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目的
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研究呼吸道合胞体病毒"
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#感染患儿鼻黏膜拭子样品微
@B6

"

FR@B6

#表达及与症状

轻重间的关系$方法
!

选取
.1+-

年
0

月至
.1+)

年
.

月该院收治的
./

例确诊为
@;b

感染阳性患儿作为试验

组!按临床症状分轻度
+-

例!重度
0

例$选择同期来院儿保门诊就诊的
+.

例健康儿童作为对照组$采集鼻黏

膜上皮脱落细胞样品!通过
FR@B6W

微阵列芯片分析其中
.

例重度%

.

例轻度和
.

例健康儿童的
FR@B6

表达

谱!通过
j

A$@

对微阵列芯片筛选出的差异表达的
.(

个
FR@B6

进行验证$结果
!

与对照组比较!试验组患儿

FR@?!.1S
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FR@?!(\

%

FR@?+.*2

和
FR@?(.0

表达下调!而
FR@?+**
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FR@?.1!2

和
FR@?+1/\

表达上调'

FR@?+.*2

在轻度患儿中的表达水平低于重度患儿"
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#$结论
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感染阳性患儿鼻黏膜脱落细胞差异

表达
FR@B6

与免疫系统密切相关!而与
B:?

*

K

信号通路相关的
FR@?+.*2

能够解释
@;b

感染患儿疾病严重

程度的差异$
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ÒXO2U2Q

P

[OS\

P

FRLXC@B6WFRLXC2XX2

P

,.(FRLXC@B6WWLXOOUOSCMNZXCFFRLXC@B6WFRLXC2XX2

P
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儿期儿童"大部分患儿呈轻微上呼吸症状"而部分患

儿将通过宿主免疫应答发展为更严重的支气管炎或

肺炎#

+

&

(因此"阐明
@;b

感染后患儿免疫应答机制

对于
@;b

预防和治疗具有重要意义(微
@B6

$

FR?

LXC@B6

"

FR@B6

%分子是一种长度为
+)

!

.*

个核苷

酸的非编码小
@B6

序列"它通过与特异性靶
@B6

接合抑制信使
@B6

$

F@B6

%向蛋白翻译"实现基因

转录后水平调节蛋白质表达"进而控制炎性反应和疾

病进展#

.?!

&

(近年来"大量研究通过体外培养细胞株

和临床外周血液样品均证实
FR@B6

能够调节
@;b

感染相关的免疫应答#

(?*

&

"但针对
@;b

感染后鼻黏膜

上皮脱落细胞的
FR@B6

表达研究较少#

/

&

"而事实上

@;b

优先感染对象为呼吸道黏膜上皮细胞#

-

&

(因此"

本研究将以
@;b

感染阳性患儿鼻黏膜拭子样品作为

研究对象"分析
@;b

感染患儿鼻黏膜上皮脱落细胞

FR@B6

表达谱"并进一步分析
FR@B6

差异表达与

@;b

感染导致的疾病严重程度间的关系(

C

!

资料与方法

C,C

!

一般资料
!

选取
.1+-

年
0

月至
.1+)

年
.

月

@;b

感染季来本院儿科门诊就诊儿童(试验组纳入

标准!年龄
/

!

+.

个月"初次就诊"临床表现咳嗽)气

促和喘息*体格检测显示心率)呼吸频率加快"肺部听

诊出现哮鸣音或湿罗音*间接免疫荧光试剂盒检测鼻

黏膜拭子样品呼吸道
@;b

抗原阳性*其中"将胸部
i

线片提示支气管炎或支气管肺炎的
@;b

感染阳性患

儿作为
@;b

感染重度组"无影像学特征的作为
@;b

感染轻度组(对照组纳入标准!相同时间段来本院进

行儿保的健康儿童"年龄
/

!

+.

个月"体温和发育正

常"无既往
@;b

感染史和哮喘史"呼吸音清晰"

@;b

抗原阴性(排除标准!妊娠期小于
!(

周*支气管'肺

发育不良*慢性肺疾病*唐氏综合征*神经系统疾病*

其他可能导致严重免疫反应的疾病类型(本研究经

本院伦理委员会批准后实施"入选患儿和对照组儿童

均告知监护人并签署知情同意书(研究共纳入
./

例

@;b

阳性患儿作为试验组$其中
+-

例为轻度"

0

例为

重度%"

+.

例健康儿童作为对照组(试验组和对照组

之间)

@;b

重度组和
@;b

轻度组之间在性别)年龄)

身高)体质量"差异均无统计学意义$

%

#

1,1*

%"

@;b

重度组和
@;b

轻度组病程周期差异也无统计学意义

$

%

#

1,1*

%(

C,!

!

方法

C,!,C

!

采样
!

移除呼吸道分泌物后"将专用
8RX2?

LQO2U

鼻咽植绒拭子$深圳市麦瑞科林科技有限公司%

插入两侧鼻腔中旋转
!

!

*

圈采集鼻黏膜上皮细胞(

随后将拭子放入
@B6

稳定试剂中"冲洗拭子使上皮

细胞分离"

<)1l

保存待进行
FR@B6

分析(选择
*

例对照组儿童和
*

例试验组患儿的鼻咽植绒拭子在

载玻片上制成细胞涂片"用于细胞学分析(

C,!,!

!

@B6

纯化分离
!

将
<)1l

保存的上皮细胞

离心后通过
'@5

E

MXO

试剂$

KRC'OTO

%裂解上皮细胞"

随后使用氯仿和
-1#

乙醇提取细胞样品总
@B6

"使

用
FRXb2U2'8 FR@B65WCQ2NRCUaRN

$

6F\RCU

"

6MW?

NRU

%纯化"最后采用
B2UC%XC

E

.111

$

'YOXFC

%对获得

的
@B6

纯度和完整度进行分析(

C,!,"

!

FR@B6

微阵列芯片分析
!

选择
.

例重度"

.

例轻度
@;b

感染阳性患儿鼻黏膜样品和
.

例健康儿

童样品进行
FR@B6

微阵列芯片杂交(微阵列芯片使

用
6

3

RQOUN>MF2UFR@B6

芯片$

b+.,1

%"覆盖
))/

种人类相关
FR@B6

(按照试剂盒提供的实验方案完

成标记)杂交反应和清洗后"通过
6

3

RQOUN7.*/*K6

微阵列扫描仪$美国%扫描芯片"并使用
6

3

RQOUN:O2?

NMXOODNX2LNRCUWCZǸ 2XOc),*

对扫描数据进行整理和

评价芯片的杂交质量(每个
FR@B6

探针的信号强度

采用与内参基因信号强度比值表示(

C,!,#

!j

A$@

分析
!

通过
FR@B6

微阵列分析选择

出对照组和试验组样品中差异表达的
FR@B6

"并对

./

例试验组和
+.

例对照组样品进行
j

A$@

验证(将

样品提取的总
@B6

分别用
6F\RCU FRXb2U2'8

FR@B6

和
FRXb2U2'8

j

@'?A$@FR@B6

检测试剂

盒进行分离和扩增(采用
-011>':2WN@O2Q'RFO

A$@

系统$

6

EE

QROSKRCW

P

WNOFW

"

$6

%进行
j

A$@

扩增

实验"所有引物$

@'

引物和
A$@

引物%均由
5UcRNXC?

3

OU

$

'YOXFC:RWYOX;LROUNRZRL$CX

E

,

"

$6

%公司合成(

j

A$@

反应条件如下!

0*l!FRU

变性*

0*l+*W

"

/1l!1W

循环"共
(1

个循环"每个样品重复
!

次(

采用
6K5AXRWF;%;.,(

软件分析"以内源性管家基

因
e/

校准转录后表达水平"并采用
.

?

%%

$N方法进行

标准化和计算(

FR@B6

微阵列芯片结果通过
@

语言

分析"

FR@B6

的差异表达用倍数变化方法进行评估(

以倍数变化大于或等于
.

视作
FR@B6

表达上调"以倍

率变化小于或等于
1,*

视作
FR@B6

表达下调(

FR@?

B6

微阵列芯片结果聚类分析使用分层聚类分析(

C,"

!

统计学处理
!

采用
;A;;+!,1

软件分析数据"试

验组和对照组之间一般资料学统计采用
82UU?HYRN?

UO

P

法检验(

FR@B6

相对表达水平采用箱图表示"试

验组和对照组之间)

@;b

感染重度组和
@;b

感染轻

度组之间
FR@B6

表达差异比较通过完全随机设计
$

检验(以
%

"

1,1*

为差异有统计学意义(

!

!

结
!!

果

!,C

!

一般资料比较
!

!)

例样品总
@B6

质量和数量

均满足
j

A$@

分析需要(脱落细胞学镜检发现
*

例

对照组儿童和
*

例
@;b

感染阳性患儿样品中均含有

*(!+

重庆医学
.1+0

年
(

月第
()

卷第
)

期



表
+

!!

@;b

重度组和
@;b

轻度组患儿
FR@B6

表达差异的
j

A$@

验证"

!""

$

组别
# FR@?!(L FR@?+.*2 FR@?!+ FR@?+!12 FR@?!-* FR@?.1* FR@?.1!2 FR@?QON?-Z

@;b

重度组
0 1,/."1,1) 1,)!"1,1! +,+!"1,1) +,.("1,./ .,/."1,!) +,)."1,*) +,/!"1,!) .,1."1,-)

@;b

轻度组
+- 1,/)"1,+! 1,*+"1,1- 1,+0"1,++ +,!."1,+/ .,.0"1,*/ +,-/"1,(! +,-)"1,*( .,.."1,/(

$ !,(. /,() .,/+ !,./ !,.+ +,// !,/( (,0)

% 1,!+ 1,1! 1,.) 1,!) 1,+/ 1,*. 1,() 1,!-

大量鳞状和纤毛状上皮细胞"同时含有部分粒细胞(

对照组和试验组两组样品所含细胞类型无明显差异(

!,!

!

FR@B6

微阵列芯片分析结果
!

.

例
@;b

重度

患儿"

.

例
@;b

轻度患儿和
.

例健康儿童
FR@B6

差

异化表达热图如图
+

所示(结果显示试验组和对照

组中存在
.(

个差异表达
FR@B6

"其中
+*

个
FR@B6

表达上调"

0

个
FR@B6

表达下调*

@;b

轻度组患儿和

@;b

重度组患儿间有
)

个差异表达
FR@B6

"其中

@;b

重度组患儿有
(

个
FR@B6

表达下调"

(

个
FR@?

B6

表达上调(表达下调
FR@B6

包括
FR@?!(L

)

FR@?+.*2

)

FR@?!+

)

FR@?+!12

"表达上调
FR@B6

包括

FR@?!-*

)

FR@?.1*

)

FR@?.1!2

和
FR@?QON?-Z

(

!!

纵列代表不同分析样品"横排代表差异表达探针"红色代表较高表

达水平"蓝色代表较低表达水平"白色代表相似表达水平

图
+

!!

@;b

感染导致鼻黏膜拭子样品
FR@B6

差异化表达热图

!,"

!j

A$@

验证结果
!

.(

个差异表达
FR@B6

j

A$@

验证结果如图
.

所示(结果显示"与对照组比较"

FR@?!.1S

)

FR@?!(\

)

FR@?+.*2

和
FR@?(.0

表达显著

下调"

FR@?+**

)

FR@?.1!2

和
FR@?+1/\

表达显著上

调*

@;b

轻度组患儿和
@;b

重度组患儿间差异表达

的
)

个
FR@B6W

的
j

A$@

验证结果如表
+

所示(结

果显示
@;b

重度组患儿
FR@?+.*2

表达较
@;b

轻度

组患儿显著下调$

%

"

1,1*

%"其余
-

个
FR@B6

表达

水平在两组间差异无统计学意义$

%

#

1,1*

%(

图
.

!!

@;b

感染患儿鼻黏膜拭子样品
FR@B6

的

j

A$@

验证

"

!

讨
!!

论

!!

本研究首先通过
FR@B6

微阵列芯片分析了

@;b

感染患儿鼻黏膜拭子样品
FR@B6

表达谱(通

过与对照组进行比较"发现
.(

个差异表达
FR@B6

(

进一步通过对筛选出的
.(

个
FR@B6

进行
j

@$@

验

证"证实有
-

个差异表达的
FR@B6

具有统计学意义

$

%

"

1,1*

%(其中
FR@?!.1S

)

FR@?!(\

)

FR@?+.*2

和

FR@?(.0

表达显著下调"而
FR@?+**

)

FR@?.1!2

)

FR@?

+1/\

表达显著上调(前期研究分析
@;b

感染患儿外

周血
FR@B6

表达谱"显示
@;b

感染患儿外周血

FR@?+1/\?*

E

)

FR@?.1\?*

E

和
FR@?!(.?!

E

表达上调"

而
FR@?!.1O

)

FR@?!.1S

"

FR@?)--?*

E

"

FR@?+..?*

E

和

FR@?0.\?*

E

表达下调#

*

"

)

&

*采用鼻黏膜拭子样品"

5B$>49V

等#

/

&发现
@;b

阳性患儿
FR@?!(\

)

FR@?

!(L

)

FR@?+.*\

)

FR@?.0L

)

FRX+.*2

)

FR@?(.0

和
FR@?

.-\

表达下调"而
FR@?+**

"

FR@?!+

"

FR@?.1!2

"

FR@?

+/

和
QON?-S

表达上调(通过对比发现"本研究能够验

证部分
@;b

感染阳性患儿的
FR@B6

表达"但也存在

差异"推测其原因可能与分析样品不同及不同生物学

个体间存在
FR@B6

表达高度异质性有关(此外"与

5B$>49V

等#

/

&研究不同的是"本研究进一步比较不

同疾病严重程度患儿的
FR@B6

表达差异"结果显示

FR@B6?+.*2

在轻)重度
@;b

感染阳性患儿间表达水

平比较差异有统计学意义(

本研究显示
@;b

感染患儿差异表达
FR@B6W

与

/(!+
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年
(
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)
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宿主免疫系统调节密切相关(与对照组相比"

FR@?

!.1S

)

FR@?!(\

)

FR@?+.*2

和
FR@?(.0

表达下调均超

过
.

倍"提示这些
FR@B6W

表达降低与
@;b

感染引

起的宿主响应密切相关(其中"

FR@?!(\

可能与炎症

诱导的呼吸道上皮细胞分化有关(有研究显示当
54?

+!

和糖皮质激素刺激培养的支气管上皮细胞时"能够

调控
FR@?!(\

"且哮喘患者中支气管上皮脱落细胞中

FR@?!(\

表达下调#

0

&

(在注射脂多糖时"老鼠肺组织

中
FR@?!(\

表达上调#

+1

&

*

FR@?+.*2

已被多个研究证

实与免疫系统中多个调控信号通路有关"包括对核因

子
?

*

K

$

B:?

*

K

%信号通路的正向调控#

++

&

"抑制趋化因

子
*

$

$$4*

%产生#

+.

&

"巨噬细胞激活#

+!

&等(

FR@?!.1S

在免疫系统报道较少"有研究显示单纯疱疹病毒
+

$

>;b?+

%感染能够下调宿主细胞编码的
FR@?!.1S

"

FR@?!.1S

通过靶向转录激活因子$

@'6

%调控
>;b?+

诱导的肉瘤相关疱疹病毒$

a;>b

%下调细胞表达#

+(

&

*

FR@?(.0

被证实能够重新激活
K

细胞中静默的
9K

病

毒#

+*

&

(

5B$>49V

等#

/

&报道
@;b

感染患儿
FR@?(.0

表达下调(然而"

FR@?(.0

在宿主免疫系统中的其他

功能目前报道较少"其具体作用机制亟待进一步证

实(在表达上调的
FR@B6

中"

FR@?+1/\

属于
FR@?

+-?0.

家族"被预测能够靶向
'

3

Z\X. F@B6

影响

RBa'

细胞发育(

FR@?+-?0.

家族表达上调可抑制转

化生化因子
?

+

$

'7:?

+

%信号通路"进而调节免疫系统

反应#

+/

&

*

FR@?+**

常在树突状细胞)

'

和
K

淋巴细胞

中高表达"并调控着这类细胞功能(

FR@?+**

由
'CQQ

样受体
(

$

'4@(

%介导的
B:?

*

K

活化产生"正向调节

髓细胞增殖和树突状细胞成熟"进而调控树突状细胞

向淋巴结迁移和抗原呈递(因此"

FR@?+**

表达上调

总伴随着急性的免疫反应#

+-

&

(

当
@;b

抗原与识别受体
'4@(

和视黄酸诱导基

因蛋白
+

$

@57?+

%结合时"激活
B:?

*

K

"进而启动宿主

对
@;b

的免疫响应#

+)

&

(然而"过量
B:?

*

K

激活将对

宿主造成有害效应"因此对
B:?

*

K

负调控将变得十分

重要(通过对
@;b

阳性患儿
FR@B6

表达进行分析"

发现有
(

个与
B:?

*

K

调控密切相关的
FR@B6W

"包括

FR@?!(\

)

FR@?+.*2

)

FR@?+**

)

FR@?.1!2

(该结果进

一步证实
@;b

感染后"

FR@B6

对
B:?

*

K

的精确正)

负调控在宿主免疫响应中扮演重要作用(当儿童感

染
@;b

后"大多数儿童症状较轻"而部分患儿将进一

步进展为支气管炎或肺炎(因此研究
@;b

感染后影

响病情发展相关因素具有重要意义(因此"本研究进

一步鉴别轻度和重度
@;b

感染阳性患儿间
FR@B6

表达差异"结果显示
FR@?+.*2

表达在两组
@;b

患儿

间存在差异"且轻度患儿表达低于重度患儿(研究显

示"

FR@?+.*2

通过对
'B:65A!

抑制蛋白的负调控成

为
B:?

*

K

的正向调节因子"而
'B:65A!

抑制蛋白为

$$4*

的负调控因子"也是天然免疫和获得性免疫系

统中的一个重要细胞因子(当
B:?

*

K

活化后"

FR@?

+.*2

将在激活的人巨噬细胞中过表达#

+0

&

(本研究

中"

@;b

感染轻度患儿鼻黏膜脱落细胞中
FR@?+.*2

下调可能提示巨噬细胞活化减弱或'和
B:?

*

K

信号通

路被抑制"从而抑制过度的先天性免疫应答"避免向

肺炎或支气管炎等更严重的临床重度症状发展(

!!

本研究通过
FR@B6

微阵列芯片和
j

@$@

对

@;b

感染患儿的鼻黏膜上皮脱落细胞
FR@B6

表达

谱进行分析"发现
@;b

患儿
FR@B6

谱表达模式与宿

主免疫系统调节密切相关"尤其包含了一系列与
B:?

*

K

调控密切相关的
FR@B6

(其中"通过对轻)重度

@;b

患儿
FR@B6

表达谱的分析"发现
FR@?+.*2

在

轻度患者中表达显著下调"提示
FR@?+.*2

为经
B:?

*

K

通路的
@;b

免疫反应的一个重要调节因子"其功

能还待进一步研究(此外"

@;b

感染患儿鼻黏膜样品

中与固有免疫反应有关
FR@B6

的表达动态模式也将

在下一步工作中进行研究(
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