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摘要!目的 探讨嗜酸性粒细胞主要碱性蛋白!:;<",789 在支气管哮喘中的表达及意义% 方法 采用逆转录聚合酶链

反应技术 !7=><?7" 对 *" 例哮喘患者及 !" 例正常对照者的 :;<@,789 表达水平进行半定量分析% 探讨了外周血

:;<@,789 表达水平与患者嗜酸性粒细胞数量&肺功能的关系% 结果 !%"哮喘患者组的嗜酸性粒细胞计数!"A()!"A#!"
和 :;<@,789 表达水平!"A3’!"A%%"均远高于正常对照组!"A!%!"A%"#!B"A""%"和!"A%’!"A"*#!B"A""%"’ !!"在哮喘患

者中#中度持续哮喘组 :;<@,789 表达水平!"A*!!"A"#"和重度持续哮喘组!"A*’!"A"#"#远高于轻度持续哮喘组 :;<@
,789 表达水平!"A!#!"A")#!B"A""%"% 同时#在中度和重度持续哮喘组间#:;<@,789 含量也存在显著差异!!B"A"#"’
!3"哮喘患者的 :;<@,789 表达水平同患者肺功能呈负相关!"C$"A’*&"#!B"A""%"% 结论 哮喘患者中 :;<@,789 表

达水平的增高可能与哮喘病情的严重程度密切相关% :;< 可能在哮喘疾病的发展过程中起着非常重要的作用%
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支气管哮喘是由多种细胞!嗜酸性粒细胞&肥大

细胞&= 淋巴细胞&嗜中性粒细胞&气道上皮细胞等"
和细胞组分参与的气道慢性炎症性疾患%嗜酸性粒细

胞!+LF"浸润引起的气道炎症是哮喘发病的中心环

节#其活化及释放的颗粒性蛋白引起哮喘的特征性病

理改变和气道高反应性% 研究表明$+LF 脱颗粒蛋白

的多少比 +LF 浸润总数更重要% +LF 颗粒蛋白主要

有 $+LF 主 要 碱 性 蛋 白 !:;<"&+LF 阳 离 子 蛋 白

dQ60.H6T1./@ 5-V.6H.5@ TU6VQ.H#+?<a&+LF 过 氧 化 物 酶

dQ60.H6T1./@ TQU6^.Y-0Q#+<La 以 及 +LF 神 经 毒 素

dQ60.H6T1./>YQU.ZQY@HQGU6V6^.H#+S8a#其中 :;< 的毒

性作用尤其显著% :;< 颗粒为晶体结构#在 +LF 分

泌颗粒中居于核心位置# 周围被 +?<&+<L&+S8 等

蛋白包绕% :;< 共 %%’ 个氨基酸#富含精氨酸#相对

分子质量约 %*@"""#<E 值为 %%A*%:;< 是一种非常重

要的气道活性物质#具有收缩支气管平滑肌 (%N@!)&增强

生物膜的渗透性 (3)&诱导细胞凋亡 (*)&活化炎性细胞
(#)&引发气道重构())等多种气道效应#参与哮喘的气道

高反应性&气道上皮损伤等病理生理过程% 但当前研

究都是以观察动物模型为主# 对 :;< 参与人类哮喘

的病理生理过程尚未阐明#特别是缺乏对哮喘患者体

内 :;< 表达水平的检测和评估%
本 研 究 观 察 了 哮 喘 和 对 照 组 外 周 血 中 :;<@

,789 表达水平的差异&:;<@,789 含量在不同程

度哮喘患者中的表达水平#并进行了 :;< 与肺功能

的相关分析#旨在通过对 :;< 含量的分析#对哮喘

患者的病情及预后作出评估%
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图 -""!./%0123 在哮喘和对照组的表达
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-G-%%材料 H 对象

-I-I-%%对象 依据 $++& 年中华医学会呼吸病学分会

哮喘学组制定的哮喘诊断标准!J"#选取 ’+ 例 $++’ 年

K 月 L$++, 年 & 月在我院呼吸科治疗的哮喘患者#男

$& 例$女 -J 例#年 龄 $-LM 岁#平 均 年 龄%,+IJ!KI$&
岁’其中轻度持续患者 -, 例$中度持续 -, 例$重度持

续 -+ 例#分成相应 & 个观察组( 正常对照组为 $+ 例

无呼吸系统疾患者#男 M 例$女 -$ 例#年龄 &$L,, 岁#
平均年龄%’*IJ!JI-&岁(
-I-I$%%试剂 1NO/B1 试剂盒%美津生物技术有限公司

产品&#总 123 提取试剂 N>EP?CQ赛百胜生物公司厂

品R#S23"!5>T7>)!"-J’UV57"WE=78; %N5X515 公司

产品&#N5Y%S23%聚合酶 %瑞真生物技术有限公司产

品&(
-I-I&%%仪 器 /B1 仪 %德 国 Z))76W?>[ 公 司 产 品 &#
\]^;7F 凝 胶 分 析 仪 %英 格 兰 \]^;7F 公 司 产 品 &#
3@;?(?_‘S4 体积描记议%美国美加公司厂品&#低温

超速离心机%V5>>E8%公司厂品&
-I$%%方法

-I$I-%%标本采集 所有研究对象均取外周血 ’%0C#注

入密封采血抗凝管中#每管分装 $%0C( 室温下以 &%,++%
>H0E6 离心 -+%0E6#弃上清后#将抗凝管置于!J+%#冰

箱保存(
-I$I$%%细胞总 123 提取 在上述抗凝管中#每管加入

’%0C%$"红细胞裂解液#充分混匀至液体呈红色透亮(
在 ’%#条件下#以 &%,++%>H0E6 离心 -+%0E6#弃上清(
在每管沉淀中#加入 N>EP?C 提取液 -%0C#混合后静置

,%0E6#使其充分裂解( 然后移入 -I,%0C%Z/ 管中#加入

+I$%0C 的氯仿#混匀后 -,L&+%#静置 &%0E6(以 -$%+++%
>H0E6%’%#条件下离心 -,%0E6 后# 小心吸取上层无水

相#123 全部保存在无色的水相中( 按 -$- 的比例加

入异丙醇#充分混匀后静置 -+%0E6#然后 -$%+++%>H0E6%
’%#条件下离心 -+%0E6#弃上清#123 沉淀于管底#以

J,a乙醇漂洗 $L& 次#弃上清干燥后#加入 WV$b"$+"
#C 溶解#!J+"#冰箱保存(
-I$I&""引物设计及合成 扩增人 !./ 引物及内参照

$U5F;E6"引 物 均 由 上 海 鼎 安 生 物 科 技 公 司 设 计 并 合

成(
!./ 引物) 扩增产物长度 -&,"()( 上游引物)

,cUd333d3NddddBNdNNd3dNU&c" 下 游 引 物 )
,cUBNNBNB3BB3dd3ddN3dBdU&c"$U5F;E6"引物)扩

增 产 物 长 度 $M’" ()( 上 游 引 物 ),cU3NNBBN3Nd"
NdddBd3Bd3dU&c"" 下 游 引 物 ),cU3d3ddBdN3"
B3ddd3N3dB3U&c
-I$I’""1NU/B1 及半定量分析 取 提 取 的 总 123 产

物 ,"%C#按试剂盒的说明#依次加入 12587"e>77"V$b"*!

%C$,!1N 缓 冲 液 ’!%C$W2N/"$!%C$12587 抑 制 剂 -!
%C$bCE=?fWNR$+ 引物 -!%C$17g7>N>5%3F7%-!%C#建成 $+%
%C%逆转录反应体系# 充分混匀#&+%##-+%0E6*’$%##
$+%0E6*KK%##,%0E6*’%##,%0E6(

取上述逆转录后的反应产物 FS23%,!%C# 加入

-+"1B1%.@[[7>%’!%C+W2N/%$!%C$!./ 上$ 下游引物

各 -%%C$N5Y%3F7%+I$,%%C#加 WV$b 配成 $+%%C%/B1 反

应 体 系 # 充 分 混 匀 #K’%##’,%8*,,%##’,%8*J$!##-%
0E6( 扩增 &, 个循环# 最后 J$%#延伸 ,%0E6 结 束(
$U5F;E6%的最佳退火温度为 ,J%#(

取 /B1 扩增产物# 采用 -I,a琼脂糖凝胶电泳#
以 $U5F;E6 为阳性对照#用 \]^;7F 凝胶分析仪将电泳

图扫描后用 d7CU/>?%365ChP7> 进行分析# 用目的条带

与 $U5F;E6 条带相比# 以积分光密度之比进行半定量

分析(
-I$I,%%肺功能及嗜酸性粒细胞测定 所有哮喘患者及

正常对照组的肺功能检查由我院呼吸科肺功能室经

验 丰 富 的 专 科 医 师 完 成 ( eZ]- 占 预 计 值 百 分 比

%eZ]-a/>7W&$/Ze 占预计值百分比 %/Zea/>7W&等

多项肺功检测数据比较可靠(观察对象的外周血嗜酸

性粒细胞计数#嗜酸性粒细胞百分比等检验数据由我

院检验科完成(
-I$I*%%统计学处理 应用 i/ii-+I+ 软件处理数据( 两

样本均数的比较采用 ! 检验#多组比较采用 b67Uj5h%
32b]3%法#相关分析采用 /75>8?6 法(

$%%结果

$I-%%哮喘患者组与正常对照组 !./%0123 表达水平

的差异情况

哮喘组与对照组标本 1NU/B1 产物琼脂糖凝胶

电泳图%图 -&结果显示)在大约 -&,%() 和 $M’%() 位

置#各电泳道均出现扩增条带#与 !./$$U5F;E6 预期

扩增的目的条带位置一致(
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表 !""#$%"&’() 表达和 *+, 数量在两组中的比较
!"#$% &’()"*+,’- ’. ("/’* #",+0 )*’12+- 34567
(89: 2;)*2,,+’- "-< 2’,+-’)=+> 3?@A7 0’B-1

#21C22- 1=2 D E*’B), -!"#$!%&.

//’01211!"() 3456748"974:;

<74:; $ *+,"34:56!"!1=>?" *+,>@$A-B. #$%"&’()
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//’01211!"() &S8Q"974:;#U’0121KV"UU’01211!"() &4QP7I6P"974:;

表 C""哮喘各类型组 #$%"&’() 表达和肺功能的比较
!"#$D &’()"*+,’- ’. 456 (89: 2;)*2,,+’- "-<

)B>(’-"*F .B-01+’- +- <+..2*2-1 0>+-+0"> 1F)2, ’. ",1=("
-*"+$!,-.

图 L"哮喘患者 #$%"&’() 表达与肺功能
的相关分析图
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图 C""#$%"&’() 在哮喘和对照组的表达
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#$% 和 !XI36S5 相应于 !LK"Z; 和 CEF"Z; 位置$
!%C电泳道为哮喘组&L%F电泳道为对照组$ 可见 !%C
电泳道 #$% 目的条带较 L%F 电泳道 #$% 条带明显
清晰&即 !%C 电泳道 #$%"&’() 表达水平比 L%F 电
泳道显著增高$
由哮喘组与正常组外周血 #$%"&’() 表达相对
含量及 *+, 计数检测结果!表 !"可知’!!"哮喘组患
者的 #$%"&’() 表达水平!12LD!12!!"远高于正常
对照组!12!D!121F&’01211!"!C"哮喘组和对照组外周
血 *+,数量!12EJ!12KC"() 12C!!12!1"!1=>? 和 *+,占
白细胞的百分比!!12!=!F2D!"() C2=D!!21E"两项检查
也存在显著差异!’01211!"$

C2C""哮喘患者中不同病情程度 #$%"&’() 的表达情
况

哮喘组不同病情程度的 #$%"’\X%A’ 产物琼脂
糖凝胶电泳图 !图 C" 显示’!%L%K"电泳道条带位于
!LK"Z;位置& 与 !XI36S5 预期扩增的目的条带位置一
致$ C%F%J"电泳道条带位于 CEF"Z; 位置& 符合 #$%
目的条带位置$ !%C#L%F#K%J 电泳道分别为哮喘重
度#中度#轻度持续状态标本 ’\X%A’产物$从图可见
#$%"&’()表达含量 C"]"F"]"J电泳道$

不同病情程度哮喘组外周血 #$%"&’() 表达
相对含量及肺功能检查结果!表 C"’!!"在哮喘患者
中& 中度持续哮喘组 #$%"&’() 表达水平 !12FC!

121K"和重度持续哮喘组!12FD!121K"&远高于轻度持
续哮喘组#$%"&’()表达水平!12CK!121J&’01211!"$
同时&在中度和重度持续哮喘组间&#$%"&’() 含量
也存在显著差异!’0121K"!C"各哮喘组的肺功能指标
M*N!R%7PQ%%*MR%7PQ"符合其相应的临床标准&轻%
中% 重度哮喘患者肺功能依次减弱& 各组的 M*N!R
%7PQ%%*MR%7PQ比较具有显著差异!’01211!"$

C2L""哮喘患者 #$%"&’()的表达含量同其肺功能的
分析

在哮喘患者中& 轻度% 中度% 重度持续哮喘组
#$%"&’() 相对含量分别为 12CK!121J%12FC!121K%
12FD!121K 时&其肺功能指标&如 M*N!R%7PQ 显著下
降 & 对应为 =C2DJ !K2CLR %D=2LK !K2DFR和 FD2=D !
D2==R$ 外周血 #$%"&’() 的表达含量同肺功能水
平呈负相关-.WX12DF=1V"’01211!.$ 见图 L$

L""讨论
*+, 浸润引起的气道炎症是哮喘发病的中心环

节V"其活化和释放的颗粒蛋白在哮喘发病过程中起重
要作用$ 主要碱性蛋白!#$%"为 *+, 分泌的主要颗
粒蛋白&其颗粒晶体结构与 AX\? 家族成员相似(E)&是
非常重要的气道活性物质&但当前对其参与哮喘的病
理生理过程研究甚少& 特别是缺乏对哮喘患者 #$%
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表达水平检测和评估的临床研究!
本研究中" 哮喘组患者外周血 !"# 数量和占白

细胞的百分比显著高于对照组! 我们通过 $%&’($
法" 观察了哮喘和对照组 )*’+,$-. 的表达水平"
发现哮喘组 )*’+,$-. 显著高于对照组! !"# 活化

后分泌 )*’"随着 !"# 数量的增加")*’+,$-. 表

达水平相应提高!)*’ 活化后可诱导 /012#组胺等炎

性因子的产生" 而 !"# 的产生# 活化过程是 /032"
/0&4 等通过一个广泛交叉的信号转导网络来调节$5%!
因此")*’ 表达的增加"可促进 !"# 数量的提升"两

者相互促进"加重哮喘的病理过程!本研究还发现"随

着患者外周血 )*’+,$-. 表达含量的增加"哮喘持

续程度逐渐加重")*’+,$-. 的表达含量同肺功能

水平呈负相关6!7&89:;58<=">8988?@!)*’ 影响肺功能

可能在于&’A()*’ 对毒蕈碱受体的影响$B<=C<=AD%! 哮喘

气道高反应性"直接原因是乙酰胆碱’.EF(过度释放

的结果! !"# 释放的 )*’ 在体内能和 )G 受体作

用"是 )G 受体的变构拮抗剂"阻止 .EF 与 )G 受体

的结合"于是 .EF 大量释放<=诱发气道高反应性! ’G(
)*’ 通过诱生 /03H" 激活中性粒细胞加剧哮喘的持

续状态$2<=AA%! ’I()*’ 诱导气道上皮细胞凋亡"导致气

道上皮脱落#水疱形成$;%! 所以"当 )*’=,$-. 表达

增高"肺功能水平呈显著下降趋势!
对轻度#中度#重度持续哮喘组观察发现"各组

)*’=,$-. 表达水平具有显著差异!可以逆向设想"
通过对哮喘患者外周血 )*’ 的测定"能对哮喘的病

情严重程度进行判断" 特别是对哮喘的预后分析#指

导用药方面具有显著意义!结合分析当前临床对哮喘

的诊治"常规指标缺乏特异性)支气管镜检查有一定

创伤性)肺功能不能准确反映气道炎症的变化!因此"
从非创伤性途径有效评价和监测哮喘气道炎症来看"
外周血 )*’ 含量的测定可能有着重要的临床意义!
本研究观察了 ;D 例不同病情程度哮喘患者及对照者

外周血中 )*’=,$-. 的表达水平"统计学显示各组

间存在显著差异! 但如果作为哮喘的临床检测指标"
要 求 更 大 的 样 本 量 进 行 研 究 证 实" 而 且 需 寻 求 较

$%3’E$ 法更简单#更精确的 )*’ 检测法"这些都有

待于进一步的工作!
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