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摘 要：山 羊 传 染 性 胸 膜 肺 炎（I.>-9B=.@D I9J1=>0 K60@1.J>0@<.>=9，IIKK）是 由 山 羊 支 原 体 山 羊 肺 炎 亚 种（ ! F
"#$%&"’()* D@/DJF "#$%&$+,)*’+&#,，L,,J）引起的高度接触性传染病，对 ! 株 IIKK 中国分离株进行分子特征研究，确

定其分类地位。针对 * 段基因（3、2、I），对扩增产物进行酶切鉴定和测序，将结果与丝状支原体簇的 ’ 个成员进行

遗传衍化分析。在 3 片段，! 株中国分离株的扩增产物经 KD-M 酶切后的结果与 L,,J 代表株 8*4 相同，为 #!4、!$%、

&$4 等 * 条带，其他 # 个丝状支原体簇成员只有 !$%、&$4/J 两条带。在 2 片段，序列分析结果显示 ! 株中国分离株

与 8*4 同源性为 ((N#O，与山羊支原体山羊亚种 L,, 代表株 P=Q 的同源性为 (4N(O，与丝状支原体山羊亚种 L<,
RR 株同源性仅为 (#N!O。在 I 片段研究发现，! 株中国分离株的序列与 L<, 模式株 KS* 株同源性为 ’"N!O )
’"N’O，与 $ 株 L,, 4’%&7#% 和 I96=T.1>=9 U=Q 同源性为 (#N&O ) (4N!O，与 * 株 L,,J ("%(";5、S9/0D 和 8*4 的同源性

为 ((N’O ) ((N4O。通过对中国分离的 4"%%&、4"%%$、*’"、&’#* 等 ! 株 IIKK 病原体的分子特征研究，首次提出其与

山羊支原体山羊肺炎亚种（L,,J）亲缘关系最近，应归属为 L,,J，并将国内流行的山羊传染性胸膜肺炎的病原定名

为 L,,J。

关键词：山羊传染性胸膜肺炎；山羊支原体山羊肺炎亚种；山羊支原体山羊亚种
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山羊传染性胸膜肺炎（IIKK）是山羊特有的急

性或慢性高度接触性传染病，以呈现纤维素性肺炎

和胸膜炎为特征。最早是由 5E.<9D 在 &4"* 年描述

的，稍候由 W@-,E0.> 在 &44& 年［&］证明了该病的传染

性［&］。IIKK 在羊群中发病率可达 &%%O，急性死亡

率可达 ’%O ) "%O，被世界动物卫生组织（+M;）列

为山羊烈性传染病，目前在亚洲和非洲至少有 *4 个

国家存在本病［$］。我国内蒙古百灵庙地区于 &(*#
年曾流行山羊的“烂肺病”［*］，此后内蒙、宁夏、甘肃、

西藏、四川、山东、浙江、辽宁、福建等省、自治区流行

该病，&(!( ) &(4( 年的四十年间，累计发病羊 4( 万

多只，死亡 *$ 万多只［!］。近几年在我国湖南、河南

等 &% 个省、自治区仍有 IIKK 流行的报道。

丝状支原体簇共有 ’ 个成员，除山羊支原体山

羊肺炎亚种（! F "#$%&"’()* D@/DJF "#$%&$+,)*’+&#,，

L,,J）外，还包括：山羊支原体山羊亚种（!-"’$(#.*#
"#$%&"’()* D@/DJF "#$%&"’()*，L,,）；丝状支原体丝状

亚种 XI 型（!-"’$(#.*# *-"’&/,. D@/DJF *-"’&/,. XI，

L<<XI）；丝状支原体丝状亚种 YI 型（! F *-"’&/,. F
D@/DJ *-"’&/,. Y91B0 ,.6.>H YI，L<<YI）；丝状支原体

山羊亚种（! F *-"’&/,. D@/DJF "#$%&，L<,）；牛支原

体第七群（!-"’$(#.*# D@/DJF 0’1&+, 2%’)$ "，L/B"）。

其中，L<<YI、L<,、L,, 也都可以引起羊的呼吸系

统疾病，但是 IIKK 的病变，仅限于胸腔，而 L<<YI
等 * 种支原体引起的疾病通常伴有其他器官的损害

和（或）除胸腔外集体其他部分病变。此外，绵羊肺

炎支原体也可引起绵羊和山羊肺炎［#］。

L9,+Z9> 于 &("’ 年在肯尼亚首次成功分离出

L,,J，命名为 8*4，并在山羊上成功复制出 IIKK，并

将这 一 病 原 命 名 为 山 羊 支 原 体 山 羊 肺 炎 亚 种

（L,,J）［&*］，此后在中非东非中东等地区又先后分离

出多株 L,,J［4 ) &$］。

我国在上世纪五十年代分别从新疆、山东、山西

采集 IIKK 病羊肺脏，并用羊体或鸡胚传代培养，用

于疫 苗 生 产。王 栋 等［’］以 L<, 模 式 菌 株 KS*、

L<<XI 模式菌株 KS&、无乳支原体（! F #2#(#"3&#,）

模式菌株 KS$、绵羊肺炎支原体（! F ’1&$+,)*’+&#,）

模式菌株 [7(4 这 ! 株菌为模式株和对照株，采用生

长抑制试验和间接荧光抗体法对新疆、山东和山西

等地分离的 * 株支原体进行实验，得出结论与 L<,



菌株 !"# 亲缘关系最近，因而把国内 $$!! 的病原

归为丝状支原体山羊亚种（%&’）。邱立新等［(］从湖

南怀化分离出两株支原体，亦以 !"# 和 )*+, 为对照

株，生长 抑 制 试 验 结 果 亦 与 !"# 相 近，也 称 之 为

%&’。
目前国际上对 %’’- 的诊断，除了一些常规鉴别

方法外，分子生物学方法也得到了广泛地运用。资

料显示先后应用于 %’’- 鉴别的技术包括 $.!/0 探

针技术［01］、!$2 与 23. 技术［04］、特异性 !$2 技术［05］

和序列缺失鉴别技术［0(］等分子生物学鉴别方法。

常规鉴别方法，如生长抑制试验、生长沉淀试验和间

接免疫荧光抗体试验等存在交叉反应，难以对其进

行准确的鉴定［4］。因此，本研究利用 !$2 技术、限

制性酶切、序列分析等手段对国内分离的 1 株 $$!!
病原体进行分子特征研究，为其准确分类提供依据。

! 材料和方法

!"! 菌种及培养基

丝状支原体菌株 ,(660、,(66/、#5(、054# 购自中

国兽医药品监察所。,(660、,(66/ 为发病羊肺组织

冻干物，#5(、054# 为鸡胚致弱毒冻干物，,(660 和

#5( 为国内制造 $$!! 灭活疫苗用菌株、,(66/ 是检

验灭活疫苗用菌株。%&&7$ 标准株 !"0、%&&8$
标准株 )*9:;< 购自中国兽医药品监察所。

改 良 =;>?@A’B 培 养 基，参 照 C=A;D’:DE< 的 配

方［0,］，066&8 液体培养基中主要成分包括：牛心汤

#6&8，马血清 /6&8，0F乳汉液 1(&8，新鲜酵母浸出

液 /&8，0G,6 醋酸铊 0&8，青霉素 /66DG&8。

!"# 试剂

实验所用 3H C;I 酶及 JKC! 等 !$2 反应试剂及

-%L0,*C 载体试剂盒购自宝生物工程（大连）有限公

司。!"#!购自美国 MNOA<E:9PN 公司。组织G细胞 LK.
提取试剂盒和胶回收试剂盒均购自上海华舜生物技

术公司。

!"$ 菌种培养及纯化

用 /&8 改良 =;>?@A’B 培养基溶解冻干菌种，以

十倍递减稀释到第 4 管，置 #(Q培养。1 天后收集

第 1、4 管培养物，以 0#666EG&AN 离心 04&AN 后，弃去

上清，沉淀的菌体重悬于 C3（-R,S6），T /6Q保存备

用。菌体基因组 LK. 提取使用组织G细胞 LK. 提取

试剂盒（上海华舜生物技术公司），按照其说明书进

行操作，得到的基因组 LK. 直接用于 !$2 扩增。

!"% 引物设计

选择 .、U、$ 共 # 个 LK. 片段用于研究。片段

. 选自 057 E2K.；片段 U 是支原体 2-V8 和 2-V" 基

因间的一段，是已知核酸探针 $;-*/0 的一部分；片

段 $ 位于 R/ 和 R/-EA& 基因间［01，0(，0+］。针对上述 #
个基因片段设计了 # 对引物（表 0）。

表 ! 用于 &’( 和序列分析的引物

C;W@P 0 !EA&PEV DVPJ AN VPIDPN’AN9 ;NJ !$2

XE;9&PN< "PN:&P !:VA<A:N K;&P 7PIDPN’P（4Y!#Y） 7AZP :?
VPIDPN’PGW-

.’’PVA:N K:[
"PNPW;NB

%0 $". .." $"" $CC .$C ""$ CC" CC
XE;9&PN< . 05V E2K. %/ CC" .". CC. "$C $$$ $CC $.$ ." 41, .X/6/+/1

%# $.. ""C "C. "$. ... $"C C$C $.. "". $
XE;9&PN< U 2-V8 ;NJ 2-V"（$.!*/0）

%1 .$$ "". C$$ $C" C.C C$C $C. "$$ .CC 5(6 %+54,+

%4 $"" "". C$$ ""C .CC "CC "CC "". ."C
XE;9&PN< $ R/ ;NJ R/-EA& %5 $"" "C$ ".$ "$C $$. C$. ..$ .C. ".C 5#6 .X05/++0

!") &’( 扩增

分别用表 0 中 # 对引物对 5 株菌体 LK. 进行

!$2 扩增。!$2 反应液的总体积为 46"8，循环参数

如下：+1Q/&AN；+1Q0&AN，44Q#6V，(/Q0&AN，共 #6
个循环；(/Q延伸 06&AN。反应结束后取 06"8 产物

于 0S4F琼脂糖凝胶上电泳 16&AN（066\），在紫外光

下观察 !$2 产物大小。

!"* 酶切鉴定

将以 %0、%/ 为引物扩增出的 !$2 产物用胶回

收试剂盒（上海华舜生物技术公司）回收，以 !"#!
（MNOA<E:9PN 公司）进行酶切，酶切产物于 0S4F琼脂

糖凝胶上电泳 16&AN（066\），在紫外光下观察酶切

结果。

!"+ 基因片段的克隆及序列分析

用表 0 中的 # 对引物扩增 5 株菌体 LK.，!$2
产物克隆到 -%L*0, \P’<:E（大连宝生物公司）中，送

上海生工公司进行测序。用 %P9.@A9N 软件对测序

结果与 "PNU;NB 中已知菌株的序列进行比较，并绘

制进化树。

# 结果

#"! 菌体 ,-. &’( 扩增结果

5 株菌体 LK. 用 %0%/ 引物 扩 增，均 扩 增 出

41,W- 的条带，以 %#%1 引物扩增，均扩增出 5(6W-
左右片段。1 株中国分离株菌体 LK. 以 %4%5 引物

扩增片段为 5#6W-（图略）。

6(( 8M )D;N $# %& [ G’(#% )*(+,-*,&,.*(% /*0*(%（/66(）1(（4）



!"! 片段 # $%& 和酶切鉴定结果

图 ! 所示，将 " 株菌体 #$% 以 &!&’ 为引物扩

增出的 ()*+, 片段用 -./!酶切后，发现 *011! 等 )
株酶 切 后 存 在 2 条 带，分 别 为 ()*+,、)’1+, 和

!’*+,。而 -3! 和 45678/ 酶 切 后 只 见 )’1+, 和

!’*+,。

图 ’ 片段 # 的 !"#!酶切鉴定

9:6;! <=>?/:@:A8/:7? 7@ @B86C>?/ % +D B>./B:A/:7? >?=7?EAF>8.> =:6>./:7?
&："G!0)，H8?> ! -35!，H8?> ’ 45678/；H8?> 2 *011!；H8?> ) *011’；

H8?> ( 2"0；H8?> " !"(2;

!"( 片段 # 的序列分析结果

!"I BJ$% 是高度保守的基因，丝状支原体簇各

成员间 !"I BJ$% 序列同源性超过 KKL，图略。通过

对片段 % 即我们所扩增的 ()*+, 片段的序列分析发

现，共存在 ( 处 &AA, 特有的碱基变异。其中位于第

!’0 位的碱基变化，正是造成 &AA, 与其他丝状支原

体家族成员 -./!酶切结果差异的原因（表 ’）。

表 ! 片段 # 的碱基差异分析

M8+F> ’ I>NE>?A> O8B:8/:7?. 7@ @B86C>?/ % 7@ !"#$%&’()’ )"#$*+,( AFE./>B
!’0 !() 2"’ 2"2 )’K

&AA, M P M % %
&AA P % P 3 3
&CA P % P 3 3
&CCHP P % P 3 3
&CCIP P % P 3 3
&+7O0 P % P 3 3
PQ:?>.> ./B8:?. M P M % %

!") 片段 * 的序列分析结果

P%-5’! 探针全长 !(2’+,，定位于丝状支原体簇

的基因组中 J,.H 基因 2R端、J,.3 基因和 9E.% 基因

(R端的位置。片段 S 选自 P%-5’! 的 (R高变区部分，

即 J,.H 和 J,.3 基因之间的区域。经序列比较分析

后发现，*011! 等 ) 株中国分离株彼此之间同源性为

!11L。而其与 &AA, 92* 同源性最高，为 KKT(L，与

&AA U:= 为 K*TKL，与 &CA VV 株 为 K(T)L，与

&CCHP 45678/ 为 K0T’L，与 &CCIP 3F8 为 K"TKL，

与 S7O:?> 0 J’’’’ 为 *)TKL。*011! 等 ) 株中国株

与 &AA, 亲缘关系更近（图 ’）。

图 ! 片段 * 中 ) 株中国株与丝状支原体簇 + 个成员之

间的系统发生进化树

9:6;’ -QDF76>?>/:A /B>> 7@ ) AQ:?>.> ./B8:?. 8?= .:W C>C+>B. 7@ /Q>
!"#$%&’()’ CDA7:=>. AFE./>B :? @B86C>?/ S; 92*：&AA,，U:=：&AA，D67：
&CCHP，6F8：&CCIP，J’’’’：S7O:?> 0，VV：&CA;

!", 片段 % 序列分析

片段 P 位于支原体基因组中 X’ 基因 2R端和

X’,B:C 基 因 (R 端，这 一 段 也 是 高 可 变 区 间。将

*011! 等 ) 株的测序结果与 3>?S8?U 中的 ’ 个 &AA
序列、2 个 &AA, 序列和 ! 个 &CA 序列进行比较，发

现 ) 株中国分离株序列与 2 个 &AA, 序列都在 *" Y
!!) 之间碱基缺失，而所有 &AA 和 &CA 株不存在这

一缺失。同源性方面，) 株中国分离株与 &CA 模式

株 -32（%9!"’KK*）株同源性仅为 "0T)L Y "0T"L，

与 两 株 &AA *"1!5(1（%9!"’KK’）和 P8F:@7B?:8 Z:=
（P-111!’2）同源性为 K(T!L Y K*T"L，与 2 株 &AA,
K01K0[M（ %920*!((）、38+>.（ %920*!(0） 和 92*

（%9!"’KK!）的同源性为 KKT"L Y KKT*L（图 2）。

图 ( 丝状支原体在片段 % 的遗传衍化树

9:6; 2 X7C7F76D /B>> A7?./BEA/>= +D 8?8FD.:. 7@ @B86C>?/ P 7@ !1
CDA7,F8.C8 ./B8:?.;

( 讨论

通常认为，丝状支原体簇的分类鉴别生化试验

不能准确鉴定分离株；&AA, 与 &CCHP、&CA、&AA 等

支原体在生化性状上无甚差异［(］。生长抑制试验、

生长沉淀试验和凝胶沉淀试验在丝状支原体簇内存

在强交叉反应［’1 Y ’’］。而间接荧光试验，&AA, 也常

因为其他原因而不出现阳性反应［’2］。

补体结合试验是国际贸易指定试验，特异性高

但敏 感 性 较 差；间 接 血 凝 试 验 敏 感 但 是 与 &CA、
&AA、&CCHP 等 2 种支原体存在交叉反应［’)］。山羊

!00李 媛等：山羊传染性胸膜肺炎病原体 ) 株国内分离株的重新分类 ; \微生物学报（’110）)0（(）



在实验条件下对丝状支原体血清阳转却并不发病，

而急性 !""# 病例很少在死前出现血清阳性，可能是

由于抗体被循环支原体抗原所遮蔽。所以血清学检

测只实用于畜群检查，不能做个体诊断依据［$］。

由于没有 !""# 和 !"" 的标准菌株和标准阳性

血清作为对照，且常规试验难于区分丝状支原体簇

中各成员，所以本实验选择用分子生物学方法进行

分类鉴别。

目前，丝 状 支 原 体 簇 的 成 员 中，只 有 !%%&’
()* 株［+$］和 !"" ,-’’ +./0/（1’ 2 33.4//）株公布了

全基因组序列，而 !""#、!%" 都没有完整的全基因

序列，因此国际上对 !""# 的鉴定也是依靠于个别基

因的序列分析。为了慎重起见，参照了国外曾用于

鉴别 !""# 的所有 / 个基因片段来进行分析，以得出

更加可靠、准确的结论。

片段 , 来自支原体高度保守的 *4& 561, 序列，

这一序列被公认可以进行分类鉴别［+4 7 +8］。$09:# 的

(’6 产物，经 !"#!酶切后，9.33* 等 0 株中国分离株

呈现 $09、0+3、*+3:# 的 / 条带，而对照株 !%%&’ 模

式株 ()*、!%%;’ 模式株 <=>?@A 酶切后只有 0+3、

*+9:# + 条带（图 +）。序列分析发现，0 株中国分离

株的该片段与 B/9 同源性为 *33C。所以从片段 ,
来看，0 株中国分离株应该属于 !""#，而不是 !%"。
!""# 与其它丝状支原体簇的这一差异被 D@E"FG@G@
’6［*8］解释为 *4& 561, 序列在丝状支原体簇中有两

个阅读框架，被称为 55G, 和 55GD。多数支原体的这

两个框架是相同的，但是在 !""# 存在一种多态性，

使得 55G, 和 55GD 不同，这一差异被用来鉴别 !""#。

该段序列分析表明 !""# 标准株 B/9 与 !""、!%"、
!%%;’、!%%&’ 之间共存在 0 处共 $ 个碱基的差

异，其中位于该片段 $H端第 *+. 位的碱基，B/9 的

55GD 是 -，而 55G, 和其他丝状支原体簇的 55G, 和

55GD 都为 ’，!""# 55GD 的这一变异，恰好使位于此处

的 (EA!酶切位点失效。因而，用 (EA!酶切后，!""#
会有 / 条带。

片段 D 来源自探针 ’,(=+* 中 $H端高变区大小

约为 4.3:# 的片段，位于丝状支原体簇的 6#E; 和

6#E) 基因之内。序列分析结果表明 9.33* 等 0 株中

国分离株的序列与 B/9 的同源性 88I$C，与 !"" 标

准株 JKL 的同源性为 89I8C，而与 !%" 菌株 MM 株的

同源性只有 8$I0C，可见亲缘关系与 !""# 更近。

-NK@F"?F5A 等［*.］在 O+ 和 O+#5K% 基因中长度为

*+89:# 的一段发现 !""# 特异的 +9:# 碱基缺失，而

!""、!%" 等支原体不存在这一缺失。片段 ’ 选择

了其中存在缺失的 $H端长度 4/3:# 的片段，我们对

其进行的序列分析结果显示，9.33* 等 0 株也存在

+9:# 的缺失，而 !%" 菌株不存在这一缺失。同源性

比较也发现 0 株中国分离株与 !""# 最为接近为

88I4C 7 88I9C，而与 !%"（4.I0C 7 4.I4C）相距甚

远。

! 结论

为了确定我国 ’’(( 病原菌的准确分类地位，

我们采用分子生物学方法，对 0 株中国分离株基因

组 / 个基因片段进行扩增、酶切和序列分析。结果

证实，9.33*、9.33+、/4.、*4$/ 等 0 株 ’’(( 中国分离

株在与丝状支原体簇的 4 个成员的遗传衍化关系比

较中，更接近于 !""#，因而建议将其重新归属于支

原体属的山羊支原体山羊肺炎亚种，即 !""#。所以

我国境内流行的山羊传染性胸膜肺炎病原应为山羊

支原体山羊肺炎亚种，!""#。
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