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桉柠蒎肠溶软胶囊基于AQP5-TLR4/MyD88/NF-κB通路缓解小鼠分泌性

中耳炎研究

何碧瑶 1，杨俊杰 1，党龙姣 1，孙萌萌 2，刘佳宇 1，辛文妤 1*
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摘 要：目的  基于水通道蛋白 5（AQP5） -Toll样受体 4（TLR4）/髓样分化因子 88（MyD88）/核转录因子 κB（NF-κB）

通路探讨桉柠蒎肠溶软胶囊对小鼠分泌性中耳炎（OME）模型的治疗作用及机制。方法  昆明小鼠随机分为对照组、模型

组、地塞米松组和桉柠蒎肠溶软胶囊低、中、高剂量 （55、110、220 mg·kg−1）组。采用经鼓膜注入脂多糖（LPS）的方法

建立小鼠OME模型，显微镜观察各组小鼠鼓膜结构变化，苏木精-伊红（HE）染色法评估中耳组织病理学改变，ELISA法

检测中耳灌洗液中白细胞介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）水平，Western blotting 检测中耳黏膜组织 AQP5 及

TLR4/MyD88/NF-κB信号通路相关蛋白的表达。结果  与对照组比较，模型组小鼠鼓室积脓，鼓室黏膜增厚，有明显的炎症

细胞浸润，中耳灌洗液中 IL-6、TNF-α水平显著升高（P＜0.01），AQP5蛋白表达显著降低（P＜0.01），TLR4、MyD88、

p-IκBα、p-p65蛋白表达显著升高（P＜0.01）。与模型组比较，桉柠蒎肠溶软胶囊各剂量可以减轻鼓室积脓，减少炎症细胞

浸润，明显降低中耳灌洗液中 IL-6、TNF-α 水平（P＜0.01），显著升高 AQP5 蛋白表达（P＜0.01），明显降低 TLR4、

MyD88、p-IκBα、p-p65蛋白表达（P＜0.01）。结论  桉柠蒎肠溶软胶囊通过提高AQP5蛋白的表达，抑制TLR4/MyD88/NF-

κB信号通路的激活，减轻LPS诱导的OME。
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Eucalyptol, Limonene and Pinene Enteric Soft Capsules relieve otitis media 

with effusion in mice based on AQP5-TLR4/ MyD88/NF-κB pathway
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Abstract: Objective  To investigate the therapeutic effect and mechanism of Eucalyptol, Limonene and Pinene Enteric Soft 

Capsules on otitis media with effusion (OME) model in mice based on aquaporin 5 (AQP5) -Toll-like receptor 4 (TLR4)/myeloid 

differentiation factor 88 (MyD88)/ nuclear transcription factor κB (NF- κB) pathway. Method  Kunming mice were randomly 

divided into control group, model group, dexamethasone group, low-, medium- and high- dose (55, 110, and 220 mg·kg−1)groups of 

Eucalyptol, Limonene and Pinene Enteric Soft Capsules. The mice OME model was established by injecting LPS through the 

tympanic membrane. The structural changes of tympanic membrane in each group were observed microscopically. Hematoxylin-

eosin (HE) staining was used to assess the histopathological changes of the middle ear. ELISA was used to detect the levels of 

interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor- α (TNF- α) in the middle ear lavage fluid. Western blotting was used to detect the 

expression of AQP5 and TLR4/MyD88/NF- κB signaling pathway-related proteins in the middle ear mucosa. Results  Compared 

with the control group, the tympanic empyema, tympanic mucosa thickening, inflammatory cell infiltration, IL-6 and TNF-α levels 

in the middle ear lavage fluid were considerably increased (P < 0.01), AQP5 protein expression was significantly decreased (P < 

0.01), and TLR4, MyD88, p-IκBα, and p-p65 protein expression was significantly increased (P < 0.01) in the model group. 

Compared with the model group, each dose of Eucalyptol, Limonene and Pinene Enteric Soft Capsules could reduce tympanic 
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empyema, reduce inflammatory cell infiltration, considerably reduce IL-6 and TNF-α levels in middle ear lavage fluid (P < 0.01), 

significantly increase AQP5 protein expression (P < 0.01), and significantly reduce TLR4, MyD88, p-IκBα, and p-p65 protein 

expression (P < 0.01). Conclusion  Eucalyptol, Limonene and Pinene Enteric Soft Capsules can reduce LPS-induced OME by 

increasing the expression of AQP5 protein and inhibiting the activation of TLR4/MyD88/NF-κB signaling pathway.

Key words: Eucalyptol, Limonene and Pinene Enteric Soft Capsules; otitis media with effusion; LPS; AQP5; TLR4/MyD88/NF-κB 

pathway

分泌性中耳炎（OME）是一种中耳非化脓性炎

症疾病，常出现听力下降，中耳腔积液等临床症

状［1］。OME在儿童早期的发病率较高，影响儿童听

力及言语发育且容易反复［2-4］。西医认为OME可能

发生在上呼吸道感染期间，由于咽鼓管功能障碍而

自发发生，在中医学研究中，OME属于“耳胀耳闭”

的范畴，常因风邪入体而发病，体内邪毒滞留，导致

病情经久不愈［5］。

OME的临床常用治疗药物主要为抗生素类、类

固醇激素类［6］。抗生素在治疗OME方面的获益较

小，并容易引起细菌耐药。口服类固醇激素虽然有

短期疗效，但 1～2个月后的长期疗效不确定，且不

良反应大，不推荐长期使用治疗 OME［7-8］。桉柠蒎

肠溶软胶囊由桃金娘科桉属Eucalyptus L'Hér.、芸香

科桔属 Citrus L. 和松科松属 Pinus L. 的桉树、柠檬

等植物的有关提取物组成，主要成分为桉油精、柠

檬烯和 α-蒎烯。该药为黏液纤毛清除系统恢复剂，

可以碱化黏液，增强纤毛的摆动，恢复纤毛的活性，

促进黏液分泌物排出［9］。近年来，有研究发现桉柠

蒎肠溶软胶囊在临床治疗 OME 效果显著，能够缓

解耳鸣、耳痛等临床症状，提升患者听力功能，同时

可以降低耳积液中炎症因子水平［10-11］。据临床研究

表明桉柠蒎肠溶软胶囊对 OME 疗效确切，其机制

可能是通过消除炎症，促进黏性分泌物排出，从而

达到治疗作用［12］。目前，由于OME的发病机制复杂且

尚未全面阐述，需要对其机制深入分析和研究。基于

此，本研究通过制备小鼠OME模型，观察桉柠蒎肠溶

软胶囊对OME的作用，并探讨其可能的作用机制。

1　材料

1.1　动物

雄性SPF级昆明小鼠，体质量 18～20 g，购自济

南朋悦动物繁育有限公司［动物生产许可证号

SCXK（Lu）20190003］饲养于温度（24±1）℃ ，湿

度（55±5）%的环境中，严格按照标准喂养。本研究

中动物福利和实验过程均经滨州医学院实验动物

伦理委员会审查批准（伦理编号2022-178）。

1.2　药物

桉柠蒎肠溶软胶囊，每粒 0.3 g，由北京远大九

和药业有限公司生产，批号 22210610；醋酸地塞米

松片，每粒 0.75 mg，由辰欣药业股份有限公司生产，

批号2106030211。

1.3　试剂

脂多糖（LPS，美国 Sigma 公司，货号 L2880-

100MG），用 0.9%氯化钠溶液配制成 200 μg·mL−1备

用；肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素-6（IL-6） 

ELISA 试剂盒（北京索莱宝科技有限公司，货号

SEKR-0009、SEKR-0005）；多聚甲醛（兰杰柯科技有

限公司，货号BL539A）；髓样分化因子 88（MyD88）、

核因子 κB 抑制蛋白 α（IκBα）、磷酸化核因子 κB 抑

制蛋白α（p-IκBα）、核转录因子κB 磷蛋白65（NF-κB p65）

NF-κB p65、核转录因子κB 磷酸化磷蛋白65（p-NF-κB 

p65）p-NF-κB p65抗体（美国Cell Signaling Technology

公司，货号4283S、4814S、2859S、8242S、3033S）；水通道

蛋白 5（AQP5）、Toll 样受体 4（TLR4）（Santa Cruz 

Biotechnology公司，货号sc-514022、sc-293072）。

1.4　仪器

Legend micro 17R 型低温高速离心机（赛默飞

世尔科技公司）；Synergy H1型多功能酶标仪（美国

BioTek 公司）；ChemiDoc XRS+型高灵敏化学发光

成像系统（美国Bio Rad公司）；Neofuge 15R型高速

冷冻离心机（上海力申科学仪器有限公司）；Leica倒

置荧光显微镜DM IL LED（德国Leica公司）。

2　方法

2.1　动物分组、给药及造模

60只昆明小鼠采用随机数字法分为 6组（每组

10只）：对照组、模型组、地塞米松（2 mg·kg−1）组和桉

柠蒎肠溶软胶囊低、中、高剂量（55、110、220 mg·kg−1）组。

各组按照上述剂量 ig给药，每天 1次，连续 7 d。第 7

天给药后 2 h进行OME模型的制备，采用经鼓膜注

入 LPS 的方法制备小鼠 OME 模型［13］，模型制备前

对所有小鼠进行耳镜检查，以确保鼓膜完整，无中

耳积液。外耳道 消 毒 ，采 用 微 量 注 射 器 将

LPS（200 μg·mL−1）经鼓膜前下方缓慢注入造模小

鼠一侧中耳腔，对照组小鼠在同侧位置注入等量的

0.9%氯化钠溶液。造模完成后，继续 ig给药 3 d，进

行后续实验。
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2.2　ELISA法检测小鼠中耳灌洗液中炎症因子水平

模型建立 3 d后，收集中耳灌洗液，于 4 ℃离心

10 min（4 000 r·min−1），严格按照ELISA试剂盒标准

操作说明书，测定各组小鼠中耳灌洗液中炎症因子

TNF-α、IL-6水平。

2.3　小鼠OME模型的评价

模型建立 3 d后，断头处死小鼠，打开外耳道，

暴露鼓膜，显微镜下拍照观察。收集各组小鼠的中

耳组织，多聚甲醛固定 24 h后，包埋、切片，苏木精-

伊红（HE）染色，光学显微镜下观察各组小鼠中耳组

织的病理变化，保存病理图片。

2.4　Western blotting检测小鼠中耳黏膜组织AQP5-

TLR4/MyD88/NF-κB信号通路相关蛋白的表达 

将中耳黏膜组织置于RIPA裂解液中进行匀浆，

匀浆液于 4 ℃，12 000 r·min−1条件下离心 15 min，离

心完成后收集上清液，采用BCA试剂盒测定蛋白浓

度 ，经 SDS-PAGE 电泳、转膜、脱脂牛奶 ，一抗

AQP5、TLR4、MyD88、IκBα、p-IκBα、p65 以 及 p-

p65（1∶1 000），4 ℃过夜孵育，TBST清洗 3次，二抗   

 （1∶1 000）孵育1 h，TBST清洗3次，高灵敏化学发光成

像系统拍照，Quantity One软件分析蛋白条带灰度值。

2.5　统计分析

采用SPSS 23.0统计软件进行数据分析，数据差

异以 x̄ ± s表示，数据进行方差齐性检验，组间两两比较

采用LSD-t检验，P＜0.05为差异有统计学意义。

3　结果

3.1　桉柠蒎肠溶软胶囊对 OME 小鼠鼓膜的

影响

观察鼓膜结构发现，对照组鼓膜结构完整，清

澈透明，无炎症反应。模型组鼓膜外观增厚且不透

明，鼓膜中有大量中耳积液产生，说明OME模型建

立成功。经不同药物处理治疗后，地塞米松组及桉

柠蒎肠溶软胶囊高剂量组可以明显减少中耳积液，

减轻鼓膜损伤。见图1。

3.2　桉柠蒎肠溶软胶囊对OME小鼠中耳组织病理的影响

对照组可见中耳鼓室被覆单层纤毛柱状上皮

细胞，上皮细胞排列整齐，鼓室内无脓液分泌。模

型组可见鼓室积脓，鼓室黏膜增厚，上皮细胞变性、

坏死、增生，上皮见血管扩张、大量以嗜中性粒细胞

为主的炎症细胞浸润，提示造模成功。地塞米松组

可见鼓室内大量纤维素渗出物、少量炎症细胞；鼓

室上皮细胞未见明显异常。桉柠蒎肠溶软胶囊低

剂量组见鼓室积脓，黏膜上皮细胞变性；桉柠蒎肠

溶软胶囊中剂量组鼓室见脓液分泌物，鼓室上皮细

胞轻度变性；桉柠蒎肠溶软胶囊高剂量组仅见鼓室

上皮空泡化，无明显炎症细胞浸润。提示桉柠蒎肠

溶软胶囊减少了炎症细胞浸润到中耳，减轻LPS诱

导的小鼠中耳损伤，见图2。

3.3　桉柠蒎肠溶软胶囊对OME小鼠中耳灌洗液炎

症因子水平的影响

与对照组相比，模型组小鼠中耳灌洗液中TNF-α、

IL-6的水平显著升高（P＜0.01）；与模型组相比，地塞米松

组及桉柠蒎肠溶软胶囊低、中、高剂量组小鼠中耳灌洗液

中TNF-α、IL-6的水平显著降低（P＜0.01）。见表1。

 

 

对照                             模型                           地塞米松 

55                               110                              220 

桉柠蒎肠溶软胶囊/(mg·kg−1) 

图1　桉柠蒎肠溶软胶囊对OME小鼠鼓膜的影响（×4）

Fig. 1　Effect of Eucalyptol Limonene Pinene Enteric Soft Capsules on tympanic membrane of OME mice （×4）
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3.4　桉柠蒎肠溶软胶囊对OME小鼠中耳黏膜组织

AQP5蛋白表达的影响

Western blotting 检测了 AQP5 蛋白的表达，如

表 2、图 3所示，与对照组比较，模型组AQP5蛋白表

达明显下降（P＜0.01）；地塞米松及桉柠蒎肠溶软胶

囊低、中、高剂量 组 AQP5 蛋 白 表 达 均 显 著 提

高（P＜0.01）。

3.5　桉柠蒎肠溶软胶囊对OME小鼠中耳黏膜组织

TLR4、MyD88蛋白表达的影响

与对照组比较，模型组TLR4、MyD88蛋白表达

明显上升（P＜0.01）；地塞米松及桉柠蒎肠溶软胶囊

表1　桉柠蒎肠溶软胶囊对OME小鼠中耳灌洗液TNF-α，

IL-6水平的影响（
-
x±s， n=6）

Table 1　Effects of Eucalyptol，， Limonene and Pinene 

Enteric Soft Capsules on TNF-α and IL-6 levels in middle 

ear lavage fluid of OME mice （（
-x±s， n=6））

组别

对照

模型

地塞米松

桉柠蒎肠溶

软胶囊

剂量/

（mg·kg−1）

—

—

2

55

110

220

TNF-α/

（pg·mL−1）

15.12±4.22

66.17±3.41**

48.08±5.82##

57.75±4.83##

54.65±3.51##

47.22±4.02##

IL-6/

（pg·mL−1）

    33.39±3.39

  207.90±35.62**

    96.68±6.32##

  133.50±5.88##

  107.36±5.40##

    91.80±5.63##

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01。
**P < 0.01 vs control group； ##P < 0.01 vs model group.

 

 55                               110                              220 

桉柠蒎肠溶软胶囊/(mg·kg−1) 

对照                             模型                           地塞米松 

200 μm 

图2　桉柠蒎肠溶软胶囊对OME小鼠中耳组织病理变化的影响（×100）

Fig. 2　Effect of Eucalyptol， Limonene and Pinene Enteric Soft Capsules on pathological changes of middle ear tissue in 

OME mice （×100）

表2　桉柠蒎肠溶软胶囊对OME小鼠中耳黏膜组织AQP5

蛋白表达的影响（
-
x±s， n=3）

Table 2　Effect of Eucalyptol，， Limonene and Pinene 

Enteric Soft Capsule on AQP5 protein expression in middle 

ear mucosa of OME mice （
-x±s， n=3）

组别

对照

模型

地塞米松

桉柠蒎肠溶软胶囊

剂量/（mg·kg−1）

—

—

2

55

110

220

AQP5/GAPDH

1.23±0.05

0.58±0.02**

1.03±0.01##

0.86±0.02##

1.12±0.05##

1.22±0.06##

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较： ##P＜0.01。
**P < 0.01 vs control group； ##P < 0.01 vs model group.

 
 

对照   模型  地塞米松  55    110    220 

桉柠蒎肠溶软胶囊/(mg·kg−1) 

AQP5 

GAPDH 

3.5×104 

3.6×104 

 

图3　桉柠蒎肠溶软胶囊对OME小鼠中耳黏膜组织AQP5

蛋白表达的影响

Fig.3　Effect of Eucalyptol， Limonene and Pinene Enteric 

Soft Capsules on AQP5 protein expression in middle ear 

mucosa of OME mice

··1823



Drug Evaluation Research第47卷 第8期  2024年8月 Vol. 47 No. 8 August 2024

高剂量组可以明显抑制TLR4蛋白表达（P＜0.05），

桉柠蒎肠溶软胶囊各剂量组显著抑制MyD88蛋白

表达（P＜0.01）。见表3、图4。

3.6　桉柠蒎肠溶软胶囊对OME小鼠中耳黏膜组织

p-p65、p-IκBα信号通路的影响

Western blotting 结果显示，与对照组比较，模型

组 p-IκBα、p-p65蛋白表达显著上升（P＜0.01）；地塞

米松及桉柠蒎肠溶软胶囊中、高剂量组 p-IκBα、p-

p65 蛋白表达明显降低（P＜0.05、0.01）。见表

4、图5。

4　讨论

OME是一种十分常见的儿童疾病，高发于 2岁

以下的儿童，是耳科最活跃的研究领域之一［7， 14］。

OME 的发病机制尚不完全清楚，流行病学提示，

OME 的发病机制是多因素的，涉及解剖、免疫、遗

传、微生物、环境等因素［15］。目前认为咽鼓管功能

障碍和感染在OME发展中起重要作用［16］。OME的

动物模型已成为研究该疾病的重要方法之一。内

毒素是细菌细胞壁的一种成分，被认为是引起中耳

炎症的原因，本研究通过向中耳腔注射LPS，观察发

现模型组小鼠鼓膜外观增厚且不透明，有大量中耳

积液产生，存在以嗜中性粒细胞为主的炎症细胞浸

润，说明小鼠 OME 模型建立成功。应用桉柠蒎肠

溶软胶囊发现，小鼠中耳积液减少，鼓膜损伤减轻，

说明桉柠蒎肠溶软胶囊可以缓解LPS诱导的中耳损伤。

研究表明，细胞因子介导并调节免疫和炎症反

应，因此在免疫系统中发挥重要作用［17］。在人中耳

积液中可以检测到TNF-α，在肺炎链球菌及LPS诱

导的中耳炎动物模型中TNF-α表达上调，说明TNF-α

是中耳炎中最显著的炎症介质之一［18］。IL-6 的表

达与 OME 和听力损失程度显著相关，咽鼓管功能

障碍、中耳局部感染会引起血清和中耳积液中 IL-6

水平增高［19］。本研究结果显示，模型组中耳灌洗液

中TNF-α、IL-6水平显著上升，而桉柠蒎肠溶软胶囊

可以显著降低中耳灌洗液中TNF-α、IL-6水平，说明

表3　桉柠蒎肠溶软胶囊对OME小鼠中耳黏膜组织

TLR4， MyD88蛋白表达的影响（
-
x±s， n=3）

Table 3　Effect of Eucalyptol，， Limonene and Pinene 

Enteric Soft Capsules on TLR4 and MyD88 protein 

expression in middle ear mucosa of OME mice （
-
x±s， n=3）

组别

对照

模型

地塞米松

桉柠蒎肠溶软

    胶囊

剂量/

（mg·kg−1）

—

—

2

55

110

220

TLR4/

GAPDH

0.84±0.07

1.11±0.03**

0.82±0.07##

1.17±0.05

1.08±0.04

0.99±0.01#

MyD88/

GAPDH

0.79±004

1.18±0.02**

0.93±0.02##

1.10±0.02##

1.08±0.03##

0.93±0.08##

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05 ##P＜0.01。
**P < 0.01 vs control group； #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group.

图4　桉柠蒎肠溶软胶囊对OME小鼠中耳黏膜组织TLR4，

MyD88蛋白表达的影响

Fig. 4　Effect of Eucalyptol， Limonene and Pinene Enteric 

Soft Capsules on TLR4 and MyD88 protein expression in 

middle ear mucosa of OME mice

表4　桉柠蒎肠溶软胶囊对OME小鼠中耳黏膜组织p-p65， 

p-IκBα蛋白表达的影响（
-
x±s， n=3）

Table 4　Effect of Eucalyptol，， Limonene and Pinene 

Enteric Soft Capsules on expression of p-p65 and p-IκBα 

protein in middle ear mucosa of OME mice （
-
x±s， n=3）

组别

对照

模型

地塞米松

桉柠蒎肠

    溶软胶

囊

剂量/（mg·kg−1）

—

—

2

55

110

220

p-p65/p65

0.69±0.02

1.43±0.06**

0.94±0.04##

1.12±0.04##

1.09±0.03##

0.85±0.09##

p-IκBα/IκBα

1.00±0.07

1.21±0.09**

0.91±0.05##

1.22±0.03

1.02±0.04#

0.94±0.05##

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05 ##P＜0.01。
**P < 0.01 vs control group；#P < 0.05 ##P < 0.01 vs model group.

图5　桉柠蒎肠溶软胶囊对OME小鼠中耳黏膜组织p-p65，

p-IκBα蛋白表达的影响

Fig. 5　Effect of Eucalyptol， Limonene and Pinene Enteric 

Soft Capsules on expression of p-p65 and p-IκBα protein in 

middle ear mucosa of OME mice
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桉柠蒎肠溶软胶囊可以缓解LPS诱导的中耳炎症。

水通道蛋白（AQPs）是在人体各组织上皮屏障

中发现的蛋白质，它们控制组织水的运输和稳态。

有研究发现 11种AQPs在哺乳动物的中耳及咽鼓管

中表达，AQP5主要分布于纤毛上皮细胞的顶端，参

与中耳积液的转运与清除［20］。本实验研究了中耳

黏膜中AQP5的表达，结果显示，模型组AQP5蛋白

表达显著下降，桉柠蒎肠溶软胶囊可以升高 AQP5

蛋白的表达，说明桉柠蒎肠溶软胶囊可能参与中耳

积液的清除与转运，具体作用机制有待进一步

阐明。

TLRs是一类在先天性免疫系统中起关键作用

的蛋白质，可识别不同的病原体相关分子模式［21］。

NF-κB活化是炎症性疾病发病机制中的关键，它可

以被 TLRs 激活，特别是 TLR4［22］。 NF- κB 通过

TLR4/MyD88信号通路被激活，随后迁移至细胞核，

作为转录因子，诱导细胞因子的产生［23-24］。有研究

表明，在 OME 患者的中耳渗出液中可以检测到

TLR4 mRNA，另一项研究表明 TLR4 信号通路在

LPS诱导的急性中耳炎中发挥作用［25-26］。因此本研

究基于 TLR4/MyD88/NF-κB 信号通路探讨桉柠蒎

肠溶软胶囊缓解中耳炎的机制，结果显示，桉柠蒎

肠溶软胶囊高剂量可以降低 TLR4、MyD88、p-p65

蛋白的表达，抑制TLR4/MyD88/NF-κB信号通路的

激活，减轻LPS诱导的OME。

本研究表明，桉柠蒎肠溶软胶囊可通过减少鼓

室积脓，减轻鼓膜损伤，缓解LPS诱导的中耳损伤，

作用机制与提高 AQP5 蛋白表达 ，抑制 TLR4/

MyD88/NF-κB信号通路的激活，降低中耳灌洗液中

TNF-α、IL-6的水平有关。
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