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　　摘要：为建立羊种布鲁氏菌１６Ｍ强毒株的小鼠模型，选取体质量１８ｇ左右的雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠为实验动物，随机
分为７组，５只／组，分别腹腔注射１×１０２、１×１０３、１×１０４、１×１０５、１×１０６、１×１０７ＣＦＵ／只羊种布鲁氏菌１６Ｍ强毒株，
对照组注射同等剂量ＰＢＳ。注射后分别于第１周和第２周剖杀小鼠，采集血液并无菌取小鼠内脏组织做病理组织学
检测，脾脏称质量、细菌分离。结果表明，接毒后脾脏为其主要靶器官且第２周小鼠脾脏中含有较高菌量，肝脏其次。
抗体检测结果和脾脏分菌计数结果最终确定１×１０４ＣＦＵ／只为羊种布鲁氏菌１６Ｍ强毒株腹腔感染最佳剂量。
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　　羊布鲁氏菌病是由羊种布鲁氏菌侵入机体后所引起的一
种人畜共患慢性细菌性传染病。羊种布鲁氏菌的自然宿主是

成年山羊和某些品种绵羊，其他动物也能受感染且除牛能在

某种程度传播此病外，其余的都为最终宿主［１－３］。羊种布鲁

氏菌对人有相当强大的致病力，是世界上最严重的人兽共患

病之一，在多个国家与地区流行［４－５］。近年来，我国羊布鲁氏

菌病时有发生且发病率呈上升趋势，截至２０１３年，有３２个省
（直辖市、自治区）发现人、畜布鲁氏菌病存在和流行，新疆地

区１０个定点监测点２０１３年羊的布鲁氏菌病阳性率上升至
２．７％，比２０１０年上升了 １．９５％［６］。全国布鲁氏菌病患者

３０万～５０万人，受布鲁氏菌病威胁的人口数达３．５亿，每年
新发病人数为５０００～６０００人［６－７］，且我国人间布鲁氏菌病

９０％以上的致病菌为羊种布鲁氏菌Ⅲ型［１２］。在马来西亚，人

间布鲁氏菌主要由牛种布鲁氏菌和羊种Ⅰ型布鲁氏菌引起，
最近几年羊种Ⅰ型布鲁氏菌成为主要菌种［１３］。

研究布鲁氏菌的致病性需要建立一个合理的动物模型，规

范感染动物的操作，即可靠性、简易性、可重复性、安全性和经

济性等［７－９］。本研究以ＢＡＬＢ／ｃ鼠为动物模型，进行小鼠人工
感染试验，以各组小鼠发病临床症状、病理变化、脾中菌含量等

为指标来评价布鲁氏菌小鼠感染模型的疾病发生发展过程。

１　材料与方法

１．１　菌株
羊种布鲁氏菌强毒株１６Ｍ株，购自中国兽医药品监察所。

１．２　试验动物及场地
ＢＡＬＢ／ｃ雌鼠，购自新疆实验动物研究中心，许可证号：

ＳＣＸＫ（新）２００３－０００２。ＢＡＬＢ／ｃ雌鼠饲养于新疆天康生物
技术责任有限公司Ｐ３级动物实验室。

１．３　主要试剂
ＴＳ培养基和布氏琼脂培养基，均购自ＢｅｃｔｏｎａｎｄＤｉｃｋｉｎ

ｓｏｎｃｏｍｐａｎｙ公司。试管凝集实验（ＳＡＴ）抗原，购自中国疾病
预防控制中心传染病研究所。

１．４　细菌悬液的制备
将１６Ｍ菌株划线接种于布氏琼脂培养基上，置于３７℃

培养箱中培养３ｄ。无菌挑取透明、边缘整齐，表面光滑湿润
的单菌落接种于ＴＳＢ液体培养基中，３７℃培养２ｄ至菌的生
长对数期，将菌液稀释成不同梯度并涂布于布氏琼脂培养基

平板上，３７℃培养３ｄ后计数。
１．５　ＢＡＬＢ／ｃ鼠体内感染１６Ｍ株剂量的确定

取３５只体质量１８ｇ左右雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，将小鼠随机
分为７组，每组 ５只 ＢＡＬＢ／ｃ雌鼠。依次按照 １×１０２、１×
１０３、１×１０４、１×１０５、１×１０６、１×１０７ＣＦＵ／只的剂量对每只小
鼠进行腹腔注射接种，对照组注射同等剂量ＰＢＳ。
１．６　１６Ｍ毒力测定

取体质量１８ｇ左右雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠５只，以１６Ｍ感染
剂量接种小鼠，１４ｄ后剖杀，取脾脏称质量，加ＰＢＳ１．０ｍＬ研
磨成匀浆，取匀浆分别按原液１∶１００、１∶１００００稀释液进行
细菌分离、计数。计算１只ＢＡＬＢ／ｃ鼠１ｇ脾脏载菌量（ＣＦＵ／ｇ），
并取其平均值。

１．７　病料采集
观察小鼠临床症状，分别在注射后第７天和第１５天杀死

对照组和试验组小鼠，采集血液及内脏组织。无菌取其心、

肝、脾、肺、肾，脾脏一分为二称质量，４％多聚甲醛固定，组织
脱水、透明、浸蜡和包埋，常规方法制备石蜡切片，ＨＥ染色，
镜检，观察 ＢＡＬＢ／ｃ鼠器官组织病理变化。脾脏部分加入
１．０ｍＬｐＨ值为７．２的ＰＢＳ研磨成匀浆，１０倍系列稀释匀浆
液，每个梯度取１００μＬ稀释液进行细菌分离、计数，确定１６Ｍ
毒株感染剂量［１０］。

２　结果与分析

２．１　小鼠体内感染１６Ｍ毒株剂量的确定
小鼠在感染１６Ｍ强毒株后１５ｄ内无死亡现象。分别于
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第１周、第２周杀死试验组和对照组小鼠，采集血液进行抗体
检测，无菌取脾脏研磨进行脾脏分菌，并计算其１ｇ脾菌数。
由表１可知，ＢＡＬＢ／ｃ鼠感染１６Ｍ强毒株后７ｄ内血清中未
出现抗体；以１×１０２ＣＦＵ／只感染小鼠，１５ｄ后小鼠血清中仍
未出现抗体，但７ｄ后就已经从脾脏中可分到布鲁氏菌，说明

１６Ｍ强毒株对小鼠的最小感染剂量为 １×１０２ＣＦＵ／只。以
１×１０４ＣＦＵ／只剂量感染小鼠，１５ｄ后小鼠血清中出现抗体。
因此，根据血清抗体效价结果和脾脏分菌结果最终确定１６Ｍ
强毒株感染ＢＡＬＢ／ｃ鼠的最佳剂量为１×１０４ＣＦＵ／只。

表１　羊种１６Ｍ强毒株感染ＢＡＢＬ／ｃ鼠脾脏分菌情况

试验类别
腹腔注射（ＣＦＵ／只）

ＰＢＳ １×１０２ １×１０３ １×１０４ １×１０５ １×１０６ １×１０７

第１周 ＳＡＴ － － － － － － －
脾脏分菌 － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

第２周 ＳＡＴ － － － ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＃
脾脏分菌 － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

２．２　１６Ｍ毒力测定
以１×１０４ＣＦＵ／只 １６Ｍ强毒株感染 ＢＡＬＢ／ｃ鼠５只，小

鼠无死亡。于１５ｄ宰杀剖检小鼠发现小鼠脾脏肿大明显，分
菌结果其平均每克脾脏载菌量为９．５０×１０６ＣＦＵ，说明１×
１０４ＣＦＵ的剂量虽不能使小鼠致死，但对小鼠毒理作用很强。

表２　羊种１６Ｍ强毒株毒力测定

试验组
接种剂量

（ＣＦＵ／只）
ＢＡＬＢ／ｃ鼠数量

（只）

脾脏平均

载菌量（ＣＦＵ／ｇ）

１６Ｍ １×１０４ ５ ９．５０×１０６

２．３　ＢＡＬＢ／ｃ鼠组织器官临床症状及病理变化
小鼠感染后不表现明显的临床症状，１×１０７ＣＦＵ／只剂量

接种小鼠，其后期略表现精神不佳、食欲下降、被毛无光泽。

剖检小鼠可见，脾脏肿大明显（图１）。随着感染剂量的增加，
小鼠脾脏质量呈上升趋势，第２周小鼠脾脏质量增加情况比
第１周明显（图２）。
　　由表３可知，脾脏分菌结果显示第二周分菌数量较第一
周多，１×１０２、１×１０３ＣＦＵ／只接种小鼠组分菌结果无明显差
异，但１×１０４ＣＦＵ／只接种小鼠组后分菌结果差异显著。
　　病理组织学切片结果（图３）表明，与ＰＢＳ对照组相比较，
不同剂量试验组ＢＡＬＢ／ｃ鼠心脏、肺脏、肾脏都未见明显病理
变化，肝脏和脾脏有明显病理变化。试验组脾脏出现脾小梁

延伸、增宽现象、脾窦不同程度扩张充血；肝细胞不同程度水

肿、间质血管充血、肝细胞损伤出血并出现造型坏死，部分区

域炎性细胞浸润。

３　讨论

我国是布鲁氏菌病高发国家，近些年羊布鲁氏菌病的发

病率有逐年递增的趋势，我国布鲁氏菌病的疫区由原来的十

几个增加为２００个以上，对人类健康、畜牧业发展、经济发展
及畜产品的出口影响巨大，而近几年人间布病病例研究结果

显示，羊种Ⅲ型布鲁氏菌是导致人间布病病例的重要病
原［６］。建立模拟自然感染状态下、临床症状相似的布鲁氏菌

小鼠感染模型，可作为一种标准进行发病机制、疫苗保护力和

判断菌株生存规律的研究，为病原生物学特性的基础研究提

供平台。

目前应用于布鲁氏菌研究的实验动物很多，应用最多的

主要有豚鼠、兔、大鼠、反刍兽以及非人类灵长类动物［１０］，但

由于大多数动物感染过程复杂，对环境要求严格、可重复性差

以及受到经济限制等因素，人们开始寻找替代动物。由于小

鼠个体差异小，与人亲缘关系近，遗传背景清楚，环境要求低、

操作简便等优点，小鼠作为试验对象来研究布鲁氏菌病己经

成为潮流，但没有一种标准的操作规程。因此，建立小鼠的布

鲁氏菌感染模型，可为药物筛选、疫苗评价奠定一定基础。

布鲁氏菌能通过呼吸道、消化道、皮肤及黏膜等途径传

播［１］。由于布鲁氏菌种型复杂，不同菌株毒力差别较大，确

定感染剂量是本研究的关键。本研究将体质量差异不大的

ＢＡＬＢ／ｃ雌鼠通过腹腔注射方式注射１６Ｍ强毒株，感染剂量分
别为１×１０２、１×１０３、１×１０４、１×１０５、１×１０６、１×１０７ＣＦＵ／只，
感染后第１周和第２周进行剖杀，收集血液分离血清做 ＳＡＴ
血清学抗体检测，无菌条件下研磨脾，分菌并计算脾菌数。根

据试验数据可知，腹腔注射１×１０７ＣＦＵ／只组小鼠虽没有死
亡，可能由于菌株保存时间过长或在稀释时部分流失，但小鼠

普遍精神萎靡、食欲下降、被毛无光泽，且２周后剖检脾脏肿
大明显，肝脏硬化；以１×１０２、１×１０３ＣＦＵ／只感染组脾脏中虽
分离到布鲁氏菌，但血清学检测未检到抗体存在，说明该剂量

毒株未达到在小鼠体内引起抗体反应的数量；从第２周宰杀
的１×１０４ＣＦＵ／只感染组开始就能检测到抗体的存在，但临
床症状和病理变化不明显。考虑可能是细菌在长期纯化培养

中毒力减弱，以及排除细菌计数出现的误差等因素，根据血清

抗体效价和分菌所得脾菌数最终选择１×１０４ＣＦＵ／只作为腹
腔感染剂量。

通过观察小鼠组织病变发现小鼠感染布鲁氏菌后，脾脏

是其侵害的主要靶器官，其次是肝脏，感染后２周脾脏内具有
较高的细菌含量。但在２周的感染期内心脏、肺脏、肾脏无明
显病变出现。
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表３　脾菌数计算结果

接种剂量

（ＣＦＵ／只）
脾菌数（ＣＦＵ／ｇ）

第１周 第２周
１×１０２ ８．３３×１０３ ４．１７×１０４

１×１０３ ４．３２×１０４ １．３３×１０５

１×１０４ １．６４×１０５ ９．５０×１０６

１×１０５ １．６７×１０６ ９．２６×１０６

１×１０６ ４．９２×１０６ ２．８７×１０７

１×１０７ ８．７５×１０６ １．０６×１０７
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