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变应性哮喘患者外周血单个核细胞
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及
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"摘要#

!

目的
!

研究
;&A1*7UX<

及
;&A1:7UX<

在变应性哮喘患者外周血单个核细胞"

.KWH

#的表达!探

讨其在变应性哮喘发病中可能的作用$方法
!

随机收集临床变应性哮喘患者
/'

例!以健康体检者
*/

例作为对照$

采用实时荧光定量反转录
$

聚合酶链反应"

U=$.HU

#检测两组
;&A1*7UX<

和
;&A1:

的
7UX<

表达!并分析他们

与哮喘临床表型之间的关系$结果
!

;&A1*7UX<

和
;&A1:7UX<

在变应性哮喘患者
.KWH

中表达明显升高!

差异有统计学意义"

!

%

)5)'

#!且与患者血清总
M

1

V

水平和临床严重程度相关!总
M

1

V

水平和临床严重程度分级越

高!

;&A1*7UX<

和
;&A1:7UX<

表达越高"

!

%

)5)'

#$结论
!

;&A1*7UX<

和
;&A1:7UX<

在变应性哮喘患

者中表达明显升高!

;&A1*7UX<

和
;&A1:7UX<

可能参与变应性哮喘的发生和发展$

"关键词#

!

变应性哮喘'

!

外周血单个核细胞'

!

实时荧光定量反转录
$

聚合酶链反应
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!!

变应性哮喘是一种以气道反应性增高和针对环境中变应

原特异性
M

1

V

或总
M

1

V

升高为特征的慢性气道炎症性疾病)

患者体内增高的
M

1

V

与肥大细胞和嗜碱性粒细胞
M

1

V

受体结

合#使机体处于对变应原的致敏状态#当机体再次被变应原刺

激后可导致变应性哮喘的发生)

=0*

"

=0/

细胞及其所分泌的

细胞因子失衡在哮喘的发病中起着重要作用,

*

-

)

;&A1*

和

;&A1:

是近年发现的
=

细胞免疫球蛋白域黏蛋白域$

=!>88

B77"6%

1

8%A"8B6E%7@B6@6E7"!B6E%7@B6

G

D%#>B6

#

;&A

%基因

家族中两个主要的成员#主要表达在免疫细胞表面#调节
=0*

和
=0/

细胞介导的免疫应答)研究表明#

;&A1*

主要表达在

=0/

细胞表面#在调节
=0/

细胞的增殖*分化和分泌细胞因子

中发挥重要作用#而
;&A1:

分子选择性地表达在活化的
=0*

细胞表面而不表达在
=0/

细胞表面#与其配体结合后#抑制

=0*

型免疫应答起负性免疫调节作用,

/$(

-

)为探讨
;&A1*

和

;&A1:

在哮喘发病中的作用#本文利用实时定量反转录
$

聚合

酶链反应$

U>@8#B7>U=$.HU

%技术对变应性哮喘患者外周血

单个核细胞$

.KWH

%

;&A1*7UX<

及
;&A1:7UX<

的水平进

行了检测#并分析两者与哮喘相关表型的关系)

$

!

资料与方法

$5$

!

一般资料
!

收集本院
/)**

年
*

!

2

月以变应性哮喘急性

发作入院患者
/'

例#其中男
*'

例#女
*)

例)哮喘的诊断和严

重程度分级符合
/)):

年中华医学会呼吸病学分会哮喘学组制

定的标准,

'

-

)所有患者血清总
M

1

V

水平高于正常参考范围#特

异性
M

1

V

检测呈现对一种或多种过敏原阳性#包括吸入性或食

入性过敏原)以
*/

例健康者体检为对照组#无过敏性疾病史)

$5/

!

方法

$5/5$

!

主要试剂及仪器
!

ZB!%88

淋巴细胞分离液购自天津灏

洋生物制品科技有限公司(

=DBJ%8

*逆转录试剂盒和
a"@6#

_

U=$.HU

$

P\KU D̂>>6

%试剂盒均购自
=M<X̂ VX

生化科技

公司#引物由上海生工生物工程科技公司合成)实时荧光定量

.HU

仪为罗氏公司产品)

$5/5/

!

血浆总
M

1

V

检测和特异性
M

1

V

检测
!

采用
V9MP<

法

测定人血清总
M

1

V

水平#试剂盒购自合肥安启生物公司)正常

参考值范围为小于
*/)b

"

79

#根据哮喘患者升高程度#将患

者分为大于
'))b

"

79

和小于
'))b

"

79

两群)应用德国欧

盟公司提供的过敏原特异性
M

1

V

抗体检测试剂盒#以免疫印迹

法检测血清中过敏原特异性
M

1

V

抗体)过敏原分为吸入性和

食入性)实验操作方法严格按试剂盒说明书进行)根据实验

膜条上出现的与参照物上的标志相对应清晰可见的条带记录#

并进行结果判定)

+

*+2*

+

检验医学与临床
/)*/

年
;

月第
2

卷第
*4

期
!

9@AW>EH8B6

!

<"

1

"?#/)*/

!

T%852

!

X%5*4

"
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X%5*))()4)4a4;

%)



$5/5'

!

;&A1*7UX<

和
;&A1:7UX<

表达检测
!

以
ZB!%88

密度离心法分离
.KWH

)以
=DBJ%8

法抽提总
UX<

并逆转录

为
!OX<

#

c;)R

条件下贮存备用)逆转录操作按试剂说明

书进行)用
.D>7B>D.DB7>D'5)

引物设计软件设计引物序列)

;&A1*

*

;&A1:

实时
.HU

引物的序列参照参考文献,

4$+

-)以

甘油醛
$:$

磷酸脱氢酶$

<̂.O-

%作为内参)引物序列及退火

温度见表
*

)实时荧光定量
U=$.HU

扩增反应体系总体积
/)

#

9

#其中上*下游引物$浓度调整为
*)

#

7%8

%各
)5'

#

9

#

/)d

P

F

AD̂D>>6

$

染料
)5/

#

9

#

!OX<

模板
*

#

9

#

'b

"

79;:

<

OX<

聚合酶
)5/

#

9

#

*)77%8

"

9

三磷酸脱氧核糖核酸$

EX=.

%混合

物
)5/

#

9

#

/'77%8

"

9 W

1

/e

(

#

9

#

*7

1

"

79

牛血清清蛋白

$

KP<

%

*

#

9

#加蒸馏水至
/)

#

9

)扩增条件!

2' R

预变性
:

7B6

(

2'R

变性
*)?

(退火延伸
*)?

(重复
()

个循环)结果各

目的基因的融解曲线均为单峰#表明无非特异性扩增)每份标

本分别同时用
<̂.O-

*

;&A1*

*

;&A1:

的引物进行实时荧光定

量
U=$.HU

#重复
:

次#得到
H#

值取平均值)

表
*

!

;&A1*

%

;&A1:

和
<̂.O-

实时
.HU

引物序列

基因 引物名称 引物序列 退火温度$

R

% 产物大小$

A

G

%

;&A1*

=B7$*U=$Z

=B7$*U=$U

'f$̂ <<H<=<̂ =H=<H=̂ <Ĥ ĤH<<=<H$:f

'f$̂ <<HH=HH=====̂ <<̂ <<<=<H=====$:f

4) */+

;&A1:

=B7$:U=$Z

=B7$:U=$U

'f$<<==̂ <<H=̂ ^̂ <HH=̂ H<H$:f

'f$H===H<HH=H<̂ H<HHH<̂ =$:f

4; /::

<̂.O-

<̂.O-$Z

<̂.O-$U

'f$̂ <<̂ =̂̂ <<̂ =̂Ĥ <̂̂ =H$:f

'f$̂ <<̂ <=̂ =̂̂ <=̂ ^̂ <===H$:f

4* //4

!!

注!

Z

为上游引物(

U

为下游引物)

$5/51

!

结果计算
!

根据荧光强度曲线判断标本达到阈值时所

经历的循环数$

H

F

!8>%&#0D>?0%8E

#

H=

%#设定
H=

&

()

为阴性)

每次扩增均设
<̂O.-

内参和阴性对照$以蒸馏水替代
!O$

X<

%)采用比较
H=

法进行相对定量#每份标本的
;&A1*

和

;&A1:

的相对表达量为各样本相对表达值与随机标本中相对

表达值最高者的比值#以
/

c

%%

H=来表示,

%%

H=g

$

H=

目的基因
c

H=

管家基因%实验组
c

$

H=

目的基因
cH=

管家基因%对照组-)

$5'

!

统计学处理
!

各项指标以
IhG

表示#以单因素方差分析

$

P,0L:

N

.)PQ.

%分析组间的差异#两两比较采用
%R=1@

检

验)采用
P.PP*:5)

分析数据#以
!

%

)5)'

为差异有统计学

意义)

/

!

结
!!

果

/5$

!

;&A1*

及
;&A1:

在变应性哮喘
.KWH

中
7UX<

水平的

相对表达
!

;&A$*7UX<

在变应性哮喘患者
.KWH

中相对表

达值#显著高于对照组#差异有统计学意义$

!

%

)5)*

%(本研究

结果还显示变应性哮喘患者
.KWH

中的
=B7$:7UX<

的表达

水平也比对照组高#差异有统计学意义$

!

%

)5)'

%(结果见

表
/

)

表
/

!

;&A1*7UX<

%

;&A1:7UX<

在实验组与对照组的

!!

相对表达值&

IhG

'

基因 组别
,

#

H= /

c

##

H=

!

;&A1*

对照组

哮喘组

*/

/'

454(h)5:*

'5:+h)5'+

)5*+h)5):

)5((h)5*2

)5)))*

;&A1:

对照组

哮喘组

*/

/'

+5):h)5'+

45'*h)54)

)5:(h)5*(

)5(2h)5*4

)5)/+

/5/

!

;&A1*

与
;&A1:7UX<

在哮喘患者各组间的表达
!

;&A1*

和
;&A1:

在不同的性别和年龄组表达#差异无统计学意

义$

!

&

)5)'

%(但是在血清总
M

1

V

水平较高的患者$

M

1

V

&

'))

b

"

79

%#

;&A1*

与
;&A1:

的表达水平也较高#差异有统计学意

义$

!

%

)5)'

%(同时#不同严重程度的哮喘患者表达差异也有

统计学意义$

!

%

)5)'

%#重度哮喘患者
;&A1*

和
;&A1:

的表达

水平较高)结果见表
:

)

表
:

!

;&A1*

与
;&A1:7UX<

在哮喘各组间的表达&

IhG

'

临床表现
, ;&A1* ;&A1:

性别

!

男
*' )5()h)5*; )5(4h)5*'

!

女
*) )5')h)5*2 )5'/h)5/'

年龄

!&

/)

岁
2 )5:(h)5)2 )5(+h)5*(

!'

/)

岁
*4 )5(2h)5/* )5(2h)5/:

血清
M

1

V

水平

!&

'))b

"

79 *2 )5(2h)5*2 )5''h)5*;

!'

'))b

"

79 4 )5/'h)5)( )5/2h)5)+

严重程度

!

轻度
; )5:)h)5)+ )5(4h)5*4

!

中度
*/ )5((h)5*4 )5(/h)5*:

!

重度
' )54(h)5/* )54+h)5/;

'

!

讨
!!

论

变应性哮喘是一种以气道反应性增高和针对环境中变应

原特异性
M

1

V

或总
M

1

V

升高为特征的慢性气道炎症性疾病,

;

-

)

它是由肥大细胞*嗜酸性粒细胞和
=

淋巴细胞等多种细胞参

与的炎症性疾病)患者体内增高的
M

1

V

与肥大细胞和嗜碱性

粒细胞
M

1

V

受体结合#而使机体处于对变应原的致敏状态#当

机体再次被变应原刺激后可导致变应性哮喘发生)

HO(

e辅助

性
=

淋巴细胞$

=0

%是变态反应性气道炎症中的主要效应细

胞#根据所分泌的细胞因子不同#初始
HO(

e的
=

细胞可分化

为
=0*

和
=0/

两个亚群,

2$**

-

)

=0*

"

=0/

细胞彼此调节对方的

克隆增殖和功能#在正常情况下保持一个平衡状态#是维持机

体正常免疫的基础)一旦该平衡被打破则引起多种免疫相关

疾病)例如#

=0/

型细胞占优势的应答可介导过敏性疾病的发

生如哮喘#而
=0*

细胞占优势的应答可以引起器官特异性自

身免疫病的发生,

*/

-

)变应性哮喘为
=0/

细胞偏离型疾病#存

+

/+2*

+

检验医学与临床
/)*/

年
;

月第
2

卷第
*4

期
!

9@AW>EH8B6

!

<"

1

"?#/)*/

!

T%852

!

X%5*4



在
=0/

细胞及其细胞因子的升高)

;&AG

基因家族是近年发现和鉴定的一类基因家族#主要

表达在免疫细胞表面)

;&A1*

和
;&A1:

是该基因家族两个重

要的成员#研究表明
;&A1*

分子优势表达在
=0/

细胞表面#在

调节
=0/

细胞的增殖*分化和分泌细胞因子中发挥重要作用)

;&A1:

分子与
;&A1*

分子不同#其主要表达在
=0/

细胞表面#

与其配体$如
1

@8>!#B6$2

%结合后提供的是抑制性信号#结果导

致
=0*

细胞的凋亡,

*:

-

)

;&A1:

与
;&A1:9

结合介导的负性免

疫应答的分子机制目前还不清楚,

*($*+

-

)

;&A1*

和
;&A1:

分子

在调节
=0*

"

=0/

型细胞平衡中扮演着重要的角色#进而可能

在
=0*

"

=0/

细胞相关性疾病如哮喘的发病中起着重要的作

用)

i"

等,

*;

-应用实时
.HU

*流式细胞术和
S>?#>D6K8%#

分别

对哮喘模型鼠肺组织*

.KWH

及脾组织
;&A1*

的表达研究发

现#

;&A1*

在哮喘鼠这些组织中的表达明显上调并且与
=0/

型转录因子
<̂=<$:

的水平相关)

>̀@D8>

F

等,

*2

-研究发现在

卵清蛋白$

,T<

%诱导的哮喘小鼠模型中应用
;&A1:

单克隆抗

体可改善
=0/

型免疫应答如变态反应的发生和发展)在抗原

激发前给小鼠应用抗
$;&A1:

处理可降低气道的高反应以及局

部嗜酸性粒细胞及
=0/

型细胞因子白细胞介素
$'

$

M9$'

%的水

平均下降)而
=0*

型细胞因子
&

$

干扰素$

MZX$

&

%的水平却明

显升高)这些动物实验的研究#均表明
;&A1*

和
;&A1:

在小

鼠哮喘的发生*发展中起重要的作用)然而#在人类
;&A1*

和

;&A1:

分子是否也与过敏性哮喘发病相关#

;&A1*

和
;&A1:

分

子在哮喘患者体内的表达如何#其相关报道还很少见)

本研究#应运用敏感性高*特异性较强实时荧光定量
U=$

.HU

技术#检测了变应性哮喘及健康对照者
.KWH

中
;&A1*

7UX<

及
;&A1:7UX<

水平表达)初步探讨了
;&AG

家族两

个重要基因与人类哮喘发病的关系)结果表明
;&A1*7UX<

和
;&A1:7UX<

在哮喘组与对照组之间的表达差异有统计学

意义$

!

%

)5)'

%)

;&A1*

在哮喘患者相对表达显著高于健康对

照组$

!

%

)5)*

%)

;&A1:

在哮喘患者相对表达值与对照组相

比#差异有统计学意义$

!

%

)5)'

%)进一步对哮喘患者进行分

组比较显示年龄和性别对
;&A1*

和
;&A1:

的表达差异无统计

学意义$

!

&

)5)'

%(但
;&A1*7UX<

和
;&A1:7UX<

的表达

与患者血清总
M

1

V

水平和临床严重程度相关#总
M

1

V

水平和临

床严重程度分级越高#

;&A1*7UX<

和
;&A1:7UX<

表达越

高$

!

%

)5)'

%)

研究结果提示#

;&A1*

和
;&A1:

可能参与人类变应性哮喘

的发生和发展#并在其中发挥重要的作用)其可能的机制为#

初始
HO(

e

=

细胞在抗原的刺激活化后#其表面的
;&A1*

或

;&A1:

分子表达均升高#高表达在
=0/

细胞表面的
;&A1*

分

子#与其配体结合后转导信号#使
=

细胞向
=0/

型增殖分化#

而高表达在
=0*

型细胞表面的
;&A1:

分子与其配体结合后#

转导的是负性调节信号#使
=0*

细胞应答受到抑制#结果使免

疫平衡转向
=0/

细胞优势免疫应答#进而促进哮喘的发病)

E>P%"J@

等,

/)

-的研究表明在
=

细胞分化的过程中#小鼠体内

激活的
HO(

e

=

细胞上表达的
;&A1*

分子#与其配体结合后转

导信号#激活了转录因子
XZ<=

或
<.$*

#促使分泌白细胞介

素
$(

$

M9$(

%的细胞数量明显增加)最近的几项研究成果也支

持这一观点#

V6!B6@?

等,

/*

-给卵清蛋白诱导的哮喘模型鼠应用

抗
;&A1*

抗体#发现可明显减少肺泡灌洗液中炎症细胞的数

量和
=0/

型细胞因子白细胞介素
*:

$

M9$*:

%和白细胞介素
*)

$

M9$*)

%的产量)提示抗
;&A1*

的抗体可能为治疗哮喘提供一

个新的方法)

S"

等,

//

-研究表明
;&A1*

的表达水平在过敏性

鼻炎患者中的表达水平明显比正常健康者要高#尤其当给予变

应原刺激之后#过敏性鼻炎患者表达
;&A1*

的
HO(

e

=

细胞的

百分比明显高于对照组)最近的
Z>6

1

等,

/:

-研究表明在树突

状细胞诱导的花生过敏模型中#应用抗
;&A1*

或抗
=B7$(

的

抗体阻断
;&A1*

和其配体
=B7$(

的相关作用#可以减少肠道

内花生过敏原特异性的
=0/

细胞的数量和过敏反应#再次证

实了
;&A1*

可能在
=0/

型细胞相关的疾病#如过敏性疾病的

发生和发展中具有重要功能)一项对
;&A1:

与过敏性结膜炎

$

VH

%的研究结果也支持此的观点#在免疫激活野生型小鼠诱

导实验性
VH

阶段的应用抗
$;&A1:

#可通过上调机体
MZX$

&

的

水平#促使
=0*

"

=0/

平衡向
=0*

方向发展#从而抑制
VH

的病

情的发生和发展,

/(

-

)表明阻断
;&A1:

的功能可影响
=0*

"

=0/

细胞的平衡#抗
$;&A1:

具有潜在的预防和治疗
VH

的作用)因

此#在制定变态反应性疾病新的治疗策略时#

;&A1*

和
;&A1:

分子可作为
=

辅助细胞上重要的免疫调节分子#有可能作为

治疗哮喘等疾病新的治疗靶点)

本研究在
7UX<

水平上初步探讨了
;&A1*

与
;&A1:

分

子在变应性哮喘中表达#更进一步的研究需要在单个细胞和蛋

白质水平来探讨
;&A1*

*

;&A1:

以及
=0*

和
=0/

细胞相关因子

在变应性哮喘中的表达情况#并对他们进行相关分析#其为进

一步揭示
;&AG

家族基因与人类哮喘的关系提供证据)
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者认为后者的可操作性更好)

目前#本科采用罗氏
W%E"8@DV*+)

和
H%A@?>4)*

电化学

发光免疫分析仪检测
<Z.

#为了评估两台仪器检测
<Z.

的可

比性#保证检验结果的准确可靠#应做好两套检测系统的方法

学比对和偏倚评估)国内有研究人员对
<Z.

在不同系统的比

对分析采取计算医学决定水平处实验方法和比对方法的相对

误差与临床可接受性能比较做可比性判断和偏倚评估,

+$;

-

)但

作者认为在整个分析测量范围内具有恒定的不精密度的方法

很少#对不具有均匀离散度的分析应采取分段残差计算各段的

偏倚估计)目前#临床上常以
<Z./)6

1

"

79

和
())6

1

"

79

作

为临床诊断的临界值,

2$*)

-

#本研究按照
H9PMV.2$</

文件要

求#对罗氏
W%E"8@DV*+)

和
H%A@?>4)*

检测
<Z.

的结果进行

比对分析和偏倚评估#在
/)6

1

"

79

和
())6

1

"

79

医学决定水

平处其结果具有较满意的可比性)这与两台仪器检测原理一

致且使用同一产家相同配套试剂*校准品有关)因此#临床实

验室如有必要使用多套检测系统检测同一项目时#应尽可能在

检测原理相近*试剂互通性强的检测系统中选择#以保证不同

系统之间的检测结果具有较满意的可比性#以满足临床的

需求)
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