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低毒力菌株小鼠细菌性腹膜炎模型的建立

罗+ 涛!，&，黄文祥&，吴利先& + + （重庆医科大学附属第一医院：! 感染科，重庆市传染病寄生虫病重点实验室，&老年病科，重庆 %"""!(）

+ + 摘+ 要：目的+ 将无菌鼠粪提取物（,-./01. /2- 3.421 .5-/24-,，6789）应用于低毒力菌株小鼠急性细菌性腹膜炎模型的
构建并评价其应用效果。方法+ 用 6789和 :或 $; 高活性干酵母液将菌液稀释至感染动物所需终浓度，每只小鼠腹腔注
射 "< $ =1菌液，比较添加前后最低致死剂量的变化；比较 6789浓度改变及与 $;高活性干酵母液配伍体积比改变时小鼠
死亡率的变化。结果+ 添加 &"; 6789后，细菌的最低致死剂量降低了 )’; > ?";。增加 6789 的浓度，可提高小鼠死
亡率。单用 6789的效果并不理想，仍需与 $; 高活性干酵母液配伍使用。6789和 $; 高活性干酵母液不同体积比（&@ !
或 *@ !）时的小鼠死亡率无显著性差异（! A "B "$）。结论+ 在建立低毒力菌株小鼠急性细菌性腹膜炎模型时 6789的添加
可有效降低细菌的最低致死剂量。

+ + 关键词：无菌鼠粪提取物；小鼠急性细菌性腹膜炎
+ + 中图法分类号：7#**&；7*)’；7$)&< &+ + + 文献标识码：C
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+ + 小鼠急性细菌性腹膜炎模型是研究细菌致病性以
及评价抗感染药物疗效的经典方法，但是对于毒力较低

的细菌则不容易建模。在构建低毒力菌株小鼠急性细

菌性腹膜炎模型时，即便不断提高菌液浓度，仍无法获

得满意的最低致死剂量。过去通常的做法是在菌液中

添加灭菌干酵母液［!］、胃膜素［&，*］等物，以提高细菌毒

力。但我们在动物实验中发现，当所用细菌毒力较低

时，即便添加上述物质，仍不容易获得满意的实验结果。

我们在建立低毒力菌株小鼠急性细菌性腹膜炎模型时，

参考文献［%］，尝试在菌液中加入无菌鼠粪提取物（,-./01.
/2- 3.421 .5-/24-,，6789），获得较理想的实验效果。
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89 材料与方法
!< !+ 添加剂
+ + 高活性干酵母（北方同正），配成 $;（质量浓度）后高压
灭菌；无菌鼠粪提取物（自制）。均经培养鉴定无菌。

!< &+ 实验菌株
+ + 我室保存的临床分离株，包括大肠埃希菌 !&$&，产 G9[#! 96#
aD,；肺炎克雷伯菌 %&&，产 6Ib#$ 96aD,；耐甲氧西林的金黄色葡
萄球菌（=.-S040110M /.,0,-2M- ,-2PSU1H4H44R, 2R/.R,，[76C）*?和 !!*
（头孢西丁纸片法及 =.4C基因阳性）。粪肠球菌 b$’*（万古霉
素耐药），由得克萨斯州立大学医学院 a2/V2/2教授馈赠。
!< *+ 实验动物
+ + 清洁级 aCaD : 4 小鼠 &(" 只，体质量 !’ > && N，雌雄各半。
购自本校实验动物中心，动物合格证号 6YcT（渝 &""&"""!）。
!< %+ 培养基
+ + [I 固体及液体培养基，杭州天和微生物制品厂出品。
aIQ（V/20M 2MW S.2/- 0M3R,0HM）液体培养基，O304H公司产品。
!< $+ 实验方法
!< $< !+ 无菌鼠粪提取物（,-./01. /2- 3.421 .5-/24-,，6789）的制备
+ + 标准化制备方法参考文献［%］。收集新鲜大鼠粪，淘洗去
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杂物，烤箱干燥，碾磨成粉，过筛，使粉末尽可能细小。加入蒸

馏水使浓度为 !"# 及 $"#（质量浓度），高压灭菌、离心后，无
菌分离上层的液体即为无菌鼠粪提取物。经细菌培养鉴定无

菌。分装保存，供实验使用。

%& ’& ! ( 菌液稀释 ( ( 将实验用菌于实验前 % ) 接种于 ! *+
,-肉汤中，$. /培养 0 1，取此菌液 "& % *+ 转种于 %" *+ ,-
肉汤内，$. /培养 %2 1，即为实验用菌原液。两株 ,345因生
长缓慢，采用 6-7培养基。将菌原液适当稀释，用 ’# 高活性
干酵母液和 8或 439:稀释至感染动物所需终浓度。
%& ’& $( 最低致死剂量（*;<;*=+ +>?1=+ )@A>，,BC）测定( ( 将雄
性和雌性小鼠分别编号，使用随机数字表法将小鼠分为 !0 组，
每组 %" 只，雌雄各半。将菌原液适当稀释，用 ’#高活性干酵
母液和 8或 439: 稀释为不同浓度，一组为 % 个浓度，再每只小
鼠腹腔注射 "& ’ *+菌液，记录感染后 % 周内各组死亡数或存活
数，%" 只小鼠全部死亡组的最低浓度为 ,BC。实验分组：!大
肠埃希菌、肺炎克雷伯菌及粪肠球菌各分为添加 ’#高活性干
酵母液和 ’#高活性干酵母液 D !"# 439:组，共 0 组，了解添
加 439:后对 ,BC的影响；",345$E 和 %%$ 在未使用添加剂
时按菌液浓度由低到高各分为 F 组，了解不使用添加剂时，不
同菌液浓度下小鼠的死亡率；其次固定菌液浓度，按添加 ’#高
活性干酵母液和 8或 439: 的不同各分为 $ 组，了解不同浓度
439:对小鼠死亡率的影响；最后固定菌液浓度，按 $"# 439:
和 ’#高活性干酵母液不同体积比各分为 ! 组，了解其不同体
积比对小鼠死亡率的影响，总共 %2 组。#对照组设 ! 组，各注
射 ’#高活性干酵母液和 !"# 439:，剂量为 "& ’ *+，不添加菌
液，了解前述 ! 种添加剂对小鼠死亡率的影响。
%& ’& F( 小鼠急性细菌性腹膜炎模型鉴定（粪肠球菌 G’2$ 组）
( ( 对注射粪肠球菌 G’2$ 组小鼠（菌液浓度 F& " H %"E I9J，以
’#高活性干酵母液 D !"# 439:稀释）进行腹膜炎模型鉴定。
设对照组 % 组（%" 只，选取方法同 %& ’& $），注射 ’#高活性干酵
母液 D !"# 439: "& ’ *+。
%& ’& F& %( 细菌培养和鉴定( ( 对死亡的小鼠在无菌条件下分
别取肝和脾匀浆进行细菌培养和鉴定。

%& ’& F& !( 白细胞计数( ( 对小鼠用测得的最低致死剂量细菌
进行腹腔注射，于感染前，感染后 0、%! 和 !F 1分别取外周血用
全自动细胞计数仪进行白细胞计数，对照组注射 ’#活性干酵
母液 D !"# 439:。
%& ’& F& $( 肠系膜病理切片检测( ( 上述!F 1取血后的小鼠处死后
取肠系膜进行内脏超薄病理切片，观察肠系膜炎症细胞浸润情况。

%& 0( 统计学处理
( ( 各组小鼠死亡率的比较使用 $!检验中四格表的确切概率检
验法直接计算 !值。小鼠外周血白细胞计数的比较使用 "检验。

!" 结果

!& %( 添加 439:前后最低致死剂量的变化
( ( 用大肠埃希菌 %!’!；肺炎克雷伯菌 F!!；粪肠球菌 G’2$ 等

毒力较高的菌株建立小鼠急性细菌性腹膜炎模型时，分别采用

’# 高活性干酵母液稀释菌液，及用 !"# 439:和 ’#高活性干
酵母液（体积比 !K %）混合后稀释菌液，分别对小鼠腹腔注射，
比较使用不同添加剂时的最低致死剂量。从表 % 结果可看出，
添加 !"# 439: 后，毒力较高的细菌的最低致死剂量降低了
.2# LE"#。! 组对照组均无小鼠死亡。

表 #" 添加 !$%&’()前后细菌的最低致死剂量的改变（! *#$）

细菌 稀释剂 最低致死剂量（I9J）

大肠埃希菌 %!’! ’# 高活性干酵母液 .& ’ H %"E

’# 高活性干酵母液 D !"# 439: E& " H %"2

肺炎克雷伯菌 F!! ’# 高活性干酵母液 %& " H %"%"

’# 高活性干酵母液 D !"# 439: %& " H %"E

粪肠球菌 G’2$ ’# 高活性干酵母液 %& 2 H %"%"

’# 高活性干酵母液 D !"# 439: F& " H %"E

!& !( 不同浓度及配比 439:对最低致死剂量的影响
( ( 两株 ,345系由医院内感染患者呼吸道分离的致病菌，毒
力较低，且生长缓慢，我们使用了营养较丰富的 6-7 培养基。
从表 ! 可以看到，在不添加任何物质时，尽管不断增加菌液浓
度，小鼠死亡率始终低于 ’"#，无法获得满意的最低致死剂量。

表 !" 单纯使用菌液时小鼠的死亡率（! *#$）

细菌 菌液浓度（I9J） 小鼠死亡数 小鼠死亡率（#）

,345$E $& "’ H %"E " "

F& "0 H %"E " "

0& %" H %"E % %"

%& !! H %"%" $ $"

,345%%$ .& $" H %"E " "

E& .$ H %"E " "

%& F0 H %"%" % %"

!& E! H %"%" ! !"

( ( 在添加 !"# 439:后，结果仍不令人满意。于是我们尝试
增加 439:的浓度，并比较其与 ’# 高活性干酵母液不同配比
时的效果（表 $）。
( ( 从表 $ 可以看出，$"# 439:的效果优于 !"# 439:，增加
439:的浓度，可提高小鼠死亡率（! M "N "’）。但是单用 $"#
439:的效果并不理想，仍需与 ’# 高活性干酵母液配伍使用。
表 F 比较了 $"# 439:和 ’# 高活性干酵母液不同体积比时
的小鼠死亡率。$"# 439: 和 ’# 高活性干酵母液不同体积
比时效果相似，无明显差异（! O "N "’）。故最后确定条件为：当
细菌毒力较低时，可选用 $"# 439:，与 ’# 高活性干酵母液
!K % 或 $K %配比后，稀释菌液。最终 ,345$E 和 ,345%%$ 的最
低致死剂量分别确定为 F& "0 H %"E和 E& .$ H %"E I9J。而在此
浓度下，如不添加任何物质（酵母液或 439:），则无小鼠死亡。

表 +" 不同浓度及配比 &’()对最低致死剂量的影响（! *#$）
细 菌 稀释后菌液浓度（I9J） 稀释剂 小鼠死亡数 小鼠死亡率（#）

,345$E $& "’ H %"E （%）!"# 439:和 ’# 高活性干酵母液（体积比 !K %） ! ( ( !"=

（&）$"# 439:和 ’# 高活性干酵母液（体积比 !K %） . ( ( ."
（’）单用 $"# 439: % ( ( %"=

,345%%$ .& $ H %"E （%）!"# 439:和 ’# 高活性干酵母液（体积比 !K %） $ ( ( $"
（&）$"# 439:和 ’#高活性干酵母液（体积比 !K %） ’ ( ( ’"P

（’）单用 $"# 439: " ( ( "

=：! M "& "’，与 ,345$E &组比较；P：! M "N "’，与 ,345%%$ ’组比较
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表 !" #$%&’()和 *%高活性干酵母液不同体积比时
的小鼠死亡率（! +,$）

细菌
稀释后菌液

浓度（$%&）
’() *+%,和 -) 高活
性干酵母液体积比

小鼠死

亡数（只）

小鼠死亡率

（)）
.+*/’0 1# (2 3 !(0 45 ! !( !((

’5 ! !( !((
.+*/!!’ 0# 6’ 3 !(0 45 ! !( !((

’5 ! !( !((

4# ’" 建立模型的鉴定
" " 在观察期内，对照组无小鼠死亡，将其处死解剖后，腹腔及
脏器大体观未见明显异常，肝、脾细菌培养未见细菌生长。对注

射粪肠球菌 7-8’菌液后死亡小鼠进行解剖，发现小鼠的肝、脾
有淤血，腹膜、大网膜充血水肿，肝、脾及肠管等脏器表面有少量

脓性纤维性渗出物附着，腹腔液浑浊伴臭味。死亡小鼠的肝、脾

细菌培养经鉴定为粪肠球菌，表明小鼠为实验接种细菌感染致

死。肠系膜组织切片也显示肠系膜炎症细胞浸润明显，见图 !。

!

"

#!

#"
/：对照组；9：实验组；!：炎症细胞浸润
图 ," 小鼠肠系膜病理变化"（:, 34((）

" " 注射细菌后小鼠外周血的白细胞有明显上升，在 !4 ;达到
高峰，在 41 ;开始降低，而对照组小鼠的白细胞在注射前后无明
显变化。两组小鼠外周血的白细胞在注射前无明显差异（! <
(= (-），注射后的各个时点均有显著性差异（! >(# (-），见表 -。

表 *" 腹膜炎模型动物感染后白细胞改变情况（! +,$，, -,$. / 0）
感染时间（;）

组别
( 2 !4 41

对照组 1# ’4 ? (# ’! 1# ’- ? (# ’4 1# 1! ? (# 4- 1# ’2 ? (# 48
7-8’ 组 1# ’( ? (# 40 0# 6- ? (# 4’@ !4# 1! ? (# ’’@ 4# !4 ? (# 46@

@：! > (= (-，与对照组比较

#" 讨论

" " 在研究细菌致病性及测定抗生素的体内抗菌活性
时，小鼠急性细菌性腹膜炎模型是非常重要的方法。

传统的方法是在菌液中添加灭菌干酵母液、胃膜素等

物，以提高细菌毒力。但是，一些临床分离菌株，特别

是从医院内感染患者体内分离的菌株，往往由体内正

常菌群或定植菌在长期抗生素的选择压力下衍变而

来，其本身致病力较弱，用于感染小鼠时，即便增加细

菌浓度，小鼠死亡率仍较低，无法获得满意的最低致死

剂量；而且最低致死剂量浓度过高时，不易观察到浓度

递减所带来的效应。此时如能加用无菌鼠粪提取物，

可有效降低细菌的最低致死剂量，使小鼠急性细菌性

腹膜炎模型的构建取得成功。

" " 我们对构建模型的验证表明小鼠腹膜炎由细菌引
起，模型构建成功。*+%, 等添加剂对小鼠的白细胞
无明显影响，病理切片也证实单独使用 *+%, 不会引
起小鼠肠系膜的炎症细胞浸润。但是，当 *+%, 与菌
液共用后可增加细菌的毒力。*ABC; 等［-］的实验中发
现 *+%,的添加使粪肠球菌 DE!+% 的 FG-(降低了 !(
倍以上。因此他们认为，在评价潜在毒力较低因而需

要较高注射量的微生物时，*+%, 的添加是非常有用
的。我们在实验中研究了不同浓度 *+%, 在小鼠急性
细菌性腹膜炎模型构建中的影响，并尝试在低毒力菌

株构建模型时添加适当比例的 -)高活性干酵母液。
从动物实验结果我们也可以看到，单纯注射 *+%, 对
小鼠的生存没有影响；但是普通菌株加用 4() *+%,
后，细菌的最低致死剂量降低了 68) H 0()，使小鼠急
性细菌性腹膜炎模型的建立变得容易。对于毒力较低

的细菌，可增加 *+%, 的浓度，必要时添加适当比例的
-)高活性干酵母液以获得满意的最低致死剂量。
" " 本实验室已用 *+%, 建立粪肠球菌小鼠腹膜炎模
型，并应用于粪肠球菌突变株的毒力研究［2］。本研究

表明，鼠粪收集容易，*+%, 的制备简单，成本低，其添
加可有效降低细菌的最低致死剂量，使小鼠急性细菌

性腹膜炎模型的建立更易取得成功。
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