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肠球菌兔心内膜炎模型的建立 

吴利先 ，黄文祥 ，伍 群 z，罗 涛 ，孙小平 

(1．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学重点实验室；2．重庆医科大学科研处 重庆 400016) 

【摘 要】目的：建立肠球菌毒力相关性兔心内膜炎模型，用于肠球菌类毒力因子的研究。方法：用粪肠球菌(Enterococcus fae— 

calis)标准毒株 OG1RF和粪肠球菌sprE基因缺陷突变株来建立兔心内膜炎模型，通过心内膜炎相关指标的检测来判断毒力 

下降情况。结果：突变株在兔心内膜炎模型中产生赘生物的大小、重量以及菌落计数都明显低于标准株。结论：肠球菌毒力相关 

性兔心内膜炎模型建立成功，可用于肠球菌其他可能毒力因子的研究。 
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Establishment of rabbit endocarditis models caused by enterococcus 

U Li-xian，et al 

(Department of Infectious Diseases，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To establish Rabbit endocarditis models caused by Enterococcus faecalis for studying virulence of 

Enterococcus．Methods：Standard strain OG1RF and sprE gene deficient mutant of Enterococcus faecalis were used to establisb 

Rabbit endocarditis models．The index of endocarditis was detected to show virulence change．Results：The size，weight and 

Colony count of vegetation of sprE mutant groups were smaller than those of wild—type OG1RF groups in a rab bit endocarditis 

mode1．Conclusion：Th e Rabbit endocarditis models caused by Enterococcus were establised successfully，which would be 

used to study other virulence factor of Enteroeoccus faecalis． 
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近年来，临床上耐药革兰阳性菌感染的形势越 

来越严重，其中肠球菌是主要的病原菌之一 ，已成 

为医院内感染病原菌的第 3位(9％～12％)Ⅲ。随着 

粪肠球菌染色体全基因组测序工作的开展和完成 ， 

通过应用新的遗传学方法和生物信息学技术研究 

其致病性取得了明显进展【2．3】。由于粪肠球菌感染 

致病机制复杂 ，有许多因子参与该病的发生，用遗 

传学方法和生物信息学技术发现的可能的致病因 

子需要动物模型来验证和评价。目前仅限于用小鼠 

腹膜炎模型来评价细菌毒力强弱和药物干预的效 

果【4151。但近年来，肠球菌引起的心内膜炎病例明显 

上升，为了寻找肠球菌的毒力因子研究的更为有效 

模型，我们用粪肠球菌标准菌株OG1 RF和粪肠球菌 

sprE基因缺陷突变株来建立毒力相关性兔心内膜 
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炎模型，通过比较 2组赘生物的大小、重量和菌落计 

数等来判断毒力下降情况，为进～步研究肠球菌的 

可能的毒力因子提供依据和工作基础。 

1 材料和方法 

1．1 动物 

雌性新西兰兔，3O只，体重 2．0～2．5kg，由重庆医科大学 

实验动物中心提供，实验前禁食 12h。 

1．2 菌株和试剂 

粪肠球菌标准菌株 OG1RF(ATCC 47077)，由得克萨斯 

州立大学医学院 Barbara教授馈赠。粪肠球菌 sprE基因缺陷 

突变株命名为sprE mutant由本实验组构建[61。BHI培养基购 

自美国 Defico公司。 

1．3 方法 

1．3．1 无菌性心内膜炎的制备 新西兰兔，耳缘静脉缓慢注 

射 3％的戊巴比妥钠溶液 0．5ml／kg，麻醉后固定于手术台上， 

暴露颈部正中位置，备皮消毒后切开正中部位皮肤 ，分离皮 

下组织及肌肉，分离出右侧颈总动脉。用动脉夹将其近心端 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


一

4 3 8
一

重 庆 医 科 大 学 学 报 2 0 0 8 年 第 3 3 卷 第 4 期 (J o u r n a l o f C h o n g q in g M e d ic a l U n iv e r s it y 2 0 0 8 ． V o l 3 3 N o 4 )

I矢闭 ， 川 于术缝 线 将 远 端 结 扎 。 将 行 侧 颁 总 动 脉 的 一 小 斜
’

圳

L J ， 将 一 端 联 接 IfIt 胍 计 的 无 菌 导管 ( 外 径 1 ． 2 ra m )插 入 ， 去 掉

动 脉 央 ． 缓 慢 将 向 油捧 进 导 管 ， 川时 注 意 川 l拍0 情 况 。。 存 颈 总

动 脉 内 的 血 压 一 般 存 1 0 0 ～ 12 0 m m H g 。 当 导管 前端 通 过 主 动

脉 瓣 进 入 序 心 室 时 ， 会看 到 血 压 存 徒 然 的 下 降 ， 同时 波 动 幅

度 加 大 ， 多 存 4 0 ～ 5 0 m m H g 、 ， 同时 ， 进 行 插 管 的手 I：I f 感 到较 强

的心 脏 搏 动 感 ， 征 明 导 管 前端 U 进 入 左 心 室 腔 内 。 ， 然 后 冉 稍

稍 向 前 推 移 一 点 ， 将 导 管 末 端 2。
‘
d L，后 蚓定 于 皮 下 ， 缝 秆I 于 术

切 L J ， 消 毒恬 放 【nJ 笼 [}l 正 常 饲 养 ， 制 笛 由 导 管 损 f，j 而 形 成 的

无 蔺性 心 内膜 炎 。

1 ． 3 ． 2 动 物 分 组 和 感 染 2 4 h 后 ， 随 机 分 乃 3 组 ， 第 1 组 为

刈 照 组 ( 6 只 ) ， 即 只 作捕 管 ， 不 进 行 细 菌感 染 、 兄两 组 为感 染

锕 ， 分 圳 从 耳缘 静 脉注 射 禽有 1 0
“
c ¨ J 的 ( )( ：1 R I,

、

和 s p r E H i l l
—

t a n l 蔺 培 养 液 1 m 1。 注 射后 第 2 d f I 耳中动 脉 取 m工作 培 养 ， 培

养结 果 叭 比 背直 【!I】淘 汰

1 ． 3 ． 4 指 标 榆 洲 观 察 伽j 养 5 r 1 后 ， 取 耳巾 动 脉 血 l m l ， 做 细

菌堵 养 j } 进 干亍菌落 计数 ， 评 价单 化 为 C F U ／m l 。 然 后 静 脉 注 射

过 姑 的 戊 巴 比妥 钠 将 其 处 化 。， 立 即 存 无 菌 条什 卜打 开 胸 腔 ，

小 心 分 离 ? 行̈ 侧颔 总 动 脉 ， 沿 导管 剪 开 ， 观 察 导管 位 置 。、 凡 是

导管 不 住 心 肌 内 的 一 律 淘 汰 ．． 然 后 仃 细 检 古 行 分离 主动 脉瓣

赘 生 物 及 心 市 腔 内 的赘 生 忡 ( 壁 性 赘 乍 物 ) ， 仵 无 菌 条件 下 称

重 ， 加 入 1 m l 生 理 盐 水 匀 浆 后 做 乡f 菌̈培 养 和 菌 落 计 数 ， 评价

单位 为 C F U ／g 赘 牛 物 。 行对 心 内膜 进 行 病删 切 片 观 察 痫 变
。

『疔

况 、

1 ． 4 统 计 学 处 理

实 验 结 果 采用 S P S S l 1 ． 0 软 件 进 行 分 析 。 计量 资料采 ．}}j ￡

{-：=；=验 ( 。 ± s ) ， 检 测 结 果 采 川 力
‘

差 分 析 ， 组 问 两 两 比较 用 S N K

}』：

2 结 果

2 ． 1 判 断 模 型 成 功 的 条件

本 实 验 判 断 心 内膜 炎 是 否 成 功 必 须 具 备 ： ( 1 )

汁 射 细 菌 后 筇 2 r l I札液 培 养结 果 阳性 ；( 2 )导 管 前 端

存 心 室 腔 内 ；( 3 ) 主 动 脉 瓣 有 赘 生 物 ；( 4 ) 仃 鼙 性 赘

生 物 。 这 四 者 缺 一 不 可 ， 不 符 合 条什 者 f 以 淘 汰 I’／
、

2 ． 2 实验 结 果

对 照 组 ：处 死 后 发 现 ， 本 组 6 只 动 物 导管 的端

均在 心 脏 内 ， 主 动脉瓣 及 心 窒 腔 内均 尤 赘 生 物 牛 K 、

、

O G l R F 感 染 组 8 只 ， 手 术 后 术 感 染 前化 广 1 只 ， 感

染 后 第 2 d 死 f — 1 只 。 将 最 后 6 只 兔处 化 后 发脱 ． j 江

个 动 物 的 十 动 脉 根 部 瓣 膜 Lj 导管 的 接 触 缘 均 仃 大

小 不 等 的息 肉状 或 疣 状 赘 生 物 ． 甲个或 多 个 成 排 环

型 排 列 ， 质 地 松 软 ， 晕 厌 l
’

l 色半 透 明状 。、 每 个 动 物 均

有 壁 性 赘 生 物 ， 较 丰 动 脉 瓣 赘 生 物 火 ， 其 形 状 小 规

则 ， 质 地 史 脆 弱 ， 颜 色 为 绿 、 黄 、 红 、 门色 混 合存 住 ，

特 别 容 易 剥 脱 。
、 s p t

， E m u t a n t 感 染组 8 只 ， 手 术 后 术

感 染 前 死 产 1 只 ， 处 死 后 ， 发 现 导管 未 在 心 腔 r 以

易IJ除 1 只 。、 剩 余 6 只 处 死 后 发 现 ， 每 只 动 物 均 仃 赘

生 物 ， 分 布 与 ( ) ( ；1 R F
、

感 染 绀 相 似 ， 仇 从 肉 眼 I ? 乔 ，

O G l R Ill 组 的 赘 生 物 较 s l } t
- E m u t a n t 组 叫 11l!_多 Im 大

( I+- I 1 ) 。 组 织 切 片 发 现 ：往 ’F 动 脉 根 部 、
二 尖 瓣 及 左

心 室 底 部 心 内膜 均 有 赘 生 物 形 成 。 O C l R F 组 赘 ，1j 物

周 恫瓣 膜 纤 维 化 增 厚 ， 囱
‘

大 量 炎 细 胞 侵 润 及 ⋯ til t ．

赘 生 物 有 局 部 坏 死 。， 内膜 允血 水 肿 明 娃 ， 呈 弥 漫 性

炎细 胞 侵 润 ， 并 台 溃 疡 形 成 ；心 肌 组 织 台 局 灶 。什变

性 、 坏 死 、 纤 维 化 、 心 肌 间 质 水 肿 ， 有 炎 细 胞 他 润 ，

s p r E m u t a n t 组 炎症 相 对 较 轻 ( 阁 2 ) 。、 【fIL 液 培 养 、 赘

生 物 重 量 及 培 养结 果 显 爪 差 异 有 娘 箬性 ， 结 果 址表

l 。
、

3 讨 论

炎 肠 球 菌 感 染 的致 病 机 制复 杂 ， 有 许 多 ⋯ r 参

Lj 陔病 的 发 生 ， S p r E 虽 然 证 实 与细 闲耐 高温 和 抗 氧

化 作 用 相 关 ， f H
‘
Ij 粪 肠 球 菌 毒 力 的 相 火 性 尚 1 ：清

A ． 对 照 组 ： 卡动 脉瓣 、 二 尖瓣 和 审 壁 光 滑 尢 赘牛 物 ； B ． 野 牛 株 绀 O G l R F 组 ：土 动 脉 瓣 、 二 尖 瓣 和 空 壁 卜均 柯 大 块 淡 美乜 馈 牛

物 ： (：． s p r E 突 变 组 ：h y l I l l [ 1 t a n t 绷 t 动脉瓣 、 二 尖 瓣 和 窜 世 上囱
‘

, l , ff ,J ~si粒 状 赘 ，t i 物

图 1 赘 生 物 肉眼 观
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A ， 对照 组 ：， L4 1E 纤 维 彤 念 和 排 列 大 敛 I l ! 常 ； B ． O G l R F 组 ：赘 生 物 川 圈 仃 ⋯ ifl L 、 炎 细 胞 侵 润 、 脓 性 m 栓 ， 局 部 仃坏 北 ， f圳 州绀 翌l

纤 维 化增 厚 ， 心 肌 组 织 有 局 女I：变 ’h 、 坏 死 、 纤 维 化 ； C ． s p �
- E

'

~ "2 Zrt 心 HJ【局 部 见 炎 症 细 胞 仪 }nj 卡̈ 维 母 细 胞 增 十 ， 心 儿儿M 质 水 J】『I_、

有 炎细 胞 侵 润

图 2 心 内膜 ， 病 理 切 片 ( 苏 木 素 一 伊 红 染 色 X 2 0 0 )

表 2 免 心 内膜 炎模 动 物 感 染 后 赘 生 物 重 量 、 血 液 培 养 和 菌 落 计 数 结 果

‘l ” E n l u t t l l l l 与刈 J!d, ff [ 、
( )( ：l R F

、

组 十H比较 ，

‘

_P < 0 ． 0 1 ；O G I R F 组 与 对 照 组 相 比较 ，

’

P < O ． O l

楚 。 免心 内膜 炎模 型 !J!lJ 口J
’

用 于 临床 上 引 起 急 性 或 亚

急 性 心 内膜 炎 的病 原 菌 毒 力强 弱 的 判 断 ， 特 别 足 用

J
：

药物疗 效 评 价 的指 标 。 临床 上 既 可 用 于 评 价 心 内

膜 炎 病 人 瓣 膜 功 能 严 重 火 调 ⋯ 导致 心 力 衰 竭 时 的

情 况 ， 本 文 验 建 立 的模 型 同时 还 增 加 了 既 LJ r 反 映 心

内膜 的 感染情 况 ， 义 可 直接 或 间接 反 映 心 脏 功 能 损

害 程 度 的 指 标 ， 更 有 利 于 观 察 一 些 既 有 抗 菌 作 用 又

有 心 脏 保 护 作 用 的药 物 的疗 效 ， 对 于 评价 细 菌 的毒

力 卡̈ 筛 选 治 疗 、l匹急 ’阡心 1人J膜 炎 的 药 物 具 有 重 要 的

价值 I’一 I
一

心 内膜 炎 的 发 牛 主 婴 与 2 个 凶 素有 关 I “ I
：( 1 )心

内膜 损 伤 。 胶 原纤 维 暴露 ， I(IL／b 板 和纤 维 篮 白沉 积 ，

形 成 血 小 板 纤 维 蛋 I
’

I 微 m 枪 ， 并 可 机 化 ， 为 细 菌 的

粘 着创 造 了 条什 。 本 实 验 作 心 脏 捕 管 就 是 为造 成 主

动 脉瓣 和 心 室 腔 内膜 损 伤 。 ( 2 )菌 山 症 。 仵有 心 内膜

损 伤 的 情 况 下 ， 如 有 大 量 细 菌 入 侵 ， 细 菌 即 可 附 着

到 已 仃损 伤 的 心 l』、】膜 表 ⋯ ， 生 K 繁 殖 ， 引 起 炎 症 。
、 从

本 实 验 结 果 来 看 ， 模 型 制作非
。

常
’

成 功 ， 2 个 感 染 组 存

活 到 最 后 的 动 物 的模 型 成 功 率 为 1 0 0 ％ ， I(ii 口_检 测

结 果 差 异有 渺 著性 。， 这 甲需 要 注 意 几 个 关键 性 的 问

题 ：① 导管 的 料I细 、 柔 软 度 要 合适 7 ． 如 果 导符 过 籼 会

增 加 插 管 的 难 度 ， 过 硬 会 刺 伤 m 管 或 心 脏 ， 导 致 动

物 死 r 。 ② 分 离 赘 乍 物 时 要 仔 细 、 小 心 ， 不 要 卉破 赘

生 物 、

一 I—J时 也耍 Lj 周 同组 织 分 离 妤 。 ③ 本 文 验 所 川

的 细 菌 量 较 人 。 巍瑾 等I ⋯ 川 金 黄 色 葡 萄 球 菌 作 心 内

膜 炎 时 ， 金 黄色 葡 萄球 菌 的 用 量 仅 为 10
n

( ]F I J ， m 我

们用 剑 了 10
“C F U ，

一 是 由于 粪 肠 球 菌 本 身毒 力远 远

小 J
：

金 黄 色葡萄球 菌 ， l O
~

C F I I 的 量 不 会 导 致 严 爵 的

伞 身感 染 ；二 是 我 们 仵 颅 实验 巾发 现 川 10
“

C F I J 的 吐

小 足 以 导致 心 内 膜 炎 ， l ()
’

、 1 0
“

、 10
。
C F U 的 坐

t I
_

郁 可 以

有 赘 生 物 形 成 ， 但 1 0
’
C F U 的 世 所 形 成 的 赘 f 卜物 较

小 。 从 我 们 的 实 验 结 果 ， 1 0
“
c ¨ j 的 炎 肠 球 茼所 致 的

赘 生 物 比 较 大 ， 易 于 分 离 。 ④ 本 实 验 所 川 的 时 Ih J 十}J

对 较 短 。， 张 春 芬等 I’I在 用 甲 刑 溶 ifi l． 链 球 菌制 备兔 心

内膜 炎 模 型 时 ， 感 染 了 7 c { 。 而 我 们 蚁感 染 5 t 1 ， 这 卜

要 是 南 于 我 们 住 预 实 验 巾 发 现 低 丁 5 c1 ， 赘 生 物 匙

小 ， 难 以 分 离 。 7 r1 时 虽 然 赘 乍 物 较 大 ， 易 于 分 离 ， ”

是 O G l R F 和 s p r E m u t a n t 感 染 纰 的 赘 生 物 接 近 ， 尢

法 比较 ：、 只 有 仵 5 c1 时 ， 赘 生 物 大 小 l ，J
‘

以 分 离 ， ⋯ I 【_

O G l R F 和 s p r E n i l i l a i l l 感 染 纰 的 赘 生 物 l十同比 较 簟 蚌

最 为 明 垃 。 闪此 选 择 r l O
“
C F [ J 的 细 菌浓 度 ， 感 染 5 t j

分 离 赘 生 物 检 测 刷 于 细 菌 毒 力判 断 ．、 而 感 染 7 t 1 分

离 赘 ，L}二物 检 测 可 能 』11于 筛 选 治疗 心 『人J 膜 炎 的 药 物

较 为 合适
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本实验通过建立粪肠球菌感染的兔心内膜炎 

模型来评价 sprE基因在粪肠球菌致病中的毒力作 

用。实验结果显示在兔心内膜炎模型，所形成的赘 

生物无论从肉眼观，还是赘生物称重 ，菌落计数等 

方面 OG1RF组都比 sprE mutant组明显。由此可 

见，兔心内膜炎模型构建是成功的。可利用此模型 

对肠球菌的毒力进行研究和评价。 
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