
［收稿日期］　２０１７－１２－０４

［基金项目］　国家自然科学基金资助项目（８１６７２１８０、８１２７０９５９）

［作者简介］　郇科（１９８２－），男（汉族），陕西省西安市人，主治医师，主要从事骨科研究。

［通信作者］　桑宏勋　　Ｅｍａｉｌ：ｈｘｓａｎｇ＠ｆｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

犇犗犐：１０．３９６９／犼．犻狊狊狀．１６７１－９６３８．２０１８．１０．００３

·论著·

大鼠深Ⅱ度烫伤合并创面感染模型的构建
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［摘　要］　目的　建立一种稳定性高、重复性好的深Ⅱ度大鼠烫伤合并创面感染的动物模型，用于烫伤合并创面

感染的修复及治疗的研究。方法　选取４０只ＳＤ大鼠，随机分成５组，采用自制烫伤仪（蒸汽温度９４℃）对大鼠皮

肤进行烫伤，致伤时间点分别为４、６、８、１０和１２ｓ（每只大鼠脊柱两侧分别致伤２个相同创面），烫伤２４ｈ后观察创

面组织学变化，分析形成深Ⅱ度烫伤创面的最佳致伤时间。选取３０只ＳＤ大鼠，随机分为３组，每组１０只，采用最

佳致伤时间形成深Ⅱ度烫伤创面，３组大鼠一侧创面分别接种浓度为１×１０７、１×１０８ 和１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ铜绿假单

胞菌菌液０．３ｍＬ，另一侧均接种等体积生理盐水作为对照，接种２４ｈ后观察大鼠创面一般状况，采用 ＨＥ染色对

创面进行染色并观察炎症反应，分别于接种１、２、４、７和１４ｄ后检测痂下细菌数量，并记录大鼠创面愈合时间。

结果　（１）组织病理学结果显示，致伤时间为８ｓ是形成深Ⅱ度创面的最佳致伤时间。（２）大鼠深Ⅱ度烫伤创面接种

１×１０８、１×１０９ ＣＦＵ／ｍＬ 细菌后均有明显的炎性细胞浸润，后者痂下炎性浸润更明显。烫伤创面接种

１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ细菌１４ｄ内，痂下细菌含量均高于１×１０５ＣＦＵ／ｇ，且随着时间延长细菌含量呈持续上升趋势。大鼠

创面愈合时间为（２１．４±２．４）ｄ，较生理盐水对照组创面愈合时间（１８．４±１．７）ｄ明显延长（狋＝２．７２，犘＜０．０５）。

结论　温度９４℃，烫伤时间８ｓ为形成深Ⅱ度烫伤的最佳致伤时间；创面接种浓度为１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ铜绿假单胞

菌可建立烫伤深度一致、重复性高、稳定性好的ＳＤ大鼠深Ⅱ度烫伤合并感染模型。
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［中图分类号］　Ｒ６４４　　［文献标识码］　Ａ　　［文章编号］　１６７１－９６３８（２０１８）１０－０８６６－０６

犈狊狋犪犫犾犻狊犺犿犲狀狋狅犳犪狉犪狋犿狅犱犲犾狅犳犱犲犲狆狊犲犮狅狀犱犱犲犵狉犲犲狊犮犪犾犱犪狀犱犫狌狉狀犻狀犳犲犮

狋犻狅狀

犎犝犃犖犓犲１
，２，犅犃犐犅狅１，犅犃犐犡犻犪狅狕犺犻１，犛犝犉犲犻１，犆犎犈犖犡犻犪狅１，犛犃犖犌犎狅狀犵狓狌狀

１，３（１犡犻

犼犻狀犵犎狅狊狆犻狋犪犾，犕犻犾犻狋犪狉狔犕犲犱犻犮犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔狅犳狋犺犲犃犻狉犉狅狉犮犲，犡犻’犪狀７１００３２，犆犺犻狀犪；２犜犺犲

犉狅狌狉狋犺犘犲狅狆犾犲’狊犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犛犺犪犪狀狓犻，犡犻’犪狀７１００４３，犆犺犻狀犪；３犛犺犲狀狕犺犲狀犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犛狅狌狋犺犲狉狀

犕犲犱犻犮犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犛犺犲狀狕犺犲狀５１８１０１，犆犺犻狀犪）

［犃犫狊狋狉犪犮狋］　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｓｔａｂｌｅａｎｄｈｉｇｈｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙｒａｔｍｏｄｅｌｏｆｄｅｅｐｓｅｃｏｎｄｄｅｇｒｅｅｓｃａｌｄａｎｄ

ｗｏｕｎｄｉｎｆｅｃｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｓｔｕｄｙｏｆｒｅｐａｉｒａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｓｃａｌｄａｎｄｗｏｕｎｄｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．犕犲狋犺狅犱狊　４０ＳＤｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎ

ｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ５ｇｒｏｕｐｓ，ｓｅｌｆｍａｄｅｓｃａｌｄｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ（ｓｔｅａｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ９４℃）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｐｒｏｄｕｃｅｓｃａｌｄｏｎ

ｒａｔｓ’ｓｋｉｎｆｏｒ４，６，８，１０，ａｎｄ１２ｓｅｃｏｎｄｓ（ｉｄｅｎｔｉｃａｌｗｏｕｎｄａｔｔｗｏｓｉｄｅｓｏｆｔｈｅｓｐｉｎｅｏｆｅａｃｈｒａｔ），ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎ

ｇｅｓｏｎｗｏｕｎｄｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄ２４ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｉｎｊｕｒｙ，ｔｈｅｂｅｓｔｄｕｒａｔｉｏｎｆｏｒｆｏｒｍｉｎｇｄｅｅｐｓｅｃｏｎｄｄｅｇｒｅｅｓｃａｌｄｗａｓａｎａ

ｌｙｚｅｄ．Ａｎｏｔｈｅｒ３０ＳＤｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ３ｇｒｏｕｐｓ，ｗｉｔｈ１０ｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ，ｄｅｅｐｓｅｃｏｎｄｄｅｇｒｅｅ

ｓｃａｌｄｗａｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｔｈｅｂｅｓｔｉｎｊｕｒｙｔｉｍｅ，０．３ｍＬｌｉｑｕｉｄｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１×１０
７ＣＦＵ／ｍＬ，１×１０８ＣＦＵ／ｍｌ，ａｎｄ１×

１０９ＣＦＵ／ｍＬ犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪（犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪）ｗａｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｗｏｕｎｄｏｎｏｎｅｓｉｄｅ，ｗｈｉｌｅ

ｔｈｅｗｏｕｎｄｏｎｔｈｅｏｔｈｅｒｓｉｄｅｗｅｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｖｏｌｕｍｅｏｆｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅａｓｃｏｎｔｒｏｌ，ｇｅｎｅｒａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆ

·６６８· 中国感染控制杂志２０１８年１０月第１７卷第１０期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１７Ｎｏ１０Ｏｃｔ２０１８



ｒａｔｓｗｏｕｎｄｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄ２４ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ，ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｓｔａｉｎｔｈｅｗｏｕｎｄａｎｄｏｂｓｅｒｖｅｉｎｆｌａｍ

ｍａｔｏｒｙｒｅａｃｔｉｏｎ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｂａｃｔｅｒｉａｕｎｄｅｒｓｃｈａｒｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄａｆｔｅｒ１，２，４，７，ａｎｄ１４ｄａｙｓｏｆｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ，

ｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇｔｉｍｅｗａｓｒｅｃｏｒｄｅｄ．犚犲狊狌犾狋狊　（１）Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｉｎｄｉｎｇｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｓｃａｌｄｆｏｒ８ｓｅｃｏｎｄｓｗａｓｔｈｅ

ｂｅｓｔｔｉｍｅｆｏｒｆｏｒｍｉｎｇｄｅｅｐｓｅｃｏｎｄｄｅｇｒｅｅｗｏｕｎｄ．（２）Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｏｆ１×１０
８ＣＦＵ／ｍＬａｎｄ１×１０９ＣＦＵ／ｍＬｂａｃｔｅｒｉａ

ｔｏｒａｔｄｅｅｐｓｅｃｏｎｄｄｅｇｒｅｅｓｃａｌｄｈａｄｏｂｖｉｏｕｓｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ，ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｕｎｄｅｒｔｈｅｓｃａｂｏｆ

ｔｈｅｌａｔｔｅｒｗａｓｍｏｒｅｏｂｖｉｏｕｓ．Ｔｈｅｓｕｂｅｓｃｈａｒｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｕｎｔｗａｓ１×１０５ＣＦＵ／ｇｗｉｔｈｉｎ１４ｄａｙｓａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｏｆ

１×１０９ＣＦＵ／ｍＬｂａｃｔｅｒｉａｔｏｓｃａｌｄｗｏｕｎｄ，ａｎｄｂａｃｔｅｒｉａｃｏｕｎｔｓｈｏｗｅｄａｒｉｓｉｎｇｔｒｅｎｄｏｖｅｒｔｉｍｅ．Ｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇｔｉｍｅ

ｏｆｒａｔｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｎｇｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅｓａｌｉｎｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（［２１．４±２．４］ｄｖｓ［１８．４±１．７］ｄ，狋＝２．７２，犘＜

０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｔ９４℃ａｎｄｓｃａｌｄｔｉｍｅｆｏｒ８ｓｅｃｏｎｄｓｉｓｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｔｉｍｅｆｏｒｆｏｒｍｉｎｇｄｅｅｐｓｅｃｏｎｄ

ｄｅｇｒｅｅｓｃａｌｄ；ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈ犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪ａｔａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ１×１０
９ＣＦＵ／ｍＬｔｏｓｃａｌｄｗｏｕｎｄｃａｎｅｓｔａｂｌｉｓｈａ

ｄｅｅｐｓｅｃｏｎｄｄｅｇｒｅｅｓｃａｌｄａｎｄｉｎｆｅｃｔｉｏｎｍｏｄｅｌｉｎＳＤｒａｔｓｗｉｔｈｕｎｉｆｏｒｍｄｅｐｔｈ，ｈｉｇｈｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙａｎｄｇｏｏｄｓｔａｂｉｌｉｔｙ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｓｃａｌｄ；犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪；ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ；ｍｏｄｅｌ；ｒａｔ

［ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１８，１７（１０）：８６６－８７１］

　　目前，烫伤已成为日常生产及生活中最常见的

意外损伤之一。据统计，我国每年每百万人口中约

有５０００～１００００人遭受烫伤
［１２］。创面感染是烫伤

后最常见、最严重的并发症，引起创面感染的细菌主

要为革兰阴性杆菌，其中铜绿假单胞菌是最常见的

致病菌之一［３］。烫伤后创面感染如得不到及时救

治，可能会引起严重后果，给患者带来沉重的精神和

经济负担，患者的病死率明显升高［４５］。动物烫伤感

染模型的成功构建在创面修复方面的研究以及表面

药物或敷料方面的研发中发挥着重要作用，因此，建

立一种简单易行、稳定性高、重复性好的烫伤感染模

型具有重要意义［６７］。本实验应用自制烫伤仪对大

鼠进行蒸汽烫伤，构建大鼠烫伤模型，排除重力、压

力等因素的影响，在烫伤温度一致的情况下，烫伤时

间成为控制烫伤深度的唯一因素。创面感染的病原

菌选择临床上最常见的铜绿假单胞菌，其毒力稳定，

易于培养分离，是制作创面感染的理想细菌。目前，

对创面感染所需接种细菌浓度及接种方法方面的实

验研究较少，本实验选择将３种不同浓度的细菌接

种于烫伤创面，比较不同浓度的细菌感染大鼠深Ⅱ

度创面愈合过程中不同时间痂面下细菌含量、愈合

时间长短，从而选择出细菌感染最佳浓度，同时比较

两种细菌接种方法的优缺点。

１　材料与方法

１．１　实验材料与试剂　雄性清洁级ＳＤ大鼠９０

只，体重１８６～２５３ｇ，由空军军医大学实验动物中心

提供；铜绿假单胞菌ＡＴＣＣ２７８５３由空军军医大学

西京医院检验科提供；戊巴比妥钠购自美国Ｓｉｇｍａ

公司，异氟烷购自河北九派制药有限公司，ＳＰＣＴ／

２１８Ｔ型蒸汽挂烫机购自上海旭博公司，旋转切片机

购自德国ＬＥＩＣＡ公司，ＣＸ３１显微镜及摄像系统购

自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。

１．２　烫伤模型制备及最佳致伤时间分析

１．２．１　烫伤模型制备　拔掉ＳＰＣＴ／２１８Ｔ型蒸汽

挂烫机喷头，将容积５０ｍＬ、开口直径３ｃｍ的耐热

塑料管与导气管对接并固定组成喷头，在厚度

２．５ｃｍ耐热塑料板上做一个直径３．０ｃｍ的圆形模

具开口。选取４０只ＳＤ大鼠，随机分成５组，每组８

只。实验前１天给予１０ｇ／Ｌ戊巴比妥钠进行腹腔

注射麻醉（４０ｍｇ／ｋｇ），麻醉后采用动物专用电剃刀

剃去大鼠背部长毛，并给予８０ｇ／Ｌ硫化钠进行脱

毛。大鼠脱毛２ｈ后将挂烫机预热１ｍｉｎ，待蒸汽温

度９４℃，助手将直径３ｃｍ模具置于大鼠背部待烫

部位并固定，挂烫机喷头垂直置于模具上方进行烫

伤并计时，各组大鼠致伤时间点分别为４、６、８、１０、

１２ｓ，每只大鼠脊柱两侧分别致伤２个相同创面，致

伤后创面未予任何处理，且立即给予大鼠腹腔注射

５ｍＬ生理盐水抗休克，然后将大鼠回笼后分笼

饲养。

１．２．２　最佳致伤时间分析　致伤２４ｈ后观察大鼠

一般情况，每组选取６只烫伤大鼠处死，取１．５ｃｍ

×０．５ｃｍ大鼠创面全层皮肤样本，采用甲醛固定

２４ｈ后进行切片，切片组织进行 ＨＥ染色，根据相

关文献［８］判定烫伤深度。大鼠烫伤１２ｈ后，烫伤时

间４ｓ时大鼠创面皮肤表皮浅层受损，可见基底细

胞层；烫伤时间６ｓ时大鼠创面皮肤表皮浅层坏死，

部分真皮受损；烫伤时间８ｓ时大鼠皮肤表皮深层

及真皮深层受损；烫伤时间１０ｓ和１２ｓ时大鼠创面

皮肤全层及皮下组织皮肤附件完全受损。大鼠烫伤

１２ｈ后创面损伤逐渐发展，各组大鼠烫伤后不同时
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间点创面病理结果存在差异。大鼠烫伤２４ｈ后，烫

伤时间４ｓ大鼠创面皮肤表皮浅层受损，符合Ⅰ度

烫伤标准；烫伤时间６ｓ大鼠创面表皮坏死脱落，部

分细胞充血水肿，白细胞浸润，胶原纤维离散肿胀，

符合浅Ⅱ度烫伤标准；烫伤时间８ｓ大鼠创面皮肤

表皮细胞核固缩，真皮深层受损，胶原纤维融合，毛

囊残留，符合深Ⅱ度烫伤标准；烫伤时间１０ｓ和１２ｓ

大鼠创面皮肤全层及皮下组织皮肤附件完全受损，

伤及肌肉层，符合Ⅲ度烫伤标准。见图１。烫伤时

间８ｓ为深Ⅱ度烫伤创面最佳致伤时间，组织取材

最佳时间为烫伤后２４ｈ。

ａ：烫伤时间４ｓ，表皮浅层坏死；ｂ：烫伤时间６ｓ，表皮深层受损；ｃ：烫伤时间８ｓ，真皮浅层受损；ｄ：烫伤时间１０ｓ，真皮深层坏死

图１　大鼠烫伤后２４ｈ皮肤组织病理学观察结果（ＨＥ×１００）

犉犻犵狌狉犲１　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｓｋｉｎ２４ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｒａｔｓｗｅｒｅｓｃａｌｄｅｄ（ＨＥ×１００）

１．３　细菌菌悬液制备和创面感染模型构建

１．３．１　细菌菌悬液制备　将铜绿假单胞菌ＡＴＣＣ

２７８５３复苏后接种于琼脂培养基上，３７℃恒温培养

１８～２０ｈ，用接种环挑取菌落接种于血培养基上，继

续培养１８～２０ｈ，采用稀释法配制浓度为１×１０
７、

１×１０８ 和１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ的新鲜菌悬液。

１．３．２　创面感染模型构建　随机选取３０只大鼠，

按随机数字表法分为３组，每组１０只，采用最佳致

伤时间８ｓ构建深Ⅱ度烫伤创面模型。烫伤３０ｍｉｎ

待皮肤冷却后，烫伤大鼠创面切痂，３组大鼠一侧创

面分别接种浓度为１×１０７、１×１０８ 和１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ

的铜绿假单胞菌菌悬液０．３ｍＬ，另一侧接种等体积

生理盐水作为对照组，以无菌纱布覆盖创面，纱布边

缘与正常皮肤缝合固定。

１．４　创面炎症反应、细菌定量及创面愈合时间　创

面痂下接种细菌２４ｈ后，观察创面状况，并取创面

组织进行 ＨＥ染色，采用显微镜观察创面炎症反应

情况。每组１０只大鼠分别于接种细菌后１、２、４、７

和１４ｄ取创面中心少许组织，放入匀浆器中，加入

２ｍＬ生理盐水，电动搅拌器充分匀浆，然后将匀浆

液按照１∶１０比例稀释，然后取０．１ｍＬ稀释液接

种于琼脂平板，在３７℃条件下孵育１８～２４ｈ后进

行细菌计数。含菌量（ＣＦＵ／ｇ）＝菌落数（ＣＦＵ）×

稀释倍数／组织重量（ｇ）。创面愈合标准定义为创面

完全上皮化，分别记录各组大鼠创面愈合时间。

１．５　创面细菌接种方法比较　选取２０只大鼠按随

机数字表法分为２组，每组１０只，按照最佳致伤时

间８ｓ制成深Ⅱ度烫伤创面模型，配制浓度１×１０
９

ＣＦＵ／ｍＬ新鲜铜绿假单胞菌菌液。第１组（切痂涂

抹法）大鼠创面切痂后立即接种１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ铜绿

假单胞菌菌液０．３ｍＬ，然后以无菌纱布覆盖创面并

与边缘正常皮肤缝合固定；第２组（痂下埋藏法）大

鼠创面不切痂，用小剪刀在创面痂边缘剪开一小口，

然后将含１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ０．３ｍＬ铜绿假单胞菌

菌液的小纱条塞入痂面下，以无菌纱布覆盖后与边

缘正常皮肤缝合固定。参照１．４的方法和步骤计算

含菌量、创面愈合时间。

１．６　统计分析　所有数据应用ＳＰＳＳ１８．０软件进

行分析，计数资料以均数±标准差（狓±狊）表示，两组

间均数比较采用狋检验，多组之间比较用单因素方

差分析。以犘≤０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　创面一般情况　烫伤开始至伤后２４ｈ各组大

鼠创面均呈圆形，直径约３．０ｃｍ，烫伤８ｓ时创面与

正常组织分界清楚，创面高出正常皮肤，随着致伤时

间延长，创面潮湿、质感较硬、色泽渐暗、创面颜色由

白色变为灰白。致伤时间８ｓ，大鼠伤后２４ｈ创面

质硬、无渗出、呈灰褐色，见图２。
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图２　致伤时间８ｓ大鼠伤后２４ｈ创面一般情况

犉犻犵狌狉犲２　Ｇｅｎｅｒａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆｗｏｕｎｄ２４ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒ８ｓｅｃ

ｏｎｄｉｎｊｕｒｙｉｎｒａｔｓ

２．２　不同浓度细菌感染创面时大鼠全身状况及创

面组织学观察　３组大鼠一般精神状态可，进食好，

眼部无分泌物。第１组感染菌量为１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ

的大鼠创面分泌物较少有些甚至无分泌物，铜绿假

单胞菌特有的恶臭味不明显，显微镜下可见少许炎

性细胞浸润。第２组感染菌量为１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ

的大鼠创面可见分泌物较多，并可闻及明显的恶臭

味，显微镜下可见创面表皮及真皮浅层炎性细胞浸

润明显。第３组感染菌量为１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ的大

鼠创面可见大量分泌物，恶臭味明显，显微镜下可见

弥漫性皮肤全层及肌层炎性细胞浸润，见图３、４。

２．３　创面痂下细菌定量结果　接种１×１０
７ＣＦＵ／ｍＬ

细菌的大鼠创面细菌含量低于１×１０５ＣＦＵ／ｇ，第５

天后细菌含量逐渐下降。接种１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ细菌

的大鼠创面细菌含量高于１×１０５ＣＦＵ／ｇ，第７天后

细菌含量逐渐下降。接种１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ细菌大

鼠创面细菌含量高于１×１０５ＣＦＵ／ｇ，接种细菌后

１４ｄ内细菌含量高于１×１０５ＣＦＵ／ｇ，并呈明显持

续上升趋势。见表１。

　　ａ：接种菌量为１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ的大鼠创面未见明显炎性细胞浸润；ｂ：接种菌量为１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ的大鼠创面可见表

皮及真皮浅层炎性细胞浸润；ｃ：接种菌量为１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ的大鼠创面可见皮肤全层及肌层弥漫性炎性细胞浸润

图３　深Ⅱ度烫伤大鼠创面接种不同浓度铜绿假单胞菌后组织学表现（ＨＥ×２００）

犉犻犵狌狉犲３　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｗｏｕｎｄｏｆｒａｔｓｗｉｔｈｄｅｅｐｓｅｃｏｎｄｄｅｇｒｅｅｓｃａｌｄａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｏｆ犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪（ＨＥ×２００）

　　ａ：接种１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ细菌的大鼠创面基本红润，有少量分泌物；ｂ：接种１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ细菌的大鼠创面可见的脓性

分泌物；ｃ：接种１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ细菌的大鼠创面可见大量脓性分泌物

图４　深Ⅱ度烫伤大鼠创面接种不同浓度铜绿假单胞菌后外观表现

犉犻犵狌狉犲４　Ａｐｐｅａｒａｎｃｅｏｆｗｏｕｎｄｏｆｒａｔｓｗｉｔｈｄｅｅｐｓｅｃｏｎｄｄｅｇｒｅｅｓｃａｌｄａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ

犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪
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表１　３组大鼠创面接种不同浓度铜绿假单胞菌后各时间点痂下细菌含量（×１０５ＣＦＵ／ｇ）

犜犪犫犾犲１　Ｓｕｂｅｓｃｈａｒｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｕｎｔｏｆ３ｇｒｏｕｐｓｏｆｒａｔｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ

犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪（×１０
５ＣＦＵ／ｇ）

组别 １ｄ ２ｄ ４ｄ ７ｄ １４ｄ

接种１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ细菌组（狀＝１０） ２．６０±０．９９ ４．６０±０．４２ ７．１０±０．５６ ２７．０２±１．８７ ３８．１０±３．３９

接种１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ细菌组（狀＝１０） １．２０±０．５５ ２．４０±０．６４ ３．７４±１．１２ ５．１４±１．４０ ２．７１±０．７９

接种１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ细菌组（狀＝１０） ０．３５±０．１１ １．２０±０．４６ １．７０±０．７１ ０．７１±０．３２ ０．５６±０．１１

２．４　创面愈合时间比较　接种１×１０
９ＣＦＵ／ｍＬ

铜绿假单胞菌的大鼠创面愈合时间为（２１．４±２．４）

ｄ，长于对照组的创面愈合时间（１８．４±１．７）ｄ（狋＝

２．７２，犘＜０．０５）。接种１×１０
８ＣＦＵ／ｍＬ铜绿假单

胞菌的大鼠创面愈合时间为（１９．４±１．１）ｄ，接种

１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ铜绿假单胞菌的大鼠创面愈合时

间为（１８．３±１．３）ｄ，与对照组比较，差异均无统计学

意义（狋值分别为１．３３、０．１６，均犘＞０．０５）。

２．５　两种接种方法比较　两种方法分别接种１×

１０９ＣＦＵ／ｍＬ细菌后１４ｄ，大鼠创面痂下细菌含量

均高于１×１０５ＣＦＵ／ｇ，呈持续上升趋势。见表２。

痂下埋藏法愈合时间（２２．５±１．５）ｄ，切痂涂抹法愈

合时间为（２１．８±１．３）ｄ，两种接种方法愈合时间比

较，差异无统计学意义（狋＝１，犘＞０．０５）。

表２　两种方法接种１×１０
９ＣＦＵ／ｍＬ铜绿假单胞菌后各时间点大鼠创面痂下细菌含量（×１０５ＣＦＵ／ｇ）

犜犪犫犾犲２　Ｓｕｂｅｓｃｈａｒｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｕｎｔｏｆｒａｔｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ１×１０
９ＣＦＵ／ｍＬ犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪ｂｙｔｗｏ

ｍｅｔｈｏｄｓ（×１０５ＣＦＵ／ｇ）

组别 １ｄ ２ｄ ４ｄ ７ｄ １４ｄ

痂下埋藏法（狀＝１０） ２．８９±０．１４ ４．７２±０．５２ ７．９７±０．４５ ２８．２７±０．８７ ３８．６１±１．８０

切痂涂抹法（狀＝１０） ２．３２±０．０４ ４．２７±０．５９ ６．７３±０．６７ ２６．７３±０．６８ ３６．７３±１．３８

３　讨论

为客观的评价疗效，动物烫伤合并创面感染模

型的构建在烫伤药物及敷料的研究中扮演着举足轻

重的角色，因此，建立一种简便规范、可控制、重复性

强，且与临床接近的动物模型，对烫伤合并创面感染

的治疗和药物研究具有重要意义。

目前，国内外关于烫伤合并感染创面模型的研

究较多［９１０］，其中Ⅰ度和浅Ⅱ度烫伤的创伤程度较

轻，仅伤及表皮和真皮层，创面感染可以被自身清

除，以自然愈合为主，创面的愈合过程和愈合时间接

近；Ⅲ度烫伤由于创伤严重，容易造成侵袭性伤害，

治疗周期长，病死率高，不适合进行动物模型相关研

究［１１］。深Ⅱ度烫伤创伤程度适中，创伤达真皮乳头

层，损伤部分为网状层及皮肤附件结构，愈合周期在

３周左右，能比较出各种治疗措施的疗效，是比较理

想的烫伤动物模型［１２］。

近年来，制作动物烧烫伤模型常用方法包括溴

钨灯光辐射及闪光粉致动物体表烧伤、凝固汽油燃

烧或开水烫伤致动物体表烧伤法、磷烧伤及高温金

属模具烧伤等［１３１４］。烫伤对皮肤的损害程度主要与

致伤温度、时间、面积等因素相关，但以上方法不同

程度上存在模型烫伤创面深度不一致、创面面积难

以控制、致伤温度不恒定、操作过程繁琐等缺点，导

致可重复性和实验效果均较差［１５］。通过综合各种

方法的优点，本研究应用的恒温蒸汽烫伤仪可在温

度、时间和面积等方面达到标准化，提高动物模型构

建的稳定性和可重复性。与传统模型相比，本研究

建立的动物烫伤模型皮肤损伤仅由热力所致，排除

了重力等因素的影响，在烫伤温度一致的情况下，烫

伤时间成为控制烫伤深度的关键因素［１６］。恒温蒸

汽烫伤仪具有烫伤面积可控、深度均匀、创面干净、

操作简单等优点，适合进行各种创面药物及敷料的

比较及作用机制研究。

本实验组织病理观察可见烫伤深度随着致伤时

间的延长逐渐加深。烫伤１２ｈ时损伤处于进展阶

段；烫伤２４ｈ时创面深度稳定，同一致伤时间的病

理结果一致；烫伤４８ｈ时创面病理结果与伤后２４ｈ

比较无明显差异。烫伤对皮肤组织的损伤是动态变

化的过程，因此，判定烫伤深度应以伤后２４ｈ后的

结果为准，其中组织学病理观察被认为是确定烫伤

深度的金标准［１７］。烫伤合并创面感染后，机体免疫

细胞启动炎症反应，产生大量炎症细胞并聚集［１８］。

细菌负荷是影响创面感染的一个重要因素，当

细菌负荷大于宿主的免疫防御能力时出现感染

·０７８· 中国感染控制杂志２０１８年１０月第１７卷第１０期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１７Ｎｏ１０Ｏｃｔ２０１８



症状［１９］。Ｋｒｉｚｅｋ等
［２０］研究证实，当感染细菌负荷

水平＜１０
５ＣＦＵ／ｇ，伤口愈合时间才开始逐渐延长。

本实验结果显示，细菌负荷高于１×１０５ＣＦＵ／ｇ，愈

合时间明显延长，被认为是有效感染的鉴定标准。

本组实验结果显示，烫伤后创面接种细菌浓度不同

创面感染程度不同，动物全身炎症反应也不同。当

接种细菌浓度为１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ和１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ

时，接种后４ｄ和７ｄ细菌负荷开始减少，细菌大部

分可以被机体清除，炎症反应不明显；与生理盐水对

照组相比，炎性细胞浸润程度无明显差别，且合并感

染的创面愈合时间和生理盐水对照组相近。当接种

细菌浓度为１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ时，接种细菌后１４ｄ内，

痂下细菌含量呈持续上升趋势，且创面炎症反应明

显，炎性细胞广泛浸润；与对照组相比，创面愈合时间

延长。由此可以确定，接种细菌浓度１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ

符合烫伤合并创面感染的发展进程，可以用来比较

药物及敷料的疗效。

比较切痂涂抹法和痂下埋藏法两种接种方法，

结果显示，两种方法形成的创面愈合时间相近，痂下

埋藏法与自然的创面感染不同，局部易形成脓肿，感

染灶不均匀，切痂涂抹法更接近临床感染，更适合进

行烫伤合并感染的研究。

综上所述，本组研究结果提示，温度９４℃、烫伤

时间８ｓ、接种１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ浓度的铜绿假单胞

菌为制作ＳＤ大鼠深Ⅱ度烫伤合并铜绿假单胞菌感

染创面的最佳条件。由此条件构建的模型烫伤深度

一致、重复性高、稳定性好，大鼠创面感染率高、病死

率低，为烫伤患者创面治疗及修复机制的研究提供

了实验室依据。但是，本研究仍存在一些不足，烫伤

部位选取大鼠脊柱两侧皮肤，大鼠背部身体弧度使

模具与皮肤接触不均匀，导致创面中间深、周围浅，

应进一步对模具及其固定方法进行改善；大鼠背部

创面的敷料采用胶布固定时，动物搔抓容易脱落，用

环形胶布固定时包扎过紧使动物腹压增加，影响动

物进食。采用创缘与纱布缝合固定，防止动物搔抓

纱布敷料引起脱落，但缝合可以加重局部损伤，再加

上大鼠个体差异及对感染的耐受程度不同等因素，

均可以影响愈合过程及愈合时间。

［参 考 文 献］

［１］　ＺｈａｎｚｅｎｇＦ，ＹｕｒｏｎｇＺ，ＣｈｕａｎｇａｎｇＹ，ｅｔａｌ．Ｂａｓｉｃｉｎｖｅｓｔｉｇａ

ｔｉｏｎｉｎｔｏｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔｂｕｒｎｃａｒｅｓｙｓｔｅｍｉｎＣｈｉｎａ：ｂｕｒｎｕｎｉｔｓ，

ｄｏｃｔｏｒｓ，ｎｕｒｓｅｓ，ｂｅｄｓａｎｄｓｐｅｃｉａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｅｑｕｉｐｍｅｎｔ［Ｊ］．

Ｂｕｒｎｓ，２０１５，４１（２）：２７９－２８８．

［２］　ＲｅｓｓｎｅｒＲＡ，ＭｕｒｒａｙＣＫ，ＧｒｉｆｆｉｔｈＭＥ，ｅｔａｌ．Ｏｕｔｃｏｍｅｓｏｆ

ｂａｃｔｅｒｅｍｉａｉｎｂｕｒｎｐａｔｉｅｎｔｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｃｏｍｂａｔｏｐｅｒａｔｉｏｎｓｏｖｅｒ

ｓｅａｓ［Ｊ］．ＪＡｍＣａｌｌＳｕｒｇ，２００８，２０６（３）：４３９－４４４．

［３］　ＳｔｏｌｌｅｒＪ，ＨａｌｐｉｎＬ，ＷｅｉｓＭ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙｏｆｓｅｖｅｒｅ

ｓｅｐｓｉｓ：２００８－２０１２［Ｊ］．ＪＣｒｉｔＣａｒｅ，２０１６，３１（１）：５８－６２．

［４］　ＷａｒｄＰＡ，ＢｏｓｍａｎｎＭ．Ａｈｉｓｔｏｒｉｃａｌｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｏｎｓｅｐｓｉｓ［Ｊ］．

ＡｍＪＰａｔｈｏｌ，２０１２，１８１（１）：２－７．

［５］　ＴａｎｉｄｅｈＮ，ＨａｄｄａｄｉＭＨ，ＲｏｋｎｉＨｏｓｓｅｉｎｉＭＨ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ

ｈｅａｌｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆｓｃｒｏｐｈｕｌａｒｉａＳｔｒｉａｔａｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｂｕｒｎ

ｗｏｕｎｄｓｉｎｆｅｃｔｅｄｔｏ犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪ｉｎｒａｔ［Ｊ］．Ｗｏｒｌｄ

ＪＰｌａｓｔＳｕｒｇ，２０１５，４（１）：１６－２３．

［６］　刘?凯，张绪美，王芸，等．大鼠烫伤模型和烫伤后感染模型

的建立［Ｊ］．潍坊医学院学报，２０１７，３９（４）：２４８－２５０．

［７］　马春梅，徐小涛，黄晓星，等．ＳＤ大鼠烫伤铜绿假单胞菌感染

模型的建立［Ｊ］．世界临床药物，２０１６，３７（７）：４８８－４９３．

［８］　陈意生．现代烧伤病理学［Ｍ］．北京：化学工业出版社，２００８．

［９］　李红云，姚咏明，施志国，等．烫伤后金黄色葡萄球菌感染致

严重脓毒症大鼠模型的建立［Ｊ］．中华危重病急救医学，２００１，

１３（５）：２７５－２７９．

［１０］迟云飞，柴家科，马丽，等．三维扫描技术精确控制大鼠烫伤

面积动物模型的建立［Ｊ］．中华损伤与修复杂志（电子版），

２０１１，６（２）：１９６－２０１．

［１１］张大伟，龚震宇，彭毅志．大鼠烫伤创面感染模型的研制［Ｊ］．

中华烧伤杂志２０１１，２７（２）：１０４－１０８．

［１２］王宫，程佑民，吴华嵩．不同深度皮肤烫伤的动物模型建立

［Ｊ］．康复学报，２０１３，２３（５）：２１－２２．

［１３］张月，白晓智，芦帅，等．小鼠深Ⅱ度烫伤创面模型建立及创

面缺氧情况检测［Ｊ］．中华烧伤杂志，２０１３，２９（３）：２７７－２８０．

［１４］ＡｂｄｕｌｌａｈｉＡ，ＡｍｉｎｉＮｉｋＳ，ＪｅｓｃｈｋｅＭＧ．Ａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｓｉｎ

ｂｕｒｎｒｅｓｅａｒｃｈ［Ｊ］．ＣｅｌｌＭｏｌＬｉｆｅＳｃｉ，２０１４，７１（１７）：３２４１－

３２５５．

［１５］ＷｕＸＷ，ＳｐｉｅｓＭ，ＣｈａｐｐｅｌｌＶＬ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｂｏｍｂｅｓｉｎｏｎ

ｇｕｔｍｕｃｏｓａｌｉｍｐａｉｒｍｅｎｔａｆｔｅｒｓｅｖｅｒｅｂｕｒｎ［Ｊ］．Ｓｈｏｃｋ，２００２，

１８（６）：５１８－５２２．

［１６］姚庆君，贾赤宇，陈璧，等．一种大鼠蒸气烫伤模型的建立

［Ｊ］．中华烧伤杂志，２００４，２０（３）：１６８－１７０．

［１７］ＭｏｎｓｔｒｅｙＳ，ＨｏｅｋｓｅｍａＨ，ＶｅｒｂｅｌｅｎＪ，ｅｔａｌ．Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆ

ｂｕｒｎｄｅｐｔｈａｎｄｂｕｒｎ ｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇｐｏｔｅｎｔｉａｌ［Ｊ］．Ｂｕｒｎｓ，

２００８，３４（６）：７６１－７６９．

［１８］ＦｅｒｎａｎｄｅｓＡＣ，ＦｒａｎａＪＰ，ＧａｉｂａＳ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｅｘ

ｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｉｎｖｉｔｒｏｂｕｒｎｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＡｃｔａＣｉｒＢｒａｓ，２０１４，２９

（Ｓｕｐｐｌ２）：１５－２０．

［１９］沈娟，金小宝，丁静，等．烧烫伤创面感染的小鼠模型构建

［Ｊ］．中国实验动物学报，２０１３，２１（３）：６５－６９．

［２０］ＫｒｉｚｅｋＴＪ，ＲｏｂｓｏｎＭＣ，ＫｈｏＥ．Ｂａｃｔｅｒｉａｌｇｒｏｗｔｈａｎｄｓｋｉｎ

ｇｒａｆｔｓｕｒｖｉｖａｌ［Ｊ］．ＳｕｒｇＦｏｒｕｍ，１９６７，１８：５１８．

（本文编辑：孟秀娟、左双燕）

·１７８·中国感染控制杂志２０１８年１０月第１７卷第１０期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１７Ｎｏ１０Ｏｃｔ２０１８


