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外周血单个核细胞 TNF-α基因表达与哮喘相关表型 *
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摘要 目的：探讨外周血单个核细胞（PBMC）TNF-α基因 mRNA表达与哮喘严重程度、临床病理及相关影响因素的关系。方法：采
用实时荧光定量 PCR技术检测 67例哮喘病人和 25例健康对照 PBMC中 TNF-α mRNA表达水平，分析其与哮喘控制程度、血
浆 TNF-α浓度、嗜酸性粒细胞百分比（EOS%）、血浆总 IgE浓度和哮喘相关影响因素的关系。结果：经方差分析和 SNK-q检验，哮
喘未控制组 PBMC中 TNF-α mRNA表达水平高于正常组（P < 0.01）、控制组（P < 0.01）和部分控制组（P < 0.05）。相关分析显示哮
喘病人 TNF-α mRNA表达与血浆 TNF-α浓度和 EOS%呈正相关，相关系数分别为 r = 0.584（P <0.01）和 r = 0.29（P < 0.05），有吸
烟史的哮喘病人 TNF-αmRNA表达水平高于非吸烟病人（P < 0.05）。结论：哮喘病人 PBMC中 TNF-α mRNA表达水平与哮喘的
控制程度呈负相关，与血浆 TNF-α浓度呈正相关，PBMC中 TNF-α mRNA表达水平与血浆 TNF-α浓度可作为哮喘控制程度的
参考指标。
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ABSTRACT Objective: To observe the association of TNF-α mRNA expression in peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
with asthma severity, clinicopathology and asthma-related infuence factors. Methods: The relative expression levels of TNF-α mRNA in
PBMC were detected by real time fluorescence quantitive PCR from 67 asthma patients with diverse severities and 25 healthy controls.

The results were compared among groups and the correlation analysis were performed between the expression levels of TNF-α mRNA in
PBMC with the levels of plasma TNF-α, the percentage of peripheral blood eosinophils (EOS%), the levels of total plasma IgE, and
asthma-related influence factors. Results: The relative expression levels of TNF-α mRNA in PBMC in uncontrolled asthma patients were
higher than that in healthy controls (P < 0.01), controlled asthma patients (P < 0.01), and partly controlled asthma patients (P < 0.05).

Pearson product-moment correlation analysis showed that TNF-α mRNA expression in PBMC were correlated with plasma TNF-α and
EOS% with r = 0.584 (P < 0.01) and r = 0.29 (P < 0.05) respectively. The relative expression levels of TNF-α mRNA in patients with
positive smoking history were higher than those in patients with no smoking history. Conclusion: The relative expression levels of

TNF-α mRNA in PBMC were negatively correlated to the levels of asthma control, and were positively correlated to plasma TNF-α.
Both the expression levels of TNF-α mRNA in PBMC and plasma TNF-α could be potential makers for management of asthma.
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前言

哮喘是一种由多种炎性细胞和细胞因子参与的、以可逆性
气道阻塞和气道反应性增高 （airway hyperresponsiveness,

AHR）为主要临床特点的气道炎症性疾病，受遗传因素的影响。

肿瘤坏死因子 -α（tumor necrosis factor-α, TNF-α）是一种主要
由巨噬细胞和单核细胞产生的促炎细胞因子，参与正常炎症反

应和免疫反应，与哮喘及多种炎症性疾病的发病密切相关，气

道局部（肺泡灌洗液、诱发痰、支气管粘膜活检组织）TNF-α基
因表达增高可能是导致哮喘加重和 AHR的重要因素[1-3]。某些
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Primers Primers sequence Amplification product

TNF-α (F) 5'- TACCGGCATTATTGGAGTGA -3'
98 bp

TNF-α (R) 5'- GTGTTCTGTT TCTCCTGGCA -3'

β-actin (F) 5'- GGCATCCACGAAACTACCTT -3'
136 bp

β-actin (R) 5'- TGATCTCCTTCTGCATCCTG -3'

表 1实时荧光定量 PCR引物序列

Table 1 Primers used in real-time fluorescent quantitative PCR

前瞻性研究显示，以 TNF-α为靶点的抗炎治疗可使部分重症
哮喘的肺功能及生活质量得到明显改善 [4,5]，而后期的研究显

示，这一治疗措施可能给患者带来巨大的风险[6,7]。因而，如何根
据哮喘相关表型的变化选择获益人群成为了目前研究的重点。
Berry等认为外周血单个核细胞（Peripheral blood mononuclear

cell, PBMC）中 TNF-α轴（膜结合 TNF-α、TNF受体 1和 TNF-α
转换酶）表达增高与哮喘的严重程度密切相关，是抗 TNF-α治
疗获益的重要参考指标[5]，类似研究在国内尚未见报道。本研究
采用实时荧光定量 PCR 技术，对不同控制程度哮喘病人

PBMC中 TNF-α mRNA表达进行定量分析，探讨其与哮喘临
床病理间的关系，为哮喘的诊治提供新的思路。

1 材料和方法

1.1 研究对象

选择 2008年 12月 -2011年 6月在青岛市立医院门诊就

诊或住院的成人哮喘 67例，年龄 20-75岁，其中女性 36例，男

性 31人，依据 2008年中华医学会支气管哮喘防治指南[8]哮喘

控制程度的分级标准分为控制组（n = 23）、部分控制组（n = 23）
和未控制组（n = 21）。具体分级标准：①控制组，满足如下所有
条件：白天无症状或白天症状≤2次 /周，夜间无症状或憋醒，
无活动受限，不需缓解药物治疗或缓解药物治疗≤2次 /周，
FEV1≥80%预计值，无急性加重；②部分控制组，是指出现以下
任何一项：白天症状＞2次 /周，夜间症状或憋醒次数≥1次 /

周，活动受限≥1次 /周，需缓解药物治疗＞2次 /周，FEV1＜
80%预计值，急性加重≥2次 /年；③未控制组，是指任意一周
内出现部分控制指标≥3项或发生 1次急性加重。所有哮喘病
人均排除其他心、肺、肝、肾、糖尿病、免疫系统疾病、炎性肠病
及 HLA相关疾病，1月内无口服或静脉应用糖皮质激素史。对
照组 25人，为健康志愿者，其中女性 13人，男性 12 人，年龄

21-65岁，均无哮喘家族史及典型过敏史。所有参加本研究者均
获知情同意，本研究获青岛市市立医院伦理委员会通过，符合

2008年修正版《赫尔辛基宣言》。
1.2 方法

1.2.1 标本收集和资料收集 受试对象采集空腹外周静脉血 10

ml，EDTA-K2抗凝，测定单个核细胞中 TNF-α mRNA的表达

水平、血浆 TNF-α浓度、外周血嗜酸性粒细胞百分比（Percent-
age of peripheral blood eosinophils, EOS%）和血浆总 IgE浓度。
记录测定结果并将病人的性别、年龄、哮喘家族史、过敏史、吸
烟史、起病时间、夜间哮喘发作等临床病理资料一并录入
SPSS17.0统计软件。
1.2.2 外周血单个核细胞 RNA提取 6 mL EDTA-K2抗凝血加

PBS缓冲液 10 mL充分混匀，取淋巴细胞分离液 10 mL加入容

积为 50 mL Rnase-free离心管中，将 PBS混匀的血液匀浆沿管

壁缓慢加入淋巴细胞分离液中，以 1800 r/min水平离心 30分

钟，吸取淋巴细胞层约 5-6 mL置于 20 mL的离心管中，加等量

的 PBS混匀后 3000 r/min离心 10分钟，弃去上清液，留细胞沉

淀，应用美国 Promega公司 RNA提取试剂盒，严格按照说明书

提取外周血单核细胞总 RNA。
1.2.3 RNA质量检测 提取后的 RNA应用微量核酸蛋白测定

仪（Nanovue, GE, USA）进行定性、定量分析，OD280/OD260在
1.8-2.1之间为初步合格，进而通过 Agilent 2100 Bioanalyzer进

行电泳和凝胶成像，自动计算 RNA完整性（RIN值），RIN值≥
7.8示完整性较好，可用于下游实时定量 PCR扩增，合格标本

置于 -80℃冰箱保存备用。
1.2.4 cDNA第一链合成 使用 Quantscript RT cDNA第一链合

成试剂盒（TIANGEN，中国），反应总体积为 20 μL，包括：总
RNA 2 μL（≥100 ng），10×RT mix 2 μL，2.5 mM dNTP 2 μL，
Oligo-dT15引物 2 μL，Reverse Transcriptase 1 μL，以灭菌双蒸
水补足至 20 μL，37℃孵育 60分钟。
1.2.5 实时荧光定量 PCR 每个样品目的基因检测取 3个重复，

以 β-actin作为内参基因，SYBR Green染色，根据 NCBI Gen-
Bank中 TNF-α mRNA和 β-actin mRNA序列，利用 Premier 5.0

软件设 PCR引物，由上海金瑞斯公司合成（表 1）。PCR反应体
系总体积 20 μL，包括：2.5×Realmastermix 9 μL（TIANGEN，中
国），上下游引物（10μM）各 0.5 μL，cDNA模板 2 μL，以灭菌双
蒸水补足至 20 μL。PCR反应条件：95℃预变性 2分钟，随后按
95℃变性 20秒，60℃退火 30秒，68℃延伸 40秒，共循环 35

次。以上反应在 eppendof Mastercycler ep realplex实时荧光定
量 PCR仪（德国）完成。

1.2.6 血浆总 IgE 浓度和外周血嗜酸性粒细胞计数百分比

（EOS%）血浆总 IgE浓度采用放射比浊法进行检测，经对数

（log10） 转换成正态资料；EOS%采用全自动血细胞分析仪

COULTER LH 750（Beckman, USA）进行检测。

1.2.7 血浆 TNF-α浓度测定 使用美国 BIO-RAD伯乐酶标仪，
采用双抗体夹心酶联免疫吸附法（ELISA）检测血清 TNF-α浓
度，TNF-α试剂盒购自 R&D Systems Inc（USA），严格按照说明
书进行操作。
1.3 统计学分析
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注：EOS%：外周血嗜酸性粒细胞百分比。F = 19.78～77.58, df = 91, P < 0.01；进一步 SNK-q检验，与对照组相

比，▲P < 0.01；与控制组相比，★P < 0.01；与部分控制组相比，▼P < 0.05.

Note: EOS%: peripheral blood eosinophil percentage. F = 19.78～77.58, df = 91,★P < 0.01; further SNK-q tests,

▲P < 0.01 vs Normal group;★P < 0.01 vs Controled group;★P<0.05 vs Partly controlled group.

Variables Normal group Controled group Partly controlled group Uncontroled group

Cases(F/M) 25(14/11) 21(11/10) 23(13/10) 23(12/11)

TNF-α mRNA (2 -△CT) 0.26± 0.10 0.29± 0.11 0.50± 0.14▲★ 0.59± 0.20▲★

Fold change (2 -△△CT) 1.00 1.11 1.92 2.29

Plasma TNF-α (ng/ml) 7.85± 2.52 8.15± 3.06 17.90± 6.78▲★ 53.10± 16.95▲★

EOS% 2.41± 0.94 3.80± 1.15▲ 5.31± 0.98▲★ 5.20± 1.88▲★

Log plasma IgE 1.49± 0.27 2.40± 0.18▲ 2.43± 0.23▲ 2.52± 0.16▲

表 2 哮喘组和对照组 PBMC中 TNF-α mRNA、血浆 TNF-α、EOS%和血浆总 IgE比较
Table 2 The comparison of the levels of TNF-α mRNA in PBMC, plasma TNF-α concentration, peripheral blood eosinophil percentage (EOS%) and total

plasma IgE in asthma and control groups

(A) (B)

图 1实时荧光定量 PCR扩增曲线(A)及熔解曲线(B)

Fig.1 The amplification curve(A) and melting curve(B) of real time fluorescence quantitive PCR.

使用 SPSS17.0统计软件进行统计分析，正态分布或对数

转换后成正态分布的连续性计量变量用 x± s表示，两样本组
间均数比较采用 Student-t检验；多样本均数比较采用方差分析

（F检验），两两比较采用 SNK法检验；采用 Pearson线性相关

分析比较正态变量间相关性，计算相关系数 r；P < 0.05表示有

统计学差异。

2 结果

2.1 PBMC中 TNF-α mRNA相对表达水平
本次实验重复样品目的基因的扩增曲线重叠性较好，溶解

曲线呈单峰，表示引物设计合理，无引物二聚体及非特异性扩

增（图 1）。PCR数据分析根据文献资料所述[9]，取 3个重复样品
的平均 CT值作为此样品待测基因的 CT 值，各组中 TNF-α

mRNA 相对表达量以 2 - △CT 表示，△CT ＝（CT TNF-α - CT

β-actin）；以对照组作为基线，采用下列下公式计算各哮喘组
TNF-α mRNA表达差异倍数：folds change ＝ 2 -△△CT，其中△
△CT ＝（CT TNF-α - CT β-actin）哮喘组 -（CT TNF-α - CT

β-actin）对照组。通过计算，哮喘控制组、哮喘部分控制组和哮
喘未控制组 TNF-α mRNA表达量分别为：0.29± 0.16、0.50±
0.14和 0.59± 0.20；fold change分别为 1.11、1.92和 2.29，方差

分析显示各哮喘组和正常对照组间 TNF-α mRNA表达差异有

统计学意义（F = 19.78, df = 91, P < 0.01），进一步 SNK-q检验

示部分控制组和未控制组 TNF-α mRNA表达均高于正常组

和控制组（P < 0.01），未控制组高于部分控制组（P < 0.05）（表

2）。

2.2 血浆 TNF-α、EOS%和血浆总 IgE比较
方差分析显示各哮喘组和正常对照组间血浆 TNF-α 浓
度、EOS%和血浆总 IgE亦存在显著差异（F = 23.46～77.58, df
= 91, P < 0.01）。进一步 SNK-q检验示：部分控制组和未控制组
血浆 TNF-α浓度高于正常组和控制组（P < 0.01），未控制组高
于部分控制组（P < 0.05）；各哮喘组 EOS%和血浆总 IgE 均高

于正常对照组，部分控制组和未控制组血浆 EOS%高于控制组

（P < 0.01），各哮喘组间血浆总 IgE无明显差异（P > 0.05）（表

2）。
2.3 哮喘病人 PBMC中 TNF-α mRNA表达与血浆 TNF-α 浓
度、EOS%和血浆总 IgE的关系
Pearson 积矩相关分析显示：哮喘病人 PBMC 中 TNF-α
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图 2哮喘病人 PBMC中 TNF-α mRNA表达与血浆 TNF-α浓度、
EOS%和血浆总 IgE的相关性

Fig.2 The correlation of the levels of TNF-α mRNA in PBMC with plasma
TNF-α concentration, peripheral blood eosinophil percentage (EOS%),
and total plasma IgE in asthma patients with r = 0.584 (P < 0.01), r = 0.29

(P < 0.05), and r = 0.01(P = 0.93）

mRNA表达与血浆 TNF-α浓度和 EOS%呈正相关，相关系数
分别为 r = 0.584（r2 = 0.342, P < 0.01）和 r = 0.29（r2 = 0.09, P <

0.05），与血浆总 IgE无明显相关（r = 0.01, P = 0.93）（图 2）。

2.4 哮喘病人 PBMC中 TNF-α mRNA表达与哮喘相关影响因
素的关系

本次研究结果显示有吸烟史（≥ 1年）的哮喘病人 PBMC
中 TNF-α mRNA表达高于无吸烟史的哮喘病人，fold change =
1.30，差异有统计学意义（t = 2.236, P < 0.05）。女性病人、有哮喘
家族史、成年发病（≥ 16岁）及有夜间发作的哮喘病人 TNF-α
mRNA表达高于相应的对照组，但差异均无统计学意义（P >

0.05）（表 3）。

3 讨论

哮喘是一种多基因遗传性疾病，发病机制极为复杂，迄今

尚未完全阐明。以吸入糖皮质激素(ICS)和白三烯（LT）拮抗剂
为基础的各种抗炎治疗在哮喘的防治过程中发挥了重要的作

用[10]。鉴于 TNF-α是一种与哮喘密切相关的细胞因子并与哮喘
的某些表型相关，因此，以 TNF-α为靶点的抗炎治疗曾一度引
起人们的兴趣[11]。Howarth和 Berry等研究发现，应用可溶性
TNF-α受体（sTNF-αR）etanercept可降低哮喘病人 AHR，减少
哮喘急性发作次数，改善肺功能和生活质量 [4,5]。Morjaria和
Wenzel等的研究则显示 TNF-α 单克隆抗体治疗哮喘不仅无

益，可能会给病人带来致命的感染，甚至诱发恶变[6,7]。Brightling
在总结了一系列的研究结果后认为，抗 TNF-α治疗可能只对
部分特定表型的哮喘病人有益，如何从错综复杂的哮喘临床病

理变化中筛查获益人群仍是一项巨大的挑战[11]。
TNF-α是人体固有免疫系统重要的细胞因子之一，细胞来

源极为广泛，主要由活化的巨噬细胞、单核细胞和 T淋巴细胞
产生，亦可由 B淋巴细胞、肥大细胞、平滑肌细胞、成纤维细胞、
内皮细胞和表皮细胞等产生，其相对分子质量为 17000，由 157

个氨基酸组成，以二聚体、三聚体和五聚体的形式存在于细胞
外液中，三聚体是成熟型 TNF-α的活性形式。选择 PBMC作为
模型，一方面 PBMC主要由单核巨噬细胞和淋巴细胞组成，是

体内 TNF-α的重要来源；另一方面，PBMC是全身免疫系统的
重要组成部分，其数量增加或活性增强是系统性炎症激活的重

要标志，可能是哮喘病人全身炎症反应的一种表现。
本研究结果显示：未控制组和部分控制组的哮喘病人

PBMC中 TNF-α mRNA水平及血浆 TNF-α浓度均明显高于正
常对照组和控制组（P < 0.01），未控制组高于部分控制组（P <

0.05），差异有统计学意义；控制组与正常对照组比较，PBMC

中 TNF-α mRNA表达及血浆 TNF-α浓度均无显著差异（P >
0.05）。表明 PBMC中 TNF-α mRNA表达及血浆 TNF-α浓度
均与哮喘的控制程度密切相关，可作为哮喘控制程度的参考指

标。二元相关分析显示哮喘病人 PBMC中 TNF-α mRNA表达
与血浆 TNF-α浓度有较强的相关性（r = 0.584, P < 0.01），与
EOS%弱相关（r = 0.29, P < 0.05），与血浆总 IgE无明显相关（r

= 0.013, P = 0.93）。前期研究显示，血浆 TNF-α浓度与哮喘的严
重程度密切相关，但导致其升高的因素尚未完全明了[5]，气道局

部 TNF-α表达增加可能是血浆 TNF-α水平升高的重要因素，
而本研究结果表明 PBMC中 TNF-α mRNA表达增加可能在一
定程度上导致了血浆 TNF-α 水平的升高。如果把 PBMC 中
TNF-α mRNA表达增加看作是系统性炎症激活的标志，我们的
结果支持哮喘是一种以气道粘膜炎症为主要表现的系统性炎

症性疾病，与近年来对哮喘的认识相一致[12]。
EOS%与血浆 IgE增高是哮喘病人重要特征，反应了Ⅰ型

变态反应在哮喘发病过程中的重要作用[13]。本研究显示各哮喘
组 EOS%和血浆总 IgE均明显高于正常对照组（F = 23.46～
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Variables N（cases） TNF-amRNA(2 -△CT) t value P value

Gender

F 36 0.45± 0.20

M 31 0.43± 0.19 -0.335 0.74

Family history

Yes 37 0.47± 0.21

No 30 0.41± 0.17 1.205 0.234

Smoking(≥1year)

Yes 24 0.49± 0.22

No 43 0.38± 0.18 2.236 0.037

Allergy

Yes 28 0.44± 0.18

No 39 0.44± 0.20 0.044 0.965

Onset time(≥16years)

Yes 42 0.44± 0.21

No 25 0.45± 0.17 0.077 0.939

Attack at night

Yes 26 0.45± 0.21

No 41 0.43± 0.18 0.221 0.826

表 3哮喘病人 PBMC中 TNF-α mRNA与哮喘相关影响因素的关系
Table 3 The relationship of the levels of TNF-α mRNA in PBMC with asthma-related influence factors

77.58, df = 91, P < 0.01），与文献报道一致，进一步 SNK-q检验

示：各哮喘组间血浆总 IgE无明显差异（P > 0.05）；部分控制组

和未控制组 EOS%均高于控制组（P < 0.01），而两组间 EOS%

无差异（P > 0.05）。二元相关分析显示哮喘病人 TNF-α mRNA
与 EOS%弱相关（r = 0.29, P < 0.05），与血浆总 IgE无明显相关

（r = 0.013, P = 0.93），提示 PBMC中 TNF-α mRNA表达对Ⅰ型
变态反应的影响可能并不明显。
哮喘表型受多种因素的影响，因此，我们探讨 PBMC中

TNF-α mRNA表达与多种哮喘相关影响因素的关系，结果发现
有吸烟史（≥ 1年）的哮喘病人 TNF-α mRNA的表达水平是非
吸烟病人的 1.3倍，差异有统计学意义（t = 2.236, P < 0.05），而

性别差异、哮喘家族史、起病时间、有无过敏症及有无夜间发作
对 PBMC中 TNF-α mRNA表达均无显著影响，提示吸烟可能
是导致 PBMC活化并引起 TNF-α mRNA表达增加的重要危险
因素。
随着对哮喘认识的不断深入，人们越来越认识到哮喘的发

病过程及临床表型具有较大的异质性[14]，针对特定细胞因子和

炎性介质的靶向治疗已成为近来哮喘研究的热点。由此，我们
探讨哮喘病人 PBMC中 TNF-α mRNA表达与哮喘相关表型的
关系，以期为哮喘的诊治提供新的思路。本次研究结果显示
PBMC 中 TNF-α mRNA 表达与哮喘控制程度及血浆 TNF-α
浓度均有良好的相关性，与吸烟史有密切联系，可做为哮喘控

制程度的重要参考指标。但 PBMC中 TNF-α mRNA表达是否
与气道局部 TNF-α基因表达相一致，以及其与哮喘其他相关

表型（如肺通气功能、AHR、气道可逆性等）的关系还需要进一
步研究，这对于选择获益人群具有更好的指导作用。
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