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收入、文化程度等因素未纳入;未收集并发轻度认

知障碍等的资料及 ARHL患者助听器或人工耳蜗

的配置情况;未进行言语测听等反映言语理解能力

的检测。我们正在进行以认知障碍测试量表、听力

检测等方式评估听力障碍合并认知障碍等心理并

发症的研究,该研究将完善体检人群听力障碍及其

心理并发症的评估。
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　　[摘要]　目的:观察舌下免疫治疗对变应性鼻炎(AR)患者血清炎症因子IL-4、TNF-α及鼻黏膜自噬相关蛋

白LC3水平的影响。方法:将40例 AR患者随机分为舌下含服免疫治疗(SLIT)组(n=20)和对照组(n=20),

SLIT组采用标准化尘螨疫苗SLIT联合常规药物进行为期2年的干预,对照组采用安慰剂及常规药物治疗。收

集2组患者治疗前后的血液标本和下鼻甲黏膜;分析2组患者治疗前后的临床症状、体征和用药评分;ELISA检

测治疗前后血清IL-4、TNF-α表达水平;Westernblot检测治疗前后自噬相关蛋白 LC3的表达情况。结果:SLIT
组与对照组治疗前体征、症状、用药评分、年龄、性别、血清IL-4和 TNF-α以及 LC3表达情况差异无统计学意义

(P>0.05)。治疗2年后,SLIT组患者体征、症状评分均较对照组显著改善;血清IL-4、TNF-α表达水平较对照

组显著下降;自噬相关蛋白LC3表达情况显著低于对照组,均差异有统计学意义(P<0.05)。结论:相比单纯药

物治疗,SLIT联合常规药物治疗对 AR患者的症状改善更加明显,SLIT在一定程度上能减轻 AR患者的炎症水

平以及自噬相关蛋白的表达。
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Abstract　Objective:Toobservetheeffectofsublingualimmunotherapyontheexpressionofseruminflam-
matoryfactorsIL-4andTNF-αaswellasautophagy-associatedproteinLC3innasalmucosainpatientswithaller-
gicrhinitis(AR).Method:FortypatientswithARwererandomlydividedintoSLITgroup(n=20)andcontrol
group(n=20),theSLITgroupreceiveda2-yearinterventionwithastandardizeddustmitevaccineSLITincom-
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binationwithconventionaldrugs,thecontrolgroupreceivedplaceboandconventionaldrugtreatment.Bloodsam-
plesandinferiorturbinatemucosawerecollectedofbothgroupsbeforeandafterthetreatment;theclinicalsymp-
toms,signsandmedicationscoresofthetwogroupsbeforeandaftertreatmentwereanalyzed;theexpressionsof
serumIL-4andTNF-αweredetectedbyELISAbeforeandaftertreatment;theexpressionofautophagy-related
proteinLC3wasdetectedby Westernblot.Result:Therewerenosignificantdifferencesinthepre-treatment
signs,symptoms,medicationscores,age,gender,serumIL-4,TNF-α,andLC3expressionbetweentheSLIT
groupandthecontrolgroup(P>0.05).Aftera2-yeartreatment,thesymptomscorestheofSLITgroupwere
significantlyimprovedcomparedwiththecontrolgroup;serumlevelsofIL-4andTNF-αweresignificantlyde-
creasedintheSLITgroup;theexpressionofautophagy-relatedproteinLC3intheSLITgroupwassignificantly
lowerthanthatinthecontrolgroup,andthedifferencewasstatisticallysignificant(P<0.05).Conclusion:SLIT
combinedwithconventionaldrugtherapyismoreeffectiveinimprovingthesymptomsofARpatientsthanconven-
tionaldrugtherapy.SLITcanreducetheinflammationlevelandexpressionofautophagy-relatedproteinsinAR
patientstoacertainextent.

Keywords　rhinitis,allergic;sublingualimmunotherapy;inflammatoryfactors;autophagy

　　变应性鼻炎(allergicrhinitis,AR)是以IgE介

导为主的鼻黏膜非感染性慢性炎性疾病,呈逐年上

升趋势。规范化药物治疗和变应原特异性免疫治

疗(specificimmunotherapy,SIT)是目前 AR的主

要治疗手段,其中SIT被认为是唯一一种可以改变

疾病自然进程,并且在疗程结束后仍能维持疗效的

治疗方法〔1〕。SIT 主要有传统的皮下注射免疫治

疗(subcutaneousimmunotherapy,SCIT)和舌下含

服免疫治疗(sublingualimmunotherapy,SLIT),
SLIT有较高的安全性、易被接受、无痛苦,被认为

是一种可取代传统SCIT 的新脱敏疗法〔1〕。SLIT
的作用机制尚未完全阐明,有研究显示SLIT治疗

与SCIT一样能够调节 AR患者体内 Th1/Th2平

衡,治疗后 Th1反应增强,Th2反应减弱,IL-10的

产生显著增加〔1〕。目前国际上的共识是 SLIT 可

能通过启动 T 细胞应答,诱导 Th1/Th2免疫偏

移;抑制 Th2细胞因子及其炎症效应细胞,改变血

液中阻断抗体IgG 的作用水平,抑制特异性 T 细

胞反应。另外有研究表明,AR患者体内自噬相关

蛋白表达水平上升,提示自噬与 AR具有潜在相关

性。本研究旨在探讨 SLIT 治疗对 AR 患者体内

炎症因子和微管相关蛋白1轻链3(microtubule-
associatedprotein1lightchain3,LC3)水 平 的

影响。
1　资料与方法

1.1　临床资料

选取2016-01-2017-01我科门诊收治的经皮

肤点刺试验(SPT)确诊为粉尘螨过敏的 AR患者。
入组前对所有患者进行筛选,所有患者年龄>18
岁,无全身系统疾病、恶性肿瘤病史、鼻腔鼻窦良性

肿瘤、真菌性鼻窦炎及手术史,无支气管哮喘等呼

吸系统疾病,无抽烟史,术前1个月无全身或局部

用药史。所有患者在行SPT前已进行评估,AR的

诊断标准参照 AR 诊断和治疗指南(2015年,天
津),同时结合患者病史、临床症状和体征以及SPT

结果。本研究共纳入40例患者,随机分为对照组

和SLIT组。对照组20例,男9例,女11例;年龄

(45.88±5.3)岁;SLIT组20例,男9例,女11例;
年龄(46.23±4.7)岁。2组患者年龄、性别差异无

统计学意义。对照组采用常规药物治疗,SLIT 组

采用粉尘螨滴剂进行舌下特异性免疫治疗,共观察

2年。
入组标准:①符合 AR诊断及疗效评定标准;

②采取 ARIA推荐的分级方式,分为中重度持续性

鼻炎,且病程至少为1年;③SPT示粉尘螨变应原

阳性(++/+++/++++);④患者在治疗前生

命体征没有显著异常。排除标准:①患者或家属无

法理解和接受治疗的风险性和局限性;②有严重心

理障碍;③患有严重心血管疾病;④有哮喘,合并其

他免疫性疾病,有胃、肝、脾、肾等慢性病史或其他

严重疾病史;⑤怀孕以及哺乳期妇女或1年内计划

怀孕的妇女;⑥正在使用β受体阻断剂者。
所有患者均签署知情同意书,本研究经我院伦

理委员会审批。
1.2　评估和治疗方法

SLIT组:采用舌下粉尘螨滴剂。治疗过程主

要分为剂量递增期和维持期2个阶段。治疗的第

1~3周为递增期,分别使用舌下粉尘螨滴剂1、2、3
号进行递增期治疗,每周剂量依次为1、2、3、4、6、
8、10滴。<14岁者第4周使用4号(3滴/次)进行

维持期治疗,持续到疗程结束;≥14岁者,第4、5
周用4号(3滴/次),第6周用5号(2滴/次)进行

维持期治疗,持续到疗程结束。每天的用药时间需

固定,将药滴于舌下后含1~3min吞服。治疗期

间如果出现局部或全身不良反应,需要按说明书调

整剂量;若出现症状加重的情况,可以配合抗组胺

药物或(和)鼻喷糖皮质激素一次使用。
症状评分标准见表1。体征评分标准:正常为

0分;鼻甲轻度肿胀,鼻中隔、中鼻甲尚可见,为1
分;下鼻甲与鼻中隔(或鼻底)紧靠,下鼻甲与鼻底
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(或鼻中隔)之间尚有小缝隙,为2分;下鼻甲与鼻

底、鼻中隔紧靠,见不到中鼻甲,或中鼻甲黏膜息肉

样变、息肉形成,为3分。用药评分标准:抗组胺

药、抗白三烯药、支气管扩张药各计1分;局部使用

糖皮质激素(鼻用或吸入),计2分;口服糖皮质激

素,计3分;累计总分即为用药积分。
对照组:采用与SLIT疫苗外包装和性状相同

的安慰剂(主要成分为含50%甘油的生理盐水),
以相同的给药方式进行处理。

表1　症状评分标准

分级计分/分 喷嚏/个a) 流涕/次b) 鼻塞 鼻痒

0 <3 0 无症状 无症状

1 3~5 ≤4 有意识吸气时感觉鼻塞 间断鼻痒

2 6~10 5~9 间歇或交互性 蚁行感,可忍受

3 ≥11 ≥10 几乎全天用口呼吸 蚁行感,难忍

　　a)一次连续喷嚏个数;b)每日擤鼻次数。

1.3　电子鼻咽镜获取下鼻甲黏膜组织

患者取坐位或半卧位,采用1%麻黄素收缩鼻

甲及黏膜,用配置好的浓度为1%的丁卡因浸润棉

球后对黏膜表面麻醉5min左右。5min后用纤维

鼻咽镜经前鼻孔进入鼻咽部,调节镜头方向,吸净

分泌物,用组织钳钳取下鼻甲黏膜组织。
1.4　ELISA检测2组患者治疗前后血清炎症因

子IL-4、TNF-α的表达情况

采用ELISA检测受试者治疗前后血清IL-4、
TNF-α的 表 达 水 平。采 用 人 IL-4 ELISA Kit
(kt98093,默 沙 克 )、人 TNF-α ELISA KIT
(kt98069,默沙克)试剂盒进行检测,严格按照说明

书的要求进行操作。
1.5　Westernblot检测2组患者治疗前后下鼻甲

黏膜自噬相关蛋白LC3的表达情况

采用 Westernblot,收集2组患者治疗前后鼻

黏膜,提取鼻黏膜组织中的总蛋白,采用BCA法检

测蛋白浓度,SDS-PAGE(武汉谷歌生物科技有限

公司)试剂盒制备浓度为10%的分离胶、5%的浓

缩胶,上样后采用120V 电压进行电泳。随后采用

PVDF膜进行转膜,300mA恒流转膜60min后用

浓度为5%的脱脂奶粉室温下封闭1h,分别加入

一抗,LC3B(1：1000,Abcam 公司,ab51520),
GAPDH(1：10000,碧云天公司,AF0006),摇床

上4℃孵育过夜,第2天加入二抗室温孵育1h后,
采用化学发光法曝光。采用ImageJ对条带进行

分析,以 GAPDH 作为内参。

1.6　统计学方法

采用SPSS20.0软件对数据进行统计分析,组
间比较采用两独立样本的t检验;评估2组患者治

疗前后的症状、体征和用药,并对相关评分进行对

比。计量资料以中位数[25分位数;75分位数]表
示。以P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　治疗前后2组患者临床症状、体征和用药评

分比较

2组患者治疗前的鼻部症状、体征及用药评分

差异均无统计学意义(P>0.05);治疗2年后,
SLIT组患者鼻部症状和体征评分较对照组低,差
异均有统计学意义(P<0.05);2组患者治疗后用

药评分差异无统计学意义(P>0.05)。见表2。
2.2　治疗前后2组患者血清炎症因子表达情况

2组患者治疗前血清炎症因子IL-4和 TNF-α
表达水平差异无统计学意义(P>0.05);治疗2年

后,2组患者IL-4和 TNF-α表达水平均有所下降,
SLIT组患者IL-4和 TNF-α表达水平较对照组更

低,差异均有统计学意义(P<0.05)。见图1。
2.3　治疗前后2组患者下鼻甲黏膜自噬相关蛋白

LC3表达情况

治疗前,2组患者下鼻甲黏膜自噬相关蛋白

LC3表达水平没有差异(P>0.05);治疗2年后,
SLIT组患者下鼻甲黏膜自噬相关蛋白 LC3表达

水平较对照组显著下降,差异有统计学意义(P<
0.05)。见图2。

表2　2组患者治疗前后临床症状、体征和用药评分比较　中位数[25分位数~75分位数]

组别 例数
症状评分

治疗前 治疗后

体征评分

治疗前 治疗后

用药评分

治疗前 治疗后

对照组 20 8.0(7.0~10.0)3.0(1.0~5.0) 2.0(2.0~3.0) 1.0(1.0~3.0) 0.0(0.0~0.0) 0.0(0.0~0.0)

SLIT组 20 9.0(8.0~10.0)1.0(1.0~2.0) 2.0(2.0~4.0) 0.0(0.0~0.0) 0.0(0.0~0.0) 0.0(0.0~0.0)

P >0.05 <0.05 >0.05 <0.05 >0.05 >0.05
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图1　2组患者治疗前后血清炎症因子IL-4(1a)和TNF-α(1b)表达水平　与对照组比较,1)P<0.05;　图2　2组患者

治疗前后下鼻甲黏膜自噬相关蛋白LC3Ⅱ表达情况　2a:Westernblot检测自噬相关蛋白 LC3Ⅱ表达情况;2b:灰度值

统计;与对照组比较,1)P<0.05。

3　讨论

AR是一种严重的环境变应原激发的系统性

过敏疾病。变应性个体首次接触变应原后,体内产

生的IgE可介导递质(主要是组胺)的释放,随即机

体内免疫活性细胞以及细胞因子参与鼻黏膜非感

染性炎症反应。AR 的主要临床表现为鼻痒、鼻
塞、清水样鼻涕和打喷嚏,随着病程的进展可进一

步伴随鼻窦炎、鼻息肉、中耳炎、鼾症以及支气管哮

喘等的发生〔2〕。随着环境污染的加剧,AR的发病

率逐年上升。由于 AR的发病机制仍未完全明确,
尽管临床上对于该病的防治手段已经有了显著进

展,但仍缺乏经济、方便、高效的防治措施。
自噬是存在于正常细胞中的一种参与细胞稳

态和代谢的正常生理过程,主要是指溶酶体对微生

物(病毒、细菌、真菌和原生生物/原生动物)、受损

的微器官以及不能被蛋白酶水解的受损蛋白降解

的过程〔3〕。环境因素的刺激(即屋尘螨、动物皮屑、
树木花粉或真菌孢子)可以激活树突状细胞和气道

上皮细胞从而激活 Th2细胞介导的免疫反应〔4〕。
在此过程中,辅助效应细胞(肥大细胞、嗜碱粒细胞

和中性粒细胞等)被激活〔5〕并募集到气道或鼻黏膜

中。这些募集的免疫细胞能释放递质和细胞因子

使得IGES生成增加,嗜酸粒细胞的黏附作用增

加〔6〕,导致黏液生成、黏膜纤维化〔7〕,随后杯状细胞

增生,血 管 舒 张,气 道 高 反 应 性 增 加 引 起 组 织

损伤〔8〕。
既往研究表明,细胞自噬与免疫系统及炎性反

应显著相关,自噬可能主要通过内源性抗原递呈在

免疫性疾病中发挥作用,而最近的研究提示,免疫

细胞的分化、成熟过程中自噬也可能发挥作用〔9〕。
免疫细胞失衡是 AR 发生过程中的重要因素〔10〕,
因此自噬可能通过调节各种免疫炎性细胞和气道

构成细胞参与 AR的发生、发展。LC3是自噬发生

过程中重要的蛋白之一,主要在细胞自噬体捕获受

损细胞器和生物大分子的过程中发挥重要作用。
自噬的 过 程 中,LC3Ⅰ 与 磷 脂 酰 乙 醇 胺 结 合 成

LC3Ⅱ,形成完整的自噬体。体内LC3Ⅱ的含量与

自噬的活性密切相关,可以作为衡量自噬程度的标

志分子。目前通过 Westernblot方法检测 LC3Ⅱ
表达量来评估自噬程度的高低已成为公认的金标

准〔11〕。因此在本研究中,我们收集所有受试者的

下鼻甲黏膜组织,通过 Westernblot方法检测其

LC3Ⅱ表达量用以评估自噬的情况。研究结果表

明,SLIT治疗后患者体内自噬活性减弱。目前,国
内外关于自噬在 AR患者体内表达情况的研究相

对匮乏。自噬可能通过影响抗原提呈 T细胞分化

以及上皮细胞损伤等参与 AR的发病〔12〕。自噬分

子在难治性哮喘患者上皮细胞内表达上调〔13〕,IL-
1β能促进原代支气管上皮细胞以及人气道上皮细

胞系 A549 中自噬分子 LC3Ⅱ 的表达。余杰情

等〔14〕探讨了 AR患者下鼻甲黏膜组织自噬相关基

因LC3与嗜酸粒细胞阳离子蛋白(ECP)的表达情

况,研究结果发现,LC3和ECP在 AR患者中表达

上调,且具有一定的相关性,提示在 AR的发病过

程中,自噬发挥了一定的作用。本研究发现SLIT
免疫治疗后,SLIT组患者下鼻甲黏膜组织中 LC3
的表达下降,提示SLIT免疫治疗可能通过影响自

噬发挥作用,但具体的作用机制需要进一步的基础

研究证实。
炎性细胞因子在过敏性炎症和过敏性疾病的

病理生理过程中发挥重要作用。细胞炎症因子IL-
4、IL-13、TNF-α以及IFN-β与上皮细胞屏障功能

障碍相关〔15〕,在 AR的发生、发展过程中发挥重要

作用,但其具体的作用机制仍未完全阐明。目前已

知能促进其他细胞产生前列腺素等炎症递质的炎

性细胞因子有IL-1β和 TNF-α等〔16〕。IL-1β可增
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强肥大细胞诱导的细胞因子和过敏反应中的组胺

释放〔17〕,TNF-α主要由过敏反应中的巨噬细胞和

肥大细胞产生,IL-1β和 TNF-α的协同刺激作用促

进肥大细胞产生 Th2细胞因子和趋化因子。AR
的发病过程涉及许多炎症细胞,特别是嗜酸粒细胞

和肥大细胞〔18〕。肥大细胞广泛分散在黏膜表面和

结缔组织中,并且能渗入慢性特应性或过敏性疾病

相关的炎症部位〔19〕。此外,肥大细胞还能释放几

种细胞因子并调节嗜酸粒细胞的功能〔20〕。在过敏

性炎症中,许多嗜酸粒细胞在炎症区附近的组织和

血液中显著升高〔21〕。本研究探讨了SLIT 治疗前

后患者血清IL-4和 TNF-α的表达水平,结果表

明,SLIT治疗可以显著改善患者血清炎症因子的

表达,这与既往研究结果基本一致。提示炎症与

AR的发生密切相关,SLIT 能改善 AR 患者的症

状和体征,可能是通过抑制炎症的表达发挥作用。
综上所述,在本研究中我们探讨了 SLIT 对

AR患者炎症因子和自噬相关蛋白LC3的影响,结
果提示SLIT 对自噬和炎症因子的表达都有显著

作用,炎症因子与 AR的关系已有大量研究证实,
但是自噬和 AR之间的关系目前研究较少,自噬可

以作为 AR治疗的潜在靶点。因此,在今后的研究

中,需要着重探讨 AR与自噬之间的关系及其发病

机制。
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