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&&!摘要"&目的&探讨中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白#ABCD$'基质金属蛋白酶 !#EE$1!$基因在

不同时期慢性阻塞性肺疾病#"#$%$患者外周血单个核细胞中的表达变化并分析其临床意义& 方法&前瞻

性纳入 *+.' 年 .. 月至 *+.) 年 ) 月"#$%急性加重期#C0"#$%$组患者 *F 例'稳定期 "#$%#G"#$%$组患

者 ,+ 例和体检正常者#对照组$-+ 名"并根据上一年急性加重次数#或住院次数$将 G"#$%组患者分为低风

险组 (! 例和高风险组 -. 例& 所有受试者于清晨空腹采集外周静脉血标本"在分离和提取单个核细胞后"采

用实时荧光定量$"H技术检测并比较各组ABCD2HAC'EE$1! 2HAC基因的表达差异& 同时分析两者间的

关系及其与体质量指数'吸烟指数'血常规和肺功能等临床指标间的相关性& 结果&#.$C0"#$%组 ABCD

2HAC和EE$1! 2HAC基因相对表达量高于 G"#$%组和对照组"且 G"#$%组高于对照组"差异均有统计学

意义#!均I+J+.$& #*$G"#$%患者高风险组ABCD2HAC和EE$1! 2HAC基因相对表达量均高于低风险

组"差异有统计学意义#!均I+J+F$& #($C0"#$%组和 G"#$%组 ABCD2HAC和 EE$1! 2HAC基因相对

表达量间均呈显著正相关#"K+J,(."!I+J+.%"K+J)'-"!I+J+.$& #-$G"#$%组ABCD2HAC'EE$1! 2HAC

基因相对表达量与肺功能L0M

.

N?O<P均呈负相关#"K/+J-.'"!I+J+.%"K/+J(.*"!I+J+F$& #F$G"#$%组

ABCD2HAC和EE$1! 2HAC基因相对表达量与外周血白细胞总数'中性粒细胞总数和中性粒细胞百分比呈

正相关#!均I+J+F$"与体质量指数'吸烟指数'L0M

.

QLM"等临床指标无明显相关性#!均R+J+F$& 结论&

ABCD和EE$1! 可能共同参与了"#$%的发生与发展"其基因相对表达量或可成为评估"#$%病情严重程度

的新指标&
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血%&基因%&相对表达量
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&&慢性阻塞性肺疾病#9;O:=49:Z>VOY9V4U<?Y52:=3O\

P4><3><""#$%$是一种常见的'可以预防和治疗的疾

病"其特征是持续存在的呼吸系统症状和气流受限"

通常与显著暴露于毒性颗粒和气体所致的气道和#或$

肺泡异常有关(.)

& "#$%在全世界有着较高的患病

率和病死率"所造成的经济和社会负担十分沉重(*)

&

虽然肺功能检查对于"#$%的诊断和病情评估意义

重大"但对疾病炎症程度'病情进展和预后判断价值

有限& 因此"寻找获取简单'可操作性强和具有疾病

特异性的生物标志物"则可能揭示"#$%病理特点'气

道炎症类型和程度"可以尽早预警疾病"从而达到早期

干预并改善预后的目的(()

& 中性粒细胞明胶酶相关脂

质运载蛋白#=<YVO:?;45@<53V4=3><13>>:943V<P 54?:9354="

ABCD$和基质金属蛋白酶!#23VO4W2<V355:?O:V<4=3><1!"

EE$1!$具有共同的中性粒细胞来源& 有研究(-)发

现在"#$%急性加重期#39YV<<W39<OZ3V4:= :X9;O:=49

:Z>VOY9V4U<?Y52:=3O\P4><3><"C0"#$%$患者血清中"二

者水平显著升高"且与吸烟指数有关"提示血清ABCD

和EE$1!水平变化可以预警"#$%的急性加重& 本

研究通过检测ABCD'EE$1! 基因在不同时期"#$%

患者外周血单个核细胞中的表达水平并分析其临床

意义"从而探讨ABCD和EE$1! 作为 "#$%生物标

志物的可能性&

D<资料与方法

DED<一般资料&前瞻性选取 *+.'年 ..月至 *+.)年

) 月在川北医学院附属医院呼吸与危重症医学科门

诊和住院部就诊的 "#$%患者为研究对象& 其中

C0"#$%患者 *F例#C0"#$%组$"男 ., 例"女 ) 例"

年龄 F+ b,'#)*J+, c,J(*$岁%稳定期"#$%#>V3Z5<

9;O:=49:Z>VOY9V4U<?Y52:=3O\P4><3><" G"#$%$患者

,+ 例#G"#$%组$"男 F+ 例"女 (+ 例"年龄 F+ b,F

#',J.' c,J*($岁& 并根据患者上一年的急性加重

次数#或住院次数$将 G"#$%组分为低风险组和高

风险组& 其中"上一年急性加重 + b. 次#或者未住

院$为低风险组"共 (! 例%上一年急性加重
!

* 次

#或住院
!

.次$为高风险组"共 -. 例& 诊断标准!依

据+慢性阻塞性肺疾病诊治指南#*+.(年修订版$,

(F)

诊断"#$%& 急性加重期定义为 "#$%患者呼吸系

*','*

";4=<><̂:YO=35:XA<["54=4935E<P494=<" Ŷ5\*+*."M:5Y2<.-"AY2Z<O)&&



统症状急性恶化(如呼吸困难加重'咳嗽加剧'痰量

增多和#或$呈脓性痰)"导致需要额外的治疗%稳定

期定义为"#$%患者呼吸系统症状稳定或轻微"病

情基本恢复到急性加重之前的状态& 排除标准!合

并肺结核'支气管哮喘'支气管扩张'肺癌'冠心病'

糖尿病'肝功能不全和肾功能不全中的任意一种疾

病& 选取同时期在健康体检中心参加体检者 -+ 名

#对照组$"男 *F 名"女 .F 名"年龄 -, b,-#'(J)+ c

.+J.,$岁& 对照组纳入标准!胸部影像学'肺功能和

相关实验室检查无明显异常"无慢性呼吸系统疾病'

心脑血管疾病以及结缔组织疾病等病史& 本研究已

获得川北医学院附属医院伦理委员会批准"所有受试

者均签署知情同意书& 除对照组吸烟指数#>2:_4=@

4=P<W"Ga$明显低于C0"#$%组和 G"#$%组外#!I

+J+F$"三组性别'年龄'体质指数# :̀P\E3>>a=P<W"

Èa$比较差异无统计学意义#!R+J+F$& 见表 .&

表 .&三组一般资料比较!1"#

"

Dc<$%

组&别 例数
性别

男 女

年龄
#岁$

Èa

#_@Q2

*

$

Ga

#包Q年$

C0"#$%组 *F ., ) )*J+, c,J(*& **J.* c(J,' *.J-+ c-J,(

G"#$%组& ,+ F+ (+ ',J.' c,J*(& *.J,* c(J(. *(J.! c*J)-

对照组&& -+ *F .F '(J)+ c.+J., **J*) c(J+- .*JF) c(J(F

!

*

EF

/ +J,.* (J.-' .J,F' (J,,)

! / +J''' +J+F, +J.,* +J+*(

DEF<实验方法&收集所有受试者身高'体重'吸烟史'

第一秒用力呼气容积占预计值百分比#X:O9<P <W?4O3V:O\

U:5Y2<4= :=<><9:=PQ?O<P49V4:="L0M

.

N?O<P$及吸烟

指数等一般信息& 住院患者于入院第二日清晨'门

诊患者和健康体检者于就诊当日空腹采集外周静脉

血标本& 于川北医学院附属医院检验科和门诊部肺

功能室完成血常规和肺功能检测"检测过程质控合

格& 根据B<=<̀ 3=_数据库中人ABCD'EE$1! 及内

参基因
!

1肌动蛋白#

!

139V4=$的基因序列设计并合

成聚合酶链反应#?:5\2<O3><9;34= O<39V4:="$"H$引

物#上海生工生物工程有限公司$& 引物序列见表 *&

用人淋巴细胞分离液#天津灏洋生物制品科技有限责

任公司$从外周血中分离'提取单个核细胞"用TO4]:5

#T3d3H3公司"日本$提取总HAC"选取纯度合格的

HAC##%

*'+

Q#%

*,+

K.J, b*J+$"并根据逆转录试剂

盒#T3d3H3公司$说明书分两步合成 9%AC"最后于

eY3=VGVYP4:

TE

.*dL5<W实时荧光定量$"H仪#C̀ a公

司"美国$进行实时荧光定量聚合酶链式反应#O<351

V42<7Y3=V43V4U<?:5\2<O3><9;34= O<39V4:="HT17$"H$

(')

&

总反应体系 *+

"

5"反应条件!#.$预变性 !F f (+ >

. 个循环%#*$$"H反应 !F f F >'+ f (- >-+ 个循

环& 本研究顺利得到良好的目的基因和内参基因扩

增曲线和熔解曲线& 每个样品的复孔取其平均值"

#

"VK目的基因 "V值 /内参基因 "V值& 目的基因

相对内参基因的表达量用 *

/

#

"V表示&

表 *&人ABCD&EE$1! 及
!

139V4=基因HT17$"H引物序列

基&因 基因引物序列 目的产物大小

ABCD L&Fg1BCCBC"CCCBC"""B"CCCCB1(g .(F Z?

H&Fg1"TBB"CC""TBBCC"CCCCB1(g

EE$1! L&Fg1T"""TBBCBC""TBCBCC""1(g ,* Z?

H&Fg1B""C"""BCBTBTCC""CT1(g

!

139V4= L&Fg1BCB"TC"BCB"TB""TBC"B1(g .*+ Z?

H&Fg1BTCBTTT"BTBBCTB""C"CB1(g

DEG<统计学方法<应用 G$GG**J+ 统计软件进行数

据分析"正态分布计量资料以均数 c标准差#

"

Dc<$

表示"组间比较采用方差分析& 偏态分布资料以中

位数#四分位数$ (E#e

.

"e

(

$)表示"两组间比较采

用 E3==1h;4V=<\i检验"多组比较采用 dOY>_351

h3554>j检验"进一步两两比较应用 GAd法& 计数

资料以率#N$表示"组间比较采用
!

* 检验& 采用

G?<3O23=秩相关对变量进行相关性分析& !I+J+F

为差异有统计学意义&

F<结果

FED<三组ABCD2HAC和EE$1! 2HAC相对表达

量比较&C0"#$%组ABCD2HAC和EE$1! 2HAC

基因相对表达量高于 G"#$%组和对照组"差异有统

计学意义#!均 I+J+.$"G"#$%组高于对照组"差

异有统计学意义#!均I+J+.$& 见表 (&

表 (&三组ABCD2HAC和EE$1! 2HAC相对

& &表达量比较!E#e

.

"e

(

$"*

/

#

"V

%

组&别 例数 ABCD2HAC EE$1! 2HAC

C0"#$%组 *F

+J++,#+J++("+J+-F$

#$

+J+..#+J++-"+J+*!$

#$

G"#$%组& ,+

+J++F#+J++."+J+.($

$

+J++-#+J++*"+J+.+$

$

对照组&& -+ +J++*#+J++."+J++-$ +J++*#+J++."+J++($

) / .)J'*( *+J!++

! / +J+++ +J+++

&注!与 G"#$%组比较"

#

!I+J+.%与对照组比较"

$

!I+J+.

FEF<G"#$%组内两亚组 ABCD2HAC和 EE$1!

2HAC相对表达量比较&高风险组ABCD2HAC和

EE$1! 2HAC基因相对表达量均高于低风险组"差

*),'*
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异有统计学意义#!均I+J+F$& 见表 -&

表 -&G"#$%组内两亚组ABCD2HAC和EE$1! 2HAC

& &相对表达量比较!E#e

.

"e

(

$"*

/

#

"V

%

组&别 例数 ABCD2HAC EE$1! 2HAC

低风险组 (! +J++*#+J++."+J+.($ +J++F#+J++*"+J+*'$

高风险组 -. +J++'#+J++*"+J+*-$ +J++!#+J++*"+J+(F$

G / /*J-,) /(JF*.

! / +J+-. +J+(,

FEG<C0"#$%组和 G"#$%组ABCD2HAC和EE$1!

2HAC相对表达量间的相关性&C0"#$%组和 G"#$%

组ABCD2HAC和EE$1! 2HAC基因相对表达量间均

呈显著正相关#"K+J,(."!I+J+.%"K+J)'-"!I+J+.$&

FEH<G"#$%组ABCD2HAC和EE$1! 2HAC相对

表达量与L0M

.

N?O<P 的相关性&G"#$%组 ABCD

2HAC'EE$1! 2HAC基因相对表达量与L0M

.

N?O<P

均呈负相关#"K/+J-.'"!I+J+.%"K/+J(.*"!I

+J+F$& 见表 F&

FEI<G"#$%组ABCD2HAC和EE$1! 2HAC相对表

达量与其他临床指标间的相关性&G"#$%组 ABCD

2HAC和 EE$1! 2HAC基因相对表达量与外周血

白细胞#[;4V<Z5::P 9<55>"h "̀$总数'中性粒细胞

#=<YVO:?;45>"A0iT$总数和中性粒细胞百分比#?<O1

9<=V3@<:X=<YVO:?;45>"A0iTN$均呈正相关"相关性

均有统计学意义#!均 I+J+F$%与 Èa'Ga'第一秒

用力呼气容积Q用力肺活量#X:O9<P <W?4O3V:O\U:5Y2<

4= :=<><9:=PQX:O9<P U4V3593?394V\"L0M

.

QLM"$等临

床指标无明显相关性#!均R+J+F$& 见表 F&

表 F&G"#$%组ABCD2HAC和EE$1! 2HAC

& &相对表达量与临床指标间的相关性

指&标
ABCD2HAC EE$1! 2HAC

" ! " !

h "̀ +J*'+ +J++F +J*-- +J++,

A0iT +J(.! +J+++ +J((' +J+++

A0iTN +J(.) +J++. +J--F +J+++

Èa /+J+*F +J)!. /+J+F. +JF,!

Ga +J+F+ +J')' +J.+! +J('-

L0M

.

N?O<P

/+J-.' +J++. /+J(.* +J+.-

L0M

.

QLM"

/+J.+( +J'++ /+J++) +J!).

G<讨论

GED<明确病因和发病机制是预防和早期诊治"#$%

的关键& 目前对于"#$%发病机制的研究仍然主要

集中于炎症反应'蛋白酶Q抗蛋白酶失衡和氧化应激

这三个方面& 中性粒细胞的活化和聚集作为这三种

机制相互联系和相互作用的中间环节"在"#$%发病

过程中起着重要作用())

& ABCD属于脂质运载蛋白

超家族的一员"主要由中性粒细胞分泌"通常在组织

损伤尤其肾脏损伤后合成增加"目前认为血清ABCD

水平有望作为急性肾损伤的生物标志物(,)

& 既往

的一些研究表明"在吸烟者肺泡灌洗液(!)

'"#$%患

者诱导痰(.+)以及动物实验时在损伤性通气策略组

的肺组织(..)中"ABCD表达水平明显升高& EE$1!

是一种金属蛋白酶"由活化的中性粒细胞分泌"具有

降解基底膜与细胞外基质的功能& 已有研究证实"

ABCD在与EE$1! 共价结合后"能抑制后者的水解

及失活"从而延长其在胶原降解方面的作用(.*)

"导

致肺气肿的发生& 对ABCD和EE$1! 基因表达水平

进行联合测定"有助于深入了解二者的相互关系及其

在"#$%发病过程中所起的作用"对于明确 "#$%

的发病机制有着重要指导意义&

GEF<本研究显示"C0"#$%组ABCD2HAC和EE$1!

2HAC基因相对表达量高于 G"#$%组和对照组"且

G"#$%组高于对照组#!均 I+J+.$& 说明与对照

组相比""#$%患者 ABCD2HAC和 EE$1! 2HAC

基因相对表达量升高%在"#$%急性加重阶段"ABCD

2HAC和EE$1! 2HAC基因相对表达量升高则更为

明显& 这与03@3= 等(.()和h3=@等(.-)在"#$%患者

血浆中检测 ABCD蛋白变化水平"以及许小毛等(.F)

在"#$%患者中检测 EE$1! 基因和蛋白表达水平

的队列研究结论一致& 本研究还发现"G"#$%组内

综合评估为高风险组的患者ABCD2HAC和EE$1!

2HAC基因相对表达量均较低风险组患者高"差异

有统计学意义#!均I+J+F$& 说明ABCD2HAC和

EE$1! 2HAC基因表达水平会随着 "#$%急性加

重风险和频率的增加而上升& 戈艳蕾等(.')的病例

对照研究发现"有认知功能障碍的 "#$%患者血浆

ABCD水平升高#!I+J+.$& 于冰和孙艳华(.))报道

"#$%患者血浆 ABCD水平越高"其认知功能障碍

程度越重& 在张子洲(.,)的动物实验中""#$%大鼠

血清及支气管肺泡灌洗液中 EE$1! 的水平均显著

高于正常对照组& 翟梅等(.!)的研究也发现""#$%

合并重度和中度肺动脉高压组患者血清 EE$1! 水

平显著高于单纯 "#$%组患者& 上述研究结果表

明"ABCD和EE$1!的基因和蛋白水平会随着"#$%

病情加重而升高& 结合 G"#$%组患者的肺功能检

*,,'*
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测结果"本研究发现 ABCD2HAC和 EE$1! 2HAC

基因相对表达量与肺功能L0M

.

N?O<P呈负相关"进

一步说明 ABCD2HAC和 EE$1! 2HAC基因表达

水平可以反映 "#$%病情的严重程度"提示 ABCD

2HAC和 EE$1! 2HAC基因相对表达量或可用来

弥补肺功能检查对于 C0"#$%患者因不能配合和

不能反映真实肺功能水平的缺陷& 通过相关性分析

发现"ABCD2HAC和 EE$1! 2HAC基因相对表达

量与外周h "̀'A0iT和A0iTN均呈正相关"考虑

与ABCD和EE$1! 的中性粒细胞来源有关&

GEG<有研究(*+)报道"#$%可以通过核因子1

$

#̀=Y95<3O

X39V:O1_3??3̀"AL1

$

$̀等信号通路产生肿瘤坏死因

子1

%

#VY2:O=<9O:>4>X39V:O1

%

"TAL1

%

$'白细胞介素1.

!

#4=V<O5<Y_4=1.

!

"aD1.

!

$等炎症介质"而TAL1

%

和aD1.

!

又都能诱导ABCD的表达"后者可能具有抑制细菌

生长'调控炎症反应和抵御氧化应激等生物学功能&

再结合ABCD和 EE$1! 之间能形成特异性的复合

物"促进胶原降解"从而影响肺气肿的进程& 故认为

ABCD和EE$1!很有可能位于同一信号通路"并相互

作用共同促进 "#$%的发病& 本研究发现"无论是

C0"#$%组还是 G"#$%组"ABCD2HAC和 EE$1!

2HAC基因相对表达量间均呈显著正相关"这再一次

印证ABCD和EE$1!的共同中性粒细胞来源和其生

物学功能关联的紧密性"同时也对"#$%发病机制中

的蛋白酶Q抗蛋白酶失衡学说提供了佐证& 课题组前

期的配对研究结果表明 C0"#$%患者 ABCD2HAC

和EE$1! 2HAC基因相对表达量会因并发呼吸衰竭

而增加"在治疗后随着病情的改善而下降(')

& 本研究

发现随着"#$%患者病情的急性加重和上一年的急性

加重次数#或住院次数$增加"ABCD2HAC和EE$1!

2HAC基因相对表达量也随之升高& 提示ABCD和

EE$1! 可以作为"#$%急性加重的生物标志物"其

基因相对表达量可以反映"#$%病情严重程度"评估

患者对治疗的反应以及预测再发急性加重的风险&

GEH<本研究的局限性在于仅进行了基因表达水平的

研究"而未能与蛋白表达的研究相结合%且 C0"#$%

患者样本量偏少"可能存在选择偏倚"在未来的研究

中应注意扩大样本量和探究基因与蛋白表达的一致

性问题& 关于 ABCD和 EE$1! 在 "#$%病程中的

变化及意义尚需更多大规模'多中心的研究来进一

步证实&

综上所述"ABCD和 EE$1! 基因可能相互作用

共同促进了 "#$%的发生与发展"ABCD和 EE$1!

在未来可能成为"#$%的生物标志物"抑制ABCD和

EE$1!的过表达可能为"#$%的防治提供新的方法
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