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肠道真菌过增殖小鼠模型的建立*
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摘要:通过给予头孢曲松造成SPF级BALB/c小鼠(Musmusculus)发生肠道菌群紊乱,进而通过连续灌胃密度为2×107

CFU/mL的白假丝酵母(Candidaalbicans)菌液以建立小鼠肠道真菌过增殖模型;通过镜检、活菌计数、结肠组织病理切

片、电镜观察等方法评价白假丝酵母在小鼠体内黏附定植的情况。实验结果显示,大剂量头孢曲松处理后,活菌计数结果

显示小鼠肠道菌群出现重度失衡;灌胃真菌后,镜检可见酵母相和菌丝相的白假丝酵母,PAS染色可见小鼠结肠粘膜表面

黏附有大量染成红色的圆形真菌孢子;扫描电镜观察发现小鼠结肠表面黏附大量卵圆型白假丝酵母的酵母相细胞。研究

认为大剂量抗生素处理结合真菌灌胃,可成功建立小鼠肠道真菌过增殖模型。
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近年来,真菌内源性感染的发生率和病死率持续升高。以肝胆外科病房深部真菌感染调查为例,肝胆外科

病房深部真菌感染以白假丝酵母(Candidaalbicans)为主,占感染总数的47.4%[1],而一般念珠菌深部感染的病

死率高达40%。越来越多的研究揭示,肠道微生态失衡是导致内源性真菌感染发生的主要原因,因此在2001
年,李兰娟[2]提出用微生态学理论和方法研究感染的发生、发展、结局并引导感染向宿主健康方向发展,由此感

染微生态学得以建立和发展。
抗生素的不当使用将直接危害人体健康,长期服用治疗剂量抗生素会增加临床病人二重感染的发病几率。

感染的前提是条件性致病菌的黏附和定植,肠道内真菌达到一定数量后可通过多种途径易位、扩散于体内其他

组织器官(如逆行至呼吸道感染)和血液循环,并可以导致全身性真菌感染。因此,本研究拟通过抗生素使用和

真菌增殖模拟二重感染的发生,进而建立小鼠肠道菌群真菌过增殖模型,为模拟真菌在体内粘附、定植、扩散、移
位的过程提供动物模型,为深入研究肠道微生态与感染发生发展之间的关系提供重要的实验工具。

1材料与方法

1.1动物和菌种

体重18~20g的BALB/c小鼠(Musmusculus),SPF级,全雌,由第三军医大学实验动物中心提供。小鼠

饲养于顶部有空气滤膜的小鼠笼内,食物与饮水经高温高压灭菌后随机提供,寄养于实验动物中心SPF动物房

内。分笼前,所有供试小鼠于同一鼠笼中饲养1周[3]。造模用白假丝酵母菌株SC5314由加拿大生物技术研究

所AnneMarcil博士惠赠。

1.2建模

BALB/c小鼠灌胃用头孢曲松溶液浓度为125mg/mL,单次灌胃剂量为0.2mL,上下午各1次,抗生素连

续处理时间为5d。第6d开始连续灌胃0.5mL密度为2×107CFU/mL的供试菌株菌液至第10d。为了确保

肠道微生物的持续定植,一只正常的BALB/c小鼠始终与抗生素处理的小鼠饲养在一起[4]。小鼠粪便收集时间

点为第0d、第5d和第10d。
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1.3粪便光镜镜检

采用革兰染色法。

1.4粪便菌群分析

采用活菌计数法[5]。无菌收集小鼠粪便0.5~1.0g,加入灭菌试管中,添加无菌玻璃珠对小鼠粪便进行均

质,混匀后进行10倍倍比稀释,选择合适浓度在选择培养基上培养计数。待菌落长出后,以菌落形态、革兰染色

鉴定所需目的菌(表1)。

表1 肠道菌群检验用培养基及鉴定方法[5]

培养基 培养条件 鉴定方法

厌氧总菌 BHI 37℃,厌氧培养48h BHI平板上的所有菌落

乳杆菌 MRS 37℃,厌氧培养48h 镜检为G+、形态规则、无芽孢的所有菌落

双歧杆菌 BSM 37℃,厌氧培养48h 镜检为G+、形态不规则的所有菌落

肠杆菌 EMB 37℃,24h 镜检G-的所有菌落

肠球菌 SCE 37℃,24h 褐色圈,镜检G+的所有菌落

1.5结肠病理切片

脱颈椎处死小鼠后,取结肠样1cm×1cm,置于滤纸片上小心裁开,轻微冲洗后,腔面朝向滤纸面,置中性甲

醛溶液中固定,石蜡包埋,切片;常规HE、PAS染色,光镜观察,并做图像分析。
1.6电镜观察

取结肠组织2cm×2cm,纵行剪开肠管,置生理盐水漂洗数次;用3%的戊二醛固定,常规漂洗数次;1%锇

酸固定,饱合醋酸铀过夜;系列丙酮脱水,环氧丙烷置换,环氧树脂包埋,超薄切片,扫描电镜观察。

1.7统计学处理

所有数据以“平均值±标准差”(Mean±SD)表示。数据采用SPSS12.0软件进行统计学分析,组间比较采

用Student-t检验,p<0.05表示差异具有显著的统计学意义,p<0.01表示差异具有极显著统计学意义。

2结果

2.1粪便光镜镜检结果

经过大剂量头孢曲松灌胃5d后的小鼠,粪便含水量较正常小鼠显著增加,稀软膨大不成型。经革兰染色镜

检后发现,与正常小鼠相比,实验组小鼠粪便中细菌减少,镜检视野内观察不到细菌(封三彩图1-1、1-2)。白假丝

酵母持续灌胃后,可以在小鼠肠道内定植,通过镜检可发现数目众多的卵圆型白假丝酵母,以酵母相(封三彩图

1-3)及菌丝相(封三彩图1-4)存在于小鼠粪便中。
2.2活菌计数结果

头孢曲松作用5d后,实验组小鼠肠道菌群出现重度失衡现象(表2),可培养厌氧总菌极显著减少(p<
0.01);双歧杆菌、肠杆菌检测不到;在SPF条件下的小鼠则仍无真菌检出。自然恢复5d后,厌氧总菌仍然可以

恢复到与正常组无差异的水平;而双歧杆菌、乳杆菌恢复缓慢,极显著低于正常小鼠(p<0.01);肠球菌、肠杆菌

增殖现象明显。由于人为向SPF级小鼠连续灌胃了5d的107CFU的白假丝酵母,因此在第10d时,活菌计数

仍可检出超过106CFU/gFeces的真菌,说明白假丝酵母在小鼠肠道内可以定植。

表2 灌胃头孢曲松水溶液对SPF小鼠粪便菌群组成的影响(n=6) CFU/g

时间 厌氧总菌 双歧杆菌 乳杆菌 肠球菌 肠杆菌 真菌

第0d 8.44±0.25 6.66±0.16 7.41±0.65 7.09±0.23 3.18±0.23 NDa

第5d 3.69±0.13a NDa 2.67±0.22a 3.54±0.28a NDa NDa

第10d 8.21±0.13 3.53±0.39a 3.85±0.56a 7.46±0.18a 4.43±0.48a 6.53±0.04a

  注:结果用平均值±标准差的10的对数值(log10)表示;标有上标a的数据为与第0d的数据比较,差异极显著(p<0.01);

ND表示未检测到 (小于100CFU)。

2.3病理检测结果

HE染色见正常组小鼠结肠黏膜完整,上皮刷状缘清晰可见,黏膜下血管正常,腺体结构排列紧致规则,无充
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血、无水肿(封三彩图2-1)。HE染色见大剂量头孢曲松灌胃处理后的小鼠结肠柱状上皮轻度水肿,部分脱落于

肠腔,肠绒毛内毛细血管索心轻度扩张充血(封三彩图2-2)。PAS染色后见结肠粘膜表面黏附有大量染成红色

的圆形真菌孢子(封三彩图2-3)。

2.4电镜检测结果

扫描电镜所见,正常小鼠结肠表面完整,黏附一层菌膜,菌膜所含细菌种类多样,杆菌、球菌清晰可见;经过

大剂量头孢曲松处理后,小鼠结肠上皮缺乏完整性,出现空洞,膜菌群几乎完全被破坏,菌膜消失,仅有少量残留

细菌附着于肠黏膜表面。经白假丝酵母灌胃后的小鼠,其结肠表面黏附大量卵圆型白假丝酵母的酵母相细胞

(封三彩图3)。

3讨论

白假丝酵母本是人体肠道菌群的原籍菌,但是数量较少,正常条件下不致病。但大量研究已经证实,头孢曲

松的使用会造成人体肠道菌群内白假丝酵母菌的增殖[6-7],众多学者认为,这种现象是由于肠道菌群的定植抗力

下降引起的。白假丝酵母对于肠上皮细胞黏附能力与上皮细胞环境中菌群数量密切相关[8],一旦肠道菌群数量

减少,黏附于肠上皮细胞上的白假丝酵母数量则会增多,形成芽管以菌丝体形式生长后,对肠黏膜深部的侵袭继

续加重;此外白晓东等人[9]发现,肠腔表面的IgA抗体能够局部抑制白假丝酵母对于肠上皮细胞的黏附,而双歧

杆菌、乳杆菌数量的急剧下降会导致肠腔表面IgA的分泌随之减少,因此对于白假丝酵母黏附的能力也显著减

弱,为之进一步侵袭肠黏膜深部、造成肠源性感染提供了条件;Kerstin等人[10]发现,随着双歧杆菌、乳杆菌的减

少,粪便的pH值出现大幅度下降,一些酶活性也随着厌氧总菌的下降而减弱,因此菌群拮抗条件性致病菌的作

用被弱化。
本研究结果表明:经过125mg/mL头孢曲松的处理5d,小鼠粪便中的厌氧总菌数量会下降4至5个数量

级,极显著地低于正常小鼠粪便内的厌氧总菌(p<0.01),该结果与众多抗生素诱导的肠道菌群失调动物模型的

结果基本一致[11-13]。Welling等人[14]研究头孢曲松对于人体肠道菌群的影响时发现,以1mg/d的剂量连续服

用头孢曲松5d后,肠杆菌、乳杆菌、双歧杆菌及厌氧总菌受到的影响最大,而志愿者肠道内的白假丝酵母菌数量

增长;deVries等人[15]的研究也获得类似结果,除了上述菌群的变化外,肠球菌在服用头孢曲松10d后开始出现

增殖。本研究建立的小鼠模型也获得与二者相同的体内实验结果。此外,白假丝酵母菌是一类双相真菌,可以

以孢子形态或者菌丝体形态生长。很多研究表明,从酵母态向菌丝态的转换往往伴随着对宿主侵袭毒力的增

强[16],转换的起始形态以芽管形成为起点,促进白假丝酵母菌对粘膜表面的黏附进而穿透上皮层[17],并且菌丝

相能够帮助白假丝酵母成功逃逸吞噬作用从而对组织造成直接损伤[18]。本研究中粪便光镜镜检结果已发现有

菌丝相白假丝酵母的存在,可见大剂量头孢曲松处理后,白假丝酵母的侵袭性已有所表现。
本实验建立的小鼠肠道真菌过增殖模型可以较好的模拟白假丝酵母在小鼠结肠粘膜表面的粘附现象,且活

菌计数的结果表明白假丝酵母能够定植于小鼠肠道。本模型的建立,除了为感染微生态学研究提供实验基础

外,还可以为抗真菌药物的开发和评价提供体内筛选模型。
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EstablishmentofaMiceModelofFungalOver-growthinGastrointestine

TANGHuan1,LIFan2,WEIHong3

(1.ChinaThreeGorgesMuseum,Chongqing400015;2.RenalDepartmentofInternalMedicine,

TraditionalChineseMedicineHospitalofChongqing,Chongqing40001;3.DepartmentofLaboratoryAnimalScience,

CollegeofBasicMedicalSciences,ThirdMilitaryMedicalUniversity,Chongqing400038,China)

Abstract:Toestablishamicemodelwithintestinalfungalinfection,50mg/dceftriaxonewasgiventotheSPFBALB/cmiceintra-
gastricallyfor5daysandnexttheCandidaalbicanswasinoculatedinordertosimulatetheover-growthoffungi.Changesofmice
fecalflorawereobservedbyopticalmicroscopeandSEMdirectly.EnumerationsofintestinalmicrofloraandtheeliminationofCan-
didaalbicansweredetectedbyvitalcellcounting.Treatmentwithceftriaxoneatdosageof50mg/dwouldresultinaseveredamage
ofmurineintestinalmicroflora.AfterCandidaalbicansweregivenintragastricallyfor5days,bothyeastandhyphalcellsofCandi-
daalbicanscouldbedetectedinthefecesofthemice.BothpathologicalandSEMdetectionshowedthatCandidaalbicansgrewas
sphericalyeastcellstothemicecolonicmucus.Soamicemodeloffungalover-growthingastrointestinecouldbeinducedbyinocula-
tionwithCandidaalbicansaftertreatedwithceftriaxone.
Keywords:intestinalmicroflora;enterogenicinfection;Candidaalbicans;animalmodel
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