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彭冬冬，陈相池，唐梓宁，等． 大鼠真菌性中耳炎模型建立 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２３， ３１（１）： ３５－４２．
Ｐｅｎｇ ＤＤ， Ｃｈｅｎ ＸＣ， Ｔａｎｇ ＺＮ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｏｔｉｔｉｓ ｍｅｄｉａ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｒａｔｓ ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２３， ３１（１）：
３５－４２．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２３􀆰 ０１􀆰 ００５

［基金项目］湖南省高新技术产业科技创新引领计划（２０２０ＧＫ４０８３）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｌｅａｄｉｎｇ Ｐｌａｎ ｏｆ Ｈｉｇｈ⁃Ｔｅｃｈ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ ｏｆ Ｈｕｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ（２０２０ＧＫ４０８３）．
［作者简介］彭冬冬（１９９０—），男，在读硕士研究生，研究方向：新药药效与安全性评价。 Ｅｍａｉｌ：ｐｅｎｇｄｏｎｇｄｏｎｇ＠ ｈｎｓｅ． ｏｒｇ
［通信作者］刘学武（１９８８—），男，在读博士研究生，研究方向：药理学。 Ｅｍａｉｌ：ｌｉｕｘｕｅｗｕ＠ ｈｎｓｅ． ｏｒｇ

大鼠真菌性中耳炎模型建立
彭冬冬１，２，陈相池１，２，唐梓宁１，２，肖洒１，２，彭西湘１，２，刘学武１，２∗

（１． 新药药效与安全性评价湖南省重点实验室，长沙　 ４１０３３１；２． 湖南普瑞玛药物研究中心有限公司，长沙　 ４１０３３１）

　 　 【摘要】 　 目的　 建立白色念珠菌诱导的大鼠真菌性中耳炎模型，为药效评价提供动物模型支持。 方法　 ＳＤ
大鼠 ５０ 只，雌雄各半，随机分为正常对照组、空白注射组、潮湿组、免疫抑制组和潮湿＋免疫抑制组，每组 １０ 只。 实

验开始 １ ～ ３ ｄ，潮湿组每日对大鼠右侧耳部滴入 ２ 次 ０􀆰 ９％氯化钠注射液，免疫抑制组每日经口灌胃给予 ０􀆰 ８１
ｍｇ ／ ｋｇ 醋酸地塞米松药液，潮湿＋免疫抑制组每日对大鼠右侧耳部滴入两次 ０􀆰 ９％氯化钠注射液的同时每日经口灌

胃给予 ０􀆰 ８１ ｍｇ ／ ｋｇ 醋酸地塞米松药液。 第 ４ 天，各组麻醉后，潮湿组、免疫抑制组和潮湿＋免疫抑制组将 １×１０１０

ＣＦＵ ／ ｍＬ 白色念珠菌悬液经鼓膜穿刺注入到大鼠右侧中耳腔，每只 ５０ μＬ，空白注射组大鼠注入等体积空白培养

液，正常对照组不做任何处理；每日对潮湿组、潮湿＋免疫抑制组大鼠右侧耳部滴入 ２ 次 ０􀆰 ９％氯化钠注射液。 造模

期间，观察各组大鼠一般症状；造模第 ５、１０、１５ 天采集耳道分泌物进行白色念珠菌培养和革兰氏染色计数，造模第

１５ 天 ＥＬＩＳＡ 检测耳道灌洗液中白细胞介素⁃６（ＩＬ⁃６）、肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）和白细胞介素⁃１β（ＩＬ⁃１β），ＨＥ 染色

观察中耳组织病理学改变。 结果　 与空白注射组相比，潮湿组、免疫抑制组和潮湿＋免疫抑制组大鼠均出现不同程

度中耳炎症状，ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β 水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），中耳出现不同程度的黏膜充血、水肿及炎

性细胞浸润现象，且免疫抑制组和潮湿＋免疫抑制组大鼠耳道分泌物中白色念珠菌数量均显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 本实验使用鼓膜穿刺方式注射白色念珠菌建立真菌性中耳炎大鼠模型成功，在潮湿＋免疫抑制

条件效果更佳，可用来进行药效学作用的评价。
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０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｉｎ ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ， Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ ｅａｒ ｏｆ ｒａｔｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ａ
ｔｙｍｐａｎｉｃ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｕｎｃｔｕｒｅ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｏｔｉｔｉｓ ｍｅｄｉａ． Ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｍｏｄｅｌ ｃｒｅａｔｉｏｎ ｗａｓ ｕｎｄｅｒ ｍｏｉｓｔ
ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ， ａｎｄ ｔｈｉｓ ｍｏｄｅｌ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｒｕｇｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｆｕｎｇａｌ ｏｔｉｔｉｓ ｍｅｄｉａ； ｒａｔｓ； Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ； ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 中耳炎是发生在中耳组织结构中的炎性病变，
分为分泌性中耳炎、化脓性中耳炎、中耳胆脂瘤和

特殊类型中耳炎 ４ 大类，该病不仅可导致注意力、认
知感和听力下降，还可引起颅内外并发症进而危及

生命［１－３］。 近年来，随着临床上糖皮质激素和广谱

抗菌药物的普遍使用，条件致病菌感染率不断增

加，真菌检出率逐渐升高，真菌性中耳炎逐渐走入

大众视野［４］。 真菌性中耳炎是以真菌为致病菌的

中耳炎性疾病，《中耳炎临床分类和手术分型指南

（２０１２）》首次出现这一分类，并将其归属至特殊类

型中耳炎［３］。 但国内外学者对真菌相关的耳部疾

病研究主要集中在外耳道真菌病方面，而真菌性中

耳炎模型的建立与评价鲜有报道，这对该病的鉴别

诊断和药物应用有一定阻碍［５－６］。 在临床检验中，
Ｐａｊｏｒ 等［７］和伍众文等［８］ 均在部分中耳炎患者耳分

泌物样本中分离到白色念珠菌。 白色念珠菌不仅

是常见的机会性真菌病原体，也是真菌性中耳炎的

常见菌株之一［９－１０］。 本研究拟采用鼓膜穿刺法将白

色念珠菌注入大鼠中耳腔，建立真菌性中耳炎模

型，旨为真菌性中耳炎模型的建立提供参考依据，
为该病药物的药效作用评价提供新思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

５０ 只 ８ 周龄 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠，雌雄各半，体重

１８０ ～ ２２０ ｇ，购于湖南斯莱克景达实验动物有限公

司【ＳＣＸＫ（湘）２０１９－０００４】。 饲养于湖南普瑞玛药

物研究中心有限公司 ＳＰＦ 级动物房 ＡＢＳＬ⁃Ⅱ实验室

【ＳＹＸＫ（湘）２０２０－００１５】，环境室温为 ２４ ～ ２６℃，相
对湿度 ４０％ ～ ６０％，１２ ｈ 昼夜循环饲养，喂食普通

饲料，自由进食、饮水。 实验操作均符合湖南普瑞

玛药物研究中心有限公司动物伦理审查委员会批

准（ＩＡＣＵＣ⁃２０２１（３）０６２）。
１􀆰 １􀆰 ２　 实验菌株

白色念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ，临床分离株），编
号：１７０１５１７７，由中南大学湘雅二医院赠予，在湖南

普瑞玛药物研究中心有限公司 ＢＳＬ⁃Ⅱ实验室培养

和扩增（实验室备案编号：长卫计实备字（２０２１）第

Ｂ０１０ 号）。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

醋酸地塞米松片，批号：２００９２０２，规格：每片

０􀆰 ７５ ｍｇ，１００ 片 ／瓶，有效期至：２０２３ 年 ８ 月，生产单

位：安徽金太阳生化药业有限公司。 ０􀆰 ９％氯化钠注

射液，批号：２１０７１４０１Ｃ，规格：每袋 １００ ｍＬ，有效期

至：２０２３ 年 ６ 月，生产单位：湖南康源制药有限公

司。 沙 氏 葡 萄 糖 琼 脂 培 养 基 （ ＳＤＡ ）， 批 号：
２０２００１０１，规格：每瓶 ２５０ ｇ，有效期至：２０２３ 年 ６ 月，
生产单位：青岛海博生物技术有限公司。 革兰氏染

色液，批号：Ｇ１０６０，规格：每盒 ４ × １００ ｍＬ，有效期

至：２０２２ 年 ７ 月，生产单位：Ｓｏｌａｒｂｉｏ。
ＢＣ⁃５０００Ｖｅｔ 型兽用五分类血液细胞分析仪（深

圳迈瑞公司）、Ｓｐｅｃｔｒａ Ｍａｘ ｉ３ｘ 型多功能酶标仪（上
海美谷分子）、ＢＣＲ⁃ＭＩ０２⁃７２⁃Ｃ１１⁃ＰＰＳＵ 型大鼠独立
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通气笼盒系统（山东新华医疗器械股份有限公司）、
ＢＳＣ１３００⁃Ⅱ⁃Ｂ２ 型生物安全柜（山东新华医疗器械

股份有限公司）、ＤＭＩＬ 倒置显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ 公

司）、ＤＦＣ ４２０Ｃ 病理成像系统（德国 Ｌｅｉｃａ 公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 分组与造模

按性别及体重将大鼠随机分为正常对照组、空
白注射组、潮湿组、免疫抑制组、潮湿＋免疫抑制组，
每组 １０ 只，雌雄各半。 正常对照组及空白注射组不

做任何处理，潮湿组动物仅对大鼠右侧耳部滴入适

量的 ０􀆰 ９％氯化钠注射液，２ 次 ／日，保持耳部潮湿；
免疫抑制组大鼠上午经口灌胃给予 ０􀆰 ８１ ｍｇ ／ ｋｇ 醋

酸地塞米松药液；潮湿＋免疫抑制组对大鼠右侧耳

部滴入适量的 ０􀆰 ９％氯化钠注射液，２ 次 ／日，保持耳

部潮湿，并在上午经口灌胃给予 ０􀆰 ８１ ｍｇ ／ ｋｇ 醋酸地

塞米松药液。 以上操作连续 ３ ｄ，即前处理完毕。 前

处理完成后次日潮湿组、免疫抑制组、潮湿＋免疫抑

制组大鼠经异氟烷吸入麻醉（１％ ～ ４％诱导麻醉，
０􀆰 ２５％ ～ ２％维持麻醉）后，通过耳镜将 １ × １０１０

ＣＦＵ ／ ｍＬ 白色念珠菌悬液经鼓膜穿刺注入到大鼠右

侧中耳腔，每只 ５０ μＬ，空白注射组大鼠按相同的方

法注入等量的空白培养液。 潮湿组、潮湿＋免疫抑

制组大鼠右侧耳部滴入适量的 ０􀆰 ９％氯化钠注射

液，２ 次 ／日，保持耳部潮湿，连续 １４ ｄ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 观察指标

（１）一般体征观察：每天观察大鼠外耳及一般

行为活动，并通过耳镜观察大鼠中耳的症状。
（２）白色念珠菌培养及革兰氏染色计数：分别

于注入后的第 ５、１０、１５ 天进行采样，具体如下：麻醉

大鼠后，将无菌耳拭子蘸有少量的 ０􀆰 ９％氯化钠注

射液，通过耳镜用耳拭子取耳道病灶部位分泌物，
置于无菌拭子管内，进行白色念珠菌培养和革兰氏

染色。 白色念珠菌培养方法：将样本均匀涂布在沙

氏葡萄糖琼脂培养板上，于恒温培养箱中倒置培养

２４ ｈ，观察菌落的形态。 革兰氏染色法：取样品涂布

于载玻片上，通过火焰固定，加上结晶紫染色 １ ｍｉｎ，
并加上碘液后染色 １ ｍｉｎ，加上脱色液，摇动玻片，加
上番红染色 １ ｍｉｎ，吸干或晾干后，通过油镜镜检。

（３）耳道灌洗液 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 水平检测：
末次观察后对各组大鼠安乐死后，中耳腔以每次

１００ μＬ ＰＢＳ 进行 ３ 次灌洗，收集耳道灌洗液，根据

大鼠 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书操作，采用酶联免疫法检

测耳道灌洗液中 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 水平。

（４）组织病理学检查：取右侧耳部组织，置于

１０％中性福尔马林溶液中固定，石蜡包埋切片，ＨＥ
染色，镜下观察中耳黏膜及骨壁组织病理学变化，
根据中耳黏膜及炎性细胞浸润病变程度分为无异

常（ＮＳＬ）、轻度（＋）、中度（＋＋）及重度（＋＋＋）。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行统计分析。 计量资料

以平均值 ± 标准差（ ｘ－ ± ｓ）表示，多个样本间的比较

采用单因素方差分析，根据方差齐性检验，方差齐

及不齐时分别使用 ＬＳＤ 法和 Ｔａｍｈａｎｅ’ ｓ Ｔ２ 分析。
等级资料以频数计，采用等级资料秩和检验进行统

计。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 说明差异具有显著性，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 说明

差异极具显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 一般体征观察

白色念珠菌注射前，免疫抑制组及潮湿＋免疫

抑制组大鼠经醋酸地塞米松注射 ３ ｄ 后，大鼠均出

现竖毛，自主活动减少，潮湿组、正常对照组、空白

注射组大鼠均无明显异常；潮湿组、免疫抑制组及

潮湿＋免疫抑制组大鼠经中耳腔注入白色念珠菌

后，潮湿组大鼠于注入后第 ３ 天外耳均出现瘙痒、红
肿，第 ５ 天大鼠耳部有浅黄色分泌物流出，第 １０ 天

耳部无明显异常，免疫抑制组及潮湿＋免疫抑制组

大鼠于注入后第 ３ 天耳部均出现瘙痒、红肿，第 ５ 天

耳部有大量浅黄色分泌物流出，第 １０ ～ １５ 天可见

分泌物堵塞整个耳道，并伴有竖毛和自主活动减少。
２􀆰 ２　 中耳白色念珠菌定植

２􀆰 ２􀆰 １　 一般培养法

取大鼠耳道分泌物进行菌种培养并确认菌种

定植，白色念珠菌注入后的第 ５、１０、１５ 天，正常对照

组和空白注射组大鼠耳道分泌物培养鉴定均无明

显菌落生长；潮湿组、免疫抑制组和潮湿＋免疫抑制

组的大鼠耳道分泌物经培养鉴定均为白色念珠菌

且没有发现其他菌落，培养的白色念珠菌呈乳白

色，表面光滑有浓酵母气味，形成菌落（见图 １）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 革兰氏染色法

大鼠耳道分泌物经过革兰氏染色后，可见成群

革兰氏染色阳性的卵圆形孢子和假菌丝（图 ２）。 造

模后的第 ５、１０ 和 １５ 天中，潮湿＋免疫抑制组大鼠耳

道分泌物染色均出现白色念珠菌，且随着时间的延

长而增加；而免疫抑制组和潮湿组大鼠的耳道分泌

物中均发现白色念珠菌，随着时间延长，白色念珠
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图 １　 大鼠耳道分泌物培养

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｒａｔ ｅａｒ ｃａｎａｌ

图 ２　 大鼠耳道分泌物（革兰氏染色，×１００）
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｇｒａｍ ｓｔａｉｎ ｏｆ ｒａｔ ｅａｒ ｃａｎａｌ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ（Ｇｒａｍ ｓｔａｉｎｉｎｇ，×１００）
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菌数量逐渐减少。 与潮湿组比，免疫抑制组和潮湿

＋免疫抑制组大鼠耳道分泌物白色念珠菌数量显著

增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与潮湿组和免疫抑制组比，潮湿＋
免疫抑制组大鼠耳道分泌物白色念珠菌数量均显

著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（图 ３）。

注：与潮湿组比较，＋＋ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与免疫抑制组比较，∗Ｐ ＜

０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ３　 耳道分泌物白色念珠菌数量（ｎ ＝ １０）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｉｓｔ ｇｒｏｕｐ，＋＋ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ ｉｎ ｅａｒ ｃａｎａｌ
ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ（ｎ ＝ １０）

图 ５　 大鼠中耳组织病理切片（×１００，ＨＥ 染色）
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｍｉｄｄｌｅ ｅａｒ（×１００， ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

２􀆰 ３　 耳道灌洗液 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β水平变化

如图 ４ 所示，与正常对照组比，空白注射组大鼠

耳道灌洗液 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 水平均无明显差异；
与空白注射组比，免疫抑制组和潮湿＋免疫抑制组

大鼠耳道灌洗液中 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 水平均明显

升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与潮湿组和免疫抑制组

比，潮湿＋免疫抑制组大鼠耳道灌洗液中 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃

α、ＩＬ⁃１β 水平均明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

注：与空白注射组比较，＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与潮湿组比较，＋＋ Ｐ ＜

０􀆰 ０１；与免疫抑制组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下表同）

图 ４　 大鼠耳道灌洗液 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 水平变化（ｎ ＝ １０）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＆＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｉｓｔ ｇｒｏｕｐ， ＋＋Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （ Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅ）

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＩＬ⁃６， ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ
ｒａｔ ｅａｒ ｃａｎａｌ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ（ｎ ＝ １０）

２􀆰 ４　 中耳病理变化

２􀆰 ４􀆰 １　 ＨＥ 染色

大鼠中耳 ＨＥ 染色结果如图 ５ 所示，正常对照

组和空白注射组大鼠在潮湿组大鼠中耳黏膜有充

血、出血、水肿、少量炎性细胞浸润现象；在免疫抑

制组大鼠中耳出现黏膜充血、水肿、大量炎性细胞

浸润；在潮湿＋免疫抑制组大鼠中耳黏膜充血、水
肿、大量炎性细胞浸润。

９３
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２􀆰 ４􀆰 ２　 对中耳组织病变程度的影响

正常对照组和空白注射组动物中耳组织无明

显异常，潮湿组、免疫抑制组及潮湿＋免疫抑制组动

物中耳组织病变程度明显加重（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与潮湿

组和免疫抑制组比，潮湿＋免疫抑制组动物中耳组织

病变程度均明显加重（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（表 １）。
表 １　 白色念珠菌对大鼠中耳病变程度的影响（ｎ ＝ １０）

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ ｏｎ ｍｉｄｄｌｅ ｅａｒ ｌｅｓｉｏｎｓ ｉｎ ｒａｔｓ（ｎ ＝ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

中耳组织病变等级
Ｇｒａｄｅ ｏｆ ｍｉｄｄｌｅ ｅａｒ ｔｉｓｓｕｅ ｌｅｓｉｏｎ

ＮＳＬ ＋ ＋＋ ＋＋＋

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

正常对照组
Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １０ ０ ０ ０ －－

空白注射组
Ｂｌａｎｋ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ １０ ０ ０ ０ －－

潮湿组
Ｍｏｉｓｔ ｇｒｏｕｐ １ ３ ４ ２ ０􀆰 ０２４＆

免疫抑制组
Ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｇｒｏｕｐ １ ２ ３ ４ ０􀆰 ００４＆＆

潮湿＋免疫抑制组
Ｍｏｉｓｔ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｇｒｏｕｐ ０ ０ ２ ８ ０􀆰 ０００＆＆＋＋∗

３　 讨论

真菌性中耳炎与慢性化脓性中耳炎的临床症

状极其相似，常被误诊为普通细菌性中耳炎，对其

进行抗生素治疗，而广谱抗生素会抑制细菌簇，使
真菌迅速繁殖，加重病情，为临床诊治带来困难，故
此类动物模型的建立对真菌性中耳炎的鉴别诊断

及抗真菌性中耳炎药物的评价均具有重要意

义［６，１１］。 因此本研究选用临床上较为常见的真菌白

色念珠菌作为致病菌对大鼠进行鼓膜穿刺，建立真

菌性中耳炎模型，通过观察各组大鼠体征、中耳真

菌定植情况、耳道灌洗液炎症因子水平及中耳病理

变化等指标，对不同处理组大鼠造模情况进行评

价，筛选稳定、效果良好的真菌性中耳炎模型建立

方式供研究者参考。
真菌性中耳炎的常见症状包括外耳道湿疹、耳

痒、耳痛，患耳反复流白色、黄色或黑褐色脓性分泌

物［１２］。 本实验结果显示，每只模型组大鼠鼓膜穿刺

５０ μＬ 白色念珠菌悬液（１×１０１０ ＣＦＵ ／ ｍＬ）后，潮湿

组、免疫抑制组和潮湿＋免疫抑制组大鼠在第 ３ 天

均出现外耳瘙痒、红肿等症状，且均于第 ５ 天有浅黄

色分泌物流出；潮湿组大鼠耳部在第 １０ 天恢复正

常，免疫抑制组和潮湿＋免疫抑制组在第 １０ ～ １５ 天

可见分泌物堵塞整个耳道，并伴有竖毛和自主活动

减少症状；结合中耳真菌定植情况可清晰发现潮湿

＋免疫抑制组大鼠耳道分泌物中白色念珠菌数量最

多。 各模型组大鼠症状与前人对真菌性中耳炎症

状描述相似，但潮湿处理组模型大鼠出现自愈趋

势，提示免疫抑制组和潮湿＋免疫抑制组在模型建

立方面效果更佳。
真菌性中耳炎分泌物中含有多种炎症因子，炎

症因子与肉芽组织的生成密切相关，增生的肉芽组

织常阻塞中耳，加重中耳积液，进而导致炎性分泌

物吸收机化，使疾病恶性循环［５］。 在对中耳炎动物

模型的研究中发现，ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 均是已知

的与炎症相关的重要局部介质［１３］。 Ｙｅｌｌｏｎ 等［１４］ 研

究发现，在中耳炎发病期间细胞因子在炎症中具有

调节作用，且耳道分泌物中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 的

含量呈升高趋势，与中耳炎病情密切相关，其中 ＩＬ⁃６
和 ＩＬ⁃１β 主要在中耳炎急性期发挥作用，而 ＴＮＦ⁃α
主要在中耳炎慢性期发挥作用。 本研究结果显示，
造模第 １５ 天免疫抑制组和潮湿＋免疫抑制组大鼠

耳道灌洗液中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 的含量均明显

上升，其中潮湿＋免疫抑制组大鼠耳道灌洗液的炎

症因子含量上升更为明显，说明免疫抑制组和潮湿

＋免疫抑制组大鼠中耳出现炎症反应，且组织病理

学观察显示 ３ 个模型组中耳均出现不同程度的黏膜

充血、水肿及炎性细胞浸润现象，其中白色念珠菌

在潮湿环境下对免疫抑制大鼠诱导真菌性中耳炎

最为严重。 综合实验结果可清晰发现白色念珠菌

在潮湿＋免疫抑制条件下的模型建立方面效果更

佳，提示两方面因素：一方面是由于白色念珠菌属

０４
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于机会性和致病性真菌，在机体免疫功能低下时引

起浅表感染和侵袭性感染的频率更高；另一方面是

由于白色念珠菌在干燥环境的存活率很差，而在潮

湿环境中存活时间更长［１５－１６］。
近年来众多学者围绕中耳炎开展了许多相关

动物实验研究，有多种方式复制中耳炎模型，但少

有真菌性中耳炎的构建方法，在细菌诱导中耳炎

时，邹艺辉等［１７］在大鼠听泡内注射致病菌成功复制

化脓性中耳炎模型；李聪等［１８］经鼓膜注入致病菌建

立大鼠化脓性中耳炎模型。 文献报道在临床上真

菌性中耳炎主要通过咽鼓管和外耳道鼓膜两个途

径感染机体，因此本研究通过借鉴细菌诱导中耳炎

的方式，采用鼓膜注入白色念珠菌的方式成功构建

真菌性中耳炎模型；但与前人方式所不同的是本研

究所采用的感染方法强调湿润环境和免疫抑制，尽
可能真实的模拟真菌性中耳炎在临床中的感染过

程，并清晰地展现了不同环境下真菌性中耳炎病程

的长短和疾病发生的过程。 在后续研究过程中，我
们将探索白色念珠菌的接种剂量和菌株浓度与真

菌性中耳炎之间的关系，使真菌性中耳炎模型既能

接近临床，又能保证其相对稳定和可靠，为药物研

发、疾病预防和临床指导用药等方面提供更多参考

依据。

４　 结论

综上所述，通过对各模型组大鼠的体征、中耳

真菌定植情况、耳道灌洗液炎症因子水平及中耳病

理变化等指标变化结果，认为在免疫抑制和潮湿＋
免疫抑制条件下使用鼓膜穿刺方式注射白色念珠

菌均可成功建立真菌性中耳炎大鼠模型，且潮湿＋
免疫抑制条件效果更佳。
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