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大肠埃希菌感染的糖尿病溃疡大鼠模型建立及评价

黄仁燕,韩　强,胡啸明,杨　晓,柳国斌
(上海中医药大学附属曙光医院,上海２０００２１)

　　[摘要]目的:建立大肠埃希菌感染的糖尿病溃疡大鼠模型,为糖尿病溃疡实验研究提供合适的动物模

型.方法: 将３２只SD雄性大鼠随机分为４组,普通溃疡组(N 组)、糖尿病溃疡组(DU 组)、模型组(M
组)、贝复济组(B组),造模后取局部皮肤组织行 HE染色、采用酶联免疫吸附(ELISA)检测造模后大鼠

血清中高敏C反应蛋白(HighsensitivecＧreactiveprotein,HCRP)、成纤维细胞生长因子(basicfibroＧ
blastgrowthfactor,bFGF)含量以及创面愈合后 HCRP、bFGF、肿瘤坏死因子Ｇα(tumornecrosisfacＧ
torＧalpha,TNFＧα)、糖基化终末产物(advancedglycationendproducts,AGES)、白细胞介素Ｇ１β(InterＧ
leukinＧ１β,ILＧ１β)、白细胞介素－６(InterleukinＧ６,ILＧ６)含量水平,并记录创面愈合时间,对该模型的稳

定性、实用性进行评估.结果:造模后 N 组 HCRP含量低于其他３组(F＝４０．１４０,P＜０．００１);各组bFＧ
GF含量无统计学差异(F＝１．８４６,P＞０．０５).创面愈合后各组大鼠血清中 HCRP含量具有统计学差

异(F＝６．３４０,P＝０．００３),组间比较 B 组低于 M 组(P＝０．００１);各组 bFGF 含量比较无差异(F＝
２．３３１,P＞０．０５),组间比较 B 组高于 N 组(P＝０．０１８);各组 AGEs含量比较具有统计学差异(F＝
１８．６６２,P＝０．０００),组间比较B组低于 DU 组、M 组(P＝０．００６、０．０００);各组 TNFＧα、ILＧ１β、ILＧ６含量

比较有差异(F＝１７４．８２０、６２．８０、１６．００８),组间比较 B 组 TNFＧα、ILＧ１β、ILＧ６水平均低于 M 组(P＝
０．０００、０．０００、０．１７);M 组与 DU 组相比,TNFＧα、ILＧ１β水平较高(P＝０．０００、０．００４).创面愈合时间比

较,M 组愈合时间较 N 组、DU 组、B组明显延迟,差异具有统计学意义(F＝９３．４４３,P＜０．０５).结论:
该模型较符合感染性糖尿病溃疡局部环境,为糖尿病感染的研究提供了一种可靠的工具.

[关键词]大肠埃希菌;糖尿病溃疡;感染;大鼠模型

[中图分类号]R５８７．２;RＧ３３２　[文献标识码]A　[文章编号]１００７Ｇ１２３７(２０１９)０６Ｇ０４０５Ｇ０５

EstablishmentandevaluationofdiabeticfootUlcerratmodelinfectedbyEscherichiacoli

HUNAGRenＧyan,HANQiang,HUXiaoＧming,YANGXiao,LIUGuoＧbin

(ShuguangHospital,AffiliatedtoShanghaiUniversityofChineseMedicine,Shanghai２０００２１,China)

[FoundationProject]:NationalNaturalScienceFoundationofChinain２０１７．ProjectNo:８１７７４３１０;ShanghaiTCMHealthServiceCollaborativeInnovationCenＧ

terProjectin２０１８．ProjectNo:ZYJKFW２０１７０１００２．
[Author]:HUANGRenＧyan,PhD,EＧmail:huangrenyan＠foxmail．com．
[Correspondenceto]:LIUGuoＧbin,EＧmail:１５８００８８５５３３＠１６３．com．

Received:２０１９Ｇ０１Ｇ１４　　Revised:２０１９Ｇ０１Ｇ２７ JHMC,２０１９;２５(６):４０５Ｇ４０９

Viewfromspecialist:Itiscreative,andofcertainscientificandeducationalvalue．

[ABSTRACT]Objective:ItisexpectedtoestablishadiabeticulcerratmodelinfectedwithEscherichiacolitoprovidean

appropriatemodelfortheexperimentalstudyofdiabeticfootulcer．Method:３２SDmaleratswererandomlydividedintothree
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groupsincludingthecommonulcergroup(N),thediabeticulcergroup(DU)andthemodelgroup(M)andBefujigroup(B)．
ThestabilityandpracticabilityofthemodelwereevaluatedbyHEperformedonthelocalskintissueofthewoundsandELISA
detectiondetectingthecontentofHighsensitivecＧreactiveprotein(HCRP),basicfibroblastgrowthfactor(bFGF)inratserum
aftermodelingandHCRP,bFGF,tumornecrosisfactorＧalpha(TNFＧα),advancedglycationendproducts(AGEs),InterleuＧ
kinＧ１β(ILＧ１β)andInterleukinＧ６(ILＧ６)levelsafterwoundhealing．Results:Aftermodeling,theHCRPcontentinNgroup
waslowerthanthatintheotherthreegroups(F＝４０．１４０,P＜０．００１)．TherewasnosignificantdifferenceinbFGFcontentbeＧ
tweenthegroups(F＝１．８４６,P＞０．０５)．Afterwoundhealing,theHCRPcontentinserumofratsineachgroupshowedstatistiＧ
caldifference(F＝６．３４０,P＝０．００３)．ThelevelofHCRPingroupBwaslowerthanthatingroupM (P＝０．００１)．Therewas
nodifferenceinbFGFcontentbetweenthegroups(F＝２．３３１,P＞０．０５)．ThelevelofbFGFingroupBwashigherthanthatin

groupN (P＝０．０１８)．ThecontentsofAGEsineachgroupwerestatisticallydifferent(F＝１８．６６２,P＝０．０００)．Thecontentsof
AGEsingroupBwerelowerthanthoseingroupDUandgroupM (P＝０．００６,０．０００)．ThecontentsofTNFＧα,ILＧ１βandIL
Ｇ６ineachgroupweredifferent(F＝１７４．８２０,６２．８０,１６．００８,Pall＜０．００１)．ThelevelsofTNFＧα,ILＧ１βandILＧ６ingroup
BwerelowerthanthoseingroupM (P＝０．０００,０．０００,０．１７)．ComparedwithDUgroup,thelevelsofTNFＧα,ILＧ１βinM

groupwerehigher(P＝０．０００,０．００４)．WoundhealingtimeingroupM wassignificantlydelayedthanthatingroupN,groupＧ
DUandgroupB(F＝９３．４４３,P＜０．０５)．Conclusion:Thismodelismoreinlinewiththelocalenvironmentalcharacteristicsof
infecteddiabeticulcerandprovidesareliabletoolforthestudyofdiabeticinfections．

[KEYWORDS]Escherichiacoli;Diabeticulcer;Infection;Ratmodel

　　糖尿病足(Diabeticfoot,DF)是糖尿病后期严

重并发症之一,１５％~２０％糖尿病足患者后期会出

现糖尿病足溃疡(Diabeticfootulcer,DFU),４０％~
８０％糖尿病足溃疡患者会合并感染[１,２].糖尿病足

溃疡是目前非创伤性下肢截肢的主要原因,当合并

感染时截肢风险将提高１５５倍[３].目前糖尿病足溃

疡感染病原菌主要包括革兰氏阴性菌(大肠埃希菌、
铜绿假单胞菌等)、革兰氏阳性菌(金黄色葡萄球菌、
粪肠球菌等)、真菌(白假丝酵母)三大类[４Ｇ７].糖尿

病溃疡动物模型是糖尿病足溃疡研究的基础条件,
随着研究的深入,糖尿病溃疡动物模型目前已有缺

血性病变动物溃疡模型、神经性病变动物溃疡模型、
感染性溃疡模型三大类[８].本实验是在高脂饲料喂

养结合链脲佐菌素(STZ)诱导的糖尿病大鼠基础上

采用烫伤法结合皮下注射大肠埃希菌质控菌株建立

感染性糖尿病溃疡模型,造模各阶段均严格按照客

观量化指标评估,以期为糖尿病感染性溃疡模型提

供新思路.

１　材料与方法

１．１　一般材料

４周龄SD雄性SPF级大鼠,体重(１８０±１０)g,
饲养环境:室温为(２３±２)℃,相对湿度为(５６±
１０)％,上海中医药大学实验动物中心提供.

１．２　试剂、仪器、饲料

链脲佐菌素(Streptozotocin,STZ),购自 AlexＧ
is公司;质控菌株大肠埃希菌ＧATCC２５９２２(EscheＧ
richiacoli,E．coli),上海市疾病预防控制中心国际

实验工作站提供;重组牛碱性成纤维细胞生长因子

(商品名:贝复济,RecombinantBovineBasicFiＧ
broblastGrowthFactorForExternalUse,rbＧbFＧ
GF),珠 海 亿 胜 生 物 制 药 有 限 公 司,国 药 准 字

S１０９８００７７;SQLＧ５Q 烫伤仪,上海欣软信息科技有

限公司提供.
高脂饲料成份:基础饲料７３％,猪油２０％,奶粉

２％,胆固醇１％,蔗糖４％;其中基础饲料配方:大麦

１５％,小麦３１％,玉米１５％,麸皮１５％,鱼粉６％,豆
粕、油和盐共１８％(基础饲料购自中国人民解放军

海军医学研究所),上海中医药大学实验动物房提

供.

１．３　STZ溶液制备

取柠檬酸 A溶液和柠檬酸钠B溶液,按照 A∶
B＝１∶１．３２比例,配制柠檬酸Ｇ柠檬酸钠缓冲液,
按１．５％ 浓度将STZ溶于缓冲液中.注意:STZ见

光自然分解,需避光,制备后要求１５min内使用完

毕.

１．４　动物分组

３２只SD大鼠根据随机数字表分为普通溃疡对

照组(N 组)、糖尿病溃疡组(DU 组)、模型组(M
组)、贝复济组(B组),每组各８只.

１．５　模型制备

１．５．１　糖尿病大鼠模型制备　 DU 组、M 组、B组

大鼠采用高脂饲料饲养８周,禁食２４h后于左下腹

腹腔按３５mg２/kg剂量注射１．５％链脲佐菌素.糖

尿病模型制备后各组大鼠均改为普通饲料饲养.评

价标准:于注射２４h后、３d后分别于尾静脉取血测

血糖,若血糖值均＞１６．７mmol/L,并出现多饮多
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尿,背毛污秽,垫料潮湿,表示糖尿病模型制备成功.

１．５．２　溃疡模型制备　 N 组普通饲料喂养１０周

后、糖尿病大鼠模型(DU组、M 组、B组)制备完成２
周后,采用３％戊巴比妥钠按２mL/Kg剂量腹腔注

射麻醉后,使用恒温恒压烫伤仪(参数:温度９０℃,
压力９．８N,４cm２ 探头)于大鼠背部下端皮肤接触

１０s进行烫伤.评价标准:烫伤处皮肤颜色苍白、局
部出现肿胀或出现水泡.２４h后取烫伤处与正常

皮肤交界处皮肤行病理切片,采用 HE染色法观察

达到深度Ⅱ度烫伤,表示糖尿病溃疡模型制备成功.

１．５．３　感染性糖尿病溃疡大鼠模型制备　 M 组、B
组大鼠在糖尿病溃疡模型制备完成稳定２d后,刮
取传代后菌落大肠埃希菌ＧATCC２５９２２(使用分光

光度计,设 OD值６００,析光度为１,调定菌悬液浓度

１×１０８ufc/mL),磷酸盐缓冲液(PBS液)１０倍梯度

稀释后于每个创面皮下注射浓度为０．１mLPBS
液.评价标准:注射４８h后取局部分泌物行脓培

养:使用 PhoenixＧ１００ＧBD,做细菌鉴定及药敏,检测

出不耐药细菌或机会感染菌即为造模成功.２４h
后开放创面,进行药物干预评价.

１．６　各组干预措施

各组大鼠模型建立完成３d后开始换药治疗.

N组、DU 组、M 组均采用生理盐水换药;B组采用

贝复济换药.各组每日换药一次,创面全部愈合后

取腹主动脉取血离心血清后－２０℃保存.

１．７　评价指标及检测方法

１．７．１　组织形态学观察　 各组大鼠烫伤后２４h取

局部皮肤组织１０％甲醛固定,石蜡包埋,HE染色,
光学显微镜下观察.

１．７．２　病原微生物检测　各组大鼠造模完成４８h
后,取局部创面分泌物性细菌鉴定.

１．７．３　酶联免疫吸附法(ELISA)检测　各组大鼠

造模完成后取眼眶血采用 ELISA 检测方法检测血

清 HCRP、bFGF;创面愈合后取腹主动脉血,采用

ELISA检测方法检测血清 HCRP、bFGF、TNFＧα、

AGEs、ILＧ１β、ILＧ６含量.

１．８　统计学处理

所有数据采用SPSS２１．０统计学软件进行分析

处理,数据以均数±标准差(􀭺x±s)表示,多组间比

较采用单因素方差分析(oneＧwayANOVA),两两

比较用 LSDＧt法,计数资料比较采用χ２ 检验,P＜
０．０５为差异有统计学意义.

２　结果

２．１　各组大鼠存活情况比较

N组大鼠在造模后第１天出现１只死亡,换药

第７天死亡１只;DU组大鼠换药第８天、第１０天;

M 组换药第１１天、１２天各死亡１只;B组换药１２
天死亡１只.N 组、DU 组、M 组死亡率为２５％,B
组死亡率为１２．５％,无统计学差异(P＝０．９２０).

２．２　各组大鼠皮肤组织用药前病理学结果比较

图１普通溃疡组(N 组)、糖尿病溃疡组(DU)、
模型组(M 组)、贝复济组(B组)皮肤组织破坏达真

皮层,毛囊,汗腺等皮肤附件破坏,炎症细胞浸润,符
合深Ⅱ度烫伤.

图１　各组大鼠用药前皮肤病理学结果(HE染色×１００)

Fig．１Skinpathologicalresults(HEstaining×１００)ofratsineachgroupbeforemedication

２．３　各组病原微生物检测结果

病原物生物检查结果各组比较,差异具有统计

学意义(P＝０．００３).见表１.

表１　各组模型制备完成４８h后创面微生物检测结果

Table１　Microbialtestresultsofwounds４８hoursaftermodelpreparation

组别 n 病原菌种类及数量

普通溃疡组 ７ 大肠埃希菌１例伴奇异变形菌,铜绿假单胞菌１例
糖尿病溃疡组 ８ 大肠埃希菌１例,金黄色葡萄球菌１例

模型组 ８ 大肠埃希菌８例,其中伴金黄色葡萄球菌１例
贝复济组 ８ 大肠埃希菌８例,其中伴铜绿假单胞菌１例

２．４　各组大鼠血清指标结果比较

造模后各组 HCRP含量比较具有统计学差异

(F＝４０．１４０,P＜０．０１);糖尿病溃疡组、模型组、贝

复济组 HCRP含量均高于正常溃疡组(P＜０．０１).

造模 后 各 组 bFGF 含 量 均 无 统 计 学 差 异 (F ＝

１．８４６,P＞０．０５).见表２.
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表２　各组大鼠造模后血清中HＧCRP、bFGF比较(􀭺x±s)

Table２　ComparisonofserumH－CRPandbFGFinrats

aftermodelestablishment(􀭺x±s)

组别 n
HＧCRP

(ng/mL)
bFGF

(pg/mL)
普通溃疡组 ８ ４．７３３±０．１６６ab ０．８１９±０．０２２

糖尿病溃疡组 ８ ６．８６７±０．２０４ab ０．９６４±０．０５３
模型组 ８ ６．４８３±０．０９７ ０．９４２±０．０５３

贝复济组 ８ ６．４９４±０．１１３ ０．９５３±０．０６２
F ４０．１４０ １．８４６
P ０．０００ ０．１６２

　　注:与模型组比较,aP＜０．０５;与贝复济组比较,bP＜０．０５.

　　创面愈合后各组大鼠血清中 HCRP含量具有统

计学差异(F＝６．３４０,P＝０．００３),贝复济组低于模型

组,具有统计学差异(P＝０．００１);创面愈合后各组

bFGF含量比较无差异(F＝２．３３１,P＞０．０５),组间比

较,贝复济组高于正常溃疡组(P＝０．０１８);各组

AGEs含量比较,贝复济组低于糖尿病溃疡组、模型

组,具有统计学差异(P＝０．００６,０．０００).见表３.

表３　各组大鼠创面愈合后HＧCRP、bFGF、AGEs结果比较(􀭺x±s)

Table３　ComparisonofH－CRP,bFGFandAGEsafter

woundhealinginratsofeachgroup(􀭺x±s)

组别 n
HＧCRP
(ng/mL)

bFGF
(pg/mL)

AGEs
(ng/L)

普通溃疡组 ６ １．０９５±０．０６７ ０．６４７±０．０３３b ３６．６２５±０．９１１a

糖尿病溃疡组 ６ １．２２３±０．０５６b ０．７５２±０．１５２ ４９．７２４±３．２３０b

模型组 ６ １．２８２±０．１００b ０．７９５±０．１０８ ５４．９９８±１．９２１b

贝复济组 ７ ０．９２５±０．１６５a ０．９８３±０．０４６ ４１．７８６±０．４３５a

F ６．３４０ ２．３３１ １８．６６２
P ０．００３ ０．１０３ ０．０００

　　注:与模型组比较,aP＜０．０５;与贝复济组比较,bP＜０．０５.

　　创面愈合后,糖尿病溃疡组、模型组、贝复济组

的 TNFＧα、ILＧ１β、ILＧ６含量均高于普通溃疡组(F＝
１７４．８２０、６２．８００、１６．００８,P 均＜０．００１);贝复济组

TNFＧα、ILＧ１β、ILＧ６水平均低于模型组(P＝０．０００、

０．０００、０．１７０);模型组与糖尿病溃疡组相比,TNFＧ
α、ILＧ１β含量高于糖尿病溃疡模型,具有统计学差

异(P＝０．０００、０．００４,P 均＜０．０５).见表４.

表４　各组大鼠创面愈合后TNFＧα、ILＧ１β、ILＧ６结果比较

Table４　ComparisonofTNF－a,IL－１βandIL－６afterwound

healinginratsofeachgroup

组别 n
TNFＧα
(ng/L)

ILＧ１β
(ng/L)

ILＧ６
(pg/mL)

普通溃疡组 ６ ２７．２７３±１．０６５ab ９．０９４±０．４１２ab ４６．０８４±４．４０３ab

糖尿病溃疡组 ６ ３８．１９１±１．２７７ab １６．２６４±０．６１８a ７４．７０６±７．０８３
模型组 ６ ６７．６８１±１．５８５b １９．２４１±０．７５２b ８６．０５８±１．９４３b

贝复济组 ７ ４２．６９４±１．１１４a １６．０８９±０．２９６a ７１．２１９±０．９５３a

F １７４．８２０ ６２．８０ １６．００８
P ０．０００ ０．０００ ０．０００

注:与模型组比较,aP＜０．０５;与贝复济组比较,bP＜０．０５.

２．５　创面愈合时间比较

普通溃疡组、糖尿病溃疡组、模型组、贝复济组

愈合时间分别为(１４．１７±０．４７７)、(１７．５０±０．４２８)、
(２２．６７±０．４２２)、(１７．７１±０．４２１)d.各组大鼠创面

愈合时间相比,模型组愈合时间较普通溃疡组、糖尿

病溃疡组、贝复济组明显延迟,差异具有统计学意义

(F＝６１．６１９,P＜０．０５).
３　讨论

糖尿病足溃疡作为非创伤性下肢截肢的主要原

因[９,１０],其发病机制、治疗作用机理已成为相关专家

学者研究重心.随着相关研究的进行,动物模型作

为临床研究的基础,糖尿病溃疡动物模型的研究亦

在不断创新发展.目前糖尿病溃疡动物模型的研

究,尚处于在糖尿病动物模型基础上进行局部造模

阶段.当前SD大鼠腹腔注射链脲佐菌素(STZ)诱
导的糖尿病大鼠模型在国内外应用最为广泛[１１Ｇ１３].
糖尿病溃疡模型目前主要包括采用血管结扎法、皮
肤压迫法诱导的缺血性溃疡模型、分离坐骨神经诱

导神经性病变溃疡模型以及采用病原菌接种局部形

成感染性溃疡模型[８,１４].烫伤法已应用于溃疡动物

模型制备中[１５],技术已相对成熟.临床上糖尿病足

溃疡患者通常合并感染,因此在糖尿病溃疡研究中,
感染性糖尿病溃疡模型能为实验研究提供更加接近

人体的环境.目前制备感染性动物模型最常用病原

菌为金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌[１６,１７].
本实验在高脂饲料联合STZ诱导的糖尿病大

鼠模型基础上,采用烫伤法联合局部接种大肠埃希

菌病原菌建立感染性糖尿病溃疡模型.本文采用的

恒温恒压烫伤仪通过参数设定实现温度恒定、压力

恒定、烫伤时间可控,后期可达到局部创面形状规

则,面积可精准计算的效果,且创面完全由烫头热力

所致,可排除其他因素干扰,重复性较高.本实验取

烫伤后４８h大鼠皮肤组织行 HE染色,各组大鼠均

符合深Ⅱ度烫伤,证实模型符合标溃疡标准.病原

微生物检测结果显示感染模型制备成功.糖尿病本

身是一种慢性低度炎症性疾病,常有炎症因子高表

达[１８],同时当机体受损时,炎症反应随之启动[１９],
本实验造模后糖尿病溃疡组、模型组、贝复济组的

HCRP高于普通溃疡组,进一步验证了糖尿病模型

制备成功.持久的高血糖状态引起许多结构蛋白、
功能蛋白和核酸蛋白非酶糖基化,最终形成不可逆

的 AGEs,并且可刺激 TNFＧα、ILＧ１β、ILＧ６等炎症因

子分泌增加[２０].实验中糖尿病溃疡组、模型组、贝
复济组血清中 AGEs、TNFＧα、ILＧ１β、ILＧ６含量均高

于普通溃疡组,且模型组 TNFＧα、ILＧ１β含量高于糖

尿病溃疡组,一方面验证了糖尿病溃疡组、模型组、
贝复济组符合糖尿病溃疡病理生理学特征,另一方

面表明模型组在创面愈合过程中反应具有特异性.

８０４ 　海南医学院学报 Vol􀆰２５No􀆰０６Mar􀆰２０１９



另外贝复济组 TNFＧα、ILＧ１β、ILＧ６含量均低于模型

组,表明贝复济局部应用可抑制接种菌,表明所建立

的感染模型可用于药效评估.在创面愈合时间方

面,模型组明显较糖尿病溃疡组、普通溃疡组、贝复

济组延迟,一方面符合感染性糖尿病溃疡的临床症

候学特征,另一方说明贝复济应用于感染性糖尿病

溃疡治疗中.
高脂饲料联合STZ局部采用烫伤法联合大肠

埃希菌病原菌接种建立的感染性糖尿病溃疡模型是

一种分阶段、多因素干预的共同结果,模型制备的各

个阶段均需通过严格的质量把控,最终模型较好的

模拟了人体感染性糖尿病溃疡的环境,为临床糖尿

病足感染的研究提供了新工具.
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