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　　摘　要：　目的　探讨 ｎｕｏｃｙｔｅ细胞是否表达 Ｏｒａｉ１蛋白及该蛋白的功能。方法　用卵清蛋白（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，
ＯＶＡ）建立小鼠变应性鼻炎（ａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ，ＡＲ）模型，计数ＡＲ小鼠的打喷嚏、挠鼻次数，分离、提纯并体外培养ＡＲ
小鼠鼻相关淋巴组织（ｎａｓａｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｙｍｐｈｏｉｄｔｉｓｓｕｅ，ＮＡＬＴ）中的ｎｕｏｃｙｔｅ细胞，用激光扫描共聚焦显微镜定性检测
该细胞Ｏｒａｉ１蛋白的表达，以ＥＬＩＳＡ法和实时荧光定量 ＲＴＰＣＲ法分别定量检测该细胞 Ｏｒａｉ１蛋白及其 ｍＲＮＡ的
表达量，将小鼠重组（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ，ｒｍ）白介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）－３３加入ｎｕｏｃｙｔｅ细胞培养基，检测其中ＩＬ５和ＩＬ１３
蛋白及其ｍＲＮＡ的浓度，然后再将Ｏｒａｉ１蛋白抗体加入ｎｕｏｃｙｔｅ细胞培养基，再次检测其中 ＩＬ５和 ＩＬ１３蛋白及其
ｍＲＮＡ的含量。结果　小鼠ＡＲ模型打喷嚏和挠鼻次数较正常小鼠显著增多，ＯＶＡ诱导ＮＡＬＴ来源的小鼠ｎｕｏｃｙｔｅ
细胞被鉴定为ＣＤ３ＣＤ４ＣＤ８ＣＤ１９ＣＤ１１ｂＣＤ１１ｃＦｃεＲ１（ｌｉｎｅａｇｅ）－ＩＣＯＳ＋，该细胞表面表达 Ｏｒａｉ１蛋白，其蛋白和 ｍＲ
ＮＡ含量均较正常小鼠显著升高，ｒｍＩＬ３３加入ｎｕｏｃｙｔｅ细胞培养基后，ＩＬ５和ＩＬ１３蛋白及其ｍＲＮＡ的浓度均明显
增多，而加入Ｏｒａｉ１蛋白抗体后，其浓度出现下降。结论　ｎｕｏｃｙｔｅ细胞表达Ｏｒａｉ１蛋白，该蛋白的干预抑制 ｎｕｏｃｙｔｅ
细胞的正常功能。
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　　变应性鼻炎（ａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ，ＡＲ）是由变应原激
发、免疫球蛋白（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ，Ｉｇ）Ｅ介导的 Ｔｈ２
型免疫反应，其发病机制中，Ｔｈ２细胞合成和释放的
Ｔｈ２型白介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）ＩＬ５和 ＩＬ１３等起着
至关重要的作用［１］。最新研究证实，无论是适应性

免疫还是固有免疫，都在ＡＲ的发生、发展过程中有
着相应的作用［２］。

新进发现的 ｎｕｏｃｙｔｅ细胞属于 ＩＩ型固有淋巴样
细胞（ｔｙｐｅ２ｉｎｎａｔｅｌｙｍｐｈｏｉｄｃｅｌｌｓ，ＩＬＣ２ｓ），在小鼠寄
生虫免疫中起着重要作用，这种细胞受到鼠重组

（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ，ｒｍ）ＩＬ３３的刺激后可以在肠系膜淋巴
结和脾脏中大量增殖，并产生和释放 Ｔｈ２型细胞因
子如ＩＬ５和ＩＬ１３，尤其是ＩＬ１３，从而对寄生虫产生
排斥反应［３］。ｎｕｏｃｙｔｅ细胞不仅可以在肠道 ＩＩ型炎
症反应中发挥作用，研究证实，该细胞也可以在小鼠

气道高反应性疾病如哮喘中发挥效用，其机制主要

是通过释放大量ＩＬ１３增强了支气管黏膜的变应性
炎症反应所致［４］。

我们有研究已经证实，ｎｕｏｃｙｔｅ细胞在卵清蛋白
（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，ＯＶＡ）诱导建立的 ＡＲ小鼠模型的鼻相
关淋巴组织（ｎａｓａｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｙｍｐｈｏｉｄｔｉｓｓｕｅ，ＮＡＬＴ）
中可以出现一定程度的增殖，并发现将体外培养的

ＯＶＡ诱导ＮＡＬＴ来源的 ｎｕｏｃｙｔｅ细胞过继转移给小
鼠后，可以加剧ＡＲ小鼠鼻黏膜局部的炎症程度［５］。

但该项研究未对 ｎｕｏｃｙｔｅ细胞本身的特征进一步探
讨，本文旨在研究ｎｕｏｃｙｔｅ细胞表达 Ｏｒａｉ１蛋白的情
况及该蛋白相应的功能。

１　资料和方法

１．１　实验动物
健康雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠（ＳＰＦ级）１２只，６～８周

龄，购自中科院上海实验动物中心，小鼠由复旦大学

上海医学院实验动物科学部代养。该研究获得复旦

大学实验动物科学部动物福利和伦理小组的批准（伦

理号：２０１８０８００１Ｚ）。实验动物分为２组，每组６只。
动物模型的建立按照常规方法对小鼠ＡＲ建模［６］。

１．２　ＮＡＬＴ的获取
常规方法处死小鼠，去掉其前牙和面颊部肌肉，

由硬腭后半部边缘以细针头小心获取 ＮＡＬＴ组织，
并将该组织放入添加了１０％胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅ
ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）的罗斯韦尔公园纪念研究所（ｒｏｓｗｅｌｌ
ｐａｒｋｍｅｍｏｒｉａｌｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＰＲＭＩ）１６４０培养基中，然后
将其通过７０μｍＦａｌｃｏｎ细胞筛网滤过，并用三羟甲

基氨基甲烷－氯化铵缓冲液（ｔｒｉｓｂｕｆｆｅｒｅｄａｍｍｏｎｉｕｍ
ｃｈｌｏｒｉｄｅｓｏｌｕｔｉｏｎ：０．８３％ ＮＨ４Ｃｌａｎｄ２０ｍＭＴｒｉｓ／Ｃｌ）
裂解红细胞。

１．３　ｎｕｏｃｙｔｅ细胞的获取
ＮＡＬＴ细胞悬液在４°Ｃ温度和２００ｇ离心力下

离心１０ｍｉｎ后进行流式细胞仪检测。基于多项相
关研究所证实的 ｎｕｏｃｙｔｅ细胞膜表面分子表达的特
点即ＣＤ３ＣＤ４ＣＤ８ＣＤ１９ＣＤ１１ｂＣＤ１１ｃＦｃεＲ１（ｌｉｎｅａｇｅ）
－ＩＣＯＳ＋进行设门［４］，细胞用 ２００μｌ流式细胞液
【１％牛血清白蛋白溶液和０．１％叠氮化钠溶于磷酸
缓冲盐（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）溶液】洗涤，并
与兔血清在室温下共培养５ｍｉｎ以封闭Ｆｃγ，然后再
用流式细胞液洗涤３次，将细胞调成浓度为１×１０８

个／ｍｌ，分别用５０μｌ结合了荧光素异硫氰酸酯 －葡
聚糖的一抗（抗 ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ１９、ＣＤ１１ｂ、
ＣＤ１１ｃ、ＦｃεＲ１的抗体）（美国 ＭｙＢｉｏＳｏｕｒｃｅ或美国
ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ）在４°Ｃ温度下染色３０ｍｉｎ，随后用结合
了藻红蛋白的单克隆抗体（抗 ＩＣＯＳ的抗体）（美国
ＭｙＢｉｏＳｏｕｒｃｅ）再染，然后再次洗涤，并与结合了生物
素的５０μｌ兔抗小鼠的二抗 ＩｇＧ共培养，随后加入
５０μｌ结合了链霉亲和素的藻红蛋白（丹麦 Ｄａｋｏ），
对照组只用与上述抗体同型的一抗染色。样品用装

备了ＡＣＳＤＩＶＡ软件系统（美国 ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）的
ＬＳＲＩＩ型流式细胞仪进行分析，并用 ＦｌｏｗＪｏｖｅｒｓｉｏｎ
１０进行数据输出。
１．４　ｎｕｏｃｙｔｅ细胞体外培养

ｎｕｏｃｙｔｅ细胞分离、提纯后调成６×１０７个／ｍｌ浓
度，并在含有 １０％ＦＢＳ、１％青霉素／链霉素、０．１％
β巯基乙醇、１０ｎｇ／ｍｌ小鼠 ｒｍＩＬ７（美国 ＭｙＢｉｏ
Ｓｏｕｒｃｅ）和 １０ｎｇ／ｍｌ小鼠 ｒｍＩＬ３３（美国 ＭｙＢｉｏ
Ｓｏｕｒｃｅ）的ＲＰＭＩ培养基中进行体外培养６ｄ。
１．５　免疫荧光检测

弃去培养液，将 ｎｕｏｃｙｔｅ细胞爬片４８ｈ，用 ＰＢＳ
液清洗 ２次，然后以 ４％多聚甲醛在室温下固定
５ｍｉｎ，用含有０．２％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００的ＰＢＳ溶液（ＰＢＳ
Ｔ）洗涤３次，３％牛血清白蛋白封闭３０ｍｉｎ，再将样
品与一抗 Ｏｒａｉ１蛋白单克隆抗体（美国 Ｓｉｇｍａ）在室
温下孵育过夜，ＰＢＳ溶液清洗３次，共１５ｍｉｎ，然后
与结合了 ＦＩＴＣ的二抗在室温下黑暗中孵育１ｈ，再
将样品用ＰＢＳＴ洗涤２次，后以浓度为１０ｍｇ／ｍｌ的
４＇，６－二脒基 －２－苯基吲哚（４＇，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅ
ｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）在室温下进行细胞核染色５ｍｉｎ，再
用ＰＢＳＴ溶液洗３次，用ＰＢＳ溶液洗２次，最后用防
荧光淬灭剂封片，拍照用徕卡激光扫描共聚焦显微

·２４·
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镜（型号：ＴＣＳＳＰ５）（德国 Ｌｅｉｃａ公司），图片分析用
ＬＣＳＬｉｔｅ相关软件。
１．６　ｎｕｏｃｙｔｅ细胞对ｒｍＩＬ３３和Ｏｒａｉ１抗体的反应

收集 培 养 基 中 ｎｕｏｃｙｔｅ细 胞，重 新 加 入
１００ｎｇ／ｍｌ小鼠 ｒｍＩＬ３３（美国 ＭｙＢｉｏＳｏｕｒｃｅ），培养
３ｄ，用酶联免疫吸附实验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕ
ｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）和实时荧光定量 ＲＴＰＣＲ法
检测培养基中 ＩＬ５和 ＩＬ１３蛋白和其 ｍＲＮＡ的浓
度；随后将１００μｇＯｒａｉ１蛋白单克隆抗体（美国Ｓｉｇ
ｍａ）加入培养基共培养，２４ｈ后再次检测培养基中
ＩＬ５和ＩＬ１３蛋白和其ｍＲＮＡ的含量。
１．７　ＥＬＩＳＡ检测

采用ＥＬＩＳＡ法对 ｎｕｏｃｙｔｅ细胞培养基中 Ｏｒａｉ１、
ＩＬ５和 ＩＬ１３蛋白浓度进行检测，具体方法分别按
照小鼠Ｏｒａｉ１（美国ＭｙＢｉｏＳｏｕｒｃｅ）、ＩＬ５（美国ＭｙＢｉｏ
Ｓｏｕｒｃｅ）和 ＩＬ１３ＥＬＩＳＡ试剂盒（美国 ＭｙＢｉｏＳｏｕｒｃｅ）
所规定的步骤进行。

１．８　实时荧光定量ＲＴＰＣＲ检测
采用实时荧光定量 ＲＴＰＣＲ法对 ｎｕｏｃｙｔｅ细胞

中Ｏｒａｉ１ｍＲＮＡ、ＩＬ５ｍＲＮＡ和ＩＬ１３ｍＲＮＡ的含量进
行检测，小鼠Ｏｒａｉ１的引物采用上游引物：５′ＴＴＴＧＣ
ＣＣＴＣＡＴＧＡＴＣＡＧＣＡＣ３′，下 游 引 物：５′ＴＴＧ
ＧＣＧＡＣＧＡＴＧＡＣＴＧＡＴＴＣ３′；小鼠ＩＬ５的引物采用上
游引物：５′ＴＣＡＧＣＴＧＴＧＴＣＴＧＧＧＣＣＡＣＴ３′，下游引
物：５′ＴＴＡＴＧＡＧＴＡＧＧＧＡＣＡＧＧＡＡＧＣＣＴＣＡ３′，小鼠
ＩＬ１３的引物采用上游引物：５′ＴＧＣＴＴＧＣＣＴＴＧＧＴＧ
ＧＴＣＴＣ３′，下 游 引 物：５′ＣＡＧＧＴＣＣＡＣＡＣＴＣＣＡＴ
ＡＣＣ３′，实验按照实时荧光定量 ＲＴＰＣＲ试剂盒所
规定的步骤进行，实验所得数据用ΔＣＴ法来表示。
１．９　统计学分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６统计软件分析所得数
据，因数据经检验呈正态分布，而样本量又较小，所

以组内差异的比较采用 ｔ检验，组间差异的比较采
用方差分析，本试验中数据用 珋ｘ±ｓ表示，以Ｐ＜０．０５
为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　小鼠ＡＲ模型的建立
小鼠采用常规方式建模，以浓度为０．５ｍｇ／ｍｌ

的ＯＶＡ（美国Ｓｉｇｍａ）和２０ｍｇ／ｍｌ的Ａｌ（ＯＨ）３生理
盐水溶液共０．２ｍｌ对小鼠进行腹腔注射致敏，致敏
３次，每周 １次（第 １、８和 １５天），然后用浓度为
４０ｍｇ／ｍｌ的ＯＶＡ生理盐水溶液０．０２ｍｌ滴入小鼠

鼻孔进行激惹，激惹８次，每天１次（第２２～２９天），
即为ＡＲ小鼠（图１），对照组只用生理盐水（正常
组）进行致敏和激惹。打喷嚏和挠鼻次数在最后一

次激惹结束后１０ｍｉｎ进行计数，发现 ＡＲ组打喷嚏
次数与正常组比较，ＡＲ模型明显超过正常小鼠（ｔ＝
５４．４４，Ｐ＜０．０００１）（图２Ａ），ＡＲ模型挠鼻次数明显
超过正常小鼠（ｔ＝３３．７５，Ｐ＜０．０００１）（图２Ｂ）。结
果说明，ＡＲ小鼠模型建立成功。
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图１　ＡＲ小鼠模型的建模过程
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图２　小鼠ＡＲ模型的建立情况　Ａ：小鼠ＡＲ模型的打喷嚏
次数；Ｂ：小鼠ＡＲ模型的挠鼻次数 （Ｐ＜０．０００１）

２．２　ｎｕｏｃｙｔｅ细胞的鉴定
本实验中，我们课题组用ＯＶＡ及其佐剂建立小

鼠ＡＲ模型，然后用流式细胞仪设门技术，分选、提
纯ＮＡＬＴ中 ｎｕｏｃｙｔｅ细胞［４］。ｎｕｏｃｙｔｅ细胞被鉴定为
ＣＤ３ＣＤ４ＣＤ８ＣＤ１９ＣＤ１１ｂＣＤ１１ｃＦｃεＲ１（ｌｉｎｅａｇｅ） －
ＩＣＯＳ＋（图３）。该细胞与其他类型的ＩＬＣ２ｓ虽然同
属于一类，但是因为发现的部位不同，更重要的是细

胞表面表达的分子特征不同，因此命名不同，本研究

中鉴定ｎｕｏｃｙｔｅ细胞的方法系参考已经发表的学者
Ｂａｒｌｏｗ等［４］建议的步骤和流程。该项研究是从

ＯＶＡ诱导建立的小鼠变应性哮喘模型的肺组织中
发现该类细胞，根据“同一气道、同一疾病”的理

论［６］，我们课题组采用了该鉴定方法。

２．３　ｎｕｏｃｙｔｅ细胞中Ｏｒａｉ１蛋白的表达
为了证实 Ｏｒａｉ１蛋白是否在 ｎｕｏｃｙｔｅ细胞中存

在，我们用激光扫描共聚焦显微镜定性检测 ＡＲ小
鼠的该细胞中Ｏｒａｉ１蛋白的表达情况，结果发现，该
蛋白表达于ｎｕｏｃｙｔｅ细胞膜（图４Ａ）；随后我们课题
·３４·
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图３　小鼠ＡＲ模型的 ＮＡＬＴ中 ｎｕｏｃｙｔｅ细胞的流式细胞仪分析　Ａ：正常小鼠 ｎｕｏｃｙｔｅ细胞的流式细胞仪分析；Ｂ：ＡＲ小鼠
ｎｕｏｃｙｔｅ细胞的流式细胞仪分析。Ｐ３区域内细胞表示分选出的ｎｕｏｃｙｔｅ细胞

组又用ＥＬＩＳＡ法和实时荧光定量 ＲＴＰＣＲ法分别定
量检测该细胞 Ｏｒａｉ１蛋白及其 ｍＲＮＡ的表达量，结
果发现 ＡＲ组与正常组比较，无论是其蛋白含量
（ｔ＝１０．１３，Ｐ＜０．０００１）（图４Ｂ）还是其 ｍＲＮＡ含量
（ｔ＝１２．１２，Ｐ＜０．０００１）（图４Ｃ），ＡＲ小鼠都显著超
过正常小鼠。说明 ｎｕｏｃｙｔｅ细胞在变应性炎症状态
下处于激活状态，其 Ｏｒａｉ１蛋白的过表达正表明该
蛋白可能参与了该细胞的一些功能。
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图４　小鼠ＡＲ模型ＮＡＬＴ来源的ｎｕｏｃｙｔｅ细胞中Ｏｒａｉ１蛋白
的表达情况　Ａ：Ｏｒａｉ１蛋白的激光扫描共聚焦显微镜定性分
析；Ｂ：Ｏｒａｉ１蛋白的ＥＬＩＳＡ定量分析；Ｃ：Ｏｒａｉ１ｍＲＮＡ的实时
荧光定量ＲＴＰＣＲ定量分析。绿色荧光表示Ｏｒａｉ１蛋白的染

色，蓝色荧光表示ＤＡＰＩ的核染色Ｐ＜０．０００１

２．４　ｎｕｏｃｙｔｅ细胞体外对ｒｍＩＬ３３和Ｏｒａｉ１抗体的反应
ｎｕｏｃｙｔｅ细胞的特点是合成和释放 ＩＩ型细胞因

子如ＩＬ５和ＩＬ１３，尤其是后者，不仅对寄生虫有排
斥反应，在变应性炎症发生、发展过程中也起了至关

重要的作用。为了检测 ＯＶＡ诱导 ＮＡＬＴ来源的
ｎｕｏｃｙｔｅ细胞是否具有其相应的功能。

我们分别用 ＥＬＩＳＡ法和实时荧光定量 ＲＴＰＣＲ
法检测体外培养的此种细胞是否表达 ＩＬ５和 ＩＬ１３
的蛋白和ｍＲＮＡ。结果发现，ｒｍＩＬ３３干预后体外培
养的ｎｕｏｃｙｔｅ细胞大量合成和释放 ＩＬ５和 ＩＬ１３，与
干预前相比较，ＩＬ５的蛋白及其 ｍＲＮＡ浓度具有显
著统计学差异，干预后显著高于干预前（ｔ＝２６．０７，Ｐ
＜０．０００１，ｒｍＩＬ１３干预后 ｖｓ未干预；ｔ＝１５．７７，
Ｐ＜０．０００１，ｒｍＩＬ１３干预后 ｖｓ未干预）（图５Ａ、Ｃ）；
ＩＬ１３的浓度也具有显著统计学差异，干预后显著高
于干预前（ｔ＝２２．６２，Ｐ＜０．０００１，ｒｍＩＬ１３干预后 ｖｓ
未干预；ｔ＝１９．９８，Ｐ＜０．０００１，ｒｍＩＬ１３干预后 ｖｓ未
干预）（图５Ｂ、Ｄ）。这证明ＯＶＡ诱导产生的ｎｕｏｃｙｔｅ
细胞具有其正常的生理功能。为了验证 Ｏｒａｉ１蛋白
的干预是否能够影响 ｎｕｏｃｙｔｅ细胞的合成和分泌功
能，我们课题组体外用抗 Ｏｒａｉ１蛋白的抗体与该细
胞进行共培养，同样分别用 ＥＬＩＳＡ法和实时荧光定
量ＲＴＰＣＲ法检测ｎｕｏｃｙｔｅ细胞中ＩＬ５和ＩＬ１３的蛋
白和ｍＲＮＡ的表达变化。结果发现，Ｏｒａｉ１蛋白的抗
体干预后体外培养的 ｎｕｏｃｙｔｅ细胞合成和释放 ＩＬ５
和ＩＬ１３的浓度出现减少，与干预前相比较，干预后
ＩＬ５的蛋白及其 ｍＲＮＡ浓度显著低于干预前（ｔ＝
７．２２，Ｐ＜０．０００１，ｒｍＩＬ１３干预后 ｖｓＯｒａｉ１；ｔ＝９．９０，
·４４·
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Ｐ＜０．０００１，ｒｍＩＬ１３干预后 ｖｓＯｒａｉ１）（图 ５Ａ、Ｃ）；
ＩＬ１３的浓度也具有显著统计学差异，干预后显著低
于干预前（ｔ＝１３．２６，Ｐ＜０．０００１，ｒｍＩＬ１３干预后 ｖｓ
Ｏｒａｉ１；ｔ＝１４．６０，Ｐ＜０．０００１，ｒｍＩＬ１３干预后 ｖｓ
Ｏｒａｉ１）（图５Ｂ、Ｄ）。这说明，ｎｕｏｃｙｔｅ细胞中Ｏｒａｉ１蛋
白参与了该细胞合成和释放 ＩＩ型细胞因子 ＩＬ５和
ＩＬ１３的功能，该蛋白的阻滞导致了 ｎｕｏｃｙｔｅ细胞产
生和释放这些细胞因子的能力降低。
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图５　ｎｕｏｃｙｔｅ细胞体外对 ｒｍＩＬ３３和 Ｏｒａｉ１抗体的反应情况

Ａ：ＩＬ５蛋白的表达；Ｂ：ＩＬ１３蛋白的表达；Ｃ：ＩＬ５ｍＲＮＡ的表

达；Ｄ：ＩＬ１３ｍＲＮＡ的表达Ｐ＜０．０００１

３　讨论

Ｏｒａｉ１蛋白主要表达于免疫系统细胞膜表面，也
可以存在于其他类型细胞膜［７］，这是一种细胞质中

内质网钙储备调控性钙离子通道蛋白［８］，它的激活

可以使细胞外钙离子大量内流［９］，上调胞质内游离

钙离子浓度，从而促进各种细胞功能的表达，比如细

胞增殖分化、胞质内颗粒释放以及细胞因子的合成

和释放等［１０］。Ｏｒａｉ１蛋白尚有两种异构体 Ｏｒａｉ２和
Ｏｒａｉ３，但Ｏｒａｉ１的变异和缺失对细胞功能的影响最
大［１１］，因此对 Ｏｒａｉ１蛋白的研究最为重要。但就
ｎｕｏｃｙｔｅ细胞是否表达该蛋白尚未见相关报道，我们
课题组基于以前的多项研究［１２－１９］，提出该细胞可能

表达Ｏｒａｉ１蛋白，而且该蛋白可能影响 ｎｕｏｃｙｔｅ细胞
的功能。

ｎｕｏｃｙｔｅ细胞属于 ＩＬＣ２ｓ，后者还包括自然辅助
细胞（ｎａｔｕｒａｌｈｅｌｐｅｒｃｅｌｌｓ）和固有辅助细胞 ＩＩ型（ｉｎ
ｎａｔｅｈｅｌｐｅｒ２ｃｅｌｌｓ），虽然这些细胞种类不同，但它们

共同的特点都是表达 ＩＬ２５受体（ＩＬ１７ＢＲ）和 ＩＬ３３
受体（Ｔ１／ＳＴ２），都可以在ＩＬ２５和ＩＬ３３的作用下产
生炎症介质 ＩＬ５和 ＩＬ１３［２０］。变应性炎症状态下，
ＩＬ２５和ＩＬ３３主要由气道黏膜上皮细胞产生［２１］，虽

然它们属于不同的细胞因子家族，但却具有上述类

似的细胞反应［２２］。大量研究表明，这两种细胞因子

均可以诱导 ＩＩ型免疫反应，用 ＩＬ２５和／或 ＩＬ３３干
预后，尤其是后者干预后，会产生大量ＩＩ型细胞因子
如ＩＬ５和ＩＬ１３，并导致局部相应的病理改变［２３－２４］。

那么ｎｕｏｃｙｔｅ细胞的上述功能是受什么通道或蛋白
的调控呢？我们课题组提出，Ｏｒａｉ１蛋白及其影响的
通道可能是影响ｎｕｏｃｙｔｅ细胞合成和释放ＩＬ５和ＩＬ
１３的主要调节机制。

本研究显示，小鼠 ＡＲ建模后行为学表现如打
喷嚏和挠鼻次数均较致敏和激惹前明显增多，其差

异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），说明该小鼠ＡＲ模
型建立成功。随后我们从小鼠 ＮＡＬＴ组织中分离并
提纯出ｎｕｏｃｙｔｅ细胞，并对 ＡＲ小鼠中的此类细胞进
行免疫荧光染色，用激光扫描共聚焦显微镜进行观

察，发现ｎｕｏｃｙｔｅ细胞膜上表达Ｏｒａｉ１蛋白；然后我们
又用ＥＬＩＳＡ和实时荧光定量 ＲＴＰＣＲ检测该蛋白及
其ｍＲＮＡ的含量，发现ＡＲ小鼠明显高于正常小鼠，
说明在变应性炎症状态下，该蛋白在ｎｕｏｃｙｔｅ细胞中
过表达，这就意味着它可能对该细胞的功能有所

影响。

体外实验中，我们将 ｒｍＩＬ３３加到从 ＡＲ小鼠
ＮＡＬＴ组织中获取的 ｎｕｏｃｙｔｅ细胞培养基中，以检查
该细胞是否功能如常，结果发现，干预前和干预后

ｎｕｏｃｙｔｅ细胞合成和释放 ＩＩ型细胞因子的浓度差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ｒｍＩＬ３３刺激后 ＩＬ５和
ＩＬ１３的蛋白和ｍＲＮＡ含量均明显升高，说明该细胞
功能正常。我们选择ＡＲ小鼠ＮＡＬＴ中的ｎｕｏｃｙｔｅ细
胞，是因为炎症状态下的该细胞处于激活状态，可以

直接对小鼠 ＡＲ的发病起作用，而正常小鼠的 ｎｕｏ
ｃｙｔｅ细胞不具有此功能［５］。随后我们又在该培养基

中加入Ｏｒａｉ１蛋白的抗体进行共培养，以观测该细
胞功能是否受到影响，结果发现，抗体作用后，ｎｕｏ
ｃｙｔｅ细胞合成和释放ＩＩ型细胞因子的浓度差异也具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ＩＬ５和 ＩＬ１３的蛋白和
ｍＲＮＡ含量均显著降低，说明该蛋白的干预抑制了
ｎｕｏｃｙｔｅ细胞的功能，换句话说，ｎｕｏｃｙｔｅ细胞上 Ｏｒａｉ１
蛋白阻滞后会抑制该细胞促进变应性炎症的功能。

其机理可能是，该蛋白的干预影响了它所主宰的通

道的功能，于是影响了细胞外钙离子的内流，胞质内

·５４·



中国耳鼻咽喉颅底外科杂志 第２５卷　

游离钙离子浓度随即降低，其合成细胞因子 ＩＬ５和
ＩＬ１３的量减少，而且降低的游离钙势必影响到细胞
膜的分泌功能，因而其释放这些细胞因子的能力也

降低，在上述两种因素的共同影响下，ｎｕｏｃｙｔｅ细胞
产生并分泌ＩＩ型细胞因子的能力下降，表现在具体
实验中便是培养基内上述物质含量的降低。

因此，我们可以设计出针对ｎｕｏｃｙｔｅ细胞或其他
免疫系统细胞如Ｔ细胞、Ｂ细胞、肥大细胞等细胞膜
上Ｏｒａｉ１蛋白的特异性阻滞剂，可以同时从固有免
疫和适应性免疫着手控制上下气道的变应性炎症。

总之，本研究发现ｎｕｏｃｙｔｅ细胞表达Ｏｒａｉ１蛋白，
对该蛋白的干预可以抑制ｎｕｏｃｙｔｅ细胞的功能。
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