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摘  要: 鼠伤寒沙门菌的体内实验有利于开展食物中毒、胃肠炎、伤寒热等肠道传染病

的防治。由于在活体内检测鼠伤寒沙门菌的动态变化存在瓶颈, 使细菌致病机制的研究、

疫苗及药物研发滞后。近年来应用小动物成像技术在活体中追踪转化了荧光素酶基因的

鼠伤寒沙门菌越来越受到人们关注, 综述该技术的应用现状及缺憾之处。 
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Abstract: Study on Salmonella typhimurium (S. typhimurium) pathogenesis in vivo is signifi-
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鼠伤寒沙门菌(Salmonella typhimurium)主要

经水和食物传播, 可引起食物中毒、胃肠炎等肠

道传染病, 该菌进化了多种途径来逃避人体内抗

感染的防御体系, 可在人体内维持自身生存并造

成持续感染[1−2], 长久以来严重威胁着人类健康。

在美国每年大约有 140 万鼠伤寒沙门菌感染事

件, 死亡人数超过 1 万[3]。鼠伤寒沙门菌宿主范

围广, 既感染动物也可感染人, 而同属的伤寒沙

门菌由于其严格宿主特异性, 只感染人类及高等

灵长目, 缺乏合适的动物模型在活体内开展其致

病机制的研究。早在 1908 年, Levy 等[4]已证实在

鼠伤寒沙门菌小鼠感染模型中, 细菌在小鼠各脏

器中的分布与伤寒沙门菌在伤寒患者体内的分

布情况一致, 且小鼠脏器病变及炎症反应与伤寒

患者体内观察到的结果也极为相似。近几十年来

各国学者多用鼠伤寒沙门菌在小鼠体内的动态

变化来推测人类伤寒热的发病情况。因此, 在小鼠

中研究鼠伤寒沙门菌的致病机制有助于深入探索

伤寒热、食物中毒及胃肠炎等疾病的防治策略。 

传统的研究方法是用鼠伤寒沙门菌经口、腹

腔等途径感染小鼠后, 间隔不同时间段将小鼠处

死, 解剖后检测各种器官的病理变化, 计数沙门

菌在脏器内的数量, 观察细菌在单核吞噬细胞系

统内的生存情况等, 以反映沙门菌的致病特点和

机体的免疫应答。我们实验室曾运用传统方法研

究临床分离的伤寒沙门菌致病的分子机制, 将伤

寒沙门菌质粒 pRST98
[5]经接合转移导入鼠伤寒沙

门菌后, 用小鼠建立了感染模型, 感染后解剖小

鼠发现该质粒能使宿主菌对小鼠的 LD50降低; 小

鼠肠系膜淋巴结、肝脏和脾脏菌量明显增加并出

现严重病理改变, 利用传统研究方法证实该质粒

具有多效性, 除编码抗药性外还能增强宿主菌的

毒力[6]。 

传统方法的缺陷是不能实时动态追踪在感染

的各个阶段沙门菌在宿主体内的入侵、增殖及播

散情况。为突破这一瓶颈, 近年来研究者们运用

小动物活体成像技术, 用转化报告基因的鼠伤寒

沙门菌在小鼠体内进行实时、原位非侵入性地观

察, 能够在活体内快速获得时间、空间上的细菌

量化信息, 持续动态地检测病原菌的感染过程。 

1  活体内光学成像技术 

小动物活体成像系统, 主要由 CCD 相机、成

像暗箱、激光器、激发和发射滤光片、恒温台、

气体麻醉系统、数据采集的计算机及数据处理软

件等组成。将小动物放置到成像暗箱中, 利用高

性能的制冷 CCD 对活体小动物某个特定发光位

置进行投影成像, 然后将得到的投影图像与小动

物的普通图像进行叠加, 从而实现对小动物某个

特定位置发光信号的量化。该系统主要用于大鼠、

小鼠等小动物的生物发光成像(Bioluminescence 

imaging, BLI) 和 生 物 荧 光 成 像 (Biofluorescence 

imaging, BFI), 可以在活的小动物体内对标记对

象进行直接而持续地观察。 

生物荧光成像是采用荧光报告基因(GFP、

RFP、Cyt 及 Dyes 等)进行标记, 光线可以穿透实

验动物的组织, 并且可由仪器量化检测到光强

度, 同时反映出细胞的数量。该技术虽然灵敏度

高但其特异性低, 需激发光源才能发射出较长波

长的发射光, 且动物的深部组织中需要高能量激

发光源, 体内组织会发出更多非特异性荧光, 影

响观察检测灵敏度。这项技术曾应用在研究鼠伤

寒沙门菌对宿主细胞的侵染情况, 但由于荧光本

身有缺陷 , 且带有 GFP 的质粒降低了毒力岛

SPI-1 的表达, 从而影响沙门菌对活细胞的自然

侵袭[7]。 

生物发光成像则是表达荧光素酶的活细胞与

外源的荧光素反应, 可以在一定时间内产生发光

现象, 光强度与标记细胞数目成正比, 具有特异

性高、背景噪音低等优点。这项技术最早应用在
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观察转化了荧光素酶的沙门菌在小鼠体内的繁

殖情况与致病性的关系, 并证实荧光素酶基因

lux 的表达不会影响细菌毒力[8]。荧光素酶来自于

一种土壤细菌——发光致病杆菌(Photorhabdus 

luminescens), 催化长链脂肪醛、FMNH2 和 O2 的

氧化反应, 发出绿蓝光(λ=490 nm), 可在活体内

通过生物发光定位病原体。在 1990 年, Frackman

等报道由发光致病杆菌分离而来的 lux 操纵子同

时含有编码荧光素酶的基因与编码脂肪醛和奎

醛的生物合成酶基因, 而脂肪醛和奎醛正是荧光

素酶的底物, 这样在实验中省掉了额外注射荧光

素的繁琐步骤[9−10], 且荧光素酶具有高度热稳定

性, 在 37 °C 时可以稳定发光, 适于动物模型的

体内研究[11]。 

2  活体内探测生物发光的鼠伤寒沙
门菌研究进展 

生物发光技术与小动物活体成像系统相结

合, 可非侵入性、实时动态监测活体内的各种生

物学过程, 可以减少实验动物数量、长期观察及

降低个体间差异。以下综述了该系统应用在转化

了 lux 基因的鼠伤寒沙门菌感染动物模型中的研

究进展。 
1995 年, Contag 等[12]将带有完整发光致病杆

菌 Lux 操纵子和具有氨苄/羧苄青霉素抗性的质

粒 pCGLS-1, 经电转导入鼠伤寒沙门菌强毒株

SL1344、SL1344 突变株 LB5000 以及 SL1344 低

侵袭力型 BJ66, 后者是在 SL1344 染色体上插入

了 Tn5/ac 转座子, 不能侵袭上皮细胞, 因而不能

经口腔途径造成感染, 但经腹腔感染可造成小鼠

的 系 统 性 感 染 。 用 SL1344lux 、 BJ66lux 和

LB5000lux 3 株菌经口饲和腹腔两种途径感染

BALB/c 小鼠(1×107 CFU), 检测荧光信号结果发

现 SL1344lux 经腹腔感染小鼠 24 h 内细菌广泛播

散到肝、脾及肠系膜淋巴结等脏器中, 而经口感

染第 8 天才看到类似症状, 可证实口饲感染小鼠

进程慢; 低侵袭力突变株 BJ66lux 经口感染后

1−2 d, 可在小鼠局部观察到单一的生物发光信

号, 随着感染时间延长, 生物发光信号仍然局限

在感染局部, 无野生型 SL1344lux 细菌感染小鼠

后的发光信号播散现象。低毒株 LB5000lux 口饲

感染 7 d 后被清除, 小动物活体成像系统检测不

到荧光量, 表明利用该技术通过检测发光信号可

判断病原菌的毒力大小, 以及细菌在动物体内的

生存状况和不同时间段的播散情况等。除此之外, 

Contag 等应用生物发光技术还检测了抗菌药物

在感染的小鼠体内的作用情况, 证实环丙沙星治

疗 6 h 后, 小鼠体内细菌荧光强度明显降低, 说

明药物发挥了抗菌作用。以上研究体现了活体成

像技术在鼠伤寒沙门菌动物模型中实时、非侵入

地追踪其感染进程这一突出优势, 且对研究细菌

毒力的作用是毋庸质疑的, 为客观评价抗沙门菌

药物的作用提供了新的依据。 

2007 年, Burns-Guydish 等[13]做了类似的研

究, 用转染 lux 操纵子的 aroA(-)鼠伤寒沙门菌口

饲感染小鼠, 检测荧光信号发现该小鼠对减毒株

不敏感, 并能引起保护性的免疫应答, 有望作为

潜在的鼠伤寒沙门菌疫苗株。2008 年, Karsi 等[14]

将携带发光致病杆菌荧光素酶 luxCDABE 操纵子

的质粒 pAK1-lux (具有氨苄青霉素的筛选标记)

导入包括鼠伤寒沙门菌在内的多种不同血清型

的沙门菌进行食品安全的研究, 也体现了活体成

像技术的潜在应用价值。2009 年, Moulton 等[15]

将带有质粒 pAK1-lux 的鼠伤寒沙门菌口饲感染

新生的小猪, 分别在感染的 6 h 与 12 h 取小猪的

十二指肠、空肠、回肠以及大肠, 同时检测不同

的组织中细菌 CFU 与释放的光子量, 证实细菌

CFU 与释放的光子量具有相关性, 再次体现了该

技术体外实时观察鼠伤寒沙门菌自然感染进程

的优越性。 
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然而, 必须指出的是任何系统都不是全能的, 
应用生物发光技术和小动物成像系统所检测到

的细菌在小鼠体内的情况受到细菌数量及感染

时程的影响, 菌量必须达到 1×106 才能检测到, 

如鼠伤寒沙门菌感染小鼠后早期粘附并定殖的

部位在回肠的 Peyer’s 淋巴结部位, 但由于菌量

太少成像系统无法检测到。此外, 在感染的早期

细菌主要寄居在单核吞噬细胞内, 而巨噬细胞对

细菌荧光素酶基因 lux 的表达有抑制作用, 所以

lux 的表达量低也较难检测到。再者, 荧光素酶的

表达受到体内多种因素的调节, 在小鼠某些脏器

内的厌氧环境中则不能发光, 因此, 需要额外地

注入氧气, 无疑增加了工作量。特别需要指出的

是以质粒为基础的生物发光技术在无抗生素选

择下是不稳定的, 其平均半衰期为 7 d, 不能用于

体内的长期研究[11]。由于质粒进入细菌细胞后会

发生重组(SL1344、BJ66 存在 recA 基因簇, 其编

码重组酶会将 lux 操纵子丢掉), 因此需每天对实

验小鼠肌肉注射羧苄青霉素(25 mg/kg)来筛选带

有完整质粒 pCGLS-1 的沙门菌。这不仅会造成小

鼠的耐药性, 而且抗生素的使用无疑会在某种程

度上干扰实验结果。另有研究者报道在转染的鼠

伤寒沙门菌中质粒 pAK1-lux (由发光致病杆菌分

离而来的携带发光 lux 基因的质粒)比 pCGLS-1

更稳定, 相比之下实际细菌量与带有 pAK1-lux

的细菌量更具相关性[16], 因此质粒的选择同样会

影响实验结果。 
2010 年, Howe 等[17]应用 Tn7 的转座子系统将

细菌荧光素酶基因 luxCDABE 克隆至鼠伤寒沙门

菌的染色体中并稳定表达, 单位细胞的发光量很

稳定, 即便标记细胞在动物体内有复杂的定位, 

亦可从动物体表的信号水平直接得出发光细胞

的相对数量, 从而克服了上述缺陷。该系统的主

要组成部分 pBEN276 载体包含了具有 Tn7 转座

子的 pGRG25 和带有荧光素酶的 luxCDABE 操纵

子, 其主要特点是 Tn7 的转座子能在细菌染色体

attTn7 这一特异位点插入, 使 Tn7 的右末端特异

地连接到细菌染色体基因葡糖胺-6-磷酸合成酶

基 因 (Glucosamine-6-phosphate synthase gene, 

glmS)的 3′末端, 而 pGRG25 为温度敏感质粒, 在

转座子基因插入后 42 °C 培养可被消除。此外, 由

于荧光素酶的 luxCDABE 操纵子由控制管家基因

表达的启动子 E. coli frr 启动, 因此 lux 插入 glmS

的特异位点后能组成性地表达, 而 lux 的插入不

会破坏 glmS 的功能, 对细菌生理特性不会产生

不利影响, 且只有在活细胞内才会产生发光现

象。将 pBEN276 载体电转导入细菌后, 检测到细

菌的数量与其发光强度成正比, 在无抗生素选择

条件下 14 d 内检测到鼠伤寒沙门菌荧光强度可

稳定表达。我们实验室将 Howe 惠赠的 pBEN276

导入携带 pRST98 和无此质粒的鼠伤寒沙门菌, 用

小鼠开展相关实验, 直接体外检测荧光信号研究

质粒 pRST98 的功能。Howe 等则用重组菌进行鸡

皮肤试验实时定量检测病原菌, 证实此模型可以

合理有效地运用到禽类加工过程中沙门菌污染

及其治理方案的研究中, 间接佐证了此模型在鼠

伤寒沙门菌动物模型中的应用前景。 

需要指出的是: 基于染色体的生物发光系

统 平 均 生 物 发 光 强 度 (0.0795 p/s/cm2/sr per 

CFU) 明 显 低 于 pAK1-lux 质 粒 的 发 光 强 度

(6.3351 p/s/cm2/sr per CFU)。与质粒的发光系统相

比, 基于染色体的生物发光系统在体外可检测到

的最小细菌量明显增多(6.72×103 CFU/mL), 可能

与染色体的生物发光系统是单拷贝, 而基于质粒

的发光系统是多拷贝有关。 

随着活体内检测生物发光的鼠伤寒沙门菌技

术的研究, 提高光子检测率的条件也在不断优

化。早在 2004 年, Xu X 等[18]发现高渗试剂甘油

(GLY)与二甲基亚砜(DMSO)协同作用, 可作为光

的清洁剂增加光的透射率并可减少组织对光的
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散射率。Moulton 等[19]用 GLY 与 DMSO 处理含

有转染 lux 鼠伤寒沙门菌的猪皮肤, 证实在 50% 
GLY 中加入 20%或 40% DMSO 能有效减少皮肤

对光透射率的阻碍, 从而提高光子的检测量。近

年来有研究者报道液体石蜡与甘油协同作用具

有突出的光清洁效果, 混合液具有适当的折光

率、亲脂性及保留水分等优点, 克服了之前研究

的高渗试剂光清洁剂的缺点[20]。利用光清洁剂处

理检测样本, 能使光子检测量增加, 更加接近于

实际菌量。  

利用活体光学成像技术研究鼠伤寒沙门菌在

小鼠体内的动态感染过程具有突出的优势。但需

要指出的是鼠伤寒沙门菌引起的小鼠病变不能

完全模拟人类伤寒热、胃肠炎的发病情况。因为

人与小鼠作为两种不同的宿主, 对病原菌的应答

存在很多不同。鼠伤寒沙门菌与伤寒沙门菌存在

很多差异, 伤寒沙门菌通过基因组退化, 丢掉了

鼠伤寒沙门菌的许多基因簇, 另一方面通过质粒

和噬菌体的传递伤寒沙门菌也获得了一些新的

DNA 序列并赋予其特殊表型[21−23], 且伤寒沙门

菌与鼠伤寒沙门菌在宿主免疫应答中也存在诸

多差异[24−25]。因此, 鼠伤寒沙门菌感染动物模型

不能涵盖沙门菌对人类致病的最本质方面。 

3  小动物成像技术的发展 

上述的光学成像技术收集二维空间的发光信

号, 只能相对定量, 不能在三维解剖位置精确定

位观察对象, 若要精确定位则需将动物解剖, 进

行体外检测。而目前其他动物活体成像技术如微

型计算机断层摄影术、微磁共振断层摄影术、单

光子发射断层成像、微正电子发射断层摄影、数

字化血管造影和超声成像等技术, 不但提高了探

测灵敏度, 且改善了空间分辨率, 已广泛应用于

药物的研发、动物模型模拟病原菌致病的动态过

程以及研究活体内靶基因的表达等生物医学领

域[26]。近年来荧光探针在小鼠体内成像受到关

注。荧光量子点是一种小的无机半导体材料制成

的纳米晶体(1−10 nm), 拥有独特的光学特性, 更

适合在体内显像。由于量子限制效应, 量子点的

发光颜色可以按尺寸精确调整, 从紫外到近红

外, 且其吸收带宽而发射频段狭窄, 能够多通道

传输。另外, 将量子点作为探针标记在研究对象

上, 与成像技术相结合在动物体内能够实现长时

间生命活动监测及活体示踪[27]。2011 年, 华人科

学家戴宏杰教授的研究小组开发了一种单壁式

碳纳米管, 在小鼠身上获得深入数厘米的高清晰

图像, 此技术能够同时实现药物传递和实时成

像, 可评估出药物攻击靶点的准确度[28]。该技术

的关键性特点在于它发光的近红外线波长不同

于 大 多 数的 常 规 染料 , 纳 米 管 的 波 长 范围 为

1 000−1 400 nm, 在这一波长范围内几乎没有任

何自然组织荧光, 从而降低了背景荧光对图像生

成的干扰; 并且纳米管可减少光线在小鼠体内迁

移造成的图像弥散。新型成像技术克服了传统的

小鼠成像技术的缺点, 有望应用于模拟鼠伤寒沙

门菌在人体内的致病过程的动物模型中。 

4  结束语 

利用生物发光技术与小鼠成像系统相结合, 

简便直观地追踪检测鼠伤寒沙门菌在小鼠体内

的感染情况, 可在动物体内实时动态追踪感染的

各个阶段, 细菌在宿主体内的入侵、增殖及播散

情况, 随着沙门菌发光技术和活体成像技术的进

一步完善, 有望为探讨沙门菌的致病机制和疾病

防治提供更多有价值的信息。尽管鼠伤寒沙门菌

在小鼠体内的致病过程对揭示人类伤寒热的发

生和转归具有重要的参考价值, 但与伤寒沙门菌

存在上述的诸多差异。新近有研究发现免疫系

统人源化小鼠模型可用于伤寒沙门菌的体内实

验[29−31], 新型活体成像技术与伤寒沙门菌感染免
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疫系统人源化小鼠模型相结合, 将会为揭示人类

伤寒热的致病机制翻开新的一页。 
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