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　　［摘要］　目的　检测ＩＬ２２在支气管哮喘患者血清中的表达，检测ＩＬ２２Ｒ１在人气道上皮细胞、气道平滑肌细胞、肺成纤
维细胞中的表达，寻找ＩＬ２２作用的靶细胞。方法　应用ＥＬＩＳＡ法检测３６例支气管哮喘患者及２０例正常对照者血清ＩＬ２２
及ＩＬ１７的表达，同时检测３６例患者肺通气功能，根据１秒率（ＦＥＶ１／ＦＶＣ）及ＦＥＶ１占预计值的百分比将支气管哮喘患者分

为支气管激发试验阳性组（１７例）和支气管舒张试验阳性组（１９例）。应用实时定量ＰＣＲ检测人气道平滑肌细胞、人肺成纤维

细胞、人气道上皮细胞ＩＬ２２Ｒ１ｍＲＮＡ的表达，用免疫荧光以及蛋白质印迹法检测ＩＬ２２Ｒ１蛋白在上述３种细胞中的表达。

结果　支气管哮喘患者血清ＩＬ２２及ＩＬ１７水平与正常对照组相比差异无统计学意义，但支气管舒张试验阳性组患者血清ＩＬ
２２和ＩＬ１７水平高于支气管激发试验阳性组（Ｐ＜０．０５）。ＩＬ２２Ｒ１ｍＲＮＡ及蛋白在上述３种细胞均有表达。结论　ＩＬ２２可能
涉及支气管哮喘的发生发展过程，气道平滑肌细胞、肺成纤维细胞、人气道上皮细胞可能均是ＩＬ２２发挥作用的靶细胞。
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　　近年研究显示Ｔｈ１７细胞与支气管哮喘密切相

关［１］，而ＩＬ１７和ＩＬ２２是Ｔｈ１７细胞分泌的２种细

胞因子。目前关于ＩＬ１７与支气管哮喘的研究表

明，ＩＬ１７涉及支气管哮喘的发生发展过程［２３］。ＩＬ

２２作为Ｔｈ１７细胞分泌的另一重要细胞因子，很可

能也参与其中。ＩＬ２２通过与ＩＬ２２受体复合物结

合发挥其生物学作用。ＩＬ２２受体复合物由ＩＬ

２２Ｒ１和ＩＬ１０Ｒ２组成［４５］。ＩＬ１０Ｒ２是一些细胞因

子受体的一部分，故ＩＬ２２Ｒ１链是ＩＬ２２受体复合

物的特异性部分。目前研究表明呼吸道系统（肺、气

管）人肺泡上皮细胞［６］和气道上皮细胞［７］表达ＩＬ

２２Ｒ１受体。我们推测ＩＬ２２如果参与支气管哮喘发

生发展过程，除了气道上皮外，气道平滑肌细胞及

气道成纤维细胞也有可能表达ＩＬ２２Ｒ１受体。为此

我们检测了支气管哮喘患者血清中ＩＬ２２蛋白表达的

水平，并检测了这些患者的肺功能，以考察ＩＬ２２是否

与支气管哮喘的反应性增高有关；同时应用实时定量

ＰＣＲ检测人气道上皮细胞、人气道平滑肌细胞、人胚

肺成纤维细胞中ＩＬ２２Ｒ１ｍＲＮＡ的表达，用免疫荧光

和蛋白质印迹法检测上述３种细胞ＩＬ２２Ｒ１蛋白的表

达，以确定上述细胞是否是ＩＬ２２的靶细胞，从而拓展

ＩＬ２２在支气管哮喘中作用的研究。

１　材料和方法

１．１　 主 要 试 剂 　ＩＬ２２ ＥＬＩＳＡ 试 剂 盒、ＩＬ１７

ＥＬＩＳＡ试剂盒（ＡＤＬ公司）；ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司）；反转录试剂盒（晶美公司）；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ试剂盒

（ＮＥＢ公司）；ＩＬ２２Ｒ１一抗（ｅＢＩＯＳＣＩＥＮＣＥ公司，

种属来源：兔）；ＦＩＴＣ标记羊抗兔二抗（北京博奥森

公司），βａｃｔｉｎ一抗（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，种属来源：小

鼠），抗αａｃｔｉｎ（北京博奥森公司，种属来源：兔）。

１．２　研究对象　收集自２００６年８月至２００７年２
月南方医院呼吸科门诊轻中度哮喘患者（发作期）共

３６例，其中男性 １９ 例，女性 １７ 例，平均年龄

（３８．４±１３．９）岁。所有病例均符合２００８年中华医学

会呼吸病学分会哮喘学组制定的支气管哮喘防治指

南［８］中规定的诊断标准。正常对照组２０例为正常

体检者，其中男性 １１ 例，女性 ９ 例，平均年龄

（３６．６±１３．３）岁，近２个月无急性感染病史。所有

入选者均未患过溃疡性结肠炎、肾脏疾患、类风湿性

关节炎等疾病，近７个月内均未口服或静脉使用激

素类药物。

１．３　肺功能测定　所有哮喘患者均测定肺功能，实

验在耶格强迫振荡肺功能仪上进行，由专人进行操

作。根据肺功能用力肺活量（ｆｏｒｃｅｄｖｉｔａｌｃａｐａｃｉｔｙ，

ＦＶＣ）值来分组，如果ＦＶＣ值≤８０％预计值，分入支

气管舒张试验组（舒张组）；如果ＦＶＣ值＞８０％预计

值，分入支气管激发试验组（激发组）。激发组共１７
例，男性８例，女性９例，平均年龄（３５．１１±１４．２４）

岁；舒张组共１９例，其中男性１１例，女性８例，平均

年龄（４１．４±１３．３）岁。

１．４　血标本采集及处理　经受试者同意，受试者在

行肺功能检查或体检前从肘部静脉采血５ｍｌ，缓慢

放入无抗凝的干燥玻璃管，放置令其凝固、贴壁。再

置于４℃冰箱过夜，使血凝块收缩后，吸取上层血清

经１０１５×ｇ 离心１０ｍｉｎ，收集上层血清分装后

－８０℃冻存同批待测。

１．５　血清中ＩＬ２２、ＩＬ１７的测定　均采用ＥＬＩＳＡ
法，操作过程严格按照试剂盒说明书。

１．６　人气道平滑肌细胞原代培养及传代　经患者

及家属同意，取南方医科大学附属南方医院胸外科

（２００６年９月及１０月）做肺叶切除术患者（女性２
例，３６岁及４５岁腺癌患者，无哮喘，无肺部感染，无

慢性气道疾病病史）显微镜下显示正常的肺叶、段支

气管标本第２及４级支气管［９］。采用组织块贴壁培

养法，无菌条件下用手术剪及镊小心分离出肺叶或

肺段中的小支气管，仔细去除周围结缔组织及血管、

软骨后，用冰冷ＰＢＳ反复冲洗后转入含血清的青霉

素小瓶中，用虹膜剪将气管平滑肌剪成１ｍｍ２ 左右

大小，将组织小块移置于培养瓶底部。将培养瓶放

入３７℃、５％ＣＯ２孵箱，３～４ｈ后组织块贴壁，从瓶

侧面再加入含１５％胎牛血清的ＤＭＥＭ 培养基，３～
４ｄ换液１次，组织块７ｄ后细胞开始爬出，１４ｄ生

长达到融合，高低起伏成 “峰、谷”状，倒置显微镜下

进行细胞形态鉴定。经αａｃｔｉｎ细胞免疫组化染色

鉴定为人气道平滑肌细胞。

１．７　人气道上皮细胞 ＨＢＥ１３５Ｅ６Ｅ７和人胚肺成纤

维细胞株 ＭＲＣ５的培养及传代　ＨＢＥ１３５Ｅ６Ｅ７
（美国ＡＴＣＣ）用含１５％胎牛血清（杭州四季青生物

工程有限工司）、１００Ｕ／ｍｌ青霉素、１００μｇ／ｍｌ链霉素

的ＲＰＭＩ１６４０培养基，３７℃、５％ＣＯ２培养箱培养，完

全融合后，３～４ｄ传代１次。当细胞完全融合后，按

２．５×１０４／ｃｍ２的密度传至６孔板继续培养，９０％融合

后换成角质化无血清培养基。人胚肺成纤维细胞株

ＭＲＣ５（购自中国科学院上海细胞生物学研究所）培

养于ＤＭＥＭ培养液中，培养液中加入１０％胎牛血清，



第１２期．张　旃，等．ＩＬ２２在支气管哮喘患者血清中的表达及其受体ＩＬ２２Ｒ１在人气道细胞中的表达 ·１２９３　 ·

细胞培养在３７℃、５％ＣＯ２培养箱中。

１．８　ＰＣＲ检测人气道上皮细胞、人气道平滑肌细

胞、人肺成纤维细胞ＩＬ２２Ｒ１ｍＲＮＡ表达

１．８．１　引物、探针的合成　ＩＬ２２Ｒ１基因引物序列：

上游５′ＣＣＣＣＡＣＴＧＧＧＡＣＡＣＴＴＴＣＴＡ３′（２０

ｂｐ），下游５′ＴＧＧＣＣＣＴＴＴＡＧＧＴＡＣＴＧＴＧＧ３′
（２０ｂｐ）［１０］。内参基因ＧＡＰＤＨ引物序列为：上游５′

ＴＴＣＧＡＣＡＧＴＣＡＧＣＣＧＣＡＴＣＴＴ３′（２１ｂｐ），下

游５′ＡＴＣ ＣＧＴ ＴＧＡＣＴＣＣＧＡＣＣＴ ＴＣＡ３′（２１

ｂｐ）。引物由广州泰盛生物有限公司合成。

１．８．２　细胞总ＲＮＡ的提取及反转录反应　按ＴＲ

Ｉｚｏｌ试剂盒提供的操作步骤提取各组细胞各自的

ＲＮＡ，－７０℃保存，按反转录试剂盒提供的操作步骤

合成ｃＤＮＡ（－２０℃保存）。将得到的ＰＣＲ产物进行

凝胶电泳，回收纯化，计算浓度及纯度。

１．８．３　荧光定量ＰＣＲ检测ＩＬ２２Ｒ１表达量　采用

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ染料法，按照试剂盒说明书配好反应体

系，建立标准曲线后，将每个样本重复３次，上机

（７０００ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｓｙｓｔｅｍ，ＡＢＩ）。反应体系及条

件如下：Ｍｉｘ＋ＳＹＢＲ１０μｌ，Ｆ４Ｐ２μｌ，Ｒ４Ｐ２μｌ，Ｈ２

Ｏ５μｌ，模板１μｌ，总量２０μｌ，扩增条件：９５℃２ｍｉｎ，

９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃４５ｓ，４０个循环。将检测

结果进行标准曲线分析，以对待测样品的ＩＬ２２Ｒ１
基因进行定量。

１．９　蛋白质印迹法检测人气道上皮细胞、人气道平

滑肌细胞、人肺成纤维细胞ＩＬ２２Ｒ１蛋白的表达　
各取１×１０６人气道上皮细胞、人气道平滑肌细胞、人

肺成纤维细胞抽提总蛋白。以１ｍｇ／ｍｌＢＳＡ溶液

为标准品。以Ｂｒａｄｆｏｒｄ法建立标准曲线，５９５ｎｍ处

测定光密度（Ｄ）值，计算样本蛋白原液浓度，－８０℃
保存。制备１２％分离胶和５％积层胶。预电泳（稳

压８０Ｖ，２０ｍｉｎ）后点样（５０μｇ细胞总蛋白），电泳

（浓缩胶７０Ｖ电泳３０ｍｉｎ，分离胶１００Ｖ电泳７０

ｍｉｎ），转膜（２５５ ｍＡ 转 ８０ ｍｉｎ）。封闭 １ｈ。用

１１０００的一抗孵育，４℃过夜。ＰＢＳ清洗３次后，

加入ＨＲＰ标记羊抗兔二抗和ＨＲＰ标记羊抗小鼠二

抗１５０００孵育，室温１ｈ。ＰＢＳ洗涤３次，ＥＣＬ检

测，暗室曝光成像。

１．１０　细胞爬片免疫荧光检测　将细胞爬片在冰甲

醇／丙酮－２０℃固定５ｍｉｎ。０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００／０．１％
柠檬酸钠冰浴５ｍｉｎ破膜。１０％山羊血清室温３０

ｍｉｎ。将细胞爬片分别于稀释比例为１８０稀释的

ＩＬ２２Ｒ１抗体３７℃孵育１ｈ。ＦＩＴＣ标记羊抗兔二抗孵

育室温３０ｍｉｎ，避光。立即以莱卡显微镜拍照。

１．１１　统计学处理　数据用珚ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ

１６．０软件对两组间的差异进行成组ｔ检验，检验水

平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　哮喘患者、正常对照血清ＩＬ２２、ＩＬ１７水平的

比较　支气管哮喘组与正常对照组ＩＬ２２血清水平

差异 无 统 计 学 意 义 ［（２３４．９５±１１４．９６）ｖｓ
（１８４．０４±５７．３３）ｎｇ／ｍｌ，Ｐ＝０．０７］，支气管哮喘组

ＩＬ１７血清水平与正常对照组相比差异无统计学意

义［（２７６．４０±１５６．１５）ｖｓ（２３２．０３±１３６．８６）ｎｇ／

ｍｌ，Ｐ＞０．０５］。

２．２　哮喘患者激发组和舒张组血清ＩＬ２２、ＩＬ１７水

平比较　舒张组患者血清ＩＬ２２、ＩＬ１７水平均高于

激发组患者［（２７７．４５±１２９．２３）ｖｓ （１８７．４５±

７４．６７）ｎｇ／ｍｌ，Ｐ＝０．０１７；（３３５．８２±１７２．２９）ｖｓ
（２０９．９８±１０５．１７）ｎｇ／ｍｌ，Ｐ＝０．０１３］。

２．３　人气道上皮细胞、人气道平滑肌细胞、人肺成

纤维细胞ＩＬ２２Ｒ１ｍＲＮＡ 的表达　应用ＩＬ２２Ｒ１
的标准曲线（ｙ＝－１．３２９４ｌｎｘ＋４６．１９９，Ｒ２＝

０．９９７），根据所测的Ｃｔ值，计算人气道上皮细胞、人

气道平滑肌细胞、人肺成纤维细胞ＩＬ２２Ｒ１ｍＲＮＡ
表达的相对量，结果显示在人气道上皮细胞、人气道

平滑肌细胞以及人肺成纤维细胞均有ＩＬ２２Ｒ１ｍＲ

ＮＡ的表达（２．７４×１０９，２．０３×１０９，１．６８×１０９）。

２．４　蛋白质印迹法检测ＩＬ２２Ｒ１蛋白在人气道上

皮细胞、人气道平滑肌细胞、人肺成纤维细胞中的表

达　结果显示在人气道上皮细胞、人气道平滑肌细

胞、人肺成纤维细胞均可见ＩＬ２２Ｒ１蛋白表达（图１）。

图１　３种细胞中ＩＬ２２Ｒ１蛋白的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ２２Ｒ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｒｅｅｔｙｐｅｓ
ｏｆｃｅｌｌｓａｓｓｈｏｗｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

１：Ｈｕｍａｎａｉｒｗａｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；２：Ｈｕｍａｎａｉｒｗａｙｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅ

ｃｅｌｌｓ；３：Ｈｕｍａｎｌｕｎｇｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

２．５　免疫荧光检测ＩＬ２２Ｒ１在人气道上皮细胞、人
气道平滑肌细胞、人肺成纤维细胞中的表达　结果
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显示在人的气道上皮细胞、人气道平滑肌细胞以及 人肺成纤维细胞均有ＩＬ２２Ｒ１蛋白表达（图２）。

图２　免疫荧光检测ＩＬ２２Ｒ１蛋白在３种细胞中的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ２２Ｒ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｒｅｅｋｉｎｄｓｏｆｃｅｌｌｓａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ
Ａ，Ｄ：Ａｉｒｗａｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；Ｂ，Ｅ：Ａｉｒｗａｙｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ；Ｃ，Ｆ：Ｌｕｎｇｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００（ＡＣ）；×４００（ＤＦ）

３　讨　论

　　Ｔｈ１７细胞是近来研究的热点，Ｔｈ１７细胞分泌

细胞因子ＩＬ１７和ＩＬ２２，Ｚｈｕ等［１］的研究在细胞水

平上显示 Ｔｈ１７细胞与支气管哮喘密切相关，而

Ｂａｒｃｚｙｋ等［２］及 Ａｇａｃｈｅ等［３］的研究则从细胞因子

水平表明Ｔｈ１７细胞分泌的细胞因子ＩＬ１７可能涉

及支气管哮喘的发生发展过程。而Ｔｈ１７细胞分泌

的另一细胞因子ＩＬ２２与支气管哮喘的研究目前较

少，为此我们检测了哮喘患者血清ＩＬ２２、ＩＬ１７的

水平，发现ＩＬ２２及ＩＬ１７的血清水平在支气管激发

试验阳性组和支气管舒张试验阳性组患者之间差异

存在统计学意义，舒张组ＩＬ２２及ＩＬ１７的水平高于

激发组。这提示除了目前普遍认为的ＩＬ１７以外，

ＩＬ２２可能也涉及了支气管哮喘的发生发展过程。

支气管舒张试验阳性提示患者的肺通气功能异常，

存在气道阻塞，且这种阻塞与气道平滑肌痉挛相关。

因此我们推测ＩＬ１７和ＩＬ２２的增高可能与平滑肌

痉挛相关，由于ＩＬ１７在支气管哮喘中主要涉及作

用于单核细胞系［１１］，而目前研究显示免疫细胞不是

ＩＬ２２的靶细胞，由此我们进一步推测支气管舒张试

验阳性患者的气道痉挛可能与ＩＬ２２水平增高有

关，这也提示气道平滑肌细胞可能是ＩＬ２２作用的

靶细胞。为此我们检测了人气道平滑肌细胞、人气

道上皮细胞以及人肺成纤维细胞ＩＬ２２Ｒ１受体的表

达。实时定量ＰＣＲ、蛋白质印迹分析及免疫荧光的

结果证实，在人气道平滑肌细胞发现了ＩＬ２２Ｒ１

ｍＲＮＡ以及蛋白的表达。这无疑拓展了我们对ＩＬ

２２在支气管哮喘的发生发展中发挥作用的推测。

此外，我们也发现在人肺成纤维细胞也有ＩＬ２２Ｒ１

ｍＲＮＡ以及蛋白的表达，其意义值得进一步研究。

而我们在人气道上皮细胞发现有ＩＬ２２Ｒ１ｍＲＮＡ
以及蛋白的表达，这与 Ａｕｊｌａ等［７］的报道一致。我

们未能发现支气管哮喘患者组与正常对照组血清的

ＩＬ２２、ＩＬ１７水平有显著性差异，这与Ｃｈｅｎ等［１２］及

Ｗｏｎｇ等［１３］的检测结果不一致，这可能与我们入选

的支气管哮喘患者病情程度较轻有关。

　　支气管哮喘的发生发展涉及气道多个体细胞的

参与，包括气道上皮、气道平滑肌细胞和成纤维细

胞。我们的结果显示人气道平滑肌细胞、人肺成纤

维细胞以及人气道上皮细胞均有ＩＬ２２Ｒ１的表达。

这提示呼吸系统中ＩＬ２２的靶细胞不仅仅只有肺泡

上皮细胞和气道上皮细胞，平滑肌细胞和肺成纤维

细胞也是ＩＬ２２的靶细胞。结合本研究中显示的支

气管舒张试验阳性患者ＩＬ２２、ＩＬ１７水平显著高于

支气管激发试验阳性组，我们有理由推测：ＩＬ２２可
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能参与支气管哮喘的发生发展过程，它对支气管哮

喘发生发展的影响很可能是通过多种作用多种结构

细胞产生的。
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《中华临床医师杂志（电子版）》２０１１年度征稿征订启事

　　《中华临床医师杂志（电子版）》由国家卫生部主管，中华医学会主办，是中国科技论文统计源期刊，中国科技核心期刊。半

月刊，全年出刊２４期，定价６７２元，国内刊号ＣＮ１１９１４７／Ｒ，邮发代号８０７２８，以电子版、纸版导读同时面向全国公开出版发

行，被万方数据库、中国期刊网、维普数据库、美国化学文摘、乌利希期刊指南、波兰哥白尼索引等国内外知名数据库收录。

　　本刊２０１１年上半年刊出重点栏目分别为：耳鼻咽喉、口腔颌面部肿瘤；泌尿生殖系肿瘤；儿童心脑血管病；乳腺肿瘤；脊柱

及关节疾病；内镜在消化系统疾病中的应用；呼吸系统肿瘤；内分泌及代谢疾病；肠内及肠外营养；高血压及并发症；肝胆肿瘤；

危重症的处理等。

　　欢迎广大临床医师积极投稿并订阅杂志！欢迎各位专家组织、推荐、撰写重点栏目论文！
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