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柔嫩艾美耳球虫感染对罗曼粉鸡盲肠组织

病理学和细胞免疫相关基因的影响*

闫志强，  付文贵，  陈春林，  唐红梅，  郑　华，  朱买勋，  翟少钦 **

(重庆市畜牧科学院，重庆 402460)

摘要:  【目的】明确柔嫩艾美耳球虫感染对罗曼粉鸡盲肠组织病理学和细胞免疫相关基因 mRNA 表达量的影

响。【方法】将 100 只鸡随机分为空白组、感染Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ组，每组 20 只，感染Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ组分别

口服 3×104、2×104、1×104 和 0.5×104 个孢子化鸡柔嫩艾美耳球虫卵囊，空白组口服相同体积的生理盐水。试

验结束时，剖解试验鸡，采集盲肠制作病理切片，观察组织病理学变化并进行评分；采用荧光定量 PCR 方法

检测盲肠 IL-2、IL-17、TGF-β1 和 IFN-γ 基因 mRNA 表达量。【结果】感染Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ组试验鸡黏膜层破坏严

重，出血明显，大量炎性细胞浸润，腺上皮细胞内见大量虫体，病理损伤评分为重度损伤；感染柔嫩艾美耳

球虫第 5、7 天，感染组盲肠组织 IL-2、IL-17、TGF-β1 和 IFN-γ 基因 mRNA 表达量均升高，与空白组相比差

异极显著 (P<0.01)。【结论】不同剂量的柔嫩艾美耳球虫可造成鸡盲肠组织不同程度损伤，且能上调盲肠组

织 IL-2、IL-17、TGF-β1 和 IFN-γ 基因的表达。
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Effect of Eimeria tenella Infection on the Histopathology and
Cellular Immunity-related Gene Expression in

Cecum of Roman Chicken

YAN Zhiqiang，FU Wengui，CHEN Chunlin，TANG Hongmei，ZHENG Hua，
ZHU Maixun，ZHAI Shaoqin

(Chongqing Academy of Animal Sciences, Chongqing 402460, China)

Abstract: ［Purpose］To determine the effect of Eimeria tenella infection on the histopathology and
mRNA expression  of  cellular  immunity  related  genes  in  Roman  powder  chickens.［Method］100
chickens were randomly divided into blank control group, infected group I, II, III and IV, 20 in each
group, and infected group I, II, III and IV were orally administered 3×104, 2×104, 1×104 and 0.5×104

spores of chicken E. tenella oocysts, the blank control group orally the same volume of normal saline,
at the end of the test, dissection test chicken, collecting cecum to make pathological sections, observe
histopathological  changes and score.  At  the same time,  the mRNA expression levels  of IL-2, IL-17,
TGF-β1 and IFN-γ genes  in  the  cecum were  detected by real-time PCR.［Results］ In  the  infected
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group I, II and III, the mucosal layer of the test group was severely damaged and the bleeding was ob-
vious. A large number of inflammatory cells infiltrated, and a large number of worms were found in
the glandular epithelial cells. The pathological damage score was severely injured; after infection with
E. tenella. The expression of IL-2, IL-17, TGF-β1 and IFN-γ mRNA in the cecal tissue of the infected
group  increased  at  the  5th and  7th days  and  the  difference  was  significant  compared  with  the  blank
group (P<0.01).［Conclusion］Different doses of E. tenella can cause different degrees of damage
to chicken cecal  tissue,  and can induce the expression of IL-2, IL-17, TGF-β1 and IFN-γ genes inc-
ecal tissue.

Keywords: Eimeria tenella; cecum; histopathology; gene expression
 

鸡球虫病是由一种或多种艾美耳球虫引起的

急性传染病，以雏鸡最易感染，发病率高达

50%~70%，死亡率为 20%~30%，严重者可达 80%，

是危害养鸡业最严重的疾病之一。全球每年因鸡

球虫病造成高达 30 亿美元经济损失[1]，中国每年

的抗球虫药物费用占鸡病防治费用的三分之一或

更高，而且随着中国集约化养鸡业的迅速发展，

这一数据可能还会急剧上升。目前，全球有记载

的球虫有十几种，中国发现了 9 种，致病性较强

的有 7 种，其中以柔嫩艾美耳球虫致病性最强，

该种球虫主要入侵鸡盲肠，破坏盲肠组织，引起

盲肠充血、肿大和出血等病变，导致饲料报酬率

低和死亡率增加[2]。柔嫩艾美耳球虫是细胞内寄

生虫，主要引起宿主细胞免疫应答，而细胞因子

是一类由免疫细胞分泌，对机体细胞免疫应答的

产生和调节起着重要作用的免疫因子。研究发

现：干扰素-γ (IFN-γ)、白细胞介素-2 (IL-2)、白

细胞介素 -17  (IL-17) 及转化生长因子 -β  (TGF-
β) 等部分细胞因子在机体抗球虫感染和黏膜修复

中发挥着极其重要的作用。 因此，明确球虫感染

后主要细胞因子的变化规律对球虫致病机制的研

究有重要意义[3-4]。目前，对鸡球虫病的研究主要

采用口服球虫孢子化卵囊人工复制病理模型[5-6]，

但文献中灌服孢子化卵囊数量不一，不同卵囊量

对鸡盲肠组织的损伤程度及盲肠 IL-2、 IL-17、
TGF-β1 和 IFN-γ 基因 mRNA 表达量变化研究尚

不系统。本研究采用口服柔嫩艾美耳球虫孢子化

卵囊感染罗曼粉鸡，以盲肠组织病变和盲肠 IL-
2、 IL-17、TGF-β1 和 IFN-γ 基因 mRNA 表达量

为考察指标，以明确罗曼粉鸡在感染柔嫩艾美耳

球虫后一段时间内，盲肠组织的损伤程度和盲肠

组织细胞免疫相关基因表达的变化规律，为研究

鸡球虫的致病机理及药物研究提供基础。

1   材料与方法

1.1    试验动物

1 日龄罗曼粉鸡 100 只，购自重庆永川一品

种鸡场，饲喂环境：甲醛熏蒸消毒和火焰消毒处

理，确保饲养环境中无球虫卵囊，试验鸡饲喂至

16 日龄，自由饮水采食，饲喂不含抗球虫药物添

加剂的饲料。

1.2    主要试剂与仪器

B511321-UNIQ-10 柱式 Trizol 总 RNA 抽提

试剂盒 (上海生工)，TransStart Green qPCR Super-
Mix  (北京全式金 )，EasyScript  One-Step  gDNA
Removal and cDNA Synthesis SuperMix (北京全式

金)；多聚甲醛  (成都市科隆化学品有限公司)；
RM2235 型石蜡切片机 (Leica)；CX22 型光学显

微镜  (OLMPUS)；Schwingmuhle Tissuelyser II 型
高通道组织破碎机 (QIAGEN)；LightCycler 96 型

荧光定量 PCR 仪 (Roche)；Naro drop2000 型微量

核酸定量仪 (Thermo)。
1.3    柔嫩艾美耳球虫培养

球虫虫卵由重庆畜牧科学院从自然感染柔嫩

艾美耳球虫的罗曼粉鸡粪便分离保存，使用前灌

喂 16 日龄的雏鸡进行复壮，出现血便时开始收

集粪便，连续收集 3 d。采样饱和食盐水漂浮法

收集球虫卵囊，将收集的柔嫩艾美耳球虫卵囊加

入 12 倍体积的 2.5% 重铬酸钾溶液中，28 ℃ 培

养 48~72  h，对虫卵进行观察，当孢子化率达

90% 以上停止培养，收集孢子化卵囊，备用[7-8]。

1.4    试验分组及处理

试验鸡饲养至 16 日龄灌喂孢子化卵囊，
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100 只健康仔鸡随机分为空白组和感染Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ和Ⅳ组，每组 20 只。感染Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ组

分别按照 3×104、2×104、1×104 和 0.5×104 个孢子

化卵囊灌服，空白组灌服相同体积的生理盐水[9-10]。

1.5    盲肠石蜡切片的制作及病理损伤评分

灌饲孢子化卵囊第 5 和 7 天每组随机解剖

6 只，观察主要脏器情况，并采取盲肠进行石蜡

切片的制作，制作方法参照文献 [11] 进行。显微

镜下观察组织病理学变化，完整地浏览整张组织

片，对正常组织或有明显病变部位均采用显微成

像系统拍照记录，并对组织病变情况进行评分，

依据病理损伤程度及参考文献 [12-13] 制定盲肠

组织病理损伤评分参考标准 (表 1)。
 

1.6    荧光定量 PCR 测定相关基因 mRNA 表达

灌饲孢子化卵囊第 5、7 天每组随机解剖

6 只，无菌采集试验鸡盲肠，立即液氮保存，后

转至−80 ℃ 冰箱保存备用。Trizol 法提取鸡组织

的总 RNA，按照试剂盒说明书反转录进行 cDNA
的合成，采用 SYBR GreenⅠ染料法进行荧光定

量分析。结果采用 2−ΔΔCt 法处理。引物序列见表 2。

1.7    数据处理

试验数据均使用 Excel 进行处理，SPSS 20.0
进行统计分析，采用单因素方法分析和多重比

较，试验结果用 “mean±SD” 表示，P<0.01 为差

异极显著，P<0.05 为差异显著。

2   结果与分析

2.1    柔嫩艾美耳球虫对鸡盲肠组织病理学的影响

感染第 5 天，感染组盲肠组织固有层和黏膜

下层见较多炎性细胞浸润，腺上皮细胞内可见球

虫虫体，黏膜层组织结构损伤，上皮细胞不同程

度坏死脱落，其中感染Ⅰ、Ⅱ组盲肠损伤严重，

感染Ⅲ和Ⅳ组组织损伤较为轻微 (图 1)。
感染第 7 天，感染组盲肠组织黏膜上皮层细

胞大量溶解、坏死、脱落、出血入肠腔，黏膜层

腺上皮细胞内大量的不同分化阶段球虫，黏膜下

层大量炎性细胞浸润和轻度充血出血，固有层和

肌层可见以淋巴细胞为主的炎性细胞浸润。感染

Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组盲肠损伤严重，感染Ⅳ组组织损伤

相对轻微 (图 2)。
2.2    柔嫩艾美耳球虫对鸡盲肠组织病理损伤程度

评分

依据表 1 盲肠组织病理损伤评分参考标准，

球虫感染第 5 天，感染Ⅰ组 33.3% 所检测鸡盲肠

组织损伤程度为中度，66.7% 为重度。感染Ⅰ、

Ⅱ组所检测鸡病理组织损伤程度均为重度，感染

Ⅲ组所检测鸡病理评分为轻度，感染Ⅳ组 50% 所

检测鸡病理评分为轻度，50% 为中度；感染第

7 天，感染Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组所检测鸡盲肠组织损伤

程度均为重度，感染Ⅳ组所检测鸡病理损伤评分

均为中度 (表 3)。

 

表 1   盲肠组织病理损伤评分参考标准

Tab. 1    Reference standard for cecal tissue pathological damage score
 

等级 grade 特征病理描述 description of characteristic pathology 评分 score

正常 normal 盲肠各层组织结构正常，未见明显的组织病理损伤改变 0

轻度 mild 黏膜层上皮细胞轻微脱落坏死，偶见充血或出血，腺上皮细胞内偶见球虫虫体，

固有层和黏膜下层见少量的炎性细胞浸润
1

中度 moderate 黏膜层上皮脱落或黏膜层局部缺失，见充血或出血，腺上皮细胞内较多球虫虫体，

黏膜固有层和黏膜下层见较多炎性细胞浸润
2

重度 severe 黏膜层较大范围缺失，严重的出血，大量炎性细胞浸润，

腺上皮细胞内见大量虫体，盲肠组织结构破坏
3

 

表 2   引物序列

Tab. 2    Primer sequence
 

目的基因

gene
引物序列：(5′→3′)

primer sequence
产物长度/bp

amplification size

IFN-γ
F: AACCTTCCTGATGGCGTGAA

137
R: AAACTCGGAGGATCCACCAG

IL-2
F: AGGAGTGCACCCAGCAAACT

169
R: TTGCATTCACTTCCGGTGTG

IL-17
F: GAGCCAGGCCGTAACGATT

104
R: GGGGCTGCATTCCTAATTCA

TGF-β1
F: GCGCTGTACAACCAACACAA

98
R: TTCCGGCCCACGTAGTAAAT

β-actin
F: ATGGCTCCGGTATGTGCAA

142
R: TGGGCTTCATCACCAACGTA
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2.3    柔嫩艾美耳球虫对鸡盲肠组织相关基因

mRNA 表达量的影响

柔嫩艾美耳球虫感染第 5、7 天，感染组盲

肠组织 IL-2、IL-17、TGF-β1、IFN-γ 基因 mRNA
表达量均升高，与空白组相比差异极显著 (P<0.01)。
柔嫩艾美耳球虫感染第 7 天，感染Ⅰ、Ⅱ组盲肠

组织 IL-2、IL-17、TGF-β1 基因 mRNA 表达量与

感染第 5 天相比降低，感染Ⅲ、Ⅳ组与感染第

5 天相比升高，感染组盲肠组织 IFN-γ 基因

mRNA 表达量持续升高 (图 3)。

3   讨论

盲肠是鸡最重要的消化器官之一，亦是柔嫩

艾美耳球虫侵害的主要器官，鸡摄入孢子化卵囊

后，在肌胃、胰酶及胆汁的作用下，释放出子孢

子，子孢子入侵盲肠上皮细胞，并进行裂殖生

殖，产生大量裂殖子，裂殖子在释放过程中损伤

盲肠上皮细胞，造成血管破裂，肠黏膜组织受

损[14-15]。本研究结果显示：感染第 5 天，感染组

黏膜层少量细胞坏死脱落，固有层有少量炎性细

胞浸润，盲肠组织损伤相对轻微。感染第 7 天，

感染Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组试验鸡黏膜层破坏严重，出血

明显，大量炎性细胞浸润，腺上皮细胞内见大量

虫体，依据盲肠病理损伤评分为重度损伤，表明

在一定时间内盲肠组织损伤程度随感染时间增长

逐渐严重，与文献报道[12] 相符。此外，提示不同

 

a)

50 μm

*

→

▼

50 μm

b) *

→

▼

c)

50 μm

→
*

△
d)

50 μm

※

*

→

 
注：a) 感染Ⅰ组，黏膜层细胞内可见大量虫体 (*)，黏膜上皮层及固有层见细胞坏死，结构严重破坏 (▼)，黏膜层和黏膜下层炎性细胞浸润
(→)；b) 感染Ⅱ组，黏膜层细胞内可见大量虫体 (*)，黏膜层细胞坏死脱落，结构破坏 (▼)，黏膜层和黏膜下层炎性细胞浸润 (→)；c) 感染
Ⅲ组，黏膜层结构较完整，黏膜上皮未见坏死脱落 (Δ)，固有层中仍可见虫体 (*) 及少量炎性细胞浸润 (→)；d) 感染Ⅳ组，黏膜层上皮破坏，细
胞可见坏死脱落 (※)，固有层中可见少量虫体 (*)，黏膜层和黏膜下层可见大量炎性细胞浸润 (→)。
Note: a) infection group I, a large number of worms can be seen in the cells of the mucosal layer (*), cell necrosis is seen in the mucosal epithelium and lam-
ina propria, and the structure is severely damaged (▼), infiltration of inflammatory cells in the mucosa and submucosa (→); b) infection groupⅡ, a large
number of worms are seen in the mucosal layer cells (*), the mucosal layer cells are necrotic and shed, the structure is damaged (▼), and the mucosal layer
and submucosal  layer  are infiltrated by inflammatory cells  (→);  c)  infection groupⅢ,  the mucosal  layer  structure is  relatively complete,  no necrosis  and
shedding (Δ) are observed in the mucosal epithelium, and worm bodies (*) and a small amount of inflammatory cell infiltration are still visible in the pro-
pria (→); d) infection groupⅣ, the epithelium of the mucosal layer is damaged, and the cells is necrosis and shedding (※), a small number of worms (*) are
seen in the lamina propria, and a large number of inflammatory cells infiltrate in the mucosal layer and submucosa (→).

图 1    感染第 5 天各组试验鸡盲肠病理变化 (HE，200×)
Fig. 1    Pathological changes in cecal of chickens in each group on 5 days post infection (HE, 200×)
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剂量的卵囊感染均可造成盲肠组织损伤，在

0.5×104~3×104 感染量内，感染量越大，盲肠组织

损伤越严重。

TGF-β 是一类功能复杂的多肽类细胞因子，

可通过上调肠道上皮细胞紧密连接蛋白的表达，

促进肠黏膜修复。同时，TGF-β 可上调肠黏膜细

胞中抗凋亡蛋白的表达，降低肠黏膜细胞的凋

亡，进而维持肠道的完整性[16-17]。IL-17 是 T 细胞

来源细胞因子，在抗球虫感染过程中发挥着抗感

染和免疫调节、减少盲肠组织损伤等作用 [18-19]。

研究结果表明：感染第 5 天，试验鸡的盲肠组织

TGF-β 和 IL-17 基因表达量显著升高，感染第

7 天，感染Ⅰ、Ⅱ组盲肠组织 TGF-β 和 IL-17 基

因表达量相比感染第 5 天时降低，感染Ⅲ、Ⅳ组

持续升高。推测盲肠组织在受损时，机体可通过

上调 TGF-β 和 IL-17 基因的表达进行自我修复，

但 TGF-β 和 IL-17 在机体防御球虫和降低肠道损

伤时存在着最高临界值，当组织损伤超过一定程

度时，机体自我修复功能受阻，TGF-β 和 IL-
17 修复肠道黏膜的作用降低，TGF-β 和 IL-17 基

因 mRNA 表达量与盲肠组织损伤随感染时间增长

逐渐严重的结果相符，同时，提示在柔嫩艾美耳

球虫人工感染鸡时应选择适当的感染剂量。

IL-2 是免疫系统中的一类细胞生长因子，主

要介导细胞免疫，诱导杀伤性 T 细胞、自然杀伤

细胞和淋巴因子激活的杀伤细胞等多种杀伤细胞

的分化和效应功能，并诱导杀伤细胞产生 TNF-α
等细胞因子，在鸡球虫感染中起重要作用 [20-21]。

 

→

*

▼
a)

50 μm

→

*

→50 μm

b)

→

*

c)

50 μm

d)

50 μm

→

▼

*
 
注：a) 感染Ⅰ组，上皮细胞内见大量虫体，黏膜下层、固有层和肌层有大量炎性细胞浸润，黏膜层局部结构破坏，细胞坏死 (▼)；b) 感染
Ⅱ组，上皮细胞内见大量虫体 (*)，黏膜下层、固有层结构被破坏，肌层有炎性细胞浸润 (→)；c) 感染Ⅲ组，上皮细胞内见大量虫体 (*)，黏膜下
层、固有层和肌层较多炎性细胞浸润 (→)；d) 感染Ⅳ组，上皮细胞内可见少量虫体 (*)，黏膜下层和固有层有炎性细胞浸润 (→)，固有层结构破
坏 (▼)。
Note: a) infection group I, a large number of worms were found in the epithelial cells, and there were a large number of inflammatory cells infiltrating the
submucosa, lamina propria and muscle, local structure of mucosal layer is damaged, and cell necrosis (▼); b) infection groupⅡ, a large number of worms
are  seen  in  the  epithelial  cells  (*),  the  submucosa  and  lamina  propria  are  destroyed,  and  inflammatory  cells  infiltrate  the  muscle  layer  (→);  c)  infection
groupⅢ,  a  large  number  of  worms  are  seen  in  the  epithelial  cells  (*),  and  there  are  more  inflammatory  cells  infiltration  in  the  submucosa,  propria,  and
muscle (→); d) infection groupⅣ, there are a few worms in the epithelial cells (*), inflammatory cell infiltration in the submucosa and lamina propria (→),
and the lamina propria structure is damaged (▼).

图 2    感染第 7 天各组试验鸡盲肠病理变化 (HE，200×)
Fig. 2    Pathological changes in cecal of chickens in each group on 7 days post infection (HE, 200×)
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本研究结果表明：感染第 5 天，试验鸡的盲肠组

织 IL-2 基因表达量显著升高，感染第 7 天，感染Ⅰ、

Ⅱ组盲肠组织 IL-2 基因表达量相比感染第 5 天时

降低，感染Ⅲ、Ⅳ组持续升高。推测 IL-2 在机体

防御球虫感染时存在着最高临界值，当感染超过

一定程度时，机体细胞免疫功能受阻，IL-2 诱导

杀伤细胞分化和效应的作用降低。

IFN-γ 是水溶性二聚体细胞因子，由活化

T 细胞和自然杀伤细胞产生，具有抗病毒、抗肿

瘤和抗寄生虫感染的生物活性，在机体免疫调节

中发挥重要作用。据报道，IFN-γ 被认为在抵抗

球虫感染中最为重要的细胞因子，在鸡球虫感染

中抑制子孢子在盲肠上皮细胞内的繁殖。研究结

果表明：感染 7 d 内，试验鸡的盲肠组织 IFN-γ 基

因 mRNA 表达量持续升高，IFN-γ 基因 mRNA 表

达量与感染剂量、感染时间及盲肠组织损伤程度

呈正相关，与文献[22-25] 报道一致。

 

表 3   柔嫩艾美耳球虫对鸡盲肠病理损伤评分 
Tab. 3    Scoring of cecal pathological damage in

chickens with E. tenella %
 

感染后时间/d
infection time

组别

group

评分 score

0 1 2 3

5

CK 100 — — —

Ⅰ — — 33.3 66.7

Ⅱ — — — 100

Ⅲ — 100 — —

Ⅳ — 50 50 —

7

CK 100 — — —

Ⅰ — — — 100

Ⅱ — — — 100

Ⅲ — — — 100

Ⅳ — — 100 —
注：CK为空白对照；Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ为感染组。

Note: CK means blank control group; Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ and Ⅳ mean the infected
groups.
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第5天 the 5th day 第7天 the 7th day

组别 group 
注：同一时间不同组别相比，不同小写字母表示差异显著 (P<0.05)，不同大写字母表示差异极显著 (P<0.01)。
Note: Among different groups in the same time different small letters indicate significant difference (P<0.05), different capital letters indicate extremely sig-
nificant difference (P<0.01).

图 3    各试验组盲肠组织 IL-2、IL-17、TGF-β1 和 IFN-γ 基因 mRNA 相对表达量比较

Fig. 3    Comparison of mRNA expression levels of IL-2, IL-17, TGF-β1 and IFN-γ mRNA in
cecal tissues of each experimental group
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