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摘　 要　 目的:探究外源性维生素 D(VitD)对肺炎链球菌诱导的慢性鼻-鼻窦炎(CRS)小鼠中调节性 T 细胞 / 辅助性 T 细胞 17
(Treg / Th17)功能失衡的作用。 方法:将 40 只雄性 C57BL / 6 小鼠按随机数字表法分为对照组(Control 组)、模型组(Model 组)、维
生素 D 组(VitD 组)和克拉霉素组(CLR 组),每组 10 只。 除 Control 组外,其余各组小鼠均在鼻窦腔填充含肺炎链球菌菌液海绵

以复制 CRS 模型,VitD 组和 CLR 组小鼠分别以 VitD3 溶液、克拉霉素溶液进行灌胃;21
 

d 后,采用酶联免疫吸附试验检测小鼠血

清白细胞介素( IL)6、IL-10、IL-17、IL-23 及转化生长因子 β(TGF-β)水平,苏木精-伊红染色和过碘酸雪夫染色观察小鼠鼻窦黏膜

病理变化,实时荧光定量聚合酶链反应和蛋白质印迹法检测小鼠鼻窦黏膜内维甲酸相关孤儿受体 γt(RORγt)和 Forkhead 家族转

录因子 3(Foxp3)的 mRNA 及蛋白表达水平,免疫组化染色检测小鼠鼻窦黏膜内 IL-17 和 Foxp3 阳性表达,流式细胞术分析外周血

中 CD4+ IL-17A+和 CD25+ Foxp3+细胞比例分布。 结果:与 Control 组比较,Model 组小鼠血清中 IL-6、IL-17 及 IL-23 水平升高,IL-10、
TGF-β 水平降低(P<0. 05);鼻窦黏膜内发生明显病变,有大量炎症细胞浸润,杯状细胞数目增加(P<0. 05);RORγt

 

mRNA 和蛋白相

对表达量上调,Foxp3
 

mRNA 和蛋白相对表达量均下调(P<0. 05);IL-17 阳性表达率升高,Foxp3 阳性表达率降低(P<0. 05);外周血中

CD4+ IL-17A+细胞比例升高,CD25+ Foxp3+细胞比例降低(P<0. 05),差异均有统计学意义。 与 Model 组比较,VitD 组和 CLR 组小鼠血

清中 IL-6、IL-17 和 IL-23 水平降低,IL-10、TGF-β 水平升高(P<0. 05);鼻窦黏膜内炎症细胞浸润减轻,杯状细胞数目减少(P<0. 05);
RORγt

 

mRNA 和蛋白相对表达量均下调,Foxp3
 

mRNA 和蛋白相对表达量均上调(P<0. 05);IL-17 阳性表达率降低,Foxp3 阳性表达

率升高(P<0. 05);外周血中 CD4+ IL-17A+细胞比例降低,CD25+ Foxp3+细胞比例升高(P<0. 05),差异均有统计学意义。 结论:VitD 能

够改善 CRS 模型小鼠鼻窦黏膜的病理表现,减轻炎症细胞浸润,其机制可能与调控 Treg / Th17 细胞功能失衡相关。
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ABSTRACT　 OBJECTIVE:
 

To
 

probe
 

into
 

the
 

role
 

of
 

vitamin
 

D
 

(VitD)
 

in
 

improving
 

chronic
 

rhinosinusitis
 

( CRS)
 

model
 

induced
 

by
 

Streptococcus
 

pneumoniae
 

by
 

regulating
 

the
 

imbalance
 

of
 

T
 

regulatory
 

cells / T
 

helper
 

17
 

cells
 

(Treg / Th17)
 

cell
 

function.
 

METHODS:
 

Totally
 

40
 

male
 

C57BL / 6
 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group
 

( Control),
 

model
 

group
 

(Model),
 

VitD
 

group
 

(VitD)
 

and
 

clarithromycin
 

group
 

(CLR)
 

according
 

to
 

the
 

random
 

table
 

method,
 

with
 

10
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

Except
 

for
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

other
 

groups
 

were
 

filled
 

with
 

sponges
 

containing
 

S.
 

pneumoniae
 

in
 

the
 

sinus
 

cavity
 

to
 

replicate
 

the
 

CRS
 

model.
 

The
 

VitD
 

group
 

and
 

CLR
 

group
 

were
 

administered
 

with
 

VitD3
 solution

 

and
 

clarithromycin
 

solution
 

by
 

gavage
 

respectively.
 

After
 

21
 

d,
 

the
 

levels
 

of
 

interleukin
 

(IL)-6,
 

IL-10,
 

IL-17,
 

IL-23
 

and
 

transforming
 

growth
 

factor-β
 

( TGF-β )
 

in
 

the
 

serum
 

of
 

mice
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme
 

linked
 

immunosorbent
 

assay.
 

Hematoxylin
 

and
 

Eeosin
 

staining
 

and
 

periodic
 

acid-schiff
 

staining
 

were
 

used
 

to
 

observe
 

the
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pathological
 

changes
 

of
 

mucous
 

membranes
 

of
 

the
 

nasal
 

sinuses
 

of
 

mice,
 

real-time
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

and
 

Western
 

blotting
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

retinoic
 

acid-related
 

orphan
 

receptor
 

γt
 

(RORγt)
 

and
 

forkhead
 

family
 

transcription
 

factor
 

3
 

(Foxp3)
 

in
 

the
 

mucous
 

membranes
 

of
 

the
 

nasal
 

sinuses
 

of
 

mice,
 

immunohistochemical
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

positive
 

expression
 

of
 

IL-17
 

and
 

Foxp3
 

in
 

the
 

sinus
 

mucosa
 

of
 

mice,
 

and
 

flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

distribution
 

of
 

CD4+ IL-17A+
 

and
 

CD25+ Foxp3+
 

cells
 

in
 

peripheral
 

blood.
 

RESULTS:
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

serum
 

levels
 

of
 

IL-6,
 

IL-17
 

and
 

IL-23
 

in
 

the
 

model
 

group
 

increased,
 

while
 

the
 

levels
 

of
 

IL-10
 

and
 

TGF-β
 

decreased
 

(P<0. 05);
 

obvioued
 

lesions
 

occurred
 

in
 

the
 

sinus
 

mucosa,
 

with
 

a
 

large
 

number
 

of
 

inflammatory
 

cells
 

infiltrating,
 

the
 

number
 

of
 

goblet
 

cells
 

increased
 

(P<0. 05);
 

the
 

relative
 

expression
 

of
 

RORγt
 

mRNA
 

and
 

protein
 

was
 

up-regulated,
 

and
 

the
 

relative
 

expression
 

of
 

Foxp3
 

mRNA
 

and
 

protein
 

was
 

down-regulated
 

(P<0. 05);
 

the
 

positive
 

expression
 

rate
 

of
 

IL-17
 

increased,
 

while
 

the
 

positive
 

expression
 

rate
 

of
 

Foxp3
 

decreased
 

(P < 0. 05),
 

the
 

proportion
 

of
 

CD4+ IL-17A+ cells
 

in
 

peripheral
 

blood
 

increased,
 

and
 

the
 

proportion
 

of
 

CD25+ Foxp3+
 

cells
 

decreased
 

(P < 0. 05),
 

with
 

statistically
 

significant
 

differences.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 

the
 

serum
 

levels
 

of
 

IL-6,
 

IL-17
 

and
 

IL-23
 

in
 

the
 

VitD
 

group
 

and
 

CLR
 

group
 

decreased,
 

while
 

the
 

levels
 

of
 

IL-10
 

and
 

TGF-β
 

increased
 

(P < 0. 05);
 

the
 

infiltration
 

was
 

alleviated,
 

and
 

the
 

number
 

of
 

goblet
 

cells
 

decreased
 

(P<0. 05);
 

at
 

the
 

same
 

time,
 

the
 

relative
 

expressions
 

of
 

RORγt
 

mRNA
 

and
 

protein
 

were
 

down-regulated,
 

the
 

relative
 

expressions
 

of
 

Foxp3
 

mRNA
 

and
 

protein
 

were
 

up-regulated
 

(P<0. 05),
 

the
 

positive
 

expression
 

rate
 

of
 

IL-17
 

decreased
 

and
 

the
 

positive
 

expression
 

rate
 

of
 

Foxp3
 

increased
 

(P<0. 05),
 

the
 

proportion
 

of
 

CD4+ IL-17A+
 

cells
 

in
 

peripheral
 

blood
 

decreased
 

and
 

the
 

proportion
 

of
 

CD25+ Foxp3+
 

cells
 

increased
 

(P < 0. 05),
 

with
 

statistically
 

significant
 

differences.
 

CONCLUSIONS:
 

VitD
 

can
 

improve
 

the
 

pathological
 

manifestations
 

of
 

sinus
 

mucosa
 

in
 

CRS
 

model
 

mice
 

and
 

reduce
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration,
 

and
 

its
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

regulation
 

of
 

imbalance
 

of
 

Treg / Th17
 

cell
 

function.
KEYWORDS　 Chronic

 

rhinosinusitis;
 

Vitamin
 

D;
 

Inflammation;
 

Treg / Th17
 

cell
 

imbalance

　 　 慢性鼻-鼻窦炎(chronic
 

rhinosinusitis,CRS)是一种临床常

见的耳鼻喉科慢性炎症性鼻病,在世界范围内普遍存在[1] 。
CRS 根据组织重塑特征分为两种表型,分别为伴有鼻息肉的

慢性鼻窦炎 ( CRSwNP ) 和 不 伴 有 鼻 息 肉 的 慢 性 鼻 窦 炎

(CRSsNP),CRS 能够发生在任何年龄段,且发病率随着年龄

的增长而升高[2] 。 目前,我国 CRS 的发病率为 2% ~ 8%,CRS
患者数每年以 0. 3%的速度递增[3] 。 然而,到目前为止,CRS
的发病机制仍不清楚。 虽然 CRS 一般不会危及生命,但会引

起鼻塞、脓性鼻漏、嗅觉减少 / 丧失、面部压力或疼痛以及黏膜

水肿等,症状可能持续 12 周或更长时间,给患者的身体健康、
生活质量及经济均带来了沉重的负担[4] 。

维生素 D(VitD)是可从饮食中摄取的脂溶性维生素,也
是能够通过阳光中的紫外线 B 照射在皮肤中内源性合成的甾

体激素原。 VitD 作为一种强效类固醇激素的前体,可调节广

泛的生理病理过程,VitD 缺乏会导致多种健康问题[5-6] 。 以往

研究结果表明,VitD 可能在 CRS 中发挥保护作用[7-8] 。 然而,
关于 VitD 改善 CRS 的具体作用机制尚未明确。 本研究采用

肺炎链球菌诱导构建小鼠 CRS 模型,给予 VitD 后观察其对模

型小鼠的治疗效果,并检测调节性 T 细胞 / 辅助性 T 细胞 17
(Treg / Th17)比例及相关因子的变化,以期为科学合理地治疗

CRS 提供新的方向。
1　 材料与方法
1. 1　 实验动物

实验使用 40 只雄性 C57BL / 6 小鼠,SPF 级,6 ~ 8 周龄,体
重 18~ 22

 

g,购于新疆维吾尔自治区实验动物研究中心[ SCXK
(新)2021-0001],饲养于 SPF 级实验动物房内,温度控制在

22~ 25
 

℃ ,相对湿度在 45% ~ 55%,给予周期性光照 / 黑暗 12
 

h
循环,期间自由进食及饮水。 适应性饲养 1 周后进行实验

研究。
1. 2　 仪器

ELX808 型酶标仪(美国 Biotek 公司);BX43 光学显微图

像分析系统(日本 Olympus 公司);CFX-96 荧光定量聚合酶链

反应(PCR)扩增检测系统(美国 Bio-Rad 公司);DYY-6C 电泳

仪(北京六一生物科技有限公司);CytoFLEX 流式细胞仪(美

国 Beckman 公司);EM-UC7 冰冻切片机(德国 Leica 公司)。
1. 3　 药品与试剂

VitD3(CAS 编号:67-97-0;规格:20
 

mg / 支;含量:99. 9%;
美国 Sigma 公司),克拉霉素[批号:562002;规格:0. 125

 

g;重
庆科瑞制药(集团)有限公司]。 肺炎链球菌(批号:49619;美
国 ATCC 公司),白细胞介素( IL) 6(批号:KGERC003)、IL-10
(批号:KGERC004)、 IL-17 ( 批号: KGERC170)、 IL-23 ( 批号:
KGEHC171)及转化生长因子 β( TGF-β,批号:KGERC107b)的

酶联免疫吸附试验( ELISA)检测试剂盒(江苏凯基生物技术

股份有限公司),苏木精-伊红(HE)染色试剂盒(批号:ZN1970-
KPC,北京百奥莱博科技有限公司),过碘酸雪夫(PAS)染色试

剂盒(批号:G1285;北京索莱宝科技有限公司),Trizol 试剂盒

(批号:15596018;美国 Invitrogen 公司),PrimeScriptTM
 

RT
 

reagent
 

Kit
 

with
 

gDNA
 

Eraser 反转录试剂盒(批号:DRR047A)、SYBR
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM Ⅱ
 

PCR 试剂盒 ( 批号: RR820A) 购自日本

Takara 公司,RIPA 裂解液(批号:P0013B)、BCA 蛋白测定试剂

盒(批号:P0009)、ECL 发光试剂液(批号:P0018)及 DAB 显色

试剂盒(批号:P0202)购自碧云天生物技术研究所,小鼠淋巴

细胞分离液(批号:FL1086;北京康瑞纳生物科技有限公司),
兔抗 IL-17 多克隆抗体(批号:ab9565)、兔抗 Forkhead 家族转

录因子 3(Foxp3)单克隆(批号:ab20034)、兔抗维甲酸相关孤

儿受体 γt(RORγt)单克隆抗体(批号:ab91187)、FITC 标记的
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CD4 单克隆抗体(批号:ab59474)、APC 标记的 CD25 单克隆抗

体( 批号: ab210330 ) 及兔抗 GAPDH 多克隆抗体 ( 批号:
ab70699)购自英国 Abcam 公司,PerCP-Cy5. 5 标记的 IL-17A
单克隆抗体(批号:85-45-7177-82;美国 eBioscience 公司),PE
标记的 Foxp 单克隆抗体 ( 批号: orb491130;英国 Biorbyt 公

司),辣根过氧化物酶标记山羊抗兔(批号:ZB2306;北京中杉

金桥生物技术有限公司)。 基因引物序列采用 Primer
 

Premier
 

5. 0 软件设计,并由中国吉玛基因公司合成。
2　 方法
2. 1　 动物造模与分组处理

将 40 只雄性 C57BL / 6 小鼠按随机数字表法分为对照组

(Control 组)、模型组( Model 组)、维生素 D 组( VitD 组)和克

拉霉素组(CLR 组),每组 10 只,除 Control 组外,其余各组小

鼠均在鼻窦腔填充含肺炎链球菌菌液海绵制作 CRS 模型[9] :
小鼠全身消毒,腹腔注射 10%水合氯醛溶液麻醉,于鼻背正中

做约 3
 

mm 长的切口,分离皮下组织并暴露鼻背上颌窦腔骨

质,于两侧各打 1 个直径约 1
 

mm 的小孔,将医用海绵置入

6×108
 

CFU / mL 菌液中浸泡后迅速植入小孔中,进行常规缝合

与消毒。 接着,VitD 组小鼠按 10
 

ng / (kg·d)的 VitD3 溶液进行

灌胃,CLR 组小鼠按 103
 

mg / ( kg·d)的克拉霉素溶液进行灌

胃,同时,Control 组和 Model 组小鼠均以等体积的 0. 9%氯化

钠溶液灌胃,1 日 1 次,持续 21
 

d。
2. 2　 ELISA

21
 

d 给药结束后,各组小鼠腹主动脉采血,静置 2
 

h,以
4

 

000
 

r / min 低温(4
 

℃ )离心(离心半径 12. 5
 

cm)10
 

min,获取

血清,根据小鼠 ELISA 试剂盒检测各血清样本中 IL-6、IL-10、
IL-17、IL-23 及 TGF-β 水平,按照试剂盒说明书测定,绘制标准

曲线,计算各细胞因子水平。
2. 3　 HE 染色

采血后处死各组小鼠,解剖取鼻窦黏膜组织,置于 4%多

聚甲醛溶液中固定 24
 

h,常规脱水与透明,石蜡包埋,制成厚

度约 5
 

μm 的组织切片,进行 HE 染色,具体步骤如下:切片脱

蜡脱水,流水冲洗,浸入苏木精中染细胞核 5
 

min,1%盐酸乙醇

分化数秒,流水冲洗后,再浸入伊红中染细胞质 3
 

min,流水再

次冲洗,经脱水、透明,滴加中性树胶封片,置于光学显微图像

分析系统下观察鼻窦黏膜的病理学变化情况,拍摄图片。
2. 4　 PAS 染色

取制备的鼻窦黏膜组织石蜡切片,进行切片脱蜡及水化,
浸入过碘酸溶液中处理 10

 

min,蒸馏水冲洗,加入 Leagene
 

Schiff
 

Reagent 试剂避光染色 15
 

min,冲洗干净后,以苏木精染细胞核

3
 

min,1%盐酸乙醇分化数秒,流水冲洗返蓝,经脱水、透明,滴
加中性树胶封片,通过光学显微图像分析系统观察鼻窦黏膜组

织内染色情况,拍摄图片,镜下紫红色着色即为 PAS 阳性结果。
2. 5　 实时荧光定量 PCR

将鼻窦黏膜组织在无菌环境下剪碎并研磨,加入 Trizol 试
剂,按照说明书步骤提取总 RNA,进行 RNA 浓度和纯度测定。
根据反转录试剂盒说明书合成 cDNA,除去 gDNA,收集样本逆

转录获得的 cDNA,采用实时荧光定量 PCR 测定各基因表达

水平,内参基因为 β-actin,具体参照 SYBR
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM Ⅱ
 

PCR 试剂盒说明书制备 20
 

μL 的反应体系,依次加入各试剂

与底物 cDNA,在 CFX-96
 

PCR 扩增仪中进行扩增,程序设置

为:95
 

℃
 

3
 

min,循环 1 次;95
 

℃
 

12
 

s,62
 

℃
 

40
 

s,95
 

℃
 

15
 

s,循
环 45 次。 扩增后,2-△△Ct 法计算各基因的相对表达量。 引物

具体序列:β-actin,正向:5′-CCCATCTATGAGGGTTACGC-3′,反
向

 

5′-TTTAATGTCACGCACGATTTC-3′; RORγt, 正 向: 5′-
TACCCTACTGAGGACAGG-3′, 反 向

 

5′-CCACATTACACTGCT
 

GGCTG-3′;Foxp3,正向: 5′-TTTCACCTATGCCACCCTTATC-3′,
反向

 

5′-CATGCGAGTAAACCAATGGTAG-3′。
2. 6　 蛋白质印迹法

将鼻窦黏膜组织在无菌环境下剪碎并研磨,添加 RIPA 溶

液置于冰上孵育 30
 

min,以 12
 

000
 

r / min 低温(4
 

℃ )离心(离

心半径 12. 5
 

cm)30
 

min,吸取清液,BCA 法测定上清液即蛋白

浓度,煮样 5
 

min,并制备 10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝

胶电泳(SDS-PAGE)凝胶,取 50
 

μg 的总蛋白量加入胶孔内,
经过电泳分离蛋白,并转印至 PVDF 膜,以 5%脱脂奶粉作为

封闭液,室温(25
 

℃ )封闭 1
 

h。 加入 RORγt、Foxp3 多克隆抗

体(均按 1 ∶ 1
 

000 稀释),4
 

℃ 孵育。 次日,弃去原液,TBST 洗

膜,加入辣根过氧化物酶标记山羊抗兔抗体(1 ∶ 5
 

000),室温

孵育,1
 

h 后洗膜,ECL 显影,Image
 

ProPlus 软件分析蛋白条带

灰度值,内参蛋白为 GAPDH,以目的蛋白与内参蛋白的灰度

值之比作为目的蛋白相对表达量。
2. 7　 免疫组化染色

取制备的鼻窦黏膜组织石蜡切片,进行切片脱蜡及水化,
免疫组化染色检测 Th17 细胞标志物 IL-17 和 Treg 细胞标志物

Foxp3 的表达情况。 置于微波炉中修复抗原,加入内源性过氧

化酶阻断剂孵育 10
 

min,再以山羊血清室温封闭 30
 

min。 根据

组织切片大小,分别滴加 IL-17、Foxp3 多克隆抗体(均按 1 ∶ 100
稀释),4

 

℃孵育。 次日,磷酸缓冲盐溶液( PBS)冲洗,甩干切

片,滴加辣根过氧化物酶标记山羊抗兔抗体(1 ∶ 1
 

000),室温

孵育 30
 

min。 PBS 冲洗干净, DAB 显色,苏木精复染,经脱

水、透明后,滴加中性树胶封片,通过光学显微图像分析系统

观察鼻窦黏膜组织内着色情况,拍摄图片,胞质、胞核染为棕

色至棕褐色为阳性,随机选择 5 个视野,通过 Image
 

ProPlus
软件分析积分吸光度值。
2. 8　 流式细胞术

采集各组小鼠外周血于肝素抗凝管,离心去除血浆,加入

等体积 0. 9%氯化钠溶液稀释,采用淋巴细胞分离液分离,以
1

 

000
 

r / min 低温(4
 

℃ )离心(离心半径 12. 5
 

cm)30
 

min,留取

白膜层细胞,PBS 洗涤,获得单个核细胞,以流式细胞术检测

CD25+ Foxp3+标记的 Treg 细胞与 CD4+ IL-17A+ 标记的 Th17 细

胞亚群,添加适量染色缓冲液制备细胞悬液,在 100
 

μL 悬液

中分别加入 FITC 标记的 CD4 抗体和 APC 标记的 CD25 抗体,
室温避光孵育 30

 

min,将细胞在固定 / 透化溶液中处理 30
 

min,
加入 PerCP-Cy5. 5 标记的 IL-17A 抗体和 PE 标记的 Foxp 抗

体,继续孵育 30
 

min,PBS 清洗后再次重悬于染色缓冲液中,流
式细胞仪分析 Treg 与 Th17 细胞比例分布。
2. 9　 统计学方法

采用 SPSS
 

25. 0 软件统处理实验数据, GraphPad
 

Prism
 

8. 30 绘制统计图。 符合正态分布的计量资料以 􀭰x±s 表示。 多

组间数据比较以单因素方差分析,采用 LSD-t 检验进行组间两

两数据比较,P<0. 05 为差异有统计学意义。
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3　 结果
3. 1　 各组小鼠血清细胞因子水平比较

ELISA 测定结果显示,Model 组小鼠血清 IL-6、IL-17 及 IL-23
水平较 Control 组中显著升高(P<0. 05),IL-10、TGF-β 水平较

Control 组则显著降低(P< 0. 05);与 Model 组比较,VitD 组和

CLR 组小鼠血清 IL-6、IL-17 及 IL-23 水平显著降低,IL-10、TGF-β
水平显著升高(P<0. 05),上述差异均有统计学意义,见表 1。

表 1　 各组小鼠血清细胞因子水平比较(􀭵x±s,pg / mL)
Tab

 

1　 Comparison
 

of
 

serum
 

cytokine
 

levels
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

(􀭵x±s,
 

pg / mL)
组别 IL-6 IL-10 IL-17 IL-23 TGF-β
Control 组 8. 65±0. 79 17. 32±1. 40 5. 65±0. 52 7. 54±0. 59 156. 72±13. 58
Model 组 21. 18±1. 93∗ 8. 72±0. 75∗ 11. 80±1. 06∗ 32. 16±3. 04∗ 119. 43±10. 92∗

VitD 组 10. 48±0. 95# 15. 56±1. 39# 7. 71±0. 64# 12. 17±1. 58# 139. 96±12. 75#

CLR 组 10. 15±1. 06# 14. 99±1. 20# 6. 96±0. 62# 10. 96±1. 04# 142. 04±12. 81#

　 　 注:与 Control 组比较,∗P<0. 05;与 Model 组比较,#P<0. 05
Note:vs.

 

Control
 

group,
 ∗P<0. 05;

 

vs.
 

Model
 

group,
 #P<0. 05

3. 2　 各组小鼠鼻窦黏膜病理变化比较

HE 染色结果显示,Control 组小鼠鼻窦黏膜组织结构完

整,上皮细胞与纤毛排列整齐,未见炎症细胞浸润;Model 组小

鼠鼻窦黏膜出现明显的病理表现,基底层增厚,纤毛脱落,并
伴有大量炎症细胞浸润;相较于 Model 组,VitD 组和 CLR 组小

鼠鼻窦黏膜组织结构较为清晰,上皮细胞排列相对整齐,坏死

脱落及炎症细胞浸润现象均明显减轻,见图 1。

　 　 PAS 染色经镜检后显示,Control 组鼻窦黏膜下层偶见杯

状细胞,而 Model 组黏膜下层可见大量杯状细胞,数目较 Control
组显著增多(P<0. 05);VitD 组和 CLR 组的小鼠部分鼻窦黏膜

有坏死脱落现象,但较 Model 组减轻,黏膜下层杯状细胞数目也

较 Model 组显著减少(P<0. 05) ,差异有统计学意义,见图 2。
3. 3　 各组小鼠鼻窦黏膜内 RORγt、Foxp3 的 mRNA 和蛋白

表达水平比较

各组小鼠鼻窦黏膜内 Th17 特异性转录因子 RORγt 与

Treg 特异性转录因子 Foxp3 的 mRNA 和蛋白表达水平测定结

果显示,Model 组小鼠鼻窦黏膜内 RORγt
 

mRNA 和蛋白相对表

达量均显著高于 Control 组,而 Foxp3
 

mRNA 和蛋白相对表达

量均显著低于 Control 组(P<0. 05);与 Model 组比较,VitD 组

和 CLR 组鼻窦黏膜内 RORγt
 

mRNA 和蛋白相对表达量均显

著下调, Foxp3
 

mRNA 和蛋白相对表达量均显著上调 ( P <
0. 05),差异均有统计学意义,见图 3—4。
3. 4　 各组小鼠鼻窦黏膜内 IL-17 与 Foxp3 阳性表达率比较

免疫组织化学染色检测各组小鼠鼻窦黏膜内 IL-17 与

Foxp3 表达变化,可见均有棕色至褐色染色。 与 Control 组比较,
Model 组小鼠鼻窦黏膜内 IL-17 阳性表达率显著升高,Foxp3 阳

性表达率显著下降 (P < 0. 05);与 Model 组比较, VitD 组和

CLR 组小鼠鼻窦黏膜内 IL-17 阳性表达率显著下降,而 Foxp3
阳性表达率显著升高(P<0. 05),差异均有统计学意义,见图 5。

图 1　 HE 染色观察各组小鼠鼻窦黏膜病理变化(×100)
Fig

 

1　 Pathological
 

changes
 

of
 

nasal
 

sinus
 

mucosa
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

by
 

HE
 

staining
 

(×100)

与 Control 组比较,∗P<0. 05;与 Model 组比较,#P<0. 05
vs.

 

Control
 

group,
 ∗P<0. 05;

 

vs.
 

Model
 

group,
 #P<0. 05

图 2　 PAS 染色检测各组小鼠鼻窦黏膜内杯状细胞
Fig

 

2　 Goblet
 

cells
 

in
 

the
 

nasal
 

sinus
 

mucosa
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

by
 

PAS
 

staining
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A. RORγt
 

mRNA;B. Foxp3
 

mRNA;与 Control 组比较,∗P<0. 05;
与 Model 组比较,#P<0. 05

A. RORγt
 

mRNA;B. Foxp3
 

mRNA;vs.
 

Control
 

group,
 

∗P<0. 05;
 

vs.
 

Model
 

group,
 #P<0. 05

图 3　 实时荧光定量 PCR 检测各组小鼠鼻窦黏膜内 RORγt
与 Foxp3 的 mRNA 表达水平

Fig
 

3　 RORγt
 

and
 

Foxp3
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

in
 

the
 

sinus
 

mucosa
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

detection

3. 5　 各组小鼠外周血 CD4+ IL-17A+与 CD25+Foxp3+细胞比

例分布比较

流式细胞术检测各组小鼠外周血中 CD4+ IL-17A+ 与

CD25+ Foxp3+细胞比例,结果显示,与 Control 组比较,Model 组
小鼠外周血中 CD4+ IL-17A+细胞比例显著升高,CD25+ Foxp3+细

胞比例显著降低(P<0. 05);与 Model 组比较,VitD 组和 CLR 组

　 　 　 　 　

与 Control 组比较,∗P<0. 05;与 Model 组比较,#P<0. 05
vs.

 

Control
 

group,
 ∗P<0. 05;

 

vs.
 

Model
 

group,
 #P<0. 05

图 4　 蛋白质印迹法检测各组小鼠鼻窦黏膜内 RORγt
与 Foxp3 的蛋白表达水平

Fig
 

4　 Expression
 

levels
 

of
 

RORγt
 

and
 

Foxp3
 

in
 

the
 

nasal
 

sinus
 

mucosa
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

by
 

Western
 

blotting
 

protein

外周血中 CD4+ IL-17A+ 细胞比例均显著降低,CD25+ Foxp3+ 细

胞比例均显著升高(P<0. 05),差异均有统计学意义,见图 6。

4　 讨论
CRS 是一种异质性炎症性疾病,主要病因包括鼻腔鼻窦解

　 　 　 　

A. IL-17;B. Foxp3;与 Control 组比较,∗P<0. 05;与 Model 组比较,#P<0. 05

A. IL-17;B. Foxp3;
 

vs.
 

Control
 

group,
 ∗P<0. 05;

 

vs.
 

Model
 

group,
 #P<0. 05

图 5　 免疫组化染色检测各组小鼠鼻窦黏膜内 IL-17 与 Foxp3 表达

Fig
 

5　 Expressions
 

of
 

IL-17
 

and
 

Foxp3
 

in
 

the
 

sinus
 

mucosa
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

by
 

immunohistochemical
 

staining
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A. Th17 细胞;B. Treg 细胞;
 

与 Control 组比较,∗P<0. 05;与 Model 组比较,#P<0. 05
A. Th17

 

cells;B. Treg
 

cells;
 

vs.
 

Control
 

group,
 ∗P<0. 05;

 

vs.
 

Model
 

group,
 #P<0. 05

图 6　 流式细胞术检测各组小鼠外周血 CD4+IL-17A+与 CD25+Foxp3+细胞比例

Fig
 

6　 Ratio
 

of
 

CD4+IL-17A+
 

and
 

CD25+Foxp3+
 

cells
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry

剖学因素、感染因素、免疫紊乱以及遗传,具有多种潜在的病理

生理机制,因而可导致不同的治疗反应[10] 。 CRSwNP 患者的

疾病严重程度和复发风险通常高于 CRSsNP 患者。 近年来,功
能性鼻内窥镜手术和术前、术后药物治疗的进步大大提高了

CRSwNP 患者的治愈率,然而, CRSwNP 的疾病复发率仍在

40%以上,且至少有 10%的 CRS 患者对药物和手术治疗方案

无反应,并最终发展为难治性疾病[11] 。 由此可见,目前在临床

实践中仍然缺乏基于 CRS 机制的有效治疗方法。
VitD 结构类似于类固醇,其受体存在于身体的大多数组

织和细胞中。 对 VitD 在人体中作用的深入探究发现,除了常

见的促肌肉骨骼作用外,VitD 还在其他部位发挥着有益作用,
并可作为一种免疫调节剂参与疾病的发生发展[12] 。 VitD 缺乏

与多种疾病之间存在相关性,目前也已被确定为多种慢性炎症

性疾病的病因,包括炎症性肠病、多发性硬化症、过敏性鼻炎和

哮喘[13] ;此外,血清内低水平的 VitD 也与肺功能受损、哮喘发

作频率增加以及对皮质类固醇的反应性降低有关[14] 。 因此,
通过补充 VitD 可对由于 VitD 缺乏引起的多种疾病起到预防

或治疗作用。 例如,Stanescu 等[15] 的研究结果表明,口服 VitD

补充剂对银屑病患者具有良好的治疗效果,且没有观察到明显

的不良反应,由此推测,口服 VitD 补充剂可能作为银屑病的有

效辅助治疗手段;Manoy 等[16] 的研究结果指出,给予骨关节炎

患者补充 VitD,6 个月后血清 VitD 水平明显提高,同时可减少

患者的氧化蛋白损伤,减轻当前疼痛症状,提高生活质量,并改

善握力以及身体机能;Lemke 等[17] 报道,获得性 VitD 抗性为

自身免疫性疾病的发展提供了一种合理的病理机制,可以通过

使用大剂量 VitD 疗法对相关疾病进行治疗。 本研究通过给予

CRS 小鼠补充 VitD 后,观察到小鼠鼻窦黏膜组织结构损伤减

轻,杯状细胞数目减少,上皮细胞坏死脱落及炎症细胞浸润现

象均明显减轻,提示 VitD 能够改善 CRS 小鼠鼻窦黏膜的病理

损伤。 研究结果表明,克拉霉素在 CRS 的治疗中可以减轻手

术引起的术后炎症,促进病理黏膜恢复正常,改善症状,且不会

引起免疫抑制,现已成为临床治疗 CRS 的推荐用药[18] 。 基于

此,本研究选择克拉霉素为阳性对照药物,初步探讨了 VitD 治

疗 CRS 小鼠的可能机制。
Th17 细胞和 Treg 细胞亚群在控制炎症反应中发挥着独特

的作用,驱动免疫和炎症的效应 T 细胞亚群以及抑制效应 T 细
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胞以限制过度炎症反应的 Treg 细胞均是免疫反应的关键组成

部分[19] 。 因此,Th17 细胞和 Treg 细胞之间的平衡是调节免疫

稳态的关键因素。 研究结果表明,CRSwNP 患者的外周血单个

核细胞中表现为 Th17 细胞比例升高和 Treg 细胞比例降低,发
生明显的免疫失衡现象,这在 CRS 病程中起着关键作用[20] 。 本

研究中同样检测到,CRS 小鼠血清中 IL-6、IL-17 及 IL-23 水平

升高,IL-10、TGF-β 水平降低,鼻窦黏膜内 RORγt 与 IL-17 表达

升高,Foxp3 表达降低;同时,外周血中由 CD4+ IL-17A+ 标记的

Th17 细胞比例升高,而由 CD25+ Foxp3+ 标记的 Treg 细胞比例

下降,以上结果均说明 CRS 小鼠机体内 Th17 / Treg 细胞功能失

衡。 IL-6 能够促进 Th17 细胞的分化,IL-23 可维持 Th17 细胞

的稳定成熟过程,而 IL-17 作为 Th17 细胞分泌的主要细胞因

子,通过募集嗜酸性粒细胞并引起组织反应而参与 CRS 中鼻

息肉的特应性刺激[21-22] 。 RORγt 是 Th17 细胞表达的特征性

转录因子,在诱导自身免疫性组织损伤和炎症中起关键作用,
与其他转录因子协同作用来诱导 IL-17 表达[23] 。 Treg 细胞主

要通过分泌 TGF-β、IL-10 等抗炎细胞因子参与各种免疫疾病,
抑制免疫细胞的活性,从而控制炎症[24] 。 一方面,天然 Treg
细胞主要在胸腺中产生;另一方面,TGF-β 与 IL-2 共同刺激能

够使幼稚 T 细胞向 Treg 细胞分化。 Foxp3 是 Treg 细胞的标志

物,对于抗炎反应和维持免疫耐受至关重要,主要通过调节

IL-10 的分泌来维持功能[25] 。 本研究中,使用 VitD 治疗 CRS 小

鼠后,其血清 IL-6、IL-17 及 IL-23 水平降低,IL-10、TGF-β 水平升

高;鼻窦黏膜内 RORγt 与 IL-17 表达降低,且 Foxp3 表达升高,
外周血 CD4+ IL-17A+ 标记的 Th17 细胞比例下降,CD25+ Foxp3+

标记的 Treg 细胞比例升高,由此推测,VitD 能够调控 CRS 小鼠

机体中 Treg / Th17 细胞功能失衡,从而对其发挥保护作用。
综上所述,通过补充外源性 VitD 可改善 CRS 模型小鼠鼻

窦黏膜的组织病理学症状,其作用机制可能与 Treg / Th17 细胞

平衡及相关因子表达从而干预免疫反应有关。 后续将对 CRS
小鼠相关通路进行深入研究,进一步揭示 VitD 对 CRS 的免疫

调节机制,为临床上 CRS 的预防与治疗提供新方案。
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