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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨真菌性鼻窦炎（ＦＲＳ）大鼠鼻窦黏膜组织 Ｍａｓｐｉｎ、ＩＫＫα 表达水平及意义。 方法　 ４０ 只

ＳＤ 级大鼠建立真菌性鼻窦炎模型，按照随机数字表法分为鼻塞组、ＦＲＳ 组、免疫抑制剂组、侵袭性 ＦＲＳ 组，每组各

１０ 只，另选择 １０ 只健康大鼠作为空白对照组；对照组正常喂养；鼻塞组仅鼻腔塞入止血棉，腹腔与鼻腔内给予等体

积 ０􀆰 ９％ ＮａＣｌ 注射液；ＦＲＳ 组腹腔注射等量 ０􀆰 ９％ ＮａＣｌ 注射液，鼻腔注射烟曲霉菌孢子悬液；免疫抑制剂组腹腔注

射环磷酰胺，鼻腔内注射等量 ０􀆰 ９％ ＮａＣｌ 注射液；侵袭性 ＦＲＳ 组腹腔注射环磷酰胺、鼻腔注射烟曲霉菌孢子悬液建

立侵袭性 ＦＲＳ 大鼠模型。 采用酶联免疫吸附试验检测血清白细胞介素 ６（ ＩＬ⁃６）、肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦ⁃α）表达水

平；免疫组织化学染色法检测各组大鼠鼻腔组织 Ｍａｓｐｉｎ、ＩＫＫα 蛋白表达水平，荧光定量 ＰＣＲ 法检测各组大鼠鼻腔

组织 Ｍａｓｐｉｎ ｍＲＮＡ、ＩＫＫα ｍＲＮＡ 表达水平。 结果　 各组大鼠血清 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 表达水平比较差异有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），其中 ＦＲＳ 组血清 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 显著高于对照组、鼻塞组、免疫抑制剂组和侵袭性 ＦＲＳ 组【（６９􀆰 ３ ± １０􀆰 ９）ｎｇ ／ Ｌ
ｖｓ（４５􀆰 ２ ± ７􀆰 １） ｎｇ ／ Ｌ，（４６􀆰 ４ ± ６􀆰 ７） ｎｇ ／ Ｌ，（２１􀆰 ３ ± ４􀆰 ５） ｎｇ ／ Ｌ，（２０􀆰 ９ ± ４􀆰 ３） ｎｇ ／ Ｌ；（３０􀆰 ４ ± ４􀆰 ８） ｎｇ ／ Ｌ ｖｓ（１４􀆰 ８ ± ２􀆰 ７）
ｎｇ ／ Ｌ，（１３􀆰 ９ ± １􀆰 ４） ｎｇ ／ Ｌ，（７􀆰 ９ ± ０􀆰 ６） ｎｇ ／ Ｌ，（７􀆰 ８ ± ０􀆰 ４） ｎｇ ／ Ｌ】（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），对照组血清 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 又显著高于免

疫抑制剂组和侵袭性 ＦＲＳ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），免疫抑制剂组、侵袭性 ＦＲＳ 组间血清 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 表达水平比较差异无显

著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 免疫组织化学染色结果显示 ＦＲＳ 组、侵袭性 ＦＲＳ 组 Ｍａｓｐｉｎ 蛋白表达水平显著低于对照组、鼻
塞组、免疫抑制剂组，ＩＫＫα 蛋白表达水平显著高于对照组、鼻塞组、免疫抑制剂组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；其中侵袭性 ＦＲＳ 组

Ｍａｓｐｉｎ 蛋白表达显著低于 ＦＲＳ 组，ＩＫＫα 蛋白表达则显著高于 ＦＲＳ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＦＲＳ 组、侵袭性 ＦＲＳ 组 Ｍａｓｐｉｎ
ｍＲＮＡ 表达水平显著低于对照组、鼻塞组、免疫抑制剂组，ＩＫＫα ｍＲＮＡ 表达水平显著高于对照组、鼻塞组、免疫抑

制剂组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；其中侵袭性 ＦＲＳ 组 Ｍａｓｐｉｎ ｍＲＮＡ 表达显著低于 ＦＲＳ 组，ＩＫＫα ｍＲＮＡ 表达显著高于 ＦＲＳ 组（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 ＩＫＫα 活化后下调 Ｍａｓｐｉｎ 表达是导致 ＦＲＳ 发病的主要原因，这一过程可能也是侵袭性 ＦＲＳ 分子

作用机制之一。
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ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｎａｓａｌ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｇｒｏｕｐ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＫＫα ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｎａｓａｌ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｍａｓｐｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｖｅ ＦＲＳ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ＦＲＳ ｇｒｏｕｐ， ｂｙ ｃｏｎｔｒａｓｔ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＫＫα ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ
ＰＣＲｒｅｓｕｌｔ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｍａｓｐｉｎ ａｎｄ ＩＫＫα ｍＲＮＡ ｗｅｒｅ （０􀆰 ２１７ ± ０􀆰 ０１３） ａｎｄ （０􀆰 １９３ ±
０􀆰 ０１２）， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ， ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｇｒｏｕｐｓ ［（０􀆰 ３０９ ± ０􀆰 ０２１），
（０􀆰 ３０２ ± ０􀆰 ０１７）， ａｎｄ （０􀆰 ２９３ ± ０􀆰 ０２）］ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＩＫＫα ｍＲＮＡ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒ ［（０􀆰 ３１９ ± ０􀆰 ０４３）， （０􀆰 ３８４ ± ０􀆰 ０４８） ｖｓ （０􀆰 １６９ ± ０􀆰 ０１５）， （０􀆰 １７１ ± ０􀆰 ０１８）， ａｎｄ （０􀆰 １７５ ± ０􀆰 ０１９）］ （Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍａｓｐｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｆｔｅｒ ＩＫＫα ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｓ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｃａｕｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｏｎｓｅｔ ｏｆ
ＦＲＳ， ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ａｌｓｏ ｂｅ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｖｅ ＦＲＳ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 Ｆｕｎｇａｌ ｒｈｉｎｏｓｉｎｕｓｉｔｉｓ， ＦＲＳ； Ｉｎｖａｓｉｖｅ ｆｕｎｇａｌ ｒｈｉｎｏｓｉｎｕｓｉｔｉｓ； Ｍａｍｍａｒｙ ｓｅｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，
Ｍａｓｐｉｎ； ＩκＢ ｋｉｎａｓｅ α， ＩＫＫα； Ｉｎｖａｓｉｏｎ； Ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ

　 　 近年来随着广谱抗菌药物、免疫抑制剂、激素

等广泛使用，导致真菌性感染疾病发生率呈上升趋

势［１，２］，其中真菌性鼻窦炎 （ ｆｕｎｇａｌ ｒｈｉｎｏｓｉｎｕｓｉｔｉｓ，
ＦＲＳ）是常见的真菌感染性疾病。 按照组织侵犯程

度不同，ＦＲＳ 分为侵袭性 ＦＲＳ 和非侵袭性 ＦＲＳ 两种

类型［３］，侵袭性 ＦＲＳ 病情较重，一旦急性发病可以

在短时间内向周围毗邻器官侵袭而导致患者死亡，
因此掌握侵袭性 ＦＲＳ 的发病机制，对制订预防措

施、改善患者预后具有重要意义。 导致 ＦＲＳ 的诱因

较多，其中免疫功能与 ＦＲＳ 的发病、疾病分型密切

相关。 当患者免疫功能低下时，极易诱发 ＦＲＳ，因此

器官移植、老年人群、长期使用糖皮质激素者均是

ＦＲＳ 感染的高发人群［４］。 国外研究［５］ 证实乳腺丝

氨酸 蛋 白 酶 抑 制 剂 （ ｍａｍｍａｒｙ ｓｅｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，Ｍａｓｐｉｎ）是导致真菌侵袭的主要病毒素；而
最近研究发现 ＩκＢ 激酶 α（ＩκＢ ｋｉｎａｓｅ α，ＩＫＫα）在晚

期恶性肿瘤中能够被炎性因子激活［６］，进而下调

Ｍａｓｐｉｎ 蛋白的表达，最终介导肿瘤的浸润转移。 然

而在 ＦＲＳ 中是否存在炎性介质介导 ＩＫＫα 活化，并
下调 Ｍａｓｐｉｎ 蛋白这一过程目前尚不得而知。 鉴于

此，本研究对 ＦＲＳ 大鼠呼吸道上皮细胞炎性因子、
ＩＫＫα、Ｍａｓｐｉｎ 表达情况进行研究，旨在探讨侵袭性

ＦＲＳ 的发病机制，现将研究成果总结如下。
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１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

５０ 只雄 ＳＤ 级性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠【 ＳＣＸＫ（鄂）２０１５
－ ００９】均购自华中科技大学同济医学院动物实验

中心【ＳＹＸＫ（鄂）２０１４ － ００４９】，周龄 １０ ～ １４ 周，平
均（１２􀆰 ５ ± ３􀆰 １）周，体质量 ２４０ ～ ２６０ ｇ，平均（２５２
± ５）ｇ；于 ２０ ～ ２２℃、相对湿度 ５５％的条件下笼中

饲养，１２ ｈ 昼夜交替，所有大鼠饮用水均经过高温

灭菌处理，所有大鼠自由进食进水。 本实验经医院

动物伦理委员会批准。
１􀆰 ２　 试剂与仪器

烟曲霉菌 ＡＦ２９３ 由本实验室按照美国临床实

验室标准化研究所标准自制，培养基购自青岛科瑞

培养基有限公司，ＩＫＫα、Ｍａｓｐｉｎ 单克隆抗体购自圣

克鲁斯生物技术公司（美国），ＲＴ 逆转录试剂盒购

自罗氏公司，羊抗兔 ＩｇＧ 抗体购自武汉博士德生物

工程有限公司， 白细胞介素 ６ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｅｌｉｎ⁃６， ＩＬ⁃
６）、肿瘤坏死因子 α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ α，ＴＮＦ⁃α）
购自上海基免实业有限公司；荧光定量 ＰＣＲ 仪购自

美国 ＡＢＩ 公司，倒置显微镜购自日本奥林巴斯

公司。
１􀆰 ３　 方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物分组与模型建立

将 ５０ 只大鼠按照随机数字表法分为 ５ 组：空白

对照组、鼻塞组、ＦＲＳ 组、免疫抑制剂组、侵袭性 ＦＲＳ
组，各 １０ 只。 首先将烟曲霉菌 ＡＦ２９３ 在培养基中

以 ３７℃条件下培养 ５ ～ ７ ｄ，再将分生孢子收集后

用磷酸缓冲盐溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）冲
洗，以离心力 ８００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ 后再次用 ＰＢＳ 洗涤，
取得烟曲霉菌孢子悬液，调整细胞悬液浓度 １ × １０７

个 ／ ｍＬ。 空白对照组：不做任何处理，正常喂养。 侵

袭性 ＦＲＳ 组：大鼠腹腔注射水合氯醛（浓度 １０％ ）３
ｍＬ ／ ｋｇ，待大鼠完全麻醉，将面积约为 ２ ｍｍ × ２ ｍｍ
× １０ ｍｍ 大小的 Ｍｅｒｏｃｅｌ 高分子止血棉（美国施美

德公司）塞入大鼠左侧鼻腔，至第 ７ 日腹腔注射环

磷酰胺 １００ ｍｇ ／ ｋｇ，每 ３ 日 １ 次，连续注射 ２ 次；至第

１１ 日大鼠吸入乙醚麻醉，将烟曲霉菌孢子悬液 ５０
μＬ 缓慢注射至左侧鼻腔。 第 １３ 日局部检测鼻腔分

泌物，以病原菌培养存在烟曲霉菌作为建模成功的

标准。 鼻塞组：仅在大鼠左侧鼻腔塞入 Ｍｅｒｏｃｅｌ 高

分子止血棉，腹腔与鼻腔内给予等体积 ０􀆰 ９％ ＮａＣｌ
注射液代替环磷酰胺和烟曲霉菌孢子悬液，注射方

法同侵袭性 ＦＲＳ 组。 ＦＲＳ 组：鼻腔塞入 Ｍｅｒｏｃｅｌ 高

分子止血棉，腹腔注射等量 ０􀆰 ９％ ＮａＣｌ 注射液代替

环磷酰胺，鼻腔注射烟曲霉菌孢子悬液，注射方法

同侵袭性 ＦＲＳ 组。 免疫抑制剂组：腹腔注射环磷酰

胺，鼻腔内注射等量 ０􀆰 ９％ ＮａＣｌ 注射液代替烟曲霉

菌孢子悬液，注射方法同侵袭性 ＦＲＳ 组。 建模成功

后继续饲养 ７ ｄ，然后处死。 本试验大鼠造模均获得

成功。
１􀆰 ３􀆰 ２　 血清细胞因子检测

于模型建立第 ７ 日采集各组大鼠尾部静脉血 ３
ｍＬ，离心 ５ ｍｉｎ（离心半径 ８ ｃｍ）分离血清，采用酶

联免疫吸附试验检测血清 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 表达水平，检
测操作参考试剂盒说明书。
１􀆰 ３􀆰 ３　 鼻腔组织 Ｍａｓｐｉｎ、ＩＫＫα 蛋白检测

待尾静脉取血结束后，各组大鼠均腹腔注射

１００ ｍｇ ／ ｋｇ 氯胺酮，大鼠麻醉后脱臼断头，将大鼠面

部皮毛和软组织完全剔除，取鼻吻部至双眼前缘的

平面组织，于 ４％甲醛中固定 ３ ｄ，常规石蜡包埋制

成鼻窦组织切片。 从液氮中取出组织样本，手术剪

将样本剪成小块，超声粉碎，打成匀浆，加入蛋白提

取液 ４℃振荡过夜，１５０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５０ ｍｉｎ，提取上

清液，Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法检测蛋白浓度。 采用聚丙烯酰胺

凝胶上样，每个泳道加入 ３０ μｇ 总蛋白，常规方法转

移至 ＰＶＤＦ 膜，再加入 ５％脱脂牛奶封闭 ２ ｈ。 分别

加入 ＩＫＫα、Ｍａｓｐｉｎ 单克隆抗体作为一抗，４℃ 封闭

过夜。 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，再加入 １ ∶ ５０００ 稀释的二抗

３７℃孵育 ２ ｈ。 ＰＢＳ 冲洗后加入按照 ＥＣＬ 化学发光

显影试剂盒显影并测量光密度值，以目的蛋白与 β⁃
ａｃｔｉｎ 蛋白光密度的比值作为目的蛋白相对表达量。
１􀆰 ３􀆰 ４　 鼻腔组织 Ｍａｓｐｉｎ、ＩＫＫα ｍＲＮＡ 表达检测

取各组大鼠鼻黏膜组织 ３０ ～ ５０ ｍｇ，加入 １ ｍＬ
Ｔｒｉｚｏｌ ＲＮＡ 总提取液，制成匀浆后再加入 １００ μＬ 氯

仿，振荡混匀后 ８００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ， ７０％乙醇洗涤 ３
次，提取总 ＲＮＡ。 按照 ＲＴ 反转录试剂盒说明书，取
１ μｇ 总 ＲＮＡ 逆转录得到互补 ＤＮＡ，以 β⁃ａｃｔｉｎ 作为

内参，采用实时荧光定量 ＰＣＲ 分别扩增 Ｍａｓｐｉｎ、
ＩＫＫα 基因，设置反应体系：模板 ７􀆰 ５ μＬ，上游引物

０􀆰 ５ μＬ，下游引物 ０􀆰 ５ μＬ，ｃＤＮＡ１􀆰 ５ μＬ，双蒸水 ８
μＬ，总反应体系 １８ μＬ。 反应条件：９５℃ 预变性 ５
ｍｉｎ，９２℃ ３０ ｓ，７２℃ 延伸 ４５ ｓ，总计 ４５ 个循环。
Ｍａｓｐｉｎ ｍＲＮＡ 引物序列： 上游： ５′⁃ＴＣＧＣＧＡＧＣＴＴ
ＧＣＴＴＧＧＣＧＡＣ⁃３′， 下 游： ５′⁃ＧＣＴＧＴＣＡＧＧＣＧＣＧＣ
ＴＧＣＧＡＴＡ⁃３′，扩增片段长度 ２０１ ｂｐ；ＩＫＫα ｍＲＮＡ 引
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物序列：上游：５′⁃ＧＴＧＡＣＡＴＡＡＧＴＴＣＧＧＡＣＴＧＣＧ⁃３′，
下游：５′⁃ＴＴＴＣＧＡＴＴＡＣＡＴＣＧＣＧＧＡＧＣＴ⁃３′，扩增片段

长度 ２７６ ｂｐ；β⁃ａｃｔｉｎ 引物序列：上游：５′⁃ＣＡＧＡＧＣ
ＴＡＧＡＡＣＡＣＧＧＣＡＧＣＧ⁃３′，下游：５′⁃ＴＧＣＧＧＣＧＡＴＧＧ
ＣＴＡＧＧＣＧＴＧＡ⁃３′，扩增片段长度 ４６３ ｂｐ。 按照下列

公式计算目的基因相对表达量：基因相对表达量 ＝
２ －△Ｃｔ，△Ｃｔ ＝ Ｃｔ（目的基因） － Ｃｔ（β⁃ａｃｔｉｎ）。

注：Ａ：侵袭性 ＦＲＳ 组 鼻窦黏膜组织内可见大量真菌（黑色箭头所指处）；Ｂ：对照组 上皮完整；Ｃ：免疫

抑制剂组 上皮细胞连续完整，少量淋巴细胞浸润；Ｄ： ＦＲＳ 组 上皮不完整，伴有大量淋巴细胞浸润。 （ＳＰ 法， × ２００）

图 １　 各组大鼠鼻窦黏膜组织的形态学改变

Ｎｏｔｅ． Ａ． ｌａｒｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｕｎｇｉ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｎａｓａｌ ｍｕｃｏｓａ ｏｆ ａ ｒａｔ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｖｅ ＦＲＳ ｇｒｏｕｐ； Ｂ．
Ｉｎｔａｃｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｏｆ ａ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒａｔｓ； Ｃ． ａ ｒａｔ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｇｒｏｕｐ， ｓｈｏｗｉｎｇ ｉｎｔａｃｔ
ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｗｉｔｈ ｓｐａｒｓｅ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ； Ｄ． ａ ｒａｔ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＦＲＳ ｇｒｏｕｐ， ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ａｎｄ

ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｉｎｕｓｏｉｄａｌ ｍｕｃｏｓａ ｏｆ ａ ｒａｔ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＦＲＳ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． １　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｉｎｕｓｏｉｄａｌ ｍｕｃｏｓａ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ

１􀆰 ４　 统计学方法

应用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件对数据进行统计学分析，
计量资料用均数 ± 标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示，多组间比

较采用单因素方差分析，两两比较采用 ＳＮＫ⁃ｑ 检

验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 病理检查结果

大体观察：对照组、鼻塞组、免疫抑制剂组大鼠

鼻腔黏膜正常；ＦＲＳ 组可见鼻腔内黏膜水肿，鼻腔出

现大量分泌物，但是鼻窦组织未见破坏；侵袭性 ＦＲＳ
组鼻腔内可见大量血性分泌物，鼻窦结构发生破

坏，并伴有干酪样坏死组织。 ＰＡＳ 染色及显微镜观

察：侵袭性 ＦＲＳ 组鼻腔组织存在大量真菌，鼻窦处

有真菌侵犯血管，并伴有组织坏死、组织破坏，在坏

死组织周围能够发现有嗜酸性细胞、中性粒细胞和

淋巴细胞散在分布；对照组鼻腔上皮完整，未见有

炎性浸润；鼻塞组、鼻塞 ＋ 免疫抑制剂鼻窦黏膜上

皮连续完整，在上皮周围可见少量淋巴细胞浸润；
ＦＲＳ 组上皮不完整，上皮周围存在大量淋巴细胞浸

润，但鼻窦周围未见真菌感染，周围组织也未见侵

入，见图 １。
２􀆰 ２　 各组大鼠血清 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α表达水平比较

各组大鼠血清 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 表达水平比较差异

有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＦＲＳ 组血清 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 显著

高于对照组、鼻塞组、免疫抑制剂组和侵袭性 ＦＲＳ
组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），对照组血清 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 又显著高于

免疫抑制剂组和侵袭性 ＦＲＳ 组，免疫抑制剂组、侵
袭性 ＦＲＳ 组间血清 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 表达水平比较差异

无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），见表 １。
２􀆰 ３　 各组大鼠组织 Ｍａｓｐｉｎ、ＩＫＫα 蛋白表达水平

比较

ＦＲＳ 组、侵袭性 ＦＲＳ 组 Ｍａｓｐｉｎ 蛋白表达水平显
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著低于对照组、鼻塞组、免疫抑制剂组，ＦＲＳ 组、侵袭

性 ＦＲＳ 组 ＩＫＫα 蛋白表达水平显著高于对照组、鼻
塞组、免疫抑制剂组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；其中侵袭性 ＦＲＳ
组 Ｍａｓｐｉｎ 蛋白表达显著低于 ＦＲＳ 组，ＩＫＫα 蛋白表

达显著高于 ＦＲＳ 组，见表 ２。
２􀆰 ４　 各组大鼠组织 Ｍａｓｐｉｎ、ＩＫＫα ｍＲＮＡ 表达水

平比较

实时荧光定量 ＰＣＲ 分析显示 ＦＲＳ 组、侵袭性

ＦＲＳ 组 Ｍａｓｐｉｎ ｍＲＮＡ 表达水平显著低于对照组、鼻
塞组、免疫抑制剂组，ＩＫＫα ｍＲＮＡ 表达水平显著高于

对照组、鼻塞组、免疫抑制剂组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；其中侵袭

性 ＦＲＳ 组 Ｍａｓｐｉｎ ｍＲＮＡ 表达显著低于 ＦＲＳ 组，ＩＫＫα
ｍＲＮＡ 表达显著高于 ＦＲＳ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），见表 ３。

表 １　 各组大鼠血清 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 表达水平比较（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎｇ ／ Ｌ）
Ｔａｂ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃６ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ 只数 ｎ ＩＬ⁃６ ＴＮＦ⁃α

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １０ ４５􀆰 ２ ± ７􀆰 １ａｂｃ １４􀆰 ８ ± ２􀆰 ７ａｂｃ

鼻塞组 Ｎａｓａｌ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ １０ ４６􀆰 ４ ± ６􀆰 ７ａｂｃ １３􀆰 ９ ± １􀆰 ４ａｂｃ

ＦＲＳ 组 ＦＲＳ ｇｒｏｕｐ １０ ６９􀆰 ３ ± １０􀆰 ９ ３０􀆰 ４ ± ４􀆰 ８

免疫抑制剂组 Ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｇｒｏｕｐ １０ ２１􀆰 ３ ± ４􀆰 ５ａ ７􀆰 ９ ± ０􀆰 ６ａ

侵袭性 ＦＲＳ 组 Ｉｎｖａｓｉｖｅ ＦＲＳ ｇｒｏｕｐ １０ ２０􀆰 ９ ± ４􀆰 ３ａ ７􀆰 ８ ± ０􀆰 ４ａ

Ｆ ８１􀆰 ０３１ １２９􀆰 ８１０

Ｐ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００

注：与免疫抑制剂组比较，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＦＲＳ 组比较，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５；与侵袭性 ＦＲＳ 组比较，ｃＰ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｇｒｏｕｐ， ａＰ ＜ ０􀆰 ０５； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＦＲＳ ｇｒｏｕｐ， ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｖｅ ＦＲＳ ｇｒｏｕｐ， ｃＰ
＜ ０􀆰 ０５．

表 ２　 各组大鼠组织 Ｍａｓｐｉｎ、ＩＫＫα 蛋白表达水平比较（ 􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｍａｓｐｉｎ ａｎｄ ＩＫＫα ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ 只数 ｎ Ｍａｓｐｉｎ ＩＫＫα

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １０ ９􀆰 ７１ ± ０􀆰 ４７ａｂ ３􀆰 ６９ ± ０􀆰 １７ａｂ

鼻塞组 Ｎａｓａｌ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ １０ ９􀆰 ５８ ± ０􀆰 ４１ａｂ ３􀆰 ７４ ± ０􀆰 １９ａｂ

ＦＲＳ 组 ＦＲＳ ｇｒｏｕｐ １０ ６􀆰 ９４ ± １􀆰 ０５ ８􀆰 ７１ ± ０􀆰 ５９

免疫抑制剂组 Ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｇｒｏｕｐ １０ ８􀆰 ２７ ± ０􀆰 ５７ａｂ ５􀆰 ５２ ± ０􀆰 ２３ａｂ

侵袭性 ＦＲＳ 组 Ｉｎｖａｓｉｖｅ ＦＲＳ ｇｒｏｕｐ １０ ４􀆰 ０３ ± ０􀆰 ２１ａ ９􀆰 ６４ ± ０􀆰 ３５ａ

Ｆ ３０􀆰 ０９３ ５７􀆰 ６７１

Ｐ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００

注：与 ＦＲＳ 组比较，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５；与侵袭性 ＦＲＳ 组比较，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＦＲＳ ｇｒｏｕｐ，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｖｅ ＦＲＳ ｇｒｏｕｐ， ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５．

表 ３　 各组大鼠组织 Ｍａｓｐｉｎ、ＩＫＫα ｍＲＮＡ 表达水平比较（ 􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｍａｓｐｉｎ ａｎｄ ＩＫＫα ｍＲＮＡ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ 只数 ｎ Ｍａｓｐｉｎ ｍＲＮＡ ＩＫＫα ｍＲＮＡ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １０ ０􀆰 ３０９ ± ０􀆰 ０２１ａｂ ０􀆰 １６９ ± ０􀆰 ０１５ａｂ

鼻塞组 Ｎａｓａｌ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ １０ ０􀆰 ３０２ ± ０􀆰 ０１７ａｂ ０􀆰 １７１ ± ０􀆰 ０１８ａｂ

ＦＲＳ 组 ＦＲＳ ｇｒｏｕｐ １０ ０􀆰 ２１７ ± ０􀆰 ０１３ ０􀆰 ３１９ ± ０􀆰 ０４３

免疫抑制剂组 Ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｇｒｏｕｐ １０ ０􀆰 ２９３ ± ０􀆰 ０２１ａｂ ０􀆰 １７５ ± ０􀆰 ０１９ａｂ

侵袭性 ＦＲＳ 组 Ｉｎｖａｓｉｖｅ ＦＲＳ ｇｒｏｕｐ １０ ０􀆰 １９３ ± ０􀆰 ０１２ａ ０􀆰 ３８４ ± ０􀆰 ０４８ａ

Ｆ ９４􀆰 ３８６ １０１􀆰 １４２

Ｐ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００

注：与 ＦＲＳ 组比较，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５；与侵袭性 ＦＲＳ 组比较，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＦＲＳ ｇｒｏｕｐ，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｖｅ ＦＲＳ ｇｒｏｕｐ， ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５．

９７中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ７ 月第 ２７ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ７



３　 讨论

真菌性鼻窦炎分为侵袭性和非侵袭性两种，其
中侵袭性鼻窦炎患者预后较差，当侵犯至颅内时甚

至导致患者死亡。 关于 ＦＲＳ 的发病机制目前仍不

完全清楚，有研究显示免疫功能低下是导致 ＦＲＳ 的

主要诱因［７，８］。 王立朋等［９］ 报道称免疫正常的宿主

存在的上皮细胞层和吞噬细胞能够对真菌的侵袭

起到良好的防御能力，吞噬细胞在杀灭真菌孢子时

会产生大量细胞因子，而细胞因子又会进一步诱导

和激活淋巴细胞、中性粒细胞等，从而增强宿主对

真菌的抵抗能力。 然而对于存在免疫缺陷的患者，
吞噬细胞的活性及细胞因子产生能力均有所降低，
导致宿主正常的防御屏障不足以抵抗真菌的感染，
使得真菌孢子与呼吸道上皮细胞粘连，而这一过程

常提示发展结局为侵袭性 ＦＲＳ［１０］。 本研究显示

ＦＲＳ 组血清 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 表达水平最高，ＦＲＳ 组血清

ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 表达水平最高，说明免疫抑制导致的炎

性细胞和抗炎细胞失衡是侵袭性 ＦＲＳ 发病的主要

原因之一。
侵袭性 ＦＲＳ 的免疫应答反应有赖于免疫细胞

表面受体对真菌的识别，并通过释放细胞因子、趋
化因子等杀灭真菌［１１］。 正常情况下宿主对真菌的

免疫应答反应需要跨膜受体的级联反应，国外研

究［１２］证实 Ｔｏｌｌ 样受体（Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＬＲ）介导

的核因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ Ｆａｃｔｏｒ κＢ，ＮＦ⁃κＢ）信号通路信

号途径异常会导致抗炎和促炎因子表达失衡，从而

诱导肿瘤细胞发生侵袭、转移。 ＩＫＫα 是调控 ＮＫ⁃
κＢ 信号途径的关键蛋白，在另一项研究中发现，细
胞因子能够诱导宿主内源性 ＩＫＫα 表达异常升高，
从而结合并抑制 Ｍａｓｐｉｎ 启动子，导致 Ｍａｓｐｉｎ 表达

下调［１３］。 Ｍａｓｐｉｎ 能够促进细胞与细胞外基质发生

黏附作用，进而抑制细胞发生迁移。 张芳等［１４］ 发现

丝氨酸蛋白酶抑制剂能够与抗真菌药起到协同治

疗作用，该研究进而发现丝氨酸蛋白酶是促进真菌

发生侵袭的关键酶，因而作为乳腺丝氨酸蛋白酶的

抑制剂：Ｍａｓｐｉｎ 蛋白可能在真菌侵袭中发挥着类似

的作用。
本研究显示 ＦＲＳ 组、侵袭性 ＦＲＳ 组 Ｍａｓｐｉｎ

ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平显著低于对照组、鼻塞组、免
疫抑制剂组，ＩＫＫα ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平显著高于

对照组、鼻塞组、免疫抑制剂组，提示 Ｍａｓｐｉｎ 在 ＦＲＳ
的发病中起到重要作用，这一过程可能与肿瘤细胞

的侵袭、转移过程类似。 进一步研究发现侵袭性

ＦＲＳ 组 Ｍａｓｐｉｎ ｍＲＮＡ 和蛋白表达显著低于 ＦＲＳ 组，
ＩＫＫα ｍＲＮＡ 和蛋白表达显著高于 ＦＲＳ 组，说明

ＩＫＫα、Ｍａｓｐｉｎ 共同参与了真菌的侵袭。 两者的参与

过程可能是炎性因子激活 ＩＫＫα 表达，从而下调

Ｍａｓｐｉｎ 表达水平，导致真菌从呼吸道上皮细胞中发

生脱落，进而向周围组织侵袭［１５ － １７］。 Ｌｕｏ 等［１８］ 报

道称在免疫功能正常的宿主中 ＩＫＫα 活化未下调

Ｍａｓｐｉｎ 表达，推测 ＩＫＫα 虽然能够下调 Ｍａｓｐｉｎ 表

达，但是这种调节水平可能并不存在直接线性关

系，在接下来的研究中也将就此进行深入研究。
综上所述，ＩＫＫα 活化后下调 Ｍａｓｐｉｎ 表达是导

致 ＦＲＳ 发病的主要原因，这一过程可能也是侵袭性

ＦＲＳ 分子作用机制之一。
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示群间分化系数和遗传距离均非常小，遗传一致性

指数高。 与本研究中应用 ３０ 个微卫星位点得到的

群体遗传结构参数大相径庭。 主要原因有两个方

面：一方面是因为两种方法的测定时间不同，存在

群体遗传结构发生巨大变化的可能。 另一方面，生
化标记方法与微卫星 ＤＮＡ 方法选取的位点数量和

涵盖的染色体数目都有很大的差异，导致两种方法

得到不同的结果。 通过两种评价方法获得的研究

结果均可以为封闭群动物的保种和繁育提供必要

的参考。
综上，本研究结果提示，源于不同保种机构的

封闭群 ＮＩＨ 小鼠的群体遗传结构特征存在一定差

异，应为两个 ＮＩＨ 小鼠群体补充新的血缘，提高封

闭群小鼠的群体杂合度，改善封闭群小鼠的遗传质

量。 同时，保种机构有必要定期进行遗传质量监

测，建立本机构的基础数据库，从而为其繁育与应

用提供有益的参考。
致谢：本论文的研究内容得到了首都医科大学

陈振文教授的指导，特此表示感谢！
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ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ － １ ａｎｄ － ２ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ， ｐｕｒｕｌｏｎｅｃｒｏｔｉｃ ａｎｄ
ｆｕｎｇａｌ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｅｑｕｉｎｅ ｃｏｒｎｅａｓ ［ Ｊ］ ． Ｖｅｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ， ２０１０， １３
（２）： ８１ － ９０．

［１８］ 　 Ｌｕｏ ＪＬ， Ｔａｎ Ｗ， Ｒｉｃｏｎｏ ＪＭ， ｅｔ ａｌ． Ｎｕｃｌｅａｒ ｃｙｔｏｋｉｎｅ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ＩＫＫα ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｂｙ ｒｅｐｒｅｓｓｉｎｇ Ｍａｓｐｉｎ
［Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ， ２００７， ４４６（７１３６）： ６９０ － ６９４．

〔修回日期〕２０１６ － １１ － ２１

２９ 中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ７ 月第 ２７ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ７


