
第２６卷第５期
２０２０年１０月

中国耳鼻咽喉颅底外科杂志
ＣｈｉｎＪＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌＳｋｕｌｌＢａｓｅＳｕｒｇ

Ｖｏｌ．２６Ｎｏ．５
Ｏｃｔ．２０２０

　　ＤＯＩ：１０．１１７９８／ｊ．ｉｓｓｎ．１００７－１５２０．２０２００５００８ ·论著·

ＤＡＰＴ对变应性鼻炎小鼠模型及相关
细胞因子表达的影响

基金项目：国家自然科学基金面上项目（８１２７１０５７）。
第一作者简介：夏　翠，女，在职博士，主治医师。Ｅｍａｉｌ：ｘｉａｃｕｉ０００＠１２６．ｃｏｍ

夏　翠，祝　康，郑国玺

（西安交通大学第二附属医院 耳鼻咽喉头颈外科病院，陕西 西安　７１０００４）

　　摘　要：　目的　通过观察γ促分泌酶抑制剂（ＧＳＩ）ＤＡＰＴ对变应性鼻炎小鼠鼻中隔黏膜病理学改变、血清
ＩｇＥ表达、Ｎｏｔｃｈ信号通路相关基因及Ｔｈ型细胞因子（ＩＬ４、ＩＦＮγ）的表达变化，来研究ＤＡＰＴ对变应性鼻炎发生发
展的影响及其作用机制。方法　选取７～８周龄ＢＡＬＢ／ｃ小鼠３２只，随机分为４组：变应性鼻炎组、ＤＡＰＴ组、对照
组及二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）组，每组各８只。分析比较不同组小鼠ＩｇＥ表达水平及鼻腔黏膜病理改变；并检测各组小
鼠鼻中隔黏膜Ｎｏｔｃｈ相关基因的表达变化、外周血清及鼻腔灌洗液上清中相关细胞因子（ＩＬ４、ＩＦＮγ）的表达量。
结果　①ＤＡＰＴ处理小鼠后，鼻中隔黏膜的病理损伤与模型组相比有明显改善：炎性细胞浸润逐渐减少，炎症改变
明显减轻；②ＤＡＰＴ组小鼠血清特异性 ＩｇＥ抗体浓度较模型组明显下降，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；③ＲＴ
ＰＣＲ结果显示ＤＡＰＴ组小鼠鼻中隔黏膜Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ３、Ｎｏｔｃｈ４的ｍＲＮＡ表达减少，与模型组相比差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）；相反，Ｎｏｔｃｈ２的表达则上升，与模型组相比差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；④细胞因子的检测显
示：与模型组小鼠相比，ＤＡＰＴ组小鼠外周血血清及鼻腔盥洗液中 ＩＬ４的表达明显降低，差异均具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；相反，ＩＦＮγ的表达却升高，与模型组相比差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　①ＤＡＰＴ能改善小
鼠鼻中隔黏膜的病理损伤并减少血清中特异性抗体 ＩｇＥ的表达；②能影响 Ｎｏｔｃｈ信号通路相关基因的转录，促进
Ｔｈ０细胞向Ｔｈ１方向分化，进一步影响变应性鼻炎的发生发展。
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　　Ｎｏｔｃｈ信号通路已被用于阿尔茨海默病、肿瘤、
白血病及哮喘等的研究，但尚未被用于耳鼻咽喉领

域［１］。基于以上理论，我们前期研究［２］通过制备变

应性鼻炎 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠模型，检测 Ｎｏｔｃｈ基因在变
应性鼻炎小鼠模型中的表达，来研究 Ｎｏｔｃｈ基因对
变应性鼻炎发生的作用，我们发现 Ｎｏｔｃｈ基因的表
达在变应性鼻炎模型小鼠发病过程中有显著改变，

可能参与了变应性鼻炎的发生发展，为进一步阐释

Ｎｏｔｃｈ基因在变应性鼻炎发生发展中的可能机制，本
试验拟运用 γ－促分泌酶抑制剂（ｇａｍｍａｓｅｃｒｅｔａｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒ，ＧＳＩ）ＤＡＰＴ抑制Ｎｏｔｃｈ信号通路，观察其对变
应性鼻炎小鼠及Ｔｈ细胞增殖分化的影响，检测Ｔｈ１／
Ｔｈ２型细胞因子ＩＬ４和ＩＦＮγ的表达情况，进一步阐
释Ｎｏｔｃｈ基因在变应性鼻炎发生发展中的可能机制，
为变应性鼻炎寻求新的药物治疗提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠３２只，购入时均为７～８周龄，平

均体重１８～２２ｇ，购买于西安交通大学医学院实验
动物中心的ＳＰＦ级实验室，并按照中心管理规定饲
养动物。饲养条件为 ２５℃恒温，无特殊病原体
（ＳＰＦ）级层流室，每天光照和黑暗时间为１∶１交替，
自由进食标准饲料（ＳＰＦ级的固体饲料）及饮水。

主要试剂：小鼠ＩＬ４Ｅｌｉｓａ试剂盒（伊莱瑞特生
物科技有限公司）；小鼠 ＩＦＮγＥｌｉｓａ试剂盒（伊莱瑞
特生物科技有限公司）；ＤＡＰＴ（γ－促分泌酶抑制
剂，购自 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ）；ＤＭＳＯ（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，
二甲基亚砜，购自 Ｓｉｇｍａ公司）；电子天平（日本 Ｌｉ
ｂｒｏ公司ＡＥＧ２２０Ｇ型）；自动双重纯水蒸馏器（上
海玻璃仪器一厂）；滑动切片（ａｍｅｒｉｃａｏｐｔｉｃａｌｃｏｒｐ）；
解剖显微镜（ＳＺ）（ＯＬＹＭＰＵＳ（日本奥林帕斯公
司）；电热恒温干燥箱（上海跃新科学仪器厂）。

１．２　实验方法
１．２．１　实验动物的分组及处理　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠
３２只，雌雄各半，在 ＳＰＦ级实验室适应性喂养３ｄ，
采用随机对照原则将小鼠分成４组，分别为变应性

鼻炎模型组、对照组、ＤＭＳＯ组、ＤＡＰＴ处理组，每组
各８只。变应性鼻炎模型组处理方法：致敏阶段：过
敏性鼻炎模型组每只 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠在第 １、５、９、
１２天腹腔注射 ＯＶＡ混悬液０．４ｍＬ；激发阶段：第
１３～２０天，用含 １０％ＯＶＡ的 ＰＢＳ溶液滴鼻，每测
１０μＬ，每天 １次，共 １周。在本课题组前期工作
中［２］，通过症状学观察、病理组织及ＩｇＥ的测定成功
制备了变应性鼻炎模型。本实验变应性鼻炎模型组

具体处理方法同本课题组文献报道。

对照组小鼠：致敏阶段采用 ＰＢＳ替代 ＯＶＡ混
悬液致敏，其注射部位和剂量与模型组小鼠一致。

激发阶段用等量的 ＰＢＳ代替 １０％ＯＶＡ溶液滴鼻，
时间和方式与模型组相同。

ＤＭＳＯ组和ＤＡＰＴ组小鼠在每次处理前（致敏和
激发阶段）３０ｍｉｎ腹腔注射ＤＭＳＯ和ＤＡＰＴ混悬液，
其余处理方法和剂量同变应性鼻炎模型组。即致敏

阶段：药物组每只 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠在第１、５、９、１２天腹
腔注射ＤＭＳＯ和ＤＡＰＴ混悬液，３０ｍｉｎ后 ＯＶＡ混悬
液腹腔注射；其注射部位和剂量与模型组小鼠一致。

激发阶段：第１３～２０天，用 ＤＭＳＯ和 ＤＡＰＴ混
悬液腹腔注射，３０ｍｉｎ后含１０％ＯＶＡ的 ＰＢＳ溶液
滴鼻，每测１０μＬ，每天１次，共１周。时间和方式
与模型组相同。

４组小鼠均在最后１次激发后２４ｈ收集标本。
１．２．２　观察 ４组小鼠鼻中隔黏膜形态学　最后
１次激发２４ｈ后麻醉处死小鼠，显微镜下剥离鼻部
皮肤，将连同鼻腔的上颌骨取下，从中切齿间可完整

分离双侧鼻腔，小心取出并分离鼻腔鼻中隔黏膜组

织，以１％ＰＢＳ冲洗，切取１／２组织，用１０％的多聚
甲醛固定２４ｈ，制成常规石蜡切片，ＨＥ染色，观察
鼻中隔黏膜组织的病理改变。另外１／２装入冷冻管
中，置于－８０℃液氮中保存，作为鼻中隔黏膜标本。
１．２．３　ＲＴＰＣＲ检测小鼠鼻中隔黏膜中Ｎｏｔｃｈ基因
的表达　鼻中隔黏膜总 ＲＮＡ的提取：通过逆转录，
获得鼻中隔黏膜 ｃＤＮＡ，按照试剂盒说明操作，所用
塑料用品均经过 ＤＥＰＣ处理水浸泡，并高温高压灭
菌，烘干备用。取２００μＬ的离心管置于冰上，加样
后温和混匀，稍做离心（３～５ｓ），７０℃加温，５ｍｉｎ，
·３１５·
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稍做离心，将离心管置于冰上，依次加入４μＬ５×
ｒｅａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ；１μＬＲｉｂｏｌｏｃｋＲｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
（２０Ｕ／μＬ）；２μＬ１０ｍＭｄＮＴＰｍｉｘ温和混匀，稍做
离心（２５℃，反应５ｍｉｎ）；取１μＬＲｅｖｅｒｔＡｉｄＭＭｕＬＶ
ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ加入上述混合物，２５℃ ５ｍｉｎ
后，４２℃ ６０ｍｉｎ；将终产物在７０℃ １０ｍｉｎ后终止反
应，并冷却，置－８０℃保存备用；最后进行４种Ｎｏｔｃｈ
基因ｃＤＮＡ产物的ＰＣＲ扩增。
１．２．４　细胞因子的检测　分别收集ＤＡＰＴ组小鼠、
模型组、对照组合ＤＭＳＯ组４组小鼠的鼻腔盥洗液
和外周血血清，继而检测４组小鼠外周血血清 ＩｇＥ，
并检测血清、鼻腔盥洗液上清中ＩＬ４、ＩＦＮγ。

ＩｇＥ浓度的测定：取小鼠眼球抗凝全血 １～
１．５ｍＬ，置于ＥＰ管内，于３５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，
吸取血清，按 Ｅｌｉｓａ试剂盒操作说明，测定血清中特
异性抗体ＩｇＥ的浓度。

ＩＬ４、ＩＦＮγ的测定按照ＩＬ４、ＩＦＮγＥｌｉｓａ试剂盒
操作步骤进行。

１．３　统计学方法
运用统计学软件 ＳＰＳＳ１７．０进行统计学处理，

计量资料采用 珋ｘ±ｓ表示。完全随机设计的计量资
料采用ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ单因素方差分析，首先进行
正态性检验和方差齐性检验，再进行方差分析，任意

两组计量资料间两两比较采用 ＬＳＤ或 ＤｕｒｍｅｔｔＴ３
法。以Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　鼻腔组织病理结果
模型组小鼠鼻黏膜上皮脱落、坏死而不连续

（图１ａ），炎细胞浸润明显，组织间隙出血、腺体增
生、肿胀，杯状细胞增生，黏膜表面分泌物增多，鼻黏

膜下组织间质水肿，小血管扩张（图１ｂ）。对照组小
鼠鼻中隔黏膜纤毛上皮完整光滑、无断裂，未见明显

的炎性细胞浸润 （图２）。ＤＡＰＴ组小鼠鼻腔黏膜较
模型组小鼠有明显的改善，组织间隙炎性细胞浸润

明显减少，腺体增生减轻，鼻黏膜上皮部分脱落、坏

死，纤毛光滑不连续，黏膜表面少量分泌物（图３）。
ＤＭＳＯ组小鼠鼻黏膜组织病理形态学表现为假复层
纤毛柱状上皮结构平滑，偶有局部微小面积断裂，局

部有轻微炎症反应和炎性细胞浸润（图４）。
２．２　各组小鼠外周血血清中ＩｇＥ的表达

同一实验条件下，ＤＡＰＴ组小鼠与模型组比较，
外周血血清中 ＩｇＥ的表达量明显下降，差异具有统
计学意义（Ｐ＜０．０５），而与对照组、ＤＭＳＯ组相比差
异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见图５。
２．３　各组小鼠鼻中隔黏膜中Ｎｏｔｃｈ基因的表达

模型组小鼠鼻中隔黏膜 Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ３、Ｎｏｔｃｈ４
的ｍＲＮＡ表达量明显升高，和 ＤＡＰＴ干预组、ＤＭＳＯ
组及对照组比较差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
而ＤＡＰＴ干预组和ＤＭＳＯ组及对照组相比差异均无
统计学意义（Ｐ＞０．０５），ＤＭＳＯ组和对照组相比差异
也无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；相反模型组小鼠Ｎｏｔｃｈ２
的ｍＲＮＡ表达量却下降，与其余各组相比差异均有
统计学意义（Ｐ＜０．０５），而其余３组两两相比差异
均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见图６。

图１　模型组小鼠鼻中隔黏膜病理改变　１ａ：ＨＥ×１００；１ｂ：ＨＥ×４００　　图２　对照组小鼠鼻中隔黏膜的病理改变　２ａ、２ｂ：
ＨＥ×４００　　图３　ＤＡＰＴ干预组小鼠鼻中隔黏膜病理改变　３ａ：ＨＥ×１００；３ｂ：ＨＥ×４００　　图４　ＤＭＳＯ组小鼠鼻中隔黏膜
病理改变　４ａ：ＨＥ×４００；４ｂ：ＨＥ×１００

·４１５·
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图５　各组小鼠血清ＩｇＥ含量比较柱状图
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注：表示模型组与其余各组相比，Ｐ＜０．０５；▲表示与对照组
和ＤＭＳＯ组比较，Ｐ＞０．０５；＆表示与对照组比较，Ｐ＞０．０５。

图６　各组小鼠鼻中隔黏膜Ｎｏｔｃｈ１４的表达量比较

２．４　各组小鼠ＩＬ４和ＩＦＮγ表达结果
同一实验条件下，ＩＬ４在不同组小鼠鼻腔盥洗

液和外周血血清中的表达量如图７，模型组分别与
其余各组比较，ＩＬ４表达明显升高，差异均有统计学
差异（Ｐ＜０．０５），而 ＤＡＰＴ干预组分别与对照组、
ＤＭＳＯ组相比，差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），
ＤＭＳＯ组与对照组相比差异也无明显的统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。

!"#

!"#$

#

!%&'

#

$%#

&'()* +,--.

(
)
*
+

/
0

1
!

,
-
.
/
)

"

+0

10

20

30

0

4

4

!

!

!

!

5

5

注：表示模型组与其余各组相比，Ｐ＜０．０５；▲表示与对照
组比较，Ｐ＞０．０５；＆表示与ＤＭＳＯ组比较，Ｐ＞０．０５。

图７　各组小鼠ＩＬ４表达量的变化

　　同一实验条件下，γＩＦＮ在不同组小鼠鼻腔盥

洗液和外周血血清中的表达量见图８，模型组分别
与其余各组比较，ＩＦＮγ的表达量明显下降，差异均
具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而 ＤＡＰＴ组与 ＤＭＳＯ
组、对照组相比，差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），ＤＭ
ＳＯ组和ＤＡＰＴ组相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
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注：表示模型组与其余各组相比，Ｐ＜０．０５；▲表示与对照
组比较，Ｐ＞０．０５；＆表示与ＤＭＳＯ组比较，Ｐ＞０．０５。

图８　各组小鼠ＩＦＮγ表达量的变化

３　讨论

变应性鼻炎是以特应性个体接触变应原后由

ＩｇＥ介导的介质释放为开端，同时有多种免疫活性
细胞及其细胞因子参与导致的鼻黏膜炎症反应性疾

病［３］。现代医学研究表明，Ｔｈｌ／Ｔｈ２的失衡被认为
是变应性鼻炎发病的核心病理环节［４５］。同时，ＩＬ
２、ＩＬ４及ＩＦＮγ被公认为是变应性鼻炎发生发展过
程中极为重要的细胞因子［６］，在 Ｔｈ０是否过度向
Ｔｈ２方向分化中起着决定性作用。其中ＩＬ４被认为
是变应性疾病过程中起着主导作用的因子，其含量

的降低可以影响呼吸道变应性疾病的发生发

展［７８］，而ＩＦＮγ是ＩＬ４合成的生物拮抗剂，是一种
抗变应性疾病的因子，可抑制 ＩＬ４ｍＲＮＡ的转录水
平和体内ＩｇＥ的合成，其含量的增加可以提高机体
的免疫力，有助于呼吸道变应性疾病发生的预

防［９］。Ｍａｉ等［１０］通过对鼻腔分泌物检测，证实了变

应性鼻炎患者在接触变应原后鼻腔分秘物中ＩＬ４含
量显著增加。Ａｓｌａｍ等［１１］的研究表明，ＩｇＥ升高与
ＩＬ４分泌过多成正相关，而与ＩＦＮγ、ＩＬ２分泌呈负相
关关联。因此，在变应性鼻炎的发病过程中，变应原

的刺激导致Ｔｈ０向Ｔｈ２分化加强，同时抑制了Ｔｈｌ的
分化，从而使患者血清中ＩＬ４及ＩｇＥ含量增高，而ＩＬ
２和ＩＦＮγ含量相对降低。本实验通过建立变应性
鼻炎ＢＡＬＢ／ｃ小鼠模型，通过测定小鼠外周血血清、
鼻腔盥洗液中ＩＬ４、ＩＦＮγ含量，结果显示较对照组而
言，模型组小鼠ＩＦＮγ含量明显降低，而ＩＬ４含量明
·５１５·
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显升高，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），符合
Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡机制的表现，且模型组小鼠外周血清中
ＩｇＥ含量较对照组显著升高，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），与变态反应疾病特点相互吻合。

基于对 Ｔｈｌ／Ｔｈ２失衡的认识和既往变应性鼻
炎治疗效果的研究进展，以纠正 Ｔｈｌ／Ｔｈ２失衡为目
的来研究治疗变应性鼻炎的新药物已成为大多医学

工作者的主要思路［１２］，同时也为验证临床有效药物

提供了有力的实验室证据。而研究的核心即是应用

药物干预以减轻 Ｔｈ２分化倾向，增强 Ｔｈｌ反应，从
而纠正 Ｔｈｌ／Ｔｈ２失衡，达到治疗变应性鼻炎的目
的。已有大量研究［１３］提出 Ｎｏｔｃｈ信号通路除了在
肿瘤及血液系统疾病中发挥重要作用外，其可能在

Ｔｈ１或Ｔｈ２介导的各种变应性疾病的发生、发展中
也扮演着重要角色。

本实验研究中通过 ＤＡＰＴ干预 Ｎｏｔｃｈ信号通路
后，观察到鼻中隔黏膜的病理损伤与模型组相比有

明显改善：ＤＡＰＴ组小鼠鼻中黏膜开始修复，炎性细
胞浸润逐渐减少，炎症改变明显减轻，血清特异性

ＩｇＥ抗体浓度也开始下降。差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），而与对照组和 ＤＭＳＯ组相比 Ｐ＞０．０５；
ＲＴＰＣＲ结果显示 ＤＡＰＴ组小鼠鼻中隔黏膜 Ｎｏｔｃｈ
基因的表达也有明显的改变：Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ３、Ｎｏｔｃｈ４
的ｍＲＮＡ表达减少，与模型组相比差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），而与对照组和 ＤＭＳＯ组均接近
（Ｐ＞０．０５）；相反，Ｎｏｔｃｈ２的表达则上升，与模型组
相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而与对照组和
ＤＭＳＯ组均接近（Ｐ＞０．０５）；细胞因子的检测显示：
与模型组小鼠相比，ＤＡＰＴ组小鼠外周血血清及鼻
腔盥洗液中ＩＬ４的表达明显降低，差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），而与 ＤＯＳＭ、对照组相比差异均无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）；相反，ＩＦＮγ的表达却升高，
与模型组相比差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而
与对照组、ＤＭＳＯ组接近（Ｐ＞０．０５）。说明ＤＡＰＴ通
过阻断Ｎｏｔｃｈ信号通路，选择性调节Ｎｏｔｃｈ基因的表
达，进一步影响了 Ｔｈ１／Ｔｈ２的失衡，通过增加 Ｔｈ１
型细胞因子（ＩＦＮγ）的表达并抑制 Ｔｈ２型细胞因子
的表达来促使Ｔｈ细胞向Ｔｈ１分化，进而调节了变应
性鼻炎的发生发展。

通过本实验，最终证实 Ｎｏｔｃｈ信号通路特异性
抑制剂（ＤＡＰＴ）具有调节 Ｔｈｌ／Ｔｈ２失衡的作用，可
以通过调节 Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡来达到改善变应性鼻炎
症状及治疗变应性鼻炎的目的，为变应性鼻炎寻求

新的药物治疗提供理论基础。
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