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摘要： 旨在通过收集陕西榆林市某羊场具有呼吸道病史的绵羊肺组织样本， 开展病原微生物的分离鉴定及药敏试验。 样本经培养后分离得到支

原体疑似菌株， 对可疑菌株进行形态学、 生理生化鉴定， 确定为疑似绵羊肺炎支原体 （Ｍｅｓｏｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｏｖｉｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）。 通过 １６Ｓ ｒＲＮＡ 特异性引

物扩增获得 ３６１ ｂｐ 目的基因片段。 经测序后 ＢＬＡＳＴ 分析发现， 分离菌株的基因片段均与绵羊肺炎支原体的 Ｙ９８ 参考株 （ＧｅｎＢａｎｋ 登录号： ＮＲ＿
０２５９８９􀆰 １） 同源性为 ９７􀆰 ８１％， 在遗传进化树同一分支， 将其命名为绵羊肺炎支原体 ＳＹ－１ 菌株。 按照梯度稀释 ＳＹ－１ 菌液， 采用解脲支原体

（ＣＣＵ） 计数方法绘制其生长曲线， 结果发现绵羊肺炎支原体的最高菌量可达到 １０９ ＣＵＵ。 药物敏感性试验结果显示， ＳＹ－１ 对多西环素高度敏

感， 对环丙沙星中度敏感， 对头孢曲松、 庆大霉素、 苯唑西林、 恩诺沙星和阿奇霉素均显示为低敏感度， 而对利福平不敏感。 本试验为羊场呼吸

道疾病的防治和临床用药提供了参考。
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　 　 绵羊肺炎支原体 （Ｍｅｓｏｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｏｖｉｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）
是一种无细胞壁微生物， 通常被认为是绵羊和山羊慢

性非进行性肺炎的主要病原体［１］。 绵羊肺炎支原体

强毒株感染的暴发经常发生在来自不同羊群的羔羊
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中， 通常与大雨、 动物运输、 恶劣的气候条件以及将

患病动物引入易感畜群有关。 患病动物或带菌动物的

分泌物中均含有病菌， 易感动物吸入病菌后， 患病明

显的动物肺部有灰色或红色的实变区域， 伴有明显的

胸膜炎和黄色液体胸腔积液， 肺脏横截面出现细颗粒

状纹理和肝样变［２］。
小反刍动物的呼吸系统疾病造成了全球巨大的经

济损失， 在美国估计超过 １０ 亿美元。 一般认为， 绵

羊肺炎支原体的原发性感染加剧了由其他微生物定殖

组织引起的临床症状［３］。 在一项关于非典型性肺炎

的大体病变研究中， Ｓｈｅｅｈａｎ 等［４］ 对屠宰场来源的羊
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肺脏进行了检测， 在 ９０％的病例中检测出了绵羊肺

炎支原体， 在 ３０％的病例中检测出溶血曼氏杆菌和

副流感病毒 ３ 型， 而精氨酸支原体在不到 ２％的病例

中检测到， 这说明了绵羊肺炎支原体的重要性。 在我

国， 先后在四川和宁夏分离到绵羊肺炎支原体， 近年

来由绵羊肺炎支原体引起的疾病在我国甘肃、 四川、
内蒙古、 新疆等地广泛流行［５］。

本试验通过对绵羊肺炎支原体的分离鉴定及药敏

试验， 为陕西榆林地区绵羊支原体肺炎的有效防治提

供了参考， 并为该菌的实验室诊断以及新型疫苗研究

奠定了基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 病料来源

陕西省榆林市某羊场发生呼吸道疾病， 初步诊断

为支原体肺炎， 从该羊场收集 ６ 份患有明显病理变化

的肺脏组织病料， 用于试验。
１􀆰 ２　 主要试剂

姬姆萨染色液购自北京索莱宝科技有限公司， 绵

羊血琼脂平板购自广东环凯微生物科技有限公司，
ＰＰＬＯ 培养基购自青岛高科技工业园海博生物技术有

限公司， 核酸染料购自北京百泰克生物技术有限公

司， 支原体染色法 （即二烯烃法） 试剂购自北京索

莱宝科技有限公司。
１􀆰 ３　 病原分离

在生物安全柜中将病料组织用外科剪剪至黄豆大

小， 尽量剪碎， 剪碎的组织移至 ３ ｍＬ 自制海弗里克

培养基的试管中， 在 ３７ ℃恒温培养箱中培养 ３～５ ｄ，
并观察培养基颜色是否发生变化， 若颜色变黄、 浑

浊、 有沉淀或出现菌膜， 则用 ０􀆰 ４５ μｍ 滤器过滤再

进行传代， 若颜色变黄清亮透明可直接传代。 盲传

３～５ 代后， 转接到固体培养基上， 在 ３７ ℃含 ５％ ＣＯ２

条件下的恒温培养箱中倒置培养 ３ ～ ５ ｄ， ３ ｄ 后使用

光学显微镜观察， 挑取可疑菌落进行传代和 ＰＣＲ
鉴定［６－７ ］。
１􀆰 ４　 分离菌株生长曲线的绘制

设置 ３ 组平行对照， 每组 １２ 支 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管。
进行 １０ 倍梯度稀释， 设阴性对照 （不加菌液）。 ３ 组

离心管置于 ３７ ℃生化培养箱中培养， 每隔 １２ ｈ 观察

颜色变化， 以菌液颜色发生变化的最大稀释倍数记为

解脲支原体 （ＣＣＵ） 值。 从传代 ０ ｈ 开始， 每隔 ２４ ｈ
观察并记录一次， 汇总结果［８］。
１􀆰 ５　 病原鉴定

１􀆰 ５􀆰 １　 形态学鉴定

将疑似绵羊肺炎支原体分离株纯培养物接种于固

体培养基， 在 ３７ ℃、 ５％～８％ ＣＯ２的条件下倒置培养

３～５ ｄ 后， 若出现针尖大小密集的菌落， ３ ｄ 后在光

学显微镜下观察菌落［９］。 分离株菌落经二烯烃法染

色后， 如果是绵羊肺炎支原体， 则菌落中心被染成深

蓝色， 该染色法可保持 ３０ ｍｉｎ 内不褪色［１０］。
１􀆰 ５􀆰 ２　 生理生化特性鉴定

糖酵解试验： 将分离菌株接种于含葡萄糖的液体

培养基中， 同时设空白对照， 置于 ３７ ℃含 ５％ ＣＯ２

的条件下在培养箱中连续培养 ３～５ ｄ， 若液体培养基

颜色发生改变， 糖发酵试验为阳性， 颜色未改变则为

阴性。
分解尿素试验： 将分离菌株接种含尿素的液体培

养基中， 同时设空白对照， 置于 ３７ ℃含 ５％ ＣＯ２的

条件下在培养箱中连续培养 ３～５ ｄ。 若尿素液体培养

基颜色发生改变， 则分解尿素试验为阳性， 未发生变

化则为阴性。
精氨酸水解试验： 将分离株接种于精氨酸液体培

养基， 同时设空白对照， 置于 ３７ ℃含 ５％ ＣＯ２的条

件下连续培养 ３～５ ｄ， 以液体培养基颜色变为紫红色

判为阳性， 不变为阴性。
氯化四氮唑还原试验： 在支原体液体培养基中加

入氯化四氮唑， 不加酚红指示剂， 同时设空白对照和

阳性对照， 置于 ３７ ℃含 ５％ ＣＯ２的条件下连续培养

１～２ 周， 液体培养基颜色变为红色为阳性， 不变为

阴性。
１􀆰 ５􀆰 ３　 分子鉴定与序列分析

细菌基因组 ＤＮＡ 提取： 按照艾科瑞公司提供的

细菌基因组提取试剂盒说明提取分离菌株的基因组

ＤＮＡ。 参考文献 ［１１］ 进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 片段的 ＰＣＲ 扩

增。 ＬＭＦ１ 上游引物： ５′－ＴＧＡＡＣＧＧＡＡＴＡＴＧＴＴＡＧＣ⁃
ＴＴ－ ３′， ＬＭＲ１ 下游引物： ５′ －ＧＡＣＴＴＣＡＴＣＣＴＧＣＡＣ⁃
ＴＣＴＧＴ－３′。 ＰＣＲ 扩增目的片段大小为 ３６１ ｂｐ。 由上

海桑尼股份有限公司进行引物合成。 ＰＣＲ 反应体系

为 ２０ μＬ： ＤＮＡ 聚合酶混合液 １０ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ６ μＬ，
模板 ＤＮＡ ２ μＬ， 上、 下游引物各 １ μＬ。 ＰＣＲ 反应程

序： ９４ ℃预变性１０ ｍｉｎ； ９４ ℃变性 ３０ ｓ， 退火 ５５ ℃
３０ ｓ， 延伸 ７２ ℃ ３０ ｓ， 共 ３０ 个循环； 最后延伸 ７２ ℃
１０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物经 １％琼脂糖凝胶电泳检测。

将 ＰＣＲ 产物进行胶回收后送至生工生物工程

（上海） 股份有限公司测序， 在 ＮＣＢＩ 的 ＢＬＡＳＴ 上进

行检索， 将分离菌株测序后的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列与 Ｇｅｎ⁃
Ｂａｎｋ 相关序列进行比对， 使用 ＭＥＧＡ ７ 软件绘制遗

传进化树。
１􀆰 ６　 药物敏感性试验

取对数生长期的菌液备用， 釆用药敏纸片扩散

法， 将菌液均匀涂布于固体培养基上， ３７ ℃恒温培

养箱中培养 ３～５ ｄ， 测量固体培养基平板中抑菌圈的
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直径大小。 判定结果以抑菌圈直径大小作为依据， 高

度敏感为抑菌圈 １５ ｍｍ 以上， 中度敏感为抑菌圈１０～
１５ ｍｍ， 低度敏感为抑菌圈 １０ ｍｍ 下， 无抑菌圈则视

为不敏感［１２］。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 分离纯化

将菌液传至 ３～５ 代后， 取 １５０ μＬ 稳定生长的菌

液均匀的涂在固体培养基上， 在 ３７ ℃ ５％ ＣＯ２条件

下培养箱内培养 ３ ～ ５ ｄ 后， 在显微镜下可见菌落光

滑， 向琼脂凹陷， 无中心脐菌落 （图 １Ａ）。 经二烯

烃法染色， 可见明显的 “煎蛋样” 菌落 （如图 １Ｂ）。
在 １００×镜下可见边缘钝圆， 透明菌落 （如图 １Ｃ）。
姬姆萨染色为淡紫色球杆状， 疑似绵羊肺炎支原体

（如图 １Ｄ）。

Ａ． 未染色 （４０×）； Ｂ． 二烯烃法染色 （４０×）； Ｃ． 未染色 （１００×）； Ｄ． 姬姆萨染色 （１ ０００×）。

图 １　 分离菌形态学鉴定

２􀆰 ２　 分离菌株生长曲线

由图 ２ 可见， ０～１２ ｈ 为分离菌株的生长迟缓期，
１２～１３２ ｈ 为对数生长期， １３２ ～ １６８ ｈ 为生长稳定期，
１６８～２４０ ｈ 为衰亡期。

图 ２　 绵羊肺炎支原体生长曲线

２􀆰 ３　 生化试验

由表 １ 可见， 分离菌葡萄糖发酵试验为阳性， 氯

化四氮唑还原试验为阳性， 精氨酸水解和水解尿素试

验为阴性， 符合绵羊肺炎支原体生化特征。

表 １　 生化试验分析

项目 判定结果 判定依据

葡萄糖发酵试验 ＋ 试验管变黄， 对照管不变

精氨酸水解试验 － 试验管、 对照管均不变色

水解尿素试验 － 试验管、 对照管均不变色

氯化四氮唑还原试验 ＋ 试验管变红， 对照管不变色

　 　 注： ＋表示阳性， －表示阴性。

２􀆰 ４　 ＰＣＲ 鉴定

由图 ３ 可见， １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因扩增片段的电泳条

带用凝胶成像仪分析， 出现预期大小条带 （３６１ ｂｐ）。

Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １～３􀆰 分离株； ４􀆰 对照组。

图 ３　 ＳＹ－１ 特异性基因 ＰＣＲ 检测

２􀆰 ５　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列遗传进化树分析

分离菌与绵羊肺炎支原体 Ｙ９８ 参考株 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因序列同源性为 ９７􀆰 ８１％。 通过绘制遗传进化树，
结果显示分离菌与绵 羊 肺 炎 支 原 体 Ｙ９８ （ ＮＲ ＿
０２５９８９􀆰 １） 在同一分支上 （图 ４）， 命名分离株为绵羊

肺炎支原体 ＳＹ－１。
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▲为本试验分离株。

图 ４　 绵羊肺炎支原体 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列发育进化树

２􀆰 ６　 药物敏感性试验

由表 ２ 可见， 分离株 ＳＹ－１ 对多西环素高度敏

感， 对环丙沙星中度敏感， 对头孢曲松、 庆大霉素、
苯唑西林、 恩诺沙星和阿奇霉素低度敏感， 对利福平

不敏感。

表 ２　 药物敏感性测定

药物 抑菌圈直径 ／ ｍｍ 敏感度

多西环素

头孢曲松

庆大霉素

苯唑西林

利福平

恩诺沙星

环丙沙星

阿奇霉素

２０

５

６

３

０

２

１１

７

＋＋＋

＋

＋

＋

－

＋

＋＋

＋

　 　 注： 无抑菌圈为不敏感 （ －）， 抑菌圈直径＜ １０ ｍｍ 为低度敏感

（＋）， １０～１５ ｍｍ 为中度敏感 （＋＋）， ＞１５ ｍｍ 为高度敏感 （＋＋＋）。

３　 讨论

本试验分离的菌株 ＳＹ－１ 在固体培养基上生长

时， 肉眼可观察到呈针尖样大小的无色透明菌落， 低

倍镜下观察无中心脐。 分离株 ＳＹ－１ 与杜奕州［７］所分

离的绵羊肺炎支原体在形态学上一致。 分离株通过二

烯烃法染色后在显微镜下观察， 可看到支原体菌落的

中心被染液染成深蓝色， 菌落中心周围染为浅蓝色，
这与胡政香等［１３］ 的染色结果一致。 菌体经姬姆萨染

色法呈淡紫色， 球形、 杆状、 灯泡状等不规则形态，
这与王紫阳［１４］的染色结果一致。 分离株生理生化结

果显示， 葡萄糖发酵试验呈阳性， 水解尿素试验呈阴

性， 氯化四氮唑还原试验呈阳性， 精氨酸水解试验呈

阴性， 符合绵羊肺炎支原体的基本特性。 在本试验

中， 从 ＳＹ－１ 株的生长曲线结果可以看到， １２～１３２ ｈ
为 ＳＹ－１ 株生长的对数生长期， 该期时间长并且呈阶

段式增长， 比许健等［１５］ 分离的绵羊肺炎支原体菌株

生长速度慢， 这种结果可能与不同分离菌株的特异

性， 以及不同培养基营养成分不同有关。 药物敏感性

试验结果显示， ＳＹ－１ 对多西环素高度敏感， 对恩诺

沙星低度敏感， 这与邱添［８］ 报道的药敏试验结果一

致， 与吴酩［１６］的试验结果有差别。 不同地区分离的

绵羊肺炎支原体菌株对药物的敏感性有所不同， 可能

与当地的药物使用情况有关， 因此在预防治疗该病时

应因地制宜、 科学用药。
综上所述， 本试验从陕西榆林某羊场病死绵羊的

肺脏中分离出绵羊肺炎支原体疑似菌株， 经过传统分

离培养生化试验以及分子生物学方法最后鉴定该菌株

为绵羊肺炎支原体， 并对其进行了药物敏感性试验，
确定敏感性临床药物为多西环素。 研究结果为陕西榆

林地区绵羊支原体肺炎的防控提供了依据。
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