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基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序分析柔嫩艾美耳球虫感染对
鸡盲肠菌群的影响
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摘要： 为探究柔嫩艾美耳球虫感染对鸡盲肠菌群的影响， 采集对照组和球虫感染组雏鸡盲肠内容物， 提取 ＤＮＡ， １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序分析鸡盲肠菌群

丰度、 多样性的变化， 采用粪菌移植验证正常鸡肠道菌群对柔嫩艾美耳球虫感染的保护作用。 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序结果显示， 柔嫩艾美耳球虫感染后

盲肠内菌群丰度、 多样性显著降低。 在门水平上， 感染前， 两组雏鸡盲肠的优势菌门均为厚壁菌、 变形菌、 放线菌； 感染后厚壁菌门丰度下降，
变形菌门、 放线菌门的丰度上升， 差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 感染组出现了拟杆菌门。 在属水平上， 与对照组相比， 感染组鸡盲肠微生物菌群中乳杆

菌属、 埃希菌－志贺菌属、 拟杆菌属、 罗姆布茨菌属、 棒状杆菌属、 肠球菌属、 变形杆菌属丰度增加但差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 毛螺菌科未定属、
瘤胃球菌属、 梭菌 ＵＣＧ－０１４、 瘤胃球菌科未定属丰度显著下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＧＣＡ－９０００６６５７５ 丰度降低但差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 粪菌移植结果

显示， 与生理盐水移植组相比， 盲肠内容物移植组和粪便菌移植组能显著减轻柔嫩艾美耳球虫感染后鸡增重降低的影响， 减轻盲肠损伤， 卵囊产

量显著下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 盲肠内容物移植组和粪便菌移植组的抗球虫指数分别为 １７３􀆰 １２ 和 １６４􀆰 ３８， 可以抵抗柔嫩艾美耳球虫的感染。 以上结果

表明， 柔嫩艾美耳球虫感染破坏了原始肠道菌群， 鸡盲肠的组成和结构被改变， 促进了以埃希菌－志贺菌为代表的致病菌快速生长和定殖， 而正

常鸡肠道内存在益生菌， 可保护机体对抗柔嫩艾美耳球虫感染。

关键词： 鸡； 柔嫩艾美耳球虫； 肠道菌群； １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序； 粪菌移植
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　 　 柔嫩艾美耳球虫 （Ｅｉｍｅｒｉａ ｔｅｎｅｌｌａ） 是危害现代

集约化养禽生产最严重一种寄生虫［１］。 它能引起病

鸡盲肠肿胀、 出血， 增重减少， 饲料转化率下降， 甚

至造成死亡。 全球每年因鸡球虫病导致的经济损失超

１０４ 亿英镑［２］。 肠道菌群、 寄生虫和宿主三者之间关

系密切［３］。 肠道菌群可影响寄生虫在宿主体内的入

侵和毒力［４］， 寄生虫感染则会引起机体肠道菌群稳

态失衡、 丰度降低， 甚至引发系列疾病［５］。 当前，
有关鸡球虫与肠道菌群相互作用的研究较少， 大多是

评估已知或公认的益生菌对鸡球虫感染的保护效果。
球虫感染后鸡肠道菌群的变化及鸡肠道内是否存在特

有益生菌还不清晰。 已有研究表明， 一些肠道益生菌

可治疗或预防寄生虫感染［６－７］。 本研究基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ
测序和粪菌移植技术， 分析柔嫩艾美耳球虫感染后鸡

盲肠菌群的变化， 证实了正常鸡肠道菌群对该球虫感

染具有保护作用， 确定了益生菌的存在， 以期从肠道

微生物多样性角度为鸡球虫病的防制和致病机理研究

提供新的方向。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验动物与虫株

１ 日龄海蓝褐雏鸡购自南京特给力种植专业合作

社鸡场， 饲养于消毒、 无球虫的环境中， 自由采食和

饮水， 饲料与饮水中不含抗球虫药物。 柔嫩艾美耳球

虫卵囊： 由南京农业大学兽医寄生虫教研室惠赠， 存

于浓度为 ２􀆰 ５％重铬酸钾溶液中， 置于 ４ ℃冰箱中保

存， 每 ３～４ 个月经鸡体复苏 １ 次。
１􀆰 ２　 主要试剂

ＨｉＰｕｒｅ Ｓｔｏｏｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ ＤＮＡ 试剂盒购自 Ｍｅｇａｎ 公

司； Ｑｕｂｉｔ® ｄｓＤＮＡ ＨＳ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ 试剂盒购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司。
１􀆰 ３　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序分析

１􀆰 ３􀆰 １　 分组与攻虫

将体重相近， 体况良好的 ２０ 只 １４ 日龄海兰褐雏

鸡随机平均分为对照组和感染组， 感染组的鸡在 １４
日龄， 每只经口接种 ５×１０４个新鲜的柔嫩艾美耳球虫

卵囊， 对照组灌服同体积生理盐水。 ２１ 日龄每组随

机剖杀 ３ 只鸡， 标记为对照组 １、 对照组 ２、 对照组

３、 感染组 １、 感染组 ２、 感染组 ３， 无菌取盲肠内容

物冻存于液氮中。
１􀆰 ３􀆰 ２　 盲肠菌群 ＤＮＡ 提取

使用 ＨｉＰｕｒｅ Ｓｔｏｏｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ 盒提取盲肠内容物

ＤＮＡ， 具体步骤按照说明书操作； 提取好的 ＤＮＡ，
用 Ｑｕｂｉｔ® ｄｓＤＮＡ ＨＳ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ 检测 ＤＮＡ 浓度。
１􀆰 ３􀆰 ３　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因 ＰＣＲ 扩增及测序

以 ２０～３０ ｎｇ ＤＮＡ 为模板， 用 ＧＥＮＥＷＩＺ 公司合

成 的 ＰＣＲ 引 物 （ Ｆ： ５′ － ＣＣＴＡＣＧＧＲＲＢＧＣＡＳ⁃
ＣＡＧＫＶＲＶＧＡＡＴ － ３′， Ｒ： ５′ － ＧＧＡＣＴＡＣＮＶＧＧＧＴ⁃
ＷＴＣＴＡＡＴＣＣ－ ３′） 扩增原核生物 １６Ｓ ｒＤＮＡ 上包括

Ｖ３ 及 Ｖ４ 的 ２ 个高度可变区。 通过 ＰＣＲ 向 １６Ｓ ｒＤＮＡ
的 ＰＣＲ 产物末端加上带有 Ｉｎｄｅｘ 的接头， 以便进行

ＮＧＳ 测序。 最后 ＰＣＲ 产物文库用 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶

电泳检测， 并利用胶回收进行纯化， 形成测序文库，
通过酶标仪检测文库浓度。 委托 ＧＥＮＥＷＩＺ， Ｉｎｃ
（Ｓｏｕｔｈ Ｐｌａｉｎｆｉｅｌｄ， ＮＪ） 公司利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ ／ Ｎｏ⁃
ｖａｓｅｑ 平台进行 ＰＥ２５０ ／ ＦＥ３００ 双端测序， 获得原始测

序数据。
１􀆰 ３􀆰 ４　 测序数据分析

原始数据经过质量过滤， 去除嵌合体序列， 最终

得到的序列用于聚类分析， 每 １ 个聚类称为 １ 个物种

可操 作 分 类 单 元 （ Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔｓ，
ＯＴＵ）。 采用 Ｖｓｅａｒｃｈ （ １􀆰 ９􀆰 ６） 软件进行序列聚类

（序列相似性设为 ９７％） 得到多个可操作分类单元，
采用 Ｑｉｉｍｅ 软件分析 α 多样性指数， 包括菌群丰度的

指数： ＡＣＥ 指数、 Ｃｈａｏ１ 指数； 菌群多样性的指数：
Ｓｉｍｐｓｏｎ、 Ｓｈａｎｎｏｎ， 测序深度的指数： 微生物覆盖率

（ｇｏｏｄｓ Ｃｏｖｅｒａｇｅ）。 β 多样性分析： 采用非加权距离

分析比较样本间是否有显著的微生物群落差异， 主坐

标分析比较不同样本在物种多样性方面存在的相似

程度。
１􀆰 ４　 粪菌移植探究鸡肠道菌群对球虫感染的影响

１􀆰 ４􀆰 １　 分组与攻虫

选取将体重相当， 体况良好的 １２０ 只 １４ 日龄海

兰褐雏鸡随机分为对照组和感染组 （６０ 只 ／组）， 再

将感染组平均细分为盲肠内容物移植组 （２０ 只 ／组）、
粪菌 移 植 组 （ ２０ 只 ／组 ） 和 生 理 盐 水 移 植 组
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（２０ 只 ／组）。 盲肠内容物移植组、 粪菌移植组、 生理

盐水移植组在 １４ 日龄每只鸡均经口感染新鲜卵囊 ５×
１０４个 ／羽。 　
１􀆰 ４􀆰 ２　 菌群移植

感染后 １～７ ｄ， 每日剖杀对照组 ５ 只鸡， 无菌取

新鲜的 ５ ｇ 盲肠内容物， 加入无菌生理盐水， 配成

５０ ｍＬ 悬液并搅拌均匀。 ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离 心 滤 液

１０ ｍｉｎ。 将离心后的悬液用经过灭菌的 ３ 层滤布 （纱
布、 ８０ 目滤布、 １５０ 目滤布） 分别进行过滤， 最后取

均一的 １０ ｍＬ 混悬液。 将混悬液以 ５００ μＬ ／只经口灌

胃给盲肠内容物移植组。
感染后 １～７ ｄ， 每日随机无菌采集新鲜对照组粪

便 ５０ ｇ， 加入无菌生理盐水至 ５００ ｍＬ， 并搅拌均匀。
将混悬液经 ２􀆰 ０ ｍｍ 的滤网过滤， ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心滤

液 １０ ｍｉｎ。 将离心后的悬液用经过灭菌的 ３ 层滤布

（纱布、 ８０ 目滤布、 １５０ 目滤布） 分别进行过滤， 最

后取均一的 １０ ｍＬ 混悬液， 以 ５００ μＬ ／只经口灌胃给

粪便菌移植组。
感染后 １～７ ｄ， 每日以 ５００ μＬ ／只无菌生理盐水

经口灌胃生理盐水移植组。
１􀆰 ４􀆰 ３　 效果判定

感染后第 ８ 天， 剖杀盲肠内容物移植组、 粪菌移

植组、 生理盐水移植组所有鸡以及对照组 ２０ 只鸡，
称重、 观察肠道病变并记分、 收集盲肠内容物， 计算

每克肠内容物的卵囊数 （ ｏｏｃｙｓｔｓ ｐｅｒ ｇｒａｍ ｃｏｎｔｅｎｔ，
ＯＰＧ）。 根据增重率、 存活率、 病变记分、 卵囊扣分

等计算抗球虫指数 （ａｎｔｉ－ｃｏｃｃｉｄｉａｌ ｉｎｄｅｘ， ＡＣＩ） ［８］来

评估效果， 公式为： ＡＣＩ＝ （存活率＋相对增重率） －
（病变值＋卵囊值）。
１􀆰 ５　 统计学分析

计量资料采用 Ｒ 软件 Ｖｅｒｓｉｏｎ ３􀆰 ５􀆰 ３ 进行数据分

析及处理。 独立样本正态分布数据且方差齐时采用 ｔ
检验统计分析， 非正态分布数据或方差不齐时采用 Ｕ
检验统计分析， 在单纯方差不齐时， Ｐ 值首选矫正

值， 只在非正态时选择 Ｕ 检验， Ｐ＜０􀆰 ０５ 认为有统计

学意义。 采用 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 对数据进行组间方差分析，
Ｄｕｎｃａｎ􀆳ｓ 多重比较法进行差异显著性检验， Ｐ＜０􀆰 ０５
表示差异显著， Ｐ＞０􀆰 ０５ 表示差异不显著。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 可操作分类单元的聚类分析

稀释曲线出现平台期提示样本测序深度达标， 当

序列接近 ３０ ０００ 时再增加序列产生很少新的可操作

分类单元 （图 １Ａ）， 提示试验测序深度足够， 能反

映样本中绝大多数微生物信息。 可操作分类单元的丰

度聚类热图 （图 １Ｂ） 可以看出， 与对照组相比， 感

染组的可操作分类单元聚类丰度明显变少。 通过两组

样本聚类得到的可操作分类单元差异韦恩图看出

（图 １Ｃ）， 对照组和感染组共有 ３８ 个相同可操作分类

单元， 对照组有 ８６ 个特征可操作分类单元的， 感染

组有 ６ 个特征可操作分类单元。 表明球虫感染后， 鸡

盲肠内菌群丰度降低， 鸡盲肠内菌群紊乱。

Ａ􀆰 样本稀释曲线； Ｂ． 丰度聚类热图； Ｃ． 韦恩图。
图 １　 对照组和感染组的可操作分类单元聚类分析
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２􀆰 ２　 组间 α多样性指数分析

α 多样性反映单个样品内部的物种多样性。
ｇｏｏｄｓ Ｃｏｖｅｒａｇｅ 表示各样本文库的覆盖率， 其数值越

高， 样本中序列没有被测出的概率越低， 本研究中

ｇｏｏｄｓ Ｃｏｖｅｒａｇｅ 未见差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 表明测序深度

充分。 ＡＣＥ 指数用来估计群落中含有可操作分类单

元数目， Ｃｈａｏ１ 指数是用 Ｃｈａｏ１ 算法估计样本中所含

可操作分类单元数目， Ｓｈａｎｎｏｎ 用来估算样本中微生

物多样性， Ｓｉｍｐｓｏｎ 在生态学中常用来定量的描述一

个区域的生物多样性， 这些指数数值越大， 说明样品

物种 多 样 性 越 高。 与 对 照 相 比， 感 染 组 ＡＣＥ、
Ｃｈａｏ１、 Ｓｉｍｐｓｏｎ 显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｓｉｍｐｓｏｎ 下降

但差异不显著， 表明感染球虫后， 鸡盲肠中菌群丰度

和多样性降低 （表 １）。

表 １　 对照组和感染组的 α多样性比较

组别 ＡＣＥ Ｃｈａｏ１ Ｓｈａｎｎｏｎ Ｓｉｍｐｓｏｎ ｇｏｏｄｓ Ｃｏｖｅｒａｇｅ

对照 １１９􀆰 ６９±１􀆰 ０８ａ １１９􀆰 １９±０􀆰 ９９ａ ５􀆰 １０±０􀆰 ７９ａ ０􀆰 ９３±０􀆰 ０６ａ １􀆰 ００±０􀆰 ００ａ

感染 ４０􀆰 ８５±２１􀆰 ０８ｂ ３８􀆰 ５４±１８􀆰 ４９ｂ １􀆰 ８８±１􀆰 １３ｂ ０􀆰 ５９±０􀆰 ２３ａ １􀆰 ００±０􀆰 ００ａ

　 　 注： 同一指标组间数据比较， 肩标字母不同表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 字母相同表示差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 下同。

２􀆰 ３　 组间 β多样性指数分析

β 多样性是通过各样本的物种组成及丰度信息来

反映样本间的关系。 非加权距离矩阵热图中颜色深浅

代表了样本两两之间的相异程度， 颜色越浅表示两个

样本相异系数越小， 物种多样性的差异越小。 本研究

中对照组和感染组颜色差异较大 （图 ２Ａ）。 主坐标

分析中颜色相同的点表示同一分组， 点间距离越近提

示群落构成差异越小， 样品群落组成越相似。 本研究

中对照组样本点和感染组样本点完全分开， 两组内菌

群明显聚集， 而不同组间样本存在显著差异 （图

２Ｂ）， 可见球虫感染后， 鸡盲肠菌群的整体结构与组

成发生了较大的变化。

Ａ􀆰 非加权距离矩阵热图； Ｂ． 主坐标分析。

图 ２　 对照组和感染组的 β多样性分析

２􀆰 ４　 盲肠菌群组成分析

用可操作的分类单元聚类分析物种相对丰度。 在

门水平上， 对照组和感染组的优势菌门均为厚壁菌、
变形菌和放线菌。 球虫感染后， 厚壁菌门丰度下降，
变形菌门、 放线菌门的丰度上升， 差异显著 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 感染组出现了拟杆菌门 （表 ２）。 在属水平

上， 对照组和感染组的优势菌属如表 ３ 所示。 与对照

组相比， 感染组鸡盲肠粪便菌群中乳杆菌属、 埃希菌

－志贺菌属、 拟杆菌属、 罗姆布茨菌属、 棒状杆菌

属、 肠球菌属、 变形杆菌属丰度增加但差异不显著

（Ｐ＞０􀆰 ０５）； 而毛螺菌科未定属、 瘤胃球菌属、 梭菌

ＵＣＧ－０１４、 瘤胃球菌科未定属丰度显著降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）、 ＧＣＡ － ９０００６６５７５ 丰度下降但差异不显著

（Ｐ＞０􀆰 ０５）。

表 ２　 门水平上盲肠微生物丰度

菌门 对照组 感染组

厚壁菌门 ９３􀆰 ４９±１􀆰 ７０ａ ６２􀆰 １７±１４􀆰 ０９ｂ

变形菌门 ４􀆰 ６６±１􀆰 ３３ｂ ３０􀆰 ０１±３􀆰 １１ａ

放线菌门 １􀆰 ８５±０􀆰 ６８ｂ ３􀆰 ３０±２􀆰 ０１ａ

拟杆菌门 ０􀆰 ００±０􀆰 ００ｂ ４􀆰 ５２±１􀆰 ６６ａ
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表 ３　 属水平上盲肠微生物组丰度

菌属 对照组 感染组

乳杆菌属 １８􀆰 ８５±２７􀆰 ５６ａ ５１􀆰 ５０±４８􀆰 ８４ａ

毛螺菌科未定属 １１􀆰 ８１±４􀆰 ６０ａ ０􀆰 ０１±０􀆰 ０１ｂ

瘤胃球菌属 ９􀆰 ８８±３􀆰 ７２ａ ０􀆰 ２６±０􀆰 ４５ｂ

梭菌 ＵＣＧ－０１４ ７􀆰 ７０±３􀆰 ６６ａ ０􀆰 ００±０􀆰 ００ｂ

瘤胃球菌科未定属 ６􀆰 ９５±４􀆰 ２９ａ ０􀆰 ００±０􀆰 ００ｂ

ＧＣＡ－９０００６６５７５ ４􀆰 ７１±３􀆰 ５０ａ ０􀆰 ００±０􀆰 ００ａ

埃希菌－志贺菌属 ４􀆰 ６４±１􀆰 ３２ａ ２８􀆰 ５６±４１􀆰 ３４ａ

拟杆菌属 ０􀆰 ００±０􀆰 ００ａ ４􀆰 ５２±７􀆰 ６１ａ

罗姆布茨菌属 １􀆰 １７±１􀆰 ０６ａ ３􀆰 ４６±５􀆰 ９８ａ

棒状杆菌属 ０􀆰 ００±０􀆰 ００ａ ３􀆰 ２９±５􀆰 ５４ａ

肠球菌属 ０􀆰 ０１±０􀆰 ００ａ １􀆰 ９４±２􀆰 ２７ａ

变形杆菌属 ０􀆰 ０１±０􀆰 ０２ａ １􀆰 ４５±２􀆰 ５１ａ

用线性判别分析 （ＬＤＡ Ｅｆｆｅｃｔ Ｓｉｚｅ， ＬＥｆＳｅ） 软件

来寻找组间具有统计学差异的物种。 感染组的优势物

种有拟杆菌属 （Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ） 和肠球菌属 （Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃ⁃
ｃｕｓ）， 对照组的优势物种有梭菌 （Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ）、 毛螺

菌科 （Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ） （图 ３Ａ）， 并根据差异物种

绘制物种进化分支图 （图 ３Ｂ）。 两种分析方法的结果

一致。
２􀆰 ５　 增重变化

用宰杀时重、 平均增重、 增重率和相对增重率来

评估攻虫后不同的粪菌移植方法对鸡的体重增重影

响。 与对照组相比， ３ 个试验组的宰杀时重、 平均增

重均显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 增重率和相对增重率也下

降， 说明盲肠内容物移植组、 粪便菌移植组、 生理盐

水移植组的球虫感染成功。 与生理盐水组相比， 盲肠

内容物移植组和粪菌移植组的宰杀时重、 平均增重均

显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 增重率和相对增重率也升高，
表明盲肠内容物移植和粪菌移植均能减轻球虫感染后

鸡增重降低的影响 （表 ４）。

Ａ． 线性判别分析分析 ＬＤＡ 值分布柱状图 （图中展示了 ＬＤＡ Ｓｃｏｒｅ＞２ 的物种， 即组间具有统计学差异的物种， 柱状图的长度代表差异物种的

影响大小）； Ｂ． ＬＥｆＳｅ 分析进化分支图 （由内至外的圆圈代表了由门至属 （或种） 分类级别， 在不同分类级别上的每一个小圆圈代表该水平下的

一个分类， 小圆圈直径大小与相对丰度大小呈正比）。

图 ３　 对照组和感染组的盲肠菌群组成分析

表 ４　 鸡体重变化测定结果

组别 攻虫时重 ／ ｇ 宰杀时重 ／ ｇ 平均增重 ／ ｇ 增重率 ／ ％ 相对增重率 ／ ％

对照 ３６３􀆰 ６０±１０􀆰 ３７ａ ５０１􀆰 ６８±２８􀆰 １５ａ １３８􀆰 ０８±２３􀆰 ９６ａ ２７􀆰 ５２ １００􀆰 ００

盲肠内容物移植 ３６０􀆰 ７２±１５􀆰 ２４ａ ４８１􀆰 ４９±３０􀆰 ７９ｂ １２０􀆰 ７６±２６􀆰 ００ｂ ２５􀆰 ０８ ９１􀆰 １２

粪便菌移植 ３６１􀆰 ９６±１８􀆰 ８２ａ ４７２􀆰 ７３±２２􀆰 ３２ｂ １１０􀆰 ７７±２０􀆰 ６０ｂ ２３􀆰 ４３ ８５􀆰 １３

生理盐水移植 ３６１􀆰 ８２±１４􀆰 ２４ａ ４３５􀆰 ５５±２２􀆰 ３８ｃ ７３􀆰 ７３±１４􀆰 ２７ｃ １６􀆰 ９３ ６１􀆰 ５０
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２􀆰 ６　 ＯＰＧ 和盲肠病变记分

与对照组相比， ３ 个试验组的 ＯＰＧ、 平均病变记

分显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 说明说明盲肠内容物移植

组、 粪便菌移植组、 生理盐水移植组的球虫感染成

功。 与生理盐水移植组相比， 盲肠内容物移植组和粪

菌移植组的 ＯＰＧ 显著下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 病变记分也

显著下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 说明盲肠内容菌移植和粪菌移

植都能降低卵囊产量， 减轻鸡盲肠损伤， （Ｐ＜０􀆰 ０５）
可以对抗球虫的入侵 （表 ５）。
２􀆰 ７　 ＡＣＩ 结果

盲肠内容物移植组、 粪便菌移植组组的 ＡＣＩ 分

别为 １７３􀆰 １２ 和 １６４􀆰 ３８， 均大于 １６０， 说明盲肠内容

菌移植和粪菌移植对球虫感染有一定的抵抗力 （表
６）。

表 ５　 鸡肠道 ＯＰＧ 和病变记分

组别 ＯＰＧ ／ （×１０５个） 病变记分

对照 ０􀆰 ００±０􀆰 ００ｃ ０􀆰 ００±０􀆰 ００ｃ

盲肠内容物移植 ９􀆰 ３０±１􀆰 ０６ｂ １􀆰 ７０±０􀆰 ６６ｂ

粪便菌移植 ９􀆰 ６２±１􀆰 ２７ｂ １􀆰 ９８±０􀆰 ７９ｂ

生理盐水移植 ２３􀆰 ６４±５􀆰 ００ａ ３􀆰 １８±０􀆰 ６７ａ

表 ６　 鸡抗球虫指数分析

组别 存活率 ／ ％ 相对增重率 ／ ％ 病变值 卵囊值 ＡＣＩ

对照 １００ １００􀆰 ００ ０􀆰 ００ ０ ２００􀆰 ００

盲肠内容物移植 １００ ９１􀆰 １２ １７􀆰 ００ １ １７３􀆰 １２

粪便菌移植 １００ ８５􀆰 １３ １９􀆰 ７５ １ １６４􀆰 ３８

生理盐水移植 ９５ ６１􀆰 ５０ ３１􀆰 ８４ １０ １１４􀆰 ６６

３　 讨论

柔嫩艾美耳球虫入侵鸡体后， 迅速进入盲肠部位

生成滋养体， 滋养体通过裂殖生殖产生大量裂殖子，
破坏盲肠上皮细胞， 引起肠管发炎， 从而引发盲肠内

的微生物菌群失调， 使机体的稳态环境遭到破坏， 最

终导致鸡发病死亡。 因此， 鸡的肠道菌群在防止病原

入侵、 参与免疫应答、 维持机体生长发育等方面起着

重要作用［９－１０］。 崔宁［１１］、 Ｋｌｅｙ 等［１２］ 的研究发现艾美

耳球虫感染后鸡的肠道微生物群落丰度降低， 只有少

数优势菌群存在。 本研究也得到了同样的结果， 与对

照组相比， 球虫感染鸡的盲肠内微生物菌群丰度和多

样性显著降低， 菌群稳态失衡。
１６Ｓ ｒＤＮＡ 测序结果表明， 在门水平上， 感染组

厚壁菌门占比下降、 变形菌门和拟杆菌门占比显著上

升。 变形菌门是胃肠道中一类适应性强、 具有潜在致

病性的常见菌， 其丰度变化可直接对宿主健康产生影

响［１３－１４］， 变形菌门中肠杆菌被证实可加剧球虫的感

染程度［１５］， 本研究也证实了球虫感染后肠杆菌比例

增加。 拟杆菌中有些是有益菌， 有些是有害菌， 其可

长期定殖在宿主肠道中， 与宿主共同进化， 从而建立

一种稳定、 相互共生的关系［１６］。 拟杆菌被认为是一

类缓解肠道疾病的重要候选益生菌株， 例如脆弱拟杆

菌可通过诱导机体产生抗炎性的 ＩＬ－１０ 来缓解肠道炎

症［１７］。 有研究发现， 拟杆菌能够调节肠道内的氧化

还原水平， 为其增长和定殖创造有利的环境［１８］。 在

本研究中， 感染组鸡盲肠中拟杆菌门占比显著上升，
推测为抑制球虫在肠道中的定殖而拟杆菌增加。 在属

水平上， 感染组盲肠中埃希菌－志贺菌属、 乳杆菌

属、 拟杆菌属、 棒杆菌属、 肠球菌属丰度增加， 瘤胃

球菌属、 梭菌 ＵＣＧ－０１４、 ＧＣＡ－９０００６６５７５、 瘤胃球

菌科相关属丰度降低。 志贺菌作为一种致病菌可迅速

侵入结肠上皮， 引起炎症反应、 破坏结肠上皮细胞，
减退肠道功能， 使机体对水、 离子和营养物质吸收不

良［１９］。 乳杆菌属可以产生大量的有机酸抑制肠道菌

群生长， 还可以通过产生胞外多糖、 过氧化氢和细菌

素等抑菌蛋白来抑制或杀伤肠道菌群， 乳杆菌属在厌

氧或兼性厌氧的环境下大量繁殖， 与鸡肠道黏膜上皮

细胞紧密结合形成 “占位”， 破坏肠道上皮， 易于柔

嫩艾美耳球虫入侵肠上皮细胞［２０］。 拟杆菌属、 棒杆

菌属、 肠球菌属作为常见致病菌， 通过产生并释放胶

原酶、 产荚膜多糖、 溶血素、 趋化因子等， 进一步促

进腹腔脓肿和感染的发生发展， 引起血便、 腹泻和黏

液样粪便等柔嫩艾美耳球虫感染的典型临床症状， 与

本研究中鸡感染柔嫩艾美耳球虫后所表现的临床症状

一致［２１］。 瘤胃球菌属、 毛螺菌科相关菌属具有能量

物质代谢、 稳定肠道屏障、 产短链脂肪酸盐发挥抗炎

的作用， 感染组鸡此类有益菌群丰度降低， 进一步促

进了 感 染 进 程。 Ｔｉａｎ 等［２２］ 研 究 表 明， ＧＣＡ －
９０００６６５７５ 和 Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ 及双歧杆菌具有一定的正

相关性， 推测其可维持试验鸡肠道稳态， 且 Ｍｏｈａｍｅｄ
等［２３］ 研究结果表明， ＧＣＡ－９０００６６５７５ 作为厚壁菌，
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可以通过增加营养物质吸收， 进而促进鸡的体重增

长， 本研究中各粪菌移植组动物体重变化也得到了同

样的结果。
本研究利用粪菌移植， 将健康鸡群的盲肠菌群和

粪便菌群移植给感染了柔嫩艾美耳球虫的鸡群， 通过

增重率、 存活率、 病变记分、 卵囊扣分等计算 ＡＣＩ，
结果表明健康鸡群的盲肠内容菌和粪便菌移植对球虫

感染有一定的抵抗力， 推测健康鸡的肠道菌群内可能

存在益生菌， 能对机体产生一定的保护效果。
综上， 柔嫩艾美耳球虫感染降低了鸡盲肠菌群丰

度和多样性， 破坏了正常的肠道菌群稳态。 鸡盲肠的

组成和结构被改变， 促使了以埃希菌－志贺菌为代表

的致病菌快速生长和定殖， 而正常鸡盲肠内存在着有

益菌。 设计以这些有益菌为基础的微生态制剂， 刺激

特定微生物的生长， 抑制或降低寄生虫毒力、 寄居或

繁殖， 可为鸡球虫病的防控提供新的方向和技术， 对

减少抗寄生虫药物使用、 促进畜牧业发展、 保障食品

安全和人畜健康具有重要意义。
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