
书书书

!论
!!

著!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$3&$3&%%$

哮喘与感染患儿外周血中性粒细胞
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要#目的
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研究哮喘与细菌感染患儿外周血中性粒细胞
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指数%

%

淋巴细胞%

%

和
&

淋巴细胞衰减

因子"

%&'(

$的表达差异及其作用机制&方法
!

选取皖南医学院弋矶山医院儿科
*-)/

年
#

月至
*-).

年
)

月

收住入院的
$0

例患儿!其中
+

!

#

岁哮喘患儿
*#

例"哮喘组$!同期一般细菌感染患儿为
*+

例"感染组$&两组

受试对象在性别%年龄及体质量上差异均无统计学意义"

!

$

-,-/

$&住院后
*$1

内收集两组清晨空腹外周静

脉血!应用流式细胞术检测外周血中性粒细胞
!"#$

指数和
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淋巴细胞水平及其
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表达水平!散射比浊法

测定血清
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水平!免疫透射比浊法测定血清
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水平&结果
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哮喘组外周血中性粒细胞
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水平高于感

染组"
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$&哮喘组
%

淋巴细胞百分比高于感染组"
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$#哮喘组
%

淋巴细胞表面
%&'(

表达较感染

组减少"
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$#哮喘组
%

淋巴细胞百分比与其表达
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成正相关"

"7-,/#08

!

!

%

-,-)

$&哮喘组外周

血清
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水平较感染组低"

!
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$&哮喘组外周血清
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水平较感染组显著升高"

!
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$&结论
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感染

是哮喘的诱发因素之一!
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的早期检测可指导哮喘患儿抗菌药物的应用&

%&'(

在哮喘患儿
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淋巴

细胞表达下调!参与免疫应答的调控&
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据估计#到
*-*/

年全世界哮喘患者的数量将由

目前的
+

亿多增至
$

亿)

)9*

*

(数量庞大#增长之势迅

猛(儿童作为哮喘发病率较高的群体#其患病情况一

直备受关注(哮喘的病理机制是气道慢性炎症#主要

是气道的高反应性+阻塞可逆性和可重塑性#表现为

反复咳喘+气促+胸闷+肺部哮鸣音等)

+

*

(影响哮喘发

病的因素众多#总的来说#由遗传因素和环境因素共

同作用决定(临床上发现哮喘患者通常合并有感染#

感染可能作为哮喘发病的一个重要诱因#并且可能加

重哮喘患者病情#影响患者生活质量#增加医疗费用(

本研究以哮喘和一般细菌感染患儿作为研究对象#通

过测定两组外周血中性粒细胞
!"#$

+

%

淋巴细胞+

%

和
&

淋巴细胞衰竭因子$

%&'(

&+免疫球蛋白
4

$

2

3

4

&+

!

反应蛋白$

!56

&水平#探讨其作用机制及临

床意义(

$

!

资料与方法

$,$

!

一般资料
!

选取皖南医学院弋矶山医院儿科

*-)/

年
#

月至
*-).

年
)

月收住入院的
$0

例患儿#其

中哮喘组
*#

例$女
)$

例#男
)*

例&#同期一般细菌感

染组
*+

例$女
)-

例#男
)+

例&(两组受试对象在年

龄+体质量+性别方面差异无统计学意义$

!

$

-,-/

&(

两组患儿均无其他并发症(哮喘患儿及一般感染患

儿入院前均未接受治疗(本研究获得家属知情同意(

哮喘组患儿均符合哮喘诊断标准$第
8

版,诸福棠实

用儿科学-&!$

)

&反复发作喘息+胸闷+气促#多与接触

变应原+化学+物理性刺激等有关#常在夜间和$或&清

晨发作或加剧($

*

&在发作时两肺可闻及以呼气相为

主的散在或弥漫性哮鸣音#呼气相延长($

+

&上述症

状和体征经抗哮喘治疗有效或自行缓解($

$

&除外其

他疾病所引发的喘息+咳嗽+气促和胸闷($

/

&临床表

现不典型者#至少符合以下一项标准#

#

运动激发试

验或支气管激发试验阳性(

$

证明有可逆性气流受

限$满足以下任意一项&#抗哮喘治疗有效#即使用支

气管舒张剂和吸入$或口服&糖皮质激素治疗
)

!

*

周

后#第
)

秒用力呼吸容积$

N4V)

&增长
&

)*[

%支气管

舒张试验阳性#即吸入速效
%

*

受体激动剂
)/IAD

后

的
N4V)

增长
&

)*[

(

&

最大呼气流量$

64N

&连续

检测
)

!

*

周#每日变异率
&

*-[

(符合第
)

!

$

项或

第
$

+

/

项者#可以诊断为哮喘(一般细菌感染诊断标

准!中性粒细胞绝对值
$

)-\)-

0

"

'

或
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$

)-I

3

"

'

或降钙素原$

6!&

&

$

-,/D

3

"
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确证#并完善呼吸

道病毒+肺炎衣原体+肺炎支原体等检测#排除病毒及

特殊病原体感染(
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%北京
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流式细胞仪 $美国
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方法
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患儿入院
*$1

内#在取得家属同意的前

提下#采集清晨空腹外周静脉血送至相关化验室检测

并报告结果%另外留取
),/I'

在乙二胺四乙酸$

4"9

&(

&抗凝管$紫头&中自行实验通过流式细胞仪测得(

取
4"&(

抗凝管中的全血
*-

'

'

依次置于分别

标记
(

+

%

的流式管中%在暗光下依次向流式管中加

入单克隆抗体染色剂各
),/

'
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$

(

管!

!"#$964

+

!"$/9649!]/
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%
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&#混匀避光
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后分别加入
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红细胞

裂解液
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#再混匀避光
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后以
)/--C
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IAD

离心
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#共
*

次%最后加
)\6%U.--

'

'

混

匀#至此荧光抗体标记样本制备好#并用流式细胞仪

检测%所得结果使用
NF:LS:

.

V)-

软件分析#计算中性

粒细胞平均荧光强度和淋巴细胞平均荧光强度得出

!"#$

指数#计算
%

淋巴细胞的百分比及其
%&'(

表达(
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统计学处理
!

采用
ĈE

H

16E>6CA;I#

统计软件

分析(

QEDD9P1A<D@

?

<@;<

检验比较两组中性粒细胞
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指数+

%

淋巴细胞百分比及其
%&'(

表达百分

率和荧光强度+

!56

和
2

3
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之间差异%

U
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@ECIED

相

关分析评价两个指标之间的相关性(计量资料以
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+

表示#以
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%
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为差异有统计学意义(
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结
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果
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中性粒细胞指数变化
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果可知#感染组和哮喘组中性粒细胞
!"#$

指数比较# 差异有统计学意义$

!
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&#见图
)

(

图
)

!!

中性粒细胞
!"#$

表达

图
*

!!

%

淋巴细胞百分率及
%&'(

表达

/,/

!

%

细胞的百分比及其
%&'(

的表达
!

根据统计

分析结果可知#哮喘组
%

淋巴细胞百分比高于感染

组#差异有统计学意义$

!

%

-,-/

&%哮喘组
%

淋巴细胞

表面
%&'(

表达$百分比及平均荧光强度&较感染组

明显降低#差异有统计学意义$

!

%

-,-)

&(见图
*

(

图
+

!!

%

淋巴细胞与其表达
%&'(

相关性

/,'

!

%

细胞与其表达的
%&'(

相关性分析
!

根据统

计分析结果可知#哮喘组
%

淋巴细胞百分比与其表达

%&'(

呈正相关$
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!

外周血清
!56

与
2

3

4

分析
!

根据统计分析结

果可知#哮喘组血清
!56

水平较感染组低#差异有统

计学意义$

!

%

-,-/

&#见图
$

%感染组血清
2

3

4

水平较

哮喘组有显著减低#差异有统计学意义$

!

%

-,-)

&#见

图
/

(

'

!

讨
!!

论

!!

儿童哮喘的发生并无特定+明确的病因#该病是

由遗传因素与环境因素共同导致(对于多数哮喘患

儿#追寻病史可发现其三代近亲属中有人罹患哮喘(

除哮喘外#还可以发现患儿家族近亲中有过敏性鼻

炎+荨麻疹+湿疹等患者(且该病具有多基因遗传倾

向#并非独立发病#感染+尘螨+空气污染+花粉过敏+

食物过敏+运动+情绪变化等均可引发哮喘(越来越

多的研究证明#病毒+细菌及定植菌在哮喘的发病过

程中发挥了一定的作用#它们可能作为独立影响因

素#或者病毒的辅因子)

$9.

*

(

%2Û ((5"

等)

#

*通过大

的出生队列研究发现哮喘母亲分娩的无症状新生儿

在生后
/

年内发生哮喘与其咽部定植肺炎链球菌+流

感嗜血杆菌+卡他莫拉菌呈正相关(对同一人群进行

第二项研究#观察发生喘息性疾病时细菌和病毒在呼

吸道出现的频率)

8

*

(他们发现#喘息与细菌感染$肺

炎链球菌+流感嗜血杆菌+卡他莫拉菌&密切相关#这

种关系与病毒感染相似但又有区别(本研究结果显

示#感染组
!56

高于哮喘组#哮喘患儿在急性发作期

可合并有细菌感染#感染不是哮喘的独立发病因素#

除外遗传背景#还可能与过敏+运动+情绪变化等有

关(另外本研究显示#感染组
!"#$

指数低于哮喘组#

这与预期结果不符(中性粒细胞作为固有免疫的重

要细胞#在细菌侵入机体后第一时间到达炎症部位#

通过吞噬病原体+分泌抗菌物质发挥作用#同时分泌

细胞因子募集单核巨噬细胞+树突状细胞等发挥免疫

调节作用(国外学者认为
!56

和
!"#$

均可作为细

菌感染的检测指标#

!"#$

在感染
)*1

内一般即有变

化#而
!56

出现变化较晚#一般超过
*$1

)

0

*

(在正常

情况时#中性粒细胞表面很少表达
!"#$

#而当机体感

染细菌后#中性粒细胞表面的
!"#$

表达明显增多(

在一般细菌感染#固有免疫发挥重要作用(故预期结

果与实验结果相反(哮喘被认为是一类变态反应性

疾病#

!"#$

在哮喘患儿中性粒细胞表面的过度表达

可能与机体粒细胞吞噬+活化反应降低有关)

)-9))

*

(感

染作为哮喘发病的危险因素#不仅加重已有的哮喘#

而且促进哮喘的发生+发展#使其难以控制(所以#本

研究认为在哮喘患者在有
!"#$

或
!56

指标异常情

况下需积极抗感染治疗(另外#本课题组之前的研究

显示#对于细菌感染联合检测
!"#$

和
!56

的灵敏度

及准确度均较单一指标升高)

)*

*

(

哮喘发病是多种因素相互作用的结果#免疫因素

所致的气道慢性炎症被认为是哮喘的本质#除外固有

免疫应答#适应性免疫应答也参与哮喘的发病(免疫

功能紊乱与哮喘的发生+发展密切相关(正常情况

下#淋巴细胞亚群的比例在一定范围内(在适应性免

疫应答中#

&

细胞的完全活化需要
&!59!"+

特异性

识别
H

QO!

产生的第一活化信号+

&

细胞与
(6!

表

面的共刺激分子相互作用后产生第二活化信号及
&1

细胞上调表达相关细胞因子受体结合细胞因子产生

的第三信号(

%

细胞在适应性免疫应答中也起重要

作用(对绝大部分
%

细胞来说#其活化需要
&

细胞辅

助#完全活化需要先
%9&

结合提供第一信号+然后
%

细胞表面共刺激分子传递第二信号+最后
%

细胞表达

细胞因子受体结合细胞因子传递第三信号(大部分
%

细胞活化后#转化为浆细胞#产生大量
2

3

4

#

2

3

4

的合

成增多是儿童哮喘的主要免疫特性(本实验结果显

示!哮喘组
%

淋巴细胞百分比及
2

3

4

水平较感染组明

显升高#证实
%

淋巴细胞参与了哮喘的发病#并发挥

了重要作用(故认为临床上检测
%

淋巴细胞及
2

3

4

水平有助于哮喘的诊治#可提早预防(

%&'(

是
!"*8

家族抑制性受体成员之一#是表

达在细胞膜表面的
)

型跨膜蛋白#包含一个免疫球蛋

白超家族结构域#一个跨膜区和一个胞内域#后者包

含一个近端免疫受体酪氨酸抑制基序$

2&2Q

&和远端

的免疫受体酪氨酸转换基序$

2&UQ

&(

%&'(

最初是

从鼠
&1)

细胞中克隆而来(目前发现
%&'(

广泛表

达于
%

淋巴细胞+

&

淋巴细胞$

!"$

`

&

细胞"
!"8

`

&

细胞"调节性
&

细胞&+巨噬细胞+树突状细胞和
Wa

细胞等(

OV4Q

是
%&'(

的唯一配体#为肿瘤坏死

因子受体超家族的一个成员#与
%&'(

相互作用参与

免疫耐受(

%&'(

是
%

和
&

淋巴细胞的共抑制受体#

在炎症和感染过程中调节淋巴细胞活化发挥重要作

用(研究更多的是其在
&

淋巴细胞的作用(已知

%&'(

抑制小鼠和人类
&

细胞的活化和增殖(然而

关于
%&'(

在
%

淋巴细胞中的作用和功能的研究甚

少(

V4W"4'

等)

)+

*研究了
%

细胞
%&'(

的抑制作

用(

%&'(

与
OV4Q

结合后抑制
%

细胞的增殖#主

要是通过减少脾酪氨酸激酶$

U]a

&+

%

细胞连接蛋白

和磷脂酶
!9

(

*

的磷酸化下调
%!5

下游信号分子的

信号强度发挥作用(

&O2%b'&

等)

)$

*认为#

%&'(

"

OV4Q

信号通路可以通过抑制
!̂

二核苷酸来抑制

%

细胞的功能(动物实验显示特异性抗体反应和自

身免疫性肝炎与
%&'(

缺乏有关#突出
%&'(

在调

节
%

细胞的自身免疫性方面的潜在作用(有数据显

示缺乏
%&'(

能够促进受细菌感染诱导的抗原特异

性
!"8

`

&

细胞的存活#再次表明
%&'(

可能在维持

免疫系统的平衡方面起作用(虽然
%&'(

被普遍看

作是一个共抑制受体#但是有报告认为这可能取决于

抗原刺激的强度(研究显示#免疫衰老时
%

淋巴细胞

表达
%&'(

减少#这可能与老年人长寿血浆细胞+记

忆
%

细胞和抗体效价诱导减低有关(由此推测
%&9

'(

可能促进而不是抑制长寿浆细胞和记忆
%

细胞的

'

88#*

'

检验医学与临床
*-)8

年
0

月第
)/

卷第
)8

期
!

'EKQ@>!FAD

!

U@

H

<@IK@C*-)8

!

V:F,)/

!

W:,)8



诱导#当然这有待于进一步研究(本研究中哮喘组

%&'(

表达水平较感染组低(此外#

%

淋巴细胞百分

比与其
%&'(

的表达呈正相关(结合本研究中哮喘

组
%

淋巴细胞表达较感染组多#笔者猜测可能处在不

同分化阶段的
%&'(

表达水平不同(

&O2%b'&

等)

)$

*研究表明#处在不同阶段的
%

淋巴细胞其
%&'(

的表达水平也有变化(虽然
%&'(

在所有
%

淋巴细

胞亚群表达#但是在初始
%

淋巴细胞$

!")0

`

2

3

"

`

!"*.

c

&和记忆
%

淋巴细胞$

!")0

`

2

3

"

c

!"*.

`

&的

表达明显低于
2

3

Q

记忆
%

淋巴细胞$

!")0

`

2

3

"

`

!"*.

`

&#循 环过渡期
%

淋巴细胞 $

!"*.

c

2

3

"

`

!"*$

1A

3

1和
!"+8

1A

3

1

&表 达 更 高(研 究 还 分 析 了

OV4Q

在
%

淋巴细胞分化亚群的表达%与
%&'(

相

反#

OV4Q

的表达与
%

淋巴细胞所处分化阶段无关(

研究还分析了
%

淋巴细胞活化时
%&'(

的变化情况(

%

淋巴细胞表达基因编码的
&'(5

$

&:FF

样受体&#主

要与先天性免疫有关#然后针对入侵的病原体发生适

应性免疫应答(人体
&'50

的表达则只存在于
%

淋

巴细胞+浆细胞样树突状细胞(

&'50

识别低甲基化

!

H

^

基序$细菌+病毒和原生动物
"W(

的特征&#后

者与人工合成的寡聚核苷酸相似$如
!

H

^

基序&(研

究中#接种含
!

H

^

佐剂疫苗的黑色素瘤患者循环
%

淋巴细胞持续表达
%&'(

#而接种缺乏
!

H

^

佐剂疫苗

的黑色素瘤患者循环中
%

淋巴细胞
%&'(

表达逐步

下调(在
%

淋巴细胞分化过程中#

%&'(

表达被调

节#在
2

3

Q

记忆
%

淋巴细胞
%&'(

表达升高(结合

上述内容#虽然哮喘组
%

淋巴细胞百分比较感染组

高#但
%&'(

表达较感染组低#笔者推测一方面与
%

淋巴细胞分化所处阶段有关#另一方面与细菌感染人

体后其低甲基化
!

H

^

基序被
%

细胞表面
&'50

识

别#使
%

淋巴细胞持续表达
%&'(

(

本研究的不足之处!因患儿年龄较小+入组标准

严格+采集血液标本需征求家属知情同意#故最终入

组对象数量相对较少#一定程度上可能影响试验结

果#其样本代表性还需进一步的试验验证(

综上所述#笔者认为感染是哮喘发病的重要诱

因#临床上哮喘患者有感染应积极抗感染治疗(哮喘

发病机制复杂#

%&'(

+

%

淋巴细胞+

2

3

4

等只是其众

多研究中的一部分(哮喘发病众多因素相互影响+相

互作用#构成了一个巨大的网络#需要更大样本量+更

加系统+多中心的临床研究来阐释其中错综复杂的网

络关系机制(

参考文献

)

)

*

!5Y2U(W&U,4

H

A>@IA:F:

3?

:BE;<1IE

!

H

C@TEF@DJ@ED>K=C9

>@D:B>A;@E;@

)

S

*

,(>T4G

H

Q@>%A:F

#

*-)$

$

.0/

&!

).9*0,

)

*

*

%YbUdb4&S

#

aO('&(4V W

#

%YbUdb4&S

#

@<EF,

F̂:KEF;=CT@AFFEDJ@

#

H

C@T@D<A:DED>J:D<C:F:BJ1C:DAJC@9

;

H

ACE<:C

?

>A;@E;@;

!

EJ:I

H

C@1@D;AT@E

HH

C:EJ1

)

S

*

,S6&

#

*--8

#

*$

$

*

&!

)**,

)

+

*

a4̂ 'YP2!O'N

#

%Y5̂ 456,&1@<1C@@Ee;ADE;<1IE9

EACLE

?

;I::<1I=;JF@

#

EACLE

?

C@I:>@FAD

3

fED

3

A:

3

@D@;A;

)

S

*

,Y

H

@D5@;

H

ACQ@>S

#

*-)/

#

0

$

)

&!

.-98-,

)

$

*

&OYQ(U(Y

#

'4Q(WUa45N

#

S(!aUYW"S,2DB@J9

<A:D;ED><1@ACC:F@ADJ1AF>1::>E;<1IEADJ@

H

<A:D

)

S

*

,6@9

>AE<C(FF@C

3?

2II=D:F

#

*-)$

#

*/

$

*

&!

)**9)*8,

)

/

*

Q(!a4Wg24aS

#

(W"45&YWU Q

#

U!OP(5g4S,

VACEFC@;

H

ACE<:C

?

<CEJ<ADB@J<A:D;ED>E;<1IEAD@ECF

?

'AB@

!

JE=;@ED>@BB@J<

/ )

S

*

,!FAD4G

H

@C(FF@C

3?

#

*-)$

#

$$

$

)

&!

09)0,

)

#

*
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