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［摘　要］　目的　探讨呼吸道合胞病毒（ＲＳＶ）毛细支气管炎患儿中ＴＲＥＭ１／ＤＡＰ１２蛋白的表达及该通路与炎症

反应的潜在关联。方法　选取２０１７年１月—２０１９年１月四川省广安市人民医院ＲＳＶ毛细支气管炎患儿作为病

例组（分为轻症组和重症组），选取同期体检的健康儿童作为对照组，对血清中炎症因子含量及外周血单个核细胞

（ＰＢＭＣｓ）中ＴＲＥＭ１、ＤＡＰ１２表达进行检测。构建ＲＳＶ感染人支气管上皮（ＮＨＢＥ）细胞的体外细胞模型，将人支

气管上皮细胞（ＮＨＢＥ）分为对照组、ＲＳＶ感染组、ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡＣｏｎｔｒｏｌ组和ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡＴＲＥＭ１组，并对细胞

中ＴＲＥＭ１、ＤＡＰ１２的表达及上清液中炎症因子含量进行检测。结果　轻症组、重症组儿童血清中白细胞介素１β

（ＩＬ１β）等炎症因子含量、ＰＢＭＣｓ中ＴＲＥＭ１、ＤＡＰ１２表达量均高于对照组，且重症组高于轻症组（均犘＜０．０５）。

ＲＳＶ感染组、ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡＣｏｎｔｒｏｌ组 ＴＲＥＭ１、ＤＡＰ１２表达量均高于对照组、ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡＴＲＥＭ１组（均犘

＜０．０５）。ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡＴＲＥＭ１组上清液中炎症因子含量均低于 ＲＳＶ感染组、ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡＣｏｎｔｒｏｌ组（均犘

＜０．０５）。结论　ＴＲＥＭ１／ＤＡＰ１２信号通路在ＲＳＶ毛细支气管炎患儿中高表达。ＲＳＶ诱导 ＮＨＢＥ细胞高表达

ＴＲＥＭ１，沉默ＴＲＥＭ１可以下调ＤＡＰ１２表达，抑制炎症因子分泌。
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　　呼吸道合胞病毒（ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｃｙｔｉａｌｖｉｒｕｓ，

ＲＳＶ）是小儿毛细支气管炎最常见的病原体，ＲＳＶ感

染患儿较副流感病毒、肺炎支原体等非ＲＳＶ感染患

儿的预后差，目前尚无有效的预防和治疗措施。ＲＳＶ

感染后炎症调节紊乱是影响病毒清除与疾病病程的

重要原因，主要表现为炎症细胞的不断浸润以及细胞

因子的大量分泌，在发挥抗病毒作用的同时，也会导

致严重的肺损伤［１］。因此，深入探讨ＲＳＶ感染后炎

症紊乱的病理机制具有重要的临床意义。

髓 系 细 胞 触 发 受 体１（ｔｒｉｇｇｅｒｉｎｇｒｅｃｅｐｔｏｒ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｏｎｍｙｅｌｏｉｄｃｅｌｌｓ１，ＴＲＥＭ１）可以与下游

接头分子 ＤＮＡＸ 活化蛋白１２（ＤＮＡＸａｃｔｉｖａｔｉｎｇ

ｐｒｏｔｅｉｎ１２，ＤＡＰ１２）相互作用，激活炎症信号通

路［２４］。ＴＲＥＭ１在不同种类微生物感染中可能发

挥不同作用，如在流感病毒感染模型中ＴＲＥＭ１基

因缺失可降低炎症水平［５］；在铜绿假单胞菌感染中

发现ＴＲＥＭ１基因缺失可促进炎症因子分泌
［６］。

但是，ＴＲＥＭ１在ＲＳＶ毛细支气管炎患儿中的表

达及作用目前尚无报道，因此，本文旨在探讨

ＴＲＥＭ１、ＤＡＰ１２在ＲＳＶ毛细支气管炎患儿中的

表达，并构建 ＲＳＶ 感染人支气管上皮（ｎｏｒｍａｌ

ｈｕｍａｎｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＮＨＢＥ）细胞模型，

以深入研究相关机制。

１　资料与方法

１．１　研究对象　选取２０１７年１月—２０１９年１月

四川省广安市人民医院ＲＳＶ毛细支气管炎患儿为

病例组，共６７例。纳入标准：（１）年龄≤２岁；

（２）符合《毛细支气管炎诊断、治疗与预防专家共识

（２０１４年版）》中的诊断标准
［７］；（３）采用鼻咽拭子

采集呼吸道分泌物，病原学检查为ＲＳＶ单一感染；

（４）入院前１个月内未经糖皮质激素、免疫抑制剂等

药物治疗；（５）入院前病程在３ｄ内。排除标准：合

并肺结核、免疫缺陷病、先天性疾病等。

根据入院ｌｏｗｅｌｌ评分，将病例组分为轻症组（临

床评分≤９分，共３９例）和重症组（临床评分≥１０分，

共２８例）。选取同期体检的健康儿童作为对照组，共

３５例。本研究已获四川省广安市人民医院伦理委员

会的批准，且研究对象监护人均已签署知情同意书。

１．２　血清中炎症因子含量的检测　治疗前，经肘正

中静脉穿刺采集静脉血０．５ｍＬ，分离血清，分装后

保存于 －８０℃ 冰箱。使用酶联免疫吸附试验

（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试

剂盒（深圳欣博盛生物科技有限公司）检测血清中白

细胞介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）、白细胞介素６

（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）、白细胞介素８（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ８，

ＩＬ８）、白细胞介素１７（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１７，ＩＬ１７）、高迁

移率族蛋白１（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘ１ｐｒｏｔｅｉｎ，

ＨＭＧＢ１）含量。

１．３　外周血单个核细胞中 ＴＲＥＭ１、ＤＡＰ１２ｍＲ

ＮＡ的检测　治疗前，经肘正中静脉穿刺采集ＥＤ

ＴＡ抗凝静脉血２ｍＬ，使用人外周血单个核细胞分

离液（北京索莱宝科技有限公司）分离外周血单个核

细 胞 （ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＰＢ

ＭＣｓ）。使用实时荧光定量聚合酶链式反应（ｑｕａｎ

ｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ

ＰＣＲ）检测ＰＢＭＣｓ中 ＴＲＥＭ１、ＤＡＰ１２ｍＲＮＡ表

达量。以 ＧＡＰＤＨ 作为内参基因，引物序列为：

ＴＲＥＭ１ 上 游 引 物，５’ＧＡＡＣＴＣＣＧＡＧＣＴＧ

ＣＡＡＣＴＡＡＡ３’；下 游 引 物，５’ＴＣＴＡＧＣＧＴＧ

ＴＡＧＴＣＡＣＡＴＴＴＣＡＣ３’。ＤＡＰ１２上游引物，５’

ＧＡＧＡＣＣＧＡＧＴＣＧＣＣＴＴＡＴＣＡ３’；下游引物，５’

ＧＴＣＡＴＧＡＴＴＣＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴ３’。

１．４　ＰＢＭＣｓ中ＴＲＥＭ１、ＤＡＰ１２蛋白质的检测　

蛋白质免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）检测ＰＢＭＣｓ

中ＴＲＥＭ１、ＤＡＰ１２蛋白质表达量。常规进行蛋白

提取、电泳、转印等步骤，一抗（英国Ａｂｃａｍ公司）稀

释比例为：ＴＲＥＭ１（１∶１０００）、ＤＡＰ１２（１∶５００）、

ＧＡＰＤＨ（１∶３０００）。上述试验均在四川省广安市
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人民医院完成。

１．５　细胞学试验

１．５．１　主要试剂　ＮＨＢＥ细胞、人喉癌上皮细胞

（Ｈｅｐ２细胞）均购自美国 ＡＴＣＣ；ＲＳＶ病毒（Ａ亚

型）购自广州博特生物工程有限责任公司；ＤＭＥＭ

培养基、胎牛血清均购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；Ｌｉｐｏｆｅｃ

ｔｉｎ２０００ＴＭ购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

１．５．２　细胞与病毒培养　ＮＨＢＥ细胞、Ｈｅｐ２细

胞均使用含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基，于

３７℃、５％ＣＯ２ 的培养箱中静置培养。将ＲＳＶ病毒

接种至Ｈｅｐ２细胞，培养３～５ｄ后收集细胞，反复

冻融获取病毒悬液，根据Ｒｅｅｄｍｕｅｎｃｈ法测定半数

组织培养感染剂量（５０％ｔｉｓｓｕｅｃｕｌｔｕｒｅｉｎｆｅｃｔｉｖｅ

ｄｏｓｅ，ＴＣＩＤ５０）。细胞学试验均于四川大学华西第二

医院完成。

１．５．３　ＲＳＶ感染　将ＮＨＢＥ细胞接种于６孔板，

待汇合度达到８０％左右时，弃去培养基，ＰＢＳ洗涤

２次，依次加入滴度为０、５０、１００、５００ＴＣＩＤ５０的

ＲＳＶ病毒悬液，放置于３７℃培养箱中吸附２ｈ，弃去

上层悬液，ＰＢＳ洗涤２次，加入培养基继续培养４８ｈ，

然后收集细胞，ＷＢ 检测不同滴度 ＲＳＶ 诱导时

ＮＨＢＥ细胞中ＴＲＥＭ１蛋白质的表达。此外，在滴

度为１００ＴＣＩＤ５０的诱导条件下，分别培养０、２４、４８、

７２ｈ，然后收集细胞，ＷＢ检测不同诱导时间ＮＨＢＥ

细胞中ＴＲＥＭ１蛋白质的表达。

１．５．４　ＲＮＡ干扰质粒的构建与转染　参照文献
［８］

报道，设计针对人ＴＲＥＭ１的ｓｉＲＮＡ序列，具体序

列 为：ｓｉＲＮＡＴＲＥＭ１ 正 义 链，５’ＣＣＧＧＴＧ

ＧＣＡＧＡＴＡＡＴＡＡＧＧＧＡＣＧＧＣＴＣＧＡＧＣＣＧＴＣＣ

ＣＴＴＡＴＴＡＴＣＴＧＣＣＴＴＴＴＴＧ３’；ｓｉＲＮＡＴＲＥＭ

１反义链，５’ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＧＣＡＧＡＴＡＡＴＡ

ＡＧＧＧＡＣＧＧＣＴＣＧＡＧＣＣＧＴＣＣＣＴＴＡＴＴＡＴＣＴ

ＧＣＣＡ３’。ｓｉＲＮＡＣｏｎｔｒｏｌ正义链，５’ＣＣＧＧＴＧＧ

ＧＡＡＧＴＡＣＧＧＡＧＴＡＡＡＣＧＣＴＣＧＡＧＣＧＴＴＴＡ

ＣＴＣＣＧＴＡＣＴＴＣＣＣＴＴＴＴＴＧ３’；ｓｉＲＮＡＣｏｎｔｒｏｌ

反 义 链，５’ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＧＧＡＡＧＴＡＣＧ

ＧＡＧＴＡＡＡＣＧＣＴＣＧＡＧＣＧＴＴＴＡＣＴＣＣＧＴＡＣＴ

ＴＣＣＣＡ３’。将上述寡核苷酸单链退火后，克隆至

ｐＧｅｎｅｓｉｌ１．１质粒。使用Ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎ２０００ＴＭ 将测

序正确的ｓｉＲＮＡＣｏｎｔｒｏｌ质粒和ｓｉＲＮＡＴＲＥＭ１

质粒转染至ＮＨＢＥ细胞。

１．５．５　试验分组　细胞学试验分为４组：对照组、

ＲＳＶ感染组、ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡＣｏｎｔｒｏｌ组、ＲＳＶ＋ｓｉＲ

ＮＡＴＲＥＭ１组。对照组、ＲＳＶ感染组使用未进行

转染的 ＮＨＢＥ 细胞，ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡＣｏｎｔｒｏｌ组和

ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡＴＲＥＭ１组分别使用ｓｉＲＮＡＣｏｎ

ｔｒｏｌ质粒和ｓｉＲＮＡＴＲＥＭ１质粒转染的ＮＨＢＥ细

胞。对照组不进行ＲＳＶ感染，其余３组均使用滴度

为１００ＴＣＩＤ５０的ＲＳＶ感染，诱导时间为４８ｈ。

１．５．６　检测指标　ＲＳＶ感染４８ｈ后，收集各组细

胞及上清液，使用 ｑＲＴＰＣＲ 检测各 组细胞中

ＴＲＥＭ１、ＤＡＰ１２ｍＲＮＡ表达，使用 ＷＢ检测各组

细胞中 ＴＲＥＭ１、ＤＡＰ１２ 蛋白 表达 水 平，使 用

ＥＬＩＳＡ检测细胞上清液中炎症因子的含量，包括

ＩＬ１β、ＩＬ６、ＩＬ８、ＩＬ１７、ＨＭＧＢ１。

使用免疫荧光染色检测各组细胞中ＴＲＥＭ１蛋

白表达水平，具体步骤为：４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，

封闭１ｈ，滴加抗 ＴＲＥＭ１抗体（１∶５０）４℃过夜。

二抗孵育、ＤＡＰＩ染色、封片等步骤后拍照。

１．６　统计学分析　应用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计

分析。所有计量资料均采用均数±标准差表示，多

组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用

犔犛犇狋检验。犘≤０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　基本资料　病例组共６７例ＲＳＶ毛细支气管炎

患儿，其中轻症组３９例，重症组２８例。轻症组中男

性２１例，女性１８例，平均年龄（９．１６±４．２２）个月；重

症组中男性１３例，女性１５例，平均年龄（９．４５±４．６３）

个月。对照组共３５例健康儿童，其中男性１８例，女性

１７例，平均年龄（９．２８±４．０６）个月。三组儿童

性别、年龄比较，差异均无统计学意义（均犘＞０．０５）。

２．２　各组儿童血清中炎症因子含量的比较　轻症

组和重症组儿童血清中ＩＬ１β、ＩＬ６、ＩＬ８、ＩＬ１７、

ＨＭＧＢ１含量均高于对照组，且重症组ＩＬ１β、ＩＬ８、

ＩＬ１７、ＨＭＧＢ１含量高于轻症组，差异均具有统计

学意义（均犘＜０．０５）。见表１。

２．３　各组儿童ＰＢＭＣｓ中 ＴＲＥＭ１、ＤＡＰ１２ｍＲ

ＮＡ及其蛋白的表达变化　轻症组和重症组儿童

ＰＢＭＣｓ中ＴＲＥＭ１、ＤＡＰ１２ｍＲＮＡ及蛋白表达量

均高于对照组，且重症组高于轻症组，差异均具有统

计学意义（均犘＜０．０５）。见图１、图２。

２．４　ＲＳＶ诱导 ＮＨＢＥ细胞表达ＴＲＥＭ１蛋白情

况　随着ＲＳＶ浓度和诱导时间的增加，ＮＨＢＥ细

胞中ＴＲＥＭ１的表达量逐渐升高，ＲＳＶ浓度为１００

ＴＣＩＤ５０以及诱导时间为４８ｈ时，ＴＲＥＭ１的表达量

达到最高。见图３。
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表１　各组儿童血清中炎症因子含量的比较（ｐｇ／ｍＬ）

犜犪犫犾犲１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓｉｎｃｈｉｌｄｒｅｎｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｐｇ／ｍＬ）

组别 例数 ＩＬ１β ＩＬ６ ＩＬ８ ＩＬ１７ ＨＭＧＢ１

轻症组 ３９ １４．２２±３．６５ａ ２８．６１±６．７３ａ ３５．０９±８．１３ａ ７１．４４±１５．０６ａ ２０．５６±７．３３ａ

重症组 ２８ １９．４０±３．５７ａｂ ３０．０４±７．２５ａ ７２．６０±１４．９１ａｂ ８３．５９±１６．７７ａｂ ２８．４８±６．９５ａｂ

对照组 ３５ １２．４８±３．０９ １７．９２±４．８８ １７．４６±５．２８ ４５．３８±１０．２０ １４．７０±５．４１

犉 ３３．１９０ ３７．１３０ ２５３．４００ ６１．９００ ３３．７００

犘 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：ａ表示与对照组比较，犘＜０．０５；ｂ表示与轻症组比较，犘＜０．０５。
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　　Ａ：ｑＲＴＰＣＲ检测ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ表达；Ｂ、Ｃ：ＷＢ检测ＴＲＥＭ１蛋白表达。１：对照组；２：轻症组；３：重症组。ａ：与对照组比较，犘＜０．０５；

ｂ：与轻症组比较，犘＜０．０５。

图１　各组ＰＢＭＣｓ中ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水平

犉犻犵狌狉犲１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＴＲＥＭ１ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎＰＢＭＣｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ
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　　Ａ：ｑＲＴＰＣＲ检测ＤＡＰ１２ｍＲＮＡ表达；Ｂ、Ｃ：ＷＢ检测ＤＡＰ１２蛋白表达。１：对照组，２：轻症组，３：重症组。ａ：与对照组比较，犘＜０．０５；

ｂ：与轻症组比较，犘＜０．０５。

图２　各组ＰＢＭＣｓ中ＤＡＰ１２ｍＲＮＡ和蛋白表达水平

犉犻犵狌狉犲２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＤＡＰ１２ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎＰＢＭＣｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ
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　　Ａ：ＷＢ检测不同感染滴度下ＴＲＥＭ１的蛋白表达；Ｂ：ＷＢ检测不同感染时间下 ＴＲＥＭ１的蛋白表达。ａ：与０ＴＣＩＤ５０（或０ｈ）比较，

犘＜０．０５；ｂ：与５０ＴＣＩＤ５０（或２４ｈ）比较，犘＜０．０５。

图３　ＲＳＶ诱导ＮＨＢＥ细胞表达ＴＲＥＭ１蛋白水平

犉犻犵狌狉犲３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＴＲＥＭ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＮＨＢＥｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＲＳＶ
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２．５　ＴＲＥＭ１沉默对ＴＲＥＭ１表达的抑制效果　

ＲＳＶ感染组、ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡＣｏｎｔｒｏｌ组中ＴＲＥＭ１

ｍＲＮＡ和蛋白量均高于对照组和 ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡ

ＴＲＥＭ１组，差异均具有统计学意义（犘＜０．０５），见

图４。ＲＳＶ感染组、ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡＣｏｎｔｒｏｌ组的荧

光强度强于对照组和 ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡＴＲＥＭ１组，

见图５。
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　　Ａ：ｑＲＴＰＣＲ检测ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ转录水平；Ｂ、Ｃ：ＷＢ检测ＴＲＥＭ１蛋白表达。１：对照组；２：ＲＳＶ感染组；３：ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡＣｏｎｔｒｏｌ

组；４：ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡＴＲＥＭ１组。ａ：与对照组比较，犘＜０．０５；ｂ：与ＲＳＶ感染组比较，犘＜０．０５；ｃ：与ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡＣｏｎｔｒｏｌ组比较，犘＜０．０５。

图４　各组ＮＨＢＥ细胞中ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ转录和蛋白表达水平

犉犻犵狌狉犲４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＴＲＥＭ１ｍＲＮＡｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎＮＨＢＥｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ
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　　１：对照组；２：ＲＳＶ感染组；３：ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡＣｏｎｔｒｏｌ组；４：ＲＳＶ

＋ｓｉＲＮＡＴＲＥＭ１组。

图５　免疫荧光染色检测各组ＮＨＢＥ细胞中ＴＲＥＭ１表达情况

犉犻犵狌狉犲５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＲＥＭ１ｉｎＮＨＢＥｃｅｌｌｓｂｙｉｍｍｕ

ｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ

２．６　ＴＲＥＭ１沉默对ＤＡＰ１２表达的影响　ＲＳＶ

感染组、ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡＣｏｎｔｒｏｌ组中ＤＡＰ１２ｍＲＮＡ

和蛋白表达量均高于对照组和 ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡ

ＴＲＥＭ１组，差异均具有统计学意义（均犘＜０．０５）。

ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡＴＲＥＭ１组中 ＤＡＰ１２ｍＲＮＡ 和蛋

白表达量高于对照组，差异均具有统计学意义（犘＜

０．０５）。见图６。

２．７　ＴＲＥＭ１沉默对炎症因子分泌的影响　ＲＳＶ

感染组、ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡＣｏｎｔｒｏｌ组细胞上清液中ＩＬ

１β、ＩＬ６、ＩＬ８、ＩＬ１７、ＨＭＧＢ１含量均高于对照组，

差异均具有统计学意义（均犘＜０．０５）。ＲＳＶ＋ｓｉＲ

ＮＡＴＲＥＭ１组的上述炎症因子含量均低于 ＲＳＶ

感染组、ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡＣｏｎｔｒｏｌ组，差异均具有统计

学意义（均犘＜０．０５）。ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡＴＲＥＭ１组

的ＩＬ８、ＩＬ１７、ＨＭＧＢ１炎症因子含量高于对照组，

差异均具有统计学意义（均犘＜０．０５）。见表２。
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　　Ａ：ｑＲＴＰＣＲ检测ＤＡＰ１２ｍＲＮＡ表达；Ｂ、Ｃ：ＷＢ检测ＤＡＰ１２蛋白表达。１：对照组；２：ＲＳＶ感染组；３：ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡＣｏｎｔｒｏｌ组；４：ＲＳＶ

＋ｓｉＲＮＡＴＲＥＭ１组。ａ：与对照组比较，犘＜０．０５；ｂ：与ＲＳＶ感染组比较，犘＜０．０５；ｃ：与ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡＣｏｎｔｒｏｌ组比较，犘＜０．０５。

图６　各组ＮＨＢＥ中ＤＡＰ１２ｍＲＮＡ和蛋白表达水平

犉犻犵狌狉犲６　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＤＡＰ１２ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎＮＨＢＥｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ

表２　各组细胞上清液中炎症因子含量的比较（ｐｇ／ｍＬ）

犜犪犫犾犲２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓｉｎｃｅｌｌｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｐｇ／ｍＬ）

组别 例数 ＩＬ１β ＩＬ６ ＩＬ８ ＩＬ１７ ＨＭＧＢ１

ＲＳＶ感染组 １０ ９２．３０±１０．７０ａ ５９．６７±８．７５ａ ２２４．８９±２０．１７ａ ４２．５６±５．２０ａ １５４．８２±１３．９３ａ

ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡＣｏｎｔｒｏｌ组 １０ ８９．９９±１１．８９ａ ６３．４５±１０．１０ａ ２３３．８７±２４．４０ａ ４５．０５±４．７５ａ １４４．２６±１６．９２ａ

ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡＴＲＥＭ１组 １０ ４８．１７±９．５０ｂｃ ３４．３６±７．９６ｂｃ １０１．８１±１８．９５ａｂｃ ２８．６９±４．１７ａｂｃ ６３．０５±１４．６６ａｂｃ

对照组 １０ ４３．１８±６．９１ ３３．２１±５．４７ ６６．５９±９．７７ １７．５６±３．６１ ４８．６７±７．３１

犉 ７０．５００ ３８．２２０ １９９．０００ ８２．０９０ １５９．１００

犘 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：ａ表示与对照组比较，犘＜０．０５；ｂ表示与ＲＳＶ感染组比较，犘＜０．０５；ｃ表示与ＲＳＶ＋ｓｉＲＮＡＣｏｎｔｒｏｌ组比较，犘＜０．０５。

３　讨论

ＴＲＥＭ１是Ｂｏｕｃｈｏｎ等人于２０００年首次发现

的跨膜糖蛋白，是炎症级联反应中的重要调节因子。

尽管目前尚未明确鉴定出ＴＲＥＭ１配体，但间接证

据表明损伤相关分子模式（ＤＡＭＰｓ）和病原相关分

子模式（ＰＡＭＰｓ）可活化ＴＲＥＭ１，从而诱导炎症因

子分泌［９］。此外，ＴＲＥＭ１其他功能的发现，如促

进Ｔ细胞增殖，激活抗原呈递细胞，表明ＴＲＥＭ１

蛋白在调节宿主对病原微生物的免疫反应中发挥更

重要的作用［１０］。

最初研究［１１］认为ＴＲＥＭ１主要表达于巨噬细

胞、中性粒细胞、树突状细胞、淋巴细胞等免疫细胞

表面，仅在脓毒症等细菌感染疾病中发挥免疫效应。

但近年研究［１２１３］发现，ＴＲＥＭ１也表达于气道上皮

细胞、软骨细胞等组织细胞表面，参与病毒感染以及

无菌性炎症。Ｙｕａｎ等
［１４］在研究人类免疫缺陷病毒

（ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ，ＨＩＶ）在巨噬细胞中

的隐匿机制时发现，ＨＩＶ可通过ＮＦκＢ信号通路诱导

巨噬细胞高表达ＴＲＥＭ１，增强其抗凋亡能力，而沉

默ＴＲＥＭ１表达则可上调Ｃａｓｐａｓｅ３表达，下调Ｂｃｌ２

表达，促进巨噬细胞凋亡，认为靶向沉默ＴＲＥＭ１可

能提高 ＨＩＶ的清除率。然而，ＴＲＥＭ１在其他种类

病毒感染中的作用仍知之甚少，在ＲＳＶ毛细支气管

炎患儿中的表达情况及作用机制尚无报道。

炎症因子的大量释放是ＲＳＶ感染与机体免疫

屏障相互作用的结果，也是加重肺部病理损伤的原

因之一，血清中炎症因子含量与患儿预后密切

相关［１５］。因此，本文首先对ＲＳＶ毛细支气管炎患

儿血清中炎症因子含量进行检测，ＥＬＩＳＡ法检测结

果表明ＲＳＶ毛细支气管炎患儿血清中ＩＬ１β、ＩＬ６、

ＩＬ８、ＩＬ１７、ＨＭＧＢ１含量均显著升高，而且与病情

程度有关。此外，本研究进一步发现ＴＲＥＭ１ｍＲ

ＮＡ和蛋白在ＰＢＭＣｓ中的表达量也显著升高，与炎

症因子的升高趋势一致，提示 ＴＲＥＭ１可能参与

ＲＳＶ致炎机制。ＴＲＥＭ１的胞浆结构域缺乏信号

基序，其功能效应主要依赖于下游接头分子ＤＡＰ１２

传递［１６］，因此，ＴＲＥＭ１与ＤＡＰ１２的表达趋势常保

持一致，本文研究结果显示，ＤＡＰ１２ｍＲＮＡ和蛋白

在ＰＢＭＣｓ中高表达，也证实了上述结论。ＴＲＥＭ１／

ＤＡＰ１２信号通路介导炎症因子释放的因果关系并
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不恒定，两者可能相互作用，共同诱导炎症级联扩

大。部分研究结果可间接支持这一结论，例如：

ＨＭＧＢ１可能是ＴＲＥＭ１的配体
［１７］；ＮＦκＢ不仅是

ＴＲＥＭ１／ＤＡＰ１２诱导炎症因子释放的下游信号通

路，也可上调ＴＲＥＭ１表达，沉默ＮＦκＢｐ６５可抑

制ＨＩＶ相关蛋白Ｔａｔ或者ｇｐ１２０对ＴＲＥＭ１表达

的诱导作用［１４］。

为了进一步证实上述结论，本文构建了ＲＳＶ感

染ＮＨＢＥ的体外细胞模型，结果发现ＲＳＶ可通过

浓度和时间依赖的方式诱导 ＴＲＥＭ１高表达。以

往研究大多认为，ＴＲＥＭ１主要通过炎症细胞发挥

生物学效应，如增强细胞迁移能力，促进炎症因子分

泌等［１８］。本文通过ＲＮＡ干扰技术对 ＴＲＥＭ１进

行沉默，发现ＴＲＥＭ１沉默可以下调ＤＡＰ１２表达，

降低炎症因子分泌，进一步证实 ＴＲＥＭ１是 ＲＳＶ

感染后炎症失调的关键分子，为ＲＳＶ毛细支气管炎

治疗提供了新的靶点。

综上所述，ＴＲＥＭ１／ＤＡＰ１２信号通路在ＲＳＶ

毛细支气管炎患儿中高表达。ＲＳＶ诱导支气管上

皮细胞高表达 ＴＲＥＭ１，沉默 ＴＲＥＭ１可以下调

ＤＡＰ１２表达，降低炎症因子分泌。
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