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摘  要：【背景】鸡毒支原体(Mycoplasma galliscepticum, MG)主要引起家禽慢性呼吸道疾病，不同地

区 MG 菌株的耐药性和致病性差异大，给临床防控增加了难度。【目的】明确山东省烟台市某规模

化鸡场 MG 分离株的基因分型、耐药情况及致病力，为该地区 MG 防控提供科学依据。【方法】从

MG 阳性鸡群上腭裂拭子分离、纯化获得 MG 分离株，利用 atpG、plsC、mraW、ugpA、DUF3196、
lgT 和 dppC 共 7 个管家基因进行多位点序列分型(multilocus sequence typing, MLST)并构建系统发育

树。测定分离株对金霉素、大观霉素、林可霉素、泰乐菌素、泰万菌素、泰妙菌素、沃尼妙林和多

西环素的最小抑菌浓度(minimum inhibitory concentration, MIC)，并对相关耐药基因 23S rRNA 基因 V
结构域、L4 及 L22 蛋白基因进行测序分析。通过点眼攻毒和气管攻毒两种方式感染 28 日龄 SPF 鸡，

评价感染 10、20 和 30 d 后气囊炎的发病率、气管组织 MG 载量和病理损伤。【结果】分离纯化获得

9 株 MG，并首次发现菌株 YTX2、YTX5.6、YTX11、YTX12、YTX13、YTX14 和 YTX15 的管家

基因 plsC 和 mraW 为新的等位基因，ID 号分别为 33 和 31，这 7 株 MG 分离株属于 ST97 型，而菌

株 YTX9 和 YTX10 属于 ST16 型。所有 MG 分离株对沃尼妙林和泰妙菌素敏感(MIC≤0.25 μg/mL)，对

泰万菌素和多西环素次之(MIC≤4 μg/mL)，对金霉素和林可霉素有一定程度耐药(MIC≥16 μg/mL)；
属于 ST97 的 7 个 MG 分离株对泰乐菌素存在中等程度耐药(MIC：4−8 μg/mL)；选取菌株 YTX5.6、
YTX2和YTX10对耐药性相关的 23S rRNA基因V结构域、L4和L22蛋白基因测序分析，菌株YTX5.6
和 YTX2 在 23S rRNA 基因 V 结构域发生 A2069G 突变；菌株 YTX5.6 和 YTX2 的 L4 蛋白基因出现
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G568T 突变，在 L22 蛋白基因上出现 T102C、T129C、T252C、C336T 和 G404A 突变；对泰万菌素、

泰乐菌素、泰妙菌素、沃尼妙林和多西环素敏感的 YTX10 株与对照菌株 MG Rlow 株序列一致，未发

生突变。在感染后 10、20 和 30 d，菌株 YTX5.6 气管攻毒组气囊炎发病率分别为 80%、60%和 80%；

菌株 YTX10 气管攻毒组仅在感染后 20 d 和 30 d 出现气囊炎，发病率分别为 40%和 20%，其余组在

整个实验过程中均未发现明显气囊炎。气管攻毒组的鸡在整个感染过程中气管黏膜增厚情况均比点

眼攻毒组严重(P<0.05)，菌株 YTX5.6 气管攻毒组在感染后第 20 天气管黏膜增厚最严重，平均厚度

为 300.6 μm。菌株 YTX5.6 和 YTX10 气管攻毒方式在感染 10、20 和 30 d 后，气管中的 MG 载量均

比菌株 YTX5.6 和 YTX10 点眼攻毒方式高。【结论】本研究从山东省烟台市某规模化鸡群共分离

出 9 株 MG 菌株，分别属于 ST97 和 ST16 基因型，分离株对目前常用抗生素存在不同程度的耐药性，

动物感染试验表明不同基因型菌株存在不同致病力。 

关键词：鸡毒支原体；耐药性；多位点序列分型；MIC 测定；致病性 
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Abstract: [Background] Mycoplasma galliscepticum (MG) is the main cause of chronic 
respiratory diseases in poultry. The different susceptibility to antibiotics and pathogenicity of 
MG strains from different regions increases the difficulty in the prevention and control of MG 
infection. [Objective] To clarify the genotypes, antibiotic resistance, resistance gene mutations, 
and pathogenicity of MG isolates from a chicken farm in Yantai, Shandong, so as to provide a 
scientific basis for the prevention and control of MG in this area. [Methods] The MG isolates 
were obtained from the cleft palate swabs of chicken tested positive for MG. Seven housekeeping 
genes (atpG, plsC, mraW, ugpA, DUF3196, lgT, and dppC) were used for multilocus sequence 
typing (MLST), and a phylogenetic tree was constructed. The minimum inhibitory concentrations 
(MICs) of eight antibiotics including chlortetracycline, spectinomycin, lincomycin, tylosin, 
tylvalosin, tiamulin, valnemulin, and doxycycline against the isolates were determined. The 23S 
rRNA V domain and L4 and L22 protein genes were sequenced. SPF-grade chickens of 28 days 
old were infected by eye challenge and trachea challenge, respectively. [Results] Nine MG 
isolates were obtained in this study, including seven isolates (YTX2, YTX5.6, YTX11, YTX12, 
YTX13, YTX14, and YTX15) of sequence type 97 (ST97) and two isolates (YTX9 and YTX10) 
of ST16. New alleles of plsC and mraW were identified in the seven strains of ST97, with the ID 
of 33 and 31, respectively. All the MG isolates were sensitive to valnemulin and tiamulin 
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(MIC≤0.25 μg/mL), moderately sensitive to tylvalosin and doxycycline (MIC≤4 μg/mL), and 
resistant to chlortetracycline and lincomycin (MIC≥16 μg/mL). The seven MG isolates of ST97 
were moderately resistant to tylosin (MIC: 4−8 μg/mL). The mutation A2069G was identified in 
the V domain of the 23S rRNA gene in strains YTX5.6 and YTX2. The mutation G568T 
occurred in the L4 protein gene of strains YTX5.6 and YTX2, and the mutations T102C, T129C, 
T252C, C336T, and G404A occurred in the L22 protein gene. The strain YTX10 sensitive to 
tylosin, tylvalosin, tiamulin, valnemulin, and doxycycline showed the same sequence compared 
with the control strain MG Rlow, with no mutation detected. The morbidity of air sacculitis was 
80%, 60%, and 80%, respectively, 10, 20, and 30 days after tracheal challenge with the strain 
YTX5.6. Air sacculitis occurred 20 and 30 days after tracheal challenge with YTX10, with the 
morbidity of 40% and 20%, respectively. The tracheal mucosal thickening was severer in the 
tracheal challenge group than in the eye challenge group (P<0.05). Severe tracheal thickening 
was observed 20 days after tracheal challenge with strain YTX5.6, with an average thickness of 
300.6 μm. Tracheal challenge with strain YTX5.6 or YTX10 resulted in significantly higher MG 
loads than eye challenge with same strain 10, 20, and 30 days post-infection. [Conclusion] In 
this study, nine MG strains of ST97 and ST16 were isolated from a chicken farm in Yantai, 
Shandong. The nine isolates demonstrated varied resistance to antibiotics and different 
pathogenicity to SPF-grade chickens. 
Keywords: Mycoplasma galliscepticum; antibiotic resistance; multilocus sequence typing; 
determination of minimum inhibitory concentration; pathogenicity 
 

鸡毒支原体(Mycoplasma gallisepticum, MG)
主要感染家禽，引起鸡的慢性呼吸道疾病(chronic 
respiratory disease, CRD)和火鸡的传染性鼻窦

炎，临床症状包括打喷嚏、咳嗽、流鼻涕和呼

吸道啰音，火鸡眶下鼻窦肿胀[1-2]。MG 常与其

他病原发生混合感染，如鸡传染性支气管炎病

毒(infectious bronchitis virus, IBV)[3]，新城疫病

毒(newcastle disease virus, NDV)及大肠杆菌

等 [4]，导致更严重的呼吸道症状。近 10 年间

MG 感染和流行状况仍然严峻，李桂喜等[5]在

2017 年对江苏、山东、河南、安徽等地的 6 986 例

蛋鸡病例调查发现 MG 感染率为 14.21%；Wei
等[6]于 2022 年对河南、河北以及福建等地区共    
1 250 份鸡气管和肺脏样品进行检测发现 MG 阳

性率达 75.04%。 
多位点序列分型(multilocus sequence typing, 

MLST)于 1988 年首次被用于脑膜炎奈瑟菌

(Neisseria meningitidis)的基因分型，此后 MLST
成为细菌基因分型的“金标准”[7]。用于 MLST
基因分型的管家基因需满足稳定表达、维持功

能、必需性(丧失该基因则是致命的)和保守性的

要求[8-9]。2019 年 Ghanem 等[10]提出一种用于

MG 菌株基因分型的 MLST 方法，筛选了符合

MLST 分型要求的 7 个管家基因 atpG、plsC、

mraW、ugpA、DUF3196、lgT 和 dppC，根据

Hunter 和 Gaston DI 值将管家基因按顺序拼接

后其 DI 值可信区间大于 95%，该方法可准确对

MG 菌株进行基因分型，对 MG 遗传关系进行

分类。 
大环内酯类抗生素在50S核糖体亚基的孔道

内主要与 23S rRNA 基因的 V 结构域的 2 058 位

的腺嘌呤核苷酸相互作用，并且大环内酯类抗生

素还与 23S rRNA 基因 II 结构域 748 位的鸟嘌呤

核苷酸以及核糖体蛋白 L4 和 L22 的表面产生
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额外相互作用[11-12]。已有研究表明 MG 对大环

内酯类抗生素的耐药性与 23S rRNA 基因的 II 或
V 结构域的点突变，以及编码核糖体蛋白 L4 和

L22 的 rplD 和 rplV 基因突变密切相关[13-15]。Li
等对鸡毒支原体 PG31 和 S6 株在亚抑菌浓度的

泰妙菌素和沃尼妙林中连续传代后形成的耐药

菌株研究证实核糖体蛋白 L3 未发生突变，而在

23S rRNA 基因 V 结构域的 2 058、2 059、2 061、
2 447 和 2 503 位置发生了突变，这些突变对于

林克霉素、氯霉素和氟苯尼考具有交叉耐药性，

并且在 A2058G 或 A2059G 位点的突变对于大

环内酯类抗生素红霉素、替米考星和泰乐菌素

也具有交叉耐药性[15-16]。王建国[17]通过体外诱

导形成的对大环内酯类抗生素和林可霉素耐药

的 MG 菌株与敏感株相比，L4 和 L22 蛋白基因

序列同样出现了多处突变。MG 致病力与黏附

蛋 白 (GapA 、 CremA 、 PlpA) 、 热 休 克 蛋 白

(GroE1)、相位变化蛋白(PvpA)和免疫逃避相关

蛋白 VlhA 等有关[18]。此外，Levisohn 等[19]采

用不同滴度 MG 以气溶胶或气管攻毒的方法对

鸡进行人工感染，通过对气囊损伤和发病情况

进行评估，发现 MG 对鸡的致病力与攻毒途径

和攻毒剂量有关。 
本研究对山东省烟台市疑似 MG 感染的某

规模养殖场鸡群采集上腭裂拭子样品进行 MG
病原检测、分离和鉴定，并对 MG 分离株进行

MLST 基因分型；为了解 MG 分离株的耐药情

况，测定了治疗支原体感染的常用抗生素的最

小抑菌浓度(minimum inhibitory concentration, 
MIC)及相关耐药基因的突变情况；选取代表性

菌株人工感染 28 日龄无特定病原体(specific 
pathogen free, SPF)鸡，通过临床症状、病理变

化和气管病原载量等评价不同菌株及不同攻毒

方式对 28 日龄 SPF 鸡的致病力。因此，本研究

将通过分析 MG 的流行、基因分型、耐药性及

致病性，以期为后续开展鸡毒支原体病的防控

技术研究提供科学理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

25 日龄 SPF 鸡，济南斯帕法斯家禽有限公

司，动物实验经过福建省农业科学院畜牧兽医

研 究 所 动 物 伦 理 委 员 会 审 批 ( 批 准 号 为

FAAS-AMC202302)。2022 年 8 月采集的山东省

烟台市某规模化鸡场疑似禽支原体感染鸡群的

上腭裂拭子样品 20 份。 
FM4 禽支原体液体培养基(含酚红)和固体

培养基按照参考文献 [20]配制。2×Rapid Taq 
Master Mix 和 2×Taq Pro HS probe Master Mix，
Vazyme 公司；DL2000 DNA Marker，北京庄盟

国际生物基因科技有限公司；细菌基因组 DNA
提取试剂盒，天根生化科技有限公司；泰妙菌

素、泰万菌素、多西环素、泰乐菌素、沃尼妙

林、林可霉素、大观霉素和金霉素，武汉回盛

生物科技股份有限公司；SPF 雏鸡配合饲料，科

澳协力(天津)饲料有限公司；商品化的 MG ts-11
疫苗，澳大利亚生物资源有限公司。SPF 鸡隔离

器，苏州市冯氏实验动物设备有限公司；0.45 μm
滤器，Millipore 公司；荧光定量 PCR 仪，Roche
公司；普通光学显微镜，Nikon 公司。 

1.2  临床 MG 的分离和鉴定 
将采集的上颚裂拭子样品置于禽支原体液

体培养基中，轻微振荡后经 0.45 μm 滤器过滤，

以 20%接种量接种至新鲜禽支原体液体培养基，

37 ℃静置培养，当培养基由玫瑰红转变为橘黄

或黄色时为疑似支原体生长并进行 PCR 检测。按

照细菌基因组 DNA 提取试剂盒说明书提取上

颚裂拭子样品或培养物的 DNA，按照 2015 年

国家行业标准《禽支原体 PCR 检测方法》中的

MG 特异性引物 MG-14F 和 MG-13R (表 1)进行 
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表 1  本研究所用引物序列 
Table 1  Primer sequences of this study 
引物名称 
Primer name 

引物序列 
Sequence (5′→3′) 

片段大小 
Size (bp) 

参考文献 
Reference 

MG-14F GAGCTAATCTGTAAACTTGGTC 185 [21] 
MG-13R GCT TCC TTG CGG TTA GCA AC [21] 
atpG-F GCAATGAAKATGCTTTCAACCG 668 [10] 
atpG-R CACACTTTGGATTCAATTAAACAACC [10] 
plsC-F GTTGCTTCTGATAGGTTTGCTG 647 [10] 
plsC-R CAAAGAAAACCGCTTTAAGACCG [10] 
mraW-F CAAGGACGAATAGTTTGGCTG 822 [10] 
mraW-R GGTTTGGCGGTCATAGTTAC [10] 
ugpA-F GGTTAAGATTTGGGTGCCATTAG 843 [10] 
ugpA-R CGTAAGAATAAGCCGTATAAAGTTCC [10] 
DUF3196-F TTGTGGTTAGTGGGGATAATGAA 740 [10] 
DUF3196-R GGRTAAGAAGGATAATAATCTTGCAT [10] 
lgT-F CATCAGCATAAAARAACATTTCAGAG 1 071 [10] 
lgT-R CAGGCAATCATACAATAAACGATAG [10] 
dppC-F CTTCTTAATGAGTCTTGAACGG 956 [10] 
dppC-R GAAACTGACGAATTTGTTGATCC [10] 
23S rRNA S1-F TCAACATATCTCCGCATTTTA 3 575 [16] 
23S rRNA S1-R ATCTTTATTGTAAGCGTTTCA [16] 
F-23S rRNA S1-F TTGTCGAGTGTTTTTGCGCC 1 961 This study 
F-23S rRNA S1-R GTGTCGTTTTGTTGGCGTGA This study 
23S rRNA S2-F AAGGCTTATATAGCTACATTG 3 390 [16] 
23S rRNA S2-R CGCTAAATCTTAATCGTTAAA [16] 
23S rRNA V-F AATCAAAGCTCCCGACTG 885 [16] 
23S rRNA V-R GATGCTTTCAGCGTTTAT [16] 
L4-F CAGTAATGATTTCAGGAGCTAT 887 [17] 
L4-R TACTTTCTTGGTTCTGACA [17] 
L22-F AAACTAGGTGAATTTTCTCCTAC 625 [17] 
L22-R TAATCTTTTCGTCCTGAACA [17] 
qPCR-F F: TTGCTAACCGCAAGGAAGC 110 [22] 
qPCR-R CTCCATAGAAAGGAGGTAATCCA [22] 
qPCR-Probe 6-FAM-CCGGTGATTGGAGTTAAGTCGTAACAAG-BHQ1 [22] 

 
PCR 检测[21]，PCR 产物大小为 185 bp。PCR 总反

应体系(25 μL)：2×Rapid Taq Master Mix 12.5 μL，
上、下游引物(10 μmol/L)各 0.5 μL，ddH2O 9.5 μL，
样品 DNA 2 μL。PCR 反应条件：94 ℃ 5 min；
94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 60 s，35 个循环；

72 ℃ 10 min。同时以 ts-11 疫苗为阳性对照，

PCR 结束进行琼脂糖凝胶电泳检测。 
将 PCR 检测阳性的样品继续传 3−5 代，直

至能够稳定传代。将能够稳定传代并且 PCR 鉴

定为 MG 阳性的样品稀释至 10−3 和 10−4，均匀

涂布在支原体固体培养基后 37 ℃培养 24−96 h，
挑取单个菌落于支原体液体培养基中 37 ℃静

置培养，对培养菌液以上述方法进行 PCR 检

测，选择 MG 阳性菌液继续纯化，重复上述过

程 3 次后扩大培养，记为 P1 代，−70 ℃保存

备用。 
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将 MG分离株 P1代保存的菌液用支原体液

体培养基以 10 倍连续稀释，分别取 10−5、10−6、

10−7、10−8这4个稀释度的菌液100 μL加入至1 mL
支原体液体培养基中，每个稀释度设置 6 个重

复，放入 37 ℃培养箱中培养 10 d，阴性对照不

变色(红色)，而稀释菌液变色(变成黄色或橘黄

色)则为阳性，按照 Reed-Muench 法计算半数颜

色变化单位(color change units 50, CCU50)[23]。 

1.3  MG 分离株的 MLST 基因分型 
以 MG 分离菌株的 DNA 为模板，按照文献

[10]中 MG 菌株 MLST 基因分型的方法，对 7 个

管家基因 atpG、plsC、mraW、ugpA、DUF3196、
lgT 和 dppC 按照表 1 中的引物序列进行 PCR 扩

增后将产物送生工生物工程(上海)股份有限公司

测序，将管家基因测序结果上传 PubMLST 网站

(http://pubmlst.org/mgallisepticum/)，分配对应的 ST
型。按顺序对分离菌株的管家基因进行拼接，

并在 PubMLST 数据库中获取国内外的 MG 菌

株基因序列，利用 MEGA 7 软件比对并构建系

统发育树。 
1.4  MG 分离株的 MIC 测定 

将金霉素、泰万菌素、泰乐菌素、泰妙菌

素、沃尼妙林、多西环素、林可霉素及大观

霉素准确配制成 1 280 μg/mL 的浓度，−40 ℃保

存待用。将含有 105 CCU50/mL 的 MG 菌液置

于 96 孔板中，加入上述抗生素并连续 2 倍稀释

成 0.062 5−32 μg/mL，在第 11 孔设置阳性对照 
(105 CCU50/mL MG 菌液)，在第 12 孔设置阴性

对照(支原体液体培养基)，每孔体积为 100 μL，

在 37 ℃培养箱中培养 7 d。当阳性对照颜色由

玫瑰红变黄色，而阴性对照无颜色变化，以抑

制支原体液体培养基颜色变化的最低抗生素浓

度为 MG 分离株的最小抑菌浓度。 

1.5  MG 分离株的耐药基因分析 
23S rRNA 基因有 2 个拷贝的 V 结构域，分

别在 23S rRNA 的 2 个位置。采用表 1 中的引

物 23S rRNA S1-F/R、F-23S rRNA S1-F/R 和引

物 23S rRNA S2-F/R分别扩增 MG分离株的 23S 
rRNA 基因的 2 个 V 结构域序列。PCR 反应体

系(25 μL)：2×Rapid Taq Master Mix 12.5 μL，上、

下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，ddH2O 7.5 μL，

模板 DNA 3 μL；PCR 反应条件：95 ℃ 3 min；
95 ℃ 15 s，55 ℃ 15 s，72 ℃ 120 s，35 个循环；

72 ℃ 10 min。以上述 PCR 产物为模板，利用

引物 23S rRNA V-F/R 扩增 23S rRNA 基因 2 个

不同的 V 结构域序列。PCR 反应体系同前。PCR
反应条件：95 ℃ 3 min；95 ℃ 15 s，55 ℃ 15 s，
72 ℃ 30 s，35 个循环；72 ℃ 10 min。参照

文献[17]利用 L4-F/R 和 L22-F/R 引物(表 1)扩增

L4 和 L22 蛋白基因序列。将扩增获得的 PCR
产物送生工生物工程(上海)股份有限公司测序，

将测序结果与 NCBI 网站上获得的 MG Rlow

株相关耐药基因在 GENEDOC 软件中比对并

分析。 

1.6  MG 分离株对 28日龄 SPF 鸡的致病力

分析 
根据 MLST 基因分型结果选择 YTX5.6 和

YTX10 分离株感染 28 日龄 SPF 鸡。将 75 羽

28 日龄 SPF 鸡随机分为 5 组，每组 15 羽，G1
组用无菌新鲜支原体液体培养基进行点眼和

气管接种作为阴性对照，G2 组每羽点眼攻毒

YTX10 菌液 100 μL (含 107 CCU50)，G3 组每羽

气管攻毒 YTX10 菌液 200 μL (含 107 CCU50)；
G4 组每羽点眼攻毒 YTX5.6 菌液 100 μL (含
107 CCU50)，G5 组每羽气管攻毒 YTX5.6 菌液

200 μL (含 107 CCU50)。 
攻毒后每日观察 2 次，包括饮水和采食变

化及有无气管啰音、流鼻涕、咳嗽、体重减轻

等。感染后第 10、20、30 天每组随机选取 5 只

鸡剖杀，观察鼻道、气管是否出现卡他性渗出，
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脸睑部位是否肿胀，气囊有无浑浊增厚或干酪

样物质渗出。取气管上 1/2 段于 PBS 中−40 ℃
保存，下 1/2 段气管于 10%的甲醛溶液中固定

后进行组织病理学分析。 
按照 2015 年国家行业标准《禽支原体 PCR

检测方法》中的样品前处理方式[21]，将采集的

气管振荡 120 s，吸取悬液 1 mL 于 1.5 mL 离心

管中，12 000 r/min 离心 10 min，小心弃去上清

液后按照细菌 DNA 提取试剂盒说明书提取核

酸，参照文献[22]利用表 1 中的引物和探针进行

qPCR 检测，反应体系(20 μL)：2×Taq Pro HS 
probe Master Mix 10 μL，上、下游引物 qPCR-F/R 
(10 μmol/L)各 0.7 μL，探针 qPCR-Probe (10 μmol/L) 
0.6 μL，ddH2O 5 μL，DNA 3 μL；反应条件：

95 ℃ 120 s；95 ℃ 10 s，60 ℃ 35 s (收集荧光信

号)，共 40 个循环，并设置标准曲线计算 MG
在不同样品中的拷贝数。 

将固定的气管经酒精脱水、透明、浸蜡、

包 埋 、 切 片 、 常 规 苏 木 精 - 伊 红 染 色 法

(hematoxylin-eosin staining, HE)染色、脱水、透

明和固封后，在普通光学显微镜下观察气管黏

膜损伤和增厚情况，平均取气管 4 个对称位置

进行气管黏膜厚度测量，并计算平均值，结果

以平均值±标准差进行表示。 

1.7  统计分析 
使用 IBM SPSS Statistics 26 软件对各组气

管中 MG 载量和气管黏膜厚度进行单因素方差

分析，当 P>0.05 为无显著差异，当 P<0.05 时

表示差异显著，P<0.01 表示差异极显著。 

2  结果与分析 
2.1  MG 的分离、纯化和 CCU50 测定 

对 20 份疑似禽支原体感染鸡群上腭裂拭

子进行培养和检测，其中有 9 个样品检测出 MG
阳性(图 1A)，PCR 产物大小约为 185 bp。通过

分离纯化和鉴定，共分离 YTX2、YTX5.6、
YTX9、YTX10、YTX11、YTX12、YTX13、
YTX14 和 YTX15 这 9 株 MG 分离株，并且均

来自种鸡群。分离株在支原体固体培养基上

呈现典型的“煎蛋样”或“太阳状”菌落(图 1B)。测 
 

 
 
图 1  MG 分离株的 PCR 鉴定结果(A)和菌落形态(B)   M：DNA 标准分子物；1−4：临床样品培养物；

5：阴性对照；6：阳性对照 
Figure 1  PCR identification results (A) and colony morphology (B) of MG isolates. M: DNA marker; 1−4: 
Cultures of clinical samples; 5: Negative control; 6: Positive control. 
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定分离纯化的 P1 代培养物的 CCU50，其中菌株

YTX5.6 和 YTX10 分别为 108.5 CCU50/mL 和

108 CCU50/mL，其余 MG 分离株 CCU50 均大于

105 CCU50/mL，其中菌株 YTX2、YTX12、YTX13
大于 107 CCU50/mL。 

2.2  MG 分离株的 MLST 分型及基因进化

分析 
以 MG 菌株 ts-11 DNA 为模板，对 7 对管

家基因(atpG：668 bp；dppC：956 bp；DUF3196：
740 bp；lgT：1 071 bp；mraW：822 bp；plsC：

647 bp 和 ugpA：843 bp)进行 PCR 扩增，各管

家基因所扩增片段大小符合预期(图 2)。将 9 株

MG 分离株的管家基因经 PCR 扩增和测序后，

测序结果在 PubMLST 网站(http://pubmlst.org/ 
mgallisepticum/)上分配序列型，9 株 MG 分离株

基因型分别是 ST16 和 ST97，其中菌株 YTX9
和 YTX10与美国 F株为 ST16型，而菌株 YTX2、
YTX5.6、YTX11、YTX12、YTX13、YTX14
和 YTX15 属于首次被发现的新的基因型 ST97，
其中管家基因 plsC 和 mraW 为首次被发现的等

位基因，ID 号分别为 33 和 31 (表 2)。 
9 株 MG 分离株的管家基因序列按照一定

顺序串联后，与 PubMLST 数据库的国内外 MG 

 
 
图 2  MLST 管家基因 PCR 扩增产物电泳结果 
Figure 2  The results of PCR amplification for 
MLST housekeeping genes. M: DL2000 DNA 
Marker; 1: plsC; 2: atpG; 3: mraW; 4: dppC; 5: lgT; 
6: ugpA; 7: DUF3196. 
 
代表性菌株序列进行比对，通过 MEGA 7 构建

系统发育树发现属于 ST16 基因型的 YTX9 和

YTX10 株与美国 F 株属于同一分支，而属于

ST97 基因型的分离株 YTX2 (id504)、YTX5.6 
(id505)、YTX11 (id506)、YTX12 (id507)、YTX13 
(id508)、YTX14 (id509)和 YTX15 (id510)与
2022 年和 2023 年从我国浙江、云南、江苏、

四川、广东、广西和湖北等地分离的菌株位于

同一分支(图 3)。 
 
表 2  MG 分离株管家基因等位基因序列号和菌株 ST 型 
Table 2  Serial numbers of housekeeping gene alleles and strain ST types of MG isolated strains 
Strain atpG plsC dppC mraW ugpA DUF3196 lgT ST 
YTX2 3 33 13 31 1 4 44 97 
YTX5.6 3 33 13 31 1 4 44 97 
YTX9 2 9 28 2 4 3 6 16 
YTX10 2 9 28 2 4 3 6 16 
YTX11 3 33 13 31 1 4 44 97 
YTX12 3 33 13 31 1 4 44 97 
YTX13 3 33 13 31 1 4 44 97 
YTX14 3 33 13 31 1 4 44 97 
YTX15 3 33 13 31 1 4 44 97 
加粗部分为新分配等位基因型和 ST 型 
The novel allele and ST types are shown in bold. 
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图 3  9 株 MG 分离株与国内外参考菌株的系统发育树 
Figure 3  Phylogenetic tree of 9 MG isolates and reference strains from domestic and overseas. 
    
2.3  MG 分离株的 MIC 测定和耐药基因分

析结果 
MIC 测定显示菌株 YTX9 和 YTX10 对金霉

素、泰万菌素、泰乐菌素、泰妙菌素、沃尼妙

林、多西环素、林可霉素和大观霉素共 8 种抗

生素敏感性与疫苗菌株 ts-11 结果较一致，而菌

株 YTX2、YTX5.6、YTX11、YTX12、YTX13、
YTX14 和 YTX15 则对泰妙菌素、沃尼妙林较

敏感(MIC≤0.25 μg/mL)，对泰万菌素、多西环

素次之(MIC：0.5−1.0 μg/mL)，对泰乐菌素、金

霉素、林可霉素和大观霉素则存在不同程度的

耐药(MIC≥4 μg/mL)，相同 ST 型的 MG 分离株

对同种抗生素存在相似的敏感性(表 3)。 
将 ST97 基因型菌株 YTX2 和 YTX5.6 以及

ST16 基因型菌株 YTX10 与 MG Rlow 相关耐药

基因比对分析发现，菌株 YTX2、YTX5.6 和

YTX10 的 23S rRNA 基因中 S2 段的 V 结构域

序列一致，无碱基突变发生，表明耐药基因突 
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表 3  MG 分离株对 8 种抗生素的 MIC 测定结果 
Table 3  The results of MIC determination for MG isolates against antibiotics (μg/mL) 
菌株 
Stain 

金霉素 
Chlortetracycline 

泰万菌素 
Tylvalosin 

泰乐菌素 
Tylosin 

泰妙菌素 
Tiamulin 

沃尼妙林 
Valnemulin 

多西环素 
Doxycycline 

林可霉素 
Lincomycin 

大观霉素 
Spectinomycin 

YTX2 >32 0.5 4 0.25 ≤0.062 5 0.5 >32 8 
YTX5.6 >32 0.5 8 0.25 ≤0.062 5 1.0 >32 16 
YTX9 16 ≤0.062 5 ≤0.062 5 ≤0.062 5 ≤0.062 5 1.0 >32 8 
YTX10 8 ≤0.062 5 ≤0.062 5 ≤0.062 5 ≤0.062 5 0.125 16 8 
YTX11 >32 0.5 4 0.125 ≤0.062 5 0.5 >32 8 
YTX12 >32 0.5 4 0.125 ≤0.062 5 0.5 >32 8 
YTX13 >32 0.25 4 0.125 ≤0.062 5 0.5 >32 8 
YTX14 >32 0.5 4 0.125 ≤0.062 5 4.0 >32 16 
YTX15 >32 0.5 4 0.125 ≤0.062 5 1.0 >32 16 
ts-11 16 ≤0.062 5 ≤0.062 5 ≤0.062 5 ≤0.062 5 0.125 16 8 
 
变位点并不在该序列中；而在 23S rRNA 基因

中 S1 段的 V 结构域的序列比对发现菌株 YTX2
和 YTX5.6 发生 A2069G 突变，而菌株 YTX10
和对照株 Rlow 序列一致(图 4A)。菌株 YTX5.6 和

YTX2 的 L4 蛋白基因出现 G568T 突变(图 4B)，
在 L22 蛋白基因上出现 T102C、T129C、T252C、

C336T 和 G404A 突变(图 4C)，而 YTX10 株与

对照菌株 Rlow 的 L4 和 L22 蛋白基因序列一致，

并未发生碱基突变。 

2.4  MG 分离株对 28日龄 SPF 鸡的致病力

分析结果 
攻毒后在观察期内所有动物均未发现明显

可见的呼吸道症状，并且采食与饮水未发现异

常。在感染后 10、20 和 30 d 剖检发现部分感

染鸡出现气囊炎，主要呈现为胸气囊浑浊增厚、

有大量黄色干酪样物质渗出或有大量黄色泡

沫，而阴性对照组鸡气囊则透明而薄(图 5)。其

中菌株 YTX5.6 株气管攻毒组气囊炎发病率分

别为 80% (4/5)、60% (3/5)和 80% (4/5)，YTX10
株气管攻毒组仅在感染后 20 d 和 30 d 出现气囊

炎，发病率分别为 40% (2/5)和 20% (1/5)，其余

鸡均未发现明显气囊炎。 
通过对各组鸡气管进行组织病理学分析发

现，相较于点眼攻毒组以及阴性对照组，菌株

YTX5.6 和 YTX10 气管攻毒组在感染后 10、20
和 30 d 的气管黏膜增厚严重且呈显著性差异(图 6
和图 7，P<0.05)；菌株 YTX5.6 和 YTX10 点眼

攻毒组在感染后 10、20 和 30 天气管黏膜增厚

情况较阴性对照组无显著差异(图 7，P>0.05)。
其中菌株 YTX5.6 气管攻毒组在感染 20 d 后气

管黏膜增厚最严重，平均厚度超过 300 μm，而

阴性对照组气管黏膜平均厚度则在 50 μm 以下

(图 7)，二者存在极显著差异(P<0.01) (图 6和图 7)。
对气管组织进行 qPCR 检测结果显示，除阴性

对照组和菌株 YTX5.6 点眼攻毒组在感染 10 d 后

MG 检测为阴性外，其余鸡均呈 MG 阳性(图 8)。
菌株 YTX5.6 和 YTX10 气管攻毒组在感染 10、
20 和 30 d 后，气管的 MG 载量均比相应的点眼

攻毒组高(P<0.05)，点眼组随着感染天数的延长

MG 的载量也逐步增高。 

3  讨论与结论 
MG 可引起家禽慢性呼吸道疾病和增重下

降，在种鸡和蛋鸡中影响产蛋率和孵化率，临

床症状严重程度与菌株毒力强弱相关，当与其

他呼吸道病原共同感染或存在免疫抑制和不良 
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图 4  相关大环内酯类抗生素耐药基因序列分析   A：YTX10、YTX5.6、YTX2 和对照株 23S rRNA 基

因 V 结构域序列比对分析. B：L4 蛋白基因序列比对分析. C：L22 蛋白基因序列比对分析 
Figure 4  Sequence alignment of related resistance genes to macrolide antibiotic. A: The sequence alignment 
of V domain of 23S rRNA gene from YTX10, YTX5.6, YTX2 and R low strains. B: The sequence alignment 
of L4 protein gene. C: The sequence alignment of L22 protein gene. 
 

 
 
图 5  MG 分离株 YTX5.6 气管途径感染 SPF 鸡的气囊损伤   A：对照组鸡的气囊薄而透明. B：感染

组鸡的气囊，呈现增厚和大量黄色干酪样物质(箭头所示) 
Figure 5  Air sac lesions in SPF chickens challenged by tracheal injection with MG YTX5.6 strain. A: 
Normal air sac is thin and transparent from no-challenged chicken. B: Air sac markedly swelling and 
inflamed, with a large amount of yellow cheese-like mass (arrow). 
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图 6  MG 分离株感染后 20 d 对照组(A)和气管攻毒组(B)的病理损伤情况     
Figure 6  Pathological damage in the control group (A) and tracheal challenge group (B) after 20 days of 
MG isolate infection.  
  

 
 
图 7  MG 分离株感染后气管黏膜厚度 
Figure 7  Tracheal mucosal thickness of SPF chickens 
infected with MG isolates. *: P<0.05; **: P<0.01. 
 
应激可能会使该病加剧[3-4]。大环内酯类、林克

酰胺类和截短侧耳类抗生素是目前兽医临床上

治疗支原体感染的主要药物，但随着这些抗生

素的滥用导致支原体的耐药性显著上升，并且

耐药菌株对大环内酯类、林克酰胺类和截短侧

耳类药物之间存在交叉耐药性[24]。临床上不同

MG 分离株之间的致病性也存在很大差异，同

时不同地区菌株的耐药性也存在很大差异[25]。因 

 
 
图 8  MG 分离株感染后气管中的 MG 载量 
Figure 8  MG loads in the trachea of SPF chickens 
infected with MG isolates. *: P<0.05; **: P<0.01. 
 
此，对不同地区开展 MG 的流行情况及耐药性

和致病性的调查，对高效、准确防控 MG 具有

十分重要的临床意义。 
本研究从山东省烟台市某规模化鸡场共分

离到 9 株 MG 菌株，通过 MLST 基因分型发现

9 株 MG 分别属于基因型 ST16 和 ST97 两种 ST
型，其中在 7 株 MG 分离株中首次发现了管家

基因 plsC 和 mraW 为新的等位基因，获得新的
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ID 号分别为 33 和 31，与其余等位基因形成了

新的基因型 ST97，该基因型为国内外首次发

现。ST16 基因型的菌株与美国 F 株同源性最为

接近，这可能与养殖场活疫苗的使用有关，而

ST97 基因型的 7 株分离株则为新发现的基因

型，属于国内外首次发现的菌株，表明该鸡场

MG 感染来源复杂。 
通过 MIC 测定发现属于 ST97 基因型的 7 个

MG 分离株对泰妙菌素、沃尼妙林较为敏感

(MIC≤0.25)，对泰乐菌素，金霉素，林可霉素，

大观霉素则存在不同程度的耐药(MIC≥4 μg/mL)；
ST16 基因型的菌株 YTX9 和 YTX10 对金霉素、

泰万菌素、泰乐菌素、泰妙菌素、沃尼妙林、

多西环素、林可霉素和大观霉素共 8 种抗生素

的敏感性与疫苗菌株 ts-11 结果较为一致，相同

ST 型的 MG 分离株对同种抗生素存在相似的敏

感性(表 3)。 
Wei 等[6]在我国获得的 ST78 基因型 MG 分

离株对泰妙菌素耐药(MIC：8−128 μg/mL)而对

泰乐菌素敏感，而在 PubMLST 数据库中聚类分

析发现本研究分离的 ST97 型菌株与 ST78 型菌

株属于同一组群，这表明虽然不同 ST 型的 MG
菌被分到同一组群，但其耐药性仍存在较大

差异，这可能与不同地区对抗生素使用的偏好

性相关。本研究相同的 ST 型 MG 分离株对同

一种抗生素敏感性差异不大，而 Wei 等[6]分离

到的 Guangdong/Q3 和 Guangdong/3-3 株均为同

一个 ST 型(ST81)，但 MIC 结果有较大差异，

这表明即使是相同 ST 型的 MG 分离株其耐药

性并不一定相似，而本研究相同的 ST 型 MG
分离株耐药谱相似可能是由于 MG 来源鸡群具

有相似的抗生素使用方式。对相关耐药基因分

析发现本研究发现的 ST97 分离株对大环内酯

类和林克酰胺类药物产生一定程度的耐药性，

在 23S rRNA 基因 V 结构域发生 A2069G 突变，

与 Wu 等[14]体外构建大环类酯类 MG 耐药菌株

突变位点一致，但体外构建的 MG 泰乐菌素耐

药菌株存在高耐药性(MIC>256 μg/mL)，高耐药

菌株可能存在其他多个相关耐药点位共同作用

而导致的 MIC 差异。王建国[17]利用大环内酯类

药物体外诱导 MG 耐药菌株在核蛋白 L4 和 L22
基因发现了多个碱基突变，但本研究在 L4 和

L22 蛋白基因也存在多个突变位点，但二者在

突变的位置上存在较大差异，这可能与 MG 的

交叉耐药程度有关，也表明 MG 的耐药机制更

复杂。 
通过点眼和气管两种攻毒方式对 28 日龄

SPF 鸡的致病力分析发现，在相同的攻毒剂量

下，气管攻毒明显比点眼攻毒发病更快，气囊

损伤和气管黏膜损伤更严重，可能是 MG 以点

眼攻毒感染需要较长时间才能在气管中达到一

定滴度，而随着感染时间的增加，机体对 MG
产生一定程度的抗体水平，从而影响 MG 在气

管中定殖，进而导致气管黏膜损伤没有气管攻

毒组严重，这类似于在弱毒疫苗 F 株进行点眼

免疫，在第二周就可以产生较高抗体水平[26]。

YTX5.6 株气管攻毒在感染 10 d 后就能引起

80% (4/5)的气囊炎发病率，感染 30 d 后气囊炎

发病率仍然很高 80% (4/5)，并且气管中 MG 的

载量在整个感染过程中并未发现下降趋势，表

明 MG 发病时间长，呈持续性感染。魏津等[27]

在广东省、福建省和安徽省分离的 MG 菌株以

气囊接种方式进行攻毒，发病率在 70%–90%，

与本研究 YTX5.6 株气管攻毒组发病率相近。

本研究分离的 YTX5.6 株点眼攻毒组和吴春琳

等[28]在白羽肉鸡中分离的 MG 菌株的致病水平

相近，气囊均无大量黄色干酪样物质渗出，气

管黏膜厚度平均值小于 100 μm，表明 MG 致病

力强弱与攻毒方式和攻毒剂量有关。 
此外，本研究在国内外首次发现了管家基
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因 plsC 和 mraW 为新的等位基因，获得新的 ID
号分别为 33 和 31，并与其余等位基因形成了

新的基因型 ST97，表明我国 MG 感染来源复杂。

通过对分离的菌株进行耐药性和致病性的研

究，掌握了我国烟台地区 MG 分离株的耐药情

况和致病力，为准确使用抗生素治疗或预防

MG 感染且丰富 MG 在我国的流行病学数据提

供了参考和借鉴。 
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