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绵羊肺炎支原体对盘羊杂交羊免疫功能的影响
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（石河子大学动物科技学院， 新疆 石河子　 ８３２００３）

摘要： 旨在研究绵羊肺炎支原体 （Ｍｏ） 感染盘羊杂交羊后免疫功能的变化。 通过酶联免疫吸附法 （ＥＬＩＳＡ） 检测免疫球蛋白 （ Ｉｇ）、 核因子 κＢ
（ＮＦ－κＢ） 信号通路相关细胞因子以及 ＣＤ４ 浓度和 ＣＤ８ 浓度； 按照前期建立的绵羊支原体肺炎发病模型的方法， 对 ６ 只盘羊杂交羊人工感染发

病， 设为感染组， 另外 ６ 只盘羊杂交羊注射等量 ＰＢＳ 为对照组； 在攻毒第 ０、 ７、 １４、 ２１ 和 ２８ 天分别采集静脉血， 分离血清， 检测 ＩｇＧ、 ＩｇＡ、
ＩｇＭ、 ＮＦ－κＢ、 白细胞介素－１β （ＩＬ－１β）、 白细胞介素－１７ （ＩＬ－１７）、 白细胞介素－１８ （ ＩＬ－１８）、 ＣＤ４ 与 ＣＤ８ 的浓度。 结果： 与对照组相比， Ｍｏ
感染导致盘羊杂交羊血清中 ＩｇＡ 与 ＩｇＭ 在 １４ ｄ 后显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＩｇＡ、 ＩｇＭ、 ＩｇＧ 在 ２１ ｄ 后极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＮＦ－κＢ 与 ＩＬ－１β 水平在

１４ ｄ 显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 在 ２１、 ２８ ｄ 极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＩＬ－１７ 水平在 ２８ ｄ 极显著提升 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＩＬ－１８ 水平在 ２１ ｄ 后极显著提升 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； ＣＤ４ 浓度及 ＣＤ４ ／ ＣＤ８ 比值在 １４ ｄ 显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＣＤ８ 浓度在 １４ ｄ 后显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 综上， Ｍｏ 感染盘羊杂交羊后， 可刺激

宿主的 ＩｇＡ、 ＩｇＧ、 ＩｇＭ 水平升高， ＮＦ－κＢ、 ＩＬ－１β、 ＩＬ－１７ 和 ＩＬ－１８ 表达水平上升， ＣＤ４ 浓度降低， ＣＤ８ 浓度升高， 使宿主的细胞免疫与体液免疫

功能均出现了异常。
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　 　 绵羊肺炎支原体 （Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｏｖｉｐｎｅｍｏｎｉａｅ， Ｍｏ）
可引起羊的支原体肺炎， 绵羊、 山羊以及野生盘羊等

均为易感动物， 且以羔羊时期最易感［１］。 患病羊临

床表现为高热、 咳嗽、 流涕、 渐进性消瘦， 造成继发

性感染， 死亡率极高［２］。 Ｍｏ 造成宿主的继发性感

染， 其原因可能是 Ｍｏ 可影响机体的免疫系统， 正如

Ｊｏｎｅｓ 等［３］的研究表明， Ｍｏ 感染会导致患畜免疫机能

显著下降。
免疫系统构成机体的安全防线， 其中特异性免疫

系统包括体液免疫与细胞免疫。 体液免疫主要以免疫

球蛋白 （Ｉｇ） 和补体为效应指标， 二者可代表机体体

液免疫状态， 对机体免疫调节机制具有监视和促进的

作用， 以 ＩｇＡ、 ＩｇＧ 及 ＩｇＭ 最为常见， 其能够识别病

原体并与之结合， 从而通过免疫应答杀灭病原

菌［４－５］。 核因子 κＢ （ＮＦ－κＢ） 信号通路作为人体中

重要的一类炎症信号通路， 在机体炎症反应中发挥关

键调节作用， 该信号通路激活可促进大量炎性因子的

分泌和释放［６－７］。 细胞免疫主要指 Ｔ 细胞介导的免疫

应答， Ｔ 细胞表面分子包括 ＣＤ４ 分子和 ＣＤ８ 分子，
ＣＤ４ 分子结合主要组织相容性复合物 （ＭＨＣ） Ⅱ类

分子后形成 ＣＤ４ 阳性细胞， 能诱发炎症反应， ＣＤ８
分子结合 ＭＨＣⅠ类分子后形成细胞毒性 Ｔ 淋巴细胞，
可分泌干扰素和肿瘤坏死因子［８］。

本试验对盘羊杂交羊人工感染 Ｍｏ， 建立了绵羊

支原体肺炎发病模型， 同时选择不同时间点测定血清

中 ＩｇＧ、 ＩｇＡ、 ＩｇＭ、 ＮＦ－κＢ、 白细胞介素－ １β （ ＩＬ－
１β）、 白细胞介素 － １７ （ ＩＬ － １７）、 白细胞介素 － １８
（ＩＬ－１８）、 ＣＤ４ 和 ＣＤ８ 的浓度， 检测盘羊杂交羊 Ｍｏ
感染前后 ＮＦ－κＢ 信号通路相关细胞因子的变化规律，
探讨 Ｍｏ 发病后盘羊杂交羊细胞免疫与体液免疫的变

化情况， 从而为研究绵羊支原体肺炎发病机理及免疫

治疗提供帮助。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验动物和组织强毒

１２ 只约 ２～３ 月龄、 体重 １０～１５ ｋｇ 的盘羊杂交羊

购买自新疆额敏种羊场， 经 Ｍｏ 抗体检测均为阴性。
Ｍｏ 强毒株 ＸＪ１５［９］由本试验室保存。 将 Ｍｏ－ＸＪ１５

经气管注射感染羔羊， 无菌取病变肺组织， 其研磨液

再感染另 １ 只羔羊， 连续传 ３ 代， 待第 ３ 代羔羊出现

明显的临床症状后， 立即采集其肺脏病变部位， 在无

菌条件下， 以肺组织与 ＰＢＳ 质量比 １ ∶ ５， 加入 ＰＢＳ
并用研钵研磨， 无菌纱布过滤后取上清液保存，
备用。

１􀆰 ２　 试验试剂

Ｍｏ 培养基由兰州兽医研究所储岳峰研究员惠赠，
绵羊支原体肺炎 ＥＬＩＳＡ 诊断试剂盒购自上海邦奕商

贸有限公司； 绵羊 ＩｇＧ、 ＩｇＡ、 ＩｇＭ、 ＮＦ－κＢ、 ＩＬ－１β、
ＩＬ－１７、 ＩＬ－１８ ＥＬＩＳＡ 试剂盒均购自上海语纯生物科技

有限公司； 绵羊 ＣＤ４、 ＣＤ８ 的 ＥＬＩＳＡ 试剂盒均购自

江苏酶免实业有限公司。
１􀆰 ３　 试验动物分组及感染

将 １２ 只盘羊杂交羊随机均分为感染组和对照组，
将肺组织研磨液 （经过荧光定量 ＰＣＲ 鉴定 Ｍｏ 含量

４􀆰 ６４×１０５ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍＬ） 采用气管内注射［１０］的方法对感

染组羊进行人工感染， 每只 ５ ｍＬ， 对照组羊每只注

射同剂量的 ＰＢＳ。
１􀆰 ４　 临床观察

按照 Ｂｅｓｓｅｒ［１１］ 的临床评分方法进行计分。 观察

性厌食症为 １ 分， 鼻腔分泌物为 １ 分， 咳嗽为 ２ 分，
呼吸困难为 １ 分， 摇头为 １ 分， 耳下垂为 １ 分， 虚弱

或不协调为 １ 分。 计分达到 ３ 分时， 说明出现支原体

感染症状， 计分越高病情越严重。 每天观察各组羊临

床病症表现， 直至试验结束。
１􀆰 ５　 试验羊人工感染前后 ＥＬＩＳＡ 检测

在感染前及感染后的第 ７、 １４、 ２１ 和 ２８ 天， 颈

静脉采血并分离血清， 用 ＥＬＩＳＡ 方法检测血清中

ＩｇＧ、 ＩｇＡ、 ＩｇＭ、 ＮＦ － κＢ、 ＩＬ － １β、 ＩＬ － １７、 ＩＬ － １８、
ＣＤ４ 和 ＣＤ８， 具体检测步骤参照各自对应的试剂盒说

明书进行。
１􀆰 ６　 数据统计与分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 软件对数据进行统计学分

析并作图， 单因素方差分析比较其差异性， Ｐ＜０􀆰 ０５
表示差异显著， Ｐ＜０􀆰 ０１ 表示差异极显著。

２　 结果

２􀆰 １　 临床观察

与对照组相比， 感染组在感染后 ２ ～ ３ ｄ 均表现

为食欲减退、 体温出现一过性发热 （４０ ～ ４１ ℃）， 精

神不振。 在感染 １０ ｄ 后， 感染组羊先后出现咳嗽、
鼻腔分泌物增加与腹泻， 临床症状评分均为 ３ 分以

上， 达到了人工感染绵羊支原体肺炎发病的状态。 对

照组羊在试验期间没有出现任何临床表现。
２􀆰 ２　 发病前后盘羊杂交羊免疫球蛋白水平检测

由图 １ 可知， 随着发病时间的增加， 感染组免疫

球蛋白水平逐渐上升。 感染组 ＩｇＡ、 ＩｇＭ 在 １４ ｄ 后显

著高于与对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＩｇＡ、 ＩｇＭ、 ＩｇＧ 在 ２１ ｄ
后极显著高于对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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组间比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。 下同。

图 １　 Ｍｏ 感染发病前后盘羊杂交羊血清中 ＩｇＡ、 ＩｇＧ 和 ＩｇＭ 浓度

２􀆰 ３　 发病前后盘羊杂交羊 ＮＦ－κＢ 通路相关细胞因

子水平检测

　 　 两组盘羊杂交羊血清中的 ＮＦ－κＢ、 ＩＬ－１β、 ＩＬ－
１７、 ＩＬ－１８ 的浓度检测结果如图 ２ 所示。 感染组 ＮＦ－
κＢ、 ＩＬ－１β 浓度在 １４ ｄ 显著高于对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５），

在第 ２１、 ２８ 天极显著高于对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 感染

组 ＩＬ－１７ 浓度在 ２８ ｄ 极显著高于对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
感染组的 ＩＬ － １８ 浓度在 ２１ ｄ 后极显著高于对照组

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 上述结果表明在感染 Ｍｏ 后， ＮＦ－κＢ 信

号通路被激活。

图 ２　 Ｍｏ 感染发病前后盘羊杂交羊血清中 ＩＬ－１β、 ＩＬ－１７、 ＩＬ－１８ 和 ＮＦ－κＢ 浓度

２􀆰 ４　 发病前后盘羊杂交羊 ＣＤ４、 ＣＤ８ 及 ＣＤ４ ／ ＣＤ８
变化

　 　 血清中 ＣＤ４ 与 ＣＤ８ 水平间接反映了 ＣＤ４＋ 和

ＣＤ８＋细胞数量的化， 为此检测 Ｍｏ 感染发病前后各组

羊血清中 ＣＤ４ 浓度、 ＣＤ８ 浓度及 ＣＤ４ ／ ＣＤ８ 比值， 如

图 ３ 所示。 感染组羊在发病后与对照组相比， ＣＤ４ 浓

度及 ＣＤ４ ／ ＣＤ８ 比值显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＣＤ８ 浓度

在 １４ ｄ 后显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 ＣＤ４、 ＣＤ８ 和 ＣＤ４ ／
ＣＤ８ 比值异常变化， 表明 Ｍｏ 感染后羊体出现细胞免

疫功能异常。
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图 ３　 Ｍｏ 感染发病前后盘羊杂交羊血清中 ＣＤ４、 ＣＤ８ 浓度及 ＣＤ４ 与 ＣＤ８ 浓度比

３　 讨论

绵羊肺炎支原体感染绵羊呼吸道可诱发绵羊支原

体肺炎［１２］， 给世界各地养羊业造成了巨大的经济损

失。 Ｍｏ 感染致病的分子机理极其复杂， 多数观点认

为， Ｍｏ 感染介导的宿主免疫功能紊乱是肺炎发生发

展的主要因素［１３］。 Ｍｏ 感染导致机体免疫力低下， 易

继发感染其他病原微生物而加重病情［１４］。 本试验通

过分析血清中不同免疫相关蛋白浓度变化发现， 盘羊

杂交羊在 Ｍｏ 感染发病后， 细胞免疫、 体液免疫与细

胞因子水平均出现异常。
过往研究中曾选用新疆细毛羊、 湖羊、 巴什拜

羊、 阿尔泰羊等作为被感染对象， 拟建立绵羊支原体

肺炎发病模型均没有成功。 后来研究发现盘羊杂交羔

羊极易被 Ｍｏ 感染致大量死亡， 而在相同饲养条件下

饲养的巴什拜羔羊则无一发病， 进一步深入研究发现

盘羊杂交羔羊是 Ｍｏ 的极易感动物， 感染后的临床症

状尤为显著［１５－１８］。 因此， 本试验选取盘羊杂交羊为

研究对象。 此外， 在本试验选用组织强毒进行感染是

因为 Ｍｏ 的实验室培养菌株直接感染羊， 虽能造成试

验羊 Ｍｏ 抗体阳性， 但肺组织病变损伤较小， 难以表

现出临床特征［１９］。
免疫球蛋白是指具备抗体活性或与抗体结构类似

的球蛋白， 包括 ＩｇＡ、 ＩｇＧ、 ＩｇＭ、 ＩｇＤ 和 ＩｇＥ 这 ５ 种。
ＩｇＡ、 ＩｇＧ、 ＩｇＭ 是 Ｉｇ 水平检测的关键指标， 其在血清

中的含量与体液免疫应答水平紧密相关［２０］。 ＩｇＡ 有

抑制黏附、 调理吞噬等作用， 对于局部抗感染具有重

要意义［２１］。 ＩｇＭ 作为体液免疫应答时最先产生的免

疫球蛋白， 有溶菌、 溶血等作用， 在机体免疫防护早

期不可被替代［２２］。 ＩｇＧ 有抗菌、 抗病毒等作用， 参

与机体体液抗感染免疫过程［２３］。 正常来说 ＩｇＡ、 ＩｇＧ、
ＩｇＭ 含量上升， 证明了机体免疫水平增强， 但是免疫

过度则会诱发免疫性疾病［２４］。 本试验中感染组羊的

ＩｇＡ、 ＩｇＧ、 ＩｇＭ 的水平比对照组显著升高， 这意味着

免疫水平增强， 但持续性增高， 则会诱发自身免疫性

疾病。 汪淼［２５］与朱香红等［２６］ 的研究发现， 严重感染

支原体的儿童血清 ＩｇＡ、 ＩｇＧ、 ＩｇＭ 水平高于健康儿

童。 在范彦希［２７］的研究中发现肺炎支原体感染患儿

血清 ＩｇＭ 水平同病情严重度呈正相关， 血清 ＩｇＧ、
ＩｇＡ 水平同病情严重度呈负相关。 此结果与本试验结

果不符， 可能是由于感染的支原体不同导致的。
研究表明， 肺炎支原体感染后通过细胞因子的诱

导作用， 激活内皮细胞和粒细胞， 继而调节黏附因子

的合成及其在细胞表面的表达， 从而导致炎症的发

生， 并认为这些细胞因子的异常表达可能是支原体肺

炎的发病机制之一［２８］。 ＩＬ－１β 是机体重要的炎症细

胞因子， 能激活、 募集炎性细胞， 强化炎症反应， 已

在临床上广泛证实， ＩＬ－１β 是与肺部感染关系密切的

炎性细胞因子之一［２９－３０］。 郭海英等［１６］ 的研究证明，
羊感染 Ｍｏ 后， ＩＬ－１β 会出现显著升高。 本试验结果

与之一致。 ＩＬ－１７ 是一种主要由活化的 Ｔ 细胞产生的

致炎细胞因子， ＩＬ－１７ 水平升高与支原体肺炎病灶大

小增加相关［３１－３２］。 本试验中 ＩＬ－１７ 水平升高， 意味

着肺部炎症加剧， 病灶大小增加。 ＩＬ－１８ 是近年来临

床上发现的另一种具有广泛免疫抑制活性的细胞因

子， 多项研究表明， ＩＬ－１８ 在重症肺炎患者的自身免

疫反应中起着至关重要的作用［３３－３４］。 李敏等［３５］ 研究

发现肺炎支原体感染所致重症肺炎患儿血清 ＩＬ－１８ 升

高， 并且 ＩＬ－１８ 会促进患儿肺部炎症反应。 本试验中

ＩＬ－１８ 水平在 ２１ ｄ 后异常升高， 将导致 Ｍｏ 感染加

重， ＩＬ－１８ 浓度随着时间延长升高， 意味着机体将出

现免疫抑制［３４］。
ＮＦ－κＢ 通路与肺部疾病密切相关， 如急性肺损

伤、 肺癌、 慢性阻塞性肺疾病和哮喘等。 支原体通过

黏附气道上皮细胞刺激 ＮＦ－κＢ， 而 ＮＦ－κＢ 通路在调

节支原体肺炎反应中起着至关重要的作用［３６－３７］。
ｐｒｏ－ＩＬ－１β、 ｐｒｏ－ＩＬ－１８ 的合成由 ＰＡＭＰ 激活的 ＮＦ－
κＢ 通路诱导， 直到在细胞焦亡过程中被 ｃａｓｐａｓｅ－１ 加

工为 ＩＬ－１β、 ＩＬ－１８ 后释放， 活性 ＩＬ－１β、 ＩＬ－１８ 可

促进 Ｔ 淋巴细胞分化， 介导免疫反应［３８］。 前人研究
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证明， 人肺炎支原体激活的 ＮＦ－κＢ 信号通路涉及ＩＬ－
１β、 ＩＬ－１７ 和 ＩＬ－１８ 的表达［３１，３９］。 Ｓｈａｎ 等［４０］ 的研究

也证实了鸡肺炎支原体激活 ＮＦ－κＢ 信号通路， 并且

激活了 ＩＬ－１β 和 ＩＬ－１８ 等细胞因子的表达。 在以往

的研究中， 证明 ＩＬ－１β、 ＩＬ－１７ 可以激活 ＮＦ－κＢ 通

路， 也有研究证明 ＮＦ－κＢ 信号通路调节 ＩＬ－１β、 ＩＬ－
１７ 水平［４１－４２］。 本试验中 ＮＦ－κＢ 水平自感染开始便出

现升高， 意味着在 Ｍｏ 感染后对盘羊杂交羊的 ＮＦ－κＢ
信号通路产生了影响。

ＣＤ４ 分子是辅助 Ｔ 淋巴细胞的主要表面标志物，
在 ＭＨＣ Ⅱ分子进行抗原递呈时， 可参与 Ｔ 细胞对抗

原的识别、 信号传递等， 同时促进 Ｔ 细胞活化［４３］。
ＣＤ８ 分子是细胞毒性 Ｔ 淋巴细胞的主要表面标志物，
通过 ＭＨＣ Ⅰ等多种途径对识别抗原、 裂解靶细胞具

有重要作用［４４］。 血清中的 ＣＤ４ 分子和 ＣＤ８ 分子是由

ＣＤ４＋ Ｔ 淋巴细胞和 ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞分泌的， 当机体

感染时， 它们的分泌量会随着 ＣＤ４＋ Ｔ 淋巴细胞和

ＣＤ８＋ Ｔ 淋巴细胞数量改变而产生发生显著变化［４５］。
Ｔ 淋巴细胞激活后分泌 ＣＤ４ 分子和 ＣＤ８ 分子， 检测

ＣＤ４ 和 ＣＤ８ 分子水平变化更能反映机体的免疫机能

变化情况［４６－４７］。 正常情况下 ＣＤ４ 和 ＣＤ８ 含量及比值

相对处于动态平衡， 当发生免疫应激时， 细胞分泌

ＣＤ４ 和 ＣＤ８ 的量会紊乱， 其比值也通常随之发生改

变［４８］。 本试验中 ＣＤ４ 和 ＣＤ４ ／ ＣＤ８ 在 Ｍｏ 感染后出现

降低， ＣＤ８ 出现升高， 意味着感染 Ｍｏ 后， 机体出现

免疫应激。 吕静［４９］的研究结果显示， 肺炎支原体患

儿 ＣＤ４＋ Ｔ 淋巴细胞水平低于门诊健康体检儿童。 周

迎春等［５０］对支气管肺炎患者的 ＣＤ４＋ 细胞、 ＣＤ８＋ 细

胞、 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋水平进行了检测， 发现患者的 ＣＤ４＋

细胞、 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋ 水平较对照组降低， ＣＤ８＋ 细胞水

平较对照组升高， 并且重症患者较轻症患者 ＣＤ４＋、
ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋水平降低， ＣＤ８＋ 细胞水平升高。 本试验

证明了绵羊支原体肺炎与人支原体肺炎感染有着相似

的免疫抑制的症状。
综上， 本研究证实 Ｍｏ 感染盘羊杂交羊后， 宿主

的 ＩｇＡ、 ＩｇＧ、 ＩｇＭ 水平升高， ＮＦ－κＢ、 ＩＬ－１β、 ＩＬ－
１７ 和 ＩＬ－１８ 等细胞因子表达水平升高， ＣＤ４ 浓度降

低， ＣＤ８ 升高， 说明 Ｍｏ 的感染显著影响了宿主的体

液免疫和细胞免疫反应， 极易使机体诱发继发感染。
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