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　　[摘要]　目的:探讨布地奈德对CD8+CD25+Foxp3+Treg细胞的影响,并评估其在嗜中性粒细胞性鼻息肉

(NP)中的作用。方法:招募8例嗜中性粒细胞性CRSwNP患者,并予以布地奈德鼻喷剂治疗3个月。分别从正

常鼻黏膜组织和 NP中获取样本,进行体外培养,分别从正常鼻黏膜组织和 NP中分离和提纯 CD8+CD25+

Foxp3+Treg细胞,也进行体外培养。随后检测该 Treg细胞培养液中转化生长因子-β(TGF-β)及其 mRNA 的含

量。将体外培养的CD8+CD25+Foxp3+Treg细胞加入 NP培养液中,并对该组织培养液中髓过氧化物酶(MPO)
和IFN-γ的浓度进行检测。结果:NP中 CD8+CD25+Foxp3+Treg细胞所占 CD8+T细胞的百分比较正常黏膜

组织有所降低,而布地奈德喷鼻治疗并未升高该 Treg细胞的百分比,TGF-β及其 mRNA在该细胞培养液中的浓

度高于正常黏膜组织来源的 Treg细胞,CD8+CD25+Foxp3+Treg细胞干预体外培养的 NP后,组织培养液中

MPO和IFN-γ的浓度较干预前降低。结论:CD8+CD25+Foxp3+Treg细胞可以调节嗜中性粒细胞性 NP中的炎

症反应,而布地奈德的治疗对该细胞的作用有限。
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Abstract　Objective:CD8+CD25+Foxp3+regulatoryT(Treg)cellsarereducedinchronicrhinosinusitiswith
nasalpolyps(CRSwNP).However,theroleofthesecellsinnasalpolyps(NP)hasnotbeenfullyinvestigated.
Theaimofthisstudywastoevaluatetheinfluenceofbudesonidetreatmentonthesecellsandtoassesstheirroles
inneutrophilicNP.Method:EightneutrophilicCRSwNPpatientswereenrolledandreceivedbudesonidenasal
spraytreatmentforthreemonths.NasalsampleswereobtainedfromnormalmucosaorNPandculturedinvitro.
CD8+CD25+Foxp3+TregcellswereisolatedandpurifiedfromnormalorNPtissuesandculturedinvitro.Then
transforminggrowthfactor-β(TGF-β)anditsmRNAwereexaminedinthosecellcultures.Afterthat,thosecells
wereadministeredintoNPcultures.Finally,theconcentrationsofmyeloperoxidase(MPO)andinterferon(IFN)-
γwereevaluatedinthosetissuecultures.Result:CD8+CD25+Foxp3+TregcellsweredecreasedinNPcompared
tonormaltissues.BudesonidetreatmentdidnotincreasethepercentageofthosecellsinNP.TGF-βanditsmR-
NAwereenhancedinCD8+CD25+Foxp3+TregcellculturesfromNPversusthosefromnormaltissues.Inaddi-
tion,levelsofMPOandIFN-γwerereducedafterCD8+CD25+Foxp3+ Tregcellsadministration.Conclusion:

ThesefindingsindicatedthatCD8+CD25+Foxp3+Tregcellsmayplayaroleintheregulationofneutrophilicin-
flammation,andbudesonidetreatmentmaynotinfluencetheseTregcells.
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　　慢性鼻窦炎(chronicrhinosinusitis,CRS)的病

理特点主要表现为黏膜内炎症细胞浸润、炎症因子

增多、上皮损伤和组织重建〔1〕。临床上常分为两

型:CRS不伴鼻息肉(chronicrhinosinusitiswith-
outnasalpolyps,CRSsNP)和 CRS 伴有鼻息肉

(chronicrhinosinusitiswithnasalpolyps,CRSw-

NP)〔2〕。越来越多的证据表明,西方国家的CRSw-
NP患者有65% ~90% 表现为嗜酸粒细胞性炎

症〔3〕,而东亚各国 则 以 嗜 中 性 粒 细 胞 性 炎 症 为

主〔4〕。
众所周知,T细胞在调节免疫方面有着重要作

用,而 CD4+CD25+Foxp3+ 调节性 T(regulatory
T,Treg)细胞在维持免疫耐受和免疫平衡方面更

是不可或缺〔5〕。最近有研究证实,CD8+ CD25+

Foxp3+Treg细胞也具有抑制免疫系统活动的功
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能,但其机制还有待进一步研究〔6〕。至于 CRSw-
NP的治疗,口服和局部用糖皮质激素仍是主要手

段。但该类药物对嗜酸粒细胞性 NP具有良好疗

效〔7〕,而对嗜中性粒细胞性 NP则疗效较差〔8〕,其
机制尚不十分清楚。本研究旨在探讨局部用糖皮

质激素布地奈德鼻喷剂对 CD8+ CD25+ Foxp3+

Treg细胞的影响,并评估上述细胞在嗜中性粒细

胞性 NP中的作用。
1　资料与方法

1.1　临床资料

本课题为尝试性研究,研究时间为2018-03-
2019-02,研究期限为3个月(90d)。正常鼻黏膜

(相对于 NP组织)来源于15例因鼻塞而行鼻中隔

矫正和下鼻甲成形手术患者的下鼻甲黏膜,其中男

8例,女7例;年龄28~58岁,中位年龄41岁。NP
组织来源于8例就诊于我院并行鼻内镜检查的

CRSwNP患者,其中男4例,女4例;年龄29~59
岁,中位年龄38.5岁。分别在治疗前就诊时和治

疗后复诊时获取。CRSwNP诊断标准依据 EPOS
2012(EuropeanPositionPaperonRhinosinusitis
andNasalPolyps2012)和中国CRS诊断和治疗指

南(2018)〔2,9〕。本研究中嗜中性粒细胞性 NP患者

均在入组前先行门诊活检,病理确诊后再进行下一

步研究。所有患者在入组前至少1个月均未服用

或局部用过任何药物;均接受包括屋尘螨和其他

12种常见的呼吸道过敏原在内的皮肤点刺试验以

评估其特应性状态。本研究阳性标准为皮肤表面

风团面积>7mm2(直径>3mm),患者的检测结

果均为阴性。排除哮喘的依据包括病史、体检和肺

功能测试,其他排除标准包括变应性真菌性鼻窦

炎、囊 性 纤 维 化、阿 司 匹 林 不 耐 受、免 疫 缺 陷、
Churg-Strauss综合征、凝血功能障碍及孕妇等。
本研究得到复旦大学附属华山医院伦理委员会的

批准,患者均签署知情同意书。
1.2　干预方法

采 用 布 地 奈 德 鼻 喷 剂 (32 μg/喷,浓 度

为1.28mg/mL),2 次/d,分别在早醒时 和 晚 睡

前,每次每侧鼻腔2喷,每日总剂量为256μg。
1.3　样品制备

获取的正常鼻黏膜和 NP组织用于组织学分

析、流式细胞仪检测及体外培养3个部分。
1.4　免疫荧光染色

部分标本用于免疫荧光染色,将制备好的组织

切片与嗜酸粒细胞阳离子蛋白(eosinophilcation
protein,ECP)或髄过氧化物酶(myeloperoxidase,
MPO)单克隆抗体在室温下孵育过夜,磷酸盐缓冲

液(phosphate-bufferedsaline,PBS)清 洗 3 次,
5min/次,然后与结合了别藻蓝蛋白(allophyco-
cyanin,APC)或异硫氰酸荧光素(fluoresceiniso-

thiocyante,FITC)的 二 抗 在 室 温 下 黑 暗 中 孵 育

1h,再将样品用含有0.2% TritonX-100的 PBS
(PBS-T)洗涤2次,接着以浓度为10mg/mL 的

4′,6-二脒基-2-苯基吲哚(4′,6-diamidino-2-pheny-
lindole,DAPI)在室温下进行细胞核染色5min,再
用PBS-T及PBS清洗,最后以防荧光淬灭剂封片,
用徕卡激光扫描共聚焦显微镜(TCSSP5)拍照,图片

分析用LCSLite相关软件。细胞计数根据每高倍视

野(×400)下细胞数目的平均值(3次观察和计数),
由两位对本项目完全不知情的研究者进行评估。
1.5　流式细胞仪检测

所获细胞悬液经过离心(200×g)10min处理

后,将细胞浓度调成5×105/mL,细胞膜染色用抗

CD8和CD25抗体,细胞内染色用Foxp3染色试剂

盒,严格按照说明书的步骤完成操作,对 CD8+

CD25+Foxp3+Treg细胞进行分离、提纯,其提纯

效率>95%,最后用流式细胞仪相关软件 FlowJo
对该 Treg细胞所占 CD8+ T 细胞百分比进行分

析,所得数据用BectonDickinsonCellQuest软件

进行分析。
1.6　细胞培养

CD8+CD25+Foxp3+Treg细胞分离、提纯后,
调成5×105 个/孔进行体外培养,培养液中加入

抗-CD3抗体和IL-2(1000IU/mL)。
1.7　器官培养

将正常鼻黏膜组织和 NP组织进行体外器官

培养〔10〕。将组织在无菌条件下分割成2~3mm3

的组织块,用含有5μg/mL两性霉素B和300μg/
ml青霉素 G的PBS清洗3次,以含有10%小牛血

清和20μg/mL的庆大霉素的98%DMEM(Dul-
becco'sminimumessentialmedium)再清洗,接着

加入CD8+CD25+Foxp3+Treg细胞(5×105 个)
(布地奈德治疗后),共孵育1h,然后将组织块放置

到1cm×1cm 的湿明胶海绵上,黏膜面或息肉面

朝上,另一面朝下,明胶海绵放到含有3mL培养

液的6孔板上,使黏膜或息肉高于液面,6孔板置

入温度为37℃和含有5% CO2 空气的潮湿孵育箱

中,并给予24h的连续转动(转速为15r/min),最
后收集组织上清液进行下一步试验。
1.8　ELISA试验

收集CD8+CD25+Foxp3+Treg细胞培养液上

清液,以转化生长因子-β(transforminggrowthfac-
tor-β,TGF-β)ELISA 试剂盒检测其中 TGF-β浓

度;将组织块再次分割,并用 RIPA裂解液分解,以
MPOELISA 试剂盒和IFN-γELISA 试剂盒检测

组织培养液中 MPO和IFN-γ的含量,上述试验操

作严格按照说明书的步骤进行。
1.9　实时定量反转录聚合酶链反应

收集CD8+CD25+Foxp3+Treg细胞培养液中细
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胞成分,采用实时定量反转录聚合酶链反应(reverse
transcription-polymerasechainreaction,RT-PCR)法

检测其中 TGF-βmRNA的含量。TGF-β的引物由

上海捷兰生物技术有限公司设计,上游引物:5′-
GGACATCAACGGGTTCACTA-3′,下 游 引 物:5′-
GCCATG AGAAGCAGGAAAG-3′,内参β-actin上

游引物:5′-CACTCTTCCAGCCTTCCTTC-3′,下游

引物:5′-GTACAGGTCTTTGCGGATGT-3′,方法是

按照实时定量RT-PCR试剂盒所规定的实验步骤进

行,实验所得数据用ΔCt法表示。
1.10　统计学分析

运用 GraphPadPrism6.0统计学软件分析研

究中所得数据,因为所得数据经检验呈非正态分

布,所以用非参数检验方法进行分析。如果组间

Kruskal-Wallis检验有统计学差异,则用 Mann-
Whitney检验对数据进一步分析,以P<0.05为差

异有统计学意义。
2　结果

2.1　病例资料分析

本研究中,嗜中性粒细胞性 CRSwNP患者中

男女例数相当,且均为非特应性体质,说明 NP组

织可能以Ⅰ型炎症反应为主。患者入组前1个月

内也未应用局部或口服激素、抗组胺药及抗菌药,
说明本研究受外界影响较小,误差相对较小。
2.2　不良反应

患者均对布地奈德鼻喷剂耐受较好,不良反应

主要包括鼻出血1例,鼻内干燥感2例,鼻内刺激

感3例,无严重不良反应发生。

2.3　组织中炎性细胞浸润情况

采用免疫荧光染色方法对正常鼻黏膜组织和

NP组织中的2种细胞进行分析,结果表明,所有正

常鼻黏膜组织标本中几乎未出现2种炎症细胞(图
1a~d),而所有 NP标本中的2种细胞都有,但嗜

酸粒细胞数均<10个/高倍视野,而嗜中性粒细胞

数均>10个/高倍视野(图1e~h),因此本研究中

NP组织均属于嗜中性粒细胞性 NP〔11〕。
2.4　CD8+CD25+Foxp3+Treg细胞所占 CD8+T
细胞百分比的变化

CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg 细 胞 可 以 调 节

Th1/Th2免疫平衡,并削弱 Th1细胞的活力〔5〕,但
对于CD8+CD25+Foxp3+Treg细胞功能的研究尚

鲜有报 道。本 研 究 中 笔 者 对 该 细 胞 在 组 织 的

CD8+T细胞中所占的百分比进行了检测,发现该

Treg细胞在正常鼻黏膜中的比例显著高于嗜中性

粒细胞性NP(图2a、b、d)(P<0.001),而布地奈德

的干预没有明显增加CD8+CD25+Foxp3+Treg细

胞的比例(图2b~d)。
2.5　TGF-β在 CD8+CD25+Foxp3+Treg细胞培

养液中的表达

为了探讨CD8+CD25+Foxp3+Treg细胞的特

点,笔者对该细胞培养液中 TGF-β及其 mRNA 的

浓度进行了检测,发现其含量在嗜中性粒细胞性

NP中较正常组织中显著升高(P<0.0001),但布

地奈德治疗后与治疗前相比,这些物质的浓度并未

发生有统计学意义的改变(图3a、b)。

1a~1d:正常鼻黏膜组织;1e~1h:鼻息肉组织;1b、c:未显示阳性染色细胞;1f、g:显示阳性染色细胞;红色荧光表示嗜酸

粒细胞染色,绿色荧光表示嗜中性粒细胞染色,蓝色荧光表示 DAPI染色(×400)。
图1　正常鼻黏膜和鼻息肉组织的免疫荧光染色

·307·蔺林,等.布地奈德对嗜中性粒细胞性鼻息肉中CD8+CD25+Foxp3+Treg细胞的作用第8期 　



2.6　炎症因子在 NP培养液中的表达

为了研究CD8+CD25+Foxp3+Treg细胞的功

能,笔者将布地奈德治疗后的该Treg细胞加入NP
培养 液 中,并 对 其 中 的 Ⅰ 型 炎 症 因 子 MPO

和IFN-γ的浓度进行了检测。发现 MPO和IFN-γ
在NP中的表达显著上调(图4a、b)(P<0.0001),
布地奈德鼻喷剂治疗后,MPO(P<0.05)和IFN-γ
(P<0.01)在 NP培养液中的浓度显著下降。

图2　治疗前和治疗后CD8+CD25+Foxp3+Treg细胞流式细胞仪检测　2a:正常鼻黏膜组织;2b:治疗前鼻息肉组织;

2c:治疗后鼻息肉组织;2d:CD8+CD25+Foxp3+Treg细胞所占百分比的比较;　图3　治疗前和治疗后培养液中TGF-β
浓度的比较　3a:TGF-β蛋白的比较;3b:TGF-βmRNA的比较;　图4　治疗前和治疗后培养液中 MPO和IFN-γ浓度

的比较　4a:MPO的比较;4b:IFN-γ的比较。

3　讨论

嗜酸 粒 细 胞 性 炎 症 主 要 存 在 于 西 方 国 家

CRSwNP患者〔12〕,而东亚的患者主要表现为嗜中

性粒细胞增多〔13〕。该病严重影响人类生活质量,
而且治疗比较棘手。据报道局部用糖皮质激素效

果较佳而且安全,但诸多研究显示,其疗效不甚满

意〔14〕。该药物适合于嗜酸粒细胞性 NP,而嗜中性

粒细胞性炎症据报道以低剂量大环内酯类抗菌药

治疗较佳〔15〕,其机制尚待研究。
笔者之前的研究显示,布地奈德不能减轻嗜中

性粒细胞性 CRSwNP中的炎症反应,不能改善患

者的临床症状,也不能减少 NP中 CD8+T细胞百

分比和Ⅰ型炎症因子的浓度,更不能上调 CD4+

CD25+Foxp3+ Treg 细 胞 的 比 例,且 未 对 CD8+

CD25+Foxp3+Treg细胞的功能进行相关探讨。
CD8+Treg细胞首次被发现是在1970年〔16〕,

但直到近些年才被鉴定出来,并发现该细胞具有抑

制免疫系统的功能〔17〕。一项关于前列腺癌的研究

发现,CD8+CD25+Foxp3+ Treg细胞可以通过细

胞直接接触的方式抑制初始 T细胞的增殖〔18〕。最

近的一项研究证实,该 Treg细胞在CRSwNP中减

少,这种细胞数目的减少可以改变局部炎症偏向,

并导 致 黏 膜 疾 病 的 失 控〔19〕。 但 CD8+ CD25+

Foxp3+Treg细胞在 CRSwNP发病机制中的作用

仍不明确。基于此,本课题组提出布地奈德对嗜中

性粒细胞性 NP疗效不佳的原因可能涉及该药对

CD8+CD25+Foxp3+Treg细胞的影响,而且笔者

也对该细胞的功能进行了初步的探讨。
本研究发现所有 NP组织中嗜酸粒细胞数均

<10个/高倍视野,而嗜中性粒细胞数均>10个/
高倍视野,而且后者呈现集中或散在的浸润,符合

嗜中性粒细胞性 CRSwNP的组织表现〔11〕。数据

显示,CD8+CD25+Foxp3+Treg细胞在 NP组织中

较正常黏膜组织中的百分比下降,这与其他学者的

研究结果类似〔19〕。而且研究还发现,布地奈德鼻

喷剂治疗前后该 Treg细胞的比例无限制改变,这
说明糖皮质激素类药物对嗜中性粒细胞 NP中的

CD8+Treg细胞没有明显作用。随后又分析了细

胞培养液中抑制性细胞因子 TGF-β及其 mRNA
的浓度,发现 NP来源的CD8+Treg细胞培养液中

TGF-β的产生和释放较正常黏膜组织来源的细胞

显著增加,由此说明,嗜中性粒细胞性炎症情况下

CD8+CD25+Foxp3+Treg细胞处于激活状态,而
正常黏膜组织中的CD8+CD25+Foxp3+Treg细胞
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则处于静息状态。值得强调的是,布地奈德的治疗

并未显著升高 TGF-β及其 mRNA 在 NP组织中

的表达量,即糖皮质激素类药物对上述抑制性细胞

的活动 不 会 产 生 显 著 影 响。为 了 进 一 步 分 析

CD8+CD25+Foxp3+Treg细胞的功能,笔者将其

加入到 NP培养液中,分析和探讨其对 NP 的影

响。由于治疗前和治疗后的 CD8+CD25+Foxp3+

Treg细胞表达 TGF-β及其 mRNA 的量比较差异

无统计学意义,因此我们仅将治疗后的 Treg细胞

对 NP组织进行了干预,并未加入组织培养液进行

对比研究。该细胞被干预后,检测了培养液中Ⅰ型

炎症因子 MPO 和IFN-γ的含量,发现其浓度在

NP中较在正常组织中高,NP来源的CD8+CD25+

Foxp3+Treg细胞干预后,上述炎症物质的含量显

著下降,结果表明该 Treg细胞的功能主要是抑制

NP中炎症细胞释放炎症因子,但其具体机制尚需

进一步探讨。
本研究的主要局限性在于样本数较少,研究期

限相对较短,我们将在今后的研究中给予纠正。虽

然布地奈德的治疗对CD8+CD25+Foxp3+Treg细

胞的作用有限,但其仍可以调节嗜中性粒细胞性

NP中的炎症反应。
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