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慢性鼻窦炎伴鼻息肉患者外周血与息肉组织CD8+T细胞 
免疫功能和组织蛋白学分析及与RASAL3关系研究
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摘  要：目的  探讨慢性鼻窦炎伴鼻息肉（CRSwNP）患者外周血与息肉组织CD8+T细胞浸润和免疫功能抑制的影响因素

及其与Ras激活蛋白样3（RASAL3）表达相关性，明确CRSwNP的免疫治疗机制。方法  选取2023年4月~2024年3月云

南省中医医院耳鼻喉科收治的20例CRSwNP 患者为研究对象，同时收集患者外周血和鼻息肉组织。同期20例健康体检

人群作为对照组。采用流式细胞术检测外周血和鼻息肉组织T淋巴细胞亚群、CD8+T细胞毒性功能及T细胞CD39和PD-1
的表达。20例研究对象中随机选取5例CRSwNP鼻息肉和4例鼻中隔偏曲患者的钩突或鼻甲黏膜组织进行组织蛋白学

研究。结果 与健康人群外周血组相比，CRSwNP外周血组CD8+T细胞颗粒酶B和穿孔素表达升高，差异具有统计学意义

（t=3.229、2.133，均P＜0.05）。与自身外周血组相比，鼻息肉组T淋巴细胞以CD8+T细胞升高为主（t=6.024，P<0.001），颗粒

酶B和穿孔素表达下降（u=11.000、38.000），CD39和PD-1表达上升（u=59.500、46.000），差异具有统计学意义（均P＜0.001）。

组织蛋白学研究共鉴定到6 275个蛋白，与鼻中隔偏曲组相比，CRSwNP组显著变化的蛋白有470个，其中表达量上调

蛋白181个，RASAL3在CRSwNP组显著上调，差异具有统计学意义（P＜0.05），并负向调控T细胞受体信号通路。结论  
CRSwNP鼻息肉中，T淋巴细胞亚群分布以CD8+T细胞升高为主，随着CD39和PD-1表达上调，CD8+T细胞分泌颗粒酶B
和穿孔素能力下降，处于免疫抑制状态。息肉组织中高表达的RASAL3参与CD8+T细胞的浸润及功能抑制的调控。
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Abstract: Objective  This study investigated factors influencing CD8+ T cell infiltration and immune function suppression in pe-
ripheral blood and polyp tissues of patients with chronic rhinosinusitis with nasal polyps (CRSwNP). The correlation between 
these factors and Ras protein activator like 3 (RASAL3) expression was examined to clarify the immunotherapeutic mechanisms 
of CRSwNP. Methods  Twenty CRSwNP patients treated in the department of otolaryngology at Yunnan Provincial Hospital of 
Traditional Chinese Medicine from April 2023 to March 2024 were enrolled. Peripheral blood and nasal polyp tissues were col-
lected. Twenty healthy individuals undergoing physical examinations served as the control group. Flow cytometry was used to 
analyze T lymphocyte subsets, CD8+T cell cytotoxic function, and expression of CD39 and PD-1 in T cells from both peripheral 
blood and polyp tissues. Tissue proteomic analysis was performed on polyp tissues from five randomly selected CRSwNP pa-
tients and mucosal tissues from the uncinate process or turbinate of four patients with deviated nasal septum. Results  Compared 
with the healthy control group, the CRSwNP peripheral blood group showed increased expression of granzyme B and perforin in 
CD8+T cells. Statistical significance was observed (t=3.229, 2.133, both P<0.05). Compared with their own peripheral blood, the 
nasal polyp group exhibited a predominant increase in CD8+T cells (t=6.024, P<0.001). Expression of granzyme B and perforin 
decreased (u=11.000, 38.000), while expression of CD39 and PD-1 increased (u=59.500, 46.000), the differences were statistical-
ly significant (all P<0.001). Tissue proteomic analysis identified 6 275 proteins. Compared with the deviated nasal septum 
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group, 470 proteins showed significant changes in the CRSwNP group, with 181 proteins upregulated. RASAL3 expression was 
significantly upregulated in the CRSwNP group (P<0.05). RASAL3 was found to negatively regulate the T cell receptor signaling 
pathway. Conclusions  In CRSwNP nasal polyps, T lymphocyte subset distribution was characterized by a predominant increase 
in CD8+T cells. Elevated expression of CD39 and PD-1 correlated with reduced secretion of granzyme B and perforin by CD8+ T 
cells, indicating an immunosuppressive state. Highly expressed RASAL3 in polyp tissues was involved in regulating CD8+ T cell 
infiltration and functional suppression.

Keywords：chronic rhinosinusitis with nasal polyps; CD8+ T cells; proteomics; Ras GTPase-activating protein-like 3; 
flow cytometry

慢性鼻窦炎（chronic rhinosinusiti，CRS）是耳鼻

咽喉头颈外科的常见病，分为两种类型：慢性鼻窦

炎 不 伴 鼻 息 肉（CRS without nasal polyps，CRSsNP）
和 慢 性 鼻 窦 炎 伴 鼻 息 肉（CRS with nasal polyps，

CRSwNP）。CRSwNP 症 状 重 易 复 发，与 鼻 息 肉 组

织长期处于慢性炎症相关。研究表明息肉组织的免

疫失衡导致炎症迁延不愈，鼻息肉淋巴细胞分布

以 CD8+T 细胞为主，并且 CD8+T 细胞分泌颗粒酶 B
和穿孔素的功能是降低的 [1-3]，但对微环境中导致

CD8+T 细胞免疫抑制的影响因素及调控机制还有待

深入研究。Ras 激活蛋白样 3（RASAL3）是一种 T 细

胞特异性的 Ras GTPase 激活蛋白，它能够负向调节

T 细胞受体诱导的 Ras/MAPK 信号通路的激活。既往

肺腺癌的研究中发现 [4]，RASAL3 的表达与 CD8+T
细 胞 的 浸 润 呈 正 相 关。但 在 CRSwNP 鼻 息 肉 中，

RASAL3 对 CD8+T 细胞浸润及功能抑制的调控影响

还不清楚。本研究拟分析 RASAL3 与 CD8+T 细胞浸

润及功能抑制之间的关联，明确鼻息肉微环境中恢

复淋巴细胞平衡和重塑 CD8+T 细胞的细胞毒性功能

的治疗靶点，为 CRSwNP 的免疫治疗提供参考。

1 材料与方法

1.1 研究对象 选取 2023 年 4 月 ~2024 年 3 月云南

省中医医院耳鼻喉科收治的 20 例 CRSwNP 患者为

研究对象，年龄 22～67 岁。CRSwNP 病例诊断标准

依据中国慢性鼻窦炎诊断和治疗指南（2018 年）[2]。排

除标准：真菌性鼻窦炎、后鼻孔息肉、鼻腔鼻窦肿瘤、

术前 3 个月内接受过口服糖皮质激素治疗或 1 个月

内接受过鼻内糖皮质激素治疗、免疫调节治疗、有放

化疗史的患者。同期职工健康体检人群（通过体检结

果和访谈确定，既往无慢性鼻炎、变应性鼻炎、慢性

鼻窦炎等鼻腔鼻窦炎性疾病或肿瘤性病变）作为外

周血 T 细胞免疫功能对照组，年龄 20 岁～56 岁。4
例鼻中隔偏曲矫正手术患者（排除慢性鼻炎、变应性

鼻炎、慢性鼻窦炎、鼻息肉等鼻腔鼻窦炎性疾病或肿

瘤性病变）作为组织蛋白学研究对照。该研究得到云

南省中医医院医学伦理委员会的批准 [ 审批表编号

YLL（2023）伦审字（008）-01]，研究对象均知情同意

并签署知情同意书。

1.2 仪器与试剂 MultestTMIMK 4 色 试 剂（CD45 

PerCP、CD3 FITC、CD4 APC、CD8 PE）和 IntraSur 破

膜试剂（批号26546、641776，美国BD公司）；颗粒酶

B（APC-cy7）试剂、穿孔素（PE-cy7）试剂、CD39（APC）

试 剂（批 号：372241、308128、328212、366182，美 国

Biolegend 公 司）；CD3CD4（CD45 PerCP、CD3 FITC、

CD4 PE）试剂、CD8（APC-cy7）试剂、程序性死亡受

体 1（PD-1）（APC）试 剂（批 号：20220228、202206014、

202206029，天津旷博同生生物技术有限公司）；BCA
试剂（批号：P0011，上海碧云天生物技术有限公司）；

蛋白酶抑制剂（批号：539134-10ML，德国Merck Mil-
lipore公司）；胰蛋白酶（批号：v5117，美国Promega公

司）；二硫苏糖醇、碘乙酰胺和三乙基碳酸氢铵（批

号：D9163-25G、v900335-5G、T7408-500ml，美国Sig-
ma-Aldrich公司）；甲酸和乙腈（批号：A117-50、A998-
4，美国Waltham公司）。FACSCantoII型流式细胞分析

仪（美国BD公司）；电泳仪（型号：1645050，美国Biorad
公 司）；Evosep One 超 高 效 液 相 系 统（型 号：Evosep 
One，丹麦Evosep公司）；Tim TOF Pro2质谱仪（美国

Bruker公司）。

1.3 方法

1.3.1  标本采集及处理：①外周静脉血采集：采集

研 究 对 象 外 周 静 脉 血 2ml 于 EDTA-K2 抗 凝 管 中，

48h 内完成检测。②鼻息肉组织单个核细胞的获取：

CRSwNP 患者行内镜鼻窦手术取下的鼻息肉组织，

将病理检测剩余部分送检，尽量保证组织新鲜，采用

机械破碎法剪碎处理，PBS 液漂洗干净，去除外周血

液的干扰；75μm 的尼龙细胞过滤网固定于烧杯口，

将剪碎的组织放在网上，镊子固定并轻搓，边搓边加

PBS 液，制备出细胞悬液，2 600 r/min 离心 5min，弃

上清，沉淀用 PBS 液离心洗涤 2 次，弃上清后备用。

1.3.2  流式细胞分析：荧光减一（PD-1采用同型对

照）作阴性对照。CD45/SSC设门圈淋巴细胞，SSC/
CD3圈T淋巴细胞 ,再往下分别圈CD39+CD4+T细胞、

CD39+CD8+T细胞、穿孔素 +CD8+T细胞、颗粒酶B+C-
D8+T细胞、PD-1+CD4+T细胞、PD-1+CD8+T细胞。通过

BD FACSDiva软件计算上述淋巴细胞群的百分比。

1.3.3  组织蛋白学测定：鼻息肉标本于液氮预冷研钵

中充分研磨，超声裂解，离心，利用 BCA 试剂盒进

行蛋白浓度测定。各样本取等量蛋白进行胰酶酶解



54 现代检验医学杂志　第 41 卷　第 5 期　2026 年 9 月　J Mod Lab Med, Vol. 41, No. 5, Sept. 2026

获取肽段样本。肽段由超高效液相系统分离后，注入

Capillary 离子源中电离后进入 tim TOF Pro2 质谱进

行数据采集，用 dia-PASEF 数据非依赖平行累积串行

碎裂模式进行数据采集。离子源电压设置为 1.6kV，

TOF 对肽段母离子及其二级碎片进行检测及分析。

1.3.4  生物信息学分析：利用 DIA-NN（v1.8）搜索引

擎，检索 Uniprot 数据库 Homo_sapiens_9606_SP_202 
31220.fasta 人源蛋白序列。结果进行数据过滤，条件

设置：Precursor 和蛋白 FDR 设定为 1%，鉴定蛋白至

少要包含一个肽段。鉴定结果中每个蛋白在不同样

本中的强度值校正后通过中心化变换，得到蛋白在

不同样本中的相对定量值。用皮尔森相关性（PCC）、

主成分分析（PCA）和相对标准差（RSD）进行重复性

评估。根据差异倍数（FC）和显著性（P value）筛选差

异蛋白。如蛋白的相对定量值在两组样本中的相对

定量值的均值之比（FC）＞ 1.5 或＜ 0.67，且 P ＜ 0.05
则认为该蛋白在两组样本中的表达具有显著性差

异。对差异蛋白进行基因本体论（Gene Ontology）、蛋

白 结 构 域、KEGG 通 路、亚 细 胞 定 位、COG/KOG、

Reactome、WikiPathways 五个层面的富集分析，根据

富集分析得到的费希尔精确检验 P value，使用层次

聚类将不同比较组中相关功能进行聚类。

1.4 统计学分析 使用正 GraphPad Prism 9.0 统计

学软件进行统计学分析。计量资料通过 Shapiro-Wilk
正态性检验判断资料分布特征，正态分布资料采用

均数 ± 标准差（x±s）表示，偏态分布资料采用 M（P25，

P75）表示；符合正态分布且满足方差齐性采用 t 检验；

符合正态分布但不满足方差齐性采用 t’ 检验；不符

合正态分布的计量资料采用 U 检验。P<0.05 表示差

异具有统计学意义。

2 结果

2.1 CRSwNP组与对照组外周血T淋巴细胞亚群、

穿孔素 +CD8+T细胞和颗粒酶B+CD8+T细胞百分

比检测结果比较 见表 1。与对照组外周血相比，

CRSwNP 患者外周血穿孔素 +CD8+T 细胞和颗粒酶

B+CD8+T 细胞百分比升高，差异具有统计学意义（均

P<0.05）。T 淋巴细胞亚群百分比和 CD4+T/CD8+T 比

值差异无统计学意义（均 P ＞ 0.05）。。

表1 CRSwNP组与对照组外周血T淋巴细胞亚群、穿孔素 +CD8+T细胞和颗粒酶B+CD8+T细胞检测 

结果比较 [x±s，M(P25，P75)]

项目 对照组外周血（n=20） CRSwNP 组外周血（n=20） t/t’/u 值 P 值

CD3+T 细胞（%） 54.70±7.44 59.34±11.25 1.538 0.132

CD4+T 细胞（%） 31.65±5.54 35.93±8.94 1.817 0.079

CD8+T 细胞（%） 18.20±3.55 18.95±8.31 0.368 0.716

CD4+T 细胞 /CD8+T 细胞比值 1.76（1.34,2.17） 1.99（1.18,4.07） 183.000 0.654

穿孔素 + CD8+T 细胞（%） 28.69±10.22 38.6±18.09 2.133 0.041

颗粒酶 B+ CD8+T 细胞（%） 21.43±9.80 33.41±13.39 3.229 0.003

2.2 CRSwNP外周血组与鼻息肉组各淋巴细胞群百

分比检测结果比较 见表 2。与外周血组比较，鼻息

肉组 CD3+T 细胞和 CD8+T 细胞百分比升高、CD4+T
细胞百分比降低；CD39+CD4+T 细胞、CD39+CD8+T

细胞、PD-1+CD4+T 细胞、PD-1+CD8+T 细胞百分比升

高，穿孔素 CD8+T 细胞、颗粒酶 B+CD8+T 细胞百分

比降低，差异均具有统计学意义（均 P<0.05）。

表 2 CRSwNP 外周血组与鼻息肉组各淋巴细胞亚群检测结果比较 [x±s，M(P25，P75)]

项目 CRSwNP 外周血组（n=20） CRSwNP 鼻息肉组（n=20） t/t’/u 值 P 值

CD3+T 细胞（%） 59.34±11.25 74.33±12.68 13.790 <0.001

CD4+T 细胞（%） 35.93±8.94 28.03±7.35 3.052 0.004

CD8+T 细胞（%） 18.95±8.31 42.12±15.06 6.024 <0.001

CD4+/CD8+ 比值 1.99（1.18,4.07） 0.65（0.51,1.00） 40.500 <0.001

穿孔素 + CD8+T 细胞（%） 40.65（21.48,52.15） 7.90（4.48,18.65） 38.000 <0.001

颗粒酶 B+ CD8+T 细胞（%） 30.80（23.90,45.75） 6.15（4.45,12.05） 11.000 <0.001

CD39+CD4+T 细胞（%） 11.95（9.68,16.53） 23.40（15.53,38.50） 65.500 <0.001

CD39+CD8+T 细胞（%） 12.55（10.90,18.65） 30.05（20.18,45.48） 59.500 <0.001

PD-1+CD4+T 细胞（%） 16.87±7.86 43.19±12.73 7.869 <0.001

PD-1+CD8+T 细胞（%） 6.70（3.00,13.33） 22.70（13.88,43.75） 46.000 <0.001
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2.3 CRSwN息肉组织差异蛋白的筛选结果 见图

1。鼻中隔偏曲组钩突或鼻甲黏膜和 CRSwNP 组鼻

息肉样本进行蛋白质组学检测。样本重复性分析显

示，样本相关系数大于 0.88，见图 1A。主成分分析

（PCA）结果显示，对照组和 CRSwNP 组间存在差异，

组内样本多聚集，重复性较好，见图1B。聚类结果表

明对照组和 CRSwNP 组的蛋白表达谱具有差异，见

图 1C。两组样本共检测到 6 397 个蛋白，其中 6 275
个可进行定量分析，见图 1D。蛋白定量分析结果，

CRSwNP 组与对照组比较共有 470 个蛋白具有显著

差异，其中 181 个蛋白上调，294 个蛋白下调，见图

1E、1F。

A. 皮尔森相关性（PCC）结果；B. 主成分分析结果；C. 各样本中鉴定蛋白聚类热图；D. 肽段及蛋白鉴定情况；E. 差异蛋白聚类热图；F. 差异蛋

白火山图。

图 1 CRSwNP 的蛋白组学检测结果

A

C

E

B

D

F



56 现代检验医学杂志　第 41 卷　第 5 期　2026 年 9 月　J Mod Lab Med, Vol. 41, No. 5, Sept. 2026

2.4 差异蛋白功能富集分析结果 见图 2。差异蛋

白 GO 富集结果表明，CRSwNP 组中的上调蛋白在

T 细胞受体信号通路（FE=4.84，P=0.000 083 1）、T 细

胞增殖调控（FE=3.67，P=0.000 7）、T 细胞活化调控

（FE=3，P=0.000 4）及 T 细胞活化的正调控（FE=3.58，

P=0.000 2）等生物学功能中显著富集。KEGG 富集

分析进一步验证，差异蛋白在 T 细胞受体信号通路

显著富集，其中 RASAL3 对 RAS 信号通路介导的 T
细胞受体信号通路发挥负向调控作用。

A B

C

A. 差异蛋白 GO 富集气泡图；B. 差异蛋白 KEGG 富集图；C.KEGG 通路图。

图 2 差异蛋白功能富集分析结果

3 讨论

CRSwNP 的发病与局部微环境的免疫失衡有

关，研究相关的影响因素和免疫调控机制，对其的

免疫干预具有一定临床价值。T 淋巴细胞作为人体

免疫系统的重要部分，主要由 CD4+T 和 CD8+T 细胞

组成，CD4+T 细胞占主导，二者保持动态平衡，维持

机体正常免疫功能 [5]。但在 CRSwNP 息肉组织中，T
淋巴细胞分布是 CD8+T 细胞占主导，且 CD8+T 细胞

表达穿孔素和颗粒酶 B 的水平下降，表明细胞免疫

功能处于抑制状态，这与本研究结果一致。免疫功能

低下的 CD8+T 细胞对病原体的易感性较强、清除能

力较低，致使鼻腔黏膜持续处于炎症状态。同时持续

的抗原刺激会诱导 CD8+T 细胞产生免疫耐受，进而

加重免疫抑制 [6-7]。说明浸润鼻息肉的 CD8+T 细胞对

CRSwNP 的发展具有一定的促进作用。

既往研究发现鼻息肉组织中PD-1的表达会促

进病情的发展 [8-10]。PD-1是重要的抑制性受体，可通

过控制细胞增殖、细胞毒性和细胞因子的产生，抑制
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CD8+T细胞免疫功能。通过检测鼻息肉组织的CD8+T
细胞上PD-1的表达，可明确CD8+T细胞免疫抑制的

原因。本研究结果显示鼻息肉组织CD8+T细胞上PD-1
的表达显著高于外周血，分泌颗粒酶B和穿孔素的

能力低于外周血，证实PD-1的高表达导致CD8+T细

胞分泌颗粒酶B和穿孔素的能力下降。除此以外，缺

氧可能也是导致鼻息肉CD8+ T细胞免疫抑制的原

因。CRSwNP患者鼻腔通气较差，局部氧浓度降低。

肿瘤免疫研究中发现 [11-12]，缺氧可诱导CD8+T细胞

上CD39的表达；CD39由ENTPD1（三磷酸腺苷二磷

酸水解酶 -1）编码，作为跨膜蛋白能够与胞外ATP结

合、水解形成腺苷，腺苷是一种强效免疫抑制因子；

CD8+T细胞大量CD39表达会形成局部微环境的免疫

抑制。通过检测鼻息肉组织CD8+T细胞上CD39的表

达，了解缺氧环境对CD8+T细胞免疫功能的影响。本研

究结果显示CRSwNP息肉组织CD8+T细胞上CD39的

表达显著高于外周血，说明缺氧促进CD8+T细胞表达

CD39；随着CD39和PD-1的表达上调，CD39水解生成

腺苷抑制免疫，PD-1则直接抑制CD8+T细胞分泌颗粒

酶B和穿孔素的能力，致使T细胞免疫功能处于抑制

状态。既往研究也认为CD39与PD-1的致病性是一致

的，T细胞上CD39与PD-1的表达呈正相关且与疾病

的预后相关 [13-14]。提示可通过阻断或降低CD8+T细胞

上CD39、PD-1的表达，来重塑CD8+T细胞的细胞毒性

功能。关于CD39与PD-1的表达对CD8+T细胞免疫调

控的研究，有学者认为，CD39+PD-1+CD8+T细胞可能源

自CD39+CD8+T细胞 [15]，也有学者认为CD39和PD-1
在T细胞上有不同的表达模式，二者的表达受不同机

制调控 [16]。后续可进一步探索 CRSwNP息肉组织微

环境中CD39和PD-1之间的调控机制。

为了解 CRSwNP 息肉组织 CD8+T 细胞免疫抑

制的下游调控机制，本研究进行了组织蛋白学研究。

与对照组相比，CRSwNP 组 RASAL3 的表达显著上

调。RASAL3 与肺腺癌的研究显示 [4]，RASAL3 表达

与 CD8+T 细胞浸润呈正相关；在炎症反应中，关于

RASAL3 与 T 细胞存活的研究表明 [15]，RASAL3 是

幼稚 T 细胞和活化 T 细胞存活所必需的，RASAL3 缺

陷 T 细胞在体内凋亡增加。本研究 GO 富集结果表明

差异蛋白在 T 细胞受体信号通路、T 细胞增殖调控、

T 细胞活化调控及 T 细胞活化的正调控等生物学功

能中显著富集；KEGG 富集分析进一步验证，差异蛋

白在 T 细胞受体信号通路显著富集，其中 RASAL3
对 RAS 信号通路介导的 T 细胞受体信号通路发挥负

向调控作用。

在 RAS 信 号 通 路 中，RASAL3 负 向 调 控 T 细

胞受体信号通路中的关键蛋白，参与细胞增殖、分

化、凋亡及迁移过程的调控，说明 CRSwNP 息肉中

高表达的 RASAL3 与 CD8+T 细胞的浸润相关，并且

通过负调控与 T 细胞受体相关的 RAS 通路信号，抑

制 CD8+T 细胞分泌颗粒酶 B、穿孔素的能力，减缓 T
细胞功能耗竭，使 T 细胞在长期炎症刺激下不被过

度清除，以维持较高的数量，达到适应性免疫耐受。

但这种免疫耐受使 CD8+T 细胞无法有效清除病原

体，只有改变存在的免疫耐受，恢复鼻息肉组织的

CD8+T 细胞免疫活性，才有利于消除慢性炎症。本研

究揭示 RASAL3 可作为恢复 CRSwNP 息肉微环境免

疫平衡的治疗靶点。

本研究通过流式细胞术发现，CRSwNP鼻息肉的

CD8+T细胞功能抑制与CD39和PD-1的高表达相关，

但样本例数偏少可能带来一定的局限性，后续研究

可扩大样本数量弥补该不足；生物信息学分析发现，

RASAL3通过负向调控T细胞受体信号通路参与鼻息

肉CD8+T细胞浸润与免疫功能抑制。但在CRSwNP息

肉微环境恢复免疫细胞平衡以及细胞免疫功能重塑

的过程中，RASAL3与CD39和PD-1之间的分子调控

网络，仍需更为深入的机制研究予以阐明。
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