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摘　 要　 目的:建立免疫抑制继发艰难梭菌相关性腹泻(CDAD)C57BL / 6 小鼠模型,为今后新药研究提供更有针对性的动物模型
选择。 方法:采用 C57BL / 6 小鼠,分为空白组、免疫抑制 CDAD 模型组(DXMS+MOD 组)、免疫正常 CDAD 模型组(MOD 组)、地塞
米松组和混合抗菌药物组。 在造模后第 1、8 日 2 个时间点取材,通过脾脏和胸腺指数、血常规检测、免疫细胞占比、细胞因子分泌

水平以及分泌型免疫球蛋白 A(sIgA)含量分析各组小鼠免疫状态情况;通过体重变化率、死亡率、临床评分、粪便黏稠度评分、毒
素水平检测和结肠病理变化评价模型组小鼠的 CDAD 病情。 结果:与 MOD 组比较,DXMS+MOD 组小鼠造模后第 1、8 日的脾脏指
数(P<0. 001,P<0. 05)、胸腺指数(P<0. 001)显著降低;白细胞计数(P<0. 01)、淋巴细胞百分比(P<0. 001)显著降低,中性粒细胞

百分比(P<0. 001)显著升高;B 细胞(P<0. 001)、CD4+
 

T 细胞(P<0. 001,P<0. 01)比例和 CD4+ / CD8+(P<0. 001)显著降低,CD8+
 

T
细胞比例(P<0. 001)显著升高,上述差异均有统计学意义。 与 MOD 组比较,DXMS+MOD 组小鼠造模后白细胞介素 6(第 1 日:P<
0. 001;第 8 日:P<0. 01)、单核细胞趋化蛋白 1(第 1 日:P<0. 001)、肿瘤坏死因子 α(第 8 日:P<0. 01)和 γ 干扰素(第 8 日:P<
0. 01)水平显著降低,差异均有统计学意义。 造模后第 1、8 日,DXMS+MOD 组小鼠 sIgA 含量较 MOD 组呈现降低趋势,但差异无
统计学意义(P>0. 05)。 相比于 MOD 组,DXMS+MOD 组小鼠体重降低更明显,且两组在造模后第 2 日(P< 0. 01)、第 3 日(P<
0. 05)和第 4 日(P<0. 05)的差异有统计学意义。 造模后,DXMS+MOD 组小鼠的粪便黏稠度评分(第 5 日:P<0. 05)、临床症状评

分(第 1 日:P<0. 05;第 3、5 和 7 日:P<0. 001)始终高于 MOD 组,差异均有统计学意义。 造模后第 1、8 日,DXMS+MOD 组的艰难
梭菌负载量较 MOD 组显著升高,差异有统计学意义(P<0. 01)。 结肠病理结果显示,DXMS+MOD 组肠道屏障破坏更严重且出现
死亡情况。 结论:DXMS+MOD 组小鼠可在整个造模过程以及造模完成后 7

 

d 内保持免疫低下状态,其 CDAD 症状相比 MOD 组更

加严重,毒素水平更高,肠道屏障破坏更严重。 本研究建立了符合临床特点的免疫抑制继发 CDAD 动物模型,为今后的相关科学
研究提供了更有针对性的动物模型选择。
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ABSTRACT 　 OBJECTIVE:
 

To
 

establish
 

the
 

C57BL / 6
 

mouse
 

model
 

of
 

Clostridium
 

difficile-associated
 

diarrhea
 

(CDAD)
 

secondary
 

to
 

immunosuppression,
 

so
 

as
 

to
 

provide
 

a
 

more
 

targeted
 

selection
 

of
 

animal
 

models
 

for
 

future
 

new
 

drug
 

research.
 

METHODS:
 

C57BL / 6
 

mice
 

were
 

extracted
 

to
 

be
 

divided
 

into
 

the
 

blank
 

group,
 

immunosuppressed
 

CDAD
 

model
 

group
 

(DXMS+MOD
 

group),
 

immune-normal
 

CDAD
 

model
 

group
 

(MOD
 

group),
 

dexamethasone
 

group
 

and
 

mixed
 

antibiotics
 

group.
 

Samples
 

were
 

taken
 

at
 

the
 

1st
 

and
 

8th
 

days
 

after
 

modelling,
 

the
 

immune
 

status
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

were
 

analyzed
 

by
 

spleen
 

and
 

thymus
 

indexes,
 

routine
 

blood
 

tests,
 

immune
 

cell
 

percentage,
 

cytokine
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secretion
 

level
 

and
 

secretory
 

immunoglobulin
 

A
 

(sIgA)
 

content.
 

The
 

CDAD
 

condition
 

of
 

model
 

mice
 

were
 

evaluated
 

through
 

the
 

change
 

rates
 

of
 

body
 

weight,
 

mortality
 

rates,
 

clinical
 

scores,
 

faecal
 

consistency
 

scores,
 

detection
 

of
 

toxin
 

levels
 

and
 

pathological
 

changes
 

of
 

colon.
 

RESULTS:
 

Compared
 

with
 

the
 

MOD
 

group,
 

the
 

DXMS +MOD
 

group
 

had
 

significantly
 

lower
 

spleen
 

(P<0. 001,
 

P<0. 05)
 

and
 

thymus
 

indexes
 

(P<0. 001),
 

significantly
 

lower
 

white
 

blood
 

cell
 

counts
 

(P<0. 01)
 

and
 

lymphocyte
 

percentages
 

(P<0. 001),
 

significantly
 

higher
 

neutrophilic
 

granulocytes
 

percentages
 

(P< 0. 001);
 

significantly
 

lower
 

B
 

cells
 

ratios
 

( P < 0. 001),
 

CD4+
 

T
 

cells
 

ratios
 

( P < 0. 001,
 

P < 0. 01)
 

and
 

CD4+ / CD8+
 

(P< 0. 001),
 

and
 

significantly
 

higher
 

CD8+
 

T
 

cells
 

ratios
 

(P < 0. 001)
 

at
 

the
 

1st
 

and
 

8th
 

days
 

after
 

modelling,
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant.
 

Compared
 

with
 

the
 

MOD
 

group,
 

the
 

IL-6
 

(P<0. 001
 

at
 

the
 

1st
 

day,
 

P<0. 01
 

at
 

the
 

8th
 

day),
 

MCP-1
 

(P<0. 001
 

at
 

the
 

1st
 

day),
 

TNF-α
 

(P<0. 01
 

at
 

the
 

8th
 

day)
 

and
 

IFN-γ
 

(P<
0. 01

 

at
 

the
 

8th
 

day)
 

levels
 

in
 

the
 

DXMS+MOD
 

group
 

were
 

significantly
 

lower,
 

with
 

statistically
 

significant
 

differences.
 

At
 

the
 

1st
 

and
 

8th
 

days
 

after
 

modelling,
 

the
 

sIgA
 

content
 

in
  

the
  

DXMS+MOD
  

group
 

showed
 

a
 

decreasing
 

compared
 

with
 

the
 

MOD
 

group,
 

while
 

the
 

difference
 

was
 

not
 

statistically
 

significant
 

(P>0. 05).
 

Compared
 

with
 

the
 

MOD
 

group,
 

the
 

mice
 

in
 

the
 

DXMS+MOD
 

group
 

showed
 

a
 

more
 

obvious
 

decrease
 

in
 

body
 

weight,
 

and
 

the
 

differences
 

between
 

two
 

groups
 

were
 

statistically
 

significant
 

at
 

the
 

2nd
 

(P<0. 01),
 

3rd
 

(P<0. 05)
 

and
 

4th
 

(P<0. 05)
 

days
 

after
 

modelling.
 

After
 

modelling,
 

the
 

faecal
 

consistency
 

scores
 

(P<0. 05
 

at
 

the
 

5th
 

day)
 

and
 

clinical
 

symptom
 

scores
 

(P<0. 05
 

at
 

the
 

1st
 

day,
 

P<0. 001
 

at
 

the
 

3rd,
 

5th
 

and
 

7th
 

days)
 

of
 

the
 

DXMS+MOD
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

MOD
 

group,
 

with
 

statistically
 

significant
 

differences.
 

At
 

the
 

1st
 

and
 

8th
 

days
 

after
 

modelling,
 

the
 

C.
 

difficile
  

load
 

of
 

the
 

DXMS+
MOD

 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

MOD
 

group
 

(P<0. 01),
  

with
 

statistically
 

significant
 

difference.
 

The
 

colonic
 

pathology
 

results
 

showed
 

more
 

severe
 

intestinal
 

barrier
 

disruption
 

and
 

mortality
 

in
 

the
 

DXMS+MOD
 

group.
 

CONCLUSIONS:
 

Mice
 

in
 

the
 

DXMS+MOD
 

group
 

could
 

remain
 

immunocompromised
 

throughout
 

the
 

modelling
 

process
 

and
 

for
 

7
 

days
 

after
 

completion
 

of
 

modelling,
 

and
 

the
 

CDAD
 

symptoms
 

are
 

more
 

severe
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

MOD
 

group,
 

with
 

higher
 

toxin
 

levels
 

and
 

more
 

severe
 

intestinal
 

barrier
 

disruption.
 

This
 

study
 

has
 

established
 

an
 

animal
 

model
 

of
 

CDAD
 

secondary
 

to
 

immunosuppression
 

that
 

meets
 

the
 

clinical
 

characteristics,
 

which
 

provides
 

more
 

targeted
 

selection
 

of
 

animal
 

model
 

for
 

future
 

related
 

scientific
 

research.
KEYWORDS　 Clostridium

 

difficile-associated
 

diarrhea;
 

Immunosuppression;
 

Animal
 

model;
 

C57BL / 6
 

mice

　 　 艰难梭菌是一种革兰阳性、厌氧、产芽孢的致病细菌,对
不良环境抵抗能力强,利于其在体内外传播[1] 。 艰难梭菌相

关性腹泻(Clostridium
 

difficile
 

associated
 

diarrhea,CDAD)是主

要由长期或滥用抗菌药物引发的艰难梭菌感染性疾病,其症

状从轻微腹泻到严重伪膜性结肠炎,占抗菌药物相关性腹泻

的 25% ~ 30% [2] 。
CDAD 的发病不仅与抗菌药物的使用相关,与人体的免疫

状态也密切相关。 免疫抑制 / 低下状态人群(服用免疫抑制剂

的患者;老年人、婴幼儿、肿瘤患者和围手术期患者等) 的

CDAD 发病率和死亡率高[3-5] 。 研究发现,当 CDAD 患者处于

免疫抑制状态或者免疫低下状态时,会导致艰难梭菌毒素增

加,延缓肠道菌群的恢复,进而延缓 CDAD 的恢复,使病情更

加严重,病死率升高[6] 。 使用单一免疫抑制剂的患者患 CDAD
的概率较未使用免疫抑制剂的患者高 3. 2 倍,使用 2 种及以上

免疫抑制剂的患者患 CDAD 的风险是未使用免疫抑制剂患者

的 6. 5 倍[7] 。 美国疾病控制与预防中心在 2013 年的报告中

将艰难梭菌确定为抗菌药物耐药性威胁“紧急威胁”类别中的

3 种细菌之一,根据该报告,约 50%的感染发生在 65 岁以上人

群中,但>90%的死亡发生在 65 岁及以上的人群中,高龄被认

为是 CDAD 严重后果的危险因素。 此外,Ben-Horin 等[8] 的研

究发现,发生 CDAD 前使用过免疫抑制剂的患者其死亡率会

显著升高;Das 等[9] 发现,处于免疫抑制状态的患者复发艰难

梭菌感染的风险更大。
免疫正常的 CDAD 小鼠模型通常是由混合抗菌药物自由

饮水后给予克林霉素腹腔注射,目的是打乱小鼠的肠道菌群

稳态从而使艰难梭菌更容易定植。 但上述造模方法仍有部分

局限性:(1)模型与临床现实不完全相符,即无法准确模拟免

疫抑制 / 低下患者的状况,不能准确反映部分临床患者群体对

艰难梭菌感染的敏感性以及感染后的病理生理变化;(2)免疫

正常动物的肠道屏障功能相对健全,较难观察和分析药物在

受损肠道屏障修复方面的具体作用和效果。 动物模型的精准

建立是科学探讨疾病的重要前提,因此,本研究拟建立免疫抑

制继发 CDAD 小鼠模型,以克服免疫正常动物模型的不足,为
今后的新药研究提供更有针对性的动物模型选择。

1　 材料
1. 1　 实验动物

SPF 级 5 周龄 C57BL / 6 小鼠,初始体重为( 20 ± 2)
 

g,雄
鼠,购于斯贝福(北京)生物技术有限公司,许可证号为 SCXK
(京)2019-0010,于 SPF 级动物实验室饲养,饲养环境温度为

20~ 26
 

℃ ,湿度为 40% ~ 70%,通风良好,12
 

h 黑白轮换照明。
动物饲养使用标准鼠饲料和水,所有动物实验按照首都医科大

学附属北京友谊医院动物伦理委员会制定的伦理准则进行。
1. 2　 仪器

实时荧光定量 PCR 仪、流式细胞仪(美国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific 公司);五分类全自动动物血液细胞分析仪(北京科

月华诚科技有限公司);酶标仪(美国 Bio
 

Tek 公司);电子分析

天平(瑞士 Mettler
 

Toledo 公司);生物显微镜(德国 Leica 仪器

有限公司)。
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1. 3　 药品与试剂

甲硝唑(货号:S17079)、万古霉素(货号:S17059)、庆大霉

素(货号:S17024)、克林霉素(货号:S63729) 和卡那霉素(货

号:S17025)等购自上海源叶生物科技有限公司。 黏菌素(货

号:MB1064)购自大连美仑生物技术有限公司,地塞米松(货

号:ST1254)购自上海碧云天生物技术股份有限公司。 艰难梭

菌 630(货号:ATCC
 

BAA-1382)由首都医科大学附属北京友谊

医院 检 验 科 提 供。 Mouse
 

Custom
 

4-plex 试 剂 盒 ( 货 号:
T2C0421142)购自北京旷博生物技术股份有限公司。 粪便

DNA 提取试剂盒 ( 货号: D5625010000L22T020 ) 购自美国

Omega
 

Bio-Tek 公司。 小鼠分泌型免疫球蛋白 A(sIgA)酶联免

疫吸附试验( ELISA)试剂盒(货号:E-EL-M1040)购自武汉伊

莱瑞特生物科技股份有限公司。
2　 方法
2. 1　 动物造模

60 只小鼠适应性饲养 1 周,进行称重,随机分为 5 组

(n= 12),分别为空白组( CON 组)、免疫抑制 CDAD 模型组

(DXMS+MOD 组)、免疫正常 CDAD 模型组( MOD 组)、地塞米

松组(DXMS 组)及混合抗菌药物组(ABX 组)。
动物实验方案见图 1。 从第- 6 日至第- 3 日,CON 组小

鼠正常饮水,DXMS+MOD 组和 DXMS 组小鼠自由饮用由混

合抗菌药物+地塞米松配置的水(卡那霉素 0. 4
 

mg / mL;万古

霉素 0. 045
 

mg / mL;甲硝唑 0. 215
 

mg / mL;黏菌素 850
 

U / mL;
庆大霉素 0. 035

 

mg / mL;地塞米松 0. 1
 

mg / mL) ,MOD 组和

ABX 组 小 鼠 则 自 由 饮 用 混 合 抗 菌 药 物 水 ( 卡 那 霉 素

0. 4
 

mg / mL;万古霉素 0. 045
 

mg / mL;甲硝唑 0. 215
 

mg / mL;
黏菌素 850

 

U / mL;庆大霉素 0. 035
 

mg / mL) 。 -3 日以后,所
有小鼠恢复正常饮水。 第-1 日,除 CON 组外,其他组小鼠给

予 10
 

mg / kg 的克林霉素腹腔注射,CON 组小鼠给予相同体

积的 0. 9%氯化钠溶液腹腔注射。 第 0 日,除 CON 组、DXMS
组和 ABX 组外,其他组小鼠采用灌胃方式给予艰难梭菌

芽孢 105
 

CFU / 只,500
 

μL) ,CON 组、DXMS 组和 ABX 组小鼠

给予相同体积 0. 9% 氯化钠溶液。 第 1 日,每组随机安乐

死 6 只小鼠,取材进行后续分析。 第 1—7 日,每日观察剩余

小鼠体重及状态。 第 8 日,安乐死所有小鼠,取材进行后续

分析。

图 1　 实验流程示意图

2. 2　 艰难梭菌培养

将艰难梭菌菌株接种于哥伦比亚血琼脂平板上,标准厌氧

条件下,37
 

℃培养 7
 

d。 用无菌环从培养基中收集艰难梭菌,
然后用磷酸盐缓冲溶液(PBS)重悬。 为了分离艰难梭菌孢子,
将艰难梭菌悬浮液在 65

 

℃下热处理 20
 

min 以消除营养细胞。
热处理后的悬浮液在 1

 

500
 

r / min、离心半径为 18. 9
 

cm、25
  

℃
的条件下离心 5

 

min,PBS 洗 2 ~ 3 次,弃上清液。 所得沉淀物

在液体培养基中重悬,将其在-80
 

℃保存备用。
2. 3　 临床症状评估和粪便稠度评估

CDAD 临床症状评估标准见表 1[10] 。 粪便稠度通过 3 种

视觉分级量图进行评估和分类:(1)成形,粪便保持其形状,呈
棕色,评分为 1 分;(2)半成形或柔软,不会倾倒,呈黄色,评分

为 2 分;(3)液体状,轻易倾倒,呈黄色,评分为 3 分。

2. 4　 脾脏和胸腺指数测定

第 1、8 日小鼠处死后,对小鼠进行称重,解剖并取其脾脏

和胸腺,用吸水纸吸取脾脏和胸腺表面液体,称重并记录。 脾

脏指数=脾脏质量( mg) / 小鼠体重( g);胸腺指数 = 胸腺质量

(mg) / 小鼠体重(g)。
2. 5　 实时荧光定量逆转录聚合酶链式反应(RT-qPCR)检测

小鼠粪便毒素水平

使用粪便 DNA 提取试剂盒对小鼠粪便中的微生物总

DNA 进行抽提,得到的 DNA 溶液-20
 

℃ 存储。 采用 RT-qPCR
检测小鼠粪便中艰难梭菌毒素 B 水平,引物及探针序列见

表 2[11] 。 反应条件:采用两步法 PCR 扩增标准程序,(1)预变

性,95
 

℃ 、30
 

s,1 个循环;(2)变性,95
 

℃ 、3
 

s,50
 

℃ 、30
 

s,40 个

循环。
　 　 　 　表 1　 临床评分标准

分类 0 分 1 分 2 分 3 分
活跃程度 正常 警惕 / 缓慢移动 嗜睡 / 摇晃的 触摸才会移动
姿态 正常 背部倾斜 缩成一团 缩成一团 / 鼻子向下
外表 正常 毛发凌乱 皮肤粗糙 非常蓬乱 / 不整洁
腹泻程度 正常 软便 / 颜色改变(淡黄色) 湿尾 / 便黏 / 血便 水样便 / 无便(肠梗阻)
眼睛 / 鼻子 正常 眯着眼 / 半闭着 几乎闭眼 / 有液体流出 闭眼 / 有液体流出
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表 2　 引物及探针序列
引物 序列 5’-3’
上游引物 ATATCAGAGACTGATGAG
下游引物 TAGCATATTCAGAGAATATTGT
Taqman 探针 FAM-CTGGAGAATCTATATTTGTAGAAACTG-BHQ

2. 6　 QBPlex 流式高通量多因子检测

按照 Mouse
 

Custom
 

4-plex 试 剂 盒 [ 肿 瘤 坏 死 因 子 α
(TNF-α)、γ 干扰素(IFN-γ)、白细胞介素 6( IL-6)和单核细胞

趋化蛋白 1( MCP-1)] 的说明书,对小鼠血浆样本进行处理。
荧光聚苯乙烯微球已事先被抗原特异的抗体包被,已包被了抗

体的微球混合物与样本孵育,样本中的待检物( TNF-α、IFN-γ、
IL-6 和 MCP-1)与微球上包被的抗体结合,然后加入生物素标

记的抗体混合物,与结合于捕获抗体(微球)的待检物特异性

结合,加入 Streptavidin-PE,与生物素结合。 最后用流式细胞仪

检测荧光,结合抗原标准品的标准曲线,实现对蛋白抗原的定

量检测。
2. 7　 血常规检测

采用五分类全自动动物血液细胞分析仪对小鼠血液进行

检测。 首先将仪器进行液路清洗及系统自检,然后进行本底计

算,最后进行血液上机检测。 检测结果以 Excel 表形式呈现。
2. 8　 流式细胞术检测免疫细胞亚群检测

小鼠安乐死后,解剖小鼠并取出肠系膜淋巴结放入预冷的

PBS 中,将肠系膜淋巴结放入 40
 

μm 滤网中用 1
 

mL 注射器的

柄头轻轻碾磨, 取适量 PBS 冲洗滤网。 将细胞悬液转入

1. 5
 

mL 离心管中,在 400
 

r / min、离心半径为 8. 8
 

cm、4
 

℃ 的条

件下离心 5
 

min,PBS 重悬备用。
每个样本中加入 CD45. 2、CD3、CD4、CD8 和 B220 抗体,

4
 

℃孵育 30
 

min,PBS 洗涤,使用流式细胞仪上机检测 CD4+
 

T
细胞、CD8+

 

T 细胞、B220+细胞比例及 CD4+ / CD8+ ,采用 FlowJo
　 　 　 　

分析数据。
2. 9　 小鼠盲肠内容物中 sIgA 水平检测

盲肠内容物 ( 50
 

mg) 用 200
 

μL 的 PBS 浸泡匀浆, 在

400
 

r / min、离心半径为 8. 8
 

cm、4
 

°C 的条件下离心 10
 

min,上
清液用于进一步分析。 样品上清液稀释 5

 

000 倍,按照小鼠

sIgA
 

ELISA 试剂盒说明书进行检测。 记录酶标仪记录 450
 

nm
处的吸光度。 数据用四参数 Logistic 函数拟合。
2. 10　 结肠组织病理检测

取小鼠结肠组织,卷成 roll 卷,放入 4%多聚甲醛中固定,
然后进行石蜡包埋、切片,并用苏木精-伊红( HE)染色,在显微

镜下观察结肠切片的病理变化情况。
2. 11　 统计学方法

数据采用 SPSS
 

26. 0 软件进行统计学分析,结果以 􀭰x±s 表
示,采用 One-way

 

ANOVA 分析确定统计显著性,P<0. 05 为差

异有统计学意义。
3　 结果
3. 1　 小鼠免疫状态

3. 1. 1　 小鼠脾脏和胸腺指数及其形态变化:造模后第 1 日,
DXMS 组小鼠脾脏指数、胸腺指数较 ABX 组显著降低 (P <
0. 001),DXMS+MOD 组小鼠较 MOD 组显著降低,差异均有统

计学意义 ( P < 0. 001); 观察胸腺和脾脏形态, DXMS 组和

DXMS+MOD 组小鼠脾脏和胸腺较其他组明显变小;造模后第

8 日,DXMS 组和 DXMS+MOD 组小鼠的胸腺指数、脾脏指数与

其他组相比仍处于较低水平,见图 2。
3. 1. 2　 小鼠外周血血常规检测:造模后第 1、8 日,DXMS 组

小鼠较 ABX 组、DXMS+MOD 组小鼠较 MOD 组的白细胞计

数、淋巴细胞百分比显著降低,中性粒细胞百分比显著升高,
见图 3。

A—C. 造模后第 1 日胸腺指数(A)、脾脏指数(B)及脾脏和胸腺形态(C);D—F. 造模后第 8 日胸腺指数(D)、脾脏指数(E)及脾脏和胸腺

形态(F);DXMS 组与 ABX 组相比,^P<0. 05,^^P<0. 01,^^^P<0. 001;DXMS+MOD 组与 MOD 组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。
图 2　 各组小鼠脾脏和胸腺指数及其形态
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A—C. 造模后第 1 日血常规检测,白细胞计数(A)、淋巴细胞百分比(B)及中性粒细胞百分比(C);D—F. 造模后第 8 日血常规检测,白细胞

计数(D)、淋巴细胞百分比(E)及中性粒细胞百分比(F);DXMS 组与 ABX 组相比,^P<0. 05,^^P<0. 01,^^^P<0. 001;DXMS+MOD 组与 MOD 组

相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。
图 3　 各组小鼠血常规检测

3. 1. 3　 流式细胞术分析各组小鼠免疫细胞占比:造模后第 1
日,DXMS 组和 DXMS+MOD 组小鼠 B 细胞、CD4+

 

T 细胞比例

和 CD4+ / CD8+显著降低(P<0. 001),CD8+
 

T 细胞比例显著升

高(P<0. 001),差异均有统计学意义;造模后第 8 日各免疫细

胞占比与第 1 日结果表现出相同的趋势,表明地塞米松会抑制

小鼠 T 细胞的活性,见图 4。

A—D. 造模后第 1 日流式细胞术检测,B220+细胞比例(A)、CD4+
 

T 细胞比例(B)、CD8+
 

T 细胞比例(C)及 CD4+ / CD8+(D);E—H. 造模后第 8 日

流式细胞术检测,B220+细胞比例(E)、CD4+
 

T 细胞比例(F)、CD8+
 

T 细胞比例(G)及 CD4+ / CD8+(H);DXMS 组与 ABX 组相比,
^P<0. 05,^^P<0. 01,^^^P<0. 001;DXMS+MOD 组与 MOD 组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。

图 4　 流式细胞术分析各组小鼠免疫细胞占比
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3. 1. 4　 小鼠血浆细胞因子分泌水平检测:造模后第 1、8 日,
DXMS 组小鼠 IL-6、TNF-α、IFN-γ 和 MCP-1 水平均较 ABX 组

有降低趋势;造模后第 1 日,DXMS+MOD 组小鼠 IL-6、MCP-1

水平较 MOD 组显著降低,差异均有统计学意义(P<0. 001);造
模后第 8 日,DXMS+MOD 组小鼠 IL-6、TNF-α 和 IFN-γ 水平较

MOD 组显著降低,差异均有统计学意义(P<0. 01),见图 5。

A—D. 造模后第 1 日血浆细胞因子检测,TNF-α(A)、IFN-γ(B)、IL-6(C)及 MCP-1(D);E—H. 造模后第 8 日血浆细胞因子检测,TNF-α(E)、

IFN-γ(F)、IL-6(G)及 MCP-1(H);DXMS 组与 ABX 组相比,^P<0. 05,^^P<0. 01,^^^P<0. 001;DXMS+MOD 组与 MOD 组相比,∗P<0. 05,
∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。

图 5　 流式高通量多因子检测各组小鼠血浆细胞因子水平

3. 1. 5　 小鼠盲肠内容物 sIgA 含量检测:造模后第 1、8 日,
DXMS 组小鼠较 ABX 组、DXMS+MOD 组小鼠较 MOD 组盲肠

内容物 sIgA 含量呈现降低趋势,见图 6。

A. 造模后第 1 日盲肠内容物 sIgA 检测;B. 造模后第 8 日盲肠内容物

sIgA 检测;DXMS 组与 ABX 组相比,^P<0. 05,^^P<0. 01,^^^P<0. 001;

DXMS+MOD 组与 MOD 组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。
图 6　 ELISA 法检测小鼠盲肠内容物中 sIgA 水平

3. 2　 模型组小鼠 CDAD 症状

3. 2. 1　 感染艰难梭菌后小鼠的状态变化:第 0 日动物模型建

立完成后,开始观察记录各组小鼠的体重情况、临床症状和粪

便黏稠度。 ( 1) CON 组小鼠体重持续升高,MOD 组、DXMS +
MOD 组小鼠在模型建立后第 1 日体重迅速降低,第 3 日开始

逐步升高。 相比于 MOD 组,DXMS+MOD 组小鼠体重降低更加

明显,且在模型建立后第 2 日(P<0. 01)、第 3 日(P<0. 05)和

第 4 日(P<0. 05)的差异有统计学意义。 (2)在整个实验过程

中,DXMS+MOD 组小鼠的粪便黏稠度评分、临床症状评分始终

高于 MOD 组,DXMS+MOD 组小鼠的整体状态更差,见图 7。
3. 2. 2　 小鼠生存情况及艰难梭菌毒素 B 水平检测:造模后第

1、8 日,DXMS+MOD 组小鼠粪便中艰难梭菌负载量较 MOD 组

显著升高,差异有统计学意义(P<0. 01);在整个实验过程中,
MOD 组小鼠没有出现死亡的情况,而 DXMS+MOD 组在造模后

第 1、2 日出现死亡的情况,死亡率为 30%,见图 8。
3. 2. 3　 小鼠结肠组织病理染色:CON 组小鼠结肠黏膜上皮细

胞完整,排列紧密,未观察到其他显著异常;MOD 组小鼠固有

层有大量炎症细胞浸润,造模后第 8 日观察到少量黏膜上皮细

胞脱落;DXMS+MOD 组小鼠造模后第 1 日观察到有少量炎症

细胞浸润并伴随黏膜上皮细胞脱落,造模后第 8 日观察到黏膜

上皮细胞脱落情况更加严重,肠道屏障被严重破坏,见图 9。
4　 讨论

由于广谱抗菌药物的广泛使用,全球范围内 CDAD 的发病

率逐渐升高[12] 。 艰难梭菌因其易耐药、芽孢外界存活时间长

和传播性强等特点,在医院内及护理机构中暴发流行,严重威

胁公共卫生安全[13-15] 。 CDAD 的发病与人体的免疫状态密切

相关,当 CDAD 患者处于免疫抑制状态或者免疫低下状态时,
会使艰难梭菌更易入侵肠道组织,延缓患者肠道菌群的恢复,
进而使疾病更加严重,死亡率升高[6] 。 本研究的目的是建立

免疫抑制继发 CDAD 小鼠模型,从而更好地模拟 CDAD 易感
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A. 体重变化率;B. 临床症状评分;C. 粪便黏稠度;DXMS+MOD 组与 MOD 组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。
图 7　 小鼠状态评价

A. 造模后第 1 日艰难梭菌负载量;B. 造模后第 8 日艰难梭菌负载量;C. 小鼠生存率;DXMS+MOD 组与 MOD 组相比,
∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。

图 8　 小鼠生存率及艰难梭菌负载量比较

人群的病理生理变化。
理想状态下,动物模型在接触艰难梭菌刺激和给药治疗期

间应当处于免疫抑制状态。 因此,本研究分为 2 个时间点取

材,在艰难梭菌刺激后的第 1 日进行第 1 次取材,此次取材的

目的在于验证在艰难梭菌刺激时,小鼠是否处于免疫抑制状

态;同样的,第 8 日取材的目的在于验证是否在整个造模过程

以及后续治疗过程中小鼠处于免疫抑制状态。 小鼠脾脏和胸

腺指数常用于评估免疫功能的强弱,能够反映实验动物免疫系

统的健康状态。 血常规指标,如白细胞总数、中性粒细胞百分

比和淋巴细胞百分比等,均与免疫状态密切相关。 CD3 是成熟

T 细胞表面的标志物,用于识别 T 淋巴细胞的活化[16] 。 CD4
和 CD8 通常在成熟 T 细胞中表达,CD4+和 CD8+

 

T 淋巴细胞分

别作为主要的辅助细胞和效应细胞,是适应性免疫的重要组成

部分[17] ,其比值可以反映 T 细胞的活性。 sIgA 是黏膜免疫的
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A—C. 造模后第 1 日的 CON 组(A)、MOD 组(B)和 DXMS+MOD 组(C);D—F. 造模后第 8 日的 CON 组(D)、MOD 组(E)和 DXMS+MOD 组(F)。
图 9　 结肠组织 HE 染色图(×200)

主要抗体,能够阻止病原体侵入组织,构成机体对抗病原的第

一道防线[18] 。 通过综合分析小鼠在 2 个时间点的脾脏和胸腺

指数、血常规结果、免疫细胞比例、细胞因子分泌水平以及 sIgA
含量,发现 DXMS 组和 DXMS+MOD 组小鼠在整个建模过程及

造模后 7
 

d 内均处于免疫低下状态。
临床上,免疫状态低下的 CDAD 患者常表现出更加严重的

病理生理变化。 本研究对免疫状态正常的 CDAD 小鼠和免疫

状态低下的 CDAD 小鼠进行了综合分析。 体重变化率、临床症

状、粪便黏稠度及死亡率能够直观反映 CDAD 症状的严重程

度。 研究结果表明,DXMS+MOD 组小鼠较 MOD 组体重变化波

动更大,临床评分、粪便黏稠度评分以及死亡率更高。 艰难梭

菌毒素 A&B 是 CDAD 的主要致病因素,其水平反映了细菌在

小鼠肠道中的数量、繁殖和发育的情况。 取第 1 日和第 8 日的

粪便,进行 RT-qPCR 检测,结果表明,DXMS+MOD 组小鼠表现

出更高的艰难梭菌负载量。 结肠病理结果表明,DXMS+MOD
组小鼠结肠组织出现了更严重的病变,肠道屏障破坏更加严重。

综上所述,动物模型的精准建立是科学探讨疾病的重要前

提,本研究建立了由地塞米松诱导的免疫抑制继发 CDAD
 

C57BL / 6 小鼠模型,此模型与临床实际更加贴合,CDAD 病症

更加典型,为今后的相关科学研究提供了更有针对性的动物模

型选择。
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