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　　[摘要]　目的:本研究旨在探索慢性鼻窦炎(CRS)患者前列环素受体(IP)的表达及其与2型炎症之间可能

存在的关联。方法:采用苏木精-伊红染色对鼻黏膜组织形态改变进行观察,qRT-PCR用于检测息肉与鼻黏膜组

织IP表达,免疫组织化学染色用于检测息肉与鼻黏膜组织IP、IL-4、IL-5和IL-13表达情况。以取自鼻中隔偏

曲、垂体瘤、脑脊液鼻漏且无CRS患者的中鼻甲黏膜为对照组。结果:与对照组比较,各型 CRS患者鼻黏膜组织

明显增厚,并伴随着炎症细胞浸润及腺体增生。免疫组织化学染色的统计结果显示,ECRS组和non-ECRS组的

IL-4、IL-5和IL-13表达水平均明显高于对照组(P<0.05),对照组IP表达量均显著高于 ECRS组和non-ECRS
组(P<0.05),ECRS组中IP表达量与IL-4、IL-5和IL-13呈负相关。qRT-PCR结果显示,对照组IPmRNA 表

达量均明显高于ECRS组和non-ECRS组(P<0.05)。结论:IL-4、IL-5和IL-13在CRS患者鼻黏膜中高表达,IP
在CRS患者鼻黏膜中呈低表达,且IP与IL-4、IL-5和IL-13具有负相关性,提示IP与2型炎症的发生发展有关,
可能是CRS患者潜在的治疗靶点。
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Abstract　Objective:Thepurposeofthisstudyistoexploretheexpressionofprostacyclinreceptor(IP)inpa-
tientswithchronicrhinosinusitis(CRS)anditspossibleassociationwithtype2inflammation.Methods:HEstai-
ningwasusedtoobservethemorphologicalchangesofnasalmucosa,qRT-PCRwasusedtodetecttheexpression
ofIPinpolypsandnasalmucosa,andIHCwasusedtodetecttheexpressionofIP,IL-4,IL-5andIL-13inpolyps
andnasalmucosa.Results:Comparedwiththecontrolgroup,thenasalmucosaofpatientswithvarioustypesof
CRSwasobviouslythickened,accompaniedbyinflammatorycellinfiltrationandglandhyperplasia.Thestatistical
resultsofIHCshowedthattheexpressionlevelsofIL-4,IL-5andIL-13inCRSgroupweresignificantlyhigher
thanthoseincontrolgroup(P<0.05),andtheIPexpressionincontrolgroupwassignificantlyhigherthanthatin
ECRSgroupandnon-ECRSgroup(P<0.05).TheIPexpressioninECRSgroupwasnegativelycorrelatedwith
IL-4,IL-5andIL-13.TheresultsofqRT-PCRshowedthattheexpressionofIPmRNAincontrolgroupwassig-
nificantlyhigherthanthatinECRSgroupandnon-ECRSgroup(P<0.05).Conclusion:IL-4,IL-5andIL-13are
highlyexpressedinthenasalmucosaofCRSpatients,whileIPispoorlyexpressedinthenasalmucosaofCRSpa-
tients,andIPisnegativelycorrelatedwithIL-4,IL-5andIL-13,suggestingthatIPisrelatedtotheoccurrence
anddevelopmentoftype2inflammationandmaybeapotentialtherapeutictargetforCRSpatients.
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　　慢性鼻窦炎(chronicrhinosinusitis,CRS)是一

种发病时间超过3个月的常见上呼吸道慢性炎性

疾病[1],患者常伴有鼻塞、嗅觉减退、黏液性脓涕及

头面部闷胀痛等症状,严重影响其日常生活和工

作[2]。根据是否存在鼻息肉将 CRS分为 CRS伴

鼻息肉(CRSwithpolyps,CRSwNP)和 CRS不伴

鼻息 肉 (CRS withoutnasalpolyps,CRSsNP)。
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EPOS2020中根据组织嗜酸粒细胞水平将CRS分

为嗜酸粒细胞性CRS(eosinophiliaCRS,ECRS)和
非嗜酸粒细胞性 CRS(non-eosinophiliaCRS,non-
ECRS),分别是2型辅助性T型炎症和非2型辅助

性T型炎症的免疫反应[3]。CRS的发病机制较为

复杂,其中炎性介质在 CRS疾病发展过程中起着

重要作用。辅助型 T细胞2(Thelper2cell,Th2)
和Ⅱ型固有淋巴细胞(type2innatelymphoidcell,
ILC2)产生2型细胞因子,包括IL-4、IL-5和IL-13
以及其他炎症介质从而驱动 2 型炎症的发生、
发展[4]。

前列腺素I2(prostaglandinI2,PGI2)又称为前

列环素(prostacyclin)是一种由前列腺素合成酶催

化生成的免疫调节剂,通过与其受体IP结合发挥

生物学效应[5]。研究表明,IP缺失致使气道嗜酸

粒细胞增多、Th2细胞因子产生和血清IgE水平升

高,PGI2 可以调节过敏原诱导的气道重塑以及气

道嗜酸粒细胞炎症、Th2细胞因子和IgE产生,并
且PGI2 激动剂可能是治疗过敏性哮喘气道重塑的

有效药物[6-7]。根据“同一气道、同一疾病”学说,推
测IP在CRS中表达异常,并且可能与2型炎症发

展有关,本研究旨在探索CRS患者IP的表达及其

与2型炎症之间可能存在的关联,探索更多生物治

疗方式,以期为CRS的治疗提供新思路。
1　材料与方法

1.1　材料

收集2023年7月—2023年11月在我院行鼻

内镜手术的50例患者的组织标本,其中30例为

CRSwNP患者鼻息肉组织,10例为 CRSsNP患者

中鼻甲黏膜组织,另10例取自鼻中隔偏曲、垂体

瘤、脑脊液鼻漏且无 CRS患者的中鼻甲黏膜为对

照组,其中男7例,女3例,年龄23~60岁,平均

(44.8±12.77)岁。随机选取病理切片中5个不连

续高倍镜(×400)视野计数嗜酸粒细胞,取均值,依
据EPOS2020[3]嗜酸粒细胞≥10个者纳入 ECRS
组(25例),其中男17例,女8例,年龄24~65岁,
平均(46.8±15.8)岁;嗜酸粒细胞计数<10个者

纳入non-ECRS组(15例),其中男9例,女6例,年
龄23~65岁,平均(45.5±14.0)岁。术中取下的

组织样本被分为2份,一份存放于-80℃的条件下

进行qRT-PCR检测,另一份立即使用10%甲醛固

定,用于苏木精-伊红(HE)染色和免疫组织化学染

色。所有被诊断为 CRS的患者,均根据其临床病

史、鼻内镜检查以及鼻窦 CT 结果进行诊断,并符

合EPOS2020和中国慢性鼻窦炎诊断和治疗指南

(2018)的标准。该研究已通过我院伦理委员会批

准,并获得所有患者的知情同意。

1.2　排除标准

①有支气管哮喘、慢性阻塞性肺疾病、阿司匹

林三联征、囊性纤维化等疾病史;②术前2周内使

用过抗生素、抗组胺、皮质类固醇或其他免疫调节

药物;③术前4周内有急性上呼吸道感染。
1.3　方法

1.3.1　试剂与仪器　兔抗人-PTGIR多克隆抗体

(武汉爱博泰克生物科技有限公司)、兔抗人-IL-4
多克隆抗体、兔抗人-IL-5多克隆抗体、兔抗人-IL-
13多克隆抗体(杭州华安生物技术有限公司);通
用型免疫组织化学SP试剂盒、DAB(北京中杉金

桥生物技术有限公司);RNAKey总 RNA 提取试

剂盒、SevenFastTwoStepRT&qPCRKit(北京赛

文创新生物科技有限公司);RT-PCR 引物(PT-
GIR、ACTIN,上海生工)。
1.3.2　HE染色　将甲醛固定的标本脱水,石蜡

包埋,连续切片(4μm)5张。取其中一张切片脱蜡

水化,HE染色45s,冲洗,HE染色20s,自来水冲

洗,脱水透明,中性树胶封片,光学显微镜下观察各

组织特征,采集图像分析。
1.3.3　免疫组织化学染色　将切片烘干,脱蜡水

化,用柠檬酸钠缓冲液进行抗原修复,滴加内源性

过氧化物酶阻断剂、BSA封闭,以PBS代替一抗为

阴性对照组,滴加一抗(兔抗人-PTGIR 多克隆抗

体1∶200、兔抗人-IL-4多克隆抗体1∶400、兔抗

人-IL-5多克隆抗体1∶400、兔抗人-IL-13多克隆

抗体1∶400),每张切片滴加约30μL抗体,放置湿

盒中4℃过夜,室温复温30min,PBS冲洗,加二抗

后37℃孵育20min,PBS冲洗后滴加 DAB显色,
显微镜下观察染色至有棕色底色立即用自来水冲

洗终止染色。HE复染,分化,脱水,自然干燥后封

片,光学显微镜分别观察IP、IL-4、IL-5和IL-13阳

性表达,400倍视野下随机选取5处无杂质且不重

叠的着色区域,相同条件下,用ImageJ测定阳性

染色区域平均光密度(IOD/Area)。
1.3.4　qRT-PCR　将组织放入加有RNAkeyrea-
gent试 剂 和 研 磨 珠 的 无 酶 EP 管 中 研 磨,提 取

RNA,按照试剂盒说明书进行反转录和 PCR 反

应,以 ACTIN 为内参,2-ΔΔCt 计算IP相对表达量,
引物序列见表1。

表1　PCR引物序列

基因 Sequences(5′-3′)

PTGIR
F:CCTGCCTCTCACGATCCG
R:AAGGCGTAGAAGCGGAAG

ACTIN
F:GTCCACCGCAAATGCTTCTA
R:TGCTGTCACCTTCACCGTTC
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1.4　统计学分析

通过SPSS25.0和Graph-PadPrism9.0软件

对实验数据进行分析统计,服从正态分布由 ■X±S
表示,通过单因素方差分析计算组间差异,两变量

之间相关性分析采用Pearson相关检验,双侧显著

性水平α为0.05,P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　HE染色

光学显微镜下可见 ECRS和non-ECRS组较

对照组鼻黏膜明显增厚,间质水肿,ECRS组嗜酸

粒细胞浸润程度高于non-ECRS组。见图1。
2.2　qRT-PCR

在3 组 样 本 中 均 检 测 到 IP mRNA 表 达,
ECRS组(0.110±0.160)和 non-ECRS组(0.512
±0.510)mRNA 水平明显低于对照组(1.180±
0.730),ECRS组IP mRNA 水平低于 non-ECRS
组,组 间 两 两 比 较 差 异 均 有 统 计 学 意 义 (P <
0.05)。见图2。

a:ECRS组;b:non-ECRS组;c:对照组。
图1　鼻黏膜HE染色(×400)

图2　不同组织中IPmRNA表达水平(P<0.05)

2.3　免疫组织化学染色

2.3.1　IP染色　光学显微镜下观察到IP在各组

组织中均有表达,主要位于鼻黏膜及炎性细胞膜,
典型染色为棕褐色,ECRS组、non-ECRS组、对照

组平 均 光 密 度 分 别 为 0.086±0.020、0.123±
0.026和0.240±0.021,组间两两比较差异均有统

计学意义(P<0.05),见图3。

2.3.2　IL-4染色　各组标本中均可见IL-4的阳

性染色细胞,其分布主要集中在鼻黏膜、血管内皮

细胞及炎性细胞的胞质内,呈棕色,而在对照组中

未见明显着色或染色较浅。ECRS组、non-ECRS
组、对 照 组 平 均 光 密 度 分 别 为 0.256±0.074、
0.209±0.014和0.032±0.006,组间两两比较差

异均有统计学意义(P<0.05),见图4。
2.3.3　IL-5染色　IL-5在各组组织中均有不同

程度的表达,为棕色或棕黄色,细胞质着色,在正常

中鼻甲组织中呈阴性或弱阳性。ECRS 组、non-
ECRS组、对 照 组 平 均 光 密 度 分 别 为 0.236±
0.041、0.169±0.036和0.041±0.02,组间两两比

较差异均有统计学意义(P<0.05),见图5。
2.3.4　IL-13染色　光学显微镜下IL-13的阳性染

色集中分布在黏膜和腺体血管周围,定位在细胞质

或细胞膜,典型染色呈棕褐色,对照组着色较浅。
ECRS组、non-ECRS组、对照组平均光密度分别为

0.257±0.027、0.186±0.021和0.032±0.006,组间

两两比较差异均有统计学意义(P<0.05),见图6。

a:ECRS组;b:non-ECRS组;c:对照组;d:不同组织中IP的平均光密度。
图3　不同组织黏膜IP病理染色情况及平均光密度差异(×400)
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a:ECRS组;b:non-ECRS组;c:对照组;d:不同组织中IL-4的平均光密度。
图4　不同组织黏膜IL-4病理染色情况及平均光密度差异(×400)

a:ECRS组;b:non-ECRS组;c:对照组;d:不同组织中IL-5的平均光密度。
图5　不同组织黏膜IL-5病理染色情况及平均光密度差异(×400)

a:ECRS组;b:non-ECRS组;c:对照组;d:不同组织中IL-13的平均光密度。
图6　不同组织黏膜IL-13病理染色情况及平均光密度差异(×400)

2.3.5　ECRS组和non-ECRS组IP和IL-4、IL-5、

IL-13相关性分析　由相关性分析的结果可知,

ECRS组中IP与IL-4、IL-5、IL-13之间均存在中

等程度的显著负相关关系(0.3<|r|<0.7,P<
0.05),non-ECRS组中IP与IL-4存在显著负相关

关系,IP与IL-5、IL-13之间负相关关系不具有统

计学意义,进一步提示IP高表达可能抑制2型炎

症发展,见表2、3。

表2　ECRS组IP和IL-4、IL-5、IL-13相关性

项目 IL-4 IL-5 IL-13

IP r -0.535 -0.671 -0.549

P 0.006 0.001 0.004

表3　non-ECRS组IP和IL-4、IL-5、IL-13相关性

项目 IL-4 IL-5 IL-13

IP r -0.643 -0.501 -0.416

P 0.01 0.057 0.123

3　讨论

本研究观察了CRS中是否存在前列环素受体

IP以及其是否参与对CRS中2型炎症的调控。发

现既往的研究多基于 CRS的临床分型,但已经不

能满足患者目前的治疗需求,CRS多表现为混合性

炎症模式[8],EPOS2020[3]依据炎症内型将 CRS
分为1型、2型和3型,其中2型 CRS的主要特征

是嗜酸粒细胞浸润增多,另外,EPOS2020根据嗜

酸粒细胞数目将 CRS分为 ECRS组和non-ECRS
组。ECRS的突出特征是大量嗜酸粒细胞浸润以

及 TH2 反 应[9]。HE 染 色 结 果 显 示,ECRS 和

non-ECRS组较对照组鼻黏膜明显增厚,ECRS组

嗜酸粒细胞浸润程度高于non-ECRS组(图1)。2
型炎症由 Th2细胞和ILC2驱动,其产生2型细胞

因子,包括IL-4、IL-5和IL-13以及其他炎症介质。
IL-5促进嗜酸粒细胞增多,IL-4和IL-13促进嗜酸

粒细胞趋化物的产生,并激活B细胞、巨噬细胞、成
纤维细胞、上皮细胞和杯状细胞,这些细胞的活化

诱导IgE介导的炎症反应、促进嗜酸粒细胞募集、
黏液产生、气道重塑和纤维化[4]。本研究通过免疫
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组织化学实验证实,ECRS组的IL-4、IL-5和IL-13
含量均显著高于 non-ECRS组,高于正常对照组

(图4~6),表明ECRS与2型炎症密切相关,控制

2型炎症的发展可能对于缓解 CRS患者病情有所

帮助。
据报道,PGI2 受体IP广泛存在于人血小板、

髓质胸腺细胞、树突状细胞、嗜酸粒细胞、T调节细

胞以及肺部的巨噬细胞、肺细胞、平滑肌细胞和成

纤维细胞上[10-11]。本研究中qRT-PCR 和免疫组

织化学实验结果均证实鼻黏膜组织中亦存在IP
(图2、3)。PGI2 主要通过与 Th2细胞上表达的IP
结合发挥抗炎作用[12]。PGI2 类似物西卡前列素通

过IP信号通路抑制 CD4+T 细胞增殖、IL-4、IL-5
和IL-13的产生,IP缺失不仅会影响调节性 T 细

胞的功能[13],增强小鼠过敏性气道炎症,致使肺中

促炎性趋化因子的表达水平升高以及炎性细胞浸

润增多[14],还可以消除PGI2-IP信号通路对CD4+

T细胞活化的抑制作用[11]。PGI2-IP信号传导通

过限制 CD4Th2 细胞募集,IL-33 和IL-4 诱导

Th2细胞应答以及ILC2功能,减轻气道 Th2炎

症[12,15-16]。以上相关研究均提示 PGI2-IP信号传

导可抑制炎症发展,IP缺失会造成气道炎症加重,
本研究发现,与对照组比较,ECRS组和non-ECRS
组鼻黏膜组织中IP蛋白表达量明显降低,为进一

步探讨IP在CRS中的调控机制,我们观察了2型

细胞因子IL-4、IL-5和IL-13与IP的关系。本研

究通过免疫组织化学实验证实,ECRS组鼻黏膜组

织中IP蛋白表达量与IL-4、IL-5和IL-13表达量

存在明显负相关关系(表2),因此推测 PGI2-IP信

号通路可能通过负调节炎症因子的表达来参与抗

炎过程。有实验表明内皮来源的PGI2 可调节嗜酸

粒细胞运动,减弱嗜酸粒细胞的趋化性,并且选择

性IP拮抗剂CAY10441可以阻止PGI2 对嗜酸粒

细胞迁移的抑制作用[17],PGI2 类似物西卡前列素

和伊洛前列素与IP结合会抑制ILC2的增殖和活

化,使IL-4、IL-5和IL-13的产生减少,说明 PGI2

可能通过IP介导的信号传导通路发挥其抗炎作

用[15-16,18-19],以上研究表明,PGI2 及其类似物可通

过与IP结合调控炎症因子的表达来调节先天性免

疫和炎症。本实验结果中IP与炎症因子IL-4、IL-
5和IL-13的负相关关系提示鼻黏膜组织中IP可

能参与对 TH2型炎症的调控,其表达增高可能抑

制CRS的 TH2型炎症的发展。
以上研究结果表明PGI2 及其受体IP与 TH2

炎症有关,主要通过调节免疫因子表达、抑制嗜酸

粒细胞迁移等方式控制炎症的发生发展。基于

PGI2 在气道炎症中对各型炎症因子的调控和IP
信号传导对CD4+ 、TH2等细胞分化和嗜酸粒细胞

迁移的抑制作用,以及CRS的炎症发生机制,根据

“同一气道,同一疾病”的观点,因此推测IP亦有可

能在CRS中存在,并且能与PGI2 结合发挥抗炎作

用,笔者尚未检索到IP在 CRS中的相关研究报

道,所以进行本实验,期望可以发现新的潜在治疗

靶点以缓解 CRS患者症状,减轻患者痛苦。本研

究结果显示,CRS患者和正常对照组患者鼻黏膜中

均存在IP,ECRS组IP表达量显著低于non-ECRS
组和对照组,IL-4、IL-5和IL-13在 ECRS和non-
ECRS组患者鼻黏膜中表达量显著高于正常对照

组,且ECRS组中IP与IL-4、IL-5和IL-13呈负相

关,表明PGI2 类似物和IP激动剂可能对 CRS治

疗有帮助,是潜在的治疗新靶点,具体机制有待进

一步研究。
综上所述,本研究发现IP的差异表达可能与

CRS中2型炎症发生发展有关,目前生物制剂用于

治疗2型CRS患者取得了一定的进展,但是单一

靶向生物制剂并不能完全缓解大多数患者症状,故
靶向阻断 TH2细胞因子及相关信号转导通路可能

是治疗CRS的一种新思路。
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