ，进行多重ＰＣＲ鉴定。

２．４　培养特性鉴定　参考文献［７］将分离株培养物

接种含８００ＩＵ／ｍＬ青霉素和０．００１％醋酸铊的 ＣＨ

培养基，３７℃培养５～７ｄ，观察菌液浊度及有无菌

膜产生；将培养物进行 １０倍系列稀释，取 １０－３、

１０－４和１０－５３个稀释度，每个稀释度分别取０．１ｍＬ

滴入ＣＨ固体培养基平板上，涂匀后置 ３７℃ ５％

ＣＯ２环境下培养１０ｄ，显微镜下观察菌落形态。

２．５　生化特性鉴定

２．５．１　水解精氨酸试验　将分离株（ＤＪ－１６６株）

培养物接种于含０．５％精氨酸及酚红指示剂的液体

培养基中，３７℃培养，观察培养基颜色是否发生

改变。

２．５．２　葡萄糖发酵试验　将分离株（ＤＪ－１６６株）

培养物接种于含０．５％葡萄糖培养基（含酚红指示

剂）中，观察ｐＨ值变化。

２．５．３　红细胞吸附试验　取０．５％豚鼠红细胞悬

液，加入有分离株（ＤＪ－１６６株）菌落生长的平板

上，３７℃培养３０ｍｉｎ，去掉多余的红细胞液，用ＰＢＳ

缓冲液洗涤，显微镜下观察红细胞吸附情况。

２．６　血清学特性鉴定

２．６．１　代谢抑制试验　参考文献［８］取不含血清的

ＣＨ培养基，按２０％比例加入兔抗猪肺炎支原体高

免血清，按１０％比例接种分离菌株，３７℃培养１０ｄ

进行代谢抑制试验，鉴定分离菌株是否为猪肺炎支

原体。
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２．６．２　生长抑制试验　参考文献［９］将分离株

猪肺炎支原体菌液稀释至 １０－３，接种猪肺炎支

原体固体平板，无菌夹取抗猪肺炎支原体血清纸

片贴附于平板表面，３７℃、５％ＣＯ２环境下培养

１０ｄ，进行生长抑制试验。同时设猪肺炎支原体

２７７１４株为对照。抑制带达到 １ｍｍ以上时，判

为猪肺炎支原体阳性［１０］。

２．６．３　菌落免疫荧光试验　将分离株稀释至

１０－４，接种猪肺炎支原体固体平板，３７℃、５％

ＣＯ２环境培养１０ｄ，显微镜下选取典型菌落固定

在玻片上，室温干燥，滴加抗猪肺炎支原体血清，

覆盖已知菌落玻片，３７℃孵育３０ｍｉｎ，冲洗玻片

后干燥，滴加 ＦＩＴＣ标记的山羊抗兔 ＩｇＧ，３７℃孵

育６０ｍｉｎ，冲洗玻片，干燥后滴加甘油，盖上盖玻

片，置荧光显微镜下观察菌落荧光。同时设猪鼻

支原体为对照。

２．７　致病性试验　将分离株（ＤＪ－１６６株）培养物

气管注射４周龄健康易感猪４头，１０ｍＬ／头，同时

设对照猪４头，同条件下隔离饲养，饲料中无抗生

素。接种后２８ｄ，试验组和对照组猪全部剖杀，根

据２８分评分法对肺部病变进行打分［１１］。

２．８　免疫原性试验　将分离株（ＤＪ－１６６株）培养

物灭活、浓缩纯化后与佐剂混合后制备灭活疫苗，

接种２周龄猪支原体肺炎血清抗原抗体阴性的福

建黑猪各４头，每头２．０ｍＬ，并设攻毒对照４头。

免疫后２８ｄ，免疫组连同条件相同的对照猪各气管

注射猪肺炎支原体 ＨＢ株强毒１０ｍＬ，各组猪隔离

饲养观察２８ｄ剖杀，按２８分评分法对肺部病变打

分，计算肺炎病变减少率。

３　结果与分析

３．１　猪肺炎支原体分离、传代　将疑似猪肺炎支

原体的病肺组织接种 ＣＨ液体培养基，连续盲传５

代，在传至第５代时，培养基颜色发生改变，ｐＨ值

由７．６降至７．０，在传至８代后，培养基颜色变化时

间稳定，ｐＨ规律性下降，生长时间稳定在５～７ｄ，

活菌滴度可达１０８ＣＣＵ／ｍＬ。

３．２　猪肺炎支原体克隆纯化　分离株在固体培

养基上可见针尖大小透明菌落，菌落形态多为规

则，部分菌落偏小，有些菌落边缘不整齐。在显

微镜下挑选质地疏松、中间致密、边缘整齐的圆

形中等菌落进行 ３次克隆纯化获得菌株，命名

ＤＪ－１６６株。

３．３　猪肺炎支原体鉴定

３．３．１　ＰＣＲ、多重ＰＣＲ鉴定　结果见图１、图２，同

源性分析结果见表１。

图１　分离株（ＤＪ－１６６株）ＰＣＲ扩增结果

图２　分离株（ＤＪ－１６６株）多重ＰＣＲ扩增结果

从图１～图 ２和表 １结果可见，培养物经过

ＰＣＲ扩增出长度约为４２７ｂｐ的猪肺炎支原体目的
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片段；多重ＰＣＲ扩增出长度约１０００ｂｐ的猪肺炎支

原体目的片段，未检测出猪鼻支原体和猪絮状支原

体目的片段，证明分离的菌株为猪肺炎支原体，无

猪鼻支原体和猪絮状支原体污染。测序结果通过

ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ比对，分离株 Ｐ３６基因序列与猪肺炎

支原体Ｊ株、２３２株、７４４８株和１６８株同源性分别达

９９％以上，从分子水平上证明了分离的菌株为猪肺

炎支原体。

表１　分离的猪肺炎支原体ＤＪ－１６６株同源性分析结果表
猪肺炎支原体

ＤＪ－１６６株
猪肺炎

支原体１６８株
猪肺炎

支原体Ｊ株
猪肺炎

支原体２３２株
猪肺炎

支原体７４４８株

猪肺炎支原体ＤＪ－１６６株 １００．０ ９９．５ ９９．８ ９９．０ ９９．５

猪肺炎支原体１６８株 ９９．５ １００．０ ９９．８ ９９ ９９．５

猪肺炎支原体Ｊ株 ９９．８ ９９．８ １００．０ ９９．３ ９９．８

猪肺炎支原体２３２株 ９９．０ ９９．０ ９９．３ １００．０ ９９．０

猪肺炎支原体７４４８株 ９９．５ ９９．５ ９９．８ ９９．０ １００．０

３．３．２　培养特性及形态学鉴定　分离株（ＤＪ－１６６
株）在液体培养基中生长，菌液轻度混浊，不形成菌

膜；固体培养基上生长７～１０ｄ，眼观可见针尖大小
菌落，显微镜下观察为“煎蛋状”，中间致密、外周质

地疏松。在接种培养基中加入青霉素和醋酸铊后，

对菌液生长均无抑制，符合支原体特性。

３．３．３　生化特性鉴定　分离株（ＤＪ－１６６株）不水
解精氨酸；分解葡萄糖；菌落表面无红细胞吸附，呈

阴性反应。符合猪肺炎支原体生化特性。

３．３．４　生长抑制试验　分离株（ＤＪ－１６６株）在固
体培养基上生长出细小透明菌落，且均能被猪肺炎

支原体特异性血清所抑制，抑菌圈为３．２ｍｍ；猪肺
炎支原体 ２７７１４株阳性对照血清抑菌圈为 ３．０
ｍｍ；阴性对照未出现抑菌圈；证明分离的菌株为猪

肺炎支原体。

３．３．５　代谢抑制试验　猪肺炎支原体分离株（ＤＪ
－１６６株）接种含抗猪肺炎支原体血清的培养基，
培养１０ｄ，ｐＨ值无变化；猪肺炎支原体阴性对照的
培养基颜色变黄，ｐＨ值由７．８１下降至６．８４，证明
分离的菌株为猪肺炎支原体。

３．３．６　菌落免疫荧光试验　分离株（ＤＪ－１６６株）
经菌落免疫荧光试验呈阳性反应，可观察到清晰的

菌落轮廓，荧光很强，呈黄绿色；猪鼻支原体菌落无

可见荧光，呈阴性反应。证明分离的菌株为猪肺炎

支原体。

３．４　致病性试验　猪肺炎支原体培养物气管注射
４周龄健康易感猪，接种后２８ｄ剖杀，结果见表２。

表２　分离株（ＤＪ－１６６株）致病性试验结果表
组别 猪编号 临床症状观察 肺部病变评分 平均肺部病变评分

试验组

０５２７４ 无猪支原体肺炎临床症状 １

０５２７５ 攻毒后第２０天出现轻微咳嗽 ３

０５２７６ 无猪支原体肺炎临床症状 １

０５２７７ 攻毒后第２１天猪群追赶时出现咳嗽 ２

１．７５

对照组

０５２７８ 无猪支原体肺炎临床症状 ０

０５２７９ 无猪支原体肺炎临床症状 ０

０５２８０ 无猪支原体肺炎临床症状 ０

０５２８１ 无猪支原体肺炎临床症状 ０

０

　　由表２结果可见，分离株（ＤＪ－１６６株）培养物
接种试验猪，接种后１８ｄ和２１ｄ有２头出现轻微
咳嗽，２８ｄ剖杀可见肺部出现轻度病变，病变评分
在１～３分之间，肺部病变平均评分１．７５，说明分离

株（ＤＪ－１６６株）在培养基上传代后致病性较弱。
３．５　免疫原性试验　分离株（ＤＪ－１６６株）培养物
制备疫苗免疫健康易感猪后２８ｄ攻毒，攻毒后２８ｄ
剖杀结果见表３。
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表３　猪肺炎支原体ＤＪ－１６６株免疫原性试验结果

组别 攻毒毒株 猪编号 临床症状观察 肺部病变评分
平均肺部

病变评分

肺炎病变

减少率

免疫组

攻毒对照组

猪肺炎

支原体ＨＢ株

００２４５ 无临床症状 ０

００２４６ 攻毒后第１５天出现轻微咳嗽 ４

００２４７ 无临床症状 ３

００２４８ 无临床症状 ２

００２４９ 攻毒后第１５天出现轻微咳嗽 ９

００２５０ 攻毒后第１７天出现咳嗽和气喘等症状 １１

００２５１ 攻毒后第２０天出现咳嗽 １０

００２５３ 未出现临床症状 ９

２．２５ ７６．９％

９．７５ ／

　　由表３结果可见，分离株（ＤＪ－１６６株）制备疫
苗免疫猪后攻毒，攻毒对照组在攻毒后１５ｄ相继
出现咳嗽和气喘等猪肺炎支原体临床症状；２８ｄ后
剖检，免疫组平均肺炎病变减少７６．９％。
４　讨论与小结

Ｍｈｐ在猪群多呈慢性或隐性感染，可在猪呼吸
道中长期存在［１２］。由于猪肺炎支原体对培养基的

营养要求非常苛刻，在一般的培养基中很难生长，

特别是从猪体内进行支原体的分离更是非常困

难［７］。本研究采用培养基连续传８代，经过３次克
隆纯化获得一株肺炎支原体。按（ＤＢ３２／Ｔ１４６１－
２００９）Ｐ３６基因序列对分离株进行核苷酸序列测
定，与国际标准株 ２３２株、Ｊ株、７４４８株同源性在
９９．０％～９９．８％ 之间，与国内 １６８株同源性
９９．５％。测序结果表明，试验成功分离出１株猪肺
炎支原体菌株，命名为ＤＪ－１６６株。

本试验分离的猪肺炎支原体 ＤＪ－１６６株经培
养特性和生化鉴定，均符合猪肺炎支原体特性；生

长抑制和代谢抑制试验结果表明，菌落和菌液均能

被抗猪肺炎支原体血清抑制；菌落免疫荧光试验可

观察到清晰的菌落轮廓，荧光很强，呈黄绿色，进一

步表明分离菌株为猪肺炎支原体；在致病性试验

中，个别猪在感染后２０ｄ出现轻微咳嗽，剖杀可见
肺部出现轻度猪肺炎支原体病变，说明菌株在培养

基上传代后毒力减弱；在免疫原性试验中，采用分

离的菌株制备灭活疫苗免疫猪，平均肺炎病变减少

７６．９％。分离获得具有较好免疫原性的菌株将对

开展猪支原体肺炎疫苗的研究工作具有重要意义。
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