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　 　 摘　 要:　 目的　 探讨通鼻消涕颗粒(TBXTG)对卵清蛋白诱导的慢性鼻窦炎(CRS)大鼠模型垂体腺苷酸环化

酶激活肽(PACAP) / 巨噬细胞 / 嗜酸性粒细胞阳离子蛋白( ECP)的调节作用。 方法　 采用超高效液相色谱-质谱

法(UPLC-MS)分析 TBXTG 的化学成分,将 60 只 SPF
 

SD 大鼠随机分为正常对照组、模型组、克拉霉素组和低、中、
高剂量 TBXTG 组,每组各 10 只。 通过卵清蛋白致敏和激发建立 CRS 大鼠模型,造模成功后,所有治疗组均予以灌

胃给药治疗 2 周。 通过 HE 染色评估鼻黏膜炎症;免疫荧光染色检测 M1 / M2 巨噬细胞极化;免疫组织化学检测鼻

黏膜中 PACAP、白细胞介素(IL)-10、转化生长因子 β(TGF-β)及 ECP 表达;ELISA 法测定血清 PACAP 和细胞因子

IL-10、TGF-β、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、IL-6 水平。 使用 GraphPad
 

Prism
 

9. 5. 0 和 Image
 

Pro
 

Plus
 

6. 0 软件对数据

进行分析。 结果　 通过 UPLC-MS 从 TBXTG 中鉴定出 31 种化合物,主要为黄酮类、酚酸类和黄酮苷类。 与正常对

照组比较,模型组大鼠鼻黏膜呈现明显的慢性炎症改变,大量炎性细胞浸润,腺体增生;与模型组相比,TBXTG 各剂

量组鼻黏膜炎症细胞浸润、腺体增生等病理变化显著减轻;TBXTG 能显著抑制 M1 型巨噬细胞标志物 CD86 的表

达,并促进 M2 型巨噬细胞标志物 CD206 的表达;上调鼻黏膜和血清中的 PACAP 水平(P<0. 05);提高抗炎细胞因

子 IL-10、TGF-β 的表达,降低促炎细胞因子 TNF-α、IL-6 以及 ECP 的表达(P<0. 05)。 结论　 TBXTG 具有一定的抗

炎作用,可上调 PACAP 表达,促进巨噬细胞从 M1 型向 M2 型极化,调节促炎和抗炎细胞因子平衡,从而减轻 CRS
大鼠的鼻黏膜炎症反应。

关　 键　 词:慢性鼻窦炎;通鼻消涕颗粒;垂体腺苷酸环化酶激活肽;巨噬细胞;细胞因子;嗜酸性粒细胞阳离

子蛋白
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　 　 Abstract:　 Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

regulatory
 

effect
 

of
 

Tongbi
 

Xiaoti
 

Granules
 

( TBXTG)
 

on
 

the
 

pituitary
 

adenylate
 

cyclase-activating
 

polypeptide
 

( PACAP ) / macrophage / eosinophil
 

cationic
 

protein
 

( ECP )
 

in
 

a
 

rat
 

model
 

of
 

ovalbumin-induced
 

chronic
 

rhinosinusitis ( CRS).
 

Methods 　 The
 

chemical
 

composition
 

of
 

TBXTG
 

was
 

analyzed
 

using
 

ultra-performance
 

liquid
 

chromatography-mass
 

spectrometry
 

(UPLC-MS).
 

Sixty
 

SPF
 

SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

six
 

groups:
 

normal
 

control
 

group,
 

model
 

group,
 

clarithromycin
 

group,
 

and
 

low-,
 

medium-,
 

and
 

high-dose
 

TBXTG
 

groups,
 

with
 

10
 

rats
 

in
 

each
 

group.
 

A
 

CRS
 

rat
 

model
 

was
 

established
 

by
 

ovalbumin
 

sensitization
 

and
 

challenge.
 

After
 

successful
 

modeling,
 

all
 

treatment
 

groups
 

received
 

oral
 

gavage
 

for
 

two
 

weeks.
 

Nasal
 

mucosal
 

inflammation
 

was
 

assessed
 

by
 

hematoxylin-eosin
 

(HE)
 

staining,
 

M1 / M2
 

macrophage
 

polarization
 

was
 

detected
 

by
 

immunofluorescence
 

staining,
 

and
 

the
 

expressions
 

of
 

PACAP,
 

interleukin
 

(IL)-10,
 

transforming
 

growth
 

factor-β
 

(TGF-β),
 

ECP
 

in
 

nasal
 

mucosa
 

were
 

examined
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by
 

immunohistochemistry.
 

Serum
 

levels
 

of
 

PACAP
 

and
 

cytokines
 

[ IL-10,
 

TGF-β,
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

( TNF-α),
 

IL-6]
 

were
 

determined
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA).
 

Data
 

were
 

analyzed
 

using
 

GraphPad
 

Prism
 

9. 5.
0

 

and
 

Image-Pro
 

Plus
 

6. 0.
 

Results　 A
 

total
 

of
 

31
 

compounds
 

were
 

identified
 

from
 

TBXTG,
 

mainly
 

flavonoids,
 

phenolic
 

acids,
 

and
 

flavonoid
 

glycosides.
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group,
 

rats
 

in
 

the
 

model
 

group
 

exhibited
 

marked
 

chronic
 

inflammatory
 

changes
 

in
 

the
 

nasal
 

mucosa,
 

characterized
 

by
 

substantial
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration
 

and
 

glandular
 

hyperplasia.
 

In
 

contrast
 

to
 

the
 

model
 

group,
 

the
 

pathological
 

changes
 

such
 

as
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration
 

and
 

glandular
 

hyperplasia
 

in
 

the
 

nasal
 

mucosa
 

of
 

each
 

dose
 

group
 

of
 

TBXTG
 

were
 

significantly
 

alleviated.
 

TBXTG
 

significantly
 

inhibited
 

the
 

expression
 

of
 

the
 

M1
 

macrophage
 

marker
 

CD86
 

and
 

promoted
 

the
 

expression
 

of
 

the
 

M2
 

macrophage
 

marker
 

CD206.
 

Furthermore,
 

it
 

upregulated
 

the
 

levels
 

of
 

PACAP
 

in
 

mucosa
 

and
 

serum
 

(P<0. 05),
 

increased
 

anti-inflammatory
 

cytokines
 

(IL-10,
 

TGF-β),
 

and
 

reduced
 

pro-inflammatory
 

cytokine
 

TNF-α,
 

IL-6
 

and
 

ECP
 

expression
 

(P<0. 05).
 

Conclusions　
TBXTG

 

exerts
 

certain
 

anti-inflammatory
 

effects.
 

It
 

can
 

upregulate
 

the
 

expression
 

of
 

PACAP,
 

promote
 

macrophage
 

polarization
 

from
 

M1
 

type
 

to
 

M2
 

type,
 

and
 

regulate
 

balance
 

between
 

pro-inflammatory
 

and
 

anti-inflammatory
 

cytokines,
 

thereby
 

alleviating
 

the
 

nasal
 

mucosal
 

inflammatory
 

responses
 

in
 

CRS
 

rats.
　 　 Keywords:Chronic

 

rhinosinusitis;
 

Tongbi
 

Xiaoti
 

Granules;
 

Pituitary
 

adenylate
 

cyclase-activating
 

polypeptide;
 

Macro-
phage;

 

Cytokines;
 

Eosinophil
 

cationic
 

protein

　 　 慢性鼻窦炎(chronic
 

rhinosinusitis,CRS)是耳鼻

咽喉科常见病,发病率为 10% ~ 12%,临床定义为鼻

腔和鼻窦黏膜慢性炎症,鼻部典型症状持续 12 周以

上。 传统的西医治疗主要包括使用抗生素和糖皮质

激素,通常辅以免疫调节剂和黏液溶解剂。 然而,传
统治疗疗效有限,患者仍需进行鼻内镜鼻窦手术,且
长期用药可能会导致明显的不良反应。 大量研究表

明,多种中药具有强效的抗感染、抗炎和免疫调节特

性,长期使用安全性高。 因此,中药用于 CRS 治疗

具有独特优势和研究价值。 通鼻消涕颗粒( Tongbi
 

Xiaoti
 

Granules,TBXTG)是由云南省中医院名中医

郭兆刚教授根据数十年 CRS 的临床治疗经验研发

的医院制剂。 该药经云南省食品药品监督管理局批

准,在云南省中医院临床使用 30 多年(最新批准文

号:ZJZ2022076)。 之前的临床研究表明,TBXTG 可

以显著缓解 CRS 的主观症状,减少鼻黏膜充血、肿
胀及鼻腔分泌物,临床治愈率高达 85%[1-3] 。 动物

实验进一步表明,TBXTG 可以改善免疫功能,抑制

炎性细胞的浸润,降低炎性细胞因子的水平[4] 。
我们之前对 CRS 和鼻息肉组织的差异蛋白质

组学研究发现了一种鼻黏膜保护蛋白-垂体腺苷酸

环化酶激活肽( pituitary
 

adenylate
 

cyclase-activating
 

polypeptide,PACAP),这是一种由淋巴细胞在抗原

或炎症刺激下产生的具有强效抗炎特性的神经

肽[5] 。 它通过与各种免疫活性细胞上的受体结合

来调节免疫稳态,并通过调节促炎和抗炎细胞因子

的水平来发挥抗炎作用[6-7] 。 PACAP 不仅可以维持

免疫系统的平衡,还可以调节神经内分泌系统的平

衡[8-9] 。 此外,PACAP 具有抗氧化活性[10] ,并对多

种微生物具有体外抗菌作用,包括对金黄色葡萄球

菌和真菌等耐药微生物的强抑制作用[11-14] 。
慢性炎症常有先天性免疫和适应性免疫的参

与。 巨噬细胞是先天性免疫的主要参与者,通过吞

噬作用杀灭病原体而启动炎症反应,释放毒性氧、氮
中间体和 TNF-α,同时释放细胞因子和趋化因子,募
集和激活其他免疫细胞。 巨噬细胞不仅执行先天免

疫的效应功能,也在适应性免疫应答的各阶段发挥

作用,在免疫反应中起着关键作用。 PACAP 主要与

Ⅰ型血管活性肠肽受体结合,抑制活化的巨噬细胞

释放炎症细胞因子肿瘤坏死因子-α( tumor
 

necrosis
 

factor-α,
 

TNF-α)、白细胞介素( interleukin,
 

IL)-6,
并促进抗炎因子 IL-10、转化生长因子-β ( transfor-
ming

 

growth
 

factor-β,
 

TGF-β)分泌,从而对活化的巨

噬细胞发挥调节作用[15-20] 。
PACAP 还可以抑制肺肥大细胞释放介质,并抑

制嗜酸性粒细胞( eosinophils,Eos)迁移[21] 。 此外,
它还能促进分化簇(cluster

 

of
 

differentiation,
 

CD)4+

CD25+ Foxp3+
 

调节性 T( regulatory
 

T
 

cell,Treg)细胞

的分 化, 从 而 诱 导 免 疫 耐 受 并 表 现 出 抗 炎 作

用[22-23] 。 Eos 是 CRS,特别是鼻息肉的关键致病效

应细胞。 Eos 浸润程度越深,鼻息肉复发的可能性

越高。 因此,Eos 浸润程度与鼻息肉复发直接相关。
Eos 通过释放各种炎症介质和细胞因子,包括白三

烯、血小板活化因子(platelet-activating
 

factor,PAF)、
IL-5、粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子( granulocyte

 

macrophage-colony
 

stimucating
 

factor,
 

GM-CSF) 以及

嗜酸性粒细胞阳离子蛋白( eosinophil
 

cationic
 

pro-
tein,ECP ) 和主要碱性蛋白 ( major

 

basic
 

protein,
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MBP),导致慢性气道炎症损伤。 其中,ECP 尤为重

要,因为其浓度反映 Eos 活化的程度,可作为 Eos 活

化的特异性生物标志物。 因此,ECP 可以作为评估

疾病严重程度和监测治疗效果的重要指标[24-27] 。
本研究将采用 CRS 大鼠模型,研究 TBXTG 是

否可以调节 PACAP / 巨噬细胞 / ECP 的表达,从而控

制慢性炎症反应。

1　 材料和方法

1. 1　 TBXTG 的制备

TBXTG 由 14 种中草药组成,包括黄芪、金银

花、蒲公英、败酱草、茵陈、桔梗、葛根、皂角刺、白芷、
天花粉、麸炒苍术、薏苡仁、广藿香、甘草,称取上述

药物并混合,加入 10 倍量的水,煎煮 30
 

min,过滤得

到液体,然后减压浓缩得到 TBXTG 提取物干粉。 低

温、避光保存。
1. 2　 超高效液相色谱-质谱( ultra-high

 

performance
 

liquid
 

chromatography
 

coupled
 

with
 

tandem
 

mass
 

spec-
trometry,UHPLC-MS)分析

1. 2. 1　 样品制备　 取 TBXTG 提取物干粉约 0. 1
 

g,
准确称重,移入带塞锥形瓶中。 精确加入 50

 

mL
 

50%
甲醇水溶液,超声处理 30

 

min (功率 500
 

W,频率

40
 

kHz),冷却,重新称重,用 50%甲醇补足减失的重

量,摇匀,用 0. 22
 

μm 微孔滤膜过滤,收集滤液备用。
1. 2. 2 　 色谱条件 　 色谱柱采用 Waters

 

Acquity
 

UHPLC
 

BEH
 

C18
 

柱(100
 

mm×2. 1
 

mm,1. 7
 

μm);流
动相体系为乙腈(A) -0. 05%

 

甲酸水溶液(B),梯度

洗脱程序:0 ~ 10
 

min,流动相
 

A
 

体积分数由
 

5%
 

升

至
 

13%;10 ~ 15
 

min,维持
 

13%
 

A
 

恒定;15 ~ 25
 

min,
13%

 

A
 

升至
 

20%
 

A;25 ~ 36
 

min,20%
 

A
 

升至
 

45%
 

A;流速
 

0. 2
 

mL·min-1,柱温 30
 

℃ ,进样量 2
 

μL。
1. 2. 3　 质谱条件　 HRESI 离子源,正负离子检测模

式;喷雾电压 3
 

000
 

V;辅助气体流量 10
 

mL·min-1;
离子转移管温度 350

 

℃ ;辅助气体温度 350
 

℃ 。 扫

描模 式 为 全 Ms / dd-Ms2; 完 整 的 Ms 分 辨 率 为

30
 

000;dd-Ms2 分辨率为 17
 

500;离子扫描范围为

100 ~ 1
 

000
 

m / z。
1. 3　 动物实验

1. 3. 1　 实验动物 　 将 60 只 6 ~ 8 周龄的无特定病

原体 ( specific
 

pathogen
 

free,
 

SPF) Sprague-Dawley
(SD)大鼠饲养在受控条件下(温度 18 ~ 24

 

℃ ,相对

湿度 50% ~ 60%),光照 / 黑暗周期为 12
 

h。 所有大

鼠都被关在通风良好的笼子里,喂食标准的颗粒饲

料,并可以自由饮水。 本动物实验方案经云南省中

医医院医学伦理委员会审核批准,伦理审批号:YL
[2022]伦审字(032) -02。
1. 3. 2　 主要试剂和设备　 卵清蛋白(美国 Sigma)、
氢氧化铝(美国 Sigma)、SEB(美国 Sigma)、克拉霉

素片(上海雅培制药)、TBXTG(云南省中医院院内

制剂)、酶联免疫吸附试验( ELISA)试剂盒(中国武

汉 GeneMean)、PACAP、IL-10、TGF-β 和 ECP 多克隆

抗体(美国 Abcam)。
1. 3. 3　 CRS 大鼠模型建立

1. 3. 3. 1　 实验分组　 60 只实验大鼠随机分为 6 组

(每组 10 只):正常对照组,模型组,克拉霉素组,
低、中、高剂量 TBXTG 组。
1. 3. 3. 2　 模型建立[28] 　 适应性喂养 1 周后,开始

模型诱导。 第一阶段(初级致敏):对来自除正常对

照组外的其他 5 组的 50 只大鼠进行腹腔注射,以进

行基础致敏。 卵清蛋白 0. 3
 

mg 作为敏化剂、氢氧化

铝悬浮液 30
 

mg 作为佐剂,在生理盐水中制备(最终

体积 1
 

mL),每隔 1 天腹腔注射 1 次,共注射 7 次。
第二阶段(鼻内激发):在最后 1 次腹腔注射后 2 周

(第 21 天),相同的 50 只大鼠每个鼻孔经鼻给予

50
 

μL 的 5%卵清蛋白悬浮液。 此外,它们连续 10
 

d
接受 1%卵清蛋白悬浮液的超声雾化,每次吸入持

续 5
 

min。 第三阶段(慢性刺激):相同的 50 只大鼠

每隔 1 天通过鼻内滴注每个鼻孔 25
 

μL 的 5%卵清

蛋白悬浮液。 同时,每只大鼠通过鼻内给药每周

1 次,持续 6 周,接受 5
 

ng 的葡萄球菌肠毒素 B。
1. 3. 3. 3　 灌胃给药 　 在完成第三阶段(第 74 天)
后,除正常对照组与模型组外的其他 4 组的大鼠接

受相应的药物治疗,分别经口灌胃给予克拉霉素

15
 

mg / kg 以及 TBXTG
 

3
 

g / kg、6
 

g / kg 和 12
 

g / kg,每
天 1 次,连续 15

 

d。 实验所用 TBXTG 予 SD 大鼠的

给药剂量,依据体表面积归一化法由成人临床用量

折算,人与大鼠剂量换算系数为 6. 25。 参照中药复

方药理实验剂量设置要求,设立低、中、高剂量 TBX-
TG 组,剂量依次为临床等效剂量的 1、2、4 倍,灌胃给

药体积统一为 10
 

mL / kg。 正常对照组与模型组未接

受治疗。
1. 3. 3. 4　 动物标本的病理学检查　 在治疗完成后

的第 2 天,将大鼠麻醉并处死以进行样品采集。
①收集鼻黏膜组织进行 HE 染色,以评估鼻腔鼻窦

黏膜炎症的程度。 ②通过免疫组织化学检测鼻腔鼻

窦黏膜组织中 PACAP、IL-10、TGF-β 和 ECP 的表

达。 鼻黏膜标本进行固定、石蜡包埋和切片。 石蜡
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切片进行脱蜡、再水化,并用 3%过氧化氢孵育。 用

柠檬酸盐缓冲液( Servicebio,武汉;目录号:G1202)
进行抗原修复。 用 10%山羊血清封闭 30

 

min 后,将
切片在 4

 

℃下与第一抗体一起孵育过夜,然后在 37
 

℃下用 HRP 偶联的第二抗体孵育 30
 

min。 最后,使
用 DAB 检测试剂盒( Servicebio,目录号:G1212) 对

切片进行染色,并在显微镜下采集图像。 ③对鼻黏

膜组织进行免疫荧光染色,以检测鼻腔鼻窦黏膜组

织内的 M1 和 M2 型巨噬细胞。
使用免疫荧光染色试剂盒( Servicebio,目录号:

G1226)分析鼻黏膜组织中 CD86 和 CD206 的表达。
简而言之,组织切片被脱蜡,进行抗原修复,并用

10%的山羊血清封闭。 然后将切片与抗 CD86(1 ∶
50)或抗 CD206(1 ∶100)一抗在 4

 

℃下孵育,然后与

HRP 偶联的山羊抗兔 IgG 在室温下孵育 1
 

h。 用

PBS 洗涤后,将切片与 iFluor
 

488 或 iFluor
 

555 酪胺

工作溶液在黑暗中孵育 10
 

min,分别标记 CD86 和

CD206。 进一步清洗和 DAPI 核复染后,安装载玻

片,并使用 SQS-20
 

Pro 荧光载玻片扫描系统在

400 倍放大倍数下成像。
1. 3. 3. 5 　 ELISA 法测定血清 PACAP、 IL-10、TGF-
β、TNF-α 和 IL-6 水平 　 将冷冻的大鼠静脉血清样

本解冻后,根据酶联免疫吸附试验(ELISA)试剂盒的

说明,测定血清中 PACAP、IL-10、TGF-β、TNF-α 和

IL-6 的水平。 按照制造商的方案,使用 ELISA 试剂盒

(GeneMean,武汉)测量这些指标的浓度。 使用微孔

板读数器在 450
 

nm 处测量光密度。
1. 4　 统计学分析

使用 GraphPad
 

Prism
 

9. 5. 0 和 Image
 

Pro
 

Plus
 

6. 0 软件进行统计分析和图形绘制。 数据以 􀭰x±s 表
示并进行单因素方差分析(ANOVA)和半定量分析,

然后再进行 Duncan’ s 多重比较检验。 以 P< 0. 05
为差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 TBXTG 的 UHPLC-MS 总离子色谱图

为了进一步表征 TBXTG 的主要化学成分,我们

对样品进行了 UHPLC-MS 分析。 已鉴定的化合物

主要分为黄酮类、酚酸类,其中黄酮类包含黄酮苷

类。 总离子色谱图如图 1 所示。 通过整合系统分析

报告和现有文献,共鉴定出 31 种化合物。 图 2 显示

TBXTG 的主要化学成分比例。
2. 2　 各组大鼠鼻黏膜组织病理变化

如图 3 所示,与正常对照组相比,模型组鼻黏膜

出现慢性炎症变化,包括淋巴细胞、浆细胞、Eos 和中

性粒细胞等炎性细胞浸润,纤维增生,中度至重度腺

体增生,杯状细胞增生,黏液分泌过多。 克拉霉素组

减轻了鼻黏膜的慢性炎症,伴有轻度浆液性腺体增生

和纤毛柱状上皮细胞轻度紊乱。 在低、中、高剂量

TBXTG 组中,鼻黏膜的慢性炎症在不同程度上得到了

缓解。 观察到中度浆液性腺体增生,鼻黏膜的纤毛柱

状上皮基本恢复正常结构。
2. 3　 各组大鼠鼻黏膜组织 M1 和 M2 表型巨噬细胞

变化

免疫荧光检测用于评估鼻黏膜组织中 CD86 和

CD206 蛋白的表达水平,并在 400 倍放大倍数下拍

摄图像(n = 10)。 图 4 免疫荧光染色显示,TBXTG
组可以抑制鼻黏膜组织中 M1 巨噬细胞的极化过

程,同时促进 M2 巨噬细胞的极化,从而发挥抗炎作

用。 图中红色荧光代表 CD86
 

(M1 型巨噬细胞标志

物 ) ,绿色荧光代表CD206
 

( M2型巨噬细胞标志
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图 1　 TBXTG 的 UHPLC-MS 总离子色谱图　 a:正离子模式;b:负离子模式　 注:TBXTG(通鼻消涕颗粒);UHPLC-MS(超高效

液相色谱-质谱)。 下同。
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黄酮类化合物
酚酸
黄酮苷
萜类化合物
黄酮醇苷
苯丙烷类化合物
核苷酸
其他

图 2　 TBXTG 中主要化学成分的比例 图 3　 各组大鼠鼻黏膜炎症情况 　 ( HE
 

×400) 　 A:正常对

照组;B:模型组;C:克拉霉素组;D:低剂量 TBXTG 组;E:中
剂量 TBXTG 组;F:高剂量 TBXTG 组

CD86��������������������������CD206�������������������������DAPI����������������������������Merge

正常对照组

模型组

克拉霉素组

低剂量 TBXTG组

中剂量 TBXTG组

高剂量 TBXTG组

图 4　 各组大鼠鼻黏膜 M1 / M2 型巨噬细胞标志物表达情况　 (免疫荧光
 

×400)

物),蓝色荧光为 DAPI 染色的细胞核。 与正常对照

组相比,模型组 CD86 表达增强(红色荧光增多)。
与模型组相比,中、高剂量 TBXTG 组 CD86 表达减

弱,而 CD206 表达增强(绿色荧光增多),表明 TBX-
TG 能抑制 M1 型巨噬细胞极化,并促进其向 M2 型

转化。 克拉霉素组亦有类似趋势,但效果较弱。
2. 4　 各组大鼠鼻黏膜 PACAP、IL-10、TGF-β 和 ECP
的表达

通过半定量分析测量 PACAP、IL-10、TGF-β 和

ECP 的平均光密度,数据见表 1。 图 5 免疫组织化

学染色显示,TBXTG 组在鼻黏膜组织中 PACAP 表

达增加。 TBXTG 治疗还提高了抗炎细胞因子 IL-10
和 TGF-β 的水平,同时降低了促炎介质 ECP 的表

达,从而发挥了抗炎作用。
2. 5 　 ELISA 法测定血清 PACAP、 IL-10、 TGF-β、
TNF-α 和 IL-6 水平

ELISA 检测血清中 PACAP、IL-10、TGF-β、TNF-α
和 IL-6 浓度。 表 2、图 6

 

ELISA 结果显示,TBXTG 组

显著增加了血清 PACAP 浓度以及抗炎细胞因子 IL-
10、TGF-β 的浓度,同时降低了促炎细胞因子 TNF-α
和 IL-6 的浓度,表明其具有较强的抗炎作用。
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表 1　 各组大鼠鼻黏膜组织中 PACAP、IL-10、TGF-β 及 ECP 的表达　 ( 􀭰x±s,n= 10)
组别 正常对照组 模型组 克拉霉素组 低剂量 TBXTG 组 中剂量 TBXTG 组 高剂量 TBXTG 组

PACAP 0. 087±0. 008 0. 125±0. 013 0. 150±0. 013 0. 274±0. 022 0. 321±0. 013 0. 266±0. 022
IL-10 0. 054±0. 008 0. 175±0. 009 0. 218±0. 012 0. 250±0. 014 0. 219±0. 011 0. 214±0. 015
TGF-β 0. 057±0. 017 0. 171±0. 013 0. 139±0. 012 0. 215±0. 026 0. 209±0. 011 0. 175±0. 027
ECP 0. 049±0. 012 0. 168±0. 010 0. 135±0. 009 0. 109±0. 012 0. 126±0. 015 0. 131±0. 023
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　 　 注:A(正常对照组);B(模型组);C(克拉霉素组);D(低剂量 TBXTG 组);E(中剂量 TBXTG 组);F(高剂量 TBXTG 组);∗ P<0. 05;∗∗ P<
0. 01;∗∗∗P<0. 001;PACAP(垂体腺苷酸环化酶激活多肽);IL(白细胞介素);TGF-β(转化生长因子-β);ECP(嗜酸性粒细胞阳离子蛋白)。 下同。

图 5　 PACAP、IL-10、TGF-β 及各组大鼠 ECP 在鼻黏膜组织中的表达 　 a:免疫组化图,棕色为阳性染色
 

(免疫组化
 

×100);
b~ e:平均光密度半定量分析柱状图　

表 2　 各组大鼠血清中 PACAP、IL-10、TNF-α、TGF-β 及 IL-6 的含量　 (pg / mL,􀭰x±s,n= 10)
组别 正常对照组 模型组 克拉霉素组 低剂量 TBXTG 组 中剂量 TBXTG 组 高剂量 TBXTG 组

PACAP 13. 81±2. 28 18. 76±2. 11 18. 94±1. 36 24. 46±2. 66 25. 02±3. 87 23. 05±2. 77
IL-10 39. 55±1. 96 42. 81±4. 58 46. 05±3. 26 63. 61±2. 61 55. 21±3. 89 54. 37±3. 92
TGF-β 85. 80±10. 36 96. 99±12. 76 86. 88±10. 73 124. 23±11. 80 120. 32±15. 65 106. 46±8. 39
TNF-α 105. 54±17. 48 164. 18±13. 31 123. 65±12. 88 117. 69±23. 64 105. 61±18. 09 127. 81±14. 47
IL-6 59. 08±6. 87 85. 07±8. 30 67. 74±7. 72 63. 14±8. 61 64. 32±11. 44 66. 87±6. 22
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注:TNF-α(肿瘤坏死因子-α)。 下同。
图 6　 ELISA 检测细胞因子含量柱状图　 a:PACAP;b:IL-10;c:TGF-β;d:TNF-α;e:IL-6
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3　 讨论

TBXTG 化合物的 UHPLC-MS 指纹图谱显示出

广泛的药理活性,其核心活性集中在抗炎和抗氧化

特性上,如迷迭香酸、灯盏花素和木犀草素等[29-31] ,
这些特性与涉及鼻黏膜炎症和氧化应激的 CRS 病

理生理机制高度相关。 此外,多种化合物也表现出

抗菌活性,如獐牙菜苦碱、芦丁和金丝桃苷[32-34] ,这
些化合物与 CRS 中微生物诱导的鼻黏膜上皮损伤

和异常修复有关。 CRS 的发病并非由单一因素介

导,而是炎症级联反应、氧化应激损伤与微生物菌群

紊乱共同驱动的慢性病理过程,单一靶点药物往往

难以全面阻断其进展[23] 。 大多数已鉴定的化合物

表现出多种药理活性,表明 TBXTG 对 CRS 的治疗

作用可能是由于这些不同化合物的协同作用。
从病理表型来看,模型组大鼠鼻黏膜呈现典型

的慢性炎症特征,包括淋巴细胞、嗜酸性粒细胞等多

型炎性细胞弥漫浸润、黏膜下腺体增生及纤毛柱状

上皮结构紊乱,与临床 CRS 患者的黏膜病理改变高

度吻合,提示本研究造模方式稳定可靠。 用 TBXTG
治疗 2 周后,HE 染色的鼻黏膜组织病理学检查显

示鼻黏膜炎症有显著改善(图 3)。 已有研究证实,
慢性气道炎症状态下巨噬细胞向 M1 型偏移,M1 /
M2 极化失衡是驱动黏膜慢性炎症持续进展的重要

机制,纠正这一失衡也成为抗炎治疗的潜在方

向[6,15] 。 本研究中的免疫荧光染色显示,TBXTG 抑

制 M1 巨噬细胞的极化,同时促进 M2 巨噬细胞的极

化,从而发挥抗炎作用(图 4)。 免疫组织化学染色

显示,PACAP 表达定位于鼻黏膜的纤毛柱状上皮和

黏膜下腺体。 这些发现表明,在 TBXTG 治疗后,鼻
黏膜的上皮和黏膜下腺细胞表现出反应性增生,
PACAP 的产生增加,这有助于抵抗慢性炎症和促进

炎症消退[35](图 5)。 相比之下,克拉霉素主要促进

炎症消退,但没有显著增强鼻黏膜中 PACAP 等保

护性蛋白的产生,导致局部黏膜防御能力没有显著

改善。
免疫组织化学分析还显示,在 TBXTG 治疗组

中,抗炎细胞因子 IL-10 和 TGF-β 显著升高,而促炎

介质 ECP 降低(图 5)。 ELISA 结果表明,TBXTG 增

加了血清 PACAP 浓度,提高了抗炎细胞因子 IL-10
和 TGF-β 的水平, 降低了促炎细胞因子 IL-6 和

TNF-α,表明其具有全身抗炎作用(图 6)。 这一结

果与本团队前期临床研究中 TBXTG 可调节 CRS 患

者全身及局部免疫功能、减轻炎症反应的结论相互

印证[2-3] ,为该制剂的临床推广应用提供了更扎实

的实验依据。
本研究动物实验表明,TBXTG 可以增强 PAC-

AP 的表达,调节巨噬细胞从 M1 表型到 M2 表型的

极化,减少促炎细胞因子 TNF-α、IL-6 和促炎介质

ECP 的释放,促进抗炎细胞因子 IL-10 和 TGF-β 的

分泌,从而有效控制鼻黏膜组织的慢性炎症反应。
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