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肠球菌小鼠腹膜炎模型的建立 

吴利先，黄文祥，孙小平 

(重庆医科大学附属第一医院感染科，重庆 400016) 

【摘 要l目的：建立肠球菌毒力相关性小鼠腹膜炎模型，用于肠球菌类毒力因子的研究。方法：用粪肠球菌标准毒株OG1RF和粪 

肠球菌sprE基因缺陷突变株来建立小鼠腹膜炎模型，通过腹膜炎指标的检测来判断毒力下降情况。结果：突变株在小鼠腹膜炎模 

型中的半数致死量(LD )提高了7倍，存活率也明显高于标准株。6h和12h外周血白细胞变化低于标准株，6h腹水TNF—a水平 

和活化 I'NF_a低于标准株组。结论：肠球菌毒力相关性小鼠腹膜炎模型建立成功，可用于肠球菌其它可能毒力因子的研究。 
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Construction of mouse peritonitis models Of EnterOCOccus 

U Lixian．et al 

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

【Abstract]Objective：To construct mouse peritonitis models of Enterucoccus for the study of the putative virulence factor of 

Enterococcus．Methods：We used the standard strain OG1RF and sprE gene deficient mutant of Enterococcus faecalis to 

construct m0u8e pe ritonitis mod els．And the index of peritonitis was detected to measure the virulence decrease of sprE mutant． 

Results：It was showed that 5(F／olethal dose(LD50)0f sprE mutant Was 7 times than that of standard strain OG1RF，and its 

survival rate Was also prominently that of OG1RF in the mouse pe ritonitis mod el；while the change of blood leukocytes of sprE 

mutant group Was lower than that of standard stain at 6 hour and 12 hour；So were the TNF-OL level in peritoneal fluid and 

active TNF-OL in peritonitis at 6 hour．Conclusion：The peritonitis models of Enterococcus Was constructed successfully，which 

would be used to study other putative virulence factor of Enterococcus face-ali． 

【Key words]Enterococcus；Mouse peritonitis models；Virulence 

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％一12％)【l】。随着粪肠球菌 

(Enterococcus faecalis)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 31。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。在国外小鼠 

腹膜炎模型常用于评价细菌毒力强弱和药物干预 

的效果【4．51，国内也有人用大鼠腹膜炎模型来评价抗 

生素的疗效网。为了寻找肠球菌的毒力因子研究的 

有效模型，我们用粪肠球菌标准菌株OG1 RF和粪 
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肠球菌sprE基因缺陷突变株来建立毒力相关性小 

鼠腹膜炎模型，来观察与标准菌株相比毒力下降情 

况和腹膜组织炎症因子的表达情况，为进一步研究 

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 

清洁级 ICR小鼠，雌性，22—25g购自上海必凯实验动物 

有限公司。 

1．2 茵株和试剂 

粪肠球菌标准菌株 OGlRF(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 mutantELI本实验组构建同。BHI培养基(美 

国 Defico公司)，小鼠细胞因子 TNF-OL检测试剂盒 ，山羊抗 

小鼠TNF_a抗体，兔抗山羊IgG．FTI-C(深圳晶美)，激光共聚 
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焦显微镜(德国来卡)，Sysmex R一3500全 自动血细胞分析仪 

(日本东亚公司)。 

1．3 OGIRF和 sprE mutant感染鼠腹膜炎模型建立 

1．3．1 无菌鼠粪提取物(sterile rat fecal extract，SRFE)的制 

备 鼠粪干燥，压碎成粉 ，用无菌蒸馏水配制成 50％浓度后 

离心，将鼠粪排泄物无菌分离，提取物高压灭菌，干燥后配成 

20o／o的SRFE备用。 

1．3．2 菌液的制备 各取 300ml BHI肉汤培养基 ，分别接种 

OG1RF和 sprE mutant，以 150r／min37~C震荡培养过夜。10~C 

下 9000r／rain离心取沉淀。用 50ml预冷的生理盐水混匀同前 

离心取沉淀，同法洗菌 3次。最后沉淀用 20ml预冷的盐水混 

匀，配制浓度为5×10l~CFU／ml的菌液4~C保存备用嗍。 

1．3．3 急性腹膜炎模型的建立 将小鼠随机分为 7组，每组 

6只。将上述保存菌液均分别配制成 107、10s、109efu／ml的浓 

度19]。每个浓度用 lml加入9ml 20％的SPFE混合，按 lml混 

合液每只的量进行小鼠腹腔注射，只注射SRFE作对照。每 

3h观察并记录死亡情况，绘制存活率曲线。同时绘制回归曲 

线计算半数致死量LD ol。对死亡的小鼠分别取肝、脾和肾匀 

浆和腹腔液进行细菌培养。 

1．3．4 腹膜炎其它指标的检测 用上述方法另取 7组小鼠 

同法注射后于 6h，12h和 24h分别取外周血用全 自动细胞 

计数仪进行白细胞计数，正常小鼠作空白对照。6h取血后 

的小鼠将其固定在解剖台上，从腹腔注射2ml生理盐水充 

分混匀后，吸出所有液体于500r／min离心 15rain，取上清置 

一 80~C保存用于TNF—a的检测【l】】。24h取血后的小鼠取肠 

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。 

1．3．5 腹膜活性TNF—a蛋白检测旧 取腹腔液检测 TNF-a 

后的小鼠取脏层腹膜石蜡切片 ，于 6o℃烘干融蜡后用二甲 

苯脱蜡，梯度乙醇处理，TNF一仅用柠檬酸钠缓冲液(pH6．0) 

微波中火修复 lOmin，10％正常兔血清37℃封闭 30min，以 

PBS代替 I抗做空 白对照 ，加 I抗 4~C孵育过夜 ，加 FITC标 

记Ⅱ抗 37℃孵育45min，碘化丙啶(Pl，1：100)复染细胞核 

5min，激光共聚焦显微镜观察信号蛋白阳性表达并利用图像 

分析系统计算荧光信号的平均荧光强度或阳性细胞数(每只 

小鼠随机选取 10个高倍视野)。 

1．4 统计学处理 

实验结果采用SPSSl 1．0软件进行分析。计量资料采用 t 

检验(五±s)，检测结果采用方差分析，组间两两 比较用 SNK 

法。 

2 结 果 

2．1 L[ 

参照 Reed等【-Ol的方法绘制回归曲线计算得 

OG1RF的 LD50为 1．3 x 10。，sprE mutant的 LD50为 

9．2 x 10。，SprE基因敲除后LD50提高了约7倍。 

2．2 存活率曲线 

根据每3h观察记录死亡情况，绘制死亡率曲 

线。sprE mutant组腹膜炎小 鼠的存活率也较 

OG1RF组有明显提高，差异有显著性，结果见图1。 

死亡小鼠肝、脾 、肾匀浆和腹腔液培养显示为单一 

细菌感染致死。 

2．3 外周血白细胞计数结果 

外周血白细胞 6h开始升高，12h升高更明显， 

OG1RF组升高较sprE mutant组明显。但24h后却 

急剧下降，OG1RF组下降更明显，结果见表 1，此时 

小鼠开始有死亡。 

2．4 急性期细胞因子检测结果 

6h后急性期细胞因子 TNF一(it急剧升高 ， 

OG1RF组升高较sprE mutant组显著，结果见图2。 

2．7 活性 TNF一(It的检测结果 

8prE mUtant 1．1 X 

1 0e9 

OG1RF 4、6 X 1008 

8prE mutant 6．9 X 

1 008 

0 20 40 60 80 100 

Time(hrS) 

图 1 OG1RF和 sprE mutant致小鼠腹膜炎模型的存活率曲线 

P<0,01，P值指的是突变株 *sprE在同样或更低细菌接种浓度下与OG1RF相比而言(△对▲或口对■) 
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表 1 腹膜炎模型动物感染后白细胞改变暗况 

‘  
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图 腹膜炎模型动物感染后 急眭炎症因子 、̈I 的改变情况 

围 j 急眭腹膜炎模型小鼠腹膜活性 }o蛋白的表选{荧光染色×4t ． 

， l{：【}II RF 纽帕 l'NI ct；I．sprE⋯ l̈ m 组 、 t 

对照组 阴性或微弱袁选、 0(：I RF腹膜炎 

组岛丧 ．sprE『flIl 腹̈膜炎组显酱低于 OGIRF 

愎麒 炎组 ．见圄 3 

8 肺系膜切 片 

肠系幢趟簿{=Jj片妊示 OGIRF组晒系膜炎症细 

胞浸润【较 [}rF _̈ufaItl组明届．见图4 

随着第 3代 孢茁素在临床广泛晓坍． 院I 

杆菌感染的发生率有昕 F降．『H由 r抗生素的选择 

压力．导致 【 球菌感染的发生卓明疆 ．茸中以 

葡萄球菌和肠球菌为土 通常认 肠球 毒力较 
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弱，是人体正常菌群，很少导致人体感染。随着耐药 

肠球菌的逐渐增多且多重耐药，肠球菌感染越来越 

明显，给医院感染和治疗带来难题，肠球菌耐药性 

的研究也日趋引起重视。由于细菌的致病性主要由 

其毒力因子决定，导致肠球菌感染率上升的原因除 

了耐药率的升高外，可能与其毒力增强或获得新的 

毒力基因有关。研究粪肠球菌的毒力基因及其感染 

的发病机理，寻找其有效的保护性候选抗原，是预 

防和控制粪肠球菌感染最有效的方法。但是粪肠球 

菌感染的致病机制复杂，有许多因子参与该病的发 

生。毒力因子的研究缺乏有效的动物模型来评价。 

小鼠腹膜炎模型是用于判断细菌毒力强弱指标 

L 的最经典的模型，一些新发现的病原菌以及通 

过减毒后获得的菌株都是用小鼠腹膜炎模型通过 

L 来判断其毒力，同时也是药物干预效果评价的 

重要指标 。为了进一步有效的研究肠球菌可能毒 

力因子致病性的强弱，笔者在构建了粪肠球菌 sprE 

基因缺陷突变株的基础上，通过建立粪肠球菌感染 

的小鼠腹膜炎模型来评价 sprE基因在粪肠球菌致 

病中的毒力作用。 

在建立粪肠球菌小鼠腹膜炎模型的过程中，采 

用了 107、108、109CFU／ml 3个细菌浓度。虽然 3个浓 

度均可引起小鼠腹膜炎，但用 l0，CFU／ml细菌浓度 

偏低，小鼠的死亡率极低甚至不死亡；109CFU／ml细 

菌浓度又偏高，小鼠的死亡率很高，而且速度很快； 

l08CFU／ml细菌浓度相对来说比较合适。而LD蜘是 

细菌毒力检测的最基本指标，是建立在不同死亡率 

浓度基础上绘制的回归曲线，并通过曲线计算出 

LDm。因此我们选择了107、10。、109CFU／ml 3个细菌 

浓度所致的不同腹膜炎小鼠死亡率来绘制回归曲 

线计算 LD∞。实验结果显示在小鼠腹膜炎模型中 

sprE mutant的LD∞较 OG1RF提高了7倍以上。在 

OG1RF基础上增大sprE mutant的细菌感染量，其 

存活率仍 OG1RF株高，差异有显著性。在感染后6h 

小鼠发生了急性炎症，其急性期细胞因子TNF一仅 

急剧升高，腹膜活化 TNF-仅的表达量也升高，但 

OG1RF升高比sprE mutant显著。感染后6、12h外 

周血白细胞均有升高，但OG1RF升高比sprE mu— 

rant明显，而24h后由于大量白细胞渗出到腹腔参 

与抗感染，加上小鼠全身感染严重，一般情况极差， 

濒临感染性休克、DIC、甚至死亡，小鼠造血功能严 

重受损，外周血白细胞急剧下降，OG1RF的下降的 

幅度较 sprE mutant明显。由此可见，小鼠毒力相关 

性腹膜炎模型构建是成功的。可利用此模型对肠球 

菌可能的其它毒力因子进行研究和评价。 
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