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CREB 在反复喘息患儿中的表达及
对 ORMDL3 基因表达的影响

金蕊　张振兴　朱亮华　庄丽丽　陈筱青

（南京医科大学第一附属医院儿科，江苏 南京　210029）

［摘要］　目的　探讨环磷腺苷效应元件结合蛋白（CREB）在 3 岁以下反复喘息患儿中的表达水平及其

对血清类黏蛋白 1 样蛋白 3 基因（ORMDL3）表达水平的影响。方法　选取 2017 年 6 月至 2019 年 6 月就诊

的 3 岁以下反复喘息儿童 36 例为病例组，另选取行健康体检的 24 例儿童为健康对照组，使用荧光定量 PCR

法检测外周血 CREB 的表达水平。培养人支气管上皮细胞（BEAS-2B），使用双荧光素酶报告基因和荧光定量

PCR 法检测过表达和 siRNA 干扰 CREB 对 BEAS-2B 细胞 ORMDL3 基因启动子活性及 mRNA 表达水平的影响。

结 果　 病 例 组 CREB 表 达 水 平 高 于 健 康 对 照 组（P<0.001）。 在 BEAS-2B 细 胞 中， 过 表 达 CREB 能 上 调

ORMDL3 基因的启动子活性及 mRNA 表达水平（P<0.05）；siRNA 干扰 CREB 的表达后 ORMDL3 基因的启动

子活性及 mRNA 表达水平均降低（P<0.05）。结论　反复喘息患儿 CREB 表达增加，其可能通过调控 ORMDL3
基因的表达参与了反复喘息的发病。                                       ［中国当代儿科杂志，2020，22（9）：980-983］
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Expression of CREB in children with recurrent wheezing and its effect on ORMDL3 
gene expression
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Abstract: Objective    To study the expression level of cAMP response element-binding protein (CREB) in 
children with recurrent wheezing under three years of age and its effect on the expression of the serum orosomucoid 
1-like protein 3 (ORMDL3) gene. Methods    Thirty-six children with recurrent wheezing under three years of age who 
visited the hospital from June 2017 to June 2019 were selected as the recurrent wheezing group. Twenty-four healthy 
children from physical examination were selected as the control group. The CREB expression level in peripheral blood 
was measured by quantitative real-time PCR. Human bronchial epithelial cells (BEAS-2B) were cultured, and dual-
luciferase reporter assay and quantitative real-time PCR were used to investigate the effects of overexpression and 
siRNA interference of CREB on the promoter activity and mRNA expression of the ORMDL3 gene in the BEAS-2B 
cells. Results    The	expression	level	of	CREB	in	the	recurrent	wheezing	group	was	significantly	higher	than	that	in	the	
control group (P<0.001).	In	BEAS-2B	cells,	overexpression	of	CREB	significantly	up-regulated	the	promoter	activity	
and mRNA expression of the ORMDL3 gene (P<0.05),	while	siRNA	interference	of	CREB	significantly	reduced	the	
promoter activity and mRNA expression of the ORMDL3 gene (P<0.05). Conclusions    The expression of CREB is 
increased in children with recurrent wheezing, and CREB may be involved in the pathogenesis of recurrent wheezing by 
regulating expression of the ORMDL3 gene.                                          [Chin J Contemp Pediatr, 2020, 22(9): 980-983]
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喘息是婴幼儿时期常见的呼吸道症状之一，

近些年来，全球范围内喘息性疾病的发病率逐年

上升，尤其是儿童，已经成为危害公共健康的常

见疾病之一 [1]。喘息的发生与特应性体质、病毒



 第 22 卷 第 9 期

  2020 年 9 月

中国当代儿科杂志 
Chin J Contemp Pediatr

Vol.22 No.9

Sep. 2020

·981·

感染及过敏原等多种因素相关。有相当一部分反

复喘息患儿日后可发展为儿童哮喘，提示二者密

切相关 [2]。在哮喘和喘息的发病中，多种哮喘相

关的基因发挥了重要作用。环磷腺苷效应元件结

合蛋白（CREB）是 CREB/ATF 家族成员之一，作

为转录因子，它可与含 CRE 模序的基因特异性结

合，激活相应基因的转录。类黏蛋白 1 样蛋白 3

基因（ORMDL3）是哮喘易感基因，它与儿童哮

喘及反复喘息密切相关 [3]。本课题组前期研究发现

ORMDL3 基因的启动子中含 CRE 模序。本研究首

先检测了急性发作期反复喘息患儿体内 CREB 的

表达水平，然后在人支气管上皮细胞（BEAS-2B）

中检测过表达和干扰 CREB 的表达对 ORMDL3 基

因启动子和 mRNA 表达的影响，旨在探讨 CREB

在儿童反复喘息发病中的作用机制。

1　资料与方法

1.1　临床资料

选取在我院儿科就诊的 3 岁以下急性发作

期反复喘息患儿 36 例为病例组，其中男 27 例，

女 9 例；年龄 8~34 个月，平均年龄 20±8 个月。

反复喘息定义为患儿生后至少有 3 次及以上的喘

息发作 [2]，并除外先天性气管及支气管发育畸形、

气管异物、先天性心脏病、纵隔肿物等其他引起

喘息的疾病，各疾病诊断标准均符合《诸福棠实

用儿科学》第 8 版的诊断标准 [4]。另选取生后没

有特应性疾病史，包括药物 / 食物过敏、变应性鼻

炎及湿疹等，以及入组前 4 周内没有呼吸系统感

染疾病史的健康儿童 24 例为健康对照组，其中男

13 例， 女 11 例； 年 龄 7~35 个 月， 平 均 年 龄

19±9 个月。本研究获得南京医科大学第一附属医

院伦理委员会批准（2008 伦审第 1102 号），并征

得患儿家长同意及签署同意书。

1.2　材料

荧 光 素 酶 报 告 基 因 质 粒 pGL3-Basic、 内 参

照 pRL-TK 质粒和双荧光素酶报告基因检测试剂

盒（美国 Promega 公司）；ORMDL3 核心启动子

质 粒（pGL-84/+58） 由 本 课 题 组 构 建，pcDNA-
FCREB 质粒（美国 Salk 生物研究院 Marc Montminy

博 士 惠 赠），pcDNA3.1（+） 对 照 质 粒（ 美 国

Emory 大 学 Muxiang Zhou 博 士 惠 赠），BEAS-2B

细胞（南京大学医学院王宏伟老师惠赠）；感受

态大肠杆菌 DH5α（德国 QIAGEN 公司）；DMEM

细 胞 培 养 基、LipofectamineTM 2000 和 TRIzol 试 剂

（美国 Invitrogen 公司）；胎牛血清（杭州四季青

生物有限公司）；总 RNA 提取试剂盒（北京天根

生化科技有限公司）；荧光定量 PCR 试剂盒（大

连 TaKaRa 公司）；抗 CREB 和 GAPDH 抗体（美

国 Sant Cruz 公司）；PVDF 膜（美国 Schleicher & 

Schuell Bioscience 公司）；CREB siRNA：5'-UACA-
GCUGGCUAACAAUGG-3'，对照 siRNA：5'-UUCU-
CCGAACGUGUCACGU-3'，由上海英骏生物有限公

司设计与合成。

1.3　基因表达水平分析

（1）总 RNA 的提取及 cDNA 的合成

取两组儿童血常规剩余静脉血 250 μL（反复

喘息患儿入院第 1 天采集，健康对照组儿童为体

检 当 天 采 集） 或 转 染 后 24 h 的 BEAS-2B 细 胞，

提取总 RNA 后逆转录合成 cDNA，按照试剂盒说

明书步骤进行，-80℃保存，分别用于检测 CREB 

mRNA 和 ORMDL3 mRNA 的表达。

（2）引物设计与合成

根 据 GenBank 中 CREB 和 ORMDL3 的 基 因

序 列， 使 用 Primer Premier 5.0 软 件 设 计 特 异 引

物。CREB 上游引物：5'-ATCTGCTCCCACCGTAA-
CTCTAGTA-3'，下游引物：5'-TTCTTCAATCCTTGG-
CACTCCTGGT-3'。ORMDL3 上游引物：5'-GCAAG-
GCGAGGCTGCTAACCCACT-3'，下游引物：5'-GGG-
ATAAGCACGCTCATCAGGG-3'。 内 参 GAPDH 上

游引物：5'-AGGTCGGAGTCAACGGAT-3'，下游引

物：5'-TCCTGGAAGATGGTGATG-3'。引物由上海

英骏生物有限公司合成。

（3）荧光定量 PCR 反应

反应体系：SYBR Green 1 染料 5 μL、上游引

物 0.2 μL、 下 游 引 物 0.2 μL、cDNA 样 品 1 μL、

RNase Free ddH2O 3.6 μL。反应条件为：95℃预变

性 5 min；90℃变性 15 s，60℃退火 15 s，72℃延

伸 1 min，40 个循环。以 2-ΔΔCt 分析计算目的基因

mRNA 相对表达量。

1.4　细胞培养和转染

BEAS-2B 细 胞 中 加 入 含 10% 胎 牛 血 清 的

DMEM 高糖培养液，置于 37℃、5% CO2 的细胞培

养箱中培养。转染前 24 h，将生长良好的 BEAS-2B

细胞接种于 96 孔细胞培养板（2.5×104 个细胞 /

孔）。用 LipofectmineTM 2000 进行瞬时转染，对于



 第 22 卷 第 9 期

  2020 年 9 月

中国当代儿科杂志 
Chin J Contemp Pediatr

Vol.22 No.9

Sep. 2020

·982·

siRNA 干扰实验，将 CREB siRNA（15 pmol/2.5×104

个细胞）或对照 siRNA，以及 100 ng 启动子报告

质 粒（pGL-84/+58） 和 4 ng pRL-TK 质 粒 共 转 染

到 BEAS-2B 细胞中。对于过表达实验，将 pcDNA-
FCREB 质粒或对照质粒，以及 100 ng 启动子报告

质 粒（pGL-84/+58） 和 4 ng pRL-TK 质 粒 共 转 染

到 BEAS-2B 细胞中，每组平行设 3 个复孔，并在

24 h 后收获细胞。每个实验独立重复 3 次。

1.5　启动子活性分析

弃去转染后细胞的培养基，用 PBS 洗涤 2 次

后 加 入 30 µL 裂 解 液， 摇 床 上 震 荡 15 min 后，

离心取上清液 20 µL，按试剂盒说明书使用 Dual 

Reporter 分析系统进行荧光素酶活性检测。

1.6　Western blot 检测 CREB 表达

将转染 siRNA 或过表达质粒 24 h 的 BEAS-2B

细胞提取总蛋白；行 SDS- 聚丙烯酰胺凝胶电泳，

100 V 电转移 60 min，加入 5% 阻断剂在室温下、

摇床中孵育 1 h；滴加 1 : 200 稀释的 CREB 一抗在

摇床中 37℃孵育 1 h，再滴加 1 : 2 500 稀释的 HRP

标记的二抗在摇床中 37℃孵育 1 h，最后行化学发

光检测。

1.7　统计学分析

应用 SPSS 22.0 统计软件对数据进行统计学

分析。符合正态分布的计量资料采用均数 ± 标准

差（x±s）表示，两组间比较采用两样本 t 检验，

P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　临床一般资料

病例组中男孩的比例明显高于女孩（男 : 女为

3 : 1）。病例组中，喘息发生在 1~3 月 4 例（11%），

4~6 月份 12 例（33%），7~9 月份 7 例（19%），

10~12 月份 13 例（36%），可见喘息的急性发作

存在季节上的差异（χ2=8.001，P=0.046）。

2.2　两组儿童 CREB mRNA 的表达水平比较

病例组 CREB mRNA 的表达水平（7.3±1.7）

明显高于健康对照组（4.1±1.2），差异有统计学

意义（t=9.76，P<0.001）。

2.3　siRNA 干扰 CREB 的表达对 ORMDL3 启动

子活性及 mRNA 表达的影响

在 BEAS-2B 细胞中，Western blot 检测结果显

示 siRNA 干扰 CREB 的表达后，CREB 蛋白表达

量（0.0523±0.0001）较对照组（0.1823±0.0021）

显著下降（t=5.608，P<0.05，图 1）；双荧光素酶

报告基因结果显示 siRNA 干扰 CREB 的表达后，

ORMDL3 基因的启动子活性（62±9）较对照组

（128±14） 明 显 降 低（t=11.82，P<0.001）； 荧

光定量 PCR 结果显示 siRNA 干扰 CREB 的表达后

ORMDL3 mRNA 表达水平（2.2±0.4）亦较对照组

（3.6±0.8）明显降低（t=4.56，P<0.001）。

图 1　Western blot 检测 siRNA 干扰对 CREB 蛋白表

达的影响

图 2　Western blot 检测过表达 CREB 后 CREB 蛋白

的表达变化

2.4　 过 表 达 CREB 对 ORMDL3 启 动 子 活 性 及

mRNA 表达的影响

在 BEAS-2B 细 胞 中，Western blot 检 测 结

果 显 示 过 表 达 CREB 后，CREB 蛋 白 表 达 量

（0.563±0.013） 较 对 照 组（0.171±0.003） 显 著

增高（t=11.37，P<0.01，图 2）；双荧光素酶报告

基因结果显示过表达 CREB 后，ORMDL3 基因的

启动子活性（15.7±2.1）较对照组（11.3±2.3）

明显增高（t=4.29，P<0.001）；荧光定量 PCR 结

果 显 示 过 表 达 CREB 后 ORMDL3 mRNA 表 达 水

平（5.6±0.6）亦较对照组（4.5±0.9）明显增高

（t=3.02，P<0.01）。

3　讨论

哮喘和反复喘息的发病机制非常复杂，各种
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哮喘相关的易感基因在其中发挥了重要作用 [5]。

在本研究中，我们收集了急性发作期住院的反复

喘息患儿和健康对照组儿童的外周血，检测了外

周血中 CREB 的表达水平。发现在急性发作期反

复喘息患儿外周血中，CREB 的表达水平较健康对

照组明显增高。本课题组前期的研究发现，与儿

童哮喘发病关联性最密切的易感基因 ORMDL3 的

核心启动子区存在 CRE 模序 [6]。为了解 CREB 是

否通过调控 ORMDL3 的表达来参与哮喘及反复喘

息的发病，我们进行了 CREB 的过表达和干扰实

验，以了解 CREB 对 ORMDL3 启动子及 mRNA 表

达的影响。实验结果显示，在 BEAS-2B 细胞中，

siRNA 干扰 CREB 的表达后，ORMDL3 启动子活

性及 mRNA 表达水平均明显降低，过表达 CREB 后，

ORMDL3 启动子活性及 mRNA 表达水平均增高。 

CREB 属于包含亮氨酸拉链的转录因子家族

成员之一，位于细胞核内，可以作为细胞内第三

信使。CREB 一般以二聚体的形式与基因转录起始

位点附近启动子区域的“TGACGTAG”或相似的

序列结合，从而调控许多相关基因的转录过程 [7]。

在免疫和炎症反应相关的基因中，许多基因都受

到 CREB 的 调 控， 包 括 白 细 胞 介 素（IL）-13、

IL-2、IL-10、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、环氧合

酶 -2 等 [8-11]。有研究发现，在人肺成纤维细胞中，

CREB 能够调节 TNF-α 诱导的 GM-CSF 的分泌 [12]。

目前哮喘的治疗方案中，β2 受体激动剂仍是急性

发作期必需的药物之一。有研究发现 β2 受体激动

剂能够激活 CREB，长期使用 β2 受体激动剂时，

CREB 与 β2 受体的功能下调密切相关，说明 CREB

与哮喘的治疗也相关 [13]。从启动子水平来讲，干

扰 CREB 的表达降低 ORMDL3 启动子活性程度大

于 ORMDL3 mRNA 水平的降低，过表达 CREB 后，

升高 ORMDL3 启动子活性程度也是大于 ORMDL3 

mRNA 水平的升高。这种启动子活性改变和转录水

平改变的不一致，一些可能的原因包括：存在基因

转录后的调控，比如一些 microRNA 可以结合于相

关基因 3'- 非翻译区引起该基因 mRNA 的降解等 [14]。

综上所述，CREB 可能通过调节儿童哮喘相关

基因 ORMDL3 的表达参与反复喘息的发病。后续

我们可进一步研究 CREB 是否能够调节 ORMDL3
的功能，进而改变其在哮喘和反复喘息中的作用，

以及与诊断、治疗和反复喘息预后的关系等。
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