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基于 AMPK/NLRP3 通路介导的细胞焦亡探究牡荆素对大鼠分泌性中耳炎的
抑制作用 

李艳峰，卢振民* 

新乡医学院第一附属医院 耳鼻咽喉科，河南 新乡  453100 

摘  要：目的  探究牡荆素对分泌性中耳炎大鼠的影响及调控机制。方法  将 50 只雄性 SD 大鼠，随机分为对照组、模型

组、牡荆素（3、12 mg/kg）组、牡荆素高剂量＋AMPK 抑制剂（Compound C）组，每组各 10 只。除对照组外，其余各组大

鼠均采取内毒素法复制分泌性中耳炎大鼠模型。造模成功后，牡荆素 3、12 mg/kg 组分别 ip 相应剂量的牡荆素；牡荆素＋

Compound C 组 ip 12 mg/kg 的牡荆素后，立即 ip 20 mg/kg Compound C；对照组和模型组分别 ip 等量生理盐水。连续给药 21 d

后，苏木素–伊红（HE）染色观察中耳黏膜组织病理学改变；酶联免疫吸附法（ELISA）测定血清肿瘤坏死因子-α（TNF-

α）、白细胞介素-6（IL-6）、白细胞介素-1β（IL-1β）、白细胞介素-18（IL-18）水平；听觉脑干诱发电位仪测定大鼠听力功能；

Western blotting 检测中耳黏膜组织腺苷酸活化蛋白激酶/NOD 样受体蛋白 3（AMPK/NLRP3）通路及细胞焦亡相关蛋白表达。

结果  与模型组相比，牡荆素 3、12 mg/kg 组大鼠中耳黏膜组织病理损伤减轻，中耳黏膜厚度、听力反应阈值、血清 TNF-

α、IL-6、IL-1β、IL-18 水平均降低（P＜0.05），细胞焦亡相关蛋白[Caspase-1 p20、焦亡执行蛋白消皮素 D-N（GSDMD-N）、

IL-1β、IL-18]及 NLRP3 蛋白表达下调，p-AMPK 蛋白表达上调（P＜0.05），且呈剂量相关性。与牡荆素 12 mg/kg 组相比，

Compound C 能够逆转牡荆素对上述指标的改变。结论  牡荆素能够抑制分泌性中耳炎大鼠炎症反应，减轻中耳黏膜病理性

损伤，其机制与抑制 AMPK/NLRP3 通路介导的细胞焦亡相关。 
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Exploring the inhibitory effect of vitexin on otitis media with effusion in rats based 

on AMPK/NLRP3 pathway mediated pyroptosis 

LI Yan-feng, LU Zhen-min 

Department of Otolaryngology, The First Affiliated Hospital of Xinxiang Medical College, Xinxiang 453100, China 

Abstract: Objective  To investigate the effect and regulatory mechanism of vitexin on otitis media with effusion rats. Methods  Fifty 

male SD rats were randomly divided into control group, model group, vitexin (3 and 12 mg/kg) groups, and vitexin + AMPK inhibitor 

group (Compound C), with 10 rats in each group. Except for the control group, all other groups of rats were used to replicate a rat 

model of otitis media with effusion using the endotoxin method. After successful modeling, vitexin (3 and 12 mg/kg) groups of vitexin 

were injected intraperitoneally with different doses of 3 and 12 mg/kg of vitexin. After intraperitoneal injection 12 mg/kg of vitexin, 

immediately injection 20 mg/kg of Compound C into the vitexin + Compound C group. The control group and model group were 

injected with equal amounts of physiological saline intraperitoneally. After continuous administration for 21 days, hematoxylin eosin 

(HE) staining was used to observe pathological changes in the middle ear mucosa tissue, Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) 

for the determination of serum TNF-α, IL-6, IL-1β, and IL-18 levels. The auditory brainstem response instrument was used to measure 

the hearing function of rats, Western blotting was used to detect the expression of AMPK/NLRP3 pathway and pyroptosis related 

proteins in the middle ear mucosa tissue. Results  Compared with the model group, the pathological damage of the middle ear mucosa 

tissue was reduced in the vitexin (3 and 12 mg/kg) groups, and the thickness of the middle ear mucosa, hearing response threshold, and 

serum TNF-α, IL-6, IL-6, IL-18 levels were decreased (P < 0.05), and pyroptosis related proteins (caspase-1 p20, GSDMD-N, 
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IL-1β, IL-18) and NLRP3 protein expression were downregulated, while p-AMPK protein expression was upregulated (P<0.05), and 

there was a dose-dependent relationship. Compared with the vitexin 12 mg/kg group, Compound C can reverse the changes in the 

above indicators caused by vitexin. Conclusion  Vitexin can inhibit the inflammatory response and alleviate pathological damage to 

the middle ear mucosa in rats with otitis media with effusion, and its mechanism is related to the inhibition of AMPK/NLRP3 pathway 

mediated pyroptosis. 
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分泌性中耳炎为耳鼻喉科常见的疾病之一，是

一种中耳非化脓性疾病，以中耳积液、听力损伤及

鼓膜浑浊内陷为特征，常发病于儿童，且其发病率

呈逐年增高态势，已经成为危害人类身体健康的突

出问题[1]。目前，有关于分泌性中耳炎的发病机制

尚未完全阐明，其病因机制仍然存在一定的争议。

多项研究证实，炎症效应被认为是导致中耳黏膜损

伤及听力受损的主要病因，通过改善机体免疫功能

并予以抗炎处理是缓解分泌性中耳炎症状的重要

方式[2-3]。细胞焦亡作为一种新型促炎性细胞死亡方

式，能够通过诱发慢性炎症反应，加速疾病进展。

研究证实，细胞焦亡是一种依赖于 Caspase-1 介导

的细胞死亡形式，主要是以 pro-Caspase-1 活化形成

Caspase-1 p20 ，诱导焦亡执行蛋白消皮素 D

（GSDMD）发生剪切形成具有细胞毒性的 GSDMD-

N，并募集至细胞膜上形成焦亡小孔，促进白细胞

介素（IL）-1β、IL-18 释放，进而诱发炎症级联反

应[4]。多项研究均已证实，在多种炎症相关性疾病

中均存在细胞焦亡的发生，而通过药物/基因干预细

胞焦亡能够抑制机体过度炎症反应，进而改善疾病

症状[5-6]。结合分泌性中耳炎以炎症反应为核心的疾

病主要病理机制，提示细胞焦亡很有可能是分泌性

中耳炎中耳黏膜损伤的新机制。腺苷酸活化蛋白激

酶/NOD 样受体蛋白 3（AMPK/NLRP3）是细胞焦

亡发生的重要调控通路，抑制或降低 AMPK 活性能

够明显激活 NLRP3 炎症小体，从而启动细胞焦

亡 [7]。此外，AMPK 和 NLRP3 炎症小体已被证实

在分泌性中耳炎体外和体内实验中发挥关键性调

控作用[8-9]。以上研究共同提示，以 AMPK/NLRP3

通路介导的细胞焦亡为研究切入点可能是揭示分

泌性中耳炎新的病理机制及以此探寻新型治疗药

物的关键。 

牡荆素是一种天然的生物活性黄酮类化合物，

多存在山楂叶及其果实、山里红叶、金莲花等中药

材中。研究证实，牡荆素具有抗氧化[10]、抗炎[11]、

抗肿瘤[12]等多种生物学功能，且对疾病的防治效果

显著，相比于临床药物具有不良反应小、安全性高

等优势，是一种极具开发潜力的天然活性物质。研

究表明，牡荆素能够通过抑制炎症反应，改善关节

炎大鼠症状[11]。此外，牡荆素亦能够通过抑制炎症

反应，改善哮喘幼鼠肺部损伤[13]。但是，关于牡荆

素对分泌性中耳炎炎症反应的影响及作用机制尚

不清楚。为此，本研究拟通过内毒素法构建分泌性

中耳炎大鼠模型，从 AMPK/NLRP3 通路介导的细

胞焦亡途径，阐明牡荆素对分泌性中耳炎大鼠的保

护作用，旨在为分泌性中耳炎临床候选治疗药物提

供新的选择。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  动物  雄性，SPF 级，周龄 6～8 周，SD 大

鼠 50 只，体质量为（200±10）g，购买于上海斯莱

克实验动物有限责任公司[生产许可证号 SCXK

（沪）2021-0026]，动物适应性饲养 1 周，期间正常

饮食、饮水。饲养条件：（25±2）℃，环境相对湿

度 55%～65%，昼夜各 12 h 交替光照。本实验中涉

及的动物研究经过新乡医学院第一附属医院医学

伦理委员会审批（批准号 LLSC2021-06-010）。 

1.1.2  主要试剂  牡荆素（质量分数＞98%，批号

20220312，成都植标化纯生物技术有限公司）；内毒

素（美国 Sigma-Aldrich 公司，批号 L6529）；AMPK

抑制剂 6-[4-(2-哌啶-1-基乙氧基)苯基]-3-吡啶-4-基

吡唑并[1,5-A]嘧啶（Compound C）（美国 Selleck 公

司，批号 S7306）；免疫组化检测试剂盒（北京中杉

金桥生物技术有限公司，批号 SP-9001）；肿瘤坏死

因子-α（TNF-α）、IL-6、IL-1β、IL-18 酶联免疫吸附

检测试剂盒（北京索莱宝科技有限公司，批号

SEKR-0009 、 SEKR-0005 、 SEKR-0002 、 SEKR-

0019）；苏木素–伊红（HE）检测试剂盒、BCA 蛋

白质浓度测定试剂盒、ECL 发光液、β-actin 一抗、

HRP 标记的山羊抗鼠 IgG、山羊抗兔 IgG（碧云天

生物技术公司，批号 C0105S、P0009、P0018FS、

AF0003、A0412、A0408）；p-AMPK 一抗、AMPK

一抗、Caspase-1p20 一抗、GSDMD-N 一抗、IL-1β

一抗、IL-18 一抗（美国 Cell Signaling Technology，
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批号 2537、2532、89332、37349、63124、57058）。 

1.1.3  主要仪器  LD-96A 型酶标仪（山东莱恩德

智能科技有限公司）；BX53 型光学显微镜（日本

Olympus 公司）；BX43 型荧光显微镜（日本 Olympus

公司）；580-NAVPR2 型 ABR 电位仪（上海沫锦医

疗器械有限公司）；Gel dox XR+型凝胶成像系统（美

国 Bio-Rad 公司）。 

1.2  方法 

1.2.1  分泌性中耳炎大鼠模型的构建以及分组给

药  将 50 只 SD 大鼠随机性分为对照组、模型组、

牡荆素（3、12 mg/kg）组、牡荆素高剂量＋Compound 

C 组，每组各 10 只。显微镜下观察大鼠外耳道及中

耳感染情况排除中耳感染性大鼠。除对照组外，其

余各组大鼠均采取内毒素法复制分泌性中耳炎大

鼠模型[14]：0.4%的戊巴比妥钠麻醉大鼠，大鼠仰卧

位固定，在手术显微镜下经鼓膜穿刺，采用微量注

射器注射内毒素（200 ng/mL）。造模后光学显微镜

下观察大鼠鼓膜浑浊、内陷以及分泌液等状况，若

大鼠鼓膜出现明显浑浊，内陷且伴有气泡形成，鼓

室积液，视为模型构建成功。建模后鼓膜充血，光

锥消失，无穿孔。本实验中分泌性中耳炎大鼠造模

成功率为 100%。造模成功后 1 d，牡荆素 3、12 mg/kg

组分别 ip 相应剂量的牡荆素 [15] ；牡荆素＋

Compound C 组 ip 12 mg/kg 的牡荆素后，立即 ip 20 

mg/kg Compound C[16]；对照组和模型组大鼠分别 ip

等量的生理盐水。以上各组均为 1 次/d，连续给药

21 d。 

1.2.2  中耳黏膜组织病理学观察  给药结束后各

组大鼠均颈椎脱臼处死，解剖内耳，4%多聚甲醛固

定，脱钙，脱水，石蜡包埋切片，行 HE 染色，显

微镜下观察中耳黏膜组织病理形态变化。 

1.2.3  中耳黏膜厚度测定  将大鼠颈椎脱臼处死

后，解剖头部并分离听泡，滤纸吸除听泡水分，于

显微镜下剥离中耳黏膜组织，最后利用测微计测定

各组大鼠黏膜组织厚度，每组测量 5 个不同位置，

取其平均值为最终黏膜厚度。 

1.2.4  大鼠听力功能检测  各组大鼠给药结束后

24 h，采取听觉脑干诱发电位（ABR）仪检测 ABR

反应阈值，以此反映听力功能变化。各组大鼠麻醉

后，置于隔声屏蔽室内，依据文献报道[3]严格按照

ABR 仪器操作方法进行 ABR 反应阈值测定。 

1.2.5  ELISA 检测 TNF-α、IL-6、IL-1β、IL-18 水

平  给药结束后，大鼠腹主动脉取血，4 ℃，3 000 

r/min 离心 10 min，吸取上清液，按照 ELISA 检测

说明书测定各组大鼠血清中 TNF-α、IL-6、IL-1β、

IL-18 水平。 

1.2.6  免疫组化检测中耳黏膜组织 p-AMK、NLRP3

蛋白阳性表达  将脱蜡、透明、脱水后的黏膜组织

切片抗原修复，经 3% H2O2阻断内源性过氧化物酶，

山羊血清封闭非特异性位点后，4 ℃孵育 p-AMPK

一抗（1∶200）、NLRP3 一抗（1∶500）过夜，室

温条件下孵育对应二抗 30 min，最后滴加 DAB 显

色液，经苏木精复染、脱水、封片处理，显微镜下

观察黏膜组织 p-AMPK、NLRP3 蛋白表达，并经

Image J 软件对染色结果进行半定量分析。 

1.2.7  Western blotting 检测 AMPK/NLRP3 通路及

焦亡相关蛋白表达  收集各组大鼠中耳黏膜组织，

剪碎后混合加入蛋白酶抑制剂的RIPA细胞裂解液，

于 4 ℃条件下，裂解 30 min。将离心管放置于离心

机内并设置：4 ℃、12 000 r/min 离心 10 min，吸取

上清液。BCA 法测定蛋白质浓度，蛋白质变性，蛋

白上样，电泳、转膜。室温条件下 PVDF 采用 6% 

BSA 封闭 1 h，TBST 洗膜后，4 ℃条件下，分别孵

育 p-AMPK 一抗（1∶500）、AMPK 一抗（1∶1 000）、

NLRP3 一抗（1∶1 000）、Caspase-1 p20 一抗（1∶

500）、GSDMD-N 一抗（1∶500）、IL-1β 一抗（1∶

1 000）、IL-18 一抗（1∶1 000）、β-actin 一抗（1∶

5 000）16 h。次日取出 PVDF 膜，TBST 洗涤后加

入相应 HRP 标记的山羊抗鼠 IgG、山羊抗兔 IgG 孵

育 2 h。TBST 洗涤 3 次，每次 5 min。最后于 PVDF

膜上滴加显影液显影、拍照，实验结果采用 Image 

J 软件进行 p-AMPK、AMPK、NLRP3、Caspase-1 

p20、GSDMD-N、IL-1β、IL-18 蛋白表达定量分析。 

1.3  统计学分析 

采用 SPSS 22.0 软件进行数据分析。计量资料

以x ± s 表示，多组间比较采用单因素方差分析，

组间两两比较采用 LSD-t 检验。 

2  结果 

2.1  牡荆素对大鼠中耳黏膜病理形态改变和黏膜

厚度的影响 

对照组大鼠中耳内黏膜上皮细胞排列整齐，血

管及纤维细胞含量丰富，未有明显的炎性细胞浸润

等现象。模型组大鼠中耳黏膜细胞肿胀，黏膜组织

明显增厚（P＜0.05），有多处黏膜细胞脱落，坏死，

可见大量炎性细胞浸润。与模型组相比，牡荆素 3、

12 mg/kg 组大鼠，黏膜上皮细胞排列较为规整，肿
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胀程度减轻，仅有少量的黏膜细胞脱落，炎性细胞

浸润程度减轻，中耳黏膜厚度降低（P＜0.05），且

伴随牡荆素剂量的增加，中耳黏膜病理损伤及黏膜

厚度均减轻。与牡荆素 12 mg/kg 组相比，牡荆素＋

Compound C 组大鼠中耳黏膜组织病理损伤程度加

重，且黏膜厚度增加（P＜0.05），见图 1、表 1。 
 

 

图 1  各组大鼠中耳病理学变化（HE，×200） 

Fig. 1  Pathological changes in the middle ear of rats in each group (HE, × 200） 

表 1  各组大鼠中耳黏膜厚度比较（x ± s，n = 10） 

Table 1  Comparison of thickness of middle ear mucosa in 

each group (x ± s, n = 10 ) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 中耳黏膜厚度/μm 

对照 — 40.12±6.33 

模型 — 159.66±9.21* 

牡荆素 3 118.99±8.56# 

 12 52.22±6.08#& 

牡荆素＋Compound C 12＋20 143.11±8.77@ 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与牡荆素 3 

mg·kg−1组比较：&P＜0.05；与牡荆素 12 mg·kg−1组比较：@P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group; &P < 0.05 vs 

vitexin 3 mg·kg−1 group; &P < 0.05 vs vitexin 12 mg·kg−1 group 

2.2  牡荆素对大鼠听觉功能的影响 

与对照组相比，模型组大鼠 ABR 反应阈值明

显增加（P＜0.05）。与模型组相比，牡荆素 3、12 

mg/kg 组大鼠 ABR 反应阈值明显降低（P＜0.05），

且呈剂量相关性。与牡荆素12 mg/kg组相比，AMPK

抑制剂 Compound C 能够增加大鼠 ABR 反应阈值

（P＜0.05），见表 2。 

表 2  各组大鼠 ABR 反应阈值比较（x ± s，n = 10） 

Table 2  Comparison of ABR response thresholds in each 

group of rats (x ± s, n = 10 ) 

组别 剂量/(mg·kg−1) ABR 反应阈值/dB 

对照 — 25.77±3.89 

模型 — 69.87±9.76* 

牡荆素 3 46.62±6.18# 

 12 31.20±5.54#& 

牡荆素＋Compound C 12＋20 64.16±9.27@ 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与牡荆素 3 

mg·kg−1组比较：&P＜0.05；与牡荆素 12 mg·kg−1组比较：@P＜0.05 
*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group; &P < 0.05 vs 

vitexin 3 mg·kg−1 group; &P < 0.05 vs vitexin 12 mg·kg−1 group 

2.3  牡荆素对大鼠血清 TNF-α、IL-6、IL-1β 水平

影响 

与对照组相比，模型组大鼠血清 TNF-α、IL-6、

IL-1β、IL-18 水平明显增加（P＜0.05）。与模型组相

比，牡荆素 3、12 mg/kg 组大鼠血清 TNF-α、IL-6、

IL-1β、IL-18 水平均明显降低（P＜0.05），且呈剂量

相关性。与牡荆素 12 mg/kg 组相比，牡荆素＋

Compound C 组大鼠血清 TNF-α、IL-6、IL-1β、IL-

18 水平明显增加（P＜0.05），见表 3。 

表 3  各组大鼠血清 TNF-α、IL-6、IL-1β、IL-18 水平比较（x ± s，n = 10） 

Table 3  Comparison of serum TNF-α, IL-6, IL-1β, IL-18 levels in each group of rats (x ± s, n = 10 ) 

组别 剂量/(mg·kg−1) TNF-α/(pg·mL−1) IL-6/(pg·mL−1) IL-1β/(pg·mL−1) IL-18/(pg·mL−1) 

对照 — 12.88±3.02 35.01±5.11 17.00±4.06 23.62±4.88 

模型 — 45.88±6.31* 132.88±10.30* 62.33±7.69* 73.69±7.46* 

牡荆素 3 38.50±4.30# 110.20±9.26# 48.11±6.66# 58.33±6.11# 

 12 28.01±5.33#& 90.20±8.88#& 40.76±6.08#& 36.87±5.44#& 

牡荆素＋Compound C 12＋20 43.26±7.02@ 125.48±9.97@ 56.77±8.29@ 69.22±8.16@ 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与牡荆素 3 mg·kg−1组比较：&P＜0.05；与牡荆素 12 mg·kg−1组比较：@P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group; &P < 0.05 vs vitexin 3 mg·kg−1 group; &P < 0.05 vs vitexin 12 mg·kg−1 group 

2.4  牡荆素对大鼠中耳黏膜细胞焦亡相关蛋白表

达的影响 

与对照组相比，模型组大鼠中耳黏膜组织

Caspase-1p20、GSDMD-N、IL-1β、IL-18 蛋白相对

表达量明显升高（P＜0.05）。与模型组相比，牡荆

素 3、12 mg/kg 组大鼠中耳黏膜组织 Caspase-1p20、 
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GSDMD-N、IL-1β、IL-18 蛋白相对表达量均明显降

低（P＜0.05），且呈剂量相关性。与牡荆素 12 mg/kg

组相比，AMPK 抑制剂 Compound C 能够明显逆转

上述蛋白表达（P＜0.05），见图 2、表 4。 

 

图 2  各组大鼠中耳黏膜组织 Caspase-1p20、GSDMD-N、

IL-1β、IL-18 蛋白凝胶电泳图 

Fig. 2  Gel electrophoresis of caspase-1p20, GSDMD-N, IL-

1β and IL-18 proteins in middle ear mucosa of rats in 

each group 

2.5  牡荆素对大鼠黏膜组织中 AMPK/NLRP3 通

路相关蛋白表达的影响 

免疫组化染色结果显示，与对照组相比，模型

组大鼠中耳黏膜组织 p-AMPK 阳性表达明显减少，

NLRP3 阳性表达明显增加（P＜0.05）。与模型组相

比，牡荆素 3、12 mg/kg 组大鼠中耳黏膜组织 p-

AMPK 阳性表达显著增加，NLRP3 阳性表达明显减

少，且呈剂量相关（P＜0.05）。与牡荆素 12 mg/kg

组相比，AMPK 抑制剂 Compound C 能够明显逆转

p-AMPK、NLRP3 阳性表达（P＜0.05），见图 3、表

5。Western blotting 检测显示，模型组大鼠中耳黏膜

组织 p-AMPK 蛋白表达降低，NLRP3 蛋白表达增

加（P＜0.05）。与模型组相比，牡荆素 3、12 mg/kg

组大鼠中耳黏膜组织 p-AMPK 蛋白表达升高，

NLRP3 蛋白表达降低（P＜0.05），且呈剂量相关性。

与牡荆素 12 mg/kg 组相比， AMPK 抑制剂

Compound C 能够明显逆转 p-AMPK、NLRP3 蛋白

表达（P＜0.05），见图 4、表 6。 

表 4  各组大鼠中耳黏膜组织 Caspase-1p20、GSDMD-N、IL-1β、IL-18 蛋白相对表达量（x ± s，n = 6） 

Table 4  Relative expression of caspase-1p20, GSDMD-N, IL-1β, and IL-18 proteins in the middle ear mucosa of rats in each 

group (x ± s, n = 6 ) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 
蛋白相对表达量 

Caspase-1p20 GSDMD-N IL-1β IL-18 

对照 — 1.03±0.19 1.01±0.22 1.00±0.18 1.05±0.10 

模型 — 2.56±0.42* 1.96±0.31* 1.89±0.20* 2.63±0.39* 

牡荆素 3 1.81±0.30# 1.63±0.20# 1.31±0.21# 1.68±0.18# 

 12 1.42±0.26#& 0.96±0.23#& 1.02±0.17#& 1.36±0.20#& 

牡荆素＋Compound C 12＋20 2.15±0.37@ 2.45±0.33@ 1.89±0.26@ 2.01±0.31@ 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与牡荆素 3 mg·kg−1组比较：&P＜0.05；与牡荆素 12 mg·kg−1组比较：@P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group; &P < 0.05 vs vitexin 3 mg·kg−1 group; &P < 0.05 vs vitexin 12 mg·kg−1 group 

 

图 3  免疫组化检测 p-AMPK、NLRP3 阳性表达（IHC，×200） 

Fig. 3  Immunohistochemical detection of positive expression of p-AMPK and NLRP3 (IHC, × 200) 
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表 5  各组大鼠中耳黏膜组织 p-AMPK、NLRP3 蛋白阳性

表达比较结果（x ± s，n = 6） 

Table 5  Comparison of p-AMPK and NLRP3 protein 

positive expression in middle ear mucosa tissues 

of rats in each group  (x ± s, n = 6 ) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 
相对表达量 

p-AMPK NLRP3 

对照 — 1.00±0.17 1.00±0.20 

模型 — 0.23±0.06* 2.61±0.41* 

牡荆素 3 0.58±0.10# 1.89±0.25# 

 12 0.89±0.21#& 1.46±0.23#& 

牡荆素＋ 

Compound C 

12＋20 0.43±0.08@ 2.10±0.32@ 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与牡荆素 3 

mg·kg−1组比较：&P＜0.05；与牡荆素 12 mg·kg−1组比较：@P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group; &P < 0.05 vs 

vitexin 3 mg·kg−1 group; &P < 0.05 vs vitexin 12 mg·kg−1 group 

 

图 4  各组大鼠中耳黏膜组织 p-AMPK、AMPK、NLRP3

蛋白凝胶电泳图 

Fig. 4  Gel electrophoresis of p-AMPK, AMPK and NLRP3 

protein in middle ear mucosa of rats in each group 

表 6  各组大鼠中耳黏膜组织 p-AMPK/AMPK、NLRP3 蛋

白相对表达量（x ± s，n = 6） 

Table 6  Relative expression of p-AMPK/AMPK and 

NLRP3 proteins in the middle ear mucosa of rats 

in each group (x ± s, n = 6 ) 

组别 
剂量/ 

 (mg·kg−1) 
p-AMPK/AMPK 

NLRP3 蛋白相 

对表达量 

对照 — 1.18±0.20 1.03±0.20 

模型 — 0.41±0.07* 2.31±0.32* 

牡荆素 3 0.72±0.14# 1.68±0.28# 

 12 1.16±0.21#& 1.07±0.21#& 

牡荆素＋ 

Compound C 

12＋20 0.39±0.05@ 2.19±0.29@ 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与牡荆素 3 

mg·kg−1组比较：&P＜0.05；与牡荆素 12 mg·kg−1组比较：@P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group; &P < 0.05 vs 

vitexin 3 mg·kg−1 group; &P < 0.05 vs vitexin 12 mg·kg−1 group 

3  讨论 

中耳炎可分为化脓性和非化脓性中耳炎，是由

多种原因诱发的中耳全部或部分中耳炎性病变。非

化脓性中耳炎是导致儿童听力损伤以及言语功能

障碍的临床常见疾病，具有一定的自限性，但是仍

有 20%～40%患者会出现反复发作，严重的影响了

患者的生活质量[17]。因此，积极探寻分泌性中耳炎

的病因及机制并予以药物干预治疗是临床治疗规

范方案治疗的前提。 

炎症基因和细胞因子诱发的免疫炎症是分泌

性中耳炎的主要致病因素，抑制炎症细胞因子释

放，可显著恢复中耳通气，改善分泌性中耳炎[18-19]。

牡荆素主要是从山楂叶总黄酮分离、纯化而得到的

活性单体化合物，具有显著的抗炎作用，能够明显

减轻关节炎症状，并通过抑制炎症因子表达改善葡

聚糖硫酸钠诱导的小鼠溃疡性结肠炎[20]。基于以上

研究，推测牡荆素可能通过抑制炎症反应发挥分泌

性中耳炎治疗作用。 

本研究通过构建分泌性中耳炎大鼠模型，观察

牡荆素对其治疗作用。研究发现，牡荆素能够通过

抑制炎症因子释放，改善分泌性中耳炎大鼠中耳黏

膜病理性损伤。但是，有关牡荆素是通过何种机制

抑制炎症反应发挥抗分泌性中耳炎作用尚未完全

阐明。细胞焦亡为炎症性细胞死亡方式，广泛参与

多种疾病的发生发展。多项研究已证实，抑制

Caspase-1 介导的细胞焦亡能够明显降低炎症因子

释放，进而改善疾病症状[21-22]。袁玥等[23]研究证实，

细胞焦亡的发生及其过程中的相关促炎症细胞因

子的释放，会导致炎症反应进一步扩大，加重气道

炎症性疾病的进展，提示细胞焦亡可能参与分泌性

中耳炎炎症反应过程。Ding 等[24]研究证实，牡荆素

能够通过抑制 GSDMD 介导的细胞焦亡，降低炎症

因子水平，进而缓解草酸钙晶体诱导的肾结石小鼠

症状。既往研究共同提示，牡荆素可能通过调控细

胞焦亡通路发挥抗分泌性中耳炎作用。基于此，本

研究检测了焦亡相关蛋白表达，结果发现牡荆素能

够明显抑制焦亡相关蛋白表达，降低炎症反应，进

而改善分泌性中耳炎大鼠中耳黏膜损伤。

AMPK/NLRP3 信号通路是与细胞焦亡发生密切相

关。研究证实，NLRP3 炎症小体的组装是激活细胞

焦亡过程中关键基因 Caspase-1 的前体，当细胞受

到外界危险信号刺激后，NLRP3、ASC 及 pro-

Caspase-1 三者会组装为 NLRP3 炎症小体蛋白复合
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物，导致 pro-Caspase-1 裂解形成具有活性的 cleaved-

Caspase-1（Caspase-1p20）诱导细胞焦亡发生[25]，

此过程可由 AMPK 通路调控[26]。此外，抑制 AMPK

信号通路可显著促进 NLRP3 炎症小体活化，从而

启动细胞焦亡 [27]。以往研究也证实，AMPK 和

NLRP3 炎症小体参与中耳炎疾病的发生发展，激活

AMPK 通路或是抑制 NLRP3 炎症小体活化介导的

炎症反应能够明显改善内皮细胞及中耳黏膜的损

伤[28-29]，提示 AMPK、NLRP3 基因可能是分泌性中

耳炎疾病发生的重要调控因子。此外，Zhang 等[30]

研究证实，牡荆素能够通过抑制 NLRP3 炎症小体

介导的炎症反应改善慢性脑缺血性神经损伤。

Inamdar 等 [31]研究发现，牡荆素能够通过激活

AMPK 信号通路，改善高脂饮食喂养诱导的小鼠非

酒精性脂肪肝病变。以上研究共同表明，牡荆素很

有可能通过调控 AMPK、NLRP3 蛋白表达，发挥抗

分泌性中耳炎作用。本研究结果显示，与模型组相

比，牡荆素能够激活 AMPK 通路，抑制 NLRP3 蛋

白表达，从而改善分泌性中耳炎大鼠中耳黏膜损

伤，表明牡荆素可能通过调控 AMPK/NLRP3 通路，

抑制分泌性中耳炎大鼠细胞焦亡。邓宏哲等[32]研究

证实，人参皂苷 Rg1 能够通过激活 AMPK 途径抑

制 NLRP3 炎症小体活化介导的细胞焦亡，发挥抗

博来霉素诱导的大鼠肺纤维化保护作用，且此保护

作用可被 AMPK 抑制剂 Compound C 逆转。为进一

步明确 AMPK/NLRP3 通路在牡荆素抑制分泌性中

耳炎中的作用，本研究通过对牡荆素高剂量大鼠 ip 

AMPK 抑制剂，观察牡荆素对大鼠分泌性中耳炎的

作用能否被逆转。结果显示，与牡荆素组相比，

AMPK 抑制剂 Compound C 能够抑制 AMPK 通路，

促进 NLRP3 炎症小体活化介导的细胞焦亡，诱发

炎症反应，损害分泌性中耳炎大鼠中耳黏膜组织，

从而逆转牡荆素对分泌性中耳炎的保护作用。以上

研究结果进一步证实了牡荆素改善大鼠分泌性中

耳炎与调控 AMPK/NLRP3 介导的细胞焦亡相关。 

综上所述，本研究通过探讨牡荆素对分泌性中

耳炎大鼠炎症的影响及机制。结果发现，牡荆素能

够通过活化 AMPK，抑制 NLRP3 炎症小体活化介

导的细胞焦亡，减轻炎症反应，从而改善分泌性中

耳炎大鼠中耳黏膜损伤。 
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