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山羊支原体山羊肺炎亚种膜表面蛋白 P4的制备
及免疫原性评价
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摘 要： 旨在评估山羊支原体山羊肺炎亚种（Mycoplasma capricolum subsp.  capripneumoniae，Mccp）膜表面蛋白

P4 的免疫原性和作为疫苗候选抗原的潜力。前期实验室筛选出 Mccp 的膜表面蛋白 P4，本研究利用原核表达系统

制备重组蛋白，纯化后与佐剂混合乳化制备疫苗，在山羊上进行免疫攻毒实验，通过临床症状、病理变化、血清抗

体、肺脏载菌量、细胞因子等评价免疫效果。结果表明：成功表达纯化 rP4 蛋白，能够与 His 标签抗体、rP4 多克隆抗

体和 Mccp 感染抗体发生特异性反应；免疫动物能够刺激山羊产生高水平的抗体，但没有减轻临床症状，山羊存活

率只有 40%，与 PBS 对照组相同；病理学观察显示无论是急性还是慢性病例，P4 组都要比 PBS 对照组更严重；肺脏

载菌量高于全菌灭活组和 PBS 对照组；血清细胞因子结果显示 P4 组免疫后上调 IL-2，下调 IL-4 水平。本研究成功

表达纯化了 rP4，制备疫苗免疫山羊能够诱导高水平抗体，但并不能保护山羊免受 Mccp 的攻毒，甚至会加重病变。

研究结果为山羊传染性胸膜肺炎新型疫苗的设计研制提供了参考。
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Abstract： This study aims to evaluate the immunogenicity of membrane surface protein P4 from 
Mycoplasma capricolum subsp.  capripneumoniae （Mccp） and its potential as a candidate antigen for 
vaccine.  Preliminary laboratory work identified the membrane surface protein P4.  In this study， 
recombinant protein was prepared using a prokaryotic expression system， after purification， the 
recombinant protein was emulsified with an adjuvant to prepare vaccine.  Immunization and challenge 

收稿日期：2025-03-10
基金项目：甘肃省科技重大专项（23ZDNA007）；甘肃省 2024 年度重点人才项目（2024RCXM36）；中国农业科学院创新工程项目（CAAS-

ASTIP-2021-LVRI）
作者简介：梁晋嘉，硕士生，主要从事支原体疫苗研究，E-mail： ljj493679138@163. com，Tel： 010-62815987
 *  通信作者：郝华芳，主要从事动物支原体病病原学、致病免疫机制及防控技术研究，E-mail： haohuafang@caas. cn；储岳峰，主要从事动物支原

体病、布鲁菌病和结核病防控研究，E-mail： chuyuefeng@caas. cn

doi： 10. 11843/j. issn. 0366-6964. 2026. 02. 040
开放科学（资源服务）

标识码（OSID）：



57 卷  畜 牧 兽 医 学 报

experiments were conducted on goats， and the immune efficacy was evaluated based on clinical 
symptoms， pathological changes， serum antibodies， bacterial load in lung， and cytokines.  The 
results showed that the rP4 protein was successfully expressed and purified， and could specifically 
react with the His-tag antibody， rP4 polyclonal antibody and Mccp infection antibody.  Immunization 
with the rP4 stimulated high levels of antibody production in goat but did not alleviate clinical 
symptoms， with a survival rate of only 40%， the same as the PBS control group.  Pathological 
observations indicated that both acute and chronic cases in the P4 group were more severe than those 
in the control group.  The average bacterial load in the lungs was higher in the P4 group than that in 
the inactivated vaccine group and the PBS control group.  Serum cytokines analysis revealed that the 
P4 group had upregulated IL-2 level and downregulated IL-4 level post-immunization.  In conclusion， 
this study successfully expressed and purified rP4 and the prepared P4 protein induced antibody 
production in goats but failed to protect them from Mccp challenge， even exacerbating the pathogenic 
effects of Mccp on the goats.  The findings provide a reference for the design and development of 
future new type vaccines for contagious caprine pleuropneumonia.
Keywords： Contagious caprine pleuropneumonia； goat； vaccine； immune protection evaluation； 
cytokine
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山 羊 传 染 性 胸 膜 肺 炎（Contagious caprine 
pleuropneumonia，CCPP）是由山羊支原体山羊肺炎

亚种（Mycoplasma capricolum subsp.  capripneumoniae，
Mccp）引起的高度接触性传染病［1］，诱发山羊、绵

羊［2］的呼吸道症状可演变为致命性急性或慢性胸膜

肺炎，急性型疾病的特点是单侧纤维性胸膜肺炎伴

严 重 胸 腔 积 液［3］。 世 界 动 物 卫 生 组 织（World 
Orgnization of Animal Health，WOAH）将 CCPP 列

为法定报告动物传染病之一，在我国被列为二类传

染病。尤其近年来，CCPP 在我国的报道逐渐增多，

流行范围逐渐扩大，并有越来越多的证据显示，野

生反刍动物如野生山羊、瞪羚、藏羚羊、阿拉伯大羚

羊能被感染［4］。目前该病的防控产品主要有组织灭

活疫苗和菌体灭活疫苗［5-6］。长期以来，虽然灭活疫

苗在疾病防控中起了很大的作用，但由于 Mccp 的

菌体生长缓慢、活菌滴度较低、需要在培养基中添

加大量的马血清等成分，这导致 CCPP 疫苗的生产

成本很高［7］，且组织灭活苗生产存在抗原制备工艺

复杂、生物安全风险等问题，严重限制了 CCPP 疫苗

的大量生产和推广应用，目前迫切需要改进现有

疫苗。

支原体对宿主动物致病首先开始于对机体细

胞的定殖，支原体没有细胞壁，通过不同的膜结构

或膜蛋白黏附在表层细胞上［8］，此后激活免疫系统

并刺激炎症和氧化级联反应引起广泛的浆液性炎

症和液体渗出［9］。支原体细胞膜上的脂蛋白、半乳

聚糖、多糖是主要抗原［10］，也是毒力因子。病原体

的毒力因子是其致病的关键因素，同时也是新型疫

苗的重要靶标。本实验室团队在基因组学和免疫

蛋白组学等分析基础上，结合生物信息学分析对

Mccp 全基因组进行系统分析，结果筛选出一种潜在

的疫苗靶标 P4 蛋白。本研究拟对其进行蛋白表达

纯化，并免疫山羊进行免疫原性分析，通过对存活

率、临床症状、剖检变化、组织病理、抗体水平、载菌

量、细胞因子等指标进行分析，以评价其免疫保护

效果及机体的免疫反应，为 CCPP 新型疫苗设计和

研制提供试验数据支持。

1　材料与方法

1. 1　试验动物

选取 15 只 3~4 月龄、体重在 15 kg 左右的健康

山羊，无 Mccp 和布鲁氏菌感染，无 CCPP 疫苗免疫

史，购自甘肃某羊场。

1. 2　菌株与质粒

Mccp M1801 菌株由中国农业科学院兰州兽医

研 究 所 分 离 保 存 。 P4 蛋 白 是 PDxFFG protein
（Genbank：WP_019269141），重组质粒 pET-30a-P4
由本实验室构建和保存。
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1. 3　主要试剂和仪器

大肠杆菌 BL21（DE3）感受态细胞、Premix Ex 
TaqTM（Probe qPCR）均购自 TaKaRa 公司；异丙基-

β-D-硫代半乳糖苷（IPTG）、硫酸卡那霉素均购自

索莱宝生物公司；SDS-PAGE 凝胶配置试剂盒、

BCA 定量试剂盒、HRP 标记山羊抗小鼠 IgG（H+
L）购自上海碧云天生物技术有限公司；His-Tag 抗

鼠单克隆抗体购自 proteintech 公司；高亲和力镍充

填树脂填料购自南京金斯瑞生物有限公司；三色预

染蛋白 Marker 购自 SMOBIO 公司；PPLO 肉汤购自

美国 BD-Pharmingen 公司；马血清购自 Gibco 公司；

丙酮酸钠购自上海源叶生物科技有限公司；兔抗山

羊 HRP-IgG 购自 Sigma-Aldrich 公司；组织基因组

DNA 提取试剂盒购自天根生化科技（北京）有限公

司；细胞因子试剂盒购自武汉菲恩生物科技有限公

司；山羊支原体山羊肺炎亚种间接 ELISA 抗体检测

试剂盒购自兰州兽研生物科技有限公司。

主要仪器：SCIENTZ-950E 超声波细胞粉碎机

（宁波新芝生物科技有限公司）；实时荧光定量 PCR
仪（BIO-RAD 公司）；全波长多功能微孔板检测仪/
酶标仪（TECAN 公司）。

1. 4　蛋白的表达与纯化

将 重 组 质 粒 pET-30a-P4 转 入 感 受 态 细 胞

BL21（DE3）中，涂布于卡那霉素抗性 LB 固体培养

基上，37 ℃静置过夜培养。挑取单菌落转接至 LB
液体培养基中（含 100 μg·mL-1 卡那霉素），37 ℃摇

床培养 12 h，后按 1∶100 转接至 100 mL 新鲜 LB 培

养基，37 ℃震荡培养至 OD600 nm 为 0. 6 左右加入终浓

度为 0. 05 mmol·L-1 IPTG，16 ℃下诱导 16 h。收集

菌体，用含有 10 mmol·L-1咪唑的裂解液进行重悬，

超声破碎后，12 000 r·min-1 离心 20 min 收集上清，

与镍柱结合后用不同浓度的咪唑洗涤液进行纯化。

通过 SDS-PAGE 分析，选择纯度和浓度高的洗脱液

进行透析去除咪唑，BCA 测定蛋白浓度，-80 ℃保

存备用。

1. 5　Western blot分析

将纯化的蛋白 rP4 在 SDS-PAGE 电泳后转印

至 PVDF 膜，PVDF 膜在 5% 的 BSA 中室温封闭

2 h，分别以抗 His 标签的鼠单克隆抗体、抗 rP4 多克

隆抗体以及山羊感染 Mccp 后的血清作为一抗（稀

释比均为 1∶20 000），在室温孵育 1 h。洗膜后，以抗

His 标签的鼠单克隆抗体作为一抗的，加入 HPR 标

记的山羊抗小鼠 IgG 抗体，稀释比为 1∶20 000；抗

rP4 多克隆抗体和山羊感染 Mccp 后的血清作为一

抗的，加入 HPR 标记的兔抗山羊 IgG 抗体，稀释比

为 1∶20 000，室温孵育 1 h；TBST 洗膜 4 次，每次

10 min；避光加入显色液显色，显色完毕后观察分析

结果。

1. 6　动物免疫及攻毒试验

1. 6. 1　菌液培养　　将冻存的 Mccp 菌株用改良

MTB 培养基以 1∶9 比例复苏与传代，37 ℃温箱中静

置培养至培养基颜色由红色变为黄色。攻毒菌液

在培养至对数生长后期进行 20 倍浓缩，在 96 孔板

中进行 10 倍梯度稀释测定菌液滴度［11］。

1. 6. 2　疫苗制备　　全菌灭活疫苗制备是将培养

好的 Mccp 菌液离心，用无菌 PBS 离洗 2 次，除去菌

体以外的成分，PBS 重悬后测定全菌蛋白浓度，调

整至合适的蛋白浓度，灭活后与 ISA201 佐剂进行

乳化，制备疫苗。纯化的 rP4 蛋白按照上述方法与

佐剂进行乳化制备疫苗，同时制备 PBS 佐剂作为对

照组。

1. 6. 3　动物免疫与攻毒　　将 15 只山羊随机分成

3 组，每组 5 只，分别为 P4 蛋白组、全菌灭活组和

PBS 对照组。通过颈部肌肉注射的方式进行免疫，

每次免疫剂量为 2 mL·只-1。在第一次免疫 14 d 后

进行第二次免疫；二免后 21 d 进行攻毒。参考文

献［12］的方法进行攻毒，攻毒剂量 108 CCU·mL-1。

攻毒后死亡动物进行剖检和取样，未死亡动物在攻

毒后 30 d 进行剖检。

1. 6. 4　免疫效力评估　　攻毒后每天测直肠体

温、心率和呼吸频率，并观察相应的临床症状如呼

吸、精神状态，行为活动、饮食等，记录死亡情况。

每周测量体重、采集血清和鼻拭子。对死亡的动物

进行剖检，观察胸腔和肺病变，采集胸水（若有），进

行 Mccp PCR 检测和滴度测定；采集肺健康和病变

交界处组织固定进行后续的组织病理学观察；统一

采 集 右 尖 叶 样 品 进 行 肺 脏 载 菌 量 测 定 和 病 原

分离［6，13］。

1. 6. 5　血清中特异性抗体水平检测　　免疫前

和免疫后每周采集非抗凝血分离血清保存，利用

间接 ELISA 方法测定血清中 Mccp 抗体，以及 P4
蛋白特异性抗体水平。简述如下：rP4 重组蛋白以

3. 7 μg·mL-1 包被 96 孔酶标板，37 ℃温箱放置 1 h
后，4 ℃过夜；洗涤封闭后加入待检血清，37 ℃孵育

1 h；洗涤后以 HRP 标记的兔抗山羊 IgG 为二抗，

37 ℃孵育 1 h，洗涤后 TMB 显色，2 mol·L-1 H2SO4
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作为终止液在酶标仪上在 450 nm 读取 OD 值。

1. 6. 6　血清细胞因子水平　　分别采集免疫前

（免疫第 0 d）、二免前（免疫第 14 d）和攻毒前（免疫

第 35 d）血清，采集的血清用商品化的试剂盒检测细

胞因子 IFN-γ、IL-2、IL-4、IL-10 水平。

1. 7　数据分析

数据采用 Graphed Prism 10 软件进行数据统计

分析和图表绘制，结果表示为“平均数±均值标准

差”。采用单向或者双向方差分析（ANOVA）和 T
检验对组间进行差异分析（* P<0. 05）。

2　结 果

2. 1　重组蛋白纯化及鉴定

重组蛋白 rP4 为可溶性表达，用不同浓度咪唑

洗脱液洗脱和镍株结合的蛋白，通过 SDS-PAGE 分

析可知在 200 mmol·L-1 咪唑洗脱液下目的蛋白最

容易洗脱下来，成功获得与目标蛋白大小 105 ku 相

符的重组蛋白（图 1）。分别用抗 His 标签的鼠单克

隆抗体、抗 rP4 多克隆抗体以及山羊感染 Mccp 后的

血清作为一抗进行 Western blot 分析，结果显示在

rP4 蛋白相应的分子质量位置出现显色带（图 2）。

2. 2　临床症状监测和存活率

攻毒 1 周后山羊体温出现明显升高，全菌灭活

组体温明显低于其他组，在攻毒两周后各组动物体

温开始有所恢复。攻毒后各组羊均出现发热、咳

M.  蛋白分子质量标准；1. 流穿液；2~5：20、40、60、80 mmol·L-1咪唑洗涤液；6~9. 100、200、300、1 000 mmol·L-1咪唑洗脱液

M.  Protein molecular weight Marker； 1： Lysis buffer； 2-5.  20， 40， 60， 80 mmol·L-1 Imidazole Wash buffer； 6-9.  100， 200， 
300， 1 000 mmol·L-1 Imidazole Elution buffer
图 1　重组蛋白 rP4的纯化结果

Fig. 1　The purification results of recombinant protein rP4

a.  rP4 蛋白与 His标签抗体的反应；b.  rP4 蛋白和 Mccp 感染血清的反应；c.  rP4 蛋白与 rP4 多克隆抗体的反应

a.  rP4 protein reaction with His-tag antibody； b.  rP4 protein reaction with Mccp infection serum； c.  rP4 protein reaction with 
anti-rP4 polyclonal antibody
图 2　重组蛋白 rP4的 Western blot分析结果

Fig. 2　The results of the Western blot analysis of the recombinant protein rP4
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嗽、食欲下降和精神状态不佳等症状。攻毒 1 周后

体重也出现下降，在 2~3 周后体重开始有所恢复，

全菌灭活组体重下降幅度相比较其他组较小（图 3）。

直至观察结束，P4 蛋白组、全菌灭活组和 PBS 对照

组的存活率分别是 40%、60%、40%（图 4）。结果显

示 P4 蛋白组在临床症状表现上并没有提供良好的

免疫保护效果，全菌灭活组有一定的保护作用。

2. 3　大体病变及组织病理学观察

临床症状和病程以 14 d 为基准进行判断，存活

时间≤14 dpi为急性型，存活时间>14 dpi的为慢性

型［14］，参考文献［15］并结合病程对大体病变和组织

病 变 的 典 型 症 状 进 行 归 纳 整 理 ，确 定 评 分 标 准

（表 1）。P4 蛋白组中 3 只为急性型，出现胸腔积液

和胸膜粘连，左右肺叶均呈大范围酒红色肝实变；

组织学检查显示肺泡结构消失、大量坏死细胞碎

片，肺泡壁毛细血管和间质血管充血。慢性型无胸

腔积液，但有胸膜粘连，肺以右尖叶干酪样病变为

主，组织病变表现纤维结缔组织增生和大范围肺泡

实质化。全菌灭活组只有一只山羊为急性型，右尖

叶和右心叶肝变明显，慢性型肺有少量干酪样病

变，肺泡结构清晰，呼吸道周围出现淋巴细胞浸润；

PBS 对照组中急性型有 2 只，出现胸腔积液，左右肺

尖叶和心叶出现肺实变；组织学观察结构出现多灶

性实质化，伴随肺泡壁毛细血管充血；慢性型为散

在干酪样病变，组织学检查多见肺泡出现实质化

（图 5）。评分结果显示，P4 蛋白组病理变化在 3 组

内最严重（图 6）。

2. 4　血清中特异性抗体水平检测

分别对采集的血清进行 Mccp 特异性抗体和

rP4 蛋白相应抗体检测（图 7）。结果显示，以 rP4 为

抗原检测免疫山羊的抗体效价，在免疫两周后血清

抗体明显上升，并且在免疫后两个月内都保持高的

抗体水平，证明 P4 蛋白有良好的免疫原性。全菌

灭活组在免疫后 14 d 血清中 Mccp 的抗体呈阳性，

对 照 组 则 在 攻 毒 两 周 后 血 清 中 Mccp 抗 体 呈 现

阳性。

2. 5　肺组织病原分离和载菌量

取攻毒后山羊的肺组织进行载菌量测定，各组

均可检测到 Mccp DNA，其中 P4 蛋白组肺的载菌量

最高，PBS 对照组次之，全菌灭活组最低（图 8）。此

外，从胸水样品中可检测到病原 Mccp，其中 P4 蛋白

组中胸水Mccp滴度可以到达 107 CCU·mL-1 （表 2）。

a~c. 平均直肠温度与整个观察期间的山羊咳嗽数量；d~f. 以 0 dpi作为基线测量每周体重变化

a-c.  The mean rectal temperature and the number of goat coughs recorded throughout the observation period； d-f.  Weekly body 
weight changes were measured at 0dpi as a baseline
图 3　动物临床症状监测

Fig. 3　Clinical symptom monitoring

图 4　山羊的存活率

Fig. 4　Survival rate of goats
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2. 6　血清细胞因子水平

采集不同时间血清进行细胞因子检测。结果

显示，P4 蛋白组 IL-2 第 35 天显著高于第 0 天，而

IL-4 第 35 天显著低于第 0 天，IL-10 虽在免疫后呈

现上升趋势但是不显著，IFN-γ 均未检测到（图 9）。

血清中 IL-4 的显著降低和 IL-2 的显著增加可能表

明 P4 蛋白在一定程度上诱导了 Th1 型免疫反应的

增强，抑制了 Th2 型反应。

3　讨 论

CCPP 是 WOAH 法定报告动物疫病，在我国被

列为二类动物疫病。根据中国农业农村部疫情发

布数据，从 2023 年初至 2024 年 CCPP 多次占据二类

主要动物疫病报告发病数前三位，目前对于疫病最

好的防控依旧是疫苗免疫。1958 年，传统组织灭活

疫苗曾起到很大作用，但是该疫苗制备方法导致的

表 1　试验动物的大体病变和组织病变评分标准

Table 1　The criteria for gross lesion and histopathological lesion scoring of experimental animals

病变类型
Type of lesion

肺组织损伤
Pulmonary tissue damage

肺脏颜色
Pulmonary color

肺组织与胸腔黏连
Adhesion of pulmonary 
tissue to the pleural cavity

胸腔积液
Pleural effusion

组织病理学变化
Histopathological changes

感染后存活时间（dpi）
Survival time after 
infection （dpi）

分值  Score

0

无明显变化

粉红

无

无

肺泡壁由单层
肺泡细胞组成

剖杀前未死
亡  （30dpi）

1

尖叶出现肝变或者干酪样
病变

苍白

轻微黏连

较少

多灶性肺泡壁增厚、多灶性实
质化、肺泡充满纤维素蛋白

21 dpi<存活时间<30 dpi

2

尖叶和心叶，有时蔓延至副
叶出现肝变或干酪样病变

暗红

大范围黏连

适中

肺泡结构消失、可见大量坏
死细胞、大范围实质化

14 dpi<存活时间≤21 dpi

3

肝变大范围出现，
蔓延至膈叶

暗红且有出血斑

-

较多

肺泡壁毛细血管
及间质血管充血

存活时间≤14 dpi

a~f. 肺部大体病变图像，其中 a、c和 e为慢性病例，b、d 和 f为急性病例；g~l. 相应的肺部组织病理学图像（100×）

a-f.  Gross images of pulmonary lesions， where a， c， and e are chronic cases， b， d， and f are acute cases； g-l.  Corresponding 
histopathological images of lung tissue （100×）

图 5　动物病理学观察

Fig. 5　Pathological observation of experimental animals
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生物安全风险问题和不同批次质量难以保证。菌

体培养物灭活疫苗虽然很大程度避免了组织灭活

疫苗的问题，但是由于支原体生长缓慢，培养需要

大量的马血清，其生产成本高，且灭活疫苗中常有

其他成分污染［16］，推广受到严重限制。Mccp 疫苗急

需产品升级换代。

通 过 SDS-PAGE 分 析 ，重 组 蛋 白 rP4 在

200 mmol·L-1 咪唑下较容易洗脱。 rP4 分别和 His

图 6　病理评分

Fig. 6　Pathological scoring

a~c. 血清 Mccp 抗体水平；d. P4 蛋白组血清 rP4 抗体水平

a-c.  Serum levels of antibodies against Mccp； d.  Serum IgG antibody levels of P4 protein group
图 7　动物血清中特异性抗体水平检测

Fig. 7　Evaluation of the levels of specific antibodies in sera

图 8　肺部载菌量

Fig. 8　Lung bacterial load
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标签抗体、P4 多抗血清以及 Mccp 攻毒后的血清进

行 Western blot 验证，发现均可以在目的蛋白出现

显色带；但是和 P4 多抗血清及 Mccp 攻毒后血清的

WB 验证中出现杂带。这可能是 Mccp 攻毒后血清

中的抗体与重组 P4 蛋白的某些结构域或其他蛋白

片段发生非特异性结合；P4 多抗血清是通过免疫动

物获得的，可能包含针对 P4 蛋白不同表位的抗体，

其中部分抗体可能识别了非特异性抗原或蛋白片

段，或表明多抗血清的制备过程中可能存在一些非

特异性抗体的残留。

表 2　肺部病原分离结果和胸水 Mccp滴度

Table 2　Results of pulmonary pathogen isolation and pleural Mccp tiration

组别
Group
P4 蛋白组
P4 protein group

全菌灭活组
Inactivated bacteria group

PBS 对照组
PBS control group

编号
No.
336
365
371
389
391
354
363
369
374
403
339
361
373
396

6344

病料是否分离出 Mccp
Is Mccp isolated from the diseased material

+
-
-
-
-
-
-
-
+
-
-
-
-
-
-

胸水中 Mccp 滴度/（CCU·mL-1）
Mccp titer in pleural liquid

6. 15×106

-
-
-

1. 925×107

-
-
-
-

1. 775×104

-
4. 91×107

-
1. 925×105

-

“+”表示检测结果为阳性；“-”表示检测结果为阴性
“+” indicates a positive test result； “-” indicates a negative test result

a.  IL-2 细胞因子水平；b.  IL-4 细胞因子水平；c.  IL-10 细胞因子水平。*. P<0. 05
a.  IL-2 cytokine levels； b. IL-4 cytokine levels； c.  IL-10 cytokine levels。*. P<0. 05
图 9　免疫后血清中细胞因子 IL-2、IL-4、IL-10水平检测

Fig. 9　Evaluation of the levels of IL-2， IL-4 and IL-10 cytokines of the sera of immunized animals
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P4 蛋白为筛选的潜在疫苗靶标，免疫山羊后产

生特异抗体，在免疫 14 d 后上升，整个试验期间抗

体水平一直维持高水平，但其产生的特异性抗体可

能不一定是有效的中和抗体。P4 蛋白组免疫后在

临床症状、存活率等方面并无改善，大体病变和组

织病理变化观察 P4 蛋白组无论是急性还是慢性病

例都要比 PBS 组严重，肺的载菌量虽然没有显著性

差异，但是 P4 蛋白组均值要高于其余组。这种现象

推测可能是引发了抗体依赖性增强作用，具体作用

还需要进一步验证。

在本研究中，免疫后，山羊血清中的 IL-4 显著

下调，而 IL-2 显著上调，提示诱导了偏向 Th1 应答，

可能导致 Th1/Th2 失衡。这种失衡可能引发过度

的细胞免疫反应，从而引起组织损伤。这种现象可

能是由免疫蛋白本身引起的，也可能是由于疫苗中

的佐剂所致。皂苷能有效刺激 Th1 型免疫应答并

产生特异性细胞毒性 T 淋巴细胞，ISA201 是一种内

部为水包油（W/O/W）矿物油的佐剂乳剂，可以快

速诱导体液免疫反应，也能增强细胞免疫反应，诱

导具有 Th1 偏向的免疫反应。 IL-4 的变化趋势可

能反映了 Th2 型免疫反应的早期激活，随后受到免

疫调节机制的抑制。 IL-10 作为一种抗炎细胞因

子，在免疫后第 35 天较第 0 天有所上升，提示可能

存在免疫调节机制，有助于维持免疫反应的平衡，

防止过度的炎症反应。值得注意的是，尽管 IL-4 和

IL-10 均为 Th2 型细胞因子，但它们的检测结果呈

现出不同的变化趋势。这种差异可能与免疫反应

的动态变化、免疫调节机制的作用以及疾病进展的

影响有关。此外，未检测到 IFN-γ，可能是由于 Th1
型免疫反应未被充分激活，导致 IFN-γ 产生不足。

此外，本研究对于山羊传染性胸膜肺炎的不同

病 程 导 致 的 病 理 学 变 化 有 进 一 步 认 识 和 深 入 。

CCPP 临床表现通常分为最急性型、急性型和慢性

型。最急性型和急性型表现为暴发性的疾病，感染

后不久便发生纤维性胸膜肺炎，死亡率很高［10］。慢

性病程较轻，无急性死亡［17］。本次研究发现，在攻

毒 2 周内死亡的急性病例出现稻草色胸液、胸膜黏

连、大范围肝实变，右肺病变程度往往比左肺严重，

这与前期研究得出的结论相似［18-20］。组织病变中肺

泡腔充满纤维蛋白、肺泡结构不清晰或出现大范围

实质化，若肺泡腔出血或可见大量坏死细胞碎片，

往往羊死亡急且症状更重。慢性病变胸腔很少有

胸水，肺组织多出现干酪样坏死病变，肝实变则多

为散发。组织病变呈现部分肺泡壁增厚导致肺泡

腔狭窄，部分肺泡出现代偿性轻度扩张。在病原分

离上，本次试验中只有 2 只羊的肺组织分离纯化出

了 Mccp，胸腔积液中均分离到了 Mccp 活菌，说明

Mccp 在胸腔积液中更容易分离，这与之前的试验结

果相符［17，21］。

动物支原体疾病中已经有很多支原体尝试亚

单位疫苗研究［22］，有一些单组份亚单位疫苗会加重

病变［23-25］，而多组分亚单位疫苗可能更容易起到保

护作用［26-28］。B 细胞和 T 细胞表位的鉴定在基于多

个表位的疫苗开发中具有重要意义，选择预测多个

蛋白的 T 细胞和 B 细胞表位进行串联，B 细胞表位

在体液免疫反应的启动中起关键作用［29］，而 T 细胞

识别的表位可以诱导细胞免疫反应并增强整体免

疫激活［30］，从而达到减少工艺成分并达到免疫效

果。本研究中疫苗免疫后血清中特异性抗体和细

胞因子水平表明体液免疫被激活但细胞免疫反应

可能相对不足，这一发现提示需要进一步优化疫苗

设计：一是要思考细胞免疫、体液免疫哪一个对于

Mccp 的感染更能提供有效保护；同样也需要思考

Th1 和 Th2 免疫反应的平衡，例如在牛支原体中已

鉴定出多种免疫原性蛋白，这些蛋白能够诱导体液

免疫，但未能有效激活细胞免疫，这导致目前尚无

有效的牛支原体亚单位疫苗能够提供显著的免疫

保护，这一现象提醒对于支原体而言，免疫保护的

关键可能不在于单纯的体液或细胞免疫，而在于

Th1 和 Th2 细胞免疫的平衡。因此，需要通过对抗

原进行设计或选择不同的佐剂［28，31］，诱导更均衡的

免疫反应以增强疫苗的保护效力［22］。

4　结 论

本研究表达纯化了重组蛋白 rP4 并制备疫苗，

通过山羊免疫及免疫攻毒试验对其免疫效果进行

了评价。试验结果表明，P4 蛋白尽管产生了高水平

抗体，但仍无法提供免疫保护作用，为山羊传染性

胸膜肺炎新型疫苗的设计制备提供了数据支持。
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