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金黄色葡萄球菌生物膜克氏针置入建立创伤性大鼠骨髓炎模型

冯建波 1，2，李陈诚 1，2，刘金月 1，2，王小敏 3，彭笳宸 1，2

文题释义：

骨髓炎：为一种骨的感染和破坏，可由需氧或厌氧菌、分枝杆菌及真菌引起，骨髓炎好发于长骨、糖尿病患者的足部或由于创伤或手术引

起的穿透性骨损伤部位。

生物膜：也称为生物被膜，是指附着于有生命或无生命物体表面被细菌胞外大分子包裹的有组织的细菌群体，生物膜细菌对抗生素和宿主

免疫防御机制的抗性很强。

摘要

背景：建立可靠且接近临床的动物模型是研究骨髓炎治疗方法的基础和关键，以往均为直接滴加细菌至钻孔内制作骨髓炎模型，与临床发

病因素有明显区别，且滴入细菌悬液量不易控制，易导致模型动物死亡，而在临床中以细菌生物膜导致骨髓炎的情况最多见。

目的：利用带细菌生物膜克氏针置入骨髓腔来制作大鼠骨髓炎模型。

方法：用金黄色葡萄球菌制作带细菌生物膜克氏针，取18只健康SD大鼠，将带金黄色葡萄球菌生物膜克氏针置入SD大鼠胫骨，以无菌石蜡

封闭钻孔。造模后密切观察动物行动状态及切口愈合情况，4周后行影像学及病理学检查观察骨感染情况，无菌取造模部位分泌物作细菌

培养，并行质谱鉴定其是否为制作细菌生物膜时接种的细菌，并检测造模前后大鼠血清炎症因子，作为评估骨髓炎模型造模成功的指标。

结果与结论：18只大鼠均符合骨髓炎特征，均表现出不同程度的流脓、死骨、死腔以及新生骨形成；造模后大鼠降钙素原、肿瘤坏死因子

α以及白细胞介素10等血清炎症因子增高明显(P < 0.05)；经过鉴定大鼠分泌物培养后形成的细菌为金黄色葡萄球菌。以上结果证实：通过

金黄色葡萄球菌生物膜克氏针置入大鼠胫骨可以成功制作大鼠骨髓炎模型，且更接近临床骨髓炎发病情况。 
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研究原著
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研究原著

0   引言   Introduction
骨髓炎是骨的感染和破坏，可由需氧或厌氧菌、分枝

杆菌及真菌等引起，其中最常见病原菌为金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus，S. aureus)[1]
。慢性骨髓炎好发于长骨，

成人常见于创伤骨折术后感染、糖尿病患者血运较差的足部

或由于创伤或手术引起的穿透性骨损伤部位，儿童最常见于

血源性骨髓炎，常见部位为血供良好的长骨，如胫骨或股骨

的干骺端
[2-3]

。临床上骨髓炎常反复发作，经久不愈，严重

影响患者的身心健康，加重了家庭的经济负担，并且部分严

重患者导致劳动力丧失
[4]
。骨髓炎急性发作时可有高热、局

部疼痛，转为慢性骨髓炎时会有溃破、流脓、有死骨或空洞

形成，重症患者可危及生命，有时不得不进行截肢，致患者

残疾
[5]
。目前针对骨髓炎最常用的治疗方法是病灶彻底清除、

带抗生素植骨
[6]
，治疗效果往往不理想，常需要多次手术和

长期使用抗生素，且复发率很高
[7-8]

，因此骨髓炎的治疗依

然是骨科医生的一大难题。

S. aureus 成为骨髓炎感染的主要病原菌，在骨髓炎感

染中 75% 为葡萄球菌，其中 S. aureus 占主要地位，S. aureus

已成为一种威胁人类的主要病原体，导致各种疾病，从

化脓性感染到威胁生命的感染如脓毒血症等
[9]
。生物膜是         

S. aureus 感染的主要途径和难治的原因之一，S. aureus 生物

膜协助其在骨组织定植感染，是一种对恶劣环境的适应性反

应，增加了对抗生素的抗药性，削弱了宿主的免疫力，生物

膜还加强了 S. aureus 对营养缺乏的耐受性
[10]
。防止生物膜

形成和破坏生物膜可能成为治疗 S. aureus 感染的必要手段，

有研究发现，通过槲皮素抑制细菌生物膜防止感染取得了一

定成效，其在抑制生物膜的同时还降低了细菌的耐药性，促

进了药物对细菌的杀灭作用
[11]
。

要探究骨髓炎的治疗方法，有效复制临床的骨髓炎模

型是研究的基础和关键，在临床中以细菌生物膜导致骨髓炎

的情况最多见，因此模拟细菌生物膜导致的骨髓炎模型对未

来骨髓炎治疗的研究至关重要。以往均为直接滴加细菌进入

钻孔内制作骨髓炎模型，与临床发病因素有明显区别，且滴

入细菌悬液量不易控制，易导致模型动物死亡，此次研究建

立新型 S. aureus 生物膜克氏针置入大鼠胫骨导致骨髓炎的模

型，与临床内固定生物膜感染更加接近。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   自身前后对照，动物体内实验。

1.2   时间及地点   实验于 2019 年 9 月至 2020 年 6 月在遵义

医科大学基础 1 号实验楼 3 楼生物化学实验室完成。

1.3   材料   SPF 级雌性 SD 大鼠 18 只购自长沙市天勤生物科

技有限公司，8 周龄，体质量 250 g 左右，每笼饲养 3 只。

给动物提供标准食物和水，实验前进行 1 周适应；所有动物

的处理均遵照伦理规定进行，并通过遵义医科大学附属医院

伦理审查委员会审查批准，批准号：KLLY-2019-074。
1.4   方法

1.4.1   细菌菌株与带菌克氏针制作   将金黄色葡萄球菌

ATCC25923( 遵义医科大附属医院检验科提供 ) 标准株接种于

血琼脂平板上，37 ℃恒温培养箱中孵育 24 h 后取出，接种

环无菌挑取单个菌落至 15 mL 的氯化钠肉汤 ( 青岛海博生物，

中国 ) 培养液中，并置于 37 ℃的恒温摇菌箱中孵育 18 h，调

整细菌浓度到 1×107 CFU/mL，取直径为 1 mm、长度为 5 mm

无菌克氏针放置于细菌悬液中，继续于恒温摇菌箱中孵育

18 h，用结晶紫 ( 索莱宝，中国 ) 染色克氏针证实有细菌生

物膜形成
[12]
，见图 1。

1.4.2   骨髓炎模型制作   腹腔注射 3% 戊巴比妥钠 ( 遵义医科

大学附属医院提供 )30 mg/kg 以麻醉大鼠。麻醉生效后固定

大鼠四肢，右下肢备皮，碘伏消毒术区，铺一次性无菌治疗巾，

在膝关节下沿胫骨前嵴内侧切开长约 1 cm 切口，在胫骨前

Abstract
BACKGROUND: To establish an animal osteomyelitis model is the basis and key to explore the treatment of osteomyelitis. In the past, direct addition of bacteria 
was used to make the osteomyelitis model, which is significantly different from clinical pathogenic factors. Moreover, it is difficult to control the amount of 
bacterial suspension dripped, which can easily lead to the death of model animals. Osteomyelitis caused by bacterial biofilms is the most common in clinical 
practice. 
OBJECTIVE: To prepare a rat model of osteomyelitis by inserting Kirschner wires with bacterial biofilms into the rat bone marrow cavity.
METHOD: Bacterium-bearing Kirschner wires were prepared using Staphylococcus aureus. Eighteen healthy Sprague-Dawley rats were enrolled. Kirschner wires 
with Staphylococcus aureus biofilms were inserted into the rat tibia, and the borehole was sealed with sterile paraffin. Rats’ behaviors and incision healing were 
observed after modeling. Bone infection was observed through imaging and pathological examinations at 4 weeks after modeling. Secretions at the model 
site were aseptically taken for bacterial culture, and mass spectrometry was used to identify whether they were the bacteria inoculated during the production 
of bacterial biofilms, and the serum inflammatory factors of rats before and after modeling were detected as indicators for evaluating the success of the 
osteomyelitis model.
RESULTS AND CONCLUSION: All the 18 rats presented with the characteristics of osteomyelitis. They all showed different degrees of pus, dead bone, dead 
space and new bone formation. After modeling, the levels of serum inflammatory factors, such as procalcitonin, tumor necrosis factor alpha and interleukin-10, 
increased significantly (P < 0.05). The bacteria that formed after secretion culture were identified as Staphylococcus aureus. To conclude, the rat osteomyelitis 
model can be successfully made by inserting the Kirschner wire into the rat tibia through the Staphylococcus aureus biofilm, which is closer to osteomyelitis in 
clinic.
Key words: osteomyelitis; rats; animal model; Staphylococcus aureus; bacterial biofilm; Kirschner wire
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肌内侧进入达骨膜，显露胫骨上端的前外侧面胫骨嵴，小心

刮开骨膜，用直径 1.5 mm 钻头的手钻在此处钻骨洞，用小

刮匙探查去除松质骨，将制备的带细菌生物膜克氏针头插入

胫骨髓腔后用骨蜡将骨窗封闭，生理盐水反复冲洗后逐层缝

合伤口，予单笼饲养，造模后观察 4 周，见图 2。

法抽取血液，用无菌管收集，室温血液自然凝固 10-20 min，
2-8 ℃条件离心 20 min 左右 (2 000-3 000 r/min)，仔细收集上

清，用大鼠降钙素原、肿瘤坏死因子 α 以及白细胞介素 10

的 Elisa 盒子 (Elabscience，中国 ) 进行检测，使用多功能酶标

仪 (SpectraMax M2e，美国 ) 检测吸光度并计算浓度，对比造

模前后大鼠炎症因子变化情况。

1.5   主要观察指标   大鼠体温变化、切口愈合及流脓情况、

影像学检查、大体骨标本钻孔愈合情况、细菌培养、骨组织

苏木精 -伊红染色病理学及炎症因子检测。

1.6   统计学分析   采用 SPSS 23.0 统计软件及作图软件

GraphPad Prism 8.0 进行分析，术前术后对比采用单因素方差

分析，以 P < 0.05 为差异有显著性意义。

2   结果   Results 
2.1   实验动物数量分析   18 只 SD 大鼠骨髓炎造模全部成功，

观察过程中无动物死亡及丢失，所有结果进入数据分析。

2.2   大鼠体温变化   检测造模前 1 d 至造模后 1 周的体温，

取平均值统计分析后显示术前检测大鼠体温在 37 ℃以下，

造模后第 2 天体温开始升高，至造模后第 4，5 天升至最高

达到 38.8 ℃，造模后第 7，8 天时温度逐渐恢复至造模前体

温范围，见图 3。

2.3   切口愈合及瘘管形成以及胫骨大体标本情况   造模后第

2 周所有大鼠出现不同程度的红肿流脓，切口可见脓性分泌

物；切开皮肤皮下后可见到瘘管形成；将胫骨取下，去除软

组织，可以见到钻孔部位有脓性分泌物，钻孔未愈合，内有

新生骨形成，见图 4。

2.4   造模部位 X 射线片检查结果   造模后第 4 周右侧胫骨 X

射线片可观测到克氏针所在位置腔隙增大，死骨形成，且有

新生骨形成包绕克氏针，皮质变薄部分出现不连续，钻孔处

骨质愈合不良，见图 5。

2.5   骨组织苏木精 - 伊红病理检查结果   将大鼠右侧胫骨取

下，去除软组织，用 EDTA 脱钙液脱钙 4 周左右，取出克氏

针后进行切片苏木精 - 伊红染色，光镜下见大量炎性细胞浸

润骨髓腔，钻孔部位骨皮质未能愈合，骨髓腔能可见新生骨

形成，见图 6。

2.6   细菌分泌物培养鉴定   消毒无菌切开右侧胫骨造模部位

皮肤，分离软组织，无菌蘸取大鼠钻孔部位分泌物在血琼脂

培养板上进行培养，培养 24 h 后可见到单个金黄色葡萄球菌

菌落形成，并有溶血环，见图 7。

2.7   细菌质谱鉴定   将细菌分泌物培养菌落送至遵义医科大

学检验科行细菌质谱鉴定，经过鉴定大鼠分泌物培养后形成

的细菌均为金黄色葡萄球菌，见图 8。

2.8   血清炎性指标检测结果   造模前尾部采血法抽取大鼠血

液，分离血清保存于 -80 ℃冰箱中，术后第 4 周心脏采血法

采血后分离血清并行 Elisa 检测，可见造模后大鼠降钙素原、

肿瘤坏死因子 α 以及白细胞介素 10 等血清炎症因子增高明

显 (P < 0.05)，差异有显著性意义，见图 9。

1.4.3   骨髓炎检测指标 

体温检测：造模前检测大鼠体温情况，造模后 1 周连续

检测大鼠体温变化，采用肛测法测量大鼠体温，将体温计探

头置入大鼠肛门内距肛门口 1.5-2.0 cm 深度，约 20 s 后读数，

对比术前术后大鼠体温变化情况。

切口愈合情况：造模后观察切口部位愈合情况及有无流

脓。

影像学检查：造模后第 4 周后所有大鼠行 X 射线 ( 遵义

医科大学附属医院影像科 )检测造模部位，采用正、侧位摄片，

观察骨组织愈合情况。

大体标本情况：造模后第 4 周过量麻醉处死大鼠，将大

鼠造模胫骨取下去除软组织，观察骨洞愈合情况，有无隧道

形成及流脓。

骨病理苏木精 - 伊红染色：将骨胫骨放入 EDTA 脱钙液

(索莱宝，中国 )脱钙，每天更换脱钙液，用细针试探脱钙程度，

待可轻松刺入骨皮质时为宜，将标本送至遵义医科大学附属

医院病理科行石蜡包埋病理切片并行苏木精 -伊红染色。

细菌培养及鉴定：将大鼠处死后无菌取钻孔部位分泌物

涂到血琼脂平板进行画线培养，观察有无细菌菌落生长，将

培养出的细菌利用质谱仪 ( 全自动快速微生物质谱检测系统，

Automated microbial identification system，法国 ) 进行质谱鉴

定，鉴定是否为克氏针上所接种细菌导致感染。

炎症因子检测：造模前后检测炎症因子，造模前采取大

鼠尾部采血法，造模第 4 周戊巴比妥麻醉大鼠后，心脏采血

实验动物造模过程中的相关问题

造模目的： 建立可靠且接近临床的大鼠骨髓炎模型

选择动物的条件： SPF 级雌性 SD 大鼠，8 周龄，体质量 250 g 左右

动物来源及品系： SD 大鼠购自长沙市天勤生物科技有限公司

造模技术描述： 用金黄色葡萄球菌制作带细菌生物膜克氏针，取 18 只

健康 SD 大鼠，右下肢备皮，在膝关节下沿胫骨前嵴内

侧切开长约 1 cm 切口，在胫骨前肌内侧进入达骨膜，显

露胫骨上端的前外侧面胫骨嵴，小心刮开骨膜，用直径      

1.5 mm 钻头的手钻在此处钻骨洞，用小刮匙探查去除松

质骨，将制备的带细菌生物膜克氏针头插入胫骨髓腔后用

骨蜡将骨窗封闭

动物数量及分组方法： 18 只健康 SD 大鼠全部造模，自身前后对照

造模成功评价指标： 观察大鼠体温变化、切口愈合及流脓情况，进行影像学检

查、大体骨标本钻孔愈合情况、细菌培养、骨组织苏木精 -

伊红染色病理学及炎症因子检测证实造模成功

造模过程中动物死亡

原因：

观察过程中无动物死亡及丢失

伦理委员会批准： 实验方案通过遵义医科大学附属医院伦理审查委员会审查

批准，批准号：KLLY-2019-074
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图注：结晶紫染色后克氏针边缘红色箭

头部位有颗粒状蓝色，为细菌生物被膜

图 1 ｜克氏针细菌生物被膜

Figure 1 ｜ Kirschner wire with bacterial 

biofilm

图注：大鼠分泌物培养后形成的细菌鉴定为金黄色葡萄球菌

图 8 ｜骨髓炎模型大鼠造模部位分泌物细菌质谱鉴定

Figure 8 ｜ Identification of bacteria by mass spectrometry at the modeling 

part in the rat osteomyelitis model

图 9 ｜骨髓炎造模前后大鼠血清肿瘤坏死因子 α(A)、降钙素原 (B)、白

细胞介素 10(C) 水平变化

Figure 9｜Detection of serum tumor necrosis factor-a (A), procalcitonin (B), 

and interleukin-10 (C) before and after the osteomyelitis model was made 

in rats

图 7 ｜骨髓炎模型大鼠造模部位细

菌分泌物培养鉴定

Figure 7 ｜ Culture and identification 

of bacterial secretions at the 

modeling part in the rat osteomyelitis 

model

图 3 ｜骨髓炎模型大鼠

体温变化曲线

Figure 3 ｜ Rat body 

temperature change 

curve

图 5 ｜骨髓炎模型大鼠造模

部位正、侧位 X 射线片

Figure 5 ｜ Anterior and 

lateral X-ray films of the 

modeling part in the rat 

osteomyelitis model

图 6 ｜骨髓炎模型大鼠造模

部位骨组织病理检查 ( 苏木

精 -伊红染色 )
Figure 6 ｜ Pathological 

examination of bone tissue 

at the modeling part in the 

rat osteomyelitis model 

(hematoxylin-eosin staining)

图 2 ｜造模手术操作切口部位及钻孔情况

Figure 2 ｜ The location of the incision and the drilling during the model 

operation

图注：图 A 中红色线条

为大鼠右侧胫骨切口位

置；B 为钻孔情况；C
为缝合后的伤口

图 4 ｜骨髓炎模型大鼠切口愈合 (A)、瘘管形成 (B) 以及胫骨大体标本情

况 (C)
Figure 4 ｜ Incision healing (A), fistula formation (B) and general tibia 

specimen condition (C) of the rat osteomyelitis model

图注：切开皮肤皮下后

可见到瘘管形成 ( 黑色

箭头指示部位为瘘管 )；
钻孔未愈合，内有新生

骨形成

3   讨论   Discussion
骨髓炎是指以细菌为主的病原微生物感染骨组织引起

的炎症反应，骨髓炎根据病程可以分为急性、亚急性和慢性，

当急性骨髓炎未能治愈时，反复发作就会进展为慢性骨髓炎。

急性、亚急性骨髓炎一般可以通过全身抗生素治疗使症状得

到控制
[13]
，但是其复发率很高，骨髓炎常见于严重的开放

性骨折，多为高能量损伤所致，其骨断端暴露，易被细菌侵

袭，导致骨组织感染或局部细菌病灶残留
[14]
。此类高能量

损伤对骨断端周围皮肤软组织、血管造成的创伤严重，血供

破坏大，极易形成死骨，进而成为细菌生长、细菌生物膜黏

附的“温床”
[15]
，最终形成慢性骨髓炎，在骨科内固定置入

中也可常见置入支架生物膜的感染，骨髓炎病程长、治疗难

度大，截肢率、致残率高。临床上针对骨髓炎的治疗为在充

分清创与病灶引流的基础上给予局部及全身敏感抗生素治

疗，但由于骨髓炎病灶局部血供差，且多伴有死骨形成，全

身应用的敏感抗生素很难在病灶局部形成有效杀菌浓度，治

疗效果差、不良反应大
[16]
，目前仍然是骨科医生的一大难题，

没有较好的治疗方案
[17]
。而随着交通事故的增加、创伤骨

折患者的增多，骨髓炎的发病率也随之逐年增加。流行病学
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调查显示，在发展中国家成人骨髓炎发病率达到 24.4/10 万，

且作为主要劳动力的男性发病率高于女性
[18]
，年轻患者多

见，治疗后反复发作，严重影响患者劳动力并增加了家庭的

经济负担
[19]
，在这些骨髓炎患者中，金黄色葡萄球菌感染

导致的骨髓炎占主要地位
[20]
。慢性骨髓炎反复发作的主要

原因是细菌生物膜的形成，当骨感染细菌超过 24 h 时，细

菌在局部就开始形成生物膜
[21]
，生物膜阻挡了药物和常规

的手术清创治疗，在局部形成对细菌感染的保护灶，增加了

感染治疗难度
[15，22]

。

骨髓炎模型在研究骨髓炎的治疗方法面提供了基础，

在以往的动物模型中，通过将长骨骨折后加入细菌悬液制作   

S. aureus 感染骨髓炎模型，该方法成功感染率较高，但是常

常在加入细菌悬液时有因为浓度过高增加动物死亡的风险，

且骨折后的固定过程较为复杂，增加了模型制作难度
[23]
。在

实验对象选择中，兔和猪的成本较高，在饲养方面的成本也

相对提高，且大型动物的操作较为复杂，常需多人协同才能

完成实验
[24-25]

。在大鼠实验模型中通过注射硬化剂硬化血管

来减少局部血运，并植入内固定并滴加细菌悬液模拟临床骨

髓炎
[26]
，但细菌浓度过高容易导致动物死亡，而且临床中直

接接触大量细菌悬液导致骨感染的病例比较罕见，通常为外

伤清创后残留的细菌形成细菌生物膜，或者手术内固定支架

上残留的细菌生物膜导致骨的感染而形成骨髓炎
[27]
。因此，

此次实验选择大鼠胫骨植入带 S. aureus 细菌生物膜的克氏针

制作骨髓炎模型，与临床发病因素更为相近，模型制作操作

更灵活，动物价格经济适中，管理方便，为骨髓炎模型贴近

临床提供更佳的模型制作方案。

此次研究重点为模拟临床中细菌生物膜形成导致的骨

髓炎，通过制作带生物膜的克氏针作为细菌载体，其对比直

接将细菌悬液滴入动物骨髓腔安全性较高，不易因细菌过量

导致动物死亡
[28]
。临床中患者常常不会直接接触到高浓度细

菌，通常为创伤性骨折清创不彻底，导致细菌残留形成细菌

生物膜，在内固定置入术中，置入的支架是生物膜形成的最

佳场所，因其无血管供应因此对其免疫减弱
[29]
，在植入材料

和坏死骨上形成的生物膜中S. aureus生物膜是最常见的一种。   

S. aureus 骨髓炎持续存在骨科感染中，生物膜被认为是导致

不治之症和慢性感染的主要原因
[10]
。生物膜的形成始于浮游

细菌细胞最初附着在底物上，其具有与多种细胞外基质蛋白

结合的能力，浮游生物细胞的附着会引发胞外聚合物的合成，

包括多糖、蛋白质和核酸。生物膜表型对抗生素的耐药性提

高，部分原因是药物从生物膜外扩散到深埋在生物膜内的细

菌；此外，由于生物膜中细菌代谢表型的改变，抗生素在生

物膜中成功扩散的有效性降低，使它们对药物治疗更具有耐

受性
[30]
。用带 S. aureus 生物膜的克氏针模拟临床发病因素，

通过对以上实验结果的评估，证实成功制作骨髓炎大鼠模型。

虽然目前对骨髓炎的治疗已经取得了很大的进步，但是骨髓

炎仍然得不到根治，因此，制作稳定且接近临床的动物模型

是非常必要的，可靠的骨髓炎动物模型为骨髓炎治疗方法研

究提供了实验基础。

此次研究的局限性：以大鼠为骨髓炎模型对象，其植入

物装置与人类仍有区别，通常人类克氏针是通过钻孔直接转

入骨皮质及骨松质，但是带 S. aureus 生物膜的克氏针直接钻

孔进入大鼠胫骨体内将会导致表层细菌生物膜的破坏，可能

无法成功制作骨髓炎模型，且在大鼠胫骨无法使用与人类相

当的骨固定装置，因此在研究骨髓炎病理性骨折受力情况时

或者需要较大的与人类相仿的如钢板等装置时需要选择较大

体型的动物作为研究对象，以便于手术操作，并达到与人类

临床相仿的应用模型。

此次研究的不足：在大鼠影像学检测方面，利用 MicroCT

进行影像学分析对骨髓炎疾病的诊断更加精确，但是由于经

费以及该实验平台无此设备，故利用X射线片作为影像学检查，

X 射线片相对 MicroCT 清晰度较低，MicroCT 可以更清晰显示

骨质受到骨髓炎模型的破坏情况。
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