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００６．
【基础研究】

细胞间黏附分子１在支气管哮喘儿童支气管黏膜中的表达及其对
支气管上皮细胞凋亡的影响

周　洁１，吉　玲２，王新华１，周栩平１

（１．驻马店市中心医院新生儿科，河南　驻马店　４６３０００；２．郑州大学第三附属医院新生儿科，河南　郑州　４５００００）

摘要：　目的　探讨细胞间黏附分子１（ＩＣＡＭ１）在支气管哮喘儿童支气管黏膜中的表达及其对支气管上皮细胞
凋亡的影响。方法　收集驻马店市中心医院２０１４年５月至２０１７年１２月收治的２８例哮喘儿童的支气管黏膜组织标
本，同时选取２８例支气管扩张非哮喘儿童的支气管黏膜组织作为对照；采用实时荧光定量聚合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）
和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测支气管哮喘儿童支气管黏膜组织中ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ和蛋白表达。将正常培养的支气管上皮细胞
１６ＨＢＥ分为对照组、感染组、阴性组和干扰组。对照组细胞正常培养，不做任何处理；感染组细胞感染呼吸道合胞病
毒（ＲＳＶ），但不进行转染；阴性组细胞转染 ｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌ后感染 ＲＳＶ；干扰组细胞转染 ＩＣＡＭ１ｓｉＲＮＡ后感染 ＲＳＶ。
采用ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组细胞中ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ和蛋白表达，流式细胞术检测细胞凋亡情况，酶联免
疫吸附试验检测细胞培养基上清液中白细胞介素１β（ＩＬ１β）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞
中活化的含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶３（ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３）、核因子κＢｐ６５（ＮＦκＢｐ６５）表达。结果　哮喘支
气管黏膜组织中ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ和蛋白表达显著高于正常支气管黏膜组织（Ｐ＜０．０５）。感染组、阴性组、干扰组细胞
中ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ和蛋白表达显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。干扰组细胞中ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ和蛋白表达显著低于感染组
和阴性组（Ｐ＜０．０５）。感染组、阴性组、干扰组细胞凋亡率显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。干扰组细胞凋亡率显著低于
感染组和阴性组（Ｐ＜００５）。感染组、阴性组、干扰组细胞培养基上清液中 ＩＬ１β、ＴＮＦα水平显著高于对照组（Ｐ＜
００５）。干扰组细胞培养基上清液中ＩＬ１β、ＴＮＦα水平显著低于感染组和阴性组（Ｐ＜０．０５）。感染组、阴性组、干扰
组细胞中ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ＮＦκＢｐ６５蛋白水平显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。干扰组细胞中 ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、
ＮＦκＢｐ６５蛋白水平显著低于感染组和阴性组（Ｐ＜００５）。结论　ＩＣＡＭ１在哮喘儿童支气管黏膜组织中表达上调，
抑制ＩＣＡＭ１可以降低ＲＳＶ诱导的支气管上皮细胞凋亡，降低支气管上皮细胞中 ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ＮＦκＢｐ６５蛋白
表达，减少细胞分泌炎性因子。

关键词：　哮喘；细胞间黏附分子１；支气管上皮细胞；细胞凋亡
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ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１βａｎｄＴＮＦαｉｎ
ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｉｎｔｈｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅ
ｎｅｇａｔｉｖｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３ａｎｄＮＦκＢｐ６５ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｇｒｏｕｐ
ａｎｄｔｈｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ
３ａｎｄＮＦκＢｐ６５ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅ
ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅＩＣＡＭ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｂｒｏｎｃｈｉａｌｍｕｃｏｓａｏｆａｓｔｈｍａｔｉｃｃｈｉｌｄｒｅｎｉｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ
ＩＣＡＭ１ｃａｎｒｅｄｕｃｅｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＲＳＶｉｎｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＣｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３ａｎｄＮＦκＢｐ６５ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ａｎｄｒｅｄｕｃｅｔｈｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ａｓｔｈｍａ；ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１；ｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　哮喘是一种常见的呼吸系统疾病，其发病率呈
上升趋势，给患者及其家庭带来严重影响［１４］。哮喘

的发生与支气管上皮细胞凋亡有关，研究支气管上

皮细胞凋亡水平对探讨哮喘的发病机制具有重要作

用［５］。细胞间黏附分子１（ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒａｄｈｅｓｉｏｎ
ｍｏｌｅｃｕｌｅ，ＩＣＡＭ１）属于免疫球蛋白超家族的成员之
一，在呼吸道上皮反应中起重要作用，其在白细胞渗

出、细胞信号转导、转录因子活化等过程中均起作

用［６］。呼吸道合胞病毒（ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｃｙｔｉａｌｖｉｒｕｓ，
ＲＳＶ）是诱发支气管炎、肺炎等呼吸系统疾病的主要
原因，严重威胁免疫低下患者的生命健康［７］。有研

究显示，ＩＣＡＭ１在支气管上皮细胞黏附和炎症反应
中具有重要作用，其还是多种病毒的受体蛋白［８９］。

目前，ＩＣＡＭ１在支气管上皮细胞凋亡中的作用尚不
清楚。本研究通过检测哮喘儿童支气管黏膜组织中

ＩＣＡＭ１水平，并用ＲＳＶ感染支气管上皮细胞，探讨
ＩＣＡＭ１在哮喘支气管上皮细胞凋亡中的作用，以期
为研究哮喘的发病机制提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料　收集驻马店市中心医院２０１４年５月至
２０１７年１２月收治的２８例支气管哮喘儿童的支气
管黏膜组织标本，男 １６例，女 １２例，年龄 ４～１３
（８０±０３）岁；同时选取２８例支气管扩张非哮喘
儿童的支气管黏膜组织作为对照，男 １３例，女 １５
例，年龄６～１４（１０．０±０．８）岁。支气管黏膜组织来

源于纤维支气管镜检查，组织标本采集均征得患者

及家属同意，并经医院医学伦理委员会批准同意。

１．２　细胞、试剂与仪器　支气管上皮细胞１６ＨＢＥ
购自上海歌凡生物细胞库，ＲＳＶ由购自上海邦奕生
物科技有限公司的酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测试剂盒保存；
ＩＣＡＭ１ｓｉＲＮＡ购自上海西宝生物科技股份有限公
司，反转录试剂盒购自德国 Ｑｉａｇｅｎ公司，实时荧光
定量聚合酶链反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴＰＣＲ）试剂盒购自北京天根生化
科技有限公司，白细胞介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，
ＩＬ１β）、肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，
ＴＮＦα）检测试剂盒购自美国Ａｂｃａｍ公司，活化的含
半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶３（ｃｌｅａｖｅｄｃｙｓｔｅｉｎｙｌ
ａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３）抗
体、核因子κＢｐ６５（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢｐ６５，ＮＦκＢ
ｐ６５）抗体购自美国 ＣＴＳ公司；紫外分光光度计 ＵＶ
２４５０购自日本岛津公司，６孔板细胞爬片购自上海
晶安生物科技有限公司，流式细胞仪购自美国

Ｂｅｃｋｍａｎ公司。
１．３　实验方法
１．３．１　ｑＲＴＰＣＲ检测支气管黏膜组织中 ＩＣＡＭ
ｍＲＮＡ表达　按照 ＲＮＡ提取试剂盒说明书提取正
常支气管黏膜组织和哮喘支气管黏膜组织中的

ＲＮＡ，紫外分光光度计检测提取的ＲＮＡ的浓度和纯
度，－８０℃保存。使用ｃＤＮＡ合成试剂盒进行反转

·７２１·第２期　　　　　周　洁，等：细胞间黏附分子１在支气管哮喘儿童支气管黏膜中的表达及其对支气管上皮细胞凋亡的影响



录，ｑＲＴＰＣＲ测定不同支气管黏膜组织中 ＩＣＡＭ１
ｍＲＮＡ的表达。ＩＣＡＭ１上游引物序列为 ５′
ＧＣＧＡＣＣＡＣＧＧＡＣＧＧＡＡＴＴＴＣＴ３′，下游引物序列为
５′ＴＣＡＧＧＡＣＣＣＴＡＧＴＣＧＧＡＡＧＡＴＣＧＡ３′。甘油醛
３磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅ
ｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）上游引物序列为 ５′ＣＧＧＡＧＴＣＡＡ
ＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴ３′，下游引物序列为 ５′ＡＧＣ
ＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣ３′。ｑＲＴＰＣＲ反应程
序为：９４℃，４５ｓ；５８℃，６０ｓ；７２℃，８０ｓ，共３５个循
环。以ＧＡＰＤＨ为内参，２－△△Ｃｔ法计算不同支气管黏
膜组织中ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ表达水平。
１．３．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测支气管黏膜组织中
ＩＣＡＭ１蛋白表达　用蛋白提取试剂盒提取正常支
气管黏膜组织和哮喘支气管黏膜组织中的总蛋白。

用二喹啉甲酸法对蛋白进行定量检测。使用 ６孔
板，每孔添加３０μｇ的蛋白样品，与Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ以
同体积混合，１００℃煮沸５ｍｉｎ。给予９０Ｖ电压，电
泳至溴酚蓝达到分离胶和浓缩胶边缘时，将电压调

整至１２０Ｖ，继续电泳至溴酚蓝进入分离胶的底部。
在室温条件下，５０ｇ·Ｌ－１牛血清白蛋白封闭
９０ｍｉｎ，同时分别加入 ＩＣＡＭ１一抗（１１０００）、
ＧＡＰＤＨ一抗（１１０００），４℃下反应过夜，加入辣
根过氧化物酶标记的二抗（１２０００）室温孵育
９０ｍｉｎ。Ｏｓｙｓｓｅｙ扫描图像，ＩＣＡＭ１蛋白相对表达
量＝ＩＣＡＭ１灰度值／ＧＡＰＤＨ灰度值。
１．３．３　细胞培养与分组　支气管上皮细胞１６ＨＢＥ
用含体积分数１０％ 胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基
培养。将正常培养的支气管上皮细胞１６ＨＢＥ分为
对照组、感染组、阴性组和干扰组。对照组细胞正常

培养，不做任何处理；感染组细胞感染 ＲＳＶ，但不进
行转染；阴性组细胞转染 ｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌ后感染
ＲＳＶ；干扰组细胞转染 ＩＣＡＭ１ｓｉＲＮＡ后感染 ＲＳＶ。
当支气管上皮细胞 １６ＨＢＥ融合为 ６０％时，用
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００进行转染，步骤参照转染试剂盒
说明书。ＲＳＶ感染步骤参照文献［１０］，当 １６ＨＢＥ
细胞融合为６５％左右时，加入不含血清的培养液洗
涤３次，在细胞中添加感染复数 ＝０．００６７的 ＲＳＶ
病毒悬浮液（用不含血清的培养液配制），３７℃孵育
２ｈ。用不含血清的培养液洗涤细胞２次，加入细胞
培养液继续培养。

１．３．４　ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组细胞
中ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ和蛋白水平　各组细胞干预处理
后继续培养４８ｈ，ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细
胞中 ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ和蛋白水平，步骤同“１．３．１、
１．３．２”项。
１．３．５　流式细胞术检测各组细胞凋亡情况　对照
组、感染组、阴性组、干扰组干预处理后继续培养

４８ｈ，收集细胞，加入胰蛋白酶消化，１０００ｒ·ｍｉｎ－１离
心１０ｍｉｎ，弃上清液，加入预冷的磷酸盐缓冲液
（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）将 细 胞 重 悬 后，
１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，弃上清液，加入５μＬ碘
化丙 啶 （ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）、５μＬ膜 联 蛋 白
（Ａｎｎｅｘｉｎ）Ｖ异 硫 氢 酸 荧 光 素 （ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ
ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）（ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ），室温、避光反
应２０ｍｉｎ，再加入４００μＬ结合缓冲液，１ｈ内用流式
细胞仪检测各组细胞凋亡情况。

１．３．６　ＥＬＩＳＡ法检测各组细胞培养基上清液中ＩＬ
１β、ＴＮＦα水平　对照组、感染组、阴性组、干扰组细
胞在干预处理后继续培养４８ｈ，收集各组细胞培养基
上清液，ＥＬＩＳＡ法测定培养基上清液中ＩＬ１β、ＴＮＦα
水平，严格按照ＩＬ１β和ＴＮＦα检测试剂盒说明书进
行操作。

１．３．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组细胞中 Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３、ＮＦκＢｐ６５蛋白水平　对照组、感染组、
阴性组、干扰组细胞在干预处理后继续培养４８ｈ，收
集各组细胞，提取细胞中的总蛋白，用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法
检测细胞中ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ＮＦκＢｐ６５蛋白水平，
ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ＮＦκＢｐ６５一抗分别以１８００和
１６００稀释，其他步骤同“１．３．２”项。
１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ２１．０软件进行数据分
析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，２组间比较
采用独立样本ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分
析，组间两两比较采用最小显著性差异 ｔ检验；Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ和蛋白在不同支气管黏膜中表
达比较　结果见图１。正常支气管黏膜组织和哮喘
支气管黏膜组织中ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ的表达水平分别为
１．００±０１３和２．６４±０．２５，ＩＣＡＭ１蛋白表达水平分
别为０３２±０．０２和１．０５±０．１４。哮喘支气管黏膜组
织中ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ和蛋白水平显著高于正常支气管
黏膜组织，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。

１：正常支气管黏膜组织；２：哮喘支气管黏膜组织。

图１　不同支气管黏膜组织中 ＩＣＡＭ１蛋白表达（Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＣＡＭ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｒｏｎｃｈｉａｌ
ｍｕｃｏｓａｔｉｓｓｕｅｓ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
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２．２　各组支气管上皮细胞 １６ＨＢＥ中 ＩＣＡＭ１
ｍＲＮＡ和蛋白表达比较　结果见图２。对照组、感
染组、阴性组、干扰组细胞中 ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ表达水
平分别为 １．００±０１２、２．１７±０．２３、２．１５±０．２０、
１５８±０．１１，ＩＣＡＭ１蛋白表达水平分别为０．２５±
００３、１．０３±０．０７、１０２±０．０９、０．４７±０．０５。感染
组、阴性组、干扰组细胞中 ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ和蛋白表
达水平均显著高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。干扰组细胞中 ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ和蛋白水平
均显著低于感染组和阴性组，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。
２．３　各组支气管上皮细胞１６ＨＢＥ细胞凋亡率比较
　结果见图３。对照组、感染组、阴性组、干扰组细胞
凋亡率分别为（７．６２±０．７１）％、（２８．３２±２１７）％、

（２７．４９±２．４０）％、（１４．３８±１．２２）％。感染组、阴
性组、干扰组细胞凋亡率显著高于对照组，差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０５）；干扰组细胞凋亡率显著低于
感染组和阴性组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。

１：对照组；２：感染组；３：阴性组；４：干扰组。

图２　各组支气管上皮细胞中 ＩＣＡＭ１蛋白表达（Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆＩＣＡＭ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆｂｒｏｎｃｈｉａｌ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

图３　流式细胞术检测各组支气管上皮细胞细胞凋亡情况
Ｆｉｇ．３　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

２．４　各组支气管上皮细胞１６ＨＢＥ培养基上清液
中ＩＬ１β、ＴＮＦα水平比较　对照组、感染组、阴性
组、干扰组细胞培养基上清液中 ＩＬ１β水平分别为
１．１１±０．１０、１．６２±０．０８、１．６６±０．１２、１．３５±０．０８，
ＴＮＦα水平分别为１．６４±０．１３、２．３８±０２１、２３９±
０．２０、２．０１±０．１２。感染组、阴性组、干扰组细胞培
养基上清液中 ＩＬ１β、ＴＮＦα水平均显著高于对照
组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。干扰组细胞培
养基上清液中ＩＬ１β、ＴＮＦα水平显著低于感染组和
阴性组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．５　各组支气管上皮细胞 １６ＨＢＥ中 Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３、ＮＦκＢｐ６５蛋白水平比较　结果见图４。
对照组、感染组、阴性组、干扰组细胞中 Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白水平分别为 ０．２６±０．０５、０．８４±
００９、０．８７±０．０４、０．４８±０．０６，ＮＦκＢｐ６５蛋白水
平分别为 ０．２８±０．０４、０．８９±０．０７、０．８６±０．０６、
０６４±０．０５。感染组、阴性组、干扰组细胞中
ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ＮＦκＢｐ６５蛋白水平显著高于对
照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。干扰组细胞
ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ＮＦκＢｐ６５蛋白水平显著低于感
染组和阴性组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

１：对照组；２：感染组；３：阴性组；４：干扰组。

图４　各组支气管上皮细胞中 ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ＮＦκＢ

ｐ６５蛋白表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３ａｎｄＮＦκＢｐ６５

ｐｒｏｔｅｉｎｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ）

３　讨论

支气管哮喘是一种呼吸道免疫炎症相关的疾

病，其发生与肥大细胞、Ｔ淋巴细胞、呼吸道上皮细
胞等多种细胞有关［１１１２］。ＩＣＡＭ１在内皮细胞、白细
胞、上皮细胞等细胞中广泛表达，属于免疫球蛋白超

家族，参与细胞的识别、信号转导、活化增殖与分化，

以及细胞的伸展和转移、免疫应答、肿瘤转移等一系

列重要的生理和病理过程［１３］。正常情况下，ＩＣＡＭ１
表达水平较低，而在发生炎症反应时，多种细胞因子
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作用于上皮细胞，诱导 ＩＣＡＭ１表达，进一步引起炎
性因子释放［１４１５］。研究显示，大鼠敲除 ＩＣＡＭ１基
因后，基因缺陷的大鼠呼吸道内炎症程度明显降低，

提示抑制ＩＣＡＭ１的表达可以降低哮喘呼吸道炎症
细胞的浸润，减轻哮喘症状［１６］。唐力琼等［１７］研究

表明，用 ＲＳＶ诱导大鼠发生哮喘后，大鼠肺组织中
ＩＣＡＭ１水平升高，使用咳喘宁治疗后，哮喘大鼠肺
组织中 ＩＣＡＭ１水平下降。本研究收集了哮喘儿童
支气管黏膜组织和非哮喘儿童支气管黏膜组织，用

ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现，ＩＣＡＭ１在哮喘
儿童支气管黏膜组织中的表达水平高于非哮喘儿童

支气管黏膜组织，提示 ＩＣＡＭ１在哮喘儿童支气管
黏膜组织中表达上调。

呼吸道上皮细胞能够将外界环境中的有害物质

隔离，形成免疫屏障，也是机体对抗病毒等物质的机

械屏障［１８］。正常情况下，呼吸道上皮完整的组织结

构可以保护微环境的稳定。当受到外界环境刺激

后，呼吸道上皮细胞作为效应细胞合成黏附因子等

多种细胞分子，参与免疫反应［１９］。ＲＳＶ感染后可诱
导呼吸道上皮细胞发生损伤，破坏细胞骨架，导致呼

吸道上皮组织完整性受到破坏，引起肺炎、支气管

炎、哮喘等疾病的发生［２０］。本研究结果显示，ＲＳＶ
感染后的支气管上皮细胞凋亡率增加，细胞培养基

上清液中ＩＬ１β、ＴＮＦα水平也升高，而下调ＩＣＡＭ１
后，细胞凋亡率有所降低，细胞培养基上清液中

ＩＬ１β、ＴＮＦα水平下降，说明下调ＩＣＡＭ１可以缓解
ＲＳＶ诱导的支气管上皮细胞损伤。

ＮＦκＢ与炎性因子、趋化因子等多种细胞因子
的分泌有关，其在正常情况下以非活性形式存在于

细胞质内，当细胞受到外界环境刺激后可以被激活

进入到细胞核内，影响靶基因的转录，调控细胞的生

长、凋亡等过程［２１］。ＮＦκＢｐ６５是ＮＦκＢ发挥生物
学活性所必需的亚单位［２２］。研究显示，ＮＦκＢｐ６５
在哮喘儿童肺组织中表达上调，在呼吸道上皮细胞

中广泛表达［２３］。Ｃａｓｐａｓｅ３参与支气管上皮细胞的
凋亡过程，是 Ｃａｓｐａｓｅ凋亡级联反应中的凋亡执行
子，其活化成为 ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３后可以诱导细胞
凋亡的发生［２４２６］。本研究结果显示，ＲＳＶ感染后的
支气管上皮细胞中ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ＮＦκＢｐ６５水
平升高，而下调ＩＣＡＭ１后，支气管上皮细胞经 ＲＳＶ
感染，细胞中的 ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ＮＦκＢｐ６５水平
下降，提示下调 ＩＣＡＭ１可以通过降低 Ｃａｓｐａｓｅ３活
化水平抑制ＲＳＶ诱导的支气管上皮细胞凋亡，其作
用机制还可能与ＮＦκＢｐ６５有关。

综上所述，ＩＣＡＭ１在哮喘儿童支气管黏膜组织
中过度表达，参与哮喘的发生，在 ＲＳＶ诱导的支气

管上皮细胞凋亡和炎性因子分泌中具有重要作用，

而其具体作用机制仍需进一步研究。本研究为今后

研究哮喘的发病机制及靶向 ＩＣＡＭ１减少哮喘支气
管上皮细胞损伤提供了理论基础。
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