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哮喘是一种慢性气道炎症性疾病，在过去几十

年来，儿童哮喘的发病率呈显著上升趋势!"#。气道上

皮是呼吸道的第一道屏障，受到刺激后可引发 $%&

型反应，诱导 '() 型速发型变态反应，*() 可诱导嗜

酸粒细胞和肥大细胞脱颗粒，释放炎症介质，引起

气道慢性炎症反应和气道重塑!+#。白细胞介素（*,）-..

是 /%& 型反应中强大的炎症因子，在哮喘中发挥重

要作用!.#。/ 细胞介导的免疫紊乱在哮喘中发挥一定

作用，其中包括 /%0 型细胞产生的干扰素（*12-!）。

哮喘是免疫因素、基因因素和环境因素等相互作用

造成的，/344 样受体（/344-4567 8797:;38，/<=）在免疫

性和炎症性疾病中扮演重要角色，且与哮喘的发

生、发展密切相关!>#。有研究显示，/<=? 可促进炎症

因子的释放，抑制 /,=?信号通路的转导和相关炎症

因子的表达!@-A#。=B?C是一种咪唑喹啉，可通过 /,=DE

/,=C FGHBB 依赖性信号通路活化免疫细胞。/,=D

通过刺激 FGHBB 途径激活 IJK，从而导致促炎因

子、趋化因子、"型干扰素（*12）及共刺激分子的上

调!D#。在大鼠中，=C?C 已显示出抑制炎症反应并消

除气道重塑的作用!C#。在本研究中作者通过收集哮喘

急性发作期患儿外周血，分离培养外周血单个核细胞

（JLFK），

检测 =C?C 刺激 JLFK 后对 *12-!、*,-MM 和 *(N 水

平的影响，为哮喘的治疗提供新的思路。

! !"#$%

OPO !"#$ 收集 +QOC 年 R 月—+Q+Q 年 @ 月

接受治疗的急性发作期哮喘患者 O+@ 例，男 @@ 例，

女 DQ 例，年龄 ?!O+ 岁，及同时期来院就诊的临床

缓解期哮喘患者 MQ 例，男 OM 例，女 OD 例，年龄 M!

OQ 岁。纳入标准：（O）急性发作期哮喘患者和临床缓

解期哮喘患者的诊断符合《儿童支气管哮喘诊断与

防治指南（+QOR 年版）》!S#。（+）近 M 个月未使用免疫

抑制剂和糖皮质激素。排除标准：（O）近 O 个月有呼

吸道感染史或合并其他炎症性疾病。（+）合并免疫

系统性疾病。（M）合并过敏性鼻炎。（?）合并血液系统

性疾病。（@）合并肿瘤。本研究经过医院伦理委员会

批准，家属知情并签署知情同意书。

OT+ %&' JLFK () 抽取急性发作期哮喘患

者和临床缓解期哮喘患者的外周静脉血 @ U,，肝素

抗凝，加入 @ U, VWX6"Y 进行稀释，利用 159344 进行

梯度离心（常温，+ QQQ 8EU5X，+Q U5X），吸取分离液

与血浆间的白膜层。加入 M U, JZ[ 溶液混合均匀，

O \QQ 8EU5X 离心 OQ U5X，吸去上清。加入 + U, 红细

胞裂解液，在室温下孵育 @ U5X，裂解红细胞，

O @QQ 8EU5X离心 @ U5X，吸去裂解液。加入 M U, JZ[

溶液混合均匀，O @QQ 8EU5X 离心 @ U5X，吸去上清。

用 =JF*OR?Q 培养基重悬细胞进行培养，待细胞传

+ 代后冻存待用。

OTM ]=/ -J^= *+,-./012 JZF^ 3

/,=DEC U=2_ 456789: /85`34 提取 JZF^

的总 =2_，依据反转录试剂盒将 =2_ 反转录为

9H2_，进行 J^= 检测 /,=DEC U=2_ 的相对表达水

平。/,=D 上游引物序列为 \"ab_^^bb/^__b/^#

^^_b/b/_b__^-M"，下游引物序列为 \"-//_^/#

b_^//^_/bb^_/b/_^bb/-M"，/,=C 上游引物序

列为 \" -/_^bbbb_/^bb^^//b_^/^b^^/-M" ，

下游引物序列为 \"-^^/bb___/b^b_^/b__/b#

b//b^-M"，磷酸甘油醛脱氢酶为内参，上游引物序

列为 \" -bb/_^bb/^^b/_^b/b_/b^^b/_b-M"，

下游引物序列为 \" -^^b/_b//b^/_b^/b__/#

b/b_/b^-M"。J^= 反应条件为 S\$预变性 + U5X，

再变性 +Q Y，RQ$退火 MQ Y，D+$延伸 M\ Y，总共 ?Q个

循环，D+$延伸 OQ U5X，利用 +

-#$ ;̂ 计算 /,=DEC U=#

2_ 的相对表达水平。

OT? N,*[_;<*+ *12-!=*,-MM> *(N?9: 不

同浓度 =C?C（Q U(E,、QTO U(E,、O U(E,、OQ U(E,、

OQQ U(E,）刺激急性发作期 JZF^ 细胞（随机抽取

OQ 例患者的 JZF^ 细胞）+? % 后检测 *12-!、*,-MM

和 *(N 的水平。根据试剂盒说明进行以下操作：利用

鼠抗人 *12-!、*,-MM和 *(N抗体包被 N,*[_板，放置

?$冰箱中过夜，用 JZ[溶液（含有 QT\ U4E, /c77X+Q）

洗涤 O 次，再加入 JZ[ 溶液洗涤 O 次，然后放置室

温静置 O %。向 N,*[_ 板中加入不同稀释浓度的

*12-!、*,-MM 和 *(N 标准品及待检测的样品，放置

室温 + %。加入对应的生物素标记的鼠抗人 *12-!、

*,-MM和 *(N抗体，放置室温 O %。加入底物显色在室

温下避光放置 MQ U5X，最终加入 OQQ U4E, 的硫酸终

止显色，用酶标仪检测 *12-!、*,-MM和 *(N的含量。

Rd?C %，*,-MM WXe *(N 47f74Y (8WegW44G e7987WY7e h83UO+ % ;3 Mi % WXe ;%7X Y;Wj545`7e（!kM+Ti\B，MiT\+O，j3;% "lQTQ\），WXe *12-!

(8WegW44G 5X987WY7e h83U O+ % ;3 Mi % WXe ;%7X Y;Wj545`7e（!k?+TM+O，"lQTQ\）T "#$%&'()#$* =B?B 9WX 5X%5j5; ;%7 Y7987;53X 3h *,-MM WXe

*(N h83U JLFK 5X ;%7 :785:%78W4 j433e 3h :W;57X;Y c5;% W9g;7 W;;W96Y，:83U3;7 ;%7 Y7987;53X 3h *12-!，WXe %WY W 978;W5X WX;5-5Xh4WUUW;38G

7hh79;T =B?B 5Y 7m:79;7e ;3 j7 gY7e 5X ;%7 ;87W;U7X; 3h WY;%UWT

+,- .#/0( WY;%UW；W9g;7 W;;W96 :7853e；;344-4567 45(WXe；=B?B
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!"# !"#$% 利用 $%$$&!"' 软件行统计分

析，经过正态性检测，符合正态分布的计量数据以

!"# 表示，两组间比较采用独立样本 ! 检验，多组间

比较采用单因素方差分析，组间的两两比较采用

"#$%& 检验。非正态分布资料以中位数（四分位间

距）表示，组间比较采用非参数秩和检验。'()*+,-

进行相关性检测，以 '()")# 为差异有统计学意义。

! !"

&"! &'()*+,-./0 %*+, 12 -./0!3

-1022 4 -34 567 急性发作哮喘患者外周血中

%*+,分泌 -./0!的水平低于临床缓解期，分泌 -1022

和 -34 的水平高于临床缓解期（均 '('5)#）。急性发

作期患者外周血中 61789: ;7/< 相对表达水平低

于临床缓解期（'()5)#），见表 !。

# " $%&'() #$%&*+ '()*!,'+*,,- '-../0/!"#1!2"

!0

3"

10

42

345 " 367 87978: ;< '()*!3'+*,, 4=> '-. :7?@7A7> 5B #$%& C= D7@CD67@48 58;;> ;< AE; -@;FD:/!"$3!2"

!0

3"

10

42

组别 例数 （=391） -./>!（=391） -34（-?9;1） 6178 ;7/< 617: ;7/<

急性发作期 !&# 2@85A!8)5: !85!!!@5B :&A5&!!B25: !5@（)58，&52） !5&（)5#，!5B）

临床缓解期 !!@) 2#58!!)5A #@5&!!#52 @85#!!&58 25:（25#，@5&） #5!（@52，A5!）

!./ &#58!) &!5&)# &25@): !&5A2& !:5&#2

' ()5))! ()5))! ()5))! ()5))! ()5))!

注：-1>22：白细胞介素>22；-./>!：干扰素>!；6178：6CDD 样受体 8；617:：6CDD 样受体 :

&5& &'()*+,-./0 -1>228-./>! 4

-34 679 61789: ;7/< :;<=67:>'1

? 急性发作期患者外周血中 -1>22 水平与

61789: ;7/< 相对表达水平呈负相关（*E>)5::8，

'()5))!；*E>)5B!)，'()5))!），-./>! 水平与 61789

: ;7/< 相对表达水平呈正相关（*E)5:!:，'()5))!；

*E)5:):，'()5))!），-34 水平与 61789: ;7/< 相对

表达水平呈负相关（*E>)5:#)，'()5))!；*E>)5:2:，

'()5))!），见图 !。

&52 @ABC 7:@: DE&'F)*+, %*+,

12 -./>!8-1>22 4 -34 G67HI 7:@: 刺激

急性发作期患者 %*+, 细胞后，-1>22 和 -34 水平

在 7:@: ! ;391 时降低，至 7:@: !) ;391 后趋于平

稳（0E#A5&2!、@&52!)，均 '()5))!）。-./>! 水平在

7:@: )5! ;391 时逐渐升高，至 7:@: !) ;391 后趋

于平稳（0EA&52#&，'()5))!），见图 &。

&5@ 7:@: DE&'F)*+, %*+, 12 -./>

!8-1>22 4 -34 GJKLM 7:@: !) ;391 刺激急

性发作期 %*+, AF@: G，-1>22 和 -34 水平在 !& G

时降低，至 2A G 后趋于平稳（0E2&5A#:、2A5#&!，均

'('5''!），-./>! 在 !& G 时增加，至 2A G后趋于平稳

（0E@&52&!，'('5''!），见图 2。

注：-1>22：白细胞介素>22；-./>!：干扰素>!；6178：6CDD 样受体 8；617:：6CDD 样受体 :
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熊蕾蕾，等57:@: 对哮喘患儿外周血中 -./>!、-1>22 和 -34 表达的影响及临床意义!
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注：!"#$$：白细胞介素%&&；!'(%!：干扰素 !；)*+,：外周血单个核细胞

! ! "#$%"#$%&'( &'())* *+,-!+*.-/!, *01-./01

+20 3 456 789:;2< =>?6@A:B2=9 =C "#D% ?B2;EF:B6? B56 ?6<@6B2=9 =C *+,-!G *.H33 :97 *01 C@=;&'() 29 B56 :<EB6 ?B:06

注：!"#&&：白细胞介素#&&；!'(#!：干扰素#!；)*+,：外周血单个核细胞

! I 2345 "%$%67$%8'(9: &'())* *+,-!;*.-33< *01-=>?@
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过敏性哮喘是一种影响气道的异质性疾病，其

特征是涉及多种细胞和体液介质的慢性炎症反应。

典型的哮喘性气道炎症是由 !-. 依赖性肥大细胞脱

粒引发的，并可诱导 /01 型细胞因子分泌。这种慢

性炎症反应被认为是气道重塑的根本原因，其特征

是上皮下基层纤维化，杯状细胞和平滑肌增生2345。目

前哮喘的管理策略一是使用支气管扩张剂（短效和

长效 6 型激动剂）作用于急性加重期和延长缓解时

间，二是吸入皮质类固醇以最大程度减少哮喘发

作，现已证明控制炎症是治疗哮喘的有效方法2775。

/"8 可介导病原体相关分子模式识别，在先天和适

应性免疫中都起着至关重要的作用27697&5。这些广泛

表达的蛋白质是第一个参与对环境刺激产生免疫

应答的分子，该过程由细胞激活和刺激细胞因子产

生介导。已有研究显示 /"86 和 /"8: 的多态性与

哮喘的发病相关27:5，致敏的炎症性单核细胞中 /"8

信号的激活可通过促进 /07 相关细胞因子的表达，

减弱卵清蛋白诱导的过敏性哮喘27;5。

8<:< 已被证明可诱导从啮齿类到灵长类的许

多物种中多种细胞因子的表达27=5。有研究显示在急

性哮喘小鼠模型中，8<:< 治疗可以预防肺部疾病的

发展，包括气道高反应性和嗜酸性粒细胞增多27>5。对

*?"*@A 小鼠、,;>*"B= 小鼠哮喘模型的研究发现，

8<:< 均表现出抑制急性炎症反应的作用27<%7C5。鉴于

8<:< 治疗可以预防几种遗传多样的小鼠品系与过

敏原激发有关的急性炎症反应，笔者推测该化合物

也可以抑制人哮喘的急性炎症反应。因此本研究收

集急性发作期哮喘患者的外周血，分离培养 )*+,。

经过一系列实验检测显示，急性发作哮喘患者外周

血中 )*+, 分泌 !'(%! 的水平较低，分泌 !"%&& 和

!-. 的水平较高，!'(%! 与 /"8>B< D8(? 水平呈正

相关，!"%&& 和 !-. 与 !'(%! 及 /"8>B< D8(? 水平

呈负相关。提示 !"%&&、!-. 和!'(%! 与 /"8>B< 密切

相关，/"8>B< 可能通过调控 !"%&&、!-. 和 !'(%! 水

平参与哮喘的发生和发展。8<:< 处理 )*+, 后可

呈剂量依赖性和时间依赖性的抑制 !"%&& 和 !-. 的

分泌，促进 !'(%! 的分泌，发挥抗炎作用。有研究显

示 /"8> 配体可刺激 ,E:

F淋巴细胞和巨噬细胞共

培养物中 /07 细胞因子 !"%76、!'(%! 和 !'(%" 的

产生2645。对人类细胞的研究表明，8<:< 可以直接诱

导效应记忆 ,E:

F

/ 细胞增殖并上调 !'(%! 生成2675。

G0HI 等2665研究显示，/"8>B< 配体 8<:< 以剂量依赖

的方式抑制鼠脾细胞中抗 ,E:4 和 !"%: 介导的 !-.

和 !-J7 的产生，8<:< 对脾细胞抗 ,E:K 和 !"%: 诱

导的 !-. 合成的抑制作用似乎是由至少 & 种不同的

机制介导的。首先，8<:< 抑制了抗 ,E:4 和 !"%: 刺

激的脾细胞中 * 细胞的增殖和分裂。其次，8<:< 促

进了 !'(%! 和 !"%76 的产生，而这部分是抑制 !-.

产生的原因。第三，8<:< 对 * 细胞具有直接的抑制
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!"# 产生的作用。以上结果均显示，$%&' 对哮喘的

炎症反应有一定的抑制作用。

综上所述，本研究结果显示 $%&% 可调节急性

发作期哮喘患者 ()*+ 分泌的 !,-..、!"# 和 !/0-!

水平，发挥抗炎作用。但具体的作用机制、对于预防

慢性气道重塑的影响还有待进一步研究。
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熊蕾蕾，等@$%\% 对哮喘患儿外周血中 !/0Q!、!,Q.. 和 !"# 表达的影响及临床意义!
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