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METHODS: The histopathological response in 
the lungs and the clearance of ETEC from the 
lungs was measured following intranasal chal-
lenge of BALB/c mice with LD50-dose ETEC 
strains E44813, E44815 and E11881A. The pro-
tective effect of vaccine candidates FE1, FE3 
and FE6 were evaluated using the established 
models�.

RESULTS: A large quantity of lymphocytes, 
macrophages, neutrophils, and plasma cells 
were found in the lungs of mice. Multifocal 
bronchopneumonia was the main pathological 
feature under microscope following intranasal 
challenge with ETEC strains E44813, E44815, and 
E11881A. The bacteria were cleared from the 
lungs of the mice at a slow rate over 1-wk period 
and till the 7th day, bacteria at 105 levels were 
still detected. After high titers of antibodies were 
detected in mice intranasally immunized with 
vaccine candidates FE1, FE3, and FE6, the mice 
were challenged by LD50-dose E44813, E44815, 
and E11881A intranasally. No deaths occurred, 
and low numbers of lymphocytes were the main 
pathological feature. The bacteria were rapidly 
cleared from the lungs of the mice over 1-wk 
period, and no bacteria were detected at the 7th 

day. The numbers of the bacteria were signifi-
cantly different between the experimental group 
and control group (0 CFU/g vs 6.2×105, 5.4×105, 
2.3×105 CFU/g, P < 0.05)�.

CONCLUSION: Intranasal challenge of Balb/
c mice with ETEC strains may provide a use-
ful method to evaluate the vaccine. This study 
also demonstrates that the vaccine candidate 
FE1, FE3 and FE6 have good protective effect.

Key Words: Enterotoxigenic Escherichia coli ; Chal-
lenge test; Mouse model; Vaccine candidate; Protec-
tive effect
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目前国内外尚未
有适合于ETEC疫
苗免疫保护评价
的理想动物模型. 
限制了ETEC疫苗
的研究和评价. 鼻
饲攻击小鼠作为
研究病理和免疫
反应的模型已经
应用于其他肠道
病原体.
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Abstract
AIM: To establish the mice models following 
intranasal challenge with enterotoxigenic 
Escherichia coli (ETEC) strains E44813, E44815, 
E11881A, and evaluate the immune effect of 
vaccine candidates FE1, FE3, FE6 following 
intranasal immunization.

世界华人消化杂志 2006年10月8日; 14(28): 2753-2758
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH 

肠毒素大肠杆菌攻毒小鼠模型的建立以及疫苗候选株保
护效果的评价

王志斌, 姜普林, 曾年华, 李淑琴, 王令春, 李 燕, 熊仕秋, 张兆山

 
wcjd@wjgnet.com 

®



2754                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R        世界华人消化杂志     2006年10月8日     第14卷      第28期

www.wjgnet.com

vaccine candidates. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(28):2753-2758

摘要
目的: 建立肠毒素大肠杆菌攻毒小鼠模型以及
应用模型对疫苗候选株免疫效果进行评价. 

方法: 通过鼻饲半数致死量(LD50)肠毒素大肠
杆菌E44813, E44815和E11881A观察小鼠肺病
理学变化、肺部细菌清除情况变化, 建立肠毒
素大肠杆菌鼻饲小鼠模型; 应用鼻饲小鼠模型
观察疫苗候选株FE1, FE3, FE6保护效果. 

结果: 鼻饲LD50剂量肠毒素大肠杆菌小鼠的病
理特征是肺组织存在大量的淋巴细胞、巨噬
细胞、中性粒细胞和浆细胞, 为多病灶支气管
肺炎, 肺部细菌清除缓慢, 至第7天仍能检测到
105数量级的细菌. 应用疫苗候选株免疫后进
行攻毒, 小鼠没有发病和死亡, 病理特征主要
是淋巴细胞少量增多, 肺部细菌清除迅速, 至
第7天已检测不到细菌, 与对照有显著性差异
(0 CFU/g vs  6.2×105, 5.4×105, 2.3×105 CFU/
g, P <0.05).

结论: 肠毒素大肠杆菌鼻饲小鼠模型能够为
疫苗筛选和评价提供了有效途径, 同时也证实
了疫苗候选株FE1, FE3, FE6具有良好的免疫
保护效果.
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0  引言

肠毒素大肠杆菌(enterotoxigenic Escherichia coli , 
ETEC)是引起儿童细菌性腹泻的最主要致病菌

之一[1], 常因食品或水源污染导致暴发或流行, 
是迫切需要解决的公共卫生问题[2]. 尽管肠毒素

大肠杆菌疫苗的研制, 被WHO列为优先开发的

项目, 目前还没有肠毒素大肠杆菌疫苗应用于

人群免疫. 限制疫苗研制的瓶颈之一是缺乏理

想的适于评价ETEC致病性和疫苗候选株的动

物模型, 2003年Byrd et al [3]利用野生型ETEC 菌
株H10407和B7A鼻饲攻击BALB/c小鼠, 在一定

剂量范围内可以引起小鼠肺部细胞的病变甚至

死亡, 认为可以作为动物模型评价疫苗候选株

的免疫效果. 在本研究中, 通过鼻饲野生型肠

毒素大肠杆菌E44813, E44815和E11881A攻击

BALB/c♀小鼠, 检测小鼠肺中的肠毒素大肠杆

菌的清除率, 观察肺组织的病理学变化, 建立肠

毒素大肠杆菌攻毒小鼠模型, 确立野生型肠毒

素大肠杆菌攻击的LD50. 在此基础上, 应用肠毒

素大肠杆菌鼻饲小鼠模型评价肠毒素大肠杆菌

疫苗候选株FE1, FE3、FE6的免疫保护效果. 

1  材料和方法

1.1 材料 野生型肠毒素大肠杆菌E44813, E44815
和E11881A, 疫苗候选株FE1, FE3和FE6(表1). 
BALB/c♀小鼠(8-10 wk)均由中山医科大学动物

中心提供. HRP-羊抗鼠IgG, IgA购自美国Zymed
公司. 实验中所有化学实剂均为分析纯. CFA培

养基(水解酪蛋白10 g/L, 酵母粉1.5 g/L, MgSO4

•7H2O 0.05 g/L, MnCl2 0.005 g/L, 琼脂15 g/L, 调
节pH至7.4); 麦康凯培养基(蛋白胨20 g/L, 乳糖

10 g/L, 胆盐5 g/L, NaCl 5 g/L, 中性红 0.075 g/L, 
琼脂15 g/L, pH7.4). 
1.2 方法 肠毒素大肠杆菌E44813, E44815和
E11881A分别用CFA培养基和麦康凯培养基37℃
培养18 h, 其中麦康凯培养基是用来鉴定所培养

细菌是否纯的肠毒素大肠杆菌. 将CFA培养基上

的细菌刮落并用无菌的50 mmol/L PBS(pH7.2)悬
浮, 室温下轻轻振摇30 min, 并用无菌PBS稀释至

使用浓度, 供动物实验使用. 
1.2.1 发病率和死亡率检测 198只BALB/c♀小鼠

随机分成3组, 分别为肠毒素大肠杆菌E44813, 
E44815和E11881A组, 每组66只, 各组依据鼻饲浓

度由低到高再分为6小组(分别是12, 12, 12, 12, 12
和6只). 用乙醚轻度麻醉小鼠, 依次用0, 5×109, 1
×1010, 2×1010, 4×1010和8×1010菌密度鼻饲小鼠

(对照用PBS), 每只小鼠鼻饲50 μL; 观察小鼠的发

病情况和死亡情况, 连续观察7 d, 并计算出半数

致死量(LD50). 
1.2.2 肺部细菌清除检测 84只BALB/c♀小鼠随机

分成4组, 分别为肠毒素大肠杆菌E44813, E44815, 
E11881A组和对照PBS组, 每组21只; 用乙醚轻

度麻醉小鼠, 依次用各菌株的LD50的菌密度鼻饲

小鼠, 每只小鼠鼻饲50 μL; 每天从各组取3只小

鼠进行麻醉处死, 无菌操作将小鼠的肺取出, 放
入无菌的玻璃组织碾磨器中, 加入1 mL无菌PBS
进行碾磨, 使细菌完全进入悬浮液中; 将悬浮液

倍比稀释, 接种至CFA培养基和麦康凯培养基上

37℃培养18 h, 计算细菌总数. 

■研发前沿
建立理想的攻毒
动 物 模 型 ,  是 疫
苗研制中重要环
节. 研究ETEC攻
毒试验小动物模
型,  为观察ETEC
致病性和评价疫
苗候选株的免疫
效果提供了简便
易行的新途径, 对
ETEC候选疫苗的
研发有推动作用.
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1.2.3 病理检测 28只BALB/c♀小鼠随机分成4组, 
分别为肠毒素大肠杆菌E44813, E44815, E11881A
组和对照PBS组, 每组7只; 用乙醚轻度麻醉小鼠, 
依次用各菌株的LD50的菌密度鼻饲小鼠,每只小

鼠鼻饲50 μL,连续观察7 d. 每天麻醉处死1只/组, 
无菌操作将小鼠的肺取出, 用40 g/L甲醛浸泡, 后
用石蜡包埋, 5 μm切片, 并用苏木精和伊红染色. 
用显微镜观察炎症反应和肺部的病理改变. 
1.2.4 抗体检测 每组24只小鼠, 直接用肠毒素大

肠杆菌E44813, E44815和E11881A鼻饲攻击, 每
7 d检测1次血清抗体IgG和粪便中的IgA[8-9], 共检

测4次. 
1.2.5 候选疫苗保护实验 21只BALB/c♀小鼠用

疫苗候选株FE3, 用50 μL 2×109的菌密度鼻饲免

疫BALB/c♀小鼠2-3次, 检测血清和粪便中的IgG

和IgA, 如抗体显著升高, 则改用肠毒素大肠杆菌

E44815的50 μL LD50的菌密度鼻饲攻击小鼠, 观
察小鼠的发病情况和病理变化; 依照病理检测方

法, 每天处死3只小鼠, 无菌操作将小鼠的肺取出, 
其中一部分肺组织用用40 g/L甲醛浸泡, 作病理

变化观察使用; 与此同时, 称取另一部分肺组织, 
放入无菌的玻璃组织碾磨器中, 加入1 mL无菌

PBS进行碾磨, 使细菌完全进入悬浮液中, 将悬浮

液倍比稀释, 接种至CFA培养基和麦康凯培养基

上37℃培养18 h, 计算细菌总数. 以同样PBS免疫

的一组小鼠做平行对照. 同样方法, 用FE1, FE6免
疫后, 用E44813和E11881A攻击, 观察保护效果.

2  结果

2.1 肠毒素大肠杆菌的致病性和免疫反应 

       

表  1  菌株的表型特征和来源

肠毒素大肠杆菌
  E44813(野生型)        CFA/1, LT, ST                              卫生部中国药品生物制品检定所
  E44815(野生型)        CS3, LT, ST                                 卫生部中国药品生物制品检定所
  E11881A(野生型)      CS6, LT, ST                                 瑞典Svennerhom教授惠赠
载体及疫苗候选株
  志贺菌FWL01         (ipa-virg)-, SmR, Asd-, ctxB              王恒樑 et al [4]

  疫苗株FE1               FWL01(CFA/1, Asd+)                        本研究组构建[5]

  疫苗株FE3               FWL01(CS3, LTB/ST, Asd+)              本研究组构建[6]

  疫苗株FE6               FWL01(CFA/1, Asd+)                        本研究组构建[7]

菌株名称                    主要表型特征                                来源

       

表  2  肠毒素大肠杆菌E44813, E44815和E11881A鼻饲BALB/c小鼠的死亡数

E44813
0
5×109

1×1010

2×1010

4×1010

8×1010

E44815
0
5×109

1×1010

2×1010

4×1010

8×1010

E11881A
0
5×109

1×1010

2×1010

4×1010

8×1010

菌株和剂量

CFU/mL 1	 2	3	4	   5	6	  7
						    

0	 0	 0	 0	 0	 0	 0
0	 0	 0	 0	 0	 0	 0
0	 2	 1	 2	 1	 0	 0
0	4	3	   2	 0	 1	 0
0	8	4				    
0	6					    
						    
						    
0	 0	 0	 0	 0	 0	 0
0	 0	 0	 0	 0	 0	 0
0	 1	 1	 0	 0	 0	 0
0	3	  2	 1	 1	 0	 0
0	 7	4	  1	 0	 0	 0
0	 5	 1				  

0	 0	 0	 0	 0	 0	 0
0	 0	 0	 0	 0	 0	 0
0	 0	 0	 1	 0	 0	 0
0	 1	 2	 1	 0	 0	 1
0	6	  2	 2	 1	 1	 0
0	3	  2	 1			 

    0/12
    0/12
    6/12
  10/12
  12/12
     6/6

    0/12
    0/12
    2/12
    7/12
  12/12
    6/6

   0/12
   0/12
   1/12
   5/12
 12/12
    6/6

                            攻毒后的天数
 合计

■创新盘点
本研究首次建立
了肠毒素大肠杆
菌攻毒小鼠模型, 
为其他细菌疫苗
的研制评价提供
了新思路.
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2.1.1 发病率和LD50 给小鼠鼻饲各种剂量活肠毒

素大肠杆菌E44813, E44815和E11881A, 检测他

们的发病率和LD50. E44813比E44815和E11881A
毒性更大, LD50分别是1.02×1010 CFU/mL, 1.69
×1010 CFU/mL, 2.0×1010 CFU/mL(表2). 鼻饲毒

株后小鼠均有发病, 发病率为100%, 临床症状

主要有嗜睡、呼吸缓慢、弓背、反应迟钝、皮

毛蓬松、光泽度较差易脱落、食欲下降、摄食

差、严重者双眼有分泌物. 鼻饲PBS后小鼠只是

在第1天有皮毛蓬松和食欲下降, 第2天恢复正

常, 皮毛光洁、反应灵敏、食欲好、摄食正常. 
2.1.2 细菌清除率 在7 d的观察期间, 实验组小鼠

肺部细菌都以一个比较稳定的速度下降, 至第7
天后仍然能从感染小鼠肺部中检测到大量细菌, 
鼻饲E44813, E44815和E11881A组第7天为6.2×
105 CFU/g, 5.4×105 CFU/g, 2.3×105 CFU/g, 3组
之间比较无显著性差异(P >0.05); 而对照组未能

检测到细菌. 
2.1.3 病理变化 鼻饲肠毒素大肠杆菌E44813, 
E44815和E11881A后, 小鼠肺部发生了组织病理

学改变, 通过显微镜观察多病灶支气管肺炎是

主要的病理特征. 24 h以后观察, 肺组织有不同

程度的炎症, 浸润的炎症细胞早期(1-4 d)以淋巴

细胞为主(50%-90%), 巨噬细胞为辅(10%-50%), 
伴有少量的中性粒细胞(10%); 后期(5-7 d)以
中性粒细胞为主(50%-80%),  淋巴细胞为辅

(20%-50%), 伴有少量的巨噬细胞(10%-20%); 个
别肺组织存在少量浆细胞; 部分区域存在细胞

变性, 以血管和支气管周围变性最为明显, 并伴

有少量炎症细胞浸润; 部分肺组织血管高度扩

张, 广泛淤血, 伴有出血、水肿. 用PBS鼻饲小鼠

的肺没有发现任何病理改变. 
2.1.4 抗体变化 鼻饲肠毒素大肠杆菌E44813, 
E44815和E11881A, 小鼠血清抗体IgG增长缓慢, 
第28天分别为1∶293, 1∶267, 1∶240. 
2.2 疫苗候选株的免疫保护反应 
2.2.1 发病率 应用疫苗候选株FE1, FE3, FE6免
疫后, 产生保护性抗体后用相应毒株E44813, 
E44815和E11881A进行攻击, 3组小鼠没有出现

死亡, 只是在攻击后的第1至2天小鼠出现了弓

背、皮毛蓬松等现象, 而后恢复正常. 
2.2.2 细菌清除率 鼻饲疫苗组小鼠先用疫苗候

选株进行免疫, 产生保护性抗体后用相应毒株

进行攻击, 对照组只用PBS进行免疫, 而后也用

相应毒株进行攻击, 同时测定小鼠肺部细菌的

清除率. 在7 d的观察期间, 免疫组和对照组肺部

细菌都以一个比较稳定的速度下降, 至第6天后

从实验小鼠肺部中已经不能检测到对应的攻毒

细菌, 而对照组仍然能检测到大量攻毒细菌. 免
疫组FE1, FE3, FE6第7天肺部细菌检测数量均为

0 CFU/g, 而对照组E44813, E44815和E11881A
组第7天分别为6.2×105 CFU/g, 5.4×105 CFU/g, 
2.3×105 CFU/g. 免疫组和对照组比较有显著性

差异(P <0.05), 而两组组内比较无显著性差异

(P >0.05)(图1).
2.2.3 病理变化 免疫保护后攻毒的实验组小鼠

肺部在第1, 2天有轻微的炎症反应. 第3至第4天
开始恢复正常. 通过显微镜观察肺组织, 早期

(1-3 d)发现肺组织存在少量炎症细胞, 以淋巴

图  1   免疫保护后攻毒的实验组和对照组肺部细菌清楚
情况.

图  2   小鼠肺组织病理切片(×80). A: 疫苗免疫保护后攻毒
的实验组;  B: PBS免疫保护后攻毒的实验组.
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■应用要点
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较强的临床指导
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细胞为主(90%), 伴有少量的巨噬细胞(10%); 后
期(4-7 d)没有发现炎症细胞, 一切正常. 对照组

小鼠肺部发生了组织病理学改变, 通过显微镜

观察多病灶支气管肺炎是主要的病理特征. 24 h
以后观察, 肺组织有不同程度的炎症, 浸润的炎

症细胞早期(1-4 d)以淋巴细胞为主(50%-90%), 
巨噬细胞为辅(10%-50%),  伴有少量的中性

粒细胞(10%); 后期(5-7 d)以中性粒细胞为主

(50%-80%), 淋巴细胞为辅(20%-50%), 伴有少量

的巨噬细胞(10%-20%); 个别肺组织存在少量浆

细胞; 部分区域存在细胞变性, 以血管和支气管

周围变性最为明显, 并伴有少量炎症细胞浸润; 
部分肺组织血管高度扩张, 广泛淤血, 伴有出

血、水肿(图2).
2.2.4 抗体变化 每组21只小鼠, 用疫苗候选株

FE1, FE3和FE6进行免疫, 每7 d. 检测1次血清

抗体IgG和粪便中的sIgA, 共检测4次. 血清抗体

IgG增长迅速, 第28天分别为1∶2080, 1∶2347, 
1∶1440. 粪便中sIgA增长比较缓慢, 第28天分别

为1∶29, 1∶28, 1∶27. 

3  讨论

目前世界上还没有一种完全适合于ETEC疫苗

免疫保护评价的理想动物模型. 鼻饲攻击小鼠

作为研究病理和免疫反应的模型已经应用于其

他肠道病原体, 例如鼻饲志贺菌攻击小鼠已经

应用于痢疾疫苗候选株的评价. 本研究应用野

生型ETECE44813, E44815和E11881A鼻饲攻击

小鼠, 观察小鼠的病理和免疫反应, 旨在试图建

立评价ETEC疫苗候选株的动物模型. 鼻饲ETEC
菌株LD50的确定是实验成功的关键. 本文针对3
种不同血清型菌毛抗原的ETEC菌株进行了研

究. 由于菌株的毒性强弱不同, 用相同剂量的肠

毒素大肠杆菌E44813, E44815和E11881A攻击小

鼠,  E44813致小鼠死亡的时间最早, E44815其次; 
死亡率也以E44813最高, E44815其次, E44813
毒株产生的炎症反应比E44815, E11881A更为

严重. 其LD50由低到高依次是E44813, E44815, 
E11881A, 说明E44813毒性最强. 同样以LD50攻
击小鼠, 血清中产生抗体的滴度仍然以E44813
最高, E44815其次. 从以往有关人体感染肠毒素

大肠杆菌的实验结果分析, 发现他与本研究中

感染小鼠研究的结果有许多相同之处[10-11]. 国外

Levine和Coworkers针对E44813和B7A进行人体

实验, 发现E44813毒性更强, 相同剂量感染人体

发病率更高, 血清免疫学指标也更高[12]. 然而, 其

病变的基本特征是相同的. 鼻饲LD50的E44813, 
E44815和E11881A都引发了小鼠肺部严重的炎

症, 都能在24 h内诱导肺泡产生大量的淋巴细胞

和巨噬细胞及少量的中性粒细胞, 后期以中性粒

细胞为主, 淋巴细胞为辅, 伴有少量的巨噬细胞. 
在细支气管也发现了白细胞, 但是数量没有肺泡

处多, 另外还可产生淋巴增生. 主要的病理特征

显示为多病灶支气管肺炎, 通过对其他组织的病

理切片观察, 显示炎症没有扩散到其他组织. 在
确定了ETEC鼻饲LD50的基础上, 应用疫苗候选

株FE1, FE3, FE6对小鼠进行免疫保护实验. 用疫

苗候选株免疫动物后, 在短短的28 d内就能够使

小鼠体内产生高效价的保护性抗体. 而后用毒株

攻击, 所有小鼠都没有死亡, 只是有轻度的不适. 
肺部组织只有轻度的病理改变, 第3天以后肺部

组织病理改变恢复正常, 与未免疫的对照组小鼠

的病变特征和程度有明显不同. 免疫小鼠肺部细

菌以比较快的速度被迅速清除, 在攻击6 d后, 就
不能从肺部组织检测到攻毒菌株, 与对照组形成

显著性差异(P <0.05). 
实验结果表明, 通过鼻饲ETEC E44813, 

E44815和E11881A活菌, 可以在小鼠肺组织中观

察到有一定规律的病理学反应以及血清中的抗

体的变化, 作为研究ETEC致病性的动物模型是

可行的. 在应用ETEC鼻饲小鼠模型评价疫苗候

选株免疫保护效果的研究中, 通过对比, 发现疫

苗候选株FE1, FE3, FE6能够为小鼠抵抗肠毒素

大肠杆菌感染提供有效的免疫保护, 为进一步人

体实验提供了实验基础. 本研究建立的ETEC鼻
饲小鼠模型, 为进一步理解感染肠毒素大肠杆菌

后的病理和免疫反应以及为评价疫苗的保护效

果提供了有效途径. 
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