
耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（methicillin re原
sistant Staphylococcus aureus, MRSA）自 1961 年
在英国首次发现，全球范围内均有广泛报道。近

年来由于抗生素的广泛使用，MRSA的分离率逐
年增加，已成为医院感染最常见的致病菌[1, 2]。由
于 MRSA耐药谱广、感染率高、病情严重、治疗困

收稿日期院2014-06-05；修回日期院2014-10-09
基金项目院广东省自然科学基金项目（S2013010014393）
作者简介院孙琦(1988 -)，男，山西晋城人，硕士研究生，主要从事大肠杆菌致病机制研究；*通讯作者：万成松（1965-），男，湖北荆州人，南
方医科大学公共卫生与热带医学学院教授，博士，主要从事病原微生物基因组学及致病机理研究，Tel: 020-61648304，E-mail: gzwcs@126.com。

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌小鼠腹膜炎模型
的建立

孙 琦袁王湘雨袁陈诗琪袁司徒莉芳袁赵 卫袁万成松*

（南方医科大学 公共卫生与热带医学学院 BSL-3实验室，中国广东 广州 510515）
摘 要院野超级细菌冶耐甲氧西林金黄色葡萄球菌渊methicillin resistant Staphylococcus aureus,MRSA冤是诱发连续
腹膜透析患者腹膜炎的常见细菌袁且治疗困难遥 目前缺少MRSA腹膜炎动物模型遥 腹腔注射 2伊109 ~2伊1010 CFU/mL 7
组不同浓度的 MRSA感染小鼠袁观察小鼠死亡时间袁测定肝脏与脾脏细菌定植量袁进行肝尧脾病理分析袁确定适
宜的建模浓度遥 研究发现袁 小鼠感染细菌浓度最小致死剂量为每只 2伊109 CFU袁 最适建模浓度为每只 1.4伊109

CFU遥 结果表明建立了耐甲氧西林金黄色葡萄球菌小鼠腹膜炎模型袁为 MRSA致腹膜炎的致病机制研究尧疫苗
的研制提供实验基础遥
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Abstract："Super bacteria" methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a frequent cause of peri原
tonitis in continuous peritoneal dialysis，and the treatment is difficult. Meanwhile, MRSA peritonitis animal
models are lacking. It was performed with mice divided into seven groups and given intraperitoneal injection
2伊109~2伊1010 CFU/mL of MRSA. At the same time, the time of death was recorded. Besides, the bacteria
amount of liver and spleen was measured and the pathological analysis of liver and spleen was performed.
Then appropriate modeling concentration was determined. The results showed that the minimal lethal dose of
the clinical isolated MRSA was 2伊109 CFU each mouse and the optimal concentration of modeling was 1.4伊109

CFU each mouse. The mouse peritonitis model of methicillin-resistant staphylococcus aureus was construct原
ed successfully, which provided a reliable animal model for the research of peritonitis caused by MRSA and
development of the vaccine.
Key words: methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA）；peritonitis；mouse model

（Life Science Research，2015，19（1）：054耀058）

第 19卷 第 1期 生命科学研究 灾燥造援员9 晕燥援1
圆园15年 2月 蕴蚤枣藻 杂糟蚤藻灶糟藻 砸藻泽藻葬则糟澡 Feb. 圆园15

mailto:E-mail:gzwcs@126.com


第 1期 孙 琦等：耐甲氧西林金黄色葡萄球菌小鼠腹膜炎模型的建立

难，且多重耐药现象日益严重，一般只对万古霉素

敏感，所以 MRSA被称为“超级细菌”[3]。MRSA可
引起菌血症、心内膜炎、肺炎等，同时也可导致腹

膜炎[4]。由 MRSA引起的腹膜炎主要发生在腹膜
透析治疗中，腹膜透析是一种治疗急、慢性肾功能

衰竭的重要方法，腹膜炎为其主要并发症，在腹膜

透析腹膜炎患者中常可分离到 MRSA[5]。目前国内
外缺少 MRSA腹膜炎动物模型。本实验中用不同
浓度的 MRSA菌液腹腔注射小鼠，筛选建立耐甲
氧西林金黄色葡萄球菌小鼠腹膜炎模型，为进一

步研究 MRSA致腹膜炎疾病提供了实验基础。
1 材料与方法

1.1 菌株

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 MRSA 临床分
离株，由南方医院检验科分离，本实验室保存。对

青霉素类、头孢菌素类、碳青霉烯类和含酶抑制剂

的复方制剂耐药。

1.2 实验动物

SPF级昆明种小鼠，雌性，6耀8 周龄，体质量
(20依2) g，购自南方医科大学实验动物中心，实验
过程中供给专用饲料及饮水，所有的试验程序符

合美国 NIH（National Institutes of Health）有关动
物保护和利用的条例。

1.3 菌株 OD600-CFU标准曲线的建立
MRSA临床分离株复苏，37益 200 r/min摇菌

过夜，取菌液，LB固体培养基划线，37 益培养 24 h，
挑取单菌落，再摇菌培养 12 h。

取摇菌后菌液增菌培养（1颐100），2 h后，取菌
液测 OD600，之后每 0.5 h测一次 OD600，当 OD600大
于 1时，停止测量。每次测量，取菌液 1 mL，离心
弃上清，用无菌生理盐水洗涤 2次，用 1 mL无菌
生理盐水重悬。当 OD600大于 1时，停止测量。

将重悬后的菌液倍比稀释（1颐10）10次，每份
稀释液 1 mL，取各稀释浓度 0.1 mL，加入无菌平
皿后，倒入已熔化的 LB培养基（45 益），与菌液混
匀，待冷却凝固后，37 益培养 24 h，菌落计数。同
一稀释浓度制两块平板。计算原菌液单位体积细

菌数，其对数值 lgCFU与稀释液对应的 OD600值
建立 OD600-CFU标准曲线。
1.4 感染菌液的制备

将小鼠随机分为 8组，组号分别为 1耀8，每组 10
只小鼠。 1耀7组为实验组，第 8组为空白对照组。

取 MRSA临床分离株，过夜培养后，增菌培

养（1颐100）3 h，测定 OD600，根据 OD600-CFU标准曲
线确定菌液内活菌浓度，离心后弃上清，用无菌生

理盐水洗涤 2耀3次再重悬，调整菌液浓度为 2伊109

CFU/mL、6 伊109 CFU/mL、8 伊109 CFU/mL、1.2 伊1010

CFU/mL、1.4伊1010 CFU/mL、1.8伊1010 CFU/mL、2伊1010

CFU/mL。
1.5 MRSA腹膜炎小鼠模型的建立

将小鼠随机分为 8组，组号分别为 1耀8，每组
10只小鼠。 1耀7组为实验组，第 8组为空白对照
组。注射前 12 h禁食，自由饮水。

1耀7组小鼠经腹腔分别注射 2伊109 CFU/mL、
6伊109 CFU/mL、8伊109 CFU/mL、1.2伊1010 CFU/mL、
1.4伊1010 CFU/mL、1.8伊1010 CFU/mL、2伊1010 CFU/mL
的菌液每只 0.1 mL，第 8组空白对照组每只注射
0.1 mL无菌生理盐水。实验后将小鼠放回笼内，
给予食物及饮水。

1.6 MRSA腹膜炎小鼠模型的评估
小鼠生存率：小鼠感染 MRSA后分别于 2 h、

4 h、6 h、8 h、10 h、16 h、24 h、48 h、72 h、95 h、120 h
观察，记录小鼠死亡情况，绘制各感染浓度 120 h
内小鼠生存曲线。

病理学检查：小鼠感染MRSA后，第 24 h、72 h、
120 h颈椎脱臼处死，取肝脏与脾脏，生理盐水清
洗，浸入 4%多聚甲醛溶液中固定，H.E染色，显微
镜下观察。正常小鼠做空白对照。

器官带菌量测定：感染 MRSA 小鼠，每 24 h
取一只，颈椎脱臼处死，取肝脏与脾脏，研磨匀浆，

倍比稀释（1颐10）4次，取 0.1 mL稀释液加入无菌
平皿，倒入已熔化 LB培养基（45 益），混匀，培养
基冷却凝固后，37 益培养 24 h，菌落计数。计算
肝、脾细菌定植量。

2 结果

2.1 菌株 OD600-CFU标准曲线
2 h、2.5 h、3 h、3.5 h测定菌液 OD600，分别为

0.185、0.576、0.929、1.256。活菌计数实验中，2 h、
2.5 h、3 h、3.5 h菌液的第 7次稀释浓度的平均菌
落生长数分别为 5.5个、17个、26个、36.6个。

每毫升菌液活菌数=平均菌落生长数伊稀释
倍数伊10，计算得 2 h、2.5 h、3 h、3.5 h菌液细菌量
为 5.5 伊108 CFU/mL、1.7 伊109 CFU/mL、2.6 伊109

CFU/mL、3.65伊109 CFU/mL。以 OD600值为横坐标，
以 lgCFU为纵坐标，绘制菌株 OD600-CFU标准曲
线，见图 1。
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2.2 感染后小鼠症状

不同剂量 MRSA感染小鼠后，1 组小鼠精神
尚可，无明显变化。2耀3组小鼠精神稍差，活动减
少，于 16 h开始出现死亡，死前出现惊厥抽搐等
表现，24 h后小鼠存活率稳定。4耀7组小鼠精神状
态差、蜷缩不动、厌食、毛发杂乱蓬松、眼部充血，

于 8 h开始出现死亡，死前出现惊厥抽搐等表现，
24 h后仍不断有小鼠死亡。空白对照组小鼠精神
食欲等无明显变化。

2耀7 组未死亡小鼠于感染后体重下降，72 h
体重降至最低，96 h开始回升。1组与空白对照组
小鼠体重持续增加。

2.3 小鼠生存率

小鼠注射不同剂量 MRSA菌液，低浓度组小
鼠无死亡，随着 MRSA菌液浓度增加，小鼠死亡
率不断升高。当菌液浓度达到 1.4伊1010 CFU/mL
时，24 h小鼠死亡 60%，120 h小鼠全部死亡，认为
该浓度适合建立小鼠模型。当菌液浓度达到 2伊1010

CFU/mL时，小鼠在 24 h内全部死亡，每只小鼠注
射 0.1 mL菌液，则该菌株的最小致死剂量为每只
2伊109 CFU（图 2）。

由图 2可见，小鼠注射菌液后，第 1组小鼠无
死亡；第 2 组小鼠 24 h 内死亡 1只，至 120 h无
新增死亡数；第 3 组小鼠 24 h 内死亡 2 只，至
120 h无新增死亡数；第 4组小鼠 24 h内死亡 4
只，至 120 h共死亡 8只小鼠；第 5组小鼠 24 h
内死亡 6只，至 120 h 10只小鼠全部死亡；第 6
组小鼠 24 h内死亡 7 只，至 120 h全部小鼠死
亡；第 7组小鼠 24 h内全部死亡。空白对照组小
鼠无死亡。

2.4 病理学检查

以 1.4伊1010 CFU/mL 浓度 MRSA 感染小鼠，
于 24、72、120 h解剖小鼠并观察，可见小鼠腹腔有
渗出液，腹膜不光滑、粘连，部分小鼠可见腹腔内有

脓肿物形成。取小鼠肝脏与脾脏，H.E染色制作病
理切片，显微镜下观察。镜下可见在 24 h耀120 h期
间内，肝、脾组织渐进性坏死，细胞逐步出现变性

坏死，组织结构溶解消失。24 h镜下未见炎性细
胞，72 h与 120 h可见中性粒细胞浸润。24 h肝脏
与脾脏可见大量细菌团块，72 h与 120 h细菌团
块明显减少消失。

MRSA感染小鼠 24 h 肝脏病理切片镜下观
察，肝组织结构较空白对照组变化不明显，肝血窦

小血管中以及肝实质细胞内可见大量细菌团块，

未见炎性细胞浸润。72 h肝脏病理切片可见肝组
织局部出现点状坏死，核固缩，肝细胞肿大，可见

炎细胞聚集。120 h肝脏病理切片可见肝组织结
构消失，破坏明显，未见明显肝索，肝细胞明显肿

大，胞质疏松，可见散在肝细胞气球样变性，脂肪

样变性。局部可见碎片状坏死，核固缩，核溶解明

显，可见中性粒细胞浸润。图 3A、B、C分别为第
24 h、72 h、120 h切片。

MRSA 感染小鼠 24 h 脾脏病理切片镜下观
察，可见脾组织结构局部溶解消失，脾组织内存在

大量细菌团块。72 h脾脏病理切片可见脾组织坏
死明显，出现空洞结构，可能为巨噬细胞吞噬作用

造成。120 h脾脏病理切片可见脾组织结构消失，
细胞松散，炎性细胞浸润。图 4 A、B、C分别为第
24 h、72 h、120 h切片。
2.5 器官带菌量测定

以 8伊109 CFU/mL（第 3组）、1.4伊1010 CFU/mL
（第 5组）、2伊1010 CFU/mL（第 7组）浓度菌液感染

图 1 MRSA临床分离株 OD600-CFU标准曲线
Fig.1 Clinical isolates of MRSA OD600-CFU standard
curve

OD600-CFU

OD600 图 2 小鼠生存曲线
Fig.2 Mouse survival curve

t/h
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图 6 MRSA感染小鼠脾脏细菌定植量
Fig.6 Spleen bacteria amount of MRSA-infected mice

图 3 MRSA感染小鼠肝脏病理变化渊HE染色袁200伊冤
Fig.3 Liver histopathologic examination of MRSA-infected mice (HE staining袁200伊冤

小鼠，小鼠肝脏与脾脏均有细菌定植，在感染 24 h
后定植菌量达到高峰，之后数日不断下降。对照组

小鼠肝脏与脾脏均无细菌定植。见图 5与图 6。
3 讨论

由于近年来抗生素的滥用，MRSA的检出率
呈现逐年上升的趋势，已成为医院最常见的致病

菌之一[1, 2]，MRSA感染率高，感染后病情凶猛，不
及时治疗有很大的死亡风险[3]。而 MRSA耐药谱
广且多重耐药现象日益严重，一般只对万古霉素

敏感[3]，甚至近年来发现对万古霉素耐药的MRSA[6]，
这无疑增加了 MRSA感染的治疗难度，可见研制

新型药物治疗 MRSA感染的紧迫性与必要性。而
研制 MRSA的致病机理及其治疗药物，首先需要
建立其感染动物模型，目前，国内外建立的 MRSA
小鼠模型主要分 3种：脓毒血症全身感染模型、局部
损伤模型如皮肤脓肿感染模型、肺部感染模型[7]。国
外有学者建立了金黄色葡萄球菌小鼠腹膜炎模型[8]，
但缺少 MRSA小鼠腹膜炎模型。实际上，小鼠急
性细菌性腹膜炎模型是临床研究的经典的动物模

型之一，且 MRSA 亦会引起细菌性腹膜炎的发
生：肝硬化患者由于腹水的产生易发生由 MRSA
引起的自发性腹膜炎 [9]，肝移植等腹部手术后引
起感染性腹膜炎[10]，而由 MRSA感染引起的细菌

(A) (B) (C)
100 滋m 100 滋m 100 滋m

图 4 MRSA感染小鼠脾脏病理变化渊HE染色袁200伊冤
Fig.4 Spleen histopathologic examination of MRSA-infected mice (HE staining袁200伊冤

100 滋m100 滋m100 滋m
(A) (B) (C)

t/d
图 5 MRSA感染小鼠肝脏细菌定植量
Fig.5 Liver bacteria amount of MRSA-infected mice

t/d
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性腹膜炎最常发生在终末期肾脏疾病与连续腹膜

透析患者中[5]。腹膜透析作为晚期肾衰竭病人常
用的治疗手段之一，由于其破坏了皮肤屏障功能，

且腹膜导管缺乏免疫作用，故常在其出口处发生

细菌感染，引发腹膜透析主要的并发症———腹膜

炎[11]。最常见的导致腹膜透析相关腹膜炎的细菌
是革兰阳性细菌，尤其是抗生素耐药的革兰阳性

细菌正越来越普遍地成为腹膜透析相关腹膜炎的

致病菌[12]。数据显示，1994耀2005年间，香港进行
腹膜透析治疗的 2 065 个病例中，245 个病例发
生了腹膜炎（11.9%）：由金黄色葡萄球菌引起的
腹膜炎有 152例，占其中的 62.4%，由 MRSA引起
的腹膜炎有 45例，占所有腹膜炎病例的 18.4%[13]。
且 MRSA引起的腹膜炎治愈率仅有 7.7%，远低于
其他细菌所致腹膜炎的治愈率[5]。对 MRSA腹膜
炎的致病机制及药物研究刻不容缓，而动物模型

是研究的基础，因此建立 MRSA小鼠腹膜炎模型
是非常有必要的。

本实验中，我们对小鼠腹腔注射 7个不同浓
度的菌液以诱发小鼠腹膜炎，其中第 1组小鼠 5
日内无死亡，说明该感染浓度过低，不足以引起小

鼠腹膜炎的发生；第 7组小鼠 24 h内全部死亡，
故该组小鼠每只的注射剂量 2伊109 CFU，是这株
MRSA菌株的最小致死剂量（minimal lethal dose，
MLD）。考虑到小鼠模型常用于评价药品的药效，
故感染的菌液浓度过低，小鼠死亡数过少体现不

出药物的作用，而感染浓度过高，小鼠很快全部死

亡，药物难以起保护作用，亦观察不到药物作用。

而第 5组 1.4伊1010 CFU/ml 组小鼠 24 h内死亡 6
只，达到了总数的半数左右，至第 5日 10只小鼠
全部死亡，故以该浓度菌液感染小鼠后再用药物

进行保护，可以明显地观察到药物的保护效力，故

认为该浓度感染的小鼠建模最为合适。

本实验中，我们观察到小鼠在感染高浓度

MRSA后，体重下降，之后逐渐回升。小鼠有典型
的急性腹膜炎表现，解剖小鼠检查肝脏与脾脏发

现，肝脏与脾脏呈渐进性损害，感染 MRSA 120 h
后细胞损害严重且有炎性细胞浸润，主要为中性

粒细胞与巨噬细胞。对小鼠肝脏与脾脏进行细菌

定植量测定，发现感染 24 h时有大量细菌定植，
之后细菌量逐步下降。以上表现符合细菌性腹膜

炎的临床与病理表现。

MRSA小鼠腹膜炎模型的建立，为今后 MRSA
致腹膜炎疾病的致病机制的研究、治疗 MRSA腹
膜炎疾病的药物药效评价以及疫苗的研发等奠定

了实验技术基础。
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