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摘　要：目的　探讨Ｔ细胞免疫球蛋白黏蛋白３（ＴＩＭ３）和半乳糖凝集素９（Ｇａｌｅｃｔｉｎ９）基因在急性发作期哮喘患者外周

血单个核细胞的表达及临床意义。方法　收集２０１４年１月～１０月门诊急性发作期哮喘患者６０例（排除不符合者１５例，

确定入选４５例）及３０例健康体检者（对照组），以实时定量ＲＴＰＣＲ法分别对哮喘患者及体检者外周血单个核细胞（ＰＢ

ＭＣｓ）中的ＴＩＭ３，Ｇａｌｅｃｔｉｎ９和ＩＦＮγ的表达情况进行同步测定，初步探讨ＴＩＭ３，Ｇａｌｅｃｔｉｎ９在哮喘发病中的潜在作用。

结果　急性发作期哮喘患者ＰＢＭＣｓ中ＴＩＭ３，Ｇａｌｅｃｔｉｎ９及ＩＦＮγｍＲＮＡ水平均分别高于健康对照组（犝＝４５８．５，犘＝

０．０１９；犝＝４３７．５，犘＝０．０１０；犝＝２６０，犘＜０．００１），二者间的差异均有统计学意义。结论　ＴＩＭ３／Ｇａｌｅｃｔｉｎ９可能参与了哮

喘的发生、发展，ＴＩＭ３或（和）Ｇａｌｅｃｔｉｎ９有可能为治疗哮喘提供一个新的靶点。
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　　哮喘是一种由遗传和环境因素共同作用而致

的以气道高反应性为特征的慢性气道炎症性疾病。

尽管其发病的确切机制目前仍需深入研究，但近几

年的研究表明，在哮喘患者体内存在Ｂ细胞活化

产生自身抗体，具有辅助性Ｔ淋巴细胞（Ｔｈ）１和

Ｔｈ２细胞因子比例失衡，Ｔｈ２型细胞因子占主导地

位的免疫学特征［１］。Ｔ细胞免疫球蛋白黏蛋白３

（ＴＩＭ３）是近年来研究热点ＴＩＭ 基因家族中的一

员，它最初被发现优势表达在小鼠活化的Ｔｈ１细

胞表面并通过 ＴＩＭ３，半乳糖凝集素９（Ｇａｌｅｃｔｉｎ

９）参与Ｔｈ１反应的负性调控
［２］。随后发现，ＴＩＭ３

广泛分布于多种免疫细胞表面，尤其可以刺激肥大

细胞产生Ｔｈ２型细胞因子
［３］。鉴于ＴＩＭ３具有调

节Ｔｈ１／Ｔｈ２免疫平衡的潜在作用，我们初步对哮

喘患者外周血单个核细胞（ＰＢＭＣｓ）中 ＴＩＭ３及

Ｇａｌｅｃｔｉｎ９的表达水平进行检测，以期能为哮喘的

发病机制和靶向治疗奠定前期实验基础。

１　材料与方法

１．１　研究对象　收集２０１４年１月～１０月在华中

科技大学同济医学院附属协和医院哮喘门诊部确

诊的急性发作期哮喘患者６０例，哮喘诊断参照

２０１３年中华医学会呼吸病学分会哮喘组编制的
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《中国支气管哮喘防治指南（基层版）》［４］。采集前

所有患者均参与《哮喘问卷调查表》的信息咨询及

知情签字。结合检查结果及病人咨询排除并发心

脏病患者５例、慢性阻塞性肺气肿患者５例、急性

肺炎患者５例，最终入选４５例［年龄４２（１７～６０）

岁；男性１７例，女性２８例］。入选的４５例哮喘患

者中，伴有哮喘家族史６例，伴有过敏性鼻炎１７

例，诱发因素多为天气变化而致感冒，少数为运动、

情绪激动或气味诱发。收集健康体检者３０例［年

龄３３（２１～５８）岁；男性１５例，女性１５例］作为健

康对照组，无过敏性疾病史。

１．２　试剂和仪器　人Ｆｉｃｏｌｌ淋巴细胞分离液购自

中国科学院天津试剂厂；Ｔｒｉｚｏｌ购自ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司；ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 及 ＳＹＢＲ○Ｒ

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
ＴＭ
Ⅱ购自ＴａＫａＲａ公司；Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ

Ｍｘ３０００Ｐ荧光定量ＰＣＲ仪。

１．３　方法

１．３．１　标本采集与处理：所有研究对象均抽取空

腹静脉血，ＥＤＴＡ抗凝，取２ｍｌ用淋巴细胞分离液

分离出ＰＢＭＣｓ后，立即提取总ＲＮＡ。

１．３．２　ＴＩＭ３及 Ｇａｌｅｃｔｉｎ９ｍＲＮＡ实时定量检

测：以Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取总ＲＮＡ，紫外分光光度计测

定溶液的吸光度（犃），犃２６０ｎｍ／犃２８０ｎｍ在１．８～２．０之

间，并计算ＲＮＡ浓度。按试剂说明书进行操作，

将ＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ。实时定量引物由武汉

擎科创新生物科技有限公司合成，以 ＧＡＰＤＨ 为

内参，其上游引物序列为：５’ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧ

ＧＴＣＧＧＡＧＴＣ３’，下游引物：５’ＧＡＡＧＡＴＧＧＴ

ＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ３’；ＴＩＭ３上游引物：５’ＣＡ

ＧＡＴＡＣＴＧＧＣＴＡＡＡＴＧＧＧＧＡＴ３’，下游引物：

５’ＡＣＣＴＴＧＧＣＴＧＧＴＴＴＧＡＴＧＡＣ３’；Ｇａｌｅｃｔｉｎ

９ 上 游 引 物：５’ＴＴＣＡＧＣＣＴＧＣＣＴＴＣＴＣＣＡＣ

３’，下 游 引 物：５’ＧＧＡＴＧＡＣＴＧＴＣＴＧＧＧＴＡ

ＡＴＧＧ３’；ＩＦＮγ上游引物：５’ＧＡＡＧＡＡＴＴＧ

ＧＡＡＡＧＡＧＧＡＧＡＧＴＧＡ３’，下游引物：５’ＴＧ

ＧＡＣＡＴＴＣＡＡＧＴＣＡＧＴＴＡＣＣＧ３’。实 时 荧 光

定量ＰＣＲ扩增反应体系总体积２０μｌ，反应体系含

１０μｌＳＹＢＲ
○ＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ

ＴＭ
Ⅱ（２×），０．８μｌ引

物（１０ｐｍｏｌ／μｌ），０．４μｌＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅⅡ（５０

×），２μｌＤＮＡ模板，６μｌ灭菌蒸馏水。扩增条件

为：预变性：９５℃３０ｓ，１个循环；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反

应：９５℃５ｓ，６０℃２０ｓ，４０个循环。

１．３．３　结果判读：每次扩增均设立内参和阴性对

照，阴性对照模板用灭菌蒸馏水代替。每个样本设

复孔检测，所有ＰＣＲ扩增产物均经溶解曲线分析。

采用比较２△Ｃｔ法进行相对定量。

１．４　统计学分析　各检测指标数据若符合正态性

分布，则以均值±标准差（珚狓±狊）表示，以单因素方

差分析组间差异；反之，以中位数表示，以 Ｍａｎｎ

Ｗｈｉｔｎｅｙ犝 非参数检验分析组间差异。采用

ＳＰＳＳ１７．０软件进行分析，犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结果

２．１　哮喘组与健康对照组 ＴＩＭ３，Ｇａｌｅｃｔｉｎ９及

ＩＦＮγｍＲＮＡ表达水平比较　急性发作期哮喘患

者ＰＢＭＣｓ中 ＴＩＭ３，Ｇａｌｅｃｔｉｎ９及ＩＦＮγｍＲＮＡ

水平均分别高于健康对照组（犝＝４５８．５，犘＝

０．０１９；犝＝４３７．５，犘＝０．０１０；犝＝２６０，犘＜０．００１），

二者间的差异均有统计学意义，见图１。

３　讨论　哮喘是一种伴有显著多基因遗传倾向的

图１　哮喘患者与健康对照组ＰＢＭＣｓ中ＴＩＭ３，Ｇａｌｅｃｔｉｎ９及ＩＦＮγｍＲＮＡ表达水平比较

一种慢性过敏性气道炎症性疾病。尽管哮喘发生

的确切机制目前仍在深入研究，但既往研究表明在

哮喘患者体内存在Ｂ细胞过度活化产生自身抗

体，具有辅助性Ｔ淋巴细胞（Ｔｈ）１和Ｔｈ２细胞因

子比例失衡，Ｔｈ２型细胞因子占主导地位的免疫学

特征［１］，增强或逆转哮喘患者体内Ｔｈ２主导优势

会导致病情的加重或缓解。因此寻求调控Ｔｈ１或

Ｔｈ２细胞免疫平衡的靶分子显得尤为关键。

　　ＴＩＭ３是ＴＩＭ 基因家族中的重要一员，早期

被视为选择性表达于Ｔｈ１型细胞表面，研究的重

点多集中于ＴＩＭ３在适应性免疫应答中的作用，

而近几年的研究发现ＴＩＭ３广泛表达于固有免疫

３５现代检验医学杂志　第３１卷　第１期　２０１６年１月　ＪＭｏｄＬａｂＭｅｄ，Ｖｏｌ．３１，Ｎｏ．１，Ｊａｎｕａ．２０１６



细胞，如ＤＣｓ，巨噬细胞、肥大细胞，此外也表达于

Ｔｈ１７细胞、ＣＤ８＋ Ｔ细胞等
［５］，ＴＩＭ３在固有免疫

中同样起着重要的作用。Ｇａｌｅｃｔｉｎ９作为 ＴＩＭ３

的重要配体，主要在免疫系统组织中表达，如胸腺、

淋巴结、脾脏及骨髓，此外也在内皮细胞、成纤维细

胞等表达。既往研究表明ＴＩＭ３通过ＴＩＭ３／Ｇａ

ｌｅｃｔｉｎ９通路负性调控 Ｔｈ１型细胞参与哮喘的发

生、发展。尽管ＴＩＭ３已成为当前研究的热点，但

在哮喘中的潜在作用研究仍有限。Ｋｅａｒｌｅｙ等
［６］在

以卵清蛋白诱导的哮喘小鼠模型中，给予抗Ｔｉｍ３

单克隆抗体进行体内干预后发现哮喘小鼠气道高

反应性受到显著控制，同时伴有局部嗜酸性细胞和

Ｔｈ２型细胞的减少，这暗示抗Ｔｉｍ３抗体阻断了

Ｔｉｍ３／Ｇａｌｅｃｔｉｎ９这一负性调控通路，从而使Ｔｈ１

型细胞发生免疫逃逸，达到Ｔｈ２向Ｔｈ１偏移的目

的。同样，Ｋａｔｏｈ等
［７］在以尘螨过敏原和聚肌胞苷

酸（Ｐｏｌｙｌｃ）诱导的小鼠慢性哮喘模型中，鼻内给予

重组Ｇａｌｅｃｔｉｎ９可降低其气道高反应性，并降低巨

噬细胞ＩＦＮγ，ＴＮＦα等炎症因子的表达水平。国

内学者张志英等［８］以卵清蛋白诱导哮喘模型后，以

ＲＴＰＣＲ法检测ＰＰＡＲγ激动剂罗格列酮（ＲＯＳ）

干预治疗前后哮喘小鼠肺组织中Ｔｉｍ３及Ｇａｌｅｃ

ｔｉｎ９的表达，发现干预治疗前二者均有明显升高，

且其改变与Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞因子表达具有相关性，

干预后二者表达下调。以上这些动物实验的研究

均表明Ｔｉｍ３和Ｇａｌｅｃｔｉｎ９在小鼠哮喘的发生、发

展中起着重要的作用。然而在哮喘患者体内ＴＩＭ

３及Ｇａｌｅｃｔｉｎ９的表达如何，尤其是 Ｇａｌｅｃｔｉｎ９的

表达，其相关报道还较少。

　　本研究采用实时定量ＰＣＲ法检测了急性发作

期哮喘患者及健康对照组外周血单个核细胞（ＰＢ

ＭＣｓ）中ＴＩＭ３，Ｇａｌｅｃｔｉｎ９及ＩＦＮγｍＲＮＡ的表

达水平。结果发现，在急性发作期哮喘患者ＰＢ

ＭＣｓ中 ＴＩＭ３，Ｇａｌｅｃｔｉｎ９及ＩＦＮγｍＲＮＡ 水平

要高于健康对照组，二者间差异有统计学意义（犝

＝４５８．５，犘＝０．０１９；犝＝４３７．５，犘＝０．０１０；犝＝

２６０，犘＜０．００１）。其中ＴＩＭ３ｍＲＮＡ的表达与国

内部分同行的研究结果相一致［９，１０］。哮喘患者体

内高表达的 Ｇａｌｅｃｔｉｎ９一方面可能与 ＴＩＭ３结

合，通过 Ｃａ２＋钙蛋白酶半胱天冬酶（ｃａｓｐａｓｅ）１

途径诱导活化的ＣＤ４＋Ｔ细胞凋亡；另一方面，以

非ＴＩＭ３依赖的方式通过固有免疫细胞发挥潜在

的调控细胞免疫的作用，但具体的机制作用仍需深

入研究。因本研究仅从ｍＲＮＡ水平上初步探讨了

ＴＩＭ３及Ｇａｌｅｃｔｉｎ９在急性发作期哮喘患者中的

表达，在后续研究中，我们需要进一步探讨ＴＩＭ３／

Ｇａｌｅｃｔｉｎ９信号调节ＩＬ２３／Ｔｈ１７轴在抑制哮喘气

道炎症中的潜在作用。
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