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　　[摘要]　目的:探讨自噬相关基因微管相关蛋白1轻链3(LC3)在变应性鼻炎(AR)患者鼻黏膜中的表达及

其与嗜酸粒细胞阳离子蛋白(ECP)的关系。方法:选取20例 AR患者下鼻甲黏膜(AR组)和20例正常鼻腔黏膜

(对照组),苏木精-伊红染色观察各组鼻黏膜的中嗜酸粒细胞的分布与表达,采用免疫组织化学方法、蛋白免疫印

迹法检测各组鼻黏膜中LC3和ECP的表达情况。结果:苏木精-伊红染色法显示在 AR组患者鼻腔黏膜中可观

察到大量嗜酸粒细胞及淋巴细胞浸润。免疫组织化学结果显示LC3与ECP主要分布于 AR鼻黏膜上皮内,较对

照组明显增多,差异有统计学意义(P<0.05)。蛋白免疫印迹法示LC3和ECP在 AR组中的表达较对照组显著

上升(P<0.05),AR组中LC3与ECP的表达呈正相关(P<0.05)。结论:LC3和ECP在 AR患者中表达升高且

具有相关性,提示自噬在 AR的毒性作用中起了重要作用,可为 AR的精准化治疗提供理论依据。
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Abstract　Objective:Toinvestigatetheexpressionofmicrotubule-associatedprotein1lightchain3beta
(LC3)andeosinophilcationicproteininallergicrhinitis(AR)forfurtherunderstandingofthepathogenesisofAR.
Method:Twentycasesofnormalnasalmucosaand20casesofARnasalmucosawerecollected.Histologicalchan-
gesofnasalmucosawereexaminedbyhematoxylinandeosin(HE)staining.TheexpressionofLC3andECPwere
measuredbyimmunohistochemistry(IHC)and WesternBlot(WB).Result:Thetissuesamplesdemonstrateda
largenumberofeosinophilsandlymphocytesinfiltrationinAR.IHCrevealedthatLC3andECPexpressionwere
higherinARthaninnormalnasalmucosa(P<0.05).WBalsoshowedthattherelativeexpressionlevelsofpro-
teinexpressionofLC3andECPweregreaterinARthanincontrols.TheexpressionlevelofLC3waspositively
correlatedwiththatofECPproteininAR.Conclusion:LC3andECPwereupregulatedandpositivelycorrelatedin
AR,indicatingthatautophagyplaysanimportantroleinthetoxicityofallergicrhinitis,whichprovidestheoreti-
calbasisfortheprecisetreatmentofAR.
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　　变应性鼻炎(allergicrhinitis,AR)是IgE介导

的鼻黏膜慢性非感染性炎症性疾病,主要表现为鼻

痒、喷嚏、清涕、鼻塞,长期迁延可累及全身器官,严
重影响患者的生活质量。嗜酸粒细胞(eosinophil,
EOS)在鼻黏膜上皮和黏膜下浸润、聚集、活化,是
AR一个重要特征〔1〕。EOS阳离子蛋白(eosino-
philcationicprotein,ECP)作为 EOS活性和转归

标志,是活化的 EOS释放的毒性蛋白。自噬是真

核生物普遍存在的自稳机制,在胚胎发育、细胞自

我保护和生存等过程中发挥着关键作用〔2〕。微管

相关蛋白1轻链3(microtubule-associatedprotein
1lightchain3beta,LC3)作为参与自噬发生的关

键基因,其表达与自噬活性关系密切,是监测自噬

的特异性标志物。有研究表明自噬与支气管哮喘

密切相关〔3〕,但是在AR中LC3的表达情况及其与

ECP的关系笔者尚未见相关报道,本文探讨 LC3
在 AR中的作用以及其与ECP的关系。
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1　资料与方法

1.1　临床资料

选取2017-04-2018-04期间在我科行鼻内镜

手术患者的鼻黏膜进行实验。参照2015年天津

AR诊断和治疗指南,患者有鼻塞、鼻痒、打喷嚏、
流清涕症状,皮肤点刺试验阳性,诊断为 AR,反复

药物治疗效果不佳,行翼管神经切断术取下鼻甲黏

膜,以及术后病理报告结果选择合适病例。分别取

20例 AR患者的下鼻甲黏膜作为实验组,收集20
例对照组患者鼻黏膜,如垂体瘤、上颌窦囊肿、鼻骨

骨折、咽鼓管功能障碍患者的鼻黏膜。所有患者年

龄>18岁,无全身系统疾病、恶性肿瘤病史,无支

气管哮喘等呼吸道疾病,无抽烟史、鼻腔鼻窦良恶

性肿瘤、真菌性鼻窦炎及手术史,术前1个月无全

身或局部用药病史。
实验组20例,其中男13例,女7例;年龄21~

55岁,平均(35.23±3.54)岁;对照组20例,其中

男12例,女8例;年龄19~52岁,平均(41.2±
4.75)岁;对照组与实验组患者的一般资料有可比

性(年龄和性别比较差异无统计学意义)。本课题

设计实施前已通过南昌大学第一附属医院伦理委

员会的批准,并且所有入组的患者已知晓并签署项

目知情同意书。
1.2　方法

术中剪取下鼻甲部分黏膜,鼻黏膜取下后,用
滤纸立即迅速将表面血液吸掉,然后用组织剪将标

本分成2份,其中一份放于装有10%多聚甲醛的冻

存管,浸泡,4℃过夜,然后倒掉甲醛放于-80℃冰

箱永久保存,用于后期的苏木精-伊红染色以及免

疫组织化学检测;另一份组织放入空的冻存管中,
然后放入液氮罐,最后转移到-80℃冰箱长期保

存,用于蛋白质免疫印迹检测。
1.2.1　苏木精-伊红染色　所有标本经10%多聚

甲醛固定,常规组织脱水,进行石蜡包埋,然后切

片,最后行苏木精-伊红染色,苏木精染细胞核,伊
红染细胞质,脱水封片,在光学显微镜下,观察鼻黏

膜上皮及黏膜下炎症细胞的分布,图像采集分析。
1.2.2　免疫组织化学技术　室温下石蜡切片,自
然风干4h,采取二步法,常规进行切片脱蜡,水洗,
用配置的 PBS液洗涤3次,然后把切片放在装满

柠檬酸修复液的修复框中,再将切片转移至微波炉

中,中低火8min,进行抗原修复,切片放在室温冷

却,再将切片放置于摇床上,在装有 PBS(pH7.4)
的洗涤液中漂洗3次,每次5min;室温下切片放置

于3%的 H2O2 溶液中,用锡箔纸包好,遮光孵育

25min,再次将玻片放于pH 为7.4的PBS液中洗

涤3次,每次5min。将3%BSA 滴加在组化圈内

组织上,均匀滴好,常温下封闭30min。滴加一抗

(ECP 工 作 浓 度 为 1：8000,美 国 Abacam,

ab207429;LC3 工作浓度为 1：500,武 汉 三 鹰,
14600-1-AP),每片滴加30μl抗体,并置于4℃冰

箱过夜。然后加二抗:玻片放于 PBS液中在摇床

上晃动洗涤,每次5min,共3次。将切片甩干,在
组织圈内滴加二抗(HRP标记),并将组织覆盖,室
温孵育50min。采用 DAB显色2~20min,严格

控制显色时间,采用双蒸水终止反应,再用苏木精

复染,并采用盐酸乙醇进行分化,切片使用梯度乙

醇进行脱水,最后用中性树胶封片,采用光学显微

镜下观察切片,采集并分析图像。
结果评判准则:在光学显微镜下观察 ECP和

LC3的分布及阳性表达(主要为棕黄色、棕褐色),
邀请2名主治以上本院病理科医生采用双盲独立

观察法进行图像分析。在200倍的高倍视野下,每
张切片随机选取并观察5~10个视野,最后使用

ImageProPlus6.0软件对图像进行阳性率分析,
即测定阳性染色面积占整张图片面积的百分率。
1.2.3　对照组与实验组鼻黏膜中 LC3、ECP蛋白

表达的检测　采用蛋白质免疫印迹法,收集对照组

及实验组鼻黏膜,常规方法提取鼻黏膜组织中的总

蛋白,采用BCA法测蛋白浓度,SDS-PAGE试剂盒

(武汉谷歌生物科技有限公司)制备10%的分离

胶,5%的浓缩胶,上样量后进行电泳,电压120V,
电泳1h;然后切胶转膜,转移至PVDF膜,300mA
恒流转膜0.5h;5%的脱脂牛奶室温封闭1h后,
分别加入一抗,兔抗人 LC3(1：1000,武汉三鹰,
14600-1-AP)、ECP(1：1 000,美 国 Abacam,
ab207429)和 ACTIN(1：3000,武 汉 赛 维 尔,
GB12001),4℃条件下摇床孵育过夜,次日室温下

经 TBST 洗涤 3 次后,加入相对应的二抗 (1：
3000)室温孵育1h,再用 TBST 摇床洗涤3次。
每张膜上加入1ml超敏ECL化学发光试剂,分别

用移液枪移取 BeyoECLPlusA 液0.5ml,Beyo-
ECLPlusB液0.5ml放置于5ml的 EP管后混

匀,进行化学发光,此过程需避光,发光液充分接触

PVDF膜,蛋白面朝上,2min后去除发光残液,放
入暗匣中曝光。最后采用显影试剂进行显影,定影

试剂进行定影。根据不同的光强度调整曝光条件。
将胶片进行扫描存档,采用PhotoShop软件整理去

色,运用美国 MediaCyberneticsCompany设计的

图像分析软件GelProAnalyzer4.0对蛋白质条带

进行灰度值扫描,可以直接得到各条带的灰度值。
以 ACTIN蛋白为内参照对以上目的蛋白进行灰

度值分析,目的蛋白相对表达量=目的蛋白A 值/
内参照A 值。
1.3　统计学分析

实验数据采用SPSS22.0统计软件进行统计

学分析,计量资料用■x±s表示。各组观察指标的

比较采用单因素方差分析,LC3和 ECP的相关性
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采用Pearson进行相关分析。以P<0.05为差异

有统计学意义。
2　结果

2.1　苏木精-伊红染色结果

实验组患者的鼻腔黏膜上皮层增厚,组织中有

大量的EOS和淋巴细胞等炎性细胞浸润。对照组

鼻黏膜组织未见明显炎性细胞浸润(图1)。
2.2　免疫组织化学检测结果

2.2.1　ECP蛋白表达　在光学显微镜下观察,发
现ECP在实验组的鼻黏膜上皮染色多,主要是细

胞质内有大量棕黄色或者棕褐色颗粒;对照组呈淡

黄色或无色。对照组、实验组 ECP的阳性面积分

别为8.42±1.58、28.37±16.19,2组差异有统计

学意义(P<0.05)。见图2。
2.2.2　LC3蛋白表达　光学显微镜下观察,LC3
在实验组的鼻黏膜上皮或腺体中染色多,主要位于

细胞质内,细胞骨架中也有表达,呈棕黄色或者棕

褐色颗粒;对照组为淡黄色或无色。对照组、实验

组LC3的阳性面积分别为6.56±2.21、25.47±
4.86,2组差异有统计学意义(P<0.05)。见图3。

图1　黏膜苏木精-伊红染色(×200)　1a:对照组,示
假复层纤毛柱状上皮;1b:实验组,黏膜增厚,大量

EOS和 淋 巴 细 胞 浸 润;　 图 2　 黏 膜 ECP 染 色

(×200)　2a:对照组,细胞轻微着色;2b:实验组,黏
膜上皮层(箭头)及黏膜下层细胞的细胞质大量着

色;　图3　黏膜LC3染色(×200)　3a:对照组,上皮

轻微着色;3b:实验组,黏膜上皮层细胞(箭头)及黏膜

下细胞的胞质大量着色。

2.3　免疫印迹法结果

ECP蛋白在实验组的表达为1.53±0.33,对
照组为0.06±0.02,2组差异有统计学意义(P<
0.05)。LC3蛋白在实验组中表达为1.22±0.24,
对照组为 0.14±0.06,2 组差 异 有 统 计 学 意 义

(P<0.05)。见图4。

图4　蛋白质免疫印迹法检测鼻黏膜组织中 ECP
(Ribonuclease3)、LC3及ACTIN的表达

2.4　实验组中 LC3和 ECP 蛋白表达的相关性

分析

实验组中 LC3和 ECP蛋白的表达呈正相关

(r=0.612,P<0.05)。
3　讨论

本研究通过苏木精-伊红染色观察到 AR鼻黏

膜中上皮层稍增厚,大量EOS及淋巴细胞浸润,然
而对照组鼻黏膜中无明显改变,本实验进一步验证

了EOS在鼻黏膜上皮和黏膜下浸润、聚集、活化。
越来越多的研究表明EOS是慢性炎症尤其是变应

性炎症发生和维持的重要细胞类型〔4〕。活化的

EOS主要通过脱颗粒来发挥生物学功能,这些颗

粒主要包括 ECP、Ribonuclease3、主要碱性蛋白、
EOS过氧化酶和 EOS神经毒素等。目前大部分

研究采用血清、鼻腔分泌物或者鼻腔灌洗液来检测

ECP的表达,本实验采用鼻黏膜组织来观察 ECP
的表达。

朱歆杰等(2018)研究发现尘螨致敏的儿童持

续性 AR鼻塞症状严重程度与患儿发病时间的长

短及血清ECP水平呈正相关。Kampe等〔5〕研究发

现,AR及变应性哮喘患者经变应原激发后有着相

似的EOS脱颗粒模式。由于免疫组织化学技术的

局限性,本研究同时采用免疫组织化学技术和免疫

印迹法检测,发现 ECP在 AR 患者鼻黏膜组织中

的表达较对照组增高,差异有统计学意义,因此在

鼻黏膜组织水平中也证实了ECP在 AR的发病过

程中起了重要作用。
自噬是当前研究的一个热点,笔者目前未见
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AR中有与自噬相关的研究,本课题首次在 AR中

检测自噬标志物的表达。自噬是真核细胞中广泛

存在的基本生命现象,是细胞保持内环境稳定的一

项重要机制,它可以适应环境变化、防御病原微生

物侵袭。LC3是比较常见的一种检测自噬方法,特
异性高,目前已作为检测自噬活性的重要指标之

一〔6〕。LC3作为哺乳动物细胞中酵母自噬相关基

因8的同源物,主要定位于前自噬泡和自噬泡膜表

面,参 与 自 噬 体 的 形 成。AR 发 病 机 制 主 要 是

TH1/TH2介导的免疫失衡,原本占优势的 TH1
介导的免疫反应,转变为 TH2细胞途径介导的免

疫反应占主导地位。细胞自噬参与了 T细胞和B
细胞的整个发育过程,其主要作用是维持细胞存

活,影响细胞增殖〔7〕。
2001年 WHO 组织世界各国耳鼻咽喉科专家

讨论 AR对哮喘的影响(ARIA)时,提出“同一气道

同一疾病”的观点。鼻腔、鼻窦黏膜与呼吸道黏膜

不仅相互延续,而且存在多方面的相互作用和影

响。目前很多研究已经证明细胞自噬调控许多呼

吸道疾病(如支气管哮喘)的发病过程。
夏福灿等(2016)采用小鼠哮喘模型发现在哮

喘状态下,自噬主要调节B细胞的活性从而影响 T
细胞的活化以及细胞因子的分泌,也对B细胞抗体

的分泌有影响,还通过活化B细胞来促进细胞内自

噬特异性 ATG14-Beclin1-p150-PI3-Kinase复合体

的形成和活化,进而促进细胞自噬的起始和发展。
Jiang等〔8〕研究发现 TLR2通过调节小鼠 PI3K/
AKT信号通路相关自噬在过敏性气道炎症中发挥

关键作用。Cai等〔3〕研究发现严重特异性哮喘患者

与健康对照组对比,发生自噬的 T 淋巴细胞数量

增加,并且 T淋巴细胞中自噬体与膜蛋白 LC3-Ⅱ
的高表达水平相关。Ban等〔9〕发现哮喘患者痰液

和外周血中 LC3-Ⅱ高于正常对照组,并且在IL-5
刺激 的 HL-60 细 胞 中 加 入 3-MA 后 LC3-Ⅱ 和

ECP表达下降,说明自噬参与了哮喘的发病过程。
本实验同时采用免疫组织化学技术和免疫印迹法

检测,发现LC3在实验组中较对照组增高,更好说

明了在 AR中自噬活性高于对照组。
自噬可以通过 TLR、NLR信号通路相互作用

来调节炎症反应,也能影响巨噬细胞、嗜中性粒细

胞等炎症细胞的发育、平衡和存活,影响许多细胞

因子的转录、处理和分泌,同时也受细胞因子的调

节〔10〕。本实验虽然发现 LC3与 ECP的表达呈正

相关,但 LC3通过何种通路导致 AR中 ECP的过

度分泌,还需在将来的研究中做进一步的探讨。孔

维佳等〔11〕在圆桌论坛中也提到AR的精准防治。本

研究提示可能通过增强细胞自噬来抑制ECP的过

度表达,从而为AR的精准化治疗提供有利的依据。
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