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摘要  从鸡球虫强毒疫苗、弱毒疫苗、重组抗原苗、单克隆抗体以及单链抗体等方面 , 阐述了鸡球虫病免疫预防的发展过程及鸡球虫病
免疫防治的发展方向。
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  鸡球虫病是一种严重危害养鸡业的寄生虫疾病之一 ,

主要是由艾美耳属的肠道原生寄生虫引起的。几乎所有养

鸡的地方都发生过球虫病, 特别是在发展规模化、集约化养

禽业的今天, 球虫病对家禽的影响已经相当严重。若不能有

效控制球虫病, 鸡的发病率可达50 % ～70 % , 死亡率达20 %

～30 % , 严重时达80 % [ 1] 。球虫病已经成为阻碍集约化养鸡

生产发展的全球性疾病。据Bhogal 等[ 2] 报道全世界每年因

鸡球虫病造成的损失超过20 亿美元。而鸡球虫病给我国养

鸡业造成的直接损失每年约30 亿元人民币, 严重制约了我

国养鸡业及其产品的出口。随着集约化养鸡业的兴起和磺

胺类化学药物的出现, 化学药物成为防治鸡球虫的首选, 但

药物的长期使用, 不可避免地导致了耐药虫株的产生, 并且

造成食品中抗球虫药物的残留, 目前球虫对许多药物都有一

定的耐药性。由于人们对绿色食品的要求越来越来高 , 从免

疫的角度预防该病已成为国际上的共识。

1  鸡球虫强毒疫苗的应用

鸡球虫的疫苗预防始于强毒疫苗的研制。1948 ～1959

年Dickinson 等将5 种球虫卵囊混于鸡饲料中, 结果产生良好

的群体免疫力。随后 Edgar 创造了另一种免疫方法, 即通过

饮水或饲料给4 ～10 日龄的鸡接种少量含有8 种鸡球虫的混

合孢子化卵囊, 通过鸡体繁殖的子代卵囊播散在垫料上, 使

鸡群反复感染、不断增强免疫力。加拿大的李荣丰提出了另

一种独创性的凝胶接种体系, 将疫苗均匀分布于凝胶后接种

鸡, 此即为含有各种主要虫种的鸡球虫苗Immucox[ 3] 。以后

相继研究出藻酸盐颗粒强毒苗。但强毒苗具有一定的缺点 ,

因其毒力较强, 容易引发球虫病 ; 球虫卵囊在水中沉降较快 ,

易造成免疫不均匀, 必须有较好的悬浮剂才能使用; 此外, 也

可能将强毒球虫引入新鸡场。因此人们开始转向用致弱苗

来预防鸡球虫病。

2  鸡球虫弱毒苗的应用

鸡球虫弱毒苗有鸡胚传代致弱株、选育的早熟弱毒株、理

化处理的致弱株等多种。Long[ 4] 首次用鸡胚传代的方法培育

出柔嫩艾美耳球虫的致弱虫株, 致弱株对雏鸡的致病力减弱,

但能使雏鸡抵抗强毒虫的攻击。我国的张勤、杨振中也用鸡胚

培养出柔嫩艾美耳球虫致弱株。1974 年,Jeffers 首次证实了柔

嫩艾美耳球虫早熟虫系在发育周期缩短的同时, 致病力也下

降, 但仍具有免疫原性。1992 年英国豪顿研究所研制出世界上

第一个由7 种早熟弱毒虫株组成的球虫苗Paracox。国内王江

清等[ 5] 、秦建华等[ 6] 、段嘉树等[ 7] 分别选育出 E . maxi ma 、E . ac-

ervulina 、E .tenell a 的早熟株, 并成功研制了三价早熟弱毒苗。

Jenkins 等[8] 用15Krad- X 射线和12Krad -γ射线处理堆型和巨型

艾美耳球虫卵囊, 发现卵囊毒力明显下降, 但它仍可以使宿主

产生保护性免疫反应。吴兆敏等[9] 用化学诱变剂 NTG 处理柔

嫩艾美耳球虫卵囊, 结果发现在毒力下降的同时卵囊繁殖力也

下降。弱毒苗的使用在鸡球虫病的免疫预防中发挥了重要的

作用。但弱毒苗不能对所有种类鸡球虫产生完全的保护性免

疫, 对同一种类的不同虫株也仅能产生部分保护性免疫, 且鸡

胚传代适应弱毒株活虫苗使用时, 有致病力恢复的现象, 早熟

虫株、理化处理株存在卵囊产量低、容易返祖等现象, 这些都限

制了其在生产中的应用。20 世纪80 年代以来, 随着细胞生物

学、分子生物学、基因工程的发展以及鸡球虫的抗原变异机理

不断被揭示, 保护性抗原分离取得前所未有的突破, 出现了鸡

球虫的重组抗原苗。

3  鸡球虫抗重组抗原苗的应用

鸡球虫抗原基因的克隆始于1987 年 , 报道的第一个球

虫抗原基因是5401 基因。5401 基因是 Et MIC4 基因序列的

一部分, 编码 Et MIC4 蛋白的 C 末端区域。Danforth 用重组大

肠杆菌生产了柔嫩艾美耳球虫的重组抗原5401 基因, 将其注

入鸡体内, 发现5401 基因重组抗原苗对柔嫩艾美耳球虫经口

攻击感染产生了部分保护。李安兴等[ 10 - 11] 成功地克隆出柔

嫩艾美耳球虫北京株重要抗原SO7 基因, 并在大肠杆菌上得

到高效表达,100 μg SO7 重组抗原免疫鸡获得了部分保护力。

蒋建林等[ 12] 成功地克隆了柔嫩艾美耳球虫北京株第2 代裂

殖子的 Et MIC2 基因, 将测序结果与Tomley 等[ 13] 报道的从子

孢子克隆出的 Et MIC2 基因序列进行了比较, 说明此基因具

有高度保守性, 因此 , Et MIC2 基因的表达蛋白是一种理想的

疫苗候选抗原。李安兴等[ 14] 成功地克隆了 E . tenell a BJ 株

的TA4 基因。潘晓亮等[ 15] 用 E .tenell a BJ 株的 Et MIC 和ta4

2 种基因的表达产物免疫鸡, 然后用柔嫩艾美耳球虫攻击免

疫鸡, 通过观察免疫鸡的增重量和卵囊产量, 发现2 种重组

表达产物对柔嫩艾美耳球虫均具有一定的免疫保护作用。

鸡球虫的基因组庞大, 如柔嫩艾美耳球虫至少有14 条染色

体, 且大多数染色体的大小在3 .5 ×106 ～5 .0 ×106 bp , 基因组

DNA 约为5 .5 ×107 ～6 .0 ×107 bp[ 16] 。同一球虫不同的发育

阶段存在各自特异性抗原和共同的特异性抗原, 球虫的基因

在不同发育阶段的表达情况很复杂 , 到目前为止, 只有部分

基因或基因片段被克隆出来, 并证实一些已克隆出的鸡球虫
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基因表达的蛋白只具有部分保护性[ 17 - 19] 。因此, 鸡球虫抗

重组抗原苗有待进一步完善。

4  鸡球虫单克隆抗体的应用

自20 世纪70 年代德国学者 Kohler 和英国学者 Milstein 利

用细胞融合技术首次成功地制备出单克隆抗体以来[ 20] , 单克

隆抗体在疾病的诊断、治疗、预防领域显示出重要作用。国内

外已经建立了多株针对堆型艾美耳球虫的单克隆抗体细胞

株[ 21 - 24] ,并用单克隆抗体对已建立的表达性 DNA 文库或c D-

NA 文库进行筛选球虫基因, 利用这种方法已经筛选出很多基

因如 堆 型 艾 美 耳 球 虫 的 9S4[ 25] 、6S2[26] 、Eala[ 27] 、MAⅠ[ 28] 、

EAMZp30- 40[29] 、MA16[ 30] 等。但单克隆抗体有许多难以克服的

问题。首先, 在体内代谢快, 特异性较差; 其次, 许多特异性抗

体在体内并不完全发挥其凝集活性; 再次, 用杂交瘤细胞技术

筛选的单克隆抗体一般只能保持其天然抗体的活性, 制备工作

异常繁琐和费时, 挑选的抗体不具有中和抗原生物活性的能

力, 许多优良抗体株在传代过程中易丢失[ 31] 。基因工程抗体

在理论上不仅弥补了杂交瘤细胞技术和本质上的不足, 而且极

大地充实和发展了单克隆抗体的内涵。

5  单链抗体的应用

目前所用的疫苗大多数只有部分保护性免疫, 这是因为

不同种或同种不同株鸡球虫的免疫原性差异所致, 虽然这些

结果在抗球虫方面取得一些成果 , 但完善的适合不同虫种及

虫株的鸡球虫苗的研制有必要进一步发展, 然而全部抗原的

克隆比较困难 , 而且需要采取合理的抗原呈递系统, 于是有

特异性单链抗体的诞生[ 32 - 33] 。单链抗体是一种新型基因工

程抗体, 免疫原性低, 但能较好地保持对抗原的亲和活性, 它

的诞生解决了诸多问题, 但目前所用的单链抗体是由特异性

的单克隆抗体为基础制备的[ 34 - 35] , 它虽具有一定的特异性 ,

但制备比较复杂。20 世纪90 年代发展出了噬菌体抗体库技

术, 可以绕过杂交瘤甚至绕过免疫途径直接得到特异性抗体

基因, 弥补了传统单克隆抗体制备繁琐、抗原性强、穿透力弱

等不足, 具有简便、快速、筛选容量大等优势, 被誉为抗体制

备的革命性进展, 在导向治疗中有潜在的临床应用价值。

噬菌体展示技术其核心在于利用PCR 方法从淋巴细胞

中获得抗体重链和轻链基因, 并将这些基因随机重新组合 ,

克隆到噬菌体表达载体中, 使之与噬菌体表面蛋白的基因相

融合, 然后以融合的形式与噬菌体的外壳蛋白共同表达于噬

菌体表面 , 以利于配体的识别和结合, 而插入的 DNA 片段对

噬菌体的生物学特性无多大影响[ 36] 。

在构建噬菌体展示系统应用最广泛的丝状噬菌体( M13 ,

Fd) 中 , 外壳蛋白编码基因 P Ⅲ和 P Ⅷ的信号肽序列与编码成

熟蛋白序列之间插入外源基因, 并不影响其表达系统[ 37] 。

P Ⅲ有2 个位点可供外源DNA 插入, 即N 端和近 N 端可伸曲

臂, 当外源蛋白融合到 P Ⅲ的 N 端时, 噬菌体仍具感染能力。

P Ⅷ展示与 P Ⅲ类似 , 但是噬菌体上 P Ⅷ递呈的外源蛋白分

子数目远远多于 P Ⅲ, 且形成多价抗体, 而噬菌体表面却只

表达3 ～5 个 P Ⅲ分子, 同时 P Ⅲ易被蛋白水解酶水解, 在辅

助噬菌体超感染时, P Ⅲ蛋白和 P Ⅲ融合蛋白的竞争表达可

以使每个噬菌体表面平均显示不到一个融合蛋白, 形成所谓

的“单价”噬菌体。由于 P Ⅲ单价表面展示体系可消除多价

形成亲和力的作用, 有利于在免疫富集筛选过程中获得高亲

和力克隆, 所以, 该系统主要用于抗体库的构建, 适宜于筛选

亲和力较高的抗体[ 38] 。噬菌体抗体的筛选, 抗体ScFv 在噬

菌体表面表达即为噬菌体抗体, 它既有识别抗原的能力, 又

具有感染寄主菌进行扩增的能力。这种性质为快速筛选及

富集特异性抗体提供了简便而高效的可操作系统[ 39] 。

自从Kohler 和 Milstein[ 40] 开创脾细胞与骨髓瘤细胞融合

建立的杂交瘤技术以产生单克隆抗体以来, 使体外制备针对

某一特定抗原的高亲合性抗体成为可能。虽然杂交瘤技术

制备的单克隆抗体纯度均一、特异性强、亲合性高, 但是也存

在一些难以克服的缺点, 由于 B 细胞克隆激活的限制使高亲

合性且多样性单克隆抗体的筛选遇到困难。理论上讲 , 由脾

细胞高度多样性的 mRNA 制备的噬菌体抗体库能与各种抗

原特异性结合, 噬菌体抗体库中的抗原特异性噬菌体抗体可

经特异性抗原的亲合吸附筛选而富集[ 41 - 42] 。Hoogenboom 等

首次构建成功ScFv 合成抗体库, 从中筛选得到了针对多种

半抗原的抗体。1985 年Smith 首先将外源多肽基因与丝状噬

菌体Fd- Tet 基因Ⅲ相连接 , 表达出有多肽活性的合蛋白 , 进

而发展了一种噬菌体表面表达呈现系统( Phage Surface Display

System) 。1990 年,Winter 实验室的 McCaffety 等报道将抗溶菌

酶鼠 mAb 的VH 和VL 基因用基因Linker 连接, 形成 ScFv 基

因, 克隆入Fd 噬菌体载体FdCAT1 中, 使ScFv 基因与噬菌体

小外壳蛋白基因 GⅢ连接, 表达的ScFv 与 GⅢ的基因产物

CpⅢ的 N 末端融合, 可呈现在噬菌体表面, 故称为噬菌体抗

体。同时 , 他们将表达ScFv 抗体的噬菌体和不表达抗体的噬

菌体以一定比例混合, 用亲和层析柱吸附, 洗脱后感染细菌 ,

证明表达ScFv 抗体的噬菌体富集了1 000 倍, 这为噬菌体抗

体库技术奠定了基础。随后 Hoogenboom 等报道用组合感染

法在噬菌体表面表达了 Fab 抗体。Kang 等将抗 NPN 的 Fab

抗体基因和噬菌体主要衣壳蛋白 Cp Ⅷ的基因 GⅧ融合 , 即以

pComb8 为载体构建了噬菌体抗体库, 使噬菌体表面可表达多

价Fab 抗体。1991 年 Winter 小组成功地应用该系统组建了

抗半抗原phOX 抗体库 ,Lerner 小组则应用新构建的 pComb3

噬粒及 M13 噬菌体组建了抗破伤风毒素抗体库。他们将抗

体轻、重链基因随机组合形成的ScFv 或Fab 基因片段插入

Fd- DOGI 或pComb3g3 先导序列紧下游, 形成抗体片段与外壳

蛋白亚基的融合蛋白, 借助 G3P 信号肽穿膜作用 , 进入宿主

菌外周基质 , 在正确折叠后被包装于噬菌体尾部, 随噬菌体

穿出胞外。利用固相化抗原经多轮结合- 洗脱- 繁殖 , 筛选

出目的克隆, 其富集倍数可达105 ～106 。BinZhou 等[ 43] 以枯

草杆菌IFO3336 孢子筛选出9 个ScFv 噬菌体抗体克隆, 利用

消减法进一步构建Fab 链替换次级抗体库, 筛选出人源性炭

疽杆菌孢子抗体, 可用于炭疽孢子检测。到目前为止, 利用

噬菌体抗体库技术已经获得大量针对病原微生物的抗

体[ 44 - 45] , 具有临床诊断和治疗的应用前景。但以鸡球虫裂

殖子为抗原的噬菌体抗体库目前尚未见文献报道。

6  展望

编码抗体可变区的基因结构极为复杂, 由于基因重排的

多样性 ,B 淋巴细胞本身还具有多种编码抗体的胚系基因以

及重、轻链配对,CDR3 这个高变区的缺失、插入与体细胞突
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变等因素 , 决定了抗体库的多样性。因而, 从 B 淋巴细胞将

编码全套抗体蛋白的基因插入编码噬菌体外壳蛋白的基因

中, 抗体就会和外壳蛋白相融合表达在噬菌体表面, 形成噬

菌体抗体库, 从而被特异的抗原筛选出来。通过构建以裂殖

子为抗原的鸡球虫噬菌体抗体库 , 再将鸡球虫裂殖子抗原与

噬菌体表面抗体反应, 筛选出抗鸡堆型艾美耳球虫裂殖子特

异性单链抗体。这一技术的研究与应用将为进一步认识鸡

球虫的各个发育阶段的免疫机制提供理论依据, 为鸡球虫病

的免疫预防研究提供新的工具。
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