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　　摘　要：　目的　研究ＮＡＤＰＨ氧化酶（ＮＯＸ，ＮＯＸ２及 ＮＯＸ３）在鼓室硬化症大鼠模型的中耳组织中的表达，
探讨鼓室硬化症氧化性损伤的发生机制。方法　２０只雄性、体重２５０～３００ｇ的ＳｐｒａｇｕａＤａｗｌｅｙ大鼠随机分成两组
（实验组１５鼠３０耳，对照组５鼠１０耳）：①实验组：鼓膜后上象限人工制造２ｍｍ大小穿孔，连续饲养１８ｄ；②对照
组：不做任何处理，连续饲养１８ｄ。造模完成后，利用内镜检查两组大鼠鼓膜形态；利用 ＲＴＰＣＲ法检测 ＮＯＸ基因
的表达；采用列联表二项分类逻辑回归分析，分析鼓膜穿孔和 ＮＯＸ基因表达的相关性以及鼓室硬化和两种 ＮＯＸ
基因表达的相关性。结果　实验组１５只大鼠全部造模成功，对照组大鼠无一出现鼓膜钙化及浑浊；ＲＴＰＣＲ检验
大部分实验组大鼠发现ＮＯＸ２及ＮＯＸ３基因同步表达；而对照组大部分大鼠ＮＯＸ２及ＮＯＸ３基因表达均为阴性，通
过列联表二项分类逻辑回归分析，提示鼓膜穿孔可致ＮＯＸ２及ＮＯＸ３基因的表达增强（Ｐ＜０．０１），而 ＮＯＸ基因的
激活与鼓室硬化症的发生相关，并具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结论　在穿孔导致的鼓室硬化症发病过程中，ＮＯＸ
是活性氧的来源之一，可能是导致鼓室硬化氧化性损伤发生的重要原因。

关　键　词：ＮＡＤＰＨ氧化酶；鼓室硬化症；氧化性损伤
中图分类号：Ｑ７８６；Ｒ７６４．２９　　文献标识码：Ａ　　 ［中国耳鼻咽喉颅底外科杂志，２０１８，２４（３）：２４８－２５１，２５６］

ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＡＤＰＨｏｘｉｄａｓｅｉｎａｒａｔｍｏｄｅｌｏｆｔｙｍｐａｎｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ
ＨＵＪｉｎｇ，ＤＵＺｈｅｎｇｄｅ，ＹＡＮＧＱｉｏｎｇ，ＬＩＵＦｅｉ

（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ，ＳｈｅｎｚｈｅｎＮａｎｓｈａｎＰｅｏｐｌｅ＇ｓＨｏｓｐｉｔａｌａｎｄｔｈｅ６ｔｈＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＳｈｅｎｚｈｅｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ｓｈｅｎｚｈｅｎ５１８０５２，Ｃｈｉｎａ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＮＡＤＰＨｏｘｉｄａｓｅｓ（ＮＯＸ２ａｎｄＮＯＸ３）ｉｎａｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｒａｔｍｏｄｅｌｏｆｔｙｍｐａｎｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓａｎｄｔｈｅｉｒｐｏｓｓｉｂｌｅｒｏｌｅｓｉｎｔｈｅｏｘｉｄａｔｉｖｅｄａｍａｇｅｏｆｔｈｉｓｄｉｓｅａｓｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｔｗｅｎｔｙｈｅａｌｔｈｙ，
ａｄｕｌｔ，ｍａｌｅ，ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙｒａｔｓ（４０ｅａｒｓ）ｗｅｉｇｈｉｎｇ２５０－３００ｇ，ｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｗｏｇｒｏｕｐｓ．Ｏｆｔｈｅｍ，５
（１０ｅａｒｓ）ｗｅｒｅｃｈｏｓｅｎｔｏｓｅｒｖｅａｓｃｏｎｔｒｏｌｓ，ａｎｄｔｈｅｏｔｈｅｒ１５（３０ｅａｒｓ）ｗｅｒｅｕｓｅｄｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ．Ｏｎｔｈｅｆｉｒｓｔ
ｄａｙ，ｒａｔｓｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｒｅｃｅｉｖｅｄｍｙｒｉｎｇｏｔｏｍｙｔｏｔｈｅｓｕｐｅｒｉｏｒｐｏｓｔｅｒｉｏｒｑｕａｄｒａｎｔｏｆｔｈｅｔｙｍｐａｎｉｃｍｅｍｂｒａｎｅｏｆ
ｂｏｔｈｅａｒｓｍａｋｉｎｇａｐｅｒｆｏｒａｔｉｏｎｏｆ２ｍｍｄｉａｍｅｔｅｒ，ｗｈｉｌｅｒａｔｓｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｇｏｔｎｏｏｐｅｒａｔｉｏｎ．Ａｌｌｔｈｅｒａｔｓｒｅｃｅｉｖｅｄ
ｏｔｏｓｃｏｐｙａｎｄｗｅｒｅｓａｃｒｉｆｉｃｅｄｏｎｔｈｅ１８ｔｈｄａｙ．ＧｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＮＯＸｓｉｎｍｉｄｄｌｅｅａｒｔｉｓｓｕｅｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅｖｅｒｓｅ
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　　鼓室硬化症常见于慢性中耳炎及中耳手术后的
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患者，其主要临床表现为鼓膜增厚、浑浊、钙化斑形

成，并可累及听骨链、鼓岬、上鼓室及前庭窗等部位。

鼓室硬化症的持续进展，可导致鼓膜传音功能减弱，

严重的病例可以出现听骨链固定和破坏，造成听力

严重下降。对于累及听骨链的重症患者，手术是唯

一的治疗方式，风险较大，可导致面瘫和内耳损伤，

且病灶难以完全清除，有再次复发的风险。

Ｍａｔｔｓｓｏｎ等［１］学者通过一系列动物实验发现，

患有急性中耳炎和健康鼓膜切开后均出现明显的鼓

膜硬化表现，而未经鼓膜切开的急性中耳炎发生鼓

膜硬化程度反而较轻，考虑鼓膜切开是导致发病的

重要原因。使用氧自由基清除剂可抑制鼓室硬化的

发生［２］，提高中耳腔氧气浓度可以加重鼓室硬化的

程度［３］，从而提出鼓室硬化的病因可能是鼓膜穿孔

引起过度通气，使中耳氧分压增加导致氧自由基产

生增多造成氧化应激损伤。但导致这种氧化性应激

和黏膜变性的活性氧来源并不清楚。ＮＡＤＰＨ氧化
酶（ＮＯＸ）是活性氧的重要来源。ＮＡＤＰＨ氧化酶不
仅存在于免疫系统，其不同的亚型也存在于其他类

型的细胞，发挥重要的生理功能。ＮＯＸ２及 ＮＯＸ３
是其中两个重要亚型，其总体结构有高度相似

性［４］，并有研究发现二者在毗邻中耳的耳蜗组织中

均有表达，并参与老化大鼠听觉系统氧化损伤的病

理过程［５］。

本研究模拟鼓膜切开手术选择 ＳＤ大鼠造模，
通过观察鼓膜形态判断造模是否成功；使用 ＲＴ
ＰＣＲ检测对比造模的大鼠和对照组大鼠中耳组织
ＮＯＸ２及ＮＯＸ３的表达，了解鼓膜穿孔对中耳 ＮＯＸ
基因表达的影响；分析 ＮＯＸ２及 ＮＯＸ３在造模成功
大鼠和对照组大鼠的表达差异，了解二者激活在鼓

室硬化症中的作用，为下一步开展靶向性氧化应激

干预预防鼓室硬化症打下基础。

１　材料与方法

１．１　鼓室硬化症大鼠模型的构建
选择由广东省实验动物中心提供的健康 ＳＰＦ

（ＳｐｅｃｅｆｉｃｐａｔｈｏｇｅｎＦｒｅｅ）级雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ
（ＳＤ）大鼠２０只，检测无中耳疾病，耳廓反射灵敏，
体重２５０～３００ｇ，进行适应性喂养１周后随机分为
两组：①实验组１５只（３０耳）：第１天腹腔内注射
１％戊巴比妥钠（３０ｍｇ／ｋｇ）全身麻醉满意后于鼓膜
后上象限穿刺制造直径 ２ｍｍ的穿孔，连续饲养
１８ｄ；②对照组５只（１０耳）：同等条件下饲养１８ｄ，

不做任何处理。所有动物均饲养在室温约 ２０～
２２℃，１２ｈ昼夜交替的环境中，自由进食饮水。两
组动物均无噪声暴露史，无其他药物使用史。

１．２　鼓室硬化症大鼠模型的鼓膜形态学检查
动物准备及内镜检查：第１８天两组大鼠腹腔内

注射１％戊巴比妥钠（３０ｍｇ／ｋｇ）全身麻醉满意后，
耳内镜行双侧鼓膜形态学观察，并对钙化情况进行

评估。未见硬化灶，透明度好判断为阴性，出现钙化

斑，或肉眼可见的鼓膜透明度下降判断为阳性。

１．３　ＮＯＸ３和ＮＯＸ２ｍＲＮＡ表达的检测
１．３．１　总ＲＮＡ的提取　两组大鼠肌肉注射过量水
合氯醛麻醉后处死，快速取出双侧听泡，显微镜下快

速刮取中耳黏膜软组织放入装有 ＴＲＬｚｏｌ（ＴａＫａＲａ，
大连，中国）的匀浆器中，冰上充分匀浆，提取总

ＲＮＡ。
１．３．２　逆转录生成ｃＤＮＡ　使用逆转录试剂盒 Ｒｅ
ｖｅｒｔＡｉｄＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（Ｔｈｅｒｍｏ公
司）将ＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ。
１．３．３　ＰＣＲ检测 ＮＯＸ３和 ＮＯＸ２ｍＲＮＡ的表达　
运用ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＣＷＢＩＯ公司）检测中耳黏膜及
软组织ＮＯＸ３和ＮＯＸ２ｍＲＮＡ的表达，反应总体系：
２０μｌ。反应条件：①预变性：９４℃ １２０ｓ，共１个循
环；②ＰＣＲ反应：９４℃ ３０ｓ，５８℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，共
３５个循环；③终延伸７２℃，２ｍｉｎ。所用引物序列如
下：ＮＯＸ３：上 游 引 物：５’ＴＣＧＡＣＧＡＡＴＧＧＣＡＧ
ＧＡＡＧＣ３’；下 游 引 物：５’ＡＴＧＧＡＴＧＧＧＣＡＣＴＧ
ＧＡＴＡＡＡＧ３’；ＮＯＸ２：上游引物：５’ＡＣＡＴＴＴＴＣＧＴ
ＣＡＡＧＣＧＴＣＣＣ３’；下游引物：５’ＣＣＣＡＧＣＴＣＣＣＡＣ
ＴＡＡＣＡＴＣＡ３’；１％凝胶电泳法检测目标条带的
表达。

１．４　统计学方法
使用ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ（第２２版）统计软件进

行二项逻辑回归分析，评价穿孔操作对ＮＯＸ基因激
活的影响，以及 ＮＯＸ基因激活和鼓室硬化之间的
关系。

２　结　果

２．１　鼓室硬化症大鼠造模结果
实验结束时对照组大鼠鼓膜均未出现浑浊及钙

化斑（图１）；实验组大鼠鼓膜穿孔均已愈合，并出现
不同程度肉眼可见的钙化斑块或局部鼓膜透明度下

降，且病变范围并不局限于穿孔周围，说明鼓室硬化

症造模成功（图２）。
·９４２·
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图１　对照组的鼓膜影像，可见鼓膜透亮，无明显病灶形成　　图２　实验组造模成功大鼠的鼓膜　２ａ：可见穿孔周围钙化明
显，其他部分病变情况较轻；２ｂ：除穿孔位置外，锤骨柄周围及前上象限的鼓膜均可见明显钙化斑形成

２．２　ＮＯＸ３和ＮＯＸ２ｍＲＮＡ的表达
逆转录产物经凝胶电泳检测发现 ＮＯＸ３和

ＮＯＸ２目标条带的表达（图３、４）
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图３　ＮＯＸ２扩增产物片段　　图４　ＮＯＸ３扩增产物片段

　　经过检测，对照组发现 ９耳标本 ＮＯＸ２及
ＮＯＸ３基因表达均呈阴性，１耳标本 ＮＯＸ２和 ＮＯＸ３
基因表达同时阳性；实验组２３耳中耳标本ＮＯＸ２及
ＮＯＸ３基因出现同时表达阳性，其余 ７耳标本中
ＮＯＸ２及ＮＯＸ３基因表达检测均呈阴性。详细结果
如表１～３。

表１　ＮＯＸ３基因和ＮＯＸ２基因表达的一致性　（耳）

项目 ＮＯＸ２阳性标本 ＮＯＸ２阴性标本
ＮＯＸ３阳性 ２４ ０
ＮＯＸ３阴性 ０ ６
合计 ２４ ６

表２　鼓膜穿刺对ＮＯＸ２（ＮＯＸ３）基因表达的影响　（耳）

分组 ＮＯＸ２（ＮＯＸ３）阳性 ＮＯＸ２（ＮＯＸ３）阴性
实验组 ２３ ７
对照组 １ ９
合计 ２４ １６

表３　ＮＯＸ２（ＮＯＸ３）基因表达对鼓室硬化症的影响　（耳）

项目 实验组 对照组

ＮＯＸ２（ＮＯＸ３）阳性 ２３ １
ＮＯＸ２（ＮＯＸ３）阴性 ７ ９

合计 ３０ １０

２．３　列联表二项分类逻辑回归分析结果
由表１可见，ＮＯＸ２基因和 ＮＯＸ３基因的表达

完全同步。通过列联表二项分类逻辑回归分析鼓膜

穿刺对ＮＯＸ２（ＮＯＸ３）基因表达的影响，结果显示：
在１０耳未行鼓室穿刺样本中，ＮＯＸ２（ＮＯＸ３）

未表达基因占了 ９耳，占未行鼓室穿刺样本的
９０．０％，ＮＯＸ２（ＮＯＸ３）表达基因占了 １耳，占未行
鼓室穿刺样本的１０．０％；在３０耳行鼓室穿刺样本
中，ＮＯＸ２（ＮＯＸ３）未表达基因占了７耳，占行鼓室
穿刺样本的 ２３．３％，ＮＯＸ２（ＮＯＸ３）表达基因占了
２３耳，占行鼓室穿刺样本的７６．７％。

由于资料中（２５％）预期计数小于５，预期的计
数下限为４．００，所以采用了耶兹校正值（连续性校
正），χ２检验显著性概率值为 Ｐ＝０．００１，表示鼓室
穿刺与ＮＯＸ２（ＮＯＸ３）基因是否表达有显著关联，两
个变量之间不是相互独立的。

由于鼓膜穿刺与 ＮＯＸ２（ＮＯＸ３）基因表达均为
二分名义变量，二者之间的相关性采用 φ相关，ｐｈｉ
值为 ０．５８９，Ｐ＝０．０００，显示鼓室穿刺与 ＮＯＸ２
（ＮＯＸ３）基因表达之间存在显著正相关。

根据对称性量数为０．３８５，不区分自变量和因
变量，可以增加３８．５％的预测力，“ＮＯＸ２（ＮＯＸ３）基
因表达因变量”的γ系数为０．５００，表示根据鼓室穿
刺情况预测样本 ＮＯＸ２（ＮＯＸ３）基因是否表达的正
确性达５０％。

通过列联表二项分类逻辑回归分析 ＮＯＸ２
（ＮＯＸ３）基因表达对鼓室硬化症的影响，结果如下：
·０５２·
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在１６个ＮＯＸ２（ＮＯＸ３）未表达的基因中，患鼓
室硬化室 ７耳，占 ＮＯＸ２（ＮＯＸ３）基因表达样本的
４３．８％；未患鼓室硬化症９耳，占 ＮＯＸ２（ＮＯＸ３）基
因表达样本的５６．３％；在２４个 ＮＯＸ２（ＮＯＸ３）表达
的基因中，患鼓室硬化症２３耳，占 ＮＯＸ２（ＮＯＸ３）基
因表达样本的 ９５．８％；未患鼓室硬化症 １耳，占
ＮＯＸ２（ＮＯＸ３）基因表达样本的４．２％。

由于检测结果中（２５％）预期计数小于５，预期
的计数下限为４．００，所以同样采用耶兹校正值（连
续性校正），χ２检验显著性概率值为 Ｐ＝０．００１，提
示ＮＯＸ２（ＮＯＸ３）基因表达与鼓室硬化症发生有显
著的关联存在，两个变量之间不是相互独立的。进

一步行φ相关分析，ｐｈｉ值为０．５８９，Ｐ＝０．０００，提示
ＮＯＸ２（ＮＯＸ３）基因表达与鼓室硬化症发病之间存
在显著正相关。

根据对称性量数为０．３８５，不区分自变量和因
变量，可以增加３８．５％的预测力，“鼓室硬化症因变
量”的γ系数为０．２００，表示当知道 ＮＯＸ２（ＮＯＸ３）
基因是否表达时可以增加预测样本有无鼓室硬化症

的正确性达２０％。

３　讨　论

鼓室硬化症是中耳术后的常见并发症之一，中

耳术后的发病率报道为７．７％ ～４４．１％［６８］，其中长

期置管的患者发病率更高。中耳炎症的慢性刺激学

说被多数学者认为是鼓膜硬化最重要的病因，根据

这一理论利用细菌接种成功制造鼓室硬化的动物模

型［９］，但自Ｍａｔｔｓｓｏｎ等学者［１３］经一系列动物实验提

出过度通气导致氧化应激损伤引起鼓室硬化症以

来，越来越多的证据表明，氧化应激损伤可能是更重

要的原因。

张艳飞等［９］学者将鼓膜切开和细菌接种两种

方式行鼓室硬化症造模的效率并进行对比，发现鼓

膜切开法造模成功率明显高于后者；有学者在

２０１７年发布的一项大型回顾性临床研究中也报道
慢性中耳炎手术并发鼓室硬化症的患者中８８．７％
有鼓膜穿孔，无穿孔患者仅占 １１．３％；以上证据均
提示鼓膜穿孔是诱发鼓室硬化的更重要的因素；而

不同方式的鼓膜切开，均可导致中耳鼓室内氧气浓

度的增加［１０］和活性氧的增加［１１］。全身和局部应用

抗氧化剂如维生素 Ｃ、左旋肉碱、咖啡酸苯乙基
酯［１２１４］等均显示不同程度抑制鼓室硬化的效果，为

这一理论提供了进一步佐证。

本次实验模拟中耳鼓膜切开手术，在大鼠鼓膜

后上象限穿刺形成直径２ｍｍ大小的穿孔，通过１８ｄ
的观察，发现所有穿孔的大鼠均未出现鼓膜充血、鼓

室流脓等感染表现，穿孔后第１８天，全部实验组大
鼠鼓膜均已经愈合，并出现透明度下降，钙化斑形

成，造模成功率１００％。部分大鼠的钙化病灶严重，
广泛分布，未受到穿刺损伤，距离穿孔较远的部位同

样可出现明显病变。结合以上事实，我们认为，单纯

机械刺激或局部炎症不足以解释广泛的病变形成，

氧化应激损伤不仅可能是更重要的致病原因，而且

可能是一个相对独立的病因。

ＮＡＤＰＨ氧化酶是一种黄素细胞色素，为多系统
成分，主要包括黄素蛋白、细胞色素 ｂ５５８和辅酶 Ｑ
等，它们组成了一个类似于电子传递链样的酶系统，

当遇到应激源激活时，ＮＡＤＰＨ氧化酶能够将 ＮＡＤ
ＰＨ的电子传递给分子氧，生成超氧阴离子，是重要
的活性氧来源［１５］。通过鼓膜穿刺与ＮＯＸ３和ＮＯＸ２
ｍＲＮＡ表达的列联表二项分类逻辑回归分析，显示
鼓膜穿刺与ＮＯＸ３和ＮＯＸ２ｍＲＮＡ表达呈显著正相
关，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１），从而推论，鼓
膜穿刺后中耳腔的氧分压增加，有可能激活中耳组

织ＮＯＸ３和ＮＯＸ２ｍＲＮＡ表达。进一步对ＮＯＸ３和
ＮＯＸ２ｍＲＮＡ表达与鼓室硬化症发病的关联进行分
析显示，ＮＯＸ３和 ＮＯＸ２ｍＲＮＡ表达与鼓室硬化症
发病同样存在显著正相关，差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０１）；提示 ＮＯＸ３和 ＮＯＸ２ｍＲＮＡ表达有可
能是鼓室硬化症的病因之一。根据Ｍａｔｔｓｓｏｎ等［１］学

者的实验基础，我们推论，由于氧分压的增加导致中

耳腔广泛的ＮＯＸ３和 ＮＯＸ２表达激活，进一步造成
氧化应激损伤，有可能是广泛钙化斑形成的原因，其

中的详细机制，仍有待进一步的证实。

鼓膜穿孔可造成中耳 ＮＯＸ３和 ＮＯＸ２ｍＲＮＡ表
达增加，引起的氧化性损伤可能是导致鼓室硬化症

发生的重要原因。ＮＯＸ有可能成为预防鼓室硬化
症的潜在药物靶点。
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