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也摘要页 目的 探讨清解合剂对变应性鼻炎渊AR冤小鼠嗜酸性粒细胞活化及免疫功能的影响袁以及其对核因子 E2 相关因子 2
渊Nrf2冤/谷胱甘肽过氧化物酶 4渊GPX4冤信号通路的调控机制遥 方法 通过卵白蛋白渊OVA冤诱导构建 AR小鼠模型曰将小鼠随机分为对

照组尧模型组尧清解合剂低剂量组尧清解合剂高剂量组尧ML385+清解合剂高剂量组袁每组 10 只遥 统计小鼠鼻部症状评分曰迪夫快速

渊Diff-Quick冤染色检测鼻腔灌洗液中嗜酸性粒细胞活化曰HE 染色检测鼻黏膜组织病理损伤曰ELISA 检测血清中 OVA 特异性免疫球

蛋白 E渊IgE冤尧组胺尧白细胞介素渊IL冤-4尧酌-干扰素渊IFN-酌冤尧IL-17尧转化生长因子-茁1渊TGF-茁1冤含量曰TUNEL 染色检测鼻黏膜组织中

的细胞凋亡情况曰二氢乙啶渊DHE冤染色和 ELISA 检测鼻黏膜组织中的活性氧自由基渊ROS冤尧超氧化物歧化酶渊SOD冤以及丙二醛

渊MDA冤水平曰qRT-PCR 检测 T 盒子转录因子渊T-bet冤尧GATA 结合蛋白 3渊GATA3冤尧叉头框蛋白 3渊Foxp3冤和维甲酸相关孤儿受体酌t
渊ROR酌t冤的mRNA表达曰Western blot检测 Nrf2尧GPX4尧B淋巴细胞瘤-2渊Bcl-2冤尧Bcl-2相关 X 蛋白渊Bax冤的蛋白表达遥结果 与对照

组相比袁模型组尧清解合剂低剂量组尧清解合剂高剂量组尧ML385+清解合剂高剂量组小鼠鼻黏膜组织严重损伤袁鼻部症状评分尧鼻腔

灌洗液中嗜酸性粒细胞数量袁血清中 OVA特异性 IgE尧组胺尧IL-4和 IL-17含量袁鼻黏膜组织中细胞凋亡率尧ROS 和MDA 水平尧GA鄄
TA3和ROR酌t mRNA 表达以及 Bax蛋白表达均升高渊P约0.05冤曰而血清中 IFN-酌和 TGF-茁1 含量袁鼻黏膜组织中 SOD 水平尧T-bet 和
Foxp3 mRNA表达以及Nrf2尧GPX4和Bcl-2蛋白表达均降低渊P约0.05冤遥 与模型组相比袁清解合剂低剂量组尧清解合剂高剂量组尧ML385+
清解合剂高剂量组鼻黏膜组织损伤减轻袁鼻部症状评分尧鼻腔灌洗液中嗜酸性粒细胞数量袁血清中 OVA 特异性 IgE尧组胺尧IL-4 和

IL-17含量袁鼻黏膜组织中细胞凋亡率尧ROS和MDA水平尧GATA3和ROR酌t mRNA表达以及Bax蛋白表达均降低渊P约0.05冤曰而血清中

IFN-酌和TGF-茁1含量袁鼻黏膜组织中 SOD水平尧T-bet 和 Foxp3 mRNA表达以及 Nrf2尧GPX4 和 Bcl-2蛋白表达均升高渊P约0.05冤遥与
清解合剂高剂量组相比袁ML385+清解合剂高剂量组小鼠鼻部症状评分尧鼻腔灌洗液中嗜酸性粒细胞数量袁血清中 OVA 特异性 IgE尧
组胺尧IL-4和 IL-17 含量袁鼻黏膜组织中细胞凋亡率尧ROS和 MDA 水平尧GATA3和ROR酌t mRNA表达以及 Bax蛋白表达均升高渊P约
0.05冤曰而血清中 IFN-酌 和 TGF-茁1 含量袁鼻黏膜组织中 SOD 水平尧T-bet 和 Foxp3 mRNA 表达以及 Nrf2尧GPX4和 Bcl-2 蛋白

表达均降低渊P约0.05冤遥 结论 清解合剂能明显抑制 AR小鼠中嗜酸性粒细胞的活性袁抑制氧化应激的进展袁改善动物的免疫功能袁这
可能与调控 Nrf2/GPX4信号通路有关遥
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在变应性鼻炎渊allergic rhinitis, AR冤中袁异常升

高的免疫球蛋白 E渊immunoglobulin E, IgE冤可促使

患者鼻黏膜中嗜酸性粒细胞发生活化袁增加炎症介

质分泌袁引发患者出现打喷嚏尧流清涕等诸多鼻部不

适症状袁严重影响患者的生活质量[1]遥 因此深入揭示

AR 的病因机制袁具有重要意义遥 针对 AR 的干预措
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To investigate the effects of Qingjie Mixture on the eosinophil activation and immune function in
allergic rhinitis (AR) mice, as well as its regulatory mechanism on nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2)/glutathione peroxidase
4 (GPX4) signaling pathway. Methods An AR mouse model was established by ovalbumin (OVA) induction. Mice were randomly
divided into control, model, low-dose Qingjie Mixture, high-dose Qingjie Mixture, and ML385+high-dose Qingjie Mixture groups,
with 10 mice in each group. Nasal symptom scores of mice were calculated. Diff-Quick staining was used to assess the eosinophil
activation in nasal lavage fluid. HE staining was used to observe the histopathological damage in nasal mucosal tissue. ELISA was
employed to measure the levels of OVA-specific immunoglobulin E (IgE), histamine, interleukin (IL)-4, interferon-酌 (IFN-酌), IL-17,
and transforming growth factor-茁1 (TGF-茁1) in serum. TUNEL staining was used to check the apoptosis in nasal mucosal tissue.
dihydroethidium 渊DHE冤 staining kit and ELISA were used to examine the levels of reactive oxygen species (ROS), superoxide dismutase
(SOD), and malondialdehyde (MDA) in nasal mucosal tissue. The mRNA expression of T-box expressed in T cells (T-bet), GATA
binding protein 3 (GATA3), forkhead box protein 3 (Foxp3), and retinoid-related orphan nuclear receptor 酌t (ROR 酌t) was determined
using qRT-PCR. Protein expression of Nrf2, GPX4, B-cell lymphoma-2 (Bcl-2), and Bcl-2-associated X protein (Bax) was examined
by Western blot analysis. Results Compared with the control group, the model, low-dose Qingjie Mixture, high-dose Qingjie
Mixture, and ML385+high-dose Qingjie Mixture groups showed severe nasal mucosal damage; the nasal symptom scores, eosinophil
counts in nasal lavage fluid, serum content of OVA-specific IgE, histamine, IL-4, and IL-17, nasal mucosal apoptosis rates, ROS
and MDA levels, GATA3 and ROR酌t mRNA expression, as well as Bax protein expression were all elevated (P<0.05). Meanwhile,
IFN-酌 and TGF-茁1 levels in serum, and SOD levels, T-bet and Foxp3 mRNA expression, and protein expression of Nrf2, GPX4,
and Bcl-2 in nasal mucosal tissue were all reduced (P<0.05). Compared with the model group, the low-dose Qingjie Mixture, high-
dose Qingjie Mixture, and ML385+high-dose Qingjie Mixture groups showed alleviated nasal mucosal damage; the nasal symptom
scores, eosinophil counts in nasal lavage fluid, serum content of OVA-specific IgE, histamine, IL-4, and IL-17, nasal mucosal
apoptosis rates, ROS and MDA levels, GATA3 and ROR酌t mRNA expression, as well as Bax protein expression were all reduced
(P<0.05). Meanwhile, IFN-酌 and TGF-茁1 levels in serum, and SOD levels, T-bet and Foxp3 mRNA expression, and protein
expression of Nrf2, GPX4, and Bcl-2 in nasal mucosal tissue increased (P<0.05). Compared with high-dose Qingjie Mixture group,
the ML385+high-dose Qingjie Mixture group showed increased nasal symptom score, eosinophil count in nasal lavage fluid, serun
content of OVA-specific IgE, histamine, IL-4, and IL-17, nasal mucosal apoptosis rate, ROS and MDA levels, GATA3 and ROR酌t
mRNA expression, as well as Bax protein expression (P<0.05). Meanwhile, IFN-酌 and TGF-茁1 levels in serum, and SOD level,
T-bet and Foxp3 mRNA expression, and protein expression of Nrf2, GPX4, and Bcl-2 in nasal mucosal tissue decreased (P<0.05).
Conclusion Qingjie Mixture can significantly inhibit eosinophil activity in AR mice, suppress oxidative stress progression, and
improve the immune function, which may be related to the regulation of Nrf2/GPX4 signaling pathway.

也运藻赠憎燥则凿泽页 Qingjie Mixture; allergic rhinitis; eosinophil activation; immune function; nuclear factor E2-related factor 2/
glutathione peroxidase 4 signaling pathway; regulatory T cells/T helper cells 17 cell imbalance
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施中袁中医药技术显示了较为满意的疗效[2]遥 首都国

医名师庄曾渊研究员提出经验方野清解合剂冶渊麻
黄袁辛夷袁生石膏袁生甘草袁桑白皮袁黄芩袁荆芥袁防风袁
地肤子袁五味子袁枳壳袁炒麦芽冤在小儿风热乳蛾等免

疫性失衡疾病中疗效显著[3]袁而该方剂具有宣通鼻

窍尧运水祛湿等效用袁为其在 AR 的治疗提供了潜在

的可能性遥
除嗜酸性粒细胞外袁AR 的免疫病理机制还涉及

辅助性 T细胞渊T helper cells, Th冤1/2型细胞尧调节性

T 细胞渊regulatory T cells, Treg冤/Th17 细胞的动态

失衡遥 研究发现袁AR 患者体内 GATA 结合蛋白3
渊GATA binding protein 3, GATA3冤和维甲酸相关孤儿

受体渊retinoid acid-orphan nuclear receptor 酌t, ROR酌t冤
的表达异常升高袁而 T盒子转录因子渊T-box expressed
in T cells, T-bet冤与叉头框蛋白3渊forkhead box pro鄄
tein3, Foxp3冤的表达显著下调袁形成鲜明对比[4]遥 这

种转录调控紊乱直接导致细胞因子网络失调院促
炎性细胞因子白细胞介素渊interleukin, IL冤-4和 IL-
17水平显著升高袁而免疫调节因子 酌-干扰素渊interfer鄄
on-酌, IFN-酌冤和抗炎细胞因子转化生长因子-茁1
渊transforming growth factor-茁1, TGF-茁1冤水平明显

降低[4]遥 这种双向免疫失衡最终引发鼻黏膜屏障功

能受损袁形成持续的炎症恶性循环袁加剧患者鼻黏

膜组织的免疫功能下降袁诱使患者鼻黏膜组织出

现 明显的氧化应激袁活性氧自由基渊reactive oxygen
species, ROS冤难以实现及时清除袁丙二醛渊malondi鄄
aldehyde, MDA冤水平升高袁超氧化物歧化酶渊superoxide
dismutase, SOD冤活性降低袁推动鼻黏膜组织中细胞

凋亡的进展袁加剧鼻黏膜组织的病理损伤[4-5]遥
核因子 E2 相关因子 2渊nuclear factor E2-relat鄄

ed factor 2, Nrf2冤/谷胱甘肽过氧化物酶 4渊glutathione
peroxidase 4, GPX4冤信号在免疫功能调节中扮演重

要角色遥 吴勇等[6]研究显示袁在慢性鼻窦炎小鼠模型

中袁上调 Nrf2尧GPX4 的表达能明显升高 B 淋巴细胞

瘤-2渊B-cell lymphoma-2, Bcl-2冤的水平袁抑制 Bcl-
2 相关 X 蛋白渊Bcl-2 associated X protein, Bax冤的
表达袁降低鼻黏膜组织中细胞凋亡袁从而改善动物

鼻黏膜组织中 Treg/Th17 失衡遥 本研究旨在探讨清

解合剂对 AR 小鼠嗜酸性粒细胞活化和免疫功能的

调控机制袁以期为药物的临床应用提供可靠的数据

支撑遥
1 材料

1.1 实验动物

BALB/c 小鼠袁雄性袁SPF 级袁50 只袁7~8 周龄袁体
质量 20~22 g袁购自中国医学科学院医学实验动物研

究所袁动物生产合格证院SCXK渊京冤2023-0013遥 在温

度 22~24 益袁湿度 50%~55%袁光照 12 h/黑暗 12 h
交替循环的屏障系统内进行适应性喂养袁小鼠喂食

基础饲料袁自由饮水尧摄食袁无干预措施遥实验目的和

操作已获得中国中医科学院眼科医院动物伦理委员

会审核批准袁伦理批准号院GSP5-29遥
1.2 主要实验试剂

清解合剂的组方院麻黄 6 g尧辛夷 10 g尧生石膏

15 g尧生甘草 6 g尧桑白皮 8 g尧黄芩 8 g尧荆芥 6 g尧
防风 8 g尧地肤子 10 g尧五味子 6 g尧枳壳 8 g尧炒麦

芽 8 g袁以上药物均由中国中医科学院眼科医院中药

房提供袁并由专门人员进行煎制遥 煎制方法如下院将
中药充分浸泡后袁煎煮两次袁每次 40 min袁将两次煎

煮药液合并袁过滤药渣袁至其浓度为 2 g/mL袁分装灭

菌后袁置于冰箱中待用遥
Nrf2/GPX4 信号特异性抑制剂ML385渊批号院257

3375冤尧卵白蛋白渊ovalbumin, OVA冤渊批号院2577539冤均
购自美国 Sigma-Aldrich 公司曰IL-4 试剂盒渊批号院
L-OO1-286冤尧IFN-酌 试剂盒渊批号院L-OO7-337冤尧
IL-17 试剂盒渊批号院L-OO9-259冤尧TGF-茁1 试剂盒

渊批号院J-OO6-764冤尧TUNEL 试剂盒渊批号院L-OQ9-
961冤均购自美国 Med Chem Express 公司曰HE 染色

试剂盒渊批号院1753695冤购自北京威格拉斯生物有

限公司曰二氢乙啶渊dihydroethidium, DHE冤染色试剂

盒渊批号院2587-6008冤购自安徽合肥白鲨生物工程

科技有限公司曰迪夫快速渊Diff-Quick冤染色试剂盒

渊批号院268569069冤尧BCA 蛋白定量试剂盒渊批号院
268563579冤尧蛋白上样缓冲液渊批号院268567285冤尧组
织裂解液渊批号院267415469冤均购自武汉伊莱瑞特

科技有限公司曰Nrf2 抗体渊批号院145873-007XD冤尧
GPX4抗体渊批号院145873-008KL冤尧Bcl-2 抗体渊批号院
145759-002JM冤尧Bax 抗体渊批号院145667-006FM冤尧
GAPDH抗体渊批号院145633-005GL冤均购自上海酶联
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生物技术有限公司曰磷酸盐缓冲液渊批号院2589631456冤
购自武汉云克隆生物技术股份有限公司曰RNA 提

取试剂盒渊批号院3369854752冤尧Prime Scrip TM 反

转录试剂盒渊批号院3312756469冤均购自上海江莱生

物科技技术有限公司遥
1.3 主要实验仪器

LKB-V 型超薄切片机渊瑞士 LKB 公司冤曰CX20型
生物显微镜渊日本 Olympus 公司冤曰Criterion 型电泳

仪以及 ChemiDoc MP 型凝胶成像仪渊美国 Bio-Rad
公司冤曰ELx800 型智能全自动酶标仪渊美国 BioTek
公司冤遥
2 方法

2.1 AR小鼠模型的构建以及动物实验的分组处理

参照顾宸晟等[7]的方法进行造模遥 AR 小鼠造模

由基础致敏和局部激发两个步骤袁具体操作如下院在
基础致敏阶段中渊1耀14 d冤袁通过 200 滋L 的生理盐

水将 100 滋g 的 OVA 和 2 mg 的 Al渊OH冤3 配制成

500 滋g/mL 的 OVA 混悬液袁在 0尧7尧14 d 分别进行

腹腔注射 OVA 混悬液 200 滋L 以达到致敏效果曰在
局部激发阶段中渊15耀28 d冤袁通过 1 mL 的生理盐水

将 25 mg 的 OVA 和 2 mg 的 Al渊OH冤3 配制成 25 mg/
mL 的 OVA 混悬液袁对小鼠进行滴鼻操作袁每只动物

单个鼻腔给药量为 10 滋L袁每日 1 次遥激发操作完成

后袁观察小鼠鼻分泌物量尧打喷嚏次数及搔鼻动作等

行为进行评分袁评分标准如下遥 鼻腔分泌物渊主要指

清涕冤院流至前鼻孔记为 1 分袁流出前鼻孔记为2 分袁
涕流满面或挂满须毛记为 3 分曰打喷嚏院1~3个以内

记为 1 分袁4耀10 个记为 2 分袁10 个以上记为 3 分曰
搔鼻院轻轻抓鼻 1 分曰频繁抓鼻或反复挠抓面部袁甚
至抓鼻不止记为 2 分曰在观察时间内渊30 min 内冤采
用叠加法记分袁总分超过 5 分视为动物造模成功渊本
研究中实验人员技术纯熟袁造模成功率为 100%冤[8-9]遥

按照随机数字表法将实验小鼠分为对照组尧模
型组尧清解合剂低剂量组尧清解合剂高剂量组尧
ML385+清解合剂高剂量组袁每组 10 只曰其中模型

组尧清解合剂低剂量组尧清解合剂高剂量组尧ML385+
清解合剂高剂量组进行 AR 造模袁对照组在造模过

程中以生理盐水进行腹腔注射以及滴鼻曰清解合剂

低剂量组尧清解合剂高剂量组尧ML385+清解合剂高

剂量组自造模开始的第 22 天开始给药袁其中袁清解合

剂低剂量组尧清解合剂高剂量组分别以 5尧20 mL/kg
的清解合剂进行灌胃袁ML385+清解合剂高剂量组

在20 mL/kg 的清解合剂进行灌胃的同时袁腹腔注射

10 mg/kg 的 ML385曰对照组和模型组灌胃等量的无

菌蒸馏水曰各组小鼠每日定时定点干预一次袁连续

给药 14 d遥
2.2 各组小鼠鼻部症状评分

连续给药 14 d 后袁观察小鼠的鼻部行为袁并进

行评分袁评分标准如下[10]遥 搔鼻院30 min 内搔鼻少于

10 次袁记为 1 分袁搔鼻不止袁记为 2 分曰喷嚏院30 min
内打喷嚏 1~3 个袁记为 1 分袁打喷嚏 4~10 个记为 2
分袁打喷嚏多于 10 个袁记为 3 分曰清涕渊鼻腔分泌物

情况冤院流至前鼻孔记为 1 分袁流出前鼻孔记为 2 分袁
涕流满面或挂满须毛记为 3 分遥
2.3 各组小鼠鼻腔灌洗液的收集以及检测

鼻部评分结束后袁以 0.3%戊巴比妥钠按 40 mg/
kg 剂量腹腔注射麻醉动物袁颈部备皮袁切开皮肤袁显
微镜下无菌分离气管前组织袁插管袁每侧鼻腔收

集200 滋L Hank平衡盐液灌洗液袁离心袁弃上清袁鼻
腔灌洗液经Diff-Quick 染色后袁显微镜下镜观察小

鼠鼻腔灌洗液中的嗜酸性粒细胞活化情况遥
2.4 血清样本的收集以及检测

眼球摘除留取血样袁离心后袁收集血清袁通过

ELISA 检测血清中 OVA 特异性 IgE尧组胺尧IL-4尧
IFN-酌尧IL-17尧TGF-茁1 的水平遥
2.5 HE染色观察鼻黏膜组织的组织病理学改变

收集小鼠鼻腔灌洗液和血清样本后处死实验动

物袁无菌剥离小鼠双侧鼻黏膜组织遥取动物的鼻黏膜

组织袁经无水乙醇脱水袁二甲苯透明袁蜂蜡包埋袁切
片袁置于二甲苯中脱蜡袁梯度乙醇中水化袁苏木素和

伊红染色袁梯度乙醇脱水袁二甲苯透明袁中性树胶封

片袁显微镜下观察遥
2.6 TUNEL 染色检测各组小鼠鼻黏膜组织中细胞

凋亡

按照 2.5 中所述制备鼻黏膜组织切片遥 将切片

脱蜡袁充分清洗袁胰酶消化 30 min袁再次通过磷酸盐

缓冲液清洗袁TUNEL 染色袁室温下避光孵育 2 h袁磷
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酸盐漂洗 3 次袁经常规脱水袁置于二甲苯溶液中透

明袁封片袁镜下观察遥
2.7 DHE 染色试剂盒和 ELISA 试剂盒检测各组小

鼠鼻黏膜组织中 ROS尧SOD以及 MDA水平

将鼻黏膜组织切片按照 DHE 染色试剂盒要求

进行染色袁避光孵育 60 min袁磷酸盐冲洗后袁滴加适

量防淬灭剂袁中性树脂封片袁显微镜下观察遥
将鼻黏膜组织匀浆后袁离心袁吸取上清液袁蛋白

浓度定量后袁按照 ELISA 试剂盒说明书进行操作袁检
测鼻黏膜组织中 SOD 和 MDA 的水平遥
2.8 qRT-PCR 检测各组小鼠鼻黏膜组织中 T-bet尧
GATA尧Foxp3尧ROR酌t的 mRNA表达

通过 Trizol 试剂盒提取鼻黏膜组织中的总

RNA袁待确定其纯度和浓度后袁通过试剂盒 Prime Scrip
TM反转录合成 cDNA遥 qRT-PCR扩增的反应体系院正
向引物为 0.8 滋L袁 反向引物为 0.8 滋L袁cDNA为 0.8 滋L袁
Hot Start Taq DNA Polymerase为 0.8 滋L袁RNase Free
dd H2O为 6.4 滋L曰实验条件院95 益袁5 s曰预变性院95 益袁
5 s袁变性曰60 益袁60 s曰退火袁72 益袁30 s曰延伸火袁40
个循环遥 引物序列详见表 1遥

2.9 Western Blot检测各组小鼠鼻黏膜组织中Nrf2尧
GPX4尧Bcl-2尧Bax 的蛋白表达

取动物的鼻黏膜组织袁在 4 益裂解液中放置

30 min袁离心袁并将上清液稀释袁常规方法提取样本

中的总蛋白袁以 50 滋g 样品进行上样袁电泳袁转膜袁封
闭袁加入一抗渊Nrf2尧GPX4尧Bcl-2尧Bax 的稀释比例均

为 1颐500冤孵育过夜袁充分洗膜后袁加入二抗渊HRP 山

羊抗兔 IgG 的稀释比例为 1颐1 500冤袁室温孵育后

充分洗膜袁显色 30 min袁凝胶成像系统成像袁统计分

析目标蛋白的灰度值遥
2.10 统计学分析

实验所得数据采用 SPSS 16.0 软件进行统计分

析袁采用 Graphpad 8.0进行作图遥 计量资料均以野曾依s冶
表示袁多组间比较采用单因素方差分析袁若方差齐袁
两组间比较采用 LSD-t检验袁方差不齐则采用Games
Howell 检验遥 P约0.05 表示差异具有统计学意义遥
3 结果

3.1 各组小鼠鼻部症状评分比较

与对照组相比袁模型组尧清解合剂低剂量组尧清
解合剂高剂量组尧ML385+清解合剂高剂量组小鼠的

鼻部症状评分均升高渊P约0.05冤曰与模型组相比袁清解

合剂低剂量组尧清解合剂高剂量组尧ML385+清解合

剂高剂量组小鼠的鼻部症状评分均降低渊P约0.05冤曰
而与清解合剂高剂量组相比袁ML385+清解合剂高剂

量组小鼠的鼻部症状评分升高渊P约0.05冤遥 详见表 2遥

3.2 各组小鼠鼻腔灌洗液中嗜酸性粒细胞的活化

情况

与对照组相比袁模型组尧清解合剂低剂量组尧清
解合剂高剂量组尧ML385+清解合剂高剂量组小鼠鼻

腔灌洗液中嗜酸性粒细胞的数量均增加渊P约0.05冤曰
与模型组相比袁清解合剂低剂量组尧清解合剂高剂

量组尧ML385+清解合剂高剂量组小鼠鼻腔灌洗液中

嗜酸性粒细胞的数量均减少渊P约0.05冤曰而与清解合

表 1 qRT-PCR引物序列

Table 1 Primer sequence for qRT-PCR
基因

T-bet

GATA3

Foxp3

ROR酌t

GAPDH

序列

正向院GGACGAGCTACCCTTCGGT
反向院CTGTCTCACCCCCAGCATAG
正向院AACTGCATCTGCCCTAAGGT
反向院ACTGTCACACTGGTCACTCC
正向院ACCCTAATGCCTTGTTCCCA
反向院TGGGGAAGTCTTCAGCAAC
正向院GGCAGACCTATTTTGCACGA
反向院TAGCTGTCGATGGATGCCTC
正向院CTGGTCTTCTGGAGTTCCGT
反向院TGGTCCTTAGCCACTCCTTCT

长度/bp
168

138

152

149

177

表 2 各组小鼠鼻部症状评分比较渊曾依s袁n=10冤
Table 2 Comparison of nasal symptom scores
among different groups of mice 渊曾依s, n=10冤

组别

对照组

模型组

清解合剂低剂量组

清解合剂高剂量组

ML385+清解合剂高剂量组

鼻部症状评分/分
0.61依0.07
6.62依0.28*
5.75依0.24*
3.19依0.22*#

4.17依0.13*#翌

注院与对照组相比袁*P约0.05曰与模型组相比袁#P约0.05曰与清解合剂

高剂量组相比袁翌P约0.05遥
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图 1 各组小鼠鼻腔灌洗液中嗜酸性粒细胞的数量渊Diff-Quick袁伊400冤
Fig.1 Eosinophil counts in nasal lavage fluid in each group of mice (Diff-Quick, 伊400)

剂高剂量组相比袁ML385+清解合剂高剂量组小鼠鼻

腔灌洗液中嗜酸性粒细胞的数量增加渊P约0.05冤遥 详

见图 1 和表 3遥

3.3 各组小鼠血清中 OVA 特异性 IgE尧组胺尧IL-4尧
IFN-酌尧IL-17尧TGF-茁1的含量

与对照组相比袁模型组尧清解合剂低剂量组尧清
解合剂高剂量组尧ML385+清解合剂高剂量组小鼠血

清中 OVA 特异性 IgE尧组胺尧IL-4 和 IL-17 的含量均

升高渊P约0.05冤袁IFN-酌 和 TGF-茁1 的水平均降低渊P约

0.05冤曰与模型组相比袁清解合剂低剂量组尧清解合剂

高剂量组尧ML385+清解合剂高剂量组小鼠血清中

OVA 特异性 IgE尧组胺尧IL-4 和 IL-17 的含量均降低

渊P约0.05冤袁IFN-酌 和 TGF-茁1 的含量均升高渊P约0.05冤曰
而与清解合剂高剂量组相比袁ML385+清解合剂高剂

量组小鼠血清中 OVA 特异性 IgE尧组胺尧IL-4 和IL-
17 的含量均升高渊P约0.05冤袁IFN-酌 和 TGF-茁1 的含量

均降低渊P约0.05冤遥 详见表 4遥
3.4 各组小鼠鼻黏膜组织病理学变化

对照组小鼠鼻黏膜组织结构完整袁未见异常曰与
对照组相比袁模型组小鼠鼻黏膜组织中腺体增生袁嗜
酸性粒细胞浸润袁可见明显的炎症性病变曰与模型组

相比袁清解合剂低剂量组尧清解合剂高剂量组尧
ML385+清解合剂高剂量组小鼠鼻黏膜组织损伤减

轻袁其中以清解合剂高剂量组改善最明显袁表现为鼻

黏膜组织中腺体增生尧血管扩张以及炎症性浸润均

减轻遥 详见图 2遥
3.5 各组小鼠鼻黏膜组织中的细胞凋亡变化

与对照组相比袁模型组尧清解合剂低剂量组尧清
解合剂高剂量组尧ML385+清解合剂高剂量组小鼠鼻

黏膜组织中的细胞凋亡率均升高渊P约0.05冤曰与模型组

IFN-酌/渊pg/mL冤
127.73依3.61
43.26依2.29*
57.15依1.85*#

108.37依1.64*#

91.29依1.43*#翌

IL-17/渊pg/mL冤
14.77依1.09
57.05依1.96*
45.13依1.37*#

22.69依1.13*#

36.28依1.01*#翌

TGF-茁1/(pg/mL)
26.72依0.96
8.26依0.88*

12.63依0.72*#

21.54依0.61*#

19.02依0.83*#翌

注院与对照组相比袁*P约0.05曰与模型组相比袁#P约0.05曰与清解合剂高剂量组相比袁翌P约0.05遥

组别

对照组

模型组

清解合剂低剂量组

清解合剂高剂量组

ML385+清解合剂高剂量组

OVA 特异性 IgE/渊pg/mL冤
107.33依5.67

1 355.72依85.37*
1 127.64依76.85*#

543.97依97.29*#

861.39依85.15*#翌

组胺/渊pg/mL冤
12.76依0.77
86.29依1.26*
71.42依1.09*#

38.63依0.98*#

55.91依1.18*#翌

IL-4/渊pg/mL冤
31.99依1.67

129.73依2.16*
98.42依1.85*#

57.19依1.26*#

79.37依0.94*#翌

表 4 各组小鼠血清中 OVA特异性 IgE尧组胺尧IL-4尧IFN-酌尧IL-17尧TGF-茁1 含量比较渊曾依s袁n=10冤
Table 4 Comparison of serum levels of OVA-specific IgE, histamine, IL-4, IFN-酌, IL-17, and TGF-

茁1 among different groups of mice 渊曾依s, n=10冤

表 3 各组小鼠鼻腔灌洗液中嗜酸性粒细胞数量比较

渊曾依s袁n=10冤
Table 3 Comparison of eosinophil counts in nasal

lavage fluid among different groups of mice 渊曾依s, n=10冤

对照组

模型组

清解合剂低剂量组

清解合剂高剂量组

ML385+清解合剂高剂量组

鼻腔灌洗液中嗜酸性粒细胞的

数量/渊104/mL冤
0.07依0.02
0.45依0.07*
0.36依0.05*#

0.18依0.05*#

0.25依0.05*#翌

注院与对照组相比袁*P约0.05曰与模型组相比袁#P约0.05曰与清解合剂高

剂量组相比袁翌P约0.05遥

组别
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图 2 各组小鼠鼻黏膜组织病理损伤对比渊HE袁伊400冤
Fig.2 Comparison of histopathological damage in nasal mucosal tissue among different groups of mice (HE, 伊400)

相比袁清解合剂低剂量组尧清解合剂高剂量组尧ML385+
清解合剂高剂量组小鼠鼻黏膜组织中的细胞凋亡

率均下降渊P约0.05冤曰而与清解合剂高剂量组相比袁
ML385+清解合剂高剂量组鼻黏膜组织中的细胞凋

亡率升高渊P约0.05冤遥 详见图 3 和表 5遥

3.6 各组小鼠鼻黏膜组织中氧化应激水平

与对照组相比袁模型组尧清解合剂低剂量组尧清
解合剂高剂量组尧ML385+清解合剂高剂量组小鼠鼻

黏膜组织中的 ROS水平均升高渊P约0.05冤曰与模型组相

比袁清解合剂低剂量组尧清解合剂高剂量组尧ML385+
清解合剂高剂量组小鼠鼻黏膜组织中的 ROS 水平均

降低渊P约0.05冤曰而与清解合剂高剂量组相比袁ML385+
清解合剂高剂量组小鼠鼻黏膜组织中的 ROS 水平

升高渊P约0.05冤遥 详见图 4 和表 6遥
与对照组相比袁模型组尧清解合剂低剂量组尧清

解合剂高剂量组尧ML385+清解合剂高剂量组小鼠鼻

黏膜组织中 MDA 的水平均升高渊P约0.05冤袁SOD 的

水平均降低渊P约0.05冤曰与模型组相比袁清解合剂低剂

量组尧清解合剂高剂量组尧ML385+清解合剂高剂量组

小鼠鼻黏膜组织中 MDA 的水平均降低渊P约0.05冤袁

图 3 各组小鼠鼻黏膜组织中的细胞凋亡对比渊TUNEL袁伊400冤
Fig.3 Comparison of nasal mucosal apoptosis among different groups of mice (TUNEL, 伊400)

表 5 各组小鼠鼻黏膜组织中的细胞凋亡率比较渊曾依s袁n=10冤
Table 5 Comparison of nasal mucosal apoptosis rates among

different groups of mice 渊曾依s, n=10冤
组别

对照组

模型组

清解合剂低剂量组

清解合剂高剂量组

ML385+清解合剂高剂量组

细胞凋亡率/%
3.77依0.85

47.16依1.79*
38.67依2.18*#

17.43依2.56*#

24.75依1.83*#翌

注院与对照组相比袁*P约0.05曰与模型组相比袁#P约0.05曰与清解合剂高

剂量组相比袁翌P约0.05遥

图 4 各组小鼠鼻黏膜组织中的 ROS 水平渊DHE袁伊400冤
Fig.4 ROS levels of nasal mucosal tissue in each group of mice (DHE, 伊400)
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表 6 各组小鼠鼻黏膜组织中氧化应激水平比较渊曾依s袁n=10冤
Table 6 Comparison of oxidative stress levels in nasal mucosal tissue among different groups of mice 渊曾依s, n=10冤

组别

对照组

模型组

清解合剂低剂量组

清解合剂高剂量组

ML385+清解合剂高剂量组

注院与对照组相比袁*P约0.05曰与模型组相比袁#P约0.05曰与清解合剂高剂量组相比袁翌P约0.05遥

ROS 荧光强度/相对值

1.06依0.09
2.62依0.36*
2.16依0.16*#

1.38依0.09*#

1.81依0.17*#翌

SOD/渊U/mg冤
133.76依8.57
47.85依6.89*
61.77依5.63*#

110.08依2.25*#

91.62依1.33*#翌

MDA/渊nmol/mg冤
18.53依1.43
72.15依1.37*
57.13依1.42*#

26.91依1.47*#

38.33依1.02*#翌

SOD 的水平均升高渊P约0.05冤曰而与清解合剂高剂量组

相比袁ML385+清解合剂高剂量组小鼠鼻黏膜组织

中MDA 的水平升高渊P约0.05冤袁SOD 的水平降低渊P约
0.05冤遥 详见表 6遥
3.7 各组小鼠鼻黏膜组织中 T-bet尧GATA3尧Foxp3尧
ROR酌t的 mRNA表达水平

与对照组相比袁模型组尧清解合剂低剂量组尧清
解合剂高剂量组尧ML385+清解合剂高剂量组小鼠鼻

黏膜组织中 T-bet 和 Foxp3 的 mRNA 表达水平均降

低渊P约0.05冤袁GATA3 和 ROR酌t 的 mRNA 表达水平

均升高渊P约0.05冤曰与模型组相比袁清解合剂低剂量

组尧清解合剂高剂量组尧ML385+清解合剂高剂量组

小鼠鼻黏膜组织中 T-bet 和 Foxp3 的 mRNA 表达水

平均升高渊P约0.05冤袁GATA3 和 ROR酌t 的 mRNA 表达

水平均降低渊P约0.05冤曰而与清解合剂高剂量组相比袁
ML385+清解合剂高剂量组小鼠鼻黏膜组织中 T-bet
和 Foxp3 的 mRNA表达水平降低渊P约0.05冤袁GATA3和

ROR酌t的mRNA 表达水平升高渊P约0.05冤遥 详见表 7遥
3.8 各组小鼠鼻黏膜组织中 Nrf2尧GPX4尧Bcl-2尧
Bax 的蛋白表达水平

与对照组相比袁模型组尧清解合剂低剂量组尧清

解合剂高剂量组尧ML385+清解合剂高剂量组小鼠鼻

黏膜组织中 Nrf2尧GPX4尧Bcl-2 的蛋白表达水平均

降低渊P约0.05冤袁Bax 的蛋白表达水平均升高渊P约0.05冤曰
与模型组相比袁清解合剂低剂量组尧清解合剂高剂量

组尧ML385+清解合剂高剂量组小鼠鼻黏膜组织中

Nrf2尧GPX4尧Bcl-2 的蛋白表达水平均升高渊P约0.05冤袁
Bax 的蛋白表达水平均降低渊P约0.05冤曰而与清解合剂高

剂量组相比袁ML385+清解合剂高剂量组小鼠鼻黏膜

组织中 Nrf2尧GPX4尧Bcl-2 的蛋白表达水平降低渊P约
0.05冤袁Bax 的蛋白表达水平均升高渊P约0.05冤遥详见图

5 和表 8遥
4 讨论

AR 迁延难愈袁极易反复发作袁严重影响患者的

日常生活质量遥 因此袁深入揭示AR 发生尧发展的分

子机制袁并在此基础上寻找可靠的治疗位点袁具有重

大临床意义遥
AR 归属于中医学野鼻鼽冶野鼽嚏冶范畴袁在漫长

的历史发展中袁中医药积累了一系列的方剂尧针灸理

疗等干预措施袁显示了较为稳定的疗效[11]遥 清解合剂

是首都国医名师庄曾渊研究员总结的经验方袁已在

表 7 各组小鼠鼻黏膜组织中 T-bet尧GATA3尧Foxp3尧ROR酌t的 mRNA表达水平比较渊曾依s袁n=5冤
Table 7 Comparison of mRNA expression of T-bet, GATA3, Foxp3, and ROR酌t in nasal

mucosal tissue among different groups of mice 渊曾依s, n=5冤
组别

对照组

模型组

清解合剂低剂量组

清解合剂高剂量组

ML385+清解合剂高剂量组

T-bet
1.01依0.05
0.11依0.07*
0.33依0.08*#

0.78依0.06*#

0.58依0.07*#翌

GATA3
0.98依0.08
2.73依0.25*
2.43依0.11*#

1.45依0.11*#

1.76依0.15*#翌

Foxp3
0.95依0.08
0.12依0.08*
0.28依0.07*#

0.76依0.09*#

0.59依0.07*#翌

ROR酌t
1.02依0.06
2.67依0.33*
2.31依0.15*#

1.42依0.08*#

1.85依0.12*#翌

注院与对照组相比袁*P约0.05曰与模型组相比袁#P约0.05曰与清解合剂高剂量组相比袁翌P约0.05遥
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注院与对照组相比袁*P约0.05曰与模型组相比袁#P约0.05曰与清解合剂高剂量组相比袁翌P约0.05遥

组别

对照组

模型组

清解合剂低剂量组

清解合剂高剂量组

ML385+清解合剂高剂量组

表 8 各组小鼠鼻黏膜组织中 Nrf2尧GPX4尧Bcl-2尧Bax 蛋白表达水平比较渊曾依s袁n=5冤
Table 8 Comparison of protein expression levels of Nrf2, GPX4, Bcl-2, and Bax in nasal

mucosal tissue among different groups of mice 渊曾依s袁n=5冤
Nrf2

1.03依0.06
0.12依0.07*
0.34依0.05*#

0.72依0.07*#

0.55依0.08*#翌

GPX4
0.97依0.07
0.13依0.05*
0.35依0.06*#

0.71依0.06*#

0.56依0.09*#翌

Bcl-2
0.94依0.09
0.16依0.07*
0.37依0.08*#

0.73依0.07*#

0.54依0.09*#翌

Bax
1.01依0.08
2.71依0.22*
2.33依0.11*#

1.51依0.09*#

1.92依0.08*#翌

图 5 各组小鼠鼻黏膜组织中 Nrf2尧GPX4尧Bcl-2尧Bax 蛋白条带图

Fig.5 Protein bands for Nrf2, GPX4, Bcl-2, and Bax in nasal mucosal tissue in each group of mice

临床使用多年并取得了较好的疗效[12]遥 此方能明显

增强机体的抗氧化能力尧抗炎作用及免疫功能[13]遥本

研究通过 OVA 诱导成功构建 AR 小鼠模型袁结果

显示袁AR 组小鼠血清中 OVA 特异性 IgE 和组胺的

水平尧鼻腔灌洗液中嗜酸性粒细胞的数量均高于对

照组袁组织病理检测进一步显示 AR 组小鼠鼻黏膜

组织存在明显损伤曰当以清解合剂低尧高剂量进行干

预后袁上述指标明显改善袁证实该药物对疾病具有确

切的干预效果遥
AR 的病理机制十分复杂袁Th1/Th2 细胞尧Treg/

Th17 细胞及嗜酸性粒细胞等多种免疫细胞共同参

与其免疫应答过程[14]遥其中 Th1/Th2细胞失衡和Treg/
Th17 细胞失衡直接推动 AR 的进展[15]遥 Th2 细胞尧
Th17 细胞主要分泌 IL-4尧IL-17 等炎症因子袁诱导

炎症因子募集嗜酸性粒细胞的活化以及浸润曰而
Th1 细胞尧Treg 细胞主要分泌 IFN-酌尧TGF-茁1 等拮

抗炎症的介质袁阻断炎症性应激进展[16]遥 在 AR 中袁
Th2 细胞尧Th17 细胞处在过度活化状态袁鼻黏膜组

织中的炎症应激持续性发展袁从而推动 AR 的进

展[17]遥 本研究中以 Th1/Th2 细胞与 Treg/Th17 细胞各

自的特异性转录因子以及分泌的细胞免疫因子来考

察两类细胞亚群的失衡状态遥结果显示袁以清解合剂

干预 AR 小鼠后袁鼻黏膜组织中 T-bet 和Foxp3 的

mRNA 表达升高袁GATA3 和 ROR酌t 的 mRNA 表达

降低曰血清中 IL-4 和 IL-17 的含量降低袁IFN-酌和
TGF-茁1 的含量升高遥 这表明 AR 小鼠的免疫功能

明显好转袁同时证实清解合剂具有调控 AR 小鼠免

疫功能的作用遥
Nrf2/GPX4 信号是细胞中重要的通路之一袁该

信号的传导与细胞的氧化应激尧免疫调节尧物质代谢

等生物过程关系密切[18]遥 WANG 等[19]研究显示袁在溃

疡性结肠炎大鼠模型中袁激活 Nrf2/GPX4 信号可上

调 Nrf2尧GPX4的表达袁降低 IL-17的含量袁升高 TGF-
茁1 的含量袁并明显改善结肠组织中 Treg/Th17 的失

衡状态遥 作为细胞中维系氧化/抗氧化平衡的重要因

子袁Nrf2 表达的异常会直接导致 GPX4 表达水平变

化及胞内 ROS 稳态失衡[20]遥李江涛等[21]研究显示袁在
急性肺损伤大鼠模型中袁激活 Nrf2/GPX4 信号通路

可明显降低 ROS 水平并改善动物的肺功能遥本研究

发现袁清解合剂干预 AR 小鼠后袁鼻黏膜组织中MDA
的水平降低袁SOD 的水平升高袁ROS 的水平下降袁这
表明氧化应激明显缓解袁免疫功能明显改善遥 而功

能挽救实验显示袁ML385 处理部分逆转了清解合
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剂对鼻黏膜的保护作用遥 据此推测袁清解合剂可能通

过调控 Nrf2/GPX4 信号通路发挥鼻黏膜保护作用遥
综上所述袁清解合剂能明显抑制 AR 小鼠中嗜

酸性粒细胞的活性袁抑制氧化应激的进展袁改善动物

的免疫功能袁其作用机制可能与调控 Nrf2/GPX4 信

号通路有关遥 但在实际应用中袁还需要根据患者的

证候以及个人体质差异对方剂进行加减化裁袁以实

现最佳疗效遥
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