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支气管哮喘患儿外周血 NF鄄资B
及血清 SAA 表达与肺功能相关性分析

夏摇 利1,贾钦尧2,朱书瑶1,石境懿1,刘徳松1

[摘要]目的:探讨支气管哮喘患儿外周血核因子(NF)鄄资B 及血清淀粉样蛋白( serum amyloid A,SAA)表达与肺功能相关性。
方法:92 例哮喘患儿为哮喘组,同期正常体检的 30 名健康儿童作为对照组。 分别采用蛋白免疫印迹法及酶联免疫吸附法测

定外周血 NF鄄资B 及血清 SAA 表达,并对外周血 NF鄄资B 及血清 SAA 表达与肺功能相关性进行探讨。 结果:哮喘组患儿外周血

NF鄄资B 及血清 SAA 表达明显高于对照组(P < 0. 01);但哮喘组患儿最大呼气峰流速占预计值百分比、第 1 秒用力呼气容积占

预计值百分比及第 1 秒用力呼气容积与用力肺活量比均明显低于对照组(P < 0. 01);在哮喘组中,患儿外周血 NF鄄资B 及血清

SAA 表达与其上述肺功能指标呈明显负相关关系(P < 0. 01)。 结论:NF鄄资B 及 SAA 通过参与气道重塑及炎性反应,在支气管

哮喘发病过程中起一定作用。
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Expression NF鄄资B and serum amyloid A,
and its correlation with lung function in children with asthma

XIA Li1,JIA Qin鄄yao2,ZHU Shu鄄yao1,SHI Jing鄄yi1,LIU De鄄song1

(1. Department of Neonatology,Sichuan Maternity and Child Care,Chengdu Sichuan 610032;
2. Department of Respiratory Medicine,The Affiliated Hospital of North Sichuan Medical College,Nanchong Sichuan 637000,China)

[Abstract] Objective:To investigate the correlation between the levels of nuclear factor鄄资B(NF鄄资B) and serum amyloid A(SAA),
and lung function in children with asthma. Methods:Ninety鄄two children with bronchial asthma and 30 healthy children were divided
into the asthma group and control group,respectively. The levels of NF鄄资B and SAA in two groups were detected using the protein
immunoblotting and enzyme linked immunosorbent assay,respectively. The correlation between the levels of NF鄄资B and SAA,and lung
function was investigated. Results:The levels of NF鄄资B and SAA in asthma group were significantly higher than those in control group
(P < 0. 01),but the percentage of peak expiratory flow velocity to predicted value ( PEF% ), percentage of the 1st second force
expiratory to predicted value( FEV1% ) and FEV1 / FVC in asthma group were significantly lower than those in control group(P <
0. 01). The levels of NF鄄资B and SAA in the asthma group were significantly negatively correlated with lung function indexes(PEF% ,
FEV1% ,and FEV1 / FVC) (P < 0. 01). Conclusions:NF鄄资B and SAA can play certain roles in the attack process of bronchial asthema
by participating in the airway reconstruction and inflammatory reaction.
[Key words] asthma;nuclear factor鄄资B;serum amyloid A;lung function

摇 摇 哮喘是一种由多种细胞或细胞组分的哮喘易感

基因参与引发的气道慢性炎症疾病,以病人反复发

作的气促、喘息、胸闷、咳嗽等为临床主要症状[1]。
因哮喘发病过程涉及多形核中性白细胞、嗜酸性粒

细胞、肥大细胞、T 淋巴细胞等多种炎性细胞及细胞

因子,其发病机制尚并不明确。 多数学者[2 - 3] 认为

哮喘发病机制与气道细胞免疫介导的炎症反应有

关:当患儿哮喘发作时,其体内某些细胞因子水平表

达异常,扰乱机体免疫调节功能,导致机体免疫损

伤,进而引发支气管平滑肌增殖或气道重塑。 核因

子(NF)鄄资B 是一种具有多项调节作用的转录因子

家族,与机体细胞分化、增生、黏附、免疫、凋亡及炎

症反应关系密切,其诱导的白细胞介素( IL)鄄4、IL鄄
5、IL鄄6、IL鄄8、肿瘤坏死因子(TNF)鄄琢 等多种因子在

哮喘的发生发展中起关键作用[4]。 血清淀粉样蛋

白(serum amyloid A,SAA)是组织淀粉样蛋白 A 的

前体物质,有关报道[5] 显示其在人体内浓度的高低

与哮喘发病具有一定关联。 目前有关 NF鄄资B 及

SAA 与哮喘发病机制相关性评价甚少。 本研究通

过检测哮喘患儿外周血 NF鄄资B 及血清 SAA 表达,观
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察其与患儿肺功能的相互关系,探讨 NF鄄资B 与 SAA
等因子在哮喘中作用机制,为哮喘的临床诊断、评估

及治疗提供依据。

1摇 资料与方法

1. 1摇 一般资料摇 纳入标准:(1)经胸部 X 线、肺功

能以及 CT 检查后符合中华医学会制定的诊断标

准[6]中急性哮喘标准;(2)过敏原检查以及支气管

舒张实验检查辅助诊断;(3)患儿家属均对本研究

知情,且自愿签署知情同意书。 排除标准:(1)先天

性心脏病者;(2)有严重肺部疾病者;(3) 肝功能

不全(乙型肝炎病史,血清丙氨酸氨基转移酶 >
120 IU / L); ( 4 ) 肾 功 能 不 全 者 ( 血 清 肌 酐 >
220 滋mol / L);(5)严重血液系统疾病者;(6)接受其

他可能影响本研究效应指标者;(7)拒绝参与本实

验者。
根据纳入标准,选取 2014 年 1 月至 2016 年 9

月我院收治的哮喘患儿 92 例,其中男 52 例,女 40
例;年龄 4 ~ 10 岁;身高(121. 68 依 3. 01)cm;体质量

(24. 01 依 3. 91)kg。 并选取同期于本院进行健康体

检的儿童 30 名作为对照组,其中男 17 名,女 13 名;
年龄 5 ~ 11 岁;身高(119. 75 依 2. 40) cm;体质量

(22. 38 依 1. 91)kg。 2 组患儿的性别、年龄、身高、体
质量均具有可比性。 本研究获得我院伦理委员会

批准。
1. 2摇 评价标准与观测指标摇 (1) 肺功能检测[7]:采
用常规通气肺功能进行检查,先由接受正规培训的

技术人员对检测仪器进行调试校准,并记录患儿体

质量与身高。 叮嘱患儿保持直立或坐直,头部保持

自然水平,口唇包紧口器,鼻子夹上鼻夹,进行检测。
测定次数由患儿完成情况而定,并取最佳值为记录

参数,记录并计算患儿最大呼气峰流速占预计值百

分比(peak expiratory flow / predictor ratio,PEF% )、第
1 秒用力呼气容积占预计值百分比( forced expiratory
volume in one second / predictor ratio,FEV1% )及第 1
秒用力呼气容积与用力肺活量比( FEV1 / FVC)水

平。 所有指标均至少测量 3 次,取最佳值为测定结

果。 (2) 外周血 NF鄄资B 水平及血清 SAA 水平检测:
于患儿晨醒 10 min 取 4 ~ 5 mL 静脉血,将采集后的

血液等量平均分别置于无菌抗凝离心管中,其中

一管于 4 益, 3 000 r / min ( 离心机转头半径是

13. 5 cm),离心 10 min 后, 取上清液置 - 20 ~
- 70 益冰箱内保存待测。 另一管于 4 益冰箱内保

存待测。

采用蛋白免疫印迹法测定 NF鄄资B 水平:将于

4 益冰箱内保存的外周血离心取细胞悬液,活细胞

计数后于 5 000 g 4 益下离心 3 min,取沉淀物用冰

PBS 洗 2 次,按全细胞蛋白提取试剂盒说明操作。
以 10% SDS鄄PAGE 电泳,60 V 恒压 1 h,120 V 恒压

1. 5 h,电转至 PVDF 膜;再以 5%脱脂牛奶室温封闭

3 h,将 PVDF 膜于室温封闭缓冲液中封闭 1 h,分别

加入 NF鄄资B p65 mouse monoclonal IgG 和鼠抗人 茁鄄
action 多抗,室温孵育 2 h;洗膜 30 min 后加入 HRP
标记的羊抗鼠 IgG,恒温 1 h 后洗膜;将化学发光试

剂盒中发光液按 1 颐 1 比例配制均匀后,涂在 PVDF
膜上反应 1 min。 在暗室内将 X 光片置于 PVDF 膜

上曝光 1 min 后放入暗盒。 冲洗 X 光片并进行图像

扫描分析。 结果以目标蛋白条带即 NF鄄资B p65 带与

茁鄄actin 条带灰度值比值表示,每组实验重复 3 次求

均值。
采用酶联免疫吸附法检测血清 SAA 水平,按操

作说明书进行检测。 首先将标准品 100 滋L 加入预

先设定的标准品孔中,将 10 个孔按顺序依次稀释,
稀释系数为 0. 5。 将预先稀释好的样品待测液

50 滋L加入样品孔,空白孔中不加任何样品液。 待孔

中液体全部加入后于 37 益温育 30 min,用预先配好

的洗涤液清洗弃去液体的酶标板,清洗 5 次,每次

30 s,晾干。 除空白孔外,各孔加入 50 滋L 酶标试

剂,继续温育及洗涤。 所有孔加入显色剂,37 益下

避光缓慢摇匀,显色 30 min 后用 100 滋L 终止液终

止反应。 在酶标仪上读取数据,其中空白孔数值作

为调零参照,扫描波长为 450 nm。 以标准品吸收值

对应其浓度绘制标准曲线,将待测样品吸收值带入

计算其实际浓度。
1. 3摇 统计学方法摇 采用 t(或 t忆)检验和相关分析。

2摇 结果

2. 1摇 2 组 NF鄄资B 和 SAA 水平比较摇 哮喘组外周血

NF鄄资B 及血清 SAA 水平均显著高于对照组(P <
0. 01)(见表 1)。

表 1摇 2 组的相关血液指标比较(x 依 s)

分组 n NF鄄资B SAA / (mg / L)

对照组 30 1. 42 依 0. 31 10. 26 依 2. 35

哮喘组 92 2. 66 依 0. 78 46. 21 依 2. 41

t — 12. 52驻 71. 38

P — <0. 01 < 0. 01

摇 摇 吟示 t忆值
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2. 2摇 2 组肺功能指标比较摇 哮喘组患儿肺功能指

标 FEV1% 、FEV1 / FVC 及 PEF%均明显低于对照组

(P < 0. 01)(见表 2)。

表 2摇 2 组肺功能指标比较(x 依 s)

分组 n FEV1% FEV1 / FVC PEF%

哮喘组 92 65. 22 依 3. 25 73. 88 依 12. 75 58. 65 依 3. 52

对照组 30 93. 45 依 10. 15 94. 21 依 6. 41 87. 47 依 14. 61

t忆 — 14. 99 11. 48 10. 70

P — <0. 01 < 0. 01 < 0. 01

2. 3摇 哮喘患儿血液指标与肺功能相关性分析摇 研

究发现,哮喘组患儿外周血 NF鄄资B 和肺功能指标

FEV1% 、FEV1 / FVC 及 PEF% 均呈显著负相关关系

( r = - 0. 845、 - 0. 904 和 - 0. 833,P < 0. 01)。 血清

SAA 水平与肺功能指标 FEV1% 、FEV1 / FVC、PEF%
呈显著负相关关系 ( r = - 0. 773、 - 0. 768 和

- 0. 789,P < 0. 01)。

3摇 讨论

摇 摇 支气管哮喘的成因有很多,主要包括遗传因素、
变应原因素以及促发因素三类,其中由于变应原因

素引起的哮喘较为常见,如尘螨、花粉、草粉、某些染

料、面粉、谷物、食物以及非皮质激素类抗炎药物等。
此外,由于空气污染、妊娠、气候转变以及剧烈运动

等促发因素亦可诱发哮喘发作。 哮喘病人主要表现

为气道重塑、发作性胸闷、咳嗽以及啸鸣声呼吸困难

等,严重时病人出现发绀、 呼吸困难甚至窒息

等[8 - 10]。 由于哮喘发病过程是由多种细胞及细胞

因子综合参与的复杂炎症反应过程,尚未明确阐明

其发病机制。 多数学者[11] 倾向认为气道重塑及炎

性反应是哮喘病人肺功能降低的主要原因。
NF鄄资B / Rel 蛋白家族具有广泛的生物活性,能

够影响细胞的组织分化、增殖、形态形成及形态重

塑、免疫应答、细胞的迁移与凋亡等。 NF鄄资B 作为其

中一员,参与多种免疫应答及炎性反应。 本次研究

结果显示,NF鄄资B 在哮喘组患儿体内表达明显高于

对照组,提示 NF鄄资B 参与哮喘发病过程。 有关研

究[12]显示,NF鄄资B p65 为肺巨噬细胞合成各种炎性

介质的主要调控因子之一,当外界刺激激发线粒体

内活性氧释放时,细胞质中 NF鄄资B 氧化后进入细胞

核启动 IL鄄3、IL鄄4、IL鄄6 及 IL鄄8 等多种细胞因子,激
发上述炎性因子的释放,参与炎症反应过程。 此外,
有学者[13]认为 NF鄄资B 表达的高低与气道氧化应激

反应及气道重塑关系密切,当小鼠气道炎症细胞中

NF鄄资B 的表达受到抑制后,其气道氧化应激反应、气
道重塑及气道炎症反应明显减轻。 此外,研究中还

发现,哮喘组患儿体内 NF鄄资B 表达水平与其肺功能

呈负相关关系。 这可能与 NF鄄资B 参与气道重塑,影
响患儿气道平滑肌细胞、纤维细胞及上皮细胞的增

生过程有关。 宋珊等[14]研究显示,体内 NF鄄资B 表达

水平与慢性肺栓塞病人肺部气流受限呈负相关性,
其体内水平随着 FEV1%降低而升高。

SAA 为一类多基因编码的多形态蛋白,主要存

在于血清高密度脂蛋白中,多作为疾病急性期蛋白。
近年来研究发现[15],SAA 在前列腺癌、乳腺癌、肝
癌、肺癌等多种肿瘤病人体内表达偏高,提示 SAA
蛋白参与细胞黏附、浸润及迁移等过程。 本次研究

结果显示,在哮喘组患儿血清 SAA 表达明显高于对

照组,且其表达水平与哮喘患儿肺功能呈负相关关

系。 这可能由于 SAA 能够通过 TLR4 介导的 NF鄄资B
信号转导通路参与炎症反应过程[5]。 据报道[16],在
正常情况下,机体 SAA 仅微量存在与血浆中,而当

机体受到外伤、炎症等刺激时,SAA 表达明显升高。
SAA 与体内 NF鄄琢、IL鄄6 等炎性因子表达水平呈正相

关性,能通过调节细胞因子网络,加速粒细胞及巨噬

细胞向炎性区域募集及活化,故 SAA 表达水平能够

反应体内炎性反应状态。
综上,支气管哮喘患儿体内 NF鄄资B 及 SAA 呈现

高表达,且与患儿肺功能呈负相关关系,因而 NF鄄资B
及 SAA 可能主要通过影响体内炎性因子反应,干扰

气道重塑发挥引发哮喘的炎症反应的作用。
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综上所述,老年原发性高血压病人 BPV 增大与

LA 的发生密切相关,在积极控制血压的同时,还应

注意维持血压的平稳性,或为防治 LA 的有效措施。
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