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绵羊咽拭子中牛生殖支原体的分离与鉴定
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摘 要：为确认绵羊肺炎的病原体中是否存在支原体（Mycoplasma）及其类型，采用分子生物学鉴定和支原体分

离培养的方法，对疑似患病绵羊的鼻拭子和咽拭子样本进行检测。在分子生物学检测中，利用支原体特异性引

物进行 PCR 扩增，琼脂糖凝胶电泳结果证实样本中存在支原体感染。同时，利用改良的 Thiaucourt's 培养基开

展支原体分离培养工作，通过连续传代获得纯化培养物。在固体培养基上，培养物菌落呈现出典型的“煎蛋”形

态，经 Dienes 染色后呈现蓝色，符合支原体形态学特征。为进一步明确菌株类型，通过 PCR 特异性扩增菌株的

16S rRNA 序列，并对扩增产物进行测序，将所得序列与 GenBank 数据库中已知的支原体序列进行比对分析及

构建系统进化树。结果显示，该菌株与牛生殖支原体（Mycoplasma bovigenitalium，GenBank：AP017902.1）的

16S rRNA 基因序列一致性高达 99.7%，且在进化树上与多株牛生殖支原体聚于同一分支，确认该菌株属于牛

生殖支原体。综上所述，该研究从绵羊的咽拭子中成功分离出 1 株牛生殖支原体。
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Abstract：To confirm the presence of Mycoplasma and its type among the pathogens of pneumonia in sheep, in this 
study, nasal and pharyngeal swab samples were collected from sheep with suspected pneumonia using molecular biology 
identification and Mycoplasma isolation culture. In the molecular biology assay, Mycoplasma-specific primers were utilized for 
PCR amplification and agarose gel electrophoresis results confirmed the presence of Mycoplasma infection in the samples. 
Meanwhile, Mycoplasma isolation and culture work was carried out using modified Thiaucourt's medium, and purified cultures 
were obtained by subculturing. On the solid medium, the colonies exhibited the characteristic of "fried-egg" morphology and 
stained blue with Dienes stain, which was consistent with Mycoplasma morphological features. In order to further clarify the 
strain type, the 16S rRNA sequence of the strain was specifically amplified by PCR, and the amplified product was sequenced, 
and the resulting sequence was compared with the known Mycoplasma sequences in the GenBank database and the phylogenetic 
tree was constructed. The results showed that the 16S rRNA gene sequence of the isolated strain shared 99.7% identity with 
that of Mycoplasma bovigenitalium(GenBank: AP017902.1) and was clustered within the same phylogenetic branch as several 
M. bovigenitalium strains, confirming its classification as Mycoplasma bovigenitalium. In conclusion, a strain of Mycoplasma 
bovigenitalium was successfully isolated from the pharyngeal swabs of sheep in this study.
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支原体（Mycoplasma）是最小的原核细胞型微 生物，在生物学分类上虽广义归属细菌，但因其独
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特的表型特征，显著区别于传统细菌。支原体的

细胞很小（大小为 0.1~0.3 μm），无细胞壁，因此，

可以通过常规 0.22、0.45 μm 孔径的滤菌器，且对

抑制细胞壁合成的青霉素类抗生素不敏感 [1]。支

原体感染在养殖业中是一个普遍存在的问题，影

响着不同种类的动物，包括牛、绵羊、山羊、猪等，

常常引起动物的呼吸道疾病、生殖系统疾病和其

他健康问题。随着养殖业的发展和养殖规模的扩

大，支原体感染已经成为困扰养殖业的主要传染

性疾病之一。

呼吸道疾病是绵羊一种常见的疾病，患病绵

羊表现为咳嗽、体温升高、厌食等典型症状，伴随

生长缓慢，产奶量减少，这些症状不仅会影响绵羊

的健康，还会导致饲料转化效率降低，疾病恶化，

甚至会导致绵羊死亡，给养殖户造成巨大的经济

损失 [2-3]。绵羊呼吸道疾病涉及许多病原体，包括

细菌如多杀性巴氏杆菌（Pasteurella multocida）和

溶血性曼氏杆菌（Mannheimia haemolytica），病毒

如副流感病毒 3 型（Parainfluenza virus type 3），寄

生虫如肺线虫以及支原体等。在大多数情况下，

这些病原体是混合感染的，尤其是在管理不良或

高应激的羊群中更为常见 [2]。其中，由支原体感染

引发的羊支原体肺炎已经成为危害绵羊养殖业的

重要传染病 [3-5]。

目前，国内主要流行绵羊肺炎支原体（Myco⁃
plasma ovipneumoniae，Mo）和丝状支原体山羊亚

种（M. mycoides subsp. capri，Mmc）[6-7]。除此以外，

精氨酸支原体（M. arginini）、山羊支原体山羊亚种

（M. capricolum subsp. Capricolum）、山羊支原体山

羊肺炎亚种（M. capricolum subsp. capripneumoniae）
和无乳支原体（M. agalactiae）都曾在羊呼吸道中

被分离鉴定出来，甚至主要宿主为牛的牛支原体

（M. bovis）、牛生殖支原体（M. bovigenitalium）也

曾被分离鉴定出来 [6-10]。

山西省常有绵羊支原体感染发生，但由于缺

乏地方流行支原体株分离及生物学特征分析的研

究资料，给疾病的诊断与防控带来困难。本研究

以山西某养殖场疑似感染肺炎的绵羊为试验对

象，通过采集鼻拭子和咽拭子样本，综合运用分子

生物学鉴定、支原体分离培养等技术，开展支原体

的分离鉴定工作，获得地方流行株的研究资料，旨

在为后续开发具有地域针对性的诊断试剂与疫苗

产品提供理论依据。

1　  材料和方法

1.1　试验材料

试验所用样品为采自临汾市乡宁县某绵羊养

殖场（无牛）的疑似患有肺炎的绵羊鼻拭子和咽拭

子。病羊表现精神沉郁，流鼻涕，呼吸困难，咳嗽。

样本均保存在生理盐水中，4 ℃冷链运输到山西农

业大学动物疾病诊断研究中心，添加甘油至终体

积分数为 20%，-80 ℃保存备用。

1.2　引物合成

根据已有的研究报道，合成支原体 16S rRNA
通用引物对（SF/SR）[11]，Mo、Mmc 特异性引物对

（M1B-F/M1B-R 和 MMMLC2-L/MMMLC2-
R）[12]和细菌 16S rRNA 基因扩增通用引物对（27F/
1492R）[13]。引物序列如下：SF：5'-GGGTGAGTA
ACACGTACCTAAC-3'；SR：5'-ACCGCGGCTG
CTGGCACGTACCTAAC-3'；M1B-F：5'-CGGA
GCCATAAAGTTGTAAT-3'；M1B-R：5'-CGAA
ACTCCCGTGGATGCTA-3'；MMMLC2-L：5'-
CAATCCAGATCATAAAAAACCT-3' ；MMM
LC2-R：5'-CTCCTCATATTCCCCTAGAA-3'；
27F：5'-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'；1492R：

5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'。 引 物 由

生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

1.3　改良的 Thiaucourt's培养基配制

改良的 Thiaucourt's 液体培养基包括基础液和

辅助液 2 部分。配置 1 L 改良的 Thiaucourt’ s 液体

培养基的配方如下：基础液（700 mL）：PPLO 肉汤

粉 21 g，葡萄糖 1 g，1% 酚红 2.5 mL，添加去离子

水至 700 mL，调节 pH 值至 7.6，高压灭菌；辅助液

（300 mL）：丙酮酸钠 2 g，酵母浸粉 25 g，青霉素

（8 万/mL）12.5 mL，马血清 200 mL，添加去离子

水至 300 mL，调节 pH 值至 7.4，利用 0.22 μm 洁净

滤器过滤除菌；将基础液和辅助液在生物安全柜

中混合，配制成改良的 Thiaucourt's 液体培养基 [14]。

改良的 Thiaucourt's 固体培养基是在上述液体培养

基中添加 12 g/L 琼脂粉制成。

1.4　支原体的分离培养

将采集好的样品强力振荡，取 500 μL 溶液加

入 5 mL 改良的 Thiaucourt's 液体培养基中，然后

10 倍稀释 3 个梯度，稀释倍数为 10-1、10-2和 10-3，全

部置于生化培养箱中 37 ℃恒温培养；48 h 后将各

管培养液混合，并用 0.22 μm 洁净滤器过滤，同样
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取 500 μL 滤液接种于 5 mL 改良的 Thiaucourt's 液
体培养基后进行 10 倍稀释 3 个梯度；37 ℃培养 3~
5 d 后将每管培养液进行盲传；盲传至第 3 代，若培

养基颜色不变弃之，若培养基颜色变黄则接种于

改良的 Thiaucourt's 固体培养基；37 ℃倒置培养

5~7 d 后，用接种环挑取单个典型菌落接种于液体

培养基固液交替培养，重复 3 次，获得纯化培养物。

最终添加甘油至终体积分数为 30%，-80 ℃保藏。

1.5　样品 PCR检测

取 1.4 中初次培养的混合滤液离心收集沉淀，

用 细 菌 基 因 组 DNA 提 取 试 剂 盒 提 取 基 因 组

DNA，并以此为模板，利用支原体 16 S rRNA 通用

引物及 Mo、Mmc 特异性引物进行 PCR 鉴定。反

应体系：2×Taq Plus Master Mix II 5 μL，上游引

物（10 μmol/L）0.5 μL，下 游 引 物（10 μmol/L）
0.5 μL，模板 2 μL，dd H2O 补足至 10 μL。支原体

16S rRNA 和 Mo 扩增程序：95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s，
52 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，35 个循环；72 ℃ 10 min；保存

4 ℃。Mmc 扩增程序：将上述程序循环中退火温度

改为 48 ℃，延伸时间改为 1 min。PCR 扩增结束

后，产物采用 1% 琼脂糖凝胶电泳分析。

1.6　形态学观察

将长出菌落的固体平板培养基置于倒置显微

镜下，观察支原体菌落形态。将支原体染色液稀

释 10 倍，添加到固体培养基的菌落上，进行 2 min
的染色反应，后使用无菌水进行 3 次冲洗，以去除

多余染色液。将经过染色处理的固体培养基置于

倒置显微镜下，调整放大倍数和光源，仔细观察支

原体菌落的形态和特征。

1.7　培养物 PCR扩增及测序

取 2 mL 经过 3 次固液交替培养后的纯化培养

物，提取基因组 DNA 作为模板，用细菌 16S rRNA
基因通用引物（27 F 和 1492 R）进行 PCR 扩增反

应，反应体系为：2×Taq Plus Master Mix II 25 μL，

27 F（10 μmol/L）1.5 μL，1492 R（10 μmol/L）
1.5 μL，模板 5 μL，dd H2O 补足至 50 μL。扩增程

序为：95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min 
30 s，35 个循环；72 ℃ 10 min；4 ℃保存。取 5 μL 
PCR 产物经 1% 琼脂糖凝胶电泳分析，若结果有且

只有 1 条清晰的目的条带，将剩余 PCR 产物送至

通用生物（安徽）股份有限公司进行双向测序。

1.8　序列分析与进化树构建

将双向测序的结果即 2 个互补的序列进行拼

接，获得 1 个长序列。将拼接后的序列上传至

NCBI 数据库进行比对。下载从患有呼吸道疾病

的羊样本中分离鉴定出来的 Mo、Mmc、精氨酸支

原体，山羊支原体山羊亚种，山羊支原体山羊肺炎

亚种、无乳支原体、牛支原体，牛生殖支原体等支

原体的 16S rRNA 序列，利用 MEGA X 软件，基于

邻接法，以 1 000 次自展分析绘制遗传进化树，并

分析遗传距离。

2　  结果与分析

2.1　样本 PCR鉴定结果

利用支原体 16S rRNA 通用引物进行 PCR 扩

增，结果显示，所有检测样本均得到 436 bp 的预期

片段，其中，样本 4 和样本 8 获得的目的片段较暗，

可能是样本中支原体的载量不多（图 1-A）。为进

一步明确样本中支原体种类，采用 Mo 和 Mmc 的

特异性引物分别进行 PCR 检测。利用 Mo 特异性

引物扩增后有 3 个样本出现 511 bp 的预期片段（图

1-B），但是利用 Mmc 特异性引物扩增后未检测到

特异性条带。根据上述结果可初步判定，样本中

存在支原体感染，其中 3 个样本存在 Mo 感染，无

Mmc感染。

A.利用支原体 16S rRNA 引物进行 PCR；B.利用 Mo 特异性

引物进行 PCR。M.Trans 2K Plus DNA Marker；1~8. 样本

基因组 DNA；9.空白对照（以 dd H2O 为模板）

A. PCR was performed using Mycoplasma 16S rRNA prim ⁃
ers; B. PCR was performed using Mo-specific primers; M. 
Trans 2K Plus DNA Marker; 1-8. The genomic DNA of the 
samples; 9. Blank control(dd H2O as template)

图 1　样本 PCR检测结果

Fig.1　PCR results of samples
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2.2　支原体形态学鉴定

改良的 Thiaucourt's 液体培养基中添加了 pH
指示剂酚红，初始状态下，培养液因 pH 呈弱碱性而

呈现红色（图 2-C）。将初次培养获得的培养液进行

过滤，随后接种于新鲜的液体培养基，37 ℃培养 3 d
后液体培养基的颜色变为黄色，且摇晃时无悬浮

物，无沉淀，培养液清亮（图 2-A、B），这一现象与支

原体代谢产酸导致培养液 pH 值下降、酚红变色的

特征相吻合，表明支原体在液体培养基中的生长情

况良好。将培养液接种在改良的 Thiaucourt's 固体

培养基上，3~5 d 后培养基表面可见针尖大小的圆

形菌落（图 3-A）。倒置显微镜下观察，菌落中心颜

色比周围深，呈现“煎蛋”形态（图 3-B），进一步对

这些菌落进行支原体染色，观察发现菌落中心呈现

蓝色，边缘呈现淡蓝色（图 3-C）。综合液体培养基

变色特征、固体培养基菌落形态及染色结果，表明

成功从样品中分离出支原体。

2.3　16S rRNA PCR扩增结果及其序列分析

为了确定分离出的菌株类型，利用细菌的

16S rRNA 基因通用引物进行 PCR 扩增，凝胶电泳

后，得到 1 条 1 421 bp 的片段（图 4）。

将测序所得的序列通过 BLAST 工具与 NCBI
数据库进行同源比对分析，结果显示，分离到的

菌 株 与 牛 生 殖 支 原 体（GenBank 中 的 接 收 号 ：

AP017902.1）的相似性高达 99.7%，初步支持该菌

株归属于牛生殖支原体。为进一步验证其进化地

位，利用分离菌株和其他支原体的 16S rRNA 序列

构建进化树，结果表明，分离菌株与来自英国

（LR214970.1和AY121096.1）和德国（AY121097.1）
的牛生殖支原体紧密聚合，共同构成一个具有显

著遗传相关性的独立分支。而与其他种属的支原

体及牛源近缘种均表现出显著的遗传距离（图 5）。

根据以上结果，最终确认该分离菌为牛生殖支

原体。

A 和 B. 接种培养物 3 d 后培养基状况；C. 未接种培

养物培养基状况

A and B. Condition of the medium for 3 days after in⁃
oculated culture; C. Condition of the medium without 
inoculated culture

图 2　液体培养基支原体生长情况

Fig.2　Growth of Mycoplasma in the liquid medium

A.培养基上肉眼可见的菌落形态；B.倒置显微镜下的菌落形态（100×）；C.支原体染色液染色后倒置显微镜下的菌落形态（100×）

A. Visible colony morphology on the medium; B. Colony morphology under inverted microscope(100× ); C. Colony morphology under 
inverted microscope after staining with Mycoplasma dye solution(100×)

图 3　改良 Thiaucourt's固体培养基上菌落形态

Fig.3　Colony morphology on the modified Thiaucourt's solid medium

M. Trans 5K Plus DNA Marker；1.分离菌株基因组 DNA；

2.空白对照（以 dd H2O 为模板）

M. Trans 5K Plus DNA Marker; 1. Genomic DNA of the 
isolated strain; 2. Blank control(dd H2O as template)

图 4　16S rRNA基因 PCR结果

Fig.4　PCR result of 16S rRNA gene
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3　  结论与讨论

在绵羊养殖中，支原体感染已成为危害羊群

健康的重要疫病之一，常引发传染性胸膜肺炎、支

气管肺炎等呼吸系统疾病。感染的绵羊临床表现

为持续性咳嗽、厌食、生长缓慢等，影响绵羊的生

长发育和生产性能，导致饲料转化率下降，给养殖

场带来严重的经济损失。

本研究旨在探究疑似绵羊肺炎样本中是否存

在支原体感染，并明确感染的支原体种类。我们

在山西某养殖场选取 8 只疑似患有肺炎的绵羊，采

集鼻拭子和咽拭子样本进行研究。PCR 检测结果

显示，8 只绵羊均存在支原体感染，其中，3 只存在

Mo 感染。在绵羊肺炎的众多致病支原体中，Mo
一直被认为是主要的病原体 [10]。然而，在分离培养

环节，尽管对 3 份 Mo 阳性样本进行多次培养，却

未能分离培养出该支原体，这可能是由于 Mo 在分

离培养过程中存在较大难度。已有研究表明，样

品的运输、保存以及培养条件均会对其分离培养

产生影响 [11，14]。Mo 在分离培养过程中对培养条

件极为苛刻，需要特定的营养成分和适宜的温度、

pH 值环境。同时，样品采集、运输、保存不当都可

能影响其活性，导致分离培养失败。值得注意的

是，在后续的分离培养过程中，我们从 1 份 PCR 检

测为 Mo 阳性的咽拭子样本中，成功分离出 1 株牛

生殖支原体。综合 PCR 鉴定和分离培养结果，可

以推断出疑似肺炎的绵羊样本中存在支原体感

染，而且存在 Mo 和牛生殖支原体混合感染的

情况。

牛生殖支原体长期以来被认为是一种栖息在

牛生殖器官中的共生微生物 [10，15]，其研究主要围绕

生殖疾病开展。研究人员从牛的包皮黏液、阴道

拭子、精液、牛奶等生殖相关材料样品中均分离鉴

定到该支原体，证实其在牛生殖系统中广泛分

布 [16-20]。且已有研究证明，牛生殖支原体与阴道

炎、子宫内膜炎以及不孕症等疾病存在显著关

★为本研究分离出的菌株，括号内为基因序列在 Genebank登录号

★ was the strain isolated in this study; Accession numbers of the sequences in Genebank were presented in the parentheses

图 5　分离菌株与其他支原体的 16S rRNA系统进化树

Fig.5　Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene of the isolated strain and other Mycoplasmas
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联 [21-23]。近年来，研究人员发现，除了生殖道致病

特性外，牛生殖支原体在呼吸道感染中也扮演着

重要角色。例如，HASHEM 等 [24]为调查牛呼吸道

疾病中病原体的流行情况，从埃及 60 头出现呼吸

道症状（如咳嗽、发热、肺音异常等）的患病犊牛采

集鼻咽拭子，利用 PPLO 培养基进行病原体分离

培养，并对获得的培养物进行了测序，结果显示，

所有的样本均为混合感染，其中牛生殖支原体的

检出率为 5%（3例/60例），低于牛支原体的 8.33%，

与金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）和多杀

性巴氏杆菌检出率相同，这一发现不仅证实了患

有呼吸道疾病的牛呼吸道中存在牛生殖支原体，

还揭示了其与牛支原体等病原菌的共感染模式。

此外，GOURLAY 等 [25]将牛生殖支原体接种于无

菌犊牛的气管内进行试验，结果表明，该支原体能

够定植于牛的呼吸道，并诱发肺部病变，导致发生

肺炎。

长期以来，牛生殖支原体一致被认为主要寄

生于牛属动物，但近年来的研究发现，其具有跨物

种感染的潜在能力。研究人员从南非患有溃疡性

外阴炎的杜泊绵羊的生殖道样本和土耳其卡尔斯

地区患有肺炎的羊的肺样本中，均成功分离出牛

生殖支原体 [10，26]。此外，BALL[27]将 12 株牛生殖支

原体接种到羊乳腺中进行试验，结果引起了感染，

并产生了致病性效应，其中 4 株支原体的感染最终

转变为亚临床状态，伴有间歇性支原体排泄和低

乳细胞水平。这一结果不仅明确了牛生殖支原体

对绵羊的致病性，更为其在羊群中的隐性传播风

险提供了试验依据。本研究也从山西疑似肺炎的

绵羊咽拭子中分离出该支原体，证实了该病原体

在我国羊养殖群体中的存在。

人们通常认为，大多数支原体由于缺乏完整

代谢途径，高度依赖宿主细胞提供营养，这一特性

需要与宿主建立紧密的联系，因而具有极强的宿

主特异性。随着研究的深入，越来越多的证据表

明，包括牛支原体、无乳支原体、丝状支原体丝状

亚种 SC 型和 LC 型（M. mycoides subsp. mycoides 
SC and LC）在内的一些支原体具有更广泛的宿主

范围，可以在绵羊、山羊和牛之间传播 [9, 28]。目前

的研究表明，牛生殖支原体不仅与牛的生殖道和

呼吸道疾病相关，也能感染羊，但在绵羊体内的存

在及其可能引发的健康问题尚未得到充分的关

注。本研究旨在进一步了解绵羊肺炎的病原体，

有助于改进支原体感染的诊断和防控策略。
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