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不合理使用止血带加重切口感染及预处理的保护作用
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［摘　要］　目的　通过动物模型探讨止血带对切口感染的影响，以及探讨缺血预处理对切口感染的作用，为临床

中合理使用止血带提供实验基础。方法　１００只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分为４组，每组２５只小鼠，Ａ组：止血带＋切口

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）感染；Ｂ组：缺血预处理＋切口 ＭＲＳＡ感染；Ｃ组：切口 ＭＲＳＡ感染；Ｄ组：空

白对照。比较各组小鼠生存率、体温、血常规及股骨内侧切口周围软组织变化。结果　观察期内Ａ组小鼠生存率

为６８％，Ｂ、Ｃ、Ｄ组小鼠生存率均为１００％。生存分析结果表明，Ａ组小鼠生存率低于Ｂ、Ｃ、Ｄ组小鼠（犘＜０．０５）。

Ａ、Ｂ、Ｃ组小鼠各个时间点体温比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；４组小鼠体温曲线组间比较，差异有统计学意

义（犘＜０．０１）；除基础体温外，其余时间点４组小鼠体温差异均有统计学意义（均犘＜０．０１）。第３天、第７天４组小

鼠血常规（白细胞总数、粒细胞总数、淋巴细胞总数）比较，差异均有统计学意义（均犘＜０．０５）。第７天４组小鼠血

常规均恢复至正常范围内，但Ａ组小鼠血常规各指标均相对于Ｂ、Ｃ、Ｄ组仍偏高。Ａ组小鼠切片上皮组织均未愈

合，周围组织炎症反应最重；Ｂ组小鼠切片中，１０只上皮组织愈合，部分切片可见炎症反应；Ｃ组小鼠中，４只上皮组

织愈合，大部分切片可见炎症反应。结论　小鼠下肢应用止血带可加重切口感染程度，延缓切口愈合，延长机体恢复

正常的时间，甚至导致死亡。制造切口模型前进行缺血预处理可减轻切口感染程度，缩短切口愈合时间。
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　　切口感染是外科手术常见的并发症之一，切口

感染不仅延长患者住院时间、增加住院费用，还可导

致切口愈合延迟甚至裂开，严重的可引起全身感染，

导致死亡［１－３］。骨科手术作为常见的外科手术，其

目的是对受到损伤的骨骼进行修复或重建，以恢复

原来的功能［４］。骨科手术需对手术部位的组织进行

切开分离，并在骨骼受损部位植入内固定物，所以，

一定程度上增加了术后切口感染的风险［５］。大出血

是创伤早期导致死亡的主要原因之一，自１７１８年

Ｐｅｔｉｔ发明了止血带并将其应用于临床，止血带在四

肢手术中起到了重要的作用［６－７］。止血带不仅提供

了清晰的视野，也缩短了手术时间。但随着止血带

的普及，关于止血带并发症的报道也逐渐增多［６］，部

分研究［８－１１］认为，与缺血再灌注损伤有关。研

究［１２－１３］表明，应用止血带会增加术后切口感染的风

险，但目前国内外关于止血带对切口感染影响的研

究还很少。本研究通过动物模型探讨止血带对切口

感染的影响，以及探讨缺血预处理对切口感染是否

具有保护作用，为临床合理使用止血带提供实验基

础。

１　材料与方法

１．１　材料　动物：ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购自中国人民解放

军军事医学科学院实验动物中心，许可证号为

ＳＣＸＫ（军）２０１２－０００４，所有ＢＡＬＢ／ｃ小鼠均质量

检测合格，均为ＳＰＦ级，５６ｄ日龄，雌性，体重均为

２０ｇ左右，每只动物使用１次。饲料、动物垫料均由

北京华阜康生物科技股份有限公司提供，饲养饮用

水采用美国密理博公司生产的 ＭｉｌｌｉＱＡｄｖａｎｔａｇｅ

Ａ１０型纯水器净化的无菌Ｉ级超纯水，小鼠２４ｈ均

可饮水、进食。所有小鼠均饲养于北京维通利华实

验动物技术有限公司提供的小鼠饲养笼中，每个笼

中饲养１只小鼠，排除因动物间撕咬产生的体温变

化。置于恒温小动物饲养室饲养，饲养室为ＡＢＳＬ

２实验室，室温为２３．６℃，湿度为３５％，实验室中央

空调及排风系统由意大利卡乐公司生产，机组２４ｈ

开启，风速为０．１５ｍ／ｓ。光源为ＬＥＤ日光灯管提

供，为荷兰皇家菲利普电子公司生产。饲养室昼夜

明暗交替时间为１２ｈ／１２ｈ，照度为１８ｌｘ。所有动

物实验均由首都医科大学动物伦理委员会审查通

过。菌株：耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ

ｒｅｓｉｓｔａｎｔ犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊，ＭＲＳＡ）标准菌株

ＡＴＣＣ３３５９１由廊坊市人民医院提供。试剂：戊巴

比妥钠由首都医科大学实验动物中心提供。

１．２　方法

１．２．１　试验菌液的制备　将 ＭＲＳＡ标准菌株接种

于ＬＢ肉汤培养基中，３７℃培养。每隔１ｈ吸取菌液

０．２ｍＬ，无菌生理盐水稀释１０倍，用无菌生理盐水

作为空白样品，测量波长为６００ｎｍ时的光密度值

（ＯＤ值），当ＯＤ值增长较快时，表明细菌生长处于

对数期［１４－１５］。取处于生长对数期的菌液于４℃、

６０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃上清，用无菌生理盐水

洗涤３次，将细菌重悬于无菌生理盐水中。取

０．２ｍＬ菌悬液，用无菌生理盐水稀释１０倍后再取

０．２ｍＬ，再用无菌生理盐水稀释１０倍，重复上述

１０倍稀释法，直至稀释至１０４ 倍。取稀释１０４ 倍的

菌液０．２ｍＬ至无菌试管中，加入０．４ｍＬ台盼蓝溶

液充分混匀，染色２ｍｉｎ左右。吸取２μＬ染色菌液，

缓慢流入擦净的细胞计数板计数池内，静置２ｍｉｎ后

用显微镜计数。根据细菌计数结果用无菌生理盐水

稀释至细菌浓度为１．８×１０９ＣＦＵ／ｍＬ左右，备用。

１．２．２　模型的制备与分组　小鼠下肢止血带模型：

小鼠按４０ｍｇ／ｋｇ戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，右下

肢大腿根部橡皮筋捆扎，小动物Ｂ超仪证实阻断血

流，制备右下肢止血带模型。缺血预处理模型：用橡

皮筋于小鼠右大腿根部捆扎１０ｍｉｎ，小动物Ｂ超仪

证实阻断血流，再松解１０ｍｉｎ，重复３次。下肢切
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口 ＭＲＳＡ感染模型：参考毛小泉等
［１６］报道的切口

感染模型制备方法，小鼠麻醉后于２３℃恒温小动物

手术台上右下肢备皮，消毒、铺无菌洞巾，取右侧大

腿内侧纵行切口，长约５ｍｍ，深度约３ｍｍ，均未划

开深筋膜。将备用的１．８×１０９ＣＦＵ／ｍＬ的菌液缓

慢滴入切口，同时，用无菌接种针涂擦于切口表面，

切忌将菌液溢出切口外。制模后第４天观察小鼠切

口情况，发现采用０．５ｍＬ菌液可以制作稳定的切

口感染模型。取１００只 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，随机分为

４组，每组２５只小鼠。Ａ组：止血带＋切口 ＭＲＳＡ

感染；Ｂ组：缺血预处理＋切口 ＭＲＳＡ感染；Ｃ组：

切口 ＭＲＳＡ感染；Ｄ组：空白对照。所有小鼠测体

重、体温，取平均值。Ａ组小鼠制作止血带模型后，

立即制作下肢切口 ＭＲＳＡ感染模型，Ｂ组小鼠制作

缺血预处理模型后立即制作下肢切口 ＭＲＳＡ感染

模型，Ｃ组小鼠制作下肢切口 ＭＲＳＡ感染模型，Ｄ

组小鼠不做处理。

１．２．３　小鼠生存率、体温、血常规观察　Ａ组小鼠

制备下肢止血带模型１ｈ后松开橡皮筋。观察所有

小鼠生存情况，记录所有小鼠制备股骨内侧切口

ＭＲＳＡ感染模型后１～７ｄ体温变化，以及７２ｈ、７ｄ

眼内眦静脉取血，测血常规。

１．２．４　股骨内侧切口周围软组织镜下观察　７ｄ

后处死所有小鼠，取各组小鼠切口周围软组织，用福

尔马林固定，对组织进行脱水及石蜡包埋，垂直于切

口进行切片。Ｄ组小鼠取与Ａ、Ｂ、Ｃ组小鼠相同部

位的软组织，采用与肢体呈同样角度方向进行切片，

镜下观察，研究组织炎症反应情况。

１．３　统计学方法　应用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行

数据分析，统计分析按实验分组进行，数据采用χ±

狊表示。各组小鼠生存率比较采用生存分析法，各

组小鼠不同时间点体温采用重复测量设计资料的方

差分析进行比较，各组小鼠血常规采用多变量方差

分析进行比较。犘≤０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组小鼠生存率比较　观察期内Ａ组小鼠生

存率为６８％，Ｂ、Ｃ、Ｄ组小鼠生存率均为１００％。生存

分析结果表明，Ａ组小鼠与Ｂ、Ｃ、Ｄ组小鼠生存率比

较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），生存曲线图直观地

显示了Ａ组小鼠的生存率低于１００％。见图１。

２．２　各组小鼠体温变化　球形检验结果显示犘＜

０．０５。Ｄ组小鼠各个时间点体温变化，差异无统计

学意义（犘＝０．１３）；Ａ、Ｂ、Ｃ组小鼠各个时间点体温

变化，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。４组小鼠体温

曲线组间比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。多

变量方差分析，４组小鼠基础体温比较，差异无统计

学差异（犘＝０．８６），而其余时间点上差异均有统计

学意义（均犘＜０．０１）。见图２。
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图１　Ａ、Ｂ、Ｃ组小鼠生存曲线比较
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图２　４组小鼠体温变化曲线

犉犻犵狌狉犲２　Ｃｈａｎｇｅｉｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｃｕｒｖｅｓｏｆ４ｇｒｏｕｐｓｏｆｍｉｃｅ

２．３　各组小鼠血常规结果比较　组内比较：不同时

间４组小鼠血常规比较，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。组间比较，第３天、第７天４组小鼠血常规

（白细胞总数、粒细胞总数、淋巴细胞总数）比较，差

异均有统计学意义（均犘＜０．０５）。见图３。第７天

４组小鼠血常规均恢复至正常范围内，但Ａ组小鼠

白细胞、粒细胞、淋巴细胞相对于Ｂ、Ｃ、Ｄ组仍偏高，

见图４。

２．４　股骨内侧切口周围软组织观察结果　Ａ组小

鼠肉眼观察：软组织肿胀，周围组织内可见散在脓性

分泌物；切口切片镜下显示：所有切口上皮组织均未

愈合，局部组织破坏，血管扩张充血，以及坏死脱落

细胞，大量吞噬细胞浸润。Ｂ组小鼠肉眼观察：软组
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织未见明显肿胀，４只小鼠切口周围组织内可见散

在点状脓性分泌物；切口切片镜下显示：１０只小鼠

切口上皮组织愈合，６只小鼠切片中可见到坏死脱

落细胞，少量吞噬细胞浸润；血管未见明显扩张充

血。Ｃ组小鼠肉眼观察：软组织稍肿胀，１６只周围

组织内可见脓性分泌物；切口切片镜下显示：所有小

鼠均可见到坏死脱落细胞，吞噬细胞浸润，其中４只

小鼠切口上皮组织愈合，８只小鼠切片中血管扩张

充血。Ｄ组小鼠软组织无肿胀；切片镜下显示：均为

正常组织结构，无吞噬细胞、淋巴细胞、中性粒细胞

浸润，血管无扩张充血。见图５。
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图３　各组小鼠第３天血常规结果
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图４　各组小鼠第７天血常规结果

犉犻犵狌狉犲４　Ｒｏｕｔｉｎｅｂｌｏｏｄｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｎｔｈｅ

ｓｅｖｅｎｔｈｄａｙ

　　图Ａ、Ｂ：为Ａ组小鼠切片，显示切口局部软组织破坏，炎性细胞浸润，上皮组织未愈合；

　　图Ｃ：为Ｂ组小鼠切片，显示切口上皮组织虽未愈合，但皮下炎性反应较弱；

　　图Ｄ：为Ｂ组小鼠切片，显示上皮组织已愈合，皮下炎性反应不明显；

　　图Ｅ：为Ｃ组切口局部皮下积脓小鼠切片，显示切口吞噬细胞浸润；

　　图Ｆ：为Ｃ组小鼠，显示上皮组织未愈合，皮下炎性反应较重

图５　各组病理切片（×４０）

犉犻犵狌狉犲５　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｃｔｉｏｎｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×４０）

３　讨论

本组实验在无菌环境下进行，动物均饲养于无

菌饲养室，确保感染切口的细菌均为研究中接种的

细菌。小鼠右下肢应用止血带，造成缺血，此时肢体

血流减慢，组织供氧能力减弱。组织缺氧导致细胞

ＡＴＰ合成减少，无氧酵解增加，局部乳酸增多，ｐＨ

下降，影响细胞膜通透性，钠离子进入细胞增多，造

成细胞水肿。同时，缺氧影响钠与钙交换，造成胞内
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钙超载，损伤细胞膜。缺氧通过氧化应激、钙稳态紊

乱等机制影响线粒体结构与功能，造成线粒体肿胀、

外膜破裂等。组织局部乳酸增多造成酸中毒，胞内

钙超载等因素可以激活磷脂酶，使溶酶体稳定性降

低，破坏细胞。同时研究［１７］发现，缺血会导致骨骼

肌细胞凋亡，造成组织损伤。ＭＲＳＡ为革兰阳性球

菌，依靠外毒素侵袭组织，侵袭力强，易造成化脓性

感染。本组实验制备小鼠止血带模型过程中，右下

肢缺血１ｈ，此时组织血流减慢、细胞损伤，ＭＲＳＡ

分泌的凝固酶更易导致细菌凝集，使血浆纤维蛋白

包被在细菌表面，保护细菌免受血清杀菌物质的作

用。组织细胞膜受损，ＭＲＳＡ分泌的葡萄球菌溶素

更易破坏细胞，造成细胞坏死，加重组织损伤。组织

缺血１ｈ后再松开橡皮筋，出现右下肢缺血再灌注

损伤。通过增加黄嘌呤氧化酶，激活中性粒细胞造

成大量氧自由基释放，进一步破坏细胞膜，影响

ＡＴＰ合成，加重组织损伤
［１８－１９］。巨噬细胞释放大

量炎症因子［２０］，激活血管内皮细胞表面黏附分子的

表达，促进血管内大量中性粒细胞、淋巴细胞等免疫

细胞与血管内皮黏附，渗透到血管外。缺血再灌注

组织血管内内皮细胞ＩＣＡＭ－１表达增加，使中性

粒细胞黏附于血管壁上，造成“无复流现象”［２１］。机

体对于侵入循环系统的 ＭＲＳＡ杀伤力减弱，并且血

管外吞噬细胞大量吞噬组织坏死及凋亡细胞，对

ＭＲＳＡ的侵袭限制作用也存在一定程度的减弱。

造成Ａ组小鼠感染症状严重，出现死亡，切口局部

组织感染程度较其他组小鼠严重，切口愈合延缓。

缺血预处理最早是由 Ｍｕｒｒｙ等于１９８６年在犬

心肌缺血模型中发现，１９９２年首次将缺血预处理应

用于骨骼肌，发现不仅能提高骨骼肌对缺血的耐受

性，还可以缩小骨骼肌坏死的范围［２２］。在制作小鼠

股骨内侧切口前先对右下肢进行缺血预处理，使右

下肢组织先产生保护机制。缺血预处理的保护机制

有两种：一种为早期保护作用，一般在缺血预处理结

束后开始，维持２～３ｈ；一种为延迟保护作用，一般

在缺血预处理结束后２４ｈ开始，约持续４８ｈ左

右［２３－２４］。目前普遍认为，缺血预处理产生的细胞保

护机制是多种因素共同参与的结果。反复短暂缺

血、灌注，使组织分泌大量物质，这些物质作用于细

胞表面的受体，使细胞对缺氧有耐受作用，同时发现

蛋白激酶Ｃ在缺血预处理产生的细胞保护机制中

起重要作用［２２］。缺血预处理使组织产生的物质募

集中性粒细胞、淋巴细胞等，并且使局部循环加快，

从而加强组织的抗感染能力。

目前，关于缺血预处理促进组织愈合的研究很

少［２５］。王新民［２６］发现，缺血预处理能够促进真皮下

血管网皮片的新生毛细血管数。因此本实验Ｂ组

小鼠切口感染程度较Ｃ组轻，且切口愈合时间缩

短。下一步需扩大样本量深入研究缺血预处理的抗

感染机制。
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