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摘 　要 　AA 肉鸡雏鸡分别经口免疫柔嫩艾美耳球虫毒株早熟株 ,用免疫组化 ABC 法染色检测小肠、盲肠扁桃体、

脾脏中 CD4 + 、CD8 + T 淋巴细胞动态变化 ;用淋巴细胞转化实验 MTT 法检测 T 淋巴细胞活性。结果表明 :球虫免

疫鸡后 ,CD4 + T 淋巴细胞在一次免疫后迅速增殖 ,第 6 天达到第一峰 ,免疫柔嫩艾美耳球虫毒株的鸡盲肠与脾脏

中 CD4 + T 淋巴细胞占所有淋巴细胞百分率分别达到 38 %和 44 % ,免疫早熟株的鸡盲肠与脾脏中 CD4 + T 淋巴细

胞占所有淋巴细胞百分率分别达到 36 %和 43 % ,而二次免疫后和对照相比很少有显著差异。CD8 + T 淋巴细胞在

一次免疫后比 CD4 + 增殖速度慢 ,第 9 天达到第一峰 ,免疫柔嫩艾美耳球虫毒株的鸡在此日盲肠与脾脏中 CD8 + T

淋巴细胞占所有淋巴细胞百分率分别达到 37 %和 47 % ,免疫早熟株的鸡在此日盲肠与脾脏中 CD8 + T 淋巴细胞占

所有淋巴细胞百分率分别达到 36 %和 48 % ,二次免疫后迅速大量增殖 ,免疫柔嫩艾美耳球虫毒株的鸡在二免后第

2 天盲肠与脾脏中 CD8 + T 淋巴细胞占所有淋巴细胞百分率分别达到 39 %和 50 % ,免疫柔嫩艾美耳球虫早熟株的

鸡在二免后第 2 天盲肠与脾脏中 CD8 + T 淋巴细胞占所有淋巴细胞百分率分别达到 37 %和 50 %。且 CD8 + T 淋巴

细胞总体水平比 CD4 + T 淋巴细胞多。盲肠扁桃体中 T 细胞的增殖速度比其他组织更快。免疫早熟株的鸡与免疫

毒株的鸡肠道黏膜中的 CD4 + 、CD8 + T 淋巴细胞变化基本一致。一次免疫鸡比未免疫对照 T 淋巴细胞活性显著升

高 ;进行二免的鸡免疫后第一、二、三周 T 淋巴细胞活性均比未进行二免的鸡显著升高 ;毒株免疫鸡 T 淋巴细胞活

性大多与早熟株免疫鸡无显著差异。
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Immune re sponse s in chickens against E imeria tenella

Li Bo , Liu Qun , J iang J inshu
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Abstract 　AA chickens were orally immunized with Eimeria tenella wild oocysts and its precocious oocysts twice . The

oral infection and s ubs equent challenge with Eimeria oocysts effect on the populations of CD4 + 、CD8 + T lymphocytes in

the intes tine , cecal tonsils and spleen of chickens , which was ass ess ed by immunohis tochemis try. Lymphocyte prolifer2
ation ass ay was us ed for the ass essment of cellular respons es . The res ults showed that after primary infection CD4 +

cells increas eed immediately and significantly and reached p eaked on 6th day , and the area positive of CD4 + cells of

intes tine and spleen was 38 % and 44 % in chickens immunized with wild oocysts , and was 36 % and 43 % in chickens

immunized with precocious oocysts . Whereas nonsp ecific increas e post challenge was found. The rapid and consider2
able increas e of CD8 + cells occurred post challenge , on day 2nd post challenge , the area positive of CD8 + cells in in2
tes tine and spleen was 37 % and 50 % in chicken immunized with live oocysts , and was 39 % and 50 % in chickens im2
munized with precocious oocysts . No notable differences were obs erved between the immune respons es agains t wild

and precocious oocysts . The lymphocyte respons es of immune chickens noticeably increas ed post infection than the

control chicken. The respons e level of chickens post challenge was remarkabley higher than the level without challenge .

There was not significant difference between respons e level of chickens immuneized with wild oocysts and chicken im2
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mune with precocious oocysts .

Key words 　E imeria tenella ; wild oocysts ; precocious oocysts ; cell immunity ; mucos al immuniy ; chickens

　　鸡球虫病分布广、危害大 ,造成一定的经济损

失。由于传统药物防治有耐药性、残留等问题 ,疫苗

预防球虫病逐渐受到关注 ,目前已有鸡球虫病活苗

和早熟苗用于生产 ,二者效果相当 ,只是在安全性和

免疫原性方面有一定的差异。造成这种差异的直接

原因是早熟株与毒株发育过程的差别 ,但球虫是真

核生物 ,它的免疫反应非常复杂 ,是多种因素共同作

用的结果。已有的研究表明 ,肠道黏膜的细胞免疫

在抗球虫免疫中起重要作用。本研究对鸡接种柔嫩

艾美耳球虫早熟株和毒株后鸡肠道黏膜和免疫组织

器官的 T 细胞亚群变化以及鸡体 T 淋巴细胞活性

进行检测 ,比较球虫早熟株与毒株免疫后免疫细胞

的变化以及二者间的差异 ,揭示早熟苗和毒苗免疫

后机体免疫反应规律。

图 1 　肠道 CD4 + 和 CD8 + T细胞变化

Fig. 1 　Changes of CD4 + and CD8 + T cell in intestine

1 　材料与方法

111 　实验动物

实验 AA 肉鸡 ,0 日龄自爱维茵家禽育种有限

公司购入 ,饲养于无球虫环境中。

112 　虫株

Ei meria tenella 北京株毒株 :中国农业大学寄

生虫教研组分离保存 ,潜隐期为 144 h ;

E. tenella 早熟株 :中国农业大学寄生虫教研

组由 E. tenella 北京株选育而得 ,潜隐期为 123 h。

实验用虫株为保存 2 个月内虫株。

113 　免疫及取样设计

雏鸡 7 日龄分为 3 组 ,1 组为不免疫对照组 ,2 ,

3 组分别用经口接种 E. tenlla 毒株、早熟株每只各

1 000 个孢子化卵囊进行第一次免疫 ; 21 日龄 2 组

和 3 组再各自分出一半雏鸡为 4 组和 5 组 ,分别经

口免疫每只 1 000 个 E. tenella 毒株、早熟株孢子化

卵囊 ,即第二次免疫。分别于 9 ,11 ,13 ,16 ,19 ,23 ,

25 ,27 ,30 ,34 和 42 日龄时做组织切片并 ABC 免疫

组化染色 ;分别于 7 ,14 ,21 ,28 ,35 和 42 日龄时采血

做淋巴细胞转化实验。

114 　组织切片、染色、观察及计数

取雏鸡盲肠中部、盲肠扁桃体、脾脏 ,按常规制

备冰冻切片。采用免疫组化 ABC 法 ,按 V ECTAS2
TAIN Ò ABC 试剂盒使用说明书进行。数码相机连

接显微镜与计算机观察 ,Magic 软件计数固定大小

区域 CD4 + 、CD8 + T 细胞占所有淋巴细胞比率。数

据用 SPSS 软件处理。

115 　淋巴细胞转化实验

采用 M TT 法检测 T 淋巴细胞活性。数据用

SPSS 软件处理。

2 　试验结果

211 　CD4 + 和 CD8 + T细胞动态变化

21111 　盲肠 T 淋巴细胞动态变化 (图 1) 　CD4 + T

淋巴细胞分布于盲肠肠绒毛固有层中 ,在免疫组化

ABC法染色中呈黄色。免疫 E. tenella 毒株的鸡

(2、4 组)一免后 CD4 + T 细胞迅速上升 ,第 6 天达最

高峰 ,CD4 + T 细胞占所有淋巴细胞的比率为 38 % ,

比对照组显著要高 ;进行二免 (4 组) 与不进行二免

的鸡二免后无显著差异。免疫 E. tenella 早熟株的

鸡 (3、5 组) 一免后 CD4 + T 细胞迅速上升 ,第 6 天

CD4 + T 细胞占所有淋巴细胞的比率为 36 % ,比对

照显著高 ;进行二免的鸡 (5 组) 二免后与不进行二
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免的鸡无显著差异。

CD8 + T 淋巴细胞分布于盲肠肠绒毛上皮间和

固有层中 ,在免疫组化 ABC 法染色中呈黄色。免疫

E. tenella 毒株的鸡 (2、4 组) 一免后第 9 天盲肠

CD8 + T 淋巴细胞达峰值 ,CD8 + T 细胞占所有淋巴

细胞的比率为 37 % ,比对照显著高 ;二免鸡 (4 组)二

免后 CD8 + T 淋巴细胞迅速上升 ,第 2 天达到第一

峰 ,CD8 + T 细胞占所有淋巴细胞的比率为 39 % ,第

9 天为最高峰 ,CD8 + T 细胞占所有淋巴细胞的比率

为 45 % ,均比其他鸡高、差异显著。免疫早熟株的

鸡 (3、5 组) 一免后第 9 天 CD8 + T 淋巴细胞达第一

峰 ,CD8 + T 细胞占所有淋巴细胞的比率为 36 % ,比

对照高 ,差异显著 ;二免鸡 (5 组) 二免后 CD8 + T 淋

巴细胞第 4 天达到第一峰 ,CD8 + T 细胞占所有淋巴

细胞的比率为 37 % ,第 21 天达最高峰 ,CD8 + T 细

胞占所有淋巴细胞的比率为 44 % ,比未进行二免的

鸡显著高。

21112 　盲肠扁桃体 T 淋巴细胞动态变化 (图 2) 　

CD4 + 、CD8 + T 淋巴细胞大量分布于盲肠扁桃体的

淋巴组织中。

图 2 　盲肠扁桃体 CD4 + 和 CD8 + T细胞变化

Fig. 2 　Changes of CD4 + and CD8 + T cell in cecal tonsils
　

　　免疫 E. tenella 毒株的鸡 ( 2、4 组 ) 一免后

CD4 + T 淋巴细胞迅速上升 ,免疫后第 2 天即比对照

高 ,CD4 + T 细胞占所有淋巴细胞的比率为 46 % ,差

异显著 ,第 4 天达到第一峰 ,CD4 + T 细胞占所有淋

巴细胞的比率为 53 %。进行二免的鸡 (4 组)二免后

CD4 + T 淋巴细胞第 21 天达峰值 ,CD4 + T 细胞占所

有淋巴细胞的比率为 51 % ,比未进行二免的鸡高 ,

差异极显著。免疫早熟株的鸡 ( 3、5 组 ) 一免后

CD4 + T 淋巴细胞迅速上升 ,第 2 天即比对照高 ,

CD4 + T 细胞占所有淋巴细胞的比率为 46 % ,差异

显著 ,第 4 天达第一峰 ,CD4 + T 细胞占所有淋巴细

胞的比率为 52 % ,一免后第 23 天达最高峰 ,CD4 + T

细胞占所有淋巴细胞的比率为 59 %。

免疫 E. tenella 毒株的鸡 (2、4 组) 一免后第 6

天盲肠扁桃体 CD8 + T 淋巴细胞达第一峰 ,其占所

有淋巴细胞的比率为 50 % ,比对照显著高。不进行

二免的鸡 (2 组) CD8 + T 淋巴细胞于一免后第 27 天

达到最高峰 ,CD8 + T 细胞占所有淋巴细胞的比率为

51 % ,进行二免的鸡 (4 组)二免后第 2 天 CD8 + T 细

胞占所有淋巴细胞的比率为 52 % ,比不进行免疫的

鸡显著高。免疫早熟株的鸡 (3、5 组) 一免后 CD8 +

T 淋巴细胞于第 6 天达第一峰 ,CD8 + T 细胞占所有

淋巴细胞的比率为 49 % ,比对照显著高 ;进行二免

的鸡 (5 组) 二免后第 2 天 CD8 + T 细胞占所有淋巴

细胞的比率为 49 % ,比不进行二免的鸡显著高。

21113 　脾脏 T 淋巴细胞动态变化 (图 3) 　CD4 + 、

CD8 + T 淋巴细胞主要分布于白髓的动脉周围淋巴

鞘和红髓的脾索内 ,在白髓的动脉周围淋巴鞘中分

布十分密集 ,在红髓脾索中呈散在分布。

免疫 E. tenella 毒株的鸡 (2、4 组) 一免后第 6

天脾脏 CD4 + T 细胞达到第一峰 ,CD4 + T 细胞占所

有淋巴细胞的比率为 44 % ,第 12 天 CD4 + T 细胞占

所有淋巴细胞的比率为 41 % ,第 6 和 12 天比对照

高 ,差异显著和差异极显著 ;进行二免的鸡 (4 组) 与

未进行二免的鸡无显著差异。免疫早熟株的鸡 (3、5

组)一免后第 6 天 CD4 + T 细胞达到第一峰 ,CD4 + T

细胞占所有淋巴细胞的比率为 43 % ,第 12 天 CD4 +

T 细胞占所有淋巴细胞的比率为 39 % ,第 6 和 12

天比对照高 ,差异显著和差异极显著 ;进行二免的鸡

(5 组)与未进行二免的鸡无显著差异。

免疫 E. tenella 毒株的鸡 (2、4 组) 一免后第 9

天脾脏 CD8 + T 细胞达到第一峰 ,CD8 + T 细胞占所
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有淋巴细胞的比率为 47 % ,第 12 天 CD8 + T 细胞占

所有淋巴细胞的比率为 46 % ,第 9 和 12 天比对照

高 ,差异极显著 ;进行二免的鸡 (4 组) 二免后第 2 和

9 天 CD8 + T 细胞比未进行二免的鸡显著高 ,第 2 天

CD8 + T 细胞占所有淋巴细胞的比率为 50 % ,第 9

天 CD8 + T 细胞占所有淋巴细胞的比率为 59 %。免

疫早熟株的鸡 (3、5 组) 一免后第 9 天脾脏 CD8 + T

细胞达到第一峰 ,CD8 + T 细胞占所有淋巴细胞的比

率为 48 % ,第 12 天 CD8 + T 细胞占所有淋巴细胞的

比率为 45 % ,第 9 和 12 天比对照高 ,差异显著 ;进

行二免的鸡 (5 组)第 2、4 和 9 天比未进行二免的鸡

脾脏 CD8 + T 细胞高 ,CD8 + T 细胞占所有淋巴细胞

的比率在第 2、4 和 9 天分别为 50 %、55 %和 56 % ,

第 2 和 4 天差异显著 ,第 9 天差异极显著 ,第 13 天

达最高峰。

图 3 　脾脏 CD4 + 和 CD8 + T细胞变化

Fig. 3 　Changes of CD4 + and CD8 + T cell in spleen
　

212 　T淋巴细胞活性变化(图 4)

免疫 E. tenella 毒株的鸡 (2、4 组)一免后 14 和

21 日龄 T 淋巴细胞活性比对照高 ,差异极显著 ,反

映 T 淋巴细胞活性的试验结果 OD 值分别为 0141

和 0144 ;不进行二免的鸡 (2 组) T 淋巴细胞活性于

28 日龄达最高峰 ,OD 值为 0147 ,之后下降。进行

二免的鸡 (4 组)二免后 T 淋巴细胞活性上升 ,35 和

42 日龄均比未进行二免的鸡差异极显著 ,OD 值分

别为 0155 和 0157 ,42 日龄达到最高峰。免疫早熟

株的鸡 (3、5 组) 一免后上升 ,14 和 21 日龄 T 淋巴

细胞活性比对照高 ,差异极显著 ,OD 值分别为 0143

和 0147 ;未进行二免的鸡 (3 组) 28 日龄 T 淋巴细胞

活性达最高峰 ,OD 值为 0144 ;进行二免的鸡 (5 组)

二免后 T 淋巴细胞活性上升 ,28 ,35 和 42 日龄比未

进行二免的鸡高 ,差异极显著 ,OD 值分别为 0149 ,

0153 和 0153。

3 　结果与讨论

311 　组织器官中 CD4 + 、CD8 + T淋巴细胞动态变

化

31111 　盲肠黏膜中 CD4 + 、CD8 + T 细胞动态变化

　鸡免疫 E. tenella 毒株和早熟株后 ,盲肠黏膜中

CD4 + T 细胞在一免后迅速增殖 ,第 6 天达到第一

峰 ,二免后少有显著变化 ;而其中 CD8 + T 细胞在一

免后比 CD4 +增殖速度慢 ,第 9 天达到第一峰 ,二免

后迅速大量增殖 ,且 CD8 + T 细胞总体增殖水平显

著高于 CD4 + T 淋巴细胞。CD4 + T 淋巴细胞只存

在于肠绒毛固有层中 ,CD8 + T 淋巴细胞在肠绒毛上

皮和固有层中均有分布。这一结果与 Lillehoj、

Rothwell、Verveld、ShiMQ 和史喜菊的研究结果相

一致[1～7 ] ,证实 CD4 + T 淋巴细胞主要在初次免疫

中迅速反应 ,启动免疫应答 ,主要起免疫诱导、调节

作用 ;而 CD8 + T 淋巴细胞有记忆功能 ,在再次免疫

中大量增殖 ,直接杀灭靶细胞 ,是效应细胞。

免疫早熟株与毒株的鸡肠道黏膜中的 CD4 + 、

CD8 + T 淋巴细胞变化基本一致 ,差异多不显著 ;这

说明 E. tenella 的毒株和早熟株均能够在鸡肠道黏

膜中引起有效的细胞免疫反应。这与 Shirley、Mil2
lard、McDonald 和刘群的报道一致[8～12 ] 。证实该选

育的早熟株免疫后能够引起鸡肠道组织的细胞免疫

反应。

球虫的孢子化卵囊被鸡吞食后 ,在肌胃中受机

械性作用囊壁被破坏 ,释放出 4 个孢子囊 ,孢子囊在

胆汁和酶的作用下子孢子逸出 ,侵入肠道绒毛部上

皮细胞 ,巨噬细胞等抗原递呈细胞对子孢子抗原进

行吞噬、加工 ,并递呈给辅助性 T 细胞 , TH 细胞对
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图 4 　T淋巴细胞活性

Fig. 4 　Action of T lymphocytes
　

抗原进行识别后 ( TH ,属 CD4 + T 细胞亚群) ,增殖、

分化为效应性 TH 细胞 ,并分泌一系列的细胞因子

如 IL22、IL24、IL25、IL26、IL29 及 IFN2γ等 ,发挥

TH 细胞的诱导效应 ,激活并增强细胞毒性 T 细胞

( Tc ,属 CD8 + T 细胞亚群)的增殖与发挥效应 ,促进

自然杀伤细胞的活性与肥大细胞的发育 ,辅助 B 细

胞分化并产生抗体 ,协助迟发型变态反应型 T 细胞

( TD)与巨噬细胞产生迟发型变态反应等。

细胞毒性 T 细胞被 TH 细胞及其产生的细胞

因子激活并增殖、分化 ,识别被球虫感染的细胞 ,发

挥细胞毒作用 :与靶细胞结合 ,释放穿孔素导致靶细

胞溶解和释放淋巴毒素诱导靶细胞自杀。由于细胞

毒性 T 细胞在第一次球虫免疫后的分化增殖过程

中有一部分细胞停留在分化中间阶段而不再往前分

化 ,成为记忆细胞 ,在再次遇到相同球虫抗原时不需

辅助性 T 细胞的刺激就可直接活化增殖、迅速反

应、发挥免疫效应杀灭感染球虫的靶细胞 ,所以是抵

抗再次感染的主力。因为 CD8 + T 细胞大量存在于

肠绒毛上皮间和固有层之中 ,直接发挥杀伤靶细胞

的作用 ,故而构成肠道抵抗外界抗原感染的第一道

防线[5 ,13 ,14 ] 。

31112 　盲肠扁桃体中 CD4 + 、CD8 + T 细胞动态变

化　鸡免疫 E. tenella 后盲肠扁桃体中 CD8 + T 细

胞反应强烈 ,这可能是因为 E. tenella 的寄生部位

是盲肠黏膜 ,与盲肠扁桃体联系紧密。

盲肠扁桃体中 CD4 + 、CD8 + T 淋巴细胞变化与

肠道中的变化基本一致 ,这与 Verveld 和史喜菊的

研究结果一致[4 ,7 ] 。已有大量研究表明球虫感染后

会引起盲肠扁桃体淋巴细胞的增殖。盲肠扁桃体

CD4 + 、CD8 + T 淋巴细胞大量分布于盲肠扁桃体的

淋巴组织中。以往的研究表明 :盲肠扁桃体是鸡肠

相关淋巴组织最大的一部分 ,由盲肠颈处的淋巴小

结集合而成 ,含有 B 细胞依赖型滤泡区、滤泡区之

间的 T 细胞及散在的巨噬细胞 ,参与抗体产生和细

胞介导的免疫功能 ,对肠道内细菌和其它抗原物质

起局部免疫的作用[15 ] 。

31113 　脾脏中 CD4 + 、CD8 + T 细胞动态变化 　脾

脏 CD4 + 、CD8 + T 淋巴细胞主要分布于白髓的动脉

周围淋巴鞘和红髓的脾索内 ,其中尤以在白髓的动

脉周围淋巴鞘内分布十分密集 ,在红髓的脾索中呈

散在分布。这与以往研究的脾脏淋巴细胞分布相

符。鸡免疫球虫后和脾脏中 CD4 + 、CD8 + T 淋巴细

胞变化与肠道中变化大体一致 ,这与 Lillehoj、Mar2
tin 和史喜菊的研究结果相一致[7 ,16 ,17 ] ,也与以往研

究证明的脾脏对血液中的抗原产生免疫应答、在免

疫反应中起重要作用相一致。

312 　鸡体 T淋巴细胞活性变化

T 淋巴细胞活性反映细胞免疫水平。免疫一次

的鸡比未免疫对照细胞免疫水平显著升高 ,免疫二

次鸡比未进行二免鸡的 T 淋巴细胞活性显著升高 ,

这与 Matin、Lillehoj、Talebi、Rajat Garg 和 Goldova

的研究结果一致[17～20 ] ,证明细胞免疫在抗球虫免

疫中起重要作用 ;二次免疫在提高鸡体细胞免疫水

平中起到重要作用 ,因此鸡免疫球虫苗后必须有适

当的重复感染才能不断增强免疫力。

鸡免疫不同 E. tenella 后 ,免疫毒株的鸡细胞

免疫水平与早熟株免疫鸡无显著差异 ,与研究中对

肠道黏膜、盲肠扁桃体、脾脏中 CD4 + 、CD8 + T 淋巴

细胞水平检测所得的结果一致 ;这与 Shirley、Mil2
lard、McDonald 和刘群报道相符[8～10 ,12 ] 。说明早熟

株在降低致病性的同时也能保持良好的免疫原性 ,

能够有效刺激鸡体细胞免疫水平。
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