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摘 要  由艾美耳属球虫感染引起的球虫病是全球畜禽业最常见、最重要的寄生虫病之一。过去 30 年，随着分子

生物学与基因工程技术的协同发展，艾美耳球虫转基因操作技术实现了从基础载体构建到高效基因编辑系统的革

命性突破，这一技术演进不仅深化了科研工作者对球虫基础生物学的认知，更为开发新一代基因工程活疫苗提供

了关键技术支撑。本文综述了近 30 年来球虫转基因操作技术的重要突破与挑战，包括：1）从瞬时转染到稳定转染

系统的技术演进，包括启动子筛选、报告基因优化等表达调控体系的建立。2）CRISPR/Cas9 等新型基因编辑工具

的引入与应用。3）重点探讨了球虫转基因操作技术在多价疫苗开发、多病原广谱保护性疫苗设计以及耐药基因筛

选与作用机制解析等领域的创新应用。4）尽管球虫作为疫苗活载体具有宿主特异性强、高质量免疫应答等独特优

势，但在体外连续培养体系、外源基因表达水平精准调控、免疫保护效力存在显著个体差异等诸多挑战。未来，随

着球虫功能基因组学和转录组学的深入研究，通过结合 CRISPR/Cas9 基因编辑系统与条件诱导表达技术，有望实

现目的基因的特异性精准调控，突破转基因球虫规模化制备的技术瓶颈，进而推动其在多病原广谱新型黏膜疫苗

开发中的实际应用。
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Abstract Coccidiosis， caused by infection with Eimeria spp. ， is one of the most common and economically 

significant parasitic diseases affecting the global livestock and poultry industry.  Over the past three decades， 

advances in molecular biology and genetic engineering have driven transformative progress in the development 

of transgenic manipulation techniques for Eimeria.  This progress has enabled a shift from basic vector 

construction to the establishment of efficient gene editing systems， which has not only deepened scientific 

understanding of Eimeria biology but also laid a solid technical foundation for the development of next-generation 

recombinant live vaccines.  This review summarizes the key breakthroughs and challenges in Eimeria transgenic 

manipulation achieved over the past 30 years， including： 1） The evolution of transient and stable transfection 

systems， encompassing promoter screening and optimization of reporter genes for refined expression control.  

2） The introduction and application of novel gene-editing tools such as the CRISPR/Cas9 system.  3） The 

innovative application of these techniques in the development of multivalent vaccines， the design of broad-

spectrum cross-pathogen protection against multiple pathogens， and the screening and mechanism analysis 

of drug resistance genes were discussed in detail.  4）Despite the unique advantages of strong host specificity 

and high-quality immune response of Eimeria as a live vaccine vector， there are many challenges such as 

difficulty in precise regulation of exogenous gene expression levels in continuous in vitro culture， and significant 

individual differences in immune protection efficacy.  In the future， with the deepening of functional genomics 

and transcriptomics research on coccidiosis， combined with CRISPR/Cas9-based gene editing and conditional 

expression technologies， it is expected to enable precise regulation of target gene expression and overcome 

bottlenecks in the large-scale production of transgenic Eimeria strains.  These advances will ultimately promote 

the practical application of transgenic Eimeria in the development of novel broad-spectrum mucosal vaccines.

Keywords Eimeria； genetically modified technology； recombinant vaccines； functional genomics
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由艾美耳属球虫（Eimeria spp. ）感染引起的球

虫病是畜禽最严重的肠道原虫病之一，广泛流行于

全球，尤其以鸡球虫病最为常见、危害最为严重。

球虫感染会导致畜禽食欲减退、生长迟缓、肠道出

血甚至死亡，严重影响养殖经济效益与动物福利［1］。

据估算，球虫病每年给全球家禽业造成的经济损失

高达数十亿美元［2］。因此，球虫病的有效防控始终

是畜牧兽医领域的研究重点。

目前，球虫病的主要防控手段包括药物防治和

活卵囊疫苗免疫预防。尽管药物防治具有快速、高

效等特点，但长期使用易导致耐药性产生和药物残

留问题［3］。活卵囊疫苗因能够高度模拟自然感染过

程，可同时激发机体产生强效、持久的免疫应答，目

前被国际公认为活卵囊疫苗是防控球虫病最为有

效且不可替代的免疫手段之一［4］。早熟弱毒疫苗可

保持原有免疫原性，具有发育周期短、复制力适中、

致病性低等特点［5］。相比传统毒力较强的活疫苗，

早熟弱毒疫苗不仅安全性更高，是当前球虫病防控

中应用最为广泛的一类疫苗。随着分子生物学与

基因工程技术的发展，艾美耳球虫转基因技术获得

了突破，因其具有生物安全性高、免疫原性强、容受

性高、真核表达以及接种方便等优势，转基因球虫

逐渐被开发用作寄生虫基因功能和宿主免疫应答

研究的重要工具［6］。通过对球虫进行遗传改造，可

实现抗原精准表达、佐剂分泌或免疫调节因子的共

表达，从而构建新型、可控、安全的转基因球虫载体

疫苗。同时，遗传操作技术的不断完善也为深入解

析球虫的生物学特性、致病机制及宿主-寄生虫相互

作用提供了重要手段。借助稳定表达系统、亚细胞

定位标签、荧光标记与 CRISPR/Cas9 等基因编辑

工具，研究者可以在球虫复杂的生命周期各阶段实

现精细调控与功能验证，从而系统性鉴别关键致病

因子和发育调控基因，为球虫病的基础研究提供了

高效的分子工具平台［7］。另外，该技术还可用于构

建低致病性或定向减毒虫株［8］，作为安全性更高的

候选疫苗株，这一进展标志着球虫疫苗研发模式从

传统的经验依赖型向基于分子机制的科学设计型

转变。由此可预见，随着艾美耳球虫基因操作技术

的持续突破与完善，该技术平台将在畜禽球虫病的

综合防控、新型分子疫苗设计、寄生虫基因组的系

统性研究 3 个领域展现出日益重要的价值。

自 1998 年国际上实现球虫首次瞬时转染突破，

国内于 2005 年获得国家科研专项资助后，艾美耳球

虫转基因技术进入快速发展阶段。本文系统梳理

了过去 30 年来在该领域的研究进展，包括分子操作

工具的开发与优化、球虫功能基因组学研究的深入

以及疫苗活载体应用的探索。在总结现有技术瓶

颈的基础上，结合基因编辑、条件表达系统、多组学

分析和多抗原设计等前沿技术，进一步提出了工具

优化、表达系统改进和规模化应用等重点方向，以

期为后续基础研究和疫苗开发提供理论指导与技

术参考。

1　球虫遗传操作技术的发展历程

自 20 世纪 90 年代末首次实现外源基因在艾美

耳球虫中的表达以来，艾美耳球虫的遗传操作技术

经历 3 个重要发展阶段：从早期转染方法的建立与

优化，到 CRISPR/Cas9 等精准基因编辑工具的成

功应用，直到当前多组学与遗传杂交策略的系统整

合（图 1）。这一技术演进历程反映了基础操作工具

的持续革新，也彰显了分子寄生虫学研究方法的重

大突破。

1. 1　初期阶段：基础工具与初始局限

转基因技术是实现球虫遗传操作的基石，其发

展初期聚焦于有效转染系统的构建。 1998 年 ，

Kelleher 等［9］首次以 β-半乳糖苷酶为报告分子对柔

嫩艾美耳球虫（E. tenella）进行瞬时转染，构建了以

球虫自身微线体基因（Microneme，MIC）EtMIC-1
为启动子、融合大肠杆菌 lacZ 基因的质粒，通过电

穿孔导入子孢子，成功实现了 β-半乳糖苷酶（β-gal）
的表达，为球虫外源基因的表达奠定基础。然而，

由于当时检测手段主要依赖 X-Gal 显色，其灵敏度

与特异性较低，难以在复杂宿主体内有效筛选阳性

虫株，致使该技术在随后的 10 年内未能推广。同

期，筛选手段多依赖药物抗性基因，其筛选效率低，

缺乏可靠的可视化工具，限制了遗传操作体系的稳

定性与高通量应用。此后，研究者围绕报告基因、

筛选标记和电穿孔条件等方面持续进行了多种尝

试与技术摸索，为后续筛选体系和稳定表达的逐步

完善提供了方法积累与经验基础。

1. 2　中期突破：球虫转染与筛选平台的构建与

优化

稳定、高效的遗传操作平台是实现球虫表达外

源基因的前提与基础。过去十余年间，研究者通过
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系统探索与持续优化，逐步建立起一套适用于艾美

耳属球虫的转染与筛选体系，实现了从“瞬时表达”

到“稳定遗传”的关键跨越，主要包括以下 4 大方面

技术突破：

1. 2. 1　转基因球虫稳定表达体系的建立

稳定、高效的转染与筛选体系是构建转基因球

虫株的核心基础。在转染效率方面，限制性内切酶

介导转染（Restriction enzyme-mediated integration， 
REMI）技术的引入是关键突破。通过优化电穿孔

缓冲液组分、采用线性化质粒载体以及在转染体系

中添加特异性限制性内切酶，成功将 E. tenella 子孢

子的转染效率从 0. 1% 提升到 20%~25%，整体提

高了 200 倍以上。该技术突破有效解决了传统电穿

孔方法效率低、外源基因表达不稳定等瓶颈问题，

为 建 立 稳 定 转 基 因 球 虫 株 提 供 了 可 靠 的 技 术

支持［10］。

在筛选体系方面，早期多依赖药物抗性筛选

（如 TgDHFR），但该方法筛选周期较长，且存在增

加耐药性或药物残留的潜在风险［11］。荧光蛋白的

引入显著提升了筛选效率与准确性，使得球虫转基

因研究进入了可视化时代。2007 年，研究人员首次

将增强型荧光蛋白（EYFP）应用于 E. tenella 的转基

因研究，成功实现了球虫子孢子、裂殖子等各发育

阶段的活体示踪［12］。相比传统药物筛选，荧光筛选

显著提升了筛选效率与准确性。研究者通过优化

核 转 染 技 术 并 结 合 流 式 细 胞 分 选（Fluorescence 
activated cell sorting， FACS），成功将 E. tenella 转

基因卵囊的初代转染率提升到 3%~10%，经 3~
5 轮荧光标记筛选后，阳性虫体的荧光表达率可稳

定维持在 80%~95%［13］。相比之下，单独使用药物

筛选时，YFP 阳性虫株比例仅由初代 0. 04% 提高至

第二代 22. 7%，第三代最高仅达 35. 5%［14］。为进一

步提升筛选效率并减少耐药性累积风险，后续研究

发展了流式分选与药物联合筛选（如“DHFR-TS 耐

药标记+EYFP”融合表达）联合使用策略，通过对

荧光表达虫体的直接富集，初代转染筛选阳性率可

由 0. 04% 提高到 55%~70%，明显优于单独药物筛

选［14］。值得注意的是，研究表明，在鼠球虫中，

FACS 与药物联合筛选可在较短周期内将稳定表达

率提升至近乎 100%，而在鸡球虫中多维持在 90%
左右，显示出不同物种之间在遗传背景或宿主适应

性上的差异［15］。

流式分选与药物联合筛选已成为当前主流策

略，并在鼠球虫与鸡球虫中均得到成功应用。这一

联合体系可通过多质粒共转、双表达框或 P2A 自切

割肽等方式灵活实现，不仅大幅提高了筛选通量与

阳性率，还显著增强了筛选过程的可控性和安全

性［16-17］。目前，该套筛选体系已广泛应用于和缓艾

美耳球虫（E. mitis）、肠艾美耳球虫（E. intestinalis）、
大型艾美耳球虫（E. magna）及毒害艾美耳球虫

（E.  necatrix）等多种寄生虫种，为后续的基因功能

研究和疫苗载体开发提供了可靠的技术支撑［18-21］。

1. 2. 2　针对球虫不同发育阶段转染方法的探索

基于球虫不同发育阶段的操作需求，已逐步建

立了适用于子孢子、裂殖子及卵囊等阶段的多种转

染方法。E. tenella 在体外条件下可从子孢子发育

至配子体及卵囊阶段，这为体外培养观察提供了便

利［14，22］。尽管显微注射将外源 DNA 经显微注射导

入卵囊的尝试未能成功实现基因表达，但仍为卵囊

阶段的基因转染探索了新思路［23］。首次将基因枪

技术用于巨型艾美耳球虫（E. maxima）未孢子化卵

囊的质粒递送，虽未检测到荧光蛋白表达，却为该

阶段的遗传操作奠定了基础［24］。此外，通过裂殖子

核转染结合体内繁殖的流程，已建立起更高效的稳

定虫株获取标准化方案，进一步完善了多阶段转染

体系［13，21］。

1. 2. 3　调控元件与信号序列的筛选与优化

为实现外源基因的定向表达与亚细胞定位，先

后系统筛选了包括 EtSAG13、Actin 和 Histone 4 等

多个启动子［25］，并且验证了异源信号肽（如弓形虫

GRA7、GRA8 和疟原虫 RIFIN 信号肽）能有效引导

蛋白定位表达［26］。而后比较了信号肽分泌与 GPI
锚定 2 种定位方式对 mCherry 抗原免疫原性的影

响，发现表面锚定抗原更易被免疫系统识别［27］。后

续工作进一步将这一思路拓展到堆型艾美耳球虫

（E. acervulina）和 E. necatrix 等多种球虫中，验证了

VP2、IL-1β 和 IL-17 等异源分子在不同定位序列下

的表达效果［28-29］，并对 SAG1 信号肽、MIC2 等多种

分泌或表面蛋白定位元件进行了系统评估，明确了

其在抗原亚细胞分布优化中的应用价值［30］。

此外，piggyBac 转座子系统可作为稳定插入手

段，进一步扩展表达策略，实现抗原表达分布的精

准定位［31］。而 P2A 自切割肽技术可实现双荧光蛋

白独立表达和精准定位（RFP 通过 GRA8 信号肽定
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图 1　1998—2025年艾美耳球虫基因编辑技术发展

Fig. 1　The development of genetic manipulation technology for Eimeria coccidia from 1998 to 2025
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位至纳虫空泡，EYFP 定位于细胞核），为多基因共

表达和定位研究奠定了重要技术基础［32］。

1. 2. 4　CRISPR/Cas9 的引入与靶向编辑的实现

基因编辑技术是制约重组球虫作为疫苗载体

进行优化、异源抗原高效精准表达的“卡脖子”技

术。2020 年，研究者建立稳定表达 Cas9 的转基因

株，成功敲除了内源性 YFP 基因，并实现 GRA9 的

内源性表达，成功将 CRISPR/Cas9 基因编辑系统

应用在球虫中，并初步证实球虫 8 000 余个基因中

百余种“冗余”基因可以进行敲除，为将球虫作为疫

苗载体的构想提供了重要的理论依据［33］。同一时

期，进一步拓展了 CRISPR/Cas9 在球虫基因功能

研究、抗原表达调控以及耐药机制验证等多方面的

应用潜力，为后续复杂基因操作提供了多样化的技

术手段［6，8，34］。此外，基因编辑技术在球虫中的突破

性发展为球虫疫苗的精准减毒策略开辟了新途径，

为开发安全高效的基因工程球虫疫苗提供了全新

思路。研究人员可实现毒力基因的精准敲除或修

饰，可保留关键免疫原性基因的完整性，可支持多

基因协同编辑以优化减毒效果。研究表明，通过基

因编辑技术敲除柔嫩艾美耳球虫 ApiAP2 家族转录

因子  EtAP2-S1 后，虫体毒力显著降低，值得注意的

是，该突变株表面抗原（SAGs）的表达水平上调约

2. 5 倍，同时卵囊排出量减少超过 90%，免疫保护率

提升至 85% 以上［35］。

球虫遗传操作平台在转染方法、筛选机制和调

控工具等方面均取得系统性进展，这些突破使艾美

耳球虫转变为一种模式生物，并推动其成为极具前

景的疫苗载体平台。

1. 3　近期进展：多组学分析与遗传杂交技术的

整合

2020 年以来，球虫基因编辑技术逐步与多组学

研究的融合取得了显著进展。通过整合基因组学、

转录组学与蛋白质组学分析，研究者系统筛选出数

10 个与耐药性、毒力和宿主免疫调节相关的候选基

因，并鉴定出 6 个与药物耐受密切相关的插入位点。

基 于 荧 光 报 告 的 双 亲 系 虫 株 EaGAM56 和

EaHAP2，建立了高效的有性杂交体系，在感染剂量

提高时，双荧光标记的杂合子比例可达约 11%，显

著高于低剂量条件下的 6. 5%，表明可通过调节感

染剂量和亲本比例（1∶1 较 1∶100 提高 2 倍）有效提

高杂合子筛选效率，这为解析药物耐受等复杂性状

的遗传机制提供重要技术支撑［36］。

在此基础上，对球虫全基因组注释与转录调控

网络的深入解析进一步推动了其耐药机制的系统

研究。基于 E. tenella 敏感与耐药虫株模型的对比

研究，揭示了其对药物应激的早期转录反应［37］。通

过逐剂量递增法及模拟田间快速诱导策略在鸡体

内诱导出常山酮（halofuginone）耐药的 E. tenella 株

（HaloR），并结合全基因组重测序与反向遗传操作，

鉴定脯氨酰-tRNA 合成酶（prolyl-tRNA synthetase，
EtcPRS）上的 T618A 突变为关键耐药位点［38］，为后

续耐药机制解析与分子标记筛选奠定了基础。

最新研究表明，艾美耳球虫遗传操作技术已实

现三大关键突破，高效杂交体系的建立与优化；耐

药相关基因及其调控网络解析；基因导入技术的持

续改进。这些技术进步相辅相成，不仅为解析顶复

门寄生虫的生物学特性提供了理想模型，更为基因

工程减毒活疫苗的分子设计奠定坚实基础。

2　球虫转基因技术的应用

稳定且高效的遗传操作体系是推动球虫异源

基因持续表达与功能研究的重要前提。经过近 30
年的积累与技术改进，相关方法已从最初的瞬时表

达探索，发展到如今可实现多代稳定遗传、可追溯

筛选的完整体系，其应用领域已从基础研究扩展到

疫苗设计、功能基因筛选及耐药机制解析等多个

方向。

2. 1　单价或多价活载体疫苗的开发

近年来，随着生物技术的不断进步，兽用新型

疫苗的研制与开发呈现快速发展趋势。作为其中

的重要分支，基因工程活载体疫苗因其能够同时诱

导机体产生体液和细胞免疫反应，并可灵活整合多

价甚至多联抗原，逐渐成为寄生虫疫苗研究中最具

潜力和应用前景的方向之一。伴随球虫转基因技

术的持续突破，转基因球虫被开发为活载体疫苗的

可行性逐步得到验证与拓展。例如，通过电穿孔将

含 YFP 基因的质粒导入 E. tenella 子孢子，并在体

外鸡肾细胞培养体系中实现了对虫体各发育阶段

的持续表达，奠定了口服疫苗载体的体外模型的基

础［22，39］。进一步的研究还通过构建由 E.  tenella 免

疫定位蛋白 1（EtIMP1）和鸡 CD40 配体（CD40L）组
成的嵌合亚单位疫苗，经大肠杆菌表达纯化后无佐

剂免疫鸡，证实其诱导的免疫应答及抗 E. tenella 感
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染效果优于弗氏佐剂的 EtIMP1，为球虫亚单位疫

苗开发提供新策略［40］。在后续的探索中，通过构建

表达弯曲杆菌抗原 CjaA 的转基因 E.  tenella，口服

免疫后宿主肠道病原定植量降低 86%~91%，首次

实证了球虫具有可作为细菌抗原口服疫苗载体的

潜力［41］。

为扩大免疫覆盖与调节免疫类型，研究者尝试

在载体中引入了多种异源抗原与免疫分子。例如，

在 E. mitis中表达分泌型鸡 IL-2 后，IFN-γ 分泌淋巴

细胞数较野生型显著提升约 1. 5 倍，单只鸡卵囊排

出量平均降低至原来的 1/3，显著增强了细胞免疫

反应和抑制虫体增殖［42］；构建表达鸡 IgY Fc 片段的

转基因株（Emi. chFc），通过 Fc 受体介导增强抗原

呈递，IFN-γ/IL-2 水平和鸡体保护率较野生型均显

著提升［43］；在 E. necatrix 中表达鸡 IL-1β，免疫后黏

膜屏障因子（Claudin-1、AvBD-1）及 IL-17 水平上

调，卵囊排出减少 40%，首次在球虫载体中实证

IL-1β 增强黏膜免疫的安全性与有效性［29］。此外，

已尝试在 E. tenella 中表达传染性法氏囊病毒 VP2
蛋白与传染性喉气管炎病毒 gI，虽能诱导特异性抗

体，但未产生中和抗体，提示需结合佐剂或优化表

达水平［44］。还有研究构建表达 E. tenella profilin 的

转基因株 Et-EmPro，口服免疫后 IFN-γ 分泌与细

胞免疫显著增强，卵囊排出减少 44%，同时肠道微

生物组显著重构，表明 profilin 兼具抗原和佐剂双重

功能［45］。

抗原在载体内的表达位点和拷贝数直接影响

其免疫原性。已有研究通过单孢子囊分离构建

M2e-EYFP 多拷贝表达株，评估其保护效果与野生

型 相 当 ，验 证 了 多 拷 贝 策 略 的 可 行 性［46］。 但 在

E. acervulina 中，采用 REMI 技术构建的 12 拷贝

M2e 稳定株虽具备较高表达水平，却未能显著提升

抗体滴度，提示仅提高拷贝数并不足以增强免疫效

果，表达位点和定位策略同样关键［47］。近期，双拷

贝 VP2 融合株的开发及 FACS 高效筛选，进一步表

明较高的拷贝数可使抗体水平明显优于单拷贝组，

尽管与商业疫苗相比尚有提升空间，但仍表明抗原

拷贝数与免疫强度呈正相关［48］。同时，亚细胞定位

对免疫效果的影响也受到关注，比较微线体定位

（EaMIC-VP2）与表面定位（EaSAG-VP2）VP2 株，

发现前者可显著诱导抗体与保护，后者几乎未产生

应答，凸显了亚细胞定位在表达优化中的关键作

用［28，30］。综合对上述研究成果的系统分析表明，启

动子强度、基因拷贝数与定位方式共同决定表达水

平与免疫类型。有观点认为，高强度启动子驱动的

高表达株虽能快速激发抗体应答，但可能增加载体

的致病性 ，因此在表达强度与安全性之间需权

衡［49］。针对分泌与表面定位的对比研究则表明，表

面锚定更有利于初期抗体应答，分泌定位则更易触

发细胞免疫反应，提示多种定位策略的组合应用可

进一步优化免疫谱系［27］，未来需根据目标病原和宿

主免疫特点，精确调控表达量与定位以实现最佳保

护效力［6］。

基于球虫载体的多抗原表达能力，研究人员已

开始探索其在跨病原体免疫中的应用潜力。研究

表明，通过在 E. tenella 中表达弓形虫（T. gondii）主
要表面抗原  SAG1（Et-TgSAG1），不仅在免疫鸡群

中诱导产生高水平的 IgY 抗体与 IFN-γ，还在小鼠

中产生显著的 Th1 型免疫应答。这一重要发现充

分揭示了球虫载体具有突破物种限制独特免疫潜

能［50］。此外，构建的 Et-EmIMP1 重组株在攻毒试

验 中 表 现 出 显 著 的 双 重 保 护 效 果 ，针 对 同 源

E. tenella 与异源 E. maxima 感染，试验组卵囊排出

量分别减少 58. 7% 和 62. 3%。这一重要发现为开

发具有交叉保护作用的多价、广谱肠道病原疫苗奠

定基础［51］。

基于艾美耳属球虫为基础的重组疫苗平台在

抗原表达形式的多样化设计、表达位点的精准定

位、表达水平的可控调控及免疫效应的有效增强     
4 个关键技术环节方面取得了重要突破。该平台展

现出良好的安全性与免疫保护潜力，尤其在口服递

送、多价抗原共表达及肠道黏膜免疫激活方面具有

独特优势。未来，通过整合 CRISPR 介导的精确编

辑技术与高通量筛选技术，可有望进一步优化抗原

表达的稳定性和保护广谱性，从而为开发新一代口

服多价疫苗提供坚实基础。

2. 2　球虫耐药基因的筛选与验证

近年来，借助转基因球虫平台及多组学技术，

研究者在耐药基因挖掘、功能验证及关键分子靶点

筛选方面取得重要进展。

利用转基因技术对耐药基因进行功能验证，有

效弥补了传统筛选难以直接确认候选基因作用的

不足。近年来，研究通过借助过表达和 CRISPR/
Cas9 定点突变策略，分别鉴定出常山酮和盐霉素耐
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药相关基因 EtcPRS 与 EtADR，明确了其突变（如

EtADR F204S）赋予球虫稳定耐药性，揭示其在药

物作用位点的关键结构功能，为开发分子诊断标记

与新药靶点提供基础［38，52］。

构建转基因株结合转录组分析可揭示耐药适

应策略。通过结合转基因株与转录组分析发现，耐

药株基因表达谱显著沉默，仅少数代谢相关基因如

FAD 依赖单加氧酶显著上调，提示其可能参与药物

代谢；而敏感株激活泛素降解与抗氧化通路［37］。此

类研究展示了转基因平台在验证特异通路激活与

适应策略中的优势。此外，对 E.  necatrix 第二代和

第三代裂殖子进行转录组分析，经 RNA 测序和

qRT-PCR 验证，获得大量基因数据，发现 2 代裂殖

子之间存在许多差异表达基因，为解析艾美耳球虫

裂殖生殖转换的分子机制奠定基础［53］。近期关于

EtCYP450、药物转运蛋白等耐药候选靶基因的系

统梳理也强调了结合 CRISPR 和组学工具解析耐药

网络的重要性［54］。结合多组学手段与异源表达系

统，未来可基于已建立的转基因平台在不同球虫种

中构建表达筛选模型，提升对靶基因保守性和耐药

谱的系统性认知。

转基因球虫平台已成为解析抗球虫药物耐药

机制的重要技术手段。通过基因编辑、异源基因表

达与转录组学联用，不仅可实现耐药候选基因的功

能验证，还可为构建高效、可控的药物筛选模型与

新型疫苗平台提供支撑。未来，结合多物种转基因

体系、高通量筛选技术及蛋白功能注释数据库，将

有望全面揭示球虫耐药网络，并推动“靶向阻断+
基因改造”的精准防控策略发展。

3　当前挑战

尽管近年来球虫基因工程技术已在转染系统

构建、异源抗原表达及口服疫苗开发方面取得显著

进展，但将其真正转化为高效、稳定的疫苗载体仍

面临多重技术与生物学挑战，这些挑战不仅来自转

基因技术本身的局限，也源于疫苗设计与免疫机制

理解的不足。

3. 1　缺乏连续体外培养体系

缺乏连续体外培养体系仍是制约球虫疫苗平

台开发的核心障碍之一。目前转基因效率评估、免

疫效果验证等研究仍依赖动物体内感染模型，该模

型存在操作周期长、可控性差且批次间个体差异较

大等问题。早在 1965 年，Patton［55］就在 Science 上报

道 E.  tenella 可在体外培养中完成无性裂殖生殖。

1970 年 Long［56］进一步在 Nature 上描述了皮质类固

醇处理后 E. tenella 在鸡肝脏中进行裂殖生殖的过

程。目前用于球虫研究的体外培养模型主要有鸡

胚、原代/传代和类器官培养模型［57-59］，鸡球虫能在

鸡胚上进行繁殖发育，但鸡胚培养仍存在可繁殖球

虫种类有限、繁殖效率低、不易体外实时观察等弊

端；用于鸡球虫培养的原代细胞种类包括鸡原代肾

细胞（PCKCs）、盲肠上皮细胞（CECs）等［16，60］，用于

鸡球虫培养的传代细胞系包括 MDBK、MDCK、

VERO 和 BHK 等［61］，传代细胞具有遗传稳定、实时

监测且操作简便等优点，但现有传代细胞系无法支

持虫体发育完成整个生活史，只能应用于子孢子和

无性生殖阶段研究。类器官在球虫培养上的应用

尚处于初步研究阶段，仅 Nash 等［62］有初步研究的公

开报道。上述研究虽为球虫体外培养操作提供了

依据，但至今尚未实现球虫真正意义上的细胞传代

高效扩增培养，仍有待进一步突破。

3. 2　重组球虫载体疫苗的免疫效力有待提升

抗原表达水平仍难以满足高效免疫所需，成为

当前重组球虫载体疫苗效力提升的关键制约因素。

已有研究明确指出，提高拷贝数可显著增强抗原表

达 与 免 疫 效 力 。 如 构 建 的 双 拷 贝 VP2 表 达 株

Ea2VP2 相较于单拷贝株诱导更高抗 VP2 抗体滴

度，并在 IBDV 攻毒后显著降低法氏囊病变评分，显

示出更强的保护效果［48］。这表明抗原表达量与保

护力之间呈正相关，但在缺乏高效启动子库、表达

增强元件或多拷贝控制工具的前提下，大多数转基

因虫株抗原表达量偏低，难以激发高效且持久的免

疫应答。

多价疫苗载体的设计不仅要解决多抗原插入

位点、串联顺序和连接方式（如 P2A、IRES 或双启

动子等元件）的最优化组合，还要考虑各抗原之间

的表达平衡，避免出现优势抗原过度表达、弱势抗

原表达不足的问题。此外，抗原的亚细胞定位与稳

定性在多价表达中更显关键。若多个抗原需定位

至不同细胞器（如微线体、顶体或表面），则如何同

时精准调控信号肽和锚定元件仍需系统优化。例

如，表面定位的 VP2 蛋白因易受消化道蛋白酶降

解，未能激发高效免疫应答，而微线体定位策略则

显著提升抗体水平和保护效果［27］。这表明亚细胞
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定位与表达稳定性直接决定疫苗效果，但目前抗原

表达多依赖天然启动子和信号肽，缺乏对表达时空

和水平的精准调控机制，尤其在黏膜抗原递呈中仍

存在表达不足、持续性弱等问题。因此，未来可探

索靶向递送系统的优化策略，如利用 M 细胞特异性

靶向肽（M cell-targeting peptides）及其导向信号序

列［63］，可显著提升抗原在肠道派氏结（Peyer’s patches）
等黏膜免疫关键部位的富集效率，促进抗原被专职

递呈细胞（如树突状细胞）的有效摄取，增强局部黏

膜免疫应答强度，实现外源抗原在肠道黏膜组织的

精准定位与递呈。佐剂系统设计不足是当前转基

因球虫疫苗的另一短板。已有研究尝试通过表达

IL-2、IL-1β 或 profilin 等分子佐剂增强 Th1 型应答

和肠道黏膜免疫［20，29，51］，但多为初步验证，尚缺乏对

不同佐剂机制协同、表达时机与部位选择的系统性

评估。目前尚未建立成熟的“抗原-佐剂-递呈”三位

一体策略，尤其在多抗原共表达或跨病原免疫模型

中，免疫干扰与免疫分化现象亟待深入机制解析。

3. 3　稳定转基因球虫虫株筛选策略有待优化

筛选方式的安全性与灵活性亦亟待改进。当

前转基因球虫的稳定株筛选多采用荧光报告基因

结合流式细胞术（FACS）进行富集，已显著提升了

筛选的可视化程度与操作通量。然而，在多轮转染

及异源抗原多价共表达构建中，仍存在表达水平波

动、宿主个体差异影响虫株扩增效率及筛选批次间

一致性不足等问题，易导致免疫效力不稳定。因

此，探索可替代荧光或药物标记的无标记筛选策

略，如基于条件可诱导表达、配子体特异性标记或

结合  CRISPR/Cas9 精确插入内源标签等新技术，

有望在保障筛选效率同时规避安全风险［64］。

此外，宿主个体差异、球虫繁殖率不稳定及表

达构建缺乏标准化等问题，仍导致不同批次虫株免

疫保护力波动大、重复性差，限制了其作为商品化

疫苗平台的可控性和一致性。

4　总结与展望

回顾近 30 年来的发展历程，球虫基因工程技术

已从早期的瞬时转染探索逐步迈向稳定表达系统

的构建与精准调控机制的解析，在分子工具、表达

策略及遗传操作范围等方面均实现了显著突破。

艾美耳球虫遗传操作技术从系列核心技术平台的

建立，到以艾美耳球虫作为疫苗载体的应用构想，

并在后续研究中取得一系列突破性进展，这些进展

不仅为解析球虫发育调控、抗原定位与宿主-寄生虫

互作机制提供了强有力的技术支撑，也推动了其在

重组疫苗载体开发中的广泛应用。作为一种兼具

自主侵袭、黏膜感染及免疫刺激能力的工程化载

体，转基因球虫在诱导局部与系统免疫、承载多种

异源抗原以及实现口服免疫方面展现出独特优势，

但将其真正转化为高效、稳定的疫苗载体仍面临多

重技术与生物学挑战。

未来，球虫功能基因组学与转录调控网络的持

续完善将为精准疫苗设计提供基础；CRISPR/Cas9
与 FnCas12a 等新型编辑工具的应用，将推动构建条

件诱导表达、可控敲除及免疫调节元件库。同时，

结合高表达启动子筛选、P2A 多基因表达策略与佐

剂递送模块的整合设计，有望打造“可控表达-精准

定位-协同调节”的下一代转基因球虫疫苗系统。基

于转基因球虫的新一代多价、可控、黏膜免疫疫苗

有望成为动物疫苗乃至人类疫苗研究的重要方向，

进一步拓展球虫载体应用宿主类别，实现更广谱、

更稳定的多病原、跨物种疫苗开发，为多病原联合

防控及低成本口服免疫策略提供全新解决路径。
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