
鸡球虫病是由顶复器门孢子虫纲艾美耳属的

一种或多种艾美耳球虫(单细胞寄生虫)寄生于鸡
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肠道黏膜上皮内而引起的一种危害鸡生长发育的

全球性家禽寄生虫病 [1]，该病发病率高至 50％～
70％，死亡率为 20％～30％，严重时高达 80％ [2]，

特别是现代集约化养鸡场多发频发，给养鸡业带

来巨大的经济损失。据报道，全世界每年由鸡球虫

病给养鸡业带来的直接和间接经济损失高达 80

亿美元[3- 4]，我国养鸡量位于世界之首(约占世界总

量的 10％)，但因集约化程度不够、饲养管理不当
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安徽部分地区鸡柔嫩艾美耳球
虫单卵囊的分离与鉴定
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摘 要：为获得纯种柔嫩艾美耳球虫虫株，从安徽省巢湖市、霍邱县、定远县 3 个地区患球虫病的鸡场采

集 3 株混合球虫，培养至孢子化，分离单卵囊接种 1～7 日龄的雏鸡，感染后 7～12 d，收集卵囊，然后通过生物

学特性和 PCR 方法进行虫种鉴定。结果显示，3 个地区的单卵囊感染成功率分别为 50%、57%和 29%，各虫株

经生物学特性和 PCR 鉴定均为柔嫩艾美耳球虫。研究表明：1.0% 琼脂单卵囊分离法简便且成功率较高，利用

特异性引物 PCR 鉴定虫株，为纯种地方株的研究奠定了基础。
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Single-oocyst Separation and Identification of Eimeria tenella
in Chickens in Patrs of Anhui Province
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Abstract: In order to obtain pure Eimeria strain, three Eimeria species were collected from the poultry

farms infected with coccidia in Chaohu, Huoqiu and Dingyuan of Anhui Province, and then cultured to sporu-

lated oocysts. The 1- 7 days old chicks were vaccinated the single- oocyst by single- oocyst separation tech-

nology. The oocysts were collected after 7- 12 days, and then the coccidia oocysts were identified with biolog-

ical characteristics and PCR method. The results showed that the ratio of infection were 50%, 57% and 29%,

respectively in three areas. The three Eimeria species were all identified as Eimeria tenella by biological

characteristics and PCR. This indicated that the single oocyst isolation technique was simply and successful.

Using specific primers of PCR to identify strains could lay foundation for the study of pure local strains.
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等造成我国养鸡业年损失约 25 亿元人民币[5]。鸡

球虫种类繁多，我国报道的有 11 种，目前报道较

多的有 7 个种 [6]，且都具有致病性，其中以寄生于

盲肠的 Eimeria tenella 致病性最强，但临床上常

见于以某一种为主的混合感染，同时也有研究发

现同种或不同种球虫的生物学特性均有所不同，

这就给鸡球虫病的研究带来一定的困难，因此分

离品种单一的球虫卵囊成为研究球虫生物学特性

的必要手段，研究某一地区球虫生物学特性和球

虫的纯种体系，对虫种的鉴定、球虫的流行病学、
致病性、药物效应、耐药性、遗传变异、蛋白组学及

球虫免疫，都具有十分重要的意义。
本试验以安徽 3 个地区鸡柔嫩艾美耳球虫

(Eimeria tenella)为研究对象，开展了卵囊的分离、
纯化及鉴定工作，为耐药性分析和药物疗效试验

奠定基础，并为研发新型球虫药和制定安徽地区

球虫病的防治方法提供理论和实践依据。

1 材料

1.1 试验动物

42 只 1 日龄罗曼蛋公雏购于安徽长丰安禽

禽业有限公司，饲养前实验室经 10%氨水彻底消

毒，雏鸡饲养于经氨水消毒和 70℃烘干的纸箱

中，自由采食和饮水。
1.2 试验虫株

取来自于巢湖市、霍邱县、定远县鸡场的垫料

与病鸡及病死鸡盲肠内容物，分离培养，获得混合

卵囊，再通过单卵囊技术进行纯化。
1.3 试验试剂

重铬酸钾、氯化钠均为国产分析纯购于西陇

化工股份有限公司；琼脂粉购于北京奥博星生物

技术有限责任公司；DL2000、premix Taq(Loading

dye mix)、酚：氯仿：异戊醇(25：24：1)、RNA 酶、蛋

白酶 K、10%SDS 等基因组 DNA 的提取试剂购于

大连宝生物公司。
1.4 实验仪器

PCR 扩增仪、冷冻离心机、高速和低速离心

机、凝胶图像处理系统、显微镜、移液器、PCR 管、
分析天平、烧杯、组织匀浆机、恒温培养箱、血球计

数板等。

2 方法

2.1 混合卵囊的分离与培养

取安徽巢湖市、霍邱县、定远县 3 地病鸡及病

死鸡的盲肠内容物置于 50 mL 离心管中，用饱和

盐水反复洗涤盲肠黏膜，洗涤液转移至上述离心

管中，用组织匀浆机进行匀浆。用饱和盐水漂浮法

收集卵囊，匀浆液中加入适量饱和盐水，以 3 500

r/min 离心 15 min，取上清液，沉淀中再加饱和盐

水，重复上述操作 3 次；上清液中加入 5～10 倍体

积的水混匀，以 3500 r/min 离心 15 min，弃上清，

沉淀中加入 2.5%重铬酸钾适量后倒入培养皿中

置于 28～30℃的恒温箱中培养 48～72 h，待孢子

化率达到 90%以上时收集卵囊，置 4℃冰箱中备

用。
2.2 单卵囊的感染试验

2.2.1 琼脂薄片的制作

称 1 g 琼脂粉倒入 100 mL 的烧杯中，加单蒸

水(dH2O)100 mL，混匀，加热至完全溶解。溶解后

用滴管吸取适量琼脂液滴于载玻片上，不宜太厚，

冷却凝固。
2.2.2 混合卵囊液准备

取备用的重铬酸钾保存的混合 虫 种 ，3 500

r/min 离心 10 min，弃去上清液，加水重复离心直

至完全去除重铬酸钾，然后取 10μL 混合卵囊液，

加入 40μL 的 dH2O，稀释摇匀，显微镜下观察，直

至一个视野范围内只有一个卵囊为止，若含有多

个卵囊，倍比稀释观察，直至符合条件为止。
2.2.3 单卵囊分离

取 稀 释 好 的 卵 囊 液 一 滴 滴 在 琼 脂 薄 片 上 ，

10×10 的低倍镜下找到卵囊，10×40 的高倍镜

下观察，确定一个视野中只有卵囊且上下左右的

每个视野中均无卵囊时，静置干燥片刻，再次镜

检，确定卵囊仍在原来位置后，用盖玻片切下含有

单个卵囊的琼脂块。不符合要求的弃之。
2.2.4 单卵囊的感染

取含有单个卵囊的琼脂块；左手抓住雏鸡，用

拇指与食指分开鸡上下喙，右手将准备好的球虫

单卵囊小心的灌服，待其吞咽后，用移液器吸取

50μL 的 dH2O 送服。
2.3 卵囊鉴定

2.3.1 单卵囊的收集

试验鸡只接种单卵囊后每日观察鸡的精神状

况，从第四天开始检查粪便中是否含有卵囊，发现

有的鸡只第二天将其剖杀刮取盲肠内容物置于

2.5%的重铬酸钾溶液中，29℃的生化培养箱中培

养，待孢子化率达到 90%以上时收集卵囊，收集

后置 4℃冰箱中保存备用。
2.3.2 生物学特性鉴定

观察鸡球虫寄生部位、典型临床症状、最短潜
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表 1 生物学特性

虫株 寄生部位 卵形 大小(μm) 典型临床症状 最短孢子化时间(h) 最短潜在期(h)

巢湖株 盲肠 宽卵圆形 (21.79±1.47)×(18.38±1.30) 盲肠芯 18 115

霍邱株 盲肠 宽卵圆形 (22.64±1.65)×(18.49±0.95) 盲肠芯 18 118

定远株 盲肠 宽卵圆形 (22.14±1.63)×(17.94±1.37) 盲肠芯 19 117

在期、最短孢子化时间、卵囊形态、大小等生物学

特性，对所增殖的单卵囊进行初步鉴定。
2.3.2.1 寄生部位及典型临床症状

雏鸡感染后每日观察雏鸡的采食及精神情

况，感染后第四天开始粪检，发现卵囊后剖杀鸡

只，观察肠道病变并记录。
2.3.2.2 最短潜在期

即虫株接种后最早出现卵囊时间，一般在接

种后第四天起每隔 1 h 观察 1 次。
2.3.2.3 最短孢子化时间

将卵囊收集于培养皿中，加入适量重铬酸钾

至 29℃培养箱中培养，期间每隔 1 h 镜检一次，

自开始培养到最早出现 4 个孢子囊的时间即为最

短孢子化时间。
2.3.2.4 卵囊形态及大小

随机选择 50 个孢子化卵囊，显微镜下测量其

大小，取其平均值。
2.3.3 PCR 鉴定

球虫基因组 DNA 的提取：取纯化好的单卵囊

108，3 500 r/min 离心 15 min，重复 3～5 次洗去重

铬酸钾，加入适量的 10%SDS 和等体积的玻璃珠

在振荡仪上破碎 3～5 min 后镜检，直至 90%以上

孢 子 化 卵 囊 破 碎 为 止 ， 加 入 蛋 白 酶 K

(100μg/mL)，摇匀后 55℃条件下水浴 3h，然后再

加入 RNA 酶(200μg/mL)，摇匀后 37℃条件下水

浴 30 min，30 min 后酚：氯仿：异戊醇(25：24：1)重

复抽提 2 次，氯仿抽提 1 次，2～2.5 倍体积无水

乙醇冰浴 30 min，最后用 70%乙醇洗涤 2 次，风

干后 TE 溶解，- 20℃备用。
PCR 扩 增 Ⅰ 组 ：根 据 S.Fernandez 等 [7] 的 报

道，合成柔嫩艾美耳球虫的特异性引物序列Ⅰ：上

游 引 物 序 列 ：5′ -CCGCCCAAACCAGGTGT－
CACG-3′；下游引物序列 : 5′-CCGCCCAAACAT

GCAAGATGGC-3′。扩增体系Ⅰ为：模板 DNA
1.0μL，50μmol/L 上下游引物各 0.25μL，Loading
dye mix 12.5μL，加灭菌后的双蒸水 11.0μL 至

25μL。反应条件Ⅰ为：96℃预变性 6 min，然后进入

循环体系(94℃变性 1 min，65℃退火 2 min，72℃延

伸 2 min，共 30 个循环)，72℃再延伸 7 min。
PCR 扩增Ⅱ组：根据 Yao-Chi Su 等 [8]的报道，

合成毒害艾美耳球虫(E. necatrix)的特异性引物序

列Ⅱ：上游引物序列为：5′-GTCACGTTTTTGC－
CTGGGTG -3′下 游 引 物 序 列 为 ：5′-ACA GAC－
CGCTACACAACACG-3′。扩增体系Ⅱ为：模板

DNA 1.0μL，50μmol/L 上 下 游 引 物 各 0.25μL，

Loadin g dye mix 12.5μL， 加 灭 菌 后 的 双 蒸 水

11.0μL 至 25μL。反应条件Ⅱ为：94℃预变性 5 min，

然后进入循环体系(94℃变性 1 min，50℃退火 45 s，
72℃延伸 50s，共 35 个循环)，72℃再延伸 5 min。

以上两个 PCR 产物均经 1.5%琼脂糖凝胶电

泳后，再用紫外凝胶成像系统观察并拍照。

3 结果

3.1 单卵囊感染效果

运用琼脂玻片单卵囊技术分离安徽 3 个不同

地区的鸡柔嫩艾美耳球虫，得到的单卵囊分别感

染 42 只 1～7 日龄经粪检后无球虫的罗曼蛋公

雏，感染后 9～12 d 粪检发现球虫卵囊，发现卵囊

后剖杀鸡只，巢湖、霍邱、定远 3 地球虫虫株感染

后各有 7、8、4 只感染成功，感染成功率分别为

50％、57%和 29%，说明感染效果较好。收集卵

囊，分离培养，4℃备用。
3.2 生物学特性鉴定

将 3 地单卵囊感染的球虫后代进行鸡体回归

试验，感染经粪检无球虫的雏鸡，感染后 8 d 剖杀

并观察，观察结果见表 1。

由表 1 可知：3 地球虫虫株生物学特性与索

勋等 [1]描述的基本一致，可初步认定为柔嫩艾美

耳球虫。
3.3 基因组 DNA 提取结果

电泳结果显示 3 株柔嫩艾美耳球虫均成功提

取到基因组 DNA (图 1)，同时采用紫外分光光度

计测定 3 株球虫基因组 DNA 的 OD 值，OD 值均

在 1.80～2.00 之间，满足试验要求。
3.4 PCR 扩增结果

为确定虫株种类，采用 2 组特异性引物分别

52 38 卷吉 林 农 业 科 学



对 3 株艾美耳球虫卵囊的基因组 DNA 进行特异

性扩增，扩增结果显示扩增Ⅰ组(图 2)3 株卵囊均

扩增出约 530 bp 的清晰目的条带，可初步确定

为柔嫩艾美耳球虫 ；扩增 2 组 3 株卵囊均未扩

增出条带；试验也运用了初次分离株 PCR 产物作

为对照，混合株扩增出了大小不一的目的条带(图

3)，这一对照也进一步确证本试验单卵囊分离株

均是纯种的柔嫩艾美耳球虫(Eimeria tenella)，分

别 命 名 为 巢 湖 (CH)株、霍 邱 (HQ)株 和 定 远 (DY)

株。

4 讨论与分析

4.1 单卵囊感染

从巢湖、霍邱和定远 3 地分离到的混合艾美

耳球虫虫种，经过琼脂块单卵囊分离技术均获得

了纯种株，但 3 地的单卵囊感染成功率有所不同，

分别为 50％、57%和 29%，这可能与雏鸡的日龄

大小、饲养条件、卵囊活力及接种方法有关；雏鸡

为试验过程中球虫卵囊增殖及单卵囊感染的必

要，但在卵囊的纯化分离及鉴定试验中，公母雏的

选择对卵囊的获得几乎没有影响，因此本试验选

择了廉价的公雏。
试验中 2 日龄内雏鸡未感染成功，雏鸡肌胃

不发达，单卵囊进入雏鸡肌胃后，卵囊的脱囊受到

抑制而可能直接影响到其感染的成功率，这与陶

建平、吴昌标等[9- 10]的报道一致，说明 1～7 日龄雏

鸡中较大的易感染；其次，饲养温度与湿度直接影

响到雏鸡感染的可能性，温度与湿度过低则不易

感染；相比而言，试验中定远株感染率为 29%，原

因可能为卵囊分离时间超过 1 个月，活力下降所

致；同时，安健等 [11]采用玻璃纸法接种雏鸡，其感

染率较低，说明不同的单卵囊接种方法也会影响

到雏鸡感染率。
4.2 特异性扩增

通过球虫生物学特性可以对球虫种类做初步

鉴定，但鉴定结果不可靠，且不能鉴定其是否为纯

种。试验利用两对不同的引物，用于鉴定虫种是否

为纯种，弥补了生物学鉴定和单一引物鉴定的不

足。试验中所用虫株运用引物Ⅰ扩增出了目的条

带，引物Ⅱ未扩增出目的条带，说明了试验虫株为

纯种；也采用了 3 株虫株初次分离株的基因组

DNA 作为对照，引物Ⅰ扩增出了目的条带，引物

Ⅱ也扩增出了大小不一的条带，说明初次分离株

中混有其他艾美耳球虫卵囊，而单卵囊分离株中

不含有，同时也说明了这两种引物结合可用于鉴

定柔嫩艾美耳球虫是否被污染；试验中引物Ⅱ扩

增出大小不一的条带，原因可能为采集于垫料中

的初次分离株混有盲肠球虫以外的其它艾美耳球

虫，其中霍邱混合株中出现高于 300 bp 的条带，

说明其混有毒害艾美耳球虫，与 Yao- Chi Su 等[8]

的结果一致，而巢湖与定远混合株中均出现了一

条高于 530 bp 的清晰条带，且有其他较暗的条

带，说明这两株混合污染程度较高，除混有少量的

毒害艾美耳球虫外，可能还混有其他虫种。
高英、YANG Gui- lian 等 [12- 13]也采用了 PCR

技术对单卵囊分离株作了鉴定，但只运用了一对

引物，而柔嫩和毒害艾美耳球虫的配子生殖均在

盲肠，因此，单一引物可能难以排除二者之间的相

互污染。上述结果表明特异性 PCR 可快速有效的

鉴定球虫卵囊种类，同时也为进一步研究球虫耐

药性及相关性研究提供了依据。

5 结 论

试验通过单卵囊分离技术成功分离到 3 株柔

嫩艾美耳球虫；同时利用分子生物学和特异性

PCR 技术，3 株虫株均被鉴定为纯种，(下转第 57 页)
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为耐药性研究的开展奠定了基础。
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4 结论与讨论

花色苷在葡萄转色期开始合成并随浆果的成

熟不断累积，含量上升，因葡萄品种、生态条件等

因素影响，完全成熟时含量达最大值或有下降的

趋势。野生葡萄及欧亚种葡萄赤霞珠成熟期间总

花色苷含量持续上升，本研究与他人研究结果一

致 [10- 11]。赤霞珠成熟过程中花色苷的变化为转色

期后花色苷含量迅速积累到一定程度，随后其含

量保持不变，甚至到后期略有下降，而且对不同的

花色苷而言，这种变化趋势略有不同，花翠素 - 3-

葡萄糖苷和甲基花翠素 - 3- 葡萄糖苷含量到成

熟后期有所降低，而其它花色苷特别是二甲花翠

素在成熟过程中所占比例一直在升高 [11]。本研究

山葡萄花青素 - 3,5- 葡萄糖苷在 100%着色至成

熟过程却呈下降趋势，这与赤霞珠的花色苷含量

变化有所区别，这种变化趋势是否是山葡萄的品

种特征，还需要进一步研究。
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