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[摘要] 　 目的　 探讨白细胞介素( ＩＬ)￣１３ 对人支气管上皮细胞 ＳＰＤＥＦ 表达的影响及 ＳＰＤＥＦ
在哮喘气道黏液高分泌中的作用ꎮ 方法 　 将人原代支气管上皮细胞(ＮＨＢＥ 细胞)分为对照组、
ＩＬ￣１３ 组及 ＩＬ￣１３ ＋ ＳＰＤＥＦ ｓｉＲＮＡ 组ꎮ 培养 ２８ 天后ꎬ收集 ＮＨＢＥ 细胞并提取总 ＲＮＡꎬ采用实时荧光

定量聚合酶链反应检测 ＮＨＢＥ 细胞 ＳＰＤＥＦ、粘蛋白 ＭＵＣ５ＡＣ 及 ＭＵＣ５Ｂ ｍＲＮＡ 的表达水平ꎬ流式细

胞术检测 ＭＵＣ５ＡＣ 阳性细胞数量和免疫荧光强度ꎬ免疫荧光染色检测粘蛋白 ＭＵＣ５ＡＣ 和 ＭＵＣ５Ｂ
的表达水平ꎮ 结果　 ＩＬ￣１３ 组 ＮＨＢＥ 细胞 ＳＰＤＥＦ 和 ＭＵＣ５ＡＣ ｍＲＮＡ 的表达水平、ＭＵＣ５ＡＣ 阳性细

胞数量和免疫荧光强度均明显高于对照组(Ｐ < ０. ００１)ꎬ而 ＭＵＣ５Ｂ ｍＲＮＡ 的表达水平明显低于对

照组(Ｐ < ０. ０５)ꎻ ＩＬ￣１３ ＋ ＳＰＤＥＦ ｓｉＲＮＡ 组 ＮＨＢＥ 细胞 ＳＰＤＥＦ 和 ＭＵＣ５ＡＣ ｍＲＮＡ 的表达水平、
ＭＵＣ５ＡＣ 阳性细胞数量和免疫荧光强度均明显低于 ＩＬ￣１３ 组(Ｐ < ０. ００１)ꎻＩＬ￣１３ ＋ ＳＰＤＥＦ ｓｉＲＮＡ 组

ＭＵＣ５Ｂ ｍＲＮＡ 的表达水平明显低于对照组(Ｐ < ０. ０５)ꎮ ＩＬ￣１３ 组 ＮＨＢＥ 细胞 ＭＵＣ５ＡＣ 的表达水平

明显高于对照组和 ＩＬ￣１３ ＋ ＳＰＤＥＦ ｓｉＲＮＡ 组ꎬ而ＭＵＣ５Ｂ 的表达水平低于对照组ꎮ 结论　 ＩＬ￣１３ 可能

通过诱导人支气管上皮细胞 ＳＰＤＥＦ 上调ꎬ促进气道粘蛋白 ＭＵＣ５ＡＣ 的高表达ꎬ引起哮喘气道黏液

高分泌ꎮ
[关键词] 　 哮喘ꎻ　 白细胞介素￣１３ꎻ　 ＳＰＤＥＦꎻ　 黏液分泌
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[Ａｂｓｔｒａｃｔ] 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ( ＩＬ)￣１３ ｏｎ ＳＰＤＥＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｈｕｍａｎ ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｒｏｌｅ ｏｆ ＳＰＤＥＦ ｉｎ ａｉｒｗａｙ ｍｕｃｕｓ ｈｙｐｅｒｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｔｈｍａ. Ｍｅｔｈｏｄｓ
Ｎｏｒｍａｌ ｈｕｍａｎ ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ(ＮＨＢＥ) ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬＩＬ￣１３ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＩＬ￣１３ ＋
ＳＰＤＥＦ ｓｉＲＮＡ ｇｒｏｕｐ. Ａｆｔｅｒ ２８ ｄａｙｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅꎬＮＨＢＥ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ.
Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＰＤＥＦꎬＭＵＣ５ＡＣ ａｎｄ
ＭＵＣ５Ｂ ｍＲＮＡ ｉｎ ＮＨＢＥ ｃｅｌｌｓ. Ｎｕｍｂｅｒｓ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ＭＵＣ５ＡＣ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ. Ｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｕｃｉｎ ＭＵＣ５ＡＣ ａｎｄ ＭＵＣ５Ｂ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｉｍｍｕｎｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＰＤＥＦ ａｎｄ ＭＵＣ５ＡＣ ｍＲＮＡꎬｎｕｍｂｅｒｓ ａｎｄ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ＭＵＣ５ＡＣ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＩＬ￣１３ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ
ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ(Ｐ < ０. ００１)ꎬｗｈｉｌｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＭＵＣ５Ｂ ｍＲＮＡ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ
ｔｈａｔ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ(Ｐ < ０. ０５). Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＰＤＥＦ ａｎｄ ＭＵＣ５ＡＣ ｍＲＮＡꎬｎｕｍｂｅｒｓ ａｎｄ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ＭＵＣ５ＡＣ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＩＬ￣１３ ＋ ＳＰＤＥＦ ｓｉＲＮＡ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ＩＬ￣１３ ｇｒｏｕｐ(Ｐ <０. ００１). Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＭＵＣ５Ｂ ｍＲＮＡ ｉｎ ＩＬ￣１３ ＋ ＳＰＤＥＦ ｓｉＲＮＡ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ < ０. ０５). Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＭＵＣ５ＡＣ ｉｎ ＮＨＢＥ ｃｅｌｌｓ
ｉｎ ＩＬ￣１３ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＩＬ￣１３ ＋ ＳＰＤＥＦ ｓｉＲＮＡ ｇｒｏｕｐꎬｗｈｉｌｅ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＭＵＣ５Ｂ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＩＬ￣１３ ｍａｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ
ｈｙｐｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｕｃｉｎ ＭＵＣ５ＡＣ ｂｙ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｔｈｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＰＤＥＦ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓꎬｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ａｉｒｗａｙ ｍｕｃｕｓ ｈｙｐｅｒｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｔｈｍａ.
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　 　 黏液过度分泌是气道慢性炎症性疾病(包括支气

管哮喘、慢性阻塞性肺疾病、支气管扩张及肺囊性纤维

化等)的主要临床特征之一[１]ꎮ 气道黏液分泌过多与

呼吸道感染频率增加、感染持续时间延长及肺功能下

降有关[２]ꎮ 黏液栓堵塞气道也是引起致死性哮喘的

主要原因[３]ꎮ 气道黏液由黏膜上皮和黏膜下腺体中

的黏液分泌细胞产生ꎬ其主要来源是杯状细胞ꎮ 高分

子粘蛋白 ＭＵＣ５ＡＣ 和 ＭＵＣ５Ｂ 是气道黏液的主要组成

成分ꎬ杯状细胞的过度增生和 ＭＵＣ５ＡＣ 表达上调是哮

喘气道黏液过度分泌的主要特征[４]ꎮ 目前已有研究

结果证实ꎬ辅助性 Ｔ 细胞 ２(Ｔｈ２)细胞因子白细胞介素

(ＩＬ)￣１３ 介导杯状细胞增生ꎬ且在过敏原引起的气道

炎症和气道黏液过度分泌中发挥重要作用[５]ꎮ 含有

ＳＡＭ 尖端结构域的 ＥＴＳ 转录因子(ＳＰＤＥＦ)是粘蛋白

表达的关键转录调控因子ꎬ其参与 Ｔｈ２ 炎症反应介导

的杯状细胞分化ꎬ在调节黏液的产生过程中起关键作

用[６]ꎮ 本研究通过观察 ＩＬ￣１３ 对人支气管上皮细胞

ＳＰＤＥＦ 表达的影响ꎬ旨在探讨 ＳＰＤＥＦ 在哮喘气道黏液

过度分泌中的作用ꎮ

材料与方法

１. 材料:人原代支气管上皮(ＮＨＢＥ)细胞购于美

国标准生物品收藏中心(ＡＴＣＣ)ꎬＢＥＧＭ 培养基(瑞士

Ｌｏｎｚａ 公司)、胎牛血清( ＦＢＳ)、胰酶 (美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司)、重组的人 ＩＬ￣１３ 细胞因子(美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公司)、
转染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ (美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)、
ＳＰＤＥＦ ｓｉＲＮＡ(中国 ＲｉｂｏＢｉｏ 公司)、Ｏｐｔｉ￣ＭＥＭ 培养基、
ＭＵＣ５ＡＣ 抗体(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司)、ＭＵＣ５Ｂ 抗

体(美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司)、荧光二抗 ４８８、荧光二抗

５６８、ＳＰＤＥＦ、ＭＵＣ５ＡＣ 及 ＭＵＣ５Ｂ 引物、逆转录试剂盒、
ＳＹＢＲ 实时荧光定量试剂(日本 ＴａＫａＲａ 公司)、ＲＮＡ /
ＤＮＡ /蛋白提取纯化试剂盒(加拿大 ＮＯＲＧＥＮ 公司)ꎮ

２. 方法

(１)细胞培养和模型制作:将 ＮＨＢＥ 细胞均匀地

种植于 ６ 孔板内ꎬ分为对照组、ＩＬ￣１３ 组及 ＩＬ￣１３ ＋ ＳＰＤＥＦ
ｓｉＲＮＡ组ꎬ每组３ 孔ꎮ 每孔加入２ ｍｌ 含１０％ ＦＢＳ 的ＢＥＧＭ
培养基ꎬ待细胞融合约 ９０％左右ꎬ参照操作说明书使用

转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 将 ＳＰＤＥＦ ｓｉＲＮＡ 转染至

ＩＬ￣１３ ＋ ＳＰＤＥＦ ｓｉＲＮＡ 组 ＮＨＢＥ 细胞内ꎬ对照组和 ＩＬ￣１３
组均加入同体积的转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ ＋阴性

对照 ｓｉＲＮＡ 混合物ꎬ３ 组均更换为无血清的 Ｏｐｔｉ￣ＭＥＭ
培养基ꎮ ２４ ｈ 后ꎬ去除转染试剂和培养基ꎬ并将细胞转

移至 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 培养小室内ꎬ上层小室加 １５０ μｌ 培养

基ꎬ下层小室加 ６００ μｌ 培养基ꎬ置于 ３７ ℃恒温培养箱

内ꎮ 待细胞完全融合(约 ２ ~ ３ 天)时ꎬ即开始细胞的

气液界面培养(去除 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 培养小室的上层培养

基ꎬ规律更换小室下层培养基)ꎮ 从培养的第 ２１ 天开

始ꎬ在 ＩＬ￣１３ 组和 ＩＬ￣１３ ＋ ＳＰＤＥＦ ｓｉＲＮＡ 组的下层培养

基中加入人 ＩＬ￣１３(１０ ｎｇ / ｍｌ)并持续干预细胞 ７ 天ꎬ至
培养第 ２８ 天时ꎬ将第 １ 孔的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞进行胰酶

消化ꎬ收集细胞ꎬ参照 ＲＮＡ / ＤＮＡ /蛋白提取纯化试剂

盒的说明书进行操作ꎬ提取细胞中总 ＲＮＡꎬ置于 － ８０ ℃
冰箱保存备用ꎮ 第 ２ 孔的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞进行流式细

胞术检测ꎬ第 ３ 孔的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞进行固定及免疫荧

光染色ꎮ
(２)实时荧光定量聚合酶链反应( ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ)

检测 ＳＰＤＥＦ、ＭＵＣ５ＡＣ 及 ＭＵＣ５Ｂ ｍＲＮＡ 的表达:将提

取的 ３ 组细胞总 ＲＮＡ 分别进行浓度测定ꎬ然后按照逆

转录试剂盒说明书进行逆转录ꎬ合成模板 ｃＤＮＡꎮ 按

照 ＳＹＢＲ ＰＣＲ 试剂盒说明书进行 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎬ反应

条件为:反应体系共 １０ μｌꎬ扩增条件:５０ ℃ ２ ｍｉｎꎻ
９５ ℃ ２ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １５ ｓꎻ６０ ℃ １ ｍｉｎꎬ共 ４０ 个循环ꎮ

(３)流式细胞术检测 ＭＵＣ５ＡＣ 阳性细胞数量和免

疫荧光强度:细胞消化后计数ꎬ用新鲜配制的 ４％多聚

甲醛固定液(ＰＦＡ)固定ꎬ冰上放置 １０ ｍｉｎꎬ磷酸盐缓冲

液(ＰＢＳ)洗涤后将细胞重悬于通透液中 ３０ ｍｉｎꎬ再孵

育 ＭＵＣ５ＡＣ 抗体约 １ ｈꎬ并设置同型对照ꎬ上机检测ꎮ
(４)免疫荧光染色检测粘蛋白的表达水平:采用

Ｃａｒｎｏｙ’ｓ 固定液将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上层小室固定 ３０ ｍｉｎꎬ再
采用 ＰＢＳ￣Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 透化 ２０ ｍｉｎꎬ５％ 山羊血清封闭

３０ ｍｉｎꎬ加一抗于 ４ ℃孵育过夜ꎬ第 ２ 天避光孵育荧光

二抗及 ＤＡＰＩ 染核ꎬ再用 １％ ＰＦＡ 固定ꎬ防荧光淬灭剂

封片ꎬ在共聚焦显微镜下进行观察拍照ꎮ
３. 统计学处理:应用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 和 ＳＰＳＳ

２１. ０ 软件进行统计分析ꎬ流式细胞数据采用 ＦｌｏｗＪｏ 软

件进行分析作图ꎮ 符合正态分布的计量资料以 􀭰ｘ ± ｓ
表示ꎬ３ 组间比较采用单因素方差分析ꎮ 以 Ｐ < ０. ０５
为差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

１. ３ 组 ＮＨＢＥ 细胞 ＳＰＤＥＦ、ＭＵＣ５ＡＣ 及 ＭＵＣ５Ｂ
ｍＲＮＡ 表达水平的比较:ＩＬ￣１３ 组 ＮＨＢＥ 细胞 ＳＰＤＥＦ
和 ＭＵＣ５ＡＣ ｍＲＮＡ 的表达水平均明显高于对照组

(Ｐ < ０. ００１)ꎬ而 ＭＵＣ５Ｂ ｍＲＮＡ 的表达水平明显低于

对照组(Ｐ < ０. ０５)ꎻＩＬ￣１３ ＋ ＳＰＤＥＦ ｓｉＲＮＡ 组 ＮＨＢＥ 细

胞 ＳＰＤＥＦ 和 ＭＵＣ５ＡＣ ｍＲＮＡ 的表达水平均明显低于

ＩＬ￣１３ 组(Ｐ < ０. ００１)ꎬ而两组 ＭＵＣ５Ｂ ｍＲＮＡ 的表达水

平比较差异无统计学意义(Ｐ > ０. ０５)ꎻＩＬ￣１３ ＋ ＳＰＤＥＦ
ｓｉＲＮＡ 组 ＭＵＣ５Ｂ ｍＲＮＡ 的表达水平明显低于对照组

(Ｐ < ０. ０５)ꎬ而两组 ＳＰＤＥＦ、ＭＵＣ５ＡＣ ｍＲＮＡ 的表达水
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平比较差异均无统计学意义(Ｐ > ０. ０５)ꎮ 见表 １ꎮ

表 １　 ３ 组 ＮＨＢＥ 细胞 ＳＰＤＥＦ、ＭＵＣ５ＡＣ 及 ＭＵＣ５Ｂ ｍＲＮＡ
表达水平的比较(ｎ ＝ ３ꎬ􀭰ｘ ± ｓ)

组别 ＳＰＤＥＦ ｍＲＮＡ ＭＵＣ５ＡＣ ｍＲＮＡ ＭＵＣ５Ｂ ｍＲＮＡ

对照组 １６. ３９ ± ５. ３４ １. ３２ ± ０. ８０ １０４. ４１ ± １０. ６５ｄ

ＩＬ￣１３ 组 ２６０. ７３ ± １３. ６８ａｃ ７７. ７８ ± ７. ２７ａｃ ６８. ２３ ± ２. ３０ｂ

ＩＬ￣１３ ＋ ＳＰＤＥＦ
ｓｉＲＮＡ 组

１１. ４６ ± １. ７０ ０. ７１ ± ０. ４３ ５６. ２３ ± ９. ７７

　 　 注:与对照组比较ꎬａＰ < ０. ００１ꎬｂＰ < ０. ０５ꎻ与 ＩＬ￣１３ ＋ ＳＰＤＥＦ ｓｉＲＮＡ
组比较ꎬｃＰ < ０. ００１ꎬｄＰ < ０. ０５

　 　 ２. ３ 组 ＮＨＢＥ 细胞中 ＭＵＣ５ＡＣ 阳性细胞数量和

免疫荧光强度比较:ＩＬ￣１３ 组 ＭＵＣ５ＡＣ 阳性细胞数量

和免疫荧光强度均明显高于对照组(Ｐ <０. ００１)ꎻＩＬ￣１３ ＋
ＳＰＤＥＦ ｓｉＲＮＡ 组 ＭＵＣ５ＡＣ 阳性细胞数量和免疫荧光

强度均明显低于 ＩＬ￣１３ 组(Ｐ < ０. ００１)ꎻ而对照组和

ＩＬ￣１３ ＋ ＳＰＤＥＦ ｓｉＲＮＡ 组 ＭＵＣ５ＡＣ 阳性细胞数量、免疫

荧光强度比较差异均无统计学意义(Ｐ >０. ０５)ꎮ 见表 ２ꎮ

表 ２　 ３ 组 ＮＨＢＥ 细胞中 ＭＵＣ５ＡＣ 阳性细胞数量

和免疫荧光强度比较(ｎ ＝ ３ꎬ􀭰ｘ ± ｓ)

组别
ＭＵＣ５ＡＣ 阳性细胞

(个)
ＭＵＣ５ＡＣ 免疫荧光强度

(ＭＦＩ)
对照组 ３９６. ００ ± ６６. ４３ １４３. ７０ ± ４. １６
ＩＬ￣１３ 组 ３ ２３６. ００ ± ５１. ２０ａｂ ６１０. ００ ± ２４. ２７ａｂ

ＩＬ￣１３ ＋ ＳＰＤＥＦ
ｓｉＲＮＡ 组

３３９. ７０ ± １８. ６１ １６３. ００ ± １２. １７

　 　 注:与对照组比较ꎬａ Ｐ < ０. ００１ꎻ与 ＩＬ￣１３ ＋ ＳＰＤＥＦ ｓｉＲＮＡ 组比较ꎬ
ｂＰ < ０. ０５

　 　 ３. ３ 组 ＮＨＢＥ 细胞粘蛋白 ＭＵＣ５ＡＣ 和 ＭＵＣ５Ｂ 的

表达水平比较:ＩＬ￣１３ 组 ＮＨＢＥ 细胞 ＭＵＣ５ＡＣ 的表达

水平明显高于对照组ꎬ而 ＭＵＣ５Ｂ 的表达水平低于对

照组ꎮＩＬ￣１３ ＋ ＳＰＤＥＦ ｓｉＲＮＡ组 ＮＨＢＥ 细胞ＭＵＣ５ＡＣ的

表达水平明显低于 ＩＬ￣１３ 组ꎬ而 ＭＵＣ５Ｂ 的表达水平较

ＩＬ￣１３ 组无明显改变ꎮ 见图 １ꎮ

讨　 　 论

支气管哮喘是常见的慢性炎症性呼吸系统疾病ꎬ
其主要特征是气道嗜酸性粒细胞炎症、气道高反应性

及黏液过度分泌[７]ꎮ 通过纤毛在气道上皮细胞的移

动ꎬ将病原体捕获在气道产生的黏液中ꎬ并通过纤毛的

清除功能排出黏液ꎮ 当黏液过度分泌时ꎬ纤毛的清除

能力下降ꎬ导致黏液栓形成堵塞气道ꎬ严重时可诱发致

死性哮喘[８]ꎮ 气道黏液的主要成分是上皮杯状细胞

分泌的粘蛋白ꎬ杯状细胞过度增生和粘蛋白 ＭＵＣ５ＡＣ
异常高表达是导致气道黏液过度分泌的主要机制之

一[９]ꎮ 研究发现ꎬ哮喘患者气道上皮细胞中杯状细胞

的数量大约是健康人群的 ３ 倍[１０]ꎮ
ＩＬ￣１３ 是由 Ｔｈ２ 细胞分泌的多效性细胞因子ꎬ研究

报道 ＩＬ￣１３ 可诱导气道上皮杯状细胞过度增生和黏液

过度分泌ꎬ引起气道阻塞和肺功能障碍ꎬ使用 ＩＬ￣１３ 抑

制剂或敲除编码 ＩＬ￣１３ 的基因后ꎬ气道杯状细胞数量

和粘蛋白 ＭＵＣ５ＡＣ 表达水平均明显降低[１１]ꎮ ＳＰＤＥＦ
是前列腺中表达相对丰富的 ＥＴＳ 家族转录因子之一ꎬ
最初被称为前列腺特异性 ＥＴＳꎬ主要表达于气管、支气

管和腺体的上皮细胞中ꎮ 尘螨暴露和 ＩＬ￣１３ 的存在可

诱导 ＳＰＤＥＦ 表达上调和杯状细胞增生ꎬＳＰＤＥＦ 在 Ｔｈ２
细胞因子和过敏原引起的黏液细胞增生和黏液分泌增

多过程中发挥重要作用[１２￣１３]ꎮ
在本研究中ꎬ我们发现使用 ＩＬ￣１３ 干预 ＮＨＢＥ 细

胞ꎬ可诱导 ＳＰＤＥＦ 表达上调ꎬ并明显增加 ＭＵＣ５ＡＣ 的

表达ꎬ但将 ＳＰＤＥＦ ｓｉＲＮＡ 转染至 ＮＨＢＥ 细胞后ꎬ即使

有 ＩＬ￣１３ 的干预ꎬ上述作用仍被抑制ꎬＳＰＤＥＦ 沉默导致

ＭＵＣ５ＡＣ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达水平进一步下调ꎬ表明

成功抑制了粘蛋白的合成ꎬ进而导致气道上皮杯状细

胞数量减少、黏液ＭＵＣ５ＡＣ分泌量下降ꎬ提示ＳＰＤＥＦ

图 １　 ３ 组 ＮＨＢＥ 细胞粘蛋白 ＭＵＣ５ＡＣ 和 ＭＵＣ５Ｂ 的表达水平比较(ＭＵＣ５ＡＣ、ＭＵＣ５Ｂ 在免疫荧光染色下分别

呈绿色、红色ꎻＡ、Ｄ:对照组ꎻＢ、Ｅ:ＩＬ￣１３ 组ꎻＣ、Ｆ:ＩＬ￣１３ ＋ ＳＰＤＥＦ ｓｉＲＮＡ 组ꎻ免疫荧光染色ꎬ × ２００)
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可能是 ＩＬ￣１３ 诱导 ＭＵＣ５ＡＣ 表达调控的关键因子ꎬ
ＳＰＤＥＦ的下调降低了 ＩＬ￣１３ 诱导的 ＭＵＣ５ＡＣ 表达ꎮ 众

所周知ꎬｓｉＲＮＡ 发挥作用的原理是靶向并降解 ｍＲＮＡꎮ
由于 ｍＲＮＡ 的不断产生ꎬ新生的 ｄｓＲＮＡ 需要反复合成

与降解ꎬ从而持续形成新的 ｓｉＲＮＡꎬ因此ꎬｓｉＲＮＡ 的沉

默作用一般是短暂的ꎬ无法有效评估脱靶效应ꎬ这也是

本研究的不足之处ꎬ在未来临床研究及应用之前ꎬ使用

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统结合特异性和靶细胞特异性进一步

评估脱靶效应十分必要ꎮ
综上所述ꎬ采用 ＩＬ￣１３ 刺激 ＮＨＢＥ 细胞构建哮喘

模型ꎬ转录因子 ＳＰＤＥＦ 和粘蛋白 ＭＵＣ５ＡＣ 均明显上

调ꎬ而抑制 ＳＰＤＥＦ 表达后ꎬＮＨＢＥ 细胞中杯状细胞的

数量和黏液分泌均明显减少ꎬ粘蛋白 ＭＵＣ５ＡＣ 的表达

明显下调ꎬ而对ＭＵＣ５Ｂ 的表达无明显影响ꎬ提示 ＳＰＤＥＦ
是调控 ＩＬ￣１３ 诱导 ＭＵＣ５ＡＣ 过表达的关键转录因子ꎬ
可能参与了哮喘气道黏液过度分泌的发病机制ꎬＩＬ￣１３
通过诱导 ＳＰＤＥＦ 上调ꎬ促进气道粘蛋白 ＭＵＣ５ＡＣ 的

高表达ꎬ引起哮喘气道黏液高分泌ꎮ
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慢性阻塞性肺疾病急性加重合并肺血栓栓塞症

１２ 例临床分析
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[关键词] 　 慢性阻塞性肺疾病急性加重ꎻ　 肺血栓栓塞症ꎻ　 诊断

　 　 慢性阻塞性肺疾病(ＣＯＰＤ)是一种常见的慢性呼吸系统疾

病ꎬ在我国 ４０ 岁以上人群中的患病率高达 １４％ ꎮ 慢性阻塞性

肺疾病急性加重(ＡＥＣＯＰＤ)是 ＣＯＰＤ 患者死亡的重要原因ꎬ对
患者的疾病进程、活动耐力、生活质量及社会经济负担均产生

严重负面影响ꎮ 急性肺血栓栓塞症(ＰＴＥ)是常见的三大致死性

心血管疾病之一[１] ꎮ ＣＯＰＤ 患者处于高凝状态、因慢性缺氧致

血管内皮损伤且合并细小动脉原位血栓ꎬ是 ＰＴＥ 的独立危险因

素ꎮ ＡＥＣＯＰＤ 患者 ＰＴＥ 的发病率和病死率显著增高ꎮ 我们通

过分析 １２ 例 ＡＥＣＯＰＤ 合并 ＰＴＥ 患者的临床资料ꎬ旨在探讨其

临床特征和诊治策略ꎮ
对象与方法

１. 对象:２０１５ 年 １ 月 ~ ２０１８ 年 ８ 月于我科住院且确诊为

ＡＥＣＯＰＤ 合并 ＰＴＥ 的患者 １２ 例ꎮ 根据 ２０１８ 年«中国肺血栓栓

塞症诊治与预防指南»ꎬＰＴＥ 的诊断标准如下:在临床表现和初

步检查提示 ＰＴＥ 的情况下ꎬ完善以下 ４ 项 ＰＴＥ 确诊检查ꎬ其中

１ 项阳性即可明确诊断:ＣＴ 肺动脉造影(ＣＴＰＡ)、核素肺通气 /
灌注显像、磁共振肺动脉造影、肺动脉造影ꎮ ＡＥＣＯＰＤ 的诊断标

准参照 ２０１７ 年«慢性阻塞性肺疾病急性加重诊治中国专家共

识»:既往确诊 ＣＯＰＤ 患者ꎬ主要症状[基线呼吸困难、咳嗽和
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