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要!为了解牦牛源鲍氏志贺菌对实验动物除肠道外的心*肝等的快速致病性损伤!本研究以牦牛源鲍氏志贺菌

感染
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小鼠!剂量为
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剖杀*取样并对剖解进行

详细观察!在每个安排的时间点平行采集
*

只小鼠的脑*心*肝*脾*肺*肾*小肠*大肠和胰腺等组织!制备组织切

片!通过
LC

染色和免疫组化染色!对感染小鼠的组织病理学变化和细菌定位进行观察!收集小鼠血液进行乳酸脱

氢酶*尿素*肌酐*

(

!

淀粉酶*甘油三酯*总蛋白*白蛋白*磷酸激酶*

>M

0

结合力*
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*血糖*白细胞数等血液生化指标

检测&试验结果表明!小鼠除小肠上皮细胞损伤外!心外膜下出现凝固性坏死病灶!肝组织有炎性细胞浸润及肉芽

肿形成!肺泡壁炎性细胞浸润!胰腺上皮细胞肿胀!细胞质溶解!细胞核固缩或碎裂等'心肌细胞*肝细胞*肺泡壁*

肾小管细胞*胰岛细胞*肠上皮细胞细胞质内均有待检菌体抗原阳性反应'生化指标除甘油三酯外均有一定变化&

试验证实病变的严重程度与菌体抗原检出量成正相关!分离株能在实验动物体内进行大面积侵嗜!心*肝*肺*胰

腺*肾也是牦牛源鲍氏志贺菌分离株的主要靶器官&生化指标和病理损伤的特征性变化对该病诊断与研究拓展具

有重要价值&
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#是具有高度传染性和严重

危害性的革兰阴性胞内致病菌!与沙门菌*金黄色葡

萄球菌一并认为是导致全球范围内大量人畜死亡的

食源性疾病病原菌(

%!*

)

&根据现有文献!志贺菌的相

关病理研究主要针对其对肠道的致病性(

)!6

)

!也有感

染肺致病的报道(

.

)

!

:':'W,E;D

等(

1

)证实志贺菌可

引起人的包括败血症*低血钠*低血钾和低血糖等生

化指标异常&笔者在
0&%%

年首次分离获得一株牦

牛源鲍氏志贺菌(

(

)

!在研究其毒力过程中发现该分

离株对除肠道以外的机体脏器存在致病性!可导致

试验动物肝炎症!心房外壁出现白色病灶等!重复试

验均可出现相应病变!具有一定特点&为深入研究

该分离株在机体组织*器官的动态分布及致病机制!

进行了实验动物人工感染*常规组织病理学检查*免

疫酶组织化学染色和生化指标检测&本研究针对牦

牛源鲍氏志贺菌分离株建立实验病理模型!针对分

离株感染实验小鼠出现的临床症状*部分生化指标

变化*病理变化和细菌抗原定位进行系统研究!以期

了解该菌株的致病机制!为更好地防控人畜志贺菌

病和深入拓展相关研究提供科学依据&
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材料与方法
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菌株和实验动物

牦牛源鲍氏志贺菌!由西南民族大学动物医学

四川省重点实验室保存'
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显

色试剂盒!购自生工生物工程"上海#股份有限公司'

石蜡组织切片机!美国
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公司'

C>PW85C.0&&

显微镜!日本
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%DP

无菌注射器*消毒

灌胃针等&
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小鼠购回后正常饲喂观察
0"

&

将
0.

只
\4P\

%

@

小鼠随机分为
0

组!其中试验组

00

只!对照组
)

只&先观察
*"

无异常后再进行人

工感染试验&根据预试验结果!用分离株
&'6DP
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)灌胃进行人工感染试验!

对照组灌胃生理盐水&以出现嗜睡*精神萎靡*被毛

耸立为感染成功发病指标!感染后
.
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剖杀*取样并对剖解变化进行详细观察!在每

个安排的时间点平行采集
*

只小鼠的脑*心*肝*脾*

肺*肾*小肠*大肠和胰腺等组织固定于
)_

多聚甲

醛!常规制作石蜡切片"
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#&收集小鼠血液进行

乳酸脱氢酶"

P]L

#*尿素*肌酐*
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淀粉酶*甘油三酯
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#*总蛋白*白蛋白*磷酸激酶*
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结合力*
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血糖*白细胞数等血液生化指标检测&

#D%
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病理组织切片
PQ

染色和免疫酶组织化学染色

小鼠组织切片进行
LC

染色和免疫酶组织化学

染色&

LC

染色按常规方法进行&免疫组化一抗采

用兔抗鲍氏志贺菌多克隆
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抗体"

J,!)6(*B

#!免

疫组织化学染色按过氧化物酶标记的链霉卵白素染

色试剂盒说明书进行&染色操作步骤大致如下$石
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蜡切片脱蜡至水!

*_ L

0

M

0

浸泡!避光
0&D$-

后蒸

馏水冲洗
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次'
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冲洗!
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次'
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*!

二氨基联苯胺显

色!镜下控制显色时间!自来水中止显色'自来水充

分冲洗!复染!封片'阴性对照以
8\5

代替一抗&

染色切片置于
R$X#-C>PW85C.0&&

显微数码

图像采集系统上采集图像!用
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图

像分析软件测量其阳性颗粒累积光密度值"
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#!

所得数据用
CF@=E

表格进行统计处理!分别计算各

时间点各组织脏器的平均累积光密度值!并绘制阳

性累积光密度值动态柱形图&
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志贺菌人工感染
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小鼠模型的建立

接菌后
0H

小鼠出现嗜睡*精神萎靡*被毛耸立

等临床症状!

*.H

有一只试验组小鼠死亡!

)(H

后

小鼠精神恢复&观察期内对照组小鼠精神均正常!

未出现死亡&经剖检!试验组小鼠于感染后
%(H

即

可见小肠内充盈黄色透亮内容物!感染后
.H

即可

见小鼠心外膜下有细小白色病灶!且随时间点的延

长病灶扩大和融合"图
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#&

4'

感染后
%(H

小鼠肠道黄色内容物'

\'

感染后
.H

小鼠心白色病灶
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小鼠组织感染后病变
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志贺菌人工感染
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小鼠后主要血液生

化指标

小鼠血液生化指标检测结果除甘油三酯外!乳

酸脱氢酶*尿素*肌酐*

(

!

淀粉酶*甘油三酯*总蛋白*

白蛋白*磷酸激酶*

>M

0

结合力*

8

*血糖*白细胞数

等指标均有一定的变化&其中!血清总蛋白*

>M

0

结合力*乳酸脱氢酶水平先降低后升高!尿素*肌酐*

白蛋白*白细胞数水平总体上呈降低趋势!血糖*磷

酸激酶*

(

!

淀粉酶水平先升高后降低!

8

水平总体升

高&变化趋势曲线见图
0

&其中!由于各项指标数

值和单位相差较大!为了在同一个图中展示做了相

应处理!处理方法见生化指标名称后&
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!

病理组织学检查

小鼠组织切片
LC

染色观察!感染小鼠除脾*大

肠未见明显病理变化外!其余脏器均出现不同程度

病理变化"图
*

#&其中!小鼠心组织切片可见各时

间点心肌组织充血!心腔内有多少不一血凝块!

.

*

*&

*

)0

*

6)H

可见心外膜下有坏死和炎症细胞增生

浸润病灶!且随时间的延长而增大'肝组织切片各时

间点均见不同程度充血!

6)

*

..H

偶见凝固性坏死

灶!少量散在巨噬细胞与淋巴细胞浸润病灶!

%(

*

*&

*

6)H

可见肝细胞内出现细小空泡'肺组织切片可见

随感染时间的延长!肺泡壁细胞增多!肺泡壁增宽!

肺泡腔狭窄或消失&

)0

*

6)H

可见血管周围或支气

/.*
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感染后小鼠血液部分生化指标
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4'

大脑毛细血管扩张'

\'

心外膜内侧细胞坏死与炎症增生浸润病灶'

>

*

]'

肝细胞出现凝固性坏死!巨噬细胞和淋巴
细胞浸润病灶'

C'

肺泡壁细胞增多!肺泡壁增宽!肺泡腔狭窄或消失'

7'

支气管旁有灶性或散在的巨噬细胞与淋巴
细胞等炎症细胞浸润!肺泡腔多已狭窄或消失'

2'

肾小管上皮细胞空泡变性'

L'

胰腺上皮细胞细胞质溶解'

W'

小肠
绒毛顶端凝固性坏死
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牦牛源鲍氏志贺菌人工感染
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小鼠后主要脏器组织病理变化$
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小鼠的组织病理学观察

管旁有灶性或散在的巨噬细胞与淋巴细胞等炎症细胞

浸润'肾组织切片可见感染组小鼠肾间质均充血!

.

*

%(

H

可见肾小管上皮细胞肿胀!细胞质内出现小空泡'胰

组织切片
)0

*

6)H

可见胰腺上皮细胞肿胀!浆细胞质溶

解!遗留少量丝网状红染物!细胞核固缩或已碎裂*溶

解'小肠组织切片于
0

*

..H

可见小肠绒毛顶端凝固性

坏死!组织细胞结构破坏!遗留红染无细胞结构碎片'

大脑组织切片可见感染小鼠均出现脑膜充血&

!D%

!

免疫组织化学检查

免疫组化染色见鲍氏志贺菌感染小鼠的心*肝*

肺*肾*小肠*大肠*胰腺共
1

个器官组织细胞的细胞

质出现黄色阳性颗粒&鲍氏志贺菌抗原最早于感染

后
.H

的小鼠心*肝*肺*肾*小肠*大肠*胰岛等脏器

组织细胞质中检出&除小肠上皮细胞*大肠上皮细

胞*胰岛细胞随感染时间的延长表达量有所降低外!

其余组织器官的细菌抗原检出量随感染时间的持续

进一步增多&各组织中的细菌抗原含量以肺和胰岛

最高!其余组织器官次之&各组织器官的免疫组化

结果见图
)

!图
6

&

4'

心外膜下出现阳性反应'

\

*

>'

肝小叶中央静脉周围呈阳性反应'

]

*

C'

肺泡壁增厚!肺泡壁细胞出现阳性反应'

7'

肾小管上皮细胞阳性反应'

2'

胰岛细胞强阳性反应'

L'

小肠肠上皮细胞阳性反应'

W'

大肠肠腺上皮细胞阳性反应
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牦牛源鲍氏志贺菌人工感染
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(

2

小鼠后免疫组化染色示细菌在主要脏器中的动态分布$
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免疫组化检测鲍氏志贺菌感染小鼠各时间点各脏

器中平均光密度值$

JUN

(

:0Q:

%动态变化
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!
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'D#

!

分离株致病特性

肠道致病菌是导致发展中国家婴儿和五岁以下

儿童*年长和免疫功能不全人群发病*死亡的主要原

因(

/

)

&人和灵长类是志贺菌的适宜宿主!根据宿主

的健康状况和年龄!只需
%&

个细菌细胞就可致病!

其强致病性使其成为重要的食源性肠道致病菌(

%&

)

&

本文中的分离株分离自高海拔川西北草地外表健康

牦牛体内&志贺菌血清型和种的确定对于疾病的预

防和治疗极为重要!而福氏志贺菌被认为是亚洲地

区的优势血清型(

%%

)

!高原生态环境特殊!病原微生

物交流有限!通常认为病原菌血清型较为单一&但

本次牦牛源鲍氏志贺菌的分离和其致病性试验!提

示在高原地区人畜志贺菌病的防治过程中!混合血

清型的交互影响增强病原菌对宿主的致病性现象不

容忽视&在高原人畜志贺菌病的防治中不能仅仅是

按照单一的优势血清型进行&

作为典型的肠道致病菌!对肠道的致病性研究

是重点!目前针对志贺菌感染肠道的免疫应答*致病

作用*致病机制以及相应分子生物学研究较为成熟!

常采用恒河猴*小鼠*大鼠等实验动物或肠上皮细胞

培养等离体试验观察(

%0!%*

)

&本次试验在此基础上同

时也关注分离株在实验动物体内多个脏器的动态分

布和致病损伤&在本次试验中!细菌抗原广泛分布

于除脑组织以外的各个脏器中&细菌抗原在
.H

的

心*肝*肺等组织中被检出!通过免疫酶组织化学染

色观察!细菌抗原不仅存在于组织病灶位置的细胞

质内!同时也广泛存在于心肌细胞细胞质*肝细胞细

胞质*肾小管上皮细胞和肠上皮细胞&这一结果证

实了鲍氏志贺菌是一种胞内致病菌!与师润等(

6

)利

用免疫组化方法定位细菌于肠上皮细胞的报道相

符&在病理切片上观察到的心外膜下坏死和炎症细

胞增生浸润病灶*肝凝固性坏死灶*肺泡内炎性细胞

浸润*胰腺上皮细胞核固缩等病变现象更说明本分

离株是一株广泛侵嗜性致病菌!提示在志贺菌病症

的治疗中也应考虑其对多个脏器的影响&为后续相

关志贺菌病研究奠定基础&

'D!

!

致病机制

志贺菌致病的关键是侵蚀和定殖肠上皮细胞&

通过利用滤泡相关上皮中的
:

细胞通过肠道上皮

壁垒屏障!随后进入肠道基底组织!从基底外膜表面

侵入肠上皮细胞&在滤泡相关上皮细胞下的圆形淋

巴组织区域被巨噬细胞等炎性细胞所吞噬&细菌被

吞噬后会启动巨噬细胞的细胞凋亡模式致使细胞死

亡&被感染的巨噬细胞在死亡之前会释放促炎性细

胞因子白介素
WP!%

1

和
WP!%(

通过
W

V

;\

侵袭素激活

细胞蛋白凋亡酶
!%

&这些细胞因子联合如
WP!(

之

类的趋化因子!扩充了中性粒细胞数!侵入感染位

点!使上皮细胞的防御壁垒更为薄弱&其直接结果

是摧毁了肠上皮细胞的防御屏障!使更多的细菌进

入到上皮下的空间!入侵肠上皮细胞!最终遍布所有

肠上皮细胞(

%)!%6

)

&结合实验动物血清多个生化指标

检测结果!证实细菌在肠道的分布过程中侵入血管!

随血液移行至体内多个脏器&其中!在肝*心这两个

血液流通量较大的器官集中发挥其免疫损伤作用&

生化指标的检测表现一定的特征性!为疾病诊断提

供参考&以肝组织病变为例!细菌透过血管壁进入

肝细胞!干扰细胞内粗面内质网的作用以影响肝细

胞蛋白质的合成作用&肝细胞在外因素干扰作用下

发生的细胞凋亡和细胞坏死可分别在数小时和数天

内表现(

%.

)

!与本试验中肝细胞坏死灶首先出现时间

6)H

大致相符&肝细胞损伤或坏死后!向血液中释

入大量
P]L

!致使血中
P]L

值升高(

%1

)

!如本试验

中随着时间的延长!

P]L

总体增高趋势持续&肝出

现病理损伤!在日常诊断中仅能依靠相关血液生化

指标改变进行判定&类似的生化指标与病理损伤对

应呈现同样出现在肺和
>M

0

结合力*胰腺和血糖

等&将生化指标*病理损伤和致病机制联系在一起!

对相应生化指标的持续性监控!一方面可对脏器损

伤程度进行预测!另一方面可对疾病诊断提供参考!

同时引出人志贺菌病诊断试剂盒研究新选项&

%

!

结
!

论

牦牛源鲍氏志贺菌分离株能在小鼠体内产生快

01*



!

0

期 冉丹丹等$牦牛源鲍氏志贺菌人工感染
\4P\

%

@

小鼠的组织病理学观察

速致病性损伤!导致除肠道*肺等已知脏器以外脏器

"如心*胰腺*肾#的病变&通过免疫组化染色检测!

细菌抗原不仅存在于组织病灶位置的细胞质内!同

时也广泛存在于心肌细胞细胞质*肝细胞细胞质*肾

小管上皮细胞和肠上皮细胞&对应脏器生化指标的

改变提示可作为志贺菌病程诊断的重要依据&
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ÔNL

!

94R2>

!

=A;E'W"=-A$T$@;A$#-#T

-,(

7

&44$1+

/

6(( $-

S

;X ;-"$A,

V

;AH#

G

=-$@$A

S

A#

\4P\

%

@D$@=

(

Y

)

'!"#$%&#&'()$'($&#*++#&",)("$

-()("$

!

0&%*

!

))

"

%

#$

%)6!%6%'

"

$->H$-=,=

#

(

/

)

!

B49L5

!

84]L^BR'4-A$J;@A=<$;E=TT$@;@

S

#TT$U=

D="$@$-;E

V

E;-A,;

G

;$-,AD?EA$"<?

G

!<=,$,A;-A=-A=<#!

V

;AH#

G

=-$@J;@A=<$;$-T=@A$-

G

?-"=<!6H#,

V

$A;E$K="@H$E!

"<=-

(

Y

)

'OI)#&

7

';&6

!

0&%6

!

%*

"

%

#$

)6!61'

(

%&

)

!

李丹丹!徐义刚!王绥家!等
'

动物源性食品中志贺氏

菌实时荧光定量
8>B

快速检测方法的建立(

Y

)

'

东北

农业大学学报!

0&%)

!

)6

"

(

#$

/(!%&0'

PW]]

!

NO^2

!

34R25Y

!

=A;E']=U=E#

V

D=-A#T;"?!

;E<=;E!A$D=8>BT#<AH=<;

V

$""=A=@A$#-#T-,(

7

&44$$-

;-$D;E!#<$

G

$-="T##"

(

Y

)

'O+:')$4+

2

J+'#,&$<#!

7

'(":4N

#:'$4B)(C&'<(#

/

!

0&%)

!

)6

"

(

#$

/(!%&0'

"

$->H$-=,=

#

(

%%

)

!

陈伟蛟!张成龙!王
!

欢!等
'

腹泻病原菌属及耐药性

的
%&

年变化趋势(

Y

)

'

临床检验杂志"电子版#!

0&%0

!

%

"

0

#$

(0!(.'

3CR 3Y

!

QL4R2>P

!

34R2 L

!

=A;E'9H=A=-"!

=-@

S

#T"$,A<$J?A$#-;-";-A$D$@<#J$;E<=,$,A;-A#T"$!

;<<H=;J;@A=<$;

G

<#?

V

"?<$-

G

%&

S

=;<,

(

Y

)

'>4()("$4

0$1+'$#+'

/

O+:')$4

"

=4&"#'+)("=6(#(+)

#!

0&%0

!

%

"

0

#$

(0!(.'

"

$->H$-=,=

#

(

%0

)

!

49L:4R B

!

7CBR4R]CQ :W

!

2MORMR 8

!

=A

;E'5H$

G

=EE;TE=F-=<$$-T=@A$#-$,"=

V

=-"=-A#-U$EE$-$-

AH=D#?,=$-A=,A$-=;-"$-

V

<$D;<

S

@?EA?<=,#T$-A=,A$!

-;E=

V

$AH=E$;E@=EE,

(

Y

)

'>&44;("'+1(+4

!

0&&6

!

1

"

(

#$

%%&/!%%%.'

(

%*

)

!

BCReZ

!
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