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　　摘　要：　目的　初步研究白细胞介素８（ＩＬ８）在兔动物模型中的表达，并探讨其在咽喉反流发病中的作用。
方法　将２０只普通级新西兰兔随机分为实验组和对照组，每组各１０只。实验组采用扩张食管上、下括约肌的制
作咽喉反流动物模型，对照组为假操作组。建模完成后定期对动物进行２４ｈｐＨ监测和反流体征量表（ＲＦＳ）评分，
并取上呼吸道不同部位组织进行免疫组化染色检测ＩＬ８的表达水平。结果　２４ｈｐＨ监测结果显示实验组动物出
现了明显的咽喉反流，与对照组相比，两组间Ｒｙａｎ指数阳性率差异具有统计学意义（Ｐ＜０．００１）；实验组与对照组
的ＲＦＳ评分阳性率差异具有统计学意义（Ｐ＝０．０２９）。实验组与对照组在声带部位的组间ＩＬ８免疫组化染色评分
差异具有统计学意义（Ｐ＝０．０１５），在咽鼓管、扁桃体、下鼻甲部位差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　咽喉反流
可导致喉部ＩＬ８的高表达，ＩＬ８可能在咽喉反流的发生发展中起重要作用。
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　　咽喉反流性疾病（ｌａｒｙｎｇｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｒｅｆｌｕｘｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＬＰＲＤ）是一种多因素、具有广泛临床表现的疾
病。咽喉反流在咽喉、头颈、中耳和鼻腔鼻窦疾病的

发生发展中起了重要作用［１］。食管上、下括约肌的

收缩功能，食管的蠕动清除功能和黏膜的屏障功能

在防止咽喉反流的发生中起了主要作用［２］。

咽喉反流导致的损伤会引起包括白细胞介素６
（ＩＬ６）、碳酸酐酶同工酶 ３（ＣＡⅢ）、Ｅ钙黏蛋白
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（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）和多种黏蛋白（ｍｕｃｉｎ）等一系列生物
标记物表达水平的改变［３］。ＩＬ８是一种中性粒细
胞趋化因子，在炎症反应的启动和促进中发挥着重

要作用。Ｏｈ等［４］研究表明其在食管中的表达水平

与胃食管反流的严重程度相关，Ｔａｎ等［５］研究发现

胃蛋白酶可以通过 ＩＬ８相关信号通路在体外诱导
喉癌细胞的上皮 －间质转化，但目前尚未有其在
ＬＰＲＤ中表达水平的体内研究。

因此，本研究以兔为研究对象，采用较为成熟的

扩张食管上、下括约肌的方法破坏抗反流的屏障功

能［６］，造成实验动物的咽喉反流，通过观察 ＩＬ８的
表达水平的差异，初步探讨咽喉反流的损伤机制，为

ＬＰＲＤ的诊治提供参考。

１　材料与方法

１．１　建立咽喉反流动物模型
选取健康普通级雄性５月龄新西兰兔２０只，体

重２．５～３．０ｋｇ，均购自北京大学人民医院实验动物
中心。按照随机数字法分为扩张食管上、下括约肌

的实验组和假操作的对照组，每组各１０只。实验动
物的饲养和处置严格遵守国家实验动物指南，由北

京大学人民医院伦理委员会批准。

操作前动物需禁食２４ｈ，禁水６ｈ。采用舒泰
５０（１６ｍｇ／ｋｇ）肌注麻醉。实验组采用压力泵和球
囊导管扩张食管下括约肌，球囊长 ５ｃｍ，直径
１０ｍｍ，扩张时加压至１０Ｐｓｉ（１Ｐｓｉ＝６．８９５ｋＰａ），维
持５ｍｉｎ，间隔３ｍｉｎ后重复１次，共２次。然后在内
镜直视下将定制的镍钛合金支架（南京微创，长

５ｃｍ，直径８ｍｍ，记忆温度３６．０°Ｃ）置入食管上段
扩张食管上括约肌，２４ｈ后取出内支架。对照组动
物采用与实验组安全相同的方法放置球囊导管和食

管导丝，但不进行球囊扩张及支架放置。其余各项

处理均与实验组相同。

１．２　２４ｈｐＨ监测
操作后第２周使用ＤＸｐＨ监测系统对实验动物

进行２４ｈｐＨ监测，监测结果使用配套软件进行分析。
由于新西兰兔大多数时间为伏地姿态，因此我们采用

直立位ｐＨ＜５．５为界值［７］，通过统计反流的次数、最长

反流时间和反流时间百分比，得出Ｒｙａｎ指数。以Ｒｙａｎ
指数＞９．４１分作为反流阳性的判断标准［７］。

１．３　反流体征评分（ｒｅｆｌｕｘｆｉｎｄｉｎｇｓｃｏｒｅ，ＲＦＳ）量表
所有实验动物于操作后第４周进行喉镜检查，

根据喉镜所见，由两名医师独立进行 ＲＦＳ量表评分
（表１），以ＲＦＳ＞７分为反流阳性的判断标准［８］，比

较两组动物ＲＦＳ量表评分的差异。

表１　ＲＦＳ量表评分

体征 评分 体征 评分

声门下水肿（声带假沟） ０＝无 弥漫性喉水肿 ０＝无
２＝存在 １＝轻度

喉室消失 ０＝无 ２＝中度
２＝部分 ３＝重度
４＝完全 ４＝阻塞

红斑／充血 ０＝无 后联合增生 ０＝无
２＝局限于
杓状软骨

１＝轻度

４＝弥漫 ２＝中度
声带水肿 ０＝无 ３＝重度

１＝轻度 ４＝阻塞
２＝中度 肉芽组织 ０＝无
３＝重度 ２＝存在
４＝息肉 喉内黏稠黏液附着 ０＝无

２＝存在

１．４　ＩＬ８免疫组化染色及评价标准
８周后３％氟烷吸入法处死动物，分别取两组的

声带、扁桃体、咽鼓管、下鼻甲组织标本固定于４％
多聚甲醛中，石蜡包埋后切片待用。免疫组化检测

ＩＬ８的表达：脱蜡、修复后，阻断内源性过氧化物酶，
血清封闭，然后滴加一抗（ａｎｔｉＩＬ８ａｎｔｉｂｏｄｙ，ａｂ
ｃａｍ，ＡＢ３４１００，１∶２００稀释）孵育。洗脱后滴加二
抗（ＨＲＰ山羊抗小鼠二抗，ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ，ＧＢ２３３０１，
１∶２００稀释）孵育，最后ＤＡＢ显色观察。免疫组化染
色结果评分参考 Ｆｏｒｍｗｉｔｚ方法［９］，由两名病理科医

师独立完成，根据染色强度和染色面积进行评分。

染色强度评分为：０分（阴性），１分（弱阳性），２分
（阳性），３分（强阳性）；染色面积评分为：１分（＜
２５％），２分（２５％ ～５０％），３分（５１％ ～７５％），４分
（＞７５％）。两者的乘积为每个标本的积分，０分为
阴性（－），１～４分为弱阳性（＋），５～８分为阳性
（＋＋），９～１２分为强阳性（＋＋＋）。
１．５　统计学分析

采用ＳＰＳＳ２０．０软件进行数据统计。采用 珋ｘ±ｓ
描述正态分布的计量资料，采用中位数［２５分位数；
７５分位数］（Ｍ［Ｐ２５；Ｐ７５］）描述非正态分布的计量资
料。符合正态分布的两组间均数比较采用 ｔ检验，
分类变量采用 Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法检验，Ｐ＜０．０５为
差异具有统计学意义。
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２　结果

２．１　一般情况
实验组动物有 １只死于继发感染，对照组有

１只死于麻醉意外。建模后最初２ｄ，实验组动物出
现食欲减退，紧张易激惹等情况，多于１周内恢复。
建模后２周，实验组新西兰兔的平均体重（３．１０±
０．１３）ｋｇ，与对照组（３．２３±０．１２）ｋｇ相比，差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）。
２．２　ｐＨ监测结果

操作后第２周实验组９只动物Ｒｙａｎ指数均为阳
性（６６．２１［３２．７１；１５３．１５］），阳性率为１００％（９／９），
对照组Ｒｙａｎ指数仅有１例为阳性（０［０；５．６３］），阳性
率为１１％（１／９）。以Ｒｙａｎ指数＞９．４１分作为反流阳
性的判断标准，采用Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法进行检验，第
２周咽喉反流阳性率在两组间具有显著性差异（Ｐ＜
０．００１），提示实验组动物出现了较明显的咽喉反流。
２．３　ＲＦＳ评分结果

操作后第 ４周实验组 ＲＦＳ评分为（８．１１±
２．３７）分，对照组为（２．４４±０．８８）分，采用两独立样
本ｔ检验，两组间差异具有统计学意义（ｔ＝６．７２６，
Ｐ＜０．００１）。以 ＲＦＳ＞７分为反流阳性的判断标
准，实验组阳性率为５５．６％（５／９），对照组阳性率为
０％，采用Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法进行检验，两组间差异
具有统计学意义（Ｐ＝０．０２９）。较典型的喉镜图像
见图１所示。

图１　操作后第４周新西兰兔喉镜图　Ａ：实验组示声带充
血、水肿，喉内分泌物黏稠、黏液附着；Ｂ：对照组示双侧声带
光滑

２．４　ＩＬ８免疫组化检测结果
ＩＬ８的表达以胞质表达为主，在鳞状上皮近基

底层、上皮下基质内和淋巴细胞内表达较为明显

（图２）。不同部位组织中 ＩＬ８染色的强度及数量
统计见表２。实验组声带ＩＬ８免疫组化染色弱阳性
率为８８．９％（８／９），阴性率为１１．１％（１／９）；对照组
声带ＩＬ８免疫组化染色弱阳性率为２２．２％（２／９），
阴性率为７７．８％（７／９）。实验组扁桃体 ＩＬ８免疫组
化染色弱阳性率为５５．６％（５／９），阴性率为４４．４％
（４／９）；对照组扁桃体 ＩＬ８免疫组化染色弱阳性率
为４４．４％（４／９），阴性率为５５．６％（５／９）。实验组咽
鼓管ＩＬ８免疫组化染色弱阳性率６６．７％（６／９），阴
性率为３３．３％（３／９）；对照组咽鼓管 ＩＬ８免疫组化
染色弱阳性率为 ３３．３％（３／９），阴性率为 ６６．７％
（６／９）。实验组下鼻甲黏膜下组织ＩＬ８免疫组化染
色弱阳性率８８．９％（８／９），阴性率为１１．１％（１／９）；

图２　两组新西兰兔ＩＬ８免疫组化染色结果　（×４００）　Ａ：实验组声带黏膜鳞状上皮ＩＬ８染色呈弱阳性，近基底层染色程
度加深；Ｂ：对照组声带黏膜组织内ＩＬ８染色阴性；Ｃ：实验组扁桃体组织内ＩＬ８染色阴性；Ｄ：对照组扁桃体组织内ＩＬ８染
色呈弱阳性；Ｅ：实验组咽鼓管黏膜及黏膜下层ＩＬ８染色呈弱阳性；Ｆ：对照组咽鼓管组织ＩＬ８染色阴性；Ｇ：实验组下鼻甲
黏膜下组织ＩＬ８染色呈弱阳性；Ｈ：对照组下鼻甲黏膜下组织ＩＬ８染色呈弱阳性

·０８２·
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表２　不同部位ＩＬ８免疫组化染色结果　（例）

部位 例数
ＩＬ８

（－） （＋） （＋＋）（＋＋＋）
Ｐ

声带

　实验组 ９ １ ８ ０ ０ ０．０１５
　对照组 ９ ７ ２ ０ ０
扁桃体

　实验组 ９ ４ ５ ０ ０ １．０００
　对照组 ９ ５ ４ ０ ０
咽鼓管

　实验组 ９ ３ ６ ０ ０ ０．３４７
　对照组 ９ ６ ３ ０ ０
下鼻甲

　实验组 ９ １ ８ ０ ０ １．０００
　对照组 ９ ２ ７ ０ ０

　　注：Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

对照组下鼻甲黏膜下组织 ＩＬ８免疫组化染色弱阳
性率为７７．８％（７／９），阴性率为２２．２％（２／９）。采
用Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法进行检验，实验组和对照组声
带之间ＩＬ８免疫组化染色结果差异具有统计学意
义（Ｐ＝０．０１５），而在其他部位的免疫组化染色结果
差异无统计学意义（Ｐ均＞０．０５）。

３　讨论

ＬＰＲＤ是临床常见的难治性慢性疾病，由于现
代人们的饮食习惯及生活方式的改变，近年来其发

病率不断上升。ＬＰＲＤ与胃食管反流病（ｇａｓｔｒｏｅ
ｓｏｐｈａｇｅａｌｒｅｆｌｕｘｄｉｓｅａｓｅ，ＧＥＲＤ）有不同也有交集，据
报道 ＧＥＲＤ 合 并 ＬＰＲＤ 患 者 的 比 例 可 高 达
４７．９％［１０］。由于咽喉反流性疾病的病理机制复杂，

临床疗效尚局限，相关研究短缺，与胃食管反流病患

者相比，ＬＰＲＤ患者常常会承受更长的诊疗过程和
诊疗花费。因此通过进行ＬＰＲＤ的动物实验的基础
研究，探讨相关炎症因子对上呼吸道造成损伤的机

制，可以为ＬＰＲＤ的诊断和治疗提供借鉴。
Ｂｅｌａｆｓｋｙ等［１１］在２００１年首次设计了 ＲＦＳ量表

评分，其评分可以用以诊断咽喉反流和评估咽喉反

流的严重程度。ＲＦＳ量表亦由我国耳鼻咽喉科专家
在中文环境下进行了信度和效度的评估［８］。目前

共识认为反流症状指数量表（ＲＳＩ）和／或 ＲＦＳ评分
量表是初步诊断的简单有效手段，２４ｈｐＨ监测（包
括咽喉食管ｐＨ、阻抗ｐＨ和 ＤＸｐＨ监测）是主要的
客观诊断手段［１２］。在本实验中，我们通过球囊扩张

造成膈肌食管裂孔的松弛甚至食管裂孔疝的形成，

通过网状支架破坏食管上括约肌的收缩功能，进而

造成实验动物的咽喉反流。在本研究中，实验组动

物内镜下可见声带充血、水肿，喉内黏稠分泌物附着

等表现，两组动物的 Ｒｙａｎ指数阳性率和 ＲＦＳ评分
阳性率均具有显著性差异（Ｐ＜０．０５），证实模型动
物出现了较为明显的咽喉反流。反流物可以导致声

带的炎症已基本成为共识，但其内在通路目前仍有

待进一步研究。

ＩＬ８又称趋化因子 ＣＸＣＬ８，是由巨噬细胞、上
皮细胞、成纤维细胞、血管内皮细胞等分泌的细胞因

子，在中性粒细胞的趋化、肿瘤增殖和血管生成、以

及恶性肿瘤的转移中发挥了重要作用［１３］。有研究

表明，在接受抗反流手术（胃底折叠术）后，ＧＥＲＤ患
者的ＩＬ８表达水平有显著下降［４］，提示其与反流性

疾病有明显相关性。国内也有喉癌与咽喉反流相关

性的报道［１４］。此外，Ｔａｎ等［５］在体外研究中证实胃

蛋白酶可以通过 ＩＬ８诱导喉癌细胞的上皮 －间质
转化，从而在肿瘤的转移中发挥作用；胃蛋白酶虽然

也会导致 ＩＬ６表达提高，但提高水平无统计学差
异；而ＩＬ１０、ＩＬ１β、ＩＬ１２和ＴＮＦ与胃蛋白酶的刺激
无明显相关性。在本研究中，我们观察到 ＩＬ８要表
达在鳞状上皮近基底层处、黏膜下层基质内及扁桃

体淋巴组织内，实验组与对照组之间 ＩＬ８免疫组化
染色评分有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。由于ＩＬ８是一
种非特异性的炎症因子，感染、机械损伤、肿瘤或其

他炎症因子的刺激都有可能导致其表达增高。扁桃

体作为上呼吸道感染的第一道防线，可因感染炎症

刺激导致ＩＬ８表达升高。本实验过程中ｐＨ监测电
极经鼻腔置入至喉咽部，电极导线的机械刺激和鼻

窦引流受阻导致的鼻窦炎都有可能导致下鼻甲和鼻

咽部ＩＬ８表达水平的升高。这可能解释了在本实
验中扁桃体、咽鼓管和下鼻甲部位 ＩＬ８的表达水平
没有显著性差异的原因。倪鑫等［１５］发现 ＶＥＧＦ在
喉癌中的阳性表达率为７８．２６％，阳性表达与肿瘤
的淋巴结转移有明显的相关性。因此，胃蛋白酶是

否会导致 ＩＬ８和 ＶＥＧＦ的表达升高，三者间的相互
作用的机制和通路如何，以及它们与炎症和肿瘤之

间的关系，还有待今后进一步探索。

在本实验中，ＩＬ８在免疫组化染色中均为弱阳
性表达，其原因可能与ＩＬ８的表达水平受取材时机
和反流程度的影响有关，缺乏对相关因素的动态性

研究是本实验的局限所在。我们在进一步的研究中

也发现间隔一段时间后再次扩张的效果优于单次扩

张，提示这种模型还有进一步优化的空间。

综上所述，本研究的主要创新点在于利用咽喉

·１８２·
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反流动物模型证实了咽喉反流可以导致 ＩＬ８的表
达水平的升高，为后续研究 ＬＰＲＤ发病机制及诊断
治疗的基础和临床工作提供参考。但是咽喉反流造

成损伤的分子通路还有待进一步探讨。
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