
作者简介:张瑶(1983-),主治医师,本科,主要从事肺癌的早期诊断及精准治疗。 △ 通信作者,E-mail:ouyhf@hotmail.com。

论著·临床研究  doi:10.3969/j.issn.1671-8348.2020.11.023
网络首发 http://kns.cnki.net/kcms/detail/50.1097.R.20200229.1719.004.html(2020-03-02)

COPD严重程度和氧化应激与气道中的
超细颗粒物的相关性分析

张 瑶1,陈丽展1,吴 朔2,张 艳2,欧阳海峰1△

(1.西安国际医学中心医院胸科医院呼吸内科,西安
 

710100;2.空军军医大学西京医院呼吸内科,西安
 

710032)

  [摘要] 目的 评估慢性阻塞性肺疾病(COPD)患者炎症和氧化应激状态下呼出气冷凝液(EBC)中超细

颗粒物(UFP)水平变化。方法 选取2017年6月至2018年12月空军军医大学西京医院收治的符合COPD
诊断标准的58例患者为研究对象,另选取同期在该院进行健康体检且无系统性疾病的健康志愿者40例作为

对照组。通过常规方法收集EBC,NanoSight纳米颗粒分析仪分析微粒。使用ELISA法测量EBC中羰基和8-
羟基脱氧鸟苷(8-OHdG)水平,测定肺活量、肺弥散量。结果 COPD组患者血清嗜酸性粒细胞计数(EOS

 

abs)、C反应蛋白(CRP)及乳酸脱氢酶(LDH)水平均高于对照组(P<0.05)。与对照组相比,COPD组患者

EBC中UFP水平降低(P<0.05),血清中UFP水平升高(P<0.05),EBC中羰基和8-OHdG水平更高(P<
0.05)。EBC中UFP水平与羰基水平呈负相关(P<0.05),与FEV1和肺一氧化碳扩散能力(DLCO)呈正相关

(P<0.05)。EBC中低UFP水平(≤0.18×108/mL)和CRP≥5
 

mg/L是频繁加重表型的独立预测因子。结

论 EBC中UFP水平反映了气道的炎症状态,上皮细胞通透性的增加可能是COPD患者EBC中UFP水平低

和血清中UFP水平高的机制。
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  [Abstract] Objective To

 

evaluate
 

the
 

changes
 

of
 

ultrafine
 

particles
 

(UFP)
 

in
 

exhaled
 

breath
 

conden-
sate

 

(EBC)
 

under
 

inflammatory
 

and
 

oxidative
 

stress
 

in
 

patients
 

with
 

chronic
 

obstructive
 

pulmonary
 

disease
 

(COPD).Methods A
 

total
 

of
 

58
 

patients
 

who
 

met
 

the
 

COPD
 

diagnostic
 

criteria
 

from
 

June
 

2017
 

to
 

December
 

2018
 

were
 

enrolled
 

in
 

the
 

COPD
 

group.Meanwhile,40
 

healthy
 

volunteers
 

with
 

a
 

physical
 

examination
 

without
 

systemic
 

disease
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

EBC
 

was
 

collected
 

by
 

the
 

conventional
 

method,and
 

the
 

particles
 

were
 

analyzed
 

using
 

a
 

NanoSight
 

nanoparticle
 

analyzer.EBC
 

carbonyl
 

and
 

8-hydroxydeox-
yguanosine

 

(8-OHdG)
 

levels
 

were
 

measured
 

by
 

ELISA,lung
 

capacity
 

and
 

lung
 

diffusion
 

were
 

measured.Re-
sults The

 

serum
 

eosinophil
 

count
 

(EOS
 

abs),levels
 

of
 

C
 

reactive
 

protein
 

(CRP)
 

and
 

lactate
 

dehydrogenase
 

in
 

the
 

COPD
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
UFP

 

level
 

in
 

EBC
 

was
 

lower
 

in
 

the
 

COPD
 

group
 

(P<0.05),but
 

it
 

was
 

higher
 

in
 

serum
 

(P<0.05);the
 

levels
 

of
 

EBC
 

carbonyl
 

and
 

8-OHdG
 

were
 

higher
 

(P<0.05).Additionally,UFP
 

level
 

in
 

EBC
 

was
 

negatively
 

correla-
ted

 

with
 

carbonyl
 

(P<0.05)
 

while
 

positively
 

related
 

to
 

FEV1
 

and
 

lung
 

carbon
 

monoxide
 

diffusion
 

capacity
 

(DLCO,P<0.05).Low
 

UFP
 

(≤0.18×108/mL)
 

and
 

CRP
 

level
 

≥5
 

mg/L
 

in
 

EBC
 

are
 

independent
 

predictors
 

of
 

frequent
 

exacerbation
 

phenotypes.Conclusion The
 

UFP
 

content
 

in
 

EBC
 

reflects
 

the
 

inflammatory
 

state
 

of
 

the
 

airway.Increased
 

permeability
 

of
 

epithelial
 

cells
 

may
 

be
 

the
 

mechanism
 

of
 

low
 

UFP
 

in
 

EBC
 

and
 

high
 

UFP
 

in
 

serum
 

of
 

COPD
 

patients.
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words] exhaled
 

breath
 

condensate;oxidative
 

stress;pulmonary
 

disease,chronic
 

obstructive
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  超细颗粒物(ultrafine
 

particles,UFP)在吸入颗

粒的发病率中具有关键作用,主要与其表面积大、尺
寸小和渗透率高有关,与其化学性质无关。研究表明

UFP使气道上皮发生氧化损伤[1]。小鼠暴露于炎症

性损伤可导致支气管肺泡灌洗液(BAL)中独特 UFP
分布模式的形成,在炎症消退后 UFP的特殊模式恢

复到基准线[2]。慢性阻塞性肺疾病(COPD)是一种以

进行性气流受限为特征的炎症性疾病,其发病率日益

上升[3]。虽然吸烟是COPD的主要危险因素,但遗

传、气道高反应性、早期基线肺功能降低和环境空气

污染也与疾病严重程度密切相关[4-5]。
越来越多的研究将风险分级和COPD表型分析

的新生物标志物用于早期检测,呼出气冷凝液(ex-
haled

 

breath
 

condensate,EBC)的收集是一种简单且

无创的获得呼吸道标本的方法。EBC含有来自中小

型气道的物质,这些物质可以作为评估炎症和氧化应

激生物标志物。有研究表明,呼吸道症状和气道炎症

与哮喘儿童EBC中UFP水平相关[6]。此外,在EBC
中探索氧化应激生物标志物支持这一想法:个性化用

药是COPD患者的最佳监测和管理的一部分。本研

究评估COPD患者炎症和氧化应激状态下EBC中

UFP水平变化。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取空军军医大学西京医院2017年6月至2018
年12月收治的58例COPD患者为研究对象,均符合

第8版《内科学》中的
 

COPD
 

诊断标准。同期在该院

进行健康体检且无系统性疾病的40例健康志愿者作

为对照组。患者在就诊时病情稳定,并且在过去4周

内无COPD恶化,排除因任何传染病或炎症状况住院

者。所有受试者均接受肺活量测定,肺弥散量和EBC
测试及血液采样,填写人口统计和临床问卷,COPD
患者还参加了COPD评估测试(CAT)。根据EBC指

南的建议,所有受试者在收集EBC前避免吸烟和吸

入任何类型的药物。
  

1.2 方法

1.2.1 EBC样品的收集

使用EBC
 

液体收集器收集EBC。收集器在检查

前
 

20
 

min
 

需要预冷,受试者通过咬口器呼吸
 

20
 

min,
气体呼出后通过冷凝装置将呼出气的冷凝物提出,融
化之后以吸管移到收藏管中,在-70

 

℃下保存。
 

1.2.2 肺功能检查

使用德国Jaeger公司生产的 TOENNIES肺功

能仪,检查时患者取坐位,由经验丰富的医师专人负

责。测定参数为第1秒用力呼气容量占预计值的百

分比(FEV1%)。

1.2.3 外周血样品

所有研究对象均于采血前12
 

h禁止饮食,然后进

行静脉采血,于采血后1
 

h内将血液样品送至实验室

进行检查。分析样品的全血细胞计数、C反应蛋白

(CRP)、胆红素和乳酸脱氢酶(LDH)。

1.2.4 UFP的测量和分析

使用NanoSight纳米颗粒分析仪评估EBC样品

中颗粒的大小和浓度,样品中所含的颗粒在激光光源

照射下可以观察到,目前这种方法适用于直径10~
1

 

000
 

nm的颗粒。

1.2.5 氧化应激标志物

采用ELISA试剂盒在EBC样品中测定蛋白质氧

化。将样品加入到96孔蛋白质结合板中,每孔100
 

μL。DNPH工作液加入到样品中并与抗二硝基苯基

抗体在室温下孵育2
 

h,洗涤,然后与 HRP标记的二

抗一起孵化。洗涤,显色。使用VersaMax酶标仪在

450
 

nm处测量吸光度,基于试剂盒所提供的牛白蛋

白标准计算蛋白质羰基化,使用Bradford测定法测量

样品的总蛋白质浓度,该方法是建立在Bradford试剂

和EBC样品中蛋白质之间形成复合物的基础上。使

用浓度在1.2~2
 

500.0
 

μg/mL的标准曲线来鉴定

EBC中低蛋白水平,通过测量在修复受损DNA的过

程中排泄的8-羟基脱氧鸟苷(8-OHdG)来评估DNA
氧化程度,采用双抗夹心法并使用 OxiSelectTM 氧化

性DNA损伤ELISA试剂盒测定EBC中8-OHdG的

水平。将EBC样品加到8-OHdG/BSA偶联物预吸

附的微孔板上。短暂孵化后,加入抗-8-OHdG单克隆

抗体,然后加入 HRP-偶联的二抗。EBC样品中8-
OHdG的水平表示为

 

μg/mL。

1.3 统计学处理

采用SPSS20.0统计软件进行分析。通过t检验

和单向ANOVA检验比较颗粒特征和其他参数之间

的差异,Spearman系数用于分析颗粒的特性与氧化

应激标记物和临床参数的相关程度。使用二元逻辑

回归计算患者病情频繁加重时的OR 值。以P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 肺功能和血液检查

研究人群的人口统计学和临床特征见表1。与对

照组相比,COPD组FEV1%和肺部一氧化碳扩散能

力(DLCO)降低(P<0.05),白细胞计数(WBC)、血清

嗜酸性粒细胞计数(EOS
 

abs)、CRP和LDH 均升高

(P<0.05),见表2。

2.2 EBC和血清中的UFP分析

COPD患者EBC中UFP水平0.24×108/mL明

显低于对照组0.51×108/mL(P<0.05),血清中

UFP水平9.8×108/mL高于对照组6.7×108/mL
(P=0.03)。与不加重COPD患者相比,频繁加重
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COPD患者(每年住院治疗大于或等于2次)EBC中

UFP水平降低(0.31×108/mL
 

vs.0.18×108/mL,

P=0.03)。二 元 Logistic回 归 分 析 显 示,EBC 中

UFP低水平(≤0.18×108/mL)和CRP≥5
 

mg/L是

频繁加重 COPD患者表型的独立预测因子(OR=
3.6,95%CI:1.06~7.97,P=0.04;OR=4.4,95%
CI:1.24~10.2,P=0.02)。

表1  研究人群的人口统计学和临床特征

项目
COPD组

(n=58)
对照组

(n=40)
统计值 P

年龄(x±s,岁) 68.3±8.6 57.2±14.4 4.711 0.001

男[n(%)] 46(79) 21(52.5) 7.868 0.050

吸烟[n(%)] 33.19 <0.001

 主动的 10(17.2) 13(32.5)

 以前的 46(79.3) 10(25.0)

 从没有 2(3.4) 17(42.5)

吸烟指数(x±s,包/年) 59.3±38.2 13.6±20.5 6.904 <0.001

职业暴露[n(%)] 31(53.4) 17(42.5) 1.136 0.280

表2  两组肺功能和血液检查(x±s)

项目
COPD组

(n=58)
对照组

(n=40)
统计值 P

FEV1% 54.0±15.9 93.0±17.5 11.450<0.001

DLCO 66.6±25.6 78.5±12.4 2.725 0.008

WBC(×1
 

000/mm3) 8.3±1.7 7.3±2.4 2.416 0.020

EOS
 

abs(/mm3) 224±163 154±97 2.433 0.009

CRP(mg/L) 5.0±6.4 3.0±3.1 1.832 0.050

LDH(U/L) 391.0±93.1 330.0±82.2 3.341 0.004

2.3 EBC中的氧化应激标志物

与对照组比较,COPD组EBC中羰基水平更高

(0.41
 

μg/mL
 

vs.5.1
 

μg/mL,P<0.05),8-OHdG水

平也 较 高(0.003
 

ng/mL
 

vs.0.036
 

ng/mL,P =
0.001)。

2.4 EBC中UFP水平与氧化应激和临床参数的相

关性分析

EBC中 UFP水平与羰基水平呈负相关(P<
0.05),与FEV1和DLCO水平呈正相关(P<0.05)。
血清中UFP水平与EOS

 

abs、CRP和LDH呈负相关

(P<0.05)。

3 讨  论

  当前研究结果表明,与对照组相比,COPD组患

者EBC中 UFP水平降低。这一发现是建立 EBC
 

UFP水平作为气道炎症标志物的第一步。这种生物

标志物的优点在于它能反映肺局部炎症状态。
本研究发现与对照组相比,COPD组患者 WBC

水平升高,这与其他研究一致[7-8]。为了验证气道中

UFP水平可能与这种炎症状态相关,分析了其在

EBC和血清样本中的水平,结果显示COPD患者的

EBC中UFP水平低于对照组,在血清中的结果则相

反。有研究表明,小鼠肺泡上皮细胞单层的紧密连接

阻力的降低导致纳米颗粒跨上皮屏障的迁移急剧增

加[9]。人体和动物模型中的许多研究表明,吸入的纳

米颗 粒 可 以 迅 速 转 移 到 循 环 中 并 在 肺 外 器 官 中

积聚[10]。
本研究显示,与不加重COPD患者相比,频繁加

重COPD患者EBC中 UFP水平降低,EBC中 UFP
低水平(≤0.18×108/mL)和CRP≥5

 

mg/L是频繁

加重COPD患者表型的独立预测因子。据报道,稳定

型COPD患者的CRP水平与疾病严重程度和恶化风

险增加相关[11],但没有关于可能与疾病活动相关的

EBC中UFP水平截止值的数据。因此,本研究提供

0.18×108/mL的值可作为这种预测因子的截止值。
这些发现可预测患者EBC中 UFP≤0.18×108/mL
更可能属于频繁加重组。这表明较低的 UFP水平可

能反映COPD的气道炎症和疾病严重程度。将健康

对照组和COPD患者暴露于吸入纳米颗粒的其他人

体研究表明,颗粒的沉积随着疾病的严 重 程 度 而

增加[12]。
氧化应激在加重肺部炎症和随后的COPD恶化

中起重要作用。与对照组相比,COPD患者EBC中

羰基和8-OHdG水平更高。同样,囊性纤维化患者

BAL中的羰基水平比健康对照组高,并与中性粒细胞

炎症水平相关[13]。此外,研究表明,COPD患者EBC
中H2O2 和脂质氧化产物升高,部分生物标志物与疾

病严重程度相关[14]。
  

本研究发现,EBC中 UFP水平与临床参数及炎

症标记物之间存在相关性。UFP水平与羰基水平呈

负相关,与FEV1和DLCO水平呈正相关。EBC中

UFP低水平是高炎症状态的反映。EBC中 UFP水

平与EOS
 

abs、CRP和LDH水平呈负相关。有研究

显示,COPD患者与健康对照组相比,表面活性蛋白

A(肺部免疫系统的主要成分)的呼出微粒减少,并与

疾病严重程度呈负相关[15]。
 

综上所述,EBC中 UFP水平反映了气道炎症和

氧化应激,COPD患者血清中 UFP高水平支持上皮

细胞通透性增加可能是EBC中UFP低水平的原因,
具体机制还需要进一步研究证明。
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