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鸡柔嫩艾美耳球虫单卵囊分离技术的
构建及致病性研究
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　　[摘　要 ]　构建了一种新的鸡柔嫩艾美耳球虫单卵囊分离技术,并对杨陵柔嫩艾美耳球虫地理株进行了分

离,对继代增殖的纯种卵囊进行了致病性试验。结果表明,该单卵囊分离技术简单易行,单卵囊感染成功率可达

40% ;该虫株对雏鸡有很强的致病性,经口接种 1×105个孢子化卵囊,致死率高达 80%。
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　　鸡球虫分布广、危害大, 严重威胁养禽业的发

展,特别对于雏鸡,常常是毁灭性的。集约化养鸡场

是球虫病暴发的最适宜场所, 其发病率为 50%～

70% ,死亡率 20%～ 30% ,严重时高达 80% [1 ]。在各

种鸡病中,球虫病的发生率最高[2 ] ,占 1ö6～ 1ö5 [3 ]。

据Bhogal等[4 ]报道,全世界每年因鸡球虫病造成的

损失达 20 亿美元, 抗球虫药的年消费为 3. 2 亿美

元。随着养鸡业的不断发展,这一数据还呈加倍上升

趋势。我国年支出抗球虫药费用 6～ 18亿元,迄今为

止,控制球虫病的主要手段仍然是化学药物防治。由

于耐药性与药物残留两大问题的日趋严重[5～ 11 ],免

疫预防研究引起了广泛重视[12 ]。随着生物技术的迅

速发展,国内外学者对鸡球虫病及其病原的研究更

加深入。在生产中,鸡球虫呈混合感染,为了研究方

便及结果的准确性,往往要求纯种株,这就需要采取

某些试验手段将混合的不同艾美耳球虫 (E im eria)

分离开来,人们曾将卵囊通过连续的蔗糖质量浓度

梯度离心纯化, 最后用次氯酸钠处理[13 ] , 该方法能

够从粪便中分离大量孢子化的卵囊,但不能保证所

获得的卵囊为完全意义上的纯种。因此,有必要寻找

一种简便、实用、准确而经济的单卵囊分离技术。

1　材料与方法

试验动物　刚孵出的尼克红小公雏,购自西北

农林科技大学畜牧站鸡场,在严格消毒的无球虫环

境中饲养。试验前检查球虫卵囊,未发现球虫感染。

标记管、取样器　均为实验室自制。

卵囊培养　在对杨陵鸡球虫病原种类进行全面

调查的基础上,采集感染强度较高的新鲜鸡粪样,加

入质量分数 2. 5%重铬酸钾溶液浸泡搅匀, 放入

(27±1) ℃恒温箱中培养 (每天搅动 1～ 2 次, 并加

入适量重铬酸钾溶液,以防干涸) ,直至 80%以上的

球虫卵囊孢子化。置 4 ℃冰箱中保存备用。

琼脂板制备　琼脂粉,北京奥博星生物技术责

任有限公司,批号 20000801。按质量分数 2%的比例

加入蒸馏水中,水浴加热使其熔化,观察其透明澄清

时即可,然后匀速倾倒在载玻片上,制成琼脂板,注

意保持均匀,厚度约 3 mm。将制好的琼脂板放在大

平皿中加水加盖置于 4 ℃冰箱中,以防变干。

单卵囊选择　取已孢子化的卵囊粪样少许,用

饱和蔗糖水漂浮 15 m in,用吸管吸取上清液表层溶

液,均匀滴在制好的琼脂板上,放在显微镜下观察,

确定为孢子化的柔嫩艾美耳球虫 (E. tenella)单卵囊

时,用自制的标记管做好标记。

雏鸡分组与单卵囊感染　选取 20羽 14日龄体

重相近的尼克红小公雏,分为 2组,每组 10羽,其中

1组做为空白对照,另 1组从 1～ 10依次编号,用自

制取样器取出标记好的孢子化单卵囊。依次经口投

服给无球虫雏鸡,然后单个分离饲养于严格消毒的

笼舍中,饲料和饮水均严格消毒,收集感染后 6～ 8 d

新鲜粪便,若发现有卵囊,将其培养至孢子化。

继代增殖　用孢子化的第一代卵囊感染 14～
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20日龄无球虫雏鸡,收集感染后 6～ 8 d 粪样进行卵

囊培养,再感染雏鸡。同样方法,连续若干代次,直至

收集到大量 E. tenella 卵囊,孢子化后保存备用。

致病性试验　用单卵囊分离技术分离纯化的

E. tenella 进行致病性试验。取纯化的孢子化卵囊,

离心 (3 000 röm in, 10 m in) ,水洗 3 次,去除重铬酸

钾,垂悬定容,血球计数器计数,调整至含孢子化卵

囊 1×106 mL - 1。选取 60羽无球虫 14日龄尼克红小

公雏,逐只称重,随机分为两组,并适当调整各组体

重,使其相近,每组 30 羽,一组做不感染空白对照,

另一组每羽鸡经口一次接种感染纯化的孢子化卵囊

1×105 个 (0. 1 mL )。接种后每日观测鸡的精神状

态、食欲和粪便情况,记录并剖检死亡鸡。感染后第

8 天剖杀全部试验鸡,按 John son 等[14 ]所描述的方

法进行盲肠病变记分。对感染后死亡的鸡,随时称

重,剖检,查明死亡原因。凡因球虫病死亡者,病变记

4分。收集各组鸡盲肠及其内容物,分别置组织匀浆

器内匀浆,血球计数器计数每组每羽鸡平均盲肠卵

囊产量 (Oocysts per gram feces,O PG) [5～ 6 ]。

2　结果与分析

2. 1　单卵囊感染结果

　　空白对照组 10 羽鸡在试验期间均未查出球虫

卵囊,而单卵囊感染组 10羽鸡在试验期间共有 4羽

查出了卵囊,即球虫卵囊检出率为 40% , 经统计,查

出卵囊的 4 羽鸡新鲜粪样中卵囊值平均约为 45

O PG。试验组和对照组体重无明显差异。

2. 2　继代增殖与虫种鉴定结果

将查出卵囊的雏鸡粪样分别培养至卵囊孢子化

后,离心水洗 3次除去重铬酸钾,然后加少许生理盐

水吹打均匀,再喂给 14 日龄无球虫雏鸡,收集感染

后 6～ 8 d 粪样培养,再感染雏鸡。同样方法,连续增

殖至第六代。经实验室鉴定 (从形态学、卵囊大小、形

态指数、孢子化时间等指标)和潜隐期分析,确定为

纯种 E. tenella ,分别命名为YL 1, YL 3, YL 4, YL 8 株。

2. 3　YL 1 纯种株致病性试验结果

用 YL 1 纯种 E. tenella 株做致病性试验, 结果

见表 1。
表 1　YL 1 纯种 E. tenella 株致病性试验结果

T able 1　T he resu lt of the pathogen ic assay w ith E. tenella YL 1 stra in

组别
Group

试验鸡数
Ch icken
num ber

存活数
Survival
num ber

存活率ö%
Survival

rate

试验始重ög
F irst

w eigh t

末重ög
F inal

w eigh t

增重ög
W eigh t

gain

相对增重ö%
Relative
w eigh t

gain rate

盲肠病变记分
L esion

sco re
(1- 4)

卵囊数
Oocyst
num ber

感染组
Challenged

group
30 6 20 52. 7 82. 3 29. 6 76. 9 3. 5 3 665

对照组
Contro l
group

30 30 100 52. 5 91. 0 38. 5 100 0 0

图 1　感染 YL 1 株 E. tenella 雏鸡盲肠内的血凝栓

F ig. 1　Cecal co re in ch icken challenged w ith

E. tenella YL 1 stra in

从表 1 可以看出, YL 1 株 E. tenella 毒力很强,

每羽鸡感染 1×105 个卵囊,死亡率可达 80%。鸡死

亡多发生在感染后 5～ 7 d,多数鸡呈现精神萎靡,翅

膀下垂,闭眼缩脖,卧地昏睡,畏寒颤抖,嗉囊胀满,

不食不饮,体温下降,下痢、血便并出现严重贫血,最

后死亡; 只有少数鸡症状稍轻,可以耐过,但均有少

量血便。剖检查看病理变化,发现存活鸡表现盲肠粘

膜稍增厚,有少数散在性出血或少量肠芯;死亡鸡两

根盲肠显著肿大,比正常鸡大 3～ 5 倍,肠内充满凝

固的或暗红色血液,盲肠上皮变厚并有糜烂,盲肠粘

膜可见出血斑,引起粘膜出血及坏死,肠内容物血样

内含坏死剥落的粘膜,或为混有血液的干酪样凝栓

(图 1)。其余肠段未见异常。

3　讨　论

鸡球虫种类较多,而且多呈混合感染,杨陵鸡球

虫混合感染发生率为 100% [15 ] ,这给研究带来了不

便,为此,人们在不断探索如何能分离出纯种的球虫
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株。作者曾采用 96孔U 型医用血凝滴定板等稀释

法,将孢子化卵囊稀释以后加入 96 孔血凝板中,并

在显微镜中观察,选取只有 1个卵囊的孔,并用吸管

吸取后经口接种于鸡。由于卵囊在吸取和接种过程

中可能粘在孔壁或吸管壁上而导致接种过程失败,

成功率极低,给试验带来很大不便。本试验所采用的

琼脂板法单卵囊分离新技术,可将孢子化卵囊与周

围的琼脂一块喂给雏鸡, 使成功率大大提高, 达到

40%。这不但完全可以满足研究要求,而且较前人所

用方法精确, 纯度可达 100% , 加之试验操作简便,

适合普通实验室进行分离。作者认为,该法确为一种

好方法。

为保证试验的成功率,在操作过程中一定要注

意饲养环境卫生,饲料、饮水等均应严格消毒,及时

清除粪便,试验用雏鸡均应单只分离饲养,以防鸡食

入球虫卵囊。

从 YL 1 株 E. tenella 致病性结果来看, 该虫株

毒力很强,对养鸡业危害很大,应该引起人们足够的

重视。该虫株的生物学特性还有待于进一步研究。
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T he estab lishm en t of E. tenella sing le2oocyst iso la t ion
techn ique and its pa thogen icity in ch icken

L IN Qing,Y U San -ke, CHEN X iu- l i, PAN Guang- l in ,W ANG J ian -feng,L I Tao
(Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Yangling stra in of E. tenella w as iso la ted by u sing a new single2oocyst iso la t ion techn ique.

T he pathogen ic assay of the st ra in to ch icken w as conducted. T he resu lts show that the new techn ique is

easy to opera te and has a 40% successfu l ra te. T he stra in is h igh pathogen ic, and its mo rta lity to ch icken

can reach as h igh as 80% w hen ch icken are inocu la ted w ith a do sage of 1×105 spo ru la ted oocysts each

b ird.

Key words: E im eria tenella; sing le2oocyst iso la t ion techn ique; pathogen icity; ch icken
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