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鼠伤寒沙门氏菌诱导昆明小鼠肠道感染模型的建立 *
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摘要 目的：建立鼠伤寒沙门氏菌诱导昆明小鼠肠道感染模型。方法：先用 5 mg/mL链霉素预处理 2 d，提高小鼠对鼠伤寒沙门氏

菌的敏感性，然后正常饲养 1 d，攻毒前禁水禁食 4 h，再分别以不同剂量灌胃攻毒 2次，间隔 24 h。观察小鼠临床症状，并通过组

织病理切片、透射电镜和免疫组织化学的方法，分别观察小鼠肠道组织病理变化、小肠上皮细胞超微结构变化及肠道淋巴细胞增

殖状况。结果：攻毒后昆明小鼠会出现昏睡、食欲不振、寒颤，甚至死亡的现象，解剖后发现小鼠肠道充血膨胀。组织病理切片显示

小鼠肠粘膜受损，小肠绒毛肿胀，排列杂乱，炎性细胞浸润；透射电镜观察超微结构显示小肠上皮细胞线粒体空泡化，嵴和膜发生

融合消失，粗面内质网发生扩张；免疫组织化学的方法显示肠道感染后，淋巴结肿大，T淋巴细胞大量增殖。结论：该模型对探索鼠

伤寒沙门氏菌引发肠炎的发病机制、病理生理、免疫等方面作用具有重要意义，并为特异性卵黄抗体被动免疫保护效果的后续评

价奠定基础。
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Kunming Mouse Model of Intestinal Infection Induced
by *

To establish a model of intestinal infection induced by using Kunming mouse.

In order to improve the sensitivity of , Kunming mice were given 5 g/L of streptomycin in drinking

water for 2 days followed by 1 day without streptomycin. Animals were fasted 4 h before oral challenge with bacterial suspension. Mice

were challenged intraperitoneally twice with in different concentrations at 24 h of the experiment. Then the health

condition of mice were observed. The pathological changes, ultrastructural changes and lymphocyte populations were examined by

histopathology, transmission electron microscope and immunohistochemistry. Mice that challenged with showed

typical clinical signs, including lethargy, inappetence, piloerection and even death. There was intestinal hyperemia swelling in dead mice.

Histopathology indicated that the mice had epithelial damage and intestinal mucosal damage, severe submucosal edema and mononuclear

inflammatory cells infiltrating in the lamina propria. In addition, transmission electron microscopy reveal that ultrastructure of intestine

showed mitochondria vacuoles, eliminated crest and membrane fusion, expanded rough endoplasmic reticulum, and a lot of stick the

original particles in goblet cell. Immunohistochemistry indicated that the lymph nodes were swollen and the number of T lymphocytes

increased. The model was crucial for exploring the pathogenesis, pathophysiology and immunologic mechanism

ininflammatory bowel disease induced by , and it will lay a foundation for evaluating the protective effects of specific

egg yolk antibody.

Intestinal infection; Salmonella typhimurium; Histopathology; Immunohistochemistry
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前言

鼠伤寒沙门氏菌属于革兰氏阴性菌，是引起人畜食物中

毒、肠道感染的重要病原菌，其宿主极其广泛，包括人、家畜、家

禽以及其他小动物等，感染后主要病症表现为胃肠炎症或败血

症。鼠伤寒沙门氏菌对畜禽以及各种小动物的危害已经给养殖

业造成了巨大经济损失，严重威胁人类健康。缺乏适宜的动物

模型是限制研究鼠伤寒沙门氏菌引发肠炎的发病机制、病理生

理、免疫等方面的瓶颈之一。小鼠是最常用的动物模型，但鼠伤

寒沙门氏菌侵入小鼠体内后造成类人伤寒样全身系统性感染[1,2]。

为克服这一局限性，Barthel等利用链霉素预处理小鼠，破坏肠

道正常菌群，然后灌胃鼠伤寒沙门氏菌成功建立了小鼠急性肠

道炎症模型[3,4]，为肠道沙门氏菌病的相关研究提供了适宜的动

物模型。小鼠肠道感染模型的建立受多种因素的影响，包括小

鼠遗传背景、年龄阶段、养殖条件等[5,6]。已见报道的小鼠多采用

C57BL/6，DBA/2等品系，不仅价格贵而且饲养条件要求高。本

研究旨在通过使用普通级昆明系小鼠并使用链霉素预处理方

法建立动物肠道感染模型，为鼠伤寒沙门氏菌特异性卵黄抗体

被动免疫保护效果的后续评价奠定基础。

1 材料与方法

1.1 实验动物及菌种
普通级昆明小鼠，体重 18~20g，购自大连医科大学动物实

验中心。饲养环境安静，通风，温度 20-25℃，湿度 50%-60%，自

然光源，光 -暗周期 12 h。小鼠经一周适应性饲养后，随机分配

到各笼中，每笼 10只，雌雄各半。鼠伤寒沙门氏菌（50115）

（Salmonella typhimurium）标准菌株，购自中国药品生物制品监

察所。

1.2 试剂和仪器

胰蛋白胨大豆肉汤培养基（TSB）（英国 Oxoid），苏木精、伊

红（北京索莱宝科技有限公司），链霉素（美国 Sigma），Purified

anti-mouse CD3 antibody（美国 BioLegend），小鼠灌胃针（上海

埃斯埃有限公司），Sunrise 酶标仪 （澳大利亚 TECAN），
JEM-1200EX电子透射显微镜（日本 JEOL公司），切片机（德国

莱卡），低温冷冻离心机（德国 Eppendorf）。
1.3细菌培养

鼠伤寒沙门氏菌使用 TSB 液体培养基培养，37℃，180

rpm，培养至对数期后，5000 rpm离心收集菌体，用磷酸盐缓冲

液（PBS）稀释并调节浓度至 107、108、109 cfu/mL，用于小鼠攻

毒。

1.4动物模型的建立

小鼠用 5 mg/mL链霉素（于饮水中加入）预处理 2 d后，正

常饲养 1 d，攻毒前禁水禁食 4 h，采用不同浓度的鼠伤寒沙门

氏菌灌胃攻毒 2次，间隔 24 h，攻毒剂量为 0.4 mL/只。对照组

小鼠给予相同体积的 PBS。具体方案见表 1。

表 1 鼠伤寒沙门氏菌攻毒实验分组

Table 1 Mice were grouped in 5 for inoculation with

Groups Concentrations（cfu/ml） Dose(mL) Numbers

Control -- -- 10

109 0.4 mL 10

Streptomycin pretreated

+
107 0.4 mL 10

Streptomycin pretreated

+
108 0.4 mL 10

Streptomycin pretreated

+
109 0.4 mL 10

1.5 小鼠临床症状及解剖病理学观察

自链霉素预处理开始每天观察小鼠临床症状，并记录小鼠

死亡情况。发现自发死亡的小鼠立即进行剖检，观察肠道病理

形态。实验结束后，将未死亡受试小鼠引颈处死，解剖肠道，进

行解剖病理学观察。

1.6 组织病理学检查

取空肠片段，用 10%的甲醛固定后，石蜡包埋，5 滋m切片，

并用苏木精和伊红染色，于显微镜下观察小鼠肠道的病理改

变。

1.7 肠道超微结构观察

取空肠片段，用 2.5%的戊二醛固定，经乙醇逐级脱水后放

入环氧树脂溶液（脱水剂：环氧树脂为 3:1）中包埋 1 h。5 滋m切

片后，放置在 300目铜网上，透射电镜观察结果。
1.8 肠道淋巴细胞免疫组织化学检测

小鼠空肠切片常规脱蜡脱水后，每张玻片加 1滴 0.3%H2O2

室温孵育 10 min，灭活内源性过氧化物酶活性，PBS洗涤 3次，

每次 5 min；用柠檬酸盐缓冲液（pH 6.0）微波修复（高火 5 min，

然后低火 15 min），自然冷却，加 1滴 10%山羊血清，室温孵育
30 min，倾去不洗，加入 50 滋L一抗（CD3，1：200），4℃孵育过

夜，PBS洗涤 3次，每次 5 min；加入 1滴辣根过氧化物酶标记

的抗鼠 IgG（1：400），37℃孵育 1 h后，PBS洗涤 3次，每次 5

min；DAB 显色 5 min；苏木精复染 2 min，脱水、透明、封片观

察。

2 结果

2.1 感染小鼠的临床症状

链霉素预处理后的小鼠灌胃攻毒 1 h后出现临床症状，主

要表现为精神沉郁，聚团发抖，被毛粗乱，体重增加缓慢，腹泻
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等；最早出现死亡的时间为感染后 2 h；小鼠感染 4 h以后不再

出现死亡。发病持续时间为 4-8 d。8 d后小鼠恢复正常，被毛光

滑、反应灵敏、摄食正常。实验过程中，未用链霉素处理的小鼠，

攻毒后未见异常；对照组小鼠未见异常。

2.2 模型的建立结果

攻毒组小鼠在设计的菌量范围内呈梯度致病和死亡，对照

组和未用链霉素处理并攻毒组未出现死亡。链霉素处理组，攻

毒浓度为 107 cfu/mL时可造成 10%死亡，攻毒浓度为 108

cfu/mL时死亡率为 30%，攻毒浓度为 109 cfu/mL死亡率可达
60%（图 1）。
2.3 病理形态学观察结果

发病引起死亡的小鼠剖检后可见肠道肿胀、充血、水肿，易

断裂；而对照组和未用链霉素预处理并攻毒组剖检未见异常

（图 2）。病理组织学检查结果显示对照组小鼠肠道组织结构正
常，而感染组小鼠小肠绒毛部分断裂，上皮细胞肿胀，肠粘膜下

层炎性细胞浸润（图 3）。

图 1 鼠伤寒沙门氏菌攻毒小鼠存活率随时间变化

Fig.1 Percent survival of mice challenged by

图 2 小鼠肠道剖检情况（A为对照组，B为感染组）

Fig.2 Anatomic of mice intestine (A: Control; B: Experimental group)

图 3 小鼠肠道病理组织学变化（H.E）：（A，B）对照组，（C，D）感染组。（A，C）为小肠绒毛的变化，(400× )；（B，D）为炎性反应的变化，(200× )

Fig.3 Intestinal pathological changes in mice (H.E staining)：(A, B), Control; (C, D), Experimental group. (A, C) changes in intestinal epithelium villi

(400× ); (B, D) changes in inflammatory reaction (200× )
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2.4 小鼠肠道组织超微结构的观察

透射电镜观察，对照组和未用链霉素预处理并攻毒小鼠肠

道组织结构正常，绒毛排列整齐，线粒体结构正常，细胞器完

整；链霉素预处理并攻毒后，肠道绒毛部分断裂，微绒毛肿胀脱

落，排列杂乱；上皮细胞线粒体空泡化，嵴和膜消失，粗面内质

网扩张（图 4）。

图 4 透射电镜观察小鼠肠道上皮细胞结构（× 200）:（A，B，C）对照组，（D，E，F）感染组。（A，D）肠道上皮绒毛结构变化；（B，E）上皮细胞内线粒体

的变化；（C，F）上皮细胞内质网的变化

Fig.4 Structure of intestinal epithelial cell observed by transmission electron microscope(× 200):(A, B, C), Control; (D, E, F), Experimental group. (A, D)

changes in intestinal epithelium villi; (B, E) changes of mitochondria in intestinal epithelium cell; (C, F) changes of endoplasmic reticulum in intestinal

epithelium cell

图 5 免疫组织化学法检测小鼠肠道组织中淋巴细胞的增殖（A为对照组，B为感染组，200×）

Fig.5 Lymphocyte proliferation in intestinal tissue of Kunming mice detected by immunohitochemical method(A: Control, B: Experimental group,

200× )
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2.5 小鼠肠道淋巴细胞数量的变化

淡蓝色背景中，CD3淋巴细胞呈棕黄色（图 5）。结果显示，

对照组小鼠肠道中存在少量的淋巴细胞，感染组中出现大量的

棕黄色区域，说明攻毒以后，引起了强烈的炎症反应，导致 CD3

淋巴细胞大量增殖。

3 讨论

鼠伤寒沙门氏菌是引起人畜发病和食物源性污染的重要

微生物 [7,8]，每年的感染数量大约占全世界沙门氏菌感染量的

17％ ，其造成的危害日益受到养殖业和食品业的重视[9]。本团

队正致力于采用特异性卵黄抗体替代抗生素防控人及养殖业

生产中沙门氏菌病。为了研究特异性卵黄抗体的被动免疫保护

效果，必须选取适合的动物模型。小鼠的遗传背景是影响建模

的重要因素之一，已见报道的小鼠模型多采用 C57BL/6，
DBA/2等品系，不仅价格贵而且饲养条件要求高[10,11]。为此，通

过使用普通级昆明系小鼠并使用链霉素预处理方法建立动物

肠道感染模型。

实验表明，正常昆明小鼠对鼠伤寒沙门氏菌不敏感，但通

过链霉素的作用，提高了动物的敏感性，使小鼠出现急性肠炎

症状[12]。抗生素持续低剂量作用能够破坏肠道正常菌群，打破

微环境的平衡，有利于外来病原菌的入侵，建立感染模型[13]。抗

生素的剂量和处理时间会影响模型的建立，长时间使用会导致

肠道免疫系统损伤，临床上表现为“抗生素肠炎”，因此处理时

间不宜过长，以既能达到预期目的，又不影响实验结果为最佳。

本研究采用 5 g/L的链霉素加入小鼠的饮用水中，持续处理 2

d，建立肠道感染模型。

鼠伤寒沙门氏菌是肠道致病菌 [14]，可引起小鼠的胃肠炎

症，严重的可致小鼠死亡[15,16]。未用链霉素处理组，由于正常昆

明小鼠对鼠伤寒沙门氏菌不敏感，未出现死亡（图 1）。链霉素

处理小鼠给予鼠伤寒沙门氏菌攻毒后，均出现死亡现象，且死

亡率与攻毒剂量表现为正相关。攻毒浓度为 107 cfu/mL时可造

成 10%死亡，攻毒浓度为 108 cfu/mL死亡率为 30%，攻毒浓度

为 109 cfu/mL死亡率可达 60%（图 1）。

感染鼠伤寒沙门氏菌后，可导致肠胃功能紊乱及肠黏膜破

坏[17,18]，诱发全身性的炎症反应[19,20]。实验中小鼠肠道感染后，实

验组死亡和未死亡的小鼠剖检后可见肠道肿胀、充血、水肿，呈

暗褐色，易断裂，病理反应十分明显。而对照组和未用链霉素预

处理并攻毒组剖检发现小鼠肠道有弹性，色泽较正常，未见异

常（图 2）。链霉素预处理并攻毒后，取空肠，进行组织病理变化

分析（图 3），结果表明鼠伤寒沙门氏菌攻毒后，小鼠空肠组织

出现异常，主要表现为攻毒后小鼠黏膜下层出现严重的水肿和

黏膜固有层出现单核细胞炎性浸润（图 3 B/D）。另外，小肠绒毛
出现断裂现象且排列杂乱并且小肠上皮细胞出现损伤（图 3
A/C）。经透射电镜观察小鼠肠道组织超微结构（图 3.3），对照组

小鼠肠道组织结构正常，绒毛排列整齐（图 4 A），线粒体和内
质网结构正常（图 4 B/C），细胞器完整；鼠伤寒沙门氏菌攻毒
后，肠道绒毛部分断裂，微绒毛肿胀脱落，排列杂乱（图 4 D）；
上皮细胞线粒体空泡化，嵴和膜消失，粗面内质网扩张（图 4

E/F）。免疫组织化学结果表明，肠道淋巴细胞大量增殖（图 5），

这表明黏膜免疫系统受到过度刺激，出现了严重的炎症反应。

以上结果表明鼠伤寒沙门氏菌攻毒以后肠道出现病理状

态，并发生持续的炎症反应，所以采取 5 g/L链霉素预处理 2

天，0.4 mL 108 cfu/mL或 109 cfu/mL的鼠伤寒沙门氏菌灌胃攻

毒 4周龄昆明小鼠 2次，成功建立小鼠肠道感染模型。该模型

对探索鼠伤寒沙门氏菌引发肠炎的发病机制、病理生理、免疫

等方面作用具有重要意义，并为特异性卵黄抗体被动免疫保护

效果的后续评价奠定基础。
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·重要信息·
《分子影像学》第二版已正式出版发行

卜丽红 1 戴薇薇 2

（1哈尔滨医科大学附属第四医院医学影像科 150001；2人民卫生出版社医药教育出版中心第四编辑室）

由哈尔滨医科大学附属第四医院申宝忠教授主编的《分子影像学》第二版( ISBN：978-7-117-13344-9/R·
13345)一书已于 2010年 9月 14日由人民卫生出版社出版发行。《分子影像学》是国内第一部分子影像学大型
专著。对于分子影像学的基本概念、基本原理、基本方法和应用概况都有精彩而详细的论述，充分体现了国际

分子影像学的最新进展。

《分子影像学》第二版由著名医学影像学家、中国工程院院士刘玉清教授和美国分子影像学专家、美国医

学科学院院士 Sanjiv Sam Gamhbir教授亲自作序。编委会包括美国哈佛大学、斯坦福大学等国外知名院校 7
名专家作为国外编委，国内多家知名大学、研究中心学术带头人 13名作为国内编委，还包括国内外共 40名专
家参与编写。

全书共计 130余万字，收录图片 378幅，共分基础篇和应用篇。
基础篇共分 10章，主要介绍了分子影像学的发展简史，分子成像的相关概念、基本原理、基本技术和设备

等，内容较第一版更为精准、完善，覆盖面更加宽泛。着重针对探针合成这一当前分子成像研究的技术瓶颈，纳

入了材料学、生物学和化学等相关技术内容。

应用篇共分 7章，着重介绍了分子影像学技术的最新进展和应用情况，并详细介绍了分子成像在肿瘤、中
枢神经系统和心血管系统疾病诊断中的应用情况，重点阐述了分子成像在监测基因治疗、活体细胞示踪以及

新药研发等方面的最新研究进展，并就分子影像学向临床转化所面临的问题进行了深入剖析。

本书内容系统详实，深入浅出，图文并茂，可读性强。可供医学影像学专业、临床专业学生使用，并可为临

床各学科研究生、临床医师及其他相关生命科学的研究人员提供参考。

《分子影像学》精装本定价 260元,全国各大书店有售。
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