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转录及鸡盲肠组织结构的影响
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要!拟探讨青蒿素抗鸡柔嫩艾美耳球虫"

.(/&'($#&)&00$

#的作用机制'将试验鸡随机分为空白对照组(攻毒对

照组和青蒿素药物组!于攻毒后
%0&2

!收集试验鸡的盲肠并提取
.1#&)&00$

第二代裂殖子'通过红细胞计数法计

算第二代裂殖子数量&
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荧光定量
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检测第二代裂殖子微线基因"
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相对转录量及扫描电镜观察试验鸡盲肠组织的病理学变化'结果表明$与攻毒对照组比

较!青蒿素组的球虫第二代裂殖子数量降低了
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#!同时裂殖子中微线基因
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转录水平均显著下调"
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则极显著下调"
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#&青蒿素组盲肠的病理组

织结构也得到改善'青蒿素减轻鸡盲肠组织病变可能与其下调
.#234,=6>?

转录并使裂殖子数量减少有关'
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鸡球虫病是由艾美耳球虫寄生于肠道所引起的

一种危害严重的寄生虫病!给养鸡业造成巨大的经

济损失*

%

+

'目前该病在国内仍然以药物预防为主!

但由于抗药性(药物残留等问题的出现以及抗生素

的限制应用或禁用!给该病的防治带来了新的挑战'

因而积极寻找源于天然的替代药物(加强球虫耐药

机制以及现有抗球虫药增敏机理的研究迫在眉睫'

%/@0

年!中国科学工作者从菊科植物黄花蒿

"

!'#&/(@($$))=$D

#中提取到具有抗疟活性的成

分!命名为青蒿素"

C8O9=$,$-$-

#

*
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'其不仅在抗疟

和抑制利什曼虫(锥虫和刚地弓形虫等原虫的繁殖

方面具有不俗的表现*

*

+

!而且在抗鸡球虫病方面表

现突出!但总体看来青蒿素的抗球虫作用多限于疗

效研究!而对其作用机制研究明显不足*
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'

鸡球虫与疟原虫(刚地弓形虫等同属于顶复门

原虫!它们都有一个共同的入侵机制$即虫体在入侵

时!依赖其顶端特殊的分泌器官"微线(棒状体和致

密颗粒#通过一个复杂而有序的滑行运动完成入

侵*

1
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'近年来!国内外工作者已在顶复门艾美耳球

虫目中发现了
0&

多种微线蛋白"

=$H8#-9=9

!

L:<

#!

尽管这些蛋白种类繁多!结构复杂!但它们都含有真

核生物蛋白相应的黏附结构域'微线分泌的
L:<,

能帮助顶复门原虫识别和黏附于宿主细胞表面来完

成入侵过程!而且由
L:<,

组成的复合物及其特异

性在很大程度上决定了寄生虫对宿主细胞和组织的

趋向性*
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'对
.1#&)&00$

的研究发现!在入侵阶段!

虫体微线分泌多种蛋白!其中
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研究得最为广泛*

(
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'

国内外的研究均表明!黄花蒿干燥叶片及其有

效成分青蒿素均能显著降低球虫感染鸡的卵囊排出

量!并减轻肠道病变*
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'目前尚未明确其作用是

否与抑制
.#234,=6>?

转录而减少入侵裂殖子

的数量有关'笔者通过构建
.1#&)&00$

感染及青蒿

素药物作用模型!以鸡盲肠组织和
.1#&)&00$

第二

代裂殖子为研究对象!采用荧光定量
;<6

方法检测

虫体
234,=6>?

的转录水平!同时采用扫描电镜

观察青蒿素处理鸡盲肠组织的病变情况!为探讨青

蒿素抗鸡球虫作用机制奠定基础'
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材料与方法

#K#

!

试剂与仪器

青蒿素购自梯希爱"上海#化成工业发展有限公
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#试剂盒"大连宝生

物工程有限公司#&低速大容量离心机"
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公

司#&

\L01&&

正置荧光显微镜"德国
S9$HC

公司#&

QS!*&B3BL

环境扫描电子显微镜"荷兰
;2$D$

G

,

公

司#&
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荧光定量
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试验卵囊的制备

试验黄羽雄性肉鸡为扬州家禽研究所提供!经

口接种
.1#&)&00$

孢子化卵囊!感染
("

后!采集盲

肠!按常规方法收集卵囊'置于
0'1A

重铬酸钾溶

液的平皿中!于
0/]

下通气培养!直到出现
/1A

以

上的孢子化率后!

)]

保存备用'

#K'

!

动物处理与分组

中国农业科学院家禽研究所提供
%

日龄黄羽雄

性肉鸡
/&

只!饲养于严格消毒的笼具中至
%)

日龄!

试验前经粪便检查无球虫卵囊'按体重随机平均分

成
*

组!即空白对照组(攻毒对照组(感染并给予青

蒿素组!每组
*

个重复"

)^%&

#'除了空白对照组

外!其余组的试验鸡均经口接种
1_%&

) 个孢子化卵

囊!自由饮水!同时空白对照与感染对照组饲喂正常

饲料!而青蒿素组于接种当天开始饲喂含
%01

=

J

,

W

J

`%青蒿素的饲料!连续用药
1"

'接种后

%0&2

剖杀试验鸡!按照刘立恒等*

%%

+和周变华*

%0

+的

方法!以每个重复为单位收集各组鸡盲肠内
.1

#&)&00$

第二代裂殖子'

#K$
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第二代裂殖子的制备

%')'%
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裂殖子释出
!!

纵向剪开
%'*

中试验鸡的

盲肠!用含
0&&&a

青链霉素双抗的
;53

洗去肠内

容物&释放裂殖子$将盲肠切成小块后放入烧杯中!

加入
%&

倍体积的透明质酸酶消化液"
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S
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#!置于
*@]

水浴摇床振荡消

化
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&消化液经
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层灭菌纱布过滤!滤液经
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期 莫平华等$青蒿素对鸡柔嫩艾美耳球虫第二代裂殖子微线基因
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转录及鸡盲肠组织结构的影响

8

,

=$-

`%

!离心
%&=$-

!去上清!

;53

重悬沉淀!洗

涤(重复沉淀
%

次'

%')'0

!

红细胞裂解
!!

按照
%b*

的比例加入红细

胞裂解液!吹打均匀!

) ]

裂解
%& =$-

!

01&&

8

,

=$-

`%离心
%&=$-

!弃上清后用
;53

重悬沉淀!

离心!弃上清'

%')'*

!

;98H#DD

密度梯度离心
!!

向沉淀中加入适

当体积的
;53

!制成悬液后加入
%&&A ;98H#DD

原

液!两者体积比为
*b@

!混匀后为
*&A;98H#DD

裂殖

子悬液&

%&&A ;98H#DD

原液加入到
;53

溶液中!体

积比为
%b%

!混匀后为
1&A ;98H#DD!;53

分离液&

准备
%&=S

玻璃管!将含
*&A ;98H#DD

裂殖子悬液

缓慢加入
1&A

的
;98H#DD

液面上!两者体积比为
1b

%

!

*0&&8

,

=$-

`%离心
%1=$-

!吸取
1&A ;98H#DD!

;53

分离液的溶液层到另一个干净的离心管中!用

灭菌
;53

洗涤!

*&&&8

,

=$-

`%离心
1=$-

!重复
0

次!收集沉淀!沉淀即为获得的第二代裂殖子'

#K%

!

!*'$($))&

第二代裂殖子的数量测定

取
%')

中收集的
0

组"攻毒对照组和青蒿素组#

第二代裂殖子!用适量
;53

重悬后!采用血球计数

板计数法计算
.1#&)&00$

第二代裂殖子的数量'

#KL

!

总
()*+

提取及
/M*+

合成

将
%')

步骤中得到的第二代裂殖子!根据

6>?,$=

G

D9I#OCD6>?[$O

说明书提取总
=6>?

!

并取
1

#

S

进行琼脂糖凝胶电泳检测'采用
;8$=9!

3H8$

G

O

IL

!

6I89C

J

9-O[$OU$O2

J

\>?B8C,98

试剂

盒进行反转录!去除基因组
\>?

的反应体系$

1_

J

\>?B8C,985KTT98.

#

S

!

J

\>?B8C,98*

#

S

!

I#!

OCD6>?*

#

S

!

6-C,9c899"Z

0

M%(

#

S

!总体积为

*&

#

S

!

)0]

反应
0=$-

&反转录体系$上述步骤的反

应液
*&

#

S

!

;8$=93H8$

G

O6IB-F

E

=9L$R

$

*

#

S

!

6I;8$=98L$R*

#

S

!

1_;8$=93H8$

G

O5KTT980

"

T#8

69CDI$=9

#

%0

#

S

!

6-C,9c899""Z

0

M%0

#

S

!总反

应体系
.&

#

S

!

*@]%1=$-

!

(1]1,

得到的
H\!

>?

于
0̀&]

保存'

#KN

!

实时荧光定量
@C)

检测

以
H\>?

为模板!应用特异性扩增引物进行

X

6I!;<6

"表
%

#'

0&

#

S

反应体系$

34566'&/(G.G

IC

X"

%&

#

S

!上游引物(下游引物"
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#

=#D

,

S

%̀

#各

&'(

#

S

!

6MQ69T989-H9\

E

9&')

#

S

!

H\>?

模板
0

#

S

!

"Z

0

M.

#

S

'反应条件$

/1]

预变性
*&,

&

/1]1

,

(

.&]*&,

!

)&

个循环&

/1]%1,

!

.&]%=$-

!

/1]

%1,

'每个目的基因和管家基因均进行
*

个生物学重

复'应用
?5:@1&&

荧光定量
;<6

仪进行扩增反应'

运行
;<6

仪自带软件绘制熔解曲线并分析数据!由

熔解曲线判定
;<6

反应的特异性!根据荧光曲线的

4#

值计算相对定量结果!通过
0

`

$$

4#法计算每个基

因在攻毒对照组和青蒿素组中的相对转录水平!

$

4#

目的基因
^4#

目的基因
`4#

管家基因!

$$

4#^

$

4#

青蒿素组
`

$

4#

攻毒对照组!各基因
=6>?

转

录差别倍数以
0

`

$$

4#表示'

表
#

!

目的基因和管家基因引物序列"

#!

#

67GB.#

!

@34(.312-073

>

.075<A2D1.=E..

:

45

>>

.5.

"

#!

#

基因

79-9

引物序列"

1d!*d

#

;8$=98,

"

1d

%

*d

#

序列号

?HH9,,$#->#'

;<6

产物%
V

G

;8#"KHO,

"

VC,9

G

C$8,

#

%(36>?

?I<7<?7II77II<IIII77

<<I7<I7<<II<<II?7?I7

a.@%0% %@&

.#234%

<7I<?<<I?<?<7<?II?<7

I<<I7<?<I<?<I<7??II7

?c&*0/&1 00%

.#2340

I<?7<<7II?77?<7?7?7I
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.#234*
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.#234)
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感染鸡盲肠组织扫描电镜观察

在攻毒感染后
%0&2

!剖杀
*

个组的试验鸡!采

集盲肠中后段!用
;53

溶液冲洗干净后放入
0'1A

戊二醛固定液
)]

固定
02

以上&

;53

漂洗
*

次!

%A

的锇酸固定
02

&

;53

漂洗
*

次&梯度乙醇脱水&

乙酸异戊酯与无水乙醇体积比
%b%

!

*&=$-

&乙酸

异戊酯浸泡
*&=$-

&

<M

0

临界点干燥&

S9$HC3<\

1&&

刻蚀镀膜仪喷金处理&

QS!*&B3BL

环境扫描

电镜观察'

#KO

!

统计方法

用
3;33%@'&

版统计分析软件对数据进行统计

分析!用
78C

G

2;C";8$,=.\9=#

对试验数据作图'

!

!

结
!

果

!K#

!

青蒿素对
!*'$($))&

第二代裂殖子数量的影响

将盲肠样品经酶消化(

;98H#DD

密度梯度离心等

方法收集的裂殖子置于正置荧光显微镜下观察发

现!我们分离得到的
.1#&)&00$

第二代裂殖子较为

纯净!形态为长柳叶状"图
%

#'经计数后!攻毒对照

组与青蒿素组每只鸡的第二代裂殖子平均数量分别

为
/'&1_%&

.

(

.'@1_%&

. 个'与攻毒对照组相比!

青蒿素组
.1#&)&00$

第二代裂殖子的数量减少了

01'*@A

"

6

#

&'&1

#"图
0

#'

图
#

!

正置荧光显微镜观察
!*'$($))&

第二代裂殖子的提

取$

$""P

%

Q4

>

K#

!

;./25<=

>

.5.370425 (.32?240.12-!*'$($))& J.3.

:

A202

>

37

:

A.<D5<.3-BD23.1/.50(4/321/2

:H

!K!

!

青蒿素对
!*'$($))&

第二代裂殖子微线基因

$

!'+,-1

%

()*+

转录的影响

与攻毒对照组比较!青蒿素组裂殖子微线基因

"

.#234%

(

.#2340

(

.#234*

(

.#234)

(

.#2341

#

=6>?

的转录量分别降低了
).'1/A

"

6

#

&'&1

#(

"

表示差异显著"

6

#

&'&1

#

"

,2#U89=C8WCVD9"$TT989-H9

"

6

#

&'&1

#

图
!

!

攻毒对照组与青蒿素组裂殖子的数量

Q4

>

K!

!

8.755D(G.32-!*'$($))&(.32?240.12-/A7BB.5

>

.

/25032B

>

32D

:

75<730.(414545

>

32D

:

*.'1*A

"

6

#

&'&1

#(

1@'(/A

"

6

#

&'&%

#(

*('&/A

"

6

#

&'&1

#(

1)'1*A

"

6

#

&'&%

#"图
*

#!提示青蒿素

可能是通过抑制裂殖子
.#234,=6>?

的转录!影响

入侵复合体的组装!干扰虫体入侵宿主细胞!从而降

低了子孢子或裂殖子对盲肠上皮细胞的入侵能力'

"

表示差异显著"

6

#

&'&1

#!

""

表示差异极显著"

6

#

&'&%

#

"

,2#U89=C8WCVD9"$TT989-H9

"

6

#

&'&1

#!

""

,2#U9R!

O89=9D

E

89=C8WCVD9"$TT989-H9

"

6

#

&'&%

#

图
'

!

!*'$($))&

第二代裂殖子微线基因$

!'+,-1

%相对荧

光定量
@C)

分析结果 $

(R'

&

.

S

T/

%

Q4

>

K'

!

84/325.(.

>

.5.1()*+.U

:

3.11425451./25<=

>

.5=

.370425(.32?240.12-!*'$($))&71757B

H

?.<G

H

3.B7=

04V.

W

D75040704V.@C)

$

(R'

&

.

S

T/

%

!K'

!

!*'$($))&

感染鸡盲肠组织扫描电镜观察

扫描电镜观察试验鸡盲肠组织!显示空白对照

组盲肠黏膜表面平滑!形成盲肠皱褶!上皮细胞纹状

缘完整且密集"图
)?

!

C

#'攻毒对照组盲肠黏膜表

面糜烂!由于大量黏膜上皮细胞脱落而裸露出黏膜

肌层"图
)5

#!攻毒感染
%0&2

!大部分上皮细胞纹状

缘随上皮细胞脱落而丢失!呈现蜂窝状外观!因裂殖

.*(



!

1

期 莫平华等$青蒿素对鸡柔嫩艾美耳球虫第二代裂殖子微线基因
=6>?

转录及鸡盲肠组织结构的影响

体(裂殖子或配子寄生所致"图
)V

#'青蒿素组"图

)<

!

H

#盲肠黏膜表面也存在糜烂结构!与攻毒对照

组相比!纹状缘仍能清晰可见!黏膜结构在一定程度

上得到了改善'

?

"

01&_

#(

C

"

)&&&_

#为空白对照组盲肠&

5

"

01&_

#(

V

"

)&&&_

#为攻毒感染
%0&2

后攻毒对照组盲肠&

<

"

01&_

#(

H

"

)&&&_

#为攻毒感染
%0&2

后青蒿素组盲肠

<9HCD=KH#,C#TH#-O8#D

J

8#K

G

"

?

!

C

#

,2#U$-

J

O29TDCOO9-9"

-

H#DDC8

.

C-"8K

J

C9'<9HCD=KH#,CT8#=<2CDD9-

J

9H#-O8#D

J

8#K

G

"

5

!

V

#

#TC-%0&2

G

#,O!$-#HKDCO$#-$-T9HO9"H2$HW9-

!

89Y9CD9"D9,$#-8C-

J

$-

J

T8#=D#HCD$F9"O$,,K9,U9DD$-

J

O#

H#=

G

D9O9"$,8K

G

O$#-#TO29=KH#,CD9

G

$O29D$K="K9O#O298K

G

OK89#TDC8

J

9-K=V98#T9

G

$O29D$CDH9DD,':OUC,H2C8CHO98!

$F9"V

E

O29=KH#,C,D#K

J

29""#U-O#O29=K,HKDC8$,=KH#,C'?

GG

8#Y9",O8KHOK89#TH9HK==KH#,C

"

<

!

H

#

H#KD"V9#V!

,98Y9"CO%0&2$-O29

J

8#K

G

O89CO9"V

E

C8O9=$,$-$-

图
$

!

试验鸡盲肠组织扫描电镜观察

Q4

>

K$

!

;/75545

>

,B./032584/321/2

:H

757B

H

1412-/./7B(D/2172-/A4/E.51

'

!

讨
!

论

目前关于青蒿素抗球虫机制的研究鲜有报道!

B'

\9D<CH2#

等*

%*

+发现鸡日粮中
%&

%

%@=

J

,

W

J

%̀的商

品级青蒿素!能降低
.1#&)&00$

卵囊的排出量和肠

道病变指数!且可降低卵囊孢子化率&超微结构的研

究发现!青蒿素没有明显影响球虫配子的发育!但能

显著抑制卵囊壁的形成&经免疫荧光试验发现该作

用与青蒿素抑制了大配子中肌浆内质网钙
?I;

酶

的表达有关'

鸡球虫生活史包括无性增殖期与有性生殖期!

前者是主要的致病期!子孢子入侵上皮细胞后发育

成裂殖体!裂殖体进一步分化为裂殖子!肠上皮细胞

破裂后!裂殖子释放!重新入侵新的肠上皮细胞!从

而导致感染鸡盲肠肿胀出血等病理变化*

%)

+

'该过

程中的子孢子和裂殖子是高度分化的细胞!含有微

线细胞器!当它们与宿主细胞表面接触时!微线会分

泌
BOL:<%

(

BOL:<0

(

BOL:<*

(

BOL:<)

(

BOL:<1

等

蛋白'经序列分析显示它们具有共同的特征!都含

有黏附区!该蛋白在介导虫体运动与对宿主细胞表

面的黏附时具有重要的作用*

%1!%.

+

'

在本研究中青蒿素不但降低了
.1#&)&00$

第二

代裂殖子的数量"

01'*@A

#!而且使球虫裂殖子
.#5

234,=6>?

的转录下调了
*.'1*A

%

1@'(/A

'

然而!总体来看!青蒿素的抗球虫作用仍达不到地克

珠利等传统抗球虫药的疗效!如周变华*

%0

+的研究发

现!地克珠利能使
.1#&)&00$

第二代裂殖子的数量

减少
.1'%*A

"

6

#

&'&%

#!同时也使
1

个微线基因

=6>?

"

.#234%

(

.#2340

(

.#234*

(

.#234)

(

.#5

2341

#的相对转录量分别降低了
.1'.*A

"

6

#

&e&%

#(

.)'%0A

"

6

#

&'&%

#(

1.'(0A

"

6

#

&'&%

#(

@*e)(A

"

6

#

&'&%

#(

@('%@A

"

6

#

&'&%

#'

在鸡球虫致肠道组织结构病变方面!

f'P'59!

=8$HW

等*

%@

+利用扫描电镜观察
.1#&)&00$

感染鸡盲

肠黏膜的损伤情况!发现正常组织的盲肠表面平滑

且形成肠皱褶!而被感染盲肠组织内虫体所处阶段

不同而呈现出不同的病理变化!主要以肠上皮细胞

发生炎症!坏死脱落而导致盲肠黏膜肌层裸露!部分

视野可见到裂殖体(裂殖子或卵囊'在本试验中经

过电镜观察发现!青蒿素组的试验鸡盲肠组织也见

有明显的病变!这与临床病变情况一致!但与攻毒对

照组相比!其临床和显微病变的程度均有明显改善'

@*(
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本研究与前人研究青蒿素可以减轻病理损伤的研究

结果相吻合*

/!%&

+

'然而!球虫对现有抗球虫药均有

不同程度的抗药性!地克珠利也不例外*

%(

+

!加上新

型抗球虫药物的研制困难重重!所以利用现有药物

开展复方抗球虫药物研究不失为当前的紧迫任务!

也是现实之举'

张灿等*

%/

+研究发现!含青蒿素的-中宝杀球散.

对柔嫩艾美耳球虫病的预防效果较理想!其
!43

值

达到
%@*'%&

&该散与地克珠利合并使用后
!43

值为

0%)'%.

!可显著提高抗球虫疗效'戴和斌等*

0&

+研究

指出复方青蒿合剂"每
%&=S

合剂中含青蒿
*

J

(常

山
*

J

(白头翁
0

J

(黄芪
0

J

#高剂量"水中加
%'&

=S

,

S

`%

#与中剂量"水中加
&'1=S

,

S

`%

#的
!43

指数平均值分别为
%/&'*

(

%(.'@

!能达到优秀药效

的抗球虫药物水平!但试验鸡仍然会出现血便现象'

为了减少或延迟青蒿素类药物的抗药性!世界

卫生组织早在
0&&%

年即提倡青蒿素复方疗法"

C8O9!

=$,$-$-H#=V$-CO$#-O298C

GE

#!从以上青蒿素复方

用于抗球虫的研究结果来看!复方疗法能明显提高

疗效!并减少药物剂量!也是减缓或推迟球虫抗药性

的有效选择!故进行青蒿素类药物复方抗球虫疗效

及机理研究还有待于进一步挖掘'

$

!

结
!

论

青蒿素抗球虫作用机制可能与其抑制第二代裂

殖子微线基因
=6>?

的转录!使入侵盲肠组织的第

二代裂殖子的数量明显减少!从而减轻盲肠组织病

变有关'
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