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感染在烧伤患者病情发展中扮演着举足轻重的 

角色，能否有效控制感染往往决定着患者的预后。 

目前尚无相对统一的创面感染动物模型制作方法， 

现有各种模型均存在许多不确定性因素，因此建立 

规范、重复性强并且接近临床实际的烧伤创面感染 

动物模型，对烧 伤创 面处理措施和药物 的评价均有 

重要意 义。 

1 材料与方法 

1．1 动物、菌株及主要试剂与仪器 

86只雄性清洁级 SD大鼠，体质量 200～250 g， 

购自第三军医大学实验动物中心。铜绿假单胞菌标 

准菌株 ATCC 27853购自中国工业微生物菌种保藏 

管理中心。LB营养琼脂购 自北京华业寰宇化工有 

限公司。YLS一5Q型台式超级恒温恒压烫伤仪由山 

东省医学科学院惠赠 ，DM6000B型光学显微 镜 由德 

国 Leica公司生产。 

1．2 烫伤模型制备与创面致伤时间筛选 

1．2．1 模型制备 取 50只大鼠，实验前 1天用 

80 g／L硫化钠脱去后背 毛发。实验 当天用 10 g／L 

戊巴比妥钠腹腔注射(40 mg／kg)麻醉后，置于台式 

超级恒温恒压烫伤仪上，以底面积 4．5 cm 、质量 

0．5 kg的80℃圆柱形烫头垂直接触大鼠脊柱两侧 

皮肤，致伤 4、6、8、10、12 S。每种致伤时间 10只大 

鼠，每只大 鼠2个创面致伤时间相 同，伤后创面不行 

任何处理。 

1．2．2 浅Ⅱ度、深Ⅱ度创面致伤时间筛选 伤后 

24 h，观察大鼠创面大体情况，记录左侧创面愈合时 

间；取右侧创面，HE、Masson染色后行组织学观察。 

创面深度判定按文献[1]方法进行。 

1．3 细菌准备 

挑取铜绿假单胞菌标准菌株 ATCC 27853单个 

菌落，接种于液体 LB营养琼脂培养基中，37℃下 

180 r／min摇菌 5～6 h，使其在600 nm波长下吸光 

度值达到0．8～1．0。收集处于对数生长期的细菌 

悬液 ，以半径 4 cm，3000 r／rain离心 20 min。弃去上 

清液，用生理盐水洗涤 3次重新悬浮后置于4 c【=冰 

箱备用，用平板倍比稀释法确定每毫升中CFU。 

1．4 感染创面模型制备与指标观察 

1．4．1 模型制备 另取 36只 SD大鼠，按随机数 

字表法分为浅Ⅱ度组、深Ⅱ度组，每组 18只，按照 1．2 

中方法与筛选出的2种致伤时间(6 8 S)，分别制成 

浅Ⅱ度、深Ⅱ度烫伤创面模型。伤后即刻在 2组大 

鼠一侧创面分别接种0．1 mL含 1×10 、1×10 、1 X 

10 CFU标准菌株的菌液(每种菌量 6只大鼠)，在 

另一侧创面涂抹等体积生理盐水作为对照。 

1．4．2 组织学观察 接种细菌后 24 h，剪取 2组 

大鼠致伤皮肤组织，体积分数 10％甲醛固定，常规 

处理后行 HE染色，100倍光学显微镜下观察创面炎 

症反应情况。 

1．4．3 痂下细菌定量及菌种鉴定 创面接种细 

菌后 1、2、3、5、7、14 d，用无菌操作法取痂下组织，置 

于玻璃匀浆器中，加入 2 mL生理盐水，电动搅拌器 

上将组织制成匀浆液。匀浆液倍比(1：10)稀释，取 

用0．1 mL稀释液与45—50℃熔融状态的营养琼脂 

混匀，37 cI=孵育 24 h，计算平板总菌落数，每克组织 

细菌含量(CFU／g)=菌落数(CFU)×稀释倍数 ÷组 

织质量 (g)。同时取平板上的菌落进行革兰染色及 

生化反应鉴定菌种。 

1．4．4 创面愈合时间 以创面完全上皮化为愈 

合标准，记录2组大鼠创面愈合时间。 

1．5 统计学处理 

部分数据以 ±s表示 ，采用 SPSS 13．0统计软 

件行 t检验 。 
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表 1 2组大鼠创面接种不同菌量铜绿假单胞菌后 

各时相点痂下细菌含量比较(x 10 CFU／g) 

注：接种各种西量 鼠数 均为 6只 

2．4 愈合时间 

浅 Ⅱ度组大鼠接种 1×10 、1 X 10 、1 X 10 CFU 

铜绿假单胞菌创面愈合 时间分别为 (15．4±1．3)、 

(14．3±1．7)、(14．7±2．0)d，与生理盐水对照创 面 

的(14．2±1．5)d相近 (t值分别为 1．26、0．29、 

1．07，P值均大于 0．05)。深 Ⅱ度组大鼠接种 1 X 

10 CFU铜绿假单胞菌创面愈合时间为(22．5± 

1．0)d，与生理盐水对照创面的(19．4 4-1．6)d比较 

明显延长(t=2．73，P <0．05)；接 种 1 X l0 、1 X 

10 CFU细菌创面愈合时间分别为(19．8±0．9)、 

(18．5 4-1．4)d，与生理盐水对照创面相近 (t值分别 

为 1．42、0．44，P值均大于0．05)。 

3 讨 论 

烧伤创面的研究离不开动物烧伤创面模型。烧 

伤对皮肤的损害程度主要与致伤温度、压力、时间有 

关，其深度的判定常以病理学检测为准 。虽然 目 

前报道的动物烫伤模型制作方法较多，但是难以在 

烫伤温度、压力、时间、面积等各方面做到恒定和高 

重复性。为此我们综合各种制作烫伤模型的优 良方 

法，采用恒温恒压烫伤仪争取在烫伤温度、压力、时 

间 、面积方面最大限度达到标准化 。经 过实验， 

确定大鼠浅 Ⅱ度和深 Ⅱ度创面的致伤条件为：温度 

80℃、压力4．903 N(烫头质量0．5 kg)、烫头底面积 

4．5 cm ，烫伤时间分别为6 S和 8 S，该模型致伤深 

度一致、重复性较高。细菌方面，选用在烧伤患者感 

染创面常见的铜绿假单胞菌。烧伤创面感染模型细 

菌接种方式主要为痂下注射 和创面接种 。在 

实验过程中我们观察到，创面痂下注射容易局部包 

裹形成脓肿，细菌不易扩散，造成创面感染不均匀， 

与自然创面感染进程相差甚远；创面接种细菌为制 

作创面感染模型较合适的方式。 

烧伤创面组织细菌定量是诊断侵袭性感染有效 

而实用的方法 。因侵袭性感染死亡者创面组织细 

菌含量在 1 X 10 CFU／g以上1 91。Krizek等 叫̈进行 

的动物实验和临床研究证实，创面组织细菌含量在 

1 X 10’CFU／g以上的患者 ，容易发生侵袭性感染 ，植 

皮成活率低于 20％；细菌含量低于 1 X 10 CFU／g 

时，创面不发生侵袭性感染，植皮成活率高达 93％。 

付小兵等⋯ 认为，一般细菌计数超过 1×10 CFU／g 

创面愈合将发生困难。因此，l×10 CFU／g被认为 

是烧伤侵袭性感染的I临界菌量。本动物模型以创面 

组织细菌定量始终高于 1 X 10 CFU／g，且愈合时问 

明显延长为“有效感染”的判定标准。 

浅 Ⅱ度组大 鼠生理盐水 对照创面在 15 d之 内 

愈合，接种不同菌量的铜绿假单胞菌创面也在 16 d 

之内愈合，其并未发生明显的延迟愈合。浅 Ⅱ度组 

接种不同菌量的创面，各时相点痂下细菌量绝大多 

数低于 1 X 10 CFU／g，且于接种后第 7天细菌负荷 

开始减少，在接种后 14 d，细菌大部分被机体自身清 

除 ，故在浅 Ⅱ度创面基础上建立 的感染创面模型效 

果不理想。而在深 Ⅱ度组中，接种 1 X 10 CFU铜绿 

假单胞菌的创面，各时相点痂下细菌含量绝大多数 

低于 1 X 10 CFU／g，接种后 5 d开始减少；接种 1 X 

10 CFU细菌创面痂下细菌含 量于接种后 7 d开始 

减少 ；接种 1 X 10 CFU细菌创面在接种后 14 d内痂 

下细菌含量均高于 1 X 10 CFU／g，且呈持续上升的 

趋势，从愈合时问来看也明显延迟愈合。病理结果 

提示 ，深 Ⅱ度组接种 1 X 10 CFU细菌创面的炎症反 

应 ，相对于接种其他 2种菌量创面更为严重。本实 

验结果显示，在大鼠深Ⅱ度创面接种 1 X 10 CFU铜 

绿假单胞菌标准菌株 ATCC 27853，是用于感染创面 

防治研究较可靠的动物模型。 
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