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产肠毒素性大肠杆菌 K88的致病特性
及其益生菌的筛选

张赛群1 ,朱红梅1 ,周涵韬1 ,黄素芳2 ,刘　波2 3

(1.厦门大学 生命科学学院 ,福建 厦门　361005 ;

2.福建省农业科学院 农业生物资源研究所 ,福建 福州　350003)

　　摘要 : 在获得绿色荧光蛋白 ( GFP)标记的菌株 K882GFP并证明其与 K88具有遗传同质性的基础上 ,以

K882GFP为致病菌 ,腹腔注射侵染小鼠 ,在不同时间进行眼球采血 ,测定血液生理生化指标 ,并采取不同器

官或组织 ,培养后利用紫外光激发 K882GFP的绿色荧光 ,观察计数这种产肠毒素性大肠杆菌 ( ETEC)在小

鼠体内的分布。同时通过体外抑制和活体饲喂试验 ,进行了益生菌的筛选。结果证实 ,ETEC致病菌具有较

强的侵袭性 ,它可以侵袭小鼠肝、肾、心、肺及脑、肌肉等器官和组织 ,尤其可对肝、肾造成严重的损伤 ;筛选得

到益生菌株 PB J K22 ,在体内外均对 K88具有较好的抑制作用。
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Pathological characteristics of enterotoxigenic Escherichia coli

K88 and screening of its probiotics
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　　Abstract : Healt hy Kunming mice were infected wit h Escherichi a col i st rain K882GFP , which was

marked wit h green fluorescence protein ( GFP) gene and shared homology wit h enterotoxigenic E. col i

( ETEC) K88 ,by int raperitoneal injection. Eyeball blood of t he infected mice was sampled and the standard

blood biochemical indexes were determined at different moment post2injection. Different organs and tissues

of t he mice2killed at different time point s post2injection were sampled and cult ured. Then ,t he dist ribution

of t he ETEC in the mice was observed by ult raviolet radiating of t he green florescence of K882GFP clones.

Probiotics were screened by using inhibition test i n vi t ro and mice feeding test i n vi vo. The result s showed

t hat t he ETEC was invasive , and could infect murine liver , kidney , heart , lung , brain and muscles but

damage seriously t he liver and kidney. Probiotics st rain PB J K22 was selected and proved to suppress t he

pathogeny K88 well i n v i vo and i n vi t ro.
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　　产肠毒素性大肠杆菌 (enterotoxigenic Esche2
richi a col i ,ETEC)是一类引起人和幼畜 (初生仔猪、

犊牛、羔羊) 腹泻的重要病原菌。初生幼畜感染

ETEC后 ,常因剧烈水样腹泻和迅速脱水而死亡 ,发

病率和死亡率均很高 ,给养殖业带来了严重的经济

损失。

　　一般认为 ,ETEC属于非侵袭性致病菌 ,但现在

已经有一些试验表明该菌具有侵袭性[122 ]。另外 ,在
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感染动物中也发现 ETEC 所致腹泻有的表现血

便[325 ]。因而对 ETEC 的致病特性尚需进一步研

究 ,这对于揭示其致病机理 ,提高防治水平尤其是提

高疫苗研制水平具有重要的意义。同时 ,筛选益生

素 (p robiotics)对 ETEC致病菌进行安全有效的防

治也是目前的一个研究热点。益生素作为一种活菌

制剂 ,具有调节动物体内微生态平衡、提高机体免疫

力、促进消化、提高饲料利用率等多方面的优点 ,与

在饲料中添加抗生素或利用疫苗[6 ]防治 ETEC相

比 ,具有多方面的优势 ,对畜牧业发展具有重要意

义[7 ]。因此 ,笔者以本课题组现有的大量菌种资源

为依托 ,同时进行了 K88益生菌的筛选。

1　材料与方法

1. 1　实验动物

　　18～20 g健康昆明小鼠 ,购自福建医科大学动

物中心。

1. 2　菌株

　　鸡大肠杆菌、沙门菌由福建省农业科学院畜牧

兽医研究所提供 ; PB J K22 等 110 个菌株由福建省

农业科学院生物所生物农药研究中心从土壤中分离

并保存 ;产肠毒素性大肠杆菌 K88、K882绿色荧光
蛋白 ( GFP)由厦门大学生命科学学院保存。

1. 3　ETEC感染小鼠致病模型的建立

　　取 10μL K882GFP甘油保存液接入 LB液体培

养基中 (装量为 25 mL/ 250 mL 三角瓶) ,置于 37

℃、150 r/ min恒温摇床培养 24 h 后计数菌体。采

用梯度稀释法将菌液做 1 ∶20、1 ∶30、1 ∶50、

1∶100稀释。

　　取 18～20 g 健康雌鼠随机分组 ,每组 10 只。

吸取 1 mL 稀释菌液给小鼠腹腔注射 ,对照组腹腔

注射等量的无菌水。观察死亡情况 , 统计死亡率。

根据概论单位法用 DPSS软件统计分析半数致死量

(LD50 ) 。

1. 4　ETEC对小鼠的感染途径

　　取上述 K882GFP菌株 1 ∶10 稀释液 1 mL ,给

小鼠腹腔注射。对照组腹腔注射等量的无菌水。每

隔 2 h 解剖小鼠 ,无菌采取肝、肺、心、肾、肠的上部

(近胃端) 、肠的中部、肠的下部 (近大肠端) 、胃、肌

肉、脑等组织样品 ,称重后分别置于灭菌研钵中加入

5 mL 灭菌生理盐水充分研磨成悬液。将每个样品

的悬浮液按 1 ∶10、1 ∶100、1 ∶1 000 稀释后 ,分别

取 100μL 稀释液涂布到 LB + Ara ( 6 mg/ mL ) +

Amp (100μg/ mL )筛选培养基上。另外 ,用无菌注

射器进行心脏采血或断尾采血 ,涂布到上述筛选培

养基上 ,检测致病菌是否进入血液。所有筛选平板

均于 37 ℃培养 24 h ,然后用紫外光激发使 K882
GFP菌落发出绿色荧光 ,观察并计数荧光菌落

数目。

1. 5　ETEC感染小鼠的血液生理生化分析

　　将小鼠随机分组 ,每组 18只。取 1 mL 不同稀

释度 (1∶10 ,1∶40 ,1∶70 ,1∶100)的菌液给小鼠腹

腔注射。对照组腹腔注射等量的无菌水。每隔 2 h

眼球采血 ,每组 3只。采血后 ,立即取 20μL 未凝固

的血 ,加入到 500μL ED TA K2 抗凝剂中 ,用 Sys2
mex KX—21N血球计数仪分析红细胞 (RBC) 、红细

胞压积 ( HCT) 、平均红细胞体积 ( MCV) 、红细胞分

布宽度 SD ( RDW2SD) 、红细胞分布宽度 CV ( RDW2
CV) 、血红蛋白 ( H GB) 、平均血红蛋白量 ( MCH) 、

平均血红蛋白浓度 ( MCHC) ;白细胞 ( WBC) 、淋巴

细胞数 ( W2SCC) 、中间细胞数 ( W2MCC) 、中性粒细

胞数 ( W2L CC) 、淋巴细胞百分比 ( W2SCR) 、中间细

胞百分比 (W2MCR) 、中性粒细胞百分比 ( W2L CR) ;

血小板 ( PL T) 、血小板分布宽度 ( PDW) 、血小板平

均体积 (MPV) 、大血小板比率 ( P2L CR)等血常规指

标。剩余的血液静置凝固后离心 ,取血清检测谷丙

转氨酶 (AL T) 、谷草转氨酶 (AST) 、谷丙转氨酶/谷

草转氨酶 (AL T/ AST) 、甘油三酯 ( T G) 、总胆固醇

( TCHO) 、尿素氮 (BUN) 、尿酸 ( UA)等生化指标。

所有血液样本均由福建省中医学院国医堂检验科检

测。所有数据均采用 DPSS软件进行统计分析 ,通

过 t 检验进行差异显著性分析。

1. 6　益生菌 PB J K22的筛选及鉴定

　　采用平板对峙法进行初筛 ,并用琼脂扩散法复

筛。筛选得到的益生菌根据培养特征、形态特征、生

理生化特征[8 ]及 16 S rDNA 序列分析[ 9 ]、脂肪酸测

定 (利用美国 Midi公司生产的 shelock微生物鉴定

系统)进行分类确认。

　　16 S rDNA 的 PCR 扩增引物为 : Pf ( + ) : 5′2
GGT TAA GTCCCGCAACGA GCGC23′,Pr ( - ) :5′2
A GGA GGT GA TCCAACCGCA23′。PCR扩增条件 :

94 ℃5 min ;94 ℃30 s ,55 ℃30 s ,72 ℃30 s ,25个

循环 ;72 ℃延伸 8 min。

1. 7　益生菌 PB J K22对 K88的抑制作用

　　采用琼脂扩散法在体外筛选益生菌 PB J K22对

K88的最佳抑制条件。取平均体重为 20 g 的小鼠

100只 ,随机分为 10组 ,5个处理组 ,5个对照组 ,每

组 10只 ,处理组每只小鼠腹腔注射 PB J K22发酵液

的 1∶4稀释液 1 mL ,对照组小鼠腹腔注射 PB J K22

的液体培养基 1 mL。48 h 以后分别再腹腔注射
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1∶10、1 ∶18、1 ∶32、1 ∶56、1 ∶100 稀释的 K882
GFP菌液 (根据毒性试验设计要求 ,在全致死及完

全不致死的剂量浓度内按等比梯度设计毒性试验浓

度范围) 1 mL。观察 48 h内小鼠的死亡情况。

2　结果与分析

2. 1　K882GFP培养液的菌体计数

　　K882GFP24培养24h后的菌液浓度为23 . 81 ×

109 CFU/ mL。

2. 2　ETEC感染小鼠致病模型的建立

　　小鼠感染 ETEC后 ,表现不活跃 ,精神抑郁 ,采

食量减少 ,体重急剧下降 ,同时伴有倒毛 ,高浓度组

还出现血尿、后肢瘫痪等症状。死亡率的高低与菌

液浓度呈正比 ;在感染初期的 12 h 内 ,用 1 ∶20 稀

释液和 1∶30稀释液攻毒的小鼠急剧死亡 ,导致死

亡率迅速上升 ;12 h后小鼠死亡速度明显变缓 ,死亡

率也逐渐趋向稳定。一般小鼠若能度过 48 h 危险

期则不会死亡。

　　K882GFP的 LD50为 4. 86 ×108 CFU/只 ,半数

死亡时间为 12 h。

2. 3　ETEC对小鼠的感染途径

　　ETEC感染小鼠的脑、肝、肾、胃、肠上部 (近胃

端)在 3个时间点采取的样本发现绿色荧光的 K882
GFP菌株 ;心、肠中部在 0 h 未检测到致病菌 ,在 2 h

和 4 h均有致病菌 ;肌肉样本在 0 h和 4 h未检测到

致病菌 ,2 h检测到致病菌 ;肺样本在 0 h和 4 h未检

测到致病菌 ,2 h有菌的定植。而对照组小鼠各器官

中均无 K882GFP分布。另外 ,感染小鼠的血液中也

发现了少量 K882GFP。

　　从菌落数/器官鲜重的比值来看 ,各器官中分布

最多的是肝、肾 ;心、肺、肠上部分布比较多 ;脑、肌

肉、胃、肠中部分布比较少 ;肠下部没有分布。

2. 4　ETEC感染小鼠的血常规分析

　　ETEC感染小鼠后导致小鼠血液中 RBC、WBC

等生理指标发生变化 (见表 1) 。差异显著性分析结

果表明 ,ETEC对小鼠的红细胞及相关指标影响不

大 ,但对小鼠的白细胞及相关指标影响较大 ,对小鼠

的血小板及相关指标的影响次之。

2. 5　ETEC感染小鼠的血液生化分析

　　ETEC感染小鼠后导致小鼠血液中 AL T、AST

等生化指标发生变化 (见表 2) 。差异显著分析结果

表明 ,AL T、AST以及 BUN、UA 指标变化显著 ,表

明 K88对小鼠肝、肾有较大的伤害。

2. 6　益生菌 PB J K22的筛选和鉴定

　　用平板对峙培养法对福建省生物资源库中现有

的包括 PB J K22 菌株在内的 110 种细菌进行了初

筛 ,找到 7株能对 K88、鸡大肠杆菌、沙门菌产生对

峙作用的菌株 ,然后通过琼脂扩散法复筛发现只有

PB J K22能对这 3 种靶标菌株产生抑菌圈。经对

PB J K22根据培养特征、形态特征、生理生化特征、

16 S rDNA序列分析及脂肪酸测定进行分类确认 ,

证实 PB J K22 为一种短短芽孢杆菌 ( B revibaci l l us

brevis) 。

2. 7　PB J K22对感染 K882GFP的小鼠模型的疾病

控制作用

　　体外试验发现 ,PB J K22发酵 48 h后对 K88具

有较好的抑制效果。因此 ,活体试验中处理组采用

先腹腔注射 PB J K22 ,48 h后再感染 K88 ;对照组则

先腹腔注射培养液 ,48 h后再感染 K88。试验发现 ,

处理组小鼠在感染 K88后的 48 h 内死亡率少于对

照组 ,在 12 h 内 , 1 ∶10、1 ∶18、1 ∶32、1 ∶56、

1∶100稀释菌液各处理组小鼠均未死亡 ,而相应对

照组的死亡率分别为 70 %、60 %、50 %、0、0 ;在 24 h

内 ,各处理组的死亡率分别为 40 %、10 %、10 %、0、

0 ,而相应对照组的死亡率分别为 80 %、60 %、50 %、

0、0。经计算 ,48 h 内对照组的 LD50为 7. 85 ×108

CFU/只 ,处理组的 LD50为 10153×108 CFU/只。

3　讨论

3. 1　应用 K882GFP的优势

　　目前 ,一般采用以下几种方法研究 ETEC在动

物体内的定植。Jones 等[10 ]和 Hornich 等[11 ]用无

菌仔猪研究了 K88在肠道的黏附与定植 ,以排除其

他菌的干扰 ;还可根据菌株的溶血、黏附特征采取荧

光抗体标记的抗血清凝集反应或单克隆抗体技术鉴

定攻毒菌株[12213 ]或根据生理、生化特征来鉴定分离

菌株[4 ]。上述方法操作起来都比较复杂 ,近年来 ,应

用 GFP标记法进行宿主和病原菌相互作用的研究

已有报道。Valdivia 等[ 14 ]利用 GFP研究了鼠伤寒

沙门菌 ( S al monel l a t y p him uri um )等 3种病原菌与

哺乳动物细胞的相互作用 ,国内邝哲师等[15 ]报道 ,

用 GFP标记芽孢杆菌 ,研究其在仔猪和雏鸡体内的

动态分布。通过 GFP标记特定致病菌 ,可以排除动

物体内复杂的微生态环境的干扰 ,因此 ,可以在自然

生活的动物体上进行试验 ,而且操作简便 ,灵敏度高。

　　本研究所利用的 K882GFP标记菌株 ,已经通过

遗传背景、血清学检测、培养特性、致病性等相关分

析 ,证明其与 K88 具有几乎一致的特性[16 ]。因此 ,

本研究得到的 K882GFP 的致病机理可以视作与

K88的致病机理相同。同时本研究发现 , K882GFP
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表 1　不同稀释度 K882GFP感染小鼠的血常规分析

Table 1　Blood normal analysis of mice infected by different dilutions of K882GFP

感染后时间
Time post2
infection

稀释度
Dilutions

RBC/
(1012 ·L - 1) HCT/ % MCV/ fL RDW2SD/ fL RDW2CV/ % H GB/

(g·L - 1)

Hour 0. 5

1∶1 7. 00±2. 60a 37. 00±13. 88a 52. 73±0. 75a 33. 27±3. 55a 17. 03±2. 34a 112. 33±40. 38a

1∶100 6. 94±0. 37a 36. 87±2. 31a 53. 10±0. 56a 38. 90±7. 20a 20. 33±4. 84a 110. 33±6. 51a

1∶70 6. 73±1. 10a 35. 33±5. 37a 52. 53±0. 67a 37. 80±4. 39a 20. 17±3. 74a 104. 67±15. 31a

1∶40 7. 41±0. 24a 40. 10±1. 59a 54. 17±1. 40a 35. 30±6. 93a 17. 33±4. 40a 120. 67±3. 21a

1∶10 7. 29±0. 73a 39. 17±5. 15a 53. 60±1. 85a 33. 77±1. 72a 16. 63±1. 97a 116. 70±14. 20a

Hour 2

1∶1 6. 79±1. 48ab 35. 77±7. 66ab 52. 70±1. 04a 33. 80±2. 52a 17. 47±2. 40ab 111. 30±22. 00ab

1∶100 8. 25±1. 21a 44. 00±6. 42a 53. 37±1. 18a 33. 83±3. 09a 17. 87±1. 24ab 134. 00±18. 68a

1∶70 5. 26±1. 67b 27. 80±8. 67b 52. 93±0. 67a 32. 40±0. 53a 16. 00±0. 66b 88. 67±27. 15b

1∶40 7. 25±0. 77ab 38. 57±3. 43ab 53. 33±3. 53a 33. 97±2. 84a 17. 87±3. 01ab 120. 00±9. 54ab

1∶10 8. 31±0. 75a 44. 17±3. 40a 53. 17±1. 68a 38. 70±7. 73a 21. 47±4. 31a 132. 67±9. 29a

Hour 4

1∶1 7. 43±0. 26a 40. 83±0. 75a 54. 97±1. 00a 37. 40±6. 43a 18. 47±4. 67a 121. 00±3. 46a

1∶100 6. 81±0. 40a 36. 00±3. 27a 52. 93±4. 31a 35. 20±3. 31a 18. 70±5. 01a 107. 67±14. 84a

1∶70 7. 76±0. 71a 42. 03±4. 97a 54. 07±2. 24a 33. 80±3. 72a 16. 43±1. 72a 126. 33±13. 32a

1∶40 6. 23±0. 80a 34. 57±3. 58a 55. 57±1. 72a 38. 57±6. 27a 18. 77±3. 37a 103. 33±8. 39a

1∶10 7. 26±0. 08a 38. 53±12. 30a 52. 80±2. 18a 38. 93±4. 83a 21. 73±2. 06a 115. 67±34. 50a

Hour 6

1∶1 7. 99±0. 45A 42. 30±2. 26A 52. 97±0. 47A 38. 80±5. 46a 20. 67±3. 02a 120. 30±7. 57A

1∶100 6. 47±0. 52B 33. 77±2. 82B 52. 17±0. 38A 41. 00±7. 03a 22. 20±4. 82a 101. 33±8. 96AB

1∶70 6. 25±0. 56BC 31. 00±3. 10BC 49. 55±0. 55B 35. 25±0. 65a 19. 55±0. 55a 95. 50±7. 50B

1∶40 5. 67±1. 37BC 28. 90±6. 20BC 51. 23±2. 05AB 37. 30±6. 32a 20. 23±3. 11a 87. 67±18. 58B

1∶10 5. 05±0. 85C 27. 13±5. 28C 53. 63±2. 12A 36. 70±3. 58a 18. 43±3. 29a 83. 00±17. 00B

感染后时间
Time post2
infection

稀释度
Dilutions MCH/ pg MCHC/

(g·L - 1)
WBC/

(109 ·L - 1)
W2SCC/

(109 ·L - 1)
W2MCC/

(109 ·L - 1)
W2L CC/

(109 ·L - 1)

Hour 0. 5

1∶1 16. 10±0. 36a 305. 33±6. 03a 3. 47±1. 29a 2. 43±0. 99a 0. 13±0. 06a 0. 90±0. 26A

1∶100 15. 93±0. 40a 299. 33±8. 96a 3. 10±0. 96a 2. 77±0. 92a 0. 10ab 0. 23±0. 15B

1∶70 15. 60±0. 36a 296. 67±5. 13a 1. 87±0. 55a 1. 53±0. 49a 0. 03±0. 06b 0. 30±0. 10B

1∶40 16. 37±0. 12a 301. 33±7. 51a 2. 50±1. 25a 2. 07±1. 22a 0. 10ab 0. 33±0. 15B

1∶10 15. 97±0. 40a 298. 30±3. 51a 2. 50±0. 46a 2. 10±0. 36a 0. 10ab 0. 30±0. 10B

Hour 2

1∶1 16. 43±0. 85a 312. 00±10. 1ab 4. 47±0. 95A 2. 57±0. 59a 0. 17±0. 06a 1. 73±0. 41A

1∶100 16. 27±0. 25a 304. 67±3. 21ab 1. 40±0. 30B 1. 10±0. 26b 0. 10a 0. 20±0. 10B

1∶70 16. 90±0. 72a 319. 00±10. 15a 1. 30±0. 10B 0. 80±0. 56b 0. 10a 0. 40±0. 53B

1∶40 16. 63±1. 50a 311. 33±9. 61ab 1. 83±0. 51B 1. 43±0. 49ab 0. 10a 0. 30±0. 10B

1∶10 16. 00±0. 61a 300. 33±2. 08b 1. 60±0. 53B 1. 03±0. 81b 0. 13±0. 06a 0. 43±0. 23B

Hour 4

1∶1 16. 27±0. 40a 296. 33±7. 09a 4. 50±0. 26A 3. 03±0. 40A 0. 23±0. 06A 1. 23±0. 25a

1∶100 15. 83±2. 01a 298. 33±14. 01a 1. 50±0. 46B 0. 63±0. 83B 0. 13±0. 06B 0. 73±0. 50ab

1∶70 16. 27±0. 55a 301. 00±4. 35a 1. 30±0. 26B 0. 97±0. 20B 0. 10B 0. 23±0. 15b

1∶40 16. 63±0. 76a 299. 67±6. 81a 1. 83±1. 04B 1. 17±1. 27B 0. 13±0. 06B 0. 53±0. 49ab

1∶10 15. 90±0. 46a 301. 67±7. 02a 1. 90±0. 70B 1. 43±0. 64B 0. 10B 0. 37±0. 12b

Hour 6

1∶1 15. 07±0. 32b 284. 30±4. 62B 3. 30±0. 56a 2. 67±0. 51a 0. 10a 0. 53±0. 06a

1∶100 15. 67±0. 21ab 299. 67±4. 62A 2. 10±1. 21a 1. 30±0. 85a 0. 13±0. 06a 0. 67±0. 31a

1∶70 15. 30±0. 20ab 308. 50±6. 50A 1. 85±0. 65a 1. 30±0. 60a 0. 10a 0. 45±0. 05a

1∶40 15. 57±0. 67ab 303. 67±1. 15A 3. 90±2. 81a 3. 43±2. 70a 0. 10a 0. 37±0. 15a

1∶10 16. 40±1. 08a 305. 33±8. 02A 3. 63±2. 19a 2. 97±2. 12a 0. 10a 0. 57±0. 25a

感染后时间
Time post2
infection

稀释度
Dilutions W2SCR/ % W2MCR/ % W2LCR/ % PL T/

(109 ·L - 1) PDW/ fL MPV/ fL P2LCR/ %

Hour 0. 5

1∶1 69. 13±2. 73A 4. 67±1. 10a 26. 20±1. 66A 701. 3±498. 6a 6. 67±0. 31a 5. 90±0. 10b 3. 03±0. 15b

1∶100 88. 23±4. 67B 2. 50±0. 26b 9. 27±4. 54B 658. 3±271. 8a 6. 93±0. 32a 6. 30±0. 26a 4. 87±1. 50a

1∶70 82. 17±0. 91B 2. 93±1. 20ab 14. 90±0. 35B 575. 3±84. 9a 7. 20±0. 17a 6. 20ab 4. 27±0. 97ab

1∶40 81. 67±6. 98B 3. 57±0. 91ab 14. 77±6. 20B 808. 7±42. 4a 6. 63±0. 32a 6. 03±0. 12ab 3. 53±1. 05ab

1∶10 83. 20±1. 87B 4. 37±1. 07ab 12. 43±1. 13B 650. 3±20. 2a 6. 83±0. 32a 6. 10±0. 17ab 3. 57±0. 29ab

Hour 2

1∶1 57. 13±1. 02a 4. 30±0. 17a 38. 57±4. 18a 799. 0±79. 1A 6. 53±0. 31A 5. 87±0. 15b 4. 00±0. 44a

1∶100 79. 13±4. 21a 4. 93±0. 15a 15. 93±4. 25a 589. 7±117. 6AB 6. 77±0. 06B 5. 83±0. 06b 4. 03±0. 99a

1∶70 61. 23±39. 90a 6. 03±2. 58a 32. 73±37. 34a 299. 0±80. 7C 6. 80±0. 46B 6. 07±0. 32ab 4. 63±0. 99a

1∶40 77. 63±5. 71a 3. 40±0. 79a 18. 97±5. 73a 401. 3±44. 6BC 6. 97±0. 15B 6. 03±0. 15ab 3. 73±1. 16a

1∶10 56. 17±42. 93a 9. 43±9. 24a 34. 40±33. 70a 265. 0±231. 2C 9. 40±1. 32B 6. 50±0. 50a 4. 77±4. 16a

Hour 4

1∶1 67. 30±7. 35a 5. 03±1. 07a 27. 67±6. 43a 895. 7±54. 2A 6. 93±0. 32a 6. 17±0. 15a 3. 90±0. 61a

1∶100 35. 43±42. 39a 8. 63±5. 10a 55. 93±39. 31a 558. 3±209. 8B 6. 73±0. 11a 6. 00±0. 10a 3. 57±1. 27a

1∶70 77. 83±10. 01a 4. 40±0. 98a 17. 77±10. 36a 380. 3±10. 1BC 6. 87±0. 45a 6. 30±0. 26a 5. 77±1. 04a

1∶40 55. 83±37. 76a 8. 00±5. 70a 36. 69±32. 70a 243. 3±176. 9C 7. 83±1. 23a 6. 73±0. 92a 5. 93±3. 23a

1∶10 72. 30±10. 89a 4. 43±1. 25a 23. 27±9. 97a 194. 7±175. 3C 8. 00±3. 72a 7. 93±2. 41a 12. 37±10. 76a

Hour 6

1∶1 80. 00±3. 02a 3. 20±0. 35a 16. 80±2. 75BC 828. 7±149. 1A 6. 77±0. 06a 6. 00±0. 17a 3. 00±1. 11a

1∶100 58. 07±10. 28b 6. 47±1. 68a 35. 47±8. 60A 334. 7±108. 6B 7. 80±1. 66a 6. 20±0. 30a 3. 47±1. 07a

1∶70 66. 25±8. 45ab 4. 00±1. 56a 29. 30±7. 10AB 268. 0±120. 0B 7. 70±0. 60a 6. 15±0. 05a 3. 25±0. 55a

1∶40 83. 27±10. 29a 3. 57±3. 75a 13. 17±7. 00C 179. 0±109. 3B 9. 73±1. 74a 6. 77±0. 61a 5. 47±2. 68a

1∶10 79. 10±9. 33a 2. 60±1. 31a 18. 30±8. 51BC 190. 7±173. 4B 9. 53±2. 08a 6. 50±0. 30a 5. 20±0. 76a

同一时间 ,同一行内标有不同小写字母的均数之间差异显著 ( P < 0. 05) ,标有不同大写字母的均数之间差异极显著 ( P < 0. 01) ,下表同

At t he same time ,t he difference between data wit h t he different small letters wit hin a line is significant ( P < 0. 05) and t he difference between

data wit h t he different capital letters is very significant difference ( P < 0. 01) . The same as follows
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表 2　不同稀释度 K882GFP感染小鼠的血液生化分析

Table 2　Analysis of biochemical substances in serum of mice infected by different dilutions of K882GFP

感染后
时间
Time post2
infection

稀释度
Dilutions

AL T/
(U ·L - 1)

AST/
(U ·L - 1) AST/ AL T T G/

(mmol·L - 1)
TCHO/

(mmol·L - 1)
BUN/

(mmol·L - 1)
UA/

(mmol·L - 1)

Hour 0. 5

1∶1 63. 33±12. 74B 151. 33±25. 14b 2. 43±0. 50ab 0. 77±0. 36a 1. 60±0. 27a 5. 61±0. 67ABC 164. 00±34. 12a

1∶100 78. 67±37. 10B 236. 00±98. 40a 3. 14±0. 89a 0. 87±0. 35a 1. 92±0. 22a 6. 37±0. 40A 176. 33±27. 60a

1∶70 65. 00±20. 81B 121. 33±16. 86b 1. 97±0. 45ab 0. 84±0. 22a 1. 96±0. 05a 6. 20±0. 56AB 148. 67±23. 63a

1∶40 127. 67±16. 87A 176. 33±9. 07ab 1. 40±0. 21b 0. 75±0. 35a 1. 94±0. 48a 4. 60±0. 76C 153. 67±8. 14a

1∶10 57. 67±6. 51B 151. 00±41. 40b 2. 62±0. 69ab 0. 47±0. 03a 2. 00±0. 58a 5. 20±0. 10BC 139. 30±15. 80a

Hour 2

1∶1 75. 67±22. 30B 174. 30±33. 00b 2. 37±0. 49BC 0. 59±0. 18a 1. 76±0. 31a 4. 73±0. 40 119. 00±26. 20
1∶100 63. 67±32. 47B 177. 00±49. 57b 3. 04±1. 07B 0. 51±0. 19a 1. 52±0. 09a 5. 05±1. 48 166. 00±80. 60
1∶70 167. 67±61. 78A 328. 33±139. 30a 1. 96±0. 27C 0. 59±0. 08a 1. 93±0. 41a 8. 07±2. 70 154. 67±25. 54
1∶40 70. 67±12. 58B 283. 33±36. 67ab 4. 09±0. 92A 0. 59±0. 17a 1. 58±0. 14a 6. 20 141. 00
1∶10 50. 67±11. 37B 232. 33±38. 99ab 4. 69±0. 89A 0. 54±0. 20a 1. 91±0. 20a 7. 90 103. 00

Hour 4

1∶1 66. 00±1. 00b 142. 00±11. 53B 2. 15±0. 16A 0. 38±0. 02a 2. 22±0. 09a 4. 43±0. 45D 121. 33±9. 02B

1∶100 79. 33±18. 77ab 170. 00±7. 00B 2. 22±0. 50B 0. 35±0. 13a 1. 80±0. 17a 6. 20±0. 90CD 91. 50±0. 50B

1∶70 98. 67±37. 29a 229. 00±78. 94B 2. 42±0. 61B 0. 74±0. 26a 1. 76±0. 21a 7. 47±1. 12BC 114. 67±26. 65B

1∶40 92. 00±0. 77ab 194. 00±19. 00B 2. 12±0. 18B 0. 79±0. 32a 1. 91±0. 16a 8. 97±1. 16B 86. 33±8. 74B

1∶10 82. 00±14. 73ab 451. 00±99. 51A 5. 52±0. 87B 0. 79±0. 42a 1. 94±0. 01a 12. 90±2. 10A 202. 00±37. 80A

Hour 6

1∶1 41. 00±6. 08C 128. 30±12. 90C 3. 15±0. 14a 0. 45±0. 14a 1. 99±0. 32a 4. 77±0. 74C 120. 00±20. 10b

1∶100 181. 00±80. 02A 400. 00±118. 90A 2. 32±0. 39a 0. 66±0. 14a 2. 01±0. 29a 11. 03±1. 95B 126. 67±14. 57b

1∶70 83. 50±19. 50BC 193. 00±3. 00BC 2. 40±0. 62a 0. 48±0. 10a 2. 04±0. 04a 9. 90±0. 90B 140. 00±21. 00b

1∶40 154. 67±66. 98AB 301. 00±68. 24AB 2. 22±0. 99a 0. 48±0. 34a 1. 92±0. 19a 13. 67±1. 74A 169. 33±60. 80ab

1∶10 183. 00±76. 27A 351. 00±174. 40AB 2. 07±1. 34a 0. 37±0. 08a 1. 82±0. 15a 14. 43±0. 85A 253. 33±93. 72a

的试验结果比 K88 的试验结果更稳定 ,重复性更

高 ,这可能是由于感染部位的 K882GFP能够借助其

GFP标记以及和标记偶联的氨苄抗性进行筛选并

观察计数 ,排除了样品中由体内其他微生物导致的

干扰的缘故 ,同时荧光观察计数法更简单方便。

3. 2　ETEC对小鼠的感染途径

　　一般认为 ETEC是非侵袭性的 ,集中分布于肠

内 ,可在小肠的黏膜上定植。而张西云等[5 ]在进行

猪源溶血性大肠杆菌对小鼠毒力试验时发现 ,腹腔

注射溶血性大肠杆菌引起死亡的小鼠部分表现血

尿、血便或鼻孔出血。Kakar 等[3 ]研究产肠毒素性

大肠杆菌 H10407及其他 2种肠道致病菌在小鼠引

起肾炎时 ,发现在肾和尿中 ,产肠毒素性大肠杆菌的

数量最多。于守平等[4 ]用鸡病原性大肠杆菌感染小

鼠 ,无菌条件采取肝及心血进行细菌分离培养 ,均检

测到大肠杆菌。

　　本试验中小鼠感染 ETEC 6 h 后 ,也发现高浓

度组小鼠出现血尿。同时发现在感染后不同时间

里 ,小鼠肝、肾、胃、肠上部、脑、肌肉以及血液中均检

测到 K882GFP。因此可以推断 , K88具有较强的侵

袭性 ,它可能通过消化道或呼吸道黏膜进入血液 ,引

起全身性感染 ,引发败血症。

3. 3　ETEC感染后小鼠血液生理生化指标变化的

意义

　　在毒理学亚慢性毒性试验中 ,有关血液生理生

化值的分析与测定是反映供试物对实验动物毒性效

应的重要判断指标[17 ]。

　　白细胞是机体防御系统的重要组成部分。本研

究发现 K88对白细胞及相关指标的影响较大。白

细胞在 0～6 h内基本低于 C K组 ,这说明 K88感染

对机体造成了较大的伤害。

　　谷丙转氨酶 (AL T) 、谷草转氨酶 (AST)是肝毒

性研究中应用最为广泛的指标。小鼠的 AL T主要

分布于肝、心和小肠 ,AST主要分布于肝、心和脑 ,

两者均主要来源于肝 ,肝中的 AST 水平要高于

AL T水平。在对肝坏死的分析中 ,血清 AL T的来

源具有肝特异性 ,而 AST 并非肝坏死的特异指

标[17 ] ,研究表明 ,AL T、AST 的平行增加提示肝坏

死[18 ]。本试验结果表明 ,在 0. 5～6 h时各试验组小

鼠的 AL T、AST比对照组小鼠显著升高 ,1 ∶70 稀

释的 K882GFP菌液注射小鼠的 AL T 比对照升高

了 1 倍 ,1∶100和1 ∶10 稀释液注射小鼠的 AL T

比对照升高了 3倍 ;1 ∶70 稀释液注射小鼠的 AST

比对照升高 0. 5倍 ,1∶100稀释液注射小鼠的 AST

比对照升高了 2倍 ,说明 ETEC可严重影响小鼠的

肝功能。

　　BUN和 UA是常用的反映肾小球滤过功能的

重要检测指标 ,当肾发生各种病变 ,正常的排泄功能

遭到破坏时 ,即引起血液 BUN、UA 浓度增高。在

本试验中由于第 2 h 的试验数据不足 ,未能进行统

计学分析 ;第 4 h采样分析发现 1∶10、1∶40、1∶70

稀释液感染的小鼠其 BUN 值与对照相比均极显著

升高 ( P < 0. 01) ;第 6 h时 ,各个稀释倍数菌液感染

的小鼠其 BUN 值与对照相比均极显著升高 ( P <
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0101) 。而且从分析结果可见 ,ETEC的侵染浓度与

BUN 值的变化呈正相关。同时 ,高浓度的 ETEC

侵染时 ,还会导致 UA 值明显上升 ,在第 4 h 和 6 h

时分别与对照差异极显著 ( P < 0. 01)和显著 ( P <

0105) 。这说明 ETEC 对小鼠的肾功能有严重影

响 ,这与采血时发现第 4 h、第 6 h注射高浓度 K882
GFP菌液的小白鼠出现血尿的症状相符。

　　从血液生化指标的分析结果可以看到 , K88 对

动物肝、肾功能指标的影响较大 ,而这与感染后对各

脏器 K88计数发现在肝、肾中的数量最多的结果相

符合。

　　目前 ,对 K88等 ETEC致病菌致病的分子机理

已经进行了较为深入的研究 ,但主要集中在毒素的

肠内受体及相互作用方面[19 ] ,本研究结果可为

ETEC致病分子机理的研究提供新方向和思路。

3. 4　建立 ETEC小鼠攻毒模型的意义

　　K88病原对不同动物的致病特性和引起的全身

性变化并不完全相同 ,但目前多以小鼠为实验动物

建立 ETEC攻毒模型[ 5 ,10 ,20 ]。本研究以小鼠为实验

动物所建立的 K88 攻毒模型所获得的研究结果对

揭示 K88的致病机理能提供较好的帮助。另一方

面 ,本研究首次采用解剖分析致病菌在不同器官的

分布特点与血液分析相结合的方法 ,而且两者的试

验结果得到了相互印证 ,较为确切地说明了 K88的

侵袭性及导致动物死亡的原因。

3. 5　益生菌 PB J K22的应用前景

　　本研究筛选得到的益生菌 PB J K22为短短芽孢

杆菌 ,属芽孢杆菌属。芽孢杆菌在抑制动物病原细

菌、维持和调整肠道微生态平衡中的作用已有报

道[21224 ]。本研究筛选得到的益生菌 PB J K22 ,有望

为益生素家族添加新的资源 ,对动物疾病防治具有

指导作用。但是对其使用技术尚需进行进一步研

究。如本试验研究发现 , PB J K22 的发酵时间会影

响其抑菌活性 ,同时也发现先接种致病菌 ,24 h后再

接种芽孢杆菌则无抑菌作用。其中的机理尚需进一

步探讨 ,而在实践中作为产品开发与应用时 ,也需充

分考虑发酵时间的影响及应用方法。另外本研究

中 ,益生菌 PB J K22被证明对感染 K88的小鼠模型

的疾病控制有较好的作用 ,研究还发现 ,低浓度的

K882GFP处理对照组不致死 ,而 PB J K22处理组中

有 20 %小鼠死亡。因此推测 , PB J K22 可能也具有

低毒力 ,在开发产品时应考虑与其他益生菌的相互

作用 ,更好地发挥益生效果。
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