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　　摘　要：　目的　探讨白细胞介素２７（ＩＬ２７）对急性中耳炎（ＡＯＭ）中肺炎链球菌的清除作用以及其对磷脂酰
肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）信号的调节作用。方法　采用肺炎链球菌感染建立急性中耳炎小鼠模型。将实验小鼠随机分
为正常组、模型组、实验组、对照组。实验组在感染肺炎链球菌前１２ｈ耳后注射２００μＬ的浓度为５μｇ／ｍＬ的 ＩＬ
２７；对照组在感染肺炎链球菌前１２ｈ耳后注射２００μＬ的浓度为５μｇ／ｍＬ的ＰＩ３Ｋ特异性抑制剂２（４吗啉基）８
苯基４Ｈ１苯并吡喃４酮［２（４ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｙｌ）８ｐｈｅｎｙｌ４Ｈ１ｂｅｎｚｏｐｙｒａｎ４ｏｎ，ＬＹ２９４００２］，正常组、模型组注射等剂
量的生理盐水。模型组、实验组、对照组小鼠每只耳鼓膜前下方注射５μＬ肺炎链球菌，正常组注射等剂量的生理
盐水。在感染注射５ｄ后，进行听性脑干反应（ＡＢＲ）测试，检测中耳灌洗液（ＭＥＬＦ）中炎性细胞和细菌数量，ＥＬＩＳＡ
测定ＭＥＬＦ中肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、ＩＬ６的表达，苏木精－伊红染色（ＨＥ）检测各组小鼠中耳组织的病理变化，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠中耳组织中磷酸化磷脂酰肌醇３激酶（ｐＰＩ３Ｋ）、磷酸化丝／苏氨酸蛋白激酶（ｐＡＫＴ）的
表达。结果　与正常组相比，模型组小鼠ＡＢＲ阈值、炎性细胞以及细菌数、ＴＮＦα、ＩＬ６以及ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ的表达
明显升高；中耳组织ＡＯＭ损伤病理明显；与模型组相比，实验组和对照组小鼠 ＡＢＲ阈值、炎性细胞以及细菌数、
ＴＮＦα、ＩＬ６以及ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ的表达明显降低，中耳组织 ＡＯＭ损伤病理明显减轻；差异均具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。结论　在肺炎链球菌感染的急性中耳炎中，ＩＬ２７能通过抑制ＰＩ３Ｋ信号的磷酸化来调节中性粒细胞
对病菌的清除。
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　　肺炎链球菌导致的急性中耳炎（ａｃｕｔｅｏｔｉｔｉｓ
ｍｅｄｉａ，ＡＯＭ）是临床常见儿科感染疾病。ＡＯＭ可导
致患儿永久性的听力丧失，严重危害青少年的健康

成长。研究表明［１］在细菌感染后，宿主体内的中性

粒细胞被激活，增殖，并募集到炎性部位，为机体构

筑抵抗入侵的首要屏障，同时中性粒细胞会增强多

种细胞因子的表达，参与肺炎链球菌的清除。研究

表明［２］磷脂酰肌醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３ｋｉｎａ
ｓｅｓ，ＰＩ３Ｋ）信号是机体内重要的转导通路，在与免
疫、炎性应激等疾病相关的生物病理改变中，对于细

胞的增殖，活化以及募集等过程其中心调控作用。

吴盈盈等［３］研究表明 ＰＩ３Ｋ信号通路在调节肺炎链
球菌ＨＳＰ４０诱导的小鼠巨噬细胞的免疫应答中发
挥关键作用。李海龙等［４］研究表明抑制 ＰＩ３Ｋ信号
能明显抑制哮喘小鼠的炎性应激，减少炎性细胞的

浸润，减少小鼠肺泡灌洗液中中性粒细胞计数。白

细胞介素２７（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２７，ＩＬ２７）能对多种免疫细
胞发挥调控作用，在细胞抗感染、以及炎症应激等机

体免疫生理过程中起重要的作用［５］。Ｗａｎｇ等［６］研

究表明在由艰难梭菌诱导的结肠炎 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠
中，与野生型小鼠相比，敲除 ＩＬ２７基因后，ＩＬ２７表
达的缺失明显加重其结肠炎病理改变。但未见 ＩＬ
２７在ＡＯＭ中的相关研究报道。本研究通过建立
ＡＯＭ小鼠，基于ＰＩ３Ｋ信号通路，探讨ＩＬ２７对ＡＯＭ
小鼠中耳组织的保护作用，从而为 ＡＯＭ的临床治
疗提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　实验动物
６～８周龄的ＢＡＬＢ／ｃ雄性小鼠，ＳＰＦ级，体重在

２００～２２０ｇ，共计８０只，从北京维通利华实验动物
有限公司采购，动物许可证号 ＳＣＸＫ（京）２０１７－

０６５２；所用动物依照本院实验动物管理办法，室温下
标准饲料、自由饮水、分笼（４笼）适应性饲养１周后
用于试验。本研究中所有动物实验操作均经本院实

验动物管理伦理委员会批准（批准号：２０１９－０３２）。
标准肺炎链球菌菌株（Ｄ３９）购自中国科学院微生物
研究所。

１．２　主要试剂
ＩＬ２７（１ｍＬ／支，广东厚德水准生物科技有限公

司，生产批号：ＮＡ０２０２００３４），ＰＩ３Ｋ特异性抑制剂２
（４吗啉基）８苯基４Ｈ１苯并吡喃４酮［２（４ｍｏｒ
ｐｈｏｌｉｎｙｌ）８ｐｈｅｎｙｌ４Ｈ１ｂｅｎｚｏｐｙｒａｎ４ｏｎ，ＬＹ２９４００２］
（１ｍＬ／支，美国 ＩｎｖｉｖｏＧｅｎｅ公司，生产批号：ＡＶ
５８Ｈ００９），ＰＩ３Ｋ、磷酸化磷脂酰肌醇３激酶（ｐｈｏｓ
ｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ｐＰＩ３Ｋ）、
磷酸化丝苏氨酸蛋白激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｅｒｉｎｅ
ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ｐＡＫＴ）、肿瘤坏死因子 α（ｔｕｍｏｕｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ，ＴＮＦα）、白细胞介素 ６（ｉｎｔｅｒ
ｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）、兔抗 ＧＡＰＤＨ抗体（美国 Ｓａｎｔａ公
司），ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试剂盒（德国Ｒｅｂｓｔｏｃｋ公司），免疫
组化试剂盒（南京建成生物有限公司），苏木精 －伊
红染色（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ，ＨＥ）试剂盒（上海
碧云天生物技术公司），蛋白质浓度测定试剂盒、化

学发光试剂盒（美国 Ｆｏｒｍａ公司）。
１．３　主要仪器

ＬＩＯＯＳ６００Ｔ生物显微镜（日本尼康公司），Ｂｉｏ
ｒａｄ凝胶成像系统（美国 Ｂｉｏｒａｄ公司），－８０℃深冷
冰箱（德国维根斯公司），ＬｅｉｃａＲＭ２１３５组织切片机
（德国Ｌｅｉｃａ公司），高速低温离心机（北京六一仪器
厂）。

１．４　模型构建和分组处理
适应性喂养１周后，将小鼠随机分为４组，每组

２０只，依次为正常组、模型组、ＩＬ２７组（实验组）、
ＰＩ３Ｋ特异性抑制剂 ＬＹ２９４００２干预组（对照组）。
·９０４·
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采用肺炎链球菌感染建立急性中耳炎小鼠模型，实验

组和对照组小鼠分别在感染肺炎链球菌前１２ｈ耳后
注射 ２００μＬ的 ＩＬ２７（５μｇ／ｍＬ）和 ＬＹ２９４００２
（５μｇ／ｍＬ），正常组、模型组注射等剂量的生理盐水。
模型组、实验组、对照组小鼠每只耳鼓膜前下方注射

５μＬ肺炎链球菌［７］，正常组注射等剂量的生理盐水。

注射完毕后，所有小鼠自由饮水，标准饲料喂养。

１．５　各组小鼠听性脑干反应（ａｕｄｉｔｏｒｙｂｒａｉｎｓｔｅｍｒｅ
ｓｐｏｎｓｅ，ＡＢＲ）

在感染注射５ｄ后，将各组小鼠麻醉后，在隔音
室使用小微动物ＡＢＲ仪器进行听力检测，从８０ｄＢ
声压级（ｓｏｕｎｄｐｒｅｓｓｕｒｅｌｅｖｅｌ，ＳＰＬ）测试声开始，依次
递减１０ｄＢ，在临近阈值处以５ｄＢ递减，以可重复
的，较为明确的Ⅲ波作为ＡＢＲ阈值。
１．６　各组小鼠中耳灌洗液（ｍｉｄｄｌｅｅａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄｓ，
ＭＥＬＦ）标本采集

在感染注射５ｄ后，收集各组小鼠的 ＭＥＬＦ：动
物麻醉后，将５μＬ预冷的 ＰＢＳ液经穿破鼓膜注入
中耳，收集灌洗液，至少灌洗２０次［８］。每只耳需要

收集１００μＬＭＥＬＦ。取２０μＬＭＥＬＦ经ＰＢＳ缓冲液
稀释后进行炎性细胞计数以及细菌计数。剩余

ＭＥＬＦ转入深冷冰箱中待测。
１．７　ＥＬＩＳＡ法测定各组小鼠 ＭＥＬＦ中炎性因子
ＴＮＦα、ＩＬ６的含量

取５０％各组小鼠 ＭＥＬＦ标本，经 ＰＢＳ液稀释
后，严格按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒要求进行操作，测定各
组小鼠中耳灌洗液中炎性因子ＴＮＦα、ＩＬ６的表达。
１．８　ＨＥ染色观察各组小鼠中耳组织病理学改变

在感染注射５ｄ后，上述检测结束后，处死各组
小鼠，同时收集各组小鼠的中耳组织，９０％组织并迅
速转至深冷冰箱待测。１０％组织标本，多聚甲醛固
定２４ｈ后，包埋、切片，ＨＥ染色，光镜下观察各组小
鼠中耳组织的病理变化。

１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠中耳组织中
ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ的表达水平

每组取３只小鼠，然后取中耳组织，提取目标蛋
白，测定蛋白浓度后，称取适量样品，经电泳、ＰＶＤＦ
转膜后，加入１０％脱脂奶粉封闭３ｈ，以（１∶１５００）
比例稀释后，维持 ４℃过夜孵育，洗涤加入二抗
（１∶１０００），孵育 ３ｈ，增强化学发光 ＥＬＣ显色
３０ｍｉｎ，经曝光、显影、定影后，以 ＧＡＰＤＨ为内参来
表示蛋白的表达水平。

１．１０　统计学分析
数据统计采用 ＳＰＳＳ１６．０软件，作图工具采用

Ｇｒａｐｈｐａｄ５．０１，计数资料采用百分比表示，计量资
料采用 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５表
示具有统计学意义。

２　结果

２．１　各组小鼠ＡＢＲ检测结果
各组小鼠ＡＢＲ检测各组结果显示，模型组、实

验组、对照组的 ＡＢＲ阈值明显高于正常组（ｔ依次
为２．７５４、４．５６９、３．６８１，Ｐ均 ＜０．０５），而实验组、对
照组 ＡＢＲ阈值明显低于模型组（ｔ依次为 ５．６７２、
５．２４７，Ｐ均＜０．０５），实验组和对照组相比，差异不
具有统计意义（ｔ＝０．３２４，Ｐ＞０．０５），见表１，图１。

表１　各组小鼠ＡＢＲ阈值比较　（珋ｘ±ｓ）

分组 例数 ＡＢＲ阈值
正常组 ２０ １２．７８±３．３２
模型组 ２０ ４５．３５±４．６４

实验组 ２０ ２３．０５±２．５８＃

对照组 ２０ ２４．０８±２．４１＃

Ｆ １３．２１４
Ｐ ０．０００

　　注：与正常组相比，Ｐ＜０．０５；与模型组相比，＃Ｐ＜０．０５。下同。
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图１　各组小鼠ＡＢＲ阈值比较

２．２　显微镜下观察各组小鼠 ＭＥＬＦ中炎性细胞计
数和细菌计数

显微镜下观察各组小鼠ＭＥＬＦ中炎性细胞计数
结果如图２ａ显示，模型组、实验组、对照组小鼠ＭＥＬＦ
中炎性细胞计数明显高于正常组（ｔ依次为２９．８５５、
２５．３２４、２３．５９７，Ｐ均＜０．０５），而实验组和对照组小鼠
ＭＥＬＦ中炎性细胞计数明显低于模型组（ｔ依次为
１４．０７１、１３．２５４，Ｐ均＜０．０５），实验组和对照组相比，
差异不具有统计学意义（ｔ＝０．１２５，Ｐ＞０．０５）。

显微镜下观察各组小鼠ＭＥＬＦ中细菌数量结果
图２ｂ显示，模型组、实验组、对照组小鼠ＭＥＬＦ中的
细菌数量明显高于正常组（ｔ依次为２０．１３８、１６．２１７、

·０１４·
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１５．９８７，Ｐ均 ＜０．０５），实验组、对照组 ＭＥＬＦ中的细
菌数量明显低于模型组（ｔ依次为１０．０２７、９．６４８，Ｐ均
＜０．０５），实验组和对照组相比，差异不具有统计意义
（ｔ＝０．０１１，Ｐ＞０．０５），见表２、图２。
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图２　显微镜下观察各组小鼠 ＭＥＬＦ　ａ：炎性细胞计数；ｂ：
细菌数量

表２　各组小鼠ＭＥＬＦ中炎性细胞计数和细菌数量的
比较　（×１０５个／Ｌ，珋ｘ±ｓ）

分组 例数 炎性细胞计数 细菌数量

正常组 ２０ ３．４２±０．７６ ３．２５±１．７７
模型组 ２０ ２２．３１±１．６８ １５．６２±２．０１

实验组 ２０ １５．１５±２．７３＃ ８．２３±０．９５＃

对照组 ２０ １５．０７±２．８１＃ ８．２１±０．９７＃

Ｆ ９．２６５ ８．２５４
Ｐ ０．０００ ０．０００

２．３　ＥＬＩＳＡ法检测各组小鼠 ＭＥＬＦ中 ＴＮＦα、ＩＬ６
的表达

ＥＬＩＳＡ法检测各组小鼠 ＭＥＬＦ中 ＴＮＦα、ＩＬ６
的含量结果如图３显示，模型组、实验组、对照组小
鼠ＭＥＬＦ中 ＴＮＦα含量明显高于正常组（ｔ依次为
４５．９４２、３５．６８５、３６．９８４，Ｐ均 ＜０．０５），实验组、对
照组ＭＥＬＦ中 ＴＮＦα含量明显低于模型组（ｔ依次
为２５．６３４、２４．９６９，Ｐ均 ＜０．０５），实验组和对照组
相比，差异不具有统计意义（ｔ＝０．１２５，Ｐ＞０．０５）；
模型组、实验组、对照组小鼠 ＭＥＬＦ中 ＩＬ６含量明

显高于正常组（ｔ依次为 ５８．３６７、４２．６１８、４３．２５４，
Ｐ均＜０．０５），实验组、对照组 ＭＥＬＦ中 ＩＬ６含量明
显低于模型组（ｔ依次为 ３７．８９２、３８．５２１，Ｐ均 ＜
０．０５），实验组和对照组相比，差异不具有统计意义
（ｔ＝０．１６３，Ｐ＞０．０５），见表３。

表３　各组小鼠ＭＥＬＦ中ＴＮＦα、ＩＬ６的含量的比较
（ｐｇ／ｍＬ，珋ｘ±ｓ）

分组 例数 ＴＮＦα ＩＬ６
正常组 ２０ ４０．２５±０．８８ ５０．７４±１．０１
模型组 ２０ ３００．９４±２０．３４ ４５０．３１±２５．３８

实验组 ２０ １４０．３３±１０．５７＃ ２８４．１９±１５．６９＃

对照组 ２０ １４１．２４±９．８８＃ ２８２．６７±１７．８５＃

Ｆ ４８．２５３ ５２．６９７
Ｐ ０．０００ ０．０００
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图３　ＥＬＩＳＡ法检测各组小鼠ＭＥＬＦ中ＴＮＦα、ＩＬ６的表达

２．４　ＨＥ染色观察各组小鼠中耳组织病理学改变
各组小鼠中耳组织 ＨＥ染色结果如图４所示，

正常组小鼠中耳组织结构完整，上皮未见有分泌物

渗出，黏膜细胞排列正常，中耳骨质无异常；与正常

组相比，模型组小鼠中耳上皮肿胀明显，上皮黏膜明

显增厚，并且有分泌物渗出，中耳骨质损伤明显，与

模型组相比，实验组和对照组小鼠中耳组织损伤明

显减轻，略见肿胀，黏膜增厚明显减轻，渗出物明显

减少，中耳骨质损伤明显减轻。

２．５　各组小鼠中耳组织中ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ的表达
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠中耳组织中ｐＰＩ３Ｋ、

ｐＡＫＴ的表达结果如图５、６所示：模型组小鼠中耳
组织中ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ的相对表达比正常组明显升
高（ｔ分别为６．３１５，５．１６９，Ｐ＜０．０５），实验组和对照
组小鼠中耳组织中 ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ的相对表达比模
型组明显降低（Ｆ分别为３．２５７，３．５４３，Ｐ＜０．０５）；
实验组和对照组相比，差异不具有统计意义（ｔ分别
为０．１２４，０．２１１，Ｐ＞０．０５）。

３　讨论

ＡＯＭ是与儿童的健康成长密切相关的全球感
染性疾病。定植在鼻咽部位但极易上行至机体中耳

·１１４·
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腔的肺炎链球菌是常见致病菌之一［９］。尽管 ＡＯＭ
是机体的自限性疾病，但是如果不能有效地控制病

菌入侵，极可能导致患者出现脑膜炎、永久性听力丧

失等严重后遗症。临床上尚缺乏快速而有效的根治

手段。大量研究证实［１０］中性粒细胞在细菌感染后

成为宿主进行免疫应答清除病原体的主要效应细

胞。因此阐明 ＡＯＭ中中性粒细胞的分子机制，为
临床上治疗ＡＯＭ具有重要意义。

ＩＬ２７作为一种重要的机体免疫调节因子，在机
体的固有免疫、适应性免疫应激以及抗感染、抗病毒

过程中发挥重要的调控作用。Ｊａｃｏｂｓ等［１１］临床研

究发现ＩＬ２７可作为由细菌感染导致新生儿免疫低
下的分子标志物，血清中 ＩＬ２７的含量能准确反映
其受病原体感染的程度。Ｆａｎ等［１２］研究表明在由

内毒素致小鼠急性肝损伤模型中，ＩＬ２７处理后能明

显增强肝组织中性粒细胞的免疫能力，增强小鼠肝

脏抗感染的能力。Ｒｏｂｉｎｓｏｎ等［１３］研究表明在金黄

色葡萄球菌导致的肺炎小鼠模型中，外源性添加ＩＬ
２７能明显抑制促炎分子 ＩＬ１７的表达，增强抑炎分
子ＩＬ１０的表达。Ｌｉｎ等［１４］研究表明针对肺结核患

者的支气管肺泡灌洗液进行 ＩＬ２７处理，能明显减
少其灌洗液中细菌的种类和数量。本研究通过建立

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠急性中耳炎模型，经过 ＩＬ２７干预后，
与模型组相比，实验组小鼠的 ＡＢＲ阈值，ＭＥＬＦ中
炎性细胞以及细菌计数，炎性因子ＴＮＦα、ＩＬ６的表
达均明显降低，ＨＥ染色结果表明实验组小鼠中耳
组织损伤明显改善，小鼠听力功能明显恢复。

ＰＩ３Ｋ通路是机体内重要的信号通路，ＡｋＴ是
ＰＩ３Ｋ下游的关键信号转导蛋白，在应激条件下该信
号被活化，ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ发生磷酸化直接参与调控细

正常组 模型组 对照组实验组

图４　各组小鼠中耳组织　（ＨＥ×２００）
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图５　免疫组化检测各组小鼠中耳组织中ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ的表达　（ＳＰ×４００）
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图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠中耳组织中ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ的表达
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闫晶晶，等：急性中耳炎中ＩＬ２７通过信号通路ＰＩ３Ｋ对肺炎链球菌清除的影响 第４期　

胞增殖、分化以及免疫应答和炎性应激等相关生理

过程。Ｋｕｒｏｓａｗａ等［１５］研究表明 ＰＩ３Ｋ信号的激活，
ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ发生磷酸化，直接促进化脓性链球菌对
患者的上皮细胞粘附和侵袭，诱发患者出现咽喉炎

或者中毒性休克综合征等症状。Ｌｖ等［１６］研究表明

抑制ＰＩ３Ｋ信号的磷酸化能明显抑制金黄色葡萄球
菌感染 ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞的炎性应激。Ｌｉｎ
等［１７］研究表明在临床上治疗类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍ
ａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）时，给以 ＰＩ３Ｋ抑制剂 ＬＹ２９４００２
干预后，能明显抑制中性粒细胞的炎性浸润，改善患

者的ＲＡ症状。粟玉凤等［１８］研究证实 ＰＩ３Ｋ抑制剂
ＬＹ２９４００２能明显抑制肺炎链球菌感染引起的小鼠巨
噬细胞中ＩＬ６、ＴＮＦα的表达，增强细胞的免疫能力。
本研究采用ＰＩ３Ｋ抑制剂ＬＹ２９４００２处理作为对照组，
结果表明，对照组小鼠症状明显改善，并且对照组与

实验组之间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），说明ＩＬ２７
与ＬＹ２９４００２对急性中耳炎小鼠起到的作用相类似；
而Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与模型组相比，实验组和对
照组小鼠中耳组织中 ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ的表达明显降
低，由此推断 ＩＬ２７可能是通过抑制 ＰＩ３Ｋ信号通路
的磷酸化来实现对小鼠中耳组织的保护作用的。

综上所述，在肺炎链球菌感染的急性中耳炎中，

ＩＬ２７能通过抑制ＰＩ３Ｋ信号的磷酸化来调节中性粒
细胞对病菌的清除。但 ＩＬ２７是否还通过其他通路
影响ＡＯＭ进程还需更深入的研究。
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