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摘要$目的$观察黄芪对变应性鼻炎"

:44/2@;C 2>;?;H;B

!
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#患者辅助性
)

细胞"

>/4K/2 ) C/44

!

)>

##

#F

及其相关因子表达的影响!初步探讨黄芪对
IJ

患者
)>#F

细胞功能的作用$ 方法$提取
IJ

患者"

IJ

组!

%#

例#及健康受试者"健康组!

!!

名#外周血单个核细胞"

K/2;K>/2:4 14--L 0-?-?MC4/:2 C/44B

!

NO

#

+&B

#!经高%低剂量黄芪注射液"

!""

%

7"" !@G0P

#体外干预
!6 >

后!采用定时定量逆转录"聚合酶链反应

"

J)

#

QN&J

#法检测相关孤儿核受体
&

"

2/4:H/L -2K>:? 2/C/KH-2 &

!

JEJ&

#的表达!

9P(RI

法检测

(P

#

#FI

%

(P

#

!!

的表达!流式细胞术检测
)>#F

细胞的表达$ 结果$

IJ

组
NO+&B

中
)>#F

%

JEJ&

%

(P

#

#FI

%

(P

#

!!

的表达均较健康组升高 "均
N S"

!

"#

#$在
IJ

组及健康组中
NO+&B

经低剂量黄芪干预后
JEJ&

%

)>#F

细胞及其细胞因子的表达水平较其未干预时差异无统计学意义"均
N T"

!

"7

#&而经高剂量黄芪干预

后!

JEJ&

较其未干预时的表达水平降低差异有统计学意义"

IJ

组'

N S"

!

"7

&健康组'

N S"

!

"#

#!同时
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细胞及其细胞因子的表达水平较其未干预时降低!差异有统计学意义"均
N S"

!
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#$ 结论$

)>#F

的

过度活化是导致
IJ

的关键因素之一!黄芪可通过抑制
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细胞的分化及其促炎细胞因子的释放!进而抑

制
IJ

炎症反应!达到控制
IJ

炎症状态的目的$
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$$变应性鼻炎$

:44/2@;C 2>;?;H;B
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IJ

%是鼻黏膜的

非感染性炎性疾病"其在世界范围内的发病率高达

#"a

&

!"a

'

#

(

) 目前该疾病的治疗药物主要是类固

醇激素和抗组胺类药物"然而许多患者因为这两类药

物治疗效果并不理想"或者担心这两类药物的不良反

应而拒绝使用'

!

"

%

(

) 因此对于临床耳鼻喉科医生或者

科研工作者而言"去研究发现新的*不良反应更小的*

效果更好的药物成为一种必然趋势"当然中国传统的

中药亦在研究的范围内) 黄芪是一种具有益气固表*

敛汗固脱*托疮生肌*利水消肿功效的药物"能显著

提高人体免疫力'

6

(

) 近年来研究表明"黄芪能通过

抑制一些促炎细胞因子和促进抗炎细胞因子的分泌

而减轻特应性皮炎和哮喘的炎症反应状态'

7

"

$

(

) 辅

助性
)

细胞 $

>/4K/2 H C/44

"
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#F

"通过分泌

(P

#

#FI

*

(P

#

!!

等促炎性因子在
IJ

的发生发展中发

挥着重要的作用) 本研究通过检测
IJ

患者外周血

单个核细胞$

K/2;K>/2:4 14--L 0-?-?MC4/:2 C/44

"

NO+&B

%经黄芪干预后对
)>#F

细胞分化及其产生

的细胞因子的影响"探讨黄芪可能用于治疗
IJ

的相

关分子机制)

材料与方法

#

$细胞采集及分组$选择
%#

例
!"#!

年
!

+

b

月就诊于重庆医科大学附属第一医院耳鼻咽科
IJ

患

者$

IJ

组%"年龄
#8 c6!

岁"平均$

%"

'

$

%岁) 患者

均符合诊断标准*纳入及排除标准"

IJ

诊断参照,变

应性鼻炎诊断和治疗指南$

!""8

年"武夷山%-

'

F

(和

,

I44/2@;C 2>;?;H;B :?L ;HB ;0K:CH -? :BH>0: ;? I

#

B;: N:C;U;C :?L H>/ IJ(I [KL:H/ !""b

-

'

!

(

) 纳入

标准#符合诊断标准&变应原皮肤点刺试验阳性和血清

(@9

高于正常水平&不伴鼻
G

鼻窦炎*哮喘及阿司匹林耐

受不良等疾病&受试者对该研究知情"并经过本院学术

伦理委员会的批准) 排除标准#近
#

个月内接受全身

和局部皮质内固醇激素治疗&近
#

个月内接受抗生素*

抗组胺及免疫治疗&系统性疾病*免疫缺陷疾病及肿瘤

史) 另选择健康受试者
!!

名作为对照组$健康组%"

年龄
!# c 6"

岁"平均$

%#

'

7

%岁"两组一般资料比

较"差异无统计学意义$

N T"

!

"7

%) 抽取受试者静脉

血
b 0P

"密度梯度离心法分离得到
NO+&B

"经
NOR

洗涤
!

次后"将
NO+&B

计数取
%

(

#"

$个"加入含

#"a

胎牛血清的
JN+(

#

#$6"

培养液
% 0P

"予以浓度

#

(

#"

$

G0P

接种于
!6

孔培养板"每孔
# 0P

$即每个

血液标本分为
%

个孔"对应未干预组*低剂量干预组*

高剂量干预组%"置于
%F

)*

7a &E

!

细胞培养箱培

养"培养
!6 >

)

!

$药物$黄芪注射液为成都地奥九泓制药厂生

产$

#" 0PG

支"每
0P

含生药
! @

"批号#

W7#"!#FF$

%)

%

$试剂及仪器$

)J(d-4

试剂#江苏
O/<-H;0/

"

批号#

J""#$

&

R\OJ N2/0;_ 9_ ):Q ((

$

):Z:J:

%

试剂盒# 大连宝生物"

DJJb!"I

& 细胞固定
G

破膜液#

美国"

/O;-BC;/?C/

" 批号#

""

"

b!!!

&

:?H;

#

>M0:?

&Db ]()&

#美国"

/O;-BC;/?C/

" 批号#

##

"

""b8

&

:?H;

#

>M0:? &D% N9

#美国"

/O;-BC;/?C/

" 批号#

#!

"

""%F

&

N9

#

C<7

!

7

#

:?H;

#

>M0:? (P

#

#FI N9

#

C<7

!

7

#美国"

/O;-BC;/?C/

" 批号#

67

"

F#F8

&人
(P

#

#F 9P(RI

试剂盒#美国"

O;-B-M2C/

"

+J$##b"

&人

(P

#

!! 9P(RI

试 剂 盒# 美 国"

K/K2-H/C>

" 批 号#

8""Z!7F

) 实时定量逆转录 "聚合酶链反应 $

J)

#

QN&J

%仪器#美国"

O;-B<BH/0B

公司&酶标仪# 芬兰"

)>/20-

公司& 流式细胞检测仪# 美国"

OD

公司)

6

$干预方法$分别给予不同剂量黄芪注射液

$

"

*

!7"

*

7""

*

# """

*

! """

*

6 """

*

b """ !@G0P

%进

行干预"每孔均给予浓度为
7 !@G0P

的
NXI

进行激

活"培养
!6 >

后收集标本备用)

7

$检测指标及方法

7

!

#

$黄芪细胞毒性试验$为分析黄芪对
NO

#

+&B

活性的影响"按照试剂公司的说明书用
&&Z

#

b

试剂盒予以检测) 将分离的
NO+&B

$

#

(

#"

7细胞
G

孔%培养于
8$

孔板"培养
6b >

后给予不同浓度的黄

芪$

"

*

!7"

*

7""

*

# """

*

! """

*

6 """

*

b """ !@G0P

%

干预
!6 >

) 为了检测细胞毒性"将
#" !P

的
&&Z

#

b

加入每个培养孔"然后设置酶标仪检测波长为

67" ?0

"予以检测后得出数据) 此实验的对照组为没

有加入黄芪干预的
NO+&B

)

7

!

!

$相关孤儿核受体
&

$

2/4:H/L -2K>:? 2/

#

C/KH-2 &

"

JEJ&

%

0J,I

检测$采用
J)

#

QN&J

) 采

用
)J(d-4

试剂提取总
J,I

"逆转录为
CD,I

)

J)

#

QN&J

采用
R\OJ N2/0;_ 9e ):Q ((

试剂盒在
F7""
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仪器上按
!" !P

体系进行"包括

#" !P R\OJ N2/0;_ 9e ):Q ((

"

"

!

b !P

上游引物"

"

!

b !P

下游引物"

!

!

" !P CD,I

"

"

!

6 !P JEe 2/U

#

/2/?C/ L</

"

$ !P LX

!

E

) 目的基因引物序列#

JEJ&

$

N&J

产物为
!7" 1K

%上游#

7

%#

IY)YY)

#

Y&)YY))IYYI)Y)Y

#

%

%" 下游#

7

%#

IYYYIY)YY

YIYIIY)&IIIY

#

%

%&

"

#

:CH;?

$

N&J

产 物 为

!"# 1K

%上游#

7

%#

)YI&Y)YYI &I)&&Y&IIIY

#

%

%" 下 游#

7

%#

&)YYIIYY)YYI&IY&YIYY

#

%

%)

反应步骤分两步进行"第一步#

87

)孵育
%" B

&第二

步#

87

)孵育
7 B

后
$"

)孵育
%" B

"循环
6"

次&得

到的
&)

值按
!

"

!!&)的方法予以计算后进行统计学

分析)

7

!

%

$

(P

#

#FI

和
(P

#

!!

含量检测$采用双抗体夹

心
9P(RI

法) 分别采用抗人
(P

#

#FI

*

(P

#

!!

"单抗包被

于酶标板上"标准品和样品中的
(P

#

#FI

和
(P

#

!!

与单

抗结合"加入生物素化的抗人
(P

#

#FI

和
(P

#

!!

抗体"形

成免疫复合物连接在酶标板上"辣根过氧化酶标记的抗

生物素蛋白链菌素与生物素结合"加入酶底物工作液"

出现蓝色"加入终止液"在酶标仪上测量吸光度值"通过

标准曲线换算出标本中
(P

#

#FI

和
(P

#

!!

含量)

7

!

6

$

)>#F

细胞表达检测$运用流式细胞术

$

]&+

%检测受试者外周血中
)>#F

细胞的表达情况)

将
NO+&B

的终浓度调整为
#

(

#"

$

G0P

"接种于

!6

孔细胞培养板中"每孔加入
N+I

*离子霉素及高尔

基体阻断剂"

%F

)*

7a&E

!

培养
7 >

"收集细胞后分

别加入各
#" !P

的单抗"包括#

]()&

#

:?H;&Db

抗体与

N9

#

:?H;&D%

抗体"室温避光孵育
%" 0;?

"然后固定再

破膜"滴加
N9

#

C<7

!

7

#

:?H; (P

#

#FI

抗体"室温避光孵

育
%" 0;?

"

NOR

洗涤后
NO+&B

重悬并上机检测"

&/44 fM/BH

进行数据分析)

$

$统计学方法$采用
RNRR !"

!

"

软件"数据以

_

'

B

表示"各组间数据用进行
H

检验"

N S"

!

"7

为差

异有统计学意义)

结$$果

#

$细胞毒性检测$图
#

%$予以
! """ !@G0P

及

以下浓度的黄芪干预
NO+&B

对细胞活性的影响较不

加黄芪干预组无明显下降"而予以
6 """ !@G0P

及以

上浓度的黄芪干预后对细胞活性的影响很大"有明显

的细胞毒性) 因而本研究后续试验均选择无细胞毒性

的黄芪浓度予以干预"分别以
" !@G0P

$未干预组%"

7"" !@G0P

$低剂量干预组%"

! """ !@G0P

$高剂量

干预组%黄芪干预
NO+&B

)

图
#

%不同浓度黄芪对
NO+&B

活性的影响

!

$各组
JEJ& 0J,I

比较$表
#

*

!

%$与健康

组干预前比较"

IJ

组
JEJ& 0J,I

表达量升高

$

N S"

!

"#

%&与本组未干预分组比较"高剂量干预组

JEJ& 0J,I

表达降低$

N S"

!

"7

"

N S"

!

"#

%)

表
#

%干预前
IJ

组和健康组
JEJ& 0J,I

含量比较$$

_

'

B

%

组别
? JEJ& 0J,I

健康
!! #

*

"!

'

"

*

!7

IJ %#

!

*

F6

'

"

*

bF

"

$$注# 与健康组比较"

"

N S"

!

"#

表
!

%干预后各组
JEJ& 0J,I

含量比较$$

_

'

B

%

组别
? JEJ& 0J,I

健康$未干预
!! #

*

"7

'

"

*

6"

$$$低剂量干预
!! "

*

8!

'

"

*

!!

$$$高剂量干预
!!

"

*

F6

'

"

*

#$

""

IJ

未干预
%# #

*

"%

'

"

*

!8

$$$低剂量干预
%# "

*

8%

'

"

*

!"

$$$高剂量干预
%#

"

*

$!

'

"

*

!!

"

$$注# 与本组未干预分组比较"

"

N S"

!

"7

"

""

N S"

!

"#

%

$各组
(P

#

#FI

及
(P

#

!!

含量比较$表
%

%$与本组

未干预分组比较"高剂量干预组
(P

#

#FI

*

(P

#

!!

含量降低

$

N S "

!

"#

%) 与健康组同分组比较"

IJ

未干预组

(P

#

#FI

*

(P

#

!!

含量升高$

N S"

!

"#

%)

表
%

%各组
(P

#

#FI

及
(P

#

!!

含量比较$$

K@G0P

"

_

'

B

%

组别
? (P

#

#FI (P

#

!!

健康$未干预$$

!! 77

'

$ %"

*

!

'

!

*

F

$$$低剂量干预
!! 7!

'

% !b

*

b

'

!

*

$

$$$高剂量干预
!!

67

'

F

"

#8

*

%

'

!

*

#

"

IJ

未干预$$

%#

bF

'

F

!

F7

*

"

'

6

*

7

!

$$$低剂量干预
%# b%

'

$ F!

*

b

'

%

*

F

$$$高剂量干预
%#

$7

'

##

"

7!

*

7

'

#!

*

6

"

$$注# 与本组未干预分组比较"

"

N S "

!

"#

&与健康组同分组比

较"

!

N S"

!

"#

6

$各组
)>#F

$

&D%

g

&Db

!

(P

#

#F

g

%细胞表达比

较$图
!

"表
6

%$与本组未干预分组比较"高剂量干预

组
)>#Fa

含量降低$

N S"

!

"#

%) 与健康组同分组比

较"

IJ

未干预组
)>#Fa

升高$

N S"

!

"#

%)
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##

!!"#(%!

$$注#

I

为
IJ

未干预组&

O

为
IJ

低剂量干预组&

&

为
IJ

高剂量干预组&

D

为健康未干预

组&

9

为健康低剂量干预组&

]

为健康高剂量干预组

图
!

%各组
)>#F

$

&D%

g

&Db

!

(P

#

#F

g

%细胞表达

表
6

%各组
)>#Fa

含量比较$$

K@G0P

"

_

'

B

%

组别
? )>#Fa

健康$未干预
!! #

*

7$

'

"

*

"7

$$$低剂量干预
!! #

*

7%

'

"

*

"b

$$$高剂量干预
!!

#

*

#F

'

"

*

!"

"

IJ

未干预$$

%#

6

*

$"

'

"

*

7"

!

$$$低剂量干预
%# 6

*

6"

'

"

*

6"

$$$高剂量干预
%#

%

*

!"

'

"

*

7"

"

$$注#与本组未干预分组比较"

"

N S"

!

"#

&与健康组同分组比较"

!

N S"

!

"#

讨$$论

在本研究中"观察到
IJ

患者外周血中的
)>#F

细胞数目*转录因子
JEJ&

"以及下游的
(P

#

#FI

*

(P

#

!!

较健康组均显著上升) 在
IJ

患者和健康组的

NO+&B

予以低剂量黄芪干预后"对
)>#F

细胞*

JEJ&

的表达以及炎症因子
(P

#

#FI

和
(P

#

!!

水平无

明显抑制作用&而予以高剂量黄芪干预后"对
)>#F

细

胞*

JEJ&

的表达以及炎症因子
(P

#

#FI

和
(P

#

!!

水平

都有显著抑制作用) 这些结果也表明了黄芪能够对人

体全身免疫状态产生积极影响"上述研究成果一方面

可能表明了黄芪与鼻用激素$

;?H2:?:B:4 C-2H;C-BH/

#

2-;LB

"

(,R

%不同的抗炎机制) 另一方面也显示黄芪

可能成为
(,R

治疗
IJ

的辅助用药"为治疗
IJ

提供

了新的选择)

目前研究表明"

)>#F

细胞能表达特异性转录因子

JEJ&

"并通过分泌
(P

#

#FI

*

(P

#

!!

等促炎细胞因子促

进大量炎症细胞浸润*活化"在气道炎症*组织重塑以

及气道高反应性中扮演了关键角色&同时"也有学者发

现
IJ

患者血清中
(P

#

#FI

增加"而且与患者症状严重

程度密切相关'

b

"

8

(

)

黄芪具有补中益气固表*脱毒排脓*利尿生肌功效)
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卷第
##

期
&'()*+

"
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"

3-45 %$

"

,-

!

##

其水提取剂的主要成分+++黄芪多糖亦具有调节免疫

应答*抑制炎症反应等生物学效应"已有研究表明黄芪

多糖能够改善
IJ

患者
)>#G)>!

细胞失衡状态"提高变

应性疾病的特异性免疫治疗疗效'

##

(

) 大鼠哮喘模型中

黄芪可以增强下丘脑+++垂体+++肾上腺皮质轴的功

能"改善
)>#

和
)>!

细胞因子的平衡"从而调节了神经

内分泌免疫网络的紊乱'

#!

(

) 哮喘小鼠模型中"黄芪提

取物能通过抑制
,]

#

#O

介导的
)>!

细胞因子达到减轻

气道炎症'

#%

(

) 本研究显示黄芪能对
)>#F

反应产生抑

制作用从而在一定程度上控制
IJ

的炎症反应"提出了

一个全新的关于黄芪抗炎作用的分子机制)

有研究表明"

(,R

对于症状明显缓解的
IJ

患者

外周
)>#F

细胞及其相关转录因子和细胞因子的调控

作用并不明显"说明
(,R

对局部鼻黏膜的
)>#F

细胞

和相关转录因子和细胞因子产生影响而发挥其局部免

疫调节作用"而对于全身的免疫系统影响有限'

#6

"

#7

(

)

本实验发现"高剂量的黄芪多糖对
IJ

患者外周血中

的
)>#F

细胞数量"转录因子
JEJ&

的表达以及炎症

因子
(P

#

#FI

和
(P

#

!!

水平都有显著抑制"可能表明黄

芪能够对人体全身免疫状态产生积极影响"上述研究

成果一方面可能也表明了黄芪与
(,R

不同的抗炎

机制)

综上所述"本研究显示"在
IJ

患者中
)>#F

细胞过

度活化及其相关促炎性细胞因子的分泌增加是
IJ

发

病的重要的分子机制之一"高剂量黄芪可以显著抑制

)>#F

细胞分化及其相关因子的表达"说明黄芪可能成

为治疗
IJ

的潜在药物) 但黄芪在治疗
IJ

中的具体

作用信号通道等尚待进一步阐明"还需继续深入研究)
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