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　　[摘要]　目的:探索中性粒细胞中嗜酸粒细胞阳离子蛋白(ECP)的表达情况及其对鼻部炎症程度客观评价

的影响。方法:分别收集鼻分泌物中中性粒细胞及嗜酸粒细胞,进行 ECP免疫组织化学染色,观察不同细胞中

ECP的染色情况。选取40例变应性鼻炎(AR)患者为 AR组,30例鼻分泌物以中性粒细胞表达为主、不伴有 AR
且不伴有鼻息肉的慢性鼻窦炎(CRSsNP)患者为CRSsNP组,24例正常人为对照组。收集3组对象的鼻分泌物,
检测其中ECP、髓过氧化物酶(MPO)的含量,嗜酸粒细胞和中性粒细胞的数量及百分率,并进行分析。结果:免
疫组织化学染色后可见嗜酸粒细胞和中性粒细胞中均有 ECP表达,嗜酸粒细胞中 ECP的表达强度显著高于中

性粒细胞。鼻分泌物炎症因子检测结果显示,AR组和CRSsNP组中ECP和 MPO的表达水平均高于正常组(均

P<0.0001),AR组ECP表达水平与CRSsNP组无差异,但 MPO表达水平显著低于CRSsNP组(P<0.0001)。
结论:中性粒细胞中有ECP表达,且可能对鼻部炎症客观评价造成影响。结合局部ECP及 MPO的表达情况,可
对局部炎症作出较为准确的判断。
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Abstract　Objective:TheaimofthisstudyistoexploretheexpressionofECPintheneutrophilsanditsim-
pactontheevaluationofnasalinflammation.Method:Neutrophilsandeosinophilsinnasalsecretionswerecollect-
edandstainedwithECPimmunohistochemistrytoobservethestainingofECPindifferentcells.Theconcentra-
tionofECPandMPOinnasalsecretionweredetectedof32patientswithallergicrhinitis(ARgroup),29patients
withchronicrhinosinusitiswithoutnasalpolypsandallergicrhinitis (CRSsNPgroup),and21healthypeople
(controlgroup).Thepercentageofneutrophilsandeosinophilswerecalculatedandanalyzedaswell.Result:ECP
couldbefoundinbotheosinophilsandneutrophilswithimmunohistochemicalstaining.TheexpressionofECPis
muchstrongerineosinophilsthanthatinneutrophils.TheECPandMPOconcentrationinthenasalsecretionsof
ARgroupandCRSsNPgroupweresignificantlyhigherthanthatincontrolgroup(P<0.0001),andtheECP
concentrationinARgroupandCRSsNPgrouphadnodifference.TheexpressionofECPintheARgroupwasnot
differentfromthatinCRSsNPgroup,buttheexpressionofMPO wassignificantlylowerthanthatinCRSsNP
group(P<0.0001).Conclusion:ECPisexpressedinneutrophils,andwhichislikelytohaveinfluenceontheob-
jectiveevaluationtonasalinflammation.CombiningwiththeexpressionofECPandMPO,wecanmakeamore
accuratejudgmentoflocalinflammation.
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　　变应性鼻炎(allergicrhinitis,AR)是耳鼻咽喉

头颈外科最常见的疾病之一,其人群发病率为

10%~25%。AR 的诊断主要依靠症状及变应原

皮肤点刺试验和(或)血清特异性IgE 检测。AR
患者局部炎症多以嗜酸粒细胞为主要特征表现〔1〕,
因此临床上对 AR局部炎症的评价常以鼻分泌物

中嗜酸粒细胞及相关炎性因子作为客观评价指标。
嗜酸粒细胞阳离子蛋白(eosinophilcationicpro-
tein,ECP)是一种具有较强炎性作用的碱性蛋白

质,目前多数学者认为 ECP是反映嗜酸粒细胞活

化的特征性炎性因子和标志物,常被用于反映 AR
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患者的炎症程度和症状评价。近年来,亦有研究认

为中性粒细胞中亦可有 ECP表达,但该观点存在

争议。有研究对下鼻甲标本进行免疫荧光检测,未
发现中性粒细胞中有 ECP表达〔2〕。有研究发现,
AR患者的中性粒细胞可以通过IgE依赖机制产

生ECP,其在含有[35S]蛋氨酸和[35S]半胱氨酸

的培养液中通过细胞培养方式,发现中性粒细胞可

诱导ECP的从头合成〔3〕。本研究首先通过免疫组

织化学方法,并对细胞进行破膜处理后,观察 ECP
在中性粒细胞及嗜酸粒细胞中的表达;同时选取

AR患者以及鼻分泌物以中性粒细胞为主不伴有

过敏因素及鼻息肉的慢性鼻窦炎患者(chronicsi-
nusitiswithnasalpolyps,CRSsNP),对其鼻分泌

物中ECP及髓过氧化物酶(MPO)的含量进行检

测,观察中性粒细胞中 ECP的表达情况及其对鼻

部炎症客观评价可能造成的影响。
1　资料与方法

1.1　鼻分泌物细胞学筛查

首先,对临床上拟诊断为 AR 和鼻窦炎的患

者,取其鼻腔分泌物进行细胞涂片,检测其中炎症

细胞的百分率。取样参照Chen等〔4〕的方法嘱患者

擤鼻涕,若患者无鼻分泌物,可将玻璃棒置于患者

下鼻道前端处轻轻转动以获取鼻分泌物,尽量避免

摩擦鼻黏膜表面。将患者鼻分泌物均匀轻薄地涂

抹在载玻片上,覆盖面积须超过2/3,若分泌物不

足以覆盖所需区域,可以重复取样。风干后进行

Wright-Giemsa染 色,在 光 学 显 微 镜 下 进 行 计

数〔1〕。观察400倍镜下的嗜酸粒细胞和中性粒细

胞占总炎性细胞的百分率,最后结果取5个视野的

平均值〔1-3〕。
1.2　ECP免疫组织化学检测

选择以上中鼻分泌物细胞学检查结果为嗜酸

粒细胞100%和中性粒细胞100%的患者各5例,
进行鼻分泌物细胞ECP免疫组织化学检测。
1.2.1　细胞甩片　分别收取以上患者鼻分泌物

100μl,加 入 4 倍 体 积 的 0.01% 二 硫 苏 糖 醇

(DTT),摇晃均匀后室温孵育0.5h,再加入4倍体

积的PBS终止反应。将混合液与防脱玻片置于甩

片机内以600r/min离心6min,玻片干燥后待查。
1.2.2　免疫组织化学染色　用免疫组织化学笔在

玻片上圈出待查细胞范围,加入多聚甲醛10min
固定细胞;流水冲洗干净后加入 TritonX 和牛血

清10min破膜并封闭非特异性染色;流水冲洗后

加入抗ECP一抗,置入湿盒内,4℃冰箱过夜。
第2天取出玻片流水冲洗后加入二抗,室温下

孵育1h;流水冲洗并行DAB显色,苏木精染核;冲
洗后依次浸入90%、100%乙醇5min梯度脱水,二
甲苯溶液透明10min,中性树胶封片。镜下观察

ECP在细胞中的染色情况。

1.3　检测AR患者与CRSsNP患者鼻分泌物中炎

性因子含量和炎症细胞百分率

1.3.1　AR 患者、CRSsNP患者和健康人纳入标

准及相关情况　门诊 AR患者40例,男22例,女
18例;年龄4~41岁,平均(19.9±10.8)岁。纳入

标准参照 AR诊断和治疗指南(2015年,天津):①
症状:打喷嚏、清水样涕、鼻痒和鼻塞等症状出现2
个或以上,每天症状持续或累计在1h以上,可伴

有眼痒、流泪和眼红等眼部症状;②体征:常见鼻黏

膜苍白、水肿,鼻腔水样分泌物;③变应原检测:至
少1种变应原皮肤点刺试验和(或)血清特异性

IgE阳性。
门诊不伴 AR且不伴鼻息肉的 CRSsNP患者

30例,男 17 例,女 13 例;年龄 3~28 岁,平 均

(9.2±7.3)岁。纳入标准参照慢性鼻窦炎诊断和

治疗指南(2012,昆明):①症状:鼻塞、黏性或黏脓

性鼻涕中必具其一,可伴有头面部胀痛、嗅觉减退

或丧失;②鼻内镜检查:中鼻道、嗅裂的黏性或黏脓

性分泌物,鼻黏膜充血、水肿,不伴有息肉;③部分

患者行影像学检查辅助诊断:鼻窦CT扫描显示窦

口鼻道复合体和(或)鼻窦黏膜炎性病变。为了减

少过敏因素干扰,本研究选取的鼻窦炎均行变应原

检查排除过敏因素。
正常对照组24例,男5例,女19例;年龄32~

60岁,平均(38.3±5.6)岁。纳入标准:既往无鼻

炎病史且近期未患有呼吸道疾病。
本研究通过华中科技大学伦理委员会批准。

1.3.2　鼻分泌物炎症因子检测　鼻分泌物收集方

法参照 Lu等〔5〕的方法并略作调整:将1.0cm×
1.5cm(儿童为0.4cm×0.6cm)无菌海绵轻放入

患者鼻腔1~5min,待患者感觉有分泌物之后取

出,将取出后的棉片放入2ml注射器,挤压注射

器,获取的鼻分泌物用1.5ml离心管收集并放入

-20℃冷冻待查。
检测鼻分泌物中的ECP和 MPO浓度:收集的

鼻分泌 物 以 1：4000 稀 释,将 稀 释 后 的 样 品

以100μl/孔注入已经包被好的 ECP/MPO 试剂

板,置于37℃温箱孵育30 min;加入二抗,孵育

30min;加入 HRP-SA 放大反应,孵育30min;加
入显色液,孵育15min后取出,加入 HCl终止。读

取样品A 值,换算成浓度,结果用μg/ml表示。
鼻分泌物细胞学检查:参照1.1中鼻分泌物细

胞学检查方法,检测所有入组人员鼻分泌物中嗜酸

粒细胞百分率和中性粒细胞百分率。
1.4　主要试剂和仪器

ECPELISAkit及免疫组织化学相关试剂(武
汉中敏泰克生物科技有限公司),MPOELISAkit
(Medixbiochemica),赛默飞ECP检测试剂(Ther-
moFisherScientificInc),莱卡光学显微镜及成像
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系统等。
1.5　统计学方法

各组炎症因子浓度、炎性细胞百分率用分位数

表示。采用非配对t检验比较不同组间炎症因子

浓度和炎性细胞百分率的差异,以P<0.05为差

异有统计学意义。对于 ECP的 ELISA 和赛默飞

检测试剂结果比较采用95%CI 的相关分析,以

P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　中性粒细胞和嗜酸粒细胞免疫组织化学染色

结果

图1中可见,嗜酸粒细胞瑞氏染色呈现典型的

双核及桔红色细胞质颗粒,嗜中性粒细胞瑞氏染色

则可见多核及淡蓝色细胞质。嗜酸粒细胞和中性

粒细胞经免疫组织化学染色后细胞质内均呈红棕

色,但嗜酸粒细胞中 ECP显色程度明显强于中性

粒细胞。
2.2　各组炎症因子浓度、炎性细胞百分率

各组炎症因子浓度、炎性细胞百分率见表1。
2.3　各组炎症因子和炎性细胞的比较

如图2a所示,AR组和CRSsNP组鼻分泌物中

ECP浓度与对照组相比显著升高(均P<0.0001),
且 AR 组与 CRSsNP组无明显差异(P>0.05);
AR组中ECP浓度中位数稍低于CRSsNP组,但2
组差异无统计学意义。AR组 MPO表达水平显著

低于CRSsNP组(P<0.0001)。
如图2b所示,AR 组鼻分泌物嗜酸粒细胞百

分率显著高于CRSsNP组和对照组(均P<0.000
1),CRSsNP组略高于对照组(P=0.006);CRSs-
NP组鼻分泌物中性粒细胞百分率显著高于 AR组

和对照组(均P<0.0001),AR 组稍高于对照组

(P=0.016)。

1a:嗜酸粒细胞瑞氏染色;1b:嗜酸粒细胞ECP免疫组织化学染色;1c:中性粒细胞瑞氏染色;1d:中性粒细胞 ECP免疫

组织化学染色。
图1　中性粒细胞和嗜酸粒细胞免疫组织化学染色(×400)

表1　各组炎症因子浓度和炎性细胞百分率 M(P25~P75)

炎症因子和炎性细胞 AR组 CRSsNP组 对照组

ECP/(μg·ml-1) 20.87(9.06~53.59) 35.13(9.87~76.39) 1.68(1.49~2.15)

MPO/(μg·ml-1) 2.78(2.27~4.14) 18.85(8.66~62.24) 1.28(1.15~1.48)

嗜酸粒细胞/% 90(5~95) 0(0~2) 0(0~0)

中性粒细胞/% 5(0~80) 100(98~100) 0(0~0)

2a:各组细胞因子浓度之间的比较;2b:各组炎性细胞占比情况的比较(1)P<0.05,2)P<0.01,3)P<0.0001)。
图2　各组炎症因子和炎性细胞的比较
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2.4　2种检测试剂检测ECP浓度的相关性分析

为了确保检测试剂的准确性,我们从3组中各

选取10份鼻分泌物样本,分别用ELISA 方法和赛

默飞免疫荧光检测方法测量其中ECP含量,并将2
种检测方法的结果进行相关性分析。如图3所示,
2种方法检测30例样本中 ECP的含量,相关性达

到0.9757(P<0.0001)。

图3　ECP的ELISA检测结果与赛默飞免疫荧光检

测结果的相关性

3　讨论

AR是一种以Ⅱ型变态反应为主的炎症疾病,
嗜酸粒细胞是其中重要的炎症细胞,ECP通常被认

为主要由嗜酸粒细胞分泌,并在 AR的局部炎症反

应中发挥重要作用。许多研究都对ECP在 AR中

的作用进行了观察,DiLorenzo等〔6〕的研究显示,
在花粉季节 AR 患者鼻腔灌洗液中 ECP增加,且
与症状评分相关。朱歆洁等研究认为 AR患儿的

鼻塞症状严重程度和发病时间的长短与血清 ECP
水平呈正相关,提示疾病严重度与慢性炎症状态有

关。程可佳等〔7〕的研究也显示,AR患者症状发作

期血清ECP明显升高,且和疾病严重程度有一定

相关性。
关于中性粒细胞中 ECP的表达情况,目前研

究存在一定争议。在前言中我们亦提到了相关的

研究情况〔2-3〕。本实验收集了中性粒细胞百分率为

100%的鼻分泌物进行 ECP免疫组织化学染色。
染色前我们进行了细胞破膜处理,以便于 ECP抗

体更易于透过细胞膜进入细胞内。结果发现,在中

性粒细胞内确实有ECP的表达。用同样的方法处

理嗜酸粒细胞百分率为100%的鼻分泌物,观察

ECP在嗜酸粒细胞内的表达,发现其表达强度显著

高于中性粒细胞。前述 Groger等〔2〕未能测得ECP
在中性粒细胞中的表达,可能与其细胞处理方式有

一定关系。
因为中性粒细胞内 ECP的表达较弱,所以其

是否有可能对鼻炎患者鼻分泌物中ECP浓度造成

影响尚不能确定。为此我们选择了不伴过敏因素

且不伴鼻息肉的30例单纯鼻窦炎患者(鼻分泌物

细胞学涂片结果平均值为97.90%中性粒细胞)、
40例 AR 患者(鼻分泌物细胞学涂片结果平均值

为52.25%嗜酸粒细胞)和24例健康对照者,检测

其鼻分泌物中 ECP浓度。通过对比观察发现,不
伴有 AR 的 CRSsNP组鼻分泌物中 ECP浓度与

AR组无显著差异,CRSsNP组ECP浓度中位数甚

至稍高于 AR组。为了验证结果的准确性,我们采

用了2种方法(ELISA 方法和赛默飞免疫荧光方

法)进行检测,结果发现检测结果一致性极高,相关

系数为0.9757。经反复验证,我们认为中性粒细

胞中ECP的表达确实可以影响鼻炎患者鼻分泌物

中ECP的浓度。对于不伴有 AR的CRSsNP患者

鼻分泌物中 ECP浓度高于 AR 患者的情况,可能

原因是,虽然 ECP在单个嗜酸粒细胞中的表达高

于中性粒细胞,但由于 CRSsNP组中性粒细胞的

数量远远多于 AR 组中嗜酸粒细胞的数量,因此

CRSsNP组鼻分泌物中ECP最终浓度可与 AR组

相当甚至更高。
临床上当 AR患者伴有细菌或病毒感染时,其

局部可能以中性粒细胞性炎症为主,而以嗜酸粒细

胞为主的过敏性炎症并不明显。但因为感染性炎

症导致大量中性粒细胞积聚,可能使 ECP表达显

著升高,此时若以 ECP作为过敏性炎症严重程度

的评价指标,则可能造成误判,并影响治疗方案的

选择。
在本研究中,我们同时对3组研究对象鼻分泌

物中 MPO 浓度进行了检测,MPO 是含血红素辅

基的血红素蛋白酶,也是中性粒细胞中储存最丰富

的促炎酶,能反映中性粒细胞的活化情况〔8〕。结果

发现 AR患者和对照组鼻分泌物中 MPO 含量极

低且无明显差异,而不伴有AR的CRSsNP患者鼻

分泌物中 MPO 含量极高。因此我们认为结合鼻

分泌物中ECP和 MPO,可对鼻炎患者鼻内炎症进

行准确判断,若ECP和 MPO 同时升高,则鼻部炎

症以中性粒细胞炎症为主;若ECP升高而 MPO不

高,则局部以嗜酸粒细胞炎症为主;若 ECP 和

MPO均不高,则鼻部炎症不重。
综上所述,本研究认为 ECP在中性粒细胞内

可有表达,并可影响鼻炎患者鼻分泌物中 ECP的

浓度。结合鼻分泌物中ECP和 MPO这2个指标,
可对鼻部炎症性质作出较为准确的客观判断。
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