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"摘要#

!

目的
!

探讨谷氨酰胺"

;<,

$对慢性阻塞性肺疾病"

5=2>

$患者外周血单个核细胞"

2345

$中
6

'/

丝裂原活化蛋白激

酶"

6

'/4728

$活性和白细胞介素
./

"

9:./

$表达的影响%方法
!

选择
'1

例
5=2>

急性加重期"

7?5=2>

$患者为研究对象!设为

7?5=2>

组!将治疗后转为
5=2>

稳定期"

@5=2>

$的上述患者设为
@5=2>

组!收集各组
2345

!分别以
;<,

进行干预!另选择同

期
$)

例健康者为健康对照组%实时荧光定量
25A

"

AB.25A

$法检测
C

组
2345

中
6

'/4728

&

9:./

的表达水平%结果
!

"

$

$

7?.

5=2>

和
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的空白对照组中
6

'/4728

&

9:./

的表达均高于健康对照组"分别
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$!且急性期高于稳定期
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的表达低于
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空白对照组"
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组
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的表达低于
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空白对照组"
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$%结论
!
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可抑制
5=2>

患者炎性细胞中
6

'/4728

通路的活化!并下调
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的

表达%
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慢性阻塞性肺疾病$
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#

5=2>

%是一种以持续气流受限为特征的肺部疾病#在全

球范围内发病率和病死率都很高#据世界卫生组织公布#

1%1%

年
5=2>

将位居全球死亡原因的第
'

位&

$

'

)

5=2>

急性加重

$

HKLFEEOHKEPQHF#","JKIP",#K"Q+FPLKF#DE

6

L<M",HP

N

!#+EH+E

#

7?5=2>

%和并发症严重影响患者整体疾病的严重程度#给患

者带来沉重的经济和精神负担)越来越多的研究表明#肺部炎

性反应的发生*发展过程与炎性细胞活性密切相关&

1

'

#因此有

效抑制或阻断炎性细胞及促炎因子的活化环节以防治
5=2>

#

是国内外学者研究的热点)谷氨酰胺$

G

<LFHM#,E

#

;<,

%是人体

应激状态下的一种条件必需氨基酸#既往大多研究集中在其对

营养不良患者的营养免疫调节及抗氧化作用#关于其对
5=2>

患者抗炎作用的研究很少#特别是其能否通过抑制
6

'/

丝裂原

活化蛋白激酶$

6

'/M#F"

G

E,.HKF#DHFE!

6

P"FE#,S#,H+E

#

6

'/4728
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通路的活化#降低白细胞介素$

#,FEP<ELS#,

#

9:

%

./

水平#笔者尚

未见相关报道)本研究通过应用
;<,

干预
7?5=2>

和
5=2>

稳定期$

+FHQ<EKIP",#K"Q+FPLKF#DE
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L<M",HP
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!#+EH+E
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@5=2>

%

患者外周血单个核细胞$

6

EP#

6

IEPH<Q<""!M",",LK<EHPKE<<+
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2345

%#观察其对
2345

中
6

'/4728

*

9:./

基因表达水平的

影响#探讨
;<,

在
5=2>

治疗中的抗炎作用机制#为临床应用

;<,

治疗
5=2>

提供新的理论依据)
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资料与方法
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一般资料
!

1%$0

年
C

月至
1%$C

年
0

月本院呼吸内科确

诊为
7?5=2>

的住院患者
'1

例#其中男
$-

例#女
$C

例(年龄

'(C1

重庆医学
1%$)

年
-

月第
0C

卷第
$(

期

"

基金项目!杭州市卫生科技计划项目$

1%$$3%%(

%(杭州市医疗卫生科研项目$

1%$1%)''3%C

%)

!

作者简介!吴伟$

$(/(T

%#住院医师#硕

士#主要从事慢性阻塞性肺疾病研究)

!

#

!

通讯作者#

?.MH#<

!

IME#

*

#H,

!

$)'&K"M
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"

-/

岁#平均$

-'&1U)&-

%岁(所有
5=2>

患者平均病程

$

1/U/

%年)上述
'1

例患者经常规治疗
$%

"

1%!

#病情稳定进

入缓解期后设为
@5=2>

组)纳入标准!$

$

%符合中华医学会

呼吸病分会制订的+慢性阻塞性肺疾病诊治指南$

1%$'

修订

版%,

&

'

'的诊断标准($

1

%近半个月内未接受过糖皮质激素治疗

$包括口服*静脉或吸入剂等%($

'

%未高流量吸氧$吸氧浓度
%

'CV

%及未行机械通气($

0

%不吸烟或已戒烟
C

年以上)排除标

准!$

$

%患有严重心脑血管系统疾病*消化系统疾病*肾脏疾病*

内分泌血液系统疾病*恶性肿瘤或经历重大手术等($

1

%合并可

致咳嗽*咳痰*气短等症状的其他疾病#如肺结核*支气管扩张*

弥漫性泛细支气管炎*闭塞性细支气管炎等)另选本院同期体

检健康者
$)

例为健康对照组#其中男
(

例#女
-

例(年龄
C'

"

--

岁#平均$

)-&0U-&'

%岁)入选的
5=2>

患者和健康对照组

比较#性别*年龄差异均无统计学意义$

!

&

%&%C

%)本研究经

本院医学伦理委员会批准#纳入的所有研究对象均签署知情同

意书)

D&E

!

仪器与试剂
!

;<,

$美国
;#QK"

公司#批号!

$'C')CC

%(人

淋巴细胞分离液$美国
@#

G

MH

公司#批号!

$%/81%'$

%(反转录

试剂盒 &宝 生 物 工 程 $大 连%有 限 公 司#批 号!

>1)0%7.

58$%$>

'(定量试剂盒
2"REP@W3A

#

;PEE,25A 4H+FEP4#O

$

7

66

<#E!3#"+

N

+FEM+

#美国应用生物系统中国公司#批号!

0')-)C(

%(

5XY'/0

多重实时荧光定量
25A

仪*电泳系统
4#,#.

2P"FE,BEFPH@

N

+FEM

*凝胶成像仪
5IEM#>"KYA@Z@

N

+FEM

$美

国
3#".A7>

公司%(

>L.)0%

紫外分光光度仪$美国
3EKSMH,

公

司%)
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方法
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2345

的提取及分组
!

所有研究对象取清晨空腹肘静

脉血
CM:

#置于肝素抗凝管中#加入
CM:

磷酸盐缓冲液

$

23@

%将静脉血充分稀释)然后将稀释后的
$%M:

静脉血缓

慢地加入装有
0M:

淋巴细胞分离液的
$CM:

离心管中#

1%%%

P

"

M#,

离心
1%M#,

#离心后管内液体分为
0

层#缓慢地吸取位

于第
1

层的
2345

#转移至
$%M:

离心管#加入
C

倍体积
23@

液洗涤*

$%%%P

"

M#,

离心
$%M#,

#弃去上清液#重复洗涤
$

次#

底层沉淀为
2345

#

%&0V

台盼蓝染色#排除无活性的细胞#活

细胞所占百分比大于
(%V

可采用)用培养液将上述提取的

2345

浓度调节至
1&%[$%

)

"

M:

#并接种于
10

孔培养板内#每

孔加入细胞混匀液
$M:

#其中
7?5=2>

组患者平均分成两

组!$

$

%

;<,

组!

2345

中加入终浓度为
/MM"<

"

:

的
;<,

($

1

%

空白对照组!仅用无
;<,A249.$)0%

培养液培养)

@5=2>

组

患者也平均分成两组!$

$

%

;<,

组!

2345

中加入终浓度为
/

MM"<

"

:

的
;<,

($

1

%空白对照组!仅用无
;<,A249.$)0%

培养

液)健康对照组仅用无
;<,A249.$)0%

培养液培养)所有细

胞均在
'-\1CV 5=

1

温箱里培养
10I

)

D&F&E

!6

'/4728

及
9:./

基因表达的检测
!

采用实时荧光定

量
25A

$

AB.25A

%法检测)用
BP#]"<

法提取上述培养后细胞

的总
Â 7

#并测定
Â 7

的浓度和纯度)用反转录试剂盒合

成
K>̂ 7

)

25A

引物由上海生物工程有限公司按照引物设计

原则采用
2P#MEPC&%

和
3EHK",!E+#

G

,EP-&/

设计软件设计合

成)其中
9:./

引物序列!上游
C_.557 7755BBB55755

55777B.'_

#下游
C_.57577555B5B;575557;BB.

'_

#扩增长度
$0)Q

6

(

6

'/4728

引物序列!上游
C_.;75BB;

5B;;7; 77; 7B;5BB ;B.'_

#下游
C_.;B555B ;5B

BB5777;;75B;7B.'_

#扩增长度
$0-Q

6

(

$/+Â 7

内参

序列!上游
C_.;75B577575;;;77755B575.'_

#下

游
C_.557;75777B5;5B55755775.'_

#扩增长度

$11Q

6

)

25A

反应条件!

(C\

#

$M#,

(

0%

个循环!

(C\

#

$C+

(

)'\

#

1C+

(熔点曲线分析
CC

"

(C\

)反应体系$

1%

$

:

%如下!

上游和下游引物各
%&C

$

:

#

K>̂ 7

模板
$&%

$

:

#

2"REP@W3A

#

;PEE,4H+FEP4#O$%&%

$

:

#双蒸水
/&%

$

:

)试验样品经定量

25A

得到各反应孔循环阈值$

5F

值%后运用相对表达量
1

.

##

5F

进行相对定量分析)其中
#

5F̀

目的基因
5F

值
T

内参
5F

值#

#

5F

值越大说明表达越低)

D&G

!

统计学处理
!

采用
@2@@$'&%

统计软件进行数据处理与

统计分析#计量资料以
BU4

表示#多组间比较采用单因素方差

分析#两两比较采用
@̂ 8.

C

检验)以
!

$

%&%C

为差异有统计

学意义)

E

!

结
!!

果

E&D

!

目的基因及内参电泳图
!

试验发现电泳条带和设计的扩

增条带长度全部符合#扩增条带为目的条带#表明扩增的特异

性较高#见图
$

(具有单一主峰的各个引物扩增产物熔点曲线

图表明引物
AB.25A

扩增是特异性的扩增#见图
1

)

!!

7

!

6

'/4728

(

3

!

9:./

(

5

!

$/+PÂ 7

(

4

!内标(

$

"

)

!各目的基因扩

增条带)

图
$

!!

目的基因及内参电泳图

!!

7

!

6

'/4728

(

3

!

9:./

(

5

!

$/+PÂ 7

)

图
1

!!

目的基因及内参扩增曲线图
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!

各组
2345

中
6

'/4728

及
9:./

的
#

5F

值变化
!

$

$

%

7?5=2>

和
@5=2>

的空白对照组中
6

'/4728

*

9:./

的表达

0(C1

重庆医学
1%$)

年
-

月第
0C

卷第
$(

期



均高于健康对照组$分别
!

$

%&%$

#

!

$

%&%C

%#且急性期高于

稳定期$

!

$

%&%C

%)$

1

%

7?5=2>;<,

组
6

'/4728

*

9:./

的表

达低于
7?5=2>

空白对照组$

!

$

%&%$

%(

@5=2> ;<,

组

6

'/4728

*

9:./

的表达低于
@5=2>

空白对照组$

!

$

%&%C

%)

见表
$

)

表
$

!!

各组
2345

中
6

'/4728

及
9:./

的

!!!#

5F

值比较$

BU4

%

组别
(

6

'/4728 9:./

7?5=2>;<,

组
'1 $1&(CU%&($ 0&(%U%&C/

7?5=2>

空白对照组
'1 $$&'CU%&-)

"#

0&$1U%&)$

"#

@5=2>;<,

组
'1 $0&1'U%&(1 C&0'U%&C)

@5=2>

空白对照组
'1 $1&/-U%&)$

%'

0&-$U%&CC

%'

健康对照组
$) $C&$-U%&C1 -&%-U%&(0

!!

"

!

!

$

%&%$

#与健康对照组比较(

%

!

!

$

%&%C

#与健康对照组比

较(

#

!

!

$

%&%$

#与
7?5=2>;<,

组比较(

'

!

!

$

%&%C

#与
@5=2>;<,

组比较)

F

!

讨
!!

论

!!

在
5=2>

的整个病程中#炎症一直被认为是其发病的中

心环节&

'

'

)

6

'/4728

作为一种
4728

家族中的重要成员#

是启动炎性细胞释放大量细胞因子#触发炎性反应的关键#前

者可被多种应激刺激*炎性因子等激活#从而影响细胞的转录*

蛋白合成和细胞表面受体表达等#与细胞凋亡*免疫调节和炎

性反应的调控密切相关&

0

'

)

4HPLM"

等&

C

'报道香烟暴露小鼠

肺气肿的形成与
6

'/4728

通路的激活有密切关系)

;HJJE

N

等&

)

'研究发现#

5=2>

患者的肺巨噬细胞及上皮细胞中

6

'/4728

的表达明显高于健康者#同时应用其抑制剂可以明

显降低
9:./

*肿瘤坏死因子$

B̂ X

%

.

&

等炎性介质的释放)

9:./

作为趋化因子的一种#参与了中性粒细胞和淋巴细胞的聚集与

活化#并且诱导气道上皮细胞
9:./

基因的表达#进而导致
9:./

的进一步释放#由此形成气道内的炎性循环)

:#L

等&

-

'的研究

表明#

7?5=2>

患者血清和呼出气冷凝液中
9:./

表达明显增

加)王彦霞等&

/

'发现#

7?5=2>

患者
2345

中的
9:./

和

B̂ X.

&

水平高于治疗后和对照组#且与第
$

秒最大呼气量占

预计值百分比$

X?a$

"

2PEV

%呈明显负相关)有学者发现在香

烟诱导的
5=2>

小鼠的
2345

中#

9:.)

和
9:./

的表达是明显

增加的#并且抑制
6

'/4728

通路可以减少二者的表达&

(

'

)也

有研究表明#

5=2>

患者诱导痰中
6

'/4728

和
9:./

表达明

显#

6

'/4728

的活化与
9:./

和中性粒细胞的水平#以及患者

肺功能的降低有明显相关性&

$%

'

)由此可见#

6

'/4728

在

5=2>

发 生 和 发 展 过 程 中 扮 演 了 重 要 角 色)因 此#以

6

'/4728

通路为靶点#降低促炎因子的表达#是临床治疗

5=2>

的新途径)

;<,

是体内含量最多的条件必需氨基酸之一#作为免疫系

统的主要能源#具有促进体内蛋白质合成*保护胃肠黏膜*参与

免疫细胞的能量代谢等作用)正常情况下人体中
;<,

含量较

丰富#但在高代谢条件下机体对其需要量远大于自身合成能

力#导致蛋白质合成减少#对机体的免疫功能产生不利影响)

研究发现#

;<,

对
5=2>

合并营养不良患者免疫功能有显著改

善作用&

$$

'

)研究人员发现#

;<,

能抑制败血症小鼠
6

'/4728

通路*核因子
'

3

$

X̂.

'

3

%通路的激活#且实验发现经过
;<,

的

治疗能明显降低
B̂ X.

&

和
9:.$/

等炎性因子的表达水平&

$1

'

)

:EE

等&

$'

'发 现 小 鼠 模 型 气 道 内 中 性 粒 细 胞 的 聚 集 与

6

'/4728

及其下游通路丝裂原活化蛋白激酶磷酸酶
.$

$

482.$

%通路介导的细胞质磷脂酶
71

$

5271

%的活化有关#

;<,

可通过阻断该通路来减少炎性细胞的聚集)基于既往研

究笔者发现#大多数有关
;<,

的研究仅局限于
;<,

的抗氧化功

能及免疫系统调节功能#且
;<,

与
6

'/4728

通路的激活及细

胞因子表达的抗炎机制研究也仅限于动物实验)因此#笔者前

期研究通过应用
;<,

干预
5=2>

患者的
2345

#观察其对
X̂.

'

3

通路和
B̂ X.

&

的影响#结果表明
;<,

可抑制
X̂.

'

3

通路的

活化#降低
B̂ X.

&

的表达&

$0

'

)那么
;<,

是否同样可抑制

5=2>

患者
6

'/4728

通路并降低
9:./

的表达#进一步起到

对
5=2>

的抗炎作用#需要进一步探讨)目前#国内外尚未见

关于
;<,

对
5=2>

患者
2345

中
6

'/4728

及
9:./

表达影响

的研究报道)因此#笔者在前期研究的基础上做了进一步研

究#探讨
;<,

对
5=2>

患者
2345

中
6

'/4728

及
9:./

表达

的影响)

本研究以
7?5=2>

患者
2345

为研究靶点#运用
;<,

干

预其治疗前后的
2345

#检测
2345

中
6

'/4728

*

9:./

的表

达变化#结果显示#

6

'/4728

*

9:./

在
5=2>

患者炎性细胞中

表达)

7?5=2>

治疗前*后空白对照组较健康对照组表达水

平高#且急性加重期高于稳定期#这也揭示了
6

'/4728

*

9:./

在
5=2>

整个病程中长期持续地存在#表明了
6

'/4728

*

9:.

/

与
5=2>

的发生*发展有着极为密切的关系)试验结果还发

现经
;<,

干预后的
7?5=2>

组和
@5=2>

组其
6

'/4728

*

9:./

表达明显低于未予
;<,

干预的空白对照组)提示了
;<,

可抑制
5=2>

患者
2345

中
6

'/4728

通路的活化#抑制炎

性介质
9:./

的表达#证实了
;<,

对
5=2>

有一定的抗炎作用)

综上所述#本研究结果表明
5=2>

患者
2345

中的

6

'/4728

*

9:./

与
5=2>

炎性反应的发生*发展明显相关(

;<,

能抑制
5=2>

患者
2345

中
6

'/4728

通路的活化并降低炎性

介质
9:./

的表达#从而起到对
5=2>

患者的抗炎作用#为今后

临床应用
;<,

治疗
5=2>

提供新的试验和理论依据)然而#由

于本试验样本量的局限#且仅限于离体细胞水平#在一定程度上

影响了研究结果及其精确性)因此#有关
;<,

抗炎作用更深入

的分子机制仍有待今后更大规模的临床研究进一步验证)
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