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藏红花素在嗜酸性慢性鼻窦炎伴鼻息肉中调控 ２ 型炎症反应
的研究

张婕１ꎬ２ꎬ尼玛吉宗２ꎬ徐小东３ꎬ周菁４ꎬ刘建敏４ꎬ罗依蕤１ꎬ２ꎬ杜进涛４ꎬ巴罗１ꎬ２

１.西藏大学医学院ꎬ西藏 拉萨 ８５００００
２.西藏自治区人民医院 耳鼻咽喉科ꎬ西藏 拉萨 ８５００００
３.山南市人民医院 耳鼻喉科ꎬ西藏 山南 ８５６０００
４.四川大学华西医院 耳鼻咽喉头颈外科ꎬ四川 成都 ６１００００

摘要:目的　 探讨藏红花素在嗜酸性粒细胞性慢性鼻窦炎伴鼻息肉( ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｉｃ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｈｉｎｏｓｉｎｕｓｉｔｉｓ ｗｉｔｈ ｎａｓａｌ ｐｏｌｙｐｓꎬ Ｅｏｓ
ＣＲＳｗＮＰ)患者外周血单个核细胞(ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌꎬ ＰＢＭＣ)２ 型炎症反应中的调控作用和作用机制ꎬ为精准

治疗鼻息肉提供新的靶点或通路ꎮ 方法　 收集慢性鼻窦炎伴鼻息肉(ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｈｉｎｏｓｉｎｕｓｉｔｉｓ ｗｉｔｈ ｎａｓａｌ ｐｏｌｙｐｓꎬ ＣＲＳｗＮＰ)患者鼻

息肉组织进行病理学诊断ꎬ根据炎症细胞类型分为嗜酸性粒细胞性慢性鼻窦炎伴鼻息肉( ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｉｃ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｈｉｎｏｓｉｎｕｓｉｔｉｓ
ｗｉｔｈ ｎａｓａｌ ｐｏｌｙｐｓꎬ Ｅｏｓ ＣＲＳｗＮＰ)和非嗜酸性粒细胞性慢性鼻窦炎伴鼻息肉(ｎｏｎ￣ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｉｃ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｈｉｎｏｓｉｎｕｓｉｔｉｓ ｗｉｔｈ ｎａｓａｌ
ｐｏｌｙｐｓꎬ Ｎｏｎ￣Ｅｏｓ ＣＲＳｗＮＰ)ꎮ 密度梯度离心法提取 Ｅｏｓ ＣＲＳｗＮＰ 患者外周血中的 ＰＢＭＣꎮ 用不同浓度 ＩＬ￣３３ 刺激 ＰＢＭＣꎬ
ｑＰＣＲ 检测转录因子 ＧＡＴＡ３、Ｔ￣ｂｅｔ 和细胞受体 ＣＲＴＨ２ꎬｑＰＣＲ 和 ＥＬＩＳＡ 分析炎症细胞因子 ＩＮＦ￣γꎬＩＬ￣５ 和 ＩＬ￣１３ 的表达情况ꎮ
再加入不同浓度藏红花素进行干预ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 和 ｑＰＣＲ 检测 ＧＡＴＡ３、Ｔ￣ｂｅｔ 和 ＣＲＴＨ２ꎮ Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ 软件进行统计分

析ꎬ对比 ＩＬ￣３３ 刺激前后、藏红花素干预前后指标变化有无显著差异ꎮ 结果　 共有 １６ 例经病理学确诊为 Ｅｏｓ ＣＲＳｗＮＰꎮ 不同

浓度的 ＩＬ￣３３ 刺激 ＰＢＭＣ 后ꎬｑＰＣＲ 证实 Ｔ￣ｂｅｔꎬＧＡＴＡ３ 和 ＣＲＴＨ２ 的表达有明显升高(Ｐ 值分别为 ０.００４、０.００１、０.０２６)ꎻｑＰＣＲ
和 ＥＬＩＳＡ 进一步发现 ＩＮＦ￣γꎬＩＬ￣５ 和 ＩＬ￣１３ 等细胞因子上调(ｑＰＣＲ 的 Ｐ 值分别为 ０.００１、０.００１、０.００３ꎻＥＬＩＳＡ 的 Ｐ 值分别为

０.０３５、０.００６、０.００１)ꎬ其中 ＩＬ￣３３ 浓度为 ２０ ｎｇ / ｍＬ 时对 ＰＢＭＣ 炎症细胞活化最为明显ꎮ 再加入藏红花素干预后ꎬＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ和 ｑＰＣＲ 检测显示 Ｔ￣ｂｅｔꎬＧＡＴＡ３ 和 ＣＲＴＨ２ 表达呈下降趋势ꎬ且在浓度为 １０ ｕｇ / ｍＬ 时最为明显(ＷＢ 的 Ｐ 值分别为

０.０２７、０.００１、０.００２ꎻｑＰＣＲ 的 Ｐ 值分别为 ０.０１９、０.００１、０.００１)ꎮ 结论　 藏红花素能够显著抑制 ＩＬ￣３３ 激活的 ＣＲＳｗＮＰ 患者内的

２ 型炎症反应ꎬ具有潜在的 ＣＲＳｗＮＰ 新型治疗药物开发价值ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｒｏｃｉｎ ｏｎ Ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｉｃ Ｃｈｒｏｎｉｃ Ｒｈｉｎｏｓｉｎｕｓｉｔｉｓ ｗｉｔｈ Ｎａｓａｌ Ｐｏｌｙｐｓꎬ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｏｌｅ
ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌ (ＰＢＭＣ) ｔｙｐｅ ２ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ Ｅｏｓ ＣＲＳｗＮＰꎬ ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ ｎｅｗ
ｔａｒｇｅｔ ｏｒ ｐａｔｈｗａｙ ｆｏｒ ｐｒｅｃｉｓｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｎａｓａｌ ｐｏｌｙｐｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｈｉｎｏｓｉｎｕｓｉｔｉｓ ｗｉｔｈ ｎａｓａｌ ｐｏｌｙｐｓ (ＣＲＳｗＮＰ) ｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ. Ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｉｃ Ｃｈｒｏｎｉｃ Ｒｈｉｎｏｓｉｎｕｓｉｔｉｓ ｗｉｔｈ Ｎａｓａｌ Ｐｏｌｙｐｓ (Ｅｏｓ ＣＲＳｗＮＰ) ａｎｄ Ｎｏｎ￣ｅｏｓｉｎｏ￣
ｐｈｉｌｉｃ Ｃｈｒｏｎｉｃ Ｒｈｉｎｏｓｉｎｕｓｉｔｉｓ ｗｉｔｈ Ｎａｓａｌ Ｐｏｌｙｐｓ (Ｎｏｎ￣Ｅｏｓ ＣＲＳｗＮＰ) ｗｅｒｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｔｙｐｅｓ.
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ＰＢＭＣ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｏｆ Ｅｏｓ ＣＲＳｗＮＰ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ ｄｅｎｓｉｔｙ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ. ＰＢＭＣ ｗａｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆ￣
ｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＩＬ￣３３ꎬ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ＧＡＴＡ３ꎬ Ｔ￣ｂｅｔꎬ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＣＲＴＨ２ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲ. Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ＩＮＦ￣γꎬ ＩＬ￣５ꎬ ａｎｄ ＩＬ￣１３ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲ ａｎｄ ＥＬＩＳＡ. Ｔｈｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｃｒｏｃｉｎ ｗｅｒｅ ａｄｄｅｄ ｆｏｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ＧＡＴＡ３ꎬ Ｔ￣ｂｅｔꎬ ａｎｄ ＣＲＴＨ２ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎｄ ｑＰＣＲ. ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
ｓｏｆｔｗａｒｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｉｎｄｅｘ ｃｈａｎｇｅｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ
ＩＬ￣３３ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｒｏｃｉｎ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １６ ｃａｓｅｓ ｗｅｒｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ａｓ Ｅｏｓ ＣＲＳｗＮＰ. Ａｆｔｅｒ ｓｔｉｍｕ￣
ｌａｔｉｎｇ ＰＢＭＣ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＩＬ￣３３ꎬ ｑＰＣＲ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｔ￣ｂｅｔꎬ ＧＡＴＡ３ꎬ ａｎｄ ＣＲＴＨ２ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆ￣
ｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ ｖａｌｕｅｓ ｗｅｒｅ ０. ００４ꎬ ０. ００１ꎬ ａｎｄ ０. ０２６ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ) . ｑＰＣＲ ａｎｄ ＥＬＩＳＡ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ＩＮＦ￣γꎬ ＩＬ￣５ꎬ ａｎｄ ＩＬ￣１３ (Ｐ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｑＰＣＲ ｗｅｒｅ ０.００１ꎬ ０.００１ꎬ ａｎｄ ０.００３ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ Ｐ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＥＬＩＳＡ ｗｅｒｅ ０.０３５ꎬ
０.００６ꎬ ａｎｄ ０.００１ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ)ꎬ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＢＭＣ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｔ ａｎ ＩＬ￣３３ ｃｏｎｃｅｎｔｒａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ２０ ｎｇ / ｍＬ. Ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｃｒｏｃｉｎꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎｄ ｑＰＣＲ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｄｏｗｎｗａｒｄ ｔｒｅｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｔ￣ｂｅｔꎬ
ＧＡＴＡ３ꎬ ａｎｄ ＣＲＴＨ２ꎬ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｔ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １０ μｇ / ｍＬ (Ｐ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＷＢ ｗｅｒｅ ０.０２７ꎬ
０.００１ꎬ ａｎｄ ０.００２ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ Ｐ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｑＰＣＲ ｗｅｒｅ ０.０１９ꎬ ０.００１ꎬ ａｎｄ ０.００１ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ) . Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｃｒｏｃｉｎ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉ￣
ｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｙｐｅ ２ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ＩＬ￣３３￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ＣＲＳｗＮＰ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｈａｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｖａｌｕｅ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｎｅｗ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｄｒｕｇｓ ｆｏｒ ＣＲＳｗＮＰ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｈｉｎｏｓｉｎｕｓｉｔｉｓꎻ Ｎａｓａｌ ｐｏｌｙｐｓꎻ Ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｓꎻ Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌｓꎻ Ｃｒｏｃｉｎꎻ Ｔｙｐｅ ２ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ

　 　 慢性鼻窦炎( ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｈｉｎｏｓｉｎｕｓｉｔｉｓꎬ ＣＲＳ)表

现为鼻窦黏膜的慢性炎症反应ꎬ伴鼻息肉的 ＣＲＳ
患者往往需要手术治疗ꎬ而其中嗜酸性鼻息肉属

于难治性鼻息肉[１] ꎬ病理上以 ２ 型炎症反应为特

征ꎬ包括辅助型 Ｔ 细胞 ２(Ｔ ｈｅｌｐｅｒ ２ ｃｅｌｌꎬ Ｔｈ２)和 ２
型先天性淋巴细胞 ( ｔｙｐｅ ２ ｉｎｎａｔｅ ｌｙｍｐｈｏｉｄ ｃｅｌｌꎬ
ＩＬＣ２)等ꎬ组织学表现为在鼻息肉组织中大量募集

嗜酸性粒细胞浸润ꎬ临床上表现为手术后易复发ꎬ
缺乏有效的治疗方法ꎮ 藏红花素提取自传统藏药

材藏红花ꎬ是藏红花最主要的药效成分ꎮ 现代研

究从药理基础到临床试验已经证实[２￣３] ꎬ藏红花素

可以通过多种信号通路抑制下气道炎症反应ꎮ 变

应性鼻炎患者使用藏红花活性成分鼻喷剂后可抑

制鼻黏膜充血扩张和腺体分泌ꎬ从而改善患者鼻

塞、流涕等临床症状[２] ꎮ 此外ꎬ动物模型结果显示

藏红花素通过降低 Ｔ￣ｂｅｔ / ＧＡＴＡ￣３ 以及 ｍｉｒ￣１４６ａ
和 ｍｉｒ￣１０６ａ 表达水平来抑制卵蛋白诱导的过敏性

气道炎症和高反应性[３] ꎮ 但藏红花素在嗜酸性慢

性鼻窦炎伴鼻息肉中的作用效果尚不清楚ꎮ 基于

此ꎬ本研究旨在探索藏红花素在 Ｅｏｓ ＣＲＳｗＮＰ ２ 型

炎症反应中可能存在的调控作用ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 研究对象

研究纳入 １６ 例在西藏自治区人民医院耳鼻咽

喉头颈外科进行鼻内镜外科手术的 Ｅｏｓ ＣＲＳｗＮＰ
患者ꎮ 研究经西藏自治区人民医院伦理委员会批准

(编号:ＭＥ￣ＴＢＨＰ￣２３￣０２)ꎬ所有患者均签署知情同

意书ꎮ ＣＲＳｗＮＰ 的诊断根据中国慢性鼻窦炎诊断

和治疗指南 ( ２０１８) 中的诊断标准进行[４]ꎮ Ｅｏｓ
ＣＲＳｗＮＰ 的诊断根据欧洲鼻窦炎和鼻息肉意见书

中的诊断标准进行[５]ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 外周血 ＰＢＭＣ 提取

ＰＢＭＣ 包括外周血中的淋巴细胞(Ｔ、Ｂ、ＮＫ)、
单核细胞和树突状细胞ꎬ由于采样方便、代表性强在

免疫相关研究中得到广泛应用ꎮ 研究者采集所有患

者外周静脉血后ꎬ室温留取血样转移到无菌 ＥＰ 管

中ꎬ加入 Ｈａｎｋ̓ｓ 平衡盐溶液充分混合ꎮ 离心管中底

层先加入 Ｆｉｃｏｌｌ￣Ｐａｑｕｅ ＰＬＵＳ 液ꎬ上层再缓缓加入上

述稀释血液样品ꎬ使其分层ꎬ避免混合ꎮ 在 １８ ℃ ~
２０ ℃下ꎬ离心 ５００ ｇ×３０ ｍｉｎꎮ 将中间灰白色层(淋
巴细胞层) 转移到另一支离心管中ꎬ加入至少 ３
倍体积的 Ｈａｎｋ̓ｓ 平衡盐溶液ꎬ吹打使其悬浮ꎮ 以

４００ ｇ 速度离心 １０ ｍｉｎꎬ丢弃上清液ꎬ用红细胞裂解

液去除红细胞ꎬ最终得到 ＰＢＭＣ 样本ꎮ
１.２.２　 ＰＢＭＣ 培养和刺激

根据细胞计数结果ꎬ计算 １×１０６ ＰＢＭＣ 细胞所

需体积ꎬ并转移到 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基ꎮ 再参照

ＩＬ￣３３ 相关 ２ 型炎症反应试验报道[６￣７]ꎬ设计不同浓

度分组ꎬ并计算 ＩＬ￣３３ 所需量ꎮ 依次为:ＰＢＭＣ＋空白、
ＰＢＭＣ＋ＩＬ￣３３(１０ ｎｇ / ｍＬ)、ＰＢＭＣ＋ＩＬ￣３３(２０ ｎｇ / ｍＬ)、
ＰＢＭＣ＋ＩＬ￣３３(４０ ｎｇ / ｍＬ)ꎮ ＩＬ￣３３ 刺激 ７２ ｈ 后进行

ｑＰＣＲ 和 ＥＬＩＳＡ 试验ꎮ
参照 ＣＲＳｗＮＰ 相关干预试验报道ꎬ选取 ＧＡ￣

ＴＡ３、Ｔ￣ｂｅｔ、细胞受体 ＣＲＴＨ２、炎症细胞因子 ＩＦＮ￣γ、
ＩＬ￣５、ＩＬ￣１３ 等指标作为 ＩＬ￣３３ 刺激 ２ 型炎症反应建模

是否成功的验证标准ꎮ ｑＰＣＲ 具体方法如下:利用

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 设计特异性引物并合成ꎬＴｒｉｚｏｌ
ＲＮＡ 提取试剂提取 ＰＢＭＣ 标本总 ＲＮＡꎬ配制逆转

录反应液进行 ｃＤＮＡ 合成ꎬ进行 ｑＰＣＲ 检测ꎬ反应条

件为:９５ ℃ ３０ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓ(退火)ꎬ７２ ℃ ４５ ｓ(延

􀅰２６􀅰
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伸)ꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎ(检测荧光)ꎬ共 ４０ 个循环ꎬ循环结

束后继续于 ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ
ＥＬＩＳＡ 分析上清液中炎症细胞因子 ＩＦＮ￣γ

(１ 型炎症细胞因子)ꎬＩＬ￣５(２ 型炎症细胞因子)和

ＩＬ￣１３(２ 型炎症细胞因子)的变化情况ꎮ 具体方法

如下:ＰＢＭＣ 培养基 ４ ℃离心 ２０ ｍｉｎ 取上清液ꎬ反
应孔中加入 １００ μＬ 标准品工作液及检测样本ꎬ
３７ ℃孵育 ９０ ｍｉｎꎬ甩干ꎬ每个反应孔中加入 １００ μＬ
生物素标记抗体ꎬ３７ ℃孵育 ６０ ｍｉｎꎬ洗涤 ４ 次ꎬ每个

反应孔中加入 １００ μＬ ＨＲＰ 标记链霉亲和素ꎬ３７ ℃
孵育 ３０ ｍｉｎꎬ洗涤 ４ 次ꎬ显色 １５ ｍｉｎꎬ加入终止液ꎬ酶
标仪 ４５０ ｎｍ 测量 ＯＤ 值ꎬ绘制标准曲线ꎮ 选择

ＩＬ￣３３刺激效果最明显的浓度进行后续试验ꎬ再根据

不同浓度分组计算藏红花素所需量ꎬ加入后进行共

同刺激ꎬ分别为 ＰＢＭＣ ＋ ＩＬ￣３３ ２０ ｎｇ / ｍＬ、ＰＢＭＣ ＋
ＩＬ￣３３ ２０ ｎｇ / ｍＬ＋藏红花素 １０ μｇ / ｍＬ、ＰＢＭＣ＋ＩＬ￣３３
２０ ｎｇ / ｍＬ ＋ 藏 红 花 素 ２５ μｇ / ｍＬ、 ＰＢＭＣ ＋ ＩＬ￣３３
２０ ｎｇ / ｍＬ＋藏红花素 ５０ μｇ / ｍＬꎮ ＩＬ￣３３ 和藏红花素

共刺激 ＰＢＭＣ 并培养 ７２ ｈ 后ꎬ收集 ＰＢＭＣ 的总蛋

白、提取总 ＲＮＡ 进一步行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 实验和

ｑＰＣＲ 定量分析ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 实验方法如下:配置分离胶

(１０％)ꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ 水封压ꎬ室温下 ３０ ｍｉｎꎻ倒掉

ｄｄＨ２Ｏ 水ꎬ干燥ꎬ按表配浓缩胶ꎬ灌胶ꎬ缓慢插入梳

子(注意不要有气泡)ꎬ室温下 ３０ ｍｉｎꎻ待浓缩胶凝

固后倒入电泳缓冲液ꎬ缓慢拔出梳子ꎮ 待测样品测

完蛋白含量后ꎬ用 ＰＢＳ 稀释至 １ ｍｇ / ｍＬꎻ取出上样

样品 １５ μＬ 至 １.５ ｍＬ 离心管中ꎬ加入 ２ ×Ｌｏａｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒꎬ１００ ℃ 煮样本 １０ ｍｉｎꎬ振荡器混匀样品ꎮ
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分离后转膜ꎬＴＢＳＴ 缓冲液清洗 ３
次ꎬ加入相对应的一抗ꎬ４ ℃过夜ꎬ清洗后加入二抗

室温下孵育 １ ~ ２ ｈꎬ用 ＥＣＬ 化学发光试剂显影ꎬ
ＦＵＳＩＯＮ￣ＣＡＰＴ ａｎａｌｙｓｉｓ 软件分析条带的灰度值ꎮ
１.３　 统计学处理

使用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 软件进行统计学检验分析ꎬ
Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.５ 进行作图分析ꎮ 符合正态分布

的计量资料以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ两组均数的比较采用 ｔ 检
验ꎬ多组比较采用单因素方差分析ꎮ Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ
９.５ 进行作图分析ꎮ 检验水准 α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＩＬ￣３３ 活化 ＰＢＭＣ 中的 ２ 型炎症反应

经过术中冰冻病理证实为 Ｅｏｓ ＣＲＳｗＮＰ 的患

者共 １６ 例ꎮ 在 Ｅｏｓ ＣＲＳｗＮＰ 患者的外周血中利用

密度梯度离心法得到 ＰＢＭＣꎬ不同浓度的 ＩＬ￣３３ 将

ＰＢＭＣ 刺激 ７２ ｈ 后提取总蛋白和总 ＲＮＡꎬ利用

ｑＰＣＲ 验证ꎬ结果发现 ＩＬ￣３３ 可以上调转录因子

Ｔ￣ｂｅｔ、ＧＡＴＡ３ 和细胞受体 ＣＲＴＨ２ 等的表达ꎬ见图 １ꎮ
ｑＰＣＲ 和 ＥＬＩＳＡ 进一步观察到 ＩＬ－３３ 刺激后 ＰＢＭＣ
中炎症细胞因子如 ＩＮＦ－γꎬＩＬ－５ 和 ＩＬ－１３ 等表达上

调ꎬ其中当 ＩＬ－３３ 刺激浓度为 ２０ ｎｇ / ｍＬ 时对炎症细

胞活化最为明显ꎬ释放出更多 Ｔｈ２ 相关细胞因子ꎬ且
经检测 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平具有很好的一致性ꎬ
ｑＰＣＲ 结果见图 ２ꎬＥＬＩＳＡ 结果见图 ３ꎮ

图 １　 ＩＬ￣３３ 刺激 ＰＢＭＣ 后细胞转录因子和细胞受体表达情况
Ｔ￣ｂｅｔ:加入 ＩＬ￣３３ 后ꎬＰＢＭＣ 培养基中 Ｔ￣ｂｅｔ 表达增加明显(Ｐ<０.０５)ꎬ其中在 ＩＬ￣３３ 刺激浓度为 ２０ ｎｇ / ｍＬ 时最为明显
(Ｐ＝ ０.００４)ꎻ ＧＡＴＡ３:加入 ＩＬ￣３３ 后ꎬＰＢＭＣ 培养基中 ＧＡＴＡ３ 表达增加明显(Ｐ< ０. ０５)ꎬ其中在 ＩＬ￣３３ 刺激浓度为
２０ ｎｇ / ｍＬ时最为明显(Ｐ＝ ０.００１)ꎻ ＣＲＴＨ２:加入 ＩＬ￣３３ 后ꎬＰＢＭＣ 培养基中 ＣＲＴＨ２ 表达增加明显(Ｐ<０.０５)其中在 ＩＬ￣３３
刺激浓度为 ２０ ｎｇ / ｍＬ 时最为明显(Ｐ＝ ０.０２６)

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ａｆｔｅｒ ＩＬ￣３３ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＢＭＣ
Ｔ￣ｂｅｔ: Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣３３ꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｔ￣ｂｅｔ ｉｎ ＰＢＭＣ ｍｅｄｉｕｍ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.０５)ꎬ ａｎｄ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｍｏｓｔ ｏｂｖｉｏｕｓ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣３３ ｗａｓ ２０ ｎｇ / ｍＬ (Ｐ＝ ０.００４)ꎻ ＧＡＴＡ３: Ａｆｔｅｒ
ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣３３ꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＡＴＡ３ ｉｎ ＰＢＭＣ ｍｅｄｉｕｍ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ< ０. ０５)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｍｏｓｔ ｏｂｖｉｏｕｓ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣３３ ｗａｓ ２０ ｎｇ / ｍＬ (Ｐ＝ ０.００１)ꎻ ＣＲＴＨ２: Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ
ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣３３ꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＲＴＨ２ ｉｎ ＰＢＭＣ ｍｅｄｉｕｍ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.０５)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｗａｓ ｍｏｓｔ ｏｂｖｉｏｕｓ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣３３ ｗａｓ ２０ ｎｇ / ｍＬ (Ｐ＝ ０.０２６)
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图 ２　 ＩＬ￣３３ 刺激后 ＰＢＭＣ 中炎症细胞因子表达情况
ＩＮＦ￣γ:加入 ＩＬ￣３３ 后ꎬＰＢＭＣ 上清液中 ＩＮＦ￣γ 表达增加明显(Ｐ<０.０１)ꎬ其中在 ＩＬ￣３３ 刺激浓度为 ２０ ｎｇ / ｍＬ 时最为明显
(Ｐ＝ ０.００１)ꎻ ＩＬ￣５:加入 ＩＬ￣３３ 后ꎬＰＢＭＣ 上清液中 ＩＬ￣５ 表达增加明显(Ｐ<０.０１)ꎬ其中在 ＩＬ￣３３ 刺激浓度为 ２０ ｎｇ / ｍＬ 时
最为明显(Ｐ＝ ０.００１)ꎻＩＬ￣１３:加入 ＩＬ￣３３ 后ꎬＰＢＭＣ 上清液中 ＩＬ￣１３ 表达增加明显(Ｐ<０.０１)ꎬ其中在 ＩＬ￣３３ 刺激浓度为
２０ ｎｇ / ｍＬ时最为明显(Ｐ＝ ０.００３)

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ＰＢＭＣ ａｆｔｅｒ ＩＬ￣３３ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ
ＩＮＦ￣γ : Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣３３ꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＮＦ￣γ ｉｎ ＰＢＭＣ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ (Ｐ<
０.０１)ꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｍｏｓｔ ｏｂｖｉｏｕｓ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣３３ ｗａｓ ２０ ｎｇ / ｍＬ (Ｐ＝ ０.００１)ꎻ ＩＬ￣５: Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ
ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣３３ꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣５ ｉｎ ｔｈｅ ＰＢＭＣ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.０１)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｗａｓ ｍｏｓｔ ｏｂｖｉｏｕｓ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣３３ ｗａｓ ２０ ｎｇ / ｍＬ (Ｐ＝ ０.００１)ꎻ ＩＬ￣１３: Ａｆｔｅｒ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ
ＩＬ￣３３ꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣１３ ｉｎ ＰＢＭＣ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.０１)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｍｏｓｔ
ｏｂｖｉｏｕｓ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣３３ ｗａｓ ２０ ｎｇ / ｍＬ (Ｐ＝ ０.００３)

图 ３　 ＥＬＩＳＡ 检测 ＩＬ￣３３ 刺激后 ＰＢＭＣ 中炎症细胞因子表达情况
ＩＮＦ￣γ:加入 ＩＬ￣３３ 后ꎬＰＢＭＣ 上清液中 ＩＮＦ￣γ 表达增加明显(Ｐ<０.０５)ꎬ其中在 ＩＬ￣３３ 刺激浓度为 ２０ ｎｇ / ｍＬ 时最为明显
(Ｐ＝ ０.０３５)ꎻ ＩＬ￣５:加入 ＩＬ￣３３ 后ꎬＰＢＭＣ 上清液中 ＩＬ￣５ 表达增加明显(Ｐ<０.０５)ꎬ其中在 ＩＬ￣３３ 刺激浓度为 ２０ ｎｇ / ｍＬ 时
最为明显(Ｐ＝ ０.００６)ꎻ ＩＬ￣１３:加入 ＩＬ￣３３ 后ꎬＰＢＭＣ 上清液中 ＩＬ￣１３ 表达增加明显(Ｐ<０.０５)ꎬ其中在 ＩＬ￣３３ 刺激浓度为
２０ ｎｇ / ｍＬ 时最为明显(Ｐ＝ ０.００１)

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ＰＢＭＣ ａｆｔｅｒ ＩＬ￣３３ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ
ＩＮＦ￣γ : Ａｆｔｅｒ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣３３ꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＮＦ￣γ ｉｎ ＰＢＭＣ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ (Ｐ<０.０５)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｍｏｓｔ ｏｂｖｉｏｕｓ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣３３ ｗａｓ ２０ ｎｇ / ｍＬ (Ｐ＝ ０.０３５)ꎻ ＩＬ￣５: Ａｆｔｅｒ ａｄｄｉ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣３３ꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣５ ｉｎ ＰＢＭＣ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ (Ｐ<０.０５)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ
ｍｏｓｔ ｏｂｖｉｏｕｓ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣３３ ｗａｓ ２０ ｎｇ / ｍＬ (Ｐ ＝ ０.００６)ꎻ ＩＬ￣１３: Ａｆｔｅｒ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣３３ꎬ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣１３ ｉｎ ＰＢＭＣ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ (Ｐ<０.０５)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｍｏｓｔ ｏｂｖｉｏｕｓ
ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣３３ ｗａｓ ２０ ｎｇ / ｍＬ (Ｐ＝ ０.００１)

２.２　 藏红花素抑制 ＩＬ￣３３ 活化后的 ＰＢＭＣ 中的 ２
型炎症反应

为了探究藏红花素的抗炎作用ꎬ我们进一步将

藏红花素与 ＩＬ￣３３ 在 ＰＢＭＣ 中共刺激 ７２ ｈꎬ 对

ＰＢＭＣ行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 和 ｑＰＣＲ 检测ꎬ结果显示

藏红花素处理组 Ｔ￣ｂｅｔ、ＧＡＴＡ３ 和 ＣＲＴＨ２ 等蛋白和

ｍＲＮＡ 表达呈下降趋势ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果见图 ４ꎬ
ｑＰＣＲ 结果见图 ５ꎮ
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图 ４　 不同浓度藏红花素和 ＩＬ￣３３ 共干预后 ＰＢＭＣ 中细胞转录因子和细胞受体表达情况
Ｔ￣ｂｅｔ:藏红花可以抑制转录因子 Ｔ￣ｂｅｔ 表达(Ｐ<０.０５)ꎬ其中浓度为 １０ μｇ / ｍＬ 时最为明显(Ｐ＝ ０.０２７)ꎻ ＧＡＴＡ３:藏红花
可以抑制 ＧＡＴＡ３ 表达(Ｐ<０.０５)ꎬ其中浓度为 １０ μｇ / ｍＬ 时最为明显(Ｐ ＝ ０.００１)ꎻ ＣＲＴＨ２:藏红花可以抑制细胞受体
ＣＲＴＨ２ 表达(Ｐ<０.０５)ꎬ其中浓度为 １０ μｇ / ｍＬ 时最为明显(Ｐ＝ ０.００２)

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎ ＰＢＭＣ ａｆｔｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｒｏｃｉｎ ａｎｄ ＩＬ￣３３
Ｔ￣ｂｅｔ: Ｓａｆｆｒｏｎ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｔ￣ｂｅｔ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ (Ｐ<０.０５)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｔ￣ｂｅｔ ｔｒａｎｓｃｒｉｐ￣
ｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｗａｓ ｍｏｓｔ ｏｂｖｉｏｕｓ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ １０ μｇ / ｍＬ (Ｐ＝ ０.０２７)ꎻ ＧＡＴＡ３: Ｓａｆｆｒｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｏｆ ＧＡＴＡ３ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ １０ μｇ / ｍＬ (Ｐ ＝ ０.００１)ꎻ ＣＲＴＨ２:
Ｓａｆｆｒｏｎ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＲＴＨ２ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ １０ μｇ / ｍＬ
(Ｐ＝ ０.００２)

图 ５　 ｑＰＣＲ 检测不同浓度藏红花素和 ＩＬ￣３３ 共刺激干预 ＰＢＭＣ 后细胞转录因子和细胞受体表达情况
Ｔ￣ｂｅｔ:藏红花素可以抑制转录因子 Ｔ￣ｂｅｔ 表达(Ｐ<０.０５)ꎬ其中浓度为 １０ μｇ / ｍＬ 时最为明显(Ｐ＝ ０.０１９)ꎻ ＧＡＴＡ３:藏红
花素可以抑制 ＧＡＴＡ３ 表达(Ｐ<０.０５)ꎬ其中浓度为 １０ μｇ / ｍＬ 时最为明显(Ｐ＝ ０.００１)ꎻ ＣＲＴＨ２:藏红花素可以抑制细胞
ＣＲＴＨ２ 表达(Ｐ<０.０５)ꎬ其中浓度为 １０ μｇ / ｍＬ 时最为明显(Ｐ＝ ０.００１)

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ｑＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ａｆｔｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｒｏｃｉｎ
ａｎｄ ＩＬ￣３３ ｃｏ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ＰＢＭＣ
Ｔ￣ｂｅｔ:Ｃｒｏｃｉｎ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｔ￣ｂｅｔ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｍｏｓｔ ｅｖｉｄｅｎｔ ａｔ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ １０ μｇ / ｍＬ
(Ｐ＝ ０.０１９)ꎻ ＧＡＴＡ３: Ｃｒｏｃｉｎ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＡＴＡ３ (Ｐ<０.０５)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １０ μｇ / ｍＬ
ｗａｓ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ(Ｐ＝ ０.００１)ꎻ ＣＲＴＨ２: Ｃｒｏｃｉｎ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＲＴＨ２ ｉｎ ｃｅｌｌｓ (Ｐ<０.０５)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １０ μｇ / ｍＬ ｗａｓ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ(Ｐ＝ ０.００１)
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３　 讨　 论

不同的鼻窦炎ꎬ发病机制、临床表现、治疗预后

均有明显不同ꎮ 在不同地区慢性鼻窦炎伴鼻息肉的

表型差异明显ꎬ说明鼻息肉是一种异质性明显的疾

病ꎬ目前已经证实嗜酸性鼻息肉患者复发率高ꎬ如果

鼻息肉组织中嗜酸粒细胞百分比超过 ２７％ꎬ对鼻息

肉的复发有预测价值[６]ꎮ 因此对于嗜酸性鼻息肉

(Ｅｏｓ ＣＲＳｗＮＰ)的发病机制及干预策略的研究显得

尤为迫切和重要ꎮ 鼻息肉在免疫表型上分为两类:
以 Ｔｈ２ 细胞反应和明显的嗜酸性粒细胞浸润为特

征ꎻ以 Ｔｈ１ / Ｔｈ１７ 细胞反应和非嗜酸性粒细胞浸润

为特征[７]ꎮ Ｌｏｕ 等[８]团队将 ＨＥ 染色高倍镜下每视

野嗜酸性粒细胞数量≥５５ 个纳入为嗜酸性鼻息肉

组:Ｅｏｓ ＣＲＳｗＮＰꎬ否则为 Ｎｏｎ￣Ｅｏｓ ＣＲＳｗＮＰ 组ꎮ 近

年来ꎬ国外学者研究发现ꎬ欧美地区超过 ８０％的鼻

息肉中都有 Ｔｈ２ 优势反应ꎬ并伴随大量的嗜酸性粒

细胞浸润[９]ꎬ这表明 Ｔｈ２ 优势反应在欧美白种人群

鼻息肉中起着重要作用ꎮ 然而ꎬ在亚太地区例如韩

国、日本等亚洲族群中ꎬ嗜酸粒细胞(ＥＯＳ)的比例

却很小ꎬ大部分呈现出非嗜酸性鼻息肉的特征[１０]ꎮ
Ｄｕ 等[１１]研究表明ꎬ随时间的流逝ꎬ嗜酸粒细胞的比

例显著上升ꎬ且鼻腔内存在 Ｔｈ２ 型嗜酸粒细胞的炎

性反应ꎬ且 Ｔｈ２ 型嗜酸粒细胞的复发率显著增高ꎮ
因此ꎬＣＲＳｗＮＰ 的炎症表型不同地区、不同种族和

不同时间均存在明显的差异ꎬ不断分析鼻息肉组织

中的炎症细胞表达情况ꎬ持续探索鼻息肉发病的炎

症网络及关联机制ꎬ将可能为鼻息肉的治疗提供精

准的靶向治疗方案[１２]ꎮ
研究抽取 Ｅｏｓ ＣＲＳｗＮＰ 患者的外周血后提取

ＰＢＭＣꎬ利用不同浓度 ＩＬ￣３３ 刺激 ＰＢＭＣ 中的炎性

细胞ꎮ 通过 ｑＰＣＲ 验证观察到ꎬＩＬ￣３３ 刺激 ＰＢＭＣ 后

ＧＡＴＡ３、ＣＲＴＨ２ 和 Ｔ￣ｂｅｔ 等转录因子和细胞受体在

ｍＲＮＡ 水平呈上调趋势ꎮ 这说明 ＩＬ￣３３ 不仅活化了

嗜酸性鼻息肉患者 ＰＢＭＣ 中的 ２ 型炎症细胞ꎬ同时

也可以活化 １ 型炎症细胞ꎮ 本研究进一步利用

ｑＰＣＲ 和 ＥＬＩＳＡ 分别检测 ＰＢＭＣ 和上清液中细胞

因子的变化情况ꎬ观察到 ＩＬ￣３３ 在上调炎症细胞转

录因子的同时其分泌的炎症细胞因子( ＩＮＦ￣γ、ＩＬ￣５
和 ＩＬ￣１３)表达量也明显增加ꎬ这说明 ＰＢＭＣ 中的炎

性细胞可以被 ＩＬ￣３３ 激活ꎮ 这种现象有明显的浓度

依赖性ꎬ其中 ＩＬ￣３３ 为 ２０ ｎｇ / ｍＬ 是对炎症细胞活化

最为明显ꎬ但是具体是通过那条通路活化还需进

一步探索ꎮ 根据最新的研究报道ꎬＩＬ￣３３ 既可以通过

激活 生 长 刺 激 表 达 基 因 ２ ( Ｇｒｏｗｔｈ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅ ２ꎬ ＳＴ２)阳性的免疫细胞(如 ＩＬＣ２ 和

ＣＤ４＋Ｔ 细胞)来激活 ２ 型炎症反应[１３￣１４]ꎬ也可以通

过激活嗜酸性粒细胞、肥大细胞、巨噬细胞等在变态

反应免疫应答中发挥重要作用[１５￣１６]ꎮ 国外研究发

现ꎬＩＬ￣３３ 可以诱导谱系特异性转录因子 ＦＯＸＰ３、
ＧＡＴＡ３ 和 Ｔ￣ｂｅｔ 的表达ꎬ从而激活 Ｔｈ１ 细胞上 ＳＴ２
的表达[１７]ꎮ ＩＬ￣３３ / ＳＴ２ 轴覆盖了几乎所有炎症细

胞[１８]ꎬ小鼠鼻黏膜上皮细胞的离体研究显示ꎬＩＬ￣３３
可促进炎症因子的生成ꎬ其机制为 ＮＦ￣κ Ｂꎬ ＴＳＬＰ
等多条信号通路的活化[１９]ꎮ ＩＬ￣３３ 是近年来发现的

一类重要的免疫调节因子ꎬ在 ２ 型、１ 型炎症反应和

调节性免疫反应中具有多效性ꎬ在多种炎症反应ꎬ如
过敏性、纤维化、感染性、慢性炎症等方面均有广泛

的应用ꎮ
我们此项研究进一步探索了藏红花素的抗炎作

用ꎬ利用不同浓度的藏红花素与 ＩＬ￣３３ 在 ＰＢＭＣ 中

共培养后发现ꎬＰＢＭＣ 中 ２ 型炎症细胞和 １ 型炎症

细胞的 ＧＡＴＡ３、ＣＲＴＨ２ 和 Ｔ￣ｂｅｔ 等转录因子和细胞

受体在蛋白和 ｍＲＮＡ 水平均呈现出了明显的抑制

现象ꎬ因此ꎬ我们认为藏红花素可以显著抑制 ＩＬ￣３３
活化后的炎症细胞ꎬ不仅可以抑制 ＰＢＭＣ 中的 ２ 型

炎症细胞ꎬ同时可以抑制 １ 型炎症细胞ꎬ且当藏红花

素浓度为 １０ ｕｇ / ｍＬ 对炎症细胞抑制现象最为明

显ꎮ 后续课题组计划通过细胞免疫荧光染色等手段

设计试验ꎬ进一步探索藏红花素抑制 ＩＬ￣３３ 诱导的

ＰＢＭＣ 炎症反应的作用机制和信号通路ꎮ
然而本研究还是初步的ꎬ对于 ＩＬ￣３３ 刺激后嗜

酸性鼻息肉患者 ＰＢＭＣ 中各型炎性细胞数量的变

化情况和激活炎性细胞的机制等ꎬ并没有进行深入

探讨ꎮ 同时由于实验条件限制ꎬ暂时无法完成藏红

花素干预后 ＰＢＭＣ 的上清液细胞因子检测ꎬ实验数

据欠完整ꎮ
综上所述ꎬ藏红花素可以抑制 ＩＬ￣３３ 激活的

ＰＢＭＣ ２型炎症反应ꎬ表明藏红花素有广泛的抑制 ２
型炎症反应作用ꎮ 结果表明藏红花素可能是治疗慢

性鼻窦炎的潜在药物ꎬ但还需要进一步在动物模型

和临床试验中验证其抗炎作用和机制ꎮ 同时我们也

注意ꎬ藏红花素在在较高浓度时对细胞的转录因子

和炎性细胞因子的抑制现象并没有相应的增加现

象ꎬ因此下一步准备继续探索更小浓度或者局部小

剂量使用藏红花素对炎症的抑制情况ꎮ 逐步开展临

床试验ꎬ在观察藏红花素潜在应用价值的同时还应

注意不良反应ꎬ选择合适的给药途径和剂量也需进

一步深入研究ꎮ
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