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摘要%目的!为探究无菌大鼠深二度烫伤创面感染金黄色葡萄球菌后机体的炎性反应(试验应用无菌大鼠及 =KL

级大鼠分别建立深二度烫伤模型和烫伤后金黄色葡萄球菌感染模型(分析愈合过程’炎性反应及病理变化* 方法
!&# 只 ? 周龄雌性 N1*93H无菌大鼠(在超净工作台内采用恒温恒压烫伤仪 %( i作用 $ *造成大鼠深二度烫伤(随

机分为两组(一组伤口感染浓度为 "o"#$ALU;7E金黄色葡萄球菌 #CB 7E(一组不做处理(创面保持无菌状态+&#

只 ? 周龄雌性 =KL级 N1*93H大鼠(在相同条件下烫伤(随机分为两组(一组伤口感染浓度为 "o"#$ALU;7E金黄色

葡萄球菌 #CB 7E(一组不做处理* 分别观察 ( 组大鼠的伤口结痂时间’脱痂时间和愈合时间(并在烫伤前!# 8"(烫

伤后 &( 8’($ 8’),’B ,’’,’"# ,’"( , 时取血清(检测肿瘤坏死因子_"!V>L_""’白细胞介素_""!<E_"""和表皮生长

因子受体!D̂ LM"的变化+烫伤后 &( 8’),’’ ,’"# , 伤口处皮肤 GD染色(观察病理变化* 结果!感染金黄色葡萄

球菌无菌大鼠伤口脱痂及愈合时间显著短于其他 ) 组!/k#C#B"+感染金黄色葡萄球菌 =KL级大鼠(结痂’脱痂及

愈合时间显著长于其他 ) 组!/k#C#B"+感染金黄色葡萄球菌 =KL级烫伤大鼠组由于双重损伤使血清炎性因子
V>L_"’<E_""水平升高(且在烫伤后 ’& 8 显著高于其他 ) 组!/k#C#B"+无菌大鼠由于对烫伤及金黄色葡萄球菌刺

激反应激烈(烫伤后血清 V>L_"’<E_""和 D̂ LM水平迅速升高(且在烫伤 &( 8 时显著高于 & 组 =KL大鼠 !/k

#C#B"(在烫伤 ($ 8 时血清 D̂ LM水平显高于两组 =KL大鼠!/k#C#B"* 病理显示(感染金黄色葡萄球菌 =KL烫伤

大鼠伤口处新生血管及肉芽组织生成时间均长于其他 ) 组+感染金黄色葡萄球菌无菌烫伤大鼠伤口处新生血管及

肉芽组织生成时间均短于其他 ) 组* 结论!无菌大鼠由于其免疫系统处于休眠状态(受到烫伤和金黄色葡萄球菌

的双重刺激(迅速激活其全身免疫系统(加快了伤口愈合+=KL烫伤大鼠感染金黄色葡萄球菌后产生的多种免疫逃

避分子加重了机体的炎性反应(延缓了伤口愈合*

关键词%无菌大鼠+金黄色葡萄球菌+烫伤+炎性反应+V>L_"+<E_""+D̂ LM

中图分类号% M@))!!文献标识码% F!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#?_###%_#?

’>C%"#4)%?%;d41**24"##?_?"’%4&#"%4#?4##)

!!近年来(随着烧伤休克防治理论和临床救治技
术的提高(直接死于休克者已少见* 感染已成为烧
伤患者的主要致死原因(是烧伤防治研究的重要课
题和难题之一 , "- * 金黄色葡萄球菌作为革兰阳性
菌的代表是常见的皮肤条件致病菌(存在于临床伤
口护理各个环节 , &- (是引起人类化脓感染中最常见
的病原菌(可直接导致局部化脓感染’肺炎等(甚至
败血症’脓毒症等全身感染* 烧烫伤动物模型作为
现代烧伤外科领域基础与应用研究中的一个极为重

要的实验方法(常选用猪’狗’羊’兔’大鼠’小鼠和豚
鼠 , )- * 烧伤创面脓毒症和创面用药的研究多用大
鼠和小鼠 , (- * 随着近年来微生态研究的深入(采用
无菌动物定植特定的病原菌(成为研究特定病原菌
对机体的作用机制的重要方法 , B_%- (本试验通过制
备无菌大鼠烫伤模型并定向感染一定浓度的金黄色
葡萄球菌和 =KL级烫伤大鼠并定向感染金黄色葡
萄球菌(观察 ( 种模型动物伤口结痂时间’脱痂时间
和愈合时间(分时项采样(测定血清炎性因子’检查
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伤口处皮肤病理损伤情况(探讨烫伤创面引发的损
伤及金黄色葡萄球菌对烫伤愈合的影响*

/K材料与方法

/N/K材料
/N/N/!试验动物% ? 周龄 =KL级 N1*93H雌性大鼠
&# 只(由斯贝福实验动物科技有限公司提供!生产
许可证号% =AYa!京 " &#"? @###& "* 饲养在符合
R̂"(%&B)&#"# 的屏障环境+? 周龄无菌 N1*93H雌
性大鼠 &# 只(由解放军总医院第四医学中心动物实
验室提供(饲养在隔离器内*
/N/N5!主要试剂与仪器%金黄色葡萄球菌 ,ATAA
!R"&?##)-标准菌株购自南京一基生化科技有限公
司+肿瘤坏死因子_"!V>L_""’白细胞介素_""!<E_
"""’表皮生长因子受体! D̂ LM"DE<=F试剂盒及血
平皿均购自北京欣仪生物科技有限公司* 大鼠隔离
器购自苏杭科技器材有限公司(恒温恒压烫伤仪购
自山东省医学科学院+恒温培养箱购自上海微川精
密仪器有限公司+酶标仪购自赛默飞世尔!上海"有
限公司*
/N5K方法
/N5N/!金黄色葡萄球菌菌液制备%将标准金黄色葡
萄球菌复苏后(采用标准划线法将细菌接种在血平
皿中(倒置在 )’ i恒温培养箱中培养 ($ 8(即可得
到大量金黄色葡萄球菌菌落* 用无菌接种环从培养
皿中挑取 &h) 个菌落(放入装有少量无菌生理盐水
的麦氏比浊管中(连续反复稀释混匀(直至比浊仪显
示为 "C# 麦氏比浊度* 此时(麦氏比浊管中金黄色
葡萄球菌菌液的浓度为 )o"#$ALU;7E(所得菌液用
生理盐水 " q) 稀释到 "o"#$ALU;7E*
/N5N5!染菌% 超净工作台用 ’Bg酒精擦拭后(紫外
灯消毒 )# 712* 将无菌大鼠从隔离器中用密闭消毒

饲养盒取出(置于超净工作台内(按照 B# 7Q;.Q体
质量腹腔注射戊巴比妥钠麻醉(用刮胡刀片将大鼠
背部刮至皮肤完全暴露* 用恒温恒压烫伤仪 %( i
作用 $ *(压力 B## Q在大鼠背部造成两个直径为
&CB 57的深二度烫伤伤口* 随后大鼠随机分为两
组(一组烫伤后直接传入大鼠隔离器内饲养观察(一
组烫伤后伤口接种 "o"#$ALU;7E金黄色葡萄球菌
菌液后传入另一隔离器内单独饲养* =KL级大鼠采
用相同方法烫伤后随机分为两组(一组烫伤后伤口
接种 "o"#$ALU;7E金黄色葡萄球菌菌液 #CB 7E(
一组不做处理(饲养在 <]A内*
/N5N3!测定指标与方法% 肉眼观察 ( 组大鼠伤口
结痂’脱痂及愈合时间并记录* 在烫伤后 &( 8’
($ 8’) ,’B ,’’ ,’"# ,’"( , 时(眼眶取血(室温放置
&# 712() ### H;712 离心 "# 712(收集上清(DE<=F
试剂盒检测 V>L_"’<E_""和 D̂ LM水平+烫伤后
&( 8’) ,’’ ,’"# ,(每组选取 " 只大鼠取伤口处皮
肤((g甲醛溶液固定(用于病理制片(GD染色观察
伤口处皮肤病理变化*
/N3K统计方法

实验数据采用 =K==&&C# 软件中的 X2J_N3+
F>X]F进行组间单因素方差分析(邓肯式法进行
差异显著性分析(结果用!$.j,"表示(以 /k#C#B 作
为差异显著性判断标准*

5K结果

5N/K2 组大鼠伤口结痂&脱痂和愈合时间
由表 " 可知(感染金黄色葡萄球菌的两组烫伤

大鼠结痂时间显著长于未感染金黄色葡萄球菌的两
组大鼠!/k#C#B"+感染金黄色葡萄球菌 =KL大鼠
脱痂及愈合时间显著长于感染金黄色葡萄球菌无菌
大鼠!/k#C#B"*

表 /K2 组大鼠结痂&脱痂和愈合时间
@%J:-/K@"-UL%J-UL"%G(U#U’H-LG+UF%F#(&%&H"-%:#&) F#9-(TT(+G)G(+PU(TG%FU

组别
Ĥ6P:*

结痂时间;,
D*583H6*1*917J;,

脱痂时间;,
\J5HP*939162 917J;,

愈合时间;,
GJ3I12Q917J;,

无菌大鼠组
ĤJ7_OHJJH39*QH6P: )C(j#CB[ &BC?j#C$[ ))CBj"C([

感染金黄色葡萄球菌无菌大鼠组
%"#&’($)*)**+,#+-!+,12OJ59162QHJ7_OHJJH39*QH6P: (C$j#C)3 &"C$j#C%3 &(C%j"C#3

=KL级大鼠组
=KLH39*QH6P: )C’j#C)[ &BC)j#C’[ )"C%j#C%[

感染金黄色葡萄球菌 =KL级大鼠组
%"#&’($)*)**+,#+-!+,12OJ59162 =KLH39*QH6P: BC)j#C(5 &’C(j"C&5 )?C’j"C)5

!!注%同列数据肩标不同小写字母表示差异显著!/k#C#B" +肩标相同字母或无字母标注表示差异不显著!/m#C#B"
>69J%<2 98J*37J56IP72(S3IPJ-198 ,1OOJHJ29*73IIIJ99JH*P:JH*5H1:9*7J32 *1Q21O15329,1OOJHJ25J!/k#C#B" +N81IJ*37J6H26IJ99JH*P:JH*5H1:9*

7J32*,1OOJHJ25J!/m#C#B"

.#".
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5N5K烫伤大鼠伤口皮肤病理观察
图 "_R’"_A分别为感染金黄色葡萄球菌 =KL大

鼠烫伤 &( 8 时皮肤和皮下组织(皮肤细胞间质水
肿(肌层呈化脓性炎细胞浸润+图 "_\为感染金黄色
葡萄球菌 =KL大鼠烫伤 ’ , 时皮肤及皮下组织(可
见新生血管+图 "_D为无菌大鼠烫伤 ’& 8 时皮肤及
皮下组织(可见新生血管+图 "_L为无菌大鼠烫伤
"# , 时皮肤及皮下组织(有肉芽组织生成+图 "_̂ 为
感染金黄色葡萄球菌无菌大鼠烫伤 ’& 8 时皮肤及
皮下组织(有大量新生小血管和新生肉芽组织形成*

图 /K烫伤大鼠皮肤 W7染色#[/66$
注%F%正常皮肤+R’A%感染金黄色葡萄球菌 =KL大鼠皮肤烫伤

&( 8+\%感染金黄色葡萄球菌 =KL大鼠皮肤烫伤 ’ ,+D%无菌大鼠

烫伤 ’& 8+L%无菌大鼠烫伤 "# ,+ %̂感染金黄色葡萄球菌

无菌大鼠烫伤 ’& 8

M#)S/K@"-W7UF%#&#&) U\#&(TJ+G&-HG%FU
>69J%F%>6H73I*.12+R32, A%V8J*.12 6O=KLH3912 %"#&’($)*)**+,

#+-!+,12OJ59162 QH6P: 39&( 8 3O9JH[PH2J,+\%V8J*.12 =KLH3912

%"#&’($)*)**+,#+-!+,12OJ59162 QH6P: 39’& 8 3O9JH[PH2J,+

D%V8J*.12 6OQJH7_OHJJH3939’ , 3O9JH[PH2J,+L%V8J*.12 6O

QJH7_OHJJH39QH6P: 39"# , 3O9JH[PH2J,+ %̂V8J*.12 6OQJH7_OHJJH3912

%"#&’($)*)**+,#+-!+,12OJ59162 QH6P: 39’& 8 3O9JH[PH2J,

5N3K炎性因子检测结果
由图 & 可知(( 组大鼠烫伤后血清 V>L_"水平

均显著升高!/k#C#B"(无菌大鼠及感染金黄色葡萄
球菌无菌大鼠在烫伤 &( 8 时(血清 V>L_"水平显著
高于 =KL大鼠组和感染金黄色葡萄球菌 =KL大鼠
组!/k#C#B"+

烫伤 ’& 8 时(感染金黄色葡萄球菌 =KL大鼠组
显著高于其他 ) 组!/k#C#B"+烫伤 ’ , 时(无菌大
鼠和感染金黄色葡萄球菌无菌大鼠组显著低于两组
=KL大鼠!/k#C#B"*

图 5K2 组大鼠血清 @BM8!水平
M#)S5K@"-@BM8!:-Y-:U-G+9 (TG%FU#&T(+G)G(+PU#&)R;$

图 3K2 组大鼠血清 C;8/!水平
M#)S3K@"-C;8/!:-Y-:U-G+9 (TG%FU#&T(+G)G(+PU#&)R;$

由图 ) 可知(( 组大鼠烫伤后血清 <E_""水平均
显著升高!/k#C#B"(无菌大鼠及感染金黄色葡萄球
菌无菌大鼠在烫伤 &( 8 时(血清 <E_""水平显著高

."".
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于 =KL大鼠组和感染金黄色葡萄球菌 =KL大鼠组
!/k#C#B"+烫伤 ($ 8 时(无菌大鼠和感染金黄色葡
萄球菌无菌大鼠组显著低于 =KL大鼠组和感染金
黄色葡萄球菌 =KL大鼠组!/k#C#B"(烫伤 ’& 8 时(
感染金黄色葡萄球菌 =KL大鼠显著高于其他 ) 组*

由图 ( 可知(( 组大鼠烫伤后血清 D̂ LM水平
均显著升高!/k#C#B"(无菌大鼠及感染金黄色葡萄
球菌无菌大鼠在烫伤 &( 8’ ($ 8 和 ’& 8 时血清
D̂ LM水平显著高于 =KL大鼠组和感染金黄色葡萄
球菌 =KL大鼠组!/k#C#B"(感染金黄色葡萄球菌
无菌大鼠显著高于无菌大鼠!/k#C#B"*

图 2K2 组大鼠血清 7VM?水平
M#)S2K@"-7VM?:-Y-:U-G+9 (TG%FU#&T(+G)G(+PU#&)R;$

3K讨论

以往对烧伤并引发全身炎症反应综合征(甚至

发展为多器官功能障碍综合征的动物模型的制备与
研究(加深了我们对烧伤损伤机制的认识(但是存在
一定的不足(不能分解分析烧伤后发生的两个过程%

由烧伤创面引发的多种细胞因子及炎症递质的过度
释放(从而引发的炎症反应+由肠道菌群移位引发的
全身性感染* 由于无菌动物肠道没有菌群的存活(

制作的无菌动物烧伤模型(能够准确分析烧伤创面
引发的损伤以及机体的反应*

由于烧烫伤使皮肤的防御功能遭到破坏(并且使
创面产生丰富坏死组织和细胞(形成了天然的培养
基(细菌更容易发生定植,"#_""- * 目前烫伤后感染模型

的制备方法有 &种%一种是动物烫伤后伤口擦刮标准
菌株+另一种是烫伤后伤口皮下注射标准菌株,"&_"?- *

沈娟等,"’-研究表明深%度创面擦刮法接种 "o"#$

ALU;7E金黄色葡萄球菌菌液可以制备感染创面防
治研究的动物模型* 所以本实验采用了浓度为 "o
"#$ALU;7E的金黄色葡萄球菌感染无菌大鼠及 =KL
级大鼠(均成功制备了大鼠烫伤感染模型*

金黄色葡萄球菌广泛存在(甚至健康个体也会
携带* 美国疾病控制中心报告(由金黄色葡萄球菌
引起的感染占第二位(仅次于大肠杆菌(是人类化脓
感染中最常见的病原菌之一* 金黄色葡萄球菌擦刮
法感染的 =KL级烫伤大鼠(使其出现化脓性感染(
伤口愈合缓慢* 烧伤后机体处于应激状态(炎性因
子大量释放 , "$- (其中 <E_""是单核细胞’内皮细胞’
成纤维细胞等在应答感染时产生的细胞因子所产
生(是一种参与免疫调节的促炎因子(是炎症反应中
主要中间介质(可诱导内皮细胞活化(刺激中性粒细
胞释放炎症蛋白和炎症介质(从而放大炎症反
应 , "%- +V>L_"主要由单核吞噬细胞产生(是体内最
重要的多功能促炎细胞因子 , &#- (通过增强中性粒细
胞的功能(使释放的炎症介质增加(从而加重机体的
损伤* 实验中(( 组大鼠烫伤 &( 8 时(感染金黄色葡
萄球菌无菌大鼠组血清 <E_""和 V>L_"水平显著高
于其他 ) 组(与 R3I1*8 等 , &"-的实验结果金黄色葡萄
球菌在刺激无菌大鼠血清蛋白生成中起到显著作用
相一致* D̂ LM广泛分布于哺乳动物上皮细胞’成
纤维细胞’胶质细胞’角质细胞等细胞表面(D̂ LM
信号通路对细胞的生长’增殖和分化等生理过程发
挥重要的作用(在创面愈合过程中具有重要作
用 , &&_&)- * 适度的细菌感染炎性刺激能够调动机体
全身免疫机制(有利于吞噬细胞和生长因子大量产
生(有利于伤口愈合 , &(- * 烫伤 &( 8’($ 8 和 ’& 8
时(感染金黄色葡萄球菌无菌大鼠组血清 D̂ LM水
平显著高于其他 ) 组(与感染金黄色葡萄球菌无菌
大鼠愈合速度显著短于其他 ) 组的结果相一致*
R3PJH等 , &B-和 EJSJ2*62 等 , &?-研究表明动物在出生
后不久(其免疫系统被大量细菌刺激而激活(而无菌
大鼠由于未受到菌群刺激(因而其细胞免疫和体液
免疫不完善*

=KL大鼠烫伤后感染金黄色葡萄球菌(由于金
黄色葡萄球菌产生的多种蛋白酶破坏细胞外基质和
细胞间联系 , &’- (导致伤口化脓性感染(延缓了伤口
愈合+无菌大鼠由于受到烫伤和金黄色葡萄菌分泌
的超抗原的共同作用(调动处于休眠状态的全身免
疫系统 , &$_&%- (促进生长因子产生(从而缩短了伤口
愈合时间*

.&".
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