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ＴＨＢＳ１基因编辑 ＢＭＳＣｓ对变应性鼻炎模型小鼠鼻黏膜屏障功能及炎症反
应的影响
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［摘　要］　目的　探究血小板反应蛋白１（ＴＨＢＳ１）基因编辑骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）对变应性鼻炎（ＡＲ）小鼠的鼻黏膜屏
障功能与炎症反应的影响。方法　分离培养小鼠ＢＭＳＣｓ，流式细胞仪测定细胞表面标记物表达，茜素红染色和油红 Ｏ染色检测细
胞成骨与成脂分化能力，鉴定分离的结果；使用含ＴＨＢＳ１基因的慢病毒感染ＢＭＳＣｓ，荧光显微镜观察细胞内绿色荧光蛋白ＥＧＦＰ表
达，并以实时荧光定量ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞内ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ和蛋白表达情况，鉴定感染效果。实验分为对照组、模型组、
ＢＭＳＣｓ组、ＴＨＢＳ１ＢＭＳＣｓ组，每组１５只，除对照组外的其余３组小鼠均构建 ＡＲ模型，对照组和模型组小鼠均尾静脉注射０．１ｍＬ
ＰＢＳ，ＢＭＳＣｓ组和ＴＨＢＳ１ＢＭＳＣｓ组小鼠分别尾静脉注射０．１ｍＬＢＭＳＣｓ、０．１ｍＬ经ＴＨＢＳ１基因编辑的ＢＭＳＣｓ。处理结束后，对各组
小鼠流涕、挠鼻及喷嚏情况进行统计，ＥＬＩＳＡ法检测血清ＩＦＮγ、ＩｇＥ、ＴＮＦα、ＩＬ４及ＩＬ６的含量，ＨＥ染色和ＰＡＳ染色观察鼻黏膜病
理形态学变化，免疫荧光染色检测鼻黏膜内ＣＫ５与βｔｕｂｕｌｉｎ表达情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测鼻黏膜内紧密连接蛋白 Ｃｌａｕｄｉｎ１、Ｏｃｃｌｕ
ｄｉｎ的水平。结果　分离的细胞表面ＣＤ１０５、ＣＤ９０和ＣＤ７３为阳性表达，ＣＤ３４和 ＣＤ４５为阴性表达，并具备良好的成骨与成脂分化
能力，说明成功分离到ＢＭＳＣｓ。经含ＴＨＢＳ１基因的慢病毒感染后的ＢＭＳＣｓ出现明显绿色荧光蛋白ＥＧＦＰ表达，ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ和蛋
白相对表达均上调（Ｐ＜０．０５）。与对照组比较，模型组小鼠精神萎靡，伴有连续性喷嚏和挠鼻次数增加（Ｐ＜０．０５），血清 ＩＦＮγ含
量降低，ＩｇＥ、ＴＮＦα、ＩＬ４、ＩＬ６含量均升高（Ｐ＜０．０５），鼻黏膜结构受损，有大量嗜酸性粒细胞浸润，且杯状细胞数目也明显增加
（Ｐ＜０．０５），ＣＫ５与βｔｕｂｕｌｉｎ的荧光强度均减弱（Ｐ＜０．０５），Ｃｌａｕｄｉｎ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的蛋白相对表达均下调（Ｐ＜０．０５）；与模型组比
较，ＢＭＳＣｓ组和ＴＨＢＳ１ＢＭＳＣｓ组小鼠精神状态有所好转，喷嚏和挠鼻次数减少（Ｐ＜０．０５），血清ＩＦＮγ含量升高，ＩｇＥ、ＴＮＦα、ＩＬ４、
ＩＬ６含量均降低（Ｐ＜０．０５），鼻黏膜内嗜酸性粒细胞与杯状细胞数目均减少（Ｐ＜０．０５），ＣＫ５与 βｔｕｂｕｌｉｎ的荧光强度增强
（Ｐ＜０．０５），Ｃｌａｕｄｉｎ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的蛋白相对表达量均上调（Ｐ＜０．０５）；与ＢＭＳＣｓ组比较，ＴＨＢＳ１ＢＭＳＣｓ组小鼠喷嚏和挠鼻次数减少
（Ｐ＜０．０５），血清ＩＦＮγ含量升高，ＩｇＥ、ＴＮＦα、ＩＬ４、ＩＬ６含量均降低（Ｐ＜０．０５），鼻黏膜嗜酸性粒细胞与杯状细胞数目均进一步减
少（Ｐ＜０．０５），ＣＫ５与βｔｕｂｕｌｉｎ荧光强度显著增强（Ｐ＜０．０５），Ｃｌａｕｄｉｎ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的蛋白相对表达均上调（Ｐ＜０．０５）。结论　经
ＴＨＢＳ１基因编辑的ＢＭＳＣｓ可明显增强ＡＲ小鼠的鼻黏膜屏障功能，降低炎症反应，从而减轻鼻部症状。
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　　血小板反应蛋白家族是一类具有多个结构域的钙
相关糖蛋白，主要位于细胞膜表面，由于其特殊的三聚

体结构，血小板反应蛋白可通过与各种靶蛋白的相互

作用，广泛参与多种生理及病理活动过程，如血管生

成、细胞运动、细胞黏附、细胞骨架组成和细胞外基质

反应［１２］。血小板反应蛋白 １（ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ１，
ＴＨＢＳ１）作为血小板反应蛋白家族最早确定的成员，由
１６３９３个碱基组成，包括２２个外显子，由包括血小板、
巨噬细胞和脂肪细胞等在内的多种细胞分泌，暂存于

细胞外基质中，可抑制内皮细胞的迁移及血管内皮生

长因子的释放［３］。有研究表明，ＴＨＢＳ１在炎症疾病、
组织纤维化、组织损伤、多项肿瘤及血管形成过程中均

发挥重要作用［４５］。

骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）是具有自我更新和多向分化潜力的
细胞，具有组织修复功能，并且可作为免疫反应的调节

剂。鉴于其免疫抑制特性、组织修复能力和各种生物

因子的分泌能力，目前基于ＢＭＳＣｓ的疗法已在多种疾
病的临床前研究和临床试验中开展，包括心血管疾病、

神经系统疾病、器官损伤、器官移植、慢性炎症和自身

免疫性疾病等［６７］。变应性鼻炎（ａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ，ＡＲ）
作为一种常见的慢性可逆性鼻腔炎症性疾病，主要表

现为阵发性反复打喷嚏、流鼻涕或鼻塞，症状通常连续

出现２ｄ或更长时间，通常会导致嗅觉功能严重受
损［８］。ＡＲ参与全身炎症过程，并与哮喘、鼻窦炎和过
敏性结膜炎等炎症性疾病有关，对患者的睡眠、学习、

工作和社交生活均会造成严重影响，并导致更高的社

会医疗成本。ＡＲ治疗的关键在于防止体内进一步的
炎症病变并促进组织功能的恢复。ＢＭＳＣｓ移植被认
为是一种有潜力的 ＡＲ治疗方法。本研究通过以
ＴＨＢＳ１基因编辑的 ＢＭＳＣｓ移植治疗 ＡＲ小鼠，观察该
作用下小鼠鼻黏膜屏障功能及炎症反应变化，以期为

ＡＲ的治疗寻找新思路。
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１　材料与方法

１．１　实验动物
６５只ＳＰＦ级健康 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，１０周龄，雌雄各

半，体质量１８～２５ｇ，由湖北省实验动物研究中心提
供，生产许可证号：ＳＣＸＫ（鄂）２０１５００１８，饲养于无特
定病原体屏障饲养室内，温度 ２２～２４℃，相对湿度
（５０±５）％，１２ｈ／１２ｈ明暗周期交替，期间喂食鼠粮，
自由饮水。本研究获得我院医学伦理委员会审核批准

（ＫＹ２０２１０５１９１０８）。
１．２　主要材料与试剂

卵清蛋白（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，ＯＶＡ）和氢氧化铝（美国
Ｓｉｇｍａ公司），胎牛血清、青霉素／链霉素混合液、Ｌ谷
胺酰胺、ＤＭＥＭ培养液及胰蛋白酶（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公
司），ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ、逆转录和实时荧光定量试剂盒（日
本Ｔａｋａｒａ公司），茜素红染液、油红 Ｏ染液、ＢＣＡ蛋白
测定试剂盒及ＥＣＬ超敏发光液（上海碧云天生物研究
所），酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ
ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒（南京建成生物工程研究所），ＨＥ
染色试剂盒和 ＰＡＳ染色试剂盒（北京索莱宝科技公
司），免疫荧光染色试剂盒（武汉博士德生物公司），异

硫氰酸荧光素标记的 ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ７３、ＣＤ９０及
ＣＤ１０５抗体，兔抗 ＴＨＢＳ１、Ｃｌａｕｄｉｎ１、ＣＫ５、βｔｕｂｕｌｉｎ
单克隆抗体和兔抗 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＧＡＰＤＨ多克隆抗体（英
国Ａｂｃａｍ公司），辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔ＩｇＧ
及荧光标记的山羊抗兔 ＩｇＧ抗体（北京康为世纪）。
含ＴＨＢＳ基因—绿色荧光蛋白 ＥＧＦＰ标记的慢病毒载
体以及空载体—绿色荧光蛋白ＥＧＦＰ标记的慢病毒载
体由上海吉凯基因公司构建、完成包装及滴度测定。

１．３　ＢＭＳＣｓ分离与鉴定
将５只 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠以脱臼法处死，无菌环境下

取其股骨和胫骨，ＰＢＳ清洗，断开股骨暴露骨髓腔，用
含１０％胎牛血清、１％青霉素／链霉素及 ２ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｌ谷胺酰胺的ＤＭＥＭ培养液反复冲洗，并收集冲洗液
置于干净离心管，以４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，
ＰＢＳ洗涤，加入新鲜培养液重悬细胞，以１×１０６／ｍＬ的
密度接种于培养瓶，放置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培
养，期间每 ２ｄ换液 １次。待细胞生长至融合度为
８０％～９０％时，用０．２５％胰蛋白酶消化，常规传代培
养，倒置显微镜下观察细胞形态与生长情况。取第５
代呈对数生长的 ＢＭＳＣｓ，消化后取细胞悬液，分别加
入异硫氰酸荧光素标记的ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ７３、ＣＤ９０及
ＣＤ１０５抗体，经流式细胞仪测定细胞表面标记物表达。
分别使用成骨完全培养基诱导２１ｄ，以成脂分化培养
基诱导１４ｄ，诱导结束后，通过茜素红染色和油红 Ｏ
染色检测细胞成骨与成脂分化能力。

１．４　ＴＨＢＳ１基因修饰ＢＭＳＣｓ构建
取对数生长的 ＢＭＳＣｓ，以５×１０４个／孔的密度接

种于２４孔板内，置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中过夜培
养。次日，在培养孔细胞中添加含ＴＨＢＳ１基因—绿色
荧光蛋白ＥＧＦＰ标记的慢病毒液或空载体—绿色荧光
蛋白 ＥＧＦＰ标记的慢病毒液感染 ＢＭＳＣｓ，分别记为
ＴＨＢＳ１ＢＭＳＣｓ组、ＮＣＢＭＳＣｓ组，同时添加感染增强液
以提高效果，复感染指数ＭＯＩ＝１０，置于细胞培养箱孵
育２４ｈ后，更换为含嘌呤霉素的完全培养基进行筛
选，以正常培养的ＢＭＳＣｓ作为对照组。４８ｈ后用荧光
显微镜观察感染后细胞内绿色荧光蛋白ＥＧＦＰ表达。
１．５　实时荧光定量ＰＣＲ

根据ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂说明书提取感染后细胞总
ＲＮＡ，紫外分光光度计测量 ＯＤ值，确定 ＲＮＡ样品的
质量浓度。以总ＲＮＡ为底物逆转录合成 ｃＤＮＡ，再以
ｃＤＮＡ为模板，通过荧光实时定量 ＰＣＲ测定 ＴＨＢＳ１
ｍＲＮＡ水平，根据定量试剂盒说明书操作，以 ＧＡＰＤＨ
为内参基因，扩增条件：第１阶段，９５℃ ３ｍｉｎ（１个循
环）；第２阶段，９５℃１２ｓ，６２℃４０ｓ，９５℃１５ｓ（４２个
循环）。基因引物序列：ＴＨＢＳ１上游引物５’ＡＧＣＣＧＣ
ＣＡＣＡＴＣＡＡＡＣＡＣＡＴＡ３’，下游引物 ５’ＣＧＣＴＧＧＡＴ
ＴＣＴＣＡＡＧＴＣＧＴＴ３’；ＧＡＰＤＨ 上游引物 ５’ＡＡＣＧ
ＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴＴＧ３’，下游引物 ５’ＧＧＡＡＧＡＴＧ
ＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴ３’。扩增结束后，采用２－△△Ｃｔ法计算
ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ相对表达水平。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

ＲＩＰＡ缓冲液预冷处理后，加入到感染后细胞或研
磨后的鼻黏膜组织中，提取总蛋白，以 ＢＣＡ法测定浓
度。取等量蛋白样品与５×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ混合，沸水
浴煮沸 １０ｍｉｎ，上样至 １０％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶孔内，
８０Ｖ恒压电泳 ２０ｍｉｎ后，将电压调为 １１０Ｖ电泳
６０ｍｉｎ，恒压１００Ｖ，冰上２ｈ转至 ＰＶＤＦ膜，加入５％
脱脂奶粉室温封闭 ２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜，膜上滴加兔抗
ＴＨＢＳ１单克隆抗体、兔抗Ｃｌａｕｄｉｎ１单克隆抗体和兔抗
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ多克隆抗体，均按１∶１０００稀释，４℃孵育过
夜；次日，ＴＢＳＴ洗膜，加入对应辣根过氧化物酶标记二
抗，以１∶５０００稀释，室温孵育１ｈ。ＴＢＳＴ再次洗膜，
ＥＣＬ显色，凝胶成像系统扫膜拍照，ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件
分析条带灰度值，以ＧＡＰＤＨ作为内参蛋白。
１．７　动物模型构建与分组处理

６０只小鼠随机分为对照组、模型组、ＢＭＳＣｓ组、
ＴＨＢＳ１ＢＭＳＣｓ组，每组１５只。除对照组外，其余３组
小鼠构建 ＡＲ模型。ＡＲ造模：取适应性饲养后的
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，参考文献［９］建立 ＡＲ实验动物模型，
首先进行基础致敏，以 １ｍＬ生理盐水溶解 ０．３ｍｇ
ＯＶＡ与３０ｍｇ氢氧化铝，混匀制备混悬液，进行小鼠
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腹腔注射，隔日注射１次，共注射８次，开始注射时记
为１ｄ，１６ｄ后结束，对照组小鼠同时注射等量生理盐
水；基础致敏后，进行激发，配制１０ｍｇ／１００ＬＯＶＡ，以
微量进样器从小鼠双侧鼻腔滴入，每天１次，连续７ｄ，
对照组同时滴入等量生理盐水，２２ｄ后结束。激发后
第２２～２５天，用酒精擦拭鼠尾静脉消毒，对照组和模
型组小鼠均尾静脉注射０．１ｍＬＰＢＳ，ＢＭＳＣｓ组小鼠尾
静脉注射０．１ｍＬＢＭＳＣｓ（含５×１０５个细胞），ＴＨＢＳ１
ＢＭＳＣｓ组小鼠尾静脉注射０．１ｍＬ经ＴＨＢＳ１基因编辑
的ＢＭＳＣｓ（含５×１０５个细胞）。
１．８　生物学症状评分

造模后观察各组小鼠活动、摄食及饮水等情况，对

其流涕、挠鼻及喷嚏情况进行统计，各项叠加量化计

分：喷嚏，１～３个记１分，４～１０个记２分，１１个以上记
３分；流鼻涕，流至前鼻孔记１分，流出超过前鼻孔记
２分，流至面部记３分；挠鼻，１～５次记１分，６～１５次记
２分，１６次以上记３分。评分总分大于５分即为造模
成功［１０］。给药后统计各组小鼠挠鼻与喷嚏次数，并进

行比较。

１．９　ＥＬＩＳＡ测定血清炎症因子水平
通过眼眶采集各组小鼠血液，置于室温下２ｈ，以

４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，收获血清弃去余物，在－８０℃
冰箱中保存。使用特异性 ＥＬＩＳＡ试剂盒检测各组小
鼠血清ＩＦＮγ、ＩｇＥ、ＴＮＦα、ＩＬ４及ＩＬ６的含量，实验步
骤严格按照试剂盒说明书操作。

１．１０　ＨＥ染色和ＰＡＳ染色观察鼻黏膜病理形态学
处死小鼠后取鼻中隔黏膜，用４％多聚甲醛固定

２４ｈ，常规石蜡包埋，连续切片（厚度４μｍ），进行 ＨＥ
染色，中性树胶封固切片，每张切片随机选择５个区
域，在光镜下观察组织病理学改变，采集图像储存，计

数嗜酸性粒细胞数目，结果以平均值表示。

将制备的鼻黏膜组织切片脱蜡至水，浸入阿利新

蓝染液处理１５ｍｉｎ，蒸馏水清洗，置于过碘酸溶液中氧
化５ｍｉｎ，以ＳｃｈｉｆｆＲｅａｇｅｎｔ浸染１０ｍｉｎ，流水冲洗后，酸
性分化液分化，氨水返蓝，经梯度乙醇脱水与二甲苯透

明后，中性树胶封固，在光镜下观察统计杯状细胞数

目，采集图像储存，同样随机选择５个视野，结果以平
均值表示。

１．１１　免疫荧光染色检测鼻黏膜ＣＫ５与βｔｕｂｕｌｉｎ蛋
白表达

　　将鼻黏膜组织复温并晾干，使用预冷的丙酮固定
１０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗，组化笔在组织周围画圈，滴加蛋白
酶Ｋ液于圈内，３７℃孵育３０ｍｉｎ后，在圈内滴入适量
破膜工作液，常温孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗，３％ＢＳＡ封闭
３０ｍｉｎ。弃去封闭液后，在切片上滴加稀释后的兔抗
ＣＫ５与βｔｕｂｕｌｉｎ单克隆抗体（１∶２００），４℃隔夜孵育。

次日，弃去原液，加入荧光标记的山羊抗兔 ＩｇＧ抗体
（１∶２００），室温孵育２ｈ，ＤＡＰＩ避光染核１０ｍｉｎ，中性
树胶封固，在荧光显微镜下观察组织染色情况并采集

图像储存，随机选择５个视野，计算各蛋白表达的平均
荧光强度。

１．１２　统计学分析
采用ＳＰＳＳ２３．０统计软件分析数据。计量资料以

均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组重复测量数据的比较
采用单因素方差分析，组内两两数据的比较采用ＬＳＤｔ
检验，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＢＭＳＣｓ鉴定
通过倒置显微镜观察分离培养的细胞，可见细胞生

长状态良好，大小一致，呈网状或放射状，见图１ａ。经过
茜素红染色和油红Ｏ染色后，细胞内出现明显橘红色钙
沉淀和红色脂滴积累，见图１ｂ、ｃ。流式细胞结果显示，
细胞表面抗原ＣＤ１０５、ＣＤ９０和ＣＤ７３均呈阳性表达，而
ＣＤ３４和ＣＤ４５均呈阴性表达，并具备良好的成骨与成脂
分化能力，说明成功分离到ＢＭＳＣｓ，见图１ｄ。
２．２　ＴＨＢＳ１基因编辑ＢＭＳＣｓ的效果测定

倒置荧光显微镜观察到 ＮＣＢＭＳＣｓ组和 ＴＨＢＳ１
ＢＭＳＣｓ组细胞中均可见明显的绿色荧光蛋白ＥＧＦＰ表
达，感染率在９０％以上，而对照组未见明显的绿色荧
光蛋白ＥＧＦＰ表达，见图 ２ａ。实时荧光定量 ＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与对照组和 ＮＣＢＭＳＣｓ组
比较，ＴＨＢＳ１ＢＭＳＣｓ组细胞中 ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ和蛋白
相对表达量均显著上调（Ｐ＜０．０５），见图２ｂ、ｃ。
２．３　各组小鼠生物学症状评分

经统计，造模后小鼠生物学症状评分大于５分，提
示造模成功。与对照组比较，模型组小鼠出现连续性

喷嚏，频繁挠鼻，次数显著增加（Ｐ＜０．０５）；与模型组
比较，ＢＭＳＣｓ组和 ＴＨＢＳ１ＢＭＳＣｓ组小鼠喷嚏和挠鼻
次数显著减少（Ｐ＜０．０５）；与 ＢＭＳＣｓ组比较，ＴＨＢＳ１
ＢＭＳＣｓ组小鼠的喷嚏和挠鼻次数均显著减少
（Ｐ＜０．０５），见表１。
２．４　各组小鼠血清炎症因子水平比较

ＥＬＩＳＡ结果显示，模型组小鼠血清 ＩＦＮγ含量显
著低于对照组，ＩｇＥ、ＴＮＦα、ＩＬ４及 ＩＬ６含量均显著高
于对照组（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，ＢＭＳＣｓ组和
ＴＨＢＳ１ＢＭＳＣｓ组小鼠血清 ＩＦＮγ含量显著升高，ＩｇＥ、
ＴＮＦα、ＩＬ４、ＩＬ６含量均显著降低（Ｐ＜０．０５）；与
ＢＭＳＣｓ组比较，ＴＨＢＳ１ＢＭＳＣｓ组小鼠血清 ＩＦＮγ含量
进一步显著升高，而ＩｇＥ、ＴＮＦα、ＩＬ４、ＩＬ６含量均显著
下降（Ｐ＜０．０５），见表２。
２．５　各组小鼠鼻黏膜病理形态学与炎症反应观察

ＨＥ染色结果显示，对照组小鼠鼻黏膜结构清晰
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完整，未见明显上皮细胞脱落与炎症细胞浸润；模型组

小鼠鼻黏膜纤毛排列不规则，上皮细胞脱落且间质水

肿，有大量嗜酸性粒细胞浸润，嗜酸性粒细胞数目较对

照组显著增加（Ｐ＜０．０５），黏膜下腺体增生；与模型组
比较，ＢＭＳＣｓ组小鼠鼻黏膜上皮细胞脱落明显减少，
层间间质水肿减轻，嗜酸性粒细胞数目显著减少

（Ｐ＜０．０５），腺体增生减轻，ＴＨＢＳ１ＢＭＳＣｓ组小鼠鼻
黏膜病变得到明显改善，上皮细胞脱落不多，未见明显

嗜酸性粒细胞浸润，嗜酸性粒细胞数目显著减少

（Ｐ＜０．０５），腺体轻微增生。
ＰＡＳ染色结果中深紫色为杯状细胞，经观察发现，

对照组小鼠鼻黏膜上皮层未见明显杯状细胞，而模型

组小鼠鼻黏膜上皮层可见大量杯状细胞，数目较对照

组显著增加（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，ＢＭＳＣｓ组和
ＴＨＢＳ１ＢＭＳＣｓ组小鼠鼻黏膜上皮层杯状细胞数目显
著减少（Ｐ＜０．０５），ＴＨＢＳ１ＢＭＳＣｓ组较ＢＭＳＣｓ组进一

步显著减少（Ｐ＜０．０５），见图３。
２．６　各组小鼠鼻黏膜ＣＫ５与βｔｕｂｕｌｉｎ蛋白表达比较

免疫荧光染色结果显示，模型组小鼠鼻黏膜ＣＫ５与
βｔｕｂｕｌｉｎ的荧光强度均显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）；与模
型组比较，ＢＭＳＣｓ组和 ＴＨＢＳ１ＢＭＳＣｓ组小鼠鼻黏膜
ＣＫ５与βｔｕｂｕｌｉｎ的荧光强度均显著增强（Ｐ＜０．０５）；
ＴＨＢＳ１ＢＭＳＣｓ组小鼠鼻黏膜 ＣＫ５与 βｔｕｂｕｌｉｎ的荧
光强度显著高于ＢＭＳＣｓ组（Ｐ＜０．０５），见图４。

表１　各组小鼠喷嚏与挠鼻次数比较（ｘ±ｓ，次）

组别 喷嚏 挠鼻

对照组 ０．８５±０．０６ １．７６±０．１４
模型组 ３４．４２±２．３０ ３２．５０±２．９１

ＢＭＳＣｓ组 ２６．５６±１．９５＃ １８．７５±１．４９＃

ＴＨＢＳ１ＢＭＳＣｓ组 ８．９５±０．７６＃△ １０．４５±０．８４＃△

：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与模型组比较，Ｐ＜０．０５；△：与
ＢＭＳＣｓ组比较，Ｐ＜０．０５

ａ：倒置显微镜观察细胞形态；ｂ：茜素红染色检测细胞成骨分化能力；ｃ：油红Ｏ染色检测细胞成脂分化能力；ｄ：流式细胞仪测定干细
胞标记物表达

图１　ＢＭＳＣｓ的鉴定
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ａ：倒置荧光显微镜观察绿色荧光蛋白ＥＧＦＰ表达；ｂ：实时荧光定量ＰＣＲ检测ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ表达；ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＨＢＳ１蛋白表
达　：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ＮＣＢＭＳＣｓ组比较，Ｐ＜０．０５

图２　ＴＨＢＳ１基因编辑ＢＭＳＣｓ结果
表２　各组小鼠血清炎症因子水平比较（ｘ±ｓ，ｐｇ／ｍＬ）

组别 ＩＦＮγ ＩｇＥ ＴＮＦα ＩＬ４ ＩＬ６
对照组 １９８．３４±１７．０２ １４１．６７±１１．７２ ２０３．５９±１８．６５ ５６．８１±５．０１ ２４．５０±２．３３
模型组 １２９．０３±１０．５６ ３３８．５１±２８．９９ ５３４．６５±４５．８４ １１１．７２±９．３４ ７３．８１±６．９６

ＢＭＳＣｓ组 １６７．８８±１２．４３＃ ２５５．６３±２０．４６＃ ３３６．７０±２１．９６＃ ７９．６７±７．１７＃ ５６．７０±５．３４＃

ＴＨＢＳ１ＢＭＳＣｓ组 １７７．９１±１３．７５＃△ ２３６．７０±１９．８５＃△ ２８５．１７±２４．４３＃△ ７１．６３±６．９１＃△ ４２．７４±３．８８＃△

：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与模型组比较，Ｐ＜０．０５；△：与ＢＭＳＣｓ组比较，Ｐ＜０．０５

：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与模型组比较，Ｐ＜０．０５；△：与ＢＭＳＣｓ组比较，Ｐ＜０．０５
图３　各组小鼠鼻黏膜病理形态学分析
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２．７　各组小鼠鼻黏膜Ｃｌａｕｄｉｎ１与Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达
比较

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与对照组比较，模型组小鼠
鼻黏膜Ｃｌａｕｄｉｎ１与Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达水平均显著下调
（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，ＢＭＳＣｓ组和 ＴＨＢＳ１ＢＭＳＣｓ

组小鼠鼻黏膜Ｃｌａｕｄｉｎ１与Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达水平均显
著上调（Ｐ＜０．０５）；与ＢＭＳＣｓ组比较，ＴＨＢＳ１ＢＭＳＣｓ组
小鼠鼻黏膜Ｃｌａｕｄｉｎ１与Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达水平均显著
上调（Ｐ＜０．０５），见图５。

：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与模型组比较，Ｐ＜０．０５；△：与ＢＭＳＣｓ组比较，Ｐ＜０．０５
图４　免疫荧光染色观察各组小鼠鼻黏膜组织βｔｕｂｕｌｉｎ表达

１：对照组；２：模型组；３：ＢＭＳＣｓ组；４：ＴＨＢＳ１ＢＭＳＣｓ组　：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与模型组比较，Ｐ＜０．０５；△：与ＢＭＳＣｓ组比较，Ｐ＜０．０５
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠鼻黏膜组织内Ｃｌａｕｄｉｎ１与Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达
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３　讨论

流行病学研究表明，１０％～４０％的成年人与２％～
２５％的儿童患有ＡＲ，且ＡＲ的患病率在全球范围内不
断增加［１１］。在病理学上，ＡＲ与过敏原特异性 ＩｇＥ介
导的针对环境过敏原的免疫反应有关，且经过对鼻—

支气管系统功能研究发现，过敏不是局限于某个特定

器官，而是涉及整个呼吸道的疾病，并表现出广泛的症

状［８］。鼻炎已被确定为哮喘发展的独立危险因素，寻

找鼻炎的有效治疗方法可预防或延缓哮喘发作。特应

性个体通过激活树突细胞和 Ｔ淋巴细胞对过敏原敏
感，树突细胞位于鼻黏膜表面，通过捕获过敏原并将过

敏原肽呈递给引流淋巴结中的 Ｔ淋巴细胞，引起２型
辅助性 Ｔ淋巴细胞（Ｔｈｅｌｐｅｒｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｔｙｐｅ２，Ｔｈ２）
过敏反应。因此，Ｔｈ２相关细胞因子的释放增强了 Ｂ
淋巴细胞产生 ＩｇＥ，并促进了鼻组织中嗜酸性粒细胞
的募集。更确切地说，ＩｇＥ分子被释放到血液中并与
组织肥大细胞和循环嗜碱性粒细胞表面的高亲和力受

体结合，导致预先形成的介质（如组胺）快速释放，从

而引发早期症状，如打喷嚏、鼻痒和流鼻涕。而脂质介

质（如白三烯Ｃ４和前列腺素Ｄ２）的产生，通过刺激内
皮细胞上黏附分子的表达促进嗜酸性粒细胞、嗜碱性

粒细胞和ＣＤ４＋Ｔ细胞等炎症细胞的流入，引起鼻塞等
晚期症状［１２１３］。目前，常规药物治疗可以缓解过敏症

状，但并不能干扰过敏反应。此外，药物治疗后复发以

及副作用产生都会影响ＡＲ的疗效，严重影响患者的生
活质量，因此，寻找更有效的ＡＲ治疗策略意义重大。

近年来，间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，
ＭＳＣｓ）已被证实可抑制炎症，是一种有前景的治疗ＡＲ
的疗法。Ｄｅｓａｉ等［１４］证实，与过敏性哮喘中的ＭＳＣｓ相
比，ＡＲ小鼠模型中的ＭＳＣｓ可促进炎症细胞因子的产
生并向 ＡＰＣｓ呈递过敏原，从而促进淋巴细胞增殖；
Ｆａｎ等［１５］研究表明，诱导多能干细胞衍生的 ＭＳＣｓ可
激活ＣＤ４＋、ＣＤ８＋Ｔ细胞及 Ｔｒｅｇ细胞，调节 Ｔｈ１／Ｔｈ２
细胞因子水平，提高ＡＲ患者的调节性Ｔ细胞反应，并
可根据不同疾病阶段发挥不同的免疫调节功能；Ｚｈａｏ
等［１６］证明在ＡＲ小鼠模型中静脉注射ＢＭＳＣｓ可明显减
轻过敏症状并减少嗜酸性粒细胞浸润，降低 Ｔｈ２型细
胞因子ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ１３等水平，升高 Ｔｈ１型细胞因子
ＩＦＮγ水平。本研究结果显示，ＡＲ小鼠在尾静脉注射
ＢＭＳＣｓ后，血清 ＩＦＮγ含量升高而 ＩｇＥ、ＴＮＦα、ＩＬ４、
ＩＬ６含量均下降，抑制了鼻黏膜组织嗜酸性粒细胞浸

润与杯状细胞增加的现象。目前，基因修饰和干细胞

相结合的疗法是一项研究热点，经过基因编辑的

ＢＭＳＣｓ输送到机体后，不仅能够发挥干细胞归巢与修
复的作用，还可以提高目的基因的表达，两者协同进而

起到扩大间充质干细胞治疗疾病的作用［１７］。本研究结

果显示，相较于 ＢＭＳＣｓ单独作用，经 ＴＨＢＳ１基因编辑
ＢＭＳＣｓ治疗的ＡＲ小鼠，其连续性喷嚏、频繁挠鼻等症
状进一步缓解，血清ＩＦＮγ含量升高，ＩｇＥ、ＴＮＦα、ＩＬ４、
ＩＬ６含量均下降，同时，鼻黏膜组织嗜酸性粒细胞浸润
减轻，杯状细胞也明显减少，由此说明，ＴＨＢＳ１基因编辑
ＢＭＳＣｓ对ＡＲ小鼠的改善作用优于ＢＭＳＣｓ单独作用。

鼻黏膜上皮屏障作为机体免疫防御的第一道防

线，能够抵御外界多种病原菌、毒物等入侵及破坏，对

于保护鼻黏膜内部环境至关重要，与 ＡＲ的发生、发展
及好转均密切相关［１８１９］。鼻黏膜上皮细胞作为鼻黏膜

屏障的主要组成部分，其基本功能是依赖于多种蛋白之

间形成的复合物形成紧密连接的能力，从而在气道腔和

上皮下组织之间形成物理屏障。其中，Ｃｌａｕｄｉｎ１与
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ作为紧密连接蛋白，在细胞连接中发挥屏障
及栅栏作用，是决定细胞旁通透性的关键因素，能够显

示细胞形成紧密屏障的能力［２０］。ＣＫ５主要分布于上
皮细胞，作为上皮细胞分化的标志物，能够与膜蛋白形

成复杂的网络，主要功能是维持上皮组织的完整性及

连续性，并在细胞形态和信号传导中具有重要作

用［２１］。βｔｕｂｕｌｉｎ是细胞的一种骨架蛋白，参与多种重
要的细胞功能，如维持结构、运输途径和细胞分裂

等［２２２３］。本研究结果显示，ＡＲ小鼠鼻黏膜 ＣＫ５与
βｔｕｂｕｌｉｎ荧光强度减弱，Ｃｌａｕｄｉｎ１与 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表
达水平均下调，而经ＢＭＳＣｓ或ＴＨＢＳ１基因编辑ＢＭＳＣｓ
治疗的ＡＲ小鼠的鼻黏膜 ＣＫ５与 βｔｕｂｕｌｉｎ荧光强度
增强，Ｃｌａｕｄｉｎ１与 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达水平也上调；此
外，相较于 ＢＭＳＣｓ单独作用，ＴＨＢＳ１基因编辑 ＢＭＳＣｓ
治疗的 ＡＲ小鼠鼻黏膜 ＣＫ５与 βｔｕｂｕｌｉｎ荧光更强，
Ｃｌａｕｄｉｎ１与 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达水平更高，由此表明，
ＴＨＢＳ１基因编辑ＢＭＳＣｓ能够增强鼻黏膜屏障功能，逆
转鼻黏膜的重塑。

综上，ＴＨＢＳ１基因编辑 ＢＭＳＣｓ可减轻 ＡＲ小鼠流
涕、打喷嚏等过敏症状，减少嗜酸性粒细胞浸润、杯状

细胞过度增殖以及炎症因子的释放，增强鼻黏膜屏障

功能，延缓 ＡＲ进展。然而，ＴＨＢＳ１基因编辑 ＢＭＳＣｓ
对于细胞间连接的其他组成部分以及具体机制，仍有

待后续进一步研究。

２７７ 局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０２２，３１（９）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



［参考文献］

［１］ＺｈａｎｇＫ，ＬｉＭ，ＹｉｎＬ，ｅｔａｌ．Ｒｏｌｅｏｆｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ１ａｎｄｔｈｒｏｍ

ｂｏｓｐｏｎｄｉｎ２ｉｎｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅｓ（Ｒｅｖｉｅｗ）［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＭｅｄ，

２０２０，４５（５）：１２７５－１２９３．ｄｏｉ：１０．３８９２／ｉｊｍｍ．２０２０．４５０７．

［２］ＳｈｏｅｍａｒｋＤＫ，ＺｉｅｇｌｅｒＢ，ＷａｔａｎａｂｅＨ，ｅｔａｌ．Ｅｍｅｒｇｅｎｃｅｏｆａｔｈｒｏｍ

ｂｏｓｐｏｎｄｉｎｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙａｔｔｈｅｏｒｉｇｉｎｏｆｍｅｔａｚｏａｎｓ［Ｊ］．ＭｏｌＢｉｏｌＥｖｏｌ，

２０１９，３６（６）：１２２０－１２３８．ｄｏｉ：１０．１０９３／ｍｏｌｂｅｖ／ｍｓｚ０６０．

［３］ＩｓｅｎｂｅｒｇＪＳ，ＲｏｂｅｒｔｓＤＤ．ＴＨＢＳ１（ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ１）［Ｊ］．ＡｔｌａｓＧｅｎｅｔ

ＣｙｔｏｇｅｎｅｔＯｎｃｏｌＨａｅｍａｔｏｌ，２０２０，２４（８）：２９１－２９９．ｄｏｉ：１０．４２６７／

２０４２／７０７７４．

［４］ＭｕｒｐｈｙＵｌｌｒｉｃｈＪＥ，ＳｕｔｏＭＪ．Ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ１ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｌａｔｅｎｔ

ＴＧＦβａｃｔｉｖａｔｉｏｎ：ａｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｆｏｒｆｉｂｒｏｔｉｃｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｍａｔｒｉｘ

Ｂｉｏｌ，２０１８（６８／６９）：２８－４３．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｍａｔｂｉｏ．２０１７．１２．００９．

［５］ＫａｕｒＳ，ＢｒｏｎｓｏｎＳＭ，ＰａｌＮａｔｈＤ，ｅｔａｌ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎｓｏｆｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ１

ｉｎｔｈｅｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０２１，２２（９）：４５７０．

ｄｏｉ：１０．３３９０／ｉｊｍｓ２２０９４５７０．

［６］ＲｏｄｒíｇｕｅｚＦｕｅｎｔｅｓＤＥ，ＦｅｒｎáｎｄｅｚＧａｒｚａＬＥ，ＳａｍｉａＭｅｚａＪＡ，ｅｔａｌ．

Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｃｕｒｒｅｎｔｃｌｉｎｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ：ａｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｒｅｖｉｅｗ

［Ｊ］．ＡｒｃｈＭｅｄＲｅｓ，２０２１，５２（１）：９３－１０１．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ａｒｃｍｅｄ．

２０２０．０８．００６．

［７］ＣｏｓｔａＬＡ，ＥｉｒｏＮ，ＦｒａｉｌｅＭ，ｅｔａｌ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙｏｆｍｅｓｅｎｃｈｙ

ｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｆｒｏｍｎａｔｕｒａｌｎｉｃｈｅｓｔｏｃｕｌｔｕｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒ

ｆｕｒｔｈｅｒｃｌｉｎｉｃａｌｕｓｅｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＭｏｌＬｉｆｅＳｃｉ，２０２１，７８（２）：４４７－４６７．

ｄｏｉ：１０．１００７／ｓ０００１８－０２０－０３６００－０．

［８］刘蓉蓉，聂丽华，杨　欣．变应性鼻炎免疫治疗的研究进展［Ｊ］．检

验医学与临床，２０２１，１８（２１）：３２０１－３２０４．ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．

１６７２－９４５５．２０２１．２１．０３７．

［９］苗明三，项丽玲，苗艳艳．变应性鼻炎动物模型制备规范（草案）

［Ｊ］．中草药，２０１８，４９（１）：５０－５７．ｄｏｉ：１０．７５０１／ｊ．ｉｓｓｎ．０２５３－

２６７０．２０１８．０１．００６．

［１０］ＷａｎｇＬ，ＬｖＱ，ＳｏｎｇＸ，ｅｔａｌ．ＡＤＲＢ２ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓＩＬ１３ｉｎｄｕｃｅｄａｌｌｅｒｇｉｃ

ｒｈｉｎｉｔｉｓｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｍｉＲ１５ａ５ｐ［Ｊ］．ＨｕｍＣｅｌｌ，

２０１９，３２（３）：３０６－３１５．ｄｏｉ：１０．１００７／ｓ１３５７７－０１９－００２５９－ｚ．

［１１］ＢｅｒｎｓｔｅｉｎＤＩ，ＳｃｈｗａｒｔｚＧ，ＢｅｒｎｓｔｅｉｎＪＡ．Ａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ：ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ

ａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔ［Ｊ］．ＩｍｍｕｎｏｌＡｌｌｅｒｇｙＣｌｉｎＮｏｒｔｈＡｍ，２０１６，３６（２）：２６１－

２７８．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｉａｃ．２０１５．１２．００４．

［１２］Ｄｒａｚｄａｕｓｋａｉｔｅ· Ｇ，ＬａｙｈａｄｉＪＡ，ＳｈａｍｊｉＭＨ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆａｌｌｅｒｇｅｎｉｍ

ｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙｉｎａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＡｌｌｅｒｇｙＡｓｔｈｍａＲｅｐ，２０２０，

２１（１）：２．ｄｏｉ：１０．１００７／ｓ１１８８２－０２０－００９７７－７．

［１３］ＲａｈｉｍＮＡ，ＪａｎｔａｎＩ，ＳａｉｄＭＭ，ｅｔａｌ．ＡｎｔｉＡｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓｅｆｆｅｃｔｓｏｆ

ｍｅｄｉｃｉｎａｌｐｌａｎｔｓａｎｄｔｈｅｉｒｂｉｏａｃｔｉｖｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｖｉａｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅ

ｉｍｍｕｎｅｓｙｓｔｅｍ：ａｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０２１，１２：

６６００８３．ｄｏｉ：１０．３３８９／ｆｐｈａｒ．２０２１．６６００８３．

［１４］ＤｅｓａｉＭＢ，ＧａｖｒｉｌｏｖａＴ，ＬｉｕＪ，ｅｔａｌ．Ｐｏｌｌｅｎｉｎｄｕｃｅｄａｎｔｉｇｅｎｐｒｅｓｅｎｔａ

ｔｉｏｎｂｙｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓａｎｄＴｃｅｌｌｓｆｒｏｍａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ［Ｊ］．

ＣｌｉｎＴｒａｎｓｌＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１３，２（１０）：ｅ７．ｄｏｉ：１０．１０３８／ｃｔｉ．２０１３．９．

［１５］ＦａｎＸＬ，ＺｅｎｇＱＸ，ＬｉＸ，ｅｔａｌ．Ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄ

ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓａｃｔｉｖａｔｅｑｕｉｅｓｃｅｎｔＴｃｅｌｌｓａｎｄｅｌｅｖａｔｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ

ＴｃｅｌｌｒｅｓｐｏｎｓｅｖｉａＮＦκＢｉｎａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＳｔｅｍＣｅｌｌ

ＲｅｓＴｈｅｒ，２０１８，９（１）：１７０．ｄｏｉ：１０．１１８６／ｓ１３２８７－０１８－０８９６－ｚ．

［１６］ＺｈａｏＮ，ＬｉｕＹ，ＬｉａｎｇＨ，ｅｔａｌ．Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ

ｃｅｌｌｓｒｅｄｕｃｅｉｍｍｕｎｅｒｅａｃｔｉｏｎｉｎａｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｏｆａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ［Ｊ］．

ＡｍＪＴｒａｎｓｌＲｅｓ，２０１６，８（１２）：５６２８－５６３６．

［１７］杨鑫宇，王大勇，高　旭．基因编辑技术和细胞疗法在体外基因治

疗中的应用［Ｊ］．中国生物化学与分子生物学报，２０２０，３６（１１）：

１２６５－１２７２．ｄｏｉ：１０．１３８６５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｃｊｂｍｂ．２０２０．０９．１２６１．

［１８］ＮｕｒＨｕｓｎａＳＭ，ＴａｎＨＴ，ＭｄＳｈｕｋｒｉＮ，ｅｔａｌ．Ｎａｓａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｂａｒｒｉｅｒｉｎ

ｔｅｇｒｉｔｙａｎｄｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｓｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎｉｎａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ：ｏｖｅｒｖｉｅｗａｎｄ

ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｎｓｉｇｈｔｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＩｍｍｕｎｏｌ，２０２１，１２：６６３６２６．ｄｏｉ：１０．

３３８９／ｆｉｍｍｕ．２０２１．６６３６２６．

［１９］续　珊，陈始明，焦沃尔，等．变应性鼻炎发病机制研究的新进展

［Ｊ］．现代生物医学进展，２０１９，１９（６）：１１８０－１１８３．ｄｏｉ：１０．１３２４１／

ｊ．ｃｎｋｉ．ｐｍｂ．２０１９．０６．０４０．

［２０］ＢｅｒｇｏｕｇｎａｎＣ，ＤｉｔｔｌｅｉｎＤＣ，ＨüｍｍｅｒＥ，ｅｔａｌ．Ｐｈｙｓｉｃａｌａｎｄｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉ

ｃａｌｂａｒｒｉｅｒｏｆｈｕｍａｎｐｒｉｍａｒｙｎａｓａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｆｒｏｍｎｏｎａｌｌｅｒｇｉｃ

ａｎｄａｌｌｅｒｇｉｃｄｏｎｏｒｓ［Ｊ］．ＷｏｒｌｄＡｌｌｅｒｇｙＯｒｇａｎＪ，２０２０，１３（３）：１００１０９．

ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｗａｏｊｏｕ．２０２０．１００１０９．

［２１］ＥｌｄｉｒａｎｙＳＡ，ＨｏＭ，ＢｕｎｉｃｋＣＧ．ＴｈｅＩｎｔｅｒｆａｃｅｂｅｔｗｅｅｎｋｅｒａｔｉｎｓｔｒｕｃｔｕ

ｒｏｔｙｐｅａｎｄｈｕｍａｎｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，２０２０，２８（３）：２７１－２７３．

ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｓｔｒ．２０２０．０２．００２．

［２２］ＢｉｎａｒｏｖáＰ，ＴｕｓｚｙｎｓｋｉＪ．Ｔｕｂｕｌｉｎ：ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｆｕｎｃｔｉｏｎｓａｎｄｒｏｌｅｓｉｎｄｉｓ

ｅａｓｅ［Ｊ］．Ｃｅｌｌｓ，２０１９，８（１０）：１２９４．ｄｏｉ：１０．３３９０／ｃｅｌｌｓ８１０１２９４．

［２３］ＥｓｈｕｎＷｉｌｓｏｎＬ，ＺｈａｎｇＲ，ＰｏｒｔｒａｎＤ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆαｔｕｂｕｌｉｎａｃｅｔｙ

ｌａｔｉｏｎｏｎｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉ

ＵＳＡ，２０１９，１１６（２１）：１０３６６－１０３７１．ｄｏｉ：１０．１０７３／ｐｎａｓ．

１９００４４１１１６．

（编辑：贺绍梅）

３７７局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０２２，３１（９）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ


