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　　摘要：江苏省泰州市肉山羊养殖业时常发生山羊支原体性肺炎，基于临床上山羊支原体性肺炎病原的多样性以及
支原体分离培养的困难性，以疑似山羊支原体肺炎病例肺组织、胸腔渗出液、心包液为病料，采用 ＰＣＲ技术检测并进
行动物回归试验，首次证实泰州地区山羊支原体性肺炎病例中存在山羊支原体山羊肺炎亚种病原，为当地临床防治该

病提供了科学依据。
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　　山羊传染性胸膜肺炎（ｃｏｎｔａｇｉｏｕｓｃａｐｒｉｎｅｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉ
ａ，ＣＣＰＰ），是山羊养殖中常见的急性或慢性高度接触性呼吸
道传染病，是世界动物卫生组织（ＯＩＥ）法定报告动物传染病
之一，我国于２０１０年首次向ＯＩＥ通报此病。临床由山羊支原
体山羊肺炎亚种（Ｍｃｃｐ）引起，以呈现纤维素性肺炎和胸外膜
炎为特征［１］。除Ｍｃｃｐ以外，临床上能够引起山羊支原体性
肺炎的主要病原还有丝状支原体山羊亚种（Ｍｍｃ）、绵羊肺炎
支原体（Ｍｏｖｉ）等，而几种支原体在同一羊群中出现混合感染
的情况也不鲜见［２］。由于临床上支原体的分离与培养十分

困难，非专业实验室无法做到，而且这些支原体引起的山羊支

原体性肺炎在临床症状、大体病变仅凭肉眼难以区分，致使羊

场技术人员及基层兽医基本上只能凭经验用药，而无法针对

病原支原体进行科学合理用药［３］。

江苏省泰州市肉山羊养殖业方兴未艾，羊肉的需求在当

地逐年攀升，但山羊支原体性肺炎严重影响了当地肉山羊养

殖业的发展。为探明泰州市是否确实存在山羊支原体山羊肺

炎亚种（Ｍｃｃｐ）的流行，为该病的防制提供理论依据，近年来，
江苏农牧科技职业学院课题组联合有关基层兽医及防检部门

专家开展了该病病原的分子生物学（ＰＣＲ）检测并通过动物回
归试验，首次证实在泰州地区确实存在由山羊支原体山羊肺

炎亚种（Ｍｃｃｐ）引起的山羊传染性胸膜肺炎。

１　材料与方法

１．１　病料来源
无菌操作，采集江苏省泰州市（精确到区）某山羊养殖场

发生呼吸道疾病，经初步诊断为山羊传染性胸膜肺炎，使用抗

生素治疗效果不佳，临床症状明显，肺脏呈现典型纤维素性肺

炎的病山羊肺脏、胸腔渗出液及心包液，－２０℃冷冻作为病
料备用。

１．１．１　仪器设备　Ｍｉｋｒｏ２００Ｒ冷冻高速离心机、ＪＳ－３８０Ａ自
动凝胶图像分析仪、ＰＣＲ仪（ＰＴＣ－２００ｒｅｖ）、ＤＹＹ－７Ｃ型电泳
仪、ＤＹＣＰ－３１ＤＮ琼脂糖水平电泳槽、恒温箱、微量移液器等。
１．１．２　试剂　基因组 ＤＮＡ快速抽提试剂盒（动物）、Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰＭｉｘ、２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ、
１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ和６×ＤＮＡ凝胶载入染料（ＬｏａｄｉｎｇＤｙｅ）
均购自上海生工生物工程有限公司，其他试剂均为国产分析

纯。山羊支原体山羊肺炎亚种 Ｍｃｃｐ正向间接血凝诊断试剂
盒、丝状支原体山羊亚种 Ｍｍｃ正向间接血凝诊断试剂盒、绵
羊肺炎支原体Ｍｏ正向间接血凝诊断试剂盒购自中国农业科
学院兰州兽医研究所。

１．２　方法
１．２．１　病料采集和处理　在肺组织病变与健康组织交界处
无菌取样，将０．５～１ｇ肺组织研磨研碎，按１∶４加入无菌含
双抗的ｐＨ值为７．２的 ＰＢＳ溶液，混匀后分装到 ＥＰ管；胸腔
渗出液和心包积液取上清，分装到 ＥＰ管。处理好的病料于
冰箱－２０℃保存备用。
１．２．２　引物的设计与合成　根据文献［４］的方法，合成１对
Ｍｃｃｐ引物，片段针对ＭｃｃｐＡｄｉ基因中的一段序列，长３１６ｂｐ。
引物序列为：上游引物：５′－ＡＴＣＡＴＴＴＴＴＡＡＴＣＣＣＴＴＣＡＡＧ－
３′；下游引物：５′－ＴＡＣＴＡＴＧＡＧＴＡＡＴＴＡＴＡＡＴＡＴＡＴＧＣＡＡ－
３′，由上海生工生物工程有限公司合成。
１．２．３　组织病料ＤＮＡ的提取　用基因组 ＤＮＡ快速抽提试
剂盒，按说明书上的操作方法提取组织病料ＤＮＡ。具体步骤
如下：

①３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清２００μＬ转移至新 ＥＰ
管中；②加入 ４００μＬｂｕｆｆｅｒＤｉｇｅｓｔｉｏｎ，振荡混匀，６５℃水浴
６０ｍｉｎ；③加入２００μＬｂｕｆｆｅｒＰＡ，充分颠倒混匀，－２０℃下保
存５ｍｉｎ；④室温１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清５００μＬ转移
至新ＥＰ管中；⑤加５００μＬ异丙醇，颠倒５～８次混匀，室温放
置 ２ｍｉｎ，室温 １００００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，弃上清；⑥加
１０００μＬ７５％乙醇，颠倒漂洗２ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，
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弃上清；⑦重复⑥步骤１次；⑧开盖室温倒置５～１０ｍｉｎ；⑨加
入１００～２００μＬＴＥｂｕｆｆｅｒ溶解。⑩ －２０℃ 保存或立即进行
下一步试验。

１．２．４　ＰＣＲ检测Ｍｃｃｐ　以提取的组织病料 ＤＮＡ为模板进
行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ采用 ５０μＬ反应体系：５μＬ１０×ｂｕｆｆｅｒ、
３μＬ２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、１μＬ１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ、上下游引物各
１μＬ、３μＬｃＤＮＡ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶１μＬ，用灭菌超纯水补足
５０μＬ。反应条件为：９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，４７℃
退火１５ｓ，７２℃延伸１５ｓ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。用
１５ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳，在紫外灯下观察电泳图谱，拍照记
录结果。

１．２．５　动物回归试验　选择６只临床健康体质量为５ｋｇ的
波尔杂交肉山羊，购进后投服驱虫药物，预饲７ｄ，预饲期间每
天分别于上午、下午测温１次，采血后采用购自中国农业科学
院兰州兽医研究所研制的山羊支原体山羊肺炎亚种 Ｍｃｃｐ正
向间接血凝诊断试剂盒、丝状支原体山羊亚种 ＭＭＣ正向间
接血凝诊断试剂盒、绵羊肺炎支原体 ＭＯ正向间接血凝诊断
试剂盒检测，确定无支原体感染。采用自然病例胸腔渗出液、

心包液原液，经ＰＣＲ检测、确认存在Ｍｃｃｐ后，以１０倍生理盐
水稀释液，通过气管注射和滴鼻２种途径接种其中４只，留取
２只仅注射等量生理盐水作为对照。常规饲养管理，重视环
境消毒，逐日观察并记录症状，扑杀后记录病变。

２　结果

２．１　ＰＣＲ扩增结果
对病料进行ＰＣＲ检测，得到 ＭＣＣＰ目的基因片段，片段

大小为３１６ｂｐ（图１），与预期的结果相符。

２．２　动物回归试验结果
４只试验羊分别在接种后１５、１７、２２、２６ｄ表现症状，最初

病羊喜卧，间歇性咳嗽，体温略有升高，食欲有所下降，但仍会

进食并反刍。随病程发展，病羊不愿走动，或蜷卧低头闭目，

或四肢外展站立，脖颈伸直，呼吸急促，剧烈咳嗽，闭眼，眼睑

周围有浆液性分泌物，口鼻流涎，鼻孔逐渐被脓性分泌物堵

塞，反刍停止、腹泻及肛周污秽。病程后期，病羊倒地侧卧不

起，急促腹式呼吸，舌头伸出，痛苦呻吟，不久即死亡３只。剖

检可见病羊病变仅限于胸腔，呈典型胸膜肺炎病变，主要表现

为单侧性局部肝样变，胸腔有大量渗出液，严重的肺和胸膜粘

连，需用手才能剥离肺脏。对比可知，试验羊的临床症状和病

理变化与本试验中自然发病羊一致。利用采自试验羊的病

料，再行ＰＣＲ鉴定，仍然可以得到本研究中的ＰＣＲ扩增结果，
进一步证实，本研究中山羊传染性胸膜肺炎的病原为山羊支

原体山羊肺炎亚种（Ｍｃｃｐ）。

３　分析与讨论

由于支原体较难分离与培养，临床上仅靠症状及病理剖

检很难确诊山羊支原体性疫病［３］。在山羊传染性胸膜肺炎

病原分离对试验条件的高要求及生产中实际分离率非常低的

情况下，临床上采用 ＰＣＲ技术直接通过病料快速检测 Ｍｃｃｐ
是当前诊断 ＣＣＰＰ流行病学研究的有效手段，避免因为漫长
而艰难的Ｍｃｃｐ分离纯化而花费大量的时间、精力和财力，提
高临床该病的防治效率和效果［５］。

国内不同地区山羊传染性胸膜肺炎病原的差异性很大，

研制安全高效广谱的支原体疫苗是控制山羊支原体性肺炎的

重要途径。目前我国使用的山羊传染性胸膜肺炎灭活疫苗是

用丝状支原体山羊亚种（Ｍｍｃ）制备的，从理论上来说，该疫
苗不可能完全保护山羊免受Ｍｃｃｐ的侵袭［６］。因此地方政府

应联合生物制品生产单位尽快分离地方性流行菌株制备针对

地方的可靠疫苗。规模化羊场也可在发病后联合有条件的科

研院所制备针对本场的自家苗用于紧急预防。

泰州地区肉羊场山羊传染性胸膜肺炎的发病大多与引入

未经检疫的隐性感染羊有关。建议肉羊场大规模引入肉羊

前，可先请有条件的单位对拟引入肉羊开展山羊支原体肺炎

检测，确认无感染再行引入。引入后应加强饲养管理，严格实

施防疫检疫等措施。规模化羊场最好实行自繁自养、全进全

出饲养制度，减少因引入新羊带来病原体。一旦发病，不要自

行治疗延误时机，应尽快求助兽医部门或权威科研机构帮助

确诊，科学合理防控疫情。由于耐过病羊在相当长时间内可

通过呼吸道向外界排毒而成为传染源，因此发现病羊务必隔

离治疗［７］。
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