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［摘　 要］ 　 对采集到的疑似牛支原体肺炎肺组织病料进行病原的分离，并对分离株进行形态学、生化

和分子生物学鉴定，结果显示成功分离获得 １ 株牛支原体，命名为 ＮＭ００１。 该分离株的菌落形态呈典

型的“荷包蛋状”，不能发酵葡萄糖，不能水解精氨酸，不分解尿素。 ＰＣＲ 能够扩增出牛支原体特异的

Ｐ４８ 基因条带，１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列与 Ｎｉｎｇｘｉａ －１ 序列同源性为 ９９． ０３％ 。 将该分离株接种 ２ 头 ６ 月龄

犊牛均出现明显的临床症状，剖检后胸腔中少量淡黄色渗出液，肺脏出现肉样实变。 试验结果表明，分
离到的牛支原体 ＮＭ００１ 株对牛具有较强的致病性，为牛支原体攻毒模型的建立奠定了基础。
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　 　 牛支原体（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｂｏｖｉｓ）能引起牛的肺炎、
关节炎、结膜炎以及乳腺炎等多种疾病，严重危害

着养牛业的健康发展［１］。 牛支原体由 Ｈａｌｅ 等于

１９６１ 年首次从美国的乳腺炎牛奶中分离到，随后在

全世界大多数养牛国家和地区均有报道［２］。 我国

自 ２００８ 年分离到牛支原体并证实了我国存在牛支

原体肺炎疫情以来［３］，全国多个地区均有报道，已
给我国的养牛业造成了重大的经济损失［３ － ４］。

由于牛支原体没有细胞壁，其对常规的抗菌药

物青霉素不敏感，且对其它的抗菌药物易产生耐药

性［５］。 因此，疫苗免疫成为预防牛支原体病的重要

方向。 然而，目前还没有商品化的牛支原体疫苗，
这主要与牛支原体的致病机制和免疫机制不清楚、
缺少疫苗评价动物模型等有关。 为此，本研究从疑

似牛支原体感染的牛肺组织中分离并鉴定出一株

牛支原体，并分析了该分离株对牛的致病性。
１　 材料与方法

１． １　 病料　 采集内蒙某牛场患严重肺炎的病死牛

病变肺脏组织 ２ 份。 病牛表现精神沉郁，采食量下

降，膝关节肿大，流鼻涕，呼吸困难，消瘦等。
１． ２　 主要试剂　 支原体基因组提取试剂盒、ｐｒｅｍｉｘ
Ｔａｑ ｖｅｒｓｉｏｎ ２． ０、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购自 Ｔａｋａｒａ 公司；马
血清购自 Ｇｉｂｃｏ 公司；支原体生化鉴定管购自青岛

海博生物；支原体 ＥＺＨ 液体培养基、支原体 ＥＺＨ 固

体培养基由本实验室配制；牛支原体抗体 ＥＬＩＳＡ 检

测试剂盒购自 Ｂｉｏｖｅｔ 公司。
１． ３　 引物合成 　 根据已有的研究报道［６］，设计合

成牛支原体特异性引物对（Ｐ４８ － Ｆ ／ Ｐ４８ － Ｒ）和牛

支原体 １６Ｓ ｒＲＮＡ 引物对（ ＳＦ ／ ＳＲ）。 引物序列如

下：Ｐ４８ － Ｆ： ５’ － ＣＧＡＡＣＣＴＡＡＡＡＡＧＧＧＴＧＡＡＴＴ⁃
ＡＧＣＡＴＣＴＴ － ３’；Ｐ４８ － Ｒ： ５’ － ＡＴＴＡＣＴＧＡＧＴＴＡ⁃
ＡＴＡＧＣＡＧＣＡＡＣＴＧＣＡＡＣＧ － ３’；ＳＦ：５’ － ＣＣＴＴＡＧ⁃
ＧＣＡＧＴＴＴＣＴＴＴＡＴＡＡ － ３ ’； ＳＲ： ５ － ＣＡＴＧＣＡＴ⁃
ＧＴＣＧＡＧＣＧＡＴＧＡＴ － ３’。 引物由北京三博远志生

物技术有限公司合成。
１． ４　 牛支原体的分离培养 　 无菌条件下将采集

的肺组织切成小块，取约 １ ｇ 肺组织加入 ２ ｍＬ 含

双抗的 ＰＢＳ，研磨后 １０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，上清用

０． ４５ μｍ 滤膜过滤，加入支原体 ＥＺＨ 液体培养基

中，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养。 每隔 ４８ ｈ
进行一次传代，取培养基颜色变黄且不浑浊者传至

３ 代后，取 １００ μＬ 涂布支原体 ＥＺＨ 固体培养基表

面，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养。 ３ ～ ５ ｄ 后，
肉眼观察菌落生长情况并在显微镜下观察菌落形

态，挑取单个克隆接种液体培养基，待生长后再接

种固体培养基，进行至少 ３ 次克隆纯化获得纯培

养物。
１． ５　 生化实验鉴定　 使用生化鉴定管进行发酵葡

萄糖试验、水解精氨酸试验以及分解尿素试验。
１． ６　 分子生物学鉴定　 将 １． ４ 中克隆纯化后的疑

似支原体菌落接种支原体液体培养基，置于 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２培养箱中培养 ３ ｄ 后，培养基由红色变为黄

色，吸取牛支原体培养菌液 ２ ｍＬ，８０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ，弃上清，收集菌体，用支原体基因提取试剂

盒提取 ＤＮＡ，然后取基因组 ＤＮＡ ２ μＬ 作为模板加

到如下反应体系中（５０ μＬ）：１０ × ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬ，
ｄＮＴＰ（２． ５ μｍｏｌ ／ Ｌ）４ μＬ，上游引物 ２ μＬ，下游引物

２ μＬ，Ｔａｑ 酶 １ μＬ，加 ｄｄＨ２Ｏ 至 ５０ μＬ。 反应条件

如下：９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９５ ℃变性 １ ｍｉｎ，５７ 退火

１ ｍｉｎ，７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎ，共 ３５ 个循环；最后 ７２ ℃延

伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物用 １％凝胶电泳检测，其中，选
用 Ｐ４８ － Ｆ ／ Ｐ４８ － Ｒ 和 ＳＦ ／ ＳＲ 两套引物分别扩增，
将 ＳＦ ／ ＳＲ 扩增产物进行基因测序后，在 ＮＣＢＩ 中进

行比对。
１． ７　 致病性试验　 选用牛支原体抗体阴性的 ６ 月

龄犊牛 ４ 头，随机平均分为感染组和对照组 ２ 个

组，每组 ２ 头牛。 感染组每头牛经气管注射牛支原

体培养液 ６ ｍＬ（支原体浓度为 １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ）。 对照

组注射等量培养基。 连续观察 ２１ ｄ，记录每组牛的

临床症状，如有牛死亡则立即进行剖检并采集病

料。 攻毒 ２１ ｄ 后，剖杀所有试验牛，剖检观察大体

病理变化和肺部组织病理变化，采集病料并进行支

原体分离鉴定。
２　 结果与分析

２． １　 病原的分离 　 ２ 份病料组织中，００１ 样品在

接种液体培养基 ３ ｄ 后开始变黄且透亮，将液体

培养基接种到固体培养基 ３ ｄ 后，出现针尖大小

的菌落，普通光学显微镜下菌落均呈“荷包蛋状”
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（图 １），圆形，中央部分较厚，有中心脐。 将该纯培

养物标记为牛支原体 ＭＮ００１。

图 １　 分离株的菌落形态（２００ × ）

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｙ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｓ（２００ × ）

２． ２　 生化试验结果　 生化管实验的结果显示，牛支

原体分离株 ＮＭ００１ 不能发酵葡萄糖，不能水解精氨

酸，不分解尿素。 与已报道牛支原体生化特性相符。
２． ３　 支原体分离株 ＰＣＲ 检测结果与序列分析 　
如图 ２ 所示，利用牛支原体特异性引物对 Ｐ４８ － Ｆ ／
Ｐ４８ － Ｒ 扩增出牛支原体 Ｐ４８ 基因片段大小约为

５４３ ｂｐ，与预期片段大小相符。

Ｍ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ 相对分子质量标准； １： 牛支原体 ＮＭ００１ 株

Ｍ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １： Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｂｏｖｉｓ ＮＭ００１ ｓｔｒａｉｎ

图 ２　 牛支原体 ＮＭ００１ 株 Ｐ４８ 基因的扩增结果

Ｆｉｇ ２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ４８ ｇｅｎｅ ｏｆ

Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｂｏｖｉｓ ＮＭ００１ ｓｔｒａｉｎ

利用引物对 ＳＦ ／ ＳＲ 成功扩增出大小约 １３９０ ｂｐ
的单一目的条带（图 ３），与预期片段大小相符。 测

序结果表明，该片段为牛支原体的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因

序列， 与 牛 支 原 体 Ｎｉｎｇｘｉａ － １ 株 （ ＧｅｎＢａｎｋ：
ＣＰ０２３６６３． １）的相似性为 ９９． ０３％ 。

Ｍ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ 相对分子质量标准； １： 牛支原体 ＮＭ００１ 株

Ｍ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １： Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｂｏｖｉｓ ＮＭ００１ ｓｔｒａｉｎ

图 ３　 牛支原体 ＮＭ００１ 株 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的扩增结果

Ｆｉｇ ３　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｏｆ

Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｂｏｖｉｓ ＮＭ００１ ｓｔｒａｉｎ

２． ４ 　 牛支原体 ＮＭ００１ 株对牛的致病性试验结果

在攻毒后 ２１ ｄ 的观察期内，感染组 ２ 头牛分别

在攻毒后第 ２ 天和第 ３ 天出现体温上升 （０． ５ ～
０． ８ ℃），并分别维持 ２ ｄ 和 ３ ｄ 后下降至正常水

平，对照组 ２ 头牛体温无明显变化。 从第 ７ 天开

始，感染组 １ 头牛出现轻微咳嗽、呼吸急促、喘气等

症状，从第 １０ 天开始，感染组两头牛均流出浆液性

鼻液。 对照组两头牛均无上述临床症状。
攻毒后 ２１ ｄ 剖检，可见感染组胸腔中少量淡黄

色渗出液，肺脏局部形成肝变区，颜色由红至灰黑

色。 其中感染组 １ 号牛可见肺部形成肉样实变，并
明显回缩（图 ４ａ）；２ 号牛可见肺部颜色变为灰黑色，
触感变硬（图 ４ｂ）。 对照组 ２ 头牛肺脏均外观正常。

对照组的肺组织病料均未分离到支原体，感染

组的肺组织病料中均分离到牛支原体，菌落形态、
生化试验、ＰＣＲ 鉴定结果与接种株一致。
３　 讨论与结论

牛支原体（Ｍ． ｂｏｖｉｓ）是一种基因组较小（约为

１０３０ ｋｂ）、无细胞壁的微生物。 目前，除了最常见

的牛支原体外，能感染牛的支原体还有多达 １０ 余

种［７］。 其中，无乳支原体与 Ｍ． ｂｏｖｉｓ 能出现交叉免

疫反应，且生化特性较为相似。 为此，需要使用分

子生物学诊断技术来准确区分二者［８］。 本实验利

用支原体 ＥＺＨ 液体培养基、支原体 ＥＺＨ 固体培养

基，采用形态学观察、生化试验鉴定以及分子生物

·８·
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ａ， ｂ： 攻毒组； ｃ，ｄ： 对照组

ａ， ｂ： ｃａｔｔｌｅｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｂｏｖｉｓ； ｃ，ｄ： ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ４　 牛支原体 ＮＭ００１ 株感染牛肺脏的大体病变

Ｆｉｇ ４　 Ｇｒｏｓｓ ｌｕｎｇ ｌｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｃａｔｔｌｅｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ

Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｂｏｖｉｓ ＮＭ００１ ｓｔｒａｉｎ

学方法，最终确定从内蒙地区养殖场的牛病变肺脏

组织中分离到的菌株为牛支原体。
虽然 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因在细菌分类学上具有重要

意义，但由于 Ｍ． ｂｏｖｉｓ 与无乳支原体的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基

因的同源性很高，导致无法通过该基因来区分以上

两种支原体［８］。 为此，我们首先对分离株进行

Ｍ． ｂｏｖｉｓ的一种特异性的、相对保守的表面脂蛋白抗

原（Ｐ４８ 蛋白） ［８］的编码基因进行扩增，出现目的条

带后再对分离株的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因进行扩增和测

序，最终利用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列在 ＮＣＢＩ 中进行比

对，结果显示 ＮＭ００１ 株与中国宁夏分离株 Ｎｉｎｇｘｉａ －１
同源性最高，属于国内流行株。

牛支原体能够在牛体持续存在且具有条件性

致病的特点［９］，这使某区域一旦出现牛支原体感染

就很难清除，并且牛支原体会在一定区域内广泛

流行。 对于牛支原体病没有特效药，防治该病还应

依靠疫苗接种。 但是，自 １９６１ 年第一株牛支原体

被成功分离到现在，还没有可广泛使用的疫苗。
目前，牛支原体疫苗的研究主要分为亚单位疫苗、
灭活疫苗以及弱毒疫苗三类［１０］。 其中，亚单位

疫苗的研究主要集中于可变表面蛋白（Ｖｓｐｓ）以及

ＧＡＰＤＨ（ＧａｐＣ）蛋白，但目前还未找到免疫保护性

理想的蛋白；对于牛支原体灭活疫苗的研究较多：
有研究者利用一种安全性良好的牛支原体灭活疫

苗免疫牛，采用强毒力的牛支原体攻毒后，接种疫

苗的犊牛几乎没有呼吸道症状，而所有未接种疫苗

的犊牛都出现了肺炎的症状。 与接种疫苗的犊牛

相比，未接种疫苗的犊牛不仅体温明显升高，体重

显著下降，而且出现明显肺部病变［１１ － １２］。 然而，也
有研究者发现牛支原体灭活疫苗的接种虽然能够

使犊牛产生很高水平的抗体，但仍无法预防牛支原

体引起的关节炎［１３］。 此外，牛支原体灭活疫苗也

无法预防牛支原体引起的乳腺炎，甚至疫苗的接种

使乳腺炎症状更加严重［１４］；在牛支原体弱毒疫苗

的研究方面，我国的研究水平领先于世界。 Ｚｈａｎｇ
等［１５］研究发现，将我国牛支原体 ＨＢ０１０１ 株在体外

４１ ℃ 的条件下传到 １５０ 代（Ｐ１５０）作为疫苗免疫

牛，能够对牛起到很好的免疫保护。 此外，在我国

还可在一定程度上利用猪肺炎支原体的减毒活疫

苗来预防牛支原体病［１６］，但这种方法在世界其它

地区还未被接受。 综上所述，牛支原体疫苗的成功

研制还需要更多的努力。
在牛支原体具体的致病机制和免疫逃逸机制

还未得到完全阐明的现状下，牛支原体疫苗的成功

研制离不开具体毒株的分离鉴定以及相关攻毒模

型的建立。 目前，牛支原体已经广泛分布于我国各

地区，且牛支原体的成功分离报道已很常见，但相

关的毒力验证，特别是牛体的毒力验证则极少。 由

于牛支原体是一种条件致病菌，且常与其它病原混

合感染，如不进行支原体分离株的毒力验证，则无

法确定其在相关疾病中是否是主要病因，也无法为

牛支原体疫苗的研制提供有效的数据。 为此，本研

究在通过形态学观察、生化和分子生物学鉴定确定

后，又将该牛支原体分离株接种犊牛，结果表明该

分离株对犊牛具有较强的毒力。 在考虑到动物应

激反应以及操作工作量后，本研究在采用与张

瑞［１７］等报道相同的攻毒剂量和攻毒途径的基础上

只进行了一次攻毒，就引起了犊牛明显的临床症状

和病理变化，从而为牛支原体的毒力研究和攻毒模

型的建立提供了重要的数据支持和生物材料。

·９·
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