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摘要

目的：（1）通过绵羊肺炎支原体感染的临床表现和病理变化，再结合血清学检测方法分别对新疆

伊犁地区哈萨克羊和萨福克羊支原体肺炎的流行情况进行鉴定，计算不同品种的绵羊群体中支原体

肺炎的感染率。（2）采用 PCR检测方法对 NLRP3基因非编码区 SNP位点进行筛选，并对不同

SNP位点的基因型进行分析，探究 NLRP3炎性小体相关基因在不同绵羊品种中的遗传多态性与绵

羊肺炎支原体易感性的相关性。

方法：（1）本研究采集新疆伊犁地区部分规模化羊场的两个绵羊品种（哈萨克羊与萨福克羊）共

计 800份血清样本，使用绵羊肺炎支原体酶联免疫吸附实验（ELISA）检测试剂盒，进行绵羊肺炎

支原体抗原和抗体血清学检测。（2）以此为基础，采用直接测序法检测候选基因 NLRP3基因非编

码区单核苷酸变异位点，根据 DNAMAN软件和 Chromas软件的序列比对结果对哈萨克羊与萨福克

羊的遗传多态性进行研究分析，总结基因型分布规律，对相关突变位点进行绵羊肺炎支原体感染性

的相关性分析。

结果：（1）通过对新疆伊犁地区部分规模化羊场绵羊肺炎支原体血清学调查发现，新疆伊犁地区

不同绵羊品种之间均存在不同程度的绵羊肺炎支原体（Mycoplasma ovipneumoniae， MO）感染。

伊犁地区部分规模化羊场的 MO-Ab阳性率为 14.88%，MO-Ag阳性率为 21.00%，其中哈萨克羊

MO-Ab阳性率 26.00%，MO-Ag阳性率 22.91%；萨福克羊 MO-Ab阳性率 7.34%， MO-Ag阳性率

19.71%。（ 2）分析 NLRP3 基因非编码区 SNP 位点，筛选出 C38233659T、C38233866T、

T38233881C、A38188131C、G38188003A、T38188153C、A38188237C共 7个非编码区 SNP位点，

其中 3′UTR的 C38233659T位点检测到碱基突变 C→T，两个绵羊品种均检测到 CC、CT、TT三种

基因型，其中萨福克羊的优势基因型为 CC，优势等位基因为 C；同样在 3′UTR的 C38233866T位

点检测到碱基突变 C→T，两个绵羊品种均检测到 CC、CT、TT三种基因型，哈萨克羊与萨福克羊

的优势基因型均为 CC，优势等位基因均为 C；但 3′UTR的 T38233881C位点只在哈萨克羊群体中

发现碱基突变 T→C，优势基因型为 TT，优势等位基因为 T。在 5′UTR的 A38188131C位点检测到

碱基突变 A→C，两个绵羊品种均检测到 AA、AC、CC三种基因型，哈萨克羊与萨福克羊的优势

基因型均为 AA，优势等位基因均为 A；在 5′UTR的 G38188003A位点检测到碱基突变 G→A，两

个绵羊品种均检测到 GG、GA、AA三种基因型，哈萨克羊与萨福克羊的优势基因型均为 GG，优

势等位基因均为 G。另外在 5′UTR的 T38188153C位点检测到碱基突变 T→C，优势基因型为 TT，

优势等位基因为 T；在 5′UTR的 A38188237C位点检测到碱基突变 A→C，优势基因型为 AA，优

势等位基因为 A,以上两个位点的突变只出现在萨福克羊群体中，在哈萨克羊群体中并未发现。在

NLRP3基因 5′UTR的 A38188131C位点上哈萨克羊 MO-Ag阳性和 MO-Ag阴性的基因型频率存在

显著性差异（P＜0.05）。
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结论：绵羊肺炎支原体的感染存在于新疆伊犁地区部分规模化羊场的不同绵羊品种之间，且哈萨克

羊的感染性高于萨福克羊，该试验结果显示本地品种的感染性高于外来引进品种。NLRP3基因

5′UTR的 A38188131C位点可能与哈萨克羊MO易感性有相关性，因此可以将该位点作为绵羊肺炎

支原体易感性的分子遗传标记位点，这为抗绵羊肺炎支原体新品系的选育提供理论支撑。

关键词：绵羊支原体肺炎；绵羊肺炎支原体；NLRP3基因；非编码区 SNP位点；血清学调查
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Abstract

Objective: (1) The prevalence of Mycoplasma pneumonia in Kazakh sheep and Suffolk sheep in Ili area of

Xinjiang was identified through the clinical manifestations and pathological changes of Mycoplasma ovine

pneumoniae infection, combined with serological detection methods, and the number of Mycoplasma

pneumoniae in sheep populations of different breeds was calculated. infection rate. (2) The SNP loci in the

non-coding region of the NLRP3 gene were screened by PCR detection method, and the genotypes of

different SNP loci were analyzed to explore the genetic polymorphism of NLRP3 inflammasome-related

genes in different sheep breeds. Correlations of susceptibility to Mycoplasma ovine pneumonia.

Methods: (1) In this study, a total of 800 serum samples of two sheep breeds (Kazakh sheep and Suffolk

sheep) were collected from some large-scale sheep farms in Yili, Xinjiang, and the Mycoplasma ovine

pneumonia enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) detection kit was used. M. ovine pneumonia

antigen and antibody serological testing was performed. (2) On this basis, the direct sequencing method

was used to detect the single nucleotide variation in the non-coding region of the candidate gene NLRP3

gene, and the genetic diversity of Kazakh sheep and Suffolk sheep was compared according to the sequence

comparison results of DNAMAN software and Chromas software. The genotype distribution was

summarized, and the correlation analysis of the infectivity of Mycoplasma ovine pneumonia was carried

out on the relevant mutation sites.

Result: (1) The serological investigation of Mycoplasma ovine pneumonia in some large-scale sheep farms

in Ili area of Xinjiang found that there were different degrees of Mycoplasma ovine pneumonia (MO)

infection among different sheep breeds in Ili area of Xinjiang. The positive rate of MO-Ab in some large-

scale sheep farms in Yili area was 14.88%, the positive rate of MO-Ag was 21.00%, of which the positive

rate of MO-Ab in Kazakh sheep was 26.00%, and the positive rate of MO-Ag was 22.91%; MO-Ab

positive rate was 7.34%, MO-Ag positive rate was 19.71%. (2) Analyze the SNP sites in the non-coding

region of the NLRP3 gene, and screen out C38233659T, C38233866T, T38233881C, A38188131C,

G38188003A, T38188153C, A38188237C, a total of 7 non-coding region SNP sites, of which the base

C38233659T of the 3'UTR was detected. Mutation C→T, three genotypes of CC, CT and TT were detected

in both sheep breeds. Among them, the dominant genotype of Suffolk sheep was CC, and the dominant

allele was C; also in the C38233866T site of 3′UTR The base mutation C→T was detected, and three

genotypes of CC, CT and TT were detected in both sheep breeds. The dominant genotypes of Kazakh sheep

and Suffolk sheep were both CC, and the dominant alleles were C; but The T38233881C locus of the

3′UTR was found only in the Kazakh sheep population with the base mutation T→C, the dominant

genotype was TT, and the dominant allele was T. A base mutation A→C was detected at the A38188131C
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site of the 5′UTR, and three genotypes of AA, AC and CC were detected in both sheep breeds. The

dominant genotypes of Kazakh sheep and Suffolk sheep were both AA. All alleles are A; base mutation

G→A was detected at the G38188003A site of 5′UTR, and three genotypes of GG, GA and AA were

detected in both sheep breeds. The advantages of Kazakh sheep and Suffolk sheep The genotypes were all

GG, and the dominant alleles were all G. In addition, the base mutation T→C was detected at the

T38188153C site of the 5′UTR, the dominant genotype was TT, and the dominant allele was T; the base

mutation A→C was detected at the A38188237C site of the 5′UTR, and the dominant gene was The type is

AA, and the dominant allele is A. The mutation of the above two loci only appears in the Suffolk sheep

population, but not in the Kazakh sheep population. There was a significant difference between the

genotype frequencies of MO-Ag positive and MO-Ag negative in Kazakh sheep at the A38188131C site of

the 5′UTR of NLRP3 gene (P<0.05).

Conclusion: The infection of Mycoplasma ovine pneumonia exists among different sheep breeds in some

large-scale sheep farms in Yili, Xinjiang, and the infectivity of Kazakh sheep is higher than that of Suffolk

sheep. The test results show that the infectivity of local breeds is higher than that of imported breeds. The

A38188131C locus of the 5′UTR of NLRP3 gene may be related to the susceptibility of Kazakh sheep to

MPS, so this locus can be used as a molecular genetic marker locus for the susceptibility of M. ovine

pneumonia, which is the breeding of new lines against M. ovine pneumonia. Provide theoretical support.

Key words: Mycoplasma ovipneumoniae; Mycoplasma pneumonia of sheep; NLRP3 gene; SNP in non-

coding region; serology
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英汉缩略语名词对照

英文缩写 英文全称 中文全称

MO Mycoplasma ovipneumoniae 绵羊肺炎支原体

MPS Mycoplasma pneumonia of sheep 绵羊支原体肺炎

PCR Polymerase Chain Peaction 聚合酶链式反应

LAMP Loop-mediated isothermal amplification 环介导等温扩增技术

LFD Lateral flow dipstick 侧向流动试纸法

IHA IHA 间接血凝试验

ELISA ELISA 酶联免疫吸附实验

IHC Immuno histo chemistry 免疫组织化学

IL-1β interleukin-1β 白细胞介素-1β

IL-18 interleukin-18 白细胞介素-18

NLRP3 NOD-like receptor protein 3 NOD样受体蛋白 3

ASC Apoptosis-associated speck-like protein 凋亡相关斑点样蛋白

Caspase-1 cysteinyl aspartate-specific proteases-1 天冬氨酸蛋白水解酶-1蛋白

PAMPs Pathogen-associated molecular patterns 病原相关分子模式

DAMPs Damage associated molecular patterns 损伤相关分子模式

PRRs Pattern recognition receptor 模式识别受体

TLR4 Toll-like receptor 4 Toll样受体 4

LPS lipopolysaccharide 脂多糖

LTA lipoteichoic acid 脂磷壁酸

16HBECs human bronchial epithelial cell line 人支气管上皮细胞

ROS reactive oxygen species 线粒体活性氧簇

AD Alzheimer's disease 阿尔茨海默病

PD Parkinson's disease 帕金森病

MS multiple sclerosis 多发性硬化症

ALS amyotrophic lateral sclerosis 肌萎缩性侧索硬化症

SNP Single nucleotide polymorphism 单核苷酸多态性

Ab Antibody 抗体

Ag Antigen 抗原

CDS Sequence coding for aminoacids in protein 蛋白质编码区

3′UTR 3′untranslated region 3′端非编码区
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5′UTR 5′untranslated region 5′端非编码区

MPP Mycoplasma pneumoniae pneumonia 肺炎支原体肺炎

IBD Investment Banking Division 炎症性肠病
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第 1 章 绪论 石河子大学硕士学位论文

第 1章绪论

1.1研究目的及意义

绵羊支原体肺炎（Mycoplasma pneumonia of sheep，MPS）是由肺炎支原体

(Mycoplasma ovipneumoniae，MO)感染所导致的发生在绵羊群体中的一种高度接触性

传染病。MO在世界范围内对绵羊养殖业造成了严重损失，一直以来也影响着我国绵

羊养殖业的发展，对绵羊的生长发育危害巨大。不同程度的病羊表现的临床症状不相

同，主要是出现食欲减退，咳嗽，流鼻涕，腰背弓起，消瘦等临床症状。该病一年四

季均有流行，接触传染性强，发病率与死亡率高。该病的病原体有可能是一种重要的

野生病原体，因为最近在其他野生有蹄类动物中也有报道[1-3]。新疆可以说是我国的养

殖业大省，总面积约占我国国土面积的六分之一。据 2018年相关统计报道称，中国绵

羊总数为 3000万只，大多数羊都来自于新疆。新疆的气候具有独特的差异性，南疆较

北疆相比气候干燥，北疆一带气候较为湿润，南疆与北疆的各大规模化养殖场中绵羊

的饲养数量不容小觑。根据研究发现不论是在新疆的南疆还是北疆，绵羊支原体肺炎

都普遍存在于各大规模化养殖场中。这给新疆绵羊养殖业带来了很大的威胁与挑战。

加强对该病的防治与防控已变得刻不容缓。

近年来，为了积极响应国家的号召，我国多个省市实行退牧还草等促进畜牧业发

展的优良政策，该项政策的实行极大地促进了我国绵羊养殖业的发展。然而绵羊支原

体肺炎的流行，给我国畜牧业发展带来了巨大损失，该病的流行引起了畜牧主和科研

工作者的极大关注。据报道，NLRP3炎症小体在多种炎症性疾病的发生和进展中发挥

着关键作用[4-6]。已有文献证实抑制 NLRP3炎症小体信号可以有效减轻感染性休克[7-8]、

腹膜炎[9-10]、阿尔茨海默病[11]、动脉粥样硬化[12] 、多发性硬化[13-14]等疾病的发生。在

过去的几十年里，许多学者对于疾病基因组学的研究进展主要集中在编码区，这在很

大程度上是因为全基因组测序的成本高得令人望而却步。然而，癌症基因组中绝大多

数的体细胞变异发生在非编码区。在 2015年 Tak Y G[15]等人通过结合调控元件的功能

注释，优先考虑位于基因组非编码区的疾病风险相关 SNP位点，以进行后续研究；并

且使用各种计算工具，帮助识别由非编码区疾病相关 SNP位点引起的基因表达变化。

关于非编码区疾病的相关报道在人类疾病中较为多见，在动物疾病中相对少见，

本文通过对新疆伊犁地区部分绵羊群体中爆发的肺炎支原体为研究对象，根据绵羊

NLRP3基因非编码区对不同绵羊品种易感性的差异，筛选易感位点，为抗绵羊支原体

肺炎新品系的选育奠定基础。
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第 1 章 绪论 石河子大学硕士学位论文

1.2文献综述

1.2.1绵羊支原体肺炎研究概况

1.2.1.1病原学特点

绵羊支原体肺炎的病原为绵羊肺炎支原体（Mycoplasma ovine pneumonia，MO），

支原体是一种最小的病原微生物，并且在其生长周期中能够完成自我复制。支原体无

细胞壁，是支原体科、支原体属的一名成员[16]。它们的繁殖形式和生长方式多种多样，

在其生长的过程中会长成芽状、丝状、杆状及其分枝状或螺旋状长丝等形态[17]。绵羊

肺炎支原体与绵羊和山羊的慢性非进行性肺炎相关，绵羊肺炎支原体除了自身致病外，

还使动物容易受到更严重的呼吸道病原体的入侵，如溶血性曼海姆氏菌、巴氏杆菌和

副流感病毒等。MO基因组为双股 DNA，不同株的编码序列不相同，产羔肺炎支原体

SC01 基因组长度为 1020601 bp, GC 含量为 28.85%，该基因组包含 864 个编码序列

(CDSs)。Y98标准株则包含了 819个编码序列（CDSs），NM2010株包含了 748个编

码序列（CDSs）[18-19]。MO的基因多态性与来自不同的地域有关，也与不同的宿主源

有关[20]。

1.2.1.2流行病学

绵羊支原体肺炎最为盛行的季节是每年的春季和冬季，但在夏季与秋季绵羊支原

体肺炎也时有发生。该病在羊群中发展迅速，对绵羊的危害性要明显高于山羊，且不

同绵羊品种对该疾病的敏感性及其影响因素有着很大的差异性，其中对湖羊的易感性

要高于哈萨克羊、麦兰奴种绵羊和中国新疆多浪羊[21]。Jones GE [22]等从健康的绵羊、

感染肺炎的绵羊和感染肺腺瘤病的绵羊呼吸道中，分离得到 9株糖酵解支原体与昆士

兰株(Y98)绵羊肺炎支原体。Brogden[23]等随机检测了 558只绵羊，通过一系列的实验

方法从这群羊中的 293只绵羊体内分离到绵羊肺炎支原体，而这几乎占据了羊群数量

的一半。Robin A J Nicholas[24]等人 2015年在位于英格兰北部的一个丘陵农场，从大多

数羊和母羊的鼻拭子中检测到绵羊肺炎支原体，同时从许多羊和母羊的血清中也检测

到绵羊肺炎支原体，并对其中一只感染严重且血清为阳性的母羊尸体进行剖检，发现

组织中存在病理学病变，并从其病变组织中分离得到绵羊肺炎支原体和一些继发细菌。

方畴鑫[25]等人对我国甘肃省陇东地区的 32.2万只绵羊和山羊肺炎病进行流行病学

调查，发现在该地区羊传染性肺炎的感染率高达 80%~100%。刘聚祥[26]等人对分布在

河北省永清县、临西、邯郸和唐县这四个地方的羊群进行绵羊支原体肺炎血清学检测，

结果显示 955份羊血清中共有 382份阳性血清。其中最易感的年龄段是 1岁的羔羊及

12月龄内的幼羊。逯忠新[27]等人对西北某个地区 3个县 10个牧场的羊群进行了抽查，
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共收到采集的血清样本 673份，检测其中阳性有 101份，阳性率为 16%。解慧梅[28]等

人在 2015年对位于江苏省泰州地区的 36家不同规模化羊场展开 MO流行病学调查，

结果显示在所收集到的 207份样品中均分离到支原体。该地区的绵羊与山羊均出现肺

炎支原体感染现象，其中绵羊的发病率明显高于山羊的发病率。王华[29]等人于 2011年

对四川省部分山羊群体中感染支原体肺炎的情况开展流行病学调查工作，调查结果显

示，该团队对来自 7个不同地区的 135份样品进行分离鉴定，共得到 42株支原体，其

中绵羊肺炎支原体占据 36株，丝状支原体占据 6株。张轩[30]等人于 2013年发现我国

甘肃省某规模化羊场发生的疑似绵羊肺炎支原体感染病例，通过对菌落形态进行观察

结合生化试验以及特异性 PCR检测的方法对病原体进行分离鉴定。鉴定结果发现，该

规模化羊场所爆发的疑似病例确实为支原体感染所致。王占金[31]等人于 2015年九月至

十月份，对位于河北省的一家绵羊育肥饲养场所爆发的绵羊疫情进行调查检测，结果

发现该羊场存在肺炎支原体与埃希氏大肠杆菌双重感染的情况。对所采集的 55份血清

样品做 ELISA血清学检测，结果发现该羊场的绵羊群体中感染率为 25.5%，感染平均

值为 30%。检验结果一经确认，王占金等人立即对该羊场进行紧急防疫消毒措施。祁

君[32]等人于 2017年对新疆莎车县塔尕尔其镇绵羊支原体肺炎进行流行病学调查，结果

表明羊群的绵羊支原体肺炎发病率为 8.64%；引进绵羊的发病率为 9.95%，本地舍饲绵

羊的发病率为 4.94%。区外引进绵羊的发病率高于本地舍饲绵羊的发病率，并且主要

发生在引进后不久，这表明该病的发生与外调引进羊只有密切的相关性。吴翠兰[33]等

人对 2018年 9月位于广西省的一个养殖场内部绵羊群体中所爆发的疾病进行研究。探

究引起该病的病因以及针对病因制定合理的治疗方案，该团队通过对病原进行分离鉴

定以及 PCR扩增技术，发现该养殖场所爆发的疾病病原是 D型多杀性巴氏杆菌和绵羊

肺炎支原体。确诊后并结合该羊场的饲养管理情况，吴翠兰等科研工作者立即对该羊

场的患病羊只制定详细的治疗方案，防止该病的传播进一步扩大，威胁广西省羊养殖

业的发展。

综上所述，绵羊肺炎支原体感染的情况，不论是在国外还是国内都时常有报道。

尤其是在中国，基本上各个省份的羊养殖场都发生过绵羊支原体肺炎感染。这对我国

羊养殖业危害巨大，同时也给广大兽医工作者与科研人员带来了威胁与挑战。针对该

病的预防与治疗，早已变得刻不容缓，为壮大我国畜牧业发展，带动我国畜牧业经济

飞速提高，广大兽医工作者与科研人员肩负着重要职责和使命。

1.2.1.3临床症状

绵羊肺炎支原体感染的最急性病例主要表现是：患病羊发病突然，体温高达

41℃～42℃，食欲不佳，无精打采，出现不同程度的呼吸系统表现体征。患病羊只可

视黏膜出现瘀血、发绀的症状。该病发病过程较短暂通常不超过 4～5d，有的病羊仅发
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病 1～2d就致其死亡。此时可见身体多个部位有大片紫绀。

绵羊肺炎支原体感染的急性病例主要表现是：采食减少，体温上升，精神沉郁。

在患病羊只的嘴唇周围以及乳房等其他部位可见部分丘疹；鼻腔分泌物呈浆液性、脓

液性；眼部肿胀，并伴有大量眼分泌物；嘴巴不闭合，时不时流一些泡沫样口水；头

颈前伸，背腰拱起。怀孕母羊发生流产。有的可同时发生腹部膨胀和急性腹泻；在死

前不久病羊常常表现为体温下降，甚至低于正常体温。

慢性病例多见于夏季。患病羊临床症状主要表现为间歇性剧烈咳嗽和腹泻，肺部

听诊有摩擦音；有的患病羊只还表现出慢性眼结膜炎和轻微瘤胃臌气的症状，慢性型

病例的临床表现，较最急性病例和急性病例来说，大多数不具有明显的临床症状表现，

不易被畜牧主发现，且整个病程的发病时间相对较长。

1.2.1.4剖检变化

绵羊支原体肺炎的病理变化主要出现在胸腔器官，对病死尸体进行剖检可见胸腔

内部存在大量黄色液体，病程稍微严重的则出现血红色液体，液体在遇到空气后凝结

成纤维蛋白块；胸膜表面有一层黄色的纤维蛋白薄层，膈叶表面有肋骨印记，脓肿部

分含有无味的脓性液体[34]。肺小叶坏死并发生钙化，肺的尾叶部分观察到不规则实变，

呈小叶状、大叶状至弥漫状。病变区域的颜色表现为从深红色到灰粉色或灰色。肺脏

发生肿胀，肺体积增大，剖检可见肺内出现脓性泡沫样稠液。镜检可看到在肺泡和支

气管内观察到纤维蛋白脓性渗出物的积聚。心肌松弛，心包内出现淡黄色液体；支气

管扩张，支气管淋巴结表面有淤血斑块[35]。

1.2.1.5致病机制

绵羊早期肺炎支原体细胞可直接吸附在气管绒毛和肺泡细胞的表面，避免被机体

清除。经过定植以后，支原体能充分利用宿主细胞的各种成分，自然地向外界分泌一

些有毒物质，支原体大部分为黄素终端的呼吸通路，机体内的宿主细胞被形成的过氧

化物杀伤。绵羊肺炎支原体在宿主体内所产生的过氧化氢可抑制纤毛运动[36]，并且阻

碍宿主细胞的清除工作以及排泄机体所产生的炎症性渗出物，进而导致机体出现呼吸

道感染等症状。 除此之外还能与宿主细胞膜发生融合，干扰细胞与细胞之间各种物质

信息的传递与交换，造成免疫“意外伤害”[37]。 其中，呼吸道黏膜上皮细胞可作为免疫

应答的桥梁，以启动子、中介子和调节子的形式存在，这些充分说明了它们参与了

MO感染的炎症反应[38]。

1.2.1.6诊断方法

在绵羊肺炎支原体感染的发病早期，可先通过临床症状表现和病死羊只的尸体剖
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检变化等进行初步的临床诊断。随着科技的不断发展，研究者们对于该病的诊断方法

也有着日新月异的更新。首先，病原菌分离鉴定法是目前检测 MO的标准方法。由于

支原体是一种无细胞壁且能够在无活细胞培养基中进行生长繁殖的病原微生物，因此

大多数的MO培养基都是根据支原体的生物学特性等要求采用改良的 Thiaucourt′s培养

基[39]、改良的 Hayflick培养基[40]或者是改良的支原体肉汤培养基[41]来培养 MO。在临

床试验中，MO的培养条件要求较高，因此分离率很低，并且该方法所用时间较久，

不太适合该病的早期快速诊断。

DNA探针技术、LAMP方法、PCR方法是目前常用的分子生物学方法[42]。Kılıc

A[43]等人在 2013年使用培养物聚合酶链式反应 (PCR)和免疫过氧化物酶来检查肉眼可

见的肺炎病变绵羊和羔羊 216个肺部样本中是否存在支原体。结果表明，PCR方法可

以成功地用于诊断支原体感染，作为培养方法的替代方法，并在物种水平上识别这种

病原体。目前，由于多种因素导致的不同病原体混合感染的报道时有发生，为了能够

同时检测出多种病原体，林裕胜[44]等人在 2018年选择了绵羊肺炎支原体的 P80基因，

丝状支原体丝状支原体山羊亚种的 MCL_1760基因以及山羊支原体山羊肺炎亚种的

arcA基因，通过不同基因的核苷酸序列分别设计不同的引物，使用 PCR检测的方法，

最终成功建立了不同病原体的多重 PCR检测方法。Zhang J[45]等人在 2019年采用环介

导等温扩增（LAMP）技术，通过侧向流动试纸（LFD）法进行核酸扩增和色谱可视化，

建立一种快速检测肺炎支原体的方法，并测试了该方法的特异性、灵敏度和临床应用，

对临床上 50只疑似感染绵羊肺炎支原体的羊肺组织进行检测，结果显示MO的检出率

为 86%。Daee AA[34]等人在 2020年使用组织病理学观察培养支原体和聚合酶链式反应

（PCR）检测 50只伊朗东北部自然感染支原体的绵羊肺组织样本，50个肺样本中有 3

个(6%)肺样本中观察到支原体生长。通过 PCR在 12(24%)个样本中检测到属特异性支

原体 DNA。这 12个样本中有 9例（18%）样本与支原体特异性引物反应呈阳性，并且

PCR检测支原体的效果要优于培养基。

除此之外，免疫学方法包括免疫组化及间接免疫荧光的方法、ELISA方法、以及

间接血凝的方法。Rong G[46]等人在 2012～2013年使用间接血凝试验（IHA）方法检测

中国海南省山羊血清肺炎支原体感染的血清阳性率并进行遗传鉴定，结果显示中国热

带地区不同地区绵羊肺炎支原体阳性率为 26.8% (95% CI 20.8 ~ 32.9) ~ 39% (95% CI

30.8 ~ 47.2)，差异有统计学意义(P < 0.01)。Giangaspero M[47]等人在 2012年通过 ELISA

检测方法对来自日本北部北海道、岩手县和青森县这三个县的羊群进行了绵羊肺炎支

原体和无乳支原体抗体的筛选。结果显示，在 246只动物中有 64只(26%)对绵羊肺炎

支原体呈血清反应阳性，所有三个县都获得了阳性结果。所检测的血清均为无乳分枝

杆菌。Handeland K[48]等对挪威麝牛种群间爆发的支原体肺炎病原学进行调查，研究发

现免疫组化(IHC)检查结果显示肺病灶内有大量绵羊肺炎支原体抗原，中性粒细胞染色
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特别强烈。在 2006年流行期间检查的动物存档肺组织块中观察到类似的 IHC结果。患

病麝牛种群感染支原体肺炎的感染途径很有可能是与 2006年间共同放牧的绵羊共享舔

盐而被传染。

1.2.1.7治疗方法

针对绵羊支原体肺炎的治疗，王金明[49]于 2018年通过试验发现使用头孢类药物或

青霉素类药物对该病进行治疗，治疗效果并不理想。建议使用替米考星或者泰乐菌素

等药物对该病进行治疗。温伟[50]等人于 2013年使用中药灌服方法治疗该病，结果发现

该方法大大提高了支原体肺炎的治愈率，使用麻杏甘石汤加味，此方可起到宣肺、平

喘的功效，同时有利水消肿，改善肺部血液微循环的功效。通过此方法，绵羊支原体

肺炎的治疗得到了显著成效。对于绵羊支原体肺炎不同发病时期的治疗方法不同，针

对该病在发病初期选用药物进行治疗的方法，曲悦[51]于 2010年使用青霉素、链霉素并

结合 10%磺胺嘧啶钠等药物对患病初期的羊群进行治疗，但所得到的治疗效果并不乐

观。杨冬梅[52]于 2014年对不同的临床症状采取了不同的辅助措施进一步促进病羊的康

复。根据临床症状对症治疗，针对体温高的病羊采取降温的治疗方法，对于食欲降低

的病羊则采取恢复胃肠功能的方法。徐昊亮[53]等人对来自新疆阿克苏地区的萨福克

（黑头）羊进行绵羊支原体肺炎治疗试验，结果表明使用阿奇霉素和鱼腥草搭配治疗

绵羊支原体肺炎有明显的疗效，起到标本兼治的作用。秦占科[54]等科研人员于 2014年

上半年，在位于新疆乌鲁木齐米东区的一家养殖场内发现 200余只羔羊和 60余只母羊

同时间出现精神沉郁、体温升高、伴有咳嗽症状。采食量大幅度下降，后期病羊极度

衰弱死亡。经养殖场兽医确诊，患羊为支原体肺炎感染，且病死率高达 70%。治疗结

果发现使用泰乐菌素等药物的治疗效果不明显；使用新砷凡钠明进行治疗，发现疗效

较好，作用较强；治疗效果最好的是使用头孢曲松钠，但由于该药价格高，相对来说

治疗成本比较大。

1.2.1.8预防

目前针对绵羊支原体肺炎的预防措施，大部分规模化养殖场采用疫苗免疫的方法。

各大规模化养殖场所使用的疫苗是由中国农科院兰州兽医研究所研发的绵羊肺炎支原

体灭活苗[55]。另外，还有一种是绵羊与山羊均可使用的疫苗为“山羊传染性胸膜肺炎氢

氧化铝疫苗”，该疫苗每年免疫一次能有效地预防疾病的发生[56]。各大规模化养殖场在

日常饲养管理过程中要保持圈舍的清洁，每日严格消毒，勤通风，注重圈舍内的空气

质量，始终保持圈舍处于干燥的环境。饲养员及兽医工作者应做好该养殖场的预防接

种工作，结合养殖场自身的条件制定科学的疫苗接种程序。对于养殖场新引进的羊只，

要严格把控各种传染性疾病的检疫，并且隔离饲养 30天以上，保证没有传染性疾病方
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可混群。

对于已经发病的羊群，要实施封锁，以免污染圈舍、饲草、饮水等，造成更加惨

重的经济损失。对病死羊只的尸体以及粪便进行无害化处理后深埋。对于养殖场内羊

群的日常饮水，要确保水源干净、无污染，饲草也要保证干净无污染[57]。

对于生活在牧区的羊群，在平时放牧时，要避免去到一些被污染的草场，以免发

生绵羊支原体肺炎感染的现象。

相关饲养人员在进行日常消毒工作时，可使用来苏儿进行圈舍的消毒；在清理完

圈舍后，可使用紫外灯进行照射[58]。相关饲养人员应合理工作，科学饲养。不断加强

自身的防疫意识，积极大力宣传并学习防疫知识，从根本上健全羊养殖场支原体肺炎

疾病的防治体系。

1.2.2 NLRP3炎性小体研究进展

1.2.2.1炎性小体概述

炎性小体是机体自身的先天免疫系统中重要的组成元件，能够参与体内多种细胞

的免疫应答过程，并在细胞内完成对不同受体的特异性识别。在哺乳动物细胞中，已

鉴定出了几种类型的炎症小体，但目前研究最广泛的还是含有吡喃结构域 3（NLRP3）

的 NOD样受体的炎症小体。许多激活剂或危险因素通过激活 NLRP3炎症小体来发挥

其作用，在不同细胞中产生各种功能变化。有几种分子信号通路已被证实参与介导

NLRP3炎症小体的激活，并且它们与 K +流出的修饰、溶酶体泄漏增加以及组织蛋白酶

B的活化有关。据有关报道称，在肾脏疾病中炎症被认为是介导或促进肾小球发生硬

化病变的关键，最终导致终末期肾病（ESRD）的发生。这种炎症小体活化不仅发生在

免疫细胞中，还发生在住宅细胞中，例如肾小球中的内皮细胞和足细胞[59]。有研究表

明，巨噬细胞可以利用特殊的 NLRs来感知环境中的高渗透压，从而介导一系列的炎

症反应。例如， Caspase-1的激活我们只能在巨噬细胞当中观察得到，而在其他类型的

细胞如成纤维细胞或者是上皮细胞中则观察不到。这可能与 NLRP3和 NLRC4在巨噬

细胞中特异性表达有关[60]。

NLRP3 炎性小体是由多种大分子蛋白复合而成，其中包含 NOD 样受体蛋白

3(NOD-like receptor protein 3,NLRP3)、凋亡相关斑点样蛋白(Apoptosis-associated speck-

like protein，ASC)以及天冬氨酸蛋白水解酶-1蛋白(cysteinyl aspartate-specific proteases-

1,Caspase-1)，每个大分子蛋白在参与机体的免疫应答中都起到至关重要的作用[61]。

1.2.2.2 NLRP3炎性小体的结构与功能

由于多种炎症小体的参与诱导，导致机体发生一系列的炎症反应。根据结构与功
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能划分，可将 NLRP3基因分成 PYD、NACHT和 LRR三部分[62]。其中 PYD可以和其

他蛋白的 PYD相结合，形成复合物，从而起到募集和连接的作用[63]。

NLRP3炎性小体是机体自身先天的免疫系统中重要的组成元件，其功能对于机体

的免疫应答起到十分关键的作用。NLRP3炎性小体可以识别相关的内源性或者外源性

受体，并受到不同的刺激，激活相关的信号通路，引起机体发生炎症性反应或参与机

体的免疫表达。适当的炎症反应是有利于机体自身发展的，机体通过一系列炎症反应

使免疫系统清除有害物质或病原体，使机体维持在一个健康的平衡状态[64]。加强对

NLRP3炎性小体在不同信号通路中的作用与机理，对于疾病的治疗与药物的研发有着

十分重要的意义。

1.2.2.3 NLRP3炎性小体的活化

大量 NLRP3炎症小体的已知激活剂，无论是生物来源还是非生物来源，都不能使

NLRP3炎症小体直接被激活。现在人们普遍认为 NLRP3炎症小体的激活主要是由于这

些刺激引起的常见形式的细胞应激事件而发生的。最近的研究证实了这一观点，在内

质网应激和氧化应激条件下，NLRP3炎症小体可触发先天免疫应答而被激活。这些炎

症反应通常作用于促进防御和适应压力的条件下，但在慢性环境中可能变得对机体有

害，从而导致各种炎症性疾病的发生。炎症反应的发生是通过炎性小体激活 caspase-1

而触发的。有趣的是，与大多数通过特定 NLR激活炎症小体的已知刺激不同，高渗应

激则是通过 NLRP3和 NLRC4 来激活炎症小体。更有研究表明，在低渗透条件下，

NLRP3炎症小体通过细胞内 K+外流而被激活，而 K+是由瞬时受体电位(TRP)通道控制

的。NLRP3的过度激活与全身和关节性炎症有着直接的关系。相关研究报道发现，

NLRP3的激活与 NLRP3 - NEK7相互作用有关，但是目前对于 NLRP3-NEK7相互作用

的分子机制尚不清楚[65]。

有重要的文献表明[66-67]NOD样受体家族、含有 Pyrin结构域的 NLRP3炎性小体、

细胞因子释放综合征或细胞因子风暴在其发病机制中起着至关重要的作用。并且

NLRP3炎症小体是激活先天免疫系统识别病原体(包括病毒感染)的重要原因[68-69]。炎症

小体的激活是由一个两步过程高度调节和介导的，首先是启动，然后是激活。启动还

可诱导 NLRP3炎症小体的翻译后修饰，包括泛素化、磷酸化和 sumo化，使 NLRP3炎

症小体处在一个自抑制的非激活、信号敏感的状态[70]。启动后，NLRP3炎症小体可被

一系列病原体或内源性 DAMPs激活。NLRP3激活可导致细胞凋亡，这是在 T淋巴细

胞中发生的炎症性程序性细胞死亡途径[71]。已有研究证实，抗氧化剂添加或 TXNIP可

阻断高糖暴露的 HRMECs中 IL-1β和 IL-18 的分泌，表明 ROS-TXNIP 途径参与介导

NLRP3炎症小体的激活[72]。另外，NLRP3炎症小体是一种多蛋白平台，在细胞感染或

应激时被激活。它的激活导致 caspase-1依赖的促炎细胞因子如白介素-1β (IL-1β)和 IL-
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18的分泌，因此 caspase-1和 IL-18的分泌是调控 NLRP3基因活化的关键因素[73]。

toll样受体(toll-like receptors, TLRs)是宿主细胞的表面受体，是机体先天免疫系统

中的一个极其重要的组成成分，它检测组织损伤或细胞应激后释放的内源性配体，如

ATP、组蛋白、热休克蛋白、mRNA、高迁移率族 box-1蛋白(HMGB1)和线粒体蛋白。

相关研究表明，toll样受体 4能够直接识别包含 LPS，脂磷壁酸（lipoteichoic acid，

LTA），dsRNA等在内的病原相关分子模式（pathogen associated molecular pattern，

PAMP），并在激活机体天然的免疫应答中起到十分重要的作用。脂多糖(LPS)是细菌

病原体相关的分子模式，促进 caspase-11激活。细胞质内 LPS可以独立于 toll样受体 4

(TLR4)直接结合和激活 caspase-11。但 caspase-11是如何执行凋亡和非规范的 NLRP3

炎症小体的激活仍是未知的[74]。

1.2.2.4 NLRP3炎性小体与相关疾病的关系

Li C[75]等研究者对 NLRP3炎性小体和 caspase-1在慢性阻塞性肺疾病（COPD）患

者和人支气管上皮细胞(human bronchial epithelial cell line，16HBECs)中的表达进行了

试验研究，发现在 16HBECs的损伤和凋亡的整个过程中 NLRP3炎性小体都起到了十

分关键的作用。Shahzad K[76]等科研工作者发现慢性肾脏疾病(CKD)患者的数量在世界

范围内不断增加，而 CKD的存在加重了发病率和死亡率。NLRP3炎症小体也有助于促

进肾脏炎症和 CKD进展，并与蛋白质超载诱导的肾小管间质损伤有关。与上述研究类

似，BSA超载促进了肾脏 NLRP3炎症小体的激活，并通过限制食用铁受到抑制。关于

铁对炎性小体的作用，细胞不稳定铁是激活 NLRP3炎症的触发器[77]。关于特殊的病原

体，例如肺炎支原体的感染等疾病，早期的诊断工作十分艰难，一旦确诊，积极配合

治疗对于该病的临床工作有着非常重要的现实意义。相关研究表明，肺炎支原体产生

的呼吸窘迫综合征毒素可以激活 NLRP3炎症小体，促进机体 IL-1β的分泌[78]。在目前

的研究中，相关学者发现并建立了 NLRP3炎症小体在体外和体内肺炎支原体感染中的

关键功能。 在小鼠骨髓源性巨噬细胞(BMDMs)中，肺炎支原体感染通过 NLRP3/ASC

炎症小体依赖机制触发 caspase-1激活和 IL-1β分泌。 接下来，确定了 NLRP3在肺炎支

原体体内感染中的作用。数据表明，在肺炎支原体感染期间，肺部 IL-1β分泌需要

NLRP3, IL-1β分泌的缺失导致细菌清除减少。

房有福[79]等人研究发现，患有肺炎支原体肺炎的儿童体内的 caspase-1表达与 ASC

表达，IL-1β、IL-18的分泌水平明显高于健康儿童。有研究已被证实，多发性硬化症

(multiple sclerosis, MS)、阿尔茨海默病(Alzheimer's disease, AD)、肌萎缩性侧索硬化症

(amyotrophic lateral sclerosis, ALS)、帕金森病(Parkinson's disease, PD)等疾病的发生与

NLRP3炎症小体的过度活化有着密切的相关性[80-81]。NLRP3炎症小体的激活因子包括

由于缺血导致的心肌坏死所释放出的大量 ATP和氧化应激产物。这些都能激活 NLRP3
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炎症小体，促进机体的免疫应答反应 [82]。Dai X[83]等研究报道 NLRP3炎症小体可作为

表皮角化细胞中 dsRNA的传感器，在皮肤固有免疫防御病毒感染和皮肤炎症反应中发

挥重要作用。

炎症性肠病（IBD）的发病机制目前尚不明确，但能确定的是，IBD是一种肠道免

疫性疾病，由于 NLRP3炎症小体是先天性免疫系统的重要组成部分。有研究已被证实

[84]，MCC950、CY-09等多种 NLRP3炎症小体抑制剂在治疗炎症性肠病的小鼠模型中

取得了明显的治疗效果，这为 IBD的研究提供了重要的参考依据。MO感染可以导致

促炎细胞因子，肿瘤坏死因子-α（TNF-α)和趋化因子，进而造成肺部损伤。相关重要

研究报道，在肺炎支原体肺炎（MPP）发病的过程中免疫功能的紊乱和相关炎症因子

的紊乱，是导致MPP发病的重要原因。据有关研究发现，MO与 NLRP3基因之间有着

密不可分的关系，因为MO激活 NLRP3炎性小体中的相关蛋白，通过信号传导，因此

使得下游的炎症因子含量水平升高[85-87]。

1.2.3非编码区与相关疾病的研究

基因的遗传变异在部分疾病的易感性方面有着十分重要的意义。 与编码序列多态

性相比，非同义变异的后果可以在蛋白质表型水平上得到解决，定义特定的功能调控

多态性被有关学者证明是存在问题的。 出现这种现象的原因有很多，包括连锁不平衡

导致的精细定位困难，以及缺乏实验工具来解决非编码序列变异对基因表达的影响。

基因的非编码区虽然不能编码蛋白质，但同样具有遗传效应。

单核苷酸多态性(Single nucleotide polymorphism, SNP)根据其在基因中的位置，可

分为基因编码区、基因非编码区和基因间隔区的 SNP位点[88]。 最常见的是单核苷酸多

态性(SNPs)，即 DNA序列中四个可能的核苷酸中的一个被另一个取代，在整个基因组

中平均每 800个核苷酸出现一次。大部分的 DNA序列多态性在功能上都不重要，尽管

有些会通过改变氨基酸等方式改变最终肽的结构。5′UTR通过调控特异性结合位点的

方式来完成相关目的基因的调控。3′UTR则可以与 miRNA相互结合，然后进行翻译抑

制[89-90]。

基因非编码区在动物相关疾病中的研究应用较少见，但在人类疾病中，基因非编

码区已有较广泛的研究，裴青青[91]对我国青海地区汉族人民患有子痫疾病的研究中发

现，HLA-G基因 5′UTR的-289位点多态性可能与青海地区汉族子痫前期的易感性有关；

卢春燕[92]等人的研究也确认了 SMAD7基因非编码区的遗传变异与云南汉族人群结直肠

癌的风险有显著关联性。关于非编码区相关疾病的研究报道称，人的冠心病的易感位

点大多数都位于基因的非编码区。这使对该病的研究变得相对困难，目前仅有一小部

分易感位点得到阐述。

目前 NLRP3基因对动物疾病的研究报道相对较少，随着我国养羊业的不断发展，
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畜牧经济的快速提高，寻找有效调控 NLRP3炎症小体的相关信号分子与 SNP位点为绵

羊支原体肺炎的防治与新品系的选育提供有效指导。
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1.3研究内容及技术路线

1.3.1研究内容

对新疆伊犁地区哈萨克羊与萨福克羊感染肺炎支原体状况进行流行病学调查分析。

在此基础上，利用 PCR测序法对新疆伊犁地区哈萨克羊与萨福克羊 NLRP3基因非编码

区进行多态性分析。结合各品种对绵羊肺炎支原体易感性的差异，开展 NLRP3炎性小

体相关基因多态性与肺炎支原体易感/抗性的相关性研究。并进一步分析 NLRP3炎性小

体相关基因不同基因型个体的肺炎支原体感染情况，寻找可以标记肺炎支原体易感性

的 NLRP3炎性小体的相关基因型，为选育抗绵羊肺炎支原体新品种奠定基础。
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1.3.2技术路线

新疆伊犁地区规模化羊场

采集绵羊静脉血液

临
床
症
状

病
理
变
化

血
清
学
鉴
定

绵羊支原体肺炎鉴定

统计羊场哈萨克羊和萨福克羊的

感染率

提取基因组 DNA

NLRP3 基因非编码区在哈萨

克羊与萨福克羊的遗传特征

分析

筛选可以标记肺炎支原体易感性的基因型，应用于绵羊肺炎支原体的

防治，为绵羊新品种的选育提供理论依据

PCR 测序法

SPSS 统计分析

ELISA 方法
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第 2章新疆伊犁地区哈萨克羊与萨福克羊感染肺炎支原体血清学调查

与分析

【摘要】目的：为调查新疆伊犁地区哈萨克羊与萨福克羊感染肺炎支原体的情况。方

法：使用绵羊肺炎支原体(MO) ELISA抗原和抗体检测试剂盒，对新疆伊犁地区部分规

模化羊场的哈萨克羊和萨福克羊两个绵羊品种随机抽查共 800份血清样本进行绵羊肺

炎支原体抗原和抗体的检测。结果：新疆伊犁地区的哈萨克羊和萨福克羊两个绵羊品

种之间均存在绵羊肺炎支原体感染的现象。哈萨克羊 MO-Ab阳性率 26.00%，MO-Ag

阳性率 22.91%；萨福克羊MO-Ab阳性率 7.34%，MO-Ag阳性率 19.71%。结论：伊犁

地区哈萨克羊的抗体阳性率显著高于萨福克羊；不同绵羊品种抗原检测阳性率无显著

性差异。

绵羊支原体肺炎（MPS)是由支原体引起的一种在绵羊、山羊群中普遍流行，并具

有高度传染性的疾病。它是形态多样的原核类微生物，包括杆状、梨状、分枝状等 [95]。

在 1963年首次从苏格兰绵羊体内分离得到[93]，后由 Carmichael[94]将其正式命名。该病

在我国的新疆地区普遍高发，感染后病羊临床表现为高热、咳嗽、贫血、流浆液性鼻

涕，纤维素性炎症。病理变化集中在肺和胸腔内部, 胸膜发生纤维素性和浆液性炎症,

肺脏出现严重的浸润[96]。目前，病原分离鉴定法、分子生物学方法以及免疫学检测方

法是检测绵羊肺炎支原体的主要方法。由此可知，绵羊肺炎支原体（MO）因其广泛的

分布及较高的易感性，给我国养羊业造成极大威胁，严重阻碍了养羊业的健康可持续

发展。本研究通过调查绵羊肺炎支原体在我国新疆伊犁地区的流行情况并结合当地的

实际饲养管理水平，为做好科学防疫工作，确保伊犁地区羊养殖业健康可持续发展提

供理论依据。

2.1材料与方法

2.1.1试验材料

2.1.1.1样品的采集与处理

2021年 4月至 5月在新疆伊犁地区部分规模化羊场，随机采集年龄为 2～3岁的绵

羊的静脉血液，共 800份。将采集好的绵羊静脉血液静置于室温，待其自然析出血清，

收集上清液。其中出现溶血现象的血液样品进行低温离心，3000r/min,5min,仔细收集上

清液，并进行标记、记录羊号，之后放于-80℃冰箱保存备用。
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2.1.1.2主要试剂与仪器

表 2-1 主要试剂与仪器表

Table1-1 Main reagents and instruments

主要试剂与仪器 生产厂家

绵羊肺炎支原体(MO) Ab ELISA检测试剂盒 美国 TSZ公司

绵羊肺炎支原体(MO) Ag ELISA检测试剂盒 美国 TSZ公司

电子恒温箱 德国MEMMERT公司

3001-1311型酶标仪 赛默飞世尔科技有限公司

2.1.2试验方法

2.1.2.1绵羊肺炎支原体抗体的检测

绵羊肺炎支原体抗体的检测采用美国 TSZ 公司生产的绵羊肺炎支原体 (MO) Ab

ELISA检测试剂盒，根据说明书中具体操作步骤进行试验操作。

2.1.2.2绵羊肺炎支原体抗原的检测

绵羊肺炎支原体抗原的检测采用美国 TSZ 公司生产的绵羊肺炎支原体 (MO) Ag

ELISA检测试剂盒，根据说明书中具体操作步骤进行试验操作。

2.1.3数据分析

本试验所得数据使用 SPSS 20.0软件进行数据统计分析，用卡方检验的方法进行差

异显著性比较，以 P<0.05表示差异显著，用不同小写字母表示；以 P<0.01表示差异极

显著，用不同大写字母表示。

2.2试验结果

2.2.1样品收集

采集的新疆伊犁地区规模化羊场绵羊血清共 800份。结果见表 2-2所示。

表 2-2 血清样品收集情况

Table2-2 Collection of serum samples

绵羊品种
伊犁地区（800份）

哈萨克羊 萨福克羊

血清样本数 323 477
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2.2.2新疆伊犁地区不同品种绵羊血清中MO-Ab ELISA检测结果

从表 2-3可以看出，新疆伊犁地区哈萨克羊的MO-Ab阳性率为 26.00%，萨福克羊

的 MO-Ab 阳性率为 7.34%，两个绵羊品种的 MO-Ab 阳性率存在差异极显著

（P<0.01）。

2.2.3新疆伊犁地区不同品种绵羊血清中MO-Ag ELISA检测结果

同样从表 2-3可知，新疆伊犁地区哈萨克羊的MO-Ag为阳性率 22.91%，萨福克羊

的MO-Ag阳性率为 19.71%。该结果表明同一地区不同品种之间的MO-Ag阳性率差异

显著（P＜0.05）。

表 2-3 新疆伊犁地区不同品种绵羊血清中MO-Ab和MO-Ag检测结果表

Table 2-3 Detection results of MO-Ab and MO-Ag in serum of different breeds of sheep in Yili region of

Xinjiang

品种
MO-Ab MO-Ag

数量（阳性数/总数） 阳性率 数量（阳性率/总数） 阳性率

哈萨克羊 84/323 26.00%A 74/323 22.91%a

萨福克羊 35/477 7.34%B 94/477 19.71%b

注：同一列数值中上标含不同小写字母表示差异显著（P<0.05），不同大写字母表示差异极显著（P<0.01）。

Note: in the same column of values, different superscripts with lowercase letters mean significant difference (P<0.05), while

different uppercase letters mean extremely significant difference (P<0.01).

2.3讨论

绵羊支原体肺炎是由肺炎支原体引起的一种羊的高度接触性传染病。该病主要是

患病羊经呼吸道排出的分泌物携带大量病原体导致羊群感染发病。该病一旦在羊群中

流行，其传染速度相当快，患病羊只表现出不同程度的临床症状。绵羊支原体肺炎的

流行往往给养殖场带来严重的经济损失。

近年来，有大量学者对该病的流行情况展开调查研究。吴挺[97]等人在 2015年对新

疆第六师羊传染性疾病进行血清学调查，其中绵羊支原体肺炎感染阳性率为 15%。剡

文亮[98]等人在 2017年对新疆奇台、玛纳斯、五家渠、石河子、喀什地区的 5个规模化

羊场绵羊支原体肺炎的感染情况进行血清学调查，结果发现各羊场均存在支原体肺炎

感染的情况。冯业攀[99]等人在 2018年对河南省清丰县绵羊支原体肺炎感染情况进行血

清学调查，结果发现该地区的支原体肺炎感染阳性率为 57.14%，说明绵羊肺炎支原体

在清丰县的绵羊群体中广泛流行。郭慧瑜[100]等人在 2019年对福清市绵羊支原体肺炎

在山羊群体中的流行情况进行血清学调查，结果显示山羊血清中的 MO阳性率高达
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88.3%。

每年的冬季 11月份到次年的 3月份是该病的高发季节，也最容易在羊的呼吸道中

检测到肺炎支原体，而且从 3月至 4月该病呈阶段性高发[101]。在新疆各个地区的规模

化羊场中普遍存在绵羊支原体肺炎感染的现象，并且呈高势态水平流行[102]。对于该病

发病率的高低通常因地域不同、饲养模式不同等因素而有所差异，不同年龄段的绵羊、

不同品种的绵羊对绵羊支原体肺炎的易感性也有所不同[103]。倪文浩[104]等人在 2019年

对新疆北疆伊犁地区和南疆巴州地区的 1628只绵羊开展绵羊肺炎支原体血清学调查，

结果发现新疆伊犁地区和巴州地区均存在绵羊支原体肺炎感染的现象。并且本地绵羊

品种的阳性率高于同一地区外来引进的绵羊。本试验研究发现本地的绵羊品种（哈萨

克羊）所检测出的阳性率要高于外来引进品种（萨福克羊），这与倪文浩等人的研究

结果一致。

大多数外来引进的绵羊品种感染绵羊肺炎支原体的几率要高于本地品种，但该试

验结果是本地品种（哈萨克羊）的感染率高于外来引进品种（萨福克羊）。对于该试

验现象可能是由于该养殖场外来引进品种对绵羊肺炎支原体易感，再加上羊群逐渐被

养殖场净化而导致的结果。也有可能是本地品种（哈萨克羊）自身具有抗性，即便感

染了支原体肺炎，由于死亡率低没有被畜牧主淘汰而是选择保留下来，所以本试验检

测到的本地品种（哈萨克羊）的感染率要高于外来引进品种（萨福克羊）。

由此可见，绵羊支原体肺炎在新疆伊犁地区的羊群中存在感染的现象，近年来的

有关报道显示，新疆其他地区的规模化羊场感染绵羊支原体肺炎的现象也频繁发生，

且群体感染率与个体感染率每年都以不同的程度上升，此现象反映了新疆羊养殖业发

展的状况，这对相关养殖人员与科研工作者来说不仅仅是机遇也是一项严峻的挑战。

为了更加健康持续地发展养羊业，推动新疆畜牧业经济发展，必须加强对该病的重视，

科学饲养，加强防控。

2.4小结

（1）本试验通过对新疆伊犁地区不同绵羊品种绵羊肺炎支原体感染情况进行血清

学调查，结果显示，伊犁地区哈萨克羊与萨福克羊的MO-Ab的阳性检出率为 14.88%，

MO-Ag的阳性检出率为 21.00%。证实了在新疆伊犁地区部分规模化养殖场中存在绵羊

支原体肺炎感染的现象。

（2）伊犁地区哈萨克羊 MO-Ab阳性检出率 26.00%和萨福克羊 MO-Ab阳性检出

率 7.34%存在差异极显著（P＜0.01），伊犁地区哈萨克羊 MO-Ag阳性检出率 22.91%

和萨福克羊MO-Ag阳性检出率 19.71%存在差异显著（P＜0.05）。哈萨克羊对肺炎支

原体的感染率高于萨福克羊。
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第 3章 NLRP3基因非编码区多态性与绵羊肺炎支原体易感性的相关

性研究

【摘要】目的：试验旨在筛选出与绵羊肺炎支原体易感性相关的单核苷酸多态性位点，

为绵羊新品系的选择和育种提供新思路。方法：本研究以NLRP3基因为候选基因，选

取哈萨克羊与萨福克羊两个绵羊品种共计 800份血液样品为试验材料，利用PCR直接

测序法检测两个绵羊品种NLRP3基因 5′端非编码区(5′UTR)和 3′端非编码区（3′UTR）

序列的单核苷酸多态性（SNPs），并分析不同SNP位点与绵羊支原体肺炎感染率的相

关性。结果：分析得到NLRP3 基因非编码区 SNP位点，筛选出C38233659T、

C38233866T、T38233881C、A38188131C、G38188003A、T38188153C、A38188237C

共 7个非编码区SNP位点；在NLRP3基因 5′UTR的A38188131C位点上哈萨克羊MP-Ag

阳性和MP-Ag阴性的不同基因型频率之间存在显著性差异（P＜0.05）。结论：NLRP3

基因 5′端非编码区(5′UTR)的A38188131C位点与哈萨克羊MO-Ag阴性与MO-Ag阳性感

染性之间存在一定的相关性，因此可作为抗绵羊肺炎支原体易感性的分子遗传标记位

点。

近年来，为推进新疆羊养殖业的快速发展，从国内外引进湖羊、萨福克羊等优良

绵羊品种，开展了杂交改良工作，但由于不同绵羊品种间遗传因素、环境适应性及在

绵羊引进过程中对疾病控制不严等问题，导致新疆羊养殖产区一些疾病的集中爆发。

其中绵羊支原体肺炎就是影响新疆绵羊产业比较严重的传染性疾病之一。绵羊肺炎支

原体可感染绵羊，山羊及野生动物如麝香牛、白尾鹿等，相比之下绵羊的易感性更高。

该病导致出栏率下降，造成饲料和人力的大量浪费，还可造成其他病原的继发或混合

感染如布氏杆菌、精氨酸支原体等，这给羊养殖业带来了巨大的经济损失。NLRP3炎

性小体是近年来研究最广泛的炎症小体，表达于多种免疫细胞，并参与各种炎症性疾

病的发生及发展，是先天性免疫系统的重要组成部分。目前 NLRP3基因已在慢性胃炎、

胃腺癌[105]、男性下肢动脉硬化闭塞症[106]、骨髓增生异常综合征[107]、痛风[108]等疾病研

究中被证明与易感性有关。目前有研究证实 [104]，在 NLRP3基因的编码区存在部分

SNP位点与绵羊支原体肺炎的易感性有关，但我们知道基因的非编码区对于疾病的遗

传信息表达同样是不可或缺的一部分，位于非编码区的核苷酸序列同样具有遗传相应。

因此，本试验选取哈萨克羊和萨福克羊为研究对象，根据 NLRP3基因非编码区的测序

结果，分析并筛选 NLRP3基因在两个绵羊品种上的单核苷酸多态性（single nucleotide
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polymorphism, SNP)位点，并对筛选出的 SNP位点进行分析，以期筛选出与绵羊肺炎支

原体易感性相关的遗传标记位点，为绵羊品种的选育奠定基础。

3.1材料与试剂

3.1.1样品来源

2021年 4月至 5月在新疆伊犁地区部分规模化羊场，使用 EDTA抗凝真空采血管

随机采集年龄为 2～3岁的绵羊静脉血液，共 800份（详细信息参见表 3-1）。抗原阴

性样本与抗原阳性样本经第 2章试验 ELISA检测结果已区分开，对应样本编号，血清

样本与血液样本均来自同一只羊，以备后续试验。

表 3-1绵羊静脉血液样品收集情况

Table2-1 Collection of venous blood samples from sheep

3.1.2试验试剂与设备

表 3-2试验试剂与设备表

Table 3-2Test reagents and equipment table

试验试剂与设备 生产厂家

血液/细胞/组织基因组 DNA提取试剂盒 北京天根生物工程技术服务有限公司

2×TransTaq-T PCR SuperMix
Trans DNA MarkerⅡ

ddH2O
琼脂糖

Gel Green核酸染料

琼脂糖凝胶电泳上样缓冲液

电子天平

SW-CJ-2F型净化工作台

北京全式金生物技术有限公司

北京全式金生物技术有限公司

生工生物工程(上海)股份有限公司

北京索莱宝科技有限公司

北京索莱宝科技有限公司

宝生物大连有限公司

美国 Optast公司

上海博讯实业有限公司

XMTP 2045型三孔三温水浴锅 上海博讯实业有限公司

离心机 德国艾本德公司

DYY 12型电泳仪 北京市六一仪器厂

冰箱和冰柜 青岛海尔公司

Tanon-1600凝胶成像仪 上海天能科技有限公司

PCR仪 Bio-Rad(中国)有限公司

绵羊品种
伊犁地区（800份）

哈萨克羊 萨福克羊

血液样本数 323 477
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3.2试验方法

3.2.1血液 DNA提取

采用北京天根生物工程技术服务有限公司生产的血液/细胞/组织基因组 DNA提取

试剂盒。

3.2.2制备 1.0%琼脂糖凝胶

利用 1.0%琼脂糖凝胶电泳进行检测，可用于后续基因型检测。

1.0%琼脂糖凝胶的制备：

（1）称量 1.0g琼脂糖溶于 100ml 1×TAE Buffer中。

（2）微波炉加热 3min,直至溶液完全清澈透明无沉淀。

（3）选择合适大小的齿梳和胶板，组装好后备用。

（4）在 1.0%琼脂糖凝胶中加入 3μL Gel Green核酸染料，充分混匀。

（5）倒入组装好的胶板中，确保凝胶中无气泡或异物，等待约 30min凝固后拔出

齿梳。

3.2.3引物设计

根据 GenBank提供的绵羊 NLRP3基因 mRNA序列利用 Primer5.0在线设计 4对引

物（详细信息见表 3-3），引物由青岛睿博兴科生物技术有限公司合成。

表 3-3 NLRP3基因 5′UTR和 3′UTR引物设计

Table 3-3 Primer design of NLRP3 gene 5 'UTR and 3' UTR

3.2.4 PCR扩增

将反应物加入离心管中，标记好顺序，放入离心机，2000rpm离心 30秒，取出后

引物名称 Forwrod (5′-3′) Revcrse (5′-3′) 退火温

度(℃)
片段大

小

NLRP3 5′UTR (1) TGGCTCAGACGGTTAAGAATC TGAGATGGAACTTGGGGTGAT 56 578 bp
NLRP3 5′UTR (2) TCTACTTCCATACCACGGAAC CTGCTTCCTGATGCTATCTTG 55 553 bp
NLRP3 3′UTR (1) GTGAGGTTAAGAGAGGAGACG CATCCTCTGACTGAGACACTG 56 429 bp
NLRP3 3′UTR (2) CAGCATTAAGATCATCCCTGC AAGTTGCTGCCACAAAATTGC 55 381 bp
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放入 PCR仪器，按照反应程序进行 PCR扩增。

表 3-4 PCR反应体系

Table 3-4 PCR reaction system

反应物成分 50（μL）
2×TransTaq-T PCR SuperMix 25

上游引物 1
下游引物 1
DNA模板 2
ddH2O 21

表 3-5 PCR扩增程序

Table 3-5 PCR amplification procedures

温度 时间 循环

95℃
95℃

3 min 1
3530 s

55/56℃
72℃

30 s 35
1 min 35

72℃ 5 min 1
4℃ 10 min 1

3.2.5琼脂糖凝胶电泳

（1）将琼脂糖胶板放入电泳槽加入 1×TAE Buffer浸过胶板；

（2）取 5μL DNAMarker加入第一孔，作为标记；

（3）取 PCR产物 5μL，依次加入到胶板上的点样孔中；

（4）连接电源正负极，调节电压 120V电泳 20min；

（5）电泳结束后，在凝胶成像仪上成像并观察结果。

3.2.6数据分析

测序结果采用 DNAMAN和 Chromas软件分析其序列和峰图。利用 SPSS 20.0软件

进行卡方独立性检验基因型分布差异，用卡方检验进行感染率的关联分析。
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3.3结果分析

3.3.1 NLRP3基因非编码区 SNP位点的筛选

采用直接测序法分别对 NLRP3基因的 3′UTR和 5′UTR进行 SNP位点筛选。PCR

产物如图 3-1、图 3-2、图 3-3、图 3-4所示，条带明亮清晰，没有引物二聚体，可送去

测序，部分 SNP位点的测序峰图如图 3-5、图 3-6、图 3-7可见。测序结果与 NCBI数

据库上发布的 NLRP3基因非编码区序列，使用 DNAMAN软件进行分析比对，测序峰

图使用 Chromas软件进行比对。共筛选出 7个非编码区 SNP位点。其中分布在 3′UTR

上的 SNP位点有 3个,分别为 C38233659T、C38233866T、T38233881C；分布在 5′UTR

上的 SNP位点有 4个,分别为 A38188131C、G38188003A、T38188153C、A38188237C。

图 3-1 NLRP3基因 3′UTR(1) PCR扩增检测

Figure 3-1 3 'UTR(1) PCR amplification of NLRP3 gene

注：M：DL1000 DNAMarker；1-6：NLRP3基因 3′UTR(1) PCR扩增产物

Note: M：DL1000 DNAMarker；1-6：3 'UTR(1) PCR amplification of NLRP3 gene

图 3-2 NLRP3基因 3′UTR(2) PCR扩增检测

Figure 3-2 3 'UTR(2) PCR amplification of NLRP3 gene

注：M：DL1000 DNAMarker；1-6：NLRP3基因 3′UTR(2) PCR扩增产物

Note: M：DL1000 DNAMarker；1-6：3 'UTR(2) PCR amplification of NLRP3 gene
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图 3-3 NLRP3基因 5′UTR(1) PCR扩增检测

Figure 3-3 5 'UTR(1) PCR amplification of NLRP3 gene

注：M：DL1000 DNAMarker；1-6：NLRP3基因 5′UTR(1) PCR扩增产物

Note: M：DL1000 DNAMarker；1-6：5 'UTR(1) PCR amplification of NLRP3 gene

图 3-4 NLRP3基因 5′UTR(2) PCR扩增检测

Figure 3-4 5 'UTR(2) PCR amplification of NLRP3 gene

注：M：DL1000 DNAMarker；1-6：NLRP3基因 5′UTR(2) PCR扩增产物

Note: M：DL1000 DNAMarker；1-6：5 'UTR(2) PCR amplification of NLRP3 gene

3.3.2 NLRP3基因 SNP位点的遗传变异分析

3.3.2.1不同绵羊品种 NLRP3基因 3′UTR C38233659T位点分析

为验证试验的准确性，PCR 产物测序后，以 GenBank 中绵羊的 NLRP3 基因

mRNA序列（GenBank登录号：NC 019474.1）为标准序列，利用 DNAMAN软件和

Chromas软件分别将哈萨克羊与萨福克羊两个绵羊品种 3′UTR的 C38233659T位点进行

序列分析（图 3-5），对两个绵羊品种在该位点的基因型频率、等位基因频率进行统计，

统计结果如表 3-6 所示，在哈萨克羊与萨福克羊群体中，NLRP3 基因 3′UTR 的

C38233659T位点检测到三种基因型：CC、CT、TT，其中哈萨克羊的优势基因型为

CT，萨福克羊的优势基因型为 CC，优势等位基因为 C。
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图 3-5 3′UTR的 C38233659T位点 PCR测序峰图

Figure3-5 PCR sequencing peak of C38233659T at 3'UTR

注：A为哈萨克羊；B为萨福克羊

Note:A is Kazakh sheep;B is Suffolk sheep.

表 3-6 NLRP3基因 3′UTR的 C38233659T位点基因型频率与等位基因频率

Table3-6 Genotype frequency and allele frequency of NLRP3 gene 3'UTR C38233659T locus

品种
样本总

量

基因型个数 基因型频率 等位基因频率
χ2（P）

CC CT TT CC CT TT C T

哈萨克羊 323 86 151 86 0.2663 0.4674 0.2663 0.5 0.5 58.986
（0.001）萨福克羊 477 254 159 64 0.5325 0.3333 0.1342 0.6992 0.3008

对哈萨克羊与萨福克羊在 NLRP3基因 3'UTR的 C38233659T位点的基因型频率与

等位基因频率进行分析，发现在该位点哈萨克羊与萨福克羊的基因型分布存在差异极

显著的现象（P＜0.01）。

3.3.2.2不同绵羊品种 NLRP3基因 5′UTR G38188003A位点分析

利用 DNAMAN软件和 Chromas软件对哈萨克羊与萨福克羊在 NLRP3基因 5′UTR

的 G38188003A位点进行序列分析（图 3-6）。哈萨克羊与萨福克羊在该位点的基因型

A B
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频率、等位基因频率进行统计，结果如表 3-7 所示在两个绵羊品种中 NLRP3基因

5′UTR 的 G38188003A位点检测到三种基因型：AA、AG、GG，其中优势基因型均为

GG，优势等位基因均为 G。

图 3-6 5′UTR G38188003A位点 PCR测序峰图

Figure 3-6 PCR sequencing peak of G38188003A at 5'UTR

注：A为哈萨克羊；B为萨福克羊

Note:A is Kazakh sheep;B is Suffolk sheep.

表 3-7 NLRP3基因 5′UTR G38188003A位点基因型频率与等位基因频率

Table3-7 Genotype frequency and allele frequency of NLRP3 gene 5'UTR G38188003A locus

品种
样本总

量

基因型个数 基因型频率 等位基因频率
χ2（P）

AA AG GG AA AG GG A G
哈萨克羊 323 11 56 256 0.034 0.1734 0.7926 0.1207 0.8793 46.171

（0.001）萨福克羊 477 16 16 445 0.0335 0.0335 0.933 0.0503 0.9497

对哈萨克羊与萨福克羊在 NLRP3基因 5'UTR的 G38188003A位点的基因型频率与

等位基因频率进行分析，发现在该位点哈萨克羊与萨福克羊的基因型分布存在差异极

显著的现象（P＜0.01）。

A B
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3.3.2.3不同绵羊品种 NLRP3基因 5′UTR A38188131C位点分析

利用 DNAMAN软件和 Chromas软件对哈萨克羊与萨福克羊在 NLRP3基因 5′UTR

的 A38188131C位点进行序列分析（图 3-7）。哈萨克羊与萨福克羊在该位点的基因型

频率、等位基因频率进行统计，结果如表 3-8 所示在两个绵羊品种中 NLRP3基因

5′UTR的 A38188131C位点检测到三种基因型：AA、AC、CC，其中优势基因型均为

AA，优势等位基因均为 A。

图 3-7 5′UTR A38188131C位点 PCR测序峰图

Figure 3-7 PCR sequencing peak of A38188131C at 5'UTR

注：A为哈萨克羊；B为萨福克羊

Note:A is Kazakh sheep;B is Suffolk sheep.

表 3-8 NLRP3基因 5′UTR A38188131C位点基因型频率与等位基因频率

Table3-8 Genotype frequency and allele frequency of NLRP3 gene 5'UTR A38188131C locus

品种
样本总

量

基因型个数 基因型频率 等位基因频率
χ2（P）

AA AC CC AA AC CC A C
哈萨克羊 323 279 22 22 0.8638 0.0681 0.0681 0.8978 0.1022 40.369

（0.001）萨福克羊 477 350 111 16 0.7338 0.2327 0.0335 0.8501 0.1499

对哈萨克羊与萨福克羊在 NLRP3基因 5'UTR的 A38188131C位点的基因型频率与

等位基因频率进行分析，发现在该位点哈萨克羊与萨福克羊的基因型分布存在差异极

A B
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显著的现象（P＜0.01）。

3.3.3 NLRP3基因 SNP位点与绵羊肺炎支原体易感性的分析

3.3.3.1 NLRP3基因 5′UTR A38188131C位点与哈萨克羊肺炎支原体感染率的相关性分

析

MO-Ag阳性哈萨克羊与 MO-Ag阴性哈萨克羊在 NLRP3基因 5′UTR A38188131C

位点的基因型频率见表 3-9所示，经卡方检验得出 MO-Ag阳性与 MO-Ag阴性哈萨克

羊的基因型频率之间存在显著性差异（P＜0.05）。A等位基因频率与 C等位基因频率

之间差异不显著（P＞0.05）。哈萨克羊的MO-Ag (+)与MO-Ag (-)样本来自第 2章试验

所得出的结果。

表 3-9 NLRP3基因 5′UTR A38188131C位点基因型频率和等位基因频率与哈萨克羊MO-Ag的

相关分析

Table 3-9 Correlation analysis of genotype frequency and allele frequency of NLRP3 gene at 5′UTR

A38188131C and MO-Ag in Kazakh sheep

MO-Ag (+) MO-Ag (-) χ2 P

AA 0.5000
（37）

0.6265
（156）

6.2922 0.0430基因型频率 AC 0.2970
（22）

0.1687
（42）

CC 0.2030
（15）

0.2048
（51）

等位基因频率 A 0.6486
（62）

0.7108
（70） 0.2456 0.6202

C 0.3514
（30）

0.2892
（29）

3.3.3.2 NLRP3基因 5′UTRA38188131C位点与萨福克羊肺炎支原体感染率的相关性分

析

MO-Ag阳性萨福克羊与 MO-Ag阴性萨福克羊在 NLRP3基因 5′UTR A38188131C

位点的基因型频率见表 3-10所示，经卡方检验得出MO-Ag阳性与MO-Ag阴性萨福克

羊的基因型频率差异不显著（P＞0.05）。同样 A等位基因频率与 C等位基因频率差异
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不显著（P＞0.05）。萨福克羊的MO-Ag (+)与MO-Ag (-)样本来自第 2章试验所得出的

结果。

表 3-10 NLRP3基因 5′UTR A38188131C位点基因型频率和等位基因频率与萨福克羊MO-Ag的相关

分析

Table 3-10 Correlation analysis of genotype frequency and allele frequency of NLRP3 gene at 5′UTR

A38188131C and MO-Ag in Suffolk sheep

3.4讨论

3.4.1非编码区的遗传信息学分析

基因的核苷酸序列不同，在基因表达的过程中所起到的作用也不相同。位于编码

区的基因核苷酸序列能够转录为相应的 RNA,从而进行蛋白质的合成。位于非编码区的

基因核苷酸序列虽然不能进行蛋白质的合成，但在基因调控方面同样具有重要的作用。

研究发现，基因型和亚型的确定在临床管理和流行病学调查中具有重要意义。遗传变

异，包括单核苷酸多态性(SNPs)和结构变异，这些都广泛分布在基因组中[109-110]。

其实在非编码区存在着相当多的非编码 DNA序列及非编码 RNA序列，这些序列

都在生物的生长发育中起着不可忽视的作用。基因非编码区在动物相关疾病中的研究

应用较少见，但在人类疾病中，基因非编码区已有较广泛的研究，大部分关于遗传信

息的研究发现,有些基因编码区的单核苷酸多态性与人的眼科疾病有相关性，但有关非

编码区的单核苷酸多态性遗传信息的研究报道相对较少[111]。

3.4.2不同绵羊品种 NLRP3基因非编码区 SNP位点的筛选

倪文浩 [104]在 NLRP3基因的编码区共筛选出 14 个 SNP 位点，本试验为探究在

NLRP3基因的非编码区是否存在与绵羊支原体肺炎易感性相关的 SNP位点，结果发现

MO-Ag (+) MO-Ag (-) χ2 P

AA 0.4043
（38）

0.3838
（147）

1.3351 0.5129基因型频率 AC 0.4468
（42）

0.4151
（159）

CC 0.1489
（14）

0.2011
（77）

等位基因频率 A 0.6270
（62）

0.5914
（64）

0.0273 0.8686
C 0.3732

（36）
0.4086
（39）
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在随机抽取新疆伊犁地区哈萨克羊与萨福克羊的 800份 DNA样本中，使用 PCR扩增

技术获取目的片段，通过直接测序的方法，在 NLRP3基因的非编码区共得到 7个 SNP

位点，其中 3′UTR上发现 3个 SNP位点(C38233659T、C38288866T、T38233881C)；

在 5′UTR 上 发 现 4 个 SNP 位 点 （ A38188131C、 G38188003A 、 T38188153C 、

A38188237C）。对比所检测到的 7 个 SNP 位点所编码的氨基酸，发现在 3′UTR

C38233659T位点共检测到三种基因型：CC、CT、TT，其中哈萨克羊的优势基因型为

CT，萨福克羊的优势基因型为 CC，优势等位基因为 C。对测序结果进行比对发现哈萨

克羊与萨福克羊在该位点均发生碱基突变，由 C突变为 T。卡方检验结果显示，对该

位点的基因型分布进行分析，发现哈萨克羊在该位点的基因型分布与萨福克羊在该位

点的基因型分布存在差异极显著（P＜0.01）。另外，NLRP3基因 5′UTR G38188003A

位点在哈萨克羊与萨福克羊群体中检测到三种基因型：AA、AG、GG，哈萨克羊与萨

福克羊的优势基因型均为 GG，优势等位基因均为 G。对 NLRP3 基因 5′UTR

G38188003A位点基因型分布进行卡方检验分析，发现哈萨克羊与萨福克羊在该位点的

基因型分布存在差异极显著（P＜0.01）。NLRP3基因 5′UTR A38188131C位点在哈萨

克羊与萨福克羊群体中检测到三种基因型：AA、AC、CC，哈萨克羊与萨福克羊的优

势基因型均为 AA，优势等位基因均为 A。对 NLRP3基因 5′UTR A38188131C位点基

因型分布进行卡方检验分析，发现哈萨克羊与萨福克羊在该位点的基因型分布存在差

异极显著（P＜0.01）。

在 NLRP3基因 3′UTR T38233881C位点，只在哈萨克羊群体中检测到 TT、CT、

CC三种基因型，哈萨克羊的优势基因型是 TT，优势等为基因是 T；在 NLRP3基因

5′UTR A38188237C位点，只在萨福克羊群体中检测到 AA、AC、CC三种基因型，萨

福克羊的优势基因型为 AA，优势等位基因为 A；在 NLRP3基因 5′UTR T38188153C位

点，同样只在萨福克羊群体中检测到三种基因型：TT、CT、CC，萨福克羊的优势基

因型是 TT，优势等为基因是 T；这表明 NLRP3基因 3′UTR T38233881C位点、5′UTR

A38188237C位点、5′UTR T38188153C位点的基因型分布可能与绵羊的不同品种有关。

研究表明，某个位点的突变性主要受焦点碱基对其紧邻的侧翼核苷酸的影响，并且突

变模式是由碱基序列的非随机分布导致的[112]。

3.4.3 NLRP3基因在 5′端非编码区的 A38188131C位点与绵羊肺炎支原体感

染性的相关性分析

针对该病在我国的流行情况调查显示，我国新疆、四川、黑龙江、内蒙古等多地

均有该病的相关报道。凤英[113]等人 2013年在内蒙古克什克腾旗羊群体内成功分离出

绵羊肺炎支原体。王雅雯[114]等人 2021年对新疆南疆地区 5个规模化羊场支原体感染情
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况进行调查，结果发现绵羊支原体肺炎的阳性率为 14%-73.8%。绵羊支原体肺炎感染

的相关报道不仅在我国常见，在国外也有相关研究报道。Daee AA[34] 等人 2020年在伊

朗东北部自然感染肺炎的 50只绵羊肺样本中分离得到支原体。Mousa W S[115]等人在

2017-2018年对埃及梅努菲亚省的 234个山羊和绵羊个体进行 PCR检测结果显示在肺

炎病变的 104份肺组织样本中，56份（53.84%）的支原体分离呈阳性。目前 NLRP3基

因在人类的疾病中研究非常广泛，在许多疾病中都发挥重要作用,如肿瘤[116]、帕金森病

[117]、心血管疾病[118]等人类疾病，NLRP3基因起着至关重要的调控作用。本研究通过

ELISA血清学检测的方法，分出 MO-Ag阴性和 MO-Ag阳性的血清，对应样本编号，

选择同一只羊的血液样本，并提取出哈萨克羊与萨福克羊 MO-Ag阴性和 MO-Ag阳性

DNA，分析两个绵羊品种在 5′端非编码区的 A38188131C位点的基因型频率与等位基

因频率，结果发现MO-Ag阴性哈萨克羊的基因型频率与 MO-Ag阳性哈萨克羊的基因

型频率存在显著性差异（P＜0.05），说明该位点与哈萨克羊支原体肺炎的易感性有一

定的相关性。探究 5′端非编码区的 A38188131C位点与萨福克羊支原体肺炎易感性的

相关性，发现在该位点萨福克羊的基因型频率与易感性之间差异不显著（P＞0.05），

说明该位点与萨福克羊支原体肺炎的感染性不具有相关性。

本研究中所筛选的 SNP位点是否与绵羊支原体肺炎的易感性相关，还需要收集大

量的绵羊支原体病历记录，并根据 NLRP3基因在不同绵羊品种间的遗传效应进行更加

深入的分析。本研究为 NLRP3基因与绵羊支原体肺炎易感性的相关性研究提供了基本

思路，在今后培育抗绵羊支原体肺炎的新品系的研究中提供参考价值。

3.5小结

（1）本研究在 NLRP3 基因非编码区共发现 7 个 SNP 位点，其中 3′UTR 的

C38233659T位点、C38233866T位点；5′UTR的 A38188131C位点、G38188003A位点

在两个绵羊品种中均存在碱基突变。

（2）NLRP3 基因 3′UTR 的 T38233881C 位点与 5′UTR 的 T38188153C 位点、

A38188237C位点的基因型分布与绵羊品种有关。

（3）NLRP3基因 5′UTR的 A38188131C位点可能与哈萨克羊绵羊肺炎支原体易感

性有相关性。
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第 4章全文结论

1.伊犁地区哈萨克羊 MO-Ab阳性检出率 26.00%和萨福克羊 MO-Ab阳性检出率

7.34%存在差异极显著（P＜0.01），伊犁地区哈萨克羊 MO-Ag阳性检出率 22.91%和

萨福克羊MO-Ag阳性检出率 19.71%存在差异显著（P＜0.05）。

2.哈萨克羊与萨福克羊在 NLRP3基因的 3′UTR的 C38233659T位点、C38233866T

位点；5′UTR的 A38188131C位点、G38188003A位点上均存在碱基突变。

3.NLRP3 基 因 3′UTR 的 T38233881C 位 点 ， 5′UTR 的 T38188153C 位 点 、

A38188237C位点的碱基突变可能与绵羊的不同品种有关。

4. NLRP3基因 5′UTR的 A38188131C位点可能与哈萨克羊 MO易感性有相关性，

因此可以将该位点作为绵羊肺炎支原体易感性的分子遗传标记位点，这为抗绵羊肺炎

支原体新品系的选育提供理论支撑。
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附录

绵羊肺炎支原体MO (Ab) ELISA检测试剂盒说明书

（1）编号：将试验样品对应相应的微孔进行编号，并设置 2个阴性对照孔和 2个阳性

对照孔。

（2）加样：将阴性标准对照和阳性标准对照各 50μL分别加入阴性对照孔和阳性对照

孔。将 40μL样品稀释液和 10μL待测血清样品依次加入到待测样品孔中。

（3）孵育：盖上密封膜摇匀，在 37℃培养温箱中孵育 30min。

（4）洗涤：剥离密封膜，将板中液体甩干，使用 30倍稀释的洗涤液重复洗涤 5次。

（5）加入酶标二抗 50μL。

（6）孵育：盖上密封膜摇匀，在 37℃培养温箱中孵育 30min。

（7）洗涤：将板中液体甩干，使用 30倍稀释的洗涤液重复洗涤 5次。

（8）显色：每孔加入 50μL显色剂 A，再加入 50μL显色剂 B，轻轻摇匀，在 37℃培

养箱内避光显色 15min。

（9）终止：每孔加入终止液 50μL，终止反应。

（10）测定：将酶标板置于波长为 450nm的酶标仪中测定 OD450nm值。

Sheep MPAb ELISA检测结果判定：试验的有效性为设置阳性对照孔平均值≥1.00，设

置阴性对照平均值≤0.10；临界值=设置阴性对照孔平均值+0.15。其中，样品 OD值<临

界值(CUT OFF)者为绵羊肺炎支原体阴性，样品 OD值≥临界值(CUT OFF)者为绵羊肺

炎支原体阳性。
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绵羊肺炎支原体 (MO) Ag ELISA检测试剂盒说明书

采用双抗体夹心 ELISA法，使用MO抗体包被板。

（1）编号：将试验样品对应相应的微孔进行编号，并设置 2个阴性对照孔和 2个阳性

对照孔。

（2）加样：将阴性标准对照和阳性标准对照各 50μL分别加入阴性对照孔和阳性对照

孔。将 40μL样品稀释液和 10μL测试（抗原）血清样品依次加入到待测样品孔中。

（3）孵育：盖上密封膜摇匀，在 37℃培养温箱中孵育 30min。

（4）洗涤：剥离密封膜，将板中液体甩干，使用 30倍稀释的洗涤液重复洗涤 5次。

（5）加入酶标抗体 50μL。

（6）孵育：盖上密封膜摇匀，在 37℃培养温箱中孵育 30min。

（7）洗涤：将板中液体甩干，使用 30倍稀释的洗涤液重复洗涤 5次。

（8）显色：每孔加入 50μL显色剂 A，再加入 50μL显色剂 B，轻轻摇匀，在 37℃培

养箱内避光显色 15min。

（9）终止：每孔加入终止液 50μL，终止反应。

（10）测定：将酶标板置于波长为 450nm的酶标仪中测定 OD450nm值。

Sheep MPAg ELISA检测结果判定：试验的有效性为设置阳性对照孔平均值≥1.00，设

置阴性对照平均值≤0.10；临界值=设置阴性对照孔平均值+0.15。其中，样品 OD值<临

界值(CUT OFF)者为绵羊肺炎支原体阴性，样品 OD值≥临界值(CUT OFF)者为绵羊肺

炎支原体阳性。
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新疆伊犁地区哈萨克羊部分绵羊肺炎支原体抗原、抗体 ELISA检测结果

表 1新疆伊犁地区哈萨克羊部分绵羊肺炎支原体抗原、抗体 ELISA检测结果

Table 1 Detection results of some Sheep MP antigen and antibody by ELISA of Kazakh Sheep in Yili

Region of Xinjiang

品种 哈萨克羊

编号 MO-Ab MO-Ag
1 0.076 （-） 0.033 （-）
2 0.094 （-） 0.09 （-）
3 0.091 （-） 0.125 （-）
4 0.122 （-） 0.046 （-）
5 0.243 （+） 0.378 （+）
6 0.056 （-） 0.247 （+）
7 0.058 （-） 0.155 （-）
8 0.114 （-） 0.097 （-）
9 0.175 （-） 0.082 （-）
10 0.131 （-） 0.173 （-）
11 0.151 （-） 0.132 （-）
12 0.140 （-） 0.162 （-）
13 0.665 （+） 0.220 （+）
14 0.226 （+） 0.105 （-）
15 0.365 （+） 0.085 （-）
16 0.132 （-） 0.074 （-）
17 0.149 （-） 0.167 （-）
18 0.067 （-） 0.124 （-）
19 0.102 （-） 0.178 （-）
20 0.097 （-） 0.035 （-）
21 0.442 （+） 0.067 （-）
22 0.215 （+） 0.205 （-）
23 0.073 （-） 0.355 （+）
24 0.070 （-） 0.310 （+）

317 0.122 （-） 0.069 （-）
318 0.132 （-） 0.182 （-）
319 0.295 （+） 0.103 （-）
320 0.412 （+） 0.077 （-）
321 0.083 （-） 0.061 （-）
322 0.056 （-） 0.085 （-）
323 0.035 （-） 0.073 （-）
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新疆伊犁地区萨福克羊部分绵羊肺炎支原体抗原、抗体 ELISA检测结果

表 2新疆伊犁地区萨福克羊部分绵羊肺炎支原体抗原、抗体 ELISA检测结果

Table 2 ELISA results of some Sheep MP antigen and antibody of Suffolk Sheep in Yili Region of Xinjiang
品种 萨福克羊

编号 MO-Ab MO-Ag
1 0.127 （-） 0.086 （-）
2 0.199 （-） 0.225 （+）
3 0.204 （+） 0.092 （-）
4 0.099 （-） 0.061 （-）
5 0.080 （-） 0.079 （-）
6 0.086 （-） 0.168 （-）
7 0.338 （+） 0.107 （-）
8 0.258 （+） 0.235 （+）
9 0.039 （-） 0.189 （-）
10 0.027 （-） 0.157 （-）
11 0.037 （-） 0.248 （+）
12 0.088 （-） 0.090 （-）
13 0.080 （-） 0.093 （-）
14 0.037 （-） 0.103 （-）
15 0.206 （+） 0.086 （-）
16 0.388 （+） 0.111 （-）
17 0.178 （-） 0.064 （-）
18 0.147 （-） 0.107 （-）
19 0.157 （-） 0.189 （-）
20 0.056 （-） 0.205 （+）
21 0.096 （-） 0.267 （+）
22 0.027 （-） 0.134 （-）
23 0.077 （-） 0.120 （-）
24 0.146 （-） 0.320 （+）
25 0.178 （-） 0.111 （-）
·
·

471 0.228 （+） 0.058 （-）
472 0.367 （+） 0.178 （-）
473 0.383 （+） 0.186 （-）
474 0.381 （+） 0.134 （-）
475 0.291 （+） 0.338 （+）
476 0.097 （-） 0.176 （-）
477 0.124 （-） 0.079 （-）
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北京天根生物工程技术服务有限公司生产的 DNA提取试剂盒说明书

（1）绵羊血液从-20℃冰箱中取出，于室温融化。

（2）无酶 EP管编号备用，取 200μL绵羊血液加入到 EP管中。

（3）加入 20μL Proteinase K溶液，混匀。

（4）加入 200μL Buffer GB，充分颠倒混匀，70℃放置 10min，溶液应变清亮，简短离

心以去除管盖内壁的水珠。

（5）加入 200μL无水乙醇，充分震荡混匀 15秒，此时可能会出现絮状沉淀，简短离

心以去除管盖内壁的水珠。

（6）将上一步所得溶液和絮状沉淀都加入到一个吸附柱 CB3中（吸附柱放入收集管

中），12000rpm离心 30秒，倒掉废液，将吸附柱 CB3放回收集管中。

（7）向吸附柱 CB3中加入 500μL Buffer GD（已加入无水乙醇），12000rpm离心 30

秒，倒掉废液，将吸附柱 CB3放回收集管中。

（8）向吸附柱 CB3中加入 600μL Buffer PW（已加入无水乙醇），12000rpm离心 30

秒，倒掉废液，将吸附柱 CB3放回收集管中。

（9）重复操作步骤（8）。

（10）将吸附柱 CB3放回收集管中，12000rpm离心 2min，倒掉废液，将吸附柱 CB3

置于室温放置数分钟，以彻底晾干吸附材料中残余的 Buffer PW。

将吸附柱 CB3 转入一个干净的离心管中，向吸附膜的中间部位悬空滴加 50-

200μLBuffer TE，室温放置 2-5min，12000rpm离心 2min，将溶液收集到离心管中。
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