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PI3K、NF-κB 和 STAT1 在支气管哮喘儿童
外周血单个核细胞的表达和临床意义

石惠玲　刘杰波　芦爱萍

（深圳市罗湖区人民医院儿科，广东 深圳　518001）

［摘要］　目的　检测 PI3K、NF-κB 和 STAT1 在支气管哮喘儿童外周血单个核细胞（PBMC）中的表达，

探讨其在哮喘发病机制的临床意义。方法　选取 30 例急性发作期的支气管哮喘患儿作为哮喘组，随机选取同

期健康儿童 20 例作为对照组。应用 RT-PCR 和 Western blot 方法检测 PBMC 中 PI3K、NF-κB 和 STAT1 的 mRNA

和蛋白表达，肺功能仪检测两组肺功能，并分析支气管哮喘儿童 PI3K、NF-κB 和 STAT1 的 mRNA 水平与其肺

功能的相关性。结果　哮喘组的 PI3K、NF-κB 和 STAT1 的 mRNA 和蛋白水平均高于对照组（P<0.05）。与对

照组相比，哮喘组 FEV1%、FEV1/FVC、PEF% 等肺功能指标均下降（P<0.05）。哮喘儿童的 PI3K、NF-κB 和

STAT1 的 mRNA 表达水平与 FEV1%、FEV1/FVC、PEF% 均呈负相关（P<0.05）。结论　哮喘患儿的 PI3K、

NF-κB 和 STAT1 表达上调并与肺功能呈负相关，三者可能共同参与儿童支气管哮喘的发生、发展。

［中国当代儿科杂志，2016，18（7）：614-617］
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Expression profiles of PI3K, NF-κB, and STAT1 in peripheral blood mononuclear 
cells in children with bronchial asthma
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Abstract: Objective    To study the expression profiles of PI3K, NF-κB, and STAT1 in peripheral blood 
mononuclear cells (PBMCs) in children with bronchial asthma, as well as their roles in the pathogenesis of asthma. 
Methods    Thirty children with acute exacerbation of bronchial asthma were enrolled as the asthma group, and 20 
healthy children were enrolled as the control group. RT-PCR and Western blot were used to measure the mRNA and 
protein expression levels of PI3K, NF-κB, and STAT1 in PBMCs. A spirometer was used to compare the pulmonary 
function between the two groups. The correlations between the mRNA expression of PI3K, NF-κB, and STAT1 and 
pulmonary function in children with bronchial asthma were analyzed. Results    The asthma group had significantly 
higher mRNA and protein expression levels of PI3K, NF-κB, and STAT1 than the control group (P<0.05). Compared 
with the control group, the asthma group showed significant reductions in pulmonary function indices such as FEV1%, 
FEV1/FVC, and PEF% (P<0.05). In children with bronchial asthma, the mRNA expression levels of PI3K, NF-κB, and 
STAT1 were negatively correlated with FEV1%, FEV1/FVC, and PEF% (P<0.05). Conclusions    The expression levels 
of PI3K, NF-κB, and STAT1 increase in children with asthma, and are negatively correlated with pulmonary function 
indices, suggesting that PI3K, NF-κB and STAT1 are involved in the development and progression of bronchial asthma 
in children.                                                                                               [Chin J Contemp Pediatr, 2016, 18(7): 614-617]
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支气管哮喘是由多种细胞和细胞因子共同参

与的气道慢性炎症性疾病，伴随着慢性气道炎症、

气道高反应性和气道重塑 [1]。PI3K 是细胞内信号

蛋白的总称，广泛参与协调体内细胞增殖、分化、

凋亡、蛋白质合成和代谢过程，主要在气道上皮

和气道平滑肌表达，有促进支气管平滑肌增生的

作用 [2]。NF-κB 是一种具有多项调节作用的转录因

子家族，影响机体细胞粘附、增生、分化、凋亡、

免疫和炎症反应及肿瘤生长等，NF-κB 诱导的多

种 细 胞 因 子（TNF-α、IL-4、IL-5、IL-6、IL-8、

IL-9、IL-13）、生长因子、粘附因子及其受体均与

哮喘发病相关 [3]。STAT 是 JAK/STAT 信号转导的

核心，STAT 磷酸化后可以进入核内，调节相关基

因表达，产生相应生物学效应。STAT1 活化可以

增强细胞间粘附分子 -1（intercellular cell adhesion 

molecule-1, ICAM-1）基因的转录，同时 ICAM-1 基

因的异常表达可以导致淋巴细胞聚集增多、加重

炎症反应 [4]。以上表明 PI3K、NF-κB、STAT1 均可

能在哮喘发病中起重要作用。因此，本文分析哮

喘患儿的血清 PI3K、NF-κB 和 STAT1 的基因和蛋

白表达及其与肺功能的相关性，旨在探讨 PI3K、

NF-κB、STAT1 在哮喘发病中的临床意义。

1　资料与方法

1.1　研究对象及分组

选取 2013 年 6 月至 2015 年 4 月，我院儿科

门诊和住院的支气管哮喘急性发作期患儿 30 例

作为哮喘组，其中男 19 例、女 11 例，年龄 4~12

岁，平均年龄 6.2±1.6 岁。另随机选取 20 例同期

健康儿童作为对照组，包括男 12 例、女 8 例，年

龄 4~10 岁， 平 均 年 龄 5.4±1.8 岁。 对 照 组 近 期

无感染史、无个人及家族过敏性疾病。哮喘组和

对照组在性别、年龄构成比上差异无统计学意义

（P>0.05）。本研究获得研究对象监护人的知情同

意。

诊断符合中华医学会儿科学会诊断标准 [5]。

排除标准：排除支气管异物、支气管肺发育不良

和胃食管反流等其他疾病所引起的喘息、咳嗽、

气促和胸闷。

1.2　标本采集

采 集 空 腹 静 脉 血 5 mL，EDTA 抗 凝， 采 用

Ficoll 密 度 梯 度 离 心 法 提 取 外 周 血 单 个 核 细 胞

（peripheral blood mononuclear cell, PBMC），分离

出 PBMC 后置于冰箱保存待用。

1.3　RT-PCR 检测 PI3K、NF-κB 和 STAT1 mRNA

表达

无 菌 条 件 下 提 取 PBMC 中 的 总 RNA， 采 用

逆转录试剂盒合成 cDNA。引物序列见表 1。PCR

反应体系共 20 μL，包括 cDNA 0.5 μL，2×SYBR 

Green PCR MasterMix 10 μL，上下游引物各 0.5 μL，

Nuclear-free 水 补 足 体 积 至 20 μL。 于 LightCycler 

480 Ⅱ DNA 扩增仪上进行扩增反应。扩增反应条

件：95℃预变性 1 min，95℃变性 5 s，60℃退火

30 s，60℃延伸 30 s，共 40 个循环。实时荧光定量

PCR 反应结束后，拷贝数据，分析扩增效率，获

取 Ct 值。用 2-ΔΔCt 值相对定量法分析数据（哮喘

组 ΔCt= 哮喘组目的基因 Ct 值 - 哮喘组内参 Ct 值；

对照组 ΔCt= 对照组目的基因 Ct 值 - 对照组内参

Ct 值；ΔΔCt= 哮喘组 ΔCt- 对照组 ΔCt）。实验

重复 3 次。

表 1　PCR 引物序列及长度

引物名称 引物序列
长度
(bp)

 PI3K 上游 : 5'-CAGCACTGCCTCCTAAACCA-3' 148

下游 : 5'-GTCCCGTCTGCTGTATCTCG-3'

NF-κB 上游 : 5'-GCGAGAGGAGCACAGATACC-3' 278

下游 : 5'-GGGGTTGTTGTTGGTCTGGA-3'

STAT1 下游 : 5'-TCCGAGACACCTCGTCAAAC-3' 158

上游：5'-GTGACGTGGACATCCGCAAAG-3'

β-actin 上游 : 5'-GTGACGTGGACATCCGCAAAG-3' 203

下游 : 5'-GGAAGGTGGACAGCGAGGC-3'

1.4　Western blot 检 测 PI3K、NF-κB 和 STAT1

蛋白表达

提取 PBMC 中的总蛋白，BCA 法测定蛋白浓

度。10% SDS-PAGE 分 离 胶 电 泳， 电 转 至 PVDF

膜；5% 脱脂牛奶常温下封闭 3 h，加一抗于 4℃孵

育过夜，洗膜后加入二抗常温孵育 1 h；洗膜后将

现配的 ECL 发光液滴于 PVDF 膜上，凝胶成像仪

成像并检测其 OD 值。结果以目的蛋白条带 / 内参

GAPDH 条带的 OD 比值表示。实验重复 3 次。

1.5　肺功能检测

采用德国 MS-IOS JAEGER 肺功能检测仪检测



 第 18 卷 第 7 期

  2016 年 7 月

中国当代儿科杂志 
Chin J Contemp Pediatr

Vol.18 No.7

Jul. 2016

·616·

相关肺功能。如第 1 秒用力呼气容积占预计值百分

比（forced expiratory volume in one second/predictor 

ratio, FEV1%）、第 1 秒用力呼气容积与用力肺活

量比（FEV1/FVC ）、最大呼气峰流速占预计值百

分比（peak expiratory flow/predictor ratio, PEF%）。

测量至少 3 次，取最佳值作为测定结果进行比较。

1.6　统计学分析

应用 SPSS 19.0 软件进行统计学处理。正态分

布计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，组间

比较采用 t 检验，相关性分析采用 Pearson 相关分析。

P<0.05 为差异具有统计学意义。

2　结果

2.1　PI3K、NF-κB 和 STAT1 mRNA 的表达

哮喘患儿的 PI3K、NF-κB 和 STAT1 的 mRNA

相对表达量均高于对照组，差异有统计学意义

（P<0.05），见表 2。

表 2　两组 PI3K、NF-κB 和 STAT1 的 mRNA 相对表达量

（x±s）

组别 例数  PI3K NF-κB STAT1

对照组 20 0.61±0.19 1.4±0.4 1.11±0.29

哮喘组 30 3.34±1.04 2.6±0.7 3.01±0.73

t 值 4.17 3.40 3.58

P 值 <0.05 <0.05 <0.05

表 3　两组 PI3K、NF-κB 和 STAT1 的蛋白相对表达量

（x±s）

    组别 例数  PI3K NF-κB STAT1

对照组 20 0.40±0.11 0.26±0.05 0.36±0.04

哮喘组 30 0.51±0.03 0.32±0.05 0.43±0.03

t 值 3.26 2.44 7.19

P 值 <0.05 <0.05 <0.05

表 4　两组肺功能比较　（x±s）

    组别 例数 FEV1% FEV1/FVC PEF%

对照组 20 93±10 93±11 87±3

哮喘组 30 65±3 73±13 58±18

t 值 8.10 6.15 8.42

P 值 <0.05 <0.05 <0.05

表 5　哮喘组 PI3K、NF-κB 和 STAT1 的 mRNA 表达与

肺功能的相关性

指标
FEV1% FEV1/FVC         PEF%

r 值 P 值 r 值 P 值 r 值 P 值

PI3K mRNA -0.944 <0.05 -0.806 <0.05 -0.822 <0.05

NF-kB mRNA -0.775 <0.05 -0.768 <0.05 -0.543 <0.05

STAT1 mRNA -0.772 <0.05 -0.666 <0.05 -0.517 <0.05

2.2　PI3K、NF-κB 和 STAT1 的蛋白表达

哮喘组 PI3K、NF-κB 和 STAT1 的蛋白表达水

平均高于对照组，差异有统计学意义（P<0.05），

见表 3。

见表 4。

2.4　哮喘儿童 PI3K、NF-κB 和 STAT1 的 mRNA

表达与肺功能的相关性

经 Pearson 相关分析，哮喘组的 PI3K mRNA、

NF-κB mRNA 和 STAT1 mRNA 表 达 与 FEV1%、

FEV1/FVC、PEF% 等 肺 功 能 指 标 均 呈 负 相 关

（P<0.05），见表 5。

3　讨论

支气管哮喘是以气道高反应性、慢性气道炎

症和气道重塑为特征的多基因遗传变态反应性疾

病，免疫和炎症因子在哮喘发病中起着至关重要

的作用，而信号转导通路是调控炎症介质的关键

环节 [6-7]。

有研究证实 PI3K/AKT 信号转导通路在支气管

平滑肌增殖和气道重塑中发挥了重要作用 [8]。T 细

胞协调刺激因子 CD28 在 T 细胞受体信号转导中能

诱导共刺激分子产生，通过 PI3K 途经激活 AKT，

活化的 AKT 调节 Th 细胞分化，使 IL-4、NF-κB 等

升高，导致哮喘发生 [9]。Takeda 等 [10] 使用 PI3K 选

择性抑制剂（IC87114）作用于哮喘小鼠，肺泡灌

洗液中白细胞总数、嗜酸性粒细胞增多，中性粒

细胞、淋巴细胞明显减少，血清 IL-4、IL-5、IL-13

和嗜酸性粒细胞趋化因子也相应减少，IgE 水平

也显著降低。本研究结果显示哮喘急性发作期的

PI3K mRNA 和蛋白表达水平均显著高于对照组，

2.3　两组肺功能比较

哮喘组的 FEV1、FEV1/FVC、PEF% 等肺功能

指标较对照组降低，差异有统计学意义（P<0.05），
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且与 FEV1%、FEV1/FVC、PEF% 肺功能存在高度

负相关。说明哮喘儿童 PI3K 信号通路可能被激活，

并可能参与了哮喘的发生、发展。

有研究发现孟鲁司特通过抑制 NF-κB 信号通

路，减少 IL-6、IL-8 等炎症介质的产生和释放，起

到减轻气道炎症的作用 [11-12]。Toledo 等 [13] 研究发现，

樱花亭（二氢黄酮类）能够抑制哮喘小鼠气道炎

症细胞中 NF-κB 的表达，减少了促炎细胞因子的

合成和释放，减轻了气道炎症、气道重塑和气道

的氧化应激。本研究哮喘患儿的 NF-κB mRNA 和

蛋白表达均较对照组上调，且与 FEV1%、FEV1/

FVC、PEF% 肺功能指标均呈负相关。提示儿童哮

喘中 NF-κB 的表达上调，NF-κB 信号途经可能被

激活，在哮喘中起作用。

Sampath 等 [4] 发现哮喘患者上皮细胞中存在

STAT1 异常活化和过度表达，而 STAT1 的异常活

化和过度表达会增加 ICAM1 的表达，调节 Th2 优

势应答，促进 NO 合成，加重哮喘的气道炎症。

Quarcoo 等 [14] 在卵清蛋白致敏小鼠气道激发前局部

使用 STAT1 的诱导型寡核苷酸（Decoy ODN），

结果应用了 Decoy ODN 的小鼠较对照组 BALF 中

嗜酸性细胞、淋巴细胞显著减少，IL-5 水平降低，

血管内皮细胞 ICAM-1 明显减少，气道高反应性

也降低，证明抑制 STAT1 的表达可以有效减轻哮

喘气道炎症和气道高反应性。Fan 等 [15] 研究发现

STAT1 反义寡核苷酸（STAT1 ASON）、地塞米松

可使肺泡巨噬细胞中 STAT1 和 ICAM1 的 mRNA 及

蛋白表达明显降低，分泌 TNF-a、IL-8 和 NO 能力

下降，并且 STAT1 ASON 作用强于地塞米松。

总之，PI3K、NF-κB 和 STAT1 可能在哮喘中

发挥重要作用，共同参与哮喘的病理、生理过程。

干扰或阻断 PI3K、NF-κB 和 STAT1 的表达，可能

可以阻止支气管哮喘的发生、发展，为支气管哮

喘的诊断和治疗研究提供新的思路。
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