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  摘 要:目的 探讨木犀草素对过敏性鼻炎(AR)大鼠炎症反应及辅助性T细胞(Th)1/Th2失衡的影响及

其机制。方法 将56只SD大鼠按照数字随机表法分为对照组、模型(AR)组、木犀草素低剂量[20
 

mg/(kg·d)]
组、木犀草素高剂量[40

 

mg/(kg·d)]组、AAV-shRNA-NC组、AAV-shRNA-斑点型POZ蛋白(SPOP)组和木

犀草素[40
 

mg/(kg·d)]+AAV-shRNA-SPOP组,每组各8只。各组处理3周后,评估各组大鼠 AR症状。
采用苏木精-伊红染色观察大鼠鼻黏膜病理学和炎症变化,采用酶联免疫吸附试验检测血清中Th1、Th2型细胞

因子及卵白蛋白(OVA)-特异性免疫球蛋白E(sIgE)水平,采用免疫共沉淀实验检测髓样分化因子(MyD88)泛

素化水平,采用蛋白质印迹法检测SPOP/MyD88/核因子(NF)-κB通路相关蛋白表达。结果 与对照组比较,
AR组大鼠行为学评分升高(P<0.05),鼻黏膜大部分上皮脱落,固有层血管扩张,腺体增生,伴嗜酸性粒细胞

及淋巴细胞浸润,血清干扰素(IFN)-γ、白细胞介素(IL)-2水平降低(P<0.05),
 

IL-4、IL-5、IL-13、OVA-sIgE
水平升高(P<0.05),MyD88泛素化水平降低(P<0.05),MyD88非泛素化水平升高(P<0.05),SPOP水平

降低(P<0.05),MyD88水平、p-P65/P65升高(P<0.05)。与AR组比较,木犀草素低、高剂量组大鼠行为学

评分均降低(P<0.05),鼻黏膜上皮病变、腺体增生和炎症反应均逐渐减轻,血清IFN-γ、IL-2水平升高(P<
0.05),

 

IL-4、IL-5、IL-13、OVA-sIgE水平降低(P<0.05),MyD88泛素化水平升高(P<0.05),非泛素化状态

下 MyD88水平降低(P<0.05),SPOP水平升高(P<0.05),MyD88水平、p-P65/P65降低(P<0.05)。与木

犀草素高剂量组比较,木犀草素+AAV-shRNA-SPOP组鼻黏膜 MyD88泛素化水平降低(P<0.05),MyD88
水平、p-P65/P65升高(P<0.05),血清IFN-γ、IL-2水平降低(P<0.05),IL-4、IL-5、IL-13、OVA-sIgE水平及

行为学评分升高(P<0.05)。AR组与AAV-shRNA-SPOP组大鼠鼻黏膜 MyD88泛素化水平、MyD88水平、

p-P65/P65、血 清IFN-γ、IL-2、IL-4、IL-5、IL-13、OVA-sIgE 水 平 比 较,差 异 无 统 计 学 意 义 (P >0.05)。
结论 木犀草素可通过调控SPOP/MyD88/NF-κB通路,抑制NF-κB活化,改善OVA诱导的AR炎症损伤及

Th1/Th2失衡。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

luteolin
 

on
 

inflammatory
 

response
 

and
 

T
 

helper
 

cell
 

(Th)
1/Th2

 

imbalance
 

in
 

allergic
 

rhinitis
 

(AR)
 

rats
 

and
 

its
 

mechanism.Methods A
 

total
 

of
  

56
 

SD
 

rats
 

were
 

ran-
domly

 

divided
 

into
 

control
 

group,model
 

(AR)
 

group,luteolin
 

low-dose
 

[20
 

mg/(kg·d)]
 

group,luteolin
 

high-
dose

 

[40
 

mg/(kg·d)]
 

group,AAV-shRNA-NC
 

group,AAV-shRNA-spotted
 

POZ
 

protein
 

(SPOP)
 

group
 

and
 

luteolin
 

[40
 

mg/(kg·d)]+AAV-shRNA-SPOP
 

group
 

according
 

to
 

the
 

random
 

number
 

table,with
 

8
 

rats
 

in
 

each
 

group.After
 

3
 

weeks
 

of
 

treatment,the
 

AR
 

symptoms
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

were
 

evaluated.Hematoxylin-
eosin

 

staining
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

pathological
 

and
 

inflammatory
 

changes
 

of
 

nasal
 

mucosa.The
 

levels
 

of
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Th1,Th2
 

cytokines
 

and
 

ovalbumin
 

(OVA)-specific
 

immunoglobulin
 

E
 

(sIgE)
 

in
 

serum
 

were
 

detected
 

by
 

en-
zyme-linked

 

immunosorbent
 

assay.The
 

ubiquitination
 

level
 

of
 

myeloid
 

differentiation
 

factor
 

88
 

(MyD88)
 

was
 

detected
 

by
 

co-immunoprecipitation
 

assay.The
 

expression
 

of
 

SPOP/MyD88/nuclear
 

factor
 

(NF)-κB
 

pathway
 

related
 

proteins
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

behavioral
 

score
 

of
 

the
 

AR
 

group
 

was
 

increased
 

(P<0.05),most
 

of
 

the
 

nasal
 

mucosa
 

epithelium
 

was
 

shed,the
 

blood
 

vessels
 

of
 

the
 

lamina
 

propria
 

were
 

dilated,the
 

glands
 

were
 

proliferated,with
 

eosinophils
 

and
 

lymphocytes
 

infiltration,the
 

serum
 

interferon
 

(IFN)-γ
 

and
 

interleukin
 

(IL)-2
 

levels
 

were
 

decreased(P<0.05),the
 

levels
 

of
 

IL-4,IL-5,IL-
13

 

and
 

OVA-sIgE
 

were
 

increased
 

(P<0.05),the
 

level
 

of
 

MyD88
 

ubiquitination
 

was
 

decreased
 

(P<0.05),the
 

level
 

of
 

MyD88
 

non-ubiquitination
 

was
 

increased
 

(P<0.05),the
 

level
 

of
 

SPOP
 

was
 

decreased
 

(P<0.05),and
 

the
 

MyD88
 

level
 

and
 

p-P65/P65
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

AR
 

group,the
 

behavioral
 

scores
 

of
 

the
 

rats
 

in
 

the
 

luteolin
 

low-dose,high-dose
 

group
 

were
 

decreased
 

(P<0.05),the
 

patho-
logical

 

changes
 

of
 

nasal
 

mucosa,glandular
 

hyperplasia
 

and
 

inflammatory
 

reaction
 

were
 

gradually
 

alleviated,the
 

serum
 

levels
 

of
 

IFN-γ
 

and
 

IL-2
 

were
 

increased
 

(P<0.05),the
 

levels
 

of
 

IL-4,IL-5,IL-13
 

and
 

OVA-sIgE
 

were
 

decreased
 

(P<0.05),the
 

level
 

of
 

MyD88
 

ubiquitination
 

was
 

increased
 

(P<0.05),the
 

level
 

of
 

MyD88
 

non-
ubiquitination

 

was
 

decreased
 

(P<0.05),the
 

level
 

of
 

SPOP
 

was
 

increased
 

(P<0.05),and
 

the
 

MyD88
 

level
 

and
 

p-P65/P65
 

were
 

significantly
 

decreased(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

luteolin
 

high-dose
 

group,the
 

level
 

of
 

MyD88
 

ubiquitination
 

in
 

nasal
 

mucosa
 

of
 

the
 

luteolin+AAV-shRNA-SPOP
 

group
 

was
 

increased
 

(P<
0.05),the

 

level
 

of
 

MyD88
 

and
 

p-P65/P65
 

were
 

increased
 

(P<0.05),the
 

levels
 

of
 

IFN-γ
 

and
 

IL-2
 

in
 

serum
 

were
 

decreased
 

(P<0.05),while
 

the
 

levels
 

of
 

IL-4,IL-5,IL-13,OVA-sIgE
 

and
 

behavioral
 

score
 

were
 

in-
creased(P<0.05).There

 

were
 

no
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

levels
 

of
 

MyD88
 

ubiquitination,MyD88,p-
P65/P65,IFN-γ,IL-2,IL-4,IL-5,IL-13

 

and
 

OVA-sIgE
 

between
 

AR
 

group
 

and
 

AAV-shRNA-SPOP
 

group
 

(P>0.05).Conclusion Luteolin
 

can
 

inhibit
 

the
 

activation
 

of
 

NF-κB
 

by
 

regulating
 

SPOP/MyD88/NF-κB
 

pathway,and
 

improve
 

the
 

inflammatory
 

injury
 

and
 

Th1/Th2
 

imbalance
 

of
 

allergic
 

rhinitis
 

induced
 

by
 

OVA.
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factor/nuclear
 

factor-κB
 

pathway

  过敏性鼻炎(AR)是一种由变应原暴露引发的免

疫球蛋白E(IgE)依赖性鼻黏膜炎症反应性疾病,临
床表现为气流阻塞、鼻痒、鼻溢液、喷嚏等[1]。近年来

AR发病率急剧上升,而当前的一线治疗药物只能暂

时缓解症状,停药后症状复发[2]。因此迫切需要为

AR患者寻找更安全有效的治疗策略。辅助性 T细

胞(Th)1/Th2细胞因子失衡是 AR的关键特征[2]。
在过敏原暴露过程中,AR患者外周血单个核细胞异

常分泌高水平的Th2细胞因子和趋化因子[3]。这些

促进嗜酸性粒细胞和肥大细胞在鼻黏膜内过度浸润,
释放大量白三烯、组胺等促炎因子,从而诱发局部炎

症,造成黏膜损伤。木犀草素(3',4',5,7-四羟基黄

酮)是一种典型的黄酮类化合物,发挥抗氧化、抗炎、
增强免疫等作用,具有较高的医学价值[4]。既往研究

表明,木犀草素可明显降低过敏性哮喘支气管肺泡液

中嗜酸性粒细胞数量和促炎因子分泌,减轻气道炎

症[5]。但其对 AR的作用效果尚不明确。Toll样受

体(TLR)是免疫系统的固有受体,在抵御病原微生物

感染和外源性过敏原刺激方面发挥着关键作用[6]。
几乎所有的 TLR 信号都能够 通 过 髓 样 分 化 因 子

(MyD88)依赖的通路激活经典的核因子(NF)-κB级

联,从而产生促炎细胞因子[6]。抑制 MyD88/NF-κB

通路 可 调 控 Th1/Th2平 衡[7]。斑 点 型 POZ蛋 白

(SPOP)是POZ家族的一员,有研究表明,SPOP作为

CUL3-RBX1
 

E3泛素连接酶复合物(CRL3)的底物衔

接子可触发 MyD88泛素化降解,控制全身炎症消

退[8]。然 而,木 犀 草 素 是 否 可 通 过 调 控 SPOP/
MyD88/NF-κB通路改善 AR后 Th1/Th2失衡尚未

明确。鉴于此,本研究旨在利用卵白蛋白(OVA)诱导

构建AR大鼠模型,探讨木犀草素对AR的可能作用

及机制。
1 材料与方法

1.1 实验动物 56只雄性SD大鼠,无特定病原体

级,8周龄,体重250~300
 

g,购自北京维通利华实验

动物技术有限公司,生产许可证号:SYXK(京)2021-
0010。饲养 环 境 温 度 为 22~25

 

℃,相 对 湿 度 在

40%~60%,通风良好,12
 

h光照/黑暗周期,自由饮

食,适应1周后进行实验。动物实验遵守国际实验动

物伦理学要求,本研究获得河南中医药大学伦理委员

会的审批(审批号:HNSZYY-2024-032)。
1.2 仪器与试剂 木犀草素购自美国Targetmol公

司,OVA购自美国Sigma公司,氢氧化铝购自美国

Pierce
 

chemical公司,苏木精-伊红(HE)染色试剂盒

购自北京索莱宝生物技术有限公司,干扰素(IFN)-γ、
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白细胞介素(IL)-2、IL-4、IL-5、IL-13和OVA-特异性

免疫球蛋白E(sIgE)酶联免疫吸附试验(ELISA)检测

试剂盒购自美国 R&D公司,SPOP、MyD88、p-P65、
P65、Tubulin和 Ub一抗购于美国CST公司,AAV-
shRNA腺病 毒 均 由 上 海 基 因 制 药 有 限 公 司 设 计

合成。
1.3 方法

1.3.1 模型构建及实验分组 将56只SD大鼠按照

数字随机表法分为对照组、模型(AR)组、木犀草素低

剂量组、木犀草素高剂量组、AAV-shRNA-NC组、
AAV-shRNA-SPOP组和木犀草素+AAV-shRNA-
SPOP组,每组各8只。除对照组外,其他组大鼠均参

照研究已报道的 OVA致敏法诱导建立 AR模型[9]。
基础致敏阶段:将100

 

μg
 

OVA和1
 

mg氢氧化铝溶

于100
 

μL
 

0.9%氯化钠溶液,在第0、7、14天通过腹

腔注射100
 

μL
 

OVA悬浊液致敏。局部激发阶段:从
第15天开始,使用微量移液枪在大鼠每侧鼻孔滴入

100
 

mg/mL
 

OVA溶液,每侧每次50
 

μL,连续20
 

d。
以鼻部症状评分标准[10-11],总分>5分视为造模成功。
之后,木犀草素低、高剂量组大鼠分别给予20和40

 

[mg/(kg·g]的木犀草素腹腔注射,每日1次,连续3
周;AAV-shRNA-NC和AAV-shRNA-SPOP组分别

于造模成功后第0天和第2天每侧鼻腔滴入50
 

μL
的脂质体与AAV病毒混合物。对照组大鼠不造模,
仅给予等量0.9%氯化钠溶液腹腔注射和pcDNA脂

质体混合物滴鼻;木犀草素+AAV-shRNA-SPOP组

给予40
 

[mg/(kg·g]木犀草素和50
 

μL的脂质体与

质粒混合物处理同样时间。
1.3.2 鼻炎症状评分 在实验大鼠治疗的最后1
天,根据鼻痒、打喷嚏、流鼻水等典型临床症状,参照

文献[11],由3名不知情大鼠分组和治疗的观察者对

AR进行评价。用4分制对症状进行分级,并对每种

症状进行数值评分(0~3分)。(1)鼻痒:0分表示大

鼠在10
 

min内没有揉鼻;1分指大鼠在1
 

min内揉鼻

1~3次;2分指大鼠在1
 

min内揉鼻4~6次;3分表

示大鼠在1
 

min内揉鼻子6次以上。(2)打喷嚏:0分

表示大鼠在10
 

min内没有打喷嚏;1分表示大鼠在10
 

min内打喷嚏1~3次;2分表示大鼠在10
 

min内打

喷嚏4~9次;3分指10
 

min内打喷嚏10次以上。
(3)鼻分泌物:0分表示无鼻分泌物;1分表示大鼠的

鼻孔里有鼻分泌物;2分表示大鼠在鼻孔外有鼻分泌

物;3分意味着大鼠的鼻孔里有溢出的鼻分泌物。总

分超过5分即认为AR模型成功。
1.3.3 HE染色检测鼻黏膜病理损伤 行为学检测

结束后,禁食24
 

h,用1%戊巴比妥钠(150
 

mg/kg)腹
腔注射深度麻醉大鼠,摘眼球取血。固定头部,剔除

上颌部和鼻腔上方皮毛,沿双侧鼻孔上缘掀起鼻骨,
剥离鼻中隔两侧鼻黏膜,一侧鼻黏膜置于-80

 

℃冻存

备用;另一侧鼻黏膜置于4%多聚甲醛固定24
 

h,经脱

水、透明、浸蜡、包埋后,4
 

μm厚连续切片。按照试剂

盒说明书进行 HE染色,并评估鼻黏膜组织病理形

态。在200倍光学显微镜下随机选择5个不同视野,
拍照并分析。
1.3.4 ELISA检测血清中Th1、Th2型细胞因子及

OVA-sIgE水平 将全血室温静置1
 

h以上,3
 

000
 

r/min离心30
 

min,取上层血清。按照相应ELISA
试剂盒说明书,测定各组大鼠血清中Th1型细胞因子

(IFN-γ和IL-2)、Th2型细胞因子(IL-4、IL-5和IL-
13)和OVA-sIgE水平。
1.3.5 免疫共沉淀(Co-IP)实验检测 MyD88泛素化

水平 取适量鼻黏膜组织,用含有蛋白酶抑制剂的

RIPA裂解缓冲液冰上裂解组织20
 

min,4
 

℃12
 

000
 

r/mim离心10
 

min以去除组织颗粒。接下来,取
1/10的细胞裂解缓冲液作为Input,剩余部分与抗-

 

MyD88(稀释比例为1∶30)和蛋白 A/G-Sepharose
抗体在4

 

℃孵育过夜。沉淀蛋白用裂解液洗涤5次

后,用SDS-loading缓冲液洗脱,然后与抗-Ub(稀释

比为1∶1
 

000)抗体孵育,进行蛋白质印迹法(West-
ern

 

Blot)分析。
1.3.6 Western

 

Blot检测SPOP/MyD88/NF-κB通

路相关蛋白表达 各组大鼠鼻黏膜组织中加入含

PMSF的蛋白裂解液,冰上裂解,离心并收集上清液。
BCA法测定蛋白浓度,然后加入5×上样缓冲液,
100

 

℃煮沸变性。每组取40
 

μg蛋白样品,行SDS-
PAGE凝胶电泳分离蛋白,并将蛋白转移至聚偏二氟

乙烯膜上。5%脱脂牛奶室温封闭1
 

h后,用抗SPOP
(1∶200)、MyD88(1∶200)、p-P65(1∶200)、P65
(1∶300)和Tubulin(1∶1

 

000)一抗4
 

℃孵育过夜。
次日,清洗膜3次后,加入 HRP山羊抗兔IgG二抗

(1∶10
 

000)室温孵育1
 

h,采用ECL法进行曝光显

影,Image
 

J软件定量蛋白灰度值。
1.4 统计学处理 所有数据均采用SPSS26.0统计

软件进行统计分析。计量资料以x±s表示,两组比

较采用独立样本t检验,多组间比较采用单因素方差

分析。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 木犀草素对AR大鼠的临床症状的影响 与对

照组(0分)比较,AR组大鼠行为学评分[(6.89±
0.45)分]升高,差异有统计学意义(P<0.001)。与

AR组比较,木犀草素低剂量组[(4.15±0.23)分]和
木犀草素高剂量组[(1.32±0.08)分]大鼠行为学评

分均降低,差异有统计学意义(P<0.001)。
2.2 木犀草素对AR大鼠鼻黏膜组织病理学损伤的

影响 对照组大鼠鼻黏膜上皮细胞及纤毛组织排列

整齐,固有层血管及纤维结构正常。AR组大鼠鼻黏

膜大部分上皮脱落,固有层血管扩张,腺体增生,伴嗜
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酸性粒细胞及淋巴细胞浸润。与AR组比较,木犀草

素低、高剂量组大鼠鼻黏膜上皮病变、腺体增生和炎

症反应均逐渐减轻。见图1。
2.3 木犀草素对 AR大鼠血清Th1/Th2失衡的影

响 与对照组比较,AR组大鼠血清Th1型细胞因子

(IFN-γ、IL-2)水平降低(P<0.001),而Th2型细胞

因子(IL-4、IL-5、IL-13)和 OVA-sIgE水平升高(P<
0.001)。与 AR组比较,木犀草素低、高剂量组大鼠

血清IFN-γ、IL-2水平升高(P<0.001),IL-4、IL-5、
IL-13、OVA-sIgE水平降低(P<0.001)。见表1。

  注:黄色箭头为淋巴细胞浸润;红色箭头为嗜酸性粒细胞浸润。

图1  HE染色检测各组大鼠鼻黏膜组织病理学损伤

表1  各组大鼠血清Th1/Th2相关因子水平比较(n=8,x±s)

组别
IFN-γ
(pg/mL)

IL-2
(pg/mL)

IL-4
(pg/mL)

IL-5
(pg/mL)

IL-13
(pg/mL)

OVA-sIgE
(ng/L)

对照组 736.87±38.29 17.35±4.38 9.36±0.97 27.38±0.89 237.26±18.37 100.36±5.27
AR组 332.17±14.38 7.83±1.65 20.35±2.13 83.26±4.36 483.62±23.21 389.26±37.26
木犀草素低剂量组 527.18±17.29 14.24±1.83 15.37±1.35 58.27±2.36 383.26±18.36 168.37±26.38
木犀草素高剂量组 688.37±18.27 16.98±1.89 11.37±0.78 33.26±1.38 289.36±21.22 132.16±14.36

2.4 木犀草素对 AR大鼠鼻黏膜 MyD88泛素化的

影响 与对照组比较,AR组大鼠鼻黏膜 MyD88泛素

化水平降低,MyD88非泛素化水平升高(P<0.001)。
与AR组比较,木犀草素低、高剂量组大鼠鼻黏膜

MyD88泛素化水平升高,MyD88非泛素化水平降低

(P<0.01)。见图2、表2。

表2  各组大鼠鼻黏膜 MyD88泛素化水平

   比较(n=8,x±s)

组别 MyD88泛素化 MyD88非泛素化

对照组 1.03±0.06 1.01±0.03
AR组 0.22±0.05 4.06±0.17
木犀草素低剂量组 0.46±0.04 2.68±0.13
木犀草素高剂量组 0.77±0.08 1.38±0.11

  注:A、B分别为Co-IP检测木犀草素对 MyD88泛素化影响的蛋白图、柱状图;**P<0.01,***P<0.001。

图2  Co-IP检测木犀草素对 MyD88泛素化的影响
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2.5 木犀草素对 AR大鼠鼻黏膜SPOP/MyD88/
NF-κB通路的影响 与对照组比较,AR组大鼠鼻黏

膜SPOP水平降低,MyD88水平、p-P65/P65升 高

(P<0.001)。与AR组比较,木犀草素低、高剂量组

大鼠鼻黏膜SPOP水平升高(P<0.001),MyD88水

平、p-P65/P65降低(P<0.05)。见表3、图3。
2.6 AAV-shRNA-SPOP对SPOP的抑制效率验

证 与 AAV-shRNA-NC 组 比 较,AAV-shRNA-
SPOP组大鼠鼻黏膜SPOP水平降低(0.36±0.02

 

vs.
 

1.03±0.04),差异有统计学意义(P<0.001)。

见图4。
表3  各组大鼠鼻黏膜SPOP/MyD88/NF-κB通路

   相关蛋白表达比较(n=8,x±s)

组别 SPOP MyD88 p-P65/P65

对照组 1.03±0.02 1.01±0.03 0.99±0.04

AR组 0.13±0.01 3.82±0.17 4.79±0.13

木犀草素低剂量组 0.35±0.02 3.12±0.11 3.78±0.16

木犀草素高剂量组 0.68±0.04 1.78±0.09 1.89±0.07

  注:A、B分别为 Western
 

Blot检测木犀草素对SPOP/MyD88/NF-κB通路的蛋白图、柱状图;**P<0.01,***P<0.001。

图3  Western
 

Blot检测木犀草素对SPOP/MyD88/NF-κB通路的影响

  注:A、B分别为 Western
 

Blot验证 AAV-shRNA-SPOP对SPOP

抑制效率的蛋白图、柱状图;***P<0.001。

图4  Western
 

Blot验证AAV-shRNA-SPOP对

SPOP的抑制效率

2.7 干扰SPOP表达可抑制AR大鼠鼻黏膜MyD88

泛素化并激活下游NF-κB信号通路 与木犀草素高

剂量组比较,木犀草素+AAV-shRNA-SPOP组鼻黏

膜 MyD88泛素化水平降低(P<0.001),MyD88水

平、p-P65/P65升高(P<0.001)。而AR组与AAV-
shRNA-SPOP组大鼠鼻黏膜 MyD88泛素化水平、
MyD88水平、p-P65/P65比较,差异无统计学意义

(P>0.05)。见表4,图5、6。
2.8 干扰SPOP表达可逆转木犀草素对AR大鼠临

床症状和血清Th1/Th2失衡的改善作用 与木犀草

素高剂量组比较,木犀草素+AAV-shRNA-SPOP组

大鼠血清IFN-γ、IL-2水平降低(P<0.001),IL-4、
IL-5、IL-13、OVA-sIgE水平及行为学评分升高(P<
0.001)。而 AR组与 AAV-shRNA-SPOP组大鼠血

清IFN-γ、IL-2、IL-4、IL-5、IL-13、OVA-sIgE水平及

行为学评分比较,差异无统计学意义(P>0.05)。见

表5、图7。

表4  干扰SPOP表达后 MyD88泛素化和 MyD88/NF-κB通路表达比较(n=4,x±s)

组别 MyD88泛素化 MyD88非泛素化 MyD88 p-P65/P65

AR组 1.03±0.03 0.96±0.04 0.99±0.05 1.02±0.04

木犀草素高剂量组 2.27±0.14 0.21±0.03 0.22±0.03 0.23±0.04

AAV-shRNA-SPOP组 0.68±0.05 1.55±0.07 1.41±0.05 1.42±0.06

木犀草素+AAV-shRNA-SPOP组 0.71±0.05 1.21±0.02 1.28±0.03 1.40±0.04
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  注:A、B分别为Co-IP检测干扰SPOP表达对 MyD88泛素化影响的蛋白图、柱状图;***P<0.001。

图5  Co-IP检测干扰SPOP表达对 MyD88泛素化的影响

  注:A、B分别为 Western
 

Blot检测干扰SPOP表达对 MyD88/NF-κB信号通路影响的蛋白图、柱状图;***P<0.001。

图6  Western
 

Blot检测干扰SPOP表达对 MyD88/NF-κB信号通路的影响

表5  干扰SPOP表达后AR大鼠临床症状和血清Th1/Th2水平比较(n=8,x±s)

组别 行为学评分(分) IFN-γ(pg/mL) IL-2(pg/mL) IL-4(pg/mL)

AR组 6.68±0.47 338.26±15.27 7.73±0.08 21.68±2.23

木犀草素高剂量组 1.37±0.06 613.27±18.27 16.76±1.21 9.76±2.68

AAV-shRNA-SPOP组 5.87±0.43 579.26±13.28 15.22±1.33 9.81±2.59

木犀草素+AAV-shRNA-SPOP组 6.12±0.52 397.26±15.45 10.76±0.87 16.34±2.11

组别 IL-5(pg/mL) IL-13(pg/mL) OVA-sIgE(ng/L)

AR组 83.25±4.36 486.37±23.26 395.25±32.36

木犀草素高剂量组 31.26±2.33 312.36±18.27 142.36±13.23

AAV-shRNA-SPOP组 32.76±3.68 308.26±14.37 139.26±12.35

木犀草素+AAV-shRNA-SPOP组 62.16±3.86 448.27±19.37 372.36±18.27
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  注:A~G分别为各组行为学评分、IFN-γ、IL-2、IL-4、IL-5、IL-13、OVA-sIgE水平比较;**P<0.01,***P<0.001。

图7  干扰SPOP表达对临床症状和血清Th1/Th2的影响

3 讨  论

  目前临床治疗AR的方法包括组胺受体拮抗剂、
激素和抗胆碱能药物[2]。虽然病情可以缓解或控制,
但目前的治疗方法不良反应大、耐药和复发率高。确

定适当的AR治疗方法已成为耳鼻喉科的一个焦点,
也是一个挑战。

木犀草素是一种天然类黄酮,发挥抗氧化、抗炎、
增强免疫等作用[4],对变应性鼻炎大鼠具有显著改善

作用[12]。然而,其作用机制鲜见报道,本研究采用

OVA致敏法成功构建 AR大鼠模型。与对照组比

较,AR组大鼠表现出显著的行为学改变。病理学检

查可见AR大鼠鼻黏膜层现典型变态反应特征,上皮

细胞排列紊乱伴表层剥脱,固有层内嗜酸性粒细胞广

泛浸润,腺体呈代偿性增生肿胀,黏膜下血管扩张充

血。上述多维度评价指标的阳性改变,证实AR动物

模型构建成功。AR的典型临床症状包括阵发性打喷

嚏、流鼻涕、鼻痒[1]。因此,笔者在建立AR模型大鼠

并给予不同剂量木犀草素治疗后,也对其鼻炎症状进

行了评分。结果表明,木犀草素可减轻AR大鼠的高

鼻炎症状评分。此外,AR是由鼻黏膜分泌sIgE引起

的特异性炎症反应。因此,笔者检测了AR大鼠血清

中OVA-sIgE水平,并观察了AR大鼠鼻黏膜的组织

病理学变化。结果显示,木犀草素下调了 OVA-sIgE
水平,减轻鼻黏膜炎症,进一步说明木犀草素具有改

善AR的作用。
过敏性疾病的关键因素是Th1、Th2型细胞分化

和细胞因子分泌失衡,且Th2型细胞的免疫应答强于

Th1型细胞(Th1/Th2细胞因子平衡向Th2型细胞

因子激活方向发展)[13]。在机体过敏原的刺激下,

Th0细胞被诱导分化为Th2细胞,导致Th2细胞增

多,Th1细胞减少(Th1/Th2失衡),进而导致AR[14]。

Th1细胞主要产生IFN-γ、IL-2等与延迟过敏反应和

病毒清除细胞免疫有关的细胞因子;Th2细胞主要产

生IL-4、IL-5、IL-13等细胞因子,参与过敏性炎症反
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应[14-15]。对于Th1/Th2失衡的检测,临床常用的指

标是血清中 Th1、Th2型细胞 分 泌 的 细 胞 因 子 水

平[16]。因此,本研究检测了 AR大鼠血清中 Th1、

Th2型细胞因子水平。结果表明,AR大鼠存在Th1/

Th2失衡,木犀草素可改善该失衡,提示木犀草素改善

AR的作用可能是通过调节Th1/Th2平衡介导的。
本研究进一步探讨木犀草素在 AR中的作用机

制。NF-κB是AR过敏反应过程中的热点核转录因

子之一,不仅在许多组织的凋亡和分化过程中起关键

作用,在宿主炎症和免疫反应中也起关键作用[17]。

NF-κB的活化受上游 MyD88信号调控。在细胞外信

号的刺激下,上游转导信号 MyD88促进NF-κB磷酸

化,NF-κB被释放并迁移到细胞核中,从而在生物效

应和免疫中诱导基因转录[18]。WU等[19]发现,小青

龙汤可通过调节MyD88/NF-κB通路减轻AR炎症反

应和线粒体损伤。此外,几乎所有的TLR信号都能

够通过 MyD88依赖的通路激活经典的NF-κB级联,
从而产生促炎细胞因子[6]。据报道,多种 TLR抑制

剂可调节Th1/Th2失衡,抑制过敏性炎症[6]。因此,
基于TLR的免疫疗法为 AR的治疗提供了新思路。
然而,目前80%的TLR抑制剂数据来源于肿瘤或自

身免疫性疾病研究,其在变应性疾病(如AR)中的长

期安全性仍未完全明确[20]。因此,靶向干预TLR的

下游信号通路可能是治疗 AR的有效措施。近期研

究发现,SPOP主要通过 MyD88依赖性途径改善炎

症反应,其缺失会导致造血干细胞及早期祖细胞

(HSPCs)中炎症持续存在,并损害炎症消退机制[21]。
另有研究证实,SPOP与 MyD88的泛素结合位点位

于Toll/IL-1受体结构域(TIR),且SPOP可通过抑

制 Myddosome组装进而阻断下游 NF-κB活化[8]。
上述研究共同提示,SPOP介导的 MyD88泛素化修

饰通过破坏TIR结构域寡聚化和 Myddosome募集,
最终抑制下游NF-κB信号通路的激活,这与本研究结

论高度吻合。本研究以p-P65磷酸化水平作为 NF-
κB活化指标,发现AR组大鼠SPOP及 MyD88泛素

化表达降低,而p-P65及炎症因子水平升高。经木犀

草素干预后,可通过上调SPOP表达促进 MyD88泛

素化,并降低p-P65及炎症因子水平。
值得注意的是,SPOP作为炎症的关键调控因子,

其作用位点位于信号通路上游,通过 K48连接的

MyD88泛素化修饰实现炎症反应的负向调控[22]。为

验证SPOP在AR病理中的核心作用,本研究通过大

鼠鼻腔给予包含 AAV-shRNA-SPOP的脂质体与质

粒混合物成功使鼻黏膜SPOP表达显著降低。该基

因沉默效应导致高剂量木犀草素无法显著改善OVA
刺激诱导的行为学异常,进一步印证SPOP在AR病

理机制中的关键地位。此外,AAV-shRNA-SPOP不

仅抑制泛素化 MyD88表达和NF-κB活化,还导致炎

症因子表达升高及Th1/Th2失衡,且木犀草素干预

未能缓解炎症状态。这些结果表明,SPOP缺失会引

起 MyD88/NF-κB信号异常激活并诱发鼻黏膜炎症,
而SPOP正是木犀草素发挥抗炎作用的主要靶标。

综上所述,木犀草素可通过SPOP/MyD88/NF-κB
通路抑制NF-κB活化,改善 OVA诱导的AR炎症损

伤及Th1/Th2失衡。
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·论  著·

血清AFP联合PTX3、sAxl水平对慢性乙型肝炎
相关肝细胞癌的诊断价值*

田晓华1,2,刘小芳2,杨 慧1△

1.山西医科大学第一医院感染病科,山西太原
 

030001;2.吕梁市人民医院感染性疾病科,山西吕梁
 

033000

  摘 要:目的 探讨血清甲胎蛋白(AFP)联合正五聚蛋白3(PTX3)、可溶性Anexelekto(sAxl)水平对慢性

乙型肝炎相关肝细胞癌(CHB-HCC)的诊断价值。方法 选取2022年1月至2024年12月吕梁市人民医院收

治的CHB-HCC患者100例为CHB-HCC组,根据中国肝癌分期将其分为Ⅰ期组20例、Ⅱ期组17例、Ⅲ期组

22例、Ⅳ期组41例。另按照1∶1比例选取同期收治的肝硬化患者100例为肝硬化组、乙型肝炎病毒(HBV)感

染患者100例为HBV组和体检健康者100例为对照组。采用酶联免疫吸附试验检测血清AFP、PTX3、sAxl
水平,通过多因素Logistic回归分析CHB-HCC的影响因素,采用受试者工作特征(ROC)曲线分析和计算曲线

下面积(AUC)评价血清AFP、PTX3、sAxl水平对CHB-HCC的诊断价值。结果 AFP、PTX3、sAxl水平在

HCC组、肝硬化组、HBV组、对照组中依次降低(P<0.05)。血清PTX3、sAxl水平在Ⅰ期组、Ⅱ期组、Ⅲ期组、

Ⅳ期组 中 依 次 升 高(P<0.05)。AFP(OR=1.017,95%CI
 

1.004~1.031)、PTX3(OR=1.412,95%CI
 

1.240~1.608)、sAxl(OR=1.519,95%CI
 

1.288~1.792)为CHB-HCC的独立危险因素(P<0.05)。血清

AFP、PTX3、sAxl水平诊断CHB-HCC的AUC分别为0.832、0.860、0.888,PTX3+sAxl诊断CHB-HCC的

AUC大于血清PTX3、sAxl单独诊断(P<0.05),AFP+PTX3+sAxl诊断CHB-HCC的 AUC大于血清

AFP、PTX3、sAxl和PTX3+sAxl诊断(P<0.05)。结论 血清AFP、PTX3、sAxl水平升高为CHB-HCC的

独立危险因素,在AFP基础上联合PTX3、sAxl能提升CHB-HCC的诊断价值。
关键词:慢性乙型肝炎相关肝细胞癌; 甲胎蛋白; 正五聚蛋白3; 可溶性Anexelekto; 诊断价值

DOI:10.3969/j.issn.1673-4130.2026.04.002 中图法分类号:R735.7
文章编号:1673-4130(2026)04-0393-06 文献标志码:A

Diagnostic
 

value
 

of
 

serum
 

AFP
 

combined
 

with
 

PTX3
 

and
 

sAxl
 

levels
 

in
 

chronic
 

hepatitis
 

B-related
 

hepatocellular
 

carcinoma*
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

serum
 

alpha-fetoprotein
 

(AFP)
 

combined
 

with
 

pentraxin
 

3
 

(PTX3)
 

and
 

soluble
 

Anexelekto
 

(sAxl)
 

in
 

chronic
 

hepatitis
 

B-related
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

(CHB-HCC).Methods A
 

total
 

of
 

100
 

patients
 

with
 

CHB-HCC
 

admitted
 

to
 

Lyuliang
 

People's
 

Hospital
 

from
 

January
 

2022
 

to
 

December
 

2024
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

CHB-HCC
 

group.According
 

to
 

the
 

China
 

Liver
 

Cancer
 

staging,the
 

patients
 

were
 

divided
 

into
 

stage
 

Ⅰ
 

group
 

(20
 

cases),stage
 

Ⅱ
 

group
 

(17
 

cases),stage
 

Ⅲ
 

group
 

(22
 

cases)
 

and
 

stage
 

Ⅳ
 

group
 

(41
 

cases).According
 

to
 

the
 

ratio
 

of
 

1∶1,100
 

patients
 

with
 

liver
 

cirrhosis
 

who
 

were
 

admitted
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

liver
 

cirrhosis
 

group,100
 

patients
 

with
 

hepatitis
 

B
 

virus
 

(HBV)
 

infection
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

HBV
 

group,and
 

100
 

healthy
 

people
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.Serum
 

AFP,PTX3
 

and
 

sAxl
 

levels
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.Multivariate
 

Logistic
 

regression
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

influencing
 

factors
 

of
 

CHB-HCC.Receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

analysis
 

and
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

(AUC)
 

were
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

serum
 

AFP,PTX3
 

and
 

sAxl
 

levels
 

for
 

CHB-HCC.Results The
 

levels
 

of
 

AFP,PTX3,and
 

sAxl
 

were
 

decreased
 

in
 

the
 

HCC
 

group,the
 

cirrhosis
 

group,the
 

HBV
 

group,and
 

the
 

control
 

group
 

in
 

turn
 

(P<0.05).The
 

levels
 

of
 

ser-
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