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① 鸭源隐孢子虫种类鉴定及对鸡鸭致病性研究
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摘　要　为鉴定在河南地区鸭群中广泛存在的隐孢子虫种类及其致病性,我们将河南省鸭源隐孢子虫分离

株传代增殖, 10只鸡和 10只鸭分别逐只接种上述分离株 640万个卵囊,应用光镜和扫描电镜技术对样品进

行观察。根据卵囊形态测定数据, 排卵囊规律, 寄生部位及其寄生特点鉴定该分离株为贝氏隐孢子虫

(C ryp tosp orid ium bailey i)。该分离株接种鸡、鸭后主要引起呼吸道和法氏囊的炎症。病理形态学变化表现为

气管纤毛脱落,杯状细胞排空,上皮细胞肥大或增生。除虫体寄生处之外,其他区域微绒毛尚保持完整。对虫

体寄生密度,临床症状和病理变化综合比较的结果表明鸡对贝氏隐孢子虫易感性比鸭高。
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Abstract　C ryp to spo rid ium ex ten sively ex ist in duck s in H enan P rovince. T he iso la te from

duck s cou ld be p ropagated in ch ick s. Each an im al from ten ch icken s o r ten duck s w as

inocu la ted w ith 6. 4×106 oocysts of the iso la te respect ively, the samp les that go t from the

an im als w ere ob served by the ligh t m icro scopy and scann ing electron m icro scopy to iden t ify

species and its pathogen icity. R esu lts of the ob servat ion revealed the iso la te w as

C ryp tosp orid ium ba iley i acco rd ing to the mo rphom etric data, regu lar pat tern of oocysts

d ischarged, parasit ic sites and parasit ic characterist ics. It cau sed m ain ly inflamm ation in the

resp ira to ry tract and bu rsa of Fab riciu s. T he mo rphopatho logic change of m uco sal su rface

show ed globet cell secret ion comp letely, hypert rophy, hyperp lasia and decilia t ion of the

resp ira to ry ep ithelium. T he m icrovilli show ed that no rm al pat tern excep t the parasite

harbou red area. T he amoun t of cryp to spo rid ia in ch icken s w as mo re than that in duck. It

w as concluded that the ch icken w as mo re su scep t ib le to C ryp tosp orid ium ba iley i than that of

duck from comparat ion of parasit ic in ten sity, clin ica l symp tom s, patho logic change.
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　　 隐孢子虫病是重要的人兽共患原虫病,广泛分布于世界各地。隐孢子虫宿主种类广泛,可

以寄生于 170多种动物。隐孢子虫有效种目前已达到 8个,其中已确定的鸟类有效种有 2个,

即贝氏隐孢子虫 (C rp tosp orid ium ba iley i)和火鸡隐孢子虫 (C. m eleag rid is) ,还可能存在其他

有效种,即分离自白尾鹌鹑和驼鸟的 2个虫株也可能是 2个有效种[1 ]。目前已查明 30多种禽

类可以感染隐孢子虫,除幼禽之外,也可寄生于成年禽类并致病,造成一定的经济损失[2 ]。文献

报道禽类隐孢子虫也感染免疫抑制的病人,因此也可能发生禽源人兽共患隐孢子虫病[3 ]。禽类

隐孢子虫在我国也普遍存在,北京、广东、四川、上海、河南、宁夏等地区均有文献报道,鸡、鸭、

鹅、鹌鹑、孔雀、珍珠鸡、雉鸡、丝毛乌骨鸡均可自然感染或人工感染[4～ 8 ]。本研究在对河南省鸭

隐孢子虫病流行病学调查的基础上,对分离自某樱桃谷肉鸭群的隐孢子虫分离株,进行了虫种

鉴定,及该分离株对鸡、鸭的致病性观察。

1　材料与方法

隐孢子虫卵囊: 采用饱和糖溶液漂浮法从郑州市郊某樱桃谷肉鸭场分离收集隐孢子虫卵

囊,保存于 215%重铬酸钾中,放置于 4℃冰箱中备用。

隐孢子虫分离株的传代增殖: 从河南农业大学畜牧站购入 1日龄黄金品种雏鸡 20只,饲喂

于经火焰喷灯消毒的笼内,喂全价料,自由饮水。2日龄时经嗉囊接种鸭源隐孢子虫卵囊,收集排

卵囊高峰期的卵囊,纯化后保存于 2. 5%重铬酸钾中,血细胞计数器计数后,置 4℃冰箱待用。

鸭隐孢子虫种类鉴定及对鸡、鸭的致病性试验:自河南农业大学畜牧站和郑州黄河桥鸭场

分别购进 1日龄雏鸡和 1日龄樱桃谷肉鸭各 20只,每种动物均分为 2个组,饲喂于上述方法

消毒的笼内,隔离饲养、喂全价料、自由饮水。其中各 1个组, 2日龄时每只经口接种传代隐孢

子虫卵囊 640万个,另一组作对照,自接种之日始,每天取粪样用糖漂浮法检查卵囊排出情况

(样品、糖溶液的量均固定) ,测定排卵囊规律,每日观察动物的临床症状。在试验组感染后第 5

天 (D P I5, 5 days of po st inocu la ted) ,第 10天 (D P I10) ,第 20天 (D P I20) ,每组随机剖杀 2只动

物,肉眼观察病理变化,并取喉头、气管、十二指肠、卵黄蒂前段,卵黄蒂后段、直肠、盲肠、泄殖

腔、法氏囊等器官, 电镜样品置预冷的 2. 5%戊二醛 PBS 固定液中; 光镜样品置波恩氏

(Bou in’s)固定液中, 4℃冰箱内保存备用。取样结束后,刮取上述各器官样品粘膜进行涂片,用

改良齐2尼二氏抗酸染色法 (Zieh l2N eelsen sta in ing modif ied by H en risk sen)检查,据此结果取

舍光镜和电镜样品。

光镜样品的制备: 波恩氏固定液固定后的样品,修块、石蜡包埋、切片、H E 染色、镜检、记

录、显微照像。

扫描电镜样品的制备:按常规方法取样、修样、固定、脱水,最后转入醋酸异戊酯中过夜,临

界点干燥,喷金后用 S2570H ITA CH I型扫描电镜观察与拍照。

2　结　果

211　鸭隐孢子虫的种类

卵囊形态特点: 光镜观察发现卵囊呈短椭圆形,内有一个大的残体和 4 个香蕉形的子孢

子,糖液中的卵囊呈玫瑰红色,显著区别于在重铬酸钾中的淡灰白色。粪便涂片和粘膜涂片经

改良齐尼二氏抗酸染色法染色后,在蓝绿色的背景下,虫体呈红色。观察 108个卵囊,测定大小
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范围为 (5. 10～ 7. 14) Λm× (4. 08～ 5. 10) Λm , 平均为 6. 02 Λm×4. 40 Λm , 卵形指数 (L öW ,

oocyst shape index) 1. 10～ 1. 62,平均为 1. 37。

排卵囊规律: 试验组接种 6. 4×106 个卵囊之后, 在鸡体内的潜隐期 (p repaten t period)

3 d,排卵囊高峰期D P I5～D P I15,持续排卵囊时间,即显露期 (paten t period) 25 d。高峰期卵囊

数量在 10×100 倍镜下观察,每个视野 10～ 16 个卵囊。在鸭体内潜隐期 (p repaten t period)

3 d,排卵囊高峰期为D P I7～D P I9,显露期 (paten t period) 15 d,高峰期卵囊数量在 10×100倍

镜下观察,每个视野 2～ 6个。

虫体寄生部位及寄生特点: 经粘膜涂片抗酸染色,组织切片H E 染色和扫描电镜检查,发

现虫体主要寄生于喉头、气管、泄殖腔和法氏囊,而十二指肠、卵黄蒂前段。卵黄蒂后段、直肠、

盲肠则未见虫体寄生。虫体寄生于法氏囊、泄殖腔、气管、喉头的粘膜表面,形似图钉状嵌于纤

毛或微绒毛丛中。虫体位于带虫空泡 (parasitopho rou s vacuo le)内,各发育阶段虫体大小不一,

裹有带虫空泡的虫体呈亚球形或球形,基部形成梳状结构,虫体逸出后带虫空泡塌陷,有的带

虫空泡顶部崩解,裸露出内部的虫体或残体 (图 121, 4, 5, 8)。

根据以上观察,该鸭源隐孢子虫分离株应为贝氏隐孢子虫 (C. ba iley i)。

212　鸭源隐孢子虫分离株对鸡、鸭的致病性和寄生器官的病理变化观察

鸭在D P I7出现临床症状,D P I4～D P I18为症状明显期,其中有 4只出现呼吸道症状(4ö10) ,

2只出现眶下窦肿胀。呼吸道症状表现为伸颈、张口呼吸、胸腹部起伏明显,可听到咳嗽,湿性罗音,

叫声嘶哑,鼻孔有淡黄色粘液渗出,一侧或两侧眶下窦肿胀。发病鸭精神沉郁,食欲降低,排白色水

样稀粪。剖检发现气管内有粘液,肺脏有部分实变,气囊混浊增厚,上有黄色干酪样沉积物,法氏囊

严重萎缩。此外,剖开鸭肿大的眶下窦,内有大量淡黄色粘液,镜检,内有隐孢子虫卵囊。

鸡在D P I7 出现临床症状,D P I9～D P I19 为症状明显期, D P I25 症状消失,其中 6 只出现

呼吸道症状 (6ö10)。呼吸道症状表现为伸颈、张嘴、甩头、振翅,常呆立松羽,饮食欲明显减退。

出现呼吸困难的鸡迅速消瘦,个体明显比对照鸡小。病鸡个体消瘦,气囊混浊、增厚,有黄色干

酪样物附着,肺脏有不同程度的实变,法氏囊明显萎缩,法氏囊与体重之比为 1ö289,而对照组

为 1ö195,囊腔内粘液增多。气管及喉头粘液量明显增加。

光镜观察可见喉头、气管、法氏囊、泄殖腔的粘膜游离面粘附有较多的虫体,除虫体之外,

粘膜表面尚可见粘液和细胞状碎屑,上皮细胞肥大或增生。粘膜固有层有大量的炎性细胞浸

润。喉头、气管粘膜上皮细胞的纤毛脱落 (图 121)

扫描电镜观察可见正常的气管纤毛排列整齐、方向一致,纤毛之间分布着杯状细胞; 正常

的法氏囊粘膜上皮细胞顶端较平,密集排列着一些微绒毛,细胞之间界限清晰,显示出整齐的

排列方式 (图 122, 3)

D P I5气管粘膜表面寄生大量各发育阶段的虫体。纤毛部分脱落,显露出呈颗粒状的微绒毛,

残余纤毛排列紊乱,呈倒伏状,虫体嵌于纤毛丛中或微绒毛丛中,由于纤毛脱落和虫体寄生使气

管有效功能面积减少,但此时无发现明显的呼吸困难症状,说明尚处于炎症早期。粘膜表面有一

些空洞,这些是杯状细胞大量分泌粘液之后,其顶端崩解所形成。D P I10气管粘膜上皮表面绝大

部分纤毛 脱落,除虫体外,尚可见一些形状不规则的分泌物团块,粘膜上皮细胞向腔面凸起,形

状不规则,大小不一致,说明上皮细胞肥大和增生。此时呼吸困难症状严重,说明有较重的呼吸道

炎症。D P I20鸭气管粘膜表面虫体已很少,纤毛也少见,微绒毛尚保持完整,鸡气管粘膜表面尚有

较多虫体,纤毛少见,微绒毛较完整,可以见到杯状细胞顶部崩解后留下的空洞 (图 124, 5)
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图 1　贝氏隐孢子虫感染鸡鸭后病理形态学观察
　

1　D P I5鸡气管粘膜表面的虫体,LM ,×31215

2　6日龄鸡正常气管的纤毛, SEM ,×4 900

3　6日龄鸭正常法氏囊粘膜腔面,L 示淋巴小结,M E 示粘膜上皮, SEM ,×1 000

4　D P I5鸭气管粘膜腔面形态, CB 示虫体, PV 示虫体释出后的带虫空泡,M V 示微绒毛, SEM ,×5 000

5　D P I5鸭气管粘膜腔面形态, ST 示裂殖体, SZ示裂殖子, SEM ,×5 000

6　D P I5鸡法氏囊粘膜寄生的虫体, SEM ,×1 000

7　D P I20鸡法氏囊粘膜腔面形态, EC 示变形的上皮细胞腔面形态, CB 示虫体, SEM ,×1 190

8　D P I20鸭法氏囊粘膜腔面形态, SZ示裂殖子,M V 示微绒毛, R 示颗粒状残体,

　　PV 示残余带虫空泡, SEM ,×7 900

9　D P I10鸭法氏囊粘膜腔面形态, CB 示虫体, EC 示上皮细胞腔面形态, SEM ,×2 900
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　　D P I5 法氏囊粘膜表面形成皱褶并可见到大量的处于各个发育阶段的虫体,鸡的尤其明

显,虫体的大量寄生形成明显的嵴,嵴之间显示出一些沟。鸡法氏囊寄生虫体的密度明显比鸭

的高。微绒毛尚无明显破坏。D P I10鸡的法氏囊粘膜表面仍然有较多虫体逸出后的带虫空泡,

除虫体外尚有大量形状不规则的粘液团块,粘附在虫体四周,无虫体寄生处微绒毛结构保持完

整。D P I10鸭法氏囊粘膜表面虫体已很少,粘膜表面凸凹不平,这是上皮细胞肥大和增生的结

果。D P I20鸡法氏囊粘膜表面仍有一些虫体。鸭法氏囊粘膜表面则很少看到虫体。粘膜皱缩,

上皮细胞形状不规则,这是由于部分上皮细胞变性、坏死或脱落,而另一部分肥大和增生造成

(图 126～ 9)。

3　讨　论

311　关于禽类隐孢子虫的种类和寄生部位

禽类隐孢子虫 2 个有效种分别是火鸡隐孢子虫 (C. m eleag rid is)和贝氏隐孢子虫 (C.

ba iley i) [1 ]。国内对C. ba iley i报道较多,并有生活史和虫体超微结构的研究[10～ 13 ]。C. ba iley i显

著区别于C. m eleag rid is,因为C. ba iley i的卵囊比C. m eleag rid is大,内生发育主要在气管、法

氏囊和泄殖腔而不是在小肠。本试验分离的鸭源隐孢子虫,卵囊大小 (5. 10～ 7. 40) Λm× (4. 08

～ 5. 10) Λm ,平均为 6. 02 Λm×4. 40 Λm; 卵形指数 (L öW ) 1. 1～ 1. 62,平均为 1. 37 (n= 108) ;

寄生部位主要是喉头、气管、法氏囊、泄殖腔; 卵囊大小和寄生部位与文献[15 ]报道的C. ba iley i

符合,因此,河南省鸭源隐孢子虫分离株为C. ba iley i。

312　关于禽类隐孢子虫的致病性和病理形态学变化

C. ba iley i可以感染鸡、鸭、鹅、鹌鹑、孔雀、雉鸡、珍珠鸡、鸽、火鸡、丝毛乌骨鸡等。以鸡、火

鸡和鹌鹑的发病最为严重。本次试验接种剂量为 640万个卵囊,鸡、鸭均出现呼吸道症状和法

氏囊炎症, 但鸡的症状持续时间比鸭长, 鸭的症状明显期到D P I18, 而鸡的症状明显期到

D P I25,法氏囊萎缩也比鸭重。赵亚荣和蒋金书[4 ]研究C. ba iley i鸡致病性试验的结果也表明

鸡的症状持续时间 (到D P I21)比鸭 (到D P I14)长,鸡的死亡率 50. 8% ,鸭的死亡率 6. 7% ; 史

美清等[5 ]的试验也表明类似的结果。本次试验虽然 2种动物均无死亡,但从症状持续时间、增

重、法氏囊萎缩各方面综合比较看,鸡对C. ba iley i的易感性明显比鸭高,这个结果与文献报道

一致。本次试验中,在鸭体内的潜隐期 3 d,排卵囊高峰期为D P I7～ 9,持续期为 15 d。在鸡体

内的潜隐期为 3 d,排卵囊高峰期为 5～ 15 d,显露期为 25 d。试验结果表明C. ba iley i感染后,

排卵囊持续时间鸡比鸭长,也说明鸡的易感性比鸭高; 与文献[4～ 5 ]相比较可以发现排卵囊高峰

期与接种剂量有关。扫描电镜观察发现C. ba iley i 在鸡体内寄生的密度也明显比鸭体内高;

D P I20鸭的气管和法氏囊已很少见到虫体,但鸡的气管和法氏囊则仍然有较多的虫体寄生。也

说明鸡比鸭更适于C. ba iley i寄生。C. ba iley i感染主要引起呼吸道症状;眼观病变表现为呼吸

道炎症和法氏囊炎症。在鸭尚出现鼻窦肿胀。这些均与文献报道一致[6, 14 ]。

光镜和扫描电镜观察可见虫体嵌于粘膜上皮表面,难以辨清是细胞内寄生还是细胞外寄

生,透射电镜则可以解决这个问题,虫体寄生于细胞膜内但在细胞质外[11 ]。隐孢子虫感染后,

气管粘膜上皮细胞间杯状细胞内容物大量排空,释放出较多粘液,扫描电镜观察发现气管粘膜

表面有许多空洞,这些是排空后的杯状细胞,与临床症状和眼观病变的现象一致。隐孢子虫寄

生引起气管纤毛大量脱落。但除虫体寄生部位外,微绒毛受影响较小,未见到微绒毛大量脱落

现象。这也说明隐孢子虫寄生,对上皮细胞形态不造成破坏性的损伤。透射电镜观察发现虫体
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寄生区域,纤毛和微绒毛被感染虫体完全置换。微绒毛丧失可能抑制隐孢子虫的吸附[15, 16 ]。因

此,在隐孢子虫吸附于上皮细胞过程中微绒毛起着显著作用。有大量微绒毛的区域才能吸引虫

体的寄生。因虫体寄生于粘膜游离面,造成虫体与细胞相互作用的表观现象,所以研究粘膜上

皮组织的病理形态变化最适于用扫描电镜观察。

河南农业大学牧医工程学院本科毕业实习生吴宁鹏、朗利敏、李伟、唐锐茂帮助完成本项

试验,谨致谢忱!
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