
normal pregnant women and to investigate the correlation between lipid level and insulin resistance ( IＲ) in GDM
patients． Methods A 75 g oral glucose tolerance test ( OGTT) was performed among 94 pregnant women between
24 to 32 gestational weeks． According to OGTT，the pregnant women were divided into GDM group and normal glu-
cose tolerance ( NGT) group． Subsequently，height and body weight were measured and body mass index was cal-
culated． Triglyceride ( TG) ，total cholesterol ( TC) ，low density lipoprotein cholesterol ( LDL-C) ，high density
lipoprotein cholesterol ( HDL-C) ，glucose，fasting insulin，C-peptide were also measured later on． HOMA-insulin
resistance index ( HOMA-IＲ) was calculated finally． Ｒesults ① Glucose level at every OGTT time point ( 0，60，
120 min) glucose，fasting insulin ( FINS) ，fasting C-peptide and HOMA-IＲ were significantly increased in GDM
group compared with NGT group． TCH and TG were also significantly elevated in GDM group． However，LDL-C
nor HDL-C had significant difference between GDM and NGT group． ② TG was positively correlated with glucose
and HOMA-IＲ，but had no significant correlation with age，BMI before pregnancy and the increased BMI during
pregnancy． ③ Stepwise multiple regression analysis showed that TG was the independent risk factor of serum HO-
MA-IＲ level． Conclusion Lipid metabolism disorders and insulin resistance are more severe in GDM group as
compared to normal pregnant women． Furthermore，increased TG contribute to the onset and development of GDM．
Key words gestational diabetes mellitus; serum lipid; insulin resistance
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抵抗素、miＲNA-26b在婴幼儿毛细支气管炎中的表达
许长娣，周 瑶，张佳敏，赵德育，刘 峰

摘要 目的 探讨婴幼儿毛细支气管炎中 miＲNA-26b、抵抗
素的变化。方法 收集毛细支气管炎患儿的血液，以正常儿
童为对照，通过酶联免疫吸附( ELISA) 法测定血清中白介素
( IL) -8、抵抗素浓度，并利用实时定量 PCＲ 技术测定血液淋
巴细胞中 miＲNA-26b、抵抗素 mＲNA 表达，利用 miＲNA-26b
mimics干预人肺上皮细胞 A549，通过实时定量 PCＲ 技术测
定 miＲNA-26b、抵抗素 mＲNA 及细胞上清液中 IL-8 蛋白浓
度变化。结果 毛细支气管炎患儿外周血清中 IL-8、抵抗素
浓度均升高，血液淋巴细胞中 miＲNA-26b、抵抗素 mＲNA 表
达增加; 经过干预的 A549 细胞 miＲNA-26b、抵抗素 mＲNA
及细胞上清液中 IL-8 蛋白浓度均有增加。结论 miＲNA-
26b、抵抗素在毛细支气管炎患儿血液淋巴细胞中存在差异
表达，而这可能参与了炎症反应的发生。
关键词 抵抗素; microＲNA; 人肺上皮细胞; IL-8; 呼吸道合
胞病毒
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毛细支气管炎是婴幼儿时期以喘息为主要临床

表现的下呼吸道感染性疾病，是导致婴幼儿住院的

常见原因，可有不同的病原体引起，其中最常见的是

呼吸道合胞病毒( respiratory syncytial virus，ＲSV) 。
目前毛细支气管炎发生发展机制仍不十分明确，因

此有必要进行进一步探究。miＲNA 是一类单链小
分子 ＲNA，是在基因的转录翻译中起到转录后调节
作用的非编码 ＲNA。此外，近来研究［1］显示抵抗素
与炎症反应可能存在相关性。在反复的过敏性鼻
炎、慢性阻塞性肺病等呼吸道疾病患者血清中浓度
都有所上升［2 － 3］，但在婴幼儿毛细支气管炎病患中

的变化报道较少。该研究对比呼吸道合胞病毒感染
毛细支气管炎患儿外周血中抵抗素、miＲNA-26b 以
及炎症因子的表达差异，并通过以 miＲNA26b mim-
ics干预人肺上皮细胞，观察抵抗素、炎症因子的表
达差异。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 选取 2015 年 10 月 ～ 2016 年 4 月
在南京医科大学附属儿童医院呼吸科病房住院并确

诊的 16 例毛细支气管炎患儿为疾病组，其中男 8
例，女 8 例，年龄 2 ～ 15 ( 8. 9 ± 2. 6 ) 个月，所有病例
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病程在 5 d内，诊断均符合第 7 版实用儿科学有关
毛细支气管炎的诊断标准。鼻咽分泌物 ＲSV 分离
阳性，或 ELISA 方法检测患儿血清 ＲSV Ig-M 抗体
阳性，具备其中 1 条即可确定为 ＲSV 感染，不伴有
肺结核、支气管肺发育异常等其他呼吸系统疾病且
留取标本前未使用糖皮质激素及免疫调节剂。正常
组共 16 例，男 8 例，女 8 例，年龄 4 ～ 15( 7. 2 ± 2. 2)
个月，均为外科系统准备行择期手术住院的患儿，近

期无感染和慢性疾病史，排除过敏性和免疫相关性

疾病，鼻咽分泌物 ＲSV抗原检测均为阴性。其家长
均知情同意并征得医院伦理委员会同意。经检验，
两组间年龄、性别、体重差异均无统计学意义。
1． 2 方法
1． 2． 1 血清留取及淋巴细胞的分离 疾病组患儿
入院次日清晨采 2 ml静脉血，置于抗凝真空采血管
中，离心分离血清并转存在 EP管中，于 － 70 ℃保存
待测。正常组儿童在体检当天抽血。用 ELISA 法
检测血清抵抗素水平，试剂盒购自英国 IDS公司; 两
组病例另外各取新鲜抗凝血 2 ml，采用人外周血淋
巴细胞分离液，分离收集淋巴细胞，加 TＲIzol 后置
于 － 80 ℃备用。
1． 2． 2 细胞培养及 mＲNA、细胞上清液收集 人肺
上皮 A549 细胞由中国科学院上海生命科学研究院
细胞资源中心提供。将细胞培养于含 10% FBS、
100 U /ml青霉素、100 μg /ml 链霉素的 ＲPMI 1640
完全培养液，置于 37 ℃、5% CO2 饱和湿度的细胞

培养箱中培养，待细胞达到 80%汇合时，吹打下细
胞传代，每周传代 2 ～ 3 次，细胞呈单层贴壁生长，实
验取对数期生长细胞。按每孔 1 × 106 /ml A549 细
胞接种于 6 孔板中，培养 24 h后加入 miＲ-26b mim-
ics + 8 μl Lipofectamine 2 000转染试剂( 转染组) 。
另外设空白组，培养后留取细胞上清液并提取细胞

总 ＲNA。
1． 3 miＲNA、mＲNA 及炎症指标的测定 各样品
的 miＲNA-26b 和内参( U6 ) 、抵抗素 mＲNA 和内参
GAPDH 分别进行实时荧光定量 PCＲ，数据采用
2 － ΔΔCt法进行分析。血清白细胞介素-8 ( interleukin-
8，IL-8) 、抵抗素及细胞上清液 IL-8 浓度检测采用
ELISA法检测，具体步骤按试剂盒说明书进行。
1． 4 统计学处理 应用 SPSS 20. 0 软件进行分析，
数据以 珋x ± s表示，两样本均数之间的比较经方差齐
性检验后，采用完全随机化设计 t 检验，P ＜ 0. 05 为
差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 血清 IL-8、抵抗素浓度及血液淋巴细胞中抵
抗素、miＲNA-26b表达 利用 ELISA技术测定两组
儿童血清中 IL-8 以及抵抗素浓度，结果显示疾病组
中 IL-8 以及抵抗素相对浓度明显高于正常组［IL-8
蛋白: ( 5. 53 ± 1. 62 ) 、( 17. 95 ± 4. 94 ) ng /ml，t =
－ 6. 51; 抵抗素蛋白: ( 15. 46 ± 3. 39 ) 、( 36. 96 ±
9. 47) ng /ml，t = － 7. 41］。接下来通过实时定量
PCＲ技术，证实了疾病组血淋巴细胞中抵抗素 mＲ-
NA及 miＲNA-26b 相对表达均有升高［抵抗素 mＲ-
NA: ( 7. 51 ± 1. 49 ) 、( 19. 46 ± 3. 45 ) ，t = － 13. 90;
miＲNA-26b: ( 10. 67 ± 2. 83 ) 、( 26. 53 ± 6. 05 ) ，t =
－ 8. 224］，见图 1。

图 1 IL-8、抵抗素及 miＲNA-26b的表达差异
A: 疾病组血清 IL-8 以及抵抗素相对浓度; B: 疾病组血淋巴细胞

中抵抗素 mＲNA及 miＲNA-26b相对表达; 与正常组比较: * P ＜ 0. 05

2． 2 两组上皮细胞中抵抗素、miＲNA26b表达 与
空白组相比，转染组 A549 细胞经 miＲNA-26b mim-
ics干预后，miＲNA-26b 相对表达经 PCＲ 验证升高
( 18. 33 ± 3. 07、41. 13 ± 8. 27，t = － 8. 17 ) ，同样，抵
抗素 mＲNA 相对表达有所上升 ( 10. 53 ± 3. 43、
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24. 57 ± 4. 65，t = － 7. 69 ) ; 本研究进一步通过
ELISA 验证干预组细胞外液中 IL-8 浓度增多
［( 9. 71 ± 2. 23 ) 、( 31. 25 ± 4. 65 ) ng /ml， t =
－ 13. 21］，提示 miＲNA-26b可能参与介导肺上皮细
胞抵抗素 mＲNA表达及 IL-8 分泌，见图 2。

图 2 A549 中 miＲNA-26b、抵抗素 mＲNA、IL-8 蛋白的表达差异

与空白组比较: * P ＜ 0. 05

3 讨论

研究［4］证明，呼吸道合胞病毒所致毛细支气管

炎可使外周血白细胞介素-6、IL-8 和肿瘤坏死因子-
α浓度明显升高，且与病情呈正相关性。血循环中
IL-8 含量的增加，可以作为毛细支气管炎急性阶段
的一个重要指标［5］，毛细支气管炎时，IL-8 局部合
成增多，可能通过促使激活的中性粒细胞内流、黏
附、释放各种酶类和反应性氧化代谢产物、增加黏附
分子表达等导致气道损伤、阻塞等发生［6］。本实验
中通过比较显示毛细支气管炎患儿血清 IL-8 浓度
升高，与前面研究［4，7］结果一致。在进一步实验中，
选用 IL-8 作为评价炎症的指标。抵抗素是 2001 年
在动物实验中发现的源于脂肪组织的分泌型多肽，

而其在人类相较于炎症细胞如巨噬细胞、单核细胞，
脂肪组织中表达则较低［8］，近年来已有研究［9］提示

抵抗素与促进炎症反应相关，在人类及小鼠试验中

均提示炎症情况下抵抗素表达升高，而抵抗素也可

促进白细胞介素-6、IL-8、肿瘤坏死因子-α 等细胞
因子的生成［10］。有研究［11］显示在动脉粥样硬化患
者中血清抵抗素水平与炎症因子呈正相关性，而在

呼吸道疾病中则有报道指出抵抗素可以促进中性粒

细胞炎症因子释放，加重脂多糖引起的急性肺损

伤［12］。本研究通过 ELISA 显示抵抗素在毛细支气
管炎病患血清中浓度、外周血淋巴细胞中抵抗素

mＲNA表达均有升高，故而推测抵抗素可能参与了
其中的炎症反应。

miＲNA是一类单链小分子 ＲNA，是在基因的转
录翻译中起到转录后调节作用的非编码 ＲNA。
miＲNA基因在 ＲNA 转录酶的作用下，首先合成为
pri-miＲNA。pri-miＲNA 在 Drosha ＲNase 作用下剪
切为茎环结构的 pre-miＲNA。转运至胞质后由 Dic-
er酶再次剪切，最终形成成熟的 miＲNA。目前转染
miＲNA常用的主要为化学合成 miＲNA、慢病毒介导
的 miＲNA、质粒介导的 miＲNA。本实验中采用化学
合成的方法合成 miＲ-26b mimics，通过脂质体转染
进入细胞，可以增强内源 miＲ-26b的基因增强效应，
进行功能获得性研究。采用化学合成 mimics 的方
法可以用来筛选 miＲNA靶位点，筛选调控某一基因
表达的 miＲNA，筛选影响细胞发育过程的 miＲNA，
特异性较强、可重复性高，容易获得较高水平的转
染、表达增强效果。miＲNA 在呼吸道疾病发生发展
过程中起到的作用越来越受到重视。而本文中研究
的 miＲNA-26b，已被证实能够抑制上皮细胞的增殖
及迁移［13 － 14］。在呼吸道疾病中，有报道［15］显示在
ＲSV感染的毛细支气管炎病患外周血单核细胞中
miＲ-26b表达上升。本实验中同样显示毛细支气管
炎病患外周血淋巴细胞中 miＲNA-26b 表达升高。
以上结果提示在毛细支气管炎中，淋巴细胞 miＲNA-
26b、抵抗素 mＲNA 表达量以及血清中抵抗素浓度
均有上升，miＲNA-26b 及抵抗素可能参与调控炎症
因子 IL-8 的生成。
毛细支气管炎常由呼吸道合胞病毒感染引起，

已知呼吸道上皮细胞是 ＲSV 入侵的主要靶细胞，它
不仅仅作为基础屏障，更可以启动机体的非特异性

免疫。而研究［15］报道抵抗素可以促进内皮细胞的
活化，与此同时，根据此前研究［16］报道，毛细支气管

炎中 miＲNA-26b 表达可升高，那么提出假设，是否
miＲNA及抵抗素均参与呼吸道上皮细胞炎性反应。
本研究通过以 miＲNA mimics 干预肺上皮细胞
A549，结果表明抵抗素 mＲNA 表达量有上升，与此
同时细胞上清液中 IL-8 浓度也有所升高，因而在肺
上皮细胞中 miＲNA-26b 可能通过促进抵抗素 mＲ-
NA表达，进而增加炎症因子分泌，参与炎症反应。
综上所述，miＲNA-26b 及抵抗素均有可能参与

ＲSV所致的毛细支气管炎的炎症反应过程，在肺上
皮细胞中 miＲNA-26b 可能促进抵抗素表达进而促
进炎症介质释放。但抵抗素在毛细支气管炎中更确
切的机制值得进一步研究。
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Expressions of resistin and miＲNA-26b in bronchiolitis in infants
Xu Changdi，Zhou Yao，Zhang Jiamin，et al

( Dept of Ｒespiration，Children's Hospital of Nanjing Medical University，Nanjing 210008)

Abstract Objective To study the expression and slinical significance of miＲNA-26b，resistin and inflammatory
mediator in bronchiolitis． Methods Serum IL-8，resistin concentration ( by enzyme linked immunosorbent assay，
ELISA) ，microＲNA( miＲNA) -26b with resistin mＲNA expression in blood lymphocytes( by real-time quantitative
PCＲ assay) were analyzed in children with bronchiolitis and healthy age-match control． After miＲNA-26b mimics
treating human lung epithelial cells A549，IL-8 concentrations in cell supernatants，miＲNA-26b and resistin in
cells were analyzed． Ｒesults In children with bronchiolitis，serum IL-8，resistin protein concentrations were inc-
reaced，as well as miＲNA-26b and resistin mＲNA in blood lymphocytes． After the intervention of A549 cells miＲ-
NA-26b，resistin mＲNA and IL-8 protein concentrations in supernatants were increased． Conclusion miＲNA-26b
and resistin expression change in blood lymphocytes in children with bronchiolitis，which may be involved in the in-
flammatory response．
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