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摘   要：【背景】建立细菌性动物腹泻模型是研究细菌性腹泻机制及抗腹泻药机理的常用方法。

【目的】从临床腹泻犊牛粪便中分离出 5 株不同血清型大肠杆菌(Escherichia coli)，经口灌服小鼠

建立与临床犊牛腹泻症状近似的小鼠腹泻模型。【方法】72 只昆明小鼠随机分为 6 组，每组 12 只，

分为正常对照组(NC)、E. coli O1 干预组、E. coli O2 干预组、E. coli O8 干预组、E. coli O78 干预

组和 E. coli O86 干预组，攻毒组大肠杆菌浓度均为 3×1013 CFU/mL，每 10 g 体重灌服 0.2 mL 攻毒

菌液，2 次/d，连续灌服 7 d，分别于灌服后 3、5 和 7 d 记录小鼠体重及腹泻率，并收集各组小鼠

血清，检测白细胞介素 1β (interleukin 1β，IL-1β)、IL-6、肿瘤坏死因子 α (tumor necrosis factor alpha，
TNF-α)及第 7 天血清免疫球蛋白 G (immunoglobin G，IgG)、IgA 和分泌型免疫球蛋白 A (secretory 
immunoglobulin A，sIgA)的含量；于攻毒后第 7 天收集各组小鼠十二指肠及盲肠内容物，用于制

作 HE 切片及 16S rRNA 基因分析；以 E. coli O8 作为攻毒菌株通过灌胃和注射的方法建立腹泻模

型，使用氧氟沙星对腹泻小鼠进行治疗。【结果】攻毒 5 d 和 7 d 后，各攻毒组小鼠体重与 NC 组

比较均显著降低(P<0.05)，腹泻率增加；HE 染色结果显示，各攻毒组小鼠肠绒毛均出现不同程度

的损伤，其中以 E. coli O2 和 E. coli O8 导致的损伤最为严重，E. coli O1 次之；血清 IL-1β、IL-6
和 TNF-α 的含量均显著增加(P<0.05)，以 E. coli O1 和 E. coli O8 的含量增加最为显著；IgG、IgA
和 sIgA 含量显著下降(P<0.05)，以 E. coli O8 下降最为显著；小鼠盲肠内容物的 16S rRNA 基因分

析显示，与 NC 组比较各攻毒组小鼠菌群多样性水平降低，在门水平上攻毒小鼠厚壁菌门

(Firmicutes)丰度下降，拟杆菌门(Bacteroidetes)、变形菌门(Proteobacteria)和放线菌门(Actinobacteria)
丰度上升；腹腔注射 E. coli O8 小鼠在 12 h 内全部死亡，并且抗生素不能逆转这种死亡，而通过
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灌胃造成的腹泻小鼠经抗生素治疗后可恢复正常。【结论】5 株牛源大肠杆菌经口灌服小鼠后均会

造成不同程度的腹泻，其中 E. coli O2、E. coli O8 和 E. coli O1 对小鼠肠绒毛破坏较为严重，E. coli 
O8 攻毒后血清 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 含量较高，因此，以 0.2 mL/10 g，2 次/d，连续灌服 7 d 浓度

为 3×1013 CFU/mL 的 E. coli O8 可较好地建立小鼠腹泻模型，并可用于评价药物疗效。 

关键词：大肠杆菌；腹泻；IL-1β；IL-6；TNF-α；细菌群落  
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Abstract: [Background] Establishing the diarrhea model is a common method to study the mechanism 
of bacterial diarrhea and anti-diarrhea mechanism. [Objective] Five strains of Escherichia coli with 
different serotypes were isolated from the feces of calves with diarrhea. The diarrhea model of mice was 
established by intragastric administration. [Methods] Kunming mice were randomly divided into six 
groups: normal control (NC) group, E. coli O1, E. coli O2, E. coli O8, E. coli O78, and E. coli O86 groups, 
with 12 mice in each group. The number of E. coli in all the challenge groups was 3×1013 CFU/mL, and 
the strain liquid was administrated at 0.2 mL/10 g body weight and twice/day for 7 continuous days. The 
body weight and diarrhea rate of mice were recorded on days 3, 5 and 7, and the serum samples of mice 
in each group were collected for the determination of interleukin 1β (IL-1β), IL-6, tumor necrosis factor 
alpha (TNF-α), immunoglobin G (IgG), IgA, and secretory immunoglobulin A (sIgA) levels. The 
duodenum of mice in each group was collected on the 7th day to prepare H&E sections, and the cecum 
contents were collected for 16S rRNA gene analysis. A diarrhea model was established with E. coli O8 
via intragastric or intraperitoneal administration, and ofloxacin was used to treat the mice with diarrhea. 
[Results] On days 5 and 7, the mice in the E. coli groups showed lower body weight (P<0.05) and 
higher diarrhea rate than those in the NC group. HE staining results showed that the intestinal villi of 
mice in E. coli groups showed different degrees of damage, and E. coli O2 and O8 caused the most 
serious damage. The serum levels of IL-1β, IL-6, and TNF-α significantly elevated after challenge 
(P<0.05), especially in the E. coli O1 and O8 groups. However, the levels of IgG, IgA, and sIgA in the 
challenge groups significantly decreased compared with those in the NC group (P<0.05), especially in 
the group challenged with strain O8. The 16S rRNA gene analysis of cecum contents in mice showed 
that compared with the NC group, the challenge groups had decreased alpha diversity of bacteria. 
Specifically, the abundance of Firmicutes decreased while that of Bacteroides, Proteobacteria and 
Actinobacteria increased in the challenge groups. All the mice died within 12 h after intraperitoneal 
injection with E. coli O8, and antibiotic did not reverse this death, while the mice with diarrhea caused 
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by intragastric administration could restore to normal after antibiotic treatment. [Conclusion] The five 
strains of E. coli from dairy calves with diarrhea could cause different degrees of diarrhea in mice after 
intragastric administration. Among them, E. coli O2, O8, and O1 caused serious damage to the intestinal 
villi of mice. The serum levels of IL-1β, IL-6 and TNF-α in mice were higher after administration with 
E. coli O8. Therefore, intragastric administration of 3×1013 CFU/mL E. coli O8 at 0.2 mL/10 g and 
twice/day for 7 continuous days could well establish the diarrhea model of mice, which can be used to 
evaluate drug efficacy. 

Keywords: Escherichia coli; diarrhea; IL-1β; IL-6; TNF-α; bacterial colony 

病原体引起的腹泻包括炎性腹泻和非炎

性腹泻 [1]，而引起犊牛腹泻的病原体多属炎性

腹泻，感染病牛出现体温升高、精神沉郁、

水样腹泻及体重下降 [2] 等症状。大肠杆菌

(Escherichia coli)是临床上引起犊牛腹泻常见的

病原菌[3]，全年均可发生，尤以 1−40 日龄犊牛

易感，又称犊牛白痢。大肠杆菌表面抗原包括

菌体 O 抗原、表面 K 抗原和鞭毛 H 抗原 [4]，

O 抗原是主要毒力因子，与细菌对环境的适应

性有关，也是细菌噬菌体和宿主免疫系统的主

要识别位点[5]，O 抗原血清型有 190 多 种[6]，

是菌株鉴定的主要标准 [7]，不同致病性大肠杆

菌的优势 O 抗原也不同[5]。根据不同的致病机

理可将大肠杆菌分为产肠毒素性大肠杆菌

(enterotoxigenic E. coli，ETEC)、肠致病性大肠

杆菌(enteropathogenic E. coli，EPEC)、肠侵袭

性大肠杆菌(enteroinvasive E. coli，EIEC)和肠

出血性大肠杆菌 (enterohemorrhagic E. coli，
EHEC)。其中 EPEC 常见菌体 O 抗原血清型包

括 O1、O2、O18、O78[8]和 O86[9]，ETEC 常见

菌体 O 抗原血清型包括 O8[10]等，这些致病菌引

起的犊牛腹泻治疗费用高、周期长并使犊牛生

长率下降[11]，对我国畜牧养殖业造成巨大的经

济损失。因此，腹泻病作为我国重点防治的疾

病之一，近年来越来越受到人们的重视。 
目前临床常用抗生素治疗腹泻，抗生素造

成的耐药性及药物残留等问题危害人类健康，

因而需要寻找天然、无毒害、可替代抗生素治

疗腹泻的药物[12-13]。小鼠腹泻模型是研究药物

抗腹泻机制的常用方法。经腹腔注射病原菌建

立的腹泻模型首先引起菌血症，进而引起腹

泻。然而经消化道感染引起的腹泻主要是由病

原微生物定殖于肠道，引起肠道菌群失衡，进

而引起炎性反应及腹泻。为了研究出有针对性

地治疗细菌性腹泻的药物，需要建立与临床腹

泻发病机制相同的腹泻模型。因此，本研究使

用由腹泻犊牛粪便分离出的 5 株不同血清型的

E. coli 作为实验菌株，以昆明小鼠为实验动

物，通过苏木精-伊红(hematoxylin-eosin，HE)
染色观察小鼠十二指肠的变化情况；酶联免

疫吸附 (enzyme-linked immunosorbent assay，

ELISA)法检测小鼠白细胞介素 6 (interleukin 6，
IL-6)、IL-1β、肿瘤坏死因子 α (tumor necrosis 
factor alpha ， TNF-α) 、 免 疫 球 蛋 白 G 
(immunoglobin G，IgG)、IgA 和分泌型免疫球

蛋白 A (secretory immunoglobulin A，sIgA)的含

量；通过 16S rRNA基因测序技术检测小鼠盲肠

微生物多样性及菌落构成情况。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  实验动物 

按照内蒙古农业大学兽医学院动物伦理委

员会的指导方针进行(编号：[2020]001)，72 只
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21−23 日龄、体重 20−22 g 的无特定病原体

(specific pathogen free，SPF)级昆明小鼠，雌雄

各半，购自内蒙古医科大学实验动物中心，呼

和浩特[生产编号 SCXK(蒙)2020-0001]。在隔离

环境饲养 [使用许可证编号 SYXK(蒙 )2020- 
0003]，12 h/12 h 光照周期，温度(20±2) °C，相

对湿度(45%±10%)，自由进食和饮水。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

SPF 级鼠饲料，北京维通利华实验动物技

术有限公司；高温煮沸冷却至室温的蒸馏水，

用于饲喂实验动物。 
大肠杆菌 O1、O2、O8、O78和 O86，由内

蒙古农业大学动物科学学院牛生产实验室分离

自临床腹泻犊牛[14]，保存于内蒙古农业大学牛

生产实验室。 
LB 培养基，广东环凯微生物科技有限公

司，用于供试病原菌的培养；HE 染液，碧云天

生 物 技 术 有 限 公 司 ； IL-6 、 IL-1β、 TNF-α 
ELISA 试剂盒，Elabscience 公司；IgG、IgA、

sIgA ELISA 试剂盒，酶联生物科技有限公司；

DNA 抽提试剂盒(E.Z.N.A.® Soil DNA Kit)，
Omega 公司；凝胶回收试剂盒(AxyPrep DNA 
Gel Extraction Kit)，Axygen Biosciences 公司；

氧氟沙星，重庆科瑞制药有限公司。 
基因测序由上海美吉生物医药科技有限公

司完成。 
酶标仪，上海迭戈生物科技有限公司；病

理切片机，上海徕卡仪器有限公司；组织展片

机，武汉俊杰电子有限公司；倒置显微镜，

Olympus 公司；PCR 扩增仪，ABI 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  大肠杆菌的制备 

大肠杆菌 O1、O2、O8、O78、O86 分别接

种于 LB 液体培养基中，37 °C、150 r/min 培养

12 h 后，4 °C、12 000 r/min 离心 10 min，菌泥

用磷酸盐缓冲液洗 2 次，调整菌液浓度为

3×1013 CFU/mL。 
1.2.2  实验动物模型建立 

72 只昆明小鼠适应性饲养 1 周后，随机分

为 6 组，即正常对照组(NC)、E. coli O1 干预组

(O1)、E. coli O2 干预组(O2)、E. coli O8 干预

组(O8)、E. coli O78 干预组(O78)和 E. coli O86
干预组(O86)，每组 12 只。NC 组连续灌服生

理盐水 7 d，2 次 /d，攻毒组小鼠以浓度为

3×1013 CFU/mL 的 E. coli O1、O2、O8、O78
和 O86 灌胃 7 d，每天记录小鼠腹泻率，并于 
第 0、3、5 和 7 天分别记录小鼠体重，并在灌

胃后 3、5 和 7 d 每组以 50 mg/kg 剂量腹腔注射

戊巴比妥钠麻醉处死 4 只小鼠，收集血清，于

第 7 天收集十二指肠及盲肠内容物(图 1)。 
腹泻率(%)=一组中排稀便的动物数/该组动物总

数×100。 
1.2.3  组织病理切片制作 

灌胃 3、5 和 7 d 后，自幽门 1.0–1.5 cm 处

开始与空肠交界处收集约 1.0 cm 的十二指肠，

使用 HE 染色方法制作组织病理学切片。组织块

用 4%多聚甲醛固定 24 h，石蜡包埋，切成厚 
 

 
 
图 1  大肠杆菌攻毒小鼠实验方案 
Figure 1  Experiment scheme with Escherichia coli 
intragastrical of mice.  
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4 μm 的组织切片进行 HE 染色，光学显微镜下

观察。 
1.2.4  小鼠血清细胞因子的检测 

小鼠灌胃 3、5 和 7 d 后心脏采血，4 °C 静

置 1 h 后 3 000 r/min 离心 15 min，分离血清保存

于20 °C 冰箱。使用 ELISA 法检测 3、5 和 7 d
小鼠血清 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的含量，以及 
第 7 天小鼠血清 IgG、IgA 和小肠组织匀浆 sIgA
的含量。 
1.2.5  细菌 DNA 的提取和 16S rRNA 基因序列

扩增 
小鼠灌胃 7 d 后，根据 E.Z.N.A.® Soil DNA 

Kit 说明书进行微生物群落总 DNA 抽提，使用

1.0%的琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 的提取质量，

Thermo Scientific NanoDrop 2000 分光光度计测

定 DNA 浓度和纯度；使用 338F (5-ACTCCTA 
CGGGAGGCAGCAG-3)和 806R (5-GGACTAC 
HVGGGTWTCTAAT-3)对 16S rRNA 基因 V3−V4
可变区进行 PCR 扩增。 PCR 反应体系：

5×TransStart FastPfu 缓 冲 液 4 μL ， dNTPs   
(2.5 mmol/L) 2 μL，上、下游引物(5 μmol/L)各
0.8 μL，TransStart FastPfu DNA聚合酶(2.5 U/μL) 
0.4 μL，模板 DNA 10 ng，ddH2O 补至 20 μL。

PCR 反应条件：95 °C 3 min；95 °C 30 s，55 °C 
30 s，72 °C 30 s，共 27 个循环；72 °C 10 min。
使用 AxyPrep DNA Gel Extraction Kit 进行回收

产物纯化，并用 Quantus™ Fluorometer 对回收

产物进行检测定量。利用 Illumina 公司的 MiSeq 
PE300/NovaSeq PE250 平台进行测序。 
1.2.6  抗生素对不同干预方式所致小鼠腹泻的

影响 
为了探究药物对不同攻毒途径造成腹泻的

影响，将 24 只昆明小鼠随机分为 3 组，每组   
8 只。正常对照组(NC)灌服 0.9%生理盐水；灌

胃组(intragastric，i.g)以 0.2 mL/10 g 灌服浓度为

3×1013 CFU/mL 的 E. coli O8 建立腹泻模型；注

射组(intraperitoneal，i.p)以浓度为 105 CFU/mL
的 E. coli O8 腹腔注射 50 μL 建立腹泻模型。攻

毒组攻毒后均以浓度为 52 mg/kg 的氧氟沙星

300 μL 进行灌胃。NC 组及 i.g 组于灌胃后第 7 天

及第 10 天收集小鼠十二指肠，进行 HE 染色。

i.p 组于注射后 12 h 及抗生素干预后第 3 天收集

小鼠十二指肠，进行 HE 染色(图 2)。 
1.2.7  数据处理 

采用 SPSS 22.0 进行方差分析，数据用平均

数±标准误差表示，使用 GraphPad Prism 8.0 进

行作图。 

2  结果与分析 
2.1  小鼠体重及腹泻情况 

攻毒 3、5 和 7 d 后的小鼠体重变化情况如

图 3 所示。第 0 天和攻毒第 3 天各组小鼠体重差

异不显著(P>0.05)；攻毒第 5 天，雌鼠 O1、
O2、O8 和 O78 组的体重与 NC 组比较差异显著

(P<0.05)，O86 组与 NC 组比较差异极显著

(P<0.01)，雄鼠 O2、O8 和 O78 组与 NC 组比较

差异显著(P<0.05)；攻毒第 7 天，雌鼠 O86 组与

NC 组比较差异极显著(P<0.01)，O78 组与 NC
组比较无显著性差异(P>0.05)，O1、O2 和 O8
组与 NC 组比较均差异显著(P<0.05)，雄鼠各攻

毒组与 NC 组比较均差异显著(P<0.05)。说明牛

源性大肠杆菌 O1、O2、O8、O78 和 O86 长期

干预均可使小鼠体重降低(图 3)，并引起小鼠腹

泻(图 4)，各组小鼠腹泻率以 O8 组所致的腹泻 
 

 
 

图 2  抗生素治疗腹泻小鼠实验方案 
Figure 2  Experiment scheme of antibiotic treatment 
of diarrhea in mice. 
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图 3  不同组别小鼠体重变化情况 
Figure 3  Weight changes of mice in different groups. A: Female body weight; B: Male body weight. ns: 
P>0.05; *: P<0.05; **: P<0.01. 
 

 
 
图 4  各组小鼠粪便形态 
Figure 4  Manure morphology of mice in each groups. 
 
率最高(图 5)，其次为 O2 组和 O1 组血清型，

O78 组和 O86 组的腹泻率较低。说明牛源性大

肠杆菌 O1、O2 和 O8 造成的腹泻较 O78 和 O86
更为严重。 

2.2  十二指肠组织病理学切片 
从组织学角度观察不同血清型大肠杆菌攻

毒 7 d 后小鼠十二指肠的病理变化(图 6)，结果

显示 NC 组肠黏膜固有层绒毛表面有散在的淋

巴细胞和浆细胞，肠黏膜上皮细胞排列整齐，

乳糜管完整，无病理变化；O1 组小鼠十二指肠

绒毛基本完整，在绒毛顶端出现轻微的损伤；

O2 组小鼠肠绒毛顶端损伤较为严重，出现肠绒

毛溶解现象，绒毛间间隙增宽；O8 组肠绒毛间

间隙增宽，固有层和上皮内淋巴细胞数量增加，

出现中性粒细胞，肠绒毛受损严重，肠上皮细

胞间紧密连接破坏，出现轻微水肿；O78 组小

鼠肠绒毛间间隙略微增大，绒毛顶端肠上皮细

胞破碎；O86 组小鼠肠绒毛形态相对完整，绒

毛间间隙未见增大，绒毛顶端轻微破损。病理

学观察说明牛源性大肠杆菌 O1、O2、O8、
O78 和 O86 均能造成肠绒毛不同程度的破坏，

但以 O8 及 O2 破坏较为严重，其次为 O1、
O78 和 O86。 

 

 
 
图 5  各组小鼠腹泻率 
Figure 5  Diarrhea rate of mice in each groups. 
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图 6  十二指肠 HE 染色显微图像 
Figure 6  HE staining microscopic images of 
duodenum. 
 
2.3  感染小鼠血清细胞因子及抗体变化 

各组小鼠攻毒后血清中细胞因子含量如  
图 7 所示，干预后 3 d，O8 组血清中 IL-1β极显著

高于 NC 组(P<0.01) (图 7A)，第 5 天 O8 组和 O1
组血清极显著高于 NC 组(P<0.01) (图 7B)，攻毒

7 d 后(图 7C)，各组血清 IL-1β 显著高于 NC 组

(P<0.05)；攻毒第 3、5 和 7 天 O8 组血清中 IL-6
的含量极显著高于 NC 组(P<0.01)，其余各组在

检测期间均显著高于 NC 组(P<0.05) (图 7D、7E、

7F)；TNF-α 在攻毒后 3 d 和 5 d 均显著高于 NC
组，第 7 天 O2 组和 O86 组小鼠血清中 TNF-α
的含量与 NC 组比较无显著性差异 (P>0.05)  
(图 7G、7H、7I)；攻毒 7 d 后，除 O1 组其余各

组与 NC 组比较 IgG 均差异显著(P<0.05)，IgA
含量与 NC 组比较均显著降低(P<0.05)，而且 O2
组和 O8 组 sIgA 含量与 NC 组比较极显著降低

(P<0.01) (图 7J)。说明攻毒后各组小鼠均出现炎

性反应且抗体水平下降，其中以 E. coli O8 组反

应最为明显。 

2.4  小鼠盲肠内容物细菌菌落 16S rRNA
基因分析 
2.4.1  小鼠盲肠内容物细菌菌落多样性分析 

香农指数 (Shannon index)、辛普森指数

(Simpson index)、Chao1 指数和 ACE 丰富度指数

是用于评估物种微生物菌群多样性的指标(表 1)，
各组干预 7 d 后，与 NC 组比较 O1 组 Shannon
指数(P=0.008 2)、Simpson 指数(P=0.001 7)和
ACE 指数(P=0.009 2)均显著降低，Chao1 指数

(P=0.159 3)无显著变化；与 NC 组比较 O2 组

Shannon 指 数 (P=0.008 9) 和 Simpson 指 数

(P=0.000 6)显著减低，Chao1 指数(P=0.549 1)和
ACE 指数(P=0.092 0)无显著差异；O8 组 Shannon
指数(P=0.038 5)、Simpson 指数(P=0.009 0)和
ACE 指数(P=0.003 5)均显著低于 NC 组，Chao1
指数与 NC 组比较差异不显著(P=0.058 4)；O78
组与 NC 组比较 Shannon 指数(P=0.036 7)、
Simpson 指数(P=0.000 1)、Chao1 指数(P=0.044 2)、
ACE 指数 (P=0.009 1)均显著降低； O86 组

Simpson 指数(P=0.000 1)与 NC 组比较显著降

低，Shannon 指数 (P=0.167 4)、Chao1 指数

(P=0.863 7)和 ACE 指数(P=0.166 1)均无显著性

变化。说明攻毒后各组小鼠盲肠微生物菌群多样

性均降低，其中以 O1 组、O8 组和 O78 组菌群

多样性降低较为明显。 
2.4.2  不同干预下小鼠盲肠内容物细菌门水平

的菌落丰度 
不同牛源性大肠杆菌干预小鼠后，小鼠盲肠

内容物微生物丰度排名前 5 的菌群与 NC 组比较 
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图 7  小鼠血清细胞因子及抗体的含量   A、B 和 C：攻毒 3、5 和 7 d 后小鼠血清中 IL-1β的含量；D、

E 和 F：攻毒 3、5 和 7 d 后小鼠血清中 IL-6 的含量；G、H 和 I：攻毒 3、5 和 7 d 后小鼠血清中 TNF-α
的含量；J：攻毒 7 d 后小鼠血清 IgG、IgA 和组织匀浆 sIgA 的含量。*：P<0.05；**：P<0.01 
Figure 7  The content of cytokines and antibody in mice. A, B and C: E. coli administration after 3, 5 and    
7 day, the content of IL-1β in serum; D, E and F: The content of IL-6 in serum at 3, 5 and 7 day; G, H and I: The 
TNF-α level in serum at 3, 5 and 7 day; J: The level of IgG, IgA in serum and tissue homogenate of sIgA. 
Compared with NC group. *: P<0.05; **: P<0.01. 
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表 1  盲肠内容物 α多样性 
Table 1  Alpha diversity of microbes in the caecum 
Group  Shannon index Simpson index Chao1 index ACE index 
NC 4.44±0.39a 0.14±0.02a 427.82±63.27a 441.25±47.93a 
O1 3.23±0.49b 0.06±0.02b 338.51±49.99ab 299.33±57.89b 
O2 2.88±0.72b 0.05±0.02b 403.36±44.09ac 378.68±41.23ac 
O8 3.18±0.87b 0.05±0.02b 290.05±54.60b 283.64±47.99b 
O78 3.21±0.83b 0.04±0.01b 332.74±40.26b 340.55±23.11b 
O86 3.87±0.62a 0.04±0.01b 420.04±59.95ac 398.10±26.33ac 
注：同一列相同小写字母表示差异不显著(P>0.05)；不同小写字母代表差异显著(P<0.05) 
Note: The values with the same lowercase letters superscripts mean no significant difference (P>0.05); while with different 
lowercase letters superscripts mean significant difference (P<0.05). 
 
均出现显著变化(表 2)。在门水平上，厚壁菌门中

与NC组比较O1组(P<0.000 1)、O2组(P<0.000 1)、
O8 组(P<0.000 1)、O78 组(P<0.000 1)、O86 组

(P=0.001 1)的丰富度均降低；在拟杆菌门中与

NC 组比较 O1 组(P=0.000 4)、O2 组(P<0.000 1)、
O8 组(P<0.000 1)、O78 组(P=0.000 5)、O86 组

(P=0.000 4)的丰度均升高；在变形菌门中与 NC
组比较 O1 组(P<0.000 1)、O2 组(P<0.000 1)、
O8 组(P<0.000 1)、O78 组(P=0.000 3)、O86 组

(P=0.001 2)的丰富度均升高；在放线菌门中与

NC 组比较 O1 组(P<0.000 1)、O2 组(P=0.001 1)、
O8 组(P=0.000 4)、O78 组(P=0.004 8)、O86 组

(P=0.009 1)的丰富度均升高。小鼠盲肠内容物分

析显示 NC 组小鼠盲肠内容物厚壁菌门及拟杆

菌门含量较高，其次为变形菌门和放线菌门，而

经过牛源性大肠杆菌 O1、O2、O8、O78 和 O86
以 3×1013 CFU/mL 灌服后的小鼠肠道菌群水平

发生了变化，攻毒后的小鼠均出现厚壁菌门

(Firmicutes)丰富度降低，拟杆菌门(Bacteroides)、
变 形 菌 门 (Proteobacteria) 和 放 线 菌 门

(Actinobacteria)丰富度的升高。 

2.5  抗生素对小鼠灌服或注射 E. coli O8 的

影响 
剖检正常小鼠小肠，各肠段组织形态完整，

肠蠕动明显，无充血现象(图 8A、8B)，HE 染

色显示肠上皮细胞排列整齐，肠绒毛形态完整  
(图 9A、9B)；灌胃 E. coli O8 7 d，剖检小肠各

段，有轻微肿胀，肠蠕动明显(图 8C、8D)，病

理学切片显示肠绒毛顶端的肠上皮细胞破坏，

有大量中性粒细胞分泌(图 9C)，经抗生素治疗 
 
表 2  小鼠盲肠微生物丰富度 
Table 2  Microbial abundances in caecum of mice 
Group Firmicutes Bacteroidetes Proteobacteria Actinobacteria 
NC 71.72±2.97a 21.75±1.59a 0.25±0.06a 1.02±0.10a 
O1 41.43±5.43b 43.06±5.85b 3.50±0.38b 4.84±0.69b 
O2 34.76±3.99b 50.02±1.95b 3.89±0.45b 3.15±0.72b 
O8 37.35±2.17b 47.10±2.28b 4.22±0.45b 5.90±1.39b 
O78 38.44±3.21b 44.85±6.18b 6.93±1.76b 6.18±2.36b 
O86 50.35±6.65b 37.47±4.38b 4.06±1.33b 3.83±1.48b 
注：相同小写字母表示差异不显著(P>0.05)；不同小写字母代表差异显著(P<0.05) 
Note: The values with the same lowercase letters superscripts mean no significant difference (P>0.05), while with different 
lowercase letters superscripts mean significant difference (P<0.05). 
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图 8  小肠组织病理变化   A 和 B：NC 组小鼠第 7 天和第 10 天十二指肠、空肠和回肠组织形态；C：

灌胃 7 d 后小鼠十二指肠、空肠和回肠组织形态变化；D：灌胃后，抗生素干预 3 d 后小肠组织形态变

化；E：腹腔注射 12 h 后小肠组织形态变化 
Figure 8  Pathological changes of small intestine. A and B: The tissue morphology of duodenum, jejunum and 
ileum at day 7 and 10 from NC group; C: The tissue morphology of duodenum, jejunum and ileum at day 7 
after E. coli O8 intragastric administrate; D: The small intestine morphology at day 10 after antibiotic 
administrate; E: The small intestine morphology after intraperitoneal injection. 
 
 
 
 

3 d 后，肠绒毛形态基本完整，中性粒细胞

数量减少(图 9D)；腹腔注射 E. coli O8 12 h 后，

小鼠均发生死亡，死亡率达 100%，小鼠眼周

红肿并伴有脓性分泌物，剖检小鼠各段小肠

发现小肠明显充血且肠蠕动消失 (图 8E)，HE
染色观察小肠黏膜下层增厚、结缔组织增多、

血管充血、小肠腺间隙增宽、中性粒细胞    
增多。 
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图 9  十二指肠组织病理切片   A 和 B：正常组

第 7 天和第 10 天十二指肠 HE 染色；C：灌胃组

E. coli O8 灌胃 7 d 后十二指肠 HE 染色；D：    
E. coli 干预 7 d，抗生素干预 3 d 后十二指肠 HE
染色；E：腹腔注射 E. coli O8 后 12 H 十二指肠

HE 染色 
Figure 9  HE staining microscopic images of 
duodenum. A and B: HE staining of duodenum 
tissues from NC groups at day 7 and 10; C: HE 
staining of duodenum tissue from i.g group after   
E. coli O8 administrate; D: HE staining of duodenum 
tissue after antibiotic administrate; E: HE staining of 
duodenum tissue from i.p group at 12 hours after   
E. coli O8 intraperitoneal injection. 
 

3  讨论与结论 
大肠杆菌是动物肠道内正常菌群之一，可分

为致病性和非致病性两类。ETEC 是造成犊牛腹

泻常见的病原菌，哺乳动物对 ETEC 均易感[15]，

感染动物表现为腹泻和脱水。ETEC 的主要毒

力因子是黏附素和肠毒素[16]，其进入宿主体内

后由定居因子黏附于小肠上皮细胞[17]产生耐热

性肠毒素(heat-stable enterotoxin，ST)和不耐热

性肠毒素(heat-labile enterotoxin，LT)[18]，使肠

绒毛发生形态变化[7]，除此之外，E. coli O8 还

能产生志贺毒素[19]引起新生犊牛严重腹泻[20]。

研究表明，引起小鼠腹泻的大肠杆菌浓度约为

108 CFU/mL[21]，本研究中大肠杆菌浓度调至

3×1013 CFU/mL，结果表明属于 ETEC 主要致病

血清型之一的 E. coli O8[22]能成功建立小鼠腹泻

模型，攻毒小鼠出现腹泻症状，连续干预 5 d 后

小鼠体重下降、腹泻率增加，十二指肠肠绒毛破

坏，间隙增宽，出现炎性细胞浸润，与陈清等使

用 ETEC 感染豚鼠建立的腹泻模型结果一致[17]。 
细胞因子是一类由机体免疫细胞和非免疫

细胞合成分泌的小分子多肽类物质，可以调节多

种细胞功能[23]。促炎性细胞因子包括 IL-6、IL-1
和 TNF 等。IL-6 在发生炎症时含量上升，其升

高与巨噬细胞、淋巴细胞、单核细胞有关，可进

一步诱导免疫应答[24]，并由 IL-1β 诱导[24]；IL-1β
是 IL-1 家族细胞因子的一员，能抑制肠道 Na
和 K-ATP 酶的活性，进而抑制水、钠吸收，产

生腹泻[25-27]；受到病原微生物感染，血清 TNF-α
含量上升，进而加重肠道损伤程度，发生黏膜炎

性反应[28]。IL-1β、IL-6 和 TNF-α 有较强的致炎

活性，使肠黏膜通透性增加，渗出增多，发生腹

泻[29]。本研究中攻毒小鼠血清 IL-1β、IL-6 和

TNF-α 含量均显著上升，说明 E. coli 感染后触

发了机体的炎症反应，而且使血清中 IgA、IgG
和 sIgA 的含量下降。 

正常小鼠盲肠微生物主要以拟杆菌门和厚

壁菌门为主[30]，初生犊牛瘤胃中菌群数量以拟

杆菌门为主，其次为厚壁菌门，这样的结构有助

于非纤维物质的消化，随着犊牛的生长，瘤胃中

拟杆菌门数量减少，厚壁菌门数量增加[31]。拟
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杆菌门有助于从膳食纤维和淀粉中释放能量，并

可能产生丙酸盐[32]，然而，它们也参与了蛋白

质分解过程中有毒产物的释放，拟杆菌门的一些

成员可能抑制炎症，但有一些也可能会促进炎

症。在体外研究中，轻度偏酸性环境下厚壁菌门

为优势菌，而在接近中性水平时拟杆菌为优势 
菌[33]。在本研究中，正常小鼠优势菌门为厚壁

菌门和拟杆菌门，致病性大肠杆菌干预后小鼠盲

肠厚壁菌门含量下降，同时拟杆菌门、变形菌门

和放线菌门含量上升，提示攻毒后小鼠肠道  
pH 值可能降低，进而促进拟杆菌门的丰度增加；

正常情况下变形菌门的丰度次于厚壁菌门和拟

杆菌门，变形菌门包括许多病原菌，例如大肠杆

菌，可造成动物机体损伤。研究发现出生小鼠肠

道变形菌门能诱导特异性免疫应答[34]，在本研

究中，E. coli 干预后变形菌门及血清 IL-1β、IL-6
和 TNF-α 的含量均显著升高，一定程度上说明

变形菌门与血清 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的含量呈

正相关，与厚壁菌门呈负相关，说明 E. coli 造

成的腹泻与变形菌门和拟杆菌门的增加和厚壁

菌门的减少有关，可能通过增加变形菌门的丰度

促进炎症的发生。 
犊牛腹泻造成的经济损失、临床抗生素的滥

用、食品安全等一系列问题一直是畜牧养殖行业

关注的热点，并且越来越多的研究指向用无毒害

的天然药物代替抗生素治疗犊牛腹泻。大量研究

表明，细菌性腹泻的致病机理分为 3 个阶段：细

菌黏附与定殖、胃黏液分泌增加与毒素释放[1]，

在通过腹腔注射建立的小鼠模型中，细菌首先进

入腹腔，进而造成了腹泻，与经口进入消化系统，

定殖于肠道，干扰肠道菌群造成腹泻的方式不

同，因而虽然腹腔注射与灌胃均可造成腹泻，但

灌胃造成的腹泻更能代表临床感染途径，因此，

良好的动物腹泻模型能给研究奠定坚实的基础。

本研究表明，分离出的 5 株牛源性大肠杆菌均可

造成小鼠腹泻症状，并对肠黏膜造成损伤，但以

E. coli O8 造成的腹泻模型与犊牛临床腹泻症状

最为相似，肠绒毛上皮细胞破坏严重，盲肠内容

物致病菌群数量增加，从而产生炎症反应。本研

究为评价腹泻药物提供了一种可行的模型。 
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