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摘要  [ 目的] 鉴定鸡柔嫩艾美耳球虫西宁株。[ 方法] 采用单卵囊分离技术从西宁当地鸡粪便中获得1 株纯种球虫 , 经鸡体传代增殖 ,
对该虫体的寄生部位、潜伏期、孢子化时间、形态结构等指标进行观察和测定。[ 结果] 该虫株寄生于鸡的盲肠 , 卵形指数为1 .22 , 最短孢
子化时间为18 h ,潜伏期为114 h 。卵囊为卵圆形 , 卵囊壁光滑 ,呈黄绿色 ,孢子化卵囊未见卵膜孔和卵囊残体 ; 孢子化卵囊平均为20 .08
μm×16 .55 μm。孢子囊纺锤形 , 有一斯氏体 , 其平均大小为8 .65 μm×4 .90 μm。综合鉴定该球虫为柔嫩艾美耳球虫 ,并暂命名为柔嫩艾
美耳球虫西宁株。[ 结论] 该研究为进一步研究球虫的致病性和药物效应奠定了基础。
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Separation and Identification of Ei meria tenella Xining Strain
KANG Ming et al  ( Veterinary Medicine Depart ment , Agriculture and Ani mal Husbandry College , Qinghai University , Xining , Qinghai 810003)
Abstract  [ Objective] The ai mwas to identify Ei meria tenella Xining strain . [ Method] 1 pure coccidi umstrain was obtai nedfromchickenfeces in Xin-
ing local area by single-oocyst isolati ng technique . After passage propagationthough chicken, the i ndexes such as parasitic site , latent period , sporation
ti me and morphology of the coccidium were observed and detected . [ Result] The cocci dium parasitized in the chicken appendices , the oval index was
1 .22 , the shortest sporationti me was 18 hand the latent period was 114 h. Its oocyst was ovoid , and the oocyst wall was smooth and kelly . There was not
seen micropyle and oocyst residue in sporation oocyst . The average sporation oocyst was 20 .08 μm×16 .55 μm. The sporangiumwas spindle and had one
steadite which was 8 .65 μm×4 .90 μmaveragely . Through comprehensive identification, the coccidium was Ei meria tenella and it was named Ei meri a
tenella Xining straintemporarily . [ Conclusion] The researchlaid the foundation for further study on pathogenicity and drug effect of coccidium .
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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。鸡球虫分布广泛、危害大, 严

重威胁养鸡业的发展, 尤其对15～30 日龄的雏鸡危害严重 ,

常常造成毁灭性的损失。其发病率高达50 % ～70 % , 死亡率

20 % ～30 % , 严重时高达80 %[ 1] 。在鸡的各种疾病当中 , 球

虫病的发生率相当高 , 占1/ 6 ～1/ 5[ 2] 。据Bogal [ 3] 称, 全世界

每年因鸡球虫病造成的损失达20 亿美元, 抗球虫药年消耗

32 亿美元[ 4] 。我国年养鸡量约为30 亿只, 按每只0 .2 元的

抗球虫药支出计算, 年支出的抗球虫药费为6 亿元人民

币[ 5] 。目前, 我国已经发现了9 种鸡球虫[ 6] , 其中致病性最

强的是柔嫩艾美耳球虫( Ei meri a tenell a) 。但在自然情况下多

系混合感染 , 且以某一种占优势, 国内外学者为了研究的方

便及研究结果的准确性, 常应用纯种虫株进行研究。结果表

明, 不同球虫地理株在抗药性和致病力之间都表现出不同的

抗药水平, 在分子水平也证明了它们之间具有遗传上的差

异[ 7] 。近几年 , 随着青海省养鸡规模的不断扩大, 全省养鸡

总数约为300 万只, 养鸡户因鸡球虫病影响所造成的损失也

逐渐加大。因此, 开展对柔嫩艾美耳球虫西宁株的研究, 具

有很高的实用价值 , 也可为西宁地区的鸡球虫病防治策略重

点的制定和球虫苗组成成分的研制提供有价值的资料。并

且对进一步研究球虫的致病性, 药物效应和机体对球虫的免

疫性等均有极其重要的意义。而西宁地区鸡球虫的研究尚

属空白 , 鉴此, 笔者于2008 年3 ～5 月对西宁地区鸡球虫进行

了分离与鉴定。

1  材料与方法

1 .1 试验材料

1 .1 .1 供试动物。岭南黄肉鸡( 俗称三黄鸡) , 购自西宁某

种鸡场。出壳后运回青海大学农牧学院寄生虫学实验室, 饲

养于严格消毒的无球虫环境中, 备用。

1 .1 .2 试剂和器材。2 .5 % 重铬酸钾溶液、饱和食盐水、白开

水、酒精、1 % 琼脂粉、60 目铜丝筛、100 目铜丝筛、300 目铜丝

筛、研钵、平皿、刀片、细针头、载玻片、盖玻片、滴管、试管、光

学显微镜、DTL-5 低速离心机、DHP-162 型电热恒温培养箱、

电热鼓风干燥箱等。

1 .2 试验方法

1 .2 .1  虫种采集。选择西宁当地病鸡进行粪便检查和剖

检, 将具有盲肠肿大、盲肠粘膜增厚、盲肠内充满凝固的暗红

色物质、盲肠浆膜面可见出血点的病鸡盲肠内容物和粪便进

行费勒鹏氏法漂浮, 收集球虫卵囊, 置于2 .5 % 重铬酸钾溶液

中, 在27 ℃恒温培养箱内培养至孢子化 , 以获得混合球虫卵

囊。混合的孢子化卵囊液置于4 ℃冰箱中保存备用。

1 .2.2 初次分离。取混合的孢子化卵囊液反复离心数次 ,

以洗净重铬酸钾液, ��接种于10 只5 日龄雏鸡, 于接种后

第7 天剖杀, 取盲肠段内容物, 收集卵囊, 培养至孢子化。再

经无虫鸡体反复增殖4 代, 以获取该次试验所需孢子化卵囊

总量。

1 .2.3 单卵囊感染。

1 .2.3.1 单卵囊分离。参照周克夫等报道方法[ 8] , 制备1 %

的琼脂 , 溶解后浇在载玻片上 , 厚约2～3 mm。用针头沾取初

次分离卵囊稀释液轻轻滴在琼脂块表面, 在低倍镜下确定为

1 ～2 个卵囊时, 用刀片切割琼脂块, 用细针头将切割的小块

琼脂移置另一载玻片上, 再次用高倍镜检确定为符合条件的

单个卵囊后收集备用。将所收集的卵囊��投喂给10 只5

日龄无球虫雏鸡, 并滴入1～3 滴白开水, 促其吞咽。感染后

5 d 逐只检查粪便, 发现卵囊即为单卵囊后代, 随即剖杀后收

集卵囊培养至孢子化。

1 .2.3.2 增殖。将分离出的单卵囊后代经15 只13 日龄无

球虫鸡体增殖, 每天观察鸡的精神状态、食欲、饮水、粪便等

变化。从感染后第3 天开始, 每天用费勒鹏氏法检查每只鸡
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的粪便, 记录球虫感染率、在雏鸡体内的潜伏期, 详细观察临

床症状以及有无球虫卵囊排出等情况。收集感染后第5 ～7

天的粪便, 并于感染后第7 天剖杀, 取盲肠内容物并刮取肠

粘膜, 收集虫体、分离和培养。

1 .2.4 虫种鉴定。收集增殖后的虫体, 观察卵囊和孢子囊

形状、颜色、大小结构等指标, 记录最短孢子化时间, 并随机

测量100 个孢子化卵囊、孢子囊的大小, 计算卵形指数, 进行

虫种鉴定[ 8 - 13] 。

2  结果与分析

2 .1 人工感染雏鸡临床症状  鸡体感染单卵囊后第3 ～4

天, 雏鸡粪便中未检出球虫卵囊; 第5 天在雏鸡粪便中检出

少量球虫卵囊, 并出现少量血便; 自第6 天起出现轻微精神

沉郁, 饮、食欲略减退并检出多量球虫卵囊, 出现较多血便 ;

第7 天在雏鸡粪便中检出大量球虫卵囊, 血便严重。雏鸡感

染成功率为100 % 。

2 .2 人工感染雏鸡病理变化  感染后第7 天, 剖杀后观察

其病理变化, 发现雏鸡均盲肠肿大, 盲肠粘膜增厚, 盲肠内充

满凝固的暗红色物质 , 盲肠浆膜面可见针尖大的出血点。其

余肠段未见明显病变。粪便及盲肠中均检出卵囊 , 其余肠段

未检出卵囊。

2 .3 球虫种类的鉴定  显微镜下观察未孢子化卵囊, 多呈

宽卵圆形, 少数卵圆形, 壁光滑, 分为2 层, 呈淡绿色, 原生质

呈淡褐色, 潜伏期为114 h 。取盲肠内容物和黏膜刮取物镜

检所见卵囊为卵圆形和宽卵圆形, 一端钝圆, 另一端稍尖, 卵

囊壁光滑, 呈黄绿色, 囊壁分2 层, 未见卵膜孔和极帽, 无残

体。卵囊最短孢子化时间为18 h ; 孢子化卵囊未见卵膜孔和

卵囊残体; 随机测量100 个2 代孢子化卵囊和孢子囊大小。

由表1 可知, 其平均大小为( 20 .08 ×16 .55) μm。孢子囊纺锤

形, 有一斯氏体, 其平均大小为( 8 .65×4 .90) μm。

表1 试验测量结果与相关资料的比较

Table 1 Thecomparison betweenthe measured results andthe related data

卵囊大小∥μm

Oocyst size

卵囊平均大小∥μm

Average size of oocyst

卵形指数

Oval index

孢子囊大小∥μm

Sporangiumsize

孢子囊平均大小∥μm

Average size of sporangium
资料1[8] Data 1[8] (23 .50～28 .50) ×(18 .50～23 .50) 25 .80×20 .80 1 .23 - -

资料2[9] Data 2[9] (16 .00～27 .00) ×(15 .00～24 .00) 21 .00×16 .50 - (0～15 .00) ×( 4 .50～7 .50) 12 .20×6 .00

资料3[10] Data 3[10] (17 .50～30 .00) ×(12 .50～25 .00) 21 .80×17 .29 1 .23 (10 .00～13 .00) ×( 5 .00～7 .50) 11 .49×6 .35

资料4[11] Data 4[11] (16 .00～25 .00) ×(14 .00～21 .20) 20 .60×17 .50 1 .17 - -

资料5[12] Data 5[12] (17 .50～25 .50) ×(15 .50～22 .00) 21 .50×18 .60 1 .16 - -

资料6[13] Data 6[13] (29 .50～26 .00) ×(16 .50～22 .80) 22 .00×19 .00 1 .16 - -

试验测量结果 (15 .00～26 .25) ×(12 .50～20 .75) 20 .08×16 .55 1 .22 (5 .00～10 .50) ×(3 .75～7 .00) 8 .65×4 .90

Measured results of the test

  通过和文献[ 8 - 13] 比较, 该次试验测得的卵囊大小在文

献记载范围之内。获得的指标与有关资料基本一致, 个别虫

体测量值偏小, 可能与西宁地区气候条件有关, 具体原因有

待进一步探讨。

通过对卵囊的形态、大小、颜色和卵形指数等指标的观

察与测定, 并结合该次人工感染试验的临床表现及病理变化

进行综合分析, 鉴定该球虫是柔嫩艾美耳球虫, 暂命名为柔

嫩艾美耳球虫西宁株( Et XN) 。

3  讨论

3 .1  几种单卵囊分离技术的优势比较  单卵囊分离技术能

保证所获得的卵囊为纯种, 进行雏鸡感染试验时, 能保证试

验的准确性, 对虫种的鉴定具有重要意义。Chapman 等[ 14] 对

球虫单卵囊技术进行过研究和报道。国内学者田广孚等[ 15] ,

曾用5 c m 高的 DEAE-52 纤维素柱, 以pH 值为8 .0 的甘氨酸

缓冲液作为洗涤液对柔嫩艾美耳球虫进行了提纯。但因需

要特殊仪器, 操作技术繁杂, 一般设备条件下根本无法办到。

段嘉树等[ 16] 采用针头及透明塑料纸球虫单卵囊分离法感染

雏鸡, 与其他单卵囊分离法相比, 用材简单, 操作方便。但该

方法在感染过程中, 将透明塑料纸和卵囊一块投喂给雏鸡 ,

由于感染数量大, 进入鸡体的透明塑料纸量多而不易消化 ,

使感染的成功率下降。而该文试验采用的琼脂板法单卵囊

分离技术, 将孢子化卵囊与周围的琼脂块一块喂给雏鸡, 可

以使感染率大大提高, 适合普通实验室进行分离。

3 .2  试验中的注意事项  在整个试验过程中, 必须进行严格

消毒, 保证试验所需的无毒环境; 每次离心收集卵囊时, 要反

复离心, 以洗净盐分避免损坏虫体; 离心后, 应将离心管内液

面逐层检查, 以免由于离心时间不够或转数不足致使虫体未

完全存在于某一液面层而造成卵囊的丢失; 感染时, 尽量在

鸡��较空时投服, 避免由于其进食过多而造成投喂困难 ;

向鸡口中滴入蒸馏水时要避免水从口中溢出, 防止卵囊丢

失。单卵囊感染后, 鸡粪中排出子代卵囊的时间往往要迟于

最小潜在期几小时到几十小时, 一般有一定时间范围[ 16] 。但

还应该在潜在期之前清除粪便, 只是感染后前4 d 无须检查

粪便, 以免浪费试验用品和耗费不必要的时间和精力。

3 .3  虫株分离技术的意义  球虫的感染自然情况下多系混

合感染, 而以某一种占优势。由于不同的地理株在抗药性和

致病力之间都表现出不同的抗药水平, 所以为了研究的方便

及研究结果的准确性, 往往应用纯种株进行研究。球虫的单

卵囊分离技术不但能保证所获得的卵囊为纯种 , 还可以进行

球虫种类的鉴别和球虫纯种体系的建立。进行雏鸡感染试

验时, 能保证试验的准确性, 对虫种的鉴定具有重要意义。

总之, 建立一个便捷可行的纯种分离技术是对球虫深入研究

的前提和保证。尽管该次试验中所采用的方法简单, 重复性

和工作量大, 但对以后进一步研究球虫的致病性、药物效应

和机体对球虫的免疫性等均有极其重要的意义。
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性能与人发也基本相同, 也就是说用牦牛裙毛可代替人发生

产黑炭衬, 用于高档服装生产。

3 .5 牦牛皮 牦牛皮可分犊牛皮, 小牛皮, 大牛皮3 类。犊

牛生皮, 一般加工成剪绒, 用于制作毛皮手套、剪绒帽子、剪

绒皮衣和棉鞋等; 大、小牛皮可加工成底革、面革和机械用革

等, 用于制作皮箱、皮包、皮衣、皮带及工业用品的生产等。

4  加快牦牛产品开发的措施

4 .1  提高思想认识 ,加大宣传力度 我国的牦牛产品长期

以来发展滞后的一个重要原因就是从政府管理部门到牦牛

从业人员, 都不重视牦牛产品的开发和宣传。目前, 在牧民

的心目中, 养牦牛只是为了吃肉, 而其他牦牛产品则被视做

副产品甚至边脚料任意丢弃 , 比如牦牛毛绒不按时抓( 剪) ,

任其自然流失 ; 牦牛皮随意堆放, 形成“皱裂皮”、“四折皮”、

“疙 瘩 皮”, 甚 至 腐烂 变 质, 严 重影 响 其质 量 和使 用 价

值[ 17 - 18] 。政府管理部门对牦牛产业也没有高度重视起来 ,

牦牛是西部牧区的支柱产业, 也是我国畜牧特色产业 , 但是 ,

翻开《中国农业统计年鉴》既找不到我国的牦牛存栏、出栏数

量, 也找不到牦牛毛绒、牦牛肉、奶、皮产量的统计数据。也

就是说, 有关牦牛的统计数据在《中国农业统计年鉴》中处于

空白状态 , 这不能不让人产生“牦牛产业是被国家放弃的产

业”的疑惑。所以, 笔者认为要发展牦牛产品, 首先, 要解决

的是思想认识问题, 不仅要提高牧民的思想认识, 更重要的

是要提高政府管理部门的思想认识。牧民要重视牦牛产品

的生产和质量管理, 政府部门要重视宣传和管理, 特别是地

方政府应通过各种传媒手段加大对牦牛资源、特性、产品优

势、科研成果、行业动态、产品加工等的宣传力度, 让国际社

会认识牦牛、接受牦牛产品, 投资开发牦牛资源, 以促进牦牛

产业的发展。

4 .2  顺应市场需求 ,做大做强“绿色”品牌  牦牛长期生活

在海拔3 000 m 以上的纯天然牧场, 人类活动少, 生态环境没

有任何污染, 且以放牧为主要的饲养方式, 饲草天然无污染 ,

疾病少 , 几乎没有人为干预。因此, 其生产的产品风味独特、

品质优良 , 而且不含任何人工合成药物和促生长物质。这既

满足了人们对天然无公害畜产品的需要, 也正好顺应了国际

市场绿色革命和食品安全的新潮流。特别是近年来, 西方国

家多次发生疯牛病、口蹄疫等危害食品安全的事件, 使国际

贸易中的保护措施越来越倾向于“绿色”壁垒, 这无疑给我国

的牦牛产品创造了一个进入国际市场的大好时机。因此, 我

们要借此良机, 做大做强我们的牦牛“绿色”品牌。

4 .3 推行标准化生产 ,提高产品质量 目前, 我国的牦牛业

还是一个比较原始的产业, 其饲养管理均处于粗放状态, 我

国有关牦牛饲养、管理及产品质量评价的标准几乎处于空

缺。在全球经济一体化高速发展的今天, 要使我们的牦牛产

品在国际市场上占有一席之地, 除了要有自己的特色之外 ,

应该有好的质量, 而好的质量就需要用统一的技术标准来指

导生产。因此 , 我们应该在保护生态环境的前提下, 在保持

牦牛产品特色的前提下 , 在了解国际市场需求的前提下, 制

定牦牛饲养、管理及产品质量评价技术标准, 按标准要求统

一生产, 提高产品质量和科技含量, 使我们的牦牛产品尽快

与国际市场接轨, 扩大出口, 创造效益。
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