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runt 相关转录因子 3 在毛细支气管炎
患儿中的表达及临床意义

门帅　于艳艳　张玉红　王宜芬　钱前　李伟　尹闯

（连云港市妇幼保健院儿童哮喘科，江苏 连云港　222006）

［摘要］　目的　研究毛细支气管炎患儿 runt 相关转录因子 3（RUNX3）mRNA 水平，评估其在毛细支

气管炎中的临床意义。方法　选取 54 例毛细支气管炎患儿为毛细支气管炎组，其中有特应性体质患儿 28 例为

特应性毛细支气管炎组，非特应性体质患儿 26 例为非特应性毛细支气管炎组；另选取健康婴幼儿 48 例为健

康对照组，其中有特应性体质婴幼儿 24 例为特应性健康对照组，非特应性体质婴幼儿 24 例为非特应性健康对

照组。荧光定量 PCR 法测定外周血单个核细胞中 RUNX3 mRNA 水平，ELISA 法检测血清 IL-4 和 IFN-γ 浓度。

结果　毛细支气管炎组 RUNX3 mRNA 水平显著低于健康对照组，其中特应性毛细支气管炎组 RUNX3 mRNA 水

平显著低于非特应性毛细支气管炎组、特应性健康对照组和非特应性健康对照组（P<0.05）；毛细支气管炎组

血清 IL-4 浓度显著高于健康对照组，其中特应性毛细支气管炎组显著高于非特应性健康对照组（P<0.05）；毛

细支气管炎组血清 IFN-γ 浓度显著低于健康对照组，其中特应性毛细支气管炎组显著低于非特应性毛细支气管

炎组、特应性健康对照组和非特应性健康对照组（P<0.05）；相关性分析显示 RUNX3 mRNA 水平与血清 IL-4
浓度呈负相关，与血清 IFN-γ 浓度呈正相关（P<0.05）。结论　外周血单个核细胞中 RUNX3 基因表达量的检测

对甄别毛细支气管炎中有特应性体质的哮喘高危儿具有一定临床价值。
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Expression and clinical significance of runt-related transcription factor 3 in children 
with bronchiolitis
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Asthma, Lianyungang Maternal and Child Health Care Hospital, Lianyungang, Jiangsu 222006, China (Yu Y-Y, Email: 
wangjunhuayyy@sina.com) 

Abstract: Objective    To study the mRNA level of runt-related transcription factor 3 (RUNX3) in children with 
bronchiolitis and its clinical significance in bronchiolitis. Methods    A total of 54 young children with bronchiolitis were 
enrolled as the bronchiolitis group, among whom 28 with atopic constitution were enrolled in the atopic bronchiolitis 
group and 26 with non-atopic constitution were enrolled in the non-atopic bronchiolitis group. A total of 48 healthy 
young children were enrolled as the healthy control group, among whom 24 with atopic constitution were enrolled in 
the atopic healthy control group and 24 with non-atopic constitution were enrolled in the non-atopic healthy control 
group. Quantitative real-time PCR was used to measure the mRNA level of RUNX3 in peripheral blood mononuclear 
cells. ELISA was used to measure the serum levels of interleukin-4 (IL-4) and interferon gamma (IFN-γ). Results    The 
bronchiolitis group had a significantly lower mRNA level of RUNX3 than the healthy control group, and the atopic 
bronchiolitis group had a significantly lower mRNA level of RUNX3 than the non-atopic bronchiolitis, atopic healthy 
control, and non-atopic healthy control groups (P<0.05). The bronchiolitis group had a significantly higher serum level of 
IL-4 than the healthy control group, and the atopic bronchiolitis group had a significantly higher serum level of IL-4 than 
the non-atopic healthy control group (P<0.05). The bronchiolitis group had a significantly lower serum level of IFN-γ 
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runt 相关转录因子 3（runt-related transcription 
factor 3, RUNX3）作为一种重要的抑癌基因，近年

来显示与呼吸道疾病密切相关 [1]。有研究发现卵清

白蛋白（ovalbumin, OVA）激发的小鼠肺组织中核

RUNX3 蛋白减少，当使用抗炎剂治疗后，RUNX3

蛋白在细胞核中分布增加，小鼠过敏性气道炎症

和气道高反应性减弱 [2]。另有学者采集哮喘患者和

健康对照组外周血，分离培养 CD4+ T 细胞，并检

测其中 microRNA-145 和 RUNX3 mRNA 水平，发

现RUNX3 mRNA表达与microRNA-145呈负相关，

并影响相关的细胞因子表达 [3]。RUNX3 参与一系

列信号转导，在 T 细胞发育、分化过程中起到很

重要的作用。RUNX3 协同 T-bet 等调节因子以正

反馈机制促进 Th1 分化，诱导干扰素 γ（IFN-γ）

的分泌 [4]。另外，RUNX3 还能协同 T-bet 及活化 T

细胞核因子抑制 IL-4 的表达，从而对 Th2 的分化

产生影响 [5]。研究证实，激活 RUNX3 可逆转哮喘

患者 Th1/Th2 失衡，提示 RUNX3 可作为哮喘诊断

的生物标志物或治疗的靶标 [6]。

毛细支气管炎作为生命早期最常见的一种下

呼吸道感染，与哮喘在很大程度上具有相似的发

病机制 [7-8]，是儿童哮喘的重要危险因素之一。但

是毛细支气管炎发展为哮喘只是一部分患儿，大

多数患儿经急性期治疗后可痊愈，如何甄别毛细

支气管炎中的哮喘高危儿目前尚缺乏有效手段。

本研究将检测外周血单个核细胞（peripheral 

blood mononuclear cells, PBMCs） 中 RUNX3 基 因

在毛细支气管炎患儿中的表达情况，分析该基因

mRNA 水平与 Th1 细胞代表因子 IFN-γ 的相关性，

以及和 Th2 细胞代表因子 IL-4 的相关性，以期明

确 PBMCs 中 RUNX3 基因表达在毛细支气管炎中

的临床意义，评估其在毛细支气管炎发展为哮喘

中的指导价值，为早期甄别哮喘高危儿，实现哮

喘的二级预防提供依据。

1　资料与方法

1.1　研究对象

选取 2017 年 10 月至 2018 年 3 月于江苏省连

云港市妇幼保健院就诊的毛细支气管炎患儿 54 例

为毛细支气管炎组，其中有特应性体质患儿 28 例

为特应性毛细支气管炎组，非特应性体质患儿

26 例为非特应性毛细支气管炎组；同时选取于我

院行健康体检的健康婴幼儿 48 例为健康对照组，

其中有特应性体质婴幼儿 24 例为特应性健康对照

组，非特应性体质婴幼儿 24 例为非特应性健康对

照组。特应性体质为婴幼儿时期经医生诊断有特

应性皮炎史，诊断标准参考文献 [9]。本研究已获得

所有受试者家属或监护人同意并签署知情同意书。

纳入标准：病例组：（1）年龄 3~24 个月；

（2）均符合《诸福棠实用儿科学》第 8 版的毛细

支气管炎的诊断标准 [10]；（3）均处于疾病急性

期的轻中度患儿，咳嗽气喘明显，肺部可闻及哮

鸣音及中细湿罗音；（4）入组前未使用全身性糖

皮质激素；（5）无继发细菌感染。健康对照组：

（1）年龄 3~24 个月；（2）既往体健，无毛细支

气管炎等喘息性疾病史。

排除标准：病例组：（1）排除剧烈喘憋、低

氧血症、生命体征不稳定的重症毛细支气管炎患

儿；（2）排除先天性气道发育异常、心血管疾病、

气管异物、胃食管反流病等可表现为喘憋的疾病；

（3）排除合并内分泌、心、肝、肾等严重疾病；

（4）排除免疫缺陷、有机械通气史及免疫抑制剂

使用史。

1.2　RNA提取和 cDNA合成

采集各组婴儿外周血 3 mL 于 EDTA 抗凝管

中，使用淋巴细胞分离液（GE，美国）分离外周

血淋巴细胞。按照 TRIzol 试剂（Invitrogen, 美国）

说明书步骤提取外周血淋巴细胞中总 RNA。将提

than the healthy control group, and the atopic bronchiolitis group had a significantly lower serum level of IFN-γ than the 
non-atopic bronchiolitis, atopic healthy control, and non-atopic healthy control groups (P<0.05). The correlation analysis 
showed that the mRNA level of RUNX3 was negatively correlated with the serum level of IL-4 and was positively 
correlated with the serum level of IFN-γ (P<0.05). Conclusions    Measurement of RUNX3 gene expression in peripheral 
blood mononuclear cells has a certain value in identifying children with atopic constitution at high risk of asthma among 
children with bronchiolitis.                                                       [Chin J Contemp Pediatr, 2019, 21(10): 1005-1011]

Key words: Bronchiolitis; Runt-related transcription factor 3; Interleukin-4; Interferon gamma; Child
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取的 RNA 纯化后，使用 RNase-free DNase 处理以

消除 gDNA 污染。RNA 浓度使用 NanoDrop 2000

分光光度计（Thermo Scientific，美国）测定。按

照 PrimeScript RT 试剂试剂盒（大连宝生物工程有

限公司）说明书对提取的 RNA 进行逆转录后得到

cDNA，然后用 DEPC 水将 cDNA 产物稀释到最终

浓度，放置于 -80℃冰箱中备用。

1.3　荧光定量 PCR检测 RUNX3 mRNA水平

采 用 SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱ 试 剂 盒（ 大

连宝生物工程有限公司）进行荧光定量 PCR，

分析 4 组外周血淋巴细胞中 RUNX3 mRNA 水

平，OAZ1 基 因 作 为 内 参 基 因。 引 物 由 Primer 

Premier 5.0 软件根据人类基因组序列设计，并

由深圳华大基因股份有限公司合成。RUNX3：

上 游 引 物：5'-GTCGCCTTCAAGGTGGTGGC-3'，
下 游 引 物：5'-TAGGTCGCCACTTGGGTGGG-3'，
片 段 长 度 227 bp；OAZ1： 上 游 引 物：

5'-AGCAAGGACAGCTTTGCAGTTCTC-3'， 下 游 引

物：5'-GATGCCCCGGTCTCACAATC-3'，片段长度

154 bp。荧光定量 PCR 反应体系：SYBR®Premix 

Ex Taq™ II（2×）5 μL，ROX Reference Dye II（50×）

0.2 μL，上、下游引物各 1 μL，模板 DNA 1.5 μL，
ddH2O 补足至 10 μL。反应条件：95℃ 30 s；95℃ 

5 s，60℃ 31 s，40 个循环；72℃ 10 s。根据测得

的 Ct 值，计算 RUNX3 mRNA 的相对表达量，结

果以 2- △△ Ct 表示。

1.4　血清 IL-4 和 IFN-γ 浓度测定

采集各组婴儿外周血 2 mL 于无抗凝剂的血清

管中，4℃冰箱中倾斜放置 1 h 后，3 000 r/min 离

心得到血清，冻存于 -80℃冰箱中备用。使用酶联

免疫吸附法（ELISA）检测血清中IL-4、IFN-γ 浓度，

ELISA 试剂盒购自深圳欣博盛生物公司，实验按照

试剂盒说明书操作进行。

1.5　统计学分析

采用 SPSS 22.0 统计软件对数据进行统计学分

析。计量资料使用均数 ± 标准差（x±s）表示，

两组间比较采用两样本 t 检验；多组间比较使用单

因素方差分析，组间两两比较采用 SNK-q 检验。

计数资料采用例数表示，多组间比较采用卡方检

验；相关性分析使用 Pearson 相关分析。P<0.05 为

差异有统计学意义。

2　结果

2.1　临床资料分析

4 组婴儿分别在性别、年龄、出生体重、生产

方式、喂养方式、早产、被动吸烟等方面比较差

异均无统计学意义（P>0.05）；毛细支气管炎两亚

组婴儿在咳嗽、发热和病程方面比较差异也无统

计学意义（P>0.05）。各组之间具有可比性，见表

1~2。

表 2　毛细支气管炎两亚组患儿病情资料比较　（例）

组别 n
阵发性
咳嗽 ( 连
声/单声)

发热
(是 /否 )

病程
(>7 d/<7 d)

非特应性毛细支气管炎组 26 14/12 7/19 17/9

特应性毛细支气管炎组 28 14/14 9/19 19/9

χ2 值 0.080 0.176 0.037

P 值 >0.05 >0.05 >0.05

表 1　各亚组一般临床资料分析

组别 n 性别
( 男 / 女 , 例 )

年龄
(x±s, 月 )

出生体重
(x±s, kg)

剖宫产
( 是 / 否 , 例 )

母乳喂养
( 是 / 否 , 例 )

早产
( 是 / 否 , 例 )

被动吸烟
( 是 / 否 , 例 )

非特应性健康对照组 24 13/11 14±11 3.27±0.52 10/14 13/11 1/23 13/11

特应性健康对照组 24 14/10 14±9 3.26±0.48 9/15 12/12 0/24 15/9

非特应性毛细支气管炎组 26 14/12 11±10 3.17±0.53 10/16 14/12 1/25 14/12

特应性毛细支气管炎组 28 17/11 12±8 3.18±0.52 13/15 17/11 1/27 15/13

χ2/F 值 0.358 0.845 0.410 0.534 0.632 0.967 0.559

P 值 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05

2.2　RUNX3 mRNA水平

毛细支气管炎组患儿外周血淋巴细胞中

RUNX3 mRNA 水平（0.25±0.10）明显低于健康

对 照 组（0.33±0.14，t=-3.424，P<0.01）。 毛 细

支气管炎两亚组及健康对照两亚组患儿外周血淋

巴细胞中 RUNX3 mRNA 水平比较差异有统计学意

义（F=6.089，P<0.01），其中特应性毛细支气管
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炎组患儿外周血淋巴细胞中 RUNX3 mRNA 水平

（0.22±0.10）显著低于非特应性毛细支气管炎组

（0.28±0.10）、特应性健康对照组（0.35±0.14）

和非特应性健康对照组（0.31±0.14）（P<0.05）。

2.3　血清 IL-4 和 IFN-γ 浓度

毛细支气管炎组血清 IL-4 浓度显著高于健康

对照组（P<0.05）；特应性毛细支气管炎组、非

特应性毛细支气管炎组和特应性健康对照组血清

IL-4浓度显著高于非特应性健康对照组（P<0.05）。

毛细支气管炎组血清 IFN-γ 浓度显著低于健康对照

组（P<0.05）；特应性毛细支气管炎组、非特应性

毛细支气管炎组和特应性健康对照组血清 IFN-γ 浓

度显著低于非特应性健康对照组，且特应性毛细

支气管炎组血清 IFN-γ 浓度显著低于非特应性毛细

支气管炎组和特应性健康对照组（P<0.05）。见表

3~4。

2.4　血清细胞因子浓度与RUNX3 mRNA 水平相

关性分析

各亚组 RUNX3 mRNA 水平与血清 IFN-γ 浓度

均呈正相关（P<0.05）；除非特应性健康对照组外，

图1　各亚组RUNX3 mRNA水平与血清IFN-γ相关分析图　　A为非特应性健康对照组，B为特应性健康对照组，

C 为非特应性毛细支气管炎组，D 为特应性毛细支气管炎组。

表 3　毛细支气管炎组与健康对照组血清 IL-4 及
IFN-γ 浓度比较　（x±s，ng/mL）

组别 n IL-4 IFN-γ

健康对照组 48 10±4 79±31

毛细支气管炎组 54 13±4 38±22

t 值 3.45 -7.82

P 值 <0.01 <0.01

表4　各亚组血清 IL-4及 IFN-γ 浓度比较　（x±s，ng/mL）

组别 n IL-4 IFN-γ

非特应性健康对照组 24 8.5±2.8 100±25

特应性健康对照组 24 11.8±4.4a 57±18a

非特应性毛细支气管炎组 26 12.2±4.6a 46±24a

特应性毛细支气管炎组 28 13.8±4.2a 30±18a,b,c

t 值 7.59 50.44

P 值 <0.01 <0.01

注：a 示与非特应性健康对照组比较，P<0.05；b 示与特应
性健康对照组比较，P<0.05；c示与非特应性毛细支气管炎组比较，
P<0.05。 

其余 3 个亚组 RUNX3 mRNA 水平与血清 IL-4 浓度

均呈负相关（P<0.05）。见图 1~2。
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3　讨论

RUNX3 作为免疫系统重要的调节因子，被认

为与各种人类疾病的发生和发展有关，包括胃癌、

结肠癌和其他疾病 [11-13]。RUNX3 缺陷小鼠会自发

产生免疫学异常，如气道超敏性和结肠炎 [14]。研

究显示，RUNX3 可调节树突状细胞上趋化因子受

体 CCR7，在 RUNX3 基因敲除小鼠中，CCR7 表达

增加，使树突状细胞向肺部引流淋巴结迁徙，导致

哮喘症状 [15]。另有研究显示，RUNX3 基因敲除小

鼠中出现嗜酸性粒细胞增多，导致肺部炎症反应和

气道重构现象 [16]。尽管目前对 RUNX3 的调节机制

仍未完全清楚，但 RUNX3 在呼吸道疾病的发展中

起着不可或缺的作用，RUNX3 在呼吸道疾病发病

中所起的调节机制仍有待进一步的研究和证实。

有研究者对年龄 <1 岁因呼吸道合胞病毒感

染且需住院治疗的毛细支气管炎患儿进行了长达

7 年的前瞻性研究显示，其日后反复喘息及哮喘的

发生率分别为 68% 和 30%，均明显高于对照组 [17]。

我国也有研究显示，婴儿首次患毛细支气管炎后，

其中约有 40%~50% 患儿将在其后不久反复发生喘

息，最终演变为哮喘 [18]，可见毛细支气管炎是儿

童哮喘的重要危险因素之一。本研究表明，毛细

支气管炎患儿外周血淋巴细胞中 RUNX3 mRNA 水

平明显低于健康婴儿，尤其是合并特应性体质的

毛细支气管炎组 RUNX3 mRNA 的水平显著低于非

特应性健康对照组。表明 RUNX3 mRNA 水平在毛

细支气管炎患儿尤其是合并特应性皮炎患儿中明

显减少。婴儿特应性皮炎史是特应性体质的表现，

合并婴儿特应性皮炎的毛细支气管炎患儿是哮喘

高危儿。本研究中，RUNX3 mRNA 水平在哮喘高

危儿中明显降低，提示 RUNX3 在毛细支气管炎发

展为哮喘的机制中具有重要作用。

在 T 细胞分化过程中，CD4+ T 细胞根据其产

生的细胞因子不同分为 Th1 和 Th2 细胞。Th1 细胞

主要产生 IFN-γ，可活化吞噬细胞，增强其抗感染

能力，介导细胞免疫反应；而 Th2 细胞主要产生

IL-4、IL-10 等细胞因子，可促进 B 细胞分化，诱

导 B 细胞合成 IgE，介导体液免疫反应。二者以相

互拮抗和自身促进的方式形成复杂有序的细胞因

子网络，调节机体的免疫应答，其比例和功能失

衡是哮喘发病机制中的重要环节 [19]。有研究表明，

毛细支气管炎与儿童哮喘间存在相似的细胞与体

液免疫功能紊乱，如Th1/Th2细胞功能和比例失衡，

Th2 细胞因子呈强势状态，患儿呼吸道 T 淋巴细胞

浸润，肺泡腔内嗜酸性细胞聚集、脱颗粒并释放

图 2　各亚组RUNX3 mRNA水平与血清 IL-4 相关分析图　　A 为非特应性健康对照组，B 为特应性健康对照组，

C 为非特应性毛细支气管炎组，D 为特应性毛细支气管炎组。

25

20

15

10

5

0

血
清

IL
- 4

浓
度

（
ng

/m
L）

0          0.1         0.2         0.3         0.4         0.5         0.6

Y=-20.90X+18.37
r=-0.488
P=0.008

30

20

10

0

血
清

IL
- 4

浓
度

（
ng

/m
L）

0                        0.2                       0.4                      0.6

Y=-19.96X+17.85
r=-0.442
P=0.024

20

15

10

5

0血
清

IL
- 4

浓
度

（
ng

/m
L）

0                 0.2                0.4                0.6                0.8

Y=-1.038X+8.858
r=-0.051
P=0.811

25

20

15

10

5

0血
清

IL
- 4

浓
度

（
ng

/m
L）

0                        0.2                      0.4                      0.6

Y=-15.89X+17.42
r=-0.491
P=0.015

A B

C D

RUNX3 mRNA 水平

RUNX3 mRNA 水平 RUNX3 mRNA 水平

RUNX3 mRNA 水平



 第 21 卷 第 10 期

  2019 年 10 月

中国当代儿科杂志 
Chin J Contemp Pediatr

Vol.21 No.10

Oct. 2019

·1010·

大量炎性递质等 [20-21]。本研究显示，毛细支气管

炎组血清 IL-4 浓度明显高于健康对照组，尤其是

合并特应性体质的毛细支气管炎组血清 IL-4 浓度

明显高于非特应性健康对照组；而毛细支气管炎

组血清 IFN-γ 浓度明显低于健康对照组，尤其是合

并特应性体质的毛细支气管炎患儿血清 IFN-γ 浓度

明显低于特应性及非特应性健康对照组和非特应

性毛细支气管炎组。提示毛细支气管炎尤其是合

并特应性体质的毛细支气管炎存在 Th1/Th2 细胞失

衡，这与国内外多项研究一致 [22-23]。

目前多项研究证实，RUNX3 在 CD4 和 CD8

效应 T 细胞的发育和功能中起着重要作用 [24-25]。

RUNX3 通过对 ThPOK 的抑制，将 MHCI 类选择的

胸腺细胞分化为 CD8+ T 细胞谱系，RUNX3 表达

沉默可抑制 Th1 细胞因子的分泌，促进 Th2 细胞

因子的分泌 [26]。RUNX3 蛋白在 CD8+ T 细胞和 Th1

细胞中表达水平很高，其表达依赖于 RUNX3d 的

转录，而在 CD4+ T 细胞发育过程中，RUNX3 蛋白

的表达需要受到限制，并且单纯的 CD4+ T 细胞和

Th2 细胞只表达 RUNX3p，为一种低效的翻译，这

使得 RUNX3 蛋白保持在足够低的水平，从而维持

T 细胞可塑性 [27]。在 Th1 细胞中，RUNX3d 以 T-bet
相关的方式被上调，并与 T-bet 共同促进 Th1 细胞

的分化，诱导 IFN-γ 的分泌 [28]，同时抑制 IL-4 的

表达。可见，当 RUNX3 表达受到抑制时，可出

现 Th1/Th2 的失衡。Qiu 等 [29] 证实在哮喘病人的

CD4+ T 细胞中 RUNX3 表达减少，而 RUNX3 的过

度表达可以恢复 Th1/Th2 的平衡。进一步研究发

现 miR-371、miR-138、miR-544、miR-145 和 miR-
214 可以直接作用于 RUNX3 的 3'UTR，使 RUNX3

表达减少，当同时抑制这 5 个 microRNAs，可以

调节 RUNX3 的表达从而改善 Th1/Th2 的平衡。本

研究显示，RUNX3 mRNA 水平在毛细支气管炎患

儿尤其是合并特应性体质患儿中明显降低，同时

血清 IFN-γ 浓度在此类患儿中也明显降低；与之

相反，合并特应性体质的毛细支气管炎患儿血清

IL-4 浓度明显增高；提示 RUNX3 mRNA 水平与血

清 IFN-γ 浓度呈正相关，而与血清 IL-4 浓度呈负

相关。由此我们推测，RUNX3 对毛细支气管炎尤

其是合并特应性体质的患儿可以通过影响其体内

的 IFN-γ 和 IL-4 的合成，进而对 Th1/Th2 平衡产生

影响，从而进一步验证了 RUNX3 对 T 细胞分化的

作用。

综上所述，特应性体质毛细支气管炎患儿

PBMCs 中 RUNX3 基因的表达下降，血清 IL-4 升

高，IFN-γ 下降，RUNX3 基因的表达与这两个细

胞因子显著相关，与哮喘的改变相似。PBMCs 中

RUNX3 基因表达量的检测对于甄别毛细支气管炎

中的哮喘高危儿具有一定价值，可以为哮喘的二

级预防提供依据。
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