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"摘要#

!

目的
!

探讨
12

羟维生素
'̂

与抗菌肽在反复上呼吸道感染的作用%方法
!

选择连续
'

年就诊的上呼吸道感染患

者!其中!

$

年上呼吸道感染次数大于或等于
1

次患者
0)

例!男
1%

例!女
1)

例!平均"

'1&'2C(&$%

#岁&选择
$2

例人作为对照组!

平均"

'$&'2C$%&1%

#岁!对照组在年龄上与上呼吸道感染患者差异无统计学意义"

$

%

%&%2

#%采用酶联免疫吸附测定"

>?864

#检

测外周血血清中
12

羟维生素
'̂

水平和诱导痰上清液抗菌肽
??.'-

水平并做相关性分析%用人气道上皮细胞株分析
12

羟维生

素
'̂

对抗菌肽
??.'-

水平影响%结果
!

反复上呼吸道感染患者外周血血清
12

羟维生素
'̂

水平低于对照组"

$

$

%&%2

#!并且反

复上呼吸道感染患者诱导痰上清液人抗菌肽
??.'-

水平低于对照组"

$

$

%&%2

#%上呼吸道感染平均次数与上呼吸道感染患者外

周血
12

羟维生素
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呈负相关"

9c]%&20

!

$

$

%&%2

#!上呼吸道感染平均次数与诱导痰上清液抗菌肽
??.'-

水平呈负相关

"

9c]%&)2

!

$

$

%&%2

#!上呼吸道感染患者外周血
12

羟维生素
'̂

和诱导谈上清液抗菌肽
??.'-

水平呈正相关"

9c%&2(

!

$

$

%&%2

#%体外细胞实验显示
$

!

12

羟维生素
'̂

能上调上皮细胞抗菌肽
??.'-

表达%结论
!

12

羟维生素
'̂

的缺乏可能是上呼吸

道反复感染患抗菌肽
??.'-

的表达下调的重要原因%
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上呼吸道感染是常见疾病呼吸系统疾病#其常见病原微生

物多为鼻病毒)腺病毒)流感病毒)副流感病毒#肠病毒和呼吸

道合胞病毒等#细菌感染多继发于病毒感染*研究表明血清

12

羟维生素
'̂

缺乏与反复呼吸道感染有关#

12

羟维生素
'̂

水平与肺部感染和肺功能下降存在明显相关性&

$

'

*维生素
'̂

补充能有效减少上呼吸道感染反复发生*新生儿
12

羟维生素

'̂

缺乏明显增加上呼吸道感染次数和风险#孕妇补充
12

羟维

生素
'̂

有助于减低反复上呼吸道感染风险&

1

'

*呼吸道感染

发生同样与肺部固有免疫有关#已有研究表明抗菌肽
??.'-

是固有免疫的重要效应分子&

'

'

*

12

羟维生素
'̂

通过维生素

^

受体调节固有免疫#促进抗菌肽
??.'-

的表达#从而增强机

体的抗感染能力*

12

羟维生素
'̂

能诱导抗菌肽表达#然而在

上呼吸道反复感染中#维生素
^

与
??.'-

的相关性仍不明

确&

0.-

'

*故笔者通过分析上呼吸道反复感染患者外周血血清中

12

羟维生素
'̂

水平和诱导痰上清液人抗菌肽
??.'-

水平#分

析其相关性#以探讨
12

羟维生素
'̂

)

??.'-

之间相关性和上

呼吸道反复感染之间的相关性*

B

!

资料与方法

B&B

!

一般资料
!

共收集
1%$$

年
)

月至
1%$0

年
$

月在西南医

科大学卫生科就诊上呼吸道感染患者
$(//

例#男
/()

例#女

$%(1

例#平均$

'2&10C$%&//

%岁#均为选取连续
'

年在本科就

诊的上呼吸道感染患者*其中#

$

年上呼吸道感染次数大于或

等于
1

次患者
0)

例 $感染组%#男
1%

例#女
1)

例#平均

$

'1&'2C(&$%

%岁*上呼吸道感染诊断标准!$

$

%起病急#并伴

有发热)咳嗽)流鼻涕)鼻塞#喷嚏等症状($

1

%体格检查仅发现

咽部充血和或扁桃体肿大($

'

%外周血白细胞计数及分类正常

或偏低)或偏高*选取
$2

例健康人作为对照组#男
-

例#女
/

例#平均$

'$&'2C$%&1%

%岁*对照组在年龄与上呼吸道感染患

者差异无统计学意义$

$

%

%&%2

%*全部上呼吸道感染组患者

均不伴有其他免疫功能受影响的疾病*

B&C

!

方法

B&C&B

!

反复呼吸道感染次数
!

根据患者近
'

年发生上呼吸道

感染次数#取平均值统计*

B&C&C

!

标本收集与处理
!

抽取空腹静脉血#分离血清#

]-%

:

保存(用
0W

氯化钠溶液雾化吸入
2

&

$%D#,

#痰液收集于无

菌容器中#保存于
0:

冰箱*在
$3

内处理#加入
0

倍重量的

%&$W

二硫苏糖醇$

@̂@

%#置于
'-:

水浴箱
2D#,

#吹打致黏

液完全溶解#

12%%G

"

D#,

离心
$%D#,

#上清液置于
]-% :

保存*

B&C&D

!

细胞实验
!

选取人气道上皮细胞株$

$)d_>

#本实验

室保存%#加入含
$%W

胎牛血清的
^5>5

"

B$1

培养基#在
'-

:

和
2W 7X

1

的细胞培养箱中培养#更换为无血清
^5>5

"

B$1

培养基*分别用磷酸盐缓冲液$

V_6

%#

12

羟维生素
'̂

$

$%

,D"K

"

?

%刺激细胞
103

后收集细胞进行检测*实验均重复
'

次*对照组用
12

羟维生素
'̂

抑制剂
.

伊曲康唑预处理
13

后#用
12

羟维生素
'̂

$

$%,D"K

"

?

%刺激细胞*

B&C&E

!

细胞蛋白和总
FA4

的提取及浓度测定
!

刺激细胞
10

3

后#弃去培养基#无菌
V_6

洗涤细胞
1

次#用细胞刮收集细胞

于无 菌
>V

管 中#用 细 胞 裂 解 液 或
FA4

提 取 试 剂 盒

$

FA4LM+J1%%

试剂盒%#按照说明书提取蛋白和
FA4

*

B&C&F

!

酶联免疫吸附测定$

>?864

%

!

采用
>?864

检测外周

血血清中
12

羟维生素
'̂

水平#人抗菌肽
??.'-

水平#

12

羟

维生素
'̂>?864

试剂盒购于德国
8_?

公司#人抗菌肽
>?864

试剂盒购于美国
F̂

公司*实验方法参照说明书*

B&C&G

!

实时荧光定量
V7F

$

F@.V7F

%检测细胞
??.'-

的
DF.

A4

水平
!

??.'-

引物上游为!

2Y.e@74774e4ee4@@e

@e47@@744.'Y

#下游引物为
2Y.@@e4eee@747@e@7

7774@4.'Y

*内参照甘油醛
.'.

磷酸脱氢酶$

e4V̂ d

%上游引

物为!

2Y.ee4e@7447ee4@@@ee@7e@4.'Y

(下游为

2Y.e74474 4@4 @77 47@ @@4774 e4e @@4 4.'Y

*

引物由上海生工生物工程有限公司合成*用鸟类成髓细胞瘤

病毒逆转录酶$

45 .̀F@

%使用
"K#

;

"!@

引物扩增
N̂ A4

#

??.

'-

引物和
e4V̂ d

引物完成
V7F

实验#

e4V̂ d

作为内

参照*

B&D

!

统计学处理
!

采用
6V66$)&%

统计软件进行分析#计量

资料以
GC"

表示#两组间比较采用
:

检验*用皮尔逊积差相

关系数分析
12

羟维生素
'̂

#抗菌肽
??.'-

和反复上呼吸道感

染的相关性#以及
12

羟维生素
'̂

和抗菌肽
??.'-

之间的相

关性#以
$

$

%&%2

为差异有统计学意义*

C

!

结
!!

果

C&B

!

两组
12

羟维生素
'̂

和抗菌肽
??.'-

水平比较
!

外周

血血清
12

羟维生素
'̂

水平位为$

'(&(0C$%&1%

%

,

;

"

D?

#对照

组为$

)2&)%C(&1%

%

,

;

"

D?

#反复上呼吸道感染患者外周血
12

羟维生素
'̂

水平位低于对照组$

$

$

%&%2

%*反复上呼吸道感

染患者诱导痰上清液抗菌肽
??.'-

水平为$

/&(%C%&20

%

!

;

"

D?

#对照组为$

'%&$1C%&(/

%

!

;

"

D?

#反复上呼吸道感染患者

诱导痰上清液抗菌肽
??.'-

水平高于对照组$

$

$

%&%2

%#见

表
$

*

表
$

!!

两组外周血
12

羟维生素
'̂

和抗菌肽

!!!

??.'-

水平比较

项目 对照组$

*c$2

% 感染组$

*c0)

%

性别$男"女#

*

"

*

%

-

"

/ 1%

"

1)

年龄$

GC"

#年%

1$&'2C'&1% 11&'2C1&$%

12

羟维生素
'̂

$

GC"

#

,

;

"

D?

%

)2&)%C(&1% '(&(0C$%&1%

??.'-

$

GC"

#

!

;

"

D?

%

'%&$1C%&(/ /&(%C%&20

C&C

!

感染组外周血
12

羟维生素
'̂

和诱导痰上清液抗菌肽

??.'-

水平与反复上呼吸道感染的相关性分析
!

0)

例连续
'

年在本科就诊的上呼吸道感染患者#

'

年内上呼吸道感染总次

数除以
'

为
'

年内上呼吸道感染平均次数#上呼吸道感染平均

次数与上呼吸道感染患者外周血
12

羟维生素
'̂

呈负相关

$

9c]%&20

#

$

$

%&%2

%(上呼吸道感染平均次数与诱导痰上清

液抗菌肽
??.'-

水平呈负相关$

9c]%&)2

#

$

$

%&%2

%#见图
$

*

图
$

!!

12

羟维生素
'̂

和诱导痰上清液抗菌肽
??.'-

水平与反复上呼吸道感染相关性分析
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C&D

!

感染组外周血
12

羟维生素
'̂

和诱导痰上清液抗菌肽

??.'-

水平相关性分析
!

反复上呼吸道感染患者外周血
12

羟

维生素
'̂

和诱导痰上清液抗菌肽
??.'-

水平相关性分析

$

9c%&2(

#

$

$

%&%2

%#表明反复上呼吸道感染患者外周血
12

羟

维生素
'̂

和诱导痰上清抗菌肽
??.'-

水平呈正相关#见图
1

*

图
1

!!

外周血
12

羟维生素
'̂

和诱导痰

上清液抗菌肽
??.'-

水平相关性分析

C&E

!

12

羟维生素
'̂

上调抗菌肽
??.'-

的表达
!

为进一步分

析
12

羟维生素
'̂

对抗菌肽
??.'-

表达影响#选取气道上皮

细胞株
$)d_>

#用
12

羟维生素
'̂

刺激人支气管上皮细胞

后#收集细胞提取总
FA4

经逆转录#通过
>?864

测定
??.'-

蛋白浓度和
F@.V7F

检测
??.'-

的
DFA4

表达*与
V_6

相

比#

12

羟维生素
'̂

能显著增加
8?.'-

蛋白浓度$

$

$

%&%2

%#同

时能增加
??.'-DFA4

水平$

$

$

%&%2

%#而
12

羟维生素
'̂

抑

制剂能降低
12

羟维生素
'̂

诱导的
8?.'-

蛋白浓度和
??.'-

DFA4

水平*

D

!

讨
!!

论

!!

反复上呼吸道感染是常见疾病呼吸系统疾病#病因复杂#

其临床特点为反复上呼吸道感染#病程较长#缺乏特殊的治疗

方法*近年研究表明#呼吸道反复感染与维生素
^

缺乏有明

显相关性&

$

'

*抗菌肽
??.'-

作为维生素
^

受体信号通路的下

游分子#其在机体抗感染方面的作用得到了格外关注#然而抗

菌肽
??.'-

在上呼吸道反复感染中的作用尚不明确&

/.(

'

*本

研究比较了呼吸道反复感染患者和健康人群
12

羟维生素
'̂

与抗菌肽
??.'-

的水平#并分析了反复上呼吸道感染患者外

周血
12

羟维生素
'̂

和诱导痰上清液抗菌肽
??.'-

水平与反

复上呼吸道感染的相关性*结果显示#反复上呼吸道感染患者

外周血血清
12

羟维生素
'̂

水平显著低于对照组#上呼吸道

感染平均次数与上呼吸道感染患者外周血
12

羟维生素
'̂

呈

负相关#表明血清
12

羟维生素
'̂

缺乏可能与反复呼吸道感

染有关#进一步验证了血清
12

羟维生素
'̂

在抗感染中的

作用*

抗菌肽
??.'-

在肠道)气道)皮肤等处表达形成抵抗细菌

的第
$

道防线&

$%

'

*其表达调控具有复杂的机制#且在不同的

细胞类型和环境中其表达受到不同的调控#维生素
^

受体直

接调节抗菌肽表达#

12

羟维生素
'̂

显著上调骨髓细胞抗菌肽

表达&

$%.$1

'

*已有研究表明#抗菌肽
??.'-

作为固有免疫的效

应分子和执行分子#特别是在炎症和受伤的部位其表达受促炎

细胞因子#细胞因子#细菌产物等一系列刺激因素的上调&

$'

'

*

研究发现反复上呼吸道感染患者诱导痰上清液抗菌肽
??.'-

水平显著低于对照组#上呼吸道感染平均次数与诱导痰上清液

抗菌肽
??.'-

水平呈负相关*本研究结果提示#上呼吸道反

复感染导致的抗菌肽
??.'-

水平显著降低可能是患者反复呼

吸道感染的重要因素*

此外#已有研究表明#维生素
^

的活性形式
12

羟维生素

'̂

是抗菌肽的潜在诱导因子#其可通过与维生素
^

受体结

合#促进抗菌肽的表达&

$0.$2

'

*而本研究结果显示#反复上呼吸

道感染患者外周血
12

羟维生素
'̂

和诱导痰上清液抗菌肽

??.'-

水平呈正相关#表明
12

羟维生素
'̂

的缺乏引起抗菌肽

??.'-

的水平降低*

12

羟维生素
'̂

缺乏引起的上呼吸道反

复感染患者#

12

羟维生素
'̂

缺乏降低维生素
.̂

维生素
^

受

体信号通路促进抗菌肽
??.'-

的表达*同时通过细胞实验进

一步分析表明
12

羟维生素
'̂

能上调抗菌肽
??.'-

表达*

本研究揭示了血清
12

羟维生素
'̂

缺乏与反复呼吸道感

染之间的联系*同时#本研究发现在上呼吸道反复感染中#

12

羟维生素
'̂

的缺乏是抗菌肽
??.'-

的表达下调的直接原因*

然而#上呼吸道反复感染患者诱导痰上清液抗菌肽
??.'-

水

平显著升高的机制需进一步研究*
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ÌG3""+IKF5

#

IJMK&

8,JIGKIRP#,$'IT

E

"+RGII,3M,NI+H#JMD#, .̂DI!#MJI!IT.

E

GI++#","LJ3I3RDM,NMJ3IK#N#!#,M,J#D#NG"Q#MK

E

I

E

J#!I

$/

"

??.'-#,QG",N3#MKI

E

#J3IK#MKNIKK+

&

[

'

&8,LINJ8DDR,

#

1%$1

#

/%

$

$1

%!

00/2.00(0&

&

-

'

dI#KQ"G,[̂

#

ZIQIGe

#

eG",QIG

;

4

#

IJMK&@"

E

#NMKJGIMJ.

DI,JU#J3J3IH#JMD#,^M,MK"

;

RINMKN#

E

"JG#"KI,3M,NI+

J3IR

E

GI

;

RKMJ#","LJ3IM,J#D#NG"Q#MK

E

G"JI#,374V$/

"

??.

'-!RG#,

;

U"R,!#,

;

#,3RDM,+P#,#,H#H"

&

[

'

&>T

E
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@eB.

%

的刺激下合成增多并促使其在细胞外基质中沉积#加速

肺纤维化的发展#而
V66

等风湿类疾病存在
@eB.

%

"

6DM!

信

号通路的激活*本研究中各组血清
@eB.

%

$

水平差异有统计

学意义$

$

$

%&%2

%#其中
V66b8?̂

组高于单纯
V66

组#而

V66b8?̂

组和单纯
V66

组均低于对照组#提示
@eB.

%

$

水平

的降低在
V66

的发生)发展中起着重要作用#而
@eB.

%

$

与肺

纤维化的发生密切相关#因此#

V66b8?̂

组
@eB.

%

$

水平比

单纯
V66

组高#但仍低于对照组*本研究中#

V66

患者血清

AB.

(

_

和
@eB.

%

$

水平与病程)

7FV

)

8

;

4

)

8

;

e

)

8

;

5

各指标间

均无相关性#提示二者与
V66

相关指标间无明显相关性*

综上所述#

AB.P_

和
@eB.

%

$

水平的变化在
V66

伴肺间质

病变过程中发挥重要作用#监测二者的水平变化可能对
V66

伴间质性肺病的诊断具有重要的意义#但二者变化与
V66

伴

间质性肺病的病情严重程度的相关性还有待于更进一步研究*
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