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［摘　要］　从典型猪肺炎支原体病变肺组织传代分离到一株支原体，经培养特性、血清学鉴定、生

化鉴定、ＰＣＲ检测及测序分析证明其为猪肺炎支原体，纯化后命名为 Ｓ株。将 Ｓ株 Ｐ４６基因和 Ｐ９７

基因Ｒ１区的氨基酸序列与其他菌种的相应序列进行同源性分析，该菌株Ｐ４６基因氨基酸序列与其

他菌种同源高达９９％以上，Ｐ９７基因 Ｒ１区的氨基酸重复数为１１个，不同于其他菌株；免疫原性试

验结果表明该菌株具有良好的免疫原性。
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　　猪支原体肺炎，又称猪地方流行性肺炎

（ＥＰＳ），俗称猪喘气病，是由猪肺炎支原体引起的

一种慢性、消耗性呼吸道传染病。主要的临床特征

表现为咳嗽、气喘、生长迟缓，一般不引起猪的死

亡，但有时感染率可达９０％以上，容易与其他疾病

（如蓝耳病、传染性胸膜肺炎、猪瘟等）协同感染，对
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我国养猪业造成了重大的经济损失。该病分布十

分广泛，世界各地均有发生，也被认为是危害各国

养猪业的重要疫病之一［１］。由于猪肺炎支原体的

生长繁殖对营养和培养条件的要求极其苛刻，而其

田间分离时其常和细菌性疾病混合感染（如猪传染

性胸膜肺炎放线杆菌［２－３］、副猪嗜血杆菌［３－４］、猪

鼻支原体［５－７］等），导致分离到纯净的猪肺炎支原

体相当困难。本研究通过从吉林的发病猪场采集

病变肺组织，进行分离，培养，并对其进行培养特

性、生化鉴定、血清学和分子生物学鉴定，并对其特

征性基因序列与国内外所发表的序列进行比

对［８－９］。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　病料与菌毒种来源　１０份具有典型猪支原体

肺炎病变特征的猪肺组织，来自吉林的２家商品代猪

场。猪肺炎支原体强毒ＪＮ株、猪肺炎支原体２３２株和

猪鼻支原体ＢＳＴ－７，来自中国兽医药品监察所。

１．１．２　试剂和培养基　ＰＰＬＯ与猪血清购自 ＧＩＢ

ＣＯ公司；ＰＣＲ相关试剂购自全式金公司；引物由上

海生工生物工程技术服务有限公司合成；兔抗 Ｍｈｐ

特异性阳性血清（琼扩效价１∶１６）由中国兽医药品

监察所提供。ＬＰＳ液体培养基（含 ＰＰＬＯ、葡萄糖、

ＭＥＭ等）和猪肺炎支原体间接血凝（ＩＨＡ）抗原（批

号：２０１３０５）由北京中海生物科技有限公司自制。

ＩＭＳ１３１３水性佐剂，法国赛比克公司提供。进口猪

支原体肺炎复合佐剂灭活疫苗，批号为 ＢＨ１４０１１，

市场购买。

１．１．３　试验动物　清洁级健康家兔，来自北京维

通利华实验动物技术有限公司。７～１４日龄健康仔

猪，购自吉林松原市商品代猪场，母猪免疫猪支原

体肺炎疫苗，仔猪猪肺炎支原体抗原、抗体阴性，猪

瘟、猪伪狂犬与猪蓝耳病抗原阴性。

１．２　方法

１．２．１　病原分离培养　将无菌采集病变肺组织置

于一次性平皿中，撕去筋膜，经含一定浓度青霉素

的ＰＢＳ反复清洗后，剪碎后用高速匀浆机处理，取

１．０ｍＬ匀浆液接种于含１９．０ｍＬＬＰＳ液体培养基

的盐水瓶中，（３７±１）℃培养１０～１４ｄ，每天观察

记录培养基颜色变化情况。对待分离病料匀浆液

使用猪肺炎支原体１６ｓＲＮＡ特异性引物进行 ＰＣＲ

检测。

７ｄ以内培养基颜色明显变化的小管进行ＰＣＲ

检验，结果为阴性的样品放弃分离；１４ｄ内出现颜

色变化的小管经 ＰＣＲ检测结果为阳性的，立即传

代培养；１４ｄ后如仍未变色则对其进行忙传，同时

进行ＰＣＲ检测。

１．２．２　菌落形态和生化鉴定　对分离物使用 ＬＰＳ

培养基进行传代培养，待其生长时间和活菌滴度稳

定后进行菌落形态和生化鉴定。

菌落形态：将新鲜培养物稀释１００倍后，接种

ＬＰＳ固体培养基，置５％ＣＯ２的培养箱中，（３７±１）℃

培养７～１４ｄ，７ｄ后开始每日使用低倍显微镜观

察支原体菌落一次。

生化鉴定：取单菌落纯化后的培养物，分别接

种含０．５％葡萄糖、尿素、精氨酸的液体培养基中，

（３７±１）℃培养７ｄ，观察培养基颜色变化情况以确

定培养物对其是否发酵。

１．２．３　血清学鉴定　代谢抑制试验：使用液体培

养基对分离株进行１０倍比稀释至１０－７，在１０－５、

１０－６、１０－７三个稀释度分别取 １ｍＬ，加入到装有

１ｍＬ含２０％兔抗Ｍｈｐ阳性血清的液体培养基的小

管中混匀，取１０－５、１０－６、１０－７三个稀释度各２ｍＬ

作为对照组。另设 ２ｍＬ液体培养基作空白对照

组，于（３７±１）℃培养１４ｄ后判定结果。空白对照

不变色，对照组３个滴度都变黄，试验组至少１０－６、

１０－７两个滴度不变色即可判定为分离物只含有猪

肺炎支原体。

生长抑制试验：将直径 ６ｍｍ滤纸片用兔抗

Ｍｈｐ阳性血清浸湿后干燥待用。将培养物稀释成

含１０４ＣＦＵ／ｍＬ，取０．５ｍＬ涂布于 ＬＰＳ固体培养基

表面，取２片含兔抗 Ｍｈｐ阳性血清的滤纸片，均匀

贴于琼脂表面，设猪肺炎支原体２３２株培养物作为

对照。（３７±１）℃培养１４ｄ，在低倍镜下观察，当滤

纸片周围出现抑菌圈大于１．０ｍｍ者表示该菌种与

抗血清系免疫原同种。
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１．２．４　分子生物学鉴定

１．２．４．１　ＰＣＲ鉴定　采用猪肺炎支原体的１６ｓ

ＲＮＡ特异性引物［１０］进行筛查和鉴别检验，其扩增

条带大小分别为 ６４９ｂｐ，反应条件：预变性后

９４℃／３０ｓ、５６℃／３０ｓ、７２℃／４５ｓ，３０个循环后

７２℃延伸５ｍｉｎ。使用可同时鉴别猪肺炎支原体、

猪鼻支原体和猪絮状支原体多重 ＰＣＲ引物［１１］检

验，其扩增片段大小依次分别为１０００ｂｐ、１１２９ｂｐ

和７５４ｂｐ，反应条件：预变性后９４℃／３０ｓ、５４℃／

３０ｓ、７２℃／６０ｓ，３０个循环后７２℃延伸５ｍｉｎ。多

重ＰＣＲ可以确定培养物为猪肺炎支原体，而且可

以判定是否有其他两种猪源支原体的污染。

１．２．４．２　特异性基因的克隆　Ｐ４６、Ｐ９７蛋白基因

是猪肺炎支原体的具有较强种特异性的基因，根据

国内外文献［８，１０，１２］和 ＮＣＢＩ上公布的猪肺炎支原

体２３２株的 Ｐ４６、Ｐ９７基因全序列各设计一对特异

性引物。Ｐ４６基因引物为 Ｐ４６－Ｆ：５＇－ＣＧＧＧＡＴＣ

ＣＡＣＴＴＣＡＧＡＴＴＣＴＡＡＡＣＣＡＣＡＡ－３＇，Ｐ４６－Ｒ：５＇－

ＣＣＡＡＧＣＴＴＴＴＡＧＧＣＡＴＣＡＧＧＡＴＴＡＴＣＡＡＣ－３＇，目标

片段大小为 １１０５ｂｐ；Ｐ９７蛋白 Ｒ１区扩增引物为

Ｐ９７－Ｆ：５＇－ＧＧＴＡＴＡＴＴＧＣＣＴＣＡＧＣＣＣ－３＇，Ｐ９７－

Ｒ：５＇－ＧＴＧＡＡＡＡＧＣＣＡＧＴＡＴＴＡＧＴＡ－３，Ｒ１区是一

个高变重复区，不同菌种的重复数量不同，因此扩

增片段大小会有较大的差别，Ｍｈｐ２３２株的扩增片

段大小预计为为３４４ｂｐ。ＤＮＡ模板采用热裂解法

制备［１３］，根据两对引物各自的反应条件进行 ＰＣＲ

后，取５μＬ扩增产物进行电泳检测。

１．２．４．３　序列分析　对分离株的Ｐ４６和Ｐ９７Ｒ１区的

ＰＣＲ扩增产物分别进行双向测序，并同 ＧＥＮＥＢＡＮＫ

和现有的其他菌种进行序列同源性分析和比对，并依

此对其进行了分子进化上的亲缘关系分析。

１．２．５　免疫原性测定　将猪肺炎支原体Ｓ株使用

ＬＰＳ培养基培养扩大后，收获、灭活菌液，再将其与

法国赛比克公司 ＩＭＳ１３１３水佐剂按（Ｖ／Ｖ）１：１的

比例混合，搅拌均匀后制备水剂灭活疫苗。

对家兔的免疫原性：１．２～１．５ｋｇ健康家兔１５

只，５只为空白对照，２个实验组各５只，各组分别

前腿部肌肉注射试验苗和进口灭活疫苗０．２ｍＬ，

１４ｄ后后腿肌肉注射０．２ｍＬ。首免后２１ｄ检测各

组家兔的猪肺炎支原体ＩＨＡ抗体效价。

本动物免疫攻毒试验：用７～１４日龄健康易感

仔猪１５头，其中５头对照，２个实验组各５头，分别

用于Ｓ株试验苗和进口灭活疫苗的免疫，每头左颈

部肌肉注射１．０ｍＬ，１４ｄ后右侧颈部肌肉注射１．０

ｍＬ。首免后３０ｄ，连同对照组使用猪肺炎支原体

ＪＮ株肺组织毒进行气管内攻毒，５ｍＬ／头（含肺组

织量０．１ｇ）。观察２８ｄ后剖检，猪支原体肺炎病

变指数评分标准５．５分法进行评分和计算［１４］。

２　结果与分析

２．１　分离结果　１０份分离样品中的７份在培养３

～５ｄ即发生显著的颜色变化，经无菌和支原体检

验结果表明其中２个样品有细菌污染，５个样品污

染了疑似猪鼻支原体。３份到１４ｄ仍未变色，其中

２份样品传代后经猪肺炎支原体特异性 ＰＣＲ检测

结果为阴性。１份样品的分离物在传代后１３ｄ发

生了明显的颜色变化，经检测 ＰＣＲ检测分离物中

含猪肺炎支原体。

将分离菌株连续传递至第５代后，１０％接种量生

长时间在３ｄ左右，活菌数ＣＣＵ稳定在１０９ＣＣＵ／ｍＬ。

２．２　菌落形态和生化鉴定　分离物在ＬＰＳ固体培

养基上培养１０ｄ后，针尖大小的菌落，显微镜下观

察为表面略有颗粒状，大多数菌落边缘不整齐的菌

落，挑取形态较为典型的中等大小菌落进行克隆纯

化，纯化后的菌株命名为猪肺炎支原体Ｓ株。

生化鉴定结果为培养物能发酵葡萄糖，不发酵

尿素和精氨酸，符合猪肺炎支原体的代谢特性。

２．３　血清学鉴定　代谢抑制试验：各试验小管于

３７℃培养１４ｄ后，空白对照不变色，阴性对照组３

个滴度１０－５、１０－６、１０－７都变黄，试验组相应的三个

滴度均未变色，表明培养物可被兔抗Ｍｈｐ高免血清

完全抑制，由此表明待检分离物为猪肺炎支原体。

生长抑制试验将分离株接种ＬＰＳ固体培养基，

培养１０ｄ后，肉眼可见针尖大小的菌落，显微镜下观

察为露滴状圆形菌落，表面略有颗粒状，但在含Ｍｈｐ

特异性血清滤纸片周围１．０ｍｍ内无支原体菌落出

现，结果表明待检分离物为猪肺炎支原体。
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２．４　ＰＣＲ扩增结果　通过１６ｓＲＮＡ特异性引物对

分离菌种、猪肺炎支原体２３２株和猪鼻支原体 ＢＴＳ

－７进行ＰＣＲ，扩增产物经１％琼脂糖凝胶电泳，结

果如图１。使用多重 ＰＣＲ对分离菌株的 Ｆ１０、Ｆ１５

和Ｆ２０代培养物进行检测，结果如图２。

Ｍ．ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１．Ｍｈｐ２３２（阳性对照）；

２．ＭｈｒＢＴＳ－７（阴性对照）；３．Ｓ株

图１　使用猪肺炎支原体特异性引物的ＰＣＲ扩增结果

Ｍ．ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１．Ｍｈｐ２３２；

２．ＭｈｒＢＴＳ－７；３．ＭｆｃＳＪ株；４．空白对照；

５－７．分离株的Ｆ１０、Ｆ１５和Ｆ２０培养物。

图２　使用多重ＰＣＲ对培养物的鉴定电泳图结果

从图１可以看出，分离物经１６ｓＲＮＡ特异性引

物检测可以扩增出预计大小的特异性条带，表明培

养物中含有猪肺炎支原体。图２采用猪肺炎支原

体、猪鼻支原体和猪絮状支原体多重ＰＣＲ检测，结果

显示分离株的Ｆ１０、Ｆ１５和Ｆ２０代培养物均只能扩增

出１０００ｂｐ大小的特异条带，表明分离物中含有猪肺

炎支原体，不含猪鼻支原体和猪絮状支原体。

２．５　Ｐ４６基因和 Ｐ９７基因 Ｒ１区检测　使用 Ｐ４６

基因引物和Ｐ９７基因Ｒ１区引物对猪肺炎支原体 Ｓ

株的扩增结果见图３。

１．ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；２．Ｓ株 ；３．Ｍｈｐ２３２株（阳性对照）；

４．ＭｈｒＢＴＳ－７株（阴性对照）；

图３　对猪肺炎支原体Ｓ株的Ｐ４６基因（图Ａ）和

Ｐ９７基因的Ｒ１区（图Ｂ）的扩增结果

上图结果显示，Ｐ４６基因扩增出１１００ｂｐ的条

带，与对照完全一致。Ｐ９７基因 Ｒ１区引物对 Ｓ株

的扩增条带大小２７０ｂｐ左右，与２３２株的３４４ｂｐ

差异显著，初步推断为 Ｓ株的 Ｒ１区的重复数量比

２３２株的数量要少，可通过序列分析进行确认。

２．６　测序结果分析比对　将图２的ＰＣＲ产物连接

Ｔ载体后进行序列分析，结果表明目标序列与猪肺

炎支原体完全符合，进一步确认了分离物为猪肺炎

支原体。使用ＤＮＡＳｔａｒ基因序列分析软件对纤毛

粘附蛋白Ｐ９７基因－Ｒ１区扩增的猪肺炎支原体 Ｓ

株与ＧＥＮＥＢＡＮＫ及国内文献上的其他菌种进行氨

基酸序列比对，结果如图４。

　　Ｐ９７基因－Ｒ１区是猪肺炎支原体特有的氨基

酸水平上的重复序列区，也同时是一个高变区。

ＡＡ（Ｖ／Ｔ）ＰＫＥ（Ｖ）重复序列数目因菌株的不同而

不同，其中２３２株的重复数为１５个，新分离 Ｓ株的

为１１个，这正好解释了图３Ｂ中其 Ｐ９７Ｒ１区扩增

片段大小不一致的原因。将 Ｒ１区的序列作为依

据，划出各菌株的进化树和同源性关系图，如图５

所示。

·８１·
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图４　Ｐ９７基因Ｒ１区氨基酸序列比对结果

图５　依照不同菌种的Ｐ９７基因Ｒ１区氨基酸序列分析得出的进化树（Ａ）和同源性比对表（Ｂ）

　　从进化树和同源性关系表可知，Ｓ株与 Ｆ７．２

株的情缘关系较近，与来自江苏农科院的１６８株和

１６８Ｌ株的同源性也最高，而且ＡＡ（Ｖ／Ｔ）ＰＫＥ／Ｖ重

复数均为１１个，但在第２、５、１０、２５、３２、４５、５０位氨

基酸上不同。

猪肺炎支原体Ｓ株的Ｐ４６基因扩增产物连接Ｔ

载体后，进行序列分析，并将其翻译成氨基酸序列

后，使用Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ７．０软件对其相应序列与ＧＥＮＥ

ＢＡＮＫ及国内文献上的其他菌种进行氨基酸序列

比对，结果如图６所示。

通过对表面抗原Ｐ４６基因的扩增的新分离Ｓ株

与其他１２个菌种的相应序列比对，碱基序列和氨基

酸序列均具有高度同源性达９９％以上，各菌株相互

间氨基酸序列中有５处不同，分别为１２０、１６５、１７４、

２０４和２１２位，其中 Ｓ株在２０４位编码的是谷酰胺

（ｇｌｎ，Ｑ），而其他菌株均编码丙氨酸（ｇｌａ，Ａ），为Ｓ株

所独有。将Ｐ４６基因的氨基酸序列作为依据，划出

各菌株的进化树和同源性关系图，如图７所示。

从进化树和同源性关系表可知，Ｓ株与 ７４４８

株、ＩＡＦ－２３５５－Ｂ－０１株、ＩＡＦ－６６９－００株、ＪＮＦ６５

株等的情缘关系较近，同源性也最高。由于Ｐ４６基

因比较保守，菌株间的同源性均高达９９％以上。

２．７　免疫原性测定　对家兔的免疫原性实验结果

显示对照组应全部阴性（＜１：５），免疫组试验兔的

ＩＨＡ抗体效价不低于１∶２０，结果见表１。

从上表可以看出，猪支原体肺炎Ｓ株试验疫苗

免疫家兔后，ＩＨＡ抗体效价可达到１∶４０以上，与对

照组差异显著，综合抗体水平略高于同类进口疫苗

抗体水平。

表１　家兔免疫后抗体ＩＨＡ效价测定结果表

疫苗批号 首免后２１ｄＨＩＡ抗体水平

猪支原体肺炎Ｓ株试验疫苗 １：４０、１：８０、１：４０、１：８０、１：８０

国外进口疫苗 １：２０、１：４０、１：４０、１：４０、１：４０

对照组 ５只均＜１：５

对猪的免疫原性攻毒后第１４天对照组个别猪
开始出现咳嗽症状，到剖检前有３头咳嗽、气喘明
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图６　Ｓ株ＭｈｐＰ４６基因推导的氨基酸序列与代表毒株比对分析

图７　依照不同菌种的Ｐ４６基因Ｒ１区氨基酸序列分析得出的进化树（Ａ）和同源性比对表（Ｂ）

显；试验组攻毒后均未出现明显的咳嗽。攻毒后

２８ｄ后剖检，各组的猪支原体肺炎病变指数评分和
保护力计算结果如表２。

表２　仔猪攻毒后肺部病变情况
疫苗批号 动物头数 平均病变积分 保护力

猪支原体肺炎Ｓ
株试验疫苗

５ ０．３６ ８４．２％

国外进口疫苗 ５ ０．３８ ８３．３％

对照组 ５ ２．２８ ／

免疫攻毒试验结果显示猪支原体肺炎 Ｓ株试
验疫苗具有较强的免疫保护力，达 ８０％以上的水
平，与进口同类疫苗差别不明显。由此表明猪肺炎

支原体Ｓ株具有较好的免疫原性。
３　讨论与小结

猪肺炎支原体是当前最难分离的支原体种类

之一，其对营养和培养条件要求极其苛刻，而且可

能受极易生长的猪鼻支原体和猪絮状支原体的干

扰，导致其分离率极低而不易成功。支原体鉴定方

法中，除了菌落形态和生化鉴定外，最具排它性鉴

别意义的是血清学鉴定，因为支原体具有类似于病

毒中和特性的代谢抑制特性，其为细菌所不具有的

特殊性质［１５］。支原体的代谢抑制特性具有很强的

种属特异性，即针对一种支原体的高免血清只能抑

制该种支原体的生长繁殖，而对其他种类的支原体

不具有抑制作用，因而代谢抑制试验和生长抑制试

·０２·
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验成为支原体鉴定中的金标准［１６－１８］。

在ＰＣＲ检测方面，１６ｓＲＮＡ特异性引物 ＰＣＲ
具有很强的特异性和较高的敏感性，适合于进行筛

查和鉴别检验［１３］；多重ＰＣＲ采用了４条引物，通过
共用下游引物，同时检测三种猪源支原体（包括猪

肺炎支原体、猪鼻支原体和猪絮状支原体），适合于

鉴别检验，也可确定培养物是否污染其他两种或一

种支原体［１０］。

Ｐ４６是Ｍｈｐ具有较强的种特异性蛋白，不存在
于其他种类的支原体或其他微生物中，是猪肺炎支

原体诊断试剂常用的备选蛋白。Ｐ４６基因具有很
强的保守性，不同菌株的核酸和氨基酸序列同源性

均高达 ９８％以上，适合用于猪肺炎支原体的鉴
别［１９－２０］。Ｐ９７蛋白是 Ｍｈｐ重要的表面粘附因子，
及主要抗原蛋白，对造成机体支气管上皮细胞和纤

毛损伤有着重要的作用。Ｐ９７蛋白的氨基酸序列
中有两个特殊的重复序列区，即由五个氨基酸［ＡＡ
（Ｖ／Ｔ）ＰＫＥ（Ｖ）］组成的 Ｒ１区（位于 Ｎ末端）和由
１０个氨基酸（ＧＴＰＮＱＧＫＫＡＥ）组成的Ｒ２区（位于Ｃ
末端），Ｒ１区的重复序列的数目因不同菌株而异，
因此Ｒ１区重复数和其序列特征可作为辨别不同菌
株的依据［２１－２２］。猪肺炎支原体 Ｓ株的 Ｒ１区数目
为１１个，与国内 １６８株的数目相同，同源性也最
高，是否可以说明该重复数存在地域上的关系，则

需通过更多国内分离株相应数据加以说明。

本研究成功分离和鉴定了一株猪肺炎支原体

菌株，通过对Ｐ４６和Ｐ９７Ｒ１区进行序列分析，并将
其与ＧｅｎＢａｎｋ及国内文献上的其他菌种氨基酸序
列进行比对，表明该菌株明显区别于其他菌株。猪

肺炎支原体 Ｓ株在 ＬＰＳ生长滴度可稳定可达 １０９

ＣＣＵ／ｍＬ，通过免疫原性测定证明其具有较好的免
疫原性，有望作为灭活疫苗株的备选菌种进行后续

研发。
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