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ST22⁃t309型金黄色葡萄球菌诱导的慢性化脓性
中耳炎对小鼠听力的影响

李采霓 贺祖宏 陈 雄

武汉大学中南医院耳鼻咽喉头颈外科  武汉  湖北  430071

摘要  目的：探讨 ST22‑t309型金黄色葡萄球菌诱导的慢性化脓性中耳炎对小鼠听力的影响。方法：使用 ST22‑
t309型金黄色葡萄球菌耳后听泡内注射的方法构建慢性中耳炎的小鼠模型，选取合适的金黄色葡萄球菌菌液浓度给

予模型组小鼠注射，对照组注射同等量的生理盐水。随后，通过听性脑干反应(ABR)检测小鼠的听力水平，Micro CT
观察小鼠中耳结构变化，免疫荧光观察小鼠内耳毛细胞的损伤情况。结果：选择 600 nm 光密度（OD600）=0. 6的菌液

作为后续实验的注射液可以构建较为长期且稳定的小鼠慢性中耳炎模型。与对照组相比，模型组小鼠听力水平明显

下降，ABR 检测波形紊乱，听力阈值明显升高（P<0. 05）。Micro CT 显示模型组小鼠中耳结构较对照组未出现明显

改变。此外，免疫荧光染色提示模型组小鼠内耳毛细胞出现大面积损伤，且与 ABR检测结果相一致，而对照组小鼠内

耳毛细胞基本完好。结论：金黄色葡萄球菌诱导的中耳炎可能通过损伤内耳毛细胞造成小鼠永久性听力损失。
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Effect of chronic suppurative otitis media induced by ST22⁃t309⁃
Staphylococcus aureus on hearing in mice
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Abstract

Objective:: To investigate and analysis the effect of chronic otitis media induced by ST22‑t309‑
Staphylococcus aureus （S.  aureus） on hearing in mice.  Methods:: The mouse model of chronic otitis 
media was constructed by using intra‑auricular injection of ST22‑t309‑S.  aureus.  The mice were di‑
vided into control and model groups, and the appropriate concentration of S.  aureus solution was in‑
jected into the model group, while the control group was injected with the same amount of saline.  
Subsequently, the hearing level of the mice was detected by auditory brainstem response （ABR）, the 
structural changes of the middle ear were observed by Micro CT, and the damage of the inner ear hair 
cells was observed by immunofluorescence.  Results:: The bacterial solution with optical density at 600 
nm (OD600)=0. 6 was chosen as the injection solution in the subsequent experiments, as it could con‑
struct a more long‑term and stable model of chronic otitis media.  Compared with those in the control 
group, the mice in the model group showed a significant decrease in hearing level, disturbed wave‑
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forms in the ABR test, and significantly higher hearing thresholds (P<0. 05).  Micro CT showed that 
the middle ear structure of the mice in the model group did not show any significant changes as com ‑
pared with that of the control group.  In addition, immunofluorescence staining showed that the inner 
ear hair cells in the model group displayed large arithmetic rows, which was consistent with the results 
of ABR detection, while the hair cells in the control group were basically intact.  Conclusion:: Staphy⁃
lococcus aureus induced otitis media may affect hearing in mice by damaging inner ear hair cells.
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中耳炎是中耳最常见的感染性疾病之一，以中

耳积液为主要症状，或伴有耳痛、耳鸣、鼓膜穿孔

等［1］。目前认为，80% 左右的儿童在 3 岁之前会经

历至少一次急性中耳炎的发作，且在之后的儿童时

期会有 40% 左右的患儿经历多次反复发作，这一比

例在发展中国家中更为突出［1‑3］。中耳炎反复发作

或可导致疾病向慢性中耳炎的发展，继而导致严重

颅内并发症以及不可逆的听力损失，影响患儿正常

交流和认知功能发育［2］。中耳炎因其常见多发，且

在儿童群体中症状易被忽视，尤其是在贫穷地区，

对儿童听力、认知及发育都带来了严重的负担。铜

绿假单胞菌和金黄色葡萄球菌（Staphylococcus au⁃
reus，SA）是慢性中耳炎患者的主要致病分离物［4‑5］，

近年来，国内慢性中耳炎的临床分离株主要以金黄

色葡萄球菌为主［5］，且研究［6‑10］发现 ST22‑t309 型金

黄色葡萄球菌在感染性疾病中的占比逐渐增高且

有取代现有主要流行株 ST5、ST59 的趋势。因此，

本研究初步探究由 ST22 型金黄色葡萄球菌诱导的

慢性中耳炎对听力损失造成的影响，以期为之后防

治中耳炎并发症提供新思路。

1 材料与方法

1. 1　实验动物   2023—2024 年从斯贝福（北京）生

物科技有限公司获得的 5 周龄 C57BL/6J小鼠，饲养

于武汉大学实验动物中心。所有程序均按照动物

福利机构指南进行，并经武汉大学动物实验中心实

验 动 物 管 理 与 使 用 委 员 会 批 准（ 编 号 ：

WP20230379）。经筛选后选取听力正常且无中耳

炎的小鼠，分为模型组（SA 组）和对照组（CTRL
组）。模型组小鼠通过手术耳后注射金黄色葡萄球

菌菌液，对照组注射同等剂量的生理盐水，并在手

术后持续观察小鼠鼓膜、中耳及听力状况。

1. 2　菌液准备   本实验所用菌株（ST22‑t309 型金

黄色葡萄球菌）来源于武汉大学中南医院检验科。

将甘油冷冻保存的金黄色葡萄球菌在 TSB 琼脂板

上划线，并在 37 ℃下培养过夜。然后，挑取单菌落

置于 10 mL TSB 中，在 37 ℃摇床上培养 6~8 h 以

获取菌液。每次动物实验之前，测量了菌液的 600 
nm 光密度（OD600）值，以确定浓度没有明显差异，

并最终确定了体内接种的浓度 OD600=0. 6 时的菌

液。

1. 3　动物模型建立   小鼠通过腹腔内注射 50 mg ·
mL-1的戊巴比妥钠进行麻醉，随后进行常规消毒以

及耳后备皮，并在显微镜下进行手术。在小鼠左耳

后做 1~2 cm 切口，分离各层筋膜及肌肉组织，充分

暴露听泡结构后，在听泡上钻一小孔，8 μL 的金黄

色葡萄球菌或生理盐水被注射到中耳腔内［11‑12］。注

射完成后使用组织胶封闭小孔以防止液体流出。

接种后，小鼠保持俯卧姿势持续 30 min。所有的实

验均在下午进行。在接种后的 14 d 内密切观察所

有小鼠状态、鼓膜和中耳情况。

1. 4　鼓膜形态   小鼠通过腹腔内注射 50 mg·mL-1

的戊巴比妥钠进行麻醉，充分暴露鼓膜结构，并在

显微镜下拍照观察。收集各组小鼠内耳组织以备

后续实验。

1. 5　 听 性 脑 干 反 应 (ABR) 检 测   模型建立 14 d
后，小鼠通过腹腔内注射 50 mg·mL-1 的戊巴比妥

钠进行麻醉，放入 TDT 工作站的隔音箱中，电极的

正极插入小鼠大脑中线皮下，负极插入小鼠耳后皮

下，地线插入对侧耳后皮下。检查电极指示灯，确

认连接正常。电脑打开测试软件后分别在短声

（click）和短纯音不同频率（8、16、32 kHz）刺激声

下，记录小鼠听力的临界阈值。

1. 6　免疫荧光检测   收集各组小鼠耳蜗组织，4%
多聚甲醛固定过夜后换 10% 的乙二胺四乙酸溶液

脱钙，每天换液，连续 3 d。脱钙完成后，在显微镜下

分离组织取出基底膜。随后在室温下分别用 4% 
PFA 固定 15 min，2% Triton X‑100 渗透 15 min，以
及 10% 驴血清阻断 1 h，每个步骤之间用 PBS 冲洗

至少 3 次，每次 5~10 min。随后用 PBS 稀释的 My‑
osin7a（1∶500），每孔加入 100 μL 后 4 ℃孵育过夜。
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用 PBS 冲洗至少 3 次，每次 5~10 min，之后加入

PBS 稀释的荧光二抗（1∶500）4 ℃避光孵育过夜。

用 PBS 避光漂洗 3 遍，每遍 10 min。加入 PBS 稀释

的 DAPI（1∶1 000）室温避光孵育 1 h。孵育结束后，

用 PBS 漂洗 3 次，每次 10 min。取出盖玻片放在载

玻片上，每个样本滴加一滴抗淬灭荧光封片剂，盖

上盖玻片，在玻片边缘涂上指甲油封片，在共聚焦

显微镜下拍照，并进行数据处理和分析。

1. 7　 统 计 学 分 析   数据分析采用 Microsoft Excel
和 GraphPad Prism 9. 3. 1 软件进行。两组间均值比

较采用 t检验。当 P<0. 05 时，认为差异有统计学意

义。每项实验至少进行了 3 次独立重复以确保结果

的可靠性。

2 结果

2. 1　注射金黄色葡萄球菌构建慢性中耳炎小鼠模

型　使用不同的细菌浓度（OD600 分别为 0. 2、0. 4、
0. 6、0. 8）进行小鼠耳后听泡内注射，并在 3、7、14 d
后观察小鼠一般情况和中耳炎症。结果显示，OD600

=0. 2 或 0. 4 时，小鼠仅在第 3 天表现出轻微中耳分

泌物的增加，并在第 7天时症状消退；OD600=0. 8时，

小鼠在注射后 1 d 内表现出较高致死率。而 OD600=
0. 6时，模型组小鼠在注射后 3~7 d内表现出中耳炎

症逐渐加重，包括搔耳动作的增加、耳部分泌物增

多、鼓膜充血（图 1）、中耳积液等症状，并在 14 d后持

续存在。因此，我们选择 OD600=0. 6 时的金黄色葡

萄球菌菌液进行后续的实验。

2. 2　金黄色葡萄球菌诱导中耳炎对小鼠听力的影

响　使用 ABR 检测各组小鼠在短声（click）和短纯

音不同频率（8、16、32 kHz）刺激声下的听力阈值，阈

值越高提示小鼠听力水平越差。结果显示，模型组

小鼠的 click 短声阈值（63. 75 dB）显著高于对照组

（30. 00 dB）（P<0. 000 1）；此外，对照组小鼠的短纯

音测试在各频率段听力基本正常，8、16、32 kHz 平

均听阈分别为 23. 33、20. 00、26. 67 dB；而模型组小

鼠各频率 ABR 波形紊乱，听力阈值明显增高，在 8、
16、32 kHz 的平均听阈分别为 52. 50、61. 25、90. 00 
dB，其中中高频听力受损尤为严重。各频率间差异

具有统计学意义（P<0. 05，图 2）。

2. 3　金黄色葡萄球菌诱导中耳炎对小鼠中耳听小

骨结构的影响   使用 Micro CT 观察小鼠中耳组织

结构的形态变化。与对照组相比，模型组小鼠中耳

听小骨结构无明显异常，骨结构完整清晰，未见明

显损伤或缺失，见图 3。提示金黄色葡萄球菌诱导

中耳炎对听小骨无损伤或损伤较轻，因此模型组小

A. CTRL组，注射生理盐水 2周后；B. SA组，注射金黄色葡萄球菌菌液 3 d；C. SA组，注射金黄色葡萄球菌菌液 2周后。

图 1　小鼠显微镜下鼓膜形态及炎症水平

A. click阈值比较；B~D. 不同频率（8、16、32 kHz）短纯音刺激下的听力阈值；n=4，**P<0.005，***P<0.001，****P<0.000 1。
图 2　手术 2 周后各组小鼠的听力水平
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鼠听力损失并非中耳结构变化引起。

2. 4　金黄色葡萄球菌诱导中耳炎对内耳毛细胞的

影响   为了判断小鼠内耳毛细胞的损伤情况，使用

Anti‑Myosin Ⅶ a 抗体特异性标记了小鼠内耳毛细

胞，并在激光共聚焦显微镜下进行了观察。底转毛

细胞存活率多影响高频区域听力，顶转毛细胞影响

低频听力。结果（图 4）显示，对照组小鼠基底膜上

绿色荧光标记的毛细胞排列整齐，且没有缺损。而

模型组小鼠中可见毛细胞排列稍紊乱，且绿色荧光

标记的毛细胞多有缺损，尤其是在中转和底转层面

上，外毛细胞出现大部分的脱落。提示模型组小鼠

内耳毛细胞受损严重，且以高频区域为主，与之前

检测的听力水平一致。

3 讨论

听力损失通常分为外周性和中枢性，中枢性听力

损失一般以听觉中枢及其传导通路障碍所致，外周性

听力损失更为常见，主要包括传导性（由外耳或中耳

部位传导结构功能障碍引起）和感音神经性（由耳蜗

或螺旋神经节部位障碍引起）听力损失［13］。本研究通

过对模型小鼠听力水平和内耳毛细胞的检测确定了

慢性中耳炎小鼠出现了感音神经性听力损失［14］。

中耳炎是常见耳部感染性疾病，以鼓膜充血红

肿穿孔、中耳渗出为主要表现。关于正式区分中耳

炎由急性期转向慢性期的时间目前缺乏一个官方的

统一定义，根据世界卫生组织（WHO）的报告［15］，持

续 2 周及以上的中耳化脓性感染即可认定为慢性化

脓性中耳炎。在临床实践中，部分医师的判断标准

从 2 周到 3个月不等，多有差异。中耳炎的迁延不愈

或是来自鼻腔咽喉的慢性病变均会导致患者病情向

慢性中耳炎发展，中耳持续的化脓性感染可能造成

永久性听力损失、乳突炎甚至颅内感染等，带来严重

的疾病负担［15‑16］。儿童期间中耳炎反复发作可影响

患儿听力，导致语言功能形成障碍或发育迟缓［2］。

目前根据已有的研究统计，慢性中耳炎与感音

神经性听力损失之间的相关性在不断提高。有研

究［17］在慢性中耳炎患者之中观察到了一部分群体

出现了感音神经性听力损失，但由于纵向研究和样

本数量的缺乏，关于二者之间的具体联系以及慢性

中耳炎引起听力损失的具体机制尚未有明确的说

明。另有研究［18］表明，随着年龄的增加，中耳炎相

关的感音神经性听力损失的发生率也在不断增加，

且损伤程度或与中耳炎持续时间呈正相关。本研

究通过使用中耳炎常见菌种金黄色葡萄球菌成功

诱导小鼠慢性中耳炎模型，并在 2 周后观察到小鼠

明显的内耳毛细胞损伤和感音神经性听力损失，进

一步证实慢性中耳炎与感音神经性聋之间的密切

关系。具体的分子机制仍需后续实验进一步探究。

中耳炎最常见的病因是中耳的细菌感染，目前

主要流行菌包括肺炎链球菌、流感嗜血杆菌、铜绿假

单胞菌和金黄色葡萄球菌等，其中慢性中耳炎患者

多表现为铜绿假单胞菌或金黄色葡萄球菌感染［19］。

过往报道过的广泛流行的金黄色葡萄球菌多以

ST5、ST59为主，且地域差别较大。在最近的临床研

究中，ST22‑t309型金黄色葡萄球菌流行趋势逐渐增

大，并占据优势地位，且主要在皮肤、软组织化脓性

感染中检出，提示研究其针对性诊治策略的必要性。

目前关于中耳炎动物模型的构建以小鼠为主，主要

操作以直接向中耳腔内注射为主，包括经鼓膜注

射［11］和直接经耳后听泡内注射［20］两种切口进行方

式。本研究通过在耳后作切口直接向听泡内注射，

避免了手术过程中对鼓膜造成的人为损伤，使后续

实验结果更加可信。尽管已经验证了 ST22‑t309 型

金黄色葡萄球菌对小鼠慢性化脓性中耳炎的重要意

义，但目前仍缺乏临床证据的支持，后续我们将持续

收集临床样本以期提供更多有利证据。

图 3　两组小鼠手术 2周后的听小骨 MicroCT 影像

注：图中红色箭头指示部位为相应听小骨区域。

图 4　两组小鼠手术 2 周后内耳基底膜免疫荧光染色成像

注：上图分别展示了小鼠基底膜顶、中、底转区域毛细胞的排

列；红色荧光表示 Phalloidin，绿色荧光表示 Myosin Ⅶa，蓝色荧光表

示 DAPI，放大倍数：63×。
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综上所述，目前国内慢性中耳炎的主要流行菌

以金黄色葡萄球菌为主，其 ST22‑t309型流行趋势逐

渐加大。本研究以耳后听泡注射金黄色葡萄球菌诱

导了小鼠慢性中耳炎模型，诱导中耳持续性炎症感

染，并进一步导致了内耳毛细胞的损伤，造成小鼠永

久性的听力损失。本研究揭示了 ST22‑t309 型金黄

色葡萄球菌诱导的慢性中耳炎与感音神经性耳聋之

间的密切联系，为进一步防治慢性中耳炎严重并发

症提供了新的理论基础。然而本研究仅在动物水平

进行了初步验证，相关的分子机制仍需要后续实验

进一步探索。
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