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[摘要 ]目的:建立结核性脑膜炎的小鼠模型。方法:C57BL系雄性小鼠眼球后静脉丛注射结核分枝杆菌 H37 RV0.35 mg/0.05

ml( 1×106 )建立结核性脑膜炎模型。 4周后肉眼观小鼠脑的病变程度,并取脑组织进行匀浆培养, 测定菌落数。结果:小鼠经

结核分枝杆菌攻击后 1周开始出现食欲降低,逐渐消瘦, 被毛失去光泽,寒战,体温降低, 活动量大幅度减少, 攻击力逐渐下降

至丧失;从感染后 2周开始出现死亡,个别小鼠出现褪毛和行为异常;脑组织培养 4周后, 形成结核菌落。结论:此种方法成功

建立了结核性脑膜炎动物模型。
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[ Abstract] Objective:Toestablishtheanimalmodeloftuberculosismeningitis.Methods:MycobacteriumtuberculosisH
37
RV( 0.35

mg/0.05 ml) wasinjectedintoC57BLmicethroughthevenousplexusbehindtheeyeball.Afterfourweeks, thechangesofbraintissue

wereobserved, thebraintissueusedforhomogenateculture, andcountofcolony.Results:AfteroneweekofMycobacteriumtuberculosis

infection, themicebegantoloseappetiteandmanifestedathrepsy, tarnishedclothinghair, chillandhypothemy;theiractivityamount

decreasedandaggressivityfellofftodeprivation.Aftertwoweeksofinfection, themicebegantodie, somemiceshowedfadedhairand

abnormalbehavior.Fourweeksafterthebraintissuewascultured, thetuberculosiscolonywasobserved.Conclusions:Itisfeasibleto

establishtheanimalmodeloftuberculosismeningitiswiththismethod.
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　　近十年来, 全球结核病的发病率呈增高趋势 。

据世界卫生组织调查, 全世界约有三分之一的人口

感染了结核菌,每年潜在感染中的一部分人演变为

活动性结核病
[ 1]
。我国结核病疫情非常严重, 为全

球结核病高负担国家之一
[ 2]
。结核性脑膜炎在结

核菌感染疾病中表现形式最严重, 是结核病死亡主

要原因, 并且有高致残率
[ 3]
。结核性脑膜炎的预

防 、治疗以及预后已成为临床上关注的问题 。到目

前为止,在结核性脑膜炎的研究工作中,尚无成熟的

动物模型可供研究之用。国内外有关结核病动物模
型及其实验研究的资料很多,但是结核性脑膜炎动

物模型的实验资料尚未见报道 。由于结核性脑膜炎

的治疗和预后尚不完善, 建立较理想的动物模型对

结核性脑膜炎的药物筛选 、疗效分析 、基础研究都具

有十分重要的意义。本文就我们进行的结核性脑膜

炎动物模型的建立作一报道。

1　材料与方法

1.1　实验材料　
1.1.1　实验动物　C57BL系雄性健康小鼠 40只,

SPF级, 4 ～ 6周龄, 体重 18 ～ 22 g, 购自中国医学科

学院实验动物研究所,饲养于安徽龙科马生物制药

有限公司动物实验中心 SPF级动物室。小鼠分笼

饲养,自由取食饮水 。喂养动物房间通风良好,按昼

夜节律采光 12 h,保持室温 18 ～ 26 ℃、湿度 45% ～
65%,并定期用紫外线空气消毒。
1.1.2　H37RV标准毒力株　由安徽龙科马生物技

术有限公司动物实验中心提供,毒力指数为 60。
1.2　方法　
1.2.1　结核菌悬液制备　H37RV标准毒力株接种

于罗氏鸡蛋培养基上, 37 ℃斜面常规培养, 3 ～ 4周

后长出菌落。用接种环挑取生长良好 、干湿适当的菌

落,称重 70mg,加生理盐水 10 ml,充分研磨后,混匀,

制成结核菌悬液,浓度为 0.35mg/0.05ml( 1×10
6
)。

1.2.2　动物分组及模型建立　随机抽取小鼠 20只

(结核性脑膜炎感染组 ), 用乙醚麻醉完全后, 经双

侧眼球后静脉丛分别缓慢注入上述结核菌悬液共

0.05 ml;余下 20只小鼠 (生理盐水对照组 )用同样

方法注入等量的生理盐水。
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1.2.3　观察指标　观察两组小鼠脑有无结核病变:

( 1)肉眼观察脑病变程度。 ( 2)小鼠感染 4周后,用

颈椎脱臼法处死,无菌条件下, 感染组和对照组随机

挑取一部分新鲜脑组织, 分别称重为 0.216 g和
0.270 g。加入 4倍新鲜脑组织重量的无菌生理盐

水后置于高速匀浆机中研磨成匀浆, 再加入 5倍新

鲜脑组织重量的 4%硫酸放置 15min, 制得原液 (浓

度为 10
-1

)。将原液用生理盐水稀释 100倍 、1 000

倍 、10 000倍 、100 000倍 (稀释倍数视结核病变程

度而定 ) ,选取 4个稀释度的菌悬液各 0.05ml,分别
接种于改良罗氏培养基斜面上并均匀涂抹 (每稀释

度接种 2管于培养基斜面上 ) 。置于 37 ℃培养箱
中,常规培养 4周后观察菌落的生长情况,并进行菌

落计数 。

2　结果

2.1　病程变化　结核性脑膜炎动物模型制成后,感

染组小鼠整体的结核中毒症状表现逐渐明显, 主要

有以下几个方面:小鼠经结核分枝杆菌攻击后 1周

开始出现食欲降低, 逐渐消瘦 。被毛失去光泽;寒
战,体温降低,活动量大幅度减少, 攻击力逐渐下降

至丧失 。从感染后 2周开始出现死亡, 个别小鼠出

现褪毛和行为异常。生理盐水对照组小鼠状态无异
常改变 。为了延长感染组小鼠的存活时间, 降低死

亡率, 我们对小鼠加强护理, 每天更换垫料和饮水 。
并增加营养,加喂新鲜苹果 、熟蛋黄 、花生米等 。小

鼠生存状态取得一定的改善,感染组小鼠死亡速度

减慢, 但死亡率仍高达 26.7%( 8/30) 。
2.2　结核病变　( 1)肉眼观察:与对照组相比, 感

染组个别小鼠颅骨隆起, 解剖后肉眼观察脑沟有脓

液溢出,脑组织出现渗出性和化脓性改变。 ( 2)匀

浆培养:感染组脑组织匀浆培养 4周后,培养基上可

见结核菌落形成, 4个稀释浓度菌落计数分别为 81

个 、12个 、1个 、0个。

3　讨论

　　结核性脑膜炎是结核杆菌感染疾病中最严重的

表现形式,如果没有及时发现, 有较高的病死率
[ 4]
。

尽管经过有效的抗结核治疗,结核性脑膜炎尤其是

儿童患者病死率仍然很高, 而且预防神经系统后遗

症更加重要
[ 5]
。其治疗效果和预后与诊断早晚 、治

疗是否及时有密切关系, 但由于早期临床表现特异

性差, 常被误诊为隐球菌性脑膜炎 、化脓性脑膜炎 、

病毒性脑膜炎等疾病而延误治疗, 所以尽早明确诊

断是治疗成功的关键 。结核性脑膜炎小鼠脑组织中

的结核杆菌主要在巨噬细胞内,被巨噬细胞吞噬的

结核杆菌处于酸性和低氧状态,繁殖能力弱,繁殖速

度慢,但是抗结核药物对其作用差
[ 6]

, 这就不难理

解为何临床上结核性脑膜炎治疗效果和预后差。
动物模型的临床经过与结核菌株的毒力 、注射

部位和方法以及注射剂量等多种因素有关。结核菌
的毒力相同而感染途径不同,对各脏器 、组织的损害

也不相同 。感染途径相同,结核菌的毒力不同,对脏

器的损害程度也不相同
[ 7]
。重要的是通过实验, 对

各方面因素进行合适的调整,建立一个理想的 、稳定
的动物模型进行研究。李定越等

[ 8]
研究发现, C57BL

系小鼠对结核杆菌比较敏感, 是结核菌实验动物模

型的最佳选择 。我们参照段连山
[ 9]
关于家兔实验

性结核脑膜炎形成的研究的实验方法, 用 H37RV标

准毒力株, 经 C57BL系小鼠的球后静脉丛感染来建
立结核性脑膜炎模型,并进行脑组织匀浆培养来判

断模型是否成功。为了避免污染和交叉感染因素,

定期对空气进行紫外线消毒 。生理盐水对照组无结

核病变,表明无机会感染 。实验结果证实:我们用此
种方法建立的动物模型, 从临床学角度小鼠发病率

为 100%。而且脑组织匀浆培养结果证实, 我们的

动物模型是成功的 。本实验为脑膜炎模型建立了较
简便的操作方法, 但是, 感染组小鼠病死率比较高,

可能是 C57BL系小鼠对结核菌比较敏感,注射的结

核菌剂量过大,使小鼠免疫功能受到严重抑制的缘

故。这也提示我们在以后的研究工作中可以采用不
同的感染途径,不同的感染剂量, 对动物进行感染对

比, 通过多次的探讨 、摸索和改进, 以获得比较理想

的结核性脑膜炎动物模型, 这将使我们更深入的了

解结核性脑膜炎,而且对治疗的药物筛选 、疗效分析
以及基础研究都提供了依据 。
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