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组蛋白乙酰基转移酶与组蛋白去乙酰基酶在
哮喘发病中的作用研究

李羚 1　潘珍珍 1　贺建 2　周国平 3

（南京医科大学附属无锡市人民医院 1. 儿呼吸科；2. 检验科，江苏 无锡　214000；

3. 南京医科大学第一附属医院儿科，江苏 南京　210000）

［摘要］　目的　探讨哮喘病程中各种细胞因子及组蛋白乙酰基转移酶（HAT）和组蛋白去乙酰基酶（HDAC）

在哮喘发病中的作用。方法　将 32 只 BALB/c 小鼠随机分为对照组、哮喘组、激素治疗组和 HDAC 抑制剂 TSA

治疗组，每组 8 只。哮喘小鼠模型采用卵清蛋白腹腔注射致敏及雾化吸入法制作，对照组采用等量生理盐水行

替代注射和雾化吸入，激素治疗组和 TSA 治疗组小鼠在每次激发前 30 min 分别予地塞米松 1.0 mg/kg（0.2 mL）

和 TSA 1.0 mg/kg（0.2 mL）腹腔注射。末次激发 24 h 后取外周血，采用酶联免疫吸附试验（ELISA）测定各组

血清中细胞因子 IL-4、IL-8 和 IFN-γ 水平，酶联免疫荧光法测定各组外周血单个核细胞中 HAT 及 HDAC 活性。

结果　哮喘组血清中 IL-4 及 IL-8 水平较对照组、激素治疗组和 TSA 治疗组升高（P<0.05），IL-4 及 IL-8 水平

在对照组、激素治疗组和 TSA 治疗组间比较差异无统计学意义（P>0.05）。哮喘组 HDAC 活性较对照组、激素

治疗组和 TSA 治疗组均降低，HAT 活性较激素治疗组明显升高（P<0.05）；HDAC 和 HAT 活性在对照组、激

素治疗组和 TSA 治疗组间比较差异无统计学意义（P>0.05）。结论　哮喘发病与 HDAC 活性下降有关，HDAC

活性下降可能引起炎症因子分泌增多从而诱发哮喘。           ［中国当代儿科杂志，2015，17（6）：629-633］
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Abstract: Objective    To evaluate the roles of various cytokines, histone acetyltransferase (HAT) and histone 
deacetylase (HDAC) in the pathogenesis of bronchial asthma. Methods    BALB/C mice were randomly assigned 
to control, untreated asthma, hormone treatment and TSA treatment groups. Bronchial asthma was induced by 
intraperitoneal injections and atomization inhalation of ovalbumin (OVA) in the asthma, hormone treatment and 
trichostatin (TSA) treatment groups. The mice in the hormone treatment and TSA treatment groups were administered 
with dexamethasone 1.0 mg/kg and TSA 1.0 mg/kg respectively by an intraperitoneal injection 30 minutes before 
challenge of asthma. At 24 hours after the last challenge, IL-4, IL-8 and IFN- levels in serum were measured using 
ELISA, and activities of HAT and HDAC in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were determined by the 
enzyme linked immunofluorescence assay. Results    The serum levels of IL-4 and IL-8 in the untreated asthma group 
were higher than in the control, hormone treatment and TSA treatment groups (P<0.05). There was no difference in 
the serum levels of IL-4 and IL-8 among the control, hormone treatment and TSA treatment groups (P>0.05). The 
activity of HDAC in the untreated asthma group was lower than in the control, hormone treatment and TSA treatment 
groups (P<0.05). Hormone treatment significantly decreased the activity of HAT compared with the untreated asthma 
group (P<0.05). There was no difference in the activities of HAT and HDAC among the control, hormone treatment 
and TSA treatment groups (P>0.05). Conclusions    The decreased activity of HDAC leads to an increased secretion of 
inflammatory factors and thus induces asthma.                                       [Chin J Contemp Pediatr, 2015, 17(6): 629-633]
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支气管哮喘（简称哮喘）是一种异质性的多

因素疾病，现在认为哮喘与过敏性和非过敏性刺

激时 Th2 型细胞免疫应答水平高于 Th1 型细胞免

疫应答水平有关，从而导致慢性气道炎症 [1]。近

年来发现表观遗传学机制也可能起重要作用 [2]，

但目前国内哮喘领域在表观遗传学方面的研究较

少。目前哮喘表观遗传学研究主要集中在两种调

控方式 [3-4]，即 DNA 甲基化和组蛋白修饰，其中

最主要的修饰是组蛋白的乙酰化修饰。组蛋白的

乙酰化与炎症基因诱导和细胞增殖有关。组蛋白

乙酰化和组蛋白去乙酰化分别由组蛋白乙酰基转

移酶（histone acetyltransferase, HAT）和组蛋白去

乙酰基酶（histone deacetylase, HDAC）所催化。内

源性的 HDAC 活性对维持 Th1 型免疫应答和 T 型

免疫应答平衡及抑制过度 Th2 型免疫应答起至关

重要的作用 [5]。但 HAT 与 HDAC 活性及组蛋白乙

酰化修饰与儿童哮喘及婴幼儿喘息的表现型的关

系目前不清楚。有研究显示 HDAC 的表达水平可

能与儿童哮喘的严重程度有关 [6]，曲古抑菌素 A

（trichostatin, TSA）作为 HDAC 抑制剂，是否对哮

喘有治疗作用，与常用的哮喘治疗药物糖皮质激

素作用有何差别有待研究。为此，本实验通过构

建哮喘小鼠模型，并分别予 HDAC 抑制剂 TSA 及

地塞米松（dexamethasone, Dex）进行干预，观察

哮喘中各种细胞因子及 HAT、HDAC 活性的变化

规律，比较 TSA 及 Dex 对其的治疗作用的差异，

探讨组蛋白乙酰化修饰在哮喘发病机制中的作用。

1　材料与方法

1.1　实验材料

SPF 级 6~8 周龄雄性 BALB/c 小鼠 32 只，购

自苏州大学比较医学中心，平均体重为 20±2 g，

无 卵 蛋 白 饮 食。 氢 氧 化 铝 凝 胶 及 卵 清 蛋 白

（ovalbumin, OVA）购于 Solarbio 公司（中国），

TSA 购于 Beyotime 公司（中国），酶联免疫试剂

盒购于 Rabiotech 公司（美国），酶联免疫荧光法

试剂盒购于 Epigentek 公司（加拿大）。

1.2　动物分组及哮喘模型制备

小鼠按随机数字表法分为对照组、哮喘组、

激素治疗组和 TSA 治疗组，每组 8 只。哮喘小鼠

模型制作方法参照文献 [5]：在实验前及实验第 7、

14 天，腹腔注射 10%OVA 溶液 0.1 mL+10% 氢氧

化 铝 凝 胶 0.2 mL 致 敏， 每 日 1 次； 实 验 第 21、

23、25、27、29 天，0.2%OVA 溶液 50 μL 雾化激发，

每日 1 次，每次 30 min。对照组小鼠在致敏及激

发阶段各时间点分别以等量生理盐水替代注射和

雾化吸入。激素治疗组每次激发前 30 min 腹腔注

射 Dex 0.2 mL（1.0 mg/kg）。TSA 治疗组每次激发

前 30 min 腹腔注射 TSA 0.2 mL（1.0 mg/kg）。

1.3　标本采集及处理

于末次激发 24 h 后，各组小鼠行腹腔注射水

合氯醛（10 mg/kg）麻醉。眼球取血法取血 2 mL，

1 mL 置于含有乙二胺四乙酸（EDTA）抗凝剂的

1.5 mL 离心管中，待测血常规；另 1 mL 置于肝素

锂抗凝管中，离心 5 min，取血清用于检测细胞因子，

沉淀物用于分离单个核细胞。

1.4　Ficoll-Hypaque 密度分离法分离单个核细胞

取肝素锂抗凝的外周血 1 mL 与等量生理盐水

充分混合，沿管壁缓慢叠加于淋巴细胞分离液液

面上，注意保持清楚的界面。2 800 rpm 水平离心

15 min。离心后管内分为 3 层，上层为血浆和生理

盐水，下层主要为红细胞和粒细胞，中间层为淋

巴细胞分离液，在上、中层界面处有一以单个核

细胞为主的白色云雾层狭窄带，单个核细胞包括

淋巴细胞和单核细胞。用毛细吸管插入到云雾层，

吸取单个核细胞，置于 1.5 mL 离心管中，加入 5

倍以上生理盐水，10 000 rpm 离心 1 min，洗涤细

胞 2 次。

1.5　血常规检测及 ELISA 法检测外周血细胞因子

EDTA 抗凝管上机检测血常规。IL-4、IL-8、

IFN-γ 试剂盒购自 Rabiotech 公司，所有步骤严格

按照试剂盒说明书执行。

1.6　酶联免疫荧光法检测外周血单个核细胞中

HAT 和 HDAC 活性

HAT 和 HDAC 活性荧光分析试剂盒均购自

Epigentek 公司。所有步骤严格按照试剂盒说明书

执行。

1.7　统计学分析

应用 SPSS 19.0 统计学软件对数据进行统计学

分析，正态分布计量资料采用均数 ± 标准差（x±s）

表示，多组间比较采用方差分析，组间两两比较

采用 SNK-q 检验。P<0.05 为差异有统计学意义。
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2　结果

2.1　哮喘症状

对照组小鼠在激发期间表现较为烦躁，无其

他阳性表现。哮喘组小鼠在激发期间出现焦躁不

安、呼吸急促、打喷嚏等阳性反应，但并不明显。

激素治疗组及 TSA 治疗组小鼠在激发期间亦表现

为焦虑、烦躁，但症状较哮喘组有所缓解。

2.2　各组血清细胞因子水平

哮喘组小鼠血清中 IL-4 和 IL-8 水平较对照组、

激素治疗组和 TSA 治疗组均升高（P<0.05），而

IL-4 和 IL-8 水平在对照组、激素治疗组和 TSA 治

疗组 3 组间比较差异均无统计学意义（P>0.05）；

4 组间 IFN-γ 水平比较差异无统计学意义（P>0.05）。

见表 1。

2.3　各组小鼠外周血单个核细胞中 HDAC 和 HAT

的活性

哮喘组小鼠 HDAC 活性较对照组、激素治疗

组和 TSA 治疗组均降低，HAT 活性较激素治疗组

明显升高（P<0.05）；而 HDAC 和 HAT 活性在对

照组、激素治疗组和 TSA 治疗组 3 组间比较差异

均无统计学意义（P>0.05）。见表 2。

表 1　各组小鼠血清细胞因子浓度比较　（x±s, pg/mL）

     组别 鼠数 IL-4 IFN-γ IL-8

对照组 8 23±8 39±24 12±6

哮喘组 8 131±38a 32±24 366±38a

激素治疗组 8 13±7b 30±11 47±13b

TSA 治疗组 8 17±8b 28±13 33±23b

F 值 0.791 1.102 6.212

P 值 <0.05 >0.05 <0.05

注：a 示 与 对 照 组 比 较，P<0.05；b 示 与 哮 喘 组 比 较，
P<0.05。

表 2　各组小鼠外周血单个核细胞中 HDAC 和 HAT 活性

比较　[x±s, RFU/（h·μg）]

     组别 鼠数 HDAC HAT

对照组 8 0.29±0.25 0.49±0.27

哮喘组 8 0.08±0.08a 0.61±0.13

激素治疗组 8 0.67±0.23b 0.30±0.24b

TSA 治疗组 8 0.40±0.27b 0.45±0.33

F 值 1.435 1.469

P 值 <0.05 <0.05

注：a 示 与 对 照 组 比 较，P<0.05；b 示 与 哮 喘 组 比 较，
P<0.05。

3　讨论

近几十年来，全球哮喘发病率持续升高，严

重影响患者的身心健康及生活质量，加重家庭和

社会的经济负担，已经成为全球关注的疾病。哮

喘亦是儿童常见的一种气道变应原性慢性炎症性

疾病，其发病机制与环境因素、遗传因素、气道

高反应性、炎性介质分泌增多、Th1/Th2 失衡等均

有密切关系。从病理上可分为过敏性哮喘和非过

敏性哮喘，但二者区别仍然不十分清楚。现在认

为哮喘与过敏性和非过敏性刺激时 Th2 型细胞免

疫应答水平高于 Th1 型细胞免疫应答水平有关，

从而导致慢性气道炎症。研究显示哮喘发病危险

因素中最重要的是遗传和环境因素，由于遗传背

景不可能在短时间内出现显著变化，因此，环境

因素可能起到关键作用。近年来，随着表观遗传

学的提出，人们已经认识到遗传和环境是密切相

关的两个因素，环境改变可以影响遗传。

随着研究的进一步深入，越来越多研究表明

表观遗传修饰在环境和遗传因素之间起到重要作

用，其中与哮喘发病机制密切相关的是组蛋白乙

酰化修饰 [1]。本研究建立了哮喘小鼠模型，通过对

小鼠症状的观察及相关因子的检测，验证 HDAC、

HAT 在哮喘发病中的作用，并研究 IL-4、IL-8 等

细胞因子与组蛋白乙酰化是否存在相关性，比较

Dex 与 TSA 疗效差异，进而以组蛋白乙酰化作为

切入点，研发新的哮喘治疗药物。

研究过程中发现，对照组小鼠在激发期间较

为烦躁，无其他阳性表现，可能由雾化过程中轻

度缺氧引起。哮喘组小鼠在激发期间出现焦躁不

安、呼吸急促、打喷嚏等哮喘症状，提示哮喘小

鼠模型构建成功。激素治疗组、TSA 治疗组小鼠

激发期间亦表现为焦虑、烦躁，但症状较哮喘组

有所缓解，提示 Dex 及 TSA 均有缓解哮喘症状的

作用。

本研究结果显示，与对照组组比较，哮喘组

血 清 中 IL-4 水 平 升 高， 众 所 周 知，IL-4α 由 Th2

淋巴细胞分泌，说明哮喘模型小鼠体内存在 Th2

细胞优势反应及 Th1/Th2 型细胞因子比例失衡。

而 TSA 治疗组血液中 IL-4 水平低于哮喘组，且

哮喘症状减轻，提示去乙酰化酶抑制剂 TSA 对哮

喘有治疗作用，治疗机制则是通过抑制组蛋白乙
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酰化修饰，从而减少炎症因子分泌。然而经 Dex

治疗及 TSA 治疗后，IL-4 水平差异并不显著，说

明 Dex 及 TSA 降低炎性因子分泌的效果无明显差

异，可以推测 Dex 及 TSA 在治疗哮喘的机制方面

可能存在某些共同点。众所周知，糖皮质激素是

目前控制气道炎症最有效的药物，而其之所以能

够抑制炎症治疗哮喘主要是通过以下两种方式：

（1）抑制 HAT 活性、招募 HDAC2 而抑制炎症基

因的表达：糖皮质激素可以抑制 HAT 的活性，招

募 HDAC2，诱导组蛋白去乙酰化。在支气管哮喘

患者体内存在 HAT 活性的增高及 HDAC 活性的下

降，前炎症转录因子如 AP-1 和 NF-κB 介导 DNA

解螺旋，从而利于各种转录因子的结合诱导炎症

基因的表达。糖皮质激素一方面通过激活的激素

受体（GR）直接与 CRBE 连接蛋白或其他共刺激

因子结合来抑制 HAT 的活性，靶基因下调；一方

面则通过招募 HDAC2，诱导组蛋白去乙酰化，来

达到抑制哮喘炎症的作用 [7-11]。本研究结果显示

Dex 干预过的小鼠外周血中 IL-4 浓度较哮喘组明

显下降，而外周血单个核细胞中 HAT 活性亦下降，

证实了以上观点。（2）诱导组蛋白乙酰化来促进

抗炎因子表达：大剂量糖皮质激素可诱导乙酰化。

糖皮质激素与胞浆中 GR 的结合，GR 将与之结合

的糖皮质激素转移至细胞核内，结合至糖皮质激

素识别位点（GRE），并与 HAT 的共刺激因子连接，

诱导组蛋白乙酰化，从而增加抗炎因子的表达 [8-11]。

本实验尚未对此机制进行探究，但可以证实糖皮

质激素及 TSA 均有诱导乙酰化作用。有研究发现，

Dex 及 TSA 均能显著抑制哮喘小鼠辅助性 T 淋巴

细胞 2 型细胞因子 IL-4 的分泌，但都无升高 IFN-γ
的作用 [12]，这与本实验结果是相符的。

另外，本研究中发现， 哮喘组血清中的 IL-8
水平升高。IL-8 是哮喘发病相关细胞因子网络的

重要成员，具有趋化中性粒细胞、嗜酸性粒细胞、

T 淋巴细胞、单核细胞的作用，诱导中性粒细胞变

形、激活，使其定向游走，促进细胞内游离钙离

子浓度一过性升高，诱导其脱颗粒、释放蛋白水

解酶和氧自由基、花生四烯酸等一系列炎性介质，

诱导黏附分子的表达，引起呼吸爆发，从而促进

炎症反应 [13]。同时，IL-8 趋化并激活嗜酸性粒细

胞合成与释放阳离子蛋白，并能引起气道黏膜下

微血管通透性增加、腺体分泌亢进、平滑肌收缩

及气道上皮细胞脱落，参与哮喘急性发作期和非

急性发作期的炎症反应，属调节哮喘气道炎症的

上调因子 [14]。本课题研究发现哮喘小鼠模型血清

中 IL-8 水平明显高于对照组，与有关哮喘患者的

报道结果相符 [15]，因此可以看出 IL-8 参与哮喘的

炎症过程，故 IL-8 水平的监测可作为反映支气管

哮喘气道炎症和观察病情变化的重要指标。目前，

有实验证实经 Dex 干预后肺组织中 IL-8 和蛋白表

达水平明显低于哮喘组，而高于对照组 [16]。本研

究中，经 Dex 和 TSA 干预后亦见 IL-8 浓度较哮喘

组降低，且两组间差异无统计学意义，进一步证

实 Dex 与 TSA 在下调 IL-8 水平上没有明显差异。

本研究还发现，哮喘组 HDAC 活性较其余 3

组均降低，HAT 活性较激素治疗组明显升高，与

对照组、TSA 治疗组差异无统计学意义。有研究

证实，在哮喘患者的气道标本及肺泡灌洗液的巨

噬细胞中，HAT 活性明显升高，而 HDAC 活性则

降低，且哮喘患者体内 HAT 活性与升高的炎症基

因表达相关 [17]。本实验小鼠体内 HAT、HDAC 的

改变符合上述研究结果。在应用 TSA 后能显著缓

解小鼠哮喘症状，改善气道阻力及肺顺应性，减

轻小鼠肺部嗜酸性粒细胞浸润 [12]，这一改变可能

与组蛋白乙酰化活化炎症基因有关。综合文献，

可知组蛋白乙酰化 / 去乙酰化修饰在哮喘发病中的

作用可能与诱导 Th1/Th2 失衡、调节炎症介质表

达等有关。（1）Th1/Th2 失衡：最近的研究显示

HDAC 在 Th1/Th2 型反应的产生与维持过程中起到

重要作用 [18]。在 T 细胞特异性 HDAC1 基因敲除

小鼠气道内发现炎症反应的增大，嗜酸粒细胞募

集，黏膜高反应性，肺实质炎症以及气道抵抗，

Th2 分泌 IL-4 亦升高，倾向于 Th2 反应 [19]。应用

组蛋白去乙酰酶化抑制剂 TSA 可使 T 细胞高度乙

酰化，Th1/Th2 比值降低 [20]，这与本实验小鼠研究

结果相符，充分证实 HDAC 有利于维持 Th1/Th2

平衡，反之乙酰化过程则将引起 Th1/Th2 失衡，从

而诱发哮喘发生。（2）炎症介质活化：炎性蛋白

TNF-α、IL-8 分泌增加，组蛋白乙酰化可能导致基

因转录，编码炎性蛋白，如 IL-8、TNF-α 等。但哮

喘发病还是否与组蛋白乙酰化 / 去乙酰化修饰增加

气道高反应性、氧化 / 硝化应激等有关，有待进一

步证实。 

综上所述，本研究发现，哮喘模型小鼠体内
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IL-4 显著升高，出现以 Th2 细胞优势反应，存在

Th1/Th2 型细胞因子比例失衡。而 TSA 是通过抑

制组蛋白乙酰化修饰，减少炎症因子分泌。Dex 及

TSA 均能抑制哮喘小鼠 Th2 型细胞因子 IL-4 的分

泌，但都缺乏升高 IFN-γ 的作用。哮喘小鼠模型

血清中 IL-8 水平明显高于对照组，因此可以看出

IL-8 参与哮喘的炎症过程。经 Dex 和 TSA 干预后

外周血 IL-8 浓度水平明显低于哮喘组。本实验哮

喘小鼠体内 HAT 活性增高，HDAC 活性降低，应

用 TSA 后能显著缓解小鼠哮喘症状。Dex 与 TSA

治疗后 HDAC 活性均显著升高，但在降低 HAT

活性方面糖皮质激素更为显著。而这一结果并未

影响二者降低炎性因子分泌的作用。哮喘发病与

Th1/Th2 型细胞因子比例失衡、炎症介质活化等密

切相关，其还是否与组蛋白乙酰化 / 去乙酰化修饰

增加气道高反应性、氧化 / 硝化应激等有关，有待

进一步证实。 
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