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咳嗽变异性哮喘患儿诱导痰神经生长因子
和白细胞介素４水平检测

李红子　金正勇　元熙哲　金春姬

（延边大学附属医院儿科，吉林 延边　１３３０００）

　　［摘　要］　目的　检测咳嗽变异性哮喘（ＣＶＡ）患儿诱导痰中神经生长因子（ＮＧＦ）和白细胞介素４（ＩＬ４）的
表达，探讨ＮＧＦ和ＩＬ４在小儿ＣＶＡ中的作用。方法　３４例ＣＶＡ患儿纳入研究，２０例健康儿童作为正常对照。对
受试者进行痰诱导，苏木精－伊红染色计数诱导痰中嗜酸性粒细胞的百分比。酶联免疫吸附双抗体夹心法检测诱导
痰液上清中ＮＧＦ和ＩＬ４的表达。荧光定量ＰＣＲ检测诱导痰液沉淀细胞中ＮＧＦ和ＩＬ４ｍＲＮＡ的表达。结果　ＣＶＡ
组患儿诱导痰中嗜酸性粒细胞百分数为（１３．４±３．６）％，显著高于对照组的（２．６±１．７）％（Ｐ＜０．０１）。ＣＶＡ组患儿
诱导痰上清中ＮＧＦ和ＩＬ４的表达水平及诱导痰沉淀细胞中ＮＧＦ和ＩＬ４ｍＲＮＡ的表达水平均显著高于对照组，差
异有统计学意义（均Ｐ＜０．０５）。诱导痰上清中ＮＧＦ和 ＩＬ４的表达水平及诱导痰中 ＮＧＦ和 ＩＬ４ｍＲＮＡ的表达水
平与嗜酸性粒细胞计数均呈正相关（均Ｐ＜０．０５）。ＣＶＡ患儿治疗后诱导痰上清中ＮＧＦ和ＩＬ４的表达水平及诱导
痰中ＮＧＦ和ＩＬ４ｍＲＮＡ的表达水平均出现了显著的减低（均Ｐ＜０．０５）。结论　嗜酸性粒细胞的浸润和炎性介质
ＮＧＦ、ＩＬ４的升高参与了小儿ＣＶＡ的发生发展过程，在小儿ＣＶＡ的诊断和治疗中具有一定的价值。
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　　咳嗽变异性哮喘（ｃｏｕｇｈｖａｒｉａｎｔａｓｔｈｍａ，ＣＶＡ）
是儿童慢性咳嗽的主要原因，ＣＶＡ主要的临床特点
是长期迁延的慢性咳嗽，不伴有喘鸣或者呼吸困难，

咳嗽可以发生在白天也可以在晚上，夜晚的发病会

影响小儿的睡眠和生长发育，在寒冷或者运动等刺

激时可以诱发咳嗽的发作，有部分ＣＶＡ患儿可最终
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发展为典型的支气管哮喘［１２］。ＣＶＡ发病率近年来
有逐渐增加的趋势，但其发病机制目前仍不清楚，因

此揭示ＣＶＡ的发病机制以及对 ＣＶＡ的诊断和预防
是一个急需解决的问题［３］。气道的高反应性是

ＣＶＡ的主要特征，已有研究提示这种气道的高敏感
性与一些炎性因子或者生长因子所致的气道炎症有

关，例如神经生长因子（ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）和
白细胞介素４（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ４，ＩＬ４）［４］。ＮＧＦ和ＩＬ４
在典型支气管哮喘中的致炎作用已被大多数实验所

证实，其在ＣＡＶ中的研究报道不多。本研究通过检
测小儿ＣＶＡ患者诱导痰中ＮＧＦ和ＩＬ４的表达，旨在
探讨ＮＧＦ和ＩＬ４在小儿ＣＶＡ中的作用。

１　资料与方法

１．１　研究对象
收集２０１０年６月至２０１１年６月我院儿科门诊

就诊的ＣＶＡ患儿３４例，其中男１９例，女１５例，年
龄３～１１岁（平均７±５岁），病程２～３４个月（平均
１６±８个月）。所选患儿于试验前１２ｈ内未用过糖
皮质激素治疗。ＣＶＡ诊断符合儿童支气管哮喘防
治常规（２００４）诊断［５］：无痰干咳持续 ＞４周，夜间
和／或清晨常见；无感染征象；长时间抗生素治疗无
效；支气管激发试验阳性；呼气流量峰值每日变异率

≥２０％（连续监测１～２周）；抗哮喘药物诊断性治
疗有效；排除其他引起慢性咳嗽的原因。３４例患儿
应用糖皮质激素联合长效 β２受体激动剂吸入治疗
１个月后，咳嗽症状明显好转。另取门诊体检健康
儿童２０例作为正常对照，其中男１２例，女８例，年龄
４～１２岁（平均８±５岁）。两组受试者在性别、年龄、
身高、体重等方面差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。所
有操作均符合我院伦理委员会的各项规定，患儿家属

了解整个试验的过程并签署知情同意书。

１．２　痰液采集
参照彭秋凤等［６］的报道进行痰液采集：吸入沙丁

胺醇气雾剂（２００μｇ），超声雾化吸入３％的高渗盐
水，流量１Ｌ／ｍｉｎ，雾化１５～２０ｍｉｎ，每隔５ｍｉｎ清水漱
口后用力咳出痰液至消毒平皿，直至痰量达到１ｍＬ。
痰液中加入４ｍＬ二硫苏糖醇（０．１％）混匀痰液，离心
１０００ｇ×１０ｍｉｎ，分离上清和沉淀用于后续试验。
１．３　痰液中嗜酸性粒细胞计数

取上述方法分离的痰液沉渣涂片，１０％甲醛固
定，苏木精－伊红染色，光镜下进行嗜酸性粒细胞计
数，鳞状上皮细胞／有核细胞＜２０％为诱导痰液样本

合格。

１．４　痰液中ＮＧＦ和ＩＬ４表达水平的测定
取上述方法分离的痰液上清，ＮＧＦ和 ＩＬ４表达

水平的测定采用酶联免疫吸附双抗体夹心法

（ＥＬＩＳＡ），试剂盒购自美国 Ｒ＆Ｄ生物技术有限公
司，严格按试剂盒说明操作，酶标仪４５０ｎｍ波长处
测定ＯＤ值。以 ＯＤ值为纵坐标，以标准品浓度为
横坐标，绘制标准曲线，然后对照标准曲线根据痰液

上清的ＯＤ值计算ＮＧＦ和ＩＬ４的表达水平。
１．５　痰液中ＮＧＦ和ＩＬ４表达的荧光定量ＰＣＲ检测

取上述方法分离的痰液沉淀，加入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ
（美国分子探针公司产品），按照说明书操作，提取

沉淀中细胞的总 ＲＮＡ。反转录试剂盒购自天根生
化科技（北京）有限公司，按照试剂盒说明书操作反

转录出 ｃＤＮＡ第一链。ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光定量检测
试剂盒购自天根生化科技（北京）有限公司，按照说

明书操作，使用ＡＢＩ７９００荧光定量ＰＣＲ仪检测ＮＧＦ
和 ＩＬ４基因的表达。ＮＧＦ基因：上游引物 ５′
ＴＣＡＧＴＧＡＧＧＡＣＡＡＡＣＴＡＴＴＧＧ３′，下 游 引 物 ５′
ＣＴＣＴＴＣＡＧＣＡＡＡＧＣＡＧＡＣＴＴＣ３′；ＩＬ４基因：上游引
物 ５′ＧＣＴＧＡＣＡＴＴＡＴＴＡＴＣＧＧＡＣＡＣ３′，下游引物
５′ＡＧＣＣＴＣＡＡＧＴＴＧＴＴＣＣＴＣＴＧＴ３′；内参照 ＧＡＰＤＨ
基因：上游引物 ５′ＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴＴＧＧＧ３′，下
游引物５′ＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴ３′，引物由广
东英俊基因公司合成，反应条件为：９５℃ １５ｓ，６０℃
１ｍｉｎ，３５个循环。Ｃｔ值说明基因扩增达到阈值的
循环数，故Ｃｔ值越小说明该基因的表达就越多，根
据内参的 Ｃｔ值可以计算出△Ｃｔ值，△Ｃｔ值 ＝目的
基因Ｃｔ值 －内参基因 Ｃｔ值，△Ｃｔ值可以间接反映
目的基因的相对表达水平，△Ｃｔ值越小说明该基因
的表达越多，基因的表达量用２△Ｃｔ值表示。
１．６　统计学分析

应用ＳＰＳＳ１２．０统计软件处理数据，数据以均
数±标准差（ｘ±ｓ）表示，两样本均数比较采用 ｔ检
验，治疗前后均数的比较采用配对ｔ检验，计数资料
采用χ２检验，相关关系分析用 Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析法，
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　两组诱导痰中嗜酸性粒细胞计数的比较
ＣＶＡ组患儿诱导痰中嗜酸性粒细胞百分数为

（１３．４±３．６）％，对照组为（２．６±１．７）％，两组比较
差异有统计学意义（ｔ＝８．７４，Ｐ＜０．０１）。

·５２９·
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２．２　两组诱导痰上清中 ＮＧＦ和 ＩＬ４蛋白表达水
平的比较

ＣＶＡ组患儿诱导痰上清中 ＮＧＦ和 ＩＬ４的表达
水平显著高于对照组，差异有统计学意义（分别 ｔ＝
２．６９，Ｐ＜０．０５；ｔ＝６．２４，Ｐ＜０．０１），见表１。

　　表１　ＣＶＡ组和对照组诱导痰上清中 ＮＧＦ和 ＩＬ４的
表达水平　（ｘ±ｓ，ｐｇ／ｍＬ）

组别 例数 ＮＧＦ ＩＬ４

对照组 ２０ ５．４±１．０ １５４±２１
ＣＶＡ组 ３４ ９．０±２．６ａ ２６６±４４ｂ

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１

２．３　两组诱导痰沉淀细胞中 ＮＧＦ和 ＩＬ４基因表
达水平的比较

ＣＶＡ组患儿诱导痰沉淀细胞中 ＮＧＦ和 ＩＬ４
ｍＲＮＡ的表达水平显著高于对照组，差异有统计学
意义（分别 ｔ＝５．１２，Ｐ＜０．０１；ｔ＝６．０３，Ｐ＜０．０１）。
见表２。

　　表２　ＣＶＡ组和对照组诱导痰沉淀细胞中ＮＧＦ和 ＩＬ
４ｍＲＮＡ的表达　（ｘ±ｓ）

组别 例数 ＮＧＦｍＲＮＡ ＩＬ４ｍＲＮＡ

对照组 ２０ ０．２４１±０．０１３ ０．１６７±０．０１４
ＣＶＡ组 ３４ ０．５６８±０．０２９ａ ０．６６５±０．０３１ａ

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１

２．４　诱导痰中嗜酸性粒细胞计数与 ＮＧＦ和 ＩＬ４
表达水平的相关性

诱导痰上清中 ＮＧＦ和 ＩＬ４的表达水平与嗜酸
性粒细胞计数呈正相关，其 ｒ值分别为 ０．３２１和
０．３６２（均 Ｐ＜０．０１）。诱导痰沉淀细胞中 ＮＧＦ和
ＩＬ４ｍＲＮＡ的表达水平与嗜酸性粒细胞计数也呈正
相关，其ｒ值分别为０．４３６和０．５０２（均Ｐ＜０．０１）。
２．５　治疗前后ＮＧＦ和ＩＬ４表达水平的变化

ＣＶＡ组患儿糖皮质激素联合长效 β２受体激动
剂吸入治疗１个月后，ＮＧＦ和ＩＬ４蛋白表达水平显
著降低（分别 ｔ＝２．３７，Ｐ＜０．０５；ｔ＝２．３７，Ｐ
＜０．０５）；ＮＧＦ和 ＩＬ４ｍＲＮＡ也显著降低（分别 ｔ＝
４．６６，Ｐ＜０．０１；ｔ＝５．８２，Ｐ＜０．０１）。见表３。

表３　治疗前后ＮＧＦ和ＩＬ４表达水平的变化　（ｘ±ｓ）

组别 例数
ＮＧＦ

蛋白（ｐｇ／ｍＬ） ｍＲＮＡ

ＩＬ４

蛋白（ｐｇ／ｍＬ） ｍＲＮＡ

治疗前 ３４ ９．０±２．６ ０．５６８±０．０２９ ２６６±４４ ０．６６５±０．０３１
治疗后 ３４ ６．０±１．３ａ ０．３５４±０．０１６ｂ ２０３±３５ａ ０．３６７±０．０１５ｂ

　　ａ：与治疗前比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与治疗前比较，Ｐ＜０．０１

３　讨论

ＣＶＡ以慢性咳嗽为唯一的临床表现，占了儿童
慢性咳嗽的５０％以上，临床上极易误诊或漏诊，有
报道称其误诊率高达３０％以上［７］。哮喘的本质就

是多种炎性细胞或因子参与的慢性气道炎症性疾

病，气道的炎性浸润细胞或者细胞因子的变化可以

通过气道分泌物来检测，可见无创的诱导痰技术是

一种安全有效、简便易行的检验方法，为呼吸道疾病

的研究提供了方便［８］。本研究使用诱导痰技术发

现ＣＶＡ患儿诱导痰中嗜酸性粒细胞的百分比显著
高于对照儿童，说明诱导痰中嗜酸性粒细胞的升高

可以作为ＣＶＡ诊断的一个条件。
ＮＧＦ不仅参与神经的再生和创伤的修复，还具

有免疫功能调节、促进肿瘤发生生长等多种生物学

功能。最近的研究显示，ＮＧＦ可以诱导人呼吸道平
滑肌细胞的增殖和间质胶原的分泌，参与呼吸道的

重塑，ＮＧＦ可以刺激速激肽的分泌，并上调靶细胞
速激肽受体的表达，增加气道的高反应性，参与支气

管哮喘的发病过程［９１０］。本研究显示ＣＶＡ组患儿诱
导痰中ＮＧＦ的表达水平显著高于对照儿童，同时患
儿治疗后ＮＧＦ的表达水平也出现了显著的减低，提
示ＮＧＦ可能参与了 ＣＶＡ的发病过程。ＩＬ４是由多
种炎性细胞分泌的致炎因子，ＩＬ４可以通过 ＴＬＲ受
体刺激炎性细胞释放过敏原特异性ＩｇＥ参与支气管
哮喘病变的发生、发展过程［１１］。本研究显示ＩＬ４的
表达水平在ＣＶＡ组显著高于对照组，同时患儿治疗
后ＩＬ４的表达水平也相应的减低，说明ＩＬ４也参与
了ＣＶＡ的气道慢性炎症病变过程。

有研究报道嗜酸性粒细胞可以产生ＮＧＦ和 ＩＬ
４［１２］，本研究显示ＣＶＡ组患儿诱导痰中ＮＧＦ和ＩＬ４
的表达水平与诱导痰中嗜酸性粒细胞的百分数呈正

相关，从另一个侧面证实了气道嗜酸性粒细胞的浸

润与ＮＧＦ和 ＩＬ４高表达的相关关系。ＮＧＦ介导的
是神经源性炎症，而 ＩＬ４介导的是免疫性炎症，本
研究显示诱导痰中ＮＧＦ和ＩＬ４同时升高，说明两个
炎症机制都参与了ＣＶＡ的发生发展过程，但神经源
性炎症与免疫性炎症之间的相互调控关系还有待进

一步的研究。

综上所述，ＣＶＡ患儿诱导痰中会出现嗜酸性粒
细胞和炎性介质ＮＧＦ、ＩＬ４升高，这３个指标的检测
在小儿ＣＶＡ的诊断和治疗中具有一定的价值。

·６２９·
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