
畜牧兽医学报
!

!"#$

!

$%

"

&

#$

#""$!#"#"

!"#$%&#&'()$'($&#*++#&",)("$-()("$

"#$

$

%&'%%()*

%

+

'$,,-'&*..!./.)'0&%)'&.'&0&

毒害艾美尔球虫感染对雏鸡肠组织热

休克蛋白
RG"

表达的影响

翟
!

杰%

!吕志慧%

!

0

!马春霞%

!

*

!高雪丽%

!刘超男%

!王全杰%

!吕晓萍%

!郑世民%

"

"

%'

东北农业大学动物医学学院!哈尔滨
%2&&*&

&

0'

遵义医学院珠海校区!珠海
2%/&)%

&

*'

广西兽医研究所!南宁
2*&&&%

#

摘
!

要!将
/&

只海兰褐雏鸡分为对照组'毒害艾美尔球虫"

?.)&"$#'(R

#

%

次感染组和
0

次感染组!应用
1K

免疫组

化法!通过对热休克蛋白"

L1K

#

!3&

表达的检测!较全面系统地研究了
?.)&"$#'(R

感染雏鸡后!其肠组织
L1K!3&

表达的动态变化(研究发现!雏鸡初次感染
?.)&"$#'(R

后第
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天!其肠组织
L1K!3&

表达均不同程度的低于对

照雏鸡!其中十二指肠'空肠和盲肠显著或极显著低于对照雏鸡"

A
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或
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#!之后迅速上升!于第
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天

高于对照雏鸡并达峰值&
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二次攻击性感染雏鸡后!其十二指肠'空肠
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表达呈现)先显著低于对照

雏鸡!随后上升*!并逐渐高于对照雏鸡(而
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次大剂量感染雏鸡后!其肠组织
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表达则于第
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天高于对照雏鸡(表明
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初期感染雏鸡肠组织
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表达受到一定程度的抑制!而
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大剂量感染雏鸡后!
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表达的增高与
?.)&"$#'(R

对机体的损害程度密切相关(该项研究为进一步探讨球虫

的致病机制提供了重要参考依据(
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鸡球虫病"
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#是一种影响全球养鸡业

的主要寄生虫病,
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(艾美尔球虫侵入鸡体内!可引

起机体肠上皮细胞的损伤!造成家禽的营养不良!严

重影响鸡的生长!降低饲料转化率及生产性能!给养

殖业带来巨大经济损失,
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(生理情况下!

L1K!3&

作为细胞内的分子伴侣参与蛋白质的正确折叠'组

装和转运等生物过程,
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(当细胞受到病理压力时!

如原生寄生虫感染等!

L1K!3&

会激活自然杀伤细

胞'树突状细胞等抗原递呈细胞!介导
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淋巴细

胞的激活!从而提高机体对外来病原侵害的抵抗

力,
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(目前!对于鸡球虫侵染引起机体免疫反应

已做了大量的研究!并取得一定的成绩!但鸡球虫感

染与
L1K!3&

之间的关系!尤其是球虫感染对雏鸡

肠道
L1K!3&

表达的影响!迄今未见报道(本试验

以
?.)&"$#'(R

为病原!对雏鸡感染
?.)&"$#'(R

后其

肠道不同组织
L1K!3&

表达的动态变化进行了较系

统研究!以探讨球虫感染与雏鸡肠道
L1K!3&

表达

的相互关系!为鸡球虫病的免疫防治提供重要的参

考依据(
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材料与方法
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强毒株!由中国农业大学寄生虫教

研室惠赠(
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实验动物
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日龄健康海蓝褐商品混合雏鸡!购自哈尔滨

市某孵化场(经新城疫病毒'传染性法氏囊病毒'马

立克病病毒'大肠杆菌'沙门菌'球虫卵囊分离检测

均为阴性(
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主要生物制剂和化学试剂
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组织化学试剂盒!购自北京中山金桥生物技术有限

公司&胰蛋白酶!购自上海化学试剂站分装厂&
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二氨基联苯二胺盐酸盐!购自上海试剂一厂&甲基

绿!北京化学试剂厂进口分装(
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动物分组及处理
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只雏鸡随机分为
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次感染组"
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组!
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只#和
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次感染组
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组!
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只#(其中!
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组雏鸡于
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日龄经口初次

感染
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* 个卵囊/只[%

!并于
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日龄

经口攻击性感染
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) 个
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组雏鸡于
0(

日龄经口
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次大剂量感染
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) 个
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M

组雏鸡未感染球虫(

*

组雏

鸡严格隔离!在相同条件下进行饲养管理(
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被检材料采取及处理
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组和
'

组雏鸡分别于第一次感染
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球虫卵囊后第
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"对应
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只雏鸡(心脏采血处死!快速采取十二指肠'空肠'

回肠和盲肠!置于
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冰箱预冷的
%&f

中性福尔马

林缓冲溶液中!于
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冰箱中固定
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(常规

水洗'脱水'透明'浸蜡'包埋!制片(
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!

检测指标及方法

采用
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法检测
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的表达(主要步骤$组

织切片常规脱蜡'水化!再经
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胰蛋白酶
*3 c

抗原修复
%2

;$-
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*3c
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滴加一抗!
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冰箱过夜!

K51

液洗涤!

2;$-e*
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滴加生物素标记的二抗"试剂
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次!滴加辣根酶标记链

酶卵白素工作液"试剂
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显色!甲基绿复染!常规

封片(每次染色均设一抗和二抗对照(

用
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生物显微镜观察切片并摄片!用
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8KS#
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图像系统测量软件对每张切片随

机
2

个视野单位面积内
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阳性细胞染色强度

进行检测(
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数据处理及统计分析

用
1K11%%'2

软件对数据进行处理!用方差分
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感染雏鸡肠组织病理变化

?.)&"$#'(R

初次感染雏鸡!其小肠前段黏膜充

血'肿胀&盲肠未见异常(

?.)&"$#'(R

攻击性感染及

大剂量感染雏鸡后!其小肠各段均呈现不同程度的

气肿'长度变短!肠壁增厚!黏膜表面有大小不等的

出血点!肠腔内可见血性黏液性渗出物!十二指肠'

空肠前段有大量淤血点和坏死灶!坏死灶周围黏膜呈

暗红色&盲肠肿大!呈现典型的炎症反应(对照雏鸡

肠组织未见异常(小肠病变及其计分结果详见表
%

(

病理组织学检测发现$

'

组雏鸡盲肠充血'肠管

内有渗出物'但肠壁结构部分完整&空肠出血'黏膜

结构完整'肠壁未见异常(

(

组雏鸡盲肠黏膜受损!

肠管肌层断裂坏死&空肠黏膜变性坏死!肠壁轻度受

损(而对照组雏鸡上述被检组织未见异常"图
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感染雏鸡小肠病变记分

35C7+#
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分!小肠中部浆膜面有散在针尖状出血点或白色斑点!但黏膜损伤不明显&

i0

分!小肠中部浆膜

面有多量出血点!并中部肠管稍充气&
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出血点&
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观
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!

Z9<?U<-",<9R<-"

Z9<?U

V

8

VV

8S9$U8<

VV

8<S<-?8

!E!

!

C>)<41+$&E

感染雏鸡肠组织
[H@RG"

表达变

化

0'0'%

!

?.)&"$#'(R

感染雏鸡肠组织
L1K!3&

表达

的免疫组织化学染色
!!

雏鸡肠组织
L1K!3&

表达

在阳性部位呈棕黄色颗粒(阳性颗粒大多出现在肠

绒毛内!胞质'胞核均有阳性表达!以胞质表达为主!

感染组和对照组均有表达(由图
0

'

*

显示
?.)&"$@

#'(R

感染雏鸡肠组织
L1K!3&

阳性表达强于对照雏

鸡!其强度分析结果详见表
0

(

0'0'0

!

?.)&"$#'(R

感染雏鸡十二指肠
L1K!3&

表

达变化
!!

?.)&"$#'(R

初次感染雏鸡!其十二指肠

L1K!3&

表达下降!于第
2

天显著低于对照雏鸡

"

A

#

&'&2

#!之后开始上升!于第
%)

天极显著高于

对照雏鸡"

A

#

&'&%

#!并达峰值&

?.)&"$#'(R

攻击性

感染雏鸡后!其十二指肠
L1K!3&

表达开始下降!于

第
0)

天显著低于对照雏鸡"

A

#

&'&2

#!之后开始上

升!第
0/

天"按第
%

次感染计!下同#虽然高于对照

雏鸡!但无统计学差异"

A

%

&'&2

#(而
?.)&"$#'(R

%

次大剂量感染雏鸡后!其十二指肠
L1K!3&

表达

上升!于第
%&

天"对应
'

组第
0)

天#极显著高于对

照雏鸡"

A

#

&'&%

#!之后逐渐下降!但依然高于对照

雏鸡(

.&&%
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图
#

!

C>)<41+$&E

感染及对照雏鸡盲肠和空肠的组织病理变化%

[I#"V#"

&

S-

B

E#

!

32+2-91/

M

512/7/

B

-=57=250

B

+/J=5+=NA506

b

N

b

N0NA/J=2-=?+0

%

[I#"V#"

&

图
!

!

C>)<41+$&E

感染雏鸡肠
[H@RG"

阳性表达细胞%

H@

#

$""V

&

S-

B

E!

!

32+

M

/9-1-,+=+779+U

M

4+99-0

B

[H@RG"-0-01+91-057

1-99N+/J=2-=?+09-0J+=1+6.-12C>)<41+$&E

%

H@

#

$""V

&

图
F

!

对照雏鸡肠
[H@RG"

阳性表达细胞%

H@

#

$""V

&

S-

B

EF

!

32+

M

/9-1-,+=+779+U

M

4+99-0

B

[H@RG"-0-01+91-057

1-99N+/J=/014/7=2-=?+09

%

H@

#

$""V

&

3&&%
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!

雏鸡各肠段
[H@RG"

阳性表达染色强度分析结果

35C7+!

!

32+5057

;

9-94+9N71/J12+

M

/9-1-,++U

M

4+99-/0914+0

B

12/J-01+91-0571-99N+-0=2-=?+0

感染后时间

6<

W

,<AR8S$-A8?R$#-

组别

OS#=

V

十二指肠

6=#"8-=;

空肠

Q8

+

=;=-

回肠

E98=;

盲肠

M<8?=;

第
&

天

7C8&"<

W

M

0(2.2j0(.

<

022&.j30%

<

%2)20j00/

<

0)/&%j2&%

<

'

0(2.2j0(.

<

022&.j30%

<

%2)20j00/

<

0)/&%j2&%

<

第
2

天

7C82RC"<

W

M

0(3)2j3/*

<

0.2/(j2*0

<

%(&22j3*)

<

022&0j2)2

<

'

0(2.)j3).

Z

0**32j%%(

?

%(0%.j2(0

<

0)33*j(0%

?

第
/

天

7C8/RC"<

W

M

0(3/*j)23

<

0/.*3j2/&

<

%(3*/j(0(

<

0.)32j*)3

<

'

0(30&j%&.

<

0**&(j)%(

?

%(.&*j)0*

<

0.*%.j0*0

<

第
%)

天

7C8%)RC"<

W

M

0/&3)j*/

<

*&(0%j%%(

<

%(/(&j302

<

03((/j300

<

'

0/*2/j2(.

?

*%&&/j03(

<

0&&03j00)

?

0(2)*j22.

?

(

0/&3)j*/

<

*&(0%j%%)

<

%(/(&j302

<

03((/j2.0

<

第
0&

天

7C80&RC"<

W

M

0/0*)j2&2

<

0/0.2j002

<

%30*/j.32

<

03*%2j2(/

<

'

0/0(2j0.3

<

0/)3)j%/.

<

%3%/0j)3%

<

03003j(&/

<

(

0.0.)j20&

<

*%&(3j%*3

?

%3)%2j)&%

Z

0303(j(3)

<

第
0)

天

7C80)RC"<

W

M

0/0%2j))0

<

0(&)(j.//

<

%.2&3j*&0

<

03%()j)2/

<

'

0/&.&j3&.

Z

02(23j*3/

?

%(0%2j/%.

?

0(.&%j323

?

(

0/*(2j2*)

?

0(%&2j%)(

<

%(%(&j2%/

?

03*/(j(.&

<

第
0/

天

7C80/RC"<

W

M

0()*.j%((

<

0*0%3j0&2

<

%2%)%j/&&

<

0.**(j3*/

<

'

0(.%2j%/%

<

02.%(j.*.

?

%3*33j%0(

?

03//&j)0(

?

(

0(2/&j%).

<

0)32/j3%)

?

%3.&)j(.)

?

03&%/j.(%

?

M'

对照组&

'

'?.)&"$#'(R0

次感染组&

(

'?.)&"$#'(R%

次感染组(两组数据之间!字母相同者表示差异不显著"

A

%

&'&2

#&字

母相邻者表示差异显著"

A

#

&'&2

#&字母相隔者表示差异极显著"

A

#

&'&%

#(感染后时间统一按
'

组时间处理

M.7C8?#-RS#9

B

S#=

V

&

'

'7C8?.)&"$#'(RRT$?8$-A8?R$#-

B

S#=

V

&

(

'7C8?.)&"$#'(R#-8R$;8$-A8?R$#-

B

S#=

V

'7T#,8R,#A"<R<

TC$?CC<X8RC8,<;898RR8S,C#T-#,$

B

-$A$?<-R"$AA8S8-?8

"

A

%

&'&2

#!

TC$?CC<X8RC8<"

+

<?8-R98RR8S,C#T,$

B

-$A$?<-R"$AA8S8-?8

"

A

#

&'&2

#!

TC$?CC<X8RC8<

V

<SR98RR8S,C#TC$

B

C9

W

,$

B

-$A$?<-R"$AA8S8-?8

"

A

#

&'&%

#

'6<

W

,<AR8S$-A8?R$#-T8S8

V

S#?8,,8"<?!

?#S"$-

B

R#RC<R#ARC8

B

S#=

V'

0'0'*

!

?.)&"$#'(R

感染雏鸡空肠
L1K!3&

表达变

化
!!

?.)&"$#'(R

初次感染雏鸡后第
2

#

/

天!其空

肠
L1K!3&

表达极显著低于对照雏鸡"

A

#

&'&%

#!

随后逐渐增加!于第
%)

天高于对照雏鸡!但无统计

学差异"

A

%

&'&2

#&

?.)&"$#'(R

攻击性感染雏鸡后!

其空肠
L1K!3&

表达逐渐下降!并于第
0)

天极显著

低于对照雏鸡"

A

#

&'&%

#!之后迅速上升!至第
0/

天极显著高于对照雏鸡"

A

#

&'&%

#(而
?.)&"$#'(R

%

次大剂量感染雏鸡后!其空肠
L1K!3&

表达迅速

上升!于第
.

天极显著高于对照雏鸡"

A

#

&'&%

#!随

后有所下降!但第
%&

天时仍高于对照雏鸡!之后至

第
%2

天极显著高于对照雏鸡"

A

#

&'&%

#(

0'0')

!

?.)&"$#'(R

感染雏鸡回肠
L1K!3&

表达变化

!!

?.)&"$#'(R

初次感染雏鸡后
2

#

/

天!其回肠

L1K!3&

表达与对照雏鸡无统计学差异"

A

%

&'&2

#!随

后迅速上升!至第
%)

天极显著高于对照雏鸡"

A

#

&a&%

#&

?.)&"$#'(R

攻击性感染雏鸡后!其回肠
L1K!

3&

表达于第
0&

天虽然低于对照雏鸡!但无统计学意

义"

A

%

&'&2

#!随后迅速上升!第
0)

'

0/

天均极显著高

于对照雏鸡"

A

#

&'&%

#(而
?.)&"$#'(R%

次大剂量感

染雏鸡后!其回肠
L1K!3&

表达于第
.

'

%&

'

%2

天均显

著或极显著高于对照雏鸡"

A

#

&'&2

或
A

#

&'&%

#(

0'0'2

!

?.)&"$#'(R

感染雏鸡盲肠
L1K!3&

表达变

化
!!

?.)&"$#'(R

初次感染雏鸡后盲肠
L1K!3&

表

(&&%
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达于第
2

'

/

天均低于对照雏鸡!且第
2

天差异极显

著"

A

#

&'&%

#!随后逐渐上升!至第
%)

天极显著高

于对照雏鸡"

A

#

&'&%

#&

?.)&"$#'(R

攻击性感染雏

鸡后!其盲肠
L1K!3&

表达于第
0&

天低于对照雏

鸡!之后迅速上升!第
0)

'

0/

天极显著高于对照雏鸡

"

A

#

&'&%

#(而
?.)&"$#'(R%

次大剂量感染雏鸡后

.

#

%&

天!其盲肠
L1K!3&

表达尽管高于对照雏鸡!

但无统计学差异"

A

%

&'&2

#!至第
%2

天极显著高于

对照雏鸡"

A

#

&'&%

#(

F

!

讨
!

论

热休克蛋白"

L1K

#

!3&

普遍存在于原核和真核

细胞中!发挥分子伴侣的作用!其结构具有高度保守

性,

%0

-

(

L1K!3&

的基本功能是参与蛋白质的折叠和

非折叠!维持蛋白质的正常结构以发挥蛋白质的正

常功能,

%*

-

(当某些因素"如细胞损伤#及环境压力

作用于机体后!

L1K!3&

表达及分泌可升高,

%)

-

!其通

过旁分泌和自分泌机制,

%2

-由细胞内游离到细胞外

参与机体的免疫功能(

本研究发现!

?.)&"$#'(R

未感染对照雏鸡!其肠

上皮中有一定量的
L1K!3&

基础表达!以发挥保护

性分子伴侣的功能!不但使新生蛋白正确折叠!而且

可使已变性的蛋白发生再折叠!以维护细胞功能与

生存(雏鸡于
%)

日龄经口初次感染
?.)&"$#'(R

%e%&

* 个卵囊/只[%后第
2

'

/

天!其肠组织
L1K!

3&

表达均不同程度低于对照雏鸡"回肠除外#!其

中!空肠和盲肠
L1K!3&

表达明显低于对照雏鸡!随

后升高!于第
%)

天均高于对照雏鸡!十二指肠'回肠

和盲肠
L1K!3&

表达极显著高于对照雏鸡"

A

#

&a&%

#(贾长河等,

%.

-研究发现!

L1K!3&

在大鼠诱导

性急'慢性胃溃疡'慢性萎缩性胃炎及人胃癌的胃黏

膜中均有过度表达!而且以病变部位最明显(而陈

国裕等,

%3

-发现!

L1K

的过度表达!可增加胃黏膜血

流量'促进细胞增殖'抑制胃黏膜细胞凋亡'保护细

胞免受氧自由基损伤'加强胃黏膜细胞蛋白合成和

细胞修复等!从而达到保护细胞的作用以促进溃疡

愈合(本研究结果显示!雏鸡感染
?.)&"$#'(R

后!

其肠
L1K!3&

表达呈现先下降后上升并过表达的趋

势(这与贾长河等,

%.

-研究结果中大鼠胃黏膜
L1K!

3&

过表达不完全一致!表明
L1K!3&

在热盐水所致

胃黏膜损伤与其在球虫感染中发挥作用的机制有所

不同(

_'I'I=

等,

%(

-研究发现!鸡
L1K!3&6J4

疫苗可以抑制犬癌症模型肿瘤的生长!而在
?')&@

"$#'(R

感染雏鸡初期!其
O-A!3&

基因或者其转录

产物
;\J4

会起到反义寡核苷的作用与鸡
O-A!

3&

基因作用导致其
O-A!3&

基因沉默!这可能与

?.)&"$#'(R

入侵及其定植到细胞内的机制有关(之

后
?.)&"$#'(R

卵囊从细胞内释放导致细胞损伤!

L1K!3&

的表达增加!一方面可以促进肠黏膜血流

量'促进细胞增殖'抑制肠黏膜细胞凋亡'保护细胞

免受氧自由基损伤'加强肠黏膜细胞蛋白合成和细

胞修复等!从而达到保护细胞的作用以促进溃疡愈

合&另一方面介导
7

'

5

淋巴细胞的激活从而提高机

体抵抗球虫感染的能力(

%)

日龄初次感染
?.)&"$#'(R

雏鸡在
0(

日龄攻

击性感染雏鸡后!其肠组织
L1K!3&

表达均呈现先

下降后上升趋势!其中!回肠和盲肠
L1K!3&

表达于

第
0&

天"按第
%

次感染计!下同#低于对照雏鸡!之

后迅速上升!于第
0)

'

0/

天极显著高于对照雏鸡

"

A

#

&'&%

#!而十二指肠和空肠则于第
0)

天显著低

于对照雏鸡!之后上升!并于感染后第
0/

天高于对

照组雏鸡(而
?.)&"$#'(R%

次大剂量感染雏鸡后!

其肠组织
L1K!3&

表达于第
.

'

%&

'

%2

天均高于对照

雏鸡(表明雏鸡初次感染
?.)&"$#'(R

后!其体内产

生了抵抗
?.)&"$#'(R

感染的免疫保护!当
?.)&"$@

#'(R

再次攻击性感染雏鸡时!并没有导致鸡肠组织

的严重损伤!而只是
?.)&"$#'(R

在入侵及定植过程

中造成
O-A!3&

基因沉默!故
L1K!3&

表达出现先

降低之后表达升高(而
?.)&"$#'(R

大剂量感染雏

鸡!可直接造成肠组织较为严重的损伤!导致
L1K!

3&

的表达直接升高(

综上所述!球虫入侵及定植细胞可导致
O-A!

3&

基因表达的暂时性沉默!而小剂量
?.)&"$#'(R

感

染可给鸡带来一定的免疫保护!大剂量
?.)&"$#'(R

感染可导致鸡肠组织的直接损伤(

$

!

结
!

论

?.)&"$#'(R

入侵及定植细胞可导致
O-A!3&

基因表达的暂时性沉默!小剂量
?.)&"$#'(R

感染对

鸡有一定的免疫保护!大剂量
?.)&"$#'(R

感染可导

致鸡肠组织的直接损伤(
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V

<S<,$R8,#A

V

#=9RS

W

,

Q

-
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!

0&&0

!

%2

"

%
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,

0

-
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B
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