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%%!摘%要"%目的%细胞因子信号转导抑制因子'U8&U(对 *@]RUD@D途径的细胞因子如白介素&干扰素等的

调节起重要作用$目前 U8&U与哮喘的关系仍在研究中% 本研究观察 U8&U! 和 U8&U< .>7@在哮喘儿童外周血单

个核细胞'0\M&(中的表达水平与&W"

_

D细胞OY7R

(

ÔZR"平衡及特异性OLS'EOLS(的关系% 方法%采集 "" 例 " g

!" 岁过敏性哮喘患儿及 <# 例健康儿童 0\M&$分别用流式细胞仪分析 &W"

_

D细胞 OY7R

(

ÔZR" 比值$另提取总

>7@$采用 Ud\>a3--) O逆转录荧光定量0&>的方法检测每组 U8&U! 和 U8&U< .>7@的表达% 结果%哮喘组患

儿外周血OY7R

(

阳性的&W"

_

D细胞百分比!'!;6B h$6#(["及 OY7R

(

ÔZR" 比值'<6" h!6;(均低于对照组!分别

为'!?6! h$6B([&"6A h$6?"#而 U8&U! .>7@'

#

&,值 !!6! h!6?(表达显著高于对照组'

#

&,值 !$6= h$6A(%

两组儿童 U8&U! .>7@表达均与外周血分泌OY7R

(

的&W"

_

D细胞百分比呈负相关'8i#6#;(% U8&U! 和 U8&U<

与EOLS均无相关性% 结论%U8&U! .>7@在哮喘组患儿外周血中高表达$并与D'$ 占优势的免疫失衡有关%
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!关%键%词"%哮喘#细胞因子信号转导抑制因子#D'! D̂'$#儿童

!中图分类号"%>;=$6$
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%%:;4*01,*) E;J3,*)K3%UH//3-EE+3E+I9J,+N()-E(L)25()L' U8&U( '2F-P--) E'+G) ,+/52J2) (./+3,2),3+5-()

3-LH52,()L9J,+N()-E$ EH9' 2E(),329-55H523(),-3I-3+) ' OY7( 2)1 (),-35-HN() ' OZ( $ () ,'-*2)HEN()2E-RE(L)25

,32)E1H9-32)1 29,(F2,+3+I,32)E93(/,(+) '*@]RUD@D( /2,'G2J6@,/3-E-),$ ,'-2EE+9(2,(+) P-,G--) U8&U 2)1 2E,'.2

(EE,(55H)1-3E,H1J6D'-2(.+I,'(EE,H1J(E,+-K/5+3-,'-3-52,(+)E'(/ +IU8&UR! 2)1 U8&UR< .>7@-K/3-EE(+) ()

/-3(/'-325P5++1 .+)+)H95-239-55E'0\M&E( G(,' ,'-(),329-55H523OY7R

(

ÔZR" 32,(+() &W"

_

D9-55E2)1 E/-9(I(9OLS

'EOLS( 5-F-5() 9'(513-) G(,' 2E,'.26(3*-+/4%\M&EG-3-9+55-9,-1 I3+."" 9'(513-) G(,' 255-3L(92E,'.2'"R!"

J-23E( 2)1 <# '-25,'J9'(513-)6D'-(),329-55H523OY7R

(

ÔZR" 32,(+() &W"

_

D9-55EG2E.-2EH3-1 PJI5+G9J,+.-,3J6

D+,25>7@EG-3--K,329,-1 I3+.,'-0\M&E2)1 U8&UR! 2)1 U8&UR< .>7@-K/3-EE(+) G2E.-2EH3-1 PJUd\>a3--)

OTH2),(,2,(F->DR0&>6L34H2*4%&+./23-1 G(,' ,'-'-25,'J9'(513-)$ 9'(513-) G(,' 255-3L(92E,'.2E'+G-1 25+G-3

5-F-5+I(),329-55H523OY7R

(

() /-3(/'-325P5++1 ! '!;6B h $6#([ FE'!?6! h $6B([" 2)1 OY7R

(

ÔZR" 32,(+

'<6" h!6; FE"6A h$6?( 2)1 '(L'-3U8&UR! .>7@-K/3-EE(+) '

#

&,$ !!6! h!6? FE!$6= h$6A(6D'-3-

G2E2)-L2,(F-3-52,(+)E'(/ P-,G--) U8&UR! .>7@-K/3-EE(+) 2)1 ,'-/-39-),2L-+IOY7R

(

R/3+1H9()L&W"

_

D9-55E()

/-3(/'-325P5++1 () P+,' 2E,'.2,(92)1 '-25,'J9'(513-) '8i#6#;(67+9+33-52,(+) G2EI+H)1 P-,G--) U8&UR! 2)1

U8&UR< -K/3-EE(+) 2)1 EOLS5-F-56<+.,2H4)+.4%&'(513-) G(,' 255-3L(92E,'.2'2F--5-F2,-1 5-F-5E+IU8&UR!

.>7@() 0\M&E$ G'(9' (E2EE+9(2,-1 G(,' D'$REN-G-1 (..H)-3-E/+)E-6

!<-).= <+.*375>3/)1*0$ !"#!$ #$'#"()%BB '%BG"
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%%支气管哮喘是多种因素作用下 D'$ 占优势的

OLS介导的免疫失衡!!R$"

% D'$ 细胞来源的 OZR"&OZR

;&OZR!< 等细胞因子介导嗜酸性细胞&淋巴细胞&巨

噬细胞的浸润和活化$对于哮喘慢性气道炎症的启

动及维持起重要作用% 上述这些细胞因子是通过与

细胞表面受体结合$激活信号转导通路 *@]RUD@D

'*2)HE激酶:信号转导子和转录活化家族(等信号

途径而发挥作用的% 近年研究发现的细胞因子信号

转导抑制因子'U8&U(家族蛋白是
"

&

!

型细胞因子

信号转导途径的负反馈调节蛋白!<"

% 体外实验发

现 U8&U! 在D'! 细胞表达是在D'$ 细胞中的 ; 倍$

而 D'$ 细胞中 U8&U< 的表达是 D'! 细胞中的

$< 倍!""

% 提示 U8&U! 和 U8&U< 参与调解 D'! D̂'$

分化$可能与免疫紊乱等过敏性疾病如哮喘有关$但

体外实验及动物模型是否适用于人体$有待进一步

证实% 本实验通过观察哮喘儿童 U8&U! 和 U8&U<

.>7@表达水平与外周血 &W"

_

D细胞 OY7R

(

ÔZR"

平衡及特异性OLS'EOLS(水平的关系$探讨哮喘儿童

体内 U8&U!和 U8&U<与D'! D̂'$平衡的关系及与特

应性体质的关系%

#A资料与方法

#6#A研究对象

选择 $#!! 年 $ g? 月在我院哮喘专科门诊就诊

的 "" 例过敏性哮喘患儿$伴或不伴有过敏性鼻炎作

为哮喘组$年龄 " g!" 岁 '男 $! 例$女 $< 例(%

<# 例无过敏性疾病史的健康儿童作为对照组$年龄

" g!" 岁$其中男 != 例$女 !" 例% 两组儿童的年

龄&性别&身高差异无统计学意义'均8l#6#;(% 两

组儿童的监护人均被告知有关研究信息$并签署知

情同意书%

哮喘组入选标准)'!(过敏性哮喘患儿$伴或不

伴有过敏性鼻炎$均符合轻中度哮喘支气管哮喘的

诊断标准!;"

$变应性鼻炎的诊断参照文献!="

#'$(皮

肤点刺试验结果粉尘螨&户尘螨阳性#'<(无其他心

血管系统疾病&自身免疫系统疾病等基础疾病%

#6!A方法

!6$6!%标本的采集%%抽取外周血 = gA .Z$分别

置于肝素钠&SWD@R]$ 抗凝管及血清管中$用于测

定外周血分泌OY7R

(

或OZR" 的&W"

_

D细胞的百分

数&U8&U! 和 U8&U< .>7@表达及EOLS%

!6$6$%外周血单个核细胞内细胞因子测定%%肝

素钠抗凝外周血与刺激剂混合$于 <Bk$;[&8

$

培

养箱中孵育 " g= ' 后$进行细胞表面抗原染色$加

入破膜剂$进行细胞内细胞因子染色$以流式细胞仪

收获细胞$分别得到分泌 OY7R

(

或 OZR" 的 &W"

_

D

细胞百分数% 主要试剂均由 \W公司提供$包括

&WA 0S>&0R&d;6;$&W< @0&$OY7R

(

YOD&̂OZR" 0S

以及大鼠OLa! 同型对照单克隆抗体#刺激剂有佛波

醇酯'0M@(&莫能菌素'.+)-)E()(&离子酶素'(+)+R

.J9()(%

!6$6<%U8&U! 和 U8&U< .>7@测定%%SWD@R]$

抗凝外周血$按照常规淋巴细胞分层液密度梯度离

心法分离0\M&$'; g!#( n!#

=单个核细胞加 D3(Q+5

! .Z$混匀后按说明书提取总 >7@$紫外分光光度

法测定 >7@含量% 利用 Ud\>a3--) O荧光定量

0&>检测转录因子 U8&U! 和 U8&U< .>7@表达水

平$按试剂盒说明书进行操作% 将 .>7@逆转录为

9W7@$用荧光 0&>试剂配好体系$在 Z(L',9J95-3

0&>仪上做荧光 0&>% a@0WX作为内参照$引物

见表 !% U8&U! 和 U8&U< .>7@表达水平用 U8&U!

和 U8&U<

#

&,值表示'

#

&,值与目的基因 .>7@

的表达呈负相关(%

#

&,值为目的基因 &,值与

a@0WX&,值之差%

表 #ARE<R# 和RE<R& 引物及内参照

引物序列

U8&U! 正义链 ;jR@a@&&&&DD&D&@&&D&DDaR<j

反义链 ;jR&Da&@&@a&@a@@@@@D@@@a&R<j

U8&U< 正义链 ;jRD&&&&&&@a@@a@a&&D@DD@&R<j

反义链 ;jRD&&a@&@a@a@Da&Da@@a@aDaR<j

a@0WX 正义链 ;jR&@@&DDDaaD@D&aDaa@@aa@&D&R<j

反义链 ;jR@aaa@Da@DaDD&Daa@a@a&&R<j

Ud\>a3--) O荧光定量0&>反应条件) '!(逆

转录反应条件'!#

&

Z反应体系()<Bk =# .()$?;k

; .()#'$(荧光 0&>反应条件'$#

&

Z反应体系()

预变性 ?;k !# E$! 个循环#0&>反应 ?;k !; .()$

?"k变性 ; E$;Ak退火 $# E$B$k延伸 $# E$"# 个循

环#B$k时采集荧光信号$?"k # E$ =;k !; E$ ?"k

# E$#6!k Ê做熔解曲线分析%

主要试剂)D3(Q+5总 >7@提取液'罗氏公司($

逆转录酶 MMZ4'03+.-L2公司($ '+,E,23D2TW7@

聚合酶'VO@aS7公司($17D0和随机引物'上海生

物工程有限公司($ $# nUd\>a3--) O染料'上海开

放生物科技有限公司(%

!6$6"%外周血EOLS的测定%%采用法玛西亚公司

&@0c()&@0!##全自动变应原体外检测仪进行检测%

#6&A统计学分析

应用 U0UU !=6# 软件进行统计学分析% 正态分

*=;B*
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布的计量资料以均数h标准差'Ph;(表示$组间比

较采用非参数检验的 b(59+K+) 检验#相关分析采用

U/-23.2)相关分析% 8i#6#; 为差异有统计学

意义%

!A结果

!D#A荧光><L定量结果

哮喘组 U8&U!

#

&,值低于对照组$差异有统计学

意义'8i#6#;(#两组 U8&U<

#

&,值比较差异无统计

学意义'8l#6#;(% 见表 $% 哮喘组 U8&U! 和 U8&U<

#

&,值与外周血EOLS均无相关性'8l#6#;(%

表 !ARE<R# 和RE<R& 的><L荧光定量结果A

'Ph;(

组别 U8&U!

#

&, U8&U<

#

&,

对照组 !$6= h$6A <6< h!6#

哮喘组 !!6! h!6? <6A h$6#

H值 :$6!"B :#6#!A

8值 #6#<$ #6?!"

!D!A外周血<W$

[

Y细胞F\ZI

"

VFPI$ 比值

哮喘组分泌 OY7R

(

的 &W"

_

D细胞百分比及

OY7R

(

ÔZR" 比值均低于对照组$差异有统计学意义

'8i#6#!($见表 <% 且 OY7R

(

阳性 &W"

_

D细胞百

分比及OY7R

(

ÔZR" 比值与外周血 EOLS无相关性'8

l#6#;(%

AA表 &A两组分泌F\ZI

"

与 FPI$ 的 <W$

[

Y细胞百分比

的比较A

'Ph;(

组别 OY7R

(

'[( OZR"'[( OY7R

(

ÔZR"

对照组 !?6! h$6B "6B h!6" "6A h$6?

哮喘组 !;6B h$6# "6? h!6" <6" h!6;

H值 :;6;;? :#6!<! :<6$;=

8值 i#6##! #6A?= #6##!

!D&A两组患儿 RE<R荧光定量结果与 <W$

[

Y细

胞相关性分析

两组儿童 U8&U!

#

&,值与外周血分泌 OY7R

(

的&W"

_

D细胞百分比均呈正相关 '哮喘组 3m

#6A?<$8i#6#;#对照组 3m#6AA?$8i#6#;(#而两

组 U8&U<

#

&,值与外周血分泌OY7R

(

的&W"

_

D细

胞及分泌 OZR" 的 &W"

_

D细胞百分比均无相关性

'8l#6#;(%

&A讨论

本研究结果显示$哮喘组患儿外周血 OY7R

(

阳

性&W"

_

D细胞百分比及 OY7R

(

ÔZR" 均低于对照

组$提示哮喘组患儿外周血存在 D'! D̂'$ 比例失

衡$D'$ 细胞占优势% 本研究结果还显示$哮喘组

U8&U!

#

&,值低于对照组$且哮喘组及对照组儿童

U8&U!

#

&,值与外周血分泌OY7R

(

的&W"

_

D细胞

均呈正相关% 由于U8&U

#

&,值与 U8&U .>7@表

达为负相关$即 U8&U

#

&,值越低$U8&U .>7@表

达越高% 因此$本研究 U8&U! .>7@在哮喘组患儿

外周血中高表达$且在哮喘组及对照组中 U8&U!

.>7@高表达的儿童分泌 OY7R

(

的 &W"

_

D细胞比

例均降低$提示 U8&U! 与D'$ 占优势的免疫失衡有

关% W2-L-5.2)) 等!B"通过分析 <$" 例 = 岁健康儿童

发现$高表达 U8&U! .>7@的儿童外周血中分泌

OY7R

(

的&W"

_

D细胞百分比较低$而分泌 OZR" 的

&W"

_

D细胞则不受影响$本研究结果与之一致%

U8&U! 可抑制 UD@D= 的磷酸化$阻止OZR" 的信号转

导$U8&U! 也可使 UD@D! 去磷酸化$抑制干扰素的

信号转导!""

% U8&U !

_ R̂

&W"

_

D细胞同时具有向

D'! 及 D'$ 细胞分化的潜能!<"

$但有学者发现$

U8&U!

R̂R

D细胞分泌 OY7R

(

增多$提示 U8&U! 可能

主要抑制OY7R

(

的信号转导途径!AR?"

$本研究结果与

之一致% 但在卵清蛋白诱导的气道过敏模型中$抗原

可引起局部的 U8&U! 表达增加$U8&U! 的高表达可

减轻抗原引起的气道炎症#哮喘患者的平滑肌细胞

中$OZR!<刺激引起 U8&U!上调机制受损!!#"

% 本研究

结果与之不符$考虑本研究采用外周血为标本$不能

反映气道局部炎症因子及 U8&U表达水平变化%

本研究中$哮喘组与对照组 U8&U< .>7@表达

水平比较差异无统计学意义$且与 OY7R

(

ÔZR" 比值

无相关性$也未发现 U8&U< .>7@与 EOLS有相关

性% U-N(等!!!"研究发现成人哮喘患者外周血中高

表达 U8&U< .>7@$并与哮喘的严重程度及 OLS相

关% 李付广等!!$"研究发现$过敏性哮喘儿童$随着

特异性免疫治疗的进行$U8&U< .>7@逐渐降低%

本研究结果与之不符$可能与本研究样本量较小及

检测方法与之不同有关%

本研究证实哮喘患儿外周血存在以D'$ 细胞占

优势的D'! D̂'$ 比例失衡#且 U8&U! .>7@在哮喘

患儿外周血中高表达$可能参与调节 D'$ 占优势的

免疫失衡% 总之$U8&U! 和 U8&U< 在细胞因子网络

中发挥调控信号转的作用比较复杂$需要进行更大

样本的临床研究%
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*消息*

+国际儿科肾脏病学会$中国%培训中心, 招募学员通知

$#!# 年 " 月北京大学第一医院儿'肾(科联合香港玛嘉烈医院青少年部被国际儿科肾脏病学会'O),-3)2,(+)250-1(R

2,3(97-/'3+5+LJ@EE+9(2,(+)$O07@(正式批准为中国首家国际儿科肾脏病学会培训中心'O07@D32()()L&-),-3(#该中心

主任为丁洁教授$副主任为赵孟准教授'香港(&肖慧捷主任医师&姚勇主任医师$主要专家还有钟旭辉&赖伟明'香

港(&谢纪超'香港(等医师$中心秘书为钟旭辉副主任医师% 我国拥有国际性儿科肾脏病培训中心可以避免在其他国

家受训时的语言障碍$非常有利于我国儿肾医师队伍的培养和壮大% 按照O07@规定$学员在培训中心经过系统培训

期满后$ 经中心评估&O07@审查后可以获得-O07@Y-55+G.的称号$并享有O07@给予的如下待遇)

'!(获得O07@颁发的-O07@Y-55+G.证书#'$(获得 O07@赠送的一部0-1(2,3(97-/'3+5+LJ专著#'<(由O07@资助

'免会议注册费$提供交通费和食宿费(参加一次亚洲或国内学术会议&或继续医学教育'&MS(课程%

O07@'中国(中心将于 $#!<年继续招收培训学员$预计招收 $ :" 名学员$培训时间约 ? 个月'其中 $ 个月在香港玛

嘉烈医院青少年部接受培训(#O07@将资助学员在培训期间的食宿费用&学员所在地至北京及北京至香港的往返机票%

申请者条件)医学本科以上学历&有儿内科执业医师证书并有三年以上儿科临床工作经验&有一定英语基础的儿

科医生%

申请程序&'!(申请者将个人简历'包括学历&职称&英语水平以及肾脏领域的医&教&研经历等(&所在单位'科室(

负责人和一位正高职称医师的书面推荐信寄往北京大学第一医院儿'肾(科$可在上述文件中表明申请目的$如本人或

本单位的'儿肾(专业发展规划$希望通过参加培训达到的目标#'$(O07@'中国(培训中心将对申请者材料进行审核#

'<(获准学员的资料将被报送O07@备案#'"(由O07@'中国(培训中心通知被批准学员具体事宜%

申请材料邮寄地址)北京市西城区西安门大街 ! 号$北京大学第一医院儿科'信封外面标注-O07@培训中心.字

样(#邮编 !###<"#收件人钟旭辉医师%

申请截止日期为 $#!< 年 ! 月 !; 日)

联系人&钟旭辉医师#

联系电话&#!# :A<;B$!=A-

]71)2& KH'H(BAB=CJ2'++69+.69))

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%北京大学第一医院儿'肾(科%%

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%$#!$ 年 A 月 !; 日
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