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#摘要$!目的!探讨哮喘急性发作期患者外周血中 K'$I 细胞的变化及其与哮喘严重程度的关系$

方法!选取轻度急性哮喘患者&重度急性哮喘患者和健康对照者各 $# 名$ 从血清单个核细胞中分离 K

淋巴细胞#流式细胞仪检测阳性 K'$I 细胞率#分析其与哮喘严重程度的关系$ 结果!轻度急性哮喘组和

重度急性哮喘组外周血阳性 K'$I 细胞均较健康对照组增高!Eh#.#& " #而重度哮喘组高于轻度哮喘组

!Eh#.#& " $ 重度哮喘组外周血 7_S$I 水平明显高于轻度哮喘组和健康对照组 !Eh#.#& " $ 外周血中

K'$I 阳性细胞数与急性哮喘严重程度呈正相关 !4m#.JR3 #Eh#.#& " $ 结论!急性哮喘患者外周血

K'$I 细胞表达增加#且与其病情的严重程度呈正相关$

#关键词$! 哮喘%!K'$I 细胞%!白细胞介素S$I %!气道炎症
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!!支气管哮喘 !哮喘 "是慢性持续性气道炎症

疾病 #多种炎性细胞和炎性介质参与其过程 #其

中肥大细胞 -嗜酸性粒细胞 -K淋巴细胞为主要效

应细胞 , 白细胞介素!7_"S$I 是一种前炎症细胞

因子#是 K细胞诱导的炎症反应的早期启动因

素&$S"'

, 近年来新发现一类不同于传统的 K'$ 和

K'" 细胞的前炎症性 K辅助细胞#命名为 K'$I 细

胞#可诱导产生 7_S$I # 7_SR # 肿瘤坏死因子S

"

!KLaS

"

"等细胞因子&%'

, 外周血 K'$I 细胞的改

变是否与哮喘有关#目前尚未见报道 , 因此本研

究观察了不同程度哮喘患者外周血 K'$I 细胞阳

性率#探 讨 其 改 变 是 否 与 哮 喘 及 其 严 重 程 度

有关 ,

AB对象与方法

$.$!研究对象

入选健康自愿者 $# 名#其中男性 R 名#女性

V 名#年龄! %V.& l3." "岁#无吸烟史 -哮喘家族

史 -过敏史 -心肝肾疾病史# 抽血液标本时无感染

性疾病 , 哮喘急性发作期轻度患者 $# 名#其中

男性 & 名 #女性 & 名#年龄 ! %%.R l$#.& "岁 %重

度患者 $# 名#其中男性 R 名#女性 V 名 #平均年

龄! %"." l3.& "岁 , % 组患者之间性别 -年龄差

异无统计学意义!Ep#.#& " #具有可比性 , 哮喘

患者均来自 "##I 年 $" 月到 "##J 年 % 月湖南省

人民医院呼吸科门诊和病房 #在 $ 月内未全身应

用糖皮质激素#均 I" ' 内未吸入或服用糖皮质激

素 -

'

受体兴奋剂 -抗胆碱能类 -抗组胺药物 -白

三烯拮 抗 剂及茶碱类药 物 , 所有患者均符合

"##I 年中华医学会呼吸病学分会哮喘学组制定

的0支气管哮喘防治指南 1诊断标准 , 急性发作

是指喘息 -气急 -咳嗽 -胸闷等症状突然发生 #或

原有症状加重#常有呼吸困难#以呼气流量降低

为其特征#常因接触变应原等刺激物或治疗不当

等所致 , 哮喘急性发作严重程度的判断标准按

照 "##" 年 (全球哮喘防治创议 ) ! M7L6" 方案 ,

轻度发作$步行 -上楼梯时发生气短 #睡觉可以平

卧 #说话可连成句#可有焦虑但尚安静 #呼吸频率

轻度增加#脉搏小于 $##*091 , 重度发作$休息时

即出现气短#端坐呼吸 !不能平卧 " #只能单字说

话 #常有焦虑 -烦躁#大汗淋漓#呼吸频率大于

%# *091#脉搏大于$"#*091 , 本研究经湖南省人民

医院伦理委员会审查批准#所有患者检查前均予

告之本研究性质并签署知情同意书 ,

$."!方法

$.".$!外周血单个核细胞 ! ?̀=5"分离 ! a9CD@@

密度梯度离心法 "

无菌条件下抽取健康者和哮喘患者外周血各

$& 0_!肝素抗凝 #每 0_血用 "# Q肝素抗凝 " #

1Ŝ;1W */液 $r$ 稀释外周血 , 以体积比稀释血r

淋巴细胞分离液 m&r% 将稀释血缓慢沿管壁加到

盛有淋巴细胞分离液的无菌离心管 #保持清晰界

面 #室温下 " V## B*091 离心 %# 091#然后小心吸

取白膜层细胞#用 & 倍体积 1Ŝ;1W * /液稀释白

膜层细胞悬液#% 3## B*091离心 $# 091#1Ŝ;1W * /

液洗涤离心 ! $ &## B*091#$# 091 " #再用 \?=7$RV#

培养基洗涤离心 ! $ &## B*091#$# 091 " #最后加入

含 $#]胎牛血清#" 00D@*_谷胺酰氨#$## Q*0_

青霉素#$## Q*0_链霉素和 &#

!

<*0_的植物血

凝素! ?̂ 6"的 \?=7$RV# 培养基 !完全培养基 " #

制成 ?̀=5细胞悬液 ,

$."."!K淋巴细胞分离

取上述轻度哮喘患者 -重度哮喘患者和健康

对照者的 ?̀=5悬液接种于 "& 0_培养瓶#于

%I i #饱和湿度#含 &] 5Z

"

的培养箱中培养V '#

取悬浮细胞# $ &## B*091 离心 $# 091#加入 \?S

=7$RV# 培养基#重悬细胞 , 取 "#

!

_细胞悬液加

"#

!

_台盼蓝#计数细胞#调节细胞浓度为 " k

$#

R

*0_,

#%$
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$.".%!破膜

上述各组细胞 $ ### B*091 离心 $# 091 #弃上

清#加入 &##

!

_预冷 ! V i "固定液 , 室温孵育

$# 091 #$ ### B*091 离心 $# 091#弃上清 #加入

?̀ F 洗涤 $ 次#$ ### B*091 离心 $# 091 #弃上清#

加入 $.& 0_破膜剂# 室 温孵育 $# q$& 091 #

$ ### B*091离心 & 091 #弃上清 #加入适量破膜剂

重悬细胞 ,

$.".V!流式细胞仪检测 K'$I 细胞表达率

每组各取 $##

!

_细胞悬液至流式管中#加入

"#

!

_a7K5标记的 ;1(9S'G0;1 7_S$I #混匀后于室

温避光孵育 $& 091 , 在每管中加入 V##

!

_?̀F

稀释后#流式细胞仪检测 K'$I 细胞表达率 ,

$.".&!外周血 7_S$I 的测定

同时采集所有受试者外周血 " q% 0_#离心

后分离血清# 4I# i冷冻保存 , 7_S$I 检测采用

酶联免疫吸附试验 ! T_7F6" #使用人 7_S$I 试剂

盒 !美国 9̀D/DGC2公司 " #严格按试剂盒说明书

操作 ,

$.".R!统计学处理

采用 F?FF$$.# 统计软件包进行数据处理#数

据以均数 l标准差 ! Cl:"表示 , 多个样本均数

比较采用 ^检验 %组间参数两两比较采用 _F>S%

检验 , 用直线相关分析探讨两因素之间相关关

系 , Eh#.#& 为差异有统计学意义 ,

GB结BB果

".$!各组外周血中 K'$I 细胞表达率

测 得 健 康 对 照 组 K'$I 细 胞 表 达 率 为

%#.I"] l$.J"] #轻度哮喘组 -重度哮喘组 K'$I

细 胞 表 达 率 分 别 为 V#.#R] l $.I&] 和

RV.%R] lV.%R] #均高于 6组 ! Eh#.#& " %重度

哮喘 组 表 达 率 高 于 轻 度 哮 喘 组 ! E h#.#& #
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图 AB流式细胞图示外周血中D.A\ 细胞表达率' 6$空白对照组% $̀重度哮喘组% 5$轻度哮喘组% >$健康对照组,

I*-KAB4$139#1%&&9%@(/#%<$#'/ 1.%@*+- D.A\ ($991*+.3<"+)$'*).$'"9>9%%2K6$ @̀;1W CD1(BD@<BDG)% $̀ F2P2B2;CG(2;/('S

0;<BDG)% 5$ =9@A ;CG(2;/('0;<BDG)% >$ 2̂;@('-CD1(BD@<BDG).
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图 GB各组外周血单个核细胞中 D.A\ 细胞表达率的比较

%* Z+",[AT&' 与健康对照组比较#

!

Eh#.#&%与轻

度哮喘组比较#n Eh#.#&,

I*-KG B0%<)"'*1%+%&D.A\ ($991*+.3<"+)$'*).$'"9

>9%%2"<%+- #.$M -'%3)1% * Z+",[AT&K5D0S

);B2A O9(' ('2'2;@('-CD1(BD@/#

!

Eh#.#&% CD0S

);B2A O9(' ('209@A ;CG(2;/('0;<BDG)# n Eh#.#&.

"."!各组外周血中7_S$I 水平

重度哮喘组外周血 7_S$I 水平为 ! $V".3$ l

$&.%I " 1<*0_#高于健康对照组! V$."J l".&R "

1<*0_和轻度哮喘组 ! I".I& l%.JV " 1<*0_水

平 #且差异有统计学意义!Eh#.#& #图 % " ,
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图 MB各组外周血中 7H;A\ 水平比较%* Z+",[AT&' 与健

康对照组比较#

!

Eh#.#&% 与轻度哮喘组比较# nEh

#.#&,

I*-KMB0%<)"'*1%+%&#.$9$S$91%&7H;A\ *+.3<"+)$'*).;

$'"9>9%%2"<%+- #.$M -'%3)1% * Z+",[AT&K

5D0);B2A O9(' ('2'2;@('-CD1(BD@/#

!

Eh#.#&%

CD0);B2A O9(' ('209@A ;CG(2;/('0;<BDG)# n Eh

#.#&.

".%!K'$I 细胞表达与哮喘严重程度及 7_S$I 水平的

相关性

直线相关分析表明 $外周血中 K'$I 细胞表

达与哮喘严重程度呈正相关 ! 4m#.JR3 # Eh

#.#& " , 哮喘越严重#外周血中 K'$I 细胞表达率

越高 , 外周血中 7_S$I 水平与哮喘严重程度呈正

相关 ! 4m#.3&R #Eh#.#& " %外周血中 K'$I 细

胞表达与外周血中 7_S$I 水平呈正相关 ! 4m

#.3"$ #Eh#.#& " ,

MB讨BB论

哮喘是一种慢性 -非特异性的气道炎症性疾

病 #多种组织细胞和炎症细胞参与哮喘炎症的发

生发展&%'

#其中 K淋巴细胞起关键作用,

7_S$I 即细胞毒性 K细胞抗原 J ! C-(D(D+9CK

@-0)'DC-(2;//DC9S;(2A ;1(9<21 J # 5K_6J "

&V'

, 目前

研究普遍认为$7_S$I 与多种炎症因子和前纤维

化细胞因子相关&&SR'

, 7_S$I 本身具有强大的趋

化并激活中性粒细胞的作用 #还可诱导核因子

LaS

(

#̀7_SR #7_SJ 和细胞间黏附分子的表达#具

有与 7_S$ 及 KLaS

"

的协同作用#放大其炎症效

应#参与哮喘等炎症性疾病的发生发展&I'

, 近来

大量研究&JS3'发现$一种新的活化的 5>V

b

K细胞

亚群+++K'$I 细胞亚群在慢性气道炎症性疾病

的发生发展中发挥着重要作用, 在炎症起始阶

段#这类细胞能大量分泌 7_S$I #引起进一步的炎

症因子级联反应&$#'

,

7_S$I 是哮喘发病相关细胞因子网络的重要

成员之一 #且间接参与哮喘气道重构#而 K'$I 细

胞亚群能诱导产生 7_S$I 且并不依赖于 K'$ 和

K'" 细胞亚群, 因此笔者推测$外周血 K'$I 细

胞的改变与哮喘有关 , 检测外周血中 K'$I 细胞

可能成为一种临床上判断急性哮喘患者病情程

度的新方法#从而对指导治疗起一定的作用, 本

研究以 a9CD@@密度梯度离心法分离 ?̀=5#经贴壁

后获取淋巴细胞 #应用 a7K5标记的 ;1(9S'G0;1

7_S$I 染色 #流式细胞仪检测 K'$I 细胞表达率 ,

结果发现$轻重度急性哮喘患者 K'$I 细胞表达

率均高于健康对照组#且重度患者增高更明显

!Eh#.#& " , 进行直线相关分析后发现 $外周血

中 K̂ $I 细胞表达与哮喘严重程度呈正相关!4m

#.JR3 #Eh#.#& " #哮喘越严重#外周血中 K'$I

细胞表达越高, 研究同时发现$外周血中 7_S$I

水平与哮喘严重程度呈正相关#而 K'$I 细胞阳

性表达与外周血中 7_S$I 水平呈正相关, 以上结

果提示 K'$I 细胞可能参与哮喘急性加重的病理

生理过程 ,

综上所述 #急性哮喘患者外周血 K'$I 细胞

"%$



急性哮喘患者外周血中K'$I 细胞的变化及其意义!李建民#等

增加#且与其严重程度呈正相关 , 检测外周血

K'$I 细胞对临床上判断急性哮喘患者病情#指

导治疗有一定的作用 , 本研究仅对哮喘急性发

作期患者进行研究 #在将来的工作中还需纳入更

大样本并且对慢性持续期和缓解期哮喘患者展

开研究 #以进一步阐明外周血 K'$I 细胞表达与

急性哮喘的关系及其确切机制 ,
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