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哮喘患者治疗前后血循环中嗜酸性粒细胞微粒的变化

蒋　鲜，曹富丽，但小苹，杨再兴，熊　玮　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院呼吸内科）

　　［摘要］　目的　初步探讨哮喘患者治疗前后血循环中嗜酸性粒细胞微粒的变化，分析其数目变化
与治疗疗效之间可能的关系。方法　按照入组标准纳入研究对象共５７例，其中哮喘患者３２例，健康志
愿者２５例，采集外周静脉血，将所采集的样本进行离心处理后，用相应抗体标记，应用流式细胞仪检测
每１００μＬ外周血上清液中嗜酸性粒细胞微粒的数目。哮喘组在正规抗哮喘治疗（以吸入型糖皮质激素＋
长效β２受体激动剂为主）３个月后再次抽取相同体积的静脉血，检测血嗜酸性粒细胞微粒数目。结果
　哮喘组治疗前循环中嗜酸性粒细胞微粒数目显著高于健康对照组和治疗后（Ｆ＝５．５３２Ｐ＝０．０３８；Ｚ＝
－４．９３７，Ｐ＝０．０１），哮喘组治疗后与对照组间微粒数目差异无统计学意义（Ｆ＝３．１１８，Ｐ＝０．１０２）。对哮喘
组进行亚组分析，微粒数目在哮喘过敏组和非过敏组间差异无统计学意义（ｔ＝０．４２１，Ｐ＝０．６７７；ｔ＝０．００６，
Ｐ＝０．９５２），在哮喘治疗后良好控制组与未控制组间差异有统计学意义（ｔ＝－２．０８６，Ｐ＝００４６），Δ微粒与
ΔＦＥＶ１、ΔＦＥＶ１％、ΔＥｏｓｃｏｕｎｔ、ΔＦｅＮＯ、ΔＡＣＴ呈线性相关（ｒ＝－０．５５８，Ｐ＝０．０１；ｒ＝－０．４５３，Ｐ＝０．００５；ｒ＝
０．６２５，Ｐ＝０．０１；ｒ＝０．３１３，Ｐ＝００４１；ｒ＝－０．３９９，Ｐ＝０．０１２）。结论　哮喘患者血循环中嗜酸性粒细胞微
粒数目增多，治疗后微粒数目减少，动态监测血循环中嗜酸性粒细胞微粒有助于哮喘控制评估。
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　　支气管哮喘（ｂｒｏｎｃｈｉａｌａｔｈｍａ，简称哮喘）是以慢性
气道炎症为主要特征的常见病、多发病，有多种细胞参

与其炎症过程，而其中嗜酸性粒细胞被认为是导致支

气管黏膜损伤和功能障碍的重要炎症细胞［１］。微粒

（ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＭＰｓ）是细胞受到刺激活化或凋亡时从
浆膜上脱落形成的直径为１００ｎｍ至２μｍ的小囊泡
颗粒，含有丰富的膜表面受体和生物活性物质，具有促

炎、促凝、调节免疫等生物学功能，参与了慢性气道炎

症的发生、发展。在多种疾病中检测到微粒数目的改

变，对疾病的分期、严重程度及预后起着指示作用，如

类风湿关节炎、多发性硬化、急性呼吸窘迫综合征

等［２－４］。因此，本课题拟初步探讨哮喘患者血循环中

嗜酸性粒细胞微粒的变化情况，并分析其数目变化与

治疗疗效之间可能的关系，以期为临床工作中哮喘的

控制、评估提供一个新的实验室检测指标。

１　资料与方法

１．１　研究对象
　　收集西南医院２０１５年４－９月的门诊哮喘患者，
共３２例。健康对照２５例来源于西南医院献血中心。
纳入人群：健康对照者和按照哮喘诊断标准（全球哮

喘防治创议２０１４版，ＧＩＮＡ２０１４［５］）经专科医师初诊
为哮喘的患者。纳入标准：年龄１８～６０岁，不吸烟或
停止吸烟２个月以上［６］，非孕妇，无明显心肝肾疾病，

无肿瘤病史，无自身免疫疾病及其他变态反应性疾病

史。排除标准［７］：晕血、晕针；近期受过外伤有大出血

史；使用激素、免疫抑制剂、免疫调节剂或细胞毒性药

物；不能表达主观不适症状；高血压、糖尿病、冠心病患

者；先天性或后天性免疫缺陷患者；有精神、心理疾病

患者；慢性阻塞性肺疾病、支气管扩张、肺结核患者。

本研究已通过西南医院伦理委员会审查批准，参与者

均签署了知情同意书。

　　２组研究对象除年龄存在差异性外，性别、体质指
数、收缩压、舒张压差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，表
１），具有可比性。

表１　２组研究对象基本特征

组别 ｎ
年龄

（岁）

性别

（男／女）
ＢＭＩ

（ｋｇ／ｍ２）
收缩压

（ｍｍＨｇ）
舒张压

（ｍｍＨｇ）

对照组 ２５３２．６４±９．４２ １５／１０ ２４．４３±２．７４１２１．１２±８．４９７８．２４±８．５７
哮喘组 ３２４１．１８±９．４４ １４／１８ ２３．４７±３．７４１１７．５０±８．９０７４．５３±７．３９
Ｐ值 ０．００１ ０．２８９ ０．２８６ ０．１２６ ０．０８５

１．２　主要试剂、仪器
　　荧光素标记的抗人抗体包括藻红蛋白（ＰＥ）标记
的ＣＤｗ１２５抗体及同型抗体、藻蓝蛋白（ＡＰＣ）标记的
ＡｎｎｅｘｉｎＶ，均由 ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司提供。流式细胞
仪ＢＤＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ由西南医院病理科提供。
１．３　方法
　　２组研究对象均采集外周静脉血，完善基本信息
（性别、年龄），测量身高、体质量、血压，询问吸烟情

况、既往史。同时哮喘组还需完成哮喘控制测试量表

（ａｔｈｍａｃｏｎｔｒｏｌｔｅｓｔ，ＡＣＴ）、肺功能［第１秒用力呼气量
（ＦＥＶ１）、第 １秒用力呼气量占预计值的百分比
（ＦＥＶ１％）］、呼出气一氧化氮（ｆａｃｔｉｏｎｅｘｈａｌｅｄｎｉｔｒｉｃ
ｏｘｉｄｅ，ＦｅＮＯ）测定、血常规［嗜酸性粒细胞计数（Ｅｏｓ
ｃｏｕｎｔ）］、皮肤过敏原测试等检查，在正规抗哮喘治疗
（以吸入型糖皮质激素＋长效β２受体激动剂为主）３个
月后再次抽取相同体积的静脉血，并复查上述指标，各

指标前后变化率（Δ）＝（治疗前值－治疗后值）／治疗前
值×１００％。按照皮肤过敏原测试是否阳性或既往有无
过敏史，将哮喘组分为过敏组和非过敏组２个亚组。
１．４　标本的采集、处理
　　２组于上午０９：００－１１：００采集外周静脉血３ｍＬ，
放入冰盒，２ｈ内处理。将血液标本在 ４℃条件下
２５００×ｇ离心１５ｍｉｎ，取上清液，－７０℃冻存以备用。
１．５　流式细胞仪检测外周血中嗜酸性粒细胞微粒的

数目

　　参考文献［８］方法。将冻存标本在冰盒内解冻，然
后４℃、１３０００×ｇ离心２ｍｉｎ，连续２次，取上清液。取
１００μＬ上清液加入经２μｍ滤过膜过滤的磷酸盐缓冲
液１００μＬ于ＥＰ管中稀释，每个标本各取５管，在避光
条件下分别加入大小为１．３４μｍ的标准微球、ＣＤｗ１２５
抗体同型对照、ＣＤｗ１２５抗体、ＡｎｎｅｘｉｎＶ、ＣＤｗ１２５抗体＋
ＡｎｎｅｘｉｎＶ，室温下孵育２０ｍｉｎ，随后上机检测。
１．６　疗效判定
　　①良好控制：ＡＣＴ评分≥２０，肺功能 ＦＥＶ１≥正常
预计值的８０％；②未控制：不能同时满足上述两个条
件［９］。按照哮喘控制水平，将哮喘组分为良好控制组

与未控制组。

１．７　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件。计量资料以 珋ｘ±ｓ表
示，两两比较采用两样本ｔ检验，对不符合参数检验条
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件的采用ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ或Ｗｉｌｃｏｘｏｎ非参数秩和检验，
通过协方差分析对年龄进行校正，无序分类计数资料

采用χ２检验，采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析Δ微粒与ΔＦＥＶ１、
ΔＦＥＶ１％、ΔＥｏｓｃｏｕｎｔ、ΔＦｅＮＯ、ΔＡＣＴ的相关性。

２　结果

２．１　２组研究对象嗜酸性粒细胞微粒数目
　　流式细胞仪检测发现：对照组嗜酸性粒细胞微粒
数目为（３３．２４±２１．２３）／１００μＬ，哮喘组治疗前嗜酸
性粒细胞微粒数目为（１３６．８１±１５０．０８）／１００μＬ，哮
喘组治疗后微粒数目为（５０．６５±３３．０９）／１００μＬ。在总
微粒数基本相同的情况下［（６０００～１００００）／１００μＬ］，
哮喘组治疗前、后血嗜酸性粒细胞微粒数目均高于对

照组（Ｚ＝－４．１７４，Ｐ＜０．０１；ｔ＝２．２８７，Ｐ＝０．０２６）。
校正年龄因素后，哮喘组治疗前嗜酸性粒细胞微粒数

目与健康对照组之间差异仍具有统计学意义（Ｆ＝
５５３２，Ｐ＝０．０３８），而治疗后与健康对照组之间差异
不明显（Ｆ＝３．１１８，Ｐ＝０．１０２）。
２．２　哮喘治疗前后嗜酸性粒细胞微粒数目的变化
　　哮喘治疗前循环中嗜酸性粒细胞微粒数目高于治
疗后（Ｚ＝－４．９３７，Ｐ＜０．０１）。良好控制组与未控制
组治疗前微粒数目无明显差异（Ｚ＝－０．２２７，Ｐ＝
０８２１），治疗后哮喘良好控制组微粒数目低于未控制
组（ｔ＝－２．０８６，Ｐ＝０．０４６，表２）。

表２　哮喘治疗前后良好控制组与未控制组嗜酸性粒细胞
微粒数目（／１００μＬ，珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 治疗前 治疗后 变化值

良好控制组 １７ １１９．０５±１１２．４１３９．７６±２０．８３ ７９．２９±９５．２３
未控制组 １５ １５６．９３±１８６．０６６３．００±４０．２９ ９３．９３±１５１．０７
Ｚ或ｔ值 －０．２２７ －２．０８６ －１．１５２
Ｐ值 ０．８２１ ０．０４６ ０．２４９

２．３　过敏反应对血循环中嗜酸性粒细胞微粒数目的
影响

　　过敏组和非过敏组治疗前后微粒含量无明显差异
（ｔ＝０．４２１，Ｐ＝０．６７７，ｔ＝０．００６Ｐ＝０．９５２，表３）。过
敏组哮喘良好控制率［９（６４．３％）］略高于非过敏组
［８（４４．４％）］，过敏组未控制率［５（３５．７％）］低于非
过敏组［１０（５５．６％）］，但差异不具有统计学意义
（χ２＝１２４５，Ｐ＝０．２２５）。

表３　哮喘治疗前后过敏组和非过敏组嗜酸性粒细胞
微粒数目（／１００μＬ，珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 治疗前 治疗后 变化值

过敏组 １４ １４９．６４±１５４．１０５０．５０±３１．３０ ９９．１４±１２７．８２
非过敏组 １８ １２６．８３±１５０．５８４９．７７±３５．１６ ７７．０５±１２０．３１
Ｚ或ｔ值 ０．４２１ ０．００６ ０．５０１
Ｐ值 ０．６７７ ０．９５２ ０．６２０

２．４　嗜酸性粒细胞微粒变化与其他临床指标变化的
相关性

　　哮喘组患者治疗后ＦＥＶ１、ＦＥＶ１％、ＡＣＴ评分高于
治疗前，血嗜酸性粒细胞计数、ＦｅＮＯ低于治疗前（Ｐ＝
０．０１）。进一步分析治疗前后循环中嗜酸性粒细胞微
粒数目变化与 ＦＥＶ１、ＦＥＶ１％、血嗜酸性粒细胞计数、
ＦｅＮＯ、ＡＣＴ评分变化的相关性，发现 Δ微粒与
ΔＦＥＶ１、ΔＦＥＶ１％、ΔＥｏｓｃｏｕｎｔ、ΔＦｅＮＯ、ΔＡＣＴ呈线性
相关（ｒ＝－０．５５８，Ｐ＝０．０１；ｒ＝－０．４５３，Ｐ＝０．００５；
ｒ＝０．６２５，Ｐ＝０．０１；ｒ＝０．３１３Ｐ＝０．０４１；ｒ＝－０．３９９，
Ｐ＝０．０１２，表４）。

表４　哮喘组患者治疗前后相关临床数据（珋ｘ±ｓ）

组别
ＦＥＶ１

（Ｌ）
ＦＥＶ１％

Ｅｏｓｃｏｕｎｔ

（×１０９／Ｌ）

ＦｅＮＯ

（ｐｐｂ）
ＡＣＴ评分

治疗前 ２．４５±０．８０ （７０．１０±９．０９）％ ０．２６±０．２５５６．２３±３４．１４ １６．２８±２．３４

治疗后 ２．９９±０．６１ａ（７８．７４±５．５９）％ａ０．１３±０．０９ａ３１．０５±１１．１９ａ ２０．５６±１．２１ａ

Δ（％）－２９．３１±２１．６０－１３．５９±１２．４０ ４０．１２±２０．１３３８．３７±１６．８７－２８．７８±１８．３８

ａ：Ｐ＝０．０１，与治疗前比较

３　讨论

　　微粒作为细胞间的信号载体，广泛存在于细胞外
液中，如血液、关节液，它们不仅携带来源细胞的生物

信息，同时受细胞外环境的调控。生理情况下，微粒产

生与消亡处于动态平衡当中［１０］，当平衡被打破，将导

致循环中微粒大量生成，增多的微粒可以通过膜融合、

巨胞饮、受体介导胞吞等方式与靶细胞相互作用［１１］，

刺激靶细胞产生更多的细胞因子、炎症介质等，引发各

种生物学反应，机体内环境的相对稳定遭到破坏，从而

促进疾病的发生。因此，通过对微粒的检测、分析，可

以优化疾病的诊断与治疗。

　　哮喘是包括多种炎症表型的异质性疾病，而其中
嗜酸性粒细胞性哮喘是经典表型，约占７０％ ～８０％，
气道内、血循环中嗜酸性粒细胞增多是其重要特征，它

通过与其他免疫细胞相互作用参与哮喘的整个病理生

理过程［１２］。目前认为导致体内嗜酸性粒细胞增多最

重要的原因是Ｔｈ２细胞过度活化，活化的 Ｔｈ２细胞可
以分泌 ＩＬ５，而 ＩＬ５在嗜酸性粒细胞增殖、聚集、活
化、抗凋亡过程中起了关键作用［１３］。活化后的嗜酸性

粒细胞不仅能释放嗜酸性阳离子蛋白、白三烯等炎症

介质造成气道上皮损伤，同时可以释放与其具有相似

活性和表面蛋白的微粒，微粒可促进细胞因子 ＩＬ１β、
ＩＬ６、ＩＬ８和 ＩＣＡＭ１的合成增加［１４］，吸引更多的炎症

细胞并激活微粒本身，促进炎症反应的级联放大，进而

形成持续的慢性炎症刺激。本研究通过 ＰＥ标记的
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ＣＤｗ１２５抗体、ＡＰＣ标记的 ＡｎｎｅｘｉｎＶ对微粒表面的
ＩＬ５受体ɑ链、磷脂酰丝氨酸进行识别，分选出来源于
嗜酸性粒细胞的微粒（ＣＤｗ１２５＋／ＡｎｎｅｘｉｎＶ＋），并发
现其在哮喘患者血循环中是增多的，并与血嗜酸性粒

细胞计数、ＦｅＮＯ水平呈正相关，表明微粒可能参与了
疾病的进程，并在一定程度上反映机体内的嗜酸性炎

症，这对哮喘的治疗可能起到指示作用。

　　目前哮喘的治疗是以吸入型糖皮质激素为基础的
分级治疗，激素通过抑制 Ｔｈ２细胞的活化，降低 ＩＬ５
等炎症介质的表达，减少嗜酸性粒细胞的活化，达到控

制气道炎症的目的。Ｄｒｕｉｌｈｅ等［１５］证实激素可引起嗜

酸性粒细胞凋亡，巨噬细胞通过吞噬凋亡细胞，清除组

织炎症。研究认为由过敏引起的气道炎症患者中，外

周血嗜酸性粒细胞增多，且具有更强的趋化性和自发

产生活性氧的能力［１］，与本研究中微粒变化具有一致

性：过敏组较未过敏组微粒数目更多，对激素疗效更

好，哮喘良好控制率更高，但可能由于样本例数偏少，

未能体现统计学意义。大部分哮喘患者经吸入激素治

疗后，机体内嗜酸性粒细胞数目较少，症状评分、肺功

能改善［１６］，我们对哮喘患者治疗前后血循环中嗜酸性

粒细胞微粒进行检测，发现治疗前患者血循环中微粒

数目明显高于治疗后，且治疗后哮喘良好控制组微粒

数目低于未控制组，与血嗜酸性粒细胞变化、症状评

分、肺功能改善具有一致性，表明嗜酸性粒细胞微粒可

以作为哮喘疗效的一种标志进行检测。

　　本研究发现哮喘患者血循环中嗜酸性粒细胞微粒
数目是增多的，经正规治疗微粒数目减少，其减少程度

与哮喘控制程度有关，并且该变化与 ＦＥＶ１、ＦＥＶ１％、
血嗜酸性粒细胞计数、ＦｅＮＯ、ＡＣＴ等哮喘评估指标变
化呈线性相关。研究结果提示：对血循环中嗜酸性粒

细胞微粒进行动态监测有助于哮喘控制评估，但其正

常值范围仍需大样本的临床研究进一步确定。
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