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鸡球虫病是由艾美耳属的单细胞寄生虫引起的严重危

害家禽生长发育的一种疾病遥在各种鸡病中袁球虫病发生率
最高袁占 1/6耀1/5 [1]曰集约化养鸡场是球虫病爆发的最适场
所袁其发病率为 50 %耀70 %袁死亡率为 20 %耀30 %袁严重时
高达 80 % [2]遥据报道袁全世界每年因球虫病造成的经济损失
多达 20亿美元袁抗球虫药的年消费为 3.2亿美元[2-4]遥 目前袁
许多学者都在进行鸡球虫学的研究袁 以便能更好地控制或
消灭鸡球虫病遥 单卵囊分离扩增是鸡球虫学研究领域一项
基本的操作技术袁 鸡球虫的许多研究都必须在其基础上开
展袁如虫种的鉴定袁免疫学的研究袁基因图谱袁同工酶谱以及
耐药性的研究[5-7]等遥 单卵囊的分离扩增主要有稀释法和显
微操作法[8]遥 该试验采用的是改良稀释法遥
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 混合卵囊遥取采自肥西尧巢湖玉尧巢湖域尧安庆的病鸡
盲肠内容物袁分离培养袁主要含 E.tenella遥
1.1.2 试验动物遥 购自安徽省畜禽品种改良站的罗曼雏
公鸡遥
1.1.3 仪器遥 恒温培养箱袁冰箱袁显微镜袁离心机袁电炉曰天
平袁10 ml移液管袁三角烧瓶袁血球计数板袁载玻片袁平皿等遥
1.1.4 试剂遥琼脂粉袁重铬酸钾渊 K2Cr2O7冤袁饱和食盐水袁蒸馏
水袁生理盐水等遥
1.2 方法

1.2.1 卵囊准备遥 分离的病鸡盲肠内容物袁混匀在 20倍体
积的浓度为 2.5 %的重铬酸钾溶液中袁 放入 27 益左右的恒
温培养箱中培养渊 培养的前 18 h袁每 6 h轻搅拌 1次袁以后每
天搅拌 1耀2次冤袁至 95 %的卵囊孢子化袁置 4 益冰箱中保存
备用遥
1.2.2 琼脂板和琼脂滴的制备遥在三角烧瓶中袁将琼脂粉按
照 2 %的比例加入蒸馏水中袁于电炉上加热使其溶化袁沸腾
后冷却至 70 益左右袁然后用 10 ml的移液管取适量渊 4 ml左
右冤均匀的加在载玻片上袁制成琼脂板渊 注意保持琼脂面水

平袁厚度均匀袁约 2.5 mm冤遥 待琼脂板凝固后袁用口径约 3.5
mm的吸管在琼脂板上均匀的打孔袁 再将孔内的琼脂滴轻
轻的转移到另一张载玻片上 渊 每张片子以 9个琼脂滴为
宜冤遥为防琼脂滴变干袁可将制好的载玻片放在大平皿中袁加
水加盖袁置于 4 益冰箱中备用遥
1.2.3 单卵囊选择遥取已孢子化的卵囊样少许于离心管中袁
加入饱和食盐水袁2 000 r/min离心 3 min袁 将上层含卵囊的
液体移入事先洗净的青霉素小瓶中渊 用细铁丝环沾取冤袁用生
理盐水稀释到合适的浓度渊 低倍显微镜下观察时袁只有 1耀2
个卵囊冤遥 用牙签沾取卵囊悬液于琼脂滴上袁低倍显微镜仔
细观察袁确实为单个卵囊的调至 40倍观察袁确保卵囊孢子
化完全遥 同时观察其形态特征袁并测量其大小袁符合柔嫩艾
美耳球虫形态学特征的用厚约 1.5 mm的琼脂片包好移入
胶囊中袁做好标记备用袁饲喂小鸡遥
1.2.4 雏鸡分组及单卵囊感染遥选取 20羽 5日龄粪检无球
虫感染的罗曼小公雏袁随机分成 4组袁每组 5羽遥 第 1组接
种安庆株分离的单个卵囊袁记组号为 A袁并依次编号为 A1袁
A2袁A3袁A4袁A5曰第 2组接种巢湖株玉分离的单个卵囊袁记组号
为 B袁并依次编号为 C1袁C2袁C3袁C4袁C5曰第 3组接种巢湖株域
分离的单个卵囊袁记组号为 C袁并依次编号为 D1袁D2袁D3袁D4袁
D5曰第 4组接种肥西株分离的单个卵囊袁记组号为 F袁并依次
编号为 F1袁F2袁F3袁F4袁F5遥
将准备好的含单个卵囊的胶囊经口投服给雏鸡袁 然后

单个隔离饲养于严格消毒的笼舍中袁饲料和饮水严格消毒袁
感染后第 5天起收集粪便镜检遥检出有球虫的粪样袁镜下观
察球虫形态尧大小一致并与祖代吻合的袁收集培养遥 感染后
第 8天扑杀剖检所有鸡只的盲肠遥
1.2.5 继代增殖遥 用 A尧B尧C尧F 4株中孢子化卵囊的第 1代
分别感染 12日龄无球虫雏鸡袁收集感染后第 6耀8天的粪样
进行培养袁再感染雏鸡袁继代若干次袁直至收集大量的纯种
卵囊袁孢子化后保存备用遥
2 结果与分析

对所接种的卵囊进行了形状观察和大小的测量袁 其结
果见表 1遥从表 1可以看出袁在经接种 4株球虫的雏鸡中袁A
组检出有 3羽感染成功袁感染率为 60 %曰C组中感染成功的
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摘要 用琼脂滴稀释法袁对 4株柔嫩艾美耳球虫进行单卵囊分离袁每株各感染 5日龄罗曼公雏 5只袁结果感染成功率分别为 60 %袁40 %袁
20 %袁20 %袁总的成功率为 35 %袁能基本满足后续试验的需要遥
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Isolation and Culture of Single Oocyst of E.tenella
ZHANG Zhu蛳ming et al (Animal College of Anhui Agricultural University, Hefei, Anhui 230036)
Abstract 4 strains of E.tenella were isolated with single oocyst technique and agar蛳drop method. 5 Lohmann蛳cocks with 5 day蛳age were
inoculated with the oocyst. The infected rate was 60 %, 40 %, 20 % and 20 % and final rate was 35 % in total.
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有 2羽袁感染率为 40 %曰D组成功感染 1羽袁感染率为 20 %曰
F组成功感染 1羽袁感染率为 20 %遥

3 结论与讨论

单卵囊分离是球虫学研究领域一项基本操作技术袁要
获得好的分离效果应具备 3个基本条件院 淤供接种的卵囊
质量要高袁孢子化效果要好曰于要确保接种的球虫能顺利进
入鸡体袁以完成其生活史曰盂感染鸡的合适日龄遥

单卵囊感染成功率与分离方法袁雏鸡日龄袁卵囊的侵袭
力等因素有关遥 目前常用的分离方法有显微操作法和稀释
法遥 显微操作法能准确的选取单个孢子化效果较好的卵囊
来接种雏鸡袁但该法对仪器和操作技术要求较高袁关键是选
取的单个卵囊能否顺利喂给幼雏以完成球虫的生活周期遥
对于稀释法袁不同的学者选取的材料不同袁但操作方法基本
相似遥安键等以玻璃纸做材料对 E.tenella进行了分离袁结果
感染成功率为 38 %袁感染成功率不高的原因可能是玻璃纸
影响了球虫脱囊[9]遥陶建平等研究了雏鸡日龄对单个卵囊感
染成功率的影响袁 结果第 1尧7尧15和 30天雏鸡的感染成功
率分别为 63.3 %尧60 %尧3.33 %和 0[10]袁指出 1耀7日龄雏鸡易

感染成功袁15耀30日龄不易或不能感染成功遥
该试验采用琼脂滴稀释法袁 选取 5日龄的雏鸡作为试

验动物袁对 4株 E.tenella进行单个卵囊的分离袁结果 A尧C尧
D尧F 4株的感染成功率分别为 60 %袁40 %袁20 %袁20 %袁已能
满足后续试验的需要遥
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表 1 单卵囊分离所选祖代的球虫的大小 滋m
编号 安庆株渊 A冤 巢湖玉株渊 C冤 巢湖域株渊 D冤 肥西株渊 F冤

1 18.0伊14.0 21.0伊18.0 22.0伊19.0 22.0伊18.02 19.0伊17.0 21.0伊18.0 21.0伊18.0 22.0伊19.0
3 22.0伊18.0 20.0伊18.0 19.0伊17.0 20.0伊17.04 20.0伊17.0 18.0伊16.0 21.0伊18.0 18.0伊16.0
5 21.0伊19.0 19.0伊16.0 20.0伊17.0 21.0伊18.0

成修饰作用等遥克服办法主要有改进遗传法袁筛选单拷贝转
基因个体袁加强启动子和增强子的调控袁去甲基化试剂使用
和对转基因影响机理等方面进行深入研究等遥

有的转基因抗病植株的抗病性不稳定遥一方面袁转入的
外源基因容易发生变异或使抗性丧失曰另一方面袁由于大量
抗病毒病转基因植株的种植袁使病毒区系发生变化袁从而使
次要病害上升为主要病害遥如李月秋研究发现袁经种植抗病
毒病转基因烟草袁群体内病毒区系在种类上没有变化袁但病
毒的组成发生了变化[7]袁这可能引起次要的病毒病害上升为
主要的病毒病害遥

大量转基因抗病植株的种植可能会发生基因漂移遥 基
因漂移是指基因通过花粉授精杂交等途径在种群之间扩散

的过程遥 转基因植物基因通过花粉向近缘非转基因植物转
移袁使得近缘物种有获得优势抗病基因的潜在可能性袁从而
使这些植物含有了抗病基因而成为野 超级杂草冶遥

抗病毒转基因植物可能存在潜在的生态风险遥 病毒之
间的重组或相似核苷酸之间的交换可能导致新病毒产生遥
在抗病毒转基因植株中袁 会发生转入的病毒外壳蛋白渊 CP冤
基因与感染病毒的相关基因之间重组核苷酸或异源外壳转

移袁因此产生新的病毒遥 Chen和 Francki曾报道袁用黄瓜花
叶病毒渊 CMV冤的衣壳蛋白包装烟草花叶病毒渊 TMV冤基因
组袁 结果原先不能被昆虫传播的 TMV可以被昆虫传播袁从
而引起烟草花叶病大发生遥 Jarvis等报道袁含 1种马铃薯 Y

病毒组病毒的衣壳蛋白基因的转基因烟草袁 被另 1种马铃
薯 Y病毒组病毒感染后袁 转基因作物上出现了 2种病毒类
型袁除正常的感染病毒外袁还有一种是由转基因植物合成的
衣壳蛋白包装的病毒遥 另外病毒间的协同作用可能会使病
毒病变得更加严重遥
3 转基因技术在抗烟草病害上的应用前景

目前袁人们对转基因植物的安全性存在疑虑袁并且转基
因技术本身还存在一些缺陷袁但是袁任何事物都有两面性袁
随着生物技术的发展袁 转基因技术将会在植物抗病育种中
得到很好的应用遥
参考文献

[1] POWELL A P.Delay of disease development in transgenic plants
that express the tobacco mosaic virus coat protein gene[J].Sciense袁
1986渊 232冤院738-743.

[2] 张振臣袁李大伟.黄瓜花叶病毒渊 CMV冤运动蛋白基因介导的抗病性
[J].植物学报袁1999袁41渊 6冤院585-590.

[3] 唐嘉义袁张泽.抗 TSWV转基因烟草植株的初步研究[J].植物病理学
报袁2002袁32渊 3冤院285-286.

[4] 郭兴启袁韩宏岩袁张杰道袁等.转不可翻译 PVYN CP基因烟草的抗
病性分析[J].实验生物学报袁2003袁36渊 3冤院176-184.

[5] 孙凤成.转基因介导的抗烟草花叶病毒新策略[J].植物病理学报袁
1997袁27渊 1冤院92.

[6] 张同庆袁郭芳阳.抗黄瓜花叶病转基因烟草 NC89抗病性鉴定[J].河
南农业科学袁1997渊 2冤院22-23.

[7] 李月秋袁张仲凯.转基因烟草在田间引起的病毒区系变化研究[J].云
南农业大学学报袁1998袁13渊 1冤院59-62.

刁毅 抗病毒病转基因烟草的研究进展3源卷 20期

科技论文写作规范要要要结果
利用图尧表及文字进行合乎逻辑的分析遥务求精练通顺遥不需在文字上重复图或表中所具有的数据袁只

需强调或阐述其重要发现及趋势遥

5275


