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兔实验性非侵袭性真菌性上颌窦炎模型的制备
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　　［摘要］　目的　探讨实验性非侵袭性真菌性上颌窦炎动物模型的制备方法。方法　２５只新西兰大白兔（共５０侧鼻窦）
分为７组：空白对照组（６侧）、假手术对照组（６侧）、黏膜划伤组（６侧）、窦口阻塞组（６侧）、仅注入烟曲霉菌组（８侧）、注入烟曲

霉菌并给予黏膜划伤组（９侧）、注入烟曲霉菌加窦口阻塞组（９侧）。以上颌窦自然开口是否予以封闭以及鼻窦黏膜是否划伤

作为分组标准。观察以上组别在接种烟曲霉菌后成为真菌性鼻窦炎的可能性。于接种后１４ｄ及２８ｄ，根据上颌窦内分泌物真

菌培养、分泌物涂片及病理检查结果判定各组制模成功率。结果　注入烟曲霉菌加窦口阻塞组上颌窦分泌物烟曲霉菌培养
阳性率１４ｄ为８８．９％（８／９侧），２８ｄ为７７．８％（７／９侧）。而注入烟曲霉菌并给予黏膜损伤组上颌窦分泌物烟曲霉菌培养阳性

率１４ｄ为４４．４％（４／９侧），２８ｄ为２２．２％（２／９侧）。结论　窦口阻塞加注入烟曲霉菌的方法可成功制造实验性非侵袭性真
菌性上颌窦炎模型。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（１）：１６２０］

　　真菌性鼻窦炎（ｆｕｎｇａｌｓｉｎｕｓｉｔｉｓ，ＦＳ）随着细菌

学、血清学、组织病理学和放射影像学技术的进步得

以早期确诊，因此在免疫功能正常的人群的发病率

日益增加。真菌性鼻窦炎临床上分为非侵袭性和侵
袭性两大类型［１］，其中曲霉菌引起的非侵袭性真菌
性鼻窦炎（ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅｆｕｎｇａｌｓｉｎｕｓｉｔｉｓ，ＮＦＳ）在临床

较为常见［２］，但其发病机制至今未明。为更好地研
究真菌性鼻窦炎的发病机制、病理生理，评价新的诊

断方法、治疗及预后等，需建立有效的实验性真菌感

染动物模型。

　　以往报道实验模型的构建及相关研究主要以细
菌性模型为多，以真菌制模及研究鲜有［３４］。兔上颌
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窦的解剖和生理特点更接近于人类，有较大的容量

和实验手术操作可行性，经常被用作实验性模型［５］。

兔的鼻窦温度维持在（３５．２±０．７）℃左右，这样的环

境适合烟曲霉菌生长［６］。因此，本实验选择新西兰

大白兔作为实验动物，探讨实验性非侵袭性真菌性

上颌窦炎动物模型的制备方法。

１　材料和方法

１．１　实验动物与分组　２５只体健的两性新西兰大

白兔，体质量２．０～３．０ｋｇ，购自第二军医大学实验

动物中心［许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２００７０００３］。实验

前每只实验兔单独置于同样条件的笼子中１周，排

除鼻部疾病，在整个实验过程中可随时获得水和食

物。将实验兔分为以下７组：第１组（空白对照组６
侧：不开放上颌窦，不接种烟曲霉菌），第２组（假手

术对照组６侧：不接种烟曲霉菌，注入生理盐水），第

３组（黏膜划伤组６侧：划伤黏膜，注入生理盐水），第

４组（窦口阻塞组６侧：封闭上颌窦口，注入生理盐

水），第５组（仅注入烟曲霉菌组８侧：注入烟曲霉菌

混悬液），第６组（注入烟曲霉菌并给予黏膜划伤组９
侧：划伤黏膜，注入烟曲霉菌混悬液），第７组（注入

烟曲霉菌加窦口阻塞组９侧：封闭上颌窦口，注入烟

曲霉菌混悬液）。

１．２　实验菌种及接种方法　烟曲霉菌［ＣＭＣＣ（Ｆ）

Ａ１ａ］菌株购自中国微生物菌种保藏管理委员会医学

真菌中心，使用时转种至新鲜配制的沙堡氯霉素琼

脂糖斜面培养基，３７℃下培育４ｄ后恢复毒力，制成

浓度为１．０×１０７ＣＦＵ／ｍｌ的孢子生理盐水混悬液备

用。在接种烟曲霉菌的各组实验兔上颌窦内注入

０．５ｍｌ、浓度为１．０×１０７ＣＦＵ／ｍｌ的烟曲霉菌分生

孢子生理盐水混悬液。不接种烟曲霉菌的各组注入

０．５ｍｌ生理盐水。

１．３　手术器械和物品　直径３ｍｍ、视角为０°、３０°
（Ｓｔｏｒｚ）鼻窦内镜及有关手术器械，ＬＳＡ型额带射

灯，微型体视放大镜（×４），沙堡真菌培养基，细菌培

养皿，细菌培养箱，真菌培养箱，ＶＩＴＥＫ全自动细菌

鉴定仪，ＢＸ５０型奥林巴斯显微镜及相关成像设备

等。术中使用的器械、物品均经灭菌处理。

１．４　实验方法　以２０％乌拉坦耳缘静脉注射（５

ｍｌ／ｋｇ），全麻成功后将兔仰卧位固定于操作台上，术

区备皮，常规消毒铺巾。切口处注入少许含肾上腺

素的１％利多卡因局部浸润麻醉。平行鼻背约１ｃｍ
处纵形切开上颌窦前壁皮肤，分离皮下组织及骨膜，

凿开上颌窦前壁，用洞凿钳将前壁开口扩大约

４ｍｍ。

　　应用体视放大镜或鼻窦内镜观察上颌窦内情
况，并取上颌窦内的分泌物作细菌及真菌培养。用

０°鼻内镜观察上颌窦自然开口和上颌窦黏膜情况。

　　窦口阻塞组实验兔封闭窦口采用切口周围筋膜
组织封闭，将窦口四周黏膜用耳科手术刀搔刮制成
新鲜创面，取切口周围筋膜将窦口封闭。缝合皮下
组织及皮肤，术后切口涂金霉素软骨３ｄ，全身不使
用抗生素。判断窦口是否完全封闭主要看缝合的皮
肤是否随呼吸运动，如有运动者为不全阻塞，不动者
为完全阻塞。

　　每天观察兔子的生活能力和感染情况。在第１４
天和第２８天，用鼻内镜观察双侧上颌窦黏膜情况和
窦腔分泌物，同时取分泌物标本，送真菌和细菌培
养，并行窦腔分泌物涂片检查。所有实验兔于第２８
天后用空气栓塞法处死，双侧上颌窦黏膜和周围骨
骼标本送病理检查，病理切片染色同时采用 ＨＥ和

ＰＡＳ染色两种。

１．５　真菌学及细菌学检验　尽快将上颌窦腔分泌
物标本送至专业检验医师处，按常规操作进行真菌
学及细菌学检验。真菌标本在需氧环境下，培养皿
于３７℃放置８ｄ。细菌标本在需氧环境下，培养平板
放置于３７℃培养２４ｈ。

１．６　统计学处理　利用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计
学分析，采用Ｆｉｓｈｅｒ精确检验。比较接种烟曲霉菌
各组间的真菌培养阳性率。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　一般情况　实验前，用鼻内镜检查实验兔窦
腔：上颌窦自然窦口开放；鼻窦黏膜光滑，无肿胀，无
充血，无脓性分泌物。除空白对照组，每一个上颌窦
分泌物培养结果均未见烟曲霉菌及其他真菌生长，
常规细菌学检查未检出细菌。

　　术后，实验兔饮食活动正常，手术切口愈合良
好，未出现感染、红肿，其中接种烟曲霉菌组实验兔
于接种３ｄ后出现喷嚏较多现象。组４、组６及组７
的部分实验兔接种７ｄ后有脓性涕自前鼻孔流出。

２．２　真菌学、细菌学检验及病理结果　于术后１４ｄ
和２８ｄ打开上颌窦前壁，观察上颌窦腔内情况，如
分泌物、黏膜反应、窦口封闭等。用消毒棉签蘸取分
泌物后迅速送细菌学检查及真菌学检查，２８ｄ后取
上颌窦内黏膜进行病理检查。真菌培养阳性组分泌
物涂片可见烟曲霉菌菌丝及孢子（图１Ａ），可见烟曲
霉菌标志性烧瓶状孢子头（图１Ｂ）；真菌培养可见沙
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堡培养基灰绿色真菌生长（图２）。各组真菌培养阳 性结果见表１、表２。

图１　分泌物涂片显微镜观察（Ａ，Ｂ）和真菌炎症兔上颌窦黏膜病理学特征（Ｃ，Ｄ）

Ｆｉｇ１　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓ（Ａ，Ｂ）ａｎｄｍｕｃｏｓａｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ

ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｒａｂｂｉｔｍａｘｉｌｌａｒｙｆｕｎｇａｌｓｉｎｕｓｉｔｉｓ（Ｃ，Ｄ）

Ａ：Ｍａｘｉｌｌａｒｙｓｉｎｕｓｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｓｈｏｗｉｎｇｈｙｐｈａｅａｎｄｓｐｏｒｅｓ；Ｂ：Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓｃｏｎｉｄｉａｈｅａｄｉｓｌｉｋｅａｆｌａｓｋ；Ｃ：Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，

ｍｕｃｏｓａｌｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇ，ｓｈｅｄｄｉｎｇｓｏｍｅｃｉｌｉａ，ｍｕｃｏｕｓａｎｄｓｕｂｍｕｃｏｓａｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓ；Ｄ：Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ｓｅｖｅｒｅｍｕｃｏｓａｌ

ｄａｍａｇｅ，ｓｕｂｍｕｃｏｓａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ，ｍｕｃｏｓａｌａｎｄｓｕｂｍｕｃｏｓａｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓ．ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ（Ｃ，Ｄ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００（Ａ，

Ｂ），×２００（Ｃ，Ｄ）

图２　分泌物真菌培养

Ｆｉｇ２　Ｍｙｃｏｌｏｇｉｃａｌｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓ

　　接种１４ｄ后，组１、２、５细菌学检查结果阴性，
组３、４、６、７黏膜划伤或窦口阻塞，细菌培养结果阳
性（多杀巴氏菌６侧，犬巴氏菌１０侧，洋葱伯克霍尔
德菌１侧）；接种２８ｄ后，组１、２细菌学检查结果阴
性，组３、４、５、６、７黏膜划伤或窦口阻塞，细菌培养结
果阳性（多杀巴氏菌６侧，犬巴氏菌９侧，洋葱伯克
霍尔德菌２侧）。

　　组织病理学检查上颌窦黏膜，可见上皮细胞变
性，黏膜增厚或纤维化，纤毛部分脱落，黏膜及黏膜
下大量炎性细胞浸润或出现（图１Ｃ、１Ｄ）。

表１　入组１４ｄ后上颌窦内分泌物烟曲霉菌培养结果

Ｔａｂ１　Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓｃｕｌｔｕｒｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍａｘｉｌｌａｒｙｃａｖｉｔｙｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓａｆｔｅｒ１４ｄ
Ｎ＝５０

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｒｅｓｕｌｔｏｆｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ Ｎｅｇａｔｉｖｅｒａｔｅ
ｎ（％）

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ
ｎ（％）

Ｇｒｏｕｐ１ ６ － － － － － － ６（１００） ０（０）

Ｇｒｏｕｐ２ ６ － － － － － － ６（１００） ０（０）

Ｇｒｏｕｐ３ ６ － － － － － － ６（１００） ０（０）

Ｇｒｏｕｐ４ ６ － － － － － － ６（１００） ０（０）

Ｇｒｏｕｐ５ ８ － ＋ － － － － － － ７（８７．５） １（１２．５）

Ｇｒｏｕｐ６ ９ － ＋ － ＋ － － － ＋ ＋ ５（５５．６） ４（４４．４）

Ｇｒｏｕｐ７ ９ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ １（１１．１） ８（８８．９）

　Ｇｒｏｕｐ１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ２：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ３：Ｍｕｃｏｓａｌｓｃｒａｔｃｈｅｄｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ４：Ｏｓｔｉａｂｌｏｃｋｅｄｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ５：Ａｓ

ｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ６：ＭｕｃｏｓａｌｓｃｒａｔｃｈｅｄｐｌｕｓＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ７：ＯｓｔｉａｂｌｏｃｋｅｄｐｌｕｓＡｓｐｅｒｇｉｌ

ｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓｇｒｏｕｐ．Ｆｉｓｈｅｒ’ｓｅｘａｃｔｔｅｓｔ．Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐ５
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表２　入组２８ｄ后上颌窦内分泌物烟曲霉菌培养结果

Ｔａｂ２　Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓｃｕｌｔｕｒｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍａｘｉｌｌａｒｙｃａｖｉｔｙｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓａｆｔｅｒ２８ｄ
Ｎ＝５０

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｒｅｓｕｌｔｏｆｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ Ｎｅｇａｔｉｖｅｒａｔｅ
ｎ（％）

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ
ｎ（％）

Ｇｒｏｕｐ１ ６ － － － － － － ６（１００） ０（０）

Ｇｒｏｕｐ２ ６ － － － － － － ６（１００） ０（０）

Ｇｒｏｕｐ３ ６ － － － － － － ６（１００） ０（０）

Ｇｒｏｕｐ４ ６ － － － － － － ６（１００） ０（０）

Ｇｒｏｕｐ５ ８ － － － － － － － － ８（１００） ０（０）

Ｇｒｏｕｐ６ ９ － ＋ － － － － － ＋ － ７（７７．８） ２（２２．２）

Ｇｒｏｕｐ７ ９ － ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ２（２２．２） ７（７７．８）

　Ｇｒｏｕｐ１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ２：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ３：Ｍｕｃｏｓａｌｓｃｒａｔｃｈｅｄｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ４：Ｏｓｔｉａｂｌｏｃｋｅｄｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ５：Ａｓ

ｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ６：ＭｕｃｏｓａｌｓｃｒａｔｃｈｅｄｐｌｕｓＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ７：ＯｓｔｉａｂｌｏｃｋｅｄｐｌｕｓＡｓｐｅｒｇｉｌ

ｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓｇｒｏｕｐ．Ｆｉｓｈｅｒ’ｓｅｘａｃｔｔｅｓｔ．Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐ５

３　讨　论

　　国内外有多篇关于烟曲霉菌致兔实验性感染模

型制备成功的报道，包括侵袭性感染模型［７９］。这些

实验表明，兔对烟曲霉菌感染敏感。但应用兔作为

实验性真菌性鼻窦炎模型目前仅见Ｄｕｆｏｕｒ等［６］及

Ｃｈａｋｒａｂａｒｔｉ等［１０］的报道。

　　曲菌是一种广泛存在于自然界的腐生菌，是正

常人体皮肤及黏膜的常驻真菌，真菌性鼻窦炎有

８０％为曲菌感染，其中烟曲霉菌最为常见［１１］。相比

较Ｃｈａｋｒａｂａｒｔｉ等［１０］在实验中选用黄曲霉，本实验

选用常见的烟曲霉菌作为菌种，考虑到烟曲霉菌的

条件致病性，本实验采用不接种烟曲霉菌组与接种

烟曲霉菌组作对照，并增设空白对照组，结果证实真

菌感染需要一定量的孢子。实验中接种用的烟曲霉

菌混悬液浓度为１．０×１０７ＣＦＵ／ｍｌ的分生孢子，比

Ｄｕｆｏｕｒ等［６］采用的浓度（１．０×１０８ＣＦＵ／ｍｌ的分生

孢子）小，可能与实验动物所处环境及烟曲霉菌种的

毒力有关。与Ｄｕｆｏｕｒ等［６］实验中的分组不同，本实

验接种烟曲霉菌组与不接种烟曲霉菌组分离，接种

烟曲霉菌组给予双侧上颌窦同时接种，避免实验动

物双侧鼻腔交叉感染而影响实验结果。

　　我们分析接种烟曲霉菌组得知，单纯接种一定

量真菌并不足以诱发真菌性鼻窦炎，因为黏膜的局

部免疫防御及黏膜的自我清洁功能有助于清除窦腔

内的孢子，从而阻止真菌性鼻窦炎的发生。其中组

５（仅注入烟曲霉菌组）和组６（注入烟曲霉菌并给予

黏膜划伤组）中的３侧上颌窦接种后１４ｄ烟曲霉菌

培养结果为阳性，接种２８ｄ后烟曲霉菌培养转为阴

性，这表明兔上颌窦黏膜的局部免疫防御及纤毛运

动传输系统的自我清洁功能的恢复起到了关键作

用［６］。组６和组７中均有部分同时出现了细菌感

染，这些细菌均为条件致病菌。其中组６有２侧２８

ｄ后真菌培养仍为阳性。虽然组６窦口开放，但因

为黏膜划伤，局部黏膜免疫力及纤毛运动传输系统

功能下降，细菌繁殖，进一步降低局部黏膜免疫力及

纤毛运动传输系统功能，从而降低真菌孢子的清除，

这可能有助于真菌性鼻窦炎的形成［１２１３］。在组７
（注入烟曲霉菌加窦口阻塞组）中使用筋膜封闭窦

口，避免人工材料引起的异物反应影响，烟曲霉菌接

种１４ｄ后真菌培养阳性率为８８．９％（８／９侧），２８ｄ
后真菌培养阳性率为７７．８％（７／９侧），其中１侧窦

口于１４ｄ后因阻塞筋膜脱落，上颌窦自然开口重新

开放，疾病转归。结果表明窦口阻塞是真菌性鼻窦

炎发病的最主要因素。上颌窦自然开口的阻塞可导

致上颌窦窦腔通气引流障碍，使动脉血氧分压（ｐａｒ

ｔｉａｌｐｒｅｓｓｕｒｅｏｆｏｘｙｇｅｎｉｎａｒｔｅｒｙ，ＰａＯ２）下降、动脉

血二氧化碳分压（ｐａｒｔｉａｌｐｒｅｓｓｕｒｅｏｆｃａｒｂｏｎｄｉｏｘｉｄｅ

ｉｎａｒｔｅｒｙ，ＰａＣＯ２）上升、ｐＨ下降，窦黏膜血流减少，

渗出增加。这些变化均可降低黏膜纤毛运动功能，

使上颌窦自洁功能受累，从而使一些“正常菌落”过

度繁殖。这些条件均为有利于真菌生长繁殖的因

素［１４］。

　　本实验中的所有动物模型均未有侵袭性真菌性

上颌窦炎发生，考虑与实验动物全身免疫状态、真菌

菌种的毒力、真菌种类和数量有关。

　　本实验通过接种较少剂量烟曲霉菌成功构建了

兔实验性非侵袭性真菌性上颌窦炎模型。实验动物

发病时间较长，未出现因全身感染死亡，较好地模拟

了非侵袭性真菌性鼻窦炎的发病过程，可用于真菌
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性鼻窦炎的真菌学、免疫学、发病机制、病理生理、诊

断评估及手术治疗的研究。
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