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柔嫩艾美耳球虫各阶段虫体纯化方法的改进
‘

蒋建林 蒋金书

中国农业大学动物医学院
,

北京 。。

摘要 本文报道了改进的柔嫩艾美耳球虫各阶段虫体纯化方法
。

用 胃蛋 白酶消化盲肠道

组织
,

铜筛过滤除去大颗粒杂质后
,

以
· 一 ‘

蔗糖离心漂浮卵囊
,

然后用小于
· 一 ’

蔗糖溶液反复漂洗
,

最后以 次抓酸钠消毒处理
,

获得了大量纯化柔嫩艾美耳球虫卵

囊
。

抱子化卵囊经研磨
,

消化
,

游离出子抱子后
,

过
一

纤维素 层析柱
,

以
·

一 ‘ , 一 , , · 一 ’
洗脱

,

层析柱高
,

洗脱液水柱高 。 ,

流速为
· 一 ‘ ,

纯化出了子抱子
。

取人工感染球虫鸡的 后的盲肠
,

游离出第二代裂

殖子
,

铜筛过滤后
,

过柱方法同前
,

纯化出了第二代裂殖子
。

结果证明本法分离的子抱子和第二

代裂殖子活性好
,

回收率达
。

关艘词
一

纤维素 柱层析 柔嫩艾美耳球虫 卵囊 子饱子 第二代裂殖子

中图分类号

要对鸡球虫子抱子和第二代裂殖子进行免疫学
、

生物化学及组织培养等研究
,

首先就必

须纯化出大量的虫体
。

前人已报道许多纯化的方法
,

一种方法是利用 比重的差异来纯化
,

如

不连续梯度离心法
’一‘ 〕,

离心淘洗法
,

但都无法除去那些与子抱子或裂殖子 比重相近或相

等的杂质
,

回收率低
,

就连比较好的离心淘洗法 回收率也只有 一 仁 〕 另一种方法是

用酶消化肠 内容
,

再简单离心和过滤除去杂质来纯化裂殖子 〔’〕,

但该法也很难保证获得纯的

裂殖子
,

也很难保证虫体表面一些物质不被酶消化掉
。

近年来一些学者利用层析法纯化子抱

子
、

裂殖子
,

如用合成纤维
,

玻璃珠 作层析剂纯化出了柔嫩艾美耳球虫的子抱子
,

但该法

的回收率低
,

况且这些层析剂也不易购置
。

目前大多采用
一

纤维素 柱层析法来纯

化球虫的子抱子和裂殖子
。

田广孚等〔‘“ 〕用甘氨酸缓冲液作洗脱液纯化 出 艺 , 子抱

子
,

但纯化时要保持温度
,

操作复杂 等 用磷酸缓冲液纯化出不 为伪 子抱子
,

但没有报道是否也可以用来纯化裂殖子
。

本文用
一

纤维素 作层析剂
,

以阴离子交换

剂的最适洗脱液纯化出了柔嫩艾美耳球虫的子抱子和第二代裂殖子
,

并探讨了其纯化原理
。

材料和方法

试剂
一

纤维素 公司生产 按常规方法预处理
,

用洗脱液浸泡平衡

待用
。

洗脱液
· 一 ’ 一 , ,

含
· 一 ’ 。

消化液 汉克斯盐平衡液 中含 胰蛋 白酶 公司生产
,
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磺胆酸盐 公司生产
,

青霉素 公司生产
, 一 链霉

素 公司生产
。

伊红染色液 伊红
, ,

用去离子水定溶至
。

印囊的纯化 ‘
个柔嫩艾美耳球虫 只 北京株

,

由中国农业大学动物医学院寄生

虫学教研室提供 经 口感染 周龄的无球虫鸡
,

后扑杀感染鸡
,

取其盲肠用组织粉碎机粉

碎
,

按 ’ 一 ’

量加入胃蛋白酶 公司生产
,

将 调至
,

在 ℃下消化
,

使

卵囊分散游离出来
,

再依次用 目
、

目和 目铜筛过滤
,

滤 液经
一 ‘ ,

一 ‘

离心沉淀
,

去掉上清液
,

在沉淀中加入
· 一 ’

蔗糖溶液
,

再以
· 一 ‘

离心
,

离心管上层飘浮的白色似
“
塞子

”

状的物质即为卵囊
,

将其移入小于
·

一 ‘
蔗糖溶液 中

, · 一‘ ,

离心 沉淀
,

重复几次充分洗涤除去 比重 比卵囊小

的杂质
,

然后加入 次抓酸钠
,

在 ℃下作用
,

最后在低浓度的蔗糖溶液中

离心洗涤
,

除去小的杂质和
,

即可得到纯化的未抱子化卵囊
。

将未抱子化卵囊置于

重铬酸钾溶液中
,

在 ℃下通气培养 即可得到纯化的抱子化卵囊
。

保存于 ℃下
。

子艳子和 第二代裂殖子的纯化

子抱子的纯化 充分洗去纯化的抱子化卵囊溶液中的重铬酸钾
,

置于组织研磨器中

研磨
,

直到 以上的卵囊破裂并释出抱子囊为止
, · 一 ‘

离心 沉淀抱子

囊
,

加入消化液于 ℃水浴中消化
,

直到 以上的子抱子脱囊为止 用洗脱液离心洗涤

次
,

然后过预先用洗脱液平衡好的
一

纤维素 柱
,

洗脱条件为 层析柱高 。 ,

洗脱液

水柱高 。 ,

流速为
· 一 ‘ ,

收集洗出液即可得纯的子抱子
。

第二代裂殖子的纯化 用
‘

个忍 力伯 卵囊 只感染 周龄的无球虫雏鸡
。

后扑杀感染鸡
,

取其盲肠
,

剪成 大小的小块
,

置于
· 一 ‘ 一 ,

一 含 巧
· 一 ’

溶液中
,

用磁力搅拌器搅拌
,

使裂殖子充分游离出来
。

再依次

用 目
、

目和 目铜筛过滤
,

除去盲肠组织块和大的杂质
,

滤液经
· 一 ‘

离

心
,

红细胞及一些杂质因比重和体积均大
,

故先沉淀于离心管底
,

而第二代裂殖子因

体积小而后沉淀
,

于是裂殖子就在离心管沉淀物最上层形成一层
“

白色沉淀带
” ,

小心取出上

层 白色沉淀
,

过
一

纤维素 柱
,

洗脱方法和条件与子抱子纯化相同
。

经洗脱后即可除

去红细胞
、

细菌及粪渣
,

收集洗出液即可得到纯的第二代裂殖子
。

虫体活率和 回收率的情况 虫体活率的情况用活细胞拒抗伊红 染色法检查
。

份

细胞悬液加 份伊红染色液
,

在显微镜下检查虫体活力
,

活虫体拒抗伊红染色
,

不着色
,

且活

动力好
,

死虫体被染成红色
,

虫体展直不动
。

虫体回收率的情况用子胞子检查
,

样品加入到
一

纤维素 柱后开始收集洗脱液
,

前 管每管
,

后 管改用 浓度线性

梯度洗脱液 浓度从
· 一 ’ ,

每管
,

用红细胞计数板计数每管子

胞子数量
。

结果和讨论

一般在纯化卵囊时都采用蔗糖溶液离心法
。

如蔗糖连续密度梯度离心法
‘〕,

但需要细

致的操作和慢启动的离心机 又如离心淘洗法 , ’幻 ,

既省时间又方便
,

并且纯化效果好
,

但需

要特殊的离心机
。

本实验采用 等 的方法
,

并在此法的基础上略加改进
。

先用 胃蛋

白酶消化盲肠组织
,

游离出卵囊
,

再用孔径大小不同的铜筛过滤除去杂质
,

之后用
·
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意保持虫体的活性和运动性
,

以减弱层析剂的离子吸附作用
。
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