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没食子酸与环丙沙星联用对小鼠慢性鼻鼻窦炎模型的作用

姜玉秋，唐桥斐，张　爽
，闫智永

（沈阳医学院附属第二医院耳鼻喉科，沈阳 １１０００２）

摘　要　探讨没食子酸与环丙沙星联用对小鼠慢性鼻鼻窦炎模型（ＣＲＳ）的作用。收集难治性ＣＲＳ患者鼻黏膜样本，
分离铜绿假单胞杆菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）构建小鼠ＣＲＳ模型，没食子酸（ＧＡ）与环丙沙星（ＣＩＰ）单独或联合灌胃治疗，
ＨＥ染色观察小鼠鼻黏膜病理变化，ＥＬＩＳＡ检测血清炎性因子ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８的表达、试剂盒检测ＳＯＤ活性、ＭＤＡ及ＲＯＳ
含量，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测鼻黏膜组织中ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８、ＩκＢ及ＮＦκＢｐ６５的表达。结果显示，ＧＡ与ＣＩＰ可显著降低ＣＲＳ小
鼠ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８、ＭＤＡ、ＲＯＳ及ＮＦκＢｐ６５的含量，增加ＳＯＤ活性及ＩκＢ的表达，且联合用药效果更显著。结果说明，ＧＡ
与ＣＩＰ联用治疗ＣＲＳ效果优于单独用药，可能通过抑制ＮＦκＢ信号通路，下调ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８表达发挥作用。
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　　慢性鼻鼻窦炎（ｃｈｒｏｎｉｃｒｈｉｎｏｓｉｎｕｓｉｔｉｓ，ＣＲＳ）
是耳鼻咽喉科的常见疾病之一，多由于急性鼻鼻
窦炎未彻底治愈反复发作、迁延不愈形成，常伴

有鼻塞、鼻漏、头昏、嗅觉减退、记忆力减退等症

状，严重影响患者的生活质量［１－２］。临床上常用

糖皮质激素、大环内酯类（１４元环）及氟喹诺酮
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类药物进行治疗，但长期使用化药不良反应大，

且易出现耐药现象。中药具有安全、低毒、不易

产生耐药性等优势，与化药结合后能起到更好的

治疗效果［３］。

没食子酸（ｇａｌｌｉｃａｃｉｄ，ＧＡ）是广泛存在于茶
叶、葡萄等植物中的天然多酚类化合物，具有抗

菌［４－５］、抗病毒［６］、抗肿瘤［７－９］、抗氧化［１０］、控制胰

岛素水平［１１］等多种药理活性，能较好地被人体吸

收，在体内代谢成４Ｏ甲基没食子［１２］。环丙沙星

（ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ，ＣＩＰ）为第 ３代氟喹诺酮类抗菌药
物，具广谱抗菌活性，临床上主要用于敏感菌所致

的呼吸道、泌尿道、消化道等的感染。本研究建立

ＣＲＳ小鼠模型，观察ＧＡ与ＣＩＰ联用对ＣＲＳ的治疗
效果，以期为 ＣＲＳ的中西医结合临床治疗提供新
的思路。

!

　材　料

１１　试　剂
没食子酸（纯度大于９８％，上海经科化学科技

有限公司）；环丙沙星（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；苏木精
伊红（ＨＥ）染色液、小鼠 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８ＥＬＩＳＡ
检测试剂盒（南京森贝伽生物科技有限公司）；超

氧化物歧化酶（ＳＯＤ）检测试剂盒、丙二醛（ＭＤＡ）
检测试剂盒、活性氧（ＲＯＳ）检测试剂盒（北京索莱
宝科技有限公司）；ＲＩＰＡ裂解液、ＢＣＡ蛋白浓度测
定试剂盒、细胞核蛋白与细胞浆蛋白抽提试剂盒

（上海碧云天生物技术有限公司）；ＩκＢ抗体、
ＮＦκＢｐ６５抗体、ＴＮＦα抗体、ＩＬ６抗体、ＩＬ８抗
体、βａｃｔｉｎ抗体、ＨｉｓｔｏｎｅＨ３抗体（沈阳万类生物科
技有限公司）；辣根过氧化物酶标记二抗（武汉博

士德生物工程有限公司）。

１２　仪　器
ＶＩＴＥＫ全自动微生物鉴定仪（法国生物梅里

埃股份有限公司）；ＤＰ７３显微镜（日本奥林巴斯公
司）；ＥＬＸ８００全自动酶标仪（美国伯腾仪器有限
公司）；ＵＶ７５２紫外可见分光光度计（上海佑科仪
器仪表有限公司）；ＤＹＹ７Ｃ电泳仪、ＷＤ９４１３Ｂ凝
胶成像系统（北京六一生物科技有限公司）。

１３　动物与临床标本
动物：ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（１８～２２ｇ），雄性，

６～８周龄，由辽宁长生生物技术有限公司提供，合
格证号：ＳＣＸＫ（辽）２０１００００１。

临床标本：难治性慢性鼻鼻窦炎（ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ
ｃｈｒｏｎｉｃｒｈｉｎｏｓｉｎｕｓｉｔｉｓ，ＲＣＲＳ）病例：２０１３年 １月至
２０１３年１２月在沈阳医学院附属第二医院耳鼻喉
科经规范化药物和鼻内镜手术治疗后 ＣＲＳ症状和
体征仍持续存在的患者２０例。

"

　方　法

２１　细菌分离培养与鉴定
２０例 ＲＣＲＳ患者于鼻内镜下行鼻窦开放术，

切除筛泡，手术台下分离出筛泡上的鼻黏膜，剪成

约３ｍｍ×３ｍｍ大小，生理盐水冲洗收集黏膜表面
游离菌。按《全国临床检验操作规程》［１３］进行接

种、分离，用手工法和全自动微生物鉴定仪进行细

菌鉴定，于ＭＢＨ培养基中培养。接种前用灭菌生
理盐水稀释菌液浓度至１０×１０９ＣＦＵ／ｍＬ。
２２　小鼠ＣＲＳ模型的制备

小鼠麻醉后于鼻背正中做一 ５ｍｍ切口，向
右侧掀起皮瓣，牙科微小钻头沿鼻腔刮骨３ｍｍ，
切开黏膜进入右侧鼻腔，Ｍｅｒｏｃｅｌ高膨胀止血海绵
进行鼻腔堵塞，注射器抽取铜绿假单胞杆菌

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，Ｐａ）悬浊液（１×１０９

ＣＦＵ）０１ｍＬ缓慢注入该侧鼻腔内。对照组小鼠
用同样方式打开鼻腔，不置入 Ｍｅｒｏｃｅｌ海绵及
菌液［１４］。

２３　给药和分组
小鼠随机分为５组，每组８只，即对照组、模

型组、没食子酸组（２０ｍｇ／ｋｇＧＡ）、环丙沙星组
（４０ｍｇ／ｋｇＣＩＰ）、没食子酸与环丙沙星联用组
（２０ｍｇ／ｋｇＧＡ＋４０ｍｇ／ｋｇＣＩＰ）。造模４周后，没
食子酸与环丙沙星单独或联合灌胃给药０４ｍＬ，
连续７ｄ，对照组和模型组给予等体积生理盐水，
末次给药２４ｈ后，收集小鼠血清及鼻黏膜组织，
用于后续检测。

２４　检测指标
２４１　ＨＥ染色观察鼻黏膜组织形态　收集鼻黏
膜组织，用１０％甲醛溶液固定２４ｈ，标本切片，石
蜡包埋，载玻片上予苏木精伊红（ＨＥ）染色，显微
镜下观察组织形态学变化。

２４２　ＥＬＩＳＡ法检测血清炎性因子 ＴＮＦα、ＩＬ６、
ＩＬ８的表达　按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明分别检测血
清中炎性因子ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８的表达，实验重复
３次，检测结果以ｐｇ／ｍＬ表示。
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２４３　血清中 ＳＯＤ活性及 ＭＤＡ含量的检测　
ＳＯＤ活性采用黄嘌呤氧化酶法测定，ＭＤＡ含量采
用硫代巴比妥酸法测定，按照试剂盒说明分别在

５５０，５３２ｎｍ处测定吸收度。
２４４　鼻黏膜组织中 ＲＯＳ活性的检测　采用化
学荧光法检测鼻黏膜组织中 ＲＯＳ活性，取１０％组
织匀浆液按照试剂盒说明书步骤操作。

２４５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测鼻黏膜组织中炎性因
子及 ＮＦκＢ通路相关蛋白的表达　采用 ＲＩＰＡ裂
解液裂解鼻黏膜组织，试剂盒提取组织胞浆蛋白和

胞核蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。用５×上样缓冲
液混匀后沸水浴１０ｍｉｎ，取蛋白５０μｇ进行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳，转膜至ＰＶＤＦ膜上，用５％脱脂牛奶进
行封闭，胞浆蛋白中加入１∶１０００倍稀释的 ＴＮＦ
α、ＩＬ６、ＩＬ８、ＩκＢ一抗，胞核蛋白中加入１∶１０００倍
稀释的ＮＦκＢｐ６５一抗，４℃孵育过夜。洗涤后加
入１∶５０００倍稀释的辣根过氧化物酶标记二抗，
３７℃孵育４５ｍｉｎ，加入ＥＣＬ发光液曝光显色。将
胶片进行扫描，凝胶图像处理系统分析目标条带的

吸收度，以 βａｃｔｉｎ和 ＨｉｓｔｏｎｅＨ３为内参进行标化
处理。

２４６　统计学处理　所有实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，
采用 ＳＰＡＳＳ１５０进行单因素方差分析，ＬＳＤ检验
分析组间差异，Ｐ＜００５表示差异有统计学意义。

#

　结　果

３１　铜绿假单胞杆菌的分离与鉴定
经鉴定，在所有鼻黏膜样本中，铜绿假单胞杆

菌阳性率为１００％。
３２　组织形态学观察

ＨＥ染色结果如图１所示，对照组未见炎症细
胞浸润，上皮细胞形态完好，纤毛排列整齐。模型

组鼻黏膜呈慢性炎症表现，大量炎症细胞浸润，上

皮细胞萎缩，纤毛减少或消失。各药物治疗组均能

不同程度减轻组织炎症反应，且联合用药组比单独

用药组改善更为明显。

３３　血清炎性因子ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８的水平
ＥＬＩＳＡ检测血清中 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８的水平，

结果如图 ２所示。与对照组相比，ＣＲＳ模型组
ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８含量均显著升高（Ｐ＜００１）。与
模型组相比，药物单用组（ＧＡ、ＣＩＰ）ＴＮＦα与 ＩＬ６
含量显著下降，ＩＬ８含量无显著性变化，药物联用

组（ＧＡ＋ＣＩＰ）ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８的表达均显著下降
（Ｐ＜００１），且各指标变化程度比药物单用组更为
明显。说明ＧＡ与ＣＩＰ联用能有效降低 ＣＲＳ模型
小鼠血清炎性因子的表达水平。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｇａｌｌｉｃａｃｉｄ（ＧＡ）ａｎｄｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ（ＣＩＰ）ｏｎｔｈｅ
ｎａｓａｌｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｃｈａｎｇｅ（ＨＥ，×４００）

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＧＡａｎｄＣＩＰｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦα，ＩＬ６ａｎｄＩＬ
８ｉｎｍｕｒｉｎｅｃｈｒｏｎｉｃｒｈｉｎｏｓｉｎｕｓｉｔｉｓ（ＣＲＳ）ｍｏｄｅｌｂｙＥＬＩＳＡ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝
８）
＃＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；
△△Ｐ＜００１ｖｓＧＡ＋ＣＩＰｇｒｏｕｐ

３４　血清 ＳＯＤ活性、ＭＤＡ含量及鼻黏膜组织中
ＲＯＳ含量

如表１所示，与对照组相比，ＣＲＳ模型组小鼠
ＳＯＤ活性显著降低（Ｐ＜００１），为对照组的 ０５
倍；ＭＤＡ及ＲＯＳ含量显著升高（Ｐ＜００１），分别是
对照组的２４７和２１８倍。与模型组相比，药物单
用组（ＧＡ、ＣＩＰ）ＳＯＤ活性分别增加了 ４７％（Ｐ＜
００１）和 ６１％（Ｐ＜００１），ＭＤＡ含量分别下降
２８％（Ｐ＜００５）和３６％（Ｐ＜００５），ＲＯＳ含量分别
降低了３５％（Ｐ＜００５）和３３％（Ｐ＜００５）。药物
联用组（ＧＡ＋ＣＩＰ）各指标变化更为明显，与模型组
相比，ＳＯＤ活性增加８６％（Ｐ＜００１），ＭＤＡ及ＲＯＳ
含量分别降低５２％（Ｐ＜００１）和４９％（Ｐ＜００１）。
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Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＧＡａｎｄＣＩＰｏｎｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ），ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ）ａｎｄｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）ｉｎｍｕｒｉｎｅＣＲＳｍｏｄｅｌ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

Ｇｒｏｕｐ ＳＯＤ／（Ｕ／ｍＬ） ＭＤＡ／（ｎｍｏｌ／ｍＬ） ＲＯＳ／（Ｕ／μｇｐｒｏｔ）
Ｃｏｎｔｒｏｌ １０５０２±１５１３ ３６２±１２８ ３４３４±８２２
Ｍｏｄｅｌ ５２８７±１０６３＃＃ ８９４±２７３＃＃ ７４９２±１４２４＃＃

ＧＡ ７７５８±１２７８△ ６４３±１８１△△ ４８８２±９６７△△

ＣＩＰ ８５２３±１３８８ ５６９±１５６ ５００２±１４３１△

ＧＡ＋ＣＩＰ ９８３２±１８１１ ４３１±０７７ ３８１８±８８２
＃＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１ｖｓＧＡ＋ＣＩＰｇｒｏｕｐ

３５　鼻黏膜组织中炎性因子 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８的
表达

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测鼻黏膜组织中炎性因子
ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ８的蛋白表达水平，结果如图 ３
所示。与对照组相比，ＣＲＳ模型组鼻黏膜组织中
ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８含量均显著升高（Ｐ＜００１）。与

模型组相比，各药物治疗组 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８表达
水平显著下降（Ｐ＜００１）。与药物单用组（ＧＡ、
ＣＩＰ）相比，药物联用组（ＧＡ＋ＣＩＰ）降低炎性因子
的效果更加明显（Ｐ＜００１），表明 ＧＡ与 ＣＩＰ联用
比单独作用更能有效抑制ＣＲＳ小鼠鼻黏膜组织中
炎性因子的表达。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＧＡａｎｄＣＩＰｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦα，ＩＬ６ａｎｄＩＬ８ｉｎｎａｓａｌｍｕｃｏｓａｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｕｒｉｎｅＣＲＳｍｏｄｅｌｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）
＃＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜００１ｖｓＧＡ＋ＣＩＰｇｒｏｕｐ

３６　鼻黏膜组织中ＩκＢ和ＮＦκＢｐ６５的表达
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测鼻黏膜组织中 ＩκＢ和 ＮＦκＢ

ｐ６５的表达，结果如图４所示。与对照组相比，ＣＲＳ
模型组胞浆蛋白ＩκＢ表达显著下降（Ｐ＜００５），胞
核蛋白ＮＦκＢｐ６５表达显著升高（Ｐ＜００１）。与

模型组相比，各药物治疗组胞浆蛋白ＩκＢ表达显著
上升（Ｐ＜００５），胞核蛋白ＮＦκＢｐ６５表达显著下
降，且药物联用组比药物单用组 ＩκＢ和 ＮＦκＢｐ６５
的变化更明显。说明 ＧＡ与 ＣＩＰ药物联用比单独
作用对ＮＦκＢ信号通路的抑制作用更强。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＧＡａｎｄＣＩＰｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩκＢａｎｄＮＦκＢｐ６５ｉｎｍｕｒｉｎｅＣＲＳｍｏｄｅｌｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）
＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１ｖｓＧＡ＋ＣＩＰｇｒｏｕｐ

$

　讨　论

ＣＲＳ是鼻腔和鼻窦的慢性炎症，随着对ＣＲＳ病
理机制的深入研究，人们发现细菌生物膜的形成可

能是 ＣＲＳ迁延不愈以及抗生素耐药的主要原
因［１５－１７］，铜绿假单胞杆菌广泛分布于人体皮肤、呼

吸道和肠道，是重要的条件致病菌，能产生由糖蛋白

构成的生物被膜而达到多药耐药作用［１８］。本研究
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通过鼻腔阻塞加铜绿假单胞杆菌接种的方法成功构

建小鼠ＣＲＳ模型，组织形态学观察符合ＣＲＳ标准。
ＣＲＳ患者鼻黏膜组织中炎症细胞大量浸润，

产生多种炎性细胞因子（如 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８等）
及氧自由基，使机体ＲＯＳ含量升高，氧自由基参与
并通过脂质过氧化反应产生分解产物 ＭＤＡ等，引
起细胞膜结构受损，炎症介质大量释放。ＳＯＤ能
有效清除氧自由基，抑制鼻黏膜组织中的脂质过氧

化反应，维持机体ＲＯＳ平衡，抑制炎症反应。本研
究结果表明 ＧＡ或 ＣＩＰ能有效降低血清及鼻黏膜
组织中炎性因子 ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ８的表达水平，
减少ＭＤＡ及 ＲＯＳ含量，增强 ＳＯＤ活性，且药物联
用比单用效果更明显，提示ＧＡ与ＣＩＰ联用能有效
抑制ＣＲＳ小鼠炎症反应及氧化应激水平。

正常情况下 ＮＦκＢ二聚体与 ＩκＢ结合以非活
性形式存在于细胞质中，当细胞受到外界刺激后，

ＮＦκＢ二聚体与ＩκＢ分离，进入细胞核调控靶基因
的表达，诱导产生促炎因子、趋化因子、黏附因子等，

扩大炎症反应。ＮＦκＢ通路抑制剂在慢性炎症疾病
和肿瘤的治疗中发挥重要作用［１９］。本研究结果表

明ＧＡ或 ＣＩＰ能有效降低鼻黏膜组织中胞核蛋白
ＮＦκＢｐ６５表达水平，增加胞浆蛋白ＩκＢ的含量，且
ＧＡ与ＣＩＰ联用作用效果更为显著，提示ＧＡ与ＣＩＰ
联用比单用抑制ＮＦκＢ通路激活的作用更强。

ＧＡ与ＣＩＰ联用对 ＣＲＳ的初步研究结果表明
药物联用可显著降低 ＣＲＳ的炎症水平，降低血清
及鼻黏膜中炎性因子的表达，减少 ＭＤＡ、ＲＯＳ释
放，增加ＳＯＤ活性，抑制ＮＦκＢ通路的激活。与药
物单独作用相比，ＧＡ与 ＣＩＰ联合用药效果更佳，
可能通过抑制ＮＦκＢ通路激活，下调 ＴＮＦα、ＩＬ６、
ＩＬ８的表达发挥作用。
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