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　　摘　要：目的　探索过氧化物酶体增殖物激活受体γ（ＰＰＡＲγ）在哮喘患者淋巴细胞中的表达特点。方法　收集健康体检者

（健康对照组）和哮喘患者（哮喘组）治疗前、治疗后２ｄ和治疗后４ｄ外周血标本，分离淋巴细胞，定量聚合酶链式反应测定

ＰＰＡＲγ表达水平，并分析诱导痰中嗜酸性粒细胞比例；酶联免疫吸附法测定痰标本上清中白细胞介素５（ＩＬ５）水平。结果　与健

康对照组比较，哮喘组患者治疗前嗜酸性粒细胞比例和ＩＬ５水平均较高，ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达水平最低。治疗后，随着ＰＰＡＲγ表

达的逐步升高，诱导痰中嗜酸性粒细胞比例和ＩＬ５水平逐步下降。结论　ＰＰＡＲγ在哮喘患者淋巴细胞低表达，哮喘患者气道炎

症的减轻可能与ＰＰＡＲγ的上调有关。ＰＰＡＲγ的抗炎作用可能是通过抑制Ｔｈ２细胞功能实现的。
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　　支气管哮喘是慢性气道炎症性疾病，其发病过程涉及多种

细胞及细胞组分。其中，肺组织内原有的Ｔｈ１／Ｔｈ２免疫应答

失衡，主要是Ｔｈ２细胞介导的免疫应答增强致气道嗜酸性粒

细胞聚集增多和气道高反应性，是重要发病机制［１］。过氧化物

酶体增殖物激活受体（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐ

ｔｏｒ，ＰＰＡＲ）属于核激素受体超家族成员，分为３个亚型，其中，

ＰＰＡＲγ具有调节脂肪代谢、抗炎和调节免疫等多种生物学效

应［２３］。且其在肺内多种细胞如树突状细胞、巨噬细胞等广泛

表达，是肺内炎症和免疫调节可能的作用靶点。本实验拟探讨

哮喘患者淋巴细胞ＰＰＡＲγ表达的变化，旨在从哮喘发病的机

制入手寻求新的治疗药物，阻止疾病进展，使哮喘患者获得更

佳的临床疗效。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１２年１０月至２０１３年６月在重庆医

科大学附属永川医院住院治疗的４２例哮喘患者为研究对象

（哮喘组）。入选标准：符合中华医学会呼吸病学分会哮喘学组

的诊断标准，即（１）有典型的哮喘病史大于１年；（２）支气管激

发试验阳性或支气管舒张试验阳性。排除标准：（１）合并严重

的心、肝、肾功能不全；（２）合并支气管扩张、肺结核、尘肺等慢

性肺病疾病者；（３）合并恶性肿瘤；（４）病程中病情加重，需气管

插管辅助通气和重症监护。沙丁胺醇为受试者惟一急救药物。

将同期在本院体检的４０名健康者作为对照（健康对照组）。排

除标准：（１）身体各部位有可疑感染病灶；（２）血常规白细胞计

数大于１０×１０９ 个／Ｌ，或炎症细胞（中性粒细胞、嗜酸性粒细

胞）大于参考值上限。两组受试者的基线资料见表１。

表１　　受试者一般资料

组别 狀
年龄

（岁）

性别

（男／女）

病程

（年）

吸烟

［狀（％）］

家族史

［狀（％）］

哮喘组 ４２ ４２．８±１３．６ １９／２３ ２１．２±１３．８ １２（２８．６） １４（３３．３）

健康对照组４０ ３６．９±２０．４ ２２／１８ － １４（３５．０） －

　　－：此项无数据。

１．２　方法

１．２．１　病史采集内容　采集内容包括年龄、性别、病程、吸烟

史、家族史等。住院患者采用甲泼尼龙４０～１００ｍｇ／ｄ治疗１～

５ｄ，在糖皮质激素治疗前、治疗后２ｄ和治疗后４ｄ分别留取

相应标本进行检测分析。

１．２．２　定量聚合酶链式反应（ＱＰＣＲ）检测外周血淋巴细胞
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ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达情况　收集４０名健康受试者外周血标

本，１∶１加入淋巴细胞分离液，收集白膜层。使用ＴＡＫＡＲＡ

试剂盒提取４２名哮喘患者治疗前，治疗后２ｄ和治疗后４ｄ淋

巴细胞总 ＲＮＡ。ＰＰＡＲγ基因上游引物５′ＣＡＡＧＣＣＣＡＧ

ＴＣＣＴＴＴＣＴＧＴＧ３′，下游引物５′ＡＧＴＧＡＡ ＧＧＡ ＡＴＣ

ＧＣＴＴＴＣＣＧ３′。βａｃｔｉｎ上游引物５′ＣＴＧＧＧＡＣＧＡＣＡＴ

ＧＧＡＧＡＡＡＡ３′，下游引物５′ＡＧＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡ

ＧＴＧＣ３′。按美国罗氏公司ＳｙｂｅｒＧｒｅｅｎⅠ试剂盒说明书操

作，９５℃预变性１０ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，共４２

个循环。

１．２．３　痰诱导及标本收集　按文献［４］推荐方法进行诱导痰

细胞学分类和计数。入选患者诱导前１５ｍｉｎ吸入沙丁胺醇

４００μｇ，然后给予超声雾化吸入３％高渗盐水，２～５ｍｉｎ后，指

导患者主动排痰，并收集痰液。加入４倍体积的０．１％二硫苏

糖醇，３７℃水浴１０ｍｉｎ，２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。细胞沉淀涂

片，瑞氏吉姆萨混合染液染色１０ｍｉｎ，光镜下对不少于４００个

非鳞状上皮细胞进行分类和计数。细胞分类的正常上限：嗜酸

性粒细胞比例为０．５％，中性粒细胞比例为６５％。诱导痰上清

收集冻存于－７０℃冰箱用于细胞因子白细胞介素５（ＩＬ５）检

测，酶联免疫吸附法测定ＩＬ５水平。

１．３　统计学处理　采用Ｇｒａｐｈｐａｄ５．０软件进行统计学分析和

作图。计量资料以狓±狊表示，多组计量资料方差齐时组间比

较采用单因素方差分析；方差不齐时采用秩和检验分析。双侧

检验，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　患者治疗前后ＰＰＡＲγ基因表达特点　以健康对照组淋

巴细胞中 ＰＰＡＲγ基因扩增平均 ＣＴ 值为比较基准，按２

△△ＣＴ法计算治疗前、治疗后２ｄ和治疗后４ｄ各组平均的

ＰＰＡＲγ基因表达倍数。与健康对照组比较，哮喘组患者在治

疗前ＰＰＡＲγ表达最低，治疗后ＰＰＡＲγ基因表达逐步上调。

见图１。

　　ａ：犘＜０．０５，与健康对照比较；ｂ：犘＜０．０５，与治疗前比较；ｃ：犘＜

０．０５，与治疗后４ｄ组比较。

图１　　ＰＰＡＲγｍＲＮＡ在受试者淋巴细胞中的扩增倍数

２．２　患者治疗前后诱导痰上清ＩＬ５水平　健康对照组诱导

痰上清ＩＬ５水平极低，部分标本低于试剂盒检测下限不能测

出。哮喘组患者治疗前和治疗后２ｄ诱导痰上清仍能测出较

高水平的ＩＬ５，两组之间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。在治

疗后４ｄ，ＩＬ５水平显著下降。见图２。

２．３　患者治疗前后诱导痰嗜酸性粒细胞比例分析　健康对照

组人群诱导痰嗜酸性粒细胞比例均在正常参考值范围内。哮

喘组患者痰嗜酸性粒细胞比例在治疗前最高，治疗后２ｄ逐渐

下降，治疗后４ｄ显著降低。见图３。

　　ａ：犘＜０．０５，与健康对照比较；ｂ：犘＜０．０５，与治疗前比较；ｃ：犘＜

０．０５，与治疗后４ｄ比较。

图２　　ＥＬＩＳＡ检测受试者诱导痰上清中ＩＬ５水平

　　ａ：犘＜０．０５，与健康对照比较；ｂ：犘＜０．０５，与治疗前比较；ｃ：犘＜

０．０５，与治疗后４ｄ比较。

图３　　受试者诱导痰中嗜酸性粒细胞比例

３　讨　　论

哮喘自身发病机制复杂，固有免疫缺陷、适应性免疫应答

失衡和植物神经功能紊乱都一定程度参与疾病的发生进展。

此外，文献报道性别、肥胖、吸烟、感染等多种因素均对哮喘发

病有影响［４７］。有必要从哮喘发病的根本免疫机制入手，寻求

可能有效的治疗靶点或方案。活化的Ｔｈ２细胞主要分泌ＩＬ

４、ＩＬ５和ＩＬ１３，参与炎症细胞的募集、气道高反应性的诱发、

黏液高分泌和气道重塑等多个哮喘病理过程。文献报道可根

据哮喘患者痰中ＩＬ５ｍＲＮＡ水平划分病情轻重等级，因此本

实验选择ＩＬ５为Ｔｈ２细胞功能的检测指标
［８］。

实验结果显示，哮喘急性发作时，诱导痰中嗜酸性粒细胞

比例增加同时诱导痰上清中检测到ＩＬ５水平显著增高。两项

指标的变化趋势一致。Ｔｈ２细胞通过分泌ＩＬ５等细胞因子募

集嗜酸性粒细胞至气道，参与哮喘的发病。而嗜酸性粒细胞作

为主要的效应细胞，聚集在气道和血管周围，维持哮喘的慢性

炎症状态，并诱发气道高反应性，是哮喘急性发作的重要原因。

也有文献报道，ＩＬ５不仅对嗜酸性粒细胞有募集作用，还能抑

制凋亡，将其存活时间由４ｄ延长至２周
［９］。

分离外周血淋巴细胞进行基因表达水平检测，结果提示哮

喘组患者ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达水平在入院时显著低于健康对

照组。经过治疗，其表达逐渐增高，甚至有部分患者在治疗后

４ｄ已表现出比健康对照组更高的水平。ＰＰＡＲγ的表达与嗜

酸性粒细胞比例和ＩＬ５水平的变化趋势相反。推测ＰＰＡＲγ

的抗炎作用可能是通过抑制Ｔｈ２细胞功能，降低ＩＬ５的分泌

实现的。这同周炜等［１０］的报道一致：支气管哮喘及喘息性肺

炎患儿外周血ＰＰＡＲγ表达减少，可使炎症信号转导增强，导
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致患儿哮喘发作和发生喘息。分离培养哮喘患者外周血Ｔ淋

巴细胞，使用以罗格列酮为代表的噻唑烷二酮类药物特异激活

ＰＰＡＲγ后，ＩＬ４分泌水平较健康者显著降低，与 Ｔ细胞转录

信号相关的ｐＳＴＡＴ６蛋白表达明显降低，且两者表达水平呈

正相关［１１］。

在用卵清蛋白致敏和激发的小鼠哮喘模型中，罗格列酮通

过核因子κＢ（ＮＦκＢ）通路抑制Ｔ细胞因子和血清相应卵清蛋

白抗体的产生，并能降低气道高反应性和气道炎症水平，发挥

保护作用［１２］。虽然已有不少研究证实激活ＰＰＡＲγ对哮喘动

物模型有确切的保护作用，但仍存在一些局限。ＰＰＡＲγ作为

核受体超家族的一员，能调控多种细胞的增殖分化。基于此，

尚无法在ＰＰＡＲγ基因敲除动物体内验证其对哮喘的保护作

用。仍需要大量关于ＰＰＡＲγ与哮喘的基础研究和临床研究

进一步验证可能的作用机制和作用效能。同时注意噻唑烷二

酮类药物对血糖的影响。

综上所述，哮喘患者急性发作时Ｔｈ２细胞激活，分泌高水

平ＩＬ５，募集嗜酸性粒细胞至气道周围聚集。随着ＰＰＡＲγ表

达水平的上调，哮喘的气道炎症程度降低，ＩＬ５分泌减少。

ＰＰＡＲγ对哮喘的保护作用可能是通过抑制效应性 Ｔ细胞的

功能实现的。ＰＰＡＲγ是哮喘患者可能的新治疗靶点，其激动

剂有望用于临床，使患者获得良好的临床控制。
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明显丢失之前反映患者的骨转换水平，可以作为预测骨丢失速

率的指标之一，有助于预测骨折风险。本研究发现ＢＭＤ在恶

性肿瘤骨转移与无骨转移二组之间差异无统计学意义（犘＞

０．０５），考虑与选择的患者大多为老年人有关。

综上所述，ｕＮＴｘ和ｓＢＡＰ的水平可以作为临床辅助诊断

肿瘤骨转移的参考指标，从而弥补传统的肿瘤标记物和影像学

检查对骨转移病灶诊断和评价的不足。恶性肿瘤患者中，将骨

生化指标与ＢＭＤ检测联合应用，可及时监测骨量的降低并予

以干预，减少骨质疏松及骨折的发生。本研究中，由于观察例

数和随访时间有限，骨代谢生化指标与骨相关事件的风险和肿

瘤相关死亡风险的关系还有待进一步追踪研究。
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